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OZET

Alzheimer Hastaligi (AH) ilk olarak Alman patolog Alois Alzheimer tarafindan 1906
yilinda tanimlanmistir. AH 21. Yiizyilin basindan beri yasl bireylerde en yaygin demans
formu olarak kabul edilmektedir. 2016 yilinda Diinya capinda 47,5 milyondan fazla
insanin demansla yasadigi tahmin edilmektedir. 2030’a kadar bu sayimnin 75,6 milyona
kadar ¢ikacagi tahmin edilmektedir. AH genelde geng yetiskinligin ortalarinda ortaya ¢ikan
norodejeneratif bir bozukluktur. AH’nin konvansiyonel farmakoterapisinde ACh esterazi
inhibe edecek ilaclar kullanilmaktadir ve boylelikle de beyindeki ACh seviyeleri artar. Bu
caligmada, antikolinesteraz ve antimikrobiyal aktivite gostermesini bekledigimiz 3(2H)-
piridazinon tiirevi yeni 8 bilesigin sentezi yapilmistir. Bilesikler glioksalik asit ve
asetofenon tiirevlerinden hareketle sentezlenmistir. Ilk basamakta elde edilen 6-
stibstitiiefenil-3(2H)-piridazon ile etil bromoasetat ile bazik ortamdaki reaksiyonu sonucu
ester tiirevi olusturulmustur. Ester yapisindaki piridazinon bilesiginin hidrazin hidrat ile
reaksiyonundan ise asetohidrazit tiirevi elde edilmis, elde edilen bu bilesik ile cesitli
siibstitiie ve nonsiibstitiie benzaldehitlerin reaksiyonu sonucunda da benzalhidrazon tiirevi
sonug bilesiklerine ulasilmistir. Bilesiklerin antikolinesteraz aktiviteleri Ellman yontemine
gore yapilmis; Bilesik 1Vg 200 ug/ml dozda %81.89 enzim inhibisyonu yaparak en yiiksek
AChE inhibitorii aktivite gostermistir. Sentezlenen bilesiklerin antimikrobiyal aktiviteleri
de tayin edilmistir. Bilesiklerin hepsi 1limli antimikrobiyal aktivite gdstermislerdir.
Bilesiklerin antifungal aktivitesi anbacteriyal aktivitelerinden daha yiiksek bulunmustur.
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ABSTRACT

Alzheimer's Disease (AD) was first described by German pathologist Alois Alzheimer in
1906. AD has been accepted as the most common form of dementia in elderly individuals
since the beginning of the 21st century. In 2016, it is estimated that more than 47.5 million
people worldwide live with dementia. AD is usually a neurodegenerative disorder that
occurs in mid-adult adulthood. In conventional pharmacotherapy of AD, drugs that inhibit
ACh esterase are used, thereby increasing ACh levels in the brain. In this study, 8 new
3(2H)-pyridazinone derivatives which are expected to show anticholinesterase and
antimicrobial activities have been synthesized. Compounds have been synthesized starting
from glyoxalic acide and acetophenone derivatives. Ester derivative was obtained from the
reaction of the resulting lactam compound with ethyl bromoacetate. After that
acetohydrazide derivative was contituted by reaxion of this ester derivative compound with
hydrazine hydrat and the acetohydrazide were changed to title compounds which have
benzalhydrazone structure by using substituted/nonsubstituted benzaldehydes. Yields,
melting points, physical properties, values in thin-layer chromatography were determined.
Their structures have been confirmed by IR, H-NMR, ! and Mass spectral data.
Anticholinesterase activity of the compounds was determined according to the Ellman’s
method in Gazi University Faculty of Pharmacy Department of Pharmacognosy.
Compound 1Vg showed the highest AChE inhibitory activity by inhibiting 81.89 %
enzyme at dose of 200 pg / ml. Antimicrobial activities of the compounds were also
determined. All of the synthesized compounds showed moderate antimicrobial activity.
Antifungal activity of compounds were found more active than antibacterial activity.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmig bazi simge kisaltmalar. Aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

n Mikron

Hz Hertz

Ppm Milyonda Bir Birim

A Kimyasal Kayma

Kisaltmalar Aciklamalar

ACh Asetilkolin

AChE Asetilkolinesteraz

AD Alzheimer Hastaligi

Anti-TMV Anti-Tiitiin Mozaik Viriisi

APP Amiloid Prekiirsor Protein

Ap Amiloid Beta Plak

BACE Alzheimer Hastaliginda B-Sekretaz Enzimi
BChE Butirilkolinesteraz

CAS Katyonik Anyonik Bolge

ChAT Kolin Asetiltransferaz

ChElI Kolinesteraz Inhibitor

COX Siklooksijenaz

CT Bilgisayar Tomografi

DMT Hastalik Modifiye Edici Tedaviler
DSS colitis Dekstran Sodyum Siilfat Kolit
EDso Etkin dozso

FDA Gida ve Ilag Idaresi (Food Drug Administration)
HBV Hepatit B Viriis

HCMV Insan Sitomegaloviriisii



Kisaltmalar

HCV
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LOX
MAP
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MDTL
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NSAID
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PARP-1
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PPAR
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VAP-1
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XVi

Aciklamalar

Hepatit C Viriis

Insan Immiin Yetmezlik Viriisii

Herpes Simpleks Viriisii

Interlokin 1 Beta

Lipoksijenaz

Maksimum Arter Basinci
Melanin-Konsantre Hormone Reseptor 1
Hafif Bilissel Bozukluk

Coklu Hedefe Yonlendirilmis Ligantlar
Magnetik Resonans Goriintiileme
Norofibriller Yumaklar
N-Metil-D-Aspartat

Niikleosid Polimeraz Inhibitér Enzim
Non Steroidal Antiinflamatuar Ilaglar
P2X Piirinopeptor 7

Poli ADP-Riboz Polimeraz

Periferik Anyonik Bolge

Fosfodiesteraz

Pozitron Emisyon Tomografi
Prostaglandin 12

Peroksim Proliferator Aktive Reseptor
Reaktif Oksijen Tiirleri

Yap1 Aktivite iliskileri

Tek Foton Emisyon Bilgisayarli Tomografi
Tiimor Nekrosis Faktor

Vaskiilar Adhezyon Protein-1

Diinya Saglik Orgiitii (World Healht Organisation)



1. GIRIS

Alzheimer, hafiza, konugma, yon bulma, insanlari tanima, problem ¢ézme gibi giinliik
yasamda birgok kez gerceklestirilen pratiklerin, cesitli zihinsel islevlerin zamanla
zayifladig, giinliik isleri yerine getirme yeteneginin azaldigir ve davranis bozukluklarinin
goriilebildigi ilerleyici bir beyin hastaligidir. Alzheimer hastaliginin ana mekanizmasi,
beyin hiicrelerinde meydana gelen kaybolmanin nedeni heniiz bilinmemekle beraber,
hastaligin ortaya cikmasindaki temel etkenlerin genetik faktorler, anormal proteinlerin
rolli, otoimmiinreaksiyonlar, toksik reaksiyonlar, kafa travmalar1 ve virlisler oldugu
diistiniilmektedir. Bu arada hastaligin diger etkenleri arasinda esansiyel elementlerin ve
serebral kan damarlarinin rolii de 6nemli bulunmustur. Giderek artmakta olan Alzheimer
hastalig1 ile ilgili 2005 yilinda yapilan epidemiyolojik calismalar diinya capindaki
Alzheimer hastasi sayisinin tahmini 24 milyon oldugunu bildirmistir. Tahminler bu saymin
her 20 yilda iki katina ¢ikarak 2020’de 42 milyona, 2040°da ise 81 milyona ulasacagi
yoniindedir [1]. Alzheimer hastaliginda kesin tedavi yoktur giiniimiizde uygulanan tim

tedaviler hastaligin ilerlemesinin yavaslatilmas1 hedefine yoneliktir.

Alzheimer hastaligi ile bircok norotransmiter sistem (kolinerjik, nonkolinerjik,
serotonerjik, dopaminerjik, aminoasiderjik ve noropeptiderjik) degisim goOstermekle
birlikte en ¢arpici olan1 kolinerjik sistemde gozlenen degisimdir. Kolinerjik hipoteze gore,
Alzheimer hastalifi asetilkolinesteraz ve kolin asetil transferaz gibi kolinerjik
belirleyicilerin azalmasiyla iliskilidir. Asetilkolinesteraz inhibitorleri, ndérotransmiterlerin
sinapsta yiiksek konsantrasyonda kalmasini temin etmek igin asetilkolini yikan enzimin
inhibisyonuna neden olurlar. Asetilkolin diizeyini artirmak i¢in uygulanacak yontemlerden
biri asetilkolini yikan asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinnesteraz (BChE) enziminin
baskilanmasidir. AchE’nin kolinerjik iletimdeki rolii olduk¢a iyi bilinmekle birlikte
BchE’nin rolii yeterince aydmlatilamamustir. Saglikli beyin hiicrelerinde sinaptik
asetilkolin hidrolizi esas olarak AChE tarafindan gergeklestirilmekte, BChE’nin bu
hidrolize katkisinin ¢ok az oldugu kabul edilmekte; fakat hem AchE’nin hem de BchE’nin
noron gelisimi ve kolinerjik iletimde birlikte aktif rol oynadigi bilinmektedir [2,3].
(Caligmalar, asetilkolin esteraz inhibisyonuna bagli asetilkolin diizeyi artiglarinin,
Alzheimer hastaligimin erken evrelerindeki kognitif yetmezligi iyilestirebilecegini

gostermektedir.



Asetilkolinesteraz inhibitorii olan takrin, bazi Alzheimerli hastalarda klinik c¢alismalar
sonucu kavramayla ilgili fonksiyonlarda gelismeler saglamis ve Alzheimer tedavisi igin
Food Drug Administration (FDA) tarafindan Onerilmistir. Ancak, takrinin kullanimi
karaciger harabiyetine neden olmasi bakimindan smirhidir [2]. Takrinin Alzheimerli
hastalarda etkili olmasi, yeni asetilkolinesteraz inhibitorii bilesiklerin gelistirilmesine
neden olmustur. Asetilkolin esteraz inhibitérii olarak kullanima giren diger bilesikler
arasinda ensaculin, rivastigmin ve donapezil (Sekil 1.1 ) vardir ve bunlar arasinda tedavide
en basarili olan1 donapezil olmustur. Donezepilin 5-10 mg giinliik oral dozlarda algilamay1

ve klinik fonksiyonlar1 21-81 hafta arasinda iyilestirdigi belirlenmistir [4].
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Sekil 1.1. Asetilkolin esteraz inhibitorii olarak kullanilan ilaglar

Asetilkolin esteraz inhibitori, ilaglarin genel yapisinda (Sekil 1.2) bir periferal anyonik
bolge, bir pozitif yiik merkezi ve bir de aromatik halka (kolin baglama bdlgesi)
bulunmaktadir ve bilesiklerin bu sekilde asetil kolin esteraz enziminin reseptore baglanma

bolgesini bloke ederek inhibisyon gosterdikleri diisiiniilmektedir [5].



H5CO
Kolin baglanma bdlgesi

Periferal anyonik bolge N

N )

Pozitif yiik merkezi

Kolin baglanma bolgesi

Pozitif yiik merkezi (|)| OR1
\ ’—C—NHN=CH
N—N \ /
st

Periferal anyonik bolge

Sekil 1.2. Asetilkolin esteraz inhibitdrii ilaglarin genel yapisi

Sundugumuz tez ¢alismasinda sentezledigimiz 6-siibstitiiefenil-3(2H)-piridazinon-2-asetil-
2-(slibstitiie/nonstibstitiie) benzalhidrazon tiirevleri de asetilkolin esteraz tiirevi
bilesiklerinin yapilarina benzer sekilde bir periferal anyonik bolge, bir pozitif yiik merkezi
ve bir de aromatik halka (kolin baglama bolgesi) bulunmaktadir. Literatiirde 3(2H)-
piridazinon yapisinda antikolinesteraz  aktivite gdsterdigi bildirilen  bilesikler
bulunmaktadir ve bu ¢alismalarin bir kismi da ¢alisma grubumuz tarafindan yapilmistir [6-

10].

Giliniimiizde antibiyotik tedavisinde en O6nemli sorun diren¢ olusumudur. Penisilinin
pratikte kullanilmaya baglandig1 1941 den bir sene sonra, direnglilik bildirimleri gelmeye
baslamstir. Direng, bes yil sonra 1946°da Ingiltere’de artik istatistiksel bir veri olarak
kabul edilmistir. Barber-Whitehead adli doktorlar iki sene sonra 1948 de, bu sayiy1 %53
olarak oSlgiince, antibiyotik direnci artik ¢oziilmesi oncelikli bir sorun olmaya baslamistir
[11]. Antibiyotigin uygun olmayan bigimde kullanimi, bakterinin yok olmamak ve
giliclenmek i¢in direng gelistirmesine yol agmaktadir. Direng gelistirmis ve giiclenmis
bakteriyi daha sonra ayni antibiyotikle yok etme girisimi basarisizlikla sonuglanacak bir
girisimdir. Son yillarda tiim diinyada bakterilerin antibiyotiklere karsi gosterdigi direng,

tedavide sorun yaratmaya baslamistir. Tiiberkiiloz, gonore, pndmoni ve menenjit gibi



giderek artan sayida enfeksiyonda, daha 6nce bu hastaliklarla miicadelede yaygin olarak
kullanilan antibiyotiklere kars1 direncli bakteriler ¢oktan gelismistir ve tedavide yeni yollar

aranmaya baglanmistir [12].

Antibiyotik direncini mikroorganizmalar ¢ok cesitli sekilde gelistirebilir. Bakteriler,
antibiyotigin saldirisina karsi koyabilmek i¢in hiicre yapilarimi degistirebilir; Duvarlarim
antibiyotigin gecemeyecegi sekle degistirerek, antibiyotigi parcalayacak enzimler iireterek,
antibiyotigin etki ettigi kismuni degistirerek ilacin etkisini kirar. Bir bakteri ilaca karsi
diren¢ kazandiktan sonra, o ila¢ artik hastaligin tedavisinde etkili olamaz. Kimi direng
yetenekleri diger bakterilere de gecebilir. Bu, antibiyotiklerle tedavi edilemeyen hastalik
sayisinin giderek artmasi anlamina gelir. Enfeksiyona yol acan mikroorganizmalarin yeni
cevrelere uyum saglamasi, mikroplara viicudun gosterdigi direnci gorece etkisiz birakir.
Ayni hastalik ¢ok fazla kisiyi etkileyebilir, diinya ¢apina ¢ok kisa siirede yayilip, toplu ve
cabucak dliimlere yol agabilir [12].

Bakterilerin neden oldugu hastaliklar sadece sinirl sayida antibiyotikle tedavi edilebilir.
Direngli bakterilerin yol agtig1 bir enfeksiyon sdz konusuysa, tedavide daha toksik ve
pahali ilaglarin kullanilmasi gerekebilir. Bazi vakalarda, hastaliga neden olan direncli
bakterileri yok edecek kadar etkili antibiyotik bulunmadigindan, hastalik tedavi edilemez
duruma gelebilir. Bunlarin yani sira, antibiyotik direnci diger bakteriyel enfeksiyonlara da
yayilabilir. Biitiin bu sebepler giderek daha ¢ok insani, hastanede daha uzun siire kalmak
ve yiiksek maliyetler 6demek zorunda birakmaktadir. Tiirkiye’nin yillik ilag tiiketim
giderinin yaklasik 12 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir. Bu sayimin, yaklasik yiizde
20 — 25'1ini antibiyotikler olusturmaktadir. Antibiyotik tiiketiminde iilkemiz kimi seneler
diinya birincisi lmaktadir. Tirkiye’de yazilan her 10 receteden 7°sinde antibiyotik
bulundugu, bircok bakteride antibiyotiklere karsi direncin iilke genelinde ¢ok yiiksek
oldugu bilinen bir gercektir [12].

Diinyada, temel olarak 20 cesit antibiyotik kullanilmaktadir. Antibiyotik ¢esitlerinin
birbirlerinden hareketle, viicudun ve mikroplarin yapisina gore arttirtlmast miimkiindiir. Bu
artis kusak numaralariyla seviyelendirilmektedir. Kusak numarasinin artmasi, gelistirilen
antibiyotiklerin daha genis etki aralikli ve daha pahali olmasi anlamina gelmektedir.

Avrupa iilkelerinde 2. Kusak antibiyotik kullanilirken, iilkemizde 4. Kusak antibiyotikler



kullanilmaktadir. Bu tiir antibiyotiklerin yan etkisi, digerlerine oranla ¢ok yiiksek. Daha
etkili ve daha pahal1 bu ilaglarin, az gelismis tlilkelerde tiiketildigi kabul edilmektedir. Bu
durumdan cani en ¢ok yananlarsa yeni doganlar, cocuklar ve yaslilar olmaktadir. Karaciger
ve bobrek fonksiyonlarinin heniiz olgunlasmamasi sebebiyle yeni doganlar, yine ileri
yaglarda bu organlarin fonksiyonlarmin azalmasi nedeniyle yaslilar daha fazla zarar

gormektedir [12].

Bulundugumuz cevre siirekli olarak bakteri iiretebilir. Direnci diismiis viicut i¢in bu
bakteriler hastalik demektir. Bu nedenle, antibiyotiklerin sadece enfeksiyonun tedavisinde,
gerekli oldugu zaman kullanilmasi1 gerekmektedir. Arastirmacilara gore sik rastlanan bir
enfeksiyona neden olan bir bakteride oldugu bilinen antibiyotik direncini dnlemek birkag
sekilde miimkiin; Viriislerin neden oldugu soguk alginlig1 ya da diger birgok enfeksiyonda
antibiyotik kullanmamak en yaygin Onlemdir. Soguk algmligr gibi viriis hastaliklar
antibiyotige yanit vermez ve soguk alginligi sikayetlerin, ancak yiizde 10 ila yiizde 15’i
bakteriler nedeniyle olusmaktadir; ancak siniizit, faranjit, orta kulak iltihab1 gibi iist

solunum yolu enfeksiyonlarinda antibiyotik kullanildiginda yanit almak miimkiindiir [11].

Gligli antibiyotiklere diren¢ kazanmig bakteriler tarafindan olusturulan enfeksiyonlar
hastane enfeksiyonu olarak isimlendirilir. Bagka bir agilimla; Hastaneye yattiktan en erken
48-72 saat sonra gelisen veya kulugka doneminde iken taburcu olup da sonradan ortaya
cikan enfeksiyonlara hastane enfeksiyonlar1 adi verilir. Hastane enfeksiyonlarina sebep
olan mikroorganizmalarin biiyiikk bir kismi hastane ortaminda yogun antibiyotik
kullanimina baglh olarak antibiyotiklerin ¢oguna direnglidir. Bu sebeple hastane
enfeksiyonlar1 bir taraftan tedavideki giiglik sebebi ile hastanedeki kalis siiresinin
uzamasina, tedavi giderlerinin artmasina ve isgiicii kaybi ile ekonomik problemlere yol
acarken, diger taraftan yiliksek 6liim orani ve sekonder sebeplerle 6liime yol agabilirler
[12].

Hastane enfeksiyonlarinin olusmasinda rol oynayan en onemli faktor, hastanede kalma
stiresidir. Bu siire enfeksiyonun tipine gore genellikle 4-10 giindiir. Halen Tiirkiye’de ve
diinyada hastane enfeksiyonu olusturabilen mikroorganizmalar arasinda metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) ve metisiline direngli Staphylococcus epidermidis adh

bakterilerin 6nemli bir yeri vardir. Hastane enfeksiyonu etkeni olan S. Aureus suslarinin en



onemli kaynag1 hastane personeli, aile bireyleri ya da bu suslarla enfekte veya kolonize
olan hastalardir [12].

Hastane enfeksiyonlar1 olusturan patojenler arasinda dneminin giderek artmasi, salginlara
sebep olabilmesi ve tedavi seceneklerinin kisitli olmasi sebebiyle MRSA enfeksiyonlariin
epidemiyolojisi ayrintili olarak incelenmis, risk faktorleri arastirilmis ve epidemilerin
kontrol altina alinabilmesi ya da dnlenebilmesi i¢in ¢esitli stratejiler belirlenmistir.Modern
tibbin sahip oldugu biitiin imkanlara ragmen giiniimiizde hala hastanede yatan insanlar i¢in
en Onemli risklerden birisi hastanede yatis siiresi icerisinde kazanilan hastane
enfeksiyonlaridir. Yapilan aragtirmalarda, hastane enfeksiyonlarinda sik karsilasilan etken
mikroorganizmalar arasinda S. aureus’un onemli yer tuttugu tespit edilmistir. S. Aureus
insanlarda lokal ve yaygin enfeksiyonlar yaninda, toksinlerinin sebep oldugu toksik sok

sendromuna ve gida zehirlenmelerine de yol agmaktadir [12].

S.aureus ve diger stafilokoklara oldukga etkili olan penisilinaza direng¢li metisilin 1960’11
yillarin hemen basinda kullanilmaya baslanmistir. Ancak, birka¢ yil igerisinde Once
Ingiltere sonra Tiirkiye’den metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) suslari
bildirilmistir. Baslangigta MRSA suslar1 ile seyrek olarak karsilagilmasina ragmen, 1968
yilindan itibaren MRSA suslar ile hastane enfeksiyonlarinin ve ciddi can kayiplarinin

meydana geldigi kaydedilmistir [13].

Hastane enfeksiyonlar1 olusturan patojenler arasinda dneminin giderek artmasi, salginlara
sebep olabilmesi ve tedavi seceneklerinin kisitli olmasi sebebiyle MRSA enfeksiyonlarinin
epidemiyolojisi ayrintili olarak incelenmis, risk faktorleri arastirilmis ve epidemilerin
kontrol altina alinabilmesi ya da Onlenebilmesi igin ¢esitli stratejiler belirlenmistir.
MRSA’larin sebep oldugu hastane enfeksiyonlarina diinyanin tiim {ilkelerinde siklikla
rastlanmaktadir. Antibakteriyel tedavi alanindaki hizli gelismelere ragmen bu bakterilerin
etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde karsilasilan giigliikler, enfeksiyonun Onemini
artirmaktadir. MRSA suslart dagilim agisindan farkliliklar gostermesine ragmen tiim
iilkelerde direnglilik oOzellikleri bakimindan benzerlikler goriilmektedir ve metisiline
direngli suslarla olusan enfeksiyonlarin tedavisinde B-laktam antibiyotiklerinin tedaviye

cevap vermedigi belirtilmektedir [12-13].



Antimikrobiyal ajanlara kars1 hizli direng gelisimi, arastirmacilart yeni ve etkili
antimikrobiyal ila¢ gelistirme konusunda yogun caligmalar yapmaya yOneltmistir.
Arastirmacilar 6zellikle, diren¢ gelisimini 6nlemenin, mevcut ilaclardan farkli yapidaki
yeni molekiillerin gelistirilmesiyle miimkiin olabilecegi konusunda fikir birligi
icerisindedirler. Bu nedenle farkli yap1 tasiyan cok sayida bilesik ilizerinde arastirmalar

yapilmaktadir [14-24].

Bunlar arasinda ilk goze c¢arpanlar oksazolidinon tiirevleridir. Linezolid isimli
oksazolidinon tiirevi (Sekil 1.3) metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ve
vankomisine direngli Enterococcus faecium (VRE) tedavisi i¢in onay almis bir bilesiktir

[25].
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Linezolid

Sekil 1.3. Linezolid yapisi

Bundan baska kiigiik molekiillii sentetik antibiyotiklerden olan florokinon tiirevlerin (Sekil
1.4) direngli bakteriler {izerinde oldukg¢a etkin olduklar1 bildirilmektedir. Ornegin 2007
Yilinda yapilan bir ¢calismada 7. Konumda monoarilaminometil grubu tasiyan tiirevlerin
standart bilesikler vankomisin ve pazufloksazin’den daha yiiksek aktivite gosterdikleri

bildirilmistir [26].
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Sekil 1.4.Florokinon tiirevi antibiyotiklerin genel yapisi
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Ozellikle 3 biiyilk grup Gram pozitif bakteri tiirii; Stafilakoklar, Enterokoklarve
Streptokoklar bakteriyel direngte rol oynamaktadir. Son yillarda yapilan baska bir
calismada oOzellikle bu mikroorganizmalar tizerinde etkili olmasi beklenen 3(2H)-
benzofuran tiirevi bilesikler (Sekil 1.5) sentezlenmistir [27]. Serinin bazi iyelerinin
Staphylococcus Aureus, Staphylococcus Epidermis ve Bacillus subtilis {izerinde standart

bilesik amoksisilin’den ¢ok daha etkin olduklar1 tespit edilmistir.

R :CHTN—CH3
O N/ ~NO;,

Sekil 1.5. Benzofuran tiirevleri antibiyotikler

Literatiirde, direng gelistirmis mikroorganizmalar iizerinde etkili sentetik kiigiik molekiillii
antibiyotiklere bakildiginda piperazin grubu tasiyan bilesiklerin oldukca fazla yer tuttugu
gozlenmektedir. Ustelik bu bilesiklerin aktiviteleri diger tiirevlere gore daha fazladur.
Ornegin; Ingiltere’de faz I calismalarini basari ile gecmis bir bilesik olan eperezolid bir

piperazin kalintis1 tagimaktadir [28].
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Eperezolid

Sekil 1.6. Eperozolid yapisi

Florokinolon tlirevi ve yapisinda piperazin grubu tasiyan 3 antibiyotik; norfloksazin,
ofloksazin, levofloksazin (Sekil 1.7.) Gram pozitif ve Gram negatif mikroorganizmalar
iizerinde genis spektruma sahip bilesiklerdir. Ozellikle levofloksazin’in Gram pozitif

koklar tizerindeki aktivitesi 6nceki kusakta yer alan siprofloksazinden daha yiiksektir [29].



|
e cooy F COOH F COOH

'QN Cabs O © CHsg '\QN ° Hs

Levofloksazin

Norfloksazin Ofloksazin

Sekil 1.7. Florokinon tiirevi antibiyotikler

2006 Yilinda iki seri 1-[bis(4-florofenil) metil] piperazin tiirevi (Sekil 1.8) antibakteriyal
bilesigin sentezi bildirilmistir [30]. Bilesiklerin aktivite testlerinde referans bilesik

streptomisinden daha fazla antibakteriyal etki gosterdikleri bildirilmistir.
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Sekil 1.8. 1-[Bis(4-florofenil) metil] piperazin tiirevi antibakteriyal bilesikler

Oksazolidinon tiirevi antibakteriyel ilaclarin (Sekil 1.9) ¢oklu ilaca direngli Gram pozitif
mikroorganizmalar (Orne8in; metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ve
vankomisine direngli Enterococcus faecium (VRE), penisile direngli Streptococcus
pnemoniae) lizerinde yiiksek aktiviteler gosterdikleri bilinmektedir [28-37]. Son yillarda
oksazolidinon tiirevi antibiyotiklerin yapisinda piperazin kalintisina da rastlanmaktadir. Bu
calismalardan birinde 5-triazolilmetil oksazolidinon tiirevlerinin sentezi yapilmistir.
Sentezlenen tiirevlerin direngli Gram pozitif mikroorganizmalar {izerinde ¢ok yiiksek

antibakteriyel etkiler gdsterdikleri bildirilmistir.
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Sekil 1.9. Oksazolidinon tiirevi antibakteriyel ilaglar
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Yukaridaki literatiir verilerinden harcketle bu master tezi kapsaminda, 3(2H)-piridazinon
tiirevi yeni benzalhidrazon tiirevi bilesiklerin sentezlerinin yapilmasi; bu bilesiklerin
antikolinesteraz ve antimikrobiyal aktivitelerinin arastirilmast amacglanmistir. Degisik
benzaldehit tiirevleri kullanilarak hazirlanan bilesik serisinde fenil halkas1 tizerindeki farkl
siibstitiientlerin aktiviteye katkisi arastirilmis ve aktivite i¢in oncii molekiiliin bulunmasi
amaclanmistir. Sentezi yapilan bilesiklerin yapilar1 Cizelge 1.1’de gosterilmektedir.

Sentezlenen hedef bilesiklerin tamami bu tez kapsaminda ilk defa sentezlenmistir.

Cizelge 1.1. Sentezi yapilan bilesiklerin yapilari

Ry
CH,CONHNCH
N——N
o) R
Bilesik R R1

IVa Cl 4-OCH»-CgHs
Vb Cl 2,4-Cl
Ve Cl 4-CH-(CHs)
Ivd Cl 4-CF3
Ve Br 4-OCH,-CeHs
\4i Br 2,4-Cl
Vg Br 4-CH-(CHs)
IVh Br 4-CF3
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2. GENEL BILGILER

2.1. Piridazinon Halkasinin Farmakolojik Olarak Degerlendirilmesi

Son yillarda 3(2H)-piridazinon yapisi tasiyan bilesiklerde ¢cok sayida farmakolojik aktivite
caligmalar1 yapilmis ve yapilan calismalarda bu iskeleti tasiyan bilesiklerin; analjezik,
antienflamatuvar, antipiretik, antihipertansif, antiiilser, antioksidan, antiallerjik,
bronkospazmolitik, kardiyotonik, aldoz rediiktaz inhibitorii, antiplatelet, antikolinesteraz,
antibakteriyel, antifungal, antitiimoral ve antihelmintik etki gibi ¢ok sayida biyolojik

aktivite gosterdikleri bildirilmistir

Piridazinonlarin en iyi bilinen etkisi kardiyovaskiiler etkileri olmustur [38-40]. Bu alanda,
zardaverin veya imazodan gibi birkag bilesik, yeni antitrombosit veya kardiyotik ajanlarin
aragtirtlmasinda PDE III inhibitorleri olarak gelistirilmistir [41-42]. Siibstitiie
piridazinonlarin antidepresan [43], antihipertansif [44], antikonviilzan [45], kardiyotik
[46], antibakteriyel [47], diiiretik [48], anti-HIV [49] ve anti-kanser [50] aktiviteleri ile
ilgili son 10 yilda ¢ok sayida ¢aligma yapilmistir. Piridazinon tiirevi kardiyovaskiiler ilaglar
otonom sinir sistemini etkilemeden, arteryal tonu azaltarak arterioler diiz kasin dogrudan
rahatlamasini saglar. Bu eylemi gerceklestiren molekiiler mekanizmalar net degildir, ancak
sonug olarak hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonlarinda bir diisiise yol agmas1 muhtemeldir.
Hiicresel sinyal yolaklarindaki cesitli degisiklikler hidralazin gibi arteriolar vazodilatorler
tarafindan etkilenirken arterleri genisletme kapasitesini agiklayan tam molekiiler hedefler
belirsizligini korumaktadir. Bu alt1 {iyeli halka, cesitli terapotik aktivitelerle farkl
kategorilere ait olan iyi {iiretilmis ilaglarin bir iiyesi olarak tasarlanabilir. Bu tiir ilaglar

Sekil 2.1. listelenmistir.
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Bilesigin
adr/kodu
KF15232

Emorfazone

Ag246

Imazodan

Amipizone

Cl1903

Indolidan

Zardaverin

Kimyasal yapist

Farmakolojik etkisi

Kongestif kalp
hastaliklar1 tedavisi
[51]

Analjezik [52]

Analjezik [53]

Kardiyotonik [54]

Antitrombotik [55]

Fosfodiesteraz
inhibitorii [56]

Kardiyotonik [57]

Fosfodiesteraz 111/1VV
inhibitor [58]

Sekil 2.1. Piridazinon halkasi tagtyan Farmakolojik ajanlar
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Pimobendan o Kardiyotonik [59]
" \N/N—H
H5CO /
N
|
Antidiyabetik [69]
Zopolrestat
(e}
/
KK505 Antiastmatik [61]
Bemoradan Kardiyotonik [62]

Sekil 2.1. (devam) Piridazinon halkas1 tagiyan Farmakolojik ajanlar

2.1.1. Piridazinon tiirevlerinin Antienflamatuar ve Analjezik aktivitesi

Enflamasyon kontrolii; astim, ateroskleroz, osteoartrit, Crohn Hastaligi, alzheimer, gut,

diyabet, multiple skleroz, romatoid artrit, karsinoma, psoriazis, viral ve bakteriyel
enfeksiyonlar vb. gesitli hastaliklarda hayli 6neme sahiptir. Non-steroidal antienflamatuar
ilaglarm (NSAID) inflamasyon ve aci-agri durumlariin tedavisinde genis bir klinik

kullanim1 vardir. Siklooksijenaz enziminin (COX) iki izoformu olan COX-1 ve COX-2

cogu klasik NSAID tarafindan yetersiz bir sekilde ayirt edilebilmektedir [63, 64].
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Mogilski ve arkadaslarinin sentezledikleri piridazinon tlirevlerinden bilesik 1 ve 2, 100
Um/MI konsantrasyonda antienflamatuar ve sitokin (TNF, IL-1B) inhibisyon etkisi

gostermistir [65]. Odem olusumu her iki bilesikle de dnemli 6l¢iide azalmistir.

Ochiai ve arkadaglarinin sentezledikleri piridazinon tiirevlerinden biri olan bilesik 3,
PDE3A ve PDE4B’ye kars1 5 ve 6.7 nm’lik yar1 maksimum inhibisyon konsantrasyonunda
(ICs0) en yiiksek antienflamatuar etkiyi gostermistir [66]. Ochiai ve arkadaslari ayni
zamanda baska piridazinon tiirevleri de gelistirmis ve onlardan biri olan bilesik 4, 0.042 ve
0.36 Um’lik ICso degeri ile sirasiyla PDE4B ve PDE3A’ya karst 6nemli 6l¢iide in-vivo

antienflamatuar etki gostermistir [67].

Piridazinon analoglar1 sentezleyen Ozadali ve arkadaglar1 bilesiklerin antienflamatuar
aktivitesini degerlendirmislerdir. Buna gore, biitiin bilesikler gii¢lii in-vitro (COX-1/COX-
2, 5-LOX) ve in-vivo (sigan penge ddemi deneyi) antienflamatuar etki gostermistir. Ancak,
bilesik 5’in hem COX-2 (ICs0=2.1 Um) hem de 5-LOX (ICs0=6.3 Um) enzimlerinin
inhibisyonunda en aktif bilesik oldugu bulunmustur [68]. Biagini ve arkadaslar1 tarafindan
sentezlenen bir dizi pirazol ve pirazolo [3,4-d] piridazinon tiirevi bilesik PDE4 inhibisyon

aktiviteleri a¢isindan degerlendirilmistir.
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Sekil 2.2. Antiinflamatuar ve Analjezik etkili piridazinon tiirevleri
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Gokce ve arkadaslar tarafindan sentezlenen piridazinon tiirevleri arasinda bilesik 7,

kuvvetli bir anti-inflamatuar ajan olarak ortaya ¢ikmistir [70]. Abouzid ve arkadaslar

tarafindan piridazinon tasiyan analoglar sentezlendi ve “Karragen ile indiiklenen sigan

pence 60demi modeli” kullanilarak anti-inflamatif aktiviteleri agisindan degerlendirildi ve

bilesik 8, 17 Um’lik etkin doz (ED50) miktar1 ile en yiiksek in vivo anti-inflamatuar

aktivite gostermistir [71]. Li ve arkadaslar1 tarafindan tasarlanan ve sentezlenen
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piridazinonlar arasindan bilesik 9 ve 10’un, sirasiyla 0,3 mg/kg ve 1,1 mg/kg’dan diisiik

EDso degerleri ile en etkili anti-inflamatuar aktiviteye sahip olduklari bulunmustur [72].

Chintakunta ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen bir bagka piridazinon serisinde, bilesik
11, en aktif anti-inflamatuar madde olarak bulunmustur [73]. Malinka ve arkadaslar
piridazinon tiirevlerini sentezlemis ve analjezik etkinliklerini saptamistir. Buna gore bilesik
12, Tramadol’iinkine benzer bir m-opioid reseptor afinitesi géstermistir [74]. Chintakunta
ve arkadaglar1 3-O-siibstitliie benzil piridazinon bilesikleri sentezlemis ve siklooksijenaz
inhibisyon aktivitesi ile COX-2 selektivitesini incelemiglerdir. Buna gore bilesik 13’iin, en

aktif anti-inflamatuar ajan oldugu bulunmustur [75].

Tiryaki ve arkadaslar1 piridazinon temelli bilesikler sentezlemis ve analjezik ve anti-
inflamatuar potansiyellerini saptamiglardir. Buna goére bilesik 14’tin en aktif oldugu
bulunmustur [76]. Mey ve arkadaslar1 tarafindan sentezlenen piridazinon tiirevleri, anti-
infamasyon etkileri acisindan incelenmistir. Buna goére bilesik 15’in en aktif oldugu
bulunmustur [77]. Ochiai ve arkadaslar1 bir dizi piridazinon tiirevi sentezlemis ve
antienflamatuar aktivitesini degerlendirmistir. Bilesik 16’nin umut verici bir anti-

inflamatuar ajan oldugu bulunmustur [78].

Saeed ve arkadaslarinin sentezledigi bilesiklerden olan bilesik 17 6nemli bir anti-
inflamatuar aktivite gostermistir [79]. Abouzid ve arkadaslari piridazinon tiirevleri
sentezlemis ve onlar1 potansiyel anti-inflamatuar aktiviteleri agisindan test etmistir. Buna
gore bilesik 18 ve 19, serinin en aktif bilesikleri olarak bildirilmistir [80]. Sharma ve
arkadaslarinin sentezledigi piridazinon temelli molekiillerden bilesik 20, en etkin anti-

inflamatuar ajan olarak bulunmustur [81].
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Sekil 2.4. Antiinflamatuar ve Analjezik etkili piridazinon tiirevleri

Asano ve arkadaglari tarafindan bir dizi yeni 6-[(6R)-2-(4-fluorofenil)-6- (hidroksimetil)-
4,5,6,7-tetrahidropirazolo [1,5-a] pirimidin-3-il]-2-(2-metilfenil) piridazin-3 (2H)-on

tasarlanmis ve sentezlenmistir [82]. Bu bilesikler, gii¢lii p38 MAP Kinaz inhibisyonu

acisindan test edilmistir. Bilesik 21, in vitro olarak gii¢clii bir TNF-a inhibitorii olarak tespit

edilmistir.
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Sekil 2.5. Antiinflamatuar ve Analjezik etkili piridazinon tiirevleri

Tan ve arkadaglar tarafindan sentezlenen bir dizi piridazinon tiirevi sentezlemis ve onlari
COX inhibisyonu a¢isindan test etmistir. Bu sentezlenen molekiillerden bilesik 22 en aktif
bilesik olarak bulunmustur [83]. Tan ve arkadaslar1 daha sonraki ¢aismalarinda farkli bir
seri piridazinon tiirevlerini sentezlemis ve analjezik aktivitelerini degerlendirmistir. Buna
gore bilesik 23-26 maksimum analjezik aktivite gostermistir [84]. Sukoroglu ve arkadaslari
tarafindan gelistirilen bir [6-(3,5-dimetil-4-kloropirazol-I-il)-3(2H) -piridazinon-2-il]
asetamid serisi, antiinflamatuar aktivite acisindan degerlendirilmis ve buna gore bilesik 27

ve 28 onemli antiiflamatuar aktivite gostermistir [85].
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Sekil 2.6. Antiinflamatuar ve Analjezik etkili piridazinon tiirevler

2.1.2. Piridazinon tiirevlerinin Antikanser aktivitesi

DSO’ye (WHO) gore kanser diinya niifusunun biiyiik bir bdliimiinii etkileyen tehlikeli
saglik risklerinden biridir [86]. Cok sayida kanser tedavisinde ¢esitli antikanser ajanlar
azyni zamanda anti-timor anti-neoplastik ve anti-proliferatif olarak da anilmaktadir. Bu
ajanlar farkli mekanizmalar iizerinden etki ederler. Bununla birlikte, bu ilaglarla iliskili en

biiylik advers etki, ilaclarin kanser hiicrelerine yeterli sektitivite gdsteremeyip normal
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hiicrelere karsi sitotoksik etki gostermesidir [87, 88]. Hastalik koplikasyonlar1 disinda,
gectigimiz on yilda kanser terapisinde ©Onemli ilerlemeler meydana gelmistir [89].
Piridazinon tasiyan antitimor ajanlar sentezlenmistir. Sonu¢ olarak, arastirmacilar

tarafindan birgok piridazinon halkasi tagiyan anti-proliferatif ajan gelistirilmistir

Yue ve arkadaslar1 Tarafindan gelistirilen siibstitiie Piridazinon tiirevleri anti-hepatoseler
karsinom aktivitesi agisindan degerlendirilmistir. Bilesik 29, SMMC-7721, BEL-7402 and
QGY-7703 hiicre hatlarina kars:1 sirasiyla 28.7 and 30.2 Nm konsantrasyonlarda énemli
6l¢lide biiytime inhibisyonu (Glso) gostermistir [90].

Wang ve arkadaglari Bir seri piridazino [3,4,5-d, e] kinazolin-3(2H)-on tiirevi
sentezlemistir. Sentezlenen bilesikler, Poli ADP-Riboz Polimeraz (PARP-1) inhibitorleri
olarak degerledirilmistir. Sonraki degerlendirmelerde, bilesik 30 ve 31’in H202 ile hasar
olusturulan PC12 hiicre modelinde noroprotektif etki gdsteren serinin en aktif bilesikleri
oldugu ve her iki bilesik 0.148 Mm and 0.152 Mm ICso degerlerinde ¢ok iyi aktivite
gosterdigi bildirilmistir [91]. Xing ve arkadaslar1 Sentezledikleri bir seri Piridazinon’un
anti-proliferatif aktivitesini degerlendirmistir. Bilesik 32, 4.2 Nm konsantrasyonda selektif

c-Met inhibisyonu yaparak en aktif bilesik olarak bulunmustur [92].
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Sekil 2.7. Antikanser etkili piridazinon tlirevleri

Dorsch ve arkadaslar1 Piridazinon tiirevlerini gelistirmis ve sentezlenmistir. Bu bilesikler
diisiik dozlarda in vivo anti-timor etkinligi agisindan degerlendirilmistir. Sentezlenen
bilesikler arasinda, Bilesik 33’lin, 12 Nm ICso degerinde c-Met hiicresine karsi oldukga
potent oldugu bulunmustur [93]. Zhou ve arkadaslar1 Piridazinon bolgesi igeren birkag 4-

fenoksikuinolin tiirevi sentezleyerek, bes kanser hiicresi hattina kars1 (HT-29, H460, A549,
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MKN-45, and U87MGQG) in vitro sitotoksik aktivitesi agisindan degerlendirmistir. Bilesik
34, sirastyla 0.10 Mm, 0.13 Mm ve 0.05 Mm ICso degerlerinde, HT-29, H460 ve A549

hiicre hatlarina kars1 6nemli derecede sitotoksisite gostermistir [94].

Kang ve arkadaslari bir dizi fenil siibstitiie Piridazin-3-on sentezleyerek anti-timor
etkinligini belirlemistir Bilesik 35’in 0.002 Mm ICso degerinde en etkili in vivo ksenograft
antitimor ajan  oldugu Dbildirilmistir [95]. Brooke ve arkadaslar1 Bir dizi
triazolofenilpiridazinon sentezlenmis ve Bilesik 36’nin, ICso degeri 7.4 = 4.8 Mm olan
onemli bir PFKFB3 enzim inhibitorii oldugunu bildirmistir [96]. Bir takim N-benzil
siibstitiisyonlu ve Kloropiridazinil siibstitiisyonlu ferroseno [d] piridazinon tiirevleri
Csokas ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilerek, over kanseri hiicre proliferasyonu
inhibisyonu i¢in degerlendirilmistir. Bilesik 37 ve 38’in, A2780 over karsinoma hiicre
hattina kars1 sirastyla % 27.62 + 1.94 ve 22.53 + 2.18 degerinde Onemli inhibisyon
aktiviteleri oldugu bildirilmistir [97]. Ovais ve arkadaslar1 6-aril-2- (p-(Metansiilfonil)
fenil) -4,5-dihidropiridaz-3 (2H) -on tiirevlerini sentezlenmis ve bu bilesikleri 36 insan
tiimdr hiicre hattina kars1 antikanser aktiviteleri agisindan degerlendirmis ve Bilesik 39 1

Mm’den daha diisiik GIso’ye sahip en aktif bilesik olarak bildirilmistir [98].

Ryu ve arkadaslar1 bir dizi piridazinon bazli bilesik sentezleyerek, insan prostat LNCap
hiicreleri tedavisi ve androjen reseptdrii aktivitesi acisindan degerledirmistir. ICso degeri
11.57 Mm olan Bilesik 40 en aktif bilesik olarak bulunmustur [99]. Zhu ve arkadaslar1 yeni
bir tetrahidropiridopiridazinon serisi gelistirerek PARP-1 enzimine karsi test etmistir.
Bilesik 41 ve 42’nin, B16 miirin ksenograft modelinde onemli etkinlik gosterdigi

bildirilmistir [100].

Rathish ve arkadaslari tarafindan sentezlenen bilesikler arasinda, bilesik 43, SR (16semi) ve
NCIH522 (Kiigiik hiicre dis1 akciger)’ye karst, 0.1 Mm’den daha diisiik Glso degerinde ¢ok

o6nemli bir aktivite gostermistir [101].
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Sekil 2.8. Antikanser etkili piridazinon tlirevleri

Taleb ve arkadaslar1 bir dizi piridazinon tiirevi Sentezleyerek SK-BR-3 meme kanseri
hiicre hattina kars1 anti-proliferatif etkinliklerini test etmistir. Bilesik 44 ve 45°i 0.21 ve
0.15 Mm araligindaki ICso degerleri ile en aktif molekiiller olarak bildirilmistir [102].

Jerome ve arkadaslari tarafindan gelistirilen S5-siibstitiie -N-aril piridazinonlar P38a
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inhibitor aktivitesi agisindan degerlendirilmistir. Bilesikler 46 ve 47’nin sirasiyla 0.015

Mm ve 0.10 Mm ICso ile p38a’ya kars1 aktif oldugu bulunmustur [103].

Ferrigno ve arkadaglar1 bir dizi piridazinon bazli bilesik gelistirerek, anti-kanser
aktivitesini degerlendirmistir. Bilesik 48, 2.8 Nm ICso degeri ile serisinin en aktif anti-
kanser ajani olarak bulunmustur [104]. Elagawany ve arkadaslar1 tarafindan sentezlenen
piridazinon molekiilleri arasinda, ICso degeri 15 Mm’den diisiik olan bilesik 49-51, dort
timor hiicre hattina karsi en ¢ok serinin giiclii bilesikleri olarak bulunmustur [105].
Malinka ve arkadaslar1 tarafindan sentezlenen Piridazinon ana yapisina sahip olan
bilesiklerden bilesik 52 ve 53, anti kanser taramasindal0® M/I 1n altindaki

konsantrasyonlarda en aktif bilesikler olarak bulunmustur.

Bilesik 54 En potent olarak bulunmustur [106]. Kim ve arkadaslari bir seri siibstitiie
pirazol-4-il piridazinon tiirevi sentezleyerek, c-Met enzimine karsi tirozin kinaz
inhibitorleri olarak ve Hs746T insan gastrik kanser hiicre hattina karsi anti-proliferatif
etkinligi acisindan degerlendirilmistir. Bilesik 55 ve 56 en potent bilesikler olarak
bulunmustur [107]. Murty ve arkadaslar1 bir dizi 4- (aril / heteroaril-2-ilmetil) -6-fenil-2-
[3- (4-siibstitiie piperazin-1-il) propil] Piridazin-3 (2H) -on tiirevleri gelistirerek, anti
kanser aktivitesini degerlendirmistir. Bilesikler 57-60, antiproliferatif aktivitesi giiclii olan
molekiiller olarak bulunmustur [108]. Panathur ve arkadaslari 1Cso degeri 0.04 Mm olan

Bilesik 61°in, en aktif antikanser ajan oldugunu bildirmistir [109].
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Sekil 2.9. Antikanser etkili piridazinon tlirevleri
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Sekil 2.10. Antikanser etkili piridazinon tiirevleri
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Sekil 2.11. Antikanser etkili piridazinon tiirevleri




Sekil 2.12. Antikanser etkili piridazinon tiirevleri

2.1.3. Piridazinon tiirevlerinin Antiviral aktivitesi

29

Viriisler, diinya ¢apindaki hastaliklarin baglica nedenlerinden biridir. Son yillarda ¢esitli

antiviral ajanlar liretilmis olmasina ragmen yeni ve giivenli anitiviral ilag iiretimine ihtiyac

vardir. Cesitli piridazinon tiirevlerinin antiviral 6zellikleri, insan Herpes simpleks virlisii

(HSV-1), Insan sitomegaloviriisii (HCMV), Hepatit B ve C viriisii (HBV ve HCV) ve

Insan Immiin Yetmezlik Viriisi (HIV) gibi

farklt

viriis

kullanilarak
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degerlendirilmistir [110]. Piridazinon tasiyan antiviral ajanlar Sekil 2.13’te gosterilmistir.
Li ve arkadaslar1 piridazinon bazli molekiiller sentezlemis ve diisiik konsantrasyonlarda
inat¢1 tip HIV-1’¢ karsi inhibitor aktivite agisindan incelemistir [111]. Buna gore bilesik
62, 0.21+0.3 Um ECso degeri ile en giicli bilesik olarak kaydedilmistir. Wangve
arkadaglar1 piridazinon analoglar1 sentezlemis ve antiviral aktivitelerini saptamistir [112].
Bilesik 63 ve 64, HIV inhibisyon etkisi gostermistir. Bu seriden bilesik 65, ayn1 zamanda

in vivo anti-tiitiin mozaik Viriisii (Anti-TMV) aktivitesi gostermistir [113].

Wiscount ve arkadaglari tarafindan gergeklestirilen bir calismada, piridazinon tagiyan
bilesik 66, 10 Nm’den diisiik olan ICso degeri ile integraz iplik¢ik aktarim aktivitesini ve
de 35 Nm’lik bir ICg¢s degeri ile insan serumu varhiginda HIV-1 hiicre kiltiiri
replikasyonunu inhibe etmistir [114]. Sweeney arkadaslari piridazinon tiirevleri
sentezlemis ve antiviral aktivitelerini saptamistir. Bilesik 67, HIV-1 non-niikleozid revers
transkriptaz inhibitorii olarak belirlenmistir [115]. Ellis ve arkadaslar1 piridazinon tasiyan
bilesik 68’i 10 Nm’den az ICso degeri ve 1.1 Nm’den az CEso degeri ile giiglii bir HCV
NS5B enzim inhibitori oldugunu rapor etmistir [116]. Ruebsam ve arkadaglar tarafindan
hazirlanan piridazinon analoglar1 arasinda Bilesik 69, genotip 1 HCV NS5B polimeraza
kargt mitkemmel bir etki gostermistir [117]. Li ve arkadaslari, bir makalede piridazinonun
fiziksel ozellikleri ve farmakokinetik parametrelerini optimize etmislerdir. Buna gore
Bilesik 70’in, WT HIV-1’e ve ana mutant viriislere kars1 yiiksek bir etkiye sahip oldugu
bulunmustur [118].

Venkatraj tarafindan gelistirilen baska bir piridazinon tiirevleri serisinde Bilesik 71-73’in,
inatg1 tip HIV-1’e karst miikkemmel bir etki gosterdigi rapor edilmistir [119]. Li ve
arkadaslar1 tarafindan sentezlenen piridazinon tiirevleri HCV NS5B polimeraz inhibisyonu
acisindan incelenmis ve biyokimyasal analizlerde Bilesik 74’tin 10 Nm’den diisiik 1Cso

degeri ile gii¢lii inhibisyon etkisine sahip oldugu bulunmustur [120].
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2.1.4. Piridazinon tiirevlerinin Antimikrobiyal aktivitesi

Antimikrobik enfeksiyonlar, diinyadaki tropik iilkelerde mortalite ve morbiditenin en
onemli nedenlerinden biridir [121]. Antibiyotikler genellikle siddetli ve hayati tehdit eden

bakteriyel enfeksiyonlardan kaginmak icin recete edilir.

Zych ve arkadaglari tarafindan bir dizi siibstitiie piridazinon sentezlenmis ve antifungal
aktivite saptanmustir [122]. Buna gore Bilesik 75 ve 76’nmin 6nemli 6l¢iide antifungal
aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Degerlendirme, Aspergillus fumigatus kiifiine ve
yanisira Candida albicans’in (C. Albicans) izole edilmis patojenik klinik suslarina karsi
yapilmistir [123]. Kuang ve arkadaslari tarafindan bir dizi piridazinon tiirevi sentezlenmis
ve antifungal aktivitelerine bakilmistir. Buna gére Bilesik 77, 0.13 ug/MI MICao0 degeri ile
C.albicans C697’ye kars1 giiglii aktivite gostermistir [124]. Sonmez ve arkadaslari
tarafindan birka¢ piridazinon tiirevi sentezlenmistir. Antifungal degerlendirme sonucu
Kompleks 78 ve 79’un iki maya susu olan C. Albicans ATCC 27541 ve Candida tropicalis
1828’¢ kars1 ¢ok aktif oldugu bulunmustur [125]. Sowmya ve arkadaslar1 tarafindan
hazirlanan farkli piridazinon tiirevlerinden Bilesik 80 ve 81, ¢ok aktif antibakteriyel ajanlar
olarak rapor edilmistir [126]. Akbas ve arkadaslari bir seri piridazinon tiirevleri
sentezlemis ve antibakteriyel aktivite agisindan incelemistir. Bilesik 82 ve 83 Gram-negatif
ve Gram-pozitif bakterilere karsi onemli 6lgiide aktivite gostermistir [127]. MIC degeri
0.31-0.0024 mg/MI araliginda bulunmustur.

Ting ve arkadaslar1 c¢esitli piridazinon bilesikleri sentezlenmis ve glukan sentez
inhibisyonu agisindan test etmistir. Calismanin sonucunda, Bilesik 84, Candida glabrata
enfeksiyonlu bir farede in vivo olarak kayda deger dl¢iide etki meydana getirmistir [128].
Faidallah ve arkadaglar1 bir seri piridazinon temelli bilesik sentezlemis ve antimikrobiyal
aktivitede olduklarini saptamiglardir. Bilesik 85, ¢ok etkili bir antibakteriyel ajan olarak
kaydedilmistir [129]. Nagle ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen Bilesik 86’nin umut verici
oOlgiide bakterisidal etkili oldugu ortaya ¢ikmustir [130]. Sallam ve arkadaslar tarafindan
sentezlenen siibstitiie piridazinon-3(2H)-on dizilerinden Bilesik 87’nin, S.Racemosum’a

kars1 en iyi antibakteriyel aktivite gosteren bilesik oldugu ortaya ¢ikmistir [131].
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2.1.5. Piridazinon tiirevlerinin kardiyovaskiiler aktivitesi

Gelismis iilkelerde 6nde gelen kardiyovaskiiler hastaliklar, 6zellikle koroner kalp hastaligi
ve inme, baslica mortalite nedenleridir [132-133]. Diinya Saghk Orgiitii'ne (DSO) gére,
diinya capinda her yil Oliimlerin yaklasik tigte birini KVH’den 6len 17 milyon insan
olusturmaktadir. Kardiyovaskiiler hastaliklardan 6tiirii diinya ¢apinda yilda 6liim orani ¢ok
yuksek seyretmektedir. Arteriyel hipertansiyon veya yiiksek tansiyon olarak da bilinen
hipertansiyon, arterdeki kan basincinin siirekli olarak yiikseldigi kronik bir tibbi durumdur.
Piridazinon tiirevlerinin ¢esitli biyolojik aktiviteler sergiledigi bildirilmistir. Cesitli

piridazinon molekiilleri vazodilator aktivite nedeniyle antihipertansif etkiye sahiptir.

Costas ve arkadaslar1 tarafindan sentez edilen bilesikler arasinda, bilesik 88’in, 0.55 £+ 0.08
Um olan IC50 degeri ile ¢ok giiglii ve umut verici anti-platelet ajan oldugu bulunmustur
[134]. Maatougui ve arkadaslari tarafindan Bilesik 89’un, 3.44 + 0.04 Um olan IC50 degeri
ile etkili bir anti-platelet ajan oldugu tekrar rapor edilmistir [135]. Costas ve arkadaslari
tarafindan tasarlanmis ve sentezlenmis baska bir seride bilesik 90, 1.80 = 0.11 Um olan
IC50 degeri ile trombosit anti-agregasyon ve vazodilator aktivitesi nedeniyle en kuvvetli

bilesik olarak yeniden raporlanmistir [136].

Meyers ve arkadaglar1 ayrica birkag piridazinon tiirevi sentezlemis ve trombosit
agregasyon inhibisyonu icin degerlendirmislerdir. Buna gore Bilesik 91, 1.98 + 0.66 Um
olan IC50 degeri ile yiiksek trombosit agregasyon inhibitorii olarak bulunmustur [137].
Crespo ve arkadaglar tarafindan sentezlenen piridazin-3(2H) -on’larin bir baska serisinde,
Bilesik 92’nin, 4.2 Um olan ICso degeri ile anti-platelet madde olarak en giiglii bilesik
oldugu rapor edilmistir [138].

Coelho ve arkadaslart bir dizi piridazinon tiirevi sentezlemis ve trombosit agregasyon
inhibisyonu etkileri i¢in aragtirmistir. Bilesik 93, seride 25 Um’lik bir 1Cso degeri ile en
kuvvetli bilesik olmustur [139]. Sotelo ve arkadaslar tarafindan sentezlenen piridazinon
tiirevleri antiplatelet agregasyon aktivitesi acisindan degerlendirilmistir. Bilesik 94, 95 ve
96 sirastyla 25,45 ve 20 Um’lik konsantrasyonlarda yiiksek etkili olarak bulunmustur
[140].
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Sotelo ve arkadaslar tarafindan sentezlenen bir baska piridazinon serisindeki Bilesik 97,

15 Um’lik bir ICso degeri ile ¢ok giiclii platelet agregasyon inhibitorii olarak rapor

edilmistir [141]. Linden ve arkadaslar1 birkag piridazinone tiirevi gelistirmis ve onlari

Vaskular Adhezyon Protein-1 (VAP-1) aktivitesi i¢in taramistir. Bilesik 98, 20 Nm olan

ICso degeri ile en aktif insan VAP-1 inhibitori olarak bulunmustur [142].
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Purohit ve arkadaglari tarafindan gelistirilen bilesikler arasindan bilesik 99’un ¢ok etkin bir
kardiyak Pozitron Emisyon Tomografi isaretleyici ajani oldugu bulunmustur [143] .
Siddiqui ve arkadaslar tarafindan gelistirilen piridazinon tiirevleri antihipertansif etkinlik
acisindan taranmistir. Bilesik 100, ortalama 93.5 + 3.09 mm Hg olan Arter Basinct (MAP)
icin ¢ok etkin bir antihipertansif ajan olarak saptanmistir [144].

Bansal ve arkadaslar1 bir dizi siibstitiie piridazinon tiirevi sentezlemis ve bunlarin
vazodilator etkinligini test etmistir. Degerlendirmenin sonucunda, Bilesik 101, 0.051 Um
olan IC50 degeri ile etkili bulunmustur [145]. Abouzid ve arkadaslari tarafindan
sentezlenen bir dizi piridazinon tiirevi iginde, bilesik 102 ve 103 maksimum in vitro
vasodilator aktivite gostermistir [146]. Demirayak ve arkadaslar1 sentezlenmis piridazinon
tiirevlerini incelemis ve bunlar1 in vitro ve in vivo antihipertansif etkinlik acisindan
degerlendirmistir [7]. Bilesik 104, serinin en aktif bilesigi olarak rapor edilmistir. Munin
ve arkadaslar tarafindan sentezlenen piridazinon tiirevlerinin yapisal modifiye hali olan
Bilesik 105’in antihipertansif ve kardiyotonik 6zellikleri kadar iyi olan platelet agregasyon
inhibisyonu etkisinden dolay1 kardiyovaskiiler sistemde ilgi ¢ekici ilaglar olarak

bilinmektedir [125].

Amin ve arkadaslar1 en aktif trombosit agregasyon inhibitoér ajani olarak 0.6 Mm / 20 Ml
konsantrasyonda bilesik 106’y1 rapor etmislerdir [147]. Coelho ve arkadaslari yeni bir dizi
piridazinon bilesigi sentezlemis ve bunlar1 trombosit agregasyon inhibitorleri olarak

degerlendirlermislerdir. Bilesik 107, en etkili oldugu tiirev olarak tespit edilmistir [148].

Bir seri 6-(siibstitiiefenil)-2-(4-siibstitiie fenil-5-tiyokso-4,5-dihidro-1 H-1,2,4-triazol-3-il)
-4,5-dihidropiridazin-3(2H)-on tiirevi Siddiqui ve arkadaslar1 tarafindan sentezlenmistir
[149]. Sentezlenen bilesikler arasindan bilesik 108-110 giiclii antihipertansif aktiviteler

gostermislerdir.
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Sekil 2.20. Kardiyovaskiiler etkili piridazinon tiirevleri

2.1.6. Piridazinon tiirevlerinin Antitiiberkiiler aktivitesi

Binlerce yildir insanlig1 etkileyen ve bazen 6liimciil olabilen bir hastalik olan tiiberkiiloz
Mycobacterium tuberycosis'ten kaynaklanmaktadir. Diinya Saghk Orgiitii, diinya
niifusunun {icte birinin bakteri ile enfekte oldugunu tahmin etmektedir. 2014 yilinda, 9,6
milyondan fazla insanda aktif tliberkiiloz gelismis ve yaklasik 0,39 milyon insanin
oliimiiyle sonuglanmustir [150]. Tiiberkiiloz kemoterapisi, bu hastalikla iliskili yiiksek
mortalite oranlarina yol acan direncli TB suslarinin ortaya ¢ikmasi nedeniyle yogun bir
aragtirma alan1 olmaya devam etmektedir [151, 152]. Li ve arkadaslari mevcut ilaglara
direng gosteren tiiberkiiloz suslarina karsi yen, molekiillerin tasarimini yapmislardir [153].

Mantu ve arkadaglart bir seri antituberkiiler piridazinon tiirevi sentezlemisleridir.
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Sentezlenen bilesikler arasinda bilesik 111, 112 ve 113 “{in sirastyla 28.58, 26.85 ve 37.80
mg / mL ICso degerleri ile en giiclii tiirevler oldugu tespit edilmistir [154]. Tan ve
arkadaslar1 tarafindan gelistirilen 6-metil-4,5-dihidropiridazin-3(2H)-on tiirevleri anti-
mikobakteriyel aktivite a¢isindan degerlendirilmistir. Bilesik 114'tin, 0.78 mM'lik

minimum inhibitor konsantrasyon ile en aktif oldugu tiirev oldugu bildirilmistir [155].

2.1.7. Piridazinon tiirevlerinin Antiobezite aktivitesi

Metabolik sendroma yol agabilen obezite, son zamanlarda arteriosklerotik hastalik riskini
onemli Ol¢iide artiran bir faktor olarak dikkat ¢ekmistir. Japon diagnostik kriterlerine gore,
obezite ve metabolik sendrom, viseral yag birikimine bagli olarak, hiperglisemi,
hiperlipemi ve hipertansiyon gibi yiiksek komplikasyon riski nedeniyle 6nleme ve / veya
tedavi gerektiren kosullar olarak kabul edilir [156]. Piridazinon halkasi tasiyan bir seri
anti-obezite ajani rapor edilmistir. Oost ve arkadaslar1 tarafindan piridazinon tiirevleri
sentezlenmis ve obesite tedavisi igcin MCH-R1 antagonistik aktivitelerini
degerlendirmislerdir. Bilesik 115, 22 nM'lik ICsp ile serinin en aktif bilesigi olarak rapor
edilmistir [157].
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2.1.8. Piridazinon tiirevlerinin Antidiyabetik aktivitesi

Diinyada diyabet prevalansi her gecen yil ciddi artis gostermektedir [158]. Piyasada
mevcut olan bircok oral tedavinin yani sira, mevcut tedavilerin de yan etkilerinin
iistesinden gelmek icin uygun tedaviyi yonlendirmek i¢in hala acil bir gereksinim vardir.
Siilfonil iire tiirevi ilaglar bilinenlerin en eskileridir ve halen potansiyel oral Antidiyabetik
ajanlar olarak kullanilmaktadirlar. Glibenclamid, glimepirid, gliklazid vs. gibi
stilfoniliirelerin, bilinen PPAR-gamma agonistleri, rosiglitazon ve pioglitazondan daha
giiclii bir sekilde PPAR-gamma’nin transkripsiyonel aktivitesini indiikledigi rapor
edilmistir [159-163] Rathish ve arkadaslar1 bir seri piridazinon tiirevini sentezlemis ve
antidiyabetik aktivitelerini degerlendirdirmislerdir. 116 ve 117 numarali bilesiklerin, kan
sekeri seviyesinin yiikselmesinde %50'den fazla azalma ile en giiglii antidiyabetik ajanlar
oldugu bildirilmistir [164].

2.1.9. Piridazinon tiirevlerinin Noroprotektif aktivite

Asetilkolinesteraz, norotransmiterler olarak islev goren asetilkolinin parcalanmasini
katalize eden bir enzimdir. Alzheimer hastaligi (AD), merkezi sinir sisteminin kompleks
bir norodejeneratif hastaligidir. Diinyada yaklagik 36 milyon insanin su anda alzheimer
hastaligindan muzdarip oldugu ve higbir yeni gelisme olmadig: takdirde rakamin 2030
yilina kadar 66 milyona ¢ikarilacagi tahmin ediliyor. Bir serin proteaz olan
asetilkolinesteraz (AChE) asetilkolinin  hidrolizinden sorumludur ve kolinerjik
sendromlarda ve ndéromiiskiiler kavsakta norotransmiter asetilkolinin etkisini durdurarak
impuls aktariminda temel bir rol oynar [165]. Ozellikle son 20 yilda piridazinon halkasi
tasiyan ¢ok sayida ndroprotektif ajan rapor edilmistir. Lin ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
bir ¢aligmada. Piridazinon halkasi igeren bilesik 118'in insan sinir progenitdr hiicreleri
tizerinde anlamli ndrojenik etki gosterdigi bildirilmistir [166]. Boukharsa ve arkadaslari
piridazinon halkas1 iceren bir seri tlirevler sentezlemis ve antidepresan aktivitelerini
degerlendirmislerdir. Bilesik 119 ve 120 en aktif tiirevler olarak tespit edilmislerdir [167].
Bilesik 121 noropatik agrilarin tedavisinde aday ilag olarak bulunmustur [168].
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Sekil 2.22. Degisik aktivitelere sahip piridazinon tiirevleri

Sharma ve arkadaglari tarafindan sentezlenen yeni bir seri bilesik antikonviilsan etki
yoniinden arastirilmistir. Bilesik 122 arka bacak kasilmalar1 iizerinde koruyucu etki
yaparak iimit verici antikonviilsan bilesik olarak rapor edilmistir [169]. Kuroda ve
arkadaglar tarafindan sentezlenen bir dizi piridazinon analogunun, bilesik 123-125, Al

antagonistleri olarak aktif oldugu bulunmustur [170].
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2.1.10. Degisik aktivitelere sahip biridazinon tiirevleri

Betti ve arkadaslar1 cesitli piridazinon tlirevleri gelistirmis ve onlarin adrenoseptor
antagonisti aktivitelerini test etmislerdir. Bilesik 126 prazosinden daha gii¢lii bir aktivite
ortaya ¢ikarmustir [171]. Piaz ve arkadaslar tarafindan gergeklestirilen 3(2H)-piridazinon
tirevleri  Leishmania  Meksicana  PDE  intibitéor  olarak  degerlendirilmistir.

Degerlendirmenin ardindan bilesik 127 en gii¢lii bilesik olarak bildirilmistir [172].

Kim ve arkadaglar1 halka {izerinde siyano grubu tasiyan piridazinon tiirevleri tiirevleri
sentezlemis ve bunlarin siyanasyon etkilerini test emislerdir. Bilesik 128 ve 129 serinin en
gliclii bilesigi olarak degerlendirilmistir [173]. Matsuda ve arkadaslar1 sentezledikleri
piridazinon tiirevinin ve interlokin-1b inhibe edici potansiyellerini degerlendirmislerdir.
Degerlendirmeden sonuglarina gore, bilesik 130, 0,10 uM konsantrasyonda en yliksek

inhibitor etkiyi gostermistir [174].

Tsubaki ve arkadaslari bifenil-3(2H)-piridazinon tiirevleri sentezlemis ve nonprostanoid
PGI2 agonistik aktivitelerini arastirmislardir. Bilesik 131 0.081 uM ICsoile en aktif bilesik
olarak rapor edilmistit [175]. Vila ve arkadaslari benzo-3(2H)-piridazinn tiirevleri
sentezlenmistir. Sentezlenen tiirevler i¢inde bilesik 132 en giiglii antinosiseptif aktivite

gostermistir [176].

Giovannoni ve arkadasar1 tarafindan yeni bir seri piridazinon tiirevi sentezlemis ve test
edildi. Insan A1l adenosin olarak reseptdr antagonisti olarakfarmakolojik aktivite
caligmalar1 yapilmigtir. Bilesik 133 denenen bilesikler arasina en aktif tiirev olarak

bulunmustur [177].

Hudkins ve arkadaslar1 3,4-dihidropiridazinon tiirevleri gelistirmis ve histamin-3 reseptori
agonistik aktivite igin test etmislerdir. Bilesik 134 en gii¢lii uyandirmaya tesvik edici

bilesik olarak rapor edilmistir [178].
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Baladi ve arkadaslar1 piridazinon cekirdegine sahip giiclii ve segici bir c-Met inhibitori
olarak bilesik 135 hakkinda bir derleme yaymlamiglardir [179]. Li ve arkadaslari
yaymladiklar1 bir derlemede potansiyel fosfodiesteraz 4 (PDE4) inhibitorleri olarak

gelistirilen pirazolo [3,4-d] piridazinonlarin (bilesik 136) immiin hastaliklarin terapdtik

tedavisinde yaygin olarak kullanildigini rapor etmislerdir [180].

47
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Xing ve arkadaslar1 bazi piridazinon bazli analog bilesikler sentezlemis ve bunlari
asetilkolinesteraz inhibe edici aktivite agisindan degerlendirmislerdir. Sentezlenen
bilesikler arasinda, 137 numarali bilesiginin en etkili oldugu bulunmustur [181]. Barbaro
ve arkadaglar1 bir dizi yeni piridazin-3(2H)-on tiirevi gelistirmis ve onlarin radyo-ligand
reseptorii baglanma deneyleri ile hem al hem de aZ2-adrenoseptorlere karsi in vitro
afinitesini arastirmislardir. Bilesik 138 1.9 nM'lik a-AR afinitesi ile ¢cok umut verici bilesik
olarak degerlendirilmistir [182].

Giovannoni ve arkadaslar1 yeni bir seri 3(2H)- piridazinon ve tiirevlerini sentezlemis ve
bunlarin antinosiseptif aktiviteleri igin degerlendirmislerdir. Degerlendirmenin ardindan,
bilesik 139 serinin en etkili tiirevi olarak rapor edilmistir [183]. Hudkins ve arkadaslari
selektif histamin Hs reseptorii ters agonistleri olarak etki gdstermesi beklenen 3(2H)-
piridazinon tiirevleri sentezlemislerdir. Sentezlenen bilesikler arasinda bilesik 140 siganda
doza bagl olarak (EDso: 0,06 mg / kg) agonistler tarafindan indiiklenen dipsogenia’y1

tersine gevirmistir [184].

Bashir ve arkadaglar1 yeni 3(2H)-piridazinon analoglari sentezlemis ve bunlari kan
glukozunu disiiriicti aktivite agisindan degerlendirmistir. Bilesik 141'in maksimum azalma
gosterdigi rapor edilmistir (%38,8) [185]. Liu ve arkadaslart bir dizi 6-aril-2-(3-
(heteroarilalamino) benzil) piridazinon tiirevi tasarlamis ve bunlar1 c-Met tirozin kinaza
kars1 gliclii ve secici inhibe edici aktiviteler i¢in degerlendirmislerdir. Bilesik 142 en aktif

bilesik olarak bulunmustur [186].

Cesari ve arkadaslar1 yeni oksazolopiridazinon tiirevleri sentezlemis ve antinosiseptif
aktivitelerini degerlendirmislerdir. Degerlendirme sonucunda Bilesik 143, en kuvvetli
antinociceptif aktiviteyi gostermistir [187]. Bruel ve arkadaslart 5-benzil-4-okso-3,4-
dihidro-5H-piridazino [4,5-b] indollerden olusan yeni bir seri piridazinon tiirevleri
sentezlemisleridir. Bunlar arasinda, bilesik 144, PI3Ka'ya karsi 1Cs0 0.091 mM degerinde
tmit verici Onleyici aktivite sergilemistir [188]. Giovannoni ve arkadaslari tarafindan
gelistirilen gesitli piridazinon asetamit tiirevleri arasinda bilesik 145, 3.0 mM ECso degeri
ile ile iyi formil peptit reseptorleri (FPR) agonistik aktivite ortaya ¢ikarmistir [189].
Vergelli ve arkadaslar1 yeni bir seri piridazinon mannich bazi sentezlemis ve antinosiseptif
aktivitelerini degerlendirmislerdir. Sentezlenmis tiirevler arasinda 146 dikkate deger bir

anti-nosiseptif madde olarak rapor edilmistir [190].
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Veerman ve arkadaslar1 tarafindan bir dizi piridazinon bazli kondanse halkali tiirev
sentezlenmis ve insan PDE4 alt tipleri aktivitesi i¢in taranmustir. Bilesik 147 en aktif olarak
bulunmustur [191].

Hudkins ve arkadaslari tarafindan gelistirilen bir baska sinif piridazinon serisinde, Bilesik
148'in in vivo olarak giiclii bir histamin 3 reseptor fonksiyonel antagonisti oldugu

bulunmustur [192].

Biancalani ve arkadaslar1 bir seri N-alkil-3(2H)-piridazinon tiirevi sentezlemistir.
Sentezlenen tiirevler arasinda bilesik 149 3,5 mg EDso degeri ile en aktif antinosiseptif ajan
olarak bildirilmistir [193]. Hudkins ve arkadaslari piridazinon halkasinin 4. konumunda
stibstitiient tasiyan bir seri 3(2H)-piridazinon tiirev i sentezlemislerdir. Sentezlenen
bilesiklerin hisamin Hs reseptorii ters agonist aktiviteleri test edilmistir. Bilesik 150in
sigan dipsogeni modelinde in vivo fonksiyonel H3R antagonizmini gdsteren giilii bir aday
oldugu bildirilmistir [194]. Bruel ve arkadaslar trisiklik bir yapiya kondanse piridazinon
tiirevleri sentezlemisler ve farmakolojik aktivitesini test etmislerdir. Bilesik 151 1Cso 0.6
mM degeri ile olan umut verici bir DYRKZ1A (Dual specificity tyrosine-phosphorylation-
regulated kinase 1A) inhibitorii olarak rapor edilmistir [195].

Becknell ve arkadaslar1 tarafindan 6-siibstitliefenilpiridazinon tiirevleri gelistirilmistir.
Sentezlenen bilesikler histamin-3 reseptor antagonistleri i¢in degerlendirilmis ve bilesik
152, mikemmel insan ve sigan H3R egilimleri gostermistir [196]. Betti ve arkadaslar
tarafindan gelistirilen 2,4-siibsitliepiperazinpiridazinon tiirevleri arasinda, bilesik 153'in
al-adrenerjik reseptorlere karsi Onemli bir baglanma afinitesine sahip oldugu rapor

edilmistir [197].

Vergelli ve arkadaslari tarafindan sentezlenen bilesikler arasinda, bilesik 154, formil peptid

reseptOr agonisti olarak dikkat ¢ekici aktivite gostermistir [198].
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Sekil 2.24. Degisik aktivitelere sahip piridazinon tiirevleri
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Sekil 2.25. Degisik aktivitelere sahip piridazinon tiirevleri

Gong ve arkadaglart bir dizi piridazinon-fonksiyonellestirilmis fenilalanin analogu
gelistirmis ve piridazinon halkast ve N-agil fenilalanin iskeleti ile ilgili yapi-aktivite
iliskilerini aragtirmiglardir. Bilesik 155 oral uygulamadan sonra, sigan DSS kolit modelinde

maximum in vivo etkinlik gostermistir [199].
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Giovannoni ve arkadaslar1 tarafindan 4-amino-5-siibstitiie-3(2H)-piridazinonlardan olusan
bir seri sentezlenmis ve bilesiklerin antinosiseptif aktivitesi degerlendirilmistir.
Degerlendirmenin ardindan bilesik 156'nin en etkili tiirev oldugu rapor edilmistir [200].
Tao ve arkadaglari tarafindan gelistirilen bilesikler arasinda, bilesik 157'nin gii¢lii Histamin

Hsreseptor antagonist aktivitesi gosterdigi bulunmustur [201].

Jiang ve arkadaslan tarafindan sentezlenen trisiklik piridazinon analoglar1 piruvat kinazin
tiimdr hiicresine 6zel M2 izoformu i¢in test edildi. Bilesik 158 serinin en gii¢lii inhibitor
bilesigi olarak rapor edilmistir [202]. Young ve arkadaslari yeni bir piridazinon serisi
tasarlamis ve tirozin kinaz inhibitorii aktivitesini analiz etmislerdir. Sentezlenen bilesikler
arasinda, bilesik 159, bu serinin en gii¢lii inbisyonunu sergilemistir [203]. Hudkins ve
arkadaslar1 N-metilpiridazinon tiirevleri sentezlemis ve selektif histamin Hs reseptorii
etkilerini test etmislerdir. Bilesik 160 ve 161 giicli uyandirma aktivitesi olan ters

agonistler olarak rapor edilmislerdir [204].

Allerton ve arkadaslar1 ¢esitli 3(2H)-piridazinon tiirevi bilesikler sentezlemis ve 5-
Hidroksitriptamin 2c agonist aktivitelerini arastirmislardir. Sentezlenmis tiirevler arasinda
bilesik 162'nin en aktif oldugu bulunmustur [205]. Kellyve arkadaslar1 sentezledikleri
3(2H)-piridazinon tiirevi bilesiklerin selektif tiroid hormon reseptoriine karsi agonist

aktivitesini arastirmislardir Bilesik 163 en etkili tiirev olarak rapor edilmistir [206].
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Sekil 2.26. Degisik aktivitelere sahip piridazinon tiirevleri
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Sekil 2.27. Degisik aktivitelere sahip piridazinon tiirevleri

Betti ve arkadaslar1 bir dizi piridazinon tiirevi sentezlenmis veai-adrenoseptor antagonisti
aktivitelerini arastirmiglardir. Bilesik 164 0.052 nM affinite ile prazosinden yaklasik 5
misli daha yiiksek aktivite gostermistir [207]. Lopez-Tapia ve arkadaslari tarafindan
hazirlanan yeni piridazinon analoglar1 serisi P2X7 reseptorii antagonistik aktivitesi i¢in test

edildi. Bilesik 165 klinik olarak en aktif tiirev olarak bulunmustur [208].
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Giovannoni ve arkadasar1 yeni trisiklik piridazinon tiirevleri sentezemis ve selektif
fosfodiesteraz-5 (PDEs) inhibitor aktivite i¢in degerlendirmislerdir. Bilesik 166, 8.3 nM
ICs0 degeri ile PDES'e kars1 yiiksek aktivite gostermistir [209]. Demirayak ve arkadaslari
tarafindan sentezlenen 6-fenilpridazinon tiirevleri, vazodilator aktiviteleri acisindan
taranmistir. Bilesik 167'in en aktif oldugu rapor edilmistir [210]. Han ve arkadaslari
tarafindan sentezlenen piridazinon tiirevleri arasinda bilesik 168 en yliksek herbisidal

aktiviteyi gostermistir [211].
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Sekil 2.28. Degisik aktivitelere sahip piridazinon tiirevleri
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Sekil 2.29. Degisik aktivitelere sahip piridazinon tiirevleri
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Sekil 2.30. Degisik aktivitelere sahip piridazinon tiirevleri

2.2. Alzheimer Hastaligimin Tedavisinde Kullanilan ilaclar ve Yeni Gelismeler

Alzheimer hastalig1, kisinin giinliik aktivitelerini gerceklestirme yeteneginde bozulma ve
hastaligin  ilerleyen donemlerinde kognitif fonksiyon bozukluklart ve degisik
noropsikiyatrik semptomlarla karakterize, devamli ilerleyen 6liimciil bir nérodejeneratif
hastaliktir [212-214]. Yakin hafizada bozukluk hastaligin ilk klinik belirtisi iken, uzak
hafiza hastalik sirasinda goreceli olarak korunmaktadir. Hastalik ilerledikce gorsel testler,

obje ve esyalar1 kullanabilme becerisi ve hesap yapabilme yetenegi azalmaktadir.
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Uyaniklik seviyesi ve motor kuvveti hastaligin ge¢ donemlerine kadar korunmaktadir.
Hastaligin ilerlemis donemlerinde kas kontraksiyonlar1 sik goriilmekle beraber bu
evrelerde bile motor kuvvetin bozulmasi gergeklesmemektedir [214, 215]. Alzheimer
hastalarinin ¢ogu hastaligin baslangicindan birkag yil sonra siirekli bakima ihtiyag
duymaktadirlar [212]. Hastaligin baslangicindan itibaren genellikle 6 ila 12 sene sonra
Olim gerceklesmekte ve Olim nedeni pndémoni, pulmoner emboli gibi immobilite

probleminden kaynaklanan komplikasyonlar olmaktadir [216].

Yaglilarda goriilen demansin en yaygin sekli olan Alzheimer hastaliginin goriilme yiizdesi

her bes yasta iki katina ¢ikarak, 60 yasinda %1 iken 85 yasinda %30’a ulasmaktadir [217].

Alzheimer hastalig1 ile ilgili yapilan epidemiyolojik calismalarin sonucuna goére hasta
sayisinin Amerika Birlesik Devletleri’nde yaklasik 5 milyon, diinya ¢apinda ise 24 milyon
kisi oldugu tahmin edilmektedir. Tahminler bu saymin her 20 yilda iki katina ¢ikarak
2020’de 42 milyona, 2040°da ise 81 milyona ulasacagi yoniindedir [218].

Alzheimer hastaliginin kesin tanis1 ancak 6liim sonrasi beyin incelemeleriyle yapilmakla
beraber, hastanin dikkatli klinik degerlendirilmesi ve benzer baska hastaliklarin ayirict

tanis1 yapilarak uygun laboratuar testleri ile teshis konulabilmektedir [219].
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Sekil 2.31. Saglikl bir beyin ile Alzheimer hastaligi olan bir beyinin kiyaslanmasi
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Alzheimer hastali§imin fizyopatolojisi heniiz tam bilinmemekle beraber, beyin hiicrelerinin
nedeni belirlenemeyen bir sekilde kaybolmasindan kaynaklandigi diisiiniilmekte ve hastaligin
olusumu ile ilgili {i¢ ana hipotez one siiriilmektedir. One siiriilen hipotezlerden en eskisi olan
kolinerjik hipoteze gore Alzheimer hastaliginin 6nemli bir noérotransmiter olan asetikolinin
azalmasi nedeniyle ortaya ¢iktigr diistiniilmektedir [220-222]. Alzheimer hastalarinda bazal 6n
beyinde kolinerjik néronlarda dejenerasyon; serebral kortekste kolinerjik reseptorlerde ve kolin
asetiltransferaz (ChAT) diizeylerinde belirgin bir azalma saptanmaktadir. Daha 6nce siirdiiriilen
tedavi yaklagimlarinin birgogu bu hipoteze dayandiriimakla birlikte klinik aragtirmalar asetilkolin
diizeylerini yiikseltmeye yonelik tedavi stratejilerinin semptomatik iyilesme sagladigim ortaya
cikarmustir [223]. Kolinerjik hipotezle ilgili yapilan son ¢alismalar, kolinesteraz inhibitorlerinin
kullanirmmin amiloid fibrilasyon olusumunu etkileyebilecegini gostermektedir [224-226]. Bir
diger hipotez olan Tau Hipotezi ise Alzheimer hastaliginda, mikrotiibiille iliskili protein ailesinin
bir iiyesi olan ve tiibiil stabilitesini saglayan Tau proteinlerinin hiperfosforile olmasi sonucu
yapilarimin bozularak intrandronal fibriller aglar meydana getirdigini 6ne siirmektedir. Bu
olusumlarn intraseliiler transport sistemine ve sinyal iletimine zarar vererek Alzheimer
hastaliginin gelisimini hizlandirdigt ve noronal dliime yol agtigt bildirilmektedir [227]. Amiloid
Hipotezi olarak bilinen {iglincii hipotezde ise Alzheimer hastalarinda beynin belli bolgelerinde
birikerek ¢6ziinmez fibriller meydana getiren B-amiloid peptidlerinin daha sonra senil plaklar
olusturarak sinir hiicrelerini hasara ugrattigi ve bu hiicrelerin birbirleri ile olan baglantilarin

koparip norotransmiter miktarini azalttig1 6ne siiriilmektedir [228].

Alzheimer hastaliginin tanisindaki énemli bulgulardan biri, limbik yolagin bellek siireclerini
yoneten bolimiindeki noron kaybidir [212]. Alzheimerli hastalarda yapilan biyokimyasal
caligmalar ise kortekste bazi ndromediyatdrlerin ve 6zellikle de asetilkolinin azaldigini ortaya
koymaktadir [218]. Alzheimer hastaligindaki norokimyasal karmasa yogun olarak
arastirilmigtir.  Serebral korteksin norotransmitter igerigi dogrudan Olciildiigiinde, ndron
kaybina paralel olarak bir¢ok noérotransmitterin, en ¢ok da asetilkolinin azaldig1 goriilmiistiir.
Kolinerjik, nonkolinerjik, seratonerjik, dopaminerjik, aminoasiderjik ve ndropeptiderjik olmak
izere birgok ndrotransmitterde olusan degisim ile Alzheimer hastalifi arasinda bir iliski
bulunmaktadir; fakat kolinerjik sistemde gozlenen degisim ile Alzheimer arasindaki iligki
bunlardan en ¢ok bilinenidir. Kolinerjik hipotez olarak agiklanan bu iligskiye gore, asetilkolin
ve kolin asetil transferaz diizeyindeki azalma Alzheimer hastalig ile iligkilidir [229]. Atropin
benzeri santral etkili kolinerjik antagonistlerin uygulanmasiyla da demansa benzer bozukluklar

olustugu goriilmektedir. Alzheimer hastaliginda goriilen asetilkolinin segici eksikligi,
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hastaligin semptomlarinin gelismesinde asetilkolin eksikliginin nemini vurgulayan “kolinerjik
hipotez”in ortaya atilmasina neden olmustur [223, 230]. Kolinerjik hipotez ilk olarak yaklasik
30 y1l kadar 6nce ortaya atilmis ve beyindeki asetilkolin iceren noronlarin islev bozuklugunun
ileri yasta ve Alzheimer hastalarinda gozlenen kognitif diisiisiin agiklanmasina 6nemli 6l¢iide
katkida bulunmustur. Bu diisiince, bugiine kadar, AD'nin tedavi stratejilerinin ve ilag gelistirme
yaklagimlarmin ¢ogunun temelini olusturmustur. Kolinerjik eksiklik, tiim serebral kortekse
kolinerjik innervasyonu saglayan bazal Oonbeyin basta olmak iizere subkortikal kolinerjik
noronlarda atrofi ve dejenerasyonla olugmaktadir. Kolin asetiltransferaz  ve/veya
asetilkolinesteraz aktivitesinin etkilenmedigi (hatta yukar1 regiile edildigi) hafif bilissel
bozuklugu ya da erken evre AD olan hastalarin beyinleri ile ilgili yapilan yakin zamanlardaki
calismalar, kolinerjik hipotezin gegerliligini ve ayn1 zamanda 6zellikle de erken evrelerdeki
bozuklugun tedavisinde kolinomimetiklerin kullanilmasinin gerekgesini agiklamistir. Yine bu
hipoteze gore Alzheimer hastalarinda mediyal ©n loptaki kolinerjik néronlarin
dejenerasyonunu takiben kavrama bozukluklari da goriilebilmektedir. Bu nedenle de kolinerjik
anormallikler ve Alzheimer arasinda direkt bir iliski oldugu diisiiniilmektedir. Oliim sonrasi
yapilan beyin incelemeleri birgok Alzheimer hastasinda tespit edilen neokortikal bdlgeleri
kontrol eden noronlarin dejenerasyonu, serebral kortekste bulunan kolinerjik terminallerin
kaybi, azalan kolin asetil transferaz aktivitesi ve asetil kolin sentezi, azalan kolin alinimi ve
artan asetilkolinesteraz aktivitesi gibi degismis kolinerjik belirtiler bu durumu kanitlamaktadir
[224, 225]. Bu nedenle Alzheimer hastaliginin tedavisinde, asetilkolin diizeyinin artirilmasi ve
bunun i¢in de asetilkolini yikan asetilkolinesteraz enziminin baskilanmasi sik bagvurulan
tedavi yontemlerinden biridir. Kolinerjik anormallikler ayni zamanda bilissel olmayan
davranigsal anormalliklere ve AD'de toksik noritik plaklarin birikmesine de neden
olabilmektedir. Bu nedenle, kolinerjik temelli stratejiler, AD'nin diger demans formlarinin

tedavisinde rasyonel ilag gelistirilmesine yonelik bir yaklagim olarak gecerli kalacaktir.

Alzheimer hastaliginda verilen kolinesteraz inhibitdrleri mortaliteyi etkilememekle beraber
hastanin yasam kalitesinde ve hastalik evresinin stabilizasyonunda etkili oldugundan
tedavide kullanilmaktadir [226]. Asetilkolinesteraz inhibisyonuna bagli asetilkolin diizeyi
artislari,  Alzheimer  hastaliginin  erken  evrelerindeki  kognitif  yetmezligi
iyilestirebilmektedir [214, 229, 227]. Ayrica bir N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor
antagonisti olan memantin ile kombine kolinesteraz inhibitorii (ChEI) tedavisinin de etkiyi
giiclendirdigi bulunmustur [228]. Buna ek olarak Alzheimer hastaliginda kolinesteraz

inhibitorlerinin  kullanilmasinin fayda veya risklerini arastirmak i¢in plesebo ile
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kolinesteraz inhibitorlerinin kiyaslandigi bir calisma yapilmistir. Bu caligma rastgele
secilmis 42 grup ve toplamda 16.106 hasta iizerinde gergeklestirilmistir. Calismanin
sonuglar1 kolinesteraz inhibitdrlerinin plasebo ile kiyaslandiginda semptomlar: diizelttigini

ve 6liim oranini azalttigini gostermistir [229].

Ayn1 zamanda kolinesteraz inhibitorlerinin (ChEI) N-methyl-D-aspartate (NMDA)

reseptdr antagonisti memantin ile kombine kullanilmasiin aktiviteyi artirdigr rapor

edilmistir [230].

Hafif biligsel bozuklugu (MCI) olanlarin ya da AD'nin erken evrelerindekilerin beyinlerine
odaklanan arastirmalar, bir teshis metodu olarak giderek 6nem kazanmaktadir. Bu tiir
arastirmalar, noroprotektif stratejilerin gelistirilmesi ve/veya tanimlanmasimin yani sira
daha spesifik hastaliklarin tan1 ve tedavisinde de yeni yaklagimlara yardimci olabilir.
Biligsel gerileme diizeyinin hastalik noropatolojisi ile korelasyonunu saglamaya yonelik
onceki c¢alismalarin ¢ogunda, hastaligin son evresinde olan hastalarin beyinleri analiz
edilmistir. Bu durum hastalik ¢ok erken bir asamada teshis edilirse hastaligin ilerlemesini

degistirmeye yonelik yeni aragtirma ¢abalar i¢in 6zellikle yararli olmayabilir.

MCI ve/veya hafif AD tanisi alan hastalarin beyinlerinin analiz edildigi az sayidaki
yaymlanmis c¢aligmanin sonuglari, bazilarmin kolinerjik hipotezin gegerliligine meydan
okumaya baslamasina neden olmustur. Ornegin, Davis ve arkadaslar1 [231], hafif AD tanis1
alanlarin post mortem neokortikal dokularinda asetilkolinesteraz (AChE) ve kolin
asetiltransferaz (ChAT) aktivitesinin azalmadigini bildirmislerdir. Sonug¢ olarak, yazarlar
sunu Onermektedir: 1) bir kolinerjik belirtecin AD'nin erken bir goOstergesi olarak
kullanilmas1 olas1 degildir; 2) hastanin semptomatik hale gelmesinden 6nce bir kolinerjik
eksikligin tespit edilemeyecegi; 3) sadece daha siddetli hastaligi olan hastalar kolinerjik
tedavi i¢in bir hedef olmalidir. Ayrica, DeKosky ve meslektaslart [232], MCI veya hafif
AD tanist alan hastalarda calisilan bir dizi kortikal bolgede ChAT aktivitesinde herhangi
bir azalma saptamay1 basaramamislardir ve hatta, aktivite frontal korteks ve hipokampusta
gergekte yukari dogru diizenlenmistir. MCI olanlarin. Bagka bir ¢alismada, MCI ve erken
AD bireylerde, niikleus basaliste ChAT ve vezikiiler asetilkolin tastyici protein igeren

noronlar korundugunu géstermistir [233].
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Daha 1iyi in vivo goriintiileme yontemleri daha yaygin hale geldik¢e, MCI veya erken AD'den
muzdarip yasayan hastalarin merkezi sinir sistemindeki kolinerjik fonksiyon ile ilgili
belirsizlikler muhtemelen daha iyi bir sekilde ortaya cikacaktir. Ilgingtir ki, AD hastalarinda
bugiine kadar yapilan birka¢ in vivo goriintilleme ¢alismasi kolinerjik hipotezi destekliyor
goriinmektedir.  Ornegin, N-metilpiperidin-4-il-propiyonat  kullamlarak yapilan PET
calismalari, AD hastalarinda kortikal asetilkolinesteraz aktivitesinin gergekten azaldiginm
gostermektedir [234]. Nikotin bazli PET ¢aligmalari, nikotinik reseptor agiklarinin aslinda
AD'de erken bir fenomen oldugunu gostermektedir ve bu raporlar ayrica kortikal nikotinik
reseptor aciklarmm biligsel bozulma diizeyi ile anlamli derecede iliskili oldugunu
gostermektedir. Segici olmayan muskarinik ligandlar kiniiklidinil benzilat ve N-metil-4-
piperidil benzilat kullanan diger PET c¢alismalari, neokortikal bolgelerde baglanmada hem yas
hem de AD ile iliskili diisiisleri gostermektedir [235]. Ayrica, benzovesamacol baglanmasini
kullanan tek foton emisyonlu bilgisayarli tomografi (SPECT) calismalari, erken baslangicl
AD hastalarinda, vesikiiler asetilkolin tasiyicinin tiim serebral korteks ve hipokampiis boyunca
azaldigini gostermektedir [236]. Yas su anda AD igin bilinen risk faktorlerinin en giigliisii
olarak goriildiigiinden, yaslilarda santral kolinerjik néronlarin islevinin bozulup bozulmadigini
sormak uygun goriinmektedir. AD'nin kolinerjik hipotezindeki zorluklar, yaslanma
(Challenges), kolinerjik bozukluk ve bilissel gerileme arasindaki iliskilerin desteklenmesinde
kanitlarin varhigii géz ardi etmektedir [237]. Norotransmitter fonksiyonunun dinamik
yonlerini 6lgmek (measure the dynamic aspects of transmitter function) i¢in segici ve duyarlt
kimyasal enzimatik yontemlerin gelistirildigi 1980'lerin basinda Ileri yasin beyin kolinerjik
fonksiyonu tizerindeki etkisine iligkin bir ¢alisma baglamistir. Ayrica Rutin kullanim i¢in hizli
donma veya odaklanmis mikrodalga 1s1masi ile beyin asetilkolin ve kolin diizeylerinin hizh
stabilizasyonu igin yontemler de tanitilmus, 3 ila 30 aylik yash farelerde asetilkolinin beyindeki
tlim sentezi incelenmistir. Asetilkolinin biyosentezinin (radyo-etiketli bir 6nciiniin enjeksiyonu
ile olgiilen) 30 aylik hayvanlarda %75'e kadar azaldigimi rapor edilmistir. Hafif hipoksi,
asetilkolin sentezini %90 oraninda azaltmustir. Dahasi, yash kolinerjik néronlar, potasyum
stimiilasyonunu  takiben asetilkolin  serbest birakma yeteneklerinde, transmitteri
sentezleyebildiklerinden daha fazla bozulmustur [238]. Sonraki in vivo mikrodiyaliz
yontemleri bu erken bulgular biiyiik dlciide dogruladi. Yash beyin kolinerjik néronlarin, stresli
olana kadar nispeten normal islev gordiigii, asetilkolin ¢ikisii arttirmak veya kolinerjik
noronlara zarar vermek igin ¢esitli yontemler kullanilan deneylerle desteklenmistir [239, 240].
Bu nedenle, 6n beyin kolinerjik ndronlara verilen herhangi bir siirekli hakaretin, bu hiicrelerin

normal islev igin yeterli transmitter serbest birakma kabiliyetine miidahale edebilecegi
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sonucuna varmak mantikli goriinmektedir. Sarter ve arkadaslari bu olasiligi dogrudan, bazal 6n
beyin kolinerjik hiicrelerinin sinirli bir sekilde azalmasi amaciyla geng siganlarda bazal 6n
beyin kolinerjik néronlarm kimyasal lezyonlarinin olusturuldugu bir dizi deney iizerinde test
etmislerdir [241]. Yash kemirgenlerde yapilan bu ¢alismalarin sonuglari, 6zellikle kolinerjik
noronlarin dinamik yonleri ile ilgili olarak yasa bagh degisikliklerin ¢cogunun gézlemlendigi

tespit edilmistir.

2.2.1. Asetilkolin

Asetilkolin, kolin transferaz enzimi ile katalizlenen bir reaksiyonla, kolin ve asetilkoenzim
A dan hareketle sentezlenir. Bu reaksiyonda asetilkoenzim A’dan bir asetil grubunun
koline transferi so6z konusudur. Olusan ndérotransmiter, daha sonra sinir uclarmndaki
vezikiillerde depolanir (Sekil 2.33) ve noronal depolarizasyona bagli olarak salinir [242].
Salinan norotransmiter, sinaps boslugunda asetilkolinesteraz tarafindan siiratle kolin ve
asetik aside parcalanir veya postsinaptik membrandaki reseptorlere baglanarak etkinin

ortaya ¢ikmasini saglar [243].
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Insan merkezi sinir sisteminde kolinerjik sinapslar her yerde bulunur.

kolinesterazlar, presinaptik ve postsinaptik membranlarda lokalize olmuslardir. Pargalanma

sonucu olusan kolin, asetilkolin molekiilleri olusturmak i¢in aktif transportla akson icine

alinir, asetik asit ise kan akimiyla sinaptik bolgeden uzaklasir. Viicutta spesifik asetilkolin

esterazlarin yanisira, psddokolinesteraz ve butirilkolinesteraz gibi spesifik olmayan

kolinesterazlar da vardir. Bunlar, genellikle kanda ve karacigerde bulunurlar; asetilkoline

ek olarak diger kolin esterlerini de hidroliz ederler [242, 243].
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Sekil 2.33. Asetilkolinin biyosentez, depolama, salinim ve hidrolizi
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Birbirlerinden yapi, bulundugu yer, farmakolojik aktivite yoniinden farkli iki asetilkolin
reseptorii bulunmaktadir. Spesifik agonist ve antagonistleri olan bu reseptorler, dogal
alkaloitler olan nikotin ve muskarine selektif olarak baglanabilme &zellikleri esas alinarak,
nikotinik ve muskarinik reseptorler olarak tanimlanirlar. Noromiiskiiler motor uglarda ve
gangliyonlarda bulunan nikotinik asetilkolin reseptdrleri, aktif formda izole edilmis ve
saflagtirllmis olan ilk norotransmiter reseptorlerdir [244, 245]. Reseptoriin, birbirine bir
disiilfit bag1 ile baglanmis olan ve bes alt liniteye sahip iki polipeptit zincir monomerinden
olustugu disiiniilmektedir. Asetilkolin, bu reseptorlere baglandigi zaman membran
gecirgenliginde artisa yol agarak Ca™, Na*, ve K" gibi kiigiik katyonlarin gegisine izin
verir. Bunun fizyolojik etkisi, motor uglarda depolarizasyon olugmasi ve buna bagli olarak
noromiiskiiler kavsakta miiskiiller kasilma veya sinir uyarisinin devam etmesidir.
Muskarinik reseptorler ise, otonomik sinir sistemi tarafindan uyarilan organlarin
fonksiyonlarinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar [246]. Asetilkolinin parasempatetik
sinapslarda bulunan bu reseptorler iizerindeki etkisi, uyarici veya inhibe edici olabilir.
Asetilkolin, salgi ve tiikriik bezlerindeki sekresyonu uyarir ve solunum yollarinin
kasilmasina yol agar. Bilesik ayrica kalp kasilmalarini inhibe eder, kan damarlarindaki diiz
kaslar1 gevsetir. Muskarinik reseptorlerin bes alt tipi (M1, M2, M3, M4 ve Ms) oldugunu
gosterilmistir. M1 merkezi sinir sistemi ve gangliyonlar gibi néronal yapilarda, Mz kalpte,

M3 diiz kaslarla salgi bezlerinde, M4 ise striatum ve akcigerlerde bulunmaktadir [247].

Kolinerjik sinapslar talamus, striatum, limbik sistem ve neokortekste yiiksek yogunlukta
bulunmaktadir ve bu durum kolinerjik iletimin hafiza, 6grenme, dikkat ve diger yiiksek
beyin fonksiyonlart igin kritik 6neme sahip oldugunu gostermektedir [248]. Cesitli
aragtirmalar, genel beyin homeostazi ve plastisitesinde kolinerjik sistemler i¢in ek roller
onermektedir. Bu durum, beynin kolinerjik sisteminin, Alzheimer hastalig1 gibi demanslar
dahil olmak {izere normal bilis ve yasa bagh bilissel gerileme ile ilgili devam eden
aragtirmalarda merkezi bir rol oynamasina sebep olmaktadir [224]. Alzheimer hastaliginda
kolinerjik hipotez, ilerleyici limbik ve neokortikal kolinerjik innervasyon kaybi iizerine
odaklanir. Bazal 6nbeyin norofibriler dejenerasyonunun, 6n beyin kolinerjik ndronlarin
disfonksiyonu ve 6liimii i¢in birincil neden olduguna inanilmaktadir, bu da yaygin bir
presinaptik kolinerjik denervasyona neden olmaktadir. Kolinesteraz inhibitorleri, beyindeki
sinapslarda asetilkolin kullanimimi artirir ve Alzheimer hastalii demansinin tedavisinde
klinik olarak yararli oldugu kanitlanmig birkac¢ ilagli tedaviden biridir ve bu durum

kolinerjik sistemin hastaligin 6nemli bir terapotik hedefi oldugunu dogrular [249].



66

2.2.2. Kolinesteraz enzimleri

Serin hidrolaz enzim grubunda yer alan asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimleri
genellikle kolinesterazlar olarak bilinirler (Sekil 2.34, 2.35) [250]. insan beyninde yer alan
bu iki tip kolinesteraz enziminden AChE 7. kromozom tarafindan kodlanirken (AChE, EC
3.1.1.7), BChE ise 3. kromozom tarafindan kodlanmaktadir [251].

Sekil 2.34. AChE

AChE'nin kolinerjik iletimdeki rolii oldukga iyi bilinmekle birlikte BChE'nin rolii yeterince
aydinlatilamamistir [47]. Saglikli beyin hiicrelerinde sinaptik asetilkolin hidrolizi esas
olarak AChE tarafindan gerceklestirilmekte, BChE'nin bu hidrolize katkisinin ¢ok az
oldugu kabul edilmektedir [252].
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Sekil 2.35. BUChE

Kolinesteraz enzimleri farkli kromozomlarda kodlanmis olmalarina ragmen her iki enzimin
aminoasit dizilimleri %65 oraninda birbirlerine benzemektedir [250]. Normal eriskin beyninde
AChE yaygin olarak bulunurken, BChE sinirli miktarlarda bulunmakta ve beyindeki
kolinesteraz aktivitesinin %80'inden AChE, geriye kalan %20'sinden ise BChE'nin sorumlu
oldugu disiiniilmektedir [253, 254] BChE enzim diizeyleri sinir sistemi gelisiminin erken
donemlerinde yiiksekken, ilerleyen evrelerde bu diizey diismektedir. AChE kolinerjik
noronlarin hiicre govdesinde, aksonlarda ve dentritik uzantilarin proksimalinde yer almakta,

BChE ise hiicre govdesinde ve dendritlerde bulunmaktadir [251].

BChE'nin diiz kaslarda kolinerjik iletiyi diizenledigi gdsterilmis olmasina ragmen sinir
sistemindeki islevi yeterince bilinmemektedir [255, 256]. BChE islevlerinin daha iyi
anlasilmasina yonelik yapilan son ¢alisamalar, AChE geni olmayan farelerde tremor, ileus
ve glicstizliik gibi periferik veya merkezi kolinerjik islev bozuklugu ile ilgili durumlarin
ortaya ¢ikmasma karsin bu farelerin erigkin yasa dek gelisebildigini; ayrica farelerin

biitirilkolinesteraz inhibisyonu ve organofosfat etkilerine karsi asir1 derecede duyarl
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olduklar1 gostermektedir [257]. Bu da hem AChE'nin hem de BChE'nin néron gelisimi ve
kolinerjik iletimde birlikte aktif rol oynadiklarini ortaya koymaktadir.

AChE inhibitorii aktivitede inhibitér molekiillerin enzime baglanma boélgeleri i¢in {i¢ hipotez
ileri siiriilmektedir. Bu hipotezlerden birincisi AChEI bilesiklerin yapisinda bulunan
heterosiklik halkanin enzimin periferal baglanma bolgesiyle etkilesebilen periferal anyonik
bolge olarak etki gosterdigidir. Ikincisi pek ¢ok giiclii AChE inhibitoriiniin yapisinda yer alan
azot atomunun pozitif ylik merkezi olarak etki ettigidir. Bu grubun AChE’nin katalitik merkezi
ile etkilesebildigi AChE/donepezil ve AChE/galantamin komplekslerine ait X-ray
kristalografisi ¢alismalartyla belirlenmistir. Ugiincii hipotez ise azot atomuna bagli fenil halkasi

gibi hidrofobik gruplarin kolin baglanma bolgesi olarak bulundugudur [258].

Son kristallografik arastirmalarla, AChE ve BChE aktif alanlarinin yapisal 6zellikleri daha
acik olmustur ve takrin, donepezil ve galantamin gibi bilinen inhibitdrlerin anahtar
baglama bolgesi kalintilar1 ile baglanma etkilesimleri iyi c¢alisilmistir [259-262].
Donepezil, galantamin ve takrinden farkli olarak, katyonik anyonik bdlge (CAS) ile
birlikte periferik anyonik bolge (PAS) ile de etkilesime girer. Bu bolgenin altinda, asetil-
kolin bagi, yani katalitik triad olarak da bilinen S203, E334 ve H447'nin boliinmesini
katalize eden ii¢ amino asit bulunur. Ideal olarak, bir kolinesteraz inhibitdriiniin bu

bolgelerle etkili bir sekilde etkilesime girmesi beklenir (Sekil 2.36, 2.37) [263-266].

choline

periphera o\
anionic site positive —
charge center .

Sekil 2.36. AChE Inhibitérleri icin yapisal hipotez (donepezil)
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Sekil 2.37. Donazepilin AChE enziminin aktif bolgesi ile etkilesiminin molekiiler
modelleme ¢aligmasi ile gosterimi

BChE ve AChE enzimlerinin aktif bolgeleri yapisal olarak %65 benzerlik gosterse de
enzim spesifitesi agisindan agil-baglanma bolgesinin BChE enziminde daha biiyiik olmas1

gibi baz1 farkliliklar vardir.

2.2.3. Kolinesteraz enzim inhibitorii ilaclar

Asetilkolin gangliyon, postgangliyonik sinir ucu ve motor uglardan salinir. Daha sonra
hizli bir sekilde asetilkolin esteraz tarafindan hidroliz olur. Asetilkolin esterazin
inhibisyonu, noérotransmiterin kavsaktaki Omriinii uzatir ve boylece asetilkolin
uygulandiginda gozlenen etkilere benzer farmakolojik etkiler ortaya ¢ikar [267, 268].
Asctilkolinesteraz, bu ilaglarin birincil hedefidir, ancak butirilkolinesteraz da inhibe edilir.
Antikolinesterazlar; miyastenia gravis, gastrointestinal kanaldaki atoniler, glokom,

Alzheimer gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilirlar.
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Bu bilesikler, ayn1 zamanda sinir gazlar1 ve insektisit olarak da kullanilmaktadirlar [269,
270]. Etki mekanizmalarina gore, anti-AChE ajanlar1 ii¢ gruba ayrilabilir; a) yarigmali
agonistler, b) kisa etkili inhibitorler (karbamatlar), c¢) wuzun etkili inhibitorler
(organofosfor). Edrofonyumun 6rnek oldugu ilk grup, kuaterner alkollerden olusmaktadir.
Bu bilesikler (agents), enzimin aktif bolgesine hem elektrostatik olarak hem de hidrojen
baglar1 ile geri doniisiimlii olarak baglanabilir, boylece asetilkolinin enzime erisimi
engellenir. Enzim-inhibitor kompleksi, bir kovalent bag icermez ve buna uygun olarak kisa

omiirliidiir (2-10 dakika boyunca).

Ikinci grup, neostigmin ve fizostigmin gibi karbamat esterlerinden olusur. Bu bilesikler
asetilkolin i¢in tarif edilene benzer iki asamali bir hidroliz dizisine maruz kalirlar [243].
Bununla birlikte, karbamoile edilmis enzimin kovalent bagi, ikinci isleme (hidrasyon)
onemli 6l¢iide daha direnglidir ve bu adim, buna uygun olarak uzatilmistir (30 dakika ila 6

saat arasinda).

Uciincii grup, organofosfatlardan olusmaktadir. Bu maddeler ayni zamanda enzim
tarafindan ilk baglama ve hidroliz islemine tabi tutulur, bu da fosforile edilmis bir aktif
alana neden olur. Kovalent fosfor enzim bag1 oldukea stabildir ve suda ¢ok yavas bir hizda
(yiizlerce saat) hidrolize olur. Organofosfat inhibitorleri bazen ‘“geri doniissiiz”
kolinesteraz inhibitorleri olarak adlandirilir. Pralidoxime gibi gii¢lii niikleofiller fosfor

enzim bagini kirabilir [243].

Takrin, donepezil, rivastigmin, galantamin ve huperzin A gibi bazi kolinesteraz
inhibitorlerinin Alzheimer hastalifinda hastalik ilerlemesindeki azalmay1 yavaslattigi
gosterilmistir. 20 yi1ldan uzun bir slire 6nce (1993)'te, bu bilesiklerden ilk ilag olan ve
AD'min tedavisi i¢in ABD’de FDA tarafindan onaylanan takrin (Cognex®), bir
asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorii olarak, AD'nin kolinerjik hipotezine dayanarak klinik
kullanim i¢in sunulmustur [271]. Hepatotoksisitesi nedeniyle, tacrine ¢ok ge¢meden ilag
pazarindan cekilmistir ve sonrasinda kullanimi sinirlandirilmis, ancak diger iic AChE
inhibitori rivastigmin, donepezil ve galantamin anti-AD ila¢ olarak onaylanmistir [272-
274]. Bu ilaglar, su anda 6nemleri tam bilinmemekle birlikte, ek ozelliklere de sahiptir.
Rivastigmin, biitirilkolinesterazi bloke edebilir (BuChE), galantamin ise nikotinik

asetilkolin reseptorlerini modiile eder [275]. Donepezil aff sentezi ve aff sentezinden
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sorumlu B-sekretaz’in (BACE1) ilimli bir inhibit6riidiir. Donepezil ayrica anti-amnesik

aktiviteleri ile bilinen sigma-1 reseptorleri ile de etkilesir [276].

Takrin

Hem AChE, hem de BChE inhibitorii olan takrin, klinik ¢alismalar sonucunda hafiza,
dikkat, mantik yiiritme, konusma ve basit gorevleri yerine getirme gibi Alzheimer
hastalig1 il e iliskili kognitif belirtileri olumlu yonde etki saglamis ve Alzheimer tedavisi
icin FDA’dan onay almistir. Diisiik substrat konsantrasyonlarinda rekabet¢i olmayan bir
inhibitor olarak ve daha yiiksek substrat konsantrasyonlarinda bir rekabetci inhibitor olarak
karisik inhibisyon yoluyla hareket eder. Takrin AChE'ye katalitik triadin yanina baglanir,
bu da ACh'nin aktif bolgeye baglanmasimi engeller. Her ne kadar 2013 yilinda
hepatoksisite nedeniyle kullanimdan kaldirilmis olsa da takrin, gelistirilmis farmakolojik
profile sahip yeni ¢ok fonksiyonlu ajanlar gelistirmek icin bir baslangi¢ molekiilii olarak

kullanilmustir [277, 278].

NH,

N/

Sekil 2.38. Takrinin yapisi

Fizostigmin

Fizostigmin, AD tedavisi i¢in arastirilan ilk ChEI idi. Physostigma venenosum
tohumlarindan bir parasempatimmimetik bitki alkaloidi olarak izole edilir. Kan-beyin
bariyerini (BBB) ge¢mesine ragmen, kisa bir yar1 omiir ve dar bir terap6tik indekse sahiptir
[279]. Ayrica bulanti, kusma, bas agrisi, ishal ve bas donmesi gibi birgok yan etkiye de
sahiptir. Fizostigmin Myastenia Gravis, glokom ve gecikmis gastrik bosalmada kullanimda
idi. Ancak, ilag onaylanmamis ve yukarida belirtilen dezavantajlar nedeniyle AD kullanimi
icin terk edilmistir. Bunun yerine, enzimatik analizlerde fizostigmin bir referans bilesik
olarak kullanilir. Bununla birlikte, fizostigminin bir karbamat analogu olan rivastigmin,

AD'li hastalar1 tedavi etmek i¢in kullanilir [280].
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Sekil 2.39. Fizostigminin yapisi
Rivastigmin

Rivastigmin dahil olmak iizere diger kolinesteraz inhibitdrleri, etkinin 6zgiilligli ve daha
diisiik yan etki riski agisindan daha istiin 6zelliklere sahiptir. Rivastigmine (Sekil 2.40),
Avrupa Birligi ve ABD'nin tiim iye iilkeleri dahil olmak iizere 60 iilkede kullanilmak
iizere onay almistir. Rivastigmin kiig¢iik bir molekiildiir ve kolay BBB gecirgenligine
sahiptir [273, 281]. Rivastigmine ayrica BuChE ve AChE inhibitér 6zelliklerine sahiptir.
Rivastigmine 2000 yilinda hafif-orta dereceli AD'nin tedavisi i¢in onaylandi ve o

zamandan beri Parkinson'un ilgili demanslar1 i¢in de onay aldu.
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Sekil 2.40. Rivastigminin yapisi

Donezepil

1997 yilinda kullanim i¢in onay alan Donepezil giiniimiizde en ¢ok kullanilan AD ilacidir.
Donepezil (Sekil 2.41) ¢ok giiglii ve oldukga segici bir AChE inhibitoriidiir. Enzim ile
birka¢ bag olusturur ve ayn1 zamanda PAS ve enzim bogazinin (gorge) aromatik kalint
halkalariyla etkilesir [265]. Donepezil de AChE ig¢in oldukga segicidir. BuChE i¢in diisiik
seciciligi, BuChE f{izerindeki daha biiylik vadinin bir sonucudur ve bu da donepezilin

eszamanli olarak periferik anyonik ve katalitik bolgelere baglanamamasiyla sonuglanir

[267, 272, 282].



73

O e

Sekil 2.41. Donezepilin yapist

Galantamin

Bir ka¢ kolinesteraz inhibitorii, dogal tiriinlerden tiiretilmistir. Bunlardan biri olan ve ii¢
onayli kolinesteraz inhibitoriinden biri olan galantamin kardelen bitkisinden (Galanthus
spp.) izole edilmistir [283-285] Galantamin (Sekil 2.42), yarismali ve geri doniistimlii bir
kolinesteraz inhibitoriidiir. Beyindeki asetilkolin konsantrasyonunu arttirarak kolinerjik
fonksiyonu gii¢lendirdigi diisiiniilmektedir. Galantamin asetilkolinesteraz kompleksinin ii¢
boyutlu yapisi 1999 yilinda X-1s1n1 kristalografisi ile belirlenmistir. Galantamin'in altta
yatan demans siirecinin seyrini degistirdigine dair bir kanit yoktur. Galantamin ayrica,
asetilkolin salinimini arttirmak i¢in nikotinik kolinerjik reseptorlerin modiile edilmesinde

aktivite gostermistir.

Sekil 2.42. Galantaminin yapist

Hiiperzin A

Hiiperzin A (Sekil 2.43), Huperzia serrata'dan izole edilen ve kan-beyin bariyerini
gegebilen bir alkaloittir [286, 287] Hiiperzin A, son derece segici ve geri donilisimlii bir
AChE inhibitoriidiir. AChE'nin huperzine A tarafindan inhibisyonu, aktif bogaz (gorge)
bolgesindeki kalintilar ile etkilesimlerin sonucudur. Hiiperzin A'nin bir faz II ¢alismasinda,
giinde iki kez uygulanan ilacin 200 pg'min hafif ila orta siddette AD olan hastalarda

biligsel etkinlige belirgin bir faydasi olmadig1 gézlenmis olsa da, yakin zamanda yapilan
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bir meta analiz, mevcut ¢alismalarin zayif metodolojik kalitesinden dolay1 etkililigini tesis
etmek igin daha ileri ¢alismalarin gerekli oldugunu belirtmistir Hiiperzin A'nin  -amiloid
kaynakli oksidatif hasara ve oksidatif stresi azaltmaya karsi noroprotektif etkileri

gosterdigi de bildirilmistir .

CHs3
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Sekil 2.43. Hiiperzine A’nin yapist

Metrifonat

Metrifonat (Sekil 2.44), sistosomiasis tedavisinde orijinal olarak kullanilan uzun etkili, geri
doniistimsiiz bir ChEI'dir. Kisa siireli kullanimda yan etki riski diisiik olmakla birlikte uzun
stireli kullanim miyastenik krize benzer sekilde solunum felci ve néromiiskiiler iletim
disfonksiyonuna neden olmustur [288]. Bu nedenle FDA basvurusu durdurulmus ve klinik
calismalar faz III sirasinda kesilmistir. Bununla birlikte, ADAS-cog (Alzheimer's Disease
Assessment Scale-cognitive subscale) ve diger 6nlemler {lizerinde saglam bir terapotik etki
gostermistir. Ancak, metrifonat ve noromiiskiiler disfonksiyon arasindaki iliski daha fazla

arastirilincaya kadar, metrifonat su anda AD tedavisi i¢in bir secenek degildir.

— OCHj

OCH,
OH

Sekil 2.44. Metrifonatin yapisi

2.2.4.Yeni gelistirilen kolinesteraz inhibitorleri

Halihazirda, Alzheimer hastalifi (AD) tedavisi i¢in birka¢ tane FDA onayh ilag ticari

olarak temin edilebilmektedir. Bunlarin arasinda Tacrine (Cognex), Donepezil (Aricept),
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Rivastigmin (Exelon), Galantamine (Reminyl) kolinesteraz inhibitorleridir. Bunlar hastalik
i¢cin sadece palyatif ¢coziimler sunabilmektedir, ancak bu ilaglarin yan etkileri 6nemli bir
endise kaynagi olmaya devam etmektedir. Ag¢ikcasi, AD'min tedavisi icin etkili ve daha
etkili ilaglarin arastirilmasi, en baskin farmakolojik hedeflerden biridir ve daha bir¢ok ilag
ya klinik deneylerde ya da hem akademik alanda hem de endiistride diinya g¢apinda
laboratuarlarda test edilmektedir [289]. Gelisme asamasinda olan sentetik analoglar ile
hedeflenen farmakolojik etki olusturulurken hepatotoksisitenin ve bilinen gastrointestinal
yan etkilerin dnlenmesi saglanmaktadir. Sentetik analoglar gelistirmede de dogal olarak
tiretilmis ChEI'leri gibi potent ve kan beyin bariyeri gecirgenligine sahip olan tiirevlere
ulagilamama veya beklenmedik farmakolojik 6zelliklere sahip bilesikler elde etme gibi

riskler bulunmaktadir [290].

Ana yap1 olarak piridazinon halkasi igeren bilesik tiirevlerinde yapilan ¢aligmalarda da
bilesiklerin AChE ve BChE inhibitorii aktivite gosterdikleri bildirilmistir. Etil 6-
[(stibstitiie-fenilpiperazin]-3(2H)-piridazinon-2-il propiyonat ve 6-[(stibstitiie-
fenilpiperazin]-3(2H)-piridazinon-2-il  propiyonohidrazit  tiirevlerinin =~ AChE/BChE
inhibitérii olarak sentez edildigi bir c¢alismada elde edilen bilesiklerin aktiviteleri
glinlimiizde Alzheimer hastalifinin tedavisinde kullanilmakta olan galantamin ile
karsilastirilarak ~ degerlendirilmis  ve  6-[4-(3-triflorometilfenil)-piperazin]-3(2H)-
piridazinon-2-il propiyonat bilesiginin hem asetilkolinesteraz hem de biitirilkolinesteraz

enziminin inhibisyonunda en aktif bilesik oldugu bulunmustur [291].
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Sekil 2.45. Etil 6-[(siibstitiie-fenilpiperazin]-3(2H)-piridazinon-2-il propiyonat

6-stibstitiie-3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(siibstitiie/nonstibstitiicbenzal)  hidrazon ve N’-[(4-
stibstitiiefenil)siilfonil ]-2-[4-(siibstitiiefenil )-piperazin]-3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit
tlirevleriyle yapilan benzer ¢aligmalarda da Ellman metoduyla bilesiklerin 0.05 mM, 0.1 mM, 0.2
mM, 0.25 mM ve 0.5 mM konsantrasyonlarda antikolinesteraz aktiviteleri degerlendirilmis ve 6-
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(3-Kklorofenil)-3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(3-metoksi-4-hidroksi  benzal)hidrazon ve N’-[(4-
triflorometilfenil)stilfonil ]-2-[4-(2-florofenil)-piperazin]-3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit
bilesiklerinin en aktif oldugu, N’-[(4-triflorometilfenil)siilfonil]-2-[4-(2-florofenil)-piperazin]-
3(2H)-piridazinon-2-il  asetohidrazitin galantaminden daha yiiksek aktivite gosterdigi
bildirilmistir [292, 293].
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Sekil  2.46.  N’-[(4-triflorometilfenil)  siilfonil]-2-[4-(2-florofenil)-piperazin]-3(2H)-
piridazinon-2-il asectohidrazit bilesiklerinin en aktif oldugu, N’-[(4-
triflorometilfenil) stilfonil]-2-[4-(2-florofenil)-piperazin]-3(2H)-
piridazinon-2-il asetohidrazit

Xing ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada 2,6-disiibstitiie piridazinon tiirevleri
sentez edilmis ve elde edilen bilesiklerin in vitro AChE/BChE inhibitorii etkileri molekiiler
modelleme ¢aligsmalar1 da yapilarak arastirilmistir. Calismanin sonucunda 6-orto-tolilamino
ve N-etil-N-izopropilasetamit siibstitiie piperidin gruplarini igeren piridazinon bilesiginin
yiiksek asetilkolinesteraz inhibitorii aktivite gosterdigi ve in vitro AChE/BChE selektif
olduklar1 bulunmus, yapilan molekiiler modelleme caligsmalar1 ile de bilesigin enzimlerin
hem katalitik aktif bolgesine (CAS), hem de periferal anyonik bolgesine (PAS) baglanarak
enzim inhibisyonu yaptig1 belirlenmistir [294].

Sekil 2.47. 6-(2-metilfenil) amino-2-(4-N-etil-N-izopropil asetamit piperidin) aminobenzil-
3(2H)-piridazinon

Bagska  bir  ¢alismada  6-siibstitiite-3(2H)-piridazinone-2-asetil-2-  (p-siibstitiite

benzalhidrazon tiirevleri sentezlenmis ve AChE ve BChE enzim inhibitor aktiviteleri test

edilmistir. Sentezlenen tiirevlerin her iki enzimin dual inhibisyonunda potent etki
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gosterdigi tespit edilmistir [268]. En aktif AChE inhibitorii 100 ug/ml konsntrasyonda
%75,52 AChE inhibisyon gosterirken ayni zamanda yine aynmi konsantrasyonda %67,16
BChE inhibisyonu gostermistir. Sentezlenen tiirevler arasinda en giiclii dual kolinesteraz
inhibitorii  6-[4-(3,4-dikolorofenil)  piperazin-1-il]-3(2H)  piridazinon-2-asetil-2-(3-
metillbenzal) hidrazon tiirevidir [268].

Docking ¢alismalari ile 6-[4-(3,4-dikolorofenil) piperazin-1-il]-3(2H) piridazinon -2-asetil-
2-(3-metillbenzal) hidrazon tiirevinin her iki enzim {iizerindeki inhibisyon etki
mekanizmasi onceden rapor edilmis tiirevler ile kiyaslanmigtir. Sonugta en aktif bilesign
bilesigin docking pozisyonunun donezepil ile benzer oldugu ve fenilpiperazin yapisi

tizerindeki siibstitiientlerin ligand etkinligini degistirebilecegi tespit edilmistir.

CH,
CH,CONHN=CH

Sekil 2.48. 6-[4-(3,4-dikolorofenil) piperazin-1-il]-3(2H) piridazinon -2-asetil-2-(3-
metillbenzal) hidrazon

Takrinin 1993 yilinda Alzheimer hastaliginin tedavisinde ilk AChE inhibitorii olarak
kullanilmasindan bugiine kadar hastalik modifiye edici tedaviler (DMTs: Disease
Modifiying Therapies) gelistirmek icin bazi stratejiler arastirilmistir. Cok yiiksek
miktarlarda para harcanmasina ve ¢ok sayida bilesigin klinik denemelere girmesine ragmen
Alzheimer hastaliginin etkin tedavisi henliz bulunamamistir [295]. Alzheimer hastaliginin
tedavisindeki klinik basarisizlik tam agiklanamayan degisik faktorlerin ¢ok yonlii
etkilesimi igeren bir patolojiye sahip olmasina baglidir. Bu arastirma ayni zamanda ¢oklu
hedefe yoOnlendirilmis ligandlarda (Multitarget Directed Ligands: MTDLS) son

gelismelerin temel prensipleri ortaya koymustur [296].

Sonug olarak, Alzheimer hastaliginin ¢ok faktorlii bir hastalik olmasi gercegi ¢ok yonlii
hedefler i¢in (multiple targets) single-molekiil yaklasiminin gerekliligini ortaya koymustur.
Bu amagla, kan beyin bariyeri gecirgenligi artirilmis ve birden fazla reseptore

hedeflendirilmis hibrit molekiillerin tasarimi da yapilmistir [297-299]. Bu ¢alismalar
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arasinda Takrin temelli multitarget tlirevlerin AD’de bir¢ok taninmis hedef ile etkilesime

girdigi ve hem invivo hem de invitro fayda sagladig tespit edilmistir.

Esasinda takrin iskelet yapis1 yiiksek etkili MTDL lar i¢in en iyi baslangi¢ noktasidir.
Biitin bunlarin 15183iInda yeni MTDL smnifi takripirinler olarak isimlendirilmistir.
Takripirinler igin rererans molekiil takrin ve nimodipinin hibritlestirilmesi ile
sentezlenmistir. Bu sekilde hem antikolinesteraz hem de kalsiyum antagonisti aktiviteler
tek bir hibrit molekiilde birlestirilmis ve Alzheimer hastaliginin tedavisinde yeni bir
yaklagim getirmistir. Takripirin tlirevleri i¢inde en yiiksek aktivite (+) p-metoksiakripirin
(Sekil 2.49) bilesiginde gozlenmistir, ayn1 zamanda bu bilesik yiiksek selektivite ile
astilkolinesterazenzimine baglanabilmekte ve yiiksek kalsiyum antagonisti aktivite

saglamaktadir [300].
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Sekil 2.49. (+) p-metoksiakripirin

Alzheimer tedavisinde kalsiyum kanal blokerlerine duyulan ilgi kalsiyum diizeylerinin
o0grenme, hafiza gibi noronal canlilik gibi islevler ile yakin iliskisi olmasindan
kaynaklanmaktadir. Intraselliller kalsiyum dengesi bozukluklarinin ndron hasari ve

kayiplarindan sorumlu oldugu diistiniilmektedir [301].

Memoquin (Sekil 2.50) isimli ilag bahsedilen polifarmakoloji modeline uygun olarak
gelistirilmistir. Cok hedefli bir ilag olarak gelistirilen memoquin hem antioksidan hem de
noroprotektif etkilere sahiptir ve timit vaat eden bir ilag olarak yiikselen bir degere sahiptir

[302].
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Sekil 2.50. Memoquinin yapisi

Double baglanma bolgelerine sahip bifonksiyonel ligantlar asetilkolinesteraz,
monoaminoksidaz ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) inhibitorleri olarak gelistirilmistir [303-

305].

Memoquin kinon halkasi tagiyan bir poliamindir ve asetilkolinesteraz enzimi ve -amiloid
agregasyonu inhibisyonu yaparak Alzheimer hastaliginda dual etki saglamaktadir [100].
Memoquin insan asetilkolinesterazinin en gii¢lii inhibitoriidiir ve donazepilden 10 kat daha
etkilidir. Memoquin asetil koline dual baglanma, (-amiloid agregasyonu, [B-sekretaz
inhibisyonu, noroprotektif etki, antioksidan etki ve tau hiperpolarizasyonunun azaltilmasi

gibi ¢ok ¢esitli AD mekanizmalarint modiile eden multifonksiyonel bir bilesiktir [306].

Donazepil FDA tarafindan Alzheimer hastaligimin semptomlarini hafifletmek icin
onaylanmis selektif bir asetilkolinesteraz inhibitoriidir [265]. Donazepilin uygun
farmakokinetik profili ve potent asetilkolinesteraz inhibisyonu yapmasi ¢ok sayida
donazepil analoglarinin gelistirilmesine neden olmustur [272, 282]. AP 2238 (Sekil 2.51)
bu alanda ilk gelistirilen bilesiktir ve asetilkolinesterazin anyonik bolgesine
baglanmaktadir AP2238’in asetilkolinesteraz aktivitesi donazepil ile ayni olmasina ragmen

betaamiloid agregasyon inhibitorii etkisi daha yiiksektir.

Sekil 2.51. AP2238 yapisal formiilii
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Rizzo ve arkadaslar1 donazepil ve AP2238’in bir seri hibrit tiirevini sentezlemislerdir.
Donazepilden gelen indanon halkasit AP 2238’in fenil-N-metilamino kismina baglanmistir.

Olusan hibrit bilesigin yiiksek antikolinesteraz aktivite gosterdigi rapor edilmistir [307].

Ozer ve arkadaslar1 [308], hem kolinesteraz hem de amiloid birikimini inhibe etmesi
beklenen ve donepezil yapisina dayanan yeni bir dizi bilesik tasarlamistir. Cift etkili
bilesiklerin bu smifi 4-benzilpiperidin/piperazin ve bir N-asgiilhidrazon pargasi ile
baglanmis farkli Sekilde ikame edilmis bir benzen halkasinin bir kombinasyonudur.
Benzen halkasi, bir veya iki metoksi/etoksi grubu icerir (Sekil 2.52). Ellman'in testinin
sonuglari, bu bilesiklerin hem AChE hem de BuChE'nin orta ve segici olmayan
inhibitorleri oldugunu ve mikromolar aralikta ICso degerlerini hAChE i¢in 53.1-88.5 M ve
EqBuChE igin 48.8-98.8 M oldugunu gostermstir.

Sekil 2.52. 4-Benzil piperidin/piperazin tiirevleri

Benzo[e] [1,2,4] triazin-7(1H)-on tiirevi ve [1,2,4]-triazino [5,6,1]j, k]-carbazol-6-on tiirevi
olmak tizere iki grup tiirev de yeni bir dizi amiloid birikimi ve AChE/BuChE inhibitorii
bilesik (Sekil 2.53) tanimlanmistir [309]. Tasarlanan bu bilesikler triazafluoranthenonun 5.
karbonuna ve benzotriazinonun ve 6. karbonuna bagl ¢esitli alkilamin veya arilalkilamin
siibstitiientleri tagimaktadir. Bilesiklerin ¢ogunlugu, mikro veya submikromolar aralikta
ICs0 degerleri olan bir APi40 anti-agregasyon aktivitesi sergilemistir (Ap1-40 1C50 =
0.37-65 M). Ellman analizinin sonuglar1 test edilen bilesiklerin EeAChE ve EqQBUChE'nin
zay1lf veya orta diizeyde inhibitorleri oldugunu gostermistir. Triazafluoranthenon tiirevi
bilesiklerden oktametilen zincirine sahip bilesik, 1.4 M IC50 degeri ile APB1-40 agregasyon
inhibisyonu gosterirken; 1Cso = 25 nM degeri ile segici, ¢ok gii¢lii bir EQBuChE inhibitorii
etkiye sahip bulunmus ve potansiyel anti-AD ila¢ olarak daha fazla gelisme i¢in umut

verici olarak goriilmiistiir [309].
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Sekil 2.53. Benzol[e] [1,2,4] triazin-7(1H)-on tiirevi ve [1,2,4]-triazino [5,6,1j, k]-carbazol-
6-on yapisi

Ekiz ve arkadaslari, bromoindenokinolin tiirevi bilesiklerin sentezini gerceklestirerek
Yapi-aktivite iligskisini (SAR) arastirmak i¢in asetilkolinesteraz (AChE), biitirilkolinesteraz
(BChE) ve insan karbonik anhidraz siktosolik (hnCA 1 ve Il) enzimlerini inhibe etme
potansiyellerini belirlemistir. Monofenil indenokinolinler, baslangic materyalleri ve
referans bilesikleri (galantamin ve takrin) ile karsilastirildiginda, ICso 37-57nM ve 84-
93nM araligindaki degerlerde AChE ve BChE enzimlerini 6nemli 6l¢iide inhibe etmistir.
Diger taraftan, bu yeni arillenmis indenokinolin bazl tiirevler, AChE i¢in 37 + 2.04 ila
88640 £ 1990nM araliginda, hCA igin 120.94 + 37.06 ila 1150.95 araslgnda hCA 11 i¢in
267.58498.05 ila 1568.16+438.67nM araliginda ve BChE icin ise 84+3.86 ila
144120+£2910nM arahiginda Ki degerleri ile enzimlerin etkili inhibitdrleri olarak
bulunmustur (Sekil 2.54). Sonug olarak, monofenil indenokinolinlerin {imit verici bir anti-
Alzheimer ila¢ potansiyeline sahip olabilecegi ve 3,8-dibromoenokinolin aminin ise yeni
hCA I ve hCA II enzim inhibitorleri olabilecegi diistiniilmiistiir [310].

Sekil 2.54. Arillenmis indenokinolin bazl tiirevlerin yapisi

Camps ve arkadaglar1 ise AChE'min periferik, aktif ve orta bogaz (midgorge) baglama
bolgeleriyle ayni anda etkilesime giren yeni bir dizi donepezil-takrin hibrit molekdilii (Sekil
2.55) tasarlamiglardir. Bilesikler AChE tarafindan indiiklenen BuChE, AChE ve beta-

amiloid agregasyonunu inhibe etme kabiliyeti agisindan test edilmistir. Bilesikler,
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donepezilin  5,6-dimetoksi-2-[(4-piperidinil)metil]-1-idanon kismu ile 6-klorotakrin
grubunun birlesiminden olusmaktadir. Tiim bu yeni melezlerin oldukg¢a gii¢lii hAChE
inhibitorleri oldugu kanitlanmistir. Yeni bilesiklerin hepsi de beta amiloid agregasyonunun
belirgin inhibisyonunu gostermis ve ana bilesiklerden daha giiclii oldugu gosterilmistir
[265].
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Sekil 2.55. Donazepil-Takrin hibritinin yapisi

Multipotent yaklagim, tacrine-melatonin hibridlerini, AChE ve MAO inhibitorlerini veya
serotonin tagtyicilarini, antioksidan ve noroprotektif 6zelliklere sahip giiglii kolinesteraz
inhibitorlerini, kolinesterazlara ve M2 muskarinik reseptorlere baglanan galantamin-takrin
hibritlerini, NO-donorlerini, hepatoprotektif ilaglar olarak ADye ya da floresan takrine

odaklanan takrin hibritlerini, kumarin hibritlerini igerir [311, 312].

Hem takrin hem de PBT2’nin (bir 8-hidroksikinolin tiirevi), ChE inhibisyonu yaptig1 ve
beta-amiloid konsantrasyonlarini azalttigi bilinmektedir. Bu bilesiklerden yola ¢ikarak
Fernandez-Bachiller ve arkadaslari AD tedavisi igin olasi terapétik ilaglar olarak yeni
takrin-8-hidroksikinolin hibritleri (Sekil 2.56) tasarlamis ve sentezini gerceklestirerek
aktivitelerini degerlendirmislerdir. Elde ettikleri bu Hibritlerin AChE ve BuChE'ye karsi
takrinden daha etkili oldugunu bulmuslardir. Ayrica bilesiklerin diisiik hiicre seviyesinde
toksisite gosterdikleri ve in vitro BBB modelinde gergeklestirilen deneylerde CNS'ye niifuz
edebildikleri bildirilmistir. ila¢ ayrica antioksidan ve bakir komplekslestirici dzellikler
gostermistir. Biitlin bu 6zelliklere sahip hibrit bilesiklerin, in vivo olarak da olas1 bir

terapotik ilag olabilecegi diistiniilmiistiir [313].
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Sekil 2.56. Takrin-8-hidroksikinolin hibritleri

Takrin-sinnamik asit hibritleri (Sekil 2.57) de, nanomolar aralikta ICso'ler ile AChE ve
BUuChE'nin inhibisyonunu gostermektedir. SAR calismalari, molekiilde optimum aktivite
icin baglayici olarak 6-karbonlu bir alkil zincirinin bulunmas1 gerektigini gostermisitir. Bu
bilesikler {izerinde yapilan ¢alismalar bu baglayicinin uzantist veya benzil grubu gibi bir
hacimli grubun eklenmesi, ChE inhibisyonunda bir azalmaya neden oldugunu gdstermistir.
Sentezlenen bilesiklerin bazilarinin kendiliginden indiiklenen AB1-42 agregasyonunu da
inhibe ettigi bulunmustur. In vivo degerlendirme Morris Water Labe testinde skopolamine
bagl kognitif bozuklugun azaldigin1 gostermis ve hepatotoksisite degerlendirmesinde de

giivenli olduklar1 gosterilmistir [314].
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Sekil 2.57. Takrin-sinnamik asit hibritlerinin yapisi

Biyokimyasal kanitlar, glutamaterjik néronlarin aktivitesinin AH'da islevsiz oldugunu ve AH
patolojisinde kolinerjik sistem ile bunlarin ortak islev bozuklugunun 6nemli oldugunu
gostermektedir [315]. Bu nedenle, kolinerjik ve glutamaterjik sistemleri es zamanli olarak
hedefleyen ilag kombinasyonlar, AH hastalar1 i¢in mevcut bakim standardi olarak
Onerilmektedir. NMDA reseptorii, bellek ve 6grenmede cok 6nemli bir rol oynar. Reseptor
eszamanli olarak baglanmasi gereken iki agonist, glisin ve (S) -glutamat ile aktive edilir. Klinik
olarak, fazla miktarda glutamat ile NMDA reseptoriiniin asir1 aktivasyonunun, eksitotoksisite
ile sonuglanan noéronun iginde kontrolsiiz bir Ca2 + iyonlar1 kontroliine yol agtidi

gosterilmistir. Galantamin, AChE iizerinde iyi bilinen inhibitor aktivitesine ek olarak, nikotinik
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ACh reseptorlerinin aktivasyonu yoluyla glutamat toksisitesine kars1 ndroprotektif etki gosterir
[166]. Sigara igenlerin, bu ndoroprotektif etkiyi veren nikotinik asetilkolin reseptoriiniin
(nAChR) uyarilmasi nedeniyle Parkinson hastaligina kars1 daha az duyarli olduklar iyi
bilinmektedir [316]. Boylece galantamin ve memantin, ayni eksitotoksik kademeli dizi
(cascade) iizerinde birlikte calisarak sinerjik bir noroprotektif etki saglar [317]. Lopes ve
arkadaslar1 bu hipotez ile primer kortikal néronlarda NMDA aracili norotoksisiteye karsi
galantamin noroprotektif etkisinin esas olarak nikotinik reseptorleri i¢erdigini kanitlamiglardir.
Dabhas, yaptiklari ¢aligmada, subaktif galantamin ve memantin konsantrasyonlarinin kombine
noroproteksiyona yol agabilecegi bildirilmistir. Bu ¢alisma, maksimum verimlilikle bir MTDL
gelistirmede yeni bir tasarim stratejisi sunmaktadir . Bu stratejiyi izleyerek, piyasada
kullanilmakta olan bu iki ilacin, galantamin (AChE inhibitorii) ve memantinin (NMDA
reseptor antagonisti) farmakolojik aktivitelerini birlestiren yeni bir hibrit bilesik serisi
tasarlanmustir. Yeni hibrid bilesikleri, iki ila¢ molekiiliinii degisken uzunlukta bir polimetilen
baglayicidan baglayarak, c¢ift baglanma yaklasimindan sonra tasarlanmustir (Sekil 2.58). Bir
heksametilen aralayici tastyan bilesikler, serinin en timit verici 6zelliklerine sahiptir. Molekiiler
modelleme ¢aligmalari ile uyumlu olarak da AChE'de hem PAS hem de CAS ile ayn1 anda

temasa izin vermek i¢in optimal mesafeyi saglanarak bilesikler tasarlanmistir [318].

OH

CH,

CH,

Memantine

Galantamine

Sekil 2.58. Galantamin-Memantin dual baglanma hibritinin yapisi

Daha once bildirilen bir aragtirmada, antikolinesteraz aktivitede ve bazi durumlarda da AP
anti-agregasyon oOzellik i¢in chalcone ve kumarin fragmanlarinin elzem oldugunu
gostermistir [319]. Bu c¢alismada chalcone veya kumarin pargasi ile yeni bir dizi ¢ok
fonksiyonlu bilesikler gelistirilmistir [292]. Bu amagla chalcone ve kumarin pargalari, ¢ift
etkili bilesikler elde etmek i¢in farkli amin pargalari ile birlestirilmistir (Sekil 2.59). Test
edilen tiim bilesikler, kolinesterazlara karsi, referans bilesik olan galantamin ile
karsilagtirilabilir veya daha zayif aktiviteye sahip bulunmustur. En giigli EeAChE
inhibitori bilesigin ICso degeri 1.76 M bulunmustur.



85

Kalkon tiirevleri, 8.27 M'lik 1Cso degerine sahip en gii¢lii ile EqBuChE'ye kars1 da
kumarinin inhibitér aktivitesinden daha ytliksek aktivite gostermistir. Tiim bilesikler
tioflavin T floresan deneyinde AP fibril olusumunu inhibe etme yetenekleri agisindan test
edilmis, hem chalcone hem de kumarin tiirevlerinin, kendiliginden indiiklenen Af

agregasyonunun orta diizeyde inhibitorleri oldugu bulunmustur (100 M'de %30-70).
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Sekil 2.59. Kalkon kumarin hibritlerinin yapist

Dogal antioksidanlar, hiicrelerin oksidatif hasara karsi korunmasi yoluyla Alzheimer
hastaliginin ve hiicre yaslanma siireclerinin 6nlenmesine yardimci olur. Bu nedenle, bazi
antioksidanlar AD'yi onlemede ve biligsel islevi siirdiirmede yararli olabilir [319,320].
Oksidatif stres, serbest radikaller, biyo-metal toksisitesi ve anormal reaksiyonlar AD
patolojisine katkida bulunur. Bitkilerde bulunan en biiyiik bilesiklerden biri olan Flavonoidler,
cok ¢esitli biyolojik aktiviteye sahiptir [321]. Kuvvetli antioksidan aktivitesi olan polifenolik
bilesiklerdir ve bu durum AD tedavisinde bu bilesiklere avantaj saglar. Oksidatif stres,
biyolojik sistemin reaktif oksijen tiirlerini (ROS) iiretme ve detoksifiye etme becerisindeki
dengesizligin bir sonucudur. Viicuttaki ROS diizeylerinin artmasi1 daha yiiksek bir {iretim
oranindan veya antioksidan enzim aktivitesinde bir azalmadan kaynaklanabilir [321]. AH
hastalarinda antioksidan enzim aktivitesinde bir azalma tespit edilmistir [322-324]. Senil
plaklarin olusumuna ek olarak, AD beyinlerinde gozlenen yogun oksidatif stres vardir [325].
Oksidatif stres, AD'nin patojenezinde, hayati hiicresel bilesenlerin, yani proteinlerin, lipitlerin
ve niikleik asitlerin hasarindan dolay1 énemli bir role sahiptir [326]. Protein karbonillerin ve 3-
nitrotirozin diizeylerinin (DNA ve RNA'ya oksidatif hasar belirtegleri) AH beyinlerinde
yiikseldigi bulunmustur [327]. Lipid peroksidasyon iirtinleri, hafif biligsel bozuklugu veya AH
olan hastalarm beyinlerinin bir¢ok bolgesinde daha yiiksektir [328]. Serbest radikal hasarinin
olusmasma ek olarak, siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin

aktivitelerinde azalma, AH'min ilerlemesiyle de iliskilidir ve aym zamanda oksidatif stresin
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sinaptik kaypla iligkili oldugunu gosterir . AH'nin oksidatif stres hipotezi, ndronlarin hasari
nedeniyle hastaligin baslangicinda ve ilerlemesinde ROS'un 6nemli bir rol oynadigini
diistindiirmekte ve antioksidan aktivitesinin, redoks-aktif ge¢is metallerini selatlayarak,
indirgenmis glutatyon diizeylerini artirarak ve inflamatuar siirecleri asag1 regiile ederek (down-

regulating inflammatory processes) serbest radikalleri siipiirme yetenegine baglanmaktadir.

Ayrica, bu reaktif oksijen tiirleri kolayca emilmekte ve dagitilmakta ve beyin dahil ¢esitli
dokularda dihidrolipoik asite doniistiiriilmektedir. Dihidrolipoik asit de ayrica giiglii bir
antioksidandir. Lipoik asidin disiilfit siklik kismi, AChE'in periferal aktif bdlgesine
baglanma ve AChE'nin uyardigi AP agregasyonunu inhibe etme potansiyeline sahiptir. Bu
Ozelliklere dayanarak yapilan bir ¢alismada lipoik asit, MTDL i¢in yeni bir bilesik olarak

lipokrin molekiiliinii vermek tizere takrin ile birlestirilmistir (Sekil 2.60).

50 SR

SO0

H;CO 0] o

Sekil 2.60. Lipokrinin yapisi

Lipokrin, AChE'ye kars1 gosterilen nanomolar afinitesi olan ¢ok gii¢lii bir inhibitordiir. Kinetik
caligmalar da lipokrinin AChE'nin periferal alani ile etkilesimini dogrulamaktadir. Bilesik
AChE ile uyarilan AP agregasyonunu inhibe etmede ve ROS formasyonuna karsi hiicreleri
korumada, tek basma lipoik aside kiyasla olduk¢a yiiksek bulunmustur. Yine baska bir
caligmada lipoik asidin, rivastigmin ve memoquin ile birlestirilmesiyle bir dizi lipoik asit
bilesigi hazirlanmig ve sentezlenen bilesiklerin antioksidan, antikolinesteraz ve anti-
agregasyon aktiviteleri degerlendirilerek karsilastirilmistir. Lipoik asit ve memoquinin hibriti
olan bilesiklerden biri gilicli AChE ve orta derecede BuChE inhibisyonu ile doza bagiml
antioksidan aktivite gostererek en aktif bilesik olarak secilmistir. Bununla birlikte, bilesigin

ACHhE ile indiiklenen AP anti-agregasyon aktivitesi zayif bulunmustur.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kimyasal Calismalar
3.1.1. Kimyasal bilesikler

Bu tezin kapsaminda kullanilan biitiin ¢6ziiciiler teknik ve analitik niteliktedir. Bilesiklerin
sentezinde glioksalik asit monohidrat (Merck), 4-bromoasetofenon (Aldrich), 4-
metoksiasetofenon (Aldrich), 4-kloroasetofenon (Aldrich), hidrazin hidrat (Merck), etil 2-
bromoaseat (Merck), p-triflorometilbenzaldehit (Merck), 2,4-diklorobenzaldehit (Merck),
p-izopropilbenzaldehit (Merck), p-benziloksibenzaldehit (Merck) reajanlar olarak

kullanilmiglardir.

Tez bilesiklerinin baslangic maddesi olan, 6-siibstite fenil-3(2H)-piridazinon tiirevleri
literatiir yontemine gore tarafimizca hazirlanmustir. ilk basamaktan sonra elde edilen
baslangic maddeleri olan Etil 6-siibstitiiefenil3(2H)-piridazinon-2-il asetat ve 6-

stibstitiiefenil-3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit ilk defa tarafimizdan sentezlenmistir.
3.1.2. Sentez yontemleri

Baslangic maddelerinin sentezleri

6-Stibstite fenil-3(2H)-piridazinon (la-b)

4,6 gram (0.05 mol) glioksalik asit monohidrat ve 0.1 mol siibstitiie-asetofenon tiirevi 120
°C’de 4 saat geri ceviren sogutucu altinda 1sitildi. Oda sicakligina gelmesi beklendikten
sonra {izerine 5 ml amonyum hidroksit (NH4OH) ve 25 ml su ilave edildi. Daha sonra 4
defa 25 ml diklorometan ile ekstraksiyon yapilir. Sulu-amonyakli faz ayrilarak iizerine
0.05 mol (2.43 ml) hidrazin hidrat ilave edildi ve reaksiyon ortami 3 saat geri ¢eviren
sogutucu altinda 1sitildi. Coken kristaller siiziildii ve etanolden rekristalize edildi. Ince

tabaka kromotografisi ile saflik ve temizlik kontrolii yapildi.
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Etil 6-[4-(siibstitiie fenil)]-3(2H)-piridazinon-2-il asetat (I1a-b)

6-Stibstitefenil-3(2H)-piridazinon tiirevi (0.05 mol), 18,1 gram (0.1 mol) etil 2-bromoasetat
ve 13,6 gram (0.1 mol) potasyum karbonat 50 ml aseton icinde geri ¢eviren sogutucu
altinda 12 saat kaynatildi. Sogutulduktan ve 1 gece bekletildikten sonra buzlu su icine
bosaltildi. Coken madde siiziildii kurutuldu ve etanolden rekristalize edildi. ince tabaka

kromotografisi ile saflik ve temizlik kontrolii yapilda.

6- [4-(Stibstitiie fenil)]-3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit (111a-b)

0.01 mol etil 6-[4-(stibstitiiefenil)] -3(2H)-piridazinon-2-il asetat 25 ml metanolde ¢oziiliir
ve lizerine 3 ml hidrazin hidrat eklendi. Reaksiyon ortami 4 saat oda sicakliginda
karistirildi.  Olusan ¢okelek siiziilir, suyla yikanir, kurutulur ve metanolden
kristallendirilerek saflastirildi. Ince tabaka kromotografisi ile saflik ve temizlik kontrolii

yapildi.

6-Stibstitiie-3(2H)-piridazinon-2-asetil-2- (siibstitiie benzal) hidrazon (IVa-h)

0.01 mol 6-[4-(stibstitiiefenil)] -3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit tiirevi ve 0.01
benzaldehit tiirevi mol 25 ml etanol igerisinde, geri g¢eviren sogutucu altinda, 6 saat
isitilarak  karistirilir.  Reaksiyon ortami buzlu suya dokiiliir; ¢oken madde siiziliir,

kurutulur. Bilesikler monograflarda belirtilen uygun yontemlerle saflastirilir.

3.1.3. Analitik yontemler

Erime derecesi tayinleri

Bilesiklerin erime derecesi tayinleri Barnstead/Electrothermal (9100) erime derecesi tayin

cihazi ile yapilmistir. Verilen erime dereceleri diizeltilmemis degerlerdir.
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Ince tabaka kromatografisi ile yapilan kontroller

Materyal

Kieselgel 60 Fzs4 (Merck) hazir plaklar kullanilmigtir. Coziicii sistemleri ve belirteclerin

hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler Merck firmasinin tirtinleridir.

Bilesiklerin kromatografik kontrollerinde Kloroform-Metanol (90:10) ¢o6ziicii sistemi

kullanilmustir.

Yontem

Siiriiklenme sartlari: Kromatografi tanklarina ¢oziicii sistemleri konulduktan sonra 24 saat
oda sicakliginda bekletilerek tanklarin doygunluklari saglanmistir. Kieselgel 60 Fasa
(Merck) hazir aliiminyum plaklara sentez {iriinleri ile bunlarin hazirlanmasinda kullanilan
baslangi¢ maddelerinin uygun c¢oziiciilerdeki ¢ozeltileri tatbik edilmis, Rf degerleri oda

sicakliginda 10 cm’lik siiriiklenme saglandiktan sonra tayin edilmistir.

Lekelerin belirlenmesi: Kromatogramlarda sentez tiriinlerine ve baslangi¢c maddelerine ait
lekelerin belirlenmesinde UV 15181 (254 ve 365 nm), iyot buhari ve Dragendorff

belirtecinden yararlanilmustir.

Spektrometrik kontroller

IR spektrumlart

Bilesiklerin IR spektrumlari, ATR teknigi kullanilarak, Inénii Universitesi Bilimsel ve
Teknolojik Arastirma Merkez Laboratuvari’nda, Perkin Elmer Spectrum One FTIR

Spektrometre’sinde alinmis ve dalga sayis1 (cm™) cinsinden degerlendirilmistir.

1H-NMR spektrumlart

Bilesiklerin H-NMR spektrumlari, kloroform icindeki (Merck)’deki yaklasik %10’ luk

¢ozeltilerinden, Inonii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkez
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Laboratuvari’nda, Bruker Avonce 300 MHz Ultrashield™ NMR Spektrometre’sinde

alinmis; O skalasinda degerlendirilmistir.

Kiitle spektrumlari

Yiiksek c¢oziintirliklii kiitle spektrum verileri (HRMS), ESI (+) yonteminde g¢alisan bir
Waters LCT Premier XE Kiitle Spektrometresi) kullanilarak tespit edilmistir. Ayrica
AQUITY Ultra Performance Sivi Kromatografi sistemi de bu kiitle spektrometresine

baglanmustir. (Waters Corporation, Milford, MA, ABD).
3.2. Antikolinesteraz Aktivite Tayini (AChE-BChE Enzim Inhibisyonu)

Bilesiklerin antikolinesteraz aktivite tayinleri Dicle Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Farmakognozi Anabilim Dali’nda yapilmstir.
3.2.1. Materyal

Enzim inhibisyonu ¢aligmalarinda asetilkolin esteraz enzimi (Electric eel Type-VI-S, EC
3.1.1.7, Sigma, St. Louis, MO, USA), biitirilkolin esteraz enzimi (EC 3.1.1.8, Sigma),
asetiltiyokolin iyodiir (sigma-aldrich), biitiriltiyokolin kloriir (sigma-aldrich), 5,5’-ditiyo-
bis(2-nitrobenzoik) asit (Sigma, St. Louis, MO, USA), galantamin hidrobromiir (Sigma, St.
Louis, MO, USA) kullanilmustir.

3.2.2. Yontem

Bilesiklerin in vitro AChE ve BChE enzim inhibisyonlar1 Ellman metoduna gore
yapilmistir [329]. Enzim kaynagi olarak Electric eel AChE Type-VI-S ve equine serum
BChE, substrat olarak asetiltiyokolin iyodiir ve biitiriltiyokolin kloriir, standart bilesik
olarak ise galantamin kullanilmistir. Anti-kolinesteraz aktivitenin belirlenmesi i¢in de 5,5’-

ditiyo-bis(2-nitrobenzoik) asit (DTNB) kullanilmustir.

140 pl 0.1 mM sodyum fosfat tamponu (pH 8.0), 20 ul DTNB, 20 ul test bilesiginin
cozeltisi ve 20 pul AChE/BChE ¢ozeltisi ¢ok kanalli mikropipetle 96 kuyucuklu kiiltiir
kabina eklenip 25°C’de 15 dakika inkiibe edilmis, sonrasinda 10 pl asetiltiyokolin

iyodiir/biitiriltiyokolin kloriir eklenerek reaksiyon baglatilmistir. Asetiltiyokolin iyodiir ve
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biitiriltiyokolin kloriiriin hidrolizi, enzimlerin kataliziyle olusan tiyokolinlerin DTNB ile
reaksiyonu sonucu olusan sari renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonu olusumunun Eliza

cihazi kullanilarak 412 nm dalga boyunda goriintiilenmesiyle belirlenmistir.

Olgiim ve degerlendirmeler SoftmaxPro 4.3.2.LS bilgisayar programi kullamilarak
degerlendirilmistir. AChE/BChE enzimlerinin inhibisyon yiizdeleri, kér numune ile
kiyaslamali olarak orneklerin reaksiyon oranlarinin karsilastirilmasiyla, asagidaki formiil

kullanilarak belirlenmistir.

(E-S)/Ex100
E: Test 0rnegi icermeyen enzimin aktivitesi.

S: Test 0rnegi igeren enzimin aktivitesi.

Deneyler ii¢ paralel halinde c¢alisilmis ve sonuglar ortalama standart sapma degerleri ile

verilmigtir.
3.3. Antifungal ve Antibakteriyel Aktivite Tayin Yontemleri

Bilesiklerin antimikrobiyal etkinliklerini belirlemek igin g¢esitli in vitro yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemlerle bilesigin antimikrobiyal aktiviteye sahip olup olmadigi,
aktif olanlarda iiremeyi engelleyen en diisiik madde konsantrasyonu (Minimal Inhibisyon

Konsantrasyonu=MIK) ve mikroorganizma spektrumu belirlenir.

Yeni bilesiklerin tarandigi testlerde aktifligi bilinen referans bir bilesigin denenmesi
uygulamadan gelen hatalar1 belirleyebilmek i¢in, ayrica bakteri ve mikroorganizma
suslarinin ve besiyerinin kontrolii acisindan gereklidir. Referans olarak kullanilan
bilesiklerin etkinligi bilinmeli ve calisilan suslara kars1 inaktif olmamalidir. Bir seri bilesik
ile calisilirken, bilesiklerin tlimii aynmi yontemle test edilmeli ve mikroorganizmalarin

kiiltir koleksiyonlarindan saglanmasina dikkat edilmelidir [330, 331].

Antifungal ve antibakteriyel aktivite tayin yontemlerinde ayni teknik kullanilir. Ancak
besiyerleri, inkiibasyon kosullar1 farklilik gostermektedir. Aktivite tayin yontemleri genel

olarak iki baslik altinda incelenir .
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1- Diliisyon Yontemi, a- Tiip (S1v1) Diliisyon

-Makrodiliisyon
-Mikrodiliisyon
b- Agar diliisyon

2- Difiizyon Yontemi

3.3.1. Diliisyon yontemi

Bu yontemde bilesigin iki kat artan konsantrasyonlarda bir seri dillisyonlar1 hazirlanarak
mikroorganizmanin liremesinin engellendigi veya mikroorganizmalar1 6ldiiren en diisiik
konsantrasyon (MIK) tespit edilir. Sonuglar kantitatif olarak (pg/ml), kategori olarak
(duyarli, orta derecede duyarl veya direngli) veya her ikisini de i¢erecek sekilde verilebilir.
Kat1 veya siv1 besiyeri kullanilabilen bu yontem, buna gore tiip diliisyon ve agar diliisyon

olmak tizere iki ¢esittir.

Tip (S1vi1) diliisyon yontemi

Diliisyon yapmakta kullanilan besiyeri miktar1 ve yerine gore ikiye ayrilir:

Makrodiliisyon yontemi

13-100 mm’lik deney tiiplerinde >1.0 ml hacimde yapilan testlerdir. Iyi standardize
edilebilir ve giivenilirdir. Ancak islemlerin zahmetli olmasi ve daha uygun baska

yontemler bulunmasindan dolay1 genellikle tercih edilmez.

Mikrodiliisyon yontemi

Mikrotitrasyon plaklar1 kullanilarak 0.05-0.1 ml hacimde yapilan testlerdir. Bu yontemin,
bircok mikroorganizmanin kullanilmasina uygun olmasi nedeniyle uygulama kolayligi

vardir ve materyal kullanim se¢enegi fazladir.
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Agar dilisyon yontemi

Diger yontemlerin dogrulugunun degerlendirilmesinde referans olarak kullanilabilen, iyi
standartize edilmis bir yontemdir. Ayn1 anda ¢esitli mikroorganizmalarla ¢alisilabilmesi ve
mikrobiyal kontaminasyonun diger diliisyon yontemlerine gore daha rahat belirlenebilmesi

yontemin avantajlarindandir. Hazirliklarinin zor olmasi ve uzun siirmesi dezavantajlarindandir.

3.3.2. Difiizyon yontemi

Aktivitesi incelenecek olan bilesigin, mikroorganizma ekimi yapilmis olan besiyerine
difiizyonu esasmma dayanan bir yontemdir. Belirli konsantrasyonda bilesik iceren kagit
diskler mikroorganizma ekili besiyerine tatbik edilerek inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon
siiresi sonunda, mikroorganizma iiremesinin engellendigi alan c¢ap1 Olgiilerek, ilacin
etkinligi saptanir. Diflizyon testi, hizli lireyen bakterilerin test edilmesinde giivenilir olarak

kullanilabilir.
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4. BULGULAR

4.1. Kimyasal Calismalar

4.1.1. 6-(4-Klorofenil) -3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(triflorometilfenilbenzal)hidrazon IVVa

;
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Sekil 4.1. 6-(4-Klorofenil) -3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(triflorometilfenilbenzal)hidrazon 1Va

0.01 Mol 6-[4-(klorofenil)]-3(2H)-piridazinon-2-il  asetohidrazit ve 0.01mol p-
triflorometilbenzaldehit mol 25 ml etanol igerisinde, geri ¢eviren sogutucu altinda, 6 saat
isitilarak  karistirlldi. Reaksiyon ortami buzlu suya dokiildii ve c¢coken madde siiziiliip

kurutuldu. Etanol su karisimdan rekristalize edildi. Verim %53.

Beyaz renkte, toz bir maddedir. Erime derecesi: 261 °C. Eter, petrol eteri, etil asetat, su ve
tetrahidrofuranda ¢oziinmez; aseton, kloroform ve metanolde ve etanolde sicakta ¢Oziiniir.
Ince tabaka kromatografisinde ¢oziicii sisteminde Rf degeri 0.62°dir. UV 1s1ginda 254
nm’de floresan zeminde mor renk verir. Iyot buhari ile agik sar1 zeminde koyu sari,

Dragendorff belirteci ile sar1 zeminde turuncu renk verir.

IR spektrumunda (ATR), 3341 (N-H gerilim), 3139 (aromatik C-H gerilim), 2965, (alifatik
C-H gerilim), 1673 (C=0 gerilim), 1591 (N=N gerilim), 1225 (C-N gerilim) ve 830 cm"
Lde (C-Cl gerilim) pikler goriilmiistiir.

'H-NMR spektrumunda (CDCls-d, 300 MHz) & 5.34 (2H; s; -N-CH2-C=0), 7.13 (1H; d;
piridazinone H®), 7.15 (1H; d; piridazinone H*), 7.48-8.37 (7H; m; fenil protonlari), 8.58
(1H; s; -N=CH-) ve 11.99 (1H; s; -NH-N) pikler goriilmistiir.

Kapali Formiil: C20H14CIF3N4O2
Kiitle Spektrumu sonuglari: (Hesaplanan: 435.0836; Bulunan: 435.0837)
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4.1.2. 6-(4-Klorofenil) -3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(2,4-diklorofenilbenzal) hidrazon 1Vb

Sekil 4.2. 6-(4-Klorofenil) -3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(2,4-diklorofenilbenzal) hidrazon 1VVb

0.01 Mol 6-[4-(klorofenil)]-3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit ve 0.01mol 2,4-
diklorobenzaldehit mol 25 ml etanol igerisinde, geri ¢eviren sogutucu altinda, 6 saat
isitilarak karistirildi. Reaksiyon ortami buzlu suya dokiildi ve ¢oken madde siiziliip

kurutuldu. Etanol su karisimdan rekristalize edildi. Verim %54.

Beyaz renkte, toz bir maddedir. Erime derecesi: 266 °C. Eter, petrol eteri, etil asetat, su ve
tetrahidrofuranda ¢6ziinmez; aseton, kloroform ve metanolde ve etanolde sicakta ¢oziiniir.
Ince tabaka kromatografisinde ¢oziicii sisteminde Rf degeri 0.65°dir. UV 1siginda 254
nm’de floresan zeminde mor renk verir. Iyot buhar ile acik sar1 zeminde koyu sari,

Dragendorff belirteci ile sar1 zeminde turuncu renk verir.

IR spektrumunda (ATR), 3323 (N-H gerilim), 3085 (aromatik C-H gerilim), 2961, (alifatik
C-H gerilim), 1677 (C=0 gerilim), 1591 (N=N gerilim), 1230 (C-N gerilim) ve 830 cm"
1*de (C-Cl gerilim) pikler goriilmiistiir

'H-NMR spektrumunda (CDCIs-d, 300 MHz), § 5.34 (2H; s; -N-CH2-C=0), 7.13 (1H; d;
piridazinone H®), 7.15 (1H; d; piridazinone H*), 7.48-8.37 (7H; m; fenil protonlari), 8.58
(1H; s; -N=CH-) ve 11.99 (1H; s; -NH-N).

Kapali Formiil: C19H13ClI3N4O2
Kiitle spektrumu sonuglari: (Hesaplanan: 435.0182; Bulunan: 435.0176)
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4.1.3. 6-(4-Klorofenil) -3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(p-izopropilfenilbenzal) hidrazon 1VVc
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Sekil 4.3. 6-(4-Klorofenil) -3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(p-izopropilfenilbenzal) hidrazon V¢

0.01 Mol 6-[4-(klorofenil)]-3(2H)-piridazinon-2-il  asetohidrazit ve 0.01mol 4-
izopropilbenzaldehit mol 25 ml etanol igerisinde, geri ¢eviren sogutucu altinda, 6 saat
isitilarak  karistirlldi. Reaksiyon ortami buzlu suya dokiildii ve c¢coken madde siiziiliip

kurutuldu. Etanol su karisimdan rekristalize edildi. Verim %88.

Beyaz renkte, toz bir maddedir. Erime derecesi: 186 °C. Eter, petrol eteri, etil asetat, su ve
tetrahidrofuranda ¢6zlinmez; aseton, kloroform ve metanolde ve etanolde sicakta ¢oziiniir.
Ince tabaka kromatografisinde ¢oziicii sisteminde Rf degeri 0.68’dir. UV 1s1ginda 254
nm’de floresan zeminde mor renk verir. Iyot buhari ile agik sar1 zeminde koyu sari,

Dragendorff belirteci ile sar1 zeminde turuncu renk verir.

IR spektrumunda (ATR), 3230 (N-H gerilim), 3085 (aromatik C-H gerilim), 2961, (alifatik
C-H gerilim), 1679 (C=0 gerilim), 1590 (N=N gerilim), 1230 (C-N gerilim) ve 830 cm"
Lde (C-Cl gerilim) pikler goriilmiistiir.

'H-NMR spektrumunda (CDCls-d, 300 MHz), § 1.22 (6H; d; -CHs), 2.92 (1H; t; -CH),
5.30 (2H; s; -N-CH2-C=0), 7.12 (1H; d; pyridazinone H%), 7.14 (1H; d; pyridazinone H*),
7.30-8.12 (8H; m; fenil protonlar), 8.14 (1H; s; -N=CH-) ve 11.74 (1H; s; -NH-N) pikler

gorilmistiir.

Kapali Formiil: C22H21CIN4O2
Kiitle spektrumu sonuglari: (Hesaplanan: 409.1431; Bulunan: 409.1450)
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4.1.4. 6-(4-Klorofenil) -3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(p-benziloksifenilbenzal) hidrazon 1VvVd
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Sekil 4.4. 6-(4-Klorofenil) -3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(p-benziloksifenilbenzal) hidrazon 1\vVd

0.01 Mol 6-[4-(klorofenil)]-3(2H)-piridazinon-2-il ~ asetohidrazit ve 0.01mol 4-
benziloksibenzaldehit mol 25 ml etanol igerisinde, geri ¢eviren sogutucu altinda, 6 saat
isitilarak karistirildi. Reaksiyon ortami buzlu suya dokiildii ve ¢oken madde siiziiliip

kurutuldu. Etanol su karisimdan rekristalize edildi. Verim %63.

Beyaz renkte, toz bir maddedir. Erime derecesi: 236 °C. Eter, petrol eteri, etil asetat, su ve
tetrahidrofuranda ¢6ziinmez; aseton, kloroform ve metanolde ve etanolde sicakta ¢oziiniir.
Ince tabaka kromatografisinde ¢oziicii sisteminde Rf degeri 0.60°dir. UV 1s1izinda 254
nm’de floresan zeminde mor renk verir. Iyot buhar ile agik sar1 zeminde koyu sari,

Dragendorff belirteci ile sar1 zeminde turuncu renk verir.

IR spektrumunda (ATR), 3180 (N-H gerilim), 3039 (aromatik C-H gerilim), 2910, (alifatik
C-H gerilim), 1677 (C=0 gerilim), 1596 (N=N gerilim), 1233 (C-N gerilim) ve 831 cm"
L*de (C-Cl gerilim) pikler goriilmiistiir.

'H-NMR spektrumunda (CDClz-d, 300 MHz), § 5.16 (2H; s; -O-CHz-phenyl), 5.23 (2H; s;
-N-CH2-C=0), 7.07 (1H; d; pyridazinone H°), 7.10 (1H; d; pyridazinone H*), 7.11-8.11
(13H; m; fenil protonlari, 8.14 (1H; s; -N=CH-) ve 11.65 (1H; s; -NH-N) pikler

gozlenmistir.

Kapalit Formiil: C26H21CIN4O3
Kiitle Spektrumu sonuglari; (Hesaplanan: 473.1380; Bulunan: 473.1384)
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4.1.5. 6-(4-Bromofenil) -3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(p-triflorometilfenilbenzal)
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Sekil 4.5. 6-(4-Bromofenil) -3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(p-triflorometilfenilbenzal)
hidrazon Ve

0.01 Mol 6-[4-(bromofenil)]-3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit ve 0.01mol 4-
triflorometilbenzaldehit mol 25 ml etanol igerisinde, geri ¢eviren sogutucu altinda, 6 saat
isitilarak  karistirlldi. Reaksiyon ortami buzlu suya dokiildii ve c¢coken madde siiziiliip

kurutuldu. Etanol su karisimdan rekristalize edildi. Verim %78.

Beyaz renkte, toz bir maddedir. Erime derecesi: 265 °C. Eter, petrol eteri, etil asetat, su ve
tetrahidrofuranda ¢6zlinmez; aseton, kloroform ve metanolde ve etanolde sicakta ¢oziiniir.
Ince tabaka kromatografisinde ¢oziicii sisteminde Rf degeri 0.64’dir. UV 1s1ginda 254
nm’de floresan zeminde mor renk verir. Iyot buhari ile agik sar1 zeminde koyu sari,

Dragendorff belirteci ile sar1 zeminde turuncu renk verir.

IR spektrumunda (ATR), 3280 (N-H gerilim), 3069 (aromatik C-H gerilim), 2958, (alifatik
C-H gerilim), 1651 (C=0 gerilim), 1589 (N=N gerilim), 1238 (C-N gerilim) ve 831 cm"
Lde (C-Cl gerilim) pikler goriilmiistiir.

'H-NMR spektrumunda (CDCIs-d, 300 MHz), § 5.34 (2H; s; -N-CH2-C=0), 7.11 (1H; d;
piridazinone H®), 7.12 (1H; d; piridazinone H*), 7.67-8.13 (8H; m; fenil protonlar1 ), 8.31
(1H; s; -N=CH-) ve 11.97 (1H; s; -NH-N).

Kapali Formiil: C20H14BrFsN4O2
Kiitle Spektrumu: (Hesaplanan: 479.0330; Bulunan: 479.0332)
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4.1.6. 6-(4-Bromofenil) -3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(2,4-diklorofenilbenzal)
hidrazon IVf
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Sekil  4.6.  6-(4-Bromofenil)  -3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(2,4-diklorofenilbenzal)
hidrazon I\Vf

0.01 Mol 6-[4-(bromofenil)]-3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit ve 0.01mol 2,4-
diklorobenzaldehit mol 25 ml etanol igerisinde, geri ¢eviren sogutucu altinda, 6 saat
isitilarak karistirildi. Reaksiyon ortami buzlu suya dokiildi ve ¢oken madde siiziliip

kurutuldu. Etanol su karisimdan rekristalize edildi. Verim %62.

Beyaz renkte, toz bir maddedir. Erime derecesi: 268 °C. Eter, petrol eteri, etil asetat, su ve
tetrahidrofuranda ¢6ziinmez; aseton, kloroform ve metanolde ve etanolde sicakta ¢oziiniir.
Ince tabaka kromatografisinde ¢oziicii sisteminde Rf degeri 0.66°dir. UV 1s18inda 254
nm’de floresan zeminde mor renk verir. Iyot buhar ile acik sar1 zeminde koyu sari,

Dragendorff belirteci ile sar1 zeminde turuncu renk verir.

IR spektrumunda (ATR), 3285 (N-H gerilim), 3083 (aromatik C-H gerilim), 2960, (alifatik
C-H gerilim), 1677 (C=0 gerilim), 1589 (N=N gerilim), 1240 (C-N gerilim) ve 831 cm’
Lde (C-Cl gerilim) pikler goriilmiistiir.

1 H-NMR spektrumunda (CDCls-d, 300 MHz), § 5.34 (2H; s; -N-CH2-C=0), 7.12 (1H; d;
piridazinone H®), 7.15 (1H; d; piridazinone H?%), 7.49-8.15 (7H; m; phenyl protons), 8.38
(1H; s; -N=CH-) and 11.97 (1H; s; -NH-N).

Kiitle Spektrumu verileri: C10H13BrCIl2N4O2
(Hesaplanan: 478.9677; Bulunan: 478.9697)
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4.1.7. 6-(4-Bromofenil) -3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(4-izopropilfenillbenzal)

hidrazon 1Vg
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Sekil 4.7.  6-(4-Bromofenil)  -3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(4-izopropilfenillbenzal)
hidrazon 1\Vg

0.01 Mol 6-[4-(bromofenil)]-3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit ve 0.01mol 4-
izopropilbenzaldehit mol 25 ml etanol igerisinde, geri ¢eviren sogutucu altinda, 6 saat
isitilarak karistirildi. Reaksiyon ortami buzlu suya dokiildii ve ¢oken madde siiziiliip
kurutuldu. Etanol su karigimdan rekristalize edildi. Verim %80. Beyaz renkte, toz bir
maddedir. Erime derecesi: 181 °C. Eter, petrol eteri, etil asetat, su ve tetrahidrofuranda
¢oziinmez; aseton, kloroform ve metanolde ve etanolde sicakta coziiniir. Ince tabaka
kromatografisinde ¢dziicii sisteminde Rt degeri 0.58°dir. UV 1s18inda 254 nm’de floresan
zeminde mor renk verir. Iyot buhar ile agik sar1 zeminde koyu sar1, Dragendorff belirteci

ile sar1 zeminde turuncu renk verir.

IR spektrumunda (ATR), 3260 (N-H gerilim), 3052 (aromatik C-H gerilim), 2959, (alifatik
C-H gerilim), 1677 (C=0 gerilim), 1591 (N=N gerilim), 1240 (C-N gerilim) ve 833 cm"
L*de (C-Cl gerilim) pikler goriilmiistiir.

1 H-NMR spektrumunda (CDCls-d, 300 MHz), § 1.22 (6H; d; -CHa3), 2.92 (1H; t; -CH),
5.30 (2H; s; -N-CH2-C=0), 7.11 (1H; d; pyridazinone H®), 7.14 (1H; d; piridazinone H*),
7.30-8.11 (8H; m; fenil protonlar1), 8.20 (1H; s; -N=CH-) ve 11.74 (1H; s; -NH-N) pikleri

gozlenmistir.

Kapali Formiilii: C22H21BrN4O2
Kiitle Spektrumu verileri: (Hesaplanan: 453.0926; Bulunan: 453.0920)
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4.1.8. 6-(4-Bromofenil) -3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(4-benziloksifenilbenzal)
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Sekil 4.8.  6-(4-Bromofenil) -3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(4-benziloksifenilbenzal)
hidrazon 1Vh

0.01 Mol 6-[4-(bromofenil)]-3(2H)-piridazinon-2-il  asetohidrazit ve 0.01lmol 4-
benziloksibenzaldehit mol 25 ml etanol igerisinde, geri ¢eviren sogutucu altinda, 6 saat
isitilarak karistirildi. Reaksiyon ortami buzlu suya dokiildi ve ¢oken madde siiziliip

kurutuldu. Etanol su karisimdan rekristalize edildi. Verim %68.

Beyaz renkte, toz bir maddedir. Erime derecesi: 234°C. Eter, petrol eteri, etil asetat, su ve
tetrahidrofuranda ¢6ziinmez; aseton, kloroform ve metanolde ve etanolde sicakta ¢Oziiniir.
Ince tabaka kromatografisinde ¢oziicii sisteminde Rf degeri 0.67°dir. UV 1s18inda 254
nm’de floresan zeminde mor renk verir. Iyot buhar ile acik sar1 zeminde koyu sari,

Dragendorff belirteci ile sar1 zeminde turuncu renk verir.

IR spektrumunda (ATR), 3258 (N-H gerilim), 3098 (aromatik C-H gerilim), 2983, (alifatik
C-H gerilim), 1676 (C=0 gerilim), 1596 (N=N gerilim), 1239 (C-N gerilim) ve 830 cm"
Lde (C-Cl gerilim) pikler goriilmiistiir.

'H-NMR spektrumunda (CDClsz-d, 300 MHz), & 4.90 (2H; s; -O-CH2-phenyl), 5.30 (2H; s;
-N-CH2-C=0), 7.07 (1H; d; piridazinone H®), 7.10 (1H; d; piridazinone H*%), 7.11-8.11
(13H; m; fenil protonlari, 8.14 (1H; s; -N=CH-) and 11.89 (1H; s; -NH-N) pikler

gozlenmistir.

Kapali Formiilii: C26H21BrN4O3
Kiitle spektrumu verileri: (Hesaplanan 517.0875; Bulunan: 517.0889)
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Sentezi yapilan bilesiklerin AChE ve BChE inhibitor aktivite sonuglar1 Cizelge 4.1°de

verilmistir.

Cizelge 4.1. 6-Siibstitiie-3(2H)-piridazinon-2-asetil-2- (siibstitiic benzal) hidrazon (IVa-h)
Bilesiklerin AChE ve BChE inhibisyon yiizdeleri

R4

CH,CONHNCH

N——N

Bilesik R R1 Asetilkolinesteraz Enzim Butirilkolinesteraz Enzim
Inhibisyonu Inhibisyonu
(%Inhibisyon+S.S*) (%Inhibisyon+S.S*)

200 pg/ml 200 pg/ml

IVa Cl 4-OCH2-CeHs 35.19+0.11 40.24+1.86
Vb Cl 2,4-Cl AD AD
Ve Cl 4-CH-(CH>) AD AD
Ivd Cl 4-CFs AD AD
Ve Br 4-OCH,-CgHs AD AD

IVF Br 2,4-Cl AD 21.9441.40

Vg Br 4-CH-(CH>) 81.89+2.50 47.76£1.29
IVh Br 4-CFs AD AD

Galantamin - - 85.11+0.37 81.66+0.37

Cizelge 4.2. 6-Siibstitiie-3(2H)-piridazinon-2-asetil-2- (siibstitiic benzal) hidrazon (IVa-h)
tiirevlerinin Antimikrobiyal Aktivite sonuglari

Bilesik A B C D E F G H | J K
IVa 16 16 16 32 32 16 64 64 |64 |32 32
IVb 16 16 16 32 32 16 16 16 16 |8 8
IVc 16 16 16 32 32 16 16 16 16 |8 8
Ivd 16 16 16 32 32 16 16 16 16 |8 8
Ve 16 16 16 32 16 16 8 32 16 |8 8
IVf 64 64 | 64 32 64 16 64 64 |64 |32 32
IVg 64 64 | 64 32 16 16 64 64 |64 |32 32
IVh 64 64 | 64 32 32 64 64 64 |64 |32 32
Ampisilin 2 - >512 | - - 0.5 - 05 [05 |- -
Gentamisin 025 |- 128 1 64 0.5 64 |8 8 - -
Ofloksasin 0.015 | - 128 1 2 025 (05 |1 4 - -
Rifampisin 16 - 128 32 32 0.004 | 2 05 [4 - -
Ampisilin-Sulbaktam | - 16 |- - - - - - - - -
Amoksisilin- - 16 - - - - - - - - -
Klavulonik asit
Flukonazol - - - - - - - - - 0.0625 | 32
Amfoterisin B - - <0.03 | 05

A: E.coli ATCC 25922, B

: E.coli ATCC 35218, C: E.coli isolat, D: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,

E: P. aeruginosa isolat, F: Staphylococcus aureus ATCC 29213, G: S.aureus isolat, H: Enterococcus faecalis
ATCC 29212, I: E.faecalis isolat, J: Candida albicans ATCC 10231, K: C.krusei ATCC 625
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5. SONUC VE TARTISMA

Alzheimer Hastalig1 bir ilagla veya bagka bir yontemle basarili sekilde tedavi edilmesi
olanaksiz olan bir hastaliktir. Giincel farmakoterapotik yaklasimlar hastalarin mental
yeteneklerini korumaya, davranislarini diizenlemeye ve hastaligin ilerleyisini geciktirerek
bdylece hastaligin semptomlarinin ¢ikmasini yavaslatmaya yoneliktir. Su an ki tiim
tedaviler baslica asetil kolin ve glutamat olmak iizere beyindeki belirli ndrotransmitterlerin
seviyelerini diizenleyerek etki gosterir. Bu tedaviler diisiinme, kognitif fonksiyonlar ve
iletisim yetenegini silirdiirmede faydali olabilir ve belli bir dereceye kadar davranmigsal
problemleride iyilestirebilir. Fakat bu yaklagimlar hastaligin altta yatan sebeplerini tedavi
etmez. Bunlar tiim AH hastalar i¢in etkili degildir fakat etkinlik ve zaman bakimindan
belli bir dereceye kadar faydali olabilirler. FDA kontrolii altinda birkag ilag semptomatik

tedavi saglamak i¢in piyasada bulunmaktadir.

Genellikle yasa bagimli olarak ortaya c¢ikan Alzheimer hastaligi yashilarda goriilen
demansin en yaygin seklidir. Hastaligin karakteristik patolojik bulgulari, beyinde
ekstraseliiler senil plaklar, ndronlarin iginde norfibriler yumaklar, sinaps ve néron kaybidir.
Biyokimyasal ¢alismalar kortekste bazi néromediyatorlerin ve 0Ozellikle asetilkolinin
azaldigin1 gostermektedir [7]. Hastaligin baslamasi ile birlikte gergeklesen noron ve akson
kayb1 daha diisiik diizeylerde asetilkolin salinimma neden olmakta ve diisiik
konsantrasyondaki norotransmiter diizeylerinde sinir iletilerinin devamliligini saglamak
daha gii¢ bir hal almaktadir. Bu durum hastaligin semptomlarinin gelismesinde asetilkolin

eksikliginin 6nemini vurgulayan “kolinerjik hipotezin ortaya atilmasina neden olmustur

[1].

Asetilkolin  diizeyini artirmak i¢in uygulanacak yontemlerden biri asetilkolinin
parcalanmasindan sorumlu olan AChE enziminin inhibe edilmesidir. AChE inhibisyonuna
bagl olarak asetilkolin diizeyinin artmasi, Alzheimer hastaliginin erken donemlerinde
olusan kognitif yetmezligini iyilestirebilmektedir [3]. Glinlimiizde Alzheimer hastaliginin
tedavisinde takrin, donezepil, rivastigmin, eptastigmin ve galantamin gibi AChE inhibitorii
ilaglar kullanilmaktadir; fakat yliksek hepatotoksisite ve asir1 kolinerjik yan etkiler bu
ilaglarin kullanimini siirlandirmaktadir [3]. Bu durum yan etkisi azaltilmis, santral ve

periferik AChE inhibisyonu yapan ve secici kolinerjik agonist ve antagonistlerle birlikte
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kullannominda maksimum yanit veren yeni AChE inhibitorii bilesiklerin tasarimini ve

sentezini gerekli kilmaktadir.

Diger taraftan, AIDS ve kanser gibi yiiksek dozda uzun siireli ila¢ tedavisine gereksinim
gosteren hastaliklar ve organ nakli gibi immiin sistemi zayiflatan durumlar fungal
enfeksiyonlarda artisa neden olmaktadir. Antifungal ilaglar konusunda yogun caligsmalar
vardir ve yeni ilaglar piyasaya siiriilmektedir. Buna ragmen mikroorganizmalarin
kullanilan bilesiklere direng gelistirmesi ve tedavide kullanilan bilesiklerin dar spektrumlu,
yan etkilerinin fazla olmasi gibi problemlerin ¢oziilmesi agisindan yeni antimikrobiyal ilag

gelistirmek onemlidir .

3(2H)-piridazinon halkas1 tasiyan bilesikler yapilarinda tasidiklari farmakofor gruplara
bagli olarak c¢ok genis farmakolojik aktivite spektrumuna sahiptirler. Bu bilesiklerin
cogunda 3(2H)-piridazinon halkasi aktiviteyi modifiye edici veya direkt aktiviteden
sorumlu kisim olarak bulunmaktadir. 3(2H)-piridazinon yapisi ayrica, yeni ilag tasariminda
molekiiler modifikasyon amaciyla sik basvurulan 6nemli bir gruptur ve bu nedenle
analjezik, antienflamatuvar, antipiretik, antihipertansif, antiiilser, antioksidan, antiallerjik,
bronkospazmolitik, antitiimor, antihelmentik etki gosteren pekgok bilesigin yapisinda
bulunmaktadir . Ayni zamanda literatiirde 3(2H)-piridazinon halkasi tasiyan bilesiklerde
cok genis farmakolojik etki profili i¢inde antikolinesteraz [165-168] ve antimikrobiyal
[121-131] aktivite gozlendigi de bildirilmektedir.

Bu tez kapsaminda, yukaridaki bilgiler 1s1¢inda, AChE ve BChE enzim inhibitorii ve
antimikrobiyal etki goéstermesini bekledigimiz, 6-siibstitiie-3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-
(stibstitiie benzalhidrazon)tiirevi yeni 8 bilesigin sentezi yapilarak antikolinesteraz ve
antimikrobiyal etkileri incelenmistir. Benzalhidrazon tiirevlerinin sentezinde nonsiibstitiie
benzaldehitin yani sira farkli konumlarinda siibstitlientler tasiyan benzaldehit tiirevleri

kullanilarak bu gruplarin aktiviteye katkilar1 incelenmistir.

Elde edilen bilesiklerin yapilari, reaksiyon verimleri, erime dereceleri, molekiil agirliklari

ve kapali formiilleri Cizelge 5.1°de verilmektedir.
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Cizelge 5.1. Sentezi yapilan 6-Siibstitiie-3(2H)-piridazinon-2-asetil-2- (siibstitiie benzal)

hidrazon (IVa-h) tiirevleri

R4

CH,CONHNCH

N—N

o) R
Bilesik R R1 Verim Erime Molekiiler formiil
(%) derecesi
(C)
IVa Cl 4-OCH-CgHs 53 261 C20H14CIF3N40;
(Calc.: 435.0836; Found: 435.0837)
Vb Cl 2,4-Cl 54 266 C19H13CI3N4O;
(Calc.: 435.0182; Found: 435.0176
Ve Cl 4-CH-(CHs,) 88 186 C22H21CIN4O>
(Calc.: 409.1431; Found: 409.1450
Ivd Cl 4-CF; 63 236 C26H21CIN4O3
(Calc.: 473.1380; Found: 473.1384
Ve Br 4-OCH2-C6H5 78 265 C20H14BI’F3N402
(Calc.: 479.0330; Found: 479.0332)
IVf Br 2,4-C| 62 268 C19H138fC|zN40z
(Calc.: 478.9677; Found: 478.9697)
IVg Br 4-CH-(CH3) 83 181 szH21BrN402
(Calc.: 453.0926; Found: 453.0920)
IVh Br 4-CF3 68 234 C26H21BI'N403
(Calc.: 517.0875; Found: 517.0889)

5.1. Kimyasal Cahismalar

Sentezlenen bilesiklerin toplu reaksiyon semasi asagida verilmektedir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1. 6-Siibstitiie-3(2H)-piridazinon-2-asetil-2- (siibstitiie benzal) hidrazon (IVa-h)
tiirevlerinin sentezi

Tez bilesiklerinin sentezine asetofenon tiirevleri ve glioksalik asitin aldol kondensasyonu

reaksiyonuyla baglanmustir. 1. Basamak olan bu sentezde solvan kullanilmamig asetofenon

tiirevinin asiris1 bu amacla reaksiyon ortamina ilave edilmistir (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2. 6-Siibstitiie-3(2H)-piridazinon sentezinin reaksiyon mekanizmasi

Reaksiyonda ilk anda olusan 4-okso-4-fenil-2-butenoik asit ortama su ve amonyum
hidroksit ilavesi ile tuz haline getirilmis daha sonra diklorometan ile ektraksiyon yapilarak
asetofenon tiirevinin fazlas1 ortamdan uzaklastiritlmistir. 4-Okso-4-fenil-2-butenoik asit’in
sulu ¢ozeltisi lizerine hidrazin hidrat ilave edilerek halka kapanmasi ile 6-siibstitiiefenil-
3(2H)-piridazinon tiirevleri elde edilmistir. Reaksiyon herhangi bir solvan iginde

yapildiginda verim ¢ok diigmekte ve tirtinler karisimi olusmaktadir.
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Olusan 3(2H)-piridazinon bilesiginin etil bromoasetat ile reaksiyonu sonucu etil 6-
Siibstitiiefenil-3(2H)-piridazinon-2-il asetat elde edilmistir. Bu reaksiyon igin SN2
mekanizmasi Onerilmektedir (Sekil 5.3). Bazik ortamda niikleofil hale gecen piridazinon
halkasimin halojen ve karbonil elektronegatif gruplarinin etkisiyle elektron yoniinden
fakirlesen karbon atomuna hiicum etmesiyle reaksiyon gergeklesir. Reaksiyon ince tabaka
kromatografisinde 3(2H)-piridazinon bilesigine ait leke tamamen kaybolana kadar devam

ettirilmistir.
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Sekil 5.3. 6-Siibstitiiefenil-3(2H)-piridazinon-2-il asetat sentezinin reaksiyon mekanizmasi

Elde edilen ester tiirevinin hidrazin hidrat ile reaksiyonu sonucu asetohidrazit bilesigine

ulagilmistir.

Hidrazinhidrat niikleofilinin karbonil karbonuna hiicum etmesiyle katim reaksiyonu
gerceklesir (Sekil 5.4). Sonrasinda molekiilden alkol ¢ikisiyla karbon ile oksijen arasinda
cifte bag olusarak eliminasyon reaksiyonu olusur. Reaksiyonun siiresi ince tabaka

kromatografisinde estere ait lekenin tamamen kaybolmasi ile belirlenmistir.
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Sekil 5.4. 6-Si'1bstitiiefeni1—3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit sentezinin reaksiyon mekanizmasi

Sonug bilesikleri (IVa-h) asetohidrazit (Ill) tiirevlerinin siibstitie ve nonsiibstitiie
benzaldehit tiirevleriyle reaksiyonu sonucu elde edilmistir (Sekil 5.5). Hidrazin grubundaki
azot atomunun benzaldehit karbonilindeki karbon atomuna niikleofilik saldirisiyla katim
reaksiyonu gerceklesmekte ve ardindan molekiilden suyun ayrilmasiyla, karbon ile azot

atomu arasinda ¢ifte bag olusumuyla eliminasyon reaksiyonu olugsmaktadir.

Reaksiyonun ince tabaka kromatografisi ile bittigi tespit edildikten sonra reaksiyon ortami
buzlu suya dokiilerek madde kat1 halde elde edilmistir. Maddeler bulgular kisminda verilen

uygun kristalizasyon ¢oziiciileri ile kristallendirilerek saflagtirilmislardir.

Sekil 5.5. Siibstitiie-3(2H)-piridazinon-2-asetil-2- (siibstitiic benzal) hidrazon (IVa-h)
tiirevlerinin sentezinin reaksiyon mekanizmasi
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5.2. Sentezi Yapilan Bilesiklerin Yapilarinin Aydinlatilmasi

Sentezi yapilan bilesikler saflastirildiktan sonra IR, H-NMR, *C-NMR ve Kkiitle

spektroskopisi gibi spektral yontemler kullanilarak yapilart kanitlanmstir.

5.2.1. IR spektrumlari

3(2H)-piridazinon yapisindaki bilesiklerin IR spektrumlari icin literatiirde 3400-3200 cm*
de NH gerilim, 1690-1700 cm™ ‘de C=0 gerilim ve 1500-1600 cm™ de C=N gerilim
titresimlerine ait piklerin goriildiigii  bildirilmektedir. Sentezi yapilan bilesiklerin
spektrumlarinda, bu bilgilere uygun olarak 1600-1510 cm™*’de C=N gerilim, 1665-1695
cm¥’de laktam halkasma ait C=0 gerilim ve 3200-3450 cm™ de ise piridazinon
halkasmnin 2. konumundaki N-H gerilim titresimlerine ait pikler gézlenmistir. .Ester tiirevi

ve sonrasinda sentezlenen bilesiklere ait

IR spektrumlarinda 3200-3450 cm™’de goriilen N-H gerilim titresimlerine ait bandin
gozlenmemesi, piridazinon halkasinin 2. konumundaki azot atomu {iizerinde bulunan

protonun etil bromoasetat ile yer degistirdigini kanitlamaktadir.

Sekil 5.6. Bilesik IVa’nin ATR teknigi ile alinan IR spektrumu
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5.2.2. 'H-NMR Spektrumlari

Sentezi yapilan bilesiklerin tamami 3(2H)-piridazinon tirevidir. 3(2H)-Piridazinon
halkasinin H* protonuna ait pik 7.10 ppm civarinda dublet olarak gozlenirken, H®
protonuna ait pik de 7.15 ppm de literatiir verilerine uygun olarak dublet olarak

gozlenmistir .

Sonug bilesiklerinin (IVa-h) H-NMR spektrumlarinda 8.00-8.20 ppm civarinda, N=CH’a
ait singlet pik ve 11.00-12.00 civarinda da NH’a ait siglet pik goriilmiistiir. Ayrica 6.90-
7.80 ppm araliginda goriilen aromatik protonlara ait pikler de literatiirle uyum

igerisindedir.

Iltl ]
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Sekil 5.7. Bilesik IVa’ni *H-NMR spektrumu

5.3. Biyolojik Aktivite Calismalari
5.3.1. AChE/BChE inhibitor aktivite

Sentezi yapilan bilesiklerin in vitro AChE/BChE inhibitor aktiviteleri DUniversitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda Ellman
yontemi uygulanarak incelenmistir. Testler bilesiklerin  (IVa-h), 200 pg/ml
konsantrasyonundaki dozlar1 kullanilarak enzim inhibisyon yiizdeleri belirlenmistir. Elde

edilen test sonuglarina gore (Cizelge 4.1) bilesik Vg 200 pg/ml konsantrasyon dozda %
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81.89 enzim inhibisyonu yaparak en yiiksek AChE inhibitorii aktivite gostermistir. Diger

bilesikler genellikle inaktif bulunmustur.

5.3.2. Antifungal-antibakteriyel aktivite

Sentezi yapilan bilesiklerin in vitro antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri Gazi
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasdtik Mikrobiyoloji Anabilim Dali  Arastirma
Laboratuvarinda yapilmistir. Antimikrobiyal etki caligmalarinda kesin ve cabuk sonug
vermesi, c¢aligma kolayligi ve ekonomik olmasi nedeniyle mikrodiliisyon yontemi
kullanilmig ve NCCSI ilkelerine uyulmustur. Tarama testleri sirasinda standart bilesik
olarak antibakteriyel bilesikler olan ampisilin, gentamisin, ofloksasin, rifampisin,
tetrasiklin, seftriakson, meropenem, eritromisin, vankomisin, ampisilin sulbaktam ve
amoksisilin klavulonik asit ile antifungal bir bilesik olan flukonazol ve amfoterisin B

kullanilmigtir. Kullanilan besiyeri ve ¢dziicliniin kontrolleri yapilmistir.

Sentezi yapilan bilesiklerin antimikrobiyal aktivite sonuglarina gore (Cizelge 4.2);
Bilesiklerin antifungal etkileri antibakteriyel etkilerine gore daha yiiksek bulunmustur.

Bilesiklerin tamami1 Gr (+) ve Gr (-) bakterilere karst 1liml aktivite gdstermislerdir.
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