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OZET

Bazi Yeni Hidrazon Turevlerinin Sentezi, Anti-Alzheimer Aktivitelerinin
Arastirilmasi Ve Molekiiler Modelleme Calismalari

Amag: Alzheimer hastalifi (AH) tedavisi i¢cin ¢oklu enzim hedeflerine
yonelik olarak tasarlanan, AChE, MAO-A ve MAO-B inhibitori etki gostermesi
beklenen, (2-florofenil)piperazin yapisi igeren piridazinonlarin sentezi ve biyolojik
degerlendirmesinin yapildigi bu tez kapsaminda 12 bilesigin sentezinin yapilmasi
amaclanmistir.

Materyal ve metot: Sentezlere hazir alinan 3,6-dikloropiridazin ile 2-
florofenilpiperazinin reaksiyonuyla baslanmistir. Elde edilen 3-kloro-6-[4-(2-
florofenil)piperazin-1-il]piridazin molekili glasiyel asetik asit icerisinde hidroliz
edilerek 6-[4-(2-florofenil)piperazin-1-il]-3(2H)-piridazinon bilesigine ulasiimistir.
Sonrasinda etil bromoasetatla muamelesinden ester tiirevine, bir sonraki basamakta
da hidrazinhidratla  reaksiyonundan  son  basamakta olan  6-[4-(2-
florofenil)piperazin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-ilasetohidrazit bilesigine
ulasilmistir. Sonug bilesikleri ise sibstitlle veya nonsibstitlie benzaldehitler ile
asetohidrazit molekiiliiniin reaksiyonuyla elde edilmistir. Elde edilen bilesiklerin
erime noktas1 tayinleri yapilmis, verimleri belirlenmis, bilesiklerin yapilar1 H-
NMR, 3C-NMR ve HRMS gibi ¢esitli spektroskopik yontemleriyle kanitlanmuistir.

Bulgular: AChE enzim inhibisyonu Ellman metodu ile tayin edilmis, fakat
bilesiklerin higbiri belirgin enzim inhibitorii aktivite géstermemistir. Bilesiklerin
rekombinant insan MAO-A ve MAO-B inhibitdr aktiviteleri, sirasiyla kinuramin
(0.06 mM) ve benzilamin (0.3 mM) kullanilarak test edilmistir. Te'nin 0.013 uM
ICs0 degeri ile en glicli MAO-B inhibitorii oldugu ve bunu 0.039 uM ICso degeri
ile T3 bilesiginin takip ettigi bulunmustur. MAO-B i¢in inhibe edici glg, meta
bromo siibstitiisyonu (Te) ile para bromo sibstitisyonundan (T7) daha fazla
artmustir. Te ve T3, 1.57 ve 4.19 uM'lik ICso degerleri ile MAO-A'y1 etkili bir
sekilde inhibe etmisti. MAO baglama bolgeleri ile molekiiler yerlestirme
simiilasyonlari, MAO-B ile Te ve Tz icin MAO-A'ya gore daha yiiksek yerlestirme
skorlar1 vermistir.

Sonug: Bu sonuglar, T3 ve Te'nin MAO-B'nin se¢ici, geri dontisiimlii ve yarigmali
inhibitorleri oldugunu ve AH gibi ndrodejeneratif bozukluklarin tedavisi i¢in 6ncii
adaylar olarak diisiiniilebilecegini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Alzheimer, AChE inhibitori, MAO-A inhibitord,
MAO-B inhibitéra, 3(2H)-piridazinon, hidrazon.
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ABSTRACT

Synthesis Of Some New Hydrazone Derivatives, Anti-Alzheimer Activities
And Molecular Modeling Studies

Aim: Within the scope of this thesis, the synthesis of 12 compounds is
aimed, in which the synthesis and biological evaluation of pyridazinones
containing (2-fluorophenyl) piperazine structure, designed for multiple enzyme
targets and expected to act as an AChE, MAO-A and MAO-B inhibitor.

Material and method: Synthesis started with the reaction of commercially
available 3,6-dichloropyridazine with 2-fluorophenylpiperazine. The obtained 3-
chloro-6- [4-(2-fluorophenyl) piperazin-1-yl]pyridazine molecule is hydrolyzed in
glacial acetic acid and 6-[4-(2fluorophenyl) piperazin-1-yl]-3(2H)pyridazinone
compound was reached. Then, from the treatment with ethyl bromoacetate, the
ester derivative was obtained, and in the next step, the last step of the starting
materials, 6- [4- (2-fluorophenyl) piperazin-1-yl] -3 (2H) -pyridazinone-2-
ylacetohydrazide, was obtained from the reaction with hydrazine hydrate. Result
compounds were obtained by the reaction of substituted or nonsubstituted
benzaldehydes and acetohydrazide molecule. The melting point of the obtained
compounds were determined, their percentage yields were determined, the
structures of the compounds were proved by various spectroscopic methods such
as 1H-NMR, 13C-NMR and HRMS.

Results: AChE enzyme inhibition was determined by the Ellman method,
but none of the compounds showed significant enzyme inhibitory activity. The
recombinant human MAO-A and MAO-B inhibitory activities of the compounds
were tested using kinuramine (0.06 mM) and benzylamine (0.3 mM), respectively.
T6 was found to be the strongest MAO-B inhibitor with an IC50 value of 0.013
UM, followed by T3 compound with an IC50 value of 0.039 uM. The inhibitory
power for MAO-B increased more than para bromo substitution (T7) with meta
bromo substitution (T6). T6 and T3 effectively inhibited MAO-A with IC50 values
of 1.57 and 4.19 puM. Molecular insertion simulations with MAO binding sites
gave higher insertion scores for T6 and T3 with MAO-B than for MAO-A.

Conclusion: These results show that T3 and T6 are selective, reversible
and competitive inhibitors of MAO-B and can be considered as leading candidates
for the treatment of neurodegenerative disorders such as Alzheimer's disease.

Keywords: Alzheimer, AChE inhibitor, MAO-A inhibitor, MAO-B
inhibitor, 3(2H)-pyridazinone, hydrazone.
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1. GIRIS

Norodejeneratif bir hastalik olan Alzheimer hastalig1 (AH), baslangicta hastanin
giinliik faaliyetlerini gerceklestirme yeteneginde bozulma ile baslayip, sonraki
asamalarda biligsel fonksiyon bozukluklar1 ve farkli ndropsikiyatrik semptomlarla
karakterize olan, geri doniigsiiz Oliimciil bir hastaliktir (1-3). Hastaligin ilk belirtisi
yakin hafizada bozukluk, unutkanlik iken uzak hafiza bir siire daha korunmaktadir.
Hastaligin devam eden siireclerinde, hastanin c¢esitli nesne ve esyalar1 kullanma
yeteneginde azalma godzlenmektedir. Ileri donemlerde kas kontraksiyonlarr sik
goriilmesine ragmen motor kuvvetin bozulmasi gergeklesmemekte ve uyaniklik seviyesi
korunmaktadir (3). Bu ilerleyen yetenek kayiplar1 sonucunda hastalar birkag¢ yil sonra
bakima muhta¢ hale gelebilmekte ve hareketsiz kalma siiresindeki artisa bagli olarak
ortaya c¢ikan pndmoni, pulmoneremboli gibi hastaliklar sonucu 6-12 yil sonrasinda

Olmektedir (3).

AH’nin fizyopatolojisi henliz tam bilinmemekle beraber, beyin hicrelerinin
nedeni belirlenemeyen bir sekilde kaybolmasindan kaynaklandigi diisiiniilmekte ve
hastaligin  olusumu hakkindafarkli hipotezler 6ne surilmektedir. One siiriilen
hipotezlerden en eskisi olan kolinerjik hipoteze gére;AH’nin 6nemli bir nérotransmiter
olan asetikolinin azalmasi nedeniyle ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir (4,5). Alzheimer
hastalarinda bazal 6n beyinde kolinerjik néronlarda dejenerasyon; serebral kortekste
kolinerjik reseptorlerde ve kolin asetiltransferaz (ChAT) dizeylerinde belirgin bir
azalma saptanmaktadir. Daha once siirdiiriilen tedavi yaklagimlarmin bircogu bu
hipoteze dayandirilmakla birlikte klinik arastirmalar asetilkolin diizeylerini yiikseltmeye
yonelik tedavi stratejilerinin semptomatik iyilesme sagladigini ortaya ¢ikarmustir (6).
Kolinerjik hipotezle ilgili yapilan son c¢aligmalar, kolinesteraz inhibitorlerinin
kullaniminin  amiloidfibrilasyon = olusumunu etkileyebilecegini  gdstermektedir
(7,8).Kolinerjik hipotez ilk olarak yaklagik 30 y1l kadar 6nce ortaya atilmig ve beyindeki
asetilkolin igeren ndronlarm islev bozuklugunun ileri yasta ve Alzheimer hastalarinda
gozlenen kognitif diislisiin agiklanmasina 6nemli 6lgtide katkida bulunmustur (9). Bu
diistince, bugiine kadar, AH'nin tedavi stratejilerinin ve ila¢ gelistirme yaklagimlarinin

cogunun temelini olusturmustur. Kolinerjik eksiklik, tiim serebral kortekse kolinerjik



innervasyonu saglayan bazal Onbeyin basta olmak iizere subkortikal kolinerjik
noronlarda atrofi ve dejenerasyonla olusmaktadir. Kolin asetiltransferaz ve/veya
asetilkolinesteraz aktivitesinin etkilenmedigi (hatta yukar1 regiile edildigi) hafif bilissel
bozuklugu ya da erken evre AH olan hastalarin beyinleri ile ilgili yapilan yakin
zamanlardaki ¢aligmalar, kolinerjik hipotezin gegerliligini ve ayn1 zamanda 0zellikle de
erken evrelerdeki bozuklugun tedavisinde kolinomimetiklerin kullanilmasinin
gerekgesini agiklamistir (6,9). Yine bu hipoteze gore Alzheimer hastalarinda mediyal 6n
loptaki kolinerjik ndronlarin dejenerasyonunu takiben kavrama bozukluklar1 da
gorulebilmektedir. Bu nedenle de kolinerjik anormallikler ve AH arasinda direkt bir
iliski oldugu diisiiniilmektedir. Oliim sonrasi yapilan beyin incelemeleri birgok
Alzheimer hastasinda tespit edilen neokortikal bolgeleri kontrol eden ndronlarmn
dejenerasyonu, serebral kortekste bulunan kolinerjik terminallerin kaybi, azalan kolin
asetiltransferaz aktivitesi ve azalan asetil kolin sentezi, azalan kolin alinimi ve artan
asetilkolinesteraz  aktivitesi gibi de8ismis kolinerjik belirtiler bu durumu
kanitlamaktadir (10,11). Bu nedenle AH’nin tedavisinde, asetilkolin dlzeyinin
artirilmasi ve bunun i¢in de asetilkolini yikan asetilkolinesteraz enziminin baskilanmasi
sik basvurulan tedavi yontemlerinden biridir. Kolinerjik anormallikler ayn1 zamanda
bilissel olmayan davranigsal anormalliklere ve AH'de toksik noritik plaklarin
birikmesine de neden olabilmektedir (6). Bu nedenle, kolinerjik temelli stratejiler,
AH'nin diger demans formlarinin tedavisinde rasyonel ilag gelistirilmesine yonelik bir
yaklasim olarak gegerli kalacaktir.

AH’de verilen kolinesteraz inhibitdrleri mortaliteyi etkilememekle beraber
hastanin yasam kalitesinde ve hastalik evresinin stabilizasyonunda etkili oldugundan
tedavide kullanilmaktadir (12). Asetilkolinesteraz inhibisyonuna bagl asetilkolin diizeyi
artiglari, AH’nin erken evrelerindeki kognitif yetmezligi iyilestirebilmektedir (3,13,14).
Ayrica bir N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonisti olan memantin ile kombine
kolinesteraz inhibit6rii (ChEI) tedavisinin de etkiyi giiclendirdigi bulunmustur (15).

Monoaminoksidaz (MAO) enzimi beyinde ve periferik dokularda bulunan
biyojenik aminlerin deaminasyonundan, dolayisiyla norotransmitter seviyelerinin
dizenlenmesinden sorumlu olan 6énemli bir enzimdir (16,17).MAOQO enzimi ile meydana
gelen reaksiyon sonucu aldehit ve serbest amin olusur. Fizyolojik olmayan biyojenamin
seviyeleri; depresyon, anksiyete, migren, AH ve Parkinson hastaligi (PH) gibi
norodejeneratif c¢esitli durumlara yol acgabilir (17). MAO enziminin; amino asit

siralanmasi, {i¢ boyutlu yapi, substrat tercihi ve inhibitdr seciciligine gore tanimlanan
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MAO-A ve MAO-B olmak iizere iki izoformu bulunmaktadir. Dopamin, tiramin, ve
triptamin, her iki MAO izoformunun da substratlaridir (18). Klorjilin, selejilin,
iproniazid gibi MAO inhibitorleri norodejeneratif ve ndrolojik hastaliklarda ilag¢ olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle, MAO-A inhibitorleri depresyon tedavisinde kullanilirken,
MAO-B inhibitérleri PH’nin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica MAO-B
inhibitorlerinin AH’nin tedavisinde etkili olup olmadigi da arastirilmaktadir (19-21).

Son yillarda hidrazon tiirevi bilesiklerin antitiimoral, antibakteriyel-antifungal,
antikonviilsan, analjezik, antienflamatuvar, antiplatelet, antikanser etki gosterdikleri
bildirilmistir (22-29).

Yukaridaki literatiir verilerinden hareketle bu doktora tezi kapsaminda,
benzalhidrazon tiirevi  bilesiklerin ~ sentezlerinin  yapilmasi; bu  bilesiklerin
asetilkolinesteraz  ve MAO-B enzim inhibitdri  aktivitelerinin  arastirilmasi
amaclanmistir. Degisik benzaldehit tiirevleri kullanilarak hazirlanan bilesik serisinde
fenil halkasi tizerindeki farkl siibstitiientlerin aktiviteye katkisi arastirilmis ve aktivite
icin 6ncii molekiiliin bulunmasi amaglanmistir. Bes tanesi (Tg, To, T10, T11 Ve T12) ilk
defa bu tez kapsaminda olmak tizere sentezi yapilan toplam on iki bilesigin yapis1 Tablo

1.1.’de gosterilmektedir.
Tablo 1.1. Sentezi yapilan bilesiklerin yapilari

R (0]
@72=NNH>_\N_N F
L)

Bilesik No R
T1 H
T, 4-CH,
T3 2-Cl
T4 4-Cl
Ts 4-Br
Ts 2-CH,O
T, 4-N(CH,),
Ts 3-Br
To 2-F
T1o 4-F
Tu 4- OCHs
T 2-CHj3




2. GENEL BIiLGILER

2.1. ALZHEIMER HASTALIGI (AH)

Erken donemlerinde hastanin giinliik faaliyetlerini gerceklestirme yeteneginde
bozulma ile baslayan Alzheimer hastalifi sonraki asamalarda bilissel fonksiyon
bozukluklar1 ve farkli noropsikiyatrik semptomlarla kendini gostermekte ve geri
doniigsiiz olarak ilerleyen bu siireg, 6limle sonuglanmaktadir. Hastaligin ilk belirtisi
olarak yakin hafizada bozukluk ve unutkanlik gorulmektedir. Uzak hafiza hastaligin
ilerleyen donemlerine kadar korunmaktadir. Hastalik ilerledikge gorsel testler, obje ve
esyalar1 kullanabilme yetisi gitgide azalmaktadir. Ileri donemlerde kas kontraksiyonlar1
sik gorlilmesine ragmen motor kuvvetin bozulmasi ger¢eklesmemekte ve uyaniklik
seviyesi korunmaktadir (3). Hastalarin biiyiik bir kismi birkag yil sonra siirekli bakima
ihtiya¢ duymakta ve siirekli hareketsiz kalmaya bagli olarak genellikle de pnémoni,

pulmoneremboli gibi komplikasyonlara bagl olarak 6Imektedir (6).

AH’nin fizyopatolojisi heniiz tam bilinmemekle beraber, beyin hicrelerinin
nedeni belirlenemeyen bir sekilde kaybolmasindan kaynaklandigi diisiiniilmekte ve
hastaligim olusumu ile ilgili (¢ ana hipotez One surilmektedir. One siriilen
hipotezlerden en eskisi olan kolinerjik hipoteze gére AH’nin 6énemli bir nérotransmiter
olan asetikolinin azalmasi nedeniyle ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir (4,5). Alzheimer
hastalarinda bazal 6n beyinde kolinerjik néronlarda dejenerasyon; serebral kortekste
kolinerjik reseptorlerde ve kolinasetiltransferaz (ChAT) enzim diizeylerinde belirgin bir
azalma saptanmaktadir. Daha once siirdiiriilen tedavi yaklagimlarimin bircogu bu
hipoteze dayandirilmakla birlikte klinik arastirmalar asetilkolin diizeylerini yiikseltmeye
yonelik tedavi stratejilerinin semptomatik iyilesme sagladigini ortaya ¢ikarmustir (6).
Kolinerjik hipotezle ilgili yapilan son c¢aligmalar, kolinesteraz inhibitdrlerinin
kullaniminin amiloidfibrilasyon olusumunu etkileyebilecegini gostermektedir (7,8). Bir
diger hipotez olan Tau Hipotezi ise Alzheimer hastaliginda, mikrotiibiille iliskili protein
ailesinin bir iiyesi olan ve tiibiilstabilitesini saglayan Tau proteinlerinin hiperfosforile
olmasi1 sonucu yapilarmin bozularak intrandronal fibriller aglar meydana getirdigini 6ne
stirmektedir. Bu olusumlarm intraseliiler transport sistemine ve sinyal iletimine zarar

vererek AH’nin gelisimini hizlandirdigi ve noronal 6lime yol agtig1 bildirilmektedir
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(30). Amiloid Hipotezi olarak bilinen ii¢iincii hipotezde ise Alzheimer hastalarinda
beynin belli bolgelerinde birikerek ¢oziinmez fibriller meydana getiren B-amiloid
peptidlerinin daha sonra senil plaklar olusturarak sinir hiicrelerini hasara ugrattig1 ve bu
hiicrelerin birbirleri ile olan baglantilarin1 koparip nérotransmiter miktarini azalttig1 6ne

strtilmektedir (31).

AH’nin tanisindaki énemli bulgulardan biri, limbik yolagm bellek siireclerini
yoneten boliimiindeki néron kaybidir (32). Alzheimer hastalarinda yapilan biyokimyasal
calismalar ise kortekste baz1 ndromediyatorlerin ve 6zellikle de asetilkolinin azaldigini
ortaya koymaktadir (33). AH’deki nérokimyasal karmasa yogun olarak arastirilmistir.
Serebral korteksin ndrotransmitter icerigi dogrudan Olgiildiiglinde, noron kaybina
paralel olarak bir¢ok ndrotransmitterin, en ¢ok da asetilkolinin azaldig1 gorilmiistiir.
Kolinerjik, nonkolinerjik, seratonerjik, dopaminerjik, aminoasiterjik ve ndropeptiderjik
olmak iizere bir¢ok norotransmitterde olusan degisim ile Alzheimer hastaligi arasinda
bir iliski bulunmaktadir; fakat kolinerjik sistemde goézlenen degisim ile Alzheimer
arasindaki iligki bunlardan en ¢ok bilinenidir. Kolinerjik hipotez olarak agiklanan bu
iligkiye gore, asetilkolin ve kolin asetiltransferaz diizeyindeki azalma Alzheimer
hastaligi ile iliskilidir. Atropin benzeri santral etkili kolinerjik antagonistlerin
uygulanmasiyla da demansa benzer bozukluklar olustugu goriilmektedir. Alzheimer
hastaliginda goriilen asetilkolinin  secgici  eksikligi, hastaligm semptomlarinin
gelismesinde asetilkolin eksikliginin 6nemini vurgulayan “kolinerjik hipotez”in ortaya
atilmasma neden olmustur (34,35). Kolinerjik hipotez ilk olarak yaklasik 30 yil kadar
once ortaya atilmis ve beyindeki asetilkolin igeren néronlarm islev bozuklugunun ileri
yasta ve Alzheimer hastalarinda gozlenen kognitif diisiisiin agiklanmasma 6nemli
Olcude katkida bulunmustur. Bu diisiince, bugiine kadar, AH'nin tedavi stratejilerinin ve
ilag gelistirme yaklagimlarinin gogunun temelini olusturmustur. Kolinerjik eksiklik, ttim
serebral kortekse kolinerjikinnervasyonu saglayan bazal Onbeyin basta olmak iizere
subkortikalkolinerjik noéronlarda atrofi ve dejenerasyonla olugmaktadir.  Kolin
asetiltransferaz ve/veya asetilkolinesteraz aktivitesinin etkilenmedigi (hatta yukari
regiile edildigi) hafif biligsel bozuklugu ya da erken evre AH olan hastalarin beyinleri
ile ilgili yapilan yakin zamanlardaki ¢aligmalar, kolinerjik hipotezin gegerliligini ve ayni
zamanda Ozellikle de erken evrelerdeki bozuklugun tedavisinde kolinomimetiklerin
kullanilmasmin gerekgesini agiklamistir (36,37). Yine bu hipoteze gore Alzheimer

hastalarinda mediyal 6n loptaki kolinerjik noronlarin dejenerasyonunu takiben kavrama



bozukluklar1 da goriilebilmektedir. Bu nedenle de kolinerjik anormallikler ve AH
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 asetiltransferaz aktivitesi ve asetil kolin sentezi, azalan kolin alinimi1
ve artan asetilkolinesteraz aktivitesi gibi degismis kolinerjik belirtiler bu durumu
kanitlamaktadir (10,11). Bu nedenle AH’nin tedavisinde, asetilkolin duzeyinin
artirilmasi ve bunun i¢in de asetilkolini yikan asetilkolinesteraz enziminin baskilanmasi
stk bagvurulan tedavi yontemlerinden biridir. Kolinerjik anormallikler ayni zamanda
bilissel olmayan davranigsal anormalliklere ve AH'de toksik noritik plaklarin
birikmesine de neden olabilmektedir. Bu nedenle, kolinerjik temelli stratejiler, AH'nin
diger demans formlarmin tedavisinde rasyonel ila¢ gelistirilmesine yonelik bir yaklagim

olarak gecerli kalacaktir.

AH’de verilen kolinesteraz inhibitorleri mortaliteyi etkilememekle beraber
hastanin yasam kalitesinde ve hastalik evresinin stabilizasyonunda etkili oldugundan
tedavide kullanilmaktadir (12). Asetilkolinesteraz inhibisyonuna bagli asetilkolin diizeyi
artiglari, AH’ nin erken evrelerindeki kognitif yetmezligi iyilestirebilmektedir (3,13,14).
Ayrica NMDA reseptor antagonisti olan memantin ile kombine ChEI tedavisinin de
etkiyi giiglendirdigi bulunmustur (15).

Hafif biligsel bozuklugu (HBB) olanlarin ya da AH'nin erken evrelerindekilerin
beyinlerine odaklanan arastirmalar, bir teshis metodu olarak giderek Onem
kazanmaktadir. Bu tiir arastirmalar, ndroprotektif stratejilerin gelistirilmesi ve/veya
tanimlanmasinin yani swra daha spesifik hastaliklarin tan1 ve tedavisinde de yeni
yaklagimlara yardimci olabilir. Biligsel gerileme diizeyinin hastalik ndropatolojisi ile
korelasyonunu saglamaya yonelik 6nceki caligmalarin ¢ogunda, hastaligin son evresinde
olan hastalarin beyinleri analiz edilmistir. Bu durum hastalik ¢cok erken bir asamada
teshis edilirse hastaligin ilerlemesini degistirmeye yonelik yeni arastirma cabalar1 i¢in
ozellikle yararli olmayabilir (38).

HBB ve/veya hafif AH tanis1 alan hastalarin beyinlerinin analiz edildigi az
sayidaki yaymlanmis ¢aligmanin sonuglari, bazilarinim kolinerjik hipotezin gecerliligine
meydan okumaya baslamasina neden olmustur. Ornegin, Davis ve digerleri, hafif AH
tanist alanlarin post mortemneokortikal dokularinda asetilkolinesteraz (AChE) ve ChAT

enzim aktivitesinin azalmadigint bildirmislerdir (39). Sonu¢ olarak; yazarlar, bir



kolinerjik belirtecin AH'nin erken bir gostergesi olarak kullanilmasinin olasi olmadigini,
hastanin semptomatik hale gelmesinden oOnce bir kolinerjik eksikligin tespit
edilemeyecegini ve sadece daha siddetli hastalig1 olan hastalarin kolinerjik tedavi igin
bir hedef olmas: gerektigini bildirmislerdir (38,39). Ayrica, DeKosky ve digerleri, HBB
veya hafif AH tanisi alan hastalarda calisilan bir dizi kortikal bolgede ChAT
aktivitesinde herhangi bir azalma saptamay1 bagaramamislardir ve hatta, HBB olanlarda
aktivite frontal korteks ve hipokampusta gergekte yukari dogru diizenlenmistir (38).
Baska bir calismada, HBB ve erken AH bireylerde, nlkleus basaliste ChAT ve
vezikuler asetilkolin tagiyici protein igeren noronlar korundugunu géstermistir (40).
Daha iyi in vivo goriintilleme yontemleri daha yaygm hale geldik¢e, HBB veya
erken AH'den muzdarip yasayan hastalarm merkezi sinir sistemindeki kolinerjik
fonksiyon ile ilgili belirsizlikler muhtemelen daha iyi bir sekilde ortaya g¢ikacaktir.
Ilgingtir ki, AH bugiine kadar yapilan birkag in vivo goriintiileme ¢alismas1 kolinerjik
hipotezi destekliyor goriinmektedir. Ornegin, [11C] N-metilpiperidin-4-il-propiyonat
kullanilarak yapilan PET ¢alismalari, AH kortikal asetilkolinesteraz aktivitesinin
gercekten azaldigini gostermektedir (41). [11C] Nikotin bazli PET calismalari, nikotinik
reseptOr agiklarinin aslinda AH'de erken bir fenomen oldugunu gostermektedir ve bu
raporlar ayrica kortikal nikotinik reseptor agiklarmin bilissel bozulma diizeyi ile anlaml
derecede iliskili oldugunu gostermektedir (42). Secici olmayan muskarinik ligandlar
[1231] kinuklidinilbenzilat ve [11C] N-metil-4-piperidil benzilat kullanan diger PET
calismalari, neokortikal bolgelerde baglanmada hem yas hem de AH ile iligkili diisiisleri
gostermektedir (43). Ayrica, [1231] benzovesamacol baglanmasimi kullanan tek foton
emisyonlu bilgisayarli tomografi ¢alismalari, erken baslangiglhi AH, vesikiilerasetilkolin
tastyicinin tiim serebral korteks ve hipokampiis boyunca azaldigini1 géstermektedir (41).
Yas su anda AH i¢in bilinen risk faktorlerinin en giigliisii olarak goriildiigiinden,
yaslilarda santral kolinerjik néronlarin islevinin bozulup bozulmadigini sormak uygun
gorinmektedir. AH'nin  kolinerjik hipotezindeki zorluklar, yaslanma, kolinerjik
bozukluk ve biligsel gerileme arasindaki iligkilerin desteklenmesinde kanitlarin varhigini
gdz ardi etmektedir. Norotransmitter fonksiyonunun dinamik yonlerini 6lgmek igin
segici ve duyarl kimyasal enzimatik yontemlerin gelistirildigi 1980'lerin basinda leri
yasin beyin kolinerjik fonksiyonu iizerindeki etkisine iligkin bir ¢alisma baglamistir.
Ayrica rutin kullanim i¢in hizli donma veya odaklanmis mikrodalga 1s1masi ile beyin
asetilkolin ve kolin diizeylerinin hizli stabilizasyonu igin yontemler de tanitildi (41).

Ornegin, Gibson ve digerleri, 3 ila 30 aylik yash farelerde asetilkolinin beyindeki tiim
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sentezini incelediler. Asetilkolinin  biyosentezinin (radyo-etiketli bir Oncinun
enjeksiyonu ile Ol¢iilen) 30 aylik hayvanlarda %75'e kadar azaldigini bildirmislerdir.
Hafif hipoksi, asetilkolin sentezini %90 oraninda azaltmistir. Dahasi, yash kolinerjik
ndronlar, potasyum stimiilasyonunu takiben asetilkolin serbest birakma yeteneklerinde,
transmitteri sentezleyebildiklerinden daha fazla bozulmustur (44). Yash beyin kolinerjik
noronlarm, stresli olana kadar nispeten normal islev gordiigii, asetilkolin c¢ikigini
arttrmak veya kolinerjik noronlara zarar vermek i¢in cesitli yontemler kullanilan
deneylerle desteklenmistir (45-48). Bu nedenle, 6n beyin kolinerjik ndronlara verilen
herhangi bir siirekli hakaretin, bu hiicrelerin normal islev i¢in yeterli transmitter serbest
birakma kabiliyetine miidahale edebilecegi sonucuna varmak mantikli goériinmektedir.
Sarter ve digerleri bu olasilig1 dogrudan, bazal 6n beyin kolinerjik hiicrelerinin sinirli
bir sekilde azalmasi1 amaciyla gen¢ sicanlarda bazal 6n beyin kolinerjik ndronlarin
kimyasal lezyonlarmin olusturuldugu bir dizi deney tizerinde test etmislerdir (49). Bu
caligma i¢in siganlar, siirekli bir dikkat gerektiren gorevin yerine getirilmesinde daha
once 1yi egitilmistir. Baslangicta her iki deney grubunda da benzer bir gorev
performanst varken, lezyonlu grup oOnemli bir gorev bozuklugu sergilediginde,
hayvanlarin 31 aylik yasa gelene kadar lezyonlu ve kontrol sicanlar1 arasinda belirgin
bir ayrisma gerceklesmedigi gozlenmistir. Yasl kemirgenlerde yapilan bu ¢aligmalarin
sonuglarina gore, ozellikle kolinerjik néronlarin dinamik yonleri ile ilgili olarak yasa

bagli degisikliklerin ¢ogunun gézlemlendigi tespit edilmistir (49).

2.1.1. Alzheimer Hastahi@inin Tedavisi

ChET’lerin etkinligi genellikle benzerdir. Donepezil, AH'in tiim asamalarinda
kullanilmak iizere endike olan tek kolinesteraz inhibitoriidiir. Rivastigmin ve
galantamin hafif ve orta dereceli asamalar igin onay almistir (50). Hafif ila orta siddette
AH i¢in oOnerilen baslangi¢ donepezil dozu gilinde bir kez 5 mg olmakla beraber 4-6
hafta sonra, doz 10 mg'a ¢ikarilabilmektedir. Orta ila siddetli AH'de, doz 23 mg'a kadar
artirilabilir. Galantamine giinde 8 mg doz ile baglanirken en az 4 hafta sonra 16 mg'a ve
ek 4 hafta sonra da bu doz 24 mg'a kadar artirilabilir. Orta derecede bodbrek veya
karaciger yetmezligi olan hastalarda, Onerilen maksimum doz; ginde iki kez 8 mg

olmaktadir. Galantamin siddetli karaciger veya bobrek yetmezliginde kullanilmamalidir.



Rivastigmin kapsuli gunde iki kez 1,5 mg ile baglanmalidir. Amag, 2-4 haftalik
araliklarla giinde iki kez 1,5 mg artisla giinde iki kez 6 mg idame dozuna ulagmaktir.
Oral rivastigmin yiyeceklerle birlikte kullanilmalidir. Rivastigmin transdermal bantlarin
glinliik 4,6 mg ile baglanmasi ve giinliik 13,3 mg'a ulagilmasi onerilir (51).

Kolinesteraz inhibitérlerinin en yaygm yan etkileri gastrointestinal sistem
iizerine olan bulanti, ishal, kusma, istahsizlik, dispepsi gibi etkilerdir. Bu durumu
gidermek amaciyla kolinesteraz inhibitorlerinin  besinlerle birlikte alinmasi
onerilmektedir. Ayrica, bu ilaglarin yemekle birlikte verilmesi ilag emilimini geciktirir,
bu da pik plazma ve beyin konsantrasyonlarini diisiiriir ve bdylece tiim akut yan etki
riskini azaltmaktadir. ChEIl’lerin kullaniminda bradikardi, hipotansiyon, kilo kaybi,
kalpte dal blogu ve atriyoventrikillerblok, aritmiler, uyku bozukluklar1 ve deri
dokiintiisii gibi baska yan etkiler de gdzlemlenebilmektedir (52,53).

2.1.2. Asetilkolin ve Kolinerjik Reseptorler

Otonom sinir sisteminin periferik kisimlarini olusturan pregangliyonikotonomik
liflerin tamaminda, biitiin postgangliyonik parasempatik liflerde ve birkag
postgangliyonik sempatik sinir lifinde norotransmiter madde asetilkolin (ACh)’dir ve
ACh saliveren bu liflere de kolinerjik lifler ad1 verilir (54). ACh sinir liflerinin ucunda
sitozolde sentezlenir, sonra vezikiillerin zarmdan vezikiillerin i¢ine tasinir. Burada, her
vezikiilde yaklasik 10.000 asetilkolin molekiilii olmak tizere olduk¢a yogun bigimde
depolanir. Bir aksiyon potansiyeli sinir ucuna ulastiginda, sinir ucu bol miktarda voltaj
kapil1 kalsiyum kanalina sahip oldugundan, sinir ucunun zarmdaki ¢ok sayida kalsiyum
kanal1 acilir. Sonug olarak sinir ucunun i¢inde kalsiyum konsantrasyonu 100 kat artar;
bu da asetilkolin vezikiillerinin sinir ucu zariyla birlesme hizin1 10.000 kat artirir. Bu
birlesme  birgok  vezikiilin  ywrtilmasma neden  olarak  sinaptik  araliga
asetilkolinekzositozuna olanak saglar. Genellikle 125 kadar vezikiil her aksiyon
potansiyeli ile yirtilir. Daha sonra birkac milisaniye icerisinde asetilkolin,
asetilkolinesteraz ile asetat iyonu ve koline pargalanir; kolin yeniden asetilkolin

olusturulmasinda kullanilmak {izere aktif olarak sinir ucuna geri alinir (55). (Sekil 2.1.).



Asetil CoA

+.
Kolin

Kolin
asetiltransferaz

Ach

Nikotinik  Muskarinik
reseptor reseptor

Postsinaptik hiicre

Sekil 2.1. ACh biyosentezi, iletimi ve inaktivasyonu

Yapilan ¢alismalar, birgok dokunun ndronal olarak salinan ACh veya disardan
uygulanan ve norotransmiterin etkisini taklit eden bilesiklerin olusturdugu stimiilasyon
ve inhibisyona cevap verdigini gostermistir. ACh ile etkilesen periferik Kolinerjik
reseptorler, duz kaslarda parasempatetik postgangliyonik sinir uglar1 ile iskelet
kasindaki noromiiskiiler kavsakta bulunmaktadirlar. Kolinerjik reseptorler, muskarinik
ve nikotinik olmak tizere iki grupta toplanirlar. Muskarinik reseptdrlerin beyindeki
dagilimi, asetilkolin dagilimma uymaktadir. En fazla sitriatum, neokorteks,
hipokampus, superiorcolliculus, locuscoeruleus ve pons cekirdeklerinde bulunur.
Hipotalamus, omurilik ve kortekste dansitesi diisliktiir. Noromiiskiiler motor uglarda ve
gangliyonlarda bulunan bu reseptorler, aktif formda izole edilmis ve saflastirilmis olan
ilk norotransmiter reseptorlerdir. Reseptoriin, birbirine bir disiilfit bag: ile baglanmis
olan ve bes alt initeye sahip iki polipeptit zincir monomerinden olustugu
diigiiniilmektedir. ACh, bu reseptorlere baglandigi zaman membran gegcirgenliginde
artisa yol agarak Ca™, Na', ve K* gibi kiigiik katyonlarin geg¢isine izin verir. Bunun
fizyolojik etkisi, motor uglarda depolarizasyon olusmasi ve buna bagh olarak
noromiiskiiler kavsakta miiskiiler kasilma veya sinir uyarisinin devam etmesidir.

Muskarinik reseptorler, otonomik sinir sistemi tarafindan uyarilan organlarin
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fonksiyonlarmim diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynarlar. ACh’nin parasempatetik
sinapslarda bulunan bu reseptdrler iizerindeki etkisi, uyarict veya inhibe edici olabilir.
ACh, salg1 ve tiikriik bezlerindeki sekresyonu uyarir ve solunum yollarinin kasilmasina
yol acar. Bilesik ayrica kalp kasilmalarini inhibe eder, kan damarlarindaki diiz kaslar
gevsetir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, muskarinik reseptorlerin bes alt tipi (M1, Mz,
M3, Ms ve Ms) oldugunu gostermistir. M1 merkezi sinir sistemi ve gangliyonlar gibi
noronal yapilarda, M kalpte, Mz diiz kaslarla salgi bezlerinde, M4 ise striatum ve
akcigerlerde bulunmaktadir (18,54,55).

2.1.3. Kolinesteraz Enzimleri ve Kolinesteraz Enzim Iinhibitorleri

AChE, otonomik sinir sisteminin  ve merkezi sinir  sisteminin
kolinerjiksinapslarinda ACh’nin hidrolizinde buyuk rol oynayan serin hidrolaz enzim
sinifina ait hidrolitik bir enzimdir (56). Histokimyasal teknikler kullanilarak elektron
mikroskopisi ile yapilan incelemeler adi gegen enzimin, kolinerjik sinaps veya
kavsaklarda hem sinir uglarmmda ve hem de kavsak sonrasi veya post sinaptik membran
iizerinde yerlestigini gostermistir. Gergek kolinesteraz adiyla da adlandirilan bu enzim,
kolin esterleri i¢inde en hizli asetilkolini hidroliz eder. Metakolini de hidroliz edebilir,
fakat benzoilkoline karsi etkisizdir. Psddokolinesteraz diye adlandirilan ikinci bir
kolinesteraz tiirli asetilkolini daha yavas parcalar. Bu enzimin en hizli pargaladigi kolin
esteri butirilkolindir. Bu nedenle pstdokolinesteraza biitirilkolinesteraz (BChE) adi
verilir.  Butirilkolinesteraz sinapslarda pek bulunmaz ve bu yerlerdeki asetilkolin
hidrolizine katkis1 yoktur (57).

Hem AChE hem de BChE polimorfiktir ve alt-birim iligkileri ve hidrodinamik
Ozellikleri ile karakterize olan homomerik ve heteromerik molekiler formlar olarak
bulunurlar. Heteromerik molekiiler formlar, lipit veya {i¢lii sarmal kollajen kuyruguna
bagli katalitik alt birimler icerir ve siklikla AChE'nin asimetrik veya A formlar1 olarak
adlandirilir. AChE’nin homomerik hidrofilik globiiler formlar1 olan G1, G2 ve G4
formlar1 sirastyla bir, iki ve dort 6zdes alt birim igerir. G4 formu noronlar ve sekretuar
hiicreler tarafindan salgilanir. Amfifilik glikofosfolipid bagli bir form, hiicre
membranma glikofosfolipid baglantis1 olan iki alt birimin olan G2’nin bir dimeridir.
BChE’de daha az polimorfizm goriilmekte olup bu enzim icin sadece hidrofilik ve

asimetrik formlar tanimlanmistir (58).
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AChE'nin yapisi, yaklasik 20 A derinligindeki dar bir vadinin tabaninda yer alan
bir katalitik triad -glutamat (E327), histidin (H440) ve serin (S200) iceren aktif bir
bolgeyi ortaya ¢ikarmaktadir (59). Bu genel amino asit diizenlemesi, serin hidrolaz
enzim ailesini temsil etmektedir. AChE'deki gegit bolge, fenilalanin, tirozin veya
triptofandan olusan 14 aromatik amino asitle kaplidir ve bdlgenin tabani, ACh’nin
pozitif yukli trimetilamonyum grubu ile etkilesmesinden ve katyonikligandlarin
baglanmasinin hizlanmasindan kolektif olarak sorumlu olan birka¢g anyonik kalinti
icerir. BChE, gegitte alt1 daha az aromatik amino asit igerir. Bu yapisal ¢alismalar, aktif
merkez ile ligand arasindaki spesifikligin molekiiler temelini aydinlatmaktadir.
Ozellikle, AChE ve BChE arasindaki ana substrat ayrimi, AChE'de bir acil baglama
cebi saglayan iki fenilalaninin (F288 ve F290) bulunmasi ve bu amino asitlerin BChE'de
daha az yapisal olarak kisitlanmis bir cep saglamak icin 16sin ve valin ile yer
degistirmesi ile belirlenebilir. Bu duruma ek olarak AChE, katalitik bdlgedeki
katyonikligand etkilesimleriyle allosterikinhibisyondan sorumlu olan bir periferal
anyonik bolge icerir. Bu periferalanyonik bolge, substratinhibisyonuna aracilik ederek
katalitik islemde bir rol oynayabilir(Sekil 2.2. ve Sekil 2.3.) (60-66).

Sekil 2.2. AChEenziminin yapisi.
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Sekil 2.3.BChEenziminin yapisi.

AChHE inhibitorii aktivitede inhibitér molekiillerin enzime baglanma bolgeleri
icin ii¢ hipotez ileri siirtilmektedir. Bu hipotezlerden birincisi AChEI bilesiklerin
yapisinda bulunan heterosiklik halkanin enzimin periferal baglanma bdlgesiyle
etkilesebilen periferal anyonik bdlge 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 ¢alismalariyla belirlenmistir.
Uciincii hipotez ise azot atomuna bagli fenil halkasi gibi hidrofobik gruplarm kolin
baglanma bolgesi olarak bulundugudur (67).

Yapilan kristalografik ¢caligmalarla, AChE ve BChE aktif bolgelerinin yapisal
Ozellikleri daha net hale gelmistir ve takrin, donepezil ve galantamin gibi bilinen
inhibitorlerin anahtar baglanma bolgesi kalintilar1 ile baglanma etkilesimleri ile ilgili
cok sayida calisma yapilmistir. Donepezil, galantamin ve takrinden farkli olarak, aktif
gecidin girisinde kenar1 ¢evreleyen periferikanyonik bdlge (PAS) kalintilar1 ve ayrica
katyonik aktif bolge (CAS) ve agil baglama cebi ile etkilesime girer. Bu gegidin
dibinde, katalitik triad olarak da bilinen, asetil-kolin bagmnin béliinmesini katalize eden
{ic amino asit vardir: S203, E334 ve H447. Ideal olarak, bir kolinesteraz inhibitdriiniin
bu bolgeler ile etkili bir sekilde etkilesime girmesi beklenir (Sekil 2.4. ve Sekil 2.5.)
(68).
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Sekil 2.4. AChEI’lerin yapisal hipotezi (donepezil)

86 ‘ - \ f202
Sekil 2.5.AChE aktif bolge gecidinde geri kalaniyla iist {iste cakistirilmis

donepezil baglama profilleri

BChE ve AChE'nin aktif bolge gecit kalintilar1 %65 dizilim benzerligi gosterse
de, BChE'de daha biiyiik olan agil baglama cebinin hacmi gibi bazi farkliliklar enzim
spesifikligi i¢in kritiktir.

Otonomik ve somatik motor sinirlerden salinan ACh’nin etkileri, molekiiliin
kolinerjik sinapslarda yuksek konsantrasyonlarda bulunan, hem sinir hem de kas
dokusunda sentezlenen AChE tarafindan enzimatik yikimiyla sonlandirilir (69).
AChE’yi inhibe eden ilaglara antikolinesteraz ajanlar adi verilir. Antikolinesterazlarin
karakteristik farmakolojik etkileri, primer olarak kolinerjik yolaklarda ACh’nin AChE
enzimi tarafindan hidrolizini Onlemeleriyle olusur. Kolinesterazin inhibisyonu, sinir
sinapslarinda ve néromuskuler kavsakta asetilkolinin artmasia yol agarak asetilkolin

reseptorlerinin uyarilmasma neden olur. ACh’nin reseptorlerinin siirekli uyarimi ile
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motor son plaklarda asetilkolin birikimine bagli olarak merkezi sinir sisteminde,
otonomik gangliyonlarda, parasempatik ve sempatik sinir sonlarinda ve somatik
sinirlerde, yaygin kolinerjiksinaptik paralizi ile santral ve periferik klinik belirtiler
ortaya ¢ikar. Parasempatik aktiviteye bagli muskarinik etkiler ve sempatik aktiviteye
bagli nikotinik etkiler goriilir. Asil semptom ve bulgular muskarinik ve nikotinik
reseptorler arasindaki dengeye baghidir (54).

ACh gangliyon, post gangliyonik sinir ucu ve motor uglardan salinir. Daha sonra
hizli bir sekilde asetilkolinesteraz tarafindan hidroliz olur. AChE’nin inhibisyonu,
ndrotransmiterin kavsaktaki Omriinii uzatir ve bdylece asetilkolinuygulandiginda
g6zlenen etkilere benzer farmakolojik etkiler ortaya ¢ikar. AChE, bu ilaglarin birincil
hedefidir, ancak butirilkolinesteraz da inhibe edilir. Antikolinesterazlar; miyastenia
gravis, gastrointestinal kanaldaki atoniler, glokom, Alzheimer gibi hastaliklarin
tedavisinde kullanilirlar. Bu bilesikler, ayn1 zamanda sinir gazlari ve insektisit olarak da
kullanilmaktadirlar. Etki mekanizmalara gore, anti-AChE ajanlar1 ti¢ gruba ayrilabilir;
a) yarigmali agonistler, b) kisa etkili inhibitorler (karbamatlar), ¢) uzun etkili inhibitorler
(organofosfor). Edrofonyumun ornek oldugu ilk grup, kuaterner alkollerden
olugmaktadir. Bu bilesikler (agents), enzimin aktif bdlgesine hem elektrostatik olarak
hem de hidrojen baglar1 ile geri doniisiimlii olarak baglanabilir, boylece asetilkolinin
enzime erisimi engellenir. Enzim-inhibitér kompleksi, bir kovalent bag igermez 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. Bununla birlikte, karbamoile
edilmis enzimin kovalent bagi, ikinci isleme (hidrasyon) 6nemli 6l¢iide daha direnglidir
ve bu adim, buna uygun olarak uzatilmistir (30 dakika ila 6 saat arasinda). Ugiincii grup,
organofosfatlardan olugsmaktadir. 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 bagi oldukca stabildir ve suda ¢ok yavas bir hizda (ylizlerce
saat) hidrolize olur. Organofosfat inhibitorleri bazen “geri doniigsiiz” kolinesteraz
inhibitorleri olarak adlandirilir. Pralidoxime gibi gii¢lii niikleofiller fosfor enzim bagini
kirabilir (18,54).

II. Diinya Savasi'ndan Once, sadece “geri doniisiimli” anti-ChE ajanlari
biliniyordu ve bunlarin prototipi fizostigmindir. ilk énce tarmmsal bdcek oldiiriiciiler
olarak gelistirilen ve yliksek derecede toksik kimyasallar smifi olan organofosfatlar

daha sonralar1 II. Diinya Savagindan da kisa bir siire dnce potansiyel kimyasal savas
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ajanlar1 olarak gelistirildi. Bu bilesiklerin asir1 toksisitesinin, uzun siireli enzim
inhibisyonu ile sonuglanan AChE'nin "geri doniisiimsiiz" inaktivasyonu nedeniyle
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle organofosfat inhibitdrleri bazen “geri doniigsiiz”
kolinesteraz inhibitorleri olarak adlandirilir. Pralidoxime gibi gii¢lii niikleofiller fosfor
enzim bagini kirabilir. Gilinlimiizde halen tedavi amagh olarak, postoperatif donemde
goriilen intestinal sistem ve mesane diiz kaslarinin atonisinde, glokomda,
myasteniagraviste ve kompetitif noromuskuler kas gevseticilerin etkilerinin
sonlandirilmasinda kullanilan antikolinesterazlar, bu gibi kolinerjik aktivitenin azaldigi
durumlarda reseptorler Tlzerine selektif etkiler olusturmaktan ziyade ACh
konsantrasyonunu arttirarak dolayli etkileriyle non-selektif olarak hem muskarinik hem
de nikotinik etkiler olustururlar. Uzun etkili ve hidrofobik ChEI ayrica, AH nin demans
semptomlarmin tedavisinde sinirli da olsa 1iyi belgelenmis etkinlige sahip tek

inhibitorlerdir (54,70).

Takrin, donepezil, rivastigmin, galantamin ve huperzin A gibi bazi kolinesteraz
inhibitorlerinin Alzheimer hastaliginda hastalik ilerlemesindeki azalmayi1 yavaslattigi
gosterilmistir. 20 yildan uzun bir siire once (1993'te), bu bilesiklerden ilk ilag olan ve
AH'nin tedavisi i¢in ABD’de FDA tarafindan onaylanan takrin (Cognex®), bir AChEI
olarak, AH'ninkolinerjik hipotezine dayanarak klinik kullanim igin sunulmustur.
Hepatotoksisitesi nedeniyle, tacrine ¢ok geg¢meden ilag pazarindan c¢ekilmistir ve
sonrasinda kullanimi sinirlandirilmig, ancak diger iic AChE inhibitorii rivastigmin,
donepezil ve galantamin anti-AH ilag olarak onaylanmistir. Bu ilaglar, su anda 6nemleri
tam bilinmemekle birlikte, ek Ozelliklere de sahiptir. Rivastigmin, BChE’yi bloke
edebilir, galantamin ise nikotinikasetilkolin reseptorlerini modile eder (71). Donepezil
amiloid betaplak sentezi ve amiloid beta sentezinden sorumlu bir B-sekretaz (BACE1)
thmli inhibitériidiir. Donepezil ayrica anti-amnesik aktiviteleri ile bilinen sigma-1

reseptorleri ile de etkilesir (72).

Takrin

Hem AChE, hem de BChE inhibitorii olan takrin, klinik ¢aligmalar sonucunda
hafiza, dikkat, mantik yiiritme, konugma ve basit gorevleri yerine getirme gibi AH ile
iliskili kognitif belirtileri olumlu yonde etki saglamis ve AH tedavisi i¢cin FDA’dan
onay almistir (Sekil 2.6.). Diisiik substrat konsantrasyonlarinda rekabet¢i olmayan bir

inhibitor olarak ve daha yiiksek substrat konsantrasyonlarinda bir rekabet¢i inhibitor

16



olarak karigik inhibisyon yoluyla hareket eder. TakrinAChE'ye katalitik triadin yanina
baglanir, bu da ACh'nin aktif bolgeye baglanmasini engeller. Her ne kadar 2013 yilinda
hepatoksisite nedeniyle kullanimdan kaldirilmis olsa da, takrin, gelistirilmis
farmakolojik profile sahip yeni ¢ok fonksiyonlu ajanlar gelistirmek i¢in bir baslangig

molekiilii olarak kullanilmistir. (71).

NH,

CrO

Sekil 2.6.Takrinin yapist

Fizostigmin

Fizostigmin, AH tedavisi ig¢in arastirilan ilk ChEI idi (Sekil 2.7.).
Physostigmavenenosum tohumlarindan bir parasempatomimetik bitki alkaloidi olarak
izole edilir. Kan-beyin bariyerini (BBB) ge¢mesine ragmen, kisa bir yar1 6miir ve dar
bir terapotik indekse sahiptir. Ayrica bulanti, kusma, bas agrisi, ishal ve bas donmesi
gibi bircok yan etkiye de sahiptir. Fizostigmin; myastenia gravis, glokom ve gecikmis
gastrik bosalmada kullanilmistir. Ancak, ilag onaylanmamis ve yukarida belirtilen
dezavantajlar nedeniyle AH kullanimdan terk edilmistir. Bunun yerine, enzimatik
analizlerde fizostigmin bir referans bilesik olarak kullanilir. Bununla birlikte,
fizostigminin bir karbamatanalogu olan rivastigmin, AH'li hastalar1 tedavi etmek igin
kullanilir (73).

Sekil 2.7.Fizostigminin yapisi

Rivastigmin

Rivastigmin dahil olmak tizere diger kolinesteraz inhibitorleri, etkinin 6zgulligii
ve daha diisiik yan etki riski agisindan daha istiin 6zelliklere sahiptir (Sekil 2.8.).
Rivastigmine, Avrupa Birligi ve ABD'nin tiim iiye iilkeleri dahil olmak iizere 60 iilkede
kullanilmak tizere onay almistir. Rivastigmin kii¢iik bir molekiildiir ve kolay BBB
gecirgenligine sahiptir. Rivastigmine ayrica BChE ve AChE inhibitdr ozelliklerine
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sahiptir. Rivastigmine 2000 yilinda hafif-orta dereceli AH'nin tedavisi i¢in onaylandi ve

o zamandan beri Parkinson'un ilgili demanslar1 i¢in de onay ald1 (75).

Sekil 2.8.Rivastigminin yapis1

Donezepil

1997 yilinda kullanim i¢in onay alan donepezil giiniimiizde en ¢ok kullanilan
AH ilacidir (Sekil 2.9.). Donepezil ¢ok giiclu ve oldukga segici bir AChE inhibitoriddr.
Enzim ile birka¢ bag olusturur ve ayni zamanda PAS ve enzim gegidinin aromatik
kalint1 halkalariyla etkilesir. Donepezil de AChE igin olduk¢a segicidir. BChE igin
diistik seciciligi, BChE (zerindeki daha blylk vadinin bir sonucudur ve bu da

donepezilin eszamanli olarak periferik anyonik ve katalitik bolgelere baglanamamasiyla

O e

Sekil 2.9.Donepezilin yapisi

sonuglanir (72).

Galantamin

Birka¢ kolinesteraz inhibitorii, dogal iriinlerden tiretilmistir (Sekil 2.10.).
Bunlardan biri olan ve ii¢ onayl kolinesteraz inhibitdriinden biri olan galantamin
kardelen bitkisinden (Galanthusspp.) izole edilmistir. Galantamin, yarigmali ve geri
doniisimlii bir kolinesteraz inhibitérudur. Beyindeki asetilkolin konsantrasyonunu
arttirarak kolinerjik fonksiyonu gii¢lendirdigi diigiiniilmektedir. Galantamin AChE
kompleksinin ii¢ boyutlu yapist 1999 yilinda X-151m1 kristalografisi ile belirlenmistir
(PDB code: 1DX6). Galantamin'in altta yatan demans siirecinin seyrini degistirdigine
dair bir kanit yoktur. Galantamin ayrica, asetilkolin salmimini arttrmak igin

nikotinikkolinerjik reseptorlerin modiile edilmesinde aktivite gostermistir (75).
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Sekil 2.10.Galantaminin yapis1

Huperzin A

Huperzin A, Huperziaserrata'dan izole edilen ve kan-beyin bariyerini gegebilen
bir alkaloittir (Sekil 2.11.). Huperzin A, son derece segici ve geri doniisiimlii bir AChE
inhibitorudir. AChE'ninhuperzin A tarafindan inhibisyonu, aktif gegitbdlgesindeki
kalintilar ile etkilesimlerin sonucudur. Huperzin A'nin bir faz II ¢alismasinda, gilinde iki
kez uygulanan ilacin 200 pg'min hafif ila orta siddette AH olan hastalarda biligsel
etkinlige belirgin bir faydasi olmadigi gozlenmis olsa da, yakin zamanda yapilan bir
meta analiz, mevcut ¢calismalarin zayif metodolojik kalitesinden dolay etkililigini tesis
etmek i¢in daha ileri ¢caligmalarin gerekli oldugunu belirtmistir. Huperzin A'nin B-
amiloid kaynakli oksidatif hasara ve oksidatif stresi azaltmaya karsi noroprotektif

etkileri gosterdigi de bildirilmistir (76).

CHs

He. NH

/ (@)
CH3/ NH2 —

Sekil 2.11.Huperzin A’nin yapisi

Metrifonat

Metrifonat, sistosomiasis tedavisinde orijinal olarak kullanilan uzun etkili, geri
doniisiimsiiz bir ChEI'dir (Sekil 2.12.). Kisa siireli kullanimda yan etki riski diisiik
olmakla birlikte uzun siireli kullanim miyastenik krize benzer sekilde solunum felci ve
néromiiskiiler iletim disfonksiyonuna neden olmustur. Bu nedenle FDA basvurusu
durdurulmus ve klinik ¢alismalar faz III sirasinda kesilmistir. Bununla birlikte, ADAS-

cog (Alzheimer'sDiseaseAssessmentScale-cognitivesubscale) ve diger Onlemler
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iizerinde saglam bir terapdtik etki gOstermistir. Ancak, metrifonat ve noromiiskiiler
disfonksiyon arasindaki iligki daha fazla arastirilincaya kadar, metrifonat su anda AH

tedavisi i¢in bir segenek degildir (77).

Sekil 2.12.Metrifonatin yapist

2.1.4. Monoaminoksidaz Enzimleri ve Enzim inhibitorleri

MAO enzimleri, serotonin, histamin, dopamin, noradrenalin ve adrenalin gibi
endojen molekiillerinin arasinda yer aldigi bir dizi monoamin molekiiliiniin
oksidatifdeaminasyonunda rol oynar. Bu reaksiyon sonucunda hidrojen peroksit, aldehit
ve amonyak veya molekiiliin yapisina bagli olarak degisen siibstitiieamin tiirevi bir
bilesik olusur (78).

Cogu memeli dokusunda bulunan MAO enzimi, MAO-A ve MAO-B olmak
Uzere iki izoenzime sahiptir. Bu iki izoenzimin flavin pargasinin aktif bolgeleri ayni
olmakla beraber, substrat, enzim, inhibitdr gibi ¢esitli ligand tanmma bdolgeleri
birbirinden farklidir. MAO izoenzimlerinin farkl {i¢c boyutlu yapilari, bu enzimlerin
ayni substratlar ve inhibitorlerle farkli etkilesimlerine neden olmaktadir. Yapisinda
flavin adenin dinukleotit (FAD) enzimi bulunan MAO'larin kristal yapilari ilk olarak
2002 yilinda aydmlatilmistir. Bu tarihten yillar sonra bu enzimlerin nérotransmiterlerin
oksidasyonundan sorumlu oldugu kesfedilmistir. Diniikleotid baglanma bolgesi
(Rossmann halkasi), MAO izoenzimlerinin (MAO-A ve MAO-B) N-terminallerinin
yaninda bulunmaktadir. Bu bolim, her iki MAO izoformunda adenin (AMP) baglanma
bolgesini gostermektedir. FAD bolgesi, kovalent baglanma pargasmi igeren C-
terminalinin yaninda yer almakta ve her iki izoformda da aktif bolge, protetik grubu
FAD'nin eklendigi kisimdir. FAD bdlgesinin amino asit dizisi, MAO-A ve -MAO-B'ye
%94 oraninda benzerlik gostermektedir. AMAO-A ve rMAO-A enzimleri% 90 oraninda
benzerlik gosterse de, aktif site yapisinin konformasyon ve hacim agisindan farklilik

gosterdigi bildirilmistir. Her iki enzim arasindaki en belirgin fark, hMAO-A'nin bir
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monomer olarak kristalize olurken, rMAO-A'nin bir dimer olarak kristallesmesidir.
MAO enzimlerinin aktif bdlgeleri hidrofobiktir ve yapilarinda flavin kofaktorunin
onundedir. hMAO-A enziminin aktif kismi, 210-2016 amino asitlerinin
konformasyonunun egrisidir ve tek parca bir hidrofobik bosluktan olusmaktadir. Bu
kistm, MAO-B'nin aktif alanindan farklidir. Iki izoenzim yapisal olarak benzer olmasina
ragmen, MAO-A'daki Phe208 / 11e335 ve MAO-B'deki 11e199 / Tyr326 gecit kalintilar1
birbirinden farklidir. Bu, bu izoenzimlerin substrati ve inhibe edici 6zelliklerinin

spesifik olmasina neden olmaktadir (Sekil 2.13.) (79,80).

MAO-A MAO-B

Sekil 2.13. MAO-A ve MAO-B’nin ii¢ boyutlu yapilar1

Bu durum ilk olarak, klorgilinin ve selegilinin bu izoenzimlere karsi farkli
duyarlilik gostermeleri ve 0Ozgiil olmalar1 ile anlasilmistir. Her iki izoenzim de
adrenalin, noroadrenalin, dopamin ve triptamini benzer sekilde okside etmektedir.
Bununla birlikte, klorgilin diisiik konsantrasyonlarda MAO-A'y1 inhibe ederken,
selejilin diisiik konsantrasyonlarda MAO-B'yi inhibe etmektedir.Bu durum, MAO-A ve
MAO-B izoenzimlerinin yapisinda bir farklilik oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil
2.14.) (80,81).
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Sekil 2.14.Dopamin, serotonin, noradrenalin, adrenalin, triptamin ve tiramin

molekiillerinin yapisi.

Yapisal farkliliklara sahip baska MAO izoenzim 6rnekleri de vardir. Ornegin,
MAO-A beyin ve periferik dokularda bir imidazolin baglayici enzim olarak bulunurken,
karacigerdeki MAO-B'nin yalnizca %10'u imidazolinlere baglanabilmektedir. Bununla
beraber, trombosit hiicrelerindeki MAO-B enzimleri, imidazolinleri zayif bir sekilde
baglamaktadir. MAO izoformlarinin yapismin aydinlatilmasi ve ilgili inhibitorlerinin
belirlenmesi, fizyolojik rollerinin daha iyi tanimlanmasma, ndrotransmiterlerin etki
mekanizmalarmin anlasilmasma ve sonug¢ olarak daha etkili ve daha spesifik MAO
inhibit6rlerinin tasarimina katkida bulunmaktadir (78-80).

MAO-B inhibitorleri olan deprenil ve parjilinile segici bir geri doniistimsiz
MAO-A inhibitéri olan Klorjilin, sitokimyasal olarak enzimle bire bir oraninda
izoenzimlerin aktif bolgesindeki kalintilara baglanmaktadir. Bu izoenzimlerin baglanma
bolgeleri 6zdes olmasina ragmen, inhibitdr seciciligindeki fark, baglanma bolgelerinin
yanimndaki farkli tanima bolgelerinin bulunma olasiligi ile agiklanabilir. MAO izoenzimi
cogunlukla sinir sistemi dokularinda bulunur ve substratlari, depresif bozukluklarin
fizyolojisinde dnemli bir rol oynayan noradrenalin ve serotonindir. Caligmalar, MAO-A
inhibitorlerinin noradrenalin ve 5-hidroksitriptaminin aracilik ettigi fizyolojik olaylar1

ve etkilerini MAO-B inhibitorlerinden daha fazla giliclendirdigini gdstermektedir. Bu
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nedenle, MAO-A inhibitorlerinin MAO-B inhibitorlerinden daha glcli antidepresan

aktivite gostermesi beklenir (82).
Tedavide kullanilan MAO-B inhibitorleri

Mevcut MAO-B inhibitorlerinin antidepresan olarak gelistirilmesinin tizerinden
yaklasik 50 yil gecmesine ragmen bu bilesikler ve inhibe ettikleri enzimler hala tam
olarak a¢iklanmamistir (83).

Antidepresan aktivitelerin yani sira proparjilamin, selejilin ve rasajilin gibi geri
doniigiimsiiz MAO-B inhibitorlerinin PH’nin tedavisinde de etkili oldugu bildirilmistir
(Sekil 2.15). Bu bilesikler, in vitro hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda ve in vivo hayvan
modelleme calismalarinda, ndronlar GzerindeMAO inhibisyonu ile iliskilendirilemeyen
noroprotektif etki gosterdigi belirlenmistir. Bu aktivitenin mekanizmasmin Bcl-2
proteinleri ve protein kinaza bagiml sinyal yollariyla ilgili oldugu belirtilmistir. Ayrica
geri doniisimli MAO-A inhibitori olan safinamidin, Parkinson hastalarinda test

edildigi ve hastaliga karsi etkili oldugu bildirilmistir (84).
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“\\\\\N A

Rasajilin
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Safinamit

Sekil 2.15.Selejin, rasaljin ve safinamitin kimyasal yapisi

MAO inhibitorlerinin klinik potansiyeli ve enzimin baglanma bdlgesinin yapisi
hakkinda detayli bilgiler, bu molekdller ile ilgili ¢alismalarm artarak devam edecegini
goOstermektedir. Uzun yillar boyunca gelistirilen birka¢ inhibitor molekiil gelistirilmekle
beraber, bu bilesiklerdeMAO izoenzimleri i¢in inhibisyon segiciliginin agiklanmasi
miimkiin olmamistir. MAO izoenzimlerinin U¢ boyutlu yapilar1 aydinlatildiktan sonra

bu yapimin protein gruplari ve baglantilar1 ortaya ¢ikarilmistir (85). Sonrasinda hMAO-
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A'nin biri giris, biri reaktif bosluk olmak {izereiki aktif bosluga sahip oldugu anlagilmis
ve MAO-A'daki bu kavitenin MAO-B'ye gore daha kisa ve daha genis oldugu
belirlenmistir (Sekil 2.16. ve Sekil 2.17.) (86).
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Sekil 2.16.Moklobemidin baglanma 6zellikleri ve MAO-A'daki bosluklar icerisindeki

konumlanmasi (86).
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Sekil 2.17.Selejilinin baglanma Ozellikleri ve MAO-B'deki bosluklar igerisindeki

konumlanmasi (86).
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2.1.5. Piridazinon Halkasi

Piridazin ¢ekirdegi, farmakolojik olarak yeni, aktif bilesikler gelistirmek igin
cok yonlii bir yapiyr temsil etmektedir. Heterosiklik azot yapisi; genis biyolojik
aktiviteye sahip bilesiklerin yapisina blylk Olclide yer almakta ve ayrica diger
farmakoforik gruplar1 baglamak i¢in de kullanilabilmektedir (87).

3-(2H)-piridazinon ve tiirevleri isimlendirilirken asagidaki gibi numaralandirma

yapilir.

Uzerinde herahangi bir stibstitlient bulunmayan 3(2H)-piridazinon ttrevlerinde
azot atomundaki serbest hidrojenden dolay1 tautomer dengesi iki numarali pozisyonda
belirtilmektedir  (88). 3(2H)-Piridazinonlarm IR ve UV  spektral verileri
degerlendirildiginde ¢ogunlukla okso formunda olduklar1 goriilmektedir (89).

!
(0] N. HO N.
N =~ N
AN | AN |

Halka azot atomunda siibstitiient tasimayan3(2H)-piridazinon bilesikleri,
amonyak ve aminlerle guclli bazlar veya tuzlar olusturan zayif asitlerdir. Cogu
piridazinontiirevi, karbonil bilesiklerinden hareketle sentezlenmektedir. Ilk piridazinon
bilesigi 1886'da  Fischer tarafindan sentezlenmis ve reaksiyon levulinik

asitfenilhidrazondan hareketle gergeklestirilmistir (90).

@ <5 @
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Piridazinon elde etmenin en yaygm yontemlerinden biri, maleik asit tlirevlerinin
veya bunlarin mono- Vve di-bagli tlrevlerinin hidrazin ile reaksiyonudur. Bu
reaksiyonlarda yaygin olarak maleik anhidrit kullanilmasina ragmen, maleik asit,
maleaik asit esteri ve asit halojeniir tiirevleri de kullanilmaktadir. 3(2H)-Piridazinon
yapisi, piridazin tiirevlerinin modifikasyonu ile de elde edilebilir. Piridazin halkasindaki
halojen veya alkoksil gruplarinin hidrolizi ile karbonil yapisina sahip piridazinon
bilesiklerine ulagilir, ancak bu reaksiyonlarda tautomerik yapilarin olusabilecegi
bildirilmektedir (90,91).

PiridazinonHalkasinin Sentez Reaksiyonlari

Genellikle 1,4-ketoasitler, 1,4-dikarboksilik asitler, 1,2-dikarbonil bilesikleri
gibi karbonil tiirevlerinden yola c¢ikilarak sentezleri gercgeklestirilen piridazinon
tiirevleri, halojen veya alkoksi gruplar1 tagiyan piridazin halkalarinin hidroliziyle de elde
edilebilmektedir. Bu sentez yontemlerinin ilki Fischer tarafindan 1886 yilinda
gergeklestirilen, levulinik asit fenilhidrazondan hareketle piridazinon halkasmin elde
edilmesidir (90). Asagidaki reaksiyon semasma gore gerceklestirilen reaksiyonun ilk
asamasinda levulinik asit yapisindaki karboksilli asit kismu ile, fenilhidrazonunfenile
komsu azot atomu ile reaksiyonu sonucu halka kapanmasi ile 4,5-dihidropiridazinon
tiirevine ulasilmig, sonrasinda fosforpentakloriir ile reaksiyonu sonucu piridazinon

halkasina ulasilmstir.

e SRS ST 5
@ SR

Bu ilk piridazinon bilesiginin elde edilisinden sonra pek ¢ok piridazinon bilesigi
sentezlenmis, bu c¢alismalardan birinde 1,4-keto asitler veya bu asitlerin ester
turevlerininhidrazin  ile  siklokondenzasyon reaksiyonundan dihidropiridazinon
bilesikleri elde edilmis ve bir sonraki asamada bu bilesigin dehidrojenasyonu ile 6-
stbstitie-3(2H)-piridazinon bilesikleri elde edilmistir (92).
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Bu sekilde 4,5-dihidro-3(2H)-piridazinon halkasi elde edildikten sonra, 3(2H)-
piridazinon halkasina ulasmak igin, gesitli oksidan reaktiflerin kullanilmasiyla dort ve
besinci Kkarbonlar arasinagifte bagm ilave edildigi pek ¢ok reaksiyon metodu
bulunmaktadir. 4,5-dihidro-3(2H)-piridazinon halkasindan farkli olarak ayni konumda
cifte bagin bulundugu siibstitiientin de yer aldig1 4,5-dihalo-3(2H)-piridazinonlarin a,f-
doymamuis-1,4-aldehido asitler ve hidrazinin reaksiyonundan elde edildigi ¢alismalar
bulunmaktadir. Bu yontemle piridazinon sentezinde 4,5-dikloro-3(2H)-piridazinon, 4,5-

dibromo-3(2H)-piridazinon, 2-fenil-4,5-dikloro-3(2H)-piridazinon bilesikleri
kullanilmaktadir (91).
X O X
H H,NNH,. 1,504 X~
A OH NaOAc 1\\1
0O X o) E ’

Piridazinon halka sentezinin gerceklestirildigi bir baska ¢alismada, ilk asamada
aliminyum trikloriir ~Kkatalizorliigiinde, FriedelCrafts reaksiyonuyla benzen ve
mukobromik asitten 4-fenil-3,3-dibromokrotonolakton bilesigi elde edilmistir.
Reaksiyonun son basamaginda ise etilenglikol icerisinde hidrazin hidrat ilavesiyle 6-
aril-5-bromo-3(2H)-piridazinon bilesigi elde edilmistir. Arastirmacilar bu ¢alismada bir
de 4-fenil-3,3-dibromokrotonolakton bilesiginin magnezyum oksit ile reaksiyonu
sonucu a-konumundaki halojenin ortadan kalktigini ve E-akrilik asit turevlerine
ulastiklarin1  bildirmislerdir. 5-bromo-3(2H)-piridazinon tlrevlerine ise metanol
icerisinde akrilik asit turevlerinin hidrazin hidrat ile reaksiyonu sonucu ulasmslardir
(93).
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Wolff-Kishner rediiksiyonu ile 1,4-Keto asitler yapilarindaki
arilsiibstitiientlerine bagli olarak piridazinona doniismektedir; ancak asit yerine ester
yapismin oldugu durumlarda, bu doniisiim gergeklesememektedir. Siibstitlie veya non-
substitiie 1,4-ketoasitlerin semikarbazitlerle olan reaksiyonlarindan da
3(2H)piridazinonlara ulasilabilmektedir. Bu reaksiyon sonucu N-karboksamido kismi
halka iizerinde kalabileceg§i gibi reaksiyon kosullarna bagli olarak halkadan

ayrilabilmektedir (92).
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3(2H)-Piridazinon halkas1 piridazin turevi bilesiklerin reaksiyonundan da elde
edilmektedir. Ozellikle halojen veya alkoksil grubu tastyan piridazin tiirevlerinde, bu
yapilarin hidrolizi ile laktam yapisinda olan piridazinon halkasina ulagilmaktadir. Bu
yontemle piridazinon eldesinde tautomerik yapilarin olustugu da literatiirde kayithdir
(68).
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2.1.6. Hidrazon Yapisi

Hidrazon yapisindaki bilesikler, aldehit ve ketonlarin yapisinda yer alan
karbonil gruplari ile bir primer amin yapisi tasiyan hidrazinlerle reaksiyonu sonucu elde
edilirler.

(0] H H

<H A \
H,CH,CO—C—CH, H - NH, 1\‘1/NH2
\ “~
| e H,CH,CO—C
\

L CH, — 3 H3CH,CO
H,NNH,
o H

Il
H,NHNCH,C

Yukaridaki mekanizmada da gosterildigi gibi reaksiyon, hidrazin molekilinin
azot atomlaridan birinin ortaklanmamis elektronlarinin, kismi pozitif yiikle yiiklenmis
olan karbonil karbonuna atak yapmasi tizerine baslamaktadir. Sonrasinda bir takim
elektron hareketlerini takiben su molekiiliinlin ayrilmasive sonrasinda da oksijenli
grubun ayrilmasiyla hidrazon yapisi olusmaktadir. Bu yontem pek ¢ok aldehit ve keton
tirevinden hidrazon bilesiklerinin elde edilmesinde kullanilmaktadir (94).

Hidrazinler ve gesitli siibstitiie diketonlarin reaksiyonu sonucu halkali azinler
olusmaktadir. Bu sentez yonteminde, kullanilan diketonlarin yapisina da baglh olarak

pirazolleri, dihidropridazinleri ve N-aminopiroller olusabilmektedir.
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Hidrazon tiirevleri ayrica, kararsiz olan diazonyum bilesiklerinden de elde
edilebilmektedir. Karbon atomuna bagli azo grubu, karbon atomu iizerinde hidrojen
atomu bulunmasi halinde kararsiz alifatik azo bilesikleri olusmakta ve bu nedenle
bilesikler, bu yapmnin izomeri olan hidrazonlara tautomerize olmaktadirlar. Bu nedenle
olusan {irlin azo bilesigi degil hidrazon tiirevidir. Japp-Klingemann reaksiyonu olarak
bilinen bu reaksiyon bir keton ya da karboksilik asit molekiiliinden hidrazon yapisinin
olusumunu gostermektedir. Bu reaksiyonda kullanilan azo bilesiklerinde, alkil ya da
karboksil grubu bulunmadigi durumlarda tautomerizm gergeklesmeyip, alifatik azo

bilesigi kararli halde kalmaktadir (95).
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2.1.7. Hidrazon ve Piridazinon Yapisi tasiyan Bilesiklerin Biyolojik
Aktiviteleri

Hidrazon yapisma sahip bilesikler lizerinde ¢ok sayida farmakolojik aktivite
caligmasi yapilmistir ve yapilan g¢alismalarda bu fonksiyonel grubu tasiyan bilesiklerin;

analjezik, antiinflamatuar, antiplatelet, antikolinesteraz, antibakteriyel, antifungal,
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antitimoral aktivite gibi birgok biyolojik aktiviteye sahip olduklari bildirilmistir
(68,94,96,97). Yapida yer alan hidrojen dondrii ve azot akseptorii, hidrazon yapisi
tastyan bilesiklerin, bu grup araciligiyla cesitli enzimlerin aktif bdlgelerindeki
aminoasitlerle hidrojen bagi yapabilmesine olanak saglamaktadir.

Benzer sekilde3(2H)-piridazinon yapisina sahip bilesikler iizerinde de ¢ok
sayida farmakolojik aktivite ¢alismasi yapilmistir ve yapilan caligmalarda bu iskeleti
tastyan bilesiklerin; analjezik, antiinflamatuar, antihipertansif, kardiyotonik, antiplatelet,
antikolinesteraz, antibakteriyel, antifungal, antitimoral ve herbisit aktivite gibi birgok
biyolojik aktiviteye sahip olduklari bildirilmistir (86,87).

Ornegin; tedavide kullanilan piridazinon turevleri arasinda,
trombositagregasyonuinhibisyonlarinin ~ yan1  sira, antihipertansif aktiviteleri ve
kardiyotonik 6zelliklerinden dolay1 kardiyovaskiiler sistemde farkli etkilere sahip ilaglar
yer almaktadir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1.Tedavidekullanilanpiridazinonhalkalibaziilaglar
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o \ 0—(
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HN-N @OCH3
o \ NH
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Antibakteriyel ve antifungaletkili hidrazon ve 3(2H)-piridazinonlar

Antimikrobiyal enfeksiyonlar, diinyanin birgok tlkesinde en 6neml imortalite ve
morbidite nedenlerinden biridir. Literatirde 3(2H)-piridazinon halkas: tasiyan birgok
bilesigin antibakteriyel ve antifungal aktivite gosterdigi bildirilmektedir.

3(2H)-Piridazinon halkasmm ikinci konumunda N'-benziliden-asetohidrazit
grubu tasiyan bir seri bilesigin sentezinin yapildig1 bir ¢alismada, bilesiklerin
antibakteriyel, antifungal vea ntimikobakteriyel aktiviteleri arastirilmis, elde edilen
bilesiklerden  2-[4-(4-klorofenil)-6-(morfolin-4-il)-3-okso-(2H)-piridazin-2-il]-N'-(4-
tert-butilbenziliden)asetohidrazit(1) ve 2-[4-(4-klorofenil)-6-(morfolin-4-il)-3-okso-
(2H)-piridazin-2-il]-N'-(4-klorobenziliden) asetohidrazit (2) molekullerinin hem Gr(+)
hem de Gr(-) bakterilere kars1 ylksek aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada
sentezlenen bilesiklerin ¢ogunun E.coli(ATCC 35218)’e kars1 aktivite gostermedigi de
belirtilmistir (Sekil2.18) (98).

O hidrazon O hi
hidrazon CH;
o S g ®: )
/N NTN R CH;

(0) N~ 0"

piridazinon

Sekil 2.18. Bilesik 1 ve 2’nin yapisi

Nagle ve digerleri, yapmis olduklaribir ¢alismada sentezledikleri timol yapisini
iceren piridazinon tiirevi bilesiklerin (3-14) antibakteriyel aktivitesini E. coli ve S.
aureus'a kars1 agardiliisyon yontemiyle belirlemislerdir. Arastirmacilar ayni1 zamanda bu
calismada bilesiklerin antifungal etkilerini de A. niger ve P. Marneffei’ye test
etmislerdir.

Siprofloksasin ve flukonazolile karsilagtirmali yapilan bu ¢alismada, tim
bilesikleriniyi antibakteriyel ve antifungal etki gdsterdikleri belirlenmistir. Bu ¢alismada
ayrica, bilesiklerin glukozamin-6-fosfat sentaz ve A. Nigerfitaz enzimlerine karsi
molekiiler modelleme ¢alismalart da yapilmis ve bilesiklerin reseptorlere yliksek

baglanma afinitesi gosterdigi bildirilmistir(Sekil 2.19) (99).
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Sekil 2.19.Piridazinontimol komplekslerinin yapis1

3(2H)-piridazinon halkas1 tasiyan sekiz hidrazon tiirevinin sentezlendigi ve iki
Gr (+) (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis), iki Gr(-) bakteri (Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli) ve iki mantar (Candida albicans, Candida krusei) susu
kullanilarak antimikrobiyal aktivitelerinin degerlendirildigi c¢alismada sentezlenen
bilesikler arasinda, en iyi antibakteriyel aktiviteye sahip olan molekil funguslara karsi
da 8 mg/ml dozda aktivite gostermistir. Bu calismada, CYPS51 inhibisyonlarinin
derinlemesine anlasilmasini saglamak igin molekiiler modelleme ¢alismalar1 da
yapilmis, elde edilen en aktif bilesigin enzimlerin aktif bdlgesine baglanma profilleri,

flukonazol gibi bilinen inhibitdrlerle baglanma etkilesimlerine benzerlikler gostermistir
(100).

CF,

Sonmez ve digerlerinin yapmis oldugu bir ¢alismada piridazinon tlrevi metal
kompleksleri sentezlenmistir. 5-benzoil-4-hidroksi-2-metil-6-fenil-2H-piridazin-3-on‘'un
cesitli metal komplekslerinin hem Gr(+) hem de Gr(-) bakterilere ve mantarlara karsi
antimikrobiyal aktivitelerinin degerlendirildigi bu ¢aligmanin sonuglarma gore, Cd (II)
(15) ve Ni (I1) (16) komplekslerinin bir Gr(+) bakteri (S.aureus ATCC 6538), bir Gr(-)
bakteri (Pseudomonasputida ATCC 12633) ve iki mantar hiicresine (C.albicans ATCC
27541 ve C.tropicalis 1828) kars1 yiiksek aktivite gosterdigi bulunmustur (Sekil 2.20)
(102).
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Sekil 2.20.Piridazinon metal komplekslerininyapisi

Sallam ve digerleri, aza-Michael katim reaksiyonunu uygulayarak, dérdunci
konumunda 1,3,4-tiyadiazolil halkas1 tasiyan yeni N-substiie 6-aril-piridazin-3(2H)on
tirevlerini sentezlemislerdir. Bilesiklerin in vitro antimikrobiyal aktivitelerinin
arastirtldigr bu calismalarda bilesiklerin bir ¢ogu umut verici biyosidal etkiler
gOstermistir. Calismanim sonuglarmma goére, piridazinon halkasmin dérdinci konumunda
tiyadiazol ve N-2'de karbamoil veya tiyokarbamoil grubu tasiyan bilesiklerin, genellikle
P. Aeruginosa ve C. Albicans disindaki tim mikrobiyal suslara karsi aktif oldugu
bildirilmistir. Sentezlenen substue piridazin-3(2H)-on serileri arasinda ikinci konumda
asetil tasiyan bilesik 17, S. Racemosum'a karsi en iyi antibakteriyel aktiviteyi
gOstermistir (Sekil2.21) (102).
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Sekil 2.21.Bilesik17’nin yapis1
Analjezik ve antiinflamatuaretkili hidrazon ve 3(2H)-piridazinonlar

3(2H)-Piridazinon tlrevleri (zerinde yapilan analjezik ve antiinflamatuar
aktivite caligmalart 19. ve 20. yiizyillarda 6nem kazanmistir. Pentoil ve Nandron
ismiyle 1980'lerin sonunda analjezik ve antiinflamatuar ila¢c olarak piyasaya giren
Emorfazon, 3(2H)-piridazinon halkasi tasiyan bir bilesiktir (Sekil 2.22) (103).

Sekil 2.22.Emorfazon’un yapisi

Literatirde 6-substiie-3(2H)-piridazinon tiirevi bilesiklerin analjezik ve
antiinflamatuar aktivitelerinin arastirildigi cok sayida calisma bulunmaktadir. Bu
caligmalardan birinde, on bilesikten olusan 6-stbstie-3(2H)-piridazinon serisinde
bilesiklerin analjezik ve antienflamatuar aktiviteleri, fenilbenzokinon kaynakli kivranma
testi (PBQ) ve karagen ile indiklenen pence 6demi testi uygulanarak
degerlendirilmistir. Bilesiklerin dordiiniin, iilserojenik etki ve akut toksisite olmaksizin
200 mg/kg dozda oOnemli bir analjezik etki gosterdigi bildirilmistir. Ayrica
arastirmacilar, sentezledikleri 6- [4-(2-florofenil)piperazin-1-il]-3(2H)-piridazinon 18
bilesiginin, standart ila¢ olan indometazine benzer antiinflamatuar aktivite gosterdigini
bildirmislerdir (Sekil 2.23) (104).

35



Sekil 2.23.Bilesik 18’in yapis1

Husain ve digerleri, mevcut anti-enflamatuarilaglardan daha guvenli olarak
sentezledigi piridazinon tirevlerinin ayrica analjezik, lilserojenik ve lipid peroksidasyon
etkilerini de aragtirmistir. Anti-enflamatuar aktivite c¢alismalarmda, ibuprofen ile
karsilastirildiginda, 5-(4-florobenzil)-3- (4-klorofenil)-1,6-dihidro-6-piridazinon 19 ve
5-benzil-3-(4-metilfenil)-1,6-dihidro-6-piridazinon 20 bilesiklerinin en aktif oldugu
bulunmustur (Sekil 2.24). (105).

Sekil 2.24.Bilesik 19ve20’nin yapisi

Barberot ve digerleri potansiyel PDE4 (fosfodiesteraz 4) inhibitorleri olarak iki
piridazinon tiirevi bilesik grubu (A ve B) gelistirmis ve bunlarin anti-enflamatuar
etkilerini degerlendirmislerdir (Sekil 2.25) (106).

R;: Me (21), Bn (22)
R,: Ph (23), 3,4(Me0),C¢H; (24)

R;: H (25), Me (26)

Sekil 2.25. A ve B tiirevlerinin yapis1

Arastirmacilar, 5-arilidenetronatlardan veya levulinik asit turevlerinden A grubu
bilesikleri tasarlarken ana iskelet ealkoksi veya katekol kisimlarini eklemislerdir. Bunun
nedeni, dialkoksifenil iceren molekdllerin, PDE4'Un secici inhibitdrleri olmasi ve

boylece, katalitik bolgenin arkasinda bir glutamin kalintis1 ile hidrojen baglarinin
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olusturulmasmin saglanmasidir. Arastirmacilar ayrica, 1998 yilinda Pieretti ve Dal Piaz
tarafindan yapilan PDE4 inhibitorii piridazinon tiirevlerine dayanan B grubu bilesiklerin
tasarimini da gerceklestirmislerdir (106,107). Bu ¢alismalarda, tiyofen ve izoksazol gibi
heterosiklik c¢ekirdeklerle kaynasmis piridazinonlar, olasi anti-enflamatuar ajanlar

olarak gelistirilmistir (Sekil2.26).

Sekil 2.26.Tiyofenhalkasitagiyanpiridazinonlarinyapisi

Bu nedenle, Barberot ve digerleri, PDE4 tizerindeki glcl ve segiciligi etkileyip
etkilemedigini incelemisler ve piridazinon tirevlerinde yap1 iskeleti ve heterosiklik
kisim arasinda bir dereceye kadar konformasyonel serbestlik oldugunu ve bu kisith
konformasyonlarin arasinda 4,5-dihidropiridazinona ait B grububilesiklerin, Gmit verici
aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica bu bilesiklerin, PDE4 izoenzimlerine karsi
secici oldugunu bulmus ve insan birincil polimorfonikleer hicreleri tarafindan IL-8
Uretimini azalttigini bildirilmislerdir (106).

Eman ve digerleri, bir etenil araciligiyla altinct konuma baglanmus bir aril veya
piridil kism1 tasiyan bir dizi piridazinon tlrevi bilesigi, COX-1 ve COX-2 izoformlar1
Uzerinde segici inhibisyonunu belirlemek icin tasarlayip sentezlemislerdir. Bilesiklerin
dokuzu, nano-molar aralikta ICso degerleri ve 4 ila 38 arasinda degisen segici indeksler
(S1) ile son derece gliclii bir COX-2 inhibitor etki gostermistir. Ozellikle bilesik 27, 28,
29 ve 30 (Sekil2.27), 15.56-19.77 nM araliginda 1Cso degerleri ile en yiuksek COX-2
inhibitdr aktivitesi gosteren bilesikler seg¢ilmistir. Arastirmacilar, bu bilesiklerin
selekoksibden 1,4-2,2 kat daha yiiksek segicilik gosterdigini ve SI degerleri sirasiyla 24,
38, 35 ve 24 oldugunu bildirmislerdir (108).
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H3C H3C
27 28 29 30

Sekil 2.27.Bilesik 27, 28, 29ve30’nin yapisi

Arastirmacilar ayrica, in vivo Irlanda yosunu kaynakli sican penge odemi
yontemi ve (lserojenik ajan kullanarak bu dort bilesik icin anti-enflamatuar aktivite
testleride gergeklestirmislerdir. Bu ¢alismalarin sonunda, bilesik 28, 29 ve 30, hem
indometazin hem de selekoksibile karsilastirildiginda Ustiin anti-enflamatuar aktivite
gOstermis ve bilesiklerin higbiri mide Ulserojenik yan etkiler gostermemistir. Daha ileri
caligmalarinm bir sonucu olarak, bilesik 27'nin oral uygulamanin ikinci saatinde
selekoksibe esdeger oldugu ve dordlncu saatte indometazine esdeger bir anti-
enflamatuar aktivite sergiledigi gézlemlenmistir. Bilesik, indometazin ve selekoksibile
karsilastirildiginda in vivo sartlarda hafif hiperemi gostermistir (108).

6-sibstitute-3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(slbstitie benzal) hidrazon tirevlerinin
bir serisinin sentezlendigi bir ¢alismada bilesiklerin analjezik, antiinflamatuar ve
antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirilmistir. Yeni piridazinon tiirevlerinin analjezik
aktivitesi fenilbenzokinon ile indiiklenen kivranma testi, antienflamatuar aktivitesi
karragenin ile induklenen pence ddemi testi ile degerlendirilmistir. Antienflamatuar ve
analjezik aktivitede siibstitiientlere belirgin bir bagimlilik goézlenmistir. Bilesiklerin
farmakolojik calismalar1 benzalhidrazon yapisinin fenil halkasi lizerindeki atom veya
kimyasal gruplarin modifikasyonunun analjezik ve antiinflamatuar aktiviteyi
etkiledigini dogrulamus, bilesik 31 en aktif molekiil olarak se¢ilmistir (Sekil 2.28) (109).

Sekil 2.28.Bilesik 31’in yapis1

38



Antipirin ve piridazinon tdrevlerinin sentezlendigi baska bir ¢alismada, elde
edilen bilesiklerin analjezik ve antiinflamatuvar aktiviteleri sirasiyla p-benzokinon
kaynakli bolinme testi ve karragenan kaynakli pengce 0demi testi kullanilarak, sirasiyla
aspirin ve indometazin referans ilaglarma karsi degerlendirilmistir. Bu 6dem testi
yontemlerine karsi bazi bilesikler, referans ilaglardan daha etkili bulunmustur.
Bilesiklerin yan etki potansiyelleri de arastirilmis ve iilserojenik yan etki bulunmamastir,

aktif bulunan bilesik 32 sekilde gosterilmistir(Sekil 2.29) (110).
0
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Sekil 2.29.Bilesik 32’nin yapis1

Laktam azotu iceren 4-slbstiefenilhidrazin turevi sibstitlebilesiklerin
sentezlendigi benzer bir calismada, p-benzokinon kaynakli béliinme testi ve irlanda
yosunu ile indiiklenmis pence ddemi test yontemlerinde, aspirin referans ilaca karsi
bilesiklerin analjezik ve antiinflamatuar aktiviteleri ¢alisilarak degerlendirilmis,
bilesiklerin iilserojenik yan etkiler olmaksizin analjezik ve antiinflamatuvar etkileri

oldugu bildirilmistir (Sekil 2.30) (111).

R

Sekil 2.30. Laktam azotu igeren 4-siibstiiefenilhidrazin tiirevi siibstitiie bilesiklerin
yapisi

Antikanser etkili hidrazon ve 3(2H)-piridazinonlar

Diinya Saglik Orgiitii'ne gore kanser, diinya nifusunun biyik bir bolimini

etkileyen en tehlikeli hastaliklardan biridir. Cok c¢esitli kanserlerin tedavisi i¢in, farkl
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mekanizmalarla hareket eden ilag molekulleri vardir. Bununla birlikte, bu ilaglarin
temel yan etkisisecicilik eksikliginin olmast ve bu sebeple kanser hicresi gibi normal
hicrelere karsi da sitotoksik etkilere sahip olmalaridir. Cesitli arastirmacilar,
piridazinon tasiyan antitimor ajanlar1 sentezlemis, sonu¢ olarak, piridazinon ana
halkasina dayali bir¢ok antitlimdr etkili bilesik gelistirilmistir (112,113).

Benzen siilfonamid yapis1 tasiyan bir dizi yeni piridazinon tiirevi, Rathish ve
digerleri tarafindan 10semi, kiicik olmayan hiicreli akciger kanseri, kolon, melanom,
yumurtalik ve gogiis kanseri gibi insan kanser hiicre dizilerine yonelik antikanser
aktivitelerini incelemek icgin tasarlanmig ve sentezlenmistir. Calisma sonuglarma gore,
bilesik 33'Un (Sekil 2.31), Glso degeri 0.1 mM'den diisiik olan SR (16semi) ve NCI-
H522'ye (kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri) karsi kayda deger aktivite gosterdigini
bulmuslardir (114).

O,NH,

Sekil 2.31.Bilesik33’{in yapisi

Ahmad ve digerleri, [B-aroilpropanoik asit ve 4-
hidrazinobenzensilfonamidhidrokloririin  reaksiyonundan  bir  dizi  6-aril-2-(p-
stlfamilfenil)-4,5-dihidropiridazin-3 (2H)-on bilesiklerini (34) (Sekil 2.32) sentezlemis
veHL-60 (TB) (losemi), SR (lésemi), NCI-H522 (klglk hicreli olmayan akciger
kanseri) ve BT-549 (meme kanseri)’ne karsi etkilerini arastirmiglardir. Bilesiklerin 2
uM'den daha disiik konsantrasyonda dahi yiksek antitimoralaktivite gosterdigini
bildirmislerdir (115).

A =0

" N-N

O,NH,
Sekil 2.32.Bilesik 34°Un yapis1
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Al-Tel ve digerleri yaptiklar1 yeni biyolojik ¢alismalarda, antikanser ajanlari
olarak tetrahidro-2H-pirano[3,2-c] piridazin-3(6H)-on tlrevlerini aktivite olarak
degerlendirmislerdir. Bilesik 35 ve 36 (Sekil 2.33), test edilen diger kanser hiicrelerine
kiyasla SK-BR-3'e kars1 (sirastyla IC50 0.21 ve 0.15 mM) yaklasik 30 kat daha gucli
etkinlik gostermis, ayrica bu iki bilesik, SKBR-3 meme kanseri hiicrelerine normal
meme hiicre hatti1 olan MCF10A'ya g0re yaklasik 295 kat daha yiksek sitotoksisite
gOstererek segici ve giivenli oldugu bildirilmistir (Sekil 2.33) (116).

Sekil 2.33. Bilesik 35ve 36’nin yapist

Ana yap1 olarak piridazinon halkasi ve hidrazon yapisi igeren 23 bilesigin
sentezinin yapildig1 bir ¢alismada, bilesiklerin anti-proliferatif etkileri belirlenmistir.
Piridazinon halkasina bagl piperazin ve ona bagl siibstitiie ve nonsiibstiiite fenil
halkas1 igeren bu tiirevlerin, insan diseti fibroblastlarma (HGF'ler) karsi sinirli bir
sitotoksisite ve mide adenokarsinom hiicrelerine (AGS) kars1 iyi anti-proliferatif etki
gosterdigi belirlenmistir. MTT ve LDH testlerinin doksorubisinin pozitif kontrol olarak
kullanilmasiyla yapildigi bu c¢aligmada, ardisik analizler, en umut verici iki Oncl
bilesigin, piperazine bagh fenil halkasmin 4-kloro ve 4-floro siibstitiie tiirevler arasinda
yer alan ve benzalhidrazon yapisindaki fenil halkasinda 4-nitro ve 2,3-metoksi iceren
tirevler oldugunu bildirmislerdir (Sekil 2.34). Bu bilesiklerin, antiproliferatif etkilerini,
hidrojen peroksit salinimi ve hematoksilen-eozin boyamasindan sonra 151k mikroskobu
analizi ile ortaya ¢ikan morfolojik degisiklikler (hiicre kabarmasi) gibi oksidatif stresi
indiikleyerek uygulayabildigi ortaya konmustur. Ayrica, bu en aktif bilesikler tarafindan
indiiklenen apoptotik siireci daha fazla degerlendirmek i¢cin Bax ekspresyonu, akis
sitometrisi ile Olgllmiis, elde edilen bulgular, kanserli hiicre hatlarna karsi dnemli
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biyolojik etkiler géstermek igin bu ana iskeletteki yapi-aktivite iliskileri hakkinda yeni

bilgiler sunmustur (29).

Sekil 2.34. Antiproliferatif piridazinon halkasi ve hidrazon yapisi tagiyan bilesiklerin
yapisi

Gong ve digerleri, hlicre bazli tarama modelleri kullanarak kanser hiicrelerine
kars1 sitotoksisik etkili, yeni birbilesik olan IMB5043°1i (37) (Sekil 2.35) sentezlemisler.
Bu bilesik yapi olarak tiyofenille kondanse edilmis bir piridazinon halkasidir. Bu
calisgmada, elde edilen bilesiklerin antitimoér etkinligini ve olasi mekanizmalarini
degerlendiren arastirmacilar, MTT analizinin ¢esitli insan kanser hicre dizilerinin,
Ozellikle hepatokarsinom SMMC-7721 hicrelerinin  ¢ogalmasmi  engelledigini
bildirmiglerdir. IMB5043'Un hiicre dongiisiinii  bloke ettigi, hiicre apoptozunu
indiikledigi ve G2/M tutuklamasi ile SMMC-7721 hicrelerinin gég¢lni ve istilasini
inhibe ettigi g6zlemlenmistir. Aktivite sonuglari; kuyruklu yildiz testi ve y-H2AX odak
olusumunun yanisira IMB5043'tin DNA hasarina neden oldugu ve fosforilasyon ile
ATM, Chk2 ve p53'l aktive ettigi bildirilmistir (113).

Sekil 2.35.Bilesik 37’nin yapisi
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Sinirsistemini etkileyen 3(2H)-Piridazinonlar

Kolinesterazlarin inhibisyonu, ilerleyici ve 6limcil bir ndrolojik bozukluk olan
Alzheimer hastaligin1 kontrol altina almak igin etkili bir yontemdir. Bir dizi 6-stibstie-
3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(p-substiiebenzalhidrazon) turevleri, aragtirmacilar
tarafindan tasarlanmis, sentezlenmis ve bunlarin asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz
uzerindeki inhibitor etkileri, guclu ikili inhibitor olarak degerlendirilmistir. Bilesikler
cesitli stsbtlie/non-sustiiebenzaldehitlerin 6-[4-(3,4-diklorofenil)piperazin-1-il]-3(2H)-
piridazinon-2-il asetohidrazit ile reaksiyonu ile elde edilmis ve antikolinesteraz
aktiviteleri buna gore belirlemistir. Ellman ydntemine gore; arastirmacilarin yapmis
olduklar1 bilesiklerden en aktif olan iki tanesi, 100 pg/ml dozda %75.52 ve %71.72
asetilkolinesteraz inhibisyonu etki gostermistir. Ote yandan batirilkolinesteraz tizerine
daha yuksek aktivite gosteren ve farkli siibstitiient iceren iki bilesik de, aymi
konsantrasyonda sirasiyla %67.16 ve %62.03 inhibisyonla en vyiiksek aktiviteyi
gostermistir. Arastirmacilar, her iki enzimi de inhibe eden guclu ikili kolinesteraz
inhibitord bilesiklere de ulasmislardir. Molekiler kenetleme c¢alismalar1 sayesinde
arastirmacilar, inhibisyonda farklilik gosteren onceki tiirevlere kiyasla her iki enzim i¢in
bilesik 38’in inhibisyon mekanizmasint ve molekiler dizeyde reseptor afinitesini

etkileyen faktorlere iliskin 6ngori elde etmeye ¢alismuslardir (Sekil 2.36) (68).

CH,

ﬁ)H
CHiCNHN CH

Sekil 2.36. Bilesik 38’in kimyasal yapis1

Piridazinon c¢ekirdegi Uzerine yapilan caligmalarda, yapiyir terapotik agidan
ilaclara doniistiirmek icin yapiya ¢ok cesitli farkli molekuller dahil edilmistir. OniKi
yeni 6-stibstue-3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(non-sibstiie/4-slbstie benzene
stlfonohidrazid) tdrevlerinin  hazirlandigt  ve  bunlarm  asetilkolinesteraz  ve

batirilkolinesteraz tzerindeki inhibitor etkilerinin bakildigi bir ¢alismada, elde edilen
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bilesikler guclu ikili inhibitorler olarak degerlendirilmistir. Bilesikler ¢esitli substitute
ve nonslbstie benzene sulfonikasitlerin  6-stbstiefenil-3(2H)-piridazinon-2-il
asetohidrazid ile reaksiyonu sonucu elde edilmis ve Ellman ydntemine gore
antikolinesteraz aktivitelerini belirlenmistir. 100 pg/ml'de orta derecede inhibisyona
sahip bilesiklerin elde edildigi bu ¢alismada en aktif bilesikler, AChE ve BChE'ye
karsisirasiyla %25.02 ve %51.70 inhibisyonla aktivite gostermis ve ikili bir inhibitor
olarak etkin olabilecegi belirlenmistir. Yine bu calismada, molekiler kenetleme
caligmalar1 yoluyla, bilesiklerin molekiler dizeyde her iki enzime karsi inhibisyon
mekanizmasina iligkin bilgiler saglanmustir (Sekil 2.37). (117).

Periferal anyonik bélge

RZ Kolin baglanma bolgesi

(o)

F:?ozitif yiik bolgesi 1
N NH-NH—llOR4
o (0]

Sekil 2.37.6-sibstlie-3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(non-stibstie/4-

stibstuiebenzensilfonohidrazid) turevi AChE ve BChE inhibitorleri

Hidrazid pargasi tasiyan alt1 piridazinon tiirevinin sentezlendigi ve bunlarmn
insan monoaminoksidaz (hMAOQ) inhibitor aktivitelerinin belirlendigi bir baska
caligmada, in siliko ADME tahmininde ve in vitro biyolojik tarama testlerinde
molekdiler kenetleme c¢alismalar1 ile degerlendirilmistir. Bir bilesik disinda sentezlenen
bilesiklerin ¢ogusegici olarak hMAO-B'yi inhibe etmis, bilesikler yarismali olarak
hMAO-B'yi secici ve geri doniiglii olarak inhibe etmistir. Yapilan bu seride, piperazin
halkasina bagli R grubu olarak 4-klorofenil halkasina sahip olan bilesik, en gucli (ki =
0.022 £ 0.001 pM) ve secici (SI (Ki AMAO-A/hMAO-B) = 206.82) hMAO-B inhibitori
olarak bulunmustur. Molekiler kenetleme ¢alismalari, piperazin halkasi tizerindeki fenil
grubunun hMAO-B inhibe edici etki glclni etkiledigini, fenil halkas1 tizerindeki 4-
Kloro sibstitientinin hem inhibe edici etkiyi hem de bilesigin bu serideki hMAO-B'ye
kars1 segiciligini arttirdigini ortaya ¢ikarmustir. Kenetleme ¢alismalarindan elde edilen
hesaplama degerlerinin, in vitro deneysel verilerle uyum icerisinde oldugu bulunmustur.
Bilesiklerin, 25 pM konsantrasyonda HepG2 hiicreleri icin toksik olmadigi
bulunmustur. ADME o6zelliklerinin silico hesaplamalari, bilesiklerin iyi farmakokinetik

profillere sahip oldugunu gostermistir. AH ve PH tedavisinde yeni piridazinonlarin
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tasarimi ve gelistirilmesi igin, en aktif bilesik olan (6-[4-(4-klorofenil)piperazin-1-il]-

3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazid)’in onerilebilecegi sonucuna varilmistirSekil 2.38)

(87).
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Sekil 2.38.Hidrazid pargasi tastyan piridazinon tiirevinin hMAO-B ile etkilesmesi
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. KIMYASAL CALISMALAR
3.1.1. Materyal

Bilesiklerin  sentezinde kullanilan  3-kloro-6-(4-(2-florofenil)piperazin-1-
il)piridazin, literatiir yontemine gore tarafimizdan hazirlanmistir. (119-122).1k
basamaktan sonra elde edilen baslangi¢ maddeleri olan 6-(4-(2-florofenil)piperazin-1-
il)piridazin-3(2H)-on,  etil  6-(4-(2-florofenil)piperazin-1-il)piridazin-3(2H)-on-2-il
asetat ve 6-(4-(2-florofenil)piperazin-1-il)piridazin-3(2H)-on-2-il  asetohidrazitde
literatlr yontemlerinden uyarlanarak ilk defa tarafimizdan sentezlenmistir (68,118,119).

Sentez calismalarinda; 3,6-dikloropiridazin(Aldrich), 2-
florofenilpiperazin(Merck), hidrazin hidrat (%99)(Aldrich), etil bromoasetat(Fluka),
benzaldehit (Merck), 2-klorobenzaldehit (Fluka), 4-klorobenzaldehit (Fluka), 3-
bromobenzaldehit (Fluka),4-bromobenzaldehit (Fluka), 2-florobenzaldehit (Aldrich), 4-
florobenzaldehit (Aldrich), 2-metilbenzaldehit (AcrosOrganics), 4-
metilbenzaldehit(Aldrich),  2-metoksibenzaldehit  (Merck), 4-metoksibenzaldehit
(Merck) ve 4-(dimetilamino)benzaldehit(Aldrich) kullanilmustir.

3.1.2. Sentez Yontemleri

Baslangic Maddelerinin Sentezleri

3-Kloro-6-[4-(2-florofenil)piperazin-1-il]piridazin

0.01 mol 3,6-dikloropiridazin ve 0.01 mol2-florofenilpiperazin 15 ml etanol
icerisinde, geri ¢eviren sogutucu altinda, 6 saat 1sitilarak karistirilir. Reaksiyon ortami
buzlu suya dokiiliir; siiziilerek alinan ¢okelek etanolden kristallendirilerek saflastirilir
(68,120,121).

6-[4-(2-Florofenil)piperazin-1-il]-3(2H)-piridazinon
0.05 mol3-Kloro-6-[4-(2-florofenil)piperazin-1-il]piridazin 30 ml glasiyel asetik
asit igerisinde, geri g¢eviren sogutucu altinda, 6 saat sitilarak karistirilir. Asetik asit

ucurulur; kalan artik suda ¢oziiliir ve kloroform ile ekstre edilir. Organik faz susuz
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Na;SOs ile kurutulur ve sonrasmnda kloroform ucgurulur. Kalan artik metanol/su

karigimindan kristallendirilerek saflagtirilir (68,120,121).

Etil 6-[4-(2-florofenil)piperazin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetat

0.01 mol 6-[4-(2-florofenil)piperazin-1-il]-3(2H)-piridazinon, 0.02 mol etil
bromoasetat ve 0.02 mol potasyum karbonat 40 ml aseton igerisinde, geri geviren
sogutucu altinda, 24 saat isitilarak karistirilir. Karisim sogutulur, ¢oken tuz suzulir ve

aseton ugurulur. Kalan artik n-hekzandankristallendirilerek saflastirilir (68,120,121).

6-[4-(2-Florofenil)piperazin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-ilasetohidrazit

0.01 mol etil 6-[4-(2-florofenil)piperazin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetat 25
ml metanolde ¢Ozilur ve Uzerine 3 ml hidrazin hidrat eklenir. Reaksiyon ortami 3 saat
oda sicakliginda karigtirilir. Olusan ¢okelek siiziiliir, suyla yikanir, kurutulur ve

metanoldenkristallendirilereksaflastirilir (68,120,121).

Bilesiklerin Genel Sentezi

0.01mol6-[4-(2-florofenil)piperazin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit ve
0.01 molsubstitile ve nonsilbstitiebenzaldehitl5 ml etanol icerisinde, geri ceviren
sogutucu altinda, 6 saat sitilarak karistirilir. Reaksiyon ortami buzlu suya dokiiliir;

¢oken madde siiziiliir, kurutulur. Bilesikler monograflarda belirtilen uygun yontemlerle

saflagtirilir (68,120,121).
3.1.3. Analitik Yéntemler
Erime Derecesi Tayinleri

Bilesiklerin erime derecesi tayinleri Barnstead/Electrothermal (9100) erime

derecesi tayin cihazi ile yapilmistir. Verilen erime dereceleri diizeltilmemis degerlerdir.

Ince Tabaka Kromatografisi ile Yapilan Kontroller

Materyal

Kieselgel 60 Fzss (Merck) hazir plaklar kullanilmustir. Coziicii sistemleri ve
belirteglerin  hazirlanmasinda  kullanilan  kimyasal maddeler Merck firmasmin

drdnleridir.
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Bilesiklerin kromatografik kontrollerinde Kloroform-Metanol (90:10) ¢6ziicl

sistemi kullanilmustur.

Yontem

Siiriiklenme sartlari: Kromatografi tanklarina ¢oziicli sistemleri konulduktan
sonra 24 saat oda sicakliginda bekletilerek tanklarin doygunluklar1 saglanmustir.
Kieselgel 60 Foss (Merck) hazir aliminyum plaklara sentez tiriinleri ile bunlarin
hazirlanmasinda kullanilan baslangic maddelerinin uygun c¢oziiciilerdeki ¢ozeltileri
tatbik edilmis, R degerleri oda sicakliginda 10 cm’lik siiriiklenme saglandiktan sonra

tayin edilmistir.

Lekelerin belirlenmesi: Kromatogramlarda sentez iiriinlerine ve baslangig
maddelerine ait lekelerin belirlenmesinde UV 15181 (254 ve 365 nm), iyot buhari ve

Dragendorff belirtecinden yararlanilmistir:

Spektrometrik Kontroller

IR spektrumlarn

Bilesiklerin IR spektrumlari, ATR teknigi kullanilarak, Inénii Universitesi
Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkez Laboratuvari’nda, Perkin Elmer Spectrum
One FTIR Spektrometre’sinde almmis ve dalga sayis1 (cm?) cinsinden

degerlendirilmistir.
!H-NMRspektrumlar

Bilesiklerin 'H-NMR spektrumlari, kloroform veya dimetilsiilfoksit-dg
(Merck)’deki yaklasik %10’luk c¢ozeltilerinden, Inonii Universitesi Bilimsel ve
Teknolojik Arastirma Merkez Laboratuvari’nda, BrukerAvonce 300 MHz Ultrashield™

NMR Spektrometre’sinde alinmis; & skalasinda degerlendirilmistir.
13C-NMR Spektrumlari

Bilesiklerin **C-NMR spektrumlari, dimetilstilfoksit-de (Merck)’deki yaklasik
%10’luk ¢ozeltisinden Indnii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkez

Laboratuvari’nda, BrukerAvonce 300 MHz Ultrashield™ NMR Spektrometre’sinde

alinmis; 0 skalasinda degerlendirilmistir.
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Kutle spektrumlarn

Sentezlenen  bilesiklerin  HRMS  spektrumlar1  metanol  igerisindeki
cozeltilerinden pozitif iyon (ESI+) ve negatif iyon (ESI-) elektron sprey iyonizasyon
teknikleri ile Waters LCT Premier XE UPLC/MS TOFF sistemi ile MassLynx 4.1
yazilimi kullanilarak Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim

Dal1 Arastirma Laboratuvari’nda alinmastir.

3.2. BIYOLOJIK CALISMALAR

3.2.1. AChEInhibitérii Aktivite Tayini

Bilesiklerin AChE inhibit6rii aktivite tayinleri SunchonNational Universitesi
Eczacilik Fakultesi Farmasotik Bilimler Enstitiisii’nde yapilmustir.

Materyal

Enzim inhibisyonu ¢alismalarinda asetilkolinesteraz enzimi (ElectriceelType-VI-
S, EC 3.1.1.7, Sigma, St. Louis, MO, USA), asetiltiyokolin iyodlr (sigma-aldrich),
batiriltiyokolin klorir (sigma-aldrich), 5,5’-ditiyo-bis(2-nitrobenzoik) asit (Sigma, St.
Louis, MO, USA), galantamin hidrobromir (Sigma, St. Louis, MO, USA)
kullanilmastir.

Yontem

Bilesiklerin in  VitroAChE enzim inhibisyonlariEllman metoduna gore
yapilmistir (123). Enzim kaynagi olarak Electriceel AChEType-VI-S, substrat olarak
asetiltiyokolin iyodlr, standart bilesik olarak ise galantamin kullanilmustir. Anti-
kolinesteraz aktivitenin belirlenmesi icin de 5,5’-ditiyo-bis(2-nitrobenzoik) asit (DTNB)
kullanilmustir.

140 pl 0.1 mM sodyum fosfat tamponu (pH 8.0), 20 pl DTNB, 20 pl test
bilesiginin ¢ozeltisi ve 20 pul AChE ¢0zeltisi ¢cok kanalli mikropipetle 96 kuyucuklu
kiiltir kabmna eklenip 25°C’de 15 dakika inkiibe edilmis, sonrasinda 10 pl
asetiltiyokolin iyodur/butiriltiyokolin ~ Klortir  eklenerek reaksiyon baslatilmistir.
Asetiltiyokolin iyodur ve bdatiriltiyokolin klortriin hidrolizi, enzimlerin kataliziyle
olugsan tiyokolinlerin DTNB ile reaksiyonu sonucu olusan sari renkli 5-tiyo-2-
nitrobenzoat anyonu olusumunun Eliza cihazi kullanilarak 412nm dalga boyunda

gorintilenmesiyle belirlenmistir.
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Olgiim  ve degerlendirmeler ~SoftmaxPro4.3.2.LS bilgisayar programi
kullanilarak degerlendirilmistir. AChEenzimlerinin inhibisyon yizdeleri, kor numune
ile kiyaslamali olarak orneklerin reaksiyon oranlarinin karsilastirilmasiyla, asagidaki
formiil kullanilarak belirlenmistir (26).

(E-S)/Ex100

E: Test 6rnegi igermeyen enzimin aktivitesi.

S: Test 6rnegi iceren enzimin aktivitesi.

Deneyler (¢ paralel halinde ¢alisilmis ve sonuglar ortalama standart sapma

degerleri ile verilmistir.

3.2.2. MAO-A ve MAO-B Inhibitérii Aktivite Tayini

Bilesiklerin MAO-A veMAO-B inhibitoru aktivite tayinleri SunchonNational
Universitesi Eczacilik FakUltesi Farmasotik Bilimler Enstitiisii’nde yapilmustir.

Materyal

Monoamine-oksidaz Elabscience marka ELISA assay kiti kullanilarak kit
proseduriine uygun olarak Glg¢iilmistiir.Enzimler ve kimyasallar Sigma-Aldrich'ten (St.
Louis, MO, ABD) temin edilmistir.

Yontem

Rekombinant insan MAO-A ve MAO-B inhibitor aktiviteleri, sirasiyla
Kinuramin (0.06 mM) ve benzilamin (0.3 mM) kullanilarak siirekli olarak test edilmistir.

Ikinci Yontem

1 mM Vanilik asit, 500 uM 4-aminoantipirin ve 4 U.ml* peroksidaz (Tip 1) (0.2
M KP tamponu, pH 7.6 i¢inde hazirlanmais) iceren kromojenik (renkli) ¢6zelti hazirlanir.
Deney karisimi 167 ul kromojenik ¢ozelti, 667 pl substrat ¢ozeltisi (500 pM p-tiramin)
ve 133 pl KP tamponu (pH 7.0) den olusur. Karisim, enzim eklenmeden 6nce 370 C’de
10 dk preinkiibe edilir; reaksiyon 100 pl enzim eklenerek baslatilir ve absorbans artisi
498 nm’de 60 dk takip edilir. Reaksiyonun ilk hizi, molar sogurma katsayis1 olan 4654
M=.cm? kullanilarak hesaplanir. Sonuclar nmol.saat’.mg? olarak ifade edilir (123).
MAO-A ve MAO-B aktivitelerinin dlgiimiinde homojenat ikiye ayrilir. Substrat olarak
p-tiramin (MAO-A igin 500 uM; MAO-B i¢in 2.5 mM) kullanilir ve bir izoform

Olctiliirken digeri inhibe edilerek izoformlarin aktiviteleri tayin edilir. Tayinden 6nce
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enzim, 6zgul MAO-A inhibitora klorjilin veya 6zgil MAO-B inhibitort parjilin (her
ikisi de 50 uM) ile 1:100 oraninda 370 °C’de 60 dk muamele edilir (son inhibitor
derisimleri 0.50 uM olacak sekilde ayarlanir). Daha sonra total MAO aktivitesi tayin

edilir.

MAQO Iceren Homojenatlarin Yeni Inhibitorlerle Etkilesimi ve Kinetiginin
Tayini

Sentezlenen bilesiklerin MAO 1ile etkilesiminin incelenmesinde, aktivite
tayininden 6nce homojenatlar bilesiklerle 37°C’de 0, 10, 20 ,30, 45 ve 60 dakika on
inkiibasyona tabi tutululur. Bilesiklerin MAO izoformlariyla etkilesim kinetikleri
Lineweaver-Burk ikincil resiprokal grafigi, farkli substrat derisimlerinde 1/v nin 1/s’ye
kars1 grafiklenmesi ile hesaplanir. Inhibisyon sabitleri ve diger kinetik veriler, non-
regresyon analizi ve excel paket programi kullanilarak hesaplanir; IC50 degerleri
(enzim aktivitesini %50 azaltan inhibitor derisimi) On inkiibasyon yapilmaksizin veya
yapilarak ve doz-cevap egrilerinin nonlineer regresyonu yardimiyla hesaplanir.
Inhibisyonlarm tersinirligi (geri donebilirligi) diliisyon teknigiyle incelenir. Son
derisimin 10 kat1 derisimde hazirlanan enzim Ornekleri 37°C’de farkli derisimdeki
inhibitorlerle 60 dakika inkibe edilir. Paralel bir deneyde inhibitér yerine distile su
kullanilarak; orneklerin tiimii daha sonra 10 kez diliie olacak sekilde 6l¢iim karigimina

eklenir. Tum setlerde MAO aktivitesi tayin edilir.

3.3. Molekiiler Modelleme Cahismalar:

Yapilan invitro c¢alismalar sonucunda bilesiklerin MAO-B secicilikleri ve
inhibitor aktiviteleri yiliksek c¢iktigindan, MAO-B ile bilesikler arasindaki etkilesmeler
in siliko modelleme calismalar: ile de desteklenmistir. Molekiiler kenetleme calismalari
yiiksek islemci kapasitesine sahip is istasyonu (Dell precision, 32 GB RAM, 16 CPU
islemci), lisansli Gaussian 09 ve Gaussview 5.0 programlar1 ve Schrddinger programlari
kullanilarak yapilmistir. Sentezlenen bilesiklerin ¢izimi ve pozitif kontrol X ve 3D
optimizasyonlart Gaussian 09 paket programu ile yapilacaktir. Optimizasyon ydntemi
DFT yontemi ile yapilmistir (YUk: 0, Spin: singlet, solvation: none). Elde edilen
optimizasyon ¢ikti dosyalar1 pdb uzantili dosyalar olarak kaydedilmistir. Protein
molekill, Protein Veri Bankasi’indan (www.rcsb.org) indirilerek insan MAO-B kristal

yapilar1 (PDB kodu: 4A79) igin kullanilmistir (125). Makromolekdil, Discovery studio
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2016 programi ile ligand molekiillerinin ve su molekiiliiniin kesfiyle yeniden
yapilandirilmistir. Yine ayni programda, aktif bdlgedeki amino asitler belirlenmistir.
Enzim ve ligand molekiilleri hazirlanmis ve Schrddinger programu ile bir grid haritasi
hazirlanmistir. Yerlestirme parametreleri varsayilan olarak ayarlanarak, populasyon
biyiikligii 300 olarak belirlenip yerlestirme yapilmistir. En kii¢iik baglanma enerjisinin
10 farkli konformasyondan olusan konformasyonunun enzim ligandi, elde edilen her bir
molekiil i¢in olusturulmustur. Daha sonra bu kompleks Discovery studio ve ligand

baglanma bolgesindeki amino asitlerle etkilesimin 2D diyagramu ile incelenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. KIMYASAL CALISMALAR

Bu tez kapsaminda AChE ve MAO-B inhibitéri aktiviteleri belirlenen 12
bilesikten 7 tanesi daha dnceden antikanser aktiviteleri belirlenerek yaymlanmis olup 5
tanesi ilk defa bu tez kapsaminda sentezlenmistir. Elde edilen bilesiklerin erime noktasi
tayinleri yapilmis, yiizde verimleri belirlenmis, ilk defa bu ¢alismada sentezlenmis olan
5 yeni bilesigin yapilart *H-NMR, ¥C-NMR ve HRMS gibi ¢esitli spektroskopik

yontemler ile kanitlanmis olup bulgular asagida verilmistir.

6-[4-(2-Florofenil)piperazin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(3-

bromobenzal)hidrazon (T8)
CHZCONHNCHO
<0
o N N
— _/

%90.08 verimle beyaz kristalize bir madde olarak elde edilen molekilin erime
derecesi 207-208°C olarak bulunmustur. Metanol/su karisimindankristallendirilerek
saflagtirilan bilesik eterve suda c¢Ozinmezken, aseton, etil asetat, kloroform ve
metanolde sogukta ¢oziinmektedir. Bilesige ait *H-NMR, 3C-NMR ve HRMS sonuglari
asagidaki gibidir.

IH-NMR (DMSO-ds, 300 MHz): § 3.18 (4H; t; CH2N; b+b’), 3.45 (4H; t; CH2N;
a+a’), 5.31 (2H; s; CH2CO), 6.96 (1H; d; J = 4.14 Hz, piridazinon H°), 6.97-7.87 (9H;
m; fenil protonlari, piridazinon H*), 8.58 (1H; s; -N=CH-) ve 10.80 (1H; s; -NH-N).
13C-NMR (DMSO-ds, 300 MHz), § 46.82 (2C, CH2-N; b+b’), 50.05 (2C, CH2-N; a+a’),
53.14 (1C; -N-CH,-C=0), 115.13 (1C; =CH), 119.10 (1C; piridazinon C®), 122.96 (1C;
2-florofenil C*), 124.55 (1C; 3-bromofenil C®), 125.90 (1C; 2-florofenil C®), 126.05
(1C; 3-bromofenil C?), 129.72 (1C; 3-bromofenil C®), 130.26 (1C; piridazinon C%),
131.08 (1C; 2-florofenil C®), 134.22 (1C; 3-bromofenil C%), 142.99 (1C; 2-florofenil
C?%), 147.39 (1C; 3-bromofenil C!), 149.13 (1C; 2-florofenil C'), 154.40 (1C; 3-
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bromofenil C*), 156.56 (1C; piridazinon C®), 158.53 (1C; 2-florofenil C?), 161.02 (1C;
CH,-N-C=0), 168.75 (1C; piridazinon C3); Cz3H22BrFNsO, MS (ESI+) hesaplanan:
513.3714, bulunan: m/e 513.10526 (M*; 100.0%).

6-[4-(2-Florofenil)piperazin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(2-

florobenzal)hidrazon (T9)
(‘3H2CONHN =CH —@

%88.36 verimle beyaz kristalize bir madde olarak elde edilen molekuliin erime
derecesi 225-226°C olarak bulunmustur. Metanol/su karisimindan Kristallendirilerek
saflastirilan bilesik suda ¢oziinmezken, aseton, etil asetat, kloroform ve metanolde
sogukta ¢oziinmektedir. Bilesige ait 'H-NMR, 3C-NMR ve HRMS sonuglar1 asagidaki
gibidir.

IH-NMR (DMSO-d6, 300 MHz): &; 3.19 (4H; t; CHaN; b+b’), 3.47 (4H; t;
CH2N; a+a’), 5.31 (2H; s; CH2CO), 6.94 (1H; d; J = 4.15 Hz, piridazinon H°), 6.95-7.49
(9H; m; fenil protonlari, piridazinon H%), 8.96 (1H; s; -N=CH-) ve 10.69 (1H; s; -NH-
N). 3C-NMR (DMSO-d6, 300 MHz), 46.63 (2C, CH:N; b+b’), 50.07 (2C, CH2N;
ata’), 53.29 (1C; -N-CH,-C=0), 115.83 (1C; =CH), 116.14 (1C; piridazinon C°),
119.06 (1C; 2-florofenil C%), 122.90 (1C; 2-florofenil C), 124.51 (1C; 2-florofenil
C*), 125.84 (1C; 2-florofenil C®), 129.07 (1C; 2-florofenil C*), 129.15 (1C; piridazinon
C%), 129.62 (1C; 2-florofenil C°), 129.70 (1C; 2-florofenil C%), 129.78 (1C; 2-florofenil
C*), 131.09 (1C; 2-florofenil Ct), 143.43 (1C; 2-florofenil C'"), 147.80 (1C; 2-florofenil
C?), 149.09 (1C; piridazinon C®), 154.54 (1C; 2-florofenil C?), 158.79 (1C; CH2-N-
C=0) ve 168.73 (1C; piridazinon C%); C2sH22F2NsO2 MS (ESI+) hesaplanan: 452.47,
bulunan: 453.18594 m/e (M+; 100.0%).

6-[4-(2-Florofenil)piperazin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(4-

florobenzal)hidrazon (T10)
CHZCONHNCH—Q
AN
(0] N N
ﬁ _/
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%57.70 verimle beyaz kristalize bir madde olarak elde edilen molekilin erime
derecesi 178-180°C olarak bulunmustur. Metanol/su karisimindan kristallendirilerek
saflagtirilan bilesik suda c¢oziinmezken, aseton, etil asetat, kloroform ve metanolde
sogukta ¢oziinmektedir. Bilesige ait 'H-NMR, 3C-NMR ve HRMS sonuglar1 asagidaki
gibidir.

IH-NMR (DMSO-ds, 300 MHz): &; 3.17 (4H; t; CH2N; b+b’), 3.46 (4H; t;
CH2N; a+a’), 5.30 (2H; s; CH2CO), 6.84 (1H; d; J = 4.15 Hz, piridazinon H®), 6.85-7.83
(9H; m; fenil protonlari, piridazinon H%), 8.08 (1H; s; -N=CH-) ve 10.68 (1H; s; -NH-
N). 3C-NMR (DMSO-ds, 300 MHz), 46.84 (2C, CH:N; b+b’), 50.07 (2C, CH.N; a+a’),
53.29 (1C; -N-CH,-C=0), 115.83 (1C; =CH), 116.05 (1C; piridazinon C®), 116.35 (1C;
4-florofenil C®), 122.90 (1C; 4-florofenil C®), 124.51 (1C; 4-florofenil C*), 125.84 (1C;
2-florofenil C°), 129.07 (1C; 2-florofenil C*), 129.62 (1C; piridazinon C*), 129.70 (1C;
2-florofenil C°), 130.68 (1C; 2-florofenil C%), 139.71 (1C; 4-florofenil C%), 147.80 (1C;
2-florofenil CY), 149.09 (1C; 4-florofenil CY), 154.54 (1C; 4-florofenil C?), 158.79 (1C;
piridazinon C®), 162.52 (1C; 2-florofenil C?), 165.16 (1C; CH»-N-C=0) ve 168.73 (1C;
piridazinon C3); CasH22F2NsO2 MS (ESI+) hesaplanan: 452.47, bulunan: 453.18583 m/e
(M*; 100.0%).

6-[4-(2-Florofenil)piperazin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(4-
metoksibenzal)hidrazon (T11)

/CH3
CHZCONHNCH@O
N—N\ —
0:<—>fN N
— __/

%75.32 verimle beyaz kristalize bir madde olarak elde edilen molekuliin erime
derecesi 148-150°C olarak bulunmustur. Metanol/su karisimindan kristallendirilerek
saflastirilan bilesik suda ¢oziinmezken, aseton, etil asetat, kloroform ve metanolde
sogukta ¢oziinmektedir. Bilesige ait H-NMR, 3C-NMR ve HRMS sonuglar1 asagidaki
gibidir.

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz): & 3.17 (4H; t; CHoN; b+b’), 3.45 (4H; t;
CH2N; ata’), 3.85 (3H; s; CH30), 5.30 (2H; s; CH2CO), 6.88 (1H; d; J = 4.15 Hz,
piridazinon H®), 6.89-7.79 (9H; m; fenil protonlari, piridazinon H%), 8.64 (1H; s; -
N=CH-) ve 10.55 (1H; s; -NH-N). *C-NMR (DMSO-ds, 300 MHz), 46.83 (2C, CH:zN;
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b+b?), 50.07 (2C, CH,N; a+a’), 53.03 (1C; -N-CH,-C=0), 55.38 (1C; -OCHs), 114.07
(1C; =CH), 116.12 (1C; piridazinon C®), 119.07 (1C; 4-metoksifenil C®), 124.50 (1C; 4-
metoksifenil C%), 125.77 (1C; 4-metoksifenil C*), 126.30 (1C; 2-florofenil C%), 128.82
(1C; 2-florofenil C*), 129.43 (1C; piridazinon C*), 130.14 (1C; 2-florofenil C°), 131.10
(1C; 2-florofenil C%), 139.63 (1C; 4-metoksifenil C®), 144.42 (1C; 2-florofenil C),
149.04 (1C; 4-metoksifenil Ct), 154.39 (1C; 4-metoksifenil C?), 156.83 (1C;
piridazinon C®), 158.82 (1C; 2-florofenil C?), 161.35 (1C; CH»-N-C=0) ve 168.56 (1C;
piridazinon C3); C24H25FNgO3 MS (ESI+) hesaplanan: 464.49, bulunan: 465.20506 m/e
(M*; 100.0%).

6-[4-(2-Florofenil)piperazin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-(2-

metilbenzal)hidrazon (T12)
<O
(0] N N
— __/

%72.21 verimle beyaz kristalize bir madde olarak elde edilen molekuliin erime
derecesi 244-245°C olarak bulunmustur. Metanol/su karisimindan kristallendirilerek
saflagtirilan bilesik eter ve suda c6zinmezken, aseton, etil asetat, kloroform ve
metanolde sogukta ¢dziinmektedir. Bilesige ait *H-NMR, 3C-NMR ve HRMS sonuglari
asagidaki gibidir.

IH-NMR (DMSO-ds, 300 MHz): & 2.50 (3H; s; -CHas), 3.17 (4H; t; CH2N;
b+b’), 3.45 (4H; t; CH2N; ata’), 5.30 (2H; s; CH.CO), 6.92 (1H; d; J = 4.19 Hz,
piridazinon H®), 6.92-7.77 (9H; m; fenil protonlari, piridazinon H%), 8.37 (1H; s; -
N=CH-) ve 10.58 (1H; s; -NH-N). 3C-NMR (DMSO-ds, 300 MHz), § 20.16 (1C; -
CH3), 46.69 (2C; CH2-N; b+b’), 50.10 (2C, CH2-N; a+a’), 53.36 (1C; -N-CH,-C=0),
116.13 (1C; =CH), 119.07 (1C; piridazinon C®), 122.87 (1C; 2-metilfenil C°), 124.54
(1C; 2-metilfenil C?), 125.78 (1C; 2-metilfenil C%), 126.24 (1C; 2-metilfenil C°), 127.47
(1C; 2-metilfenil C*), 129.96 (1C; piridazinon C*), 130.85 (1C; 2-florofenil C®), 131.48
(1C; 2-florofenil C*), 137.13 (1C; 2-florofenil C%), 143.70 (1C; 2-metilfenil C'), 147.49
(1C; 2-florofenil C®), 149.71 (1C; 2-florofenil C), 156.98 (1C; 2-florofenil C?), 158.81
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(1C; piridazinon C® 163.96 (1C; CH,-N-C=0) ve 168.57 (1C; piridazinon C3);
C24H25FN6O2 MS (ESI+) hesaplanan: 448.49, bulunan: 449.21034 m/e (M*; 100.0%).
4.2 ANTIKOLINESTERAZ AKTIVITE
Mevcut AChE ve MAO-B inhibitérii ilaglarin AH tedavisindeki Gmit verici
etkilerinin degerlendirilmesinden yola ¢ikilarak hipotezi olusturulan ve hazirlanan bu

calismada, sentezi yapilan bilesiklerin AChE ve BChE inhibitor aktivite ¢alismalari

sonucunda bilesiklerin her iki enzime kars1 da inhibitor etki gostermedigi belirlenmistir.

4.3. ANTIMONOAMINOKSIDAZ AKTIiVITE

Sentezi yapilan bilesiklerin MAO-A ve MAO-B inhibitor aktivite sonuglari
Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Tez bilesiklerinin (T1-T12)rekombinant insan MAO-A ve MAO-B

inhibisyonlar1.
Artik aktivite (%0) 1Cs0 (UM)
Bilesikler MAO-A MAO-B SIP
MAO-A MAO-B
(10 um) (1.0 pMm)

T1 96.6 +1.20 99.4+0.85 - 7.68+0.14 -
T2 24.6 +2.86 422 +0.85 429+0.12 0.10 £ 0.035 42.9
T3 24.6 +0.97 3.01+£0.85 4,19 +0.27 0.039 +£0.0028 107.4
T4 75.2+4.70 6.00 £0.94 - 0.099 + 0.0069 -
T5 84.0 + 0.68 54.0 £ 2.83 - 1.68+0.11 -
T6 20.7 £0.62 -15.3+0.94 1.57 £0.80 0.013+£0.0016 120.8
T7 25.4 +6.92 57.8 +9.58 443 +0.29 0.87 = 0.056 -
T8 73.3+2.86 67.2 £9.58 - 2.67 £0.051 -
T9 35.2+£0.56 2.60+0.74 6.76 £ 0.46 0.20 £ 0.0017 33.8
T10 33.7+4.70 95.3+6.70 7.35+0.059 35.3+0.39 0.21
T11 70.4 +8.50 61.1+2.98 - 6.86 £ 0.37 -
T12 61.8+1.65 17.9+5.95 - 0.15+0.021 -

Toloksaton 1.08 £ 0.025 -

Lazabemid - 0.14 £0.011

Klorjilin 0.0070 + 0.00070 -
Parjilin - 0.030 £ 0.00083

aSonuglar, ¢ift veya {iglii deneylerin ortalama + standart hatalar1 olarak ifade edilmistir.
bGosterilen segicilik indeksi (SI) degerleri, MAO-B'nin MAO-A/ICsq'sinin ICsq'si olarak ifade edilmistir.
Referans bilesikler i¢in ICso degerleri, MAO-A veya MAO-B ile 30 dakika sireyle 6n inkubasyondan sonra

belirlenmistir.
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4.4, MOLEKULER MODELLEME

Tablo 4.2. MAO-A veya MAO-B ile T3 ve T6 etkilesimleri igin yerlestirme puani

degerleri.
S Baglanma Skorlar1 (kcal/mol)
Bilesikler MAO-A MAO-B
T3 -8.20 -9.45
T6 -8.43 -9.56
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5. TARTISMA

AH, hastanin giinlik faaliyetlerini gerceklestirme yeteneginde bozulma ile
baslayip, sonrasinda farkli noropsikiyatrik semptomlarla karakterize olan ¢limciil bir
norodejeneratif bir hastaliktir. Fizyopatolojisi heniiz tam bilinmemekle beraber, beyin
hiicrelerinin nedeni belirlenemeyen bir sekilde kaybolmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmekte ve hastaligin olusumu hakkinda farkli hipotezler 6ne siirtilmektedir. Bu
hipotezlerden biri olan kolinerjik hipoteze gore, hastaligin asetikolin dlizeyinin
azalmasiyla iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Fizyolojik olmayan biyojenamin
seviyeleri, depresyon, anksiyete, migren, AH ve PH gibi nérodejeneratif hastaliklarin
olusumuna sebebiyet vermektedir (1-5).

MAO ve AChE enzimleri beyinde ve periferik dokularda bulunan bu biyojenik
aminlerin deaminasyonundan, dolayisiyla ndrotransmitter seviyelerinin
diizenlenmesinden sorumlu olan 0Onemlienzimlerdir. Dolayisiyla, ndrodejeneratif
hastaliklarda bu enzimlerin inhibisyonuyla yapilan tedavi yaklasimlar1 mevcuttur.
AH’de verilen kolinesteraz inhibitérleri mortaliteyi etkilememekle beraber hastanin
yasam kalitesinde ve hastalik evresinin stabilizasyonunda etkilioldugundan ve
hastaligimmin erken evrelerindeki kognitif yetmezligi iyilestirebildiginden tedavide
kullanilmaktadir. Bununla birlikte MAO inhibitorleri nérodejeneratif ve ndérolojik
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ozellikle, MAO-A inhibitorleri depresyon
tedavisinde kullanilirken, MAO-B inhibitorleri de PH’nin tedavisinde kullanilmaktadir.
Ayrica MAO-B inhibitérlerinin AH’nin tedavisinde etkili olabilecegine dair giincel
arastirmalar da mevcuttur (19-21).

Son yillarda hidrazon tiirevi bilesiklerin antitiimoral, antibakteriyel-antifungal,
antikonvilsan, analjezik, antienflamatuvar, antiplatelet, antikanser etki gosterdikleri
bildirilmistir (22-28).

Bu tez kapsaminda, yukaridaki bilgiler 1s18inda, AChE ve MAO-B enzim
inhibitori  etki gostermesini  bekledigimiz, 6-stbstitie-3(2H)-piridazinon-2-asetil-2-
(stibstituiebenzalhidrazon)tiirevi 12 bilesigin sentezi yapilarak invitro enzim inhibitori
aktiviteleri incelenmistir. Benzalhidrazon tirevlerinin sentezinde
nonsiibstitiiebenzaldehitin yani sira farkli konumlarinda kloro, bromo, floro, metil,
metoksi ve disubtitiemetilamino substituentleri tasiyan benzaldehit tiirevleri

kullanilarak bu gruplarm aktiviteye katkilar1 incelenmistir.
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Elde edilen bilesiklerin yapilari, reaksiyon verimleri, erime dereceleri, molekiil
agirliklar1 ve kapali formiilleri Tablo 5.1.’de verilmektedir.
Tablo 5.1. Sentezi yapilan bilesiklerin yapilari, reaksiyon verimleri, erime

dereceleri, molekiil agirliklar1 ve molekiiler formiilleri

(0}

I
CHZCNHN=CH@
NN
oﬂN N
— __/

R

Bilesik R Verim  Erime derecesi  MA Molekiler formul
(%) (°C)
mg/mi
T H 79.90 226-228 434.48 C23H23FN6O2
T2 4-CHs 78.15 198-200 448.49 C24H25FN6O2
Ts 2-Cl 73.19 203-205 468.91 C23H22CIFN6O2
Ts 4-Cl 91.21 192-194 468.91 C23H22CIFN6O2
Ts 4-Br 85.69 209-211 513.36 C23H22BrFNsO2
To 2-OCHs 7745 239-241 464.49 CasH25FN6O3
T;  4N(CH3), 6877 237-239 47753 CasH2sFN-02
Ts 3-Br 90.08 207-208 513.36 C23H22BrFNsO2
To 2-F 88.36 225-226 452.47 Ca3H22F2N6O2
Tio 4-F 57.70 178-180 452.47 C23H22F2N6O2
T 4-OCHs 75.52 148-150 464.49 C24H25FN6O3
T 2-CHs 72.21 224-245 448.49 C24H25FN6O2

5.1. Sentez ve Yap1 Aydinlatma Calismalan

Bu tez kapsaminda elde edilen bilesiklerin 5 tanesi ilk defa bu calismada

sentezlenmis olup, bilesiklerin sentez basamaklar1 asagidaki semada gosterilmektedir.
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Baslangic Maddelerinin Sentezi

AChE ve MAO-B inhibitorii olarak tasarlanan sonug molekiillerine ulagsmak igin

senteze ticari olarak temin edilen 3,6-dikloropiridazin ve 2-florofenilpiperazinin

reaksiyonundan baslanmistir. Literatiir yontemine gore, etanol igerisinde 6 saatlik

refluks islemiyle gerceklestirilen senteze ait reaksiyon mekanizmasit asagida

gosterilmektedir (68,120,121).

Bu reaksiyon sonucunda elde edilen 3-kloro-6-[4-(2-florofenil)piperazin-

1-

il]piridazin bilesiginin glasiyel asetik asit icerisinde 6 saat boyunca isitilmasi ile

hidrolizi sonucu % 87 verimle 6-[4-(2-florofenil)piperazin-1-il]-3(2H)-piridazinon

molekiiliine ulagilmistir(68,120,121). Bu reaksiyon i¢in Onerilen mekanizma asagidaki

semada belirtilmistir.
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H;C- C o
OH /\
H3CCO <—H3CCOH+H3CCOU
Q
H3C’C’O-
O
H3CCO —»o +H3CCOH
0
c-0
CH;

Bir sonraki asama olan asetat tiirevinin sentezi, piridazinon halkasmnin 2.
konumundaki azot atomuna ait ortaklanmamis elektronlarm SN? reaksiyon
mekanizmasiyla, etil bromoasetatin broma bagli karbonuna atak yapmasiyla gerceklesir.
Piridazinon halkasinin 2. azotu, potasyum karbonat varhginda olusan bazik ortamda
nikleofil hale gecer ve bromun elektron ¢ekici etkisiyle elektronca fakirlesen karbon

atomuna nukleofilik atak yapar. Reaksiyon igin Onerilen mekanizma asagidaki
gosterilmektedir.

~CH,COOCH,CH,

H~CH,COOCH,CHj,
NN  — N/

) N N —_— |0 >N N
) o )
CH,CH;
O;

o N

Tez kapsaminda sentezi gerceklestirilen sonug bilesiklerine ulasmadan once elde
edilen son basamak baslangic maddesi olan 6-[4-(2-florofenil)piperazin-1-il]-3(2H)-
piridazinon-2-il asetohidrazit ester tirevi ile hidrazin hidratin reaksiyonu sonucunda

ulasilmistir.  Hidrazinhidrat nukleofilinin karbonil karbonuna atak etmesiyle 6nce
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katim reaksiyonu, ardindan molekiilden alkoliin ayrilmasiyla karbon ile oksijen arasinda
cifte bag olusarak eliminasyon reaksiyonu olusur. Reaksiyon igin dnerilen mekanizma

asagida gosterilmektedir.

H
© ﬁ‘x NH,
3CH2CO*C7CH2 H3CH2C07C CH2

I‘{ '
N-NH,

|
H3CH2C6\7C7C‘H2

Sonug¢ Bilesiklerinin Sentezi

Son basamak baslangi¢ maddesi olan 6-[4-(2-florofenil)piperazin-1-il]-3(2H)-
piridazinon-2-ilasetohidrazitin  slibstitie ve nonsibstitiie benzaldehit tlrevleriyle
reaksiyonundan sonug bilesiklerine ulagilmistir. Bir onceki sentez basamaginda da
oldugu gibi ilk 6nce, hidrazin azotunun serbest elektronlarmin, benzaldehit karbonilinin
karbonuna nikleofilik atagiyla katim reaksiyonu, sonraki asamada ise yapidan Su
cikisiyla karbon-azot ¢ifte bagmnin olustugu eliminasyon reaksiyonu gergeklesmektedir
(121). Asagida verilen mekanizmaya gore elde edilen bu bilesikler bulgular bélimiinde

yer alan uygun kristalizasyon coziculeri ile kristallendirilerek saflastirilmiglardir.

H
NHNOCH C

MO ). o)

~\
R (‘) P/I / R OH

O O
(‘: NHNOCHC (‘ZJHNOCHZC
A ) T
)
ﬂ ) ﬁ\_% v
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Spektral Analizlerle Yapilarin Aydinlatilmast

Tez kapsaminda elde edilen sonug¢ bilesiklerinin yapilari,, saf olarak
katilastirildiktan sonra H-NMR, ¥C-NMR ve kiitle spektroskopisi yontemleriyle
aydmnlatilmagtir.

Elde edilen bilesiklerin yapisinda yer alan piridazinon halkasinin 4.
konumundaki hidrojen protonu 7.34-7.58 ppm araliginda, 5. konumda yer alan hidrojen
ise 6.78-6,90 ppm araliginda dublet pik vermistir. Bilesiklerin yapisinda yer alan
piridazinon halkasina bagli piperazin halkasinin protonlarina ait pikler iki grup seklinde

cikmustir (90).

Yukaridaki yapida da gozlendigi gibi Ha ve Ha’ ile Hb ve Hb’protonlar1 esdeger
protonlar olup, elektron yogunluklar1 birbirine esittir. Bu nedenle her iki proton grubu
da tek bir proton gibi davranmaktadir. Bu tez kapsaminda sentezlenen 5 yeni bilesikte
yer alan piperazin halkasindaki Ha ve Ha’ protonlar1 3.20-3.40 ppm arali§inda, birbirine
es deger olan Hb ve Hb’ protonlar1 da 2.90-3.10 ppm araliginda triplet pikler
vermislerdir. Sentez baslangi¢ maddesi olarak kullanilan 6-[4-(2-florofenil)piperazin-1-
il]-3(2H)-piridazinon bilesiginin ana iskeletinde yer alan piridazinon halkasmnin 2.
konumlu azot atomu Uzerinde yer alan N-H protonu 10.40-10.50 ppm arasinda singlet
pik verirken, bir sonraki basamakta sentezlenen etil 6-[4-(2-florofenil)piperazin-1-il]-
3(2H)-piridazinon-2-il asetat bilesiginin spektrumunda ayni pikin g6zlenmemesi,
reaksiyonun  gerceklestigini  gostermektedir. Yine ayni1 sekilde sentezlerin
tamamlandigmin bir diger gostergesi son baslangic maddesi olan hidrazit tiirevinin
olustugunu kanitlayan, etil asetat tiirevi baslangic maddesindeki triplet CHz pikinin
kaybolmasi olmustur (90,118).

Ik defa sentezlenen (T8-T12)sonu¢ maddelerinintH-NMR spektrumlarinda,
6.90-7.80 ppm araliginda go6zlenen aromatik protonlara ait pikler,8.00-8.20 ppm
araligindagdzlenen N=CH’a ait singlet pik ve 11.00-11.30 araliginda gozlenen NH’a ait
siglet pikler literatiirle uyum gostermektedir (118).
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Bilesiklere ait'3C-NMR spektrumlarinda 45.00-46.30 ppm ve 47.10-48.00 ppm
araliginda, literatiirle uyumlu olarak goriilmesi beklenen,piperazin halkasmin esdeger
karbonlarma ait pikler goriilmistiir. Fenilhidrazon yapisindaki halkanin metil ve
metoksi stbstitientlerine ait pikler 52.00-55.00 ppm araliginda gézlenmistir. Ayrica
aromatik karbonlara ve piridazinon halkasmin 4, 5 ve 6 numarali karbonlarmna ait pikler
117.00-151.00 ppm araliginda goriilmiistiir. Bilesikte yer alan piridazinon halkasinin 3.
konumundaki ve N-C=O vyapisindaki karbona ait pikler ise, karbonil gruplarinin
rastlandig1 157.00-169.00 ppm araliginda gozlenmistir (125).

Ayrica bilesiklere ait *H ve 3C-NMR spektrumlar1 dikkatlice incelendiginde bu
bilesiklerin iki stereoizomerik formda oldugu gézlenmektedir. Ornegin bilesik T10, 1H-
NMR spektrumunda goriildiigii iizere iki izomerik formda ¢ikmustir (Sekil 5.1. A).
Karbonil grubuna bagli metilen grubunun rezonansa girdigi 5.30 ve 4.87 ppm’de iki
adet singlet pikin gdzlenmesi ve hidrazon yapismin N-H protonuna ait biri 8.0 ile 8.4
ppm’de ve digeri 9.5 and 10.6 ppm’deiki ayr1 singlet ¢iftinin gdzlenmesi bu durumu
kanitlamaktadir (Sekil 5.1. B). Ayrica, piridazinon C6, piridazinon C4 ve 2-florofenil
C5'in karbonlari, diisik MHz'de 13C-NMR spektrumunda ¢ift olarak gézlenmistir
(Sekil 5.1. C).Bu sinyal ciftleri, bu bilesiklerin, daha once tarif edilen diger izomerler

gibi iki stereoizomerik formda var oldugunu agik¢a gostermektedir (120).
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Sekil 5.1. Bilesik T10’unkonformasyonel izomerlerinin yapist (A) velH-NMR (B) ve
13C-NMR (C) spektrumu

Sentezi yapilan bilesiklerin kiitle spektrumlar1 elektron spray yontemi

kullanilarak TOF MS teknigi ile alinmistir. Kullanilan bu yontem nedeniyle sadece

molekiiler iyon piki ve izotop pikleri gozlenmistir. Bilesik T8’e ait kiitle spektrumu

incelendiginde molekiiler iyon piki ile ayni1 siddette M*2 pikinin olmasi molekiil

yapisinda brom atomu oldugunu kanitlamaktadir (Sekil5.2.).

%10 & [*ESI Scan (14.99 min) Frag=400.0v Compoundé.d

1.2 513.10926 515.10344

0.8
0.6
0.4

514.10835 516.10640
0.2

51?.1|I]BI]B 520.33261

509 510 511 512 513 514 515 516 517 518 519 520 521
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 5.2. Bilesik T8’in TOF MS ES+’da alinan kiitle spektrumu

5.2. AChE ve MAO Inhibitor Aktivite Cahsmalar

Tez kapsaminda sentezlenen bilesikler i¢in invitro AChE ve MAO enzim
inhibisyon caligmalar1 SunchonNational Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik

Bilimler Enstitlisii Laboratuvarinda, materyal-metod bolimunde verilen yontemler
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uygulanarak incelenmistir. Yapilan testler sonucunda bilesiklerin inhibitor aktivitelerine
dair IC50 degereleri ve enzime olan selektif indeks degerleri belirlenmistir. Aktivite
taramalarmin sonuglarmna gore:
e Test edilen bilesikler belirgin bir AChE enzim inhibisyonu gostermemislerdir.
e Test edilen bilesikler yiikksek MAO-B inhibisyonu, diisik MAO-A enzim
inhibisyonu gdstermislerdir.
e Sentez edilen 12 tirevden yedisi, MAO-B'yi 1.0 uM'de giiclii bir sekilde inhibe
etmistir.
e T6, T3 ve T4 bilesikleri de sirasiyla 0.013, 0.039 ve 0.099 uM IC50 degerleriyle
MAO-B'yi giiglii bir sekilde inhibe etmistir.
e Meta pozisyonundaki brom (T8), para pozisyonuna kaydirildiginda (T5) MAO-
B inhibitorii etkinin diistiigi gdzlenmistir. Para pozisyonundaki stibstituentlerle
ilgili olarak, MAO-B inhibitor aktivitelerin su sirayla arttigi belirlenmistir: —CI
(T4)>-CHs (T2)>-N (CHa)2 (T7)>-Br (T5)>-OCHs (T11)>-H (T1)>-F (T10)
e Ek olarak, T6, 1.57 uM IC50 degeriyle MAO-A'y1 da etkili bir sekilde inhibe
etmistir.
e T3 ve T6 bilesiklerinin, MAO-B igin, swrasiyla SI=107.4 ve SI=120.8
degerleriyle, en yiiksek segicilik indeksi (SI) degerine sahip oldugu

bulunmustur.

Daha once yapilmis g¢alismalar incelendiginde, benzer sekilde, azot atomu
iizerinde yer alan grubun fenil halkasinda metoksi, dimetilamin ve hidroksi grubu
tastyan bilesiklerde en yiiksek AChE inhibitor aktivite gozlenirken; tez bilesiklerinde
belirgin bir inhibisyon gézlenmemistir. Bununla birlikte fenil hidrazon halkasi {izerinde
farkli siibstitlientlerin varligi, MAO seciciligini 6nemli 6l¢iide etkilememis, halojenler,
metoksi, metil veya dimetilamino gruplarinin dahil edilmesinin, nonsiibstitiie hidrazona
kiyasla MAO-B inhibisyonunu arttirdigi gézlenmistir. Fenil halkasinm orto
pozisyonunda metoksi veya klor gruplarma sahip olan Oncii bilesikler T6 ve T3,
referans tersinir MAO-B inhibitorii lazabemide gore sirasiyla 11 ve 3 kat daha kuvvetli
bulunmustur. Ayrica T6, referans bilesigi olan geri doniisiimsiiz MAO-B inhibitori
pargilinin iki kat1 kadar giiclii etki gdstermistir. Metoksi grubunun orto konumundan
para konumuna kaydirilmasi ile elde edilen T11 bilesiginde ve kloru atomunu orto

konumundan para konumuna kaydirimasi ile elde edilen T4 bilesiginde MAO-B
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inhibisyonunun belirgin sekilde azaldigr gorilmiistir. Bu gbzlemler;, MAO-B
inhibisyonu agisindan orto konumundan substitiient eklenmesinin para yerine tercih
edildigini gostermektedir. Ayrica ¢alisma sonuglari ilging bir sekilde, klor ve metoksi
gruplarmin MAO-B inhibisyonu iizerinde 6nemli etkileri oldugunu gostermistir. Yapi-
aktivite iliskileri kurmak amaciyla yapilan bu modifikasyonlar ileri ¢aligmalara 151k

tutacak ve en aktif cok hedefli enzim inhibitorlerine ulagsma imkani sunacaktir.

5.3.Molekiiler Modelleme Calhismalari

En aktif MAO inhibitorii olarak belirlenen bilesik T3 ve T6'nin MAO-A ve
MAO-B ile molekiiler etkilesimlerini ve baglanma modlarin1 arastirmak i¢in molekiler
modelleme ¢aligmalar1 yapilmustir. Simiilasyonlar yerlestirme skorlar1 Tablo 4.2.'de
verilmigtir. T3 ve T6'nin orto-flor fenil halkalari, MAO-A'nin F352'si ve FAD ile n-n
temas1 kurarak ve Y444, Y407 ile de hidrofobik temasi1 kurarak etkilesime girmistir
(Sekil 5.3.).

Sekil 5.3. MAO-A'ya dogru T3 (A, yesil ¢ubuklar) ve T6'nin (B, macenta ¢cubuklar)

en iyi pozlari. Yesil ¢izgiler n-m etkilesimlerini gosterir.Su molekiilleri cam gobegi

kiireler olarak gdsterilmistir.

Ayrica, T6'min piridazinon halkasy, MAO-A'nin F208'ine dogru iyi
yonlendirilmis ve baska bir hidrofobik etkilesim olusturmustur. T3 veya T6'nin fenil
halkasi lizerinde orto konumlandirilmis flor, MAO-A baglanma moduna benzer sekilde
FAD, Y435 ve MAO-B'nin Y398'inden olusan hidrofobik bir kafesle karsi karsiya
kalmistir (Sekil 5.4.). Piridazinon halkalari, MAO-B segici kalmntis1 Y326 ile hidrofobik
etkilesimlere katilmig ve T3 ve T6'nin hidrazon kisimlari, E84 yan zinciri ve MAO-

B'nin T201 omurgas: ilehidrojen baglar1 olusturmustur.
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Sekil 5.4. MAO-B'ye dogru T3 (A, yesil cubuklar) ve T6'nin (B, macenta ¢ubuklar)
en yliksek puanli pozlari. Kirmiz1 oklar, hidrojen baglarmni gosterir.Su molekiilleri

camgObegi kiireler olarak gosterilmistir.

MAO-A veya MAO-B ile T3 ve T6 etkilesimlerinin hesaplamali ¢aligmalari,
elde edilen deneysel biyolojik veriler ile uyum igerisinde bulunmustur. T3 ve T6'nin
yerlestirme skorlari, T6'nin T3'ten daha iyi oldugunu gosteren IC50 deneysel degerleri
ile uyumlu bulunmustur. Baglanma modlari ile ilgili olarak, T3 ve T6'nin orto-flor fenil
halkalar;, MAO-A ve MAO-B'nin hidrofobik kafesleri ile kars1 karsiyadir.ilging bir
sekilde, MAO-A ve MAO-B etkilesimleri arasindaki temel fark, MAO-B'nin T3 ve T6
ve E84 ve T201 hidrazon kisimlar1 arasindaki iki hidrojen baginin varligina
dayanmaktadir, ¢linkii bunlara karsilik gelen bolgeler olan MAO-B’de V93 veMAO-
A'da V210, T3 ve T6'nin se¢ici MAO-B inhibitorleri oldugunu desteklemektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu tez ¢alismasinda MAO-B inhibitorQ etki gosteren, hidrazon yapisinda
12 bilesik hazirlanmis ve bilesiklerin yapilar1 ile aktiviteleri arasinda iliskiler
kurulmustur. AH’ninmevcut tedavisinde de kullanilan, AChE inhibit6rlerinden
donepezil ve galantamin gibi ilag molekilleri ve MAO inhibitérlerinden parjilin,
toloksaton, lazabemid ve Kklorjilinin referans olarak kullanildigi in vitro enzim
inhibisyonu testlerinde, bilesiklerin higbirinde AChE inhibitorii aktivite gozlenmezken
MAO-B inhibisyonunda 0mit verici sonucglara ulagilmistir. Bilesiklerden T6, 120.8
degeri ile en yiiksek selektif indekse sahip ve en ylksek MAO-B enzim inhibitori

bilesik olarak belirlenmistir.

Yapilan bu caliyma sonucunda elde edilen bilesik yapilarindan hareketle yeni
calismalar tiretilebilecek, hedef enzimler olan AChE ve MAO-B’nin ikisini de inihbe
edecek ¢ok hedefli bilesiklere ulasilabilecektir. Bu ¢alismanin ve sonrasinda
gelistirilebilecek in vitro galismalarin sonuglariyla elde edilecek en yuksek aktiviteli
bilesikler icin, AH modeli gelistirilmis deney hayvanlarinda in vivo aktivite

calismalarinin yapilmasi da yeni hedefler arasinda yer almaktadir.
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