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OZET

Yeni Piridazinon Tiirevlerinin Sentezi ve Biyolojik Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Amag: Alzheimer hastaligl, diinya genelinde ciddi bir saglik sorunudur. Yash nifusta en sik
karsilasilan nérodejeneratif hastaliklardan biridir ve yaslanan niifus nedeniyle giderek daha buyuk bir
halk saghgi sorun haline gelmektedir. Mevcut tedavi yaklasimlari hastaligi iyilestirme veya ilerlemesini
durdurmaya yonelik olmayip; hastaligin semptomlarini kontrol altinda tutmaya yoneliktir. Ayrica
mevcut ilaglarin etkisi sinirli ve gesitli yan etki profillerine sahiptir. Tum bu nedenlerden dolayi daha
etkili anti-Alzheimer ajanlarin gelistiriimesine yonelik calismalar yogun bir sekilde siirdlrilmektedir.
Hastaligin tedavisi icin 6ne sirilen kolinerjik hipotez kapsaminda AChE ve BChE enzim inhibisyonu
amaglanmaktadir. Bu tez calismasinda “3(2H)-piridazinon” yapisina sahip bilesiklerin sentezi ve

sitotoksik etkilerinin incelenmesi amaglanmaktadir.

Materyal ve Metot: Bu tez calismasinda 6 yeni bilesigin sentezi, kolinesteraz aktivitesi ve
sitotoksisite degerlendirilmesi yapilmistir. Bilesiklerin yapisi *H-NMR, *C-NMR ve kiitle spektrumu
sonucu elde edilen bilgilerle aydinlatilmistir. Bilesiklerin Ven endotel hiicre hatti (HUVEC) karsi in vitro

sitotoksik etkileri belirlenmistir.

Bulgular: Yapilan kolinesteraz aktivite calismalari sonucunda sentezlenen bilesiklerin Ven

endotel hiicre hatti (HUVEC) hiicre hattinda ICso ve Ki degerleri hesaplanmistir.

Sonug: Sentezlenen tliim bilesiklerin referans ilaca gére daha az toksik oldugu bulunmustur. Tim
molekdiller; ozellikle B4 bilesiginin referans ilagla kiyaslandiginda glicli inhibisyon profili gosterdigi

gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: 3(2H)-piridazinon, AChE, Alzheimer hastaligi, BChE



ABSTRACT

Synthesis of Novel Pyridazine Derivatives and Evaluation of Their Biological
Activities

Aim: Alzheimer's disease is a serious health problem worldwide. It is one of the most common
neurodegenerative diseases in the elderly population and is becoming an increasingly significant public
health issue due to the aging population. Current treatment approaches are not aimed at curing the
disease or halting its progression; rather, they focus on controlling the symptoms. Furthermore, the
effectiveness of currently available medications is limited, and they have varying side effect profiles.
For all these reasons, research into developing more effective anti-Alzheimer's agents is being
intensively pursued. The cholinergic hypothesis proposed for the treatment of the disease aims at
inhibiting the AChE and BChE enzymes. This thesis aims to synthesize compounds with the structure

"3(2H)-pyridazinone" and investigate their cytotoxic effects.

Material and method: This thesis study involved the synthesis and cytotoxic evaluation of 6
new compounds. The structures of the compounds were elucidated using information obtained from
'H-NMR, ¥ C-NMR, and mass spectrometry. The in vitro cytotoxic effects of the compounds against the

venous endothelial cell line (HUVEC) have been determined.

Results: As a result of the cholinesterase activity studies conducted, ICspand Ki values of the

synthesized compounds in the vein endothelial cell line (HUVEC) were calculated.

Conclusion: All synthesized compounds were found to be less toxic than the reference drug.
All molecules, especially compound B4, were observed to exhibit a strong inhibition profile when

compared to the reference drug.

Keywords: 3(2H)-pyridazinone, AChE, Alzheimer's disease, BChE
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1.GIRIS

Alzheimer hastaligi (AH) demans vakalarinin en yaygin sekli olup demans vakalarinin %60—
80’ini olusturmaktadir (Jiang et al., 2025). Kiresel olarak 6nemli bir saglik sorunu olan AH, 2016 yih
itibariyla diinya genelinde en sik gorilen 6liim nedenleri arasinda yerini almistir. Alzheimer's Disease
International verileri diinyada her 3 saniyede bir kisinin demans gelistirdigini gostermektedir.
GUnUmizde yaklasik 50 milyon kisinin demansdan muzdarip oldugu tahmin edilmekte olup, Aizheimer
hastasi sayisinin 2030 yilina kadar 82 milyona ve 2050 yilina kadar 152 milyona ulasacagi
disunulmektedir. (AlSaeed & Omar, 2022; Breijyeh & Karaman, 2020; Silva et al., 2025).

Alzheimer hastaligi bilissel, islevsel ve davranigsal bozukluklarla iliskili, ilerleyici ve geri
donlisimstiz bir nérodejeneratif hastaliktir (de Almeida et al., 2023; Porsteinsson et al., 2021). Hastalik,
basta hafiza olmak Uzere bilissel islevlerde kademeli bir sekilde azalma ile karakterize olup bireyin
glnlik yasam aktivitelerini ve sosyal yasamini 6nemli 6lclide etkileyebilecek seviyede seyretmektedir
(de Almeida et al., 2023). AH’nin patogenezi ve patofizyolojisi heniliz tam olarak ortaya konulamamis
olmakta ve hastaliga 6zgi kesin bir dnleyici tedavi secenegi bulunmamaktadir. Bu nedenle mevcut
tedavi yaklasimlari; bilissel islevlerin strdirilmesi, hastalik seyrinde gelisebilecek psikiyatrik
durumlarla basa ¢ikilmasi, hasta ve bakim veren kisilerin bilgilendirilmesi ile hastanin yasam kalitesinin

olabilecek en Ust dizeyde tutulmasi ve artirilmaya calisilmasina yoneliktir (Ellison, 2002).

Alzheimer hastaliginda mevcut farmakolojik tedavi secenekleri incelendiginde, AChE inhibitori
cesitli ilaglar bulunmaktadir. AChE inhibitori olan ilaglardan takrin, hafif ile orta dereceli seyreden AH
vakalarinda kullanilmak icin FDA tarafindan kabul almis; ancak ciddi hepatotoksisite géstermesinden
kaynakli ilacin kullanimini sinirlandirilmistir (Anand & Singh, 2013). Sonraki yillarda AH tedavisinde
kullanilmak (izere onay alan donepezil ise glinde 5-10 mg uygulanan oral dozlarla bilissel performans
ve klinik fonksiyonlarda 21-81 haftalik bir siirede iyilesmeler sagladigi gosterilmistir (Dooley & Lamb,
2000). Bu ilacin da bulanti, kusma ve diyare basta olmak Uzere bazi yan etkileri rapor edilmistir.
Rivastigmin ve eptastigminin yani sira daha yakin donemde FDA tarafindan diger bir AChE inhibitor
olarak onay almis olan galantamin de tedavide kullaniimaktadir; ancak bunlar da benzer yan etki
profilleri sergilemektedir (Shen et al., 2013). Tim bu durumlar yan etkileri azaltilmis, kolinerjik agonist
ve antagonistlerin kombine halde kullanildiginda daha vyiksek terapotik yanit veren AChE

inhibitorlerinin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir.



Dinya nifusunun yaslanmasi ile gortlme sikhgl giderek artan Alzheimer hastaliginin tedavisi
icin bilim insanlari yeni ilag molekilleri gelistirmek icin ¢alismalarini sirdirmektedirler. Bu sebeple,
kolinesteraz (ChE) inhibitorlerine duyulan ihtiya¢ nedeniyle yeni inhibitér molekdillerin sentezlenmesi
ve inhibisyon profillerinin ele alinmasinin gerekliligi literatiirde acik bir sekilde belirtilmektedir. Bu da
bu konunun arastirmaya ne denli acik oldugunu gostermekte ve tezin 6zglinlGginl artirmaktadir. Bu
tez kapsaminda, literatiirde kayith olmayan, yeni piridazinon halka sistemine sahip bilesikler
sentezlenmistir. Tez kapsamindaki hedef bilesikler 6zgiin bilesiklerdir. Sentezlenen bilesiklerin sitotoksik
aktivitelerinin incelenmesi, 6zellikle yasli popilasyonda artan hizda saglk problemleri haline gelen
norodejeneratif hastaliklar ile iliskili asetilkolin/butirilkolinesterazlarin inhibisyonlarinin c¢alisiimasi
hedeflenmistir. Bu tezin literatiire énemli katkisinin planlanan ¢ok sayida 6zgiin molekil olmasi ve
sitotoksite/AChE/BChE aktivite sonuclaridir. Sitotoksik olmayan ve antikolinesteraz etkili bilesikler
glnimizde c¢ok ihtiya¢ duyulan bilesiklerdir ve bu alanda sirekli yeni bilesiklerin literatiire

kazandirilmasi biyik 6nem tagimaktadir.



2.GENEL BILGILER

2.1. N6rodejeneratif Hastaliklar

Norodejenerasyon, noronlarin yapisal veya islevsel olarak belirli beyin bélgelerinde ilerleyici
kaybi olarak tanimlanir (Tian et al., 2020; Yildirim et al., 2023). Merkezi sinir sistemine (MSS) etkileyen
norodejeneratif hastaliklar néronlarin kaybi ve yanhs katlanmis proteinlerin olusumu ile karakterize

kronik ve ilerleyici patoloji gdsteren yasa bagh hastaliklardir (Teixeira et al., 2020; Tian et al., 2020).

Norodejeneratif bozukluklar insan sagligi icin yiksek yayginliklari ve kétil prognozlari nedeniyle
giderek artan blyuk bir risk olusturmaktadir. Son yillarda yash nifusun artisina bagh olarak,
norodejeneratif hastaliklar gibi yasa bagh hastaliklarin diinya capinda yayginliklarini artirmaktadir
(Barahona-Lopez et al., 2025; Teixeira et al., 2020). Dinya capinda, kanser ve kardiyovaskiler
hastaliklardan sonra 6nde gelen 6lim nedenleri arasinda yer almaktadir. Yeni tedaviler gelistiriimedigi
taktirde nérodejeneratif hastaliklarin baslica 6lim sebebi olmasi beklenmektedir (Singh et al., 2024;
Yildirim et al., 2023). Alzheimer hastaligi (AH), Parkinson hastaligi, multipl skleroz, Lewy cisimcikli
demans, coklu sistem atrofisi, ilerleyici supranikleer palsi, amyotrofik lateral skleroz, Huntington

hastaligi vb. hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklardir (Tian et al., 2020; Yildirim et al., 2023).
2.2. Alzheimer Hastalig

65 yas ve Uzeri bireylerde Alzheimer hastaliginin prevalansi, yaklasik iki katina 5 yilda ¢ikmakta
olup; 85 yas ve (zerindeki bireylerin ise yaklasik Ugte birinin hastalia yakalanma riski tasidigi
bildirilmektedir (Adeowo et al., 2022). Diinya Saglik Orgiitii'ne gére, bunama prevalansinin diisiik veya
orta gelirli Glkelerde %60 gibi yliksek bir oranda oldugunu ve bu boélgeden yasayan niifus oraninin 2050
yilina kadar artarak %71’e ¢ikacagini gdstermektedir (Adeowo et al., 2022; Cummings et al., 2025; Guo
et al., 2020). Birgok ¢alisma, kadinlarin kismen daha uzun yasam siiresiyle iliskili olabilecegi diistintilerek
demansin kadinlarda erkeklere kiyasla daha sik gérildiglini géstermistir. Ancak cinsiyet ve toplumsal
cinsiyet faktorlerinin katkisi henliz tam olarak netlik kazanmamistir (Armstrong, 2020; Frisoni, Hansson,
et al., 2025; Hou et al., 2019). AH, baslangic gosterdigi yasa gore iki kategoride siniflandirilir: erken
baslangicl Alzheimer hastaligi (EBAH) ve gec¢ baslangich Alzheimer hastaligi (GBAH). EBAH, tim AH
vakalarinin yaklasik %1—6’sin1 olusturan, ailesel AH ile iliskili daha seyrek gorilen bir alt tiptir. GBAH ise
daha ileri yas kategorisinde olan 65 yas ve sonrasinda baslayan, daha sik olarak karsilasilan formdur

(Breijyeh & Karaman, 2020).



2.2.1. Alzheimer Hastaliginin Patofizyolojisi

Alzheimer hastaliginin patogenezi, klinik semptomlarin ortaya ¢cikmasindan yaklasik 20 yil 6nce
baslamaktadir. Bu durum amiloid beta (AB) Uretimindeki artis veya temizlenmesindeki azalma sonucu
AB plaklarinin beyinde birikimi ile gerceklesmekte ve s6z konusu birikim bilissel bozukluklarin

baslangicindan yillar 6nce ortaya ¢cikmaktadir (Andrade-Guerrero et al., 2023; Porsteinsson et al., 2021).

AH, yaslanma ve noéronlarin segici kaybi ile iligkili, 6grenme ve hafiza bozukluklarina yol agar
(Gajendra et al., 2024). AH’nin etiyolojisi karmasik ve cok faktorlidir (de Almeida et al., 2023).
Hastaligin temel noropatolojik 6zellikleri arasinda, AB peptit birikimi ile karakterize senil plaklar, tau
proteinlerinin olusturdugu norofibriler yumaklar ve reaktif glial hiicre degisiklikleri yer almaktadir.
Ozellikle AB birikimi; laminin, apolipoprotein E ve asetilkolinesteraz (AChE) ile iliskili olup, serebral
dokuda ve damar yapilarinda gozlemlenmektedir (de Almeida et al., 2023; Gajendra et al., 2024).
Alzheimer hastaliginin patogenezinde bunlarin yani sira néron kaybi, gliyoz, genetik mutasyonlar,
serebrovaskiiler amiloidoz ve norotransmitter dlzeylerindeki azalma gibi ek faktorler de rol

oynamaktadir (Beshir et al., 2022).

2.2.2. Alzheimer Hastaliginin Tedavisi

Alzheimer hastaliginin fizyopatolojisi tam olarak aydinlatilamamis ve hastaligin patogenezinde
rol oynayan pek ¢ok faktor s6z konusu oldugundan dolayl tamamen ortadan kaldiriimasindan ziyade
semptomlarin kontrol altina alinmasina yonelik tedaviler mevcuttur (Beshir et al., 2022; Col et al.,
2022). Alzheimer hastaliginin patogenezini aciklamaya yonelik cesitli hipotezler gelistirilmistir. Bu
kapsamda, bilinen AH mekanizmalari arasinda arasinda tau hipotezi, amiloid kaskad hipotezi,
eksitotoksisite ve kolinerjik hipotez gibi yaklasimlar yer almakta olup, bunlara ek olarak farkli

patofizyolojik slirecleri ele alan diger kavramlar da literatiirde tanimlanmaktadir (Asim et al., 2025).

2.2.2.1. Tedavi Yaklagimlari

Klinik uygulamada Alzheimer hastaligi icin asetilkolin (ACh) diizeyini artirmayi hedefleyen ChE
inhibitorleri (galantamin, rivastigmin, donepezil) ile N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonisti

memantin tek basina veya kombinasyon halinde kullanilmaktadir (Beshir et al., 2022).

1993 yilinda Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullaniimak iizere ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA)
tarafindan onaylanan ilk asetilkolinesteraz inhibitori (AChEI) olarak Takrin Uretildi (Arora et al., 2025;
Frisoni, Aho, et al., 2025). Etkisini AChE aktif bolgesine geri donisimlu olarak baglanip asetilkolinin

parcalanmasini dnleyerek gosterir. Boylece nérotransmisyonu gliclendirerek bilissel semptomlari gegici



olarak rahatlatir (Arora et al., 2025). Klinik faydalarin ragmen hepatotoksisite de dahil pek ¢ok yan etki
profiline sebep olmasi sebebiyle AH icin kullanimi durduruldu (Dawood & Anwar, 2025; Frisoni, Aho, et
al., 2025). Etki mekanizmasi ve yapisal cercevesi sayesinde diger AChE!'lerin tasarimiigin 6ncu bir bilesik
olmustur ve 1996 yilindan sonra klinik kullanimda donepezil, rivastigmin ve galantamin ile 2002 yilinda
onaylanan kismi NMDA reseptdr antagonisti memantin yerini aldi (Arora et al., 2025; Frisoni, Aho, et
al., 2025). Donepezil periferik anyonik bolgeye baglanarak semptomatik etkisini gosterir. Bu etkinin
yani sira amiloid plak birikimini geciktiren etkisi de vardir (Colovi¢ et al., 2013). AChE'ye yiksek segicilik,
uzun yari 6miir ve kan-beyin bariyerini kolay asabilmesi avantajlari arasindadir (Arora et al., 2025;
Colovi¢ et al., 2013). Donepezilin yaygin yan etkileri arasinda bulanty, ishal, istahsizlik, karin agrisi ve
bradikardi yer almaktadir (Colovi¢ et al., 2013). Rivastigmin karbamat tiirevi bir yavas geri donlsimli
kolinesteraz inhibitéridir. Enzimin aktif bolgesinin esteratik kismina baglanarak kolinesteraz
aktivitesini inhibe eder. Rivastigminin en 6nemli avantaji hem AChE hem de BChE'yi inhibe ederek daha
kapsamli bir kolinerjik etki saglar. Dezavantajlari arasinda kisa yari 6émri, bulanti, kusma, ishal,
istahsizlik, bas agrisi, sik dozlama gerektirmesi yer almaktadir (Arora et al., 2025; Colovi¢ et al., 2013).
Galantamin, hem anyonik alt bolgeye hem de aromatik bolgeye baglanan yarismali ve geri dontisimlu
bir AChEI'dir (Ago et al., 2011; Arora et al., 2025; Marucci et al., 2021). Kolinerjik nérotransmisyonu
artiran nikotinik reseptérlerin allosterik olarak glglendirici bir modulatoéridir (Ago et al., 2011; Arora
et al., 2025). Bu durum AH’deki bilissel bozuklugun siddetinin nikotinik reseptorlerin kaybiyla iliskili
olmasindan dolayi klinik etkinligine katkida bulunur (Marucci et al., 2021). Memantin, bir N-metil-D-
aspartat reseptori (NMDAR) antagonisti olup, orta ve ileri evre AH’nin tedavisinde kullanilmaktadir.
Memantin iyonotropik NMDAR inhibe eden bir glutamat antagonisti olarak etki gostermektedir.
Glutamat, 6grenme ve bellek mekanizmalarinda gérev alan baslica uyarici nérotransmitterlerden biridir
(van Marum, 2009). Memantinin terapotik etkisini, dislik-orta dlizeyde afinite gosteren, voltaja bagimli
ve yarismali olmayan NMDAR antagonisti olarak ortaya koydugu bildirilmektedir. ilacin, tercihen NMDA
reseptoriine bagh kalsiyum kanallarina segici olarak baglanarak etkisini gosterdigi 6éne strilmustir

(Kishi et al., 2017; Matsunaga et al., 2018).

2.3. Kolinerjik Hipotez

Kolinerjik hipotez, Alzheimer hastaliginin patogenezini aciklamaya yonelik gelistirilen ilk ve en
kapsamli hipotezdir. Klinik arastirmalar; AH tanili hastalarin 6zellikle hipokampus gibi beyin dokularinda
kolinerjik noronlarda dramatik bir gerileme, asetilkolin seviyelerinde belirgin bir azalma ve kolin
asetiltransferaz (ChAT) enzim aktivitesinde spesifik bir azalmayla karakterize bir seyir izledigini
gostermisti.  Bu norokimyasal degisimler, hastaligin bilissel semptomlari ile dogrudan

iliskilendirilmektedir (Atta et al., 2025; Huang et al., 2022). Hipokampus nikotinik (iyonotropik)



asetilkolin reseptorleri acgisindan; serebral korteks muskarinik (metabotropik) reseptorler acisinda
zengin dagihm gosteren beyin bolgeleridir. Alzheimer hastalarinda her zaman erken dénemde ve
ilerleyici donemde bazal 6n beyin kolinerjik néronlarinin dejenerasyon séz konusudur. Hem nikotinik
hem muskarinik asetilkolin reseptorlerinin Alzheimer hastalarinda belirgin sekilde etkilendigi
goralmustir (Atta et al., 2025; Chen et al., 2022; Hampel et al., 2018). Tim bu nedenlerden dolayi
kolinerjik hipoteze gore Alzheimer hastaligini tedavi etmenin bir yolu olarak asetilkolinesterazi geri
donlisimli ve segici inhibitorlerle inhibe ederek asetilkolin seviyesini geri kazanmak gerekmektedir (da

Silva et al., 2011).

2.3.1. Norotransmitterler

Sinir sisteminin normal ve rutin isleyisi icin ndronlar arasinda etkili bir iletisim olmasi
gerekmektedir (Valenzuela et al., 2011). Norotransmiterler, néronlar arasindaki sinaptik bosluklara
presinaptik nérondan postsinaptik nérona olacak sekilde iletim araciligiyla ya da ndéronlardan efektor
hicrelere (kas ve bez hiicreleri gibi) sinyal iletimini saglayan endojen kimyasal haberciler olarak gérev
alir (Rizo, 2022; Stiudhof, 2008; Swit et al., 2023). Noérotransmitterler; algi, duyum, diisiinme, motor
kontrol ve bilissel islevler gibi cok sayida fizyolojik ve nérolojik siirecte kritik rol oynamaktadir (Swit et
al., 2023). Noronal iletisim, temel olarak presinaptik terminallerdeki vezikiillerde depolanan
nérotransmitterlerin, kalsiyum (Ca2*) bagimli ekzositoz yoluyla salinmasiyla saglanir. Bu karmasik suireg;
sinaptik vezikillerin plazma zarindaki aktif bolgeler olarak adlandirilan 6zellesmis alanlara
kenetlenmesini, salinim oncesi vezikillerin hazir hale getirilmesini ve bir aksiyon potansiyelinin
terminalde neden oldugu Ca** akisina neden olarak vezikil ve plazma zarlarinin kaynasmasini
kapsamaktadir. Ekzositoz slireci genelde, kalsiyum girisini takiben tipik olarak senkronize ve <1 ms gibi
oldukga hizl bir sekilde tetiklenmektedir (Rizo, 2022). En yaygin nérotransmitterler arasinda glutamat,

y-aminobiitirik asit, asetilkolin, noradrenalin, dopamin ve serotonin vardir (Swit et al., 2023).

2.3.2. Asetilkolin

Asetilkolin; korteks, bazal gangliyonlar ve bazal 6n beyinde yaygin olarak bulunan ve 1921'de,
Otto Loewi tarafindan kesfedilen ilk norotransmiterdir (Hampel et al., 2018; Swit et al., 2023).
Asetilkolin (ACh), 68renme, hafiza ve diger Ust dlzey bilissel islevlerde rol oynayan énemli bir uyarici
norotransmiterdir. ACh dizeyleri, sentez ve salinim siireglerinin merkezi kolinerjik sinir sistemi
tarafindan diizenlenmesi yoluyla etkilenirler (Chen et al., 2022). ACh; kolin ve asetil koenzim A (asetil
CoA)dan, ChAT enziminin katalizorligu ile sentezlenmektedir. Asetilkolin sentezlendikten sonra,
presinaptik vezikillerde depolanmaktadir ve bu vezikiillere ise vezikiler asetilkolin tasiyicisi tarafindan

gerceklesmektedir. Sinaptik araliga salindiginda nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChR) ve muskarinik



asetilkolin reseptorlerine (mAChR) baglanarak hiicre izerindeki etkilerini diizenler (Abreu-Villaca et al.,
2011). NAChR, iyon kanali ile iligkili yapilari sayesinde asetilkolinin hizli ve uyarici etkilerini aracilik eder
(Patocka et al., 2004). ACh’nin, kolin ve asetik aside hidrolizi kolinesteraz enzimleri tarafindan katalize
edilmekte ve boylece ndrotransmisyonun sonlandiriimaktadir (Atta et al., 2025; Luque & Mufoz-

Torrero, 2024).

Asetilkolinin hidrolizi sonrasinda kolin molekillii ortamdan uzaklastirlmaktadir ve enzim
katalitik serin kalintisi gegici olarak asetillenmektedir. Ardindan, asetillenmis AChE bir su molekili
tarafindan hidrolize ugrayarak asetik asit aciga cikar ve enzim yeniden aktif formuna donusir (Sekil 1)

(Lugue & Mufoz-Torrero, 2024).
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Sekil 1. AChE'nin ndérotransmisyondaki etki mekanizmasi (Colovi¢ et al., 2013)

2.3.3. Kolinesterazlar

ChE, optimal kosullar altinda kolin esterlerini diger ester substratlardan daha hizli bir sekilde
hidrolize eden enzim ailesinin genel adidir. ChE’ler, esteraz ailesine ait serin hidrolazlar olup ¢esitli
karboksilik esterlerin hidrolizini katalizlemektedir (Patocka et al., 2004). Gelismis organizmalarda iki ana
kolinesteraz vardir: asetilkoline karsi oldukca spesifik olan AChE ve daha spesifik olmayan bir aktivite
gosteren ve diger kolin esterlerini hidrolize edebilen butirilkolinesteraz (BChE) (Reynoso-Garcia et al.,
2025). AChE ve BChE’lar homolog glikoproteinler olup yaklasik %50 sekans 6zdesligi gostermelerine
ragmen, dokulardaki dagihmlari, kinetik o6zellikleri ve substrat o6zgillikleri agisindan farkhlik
gostermektedir (de Almeida et al.,, 2023). Calismalar, AH gelisimi sirasinda serebral korteks ve
hipokampus gibi beynin en ¢ok etkilenen bolgelerinde AChE aktivitesinde belirgin azalma goriiniirken

BChE aktivitesinde artis oldugunu gostermistir (Anand & Singh, 2013; Marucci et al., 2021).



2.3.3.1. Asetilkolinesteraz

AChE, karboksil esteraz enzim ailesine aittir ve viicutta nérotransmitterlerin pargalanmasini
katalize eden birincil kolinesterazdir (Dar et al., 2020). Gergek kolinesteraz olarak da adlandirilan AChE,
sinir, kas ve hematopoetik hiicrelerde sentezlenen, yiiksek katalitik etkinlige sahip olmasindan dolayi
en verimli enzimlerden biridir (De Boer et al., 2021). Sentezlendikten sonra sinaptik iletimin
sonlandiricisi olarak islev gordigi noromuskiler kavsaga/sinaptik yariga salinan énemli bir enzimdir
(Dar et al., 2020). Serin esteraz ailesine dahil edilmesinin nedeni, etki mekanizmasi icin hayati 6nem
taslyan Ser—His—Glu katalitik GglUsi ile karakterize edilen bir katalitik bélgenin varhgidir. AChE zerinde
substrat hidrolizinin gerceklestigi kisim katalitik bolge ve asetilkolin girisini diizenleyen kisim periferik
anyonik bélge (PAB) olarak bilinmektedir (Dar et al., 2020; Reynoso-Garcia et al., 2025). insan
asetilkolinesterazinin yapisi, 14 o-heliks tarafindan cevrelenen merkezi bir 12 iplikcikli karma B-
tabakadan olusmaktadir (Son et al., 2019). Enzimin aktif bolgesi, yliksek oranda aromatik yapida olup
yaklasik 20 A derinliginde ve 5 A genisliginde olup silindirik dar bir olugun daha genis tabanina yakin
konumlanmistir. (Chaudhaery et al., 2010; Hung et al., 2025; Son et al., 2019).

AChE, merkezi kolinerjik sistemdeki anormal degisikliklerin yani sira AH’nin patogenezinde yer
alan cgesitli molekiler ve hiicresel siireclere etki edebilir. AChE’nin, AP Uretiminde rol oynayan énemli
bir enzim olan presenilin-1’e dogrudan baglanarak bu proteinin ekspresyonunu artirir ve buna bagli
olarak AR diizeylerinde artisa yol agarak bilissel islevlerde bozulma hizlanir. Tau proteininin asiri bir
sekilde artisi, noron iltihabina, hiicre apoptozuna, ndérotransmitter ve ndrohormon sistemi

dengesizligine gibi olaylara da neden olmaktadir (Chen et al., 2022).

2.3.3.2. Butirilkolinesteraz

Asetilkolinesterazin plazmada analogu olan bitirilkolinesteraz, ge¢miste psoédokolinesteraz
olarak da adlandiriimistir ve karacigerde sentezlenir. Biyolojik islevi uzun siire tam olarak aciklanamamis
olsa da plazmada AChE'ye kiyasla daha yliksek diizeylerde bulunmaktadir (De Boer et al., 2021).
Butirilkolinesteraz bir serin hidrolazdir. Asetilkolinesteraza benzer li¢ boyutlu yapiya sahiptir. Katalitik
mekanizmalari asetilkolinesterazla benzer olsa da farkh substrat seciciliginin farklihgi ve inhibitérlere
verdikleri yanit bakimindan ayrilirlar (Masson et al., 2009). BChE, AChE’ye kiyasla asetilkoline karsi daha
distk substrat 6zgilligine sahiptir (Giacobini, 2003). BChE, asetilkolin ve diger kolin esterlerini
hidrolize edebilmesine ragmen, glinimiize kadar bu enzime 6zgii fizyolojik bir endojen substrat kesin
olarak tanimlanamamistir. Ancak c¢ok sayida ester iceren bilesigi parcalayabildiginden, onemli

farmakolojik ve toksikolojik rollere sahiptir (Nicolet et al., 2003).



2.4. Piridazin

Medisinal kimyada, biyoizosterizm vyaklasimi ila¢g tasariminda yaygin olarak kullanilan
yontemlerden biridir. Piridazin (1,2-diazin) de ilag tasariminda belirli durumlarda biyoizosterik bir yapi
olarak kullanilabilmektedir (Zerroug et al., 2019). Knorr, 1,2 diazin halka sistemi icin "piridazin" terimini
ortaya atmistir (Jakhmola et al.). Piridazin tiirevleri ilk olarak 1886 yilinda Emil Fischer tarafindan elde
edilmistir.  Piridazin, Ug¢ izomerik diazin yapisindan biri olup siklik bir hidrazon olarak
degerlendirilmektedir. Halkadaki iki azot atomunun birbirine yakin sekilde konumlanmasi, pirimidin ve
pirazine kiyasla farkh kimyasal 6zellikler gostermesine neden olmaktadir (Tisler & Stanovnik, 1968).
Piridazinler, alti Gyeli azotlu heterosiklik bilesiklerdir ve biyolojik aktiviteleri nedeniyle biiytk ilgi géren
en onemli heterosiklik bilesikler arasinda yer almaktadirlar. Bunlara nispeten piridazinler dogada
nadiren bulunur ve bu nedenle uzun siire arastirmacilarin ilgisini cekmemislerdir. 1970'lerden itibaren
piridazinlerin popularitesi artmaya baslamis ve piridazin bazl bazi ilaglar tipta aktif olarak kullaniimaya

zamanla baslamistir (Sergeev & Nenajdenko, 2020).

Son yillarda yapilan ¢alismalar, piridazin tirevlerinin oldukca genis ve cesitli bir biyolojik aktivite
profiline sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Bu bilesiklerin; analjezik, antiinflamatuar, antipiretik, Glser
onleyici, antimikrobiyal, antiviral, antikanser, antileishmanial, tilberkiloz karsiti, antihipertansif,
sedatif-hipnotik, anksiyolitik, antidepresan, antikonviilsan, immiinosupresif ve anti-Alzheimer
aktiviteler gosterebildigi bildirilmistir (Alghamdi & Asif, 2021; Butnariu & Mangalagiu, 2009; Daoui et
al., 2023).

2.5. 3(2H)-Piridazinon

Piridazin yapisi iceren bazi molekillerin anti-Alzheimer etkinligi gosterdigi literatiirde rapor
edilmistir. Bu bilesikler arasinda 6zellikle piridazinon tlrevleri hem kolay sentezlenebilmeleri hem de
halka sisteminin cesitli pozisyonlarindan fonksiyonellestirilebilmeleri nedeniyle arastirmacilarin ilgisini
¢ekmisti. Bu nedenle piridazinonlar, Alzheimer hastaligina yonelik yeni terapotik ajanlarin

gelistirilmesinde dnemli bir arastirma odagi haline gelmistir (Alghamdi & Asif, 2021).

Piridazinon tirevleri dogada genellikle bulunmaz ve bu nedenle tamamen sentetik
molekdllerdir. Piridazinon ¢ekirdegi, dort karbon atomu ve iki azot atomundan olusan alti Gyeli bir
halkadir ve azot atomlarindan birine bitisik karbonlardan birinde bir keton grubu bulunur (Sekil 2) (El
Bouamri et al.,, 2025). 3(2H)-Piridazinon ve tilirevlerinin isimlendirilmesi asagidaki sekilde

numaralandirilarak yapilmaktadir (Matrai, 1997)



Sekil 2. 3(2H)-piridazinon ve tlrevlerinin numaralandiriimasi (Matrai, 1997)

Tautomeri olarak da bilinen tautomerizasyon, bir molekil icerisindeki hidrojen atomunun ya da
protonun formal yer degistirmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu harekete paralel olarak, molekuldeki
tek baglar ile komsu cift baglar da yer degistirmektedir (Boukharsa et al., 2014). 2. konumunda herhangi
bir stibstitlient bulundurmayan 3(2H)-piridazinon tiirevlerinde, halkadaki azot atomuna bagli protonun
varligindan dolayi bilesiklerin tautomerik denge gosterebildigi literatiirde belirtiimektedir (Sekil
3).3(2H)-piridazinon (A), 3-hidroksil piridazinden (B) daha kararli bir okso formudur (Asproni et al.,
2025; Boukharsa et al., 2014).
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Sekil 3. 3(2H)-piridazinon bilesiginin keto-enol tautomerizmi (Asproni et al., 2025)

Piridazinon halka yapisinin aromatik oldugu disliniilmis ve bu 6zelligini kanitlamak icin spektroskopik
ve kimyasal verilerden yararlanilmistir (Graff & Dobrowolski, 2013). Halka azotunda herhangi bir
slbstitiient bulundurmayan tlrevlerde zayif asidik 6zellik gosterdiginden dolayi kuvvetli bazlar, aminler

ve amonyak ile tuz olusturmaya yatkindir (Ozdemir et al., 2022).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Kimyasal Calismalar

3.1.1. Materyal

Tez kapsaminda vyapilan sentez ¢alismalarinda; 3,6-dikloropiridazin, 4-bromoanilin, etil
bromoasetat, hidrazin hidrat (%99), 2,4 dimetoksibenzaldehit, 3,4,5-trimetoksibenzaldehit, 2-

metoksibenzaldehit, p -anisidin, furfural ve 4-bifenil karboksaldehit ve farkli ¢oziiciler kullanildi.

Sentez calismalarimizda kullanilan tim kimyasal maddeler Macklin, BLDpharm, Sigma-Aldrich,

ABCR, Acros Organics, Isolab ve Merck firmalarina ait Grinlerdir.
3.1.2. Sentez Yontemleri

Tez calismasinda kapsaminda tasarlanan ve sentezlenen bilesiklere ait sentez semasi Sekil 4 'de

ve bilesiklerin yapilari Sekil 5’te gosterilmistir.

NH,
¥ { N
cl N N N
N . = N
U - -~ CH;COOH i
| —
A cl Br A cl Br ©
BrCH,COOCH,CH,

Q LT e )@V &Aﬁ .
= O

Sekil 4. Bilesiklerin genel sentez semasi
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N N /
= \N \N/\
N e}
Br @]
OCHs
OCHs
R:
HsCO OCHs
OCHs
B1 B2
OCH;, OCHj
OCHs
B4
B3
—J
B5S B6

Sekil 5. Sentezlenen bilesik yapilari

3.1.2.1.Baslangig Maddelerinin Sentezleri

3-kloro-6-[4-bromoanilin-1-il]piridazin Sentezi (a)

0.01 mol 1.48 gram 3,6-dikloropiridazin ve 0.01 mol 1.72 gram 4-bromoanilin, ¢6ziici olarak
10-15 ml etanol igerisinde, geri ¢eviren sogutucu altinda yaklasik 8 saat isitilarak karistirildi. Reaksiyon

bitiminde karisim soguk suya dokiildi; elde edilen ¢okelek daha sonrasinda metanol ile saflastirildi

(Gursoy et al., 2024).

6-[4-bromoanilin-1-il]-3(2H)-piridazinon Sentezi (b)

0.05 mol 3-kloro-6-[4-bromoanilin-1-il]piridazin geri ¢eviren sogutucuda yaklasik 30 ml glasiyel
asetik asit ile birlikte, yaklasik 8 saat karistirilarak isitildi. Reaksiyon bitiminde evaporatdrde solvan
ucuruldu, kalan artik suda ¢6zlldi ve sonrasinda kloroform ile 3 kere ekstre edildi. Organik faz susuz

Na,SO, ile kurutulduktan sonra kloroform uguruldu. Kalan artik uygun c¢oziculer kullanilarak

kristallendirme islemi ile saflastirildi (Merde et al., 2022)
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Etil 6-[4-bromoanilin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetat Sentezi (c)

0.01 mol 6-[4-bromo anilin-1-il]-3(2H)-piridazinon, 0.02 mol etil bromoasetat ve 0.02 mol
potasyum karbonat 40 ml aseton icerisinde, yaklasik 30 saat geri ceviren sogutucu altinda karistirilarak
isitildi. Karisim sogutuldu, ¢oken tuz stzlildli ve ¢bziici uguruldu. Kalan artik uygun ¢ozliciilerden

kristallendirilerek saflastirildi (Merde et al., 2022).

6-[4-bromo anilin -1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit Sentezi (d)

0.01 mol etil 6-[4-bromoanilin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetat 25 ml etanolde ¢6zildi ve 3
ml hidrazin hidrat eklenen karisim 6 saat geri ¢eviren sogutucu altinda karistirilarak isitildi. Olusan

cokelek stzildi, suyla yikandi, kurutuldu ve etanolle kristallendirilerek saflastirildi (Merde et al., 2022).

3.1.2.2. Sonug Bilesiklerin Sentezi

0.01 mol 6-[4-bromoanilin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit ve 0.01 mol siibstitie
aldehit tarevleri yaklasik 15 ml etanol icerisinde, degisen sirelerde geri ¢eviren sogutucu altinda,
karistinlarak isitildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra buzlu suya dokildi, ¢oken madde siizilip

kurutuldu. Bilesikler gesitli solvanlarla kristallendirilerek saflastirildi.

3.1.3. Analitik Yontemler

3.1.3.1.ince Tabaka Kromatografisi ile Yapilan Kontroller

Materyal

ince tabaka kromatografisiyle (iTK) gerceklestirilen tayinlerde Kieselgel 60 F254 (Merck) markali
plak tercih edildi.

Kloroform-Metanol (90:10), Dikolorometan-Metanol (90:10) ve Etilasetat:Aseton (1:2) solvan

sistemleri bilesiklerin kromatografik analizlerinde kullanildi.

Yontem

Hazirlanan ¢6ziict karisimlari, kromatografi tanklarina aktarildi ve tanklarin ¢6zticii buhariyla
doygun hale gelmesi i¢in 24 saat boyunca oda kosullarinda bekletildi. Ticari olarak temin edilen
Kieselgel 60 F254 (Merck) aliminyum plakalar lizerine, sentezlenen bilesikler ile bu bilesiklerin

eldesinde kullanilan baslangi¢ maddelerinin uygun ¢oziicller icerisinde hazirlanmis ¢ozeltilerinden
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ornekler uygulandi. Plakalar, doygunluga ulasan c¢ozlicli sistemi icinde 10 cm oda sicakliginda

ylrituldikten sonra Rf degerleri belirlendi.

Kromatografik ylritme islemi tamamlanip plaklar oda sicakhginda kurutulduktan sonra,
maddelere ait lekelerin goriiniir hale getirilmesi icin 254 ve 365 nm dalga boylarinda UV 1s1g1 altinda

inceleme yapild.
3.1.3.2. Spektrometrik Kontroller
'H-NMR spektrumlari
'H-NMR Spektrumlari: indénii  Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastrma Merkez
Laboratuvari’'nda, Bruker Avonce 600 MHz UltrashieldTM NMR Spektrofotometre cihazi kullanildi.

Spektrumlar bilesik B1-B6’nin dimetilsiilfoksit-ds (Merck) icerisinde yaklasik 10’luk ¢ozeltilerinden
kaydedilmis olup; & (ppm) skalasinda degerlendirilmistir.

13C-NMR Spektrumlari

13C-NMR Spektrumlari: indni Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkez
Laboratuvari'nda, Bruker Avonce 600 MHz UltrashieldTM NMR Spektrofotometre cihazi kullanildi.
Spektrumlar bilesik B1-B6'nin dimetilsiilfoksit-ds (Merck) icerisinde yaklasik 10’luk c¢ozeltilerinden
kaydedilmis olup; & (ppm) skalasinda degerlendirilmistir.

Kiitle spektrumlari

Kitle Spektrumlar: inénii  Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkez
Laboratuvari’'nda, Thermo Scientif Exactive Plus Benchtop Full-Scan Orbitrap Mass Spectrometer LC-
HRMS analyzer kullanilarak B1-B6'nin kitle spektrumlari ahnmistir.

3.2. Biyolojik Aktivite Calismalari

3.2.1. Kolinesteraz Aktivite Tayini

1 M Tris/HCI-5 mM EDTA (pH:8,0) (tampon) ¢bzeltisi: 30.27 g tris ve 0.370 g EDTA alinarak 200
ml distile suda ¢ozildii. Cozeltinin pH’si HCl ¢ozeltisi kullanilarak pH 8’e ayarlandi. Daha sonra elde

edilen ¢ozelti 250 ml’ye distile su ile tamamlandi.

10 mM asetil tiyokolin iyodat ¢ozeltisi: 0.145 g asetil tiyokolin iyodat az miktarda distile suda

¢ozlildl. Daha sonra elde edilen ¢ozelti 50 ml’ye distile su ile tamamlandi.
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10 mM biitiril tiyokolin iyodat gézeltisi: 0.159 g bitiril tiyokolin iyodat az miktara distile suda

¢Ozillp, daha sonra elde edilen ¢ozelti 50 ml’ye distile su ile tamamlandi.

%1’lik sodyum sitrat-0.5 mM DTNB c¢ozeltisi: 0.5 g sodyum sitrat ve 0.01 g DTNB (5,5'-

ditiyobis(2-nitrobenzoik asit)) alindi az miktarda distile suda ¢oziildii. Daha sonra elde edilen ¢ozelti 50

ml’ye distile su ile tamamlandi.

96 kuyucuklu pleytte tasarlanirken asagidaki tablodaki oranlar kullanildi.

Tablo 1. 96 kuyucuklu pleytte tasarlanirken kullanilan oranlar

Reaktif Kor Kontrol . Test Numunesi Standart ilag
(%100 Aktivite)

Fosfat Tamponu 150 pL 130 pL 130 pL 130 uL

Coziicu 20 pL 20 pL - -

Test Numunesi - - 20 pL -

Standart ilag Cozeltisi - - - 20 pL

DTNB 20 pL 20 pL 20 uL 20 pL

Enzim - 20 pL 20 uL 20 uL

inkiibasyon (10-15 dk, 37°C)

Substrat 10 uL 10 uL 10 uL 10 uL

Toplam Hacim 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL

Asetilkolinesteraz/butirilkolinesteraz, asetiltiyokolinin/butiriltiyokolinin tiyokoline hidrolizini

katalizler. Tiyokolinin olusum orani, 5-tiyo-2-nitrobenzoik asitin olusumundan kaynaklanan kolorimetrik

farktan olusan absorbans degerleri 412 nm’de 6lglildi. Absorbans degerlerinden Lambert Beer

yasasina gore miktara ve ICso degerlerine GraphPad Prism 10 programi sayesinde hesaplandi (Elilman et

al., 1961).

15



Sekil 6. AChE inhibisyon ¢alismasi

n n =N
S e S
‘ " " " 3

b

<>

Sekil 7. BChE inhibisyon ¢alismasi

3.2.2. Sitotoksisite

Ven endotel hiicre hatt (HUVEC, ATCC CRL-1730) kullanildi. Hicreler, %1 penisilin/streptomisin
ve %10 fetal sigir serumu (FBS) iceren RPMI besiyerinde; 37 °C sicaklik, %5 CO; ve %95 nem iceren
inkibatorde Uretildi. Hiicre ekimi, 250 ml’lik kaltir flasklarina flask hacminin %10'u kadar besiyeri
icerecek sekilde 105 hicre/ml yogunlugunda yapildi. Hucreler flask ylizeyinde tek tabaka halinde

konfluent duruma ulasana dek inkiibe edildi; gereksinim duyuldukca besiyeri degisimi yapildi. Yizeye
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tutunan htcreler 50 ml’lik falkon tliplerine tripsin solisyonu ile kaldirilarak alindi ve 15 dakika 1500
rpm’de santrifiij edilerek pelletlendi. Hiicre sayimi ve canhlik tayini, %0,9’luk NaCl icerisinde hazirlanan

%1’lik tripan mauvisi boyasi kullanilarak 1sik mikroskobu altinda gergeklestirildi.

Sentezlenen bilesiklerin hiicre canlihigl tizerindeki etkilerini ve HUVEC hiicre hatti (izerindeki
non-toksik  konsantrasyonlarini belirlemek  igin MTT  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide) analizi kullanildi.

Hicreler, cok kuyucuklu pleytlere kuyucuk basina 105 hiicre/ml olacak sekilde ekildi ve
hiicrelerin yiizeye tutunmasi icin 6 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan besiyerine sentezlenen
bilesiklerin farkl konsantrasyonlari (2.5, 5, 10, 25 ve 50 uM) eklendi ve pleytler 37 °C’de inkiibasyona
birakildi ve pozitif kontrol olarak Sorafenib tosilat kullanildi. Tim deneyler tekrarlar halinde

gerceklestirildi.

Kuyucuklara 10 pl MTT eklenip 4 saat inkiibe edildikten sonra 570 nm'de absorbans 6lglimii
yapildi; elde edilen degerler negatif kontrole oranlanarak % hiicre canhlg belirlendi ve ICso degerleri
GraphPad Prism 10 yazilimi ile molekdllerin mol agirliklariyla déniisiim hesaplanarak tablolastirildi

(Mosmann, 1983).

Sekil 8. HUVEC hiicrelerinde MTT ¢alismasi
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4. BULGULAR

4.1. Kimyasal Calismalar

4.1.1. 2-(3-((4-bromofenil)amino)-6-oksopiridazin-1(6H)-il)-N'-(2,4-

dimetoksibenziliden)asetohidrazit (B1)

OCH;

H H
N N N
= \N/Y \N/
\ o)
Br o) OCHs

3.38 g (0.01 mol) 6-[4-bromoanilin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit ve 1.6617 g (0.01
mol) 2,4-dimetoksibenzaldehitten hareketle genel sentez yontemine gore sentez edildi, reaksiyon
ortami buzlu suya dokildi; ¢coken madde suzildi, kurutuldu. Metanol ile saflastirildi. Acik sari renkte

toz bilesiktir, verim 0.0177 g (% 36.4)"dr.

’H-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 600 MHz), & 3.82 (3H; s; 2-O-CH3), 3.84 (3H; s; 4-0O-CHs),
4.90 (2H, s, -CH,-), 6.88-6.90 (2H, d, 2,4-dimetoksifenil 3-H, 5-H), 6.95 (2H; d; 4-bromofenil 2,6
protonlari), 7.20 (1H, d, piridazinon 5-H), 7.28 (2H, d, 4-bromofenil 3,5 protonlari), 7.51 (1H, d, 2,4-
dimetoksifenil 6-H), 7.54 (1H, d, piridazinon 4-H), 7.98 (1H, s, =CH-), 11.45 ppm’de (1H; s; -NH-) pikleri

goralda.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 150 MHz) § 55.08 (1C; 2-0-CH3s), 55.25 (1C; 4-0O-CH3), 55.78
(-CH,-), 105.46 (1C; 2,4-dimetoksifenil 3C), 107.15 (1C; 2,4-dimetoksifenil 5C), 114.80-115.10 (3C; 4-
bromofenil 2-C, 4-C, 6-C), 124.16-130.20 (4C; 4-bromofenil 1-C, piridazinon 5-C, 4-bromofenil 3-C,5-C),
138.24 (1C; piridazinon 4-C), 140.84 (2C; 2,4-dimetoksifenil 2C, 4C), 142.16(1C; =CH-), 164.80 (1C;
piridazinon -0-C=0), 171.50 (1C; -O-C=0) ppm’de pikler gorildu.

Kutle spektrumunda (LC-MS/MS): m/e 487.3166 ([M+H]*), 242.1538 ve 198.1217'de pikler

goralda.
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4.1.2. 2-(3-((4-bromofenil)amino)-6-oksopiridazin-1(6H)-il)-N'-(2,4,6-
trimetoksibenziliden)asetohidrazit (B2)

OCH,

H H
N N N
= \N/ﬁ( \N/
\ 0]
Br o H3CO OCHj

3.38 g (0.0003 mol) 6-[4-bromoanilin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit ve 1.962 g (0.01
mol) 2,4,6-trimetoksibenzaldehitten hareketle genel sentez yontemine gére sentez edildi, reaksiyon
ortami buzlu suya dokildi; ¢coken madde sizildi, kurutuldu. Metanol ile saflastirildi. Koyu sari renkte

toz bilesiktir, verim 0.1245 g (% 80.37)"dir.

1H-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 600 MHz), & 3.80 (3H; s; 4-0O-CHs), 3.88 (6H; s; 2,6-0O-CHs),
4.78 (2H, s, -CH,-), 6.38 (2H, s, 2,4,6-trimetoksifenil 3-H, 5-H), 6.84 (2H; d; 4-bromofenil 2,6 protonlari),
6.98 (1H, d, piridazinon 5-H), 7.27 (2H, d, 4-bromofenil 3,5 protonlari), 7.66 (1H, d, piridazinon 4-H),
8.06 (1H, s, =CH-), 11.52 ppm’de (1H; s; -NH-) pikleri géruldi.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 150 MHz) & 55.24-55.28 (3C; 2-0-CHs, 4-O-CH3, 6-O-CHs),
56.40 (-CH,-), 101.20 (1C; 2,4,6-trimetoksifenil 1C), 103.58 (2C; 2,4,6-trimetoksifenil 3C,5C), 114.80-
114.72 (3C; 4-bromofenil 2-C, 4-C, 6-C), 122.68-132.44 (4C; 4-bromofenil 1-C, piridazinon 5-C, 4-
bromofenil 3-C,5-C), 136.62 (1C; piridazinon 4-C), 154.60 (2C; 2,4,6-trimetoksifenil 2C, 6C), 158.44 (1C;
2,4,6-trimetoksifenil 4C), 158.88 (1C; =CH-), 160.24 (1C; piridazinon -0-C=0), 169.96 (1C; -O-C=0)

ppm’de pikler gorild.

Kutle spektrumunda (LC-MS/MS): m/e 517.3448 ([M+H]*), 242.1538 ve 198.1217'de pikler

goralda.

4.1.3. 2-(3-((4-bromofenil)amino)-6-oksopiridazin-1(6H)-il)-N'-(2-metoksibenziliden)asetohidrazit

(B3)
N N N
\ O
Br o
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3.38 g (0.01 mol) 6-[4-bromoanilin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit ve 122 ml (0.01
mol) 2-metoksibenzaldehitten hareketle genel sentez yontemine gore sentez edildi, reaksiyon ortami
buzlu suya dokildi; ¢oken madde slizildd, kurutuldu. Metanol ile saflastirildi. Agik sari renkte toz

bilesiktir, verim 0.0590 g (% 43.19)'dr.

IH-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 600 MHz), § 3.81 (3H; s; O-CH3), 5.11 (2H, s, -CH»-), 6.91
(2H; d; 4-bromofenil 2,6 protonlari), 7.12 (1H, d, 2-metoksifenil 3-H), 7, 48 (2H, d, 4-bromofenil 3,5
protonlari), 7.50 (1H, d, piridazinon 5-H), 7.52 (1H, t, 2-metoksifenil 4-H), 7.54 (1H, d, piridazinon 4-H),
7.75 (1H, d, 2-metoksifenil 6-H), 8.01 (1H, s, =CH-), 11.70 ppm’de (1H; s; -NH-) pikleri goruld.

B3C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 150 MHz) 6 52.88 (1C; -O-CHs), 55.66 (-CH-), 111.19 (1C;
2-metoksifenil 3C), 116.99-120.38 (4C; 2-metoksifenil 1-C, 4-bromofenil 2-C,4-C,6-C), 129.05-131.45
(4C; 2-metoksifenil 5-C, piridazinon 5-C, 4-bromofenil 3-C,5-C), 135.79-143.64 (2C; 4-bromofenil 1-C,
piridazinon 4-C), 144.15 (1C; =CH-), 150.02 (2-metoksifenil 2-C), 160.04 (1C; Piridazinon -0-C=0),
168.64 (1C; -O-C=0) ppm’de pikler gorulda.

Kutle spektrumunda (LC-MS/MS): m/e 457.2118 ([M+H]*), 360.3232 ve 198.1217'de pikler

goruld.

4.1.4. 2-(3-((4-bromofenil)amino)-6-oksopiridazin-1(6H)-il)-N'-(3,4-
dimetoksibenziliden)asetohidrazit (B4)

H H
N N N = OCHjy
= \N/ﬁ( \N
\ 0
Br o) OCHjs
3.38 g (0.01 mol) 6-[4-bromoanilin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit ve 1.6617 g (0.01
mol) 3,4-dimetoksibenzaldehitten hareketle genel sentez yontemine gore sentez edildi, reaksiyon

ortami buzlu suya dokildi; ¢oken madde siziildd, kurutuldu. Etanol ile saflastirildi. Sari renkte toz

bilesiktir, verim 0.82 g (% 56.20)"dr.

1H-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 600 MHz), & 3.83 (3H; s; 4-O-CH3s), 3.85 (3H; s; 3-O-CHs),
5.05 (2H, s, -CH,-), 6.86 (2H; d; 4-bromofenil 2,6 protonlari), 7.12 (1H, d, 3,4-dimetoksifenil 5-H), 7,35
(2H, d, 4-bromofenil 3,5 protonlari), 7.44 (1H, d, piridazinon 5-H), 7.47-7.52 (2H, s, d, 3,4-dimetoksifenil
2-H, 6-H), 7.58 (1H, d, piridazinon 4-H), 8.04 (1H, s, =CH-), 11.65 ppm’de (1H; s; -NH-) pikleri goraldi.
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BBC-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 150 MHz) 6 54.45 (2C; 3-O-CH3, 4-O-CHs), 56.36 (-CHa-),
110.08 (1C; 3,4-dimetoksifenil 5C), 113.54-120.38 (4C; 3,4-dimetoksifenil 2-C, 6-C, 4-bromofenil 2-C,4-
C, 6-C), 126.59-130.20 (4C; 4-bromofenil 1-C, piridazinon 5-C, 4-bromofenil 3-C,5-C), 133.15 (1C;,
piridazinon 4-C), 143.62 (1C; =CH-), 164.60 (1C; Piridazinon -O-C=0), 169.10 (1C; -O-C=0) ppm’de pikler

goralda.

Kitle spektrumunda (LC-MS/MS): m/e 487.3162 ([M+H]*), 242.1537 ve 198.1217'de pikler

goruld.

4.1.5. 2-(3-((4-bromofenil)amino)-6-oksopiridazin-1(6H)-il)-N'-(furan-2-ilmetilen)asetohidrazit (B5)

/
NN,

3.38 g (0.01 mol) 6-[4-bromoanilin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit ve 83 ml (0.01 mol)

Br

furfuraldan hareketle genel sentez yontemine gore sentez edildi, reaksiyon ortami buzlu suya dokuld;

¢oken madde siiziildi, kurutuldu. Etanol ile saflagtirildi. Sari toz bilesiktir, verim 0.0795 g (% 63.67)"dr.

1H-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 600 MHz), § 4.68 (2H, s, -CH»-), 6.93 (1H, d, furan 3-H), 6.44
(2H; d; 4-bromofenil 2,6 protonlari), 6.81 (1H, d, piridazinon 5-H), 7.23 (1H, d, furan 5-H), 7.28 (2H, d,
4-bromofenil 3,5 protonlari), 7.54 (1H, d, furan 2-H), 7.94 (1H, d, piridazinon 4-H), 9.21 (1H, s, =CH-),
11.64 (1H; s; -NH-), 11.65 ppm’de (1H; s; -NH-) pikleri gorilda.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 150 MHz) & 57.24 (-CH»-), 110.40 (1C; furan 3C), 112.46-
113.06 (3C; 4-bromofenil 2-C, 4-C, 6-C), 118.36 (1C; furan 4C), 120.20-131.23 (4C; 4-bromofenil 1-C,
piridazinon 5-C, 4-bromofenil 3-C,5-C), 132.57 (1C; piridazinon 4-C), 144.63 (1C; furan 2C), 149.24 (1C;
furan 1C), 151.44 (1C; =CH-), 160.48 (1C; piridazinon -0-C=0), 170.11 (1C; -O-C=0) ppm’de pikler

goruld.

Kutle spektrumunda (LC-MS/MS): m/e 438.0171 ([M+Na]*), 416.0351 ([M+H]*), 360.3232 ve
198.1217'de pikler gorilda.
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4.1.6.N'-([1,1'-bifenil]-4-ilmetilen)-2-(3-((4-bromofenil)amino)-6-oksopiridazin-1(6H)-
ilJasetohidrazit (B6)

N N N
/ \N/ﬁ( \N/
\ (0}
Br o

3.38 g (0.01 mol) 6-[4-bromoanilin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit ve 1.88 g (0.01
mol) 4-bifenilkarboksaldehitten hareketle genel sentez yontemine gore sentez edildi, reaksiyon ortami
buzlu suya dokuldi; ¢oken madde siziildi, kurutuldu. Etanol ile saflastirildi. Agik sari toz bilesiktir,

verim 0.0295 (% 19.57)"dr.

1H-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 600 MHz), & 4.79(2H, s, -CH,-), 6.94 (1H, d, piridazinon 5-
H), 6.98 (2H; d; 4-bromofenil 2,6 protonlan), 7.27 (2H, d, 4-bromofenil 3,5 protonlari), 7.29-8.04 (9H,
m, bifenil protonlari), 8.15 (1H, d, piridazinon 4-H), 8.44 (1H, s, =CH-), 10.90 (1H; s; -NH-), 11.20 ppm’de
(1H; s; -NH-) pikleri géraldd.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 150 MHz) § 57.02 (-CH»-), 112.44-112.80 (3C; 4-bromofenil
2-C, 4-C, 6-C), 124.50-130.44 (10C; bifenil Clar, piridazinon 4-C), 135.18-136.72 (13C; bifenil Clar, 4-
bromofenil 1-C), 140.90 (1C; piridazinon 5-C), 151.44 (1C; =CH-), 164.78 (1C; piridazinon -O-C=0),
169.54 (1C; -O-C=0) ppm’de pikler géruldi.

Kutle spektrumunda (LC-MS/MS): m/e 502.3626 ([M+H]*), 242.1538 ve 198.1217'de pikler
goralda.
4.2. Biyolojik Aktivite Calismalari

4.2.1. Kolinesteraz Aktivite Calismalan
B1, B2, B3, B4, B5 ve B6 bilesiklerinin AChE ve BChE inhibitor aktivite sonuglari Tablo 2 ve Tablo
3’'te gosterilmistir. Referans ilag olarak takrin kullanildi. Bilesikler inhibisyon mekanizmalarinin

belirlemek icin ayrintih olarak incelendi. Kinetik ¢alismalarda, Cheng-Prusoff Denklemi baz alinarak

AChE i¢in Km: 0.11 mM, BChE i¢in Km: 0.1 mM olarak baz alindi (Fidan et al., 2015).
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Tablo 2. In vitro AChE inhibisyon sonuglari

Bilesik ICs0 (uM) AChE R Ki (kM)

B1 6.2 0.9769 3.2840.36
B2 4.4 0.9740 2.5040.21
B3 9.3 0.9951 2.53£0.31
B4 7.6 0.9917 2.33£0.16
BS 5.72 0.9870 4.12+1.42
B6 3.40 0.9693 3.21#0.98
*Takrin 4.12 0.9697 3.4210.62

Tablo 3. /n vitro BChE inhibisyon sonuglari

Bilesik 1Cs0 (LM) BChE R? Ki (LM)
B1 19.66 0.9542 4.35+0.19
B2 10.81 0.9342 3.611.2
B3 314 0.8763 4.03%£1.9
B4 21.52 0.9234 2.09+0.8
B5 11.67 0.9756 2.48+0.88
B6 12.56 0.9543 2.1840.23
*Takrin 8.34 0.9435 3.33+0.56

4.2.2. Sitotoksisite Calismalari

B1, B2, B3, B4, B5 ve B6 bilesiklerinin AChE ve BChE inhibitor aktivite sonuglari Tablo 4’te gosterilmistir.

Referans ila¢ olarak Sorafenib tosilat kullanildi.

Tablo 4. Bilesiklerin HUVEC hiicre hattindaki ICso degerleri

IC
Bilesik %0
(ng/mL)
Bl 103.06+1.32
B2 96.92+0.92
B3 89.03+1.1
B4 94.06+0.88
B5 87.32+1.4
B6 92.4+1.23
*Sorafenib 13.75+0.12
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5.TARTISMA

5.1. Kimyasal Calismalar

5.1.1. Sentez Calismalari

5.1.1.1. Baglangi¢ Maddelerinin Sentezi
3-kloro-6-[4-bromoanilin-1-il]piridazin Sentezi

3,6-dikloropiridazin ve 4-bromoanilinin reaksiyonu sonucu baslangi¢c maddesi olarak kullanilan
3-kloro-6-[4-bromoanilin-1-il]piridazin etanol icerisinde literatlir yontemine gore hazirlandi. % 82.69

verimle elde edildi. Elde edilen bilesik metanol ile kristallendirilerek saflastirildi.

Sekil 9. 3-kloro-6-[4-bromoanilin-1-il]piridazin sentezi

4-Bromoanilinin amino grubundaki ortaklanmamis elektron cifti, 3,6-dikloropiridazin
halkasinin klor tasiyan karbonuna niikleofilik saldirida bulunur. Nikleofilik kaim reaksiyonu sonucu 3-

kloro-6-[4-bromoanilin-1-il]piridazin (A) olusur.

Sekil 10. 3-kloro-6-[4-bromoanilin-1-il]piridazin sentez mekanizmasi

6-[4-bromoanilin-1-il]-3(2H)-piridazinon Sentezi

3-kloro-6-[4-bromoanilin-1-il]piridazinin  glasiyel asetik asitle hidrolizi sonucu 6-[4-

bromoanilin-1-il]-3(2H)-piridazinon literatlir yontemi kullanilarak % 54.80 verimle elde edildi.

cl /N:N\ N o Br + H C—H—OH E—— HN_N\ HOBF
\ /  \/ 3 ﬁ

A

Sekil 11. 6-[4-bromoanilin-1-il]-3(2H)-piridazinon sentezi
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Bu reaksiyon igin niikleofilik aromatik yer degistirme (SNAr) mekanizmasi onerilmektedir.
Piridazin halkasindaki azot atomlarinin elektron cekici etkisiyle elektron ydniinden fakirlesen C-3
karbonuna niikleofilik saldiri gercekleserek ara kompleks olusur. Ardindan kloriir iyonunun ayrilmasiyla
aromatiklik yeniden kazanilir ve olusan ara Uriin proton transferleri ile daha kararli olan 6-(4-

bromoanilin-1il)-3(2H)-piridazinon yapisina donsdr.
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Sekil 12. 6-[4-bromoanilin-1-il]-3(2H)-piridazinon sentez mekanizmasi

Etil 6-[4-bromoanilin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetat Sentezi

Olusan 6-[4-bromoanilin-1-il]-3(2H)-piridazinon etil bromoasetat ile reaksiyonu sonucu etil 6-
[4-bromoanilin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetat elde edildi. Reaksiyon ince tabaka kromatografisinde
6-[4-bromoanilin-1-il]-3(2H)-piridazinon bilesigine ait leke tamamen kaybolana kadar devam ettirildi.

% 74,70 verimle elde edildi.

HCH,COOCH,C
ﬁ N—N
— H
O:<—>>H Br + Br\/C\O/\CH3 O:<_>7N<®>Br

Sekil 13. Etil 6-[4-bromoanilin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetat sentezi
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Bu reaksiyonun, SN2 mekanizmasi lzerinden gergeklestigi diisinilmektedir. Bazik ortamda
niikleofilik 6zellik kazanan piridazinon halkasina ait halojen ve karbonil gruplarinin elektron cekici etkisi

nedeniyle elektron yoniinden fakirleserek elektrofilik karakteri artan karbon atomuna arkadan saldirida
bulunmasiyla reaksiyon gerceklesir.

8r=—CH,COOCH,CH; ~ ;

B
1
1
|

CHCOOCHZCHs

N—N N—N
0 —< >— o —< >—

H

H3CH,COOCH,C

Sekil 14. Etil 6-[4-bromoanilin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetat sentezi mekanizmasi

6-[4-bromo anilin -1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit Sentezi

Elde edilen Etil 6-[4-bromoanilin-1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetat bilesiginin hidrazin hidrat ile

reaksiyonu sonucu 6-[4-bromo anilin -1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit bilesigi elde edildi

3CH2COOCHZC H NHNOCHZC

N—N N—N
0 @—Br + NHNH,H,0 ———> o:<_>» —@—Br

Sekil 15. 6-[4-bromo anilin -1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit sentezi

Karbonil karbonuna hidrazin hidrat nikleofilinin hiicum etmesiyle katim reaksiyonu

gerceklesir. Katimdan sonra olusan molekilden alkol ¢ikisiyla karbon ile oksijen arasinda cifte bag

olusarak eliminasyon reaksiyonu olusur. ince tabaka kromatografisinde etil 6-[4-bromoanilin-1-il]

3(2H)-piridazinon-2-il asetat ait lekenin tamamen kaybolmasi ile reaksiyonun siresi belirlenmistir.
%86.25 verimle bilesik elde edilmistir.
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Sekil 16. 6-[4-bromo anilin -1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazit sentez mekanizmasi
5.1.1.2. Sonug Bilesiklerin Sentezi

Sonug bilesikleri (B1-6) 6-[4-bromo anilin -1-il]-3(2H)-piridazinon-2-il asetohidrazitin stbstitlie

aldehitlerle reaksiyonu sonucu elde edildi.

[0}
I

H
H,NHNOCH,C R——C=—=N—N—-C——CH,

| N—N\ " \N—N —
K o ——— N\ .
PN + o N Br
A = ) ~_) "/

Sekil 17. Sonug bilesiklerin sentezi

o

O

Hidrazin grubu Gzerindeki azot atomu, aldehit molekiliindeki karbonil karbonuna nikleofil
olarak saldirarak bir katilma reaksiyonu baslatir. Ardindan, molekilden bir su moleklli ayrilir ve bu

eliminasyon sireci sonucunda karbon ile azot arasinda bir ¢ift bag olusur.
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Sekil 18. Sonug bilesiklerin reaksiyon mekanizmasi

5.1.2. Sentez Edilen Bilesiklerin Yapilarinin Aydinlatilmasi

Bilesik B1-6’nin yapilari *H-NMR, 3C-NMR ve kiitle spektroskopisi analizi verileri kullanilarak

kanitlandi.

5.1.2.1. 'H-NMR Spektrumlari

Sentezlenen bilesiklerin hepsi 3(2H)-piridazinon tirevidir. Spektrumun 6.80-7.80 ppm
araliginda aromatik bolgede bulunan molekildeki Gg farkli halka sistemine (3(2H) piridazinon, 4-bromo-
anilin ve 2-metoksifenil) ait protonlarin sinyalleri gériildi. 3(2H) Piridazinon halkasi; H* protonuna ait
pik 7.60-7.70 ppm civarinda dublet olarak gézlenirken, H>” protonuna ait pik 7.40-7.45 ppm civarinda
dublet olarak gozlendi. 4-bromofenil halkasina ait protonlar; 6.90-7.60 ppm civarinda goézlendi. Brom
atomuna yakin konumdaki elektronca fakir H¥” ve H>” protonlari 7.20-7.40 ppm civarinda dublet pik
verdigi gériildii. Azot atomuna yakin konumda olan H?” ve H®" pikleri 6.90-7.00 ppm civarinda H>" ve
H®" protonlarina kiyasla daha yukari alanda dublet olarak gériildii. 2-metoksifenil halkasi protonlari; H¥
protonu 7.10-7.20 ppm civarinda dublet, H* protonu 7.25-7.35 ppm civarinda triplet, H> protonu 7.50

ppm civarinda triplet ve H® protonu 7.70-7.80 ppm civarinda dublet goriildi.

Metilen (-CH,-) protonlari 5.10-5.20 ppm civarinda singlet olarak pik vermektedir. Elektron

cekici azot atomu ve karbonil grubuna yakin konumda olmasindan dolayl metilen protonlari asagi
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alanda gozlendi. Metoksi (-OCHs) protonlari 3,80 ppm civarinda singlet pik vermektedir. Alifatik
bolgeden daha asagl alanda pik vermesinin sebebi O atomunun yliksek elektronegatif 6zelliginden

kaynaklanmaktadir.

Hidrazon (-NH-) protonlari spektrumun en solunda 11.60-11.70 ppm civarinda singlet pik olarak
goraldi. Azometin (-CH=N-) yapisindaki karbona bagh protonun yaklasik 8.00 ppm degerinde singlet
pik olarak goriildi. Sonuc bilesiklerinin (B1-6) *H-NMR spektrumlarinda 8.00-8.20 ppm civarinda
N=CH’a ait singlet pik ve 11.50-11.70 civarinda da NH’a ait singlet pik goruldi.

2.50 ppm civarinda gozlenen keskin singlet pik ise analizde ¢6zlicli olarak kullanilan DMSO-

ds'nin kalinti proton sinyalidir.
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Sekil 19. B3 bilesiginin *H-NMR spektrumu

5.1.2.2. 3C-NMR Spektrumlari

Bilesiklerin DMSO-ds icerisinde kaydedilen *C-NMR spektrumlarinda degerler literatirdeki
degerlerle uyusmaktadir. Elde edilen B3 bilesiginin *C-NMR spektrumu, yapiyr dogrulayici nitelikte
onemli sinyaller vermistir. Yapidaki metilen grubuna (-CH,-) ait karbon sinyali 52.00-54.00 ppm

civarinda, metoksi grubuna (-OCHz) ait karbon sinyali ise 54.00-56.00 ppm civarinda gorildi.
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Aromatik halka karbonlari, piridazinon halkasina ait sp? hibritlesmis karbonlar ve azometin (-
N=CH-) karbonu 110.00-160.00 ppm araliginda rezonans vermistir. Molekiildeki iki karbonil yapisina
bagh karbon (piridazinon halkasindaki karbonil karbonu ve hidrazit tirevi karbonil karbonu) en solda
asagl alanda sinyal vermistir. Molekiliin en 6nemli fonksiyonel grubu olan piridazinon halkasindaki
karbonil karbonu 160 ppm civari sinyal vermistir. Hidrazit tiirevi karbonil karbonu, 165.00-170.00 ppm

civarinda gozlenmistir. Elde edilen *C-NMR verileri, sentezlenen bilesigin yapisiyla uyumludur.

TTTTT T T
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Sekil 20. B3 bilesiginin 3C-NMR spektrumu

5.1.2.3. Kiitle Spektrumlari

Kitle spektrometrik analizler LC-MS sistemi ve ACE 5-C18 kolonu ile elektron sprey iyonizasyon
(ESI) yontemi kullanilarak alinmistir. Sentezi yapilan bilesiklerin kitle spektrumlari incelendiginde,

[M+H]* ve [M+Na]* pikler cogunlukla gérilmustir.
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Sekil 21. B3 bilesiginin kiitle spektrumu
5.2. Biyolojik Aktivite

5.2.1. Kolinesteraz Aktivite

Kolinesteraz aktivite tayini, 6zellikle antikolinesteraz aktivitesi tasiyan ajanlarin incelenmesinde
ve norolojik mekanizmalar Uzerinden ilerleyen patolojik durumlarin tedavisinde potansiyel ilag
adaylarinin belirlenmesinde klinik ydnden biyik 6nem tasimaktadir. Bu baglamda, sentezlenen yeni
bilesiklerin AChE ve BChE enzim inhibitdr aktiviteleri modifiye ve kolorimetrik Ellman metodu temel
alinarak absorbans degerlerinin dlglilmesiyle degerlendirildi. Elde edilen veriler, farmasotik ilag tasarimi
acisindan hem etkinlik hem de givenlik profili olarak umut verici sonuglar elde edildi. AChE enzim
inhibisyon sonuglari incelendiginde, molekiillerin referans ila¢ olan Takrin (Ki degeri 3.42+0.62) ile
rekabet edebilecek diizeyde giigli bir inhibitor etki gosterdigi tespit edildi. B1 bilesigi 3.28+0.36 uM Ki
degeri, B2 bilesigi 2.50+0.21 uM Ki degeri, B3 bilesigi 2.53+0.31 uM Ki degeri, B4 bilesigi 2.33+0.16
UM Ki degeri, B5 bilesigi 4.12+1.42 uM Ki degeri, B6 bilesigi 3.21+0.98 uM Ki degeri AChE inhibitor
aktivitesini gosterdi. En glicli AChE inhibitor aktiviteyi 3,4-dimetoksi slbsitlienti tasiyan B4 bilesigi
gosterdi. Furan halkasi taslyan B5 bilesigi harig, diger bilesiklerin Ki degeri referans bilesikten daha iyi
gozlendi. Metoksi gruplarinin konumlari ve sayisina gore inhibitor aktivitesi farkhlik gdsterse de genel

olarak referans bilesige kiyasla metoksi gruplarinin varliginin aktiviteyi artirdigi goralda.

Bilesiklerin BChE enzimi izerindeki etkileri degerlendirildiginde, AChE'ye kiyasla nispeten daha
diistk bir inhibisyon profili gozlendi. Referans ila¢ Takrin, 3.33+£0.56 uM Ki degeri ile BChE Uzerinde etki

gosterdi. Sentezlenen tirevler arasinda BChE enzimine karsi en aktif molekiller sirasiyla B4 (Ki:
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2.09+0.8 uM), B6 (Ki: 2.18+0.23 uM) ve B5 (Ki: 2.48+0.88 uM) oldu. Ayrica AChE lzerinde en ylksek

aktiviteyi sergileyen B4 bilesiginin, BChE lGzerinde de en gligli inhibitdr degeri gdsterdi.

5.2.2. Sitotoksisite

Yeni ilag molekillerinin farmakolojik olarak onaylanabilmesi icin sadece hedef enzimde glicll
bir aktivite gostermesi yeterli olmadigl, ayni zamanda saglikh dokular Uzerinde toksik etkisinin
olmamasi ideal ilag 6zelliklerindendir. Sentezlenen bilesiklerin saglikhh HUVEC hiicre hatti Gizerindeki
sitotoksik etkileri MTT analizi ile degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak kullanilan referans ilag Sorafenib
tosilat, HUVEC hiicrelerinde 13.75 pg/mL gibi distik bir ICsodegeri gostererek saghkli hiicreler Gzerinde
belirgin bir toksisitesi vardir. Buna karsilik, sentezlenen tiim bilesiklerin ICso degerleri 87.32 ug/mL (B5)
ile 103.06 pg/mL (B1) araliginda o&lctldiu. Bu veriler, sentezlenen molekillerin saglkh endotel
hicrelerine karsi referans ilaca kiyasla toksisitesinin olduk¢a disiik oldugunu net bir sekilde ortaya

koydu.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda 3(2H)-piridazinon ana halkasi tasiyan, AChE ve BChE enzim inhibitori olan
6 yeni bilesik hazirlanmistir. B4 molekiili hem hedef enzim Uzerinde standart referans ilaglarla
kiyaslandiginda glicli inhibisyon profili sunmasi hem de saglikli hiicrelerde makul toksik seviyede
degerlendirilebilecek 6l¢lide ylksek 1Cso degerlerine sahip olmasi nedeniyle 6ne ¢ikti. Bu bulgular, s6z
konusu bilesiklerin ileriki in vivo farmakolojik ¢alismalar ve potansiyel ilag gelistirme fazlari igin ideal

oncli molekil adaylari olabilecegini ve ileri klinik arastirmalarla desteklenebilecegini gostermektedir.

Sentez edilen bilesiklerin kimyasal 6zellikleri ile biyolojik etkinlikleri arasindaki iliskiler nicel
yapi-aktivite iliski (QSAR) yontemi ve bilgisayarli molekiler modelleme tekniklerle ileriki calismalarda
analiz edilmesi planlanmaktadir. En umut verici adaylar ile daha sonra bu basliklarla iliskili yapisal

diizenlemeler yapilarak daha potent tiirevler tasarlanacak ve sentezlenecektir.

Bilgisayar destekli tahminler ve in vitro yapilan inhibisyon deneyleri sonucunda karakterize
edilen 6ncu bilesikler, Alzheimer hastaligi modeli patogenezini taklit eden deney hayvan modellerinde
ileri biyolojik aktivite arastirmalarina tabi tutulacaktir. Bu in vivo ¢alismalar, secilen bilesiklerin canli

sistem icindeki etkililik ve glivenlik profilini degerlendirebilme firsati sunacaktir.
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