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OZET

Sari, S., (Arilalkil)azol Yapisinda Yeni Oksim Ester Tiirevleri Uzerinde Calismalar:
Sentez, Biyolojik Aktivite ve Molekiiler Modelleme, Hacettepe Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisi Farmasotik Kimya Programi Doktora Tezi, Ankara, 2018. Bu
calismada azol grubu antifungal ilaglarin ve Ozellikle oksikonazoliin yapisi esas
alinarak tasarlanan (arilalkil)azol yapisinda oksim esteri bir seri yeni bilesik, 1-(4-
klorofenil)-2-(1H-imidazol-1-il)/2-(1,2,4-triazol-1-il)etanon oksimin, cesitli karboksilik
asitlerle reaksiyonu sonucunda elde edilmis; yapilari ve safliklari spektroskopik
yontemler, X 1sini kristalografisi ve eleman analizi verileriyle kanitlanmistir.
Bilesiklerin bazi Candida ve bakteri tilrlerine karsi antimikrobiyal aktiviteleri
mikrodiliisyon ve biyofilm yontemi ile taranmis, bazi bilesiklerde referans ilaglara
yakin veya onlardan daha gii¢lii antifungal aktivite gézlenmistir. Azol antifungaller ile
(arilalkil)azol antikonviilsan bilesikler arasindaki yapisal benzerliklerden dolayi
bilesiklerin NIH Epilepsi Tedavi Tarama Programi (ETSP) kapsaminda in vivo
yontemlerle antikonviilsan aktiviteleri taranmis, c¢ogu bilesigin antikonviilsan
tanimlama ve niceleme testlerinde bazi ndbet gesitlerine karsi koruyuculuk gésterdigi
gortlmustir. Molekiiler modelleme c¢alismalarinda bilesikler, fizikokimyasal ve
farmakokinetik parametreler agisindan bilinen ilaglara benzer bulunmustur. Azol
antifungallerin hedef enzimi olan C. albicans’a ait lanosterol 14-a demetilaz enziminin
homoloji modeli olusturularak, antifungal etkili bilesiklerin bu enzime afiniteleri ve
enzimin aktif bolgesiyle etkilesmeleri ongorilmustir. Bilesiklerin antikonvilsan
etkilerinden sorumlu olasi hedeflerden A tipi GABA reseptoriine olan afiniteleri ve bu
reseptorle etkilesmeleri, literatiirde bildirilen bir homoloji modeli {izerinde

Ongorulmastdr.

Anahtar Kelimeler: (arilalkil)azol, oksim ester, antifungal, antikonvilsan, molekdiler
modelleme.

Bu ¢alisma Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) (Proje no: 1135060) ve
Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (Proje No: TDK-2017-14965,
014 D09 301 001-703 ve TPT-2015-6794) tarafindan desteklenmistir.



ABSTRACT

Sari, S., Studies on New Oxime Ester Derivatives in (Arylalkyl)azole Structure:
Synthesis, Biological Activity, and Molecular Modelling, Hacettepe University
Faculty of Pharmacy Department of Pharmaceutical Chemistry Doctor of
Philosophy Thesis, Ankara, 2018. In this study, a set of novel oxime esters in
(arylalkyl)azole structure were designed based on azole antifungals, especially
oxiconazole, and synthesized by the reaction of 1-(4-chlorophenyl)-2-(1H-
imidazol/1H-1,2,4-triazol-1-yl)ethanone oxime with various carboxylic acids. Their
structures and purity were confirmed via spectroscopic methods, X ray
crystalloraphy, and elemental analyses. Their antimicrobial effects against some
Candida sp. and bacteria were evaluated using microdilution and biofilm methods.
Some of the compounds showed potent antifungal activity compared to the
reference drugs. Due to the structural similarities between azole antifungals and
(arylalkyl)azole anticonvulsants, the compounds were screened in vivo by NIH
Epilepsy Therapy Screening Program (ETSP) for their anticonvulsant activities. Most
of the compounds were found protective against certain seizure types in
anticonvulsant identification and quantification tests. In molecular modeling studies,
the compounds were found similar to known drugs regarding their physicochemical
and pharmacokinetic properties. A homology model of lanosterol 14-a demethylase
of C. albicans, the target enzyme of azole antifungals, was built and optimized, the
affinity and binding interactions of the compounds of antifungal activity with the
active site of this enzyme were predicted. Their affinities and binding interactions
with one of the possible targets responsible with their anticonvulsant activities, type

A GABA receptor, were predicted on a homology model obtained from the literature.

Keywords: (arylalkyl)azole, oxime ester, antifungal, anticonvulsant,
molecular modelling.

This study was funded by The Scientific and Technological Research Council of Turkey (TUBITAK) (Grant

no: 1135060) ve Hacettepe UniversityScientific Research Projects Coordination Unit (Grant no: TDK-
2017-14965, 014 D09 301 001-703, and TPT-2015-6794).
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SEKILLER

Bazi azol antifungaller.

Azol antifungallerin genel yapisi.

(Arilalkil)azol grubu antikonviilsan bilesiklerin éncdleri.
C. albicans’in bazi viriilans faktorleri ve uyum o6zellikleri.
Antifungallerin etki mekanizmalari.

Lanosteroliin Cl4a-demetillanoserole donustirilmesi ve hemin
yapisl.

Lanosterol bagh Saccharomyces cerevisiae CYP51 kristal yapisi,
enzim aktif bolgesi ve kofaktor etkilesmeleri, ayni enzimin
itrakonazol bagl kristal yapisi, aktif bélgede iKZ ile hem demiri
etkilesmesi.

Azol antifungallerin ortak farmakoforlari.
Azol antifungallerin ilk 6rnekleri.

Triazol iceren ilk azol antifungaller.

Yeni kusak triazol iceren azol antifungaller.

ERG11 nokta mutasyonu ile CYP51 aktif bolgesinde olusan énemli
bir amino asit degisimi ve direng mekanizmasina bir érnek.

Allilamin ve morfolin grubu bazi antifungaller.

Klinik olarak kullanilan bazi polienler.

Klinik olarak kullanilan bazi ekinokandinler.

Farkli etki mekanizmalarina sahip bazi antifungaller.

ilk antibiyotiklere érnekler.

Antibiyotikler ve etki mekanizmalari.

Azol grubu taslyan bazi antibakteriyel bilesikler.

Epilepsi gesitlerinin glincel siniflandirmasi.

Membran aksiyon potansiyeli sirasinda voltaj degisimi grafigi.
Bazi iGIuR agonistleri.

Rattus norvegicus GIuN1B-GluN2B NMDAR kristal yapisi.
NMDAR Uzerinden etki gosteren bazi ilaglar.

AMPAR lizerinden etki gdsteren bazi bilesikler.
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al1B2y2 GABAAR homoloji modeli.

Bazi GABAAR agonist ve antagonistleri.
Bazi GABAAR PAM’leri ve pikrotoksin.
GABARgR yapisi ve islevleri.

Bazi GABARR ligandlari.

Arcobacter butzleri Nay kristal yapisi o alt birimi; S5 ve S6
segmentlerinin bir kismi ile P ilmegi ve porda yer alan 6nemli
kisimlar; insan Nay homoloji modeli S5 ve S6 segmentlerinin bir
kismi, P ilmegi ve DEKA rezidileri ile merkezi kavitede kenetlenmis
halde FNT.

(Arilalkil)azollerin genel yapisi.
Eplepsi ile komorbiditeleri arasindaki iliski mekanizmalari.
ETSP protokoli ¢alisma akisl.

insan triptofan 2,3-dioksijenaz (hTDO) inhibitérleri farmakofor
modeli ve bu model lizerine ¢akistirilmis bazi hTDO inhibitérleri.
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1. GiRis

Mikozlarin etkeni mantarlar, fotosentetik olmayan tek hiicreli ya da ¢ok
hicreli  okaryotlardir. Candida tiri  mantarlar insanlarda mikozlarin ana
etkenlerindendir ve hastane enfeksiyonlarinda en yaygin dordiincii patojendir (1).
Normalde bolgesel seyreden Candida enfeksiyonlari (kandidiyazis) firsatcidir ve
bagisiklik sistemi zayif olan hastalarda (n6tropenik hastalar, AIDS hastalari, yogun
bakim hastalari, organ nakli olan veya implantli hastalar vs.) tim vicuda yayilir
(sistemik ya da invaziv kandidiyazis). Yiksek mortalite oraniyla toplum saghgini tehdit
eden invaziv kandidiyaziste en sik izole edilen tir Candida albicans’tir; ancak son
yillarda albicans olmayan Candida tirlerinin (6r.: C. dubliniensis, C. glabrata, C.
tropicalis, C. krusei ve C. parapsilosis) neden oldugu enfeksiyonlarda artis
gozlenmekte, bu enfeksiyonlara ozellikle yiksek mortalite ve ila¢g direnci eslik
etmektedir (2-4).

Kandidiyaziste yaygin olarak kullanilan azol antifungaller (Sekil 1.1.), mantar
hlcre zarinin butlnligini bozarak etki gosterir. Azol antifungaller mantar hiicre
zarinin temel bilesenlerinden olan ergosteroliin biyosentezini, bir sitokrom P450
enzimi olan lanosterol 14-o demetilazi (CYP51) inhibe ederek durdurur. Bu
inhibisyonda, molekiler dizeyde CYP51’'in katalitik bdlgesinde yer alan hem
kofaktoriiniin demir atomu ile azol antifungallerin yapisinda yer alan azol halkasi

azotu arasinda kurulan koordinasyon baglari bliyiik 6nem tasimaktadir (5, 6).
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Sekil 1.1. Bazi azol antifungaller.

Genis spektrumlari, sistemik etkileri, oral kullanilabilirlikleri ve vyavas

metabolize olmalari ile daha c¢ok tercih edilse de mevcut azol antifungallerin bazi



sorunlar vardir (7). Birer Okaryot organizma olarak insan ve mantar CYP51’i
arasindaki evrimsel benzerlik azol antifungallerde segiciligi zorlastirmaktadir. Bunun
yani sira azol antifungallerin diger sitokrom P450 enzimleriyle etkilesme
potansiyelleri yan etki ve ilag etkilesmelerine yol agar. Ayrica human ether-a-go-go
geni tarafindan kodlanan K* kanallarina (hERG kanallari) yiksek ilgi gosteren azol
grubu bilesiklerin C tipi inaktivasyonla 6limcil olan uzun QT sendromuna neden
olduklari bilinmektedir (8, 9). Bu yizden sistemik etkili, segici ve disik yan etki
profiline sahip yeni azol antifungallere ihtiyag vardir.

Azol antifungaller i¢ temel farmakofor grubu ortak olarak bulundurur: hem
ile koordinasyon bagi kuran bir azol halkasi (genellikle 1H-imidazol ya da 1H-1,2,4-
triazol) (A); bu halkaya iki karbon uzunlugunda bir alkil zinciri ile bagli, katalitik
bolgenin sonundaki rezidilerle hidrofobik olarak etkilesen aromatik bir grup (B) ve bu
alkil zincirine bagl, katalitik bolgenin girisine kadar uzanan kanal boyunca ¢evredeki

rezidllerle etkilesen "kuyruk" grubu (Sekil 1.2.) (10).

C: Kuyruk

Sekil 1.2. Azol antifungallerin genel yapisi.

Walker ve ark. (11, 12) antifungal etkili yeni bilesikler elde etmek (lizere
sentezini yaptiklari bir seri yeni mikonazol tlirevi arasindan, fenetilaminlere yapisal
benzerligi nedeniyle sectikleri nafimidon alkoll antikonvilsan aktivite taramalarina
tabi tutmustur. Elde edilen olumlu sonuclar neticesinde bu 6nci bilesikten yola ¢ikan
arastirmacilar, cesitli (arilalkil)azol tlrevleri tasarlayarak gliclii ve daha az toksik
antikonvilsan bilesiklere ulasmaya c¢alismis; sonugta gelistirdikleri nafimidon
molekili klinik calismalara girmistir (13).

Azol antifungaller ile (arilalkil)azol grubu antikonviilsan bilesikler arasinda
blyik yapisal benzerlikler bulunmaktadir. (Arilalkil)azoller, nafimidon, nafimidonun

aktif metaboliti olan nafimidon alkol, denzimol ve loreklezol (LRZ) molekullerinde



Umit verici antikonvilsan aktivitenin bulunmasiyla yeni bir antiepileptik bilegik sinifi
olarak ortaya cikmistir (Sekil 1.3.). Nafimidon ve denzimol, fenitoin (FNT) ve
karbamazepininkine (KBZ) benzer bir antiepileptik aktivite profiline sahiptir (13-15).
Voltaj kapili sodyum kanali (Nay) inhibitéri olan FNT ve KBZ'in ayrica y-aminobtirik
asit (GABA) aracili yanitlari gliglendirdigi de bildirilmistir (16, 17). LRZ ise A tipi GABA
reseptoriiniin (GABAAR) pozitif allosterik modulatérudir (PAM) (18). GABAAR B2/B3
alt biriminde yer alan Asn265 rezidisliniin LRZ’Gn yani sira topiramat (TPR), trakazolat
etomidat, valerenik asit gibi bazi antikonviilsan, anksiyolitik, sedatif ve anestezik etkili
bilesiklerin aktivitesinde de rolii oldugu gosterilmistir (19-21). Yapi-etki iliskileri (YEI)
calismalarina gore antikonviilsan etkili (arilalkil)azoller, azol antifungallerde oldugu
gibi bir azol halkasi, kan-beyin bariyerini (KBB) gecebilmek icin bir aromatik halka ve
bu iki halka arasinda oksijenli fonksiyonel grup tasiyan iki karbon uzunlugunda bir alkil

zinciri bulundurmahdir (22-24).
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Sekil 1.3. (Arilalkil)azol grubu antikonvilsan bilesiklerin éncdleri.

Epilepsi kendiliginden olusan ve tekrar eden ndbetlerle tanimlanan, kronik bir
norolojik bozukluktur (25). Dinyada 50 milyondan fazla kisiyi etkileyen epilepsi
hastaliginin giiniimizde radikal bir tedavisi yoktur. Hastalar genellikle semptomlari
hafifletmek icin dmiir boyu antiepileptik ilag (AEi) kullanmak zorundadir ve bu da
toksisite, ilag yan etkileri ve ilag etkilesmeleri gibi ciddi sorunlari beraberinde
getirmektedir (26). Ayrica mevcut AEl’lar olgularin 1/3’iine karsilik gelen direncli

epilepsilere yanit vermemektedir (27). Dolayisiyla genis spektrumlu ve giivenli yeni



AEl’larin tasarimi, medisinal kimyanin giincel konularindandir. Son yillarda AEi’larin
epilepsi disi, ozellikle santral sinir sistemi (SSS) ile ilgili bazi endikasyonlarinin
bulunmasi ve tedaviye girmesi (28), AEi’lari ila¢ yeniden konumlandirmanin en
basariyla uygulandigi ilag gruplarindan birisi haline getirmistir (26). Bu nedenle yeni
antiepileptik ilaclar gelistirmek medisinal kimyacilar acisindan daha heyecan verici ve
cazip hale gelmistir.

(Arilalkil)azoller tizerinde galisan grubumuz tarafindan bugiline kadar ¢ok
sayida antimikrobiyal ve antikonviilsan etkili tiirev gelistirilmistir. Ornegin, Karakurt
ve ark. (29-31) cesitli 1-(2-naftil)-2-(1H-imidazol-1-il/1H-1,2,4-triazol-1-il)etanon
oksim eter ile 1-(2-naftil)-2-(1H-imidazol-1-il)etanol ester tirevleri Gzerinde yaptiklari
¢alismalarda hem antikonvilsan hem de antimikrobiyal etki gosteren yeni bilesikler
elde etmistir. Acar (32) nafimidon alkoliin gesitli karboksilik asitlerle hazirladigi ester
tirevlerinde gigli antikonvilsan ve antifungal aktivite gozlemistir. Dogan ve ark.
(33)’'nin potansiyel antikonvilsan etkili bilesikler olarak tasarladiklari bir seri 1-
fenil/(4-klorofenil)-2-(1H-imidazol-1-il)etanol esterlerinde antikonviilsan etkinin yani
sira glclt antifungal etki de goézlenmistir. Benzer bir calisma yapan De Vita ve ark.
(10)’'nin da, naftalen halkasi yerine fenil/4-klorofenilin geldigi iki ester tlrevinde
yuksek antifungal etkiye ulasmalari (zerine, naftalen halkasinin antifungal etkiyi
azaltan bir faktor oldugu sonucuna varilmistir. Glicli antifungal etki gésteren bu grup
bilesiklerde alkol esteri yerine oksim ester tirevlerinin de potansiyel antifungal
bilesikler olabilecegi distinlilmis; yapilan literatlir taramalari sonucunda oksim ester
tlrevlerinin ¢ahisilmadigl saptanmistir.

Bu tez galismasi kapsaminda, azol antifungallerin genel yapisal iskeleti (Sekil
1.2.) esas alinarak, antifungal etki gostermesi dngorisiyle tasarlanan, lipofilik aril
grubu (B) olarak 4-klorofenil, azol grubu (A) olarak imidazol/1,2,4-triazol halkasi ve
kuyruk kisminda (C) oksim ester grubu iceren bir seri orijinal 1-(4-klorofenil)-2-(1H-
imidazol-1-il)/(1H-1,2,4-triazol-1-il)etanon oksim esteri bilesigin (Tablo 1.1.) literatir
yontemlerine gore sentez edilmesi, antifungal ve antikonviilsan aktivitelerinin
taranmasi ve molekiler modelleme ¢alismalarinin yapilmasi amacglanmistir. Boylece

A ve C farmakoforlarindaki yapisal modifikasyonlarin biyolojik aktivite Gzerindeki



etkileri de anlasilmaya calisilmistir. Literatirde (arilalkil)azol yapisinda bazi
bilesiklerin antibakteriyel etki gosterdiginin de bildirilmis olmasi (29) nedeniyle
bilesiklerimizin standart Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi antibakteriyel
etkileri de taranmistir.

ilac tasariminin en biyilk sorunlarindan birisi giicli biyolojik etkiye sahip
bilesiklerin ayni zamanda iyi farmakokinetik etkiye sahip olabilmesidir. Bu nedenlse
tez kapsamindaki bilesiklerin absorpsiyon, dagilim, metabolizma, eliminasyon ve
toksisite (ADME+T) gibi farmakokinetik ozellikleri hakkinda fikir veren bazi
parametreler in siliko yontemlerle hesaplanmistir. Ayrica, bilesiklerin antifungal
aktivitelerinden sorumlu oldugu distnidlen mantar CYP51 enzimine karsi
afinitelerinin ve bu enzimlerle etkilesmelerinin 6ngoérilmesi amaciyla C. albicans
CYP51 enziminin (CACYP51) homoloji modeli olusturularak molekiiler kenetleme
¢alismalari yapilmistir. Ayrica, bilesiklerin antikonviilsan etkilerinden sorumlu olasi
hedef makromolekiillerden olan GABAAR ile afiniteleri ve etkilesmeleri, bu reseptore
ait daha once olusturulmus bir homoloji modeli (34) (izerinde yapilacak molekiler

kenetleme ¢alismalari ile anlasilmaya galisiimistir.
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2. GENEL BILGILER
2.1. Enfeksiyon Hastaliklari ve Antimikrobiyal Kemoterapi

Enfeksiyon bir canli dokusunun hastalik yapici ajanlar tarafindan istila
edilmesi, bu ajanlarin ¢ogalmasi, konakgi dokunun bu ajanlara tepki vermesi ve istilaci
ajanlarin bu sirada toksin olusturmasidir. Enfeksiyon kaynakh bulasici hastaliklara
enfeksiyon hastaliklari denir. Enfeksiyonlara neden olan ¢ok gesitli ajanlar mevcuttur.
Virisler, viroidler, prionlar, bakteriler, mantarlar, nematodlar (kancali kurt, kil kurdu),
artrapodlar (bit, pire, kene) ve tenya gibi diger makroparazitler bu ajanlara érnek
olarak verilebilir. Enfeksiyon hastaliklarinda kullanilan ilaglar antiviral, antibiyotik,

antifungal, antiprotozoal ve antihelmintik olarak adlandirilir.
2.1.1. Mantar Enfeksiyonlari ve Antifungal ilaglar

Okaryotik organizmalar olan mantarlar Candida, Aspergillus, Cryptococcus,
Histoplasma gibi pek ¢ok patojen cinsini barindirir. Hayvanlarda goriilen mantar
enfeksiyonlari mikoz olarak adlandirilir ve en cok cildi tutar. 2010 yilinda cildi tutan
mantar enfeksiyonlari dinya c¢apinda en vyaygin dordiinci hastalik olarak
kaydedilmistir (35). Mantar enfeksiyonlari mantar kolonisinin tutundugu doku
seviyesine gore ylizeysel, kiitanoz, subkiitanoz ve sistemik ya da invaziv olarak dort
ana gruba ayrilir.

Fungemi olarak da adlandirilan sistemik mantar enfeksiyonlari primer ya da
firsatci bir patojenden kaynaklanabilir. ilki genellikle patojen mantar sporunun
solunmasi ve akcigeri tutmasi ve diger organlara yayilmasi seklinde goriliirken ikincisi
konakta dogal olarak bulunan Candida, Aspergillus, Cryptococcus gibi cinslere ait
mantarlarin, konagin bagisikhk sisteminin zayifladigi durumlarda patojen hale
gelmesiyle olusur. invaziv mantar enfeksiyonlari kanin yani sira kalp, beyin, gozler,
kemikler gibi viicudun farkli kisimlarini tutar ve son derece 6limcildir. Candida tiri
mantarlarin neden oldugu invaziv kandidiyaziste mortalite orani %30-40 olarak
tahmin edilmektedir (36). Daha ¢ok hastane ortaminda bulasan Candida tirleri

ABD’de gorulen nozokomiyal enfeksiyonlarda en sik rastlanan dordiinci patojendir



(1). Bagisiklik sistemi zayif bireyler (agir antikanser kemoterapisi veya genis
spektrumlu antibiyotik alanlar, uzun sireli steroid tedavisi gérenler, organ nakli ve
hemodiyaliz uygulananlar, protez ve kateter kullananlar vs.) veya AIDS hastalari gibi
bagisiklik sistemi baskilanmis hastalar invaziv kandidiyazis igin riskli gruplardir.

C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis ve C. krusei, invaziv
kandidiyaziste en sik izole edilen Candida tirleridir; bunlardan C. albicans’in
enfeksiyonlarin %50-70’inden sorumlu oldugu sanilmaktadir (37). Maya ile hif
formlari arasinda gegis, hiicre ylizeyinde adhezin ve invazin ekspresyonu, biyofilm
olusturma, tigmotropizm, hidrolitik enzimler salgillama, fenotipik gecis, pH
degisikliklerine ve metabolik strese uyum gibi virtilans unsurlari gelistiren C. albicans,
bazi antifungal ilaclara giderek daha az duyarl hale gelmektedir (Sekil 2.1.) (38).
Ornegin, ABD’de vyapilan retrospektif bir arastirmada C. albicans ile birlikte
flukonazole hassas oldugu bilinen C. tropicalis ve C. parapsilosis tirlerinin disik
hassasiyetli izolatlarin %36’sini, flukonazole direncli izolatlarin %48’ini olusturdugu
bildirilmistir  (39). Ancak son vyillarda Candida enfeksiyonlarinin degisen
epidemiyolojisi ile birlikte albicans olmayan Candida tlrleri daha sik izole edilir
olmustur. Daha kotlst bu tirlerin neden oldugu enfeksiyonlarda ilag direnci ve
yiksek mortalite gériilmektedir (2, 3). Ornegin, C. glabrata ve C. krusei intrinsik olarak
flukonazole direnclidir; ayrica C. krusei’de amfoterisin-B ve 5-florositozine diislik

hassasiyet gozlenmistir (40, 41).
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C. albicans’in bazi virilans faktorleri ve uyum 6zellikleri. Mantar hiicreleri

adhesin salgilayarak konakgi hiicre ylizeyine tutunur (A). Konak hiicreye
temas, maya-hif gecisini ve tigmotropizm vasitasiyla yonlendirilmis
bilyiimeyi tetikler (B, C). invazinlerin salgilanmasi, mantar hiicresinin
konakgi hiicreye indiiklenmis endositoz ile alinmasina aracilik eder (B).
Fenotipik plastisite C. albicans’in antijenitesini ve biyofilm olusturmasini
etkilemektedir (D). Mantar hicrelerinin biyotik (konak hicresi) ve

abiyotik (or.: kateter) ylizeylere tutunmasi maya tipi hiicrelerin altta, hif

tipi hiicrelerin Ustte istiflendigi biyofilmlerin olusumuna yol agabilir (E). Is
soku proteinleri (heat shock proteins, Hsps) ile strese giicli yanit verme;

amino asit alimi ile hif formuna gegisin indiiklenmesi; NHz atimi ile hiicre

disi ortamin alkalilendirilmesi, metabolik esneklik ve karbon, azot gibi
elementlerin kaynagi olan bilesiklerin alimi; demir, ¢inko, bakir, mangan

gibi elementlerin alimi C. albicans’in uyum 6zelliklerindendir (F) (Mayer

ve ark. (38)’ndan alinmistir).

Antifungaller etkilerine gore fungistatik ve fungisid olarak iki gruba ayrilir.

Fungistatik bilesikler fungisitlerin aksine mantarlari 6ldiirmeden ¢ogalmasini énler.

Ornegin, azol antifungaller fungistatik etkiliyken, protein biyosentez inhibitorleri

fungisidal etkilidir. Etki mekanizmalarina gore siniflandirildiginda antifungaller

asagida belirtilen grup ve alt gruplara ayrilir (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Antifungallerin etki mekanizmalari (Campoy ve Adrfio (42)’dan alinmistir).

a. Ergosterol Biyosentezi inhibitérleri

Ergosterol (ergosta-5,7,22-trien-3B-ol), mantar hiicre zarina esneklik ve
batlunluk gibi 6zellikler kazandiran, sterol yapisinda temel bir yapi tasidir. Hayvan

hicresindeki kolesteroliin sahip oldugu islevlere sahiptir (43).
Azol Antifungaller

Klinik olarak en c¢ok kullanilan antifungal ila¢ grubunu olusturan azol
antifungaller ergosterol sentezini, lanosteroliin 4,4-dimetilkolesta-8(9),14,24-trien-
3B-ole donisturildigd basamakta inhibe eder (42). Bu da lanosteroliin birikmesi
sonucu mantar biylimesi ve cogalmasinin durmasina (fungistatik etki) neden olur. Bu
basamakta 14a konumundaki metil grubu CYP51 katalizorliglinde koparilmaktadir.
Yarismali olarak gerceklesen bu inhibisyonda azol antifungaller, enzim aktif
bolgesinde yer alan hem kofaktoriiyle etkilesir. Bu etkilesmenin en 6nemli kismi azol
grubu bilesiklerin tasidigl azol halkasindaki azot ile hem kofaktoriinin merkezinde

bulunan demir atomu arasinda olusan koordinasyon bagidir. Clinkii lanosteroliin
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demetilasyonundaki monooksijenasyon basamaginda kullanilan oksijeni 14a
konumundaki metile hem demiri aktarir (Sekil 2.3.) (44). Azol antifungallerin mantar
hicresinde endojen reaktif oksijen tirlerini (ROS) arttirarak da etki gosterebilecegi

disinilmektedir (45)

NADPH, O,

—_—

NADPH, O,

-

Y OH o OH

Cl4a-demetillanosterol Hem

Sekil 2.3. Lanosteroliin Cl4a-demetillanosterole dontstirilmesi (A) ve hemin
yapisi (B).

Sterol sentezinde 6nemli rol oynayan CYP51 tiim canli alemlerinde bulunur;
canlilar arasinda en yaygin ve muhtemelen en eski sitokrom P450 enzimlerindendir.
islevleri ortak olsa da canlilarin evrimsel karmasikhigina gére yapisal olarak 6nemli
farkliliklar gosterir. Ornegin, prokaryot CYP51’leri sitoplazmada ¢dziinmiis halde
bulunur ve aktif bolgeleri ylizeye daha yakindir (46). Okaryot CYP51’leri ise bitopik
transmembran proteinlerdir ve endoplazmik retikulum (ER) membranina tutunmus
vaziyettedir. Bu CYP51’lerin sitoplazmik kisminin N ucunda yer alan ve "¢ipa" olarak
da tabir edilen kismi birbirine kisa bir ilmekle bagh iki a sarmaldan olusur. Bu
sarmallardan N ucuna yakin olani ER limeninde membrana bitisik (amfipatik), digeri
ise ER membranini kat etmektedir. Sitoplazmik kisim katalitik bolgeyi icerir. Bu bdlge
bir ucu cipa kisminin sitoplazmik kisimla birlestigi yerde, diger ucu sitoplazmik kisma
gomuli uzun lipofilik bir tiinel ve tiinelin sonunda hem prostetik grubundan ibarettir
(47, 48) (Sekil 2.4.). Hem demiri dort pirol halkasi ve bir sistein rezidlslinin yan
zincirindeki S ile koordinasyon baglari kurarak hem ile enzim arasinda bir képr islevi
gormektedir. Altinci koordinasyon oksijenledir ve azol antifungallerin azol

halkasindaki azot bu oksijenin (O3) yerini alir (Sekil 2.4.). Cipa kisminin aktif bolge
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girisini ve sitoplazmik kismin konumlanmasini kisitladigi ve aktif bélgeye ligand giris

cikisini etkiledigi bildirilmistir (49).

P

Lanosterol

/ Oksil
\ A

7

v
v

ER membrani

ER limeni

Sekil 2.4. Lanosterol (cubuk) bagl Saccharomyces cerevisiae CYP51 (SCCYP51)
(kurdele) kristal yapisi (PDB kodu: 4LXJ (49)) (A), enzim aktif bolgesi ve
kofaktor etkilesmeleri (B), ayni enzimin itrakonazol (iKZ) bagh kristal
yapisi (PDB kodu: 5EQB (49)) (aktif bolge girisinden bakis, aktif bolge
rezidilerinin molekiler ylizeyi gosterilerek elektrostatik potansiyele gére
renklendirilmis) (C), aktif bélgede iKZ ile hem demiri (turuncu kiire)
etkilesmesi (D).

Azol antifungallerin yapisi genel olarak birkag ortak farmakofor icerir (Sekil

2.5.). Bunlardan ilki CYP51 kofaktoriyle yukarida bahsedilen etkilesmeden sorumlu

azol halkasidir (A). Azol antifungallerin ¢ogu, azol grubu olarak imidazol ya da triazol

tasir. Bu grup iki karbon uzunlugunda bir alkil zinciri ile bir aromatik gruba baglanir

(B). Bu grup hem kofaktori ¢evresindeki rezidilerle hidrofobik etkilesmeler kurar ve

genellikle halojen substittisyonlari bu etkilesmeleri gliclendirir. S6z konusu alkil zinciri

Uzerinde kuyruk olarak da tabir edilen ve genellikle aromatik halkalar iceren bir
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stbstitient yer alir (C). Hem kofaktoriiniin bulundugu katalitik bolgeden buranin
girisine uzanan uzun lipofilik tiineli dolduran bu sibstitlient, bazi bilesiklerde oldukga
uzundur ve tineli ¢cevreleyen rezidilerle gicli etkilesmelerde bulunur (10, 33, 49).
Bazi azol antifungallerde alkil zinciri lGzerinde kuyruk ile ayni karbona bagl bir
hidroksil grubu yer alir (6r.: flukonazol). Bu hidroksil grubunun bir su molekila
aracihgiyla yakininda bulunan bir tirozin rezidisi yan zinciri ile hidrojen bagi (H bagi)
kurdugu bildirilmistir. Bazi mantarlarin kisa kuyruklu antifungallere karsi direng

gelistirmesine neden olarak bu rezidlinlin mutasyona ugramasi gosterilmistir (50).

C
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Sekil 2.5. Azol antifungallerin ortak farmakoforlari (Ketokonazol (Uzerinde
gosterilmistir).

ilk azol antifungal olan benzimidazol 1944’te bildirilmistir; azol antifungallerin
klinik olarak kullanilmasina ilk defa 1958’de klormidazol ile baslanmistir (51, 52). Azol
grubu bilesiklerin bir antifungal bilesik sinifi olarak kabul edilmesi ve popiler hale
gelmesi 1960’larin sonunda klotrimazol, mikonazol ve ekonazoliin art arda literatiire

girmesiyle olmustur (53) (Sekil 2.6.).

Cl Cl
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o = [~
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7 cl Cl cl Cl

Klotrimazol Mikonazol Ekonazol

Sekil 2.6. Azol antifungallerin ilk 6rnekleri.
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Devam eden vyillarda azol antifungallerin gelisimi yavas olmustur. Buna
ragmen glinimuze kadar cesitli azol antifungaller klinik kullanima girmistir. Bunlardan
1977’de gelistirilen ketokonazol oral kullanimi ve gligli aktivitesiyle o dénem azol
antifungalleri icin altin standart olarak kabul edilmistir. Ancak; imidazol halkasi
tasiyan bu ilk azol antifungallerde ciddi toksisite, yan etkiler ve ilag etkilesmeleri
gozlenmistir. Daha sonra kesfedilen ve triazol halkasi tasiyan birinci kusak azol
antifungaller, flukonazol ve itrakonazol, daha genis spektrumlu ve daha az toksik
etkiye sahiptir ancak sonradan ortaya ¢ikan bazi patojenik mantarlara karsi sinirh etki

gostermistir (53) (Sekil 2.7.).

WD f

Flukonazol Itrakonazol

Sekil 2.7. Triazol iceren ilk azol antifungaller.

Daha sonra gelistirilen ikinci kusak triazol antifungaller, vorikonazol ve
posakonazol (Sekil 2.8.), direncli ve endemik mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde
siraslyla 2002 ve 2006 yilinda klinik olarak kullanilmaya baslanmistir (Tablo 2.1.).
Vorikonazol, flukonazole direncli Candida tiirleri dahil, hemen hemen biitliin Candida
turleri, bazi Aspergillus tirleri ve amfoterisine direncli cogu mantar tirine karsi
etkilidir. Posakonazol de benzer etki aktivite spektrumu gostermekte, vorikonazole
ek olarak zigomikozis etkenlerine karsi da etkilidir. Ayrica posakonazol Aspergillus
tirlerine karsi en glcli aktiviteye sahip azol antifungaldir (54). Klinik kullanimi
onaylanan son azol antifungaller efinakonazol ve izavokonazoldir. Efinakonazol

2014’te Amerikan ila¢ ve Gida Dairesi (FDA) tarafindan tirnak mantar enfeksiyonlarina
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karsi onaylanmistir. izavukonazol ise invaziv aspergillozis ve mukormikozise karsi ABD

ve Avrupa Birligi’'nde (2015) kullaniimaya baslanmistir (55) (Sekil 2.8.).

Posakonazol

N
AN

LHy

Z\Z

Vorikonazol Efinakonazol Izavukonazol

Sekil 2.8. Yeni kusak triazol igeren azol antifungaller.

Tablo 2.1. Bazi triazol antifungallerin etki spektrumu

ilag Etki spektrumu
Flukonazol e Fungistatik etki, dar spektrumlu aktivitesi maya tipi mantarlarla
sinirh
e C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis ve C. lusitaniae’ye karsi
cok aktif

e (. krusei'de intrinsik direnc, C. glabrata ve C. guilliermondii’ de
dislik hassasiyet

e C. neoformans ve Coccidioides immitis’e karsi aktif

e Aspergillus ve Fusarium tirleri ile zigomikozis etkenlerine karsl
inaktif
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Tablo 2.1. Bazi triazol antifungallerin etki spektrumu (Devam)

iKZ

ipliksi mantarlara fungisidal, maya tipi mantarlara fungistatik
etki

C. glabrata disinda flukonazole direngli ya da hassas ¢ogu
Candida tirine karsi aktif

C. neoformans’a karsl vasat etki

C. immitis, H. capsulatum, B. dermatitidis ve S. schencki’nin
dahil oldugu ¢ogu dimorfik ve endemik mantara karsi cok aktif
Aspergillus tirlerine karsi aktif, Fusarium tirlerine karsl
degisken aktivite, zigomikozis etkenlerine karsi diistik aktivite

Vorikonazol

Maya tipi mantarlara, albicans olmayan Candida tirlerine ve C.
neoformans’a fungisidal etki

Dermatofitlere, mayalara ve kiiflere karsi cok genis etki
spektrumu

Flukonazole direncli C. albicans, C. glabrata, C. krusei izolatlari
da dahil tim Candida tirlerine karsi aktif

C. neoformans’a ve ¢ogu Trichosporon tiriine karsi cok aktif
Aspergillus tirlerine karsi gok aktif

Scedosporium apiospermum’un da dahil oldugu amfoterisin
B’ye direngli cogu kif tipi mantara karsi aktif

Zigomikozis etkenlerine karsi inaktif

Posakonazol

C. krusei, C. ilnconspicua ve C. lusitaniae’ye fungisidal, C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. guilliermondii ve C.
parapsilosis’e fungistatik etki

Aspergillus tirlerine ve C. neoformans’a karsi cok aktif

C. immitis, H. capsulatum, B. dermatitidis ve S. schenckii’nin
dahil oldugu dimorfik mantarlara karsi ¢cok aktif
Amfoterisin B’ye direncli mayalara karsi aktif, Fusarium
turlerine karsi inaktif

Zigomikozis etkenlerine karsi degisken aktivite

izavukonazol

C. glabrata disinda flukonazole direncli ya da hassas ¢ogu
Candida turlne kars! aktif

C. neoformans, C. gattii, Trichosporon, Rhodotorula ve Pichia
tirleri, Geotrichum capitatum ve S. cerevisiae gibi nadir
mantarlara karsi glcli etki

Aspergillus turlerine karsi cok aktif

Paecilomyces lilacinus ve Scedosporium apiospermum’a karsi
aktif, Fusarium tirlerine karsi sinirh etki

Cogu dermatofite karsi aktif

H. capsulatum, B. dermatitidis ve C. posadasii 'nin dahil oldugu
dimorfik mantara karsi aktif

Mukormikozis etkenlerine karsi aktif, zigomikozis etkenlerine
kars! inaktif




17

Ustiin  farmakodinamik o&zellikleri yani sira azol antifungallerin oral
biyoyararlanimlari da ¢ok iyidir. Ancak azol antifungallerin bazi dezavantajlari
mevcuttur. Zayif baz olan azol antifungaller mide pH degerinin artmasiyla daha zor
¢ozunir. Azol antifungaller bazi toksik ve yan etkilere sahiptir. Bunlardan en sik
rastlanani karaciger toksisitesidir. Ornegin flukonazol, ketokonazol, IKZ ve
vorikonazol kullanan hastalarda transaminaz diizensizlikleri, hepatik nekroz, sarilik ve
kolestaz gorilebilmektedir. Bunun yaninda bazi kardiyovaskiler, nérolojik,
gastrointestinal ve dermatolojik yan etkiler sik bildirilmistir. Ayrica ilaglar
farmakodinamik etkilesmeler, pH, kompleks olusturma, sitokrom p450 enzimleri ve
P-glikoproteinler (P-gp) gibi farkli mekanizmalar (zerinden azol antifungallerle
etkilesir. Ornegin iKZ ve ketokonazol P-gp fonksiyonunu énemli élciide inhibe eder,
dolayisiyla bu ilaglarin, biyoyararlanimi blylik 6lctide P-gp tasiyici sistemlerine bagl
olan ilaglarla bir arada kullanimi 6nerilmemektedir (56). Azol antifungaller ayni
zamanda gicli birer CYP3A4 inhibitoriidir ve metabolizmasi bu enzimle gerceklesen
ilaclarin farmakokinetigini degistirir (57). Ayrica azol antifungaller memelilerde cesitli
sitokrom P450 enzimlerinin ekspresyonunu indiikler, bu da yukarida bahsedilen
hepatotoksisiteye bagl transaminaz diizensizliklerine neden olur. Azol antifungaller,
ayni zamanda, CYP51’in de dahil oldugu memelilerde sterol biyosentezinde yer alan
bircok enzimi inhibe ederek endokrin bozukluklara yol agar (58, 59). Bazi azol
antifungallerin C. albicans ve insan CYP51’'i ile disosiyasyon katsayilarinin
karsilastirildigi bir calismada klotrimazol, IKZ ve ketokonazoliin her iki izoenzime giiglii
afiniteyle baglandigi goriilmustir (60). Kalpte gecikmis depolarizasyon ile karakterize
bir aritmi tlri olan ve hERG kanallarinin blokajiyla kazanilan uzun QT sendromu bazi
azol antifungallerde gozlenmektedir. Mikonazol ve ketokonazol bunlardan ikisidir
(61, 62).

Antifungal kemoterapide en blylk sorunlardan birisi Candida
enfeksiyonlarinda gorilen direnctir. C. albicans enfeksiyonlarinda bildirilen azol
direnci vakalarinda son vyillarda artis gézlenmektedir. Albicans olmayan Candida
tirlerinde intrinsik azol direnci yaygindir. C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei ve C.

parapsilosis klinik olarak direncli izolatlari en sik izole edilen albicans olmayan
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Candida turleridir. Orofaringeal kandidiaziste izole edilen C. albicans izolatlarinda
flukonazole direng yilksektir (63). Candida tirleri arasinda en yiksek direng C.
glabrata’da gorilmektedir. C. glabrata azol grubu ilaglara intrinsik olarak diislk
hassasiyet gosterdigi gibi azol tedavisi ya da proflaksisi sonucu da direng
gelistirebilmektedir; ayrica coklu ila¢ direnci gozlenen izolatlar da bildirilmistir (64,
65). Asya-pasifik Glkelerinde C. tropicalis kaynakl enfeksiyonlarda flukonazol direnci
%83’e kadar ¢ikmaktadir. C. krusei ise flukonazole intrinsik olarak direnglidir; bugiine
kadar test edilen klinik izololatlarin %96,6’si flukonazole karsi direngli bulunmustur.

C. albicans Uzerinde yapilan ¢alismalarda 6nerilen direng mekanizmalarindan
biri CYP51’i kodlayan ERG11 geni Uzerindeki nokta mutasyonlardir. Bugline kadar
tanimlanmis 63 azole direngli C. albicans izolatinin 55’inde bu mutasyonlardan
kaynaklanan amino asit farkhliklari gdzlenir (66) ve C. albicans CYP51 (CACYP51) igin
140 farkli amino asit degisimi tespit edilmistir. Molekiler modelleme ¢alismalarina
gdre bu amino asit degisikliklerinin cogu katalitik bolge yakinindadir (Or.: CACYP51
Y132F mutanti) (67) (Sekil 2.9.).

//@0 \C 470

Sekil 2.9. ERG11 nokta mutasyonu ile CYP51 aktif boélgesinde olusan 6énemli bir
amino asit degisimi ve direng mekanizmasina bir 6érnek. SCCYP51 kristal
yapisi ile yapilan ¢alismalarda vorikonazol ile Tyr140 arasinda bir su
molekilt aracihgiyla kurulan H bagi (A) enzimin Y140F mutantinda
gozlenmemektedir (B) Bu rezidi CACYP51'de Tyr132’ye karsilik
gelmektedir ve bugiline kadar direncli C. albicans izolatlarinda Y132F ve
Y132H mutasyonlart bildirilmistir (H baglart sari  kesik cizgilerle
gosterilmistir) (68).
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Onerilen diger mekanizmalardan biri, ¢inko kiime transkripsiyon diizenleyici
Upc2p’yi kodlayan gendeki mutasyonlar sonucu ERG11 ekspresyonunun artmasidir.
ilag efliikks pompalari MFS (major facilitator superfamily) ve ABC’nin (ATP-binding
cassette) asiri ekspresyonu de ERG11’de oldugu gibi azol antifungallerin minimum
inhibitér konsantrasyonlarini (MiK) yiikseltmektedir. ERG3 geni tarafindan kodlanan
ve ergosterol biyosentezinin son asamalarindan birini katalize eden A>®-desatiiraz
ayni zamanda toksik olmayan 14a-metilsterol ara Urlinlerini toksik olan sterol 14a-
metilergosta-8,24(28)-dien-33,6a-diole gevirir. Bazi C. albicans suslarinin ERG3 geni
inaktivasyonu nedeniyle azol antifungallere direncli oldugu tespit edilmistir. Bunlarin
disinda daha nadir gériilen mekanizmalar olarak anéploidi (anormal kromozom sayisi)
ve heterozigosite kaybi (bir genin tamaminin ve ¢evresindeki kromozomal bélgenin
kaybi1) bazi azole direncli izolatlarda gosterilmistir (65).

Yukarida bahsedilen mekanizmalarin bircogu albicans olmayan Candida
tirlerinin direncli izolatlarinda da goriilmektedir. Ornegin bazi direncli C. parapsilosis
izolatlarinda bir MFS pompasi olan Mdrlp ve Cdrlp/Cdr2p’yi kodlayan genlerde tek
niikleotid polimorfizmi gorilmistir (69, 70). Direncli izolatlarda en sik tespit edilen
ve CACYP51’deki Y132F amino asit degisimine neden olan ERG11’deki A395T tek
nikleotid polimorfizmi (TNP) C. parapsilosis’te de gorilir (71). C. krusei’de gbzlenen
intrinsik flukonazol direncinin nedeni net olarak ortaya konulamamistir. Artan ABC
pompasi faaliyeti, CYP51’'in flukonazole afinitesinin azalmasi, membrandaki
degisiklikler ile membran akiciliginin degismesi vb. unsurlardan biri veya ayni anda
birkaci muhtemel nedenler arasindadir (65). C. glabrata’nin direngli izolatlarinda
ginko kiime transkripsiyon diizenleyici Pdrl’deki etkinlestirici mutasyonlar ortak
olarak gorulir (72). C. glabrata’da CYP51 TNP’leri gorilmez; ancak yapisi farkli
membran sterolleri ve eksojen sterolleri hiicre icine alan istisnai bir tasiyici sistem

azol direncine neden olur (73).
Allilaminler

Skuvalen epoksidazi (ERG1) geri donlisiimli ve yarismasiz olarak inhibe eden

allilaminler fungisidal etki gosterir. Hicre icinde biriken skuvalen membran
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gecirgenligini arttirarak hayati hiicre bilesenlerinin kaybina neden olur. Grubun en
cok bilinen liyeleri, Streptomyces tiirlerinden izole edilen terbinafin ile bunun sentetik
analogu olan naftifindir (Sekil 2.10.). Her iki ilag da genellikle deri ve tirnag tutan

mantar enfeksiyonlarinda kullanilr (74-76).
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Sekil 2.10. Allilamin ve morfolin grubu bazi antifungaller.

Morfolinler

Sentetik bir morfolin tirevi olan amorolfin ergosterol sentezinde rol oynayan
A%7-izomeraz (ERG2) ve A-rediktaz (ERG24) enzimlerini inhibe ederek fungistatik
ve fungisidal etki gosterir. Amorolfin tirnak mantarinda topikal olarak kullanilir (77)

(Sekil 2.10.).
b. Membran Bozucular

Makrolidlerin bir alt grubu olan polienler, 20-40 karbonluk bir makrolakton
halkasi ile buna konjuge bir d-mikozamin grubundan olusan makrosiklik organik
bilesiklerdir. Amfifilik yapisiyla polienler, memrban ¢ift kath lipit katmanina
baglanarak ergostrol ile kompleks olusturur. Bu kompleksin membranda olusturdugu
porlar sitoplazma iceriginin disari sizmasina, oksidatif hasara ve nihayetinde mantar
hiicresinin 6limiine neden olur. Oldukca genis spektruma sahip olan polienlerin
glinimizde klinik olarak kullanilan Gyeleri nistatin, natamisin ve amfoterisin B’dir

(Sekil 2.11.). Bu ilag molekulleri Streptomyces tirlerinden izole edilir (78-81).
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Sekil 2.11. Klinik olarak kullanilan bazi polienler.

Polienlerin toksisiteleri ve vyan etkileri kolesterol afinitesinden ileri
gelmektedir. Amfoterisin B sistemik mantar enfeksiyonlarinda en ¢ok kullanilan
ajandir (Sekil 2.11.). Nistatin ve natamisin oral biyoyararlanimi distk ve toksisitesi
ylksek oldugu icin sadece topikal kullanilir. Amfoterisin B’nin toksisite sorununu
¢6zmek icin son vyillarda lipozom mikrokapsulli gibi degisik formulasyonlar

denenmektedir (6, 82, 83).
c. Hiicre Duvari Sentezi inhibitérleri
B-Glukan Sentezi inhibitorleri

D-Glikoz molekillerinin B-(1-3) veya B-(1-6) baglariyla olusturduklari
polisakkaritlere B-glukan adi verilir ve B-(1,3)-D-glukan hticre duvarinin %50’sinden
fazlasini olusturur. Ekinokandinler en yeni antifungal sinifidir ve B-(1,3)-D-glukan
sentaz enzim kompleksinin FsK1 alt birimini yarismasiz olarak inhibe eder. Boylelikle

mantar hiicresinin ozmotik dengesini bozarak 6limine neden olur. Yine
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mantarlardan izole edilen dogal urinlerden yari sentezle elde edilen, siklik
hekzapeptit yapisindaki ekinokandinlerin klinikte kullanilan g Uyesi (kaspofungin,
mikafungin ve anidulafungin) vardir (84-86) (Sekil 2.12.). invaziv kandidiyazis ve
invaziv aspergilloziste oldukga etkili olan polienler mantarlara 6zgli hedef enzimi
nedeniyle cok disik toksisite gosterir ve ilag etkilesmeleri azdir. Ancak oral emilimleri

cok zayiftir ve sadece parenteral kullanilir (87-89).
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Sekil 2.12. Klinik olarak kullanilan bazi ekinokandinler.

Kitin Sentez inhibitorleri

Birbirine B-(1-4) baglariyla bagh N-asetilglukozamin bilesiklerinden olusan
dogrusal bir homopolimer olan kitin ayni zamanda B-(1,3)-D-glukana kovalent olarak
baglidir ve hiicre duvari yapisinin %3’lini olusturur. Kitin sentezinden sorumlu bir seri
enzim olan kitin sentazlar inhibe edildiginde hiicre duvarinin bitinlGgu ve dolayisiyla
hiicrenin ozmotik dengesi bozulur. Nikkomisinler ve polioksinler en ¢ok calisilan kitin
sentez inhibitorleridir (Sekil 2.13.). Dogal olarak bulunan ve peptidil nikleozit
yapisinda olan bu antifungaller hedef enzimlerinin dogal ligandi olan UDP-N-

asetilglukozaminin yarismali analogudur. Ancak klinik kullanimi hidrolize yatkin
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olmalari nedeniyle kisithidir. Nikkomisin yilksek miktarda kitin igeren dimorfik
patojenik mantarlara, polioksinler ise fitopatojenik mantarlara karsi etkilidir (84, 90,

91).
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Aureobasidin A Flusitozin Sordarin

Sekil 2.13. Farkl etki mekanizmalarina sahip bazi antifungaller.

d. Sfingolipit Biyosentezi inhibitérleri

Okaryot hiicre membraninin yapisina katilan ve hiicre icinde cesitli islevleri
olan sfingolipitlerin biyosentezinde rol alan enzimlerin inhibisyonu patojenik
mantarlarin virllansini zayiflatmaktadir. Bu enzimlerden biri olan ve memelilerde
bulunmayan inositol fosforilseramit sentazi inhibe eden ve Aureobasidium
pullulans’tan izole edilen siklik depsipeptit (karboksilik asit esteri ve amit gruplarini
bir arada bulunduran) yapisindaki Aureobasidin A (Sekil 2.13.) S. cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, C. albicans, C. glabrata, A. nidulans, A. niger ve C.

neoformans’a kars! etkilidir.
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e. Niikleik Asit Sentez inhibitorleri

Bir florlanmis pirimidin analogu olan flusitozin (5-florositozin, 5-FC) (Sekil
2.13.) pirimidin metabolizmasini ve DNA/RNA sentezini bozarak fungistatik etki
gosterir. Mantar hiicresinde sitozin deaminaz tarafinda 5-florourasile (5-FU)
donisturaldikten sonra bir seri metabolik reaksiyona ugrayarak uridintrifosfatin
yerine RNA'ya aktarilir ve protein sentezi inhibe edilmis olur. Bu enzim memelilerde
olmadigi icin 5-FC mantarlara secicidir. 5-FC’ye karsi mantarlarda direnc sik goriliir,

bu ylzden tamamlayici tedavi olarak uygulanir (92, 93).
f. Protein Biyosentezi inhibitorleri

Tavaborol protein sentezinde 6nemli bir enzim olan 16sil-tRNA sentetazi
inhibe ederek fungisidal etki gosterir. Tavaborol bu enzimin mantarlardaki
izoenzimine insanlardakine kiyasla 1000 kat daha fazla afinite gosterir. Trichophyton
rubrum ve T. mentagrophytes kaynakli onikomikoziste kullanilir. B-Amino asit
yapisindaki sispentasin ve izofungipen izol6sil-tRNA sentetazi hedef alir. Sordaria
araneosa’dan izole edilen sordarin (Sekil 2.13.) secici olarak mantar translasyonel

uzatma faktori 2'yi (EF2) bloke eder (94-98).
g. Mikrotiibiil Biyosentezi inhibitérleri

Mikrotlibiller a- ve B-tibilin dimerlerinin olusturdugu polimerlerdir ve
hicrenin her tarafina dagilmis organize bir iskelet olusturur. Penicillium
griseofulvin’den 1939’da izole edilen griseofulvin (Sekil 2.13.) ilk antifungaldir ve
tibdlinlere baglanarak mitoz boélinmeyi engeller. Karacigere toksisitesi vardir ve etki
spektrumu dardir. Kanser kemoterapisinde kullanilan vinblastin de bir mikrotibiil

biyosentezi inhibitériadar (99, 100).
2.1.2. Bakteriyel Enfeksiyonlar ve Antibiyotikler

Enfeksiyon hastaliklarinin bir diger etkeni olan bakteriler prokaryotik
mikroorganizmalardir ve muhtemelen diinyada evrilmis ilk yasam formudur. Kdire,

basil ya da spiral gibi farkli morfolojilerde olan bakteriler toprak, su, asidik kaplicalar,
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radyoaktif atiklar ve hatta yer kabugunun derinliklerinde yasayabilir. Patojenik
bakteriler insanlarda tetanos, difteri, tifo, kolera, sfiliz, zatlirre, tiberkiloz gibi pek
¢ok enfeksiyonun yani sira bitkilerde ve hayvanlarda da c¢ogu ciddi hastaligin
etkenidir. Mantarlarda oldugu gibi bazi bakteriler firsatgi bazilari ise bulasicidir. Oyle
ki, firsatgi bakteriler konakgi florasinda normal olarak bulunur; ancak bulasic
bakteriler sadece konakgl hiicrelerinde ¢ogalip gelisebilir. Bakteriler salgiladiklari
toksinler ve yikici enzimlerle doku hasarina bagh bir hastalik tablosu olusturur.
Ornegin, tetanos etkeni Clostridium tetani salgiladigi toksinlerle kaslari felg ederken
stafilokok toksinleri septik soka neden olur. Bakteriyel enfeksiyonlarin seyri ve
ciddiyeti ayni etken cinsinin farkli tirleri icin bile degisiklik gdsterebilir. Ornegin baz
patojenik bakteriler konakgl organizmaya bulastigl halde, cogu zaman enfeksiyona
neden olmazken bazi bakteriler ¢ok viriilan ve enfeksiyonlari son derece élimcildir
(6r.: Mycobacterium tuberculosis).

Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin modern
tarihi 1874’te Sor William Roberts’in peynir yapiminda kullanilan Penicillium glaucum
kiiltirinidn bakterilerle kontamine olmadigini fark etmesiyle baslar. Penicillium
chrysogenum’dan izole edilen penisilin Alexander Fleming tarafindan 1928’de teshis
edilmistir (Sekil 2.14.). Sentetik antibiyotiklerin gelistiriimesine 6ncilik eden Paul
Ehrlich ylizlerce boyar sentetik bilesik UGzerinde yaptigl taramalar sonucu 1907'de
salvarsani kesfetmistir. Gerhard Domagk 6nculiglindeki bir arastirma grubu 1932’de
ilk sistemik etkili antibiyotik, ayni zamanda ilk stlfonamit olan prontosili gelistirdi.

Silfanilamidin on ilaci olan prontosil ile antibiyotik ¢cagi baslamis oldu.
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Sekil 2.14. ilk antibiyotiklere drnekler.
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Antibiyotikler etki mekanizmalari, vyapilari, etki spektrumlarina gore
siniflandirilabilir. En genis siniflandirmada etkilerinin bakterisidal veya bakteriyostatik
olmasina gore ikiye ayrilir. Bakteri hire duvarini (penisilinler ve sefalosporinler) veya
hicre membranini (polimiksin) hedef alan veya temel bakteriyel enzimlerin
islevlierine miidahale eden (rifamisin, lipiarmisin, kinolonlar ve siilfonamitler)
bakterisidal etkiye sahiptir (Sekil 2.15.). Aminoglikozitler disinda protein sentezini
inhibe edenler (makrolitler, linkozamitler ve tetrasiklinler) genellikle bakteriyostatik
etki gosterir. Etki spektrumuna gore yapilan siniflandirmada dar spektrumlu
antibiyotikler sadece gram-pozitif/negatif ya da aerob/anaerob gibi spesifik bakteri
alt gruplarina karsi aktifken, genis spektrumlu bakteriler daha genis yelpazedeki
bakterilere etki gosterir. Yapilarina gore siniflandirildiginda en yaygin antibiyotik

gruplari asagida siralandigi gibidir.
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Sekil 2.15. Antibiyotikler ve etki mekanizmalari (PABA: p-aminobenzoik asit, DHF:
dihidrofolik asit, THF: tetrahidrofolik asit, DNA: deoksiriboniikleik asit,
RNA: ribonikleik asit).

Aminoglikozitler

Amikasin, gentamisin, netilmisin bu gruba ornektir. Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa gibi gram-negatif bakterilerin enfeksiyonlarinda kullanilir.
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Ayrica, streptomisin tlberkiilozda, spektinomisin gonorede kullanilir. Midede
parcalandiklariigin oral alinmazlar. Bazi hayati bakteriyel proteinlerin sentezini inhibe

eder.

Karbapenemler

Beta laktam sinifi, genis spektrumlu bu antibiyotikler arasinda imipenem ve

meropenem yer alir. Hiicre duvari sentezini inhibe ederek etki gosterir.

Sefalosporinler

Beta laktam sinifi bu antibiyotik grubu 1945’te ortaya ¢ikmis ve bugiline kadar
bes kusak boyunca onlarca lyesi kullanima sokulmustur. Etki spektrumlari degisiklik
gostermekle birlikte, son kusak sefalosporinler ¢oklu metisiline rezistan
Staphylococcus aureus (MRSA) enfeksiyonlarina karsi etkilidir. Diger beta laktam
antibiyotiklerinde olugu gibi hiicre duvari sentezini inhibe ederek etki gosterir. Bu
gruba ornek olarak sefazolin (1. kusak), sefuroksim (2. kusak), seftriakson (3. kusak),

sefepim (4. kusak) ve seftobiprol (5. kusak) verilebilir.

Glikopeptitler

Hlcre duvarinin 6nemli bir bileseni peptidoglikanin sentezini inhibe eden
glikopeptitler MRSA da dahil genis bir spektrumda etki gosterir. Teikoplanin ve

vankomisin bu grubun en ¢ok bilinen tyeleridir.

Linkozamitler

Klindamsin ve linkomisin penisiline alerjisi olanlarda stafilokok, pndmokok ve
streptokok enfeksyonlari yani sira anaerobik enfeksiyonlara karsi kullanilir.

Bakterilerde protein sentezini inhibe ederek etki gosterir.

Makrolitler

Gram-pozitif ve bazi gram-negatif bakterilere karsi etkili olan makrolitler

streptokok, Uist ve alt solunum yollari enfeksiyonlari, sfiliz ve Lyme hastaligina karsi
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kullanilir. Makrolitler protein sentezini inhibe eder. Azitromisin, klaritromisin ve

eritromisin bilinen makrolitler arasindadir.
Penisilinler

Beta laktam halkasi tasiyan diger bir grup penisilinler genis spektrumludur ve
yaygin olarak kullanilir. Ancak penisilinler ciddi alerji ve anaflaktik sok riski
tasimaktadir. Amoksisilin, ampisilin, penisilin G ve penisilin V gibi ¢ok kullanilan
antibiyotikleri icerir. Penisilinler baska antibiyotiklerle kombine edilerek de kullanilir.
Bakterilerde bir direng unsuru olarak gelismis beta laktamazi inhibe eden ajanlar (6r.:

klavulanik asit, sulbaktam) bu kombinasyonlara dahil olur.
Kinolonlar ve Florokinolonlar

Uriner sistem enfeksiyonlari yani sira bakteriyel prostat, ishal ve gonoreye
karsi da kullanilan bu grup antibiyotiklere 6érnek olarak siprofloksasin, levofloksasin

ve ofloksasin verilebilir. DNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu inhibe eder.
Sulfonamitler

Sulfadiazin, sulfametoksazol ve ko-trimoksazol gibi bilinen Gyeleri olan
stlfonamitler istisnalar (6r.: g6z enfeksiyonlarinda kullanilan silfasetamit) disinda
Uriner sistem antibiyotikleridir. Nukleik asit sentezinde kullanilan folatin sentezini

inhibe eden silfonamitler ilk kesfedilen antibiyotiklerdendir.
Tetrasiklinler

Sfiliz, malarya, riketsiya, Lyme hastaligi ve klamidya enfeksiyonlarinda
kullanilan tetrasiklinler protein sentezini inhibe eder. Kompleks olusturduklari igin
kalsiyum, aliiminyum, demir ve ¢inko iceren gidalarla alinmaz. Tetrasiklin ve doksisilin

bilinen tetrasiklin grubu antibiyotiklerdendir.
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Polipeptitler

Bu gruba dahil olan antibiyotiklerden basitrasin bakteri duvari sentezini inhibe
ederken, polimiksin B bakteri hiicre membraninin kararliligini ve gegirgenligini
bozarak etki gosterir. Nadiren enjeksiyon halinde uygulanan polipeptitler géz, kulak

ve mesane enfeksiyonlarinda kullanilir.

Azol Grubu Taslyan Antibiyotikler

Sayilari az da olsa azol grubu tasiyan antibiyotikler mevcuttur. Ornegin
metronidazol ve tinidazolin yer aldigl nitroimidazoller anaerobik bakteriyel ve

paraziter enfeksiyonlara karsi kullanilir (Sekil 2.16.).

NO, NO, NC =N

N/\:il\/\OH N N\/\;\/ OO
T T ¢

Metronidazol Tinidazol Karakurt ve ark. 2001

Sekil 2.16. Azol grubu tasiyan bazi antibakteriyel bilesikler.

Azol antifungallerin antibakteriyel etkileri literatiirde bildirilmistir. Ornegin
mikonazoliin S. aureus’a karsi antibakteriyel etki gosterdigi, bunu bakteri
flavohemoglobinine baglanip intraseliler oksidatif stresi arttirarak gerceklestirdigi
gosterilmistir (101, 102). Karakurt ve ark. (29) tarafindan tasarlanarak sentez edilen
ve mikonazole yapisal olarak benzerlik gosteren bir seri 1-(2-naftil)-2-(1H-imidazol-1-
illetanon oksim eter tirevi bilesik arasinda S. aureus’a karsi cok gicli aktivite
gosteren tlrevler bildirilmistir (Sekil 2.16.). Ayrica literatirde triazol, benzimidazol ve

pirazol iceren antibakteriyel etkili bilesiklere rastlanmaktadir (103).
Diger Antibiyotikler

Yukarida siralanan gruplara dahil olmayan ancak yaygin olarak kullanilan bazi
antibiyotikler su sekildedir: linezolit (vankomisine direncli S. aureus enfeksiyonlari),

nitrofurantoin (Uriner sistem enfeksiyonlari), aztreonam (Gram-negatif bakteriyel



30

enfeksiyonlar), rifampisin (tlberkiloz), streptomisin (tUberkiloz), izoniazid

(tiberkiloz), kloramfenikol (MRSA, menenijit), dapson (clizzam).
2.1.3. Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri

Antimikrobiyal aktivite tayininde ilk asamada test materyalinin
mikroorganizma (iremesini engelleyen en disik konsantrasyonu (MiK) ve
mikroorganizma spektrumu tespiti icin ¢esitli in vitro yontemler kullanilmaktadir.
Bunun icin Klinik ve Laboratuvar Standartlari Enstittisi (Clinical and Laboratory
Standards Institute, CLSI) tarafindan yayinlanan rehberlerde referans gosterilen
cesitli in vitro yontemler kullanilmaktadir (104, 105). CLSI uluslararasi, disiplinler arasi
kar amaci glitmeyen standart gelistirme ve egitim organizasyonudur. Hasta tetkikleri
ve ilgili diger saglik islemleri icin standartlarin ve rehberlerin gelistiriimesinde
uyguladigi géniilli konsensiis siireciyle taninir. Cesitli mantar ve bakterilere karsi MiK
degerleri tespit edildikten sonra daha ileri calismalara devam edilir (106).

Yeni bilesiklerle gahsirken, etkinligi bilinen ve ¢alisilan suslara karsi aktif
referans madde kullaniimali, bir seri bilesik ile ¢alisilirken bilesiklerin timi ayni
yontemle test edilmeli ve mikroorganizmalar kiltlr koleksiyonlarindan saglanmahdir.
Antifungal ve antibakteriyel aktivite yontemleri teknik olarak aynidir. Yalnizca
kullanilan besiyerleri, inklibasyon kosullari farklihk gésterir. Antimikrobiyal duyarllik
testlerinde kullanilan yontemler dilisyon ve diflizyon yontemleri olarak iki gruba

ayrilir.
a. Dillisyon Yontemleri

Dilisyon testleri, bir mikroorganizmanin o6ldirilmesi ya da Uremesinin
durdurulmasi icin gerekli olan minimum test maddesi konsantrasyonunu belirlemek
amaciyla uygulanir. Sonuglar kantitatif olarak (ug/mL), kategori olarak (duyarli, orta
derecede duyarli, direncli) veya her ikisini de icerecek sekilde verilebilir (106). Kati
besiyerinde bir canli hiicrenin bir koloni olusturmasi esasi ile yapilan kiltirel sayimlar,

tim sayim yontemleri icinde en glivenilir olanlaridir. Bununla birlikte bazi 6zel
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durumlarda sivi besiyerinde kiltiirel sayim yapmak gerekebilir (107). Dillisyon testleri

"tUp dilisyon" ve "agar dillisyon" olmak Uzere iki sekilde uygulanmaktadir.

Tip (Sivi) Diliisyon Yontemleri

Mikroorganizmanin dilisyonu uygun bir dilisyon ¢o6zeltisinde yapilir.
Dilisyonlardan sivi besiyerine birer ml ilave edilir, inkiibasyon sonunda
mikroorganizma Uremesi gorilen tlpler pozitif degerlendirilerek materyaldeki canh
hicre sayisi tahmin edilir (107). Besiyeri olarak katyon (kalsiyum ve magnezyum) ilave

edilmis Mueller-Hinton sivi besiyeri kullanilir.

Bu yontemler dillisyon yapmakta kullanilan besiyerinin miktari ve yerine gore,
makrodiliisyon ve mikrodillisyon olarak ikiye ayrilir. Her iki yontemin de prensibi
aynidir. Makrodilisyonda test tlipleri, mikrodiliisyonda ise "U" ya da "V" tabanli
mikroplaklar kullanilir (106). Makrodilisyon yonteminde 1,0 mL’'ye esit veya 1,0
mL’den daha biyik hacimde 13-100 mm’lik deney tipleri kullanilir. Bu yontem iyi
standardize edilebilir ve glivenilirdir. Ancak islemlerin zor olmasi ve daha uygun baska
yontemlerin bulunmasindan dolayi fazla tercih edilmez. Mikrodiliisyon yonteminde
testler mikrotitrasyon plaklari kullanilarak 0,05-0,1 mL hacimde vyapilir. Birgok
mikroorganizmanin kullanilmasina uygun olan bu yontemin uygulama kolayligi ve

materyal kullanim se¢eneginin fazla olmasi gibi avantajlari vardir (108).

Agar Dillisyon Yontemi

Agar dilisyon yontemi diger yontemlerin dogrulugunun degerlendirilmesinde
referans olarak kullanilabilen, iyi standardize edilmis bir yontemdir. Ayni anda gesitli
mikroorganizmalarla c¢alisilabilir ve mikrobiyal kontaminasyon diger diliisyon
yontemlerine gore daha rahat belirlenebilir. Ancak hazirliklari zor ve zaman alicidir
(109).

Agar dilisyon yonteminin prensipleri tlip dilisyon yontemiyle aynidir. Tek
fark, agar dilisyon yonteminde bilesigin diliisyonlarinin agar icine konmasi ve petri
kutularina  dokiulmesidir. Boylece her petri kutusunda bilesigin  farkl

konsantrasyonlari bulunur. Bu yontem icin Mueller-Hinton agar besiyeri onerilir.
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Kati (agarli) besiyerinde sayim, canli hiicrelerin koloni olusturmasi ve bu
kolonilerin sayilarak "her canli hiicre 1 koloni olusturur" prensibi ile materyaldeki
canli hicre sayisinin hesaplanmasi esasina dayanir. Bu amacla sayim yapilacak
materyalden belirli bir miktar alinir ve besiyerine aktarilir. Koloni olusmasi igin gerekli
inklibasyon stliresinin sonunda petri kutusundaki koloniler sayilarak materyaldeki

canli hiicre sayisi hesaplanir.
b. Difiizyon Yontemi

Mikroorganizma ekimi yapilmis olan besiyerine, aktivitesi incelenecek olan
bilesigin diflizyonu esasina dayanan bir yontemdir. Belirli konsantrasyonda bilesik
iceren kagit diskler mikroorganizma ekili besiyerine tatbik edilir ve inkibasyona
birakilir. inkiibasyon siiresi sonucu, mikroorganizma iiremesinin engellendigi alan
cap! Olgllerek, ilacin etkinligi saptanir. Diflizyon testi, ancak hizl Greyen bakterilerin

test edilmesinde glivenilir olarak kullanilir (109).
c. Biyofilm Yontemi

Bir virGlans unsuru olan biyofilmlerin olusumunda, once serbest yilizen
mikroorganizmalar materyal ylzeyine zayif ve geri donlsimli etkilesmelerle
tutunmaya calisir. Daha sonra ylzeye geri donlislimsliz baglanarak kolonilesmeye
baslayan mikroorganizmalar birbirleriyle biyokimyasal sirecler (quorum sensing) ile
iletisim kurar ve olusan biyofilm mikroorganizmalarin hizla gogalmasiyla genisler
(110). Biyofilmler; dental plak olusumlari, endokardit, akciger enfeksiyonlari ve
medikal cihazlar ile iliskili enfeksiyonlar gibi ¢ok sayida kronik ve inatgi enfeksiyonlarin
%80’ininden sorumlu tutulmaktadir (111). Mikroorganizmalarin ylizeylere geri
donltsimli olarak tutunduklari ilk asamada antimikrobiyal ajanlarin organizmalar
Uzerinde etkili oldugu gosterilmistir. Ancak sonrasinda gergeklesen geri donistimsiiz
baglanma, mikrokoloni Gremesi ve olgun biyofilmlerin olusumuyla sonuclanan
surecte, biyofilm hiicrelerin antimikrobiyal ajanlara maksimum tolerans gosterdigi
bildirilmektedir. Antimikrobiyal ajanlarin biyofilm hiicrelerine karsi MiK ve minimum

bakterisid/fungisid konsantrasyonu degerleri ayni hiicrelerin planktonik formlarina
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gore 100-1000 kat daha yiksek bulunmustur (112, 113). Biyofilmlerin hastane
kaynakh enfeksiyonlardaki etkin rollerinin ve bu enfeksiyonlarin piyasada bulunan
antimikrobiyal ajanlarla tedavilerinin zor oldugunun anlasilmasindan sonra yeni
antibiyofilm ajanlarin gelistirilmesine agirlik verilmistir (112).

In vitro ortamda biyofilm modellerinin gelistirilmesi igin kullanilan ¢esitli
yontemler bulunmaktadir. Mikroplak temelli yontemler biyofilmlerin plak
gukurlarinin alt tabani ve duvar kisimlarinda veya gukur igine yerlestirilmis olan bir
kupon materyalin ylzeyinde olusturulmasini saglayan, ortamdan disari ve igeri
herhangi bir sivi akisinin olmadigi kapali sistemlerdir. Hem uygulamasi pratik hem de
kiigik hacimlerde sarf malzeme ile galisilabilen ekonomik yontemler olmasindan
dolayr arastirmacilar tarafindan sikhkla tercih edilmektedir. Biyofilmlerin
antimikrobiyal ajanlara duyarliik profilini belirlemede hizli bir teknoloji olarak
onerilen 6nceki adiyla "Calgary Biyofilm Cihazi" yeni adiyla "MBEC assay" Innovotech
firmasi tarafindan piyasaya sunulmustur. Plagin kapagina tutturulmus 96 adet kupon
Uzerinde biyofilmler olusturulmakta ve bu kuponlar tutan kapaklar iglerinde
antimikrobiyal sollsyonlar bulunan yeni plaklar Uzerine kapatilarak kuponlarin
antimikrobiyal ajanlarla temasi saglanmaktadir. Cesitli sayim yontemleri veya
mikroskobik tekniklerle antimikrobiyal ajanlarin biyofilmler lzerindeki etkisi bu

sistem sayesinde hizli ve standart bir sekilde test edilebilmektedir (114, 115).

2.2. Epilepsi

Epilepsi, surekli nobet gecirmeye meyilli olma ile karakterize bir beyin
bozuklugu ve bu durumun neden oldugu ndérobiyolojik, bilissel, fizyolojik ve sosyal
sonuclar olarak tanimlanir. Kendiliginden olusan ve tekrar eden bu nébetler, kisa ve
glg fark edilir episodlardan uzun ve siddetli ataklara kadar degiskenlik gosterir.
Uluslararasi Epilepsi ile Miicadele Dernegi (International League Against Epilepsy,
ILAE) epilepsinin tanisini 2014 yilinda giincellemistir. Buna gore 24 saatten fazla
aralikla gorilen iki kendiliginden olusan ndbet veya kendiliginden olusan bir nébet
sonrasl yeni bir nobet gelisme olasiliginin %60’'Iin Uzerinde olmasi veya epilepsi

sendromu tanisi konmasi durumunda kisi epilepsi hastasi olarak kabul edilir. Yasa
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bagl epilepsi sendromu geciren ama kabul edilen yas sinirini gecen kisiler ya da son
on yil boyunca nébet gecirmeyen ve bunun son bes yilinda ilag kullanmayan kisiler
epilepsi hastaligindan iyilesmis kabul edilmektedir. Dinyada, ¢ogu gelismekte olan
Ulkelerde olmak tizere, 65 milyondan fazla kisinin bu kronik hastaliktan etkilendigi
tahmin edilmektedir (26).

Epileptik nébetlerin altinda yatan noronal atesleme dizensizliklerinin nedeni
olarak beyin travmasi, inme, beyin timoru, beynin etkilendigi enfeksiyon hastaliklari,
dogumsal kusurlar gibi kazanilmis durumlar ya da genetik mutasyonlar gosterilse de
olgularin yaklasik %60’ inin nedeni bilinmemektedir (116). Bugline kadar ¢ogu iyon

kanallariyla ilgili olmak tizere, 400’den fazla gen epilepsiyle iliskilendirilmistir (117).
2.2.1. Epileptik Nobetlerin Cesitleri ve Siniflandiriimasi

Epilepsi tirlerini siniflandirma ¢abalari Hipokrat’a kadar uzanmaktadir. ilk
modern siniflandirma Gastaut ve ark. (118) tarafindan &nerilmistir. ilk
siniflandirmalar anatomik olarak yapilmis, daha sonra epilepsinin patofizyolojik
mekanizmalari anlasildik¢a yeni siniflandirma cabalari agirlik kazanmistir (119). ILAE
tarafindan 1981 yilinda ylizlerce EEG’nin incelenmesi sonucu glnimizde de
kullanilan epilepsi gesitlerinin tanimlandigi bir siniflandirma 6nerilmistir (120). Bu

siniflandirma klinik gézlemlerle giincellenerek 2017’de son halini almistir (Sekil 2.17.).



35

~
Fokal baslayan — Jeneralize baslayan Baslangicl belirsiz

y,

~
* Biling agik * Motor \ (e Motor )
* Bilin¢ bozuk Tonik-klonik Tonik-klonik

Y, Klonik Epileptik spazmlar

Tonik * Motor olmayan
\ Miyoklonik \Davranls tutulumu Y.
= Motor baslangig Miyoklonik-tonik-
Otomatizmler klonik
Atonik Miyoklonik-atonik . j ™
Klonik Atonik Fo‘kalden‘vbllate.ral
Epileptik spazmlar Epileptik spazmlar L tonik-klonige gelisen )
Hiperkinetik * Motor olmayan
Miyoklonik (absans)
Tonik — Tipik
* Motor olmayan Atipik Tasnif digi
baslangi¢ Gz kapagl

Otonomik wiyoklonusu /
Davranis tutulumu
Bilissel
Duygusal

\Duysal /

Sekil 2.17. Epilepsi ¢esitlerinin glincel siniflandirmasi.

Siniflandirmada ilk ayrim epileptik ndbetin baslangi¢ belirtilerinin fokal
(parsiyel, kismi) mi, yoksa jeneralize (idiyopatik) mi oldugudur. Beynin belirli
odaklarinda baslayan epileptik desarjlar tek bir hemisferde sinirli kalabilecegi gibi
(fokal baslayan nobetler) beynin her iki hemisferine de yayilabilir (jeneralize baslayan
nobetler). Nobetin baslangici bilinmiyor ya da karmasiksa bu ndbetler baslangici
belirsiz nébetler olarak tasnif edilir. Yeni siniflandirmada nébet isimlerinde baslangig
olgusu vurgulanmaktadir.  Tim noébetlerin %40’ in1 olusturan fokal baslayan
nobetlerde vicudun belirli bir kismi etkilenir. Hasta bilincinin acik oldugu fokal
baslayan nobetlere basit kismi nobetler, bilincin acik olmadigi fokal nobetlere
karmasik kismi nébetler denmekteydi. Bu nobetlere artik biling acik ve biling bozuk
nobetler denmektedir. Biling durumundan bagimsiz olarak fokal baslayan nébetler ilk
goriilen motor ya da motor olmayan semptomlara gore de siniflandirilir. Bu
semptomlar otomatistik hareketler (Or.: agiz sapirdatma, ¢igneme, yutkunma), atoni
(kas gevsemesi, Or.: boyun kaslarinin tonusunun kaybolmasi sonucu bas dismesi),

klonus (cirpinma), spazm, hiperkinezi (6r.:. ajite halde déviinme, ayak vurma),
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miyoklonus (segirme) ve tonus gibi motor semptomlar olabilir. Motor olmayan fokal
nobetlerde semptomlar otonomik (Or.: aritmi, palpitasyon, terleme, ylz kizarmasi
vs.), bilissel (or.: afazi, apraksi), duygusal (6r.: korku, 6fke), duysal (6r.: koku ve tat
duyusunun degismesi) olabilecegi gibi hastanin donup kaldigi davranis tutulumu
seklinde de olabilir. Dolayisiyla, Sekil 2.17.’de gorilen ilk siniflandirma basliklarinin
altinda yer alan her bir semptom ayni zamanda bir nébet tipidir. Fokal baslayan
nobetlerin tekrar etmesi durumu temporal epilepsi olarak adlandirilir. Nobet
tiplerinin isimlendirilmesinde birden fazla tanimlayici kullanilmasi istenir. Ancak,
biling durumunun bilinmedigi fokal baslayan nobetler sadece ilk belirtiye gore
isimlendirilebilir (or.: fokal baslayan tonik nébet) (121).

Ozel bir fokal baslayan nébet tipi olan Jackson nébetlerinde semptomlar
uzuvlardan birinin ucunda baslayarak viicudun o tarafina dogru yayilir. Primer motor
korteksin etkilendigi bu nébette genellikle parmaklarda karincalanmayla baslayan ve
hissizlik, ani kasilma, ani bas ve goz hareketleri gézlenir (122).

Fokal olarak baslayip beynin her iki hemisferine yayilarak tonik-klonik nébete
donisen ve daha once ikincil jeneralize kismi ndbet olarak adlandirilan nébetler yeni
siniflandirmada fokalden bilateral tonik-klonige gelisen nobetler olarak adlandirilir.
Bu isimlendirme aslinda bir nébet tipinden daha ¢ok nobetin gelisme sekline ithaf
edilmistir (121).

Jeneralize baslayan nébetler bilincin kaybedildigi, beynin her iki hemisferini
tutan primer nobetlerdir. Goriilen semptomlara gore alt gruplara ayrilir. Motor
semptomlar tonik-klonik (eski adiyla grand mal), klonik, tonik, miyoklonik,
miyoklonik-tonik-klonik, miyoklonik-atonik, atonik ve spazm olarak gozlenir. Halk
arasinda en ¢ok bilinen nébet tipi olan tonik-klonik nébetler hizli biling kaybi ve kisa
bir tonik fazla baslar. Yere yigilan hastanin glicli tonus nedeniyle ekstremitelerini
actigl ve inledigi gozlenir (tonik faz). Takip eden klonik fazda hasta siddetli ve hizli
kasilma ve gevsemelerle cirpinir, ¢cenesini sikar, gozlerini devirir ya da kapatir. Asiri
kasilma nedeniyle nobet sonrasi kisa uyku hali gozlenir (123). Motor olmayan
jeneralize nébetler absans nobetleri (eski adiyla petit mal) olarak da adlandirilir. Hizh

biling kaybi, o anki faaliyetin aniden birakilmasi, gozlerin dalmasi veya goz
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bebeklerinin yukari kaldirilmasi gibi belirtilerle karakterizedir, ancak bu ndbetlere
tonik, klonik, miyoklonik ya da bunlarin kombinasyonlarindan olusan belirtiler eslik
edebilir (124). Miyoklonik epilepsi, West sendromu ve Lennox-Gastaut sendromu

jeneralize baslayan nobetlerin goruldigi bazi epilepsi sendromlaridir.
2.2.2. Epileptik Mekanizmalar

Epileptik nobetlerin hiicresel ve molekiler mekanizmalari ile ilgili bilinenler
sinirhidir. Eksitator ve inhibitor voltaja bagli/sinaptik iletim arasindaki dengenin
bozulmasi ile olusan asiri senkronize néronal ateslemeler en ¢ok bilinen ve galisiimig
mekanizmadir. Bu dengesizlik, epileptik bir beyinde eksitator ve inhibitor iletimde rol
alan makromolekiillerde islevsel bozukluklardan kaynaklanarak beynin belirli bir
bolgesinde (odak) epilepsinin gelismesine neden olabilir (125). Saglikh bir beyinde ise,
yukarida bahsedilen travmalardan birine bagh olarak tanimlanan ve eksitator
devrelerin up-reglilasyonu ya da inhibitor devrelerin down-regiilasyonu sonucu ikincil
olarak gelisebilir (epileptojenez) (126).

Hlicre membrani intraseliler (hicre igi) ve ekstraseliiler (hiicre disi) iyon
konsantrasyonuna bagli olarak belirli bir eksi voltaja sahiptir (membran potansiyeli).
istirahat fazindaki bir sinir hiicresi polarizedir ve membran potansiyeli yaklasik -70 ile
-80 mV arasindadir. Bu potansiyel, iyon pompalari ve iyon kanallari tarafindan
membran boyunca hicre icinde negatif yikin daha fazla bulundugu bir
konsantrasyon gradyani olusacak sekilde dengede tutulur. Membran voltajinin pozitif
yonde kaymasi ile depolarize olan membran aksiyon potansiyeli olusturur, sinir ve kas
hiicreleri bu potansiyel ile eksite olur. Depolarizasyonun ardindan membran istirahat
potansiyelinin de altinda bir voltaja ulasarak hiperpolarize olur (Sekil 2.18.). Bu durum
saglikh bir sinir dokusunda art arda gelen ateslemeler sonucu asiri eksitabiliteyi
Onlemeye vyonelik bir tepkidir ve membran hizlica tekrar istirahat fazina
(polarizasyon) gecer. Noronlarda akson boyunca iletilen aksiyon potansiyeli akson
ucunda nodrotransmitterler vasitasiyla sonraki norona aktarilmakta ve noéronal
atesleme saglanmaktadir. Dolayisiyla asiri eksitabilite durumu; artan eksitator

sinaptik noérotransmisyon, azalan inhibitér nérotransmisyon, membranin her iki
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tarafindaki iyon konsantrasyonunun depolarizasyona neden olacak sekilde degismesi

veya ¢oklu senkronize esik alti eksitator uyari halinde ortaya gikar (127).
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Sekil 2.18. Membran aksiyon potansiyeli sirasinda voltaj degisimi grafigi.

a. Eksitator Postsinaptik Potansiyel ve Glutamat Reseptoérleri

Glutamat, SSS’nin  temel eksitatér norotransmitteridir ve glutamat
reseptorlerinin dogal agonistidir (Sekil 2.19.). Ayni zamanda inhibitér nérotransmitter
GABA’'nin  prekirséri  olan glutamat, memelilerde en vyaygin bulunan
norotransmitterdir. Eksitator postsinaptik potansiyelden (EPSP) sorumlu olan
glutamat reseptorleri, iyonotropik ve metabotropik glutamat reseptorleri (iGIuR’ler
ve mGluR’ler) olmak {zere iki ana gruba ayrilir. Postsinaptik eksitator birincil
noronlarda, inhibitor internéronlarda, glia hiicrelerinin bazi tiplerinde, astrositlerde
ve oligodendrositlerde bulunur. iGluR’ler N-metil-D-aspartat (NMDA), a-amino-2,3-
dihidro-5-metil-3-okso-4-izoksazolpropanoik  asit (AMPA) ve (2S,3S5,4S5)-3-
(karboksimetil)-4-prop-1-en-2-ilpirolidin-2-karboksilik asit (kainik asit ya da kainat)
reseptorlerinden (sirastyla NMDAR, AMPAR ve KAR) olusur ve katyon giris-cikisini

diizenleyerek depolarizasyon ile sinaptik transmisyona aracilik eder (128). Néronal
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iletisim, ndronal plastisite, hafiza, 6grenme ve bilissel islevlerde 6nemli bir yere sahip
olan glutamat reseptorleri eksitotoksisitede de rol oynar. Cok yogun glutamat ya da
agonist varhigiyla asiri uyarilan reseptorler néron hasarina ve 6limiine neden olur;
buna eksitotoksisite denir ve genellikle iGIuR’lerin fazla Ca?* iletmesiyle gerceklesir

(129).

NH, 0 NH,
Glutamat Glisin D-Serin
H3C
o 5 o ‘\CHZ
_o)wo HNWOH //E J\
Hac N H2 O ° CH3NH2 OH
NMDA AMPA Kainik asit

Sekil 2.19. Bazi iGIuR agonistleri.

mGIuR’leri G proteiniile kenetlenen reseptérlerdir (GPKR). Ug alt gruba ayrilan
bu reseptdrlerin glutamat ile aktivasyonu sonucu hiicre icine Ca*? girisi tetiklenir.

iGluR’ler dort alt birimin merkezi bir iyon kanali etrafinda dizilmesiyle olusur.
Dolayisiyla bu reseptorler homotetramer ya da heterotetramer yapidadir. iGIluR’ler
merkezi por araciligiyla hiicre icine Na* ve bazi reseptorlerde Ca®*, hiicre disina K*
iletir. NMDAR, AMPAR ve KAR alt birimleri arasinda belli bir amino asit dizi benzerligi
sdz konusudur. Ozellikle AMPAR ve KAR alt birimleri arasindaki homoloji yaklasik
%40'tir; dolayisiyla alt birimler ortak bir mimariye sahiptir. Bu mimariyi dért ana bélge
olusturur: N ucu bdlgesi, ligand baglanma bolgesi, membran bolgesi ve C ucu bolgesi.
N ucu bdlgesi ve ligand baglanma bdlgesi ekstraselliler bolgededir. N ucu boélgesi alt
birimler arasi etkilesmeleri ve dolayisiyla eslesmeleri diizenler. NMDAR’lerde Zn*? ve
bir NMDAR inhibitori olan ifenprodil bu bolgeye baglanir (130, 131). Ligand baglanma
bolgesi iki uzun ilmekten olusur. Bunlardan S1 olarak adlandirilan ilki, N ucu bolgesini

takip eden ve membran bdélgesinin ilk transmembran sarmalindan (TM1) hemen 6nce
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gelen kisimdir. Bu bolge genellikle nérotransmitter baglanma bdlgelerini igerir.
Membran bolgesinin tglincli (TM3) ve dordiinci sarmal (TM4) arasinda kalan uzun
ekstraselller ilmek ligand baglanma bolgesini olusturan ikinci ilmektir (S2). Membran
bolgesinde dort transmembran sarmal (TM1-4) mevcuttur (Sekil 2.20.). Membrani
bastanbasa kat eden diger sarmallarin aksine TM2 sarmali membrani sitoplazmik
uctan membranin ortasina kadar, pora dogru belirli bir acglyla kat eder ve burada
sitoplazmaya dogru geri kivrilan bir vestibille donusur (p ilmegi). Merkezi porun en
dar bolgesini olusturan bu vestiblil bazi katyon kanallarinda bulunan segicilik
filtresinin evrimsel kalintisidir. GIuA2 alt birimi iceren AMPAR’ler ile GluK1 ve Gluk2
iceren KAR'lerin Ca?* iletimi cok dusuiktur, ¢linkii bu alt birimlerin p ilmeginde yer alan
glutamin rezidlsU posttranskripsiyonel RNA diizenleme (RNA editing) ile arjinine
dénisur. Pozitif yukli yan zinciri ile arjinin Ca*”’un gecisini engeller. Bunun
eksitotoksisiteye karsi bir savunma mekanizmasi oldugu distinilmektedir (132-134).
NMDAR’lerde Mg?"a dzgli baglanma bélgesi, alt birimlerin membran bolgesinde
bulunur (135). iGluR’lerin alt birimlerini birbirinden en ¢ok ayiran sitoplazmik C ucu
bolgeleridir. Bu bolge fosforilasyon, ubikuitinasyon ve palmitoilasyon gibi
posttranslasyonel modifikasyonlara ugrayan bdlgeler barindirir. Ayrica bu
reseptorlerin lokalizasyonlarini ve hicre ici sinyalizasyonlarini diizenleyen bir seri
sitoplazmik protein etkilesmelerinde bulunan bolgeleri de burada yer alir (136, 137).
Hayvan epilepsi modellerinde NMDA, AMPA ve kainat reseptdr agonistlerinin
epileptik nobetleri indikledigi, bu reseptorlerin antagonistlerinin ise baskiladigi
bilinmektedir. mGLUR agonistlerinde ise bu sonuclar degiskenlik géstermektedir.
Bunun olasi nedeni bu tip reseptorlerin dagilimi ve sinyal aktarim mekanizmalarinin

farkh olusudur (138).
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Sekil 2.20. Rattus norvegicus GIuN1B-GluN2B NMDAR kristal yapisi (PDB kodu 5FXI
(139)). Yandan bakisla reseptor (kismi yike gore renklendirilmis
molekiler ylzey gosterimi) (A), GIuN1B alt birimi ve 6nemli yapisal
bolgeleri (B) (rezidi konumuna gore renklendirilmis kurdele gosterimi).

Bir aspartik asit tlirevi olan NMDA’nin secici olarak baglandigi NMDAR, yavas
aktive olan ve selektif olmayan bir iGIuR’dir. NMDAR’ler SSS gelisimi, hafiza, 6grenme
ve noroplastisite gibi pek cok islevde 6nemli rol oynar. Epilepsinin yani sira, néropatik
agri, inme, iskemi, Parkinson, Alzheimer, sizofreni gibi SSS hastaliklarinin altinda
yatan sebepler arasinda NMDAR’larin islevsel bozukluklari olabilmektedir. Dolayisiyla
NMDAR’ler bu hastaliklara yonelik ila¢ tasariminda da 6nemli bir hedeftir (140).
NMDAR’lerde katyon kanali, glutamat ve ko-agonist glisinin farkh baglanma
bolgelerine (sirasiyla GIuN2 ve GIuN1) ayni anda baglanmasiyla acilarak hiicre icine
Na* ve Ca*?, hiicre disina K* iletir. Beynin bazi bdlgelerinde glisin yerine ko-agonist
olarak D-serin bulunur. NMDAR’lerin iletim durumlar (acik ve kapali durum)
karmasiktir ve normalde liganda bagli iletim durumu voltaja bagli olarak az da olsa
modifiye olur. Oyle ki, membran istirahat fazinda ekstraseliiler Mg*2 ve Zn*? iyonlari
kanala girerek spesifik bolgelere baglanir ve diger katyonlarin gegisini engeller.
Membran voltajinin yiikselmesi ile Mg*? ve Zn*? kanaldan geri puskirtilerek katyon

aktarimi tekrar saglanir. Dolayisiyla, NMDA reseptorlerinin aktivasyonu icin hem
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glutamat hem de depolarizasyon ayni anda olmahdir (141-144). Her NMDAR iki GIuN1
alt birimi bulundurur, diger iki alt birim GIuN2 ve/veya GIuN3'tir. Klinik olarak
kullanilan ya da arastiriimakta olan gesitli NMDAR agonistleri, antagonistleri ve
modiilatérleri mevcuttur. Ornegin glisin baglanma bolgesi parsiyel agonisti olan
rapastinel ve apimostinelin antidepresan olarak kullanimi igin faz calismalar
sirmektedir (145, 146). Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan memantin agik
NMDAR membran bélgesindeki Mg*? baglanma bdélgesinin yarismasiz inhibitéridir
(Sekil 2.21.). Major depresif bozukluklarda kullanilan tianeptin bir NMDAR PAM’ldir.
Epilepsi tedavisinde kullanilan bazi bilesiklerin NMDAR {zerinden etki gosterdikleri
bilinmektedir. Bunlardan felbamat (FBM) hem NMDAR blok&ri hem de A tipi GABAaR
PAM’lidiir. Ancak, NMDAR’lerin tek basina hedeflenmesinin AEi tasarimiicin ne kadar

uygun bir strateji oldugu tartismalidir (147-152).

Memantin Tianeptin Felbamat

U,,/(O 410, _CH; N_ S NH OO
N \\“\NJiH/NHZ %
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Sekil 2.21. NMDAR uzerinden etki gbsteren baziilaglar.

Hizl eksitator nérotransmisyona aracilik eden AMPAR’lere ismini veren AMPA
bir glutamat tdrevidir ve secici bir AMPAR agonistidir. SSS’de hizli sinaptik

transmisyonu dizenleyen AMPAR, basta epilepsi olmak Uzere sinaptik transmisyon
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ve plastisite ile 6grenme, hafiza ve motor fonksiyonlarin kombine halde etkilendigi
Alzheimer, Parkinson, Huntington gibi SSS hastaliklarinda énemli rol oynamaktadir.
Diger glutamat reseptorleriyle birlikte sinaptik plasitisite ve 6zellikle uzun dénem
potansiyasyonun bir pargasidir. Presinaptik uglardan salinan glutamat AMPAR’de ilgili
baglanma bolgelerine baglanarak istirahat fazindaki (iletimin olmadig) reseptoéri
aktive eder ve acilmasini saglar. Acik durumdaki kanal hiicre icine Na* ve Ca*? iletirken
hiicre disina K* iletir. Cogu AMPAR bir cift GIUA2 icerir; diger alt birim cifti GIuA1,
GluR3 veya GluRA'dir. Beynin bazi bolgelerinde az da olsa homotetramer AMPAR’ler
ya da farkl alt birimler gorulir (153). Merkezi porun agilmasi icin NMDAR’lerdekine
benzer sekilde glutamatin iki alt birimdeki ilgili baglanma bolgesine birden
baglanmasi gerekir. Diger alt birimlere de glutamat baglanmasi durumunda katyon
iletimi artar. Bazi iyon kanallarinda oldugu gibi AMPAR’ler acik durumun ardindan
hizli desensitizasyona gecerek katyon akimini durdurabilir. Desensitizasyon
durumunda, istirahat fazindan farkh olarak, reseptore ligand baghdir ve reseptorin
konformasyonu farklidir (153). AMPAR’ler AEi tasariminda hedef makromolekiil olma
potansiyeli tasimaktadir. AMPAR negatif allosterik modulatéri olarak tasarlanan
perampanel klinik olarak kullanima girmis bir AEi’dir (Sekil 2.22.) (154). Nootropik
olarak kullanilan rasetam grubu bazi ilaglar (6r.: pirasetam) AMPAR PAM’udir (155).
Yarismali AMPAR ve KAR antagonisti olan tezampanel (156) ise noroprotektif ve

antikonvilsan etkilere sahip bir bilesiktir (157, 158).
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Sekil 2.22. AMPAR (izerinden etki gosteren bazi bilesikler.

Bazi deniz yosunlarindan izole edilen kainat, epilepsi ve Azlheimer hastalig

modelleri gibi ¢esitli nérobilim uygulamalarinda kullanilir ve segici bir KAR agonistidir
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(159, 160). NMDAR ve AMPAR’e gore daha az aydinlatilmis olan KAR; epilepsi, agri ve
eksitotoksisitede dnemli isleve sahiptir. Postsinaptik ve presinaptik néronlarda ve
ayrica hiicrede farkli lokalizasyonlarda bulunan KAR diger iGluR’lere gére SSS’de sinirli
dagihm gosterir. Postsinaptik KAR presinaptik uglardan salinan glutamat ile voltaja
bagli olmaksizin aktive olur ve Na* ile K* iletimi saglar. Alt birim kompozisyonuna bagl
olarak ¢ok az da olsa Ca*? iletimi de gdzlenir. Bu aktivasyon yavas ve neden oldugu
EPSP duslktir. KAR’lerin sinaptik sinyal aktarimi zayiftir ve postsinaptik KAR
aktivasyonunun bir ndronal ateslemeye donlisme ihtimali disuktir. Dolayisiyla
sinaptik plastisitede ©6nemli rol oynamaz. (161). Presinaptik KAR’ler GABA
interndronlarla temas halindeki presinaptik GABAerjik uglarda GABA salimini
etkilemektedir, ancak glutamatin bu fonksiyon tzerindeki etkileri net degildir (162-
164). Cogunlugu heterotetramer yapida olan KAR’lerde GluK1-3 alt birimleri
homomerik reseptoérler de olusturabilmektedir. Kainatin epilepsideki rolii KARIlarin
kesfinden ¢ok daha 6nceye dayanir. Kemirgenlerde sistemik ya da intraserebral
kainat enjeksiyonu hipokampusta epileptiform desarjlara neden olur ve bu desarijlar
limbik sistemin diger bolgelerine yayilir. Bu, temporal lob epilepsisinde en sik
kullanilan modeldir. AMPAR’lerin de kainat afinitesi oldugu disunildtginde, bu
desarjlarin hangi reseptoérler aracilhigiyla gerceklestigi hipokampal CA3 bdlgesinde
yapilan deneylerle anlasiimistir. KAR’den oldukca zengin olan CA3 boélgesine ait kesit
preparatlarinda mikromolar alti diizeyde kainatla varliginda epileptik aktivite
gozlenmistir (159). Ayrica GluK2 alt birimi tasimayan farelerin kainat ile indiiklenen
konvilsiyonlara direngli oldugu gorilmistir (165). TPR'In bir GluK1 agonisti olan
ATPA  ((RS)-2-amino-3-(3-hidroksi-5-ter-butilizoksazol-4-il)propanoik  asit) ile

indiklenen klonik nobetleri secici olarak engelledigi bildirilmistir (166).
b. inhibitér Postsinaptik Potansiyel ve GABA Reseptorleri

Temel inhibitér noérotransmitter olan GABA, GABA reseptorlerinin endojen
ligandidir. inhibitdr postsinaptik potansiyelden (iPSP) sorumlu olan GABA reseptorleri

A ve B tipi olmak lizere iki ana gruba ayrilir.
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GABAAR

Beyinde hizliinhibitér transmisyonu diizenleyen GABAR’ler, ligand kapili iyon
kanallaridir ve Cys-loop ligand kapili iyon kanallari familyasina dahildir. Bu familya
birbiriyle evrimsel olarak iligkili ve yapisal olarak benzer asetilkolin, glisin, 5-HT3 gibi
cesitli iyon kanallarini igerir. GABAAR, birbirinden farkli bes alt birimin merkezinde CI
‘e secici bir iyon kanall olusturacak sekilde organize olmasiyla olusan bir membran
proteinidir. Bugline kadar 20 farkli GABAaR alt birimi tanimlanmuistir. Her bir alt birim
N ucunda yer alan uzun bir ekstraseliiler bélge, dort adet transmembran sarmaldan
(M1-4) olusan membran bolgesi ve C ucunda yer alan kisa bir ekstraselller bolgeden
olusur (Sekil 2.23.). Transmembran sarmallar arasinda ikisi hiicre iginde biri hiicre
disinda olmak (izere (i¢ adet ilmek ile birbirine baglanir. SSS’de en ¢ok gorilen alt
birim kompozisyonu iki a1 iki B2 ve bir y2’den olusan GABAaR’lerdir. Ancak & alt birimi
iceren reseptorler tim reseptorlerin sadece %5-10'unu olusturdugu halde
alB2y2’den olusan reseptérlere gére GABA’ya cok daha duyarlidir. Ornegin a6B36
reseptori GABA'ya =100 kat daha duyarlidir. Daha 6nce C tipi olarak siniflandirilan p
alt birimi tasiyan GABAaR’ler genellikle homopentamer olarak bulunur. Bir
GABAAaR’de her alt birim iki alt birimle komsudur ve alt birimlerin birbirine bakan ara
ylzleri birincil (+) ve tamamlayici (-) ara ylzler olarak adlandirilir. Bu ara yizlerin bazi
yerleri ligand baglanma bdlgesidir ve bu reseptorlerin molekiler belirleyicilerini

anlamak agisindan énemlidir (167, 168).
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Sekil 2.23. a1PB2y2 GABAAR homoloji modeli (34). Tepeden bakisla alt birimlerin

(etiketlenmis) ekstraselller N ucu bdlgesi (ikincil yapiya gore
renklendirilis kurdele gosterimi) arasindaki birincil ve tamamlayici ara
ylzler (etiketlenmis) ile ilgili baglanma bolgelerinde (etiketlenmis) GABA
ve diazepam (DZP) (dolgu gosterimi) (A); yandan bakisla membran
bolgede (ikincil yapiya gore renklendirilis kurdele gosterimi) LRZ
baglanma bolgesi (etiketlenmis) ve LRZ (gosterimi) (B); yandan bakisla
GABA baglanma bdlgesindeki (kurdele gosterimi) A-F ve Cys ilmekleri
(sirastyla mavi, turkuvaz, yesil, sari, turuncu, kirmizi ve mor), C ilmegi
altinda GABA (dolgu gosterimi) ve Cys ilmeklerinin iki ucunda S-S
koprisini olusturan sistein rezidileri (cubuk ve top gosterimi) (C) (BZD:
benzodiazepin).
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GABA baglanma bolgesi (ortosterik baglanma bolgesi) reseptorin al(-)/B2(+)
ara ylziinde ekstraseliiler N ucunda yer alir (Sekil 2.23.). Ui a1, iicii B2’den olmak
Uzere alti adet ilmekten (A-F ilmekleri) olusan bu bdlge ayni zamanda agonist (6r.:
misimol, gabaksadol) ve antagonist (6r.: bikikilin, gabazin) baglanma bdlgesidir
(Sekil 2.24). Cys-loop ismi, bu reseptor familyasinda ortak olarak goriilen E ve B
ilmekleri arasindaki iki sistein rezidlisii yan zincirinin olusturdugu S-S kopristinden
gelmektedir. GABA veya agonistlerin ortosterik baglanma bolgesine baglanmasiyla
olusan konformasyonel degisiklikler porun agilmasini saglar ve Cl° iyonlarinin
elektrokimyasal bir gradyan boyunca hiicre igine gegisine olanak verir. Boylelikle
polarize olan membran daha stabil hale gelerek, depolarizasyona ve aksiyon
potansiyeline karsi direncli hale gelir. Oncesinde (apo) kapali durumda olan kanal acik
duruma gecerken birkac¢ kapali durum arasinda gegis yapar (169). Cogu iyon kanalinda
gorilen desensitize durum GABAaR’larda da gorilmektedir. Asiri uyarilan reseptor
ligand bagh haldeyken kendini kapatarak CI- akimini durdurur. Desensitize haldeki
reseptor, haliyle, kapali reseptorden farkli bir konformasyona sahiptir ve
GABAxR’lerde TM2 ve TM3 segmentlerinin sitoplazmik ucunda yer alan rezidilerin

desensitize konformasyonu diizenledigi gosterilmistir (170).

@)
HN-o
HN
O%NHZ ij\/)\lH
Mdisimol Gabaksadol
_~NH,"Br"

Bikukulin Gabazin

Sekil 2.24. Bazi GABAAR agonist ve antagonistleri.
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Agonistler haricinde GABAaR’lerin gok sayida PAM’U vardir. PAM’ler GABAAR
Uzerinde ortosterik baglanma bdlgesinden farkli bolgelerle (allosterik baglanma
bolgeleri) etkilesir. Bunlardan BZD baglanma boélgesi, benzodiazepin grubu ilaglar ve
bazi nonbenzodiazepin bilesiklerin (Sekil 2.25.) baglandigi bolgedir ve al(+)/y2(-) ara
yuzinde A-F ilmeklerinin bulundugu bolgede yer alir (Sekil 2.23.). BZD baglanma
bolgesiyle etkilesen bilesikler, tetikledikleri global konformasyonel degisikliklerle
GABA’ya bagli yanitlari giclendirmektedir (171). GABA ve BZD baglanma bolgelerinin
molekdiler belirleyicileri ve bu bolgelere ligand baglanmasinin reseptor dinamikleri
Uzerindeki etkileri iyi tanimlanmistir. Bugiine kadar yapilan deneysel ve teorik
calismalarda bu bolgelerdeki kilit rezid(i ve etkilesmeler, konformasyonel degisiklikler
ve bunlarin kanal iletimine etkileri ortaya konmustur. Ornegin ortosterik baglanma
bolgesinde agonist varliginda C ilmeginin kapali konformasyona gectigi bilinmektedir
(172). GABA'ya ¢ok daha hassas olan a6B36 reseptorlerde F ilmeginin ligand-reseptor
kompleksine daha fazla katki sagladigi gosterilmistir. Ayniilmegin GABAAR nin BZD’ler

ile modilasyonunda 6nemli roll oldugu tartisiimistir (173).
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Sekil 2.25. Bazi GABAAR PAM’leri ve pikrotoksin.

GABAAaR’da bir bagka allosterik baglanma bolgesi ise LRZ baglanma bdlgesidir
(Sekil 2.23.). LRZ, (arilalkil)azol yapisinda antikonviilsan ve sedatif etkilere sahip bir
ilac adayidir (Sekil 2.25). Bu bilesigin GABAAR lzerinde PAM etkiye sahip oldugu, bu
etkinin B2 alt biriminin Asn265 rezidlisi tarafindan belirlendigi gosterilmistir (18).
Ayrica BZD baglanma bolgesi kompetetif inhibitéri olan flumenzil, LRZ'iin GABAAR
Uzerindeki etkilerini degistirmemektedir (174). Asn265, B2 TM2 segmentinde yer
almakta, yan zinciri B2(+)/al(-) ara yizune bakmaktadir. Ayni rezidii GABAaR
Uzerinden etki gosteren TPR (antiepileptik), valerenik asit (sedatif), trakazolat
(anksiyolitik) ile bazi alkol (bltanol, oktanol) ve anesteziklerin (propofol, etomidat)

aktivitelerini belirlemektedir (Sekil 2.25.) (19, 20, 175, 176). LRZ baglanma bolgesine
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afinite gosteren ligandlarin GABA’ya bagh CI iletimini nasil glglendirdigine dair
ipuclari bir antiparaziter ilag ve GABAAR da dahil bazi Cys-loop reseptorleri PAM’{ olan
ivermektin ile Caenorhabditis elegans glutamat bagh klorir kanalinin (GluCla)
beraber kristallendirildigi bir c¢alismada yer almaktadir. Buna gore ivermektin
GluCla’nin iki a alt biriminin transmembran sarmallari arasina sokularak her iki alt
birimle i¢ 6nemli H bag kurmaktadir. Bu H baglarindan birisi TM2'de yer alan
Ser260’in yan zinciri ile kurulmustur ve bu rezidi GABAAR B2 TM2’de Asn265’e karsilik
gelmektedir. ivermektin iki alt birim arasina sokularak giiclii etkilesmeler
gostermekte, alt birimler arasindaki mesafeyi adeta bir kama gibi agarak poru
genisletmekte ve agik durumdaki kanali stabilize etmektedir (172). Barbitiiratlarin da
benzer sekilde y-B alt birimlerinin transmembran ara yizlerindeki yukarida
bahsedilen allosterik bélgeye karsilik gelen yere baglandigi bildirilmistir (177). Bitkisel
kaynakl bir konvilsan olan pikrotoksin GABAAR'nin yarismasiz kanal blokoridir ve
porun sitoplazmik ucuna yakin bir bdlgesine baglanmaktadir (Sekil 2.25.).
Pikrotoksinin GluCla kristal yapisinda da benzer bir bolgeye baglandigl gérilmustir

(168, 172).
B Tipi GABA Reseptorleri

C sinifi GPKR’ler familyasinda yer alan B tipi GABA reseptorleri (GABAgR’ler),
metabotropik transmembran reseptorleridir ve yavas inhibitér nérotransmisyondan
sorumludur. GABAgR’lerin aracilik ettigi inhibitdr potansiyel GABAaR lerinkine gore
cok daha polarizedir (178). G-proteinleri aracihgiyla Ca%* ve K* kanallari ile adenilil
siklaza baglanir (Sekil 2.26). Adenilil siklaz ve Ca?* inhibisyonu ile Ca?* iletimini
duslrtr, K* kanallarini aktive ederek hiicre disina K* iletimini artirir (179). SSS yani sira
GABAGgR’ler bazi periferik sinirlerde de bulunur. Néronlarda presinaptik, postsinaptik
ve ekstrasinaptik olarak konumlanabilir. Yapisal olarak mGluR’lere benzeyen
GABAgR’ler GABAgl ve GABAg2 alt birimlerinin intraseliiler C uclari aracihgiyla
birleserek olusturdugu heterodimer yapidadir. Agonist baglanma bolgesi alt
birimlerin oldukca buiylk olan ekstraseliiler N ucu boélgesinde bulunur. Membran

bolge yedi transmembran sarmaldan olusur. Efektér G-proteinlerle eslesmeden
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GABAGg2 alt birimi sorumludur. GABAgR’ler G-proteinler disinda hiicre igi ve hiicre disi
pek cok proteinle etkilesir. Bunlar reseptor trafigi, sinyalizasyonu ve kenetlenmesini

dizenleyen proteinlerdir (180).

C‘-) GABAg,
/ K* Ca?*

Adenilil siklaz

Etkilesen inhibisyonu

. N s
proteinler °3822iua%~?

ooy °
LRt I
oo

Sekil 2.26. GABAgR vyapisi ve islevleri (Benarroch’un (180) calismasindan
degistirilerek alinmistir).

Dogal agonist olan GABA disinda pek ¢ok GABAgR agonisti mevcuttur.
Bunlardan baklofen bir GABA analogudur ve GABAgR’lere secici olarak baglanir (Sekil
2.27). Kas gevsetici etkisi nedeniyle spastisitede kullaniimaktadir (181). Alzheimer
hastaligina karsi faz lll denemelerinde elenen homotaurin bir GABAgR antagonistidir
(182). Bunlarla beraber bugiline kadar tanimlanmis cesitli GABAgR PAM’leri da
mevcuttur (183-185). Fonksiyonel GABAgR’lerden yoksun knock out farelerde erken
olimle sonuglanan spontane ndbetler, azalmis nébet esigi, bilissel bozukluklar ve

farkh bir cevreyle etkilesme halinde artan lokomotor aktivite gozlenmistir (180).

Cl
0 0
H,N N5 o
2 OH 0
Baklofen Homotaurin

Sekil 2.27. Bazi GABAGgR ligandlari.
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c. Eksitabiliteyi Etkileyen Unsurlar

Sinir  sisteminde  eksitator/ihibitor  dengenin  bozulmasi  epilepsi
patofizyolojisinin altinda yatan temel nedenlerdir. Bu dengenin bozulmasina neden
olan bazi intrinsik ve ekstrinsik unsurlar eksitabiliteyi arttirarak kontrolsiiz desarjlarin
baslamasina neden olur.

Nav ve GABAaR gibi iyon kanallarinin sayisi, tipi ve dagilimi bu dengeyi
etkilemektedir. Ayrica bu kanal ve reseptorlerdeki biyokimyasal modifikasyonlar da
eksitabiliteyi etkiler. Ornegin NMDAR fosforilasyonu Ca*? iletimini arttirarak
eksitabiliteyi arttirir. ikincil mesajci sistemlerin aktivasyonu ise zit yénde etki gosterir.
Ornegin norepinefrinin kendi reseptériine baglanmasiyla aktiflestirilen siklik AMP
devaminda bazi G-proteinlerini aktiflestirir. Bu da K* kanallarinin agilarak membranin
hiperpolarize olmasina ve eksitabilitenin azalmasina yol acar. Ayrica yukarida da
bahsedilen RNA diizenleme gibi, gen ekspresyonu degisiklikleri de bu unsurlar
arasindadir (186-188).

Ekstraseliiler iyon konsantrasyonlarinda gorilen degismeler, sinaptik
etkilesmelerin yeniden diizenlenmesi ve glia hiicrelerinde noérotransmitter
metabolizmasinin degismesi ekstrensek unsurlardandir. Ornegin ekstraseliiler
hacmin azalmasi buradaki K* yogunlugunu arttirarak hiicre disina K* iletimi izerinde
baski olusturur ve eksitabiliteyi arttirir. Aferent akson terminalinin hedef hiicreye
yakinlasmasi hiicre igine iyon iletimini arttirarak aksiyon potansiyelini tetikleyebilir
(189).

Sinir hicreleri eksitabiliteyi kontrol altina alacak baglantilarla birbirine
baghdir. Ornegin Dentat girus’ta sinir agina aferent baglantilar projeksiyon hiicrelerini
dogrudan etkinlestirebilir. Bu uyari ayni zamanda bdlgesel internéronlari da
dogrudan etkinlestirir ve bu hiicreler yakin cevredeki projeksiyon hiicrelerini inhibe
edebilir (ileri besleme inhibisyon). Ya da projeksiyon hiicreleri internéronlari aktive
ederek bu noéronlarin kendilerini inhibe etmesine neden olabilir (geri besleme
inhibisyon). Dolayisiyla bu ag icinde yer alan hiicrelerin islevindeki degisiklikler yakin

ve uzak cevredeki néronlari etkiler. Ornegin eksitatér ndron aksonlarinin daha genis
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bir alana yayilarak daha fazla baglanti yapmasi baglanti halindeki hiicre aginda

eksitabiliteyi arttiracaktir (190).
2.2.3. AEl'lar

Modern epilepsi tedavisi, epilepsinin asiri seks dirtisiinden kaynaklandigi
disincesinden yola cikilarak 1850’lerde bromdrlerle baslamistir (191). 1910°da
uykusuzluk igin kullanilan fenobarbital (FNB) epilepsi tedavisinde kullanilmaya
baslanmis ve sonrasinda primidon (PMD) gibi cesitli barbittirat tiirevleri kullanima
sokulmustur (192). Uykusuzlugun tedavisi igin girisilen yeni molekil arayislari
barbitiratlar tGzerinde yapilan modifikasyonlarla hidantionlerin kesfine yol agmistir.
ilk kez 1908’de sentez edilen FNT’in diisiik dozlarda sedatif etki gdstermedigi
gorilmis, antikonviilsan etkileri 1938’de kesfedilmistir. Bromirler ve FNB’in
antikonviilsan etkileri sans eseri bulunmussa da FNT, potansiyel AEi’larin hayvanlarda
denenmesini kapsayan bir ¢alismanin Grinddar (193). FNT ile birlikte antiepileptik
ilaclarin uyku hali yaratmadan da etkili olabilecegi anlasilmis ve sedatif olmayan yeni
antiepileptiklerin kesfi icin calismalar baslamistir. Yeni analjesiklerin kesfine yonelik
bir program kapsaminda 1944’te kesfedilen trimetadion, bir yil sonra absans
nobetlerinde etkili bulunmus ve bu tip ndbetlerde kullanilan ilk ajan olmustur (194).
Takip eden 15 yil icerisinde aralarinda etosiiksimidin de bulundugu lreit yapisinda
pek cok AEi kesfedilmis; ancak bu yapi disinda kayda deger bir kesif olmamistir.
1930’larda gelistirilen benzodiazepinlerin antiepileptik o6zellikleri ilk kez 1965’te
DZP’in status epilepticus’ta etkili oldugunun gosterilmesiyle ortaya cikmis ve Ureit
yapisinda olmayan ilk AEl olmustur (195). DZP’1 1970’lerde kesfedilen klonazepam
(KZP), klobazam ve KBZ takip etmistir. Sentezi 1882’ye uzanan valproat (VLP) suda
¢O6zlinmeyen bilesiklerin test edilmesi icin ¢6zlici olarak kullanilirken tesadiifen
antikonvilsan aktiviteye sahip oldugu anlasilmistir. Avrupa’da 1960’ta kullaniimaya
baslanan VLP ABD’de 1978’de ruhsat almistir ve giiniimiizde en ¢ok kullanilan AEi’lar
arasindadir (196). 1990’lardan itibaren daha etkili, daha iyi tolere edilebilen ve daha
az yan etkiye sahip yeni kusak AEi’lar gelistirilmistir. Lamotrigin (LMG), TPR,

gabapentin (GBP), okskarbazepin (OBZ) ve levetirasetam (LVT) bunlara ornektir.
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Bunlardan ¢ogu ilave tedavi olarak ruhsatlandiriimis olsa da LMG monoterapi olarak

kullanilir (Tablo 2.2.).

Tablo 2.2. FDA tarafindan bugtine kadar antiepileptik kullanimi onaylanmis ilaglar ve
endikasyonlari (197)

Jeneralize Atipik absans,
baglayan tonik- Fokal baslayan Absans miyoklonik ve atonik
klonik nébetler nébetler nébetleri nébetler
ilk tercih ilaglar
VLP KBZ VLP VLP
LMG ENT etosuksimit LMG
TPR OBZ TPR
VLP
Alternatif ilaglar
ZNS LVT LMG KzP
FNT TPR KzP FBM
KBZ TGB
OBz ZNS
FNB GBP
PMD FNB
FBM PMD
FBM
EBZ
vigabatrin
LKT
PGB
rufinamit

ZNS: zonisamit, TGB: tiagabin, EBZ: eslikarbazepin, LKT: lakozamit, PGB: pregabalin,

a. AEi’larin Etki Mekanizmalari

AEl’lar etkilerini dort temel mekanizma (izerinden gosterir: (i) sodyum,

potasyum, kalsiyum gibi voltaj kapili iyon kanallarinin modilasyonu; (ii) GABA

reseptorlerinin aktivasyonu, GABA transporter proteini (GAT) ve GABA transaminazin

(GABA-T) inhibisyonu gibi GABAerijik yolaklar tizerinden IPSP’yi arttirma; (iii) sinaptik

vesiklil glikoprotein 2A (SV2A) proteinine baglanarak sinaptik norotransmitter

salimini etkileme; (iv) glutamat reseptorlerini inhibe ederek EPSP’yi azaltma (198).

Ancak AEi’larin etki mekanizmalari bunlarla sinirh degildir. Bazi AEi’lar talamokortikal
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devrede senkronize ateslemelerin altinda yatan ritim olusturma mekanizmalarina
miidahale ederek etki gosterir (199). Bunun yaninda karbonik anhidrazlar, néronal
adenosin, asetilkolin ve serotonin (5-HT) reseptorleri, tip 1 kannabinoid reseptorleri
(CB1R), oluklu kavsak (gap junction) ve o peroksisom proliferator aktivator
reseptorleri (PPAR-a) AEl'lar icin literatiirde bildirilen diger mekanistik hedeflerdir
(198, 200-202). AEi'larin cogu birden fazla mekanizma tizerinden etki gdsterir ve bu
nedenle bazi AE’larin etki mekanizmalari heniiz tam olarak bilinmemektedir (Tablo

2.3).

Tablo 2.3. AEi’larin molekiiler hedefleri

Molekiiler hedef Bu molekiiler hedefle etkilesen AEi

Voltaj kapili iyon kanallari

Navy FNT, KBZ, LMG, FBM, TPR, OBZ, ZNS, rufinamit, LKT,
EBZ, VLP, GBP
Cav etosuksimit, ZNS, VLP, FNB, LMG, FBM, TPR, GBP, PGB
Ky retigabin
GABAerjik yolaklar
GABAAR BZD’ler, barbitlratlar, TPR, stiripentol, LVT,
bravirasetam
GABA-T vigabatrin
GAT-1 TGB
iGIuR
AMPAR perampanel, FNB
NMDAR FBM
KAR TPR
Diger
SV2A LVT, bravirasetam
Karbonik anhidraz asetazolamit

Nav inhibisyonu

Sinir sistemi ile kaslarda bulunan ve a alt biriminin bilinen dokuz alt tipi (Nay1-
9) bulunan bu kanallar aksiyon potansiyelinin iletiminden sorumludur. Sinir

sisteminde noronal membranda, dendritlerde, somada, aksonlarda ve no6ron
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uglarinda ifade edilir. FNT ve KBZ tipik Nav inhbitérii AEi’lerdir. Yeni kusak AEi’lardan
LMG, FBM, TPR, OBZ, ZNS, rufinamit, LKT ve EBZ’in etki mekanizmalari arasinda Nay
inhibisyonu da bulunmaktadir. Ayrica VLP ve GBP’in Nav inhbitor etkilere de sahip
oldugu gosterilmistir. Nay’'ler kapali, agik ve inaktif olmak lizere li¢ durumda bulunur.
Membran polarize haldeyken istirahat fazinda ve porun ektraseliiler tarafinda
bulunan aktivasyon kapisi ile iletime kapali olan kanal, artan membran potansiyeli
sonucu bu kapinin agilmasi ile hiicre igine Na* iletimine baslar (agik durum). Hiicre
icinde Na* yogunlugu belirli bir notaya ulastiginda bu sefer porun intraseliler
tarafinda bulunan inaktivasyon kapisi kapanir ve kanal Na* iletimini durdurur (inaktif
durum). Normal sartlarda kanal inaktif durumdan istirahat fazina gegerek bir sonraki
aksiyon potansiyeline hazir hale gelir; ancak Nay inhibitérii AEI’larin inaktif durumdaki
kanala baglanmasi bu gecisi yavaslatir. Dolayisiyla bu AEi’lar hem voltaja hem de
frekansa dayali inhibisyon gosterir; birbiri ardi gelen ateslemeleri engellerken dizenli
ateslemelere ¢cok az miidahale eder (203, 204).

a ve B alt birimlerinden olusan Nay’'nin a alt birimi tek basina islevseldir ve
birbiri etrafinda saat yoniinde dizilerek merkezinde bir kanal olusturan dort bolgeden
olusur (DI-IV) (Sekil 2.28.). Her bir bolge alti segmentten olusur (S1-6). S4 voltaj
sensorudir, bu segmentte dort ila yedi adet birbirini takip eden ve aralarinda iki
hidrofobik rezidii bulunan Ug pozitif yikli rezidiiden olusan motifler bulunmaktadir.
Normalde transmembran oryantasyona sahip bu rezidliler artan depolarizasyonla
membrana dogru donerek aktivasyon siirecini baslatir. S5 ve S6 merkezi poru
cevreleyen rezidiileri bulundurur. iki segment arasinda yer alan P ilmegi pora dogru
kivrilmis vaziyettedir ve bu ilmegin en ucunda porun en dar noktasina karsilik gelen
secicilik filtresi yer alir (Sekil 2.28.). Bu filtre Asp-Glu-Lys-Ala rezidilerinde olusur
(DEKA motifi). Boylelikle iyon kanalini olusturan S5 ve S6 segmentleri ile P ilmekleri
genis agzin ekstraseliiler tarafa geldigi bir huniye benzer. Nay inhibitérii AEi’larin lokal
anesteziklerin de baglandigi inaktif haldeki Nay'nin secicilik filtresi ile aktivasyon
kapisi arasindaki merkezi kaviteye, DI, DIl ve DIV bdlgelerinin S6 segmentine

baglandigi saniimaktadir (204-207).



57

| Ekstraseliiler [
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Secicilik
filtresi

Merkezi
kavite

Aktivasyon
kapisi

Sekil 2.28. Arcobacter butzleri Nay kristal yapisi (PDB kodu: 3RVY (204)) a alt birimi
(kurdele gosterimi) (teorik membran iginde) (A); S5 ve S6 segmentlerinin
bir kismi ile P ilmegi (solda Cq izi boru, sagda molekiler ylizey gésterimi)
ve porda yer alan 6nemli kisimlar (B); insan Nay homoloji modeli S5 ve S6
segmentlerinin bir kismi, P ilmegi (kurdele gosterimi) ve DEKA rezidileri
(cubuk ve top gosterimi) ile merkezi kavitede kenetlenmis halde FNT
(dolgu gosterimi) (C) (206).
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Voltaj Kapili Kalsiyum Kanallarinin inhibisyonu

Voltaj kapili kalsiyum kanallari (Cay) Ca?* ve az miktarda Na* iletimi saglayarak
noronlarin genel eksitabilitesine katki saglar ve néronal ateslemede 6nemli rol oynar.
Ayrica presinaptik sinir uglarindan nérotransmitter salimini da kontrol eder. Cay hizli
aktive olur ve asiri aktivasyonu eksitotoksisteye yol acar. Nay'de oldugu gibi cesitli alt
birimlerden olusur (al, a261, B) ancak al alt birimi islevseldir. al alt birimi evrimsel
olarak akrabalik iliskisi bulunan Nay al alt birimine yapisal olarak blyik benzerlik
gosterir. Dort homolog bolge (DI-IV) ve her bolgeyi olusturan alti transmembran
segment (S1-6) ile segcicilik filtresi bu alt birimin 6nemli bilesenleridir. Cay al alt
biriminin gesitli tipleri vardir ve Cay igerdigi al alt birimine gore siniflandirilir (L tipi,
P/Q tipi, N tipi, R tipi, T tipi). Cav tiplerinin biyofiziksel 6zellikleri ve viicuttaki dagilimi
farklidir. Ornegin yiiksek voltaja bagh kanallar (N, P/Q ve R tipi) giiclii depolarizasyona
yanit verir ve presinaptik nérotransmitter salimini kontrol eder. Dislk voltaja bagli
kanallar (T tipi) normal depolarizasyona yanit verir ve gecici akimlara yol acar. T tipi
kanallarin islev bozuklugunun, absans baslayan noébetlerde karakteristik olarak
gorilen ritmik 3 Hz diken dalgalarin altinda yatan unsur oldugu distnidlmektedir
(208).

Etosliksimit ile ZNS’in jeneralize absans epilepsisindeki etkinligi T tipi kalsiyum
kanallarini bloke etmesinden kaynaklanir. VLP’in da benzer bir etkiye sahip olduguna
dair bulgular vardir. LMG N ve P/Q tipi kanallari bloke ederek nérotransmitter salimini
sinirlar. FNB, FBM ve TPR’In yiiksek voltaja bagli kalsiyum kanallarinda iyon iletimini
bir sekilde etkiledigi dustinilmektedir. GBP ve PGB ise islevsel al alt birimi yerine
261 alt birimi ile etkileserek etki gosterdigi 6ne surilmektedir. Bu yardimci alt birim,
omuriligin dorsal kok gangliyon hiicrelerinde travmaya yanit olarak up-regiile

edilmektedir; bu da GBP ve PGB’in ndropatik agridaki etkinligini agiklamaktadir.
Voltaj Kapili Potasyum Kanallarinin Aktivasyonu

Aksiyon potansiyeli sonrasi repolarizasyondan sorumlu olan voltaj kapil
potasyum kanallari (Kv'ler) Nay’'de oldugu gibi islevsel bir a alt birimine sahiptir. a alt

birimine gore 12 sinifa (Ky1-12) ayrilan 40’tan fazla Ky tipi tanimlanmistir. a alt birimi
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dort homolog bolgenin merkezi bir por olusturacak sekilde konumlanmasiyla olusur.
Kvl-4 noron dendritlerinde, aksonlarinda, sinir uglarinda ifade edilir ve aksiyon
potansiyeli sonrasi repolarizasyonu saglayan gecikmis diizeltici akimlari (I) aktarir. Bu
kanallardan bazilarini ifade eden genlerdeki mutasyonlarin bazi konvilsiyon tiplerinin
altinda yatan patolojiyi olusturdugu bilinmektedir. Retigabin epilepside ilave tedavi
olarak 2011’de kullanima girmistir ve etkisini Ky7 aktivasyonu (izerinden
gdstermektedir. Ozellikle Ky7.2/Kv7.3 ve Ky7.3/Kv7.5 dimerlerini iceren kanallara
afinite gostermektedir. Aktivasyon kapisinda bulunan Trp236 rezidiist bu afiniteden
sorumludur. Bu vesile ile retigabin beynin ndbete duyarl bdlgelerindeki istirahat

fazindaki membran potansiyelini hiperpolarize eden M akimlarini gliglendirir (209).
GABAerjik Yolaklar Uzerinden iPSP’nin Arttiriimasi

GABA reseptorleri IPSP’den sorumlu baslica mekanizmadir. GABA’nin sinaptik
bosluktan geri alimini saglayan GAT-1, GAT-2, GAT-3 ve betain-GABA transporter 1
(BGT-1) ile GABA’nin presinaptik ndronlarda pargalanmasini katalize eden GABA-T
IPSP’den dolayh olarak sorumludur (210, 211). BZD’ler ve barbitiiratlar etkilerini
GABAAR aktivasyonu (izerinden gosterir. Benzodiazepinler kanalin agilma sikligini
arttirirken, barbitlratlar kanalin agik kalma siiresini uzatir. Barbittratlarin PAM etkisi
yani sira GABA yoklugunda GABAAR’I dogrudan aktive edebildigi de ileri slirGlmds,
sedatif etkileri buna dayandiriimistir (212, 213). Ayrica barbitiratlarin sodyum ve
kalsiyum kanallariyla etkilestigi, aktivitelerinde bu etkilesmelerin roll oldugu iddia
edilmektedir (214). GABAAR lizerinden GABAerjik yanitlari etkiledigi bildirilen diger
AEi’lar TPR, stiripentol, LVT ve bravirasetamdir (215, 216).

Modern AEi’lardan vigabatrin rasyonel olarak tasarlanmis geri dénisiimsiiz
bir GABA-T inhibitorl, TGB ise segici bir GAT-1 inhibitoriidir. TGB’in segiciligi etkisini
GAT-1’in ifade edildigi hipokampis ve noérokorteks ile sinirlar (217). VLP, GBP ve
TPR’In da GABA sentezini arttirarak ya da geri alimini engelleyerek sinaptik bosluktaki
GABA yogunlugunu arttirdigi bildirilmistir (218, 219).
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Glutamat Reseptérlerinin inhibisyonu

Yukarida da bahsedildigi gibi perampanel yarismasiz bir AMPAR negatif
allosterik modulatériadir (154). Glutamat baglanma bdlgesinden ayri bir boélgeye
baglanarak neden oldugu konformasyonel degisiklikler glutamatin reseptori
aktiflestirerek kanali acmasini engeller. Bunun sonucunda nobet desarjlarinin
yayilmasi sinirlanir. Bazi diger AEi’larin etkilerini, kismen de olsa glutamerjik
reseptorleri inhibe ederek gosterdigi duslinilmektedir. FBM’iIn NMDAR’1, TPR’In
KAR’1, FNB’in AMPAR’1 bloke ettigi bildirilmistir (166, 220, 221).

SV2A Proteinine Baglanma

LVT ve brivarasetam SV2A proteinine secici olarak baglanmaktadir; ancak bu
baglanmanin proteinin etkinligi Gzerinde nasil bir etki gosterdigi tam olarak
bilinmemektedir. Diger taraftan, LVT ve analoglarinin SV2A’ya afiniteleri ile

antikonvilsan aktiviteleri arasinda gui¢ll bir korelasyon bulunmaktadir (222).
Karbonik Anhidraz inhibisyonu

Pek ¢ok karbonik anhidraz izoenzimi sinir hiicrelerinin asit/baz dengesinde rol
oynamaktadir. Karbonik anhidrazlar karbondioksit ve suyun bikarbonat ve
hidroksonyuma donustigl reaksiyonu iki yonli olarak katalize eder. Bikarbonat ve
hidroksonyum olusumu yontnde hizli yiriyen reaksiyonun geri donlisii daha yavas
olmaktadir. Dolayisiyla karbonik anhidraz inhibisyonu, bolgesel olarak asidoza ve
bikarbonat birikmesine yol agar. Bu durum sinir sisteminde NMDAR aktivitesinde
azalmaya ve GABAAR aktivitesinde artmaya yol acar. Bir karbonik anhidraz inhibitori
olan asetazolamit epilepsi tedavisinde kullaniimaktadir (223). TPR ve ZNS daha zayif

olarak karbonik anhidraz inhibisyonu da gésteren AEi’lardandir (224).
Diger Yolaklar

Adenosin antikonviilsan etkileri bilinen endojen bir pirin ribontkleozitidir.
Epileptik ndbetlerde endojen adenosin seviyelerinin artarak nébetin durdurulmasina

ve postiktal toparlanmaya katkida bulundugu sanilmaktadir. Sinaptik bosluga
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saliverilen adenosin pre ve postsinaptik adenosin 1 reseptorlerine baglanir. Bir GPKR
olan adenosin 1 reseptorleri presinaptik néronlarda Cay’leri inhibe ederek presinaptik
inhibisyona, postsinaptik néronlarda Kv'leri aktive ederek hiperpolarizasyona neden
olur. Diger adenosin reseptorlerinin de epileptik faaliyetlerle iliskisi bulunmaktadir.
Bu baglamda ATP’nin adenosine ekstraseliiler enzimatik pacalanmasi ile ekstraseliler
adenosin seviyesinin artmasi epileptiform desarjlarin kontrol altina alinmasinda
dolayli bir etkendir (225). Ornegin FNT Na* ve K*'a bagli ATPazi ve sinaptik adenosinin
geri alimini inhibe etmektedir (226, 227). Diger taraftan KBZ'in ¢esitli adenosin
reseptorleriile etkilestigi bilinmektedir (228).

Noronal asetilkolin reseptorlerinin (nAchR) epilepsideki roll, bir tir uyku
epilepsisi olan ve %30’u ailesel ve baskin kalitsal olan otozomal baskin noktiirnal
frontal lob epilepsisinde (OBNFLE) bu reseptorleri kodlayan bir gen alt grubunda
gorilen mutasyonlarin bulunmasi ile ortaya konmustur. Ayrica, OBNFLE'de goriilen
talamustaki yiksek AChR yogunlugu, beyin sapindan yukariya dogu asiri uyarilmis
kolinerjik yolak ve artan GABAerjik etkinlik bu hipotezi desteklemektedir. KBZ, OBZ ve
LMG a4B2 nAChR’lari bloke eden AEV’lerdir (229, 230).

Depresyon epilepsinin bir komorbiditesidir ve epilepsi hastalarinda bu
hastaliga bagh olarak en sik gorilen psikiyatrik hastaliktir. Ayrica, epilepsi ile
depresyon arasindaki bilateral iliski, ortak patojenik mekanizmalarin varlgiyla
gosterilmistir (231, 232). G proteini ile kenetlenen 5-HT reseptorleri ile ligand kapili
5-HT; reseptorleri iyon iletimine ve intraseliler iyon konsantrasyonuna dogrudan ya
da dolayl olarak etki edebilmektedir. Bu da noéronal membranlarin
depolarizasyonuna ya da hiperpolarizasyonuna neden olabilir. Bazi secici seratonin
geri alim inhbitérlerinin antikonviilsan etkileri bilinmektedir. Ornegin fluoksetin
sicanlarda biklkilin ile indiklenen nobetlere karsi, sitalopram ise pilokarpin ile
indiiklenen fokal baslayan motor nobetlere karsi koruyucudur. Benzer sekilde bazi
AEVlar (VLP, LMG, KBZ, FNT, ZNS) antikonviilsan etkilerinin bir parcasi olarak bazal 5-
HT dizeylerini ya da salimini yiikseltir (233-235).

Tip 1 kannabinoid reseptorlerinin (KB1R) aktivasyonunun epileptik nébetlerin

siddetini azalttigi hayvan modelleri ile gosterilmistir. Eplileptiform aktivite sirasinda
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noroprotektif amacli, istemli olarak endokannabinoid salimi tetiklenmektedir. KB1R
ekspresyonu ortadan kaldirildiginda kainat ile indiiklenmis ndbetlerin ardindan
goriilen gliosis ve apoptozisin arttigl, bazi koruyucu genlerin aktivasyonunun
engellendigi gorulmustlr (236). Ayrica nobet etkinligi homeostatik KCB1R up-
reglilasyonunu indiklemekte, bu da eksitator noérotransmitter salimini
azaltabilmektedir. Bu telafi edici mekanizma direncli epilepsilerde ve hipokampal
skleroziste hasar gormuis olabilir (237). Cesitli sentetik kannabinoid ve
fitokannabinoidlerin nobet modelleri {izerinde denendigi c¢alismalarda, KBiR
agonistlerinin genel olarak disik dozlarda bu reseptér lzerinden antikonviilsan,
yiksek dozlarda TRPV1 kanallari (zerinden prokonviilsan, AEi’lerle birlikte
uygulandiginda ise aditif etki gosterdigi bildirilmistir. Kannabis ile yapilan klinik
calismalarin ¢ogunda antikonviilsan etki gozlenmistir (238).

Noéronlar arasinda artan oluklu kavsak iletisimi, epileptik ndébet etkinligini
tetikleyen noronal es zamanliligin altinda yatan ana unsur olarak distnilmustir.
Oluklu kavsak blokorlerinin deneysel epilepsi modellerinde ndébetleri 6nledigi
bilinmektedir. Epileptik hayvan ve insan dokularinda glial konneksin ve
panneksinlerin up-regile edildigi gérilmustir (239).

Serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stres epileptik nobetlerin
gelismesinde rol oynar. Nikleer reseptor proteini olan PPAR-a ketojenez siirecinde
yag asitlerinin emilimini, kullanimini ve oksidasyonunu saglar. PPAR-a ve PPAR-y’nin
secici agonistlerinin hayvanlarda nébet esigini ylikselttigi gosterilmistir. Ayrica nAChR
ile PPAR-a arasinda fosforilasyona dayali bir iliski bulunmaktadir ve PPAR-d’larin
nikotinle indiklenen nobetleri kontrol altina alma ozelligi bu iliskiye
dayandirilmaktadir. PPAR-a agonistlerinin absans epilepsisinin genetik modelinde ve

metrazol ile kindling modelinde de etkili olduklar bildirilmistir (240).
2.2.4. (Arilalkil)azol Grubu Antikonviilsan Bilegikler

(Arilalkil)azol grubu bilesiklerin antikonviilsan 6zellikleri ilk defa nafimidon,
onun aktif metaboliti olan nafimidon alkol ve denzimol ile ortaya konmustur (Sekil

1.2.) (13, 14, 241). ilk basta antifungal aktivite beklentisi ile tasarlanan bu bilesiklerin
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antikonvilsan aktiviteleri tesadlifen kesfedilmistir. Daha sonra kesfedilen LRZ bu
grubun bilinen diger tyesidir (15).

Azol grubu antifungallere yapisal olarak biylik benzerlik gosteren bu bilesikler
bir aromatik grup, bir azol halkasi, bu iki grubu birlestiren bir alkil zincirinden olusur
(Sekil 2.29.). KBB'yi asmak Ulizere dahil edilen aromatik gruplar arasinda naftalen,
benzen, feniletilbenzen, floren, benzofuran, fenantren, dihidrofenantren,
benzotiyofen ve bifenil sayilabilir. YEI ¢alismalarinda naftalen, feniletilbenzen ve
floren iceren bilesiklerde aktivitenin yliksek oldugu gorilmustir. Ayrica naftalenin 2
numarali konumdan baglandigi tirevler 1 numarali konumdan baglandigi tirevlere
kiyasla daha aktif bulunmustur (13, 14, 22). Aromatik grup olarak benzen tasiyan
tirevlerde benzen halkasi lizerinde yapilan silibstitlisyonlar bilesigin logP degerini
arttirdiginda aktivitenin de arttigi gorilmistir. Ornegin benzen halkasina cesitli
konumlardan vyapilan -NH, -NHCOCHs, -NHSO;CHs;, -NO; gibi hidrofilik
slbstitlisyonlar logP degerini diisirmiis ve bu tirevlerde aktivite gdézlenmemistir.
Diger taraftan mono ve dikloro, fenil, siklohekzil ve fenetil gibi logP degerini yikselten
substitiisyonlarin varliginda antikonvilsan aktivite artmistir (14).

Azol halkasi olarak daha ¢ok imidazol ve 1,2,4-triazol iceren bilesiklerde
ylksek aktivite bildirilmistir. Azol disinda pirolidin gibi azot iceren siklik ve dietilamin
gibi alifatik yapilar iceren bazi tirevlerde de aktivite gbzlenmistir. Benzimidazol,
benzotriazol, benzoksazol, benzoksazolon gibi kondanse azol halkasi iceren
bilesiklerde aktivitenin azaldigi ya da kayboldugu gorilmustir (24, 30, 242).

Aromatik grup ile azol halkasi arasinda kopru islevi goren alkil zincirinin ideal
uzunlugunun iki karbon oldugu belirtilmistir. Bu zincir izerinde yer alan karbonil,
asiklik ketal, etilendioksi, metoksi, aciloksi, hidroksi, amit, slibstitlie amit, oksim eter
ve oksim ester gibi kiglk oksijenli fonksiyonel gruplarin aktiviteyi arttirdig

bildirilmistir (13, 14, 22, 23, 26, 243, 244).
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Sekil 2.29. (Arilalkil)azollerin genel yapisi.

2.2.5. Epilepsinin Komorbiditeleri ve AEi’larin Epilepsi Disindaki

Kullanimlari

Komorbidite ya da komorbid bir hastalik primer bir hastaligin seyri esnasinda
gorilen hastaliktir. Komorbiditeler genellikle genis bir anlamda ele alinir. Belirgin
klinik hastaliklar ya da sendromlarin yani sira primer hastaligin isaret ya da
semptomlari da komorbidite olarak kabul edilebilir (245). Yetiskin epilepsi
hastalarinin neredeyse yarisinda en az bir komorbid hastalik goriilmektedir (246).
Depresyon, anksiyete, demans, migren, kalp hastaliklari, peptik (lser ve artrit normal

populasyonlara kiyasla epilepsi hastalarinda sekiz kata kadar daha fazla
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gorilmektedir; dolayisiyla epilepsi hastalari acisindan komobidite ciddi bir sorundur
(247).

Epilepsi ile komorbid hastalik arasindaki iliskiyi ortaya koyan mekanizmalar
bes ana sinifa ayrilabilir: tesadifi ve kisinin olusturdugu komorbiditeler, nedensel
mekanizmalar, sonug olarak ortaya ¢ikan mekanizmalar, ortak risk unsurlari ve gift

yonli etkiler (Sekil 2.30.).

Tesadiifi ve kisinin olusturdugu komorbiditeler

Epilepsi |¢-----------eceemee-. / ----------- +» |Komorbidite

Nedensel mekanizmalar
Dogrudan

Komorbidite > T
nedensel iligkiler Epilepsi
Dolayli nedensel Komorbidit »  Ara hastalik »| Epilepsi
iligkiler

Sonug olarak ortaya ¢ikan mekanizmalar

Epilepsi Ndbet veya tedavi »|Komorbidite
Ortak risk unsurlar Epilepsi
s
Risk unsuru ///
v
Komorbidite
Cift yonlii etkiler
Komorbidite[* »| Epilepsi

Sekil 2.30. Epilepsiile komorbiditeleri arasindaki iliski mekanizmalari (Keezer ve ark.
(245)'ndan alinmustir).

Tesadifi kavrami, komorbidite yayginhgl ya da insidansinin epilepsi
hastalarinda normal populasyonda beklendigi kadar sik olmasi durumunu ifade eder.
Kisinin olusturdugu komorbidite, epilepsi ile komorbid hastalik arasinda nedensel
olmayan, daha ¢ok 6nyargi sonucu yapilmis herhangi bir iliskilendirmedir. Nedensel
komorbiditelerde ise komorbidit hastalik dnce ortaya cikar ve epilepiye yol acar.
Ornegin, serebrovaskiiler hastaliklar epilepsi vakalarinin %10’una dogrudan neden

olurken, sigara kullanimi neoplasm ya da inme sonucu dolayli olarak epilepsiye neden
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olabilir. Sonug olarak ortaya ¢ikan mekanizmalarda epilepsi 6nce geliserek ilgili
komorbiditeye muhtemelen dolayli olarak neden olur. Ornek olarak aspirasyon
pnomonisi verilebilir. Ortak unsurlarda epilepsi ile komorbidite arasinda neden-sonug
iliskisi bulunmaz; bunun yerine her iki hastaligin da altinda yatan ortak bir neden s6z
konusudur. Bunlar genetik, cevresel, yapisal ya da fizyolojik olabilir. Ornegin perinatal
hipoksemik hasar hem epilepsiye hem de komorbidite olarak spastik parapareziye
neden olabilir. iki yénlii iliskilerde epilepsi ve komorbid hastalik birbirinin nedeni
olabilir. Otizm spektrum bozuklugu ile epilepsi arasinda cift yonli iliski oldugu
savunulmaktadir (245).

Bipolar bozukluk, noéropatik agri ve fibromiyaljinin tedavisi ile migren
profilaksisinde kullanilan konvansiyonel ilaglar toksisite nedeniyle sinirli etkinlik
gosterir. Dolayisiyla bu hastaliklarin tedavisinde karma ila¢ tedavileri aranmis, AEi’lar
bu hastaliklarda etkinlik ve tolere edilebilirlik agisindan denenmistir. Bazi AEi’larin bu
ve benzeri endikasyonlarda kullanimiyla ilgili gligli preklinik bulgular elde edilmis,
bazilari ise klinik calismalarda da basarili bulunarak epilepsi disindaki kullanimlari igin

recete edilmeye baslanmistir (Tablo 2.4. ve 2.5.) (26, 248).

Tablo 2.4. Bazi AEi’larin (FNT, KBZ, OBZ, LMG, ZNS ve BZD’ler) epilepsi disindaki

kullanimlari
Endikasyon FNT KBZ OBZ LMG ZNS BZD’ler
Diabetik néropati X X X X
Postherpetik nevralji X
Trigeminal nevralji XX XX XX X
HIV néropatisi X
Migren profilaksisi X
Fibromiyaji
Esansiyel tremor X XX
Huzursuz bacak sendromu X X
Ekstrapiramidal sendrom
Kronik uykusuzluk XX
Anksiyete bozukluklari XX
Bipolar afektif bozukluklar XX XX XX
Sizofreni X X X
Madde bagimlilig XX XX
Agresyon XX X X X

X: preklinik galismalarla kanitlanmis endikasyon, XX: klinik galismalarla kanitlanmis ve kullanimi
onerilen endikasyon.
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Tablo 2.5. Bazi AEi'larin epilepsi disindaki kullanimlari (TGB, VLP, GBP, LVT, TPR ve

PMD)
Endikasyon TGB VLP GBP PGB LVT TPR PMD
Diabetik noéropati X XX XX
Postherpetik nevralji X XX XX
Trigeminal nevralji X
HIV néropatisi XX X
Migren profilaksisi X XX X X XX
Fibromiyaji X X XX
Esansiyel tremor X X X XX XX
Huzursuz bacak sendromu X
Ekstrapiramidal sendrom X
Kronik uykusuzluk X X X
Anksiyete bozukluklari X X XX XX X
Bipolar afektif bozukluklar XX X X
Sizofreni X X
Madde bagimlilig X X
Agresyon XX

X: preklinik ¢alismalarla kanitlanmis endikasyon, XX: klinik galismalarla kanitlanmis ve kullanimi
onerilen endikasyon.

a. Kronik Agri

Noropatik agri duysal néronlarin harabiyeti sonucu olusan agri uyarisina asiri
hassasiyet durumudur. Noropatik agrida meydana gelen patolojik degisimler arasinda
aksonal dallanma ile Na* ve K* kanallarini kodlayan genlerin ifaesindeki degisiklikler
yer almaktadir (249). GBP ve PGB diyabetik ndéropati ve postherpetik nevraljiye karsi
kullanilmaktadir (250). Trigeminal nevraljide ise KBZ ve OBZ ilk tercih edilen ilaglardir.
GBP ayni zamanda HIV’e bagli néropatide de 6nerilmektedir (251).

Migren patofizyolojisinde kortikal hipereksitabiliteye vazodilatasyon,
enflamasyon ve artan agrn duyarlihgl eslik eder. Migrende glutamer;jik
hipereksitabilitenin GABAerjik inhibisyonun 6nline gectigi savunulmaktadir. VLP ve
TPR migren profilaksisinde kullanilan ilk tercih AEi’lerdir (252). LVT, GBP, TGB ve
zonisamidin migren profilaksisindeki etkinligine dair calismalar mevcuttur (253).

Fibromiyalji, somatik ve duygusal bilesenleri olan bir tir kronik agr
sendromudur. Hastalarda diisen agri esigi nedeniyle hiperaljezi goruliir ve tedavi icin
onaylanmis ilaglardan birisi PGB’dir. TGB ve GBP fibromiyalji tedavisinde umut vaat

etse de heniiz kullanimi onaylanmamistir (254).



68

b. Néromiskiiler Bozukluklar

Sinerjistik kaslarin karsilikli olarak ritmik ve istemsiz kasilmalariyla karakterize
olan esansiyel tremorun tedavisinde dnerilen ilaclardan birisi PMD’dur. TPR, BZD'ler,
ZNS, TGB, GBP ve LVT'In esansiyel tremorda etkili oldugu bildirilmistir (28). Orta ve
siddetli huzursuz bacak sendromunda dopaminerjik tedaviye alernatif olarak GBP ve
PGB onerilmektedir (255). Uyku kalitesinin diistigl bu hastalikta BZD’ler uykuyu

derinlestirmek amaciyla ek tedavi olarak énerilmektedir (256).
c. Noroprotektif Etkiler

AEV’larin akut faz serebral enfarktis, HIV-1 ensefalit, Parkinson, Alzheimer ve
ALS gibi nérodejeneratif hastaliklarda noéroprotektif etkileri preklinik ve klinik olarak

arastiriilmaktadir (248).
d. Psikiyatrik Bozukluklar

Kronik bir hastalik olan bipolar affektif bozuklukta hastalar asiri ajite ve
uyarilmis hal (mani) ile depresyon arasinda gidip gelir. Hastaligin akut evreleri
mudahele edimediginde olimcil olabilmektedir. VLP gibi birden fazla hedefle
etkilesen ajanlarin intraseliler sinyalizasyona degisen etkileri ve sinaptik plastisiteyi
arttirmalari nedeniyle bu hastalikta etkili oldugu disintlmektedir. VLP, KBZ ve OBZ
bipolar bozukluklara bagli olarak akut maninin tedavisinde; LMG ise akut depresif
episotlarda ve depresyonun tekrarina karsi kullaniimaktadir. Anksiyete
bozukluklarinda heniiz kullanima giren bir AEi olmasa da GBP’in sosyal fobide, PGB ve
TGB’in jeneralize anksiyete bozuklugunda etkili oldugu cesitli calismalarda
gosterilmistir (257, 258). BZD’lerin yani sira GBP, PGB ve TGB kronik uykusuzlukta
(insomnia) endikedir. Bunlara ek olarak sizofreni, madde bagimhligi ve agresyonda

bazi AEi’larin etkinligi klinik olarak denenmektedir (248, 259).
e. Diger Hastaliklar

VLP bir histon deasetilaz (HDAC) inhibitoridir. Epigenetik modifikasyanlardan

sorumlu enzim gruplarindan biri olan HDAC, basta kanser olmak Uzere bir takim
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hastaliklarin patofizyolojisinde dnemli rol oynamaktadir. VLP’in akut miyeloid |6semi
(AML), meme kanseri, glioblastoma ve kii¢lik hiicre olmayan akciger kanserine karsi
kombine tadavilere dahil edilmek tizere ¢ok sayida faz lll galismasi stirdiriilmektedir
(260, 261). SSS hiperaktivitesinin paroksismal olarak  indiiklenen
bronkokonstriksiyonu tetikledigi hipotezi, migren ve trigeminal nevralji gibi diger
nérojenik paroksismal bozukluklarda kullanilan AEP’larin astim tedavisindeki
etkinliginin arastirilmasini glindeme getirmistir. Bu kapsamda KBZ ve VLP ile yapilan
bir ¢calismada deneklerin %70’inde astim semptomlarinin tamamen ortadan kalktigi

gozlenmistir (262).
2.2.5. Epilepsi Tedavi Tarama Programi

Epilepsi Tedavi Tarama Programinin (Epilepsy Therapy Screening Program,
ETSP) misyonu epileptik bozukluklarin tedavisi igin ABD ve ABD disindaki akademik ve
endistriyel arastirmacilari yeni terapoétik ajanlarin kesfine tesfik etmek ve sireci
kolaylastirmaktir. Bu program arastirmacilarin numunelerini ¢ok sayida oturmus
kemirgen modellerine karsi korleme yontemi ile ve gizlilik esaslarina dayanarak
Ucretsiz olarak taratma imkani sunmaktadir. Bunun igin ETSP, anlagmali oldugu Utah
Universitesi’nin olanaklarini kullanmaktadir. Programin baslatildigi 1975 yilindan bu
yana FBM, TPM, LKT ve retigabin gibi ilaglarin klinik kullanima sunulmasina éncilik
etmistir (263). Yakin bir zamana kadar epileptik ndbet bozukluklarinin semptomatik
tedavisine odaklanan program, NINDS Tavsiye Kurulu tarafindan 2015’te sunulan son
Oneriler esliginde refraktor epilesi, epileptojenez ve epilepsinin yayilimi, 6zel epilepsi
populasyonlari ve epilepsi komorbiditelerine agirlik vermeye baslamistir. Bu
baglamda daha oOnce Antikonvilsan Tarama Projesi (Anticonvulsant Screening
Project, ASP) olarak anilan program epilepsiyle ilgili karsilanamayan ihtiyaclara
yonelik farkh ajanlara odaklanmayir vurgulamak (izere ETSP olarak vyeniden

adlandiriimistir (264).
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a. ETSP Tarihgesi

1959°da o zamanki ismiyle Ulusal Norolojik Bozukluklar ve Korliik
Enstitlisi’nin (National Institute of Neurological Diseases and Blindness) basina
gecen noroloji ve psikiyatri profesorii Richard Masland epilepsiye 6zel bir ilgi
duymaktaydi. Atanmasinin ardindan enstitlide bir epilepsi kismi kurarak basina daha
once beraber galistigl J. Kiffin Penry’yi (daha sonra ILEA’'nin da baskani olacakti) getirdi
(1966). 1970’lere gelinirken ABD’de son 10 yildir hi¢ AEi ruhsatlanmamisti ve piyasada
mevcut 13 ilag, ciddi yan etkileri yaninda hatiri sayilir bir hasta populasyonunda
etkisizdi. Bu duraksamada, Kefauver—Harris kanunu olarak da bilinen ve FDA
tarafindan ilag Ureticilerinden ruhsatlandirilacak ilaglar igin istenen bir seri etkinlik ve
glvenlik sertifikasini kapsayan diizenlemelerin yani sira ilag endistrisinde hakim olan
yeni AEi’lere ihtiyac olmadigi diisiincesinin de payl bulunmaktaydi. Penry, epilepsi
kisminin  basina atanmasinin ardindan 20 vyil boyunca, ABD’de epilepsi
arastirmalarinin tekrar canlandirilmasi icin biylik caba sarf etmistir. O donemde ilag
endistrisinin AEi gelistirmedigini ve Utah Universitesi’nde Louis S. Goodman ve Ewart
Swinyard disinda kimsenin Avrupa’daki ilaglari test edecek genis olanaklara sahip
olmadigini géren Penry, 1969’da Antiepileptik ilag Gelistirme Programi’ni
(Antiepileptic Drug Development Program, ADD) baslatti. Daha sonra Penry, yeni
AEl'larin kesfi icin Harvey Kupferberg ve Ewart Swinyard ile 1974’te Utah
Universitesi’nde ASP’yi baslatti. Bu projeye 1979’da toksisite testleri eklendi. Program
kapsaminda yurt ¢capinda arastirma ve egitim odakl alti kapsamli merkez ile FDA'nin
ihtiyaclarina yonelik klinik arastirma protokolleri tasarlayacak bir komisyon kuruldu.
Boylelikle Avrupa’da halihazirda kullanilmakta olan alti AEi"den {i¢ii ruhsatlandiriimis
oldu (KBZ 1974, klonozepam 1975 ve VLP 1978) (265).

ila¢ endustrisinin yeni AEi’lardan yeterince kar etmeyecegi diisiincesinin de
etkisiyle baslatilan proje kapsaminda, akademi ve endistriden gelen bilesiklerin
taranmasi sonucu, ilk iki yilin sonunda 13 bilesik klinik denemelere girdi. O dénem,
elestirilerin de odaginda olan preklinik taramalarda sadece iki model kullaniliyordu:
maksimal elektrosok (MES) ve subkiitan metrazol (scMET). Dolayisiyla LVT gibi ilaclar

o donemde taransaydi aktif olmadigi distintlerek terk edilecekti. 6 Hz psikomotor
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testinin glinimuizde ETSP’nin ilk taramasi olan antikonviilsan tanimlama testlerine
dahil edilmesi bu ylizdendir. Proje kapsaminda basarili bulunarak ruhsatlandirilan ilk
AEi’lar FBM, TPR ve LKT’tir. ilac endistrisi tarafinda gelistirilen GBP, LMG, LVT ve
retigabin gibi AEi’'larin farmakolojik ve model tarama calismalarinin énemli bir kismi
da bu proje kapsaminda yapilmistir. Bir siire AEi olarak kullaniimis olan remasemit ve

faz lll galismalari devam eden losigamon da ASP tarafindan tanimlanmistir (265).
b. ETSP Protokolii ve Deney Modelleri

ETSP’de Oncelikli olarak mekanistik olmayan kemirgen modelleri kullanilarak
bilesiklerin antikonvilsan profili tanimlanir. Bu modeller yardimiyla tanimlama ve
niceleme testleri uygulanir ve her asamada bilesigin sonraki asamaya gecip
gecmemesine karar verilir (Sekil 2.31.). Mekanistik olmayan modeller insan epileptik
nobetlerinin dogasiyla daha uyumlu, bilesiklerin elenmesinde daha hizli ve pratiktir;
bu modellerin teknik bilgi ve alt yapi gereksinimi gérece daha azdir. Test edilen
bilesiklerin etki mekanizmalari hakkinda kisitli bilgi sunmasi ise bu modellerin

dezavantajidir (263).

Tanimlama ve Niceleme Ayristirma

MES taramasi,

6 Hz taramasi,

Toksisite Farelerde

taramasi Farelerde oTLE modeli Sicanlarda
niceleme EEG

Sicanlarda :
(EDso/TDsp) EEG videolu ve

otomatik
yemlemeli
kainat ile
kronik
epilepsi
modeli

Korneal videolu
uyarilmis fare kronik

deneyi Sicanlarda epilepsi

e Sicanlarda modeli
LMG'e direngli

(ED5o/TD5p)

Spontan S amigdaladan

patlayan uyarilmis

hipokampus nobetler
kesiti

Sekil 2.31. ETSP protokoli ¢alisma akisi (oTLE: orta Temporal Lob Eplepsisi).
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Antikonviilsan Tanimlama ve Niceleme

ilk tarama olan farelerde tanimlama testlerinde bilesiklerin MES ve 6 Hz
yontemleriyle ile olusturulan nobetlere karsi intraperitonal (ip) yoldan, g farkl dozda
(30, 100 ve 300 mg/kg) ve iki ayri zamanda (0,5 ve 2 saat) koruyuculugu gézlenir. Her
bir deney dort hayvanda tekrarlanir. Daha 6nce 6 Hz yéntemi yerine kullanilan scMET
ydntemi yeni protokolde ileri tanimlama testlerinde uygulanmaktadir. ileri tanimlama
testlerinde sican ve per oral yol (po) da denenmektedir. Test bilesiklerinin toksik
etkileri davranissal toksisite testleri araciligiyla degerlendirilmektedir. Bu amacgla
basvurulan rotorod testi diger antikonvilsan aktivite testleri ile ayni sekilde uygulanir.
Antikonvilsan niceleme testlerinde ayni modeller kullanilir. Buradaki amag test
bilesiklerinin aktivite ve toksisitelerinin nicel verilerle (EDso ve TDsp) ortaya
konmasidir. Tanimlama ve niceleme ¢alismalarinda etkili bulunan bilesikler tedaviye

direncli epilepsiler i¢in tasarlanmis kindling modellerinde test edilir (263).
MES Testi

Jeneralize tonik-klonik nébet modeli olan MES, deney hayvaninin beynine
kornea vasitasiyla kisa sureli yliksek elektrik akimi verilerek beynin genelinde néronal
devrelerin en Ust dizeyde aktive edilmesine dayanir. Bu modelde koruyuculuk

gosteren test bilesiklerinin nébet yayilimini engelledigi distunilir (266).
6 Hz Psikomotor Nébet Testi

MES testinde verilen kisa ve gliclii elektrik akimlari yerine 6 Hz testinde zayif
ve uzun korneal akimlarla deney hayvanlarinda psikomotor nébetler olusturulur. Bu
model insanlarda fokal baslayan nobetlerle uyumludur. MES ve scMET testlerinde

aktif bulunmayan bir test bilesigi 6 Hz modelinde koruyuculuk gosterebilir (267).
SCMET Testi

Kemokonvilsan bir bilesik olan metrazol nobet esigini disirerek deney

hayvanlarinda konik ndbetleri tetikler. Bu modelde aktif bulunan test bilesiklerinin
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nobet esigini ylkselterek 6n beynin klonik ndbetlerine karsi koruyucu oldugu yorumu

yapilir (263).

Korneal Kindling Olusturulmus Fare Testi

6 Hz gibi, fokal baslayan ndbetler icin uygun bir model olan korneal kindling
olusturulmus fare modeli, 6nceki modellerin aksine kronik bir modeldir ve LVT gibi
tedaviye direncgli fokal epilepsilerde etkili bilesiklerin tespit edilmesinde oldukga
faydalidir. Akut nobet modellerinden farki, deney farelerinin disiik elektrik akimiyla
glnlerce uyarilarak besinci kategori olarak adlandirilan, fokalden bilateral tonik-
klonige gelisen nobetleri kendiliginden gecirmeye baslamasidir. Bu fareler tamamen
kindling olusmus fareler olarak adlandirilir. Test bilesigi ile muamele edilen farelerin
hangi kategoride nobet gecirdigine bakilarak test bilesigi skorlanir ve bu skorlar daha

sonra nicel verilere dontstirulir (268).

Davranissal Toksisite ve Motor Bozukluk Testleri

Test bilegiklerinin nérotoksik etkileri motor ve davranigsal bozukluklar olarak
gozlenir. Bu amacla, farelerin, kendi etrafinda doénen bir ¢ubuga dizilmis plaklar
Uzerinde dengelerini korayabilme prensibine dayanan rotorod testi ilk tanimlama
testlerinden itibaren uygulanir. Sicanlarda pozisyonal algi testi ile yiriyls ve genel
durus testi uygulanir. Bu testlerde sicanlarin normal durusunda yapilan degisikliklere
(arka bacagin uzatilmasi, sirt tstli dondirme vb.) nasil tepki verdigi, ylirtyis, postir
ve bir takim davranissal bozukluklarin (uyuklama, ataksi, katalepsi, tremor vb.) varligi

gozlenir (263).

Antikonviilsan Ayristirma

Tanimlama ve niceleme testleri sonunda umut vadeden bilesikler daha

karmasik bir takim kronik nébet ve toksisite modellerine karsi test edilir.
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Farelerde Orta Temporal Lob Eplepsisi (0TLE) Modeli

Temporal lob epilepsi hastalarinda goriilen karakteristik belirtilerin ¢ogunu
iceren bu modelde farelerde intrahipokampal kainat enjeksiyonu ile norotoksisite
olusturulur. Bunun sonucunda fareler birkag saat siiren ve konvilsif olmayan status
epilepticus gegirir ve sonrasinda latent faza gecger. Kainat enjeksiyonundan 2-3 hafta
sonra farelerde saatte 30-60 defa gozlenen hipokampal proksismal desarjlar olusur
ve farenin hayati boyunca siirer. Davranissal tutulma ve hafif otomatizmle kendini
gosteren bu desarjlar bipolar elektrodlar yardimiyla kainat muamelesinden dort hafta
sonra kaydedilmeye baslanir. Test bilesiginin etkisi enjeksiyondan 10 dakika 6ncesi ve

90 dakika sonrasinda alinan EEG kayitlarinin karsilastirilmasiyla olgulir (269).
Sicanlarda LMG’e Direngli Amigdaladan Kindling Olusturulmus Nébet Modeli

Bu modelinsanlarda fokalden bilateral tonik-klonige gelisen ndbetler igin ideal
bir model oldugu gibi tedaviye direncli hastalarda faydali olabilecek bilesiklerin
tanimlanmasinda da kulanilir. Bu modelde yukarida bahsedilen kindling sireci
uygulanirken, diger yandan deney hayvanlarina ginlik LMG verilerek tamamen
kindling olusturulmus hayvanlarin LMG’e direngli olmasi saglanir. LMG muamelesi
deney hayvanlarini diger Na* kanal blokerlerine karsi da direncli hale getirmektedir.
Kindling icin deney hayvanlarinin sol amigdalasina yerlestirilen elektrodlar kullanilir.
Tamamen kindling olusturulmus direngli hayvanlar test bilesigi verildikten sonra

uyarilarak ndbet kategorileri degerlendirilir (270).
EEG Videolu, Kainat ile indiiklenmis Kronik Epilepsi Modelleri

Bu pilot modelde kullanilan sicanlarda devamli olarak disik doz kainat
enjeksiyonlari ile kronik status epilepticus indiklenir. Bunun igin Racine kategorisi
olarak tabir edilen farkh bir nébet kategorisi kullanilir (271). On haftanin sonunda
hayvanlarin EEG kayitlarini uzaktan takip etmek icin peritona yerlestirilen, beyindeki
elektrodlara kablolarla baglantili telemetre adi verilen bir implant yerlestirilir. Bir
hafta boyunca nobet skorlari kaydedilen farelerde belirli bir esigin altinda nobet

gecirenler elenir. Gruplara ayrilan farelere plasebo ve test bilesigi glinliik belirlenen
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dozlarda verilerek kérleme yontemiyle EEG takibi yapilir. Toplanan veriler MATHLAB
yazilminda nobet siddeti, sikhgl ve Racine skorlari dagilimi agisindan analiz edilir.
Otomatik yemleme modelinde test bilesigi hayvanlara yemle birlikte otomatik olarak

verilir (272).
2.3. Molekiiler Modelleme ve Bilgisayar Destekli ilag Tasarimi
2.3.1. Molekiiler Modelleme

Molekiler modelleme, bir molekiiliin yapisinin gesitli yazilim ve algoritmalar
yardimiyla UGgboyutlu goériintlilenmesi, 6zelliklerinin ve davranislarinin atomik
diizeyde 6ngorilmesi, simiilasyonu ve maniplilasyonudur. Bu sekilde olusturulan veri
isleme ve in siliko ilag tasarim platformlari ile sayisiz molekiliin 6zelligi veri
tabanlarina aktarilarak yeni ilag molekdllerine ulasmak tizere sanal aktivite tarama ve
U¢ boyutlu veri tabani tarama islemleri gerceklestirilir. Bunun icin bir seri molekilden
olusan bir sistemin dogru bir modeline ihtiya¢ duyulur. Bu modeller sistemlerin
serbest enerjisinin dogru bir sekilde hesaplanmasiyla elde edilir. Biyolojik sistemlerin
dinamik sistemler oldugu duslndldiginde, molekillerin  sirekli  degisen
konformasyonlarinin da serbest enerjisi goz 6niine alinmalidir. Molekiiler modelleme
yazilimlarinin bunun icin basvurdugu yontemler cesitli gruplar altinda toplanir (273,

274).
a. Kuantum Mekanigi

Kuantum mekanigi (KM), molekiler orbital hesaplamasina dayanir ve
molekilin fizikokimyasal davranislarini en detayli bicimde o6ngoriir. Dolayisiyla
zahmetli ve zaman alicidir. Cekirdek ve elektronlarin potansiyel enerji ylizeyindeki
hareketini Schrodinger esitligine gore tanimlar. Molekiiler modellemede ab initio,

yari ampirik yontemler ve yogunluk fonksiyonel teorisi kullanilir (275).
Ab initio Kuantum Kimyasi Yontemleri

"En basindan" anlamina gelen ab initio ifadesi ile bu yontemlerde girdi olarak

sadece fiziksel sabiteler kullanildigi anlasilir. Ab initio hesaplamalarda, Schrédinger
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denklemi cekirdegin konumu ve elektron sayisi ile ¢ozlimlenmeye calisilarak sisteme
ait elektron yogunlugu ve enerijisi gibi dnemli veriler toplanir. Molekiler mekanik
yontemlerine gore daha isabetli sonuglar vermesine ragmen, ab initio hesaplamalari

cok fazla zaman ve disk kapasitesi gerektiren biyik sistemlerde tercih edilmez (276).
Yari-Ampirik Kuantum Kimyasi Yontemleri

Hartree-Fock bicimselligine dayanan bu yontemlerde bazi yaklasim ve
parametreler ampirik verilerden tiretilir. Sadece Hartree-Fock ydntemiyle
hesaplama kiilfeti fazla olan sistemlerle ¢alismak agisindan ¢ok énemlidir. Hartree-
Fock hesaplamalarinda bazi bilgiler tahmin edilir ya da g¢ikarilir. Bu ¢ikarilan bilgiler
yerine yari-ampirik yontemlerle elde edilen ve bir takim parametrelerle diizenlenmis
sonuglar kullanilir. Oyle ki, bu sonuglar bazen ampirik verilerle bazen de ab initio

hesaplamalarla uyumlu olmaktadir (277).
Yogunluk Fonksiyonel Teorisi

Cok elektronlu sistemlerde belirli atom, molekiil, ya da kondanse fazlarin
ozellikle elektron yapisini incelemek amaciyla kullanilir. Bu ydontemde elektron
sisteminin Ozellikleri uzaysal elektron yogunlugu islevseli ile belirlenir. Hesap yukii
Hartree-Fock gibi geleneksel yontemlere kiyasla daha dulsiktiir. Buna ragmen
yogunluk fonksiyonel teorisinde van der Waals (vdW) kuvvetleri gibi bazi molekiiller

arasi etkilesmelerin tanimlanmasinda gliglikler yasanmaktadir (278).
b. Molekiiler Mekanik

Molekiler sistemlerin modellemesi igin temel mekanik prensiplerin
kullanildigi molekiler mekanikte sistemlerin potansiyel enerjisi icin kuvvet alanlari
kullanilir. Kiiciik molekillerden biiyik biyolojik sistemlere ve materyallere kadar bir
sistemin geometrisini degistirerek en disuk enerjili (potansiyel enerji fonksiyonunun
birinci  tlrevlerinin  sifir oldugu) koordinatlarina, dolayisiyla en kararh
konformasyonuna ulasiimasinda tercih edilen bir yaklasimdir. Molekiiler mekanikte

her bir atom genellikle vdW yaricapi olan, deneysel ya da ab initio hesaplamalarina
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dayanan belirli bir polarizabiliteye ve net yike sahip pargaciklar olarak ele alinir. Bagl
etkilesmeler ise denge mesafesi deneysel ya da hesaplanmis bag mesafesine karsilk
gelen bir yay olarak ele alinir. Sistemin toplam enerjisi molekdller arasi ve molekiil ici
etkilesmelerin  toplamidir. Molekiler mekanikte potansiyel enerjinin temel
fonksiyonel bicimi kovalent baglarla bagli atomlar arasindaki etkilesmeleri kapsayan
enerji (Ekovalent bag) Ve uzun mesafeli elektrostatik ve vdW kuvvetleri kapsayan

enerjiden (Enon-kovalent bag) olusur (Formiil 2.1. ve 2.2.).

Etoplam = Exovalent bag t Enon-kovalent bag (21)

Enon-kovalent bag = Eelektrostatik + Evdw (22)

Kuvvet Alani

Molekiler mekanikte ve molekiler dinamikte bir molekilin potansiyel
enerjisini bitlin atomlarinin ya da iri taneli pargaciklarinin konumunun bir fonksiyonu
olarak tanimlayan enerji fonksiyonlari ve parametreler bitintdir. Bu da baglh ve
bagsiz etkilesmelerin toplamidir. Bu parametreler fiziksel ve kimyasal deneylerden

veya KM hesaplamalarindan ya da her ikisinden tiretilmis olabilir (279).
2.3.2. Bilgisayar Destekli ilag Tasarimi

Rasyonel ila¢c tasarimi, her zaman bilgisayar destegi gerekmese de,
glinimizde neredeyse tamamen bilgisayar destekli olarak yapilmaktadir. Bir
molekilin belirli bir hedefe afinite duymasinin yani sira hedef yoreye ulasabilmesi
icin istenen fizikokimyasal 6zelliklere sahip olmasi ve istenmeyen hedeflere ilgi
gostermemesi gibi durumlarin 6ngorilmesi de bilgisayar destekli ilag tasariminin ana
hedefleridir. ilag benzeri bir molekiiliin reseptére ilgisinin tahmin edilmesi icin
molekiler mekanik veya molekiiler dinamikten faydalanilirken; yari ampirik ve ab
initio kuantum kimya yontemleri ile yogunluk fonksiyonel teorisi molekiiler mekanik
hesaplamalarinin ve parametrelerinin optimizasyonunda ve molekiliin elektronik
ozelliklerini 6ngérmede kullanilir. S6z konusu ilginin ifadesi olarak bilgi temelli

skorlama fonksiyonlarindan da faydalanilir. Bunun icin lineer regresyon, otomatik
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0grenme (machine learning) ve yapay sinir aglari (artificial neural networks) gibi
istatistiksel yontemler kullanihr (280-282).

Bilgisayar destekli ila¢ tasariminda yapilan 6ngorilerin amaci, ideal bilesiklere
ulasmak icin zaman ve kaynak tasarrufu saglamaktir. Bu amagla; sanal aktivite
tarama, hitten bilesikten 6nci bilesige ilginin optimizasyonu ve 6nci bilesigin diger
farmasotik oOzelliklerinin  optimizasyonu gergeklestirilir. Bilgisayar destekli ilag
tasariminda iki temel yaklagim s6z konusudur: Ligand temelli ilag tasarimi ve yapi

temelliilag tasarimi.
a. Ligand Temelli ilag Tasarimi

Belirli bir biyolojik hedefle etkilestigi bilinen ligandlardan elde edilen
bilgilerden yola ¢ikilarak olusturulan modeller ligand temelli modellerdir. Bu
modellerde, ligandlarin iki boyutlu yapisi, G¢ boyutlu yapisi, fizikokimyasal ve
farmakokinetik o6zellikleri, molekili olusturan parcalar (fragmanlar), hedef
makromolekdl ile etkilesmeleri gibi bilgiler kullanir. Bu 6zelliklerin ya da unsurlarin
ortak noktalari belirlenerek olusturulan modele, taranan ligandlarin ne kadar uyum
gosterdigi arastirihr (sanal tarama). Modele uyum gosteren ligandlarin hedef
makromolekiile glcli bir sekilde baglanacagi 6ngorilir. Farmakofor modelleri, iki
veya U¢ boyutlu yapisal benzerlik, deskriptor vektor benzerligi, fragman eslestirme ve

kantitatif yapi-aktivite iliskileri (QSAR) en sik tercih edilen model yaklagimlaridir.
b. Yapi Temelli ilag Tasarimi

Yapi temelli ilag tasariminda kullanilan modeller hedef makromolekilin g
boyutlu yapisiyla ilgili verilere dayanir. Bu veriler X 1sini kristalografisi, NMR
spektroskopisi ve kriyo-elektron mikroskopisi ile dogrudan ya da homoloji modelleme
ile dolayli yoldan elde edilir. Ligand-reseptor etkilesmeleri dogrudan simiile edilerek,
arastirilan ligandlarin hedef makromolekiile olan ilgisi 6ngorilir. Bu etkilesmelerin
similasyonunda basvurulan cesitli yontemler ve bu yontemler icin gelistirilmis Gcretli

ve licretsiz cok sayida yazilim mevcuttur.
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Molekiiler Kenetleme

Molekiler kenetleme (molecular docking) yonteminde, bir molekiliin (ligand)
diger bir molekiile (reseptor) kararl bir kompleks olusturmak lizere baglanmasi igin
tercih edilen konformasyonlari dngoérilmeye calisilir. Ligand ile reseptor aktif bolgesi
arasindaki eslesme genellikle molekdllerin ¢dzlici tarafindan erisilebilir ylzey
alanlarinin eslesmesine dayanir. Ligandin veya reseptoriin ya da her ikisinin de esnek
olabildigi durumda ligand ile reseptor eslesmesi icin "arama alani" adi verilen sayisiz
muhtemel konformasyon séz konusu olur. Yontemin bir parcasi olan skorlama
fonksiyonu ile iki molekilin ne kadar glicli bir etkilesmeyle kenetlendigi molekiler
mekanik ile tahmin edilmeye ¢alisilir. Biyolojik makromolekiiller sinyal iletiminde
onemli rol oynar ve birbirine kenetlenen molekiillerin oryantasyonu, bu sinyal
iletiminin tipini etkilemektedir. Dolayisiyla molekiler kenetleme bir biyolojik

sistemde iletilen sinyalin glicl ve tipine dair 6ngoriler saglar (283, 284).

Molekiiler kenetleme ile ¢6zilmeye calisilan sorun anahtar-kilit sorunu gibi
gorilebilir. Bu sorun, bir kilidi agmak i¢in en uygun anahtar ve o anahtar igin kilide en
iyi uyan pozisyon arayisidir. Oysa biyolojik sistemlerde reseptér ve ligandin esnek
oldugu dustindldigiunde el-eldiven benzetmesi daha gergekgidir. Glinlimizde, zaman
ve hesaplama ylki agisindan reseptoriin sabit, ligandin esnek oldugu anahtar-kilit
yaklagimi daha ¢ok tercih edilmektedir. Daha kesin 6ngoriler igin ise reseptoriin
liganda uyum gostermek tizere sinirl bir esneklik gosterdigi el-eldiven modeline daha

uygun olan indliklenmis uyum yaklasimi kullanilir (285, 286).
Molekiiler Kenetleme Yaklasimlari

Molekiler kenetlemede iki temel yaklasim s6z konusudur. Sekil tamamlayicilik
yaklasiminda ligand ve reseptor birbiriyle eslesen iki ylzey olarak ele alinir.
Similasyon yaklasiminda kenetleme siireci boyunca her bir konformasyon icin ligand
reseptor etkilesme enerijileri hesaplanir. ikinci yaklasim daha iyi kestirimlerde bulunsa

da hesaplama yuki fazladir (287).
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Arama Algoritmasi

Molekiler kenetlemede protein-ligand kompleksi icin olasi
konformasyonlarin timiine arama alani adi verilir. Kenetleme yazilimlari arama
alanini tarayarak ligand igin reseptdre gore olasi tiim rotasyonel ve translasyonel
oryantasyonlari dener. Elde edilen eslesmeler poz olarak adlandirilir. Bunun igin
kenetleme yazilimlarinda kullanilan c¢esitli stratejiler mevcuttur ve en yaygin
kullanilani genetik algoritmadir. Genetik algoritma, olasi rotasyonlari denerken bir
sonraki seferde daha dustk enerjili konformasyonu bulmaya ¢alisir. Bunu yaparken
elde edilen her pozun skoru bir sonrakini se¢mek icin uyumluluk fonksiyonu gorevi
gorir. Diger stratejiler sistematik ya da stokastik torsiyon aramasi, molekiiler dinamik

simulasyonlari ve bolgesel sekil 6zelliklerinin eslestirilmesidir (288).

Skorlama Fonksiyonlari

Reseptoérlerde kenetlenme sonucu sinyal iletiminin tetiklendigi baglanma
bolgesi olarak adlandirilan solvan ile ulasilabilir kaviteler bulunur. Reseptoériin bir
sinyal yaniti olusturabilmesi icin ligand ve reseptor birbirinden ayriyken sahip
olduklari toplam enerji, ligandin s6z konusu baglanma bodlgesindeki solvani
uzaklastirarak reseptére kenetlenmesiile elde edilen kompleksin toplam enerjisinden
daha vyuksek olmasi gerekir. Diger bir deyisle, ligand ve reseptodr birbirine
baglandiginda elde edilen kompleks daha dislik enerjili ve kararli olmalidir.
Baglanmayi etkileyen ¢ok sayida etmen s6z konusudur ve skorlama fonksiyonlari bu
etmenleri géz Online alarak elde edilen ligand pozlarini skorlar. Bu etmenler
desolvasyon enerjisi (AGugesolv), konformasyonel degisikliklerden kaynaklanan
enerjiler (AGkonf), bagsiz etkilesmelerden kaynaklanan enerjiler (AGew), internal
rotasyonlar (AGrot) ve ligand ile reseptoriin birlesme enerjisini (AGyt) kapsar (Formal
2.3.). Bu hesaplamalar molekiiler mekanik esasina dayanir ve kuvvet alani
parametrelerinden faydalanilir. Alternatif olarak protein veri bankalarindan elde
edilen istatistiklerin kullanildig bilgi temelli ya da Poisson-Boltzmann gibi daha detayl

ampirik skorlama yontemleri de kullaniimaktadir (289).
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AG = AGyesolv + AGions + AGetk + AGrot + AGt/t (23)

Kenetlemenin Validasyonu

Molekiler kenetleme ile elde edilen pozun ve baglanma ilgisinin dogrulugu
deneysel sonuglarla kiyaslanarak ortaya konmalidir. Bu amacgla yapilan zenginlestirme
calismasinda, az sayida aktif bilesik cok sayida inaktif bilesikle harmanlanir ve
kullanilan kenetleme yontemiyle yapilan sanal tarama sonucunda olusturulan
siralamada aktif bilesiklerin ne derece Ust siralarda bulundugu degerlendirilir. Elde
edilen sonuglarla olusturulan ROC (receiver operating characteristic) egrisi altindaki
alan kenetleme yonteminin performansini yansitir. Kenetleme sonucunda elde edilen
hit bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin taranarak sanal tarama sonuglariyla
karsilastirilmasi da kullanilan yéntemin giivenilirligi hakkinda fikir verir. Bir diger yol
ise deneysel olarak bilinen pozlarin molekiiler kenetleme yoluyla elde edilen pozlara
ne kadar yakinlik gésterdiginin hesaplanmasidir (290).

Son vyillarda ozelikle protein-ligand molekiiler kenetleme vyazilimlarinin
sayisinda buylk bir artis yasanmistir. Glinimuzde farkli kenetleme ve skorlama
fonksiyonlari kullanan, ticari ve akademik, 60’in Uzerinde yazilim molekiler

kenetlemeye olanak saglamaktadir (Tablo 2.6.).

Tablo 2.6. Bazi popiiler ligand-protein kenetleme yazilimlari

Yazilim Kurum Kenetleme yontemi/algoritmasi Lisans
DOCK .I_<a.I|forr?|ya. Geometrlk'e§le§t|rme Ucretsiz*
Universitesi algoritmasi
AutoDock The Scrlpp§ o Lama‘rck genetik algorltma5| Ucretsiz
Arastirma Enstitlsi Simulated annealing
AutoDock The Scripps Yinelenen yerel arama global . .
. e . Ucretsiz
Vina Arastirma Enstittsu optimizasyonu
FlexX BioSolvelT Kademeli blyiitmeye dayall Ticari
kenetleme
Surflex- . ideallestirilmis aktif bolge L
Dock Tripos Pl Ticari
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Tablo 2.6. Bazi popiiler ligand-protein kenetleme yazilimlari (Devam)

Sheffield
GOLD Universitesi, GSK ve Genetik algoritma Ticari
CCDC

ICM-Dock MolSoft Pseudo-Brown 'or'nekleme5| ve Ticari
yerel minimizasyon

Monte Carlo simulated

Glide Schrodinger LLC . Ticari
annealing
CDocker Accelrys CHARMmM tabanh MD Ticari
Georgetown .
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Homoloji Modelleme

Yapi temelli ila¢ tasariminda hedef makromolekiiliin ic boyutlu yapisina
ihtiyac vardir. Bu vyapilar deneysel yontemlerle elde edilemiyorsa homoloji
modelleme yontemine basvurulur. Bu yontemin esasi, gesitli yazilimlar kullanarak
amino asit dizilimi bilinen ancak lg¢ boyutlu yapisi bilinmeyen bir proteinin (hedef
protein) yapisinin, belirli oranda benzer amino asit dizilimine sahip ve (¢ boyutlu
yapisi bilinen baska protein(ler)in (sablon) kalip olarak kullanilarak modellenmesine
dayanir (291). Bu durumda secilecek sablon hedefe olabildigince benzer olmalidir.
Uygun sablonun secilmesinden sonra hedef proteinin dizilimi ile sablon diziliminin
hizalanmasiyla bir hizalama dosyasi elde edilir, bu dosya daha sonra hedef proteinin
karbon omurgasinin olusturulmasinda kullanilir. Homoloji modellemede kullanilan
yazilimlar, hizalama dosyasini olustururken sablonun yapisal 6zelliklerini de dikkate
alir ve lic boyutlu modeli olustururken, sablonun (¢ boyutlu yapisini taklit eder. Dizi

benzerliginin distk oldugu durumlarda hedef diziyle sablon dizininin uyusmadigi
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bolgeler (eklemeler ve bosluklar) artar ve bu bolgelerin yapisinin olusturulacak
modelde dogru tahmin edilmesi zorlasir. Bu bolgeler igin farkli sablon proteinlerden
yararlanilarak birden ¢ok sablon kullanilabilir (¢oklu sablon hizalama). Homoloji
modelleme sonucunda elde edilen modellerin iyilestirilmesi ve valide edilmesi
gerekir. Ozellikle ekleme ve bosluk bélgelerinin olusturdugu ilmeklerin yapisi sarmal
ve plaklar gibi dizenli olmadigl icin sablonun baz alinmasi hatali ilmek yapilari
verebilir. Bu ylizden bilinen protein yapilarindan tiretilmis, atomistik istatistiksel
potansiyellerin kullanildigi bir skorlama algoritmasi ile ilmeklerin yapisi dizeltilir.
Amino asit yan zincirleri enerji minimizasyonuyla dengeye getirildikten sonra model,
bag acilari ve uzunluklari; asparajin, glutamin, histidin gibi amino asitlerin yan
zincirlerinin oryantasyonu; birbiriyle carpisan rezidiler vb. kriterler agisindan

degerlendirilerek gerekli yerlerde iyilestirilir ve farkli yontemlerle valide edilir (292).
Molekiiler Dinamik

Molekiler mekanik ya da ampirik fonksiyonlar sistemin belirli bir geometrisini
ve buna bagl enerjilerini bulmaya calisirken zamansal evrimini goz ardi eder. Sistemin
dinamigi, kisaca, her bir atomun hareketidir. Sistemin baslangic sartlari potansiyel
enerjisi icin her bir atomun koordinatlari, enerjisi ve hizini iceren bir analitik ifadeyle
belirtilir. Daha sonra her bir atoma Newton esitligine gore bir kuvvet uygulanir ve
atomlar arasi glicler ve enerjiler molekiiler mekanik kuvvet alanlari kullanilarak
surekli hesaplanir. Bu sekilde atomlarin koordinatlari ve hizi sirekli glincellenerek
sistemin kisa sureli bir trajektorisi (hareket egrisi) elde edilir (293). Molekiiler dinamik
(MD) similasyonlar yiksek disk kapasitesi ve bilgisayar hizi gerektirir. Calisilan
sistemin bUlyuklGglu (partikil sayisi)) ve nanosaniyeden mikrosaniyeye degisen
similasyon siliresi gbz 6nine alindiginda, ¢cogu zaman paralel islemcilerden olusan
kiime bilgisayarlarin kullanimi gerekir.

Solvatize sistemlerin similasyonu icin biyolojik sistemin icine yerlestirilecegi
acik ya da kapali solvan partikillerinden olusan ve sinirlari belli bir solvan kutusu (ya
da kiresi) olusturulur. Sistemin simiilasyon esnasinda bu solvan kutusunun disina

¢tkmamasi icin kutunun vylzeylerine sabitleme degerleri uygulanabildigi gibi,



84

periyodik sinir sartlari da uygulanabilir. Daha glivenilir ve hesaplama yiki daha fazla
olan ikinci durumda sistem sonsuz bir solvan denizindeymis gibi hareket eder. Ancak
MD similasyonlarini siirdirulebilir kilmak igin toplam (ensemble) adi verilen belirli
sistematik sinirlamalar uygulamak gerekir. Ornegin, mikrokanonik (NVE) toplamda
partikil sayisi (N), hacim (V) ve toplam enerji (E) sabit tutularak potansiyel ve kinetik
enerji degisimlerinin trajektorisi izlenir. Sabit sicaklik olarak da anilan kanonik
toplamda (NVT) partikil sayisi (N), hacim (V) ve sicaklik (T) sabit tutulur. Biyolojik
sistemleri en iyi taklit eden bu yontemde endotermik ve egzotermik siireglerin
enerjilerinin degisimi bir termostat algoritmasiyla saglanir. Hiz 6lgekleme, Nosé-
Hoover termostati, Nosé-Hoover zincirleri, Berendsen termostati, Andersen
termostati ve Langevin dinamigi en bilinen sicaklik kontrol algoritmalaridir. izotermik-
izobarik toplamda (NPT) ise partikil sayisi (N), basing (P) ve sicaklik (T) korunur. Bu
toplamda termostatin yaninda bir de barometre algoritmasi gereklidir. Normal
sicaklik ve basing altinda tutulan bir reaksiyon balonuna karsilik gelir.

MD simiulasyonlarinda zaman basamagini sistemdeki en hizli slirecin hizi
belirler. Bag acilarindaki biikiilme ve bag titresimleri sistemdeki en hizli hareketlerdir
ve bag gerilme titresimleri 10-100 femtosaniyelik (fs) bir aralikta gerceklesir. Bunlar
arasinda en hizli olani, kiitlesi en diistik atom olan hidrojenin dahil oldugu baglardir.
Zaman basamaginin 2 fs olarak ayarlanmasi 1 fs'ye gore hesaplama avantaji saglar;
ancak bu siire hidrojenlerin dahil oldugu baglarin gerilme titresim frekansina yakindir.
Boyle bir durumda o0zellikle daha yavas titresen ve bikiilen baglar tarafindan
yonlendirilen makromolekil similasyonlarinda, hidrojenin dahil oldugu baglar kisit
algoritmalari  (6r.: SHAKE algoritmasi) kullanilarak sabitlenir (294). MD
similasyonlarinda trajektori analizi icin belirli basamak araliginda veriler kaydedilir.
Sistemin trajektorisi bu zaman araliginda ¢ekilmis resimlerinin art arda hizli gekimle
oynatilmasina benzetilebilir. Sistemin zamansal evriminin anlamh bir bitinlik
icerisinde analiz edilebilmesi icin verilerin dogru zaman araliginda toplanmasi gerekir.

MD similasyonlarinda kuvvet alanlarinin yani sira ab initio yontemlerden elde
edilen potansiyeller de kullanilir. Ozellikle uyarilmis durumlarda ve kimyasal

reaksiyonlarda ya da daha keskin yaklasimlara ihtiyac duyuldugunda KM’den
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yararlanilir ve bu tiir simiilasyonlar ab initio molekiiler dinamik (AiIMD) olarak anilir.
AIMD’nin zaman ve veri yiikii similasyon zamanini ya da sistemin partikiil sayisini
kisitlar. Bunun vyerine hibrit kuantum mekanigi/molekiler mekanik (KM/MM)
yontemi kullanilarak hem KM’nin 6ngori keskinligi hem de molekiiler mekanigin
hizindan faydalanilir. Hibrit KM/MM uygulamalarinda sistemin uyarilmis durumda
olan ya da kimyasal bir reaksiyonun gerceklestigi kiiclik bir kismina (6r.: enzim aktif
bolgesi) KM uygulanirken, geri kalan daha biylik kismina molekiler mekanik
uygulanir. Fazla biyik sistemlerle ¢alisirken basvurulan yontemlerden biri de iri taneli
partikiil (coarse grained particle) modellemedir. Bu yontemde her atomu ayri ayri
modellemek yerine belirli atom gruplari iri partikiller olarak modellenir.

MD simulasyonlarinda bagsiz etkilesmelerin enerijisi sistemdeki atomlarin ikili
etkilesme potansiyellerinin toplami olarak formiile edilir. ikili potansiyel olarak anilan
bu yontemin bilinen 6rnegi vdW kuvvetlerinin hesaplanmasinda kullanilan Lennard
Jones potansiyelidir. Birbiriyle etkilesen ikiden fazla atom s6z konusu oldugunda
bahsi gecen potansiyel enerji igin ¢oklu cisim potansiyeli kullanilir. Coklu cisimler
(many-body) potansiyelinde sistemin potansiyel enerjisi ikili etkilesme
potansiyellerinin toplamiyla bulunamaz, ¢inki bu etkilesmeler ikinci derecenin

Ustlndeki fonksiyonlarin kombinasyonlari halinde ayri ayri hesaplanir (295).
Monte Carlo Simiilasyonlari

Monte Carlo similasyonlari MD’den farkli olarak, bitin sisteme Boltzmann
dagilimina gore gorece blyik hareketler vererek yeni yapinin enerji olarak miimkiin
olup olmadigini belirler. Konformasyonlar arasi blylk sicramalarin yapildigi Monte
Carlo similasyonlarinda zamana karsi nicel veri mimkiin degildir. Ancak birgok sistem
konfiglirasyonu arasindan o6rneklemenin 6énemli oldugu ortalama termodinamik
ozelliklerin tahmin edilmesinde molekiiler dinamikten daha iyidir. Proteinleri saran

¢Ozicller ve protein katlanmasi gibi calismalarda kullaniimamaktadir (296).
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c. Sanal Kiitiiphane Olusturma (iskelet Tiiretme)

Bilgisayar destekli ila¢ tasariminda var olan ticari ya da akademik ligand
kitlphanelerinin taranmasi kadar ilk defa sentez edilecek bilesiklerin belirlenmesi de
onemlidir. Geleneksel rastgele molekiler modifikasyonlarin yerini glinimizde ligand
ve yapl temelli iskelet ya da 6ncii tliretme yontemleri almaktadir. Bu yontemlerle, hit
arayislyla yeni sentetik bilesiklerin sanal olarak belirlenmesinin yani sira, var olan
onci bilesiklerin farmakokinetik ve toksik 6zelliklerinin iyilestirilmesi de hedeflenir.

Belirli bir biyolojik hedefe ilgi gosteren bir bilesik sinifinin ortak yapisal
ozellikleri yapisal iskelet olarak adlandirilir (6r.: (arilalkil)azol). Bu iskeletler, yukarida
aciklanan nedenlerle, gesitli yontemler kullanilarak degistirilir ve yeni iskeletler
turetilir (scaffold hopping, core hopping). Ligand temelli yontemlerin oncelikle
kullanildigit bu vyaklasimda vyapi-temelli yaklasimlar genellikle ligand-temelli

yaklasimlarla birlikte kullanilir (297).
Farmakofor Modelleme

Farmakofor yaklasiminda belirli bir hedefle etkilestigi bilinen ligandlarin (g
boyutlu vyapilarinin st Uste getiriimesiyle ortak etkilesme 06zelliklerinden
(farmakoforlardan) olusan bir model elde edilir. Bu etkilesme 6zellikleri hidrojen bagi
dondr ve akseptor gruplari, aromatik ve lipofilik gruplar, yukli gruplar vs. olarak
tanimlanir ve her bir 6zellik belirli bir esneklige sahip (cut-off) uzaysal bir konum ve
oryantasyona sahiptir (Sekil 2.32.). Bu modeller genellikle ortak bir iskelete sahip
ligandlarile olusturulur ve daha sonra bu modele uyacak yeni iskeletler tiretilir (298).
Farmakofor modelleri hedef makromolekiille bilinen bir etkilesme hipotezine goére
hazirlanirsa daha givenilir olur, aksi taktirde modelde hangi farmakofor ya da
farmakoforlarin 6nemli ya da gerekli oldugunu kestirmek glglesir. Hedef
makromolekdlle etkilesme biliniyorsa, tiiretilen yeni bilesiklerin molekiler kenetleme
ve MD similasyonu gibi yapi temelli yontemlerle validasyonu mimkiin olur. Bazi
yazilimlar, referans ligandin hedef makromolekilin aktif bolgesinde tiiretiimesiyle
elde edilen tlrevleri, aktif bolge ile etkilesmelerine gore filtreleme imkani

saglamaktadir (299).
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Sekil 2.32. insan triptofan 2,3-dioksijenaz (hTDO) inhibitérleri farmakofor modeli
(solda) ve bu model tzerine gakistirilmis bazi hTDO inhibitorleri (sagda)
(300, 301). Turuncu halkalar aromatik yapiyi, pembe kireleri akseptori,
oklar akseptor yonund, farmakofor etrafindaki gri kiireler esneklik payini
ve turkuvaz kireler dislanmis alanlari temsil etmektedir.

Sekil ve Alana Bagli Benzerlik

U¢ boyutlu yapisal benzerlik, referans bir ligandin ilgili hedefin aktif
bolgesindeki oryantasyonunun bilindigi ya da bilinmedigi durumlarda kullanilabilir.
Burada iskelet tiretme igin aranan kriter, t¢ boyutlu bir farmakofor haritasina uyum
degil, genel li¢ boyutlu yapiya benzerliktir. Bu yapi atomlarin sadece vdW hacimleriyle
tanimlanabilecegi gibi atom tipleri (C, N, O, halojen vb.) ya da farmakoforik ozellikleri
(H akseptor/donér, aromatik halka, pozitif/negatif iyonize grup vb.) de sekil
ozelliklerine dahil edilebilir (Sekil 2.33.). Molekiiler sekil, atomlar tGizerinde uygulanan
bir seri Gauss fonksiyonu ile tahmin edilir ve elde edilen hacimle ¢akisma analizi, Gg
boyutlu yapidaki rotasyon ve translasyonlarla test edilen ¢akismalara kiyasla ¢ok
stratli gerceklestirilir. Benzer Gauss bigimselligi, ligandlarin kismi yiklerle hesaplanan

elektrostatik ve lipofilik alanlarla temsil edilmesinde de kullanilir (302).
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Sekil 2.33. Sekil ve alan benzerliginde uygulanan farkl benzerlik yaklasimlari (303).

Ozellik Noktasi Farmakoforlari

Ozellik noktasi farmakoforlarinda (Feature Point Pharmacophores, FEPOPS)
bir ligandin atomlarinin i¢ boyutlu koordinatlari k-ortalama algoritmasina gore
kiimelenerek dort kiime merkezi elde edilir. Kiimelerdeki atomlarin farmakofor
ozellikleri, bu kiime merkezlerinde toplanarak doért diigim noktal bir grafik elde
edilir. DGgim noktalari, farmakofor Ozelliklerinin 6zetlenerek etiketlendigi kiime
merkezleri olarak tanimlanir. iki FEPOPS grafiginin benzerligi, digiim noktalarinin

farmakofor 6zelliklerinin ve mesafelerinin uyumuna gore hesaplanir (304).
Deskriptér Vektor Temelli Yontemler

U¢ boyutlu cakistirmanin neden oldugu hesaplama yiikiine kiyasla deskriptér
vektorlerin yapisal benzerliginin hesaplanmasi cok daha hizlidir. Parmak izi olarak da
bilinen ve bir ligandi olusturan fragmanlarin 6zelliklerini kodlayan ikili sistem
deskriptor vektorleri bu yaklasimda sikca kullanilir. Deskriptor vektorler ve parmak

izlerinin Tanimoto katsayisi ya da Oklid mesafesi gibi cok sayida ilgili katsayiyla
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kolayca karsilastirilabilmesi yaninda otomatik 6grenme ydntemlerinde dogrudan
kullanilabilme avantaji sunar. Bu vyaklasimda iskelet tiretme amaciyla sekil
deskriptorleri, otokorelasyon vektorleri, (¢ boyutlu farmakofor deskriptorleri gibi

yontemler kullanihr (305).
Fragman Eslestirme ve indirgenmis Grafikler

Ligandlar fragmanlardan, yani belli yapisal pargalardan (halkalar, zincirler,
fonksiyonel gruplar vb.) olusur. Bir fragmanda yer alan tim atomlar bir digim
noktasina indirgenir ve o fragmanin 6zellikleriyle etiketlenirse o ligandin indirgenmis
grafigi elde edilmis olur. Bu digiim noktalari icin biyoizosterizmi yansitacak uygun bir
benzerlik algoritmasi tanimlanirsa, bu grafiklerin genel benzerlikleri iskelet tiiretme
icin uygun hale gelmis olur. Bu yaklasimda kullanilan iki temel yéntem mevcuttur:
ozellik agaclari ve topomer arama. Ozellik agaclarinda indirgenmis grafikler,
benzerlikleri optimize edecek bir evrimsel algoritmaya gore eslestirilir. Topomer
aramada her fragman igin bir konformasyon olusturulur ve her fragmanin sekli ve
farmakofor 6zelliklerinin cakismasi karsilastirilir (306).

Ornek bir iskelet tiiretme calismasi olarak Patel ve ark. (307)'nin cift 18sin
fermuar kinazina (DLK) karsi secici ve KBB'yi gecebilen giicll inhibitorler gelistirdikleri
¢alisma incelenebilir. Bu ¢alismada arastirmacilar daha dnce tasarlanan pirimidin
tlrevi bir DLK inhibitoriiniin bazi farmakokinetik 6zelliklerini gelistirmek Uzere sekil
benzerligine dayanan iskelet tliretme yontemine basvurmustur (Sekil 2.34.). Buna
gore ilk etapta 1 numaral bilesigin merkezindeki pirimidin halkasi yerine besli
halkalar getirilerek turetilen yeni iskeletlerin en diistik enerjili konformasyonlarinin 1
ile global sekil benzerligi hesaplanmistir (Sekil 2.34.). En iyi benzerlik skoru (Tanimoto)
elde edilen iskeletler lizerinde enzim kristal yapisindaki molekiiler belirleyiciler g6z
online alinarak yapilan modifikasyonlarla yeni bilesikler tiiretilmistir. Bu bilesiklerin
secici DLK inhibitér aktiviteleri ve farmakokinetik 6zellikleri test edilerek bir YEi
calismasi yapilmis ve referans bilesige gore daha iyi farmakokinetik profile sahip olan

11 numaral bilesik elde edilmistir.
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Sekil 2.34. Patel ve ark. (307)'nin calismasinda iskelet tiretme ile farmakokinetik
Ozelliklerin iyilestirilmesi.

d. Sanal Aktivite Tarama

Bilgisayar destekli ilag tasariminda 6nemli asamalardan birisi, yukarida
bahsedilen yontemler ve yaklasimlar isiginda, blytk ligand kitliphanelerini tarayarak
ilac adayl olabilecek aktif bilesiklere ulasmaktir. Bunun i¢in yapilan sanal aktivite
tarama isleminde binlerce hatta milyonlarca ligand hem kuiglik ilag molekli olmanin
evrensel kriterleri hem de hedeflenen makromolekiil ile gli¢li bir sekilde etkilesme
acisindan, ligand ve yapi temelli yaklasimlar uygulanarak stirekli elenir ve biyolojik
aktivite ya da organik sentez icin makul bir bilesik sayisina ulasilir.

Ornek olarak Reynisson ve ark. (308)'nin antikanser etkili bilesik tasarlama
amaciyla bir seri PLC-y inhibitériiniin rasyonel tasarimini yaptiklari calisma

incelenmistir. Bu calismada yapi temelli sanal tarama yani sira bazi ila¢ benzerlik
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filtreleri kullanilmistir (Sekil 2.35.). Yapi temelli sanal tarama igin yapilan molekiiler
kenetleme calismasinda kullanilan enzim kristal yapisinin aktif bolgesi ve enzim
inhibisyonunun molekiler belirleyicileri mutajenez c¢alismalari temel alinarak
belirlenmis ve gerekli kriterler calisma grubu tarafindan tespit edilmistir. Calisma,
kullanilan yontemlerin test edilmesi acisindan bir pilot calismayla baslar. Bu amacla
nispeten kucuk bir ligand kittphanesi (=9,2 x 10%), GOLD programi (309) kullanilarak,
molekiler kenetleme yontemiyle taranmistir. Ligandlar biyolojik sistemlerde birden
fazla olasi iyonizasyon ve totomeri durumuna sahip olabilir ve sanal tarama
calismalarinda her bir durum ayri bir ligand gibi degerlendirilebilir. Arastirmacilar,
pilot ¢alismada her bir ligand igin sadece 1 iyonizasyon ve totomeri durumunu
taramaya dahil etmistir. Dort farkh skorlama fonksiyonu sunan GOLD programinin,
Chemscore (310) ve Goldscore (311) skorlama fonksiyonlari disitk verimlilikte
kullanilmistir. Kenetleme programlarinin dislk verimle c¢alistirilmasi, elde edilen
ligand pozlarinin elenmesinde daha genis kriterler uygulanmasi anlamina gelir. Bu da
enerji, konformasyon ve etkilesmeler agisindan daha az olasi pozlara da izin verilerek
olasi hit bilesiklerin iskalanmasini 6nler ve daha az sayida bilesigin elenmesini saglar.
Arastirmacilar, bilinen PLC-y inhibitorleri ile daha o©nce yaptiklari kenetleme
¢alismalari sonucu her bir skorlama fonksiyonu icin yaklasik bir kenetlenme skor
arahg belirlemis, s6z konusu kiitiphanenin taranmasiyla bu araliklarin disinda
skorlanan ligandlari dogrudan elemistir (afinite filtresi). Daha sonra her iki skorlama
fonksiyonunda da ilk %5’e giren ligandlari se¢mis (konsensis skoru), bunlar arasinda
enzimle hidrojen bagl gozlenmeyen bilesikleri elemistir. Boylelikle ligand
kGtliphanesinin yaklasik %99’u elenmistir. Sonraki asamada lipofilisite ve suda
¢Ozlnurluk filtresi uygulanarak kalan ligandlardan LogP degeri 4,5'ten blyik, LogS
degeri -5,5’ten kiiciik olanlar elenmistir. Kalan ligandlardan PAINS (genel test bozucu
bilesikler) ve toksik fragman icerenler de elenmis, geriye tim kitlphanenin binde gl
kalmistir. Sonraki basamakta kalan ligandlar molekiiler kenetleme ile bu kez yiiksek
verimlilikte tekrar taranmistir. Bu asamada ligandlarin olasi iyonizasyon ve totomeri
durumlari da dahil edilmistir. Kenetleme sonuglari gérsel olarak incelenmis ve bazi

kriterler cercevesinde (her iki skorlama fonksiyonunda da ayni pozu verme, lipofilik
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kisimlarin ¢ozlicl icinde kalmamasi vb.) 50 ligand secilmistir. Secilen ligandlardan
ticari olarak elde edilebilen 37’si PLC- y2'ye karsi test edilmis ve 11’i aktif (ICso < 50
KUM) bulunmustur. Bu sonug %30’luk bir isabet oranina karsilik gelmektedir ve ¢alisma

grubu tarafindan basarili bulunarak ana taramaya gegcilmistir.

Ligand
kitliiphanesi

!

LogP ve Logs filtresi

Toksisite ve PAINS
filtresi

Yeniden
kenetleme

Gorsel
inceleme

!

Sanal
hitler

l Biyolojik tarama

Sekil 2.35. Reynisson ve ark. (308)'nin sanal aktivite tarama akis semasi.

Ana taramada 4,4 x 10° ligand iceren bir kiitiphane, iyonizasyon ve totomeri
durumlar dogrudan hesaba katilarak 6,3 x 10° liganda cikarilmistir. Daha sonra
GoldScore ve ChemScore ile yapilan dislik verimli taramada afinite ve hidrojen bagi
filtresi uygulanmis, kalan ligandlar konsensiis skoru ile siralanarak en iyi %5’i

alinmistir. Bu asama sonunda kitiphanenin yaklasik %98’i elenmistir. Daha sonra
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uygulanan logP, logS, PAINS ve toksik fragman filtreleri ile kiitiphane %0,7’sine kadar
elenmistir. Kalan ligandlar, pilot ¢alismada elde dilen hitlerden yola ¢ikilarak bir takim
deskriptorlerin (molekiler kiresellik, molekil agirligl, logP, dipol momenti, donebilen
baglar, hidrojen bagi donorii ve akseptori sayisi) sinir degerleri ile elenerek say1 1046
bilesige indirgenmistir. Bu bilesikler ChemScore ve GoldScore ile bu kez ylksek verimli
bir taramaya tabi tutularak pilot ¢alismadaki kriterlere gére elenmis ve 210 bilesik
secilmistir. Bu bilesikler iyonizasyon ve totomeri durumlari acisindan kitiphanedeki
171 bilesigi temsil etmektedir. Bunlardan 83’U ticari olarak temin edilebilmis ve
biyolojik tarama testlerine tabi tutulmustur. 83 bilesigin 31’i 50 uM konsantrasyonda

aktif bulunmustur; buna gére yontemin basarisi %37’dir.
PAINS

ingilizce “pan-assay interference compounds” kelimelerinin kisaltmasi olan
PAINS, secici olmayan ve ilag-benzer olmayan ¢oklu mekanizmalar ile etki gdstererek
biyolojik aktivite testlerinde yanlis pozitif sonug veren bilesikler icin kullanilan bir
terimdir. Son yillarda biyolojik aktivite testlerinin maliyet ve uzmanlik
gereksinimlerinin azalarak yayginlasmasi, bu testlerin pek cok akademik kurumda
yaygin ve rutin bir sekilde yapilmasina olanak saglamistir. Biyolojik aktivite test
materyaliyle bir sekilde etkileserek pozitif sonug¢ veren ancak asla aktif olmayan bu
tir bilesikler, kimya bilgisi zayif kimyager ve biyologlar tarafindan aktif bulunarak hit
ya da oOncu bilesikler olarak saygin dergilerde yayinlanmaktadir. Sik¢a atiflanan
vayinlari referans alan ticari ya da ticari olmayan ligand kiitliiphaneleri, bu tir
bilesikleri kataloglarinda bulundurmakta ve medisinal kimyacilara temin etmektedir.
Boylelikle PAINS oldugu bilinen bilesikler ve hatta tirevleri, bilimsel literattrdeki bilgi
kirliliginin kisir dong icerisinde giderek artmasina, bilim camiasinda zaman ve kaynak
israfina neden olmaktadir. PAINS’ler biyolojik aktivite testlerinde gesitli ilag-benzer
olmayan mekanizmalar ile aktif cikmaktadir. Bazi PAINS’ler ¢ok reaktiftir ve test
ortamindaki kimyasallarla ve proteinlerle secici olmayan bir sekilde reaksiyon verir.
Bazilar giclu floresan veya renk vererek, protein yoklugunda bile pozitif yanit

olusturur. PAINS’ler metallerle kolayca selat olusturarak ilgili proteinin islevinden
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sorumlu metali alikoyabilir. Redoks ¢emberine giren PAINS’ler hidrojen peroksit
olusturarak hedef proteini inaktive eder ve inhibitor olarak algilanir. Kolayca
parcalanan bazi PAINS’ler ise cok reaktif Griinlere donlserek yanlis pozitif sonug
verebilmektedir. Hiicre hattinda membran ile etkileserek sitotoksik oldugu sanilan
PAINS’ler de mevcuttur. Cogu PAINS birden fazla mekanizma lizerinden etki gosterir.
Bir test bilesiginin hedef makromolekil ya da hiicre hatti lizerinde bir sekilde aktivite
gostermesi ilk bakista istenen bir sonug gibi gorilebilir. Oysa bir bilesik istenen
hedefin istenen bolgesiyle arzu edilen sekilde etkilestigi taktirde spesifik bir biyolojik
yanit olusturur. PAINSlerin spesifik olmayan etkileri in vivo deneylerde ve ileri
preklinik safhalarda kendini ele verir ve bu ylizden klinik ¢alismalarda az rastlanir
(312). Ornegin toksoflavin, kiirkiimin, resveratrol ve genistein icin degisik
aktivitelerinin gosterildigi yluzlerce makale yayimlanmistir. Oysa bu bilesiklerin PAINS
etkileri ¢cok iyi derlenmistir. Rodaninler de lizerinde sayisiz makale ve ylzlerce patent
yayinlanmis bir bilesik grubudur ve terapdtik olarak umut vadettigi iddia
edilmektedir. Oysa bu bilesiklerin isik ile aktifleserek proteinlerle geri dontislimsiiz
tepkime verdigi bildirilmistir. Bugline kadar klinik ya da klinik éncesi geg preklinik
calismalara alinmis bir rodanin tiirevi mevcut degildir (313-315). PAINS’lerin segici
olmayan etkilerinden sorumlu 400 civarinda yapisal grup belirlenmistir. Ancak
PAINS’lerin yarisi bunlardan sadece 16’sini barindirir (Sekil 2.36.) (316, 317).
PAINS’lerin ilag tasariminda erken asamalarda uzaklastirilabilmesi icin kullanilan
yazilimlar mevcut olsa da bu yaziimlarin givenilirligi tartismalidir. Oysa yukarida
belirtilen 16 yapi, gorsel degerlendirmeyle kolayca tespit edilebilir. Bu ylzden sanal

aktivite taramalarinda PAINS filtresi son basamaklarda uygulanir.
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Sekil 2.36. Sik rastlanan PAINS o6rnekleri (interferans etkilerinden sorumlu yapisal
gruplari renkli olarak gosterilmistir) ve interferans mekanizmalari (Baell
ve Walter'dan alinmistir (312)).

Son yillarda PAINS konusu, ideal ilacin tek bir hedefle spesifik olarak
etkilesmesinin sagladigi farmasotik etkinligin sorgulanir hale gelmesiyle tartismalarin
odagi haline gelmistir. Zira glinim{izde sistemler biyolojisi ve polifarmakoloji gibi ilag
aktivitesini biyolojik bir sistemde karmasik biyomolekiler etkilesmelerin bir sonucu

olarak goren anlayis agirlik kazanmaktadir (318, 319). Ancak, istenmeyen hedefler
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(off-targets) de dahil, coklu hedeflerle rastgele etkilesmeler nedeniyle aktivite
profilinin dismesi ile birbiriyle iliskili birden fazla hedefle etkilesme sonucu
etkinliginin artmasi arasindaki fark, izole ve sinirh biyolojik ¢alismalarin yarataldugi
ilag tasariminin erken asamalarinda oldukga belirsizdir. Dahasi giniimizde bazi
PAINS’ler ve bunlarin etkilerinden sorumlu bazi fonksiyonel gruplari tasiyan bilesikler
klinik arastirmalara girmis hatta ila¢c olarak ruhsatlandirilmistir. Ornegin, kiirkiimin
icin kanser, diabet, kardiyovaskiler hastaliklar, bilissel ve psikiyatrik bozukluklarda
kullanimina yonelik olarak yuratilmekte olan 125 klinik ¢alisma mevcuttur. Kinon
iceren bazi bilesikler de antikanser ve immuiinsipresif olarak onaylanmis ve diinya
capinda klinik olarak kullaniimaktadir. Dolayisiyla bazi arastirmacilara gore ilag
tasariminin erken asamalarinda PAINS filtresinin uygulanmasi potansiyel ila¢ aday

adayi bilesiklerinin elenmesine neden olabilmektedir (320).
e. Farmakokinetik Ozelliklerin (ADME+T) Modellenmesi

ilac tasariminin ge¢ asamalarinda kot farmakokinetik ozellikler ve
toksisiteden dolayi yasanan kayiplar énemli bir orana sahiptir (321). Bu durum ilag
endustrisini ve akademiyi bu sorunlarin ilag tasariminin erken asamalarinda
¢Ozlilmesi icin girisimlerde bulunmaya itmistir. Bu amagla vyapisal biyoloji,
hesaplamali kimya, bilgi teknolojileri gibi alanlarin rasyonel ila¢ tasarimina dahil
oldugu multidisipliner yaklasimlar ele alinmistir. Yizlerce bilesigin absorpsiyon,
dagihm, metabolizma, eliminasyon (ADME) gibi farmakokinetik o6zelliklerinin ve
toksisitesinin (T) test edilebilmesi son derece zahmetli ve masraflidir. Bu nedenle son
yillarda ¢ok sayida in siliko ADME+T 0Ongori modeli hit bulma ve 6nci
optimizasyonunda sikc¢a kullanilmaktadir (322).

Bir bilesigin fizikokimyasal o6zellikleri (kitle, lipofilisite, ¢ozinarluk,
iyonizasyon ve topoloji) ADME+T profili ve dolayisiyla o bilesigin etki glici ve segiciligi
acisindan 6nemli olabilir. Dolayisiyla bu 6zelliklerin sayisal olarak hesaplanmasi ADME

profilinin olusturulmasinda temel teskil etmektedir (323).
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Partisyon Katsayisi

Lipofilisite bir bilesigin ¢6zinulrligl, membranlardan diflizyonu, etki glci ve
seciciligi tizerinde etkisi olan dnemli bir fizikokimyasal 6zelliktir (324). Lipofilisitenin
gostergesi olarak kabul edilen oktanol/su partisyon katsayisi (Po/s ya da kisaca P) bir
bilesigin oktanol/su sisteminde her iki fazda denge halindeki konsantrasyonlarinin
oranini ifade eder. Partisyon katsayisi, asagida bahsedilen diger bazi katsayilarda da
oldugu gibi, daha pratik olmasi ve lineer korelasyon kurulabilmesi acisindan, eksi
logaritmasi alinarak kullanilir (logP). LogP’nin deneysel tayini zahmetlidir, blyuk
kitiphanelere ve sanal bilesiklere uygulanamaz. Bu yiizden LogP siklikla ampirik
olarak hesaplanir. Bu amagla l¢ temel yontem kullanilir: molekiler simiilasyona
dayanan ab initio yontemler, yapisal bilesenleri temel alan yontemler ve 6zellik
temelli yontemler. Ab initio yontemler, termodinamik entegrasyon yaklagimin
kullanildigi molekiler dinamik ile tahmin edilen, farkli fazlarda, sabit sicaklik ve
basingtaki mutlak solvatasyon Gibbs serbest enerjilerini temel alarak gelistirilmigtir.
Yapisal bilesenlere ya da fragmanlara bagli ydéntemlerde deneysel olarak hesaplanmis
genis logP kutliphanelerinden yola cikilarak atom ya da atom gruplarinin logP
degerleri belirlenir. Bir bilesigin hesaplanan logP degeri, fragmanlarin logP
degerlerinin toplamina belirli diizeltme faktorlerinin de dahil edilmesiyle bulunur.
Ozellik temelli ydntemler, nicel yapi 6zellik iliskileri temel alinarak gelistirilmistir ve
iki yaklasim s6z konusudur. Bunlardan ampirik olani, logP’yi 6nceden belirlenmis bir
fonksiyon ve lipofilisiteye dair bir seri deneysel parametre ile hesaplar. istatistik
temelli yaklasimda basvurulan modeller ise deneysel logP ve ¢esitli deskriptorler ile

istatistiksel 6grenme yontemleri kullanilarak egitilmistir (325).
Sudaki Cozinirlik

ilag biyoyararlanimini en ¢ok etkileyen unsurlardan biri etkin maddenin sudaki
¢OzlnUrltgidur. Cozinlrlik tahmini icin 6nerilen ilk model olan termodinamik
donglide ¢oziinme islemi, molekiillerin kristal yapidan buhara siiblime oldugu ve
sonra buhardan ¢ozeltiye karistigi iki asamaya ayrilir (326). Coziinrlik katsayisi (logS)

tahmini icin olusturulan modellerde ab initio, hibrit yogunluk fonksiyonel teorisi, yari
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ampirik molekiler orbital teorisi, kuvvet alani, molekiler dinamik ve 6zellik temelli
yontemler kullanilmistir. Ab initio yontemlerin kullanimi hesaplama yiikd agisindan
halen pratik degildir ve bu sebeple gliniimiizde basvurulan ¢cogu logS hesaplama araci

nicel yapi 6zellik iliskileri temelli olarak ¢alisir (327).
iyonizasyon Sabiti

ilaclarin bazi kilit 6zellikleri, 6zellikle dagilimi ve difiizyonu, biyiik &lgiide
fizyolojik pH’deki iyonizasyon sabitine (pKa) baghdir. Ayrica bir bilesigin tim
iyonizasyon durumlari géz onlinde bulundurularak hesaplanan dagihm katsayisi
(logD), pKa'nin dahil edildigi bir parametredir. pK,; hesabinda genel olarak ab initio KM
hesaplamalari, yari ampirik yaklasimlar, istatistik ve otomatik 6grenme yontemleri
kullantlir.

Ab initio KM hesaplamalarinda, bir bilesigin iyonizasyonu doért basamakh

termodinamik bir dongi olarak ele alinir (Sekil 2.37.).

AG*,
HA(g) — A(g) + H*(g)

'ﬁ'G*solv(HA) ﬁ'G*solv(A_) ﬁ'G*solv(HJr)

AG*
HA(aq) ———> Af(aq) + H*(aq)

Sekil 2.37. Termodinamik dongl ile pKa tahmini. Gaz fazi (g), sulu ¢ozelti (aq),
¢6ziinme (solv), AG*son(HA) HA'nin ¢oziinme serbest enerijisi, AG*g H* ve
A”’un gaz fazi proton afinitesi, AG*son(A) ve AG*son(H*) A” ve H™un
¢Ozlinme serbest enerjisi.

Pratik olarak bir su molekiiliiniin reaktifler ya da UGrinler tarafinda
bulunmasina baglh olarak, pKa degerine log[H.0] diizeltme faktéri eklenir ya da bu
degerden cikarilir (328). Bu ve benzeri dogrudan hesaplama modellerinden daha
karmasik modeller (proton degisimi, hibrit kime streklilik, kapal-acik vb. yaklasimlar)
de mevcuttur. Ab intio KM hesaplamalari pK, 6ngori modellerinde blyik ilgi

gormustir. Ancak hesaplama yliki bilyuk kiitiiphaneler icin fazladir. Ayrica tahminin
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dogrulugu yapisal optimizasyona baghdir, dolayisiyla bilesiklerin konformasyonel
esnekligi sorun yaratabilir; ¢linkli tahmin edilen konformasyon, her zaman en disik
enerjili konformasyon olmayabilir.

Yari ampirik modeller arasinda bilinen bir yaklasim Hammett esitligini temel
alan lineer serbest enerji iliskileridir (LSEi) (329). pK. degeri, deprotonasyon
enerjisiyle dogrudan iliskili oldugu icin bir bilesik Gzerinde yapilan slibstitlisyon,
deprotonasyon enerijisini ve dolayisiyla pKa degerini degistirecektir. LSEi glinimuizde
ticari ADME+T hesaplama paketlerinde yaygin olarak kullanilir.

Son yillarda multilineer regresyon, yapay sinir aglari, ¢cekirdek temelli (kernel
based) otomatik 6grenme gibi istatistiksel yontemlerle olusturulmus ¢ok sayida pKa
0ngoru modeli sunulmustur. KM ve yari ampirik yontemlerden ¢ok daha hizli ¢alisan

istatistiksel modeller tahmin dogrulugu agisindan bu yontemlerle es degerdir (327).
ilag Benzerlik (Drug-likeness)

ilag benzerlik ilag tasariminda ilk basvurulan farmakokinetik 6zelliklerdendir.
Lipinski ve ark. (330) tarafindan énerilen Lipinski kurallari oral olarak kullanilan ilag
molekillerinde en sik gorilen dort fizikokimyasal 6zelligi (hidrojen bagi donor sayisi
<5, hidrojen bagi akseptor sayisi < 10, molekil agirhg1 < 500 dalton, logP < 5) kapsar.
Bu ozelliklerde belirtilen degerler bes ve besin katlari olarak tanimlandigi icin bu
kurallar bitlinine "besler kural" da denir. Zaman icerisinde bu kurallara yenileri
eklenmis ya da farkli degerler énerilmistir. ilag benzerligin yani sira éncii tasarimi igin
oncii benzerlik (lead-likeness) gibi kriterler de énerilmistir (6r.: Ucler kurali) (106). Bu
kriterler genellikle blylk ligand katlphanelerinin  aktivite tarama oncesinde
filtrelenmesi i¢in kullanilir (331).

Bilesiklerin farmakokinetik profillerinin deneysel olarak ortaya ¢ikarilmasi icin
genellikle uzmanlik gerektiren ve zaman alici in vitro ve in vivo deneylere ihtiyac
duyulur. ADME+T 6zelliklerinin tahmini icin gliniimizde ¢ok sayida in siliko model

kullanilmaktadir.
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Bagirsaktan Emilim

Oral ilaglarin biyoyarlaniminda onemli rol oynayan siireglerden biri de
bagirsaktan emilimdir. ilag tasarimi ve optimizasyonunda siklikla basvurulan
bagirsaktan emilim modelleri mevcuttur (332). Bu modellerin ¢ogu, son yillarda
yayinlanmis olan ¢ok sayida molekiliin insan bagirsagindan emilimi ile ilgili in vitro ve
in vivo verileri temel alir. Genel olarak besler kurali gibi daha basit veya otomatik
dgrenme gibi daha karmasik modeller mevcuttur. KYEi yaklasimi da bagirsak emilimini
tahmin etmek igin kullanilmaktadir. Bu modeller iyi, orta ve kdti emilme olarak kaba
bir siniflandirma yapan nitel modellerden farkl olarak bilesikleri emilme derecelerine
gore siralar. Thomas ve ark. (333) tarafindan gelistirilen Caco-2 modeli bu yaklasimin

populer bir 6rnegidir.
Plazma Proteinlerine Baglanma

Plazma proteinlerine baglanma hizi biyoyararlanim ve ila¢ etkilesmeleri
acisindan énemlidir (334). ilag tasariminda yaygin uygulama, HPLC teknigi kullanarak
insan serum albiiminine (iSA) baglanma afinitesinin élgiilmesidir. Buna gore iSA’nin
tek bir ligand baglanma bélgesi oldugu kabul edilerek, iSA’nin destek bir materyele
immobilize edildigi bir kolonda baglanma sabiti logKisa = log((t - to)/to) (t ilag
retansiyon zamani, to kolondaki 6li zaman) olarak bulunur (335). Oysa kristalografi
calismalarinda ISA icin birden fazla ligand baglanma bélgesi oldugu gésterilmistir
(336). Ayrica iSA’nin kolonda sabitlenmesi, plazmadaki dinamik halini yeterince
gercekei olarak temsil edememektedir. Bunun tzerine molekdiler kenetleme, MD ve
HPLC veri madenciliginin bir kombinasyon halinde kullaniimasiyla bu sorunlarin
asllmasi hedeflenmistir. Ornegin bir bilesigin hangi baglanma bélgesine baglanacagi
molekiler kenetlemeyle tahmin edilebilir. Ayrica bilesigin yapisal 6zellikleri de bu
konu hakkinda bilgi verir ve ligand temelli yaklasimlarda kullanilir. Ligandlarin yapilari
ve ISA ile kenetleme sonucu elde edilen etkilesme deskriptorleri ile deneysel ISA
afinitelerinin bir arada kullaniimasiyla olusturulmus ISA etkilesmeli QSAR modelleri

de mevcuttur (327).
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KBB’den Gegis

SSS etkili ilaglarin KBB'yi kolay ge¢cmesi, diger ilaglarin ise olabildigince az
gecmesi istenir. Bilesikler KBB'yi pasif difizyon ya da gesitli tasiyici sistemler
vasitaslyla gecebilir (337). KBB gecisinin olgllmesi icin gesitli deneysel modeller
onerilmistir. Bunlardan in vivo olanlar daha gulvenilir sonuglar vermektedir. Bu
modellerde KBB’den gegisin hizi ve oraninin 6lglisi olarak logPS (gegis ylizey alani
Urini logaritmasi) ve logBB (dengedeki kan-beyin partisyon hizi logaritmasi) degerleri
hesaplanir (338).

KBB’den gegis icin gelistirilmis cogu in siliko model, bilesiklerin pasif diflizyonla
gectigini var sayar. Membran tasiyicilari hesaba katmak lizere Garg ve ark. (2006)
tarafindan molekiler yapi parametrelerinden yola ¢ikilarak bir yapay sinir agi modeli
gelistirilmis, bilesiklerin P-gp substrati olma olasilig izerinden logBB degerleri tahmin
edilmistir (339). Bunun yaninda logP, pKa. gibi parametrelerin kullanildigi QSAR
modelleri dnerilmistir. Literatlirdeki deneysel verilerden yola gikarak, bir bilesigin
KBB’den gecip gecemeyecegini (KBB+ veya KBB-) tahmin eden siniflandirma modelleri

de mevcuttur (327).
Metabolizma

Metabolizma tahmini, ila¢ tasarimiyla birlikte pek ¢ok alanin 6ncelikli olarak
ilgilendigi bir aractir. ilag metabolizmasiyla ilgili sorunlar disiik biyoyararlanimdan
yliksek klerense, ila¢ etkilesmelerinden toksisiteye bir seri probleme neden
olabilmektedir (340). Ayrica metabolizmanin 6ngorilmesi 6n ilag tasarimi gibi
prospekif uygulamalara olanak saglayabilir (341). Genellikle faz | reaksiyonlari igin in
siliko metabolizma 6ngorii modelleri dort ana grup atinda siniflandirilir. Bunlar; bir
bilesigin CYP51 sisteminin substrati ya da inhibitori olup olmadigini ayirt etmek ve
ilag etkilesmelerini irdelemek igin kullanilan enzim-ksenobiyotik etkilesme modelleri,
ksenobiyotiklerin metabolik dayanikliligini nicel olarak tahmin eden karaciger klerensi
modelleri, ksenobiyotiklerin yumusak noktalarini tespit etmede kullanilan
metabolizma noktasi (MN) tahmini ve ksenobiyotiklerin olasi metabolitlerini tahmin

etmede kullanilan modellerdir.
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Ksenobiyotiklerin metabolik reaksiyonlari en kolay verdikleri noktalari,
yumusak nokta ya da MN olarak anilir. CYP51 enzimleri ksenobiyotik
metabolizmasinin yaklasik %75’inden sorumlu oldugu igin bu noktalara CYP MN’ler
de denir ve bu noktalarin 6ngérilebilmesi igin ¢ok sayida model gelistirilmistir. Faz |
metabolizmada hiz sinirlayici basamagin bir MN’den hidrojen koparilmasi oldugu
bildirilmistir. Dolayisiyla hidrojen koparma enerjisi MN tahmininde iyi bir
belirleyicidir. Bunun igin yari ampirik KM hesaplamalari yani sira, dogrudan iki boyutlu
bilesik yapisindan yola ¢ikan daha hizli modeller, molekuller kenetleme ve KM
hesaplamalarinin bir arda uygulandigi etkilesme temelli modeller ya da istatistiksel
0grenme modelleri kullaniimaktadir (327).

Uzman sistemler ve istatistiksel yontemlere gore yapilan metabolit tahmini
MN tahminindeki gibi tek bir basamaga bagh kalamaz; ana metabolitleri tamin etmek
icin tekrar tekrar uygulanir. Bu da muazzam bir ikincil ve Gglinclil metabolit sayisina
ulasilmasina ve vyanhs pozitif sonuglara neden olabilir. Uzman sistemlerde
literatlirdeki metabolik reaksiyon kurallarindan yararlanilir ve bir bilesigin, MN’lerinin
oncelik sirasina gore, hangi reaksiyonlari verebilecegi tahmin edilir. istatistiksel
0grenme yontemlerinde bilesikteki MN’ler icin olasi reaksiyonlar fonksiyonel
gruplarin birbirleri tizerindeki tiim etkileri g6z 6niine alinarak belirlenir. Tablo 2.7."de

MN ve metabolit tahmininde kullanilan bazi yazilimlar listelenmistir (327).

Tablo 2.7. MN ve metabolit tahmininde kullanilan yaklasimlar ve yazilimlar

Reaktivite Yapi Temelli Otomatik Ogrenme  Kural Temelli
Temelli
o QMBO o IDSite o DR/RS Predictor e MetabolExpert
o CypScore o IMPACTs o SOMEViz e META
o Metasite o MlLite o SOM-UGT e METEOR
o SMARTCyp o Topluluk- e PASS-BioTranfo e TIMES
temelli
o StarDrop o MD destekli e MetaPrint2D- e MetaDrug
kenetleme React
e UM-PPS
e SyGMa

o MN tahmini, ® metabolit tahmini
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Membran Tasiyicilari

Bilesiklerin biyolojik membranlardan segici olarak gecisini saglayan membran
tastyicilar, ATP baglanma kaset (ABK) taslyicilar ve solit tasiyicilar olarak iki
superfamilya altinda toplanir. ABK taslyicilardan P-gp, coklu ilag direnciyle iliskili
proteinler ve meme kanseri direnci proteini; solUt tasiyicilardan organik
katyon/anyon taslyicilar, organik anyon tasiyici polipeptitler ve ¢oklu ilag ve toksin
puskirten tasiyicilar ilag Ar-Ge ¢alismalarinda énemlidir. Karaciger, bobrek, bagirsak
ve KBB’deki tasiyicilar ilaglarin biyoyararlanimlarini degistirmekle birlikte tasiyiciya
bagli ilag etkilesmeleri ve ciddi yan etkilere neden olabilir.

ilk tanimlanan ve dolayisiyla iizerine en fazla model calismasi bildirilen
membran taslyicisi P-gp’lerdir. P-gp’lerin bilinen substratlarindan yola c¢ikilarak
farmakofor modeller olusturulmus ve bu modellere kargi taranan bilesik
kitliphaneleri icinden olasi substratlar tahmin edilebilmistir (342, 343). P-gp’ler igin
ayrica dogrusal veya kismi en kiglik kareler (partial least squares) regresyon analizleri
kullanilarak gelistirilen QSAR modelleri de kullanilmistir (344). Bu klasik yaklasimlarin
yaninda; destek vektor makineleri, Bayesian siniflandiricilari, karar agaclari gibi
istatistiksel yontemler de kullanilmaktadir (345). Klasik yontemlerin P-gp icin tahmin
basarisi yaklasik %80’dir; oysa destek vektdor makineleri yontemiyle %90 tahmin
basarisina ulasildigi bildirilmistir. P-gp’ler disindaki tasiyicilar igin olusturulan in siliko
modeller ¢ok sinirli kalmistir. Ornek olarak meme kanseri direng proteini (BCRP)
inhibitorleri icin gelistirilen 3D-QSAR CoMFA, CoMSIA ve destek vektdr makinalari
modelleri ile organik katyon tasiyici 1’e secici baglanan substratlar icin gelistirilen

farmakofor modelleri verilebilir (346-348).
Toksisite Tahmini

ila¢ tasariminda énceliklerden biri toksisiteyi erken asamalarda tespit ederek
ileri asamalardaki olasi kaynak ve zaman israfini 6nlemektir. Ginimizde tim
yonleriyle toksisite tahmini yapan yliksek verimli ve hizli entegre aracglar mevcuttur.

Bu araglar icin literatir bilgisine dayanan kural temelli uzman sistemler, capraz valide
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edilmis nicel yapi-toksisite iliski modelleri, fragmanlar lzerinden tahmin yapan
otomatik 6grenme modelleri gibi cok ¢esitli yaklasimlar kullanilir (349-351).

Cok yonlu bir olgu olan toksisitenin tahmininde spesifik uygulamalar
arastirmacilar icin daha kullanish olabilmektedir. Ornegin akut toksisitenin tahmini
icin in siliko LDso hesabi modelleri mevcuttur (352). Bu modeller QSAR, otomatik
0grenme, yapisal benzerlik ve parmak izi gibi yaklasimlarla gelistirilmistir. Ayni sekilde
genotoksisite tahmini icin kullanilan modellerde, genotoksik mekanizmalarin
cesitliligi nedeniyle daha ¢ok QSAR, yapisal benzerlik ve istatistiksel yontemlere
basvurulur.

Spesifik toksisite tahmin uygulamalarindan biri hERG toksisitesi tahminidir.
Bazi ilaglarin hERG afinitesinin ylksek olusu uzun QT sendromuna bagh aritmi ve ani
olimlere neden olmus ve bu ilaglar piyasadan gekilmistir (Sekil 2.38.). Dolayisiyla son
yillarda ila¢ endustrisi bu riski en aza indirgemek icin ila¢ tasariminin erken
asamalarinda hERG afinitesi olan bilesikleri elemektedir (353). Kalp dokularinda voltaj
klamp teknigiyle vyapilan elektrofizyolojik testler hERG toksisitesi Olglimiinde
kullanilan temel yéntemdir. in siliko hERG toksisitesi tahmini mevcut deneysel veri
tabanlarindan yola cikilarak yapilabilmektedir. hERG kanali icin olusturulmus
homoloji modelleri ile mutajenez verileri 1si8inda yapilan kenetleme ve MD
similasyonlari sonucu elde edilen etkilesme modelleri son yillarda yayginlasmistir.
Ayrica yakin zamanda Durdagi ve ark. (354) tarafindan hERG kanali aktivatoérlerinin
kapsamli bir sekilde valide edilmis farmakafor modeli yayinlanmistir. 2017’de bazi
kisimlari eksik olarak yayinlanan hERG kanali kristal yapisinin kullanildigi bir model
henz bildirilmemistir (355). Glinlimuzde kullanilan diger yontemler kapsamli QSAR,
jenerik molekiler deskriptér, Bayesian siniflandirma ve molekiler parmak izi

modelleridir.
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Sekil 2.38. hERG toksisitesi yliksek oldugu icin geri cekilen bazi ilaglar, piyasaya
surildiga ve piyasadan cekildigi tarihler.

2.4. (Arilalkil)azol Yapisindaki Oksim Esterlerin Kimyasi

(Arilalkil)azol yapisindaki oksim esterlerin eldesi Sekil 2.39.’de 6zetlenen sira

ile gerceklestirilir.

o] .
Halojenleme X N-alkilasyon Q @

CH;

. ) N’ _ N
Oksimlestirme | Esterlestirme |

Sekil 2.39. (Arilalkil)azol yapisindaki oksim esterlerin sentez akisi.
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2.4.1. Ariletanon Tiirevlerinin Halojenlenmesi

(Arilalkil)azollerin sentezinde N-alkilasyon basamaginin gerceklestirilmesi igin
ariletanon tirevinin a konumundan halojenlenmesi gerekir. Literatlrde bildirilmisg
cesitli iyotlama, bromlama ve klorlama yontemleri mevcuttur.

immediata ve ark. (356), 2-naftiletanonun glasiyel asetik asitteki ¢ozeltisine
bromun glasiyel asetik asitteki ¢ozeltisini buz banyosunda ilave edip, elde ettikleri
karisimi  bir gece oda sicakliginda karistirarak %73 verimle 2-bromo-1-(2-
naftil)etanonu elde etmistir (Sekil 2.40.).

Br,
0 CH,COOH 0

» Br
CH3 0-5 °C

Sekil 2.40. Naftacil bromiriin immediata ve ark. (356)'nin ydntemiyle sentez
edilmesi.

Aeluri ve ark. (357) gesitli 1-feniletanon turevlerini CuBr; ile ylksek verimle

(%95-99) bromlamistir (Sekil 2.41.).

CuBr,
i etil asetat O

e B
CH; 05, 24 sa. A

Sekil 2.41. 1-Feniletanon tlrevlerinin CuBr; ile bromlanmasi.

Gunther ve ark. (358) cesitli aril ve alkiletanon tirevini dogrudan Br; ile
muamele ederek bromlamistir. Alifatik ketonlarin metanoldeki ¢oOzeltisine buz
banyosunda brom ilave edildikten sonra reaksiyon oda sicakligina getirilmis ve gece

boyunca karistirilmistir. Aromatik ketonlar ise oda sicakhiginda diklorometan (DKM)



107

icerisinde muamele edilmis ve yarim saat igerisinde reaksiyon sonlandiriimistir (Sekil

2.42.).

0] (0]

Br, Q Br,, DKM
R)k(;H3 - > R)K/Br M — R)J\/Br

R:H CHy —<] {> -O 4(‘:;30-{3 R: \©\©\F @

Sekil 2.42. Cesitli etanon tirevlerinin Br; ile dogrudan bromlanmasi.

Halojenleme reaksiyonlarinda sik kullanilan reaktiflerden biri  N-
halostiksinimittir (NXS). Venkata Rao ve ark. (359) bazi slbstitiie fenacil bromir
turevlerinin sentezinde N-bromosiiksinimit ve p-toluensilfonik asit kullanmistir. Xing
ve ark. (360) ise cesitli aromatik ve alifatik halojenoetanon tirevlerini aril ve alkiletin
tirevlerinin altin(lll) katalizorligliinde NXS ile reaksiyonundan elde etmistir. Bu
reaksiyonlarda kloro, bromo ve iyodo tiirevleri icin ¢esitli katalizor ve ¢ozici
kombinasyonlari denenmis, ideal verim altin(lIl) klortr (AuClz) ve giimus bis(triflil)imit
(AgNTf,) katalizoérliglinde metanol/1,4-dioksan karsiminda elde edilmistir (Sekil
2.43.).

AuCl,/AgNTF, (1:3)
MeOH/1,4-dioksan o)

_—

Z
R NXS, 45 °C
R: alkil, aril, arilalkil
X: Cl, Br, |

Sekil 2.43. NXS ile halojenleme.

Liugun Gu ve ark. (361) oksidatif klorlama ile asetofenonu a konumundan
klorlamistir. Farkli yapilarda bilesiklerin klorlandigi bu ydntemde reaksiyon,
asetonitril/doymus sodyum klorir ¢ozeltisi karisimi icinde ve oksidasyon ajani olarak

potasyum persulfat varliginda yiritilmustur (Sekil 2.44.).
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KZSZOS
0 CH,CN/doy. NaCl ¢éz. (1/1) 0
» Cl

CH; 100°C, 3 sa.

Sekil 2.44. Asetofenonun oksidatif klorlanmasi.

Surya Prakash ve ark. (362) cesitli 2-kloro ve 2-bromoasetofenon tirevlerinin

eldesinde halotrimetilsilan-nitrat tuzlarini kullanmistir (Sekil 2.45.).

(CH5),SiX.KNO4
o) DKM 0

Rl Y CH; os—se0°c M S
N =

R: 4-F, 4-Cl, 2,4-Cl,, 4-CH, 2-CH3, 4-CF; X: Cl, Br

Sekil 2.45. Ariletanon tlrevlerinin halotrimetilsilan nitrat tuzlariyla halojenlenmesi.

2.4.2. Azol Halkalarinin 2-Halojenoariletanon Tiirevleri ile N-Alkilasyonu
a. imidazol

Sudaki ¢oOzeltisi hafif bazik olan imidazol aromatik heterosiklik bir bilesiktir
(Tablo 2.8.). Histamin ve histidin gibi dnemli biyolojik molekillerin yani sira dogada
bulunan pek cok alkaloitin yapisinda bulunur. ilk defa 1858’de Debus (363) tarafindan
amonyak icerisinde glioksal ile formaldehidin reaksiyonundan sentez edilmistir.
Literaturde imidazolin farkli konumlardan substitlie ve nonsibstitue tiirevlerinin

cesitli sentez yontemleri bildirilmistir.
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Tablo 2.8. imidazoliin bazi fizikokimyasal ézellikleri

H
5[N>1

Y 2
4N

3
Fiziksel goriinius beyaz kati Dipol momenti 3,61D
Kapali formil C3HaN> Yogunluk 1,23 g/ml
Kutle 68,077 g/mol Erime derecesi 89-91 °C
Sudaki ¢ozlintrluk 633 g/L Kaynama derecesi 256 °C
pKa 14,5 Parlama derecesi 146 °C
pKa (konjiige asit) 6,95 Amax (UV) 280 nm

imidazoliin 3 numarali konumunda bulunan azot atomu, Uizerindeki serbest
elektron cifti ile niikleofil gibi davranir ve halkaya bazik 6zellik kazandirir (Sekil 2.46.).
Dolayisiyla alkil halojentrlerle N-alkilasyon reaksiyonlari bu konumdan yirir.
imidazoliin bu konumdan protonlanmasiyla elde edilen konjuge asidinin pK. degeri
6,95’tir; bu da imidazolu piridinden daha bazik yapar. Diger taraftan imidazol 1
numarali konumdaki azotun tasidigl hidrojen nedeni ile hafif asidik karakterlidir ve
14,5’lik pK, degeriyle alkollerden biraz daha asidiktir. Dolayisiyla imidazol amfoterik
Ozelliktedir. (Arilalkil)imidazoller 1 numarali konuma bagli hidrojenin kaybedilmesiyle

bazik hale gelir (364).

+ + + +
H H H H H
N N N _N (L\l
N "N N N ~™N
Sekil 2.46. imidazoliin rezonans sinir sekilleri.
imidazoliin N-alkilasyonu

imidazoliin N-alkilasyonu icin alkil halojeniirlerle normal sartlarda reaksiyon

en c¢ok tercih edilen yontemdir (Sekil 2.47.). Bu yontemde olusan HXin tutulmasi ve
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yan Urlin olarak olusan 1,3-distbstitlie imidazolium tirevinin olugsmasini engellemek

icin imidazoliin fazlasi veya ilave bazik ajanlar kullanilir (365).

Sekil 2.47. imidazoliin N-alkilasyon reaksiyonu.

Ornegin, Nardi ve ark. (14) cesitli fenacil bromiir tiirevlerini dimetilformamit
(DMF) igerisinde imidazol ile reaksiyona soktuklari ¢calismada, 1-(1-feniletanon-2-
il)imidazol ve 1,3-bis(1-feniletanon-2-il)imidazolium tlrevlerini birlikte elde etmis, iki
Grini ¢ozlnurlik farkindan yararlanarak ayirmistir.

Calis ve ark. (24) imidazolilin yani sira cesitli azol, azotlu heterosiklik halka ve
amin tlrevlerini 2-bromo-1-(2-naftil)etanon ile alkillemistir. Grup, Nardi ve ark.
(14)'nin yonteminin yani sira alkillenen azotlu gruba gore farkli yéntemler kullanmistir

(Sekil 2.48.).

N M
HNTS HN o A

_N —
‘%) __/ . b %N 0
DMF, 0-5 °C — 05, 24 sa, ~ \__/

H'D HN ) Ay
. -0 RO
O Dioksan, 2-8 °C, 24 sa.

wm
90 -

Dioksan, HCI, ref., 4 sa. %NHZ

Fag s o 4

\

\

DMF, ref., 3 sa.

Sekil 2.48. Azot igeren farkh gruplarin naftagil bromirle N-alkilasyonu.

Stefanachi ve ark. (366) imidazoliin 2-bromo-1-(3-/4-hidroksifenil)etanon ile

stbstitiisyonunu asetonitril icerisinde i1sitarak gerceklestirmistir (Sekil 2.49.).
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HN/\\

CH LN Q
O)J\/ A 2 sa. HOO)K/

Sekil 2.49. imidazoliin asetonitril icerisinde N-alkilasyonu.

Salerno ve ark. (367) bazi stibstitlie ve nonsubstitlie imidazolleri gesitli fenagil
bromr turevleriyle DMF igerisinde potasyum karbonat varliginda alkillemistir (Sekil

2.50.).

L

HN

N
g

R4)\(

R
0 Rs 0 2

_N
Br DMF, K,CO, N%\R4
—
0§, 1,5 sa. R
3
Rl Rl

R»]: H, Br, NOz, SOZCF3, Rz: H, CH3, C2H5, C3H7, i-C3H7, CﬁHs;
R3: H, CH3, NOz, CGH5; R4: H, CH3, C6H5

Sekil 2.50. imidazol tiirevlerinin potasyum karbonat varhiginda DMF icerisinde N-
alkilasyonu.

b. 1,2,4-Triazol

Triazoller 1,2,3-triazol ve 1,2,4-triazol olarak iki gruba ayrilir (Sekil 2.51.).
1,2,4-Triazol de imidazol gibi amfoterik 6zellikte, sulu ¢ozeltisi zayif bazik bir bilesiktir
(Tablo 2.9.). ilk defa 1878’de sentez edilen halka 1885’te tanimlanmustir (368). 1,2,4-
Triazol genellikle sibstitlie halde sentez edilir ve nonsibstitiie 1,2,4-triazol bu

tirevlerden elde edilir.
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H
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Sekil 2.51. 1,2,3-Triazol ve 1,2,4-triazollin totomerleri(A), 1,2,4-triazoliin rezonans
sinir sekilleri (B).

Tablo 2.9. 1,2,4-Triazollin bazi fizikokimyasal 6zellikleri

1 5
/\
AN 4
N/
2 3
Fiziksel goriinis: Beyaz katl Dipol momenti: 3,54D
Kapali formil: C2H3Ns Yogunluk: g/ml
Kitle: 69,007 g/mol Erime derecesi: 120-1 °C
Sudaki ¢cozlintrlik: 424 g/L Kaynama derecesi: 260 °C
pKa: 10,3 Parlama derecesi: 140 °C
pKa (konjige asit): 11,8 Amax (UV): 205 nm

1,2,4-Triazoliin N-alkilasyonu

1,2,4-Triazol; 1H-1,2,4-triazol ve 4H-1,2,4-triazol olmak Uizere iki totomer
olarak bulunur (1940’a kadar Chemical Abstract bu totomerleri ayri bilesikler olarak
ele almaktaydi). Dolayisiyla 1,2,4-triazollerin N-alkilasyonu iki farkli Grin verir. 1,2,4-
Triazolln secici olarak N-alkilasyonu igin literattirde ¢esitli yontemler bildirilmistir.

Bulger ve ark. (369) 1,2,4-triazollin secici olarak N-alkilasyonu icin bir seri alkil
halojentirii farkli yontemlerle resksiyona sokmustur ve sodyum hidroksit ile
baziklestirilen ortamda, DMF icerisinde 1-slbstitlie-1H-1,2,4-triazol tlrevlerini

yiksek secicilikte elde etmistir (Sekil 2.52.).
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HN-. RX, NaOH,DMF "oy N=\
| N > | N + N—R
N~/ 20 °C N~/ N~/
%96-9 %1-4
: 0]

Sekil 2.52. 1,2,4-Triazollin 1 numarali konumdan segici olarak N-alkilasyonu.

Emami ve ark. (370) 6nce 4-amino-4H-1,2,4-triazolii 1 numarali konumdan 2-
bromo-1-(2-hidroksifenil)etanon ile izopropanol (iPA) icerisinde alkillemis, daha
sonra elde edilen tuz haldeki triazol tiirevini asidik ortamda sodyum nitrit ile mumele
ederek aminden kurtarmistir (Sekil 2.53.).

N=\
|

- +
N NN

Sekil 2.53. 1,2,4-Triazollin 1-stibstitlie tirevinin deaminasyonla sentezi.

1,2,4-Triazol, Calis ve ark. (24) tarafindan 1 numarali konumdan sodyum
tuzuna gecilerek metanol icerisinde yliksek sicaklikta %64 verimle alkillenmistir (Sekil
2.54.).

HN/\\N 0 I/\l
Br N/ N N

- 7
OO MeOH, Na°, ref., 6 sa. OO

Sekil 2.54. 1,2,4-Triazollin sodyum tuzu lizerinden N-alkilasyonu.

1,2,4-Triazoliin 1 numarali konumdan secici olarak alkillenmesi trietilamin
(TEA) varhiginda aseton veya kloroform igerisinde %73-81 verimle gergeklestirilmistir
(371, 372). Pace ve ark. (373) 1,2,4-triazoll ¢esitli keton tirevleri ile tollien icerisinde
sodyum bikarbonat varliginda %25-65 arasinda degisen verimlerde alkillemistir (Sekil

2.55.).
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Hl}l/\\N
N=/ N
0 . ) —
NaHCO,, toluen [~ >
X > N7
RJ\/ A, 3 sa. R)K/ N

%25-65
R: CH3, CgHs, 2,4-Cl,CqH; X: C, Br

Sekil 2.55. 1,2,4-Triazollin NaHCOs3 varliginda N-alkilasyonu.
2.4.3. Oksimler ve Sentezi
iminlerin bir alt grubu olan oksimler Sekil 2.56.’daki genel yapiya sahiptir. R ve

R' gruplarinin aril ya da alkil oldugu bilesikler ketoksim, bunlardan birisinin hidrojen

oldugu bilesikler aldoksim olarak siniflandirilir.

N/OH Bll
_OH _OH 'R
N N P N R™
)l\ )'\ R N /”\
R R' R H R" R R'
Ketoksim Aldoksim Amidoksim Hidrazon
R” OYR
0 0 Ho+ 0 0
N’ N’ N N*
|
R)\R, R)\RI R)\R. R)\R.
Oksim eter Oksim ester Nitron Nitrozo

Sekil 2.56. Oksimler ve yapisal izomerleri.

Oksim ismi oksijen ve imin kelimelerinin kombinasyonundan tiiretilmistir.
Oksimler uzerindeki bazi gruplarin degistirilmesiyle degisik fonksiyonel gruplar
turetilebilir. Ornegin R' grubu yerine amin getirilirse amidoksim, hidroksil grubu
yerine amin getirilirse hidrazon, oksijene alkil gruplari baglanirsa oksim eter, acil
gruplari baglanirsa oksim ester elde edilir. Nitron ve nitrozo da oksimlerin yapisal
izomerlerindendir (Sekil 2.56.).

Oksimlerde R ve R' gruplarinin birbirinden farkli oldugu durumlarda geometrik
izomeri s6z konusudur. izomerlerin isimlendiriimesinde énceden kullanilan syn ve
anti isimlendirmesi, sistemik nomenklatiirde yerini E ve Z'ye birakmistir. Ancak bu iki
isimlendirme sistemi tam olarak birbirinin karsiligi degildir. Syn ve anti sistemine gore

aldoksimler hidrojen ve oksijen ayni tarafta oldugunda syn, farkli tarafta oldugunda
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anti 6n eki alir. Ketoksimlerde ise isimlendirmede R ve R' gruplarindan, dnce bildirilen
ile oksijenin birbirlerine gére konumlarina bakilarak syn veya anti secilir. Ornegin Sekil
2.57./deki ketoksim eger "metil etil ketoksim" olarak adlandirilirsa syn 6n ekini alir.
IUPAC tarafindan onerilen sistemik isimlendirmede ise aldoksim/ketoksim ayrimi
olmaksizin CIP (Chan-Ingold-Prelog) 6ncelik kurallarina gére éncelikli olan grup ile
oksijenin ayni tarafta oldugu oksimler Z, digerleri E 6n eki alir. Bu kurallar oksim eter

ve oksim esterler igin de gegerlidir.

NI,OH HO\lN HO\IN
H3C/LH H3C/LH H3C)\C2H5
syn Asetaldoksim anti Asetaldoksim syn Metil etil ketoksim
(E)-N-Etilidenhidroksilamin  (Z2)-N-Etilidenhidroksilamin anti Etil metil ketoksim

(E)-N-(Bltan-2-iliden)hidroksilamin

Sekil 2.57. Oksimlerin nomenklatird.

E ve Z izomerleri genellikle stabildir ve klasik yontemlerle birbirinden
ayrilabilir. Ornegin, Karakurt ve ark. (29) 2-(1H-imidazol-1-il)-1-(naftalen-2-il)etanon
oksimin etil esterini E/Z karisimi halinde sentez ettikten sonra bilesigi hidroklorir
tuzuna donustlrirken izomerleri birbirinden ayirmistir. Ayrica ¢6zlicl, pH ve sicaklik
gibi unsurlar izomerlerin birbirine déniismesini tetikleyebilir (374-376). Ornegin,
Matlin (377) tarafindan steroid oksimler Uzerine yapilan bir sivi kromatografi
¢alismasinda levonorgestrel asetat oksimin metanoldeki taze hazirlanmis ¢ozeltisi ile
birkag saat bekletilen ayni ¢6zeltinin E/Z oraninda bliyiik degisimler tespit edilmistir.

Oksimler inter ve intramolekiiler hidrojen bagi kurabilir. Ozellikle kati haldeki
oksim tirevleri intramolekiler hidrojen bagi yapar. Sari ve ark. (378) tarafindan
sentez edilerek tek X isini kristalografisi calismasi yapilan N-[1-(naftalen-2-il)-2-(1H-
1,2,4-triazol-1-il)etiliden)]hidroksilamin bilesiginin Z konfiglirasyonunda oldugu ve
bilesigin OH---N (triazol N%) hidrojen baglariyla istiflendigi gdsterilmistir.

Oksim ve tirevlerinin geometrik izomerleri farkli biyolojik aktivite profiline
sahip olabilmeleri nedeniyle, bu izomerlerin konfiglirasyonlarinin saptanmasi
onemlidir ve bu amacla X 1sin1 kristalografisi en glivenilir yéntem olarak kullanilir.

Oksimler zayif asidik ve bazik 6zellikler gosterir. Oksimler, metallerle selat

yapabilir ve bu oOzellikleri ile metal tutucu olarak kullanilir (379). Oksimler ayrica
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organofosfat ve sinir gazi zehirlenmelerinde de kullanilmaktadir (6r.: pralidoksim)
(380).

Oksimlerin sentezi icin kullanilan en yaygin yontem uygun aldehit ya da
ketonun hidroksilamin hidroklorir ile bazik ve sicak ortamda kondenzasyonudur. Baji
ve ark. (381) keton yapisindaki cesitli (arilalkil)azol tiirevlerini hidroksilamin
hidroklorir ile etanol icerisinde bazik ortamda (pH 11) kaynatarak %74-91 verimle

oksim tirevlerine gevirmistir (Sekil 2.58.).

QH
(0] NH,OH.HCI N
Ry EtOH _ R,
pH 11, A, 3 sa.
Rl R2 Rl R2
N ~
Ry:H, Cl; Ry H, CL Ry N N
~ N=/

Sekil 2.58. Keton tirevlerinin hidroksilamin hidroklorir ile oksimlestirilmesi.

Bu tlir kondenzasyon reaksiyonlari iki basamakta yurtr ve ortamin pH degeri
reaksiyon hizinda énemli rol oynar. Asit katalizorliiglinde birinci basamak yavas, ikinci
basamak hizli yirir. Bunun nedeni hidroksilaminin konjlge asidine déniserek
substratin karbonil karbonuna saldiramamasidir. Dolayisiyla pH arttirildiginda birinci
basamak hizlanir; ancak bu sefer de asit katalizérlGginin gerekli oldugu ikinci
basamak yavaslar (Sekil 2.61.). Pratikte tercih edilen yontem ise bazik sartlarda birinci
basamagin tamamlanarak ara tirtiniin elde edilmesi, daha sonra ortamin pH degerinin
(substratin yapisina gore) 4’e disurilerek ikinci basamagin tamamlanmasidir. ikinci
basamakta ¢oziicl olarak suyun kullaniimasi ile oksim tirevi kati olarak ortamdan

izole edilebilir (382).

OH
0 HO-\H N
)k + NH,OH —1> —2> )J\
R R' 2 R I-FI R R'
0]
Aldehit/keton Ara Urlin Oksim

Sekil 2.59. Hidroksilamin ile yapilan oksimlestirmenin basamaklari.
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Oksim sentezinde bildirilen yontemlerden biri etil asetoasetatin asidik
ortamda sodyum nitrit ile mumele edilmesidir (383). Benzer bir yontemde etil asetat
asidik ortamda gaz haldeki etil nitrit ile muamele edilerek 3-hidroksiminobitan-2-on
elde edilmis, bu da sodyum hidroksilamin monosiilfonat ile dimetilglioksime
donustaralmistir (384). Aldehit ve ketonlar baska oksimlerle transoksimasyon

reaksiyonuna sokularak da oksim tiirevlerine donustirulebilir (Sekil 2.60.) (385).

O O O O
NaNO,, CH,COOH, H,0
A. HSCMO/CZHS 2 3 2 - ch)kﬂ)'LO/CZHS
0-5°C-> 0§, 3 sa. N
OH
QH
(0] 0] N
C,H.ONO, HCI NaO;SNHOH, H,0
B. |.|3CJ\/CH3 2’5 > H3CHCH3 » H3C)S(CH3
70 °C
N
s S
OH OH
OH HO,

i N HClO,, H,0 l 0
c. H + CZHS\OJJ\CH #» H + C2H5\O)J\CH
3 08, 24 sa. 3

Sekil 2.60. Cesitli oksimlestirme yontemleri.

2.4.4. Oksim Esterler ve Sentezi

Oksim esterler az calisilan, ancak bazi 6nemli islevleri olan kii¢lik bir bilesik
sinifidir. Antikanser, antiviral, antifungal, insektisit, herbisit ve antioksidan aktiviteleri
bildirilmistir (386). Oksim esterleri oksimlerle karboksilik asit, acil halojenir veya
karboksilik asit anhidritlerin reaksiyonuyla elde edilir. Alkol esterlerinde oldugu gibi
bu reaksiyonlar niikleofilik katim-eliminasyon reaksiyonlaridir.

Karboksilik asitlerle gerceklestirilen esterlesme reaksiyonlarinda alkol
esterlerinde oldugu gibi genellikle Steglich esterlesmesine basvurulur (Sekil 2.61.)
(387). Bu yontem Fischer esterlesmesinin aksine yumusak sartlarda uygulanir (388).
Bunun icin karboksilik asidi aktiflestiren bir acil transfer ajani ve olusan su molekilin
tutan bir dehidrasyon ajani kullanilir. Sirasiyla 4-(N,N-dimetilamino)piridin (DMAP) ve

disiklohekzilkarbodiimit (DCC) en yaygin kullanilan ajanlardir.
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N QR
N AN
o N | o) HN |
R)J\O,H + R'/O\H + C + Z — R)J\O,R' + =0 + Z
N N NH N.
O HyC™ “CH, O/ HyC”™ “CH,
DCC DMAP DCU DMAP

Sekil 2.61. Steglich esterlesmesi.

Bu tip reaksiyonlarda olusan ester bagindaki oksijen alkolden, oksim
esterlerde oksimden gelir. Agiga ¢ikan suyun oksijeni ise karbosilik asitten gelir ve bu
suyu DCC tutarak disiklohekzilireye (DCU) dontsir. Cozunurliga cok zayif olan DCU
organik ¢ozlicllerde az miktarda ¢6ziinse de reaksiyon sonunda biylik oranda ¢oker;
bu DCC igin 6nemli bir avantajdir. DCC ile birlikte bir agil transfer ajani kullaniimadigi
takdirde DCC ve karboksilik asidin olusturdugu ara O-agil tiirevi 1,3 gevrilmesiyle N-

acillre tlirevine dontslr ve reaksiyon bu asamada durur (Sekil 2.64.).

e ne

N
NH >/*R N_ R
o hig
0]
O-acil ara Urin N-acilire turevi

Sekil 2.62. Steglich esterlesmesinde olusan ara (rtin ve 1,3 gcevrilmesi.

DCC'e alternatif olarak diizopropilkarbodiimit  (DIC) ve  N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodiimit hidroklortir (EDC) (Sekil 2.63.) gibi farkli
imitlerin kullanildigi calismalar da vardirir (389). DIC 6zellikle yan Giriin olarak olusan
Ure tdrevinin kati faz peptit sentezinde izopropil gibi ¢ozlicilerle yikanarak kolayca
uzaklastirilabilmesi agisindan tercih edilir. EDC ise, polar ¢ozicllerde ¢oziinmesi
nedeniyle bu tip ¢ozliclilerde gergeklestirilen reaksiyonlar icin uygundur. EDC'nin Gre
tirevi DCU’'nun aksine kolay ¢o6zlinir (390). DMAP’ye alternatif olarak cok sayida acil
transfer ajani mevcuttur. Bunlar gilivenlik, stabilite, yan Grin verme, fiyat gibi
avantajlari ve dezavantajlarina gore tercih edilir. Ornegin peptit sentezinde gériilen
rasemlesmeyi baskilamada cok etkili olan 1-hidroksibenzotriazol (HOBt) patlayicidir

ve dikkatle kullanilmalidir. Diger taraftan HOBt'e gore cok daha glivenli olan N-
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hidroksisuksinimitin Lossen ¢evrilmesi ile yan Urin olusturmasi, kullanimini

sinirlamaktadir (391).

CH,

H;C CH, ' HCl
»—N=C=N— ~ /,C/’N\/\/N\CHs
H,C CH, H €™ N
DIC EDC
Cre e
N
N =0
OH
HOBt N-Hidroksisuksinimit

Sekil 2.63. DCC ve DMAP yerine kullanilan alternatif ajanlar.

Oksim esterlerin Steglich esterlesmesiyle elde edildigi ¢alismalar literatiirde

mevcuttur. Ornegin, Surkau ve ark. (392) 10-hidroksiimino-10H-antrasen-9-on ve

cesitli karboksilik asitlerden hareketle DKM icinde, DCC ve DMAP varliginda 10-(3-

hidroki-4-metoksibenzoiloksimino)-10H-antrasen-9-on ve 10-(4-hidroksi-3-

metoksibenzoiloksimino)-10H-antrasen-9-onu sentez etmistir (Sekil 2.64.).

HO.___O

Q DCC, DMAP, Q
900 = LI
+
0°C —> 0S
| Ry |
Neon Rs Nog

0 Ra
Ry Rs: OH, OCH,
RS

Sekil 2.64. Steglich esterlesmesi ile oksim ester eldesi.

Ritson ve ark. (393) (2-metoksi-2-oksoetiliden)aminobiit-3-enoati EDC ve

HOBt varliginda tetrahidrofuran (THF) igerisinde ilgili oksim ve karboksilik asitten

hareketle %44 verimle sentez etmistir (Sekil 2.65.).
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l,\rOH 0 EDC, HOBL, PJOWCHZ
THF
ch”om) ¥ HZCMOH — H3C’O\[H °
0 0sS 0

Sekil 2.65. EDC ve HOBt katalizorliglinde oksim ester eldesi.

Oksim ester eldesinde Mitsunobu reaksiyonuna da basvurulur. Bu
reaksiyonlarda aktiflestirici ve su tutucu olarak genellikle trifenilfosfin ve
azodikarboksilat esterleri kullaniir. Ornegin, Bittner ve Grinberg (394)
difenilhidroksamini THF igerisinde trifenilfosfin ve dietil azodikarboksilat (DEAD)

varliginda benzoik asitle esterlestirmistir (Sekil 2.66.).

RCOOH,

O OH  p(CH,),, DEAD,
N THF
O 0-4°C

czH_:,\O)LN/,NWO\CZH5
o
DEAD
P P 5
@] H
00 U0 i

M GHs

P(C6H5)3 OP(C5H5)3 H 0]
H,DEAD

+  OP(CHg); + H,DEAD

Sekil 2.66. Mitsunobu reaksiyonu ile oksim ester sentezi.

Karboksilik asitlerden daha reaktif olan anhidritler ile gerceklestirilen
reaksiyonlar daha hizlidir. Anhidritlerin fazlasi ¢dztici olarak kullanilabildigi gibi dietil
eter, THF gibi c¢o6ziiciler de kullanihr. Ornegin, Massolini ve ark. (395)
fenilpiridilhidroksilamin tirevlerini asetik anhidritin fazlasini ¢éziicl olarak kullanarak
esterlestirmistir. Ayni grup, diger bir calismada fenil(2-furil)hidroksilamin tiirevlerinin
bitirik asit esterine gecerken butiril anhidrit ve ¢ozlict olarak dietil eter kullanmistir

(Sekil 2.67.) (396).
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R OH R g/&o
A ~ (CH5C0),0 _N
—_—

@ X
» »
N N

R: H, CH,, Cl, Br

R, R, 0
R

R OH (CH,CO)0, N Cs))kC3H7

B _N dietil eter _N
T
0" o

R;: H, CH;, OCH,, Cl, F; R,: H, Cl

Sekil 2.67. Karboksilik asit anhidritlerle ¢ozliclisliz (A) ya da ¢Ozliclll (B) oksim ester
sentezi.

Asit anhidritler, oksimde sterik engel bulundugu bazi durumlarda katalizor ile
birlikte kullanilir. Ornegin Alvarez ve ark. (397) Sekil 2.68.’daki oksim ester tiirevlerini

asetik anhidrit ve piridin kullanarak yiksek verimle sentez etmistir.

(CH;CO),0,
piridin

— >
2-4 sa.

R: CH; (verim %62), C,H; (verim %94)
Seki 2.68. Karboksilik asit anhidritlerle katalizér varliginda oksim ester sentezi.

Acil halojentirler oksim ester sentezinde daha sik kullanilir. Genellikle bazik bir
katalizér varliginda ve gerektiginde inert c¢oziiciilerde gerceklesir. Ornegin
Zhukovskaya ve ark. (398) bir seri menton oksim esterlerini acil klortrlerle piridin
varliginda ve asit anhidritlerle asidik ortamda olmak (izere iki farkh yontemle sentez
etmis, acil klorirlerle yapilan sentezlerde daha yliksek verimlere ulasmistir (Sekil

2.69.).
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(RCO),0, HCIO,,

CH
3 dietil eter

CH,

Y

N’ ]
RCOCI, piridin \[g
H,C CH,

Y

HyC”™ “CH,4
Sekil 2.69. Menton oksimin farkli yéntemlerle esterlestirilmesi.

Back ve ark. (399) 2-oksimo-endo-3-bornil diseleniri benzoil klorir ile piridin

icerisinde %88 verimle esterlestirmistir (Sekil 2.70.).

H C¢HsCOCl, H
DMAP, piridin
\ Se7) 0S,9sa. \ Se7)
N« OH N-0O

Sekil 2.70. Acil halojentirle DMAP ve piridin varliginda oksim ester sentezi.

Esterlerin aktif hidrojen atomu iceren amin, alkol, poliester, polilire ve
poliliretan gruplarn ile acil halojentrlerin alkali ortamda tepkimesi sonucu elde
edildigi Schotten-Baumann yontemi oksim ester eldesinde de kullaniimaktadir (400).

Literatiirde katalizér kullanilmayan sentezlere de rastlanmaktadir. Ornegin
Kostochka ve ark. (401) tropanon-3-oksimin ester tirevlerini hazirlarken ¢o6ziici
olarak tolueni tercih etmis, bazi maddelerin sentezinde katalizér kullanmazken
bazilarinda TEA kullanmistir.

Acil halojeniirlerle yapilan oksim ester sentezini kolaylagtirmak igin bazi
durumlarda oksim yerine oksimat tlrevleri kullaniimaktadir. Bu amacla oksim metalik
sodyum, sodyum hidrir, lityum hidriir gibi metal bilesikleriyle muamele edilerek
oksimat tuzu elde edilir (396).

Nadir kullanilan bir ydntem ise nitro bilesiklerininin izosiyanat ve anhidritlerle
tepkimesidir. Ornegin, Dumestre ve El Kaim (402) bazi oksim esterlerinin sentezi icin
nitro bilesiklerini, izosiyanatlar ve acilasyon ajanlari ile tepkimeye sokmustur (Sekil

2.71.).
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TEA, toluen | H
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Ry ><CH3 n:1,3
H,C CH

Sekil 2.71. Oksim esterlerin nitro bilesiklerinin izosiyanat ve anhidritlerle
tepkimesinden elde edilmesi.

Yukarida bahsedilen yontemlerden ayri olarak Nekrasov ve ark. (403) O-
(arilplruvoil)oksimlerin  sentezinde karbonil bilesigi olarak dihidrofurandion

turevlerini kullanmistir (Sekil 2.72.).

0]

HO., O O R,
N (0]
/|L . /‘jzo benze:l - MMOMN/)\RZ
Ry R, Ry 25-60 °C, 2-3 sa. 5
R;: H, alkil, aril; R, ve Rj: aril

Sekil 2.72. Dihidrofurandion tirevleri ile oksim ester sentezi.

Oksim esterlerin sentezinde baslangic maddesi olarak kullanilan oksim
molekilinin konfiglirasyonu, olusan oksim ester molekiliniin konfiglirasyonunu
etkilemektedir (404). Ornegin, Zhukovskaya ve ark. (405) ile Liu ve ark. (406) yaptiklari
calismalarda ilgili oksimlerin ve bunlara karsilk gelen oksim esterlerin anti

konfigiirasyonda oldugunu tespit etmislerdir.

2.4.5. Oksim ve Oksim Esterlerin Spektral Ozellikleri
IR Spektrumlan

Oksimlerin IR spektrumlarinda O-H, C=N ve N-O gerilme titresimleri 6nemli
bantlardir (407). Oksimlerin O-H gerilme titresimlerine ait kuvvetli ve yayvan bantlar
3600-2700 cm™ bolgesinde gozlenirken; C=N gerilim titresimleri 1690-1500 cm Y de
pik verirler. C=N piki alifatik ttrevlerde cogunlukla 1685-1650 cm™*'de gorulirken

aromatik tirevlerde 1650-1645 cm™ de gozlenir (407). C=N gerilme titresimlerine ait
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bandin siddetinin, C=C bandindan genellikle daha fazla oldugu bildiriimektedir. N-O
gerilme titresimlerine ait bantlar ise 1005-920 cm™ arasinda gozlenir. O-H
deformasyon titresim bantlarinin 1475-1315 cm™ arasinda gérilmesi beklenir; ancak
bu bantlar pratikte teshis edilemeyebilir (407).

Oksim ester tlirevlerinde, oksimlerden farkli olarak O-H titresimlerine ait
bantlar gézlenmezken, C-O gerilim titresimlerine ait bantlar 1100-1000 cm™*de
siddetli bantlar olarak, C=0 gerilim titresimlerine ait bantlar da beklenen bdlge olan
1720-1750 cm™Y’de siddetli bantlar olarak gézlenir. Oksim ve nitron tirevlerinin C=N
gerilim absorpsiyonlarinda farklilik bulunmamaktadir (408).

E ve Z izomerlerinin hidrojen bagi yapmalari ve baz fiziksel 6zelliklerinde
degisiklikler olmasi nedeniyle IR spektrumlarinda farkliliklarin gozlenebilecegi

bildirilmektedir (374, 409).
NMR Spektrumlari

Literatlirde oksimlerin NMR spektrumlarinda hidroksil protonuna ait pikin
¢Ozlicli, konsantrasyon ve temparatire bagli olarak genellikle 7-10 ppm arasinda
gorildiugl veya bazi durumlarda goéridlmedigi bildirilmekle beraber, 11-13 ppm
arasinda goruldigi 6rnekler de vardir (381, 407). Oksim ester tirevlerinde hidroksil
protonuna ait pikin kaybolmasi ester tiirevine gecildigini gésteren en 6nemli spektral
verilerden birisidir.

NMR spektroskopi verileri izomerlerin konfiglirasyonlarinin belirlenmesinde,
karbon-karbon cifte bagl tasiyan bilesiklerde oldugu gibi, en sik basvurulan
yéntemdir. Oksim ve oksim esterlerinde, E ve Z izomerlerinin tanimlanmasi icin H-
NMR spektrumlarinda Sekil 2.73.’teki OH, R, R" ve R" gruplarina bagli protonlarin

kimyasal kaymalarindaki farkhliklardan yararlanilir.

Sekil 2.73. Oksim ve oksim esterlerinin geometrik izomerlerinde *H-NMR
spektrumu agisindan dnemli proton gruplari.
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Oksimlerin E ve Z izomerlerinde hidroksil protonlari, molekilin tasidigi diger
gruplara bagh olarak farkli kimyasal kayma degerlerinde gozlenebilecegi gibi,
kimyasal kayma degerlerinin ayni oldugu bilesikler de vardir. Ornegin; asetaldoksimin
E ve Zizomerlerinin hidroksil protonlari ayni ppm de (9 ppm) cikarken, Sekil 2.74.teki
N-[1-(2,4-diklorofenil)-2-(imidazol-1-il)etiliden]hidroksilaminin hidroksil protonu Z
izomerde 12,53 ppm de, E izomerde 12,46 ppm de ¢ikmaktadir (381, 407). Ayrica
hidroksil protonlarinin her zaman gozlenememesi; ¢ozlic, sicaklik ve konsantrasyona
bagli olarak kimyasal kayma degerinin degismesi de izomerlerin tanimlanmasinda bu

protonun énemini azaltmaktadir (410).

N,OH HO\N
=N =N
| | /=
J@fvv @fyv
Cl Cl Cl Cl
Z izomeri E izomeri

Sekil 2.74. N-[1-(2,4-Diklorofenil)-2-(imidazol-1-il)etiliden]hidroksilaminin
geometrik izomerleri.

Oksim izomerlerinde R veya R' protonlarina ait kimyasal kayma degerlerindeki
farkhliklarin, bu gruplarda yer alan C-H baginin C=N-OH diizlemiyle yaptigi dihedral
actya (©) (Sekil 2.75.) bagh oldugu bildirilmektedir (407, 411). izomerlerin R/R' veya
OH/R" gruplarindaki protonlarin kimyasal kayma degerlerindeki farkhliklar bu
bilesiklerin konfigiirasyon tayininde siklikla kullanilir. Ornegin Sekil 2.76.’daki bilesigin
'H-NMR spektrumlarinda E izomere ait CH protonlari 5,38 ppm’de, Z izomerde 5,50

ppm’de gozlenir (381).

:/;H
N
Sekil 2.75. Oksim izomerlerinde azometin bagina komsu metilen protonlarinin

kimyasal kayma degerlerindeki farkhliklari belirleyen © agisi.

Yukaridaki 6rneklerde de gorildigi gibi £ ya da Zizomere ait protonlarin daha

fazla veya daha az kimyasal kayma gostermesi gibi bir genelleme yapilmasi mimkiin
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degildir; ancak molekiliin konfiglirasyonu esas alinarak izomerlerden birinin (E veya
Z) kimyasal kayma degeri, digerine gore fazladir ya da azdir denebilir (411, 412).
Ancak literatlirlerde, Z izomerlerin J degerleri E izomerlerinden daha blylk oldugu
ancak bunun da ¢oziici ve konsantrasyona bagh oldugu bildirilmektedir (411).

Piklerin farkli kimyasal kayma degerlerinde ¢iktigi durumlarda E/Z izomer
orani, pik siddetlerinden vyararlanilarak hesaplanabilir. Kompleks spektrumlarda
tris(dipi-valametanato)europium ve tris-1,1,1,2,2,3,3-heptafloro-7,7-dimetil-3,5-
oktandionato europium gibi kimyasal kaydirma reaktifleri kullanilarak izomerin
tanimlanmasi ve de £/Z orani tayininin daha kesin olarak yapildigi 6rnekler literatiirde
mevcuttur (413, 414).

'H-NMR spektrumlarinin yani sira 3C-NMR spektrumlarinin da konfigiirasyon
tayininde kullanildigi calismalar vardir (376, 415). Sekil 2.76.da 2C-NMR
spektrumundailgili karbonlarin E ve Zizomerlerde farkh kimyasal kayma degerlerinde

goriuldugi bir bilesik 6rnek olarak verilmistir

HO. .OH
0 Cnlb N o ch. N
R”""Ca Cc "R R”""Ca Cc "R
H, H, H, H,
Ca: 61,47 ppm Ca: 67,49 ppm
Cb: 148,50 ppm Cb: 147,32 ppm
Cc: 42,58 ppm Cc: 37,27 ppm

Sekil 2.76. Oksimlerde E ve Z izomerlerinin 3C-NMR spektrumlarinda kimyasal
kayma farkhliklarina 6rnek.

Kitle Spektrumlari

Bir¢ok oksim gaz fazda Beckmann gevrilmesine ugrayarak dayaniksiz siibstitlie
amid tlrevine ve amin kopmasiyla da aroil katyonuna (R'-C=0*) donusurler (Sekil
2.77.) (416). Bu pik gozlendigi takdirde, ketoksimlerin geometrik izomerlerinin

tayinleri icin kullanilabilir.
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N-on Hn-R
& —— + ¢ —— R—c=0
R-R' 0 R' -RNH

R': aril

Sekil 2.77. Oksimlerin kiitle spektrumlarinda goériilen Beckmann gevrilmesi sonucu
olusan katyon.

Bir grup arastirici, arilheteroaril ketoksimler Uzerinde yaptiklar kiitle
spektroskopisi calismasinda oksijen kaybi, hidroksil radikal kaybi ve oksim
hidrojeninin heterosiklik halka tzerine gogline ait piklerin dnemini vurgulamiglardir

(Sekil 2.78.) (416).

+e H + 1
N’O -R .
/él\ I R'
R”°R' -OH R” -RCN
JON
I
C B —— -
R DHet* _RC=N=0 [Het-H]

Sekil 2.78 Oksimlere ait kitle spektrumlarinda gorilen bazi pargalanma piklerine
karsilik gelen katyonlar.
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3. GEREG VE YONTEM
3.1. Kimyasal Calismalar
3.1.1. Materyal

Calismalarimizda kullanilan tim kimyasal maddeler Fluka, Sigma-Aldrich ve

Merck firmalarinin Granadar.
3.1.2. Sentez Yontemleri

Tez galismasi kapsamindaki bilesiklerin yapilari ve bilesiklerin genel sentezi

Sekil 3.1.”de gosterilmistir.
a. Basglangig Bilesiklerinin Sentezi
2-Bromo-1-(4-klorofenil)etanon (Bilesik 2)

50 mmol 4-kloroasetofenonun (Bilesik 1) 50 mL asetik asitteki ¢ozeltisi buz
banyosunda karistirilir ve ti¢ damla hidrobromik asit eklenir. Reaksiyon karisimina 50
mmol bromun 2,5 mL asetik asitle seyreltilmis ¢ozeltisi strekli karistirilarak damla
damla ilave edilir. 2 Saat oda sicakliginda karistirilan reaksiyon buzlu suya dokdldr,
stzllerek alinan ¢okelti sulu sodyum bikarbonat ¢ozeltisi ile yikanir ve karanlikta
kurutulur. Madde metanol/su karisimindan kristallendirilerek saflastirilir. Erime

derecesi: 92 °C (356).
2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etanon (Bilesik 3a)

Buz banyosunda sogutulan 30 mmol imidazolin 2,5 mL DMF'teki ¢ozeltisi
Uzerine, 10 mmol bilesik 2’nin 2,5 mL DMF’teki ¢ozeltisi yavas yavas eklenir. 2 saat
buz banyosunda, 1 giin oda sicakliginda karistirilir. Buzlu suya dokildigliinde ¢oken
madde sizlir, kurutulur, metanolden kristallendirilerek saflastirilir. Erime derecesi:

156-8 °C (381, 417).
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(CH,),COCgHs, 4-CH,CeH,, 4-CH;0CH,, 4-CICEH,, 4-Cl,CoHa, 4-CoHSCeH,

Sekil 3.1. Bilesiklerin genel sentezi.

1-(4-Klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il) etanon (Bilesik 3b)

10 mmol Metalik sodyumun 50 mL metanoldeki ¢6zeltisine 10 mmol 1,2,4-
triazol eklenerek karistirilir. Karisima 10 mmol bilesik 2 ilave edilerek 6 saat geri
ceviren sogutucu altinda isitilir. Cozlici vakum altinda ucurulur, elde edilen artik

asetondan kristallendirilerek saflastirilir. Erime derecesi: 192-3 °C (24, 381).
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N-[2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etiliden]hidroksilamin (Bilesik 4a) ve
N-[1-(4-klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etiliden]hidroksilamin (Bilesik 4b)

15 mmol Bilesik 3a veya 3b ile 30 mmol hidroksilamin hidroklorir 75 ml
etanolde isitilarak ¢ozillr ve ¢ozeltinin pH’s1 15 N sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile 14’e
ayarlanir. Karisim geri ceviren sogutucu altinda 3 saat isitilir, etanol vakumda
ugurulur. Kalan artik suda ¢oziilerek derisik hidroklorik asit ¢ozeltisi ile asitlendirilir,
pH 5 oldugunda madde c¢oker, cokelti suzilerek alinir ve metanolden
kristallendirilerek saflastirilir. Erime derecesi: 210 °C (Bilesik 4a) ve 201 °C (Bilesik 4b)
(381).

b. Sonug Bilesiklerinin Genel Sentezi

N-[2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etiliden]amino ve N-[1-(4-klorofenil)-
2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etiliden]amino esterleri (Bilesik 5-37)

Buz banyosunda 5 mmol bilesik 4a veya 4b ile 5 mmol uygun karboksilik asidin
kuru DKM igindeki stispansiyonu hazirlanir. Bu stispansiyona, 5 mmol DCC ve 0,34
mmol DMAP’nin kuru DKM igindeki ¢ozeltisi damla damla karistirilarak ilave edilir.
Reaksiyon yarim saat sonra oda sicakligina isitilarak 6 saat karistirilir. Coken DCU
stzulerek uzaklastirilir, ¢oziici vakumda ucgurulur. Kalan artik kuru dietil eter ya da
asetonda ¢o6zillr, Gzerine gaz hidroklorik asidin kuru dietil eterdeki doymus ¢ozeltisi
eklenerek maddenin hidroklorik asit tuzu cokelti halinde elde edilir. Tuz, uygun

¢Ozicl ya da ¢ozliclilerden kristallendirilerek saflastirilir (12).
3.1.4. Analitik Yontemler
Erime Derecesi Tayinleri

Bilesiklerin erime dereceleri Thomas Hoover Capillary Melting Point
Apparatus erime derecesi tayin cihazi ile saptanmistir. Verilen erime dereceleri

dizeltilmemis degerlerdir.
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ince Tabaka Kromatografisi ile Yapilan Kontroller

Sonug bilesiklerin sentezi esnasinda reaksiyon takibi ve saflik kontroli ince
tabaka kromatografisi ile yapilmistir. Calismalarimizda Kieselgel 60 F254 (Merck) hazir
aliminyum plaklar kullanilmistir. Cozlict sistemleri ve belirteglerin hazirlanmasinda
kullanilan kimyasal maddeler Merck firmasindan temin edilmistir. ince tabaka
kromatografisinde hareketli faz olarak kloroform — metanol (90:10) ¢ozlicli sistemi
kullanilmistir. Coziicli sistemi, kromatografi tanki icinde 24 saat oda sicakliginda
bekletilerek kivetlerin ¢ozlici buhari ile doygunlugu saglanmistir. Aliminyum
plaklara sentez drinleri ile bunlarin hazirlanmasinda kullanilan baslangig
maddelerinin uygun c¢ozicllerdeki cozeltileri tatbik edilmis, R: degerleri oda
sicakliginda 10 cm’lik suriiklenme sonunda tespit edilmistir. Kromatogramlarda
sentez Uriinlerine ve baslangic maddelerine ait lekelerin belirlenmesinde UV 15181 (254

nm) kullaniimistir.
3.1.5. Spektrometrik Yontemler
IR Spektrumlan

Bilesik 5-10, 13-33 ve 35-37’nin IR spektrumlari Hacettepe Universitesi
Eczacilik Fakdiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali Laboratuvari’nda, Perkin Elmer FT-
IR System, Spectrum BX spektrofotometresinde "Azaltilmis Toplam Yansima"
(Attenuated Total Reflectance) aparati (MIRacleTM PIKE Technologies) kullanilarak
cinko selenit kristal yardimiyla alinmis ve dalga sayisi (cm™) cinsinden

degerlendirilmistir.
1H-NMR Spektrumlari

Bilesik 5-37’nin *H-NMR spektrumlari Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Merkez Laboratuvari’'nda, dimetilsilfoksit-ds (DMSO-ds, Merck) icerisindeki yaklasik
%10’luk ¢cozeltileriyle Varian Mercury 400, 400 MHz Digital FT-NMR spektrofotometre

cihaziile alinmis, 6 (ppm) skalasinda degerlendirilmistir.
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13C-NMR Spektrumlar

Bilesik 14 disindaki sonug¢ bilesiklerin 3C-NMR spektrumlari Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’'nda, dimetilsiilfoksit-d6 (Merck)
icindeki yaklasik %10’luk ¢ozeltileriyle Varian Mercury 400, 400 MHz Digital FT-NMR

spektrofotometre cihazi ile alinmis, & (ppm) skalasinda degerlendirilmistir.
Kitle Spektrumlari

Bilesik 5-37’nin kiitle spektrumlari, Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik Kimya Anabilim Dali Laboratuvari’'nda, pozitif iyon elektrosprey
iyonizasyon (ESI+) yontemi ile Micromass ZQ LC-MS Spectrometer cihazi ve Mass Lynx

4.1 yazihmi kullanilarak alinmistir.
Eleman Analizleri

Bilesik 5-37’nin C, H ve N elementlerinin analizleri, Ankara Universitesi
Eczacilik Faklltesi Merkez Laboratuvari’nda Leco CHNS-932 elementel analiz cihazi ile

yapimistir.
X Isini Kristalografisi

Bilesik 8’in seffaf igne seklindeki kristallerinin tek kristal X i1sini difraksiyon
verileri RIGAKU R-Axis Rapid Il DW cihazi ile Dual Wavelength Micro Max 007DW XG
ve VariMax DW Optics tek kristal X 1sin1 difraktometre sisteminde, egik gorsel toplayici
levha dedektorii kullanilarak Bilkent Universitesi Ulusal Nanoteknoloji Merkezi’nde
(UNAM) toplanmistir. Toplanan veriler Hacettepe Universitesi Mithendislik Fakiiltesi
Fizik Mihendisligi Bolim{’nde CrystalClear-SM Expert 2.0 r16 yaziimiyla iyilestirilerek
analiz edilmistir (418). Kristal yapinin ¢éziimlemesi SHELXS (419) programinda
dogrudan yontemlerle yapilmis, agir atomlarin konumsal parametreleri SHELXL (419)
programinda anizotropik termal parametreler ile en kiglk kareler yontemi
kullanilarak iyilestirilmistir. Dihedral acilar PARST (420), H baglari PLATON (421)
programinda hesaplanmistir. Kristalografik veriler Cambridge Kritalografik Veri

Merkezi'ne (Cambridge Crystallographic Data Centre, CCDC) CCDC 1514764 belge
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numarasiyla yiklenmistir (CCDC, 12 Union Road. Cambridge CB2 IEZ, UK, faks: +44-
(0)1223-336033, e-posta: deposit@ccdc.cam.ac.uk).

3.2. Biyolojik Aktivite Caligmalari

3.2.1. Antimikrobiyal Aktivite Calismalari
a. Mikrodiliisyon Yontemi

Materyal

Mikrotitrasyon plagi, 0,5 Mc Farland ¢ozeltisi, DMSO (Merck), siprofloksasin
(M. Nevzat), flukonazol (Pfizer Inc.), Mueller Hinton Broth (MHB) (Difco Laboratories),
RPMI-1640 besiyeri (ICN-Flow), 3-(N-morfolino)propanosilfonik asit (MOPS)
tamponu (Sigma), Mueller Hinton agar (BBL Microbiology Systems) ve Saboraud
dekstroz agar (Merck) kullaniimistir.

Sentezi yapilan bilesiklerin maya tipi standart mantarlar C. albicans ATCC
90018, C. krusei ATCC 6258 ve C. parapsilosis ATCC 22019, flukonazole direngli C.
tropicalis, Gram-pozitif bakteriler Staphyloccus aureus ATCC 29213 ve Enteroccocus
faecalis ATCC 29212 ile Gram-negatif bakteriler Escherichia coli ATCC 25922 ve
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 suslarina karsi antifungal ve antibakteriyel

aktiviteleri incelenmistir.
Yéntem

Antimikrobiyal aktivite calismalarinda CLSI tarafindan Onerilen sivi
mikrodiliisyon yontemi kullanilarak bilesiklerin MiK degerleri tespit edilmistir.
Gliserol icinde -80 °C’'de stoklanmis olan mikrobiyal suslar oda isinda ¢Ozlindikten
sonra Candida turleri Saboraud dekstroz agar bakteri tirleri ise Mueller-Hinton agar
besiyerinde 35 °C'de 24 saat boyunca inkiibe edilmislerdir. Ertesi giin, tim (reyen
kiltirlerden 4-5 koloni alinarak steril serum fizyolojik icine aktariimis ve c¢ozelti
bulanikhgi 0,5 Mc Farland olacak sekilde ayarlanmistir. Son inokulum konsantrasyonu

mantarlar i¢cin 0,5-2,5x103 cfu/mL, bakteriler icin ise 5x10° cfu/mL olacak sekilde
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sirastyla  MOPS ile pH 7,0 olarak tamponlanmis L-glutamin igeren sodyum
bikarbonatsiz RPMI-1640 ve MHB besiyerleri kullanilarak ayarlanmistir.

Bilesikler 10’ar mg olacak sekilde tartilmis ve DMSO iginde ¢6zlinerek final
konsantrasyonlari 1024 pg/mL olacak sekilde ilk cukur icine aktarilmistir. Calismada
96 kuyu igeren U tabanli steril mikrotitrasyon plaklar kullanilmigtir. Antifungal aktivite
calismalarinda steril pastor pipetiile her siranin ilk 11 ¢ukuruna 50’ser uL RPMI-1640,
antibakteriyel aktivite ¢alismalarinda ise MHB besiyeri eklenmistir. Her plagin iki
cukuru sadece besiyeri ve Ureme (besiyeri ve mikroorganizma) kontrollni icerecek
sekilde hazirlanmistir.

Her siranin ilk gukurlarina final konsantrasyonu 1024 pg/mL olan bilesik
¢ozeltilerinden 50’ser uL aktarilmis sonrasinda sekiz kanalli mikropipet yardimiyla
dilisyonlar yapilarak ikiser kat azalan oranda konsantrasyonlar elde edilmistir.
Bilesikler icin calisilan konsantrasyon araligi 1024-0,00625 pg/mL olarak
belirlenmistir. Son olarak ise 50’ser mikrolitre dnceden hazirlanmis olan mantar ve
bakteri stispansiyonlari bilesik dilisyonlarini iceren tiim ¢ukurlara ve tGreme kontrolii
gukuruna damlatiimistir. Mikroplaklar hafifge ¢alkalanarak karismalari saglandiktan
sonra, Candida suslari igin ise 35 °C'de 48 saat, bakteriler icin 35 °C'de 24 saat inklibe
edilmistir.

Antifungal ve antibakteriyel kontrol olarak sirasiyla flukonazol ve
siprofloksasin  kullanilmis, final konsantrasyonlari 64 pg/ml olacak sekilde
hazirlanarak ilk ¢ukura aktarilmistir. Sonrasinda yukarida anlatildigi sekilde ilk
cukurdan % azalan oranda seri dilisyonlar yapilarak konsantrasyon araligi 64-0,00625
ug/mL olacak sekilde ¢ahsilmistir.

Sonuglarin degerlendirilmesinde mantarlar icin Greme kontrolliniin bulanikhgi
ile karsilastirma yapilarak, bu bulanikligin %80’inden az veya buna esit bulaniklik
gosteren ilk konsantrasyon MIK degeri olarak belirlenmistir. Bakteriler icin ise plaklar
calkalandiktan sonra gozle goruliir bulanikhgin olmadigi minimum konsantrasyon, o

bilesigin MiK degeri olarak belirlenmistir.
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b. Biyofilm Yontemi

Biyofilm pozitif C. albicans SC5314 standart laboratuvar susu uygun sivi besi
yerine ekilip 18-24 saat boyunca 37 °C’de etiivde bekletilerek gilin asiri Gremeleri
saglanmistir. Ertesi giin Ureyen kiltirler 5 dk. boyunca 5000 rpm’de santrifiij edilmis
ve sonrasinda 590 nm dalga boyunda spektrofotometrik &lgiimler yapilarak
mikroorganizma icin uygun olan OD degeri ayarlanmistir. Boylece cukur iginde
bulunan son inokulum miktarlari biyofilm pozitif C. albicans SC5314 igin 105 cfu/mL
olarak hazirlanmistir.

Mikroplak gukurlarina yukaridaki gibi hazirlanan mantar stispansiyonlarindan
aktarilmis, plaklar 4 saat boyunca 37 °C'de inklbator icinde birakilarak
mikroorganizmalarin gukur ylizeylerine tutunmalari saglanmistir. Siire sonunda
cukurlar serum fizyolojik ile yikanarak gukurlara tekrar steril besi yeri eklenmis ve 20
saat daha inklibasyona birakilarak biyofilm olusumu saglanmistir. Olusturulan
biyofilmler, yeni sentez edilen bilesikler ile muamele edilerek bilesiklerin minimum
biyofilm eradikasyon konsantrasyonu (MBEK) ve minimum biyofilm inhibitor

konsantrasyon (MBIK) degerleri pg/mL cinsinden belirlenmistir.
3.2.2. Antikonviilsan Aktivite Calismalari

Antikonviilsan aktivite c¢alismalari NINDS ETSP kapsaminda ABD Utah

Universitesi laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.
a. Antikonviilsan Tanimlama Calismalari

Antikonviilsan aktivite tayini icin 6 Hz psikomotor ve MES ndébet testleri,
norotoksisite tayini igin ise rotorod testi uygulanir. Test bilesiklerinin 30, 100 ve 300
mg/kg dozda; 0,5 ve 2 saat siire ile deney hayvanlarinda ilgili yontemle (6 Hz ve MES)
olusturulan ndbetlere karsi koruyuculuklari ve rotorod ydnteminde norotoksik

etkileri olclllr. Her deney dort deney hayvaninda tekrar edilir.



136

6 Hz Psikomotor Nobet Testi

Test bilesigi ile belirtilen dozda ip yoldan muamele edilen yetiskin erkek CF-1
farelere belirtilen siire sonunda okuiler %5 tetrakain ¢ozeltisi damlatilarak korneal
elektrodlarla 3 sn. boyunca 6 Hz elektrik akimi verilir. Fareler daha sonra gozlem
altinda tutulur; minimal bir tonik fazla baglayarak biyik titremesi ve Straub kuyruk gibi
otomatistik hareketlere donlsen konviilsiyon belirtileri gostermeyen fareler test
bilesigi tarafindan korunmus kabul edilir. 6 Hz testi genellikle 32 mA akimla yapilr.

Aktif bulunan bilesikler 44 mA akimla da denenir.

MES testi

Test bilesigi ile ip ya da po yoldan muamele edilen yetiskin erkek CF-1 farelere
ya da Sprague-Dawley siganlara okiler %5 tetrakain ¢ozeltisi damlatilarak korneal
elektrodlarla 0,2 sn. boyunca 60 Hz elektrik akimi verilir. Farelerde 50 mA, sicanlarda
150 mA akim uygulanir. Elektriksel uyarinin ardindan hayvanlar gézlem altina alinir ve
jeneralize tonik-klonik nébetin arka bacak tonik ekstansiyonu kisminin gézlenmedigi

hayvanlar test bilesigi tarafindan korunmus kabul edilir.

Rotorod Testi

Farelerde davranissal toksisitenin degerlendirildigi bu testte nobet
olusturmadan hemen 6nce, fareler 6 rpm hizla dénen bir cubuga yerlestirilir. En az 1
dk. boyunca cubuk Uzerinde dengede kalan farelere, verilen test bilesiginin

norotoksik etki gostermedigi kabul edilir.

Minimal Motor Bozukluk Testi

Sicanlarda davranissal toksisitenin degerlendirildig§i bu testte nobet
olusturmadan hemen o6nce sicanlar ataksi icin gozlenir. Anormal durus ve bozuk
koordinasyon ile karakterize olan ataksinin gézlenmedigi durumda test bilesiginin

toksik etki gostermedigi kabul edilir.
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b. Antikonviilsan Niceleme Calismalari
Korneal Kindling Olusturulmus Fare Testi

insanlarda parsiyel epilepsi icin tutarli bir model olan korneal kindling
olusturulmus fare testinde, erkek yetiskin CF-1 farelere art arda bes adet besinci
dereceden ndbet gecirene kadar her glin, glinde iki defa 3 sn. boyunca 3 mA 60 Hz'lik
korneal elektrik akimi uygulanir. Bu nébetler yiizde klonus ve kafa sallama ile baslayip
on bacaklarda klonusa ve son olarak jeneralize tonik-klonik ndbete ilerleyerek son
bulur. Besinci derece nobet gecirmeye baslayan fareler "tamamen kindling
olusturulmus" farelerdir ve bu farelere, gruptaki diger fareler de tamamen kindling
olusturulmus hale gelene kadar giin asiri elektrik akimi verilir. Test bilesiklerinin
farelere verilmesi icin son stimilasyonun (zerinden 5-7 glin ge¢cmesi beklenir. Daha
sonra, test bilesigi nicel 6 Hz veya MES testlerinde tespit edilen doruk etki siiresinde
(DES), her bir doz igin sekiz adet tamamen kindling olusturulmus fareden olusan
gruplarda denenir. Bunun icin test bilesigiyle muamele edilen her farenin, DES
sonunda elektriksel uyari verilerek gecirdigi nobet skorlanir. Elde edilen skorlarin
ortalamasi alinarak her bir doz igin ortalama ndbet skoru hesaplanir. Bu veriler Probit

analizine tabi tutularak test bilesiginin EDso degeri hesaplanir.
EDso ve TDso Degerlerinin Tespit Edilmesi

Antikonviilsan niceleme calismalarina her bilesigin DES'nin tespit edilmesiyle
baslanir. Test bilesiginin herhangi bir model icin deney hayvanina verildigi andan
itibaren en yliksek koruyuculugu ya da toksisiteyi gosterdigi siireye DES denir. Bu
amacla test bilesigi ilgili modelde koruyucu ya da toksik oldugu bilinen dozda, 0,25;
0,5; 1; 2 ve 4 saatlik slirelerde ya da daha 6nceden belirlenmis siirelerde test edilir.
En fazla sekiz hayvanda tekrarlanan deneylerde en yiliksek aktivite ya da toksisitenin
gozlendigi sire DES olarak tanimlanir. DES belirli bir deney modeli, verilis yolu ve
deney hayvanina spesifiktir.

Bir test bilesiginin EDsp ya da TDso degerinin tespit edilmesi icin, o bilesik ilgili

modelde DES’'nde aktivite ya da toksisite gostermedigi doz ile maksimum aktivite ya
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da toksiste gosterdigi dozlar belirlenene kadar degisen dozlarda test edilir. Her deney
dort deney hayvaninda tekrarlanir. Elde edilen veriler Probit analizine tabi tutularak
EDso (ya da TDso) %95 gliven araligl, regresyon egrisi ve egrinin standart hata degerleri

hesaplanir.
3.3. Molekiiler Modelleme Calismalari
3.3.1. Fizikokimyasal ve Farmakokinetik Parametrelerin Modellenmesi

Sonug bilesiklerin bazi fizikokimyasal ve farmakokinetik parametreleri QikProp
yazilimi kullanilarak hesaplanmis ve yorumlanmistir. William L. Jorgensen tarafindan
gelistirilen QikProp, molekiiler modellemenin farkli yontemlerini kullanarak 51
parametre hesaplamayarak bilesiklerin ADME+T 6zellikleri hakkinda tahmini bilgiler
verir. Ornegin bilgi temelli hesaplamalar i¢in 500’ bilinen ilaglardan olusan 700
bilesigin bilgisinden yararlanir. Test bilesiginin bu veri tabaninda yer alan ilaglardan
en ¢ok hangilerine benzerlik gosterdigi tahmin edilmektedir. Sonug bilesikleri icin
hesaplanan 20 parametrenin  secilmesinde c¢oziinirlik, ilag benzerlik,
membranlardan gegis, toksisite, metabolizma ve serum albuminlerine baglanma gibi
olgular dikkate alinmistir. Bu parametrelerin tanimi ve referans degerleri Tablo 3.1’de

verilmistir.

Tablo 3.1. Sonug bilesikler icin hesaplanan parametrelerin agiklamalari, 6nerilen
deger ya da deger araliklari

Onerilen deger

ya da deger

Ozellik/deskriptér Aciklama araligr*
#yildiz Bilinen ilaglar igin gecgerli degerlerin %95’inin  0-5

disinda kalan dzellik degeri sayisi. ilag

benzerlik kriteri olan bu deger arttik¢a ilag

benzerlik azalir.
MA Molekil agirligi. 130-725
#rtfFG PAINS ozelligi gosteren fonksiyonel grup 0-2

sayisl. Tespit edilen reaktif fonksiyonel

gruplar programin cikti dosyasinda yer alir.
dipol Hesaplanmis dipol momenti. 1,0-12,5
CEYA Toplam c¢oziicu erisir yiizey alani (A2). 300-1000

hacim Toplam c¢oziicu erisir hacim (A3). 500-2000
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Tablo 3.1. Sonug bilesikler icin hesaplanan parametrelerin agiklamalari, 6nerilen
deger ya da deger araliklari (Devam)

donorHB
akseptorHB

QPpolrz
QPlogPo/s

QPlogS

QPlogHERG

QPPcaco

QPlogKB

QPPMDCK

#metab
QPlogKisa

%oralabsorpsiyon

5K

3K

Solut tarafindan su molekdillerine
sunulan H bagi.

Solut tarafindan su molekillerinden
alinan H bagi sayisi.

Tahmin edilen polarizabilite (A3).
Tahmin edilen oktanol/su partisyon
katsayisi.

Tahmin edilen konformasyona bagh
sudaki ¢ozunurluk katsayisi.

hERG kanali blokaji igin tahmin edilen
loglCso degeri.

Caco-2 hicreleri icin tahmin edilen
permeabilite (hmol/sn). Caco-2 ince
bagirsak-kan bariyeri modelidir ve
QikProp aktif olmayan transportu tahmin
eder.

Tahmin edilen KBB partisyon katsayisi
(oral emilen bilesikler igin).

MDCK hiicreleri igcin tahmin edilen
permeabilite (nmol/sn). MDCK
hicrelerinin iyi bir KBB modeli oldugu
kabul edilir. QikProp aktif olmayan
transportu tahmin eder.

Olasi metabolit sayisi

Tahmin edilen insan serum albiiminine
baglanma.

Tahmin edilen insan oral absorpsiyon
yuzdesi. Bilgi temelli kurallar butiiniine
gore degerlendirir. Kantitatif coklu lineer
regresyon modeline dayanir.
Lipinski’nin besler kuralini ihlal sayisi
(MA < 500, QPlogo/s < 5, donorHB < 5,
akseptorHB < 10).

Jorgensen’in Ugler kuralini ihlal sayisi
(QPlogS > -5,7, QPPCaco > 22 nm/s,
H#metab < 7).

0-6
2-20

13-70
-2,0-6,5

-6,5-0,5

-5’ten kiiglikse
glcli hERG
blokora

25’in alt1 dusik,
500’Un st gigli
permeabilite

-3,0-1,2

25’in alt1 dusik,
500’Un st gigli

permeabilite
1-8
-1,5-1,5

%80’in Uzeri
yiksek, %25’in alti
disik

0-4

0-3

* Bilinen ilaglarin %95’i igin.
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3.3.2. Homoloji Modelleme Galismalari

CACYP51 (sorgu) amino asit dizilimi UniProtKB veri tabanindan (P10613),
SCCYP51 (hedef) U¢ boyutlu yapisi (5EQB) protein veri bankasindan (www.rcsb.org)
(422) indirilmis ve BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (423) ile ikili hizalama
yapiimistir. Uniprot biyoinformatik konsorsiyumunun bir projesi olan UniProt
KnowledgeBase (UniprotKB) proteinlerin islevsel verilerinin dogru, tutarli ve zengin
atiflarla toplandigl, agik erisimli merkezi bir portaldir. Benzer bir biyoinformatik
portali Amerikan Biyoteknoloji Merkezi'nin (NCBI) internet sitesidir. BLAST yazilimi
NCBI'In bagh oldugu NIH'de 1990’da tasarlanmistir. Proteinler, nikleotidler ve
DNA’larin dizilimleri igin farkli yontemler kullanan BLAST, belirli bir sorgu dizilimini
Smith-Waterman algoritmasina yakinsayan bir sezgisel algoritma kullanarak blytk
makromolekil kitlphaneleriyle kisa strede ikili hizalar ve elde edilen eslesmeleri
skorlayarak siralar. Coklu dizilim hizalamalari icin kullanilan internet araci Avrupa
Biyoenformatik Enstitlisii (EMBL-EBI) tarafindan sunulan Clustal Omega’dir (424).
EMBL-EBI tarafindan sunulan ikili dizilim hizalama sunucusu ise EMBOSS Needle’dir
(425); ancak BLAST'in aksine bu iki sunucunun kitliphane tarama oOzelligi yoktur.
Gunlmuzde makromolekillerin G¢ boyutlu yapilarinin toplandigl ¢ merkez
bulunmaktadir. Bunlardan biri olan RCSB Brokmhaven Amerikan Ulusal
Kitlphanesi'nde 1971’de kurulmustur. Diger PDB kaynaklari EMBL-EBI biinyesinde

yer alan Avrupa Protein Veri Bankasi (www.pdbe.org) (426) ile Japonya merkezli

Japonya Protein Veri Bankasi (www.pdbj.org)’dir.

CACYP51 homoloji modeli, karsilastirmali modelleme teknikleri kullanilarak,
MODELLER yazihmi ile olusturulmustur. Kaliforniya Universitesi’nde gelistirilen
MODELLER yazilimi ile karsilastirmali modelleme yaninda protein ile birlikte bulunan
ligand, iyon ve su molekilleri modellenmesi, uzaysal kisitlarin uygulanmasi, de novo
ilmek modellemesi, belirli bir esneklikte protein yapilarinin optimizasyonu, ¢oklu
dizilim hizalama, protein veri tabanlarinin taranmasi ve dizilimlerin kiimelenmesi gibi
islemler yapilabilir (291, 427-429). MODELLER farkli modelleme senaryolari icin ¢ok

sayida hazir komut dosyasi bulundurmaktadir. Calismamizda yiliksek arama-sablon


http://www.rcsb.org/
http://www.pdbe.org/
http://www.pdbj.org/
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dizi benzerligi nedeniyle temel modelleme protokoli izlenmis, sablon ligandlari hem
ve IKZ’iin modele aktariimasi igin gerekli komut dosyalari kullanilmistir.

MODELLER ile olugturulan 100 aday CACYP51 modeli arasindan bir adet model
kisit ihlalleri ve DOPE (Discrete optimized protein energy) skorlarina gore
degerlendirilerek segilmistir. MODELLER, olusturulan her modeli 39 yapisal kisit
parametresine karsi degerlendirir, modellerin enerji parametrelerini hesap ederek
genel bir DOPE skoru tayin eder. Bu skorlar elde edilen modelleri genel kaliteleri
acisindan karsilastirma olanagi saglar.

Protein U¢ boyutlu yapi tahmininde kullanilan ¢ok sayida yazilim ya da bu
yazilimlarla ¢alisan sunucu mevcuttur. MODELLER disinda basvurulan popller araclar
arasinda SWISS-MODEL vyer almaktadir (430). isvicre Biyoenformatik Enstitiisi
tarafindan tararlanmis olan SWISS-MODEL, ExPASy internet sunucusu
(https://swissmodel.expasy.org/) ile ya da kisisel bilgisayarlara kurularak da
calistirllabilen DeepView programi vasitasiyla kullanilir. Bu alanda kullanilan diger bir
yazihm ise Washington Universitesi’'nde gelistirilen Rosetta’dir. Robetta sunucusu
(http://robetta.bakerlab.org) ile de internet lzerinden kullanilabilen bu program,
hem karsilastirmali hem de ab initio modelleme yapabilmektedir (431).

Secilen model stereokimyasal parametreler agisindan degerlendirilmek lzere
PROCHECK (432) yazimini ¢alistiran Kaliforniya Universitesi Genomik ve Proteomik
Enstitisi sunucusuna ylklenmistir. EMBL-EBI tarafindan gelistirilen PROCHECK tek
tek rezidilerin ve genel olarak modelin geometrisini analiz ederek bir seri grafik ¢iktisi
ve Ozet cikti sunmaktadir. PROCHECK, modeldeki her bir rezidi i¢in Tablo 3.2’de

verilen parametreleri ideal degerler ve standart sapmalara gore degerlendirmistir.

Tablo 3.2. PROCHECK tarafindan rezidli basina hesaplanan genel parametreler ve
ideal degerleri

Parametre ideal deger Standart sapma
x-1 carpik (-) 64,1 15,7
x-1 trans 183,6 16,8
x-1 carpik (+) -66,7 15,0
X-2 177,4 18,5
Prolin ¢ -65,4 11,2
¢ sarmal -65,3 11,9

sarmal -39,4 11,3
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Tablo 3.2. PROCHECK tarafindan rezidii basina hesaplanan genel parametreler ve
ideal degerleri (Devam)

x-3 (sag el)
X-3 (sol el)
S-S bagi
w dihedral
H bagi enerjisi
Ca kiralligi
Koti etkilesme

96,8 14,8
-85,8 10,7

2,0 0,1
180,0 5,8

-2,0 0,8

33,9 3,5
>2,6 A

Bununla birlikte omurga atomlari bag uzunluklari (C-N, C-O, Ca-C, Ca-CB, N-

Ca) ve bag agilar (C-N-Ca, Ca-C-N, Ca-C-O, CB-Ca-C, N-Ca-C, N-Ca-CB, O-C-N)

hesaplanmistir. Ayrica - acilari dagilimi analiz edilerek Ramachandran grafigi (433)

cikarilmigtir. Proteinler igin 6nemli bazi agilar Tablo 3.3’te 6zetlenmistir.

Tablo 3.3. Proteinlerde 6nemli bazi omurga ve yan zincir agllari.

?6 E € dihedrali

I_""_"O_I: c L 0 0
I N
e N T e ON-Col S
AL A« YO R

i-1 i

¢ dihedrali C(i-1)-N(i)-Ca (i)-C(i)

{ dihedrali N(i-1)-Ca(i-1)-C(i-1)-N(i)

w dihedrali Ca (i-1)-C(i-1)-N(i)-Ca(i)

Cdihedrali C(i-1)-C(i)

x-1 dihedrali Cy(i)-CB(i)-Ca(i)-N(i)

x-1 dihedrali C6(i)-Cy(i)-CB(i)-Cafi)

x-3 dihedrali Ce(i)-C6(i)-Cy(i)-CB(i)

Modelin gene

| kalitesini degerlendirmede kullanilan 6lglimlerde yukaridaki

parametrelerden bazilar kullanilmistir. Bunlardan biri olan Morris ve ark. (434)

siniflandirmasi ¢-y acilari dagilimi (%), x-1 standart sapmasi ve H bagi enerijileri

standart sapmasini temel alarak Tablo 3.4.”te verilen deger araliklarina gére modeli

siniflandirmistir. Bu si

niflandirmada 1’e yakin degerler ideal degerlerdir.
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Tablo 3.4. Morris ve ark. (434) tarafindan 6nerilen model siniflandirmasi

Siniflandirma

Parametreler 1 2 3 4
&-U acilari dagilimi (%) >75,0 >65,0 >55,0 <550
x-1 standart sapmasi <12,0 <18,2 <244 >244

H bagi enerjileri standart sapmasi <0,63 <0,87 <1,11 >1,11

Modelin geneli igin analiz edilen omurga parametreleri Ramachandran
grafiginde izin verilen bolgelerdeki rezidii ylizdesi, w acilari standart sapmasi, Caclilari
standart sapmasi ve H bagi enerjileri standart sapmasidir. Modelin geneli icin analiz
edilen yan zincir parametreleri ise x-1 carpik (-) acilari standart sapmasi, x-1 trans
acllan standart sapmasi, X-1 carpik (+) acilari standart sapmasi, tim x-1 acilari
standart sapmasi ve X-2 trans acilari standart sapmasidir.

Bununla birlikte bazi dihedral agilar ve kovalent parametre igin evrensel bir
Olclim olan G-faktort de hesaplanmistir. Herhangi bir parametrenin G-faktori icin
ideal deger -0,5’in Uzeridir. -1,0’in altindaki degerlere sahip olan parametreler gbzden
gecirilmelidir.

PROCHECK disinda model kalitesini ve geometrisini degerlendirmek igin
kullanilan, internet sunucusu olarak ya da bilgisayara kurularak ¢alisan ¢esitli araglar

mevcuttur. Bu yazilimlardan bazilari Tablo 3.5.’te verilmistir.

Tablo 3.5. Model makromolekiiller igin ti¢ boyutlu yapi analizi yapan diger yazilimlar

Yazilim Aciklama

WHAT_CHECK Her bir rezidi icin ¢cok sayida stereokimyasal parametre hesaplar.

(435)

ERRAT (436) Farkli atom tipleri arasindaki bagsiz etkilesmelerin istatistigini analiz
eder; bu istatistikleri bilinen iyilestirilmis yapilarin istatistikleriyle

karsilastirir.
VERIFY_3D Bir model ile onun amino asit dizilimi arasindaki uyumunu belirler.
(437) Bunun icin her bir rezidii konumu ve cevresine gore skorlanir,

bilinen iyi yapilarla karsilastirilir.

PROVE (438) Model atomlarini sert kiire olarak tanimlayan bir algoritma ile
hacimlerini hesaplar ve modelin protein veri bankalarindaki ytiksek
¢Ozlnurlukli ve iyilestirilmis yapilardan Z-skor sapmasini hesaplar.
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3.3.3. MD Simiilasyonlari Galismalari

Homoloji modelleme ile elde edilen ham modelde 6zellikle aktif bolgedeki
olasi gerilimlerin rahatlatilmasi ve modelin enerji agisindan daha kararli bir
konformasyonunun elde edilmesii¢in yapilan ilk MD simiilasyonunda 1 ns, kenetleme
sonras! yapilan simtilasyonda 2 ns boyunca sistem dengeye getirilmistir. Bu amacla
CHARMM36 kuvvet alani parametreleri kullanilarak VMD (v1.9.2) yaziliminda ligand
bagl enzimin su molekiilleri igerisine yerlestirilmis modeli hazirlanmigtir (439-442).
Standart CHARMM parametre ve topoloji dosyalari hem kofaktériini ve TIP3P su
molekiilerini modellemek icin yeterli olsa da iKZ parametre ve topolojisinin ayrica
olusturulmasi gerekir. Bunun igin CGenFF sunucusu (v1.0.0) kullanilmistir

(https://cgenff.paramchem.org/) (443). CHARMM topoloji dosyasinda hem

kofaktoriinin simiilasyon boyunca dizlemsel kalmasi, tuz koprisi ve S-S bagi
olusturan bazi rezidiler i¢in yama uygulanmistir. Ayrica ligand ile hem arasindaki
metal koordinasyon bagini tanimlamak Gzere ilgili atomlar arasina harmonik
potansiyel uygulanmistir. NAMD (v2.11) yazilimi (444) ile yiratilen similasyon 6nce
bir kuvvet alani enerji minimizasyonu ile baslar. Konjuge gradyan yontemiyle yapilan
bu minimizasyonlarla kotl etkilesmeler bertaraf edilir. Similasyon 2 fs zaman
basamaginda, 310 Kelvin derece ve 1 atm basingta, izotermik-izobarik toplamda
(NPT) gerceklesir. Simiilasyonda Particle Mesh Ewald yontemi (445) ve periyodik sinir
sartlari ile hidrojen atomllar i¢cin SHAKE algoritmasi kullanilir (446). Similasyon
sonunda elde edilen verilerden olusturulan hareket egrisinin analizleri yapilarak,
sistemin simuilasyon boyunca gecirdigi enerji ve konformasyon degisiklikleri
degerlendirilir.

Alternatif popiler yaziimlardan Groningen Universitesi'nde gelistirilen
GROMACS protein, lipid ve nikleik asit similasyonlarinda kullanilir (447). Farkli
kuvvet alani parametrelerini destekleyen GROMACS oldukg¢a hizli ¢ahlsir. Diger bir
yazilim paketi AMBER kendi adini tasiyan kuvvet alani parametreleriyle de taninir
(448). Kaliforniya Universitesi'nde gelistirilmis olan program, NAMD ve
GROMACS'ten farkh olarak sadece Unix tabanli isletim sistemlerinde calisir ve lisansi

Ucretlidir.


https://cgenff.paramchem.org/
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3.3.4. Molekiiler Kenetleme Calismalari
a. Ligand Modellerinin Hazirlanmasi

Sonug bilesiklerin iki boyutlu ¢izimleri Maestro (v2017-1, Schrodinger, LLC, NY,
2017) vyaziliminin 2D-Sketcher modilinde yapilmis, MacroModel (v2017-1,
Schrodinger, LLC, NY, 2017) modiliu ile ¢ boyutlu modelleri elde edilmistir. Bu
modeller LigPrep (v2017-1, Schrodinger, LLC, NY, 2017) modiill ile pH 7+2’deki olasi
iyonizasyon durumlari, totomerleri ve enansiyomerleri belirlenmistir. Ligandlarin
minimizasyonu icin OPLS_2005 kuvvet (449) alani parametreleri ve Polak-Ribiere
konjlige gradyan yontemi (450) kullaniimistir.

Polak-Ribiere konjlige gradyan yontemi Polak-Ribiere birinci tirevini kullanir.
Genel amagli enerji minimizasyonlari igin en iyi yontemdir, ancak gecis durumlari icin
kullanilmaz. Kisaltilmis Newton Konjlge Gradyani ikinci tiirevleri kullanir ve ok diistik
gradyan yapilari bulmada basari bir yontemdir (451). Kisaltilmis Newton Konjlge
Gradyani Polak-Ribiere’e kiyasla onda bir tekrarda yakinsalliga ulasir. En dik inis
(steepest decent) yontemi genellikle minimum enerjiden ¢ok uzak yapilar igin
uygundur. Minimizasyonun sonuna dogru yakinsallik kotiilesir ve semer noktalarinin

bulunmasinda kullaniimaz.
b. Proteinlerin Hazirlanmasi

CACYP51 modeli 1 ns’lik MD simiilasyonunun son ¢ergevesinden ¢ikariimis ve
Maestro yaziliminin Protein Hazirlama Sihirbazi (v2017-1, Schrodinger, LLC, NY, 2017)
ile molekiiler kenetlemeye hazirlanmistir (452). Bu kapsamda baglanma bolgesindeki
liganda 5 A’dan uzak olan biitin su molekilleri c¢ikartilmistir. Amino asitlerin
iyonizasyon ve totomeri durumlari Epik (v2017-1, Schrodinger, LLC, NY, 2017) moddili
ile belirlenmis, protonlarin oryantasyonlari PropKa ile ayarlanmistir.

GABAAR homoloji modeli CACYP51 gibi hazirlanmis, ek olarak amino asitlerin

iyonizasyon ve totomeri durumlarinin belirlenmesinden énce protonlar eklenmistir.



146

3.4.3. Kenetleme

Molekiler kenetleme ¢alismalari GOLD (309) ve AutoDock (AutoDock 4 ve
AutoDock Vina) (453, 454) yazilimlariyla yapilmis, arama alani merkezi olarak
CACYP51 icin modelin aktif bélgesinde bulunan iKZ’iin merkezi koordinatlari (-0,08;
0,14; -0,12) kullaniimistir. GABAaR i¢in GOLD ve Glide’in (455-457) kullanildig
calismalarda, Bergmann ve ark. (34)’nin homoloji modeli tizerinde (g farkh baglanma
bolgesinde arama alani olusturulmustur. Bu alanlarin merkezi koordinatlari GABA
baglanma bolgesi icin reseptor al(-)/B2(+) ara ylzinde 29,32; 69,95; 81,56; LRZ
baglanma bolgesi icin B2(+)/al(-)ara ylizinde 24,85; 104,4; 52,85 ve BZD baglanma

bolgesi icin al(+)/y2(-) ara yliziinde -0,49; 0,15; 0,17 olarak alinmistir.
a. GOLD

The Cambridge Crystallographic Data Centre tarafindan tasarlanmis olan
GOLD Siit (v5.2.2, CCDC Software Ltd., Cambridge, UK, 2013), molekiler kenetleme
ve sanal aktivite tarama sireglerinde kullanilan oldukga hizli ve esnek bir yazilim
paketidir. GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking), skorlama fonksiyonlarinin
uyum skorlarini genetik algoritma ile optimize eder. Do6rt farkh skorlama
fonksiyonuna sahip olan program kinazlar ve hem iceren proteinler gibi spesifik
durumlar icin parametrizasyon, kismi reseptér esnekligi, bagsiz etkilesme ve torsiyon
gibi uzaysal kisitlarin uygulanmasi, hiz ve dogruluk dengesi ayarlari gibi avantajlara
sahiptir. Skorlama fonksiyonlari CHEMPLP, GoldScore, ChemScore ve ASP (Astex
Statistical Potential) olarak adlandiriir. CHEMPLP (Piecewise Linear Potential)
baglanma pozu tahmini icin optimize edilmis bir uyum fonksiyonudur (310); protein
ve ligandin sterik tamamlayiciligini modellerken, ek olarak ChemScore’un mesafe ve
aclya bagli hidrojen ve metal baglanma katsayilarini dahil eder. GoldScore’un uyum
fonksiyonu ise dort bilesenden olusur: protein-ligand H bagi enerjisi, protein-ligand
vdW enerjisi, ligand internal vdW enerjisi ve ligand torsiyon gerilimi enerjisi (311).
Uyum fonsiyonundaki ampirik parametreler GOLD parametreler dosyasindan alinir ve
bu parametreler kullanilan skorlama fonksiyonundan bagimsizdir. ChemScore

baglanma afinitesi bilinen 82 protein-ligand kompleksinden elde edilen ampirik
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verilerden tiretilmis ve bu verilerden elde edilen regresyon ile iyilestirilmistir (458,
459). Uyum skorunu H bagi, metal ve lipofilik etkilesmeler ile torsiyon enerjilerinden
elde edilen baglanma enerjisinden, koti etilesmeler ve internal ligand torsiyonlarinin
enerijisini ¢ikararak hesaplar. ASP bir protein-ligand veritabanindan tlretilmis atom-
atom potansiyelidir ve geleneksel skorlama fonksiyonlarindan farkh olarak, protein
veri bankalarindaki protein-ligand bilgilerini analiz eder, protein ile ligand atomlarinin
etkilesme frekansiyla ilgili bilgileri toplar ve bu bilgileri kullanarak istatistiksel
potansiyeller olusturur (460).

GOLD ile yapilan kenetleme c¢alismalarinda her bilesik, dort skorlama
fonksiyonunda %100 verimlilikte kenetlenmistir. Her bilesik i¢in 50 kosturma yapilmis
ancak erken sonlandirma opsiyonu etkinlestirilmistir. Bu opsiyonda bir ligand i¢in ayni
baglanma pozlarinin sirekli elde edilmesi durumunda skorlama fonksiyonu, verilen

kosturma sayisini beklemeden kenetlemeyi sonlandirir.

b. Glide

Schrédinger (Schrodinger, LLC, NY, 2017) firmasi tarafindan gelistirilen
yazilimlardan biri olan Glide (Grid-based Ligand Docking with Energetics) hizli ve
isabetli tahminler yapan bir molekiler kenetleme programidir. Schrodinger
blinyesindeki ¢ok sayida yazilimla bir arada calistirilabilen Glide’in avantajlar
arasinda, Prime (v2017-1, Schrodinger, LLC, NY, 2017) ile birlikte kullanilarak
indiklenmis uyum molekiler kenetleme yapabilmesi, sanal aktivite tarama ¢alisma
paneli, farkh reseptor tiplerinde ylksek tahmin giicli saglamasi, Maestro ile birlikte
docking sonrasi degerlendirme ve daha ileri modelleme g¢alismalari yapabilme
kolayhgi sayilabilir. Hiz ve dogruluk dengesi igin iki ayri opsiyon sunar. Glide blyuk
kiitiphanelerden standard yakinlikta, disik verimle elde edilen pozlar arasindan
yanlis pozitiflerin ekstra yakinlik modunda elenmesini saglar. Glide ayrica peptit
kenetleme igin ayri bir protokole ve detayl bir kenetleme hiyerarsisine sahiptir. Bu
hiyerarside konformasyonel aramayla tlretilen konformerler sezgisel taramayla

elenir. Skorlama siirecinde ChemScore’un kesikli bir versiyonu kullanilir.
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Kenetleme 6ncesi Maestro programinin Reseptér Grid Olusturma modiili ile
baglanma bdlgesinin arama grid haritasi olusturulmustur. Kenetlemeler ekstra
yakinlikta her ligand igin 10 defa kosturulmus, elde edilen konformasyonlara
kenetleme sonrasi kuvvet alani enerji minimizasyonu uygulanmistir. Glide’da erken

sonlandirma otomatik olarak uygulanir.

c. AutoDock

The Scripps Research Institute tarafindan gelistirilen AutoDock ve AutoDock
Vina mevcut ligand-protein kenetleme yazilimlari arasinda Ucretsiz lisans saglayan,
tahmin glicli yiksek popller programlardir. Bu programlar dogrudan komut satiriyla
ya da AutoDockTools gibi grafik kullanici araylzi yaziimlariyla gahstirihir. Kenetleme
sonuglarinin incelenmesi icin daha ¢ok PyMol molekiler grafik sistemi (v2.0

Schrodinger, LLC) tercih edilir.

AutoDock 4

AutoDock 4 konformasyonel arama sonucu elde ettigi konformasyonlari
degerlendirirken yari ampirik bir enerji kuvvet alani kullanir. Bu kuvvet alaninin
parametrizasyonu icin inhibitor katsayisi (K;) bilinen ligandlarin reseptorleriyle kenetli
U¢ boyutlu yapilari kullanilmistir. Kuvvet alani, ilk asamada ligand ve proteinin
baglanmamis  durumdaki konformasyonlarindan, baglanmis  durumdaki
konformasyonlarina gegiste intermolekiler enerjileri tahmin eder. Daha sonra ligand-
reseptor kompleksinin intermolekiiler enerjileri hesaplanir. Kuvvet alani serbest
baglanma enerjisi (AG) hesabina, alti ¢ift katsayiyi (protein ve ligandin bagh ve ayri
enerjileri) ve baglanma ile kaybedilen konformasyonel entropiyi dahil eder. AutoDock
4 kenetleme 6ncesi ligand atom tiplerine gore Glide’da oldugu gibi arama alani igin
hazirlanmis bir grid haritasina ihtiya¢ duyar. Bunun icin ayri bir yazilim olan AutoGrid
kullanilir. Genetik algoritma, Lamarck genetik algoritmasi (453), lokal arama (461) ya
da simulated annealing algoritmasi (462) secilebilir; secilen protein yan zincirleri

esnek hale getirilebilir.
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Sonug bilesiklerinin AutoDock ile kenetleme islemi igin AutoDockTools
arayiizii kullanilmistir. Once her bir ligandin atom tiplerine gére arama alani grid
haritalari olusturulmustur. Kenetleme islemi igin genetik algoritma ile lokal aramanin
hibrit bir algoritmasi olan Lamarck genetik algoritmasi kullanilmis, her ligand orta
verimlilikte 50 tekrarda kosturulmugstur. GOLD ve Glide’in aksine AutoDock’ta erken
sonlandirma opsiyonu yoktur; bunun yerine elde edilen pozlarin birbirlerine gore
hesaplanan RMSD degerlerine gore kiime analizi yapilir. AutoDock, kenetleme skoru
(AG) yani sira ligandlar igin teorik bir inhibitor katsayisi (Ki) da hesaplar.

AutoDock Vina igin ayni ayarlar kullaniimis, ek olarak bu ayarlarin kaydedildigi

bir konfiglirasyon dosyasi olusturulmustur.
AutoDock Vina

AutoDock 4 ile ayni girdi ve ciktilari kullanan, ayni grafik kullanici arayiziyle
¢alisan AutoDock Vina, birden fazla bilgisayar islemcisi kullanir ve AutoDock’a gore
¢cok daha hizhidir. Kullanimi daha basit olan AutoDock Vina kullaniciya slirec lizerinde
daha az kontrol imkani verir. AutoDock 4’te degistirilebilen pek ¢ok ayar ve K; gibi bazi
hesaplamalar AutoDock Vina’da mevcut degildir. AutoDock Vina grid haritalarini
otomatik cikarir ve GOLD ve Glide gibi elde edilen konformasyon sayisini sinirlar.
Kenetleme optimizasyonu icin genetik algoritmalar, partikiil yigilma optimizasyonu

(463), simulated annealing basta olmak lizere gesitli yaklagimlar kullanir.
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4. BULGULAR
4.1. Kimyasal Calismalar

[2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etiliden]amino asetat hidrokloriir

(Bilesik 5)

OYCH_%

NJo

/O)V'r} HCl
cl

0,286 mL (5 mmol) Asetik asit ve 1,178 g (5 mmol) 2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-
klorofenil)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine gore sentez edilip,
metanol/dietil eter karisimindan kristallendirilerek saflastirilmistir. Beyaz renkte toz
bilesiktir. Erime derecesi 161-2 °C, verim 0,723 g (%46)’dir.

IR spektrumunda (KBr); 3081, 3004 (C-H gerilim, aromatik), 2919 (C-H gerilim,
alifatik), 1784 (C=0 gerilim, oksim ester), 1168 (C-O gerilim, oksim ester), 910 (N-O
gerilim) cm™’de pikler goralur.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-de, 400 MHz); & 2,28 (s, 3H, CHs); 5,86 (s, 2H,
CH2N); 7,54 (d, J: 8,8 Hz, 2H, 4-klorobenzen H3°); 7,62 (t, J1 = 1,6 Hz, J> = 1,6 Hz, 1H,
imidazol H%); 7,72 (t, J1= 2,0 Hz, J> = 1,6 Hz, 1H, imidazol H>); 7,79 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-
klorobenzen H?®); 9,35 (t, J; = 1,6 Hz, J> = 0,8 Hz, 1H, imidazol H?) ppm’de pikler
gorilir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 19,33 (CHs); 44,11 (CHaN);
120,10 (imidazol C°); 122,47 (imidazol C*); 128,84-129,48 (4-klorobenzen C%3>%);
129,79 (4-klorobenzen C'); 135,95 (4-klorobenzen C?%); 136,22 (imidazol C?); 158,26
(CNO); 167,36 (CO) ppm’de pikler gorilir.

Kutle spektrumunda (m/z); 302 ([M+2+Na]*), 300 ([M+Na]*, %100), 280
([IM+2+H]*), 278 ([M+H]*) ve 82’de pikler gorilir.

Analiz: C13H13ClaN3O3 icin, MLA. 314,17

%C  %H %N
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Hesaplanan: 49,70 4,17 13,38
Bulunan : 49,54 4,20 13,38

[2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etiliden]amino propanoat hidrokloriir

(Bilesik 6)

OY\CHS

(0]
N~ =N
Cl

0,374 mL (5 mmol) Propanoik asit ve 1,178 g (5 mmol) 2-(1H-imidazol-1-il)-1-
(4-klorofenil)etanon oksimden hareketle genel sentez yéntemine gore sentez edilip,
metanol/dietil eter karisimindan kristallendirilerek saflastiriimistir. Beyaz renkte toz
bilesiktir. Erime derecesi 142-4 °C, verim 0,985 g (%60)’dir.

IR spektrumunda (KBr); 3005 (C-H gerilim, aromatik), 2919 (C-H gerilim,
alifatik), 1768 (C=0 gerilim, oksim ester), 1181 (C-O gerilim, oksim ester), 924 (N-O
gerilim) cm™Yde pikler goralur.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-dg, 400 MHz); 6 1,13 (t, J1=7,6 Hz, J>=7,2 Hz,
3H, CHs); 2,59 (g, 2H, CH2CHs); 5,79 (s, 2H, CH2N); 7,54 (d, J = 9,2 Hz, 2H, 4-
klorobenzen H3?); 7,59 (t, J1 = 1,6 Hz, J> = 1,6 Hz, 1H, imidazol H*); 7,68 (t, J1 = 2,0 Hz,
J2=1,6 Hz, 1H, imidazol H®); 7,76 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-klorobenzen H*%); 9,22 (t, J1: =
2,0 Hz, J2=1,2 Hz, 1H, imidazol H?) ppm’de pikler gorulir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); 6 19,33 (CHs); 25,89 (CH,CHs);
44,70 (CH2N); 120,75 (imidazol C°); 123,03 (imidazol C%); 129,43-130,02 (4-
klorobenzen C23>f); 130,39 (4-klorobenzen C'); 136,50 (4-klorobenzen C%); 136,79
(imidazol C?); 158,94 (CNO); 171,19 (CO) ppm’de pikler gorilur.

Kutle spektrumunda (m/z); 316 ([M+2+Na]*), 314 ([M+Na]*, %100), 294
(IM+2+H]*), 292 ([M+H]*) ve 82'de pikler goriiliir.

Analiz: C14H15Cl2N30; igin, M.A. 328,19

%C  %H %N
Hesaplanan: 51,23 4,61 12,80
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Bulunan : 51,07 4,61 12,70

[2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etiliden]amino biitanoat hidrokloriir

(Bilesik 7)

OY\/CH_,,

0]
N°’ FN
/©)|\/N\/) e
cl

0,462 mL (5 mmol) Bltanoik asit ve 1,178 g (5 mmol) 2-(1H-imidazol-1-il)-1-
(4-klorofenil)etanon oksimden hareketle genel sentez yéntemine gore sentez edilip,
metanol/dietil eter karisimindan kristallendirilerek saflastiriimistir. Beyaz renkte toz
bilesiktir. Erime derecesi 161-3 °C, verim 0,907 g (%53)’dir.

IR spektrumunda (KBr); 3025 (C-H gerilim, aromatik), 2959, 2922 (C-H gerilim,
alifatik), 1760 (C=0 gerilim, oksim ester), 1186 (C-O gerilim, oksim ester), 925 (N-O
gerilim) cm™Yde pikler goralur.

1H-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); § 0,95 (t, J: = 7,6 Hz, J2 = 7,2 Hz,
3H, CHs); 1,61-1,67 (m, 2H, CH2CHs); 2,55 (t, J1 = 7,2 Hz, J2: 7,2 Hz, 2H, COCH,); 5,80
(s, 2H, CH2N); 7,55 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-klorobenzen H3?); 7,61 (d, J = 1,2 Hz, 1H,
imidazol H*); 7,69 (d, J = 1,6 Hz, 1H, imidazol H>); 7,77 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 4-klorobenzen
H2#®); 9,26 (s, 1H, imidazol H?) ppm’de pikler gérilir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); 6 13,88 (CHs); 18,13 (CH,CH3);
34,17 (COCH,); 44,79 (CHa2N); 120,75 (imidazol C%); 123,02 (imidazol C%); 129,42-
130,04 (4-klorobenzen C%3>#); 130,41 (4-klorobenzen C'); 136,49 (4-klorobenzen C?);
136,79 (imidazol C?); 159,00 (CNO); 170,14 (CO) ppm’de pikler gorilir.

Kutle spektrumunda (m/z); 330 ([M+2+Na]*), 328 ([M+Na]*, %100), 308
([IM+2+H]*), 306 ([M+H]"), ve 82'de pikler gorilir.

Analiz: C15sH17CI2N3O; icin, MLA. 342,22

%C  %H %N
Hesaplanan: 52,64 5,01 12,28
Bulunan : 52,54 4,96 12,25
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(2)-[2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etiliden]amino pentanoat
hidrokloriir (Bilesik 8)

OWCH3

0
N =N
Cl

0,549 mL (5 mmol) Pentanoik asit ve 1,178 g (5 mmol) 2-(1H-imidazol-1-il)-1-
(4-klorofenil)etanon oksimden hareketle genel sentez yéntemine gore sentez edilip,
metanol/dietil eter karisimindan kristallendirilerek saflastirilmistir. Seffaf kristalize
bilesiktir. Erime derecesi 152-3 °C, verim 1,158 g (%65)’dir.

IR spektrumunda (KBr); 3068 (C-H gerilim, aromatik), 2920 (C-H gerilim,
alifatik), 1760 (C=0 gerilim, oksim ester), 1187 (C-O gerilim, oksim ester), 941 (N-O
gerilim) cm™’de pikler goralur.

1H-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); § 0,91 (t, J: = 7,2 Hz, J = 7,2 Hz,
3H, CHs); 1,33-1,38 (m, 2H, CH2CHs); 1,58-1,62 (m, 2H, CH2CH,CHs); 2,56 (t, J1 = 7,6
Hz, J,=7,2 Hz, 2H, COCH3); 5,80 (s, 2H, CH2N); 7,55 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-klorobenzen
H35); 7,61 (s, 1H, imidazol H%); 7,69 (s, 1H, imidazol H%); 7,76 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-
klorobenzen H%®); 9,25 (s, 1H, imidazol H?) ppm’de pikler goérulir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); 6 14,08 (CHs); 22,06 (CH,CHs);
26,67 (CH2CH,CH3); 32,05 (COCH,); 44,78 (CHaN); 120,75 (imidazol C%); 123,02
(imidazol C?%); 129,42-130,03 (4-klorobenzen C?3>f); 130,41 (4-klorobenzen CY);
136,50 (4-klorobenzen C?); 136,78 (imidazol C?); 158,99 (CNO); 170,27 (CO) ppm’de
pikler gorular.

Kutle spektrumunda (m/z); 344 ([M+2+Na]*), 342 ([M+Na]*, %100), 322
(IM+2+H]*), 320 ([M+H]*) ve 82'de pikler goriiliir.

Analiz: C16H19CI2N303 icin, M.A. 356,25

%C  %H %N
Hesaplanan: 53,94 5,38 11,80
Bulunan : 53,87 5,25 11,71
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[2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etiliden]amino 3-metilbiitanoat

hidrokloriir (Bilesik 9)

H,C.__CH,
Y
0
N° /¢N
Hcl
/@)lyN\)
Cl

0,552 mL (5 mmol) 3-Metilbitanoik asit ve 1,178 g (5 mmol) 2-(1H-imidazol-
1-il)-1-(4-klorofenil)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine gore sentez
edilip, etanol/aseton karisimindan kristallendirilerek saflastiriimistir. Beyaz renkte toz
bilesiktir. Erime derecesi 153-5 °C, verim 1,532 g (%86)’dir.

IR spektrumunda (KBr); 3075 (C-H gerilim, aromatik), 2905 (C-H gerilim,
alifatik), 1768 (C=0 gerilim, oksim ester), 1194 (C-O gerilim, oksim ester), 964 (N-O
gerilim) cm™Yde pikler goralur.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); 6 0,97 (d, J = 6,4 Hz, 6H, CH3);
2,04-2,10 (m, 1H, CH); 2,45 (d, J = 7,2 Hz, 2H, COCH); 5,79 (s, 2H, CH2N); 7,55 (dd, Jz
= 8,8 Hz, J> = 2,0 Hz, 2H, 4-klorobenzen H3%); 7,61 (t, J; = 1,6 Hz, J> = 1,6 Hz, 1H,
imidazol H4); 7,69 (t, J: = 1,6 Hz, J> = 1,6 Hz, 1H, imidazol H5); 7,76 (dd, J1 = 8,4 Hz, J> =
2,0 Hz, 2H, 4-klorobenzen H%®); 9,25 (s, 1H, imidazol H?) ppm’de pikler gérilir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 22,57 (2C, CHs); 25,51
(CHCH3); 41,13 (COCH.); 44,82 (CH2N); 121,01 (imidazol C5); 122,99 (imidazol C?);
129,44-130,02 (4-klorobenzen C*3>f); 130,46 (4-klorobenzen C'); 136,54 (4-
klorobenzen C*); 136,87 (imidazol C?); 159,00 (CNO); 169,33 (CO) ppm’de pikler
gorilir.

Kutle spektrumunda (m/z); 344 ([M+2+Na]*), 342 ([M+Na]*, %100), 322
(IM+2+H]*), 320 ([M+H]*) ve 82'de pikler goriliir.

Analiz: C16H19CI2N303 igin, M.A. 356,25

%C  %H %N
Hesaplanan: 53,94 5,38 11,80
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Bulunan : 53,78 5,25 11,68

[2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etiliden]amino 2-propilpentanoat

CH,
0 CH;
0]
N =N
.HCl
o
cl

0,801 mL (5 mmol) 2-Propilpentanoik asit ve 1,178 g (5 mmol) 2-(1H-imidazol-

hidrokloriir (Bilesik 10)

1-il)-1-(4-klorofenil)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine gore sentez
edilip, metanol/dietil eter karisimindan kristallendirilerek saflastirilmistir. Beyaz
renkte toz bilesiktir. Erime derecesi 130-2 °C, verim 0,299 g (%15)’dir.

IR spektrumunda (KBr); 3112 (C-H gerilim, aromatik), 2932, 2869 (C-H gerilim,
alifatik), 1756 (C=0 gerilim, oksim ester), 1088 (C-O gerilim, oksim ester), 970 (N-O
gerilim) cm™de pikler gorilir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 0,88 (t, J1 = 7,6 Hz, J2: 6,8 Hz,
6H, CHs); 1,24-1,33 (m, 4H, CH2CHs); 1,45-1,61 (m, 4H, CH-CH>); 2,56-2,59 (m, 1H, CH);
5,78 (s, 2H, CH2N); 7,55 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-klorobenzen H35); 7,63 (t, J1 = 2,0 Hz, J; =
1,2 Hz, 1H, imidazol H?%); 7,67 (t, J1= 1,6 Hz, J> = 1,6 Hz, 1H, imidazol H®); 7,75 (d, J =
8,8 Hz, 2H, 4-klorobenzen H2¥®); 9,25 (s, 1H, imidazol H?) ppm’de pikler gérilir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 14,31 (2C, CHs); 20,47
(CH2CHs); 34,31 (2C, CHCHa); 43,51 (COCH); 44,97 (CH2N); 121,42 (imidazol C3);
122,74 (imidazol C*); 129,38-130,05 (4-klorobenzen C?>3>%); 130,56 (4-klorobenzen
CY); 136,49 (4-klorobenzen C%); 136,84 (imidazol C?); 159,49 (CNO); 172,28 (CO)
ppm’de pikler gordlir.

Kutle spektrumunda (m/z); 386 ([M+2+Na]*), 384 ([M+Na]*, % 100), 364
([IM+2+H]*), 362 ([M+H]*) ve 82’de pikler gorilir.

Analiz: C1gH25CI2N302.1/2H,0 igin, M.A. 407,34

%C  %H %N
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Hesaplanan: 56,02 6,43 10,32
Bulunan : 55,87 6,24 10,34

[2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etiliden]amino siklohekzankarboksilat

o,
0
/@)ﬂyl\liﬁ) HC
cl

0,620 mL (5 mmol) Siklohekzankarboksilik asit ve 1,178 g (5 mmol) 2-(1H-

hidrokloriir (Bilesik 11)

imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine
gore sentez edilip, metanol/dietil eter karisimindan kristallendirilerek saflastiriimistir.
Beyaz renkte toz bilesiktir. Erime derecesi 151-3 °C, verim 1,395 g (%73)’dir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 1,21-1,93 (m, 10H,
siklohekzan CH;); 2,56-2,61 (m, 1H, siklohekzan CH); 5,81 (s, 2H, CH:N); 7,54 (d, J =
8,8 Hz, 2H, 4-klorobenzen H3?); 7,61 (t, J; = 1,6 Hz, J> = 1,6 Hz, 1H, imidazol H*); 7,69
(t,J1=1,6 Hz, J=1,6 Hz, 1H, imidazol H>); 7,74 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 4-klorobenzen H%%);
9,24 (s, 1H, imidazol H?) ppm’de pikler gorulir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 25,22-28,87 (siklohekzan C*
6); 41,41 (siklohekzan C%); 44,98 (CH2N); 120,83 (imidazol C°); 123,00 (imidazol C?);
129,40-130,02 (4-klorobenzen C*3>f); 130,43 (4-klorobenzen C'); 136,46 (4-
klorobenzen C*); 136,78 (imidazol C?); 159,41 (CNO); 172,79 (CO) ppm’de pikler
gorulir.

Kutle spektrumunda (m/z); 370 ([M+2+Na]*), 368 ([M+Na]*), 348 ([M+2+H]*),
346 ([M+H]*) ve 82 (%100)’de pikler goralir.

Analiz: C1gH21Cl2N3O3 icin, ML.A. 382,28

%C  %H %N
Hesaplanan: 56,55 5,54 10,99
Bulunan : 56,16 5,48 10,88
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[2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etiliden]amino hekza-2,4-dienoat
hidrokloriir (Bilesik 12)

0
N =N b
wa-
cl

0,560 g (5 mmol) (2E,4E)-Hekza-2,4-dienoik asit ve 1,178 g (5 mmol) 2-(1H-
imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine
gore sentez edilip, asetonla yikanarak saflastirilmistir. Kirli beyaz renkte toz bilesiktir.
Erime derecesi 161 °C, verim 0,916 g (%50)’dir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); 6 1,88 (d, J = 5,6 Hz, 3H, CH3);
5,85 (s, 2H, CH2N); 6,11 (d, J = 15,6 Hz, 1H, COCH); 6,35-6,46 (m, 2H, CHCHCHs); 7,43-
7,50 (m, 1H, COCHCH); 7,55 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-klorobenzen H3°); 7,61 (s, 1H,
imidazol H*); 7,71 (s, 1H, imidazol H°); 7,77 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 4-klorobenzen H*%); 9,25
(s, 1H, imidazol H?) ppm’de pikler gorulir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 19,06 (CHs); 44,83 (CH:N);
115,97 (COCH); 120,97 (imidazol C%); 123,01 (imidazol C%); 129,41-130,05 (4-
klorobenzen C%3°%); 130,19 (CHCHCHs); 130,49 (4-klorobenzen C%); 136,47 (4-
klorobenzen C%); 136,63 (imidazol C2); 142,64 (CHCHs); 148,03 (COCHCH); 159,12
(CNO); 163,57 (CO) ppm’de pikler gorilir.

Kutle spektrumunda (m/z); 354 ([M+2+Na]*), 352 ([M+Na]*, %100), 332
(IM+2+H]*), 330 ([M+H]*) ve 82'de pikler goriiliir.

Analiz: C17H17CI2N302 igin, M.A. 366,24

%C  %H %N
Hesaplanan: 55,75 4,68 11,47
Bulunan : 55,32 4,75 11,29
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[2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etiliden]amino benzoat hidrokloriir

o,
0 N
/@)ﬁy(j HCl
Cl

0,611 g (5 mmol) Benzoik asit ve 1,178 g (5 mmol) 2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-

(Bilesik 13)

klorofenil)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine gore sentez edilip,
asetonla yikanarak saflastirilmistir. Beyaz renkte toz bilesiktir. Erime derecesi 172-4
°C, verim 0,997 g (%53)"dir.

IR spektrumunda (KBr); 3060 (C-H gerilim, aromatik), 2912 (C-H gerilim,
alifatik), 1745 (C=0 gerilim, oksim ester), 1181 (C-O gerilim, oksim ester), 914 (N-O
gerilim) cm™Yde pikler goralur.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-de, 400 MHz); 6 5,85 (s, 2H, CHaN); 7,55-7,92
(m, 9H, 4-klorobenzen H%*3>¢, benzen3®, imidazol H*°); 8,13-8,15 (m, 2H, benzen
H2#®); 9,28 (s, 1H, imidazol H?) ppm’de pikler gérilir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 45,25 (CH2N); 121,08
(imidazol C); 123,07 (imidazol C?%); 128,14-136,55 (4-klorobenzen C', benzen C');
136,84 (imidazol C?); 160,56 (CNO); 162,80 (CO) ppm’de pikler gorilir.

Kutle spektrumunda (m/z); 364 ([M+2+Na]*), 362 ([M+Na]*, %100), 342
(IM+2+H]*), 340 ([M+H]*) ve 82'de pikler goriiliir.

Analiz: C18H15CI2N302 igin, M.A. 376,24

%C  %H %N
Hesaplanan: 57,46 4,02 11,17
Bulunan : 57,26 4,17 11,15
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[2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etiliden]amino 4-fenilbiitanoat

OYV\@
JO N
/@/ILI\F\/) .HCl

cl

0,821 g (5 mmol) 4-Fenilbltanoik asit ve 1,178 g (0.003 mol) 2-(1H-imidazol-

hidrokloriir (Bilesik 14)

1-il)-1-(4-klorofenil)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine gore sentez
edilip, iIPA/dietil eter karisimindan kristallendirilerek saflastirilmistir. Kirli beyaz
renkte toz bilesiktir. Erime derecesi 126-7 °C, verim 1,109 g (%53)’dir.

IR spektrumunda (KBr); 3096 (C-H gerilim, aromatik), 2920 (C-H gerilim,
alifatik), 1763 (C=0 gerilim, oksim ester), 1082 (C-O gerilim, oksim ester), 936 (N-O
gerilim) cm™de pikler gorilir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 1,89-1,97 (m, 2H,
CH,CH,CeHs); 2,58 (t, J1 = 7,6 Hz, J> = 7,2 Hz, 2H, CH,C6Hs); 2,66 (t, J1 = 8,0 Hz, J>=7,2
Hz, 2H, COCH>); 5,79 (s, 2H, CH2N); 7,19-7,24 (m, 3H, benzen H2%6); 7,29-7,33 (m, 2H,
benzen H3%); 7,55 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-klorobenzen H*?); 7,60 (t, J1 = 1,6 Hz, /= 1,6
Hz, 1H, imidazol H4); 7,68 (t, J; = 2,0 Hz, J>= 1,6 Hz, 1H, imidazole H%); 7,75 (d, J = 8,8
Hz, 2H, 4-klorobenzen H%®); 9,23 (s, 1H, imidazol H?) ppm’de pikler gériilir.

Kutle spektrumunda (m/z); 406 ([M+2+Na]*), 404 ([M+Na]*), 384 ([M+2+H]*),
382 ([M+H]*) ve 82 (%100)’de pikler goralir.

Analiz: C21H21CI2N302.3/2H,0 igin, M.A. 445,34

%C  %H %N
Hesaplanan: 56,64 5,43 9,44
Bulunan : 56,31 5,34 9,48
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[2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etiliden]amino 3-fenilprop-2-enoat

OY\/@
o)
N~ =N
/@)v'@ HCl
cl

0,741 g (5 mmol) (2E)-3-Fenilprop-2-enoik asit ve 1,178 g (5 mmol) 2-(1H-

hidrokloriir (Bilesik 15)

imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine
gore sentez edilip, metanol/dietil eter karisimindan kristallendirilerek saflastiriimistir.
Kirli beyaz renkte toz bilesiktir. Erime derecesi 145-6 °C, verim 1,086 g (%54)’dir.

IR spektrumunda (KBr); 3086 (C-H gerilim, aromatik), 2996 (C-H gerilim,
alifatik), 1759 (C=0 gerilim, oksim ester), 1098 (C-O gerilim, oksim ester), 982 (N-O
gerilim) cm™Yde pikler goralur.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-de, 400 MHz); & 5,79 (s, 2H, CH2N); 6,92 (d, J =
16,0 Hz, 1H, COCH); 7,48-7,51 (m, 3H, benzen H3*>); 7,58 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-
klorobenzen H3?); 7,63 (t, J1 = 1,6 Hz, J> = 1,6 Hz, 1H, imidazol H?); 7,76 (t, J1 = 2,0 Hz,
J2=1,6 Hz, 1H, imidazole H>); 7,81-7,83 (m, 4H, benzen H%®, 4-klorobenzen H*®); 7,91
(d, J=16,0 Hz, 1H, CHCgHs); 9,32 (s, 1H, imidazol H2) ppm’de pikler gorilir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 42,25 (CH2N); 115,70 (COCH);
121,06 (imidazol C°); 123,20 (imidazol C*); 129,07-136,60 (4-klorobenzen C'¢, benzen
C'®); 136,77 (imidazol C?); 146,33 (CHCeHs); 159,36 (CNO); 163,38 (CO) ppm’de pikler
gorulir.

Kutle spektrumunda (m/z); 390 ([M+2+Na]*), 388 ([M+Na]*, %100), 368
(IM+2+H]*), 366 ([M+H]*) ve 82’de pikler gorilir.

Analiz: CyoH17CI2N30zicin, M.A. 402,27

%C  %H %N
Hesaplanan: 59,71 4,26 10,45
Bulunan : 59,42 4,40 10,32
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[2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etiliden]amino 3-benzoilpropanoat

hidrokloriir (Bilesik 16)

0]

,0
/@L(} HCl
Cl

0,891 g (5 mmol) 3-Benzoilpropanoik asit ve 1,178 g (5 mmol) 2-(1H-imidazol-
1-il)-1-(4-klorofenil)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine gore sentez
edilip, iIPA/dietil eter karisimindan kristallendirilerek saflastirilmistir. Kirli beyaz
renkte toz bilesiktir. Erime derecesi 141-2 °C, verim 1,146 g (%53)’dIr.

IR spektrumunda (KBr); 3100, 3052 (C-H gerilim, aromatik), 2925 (C-H gerilim,
alifatik), 1785 (C=0 gerilim, oksim ester), 1106 (C-O gerilim, oksim ester), 972 (N-O
gerilim) cm™Yde pikler goralur.

IH-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 2,94 (t, J1 = 6,4 Hz, J, = 6,4 Hz,
2H, OCOCH); 3,47 (t, J1 = 6,4 Hz, J> = 6,0 Hz, 2H, CH2COCgHs); 5,83 (s, 2H, CH2N); 7,54-
7,58 (m, 4H, 4-klorobenzen H3>>, benzen H3°); 7,62 (t, J1 = 1,6 Hz, J> = 1,6 Hz, 1H,
imidazol H%); 7,66-7,67 (m, 1H, benzen H*); 7,70 (t, J; = 2,0 Hz, J>= 1,6 Hz, 1H, imidazol
H°); 7,77 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 4-klorobenzen H*?); 8,01-8,03 (m, 2H, benzen H*®); 9,25
(s, 1H, imidazol H?) ppm’de pikler gorlir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); 6 27,03 (OCOCH,); 33,45
(CH2COCgHs); 44,69 (CH2N); 121,07 (imidazol C°); 123,11 (imidazol C%); 128,34-136,99
(4-klorobenzen C*®, benzen C*®); 136,58 (imidazol C?); 159,11 (CNO); 170,14 (OCO);
198,65 (COCeHs) ppm’de pikler goriiliir.

Kutle spektrumunda (m/z); 420 ([M+2+Na]*), 418 ([M+Na]*, %100), 396
(IM+H]*) ve 82’de pikler gorilir.

Analiz: C21H19Cl2N303igin, M.A. 432,30

%C  %H %N
Hesaplanan: 56,01 4,70 9,33
Bulunan : 55,72 4,71 9,34
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[2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etiliden]amino 4-metilbenzoat

CHy
0]
N’ FN
o
Cl

0,681 g (5 mmol) 4-Metilbenzoik asit ve 1,178 g (5 mmol) 2-(1H-imidazol-1-il)-

hidrokloriir (Bilesik 17)

1-(4-klorofenil)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine gore sentez
edilip, asetonla yikanarak saflastirilmistir. Beyaz renkte toz bilesiktir. Erime derecesi
176-8 °C, verim 1,012 g (%52) dir.

IR spektrumunda (KBr); 3058 (C-H gerilim, aromatik), 2919 (C-H gerilim,
alifatik), 1737 (C=0 gerilim, oksim ester), 1170 (C-O gerilim, oksim ester), 921 (N-O
gerilim) cm™de pikler gorilir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-de, 400 MHz); & 2,41 (s, 3H, CHs); 6,00 (s, 2H,
CH2N); 7,40 (d, J = 7,6 Hz, 2H, 4-metilbenzen H3%); 7,54 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-
klorobenzen H3%); 7,57 (t, J1 = 1,6 Hz, J> = 1,6 Hz, 1H, imidazol H?*); 7,72-7,76 (m, 3H,
imidazole H>, 4-klorobenzen H®); 8,01 (d, J = 8,0 Hz, 2H, 4-metilbenzen H%%); 9,25 (s,
1H, imidazol H?) ppm’de pikler gorulir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); 6 21,25 (CHs); 44,83 (CH2N);
120,38 (imidazol C); 122,59 (imidazol C*); 124,80 (4-metilbenzen C'); 128,90-129,71
(4-klorobenzen C?3°% 4-metilbenzen C%3°%); 129,79 (4-klorobenzen C'); 135,98 (4-
klorobenzen C*); 136,27 (imidazol C?); 144,80 (4-metilbenzen C%); 159,85 (CNO);
162,28 (CO) ppm’de pikler goralir.

Kutle spektrumunda (m/z); 378 ([M+2+Na]*), 376 ([M+Na]*, %100), 356
([IM+2+H]*), 354 ([M+H]*) ve 82’de pikler gorilir.

Analiz: C19H17CI2N302.1/2H20 igin, M.A. 398,08

%C  %H %N
Hesaplanan: 57,16 4,54 10,52
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Bulunan : 57,53 4,27 10,64

[2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etiliden]amino 4-metoksibenzoat

O\CH_,,
(0]
(0]
N =N
/@/k/”\) HCl
cl

0,761 g (5 mmol) 4-Metoksibenzoik asit ve 1,178 g (5 mmol) 2-(1H-imidazol-

hidrokloriir (Bilesik 18)

1-il)-1-(4-klorofenil)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine gore sentez
edilip, asetonla yikanarak saflastirilmistir. Beyaz renkte toz bilesiktir. Erime derecesi
142-4 °C, verim 1,036 g (%51)"dir.

IR spektrumunda (KBr); 3081, 3004 (C-H gerilim, aromatik), 2913 (C-H gerilim,
alifatik), 1755 (C=0 gerilim, oksim ester), 1164 (C-O gerilim, oksim ester), 917 (N-O
gerilim) cm™de pikler gorilir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-de, 400 MHz); & 3,88 (s, 3H, CHs); 5,98 (s, 2H,
CH2N); 7,12 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-metoksibenzen H3%); 7,51 (t, J; = 1,6 Hz, J> = 1,6 Hz,
1H, imidazol H%); 7,55 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-klorobenzen H3?); 7,67 (t, J1=2,0 Hz, J> =
1,6 Hz, imidazol H°); 7,76 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-klorobenzen H?*%); 8,09 (d, J = 9.2 Hz,
2H, 4-metoksibenzen H2®); 9,10 (s, 1H, imidazol H?) ppm’de pikler gérilir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 44,55 (CH2N); 55,65 (CH3);
114,35 (4-metoksibenzen C3°); 119,54 (4-metoksibenzen Ct); 121,07 (imidazol C);
122,32 (imidazol C?%); 128,87-131,97 (4-klorobenzen C'3>f, 4-metoksibenzen C%°);
135,91 (4-klorobenzen C*); 136,37 (imidazol C?); 159,68 (CNO); 161,99 (CO); 168,83
(4-metoksibenzen C?%) ppm’de pikler gérulir.

Kutle spektrumunda (m/z); 394 ([M+2+Na]*), 392 ([M+Na]*, % 100), 372
([IM+2+H]%), (370 [M+H]*) ve 82’de pikler gorilir.

Analiz: C19H17CI2N303.1/2H20 igin, M.A. 415,27

%C %H %N
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Hesaplanan: 54,95 4,37 10,12
Bulunan : 54,95 4,55 10,49

[2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etiliden]amino 4-klorobenzoat

cl
OYO
0
N~ =N
cl

0,783 g (5 mmol) 4-Klorobenzoik asit ve 1,178 g (5 mmol) 2-(1H-imidazol-1-il)-

hidrokloriir (Bilesik 19)

1-(4-klorofenil)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine gore sentez
edilip, asetonla yikanarak saflastirilmistir. Beyaz renkte toz bilesiktir. Erime derecesi
161-2 °C, verim 1,540 g (%75)'dir.

IR spektrumunda (KBr); 3086, 3009 (C-H gerilim, aromatik), 2965 (C-H gerilim,
alifatik), 1743 (C=0 gerilim, oksim ester), 1177 (C-O gerilim, oksim ester), 916 (N-O
gerilim) cm™Y’de pikler goralur.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 6,04 (s, 2H, CH2N); 7,55-7,60
(m, 3H, 4-klorobenzen H3%, imidazol H?*); 7,69 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 4-klorobenzen H3'%);
7,75-7,78 (m, 3H, 4-klorobenzen H?%*®, imidazol H°); 8,16 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-
klorobenzen H?'¢); 9,27 (s, 1H, imidazol H2) ppm’de pikler gériiliir.

BC-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 44,50 (CH2N); 121,09
(imidazol C°); 122,36 (imidazol C%); 126,53 (4-klorobenzen C%); 128,93-131,35 (4-
klorobenzen C'3>6, 4-klorobenzen C23'5'%); 136,07 (4-klorobenzen C*); 136,42
(imidazol C?); 139,17 (4-klorobenzen C*); 160,43 (CNO); 161,60 (CO) ppm’de pikler
gorulir.

Kutle spektrumunda (m/z); 398 [M+2+Na]*, 396 ([M+Na]*, %100), 378
([M+4+H]*), 376 ([M+2+H]*), 374 ([M+H]*) ve 82'de pikler gérulir.

Analiz: C1gH14CI3sN30,.1/2H,0 igin, M.A. 419,69

%C %H %N
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Hesaplanan: 51,51 3,60 10,01
Bulunan : 51,83 3,40 10,16

[2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etiliden]amino 2,4-diklorobenzoat

Cl cl
OY\O
0
N~ =N
cl

0,955 g (5 mmol) 2,4-Diklorobenzoik asit ve 1,178 g (5 mmol) 2-(1H-imidazol-

hidrokloriir (Bilesik 20)

1-il)-1-(4-klorofenil)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine gore sentez
edilip, asetonla yikanarak saflastirilmistir. Beyaz renkte toz bilesiktir. Erime derecesi
156-9 °C, verim 1,024 g (%46)'dir.

IR spektrumunda (KBr); 3055 (C-H gerilim, aromatik), 2940 (C-H gerilim,
alifatik), 1754 (C=0 gerilim, oksim ester), 1141 (C-O gerilim, oksim ester), 924 (N-O
gerilim) cm™Y’de pikler goralur.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 5,91 (s, 2H, CHuN); 7,53-7,56
(m, 3H, 4-klorobenzen H3>, imidazol H*); 7,64 (dd, J; = 8,4 Hz, J> = 2,0 Hz, 1H, 2,4-
diklorobenzen H>); 7,67 (t, J1 = 1,6 Hz, J, = 1,6 Hz, imidazol H>); 7,74 (d, J = 8,8 Hz, 4-
klorobenzen H%%); 7,88 (d, J = 2,0 Hz, 1H, 2,4-diklorobenzen H3); 8,04 (d, J = 7,1 Hz,
1H, 2,4-diklorobenzen H®); 9,17 (s, 1H, imidazol H?) ppm’de pikler gérilir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 44,67 (CH2N); 121,23
(imidazol C°); 122,25 (imidazol C?%); 126,64 (2,4-diklorobenzen C!); 127,88 (2,4-
diklorobenzen C°); 128,95-129,66 (4-klorobenzen C>3>¢, 4-klorobenzen C%); 130,65
(2,4-diklorobenzen C3); 133,10 (2,4-diklorobenzen C®); 133,70 (2,4-diklorobenzen C?);
136,17 (4-klorobenzen C?%); 136,49 (imidazol C?); 138,14 (2,4-diklorobenzen C?%);
160,74 (CNO, CO) ppm’de pikler gorilir.
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Kutle spektrumunda (m/z); 436 ([M+6+Nal*), 434 ([M+4+Na]*), 432
(IM+2+Nal*), 430 ([M+Na]*, %100), 410 ([M+2+H]*), 408 ([M+H]*) ve 82’de pikler
gorilir.

Analiz: C1sH13ClaN30; igin, M.A. 445,13

%C  %H %N
Hesaplanan: 48,57 2,94 9,44
Bulunan : 48,89 3,29 9,80

[2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etiliden]amino 4-fenilbenzoat

o[
0]
N =N
o
Cl

0,991 g (5 mmol) 4-Fenilbenzoik asit ve 1,178 g (5 mmol) 2-(1H-imidazol-1-il)-

hidrokloriir (Bilesik 21)

1-(4-klorofenil)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine gore sentez
edilip, asetonla yikanarak saflastiriimistir. Kirli beyaz renkte toz bilesiktir. Erime
derecesi 157-60 °C, verim 0,859 g (%38)’dir.

IR spektrumunda (KBr); 3055, 3002 (C-H gerilim, aromatik), 2933 (C-H gerilim,
alifatik), 1739 (C=0 gerilim, oksim ester), 1200 (C-O gerilim, oksim ester), 912 (N-O
gerilim) cm™de pikler gorlir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 6,06 (s, 2H, CH2N); 7,45-7,49
(m, 1H, benzen H*); 7,53-7,59 (m, 4H, 4-klorobenzen H3>, benzen H3%); 7,61 (t, J; =
1,6 Hz, J> = 1,2 Hz, 1H, imidazol H%); 7,78-7,81 (m, 5H, benzen H?®, 4-fenilbenzen H3>,
imidazol H); 7,91 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-klorobenzen H%®%); 8,22 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 4-
fenilbenzen H%%); 9,29 (s, 1H, imidazol H?) ppm’de pikler gérilir.

3C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 45,32 (CH2N); 121,04
(imidazol C°); 123,11 (imidazol C*); 126,89-146,07 (4-klorobenzen C*®, 4-fenilbenzen
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C'®, benzene C*®); 136,85 (imidazol C?); 160,54 (CNO); 162,68 (CO) ppm’de pikler
gorulir.

Kutle spektrumunda (m/z); 440 ([M+2+Na]*), 438 ([M+Na]*), 418 ([M+2+H]*),
416 ([M+H]*), 82 ve 63 (%100)’te pikler gorilar.

Analiz: C2aH19CI2N30,.3/2H,0 igin, M.A. 479,36

%C  %H %N

Hesaplanan: 60,14 4,63 8,77
Bulunan : 60,45 4,29 8,60

[1-(4-Klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etiliden]amino propanoat
hidrokloriir (Bilesik 22)

oﬁACH3

;0

N _—N
N
cl

0,374 mL (5 mmol) Propanoik asit ve 1,183 g (5 mmol) 1-(4-klorofenil)-2-(1H-
1,2,4-triazol-1-il)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine gore sentez
edilip, etanol/dietil eter karisimindan kristallendirilerek saflastiriimistir. Beyaz renkte
toz bilesiktir. Erime derecesi 137-9 °C, verim 0,468 g (%32)’dir.

IR spektrumunda (KBr); 3156 (C-H gerilim, aromatik), 2980 (C-H gerilim,
alifatik), 1768 (C=0 gerilim, oksim ester), 1092 (C-O gerilim, oksim ester), 917 (N-O
gerilim) cm™’de pikler gorilur.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); 6 1,11 (t, J1: =7,2 Hz, J2=7,2 Hz,
3H, CHs); 2,57 (g, 2H, CH2CHs); 5,73 (s, 2H, CH2N); 7,50 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 4-
klorobenzen H3*); 7,75 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-klorobenzen H%®); 7,95 (s, 1H, triazol H3);
8,76 (s, 1H, triazol H>) ppm’de pikler gérilir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 8,68 (CHs); 25,33 (CH,CH3);
44,40 (CH2N); 128,76-129,34 (4-klorobenzen C?3°%); 130,87 (4-klorobenzen CY);
135,73 (4-klorobenzen C?%); 145,15 (triazol C°); 151,18 (triazol C3); 159,01 (CNO);
175,16 (CO) ppm’de pikler goralir.
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Kutle spektrumunda (m/z); 317 ([M+2+Na]*), 315 ([M+Na]*, %$100) ve 293
([IM+H]*)’te pikler gorilar.
Analiz: C13H14Cl2N40; igin, M.A. 329,18
%C  %H %N
Hesaplanan: 47,43 4,29 17,02
Bulunan : 47,56 4,42 17,03

[1-(4-Klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etiliden]amino biitanoat
hidrokloriir (Bilesik 23)

OY\/CH3

,0

N _—N
N
Cl

0,462 mL (5 mmol) Bltanoik asit ve 1,183 g (5 mmol) 1-(4-klorofenil)-2-(1H-
1,2,4-triazol-1-il)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine gore sentez
edilip, etanol/dietil eter karisimindan kristallendirilerek saflastiriimistir. Beyaz renkte
toz bilesiktir. Erime derecesi 137-40 °C, verim 0,618 g (%36)’dr.

IR spektrumunda (KBr); 3055 (C-H gerilim, aromatik), 2962, 2934 (C-H gerilim,
alifatik), 1755 (C=0 gerilim, oksim ester), 1089 (C-O gerilim, oksim ester), 920 (N-O
gerilim) cm™de pikler gorlir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-de, 400 MHz); 6 0,93 (t, J1= 7,6 Hz, J,=7,2 Hz,
3H, CHs); 1,60-1,65 (m, 2H, CH2CHs); 2,52 (t, 2H, COCH,, DMSO CHs ile birlikte); 5,71
(s, 2H, CH2N); 7,52 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 4-klorobenzen H3?); 7,77 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 4-
klorobenzen H%®); 7,95 (s, 1H, triazol H3); 8,74 (s, 1H, triazol H>) ppm’de pikler gérilir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); 6 13,48 (CHs); 17,66 (CH2CHs);
33,63 (COCH.), 44,44 (CHN); 128,76-129,35 (4-klorobenzen C2356); 130,88 (4-
klorobenzen C!); 135,74 (4-klorobenzen C?%); 145,11 (triazol C°); 151,10 (triazol C3);
158,99 (CNO); 169,72 (CO) ppm’de pikler goralir.

Kutle spektrumunda (m/z); 331 ([M+2+Na]*), 329 ([M+Na]*, %100) ve 307
(IM+H]*)'de pikler gorulir.
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Analiz: C14H16Cl2N40O3 igin, M.A. 342,22
%C  %H %N
Hesaplanan: 48,99 4,70 16,32
Bulunan : 48,85 4,82 16,15

[1-(4-Klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etiliden]amino pentanoat
hidrokloriir (Bilesik 24)

OWCHs

NO)

N —N
N
Cl

0,549 mL (5 mmol) Pentanoik asit ve 1,183 g (5 mmol) 1-(4-klorofenil)-2-(1H-
1,2,4-triazol-1-il)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine gore sentez
edilip, iPA/dietil eter karnisimindan kristallendirilerek saflastiriimistir. Kirli beyaz
renkte toz bilesiktir. Erime derecesi 140-2 °C, verim 0,392 g (%22)’dr.

IR spektrumunda (KBr); 3127 (C-H gerilim, aromatik), 2960, 2873 (C-H gerilim,
alifatik), 1767 (C=0 gerilim, oksim ester), 1083 (C-O gerilim, oksim ester), 901 (N-O
gerilim) cm™’de pikler gorilir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-de, 400 MHz); § 0,90 (t, J; = 7,6 Hz, J2: 7,2 Hz,
3H, CHs); 1,29-1,36 (m, 2H, CH2CHs); 1,54-1,62 (m, 2H, CH2CH2CH3); 2,54 (t, J1 = 7,6
Hz, J>=7,2 Hz, 2H, COCH.>); 5,73 (s, 2H, CH2N); 7,53 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 4-klorobenzen
H3°); 7,78 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 4-klorobenzen H%®); 7,99 (s, 1H, triazol H3); 8,80 (s, 1H,
triazol H>) ppm’de pikler goralir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 14,04 (CHs); 22,02 (CH2CHa);
26,71 (CH2CH2CHs); 32,01 (COCH3), 44,95 (CH2N); 129,26-129,84 (4-klorobenzen
C%3>#0): 131,38 (4-klorobenzen C%); 136,24 (4-klorobenzen C?%); 145,59 (triazol C°);
151,55 (triazol C3); 159,47 (CNO); 170,34 (CO) ppm’de pikler goriilir.

Kutle spektrumunda (m/z); 345 ([M+2+Na]*), 343 ([M+Na]*, %$100) ve 321
(IM+H]*)'de pikler gorulir.

Analiz: C15H18Cl2N40O2 igin, M.A. 357,24
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%C %H %N
Hesaplanan: 50,43 5,08 15,68
Bulunan : 50,23 5,29 15,46

[1-(4-Klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etiliden]amino 3-metilbitanoat
hidrokloriir (Bilesik 25)

_N
[ ) Kl
N<\/
Q)V N
cl

0,552 mL (5 mmol) 3-Metilbitanoik asit ve 1,183 g (5 mmol) 1-(4-klorofenil)-
2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine gore
sentez edilip, metanol/dietil eter karisimindan kristallendirilerek saflastirilmistir. Kirli
beyaz renkte toz bilesiktir. Erime derecesi 132-4 °C, verim 0,508 g (%28)’dir.

IR spektrumunda (KBr); 2966 (C-H gerilim, alifatik), 1768 (C=0 gerilim, oksim
ester), 1081 (C-O gerilim, oksim ester), 920 (N-O gerilim) cmYde pikler gérilir.

IH-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 0,95 (d, J = 6,8 Hz, 6H, CH3);
2,02-2,09 (m, 1H, CH); 2,43 (d, J = 6,8 Hz, 2H, COCH,); 5,72 (s, 2H, CH2N); 7,53 (d, J =
8,4 Hz, 2H, 4-klorobenzen H3?); 7,79 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 4-klorobenzen H%®); 7,97 (s,
1H, triazol H3); 8,77 (s, 1H, triazol H>) ppm’de pikler gorilir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-dg, 400 MHz); & 22,03 (2C, CHs); 22,05 (CH);
40,63 (COCH,); 44,40 (CHyN); 128,75-129,36 (4-klorobenzen C*35%f); 130,93 (4-
klorobenzen C'); 135,72 (4-klorobenzen C%); 145,19 (triazol C°); 151,35 (triazol C3);
159,06 (CNO); 168,93 (CO) ppm’de pikler goralir.

Kutle spektrumunda (m/z); 345 ([M+2+Na]*), 343 ([M+Na]*, %100) ve 321
([IM+H]*)'de pikler gorulir.

Analiz: C1sH18Cl2N402.1/3H20 igin, M.A. 363,24

%C  %H %N
Hesaplanan: 49,60 5,18 15,42



171

Bulunan : 49,74 4,93 15,65

[1-(4-Klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etiliden]amino 2-propilpentanoat

CH,
0
CH,

N‘O

_N
[T ) Kl
N\/
o
cl

0,801 mL (5 mmol) 2-Propilpentanoik asit ve 1,183 g (5 mmol) 1-(4-klorofenil)-

hidrokloriir (Bilesik 26)

2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine gore
sentez edilip, asetonla yikanarak saflagtirilmistir. Kirli beyaz renkte toz bilesiktir.
Erime derecesi 125-7 °C, verim 0,579 g (%29)’dur.

IR spektrumunda (KBr); 3089 (C-H gerilim, aromatik), 2956, 2872 (C-H gerilim,
alifatik), 1760 (C=0 gerilim, oksim ester), 1092 (C-O gerilim, oksim ester), 914 (N-O
gerilim) cm™de pikler gorilir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-dg, 400 MHz); 6 0,87 (t, J1=7,2 Hz, J,=7,2 Hz,
6H, CH3); 1,22-1,29 (m, 4H, CH2CHs); 1,44-1,59 (m, 4H, CH-CH>); 2,56-2,61 (m, 1H, CH);
5,71 (s, 2H, CH2N); 7,53 (d, J = 6,8 Hz, 2H, 4-klorobenzen H3?); 7,79 (d, J = 6,8 Hz, 2H,
4-klorobenzen H%®); 7,96 (s, 1H, triazol H3); 8,76 (s, 1H, triazol H°) ppm’de pikler
gorilir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); 6 13,29 (2C, CHs); 19,99 (2C,
CH,CH3s); 33,91 (2C, CHCH3); 43,07 (CH); 44,57 (CH2N); 128,79-129,41 (4-klorobenzen
C%3>#0): 131,02 (4-klorobenzen C%); 135,77 (4-klorobenzen C?%); 145,04 (triazol C°);
151,11 (triazol C3); 159,10 (CNO); 171,93 (CO) ppm’de pikler gorlir.

Kutle spektrumunda (m/z); 387 ([M+2+Na]*), 385 ([M+Na]*, % 100) ve 363
(IM+H]*)'te pikler gorilar.

Analiz: C18H24Cl2N40; igin, M.A. 399,31

%C  %H %N
Hesaplanan: 54,14 6,06 14,03
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Bulunan : 54,07 6,32 14,03

[1-(4-Klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etiliden]amino
siklohekzankarboksilat hidrokloriir (Bilesik 27)

O

N‘O

_N
7 ) Hal
N 7
o
cl

0,620 mL (5 mmol) Siklohekzankarboksilik asit ve 1,183 g (5 mmol) 1-(4-
klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etanon  oksimden hareketle genel sentez
yontemine goére sentez edilip, asetonla yikanarak saflastiriimistir. Kirli beyaz renkte
toz bilesiktir. Erime derecesi 133-5 °C, verim 0,517 g (%27)’dir.

IR spektrumunda (KBr); 3004 (C-H gerilim, aromatik), 2940, 2855 (C-H gerilim,
alifatik), 1767 (C=0 gerilim, oksim ester), 1100 (C-O gerilim, oksim ester), 929 (N-O
gerilim) cm™de pikler gorilir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 1,17-1,88 (m, 10H,
siklohekzan CH3); 2,52-2,30 (m, 1H, siklohekzan CH); 5,71 (s, 2H, CH2N); 7,50 (d, J =
9,2 Hz, 2H, 4-klorobenzen H3?); 7,74 (d, J = 9,2 Hz, 2H, 4-klorobenzen H%®); 7,95 (s,
1H, triazol H3); 8,75 (s, 1H, triazol H>) ppm’de pikler goriliir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 24,74-28,40 (siklohekzan C*
6); 40,90 (siklohekzan C?); 44,55 (CH2N); 128,79-129,37 (4-klorobenzen C>3>¢); 131,95
(4-klorobenzen C); 135,75 (4-klorobenzen C*); 145,04 (triazol C°); 151,06 (triazol C3);
159,26 (CNO); 171,47 (CO) ppm’de pikler goruliir.

Kutle spektrumunda (m/z); 371 ([M+2+Na]*), 369 ([M+Na]*, % 100) ve 347
([IM+H]*)’de pikler gorulir.

Analiz: C17H20CI2N40O3 icin, M.A. 383,27

%C  %H %N
Hesaplanan: 53,27 5,26 14,62
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Bulunan : 53,12 5,19 14,60

[1-(4-Klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etiliden]amino hekza-2,4-dienoat
hidrokloriir (Bilesik 28)

OY\/\/CHa

NJo

_N
[T ) HC
N\/
Q)V N
cl

0,560 g (5 mmol) (2E,4E)-Hekza-2,4-dienoik asit ve 1,183 g (5 mmol) 1-(4-
klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etanon  oksimden hareketle genel sentez
yontemine gore sentez edilip, asetonla yikanarak saflastiriimistir. Kirli beyaz renkte
toz bilesiktir. Erime derecesi 154-6 °C, verim 0,698 g (%38)’dIr.

IR spektrumunda (KBr); 3115 (C-H gerilim, aromatik), 3003 (C-H gerilim,
olefinik), 2940, 2855 (C-H gerilim, alifatik), 1744 (C=0 gerilim, oksim ester), 1182 (C-
O gerilim, oksim ester), 1106 (C-O gerilim, oksim ester), 910 (N-O gerilim) cmYde
pikler gorlir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); 6 1,87 (d, J = 5,2 Hz, 3H, CH3);
5,78 (s, 2H, CH2N); 6,11 (d, J = 15,6 Hz, 1H, COCH); 6,38-6,41 (m, 2H, CHCHCH3); 7,41-
7,47 (m, 1H, COCHCH); 7,54 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-klorobenzen H35); 7,80 (d, J = 8,8 Hz,
2H, 4-klorobenzen H2®); 7,96 (s, 1H, triazol H3); 8,76 (s, 1H, triazol H>) ppm’de pikler
gorulir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); 6 18,56 (CHs); 44,58 (CH2N);
115,61 (COCH); 128,79-129,41 (4-klorobenzen C2356): 129,74 (CHCHCHs); 131,01 (4-
klorobenzen C'); 135,77 (4-klorobenzen C*); 141,91 (CHCHs); 145,10 (triazol C°);
147,36 (COCHCH); 151,00 (triazol C3); 158,99 (CNO); 163,18 (CO) ppm’de pikler
gorilir.

Kutle spektrumunda (m/z); 355 ([M+2+Na]*), 353 ([M+Na]*, %100) ve 330
([IM+H]*)’da pikler goralar.

Analiz: C16H16Cl2N4O3 icin, M.A. 367,23

%C  %H %N
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Hesaplanan: 52,33 4,39 15,26
Bulunan : 52,43 4,63 15,06

[1-(4-Klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etiliden]amino benzoat hidrokloriir

(Bilesik 29)
o 1

N‘O

_N
7 ) Hal
N 7
o
cl

0,611 g (5 mmol) Benzoik asit ve 1,183 g (5 mmol) 1-(4-klorofenil)-2-(1H-1,2,4-
triazol-1-il)etanon oksimden hareketle genel sentez yoéntemine gére sentez edilip,
asetonla yikanarak saflastirilmistir. Kirli beyaz renkte toz bilesiktir. Erime derecesi
144-6 °C, verim 0,924 g (%49)’dir.

IR spektrumunda (KBr); 3124, 3054 (C-H gerilim, aromatik), 2980 (C-H gerilim,
alifatik), 1739 (C=0 gerilim, oksim ester), 1166 (C-O gerilim, oksim ester), 914 (N-O
gerilim) cm™de pikler gorilir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-de, 400 MHz); & 5,94 (s, 2H, CH2N); 7,56 (d, J =
8,8 Hz, 2H, 4-klorobenzen H3?); 7,59-7,63 (m, 2H, benzen H3%); 7,34-7,78 (m, 1H,
benzen H*); 7,82 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 4-klorobenzen H%*®); 7,96 (s, 1H, triazol H3); 8,12-
8,15 (m, 2H, benzen H%®); 8,76 (s, 1H, triazol H®) ppm’de pikler gorilir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-de, 400 MHz); 6 44,74 (CH2N); 127,67 (benzen
CY); 128,80-129,58 (4-klorobenzen C*3>¢, benzen C*>3>f); 130,73 (benzen C*); 134,12
(4-klorobenzen C?); 135,86 (4-klorobenzen C*); 144,98 (triazol C°); 151,28 (triazol C3);
160,25 (CNO); 162,44 (CO) ppm’de pikler goralir.

Kutle spektrumunda (m/z); 365 ([M+2+Na]*), 363 ([M+Na]*, %100) be 219’da
pikler gorlir.

Analiz: C17H14CI2N4O3 icin, M.A. 376,05

%C  %H %N
Hesaplanan: 54,13 3,74 14,85
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Bulunan : 53,77 3,80 15,13

[1-(4-Klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etiliden]amino 4-fenilbiitanoat

OY\/\©
0
N =N
N
cl

0,821 g (5 mmol) 4-Fenilblitanoik asit ve 1,183 g (5 mmol) 1-(4-klorofenil)-2-

hidrokloriir (Bilesik 30)

(1H-1,2,4-triazol-1-il)etanon oksimden hareketle genel sentez yéntemine gore sentez
edilip, asetonla yikanarak saflastirilmistir. Kirli beyaz renkte toz bilesiktir. Erime
derecesi 122-4 °C, verim 0,440 g (%21)’dur.

IR spektrumunda (KBr); 3141 (C-H gerilim, aromatik), 2981 (C-H gerilim,
alifatik), 1768 (C=0 gerilim, oksim ester), 1091 (C-O gerilim, oksim ester), 912 (N-O
gerilim) cm™de pikler gorilir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 1,86-1,94 (m, 2H,
CH,CH,CeHs); 2,54 (t, J1=7,2 Hz, J> = 7,2 Hz, 2H, CH,C6Hs); 2,63 (t, J1 =8,0Hz, J,=7,6
Hz, 2H, COCH>); 5,69 (s, 2H, CH2N); 7,15-7,21 (m, 3H, benzen H**®); 7,26-7,29 (m, 2H,
benzen H3?); 7,50 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-klorobenzen H3?); 7,74 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-
klorobenzen H%%); 7,91 (s, 1H, triazol H3); 8,67 (s, 1H, triazol H>) ppm’de pikler gériliir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 25,95 (CH2CH2CeHs); 31,39
(CH2CeHs); 34,25 (COCH,); 44,53 (CH2N); 125,94 (benzen C*); 128,33-128,79 (benzen
C%3>8, 4-klorobenzen C%*3>%); 130,87 (4-klorobenzen C'); 135,78 (4-klorobenzen C*);
141,23 (benzen C?); 145,15 (triazol C°); 151,20 (triazol C3); 159,09 (CNO); 169,73 (CO)
ppm’de pikler gorilir.

Kutle spektrumunda (m/z); 407 ([M+2+Na]*), 405 ([M+Na]*, %100) ve 383
(IM+H]*)'te pikler gorilar.

Analiz: C20H20Cl2N403 igin, M.A. 419,31

%C  %H %N
Hesaplanan: 57,29 4,81 13,36
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Bulunan : 56,96 5,04 13,73

[1-(4-Klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etiliden]amino 3-fenilprop-2-enoat

e
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_N
o
“N
Cl

0,741 g (5 mmol) (2E)-3-Fenilprop-2-enoik asit ve 1,183 g (5 mmol) 1-(4-

hidrokloriir (Bilesik 31)

klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etanon  oksimden hareketle genel sentez
yontemine gore sentez edilip, asetonla yikanarak saflastiriimistir. Kirli beyaz renkte
toz bilesiktir. Erime derecesi 163-5 °C, verim 0,484 g (%24)’dir.

IR spektrumunda (KBr); 3100 (C-H gerilim, aromatik), 2956 (C-H gerilim,
alifatik), 1745 (C=0 gerilim, oksim ester), 1113 (C-O gerilim, oksim ester), 913 (N-O
gerilim) cm™de pikler gorilir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-de, 400 MHz); & 5,84 (s, 2H, CH2N); 6,92 (d, J =
16 Hz, 1H, COCH); 7,48-7,50 (m, 3H, benzen H35); 7,56 (d, J = 8,8 Hz, 2H, benzen H%6);
7,82-7,89 (m, 5H, 4-klorobenzen?3>%, CHCgHs); 7,99 (s, 1H, triazol H3); 8,89 (s, 1H,
triazol H°) ppm’de pikler gorular.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); 6 44,44 (CH;N); 115,28 (COCH);
128,64-129,43 (benzen'®); 130,95 (4-klorobenzen C3°); 131,00 (4-klorobenzen C?);
133,86 (4-klorobenzen C%%); 135,80 (4-klorobenzen C?); 145,34 (triazol C°); 146,59
(CHCgHs); 151,48 (triazol C3); 159,45 (CNO); 169,01 (CO) ppm’de pikler gorilur.

Kutle spektrumunda (m/z); 391 ([M+2+Na]*), 389 ([M+Na]*, %100) ve 367
([IM+H]*)’de pikler gorulir.

Analiz: C19H16CI2N4O3 icin, M.A. 403,26

%C  %H %N
Hesaplanan: 56,59 4,00 13,89
Bulunan : 56,25 4,14 13,59
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[1-(4-Klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etiliden]amino 3-benzoilpropanoat
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0,891 g (5 mmol) 3-Benzoilpropanoik asit ve 1,183 g (5 mmol) 1-(4-klorofenil)-

hidrokloriir (Bilesik 32)

2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine goére
sentez edilip, asetonla yikanarak saflastirilmistir. Agik sari renkte toz bilesiktir. Erime
derecesi 158-9 °C, verim 0,417 g (%21)’dir.

IR spektrumunda (KBr); 3032 (C-H gerilim, aromatik), 2980 (C-H gerilim,
alifatik), 1783 (C=0 gerilim, oksim ester), 1104 (C-O gerilim, oksim ester), 908 (N-O
gerilim) cm™de pikler gorilir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-dg, 400 MHz); 6 2,90 (t, J1 = 6,4 Hz, J> = 6,4 Hz,
2H, OCOCH>); 3,42 (t, J1=6,4 Hz, J; = 6,0 Hz, 2H, CH,COC¢Hs); 5,74 (s, 2H, CH2N); 7,49-
7,55 (m, 4H, 4-klorobenzen H3?, benzen H3%); 7,62-7,66 (m, 1H, benzen H?*); 7,76 (d,
J = 8,4 Hz, 2H, 4-klorobenzen H%®); 7,93 (s, 1H, triazol H3); 7,98-8,00 (m, 2H, benzen
H2*®); 8,89 (s, 1H, triazol H>) ppm’de pikler gorilur.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 26,53 (OCOCH,); 32,95
(CH2COCgHs); 44,48 (CH2N); 127,92-129,39 (benzen C**>®, 4-klorobenzen C%3>%);
130,84 (benzen C?); 133,40 (4-klorobenzene C'); 135,78 (4-klorobenzen C*); 136,17
(benzen C'); 145,14 (triazol C°); 151,48 (triazol C3); 159,09 (CNO); 169,68 (CO) ppm’de
pikler gorlir.

Kutle spektrumunda (m/z); 421 ([M+2+Na]*), 419 ([M+Na]*, %100) ve 397
([IM+H]*)’de pikler gorulir.

Analiz: C20H1sCl2N4O3 icin, M.A. 433,29

%C  %H %N
Hesaplanan: 55,44 4,19 12,93
Bulunan : 55,32 4,26 12,63
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[1-(4-Klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etiliden]amino 4-metilbenzoat
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0,681 g (5 mmol) 4-Metilbenzoik asit ve 1,183 g (5 mmol) 1-(4-klorofenil)-2-

hidrokloriir (Bilesik 33)

(1H-1,2,4-triazol-1-il)etanon oksimden hareketle genel sentez yéntemine gore sentez
edilip, asetonla yikanarak saflastirilmistir. Kirli beyaz renkte toz bilesiktir. Erime
derecesi 135-7 °C, verim 0,802 g (%41)’dir.

IR spektrumunda (KBr); 3107 (C-H gerilim, aromatik), 2977 (C-H gerilim,
alifatik), 1727 (C=0 gerilim, oksim ester), 1141 (C-O gerilim, oksim ester), 929 (N-O
gerilim) cm™Yde pikler goralur.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-de, 400 MHz); & 2,40 (s, 3H, CHs); 5,90 (s, 2H,
CHa2N); 7,38 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-metilbenzen H35); 7,53 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-
klorobenzen H3*); 7,79 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-klorobenzen H%®); 7,94 (s, 1H, triazol H3);
7,99 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 4-metilbenzen H%®); 8,74 (s, 1H, triazol H>) ppm’de pikler
gorilir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); 6 21,23 (CHs); 44,74 (CH2N);
124,85 (4-metilbenzen C!); 128,79-129,63 (4-klorobenzen C?3°%, 4-metilbenzen
C?3>6); 130,81 (4-klorobenzen C!); 135,81 (4-klorobenzen C?); 144,69 (4-metilbenzen
C%); 144,97 (triazol C°); 151,26 (triazol C3); 160,01 (CNO); 162,43 (CO) ppm’de pikler
gorilir.

Kutle spektrumunda (m/z); 379 ([M+2+Na]*), 377 ([M+Na]*, %$100) ve 355
(IM+H]*)'te pikler gorilar.

Analiz: C1gH16Cl2N40,.1/2H,0 igin, M.A. 400,26

%C  %H %N
Hesaplanan: 54,01 4,28 14,00
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Bulunan : 54,39 4,12 14,32

[1-(4-Klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etiliden]amino 4-metoksibenzoat

0
“CH,
0

NJO

—N
N
Cl

0,761 g (5 mmol) 4-Metoksibenzoik asit ve 1,183 g (5 mmol) 1-(4-klorofenil)-

hidrokloriir (Bilesik 34)

2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine gore
sentez edilip, asetonla yikanarak saflagtirilmistir. Kirli beyaz renkte toz bilesiktir.
Erime derecesi 141-2 °C, verim 0,285 g (%14)’dur.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-de, 400 MHz); & 3,87 (s, 3H, CHs); 5,91 (s, 2H,
CH2N); 7,11 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-metoksibenzen H3?); 7,54 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-
klorobenzen H3?); 7,81 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-klorobenzen H%*®); 7,96 (s, 1H, triazol H3);
8,08 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 4-metoksibenzen H%®); 8,76 (s, 1H, triazol H>) ppm’de pikler
gorilir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); 6 44,65 (CH2N); 55,62 (CH3);
114,35 (4-metoksibenzen C3°); 119,62 (4-metoksibenzen C%); 128,77-129,41 (4-
klorobenzen C%3°%); 130,90 (4-klorobenzen C'); 131,84 (4-metoksibenzen C%®);
135,75 (4-klorobenzen C*); 144,99 (triazol C°); 151,42 (triazol C3); 159,73 (CNO);
162,10 (CO); 163,76 (4-metoksibenzen C*) ppm’de pikler gorulur.

Kutle spektrumunda (m/z); 395 ([M+2+Na]*), 393 ([M+Na]*, %$100) ve 219’da
pikler gorlir.

Analiz: C1sH16Cl2N4Os3 icin, M.A. 407,25

%C  %H %N

Hesaplanan: 53,09 3,96 13,76
Bulunan : 52,93 4,06 14,08
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[1-(4-Klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etiliden]amino 4-klorobenzoat

,0

N _—N
N
Cl

0,783 g (5 mmol) 4-Klorobenzoik asit ve 1,183 g (5 mmol) 1-(4-klorofenil)-2-

hidrokloriir (Bilesik 35)

(1H-1,2,4-triazol-1-il)etanon oksimden hareketle genel sentez yéntemine gore sentez
edilip, asetonla yikanarak saflastirilmistir. Kirli beyaz renkte toz bilesiktir. Erime
derecesi 153-5 °C, verim 0,741 g (%36)’dir.

IR spektrumunda (KBr); 3001 (C-H gerilim, aromatik), 1745 (C=0 gerilim, oksim
ester), 1094 (C-O gerilim, oksim ester), 920 (N-O gerilim) cm Y de pikler gorulir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-de, 400 MHz); § 5,92 (s, 2H, CH2N); 7,52 (d, J =
8,8 Hz, 2H, 4-klorobenzen H3%); 7,65 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-klorobenzen H3*); 7,78 (d, J
= 9,2 Hz, 2H, 4-klorobenzen H%®); 7,93 (s, 1H, triazol H3); 8,12 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-
klorobenzen H?'?); 8,73 (s, 1H, triazol H®) ppm’de pikler gériliir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 44,72 (CHa2N); 126,54 (4-
klorobenzen' C); 128,60-129,47 (4-klorobenzen C%35¢, 4-klorobenzen C3°); 130,61
(4-klorobenzen C1); 131,49 (4-klorobenzen C%'%); 135,27 (4-klorobenzen C*); 139,09
(4-klorobenzen C*); 145,00 (triazol C°); 151,33 (triazol C3); 160,55 (CNO); 161,70 (CO)
ppm’de pikler gorilir.

Kutle spektrumunda (m/z); 400 ([M+4+Na]*), 399 ([M+2+Na]*), 397 ([M+Nal*,
%100) ve 377 ([M+2+H]*)'de pikler goralir.

Analiz: C17H13ClI3N4O; igin, M.A. 411,67

%C  %H %N

Hesaplanan: 49,60 3,18 13,61
Bulunan : 49,59 3,08 13,63
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[1-(4-Klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etiliden]amino 2,4-diklorobenzoat

cl cl
O§U

,0

_N
| I\/l//>.HCI
“N
cl

0,955 g (5 mmol) 2,4-Diklorobenzoik asit ve 1,183 g (5 mmol) 1-(4-klorofenil)-

hidrokloriir (Bilesik 36)

2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine gore
sentez edilip, asetonla yikanarak saflastiriimistir. Kirli beyaz renkte toz bilesiktir.
Erime derecesi 129-31 °C, verim 0,870 g (%39)’dir.

IR spektrumunda (KBr); 3062 (C-H gerilim, aromatik), 2980 (C-H gerilim,
alifatik), 1761 (C=0 gerilim, oksim ester), 1115 (C-O gerilim, oksim ester), 923 (N-O
gerilim) cm™Yde pikler goralur.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-de, 400 MHz); & 5,83 (s, 2H, CH2N); 7,52 (d, J =
8,4 Hz, 2H, 4-klorobenzen H3?); 7,62 (dd, J;: = 8,8 Hz, J»: 2,0 Hz, 1H, 2,4-diklorobenzen
H%); 7,77 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-klorobenzen H26); 7,86 (d, J = 2,0 Hz, 1H, 2,4-
diklorobenzen H3); 7,92 (s, 1H, triazol H3); 8,00 (d, J; = 8,8 Hz, J> = 2,0 Hz, 1H, 2,4-
diklorobenzen H®); 8,65 (s, 1H, triazol H>) ppm’de pikler gorilir.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); 6 44,86 (CH2N); 126,78 (2,4-
diklorobenzen C?);; 127,88 (2,4-diklorobenzen C°); 128,84-129,48 (4-klorobenzen
C?3>8); 130,34 (4-klorobenzen C'); 130,61 (2,4-diklorobenzen C3); 132,92 (2,4-
diklorobenzen C®); 133,61 (2,4-diklorobenzen C?); 136,02 (4-klorobenzen C?); 138,02
(2,4-diklorobenzen C*); 145,07 (triazol C°); 151,37 (triazol C3); 160,86 (CNO); 160,88
(CO) ppm’de pikler goruliir.

Kutle spektrumunda (m/z); 435 ([M+4+Na]*), 433 ([M+2+Na]*), 431 ([M+Na]*,
% 100) ve 411 ([M+H]*)'de pikler goralir.

Analiz: C17H12ClsN4O3 icin, M.A. 446,11

%C  %H %N
Hesaplanan: 45,77 2,71 12,56
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Bulunan : 45,74 2,66 12,61

[1-(4-Klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etiliden]amino 4-fenilbenzoat
hidrokloriir (Bilesik 37)

o [

,0

N =N
N.
N
Cl

0,991 g (5 mmol) 4-Fenilbenzoik asit ve 1,183 g (5 mmol) 1-(4-klorofenil)-2-
(1H-1,2,4-triazol-1-il)etanon oksimden hareketle genel sentez yontemine gore sentez
edilip, asetonla yikanarak saflastiriimistir. Agik sari renkte toz bilesiktir. Erime
derecesi 155-7 °C, verim 0,884 g (%39)’dir.

IR spektrumunda (KBr); 3059 (C-H gerilim, aromatik), 2984 (C-H gerilim,
alifatik), 1746 (C=0 gerilim, oksim ester), 1184 (C-O gerilim, oksim ester), 928 (N-O
gerilim) cm™’de pikler goralur.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); & 5,96 (s, 2H, CHaN); 7,44-7,48
(m, 2H, benzen H?); 7,52-7,57 (m, 4H, 4-klorobenzen H3?, benzen H3?); 7,79 (d, J =
7,6 Hz, 2H, benzen H*%); 7,83 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-fenilbenzen H%®); 7,90 (d, J = 8,0 Hz,
2H, 4-klorobenzen H%®); 7,96 (s, 1H, triazol H3); 8,21 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 4-fenilbenzen
H2#®); 8,77 (s, 1H, triazol H°) ppm’de pikler gorilur.

13C-NMR spektrumunda (DMSO-ds, 400 MHz); 6 44,78 (CH2N); 126,49 (benzen
C%); 127,08 (4-fenilbenzen C3°); 127,22 (benzen C?*%); 128,61 (4-fenilbenzen C!);
128,84 (4-klorobenzen C3°); 129,16 (4-klorobenzen C%*f); 129,50 (benzen C3*); 130,33
(4-fenilbenzen C%®); 130,78 (4-klorobenzen C?); 135,90 (4-klorobenzen C*); 138,68
(benzen C?); 145,04 (triazol C°); 145,49 (4-fenilbenzen C?%) 151,33 (triazol C3); 160,26
(CNO); 162,34 (CO); 163,76 ppm’de pikler goriiliir.

Kutle spektrumunda (m/z); 441 ([M+2+Na]*), 439 ([M+Na]*, %100), 419
(IM+2+H]*) ve 417 ([M+H]*)'de pikler goralar.
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Analiz: C23H13C|2N402 igin, M.A. 453,32

%C %H %N

Hesaplanan: 60, 94 4,00

Bulunan 61,34 3,7

12,36
12,44

4.1.2. X Isini Kristalografi Caligmalari

Bilesik 8’in kristal parametreleri, veri toplama ve aritim bilgileri Tablo 4.1.’de

verilmistir.

Tablo 4.1. Bilesik 8’in kristal parametreleri, veri toplama ve aritim bilgileri

Kapali formili C20H25N40,Cl;
Formul agirligi (g/mol) 356,24
Kristal systemi Monoklinik
Uzay grubu P21/c
Birim hiicre boyutlari
a, [A] 13,7700(3)
b, [A] 9,44380(10)
c, [A] 14,8116(10)
B, [°] 115,776(8)
Molekdl sayisi Z 4
Yogunluk (hesaplanan) [g cm3] 1,364
1 (MoKq )[mm™] 0,386

Kristal boyutlari [mm]
Dalga boyu

Sicaklik [°K]

0 araligi [°]

Toplam yansima
Bagimsiz yansima
Kullanilan yansima
Degisken sayisi

Rint

R/Rw degerleri

GOF

(A/o)maks

(Ap)min; (Ap)max (€ A3)

0,20 x 0,20 x 0,20
MoK (A=0,71073 A)
293(2)

2,055 — 27,456
40797

3470 [1>206(1)]
3970

212

0,0878

0,0341 / 0,0380
1,088

0,001

-0,274; 0,321

Bilesik 8’in H bagi geometrisi Tablo 4.2.’de verilmistir.
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Tablo 4.2. Bilesik 8’'in H bagi geometrisi

D—H--A D—H(A) H-AR) D-AA) D—H-A(")
N2—H2"--CI1 0.87 2.16 3.0211 170
C5—H5---CI1! 0.93 2.72 3.6325 168
C6—H6:---CI2 0.93 2.78 3.6658 160
C8—H8B:--Cl1 0.97 2.80 3.7267 161

C11—H11--02V 0.93 2.27 3.1842 169
C13—H13A--Cl1 0.97 2.72 3.6177 153

4.2. Biyolojik Aktivite Calismalari
4.2.1. Antimikrobiyal Aktivite Calismalari
a. Antifungal Aktivite Calismalari

Bilesik 3-37’nin antifungal aktiviteleri standart Candida suslarina karsi MiK
degerleri olgllerek test edilmis, sonuglar Tablo 4.3."te 6zetlenmistir. Sentez baslangi¢
bilesikleri ile aktivite gdsteren bazi sonug bilesiklerinin Hacettepe Universitesi
Hastraneleri’nden temin edilen flukonazole direngli C. tropicalis susuna karsi MiK

degerleri de tespit edilmistir. Referans ilag olarak flukonazol kullaniimistir.

Tablo 4.3. Bilesik 3-37’nin standart Candida suslari ve flukonazole direngli C.
tropicalis klinik izolatina karsi MiK degerleri (ug/mL)

oﬁ,R2
OH 0
0 FN N FN N* _N
i G, 4
Rl Rl Rl
cl al cl
3a,3b 4a, 4b 537

Standart Candida sp.

Fluk |
C. albicans C. krusei  C. parapsilosis . 'onazc'n €
direncli
Bil. Ri1 Ra2 ATCC 90028 ATCC6258 ATCC 90018 C. tropicalis
3a CH - 128 256 64 256
3b N - 128 256 128 512

4a CH = 128 64 32 256
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Tablo 4.3. Bilesik 3-37’nin standart Candida suslari ve flukonazole direngli C.
tropicalis klinik izolatina karsi MiK degerleri (ug/mL) (Devam)

4b N - 512 512 256 512
5 CH CHs 128 256 128

6 CH CoHs 128 256 128

7 CH CsHy 128 256 64

8 CH CaHo 32 64 16 256
9 CH CH2CH(CH3), 16 64 16 256
10 CH CH(C3H7): 64 128 64

11 CH CeHu1 32 32 32 512
12 CH  CH=CHCH=CHCHs 2 64 2 256
13 CH CeHs 0,25 16 0,25 256
14 CH (CH2)3CsHs 128 256 128

15 CH CH=CHCeHs 32 128 16 256
16 CH (CH2)2COCeHs 128 256 256

17 CH 4-CH3CeHa 128 256 128

18 CH 4-CH30CsH4 64 128 8

19 CH 4-CICeHa 128 256 128

20 CH 2,4-Cl2CeH3 256 128 256

21 CH 4-CeHsCsHa 128 256 256

22 N CoHs 256 256 128

23 N CsHy 256 256 128

24 N CaHo 64 128 32

25 N CH2CH(CHa)» 256 512 512

26 N CH(C3H7); 128 256 128

27 N CeH1 128 256 128

28 N CH=CHCH=CHCHs 256 256 128

29 N CeHs 256 128 128

30 N (CH2)3CsHs 128 128 128

31 N CH=CHCeHs 512 128 512

32 N (CH2)2COCeHs 16 128 16 512
33 N 4-CH3CeHa 256 256 128

34 N 4-CH30CeHa 256 256 16

35 N 4-CICHa 256 128 64

36 N 2,4-Cl2CeH3 16 256 16 256
37 N 4-CeHsCeHa 128 128 256

Flukonazol 0,5 32 0,5 512
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Bilesik 12 ve 13’Un biyofilm pozitif bir C. albicans susuna karsi antibiyofilm

aktiviteleri test edilmistir (Tablo 4.4.). Referans ilag olarak amfoterisin B kullaniimistir.

Tablo 4.4. Bilesik 12 ve 13’lin biyofilm pozitif bir C. albicans susuna karsi MBIK ve
MBEK degerleri (ug/mL)

Bilesik MBIK MBEK
12 2 256
13 0,5 512
Amfoterisin B 4 256

b. Antibakteriyel Aktivite Calismalari

Bilesik 3-37’nin antibakteriyel aktiviteleri standart bakteri suslarina karsi MiK

degerleri 6lgllerek test edilmis, sonuglar Tablo 4.5.'te 6zetlenmistir.

Tablo 4.5. Bilesik 3-37’nin standart bakteri suslarina karsi MiK degerleri (ug/mL)

O._R

Y 2
JOH 0
0 /¢N N /¢N N° FN
.HCI
N N N
cl cl cl
33, 3b 4a, 4b 5-37

S.aureus  E. faecalis P.aeruginosa E. coli

Bil. R1 R2 ATCC 29213 ATCC 29212 ATCC 27853 ATCC 25922
3a CH - 1024 512 512 512
3b N - 1024 1024 512 512
4a CH - 1024 1024 512 512
4b N - 1024 1024 512 512
5 CH CH3 512 512 512 512
6 CH CaHs 64 512 512 512
7 CH C3H7 256 1024 512 1024
8 CH C4Ho 64 512 512 512
9 CH  CH2CH(CHs), 256 512 256 512
10 CH  CH(CsHy) 1024 1024 128 1024
11 CH CeH11 256 256 256 512
12 CH CH=CHCH=CHCHs 512 512 256 512

13 CH CeHs 128 512 512 512
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Tablo 4.5. Bilesik 3-37’nin standart bakteri suslarina karsi MiK degerleri (ug/mL)

(Devam)

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37

CH (CH2)3CsHs
CH CH=CHCgHs
CH  (CH2)2COCgHs
CH 4-CH3CgHg
CH 4-CH30CsH4
CH 4-ClCeHa
CH  2,4-Cl,CeHs
CH  4-CeHsCsHa
CaHs
CsHy
CaHs
CH,CH(CHs),
CH(CsH7),
CeH11
CH=CHCH=CHCHs
CeHs
(CH2)3CeHs
CH=CHC¢Hs
(CH2)2COCsHs
4-CH3CeHa
4-CH30CsH4
4-ClICgH4
2,4-Cl,CeH3
4-CeHsCsHs

2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Siprofloksasin

128
256
64
128
1024
128
1024
1024
512
512
512
512
1024
1024
256
256
512
1024
1024
512
512
1024
512
1024
0,125

256
1024
512
512
256
256
512
512
1024
512
512
512
512
256
512
512
512
1024
512
512
512
256
256
512
0,125

64
>1024
512
1024
1024
1024
1024
1024
1024
512
512
1024
1024
512
512
1024
512
1024
1024
>1024
1024
1024
1024
1024
0,5

512
1024
512
1024
1024
512
512
1024
1024
512
512
1024
512
512
512
512
512
1024
1024
1024
512
1024
512
1024
0,0625

4.2.2. Antikonviilsan Aktivite Calismalar

a. Antikonviilsan Tanimlama Calismalari

Sonuc¢ bilesiklerinden bilesik 5-18 ve 21-36, antikonviilsan tanimlama

kapsaminda yapilan farelerde ip tanimlama calismalarinda 6 Hz ve MES modellerine
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karsi test edilmis; bilesiklerin nérotoksik etkileri rotorod testi ile degerlendirilmistir.
imidazol tiirevi sonuc¢ bilesiklerinin (bilesik 5-18, 21) farelerde ip

antikonvilsan tanimlama sonuglari Tablo 4.6.’da verilmigtir.

Tablo 4.6. imidazol tiirevi bilesiklerin (bilesik 5-18, 21) farelerde ip antikonviilsan
tanimlama sonuglari

O+_R

Y

o}
N~ =N
cl

6 Hz MES Norotoksisite
0,5 saat 2 saat 0,5 saat 2 saat 0,5 saat 2 saat
Bil. R 30 100 300 30 100 300 30 100 300 30 100 300 30 100 300 30 100 300
5 CHs 0/4 0/4 4/4 0/4 0/4 1/4 0/4 3/4 4/4 0/4 0/4 2/2 0/8 0/8 6/8 0/8 0/8 6/6
6 CaHs 0/4 3/4 2/2 0/4 0/4 3/3 0/4 3/4 2/2 0/4 0/4 2/3 0/8 1/8 4/4 0/8 0/8 3/6
7 CsHy 0/4 0/4 4/4 0/4 0/4 3/4 0/4 2/4 3/3 0/4 0/4 1/4 0/8 0/8 7/7 0/8 0/8 0/8
8 CsHo 0/4 2/4 4/4 0/4 0/4 1/4 0/4 4/4 4/4 0/4 1/4 3/4 0/8 2/8 8/8 0/8 0/8 2/8

9 CH.CH(CH3).  0/4 0/4 4/4 0/4 0/4 2/4 0/4 1/4 4/4 0/4 0/4 3/4 0/8 0/8 8/8 0/8 0/8 3/8
10 CH(C3H7)2 0/4 0/4 4/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 4/4 0/4 0/4 3/4 0/8 0/8 8/8 0/8 0/8 0/8
11 CeH11 0/4 3/4 4/4 0/4 0/4 0/4 0/4 2/4 4/4 0/4 0/4 1/4 0/8 1/8 8/8 0/8 0/8 0/8
12 CH=CHCH=CHCHs 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 1/4 4/4 0/4 1/4 0/4 0/8 1/8 8/8 0/8 0/8 0/8
13 CeHs 0/4 1/4 4/4 0/4 0/4 0/4 0/4 3/4 4/4 0/4 1/4 2/4 0/8 0/8 8/8 0/8 0/8 0/8
14 (CH2)3CeHs 0/4 0/4 4/4 0/4 0/4 0/4 0/4 2/4 4/4 0/4 1/4 0/4 0/8 0/8 8/8 0/8 0/8 0/8
15 CH=CHCeHs 0/4 1/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
16 (CH2)2COCeHs 0/4 3/4 4/4 0/4 0/4 0/4 0/4 O/4 2/4 0/4 0/4 3/4 0/8 1/8 4/8 0/8 0/8 0/8
17 4-CH3CeHa 0/4 0/4 2/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 2/4 1/4 0/4 2/4 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
18  4-CHsOCeHs 0/4 1/4 2/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 1/4 0/4 0/4 0/4 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
21 4-CeHsCeHa  0/4 0/4 1/4 0/4 1/4 0/4 0/4 1/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8

Dozlar mg/kg cinsinden verilmistir. Test sonuglari “aktivite ya da noérotoksisite gézlenen hayvan
sayisi/test edilen hayvan sayisi” olarak belirtiimistir. Test edilen hayvanlarin en az yarisinda
aktivite/toksisite gozlendigi veriler koyu puntolarla belirtilmilstir.

Triazol tlrevi sonug bilesiklerinin (bilesik 22-36) farelerde ip antikonvilsan

tanimlama sonuglari Tablo 4.7.”de verilmistir.
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Tablo 4.7. Triazol turevlerinin (bilesik 22-36) farelerde ip antikonviilsan tanimlama

sonuglari
OYR
,0
/@L(;} HCI
Cl
6 Hz MES Norotoksisite
0,5 saat 2 saat 0,5 saat 2 saat 0,5 saat 2 saat
Bil. R 30 100300 30 100300 30 100300 30 100300 30 100300 30 100300
22 CaHs 0/42/44/40/40/4 2/40/4 0/4 4/40/4 0/4 1/4 0/8 0/8 8/8 0/8 0/8 0/8
23 CsHy 0/4 2/4 4/4 0/4 0/4 0/4 0/4 3/4 4/4 0/4 0/4 3/40/8 1/8 8/8 0/8 0/8 0/8
24 CaHo 0/4 0/4 4/4 0/4 1/4 1/4 0/4 0/4 4/4 0/4 0/4 1/4 0/8 0/8 7/8 0/8 0/8 0/8

25 CH2CH(CH3).  0/4 0/4 4/40/4 0/4 1/4 0/4 0/4 4/4 0/4 0/4 3/4 0/8 0/8 4/8 0/8 0/8 0/8
26 CH(C3H7)2 0/4 0/4 1/4 0/4 0/4 0/4 1/4 1/4 0/4 0/4 0/4 2/4 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
27 CeH11 0/4 0/4 4/4 0/4 0/4 3/40/4 0/4 4/40/4 0/4 2/4 0/8 0/8 6/8 0/8 0/8 0/8
28 CH=CHCH=CHCHs 0/4 0/4 2/4 0/4 0/4 1/4 0/4 2/4 4/4 0/4 0/4 3/4 0/8 0/8 1/8 0/8 0/8 0/8
29 CeHs 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 2/4 0/4 0/4 0/4 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
30 (CH2)3CeHs 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
31 CH=CHC¢Hs 0/4 1/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 1/4 2/4 0/4 0/4 1/4 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
32 (CH2)2COCeHs  0/4 0/4 3/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 4/4 0/4 0/4 3/40/8 0/8 1/8 0/8 0/8 0/8
33 4-CH3CeHa 0/4 0/4 1/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 1/4 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
34 4-CH30CeHs  0/4 1/4 4/4 0/4 0/4 2/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 1/4 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
35 4-CICeH4 0/4 0/4 1/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 1/4 0/4 0/4 0/4 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
36 2,4-Cl2CeH3 0/4 1/4 3/4 0/4 0/4 0/4 0/4 1/4 1/4 0/4 1/4 1/4 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8

Dozlar mg/kg cinsinden verilmistir. Test sonuglari “aktivite ya da nérotoksisite gézlenen hayvan
sayisi/test edilen hayvan sayisi”” olarak belirtilmistir. Test edilen hayvanlarin en az yarisinda
aktivite/toksisite gozlendigi veriler koyu puntolarla belirtilmistir.

Bilesik 6 ve 7 sicanlarda antikonviilsan tanimlama ¢alismalari kapsaminda MES

ve norotoksisite testlerine tabi tutulmus, sonuclar Tablo 4.8.’de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.8. Bilesik 6 ve 7’nin sigcanlarda MES ile antikonvilsan tanimlama test
sonuglari

Sure (saat)
Bilesik Test Verilisyolu mg/kg 0,25 0,5 1 2 4

6 MES ip 30 1/4 0/4 0/4 0/4 0/4
ip 100 4/4 4/4 1/4 0/4 0/4

Toks. ip 30 o/4 0/4 0/4 0/4 0/4

ip 100 4/4 1/4 0/4 0/4 0/4

7 MES ip 100 4/4 4/4 0/4 0/4 0/4
po 100 1/4 2/4 0/4 0/4 0/4

Toks. ip 100 4/4 4/4 0/4 0/4 0/4

po 100 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4

Test sonuglar “aktivite ya da nérotoksisite gézlenen hayvan sayisi/test edilen hayvan sayisi” olarak
belirtilmistir. Test edilen hayvanlarin en az yarisinda aktivite/toksisite goézlendigi veriler koyu
puntolarla belirtilmistir.

b. Antikonviilsan Niceleme Calismalari

Bazi sonug bilesiklerinin antikonvilsan aktivite ve norotoksisitelerinin nicel
olarak ortaya konmasi icin 6 Hz ve MES ile gesitli davranigsal toksisite testleri
kullanilarak farelerde antikonviilsan niceleme galismalari yapilmis, bu testlere ait EDso

ve TDso degerleri Tablo 4.9.”da verilmistir.

Tablo 4.9. Bazi sonug bilesiklerinin farelerde antikonviilsan niceleme sonuclari

Bilesik Siire (saat) Test Verilis yolu EDso veya TDso (mg/kg)
6 0,25 6 Hz (44 mA) ip 92,9
MES ip 71,7
MES oral 247,0
Toksisite ip 101,1
Toksisite oral 423,0
7 0,25 6 Hz (32 mA) ip 48,9
6 Hz (44 mA) ip 68,9
6 Hz (44 mA) oral 422,1
MES ip 77,5
MES oral 197,1
Toksisite ip 101,3
Toksisite oral >700
8 0,25 MES ip 87,9
Toksisite ip 97,6
9 0,25 6 Hz (32 mA) ip 53,5
12 0,50 MES ip 138,5
Toksisite ip 160,5
13 0,25 MES ip 134,7
Toksisite ip 166,3
16 0,25 6 Hz (44 mA) ip 138,4

Toksisite ip 230,0
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Bilesik 6'nin korneal kindling olusturulmus fare deneyinde 0,25 saatte ip
antikonvilsan niceleme c¢alismasi yapilmis, sonuglar Tablo 4.10."da 6zetlenmistir.

Bilesigin bu deneyde EDso degeri 55,5 mg/kg olarak hesaplanmistir.

Tablo 4.10. Bilesik 6'nin nicel korneal kindling olusturulmus fare deneyi sonuglari

Herbir farenin Ortalama

me/kg AT nobet skoru nobet skoru
25 1/8 5,5,5,5,5,0,5,5 4,4
45 2/8 5,5,0,5,5,5,5,0 3,8
90 6/8 3,3,5,3,3,5,3,3 3,5
110 8/8 0,0,3,3,00,1,1 1,0

A/T: aktivite gozlenen hayvan sayisi/test edilen hayvan sayisi.

4.3. Molekiiler Modelleme Calismalari
4.3.1. Fizikokimyasal ve Farmakokinetik Parametrelerin Modellenmesi

imidazol tiirevi sonug bilesikleri icin Qikprop ile yapilan #yildiz, #rtfFG, MA,
dipol, CEYA, hacim, donorHB, akseptorHB, QPpolrz, QPlogPo/s ve QPlogS

hesaplamalari Tablo 4.11.’de belirtilmistir.

Tablo 4.11.imidazol tiirevi sonug bilesikleri icin yapilan #yildiz, #rtfFG, MA, dipol,
CEYA, hacim, donorHB, akseptorHB, QPpolrz, QPlogPo/s ve QPlogS
hesaplamalari

Bil. #yilldiz #rtfFG MA dipol CEYA hacim dondrHB akseptorHB QPpolrz QPlogPo/s QPlogS

5 0 1 277,7 5,7 529,2 893,4 0 5,5 28,7 2,3 -2,9
6 0 1 291,7 4,9 547,9 943,5 0 5,5 30,0 2,7 -3,1
7 0 1 3058 5,8 594,7 1016,5 0 5,5 32,3 3,2 -3,8
8 0 1 3198 4,6 604,0 1054,1 0 5,5 33,0 3,4 -3,8
9 0 1 3198 4,3 609,3 1081,6 0 5,5 34,9 3,6 -4,1
10 O 1 3619 5,3 6806 1214,4 0 5,5 38,2 4,7 -5,0
11 O 1 3458 4,5 626,1 1107,4 0 5,5 36,5 3,8 -4,5
12 0 1 3298 6,0 647,2 1102,3 0 5,5 35,6 3,8 -4,6
13 O 1 3398 5,3 601,9 1053,2 0 5,5 36,0 3,6 -4,1
14 0 1 3819 5,7 720,5 1257,9 0 5,5 42,6 5,0 -5,8
15 1 1 3658 6,0 678,6 1174,2 0 5,5 40,1 4,5 -5,2
16 O 1 3958 8,8 703,5 1247,9 0 7,5 42,1 3,7 -4,5
17 0 1 353,8 6,0 641,7 1120,3 0 5,5 38,3 4,0 -4,8
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Tablo 4.11.imidazol tiirevi sonug bilesikleri icin yapilan #yildiz, #rtfFG, MA, dipol,
CEYA, hacim, dono6rHB, akseptorHB, QPpolrz, QPlogPo/s ve QPlogS
hesaplamalari (Devam)

18 0 1 3698 5,6 6389 1128,1 0 6,3 37,9 3,7 -4,2
19 O 1 3742 4,2 6259 1097,3 0 5,5 37,4 4,1 -4,8
20 1 1 408,7 4,2 640,6 1132,7 0 5,5 38,5 4,7 -5,4
21 1 1 4159 5,7 722,9 1288,2 0 5,5 46,0 53 -6,2

imidazol tiirevi sonug bilesikleri icin Qikprop ile yapilan QPlogHERG, QPPcaco,
QPlogKkB, QPPMDCK, #metab, QPlogKisa, %oralabsorpsiyon, 5K ve 3K hesaplamalari
Tablo 4.12.”de belirtilmistir.

Tablo 4.12.imidazol tirevi sonug¢ bilesikleri icin yapilan QPlogHERG, QPPcaco,
QPlogkB, QPPMDCK, #metab, QPlogKisa, %oralabsorpsiyon, 5K ve 3K
hesaplamalari

Bil. QPlogHERG QPPcaco QPlogkB QPPMDCK #metab QPlogKisa %oralabsorpsiyon 5K 3K

5 -5,1 1152,0 -0,48 1423,8 1 -0,47 95,289 0 O
6 -5,1 1419,8 -0,45 1784,6 2 -0,37 100 0 O
7 -5,6 1444,9 -0,55 1818,8 2 -0,20 100 0 O
8 -5,3 1264,2  -0,66 1574,1 2 -0,13 100 0 O
9 -5,3 1542,4  -0,49 1951,7 2 -0,01 100 0 O
10 -5,7 2601,8 -0,49 3434,6 2 0,25 100 0 O
11 -5,4 1780,7 -0,39 2280,0 2 0,11 100 0O O
12 -6,2 13343 -0,71 1668,8 2 0,01 100 0 O
13 -6,2 1413,3 -0,48 1775,7 1 -0,05 100 0O O
14 -7,2 1445,2  -0,76 1819,2 3 0,42 100 1 1
15 -7,1 1338,4 -0,71 1674,4 1 0,22 100 0 O
16 -6,9 676,6 -1,09 800,8 3 -0,15 100 0 O
17 -6,3 1445,1 -0,51 1819,1 2 0,14 100 0 O
18 -6,1 1411,3 -0,57 1773,1 2 -0,08 100 0 O
19 -6,1 1412,5 -0,33 4381,7 1 0,08 100 0O O
20 -6,0 1986,0 -0,03 10000,0 1 0,18 100 0 O
21 -7,4 1411,5 -0,63 1773,3 1 0,59 100 1 1




dipal,

hesaplamalari Tablo 4.13.’te belirtilmigtir.
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Triazol tirevi sonug bilesikleri icin Qikprop ile yapilan #yildiz, #rtfFG, MA,

CEYA, hacim, donérHB,

aksept6rHB, QPpolrz,

QPlogPo/s ve QPlogS

Tablo 4.13. Triazol tiirevi sonug bilesikleri icin yapilan #yildiz, #rtfFG, MA, dipol, CEYA,
akseptorHB,

hacim,

dono6rHB,

hesaplamalari

QPpolrz,

QPlogPo/s

ve

QPlogS

Bil. #yilldiz #rtfFG MA dipol CEYA

hacim don6rHB akseptdrHB QPpolrz QPlogPo/s QPlogS

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37

0

=, B, O O O O O O O O o o o o o

1

R OR R R R R R R R R R R R R R

292,7
306,8
320,8
320,8
362,9
346,8
330,8
340,8
382,8
366,8
396,8
354,8
370,8
375,2
409,7
416,9

4,1 546,8
3,9 577,5
3,5 617,5
3,5 578,77
3,1 674,8
4,0 626,1
54 642,0
4,6 603,7
3,9 711,3
52 6733
4,5 710,1
3,6 636,3
3,4 641,8
3,3 628,1
3,0 639,6
3,5 725,9

932,6
988,6
1067,3
1018,9
1210,1
1099,3
1089,9
1047,1
1239,0
1161,7
1239,6
1107,5
1123,2
1091,6
1127,7
1283,2

6,5
6,5
6,5
6,5
6,5
6,5
6,5
6,5
6,5
6,5
8,5
6,5
7,3
6,5
6,5
6,5

29,3
30,8
33,5
32,1
37,9
35,9
34,8
35,6
41,5
39,4
41,5
37,5
37,5
37,0
38,0
45,6

2,0
2,3
2,9
2,5
4,0
3,1
3,0
2,9
4,2
3,7
3,0
3,3
3,0
3,4
3,9
4,6

2,5
2,9
3,5
-3,0
-4,3
-4,0
-4,0
-3,6
-5,1
-4,6
-4,1
-4,2
3,8
-4,4
-4,8
-5,7

Triazol tlirevi sonug bilesikleri i¢in Qikprop ile yapilan QPlogHERG, QPPcaco,

QPlogKB, QPPMDCK, #metab, QPlogKisa, %oralabsorpsiyon, 5K ve 3K hesaplamalari

Tablo 4.14.’te belirtilmistir.

Tablo 4.14. Triazol tlirevi sonug bilesikleri icin yapilan QPlogHERG, QPPcaco, QPlogKB,
QPPMDCK, #metab, QPlogKisa, %oralabsorpsiyon, 5K ve 3K hesaplamalari

Bil. QPlogHERG QPPcaco QPlogkB QPPMDCK #metab QPlogKisa %oralabsorpsiyon 5K 3K

22
23
24
25

-5,0
-5,2
-5,5
-5,0

877,5
785,1
926,1
931,3

-0,66
-0,80
-0,82
-0,69

1060,9
940,7
1124,3
1131,1

2

2
2
2

-0,67
-0,55
-0,36
-0,46

91,1
92,1
96,8
94,9

0

0
0
0

0
0
0
0
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Tablo 4.14. Triazol tlrevi sonug bilesikleri icin yapilan QPlogHERG, QPPcaco, QPlogKB,
QPPMDCK, #metab, QPlogKisa, %oralabsorpsiyon, 5K ve 3K hesaplamalari

(Devam)
26 -5,5 1552,4 -0,72 1965,3 2 -0,03 100 0 O
27 -5,4 985,0 -0,66 1202,0 2 -0,18 100 0 O
28 -6,0 816,3 -0,94 981,2 2 -0,30 96,8 0 O
29 -6,2 896,7 -0,70 1086,0 1 -0,34 96,9 0 O
30 -7,0 978,3 -0,95 1193,2 3 0,09 100 0 O
31 -6,9 819,5 -0,95 985,4 1 -0,09 100 0 O
32 -6,9 403,9 -1,39 458,6 3 -0,44 91,0 0 O
33 -6,1 890,1 -0,73 1077,0 2 -0,16 100 0 O
34 -6,1 895,5 -0,79 1084,1 2 -0,36 100 0 O
35 -6,1 895,8 -0,55 2678,6 1 -0,21 100 0 O
36 -5,9 949,7 -0,38 5768,6 1 -0,10 100 0 O
37 -7,4 894,0 -0,87 1082,1 1 0,31 100 0 1

4.3.2. CACYP51 Homoloji Modeli

CACYP51 (sorgu)

ile SCCYP51 (sablon,

5EQB) amino asit dizilerinin

hizalanmasiyla bir hizalama dosyasi elde edilmistir (Sekil 4.1.). BLAST hizalamasinda

iki dizi arasindaki eslesme orani %65 benzerlik orani %78 olarak bulunmustur.

Bu hizalama ve sablonun Ug¢ boyutlu yapisi kullanilarak olusturulan 100 adet

ligand (iKZ) CACYP51 modeli arasindan kisit ihlalleri ve DOPE skorlarina gore

karsilastirilarak en iyi model ileri optimizasyon c¢alismalari icin secilmistir (Tablo

4.15.). Secilen model ile sablonun baglanma bolgesi rezidilerinin (ikZ’e 5 A

mesafedeki rezidiiler) Ca atomlarina gore st Uste cakistirildiginda elde edilen RMSD

degeri 0,08 A’dur (Sekil 4.2.).



CACYP51

SEQB
CACYP51

SEQB
CACYP51

SEQB
CACYP51

SEQB
CACYP51

SEQB
CACYP51

SEQB
CACYP51

SEQB
CACYPS51

SEQB
CACYP51

SEQB

Sekil 4.1.

4

7
64

67
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VETVIDGINYFLSLSVTQQISILLGVPFVYNLVWQYLYSLRKDRAPLVFYWIPWFGSAAS
+E V  G#4++FL+L + Q+IS+++ +PF+YN+VWQ LYSLRKDR PLVFYWIPW GSA
LEYVNIGLSHFLALPLAQRISLITITIPFIYNIVWQLLYSLRKDRPPLVFYWIPWVGSAW

YGOQPYEFFESCRQKYGDVFSFMLLGKIMTVYLGPKGHEFVFNAKLSDVSAEDAYKHLTT
YG +PYEFFE C++KYGD+FSF+LLG++MTVYLGPKGHEFVFNAKL+DVSAE AY HLTT
YGMKPYEFFEECQKKYGDIFSFVLLGRVMTVYLGPKGHEFVFNAKLADVSAEAAYAHLTT

PVFGKGVIYDCPNSRLMEQKKFAKFALTTDSFKRYVPKIREEILNYFVTDESFKLKEKTH
PVFGKGVIYDCPNSRLMEQKKF K ALT ++FK YVP I EE+ YF ++4F+L E+T
PVFGKGVIYDCPNSRLMEQKKFVKGALTKEAFKSYVPLIAEEVYKYFRDSKNFRLNERTT

GVANVMKTQPEITIFTASRSLFGDEMRRIFDRSFAQLYSDLDKGFTPINFVFPNLPLPHY
G +VM TQPE+TIFTASRSL G EMR D FA LYSDLDKGFTPINFVFPNLPL HY
GTIDVMVTQPEMTIFTASRSLLGKEMRAKLDTDFAYLYSDLDKGFTPINFVFPNLPLEHY

WRRDAAQKKISATYMKEIKSRRERGDIDPNRDLIDSLLIHSTYKDGVKMTDQEIANLLIG
+RD AQK IS TYM IK RR+ DI +RDLIDSL+ +STYKDGVKMTDQEIANLLIG
RKRDHAQKAISGTYMSLIKERRKNNDIQ-DRDLIDSLMKNSTYKDGVKMTDQEIANLLIG

TLMGGQHTSASTSAWFLLHLGEKPHLQDVIYQEVVELLKEKGGDLNDLTYEDLQKLPSVN
+LMGGQHTSA+TSAW LLHL E+P +Q +Y+E + +L G +LTY+ LQ++P +N
VLMGGQHTSAATSAWILLHLAERPDVQQELYEEQMRVLD - - -GGKKELTYDLLQEMPLLN

NTIKETLRMHMPLHSIFRKVTNPLRIPETNYIVPKGHYVLVSPGYAHTSERYFDNPEDFD
TIKETLRMH PLHS+FRKV  + 4P T+Y++P G++VLVSPGY H + YF N F+
QTIKETLRMHHPLHSLFRKVMKDMHVPNTSYVIPAGYHVLVSPGYTHLRDEYFPNAHQFN

PTRWDTAAAKANSVSFNSSDEVDYGFGKVSKGVSSPYLPFGGGRHRCIGEQFAYVQLGTI
RW+ +A + SV +EVDYGFG +SKGVSSPYLPFGGGRHRCIGE FAY QLG +
IHRWNNDSASSYSV- - - -GEEVDYGFGAISKGVSSPYLPFGGGRHRCIGEHFAYCQLGVL

LTTFVYNLRWTI-DGYKVPDPDYSSMVWLPTEPAEIIWEKR 523
++ F+ L+W +G VP PD++SMV LPT PA+IIWEKR
MSIFIRTLKWHYPEGKTVPPPDFTSMVTLPTGPAKIIWEKR 519
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63

123

126
183

186
243

246
3e3

305
363

362
423

422
483

478

Sorgu ve sablon amino asit dizilimlerinin hizalamasi. Birbiriyle eslesen
amino asitler kirmizi harf, benzer amino asitler kirmizi arti (+) ile
gosterilmistir.  Membrana bagl rezidiler sariyla vurgulanmis,

baglanma bolgesi rezidileri yesil puntolarla gosterilmistir.

Tablo 4.15. Secilen CACYP51 modelinin kisit ihlalleri, ihlal sayisi ve

rezidiiler/atomlar ile DOPE skoru

ilgili

Omurga Q dihedral kisitlari: 1 (130 Ca/C)

&/ dihedral cifti kisitlar:

14 (130/131, 149/150, 272/273, 283/284, 341/342,

390/391, 392/393, 429/430, 438/439, 439/440,

442/443, 455/456, 495/496, 509/510)

Mesafe kisitlari: 2
DOPE skoru: -63046,16
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Sekil 4.2. CACYP51 modeli ve sablonun ligand baglanma bdlgesi rezidileri Ca
atomlarina gore Ust Uste ¢akistiriimasi (CACYP51 yesil, SCCYP51 mavi Ca
izi boru gosterimi).

a. CACYP51 Modelinin Analizi

CACYP51 modelinin  PROCHECK analizinde elde edilen Ramachandran
diyagrami Sekil 4.3.’teki gibidir.
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-

~b

T 1. 1 1
-180  -135 -90 -45 0 45 90 135 180

Sekil 4.3. CACYP51 modelinin Ramachandran diyagrami. Apsis ¢, ordinat { agilarini
gosterir. Beyaz alanlar en uygun degerleri, sari bolgeler izin verilen
degerleri, krem bolgeler sinir degerleri, kirmizi bolgeler izin verilmeyen
degerleri temsil etmektedir. Rezidliler siyah kare, liggen ya da daire olarak
gosterilmistir.

CACYP51 rezidilerinin bu diyagramdaki bolgelere gére dagilimi Tablo 4.16.’da
belirtildigi gibidir. ilk ve son rezidiler ile glisin ve prolin rezidiileri bu kriterlere

uymadigi icin, diagrama dahil edilen toplam rezidii sayisi 465'tir.

Tablo 4.16. CACYP51 rezidllerinin Ramachandran diyagramindaki dagilimi

Bolge Rezidl sayisi Rezidli %
beyaz 428 92,0
sari 34 7,3
krem 1* 0,2
kirmizi 2%* 0,4

* Thr429, ** Trp57, lle131
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PROCHECK ile modelin bazi omurga stereokimyasal parametreleri hesap

edilerek referans degerlerle karsilastirilmistir (Tablo 4.17.).

Tablo 4.17. CACYP51 modeli omurgasinin stereokimyasal parametreleri

Parametre Olgiilen deger Tipik deger Bant genisligi Durum*
Beyaz bolgedeki rezidl (%) 92 88,2 10,0 iginde
w agisi standart sapmasi 3,8 6,0 3,0 icinde
Koti etkilesme (100 rezida 27 10 10,0 icinde
basina)

C agisi standart sapmasi 1,8 3,1 1,6 icinde
H bagi enerijisi standart 0,7 0,7 0,2 icinde
sapmasi

G-faktoéri -0,1 -0,2 0,3 icinde

* zin verilen degerler tipik deger + bant genisligi icinde yer alan degerler olarak kabul edilir. Model her
bir parametre icin izin verilen degerlerin “icinde”, “daha kotl” ya da “daha iyi” olarak siniflandirilir.

Modelin yan zincirleri icin bir takim parametreler hesap edilerek, referans

degerlerle karsilastiriimistir (Tablo 4.18.).

Tablo 4.18. CACYP51 modeli yan zincirlerinin stereokimyasal parametreleri

Parametre Olgiilen deger  Tipik deger Bant genisligi Durum*
x-1 carpik (-) standart 9,0 136 6,5 icinde
sapmasi
x-1 trans standart 10,9 15,3 53 icinde
sapmasi
X-1 carpik (+) standart 9,1 13,8 4,9 icinde
sapmasi
Tim x-1 agilarinin -

9,8 14,3 4,8 Icinde
standart sapmasi
X-2 trans standart 10,3 17,7 5,0 Daha iyi

sapmasi

* jzin verilen degerler tipik deger * bant genisligi icinde yer alan degerler olarka kabul edilir. Model her
bir parametre igin izin verilen degerlerin “icinde”, “daha koti” ya da “daha iyi” olarak siniflandirilir.

Modelin Morris ve ark. siniflandirmasi Tablo 4.19’da verilmistir.

Tablo 4.19. CACYP51 modelinin Morris ve ark. siniflandirmasi

Parametre Ortalama Standartsapma Deger Sinif
P/d dagihmi (%) - - 92,0 1
x-1 standart sapmasi 18,2 6,2 9,1 1

H bagi enerjisi standart sapmasi 0,87 0,24 0,73 2




199

Modelle ilgili hesaplanan diger genel parametreler Tablo 4.20.’de verilmistir.

Tablo 4.20. CACYP51 modeli i¢in hesaplanan diger parametreler

Omurgada uzunlugu sapmis bag sayisi: 14 (%98,5 sinirlar iginde)

Omurgada sapmis agi sayisi: 12 (%92,2 sinirlar iginde)
Bozuk duizlemsel grup sayisi: 0 (%100 sinirlar icinde)
Carpisma sayisi: 13
G faktorleri: Dihedral 0,04
Kovalent baglar -0,27
Genel -0,07

Modelin G-faktér hesaplamalari Tablo 4.21."de belirtilmistir.

Tablo 4.21. CACYP51 modelinin G-faktor hesaplamalari

Parametre Skor*
¢-v dagihmi 0,25
x1-x2 dagilhimi -0,19
x1 0,09
X3 ve x4 0,50
w -0,19
Omurga bag uzunluklari  -0,09
Omurga bag agilar -0,40

* ideal skorlar > -0,5. -1,0’in altindaki skorlar gézden gegirilmelidir.

b. CACYP51 Modelinin MD Simiilasyonlari ile Optimizasyonu

Molekiiler kenetleme 6ncesi MD simiilasyonlari ile 1 ns boyunca dengeye
getirilen ligand (IKZ) bagl sisitemin zamana karsi Ca (Sekil 4.4.) ve enerji grafikleri

(Sekil 4.5.) ile rezidulerin dalgalanma grafigi (Sekil 4.6.) asagida verilmigtir.
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Rezidii

Sekil 4.6. CACYP51 rezidiilerinin 1 ns sonundaki dalgalanma degerleri grafigi. Az
dalgalanan rezidiler mavi c¢ok dalgalanan rezidiler kirmiziyla
gosterilmistir.

Sekil 4.6.”daki rezidii renklerinin model Gzerindeki dagilimini gérebilmek icin

rezidlilerin RMSF degerlerine gore olusturulan renk o6zelligi, modelin kurdele

gosterimine uygulanmistir (Sekil 4.7.).

Sekil 4.7. CACYP51 (kurdele gosterimi) rezidilerinin RMSF degerlerine gore
renklendirilmesi (mavi duslk, kirmizi yiksek dalgalanmayi temsil eder).
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4.3.3. Molekiiler Kenetleme Calismalari
a. CACYP51 Uzerinde Molekiiler Kenetleme Calismalari
Kenetlemenin Validasyonu

CACYP51’in 1ns’lik MD similasyonu sonunda elde edilen c¢erceveden
cikartilan modelin aktif bélgesinde, sablon proteinden aktarilan ligand (iKZ)
¢ikartilarak gesitli molekiiler kenetleme yazilimlari ile yeniden kenetlenmistir. Elde
edilen baglanma konformasyonlari ilk konformasyonla karsilastirilarak RMSD degleri

hesaplanmistir (Tablo 4.22.).

Tablo 4.22. iKZ'iin CACYP51’e yeniden kenetlenmesi ile elde edilen RMSD degerleri

ve skorlar
Yazilim RMSD (A) Kenetleme skoru*
AutoDock
AutoDock 4 1,43 -14,0
AutoDock Vina 1,67 -10,0
GOLD
ChemPLP 1,43 111,4
GoldScore 1,48 99,2
ChemScore 1,62 59,2
ASP 3,36 66,1
* AutoDock yazilimlari kenetleme skorlarini AG olarak kcal/mol cinsinden eksi (-) degerlerde

vermektedir. GOLD skorlama fonksiyonlari 6zel algoritmalar ile birimsiz arti (+) degerler vermektedir.

Modelin ve kenetleme yodntemlerinin validasyonu icin bir zenginlestirme
calismasi yapilmistir. Bu calismada literatiirde kayitli 25’1 aktif 53 bilesik modelin aktif
bolgesine kenetlenmistir (464). Her bir yazilimin/skorlama fonksiyonunun bu 25
bilesikten kagini aktif olarak buldugu tespit edilerek tahmin glicli hesaplanmistir

(Tablo 4.23.).
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Tablo 4.23. Molekiler kenetleme yontemleri igin yapilan zenginlestirme ¢alismasi

sonuglari

Yazilim N*  Tahmin glicl (%)**
GOLD

ChemPLP 15 60

GoldScore 12 48

ChemScore 15 60

ASP 16 64
AutoDock

AutoDock 4 11 44

AutoDock Vina 13 52

* {Igili yazihm tarafindan en iyi skorlanan 25 bilelsik icerisindeki aktif bilesik sayisi, ** N/25*100.

Sonug Bilesiklerin Kenetlenmesi

CACYP51 modelinin aktif bélgesinde yer alan iKZ’iin enzimle etkilesmeleri

Tablo 4.24.’te verilmektedir.

Tablo 4.24. iKZ ile CACYP51 arasindaki etkilesmeler

Etkilesme Rezidi

Hidrofobik F58, A61, A62, Y64, L87, L88, Y118, L121, F126, 1131, Y132, F228,
P230, 1231, 1304, L376, 1379, F380, Y505, M508, V509

Polar Q66, T122, T311, H377, S378, S506, S507

n-mve metal Hem

C. albicans’a karsi glicll etki gosteren bilesik 9, 12, 13, 32 ve 36’'nin GOLD ve
AutoDock yazilimlarinda CACYP51 modeliyle kenetlenmesi sonucu elde dilen skorlar

Tablo 4.25.’te belirtilmistir.
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Tablo 4.25. Bilesik 9, 12, 13, 32 ve 36’'nin GOLD ve AutoDock ile elde edilen
kenetleme skorlari

OYRZ
N'O =N
| |\/1/ R/1>
Cl
Chem Gold Chem AutoDock AutoDock
Bil. R R2 PLP  Score Score ASP 4* Vina*
9 CH  CH2CH(CH3)2 76,0 63,5 285 41,2 -7,6 -8,1
12 CH CH=CHCH=CHCHs 78,8 66,1 34,8 42,3 -7,9 -8,2
13 CH CeHs 81,7 651 34,0 449 -8,1 -8,5
32 N  (CH2)2COCsHs 83,4 789 29,2 529 -7,4 -8,7
36 N 2,4-Cl2CeH3 67,7 61,2 31,3 40,3 -7,4 -8,7
* Kcal/mol

Bilesik 9, 12, 13, 32 ve 36’nin GOLD’dan elde edilen reseptor etkilesmeleri

Tablo 4.26.”da 6zetlenmistir.

Tablo 4.26. Bilesik 9, 12, 13, 32 ve 36’nin GOLD’dan elde edilen reseptor etkilesmeleri

Bil. CHEMPLP GoldScore Chemscore ASP
Hidrofobik: Y118, Hidrofobik: Y118, Hidrofobik: Y118, Hidrofobik: Y118,
1121 F126. 1131 L121, F126, 1131, L1121, F126, 1131, L1221, F126, 1131,
Y132' |304' L376’ F228, 1304, M306, Y132, P230, L376, Y132, 1304, L376,

9 |379' F380' I\/I508t L376, 1379, F380, 1379, F380, M508, 1379, F380, MH508,

ola;" leé T311’ M508, V509; polar: V509; polar: T122, V509; polar: T122,

FS)378'. _— ve, metalt H310, T311, H377, T311, S378; m-m: H310, T311, H377,

! * S378; m-m ve metal: Y132, Hem; metal: S378; m-m ve metal:
Hem

Hem Hem Hem

. . Hidrofobik: Y118, Hidrofobik: Y118, Hidrofobik: Y118,

Hidrofobik: Y118, 1121 F126. 1131 L121, F126, 1131, L1221, F126, 1131,

L121, F126, 1131, F228' 1304 ! M306' Y132, P230, F233, Y132, 1304, L376,

12 Y132, P230, L376, L376, F380, M508’ 1304, L376, 1379, 1379, F380, MH508,
1379, M508; polar: V509'- ola;'- T311’ F380, M508, V509; V509; polar: T122,
T122, T311, S378; - H377I S’)378"n—n ve" polar: T122, T311, H310, T311, H377,
1 ve metal: Hem ! ! S378; nm-m: Y132, S378; m-m ve metal:

metal: Hem
Hem; metal: Hem Hem
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Tablo 4.26. Bilesik 9, 12, 13, 32 ve 36’nin GOLD’dan elde edilen reseptor etkilesmeleri

(Devam)
Hidr ik: Y118 Hidr ik: Y11
Hidrofobik: Y118, Hidrofobik: Y118, ofob , Hidrofob 8,
L121, F126, 1131, L121, F126, 1131,
L121, F126, 1131, L1121, 1131, Y132,
Y132, 1304, L376, Y132, F228, P230,
Y132, 1304, L376, 1304, L376, 1379,
F380, M508, V509; L376, 1379, F380,
13 F380, M508, Vv509; F380, M508, V509;
polar: T122, T311, M508, V509; polar:
polar: T122, T311, polar: T122, H310,
$378; 7t ve metal: 1311, $378; mow ve o 7+ 5378 qn T122, 1311, H377,
! ! ! Y132, F380, Hem; S378; m-m: F380;
Hem metal: Hem
metal: Hem metal: Hem
Hidrofobik: Y118, Hidrofobik: Y118, |ldrofobik:Yea, 187, ,
Y118, L121, F126, Hidrofobik: Y118,
L121, F126, 1131, F126, 1131, Y132,
1131, VY132, F228, L121, F126, 1131,
Y132, P230, 1304, 1304, L376, 1379,
P230, F233, L376, Y132, P230, F233,
L376, 1379, F380, F380, M508, V509,
32 . . 1379, F380, M508, 1304, L376, 1379,
M508, V509; H bagr: V510 H bagi: $378; o © L T e e V0,
S378; polar: T122, polar: T122, T311, ! g ¢ ! ! !

T311, H377, S378; rt-
T ve metal: Hem

H377, S378, S507; rt-
1t 233; metal: Hem

polar: T122, H310,
T311, H377, S378; -
7t: 233; metal: Hem

polar: T311, S378; -
7T ve metal: Hem

. . Hidrofobik: Y118, Hidrofobik: Y118, Hidrofobik: Y118,
Hidrofobik: Y118, F126. 1131 Y132 L121, F126, 1131, L1221, F126, 1131,
L121, 1131, Y132, |304' L376' |379' Y132, F228, 1304, Y132, , F228, P230,

36 1304, L376, 1379, F380' M508, V509t L376, 1379, F380, L376, 1379, F380,
M508, V509; polar: pola;' T122’ T311, M508, V509; polar: M508, V509; polar:
T122, T311, S378; nt- S378'. n ve, metall' T122, 1311, S378; nm- T122, 1311, S378; rt-
1 ve metal: Hem Hem’ " m:Y118,Y132; metal: m: F380, Hem; metal:

Hem

Hem

Bilesik 9, 12, 13, 32 ve 36'nin AutoDock 4 ve AutoDock Vina’dan elde edilen

reseptor etkilesmeleri Tablo 4.27./de 6zetlenmistir.

Tablo 4.27. Bilesik 9, 12, 13, 32 ve 36'nin AutoDock 4 ve AutoDock Vina’dan elde
edilen reseptor etkilesmeleri

Bil. AutoDock 4 AutoDock Vina
Hidrofobik: Y118, F126, 1131, Y132, Hidrofobik: Y118, L121, F126, 1131,
9 L300, 1304, L376, 1379, F380, M508, Y132,1304, L376, 1379, M508, V509;
V509; polar: T122, H310, T311, S378; polar: T122, H310, T311; rt-rt: Y132;
-1t ve metal: Hem metal: Hem
Hidrofobik: Y118, 1121, F126, 1131, drofobik: Y118, L121, F126, 1131,
Y132, L300, 1304, L376, 1379, F380 Y132, M306, 1376, 1379, F380,
12 ’ ! ’ ’ ! ’ M508, V509; polar: T122, H310,

M508, V509; polar: T122, H310, T311,

H377, $378; 711t ve metal- Hem T311, H377, S378; m-m ve metal:

Hem
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Tablo 4.27. Bilesik 9, 12, 13, 32 ve 36'nin AutoDock 4 ve AutoDock Vina’dan elde
edilen reseptor etkilesmeleri (Devam)

Hidrofobik: Y118, F126, 1131, Y132,
L300, 1304, L376, 1379, F380, M508,
V509; polar: T122, T311, S378; n-it ve
metal: Hem

13

Hidrofobik: Y118, L121, F126, 1131,
Y132, P230, 1304, L376, 1379, F380,
M508, V509; polar: T122, T311, S378;
mi-it: F380, Hem; metal: Hem

32

Hidrofobik: Y118, F126, 1131, Y132,
F228, M306, L376, 1379, F380, M508,
V509; polar: T122, H310, T311, S378§;
-1t ve metal: Hem

36

Hidrofobik: Y118, L121, F126, 1131,
Y132, L300, 1304, L376, 1379, M508,
V509; polar: T122, T311, S378; n-m:
Y118, F126, Hem; metal: Hem

Hidrofobik: Y64, Y118, L121, F126,
1131, Y132, P230, F233, L376, 1379,
F380, M508, V509; polar: T122,
H310, T311, H377, S378; r-it: Y132,
Hem; metal: Hem

Hidrofobik: Y118, L121, F126, 1131,
Y132, F228, P230, L376, F380,
M508, V509; polar: T122, T311,
S378; i-it ve metal: Hem

CACYP51-Bilesik 13 Kompleksinin MD Simiilasyonlari

GOLD programinin GoldScore skorlama fonksiyonundan elde edilen CACYP51-

bilesik 13 kompleksinin 2 ns boyunca MD similasyonlari sonucu elde edilen

trajektorinin zamana karsi Ca RMSD degerleri (Sekil 4.8.) ile rezidiilerin dalgalanma

degerleri grafikleri (Sekil 4.9.) ligand bagli

olamayan (apo) CACYP51’'in MD

similasyonarindan elde edilen grafiklerle karsilastiriimistir.

8
6
=
24
S
o
2
0
O 02 04 06 08 1 12
t (ns)
13 bagh apo

14 16 1,8 2

Sekil 4.8. CACYP51’in bilesik 13 bagh ve apo sistemlerinin Ca atomlarinin zamana

karsi RMSD grafigi.
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Sekil 4.9. CACYP51’in bilesik 13 bagh ve apo sistemlerinde rezidilerinin RMSF
degerleri grafigi.

b. GABAAR Uzerinde Molekiiler Kenetleme Calismalari

Sonug bilesikleri GABAAR homoloji modeli Uzerindeki lg¢ ayri baglanma
bolgesine kenetlenmistir. GABA baglanma bolgesi dar oldugu icin poz elde

edilememistir.
LRZ Baglanma Bolgesi

Bazi aktif bilesiklerin ve LRZ'Un LRZ baglanma bolgesinde elde edilen

kenetleme skorlari Tablo 4.28.’de gosterilmistir.



208

Tablo 4.28. Bilesik 5-9, 11-14, 16 ve LRZ’iin LRZ bagInama bélgesinde GOLD ve Glide
ile elde edilen kenetlenme skorlar*

Bilesik R CHEMPLP GoldScore ChemScore ASP Glide**
5 CHs 66,5 50,8 24,2 29,9 -5,8
6 CH2CHs 67,3 53,8 24,2 32,0 -5,3
7 (CH32)2CH3 73,6 49,1 25,3 32,3 -5,6
8 (CH2)3CH3 74,7 51,3 26,7 34,3 -4,9
9 CH,CH(CH3s)2 73,8 56,1 26,2 25,3 -5,4
11 CsH11 - 48,6 29,2 34,6 -4,5
12 CH=CHCH=CHCH3 77,7 45,3 28,9 33,7 -3,0
13 CsHs 74,3 46,7 29,1 36,0 -4,0
14 (CH2)3CeHs 84,0 - 31,9 346  -4,0
16 (CH2)2COCeHs 84,6 - 29,9 38,6 -4,0

LRZ 66,7 48,1 30,5 33,1 -6,4

* Bazi bilesikler icin "-" ile belirtilen skorlama fonksiyonunda baglanma uygun pozu elde edilememistir.

** Kcal/mol

Bu bilesikler arasinda nispeten diislik EDso degerlerine sahip olan bilesik 6-9

ve LRZ'lin LRZ baglanma bolgesindeki etkilesmeleri Tablo 4.29.da 6zetlenmistir.

Tablo 4.29. Bilesik 6-9 ve LRZ'(in LRZ baglanma bdlgesindeki etkilesmeleri

Bil. CHEMPLP GoldScore Chemscore ASP Glide
. . Hidrofobik: (B2) .. . Hidrofobik: (B2) Hidrofobik:  (B2)
Hidrofobik: (B2) | yac™ "\ 125, Hidrofobik:  (B2) "\ »ac™ "\ 1306 M261, 1285, F289,
1285,  M286, M283, 1285,
om0 V250, F289, v2so, 0 Tsa. F289, V290, (al) Y224, 1227,
' " F293, (al) L231, g ' F293, (al) 1227, P232, 1268, A272;
F293, (al) 1231, V290, F293, (al)
6 oay Vioas, P232 1234, O oo3y 1231 P232, polar: (B2) T262,
1238 polar: (32 M23% 238; oo 238, M235, 1238; T263, N265, T266,

T262, N265; m-mt:
(B2) F289, F293

polar: (B2) T262,
N265; m-rt: (B2)
F289, F293

polar: (B2) T262;
n-it: (B2) F293

polar: (B2) T262,
N265; m-rt: (B2)
F289, F293

(al) Q228, T229,
T236, T264, T267;
H bagi: (a1) Q228
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Tablo 4.29. Bilesik 6-9 ve LRZ’in LRZ baglanma bolgesindeki etkilesmeleri (Devam)

LRZ

Hidrofobik:
L285, M286,
F289, V290,
F293, (al) L231,
P232, M235,
1238; polar: (B2)
T262, N265; n-mt:
(B2) F289

(B2)

Hidrofobik:
M283, L285,
M286, F289,
V290, F293, (al)
1227, L231, P232,
M235, 1238;
polar: (B2) T262,
N265; m-r: (B2)
F289

(B2)

Hidrofobik: (B2)
M283, L285,
M286, F289,
V290, F293, (al)
L231, P232,
M235, 1238;

polar: (B2) T262,
N265; m-mt: (B2)
F289, F293

Hidrofobik: (B2)
L285, M286,
F289, V290, (al)
1227, L231, P232,
M235; polar: (B2)
T262, N265,
T266; n-mr: (B2)
F289; H bagr:
(al) Q228

Hidrofobik: (B2)
M283, L285,
M286, F289,

V290, F293, (al)
1227, L231, P232,
M235, 1238;
polar: (B2) T262,
N265; m-mt: (B2)

F289

Hidrofobik: (B2)
M283, L285,
M286, F289,

V290, F293, (al)
1227, L231, P232,
M235, 1238;
polar: (B2) T262,
N265; m-r: (B2)
F289, F293

Hidrofobik:
1227, L285,
M286, F289,
V290, F293, (al)
L231, P232, 1234,
M235, 1238;
polar: (B2) T262,
N265; m-m: (B2)
F289

Hidrofobik: (B2)
M261, L285,
M286, F289, (al)
1227, L231, P232,
M235, L268;
polar: (B2) T262,
N265, T266, (al)
Q228; m-m: (B2)
F289

(B2)

Hidrofobik:  (B2)
M283, L285,
M286, F289,
V290, F293, (al)
L231, P232,
M235, 1238;
polar: (B2) T262;
- (B2)  F289,
F293

Hidrofobik:  (B2)
M283, L285,
M286, F289,
V290, F293, F335,
(al) 1227, L231,

P232, M235, 1238;
polar: (B2) T262;

- (B2) F289,
F293
Hidrofobik:  (B2)

1227, L285, M286,
F289, V290, F293,
(al) L231, P232,
1234, M235, 1238;
polar: (B2) T262,

N265; m-m: (B2)
F289

Hidrofobik:  (B2)
L285, M286,

F289, V290, (al)
1227, L231, P232,
M235, L268;
polar: (B2) T262,
T266, (al) Q228;
n-it: (B2) F289; H
bagi: (B2) N265

Hidrofobik: (B2)
L285, M286,
F289, V290,
F293, (al) 1227,
L231, P232,
M235, 1238;

polar: (B2) T262,
N265; m-m: (B2)

F289, F293

Hidrofobik: (B2)
M283, L285,
M286, F289,
V290, F293,
F335, (al) L231,
P232, M235,

1238; polar: (B2)
T262, N265; m-mt:
(B2) F289, F293

Hidrofobik: (B2)
L285, M286,
F289, V290,
F293, (al) 1227,
L231, P232,
M235, 1238;

polar: (B2) T262,
N265, (al) Q228

Hidrofobik: (B2)
L285, M286,
F289, V290, (al)
1227, L231, P232,
M235, L268;
polar: (B2) T262,
N265, T266; mt-mt:
(B2) F289

Hidrofobik:  (B2)
M261, L285, F289,
(al) Y224, 1227,
P232, L268, A272;
polar: (B2) T262,
T263, N265, T266,
(al) Q228, T229,
T264, 1267, S271;
H bagi: (al) Q228

Hidrofobik:  (B2)
L285, F289, (al)
Y224, 1227, L231,
P232, M235, 1268,
A272; polar: (B2)
T262, N265, T266,
R269, (al) Q228,
T229, T264, T267,
S271

Hidrofobik:  (B2)
P232, M261, L285,
F289, (al) Y224,
1227, L268, A272;
polar: (B2) T262,
T263, T264, N265,
T266, T267, (al)
T229, T267, S271;
H badi: (al) Q228

Hidrofobik:  (B2)
L285, M286, F289,
V290, (al) 1227,
L231, P232, M235,
L268; polar: (B2)
T262, T266; n-m:
(B2) F289; H bagr:
(B2) N265, (al)
Q228

BZD Baglanma Bolgesi

Bazi aktif bilesiklerin BZD baglanma boélgesinde elde edilen kenetleme skorlari

Tablo 4.30.’da gosterilmistir.
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Tablo 4.30. Bilesik 5-9, 11-14 ve 16'nin BZD baglanma bdlgesinde GOLD ve Glide ile
elde edilen kenetlenme skorlari*

Bilesik R CHEMPLP GoldScore ChemScore ASP Glide**
5 CHs 56,5 55,5 27,0 37,2 -5,3
6 CH2CHs 62,3 62,5 28,8 39,9 -6,4
7 (CH32)2CH3 67,5 63,8 28,0 41,7 -6,1
8 (CH2)3CH3 68,4 57,2 28,9 42,0 -6,5
9 CH2CH(CH3), - 60,2 31,0 42,1 6,2
11 CsH11 71,3 64,3 33,2 43,8 -6,7
12 CH=CHCH=CHCH3 - 66,7 29,1 41,4 -5,4
13 CeHs - 64,8 31,2 44,2 -6,7
14 (CH2)3CeHs 75,7 75,9 36,4 48,7 -6,4
16 (CH2)2COCeHs 68,6 69,2 35,3 - -6,3

* Bazi bilesikler icin

** Kcal/mol

Bilesik 6-9’un BZD baglanma bdlgesindeki etkilesmeleri

Ozetlenmistir.

Tablo 4.31. Bilesik 6-9’un BZD baglanma bdlgesindeki etkilesmeleri

ile belirtilen skorlama fonksiyonunda baglanma uygun pozu elde edilememistir.

Tablo 4.31.de

Bil.

CHEMPLP

GoldScore

Chemscore

ASP

Glide

Hidrofobik:  (al)
Y159, V202, Y209,
V211, (y2) VY58,
A79, L142; polar:
(1) H101, S158,
S204, S205, T206
(y2) D56, N128,
T142, R144; m-m:
(al) F99, (y2) F77

Hidrofobik:

F99, A160, (y2) F99, V202,
F77, A79, Y58,

Y58,

(al) Hidrofobik:

F77,

(al)
(v2)
A79;

M130; polar: (al) polar: (al) H101,
$204, S205, T206 S204, S205, T206
(v2) D56, N128, (y2) N128, T142,
T142, R144; n-t: R144; n-m:
(al) Y159,Y209 Y159, Y209

(al)

Hidrofobik: (al)
F99, V202, Y209,
(v2) Y58, A79,
L140; polar: (al)
H101, 5204,
S205, T206 (y2)
D56, T142; n-m:
(al) Y159, (v2)
F77

Hidrofobik: (al)
Y159, V202,
V211, (y2) M57,
Y58, F78, A79;
polar: (al) H101,
S158, S204, (y2)
N128, T142,
R144, S158; m-m:
(1) F99, Y209,
(y2) F77
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Tablo 4.31.Bilesik 6-9’un BZD baglanma bolgesindeki etkilesmeleri (Devam)

Hidrofobik:  (al)
V202, Y209, V211,
(y2) M57, Y58,
F77, F78, A79,
L143; polar: (al)
H101, S158, S205,
T206, (y2) D56,
N128, T142, R144;
- (al)  F99,
Y159; H bagr: S204

Hidrofobik:  (al)
Y159, V202, Y209,
V211, (y2) VY58,
A79, L143; polar:
(1) H101, S158,
S205, T206, (y2)
D56, N128, T142,
R144, E189; m-m:
(al) F99, (y2) F77;
H bagi: S204

Hidrofobik: (al)
V202, Y209,
V211, (y2) Y58,
F77, A79; polar:
(al) H101, S158,
S205, (y2) D56,
T142, R144,
E189; m-m: (al)
F99, Y159, H
bagi: S204, T206

Hidrofobik: (al)
F99, V202, Y209,
V211, (y2) M57,
Y58, F77, F78,
A79, L140; polar:
(al) H101, S158,
$204, 5205, T206,
(y2) D56, N128,
T142, R144; n-m:
(al) Y159

Hidrofobik: (al)
F99, V202, Y209,
V211, (y2) M57,
Y58, F77, F78,
A79, L143; polar:
(al) S158, S204,
S205, (y2) D56,
N128, T142,
R144, E189; n-m:
(al) Y159, (y2)
F77; H bagi: T206

Hidrofobik: (al)
V202, Y209, V211,
(y2) Y58, F77,

A79; polar: (al)
H101, S158, S205,
(y2) D56, T142,
R144, E189; m-mt:
(al) F99, Y159; H
bagi: S204, T206

Hidrofobik: (al)
F99, V202, Y209,
V211, (y2) VY58,
F77, A79, L140;
polar: (al) S158,
S205, T206, (y2)
D56, N128, T142,
R144, K184; m-m:
(al) Y159; H bag:
5204

Hidrofobik: (al)
V202, v209, V211,
(v2) M57, Y58,
F78, A79, L143;
polar: (al) H101,
S$158, S205, T206
(y2) D56, N128,
T142, R144, E189;
-t (al)  F99,
Y159, (y2) F77; H
bagi: S204

Hidrofobik: (al)
V202, Y209,
V211, (y2) Y58,
F77, A79, L143;
polar: (al) H101,
S158, S204,
S205, T206, (y2)
D56, N128,
T142, R144,
E189; m-m: (al)
F99, Y159

Hidrofobik: (al)
F99, V202, Y209,
V211, (y2) Y58,
F77, A79; polar:
(a1) H101, S158,
S205, (y2) D56,
N128, T142,
R144, E189; rt-m:
(al) VY159; H
bagi: S204, T206

Hidrofobik: (al)
V202, V211, (y2)
M57, Y58, A79,
L140; polar: (al)
H101, 5204,
5205, T206 (y2)
D56,T142,R144,
E189; m-m: (al)
F99, Y159, (y2)
F77

Hidrofobik: (al)
F99, V202, Y209,
V211, (y2) M57,
Y58, F78, A79;
polar: (al) H101,
S158, S204, S205,
T206, (y2) D56,
N128, T142,
R144; m-m: (al)
Y159, (y2) F77

Hidrofobik: (al)
Y159, V202,
V211, (y2) Y58,
F77, A79, M130,
L140, L143;
polar: (al) H101,
S158, S204, S205,
(y2) D56, N128,
T142, R144; n-m:
(ad) F99, Y209; H
bagi: T206

Hidrofobik: (al)
Y159, V202,
V211, (y2) Y58,
A79; polar: (al)
H101, S158,
$204, S205, T206
(y2) D56, N128,
T142, R144,
E189; m-m: (al)
F99, Y209, (y2)
F77
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5. TARTISMA

Bu calisma kapsaminda 17 adet  N-[2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-
klorofenil)etiliden]lamino esteri (bilesik 5-21) ve 16 adet N-[1-(4-klorofenil)-2-(1H-
1,2,4-triazol-1-il)etiliden]amino esteri (bilesik 22-37) olmak Uzere 33 yeni bilesik
sentez edilerek antimikrobiyal aktiviteleri taranmistir. Bu tir bilesiklerin (arilalkil)azol
grubu antikonviilsanlara bilylk vyapisal benzerlik goéstermesi nedeniyle
bilesiklerimizin antikonvilsan aktivitelerinin arastirilmasi da tez kapsamina alinmistir.
Bilesiklerin fizikokimyasal ve farmakokinetik 6zellikleri ile olasi biyolojik hedeflerle
etkilesmeleri molekiler modelleme ¢alismalariyla 6ngérilmeye ¢alisiimistir.

Bilesikler flukonazol, ekonazol ve mikonazol gibi prototip antifungal azollerde
yapilan molekiiler modifikasyonlar ile tasarlanmistir. Bilesiklerimiz azol grubu olarak
1H-imidazol veya 1H-1,2,4-triazol, aril grubu olarak 4-klorobenzen ve alkil grubu
olarak azol ve aril grubunu birbirine baglayan bir etilen zinciri icermektedir. Etilen
zincirinin 1 numarali konumuna getirilen gesitli alkil, aril, arilalkil siibstitlisyonlari
(kuyruk), oksim ester fonksiyonel grubuyla yapiya baglanmistir. Oksim ester yapisini
olusturan karboksilik asitlerin seciminde, arastirma grubumuz tarafindan daha énce
yapilan calismalardan elde edilen ve bu ¢alismaya temel teskil eden bulgulardan
yararlanilmistir. Sonug olarak bu ¢alismada, Dogan ve ark. (33) tarafindan bildirilen 1-
fenil/(4-klorofenil)-2-(1H-imidazol-1-il)etanol esterlerinde ylksek antifungal ve
antikonvilsan aktivite gézlenen tirevlerin oksim ester analoglari yapilmistir. Sentezi
yapilan bilesiklerde azol grubu ve kuyruk kismindaki modifikasyonlarin biyolojik

aktivite tizerindeki etkileri incelenerek YEi olusturulmaya calisiimistir.
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5.1. Kimyasal Calismalar

5.1.1. Sentez Calismalari

a. Baslangic Maddelerinin Sentezi

2-Bromo-1-(4-klorofenil)etanon (Bilesik 2) Sentezi

2-Bromo-1-(4-klorofenil)etanon (bilesik 2) 4-kloroasetofenonun (bilesik 1)
asetik asitli ortamda, eser miktarda bromik asit varliginda bromlanmasiyla %50,1
verimlerle elde edilmistir (Sekil 5.1.). Erime derecesi 92,5-94 °C olarak 6lgilmis olup

literatilir verilerine uygundur (356).

0 Br,, HBrO;, 0
CH,COOH Br
3 05°C»0S
cl cl
1 2

Sekil 5.1. Bilesik 2’nin sentezi.

Ketonlarin asit katalizli bromlama reaksiyonu karbonil grubunun oksijen
atomunun protonlanmasi ile baslar (Sekil 5.2.). Devaminda olusan ara formun
deprotonizasyonu ile olusan enol formu bromla reaksiyona girer. Ortamdaki asit
miktarinin artmasi durumunda bromlama devam ederek di ve tribromo tiirevleri
olusur (465, 466). Reaksiyonun elektrofilik katim-eliminasyon mekanizmasina gore

ylridigi distintlmektedir.

0: /\‘ OH
+ —_— qH
/©)J\CH3 H T ¢
H
cl cl

C&iH 0

(\
Br—Br _Br
my -HBr' /@)J\C
H,
Cl cl

Sekil 5.2. 1-(4-Klorofenil)etanonun a konumundan bromlanma mekanizmasi.
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2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etanon (Bilesik 3a) Sentezi

Bilesik 3a, Godefroi ve ark. (417)'nin uyguladigl yonteme gore, imidazolin
bilesik 2 ile DMF icindeki N-alkilasyon reaksiyonu sonucu %69 verimle elde edilmistir

(Sekil 5.3.). Bilesigin erime derecesi (158-9 °C) literattr verilerine uygundur.

HN—\
LN
0 0 /‘N
Br DMF Nj
_—
0-5°C — 0S
Cl Cl
2 3a

Sekil. 5.3. Bilesik 3a’nin sentezi.

imidazoliin fazlasinin baz olarak kullanildigi reaksiyonun mekanizmasinin Sn2
oldugu duslinilmektedir (Sekil 5.4.). Buna gore nikleofilik atak 3 numaral konumdaki
azot tarafindan baslatiimakta ve alkilasyon bu konumda gerceklesmekte, daha sonra

cifte bagin diger azot atomuna kaymasi ile Griin olusmaktadir (467, 468).

H
0 0 ,/(?\l*\ o =
. h - -
- oy - I
Cu g/NH C + -HBr C
H, H, H,
Cl Cl cl

Sekil 5.4. imidazoliin N-alkilasyon reaksiyonunun mekanizmasi.

1-(4-Klorofenil)2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etanon (Bilesik 3b) Sentezi

1,2,4-Triazollin ekivalan miktarda sodyum metoksitle tepkimeye sokularak 1
numarali konumdaki protonun sodyum ile yer degistirmesi ile elde edilen 1,2,4-triazol
sodyum tuzu, bu konumdaki iyonik bag ile reaksiyonun daha kolay ylrimesini
saglamistir (Sekil 5.5.). %71 verimle sentez edilen bilesik 3b’nin erime derecesi 160-3
°C olup bu deger literatilr verilerine uygundur. 1,2,4-Triazoliin sodyum veya giimis
tuzu Uzerinden N-alkilasyon reaksiyonu sonucu, anyon halindeki 1,2,4-triazol
halkasinin 1 ve 2 numarali konumlardaki azot atomlarinin nukledfilisitelerinin 4

numarali konumdaki azottan daha yliksek olmasi nedeniyle iriiniin bliylk oranda 1-
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alkil-1H-1,2,4-triazol oldugu literatiirde bildirilmistir. Sodyum tuzunun kullaniimadigi

reaksiyonlarda ise alkilasyon 4 numarali konum lzerinden yuriimektedir (469-473).

N
HN
sy
N
0 Na°, MeOH 0 -
Br — N/
A, 6 sa.
al al
2 3b

N
/o - 0 o =
- NN Na N\ N />
CH,O Na N N (Br S
3 \J N=/  -CH,OH N/ ﬁﬁu -NaBr ﬁﬁz
2
cl cl

Sekil 5.5. 1,2,4-Triazollin N-alkilasyonu ve reaksiyon mekanizmasi.

5.1.4. N-[2-(1H-imidazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etiliden]hidroksilamin (Bilesik
4a) ve N-[1-(4-klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etiliden]hidroksilamin

(Bilesik 4b) sentezi

Bilesik 4a ve 4b Sekil 5.6’da belirtilen reaksiyon ile sirasiyla %74 ve % 66
verimle sentez edilmistir. Bilesiklerin erime dereceleri (sirasiyla 229 ve 202,5-5 °C)

literatlre uygundur.

NH,OH.HCI OH
N 2 ’ y —N
9 [~ EOH N >
N7 > N\R/
R pH: 14, A, 3 sa.
Cl cl
R: CH (3a), N (3b) R: CH (4a), N (4b)

Sekil 5.6. 2-(1H-imidazol/1H-1,2,4-triazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etanon oksim
sentezi.

Nukleofilik katim-eliminasyon mekanizmasiyla ylriyen bu kondenzasyon
reaksiyonunda, 15 N sodyum hidroksit ¢Ozeltisi ile pH'nin 14’e ayarlandigi bazik
ortamda nikleofil glicii artan hidroksilamin, keton tlirevinin karbonil karbonuna
hiicum ederek katim tepkimesi olusturur (Sekil 5.7.). Hidroksilin protonlanmasi icin

tepkime ortaminin pH’si 5 olana kadar asitlendirilir. Eliminasyon asamasinda su ¢ikisi
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sonucu karbon ile azot arasinda cifte bag olusur ve oksim c¢oker. Asitlendirme
sirasinda pH’nin 4-5’in altina dismesi halinde tepkime geri donerek ¢oken (riin
¢ozunur. Oksimlerin olusum hizinin, substratin yapisina bagh olmakla birlikte

genellikle pH 5 oldugunda en yiliksek degere ulastigi gosterilmistir (382).

=
Q)Qw hoH s
‘\/ pH: 14

Cl

N

(" = >

N

Cl}l—OH pH: 5

cl H -H,0

Sekil 5.7. 2-(1H-imidazol/1,2,4-triazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etanon oksim sentezinin
mekanizmasi.

b. Sonug Bilesiklerin (Bilesik 5-37) Sentezi

Sonu¢ bilesikler genel sentez yodnteminde belirtildigi gibi Steglich
esterlesmesiyle elde edilmistir (Sekil 5.8.). Bu amacla uygun oksim ve karboksilik asit
tlrevleri su tutucu bir ajan olan DCC ve agil transfer ajani olan DMAP varliginda kuru
DKM icerisinde reaksiyona sokulmustur. Reaksiyon sonunda ¢oken DCU siizilerek
uzaklastiriimis, stzintlide kalan oksim ester tirevleri gaz hidroklorik asidin dietil

eterdeki doymus c¢ozeltisi ile tuz formuna dondstirilmustar.

1. R,COOH, DCC,

DMAP, DKM, OYRZ
WOH 0-5 °C — 08, 6 sa. 0
= . NS =
| I\/:/> 2. gHCl, dietil eter= | I\/I//> Hcl
Rl \Rl
Cl Cl
R: CH (4a), N (4b) R4: CH (5-21), N (22-37)

Sekil 5.8. Sonug bilesiklerinin sentezi.

Reaksiyon, DMAP’nin karboksilik asit tiirevinden asidik proton koparmasi ile

baslar ve olusan karboksilatin DCC’'ye nikleofilik katimi ile O-acil ara Grlninin
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olusmasiyla devam eder (Sekil 5.9.). DMAP’nin O-acil tiirevine yaptigi niikleofilik atak
sonucu katim-eliminasyon ile O-acil tirevinin hidrolizi gerceklesir ve DCU ile 1-agil-
DMAP tuzu olusur. Bu tuzun agil karboniline, oksim tirevi hidroksil oksijeni ile
nlkleofilik atak yaparak katim-eliminasyon sonucu oksim ester tiirevinin olusmasini

saglar (Sekil 5.9.).

-

1

o

Q

/

-
\l/"i
<

+N N LN SN R

Sekil 5.9. Steglich esterlesmesinin mekanizmasi.

Reaksiyon baslangicinda oksim tlirevleri DKM icerisinde kismen slispande
haldedir. Reaksiyon ilerledikce olusan oksim ester tiirevleri DKM icerisinde ¢ozlinir
ve slispande haldeki oksim tiirevi azalir, olusan DCU ise ¢6kmeye baslar. Yaklasik 6
saat siren reaksiyonlarda verim imidazol tiirevlerinde %15-75, triazol tiirevlerinde
%14-41 arasinda degismektedir. imidazol tiirevlerinden bilesik 10 izolasyonunda
yasanan sorunlar nedeniyle %15 verimle, digerleri yaklasik %50 verimle elde
edilmistir. Triazol tlrevlerinin disutk verimle elde edilmesinin nedeni muhtemelen
reaksiyon sirasinda olusan ve izole edilemeyen bir yan Urindir. Bu Urin reaksiyon

sirasinda ve saflastirilmamis sonug bilesik icerisinde ITK ile tespit edilmekte,
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kromatogramda genellikle sonug bilesikten biraz daha disiik R degerlerinde
gozlenmektedir.

Literatlirde, acil halojentrlerle yapilan oksim ester sentezlerinin daha yuksek
verimle gerceklestigi bildirilmistir; ancak agil halojenirler kotli koku ve tahris edici

Ozellikleri nedeniyle galismamizda tercih edilmemistir.
5.1.2. Sentez Edilen Bilesiklerin Yapilarinin Aydinlatiimasi

Bilesik 5-37’nin yapisi IR, NMR ve kitle spektroskopisi ile aydinlatiimis,

safliklari eleman analizi ile kanitlanmistir.
IR Spektrumlan

Oksim ester yapisindaki bilesiklerin IR spektrumlarinda, oksim yapisinda
gérilmeyen C-O gerilim titresimi 1081-1200 cm™, C=0 gerilim titresimi 1727-1785
cmVde literatir verilerine uygun olarak gozlenmistir (Sekil 5.10.) (408). Bilesiklerin IR
spektrumlarinda alifatik gruplardan dolayi 2855-2996 cm™ arasinda, aromatik gruplar
nedeniyle de 3001-3151 cm™ arasinda C-H gerilme titresimlerine ait pikler

goralmastir (407, 410).

I
14955

1577+
155031

146386
13985

1357, 27| I058.63 785.2
132005

26729,
6 261013

128734

1093.69
1009.1

i
75236

54 1784 40

40000 3600 3200 3800 2400 3000 1200 1600 1400 1200 1000 200
em-1

Sekil 5.10. Bilesik 5’in IR spektrumu.
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1H-NMR Spektrumlari

Sonug bilesiklerin (bilesik 5-37) sentezinde kullanilan oksim tlirevlerinde
(bilesik 4a ve 4b) *H-NMR spektrumunda 10.91 ppm’de gozlenen oksim protonuna
(N-OH) ait pik, oksim esterlerinde gorilmemektedir. Ayrica kuyruk kisminda alkil
slbstitlienti tasiyan sonug bilesiklerin spektrumlarinda alifatik bolgede pikler
gorilmesi, aromatik siubstitlient tasiyan tiurevlerin spektrumlarinda ise aromatik
bolgedeki pik ingtegralinin artmis olmasi oksim tiirevlerinin oksim ester tilrevlerine
donlstlglni gostermektedir.

Bilesiklerin oksim kokiinde yer alan CH. protonlari azol ve oksim
komsulugunda anti perdeleme ve manyetik anizotropi etkisiyle imidazol tlirevlerinde
5,78-5,80; triazol tiirevlerinde ise 5,70-5,73 ppm’de singlet olarak gézlenmistir. Oksim
kokinde yer alan 4-klorobenzen grubuna ait protonlar p-distbstitiie benzenlere
karakteristik iki dublet pik halinde gozlenmistir. Bu protonlardan H3® ile H%® kendi
aralarinda kimyasal kayma ekivalanidir. Bir AA'BB' sistemi olan bu protonlardan
H3*’in yukari alanda (=7,5 ppm), H>*®nin ise asagl alanda (=7,8) rezonansa geldigi
dusunilmektedir. 1-Susbtitiie-1H-imidazol protonlarinin ppm degerlerine gére H? >
H* > H> sirasiyla gdzlendigi bilinmektedir (410). imidazol tiirevi sonug bilesiklerinde
imidazole ait proton piklerinin de ayni sirada goézlendigi diistintilmektedir. Bilesiklerin
HCI tuzu formunda olmasi nedeniyle bu piklerin bir miktar asagi alana kaydigi (=7,6-
7,7 ppm), ozellikle H? protonuna ait pikin 9 ppm’in Uzerinde kaydedildigi
disunllmektedir. Yine literatir bilgilerine uyumlu olarak imidazol protonlari
birbirleriyle esleserek triplet pikler halinde gozlenmistir. 1-Stbstitlie-1,2,4-triazol
tirevlerine ait triazol protonlarinin ise ppm degerlerine gore H> > H3 sirasiyla pik
verdigi bilinmektedir (474). Bu protonlar bizim bilesiklerimizde sirasiyla 8,9 ve 7,9
ppm’de goézlenmistir. H> protonu HCl tuzunun etkisiyle literattrde bildirilen ppm
degerinin biraz Gzerinde gozlenmistir. Triazol protonlarinin imidazol tiirevlerindekinin
aksine singlet olarak gozlenmesi, 5 halkali heterosiklik aromatik bilesiklerde goriilen
heteroatom sayisinin artmasi ile eslesme sabitinin diismesi kuralina bir 6rnektir (410).

Kuyruk kisminda alkil ya da sikloalkil gruplarinin yer aldigi tirevlerin (bilesik 5-

11, 14, 16, 22-27, 30 ve 32) spektrumlarinda alifatik bolgede gozlenen ilgili pikler,
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literatiir bilgileriyle uyumludur. Ozellikle bu kisimda karbonil grubuna komsu
protonlarin, 2,28-2,59 ppm’de komsu protonlarla esleserek pik verdigi bu alkil
zincirlerinin merkezinde yer alan CH/CH; protonlarinin, komsu alifatik gruplarin sp3
elektronlarinin antiperdeleme etkisiyle asagi alana kaydigi gortlmustir. Bilesik 17 ve
33’ln benzen halkasina bagh metil protonlarina ait pikler yaklasik 2,40 ppm’de, bilesik
18 ve 34’te bulunan metoksi protonlari yaklasik 3,85 ppm’de gozlenmistir. Kuyruk
kisminda heksa-2,4-dienoil grubu tasiyan bilesik 12 ve 28’in spektrumunda 1 numarali
karbon atomuna bagh proton (H?) 6,11 ppm’de, komsulugundaki olefinik protonla
(H3) esleserek (J = 15,6 Hz) dublet olarak pik vermistir ve bu deger birbirine gore trans
konumda bulunan protonlarin eslesme sabitine denk gelmektedir. Ancak diger
olefinik protonlar multiplet olarak goézlendigi ve daha fazla destekleyici veri
bulunmadigiicin bu bilesiklerin sentezinde kullanilan (2E,4E)-hekza-2,4-dienoik asidin
(sorbik asit) konfiglirasyonunun sonug bilesiklerde korunup korunmadigi kesin
degildir. Ayni konumda 3-fenilprop-2-enoil grubu tasiyan bilesik 15’in yapisinda yer
alan iki adet olefinik protondan karbonile komsu olani H? ile komsulugundaki olefinik
proton H? birbiriyle esleserek, sirasiyla 6,92 ve 7,91 ppm’de dublet (J = 16 Hz) olarak
pik vermistir (Sekil 5.11.). Bu da trans eslesen iki olefinik protonu isaret etmekte,
sonug bilesiklerin, sentezlerinde kullanilan (2E)-3-fenilprop-2-enoik asidin trans
konfigiirasyonunun korundugunu gostermektedir. Bu bilesigin triazol tlirevi olan
bilesik 31’in spektrumunda H? ayni ppm ve J degeriyle tespit edilmis; ancak H?
aromatik protonlarla cakismistir. Kuyruk kisminda aromatik grup ya da gruplar tasiyan
bilesiklerin (bilesik 12-21 ve 29-37) bazilarinin spektrumlarinda bu gruplara ait
protonlar ayri ayri tespit edilebilirken, bazilarinda diger aromatik protonlarla

¢akismalar nedeniyle integral hesabi ile varliklari gosterilmistir.
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Sekil 5.11. Bilesik 15’in *H-NMR spektrumundan kesit.

13C-NMR Spektrumlar

Bilesiklerin 3C-NMR spektrumlarinda gézlenen dnemli piklerden biri oksim
tirevlerinde bulunmayan ve 162-172 ppm araliginda gozlenen C=0 karbonuna ait
piktir. C=N karbonuna ait pik ise bu piklerin hemen yaninda, =160 ppm’de gozlenir.

Oksim fonksiyonel grubu ile azol halkasi arasinda kalan CH; karbonu 42-46
ppm arasinda gozlenmistir. 1-Stibstitlie-1H-imidazol yapisindaki bilesiklerin imidazol
karbonlarina ait piklerin ppm degerlerinin C2 > C* > C° sirasiyla gézlendigi bildirilmistir
(475). Sonug bilesiklerin spektrumlarinda bu karbonlara ait pikler literatir verileriyle
uyumlu olarak sirasiyla 136; 122-123 ve 120-121 ppm civarinda gozlenmistir. 1-
Sibstitlie-1H-1,2,4-triazol bilesiklerinde triazol karbonlarina ait piklerin ppm
degerlerinin C3 > C° sirasiyla gézlendigi bildirilmistir. Sonug bilesiklerinde bu karbonlar
sirastyla 151 ve 145-146 civarinda pik vermistir ve literatiire uygundur. 4-
Klorobenzene ait C2 ve C® karbonlari ile C2 ve C> karbonlari kimyasal kayma ekivalani
olarak 2 Cintegralinde birer pik olarak gézlenmistir. Bu yapidaki C* ve C* karbonlarina
ait pikler ise 130-140 ppm araliginda ¢cikmistir. Sonug bilesiklerin kuyruk kisimlarindaki
karbonlara ait pikler H-NMR spektrumlarinda oldugu gibi alifatik, olefinik ve
aromatik bélgelerde gézlenmistir. Ornegin bilesik 5-11, 14, 16-18, 22-27, 30 ve 32-
34’e ait spektrumlarda alifatik pikler gozlenmistir. Bu piklerin kimyasal kaymalari ilgili

karbonlarin Gzerinde tasidigi protonlarin *H-NMR kimyasal kaymalariyla uyumludur.
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Olefinik karbon tasiyan bilesik 12, 15, 28 ve 31’in spektrumlarinda bu karbonlara ait
pikler literatiir verileriyle uyumludur. Ornegin, bilesik 12’nin kuyruk kisminda yer alan
heksa-2,4-dienoil grubuna ait C2 115,97; C3 148,03; C* 130,19 ve C°> 142,64 ppm’de
pik vermistir. Ayni bilesigin triazol tirevi olan bilesik 28’in ilgili karbonlari icin de ayni
siralama ve benzer ppm degerleri s6z konusudur (Sekil 5.12.). Kuyruk kisminda
aromatik halka ya da halkalar tasiyan bilesik 12-21 ve 29-37’nin spektrumlarinda
aromatik bolgede gozlenen pikler sayi olarak ilgili karbon sayilarini tutsa da hangi

karbona karslilik geldigi ayirt edilememistir.
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Sekil 5.12. Bilesik 28’in 3C-NMR spektrumundan kesit.

Kiitle Spektrumlari

Bilesiklerin kiitle spektrumlari incelendiginde genellikle [M+Na]* piklerinin
temel pik (%100) oldugu gorilir. Ayrica bilesiklerde klor sibstitlientinden
kaynaklanan [M+2+Na]* ve [M+2+H]"* izotop pikleri gozlenmistir (Sekil 5.13.). Bilesik
19, 20, 35 ve 36 yapilarinda bulunan ikinci ve Gglncl klor slbstitlienti nedeniyle ek

olarak [M+6+Na]*, [M+4+Na]*, [M+6+H]* ve [M+4+H]* izotop pikleri vermistir.
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Sekil 5.13. Bilesik 7’nin kitle spektrumu.

Molekiler iyon pikleri yani sira imidazol

parcalanma pikleri gbzlenmistir.
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Sekil 5.14. imidazol tiirevi sonug bilesiklerinin bazi kiitle parcalanma pikleri.

Triazol tlirevlerinin kitle spektrumlarinda goézlenen parcalanma piklerinin

bazilari Sekil 5.15.’te gosterilmistir.
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Sekil 5.15. Triazol tirevi sonug bilesiklerinin bazi kitle pargalanma pikleri.

Ayrica bilesik 7 ve 8’in spektrumlarinda Mc Lafferty ¢evrilmesine ait

parcalanma pikleri gbzlenmistir (Sekil 5.16.).
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Sekil 5.16. Bilesik 7 ve 8'in Mc Lafferty cevrilmesiyle olusan parcalanma pikleri.
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X Isini Kristalografisi

Bilesik 8’in yapisal analizi X 1sini kristalografi verileri 1s18inda tam olarak
aritilmis ve bilesigin Z konfiglirasyonunda oldugu anlasiimistir (Sekil 5.17.). Bilesik 8
P21/c monoklinik uzay grubunda kristallenmistir. 4-Klorobenzen ve imidazol halkalari
dizlemseldir ve bu iki halka arasindaki dihedral ag1 66,07(5)°’dir. Molekdiller plakalar
halinde dizilmis ve H baglariyla birbirine baglanmistir. Her plaka igerisinde tiim
molekiller birbirine paraleldir. Birim hiicre icerisinde plakalar z~1/8, 3/8, 5/8 ve
7/8’dir. inter ve intramolekiiler H baglar giiclidiir. Simetri merkezli olarak etkilesen
molekdller arasinda ayrica C-H---1t etkilesmesi mevcuttur. H13B ile simetri (-x, 2-y, 1-
z) iliskili molekiliin benzen halkasi tarafindan belirlenen ortalama diizlem arasindaki

mesafe 2,90 A’dur. H13B ile bu halkanin merkezi arasindaki mesafe ise 3,654 A’dur.
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Sekil 5.17. Bilesik 8’in ORTEP-3 (476) goriintisi (Atom numaralari etiketlenmis, yer
degistirme elipsoidleri %50 olasilik diizeyine gore ¢izilmistir.) (A), bilesik
8’in ([100] dogrultusu boyunca) (B) ve kristal yapidaki paralel molekdillerin
olusturdugu plakalarin ([010] dogrultusu boyunca) (C) birim hicredeki
paketlenmesi.
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Oksim eter ve esterlerinin geometrik konfigirasyonunu belirleyen en 6nemli
unsurlardan biri baslangic bilesigi olan oksimin konfiglirasyonudur (404). Literatiirde
Z konfiglirasyona sahip oksimlerden elde edilen oksim eter ve esterlerin de Z
konfiglirasyona sahip oldugu bildirilmistir (29, 30, 378, 477). Oksim eter ve esterlerin
E ve Zizomerlerinin *H-NMR verileriyle birbirlerinden ayirt edilmesi miimkindiir. Zira
ayni tlreve ait E ve Z izomerlerin protonlarinin kimyasal kaymalarinin farkl oldugu
bildirilmistir (29, 378). Bilesiklerimizin *H-NMR verileri incelendiginde oksim ester
fonksiyonel grubunun uzaysal olarak yakininda konumlanan protonlarin bilesik 8’in
ilgili protonlariyla cok yakin ppm degerlerinde pik verdigi goriilmekte bu sebeple diger

sonugc bilesiklerinin de Z konfiglirasyonunda oldugu distiniimektedir.
5.2. Biyolojik Aktivite
5.2.1. Antimikrobiyal Aktivite

Baslangigc bilesiklerinden 3a, 3b, 4a, 4b ve sonug bilesiklerinin timi standart
mantar karsi test edilerek MiK degerleri tespit edilmistir. Bilesik 3a, 3b, 4a, 4b, 8, 9,
11-13, 15, 32 ve 36 flukonazole direncli kinik C. tropicalis susuna karsi test edilmistir.
Bilesik 12 ve 13’Un biyofilm pozitif bir C. albicans susuna karsi antibiyofilm aktiviteleri
test edilmistir. Literatlirde bazi azol tlirevlerinde antifungal etkinin yani sira
antibakteriyel etkinin de gozlendigi bildirilmektedir (29). Bu nedenle bu calisma
kapsaminda antifungal amacla tasarlanan bilesiklerde antibakteriyel aktivite taramasi
da yapilmistir.

Antimikrobiyal aktivite calismalarimizda kesin ve c¢abuk sonu¢ vermesi,
¢alisma kolayligl ve ekonomik olmasi nedeniyle mikrodillisyon yéntemi kullaniimis ve
CLSI ilkelerine uyulmustur. Bu kapsamda bilesikler referans ilag bilesikleriyle birlikte

test edilmis ve kullanilan besiyeri ve ¢ozlictinin kontrolleri yapiimistir.
a. Antifungal Aktivite

Standart mantarlara karsi elde edilen MiK degerlerine gére, test edilen
bilesikler C. albicans ve C. parapsilosis’e karsi C. krusei’ye kiyasla daha distk

konsantrasyonlarda aktivite gostermistir. Bunun nedeni C. krusei’nin azollere intrinsik
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olarak daha az duyarh olmasidir. C. albicans’a karsi sekiz (bilesik 8,9, 11-13, 15, 32 ve
36), C. krusei’ye karsi iki (bilesik 11 ve 13) ve C. parapsilosis’e karsi on iki (bilesik 4a,
8, 9, 11-13, 15, 18, 24, 32, 34 ve 36) bilesigin MiK degeri 32 pg/mL ve altinda
bulunmustur. Flukonazole direngli C. tropicalis klinik izolatina karsi test edilen 13
bilesikten ¢ogu 256 upg/mL konsantrasyonda etkili bulunmustur ve bu deger
flukonazol icin elde edilen degerden (512 pg/mL) daha disiiktir. imidazol halkasi
tasiyan bilesiklerin triazol halkasi tasiyanlardan daha aktif oldugu goriilmekle birlikte
kuyruk kisminda aromatik grup tasimayan tirevler arasinda dort ve daha fazla karbon
iceren alifatik, siklohekzil ve olefinik slibstitlientler tasiyan tlrevler 6ne ¢ikmistir. Bu
kisimda aromatik yapi iceren tiirevlerde anlamli bir YEI kurulamamakla birlikte, sonug
bilesikler icinde en iyi aktivite imidazol tlrevlerinden kuyruk kisminda benzen
sUbstitlienti tasiyan bilesik 13’te gortlmustur.

Tum suslara karsi flukanozolden daha etkili bulunan bilesik 13’G bilesik 12
takip etmistir. Bu iki bilesigin biyofilm pozitif bir C. albicans susuna karsi antibiyofilm
aktiviteleri test edilmis ve glclu biyofilm inhibitor aktivite gézlenmistir. Bilesik 12'nin
MBIK degeri 2 pug/mL, bilesik 13’iin 0,5 pg/mL olarak bulunmustur. Bu degerler
referans ilag olan amfoterisin B’nin MBIK degerinden (4 pg/mL) daha disiiktiir. Bilesik
12 ve 13’Un MBEK degerleri sirasiyla 256 ve 512 ug/mL’dir; dolayisiyla bu iki bilesik
antibiyofilm etkilerini biyofilm tabakasini pargalayarak degil olusumunu engelleyerek

gostermektedir.
b. Antibakteriyel Aktivite

Standart bakterilere karsi elde edilen MIiK degerlerine gore baslangic
maddeleri olan bilesik 3a, 3b, 4a ve 4b’de aktivite gbzlenmemistir. En ylksek aktivite
64 ug/mLile S. aureus'a karsi bilesik 6, 8, 16’da ve P. aeruginosa'ya karsi bilesik 14’te
gozlenmistir. Bu bilesiklerin tamami imidazol halkasi tasimaktadir.

Bilesiklerin kuyruk kismi ile aktivite arasinda bir iliski kurulamamistir. Ancak
imidazol halkasi tasiyan bilesiklerin triazol halkasi tasiyanlardan genel olarak daha

diisiik MiK degerlerine sahip oldugu sdylenebilir.
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Bununla birlikte bitilin bilesiklerin aktiviteleri, siprofloksasine gore ¢ok daha
disuktir ve dolayisiyla bilesiklerin kayda deger bir antibakteriyel etkiye sahip

olmadigi gérilmdistdr.
5.2.2. Antikonviilsan Aktivite
a. Antikonviilsan Tanimlama

Bilesik 19, 20 ve 37 haricindeki tiim sonug bilesiklerin farelerde ip yoldan
antikonvilsan tanimlama testlerinde 6 Hz ve MES yontemiyle olusturulan nébetlere
karsi koruyuculugu ve rotorod testi ile nérotoksik etkileri degerlendirilmistir.

imidazol tiirevi sonug bilesiklerinden bilesik 15 ve 21 disinda test edilen
bilesikler en az bir testte, test sliresinde veya dozda koruyuculuk gostermistir.
Bilesiklerde 30 mg/kg dozda aktivite ya da norotoksisite gozlenmemistir. Bilesikler
genel olarak 6 Hz ya da MES modeline belirgin bir segicilik gdstermemis olup, her iki
testte benzer aktivite profili sergilemistir.

6 Hz testinde 0,5 saat ve 100 mg/kg’da koruyucu bulunan bilesik 6, 11 ve 16,
2 saat sonunda aktivitesini kaybetmistir. Ayni siirede 300 mg/kg’da aktivite gésteren
bilesik 5-11, 13, 14 ve 16-18’den ise sadece bilesik 6, 7 ve 9 2 saat sonunda aktivitesini
korumustur. MES testinde ise 0,5 saat ve 100 mg/kg’da koruyucu bulunan bilesik 5-8,
11, 13 ve 14, 2 saat sonunda aktivitelerini kaybetmistir. Ancak ayni stirede 300
mg/kg’da aktivite gosteren bilesik 5-14, 16 ve 17 arasindan 2 saat sonunda sadece
bilesik 11, 12 ve 14’te aktivite kaybi gorilmistir. Bu sonuglar bilesiklerin hizl
metabolize olarak aktivitelerini kaybettigini dlistindirmektedir.

Genel olarak imidazol turevlerinde aktivite ile norotoksisite arasinda bir
paralellik géze carpmaktadir. Ozellikle 0,5 saat 300 mg/kg’da koruyuculuk gdsteren
bilesiklerden bilesik 17 ve 18 hari¢, tamaminda ayni siire ve dozda norotoksisite
gorulmustiir. Ancak norotoksisite surenin uzamasi ve dozun azalmasiyla aktiviteyle
paralel olarak azalmistir. Diger taraftan norotoksisite ve her iki aktivite birlikte
degerlendirildiginde bilesik 16 ve 17 6ne cikan bilesiklerdir.

Triazol tirevi bilesiklerin aktivite sonuglari imidazol tirevlerine benzerlik

gostermekle birlikte, aktiviteleri ve toksisiteleri daha distk bulunmustur. Bu
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tirevlerde imidazol tlrevlerinde oldugu gibi 30 mg/kg’da aktivite ya da nérotoksisite
gozlenmemistir.

6 Hz testinde 0,5 saat ve 100 mg/kg’da sadece bilesik 22 ve 23 aktif bulunmus;
bu bilesikler 2 saat sonunda aktivitelerini kaybetmistir. Ayni modelde 0,5 saat ve 300
mg/kg’da dokuz bilesik (bilesik 22-25, 27, 28, 32, 34 ve 36) koruyucu bulunmus, 2 saat
sonunda sadece (g bilesik (22, 27 ve 34) koruyuculugunu sirdirmustar.

MES testinde de 0,5 saat ve 100 mg/kg’da sadece iki bilesik (bilesik 23 ve 28)
koruyucu bulunmus ve 2 saat sonunda aktivitelerini kaybetmistir. Ayni modelde 0,5
saat ve 300 mg/kg’'da dokuz bilesik (bilesik 22-25, 27-29, 31 ve 32 ) aktivite
gosterirken, 2 saat sonunda bu bilesiklerden besinde (bilesik 23, 25, 27, 28 ve 32)
aktivite korunmus, bilesik 26 sadece 2 saat ve 300 mg/kg’da aktivite gbstermistir.

Triazol turevlerinde 0,5 saat ve 100 mg/kg’da norotoksisite gozlenmistir
(bilesik 22-25 ve 27). Ayrica triazol tirevinde norotoksisite gostermeden ndbet
koruyuculugu gosteren bilesik sayisi daha fazladir (bilesik 26, 28, 29, 31, 32, 34 ve 36).
Bilesik 28 tim sonug bilesikleri arasinda 100 mg/kg’da aktivitesi olup, norotoksik
etkisi olmayan tek bilesiktir. Sonu¢ olarak triazol tirevleri norotoksisite profili
acisindan imidazol tiirevlerinden daha Ustiin bulunmustur.

Bununla birlikte sonug bilesiklerin kuyruk kismi (Rz) Uzerinde yapilan
modifikisayonlarin antikonvilsan tanimlama aktivite sonuglarina etkisi net olarak
ortaya konamamistir. Genel egilim kuyruk kisminda alifatik silibstitiient taslyan
tlrevlerin aromatik stibstitlient tasiyanlara kiyasla daha aktif oldugudur.

Sicanlarda MES modelinde antikonvilsan tanimlama testleri i¢in segilen
bilesik 6 ve 7’nin ip yolla verildiginde 0,5 saate kadar 100 mg/kg’da koruyucu
olduklari, ancak bu etkiye norotoksik etkilerin de eslik ettigi gbriilmustir. Bilesik 7’ nin
po aktivite ve toksisitesini incelemek tUzere yapilan MES testi sonucunda, 100 mg/kg

dozda 0,5 saatte aktivite gozlenirken nérotoksisite gdzlenmemistir.

b. Antikonviilsan Niceleme Sonuglari

Sonuc bilesiklerden bilesik 6-9, 12, 13 ve 16 farelerde antikonviilsan niceleme

¢alismalarina alinmis; 6 Hz, MES ve korneal kindling olusturulmus fare modellerinde
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ip ve po EDsp ve TDso degerleri saptanmistir. Niceleme calismalari bilesik 12 hari¢ 0,25
saat, bilesik 12 i¢in 0,5 saatte yapiimistir. Bazi bilesikler icin nispeten disiik EDsg
degerleri bulunmasina ragmen TDso degerleri arasinda onemli bir fark yoktur;
dolayisiyla bu bilesiklerin terapotik indeksleri duslktir. Bilesik 7'nin oral toksik
dozunun yiksek olmasi (>700) nedeniyle, po 6Hz (44 mA) ve po MES terapétik
indeksleri (sirasiyla >1,66 ve >3,55) yiksek bulunmustur. Bunun disinda bilesik 6'nin
MES po terapoétik indeksi 1,71’ken; diger bitliin maddelerin terapotik indeksleri bu
degerin altindadir.

Bilesik 6'nin ip korneal kindling olusturulmus fare deneyleri yapilmis ve EDso
degeri 55,5 mg/kg olarak hesaplanmistir. Bilesik 6'nin EDso degeri disiik olmasina
ragmen toksisitesi yiksek oldugu icin terapotik indeksi 2’nin altinda (1,82)
bulunmustur.

Genel olarak oksim bilesiklerinin aktivitesinin olmamasi (29) ve oksim ester
grubunun kimyasal/enzimatik hidrolize yatkin olmasinin, bilesiklerin sinirli ip ve po
aktivitelerinde ve kisa etki siireleri Gzerinde dnemli rol oynadigi distinilmektedir.

Test edilen bilesiklerin cogunda hem 6 Hz hem de MES testinde aktivite
gozlenmesi, tedaviye direngli parsiyel epilepsiler ile jeneralize tonik-klonik epilepsiler
acisindan 6nemli olarak degerlendirilebilir. Ayrica korneal uyarilmis fare testinden
elde edilen sonuclar bilesik 6’nin fokalden bilateral tonik-klonige gelisen nobetlere
karsi potansiyel tasidigini gostermektedir. Ancak bilesiklerin nérotoksisite ve stabilite
sorununun olmasi terapotik etkinliklerini sinirlamaktadir.

Test edilen bilesiklerin cogunda hem 6 Hz hem de MES testinde aktivite
gozlenmesi, tedaviye direngli parsiyel epilepsiler ile jeneralize tonik-klonik epilepsiler
acisindan 6nemli olarak degerlendirilebilir. Ayrica korneal kindling olusturulmus fare
testinden elde edilen sonuglar bilesik 6’nin fokalden bilateral tonik-klonige gelisen
nobetlere karsi potansiyel tasidigini géstermektedir. Ancak bilesiklerin nérotoksisite

ve stabilite sorununun olmasi terapétik etkinliklerini sinirlamaktadir.
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5.3. Molekiiler Modelleme

5.3.1. Fizikokimyasal ve Farmakokinetik Parametreler

QikProp tarafindan hesap/tahmin edilen 6zellik ve deskriptorlerden 20’si
sonug bilesikleri icin degerlendirilmistir. Buna goére bilinen ilaglar icin gecerli
degerlerin %95’inin disinda kalan 6zellik degeri sayisini ifade eden ve dolayisiyla ilag
benzerlik icin bir kriter olan #yildiz degeri bilesik 20, 21, 36 ve 37 harig tiim bilesikler
icin 0 olarak bulunmustur. Kuyruk kisminda 2,4-diklorobenzen tasiyan bilesik 20 ve 36
zayif polar CEYA degerleri agisindan bilinen ilaglarin %95’ine ait degerlerin disina
¢ikmistir.  Bu durum, bu bilesiklerdeki klor atomu sayisinin fazlaligindan
kaynaklanmaktadir. Bilesik 21 ve 37’nin m karbon CEYA degerleri nedeniyle #yildiz
degeri 1’dir. Bu bilesiklerin kuyruk kisminda yer alan 4-fenilbenzen stbstitienti sp?
hibritlesmis karbon sayisini arttirmaktadir. Genel olarak sonug bilesikleri bu kritere
gore ilag benzerdir.

PAINS bilesiklerde gorilen nonspesifik reaktif fonksiyonel gruplarin sayisini
gosteren #rtfFG test edilen tim bilesikler igin 1'dir ve bu fonksiyonel grup oksim ester
olarak 6ngorilmustir. Bilesiklerin antikonvilsan aktivitelerinin kisa siirmesi, hatta
oral yoldan alindiginda ¢ok diisiik olmasi ve toksisitenin aktiviteyle paralel gorilmesi
oksim ester kismindan kolayca hidroliz olmalarindan kaynaklandigi distiniimektedir.

Sudaki ¢ozintrligin bir gostergesi olan QPlogS degeri bilesik 21 icin ideal
degerlerin altinda (-6,7) hesaplanmistir. Bilesigin kuyruk kisminda yer alan 4-
fenilbenzen siibstitiisyonu bilesigi fazla nonpolar yaparak sudaki ¢ozinUrliGgini
azaltmistir.

hERG kanallari inhibisyonu igin tahmini olarah hesaplanan ICso degerini
gosteren QPlogHERG degeri tiim bilesikler icin gliclii hERG inhibisyonu icin sinir deger
olarak kabul edilen -5,0’e esit veya bu degerden daha distk bulunmustur. Bu da
sonu¢ bilesiklerinin  glicli hERG inhibitér aktiviteye sahip olabilecegini
gostermektedir. Bu degerin kuyruk kisminda aromatik halka bulunduran bilesiklerde
daha dislk, bu bolgede iki aromatik halka bulunduran bilesik 21 ve 37’de en diislik

oldugu gorilmdistdr.
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Tum sonug bilesikler icin aromatik hidroksilasyon metaboliti olasi metabolit
olarak on gorilmustir. Ayrica, kuyruk kismindaki karbonile a ve  konumdaki
karbonunda hidrojen tasiyan tirevlerde (bilesik 6-12, 14, 16, 22-28, 30 ve 33) alifatik
hidroksilasyon ve aromatik halka tasiyan tirevlerde (bilesik 14, 17, 18, 30, 33, 34)
aromatik halkaya komsu karbonlarda alifatik hidroksilasyon ongorilmustdir.

Sonug bilesiklerin hesaplanan molekdl agirliklari, dipol momentleri, toplam
CEYA’lari, toplam ¢o6zlcu erisir hacimleri, H dondr ve akseptor sayilari, oktanol/su
partisyon katsayilari ve insan serum albliiminine baglanma katsayilari bilinen ilaglarin
%95’i icin gecerli olan araliklarinda yer almistir. Bilesiklerin membranlardan pasif
gecisinin gostergesi olarak hesaplanan QPPcaco, QPlogkB ve QPPMDCK degerleri
glcli transmembran gecis 06zelligine sahip olduklarini gostermektedir. Ayrica
bilesiklerin oral absorpsiyon ylizdeleri %90’Iin (izerinde, ¢ogu bilesik icin %100
hesaplanmistir.

ilag benzerlik kriteri olarak kabul edilen Lipinski ve Jorgensen kurallarina
bilesik 14, 21 ve 37 disindaki tim bilesikler tam olarak uymaktadir. Bu bilesikler
Jorgensen kurallarindan sudaki ¢ozindrligld (QPlogS < -5,7), bilesik 14 ve 21 ise

Lipinski kurallarindan oktanol/su partisyon katsayisini (QPlogPo/s < 5) ihlal etmistir.
5.3.2. Homoloji Modelleme Calismalari

Sonug bilesiklerin antifungal aktivitelerinin azol antifungallerde oldugu gibi
mantar CYP51 inhibisyonu ile gerceklestigi distintilmis ve bilesiklerin bu enzime olan
ilgisi ve bu enzimle etkilesmeleri 6n goérilmeye calisiimistir. Bu kapsamda kristal yapisi
mevcut olmayan CACYP51’in karsilastirmali modelleme yontemiyle bir homoloji
modeli elde edilmistir.

Bu amacgla CACYP51 (arama) amino asit dizilimi ile en fazla benzerlik (%65
eslesme, %78 benzerlik) gosteren SCCYP51’in kristal yapisi sablon protein olarak
belirlenmistir. iki amino asit diziliminin hizalanmasi sonucunda proteinlerin baglanma
bolgesi rezidilerinde benzerligin cok daha yiiksek oldugu goéralmistar.

Homoloji modelleme sonrasi elde edilen ilk ham modeller arasindan kisit

ihlalleri duslik (1 omurga Q dihedral kisiti, 14 ¢/ dihedral ¢ifti kisiti ve 2 mesafe kisiti)
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ve DOPE skoru (-63046,16) yiksek olan model secilerek yapisal olarak analiz
edilmistir. Bu model ile sablonun st Uste ¢akistiriimasiyla Ca atomlari arasit RMSD
degeri 7 A olarak bulunmustur. Dolayisiyla model ve sablon proteinin omurgalari
uyusmaktadir.

Modelin PROCHECK ile yapilan analizlerinde elde edilen Ramachandran
grafigine gore rezidilerin %92’si ideal ¢/ dihedral dagilimi géstermektedir. Bu deger
iyi bir geometriye sahip olan li¢c boyutlu yapilar icin belirlenmis sinir degerin
Uzerindedir. Modelin diger stereokimyasal omurga (w agisi standart sapmasi, koti
etkilesme, T acisi standart sapmasi, H bagi enerjisi standart sapmasi) ve yan zincir (x-
1 carpik (-) standart sapmasi, X-1 trans standart sapmasi, x-1 carpik (+) standart
sapmasl, tim x-1 acilarinin standart sapmasi) parametreleri ideal deger araliklarinda
veya bu degerlerden daha iyi olarak Olc¢lilmistir. Omurgada bag uzunluklari ve
acilarinin blyik bolumu (sirasiyla %98,5 ve %92,2) ile dlizlemsel gruplarin tamami izin
verilen degerler icindedir. Modelde yer alan kotl etkilesme sayisi 13’tir ve bunlar
aktif bolgede bulunan iKZ’den ileri gelmektedir. G-faktérii hesap edilen
parametrelerin ($-y dagilimi, x1-x2 dagihmi ile x1, x3, x4 ve w acilari) tamami ideal
skorlarda bulunmustur. Modelin Morris ve ark. Siniflandirmasi, /¢ dagilimina gére
1, x-1 standart sapmasina gore 1 ve H bagi enerjisi standart sapmasina gore 2'dir.
Bitliin bu degerlendirmeler modelin iyi bir geometriye sahip oldugunu
gostermektedir.

Modelin oOzellikle baglanma bdlgesindeki gerilimin disirilerek kenetleme
oncesi ideal diisiik enerjili konformasyona getirilmesi icin, IKZ bagh olarak 1 ns’lik MD
simulasyonlari kosturulmustur. Trajektori analizi ile elde edilen Cao RMSD ve toplam
enerji degerleri grafikleri, modelin similasyon sonunda dengeye geldigini

gostermektedir.
5.3.3. Molekiiler Kenetleme Calismalari

Sonuc¢ bilesiklerin antifungal ve antikonvilsan etkilerinden sorumlu
olabilecegi disiniilen biyolojik hedeflerle etkilesmeleri molekiler kenetleme

calismalari ile 6ngorilmeye calisilmistir. S6z konusu hedeflere ait kristal yapilarin
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mevcut olmamasi nedeniyle homoloji modeller kullanilmis, kenetleme galismalarinda

sonuglarin tutarhliginin teyit edilebilmesi amaciyla birden fazla yazilim kullaniimistir.
a. CACYP51 ile Yapilan Kenetleme Sonuglari

CACYP51 aktif bolgesi, proteinin sitoplazmada kalan katalitik kisminda oldukga
derine gomulidir. Aktif bolge daha ¢ok lipofilik rezidilerle gevrili uzun bir tiinel ve
bu tinelin sonunda yer alan hem grubundan olusur. CACYP51 homoloji modelinin
aktif bélgesinde yer alan iKZ oldukga uzun bir kuyruk kismina sahiptir ve bu kisim aktif

bolge tinelinin agzina kadar uzanarak enzimle ¢ok sayida hidrofobik ve elektrostatik

etkilesmeler yapar (Sekil 5.18.).

Sekil 5.18. iKZ’iin (yesil cubuk top gosterimi) CACYP51 aktif bolgesindeki (tek renk
opak molekiler ylizey gosterimi) baglanma pozu (solda) ve etkilesmeleri

(m-mt etkilesmeleri yesil cizgilerle gosterilmistir) (sagda).
Molekiler kenetle galismalarinda kullanilan yéntemlerin validasyonu igin
yapilan IKZ’in vyeniden kenetleme islemlerinde tim vyazilm ve skorlama

fonksiyonlarinda iKZ’iin orijinal pozuna yakin pozlar elde edilmistir. Literatiirden

secilen aktif ve inaktif azol bilesiklerle yapilan zenginlestirme calismalarinda
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kullanilan yazilim ve skorlama fonksiyonlari ile aktif bilesikler genel olarak inaktif
bilesiklerden daha iyi skorlanmistir. Boylelikle kenetleme ¢alismalarinda kullanilan
yontemlerin glvenilir oldugu gorilmastir.

Standart mantar suslarina karsi diger tiirevlere gére daha diisiik MiK degeri
elde edilen bes bilesik (bilesik 9, 12, 13, 32, 36) ile yapilan molekiiler kenetleme
¢alismalarinda genellikle iyi skorlar ve benzer etkilesmeler elde edilmistir. Elde edilen
skorlara gore siralama yapildiginda seri icerisinde en diisiik MiK degerine sahip olan
bilesik 13 genellikle Ust siralardadir. Bilesiklerin skorlama fonksiyonlarindan elde
edilen siralamalarinin ortalamasi alindiginda bilesik 13 en dislk siralama degerine
sahip olmaktadir.

Bilesik 13 icin, literatirdeki ligand bagh CYP51 kristal yapilariyla en uyumlu poz
GOLD’da GoldScore ile elde edilmistir (Sekil 5.19.). Bu baglanma pozunda bilesigin
azol halkasi hem kofaktoru ile dik t-rt etkilesmeleri ve hem demiriyle koordinasyon
bagl olusturmaktadir. 4-Klorobenzen halkasi Tyr118, lle131, Tyrl32 ve lle304
tarafindan cevrelenen kaviteye sokulmus halde hidrofobik etkilesmeler yapmaktadir.
Kuyruk kismi ise aktif bolge tlinelinin yarisina kadar uzanarak cevredeki rezidiilerle
hidrofobik etkilesmelerde bulunmaktadir. Bu etkilesmelerden bir¢ogu literatiirde C.
albicans icin bildirilmis mutajenez calismalariyla paralellik géstermektedir. Ornegin
Phel126'nin Leu mutanti azole direncli izolatlarda tespit edilmistir. Tyr132’nin Phe ve
His mutantlan ilag¢ direnciyle iliskilendirilmistir. 1le304’lin Asn ve Thr mutantlarina,
Leu376’nin Val mutantina, Phe380'nin Leu mutantina direncgli kandidiyaziste
rastlanmistir. Phe380'nin Ser mutanti flukonazole direngli izolatlarda tek nokta
mutasyonu olarak tanimlanmistir. Val509’un Met mutanti ise sadece azole direncli
izolatlara ozgudir (68). MD similasyonlari sonucunda CACYP51-bilesik 13
kompleksinin apo sisteme gore daha stabil oldugu CACYP51’in Ca atomlarinin zamana
karsi RMSD grafiginde gorilmektedir (Sekil 4.8.). Ayrica bu similasyonlarda rezidii
dalgalanmalari bilesik 13’tin bagh oldugu sistemde daha disuktir. Ozellikle enzimin
¢ipa bolgesinin bilesik 13’lin bagl oldugu sistemde stabilize olmasi literatir bilgileriyle

uyumludur (49).
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Sekil 5.19. Bilesik 13’lin (cubuk gosterimi) CACYP51 aktif bolgesinde (tek renk opak
molekiler ylzey gosterimi) tim yazilm ve skorlama fonksiyonlarindan
elde edilen baglanma pozlari (A) ve GoldScore ile elde edilen pozun
baglanma bolgesindeki rezidiilerle etkilesmeleri (rezidiler ¢ubuk, hem
demiri CPK gosterimi) (B).

Tez kapsamindaki bilesiklerin CACYP51 baglanma bélgesindeki pozlari iKZ ile
karsilastirildiginda, iKZ’e gore daha kisa kalan kuyruk kisimlarinin aktif bélgedeki
tiinelin agza yakin kismiyla etkilesemedigi gériilmektedir (Sekil 5.20.). iKZ ile elde
edilen yeniden kenetleme skorlari da bununla paralel olarak daha yiksektir. Zira
iKZ’tin literatiirde C. albicans’a karsi bildirilen MIK degerleri bilesik 13’te daha
disuktir (464).

Bilesik 13 ile kenetleme calismalari yapilan diger bilesikler arasinda CACYP51
aktif bolgesindeki etkilesmeler ve elde edilen skorlar agisindan MiK degerlerindeki
gibi keskin bir fark gérilmemektedir. Dolayisiyla, bilesiklerin antifungal aktiviteleri

arasindaki farkin, enzim aktif yoresindeki etkilesmelerden ziyade bu bolgeye ulasma

veya farkli hedeflerle etkilesme yetenekleriyle ilgili olabilecegi diistinilmektedir.
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Sekil 5.20. Bilesik 11 (A), 12 (B), 32 (C) ve 36 (D)'nin CACYP51 aktif bolgesinde
GoldScore ile elde edilen pozlari (ligandlar cubuk top, protein tek renk
opak molekdler ylzey gosterimi).

b. GABAaR ile Yapilan Kenetleme Sonuglari

LRZ (arilalkil)azol antikonviilsanlarin énciilerinden bir GABAAR PAM’diir. Diger
onci arilalkilazol antikonvilsan bilesiklerden nafimidon ise GABAerjik yanitlari
arttirdigi bilinen FNT ve KBZ ile benzer etki profiline sahiptir. Sonug bilesikler arasinda
digerlerine gore daha glicli antikonvilsan etkiye sahip tiirevlerin (bilesik 5-9, 11-14
ve 16) GABAXR ile yapilan kenetlemelerinde literatirde bildirilen alf2y2 GABAAR

homoloji modeli ile GOLD ve Glide programlari kullaniimistir.
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LRZ Baglanma Bolgesi

LRZ baglanma bolgesi yukarida da belirtildigi (izere GABA ve BZD baglanma
bolgesinden farklidir ve bu boélgelere baglanan ajanlardan farkh bir etki
mekanizmasina sahiptir. Bu bilgiler 1siginda bilesiklerin LRZ baglanma bdlgesine olan
afiniteleri ve bu bolgedeki rezidilerle (6zellikle Asn265 ile) etkilesmeleri LRZ ile
karsilastirilmistir.

LRZ ve sonug bilesiklerin LRZ baglanma bdlgesinde elde edilen kenetleme
skorlari birbirine yakindir. Ancak LRZ ve sonug bilesikler icin bu bélgede tahmin edilen
baglanma bicimleri ve etkilesmeler farkhidir. LRZ icin GOLD ve Glide tarafindan benzer
baglanma konformasyonlari 6ngorilmistir. Glide ile elde edilen konformasyonda
LRZ merkezi pora dik ve triazol halkasi pora yonelmis bir sekilde B2+ ve al- araylziine
sokulmustur. Triazol hakasi bu pozisyonda B2 Asn265 ve al GIn228 ile N2 atomu
Uzerinden H bagi kurmustur. Sitoplazmaya bakan 2,4-diklorobenzen grubu ise ayni
araylzde B2 TM3 ve al TM1 rezidlleriyle hidrofobik etkilesme halindedir (Sekil
5.21.). Bu sekilde LRZ’lin ivermektin icin tanimlanan mekanizmaya benzer bir sekilde
iki alt birim arasindaki mesafeyi aralayarak porun agik kalmasini sagladig
distinilmektedir.

Sonug bilesiklerin GOLD ve Glide ile ayni baglanma bdlgesindeki kenetleme
¢alismalari sonucu farkh baglanma konformasyonlari elde edilmistir. GOLD skorlama
fonksiyonlarindan alinan sonuglara gore iki alt birim TM bdlgeler arasina pora dogru
sokulan kisim, bilesiklerin 4-klorobenzen grubudur ve bu grubun klor sibstitiienti
pora yonelerek Asn265 ile zayif bir sekilde etkilesmekte, GIn228 ile
etkilesmemektedir (Sekil 5.22.). Oysa her iki rezidl de ivermektinin C. elegans GluCla
kristal yapisinda H bagi yaptigl iki rezidlye karsilik gelmektedir. LRZ’e kiyasla bu
baglanma pozunda bilesikler pordan daha uzak ve sitoplazmaya daha yakindir.
Reseptorle etkilesmelerin  blylik kismi B2 TM3 ve al TM1 rezidileriyle
gerceklesmistir. Sekil 5.22.'de, bilesiklerin kuyruk kisimlarinin olusturdugu sterik

engel nedeniyle iki alt birim arasina yeterince sokulamadigi acik¢a goriilmektedir.
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Sekil 5.21. GABAAR (kurdele gosterimi) LRZ baglanma bolgesinde LRZ'GUn (CPK
gosterimi) Glide tarafindan 6ngoériilen baglanma pozu (A), baglanma
bolgesindeki rezidilerle (LRZ ¢ubuk ve top, rezidiler cubuk gosterimi)
etkilesmeleri (H baglar sari, m-mt etkilesmeleri yesil kesik cizgilerle
gosterilmistir.) (B), GOLD ve Glide tarafindan elde edilen baglanma pozlari

(C).

Glide ile yapilan kenetlemeler, bilesiklerin iki alt birim arasina daha fazla
sokuldugu, GIn228 ile oksim ester karbonilinin oksijeni aracigiyla H bagi kurdugu
ancak Asn265 ile zayif etkilesme gésterdigi ve bu baglama pozlarinin LRZ igin tahmin

edilen baglanma pozlarindan farkli oldugu gorilmektedir (Sekil 5.23.).
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Sekil 5.22. GABAAaR (kurdele gosterimi) LRZ baglanma bdlgesinde (rezidiler gubuk
gosteriminde) bilesik 6'nin  (cubuk ve top gosterimi) baglanma
bolgesindeki rezidiilerle GoldScore tarafindan tahmin edilen etkilesmeleri
(m-mt etkilesmeleri yesil kesik gizgilerle gosterilmistir.) (A), bilesik 6’nin
GOLD ve Glide tarafindan tahmin edilen baglanma pozlari (B) ve bilesik 6-
9’un GoldScore tarafindan tahmin edilen baglanma pozlari (C).

Sekil 5.23. GABAAR (kurdele gosterimi) LRZ baglanma bolgesinde (rezidiler cubuk
gosteriminde) bilesik 6’'nin baglanma bolgesindeki rezidiilerle Glide
tarafindan tahmin edilen etkilesmeleri (H baglari sari kesik cizgilerle
gosterilmistir) (A) ve bilesik 6-9’un Glide tarafindan tahmin edilen
baglanma pozlari (B) (ligandlar cubuk ve top gosteriminde).
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BZD Baglanma Bdlgesi

Ayni homoloji modeli ve yazilimlar kullanilarak sonug bilesiklerin molekiler
kenetleme calismalari gerceklestiriimis, elde edilen baglanma pozlari modelin
ekstraselller al+/y2- arayliziinde yer alan BZD baglanma bodlgesinde kenetlenmis
olarak bulunan DZP ile karsilagtiriimistir.

Sonug¢ bilesiklerin GOLD ve Glide yazihmlarn tarafindan BZD baglanma
bolgesinde elde edilen kenetleme skorlari blyiik farkhliklar gostermemekle birlikte
baglanma pozlari hem DZP ile hem de birbirleriyle uyumludur (Sekil 5.24.). Bu egilim
tim skorlama fonksiyonlarinda benzer sekilde gézlenmistir. Ornegin bilesik 6’nin
Glide ile elde dilen baglanma pozunda 4-klorobenzen ile imidazol halkasi DZP’in
aromatik halkalariyla ¢cakismaktadir. Bilesik 6 bu pozda 4-klorobenzen grubu ile al C
ilmeginin atinda yer alan kaviteyi doldurarak bu alt birimden Phe99, His101, Tyr159,
Val202 ve Tyr209 rezidlleriyle hidrofobik etkilesmelerde bulunmaktadir. Bu
rezidllerin BZD’lerin aktivitelerinde ©6nemli rol oynadigl yapilan mutajenez
calismalariyla gosterilmistir (34). Bilesik 6’nin imidazol halkasi ve kuyruk kismi y2
rezidileriyle etkilesme halindedir. Bunlardan biri olan Phe77 imidazol halkasiyla
paralel m-m istiflesmesi gdstermektedir. y2 Phe77 rezidislinin BZD tilrevlerinin
baglanma glci Uzerinde etkili oldugu mutajenez calismalariyla gosterilmistir (34).

GABAaR lzerinde vyapilan kenetleme calismalarina goére BZD baglanma
bolgesinden farkh kenetleme yazilimlari ile elde edilen baglanma pozlari, LRZ
baglanma bolgesinden elde edilen sonuclara kiyasla, literatirdeki biyolojik
¢alismalarla daha uyumlu ve birbiriyle daha tutarlidir. Dolayisiyla, sonug bilesiklerin
BZD tirevleriyle benzer antikonvilsan etki meknizmasina sahip olabilecegi
disltintlmektedir. Antikonvilsan aktivite calismalarinda SSS depresan etkiler seklinde

goriilen norotoksisite de bilesiklerin BZD’ler gibi etki gostermesiyle iliskili olabilir.
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Sekil 5.24. GABAAR (kurdele gosterimi) BZD baglanma bélgesinde bilesik 6’'nin Glide
tarafindan tahmin edilen baglanma bolgesi rezidileriyle (cubuk
gosterimi) etkilesmeleri (-t etkilesmeleri yesil kesik cizgilerle
gosterilmistir) (A), bilesik 6 ve DZP’nin baglanma pozlari (B), bilesik 6-9’un
Glide tarafindan tahmin edilen baglanma pozlari (C) ve bilesik 6’'nin GOLD
ve Glide tarafindan tahmin edilen baglanma pozlari (D) (ligandlar cubuk
ve top gosteriminde).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda antimikrobiyal ve antikonvilsan aktivite gdstermesi
beklenen, azol antifungallerin yapisal modifikasyonuyla tasarladigimiz 1-(4-
klorofenil)-2-(1H-imidazol/1H-1,2,4-triazol-1-il)etanon oksimin ¢esitli karboksilik
asitlerle ester tlrevlerinin sentezi yapilmistir. Spektral ve kristalografik calismalarla
yapilari aydinlatilan bilesiklerin Z konfiglirasyonda oldugu gosterilmistir.

Azol antifungallerin yapisi dikkate alinarak bilesiklerin azol kismina imidazol ve
1,2,4-triazol; kuyruk kismina cgesitli alkil, aril ve arilalkil stbstitlientleri getirilerek
antifungal ve antikonviilsan etkili tlirevler elde edilmeye ¢alisiimistir. Ayni zamanda
bilesiklerin azol ve kuyruk kisimlarinda yapilan bu modifikasyonlarin aktivitelerine
etkileri anlasilmaya calisiimistir.

Standart mantar suslarinda yapilan testlerde bilesik 13’tn referans ila¢ olan
flukonazole gore daha giiclii antifungal etki gosterdigi gorilmistir. Bu suslar arasinda
bazi azol antifungallere intrinsik olarak direngli olan C. krusei de mevcuttur. Standart
mantarlardan kandidiyaziste en sik izole edilen C. albicans’a kars bilesik 8, 9, 11, 12,
15, 32 ve 36 nispeten iyi aktivite gdstermistir. Flukonazole direngli klinik C. tropicalis
izolatina karsl test edilen bilesikler gli¢ll aktivite gbstermese de bu bilesiklerden ¢ogu
(bilesik 3a, 4a, 8,9, 12, 13, 15 ve 36) flukonazole kiyasla daha diisiik MiK degerlerine
sahip olmustur. En giicli antifungal aktiviteye sahip olan iki bilesigin (bilesik 12 ve 13),
biyofilm pozitif bir C. albicans susunun olusturdugu biyofilmleri amfoterisin B’ye
kiyasla daha disik konsantrasyonlarda inhibe ettigi goriilmustiir. Bilesiklerde
standart Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi kayda deger antibakteriyel
aktivite bulunmamistir.

Antikonviilsan aktivite ¢alismalarinin ilk asamasi olan antikonviilsan niteleme
taramalarinda bilesiklerin buylik cogunlugu 6 Hz ya da MES yontemlerinin en az
birinde, en az bir doz ve zamanda aktivite gdstermistir. Antikonviilsan niceleme
calismalarinda, bazi bilesiklerin EDso degerlerinin umut verici oldugu, ancak bu
degerlerin TDso degerlerine yakin oldugu goérilmustir. Bu testlerde imidazol
tirevlerinin  1,2,4-triazol tlrevlerinden, kuyruk kisminda aromatik grup

tasimayanlarin ise tasiyanlardan daha aktif oldugu gorilmustir. Elde edilen
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sonuclardan, bilesiklerin distk dozlarda ve ilerleyen siirelerde aktivitelerinin azaldigi,
aktivitedeki artisin toksisiteyi de beraberinde getirdigi anlasiimaktadir. Bu nedenle
antikonvilsan niceleme c¢alismalarinda bilesiklerin terapoétik indeksleri digik
bulunmustur. Oral yoldan verildiginde, aktivitelerinde gozlenen keskin dustsler
bilesiklerin in vivo sartlarda muhtemelen oksim ester grubunun hidrolizi ile hizl bir
sekilde inaktif metabolitlerine donlstigini disindirmektedir. Diger taraftan,
bilesiklerin 6 Hz, MES ve korneal kindling olusturulmus fare modellerinde
koruyuculuk gostermesi, farkh epilepsi tiplerine karsi etki gosterme potansiyeline
sahip olabileceklerini géstermektedir.

Sonuc olarak, elde edilen antifungal ve antikonviilsan aktivite bulgulari YEi
acisindan degerlendirildiginde, kuyruk kisminda yapilan degisikliklerle aktivite
arasinda anlaml bir korelasyon bulunamamigstir.

Molekiler modelleme g¢alismalari kapsaminda, bilesiklerin fizikokimyasal ve
farmakokinetik parametreleri modellenerek, ADME+T 0&zellikleri 6ngorilmeye
calisilmistir. Buna gore bilesikler bilinen ilaglarin %95’inin sahip oldugu fizikokimyasal
ve farmakokinetik dzelliklerin coguna sahiptir. Ongoériilen degerlere gére bilesikler
genel olarak ilag benzerdir, lipofiliktir, oral biyoyararlanimlari yiksektir ve
membranlardan cok iyi gecebilmektedir. Diger taraftan, 6zellikle oksim ester baginin
reaktif fragman olarak belirlenmesi, bilesiklerin PAINS benzeri etkiler
gosterebilecegini isaret etmektedir. Arica QikProp yazilimi tarafindan bilesiklerin
hERG kanallari inhibitdér aktivitesinin gl¢li oldugu oOngorilmustir. Azol
antifungallerin hedef enzimi olan CYP51’in, C. albicans’a ait homoloji modeli
olusturularak optimize edilmis ve molekiler kenetleme galismalarinda kullaniimistir.
Bilesiklerin CACYP51 aktif bolgesindeki etkilesmeleri gesitli molekiler modelleme
yazilimlari tarafindan gliclii ve mevcut kristal yapilarla uyumlu oldugu ongorilmustdir.
Bu etkilesmelerin zamansal evrimi MD simiilasyonlariyla incelendiginde, bilesik 13’ln
CACYP51 ile kararh bir kompleks olusturdugu anlasiimistir.

Literatlirden elde edilen bir GABAAR homoloji modelinin, farkh baglanma
bolgelerinde yapilan molekiiler kenetleme ¢alismalarinda, BZD baglanma bdlgesinde

daha tutarli ve deneysel bulgularla daha cok desteklenebilen sonuclar verdigi
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gozlenmistir. BZD'lerin sedatif etkileri ile bilesiklerin aktivite-nérotoksisite profilleri

arasindaki benzerlik g6z 6niine alindiginda, bilesiklerin GABAerjik akimlari GABAAR

BZD baglanma bolgesine baglanarak arttiriyor olabilecegi diisinilmustdr.

Calismamizin bundan sonraki asamalarinda izlenecek yol haritasi asagidaki

gibi 6zetlenmistir:

ileride yapilmasi planlanan calismalarimizda oncelikli olarak oksim ester
grubunun degistirilmesi dlisiintilmektedir. Hidrolize yatkin olan bu grup kolay
metabolize olmakta, hem antifungal hem de antikonviilsan olarak inaktif olan
oksim tirevlerine dontismektedir. Oksim ester grubunun ayrica nonspesifik
reaktif fragman olarak ongorilmesi de bu sonucu desteklemektedir. Bu
nedenle oksim eter gibi daha stabil olan tiirevlerin tercih edilmesinin daha
uygun olacagi dislintilmektedir.

Bilinen azol antifungal ilaglarda aromatik halkada (B farmakoforu) 2,4-dikloro
ve 2,4-difloro stibstitlisyonlarina sik rastlanmasi nedeniyle, ileriki calismalarda
ikinci bir modifikasyon olarak, bilesiklerin aromatik halkasinda ilave halojen
substitlisyonlari planlanmaktadir.

Sentezini yaptigimiz bilesiklerden, flukonazolden daha ylksek aktivite
gosteren ve benzoik asit esteri olan bilesik 13 antifungal aktivite agisindan
daha ileri calismalar yapilmak lzere secilmistir.  Bu calismalar arasinda,
bilesigin farkli mantar tirlerine, farkli ve c¢ok sayida klinik izolata karsi
aktivitelerinin incelenmesinin yani sira sitotoksisite gibi toksisite modellerinde
arastirilmasi da 6ncelikli olarak distinilmektedir. Elde edilecek sonuglara gore
bilesik 13 preklinik calismalara alinacaktir. Onemli antifungal aktivite gézlenen
sorbik asit esteri olan bilesik 12 icin de benzer galismalarin yapilmasi
planlanmaktadir.

Hit olarak degerlendirilebilecek bilesik 13 (izerinde, molekiiler modelleme
calismalari ile desteklenecek yeni modifikasyonlarin yapilmasi da ilerideki
calismalar arasindadir. Yapilacak modifikasyonlarda, yeni kusak azol
antifungallerde 6ne cikan gruplar olan kuyruk kisminda heteroaromatik

gruplara ve alkil zincirinde hidroksil stibstitlisyonununa 6ncelik verilecektir.
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Gelecekteki calismalarimizda antifungal aktvite icin yapi temelli sanal aktivite
tarama yerine mikrodillisyon gibi fenotipik tarama yontemlerine daha uygun
olan ligand temelli sanal aktivite tarama yontemlerinin 6ne c¢ikarilmasi
planlanmaktadir. Ozellikle hedef makromolekiiliin belli olmadigi ve ayni anda
birden fazla hedefle etkilesmenin s6z konusu oldugu antikonviilsan aktivite
calismalarinda ligand temelli yaklasimlarin daha isabetli olacagi
dustintimektedir.

MD simulasyonlarinin daha saglikh tartisilabilmesi igin kime islemcili
bilgisayar sistemlerinden faydalanilarak simiilasyon sirelerinin uztilmasi da

gelecek hedefleri arasinda yer almaktadir.
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Arale antifungals are potent inhibitors of fungal | | 14x demethylase (CYP51) and hawve been used
for eradication of systemic candidiasis clinically. Herein we report the design, synthesis, and biclogical
evaluation of a series of 1=pheny]]1-(4=chlorog A}=2={ 1 H=imidazol=1=y1}ethanol esters. Many of theses
derivatives showed fungal growth inhibition at very low concentrations. Minimal inhibition conoen=
tration ([ MIC) vahee of 15 was 0.125 pgml against Candido othicans. Additionally, some of our compounds,
such as 19 (MIC: 025 pgfmil), were potent against resistant C. gimbmta, 3 fongal strain less susceptible to
some first=line antifungal drugs. We confirmed their antifungal efficacy by antibicfilm test and their
safety against human monocytes by oyfoloxicity assay. To rationalize their mechanism of action, we

computational analysis wtilizing molecular docking and dynamics simulations on the
. athicans and . glabrota C¥P31 (CACYPS and CCOYPS ) homology models we built. Lew130 and T131

CYF3l
Molecular docking
Molecular dynamics simulation

emerged a5 possible ey residues for inhibition of CCCYP51 by 19,

© 2017 Elsevier Mazson SAS. All rights resered.

1. Introduction

Systernic candidiasis is the 4th most prevalent hospital-soquired
systemic infection, especially common among MMuUmeCoMpro-
mised patients since It 5 opportunistc, and associated with severe
mortality | 1—4). Candida albicans is the major pathogen identified
In most of the cases, however infections caused by non-albicans
Candida (nAC), have been reported o emerge with increasing
rmortality and resistance to firsi-line antifungals | 5—7) Especially,
somee C glabrata strains are known to be intrinsically less suscep-
tible to echinocandins and azole antifungals although they lack
certain virulence factors that C. albicans has (8]

Azole antifungals are widely used for the treatment of fungal
Infections. They inhibit lanosteral 142 demethylase (CYPS1), a
monooxygendse in fungal cells, which results in depletion of
ergosterol, a major component of fungal cell membrane [9). Azole

* Comespending auther,
E-mail address: sesarac@hacetiepe.edulr [S Sanac)
! Permanent address: Department of Phammaceutical Chemistry, Karadeniz
Teschnécal University, Faculty of Pharmacy, 61060, Trabzon, Turkey.

himpcffdedolcag | 100016 &jmech 2017.02 035
0223523400 2017 Elsewer Masson SAS All rights reserved.

antifungals compete with the natural kgand lanosterol and form a
strong coordination with the iron of heme present in the catalytic
site of CYPS1 via the N in their azole mobeties replacing Oz [10]. One
of the mechanksms proposed for the resistance of . globrata against
azoles ks low affinity of thelr CYP51 to these agents as observed in
some C afbicans strains [11,12]. Therefore mew agents effective
against resistant strains are needed for annfungal chemotherapy.

Biofilms are known as microblal communities irreversibly
attached o a surface and encapsulated in a self-produced poly-
meric matrix. Resistance to antimicrobial reatment is one of their
major characteristics |13). Marny azobe antifungals were found
Inactive against biofilm forming pathogens. It is anticipated that
compounds with antibiofilm activities may decrease the produc-
vion of virulence factors by microorganisms and thedr tolerance to
drugs at kower dioses. This leads to the reduction of pathogenicity of
microorganism without killing it so that eradication of resistance
development could be achieved |14].

We previously reported some 1-{2-naphithyl}2-{1H-imidazol-
1-yljethamone oxime ether and 1-(2-naphthyl}-2-{imbdazole-1-y1)
ethanol ester derivatives with moderate to potent antifungal ac-
tivities | 15,16]. The common naphthalene pharmacophore of these
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(Arylalkyl)azoles are a class of antiepileptic compounds including nafimidone, denzimol, and
loreclezole (LRZ). Nafimidone and denzimol are thought to inhibit voltage-gated sodium channels
(VGSCs) and enhance y-aminobutyric acid (GABA)-mediated response. LRZ, a positive allosteric
maodulator of A-type GABA receptors (GABA,Rs), was reported to be sensitive to Asn265 of the
B2/B3 subunit. Here, we report new N-[1-(4-chlorophenyl)-2-(1H-imidazol-1-yl)ethylidene]hydroxyl-
amine esters showing anticonvulsant activity in animal medels, including the 6-Hz psychomotor
seizure test, a model for therapy-resistant partial seizure. We performed molecular docking
studies for our active compounds using GABA,R and VGSC homeology models. They predicted high
affinity to the benzodiazepine binding site of GABA4R in line with the experimental results. Also,
the binding mode and interactions of LRZ in its putative allosteric binding site of GABA4R is

elucidated.
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Introduction

Epilepsy is a chronic neurological disorder characterized by
spontaneocus and concurrent seizures. An estimated 50 million
people have epilepsy worldwide, 80% of which live in the
developing countries and a third of which do not respond to
current antiepileptic drugs (AEDs) [1, 2). The Epilepsy Therapy
Screening Program (ETSP) of the National Institute of
Neurological Disorders and Stroke (NINDS) has existed under
different names since 1969 utilizing state-of-the-art methods
and well-established animal models electrophysiologically
consistent with human seizures. The ETSP screens investiga-
tional compounds from both industry and academia, which
aided ten anti-seizure drugs reaching the market. Since 2014,
more emphasis has been put on therapy-resistant epilepsies
thus the subcutaneous metrazol (scMET) test was replaced
with the &-Hz experiment in the initial anticonvulsant
identification [3].
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P24
Discovery of New Azole Antifungals with Potent Activity against Clnically Resistant Candida tropicalis 1zolake and
Biofilm Formation

Euat San”, Didem Kart®, Sefma Sarag”, Arru Karaioert®, Sebhnem Ep:Enklurr',!-nIn Dalkara®

“Dept. of Pharmaceutical Chemistry, Hacettepe University, Faculty of Pharmacy, Ankara, Turkey "Dl.'-pLﬂf
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Baciground: Candida albicans is the major pathogen solated i invashe candidiasis, however none-albicans Candida
spedkes, such as C. tropicalis, have recently gained focus due to their alarming maortality rates and antifungal resistance.
Azoles are first bne antifungals i systemic candidiasis chemotherapy and they target fungal lamosterol 14 o-
demetinlaze [CYPS1) [1,2]-

Methods: 20 1-(24-dichlorophenyf)-2-{ 1H=imidazol-1=yl}ecthyl/ethanone  oxdme esters were selected wia viriual
screendng using AutoDock 4 and synthesized according to the literature methods. Their ménimum inhibitor
concentrations (MICs) were determined against the standand Candida sp. and ciimical € tropicalis isalate by Broth
micredilution n comgliance with the CLS standards. Fromising compounds were further tested against immature:
biafilm formation by C. albicans acoording to the MEEC AssayTH protoood [3]. To get insights into their antifungal
mechanism maleoular dynamics (D) simulations were perfonmed using MAsD,

Figure: General structure of the compounds and binding Interactions of 15 in CACYPS1 actie site

Results: Several derivatives had low MICs, espedally 15 was found to be much maore potent than the positve control,
fluconarole, against the standard fungi (MICCalbicans: 0,075 pgfmL]. MD simulations showed that a key He-bond with
Ser3TE of CACYPS] could reason for s potency. Some of them were highly active against the dinical €. tropicalis isolate
resistant to flucytosine. They were potent inhibitors of biofilms formed by € albicans, as well.

Comclusion: & structure-based smalklibrary wirtual screeniing was effectively uvtilized to discover azole antifungal hits
paotent against blofilm formation and clinical C. tropicalis isclate. MD simulations provided nsights into molecular
detenminaints of CACYPS1 inhibiton. Keysards: arole antifungal, Candida tropicalis, MIC, biofilm, wirtual screening
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0 14 - New Azoles in Oxime Ester Structure: Antifungal Susceptibility,
Anti-Biofilm Activity, and Molecular Modeling Studies
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Candida afbicans is a dangerous pathogen with various virulence factors such as biofilm formation and
predominantly isolated in invasive candidiasis. Non-afbicany Candida infections associate with high mortality and
drug resistance. Aroles, which target fungal lanosterol 14 a-demethylase (CYP51), are first-choice antifungals in
Candida infections [1]. The minimum inhibitor concentration (MIC) values of a set of previously reported 144-
chlorophenyl)-2+ LH-imidazol-1-yIW( 1 H-1,2 4-triazol-1-y)ethanone oxime esters [2] against standard Candida sp.
(C. albicans, C. parapsilosis, C. kruser) were determined by Broth microdilution in agreement with the CLSI
standards. Promising compounds were further tested against immature C. albicans biofilm formation according o
the MBEC Assay™ protocol and their MIC values against a flueytosine resistant clinical C. tropicalis isolate were
determined. To get insights into their antifungal mechanism molecular docking molecular dynamics (MD)
simulations were performed using AutoDock 4 and NAMD, respectively.

[
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Figure. 9-CACYP5] interactions and RMSD/time plots of 9-CACYP51 complex and the apo system

Low MIC values were obtamed compared 1o Muconazole, the positive control. Especially, 9 showed highly potent
inhibition against all the tested fungi. The compounds showed promising activity against the clinical C. tropicalis
isolate and immature biofilm formation of C. albicans. Molecular docking studies revealed that binding interactions
of @ fulfilled the molecular determinants of CACYPS5] inhibition. The 25-CACYPS51 complex maintained time-
dependent stability regarding conformation and energy compared to the apo system in the MD studies.

Keywords: azole antifungal, Candida tropicalis, MIC, biofilm, molecular modeling
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Here we report the homology model of Candida albicans lanosterol 14u-demethylase (CACYP51) and
its validation through a two-step docking study for future use for a virtual screen of azole antifungals.
Using MODELLER1 we created a structure model for CACYP351 in holo form employing the crystal
structure data of the same enzyme from Saccharomyces cerevisiae (PDB id: 4K0F) as a template and a
pairwise alignment (identity: 65%, similarity: 78%).

First we screened the library of La Regina et al.2 including 55 ligands with known minimum inhibitor
concentration (MIC) values against C. albicans, using GOLD3 (with all scoring functions), AutoDock4,
and AutoDock Vina5, applying heme binding parameters derived from CDS data for GoldScoret and
ChemScore7. 25 of these ligands had MIC values < 10 pg/mL2 and GoldScore was able to rank 18 of
these most potent 25 compounds among the 25 top-scoring docked compounds (72% match).

Later we screened seven azole antifungal drugs with known [Azole]0.5 values8 (Fig.). Regression
analyses of the results with the experimental data revealed that GoldScore produced the best correlation
(R2: 0.56) of the scoring functions used. Together these results lead us to the conclusion that GoldScore

is the best tool to discern active compounds from inactive ones and the homology.
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Figure. Binding modes of 4b (purple sticks) and 4¢ (plum sticks) in the diazepam-binding
site of GABAAR

(Arylalkyl)azoles emerged as a novel class of antiepileptic agents with the invention of
nafimidone and denzimol. Their activity profile is similar to phenytoin and carbamazepine,
known enhancers of y-aminobutyric acid (GABA)-mediated response and inhibit voltage-
gated sodium channels'™.

We prepared a set of 1-(4-chlorophenyl)-2-(1H-imidazol-1-yl)ethanone oxime esters
(compound 4a-o, Figure) using various carboxylic acids and evaluated their anticonvulsant
activities using mouse models. According to identification results our compounds were
protective against seizures induced by maximal electroshock (MES) and/or 6 Hz methods via
ip route at varying doses (100 and 300 mg/kg) and time points (0.5 and 2 h). However,
neurotoxicity was observed at high doses.

Further anticonvulsant quantification studies proved 4b and 4c¢ as promising although a
relatively narrow therapeutic window and a loss of efficacy via oral route was observed

(Table).
Table: Anticonvulsant quantification of 4b and 4¢ in mice
Comp. Route Method Time (h) EDs, (mg/kg) TDs, (mg/kg)
ip MES 0.25 71.7 1011
4b ip 6 Hz 0.25 92.9 )
po MES 0.5 247.0 423
?p MES 0.25 77.5 101.3
4c p 6 Hz 0.25 48.9
po MES 0.25 197.1 none

Molecular docking studies predict good fit for 4b and 4c¢ in the diazepam-binding site of A-
type GABA receptor (GABAAR) model’ (Figure), the putative target pathway for the
anticonvulsant activity. Interactions with the key residues were in accordance with
mutagenesis data’,

1. Nardi, D. etal. J. Med. Chem. 1981, 21, 727-731.

2. Walker, K.A.; Wallach, M.B.; Hirschfeld, D.R. J. Med. Chem. 1981, 24, 67-74.
3. Granger, P. et al. Mol. Pharmacol. 1995, 47, 1189-1196.



287

EK-4: Tez Calismasi ile ilgili Ulusal ve Uluslararasi Patentler

Application No : 2013/11057 Registration No 1 2013-G-322305 Registration No : 2013 11057
Application Date : 2013/09/19 Registration Date : 2013/09/19 Granted Date : 2016/06/21
Type of Application : Ulusal Basvuru Type of Protection : Patent Publication Date

SEVIM DALKARA ABIK 31/00

Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali Sihhive Cankaya CO7D 233/58

Ankara CO7D 249/08

SELMA SARAC TARHAN

Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Kimya Anabilimdal, Sihhiye 06100 Ankara
ARZU KARAKURT

Inonu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Kimya Anatilimdah Malatya

SUAT SARI

Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasobk Kimya Anabilimdali, Sthhiye 06100 Ankara

SEVIM DALKARA

Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Kimya Anabilim Dali Sthhiye Cankaya
Ankara

ARZU KARAKURT

Inonu Universitesi Eczacihik Fakiiltesi Farmasitik Kimya Anabilimdali Malatya

SELMA SARAC TARHAN

Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasdtik Kimya Anabilimdali, Sihhiye 06100 Ankara

ZELIHA OZSOY (3 TEK PATENT MARKA DANISMANLIK A.S.)
CANKAYA MAH. MAHMUT YESARI SOK. NO:8/5 CANKAYA/ANKARA

Oksim ester yapisinda (arilalkil)azol tiirevi antifungal bilesikler.

Mevecut bulus, azol yapisindaki antifungal etkili Formiil 1'dek: bilesikler, bunlarin hidratlan, solvatlari, farmasotik olarak
kabul edilebilir tuzlar veya geometrik izomerien ile ilgilidir.




oz United States Patent

i54)

{7

(21
22)

(36}

147)

{63

(30

Sep, 19, 2003

Idalkara et al.

ANTIFUNGAL COMPOTINDS OF
(ARYLALKYL) AZOLE DFRIVATIVES IN
THE STRUCTURE OF OXIME ESTER

Applicants Suat Suri, Ankara (TR): Sevim
Dalkara, Ankasa (TR); Selma Savac
‘Farhan, Ankar {IR); Avou Kamikurt,
Malatya ('IR)

Inventors: Sesim Dalkara, Ankara (TR): Selma
Surac Tarhan, Ankars (1RY: Arzo
Karakurt, Malalya (TR}

Assipnec: Suat Sar, Ankaru (TR

Notice:  Subjeet to sny disclaimer. the term of Lhis
patent s extended or adjusied under 33
1L8.0C. 154(h) by € days

Appl. Nu.: 15/022,723

PCT Filed:  Sep. 16, 2014

PCT Nu: PCT/TR2014000343

§ 41 el

(2) Dare: | Mar. 17, 2016

PCT Pub. No: WO2015/041620
PCT Puh. Dule: Mar. 26, 2013

Prior Publication Data
US 20160229817 Al Aug, 11, 2016

Foreign Application Priority Data

(TRY iieveeivsi vosivesianseces A 20F3N105T

TR A b R

LISON975849082

US 9,758,490 B2
Sep. 12, 2017

(i Patent No.:
45) Date of Patent:

Int. €L
COrn 233/61
CH71) 24908
TS Ch
EPGE e

(s
2006411
(20061

COTD 24908 (201301, CO7D 233161
{2013.01)

Field of Classification Scarch

Nune

See applicativn file for complete search history.

(561 Reterences ited

PUBLICATIONS

Yang ot al. (Jinga Huagong, wol. 20, e 2, pp. 123 125, 128,
2AI033.%

 pited by examincr

Primary Fyaminey — Bong-Suok Back
(74 Aderney, Agend, o Firm - Ladas & Pany LLP

ARSTRACT

This invention is reluted to the antifngal componnds having,
arnle stewetre in Formula (1), and hydrutes, solvates. phar-
maceutically ucceptahle sty or peomelnc isomens terent.
Lurmnla (1).

(57}

4 Claims, Nv Drawings

288



289

9. 0ZGECMIS
SUAT SARI
BIREYSEL BILGILER
Dogu Tarihi: 07.11.1981
Dogum Yeri: Karaburun
Uyrugu: TC
Medeni Hali: Evli
Adres: Cengiz Han Mah. 825 Sk. No: 8/7 Mamak Ankara
Telefon: 31268016 39
Faks: 312 305 3272
E-posta: suat.sari@hacettepe.edu.tr

suat1039@gmail.com

Yabanci Dil: ingilizce
EGITIMI
2007-2012: Bilim Uzmanligi

indni Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Farmasdtik Kimya
Yiiksek Lisans Programi

2000-2004: Lisans
istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

1996-2000: Lise

Maltepe Askeri Lisesi
MESLEKi DENEYiMi

Temmuz 2013-: Arastirma Gorevlisi
Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiltesi Farmasétik
Kimya Anabilim Dali

Aralik 2010-Kasim 2012: Serbest Eczaci


mailto:suat.sari@hacettepe.edu.tr
mailto:suat1039@gmail.com

290

Cagdas Eczanesi, Bursa
Agustos 2009-Agustos 2010: Eczaci

istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi
Ekim 2005-Haziran 2009: Eczaci

Malatya Asker Hastanesi
BILIMSEL CALISMALAR
Uluslararasi Dergilerde Basilan Makaleler

1. Karatas, M.O., Uslu, H., San, S., Alag6z, M. A., Karakurt, A., Alici, B., Bilen, C.,
Yavuz, E., Gencer, N., Arslan, O., Coumarin or benzoxazinone based novel
carbonic anhydrase inhibitors: synthesis, molecular docking and
anticonvulsant studies, J. Enzyme Inhib. Med. Chem., 31(5), 760-772 (2016).

2. Sari, S., Karakurt, A., Uslu, H., Kaynak, F.B., Calis, U., Dalkara, S., New
(arylalkyl) azole derivatives showing anticonvulsant effects could have VGSC
and/or GABAAR affinity according to molecular modeling studies, Eur. J. Med.
Chem. 124, 407-416 (2016).

3. Ozdemir, Z., Yilmaz, H., San, S., Karakurt, A., Senol, F.S., Uysal, M., Design,
synthesis, and molecular modeling of new 3(2H)-pyridazinone derivatives as
acetylcholinesterase/butyrylcholinesterase inhibitors, Med. Chem. Res.
26(10), 2293-2308 (2017).

4. Dogan, I.S., Sarag, S., Sari, S., Kart, D., Gékhan, S.E., Vural, i., Dalkara, S., New
azole derivatives showing antimicrobial effects and their mechanism of
antifungal activity by molecular modeling studies, Eur. J. Med. Chem. 130,
124-138 (2017).

5. Sari, S., Dalkara, S., FB Kaynak, F.B., Reynisson, J., Sarag, S., Karakurt, A., New
Anti-Seizure (Arylalkyl) azole Derivatives: Synthesis, In Vivo and In Silico
Studies, Arch. Pharm. 350(6), e1700043 (2017).

6. Sohretoglu, D., Sari, S., Ozel, A., Barut, B., a-Glucosidase inhibitory effect of

Potentilla astracanica and some isoflavones: Inhibition kinetics and



291

mechanistic insights through in vitro and in silico studies, Int. J. Biol.
Macromol. 105, 1062-1070 (2017).

7. Zafar, A., Sari, S., Leung E., Pilkington, L.I., van Rensburg, M., Barker, D.,
Reynisson, J., GPCR Modulation of Thieno[2,3-b]pyridine Anti-Proliferative
Agents, Molecules. 22(12), 2254 (2017).

8. Sohretoglu, D., Sari, S., Soral, M., Barut, B., Ozel, A., Liptaj, T., Potential of
Potentilla inclinata and its polyphenolic compounds in a-glucosidase
inhibition: Kinetics and interaction mechanism merged with docking

simulations, Int. J. Biol. Macromol. 108, 81-87 (2018).
Uluslararasi Katilimli Kongrelerde S6zlii Sunumlar

1. Sari, S., Dogan, i.S., Kart, D., Sarag, S., Dalkara, S., Novel (arylalkyl)azoles with
potent inhibition against clinically resistant Candida glabrata and insights into
their CGCYP51 inhibition via molecular modelling, 4™ BAU Drug Design
Congress, 13—15 Ekim 2016, istanbul.

2. Sari, S., Kart, D., Sarag, S., Karakurt, A., Dalkara, S., New Azoles in Oxime Ester
Structure: Antifungal Susceptibility, Anti-Biofilm Activity, and Molecular
Modeling Studies, 3™ International Multidisciplinary Symposium on Drug
Research and Development, 5-7 Ekim 2017, Erzurum.

3. Sari, S., Kart, D., Sarag, S., Karakurt, A., Gokhan, S.E., Dalkara, S., Discovery of
New Azole Antifungals with Potent Activity against Clinically Resistant
Candida tropicalis Isolate and Biofilm Formation, 5" BAU Drug Design

Congress, 19-21 Ekim 2017, istanbul.
Ulusal ve Uluslararasi Katilimli Kongrelerde Poster Sunumlari

1. Sari, S., Karakurt, A., Dalkara, S., Synthesis and Anticonvulsant Activities of
New (Arylakyl)triazole Oxime Esters, 7t Eurasian Meeting on Heterocyclic

Chemistry, 17-21 Haziran 2012, istanbul.



10.

292

Sari, S., Karakurt, A., Ozalp, M., Dalkara, S., Antimicrobial Activities of Some
New Oxime Ester Derivatives with Triazole Ring, 10t International Symposium
on Pharmaceutical Sciences, 26-29 Temmuz 2012, Ankara.

Sari, S., Karakurt, A., Ozalp, M., Dalkara, S., Yeni (Arilalkil)triazol Tiirevi Oksim
Esterlerin Sentezleri, Antikonvilsan ve Antimikrobiyal Aktiviteleri, 3. Ulusal
Farmasotik Kimya Sempozyumu, 14-17 Kasim 2012, Malatya.

Sari, S., Karakurt, A., Calis, U., Dalkara, S., New Acyl Derivatives of 1-
(Naphthalen-2-yl)-2-(1H-1,2,4-Triazol-1-yl)ethanone Oxime: Synthesis and
Anticonvulsant Screening, International Multidisciplinary Symposium on Drug
Research and Development, 28-30 Kasim 2013, Antalya.

Sari, S., Yagcioglu, S., Karakurt, A., Dalkara, S., Target Determination for
Docking Studies on Activity/Toxicity Prediction of Some Novel Azole
Antifungal Agents, 2" BAU Drug Design Congress, 17-19 Nisan 2014, istanbul.
Sari, S., Karakurt, A., Sarag, S., Dalkara,S., Synthesis and Biological Screening
Studies on Potential (Arylalkyl)Azole Anticonvulsants, International
Multidisciplinary Symposium on Drug Research and Development, 15-17 Ekim
2015, Eskisehir.

Sari, S., Reynisson, J., Dalkara, S., New CACYP51 Homology Model Validated
for Virtual Screening, 3rd BAU Drug Design Congress, 1-3 Ekim 2015, istanbul.
Sari, S., Dalkara, S., Sarag, S., Karakurt, A., New (Arylalkyl)azoles: In Vivo
Anticonvulsant Activity And Molecular Modeling Studies, NZIC-16 (New
Zealand Institute of Chemistry 2016) Conference, 21-24 Agustos 2016,
Queenstown, Yeni Zelanda.

Sari, S., Karakurt, A., Ozdemir, Z., Uysal, M., Fungal CYP51 inhibition by 3(2H)-
pyridazinone derivatives and the importance of coordination with heme iron:
a molecular modeling study, 4™ BAU Drug Design Congress, 13-15 Ekim 2016,
istanbul.

Sari, S., Kart, D., Essiz, S.G., Karakurt, A., Sarag, S., Dalkara, S., Discovery of

Novel Azole Antifungals: An In Silico and In Vitro Study, 7" EFMC International



293

Symposium on Advances in Synthetic and Medicinal Chemistry, 27-31 Agustos
2017, Viyana, Avusturya.

11. Sari, S., Acar, F., Dalkara, S., New (Arylalkyl)Azole Derivatives with Potent Anti-
Seizure And Neuroprotective Effects, 4™ EFMC Young Medicinal Chemist
Symposium, 31 Agustos-1 Eylil, Viyana, Avusturya.

12. Alagdéz, M.A., Sari, S., Onkol, T., New 1-(4-Methylphenyl)-2-(3,5-
Dimethylpyrazol-1-il)Ethanone Derivatives: Synthesis, Anti-Glioblastoma
Activity, And Molecular Modeling, 4™ EFMC Young Medicinal Chemist
Symposium, 31 Agustos-1 Eyliil, Viyana, Avusturya.

13. Sari, S., Sohretoglu, D., Ozel, A., Barut, B., Isoflavones from Potentilla
astracanica as Potent a-Glucosidase Inhibitors: Enzyme Kinetics and In Silico
Mechanistic Studies, EUROPIN The Vienna Summer School on Drug Design,
17-22 Eylil 2017, Viyana, Avusturya.

14. Bozbey, i., Ozemir, Z., Sari, S., Kart, D., Karakurt, A., Sarac, S., Dalkara, S.,
Synthesis, Biological Activity, and Molecular Modelling Studies on New Oxime
Ether Compounds Bearing Imidazole Ring, 3™ International Multidisciplinary
Symposium on Drug Research and Development, 5—7 Ekim 2017, Erzurum.

15. Akansel, S., Sari, S., Sarag, S., Kart, D.,Karakurt, A., Dalkara, S., Studies on New
1-Phenyl-2-(1H-imidazol-1-yl)ethanone Oxime Esters as Potential Antifungal
Compounds, 3" International Multidisciplinary Symposium on Drug Research
and Development, 5—7 Ekim 2017, Erzurum.

16. Sari, S., Karakurt, A., Ozdemir, Z., Uysal, M., Non-selective COX-1/COX-2
Inhibition of 3(2H)-Pyridazinone Derivatives: A Molecular Modelling Study, 5t
BAU Drug Design Congress, 19—-21 Ekim 2017, istanbul.

Bilimsel Arastirma Projeleri

1. "Potansiyel Antifungal Ve Antikonviilsan Etkili Yeni Azol Bilesikleri: Molekiler
Modelleme, Sentez Ve Biyolojik Aktivite Calismalan" bashkh TUBITAK 1001 -
Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini Destekleme Programi projesinde

bursiyer.



294

Proje no: 1155387 (15.09.2015-)
Proje Yoneticisi: Prof. Dr. Sevim Dalkara

2. "Oksim ester vyapisinda arilalkilazol tiurevi antifungal bilesikler (PCT
basvurusu)" bashkli Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi milkiyet haklari ve patent destegi projesinde

arastirmaci.
Proje no: TPT-2015-6794 (19.08.2015-)
Proje Yoneticisi: Prof. Dr. Selma Sarag Tarhan

3. "Aril butenoik asit tirevlerinin HDAC-spesifik inhibisyon aktivitelerinin ve
néroprotektif etkilerinin arastirilmasi" bagslikl Hacettepe Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi kapsamli arastirma projesinde

arastirmaci.
Proje no: TSA-2017-14416 (21.08.2017-)
Proje Yoneticisi: Prof. Dr. Hayat Yurter

4. "Arilalkilazol Yapisinda Yeni Oksim Ester Tiirevleri Uzerinde Calismalar Sentez
Biyolojik Aktivite ve Molekiiler Modelleme" baglikli Hacettepe Universitesi

Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tez projesinde arastirmaci.

Proje no: TDK-2017-14965 (30.06.2017-)
Proje Yoneticisi: Prof. Dr. Sevim Dalkara
Patentler

1. Dalkara, S., Sara¢ Tarhan, S., Karakurt, A., Sari, S., Oksim ester yapisinda
(arilalkil)azol tiirevi antifungal bilesikler, incelemeli Patent, TR 2013 11057 B
(2016)

2. Dalkara, S., Sara¢ Tarhan, S., Karakurt, A., Sari, S., Antifungal compounds of
(arylalkyl) azole derivatives in the structure of oxime ester, US Patent, US
9758490 B2  (EP3046910A1, US20160229817, WO02015041620A1,
WO02015041620A4) (2017).



295

Odiiller

Dalkara, S., Sara¢ Tarhan, S., Karakurt, A., Sari, S., Oksim ester yapisinda
(arilalkil)azol tlrevi antifungal bilesikler, Uluslararasi Bulus Fuari ISIF 2017, 2-

4 Mart 2017, istanbul, Bronz madalya.








