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OZET

Bildirici N, Bazi 2-Pirazolo-Aril-Etanon ve Pirazolo-izokinolin Tiirevlerinin Sentezi ve
Antikonviilsan Aktivitelerinin incelenmesi, Van Yiiziincii Yil Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Eczacihk Meslek Bilimleri Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2019. Diinyada 50
milyondan fazla kisiyi etkileyen ve néronlarin asir1 aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikan, tekrarlayan nobetler
ve biling kaybiyla karakterize bir noérolojik bozukluk olarak tanmimlanan epilepsinin reel bir tedavisi
bilinmemektedir. Giiniimiizde epilepsi tedavisinde kabul goren temel strateji, anormal elektriksel
desarjlarin 6nlenmesi tizerine kurulmus olmasidir. Bu amagla ticarilesmis bir¢ok ilag bulunmaktadir. Cok
cesitli biyolojik ve farmakolojik etkilere sahip olan pirazol ve izokinolin halka sistemine sahip
bilesiklerin ayr1 ayri bu desarjlar1 Onleyerek antikonviilsan aktivite gosterdikleri bilinmektedir. Bu
caligmayla muhtemel antikonviilsan etkili ve bu her iki aktif halkadan biri ya da her ikisini de iginde
bulunduracak yeni heterosiklik bilesiklerin sentezlenmesi ve bunlarin antikonviilsan aktivitelerinin
incelenmesi amaglanmigtir. Baglangi¢c maddesi olarak sentezlenen 3,5-difenil-pirazol bilesigi ile farkli 2-
bromo-aril-etanon tiirevlerinin reaksiyonu sonucu ilk asamada 3 yeni 2-pirazolo-aril-etanon tiirevinin
sentezi gergeklestirilmistir. Sentezlenen bu bilesiklerin kuvvetli asidik ortamda dehidratasyonu sonucu
halka kapanmasiyla 3 yeni pirazolo-izokinolin tiirevi sentezlenmistir. Spektral olarak karakterize edilerek
yapisi aydinlatilan bu bilesiklerin akut epilepsi modeline uygun davranisgsal etkilerinin arastirildigi in vivo
antikonviilsan aktivitelerinin incelenmesi ¢aligmalar1 yapilmistir. Sentezlenen bilesiklerin uygulanan akut
PTZ modelinde davranigsal olarak antikonviilsan etkilerinin olmadig1 goriilmiistiir. Fakat gerekirse bu
maddelerin, kronik epilepsi modelinde veya baska deneysel epilepsi modellerinde denenmesi uygun
olabilir.

Anahtar Kelimeler: antikonviilsan aktivite, epilepsi, izokinolin, pirazol, pirazolo-izokinolin.



ABSTRACT

Bildirici N, Synthesis of Some 2-Pyrazolo-Aryl-Ethanone and Pyrazolo-lsoquinoline Derivatives
and Investigation of Anticonvulsant Activities, Y.Y.U. Institute of Health Sciences, Department of
Pharmacy Professional Sciences, Master SciencesThesis, Van, 2019. There is no rational treatment of
epilepsy, which affects more than 50 million people in the world and is defined as a neurological disorder
characterized by recurrent seizures and loss of consciousness as a result of excessive activation of
neurons. The main strategy in the treatment of epilepsy is the prevention of abnormal electrical
discharges. There are many commercialized drugs for this purpose. Compounds including pyrazole and
isoquinaline ring having a wide variety of biological and pharmacological effects are known to exhibit
anticonvulsant activity by inhibiting these discharges separately. In this study, it is aimed to synthesize
new heterocyclic compounds which will contain one or both of these two active rings and to investigate
the anticonvulsant activities. For this purpose, the reaction of the 3,5-diphenyl-pyrazole compound
synthesized as starting material with different 2-bromo-aryl-ethanone derivatives resulted in the synthesis
of 3 new 2-pyrazolo-aryl-ethanone derivatives. 3 new pyrazolo-isoquinoline derivatives were synthesized
by ring closure due to dehydration of these synthesized compounds in a strongly acidic medium. Studies
of the in vivo anticonvulsant activities of these compounds, whose structure was illuminated by spectral
data, were investigated by the behavioral effects of akut epilepsy model. It is seen that the synthesized
compounds have no behavioral anticonvulsant effects in the acute PTZ model. However, if necessary,
these substances may be tested in the chronic epilepsy model or in other experimental epilepsy models.

Keywords: anticonvulsant activity, epilepsy, isoquinoline, pyrazole, pyrazolo-isoquinoline.
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1. GIRIS

Epilepsi, ndronlarin asir1 aktivitesi nedeniyle meydana gelen biling kayb1 ile
karakterize bir beyin hastaligi olarak tanimlanmaktadir. Epilepsi nobetleri, ndronlarda
gerceklesen ritmik ve senkronize desarjlar sonucu ortaya c¢ikar. Bu desarjlar bireyin
duygu ve davranislarin1 degistirmektedir. Hal-i hazirda fenobarbital, fenitoin, pirimidon,
karbamazepin, etosiiksinimid ve valproik asit gibi antiepileptik ilaglar yogun bir sekilde
kullanilmaktadir. Kullanilan bu ilaglarin istenmeyen bir¢ok yan etkilerinin oldugu da
sliphe gotiirmez bir gercektir. Ayn1 zamanda mutlak bir tedavisi olmayan epilepsi

hastaliginda kullanilan tiim yontemler ise semptomatik ve palyatif karakterlidir.

Glinimiiz epilepsi tedavi yontemlerinde izlenen temel strateji; ndronlarda
gerceklesen anormal elektriksel desarjlar sonucu ortaya cikan konviilsiyonlarin farkl
tirde antiepileptik ilaglar ile ortaya g¢ikmasinin ve yayilmasmin Onlenmesi veya
minimim seviyeye disiriilerek etkisinin azaltilmasidir. Bu yontem de istenmeyen yan
etkiler, etki spektrumunun dar olmasi gibi bircok olumsuzlugu beraberinde
getirmektedir. Antiepileptik olarak kullanilacak olan bir ilacin, yan etkisi miimkiin
oldugunca azaltilmis, hasta tarafindan ulasilabilirligi, kullanilabilirligi ve tolere
edilebilirligi kolay, direk ve hizli etkili olmast ve epilepsi tiirlerinin ¢ogunda etkili
olmas1 olduk¢a 6nem arz etmektedir. Tiim bunlar da yeni nesil antiepileptik ilaglarin

gelistirilmesinin 6nemini agik¢a ortaya koymaktadir.

Cesitli farmakolojik aktivitelerinden dolay1 ilag¢ endiistrisinde sik¢a kullanilan
pirazol halkas1 igeren bilesikler ayn1 zamanda biyolojik etkilerinden dolay1 tarim
endiistrisinde de genis bir uygulama alanina sahiptirler. Antidepresan ve antikonviilsan
(Abdel-Aziz ve ark., 2009) 6zellikleri basta olmak {izere anti-mikrobiyal (Bildirici ve
ark., 2009), anti-bakteriyel (Sridhar ve ark., 2004), anti-timér (Lin ve ark., 2007),
sitotoksik aktivite (Budzisz ve ark., 2009), agonist 6zelligi (Skinner ve ark., 2009),

anti-kanser (Nitulescu ve ark., 2010) gibi aktiviteler bunlara 6rnek olarak verilebilir.

Ote taraftan hashas alkaloitlerinden morfin, papaverin ve altikdkii (ipecac root)

olarak bilinen bitkiden elde edilen emetin gibi genis spektrumlu farmakolojik



ozelliklere sahip alkaloitlerin ana iskeletini olusturan izokinolin halkas1 da ¢ok genis

medikal kullanima sahiptir (Dzierszinski ve ark., 2002).

Bu tez ¢alismasiyla ayr1 ayri, oldukga biyo-aktif bu iki halka sistemini i¢eren ve
tek bir yapida barindiran yeni potansiyel aktif bilesikler sentezlenerek bunlarin in vivo

antikonviilsan aktiviteleri incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Epilepsi

Epilepsi; beyinde bulunan sinir hiicrelerinin diizensiz elektriksel bosalmalari
sonucu olusan, tekrarlayan nobetler seklinde kendini gosteren ve beyin fonksiyonlarinin
ani ve kisa siireli rahatsizlig1 olarak bilinen bir hastaliktir. Noronlarin agir1 aktivitesi
nedeniyle meydana gelen, biling kaybi ile karakterize bir beyin hastaligi olarak da
tanimlanmaktadir. Epilepsi, kesin bir tedavisi olmayan fakat hastalarda ndbet ve
kasilmalarin olusumu Onlenerek semptomatik tedavi saglanabilen norolojik bir
rahatsizliktir (Browne ve Holmes, 2001; Akgiin ve ark., 2004; Kayaalp, 2009;
Malawska, 2013).

Epilepsi, cocukluk caginda daha ¢ok goriilmektedir. Dogum anomalileri,
metabolizmaya bagli hastaliklar ve gelisme geriligi bebeklerde meydana gelen veya
goriilen epilepsinin genel nedenlerindendir. Noron hasarlari. travmalar, tiimérler ve/ya
diger beyinsel hastaliklar ise yetiskinlikte baglayan/goriilen epilepsilerin en bilinen
nedenlerindendir (Akgiin ve ark., 2004).

2.1.1. Epilepsi tiplerinin siniflandirilmasi

Epilepsi  ¢esitleri,  nobetlerin  fiziksel  Ozelliklerine ~ gbre  veya
elektroensefalografik sonuglarin degerlendirilmesine gore siniflandirilir (Lemke, 2008).

Nobetler ii¢ ana baglik altinda incelenir:

A. Lokal (parsiyel) nobetler

I. Basit parsiyal nobetler

o Motor belirtiler gosterenler

o Somatosensoriyal veya 6zel-duyusal belirtiler gésterenler
o Otonom sinir sistemine iliskin belirtiler gosterenler

o Psisik belirtiler gosterenler

I. Karmagik (kompleks) kismi ndbetler



o Basit kismi nobetler seklinde baslayan ve sonra biling bozulmasina yol
acanlar

o Baslangigtan itibaren biling bozuklugu olanlar

iii. Sekonder jeneralize olan kismi nobetler

o Basit kismi nobetlere sekonder olanlar

o Kompleks kismi nébetlere sekonder olanlar
B. Jeneralize nobetler

i. Absans nobetler

o Tipik (petit mal)

o Atipik

ii. Miyoklonik nobetler

iii. Klonik nobetler

Iv. Tonik ndbetler

v. Tonik-klonik (grand mal) ndbetler

Vi. Atonik nobetler

C. Smiflandirilamamis nobetler

A. Lokal (parsiyel) nobetler

Parsiyal (lokal) nobetler; basit parsiyal nobetler, kompleks parsiyal nobetler ve
sekonder olarak jeneralize olan kismi nobetler olmak tizere {i¢ baslikta incelenir. Basit
parsiyal nobeti kompleks parsiyal nobetlerden ayiran en 6nemli fark nobet sirasinda
hastanin bilin¢ kaybinin ne derecede gergeklestigidir. Basit parsiyel nobetlerde hastanin

bilinci tamamen agiktir. Ancak kisi nobeti durduramaz veya kontrol altina alamaz.

Parsiyal nobetlere yol acan noronal desarj, beynin kortikal bolgesiyle sinirli,
“focus” olarak adlandirilan bir bolgeden baslar. Parsiyal epilepsi nobetlerinin kafa-
beyin travmalari, hipoksi veya enfeksiyonlardan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu
tiir nobetlere cogunlukla yetigskinlerde rastlanmakla birlikte ¢ocukluk déneminde de

goriilebilmektedir (Lemke, 2008).



I. Basit parsiyal nobetler

Basit parsiyal nobetlerde biling bozulmasi gozlenmez. Meydana gelen spesifik
belirtilerin kaynagi beynin hasar gormiis belli bir bolgesinde meydana gelen néronal
desarjlardir. Bunlardan odak noktasi temporal loblar olan nobetlerde panik, endise hissi,
korku, haliisinasyon gorme gibi ruhsal ve/ya terleme, yliz bolgesinde kizarma, agizda
kuruluk ve kotii bir tat veya koku alma gibi fiziksel belirtiler gozlenir. Odak noktasi
Frontal lob olan nébetlerde ise motor belirtiler de gézlenir. Fokal motor ndbetler;
viicudun belirli bolgelerinde -sag veya sol elde, ayakta, yiizlin sag veya solunda- baslar.

Nobetler atak seklinde belirir fakat; baglangi¢ asamasi spesifik degildir.

Basit parsiyal epilepsi nobetlerinde hastanin bilinci kaybolmaz. Biling kapali
olmadigindan dolayr hasta, basit uyarilara cevap verebilir, bilingli basit hareketler

yapabilir ve nobet sirasinda meydana gelen olaylar hatirlayabilir.

ii. Karmasik (kompleks) kismi nobetler

Fizikomotor nobetler olarak da adlandirilan bu nébetler biling bozulmasina
neden olan nobetlerdir. Bir nobetin kompleks parsiyal nobet olarak tanimlanabilmesi
icin hastanin bilincinin etkilenmesi gerekmektedir. Biling etkilenmesi (veya kaybi)
kisinin ndbeti hatirlayamamasina veya gecici hafiza kaybma neden olur. Bilinci
etkilenen hastanin her nobette yere diismesi beklenmez. Hatta dikkatli bakilmayinca

hastanin bilincinin agik ve olaylarin farkinda oldugu diisiiniilebilir.

Kompleks parsiyal nobetlerin odak noktasi beynin herhangi bir bolgesi

olabilecegi gibi cogunlukla kaynagi temporal lobdur.

Kompleks parsiyel nobetlerde otomatizm denilen biling dis1 hareketler
gozlenebilir. Bu hareketler genellikle saskinlik, etrafa bakinma, bir seyler arama,
¢igneme, yutkunma gibi istem dis1 hareketlerdir. Bazen hasta elbiselerini, nesneleri
cekistirebilir, etrafta dolasabilir. Kisi nobet sirasinda basit uyarilara cevap veremez,
bilingli hareketler yapamaz veya saatler sonra kendine gelse bile olaylar1 tam olarak

hatirlayamaz (Erding, 2018).



iii. Sekonder jeneralize olan kismi nobetler

Beynin herhangi bir bolgesinde meydana gelen elektriksel desarj sonucu
meydana gelen her tip ndbet parsiyel nobet olarak siniflandirilir. Bazen bir ndbet basit
parsiyal veya kompleks parsiyel olarak baslar ve sonradan biitiin beyne yayilarak tonik-
klonik nobete doniisiir. Bu durum sekonder jeneralizasyon olarak bilinmektedir. Bu
sekilde gergeklesen nobetlere de sekonder jeneralize olan kismi nébetler denir (Lemke
2008; Erding 2018).

B. Jeneralize nobetler

i. Absans nobetler (Petit mal)

Bu tip epilepsi yasa ve beyin gelisim safhalarina bagl olarak gelisir ve daha ¢ok

kisa siireli biling kaybinin eslik ettigi mindr miyoklonik nobetlerle karakterizedir.

Cocukluk caginda daha sik karsilasilan nobet tiirii olan absans nébetler li¢
yasindan daha biiylik ¢ocuklarda goriilmeye baslar, cogunlukla puberte doneminde sona
erer ya da nobet sikliginda azalma olur. Bazen de jeneralize tonik-klonik nobetlere
(grand mal) doniisebilir. Nobet siireleri ¢ok kisa olup skala birkag¢ saniye ile bir dakika
araligindadir. Cogunlukla 5-20 saniye siiren ndbetler gozlenir. Nobet siiresi az olmasina

karsin, bir giin i¢cinde ¢ok sayida tekrarlayan ndbetler gézlenebilir.

Absans nobetler aniden baglar. Yapilmakta olan aktivitenin aniden durmasi,
hastanin bos bakisli hareketsiz hale gelmesi, gozlerinin yukari dogru kaymasi ve bu
sirada sorulan sorulara cevap verememesi gibi otonomik ve motor semptomlarla birlikte
gorlliir. Uzun siiren nobetlerde hastanin bilinci tamamen kaybolmaz fakat bilingli
hareketler de yapamaz. Sadece konfiizyona giren hasta az ¢ok otomatik bir davranisi
stirdiirebilir. Bu tiir basit absanslar sirasinda viicudun postural tonusu korundugu igin

hasta yere diismez (Akgiin ve ark., 2004; Terlemez, 2018).

Petit mal nobetler Grand mal nobetlere gore daha kisa siirer ve bu ndbetlerde

motor aktivite daha az goriiliir. Nobetlerin cogunlukla herhangi bir uyariciya ihtiyaglar



yoktur. Kisi ¢cogu zaman kasilmalarin farkina varamaz. Nobet esnasinda sabit bir

noktaya bakar, konusamaz, bilingli hareket edemez ve tepkilere cevap veremez.

ii. Miyoklonik nobetler

Miyoklonik ndbetler, miyokloni kas gruplarmin ekstremitelerde ozellikle {ist
ekstremitede hakim olacak sekilde istem dis1, ani, hizli, ¢ok kisa siireli, fleksiyon veya
ekstansiyon kasilmalar1 seklinde karakterize nobetleridir. Senkron veya asenkron
olabilirler. Kasilmalar viicudun tamamina yayilabilir veya yiiz, kol gibi belli bir
bolgeyle de smirli kalabilir. Uyku gegislerinde (uykuya dalma ve uykudan uyanma
asamasinda) daha sik goriiliirler (Terlemez, 2018).

Miyoklonik ndbetlere yas gruplarinin tamaminda rastlamak miimkiindiir. Nobet

stiresi kisadir ve hastanin ndbet esnasinda bilinci tamamen kaybolmaz (Lemke, 2008).

iii. Klonik nobetler

Klonik ndbetler tekrarlayan klonik irkilme, sicramalarla karakterize bir ndbet
olup hastanin bilinci ndbet esnasinda ya tamamen kaybolur ya da biling bozuklugu
gozlenir. Kasilmalar bazen viicudun bir yarisinda, bir-iki ekstremitede gozlenir. Bazen

de ardi sira fokal sigramalar halinde de gozlenebilir (Terlemez, 2018).

iv. Tonik nobetler

Klonik faz olmadan ekstensor kas tonusundaki artig sonucu hastanin opistotonus
postiirii (yay seklinde) almasi ile karakterize nobet seklidir. Gozler yukart kayar ve
siyanoz (morarma) gozlenebilir. Tonik noébetler kisa siireli nobetler olup miyoklonik
nobetlere gore biraz daha uzun siirer. Kasilmalar esnasinda hastanin torasik kaslari
etkilenebilir ve larinksten hava akisi azaldigi icin hastanin nefes almasi zorlasabilir.
Tonik nobetler genellikle ¢ocuklarda ve uyku halinde goriilen nadir bir nobet tipidir
(Lemke, 2008; Terlemez, 2018).



v. Tonik-klonik (Grand mal) nébetler

Grand mal nobetler olarak da bilinen Jeneralize tonik-klonik ndbetler en yaygin
nobet tiirlii olup konviilsiyonlari ¢ok siddetlidir. Tonik-klonik ndbetler primer jeneralize
ndbet olarak baglayabilecegi gibi sekonder jeneralize ndbetlerin viicuda yayilmasiyla da

olusabilir.

Tonik-klonik ndbetlerde birka¢ faz gdzlemek miimkiindiir. Ik fazda belirtiler
genel olarak noébetten 6nce goriilmeye baslanir. Bunlara prodromal semptomlar denir.
Yorgunluk hissi, halsizlik, bas agrisi, bag donmesi, fiziksel aktivitede artis ve kismen de
sinirlilik gibi belirtiler gbzlenebilir. Daha sonra genellikle bir ¢iglikla tonik-klonik faza
gecis yapilir. Bu asamadan sonra hasta, hereketlerinin kontroliinii kaybeder ve biling
kayb1 gergeklesir. Hastanin tiim c¢izgili kaslarinda ani, tonik kasilmalar baglar ve kisi
viicut postiiriiniin kontroliinii kaybederek yere diiser. Nobet anindaki yaralanmalarin
cogu bu asamada meydana gelir. Daha sonra kol ve bacaklarda gerilmeler baslar, gézler
devrilir, bas ve boyun da kasilmanin etkisiyle bir tarafa donebilir. Yaklagik 10-20 saniye
siiren bu fazda kisi ¢ogu zaman dislerini sikar, dil ve dudaklarinda i1sirma sonucu
yaralanmalar g6zlenebilir. Bu fazdan sonra hasta klonik faza girer ve hiriltili solunumla
baslayan klonik hareketler gézlenir. Bu fazda kontrol tamamen kaybedilmistir ve hasta
i¢in birbirini takip eden klonik kasilmalarin gbzlendigi siire¢ baslar. Hastanin agzindan
siklikla kopiik gelir. Hastanin klonik hareketleri kasilmalarin azalip gevseme doneminin
uzamasiyla azalmaya baglar. Ortalama 40-60 saniye siiren klonik fazda bazen
defakasyon veya idrar tutamama gozlenebilir. En son fazda ise kasilmalar iyice azalir ve
derin soluk alma, viicutta yorgun bir gevseme hali, solgunluk ile birlikte hastanin bilinci
acilmaya baslar. Derin ve kisa bir uyku halinden sonra yogun kas ve bas agrisi, halsizlik
ve sersemlikle birlikte hasta kendine gelir (Akgiin ve ark., 2004; Lemke, 2008;
Terlemez, 2018).

vi. Atonik nobetler

Bu tiir nobetlerde kas tonusundaki ani diisiis neticesinde kisi viicut postiiriiniin

kontroliinii kaybederek yere diiser. Ayakta ise yigilir, oturuyorsa gévde ve bas ileri



diiser. Bu ylizden ndbetlerin yaralanmalarla sonuglanma ihtimali oldukga yiiksektir.

Atonik nobetler de daha ¢ok ¢ocukluk ¢caginda gozlenir (Lemke, 2008).
C. Smiflandirilamamis nobetler

Gerekli ¢alismalarin az olmasi ve/ya eksik bilgi nedeniyle herhangi bir
kategoriye dahil edilemeyen nébetlerdir. Cigneme, ritmik goz hareketleri gibi bazi

yenidogan donemi ndbetleri bunlardandir.

2.1.2. Antiepileptik ilaclarin etki mekanizmalar:

Epilepsinin ¢esitli tiirlerinin kaynagi ve gelisimi hakkinda gilinlimiizde hala
yeterli bilgi bulunmamaktadir. Bir hastaligin altinda yatan temel bozuklugun agikca
bilinmemesi o hastalikta kullanilan ilaglarin etki mekanizmasinin belirlenmesinde de
onemli bir engel teskil etmektedir. Bu nedenle antiepileptik ilaglarin ndbetleri nasil
engelledigi konusunda da farkli goriisler bulunmaktadir. Bircok antiepilaptik ilagin
farkli nobet tiplerinde etkili olmasi onlarin farkli etki mekanizmalarina sahip olduklarini

gostermektedir (Kayaalp, 2009).

Beyindeki noronlarin eksitabilite diizeyi eksitator ve inhibitor etkiler arasindaki
dengeye baghdir. Eksitabilitenin artmasi, eksitator etkinligin artmasina veya inhibitor
etkinligin azalmasina baglidir. Noron diizeyinde eksitabilitenin ayarlanmasinda temel
olay Na‘, Ca*, K' ve CI iyonlarina karst permeablitenin degistirilmesidir. Noron
diizeyinde eksitasyon membranin Na"’a ve bazi noronlarda (hipokampustaki piramidal
hiicreler) Ca*®a  permeabilitesinin artmasma; inhibisyon ise ClI° veya K™a

permeablitenin artmasina baglh olarak ortaya ¢ikar (Aydos, 2018).

Nobetlerin olus mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte ndron aglarindaki
normal olmayan senkronize desarjlar sonucunda meydana geldigi de bilinmektedir. Bu
anormal desarjlarin meydana gelme sebebi genellikle néronal iyon kanallar1 ve sinaptik

bolgedeki eksitator ve inhibitdr fonksiyonlardaki dengesizliklerdir (Lemke, 2008).

Antiepileptiklerin ise genellikle sinapslardaki iletimi engellemek suretiyle bu

diizensiz desarjlarin primer odaklarindan yayilmasini bloke ederek nobet olusumunu



engelledikleri sanilmaktadir. Antiepileptik ilaglarin bu néronal etkinlikleri eksitasyon
esigini yiikselterek, refrakter periyodu uzatarak, presinaptik ve postsinaptik inhibisyonu

potansiyalize ederek yaptiklar diistiniilmektedir (Calis, 2018).

Antiepileptiklerin genellikle birden fazla etki mekanizmasina sahip olduklar
goriisii savunulmustur (Deckers ve ark:, 2000; Brunton, 2006).

a. GABA aracih sinaptik inhibisyonun artirilmasi

GABA (gamma amino biitirik asit), beyindeki ana inhibitdr nérotransmitterdir.
GABAerjik (GABA saliveren) noronlar temel olarak beyinde yer alirlar. Beyindekinden
daha az olacak bir sekilde de omurilikte bulunurlar. Sekil 1'de de belirtildigi gibi
glutamik asitin glutamik asit dekarboksilaz enzimi tarafindan GABAerjik sinir uglarinda

dekarboksillenmesi sonucu GABA meydana gelir (Widmaier Eric ve ark., 2010).

Glutamate Inhibitory

presynaptic
_Vigabatrin
Succinic GABA-T Lite

terminal
semi- <«—GABA 8liccinic g “x
aldehyde semi-
Felbamate,

A\ '—@ /| topiramate,

GATI e GABA / zonisamide

diazepines Ny Barbiturates

Postsynaptic GABA, receptor
neuron or

Sekil 1. Antiepileptik ilaglarin etki mekanizmalari.

Dekarboksilasyon sonucu olusan GABA, sitoplazmada bulunan kendine 6zgii
vezikiiller igerisinde toplanir. Noronlarda depolarizasyon gerceklestigi zaman da kismi
ekzositoz ile sitoplazmaya saliverilir (Akgiin ve ark., 2004). GABA, postsinaptik olarak

iyonotropik veya metabotropik reseptorlere baglanabilir (Widmaier Eric ve ark., 2010).
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GABA, postsinaptik membranda bulunan GABA reseptorlerine baglanir ve
reseptorleri aktiflestirir. GABA veya GABA agonisti bilesikler tarandan aktive olan
postsinaptik membranda bulunan iyonotropik reseptorler tarafindan hiicre igine klor
girisi artar. Boylece postsinaptik membran hiperpolarize olur. Bu reseptorlerde GABA
baglanma bolgesi haricinde steroidler, barbitiiratlar, etanol, benzodiazepinler gibi
bilesiklerin de baglanabilecegi cesitli baglanma bélgeleri de bulunmaktadir. Ornegin
benzodiazepin; bu bolgeye baglanarak GABA reseptoriinden klor giriginin artmasina
neden olur. Bu da anksiyeteyi azaltir, nobetlere karsi korur ve uyku olusumuna neden

olur (Widmaier ve ark., 2010).

Sinaps boslugundaki GABA'nin inaktivasyonu postsinaptik reuptake (geri alim)
seklinde gergeklesir. Postsinaptik reuptake haricinde kismen Glia hiicreleri tarafindan
da geri alinir. Bu olaylar, hiicre membranina yiiksek ve diisiik afiniteli iki aktif transport
sistemi tarafindan gerceklestirilmektedir. Sitoplazmaya gegen GABA, GABA
transaminaz enzimi tarafindan inaktif bir madde olan siiksinik semialdehide pargalanir.
Burdan da trikarboksilik asit siklusuna girerek GABA prekiirsorii olan glutamik asite

dontismis olur (Akgiin ve ark., 2004).

COOH H
o goor o
2 GABA transaminaz  CH, Trikarboksilik asit siklusu ~ §112
) | CH,
CH G CHNH
2 CHO 2
NH, COOH
GABA Siiksinik semialdehit L-Glutamik asit

Sekil 2. GABA'dan L-Glutamik asit olusumu.

b. Eksitasyonun (uyarilmanin) inhibisyonu

Glutamat, beyinde bulunan ana eksitator norotransmitterdir. Presinaptik
bolgeden salgilanan glutamat postsinaptik bolgede kendisine ait bir¢ok reseptérden
birine baglanarak etki gosterir. Basit olarak bu reseptérler NMDA (n-metil-d-aspartat),
nonNMDA ve AMPA (a-Amino-3-hidroksi-5-metilizoksazol-4-propionik asit)’dir.
Eksitator postsinaptik membran potansiyeli (EPSP), nonNMDA reseptorleri tarafindan
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saglanir. Bu da hizli (erken) eksitatdr ndrotransmisyonu saglar. Glutamatin nonNMDA

reseptorlerine baglanmasi sodyum iyonu girisini saglayarak hizli EPSP’ye neden olur.
NMDA reseptorlerinin aktif hale gelmesi i¢in gerekli olan seyler sunlardir:

i. Glutamatin NMDA reseptoriine baglanmasi.

ii. Glisinin de NMDA reseptoriine baglanmasi.

iii. NMDA reseptor iyon kanalim bloke eden magnezyum (Mg*?) iyonlarinin
ortadan kalkmasi.

Magnezyum iyonlar1 NMDA reseptorlerinin ¢alisabilmesi igin oldukca
Oonemlidir. Bu iyonlar hiicre disinda bulunurlar ve istirahat membran potansiyelinde acik
halde bulunan iyon kanalin1 bir tika¢ gibi tikayarak iyon akisina engel olurlar. Fakat
glutamat gibi bir norotransmitterle nonNMDA reseptorlerinin aktivasyonunda oldugu
gibi membran depolarize hale geldiginde magnezyum iyonlar1 elektrostatik etkiyle

kanaldan uzaklastirilir ve Na* ile Ca*? iyonlarinin gecisine izin verilir.

Antikonviilsan aktivite glutamerjik sinapslarda asirimin inhibe edilmesi sonucu
gerceklesir. NMDA ve glutamat reseptorlerinin inhibe edilmesi sonucu sinaptik
uyarinin bloke edilmesi antikonviilsan ilag gelistirilmesinde temel stratejidir. Ciinkii
NMDA reseptorleri epilepsinin olusum mekanizmasinda rol oynamaktadir. Ilag
antagonistleri NMDA reseptor kanal kompleksinin baz1 bolgelerinde bulunan NMDA
reseptorlerini inhibe ederek NMDA reseptor mediyatdr cevabini bloke ederler. Bu

sekilde antikonviilsan ekti gosterirler (Akgiin ve ark., 2004).

C. Sodyum kanallarinin blokaji

Na® (sodyum) ve K" (potasyum) iyonlar1 ¢cogunlukla hiicre disinda bulunurlar.
Ca'? (kalsiyum) iyonu, organik katyonlar ve vyiikli proteinler ise hiicre iginde
toplanmiglardir. Hiicre duvarindan sadece kii¢iik iyonlarin gegmesi miimkiindiir. Biiyiik
iyonlar ve proteinler gecemezler. Noronal hiicre membraninin hiicre disindaki
maddelere karsi secici olmasimin nedeni; noronal hiicre membranmi dinlenme

potansiyelinin -50 mV ile -80 mV arasinda olmasidir.
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Membran dinlenme potansiyelinin azalmasi durumunda (-80 mV’nin altina
diismesi) hiicre i¢i negatiflik artar. Bu duruma hiperpolarizasyon denir. Hiicre igindeki
negatif yiikiin azalmasi ise depolarizasyon olarak adlandirilir. Hiperpolarize durumda
olan bir membranin esik durumuna ulagmas1 zordur. Ciinkii bir aksiyon potansiyelinin
olusabilmesi i¢in yaklasik olarak -40 mV'lik bir potansiyele ihtiya¢ vardir. Noronal

atesleme ise hiicre i¢ine sodyum iyonlarinin girisi ile baglamaktadir.

Depolarizesyon gerceklestikten sonra voltaj bagimli sodyum kanallar1 yeniden
aktive olabilecek sekilde inaktif halde bulunurlar. Voltaj bagimli sodyum kanallarinin
acik oldugu veya ilk aksiyon potansiyeli sirasinda inaktif duruma gectigi donem
refrakter (yanitsiz) donem olarak adlandirilir. Bu dénemde néronlardaki tekrarlayan
ateslemeler azalir ve elektriksel nobetin beyinde yayilma etkisi baskilanmig olur
(Lemke, 2008). Sodyum kanallarinin yeniden agilabilmesi i¢in membranin tekrar
uyarilabilmesi yani tekrar repolarize duruma gelmesi gerekmektedir. Bu durumda
sodyum kanallarin1 bloke eden inaktivasyon kapisi ikinci bir uyaranla membrani

repolarize ederek ve kapiy1 kapatarak uzaklastirilmalidir (Widmaier ve ark., 2010).

Fenitoin, karbamazepin ve lamotrijinin etki bolgesi de burasidir. Bu asamada
sodyum kanallarin1 bloke ederek membrandan sodyum iyonu ge¢isini Onlerler ve
refraktdr donemin sabit kalmasina veya uzamasina neden olurlar. Ayrica fenobarbital,
oksakarbazepin, valproat, topiramat ve zonisamidin etki mekanizmasinda da yeri oldugu

sOylenebilir (Lerche ve ark., 2005).

d. Kalsiyum (Ca*?) kanallarinin blokaji

Kalsiyum kanallari, organizmada enzimatik reaksiyonlarin diizenlenmesi,
uyarilabilir hiicrelerin aktivasyonu, kas kasilmalarinin kontrolii gibi birgok hiicresel
olaym gerceklesmesinde dnemli rol oynamaktadir. Bunlardan biri de ndrotransmitter
iceren vezikiillerin presinaptik membran terminalinde depolanmasin1 ve bunun sonucu

norotransmitterlerin salinmasini saglamaktir (Weiergraber ve ark., 2009).
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Sekil 3. Kalsiyum kanallari.

Sekilde 3’te goriildiigli gibi norotransmitterler ¢ift tabakali lipit membranli

kiiglik vezikiillerde depolanirlar. Aktivasyon oncesinde bir¢ok vezikiil presinaptik

membranin aktif bolgelerinde (zon) salinim alanlarina tutunmus halde bulunur. Diger

vezikiiller ise terminal igerisinde dagilmistir. Kalsiyum aracili uyarilma su sekilde

gercgeklesir:

1. Aksiyon potansiyeli presinaptik membran terminaline ulasir.

2. Voltaj bagimhi kalsiyum kanallar1 aksiyon potansiyeli sirasindaki

depolarizasyon ile agilir.
3. Kalsiyum akson terminaline akar.
4. Norotransmitter salinimi ve difiizyonu gergeklesir
5. Norotransmitter postsinaptik reseptore baglanir.

6. Norotransmitter sinaptik araliktan uzaklagir.

Kalsiyum iyonu tutunmus vezikiillerin hiicre membranina birlesmesine neden

olan olaylarin aktivasyonu icin gereklidir. Bu olay norotransmitter iceren vezikiillerin
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ekzositozuyla sonuclanir. Kalsiyum ayrica ndorotransmitter ile dolu vezikiillerin
olugmasint uyarir. Sinaptik vezikiillerin tutunmasi, hem vezikiil hem de plazma
membranlarinda bulunan, snare proteinlerini igeren, birka¢ proteinin etkilesmesi
araciligi ile olur. Hiicre i¢i kalsiyum artisinin kesin olarak hangi mekanizma ile vezikiil
birlesmesindeki siirecleri baslattigt hala karisiktir ve aragtirmaya agik bir alandir

(Widmaier ve ark., 2010).

Kalsiyum iyonlarimin hiicre igine girisi epileptik noronal olaylarin ilk basamagi
olarak kabul edilir. Bir ndronuin depolarizasyonuyla kalsiyum iyonlari hiicre igerisine
girmeye baglar. Hiicre icerisinde artan kalsiyum eksitatér norotransmitterlerin
salinimina neden olur. Bu ndrotransmitterler kimyasal kapili iyon kanallarini uyararak
hiicre igerisine sodyum ve kalsiyum iyonunun girmesine neden olurlar. Sodyuma bagl
depolarizasyonla voltaj bagimli kalsiyun kanallar1 agilir ve hiicre igerisine asirt miktarda
kalsiyum iyonunun girmesine neden olur. Hiicre icerisine giren bu fazla miktardaki
kalsiyum iyonunun nobet esnasinda olusan ndron desarjini baslatan tetik oldugu
diisiiniilmektedir. Ciinkii nobet esnasinda ekstraseliiler kalsiyumun azaldig1, intraseliiler

kalsiyumun ise arttig1 goriilmistiir (Bagirict ve Bostanci, 2001).

Kalsiyum kanallarin1 bloke eden bazi antiepileptik ilaclar, parsiyal ve jeneralize
tonik-klonik ndobetlere karsi etkilidir. Lamotrijin yiiksek voltaj aktiviteli kalsiyum
kanallarini, etosiiksinimid ve zonisamid ise T-tipi kalsiyum kanallarin1 bloke etmektedir
(Sobieszek ve ark., 2003; Weiergraber ve ark., 2009). Lamotrijin absans ve diger
nobetlere karsi etkilidir (Weiergraber ve ark., 2009). Absans nobetler igin kullanilan
AEI’lerin éncii bilesiklerinden olan etosiiksinimid, talamik ndronlardaki T-tipi kalsiyum

kanallarin1 bloke ederek etkisini gosterir (Widmaier ve ark., 2010).

2.1.3. Antikonviilsan aktivite tayin yontemleri

Antikonviilsan aktivitenin belirlenmesinde temel esas; deney hayvanlarinda,
bilinen bilesiklerle veya yontemlerle konviilsiyon olusturulmasi ve etkisi arastirilacak
bilesiklerin bu konviilsiyonlar1 inhibe edip etmediginin arastirilmasidir. (Swinyard ve
ark., 1963; Turner, 1969).
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Organizmada fleksor ve ekstansor kaslarin arasinda bulunan uyumun
konviilsiyonlarda bozulmasinin nedeni tonik ve klonik kasilmalardir. Bu tonik ve klonik
kasilmalarin farkli deneysel yontemlerle olusturulabilmesi miimkiindiir. Bu yontemlere;
elektriksel uyari, kimyasal uyar1 (striknin, metrazol, vb.), metal veya metal tuzlarinin
lokal uygulanmasi (aliiminyum, kobalt vb.), lokal dondurma, epileptojenik lezyon
olusturma gibi etkenler 6rnek gosterilebilir. Bunlar igerisinde MES ve PTZ testleri
antikonviilsan aktivite tayininde en faz kullanilan yontemlerdir (Walker ve ark., 1981;
Nardi ve ark., 1981; Robertson ve ark., 1986). MES testine yanit alinan bilesiklerin
cogunlukla grand mal epilepside, PTZ testine olumlu cevap alinan bilesiklerin ise
genellikle petit mal epilepside etkili olduklart gériilmiistiir (Kayaalp, 2009). Ayrica 6Hz
nobet modeli de yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir (White ve ark., 2002; Bulaj ve
ark., 2008).

a. Antiepileptik ila¢ gelistirmede antikonviilsan tarama program

(ADDASP)

Antiepileptik ilag gelistirme (Antiepileptic Drug Development-ADD) programi
1975’de National Institute of Neurological Disorders And Stroke (NINDS) tarafindan
gelistirilmistir. Bu programin amaci yeni antiepileptik ilaglarin gelistirilmesi ve bunlarin
tedavide kullanilabilirliginin hizlandirilmasidir (Krall ve ark., 1978). ADD programi
kapsaminda hem preklinik hem de klinik caligmalar yapilmaktadir. Yapilan bu
calismalar National Institutes of Health (NIH)’in kontrolii altinda gelismektedir. Son
yillarda bir¢ok yeni bilesik, “anticonvulsant screening project” (ASP) adiyla bilinen
antikonviilsan ilag gelistirme projesi ile tanimlanmis ve gelistirilmistir (Stables ve ark.,
1997). Antiepileptik ilaglarin secilmesi ve gelistirilmesinde uygulanan islemler iig¢

basamak halinde tarama testinden olusmaktadir (Krall ve ark., 1978).

b. Tarama I (antikonviilsan aktivitenin belirlenmesi)

Antikonviilsan aktivite arastirilmasmin birinci basamagi tarama | testidir. Bu
basamagin amaci arastirilan bilesiklerden antikonviilsan aktivite gdstermeyen veya
toksik etkili olan bilesiklerin tespit edilip bir sonraki basamaklara alinmamasidir. (Krall

ve ark., 1978). Bu g¢alismalar daha kisa zaman dilimi igerisinde, daha az materyal ve
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daha az miktarda deney hayvanina ihtiyag duyularak daha c¢ok bilesigin
degerlendirilmesini saglamaktadir. Bilesiklerin ilk olarak tarama 1 testlerine tabi
tutulmasi o6zellikle deneylerde kullanilacak olan fare sayisinin azalmasi agisindan
olduk¢a 6nem arz etmektedir (Krall ve ark., 1978). ASP kapsaminda bu basamakta iki
antikonviilsan test (MES ve PTZ) ve toksisite taramasi testleri (farelerde rotarod,

ratlarda pozisyon duyu ve yiiriime testleri) uygulanmaktadir (Stables ve ark., 1997).

Antikonviilsan aktivite tayininde erigkin, swiss albino erkek fareler ve sicanlar
kullanilir. Test edilecek bilesikler genellikle farelere intra peritoneal (i.p.) yolla,
siganlara ise oral (¢ogunlukla gavaj yoluyla) tatbik edilir. Bilesiklerin metilseliiloz,
polietilen glikol (PEG), propilen glikol, akasya veya pektin c¢ozeltilerindeki

siispansiyonlar1 kullanilir.

MES testi

MES testinde jeneralize tonik-klonik nobetlere etkilli bilesiklerin saptanmasi
amaglanmistir. Bunun icin insanlardaki epilepsi nobetleriyle davranmigsal ve
elektrografik olarak uyumlu nobetler olusturularak bu bilesiklerin olusturulan nébetlerin

yayilmasini ne derecede 6nledigi arastirilmaktadir.

Nobetlerin olusturulmasi i¢in bir korneal elektrod kullanilarak 0,2 saniye
boyunca bir elektriksel uyar1 (60 Hz de farelerde 50 mA ve ratlarda 150 mA)
hayvanlarin goziine uygulanir. Bu akim, minimal elektrosok ndbetleri i¢in gerekli olan
akimdan 5-7 kat daha fazladir. Bu korneal elektrotlar goze takilmadan hemen once
anestezik madde iceren % 0,9’ luk izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi farelerin goziine
damlatilir. Bu sayede hem farelerde anestezik etki elde edilmis olur hem de yeterli
elektriksel ileti saglanarak farelerin 6lmesi 6nlenmis olur (Swinyard, 1963; Swinyard,
1973).

Maksimal nobetler farelerde toplam 22 saniye kadar siiren tipik ndbetlerdir ve
1,6 saniye gibi ¢ok kisa siiren tonik fleksiyon, 13,2 saniye siiren tonik ekstensiyon ve

7,6 saniye siiren terminal klonustan olusur (Swinyard, 1963; Swinyard, 1973).
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Pentilentetrazol testi

PTZ (1.5- pentamethylene; 6, 7, 8, 9 tetrahidro- 5 azetpotetrazol) bir tetrazol
tiirevidir ve Merkezi Sinir Sistemini etkileyen konviilsif bir ajandir (Onat, 2008). Deney
hayvanlarinda PTZ diisiik dozlarda absans tipi ndbetler, orta dozlarda klonik nobetler,
yiiksek dozlarda ise tonik klonik nobetler olusturup status epileptikus ve dliime de
neden olabilmektedir (Andre ve ark., 1998).

PTZ, konviilsan ve antikonviilsan ilaglarin nébet esigine etkilerini gézlemek i¢in
en etkin yontemlerden biridir (White ve ark., 1995; Paaladiensh ve ark., 2000). PTZ,
antikonviilsan oldugu varsayilan ilaglarin degerlendirilmesinde kullanilan, sinir
fibrillerinin tekrarlayan sekilde uyarilmasini saglayan ve refraktdr periyodu kisalttigi
kabul edilen bir ajandir (Eyzaguirre ve Lilienthal, 1949). PTZ'nin etki mekanizmasi tam
olarak anlasilamamistir. Genel olarak pikrotoksinin baglanma bolgesi olan postsinaptik
klor kanallar1 ile baglantili GABAA reseptorlerine baglanarak reseptor blokaji yaparak
etkili oldugu bilinmektedir. GABA ve diger inhibitér ndrotransmiterlerin etkisini

azaltarak ndronlarin depolarizasyonunu kolaylagtirmaktadir (Racine, 1972a).

6Hz yontemi

6Hz modeli olarak da adlandirilan Minimal klonik nébet modelinde test edilecek
bilesiklerin klonik ndbetlerin Onlenmesindeki etkileri degerlendirilmektedir. Bu
modelde deneklere yaklasik 3 saniye siiresince 6Hz gibi diisiik frekansta elektriksel
uyart uygulanir ve klonik ndbet olusturulur. Bilesiklerin antikonviilsan etkileri bu

nobetleri etkileme derecelerine gore belirlenir.

Antiepileptik tedavide kullanilan bazi AEl'ler (karbamazepin ve fenitoin gibi)
toksik olmayan dozlarda bu testte inaktif olabilmaktedir. Bununla birlikte bazi yeni
nesil AEl'ler ise (levetiresetam gibi) MES ve PTZ testlerinde inaktif bulunmalarina
ragmen bu testte aktif bulunmuslardir. Bu da farkli etki mekanizmasina sahip olabilecek
antikonviilsan veya antiepileptik adayr bilesiklerin tiim bu testlerde ayr1 ayr
degerlendirilebilecegi konusunda 6nemli bilgi sunarak 6Hz modelinin daha sik

kullanilmasina neden olmustur (White ve ark., 2002; Bulaj ve ark., 2008).
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Norotoksisite testleri

Test edilen bilesiklerin deney hayvanlarinda sebebiyet verdikleri norolojik
bozukluklar1 tespit edebilmek icin farelere rotorod testi uygulanmaktadir. Bu
norotoksisite testini uygulayabilmek icin Dunham ve Miya 1957 yilinda 2,54 cm
capinda ve 6 devir/dakika hizla donmekte olan bir disk kullanarak yeni bir cihaz
tasarlayip standardize etmislerdir (Krall ve ark., 1978; Stables ve ark., 1997).

MES ve PTZ testlerine tabi tutulacak olan hayvanlar bu testlerden 6nce rotorod
toksisite testine tabi tutulur ve ndrolojik bozukluk tespit edilmeyen fareler bu testlere
almirlar (Krall ve ark., 1978). Kontrol grubunda bulunan saglikli fareler bahsi gecen
disk iizerinde en az bir dakika boyunca dengelerini kaybetmeden durabilmektedirler.
Bilesiklerden kaynaklanan noérolojik bir bozuklugun olmasi rotorod testinde denge
kaybina neden olur. Dolayisiyla disk {lizerinde en az bir dakika dengesini kaybetmeden
durabilen farelerin nérolojik herhangi bir kusurunun olmadigi ve duramayan farelerin
ise ataksi, sedasyon, hipereksitabilite gibi nérolojik bir bozuklugunun oldugu kolaylikla
sOylenebilir (Krall ve ark., 1978; White ve ark., 2002).

Siganlara pozisyon duyu testi (positional sense test) ve yiirime-durma testi
uygulanarak davranissal toksisite degerlendirilir. Pozisyon duyu testinde siganin arka
bacaklarindan biri testin uygulandigi masanin yan tarafindan asagiya dogru cekilerek
birakilir ve sicanin ayagimi geriye c¢ekmesi beklenir. Norolojik bozuklugun olmasi
halinde sigan bacagini geri ¢gekemez. Yiirime ve durma testinde ise daire ¢izerek, zikzak

yiirlime, ataksi, dengesizlik, anormal postiir, tremor ve koma ndrotoksisiteyi gosterir.

Tiim bu testler uygulandiktan sonra rat ve farelerde herhangi bir norotoksik etki
gostermeyip Oliimlere neden olmayan, daha da Onemlisi testler neticesinde
antikolviilsan etkisi belirginlesmis olan bilesikler farmakokinetik ve farmakodinamik

etkilerinin incelenmesi igin sonraki testlere tabi tutulurlar.

c. Tarama Il

Tarama | testleri sonucunda antiepileptik olarak aktif bulunan bilesiklerin

antikonviilsan aktivite ve norotoksisite degerleri, MES ve PTZ EDsy degerleri ile TDsg
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degerlerinin hesaplanmasi ile nicellestirilir. /n vivo kantitatif antikonviilsan ve toksisite
degerlendirmeleri bilesiklerin pik farmakodinamik aktivitesinin gozlendigi zamanda
(TPE) yapilir. Gruplar en az 8 adet fare veya sigan bulunduracak sekilde ayarlanir ve
bilesiklerin farkli dozlar1 hayvanlara uygulanir. % 100 koruma ile % O minimum
toksisite arasinda koruma ve toksisite noktalar1 saptanir. Her bir kantitatif tayin i¢in %
95 giiven araligi, regresyon egrisinin egimi ve egimin standart hatalari hesaplanir

(Stables ve ark., 1997; White ve ark., 2002).

Tarama 1l teslerinde bilesiklerin diisiik dozlarda aktif olmasi ve toksik etkili
olduklari dozun da yiiksek olmasi baska bir tabirle terapdtik indekslerinin yiiksek
olmasi istenir. Bu tanima uyan bilesikler daha ileri testlerin uygulandigi tarama III

asamasina alinirlar (Krall ve ark., 1978; Stables ve ark., 1997).

d. Tarama Il

Tarama | ve Tarama II testlerini gegen bilesikler bu basamakta farkli birkag teste
tabi tutulurlar. Oncelikle in vivo testler uygulanan bu bilesiklerin etki mekanizmalar
aydinlatilmaya ve kullanim alanlar tespit edilmeye caligilir (Swinyard ve ark., 1988;
White ve ark., 1995). Daha sonra oral uygulamayla antikonviilsan aktivitenin
degerlendirilmesi; fare, sican, maymun ve tavuk gibi degisik hayvanlarda g¢alisilarak
antikonviilsan etkinin her tiirde etki farkliliginin gézlenmesi; TDsg ve LDsg degerlerinin
saptanmas1 ve degerlendirilmesi; uygulamanin 7.-14. giinlerindeki antikonviilsan ve
toksik etkilerinin arastiritlmasi gibi basamaklar halinde testler uygulanarak bir sonraki

testlere gecilir (Krall ve ark., 1978).
Prokonviilsan degerlendirme

Bu degerlendirmeyle oncii bilesigin prokonviilsan etkisi (ndbet olusturma

potansiyeli) arastirilir.
In vitro mekanistik calismalar

Bilesiklerin eksitator (glutamat) ve inhibitor (GABA) reseptor aracili iyon

kanallariyla etkilesiminin degerlendirilmesi i¢in iki mekanistik yontem kullanilir.
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Calismalarin sonuglart aday bilesiklerin etki mekanizmalarini agiklamamiza yardimci
olur. Bu g¢alismalarda in vitro sonuglarin hayvan tarama test sonuglari ile

karsilastirilmasi yapilir.
2.2. Pirazol Halka Sistemi

2.2.1. Pirazol kimyasi

Pirazol, birbirine komsu konumda bulunan iki azot atomu ve {i¢ karbon
atomundan olusan, bes {liyeli halka yapisi ile karakterize edilen heterosiklik serinin basit
aromatik halkali organik bilesikler smifina dahildir (Eicher ve Hauptmann, 2003).
Pirazol kimyasina olan ilgi, pirazol tiirevlerinin antipiretik (ates diisliricii) etkisinin
kesfedilmesiyle baslamistir. Bu etkisi sonucu bilesigin isimlendirilmesindeki antipirin
ad1 giinlimiizde de kullanilmaktadir (Sener ve ark., 2002). Pirazol ¢ekirdegi termal ve
hidrolitik olarak ¢ok kararlidir. Ligand olarak iki konumundaki azot atomu ile metallere
baglanabilirler. Pirazolun deprotonasyonu ile olusan pirazolid iyonu ise iki azot atomu

ile beraber koordinasyona katilabilirler (Sekil 4).

L\
i

Sekil 4. Pirazol halkasi.

Pirazoller heterohalkada n-elektronlarina sahiptir. N atomu
elektronegativitesinden dolay1 halka elektronlarin1 ¢eker, boylece C(3) ve C(5) kismen
elektropozitif olur ve niikleofilik katilmalara uygun hale gelir (Eicher ve Hauptmann,
2003). Tum 1,2-azoller, piridin azotu ve C(4) atomu iizerinde yogunlasmis -
elektronlarina sahiptirler. Bunun yaninda diger heteroatom pozitif yiik tasir. C(3) ve
C(5) atomlarinin m-elektron yiikleri heterohalkaya bagli olarak pozitif ya da negatif
olabilirler. En yiiksek bag derecesi C(3)-N ve C(4)- C(5) atomlar1 arasinda bulunmustur.
En diisiik bag derecesi ise heteroatomlar arasindadir. Azotlarin niikleofilligi ve sterik
ulasilabilirlikleri, uygun halka siibstitiisyonu yoluyla ¢esitlendirilebilir. Bu ilgi ¢ekici
ozelliklerine ve genel anlamda pirazol kimyasinda giiglii gelismeler olmasina ragmen

pirazol ve pirazol tiirevi bilesiklere gosterilen ilgi 70’11 yillara kadar sinirlt kalmistir
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(Halcrow, 2005). Arilpirazoller, énemli biyolojik ve farmakolojik 6zellikleri olmasi
nedeniyle ¢ok yaygin olarak bir¢ok bilesigin ¢ikis maddesi olarak kullanilirlar (Kurtaran
ve ark., 2010).

2.2.2. Pirazol turevlerinin sentezi

C-3 ve C-5 fonksiyonlu pirazollerin hazirlanmasinda; 3- ve 5- konumunda ¢esitli
alkil/aril siibstitiientler tasiyan 1,3-dikarbonil (1), a,f-doymamis karboniller (2, 3), B-
enaminonlar veya iliskili bilesikler (4) gibi 1,3 pozisyonunda iki elektrofilik karbon
ozelligine sahip tg¢lii bir karbon {initesiyle bir ¢ift niikleofil olarak hareket eden uygun
bir hidrazinin siklokondensasyonu (Sekil 5) olduk¢a yaygin kullanilan bir yontemdir
(Fusterove ark., 2011).
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M 1 3 1 1 3
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Sekil 5. Siibstitiie pirazol eldesi.

Zor elde edilen bazi N-arilpirazollerin (5) sentezi igin bis-Boc korumali
arilhidrazinlerle (6), 1,3-dielektrofilik bilesiklerin siklokondensasyonuna (Sekil 6)
dayanan tek-pota yaklasiminin uygun, alternatif bir yontem oldugu yakin zamanda
bildirilmistir (Gerstenberger ve ark., 2009).

22



R

Ar-Br 1.n-BuLi (1 equiv), / )
THF. -78 °C Boc _Li 1,3-Dielektrofil N
veya : /N—N\ » N
2.DBAD, 23 °C Ar Boc 4 N HCl veya Ar
Ar-1 10% H,SO0,,
5 Dioxan,reflaks 6

1,3-Dielektrofil:

0O O 0O O 0 Q
)J\/U\ Me )J\/\ Me
H H Me Me H ~ N Me N

CI(Br) Me  Me Me

Ar-Br=2-MeCgH,, 3-MeOCHy, 4-F3CCHy, 2,3,5-MeC¢H, CgFs, 2-(6-Me)pridil, 3-(6-Cl)piridil
Ar-1= 2-CIC4H,, 4-FCH,, 2,3-F,C4Hs,

Sekil 6. N-Arilpirazol eldesi.

1,3-diketonlarin,  B-ketoesterlerin ~ ve  24-diketoesterlerin  hidrazinlerle
kondensasyonu sirasiyla N-siibstitie ve N-siibstitie olmayan 3,5- ve 3,4,5-
alkil/(het)arilpirazoller,  alkoksipirazoller ~ve pirazol  karboksilik  esterlerin

hazirlanmasinda genis bir sekilde kullanilmistir.

1,3-diketonlar (7) ile hidrazinlerin etkili bir sekilde kondanse olmasiyla 3- ve 5-
pozisyonunda c¢esitli alkil (8) ve aril (9) siibstitiientler tasiyan basit pirazoller olusabilir.
Ayrica simetrik olmayan 1,3-dikarbonil bilesiklerle (R1#R2) siibstitiie hidrazinlerin
reaksiyonlarindan ( R#H ) iki regioizomer karisim sik sik elde edilmistir. R=H i¢in
pirazollerin prototopik tautomerlesmesi nedeniyle regioizomer olusmadigi (Sekil 7)

gozlenmistir (Elguero, 1984; Stanovnikve ark., 2002; Levaive ark., 2006).

R-NHNH,

a
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a b /
/ \\I R R? N )
R N . N R2
] <) i
H,NHN-R
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Sekil 7. Tetrasiibstitiie pirazol eldesi.

Elguero ve grubu, asimetrik 1,3-diketonlarla monosiibstitiie hidrazinin
reaksiyonunda, baslangicta 3,5-dihidroksipirazolidin olusmasini igeren ara basamakta
da art arta iki su molekiil kaybin1 izleyen genel bir mekanizma Onermiglerdir. Bu
durumda karbonilaminin iki N-C bagmin olusumu tersinir disiiniiliir. Fakat
dehidratasyon kismi kinetik kontrollii basamakta olan dehidratasyonun tersinir olmadigi
gozlenmistir. ki 3,5-dihidroksipirazolidinin dengede oldugu ve daha sonra iki adet

farkl1 pirazol (10-11) {irinii olustugunu (Sekil 8) gostermislerdir (Singhve ark., 2000).
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Sekil 8. 3,5-disiibstitiie pirazol eldesi.
Heller ve Natarajan (2006) tarafindan asit kloriir (12) ve enollesebilen
ketonlardan (13) ¢cogunlukla tek basamakta, etkili ve hizli bir sekilde 3,5-, 1,3,5-, 3,4,5-

stibstitiie (14) farkli halkali pirazoller sentezlenmistir. 1,3-diketonlar izole edilememis

olsa da uygun hidrazinin ortama ilavesiyle pirazollere doniistiiriilmstiir. Enollesebilen a-
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protonlarla elektrofiller, alkil halojeniirler ve nitriller gibi bir dizi genis fonksiyonel

grup caligilmistir (Sekil 9).

OLi Q@ 0 RY R?
LiHMDS 7\—<
0 -
A 1 roluen RIM , _ R-NHNH, ] \N

R + 3 - R R2 .
R2 R* €L ooc,24dk. R? AcOH,EtOH,THF N
reflaks, 5 dk. R
12 13 14

R=H R%=H R! veya R®=n-C5H,, 4-Br/MeO/H,N/NC/EtO,CC¢H,,
2,6-(MeO),C¢Hs,4-pridil,2-tionil
R?=n-Pr veya Ph, R'=4CICH,,R3*=4-MeOC(H,
R=Me, R’=H, R!=Ph, R3=4-MeC(H,
R'=4-BrCgH,, R*=4-MeOC¢H,
R=Ph, R?=H, R'=4-0,NC¢H,, R*=4-MeOC¢H,
Sekil 9. Tristibstitiie pirazol eldesi.

1,3-diketonlarin (15), hidrazinle ¢6ziiclisiiz ortamda katalitik miktarda asit ile
oda sicakliginda etkilestirilmesi sonucu 3,5-distibstitiic pirazoller (16, 17, 18, 19)
yiiksek verimde sentezlenmistir. Simetrik olmayan 1,3-diketonlarlaya tek bir tiriin (21)

ya da tautomer karisimlari (20) elde edilmistir (Sekil 10) (Wang ve ark:, 2004).

25



R R
R‘@ T Rz@

H H
NH,NH
(0] @ V R=Me, -Bu,CO,Et ; R? =Me, ¢-Bu,
)J\)J\ Ph 16 17
R! R2
\ R2 Rl
15
ArNH,NH, H’ [\< N / \N;
Rl N/N Rz N/
Ar Ar
Ar=Ph, R!=R?>=Me; R'=R?=t-Bu 18 19
R!'=Me; R?>=CO,Et
R!'=Me; R>=Ph
Ar=4-MeC¢H,; R'=Me; R>=Me
Me

o 9 Phﬂ "
M RCONHNH, o N/ H', 120 °C ﬂ
Me Ph R=Me. Ph . >:O Ph N/N

H

20 21

Sekil 10. 3,5-disiibstitlie pirazol eldesi

Siibstitiie pirazoller endiistriyel sanayi ve ilag sanayiinde kimyasal olarak
kullanildigindan beri onlara olan ilgi gittik¢e artmaktadir. Keton tiirevi (22) ile ester
tirevi (23) etkilestirildiginde 1,3-diketon yapisinda iiriin (24) olustugu gozlenmektedir.
Cesitli reaktiflerle tepkimeye konuldugunda ise istenilen pirazoller elde edilmistir.
Ozellikle 4-alkil-1,3,5-triaril (25) ve 5-alkil-1,3,4-triaril pirazoller dstrojen reseptdr igin
ligand olarak genis bir sekilde aragtirnlmistir (Fink ve ark., 1999; Stauffer ve ark.,
2001a; Stauffer ve ark., 2001b; Stauffer ve ark., 2001c). Hem kati fazda hem de
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cozeltide sentezleri kapsayan bu bilesikler i¢in metodolojiler (Sekil 11) gelistirilmistir
(Marzinzik ve ark., 1996; Huang ve Katzenellenbogen, 2000).

0 o 0O o
LiHMDS/THF
1 +
Ar )S ArlJ\O/Arz ArIMArI
R R
22 23 24
R Ard
Ar-NHNH,.HCl BBr;/CH,Cl, / \
3 /N
THF/DMF Ar N
110-120°C /Lr
R=Me, Et, n-Pr, i-Bu, n-Bu;Ar=Ph, 4-HOC(H, 25

Ar'=4-MeOC¢H,; Ar*=4-O,NC¢H,; Ar’=4-HOC4H,

Sekil 11. Tetrasiibstitiie pirazol eldesi

Flor veya florokarbon iceren pirazollerin ¢ogu endiistriyel kimya ve tip alaninda
aktif kullanilmalarindan dolay: giizel bir arastirma ve inceleme alani olustururlar. Flor
iceren pirazollerden olan triflorometil tiirevleri biyolojik aktifliklerinden dolay1
literatiirde en ¢ok bahsedilen pirazollerdir. Flor i¢eren 1,3-diketonlar ve mono siibstitiie
hidrazinlerin stereose¢ici kondensasyon reaksiyonundaki reaksiyon sartlar1 ve
reaktiflere bagl etkileri (Sekil 12) genis bir sekilde arastirilmistir (Cheng ve ark., 2006;
Humphries ve Finefield, 2006; Montoya ve ark., 2007; Dai ve ark., 2009; Wang ve ark.,
2010).
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RNHNH,

Sekil 12. Flor igeren pirazol eldesi.

Pirazol-3(5)-Karboksilik asit esterlerinin sentezlenmesi igin 1,3-diketoesterler ve
hidrazinler arasindaki [3+2] halka kapanmasi reaksiyonu siklikla kullanilmistir. Bu

konuyu tam olarak gozden geciren ve son 120 yilda bu konuda yapilan caligmalar

kapsayan mini bir derleme yayinlanmigtir (Janin ve ark., 2010).

Pirazol-3(5)-karboksilik asit tiirevlerinin yap1 tasi olan 1,3-diketoesterlerin (28)
hazirlanmasinda genel bir metod olarak dietil okzalat (27) ile keto enolatlarin (26)
Claisen kondensasyonunun kullanildig: literatiirde bildirilmistir. Madde (28) ile uygun
hidrazinin tepkimeye konulmasiyla istenilen pirazol-3(5)-karboksilik asit esteri (29)
sentezlenmistir (Sekil 13). Bu bilesiklerin bazilar1 farmokolojide 6nemli aktiflikler

gostermistir (Penning ve ark., 1999; Varano ve ark., 2002; Finn ve ark., 2003; Katoch-

R
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S
&
H
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N

Rouse ve ark., 2003; Schmidt ve ark., 2003; VVan Herk ve ark., 2003).
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Sekil 13. Pirazol-3(5)-karboksilik asit eldesi

2.2.3. Pirazollerin biyolojik etkileri

Fonksiyonel pirazol halkasi, dogada ¢ok sik bulunmamasina karsin sentetik
bilesiklerde bol miktarda bulunan bir gruptur (Katritzky ve ark., 2006; Stanovnik ve
ark., 2006). Bu gruba sahip molekiiller, biyolojik olarak aktif bir dizi bilesikle ligandlar

olustururlar ve koordineli bir sekilde hareket ederler (Muruganantham ve ark., 2008).

Literatiirde pirazol halkas1 igeren bilesiklerin sentezlenmeleri, biyolojik
aktiviteleri ve uygulama alanlariyla ilgili bir ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Varvounis ve
ark., 2001; Jung ve ark., 2002; Varvounis ve ark., 2004; Varvounis ve ark., 2008).

Pirazol bilesikleri tarim ve eczacilik kimyasinda ¢ok genis bir uygulama alanina
sahiptirler. Bunlardan bazilar1 6nemli ilag ajanlari olarak (antipirin ve kongener)

kullanilir (Merk indeks, 2001).

Pirazol halkasi igeren sentetik heterosiklik bilesiklerin birgogu hem endiistriyel
kimyanin hem de tibbi kimyanin ilgi alanina giren 6nemli bilesiklerdendir. Ciinkii
Celecoxib, Pyrazofurine ve bunlar gibi bir¢ok ila¢ molekiilii, sayisiz biyolojik aktif
bilesikler arasinda 6nemli bir pay sahibidirler (Elguero ve ark., 1984; Terrett ve ark.,
1996; Singh ve ark., 2004).
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Son yillarda yapilan caligmalar bazi aromatik bilesiklerdeki azot atomunun
varliginin, siibstitiisyon pozisyonuna bagli olarak biyolojik aktiviteyi artirdigi veya
azalttigin1 gostermistir. Azo-aromatik bilesiklerin yliksek tansiyonu, alerjiyi, astimi,
histamini Onleyici, brong genisletici, idrar soktiiriicli ve tiiberkiiloza yonelik mikroplara
kars1 aktivite goOsterdigi literatiirde bildirilmigtir. Ayrica kas gevsetme aktivitesi
gosterdigi, kan pihti, hiicre kiimelerini inhibe ettigi ve diyabetik hastaliklarinin
tedavisinde aktif olduklar1 belirtilmistir. Bu bilesiklerin ayrica ¢alismamiz agisindan
Oonem arz eden antikonviilsan etki gosterdikleri ve bu nedenle antiepileptik olarak

kullanildiklar1 da bildirilmistir (Biilbiil ve ark., 2002; Kasimogullari ve ark., 2010).

Literatiirde pirazol halkasina sahip yapilarin degisik biyolojik aktiveleri {izerine
yapilmis c¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Bu aktiviteler; antimikrobiyal,
antidepresan, noroprotektif, antikonvulsan, antienflamatuvar, analjezik, antiartrit, lokal

anestezik, hipoglisemik, hipotansif, insektisit, herbisit ve mollusidal olarak siralanabilir.

Dogal iirlinlerde pirazol grubuyla ¢ok nadir karsilasiimasina ragmen sentetik
uygulamalarda bu halkaya cok sik rastlanir. Sahip olduklart ¢esitli biyolojik
aktivitelerden dolayr bu bilesikler zirai {iriinlerin gelistirilmesinde ve ilag
arastirmalarinda sik¢a kullanilmaktadir (Lévai ve ark., 2006; Saikia ve ark., 2006).
Pirazol halka sistemini yapisinda bulunduran ve farmakolojik, zirai, biyolojik aktiviteye
sahip bu bilesiklerin bilinen bazi aktiviteleri sdyle siralanabilir: Yiiksek sekeri dnleyici
(antidiyabetik) (Kees ve ark., 1996), agr1 kesici (analjezik) (Katoch-Rouse ve ark.,
2003), iltihap giderici (antibiyotik) (Bekhita ve abdel Aziemb, 2004), ates diisiiriicti
(antipiretik) (Wiley ve ark., 1964; Behr ve ark., 1967), anti-bakteriyel (Tanitame ve
ark., 2004), antidepresan (Bailey ve ark., 1985) gibi aktiviteler gosterdikleri igin
farmakolojide kullanilirken, bitki zararlilarina karsi koruma sagladiklarindan (pestisit)
(Siddall ve ark., 2002), bocek oldiiriicii (insektisit) etkilerinden (Londershausen, 1996)
ve mantarlara kars1 (antifungal) (Chen ve ark., 1998) aktivite gosterdikleri i¢in de tarim

endiistrisinde giderek artan bir 6neme sahiptirler (Martins ve ark., 2003).

Ayrica kan basincini diisiiren (antihipertansif) (Rosiere ve ark., 1951) ve kansere

kars1 (antikanser) etki gosteren (Stauffer ve ark, 2000; Park ve ark., 2005) pirazollerin
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yaninda koordinasyon kimyasinda ligand olarak kullanilan pirazoller de literatiirde yer

almaktadir (Roder ve ark., 2002; Singer ve ark., 2006).

Sentetik pirazollere; antibiyotik ve analjezik olarak kullanilan antiromatizmal
ozellige sahip Celecoxib (Penning ve ark., 1997; Blay ve ark., 2006; Sakya ve ark.,
2008), obezite tedavisi icin gelistirilen Rimonabant (Gilchrist, 1997), pestisit etkiye
sahip Difenzoquat (Gilchrist, 1997; Martins ve ark., 2003) Ingiltere ve ABD’de
yiyecekleri renklendirmede yaygin olarak kullanilan limon saris1 boyasi Tartazine

(Joule ve Mills, 2007) 6rnek olarak verilebilir (Sekil 14).
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Sekil 14. Baz1 6nemli sentetik pirazol yapilari.

[lag adayr olan bazi bilesiklerin igerisine heterosiklik halka sistemlerinin

eklenmesi biyolojik etki acisindan 6nemli faydalar saglayan giivenli ve olduk¢a aktif
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kullanilan bir yontemdir (Cvetovich ve ark., 2003). Dogada giicliikle bulunmalarina
ragmen sentetik pirazollerin teknolojik agidan giiclii, 1siya dayanikli ve oldukca etkili
insektisit, herbisit olarak kullanildiklar1 bir gercektir. Farmakolojik ve teknolojik
uygulamalarin genis lriin yelpazesinde bulunmalar1 nedeniyle, pirazoller gectigimiz
yillarda ¢ogu sentetik ¢aligmalarin odagina oturmustur (Olivera ve ark., 2000; Gupton
ve ark., 2002).

2.3. izokinolin ve izokinolin Alkaloitleri

Insanlar ve hayvanlar tarafindan alindiginda belirli bir biyolojik aktiviteye sahip
olan, yapisinda azot igeren, ¢ogunlukla bitkisel kaynakli, zayif bazik karakterde
bilesikler genel olarak alkaloit olarak adlandirilirlar. Bugiin bin dolayinda alkaloit ¢esidi
bilinmektedir. Ihtiva ettikleri kimyasal halkalara gore kinolin, izokinolin, piridin

alkaloitleri olarak siniflandirilirlar (izokinolinler [Internet], 2018).

Izokinolin alkaloitlerini olusturanlardan 25 kadar alkaloit, hashas (papaver
somniferum) bitkisinin olmamis (ham) kapsiillerindeki siitsii 6z suyunda bulunur. Bu

nedenle bunlara afyon (opium) alkaloitleri ad1 verilir.

Izokinolin tipi alkoloitler kimyasal yapilarina gére papaverin, berberin, morfin
ve kiirar alt gruplarina ayrilirlar. Papaverin (CyoH21NO,) ile ayni gruba giren laudanosin
(C21H19NOy) ve narkotin (C2H23NO7) afyonda, hidrastin (C,1H21NOg) ise Hydrastis
canadensis bitkisinin koklerinde bulunur. Berberin (C29H19NOs) Berberis vulgaris
bitkisinin koklerinde bulunan baslica alkaloittir. Sitmaya ve morfin aligkanligina karst
kullanilir. Morfin (C17H19NOg3) kristalize olarak elde edilen ilk alkaloittir (Sertiirner,
1806). Bununla birlikte kapali formiilii dogru olarak ancak 1848’de saptanabilmis ve
yapisinin aydinlatilabilmesi i¢in bir 75 y1l daha gegmistir (Hamilton ve Baskett, 2000).
Sentezi ise elde edilisinden 150 yil sonra 1952°de Gates ve Tschudi tarafindan
gerceklestirilmistir. Morfinin tuzlar ve 6zellikle hidrokloriirii tipta kuvvetli agr kesici
olarak yaygin bi¢cimde kullanilir. Bu uyusturucu maddenin tekrarlanan kullanilisi
aliskanlik (morfinizm) yapar ve bunun sonucunda hizl bir fiziksel ¢okiintii ortaya ¢ikar

(izokinolinler [internet], 2018).
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2.3.1. izokinolin kimyasi

Izokinolinler, piridin halkasinin azotunun 2 konumunda duracagi sekilde bir
piridin halkasina kaynasmis bir benzen halkasindan olusan benzopiridinlerdir. Daha

genis anlamda, izokinolinler terimi izokinolin tiirevlerine isaret etmek icin kullanilir.

Izokinolin halka sisteminin, temel bir amino asit olan tirozinden (4-
hidroksifenilalanin) dogal olarak, iskeletini tamamlamak i¢in o-konumunda ek bir
karbon atomunun asimilasyonu ile olusturuldugu disiiniilmektedir. B-N (Bischler-
Napieralski) yontemi de dahil olmak tizere klasik laboratuar sentezlerinin ¢ogu, olagan
baslangic materyali olan tirozine benzeyen bir B-feniletilamin'den baglayarak ayni

yaklagimi kullanir (Kametani ve Fukumoto, 1981).

Izokinolin ¢ekirdegi, birgok biyolojik ve fizyolojik aktiviteye sahip alkaloid
ailelerde yaygin ve iyi bilinmektedir (Judeh ve ark., 2002). Bu izokinolin alkaloidlerin
tirozinden biyosentezlendigine inanilmaktadir (Carmichael ve ark., 1999; Fisher ve ark.,
1999; Herrmann ve Bohm, 1999; Bohm ve Herrmann, 2000; Xu ve ark., 2000).

2.3.2. Izokinolinlerin biyolojik etkileri

Heterosiklik bilesikler; organik sentez, dogal biyoaktif bilesikler ve gelismis
materyaller acisindan olduk¢a énemli yapilardir. Izokinolin halkast ise organik kimyada
onemli roller iistlenen ¢ok 6nemli bir heterosiklik yapidir. Bu halka sistemi bir¢ok dogal
irliniin anahtar yapi tas1 birimi olmakla beraber ayn1 zamanda bazi1 6nemli ilaglarin da

yapisinda kullanilir.

Ornegin; narciclasine, dkaryotik protein sentezini ribozomal diizeyde inhibe
eden giiclii bir antitimor ajandir. Papaverin, esas olarak viseral spazm ve vazospazm
tedavisinde kullanilan, iyi bilinen bir ilagtir. Berberin ise 1950'lerden beri Cin'de
antibakteriyel bir ila¢ olarak kullanilmis ve 2004'te iyi bir hipolipidemik ilag olarak

tanimlanmustir (Yenidede ve ark., 2016).

Insanlar ¢ok uzun yillardan beri izokinolin alkaloitlerini iksir, ilag, sicak ickiler,

yara lapasi, zehir olarak kullanmaktadir. 1803’de Deresna, afyondan morfini elde etti.

34



Bugiin birgok alkaloit, laboratuvarlarda sentetik olarak elde edilmektedir (Izokinolinler

[Internet], 2018).

Schachter (2009), epilepsi tedavisinde yiizyillar boyunca bitkisel tedavi
yontemlerinden bahsederek modern bilimsel yontemlerin kullanilmast agisindan
preklinik degerlendirmelerde bu bilgilerin baz alinarak sistematik olarak ilerlemesinde

temel teskil etmistir.

Berberin, hem Ayurvedik tipta hem de Cin tibbinda uzun bir tibbi kullanim
Oykiisii olan izokinolin tabanli bir alkaloitdir. Berberinin bir¢cok farmakolojik etkiye
sahip oldugu ve kalp-damar hastaliklari, diyabet, hiperlipidemi, kanser, diyare,
alzheimer, vb. ic¢in bir ilag olarak vaat eden Ozellikleri bulundurdugu bildirilmistir
(Imanshahidi ve Hosseinzadeh, 2008). Buna ek olarak anti platelet, antiviral,
antibakteriyel ve immiinostimiilan aktiviteye de sahiptir. Yakin ge¢misteki caligsmalar,
berberinin anksiyolitik, analjezik, antidepresan, anti-amnezik olarak kullanilabilecek
potansiyel bir ilag aday1 oldugunu gostermistir (Kiipeli ve ark., 2002; Peng ve ark.,
2004; Wang ve ark., 2004; Zhu ve ark., 2006; Peng ve ark., 2007; Kulkarni ve Dhir,
2007; Kulkarni ve Dhir, 2008; Kulkarni ve Dhir, 2010). Berberinin bu etkileri bir¢ok
norotransmitteri (N-metil-D-aspartat (NMDA), serotonin, nitrik oksit (NO)) modiile
etme kapasitesiyle agiklanabilir (Kong ve ark., 2001; Castillo ve ark., 2005; Yoo ve
ark., 2006). Bu norotransmitter modiilatorlerinin antikonviilsan etkinlikle iligkili oldugu

da bilinen bir gergektir.

Ayn1 zamanda berberis vulgaris bitkisinden ekstraksiyonla alinan ve bir
izokinolin alkaloidi olan berberinin, Shanbhag ve arkadaslar1 tarafindan epilepsi
tedavisinde yararli olabilecegi ve antikonviilsan olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.
Yapilan ¢aligmalar berberinin terapotik potansiyelinin ¢ok farkli dozlarda calisilarak
goriilebilecegini gostermistir. Bu da izokinolin halkast iceren bilesiklerin uygun
terapotik dozda antikonviilsan etkili olabilecegini gostermektedir (Kohl ve ark., 2001;
Woijtal ve ark., 2003; Bagdy ve ark., 2007). Tiim bu literatiir verileri dikkati izokinolin
halkas1 tizerine ¢evirmis ve izokinolin halkasi igeren bilesiklerin antikonviilsan,
antidepresan, anksiyolitik, analjezik etkilerinin arastiritlmasi konusunda énemli bir etken

olmustur (Schachter, 2009). Dolayisiyla, yukaridaki literatiir verilerine dayandiliarak,

35



farkli izokinolin tiirevi bilesiklerin farkli terapotik dozlarda antikonviilsan etkili

olmalar1 savi kuvvetle muhtemeldir denilebilir (Erding, 2010).

2.3.3. Izokinolin sentez yontemleri

Izokinolin halkas1, alkaloidler smifindan birgok alkaloid gibi farkli birgok
biyolojik ve fizyolojik aktiviteye sahip olmasi bakimindan siklikla gbze carpar.
Izokinolinlerin sentezinde literatiirde bircok ydnteme rastlamak miimkiindiir. Bunlardan
biri de Bischler-Napieralski reaksiyonudur. Bischler-Napieralski reaksiyonu,
izokinollerin sentezi i¢in dnemli bir yontemdir. Bu yontem ilk olarak 1893'te, August
Bischler ve Bernard Napieralski tarafindan, fosfor oksikloriir (POCI3) gibi
yogunlastirict bir ajan kullanilarak, p-aril-etilamidlerin veya p-arililetilkarbamatlarin
molekiil i¢i elektrofilik aromatik siibstitiie reaksiyonuyla, siklizasyona dayanilarak

gergeklestirilmistir.

1893'te Bischler-Napieralski (B-N) reaksiyonu baslangigta August Bischler ve
Bernard Napieralski tarafindan sirastyla BASEL kimyasal ¢aligmalari ve Isvigre, Ziirih
Universitesi tarafindan rapor edilmistir. Fosfor oksikloriir (POCI3), fosfor pentoksit
(P20s) veya ¢inko kloriir (ZnCly) gibi yogunlastirici ajanlar kullanarak -aril-
etilamidlerin (30) veya B-ariletilkarbamatlarin (31) molekiil igi elektrofilik aromatik
slibstitiisyon reaksiyonu ile siklizasyonunun 3,4-dihidroizokinolin tiirevlerini (32)
verdigini bulmusglardir. Giinlimiizde, izokinolin bilesiklerinin sentezi i¢in en dnemli ve
en sik kullanilan yontem B-N reaksiyonudur (Whaley ve ark., 1951). B-N reaksiyonu,
asidik kosullarda ve genel olarak POCI; veya Tf,O ve polifosforik asit gibi ¢esitli
dehidrate edici ajanlarla; fenetilamitlerden SnCl; ve BF; eterat esliginde baslanarak
fenetilkarbamatlarin  oncii  bilesikler olarak (prekiirsor) kullanilmasiyla reaksiyona
sokularak gergeklestirilmistir (Bischler ve ark., 1903; Fodor ve Naugubandi, 1980; Doi
ve ark., 1997; Wang ve ark., 1998; Ishikawa ve ark., 2000; Capilla ve ark., 2001,
Kitson, 2007). B-N reaksiyonunun benzen halkasinda elektrone edici gruplarin
mevcudiyetinde POCI3'in kullanilmasi ve su ¢ekici olarak da P,Os'in kullanilmasiyla
reaksiyonun en etkili oldugu bulunmustur (Kitson, 2007; Ishikawa ve ark., 2000; Doi ve
ark., 1997). Bu reaksiyon, sec¢ilen dehidrate edici ajana bagl olarak oda sicakligindan
100 °C'ye kadar iyi ¢alisir (Capilla ve ark., 2001; Wang ve ark., 1988). Sonug olarak, bu
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tirevler izokinolin (33)’lerle aromatize edilerek kolayca dehidrojene (Sekil 15)
edilebilir (Kametani ve Fukumoto, 1981).

Izokinolin (33) ilk kez 1885 yilinda Hoogewerff ve Van Dorp tarafindan
kesfedilmistir (Hoogewerff ve B6hm, 1885; Brownel ve Westan 1951). Bu bazin kiigiik
bir miktarin1 kdmiir katraninin ham kinolin parcasindan fraksiyonel damitmayla izole
etmeyi basarmislardir. Bircok baska izokinolin tiirli, komiir katrani, petrol ve bitkiler

olmak tizere ii¢ ana dogal kaynaktan elde edilmistir.

NH o Condition 6 4\ 3
©/\ f % N ? 7 N 2
R X H,0 R H, K3§ 1

32 X 33X
(30) X = Alkil Condition = POCI; veya ZnCl, veya P,O5 veya Tf,0

(31) X = OH 100 °C' e kadar

Sekil 15. 3,4-dihidroizokinolin tiirevlerinin sentezi.

B-N reaksiyonunun yani sira, izokinolin ¢ekirdeginin sentezlenmesinde bilinen
diger onemli yontemler Pictet-Spengler (Whaley ve ark., 1951) Pomeranz-Fritsch
(Gender ve ark., 1951) ve Schlittler-Miiller (Schlittler ve ark., 1948) sentezleridir. Bu
yontemlerin her birinin ayr1 ayri avantajlart ve dezavantajlart vardir (Bischler ve
Napieralski, 1893; Razwadowsk, 1944; Whaley ve ark., 1951; Czerwinski ve Cook,
1996; Bringmann, 1999; Suna ve ark., 2000; Judeh ve ark., 2002).

Ozellikle sunu da belirtmek gerekir ki; son gelismeler ve kromatografi ve yeni
spektroskopik araclarin kesfi gibi ilerleyen izolasyon teknikleri 6zellikle izokinollerin
sentezi i¢in yukarida adi gecen reaksiyonlarin pek ¢ok degisikligine ve gelismesine yol

acmustir (Kametani ve Fukumoto, 1981).

2.3.4. izokinolin sentez mekanizmalari

B-N reaksiyon mekanizmasi, aminoetil kalintisinin amid karbonil karbon
atomunun, benzen halkasina orto konumundan bir elektrofilik saldirisint (Sekil 16)

igerir (Kametani ve Fukumoto, 1981). Bu nedenle, reaksiyonun tamamlanmasi genelde
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siklizasyona giren benzenoid karbondaki elektron yogunluguna baglhidir. Dolayisiyla
benzen halkasindaki stibstitiientlerin yapist ve konumu, siklizasyon islemi {izerinde ¢cok

bliyiik etkiye sahiptir.

MeO MeO cl
Mﬁh M(ﬁ o |
C + N
- ol e Sy
K(o “POCI, l RQOPOClz
[|

Sekil 16. izokinolin sentez mekanizmast 1.

m-Pozisyonunda bir alkoksil grubuna sahip o-fenetilaminler ¢ok kolayca siklize
olurken, p-siibstitiie olan tiirev (34), zorluklarla sadece (35)’i verir (Sekil 17). Ornegin
3,4-dihidroizokinolin (35), Celite tizerinde absorbe edilen P,Os’in kullanimindan sonra
diisiik verimle (34)'ten elde edilmistir (Kametani ve Fukumoto, 1972; Kametani ve
Fukumoto, 1981).

m-Pozisyonundaki alkoksilin digindaki elektronegatif gruplarin da (36-37)'nin
siklizasyonu tizerinde yararli bir etkisi vardir (Ishiwata ve Itakura, 1968; Ishiwata ve
Itakura, 1969). Buna karsin benzen halkasinda herhangi bir aktive edici grubun
bulunmamasi durumunda verimler 6nemli Olgiide azalir (Sekil 18). Bu, ayni kosullar
altinda  hazirlanan  3.,4-dihidro-I-metilizokinolinin ~ 3,4-dihidro-6,7-metilendioksi
izokinoline kiyasla yiiksek verimle gerceklestigini gostermistir (Dey ve Govindachari,
1940; Dey ve ark., 1943). Acikcasi, bir nitro grubu gibi elektron g¢eken gruplar,

siklizasyonu daha yavas yapacaktir.
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Sekil 17. Izokinolin sentez mekanizmasi 2.

H H
EtO\H/ND/\NH POCI, EtO\”/N
(0] R /§ (0] R N
P Ph

Ph

R=H

R = OMe o 85
(36) 37)

Sekil 18. Izokinolin sentez mekanizmasi 3.

Acil tiirevleri, siklizasyonun kolaylig1 tizerinde ¢ok az bir etkiye sahiptir. Aril ve
alkilamidler, siklizasyon reaksiyonlarinda basariyla kullanilmistir. Bununla birlikte, C-
1'de ansiibstitiie olan 1-alkilizokinolinler ya da izokinolinlerin verimleri benzer kosullar
altinda biraz daha diisiik olma egilimindedir. Etilamin yan zincirindeki siibstitiientlerin
etkisi genellikle Onemlidir. C-3'te alkil, aralkil veya aril gruplarma sahip olan
izokinolinler genellikle 3-unsiibstitiie izokinolinlerden daha diisiik verimlerde (Sekil 19)
elde edilmistir (Dey ve Govindachari, 1940; Dey ve Govindachari, 1943; Kametani ve
Fukumoto, 1981).

R, R, R, R;  R; Verim %
POCI, Ry H H 26
NH H Me 35
Ph/Q N H Ph 0
0 " Me H 45
P Ph  H 53

Sekil 19. Izokinolinlerin sentez mekanizmasi 4.
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Sekil 20'de gosterildigi gibi dihidroizokinolinlerin POCI; kullanilarak [3-
fenetilamidlerden olusmasi gibi alternatif bir mekanizma da diisiintilebilir (Bischler ve
ark., 1903; Fodor ve ark., 1981; Sotomayor ve ark., 1996; Doi ve ark., 1997; Sanchez-
Sancho ve ark., 2000; Miyatani ve ark., 2001; Nicoletti ve ark., 2002; Wolfe, 2005).

0]
Q/DN"» o ot wH @H
Cl Cl
R R
\f\/ Cl_

iy OPOCl, 0POCl,

+
— + HCl + PO,ClI
(’Q/H ;NH N\ N~y Q;;\I ’
("~ R OPOCl, HCI g ¢l
Cl O\l;,,mcl R
N
0

Sekil 20. Izokinolinlerin sentez mekanizmasi 5.

B-N reaksiyonu, iki tane daha alternatif mekanik yollara sahip olabilir. Yol (a),
siklizasyon iizerine imin olusumu ile eliminasyona yol acan bir diklorofosforil imin-
ester ara maddesinin {iretilmesini (Sekil 21) igerir (Kitson, 2007). Yol (b), bir nitrilium
iyonu ara maddesinin olusmasini ve ardindan dihidroizokinolin'e siklizasyonu (Sekil 22)
icerir (Doi ve ark., 1997). Bu mekanik sapma, amid onciisiindeki karbonil oksijenin
eliminasyonu esnasinda meydana gelen zamanlama farkindan kaynaklanmaktadir.
Halen farkli kosullarin, bir mekanizmanin digerine gore {istlinliiglini etkiledigi
varsayilmaktadir. Belirli kosullar altinda, mekanizma b yiikseltgenir ve bu olay nitril
tyonunun olusumunun hemen 6ncesinde Lewis asit grubu i¢in kloriir siibstitiie edilerek
bir imidoil kloriir ara maddesinin olusmasi nedeniyle tercih edilir. Dehidroizokinolin
azotu baz oldugundan, protonsuz iiriinii elde etmek i¢in nétrlestirme gerekir (Doi ve

ark., 1997).
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Sekil 21. Izokinolinlerin sentez mekanizmasi 6.

0
" Clo,l /™~ . N
Q/Q\IQKO Cl/P\Cl ’\ @%\\H W (‘ —_
R\\/ cl K (‘)\\'?}na HC, ] r
AN
+ ke
> 4 R
N \ N W /N+H — —
Cl,

HCI

Sekil 22. izokinolinlerin sentez mekanizmasi 7.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kimyasal Calismalar

Bilesiklerimizin sentezinde birinci basamakta kullanilan baslangi¢ maddesi olan
3,5-difenil-1H-pirazol literatiir verileri dogrultusunda tarafimizca sentezlenmistir. Bu
bilesikten yola ¢ikarak ¢esitli fenagil-bromiir (2-pirazolo-aril-etanon) tiirevleriyle 2-
(3,5-difenil-1-H-pirazol-1-il)-1-(naftalen-2-il)etan-1-on, 2-(3,5-difenil-1-H-pirazol-1-il)-
1-(4-florofenil)etan-1-on, 2-(3,5-difenil-1-H-pirazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etan-1-on
bilesikleri sentezlenmistir. Bu ilk basamak bilesiklerimizden de siilfiirik asit esliginde
dehidratasyonla ilgili ¢ikis maddesinin pirazolo-izokinolin tiirevinin  sentezi

basarilmistir.

Deneylerimizde kullanilan  baglica kimyasal maddeler [(2-bromo-1-(4-
metilfenil)etan-1-on), (2-bromo-1-(naftalen-2-il)etan-1-on), (2-bromo-1-(4-
florofenil)etan-1-on),  (2-bromo-1-(4-klorofenil)etan-1-on),  hidrazinhidrat, 1,3-
difenilpropan-1,3-dion vs.] Merck, Sigma-Aldrich, Fluka ve Alfa Easer gibi firmalardan
ithal edilen 6zel reaktifler olup analitik saflikta kullanilmislardir. Yaptigimiz ¢alismada
sentezleri gercgeklestirilmis bilesiklerinin tiimii yeni olduklarindan, bunlar igin gerekli
sentez yontemleri ¢esitli denemeler sonucunda ortaya ¢ikarilmis olup, preparatif ¢caligma
metotlar1 dahilinde kimyasal reaksiyonlarin verimi ve hiz1 {izerinde etkili olan sicaklik,
zaman, konsantrasyon, kullanilan ¢oziicli ve reaksiyona giren maddelerin yapisi1 gibi
etkenler de goz oniinde bulundurularak, en uygun reaksiyon sartlari tespit edilerek rapor

edilmistir.

Sentezi gergeklestirilen bilesiklerden ikisi fenagil-pirazol diger ikisi pirazolo-
izokinolin tiirevi olmak iizere toplam 4 farkli bilesik ile Van Yiiziincii Y1l Universitesi
Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma Merkezi’nde etik program dahilinde in vivo

antikonvulsan aktivite testleri yapilmustir.

3.1.1. Sentez yontemleri

Yapilan ¢alismalarda ilk olarak daha Onceden sentezlenmis olan 3,5-difenil

pirazolden yola ¢ikilarak ¢esitli 2-pirazolo-aril-etanon bilesikleri sentezlenmistir. Bunun
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icin 3,5-difenil-pirazol bilesigi ¢esitli 2-bromo-aril-etanon tiirevlerinin brom atomu
substitiisyonu ile sonuglanan reaksiyonuna tabi tutulmustur. Reaksiyonlar sonucu elde
edilen 2-pirazolo-aril-etanon tiirevlerinden de bunlarin dehidratasyonu sonucu

gesitlipirazolo-izokinolin tiirevleri sentezlenmistir (Sekil 23).

Yukarida deginildigi gibi bu calismalarda 3 yeni 2-pirazolo-aril-etanon tiirevi
sentezinin yanisira sentezlenen bu 3 bilesiklerden yola ¢ikilarak da 3 yeni pirazolo-
izokinolin tiirevi sentezlenmistir. Bu bilesiklerin olusum reaksiyon denklemleri asagida

gosterilmistir.

AP 4 |
_ NﬁAr + 1,80, Oda sicakligi
m’ o

CReHs

Sekil 23. Sentezlenen molekiillerin reaksiyon denklemi.

Pyrazolo-Isoquinoline

Reaksiyonlarin  tamamlanmast asamasinda daha ¢ok kristallendirme,
ekstraksiyon gibi saflagtirma yontemleri kullanilmistir. Saflastirilan bilesiklerin yap1
karakterizasyonu igin; fonksiyonel gruplarin belirlenmesinde Infrared Spektroskopisi
(IR), molekiiliin gergek kiitlesinin belirlenmesinde kiitle spektroskopisi (MS), proton ve
karbon atomlarinin niteligi ve yapilarinin belirlenmesinde Niikleer Manyetik Rezonans

(NMR) spektroskopisi kullanilmistir.
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3.1.1.1. 3,5-difenil-pirazol bilesiginin sentezi

Cesitli 2-pirazolo-aril-etanon bilesiklerinin elde edilmesinde kullanilan 3,5-
difenil-pirazol’tin sentezi literatiir verilerine dayanilarak kendi yorumumuzla
gerceklestirilmistir (Lee ve ark.; 2013). Bunun i¢in; 30 ml dietil eter iginde
¢oziindiiriilen 0.022 mol (5 g) 1,3-difenilpropan-1,3-dion iizerine oda sicakliginda 0.022
mol (1,3 ml) hidrazinhidrat damla damla eklenerek reaksiyon baslatildi. Coziicti ilavesi
ile stirekli reaksiyon hacmi kontrol edilerek bir saat sonra da baslangigtaki miktar
hidrazinin yaris1 kadar daha ilave edildi. Siirekli karigtirilmak sartiyla giin asir1 devam
edilen reaksiyon, TLC yardimiyla baslangi¢ maddelerinin tamamen bittigi sonucuna
gore sonlandirildi. Siiziilerek kurutulan ham iriin etil alkolden kristallendirilerek

saflastirildi.

3.1.1.2. Hedeflenen bilesiklerin sentezi

Ilk basamakta sentezlenen cesitli aril-acil-pirazol tiirevleri, baslangic maddesi
olarak sentezlenen 3,5-difenil-pirazol bilesiginin ¢esitli 2-bromo-aril-etanon tiirevleriyle
reaksiyonu sonucunda sentezlenmislerdir. Birinci basamakta sentezlenen bu aril-a¢il-
pirazol tiirevleri asirt H,SO,4 ortaminda dehidratasyon reaksiyonuna tabi tutularak halka

kapanmasiyla ¢esitli pirazolo-izokinolin tiirevleri sentezlenmistir.

2-pirazolo-aril-etanontiirevlerinin sentezi i¢in genel metod:

Daha once hazirlanip kurutulan saf 3,5-difenil-pirazol bilesigi yaklasik 15 ml
kuru DMF igerisinde ¢oziiliir. 120°C'ye ayarlanmus yag banyosu iizerine sabitlenir.
Yaklasik 1,3 mmol 2-bromo-ariletanon tiirevi de 15 ml DMF'de ¢6ziindiiriilerek yavasca
balona eklenir. 2-3 giin devam ettirilen reaksiyonun sonlandigi TLC yardimiyla tesbit
edilir. Reaksiyon karisimi buzlu suya dokiiliir. Olusan ham iiriin etil asetat ile ekstrakte
edilir. MgSOQy ile kurutulur. Evaporator ile ayristirilan etil asetattan arta kalan ham tiriin,
uygun (1/5 Etiaseat/n.hekzan) ile kolon kromatografisi veya etil alkolden kristalizasyon

ile yeterli saflikta elde edilir.
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Pirazolo-izokinolin tiirevlerinin sentezi i¢cin genel metod:

Birinci basamakta elde edilen 2-pirazolo-ariletanon tiirevleri bu basamakta
baslangi¢ maddesi olarak kullanilir. Balona alinan bilesigin iizerine tiim kat1 maddeyi
kaplayacak kadar (yaklasik 5-6 ml) H,SO, damla damla ilave edilir. Koyu siyah renkte
¢ozelti gozlenir. Reaksiyon oda sicakliginda 1 giin kadar karigtirilarak devam ettirilir.
Reaksiyon kabina buzlu su ilave edilir. Olusan beyaz renkli ham {iriin lizerine 1M
NaOH c¢ozeltisinden 30 ml eklenerek ardindan etil asetat ile ekstraksiyon yapilir.
MgSQy ile kurutulan etil asetat fazi vakumlu evaporatdrden attirilir. Kalan kisim etil
alkol yardimiyla kristallendirilerek saflastirilir. Siiziilerek alinan saf {irlin kurutularak

alinir.

3.2. Kullanilan Gerecler

- Manyetik karistiricili 1sitict
- Btlv

- pH metre

- Evaporator

- Erime noktas1 tayin cihazi
- El tiirti UV lambasi-kabini
- Vakum pompast

- NMR spektroskopisi

- Denek Fareler

- In Vivo Calismalar

3.3. Antikonviilsan Aktivite Calismalar:

3.3.1. Tarama | testleri

Testler i¢in bilesiklerin PEG 400 igerisinde 30 mg/kg, 100 mg/kg ve 300
mg/kg’lik dozlardaki siispansiyonlari kullanilmistir. Bu dozlardan uygun olan iki tanesi
secilerek madde gruplart olusturulmustur. Numuneler gavaj yoluyla 7 giin siireyle

uygulanmistir. Son giin madde uygulanmasini takiben 2 saat sonra testler uygulanmistir.
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Maddelerin her doz seviyesinde her bir grup icin yedi fare kullanilmistir. Bu durumda

her maddenin bir testi i¢in n=7 fare kullanilmistir.

Toksisite Testi

Calismamizda Oncelikle s6z konusu maddelerimizin fare i¢in akut toksisite testi
daha once arastirilmadigindan dolay1 bu maddelerin toksisite testi i¢in her grupta 3 fare
olacak sekilde 3 farkli dozda (30 mg/kg, 100 mg/kg ve 300 mg/kg) 9 adet fareye
verilerek tespit edilmistir. Toplamda 4 farkli maddeyle calisildiginda da 4x9=36 fareye

uygulama yapilmistir.

Farelerdeki minimal norolojik bozuklugun tespiti igin rotorod testi
uygulanmistir. Bu testte 2.54 cm capinda ve 6 devir/dakika hizla donen bir disk
kullanilmistir. Kontrol gurubu farelere 6 rpm’de rotorod testi uygulandiginda, fareler
dengelerini uzun bir siire saglayabilirler. Rotorod testi sirasinda gézlenen denge kaybi
farede bir norolojik bozuklugun olduguna isarettir (Vitali ve ark., 2006). Toksisite testi

her fareye nobet testi uygulamasindan once yapilmigstir.

Uygun dozlar belirlendikten sonra her maddenin 2 dozu g¢alisilmistir. Gruplar

asagidaki sekilde olusturulmus ve deneyler yiiriitiilmiistiir.

Farelere 7 giin boyunca gavaj yoluyla madde ¢ozeltisi uygulanmistir (Vitali ve
ark. 2006; Bhosle, 2013). Test giinii PTZ (Pentilentetrazol) uygulamasindan (65 mg/kg,
1.p.) 120 dakika dnce hayvanlara madde ¢o6zeltisi uygulanmistir. Bu doz, konviilsiyon
(klonik ve tonik), status epileptikus ve letalite dozudur. 15 dakika boyunca davranigsal
belirtiler izlenmistir (Vitali ve ark. 2006; Bhosle, 2013). Valproat (100 mg/kg i.p.)
uygulamasindan 45 dakika sonra PTZ, her bir fare igin 0,5 ml % 0,9’luk serum
fizyolojik (SF) ¢ozeltisinde ¢ozilerek i.p. yolla uygulanmistir. Her grupta latens periyot
ve ndbet skorlart PTZ enjeksiyonundan hemen sonra 15 dakika boyunca izlenmis ve
kayit altina alinmistir. Kontrol grubundaki her bir fareye 0,5 ml SF uygulanmistir. PTZ
enjeksiyonundan sonra 15 dakika boyunca ndbetlerin olup olmadigi ve letalite
degerlendirilmis ve kayit altina alinarak skorlanmistir. Calismamizda toksisite i¢in 36
adet ve aktivite i¢in 84 adet olmak tizere toplam 120 adet erkek fare (Swiss Albino)

kullanilmustir.
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PTZ enjeksiyonu sonrasinda hayvanlar tek tek 50x40x40 biytikligindeki Gstii
acik dikdortgen bir cam fanus icerisine konulmus ve 15 dakikalik gbzlem siiresince
ndbet skorlamas1 Racine skalasi kriter alinarak asagidaki gibi degerlendirilmistir (Ilhan
ve ark. 2005; Kiasalari ve ark. 2013). Degerlendirmeler su evrelere gore kayit altina

alimustir:

Evre 0: Yanit yok

Evre 1. Kulaklar ve yiizde seyirmeler

Evre 2: Viicuda yayilan konviilsif dalga

Evre 3: Myoklonik jerkler ya da arka ayaklar {izerinde saha kalkma

Evre 4: Hayvanin oldugu yere diismesi ile birlikte klonik ndbetler

Evre 5: Tekrarlayan siddetli tonik-klonik, status epileptikus ya da oliimciil

nobetler

Deney gruplar::

Deneyde kullanilan hayvanlar randomize olarak her grupta 7 hayvan olmak
tizere 12 gruba ayrilmistir. Her maddenin farkli 2 dozu (30 mg/kg ve 100 mg/kg) farkli
gruplar halinde calisilmigtir. Farelere PTZ uygulamasiyla maddelerin antikonviilsan

aktivitelerinin olup olmadig1 incelenmistir.

GRUP 1: Kontrol grubu: SF uygulanmustir.

GRUP 2: PTZ grubu: SF + PTZ uygulanmistir.

GRUP 3: Valproat grubu: Valproat uygulanmigtir.

GRUP 4: Valproat + PTZ gurubu: Valproat + PTZ uygulanmistir.

GRUP 5: NB-1-30 + PTZ (Naftilpirazol 30 mg/kg): 30 mg/kg gavaj yoluyla
madde ¢ozeltisi ve 120 dakika sonra PTZ uygulanmustir.

GRUP 6: NB-1-100 + PTZ (Naftilpirazol 100 mg/kg): 100 mg/kg gavaj yoluyla
madde ¢ozeltisi ve 120 dakika sonra PTZ uygulanmuistir.

GRUP 7: NB-2-30 + PTZ (Kloropirazol 30 mg/kg): 30 mg/kg gavaj yoluyla
madde ¢ozeltisi ve 120 dakika sonra PTZ uygulanmistir.

GRUP 8: NB-2-100 + PTZ (Kloropirazol 100 mg/kg): 100 mg/kg gavaj yoluyla
madde ¢ozeltisi ve 120 dakika sonra PTZ uygulanmustir.
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GRUP 9: NB-3-30 + PTZ (Kloroizokinolin 30 mg/kg): 30 mg/kg gavaj yoluyla
madde ¢ozeltisi ve 120 dakika sonra PTZ uygulanmuistir.

GRUP 10: NB-3-100 + PTZ (Kloroizokinolin 100 mg/kg): 100 mg/kg gavaj
yoluyla madde ¢ozeltisi ve 120 dakika sonra PTZ uygulanmustir.

GRUP 11: NB-4-30 + PTZ (Naftilizokinolin 30 mg/kg): 30 mg/kg gavaj yoluyla
madde ¢ozeltisi ve 120 dakika sonra PTZ uygulanmustir.

GRUP 12: NB-4-100 + PTZ (Naftilizokinolin 100 mg/kg). 100 mg/kg gavaj
yoluyla madde ¢ozeltisi ve 120 dakika sonra PTZ uygulanmustir.

Norolojik kusurlarin degerlendirilmesi

Farelerin norolojik kiisurlariin olup olmadigi 6nce Lokomotor aktivite cihazi ve
hemen arkasindan da Rota Rot cihaz1 kullanlarak tespit edilerek sonuglar

degerlendirilmistir.

Lokomotor aktivite cihazinda 15 dakika, farelerin sahlanma, katettikleri mesafe,
gezinme, sterotipik hareketleri ve total lokomotor aktiviteleri dl¢iilmiistiir. Rota Rot
aletinin hizi 10 rpm’e ayarlanarak Ol¢lim yapilmistir. Farelerin Rota Rot aletine
aligabilmeleri icin 1 6n deneme yapilmistir. Rota Rot aletinde kaldiklar1 siire
kaydedilmis ve aletten hi¢ diismeyen fare en yiiksek deger olan 300 saniye kaldiklar
kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Tablo 1. Elde edilen bilesiklerin yapilari, tepkime verimleri, erime dereceleri,
molekiiler agirliklart ve kapali formiilleri.

Molekiil Formiili

No Avril Verim EN.(°C) M.A.
(g/mol)
1 \@\ %75 200-202 372,85 C23H17C|N20
Cl
2 \@ %72  157-158 356,40 Cx3H17FN,O
F
3 %65 185 388,47 Co7HoN,O
No Avril Verim E.N. (°C) M.A. Molekiil Formiilii
(g/mol)
1 \@ %68  >300°C 354,81 Ca3HisCIN,
Cl
2 \@ %74  >300°C 338,39 Ca3H1sFN,
F
3 >300 °C 370,46 Co7H1gN,

%69
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Tepkime semasma gore elde edilen bilesiklerin yapilari, tepkime verimleri,
erime dereceleri, molekiiler agirliklar1 ve kapali formiilleri yukaridaki tabloda

verilmektedir.
4.1. Bilesiklerin Sentezi

4.1.1. 3,5-difenil-pirazol bilesiginin sentezi ve yap tayini

30 ml dietil eter i¢inde ¢oziindiiriilen 0.022 mol (5 g) 1,3-difenilpropan-1,3-dion
tizerine oda sicakliginda 0.022 mol (1,3 ml) hidrazinhidrat ilave edilerek reaksiyon

gerceklestirildi. Beyaz renkli kristal elde edildi.

Verim: %95

. Q Oda Sicakligi O
+ NH2NH2H20 RS
(J 70 \

NN
Sekil 24. 3,5-difenil-pirazol bilesiginin sentezi.

H

4.1.2. 2-(3,5-difenil-1-H-pirazol-1-il)-1-(naftalen-2-il)etan-1-on (NB-1)

bilesiginin sentezi ve yapi tayini

Ph
0 0 71
Br DMEF / 100 °C NP
o Ph—PN P OO
HN-N
NB-1

Sekil 25. 2-(3,5-difenil-1-H-pirazol-1-il)-1-(naftalen-2-il)etan-1-on  (NB-1)
bilesiginin sentezi.

250 mg 2-bromo-2-asetonafton ve 220 mg 3,5-difenil-pirazol'den hareketle
gerceklestirilen siibstitiisyon reaksiyonu sonucu elde edildi. Bunun i¢in daha 6nceden
hazirlanip kurutulan saf 3,5-difenil-pirazol bilesigi yaklasik 15 ml kuru DMF igerisinde
¢oziildii. Balona alinan ¢ozelti 120 °C'ye ayarlanmis yag banyosu iizerine sabitlendi.

Tartilan miktarda 2-bromo-2-asetonafton da 15 ml DMF'de ¢oziindiiriilerek yavasca
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balona eklendi. 2-3 giin devam ettirilen reaksiyonun sonlandigi TLC yardimiyla tesbit
edildi. Reaksiyon karisimi buzlu suya dokiilerek olusan ham {iriin etil asetat ile ekstre
edildi. MgSOy ile kurutuldu. Evaporator ile attirilan etil asetattan arta kalan triin etil

alkolden kristallendirmeyle saflastirildi.

Verim: %65

Renk: Beyaz

Erime derecesi: 185 °C

Molekiil formiili: Co7H2oN,O

MA: 388,47 g/mol

'H-NMR (400 MHZ, CDCls) & ppm: 8.75 (s, 1H, Ar-H), 8.09-7.94 (m, 4H, Ar-
H), 7.86-7.83 (m, 2H, Ar-H), 7.70-7.61 (m, 2H, Ar-H), 7.50-7.28 (m, 8H, Ar-H), 6.98
(s, 1H, Ar-H), 6.02 (s, 2H, CH,).

B3C-NMR (100 MHZ, CDCls) dppm: 194.15, 150.40,146.21, 135.83, 133.45,
132.48, 131.99, 130.93, 130.44, 130.09, 129.56, 129.35, 129.17, 129.13, 129.03,
128.62, 128.22, 128.12, 127.63, 125.56, 123.73, 104.12, 57.01.

Elementel Analiz; Hesaplanan: C, 83.48; H, 5.19; N, 7.21.

Bulunan: C, 83.39; H, 5.19; N, 7.21.

4.1.3. 2-(3,5-difenil-1-H-pirazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etan-1-on (NB-2)

bilesiginin sentezi ve yapi tayini

Ph
0 D=
. .
Br PhWPh DMEF / 100 °C N
HN-N -HBr cl
Cl NB-2

Sekil 26. 2-(3,5-difenil-1-H-pirazol-1-il)-1-(4-klorofenil)etan-1-on (NB-2)
bilesiginin sentezi.

230 mg 2-bromo-4-kloroasetofenon ve 220 mg 3,5-difenil-pirazol'den hareketle
gerceklestirilen siibstitiisyon reaksiyonu sonucu elde edildi. Bunun igin daha &nceden
hazirlanip kurutulan saf 3,5-difenil-pirazol bilesigi yaklasik 15 ml kuru DMF igerisinde

¢oziildii. Balona alinan ¢ozelti 120 °C'ye ayarlanmis yag banyosu iizerine sabitlendi.

51



Tartilan miktarda 2-bromo-4-kloroasetofenon da 15 ml DMF'de ¢6ziindiriilerek
yavagga balona eklendi. 2-3 giin devam ettirilen reaksiyonun sonlandigi TLC yardimiyla
tesbit edildi. Reaksiyon karigimi buzlu suya dokiilerek olusan ham {iriin etil asetat ile
ekstre edildi. MgSQy, ile kurutuldu. Evaporator ile attirilan etil asetattan arta kalan tiriin
oncelikle atil olkol ile yikandi. Daha sonra tekrar etil alkolden kristallendirmeyle

saflastirildi.

Verim: %75

Renk: Beyaz.

Erime derecesi: 200-202°C

Molekiil formili: Co3H17CIN,O

MA: 372,85g/mol

'"H-NMR (400 MHZ, CDCls) & ppm: 7.85-7.82 (m, 4H, Ar-H), 7.45-7.38 (m,
9H, Ar-H), 7.33-7.30 (m, 1H, Ar-H), 6.70 (s, 1H, Ar-H), 5.56 (s, 2H, CH,).

B3C-NMR (100 MHZ, CDCls) &: 191.89, 151.75,146.42, 140.45, 133.11, 132.93,
130.26, 129.46, 129.21, 128.96, 128.84, 128.69, 128.57, 127.85, 125.77, 104.03, 56.08.

Elementel Analiz; Hesaplanan: C, 74.09; H, 4.60; CI, 9.51; N,7.51

Bulunan: C, 74.13; H, 4.60; CI, 9.50; N, 7.51

4.1.4. 2-(3,5-difenil-1-H-pirazol-1-il)-1-(4-florofenil)etan-1-on (NB-3)

bilesiginin sentezi ve yapi tayini

Ph
0 —
[0} ~
Br Pthh DMF / 100 °C /O)‘v N
. HN-N -HBr F

NB-3

Sekil 27. 2-(3,5-difenil-1-H-pirazol-1-il)-1-(4-florofenil)etan-1-on  (NB-3)
bilesiginin sentezi.

220 mg 2-bromo-4-floroasetofenon ve 220 mg 3,5-difenil-pirazol'den hareketle
gerceklestirilen siibstitiisyon reaksiyonu sonucu elde edildi. Bunun i¢in daha 6nceden
hazirlanip kurutulan saf 3,5-difenil-pirazol bilesigi yaklasik 15 ml kuru DMF igerisinde

¢oOziildii. Balona alinan ¢ozelti 120 0C‘ye ayarlanmig yag banyosu {izerine sabitlendi.
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Tartilan miktarda 2-bromo-4-floroasetofenon da 15 ml DMF'de ¢oziindiiriilerek yavasga
balona eklendi. 2-3 giin devam ettirilen reaksiyonun sonlandigt TLC yardimiyla tesbit
edildi. Reaksiyon karisimi buzlu suya dokiilerek olusan ham iiriin etil asetat ile ekstre
edildi. MgSOy ile kurutuldu. Evaporator ile attirilan etil asetattan arta kalan triin etil

alkolden kristallendirmeyle saflagtirildi.

Verim: %72

Renk: Parlak sarimsi beyaz

Erime derecesi: 157-158 °C

Molekiil formiilii: Co3H17FN2O

MA: 356,40 g/mol

'H-NMR (400 MHZ, CDCls) & ppm: 7.95-7.91 (m, 2H, Ar-H), 7.85-7.83 (m,
2H, Ar-H), 7.42-7.38 (m, 7H, Ar-H), 7.34-7.29 (m, 1H, Ar-H), 7.15-7.11 (m, 2H, Ar-
H), 6.71 (s, 1H, Ar-H), 5.57 (s, 2H, CH,).

B3C-NMR (100 MHZ, CDCl3) &: 191.48, 166.13 (d, J: 256.2 Hz), 151.72,146.43,
133.16, 131.06 (d, J: 3.0 Hz), 130.80 (d, J: 9.4 Hz), 130.31, 128.94, 128.84, 128.69,
128.58, 127.84, 125.77, 116.09 (d, J: 21.9 Hz), 103.99, 56.01.

Elementel Analiz; Hesaplanan: C, 77.51; H, 4.81; F, 5.33; N, 7.86.

Bulunan: C, 77.46; H, 4.81; F, 5.33; N, 7.87.

4.15. 6-(naftalen-2-il)-2-fenilpirazolo[5,1-a]izokinolin (NB-4) bilesiginin

sentezi ve yapi tayini

Sekil 28. 6-(naftalen-2-il)-2-fenilpirazolo[5,1-a]izokinolin (NB-4) bilesiginin
sentezi.

Birinci basamakta siibstitiisyon reaksiyonuyla sentezlenen 2-(3,5-difenil-1-H-
pirazol-1-il)-1-(naftalen-2-il)etan-1-on bilesiginin H,SO, ile dehitratasyon reaksiyonuna
tabi tutularak elde edildi. Balona alinan bilesigin iizerine 1slakliga kadar (yaklasik 5-6

ml) H,SO, damla damla ilave edildi. Koyu siyah renkte ¢ozelti gozlendi. Reaksiyon oda
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sicakliginda 1 giin kadar karistirilarak devam ettirildi. Alinan tepkime ortami tuz-buz
karisimina dokiildii. Olusan ham {irtine 1M NaOH eklenerek etil asetat ile ekstraksiyona
tabi tutuldu. MgSOQy ile kurutulan etil asetat faz1 vakumlu evaporatérden attirildi. Kalan

kisim etil alkol yardimiyla kristallendirildi. Siiziilerek alinan saf iiriin kurutularak alindi.

Verim: %88

Renk: Sarimsi beyaz.

Erime derecesi: >300°C.

Molekil formiili: Co7H1gN»

MA: 370,46g/mol

'H-NMR (400 MHZ, CDCl3) & ppm: 9.02 (d, 1H, Ar-H, J: 8.8 Hz), 8.54 (s, 1H,
Ar-H), 8.42 (dd, 1H, Ar-H, J: 7.7, 1.6 Hz), 8.12 (d, 1H, Ar-H, J: 1.9 Hz), 8.06-8.04 (m,
3H, Ar-H), 8.00 (dd, 1H, Ar-H, J: 7.5, 0.7 Hz), 7.84 (d, 1H, Ar-H, J:0.7 Hz), 7.73-7.47
(m, 8H, Ar-H), 7.41-7.36 (m, 1H, Ar-H).

B3C-NMR (100 MHZ, CDCls) &: 152.71, 144.37,139.24, 134.14, 133.35, 133.20,
130.21, 129.35, 129.28, 128.95, 128.90, 128.88, 128.57, 128.38, 128.35, 128.29,
126.36, 125.97, 125.93, 125.57, 125.26, 125.13, 124.81, 124.40, 95.85.

Elementel Analiz; Hesaplanan: C, 87.54 H, 4.90 N, 7.56

Bulunan: C,87.61 H, 4.90 N, 7.57

4.1.6. 6-(4-klorofenil)-2-fenilpirazolo[5,1-a]izokinolin (NB-5) bilesiginin

sentezi ve yapi tayini

Sekil 29. 6-(4-klorofenil)-2-fenilpirazolo[5,1-aJizokinolin (NB-5) bilesiginin
sentezi.

Birinci basamakta siibstitiisyon reaksiyonuyla sentezlenen 1-(4-kloro-fenil)-2-
(3,5-difenil-1-H-pirazol-1-il)etan-1-on bilesiginin H,SOy ile dehitratasyon reaksiyonuna
tabi tutularak elde edildi. Balona alinan bilesigin iizerine 1slakliga kadar (yaklasik 5-6
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ml) H,SO,4 damla damla ilave edildi. Koyu siyah renkte ¢ozelti gozlendi. Reaksiyon oda
sicakliginda 1 giin kadar karistirilarak devam ettirildi. Alinan tepkime ortami tuz-buz
karisimina dokiildii. Olusan ham {irtine 1M NaOH eklenerek etil asetat ile ekstraksiyona
tabi tutuldu. MgSOQy ile kurutulan etil asetat faz1 vakumlu evaporatérden attirildi. Kalan

kisim etil alkolden kristallendirildi. Stuiziilerek alinan saf tiriin kurutularak alindi.

Verim: %92.

Renk: Beyaz

Erime derecesi: >300°C.

Molekil formilii: Co3H15CIN,

MA: 354,81 g/mol

'H-NMR (400 MHZ, CDCl3) § ppm: 8.43 (d, 1H, Ar-H, J: 0.5 Hz), 8.37 (dt, 1H,
Ar-H, J: 7.9, 1.0 Hz), 8.03-8.01 (m, 2H, Ar-H), 7.79 (d, 1H, Ar-H, J: 0.7 Hz), 7.69-7.65
(m, 1H, Ar-H), 7.60-7.54 (m, 6H, Ar-H), 7.50-7.46 (m, 2H, Ar-H), 7.38 (ddt, 1H, Ar-
H), J: 7.3, 6.3, 3.0 Hz).

B3C-NMR (100 MHZ, CDCls) &: 152.76,139.22, 134.99, 133.36, 133.13, 132.38,
129.32, 129.16, 128.91, 128.86, 128.58, 128.00, 126.33, 125.89, 125.60, 124.77,
124.34, 123.93, 95.81.

Elementel Analiz; Hesaplanan: C, 77.85; H, 4.26; CI, 9.99; N, 7.89

Bulunan: C, 77.89; H, 4.26; Cl, 10.00; N, 7.89.

4.1.7. 6-(4-florofenil)-2-fenilpirazolo[5,1-a]izokinolin (NB-6) bilesiginin

sentezi ve yapi tayini

Sekil 30. 6-(4-florofenil)-2-fenilpirazolo[5,1-aJizokinolin (NB-6) bilesiginin
sentezi.

Birinci basamakta siibstitiisyon reaksiyonuyla sentezlenen 1-(4-floro-fenil)-2-
(3,5-difenil-1-H-pirazol-1-il)etan-1-on bilesiginin H,SOy ile dehitratasyon reaksiyonuna
tabi tutularak elde edildi. Balona alinan bilesigin iizerine 1slakliga kadar (yaklasik 5-6
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ml) H,SO,4 damla damla ilave edildi. Koyu siyah renkte ¢ozelti gozlendi. Reaksiyon oda
sicakliginda 1 giin kadar karistirilarak devam ettirildi. Alinan tepkime ortami tuz-buz
karisimina dokiildii. Olusan ham {irtine 1M NaOH eklenerek etil asetat ile ekstraksiyona
tabi tutuldu. MgSOQy ile kurutulan etil asetat faz1 vakumlu evaporatérden attirildi. Kalan
kisim etil alkol gecirilerek yikandi. Daha sonra tekrar etil alkolden kristallendirildi.

Suiziilerek alinan saf tirin kurutularak alindi.

Verim: %91

Renk: Beyaz.

Erime derecesi: >300°C

Molekil formiili: CosHisFN2

MA: 338,39g/mol

'"H-NMR (400 MHZ, CDCls) § ppm: 8.42 (d, 1H, Ar-H, J: 0.4 Hz), 8.39 (dt, 1H,
Ar-H, J: 7.9, 0.9 Hz), 8.03-8.01 (m, 2H, Ar-H), 7.80 (d, 1H, Ar-H, J: 0.7 Hz), 7.71-7.67
(m, 1H, Ar-H), 7.62-7.57 (m, 4H, Ar-H), 7.51-7.46 (m, 2H, Ar-H), 7.41-7.34 (m, 3H,
Ar-H).

13C-NMR (100 MHZ, CDCls) &: 162.45 (d, J: 244.8 Hz), 152.68,139.20, 133.13,
132.64 (d, J:8.2 Hz), 132.41 (d, J:3.2 Hz), 129.34, 128.91, 128.87, 128.57, 128.29,
126.32, 125.83, 125.70, 124.76, 124.32, 124.16, 116.05 (d, J: 21.5 Hz), 95.77.

Elementel Analiz; Hesaplanan: C, 81.64; H, 4.47; F, 5.61; N, 8.28

Bulunan: C, 81.69; H, 4.47; F, 5.61; N, 8.29.
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4.2. Sentezlenen Bilesiklerin Spektrumlar

Hnmr (dmsa) 2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-1-yl)-1-(naphthalen-2-yjethan-1-one
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Sekil 31. 2-(3,5-difenil-1-H-pirazol-1-il)-1-(naftalen-2-il)etan-1-on (NB-1)
bilesiginin *H-Nmr spektrumu (CDCl5).

anmr (dmso) 2-(3,5-dipheny-1H-pyrazol-1-y[}-1-(naphthalen-2-yJethan-1-one
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Sekil 32. 2-(3,5-difenil-1-H-pirazol-1-il)-1-(naftalen-2-il)etan-1-on  (NB-1)
bilesiginin *C-Nmr spektrumu (CDCl5).
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Hnmr (CDCB) 1-(4-chlorophenyl)-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-1-yl)ethan-1-one
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Sekil 33.
bilesiginin *H-Nmr spektrumu (CDCl5).

Cnmr (CDCI3) 1-(4-chlorophenyl)-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-1-y)ethan-1-one
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Sekil 34.
bilesiginin **C-Nmr spektrumu (CDCl5).
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Hnmr (D CB) 2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-1-yI)-1-{4-fluorophenyl}ethan-1-one
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Sekil 35.
bilesiginin *H-Nmr spektrumu (CDCls).

2-(3,5-difenil-1-H-pirazol-1-il)-1-(4-florofenil)etan-1-on
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Sekil 36.
bilesiginin * C-Nmr spektrumu (CDCl5).

2-(3,5-difenil-1-H-pirazol-1-il)-1-(4-florofenil)etan-1-on
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Hnmr (dmso) 6-(naphthalen-2-yl}-2-phenylpyrazolo[ 5,1-alisequinoline
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Sekil 37. 6-(naftalen-2-il)-2-fenilpirazolo[5,1-a]izokinolin (NB-4) bilesiginin

'H-Nmr spektrumu (CDCl).

cnmr (dmso) 6-(naphthalen-2-yl)-2-phenylpyrazolo[5,1-a]isoquinoline
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Sekil 38. 6-(naftalen-2-il)-2-fenilpirazolo[5,1-a]izokinolin (NB-4) bilesiginin

B3C-Nmr spektrumu (CDCls).
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Hnmr (dmso) 6-(4-chlorophenyl)-2-phenylpyrazolo[5,1-alisoquinoline
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Sekil 39. 6-(4-klorofenil)-2-fenilpirazolo[5,1-a]izokinolin (NB-3) bilesiginin
'H-Nmr spektrumu (CDCls).

Cnmr (dmso) 6-(4-chlorophenyl)-2-phenylpyrazolo[s,1-alisoquinoline
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Sekil 40. 6-(4-klorofenil)-2-fenilpirazolo[5,1-aJizokinolin (NB-3) bilesiginin
B3C-Nmr spektrumu (CDCls).

61



Hnmr (dmso) 6-(4-fluorophenyl)-2-phenylpyrazolo[s, 1-alisoquineline
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Sekil 41. 6-(4-florofenil)-2-fenilpirazolo[5,1-aJizokinolin (NB-6) bilesiginin *H-
Nmr spektrumu (CDCls).
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Sekil 42. 6-(4-florofenil)-2-fenilpirazolo[5,1-aJizokinolin (NB-6) bilesiginin
B3C-Nmr spektrumu (CDCls).
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4.3. Antikonviilsan Aktivite Calismalari

Deneyde kullanilan hayvanlar her grupta 7 hayvan olmak iizere toplam 12 gruba

ayrildi. Gruplar soyle siralayabiliriz.

GRUP 1: Kontrol (gozlem yapildi)

GRUP 2: Valproat (gézlem yapildi)

GRUP 3: SF + PTZ

GRUP 4: Valproat + PTZ

GRUP 5: NB-1-30 + PTZ (Naftilpirazol 30 mg/kg)
GRUP 6: NB-1-100 + PTZ (Naftilpirazol 100 mg/kg)
GRUP 7: NB-2-30 + PTZ (Kloropirazol 30 mg/kg)
GRUP 8: NB-2-100 + PTZ (Kloropirazol 100 mg/kg)
GRUP 9: NB-3-30 + PTZ (Kloroizokinolin 30 mg/kg)
GRUP 10: NB-3-100 + PTZ (Kloroizokinolin 100 mg/kQ)
GRUP 11: NB-4-30 + PTZ (Naftilizokinolin 30 mg/kQ)
GRUP 12: NB-4-100 + PTZ (Naftilizokinolin 100 mg/kQ)

Her grubun nébet skorlari ve davramigsal degisiklikler PTZ enjeksiyonundan
sonra 15 dakika boyunca izlendi ve kayit altina alindi. Kayit altina alinan parametreler

sunlardir:

Nobet baslama siiresi
Nobet devam siiresi
Nobet tarzi (evreler)

Gegilen kare sayisi

YV V V VYV V

Rotarotta kalma siiresi

Farelerin gecirmis olduklar1 noébet tarzi da asagidaki evreler halinde

degerlendirildi:

Evre 0: Yanit yok.
Evre 1: Kulaklar ve yilizde seyirmeler.
Evre 2: Viicuda yayilan konviilzif dalga.

Evre 3: Myoklonik jenerik ya da arka ayaklar {izerinde saha kalkma.
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Evre 4: Hayvanin oldugu yere diismesi ile birlikte klonik ndbetler.
Evre 5: Tekrarlayan siddetli tonik-klonik, status epileptikus ya da oliimciil

nobetler.

4.3.1. PTZ'ye bagh olarak gelisen nobet iizerine valproatin ve sentezlenen

kimyasal maddelerin etkileri.

Farelere 7 giin boyunca, serum fizyolojik, valproat ve sentezlenen kimyasal
maddeler gavaj yolu ile uygulandi. Test giinii PTZ uygulamasindan (65 mg/kg, i.p.) 45
dakika Once hayvanlara sentezlenen kimyasal maddeler ve valproat (100 mg/kg, i.p.)
verildi ve 30 dakika boyunca davranigsal belirtiler izlendi. Hayvanlar, PTZ
uygulamasindan hemen sonra seffaf pleksiglas kafeslere yerlestirilerek 30 dakika
boyunca nébet olup olmadigi degerlendirildi (Sekil 43). Istatistiksel olarak
degerlendirildigi zaman, kontrol grubu ile PTZ grubu karsilastirildiginda, anlamli olarak
PTZ grubunda ndbet sayisinin fazla oldugu saptandi (p<0,05). Diger gruplar ile

karsilatirildig1 zaman ise istatistiksel olarak anlamlilik saptanmadi (p>0,05).
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Sekil 43. Deney gruplarinda ndbet sayisinin ortalama (:SEM) degerleri.
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4.3.2. PTZ'ye bagh olarak gelisen nobet skoru iizerine valproat ve

sentezlenen kimyasal maddelerin etkileri.

Deney giinli PTZ uygulamasindan (65 mg/kg, i.p.) 45 dakika 6nce hayvanlara
sentezlenen kimyasal maddeler ve valproat (100 mg/kg, i.p.) verildi ve 30 dakika
boyunca ortaya ¢ikan ndbet siddetleri, modifiye edilmis Racine skalasina gore belirlendi
(Sekil 44). Istatistiksel olarak degerlendirildigi zaman, PTZ ve kontrol gruplarinda
anlamli bir sonug tespit edildi (p<0,05). Ayrica kontrol grubu ile valproat grubu
karsilastirildiginda istatistiksel bir fark saptandi (p<0,05).
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Sekil 44. Deney gruplarinda ndbet siddetinin ortalama (=SEM) degerleri.

4.3.3. PTZ'ye bagh olarak gelisen miyoklonik nobet siiresi iizerine valproat

ve sentezlenen kimyasal maddelerin etkileri.

Test glinli PTZ uygulamasindan (65 mg/kg, i.p.) 45 dakika 6nce hayvanlara
sentezlenen kimyasal maddeler ve valproat (100 mg/kg, i.p.) verildi ve 30 dakika
boyunca miyoklonik ndbet siiresi izlendi. Hayvanlar PTZ uygulamasindan hemen sonra
seffaf pleksiglas kafeslere yerlestirilerek 30 dakika boyunca modifiye edilmis Racine

skalasina gore degerlendirildi (Sekil 45). Istatistiksel olarak degerlendirildigi zaman,
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kontrol grubu ile PTZ grubu karsilastirildiginda, anlamli olarak PTZ grubunda
miyoklonik nobet siiresi fazla saptandi (p<0,05). Miyoklonik ndbet siiresi agisindan

kontrol grubu ile diger deney gruplari karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel bir fark
bulunmadi (p>0,05).

Miyoklonik Noébet Siiresi

200+

150+

-t
o
T

Zaman (sn)

50+

SISIININNNNY
RN

[N
X

",
>

Sekil 45. Deney gruplarindamiyoklonik ndbet siirelerinin ortalama (+SEM)
degerleri.

4.3.4. PTZ'ye bagh olarak gelisen lokomotor aktivite iizerine valproat ve
sentezlenen kimyasal maddelerin etkileri.

Test glinli PTZ uygulamasindan (65 mg/kg, i.p.) 45 dakika once hayvanlara
sentezlenen kimyasal maddeler ve valproat (100 mg/kg, i.p.) verildi ve 30 dakika
boyunca lokomotor aktiviteleri degerlendirildi. Kare gegis sayisi, epilepsi izleme
kafesinin zemini 16 esit kareye boliinerek degerlendirildi. Kare gegis sayisi, denekler
tek tek kafese birakildiktan sonra 15 dakikalik deney siiresince 4 ayagi ile bir kareden

diger kareye gecis sayist goz Oniine alinarak hesaplandi (Sekil 46). Kontrol grubu ile
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diger gruplar karsilastirildigi zaman istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi

(p>0,05).

-
o
T

Kare Gegis Sayisi

)
NP
SIS

& (\/(\/ O ©
S g\‘{~g\‘{~

Sekil 46. Kare gecis testinde deney gruplarinda kare gecis sayisinin ortalama
(+SEM) degerler.
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5. TARTISMA VE SONUC

Epilepsi, noronlarin asir1 aktivitesi nedeniyle olusan, tekrarlayan nobetlerle ve
normal norolojik fonksiyonlarin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan ve gergeklesen nobetler
sirasinda  genellikle biling kayb1 ile karakterize bir beyin hastaligt olarak
tanimlanmaktadir. Diinyada epilepsi “inme”den sonra en yaygin olarak gdzlemlenen
norolojik hastaliklardan biridir ve yaklasik 70 milyon insan epilepsi hastaligindan aci
¢ekmektedir (Morimoto ve ark., 2004; Murray ve ark., 2010; Ngugi ve ark., 2010).
Tiirkiyede yapilan arastirmada epilepsi hastalarinin prevalanst her 1000 kisiden 6,1 ile

10,2 arasinda oldugu tespit edilmistir (Guvener ve ark., 1997; Calisir ve ark., 2006).

Giintimiizde epilepsinin rasyonel bir tedavisi olmamakla beraber uygulanan
mevcut tedaviler palyatif karakterlidir. Epilepsi tedavisinde temel strateji bazi
antiepileptik ilaglar ile merkezi sinir sisteminde epilepsiye sebep olan normal olmayan
elektriksel desarjlarin meydana gelmesini veya yayilmasini onlemek {izerine insa

edilmistir.

Kronik olarak kullanilan bu ilaglarin tedaviyi aksatacak bir¢ok yan etkileri;
norolojik, kognitif bozukluklar, gingiva hiperplazisi, hormonal bozukluklar ve aplastik
anemi gibi ciddi sayilabilecek yan etkileri ortaya ¢ikabilmektedir (Toledano ve Gil-
Nagel 2008; Svalheim ve Sveberg 2015). ilaveten antiepileptik ilaglar kronik olarak
uzun siire kullanilmak zorunda olundugundan, bu hastalarin kullandiklar1 diger ilaglarla;
kardiyovaskiiler ilaglar, antikoagulanlar, antibiyotikler, oral kontraseptifler, proton
pompa inhibitorleri, tiiberkiiloz ilaglar1 ve antidepresanlar gibi baz1 6nemli ilag veya ilag
gruplan ile etkilesmeleri epilepsi tedavisinde 6nemli problemler ortaya ¢ikarmaktadir
(Patsalos ve Perucca, 2005). Bu ilaglarin uzun siire kullanimma bagli beyinde yeni
hemostazlar, noral adaptasyonlar ve tolerans farmakorezistansa neden olmaktadir
(Doeser ve ark., 2015). Ote taraftan tedavi sirasinda antiepileptik ilaglarin uygun sekilde
kullanilmamasina bagli olarak zamanla, 6zellikle yasli, cocuk ve bosaltim organlarinda
sorunlari olan hastalarda daha belirgin ortaya ¢ikmakla beraber, hasta uyuncunun
azalmas1 gézlemlenmektedir (Stafstrom ve Carmant, 2015). Ayrica epilepsi hastalarinin
stirekli ilag kullanmak mecburiyetinde olmalari iilke ekonomisine 6nemli mali yilik

olusturabilmektedir.
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Epilepsi hastalarinin ndbetleri veya nobet sikligi genellikle modern antiepileptik
ilaglarla ile kismen kontrol edilebilmektedir. Bununla birlikte, bu hastalarin %30’ unun
daha fazlasinda gergeklesen ndbetler, giiniimiizdeki modern epilepsi ilaglari ile kontrol
edilememektedir (Abdollahi Fard ve Shojaii, 2013). Tiim bunlar dikkatleri yeni nesil
veya alternatif antiepileptik ilaglar {izerine g¢ekmek igin yeterli bir neden teskil
etmektedir.

Siibstitiie pirazoller ¢ok ¢esitli biyolojik ve farmakolojik aktiviteler gosterirken,
hem ila¢ hem de tarim endistrisinde genis bir uygulama alanina sahiptirler. Son
yillarda, pirazol halkasi i¢eren bir¢ok bilesik basarili bir sekilde patentlenmis ve/veya
ticarilestirilmistir. Viagra (Sildenafil) fosfodiesteraz inhibitorii ve erektil disfonksiyon,
Celebrex (Celecoxib) (Menges ve ark., 2013) anti-inflamatér ve COX-2 inhibitori,
Rimonabant kannabinoid reseptdrii ve obezite tedavisinde, Fomepizole (alkol
dehidrogenaz inhibitorii) metil alkol antidotu, Ceftolozane 5. nesil antibiotik
(Cephalosporin) FDA (Food and Drug Administration) tarafindan 2014'te
onaylanmistir, WAY-VNA-932 oksitosin agonisti, Pyrazomycin antiviral ajan gibi
bircok ticari marka ve/veya etken madde bu bilesiklere 6rnek olarak verilebilir. Bunlara
ilave olarak bitki zararlilarmi oOldiiriicii etkiye sahip Difenzoquat (Martins ve ark.,
2003), yiyecekleri renklendirmede yaygin olarak kullanilan limon saris1t boyasi
Tartazine (Joule ve Mills, 2007) yine onemli pirazol tiirevlerindendir. Ayrica bazi
siibstitlie pirazol-4-karboksilik asitlerin hipoglisemik aktivite gosterdikleri rapor
edilmistir (Cottineau ve ark.,2002). Bunlara ilaveten pirazol tiirevinin anti-mikrobiyal
(Bildirici ve ark., 2009), anti-bakteriyal (Sridhar ve ark., 2004), anti-tiimér (Lin ve ark.,
2007), sitotoksite (Budzisz ve ark., 2009), anti-depresan, anti-konviilsan (Abdel-Aziz ve
ark., 2009), agonist 6zelligi (Skinner ve ark., 2009), anti-kanser (Nitulescu ve ark.,
2010) gibi aktiflikleri rapor edilmistir.

Hashas alkaloitlerinden morfin, papaverin ve altinkdkii (ipecac root) olarak
bilinen bitkiden elde edilen emetin gibi genis spektrumlu farmakolojik 6zelliklere sahip
alkaloitlerin ana iskeletini olusturan izokinolin halkas1 da ¢ok genis medikal kullanima
sahiptir (Dzierszinski ve ark., 2002).
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Hem pirazol hem de izokinolin halkasi i¢eren bilesiklerin ayr1 ayr1 antikonviilsan
aktivite gosterdigine 6rnek ajanlar bulunmaktadir. Bu her iki aktif halkadan biri ya da
her ikisini de i¢inde bulunduracak yeni heterosiklik bilesiklerin sentezlenmesine
ilaveten bunlarin potansiyel antikonviilsan etkili olmasi kuvvetle muhtemel
diisiincesiyle bu calismayla iki halka sisteminiden birini ve/veya her ikisini tek bir
yapida barindiran yeni potansiyel aktif bilesiklerin sentezlenmesi ve bunlarin in vivo

antikonviilsan aktivitelerinin arastirlimasi basarilmistir.
5.1. Bilesiklerin sentezi ve karakterizasyonu

Yapilan c¢aligmalarda ilk olarak 3,5-difenil-pirazol bilesigi ¢esitli 2-bromo-aril-
etanon tiirevleri ile reaksiyonuna tabi tutulmustur. Reaksiyonlar sonucu 2-pirazolo-aril-
etanon tiirevlerielde edilmistir (Sekil 47). Aril grubu 4-kloro-fenil, 4-floro-fenil ve naft-

2-1l olmak tuzere 3 farkli tiirevi temsil etmektedir.

O O NHz-NHz.Hzo

PPN 50-60% Ph—#,—Fh
/
Ph Ph Ether HN-N

o Ph
PhWPh . o —
Br / DMF / 100 °C N. 2
AI')J\/ + Ar)J\/ \N Ph

HN-N
-HBr
NB-(1-3)

Cl F

Sekil 47. Sentezlenen 2-pirazolo-aril-etanon tiirevlerinin genel reaksiyon denklemi.

Calismamizda elde edilen tiim bilesiklerin yapisi elementel analiz, 'H- ve BC-
NMR spektrumlart yardimi ile aydmlatilip tezin bulgular kisminda verilmistir. 2-
Pirazolo-aril-etanon (NB-1-3) tiirevlerinin -CH»- ve pirazol halkasi —CH- gruplarinin
proton NMR spektrumlarinda sirasiyla 6.98-6.70 ve 6.02-5.56 ppm araliginda sinyal
verdikleri gozlenmistir. Ayni bilesiklerin karbon NMR spektrumlarinda ise karbonil, -
CH,- ve pirazol halkasi —CH- gruplarinin karbon sinyalleri ise sirasiyla 191-194, 56-57
ve 103-104 ppm araliginda sinyal verdikleri tespit edilmistir.
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2-Pirazolo-aril-etanon (NB-1-3) tiirevlerinin dehidratasyonu sonucu yapinin
halkalandirilmas1 amaciyla H;SO, esliginde gergeklestirilen denemeler pirazolo-
izokinolin (NB-4-6) halka sisteminin olusumuyla sonug¢lanmistir (Sekil 48). Literatiirde
benzer reaksiyonun siiper asitler katalizorliigiinde gerceklestirilmis oldugu Ornege
rastlamak mimkiin iken ayni amagla kullanmis oldugumuz H,SO, yOntem itibariyle

farklilik ortaya koymaktadir. Reaksiyon verimi %88-92 olarak tespit edilmistir.

Sekil 48. Sentezlenen pirazolo-izokinolin tiirevlerinin genel reaksiyon denklemi.

Elde edilen pirazolo-izokinolin bilesiklerinin proton NMR spektrumlarinda
aromatik saha haricinde sinyal gézlenmemis olmasi 2-pirazolo-aril-etanon tiirevlerinde
bulunan -CH,- grubunun kaybolduguna ve hedeflenen bilesiklerin olusmus olduguna
isaret etmektedir. Yine ayni bilesiklerin™*C-NMR spektrumlar1 incelendiginde karbonil
ve -CHa- grubu karbon atomlarinin sinyallerinin de gézlenmedigi goriilmiistiir. Yaklasik
95 ppm civari ortaya ¢ikan sinyal ise pirazol halkas1t —CH- grubu karbon sinyali seklinde

yorumlanmustir.

Flor atomu igeren 1c ve 2c bilesiklerinin BC-NMR spektrumlari incelendignde
her iki yapida da florun bagl oldugu benzen halkasi carbon sinyallerinin dublete
yarildiklar1 gériilmiistiir. 1c bilesigi i¢in 166.13 (d, J: 256.2 Hz), 131.06 (d, J: 3.0 Hz),
130.80 (d, J: 9.4 Hz), 116.09 (d, J: 21.9 Hz) ve 2c bilesigi i¢in 162.45 (d, J: 244.8 Hz),
132.64 (d, J:8.2 Hz), 132.41 (d, J:3.2 Hz), 116.05 (d, J: 21.5 Hz) degerleri tespit

edilmistir.
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5.2. Bilesiklerin antikonviilsan aktivite ¢calismalar:

Bu ¢alisma Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan onaylandi (Tarih: 27.04.2017, Sayi: 2017 / 04).

Arastirmada PTZ modeli kullanildi. PTZ’nin, GABAa reseptorlerini bloke
ederek etkisini gosterdigi yapilan ¢alismalarda ileri siiriilmektedir (Corda ve ark., 1991).
PTZ ile indiiklenen kimyasal kindling ndbetleri, insan absans epilepsisi ve miyoklonik,
jeneralize tonik klonik epilepsi nobetlerinin (Rossi, 1996) bir hayvan modelidir (Wu ve
ark., 2006). Bu model ilag gelistirmek igin sik kullanilan bir epilepsi modeldir (Ali ve
ark., 2005).

Calismamizda Oncelikle s6z konusu maddelerimizin fare i¢in akut toksisite testi
daha once arastirilmadigindan dolay1 bu maddelerin toksisite testi i¢in her grupta 3 fare
olacak sekilde 3 farkli dozda (30 mg/kg, 100 mg/kg ve 300 mg/kg) 9 adet fareye
verilerek tespit edildi. Toksisite testinin sonucuna dayanilarak, sentezlenen
maddelerimizin 30 mg/kg, 100 mg/kg dozlarinda toksik olmadigini tespit edildi. Bu

sonuglara dayanilarak deney gruplar1 olusturuldu ve calismalar baslatildi.

Arastirmamizda farelere 7 giin boyunca, serum fizyolojik, valproik asit ve
sentezlenen kimyasal maddeler (30 mg/kg, 100 mg/kg) uygulandi. Test giinii PTZ
uygulamasindan (65 mg/kg, i.p) 120 dakika Once hayvanlara sentezlenen kimyasal
maddeler verilerek 15 dakika boyunca davranissal belirtiler izlendi. Istatistiksel olarak
degerlendirildigi zaman, kontrol grubu ile PTZ grubu karsilastirildiginda, anlamli olarak
PTZ grubunda nobet sayisi fazla oldugu saptandi (p<0,05). Ayrica PTZ grubu ile
karsilatirildiginda valproik asit ve diger deney gruplarinda istatistiksel olarak anlamlilik
bulunmadi (p>0,05). Sonuglarimiz 65 mg/kg PTZ enjeksiyonunun 15 dk ve lizerinde

siiren nobetler olusturdugunu gostermektedir.

PTZ enjeksiyonu sonrasinda hayvanlar tek tek 50x40x40 biyiikligindeki tstii
acik dikdortgen bir cam fanus igerisine konulmus ve 1533 dakikalik goézlem siiresince

nobet skorlamasi Racine skalasi kriter alinarak degerlendirildi (Ilhan ve ark. 2005;

Kiasalari ve ark. 2013).
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Farelerdeki norolojik bozuklugun olup olmadigini tespiti i¢in lokomotor
aktiviteye bakildi. PTZ grubu ile karsilatirildiginda valproik asit ve diger deney

gruplarinda istatistiksel olarak anlamlilik saptanmadi (p>0,05).

Sonug olarak; bu g¢alismayla 3 tane 2-pirazolo-aril-etanon bilesiginin sentezi
gerceklestirilmistir. Bu bilesiklerden de yine 3 tane pirazolo-izokinolin tiirevinin sentezi
basarilmistir. Her bir gruptan 2’ser tane olmak tizere toplam 4 bilesigin antikonviilsan
aktivitesi in vivo denemelerle incelenmistir. Toksisite calismalarimizda maddelerin
toksik olmadig1 goriilmiistiir. Sentezlenen bilesiklerin  kullandigimiz akut PTZ
modelinde davranigsal olarak antikonviilsan etkilerinin olmadig1 goriilmektedir. Fakat
gerekirse bu maddelerin, PTZ’ye bagh kronik epilepsi modelinde veya baska deneysel

epilepsi modellerinde denenmesi uygun olacaktir.

Bu bilesikler i¢in in vitro glutamik asit gibi biyojenik aminlerin ve glutamat
dekarboksilaz, GABA transaminaz, karbonik anhidraz gibi enzimlerin beyin
dokusundaki diizeyinin 6lgiilmesi gibi antikonviilsan aktivite belirleme ¢alismalarimiz

da devam etmektedir.
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