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BAZI YENI HIDRAZON BIiLESIKLERININ SENTEZI, KARAKTERIZASYONU VE
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Jiri
Prof.Dr. Ramazan BILGIN
Doc.Dr. Mehmet BOGA
Advisor: Dr.Ogr.Uyesi Ercan CINAR
Dr.Ogr. Uyesi Resit CAKMAK

Bu aragtirmada, bir aril siilfonat parcasi (2a-i) tasiyan bazi yeni heterosiklik hidrazon bilesikleri ilk kez basarili
bir sekilde sentezlendi ve bazi spektroskopik tekniklerle (FT-IR, 'H ve C NMR) aydimlatildi. Sentezlenen tiim
molekullerin asetilkolinesteraz (AChE), butirilkolinesteraz (BChE), tirozinaz enzimleri tizerindeki inhibitor potansiyelleri
arastirildi. Ayrica tim molekiillerin DPPH serbest radikal giderimi, ABTS katyon radikali giderimi ve CUPRAC
antioksidan aktiviteleri incelendi. BChE inhibisyon aktivitesi yénteminde 2-formilfenil 4-klorobenzensulfonat (1a)
(ICs0=10,45 M), 5-(dietilamino)-2-formilfenil 4-Klorobenzensilfonat (1h) (1Cs5=10,12 puM) ve 1-( (2-
nikotinoilhidrazono)metil)naftalen-2-il 4-klorobenzensulfonat (2i) (1C5=9,89 uM), standart bilesik galantaminden daha
etkili bulundu. DPPH serbest radikal giderimi testinde, 2-((2-nikotinoilhidrazono)metil)fenil 4-klorobenzensulfonat (2a)
(IC50=361,03 uM) ve 5-metoksi-2-((2-nikotinoilhidrazono)metil)fenil 4-klorobenzenstlfonat (2e) ( 1C50=348,9 uM) en
yilksek antioksidan aktiviteyi gosterdi. Ote yandan, 1a, 1h, 2i bilesikleri ve galantamin molekiillerinin molekiiler
elektrostatik potansiyel (MEP) haritalar1 incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan aktivite, enzim inhibisyon aktivitesi, heterosiklik, hidrazon, inhibitor enzimler
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In this research, some new heterocyclic hydrazone compounds bearing an aryl sulfonate moiety (2a-i) were
facilely synthesized for the first time and elucidated by some spectroscopic techniques (FT-IR, *H- and 3C NMR). The
inhibitory potentials of all synthesized molecules on acetylcholinesterase (AChE), butyrylcholinesterase (BChE),
tyrosinase enzymes were investigated. Also, DPPH, ABTS and CUPRAC antioxidant activities of all molecules were
examined. In BChE assay, it was determined that 2-formylphenyl 4-chlorobenzenesulfonate (1a) (ICs=10.45 uM), 5-
(diethylamino)-2-formylphenyl 4-chlorobenzenesulfonate (1h) (ICs0=10.12 uM), and 1-((2-
nicotinoylhydrazono)methyl)naphthalen-2-yl 4-chlorobenzenesulfonate (2i) (1C5=9.89 uM) were found to be more
effective than the standard compound galanthamine and donepezil. In DPPH assay, 2-((2-
nicotinoylhydrazono)methyl)phenyl  4-chlorobenzenesulfonate (2a) (IC5=361.03 uM) and 5-methoxy-2-((2-
nicotinoylhydrazono)methyl)phenyl 4-chlorobenzenesulfonate (2e) (1C5=348.9 uM) indicated the highest antioxidant
activities. On the other hand, the molecular electrostatic potential (MEP) maps of compounds 1a, 1h, 2i and galanthamine
molecules were investigated.

Keywords: Antioxidant activity, enzym inhibition activity, hydrazones, heterocyclic, inhibitory enzymes,
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1.GIRIS

Tlm dinyada saglik alanindaki ilerlemeler, saglik hizmetlerinin daha ulasilabilir hale
gelmesine, insanlarin ortalama yasam siirelerinin artmasma neden olmustur (Altomare ark., 2021;
Ohara ark., 2017).

Biitiin demans vakalarmin %50-70’ini Alzheimer hastaligi1 (AH) olusturmaktadir. Gelismis
iilkelerde yaslilar arasinda Oliim sebepleri arasinda AH dordiincii sirada yer almustir (James,
Doraiswam ve Borges-Neto, 2015) ve tim diinyada yaklasik 35 milyon insani1 etkileyen bu hastaligin
2050 yilina kadar 115 milyona ulasacagi ongoriillmektedir (Mullane ve Williams, 2013; Wortmann,
2012). Parkinson hastaligi (PH) ise 65 yas tstlindeki kisilerde en fazla goriilen norodejeneratif
hastaliklar arasinda ikinci siradadir (Phani, Loike ve Przedborski, 2012; Episcopo ve ark., 2013).
PH’da baslangi¢ yasi ortalama 60 yas civaridir, gorilme siklig1 yas ilerledikge artar ve en fazla 70-79
yas araliginda gortliir (Hirsch ve ark., 2016). AH’nin patogenezi tam olarak bilinmiyor olsa da bazi
risk faktorlerinin hastaligin siddetlenmesine neden oldugu bilinmektedir (Altomare ve ark., 2021). Bu
risk faktorleri ileri yas (Van Der Lee ve ark., 2018), genetik faktorler, obezite, diyabet travmatik beyin
hasar1 ve diisiik egitim seviyesidir (Altomare ve ark, 2021; Cummings, Tong ve Ballard, 2019). AH,
protein birikimi, sinaps kaybi, noronal kayip, metal iyonu birikimi ve de buna bagli oksidatif stres ile
inflamasyonla iligkilidir. Bu da hafiza ve bilissel siire¢lerdeki bozukluklarla karakterizedir ve yasam
kalitesinde dnemli bir azalmaya neden olan ilerleyici nérodejeneratif bir hastaliktir (Su ve ark., 2022).

Hastaligin siddeti arttik¢a, hastalar bozulmus dil, oryantasyon ve yiiriitiicii fonksiyonlar da
dahil olmak ftizere ¢esitli semptomlar yasarlar ve bu da zamanla kendilerine bakma yeteneklerini
kaybetmelerine neden olur (Galasko, 1998).

Giiniimiizde AH tedavisinde kullanilan alti FDA (Food and Drug Administration) onayli
ilactan dordi, hastaligin klinik semptomlariyla da iliskili olan asetilkolin (ACh) seviyesindeki diistisii
arttirmay1 amaglamaktadir (Zagorska ve Jaromin, 2020). Bu sirecte, ACh'yi bozan kolinesteraz
enzimlerinin inhibisyonuna dayanan mekanizmalar kullanilir. Ik onaylanmus ila¢ takrin gucli bir
asetilkolinesteraz (AChE) inhibitdridir, ancak biitirilkolinesteraz’1t (BChE) da inhibe edebilir.
Bununla birlikte, yliksek diizeyde hepatotoksik etkiye sahip oldugu i¢in kullanimi kesilmistir (Watkins
ve ark., 1994). Kolinesteraz inhibitorleri orta-siddetli AH'nin semptomatik tedavisinde kullanilir ancak
bu inhibitorlerin klinik uygulamada ciddi yan etkileri oldugu bildirilmektedir. Bu nedenle, yeni
kolinesteraz inhibitorlerinin gelistirilmesine biiyiik ihtiya¢ vardir (Zagorska ve Jaromin, 2020; Miziak,
Blaszczyk ve Czuczwar, 2021).

Bugiin biyolojik olarak yapilarinda piridin halkasmna sahip yogunlastirilmis heterosiklik
sistemler olarak ifade edilen ilaglar, tedavi amacgl siklikla kullanilmaktadir. Bunlara piridoksin (B6
vitamini), nikotinik asit ve nikotinamid, izoniazid ve ftivazid (antitiiberkiiloz ilaglar1) 6rnek olarak

verilebilir. Bu tiir ilaclarmn iiretilmesinde énemli bir yere sahip olan hidrazonlarm kendilerine has



yapisal Ozellikleri ve farmakolojik etkileri vardwr. Hidrazonlar, hidrazinlerin birtakim organik
¢oziiciilerin bulundugu ortamda aldehit veya ketonlar ile reaksiyonu sonucunda elde edilirler (El-
Etrawy ve Sherbiny, 2021). Antitumar, antimikrobiyal, antikonvilsan, antibakteriyal, antifungal ve
antitiiberkiiloz aktivite gostermelerinden dolay1 yeni hidrazon bilesiklerinin sentezlenmesi ilgi ¢ekici
hale gelmistir (Verma, ve ark., 2014).

Yukarida siralanan bu sebepler, yeni enzim inhibitorlerinin ve antioksidan ajanlarin kesfi
konusunda ¢aligma yapmamizi tesvik etti. Bu arastirmada, bazi yeni heterosiklik hidrazon bilesikleri
2a-i sentezlenmistir; sirasiyla antioksidan ve AChE, BChE ve tirozinaz inhibitor 0zellikleri arastirildi.
Elde edilen molekiiller spektroskopik yontemlerle (FT-IR, 'H ve *C NMR) karakterize edildi. Son
olarak, 1a, 1h, 2i ve galantamin bilesiklerinin MEP haritalar1 arastirildi.

1.1 Serbest Radikaller

Canli yasaminin devami igin bir zorunluluk olan oksijen, hiicrelerin ihtiyaglarmnin karsilanmasi
icin kullanilirken diger taraftan reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin iiretilmesine de sebep olan bir
molekildir ve hicrede oksijen kullanilirken mitokondri tarafindan serbest radikal olusumu olasilikli
olarak gerceklesmektedir. Serbest radikaller insan viicudunda kanser, diyabet, karaciger tahribat1 gibi
bir¢ok rahatsizliklarin olusmasina sebep olmaktadir (Shinde, Ganu ve Naik, 2012; Bakonyi ve Radak,
2004).

Serbest radikaller, son orbitallerinde en az bir tane ortaklanmamis elektron ¢ifti bulunduran
yuksek enerjiye sahip atom veya molekullere denir (Cavdar, Sifil ve Camsar1, 1997). Yapilarindaki
elektronlar1 ortaklanmis (eslenmis) sekilde bulunduran atom veya molekiiller kararli bir yapiya sahiptir
ve kararsiz yapidaki serbest radikallere gore tepkimeye girme egilimleri gok daha diistiktiir (Valko ve
ark., 2007). Serbest radikaller eger diisiik konsantrasyonda iiretilirse insan viicuduna faydali bir takim
islevleri vardir. Bunlara 6rnek olarak; fagositozlar vasitasiyla enfeksiyonlar ile miicadele, makrofajlar
yardimiyla kanser hiicrelerini 6ldiirme, mitokondride enerji {iretimi ve hiicre bityliimesi gosterilebilir.

Serbest radikaller eger yuksek konsantrasyonda dretilirse viicutta bircok zarara sebep
olabilirler. Bunlara 6rnek olarak DNA (zerindeki bozulmalar ile lipid, protein, karbonhidrat
metabolizmalar1 lizerindeki bozunmalar gosterilebilir. Serbest radikaller iki farkli sebepten dolay:
olusurlar bunlardan biri endojen kaynakli digeri ise ekzojen kaynakli sebeplerdir.

Eksojen kaynaklar

Eksojen kaynaklar havadaki ve sudaki Kirleticilerin yani sira gesitli yanma reaksiyonlari
sonucu olusan kimyasallar olarak ifade edilebilir.

e Havada bulunan kirleticiler; karbonmonoksit, formaldehit, ozon, benzen, asbest,
e Sudaki kirleticiler; kloroform ile diger trihalometanlar,

e Sigara ve alkol tiikketimi ve sigara dumani ile egzos dumani,



e Gidalarn pisirilmesi sirasinda organik maddelerin yanmasi,
e Orman yanginlari ve volkanik olaylar,
e Mikrodalga, ultraviyole, gamma ve X-ray isimnlari,

e Parflmeri Grlnleri, boya, tarimsal pestisitler gibi kimyasallar, olarak siralanabilir.

Endojen Kaynaklar
Endojen olarak metabolik reaksiyonlar sonucunda serbest radikaller olusabilmektedir.

e Mitokondride aerobik solunum metabolizmas: sirasinda,
e Psikolojik stres sirasinda veya bedensel yorgunluk sirasinda,

e Immun sistem (bagisiklik) hiicreleri tarafindan patojenler ile miicadele sirasinda,
e Lipid metabolizmasi sirasinda ve ksantin oksidaz ile mitokondriyel sitokrom oksidaz
gibi ¢esitli kaynaklar tarafindan uretilebilmektedir .
Serbest radikallerin oksijen temelli olanlarina reaktif oksijen tiirleri (ROS) nitrojen temelli
olanlarina reaktif nitrojen tiirleri (RNS) denir (Karabulut ve Gllay, 2016).

Reaktif Oksijen Tir leri (ROS)

Reaktif oksijen tlrleri oksijen metabolizmasi sonucu olusurlar. Aerobik solunum yapilan
hemen hemen tiim hiicrelerde ROS olusumu gézlenebilir. ROS olarak hidrojen peroksit, sliperoksit,
hipoklorik asit ve hidroksil radikalleri ifade edilebilir. ROS’lar ayn1 zamanda doku kaybi, erken
yaslanma, aterosklerozis, dogumsal komplikasyonlar gibi bircok probleme sebep olmaktadirlar

(Biiyiikuslu ve Yigitbasi, 2015).

Superoksit Radikali

Superoksit radikali molekil halindeki oksijene bir elektron eklenmesi sonucu olusan radikaldir.
Serbest radikaller arasinda bulunmasina ragmen reaktiflik derecesi ¢ok yiiksek degildir. Superoksit
radikalinin biiyiik ¢cogunlugu mitokondride meydana gelir. Mitokondride ger¢eklesen elektron tasima
sistemindeki ATP’nin temel kaynagidir. Bu sistemde iiretilen enerjinin doniisiimii esnasinda meydana
gelen elektron sizmasi oksijenin O2™ serbest radikaline donlismesine sebep olur ve bu durum birgok

hastaligin olugsmasina neden olur (Karabulut ve Gilay, 2016).

Hidrojen Peroksit

Oksijene iki elektron eklenmesi ile olusan hidrojen peroksit (H202); bir serbest radikal degildir
ancak biyolojik olarak hiicre zarlarina etki edebildigi i¢in, ulasilmasi kolay ve saglik, gida, tarim gibi
pek ¢ok sanayi kolunda kullanilabilmesi nedeniyle son derece énemlidir (Campbell, 1993; Karabulut
ve Gilay, 2016).



Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali (OH") son derece gigclu lipidlerin ve proteinlerin peroksidasyonuna neden
olan en 6nemli reaktif oksijen tirtidir. Fenton reaksiyonunda ortamda Fe*? ve Cu* gibi ya da diger
gecis elementlerinin olmasi durumunda hidrojen peroksit indirgenir ve OH’ ye doniisiir. Haber-Weiss

reaksiyonu sonucunda da ortamda siiperoksit varliginda hidroksil radikali olusur (Karabulut ve Giilay,

2016).

Reaktif Nitrojen Turleri (RNS)

Reaktif nitrojen tiirleri, tipk: reaktif oksijen tiirleri gibi stres durumunda serbest radikallerin
uretilmesine  neden olabilmektedir. RNS, baz1 stres altindaiken bir sinyal elemani olan
nitrik oksitten (-NO) Uretilir (Adams, Franco ve Estevez, 2015).

Nitrik Oksit (-NO)
Bir azot (N) atomu ile O2’nin bostaki elektronlar ile eslenmesi ile nitrik oksit radikali tiretilmis
olur. Nitrik oksit pekcok hicrede nitrik oksit senteaz enziminin katalizorligiinde L-arjininden

sentezlenir ve yarilanma 6mri 20 ile 30 saniye arasmndadir (Fidanci ve Giimiis, 2011; Biilbiil, 2014)

1.2. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif oksijen turleri (ROS) ve reaktif nitrojen tirleri (RNT) ile antioksidan
savunma mekanizmalar1 arasindaki denge durumunun oksidan sistem tarafina dogru yonelmesiyle
bozulmasma denir (Sies, 1991).

Saglikli bir insan viicudunda serbest oksijen radikalleri ile antioksidan sistem arasinda karsilikl1
bir denge bulunmaktadir. Bu denge durumunun serbest radikaller lehine degismesi sonucunda lipid,
protein, karbonhidrat metabolizmalarmin ve niikleik asitler ile yararli enzimlerin yapilarinin
bozulmalar1 sonucu zararh etkilerin ortaya ¢ikmasi durumuna oksidatif stres denir (Inan, 2021; Valko

ve ark., 2007).

1.3. Antioksidanlar

Temel metabolizma UGrtnleri olan protein, karbonhidrat, lipid ve nikleik asitler gibi
oksidasyona ugramaya uygun maddelerin okside olmasini engelleyen ya da oksidasyon siirecinin
yavaglamasmi saglayan maddelere antioksidan, bu duruma ise antioksidan sistem denir.

Antioksidanlar vicutta meydana gelen serbest radikaller ile tepkimeye girerek serbest radikallerin



kararli hale gelmelerini saglar, oksidatif reaksiyonlarin hizini baskilayarak azaltir ve yapisal
bozunmalara ugrams hiicrelerdeki hasar1 onararak islev goriirler. Antioksidanlar endojen kaynakli ve

eksojen kaynakl1 olmak iizere iki baslik altinda incelenebilir (Karabulut, 2016; Ozel ve Birdane, 2014).

1.3.1. Dogal Antioksidanlar

Dogal antiksidanlar organizmanin kendisinde bulunan disaridan alinmasi zorunlu olmayan
antioksidanlardir, enzimatik ve nonenzimatik olmak tizere iki kisma ayrilirlar (Adams, Franco ve

Estevez, 2015).

1.3.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

Vicuttaki serbest radikallerin  kararli yapiya gegtikleri reaksiyonlar1i Katalizleyen
antioksidanlara enzimatik antioksidanlar denir. Stperoksit Dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz
(GPx), Katalaz (CAT) ve Glutatyon Rediiktaz (GR) enzimatik antioksidanlardir (Karabulut ve Giilay,
2016).

Suiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz enzimi, superoksit radikallerinin hidrojen peroksit (H202) ve molekdl
halindeki oksijene (O2) déniisiim reaksiyonunu katalizleyen enzimdir. Insan viicudunda stiperoksit
dismutaz 3 farkli sekilde bulunabilmektedir. Bunlardan birincisi Sitozolde bulunan ve bakir veya ¢inko
iceren dimerik yapidaki siiperoksit dismutaz, digeri mitokondride bulunan ve manganez iceren ve
tetramerik yapida olan siiperoksit dismutaz sonuncusu ise hiicre dis1 sivida bulunan ekstraselliiler

stiperoksit dismutazdir (Karabulut ve Gilay, 2016).

Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz sitoplazmada bulunan ve oksidatif etkileri olan hidrojen peroksitin
(H202), suya donistiiriilmesi gorevini yerine getirir. Boylece H202’den OH’nin olusmamasini
saglamis olur. GPx enzimi yapisinda selenyum bulunduran bir antioksidandir, selenyuma bagimli olan
(Se-GPx) ve olmayan (GST) olmak {izere iki farkl tiirti bulunur. Se-GPx hidrojen peroksit ve organik
hiperoksitlerin metabolize edilmesinde etkili iken GST ise ¢ogunlukla organik hidroperoksitlerin

metabolizmasinda etkilidir (Karabulut ve Gilay, 2016).

Katalaz
Katalaz; g¢ogunlukla peroksizomlarda daha az miktarda ise sitozolde ve mikrozomal

fraksiyonda bulunan, hidrojen peroksiti oksijen ve suya parcalayarak inaktif eden enzimatik bir



antioksidandir (Valko ve ark., 2007).

1.3.1.1. Nonenzimatik Antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar viicutta oksidatif strese karsi koruma, hiicre buylimesi ve
hicre 6lima gibi birgok biyolojik olayda temel rol oynar. Endojen ve eksojen olmak tizere iki kisma
ayrilirlar (De Pinto ve De Gara, 2004).

Endojen Antioksidanlar

Glutatyon

Glutatyon c¢ekirdekli hiicrelerin biiyiik cogunlugunda sentezlenir ve yiiksek miktarlarda
bulunur. Genellikle sitoplazmada bulunan glutatyon bazen mitokondri, ¢ekirdek ve endoplazmik
retikuluma tagmabilir (Green ve ark., 2006; Kalinina, Chernov ve Novichkova, 2014; Townsend, Tew
ve Tapiero, 2003).

Glutatyon, tekli oksijen (O) ve OH’ yi ortamdan temizlemenin yanisira glutatyon peroksidazin
etkisi aracihfiyla lipit peroksitleri ve H»02’ yi ortamdan uzaklastirir. Onemli antioksidan
vitaminlerden olan E ve C vitaminlerinin diizenlenmesi de glutatyon tarafindan gergeklestirilir (Sen
ve Chakraborty, 2011).

Melatonin

Vcutta sirkadiyen ritim ve immiin sistem gibi pek ¢ok yasamsal olayin diizenlenmesinde etKili
olan melatonin pineal (epifiz) bezden salgilanir ve antioksidan etkisi ile yaslanmanin ve kanser gibi
hastaliklarin 6nlenmesinde aktif rol oynar.

Melatonin protein ve lipitlerin disinda DNA’y1 da reaktif oksijen ve nitrojen radikallerini
ortamdan temizleyerek antioksidan aktivite gosterir. Enzimatik antioksidanlardan SOD, CAT, GPx ve
GR’yi uyarrr ve elektron tagima sisteminde serbest radikallerin olugsmasini ve oksijen kacalarini dnler

(Reiter, 2003; Boutin ve ark,, 2005).

Albumin

Alblmin viicut igerisinde hiicreler arasi sivi dagilimi ve osmoz basincinin diizenlenmesi gibi
fizyolojik olaylarda rol oynayan ve bakir iyonunu kendisine baglayarak bakir iyonu kaynakl1 hidroksil
radikali olusumu ve lipid peroksidasyonunu engelleyen protein yapisinda etkili bir antioksidandir

(Dindar ve Aslan, 2000; Roche ve ark., 2008).



Selenyum

Selenyum aminoasit sentezinde kullanilmasi bagisiklik diizenleyici etkisinin yanisira DNA’y1,
kromozomlar1 ve proteinleri oksidasyona karsi koruyarak ve GPx’in etkinli§ini artirarak ROS
olusumunu engelleme yoluyla antioksidan etki gosterir (Valko ve ark., 2007). GPx ve tiyoredoksin
rediiktaz gibi enzimlerin yapisina katildigindan dolayr DNA ve diger hiicreleri oksidasyona karsi

dolayli yoldan savunur (Brenneisen, Steinbrenner ve Sies, 2005).

Bilirubin

Bilirubin protein metabolizmasi sonucunda eritrositlerin metabolize olmasiyla ortaya ¢ikar ve
karaciger tarafindan biyolojik olarak yapi degisikligine ugradiktan sonra viicuttan atilir. Bilirubin
peroksil radikalleri Uzerinde antioksidan etkiye sahip bir antioksidandir (Burtis ve Ashwood, 2005;
Gutteridge, 1995).

a-Lipoik Asit

a-lipoik asit ile onun indirgenmis hali olan dihidrolipoik asit yaslanma, katarakt ve radyasyon
bozunmalarina kars1 etkili oldugu bildirlen glcli antioksidan maddelerdir. A-lipoik asit hidroksil
radikali, hipoklordz, peroksinitrit ve singlet oksijene kars1 antioksidan etki gosterirken dihidrolipoik
asit bunlarin disinda stirperoksit radikali ile peroksil radikaline kars1 da etkilidir (Girkan ve Bozdag,
2005; Packer, Kraemer ve Rimbach, 2001).

Eksojen Antioksidanlar

Vitamin C (Askorbik Asit)

C vitamini asidik yapida, su icerisinde ¢oziinebilen ve sinirim sistemi icerisinde kolay bir
sekilde geri emilebilen antioksidan dzellikli vitamindir. Kollajen, karnitin ve nérotransmitter sentezi
gibi bircok biyolojik stirecte rol oynar. C vitamini stiperoksit, singlet oksijen, hidroperoksid, hidroksil,
peroksinitrit, nitrojen dioksit, hipoklordz asit ve ozon gibi radikallere kars1 antioksidan etki gosterir
(Li ve Schellhorn, 2007; Kra-Kud, Dusin ve Valach, 2006; Cadenas ve Packer, 1996).

C vitamini Fe*®iin Fe**’ye doniistiiriilmesi reaksiyonunda rol almasi ydniiyle oksidan bir
Ozellik de gosterebilmektedir ancak oksidan 6zellik gostermesi diisiik yogunlularda meydana gelirken

yiiksek yogunluklarda tam tersi s6z konusudur (Azqueta ve ark., 2007; Dundar ve Aslan, 1999).

Vitamin E (a-tokoferol)
Tokoferollerin alfa, beta, gama, delta gibi ¢esitleri bulunmaktadir. Bu tiirler arasinda a-

tokoferol ( vitamin E) antioksidan etkisi en yiksek olan vitamin tiraddr. E vitamini temel olarak



lipitlerin peroksidasyonuna karsi etki gosterirken; gogiis, prostat, kolon kanseri gibi hastaliklara kars1
korunmasinda rol oynar. a-tokoferol ile glutatyon peroksidaz birbirlerini tamamlayict bir sekilde
caligirlar. GPx peroksitleri ortadan kaldirirken a-tokoferol sentezlenmesinin dniine geger. E vitamini
ayrica selenyum kaybini engeller ve boylece dolayli yoldan yine antioksidan etki gosterir (El-

Demardash, 2004; Larson, 1997; Pham-Huy, He ve Pham-Huy, 2008; Aydin, Sayal ve Isimer, 2001).

Vitamin A (f-karoten)

B-karoten, yagda ¢6ziinen karotenoidlerden olup A vitamininin sentezlenmesinde dncii madde
olarak kullanilir ve goziin retina boliimiinde retinole doniismesi karanlikta gérme agisindan 6nemlidir.
Antioksidan 6zelligini ortami Oz’den temizleyerek yapar. Ayrica siiperoksit radikali ve peroksit
radikallerini de ortamdan uzaklastirarak antioksidan etki gosterir. Yapilan bir calismada [-karoten ile
E vitamininin sigara kullananlarda azalttig1 bildirilmistir (Lee ve Park, 2003; Pham-Huy, He ve Pham-
Huy, 2008; Canedas ve Packer, 1996).

1.3.1. Sentetik Antioksidanlar

Propil Gallat (PG)
Propil gallat (sekil 1.1.), gidalarm, hazir ilaglarm, yaglarin, aroma ve renklerini korumak
amaciyla siklikla kullanilan; renksiz, kokusuz ve toz halinde bir yapay antioksidandir (Garrido,

Garrido ve Borges, 2012).

OH

OH OH

_O_(CH2)2CH3

oO———0n

Sekil 1. 1. PG'nin kimyasal yapisi

Batil Hidroksianisol (BHA)
Butil Hidroksianisol (sekil 1.2.), 3-tersiyer butil-4-hidroksianisol (%85) ile 2-tert-butil-4-
hidroksianisol (%15) izomerlerinin karigimis sekliyle bulunmaktadir. Beyaz renkli ve mumsu bir

yapiya sahip olan BHA nin erime noktas1 48-63 °C suda ¢6ziinemeyip her gesit yagda ¢Ozunebilme



ozelligine sahiptir (Venkatesh ve Sood, 2011).

OH OH
C(CH3)3
C(CH3)3
OCH; OCHj3
%85 %15

Sekil 1. 2. BHA' nin kimyasal yapisi

Batiril Hidroksitoluen (BHT)
1954°te gliseridler iizerinde antioksidan etkisi kesfedilmesiyle BHT nin (sekil 1.4.), gidalarda
ve yaglarda kullanimma baslanmistir. BHT yag metabolizmasinda peroksit radikallerinin giderilmesi

gibi bir etki ile antioksidan etki gosterir (Collu, 2007).

OH

(H3C)3C C(CH3)3

CHs,

Sekil 1. 3. BHT"' nin kimyasal yapisi

Tersiyer Butil Hidrokinon (TBHQ)
Bej rengine sahip toz halinde bulunan TBHQ (sekil 1.3.), yaglarda orta seviyede suda ise az

miktarda ¢oziinen erime noktasi 127 °C olan bir sentetik antioksidandir. Kizartma yaglarinin
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oksidasyonunu en etkili olarak dnleyen ve bitkisel yaglar agisindan en etkili antioksidandir (Keskin ve

Erkmen, 1987).

OH

C(CH3)3

OH

Sekil 1. 4. TBHQ’ nun kimyasal yapisi

1.3.2.1. Hidrazonlar

Hidrazonlar fle Ilgili Genel Bilgiler

Hidrazonlar, keton ve aldehitlerden tiiretilen organik bilesiklerdir. Genel olarak gdsterimleri
R2C=NNH; formiilii ile yapilan hidrazonlar, aldehit veya ketonlarm etanol, butanol, glasiyel asetik asit
gibi ¢ozucllerle tepkimesi sonucu olusur. Hidrazonlarin farkli adlandirmalar1 azometinler, iminler,
schiff baz1 veya RN= C- seklinde hidrazin analoglari olarak yapilabilmektedir ve genel gosterimi sekil
1.5. te gosterilmistir. (Scior, 2006; Uppal ve ark., 2011).

Sekil 1. 5. Hidrazonlarin kimyasal yapisi

Ik hidrazon bilesiginin kesfi 1911 senesinde calismalarmi ayr1 yiriten Ludwing wolff ve
Nikolai Kishner tarafindan KOH bulunan ortamda hidrazin (NH>=NH>) ile aldehit ve ketonun
tepkimesi sonucu gerceklesmistir. Hidrazonlar adlandirilirken hangi aldehit veya ketondan

sentezlenmisse o aldehit veya ketonun isminin sonuna hidrazon ifadesi eklenir (Ozkay, 2015).
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Hidrazonlarin Onemi Ve Kullamim Alanlar:

Hidrazonlarin yapilarindaki N-N ve C=N baglar1 sayesinde yiiksek aktiviteleri vardir ve
bundan dolay1 ¢ok genis kullanim alanina ve dneme sahiptirler (Kim ve ark., 2014).

Hidrazonlar tibbi anlamda ila¢ iiretimi; kimyasal anlamda aldehit ve keton gibi karbonil
bilesiklerinin tespitinin yapilmasi benzeri kullanimlarinin yani sira bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip
onemli bir organik bilesik smifidir ve bu biyolojik aktiviteler antimikrobiyal, antinflamatuar,
antitimoral, antikonvulsan, antimikrobiyal ve analjezik aktiviteler olarak siralanabilir (Rollas ve
Kiglkguzel, 2007; Solomons, 2002).

Hidrazonlarin Yaygin Sentez Yontemi

Hidrazin ve hidrazitler -NNH. fonksiyonel grubuna sahip bilesiklerdir ve bu bilesiklerin
aldehit veya ketondaki karbonil oksijeni ile yer degistirmesi sonucunda hidrazonlar olusur. Temel
olarak hidrazonlarin sentezi, aldehit veya ketonlarin uygun bir ¢dzicu igerisinde (etanol, metanol,
butanol, glasiyel asetik asit, etanol-glasiyel asetik asit) hidrazit veya hidrazin ilavesi ile geri geviren

sogutucu aracihigiyla yapilir (Uppal ve ark., 2011).

1.4. Antioksidan Kapasite Tayin Ydntemleri

Gilinitimiizde antioksidanlarin aktivitelerini tayin etmek i¢in bircok yontem bulunmaktadir. Bu
yontemler; hidrojen atomu transferi (HAT: hydrogen Electron Transfer) tepkimelerine dayali
yontemler, tek elektron transfer (SET: Single Electron Transfer) tepkimelerine dayali yontemler ve
diger mekanizmalara dayali yontemler olmak iizere 3 baslik altinda toplanmaktadir. HAT ve SET’e
dayali yontemler antioksidan kapasiteyi degil radiakal (veya oksidan) siipiirme kapasitesini 6lgmeyi
saglayan yontemlerdir. SET yontemleri substratin indirgeyici kapasitesini 6lger. HAT yontemleri ise
substratin hidrojen verebilme kapasitesini dlger (Albayrak ve ark., 2010; Prior, Wu ve Schaich, 2005;
Oguz, 2008; Burnaz, 2013).

1.4.1. Hidrojen Atomu Transferine (HAT) Dayah Yontemler

Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC)

Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC), pekcok bitki calismasinda antioksidan
kapasitenin tayininde kullanilmis bir yontemdir. Bu yontem ilk kez Cao, Alessio ve Cutler tarafindan
hedef bilesik fikoeritrin kullanilarak ¢alisilmistir. Giincel ¢alismalarda ise daha ¢ok fluoresein maddesi
kullanilmaktadir (Alarcon ve ark., 2008).

Antioksidanin etkinligi, floresans bozunma egrisinin altinda kalan alanin hesaplanmasi ile

bulunur. (sekill.6) Boylelikle peroksil radikallerinin etkisiyle bozunmaya ugrayan hedef bilesigin bir
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antioksidan tarafindan ne kadar savunuldugu belirlenmis olur (Prior, Wu ve Schaich, 2005).
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Sekil 1. 6. ORAC yontemiyle antioksidan etkinin, floresans egrisinin altinda kalan alanin hesaplanmasi (Prior, Wu ve
Schaich, 2005)

Toplam Radikal Tuzaklayict Antioksidan Parametre(TRAP) Yontemi

TRAP yontemi ilk kez Wayner ve arkadaslar: tarafindan gelistirilen ve genellikle plazmanin
antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan bir antioksidan aktivite tayin yontemidir. Bu
yontem lipidlerin peroksidasyona ugradigi sirada oksijen tiiketiminin saptanmasi esasma dayanir.
COziinmiis haldeki oksijenin tiiketimi, lipidlerin peroksidasyona ugrama hizinin belirlenmesini saglar.
Trap yontemi uzun suren bir yontemdir (2 saat) ve belli bir siirede yapilabilecek ¢alisma sayist sinirhidir
(Wayner ve ark., 1987).

1.4.2. Elektron Transferine (ET) Dayah Ydntemler

2.2.-Difenil-1-pikrihidrazil (DPPH) Radikal Sondiiriicii Kapasite Yontemi

DPPH yontemi ilk kez 1995 senesinde Brand-Williams ve arkadaslar: tarafindan kullanilmig
olan daha sonra 1998’de Sanchez ve arkadaslar1 tarafindan degistirip kullanilan bir antioksidan
aktivite tayin yontemidir. DPPHe radikali birka¢ organik zaot radikalinden biridir ve kapali menekse
rengindedir. UV-GB absorpsiyon maksimum seviyesi 525 nm’dir. Bu yontem DPPH radikalinin
redoks reaksiyonlarma bagli antioksidanlar tarafindan etkisiz halegetirilmesi esasina dayanir.
Antioksidan aktivite ilk durumdaki DPPH konsantrasyonunun %350’lik bir kisminin azalmasi i¢in
gerekli olan antioksidan miktarini belirten ICsp (etkin konsantrasyon) degeri ile ifade edilir. DPPH
yontemi givenilir ve tekrar edilebilir sonuglar verebilip basit ve hizli bir yontem olmasi sebebiyle
siklikla kullanilan bir yontemdir (Ali ve ark., 2008; Ndhlala, Moyo ve Van Staden, 2010; Brand-

Williams, Cavalier ve Berset, 1995; Perez-Himenez ve ark., 2008).
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Troloks Esiti Antioksidan Kapasite Tayini (TEAC/ABTS) Yontemi

Ik kez Miller ve arkadaslar1 tarafindan 1993 yilinda kullanilan ydntem. sonrasinda Re ve
arkadaglar1 tarafindan gelistirilmistir (Huang, 2002). TEAC analizi 2,2’-azinobis (3-etil-bezotiazolin
6 sulfonat) (ABTS) radikal katyonunun antioksidanlar tarafindan sogurumunun engellenmesi esast ile
iliskilidir. TEAC’mm 660, 734 ve 820 nm’de en {ist seviyede absorban etki gosterir. TEAC yonteminde
deneyler renksiz ve sivi haldeki potasyum persiilfit ile ABTS nn oksidasyonu ile ABTS’deki renk
uretimini icerir ve hem lipofilik hem de hidrofilik bilesenlere uygulanabilir (Niki, 1990; Miller ve ark.,
1993; Ali ve ark., 2008).

1.5. Norodejeneratif Hastahklar

Norodejeneratif hastaliklar, sinir hiicrelerinde cesitli yollarla olusan hasarlar ve ilerleyen
stireclerde bu sinir hiicrelerinin kaybi ile iligskilendirilen hastaliklar olarak tanimlanirlar. Bu hastaliklar
arasinda Alzheimer hastalig1 ile Parkinson hastaligi bulunurken, giiniimiizde bu rahatsizliklarin
tedavisi konusunda yetersizlikler yasanmaktadir. Bu hastaliklarin gelismesinde etkin rol oynayan
kolinesteraz enzim ailesinden asetilkolin esteraz (AChE) ile bitirilkolin esteraz (BChE) enzimleri
ornek olarak verilebilir. Sinir sisteminde etkin bu enzimlerin etkinliklerinin diismesi Alzheimer ve
Parkinson rahatsizliklarina sebep olmaktadir (Hu ve ark., 2019; Gao ve ark., 2018; Ha ve Yeong, 2020;
Jasiecki ve Wasag, 2019; Xings ve ark., 2020; Nagatsu, ve ark., 2018).

1.5.1. Asetilkolinesteraz

Asetilkolinesteraz dokular igerisinde tek basina ya da fosfolipidlere bagli bir halde bulunan ve
asetilkolinin parcalanmasinda rol oynayan bir nonspesifik bir enzimdir. Bu enzim ilk kez 1938’de
elektrik baliginin (Torpedo Marmoreta) elektrik olan bdlgesinden ekstraksiyon yolu ile saflastirilarak
elde edilmistir. Sinir sistemi fonksiyonlar biiylik bir 6neme sahip olan Asetilkolinesteraz viicutta
sinir, kas ve plasental dokular ile eritrositlerde bulunmaktadir ve sinapsiste bulunan asetilkolini, asetat
ve koline hidrolize ederek aktifliklerini ortadan kaldirir, kas hiicrelerinin kasilmaya baglamasinda ve
kas liflerinde meydana gelen elektriksel akimin olusturulmasinda gorev alir. Sinapsiste bulunan
asetilkolinin inaktive edilme miktar1 ¢ok artarsa sinirsel iletimde kesintiler meydana gelir ve boylece

Alzheimer hastaligi ortaya ¢ikar (Melanson ve ark., 1985; Given, 2000).

1.5.2. Butirilkolinesteraz

Asetilkolin, sinir sistemlerinde 6nemli bir yere sahip norotransmitterdir ve sinir impulslarinin

kimyasal yollarla iletilmesinde aktif rol oynar. Bdtirilkolinesteraz, asetilkolinesteraz ile merkezi sinir
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sisteminde bulunan asetilkolini hidrolize eder. Yapilan c¢alisamalar ortamdaki asetilkolin
konsantrasyonunun hizli bir sekilde azalmasmin Alzheimer hastaligi ile iliskili oldugunu gostermistir
(Darvesh, Hopkins ve Geula, 2003; Massoud, 2011).

Butirilkolinesteraz enzimi vicutta cogunlukla karaciger dokusu ve plazma olmak tizere birgok

dokuda, merkezi ve gevresel sinir sisteminde bulunur (Quinn, 1987).

1.5.3. Tirozinaz

Tirozinaz enzimi, monofenol monooksijenaz, fenolaz, monofenol oksidaz, polifenol oksidaz
gibi isimlerle de ifade edilen EC: 1.14.18.1 numarasi ile tanimli, bitkilerde ve mantarlarda sik¢a
bulunan bakir katyonlu bir metalloenzimdir. Tirozinazlar Uzerine 1985 yilinda ilk kez yapilan
calismada Russula nigricans mantari kesilmek suretiye yapilmistir ve bu kesilen parga kirmizi renkli
durumdayken hava temasi sonucunda siyaha donmiistiir. Tirozinaz enzimi, monofenol ve difenollerin
reaktif o-kinon bilesiklerine okside olma reaksiyonlarinda rol oynar (Sharma, Vinay ve Niti, 2003;
Chang, 2009).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Osmaniye ve ark., antikolinesteraz etkilerinin olacagi diisiiniilen hidrazon tiirii bilesikleri iki
basamakta sentezlediler. Oncelikli olarak benzoil kloriir tiirevleri ile hidrazin hidrat reaksiyona
sokularak benzoik asit hidrazit sentezlendi. ikinci basamakta ise benzoik asit hidrazitleri, imidazol-4-
karbaldehit ile reaksiyona sokularak hedef hidrazon bilesikleri sentezlendi (sekil 2.1.) (Osmaniye ve
Cevik, 2021).

0 0O
R NH,NH,.H,0 R _N EtOH
cl i NHNH, + [ > CHO —m
- = HN_/
THF
_NH

R O
% e
H

R: -H, 4-Cl. 4-OCH,, 3.4-diCl. 3,4-OCH,
Sekil 2. 1. Elde edilen imidazol-hidrazonlarin sentez semasi

Saglik ve ark. Kolinesteraz enzim inhibisyonunu incelemek igin yeni benzimidazol hidrazon
tirevlerini 5 basamakta sentezlediler. Oncelikle sekonderamin tiirevlerinin asetonlu ortamda potasyum
karbonat ve 4-florobenzaldehit ile reaksiyona girmesi saglanmis ve yeni benzaldehit turevleri
sentezlenmistir. 4-Etoksi benzaldehit dimetilformamid bulunan ortamda sodyum disulfit ile
reaksiyona sokulmus ve benzaldehit sodyum bisilfit sentezlenmistir. Daha sonra dretilen bu
molekul 3,4-diamino benzoik asit ile reaksiyona sokularak benzimidazol halkasi kapatilmistir.
Karboksilik asit fonksiyonel grubu metanollii ortamda esterlestirme reaksiyonuna sokulmustur. Ester
bilesiklerinin hidrazin hidrat ile tepkimesinden hidrazit bilesikleri elde edilmis, hidrazit tiirevleri de
etanolli oertamda aldehit turevleri ile tepkimeye konularak hidrazon tirevi bilesikler elde edilmistir
(sekil 2.2.) (Saglik ve Cevik, 2020).
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Sekil 2. 2. Elde edilen benzimidazol-hidrazonlarin sentez semasi

Shah ve ark., yirmi bir adet 8-hidroksikinolin hidrazon tiirii sentezlemis (sekil 2.3.) ve bu
sentezlenen hidrazonlarin in vitro antikanser etkinliklerini arastirmuslardir.  Sentezlenen
hidrazonlardan (E)-2-((2-(4-florofenil)hidrazino)metil)kinolin-8-ol HeLa serviks (ICso= 26,30 uM),
MCF-7 meme (ICso= 34,19 uM), A549 akciger (ICso= 38,77 uM) ve MDA-MB-231 triple negatif
meme (I1Cso= 34,23 uM) kanseri hiicrelerine karsi aktivite gosterdigi bildirilmistir (Shah ve ark., 2018).

/ N .
N = N
H
OH

Sekil 2. 3. Elde edilen hidrazon tiirevlerinin genel yapisi

Gurkok ve ark., 2009 yilinda 5-bromoindol tirevlerinin N,N-dimetil formamid ile tepkimesi
sonucunda Uretilen indol/5-bromoindol-3-karboksaldehid ttrevlerinin hidrazidler ile kondensasyon
reaksiyonu sonucunda hidrazid-hidrazonlar1 elde etmislerdir (sekil 2.4.). Bu sekilde sentezlenen
bilesiklerin antibakteriyal ve antifungal aktiviteleri kontrol edilmistir (Altanlar, Gurkok ve Suzen,
2009).
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Sekil 2. 4. Elde edilen Indol-3-aldehit hidrazid/hidrazon tiirevlerinin kimyasal yapisi

Holla ve ark., 2003 yilinda 2,4-distibstitiie tiyazol tiirevlerini sentezlemislerdir (sekil 2.5.) ve

bu bilesiklerin antibakteriyel ve anti inflamatuar etkilerinin olabilecegini bildirmislerdir (Holla ve ark.,
2003).

Sekil 2. 5. 2-arilamino-4-(2,4-dikloro-5-florofenil) tiyazollerin kimyasal yapisi

Kbése ve ark., tarafindan 2021 yilinda yapilan c¢alismada 4-((3-(triflorometil)piridin-2-
il)oksi)benzohidrazit pargasi igeren yedi adet yeni hidrazon tiirii sentezlendi (sekil 2.6.). Bu sentez
islemi i¢in baslangic maddesi olarak 4-hidroksibenzoik asit kullanildi. Metanollii ortamda 4-
hidroksibenzoik asit, sulfirik asit ile tepkimeye sokularak metil esteri elde edildi. Elde edilen ester
maddesi 2- bromo-3(triflorometil)piridin maddesi ile tepkimeye konularak 4-((3-(triflorometil)piridin-
2-il)oksi)benzoikasit metil esteri sentezlendi. Sentezlenen metil esteri hidrazin hidrat araciligiyla
hidrazite ¢evrildi. Bu hidrazit bilesigi ise siibstitiie aldehitlerin katilma-eliminasyon reaksiyonuna
sokulmasiyla ile yeni hidrazon tiirevleri sentezlendi. Sentezlenen bu hidrazon bilesiklerinin yapilari

'H, 3C NMR ve HRMS spektroskopileri ile aydinlatild1 (Kése ve ark., 2021).
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Sekil 2. 6. 4-((3-(Triflorometil)piridin-2-il)oksi)benzohidrazit Birimi Igeren Yeni Hidrazon Tiirevlerinin Sentezi
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasallar ve Kullamlan Cihazlar

Bu ¢alismada, yeni hidrazon tiirevlerini sentezlemek ve biyolojik aktivitelerini yapmak icin
gerekli tim kimyasallar Aldrich ve Merck Kimya sirketlerinden temin edilmistir.

Erime noktalar1 bir Barnstead IA9100 Elektrotermal Dijital Erime Noktalar1 aparati
kullanilarak kontrol edildi. FT-IR spektrumlari, bir Agilent Cary 630 FTIR spektrofotometresine
kaydedildi. *H ve 3C NMR spektrumlari, sirasiyla 400 MHz ve 100 MHz'de dahili bir standart olarak
aril stlfonatlar icin CDCls ve ¢oziici olarak hidrazon turevleri igcin DMSO ve tetrametilsilan
kullanilarak Bruker Avance III 400 MHz spektrometresine kaydedildi.

Kullanilan Cihazlar

e GC-MS/FID (Agilent Technologies Inc. 7890A GC - Agilent 5975
e GC-MSD, Ingiltere)

e LC-MS/MS (LC-HRMS Thermo Q Exactive )

e Ultraviyole Spektrofometre Cihazi (UV-Vis), (PG Instruments T80+
e UV/VIS Spectrometer, Ingiltere)

e FEliza (BioTek EON Microplate Reader, Amerika Birlesik Devletleri)
e Rotaevaporator (Heidolph, Almanya)

e Otomatik pipetler (20-200 pL, 100-1000 pL, 500-5000 pL) (Brand,
e Almanya)

e Hassas terazi (Shimadzu ATX224, Japonya)

e Manyetik karistirict (Heidolph MR 3001, Almanya)

e pH-metre (Thermo, Amerika Birlesik Devletleri)

e Elma S15 ultrasonik banyo (Almanya)

e Ultra saf su cihaz1 (Merck Millipore Direct-Q 3 UV, Almanya)

e Vortex (LMS Co. LTD, Japonya)
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Madde Ad Firma Adi Katalog No
Nikotinik hidrazit % 97 25 gr Sigma Aldrich 107425-25G
4-Piridinkarboksilik asit Merck M806753.0100
hidrazit 100 gr
4-Klorobenzensilfonil klorit ~ Sigma Aldrich 133698-100G
% 97 100 gr
4-Bromobenzensulfonil Sigma Aldrich 108669-25G
Klorit % 98 25 gr
2-Hidroksi-4- Merck M841611.0005
4metoksibenzaldehit 5 gr
2-Hidroksi-4-naftaldehit 25  Sigma Aldrich H45353-25G
gr
3-Hidroksibenzaldehit % 97  Alfa Easer A13541.14
25 gr
2-Hidroksi-3- Alfa Easer A15672.14
metoksibenzaldehit % 99
100 gr
3-Hidroksi-4-metoksi Alfa Easer A12866.14
benzaldehit% 98 25 gr
Benzensilfonil klorit % 99 Sigma Aldrich 108138-100G
100 gr
4-Metoksibenzendulfonil Sigma Aldrich M10204-25G
klorit % 99 25 gr
2-PROPANOL 2.5 It
Diklorometan Merck M10650.2500
Trietilamin Merck M808352.1000
Petrol Eteri Sigma Aldrich 24587-5L-R
Dietil eter Merck M100926.500

3.2. Sentez

Hedef bilesikler 2a-i icin sentetik strateji Sema 1'de gosterilmistir. Bu ¢alismada, hedef
molekiiller olarak bazi yeni hidrazon tlrevleri (2a-i), iyi verimlerle iki adimda sentezlenmistir
(Kamali, Cakmak ve Boga, 2022; Basaran, Hagimi, Cakmak ve Cinar, 2022; Cakmak, Basaran, Kaya
ve Erkan, 2022; Basaran, 2021).

Calismanm ilk adiminda, klor atomu igeren aril siilfonatlar (1a-i), 4 saat boyunca reflaks
edilerek diklorometan (DCM) ortaminda trietilamin (TEA) varliginda dokuz fenolik aldehitin 4-CBSC
ile reaksiyonu ile% 75-86 verim ile elde edildi. Calismanin ikinci adiminda, dokuz aril siilfonatin
reflaks edilerek nikotinik hidrazit ile 4 saat boyunca bir etanol ortaminda siirekli manyetik

karistiriimasiyla reaksiyon % 72 -83 verimle dokuz yeni hidrazon turevi (2a-i) elde edilmistir. Elde
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edilen aril siilfonatlar arasinda bunlardan biri yeni (1e), altist bilinmektedir (1a, 1b, 1c, 1f, 1g ve 1h)
ve ikisi ticaridir (1d ve 1i). Ote yandan, sentezlenen tim hidrazon tiirevleri (2a -i) ilk kez sentezlendi.

0 0 00
8- TEA, DCM S AT M
“ T Cl + - : o
ol reflux cl- o]
(1a-i)
(o]ye] 0
Ay N EtOH O AN
[| H + (1a-) g I Ny
'“'N':’ reflux . H (I
(2a-i)
(a) (b) (c) (d} (e)

U] (a) (h) U}

Sema 1. Heterosiklik hidrazon bilesiklerinin sentezi.

3.3. Biyolojik Cahsmalar i¢in Genel Prosediirler

3.3.1. Antikolinesteraz Testi

Bu caligmada, sentezlenen tim molekdllerin (1a-i ve 2a-i), AChE ve BChE inhibisyonuna
bakildi. Sentezlenen molekillerin  AChE ve BChE inhibitdr aktiviteleri, Ellman'in modifiye
spektrofotometrik yontemi ile belirlendi. (Ellman ve ark., 1961) Kolinesteraz inhibitor ¢alismalari igin
elektrikli yilan baligit AChE (Tip-VI-S, EC 3.1.1.7, Sigma) ve at serumu BChE (EC 3.1.1.8, Sigma)
kullanilmigtir. Enzim substratlar1 olarak asetiltiyokolin iyodur ve batiriltiyokolin klortr (Sigma, St.
Louis, MO, ABD) kullanildi. Bu enzimlerin aktivitelerinin 6l¢iilmesinde 5,5'-dithio-bis(2-
nitrobenzoik) asit (DTNB, Sigma, St. Louis, MO, ABD) kullanilmistir. TUm bilesikler, 4 mM
konsantrasyonda stok ¢ozeltileri hazirlamak i¢in DMSO'da ¢6ziildi. 150 uL 100 mM sodyum fosfat
tamponu (pH 8.0), 10 pL numune ¢6zeltisi ve 20 uL AChE (veya BChE) cozeltileri karistirildi ve 25
°C'de 15 dakika boyunca inkibe edildi ve DTNB (10 pL) eklendi. Reaksiyon daha sonra
asetiltiyokolin iyodiir (veya biitiriltiyokolin iyodiir) (10 pL) ilavesiyle bagslatildi.  Test edilen
bilesiklerin ¢Ozeltisinin son konsantrasyonu 200 uM idi. Asetiltiyokolin iyodur / batiriltiyokolin
iyoduriin hidrolizi, DTNB'nin tiyokolinlerle reaksiyonu sonucu sar1 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonun

olusumu ile izlendi, 96 kuyucuklu bir mikroplaka okuyucu kullanilarak 27 °C'de 15 dakika boyunca
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inkiibe edildi ve 412 nm dalga boyunda 6l¢iimleri alind1. Olgiimler ve hesaplamalar Microsoft excel
kullanilarak degerlendirildi. Deneyler ti¢ paralel ¢aligildi (Cinar ve ark., 2021; Cakmak ve ark., 2021).
Bu enzimlerin inhibisyon yiizdesi, asagidaki formiil kullanilarak numunelerin bos numunelere (DMSO
ve metanol) gore reaksiyon oranlarmnin karsilastiriimasiyla belirlenmistir. Inhibisyon esitlik degeri
(3.1) formiiliine gore hesaplanmistir.

Inhibisyon (%) = (Akontrol — Asrnek)/Akontrol X100 (3.1.)

Burada;

A, absorbanstrr.

Axontrol, kontrol reaksiyonunun absorbansidir.

Ak, test bilesiklerinin absorbansidir.

Deneyler ii¢ paralel ¢alisildi.

3.3.2. Antitirozinaz aktivitesi

Sentezlenen bilesiklerin antitirozinaz aktiviteleri, Hearing ve Jimenez tarafindan tasarlanan
yonteme gore belirlendi (Hearing ve Jiménez, 1987). Ilk olarak, bilesiklerin difenolaz fonksiyonunun
inhibisyonu degerlendirildi ve substrat olarak L-DOPA kullanildi. Mantardan elde edilen tirozinaz
(E.C. 1.14.18.1) (30 U, 28 nM) sodyum fosfat tamponunda (pH = 6.8, 50 nM) ¢6zlldu ve bilesikler on
dakika boyunca oda sicakliginda 6n inkiibasyon i¢in ¢dzeltiye eklendi. inkiibasyondan sonra, karisima
0.5 mM L-DOPA eklendi ve absorbanstaki degisim 37 °C'de 475 nm'de 6l¢iildii (Cinar, ve ark., 2021;
Cakmak, ve ark., 2021; Ersoy ve ark., 2019).

Tlm enzim inhibisyon aktivitelerinin ylzdesini hesaplamak icin 3.1. formult kullanildi.
Inhibisyon (%) = (Axontrol — Asrnek)/Akontrol X100
Burada;

A, absorbanstir.
Axontrol, kontrol reaksiyonunun absorbansidir.
Asrnek, test bilesiklerinin absorbansidir.

Deneyler li¢ paralel ¢alisildi. Kojik asit pozitif kontrol olarak kullanildi.
3.4. Antioksidan aktivite testleri
3.4.1. DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesi Testi
Bilesiklerin DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest radikal stpirme aktiviteleri, DPPH

radikalinin bir etanol ¢ozeltisinin indirgenmesine dayanan spektrofotometrik bir yontemle belirlendi
(Blois, 1958). Her bilesigin 2.5, 6.25, 12.5 ve 25 pL'lik 1 mM stok ¢ozeltisi, DMSO ile 40 pL'ye
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tamamlandi ve 160 pL 0.1 mM DPPH serbest radikal ¢ozeltisi ile karistirildi. Karigim karanlikta 30
dakika bekletildi ve absorbans daha sonra bir kdre karsi 517 nm'de olgiildii. Serbest radikalin
inhibisyonu, DPPH, yizde (%) cinsinden 3.1. formiliine gére hesaplanmustir.

Inhibisyon(%) =(Axontrol — Asrnek)/Akontrol X 100

Burada;

A, absorbanstir.

Axontrol, kontrol reaksiyonunun absorbansidir (test edilen bilesikler disindaki tim reaktifleri icerir).
Ak, test bilesiklerinin absorbansidir.

Deneyler ii¢ paralel ¢alisild:.

3.4.2. ABTS katyon radikal renk giderme testi

ABTS (2,2-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-sulfonik asit)) katyon radikalinin renk
deksiyonunun yiizde inhibisyonu konsantrasyonun bir fonksiyonu olarak elde edildi ve standart olarak
kullanilan BHT ve BHA bilesikleri ile karsilastirilarak degerlendirildi (Re ve ark., 1999). Her bir
kuyucuga farkli konsantrasyonlarda test edilen bilesikler eklendi ve 160 uL. 7 mM ABTS ¢d6zeltisi
eklendi. Oda sicakliginda 6 dakika sonra, absorbanslar 734 nm'de 6lgiildii. ABTS katyonu radikal renk
giderme aktiviteleri 3.1. formill kullanilarak belirlenmistir:

Inhibisyon(%) = (Axontrol — Asrnek)/Akontrol X 100
Burada;

A, absorbanstir.

Axontrol, kontrol reaksiyonunun absorbansidir.
Asrnek, test bilesiklerinin absorbansidir.

Deneyler ii¢ paralel ¢alisildi.

3.4.3. Cupric Indirgeme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC)

Bu yontem, antioksidan molekiillerin varliginda Cu(IT)-neocuproine'in renkli formu Cu(l)-
neocuproine selatina indirgenmesinden olusur (Apak ve ark., 2004). Bunun igin, her molekilin 2.5,
6.25,12.5 ve 25 pL'lik 1 mM stok ¢ozeltileri her bir kuyucuga pipetlendi ve daha sonra 61 pL 10 mM
CuCl, 61 pL 7.5 mM neocuproine Ve 61 pL 1 M NHsOAc c¢ozeltileri swrasiyla farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltilere eklendi. Deney sirasinda karigimi elde ettikten sonra,
absorbans 450 nm'de dikkatlice dl¢uldi. Son olarak, konsantrasyon-absorbans grafiginden elde edilen

Ags degerleri standart molekiiller, BHA ve BHT ile karsilastirildi. Deneyler ii¢ paralel ¢alisildi.
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4. BULGULAR

4.1. Karakterizasyon

Bu calismada, sentezlenen tiim molekiiller FT-IR, *H NMR ve *C NMR ile karakterize edildi.
Karakterizasyon verilerinin molekiil yapilartyla uyumlu oldugu belirlenmistir. Hidrazon bilesiklerinin
(2a-1) FT-IR spektrumlarinda, hidrazon ve imino'nun (-C = N) karbonil grubunu (C = O) temsil eden
bant sirastyla 1680 — 1644 cm™ ve 1598 — 1555 cm™'de ortaya ¢ikmustir. Ayrica bu bilesiklerdeki SO2
grubunun asimetrik ve simetrik bantlar1 1379-1350 cm™ ve 1190 — 1146 cm* olarak tespit edilmistir.
2a-i bilesiklerinin 'H NMR spektrumlarinda, & 12.15-11.80 ppm bolgesinde gozlenen singlet
protonlar1 -CONH protonuna ait oldugu belirlenirken, azometine (-CH = N) protonlar1 & 8.70-8.34
ppm civarinda singlet olarak belirlenmistir. Aromatik ve piridin halka protonlar1 6 9.20 ile 6 5.97 ppm
arasinda tespit edilmistir. 2d-e bilesiklerinde de bulunan metoksi (-OCHz3) protonlari, & 3.75 - 3.44
ppm'de singlet olarak gozlendi. 2a-i'nin 3C NMR spektrumunda, -CH = N karbondan kaynaklanan
sinyal & 152.97-152.61 ppm'de belirlendi. Karbonil gruplarinin karbonlar1 (C = O), 162 ppm'd
civarinda rezonansa giren sinyaller gosterdi. Ayrica, 2d-e bilesiklerindeki —OCH3 karbonundan
kaynaklanan sinyal, 56.25 - 56.09 ppm's tespit edildi. Beklenen bdlgelerde piridin, aromatik ve diger

halkalarin diger karbonlar1 gozlendi.

4.2. istatistiksel analiz

Antioksidan, antikolinesteraz ve antitirozinaz aktivite deneyleriyle saptanan veriler (i¢ paralel
olcimiin ortalamas1 ve standart sapmasi olarak uygulandi. Istatistiksel anlamlilik, p< 0.05'

degerlerinin anlamli kabul edildigi bir T-testi kullanilarak degerlendirildi.

4.2.1. Ester turevlerinin sentezi icin genel prosedir la-e

Aril stilfonatlar (1a-i) elde etmek i¢in asagida agiklanan prosediir, fenolik aldehitler ve 4-
CBSC arasindaki tlm reaksiyonlar igin ayniydi. Burada, 4-hidroksibenzaldhitin (4-HBA) 4-
CBSC ile reaksiyonu bilesik 1c'yi olusturmak igin 6rnek olarak verilmistir (Cakmak ve ark., 2022;
Bagaran, 2021). Kisaca, 10 mL DCM'de 4-HBA (0.281 g, 2.3 mmol) ve TEA (4.6 mmol, 625 puL)

karigimi oda sicakliginda 30 dakika boyunca kuvvetlice karistirildi. Daha sonra, 10 mL DCM'de 4 -
CBSC (0.448 g, 2.3 mmol) bu ¢ozeltiye damla damla eklendi; ve daha sonra reaksiyon karigimi

yaklasik 4 saat geri akitildi. Bu islemden sonra, reaksiyon karisimi sogutuldu ve daha sonra 2
M HCI ile iki kez ekstrakte edildi. Elde edilen organik fazlar susuz sodyum silfat tizerinde kurutuldu,

filtrelendi ve daha sonra ¢oziicii diisiik basing altinda yavasca buharlastirildi. Son olarak, ham uriin
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birkag kez etanol ile kristallesme ile saflastirildi.
Bu calismada, sentezlenen tiim molekiiller FT-IR, *H NMR ve *C NMR ile karakterize edildi.

4.2.1.1. 2-Formilfenil 4-klorobenzensulfonat (1a) (Xu ve Zhang, 2011)

Cl

Beyaz kati, verim: %81, erime noktasi: 60-61 °C.

FT-IR (cm™, vmay): 3095, 3038 (C-H, aromatik gb.), 2876, 2750 (C-H, aldehit gb.),
1691 (C=0 gh.), 1375 (SO, asimetrik gb.), 1164 (SO, simetrik gb.).
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Sekil 4. 1. Bilesik (1a)’ nin IR spektrumu

CDCls'te 'H NMR (400 MHz, ppm): § 10.07 (s, 1H, aldehit-H), 7.91 (d, J = 7.7 Hz,
1H, aromatik-H), 7.81 (d, J = 8.6 Hz, 2H, aromatik-H), 7.63 — 7.59 (m, 1H,
aromatik-H), 7.55 (d, J = 8.6 Hz, 2H, aromatik-H), 7.44 (t, J = 7.5 Hz, 1H, aromatik-H)
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Sekil 4. 2. Bilesik (1a)’ nm *H NMR spektrumu

4.2.1.2. 3-Formilfenil 4-klorobenzenstilfonat (1b) (Roudbaraki, Mansoor, Ghashang, 2021)

O\\S/O \O
N\

0]

Cl

Bej kat1, verim: %83, erime noktasi: 98-99 °C.

FT-IR (cm, vmax): 3092, 3042(C-H, aromatik gb.), 2839, 2731 (C-H, aldehit gb.), 1698
(C=0 gh.), 1369 (SO, asimetrik gb.), 1186 (SO, simetrik gb.).
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Sekil 4. 3. Bilesik (1b)’ nin IR spektrumu

CDCls'te tH NMR (400 MHz, ppm): & 9.96 (s, 1H, aldehit-H), 7.85 — 7.76 (m, 3H,
aromatik-H), 7.53 (t, J = 7.7 Hz, 4H, aromatik-H), 7.33 — 7.26 (m, 1H, aromatik-H).
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Sekil 4. 4. Bilesik (1b)’ nin *H NMR spektrumu



4.2.1.3. 4-Formilfenil 4-klorobenzensilfonat (1c) (Andleeb vd., 2018)
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Cl

Beyaz kati, verim: %85, erime noktasi: 94-95 °C.

FT-IR (cm™, vma): 3091, 3020 (C-H, aromatik gb.), 2833, 2743 (C-H, aldehit gb.),
1704 (C=0 gb.), 1374 (SO., asimetrik gb.), 1145 (SO, simetrik gb.).
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Sekil 4. 5. Bilesik (1¢)’ nin IR spektrumu

CDCls'te *H NMR (400 MHz, ppm): & 9.99 (s, 1H, aldehit-H), 7.88 (d, J = 8.6 Hz,
2H, aromatik-H), 7.80 (d, J = 8.7 Hz, 2H, aromatik-H), 7.54 (d, J = 8.7 Hz, 2H,
aromatik-H), 7.20 (d, J = 8.5 Hz, 2H, aromatik-H).
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Sekil 4. 6. Bilesik (1c)’ nin *H NMR spektrumu

4.2.1.4. 2-Formil-6-metoksifenil 4-klorobenzenstlfonat (1d)

g
5

Parlak beyaz kati, verim: %79, erime notasi: 112-113 °C.

FT-IR (cm?, vma): 3092, 3038 (C-H, aromatik gb.), 2844, 2781 (C-H, aldehit gb.),

1690 (C=0 gbh.), 1349 (SO,, asimetrik gh.), 1149 (SO, simetrik gb.).
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Sekil 4. 7. Bilesik (1d)’ nin IR spektrumu

CDClz'te *H NMR (400 MHz, ppm): § 10.22 (s, 1H, aldehit-H), 7.86 (d, J = 8.6 Hz,
2H, aromatik-H), 7.55 (t, J = 8.3 Hz, 3H, aromatik-H), 7.36 (t, J = 8.0 Hz, 1H,
aromatik-H), 7.13 (d, J = 8.0 Hz, 1H, aromatik-H), 3.57 (s, 3H, -OCH3).
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Sekil 4. 8. Bilesik (1d)’ nin *H NMR spekturmu



4.2.1.5. 2-Formil-5-metoksifenil 4-klorobenzenstlfonat (1e)
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Beyaz kati, verim: %82, erime noktasi: 97-98 °C.

FT-IR (cm™, vma): 3106, 3027 (C-H, aromatik gb.), 2839, 2787 (C-H, aldehit gb.),
1683 (C=0 gh.), 1378 (SO, asimetrik gb.), 1180 (SO, simetrik gb.).
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Sekil 4. 9. Bilesik (1e)’ nin IR spektrumu

CDClz'te *H NMR (400 MHz, ppm): & 9.86 (s, 1H, aldehit-H), 7.89 — 7.80 (m, 3H,
aromatik-H), 7.56 (d, J = 8.5 Hz, 2H, aromatik-H), 6.94 (dd, J = 8.7, 2.1 Hz, 1H,
aromatik-H), 6.75 (d, J = 2.0 Hz, 1H, aromatik-H), 3.88 (s, 3H, -OCHa).
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Sekil 4. 10. Bilesik (1e)’ nin *H NMR spektrumu

4.2.1.6. 5-Formil-2-metoksifenil 4-klorobenzenstlfonat (1f)

0O

N

O—s—0O

Cl

Beyaz kati, verim: %80, erime noktasi: 135-137 °C.




FT-IR (cm™, vmax): 3087, 3021 (C-H, aromatik str.), 2794, 2736 (C-H, aldehit gb.),
1690 (C=0 gbh.), 1362 (SO., asimetrik gh.), 1176 (SO, simetrik gb.).
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Sekil 4. 11. Bilesik (1)’ nin IR spektrumu

CDClz'te 'H NMR (400 MHz, ppm): & 9.83 (s, 1H, aldehit-H), 7.86 — 7.76 (m, 3H,
aromatik-H), 7.72 — 7.66 (m, 1H, aromatik-H), 7.54 — 7.49 (m, 2H, aromatik-H), 6.99
(dd, J=13.3, 8.5 Hz, 1H, aromatik-H), 3.67 (s, 3H, -OCHy).
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Sekil 4. 12. Bilesik (1) nin *H NMR spektrumu
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4.2.1.7. 4-Formil-2-metoksifenil 4-klorobenzenstilfonat (1g)

Cl
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(Mahapatra, Kumar, Kumar, 2017)
Beyaz kati, verim: %82, erime noktasi: 100-101 °C.

FT-IR (cm™, vma): 3100, 3023 (C-H, aromatik gb.), 2803, 2742 (C-H, aldehit gb.),
1696 (C=0 gh.), 1365 (SO, asimetrik str.), 1141 (SO, simetrik gb.).
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Sekil 4. 13. Bilesik (1g)’ nin IR spektrumu

CDClz'te *H NMR (400 MHz, ppm): & 9.96 (s, 1H, aldehit-H), 7.83 (d, J = 8.7 Hz,
2H, aromatik-H), 7.53 (d, J = 8.7 Hz, 2H, aromatik-H), 7.47 (dd, J = 8.1, 1.6 Hz, 1H,
aromatik-H), 7.44 — 7.37 (m, 2H, aromatik-H), 3.66 (s, 3H, -OCHj3).
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Sekil 4. 14. Bilesik (1g)’ nin *H NMR spektrumu

4.2.1.1. 5-(Dietilamino)-2-formilfenil 4-klorobenzensilfonat (1h) (Je, Lee, Huh, 2002)
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Parlak kahverengi kati, verim: %77, erime noktasi: 109-110 °C.

FT-IR (cm?, vma): 3091, 2970 (C-H, aromatik gb.), 2862, 2771 (C-H, aldehit gb.),
1668 (C=0 gbh.), 1374 (SO,, asimetrik gb.), 1190 (SO, simetrik gb.).
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Sekil 4. 15. Bilesik (1h)’ nin IR spektrumu

CDCI3'te 'H NMR (400 MHz. ppm): & 9.64 (s, 1H, aldehit-H), 7.84 (d, J = 8.5 Hz,
2H, aromatik-H), 7.71 (d, J = 9.0 Hz, 1H, aromatik-H), 7.54 (d, J = 8.4 Hz, 2H,
aromatik-H), 6.63 — 6.56 (m, 1H, aromatik-H), 6.36 (d, J = 2.0 Hz, 1H, aromatik-H),
3.39 (q, J = 7.1 Hz, 4H, -N(CH2CHz3)2), 1.19 (t, J =7,1 Hz, 6H, -N(CH2CHj3)>).
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Sekil 4. 16. Bilesik (1h)’ nin *H NMR spektrumu
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4.2.1.2. 1-Formilnaftalin-2-il 4-klorobenzensulfonat (1i)

Coro,

Soluk sar1 kati, verim: %81, erime noktast: 132-133 °C.

FT-IR (cm™, vmax): 3093, 3027 (C-H, aromatik gb.), 2884, 2782 (C-H, aldehit dizisi),
1683 (C=0 dizisi), 1336 (SO., asimetrik dizi.) , 1157 (SO, simetrik str.).
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Sekil 4. 17. Bilesik (1i)’ nin IR spektrumu

CDCIl3 *H NMR (400 MHz, ppm): § 10.45 (s, 1H, aldehit-H), 9.15 (d, J = 8.5 Hz, 1H,
naftil-H), 8.10 (d, J = 8.9 Hz, 1H, naftil-H), 7.90 (d, J = 8.0 Hz, 1H, naftil-H), 7.82 (d, J
= 8.7 Hz, 2H, aromatik-H), 7.74 — 7.69 (m, 2H, naftil-H), 7,63 — 7,55 (m, 2H,
aromatik-H), 7,34 (d, J = 9.0 Hz, 1H, naftil-H).
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Sekil 4. 18. Bilesik (1i)’ nin *H NMR spektrumu

4.2.2. Hidrazon Turevlerinin Hazirlanmasi I¢cin Genel Prosediir

Nikotinik hidrazit (10 mmol) ve karsilik gelen aril siilfonat (10 mmol) 30 mL
etanol i¢cinde ¢oOziildii. Reaksiyon karisimi siirekli karistirilarak yaklasik 4 saat geri
akitild1 ve daha sonra oda sicakligina sogumasina izin verildi. Bu islemden sonra, ham
iirlin filtrasyon ile uzaklastirildi, birka¢ kez dietil eter ile iyice yikandi1 ve daha sonra
hidrazon tirevi elde etmek icin etanol ile kristallestirildi (Basaran, ve ark., 2022; Cakmak,
ve ark., 2022).
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4.2.2.1. 2-((2-Nikotinoilhidrazono)metil)fenil 4-klorobenzensulfonat (2a)

0
N| X H/ N\
0
S \\S P
AN
o,
ol

Beyaz kati, verim: %74, erime noktasi: 159-160 °C.

FT-IR (cm™, wms): 3229 (N-H gb.), 3080 (C-H, aromatik gh.), 1649 (C=0 gb.), 1560
(C=Ngb.), 1378 (SO2, asimetrik gb.), 1190 (SO, simetrik gb.).
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Sekil 4. 19. Bilesik (2a)’ nin IR spektrumu

!H NMR (400 MHz. ppm)(DMSO-d6): & 12.05 (s, 1H, -CONH), 9.09 (s, 1H,
piridin-H), 8.85 — 8.78 (m, 1H, piridin-H), 8.44 (s, 1H, -CH=N), 8.28 (d, J = 7.7 Hz, 1H,
piridin-H), 7.94 (d, J = 7.0 Hz, 1H, aromatik-H), 7.87 (d, J = 8.6 Hz, 2H, aromatik-H),
7.74 (d, J = 8.6 Hz, 2H, aromatik-H), 7.63 — 7.59 (m, 1H, piridin-H), 7.56 — 7.42 (m,
2H, aromatik-H), 7.15 (d, J = 8.1 Hz, 1H, aromatik-H).
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Sekil 4. 20. Bilesik (2a)’ nm *NMR spektrumu

. 162.15, 152.95, 149.06, 147.81, 141.90,

141.09, 135.99, 132.72, 132.08, 130.85, 130.53, 129.42, 128.65, 128.11, 127.14,

124.16, 123.52.
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Sekil 4. 21. Bilesik (2a) ‘ nin *C NMR spektrumu



41

4.2.2.2. 3-((2-Nikotinoilhidrazon)metil)fenil 4-klorobenzensulfonat (2b)

Cl

//o
//s\o AN N

Beyaz kati, verim: %78, erime noktasi: 163-164 °C.

FT-IR (cm™, vmax): 3193 (N-H gb.), 3061 (C-H, aromatik gb.), 1649 (C=0 gb.), 1555
(C=Ngb.), 1372 (SO2, asimetrik gb.), 1188 (SO, simetrik gb.).
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Sekil 4. 22. Bilesik (2b)’ nin IR spektrumu

1

-d6): & 12.15 (s, 1H, -CONH), 9.06 (s, 1H,
piridin-H), 8.78 (d, J = 4.5 Hz, 1H, piridin-H), 8.39 (s, 1H, -CH=N), 8.26 (d, J = 7.5 Hz,
1H, piridin-H), 7.92 (d, J = 8.4 Hz, 2H, aromatik-H), 7.77 (d, J = 8.3 Hz, 2H,
aromatik-H), 7.72 (d, J = 7.2 Hz, 1H, aromatik-H), 7.62 —7.55 (m, 1H, piridin-H), 7.54
—7.47 (m, 2H, aromatik-H), 7.09 (d, J = 7.9 Hz, 1H, aromatik-H).
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Sekil 4. 23. Bilesik (2b)‘ nin *H NMR spektrumu

EC NMR (100 MHz, ppm)(DMSO-d6); 16231, 152.88, 149.67, 149.07, 147.12,

140.71, 136.85, 135.98, 133.38, 131.22, 130.68, 130.55, 129.47, 127.02, 124.11,
123.99, 120.57.



- 3-R-K-X-E-N-]
nununununn
ZEZEZZ=ZZZ
NRMITNOONONTONCONG ® aoooooQ
AdEoHRaaRNEnIgrnan EEREEEE
L L - L - e R s R
b ek e g e i i ek gk R el | EEEEE)
I ST NN e e

L il ixiiiLiH )

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

ppm

Sekil 4. 24. Bilesik (2b)’ nin *3C NMR spektrumu

4.2.2.3. 4-((2-Nikotinoilhidrazono)metil)fenil 4-klorobenzenstlfonat (2c)

CJ\\S/G’
\\o

Cl |

Beyaz kati, verim: %81, erime noktasi: 203 °C.

FT-IR (cm™, vmax): 3243 (N-H gb.), 3093 (C-H, aromatik gb.), 1650 (C=0 gb.), 1598
(C=N gb.), 1350 (SO, asimetrik gb.), 1146 (SO, simetrik gb.).
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Sekil 4. 25. Bilesik (2¢)’ nin IR spektrumu
'H NMR (400 MHz, ppm)DMSO-d6); & 12.10 (s, 1H, -CONH), 9.06 (s, 1H,

piridin-H), 8.77 (s, 1H, piridin-H), 8.41 (s, 1H, -CH=N), 8.28 — 8.22 (m, 1H, piridin-H),
7.89 (d, J = 7.7 Hz, 2H, aromatik-H), 7.79 — 7.74 (m, 4H, aromatik-H), 7.59 — 7.53 (m,
1H, piridin-H), 7.16 (d, J = 7.6 Hz, 2H, aromatik-H). ,
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Sekil 4. 26. Bilesik (2¢)’ nin *H NMR spektrumu

BC NMR (100 MHz, ppm)(DMSQ-d6): 162.24, 152.83, 150.28, 149.07, 147.28,
140.72, 135.95, 134.00, 133.33, 130.67, 130.53, 129.48, 129.32, 124.07, 123.14.
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Sekil 4. 27. Bilesik (2b)’ nin *3C NMR spektrumu

4.2.2.4. 2-Metoksi-6-((2-nikotinofilhidrazon)metil)fenil 4-klorobenzensulfonat (2d)

0
N| AN H’/N““x o’//
0
F \\s/O
Q%
Cl

Beyaz kati, verim: %78, erime noktasi: 173-174 °C.

FT-IR (cm™, vmax): 3189 (N-H gb.), 3022 (C-H, aromatik gb.), 1653 (C=0 gb.), 1568
(C=Ngb.), 1371 (SO2, asimetrik gb.), 1150 (SO, simetrik gb.).
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Sekil 4. 28. Bilesik (2d)’ nin IR spektrumu

H NMR (400 MHz. ppm)(DMSOQ-d6): & 12.21 (s, 1H, -CONH), 9.07 (s, 1H,
piridin-H), 8.79 (d, J = 3.9 Hz, 1H, piridin-H), 8.54 (s, 1H, -CH=N), 8.27 (d, J = 7.8 Hz,
1H, piridin-H), 7.87 (d, J = 8.5 Hz, 2H, aromatik-H), 7.76 (d, J = 8.5 Hz, 2H, aromatik-
H), 7.63 — 7.54 (m, 2H, aromatik-H ve piridin-H), 7.38 (t, J = 8.0 Hz, 1H, aromatik-H),
7.16 (d, J=8.0 Hz, 1H, aromatik-H), 3.44 (s, 3H, -OCHy3).
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Sekil 4. 29. Bilesik (2d)’ nin *H NMR spektrumu



BC NMR (100 MHz, ppm)(DMSOQ-d6): 162.27, 152.90, 152.22, 149.12, 142.73,

140.51, 137.20, 136.01, 134.43, 130.69, 130.13, 129.99, 129.39, 128.90, 124.08,
118.05, 114.95, 56.05 (-OCHs).
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Sekil 4. 30. Bilesik (2d)’ nin *3C NMR spektrumu

4.2.2.5. 5-Metoksi-2-((2-nikotinofilhidrazon)metil)fenil 4-klorobenzensulfonat (2e)

Cl

Beyaz kati, verim: %75, erime noktasi: 199-200 °C.

47



FT-IR (cm™, vmax): 3226 (N-H gb.), 3088 (C-H, aromatik gb.), 1644 (C=0 gb.), 1562
(C=Ngb.), 1379 (SO2, asimetrik gb.), 1185 (SO, simetrik gb.).

Transmittance [%]

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Wavenumbers [1/cm]

Sekil 4. 31. Bilesik (2¢)’ nin IR spektrumu

'H NMR (400 MHz. ppm)(DMSOQ-d6'da): & 11.93 (s, 1H, -CONH), 9.06 (s, 1H,
piridin-H), 8.79 (d, J = 3.9 Hz, 1H, piridin-H), 8.34 (s, 1H, -CH=N), 8.25 (d, J = 8.0 Hz,
1H, piridin-H), 7.87 (dd, J = 12.7, 8.8 Hz, 3H, aromatik-H), 7.74 (d, J = 8.5 Hz, 2H,
aromatik-H ), 7.61 — 7.58 (m, 1H, piridin-H), 7.10 — 7.03 (m, 1H, aromatik-H), 6.63 (d,
J = 2.1 Hz, 1H, aromatik-H), 3.75 (s, 3H, -OCHj).
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Sekil 4. 32. Bilesik (2¢)” nin *H NMR spektrumu
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BC NMR (100 MHz, ppm)(DMSOQ-d6): 161.96, 161.79, 152.82, 149.00, 148.75,
141.96, 141.12, 135.93, 132.65, 130.97, 130.49, 129.54, 128.07, 124.12, 120.42,

115.05, 108.66, 56.25 (-OCHs).
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Sekil 4. 33. Bilesik (2e)’ nin *C NMR spektrumu

4.2.2.6. 2-Metoksi-5-((2-nikotinoilhidrazono)metil)fenil 4-klorobenzensulfonat (2f)

Cl

\ =50

N N

Beyaz kati, verim: %73, erime noktasi: 169-170 °C.
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FT-IR (cml, vmax): 3229 (N-H gb.), 3067 (C-H, aromatik diz.), 1680 (C=0 gb.), 1561
(C=N gb.), 1378 (SO, asimetrik gb.), 1187 (SO., simetrik gb.).
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Sekil 4. 34. Bilesik (2f)’ nin IR spektrumu

! -d6): & 12.04 (s, 1H, -CONH), 9.06 (s, 1H,
piridin-H), 8.77 (d, J = 3.4 Hz, 1H, piridin-H) , 8.36 (s, 1H, -CH=N), 8.25 (d, J=7.9
Hz, 1H, piridin-H), 7.86 (d, J = 8.6 Hz, 2H, aromatik-H), 7.75 (d, J = 8,6 Hz, 2H,
aromatik-H), 7,69 — 7,61 (m, 2H, aromatik-H), 7,59 — 7,56 (m, 1H, piridin-H), 7,16 (d, J
= 8,6 Hz, 1H, aromatik- H), 3.53 (s, 3H, -OCHj).
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Sekil 4. 35. Bilesik (2f) nin *H NMR spektrumu



BC NMR (100 MHz, ppm)(DMSOQ-d6): 162.12, 153.00, 152.75, 149.03, 147.33,
140.48, 138.05, 135.93, 134.07, 130.69, 130.04, 129.62, 128.73, 127.64, 124.08,

122.08, 114.05 OCHs).
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Sekil 4. 36. Bilesik (2f)’ nin **C NMR spektrumu

4.2.2.7.2-Metoksi-4-((2-nikotinoilhidrazono) metil)fenil 4-klorobenzenstlfonat (2g)

Cl




Beyaz kati, verim: %76, erime noktas1: 185-186 °C.

FT-IR (cm, vmax): 3260 (N-H diz.), 3096 (C-H, aromatik gb.), 1652 (C=0 gb.), 1587
(C=N gb.), 1358 (SO, asimetrik gb.), 1154 (SO,, simetrik gb.).
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Sekil 4. 37. Bilesik (2g)’ nin IR spektrumu
! -d6): 6 12.13 (s, 1H, -CONH), 9.06 (s, 1H,

piridin-H), 8.78 (d, J = 4.0 Hz, 1H, piridin-H) , 8,40 (s, 1H, -CH=N), 8,25 (d, J=7,9
Hz, 1H, piridin-H), 7,85 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,76 (d, J = 8,5 Hz, 2H, aromatik-H), 7,60
— 7,58 (m, 1H, piridin-H), 7,39 (s, 1H, aromatik-H), 7,34 (d, J = 8,6 Hz, 1H,
aromatik-H), 7,26 (d , J = 8.3 Hz, 1H, aromatik-H), 3.58 (s, 3H, -OCHy).
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Sekil 4. 38. Bilesik (2g)’ nin 'H NMR spektrumu

B3¢ NMR (100 MHz, ppm)( DMSOQ-d6): 162.28, 152.85, 151.89, 149.06, 147.60,

140.46, 139.00, 135.97, 135.08, 134.17, 130.64, 130.10, 129.52, 124.60, 124.10,120.88, 111.06,
OCHba).
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Sekil 4. 39. Bilesik (2g)’ nin *C NMR spektrumu

4.2.2.8.5-(Dietilamino)-2-((2-nikotinoilhidrazono)metil)fenil 4-klorobenzensulfonat
(2h)

Cl
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Sar1 kati, verim: %71, erime noktasi: 191-192 °C

FT-IR (cm™, vmax): 3202 (N-H gb.), 3067 (C-H, aromatik gb.), 1644 (C=0 gb.), 1593
(C=Ngb.), 1374 (SO2, asimetrik gb.), 1169 (SO, simetrik gb.).
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Sekil 4. 40. Bilesik (2h)’ nin IR spektrumu

! -d6): & 11.80 (s, 1H, -CONH), 9.05 (s, 1H,

piridin-H), 8.77 (d, J = 3.5 Hz, 1H, piridin-H) , 8.34 (s, 1H, -CH=N), 8.24 (d, J=7.9
Hz, 1H, piridin-H), 7.93 (d, J = 8.6 Hz, 2H, aromatik-H), 7.77 — 7.72 (m , 3H,

aromatik-H), 7,59 — 7,56 (m, 1H, piridin-H), 6,73 (d, J = 9,0 Hz, 1H, aromatik-H), 6,02

— 5,97 (m, 1H, aromatik-H), 3,25 (q, J = 6,5 Hz, 4H, -N(CH2CH3)2), 0,99 (t, J = 6,9 Hz,
6H, —-N(CH2CHs)2).




55

10

20

30

Lo _k.ul An.

o W

5 —

££6'0 % —

0660 — - =80'9f - - T6STT—

800°'T o5

— 0

0 )
e o B 0SINa 662°6€
P — _J S 9 0SINd 805°6€
62T'E — - 0SWa £TL'6E
SYT'E e . © OSWA-ST6'6E
zop et —— =00F o © 0SWA vETOb
6£Z°€ g S 5 0SWa evEoL

. o osiazss'or

OTH ESE'E L 3 - seE b
2 g
E - o
L — -
n = N~
= O
x . N
5] N
podels — — =ss0[© & 5 o
000'9 4 ~
. = 3 ;
5D nl = 88 .
2957, "~ I — m
vestes . _— = m ~ o
L T — - sos| E 8= < I £0T'HOT

By ] — Sl B = . . .
v65°L P a A o 0O OPS'TTT
orzck — - 101 = 5 B SSS'ETT~
68" L6'0 ~ — I .
wrey — -— =950 a : - O 090°bZT

M | _ —J .veofa = o =2 £96'LZT
mwm.m R o Z 986zt
L£6'L = o L SLbOET

. e a ™ ST6'0ET
€ET'8 = ) — o gseety
£5T'8 < ~ 0 6hSET
spe's < To) i .

) A » N T98'OVT \
€948 -\ i <~ ;. 686°ZHT
TLLs > = % = ¥S6°SPT
¥S0'6 \ =< - N TIS'6VT

SO8'TT— - ——= 60| 758 - & 9z0'0ST
@) - 0w T 609°ZST
Oy 7 @G £59'T9T
w

& 5 N

°Q 3 9 I

z s 2

T= < © =z

- 0 R

O @] < <

— <

n - -

7\ - @

o

—Z N <

La < O

o] 49

70 60 50

80

90

ppm
Sekil 4. 42. Bilesik (2h)’ nin 3C NMR spektrumu
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ET-IR (cm™, vma): 3176 (N-H diz.), 3059 (C-H, aromatik gb.), 1653 (C=0O gb.), 1585

(C=N gh.), 1375 (SO, asimetrik gb.), 1171 (SO, simetrik gb.).
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Sekil 4. 43. Bilesik (2i)’ nin IR spektrumu

'H NMR (400 MHz, ppm) (DMSO-d6): & 12.07 (s, 1H, -CONH), 9.20 (d, J = 8.4 Hz,
1H, naftil-H), 9.14 (s, 1H, piridin-H) , 8.83 (d, J = 3.6 Hz, 1H, , piridin-H), 8.70 (s, 1H,
-CH=N), 8.33 (d, J = 8.0 Hz, 1H, piridin-H), 8.12 (d, J = 9,0 Hz, 1H, naftil-H), 8,04 (d,
J = 7,8 Hz, 1H, naftil-H), 7,86 (d, J = 8,6 Hz, 2H, aromatik-H), 7,72 — 7,60 (m, 5H,
aromatik-H, naftil-H ve piridin-H), 7.41 (d, J = 9.0 Hz, 1H, naftil-H).
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Sekil 4. 44. Bilesik (2i)’ nin *H NMR spektrumu
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BC NMR (100 MHz, ppm)(DMSO-d6): 162.11, 152.97, 149.14, 147.44, 143.49,
141.08, 136.03, 132.93, 132.66, 130.87, 130.48, 130.43, 129.34, 129.16, 129.04,

127.45124 127.18.13 , 121.60.
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Sekil 4. 45. bilesik (2i)’ nin *C NMR spektrumu

Karakterizasyon verilerinin molekiil yapilariyla uyumlu oldugu belirlenmistir. Hidrazon
bilesiklerinin (2a-i) FT-IR spektrumlarinda, hidrazon ve imino'nun (-C = N) karbonil grubunu (C = O)
temsil eden bant sirasiyla 1680 — 1644 cm™ ve 1598 — 1555 cm™'de ortaya ¢ikmistir. Ayrica bu
bilesiklerdeki SO, grubunun asimetrik ve simetrik bantlar1 1379-1350 cm™ ve 1190 — 1146 cm™ olarak
tespit edilmistir. 2a-i bilesiklerinin *H NMR spektrumlarmnda, § 12.15-11.80 ppm bélgesinde g6zlenen
singlet protonlar1 -CONH protonuna atfedilirken, azomethine (-CH = N) protonlar1 6 8.70-8.34 ppm
civarinda singlet olarak belirlenmistir. Aromatik ve piridin halka protonlar1 6 9.20 ile & 5.97
ppm arasinda tespit edildi. 2d-e bilesiklerinde de bulunan metoksi (-OCHzs) protonlari, 6 3.75 - 3.44
ppm'de gozlendi. 2a-i'nin 3C NMR spektrumunda, -CH = N karbondan kaynaklanan sinyal § 152.97-
152.61 ppm'de belirlendi. Karbonil gruplarinin karbonlar1 (C = O), 162 ppm'd civarinda rezonansa
giren sinyaller gosterdi. Ayrica, 2d-e bilesiklerindeki —OCHzs karbonundan kaynaklanan sinyal, 56.25
- 56.09 ppm's tespit edildi. Beklenen bolgelerde piridin, aromatik ve diger halkalarin diger karbonlar1

gozlendi.
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5. SONUC VE TARTISMA

Bu arastrmada, dokuz yeni heterosiklik hidrazon turevi, ilk kez, AChE, BChE ve tirozinaz
inhibitor potansiyelleri ve antioksidan aktiviteleri i¢in sentezlenmis, karakterize edilmis ve
degerlendirilmistir. Sentezlenen molekiillerin ¢ogu, bu enzimlere kars1 degisen inhibitor aktivitelere
sahipti. Inhibisyon aktivitesinde, 1a, 1d ve 2h bilesiklerinin, standart bilesik galantamine kiyasla
BChE iizerinde 6nemli inhibitdr etkilere sahip oldugu belirlenmistir. Ote yandan, AChE aktivitesinde,
sadece bilesik 2a, galantamine en yakin inhibitor aktiviteyi gostermistir. Tirozinaz testinde, test edilen
molekiillerin tiimiiniin standart bilesik kojik asitten daha diisiik aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Antioksidan aktivitesinde, baslangi¢ molekiilleri hidrazon tiirevlerinden daha diisiikk antioksidan
aktiviteler gostermistir. DPPH testinde, 2a ve 2e bilesikleri, standart bilesik BHT'ye kiyasla en yuksek
antioksidan aktiviteyi gostermistir. Diger iki antioksidan aktivite yonteminde (ABTS ve CUPRAC
testleri) bilesiklerin, standart bilesikler BHA ve BHT'den daha diisiik antioksidan aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Sonugclar, test edilen molekiillerin bazilarinin yeni BChE inhibit6rlerinin kesti igin umut

verici iskeletler olabilecegini gostermistir.

5.1. Biyolojik Degerlendirme

5.1.1.Enzim inhibitdr sonuglar:

AH hastalarinda dikkat ve hafiza bozuklugu, 6nemli 6l¢iide daha diisiik asetilkolin seviyeleri
ile iliskilidir. Asetilkolin esteraz ve butirilkolin esteraz gibi enzimleri kolinesteraz inhibitorleri ile
bloke ederek asetilkolinin par¢alanmasinin engellenmesinin bu kolinerjik tiikenmeyi iyilestirdigi
bildirilmektedir (Cakmak, Basaran ve Sentiirk, 2022; Ansari ve ark., 2022; Srivastava ve ark., 2017;
Srivastava ve ark., 2019). Bugiine kadar ABD Gida ve Ila¢ Dairesi tarafindan sadece birkag inhibitor
onaylanmistir. ancak bu inhibitorlerin mide-bagirsak bozukluklari, hepatotoksisite ve periferik yan
etkiler gibi ¢esitli yan etkiler gosterdigi belirlenmistir (Bazan ve ark., 2012) Bu nedenle, yeni ve etkili
AChE ve BChE inhibitorlerinin kesfine yonelik arastrmalar hala biiyiik ilgi gormektedir. Bu
calismada, standart bilesik olarak galantamin kullanilmistir. Ote yandan, yeni ve etkili tirozinaz
inhibitorlerini bulma girisimleri, cilt ve sagin pigmentasyon problemlerini ¢ozmek igin giivenilir bir
yontem olarak kullanilmigtir (Cheignon ve ark., 2018). Simdiye kadar tirozinaz inhibitor potansiyeline
sahip ¢ok sayida bilesik rapor edilmis olup, konuyla ilgili arastirmalar devam etmektedir (Bao ve ark.,
2010). Test edilen tim molekillerin, galantamin ve kojik asidin inhibisyon sonuglar1 Tablo 1'de

sunulmustur.



Tablo 1. Asetilkolin Esteraz, Biitirilkolin Esteraz ve Tirozinaz enzim inhibisyon sonuglar1

60

Bilesikler AChE BChE Tirozinaz
la >1000 10,45%0,21 >1000
1b >1000 106,72+0,82 270,47%£0,94
1c >1000 92,57+0,98 232,8+1,22
1d >1000 91,01+0,81 >1000
le >1000 201,08+1,16 641,25+2,76
1f >1000 504,03+2,79 >1000
19 >1000 117,60£1,34 471,48+1,98
1h >1000 10,12+0,06 >1000
1i >1000 169,92+1,23 >1000
2a 168,16+1,52 90,57+1,14 320,11+1,17
2b 201,18%0,74 115,82+1,35 241,20+1,35
2C 253,42+1,36 385,18+2,57 300,25+2,09
2d 345,11+2,58 383,66%1,99 541,05+3,61
2e 872,51+4,14 399,44+2,68 387,86+2,42
2f 328,88+2,62 314,53+1,70 392,57+1,93
29 410,64+1,43 537,14+3,31 411,01+2,88
2h 652,12+2,39 >1000 642,09+3,79
2i 238,68+1,71 9,89+0,16 284,15+0,72

Donepezil™ 0,04 +0,01 15,24 + 0,88
Galantamin? 5,01+0,08 11,67+0,55 -
Kojic asit® - - 8,48+0,14

* Tm enzim inhibisyon aktivite degerleri inhibisyon olarak verildi % 200 uM
& AChE ve BChE igin standart bilesik

® Tirozinaz icin standart bilesik

Asetilkolin esteraz inhibisyon testi i¢in yapilan bu arastirmada toplam on sekiz molekiil
sentezlendi. Bunlardan dokuzu aril stlfonatlar (1a-i) ve dokuzu bu aril siilfonatlarin hidrazon tiirevleri
(2a-i) idi. Tablo 1'deki inhibitor sonuglar incelendiginde, sentezlenen tum hidrazon turevleri,
asetilkolin esteraz'a kars1 168.16 ila 872.51 uM arasinda degisen ICso degerleri ile inhibisyon etkileri
gosterdi. Galantamin, bu enzimi ICso degeri 5.01 uM inhibisyonu ile inhibe etti. Ote yandan aril
stilfonatlarin bu enzimi inhibe etmedigi belirlendi. Hidrazon tiirevlerinin inhibisyon sonuglari
incelendiginde, salisilaldehit bazli bir hidrazon tiirevi olan bilesik 2a'nin en aktif molekiil oldugu

belirlendi.
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BChE testinde, sentezlenen tiim molekiiller (bilesik 2h harig), bu enzime kars1 9.89 ile 537.24
UM arasindaki konsantrasyonlarda inhibe edici aktiviteler gosterdi. Galantamin, bu enzimi ICso degeri
11.67 uM inhibisyonu ile inhibe etti. Bu arastirmada, test edilen bir¢ok molekiiliin (bilesik 1a, 1h ve
2i) bu enzimi galantamin ve donepezilden daha fazla inhibe ettigi belirlendi. Tablo I'de gosterildigi
gibi, bunlardan ikisi aril siilfonatlardir (bilesikler 1a ve 1h) ve bunlardan biri bir hidrazon tarevidir
(bilesik 2i). Bu iki aril siilfonat, galantamin ve donepezil ile karsilastirildiginda BChE'ye karsi1 en aktif
molekiiller arasidaydi. Ote yandan, test edilen hidrazon tiirevleri arasinda bilesik la'nmn hidrazon
tirevi 2a'nin BChE'ye kars1 en aktif molekiillerden biri oldugu belirlendi. Kalan hidrazon tiirevleri
arasinda, 2-hidroksi-1-naftaldehit bazli bir hidrazon tiirevi olan bilesik 2i’nin (9.89 uM) bu enzimi
galantamin (11.67 uM) ve donepezilden (15.24 uM) daha fazla inhibe ettigi belirlendi. Test edilen tiim
molekiiller arasinda, bilesik 2g (537.14 uM) bu enzime karsi en diisiik aktiviteye sahipti. Test edilen
molekiillerin bu enzimlere kars1 inhibisyon aktiviteleri karsilastirildiginda, test edilen molekiillerin
cogunun BChE'ye kars1 daha aktif oldugu belirlendi.

Bu arastirmada kolinesteraz enzimleri i¢in elde edilen sonuglar g6z 6niine alindiginda, test
edilen tum 2a-i molekiillerinin farkli mikromolar konsantrasyonlarda AChE ve BChE'yi inhibe
edebildigi belirlendi (Tablo 1). Literatiirde bu enzimlerin inhibisyonu i¢in ideal 6zelliklere sahip
inhibitdrlerin bulunmasina yonelik ¢alismalarda farkli bilesik siniflarindan molekiiller veya yeni hibrit
molekiiller kullanildig1 goriilmektedir. Bu g¢alismalarda BChE'min mikromolar veya nanomolar
konsantrasyonlarda inhibe oldugu belirlendi. Elde edilen inhibisyon aralig1 sonuglar1 bu ¢alisma ile
karsilastirildiginda (Tablo 2), bu ¢alismada sentezlenen molekiillerin bu enzime karsi inhibisyon

etkisinin umut verici oldugunu sdyleyebiliriz.
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Tablo 2. Bitirilkolin esteraz igin ¢esitli molekllerin inhibitor profillerinin karsilagtiriimasi

Molekuller

Inhibisyon Arahig (1Cso)

Referanslar

Nikotinik hidrazit
bazli hidrazon tiirevleri

Aril stlfonatlara
dayal1 Schiff bazi tiirevleri

Tris kalkonlari

karbamat tiirevleri

Hidrazid bazli Schiff
bazlar1

Azot, fosfor, selenyum
ve kiikirt iceren heterosiklik
bilesikler

3-Coumaranone  ve
Kumarin Tirevleri

3-Coumaranone  ve
Kumarin Turevleri

Takrin bazli
pirano[3',4":5,6]pirano[2,3-
b]kinolinonlar

Silfamidlerden
tiretilen

b-benzilfenetilaminler

Aminometil ve

alkoksimetil tirevleri

9.89 - 537.24 uM

89.30 - 357.19 uM

7.40-12.01 nM

2.0 -39.98 uM
6.51 —451.16 uM

0.54 -31.22 nM

0.68 —68.44 pM

8.0 -51.0 pM

17.670 - >50 uM

3.9827 - 5.5932 nM

23.0-88.0nM

This study

Kamali ve ark., 2022

Burmaoglu ve ark.,
2019

Bajda ve ark., 2018

Rahim ve ark., 2016

Gulgin ve ark., 2020

Kara ve ark., 2019

Alipour ve ark., 2013

Hariri ve ark., 2016

Akmcioglu ve ark.,

2017

Gulcin ve ark., 2017

5.1.2. Antioksidan Aktivite Bulgular

Son yillarda, merkezi

sinir  sistemindeki

oksidatif stresin etkilerini azaltmak igin

antioksidanlarin kullanimma biiyiik 6nem verilmistir. Glnimuzde, antioksidan tedavisi kavrami,

oksidatif stresi AD'nin patogenezine ve / veya ilerlemesine katkida bulunan bir faktor olarak sunan

norodejeneratif durumlarin 6nlenmesi ve tedavisi igin yeni bir yaklasim olarak arastirilmistir (Siti,

Kamisah ve Kamisah, 2015; Dryden ve ark., 2005).
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Bu ¢alismada, sentezlenen tiim molekiiller (1i hari¢) DPPH'deki mikromolar konsantrasyonda
antioksidan aktiviteler gostermistir. ABTS ve CUPRAC yontemlerinde standart antioksidanlar olarak
biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve biitillenmis hidroksiyanisol (BHA) kullanilmistir. DPPH serbest
radikal ve ABTS katyon radikal siipiirme icin degerler 1Cso (uM) olarak verilmistir. Ote yandan,
CUPRAC aktivitesi i¢in degerler Aos (uM) olarak verilmistir. Test edilen tim molekillerin
antioksidan aktiviteleri birbirleriyle ve standart bilesiklerin sonuglariyla karsilastirildi. Antioksidan

aktivite sonuglar1 Tablo 3' te gosterilmistir.

Tablo 3. Antioksidan Aktivite Sonuglar

ICso degerleri (uM)? Aos degerlei (uM)®
Bilesikler DPPH ABTS CUPRAC
la 450,38+1,90 518,16+2,11 >1000
1b 729,55£3,02 524,74+2,95 >1000
1c 409,29+3,71 631,47+4,72 >1000
1d 531,37+4,65 333,37+2,81 >1000
le 714,95+4,86 480,42+2,65 >1000
1f 836,69+7,03 553,9445,80 >1000
19 619,40+5,40 364,70+£2,90 >1000
1h 634,89+3,98 576,75%2,65 535,96+0,51
1i >1000 >1000 379,65+1,25
2a 361,03£2,45 468,55+2,74 618,96+5,44
2b 446,04+3,90 226,82+3,24 478,83+1,02
2C 385,08+4,02 253,52+3,36 523,69+0,62
2d 447,14+4,43 400,18+1,69 378,42+2,31
2e 348,97+1,29 348,71+2,54 226,44+1,56
2f 829,68+2,93 432,21+3,16 533,50+3,19
29 471,83+4,36 232,68+1,34 557,46%2,95
2h 448,42+3,48 169,63+1,54 129,25+1,29
2i 557,27+3,20 247,63%2,06 704,83+0,24
BHA 43,37+0,47 10,22+0,12 33,66+0,41
BHT 203,50+0,66 21,5610,24 36,81+0,47

Degerler, ii¢ paralel 6l¢iimiin ortalamasidir + standart sapma, n =3
aDegerler DPPH ve ABTS testleri icin I1Cs olarak verildi
Degerler CUPRAC testi icin Ags olarak verildi

Bu calismada, test edilen tiim bilesikler (1i haric), DPPH serbest radikal stpurme aktivitesi
testinde standart bilesikler BHT (ICso = 203.50 uM) ve BHA (ICso= 43.37 uM) ile karsilastirildiginda
zayif antioksidan aktiviteler gostermistir. Tablo 3'te goriilebilecegi gibi, yeni sentezlenen hidrazon
turevleri aril stlfonatlardan daha iyi antioksidan aktiviteye sahiptir. Test edilen hidrazon tirevleri
arasinda, bilesikler 2a (ICso = 361.03 uM), 2e (ICso = 348.97 uM) ve 2¢ (ICso = 385.08 puM)

bilesiklerinin BHT'ye daha yakin antioksidan aktiviteler gosterdigi belirlenmistir. Test edilen tiim
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molekiller (1i harig), BHA>BHT> 2e >2e >2c¢ > 1c >2b >2d > 2h > 1a>2g>1d > 2i > 1g> 1h >
le > 1b > 2f > 1f > 1f olarak antioksidan potansiyel egiliminin azalan sirasin1 takip etmistir.

ABTS yonteminde, sentezlenen tum molekillerin 169.63 ile 631.47 uM arasinda degisen ICso
degerlerine sahip oldugu belirlenmistir. Bu arastirmada, test edilen hidrazon turevleri, aril
siilfonatlardan daha yiiksek antioksidan aktiviteler gostermistir. Ote yandan, test edilen molekiillerin
hi¢birinin standart bilesiklerden daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olmadigi belirlenmistir.
Sentezlenen hidrazon tiirevleri arasinda, bilesikler 29 (ICso = 232.68 uM), 2h (ICso = 169.63 uM) ve
2i (ICs0 = 247.63 uM), BHA (ICso = 10.22 uM) ve BHT'ye (ICso = 21.56 uM) en yakin
antioksidan aktiviteleri gostermistir. Bilesik 2h, ABTS testinde sentezlenen tim bilesikler arasinda en
yuksek 1Cso degerine sahipti. Ayrica, bilesik 2i'nin hem DPPH hem de ABTS aktivitelerinde en diistik
antioksidan aktiviteyi sergiledigi belirlenmistir. Test edilen tum molekdller (1i hari¢), BHA> BHT
>2h>2b>2g>2i>2c>2e>1d>1g>2d>2>2a>1e>1a>1b>1f>1h>1c olarak antioksidan potansiyel
egiliminin azalan sirasini takip etmistir.

CUPRALC testinde, tiim hidrazon bilesiklerinin (2a-i) ve iki aril siilfonat bilesiginin (1h ve 1i)
antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu aktif molekdiller arasinda, 2h (1Cso = 129.25 uM) ve
2e (ICsp = 226.44 uM) bilesikleri en yiiksek antioksidan aktiviteleri gostermistir. Bununla birlikte,
sentezlenen bilesiklerin tiimii, standart antioksidan bilesiklerden daha diisiik antioksidan aktiviteler
sergilemistir. Antioksidan aktivite sonuglar1 incelendiginde, hem ABTS hem de CUPRAC
yontemlerinde en aktif molekllin 2h bilesigi oldugu belirlenmistir. Test edilen tiim molekiiller (1i
hari¢), BHT > BHA'nin 2h >2e >2d >1i >2b >2c >2f >1h >2g >2a >2i antioksidan potansiyeli

egiliminin azalan sirasini takip etti.

5.2. MEP haritalan

MEP haritalari, bir enzim inhibitorii olarak molekiillerin reaktivitesini tahmin etmek icin
onemli bir parametredir (Wassel ve ark., 2021). Bir bilesigin MEP haritasi, atomlara dagitilan yiiklerin
bilesikteki pozitif ve negatif yiiklerle etkilesimi olarak tanimlanabilir. Pozitif yiik mavi renk olarak
ortaya cikti ve negatif yiik kirmizi renk olarak goriindi ve her ikisi de hidrojen bagi dondrd, H-
alicisi, arene-arene ve arene-katyon etkilesimi gibi farkli etkilesim tiirleri araciligiyla aktif bolgeye
baglanma yetenegine sahiptir (Hassan, 2022). 1a, 1h, 2i ve galanthamin bilesiklerinin MEP haritalar1,
DFT /B3LYP /6-31 + G (d, p) teori seviyesi kullanilarak Gauss 09 programi tarafindan arastirilmistir
(Barim ve Akman, 2019). Sekil 1'de gosterildigi gibi, bu bilesiklerin elektrostatik haritalarma gore,
negatif yiikler ¢cogunlukla yapilarin oksijen atomlari tizerinde bulunur. Aradaki fark, galanthaminin,
alkol ikame maddesinin hidrojen atomu iizerinde agik¢a bulunan pozitif bir yiike sahip bir alkol

kdstebegi tasimasidir.
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Sekil 6. 1. Galanthamin (A), bilesikler 1a (B) 1h (C) ve 2i (D)'nin elektrostatik potansiyel haritalarmin 3D gésterimleri

5.3. Oneriler

Yaptigimiz bu c¢aligmada ilk defa sentezlenen dokuz yeni heterosiklik hidrazon tiirevi
sentezlenmis, karakterizasyonu yapilmis ve degerlendirilmistir. Bu yeni molekiillerin asetilkolin
esteraz, batirilkolin esteraz ve tirozinaz enzimlerini inhibe etme kapasiteleri ve antioksidan aktiviteleri
Ol¢iilmiistiir. Bu calismada sentezlenen molekiillerin ana iskelet yapilar1 korunarak farkl: siibstientler
tastyan yeni molekuller sentezlenerek, bu molekdllerin

e Antimikrobiyal,
e Antikonvilsan,

e Antianaljezik,

e Antiinflamatuar,
e Antikanser

etkilerinin incelenmesi ile 6nemli bilgilerin literatiire kazandirilabilecegi Onerilebilir.
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