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OZET
YUKSEK LiSANS TEZIi

SULFONAT BiRIMLERI iICEREN BAZI YENI HIDRAZON TUREVLERININ
SENTEZI VE BiYOLOJIK AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

Fatih DEDEOGLU
Batman Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Kimya Ana Bilim Dah
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Murat SUNKUR

2025, 81 Sayfa

Bu tez kapsaminda, iki farkli seri halinde yeni hidrazon tiirevlerinin (2a—f ve 3a—f) sentezi
gerceklestirilmis; elde edilen molekiillerin insan karbonik anhidraz izoenzimleri [ ve I (hCA 1 ve
hCA 11) ile asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) hedefleri tizerindeki inhibitor
aktiviteleri aragtirillmigtir. S6z konusu etkilesimler hem in vitro testler hem de in silico yontemler
kullanilarak detaylandirilmistir. Sentezlenen tiim bilesiklerin nanomolar seviyede inhibisyon
sergiledigi goriilmiis olup; hCA T i¢in 47,3-317,8 nM, hCA Il i¢in 71,9-376,2 nM, AChE igin
81,01-832,9 nM ve BChE i¢in ise 134,5-2264 nM araliginda ICso degerleri hesaplanmustir.

Aktivite sonuglar1 kiyaslandiginda; 6zellikle 2a ve 2b kodlu tirevlerin, hCA 1 izoenzimi
tizerinde referans ilag asetazolamidden (AZA) daha kuvvetli bir baskilayici etki olusturdugu tespit
edilmistir. Dikkate deger bir diger bulgu ise, sentezlenen molekiillerin tamaminin AChE iizerinde
rivastigmin’e kiyasla daha yiiksek etkinlik profili sergilemesidir. Bu grupta bilhassa 2f bilesigi,
AChE inhibisyonu acisindan en giiclii aday olarak 6ne ¢ikmaktadir. BChE enzimi 6zelinde
yapilan karsilastirmada ise bazi spesifik tiirevlerin (2b, 2c, 2f, 3a ve 3b), rivastigmin’den daha
istin nanomolar inhibisyon degerlerine ulastigi belirlenmistir. Coklu hedef yaklagimi
cercevesinde; hCA I, hCA Il ve BChE enzimlerinin tigii i¢in de en ideal inhibitér adaym 2b
bilesigi oldugu sonucuna varilmaistir.

Tezde ayrica, molekiillerin elektronik yapilarin1 aydinlatmak ve geometrik
optimizasyonlarin1  saglamak adma  B3LYP-D3BJ/6-311++G(d,p) = metodolojisinden
yararlanilmistir. Ligandlarin olas1 baglanma pozisyonlarini ve reseptorle etkilesim dinamiklerini
saptamak amaciyla molekiiler kenetleme (docking) ve molekiiler dinamik simiilasyonlar
uygulanmigtir. Son asamada ise, 6ne ¢ikan 2b ve 2f bilesiklerinin farmakokinetik davranislari,
ADME parametreleri ve toksikolojik profilleri; SwissADME ve ADMETlab 3.0 platformlar
araciligryla degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: : AChE ve BChE, DFT, hCA | ve hCA Il, Hidrazon, Molekiler
docking, Molekuler dinamik.



ABSTRACT

MASTER THESIS

SYNTHESIS OF SOME NEW HYDRAZONE DERIVATIVES CONTAINING
SULFONATE MOIETIES AND INVESTIGATION OF THEIR BIOLOGICAL
ACTIVITIES

Fatih DEDEOGLU
Batman University Graduate Education Institute
Chemistry Department of Science
Advisor: Asst. Prof. Murat SUNKUR

2025, 81 Pages

In this thesis, the synthesis of two distinct series of new hydrazone derivatives (2a—f and
3a-f) was carried out, and their inhibitory activities against human carbonic anhydrase
isoenzymes | and Il (hCA I and hCA 1), acetylcholinesterase (AChE), and butyrylcholinesterase
(BChE) targets were investigated. These interactions were detailed using both in vitro assays and
in silico methods. It was observed that all synthesized compounds exhibited inhibition in the
nanomolar range, with ICso Values calculated in the ranges of 47.3-317.8 nM for hCA I, 71.9—
376.2 nM for hCA 11, 81.01-832.9 nM for AChE, and 134.5-2264 nM for BChE.

Upon comparison of the activity results, it was determined that derivatives coded 2a and
2b, in particular, exerted a more potent inhibitory effect on the hCA | isoenzyme than the
reference drug acetazolamide (AZA). Another noteworthy finding is that all synthesized
molecules displayed a higher efficacy profile on AChE compared to rivastigmine. In this group,
compound 2f, in particular, emerged as the strongest candidate for AChE inhibition. In the
comparison specific to the BChE enzyme, it was determined that certain specific derivatives (2b,
2c, 2f, 3a, and 3b) achieved superior nanomolar inhibition values compared to rivastigmine.
Within the framework of a multi-target approach, compound 2b was concluded to be the most
suitable inhibitor candidate for all three enzymes: hCA I, hCA 11, and BChE.

Furthermore, the B3LYP-D3BJ/6-311++G(d,p) methodology was utilized in the thesis to
elucidate the electronic structures of the molecules and to ensure their geometric optimizations.
Molecular docking and molecular dynamics simulations were applied to determine the probable
binding positions of the ligands and their interaction dynamics with the receptor. In the final stage,
the pharmacokinetic behaviors, ADME parameters, and toxicological profiles of the prominent
compounds 2b and 2f were evaluated via the SwissADME and ADMETIab 3.0 platforms.

Keywords: AChE and BChE, DFT, hCA I and hCA 11, Hydrazone, Molecular docking,
Molecular dynamic.
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1. GIRIS

Insan karbonik anhidrazlar (hCA’lar, EC 4.2.1.1), karbondioksit ile suyun
birlesmesi sonucu karbonik asit olusumunu katalizleyen, bir¢ok biyolojik siiregte temel
rol oynayan metaloenzimlerdir. Karbonat dehidratazlar olarak da adlandirilan hCA’lar
hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda bulunmakta olup, farkli islevlere sahip ¢ok
sayida izoenzim igerir (Cakmak, Basaran, Tiirkmenoglu ve ark., 2025c; Kurban ve ark.,
2024; Poslu ve ark., 2024; Supuran, 2008). Karbondioksitin hidratasyonunun otesinde,
hCA’lar glukoneogenez, lireogenez ve lipogenez gibi biyosentetik yollarin yani sira sivi
ve elektrolit sekresyonu, pH diizenlenmesi, mide asidi tiretimi ve dokulardan akcigerlere
bikarbonat formunda karbondioksit tasinmasi gibi siireclerde de Onemli islevler
ustlenmektedir (Kurban ve ark., 2024; Poslu ve ark., 2024). Bu enzimler; solunum,
karbondioksit ve bikarbonat tasmmimi, pH ve karbondioksit homeostazi, elektrolit
salgilanmasi, kalsifikasyon, kemik rezorpsiyonu, tiimoér olusumu ve daha pek ¢ok
fizyolojik olay agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir (Poslu ve ark., 2024; Supuran, 2008;
Said, George, Petreni ve ark., 2022). Bu nedenle, ¢esitli patolojik durumlarin tedavisinde
onemli hedeflerdir. Etkilerinden dolay1 insan karbonik anhidraz inhibitérleri (hCAT’ler),
kanser, glokom ve epilepsi gibi birgok hastaligin tedavisinde terapOtik ajan olarak
kullanilmaktadir (Said, George, Petreni ve ark., 2022; Akis, Cakmak ve Sentiirk, 2024;
Singh, Arifuddin, Supuran ve Nerella, 2025). Son yillarda, CA izoformlartyla iligkili bu
hastaliklarin tedavisindeki kritik rolleri nedeniyle hCAI’lere yonelik ilgi giderek artmigtir
(Cakmak, Basaran, Sahin ve ark., 20244a; Innocenti, Vullo, Scozzafava ve Supuran, 2008;
Isik ve ark., 2015).

1.1. insan Karbonik Anhidraz (hCA) Izoformlarmm Molekiiler ve
Fonksiyonel Cesitliligi

Insan genomu, katalitik agidan aktif 15 farkli alfa-karbonik anhidraz (a-CA)
izoformunu (hCA 1, 11, 11, 1V, VA, VB, VI, VII, IX, XIlI, XIII, XIV, XV) kodlar. Bu
izoenzimler, amino asit dizilimlerindeki benzerliklere ragmen, hiicresel lokalizasyonlari,

doku dagilimlar1 ve fizyolojik rollerinde biiyiik farkliliklar gosterir (Supuran, 2016). Bu
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cesitlilik, her bir izoformun belirli biyolojik ihtiyaclara cevap verecek sekilde 6zellesmis

olmasindan kaynaklanir.

Sitoplazmik izoformlar:

hCA | ve hCA II: Eritrositlerde, bobrek tubul hiicrelerinde ve gastrointestinal
sistemde bol miktarda bulunur. Bu izoformlar, 6zellikle CO. ve bikarbonat
(HCOs3") iyonlarmin taginmasi ve pH dengesinin korunmasi gibi genel fizyolojik
stireclerde anahtar rol oynar. hCA I, bilinen en hizli enzimlerden biri olup, CO2'in
su ile reaksiyonunu saniyede 106 kat hizlandirarak nefes alip verme sirasinda kan
pH'sinin ani degisimlerine kars1 tampon gorevi goriir. (Sly ve Hu, 1995). hCA |
ise, daha disiik katalitik aktiviteye sahip olmasina ragmen, sinir sistemindeki
Kloriir (CI") iyonlarinin tasinmasinda ve hormonal sinyalizasyonda rol alabilir.
hCA 111: Ozellikle iskelet kas1 ve karacigerde yiiksek oranda eksprese edilen hCA
III, en yavas calisan izoformlardan biridir. Diisiik katalitik aktivitesine karsin,
glutatyon metabolizmas: ve oksidatif stresin azaltilmasi gibi non-katalitik
islevlere sahiptir (Raisénen ve ark., 1999).

Mitokondriyal izoformlar:

hCA VA ve hCA VB: Mitokondride yerlesen bu izoenzimler, biyosentetik
yollarda kritik dneme sahiptir. hCA VA, karacigerdeki mitokondrilerde eksprese
edilerek iire dongiisiiniin ve glukoneogenezin ilk adimlarimi katalizler. Bu
dongiiler, amonyak detoksifikasyonu ve kan sekeri homeostazi i¢in hayati 6nem
tasir. NCA VB ise, yag asidi sentezinin baslangi¢ basamaginda rol oynar ve bu
nedenle lipid metabolizmasiyla yakindan iliskilidir (Supuran, 2012). Bu
izoformlarin disfonksiyonu, ciddi metabolik hastaliklara yol agabilir.

Membranla Iliskili izoformlar:

hCA 1V, IX, XII, XIV: Bu izoformlar, hiicre zarinda bulunarak hiicre dis1 pH"1
diizenler ve hiicre igi-hiicre dis1 iyon degisimine aracilik ederler. hCA IV, bdbrek
tibiillerinde ve goz dokusunda bulunur ve sivi sekresyonu ile bikarbonat
emilimini saglar. hCA 1X ve hCA XIllI ise, 6zellikle kanser biyolojisi agisindan
blyuk ilgi cekmektedir. Hipoksik (oksijen yetersizligi) tiimor hiicrelerinde asir
eksprese edilen bu izoenzimler, laktik asit gibi metabolik atiklar1 hiicre disina
tagtyarak timor mikrogevresinin asidik kalmasma yardimci olur (McDonald,
Winum, Supuran ve Dedhar, 2012). Bu asidik ortam, tumoér buyumesini,

anjiyogenezi (yeni damar olusumu) ve metastazt desteklerken, bagisiklik
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sisteminin anti-timor yanitint baskilar. Bu nedenle, hCA IX ve XII, kanser
tedavisinde hedeflenen molekiiller haline gelmistir (Nocentini ve Supuran, 2019).
Bu yapisal ve fonksiyonel g¢esitlilik, hCA izoformlarinin yalmizca CO2-bikarbonat
dengesi icin degil, ayn1 zamanda doku 6zgiilliigiine gore farkli patofizyolojik stireglerde
de kritik roller istlendigini gostermektedir. Bu karmasik islev agi, hCAl'lerin neden
kanserden glokoma kadar genis bir hastalik yelpazesinde terapétik potansiyele sahip

oldugunu agiklamaktadir.

1.2. hCA Katalitik Mekanizmasinin Molekiiler Temeli ve inhibitor
Etkilesimleri

hCA'larin olaganiistii katalitik verimi, aktif bolgelerindeki ¢inko (Zn?*) iyonu
etrafinda sekillenen sofistike bir mekanizmaya dayanir. Bu mekanizma, ¢inko-hidroksit
mekanizmasi olarak adlandirilir.

1. Cinko-Koordine Su Aktivasyonu: Katalitik dongd, aktif bélgedeki cinko
iyonuna koordinasyon saglayan bir su molekiilii ile baglar. Bu su molekiilii, enzim
icindeki bir proton tastyici amino asit (genellikle His64) tarafindan proton transferiyle bir
hidroksit iyonuna (Zn**—OH") doniistiiriilir. Bu hidroksit, son derece reaktif bir
nikleofildir (Lindskog, 1997).

2. CO. Hidratasyonu: Reaktif hidroksit, aktif bolgeye giren bir karbondioksit
(CO2) molekiiliine saldirarak bir bikarbonat iyonu (HCO3™) olusturur. Bu bikarbonat
iyonu hizla aktif bolgeden ayrilir ve dongii tamamlanir.

3. Yenilenme: Bikarbonatin ayrilmasiyla olusan bos alana yeni bir su
molekiilii girer ve katalitik dongii yeniden baslar.

hCA inhibitorleri (hCAT'ler), bu katalitik dongiiyii ¢esitli mekanizmalarla bozarak
enzim aktivitesini baskilarlar. En yaygin ve giiclii hCATl'ler, birincil stilfonamidler
(R—SO2NH32) ve siilfonat tiirevleridir. Bu molekiiller, yapilarindaki siilfonamid grubu
sayesinde aktif bolgedeki ¢inko iyonuna kuvvetle baglanir ve ¢inko-hidroksit
mekanizmasint bloke ederler. Siilfonamidler, fizyolojik pH'da deprotone olarak
siilfonamid aniyonuna doniisiir ve bu aniyon, ¢inko iyonuna tetrahedral geometriyle
koordinasyon saglar. Bu baglanma, katalitik su molekiiliiniin yerini alarak enzimi inaktive
eder (Alterio ve ark., 2012).

Diger inhibitoér smiflar1 arasinda karboksilatlar, fenolik bilesikler ve tiyollar

bulunur, ancak siilfonamid tiirevleri en etkili olanlar arasindadir ve klinik olarak en ¢ok
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kullanilanlardir. Bu molekiiler diizeydeki etkilesimlerin anlagilmasi, hastalifa spesifik
hCA izoformlarint hedef alan yeni ve daha segici inhibitorlerin rasyonel tasarimina
olanak tanimaktadir. Ornegin, glokom tedavisinde goz i¢i basmcimi diisiirmek igin
kullanilan dorzolamid, 6zellikle hCA II'yi hedef alirken, kanser tedavisinde kullanilan
yeni nesil hCAI'ler hCA IX ve hCA Xll'ye karsi yiiksek secicilik gostermeye calisir
(Supuran, 2008). Bu secici hedefleme, yan etkileri azaltarak tedavi etkinligini artirmay1
amagclamaktadir.

Alzheimer hastalig1 (AD), ozellikle yaslanan niifuslara sahip gelismis iilkelerde
onemli bir toplumsal saglik sorunu olmaya devam eden, biligsel bozukluk, hafiza kaybi
ve anormal davraniglarla karakterize edilen ilerleyici bir noérodejeneratif hastaliktir
(Ahmad ve ark., 2018; Cakmak, Basaran ve Sentiirk, 2022c; Ulrich ve Holtzman, 2016).
Hastaligin kesin nedeni bilinmemekle birlikte, saglikli ve hasta bireylerin beyin dokular
tizerinde yapilan kapsamli ¢alismalarda, asetilkolin (ACh) ve biitirilkolin (BCh) gibi
onemli norotransmiterlerin diizeylerinin saglikli ve hasta beyinlerde belirgin farkliliklar
gosterdigi tespit edilmistir (Obaid ve ark., 2022; Marucci, Buccioni, Dal Ben ve ark.,
2021). Calismalarin ¢ogu, hastalik ilerledik¢e beyindeki sinir iletiminin azaldigini ve
bunun ciddi beyin kiigiilmesine yol a¢tigini bildirmektedir. Beyindeki nérotransmisyonu
artirmaya yonelik tedavi stratejilerinde, beyin fonksiyonlari i¢in kritik 6neme sahip ACh
ve BCh noérotransmiterlerini hidrolize eden AChE ve BChE enzimlerinin inhibisyonu,
Alzheimer tedavisinde 6nemli bir secenek haline gelmistir (Cakmak, Basaran, Ercan ve
ark., 2025a; Cakmak, Cinar, Basaran ve ark., 2024b; Arikan Olmez, Noma, Kaya ve
Osman, 2024). Bu nedenle s6z konusu enzimler ilag tasariminda énemli hedefler olmus,
inhibitorlerinin kullanim1 ise AD tedavisi i¢in cazip bir terapdtik strateji olarak
degerlendirilmistir. Son yillarda diinyanin farkli bolgelerinden birgok aragtirmac,
Alzheimer tedavisinde kullanilabilecek yeni ve gii¢lii kolinesteraz (ChE) inhibitorleri
tizerine yogunlagmaktadir (Gao, Jiang, Zhan ve Sun, 2021; Akincioglu ve Giilgin, 2020).
Gunumuzde rivastigmin, donepezil, galantamin ve neostigmin gibi inhibitérler, AChE ve
BChE enzimlerini baskilama kapasiteleri sayesinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Cinar, Boga, Topal ve Cakmak, 2022; Basaran, Cakmak, Sentiirk ve Taskin-Tok, 2022c).
Bu inhibitorler, ndrotransmiter diizeylerini (ACh ve BCh) artirarak beyindeki iletimi
giclendirmeyi ve Alzheimer ile iliskili bilissel semptomlar1 hafifletmeyi
hedeflemektedir. Kolinerjik yaklasimin semptomlarin kontroliinde ve hastalik
ilerleyisinin yavaslatilmasinda kismen etkili oldugu gosterilmistir (Gajendra, Pratap,

Poornima ve ark., 2024; Singh, Prasad ve Kumar, 2024). Bununla birlikte, hastaligin
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ilerlemesini durdurabilecek ya da tamamen iyilestirebilecek etkili tedavilere ve terapotik
ilaglara acil ihtiya¢ duyulmaktadir (Cakmak, Ay, Cinar ve ark., 2023; Kuzu, Alagoz,
Demir ve ark., 2024; Tutus, Kaya, Baz ve ark., 2024; Sun, Zhen, Harakandi ve ark., 2024).

Alzheimer hastaliginin tedavisinde erken donem terapotik yaklagimlarin ¢ogu
AChE inhibisyonuna odaklanmistir. Ancak son on yilda yapilan arastirmalar, CA
inhibitorlerinin (CAI’ler) Alzheimer tedavisindeki potansiyel roliinii vurgulamaktadir.
Insan karbonik anhidraz inhibitdrlerinin (hCAT’ler), amiloid B patolojisini azalttig1 ve
beyin damar sagligini ile glial fonksiyonlar iyilestirerek biligsel performansi artirdigi
bildirilmistir. Bu konudaki ¢aligsmalar, asetazolamid (AZA) ve metazolamid dahil olmak
tizere hCAl’lerin, amiloid B’nin hem damar hem de ndral hiicrelerde tetikledigi
mitokondriyal disfonksiyon ve apoptozu hafiflettigini gostermistir. Bu etkinin,
mitokondride reaktif oksijen tirlerinin Uretimini azaltarak ve mitokondriyal membran
potansiyelinin diismesini engelleyerek gerceklestigi ifade edilmektedir. Bu bulgular,
AChE/BChE ve hCA’larin eszamanli inhibisyonunun Alzheimer igin daha etkili bir
tedavi stratejisi saglayabilecegini desteklemektedir (Cakmak, Basaran, Sahin ve ark.,

2024a).

1.3. Alzheimer Hastahi@inin Cok Yonlii Patofizyolojisi: Kolinerjik

Hipotezin Otesindeki Mekanizmalar

Alzheimer hastaligi (AD), tek bir biyolojik yolun bozulmasiyla agiklanamayan,
birden fazla patolojik mekanizmanin etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan karmasik bir
norodejeneratif bozukluktur. Mevcut metninizde yer alan kolinerjik hipotez, hastaligin
bilissel semptomlarini agiklayan en eski ve en iyi bilinen yaklasimlardan biri olsa da,
hastaligin altinda yatan patolojik siire¢leri tam olarak tanimlamaktan uzaktir. Bu
karmagik siiregler, amiloid beta (AP) plaklarinin birikimi, tau proteinlerinin
hiperfosforilasyonu, néroinflamasyon ve mitokondriyal disfonksiyon gibi mekanizmalari
icerir (Lane, Hardy ve Schott, 2018).

Amiloid Beta Patolojisi: Hastaligin en erken evrelerinde, amiloid oncii proteini
(APP) ad1 verilen biiyiik bir transmembran proteinin anormal sekilde pargalanmasiyla A
peptidleri olusur. Bu peptidlerin birikimi, néronlar arasinda ¢ozlinmeyen agregatlar ve
plaklar olusturarak sinaptik fonksiyonlar1 bozar. A plaklarinin varligi, sinir hiicrelerinin

birbirleriyle iletisim kurmasini engeller ve noronal hasara yol acar. Bu siireg, ayni
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zamanda noronal stres, oksidatif hasar ve pro-inflamatuar molekiillerin salinimi gibi
zincirleme reaksiyonlari da tetikler (Hardy ve Selkoe, 2002).

Tau Patolojisi:  Noronlarin  i¢  iskeletini  olusturan  mikrotiibiillerin
stabilizasyonundan sorumlu olan tau proteini, AD'de anormal bir sekilde fosforilasyon
siirecine girer. Bu durum, tau proteinlerinin mikrotiibiillerden ayrilarak ¢6ziinmez
norofibriler yumaklar (NFTs) halinde birikmesine neden olur. Bu yumaklar, ndronal
tasima sistemini felg ederek hiicre igi iletisimi bozar ve nihayetinde néron 6limine yol
acar. Tau patolojisinin yayilmasi, bilissel gerilemenin ciddiyeti ile AP birikiminden daha
giiclii bir korelasyon gdsterir, bu da onun hastaligin ilerleyisinde kritik bir rol oynadigini
diistindiirmektedir (Kametani ve Hasegawa, 2018)

Noroinflamasyon: Beynin bagisiklik hiicreleri olan mikroglialar ve astrositler, A
birikimine yanit olarak aktive olurlar. Ancak, bu bagisiklik yanit1 kronik hale geldiginde,
sinaptik hasara ve noronal 6liime katkida bulunan sitokinler ve kemokinler gibi toksik
maddeler salinir (Heneka ve ark., 2015). Kronik néroinflamasyon, AD'nin ilerlemesinde
kilit bir rol oynar ve terapdtik muidahale icin ©nemli bir hedef olarak
degerlendirilmektedir. Bu ¢ok faktorlii patofizyolojik tablo, sadece AChE ve BChE
enzimlerinin inhibisyonuna odaklanan mevcut tedavilerin neden sinirli bir etkiye sahip
oldugunu aciklamaktadir. Hastalig1 tamamen durdurabilecek veya geri dondiirebilecek
bir tedavi gelistirmek i¢in, birden fazla patolojik mekanizmay1 ayn1 anda hedefleyen yeni

stratejilere ihtiya¢g duyulmaktadir.

1.4. Kolinesteraz Enzimlerinin Rolii ve Coklu Hedefli Tedavi Yaklasinm

Alzheimer tedavisinde kolinerjik yaklasim, ilk nesil ilaglarin temelini
olusturmustur. Bu yaklagim, asetilkolin (ACh) gibi nérotransmiterlerin seviyelerini
artirarak sinaptik iletisimi giiclendirmeyi hedefler. Bu siirecte rol oynayan baslica iki
enzim, asetilkolinesteraz (AChE) ve bitirilkolinesteraz (BChE)'dir. AChE, sinapslarda
saliman ACh'yi hizla hidrolize ederek sinyal iletiminin sonlanmasini saglar. AD'de bu
enzimin aktivitesi diigse de, hastaligin erken evrelerinde bile énemli bir hedef olmaya
devam eder. BChE ise, saglikli beyinde daha diisiik seviyelerde bulunmasina ragmen,
Ozellikle glial hiicrelerde, hastalik ilerledik¢e aktivitesini artirir. Bazi arastirmalar,
AD'nin ileri evrelerinde BChE'nin, AChE'den daha fazla ACh hidrolizine katkida
bulunarak biligsel gerilemeyi hizlandirabilecegini one siirmektedir (Greig ve ark., 2002).

Bu durum, sadece AChE'yi degil, ayn1 zamanda BChE'yi de hedef alan ¢ift etkili
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inhibitorlerin gelistirilmesinin 6nemini vurgulamaktadir. Bu inhibitorler, nérotransmiter
diizeylerini daha etkili bir sekilde artirarak hem biligsel semptomlarin kontroliini
saglamayr hem de hastalik ilerleyisini yavaslatmayr amaclamaktadir. Giinlimiizde
kullanilan rivastigmin, donepezil ve galantamin gibi kolinesteraz inhibitorleri, hastaligin
semptomlarin1  hafifletmede kismen etkili olsalar da, hastaligin ilerlemesini
durduramazlar. Ayrica bu ilaglar, bulanti, kusma ve diyare gibi yan etkileri nedeniyle
hasta uyumunu dustirebilirler. Bu sinirlamalar, daha gii¢lii, daha segici ve daha az yan

etkili yeni inhibitérlere olan ihtiyaci giindeme getirmektedir (Sharma, (2019).

1.5. hCA Inhibitorlerinin (hCAD’ler) Alzheimer Hastahgindaki Potansiyel
Rolu

Son yillarda yapilan aragtirmalar, karbonik anhidrazlarin (CA'lar) da AD'nin
patogenezinde rol oynayabilecegini gostermektedir. Bu bulgular, yalnizca kolinerjik
sistemin degil, ayn1 zamanda metabolik ve iyonik dengenin de AD patolojisinde 6nemli
bir rol oynadigm gostermektedir. Ozellikle, beyindeki pH dengesini ve iyon
homeostazini diizenleyen hCA izoformlarinin (hCA II, hCA 1V) disfonksiyonu, néronal
sinyalizasyonun bozulmasina ve sinaptik plastisitenin azalmasina katkida bulunabilir.
Yapilan calismalar, hCAlI'lerin, amiloid B patolojisini azalttig1 ve beyin damar sagligini
ve glial fonksiyonlar iyilestirerek biligsel performansi artirdigini bildirmistir. Bu
konudaki ¢aligmalar, asetazolamid (AZA) ve metazolamid dahil olmak tizere hCAT'lerin,
amiloid f’nin hem damar hem de noral hiicrelerde tetikledigi mitokondriyal disfonksiyon
ve apoptozu (hiicre 6liimii) hafiflettigini géstermistir. Bu etkinin, mitokondride reaktif
oksijen tarlerinin (ROS) Uretimini azaltarak ve mitokondriyal membran potansiyelinin
diismesini engelleyerek gerceklestigi ifade edilmektedir (Solesio, Peixoto, Debure ve
ark., 2018). Bu bulgular, AChE/BChE ve hCA’larin eszamanli inhibisyonunun
Alzheimer i¢in daha etkili bir tedavi stratejisi saglayabilecegini desteklemektedir. Bu tiir
coklu hedefli ligandlar, sinaptik ACh seviyelerini artirarak kolinerjik sinyalizasyonu
giiclendirirken, hCA inhibisyonu yoluyla beyindeki asidik stresi ve oksidatif hasar1 da
azaltabilirler. Bu sinerjik etki, tek hedefli tedavilere kiyasla daha kapsamli bir terapotik
yanit saglayabilir ve yan etkileri azaltabilir (Provensi, Carta, Nocentini ve ark., 2019),
c¢linkii tek bir enzimi ¢ok giiglii bir sekilde inhibe etmek yerine, birden fazla enzimi daha

tlimli bir sekilde hedefleyebilirler. Bu kapsamli yaklagim, hem semptomlar1 kontrol
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etmede hem de hastalifin ilerlemesini yavaslatmada yeni bir ¢i8ir agma potansiyeline
sahiptir.

Bugiine kadar bu metabolik enzimler iizerindeki inhibitor etkileri agisindan pek
cok kiiciik organik molekiil incelenmistir. Bu molekiillerden biri de hidrazid-hidrazon
tirevleridir. Hidrazid-hidrazon yapisi, ila¢ kimyasinda 6nemli bir iskelet kabul edilmekte
olup, hidrojen bagi alicis1 ve/veya vericisi olarak gorev yapabilen, biyolojik hedeflerdeki
farkli amino asitlerle etkilesim kurmaya olanak saglayan 6zgiin yapisiyla stratejik bir
farmakofor olarak One ¢ikmaktadir (Keskin, Dogan, Giindiiz ve ark., 2022;
Ramakrishnan, Chourasiyaa ve Bharatam, 2015). Hidrazid-hidrazon tirevleri, azometin
(-C=N-) bagi iceren ve hidrazid (-CONHNH2) veya hidrazon (R1R2C=NNH>)
iskeletinden olusan bir bilesik sinifidir. Bu molekiiler yapi, ilag kesif ve tasariminda
stratejik bir 6neme sahiptir, ¢linkii molekiile ¢ok yonlii etkilesim yetenekleri kazandirir.
Azometin bagi, molekiile konformasyonel esneklik saglamanin yani sira, proteinlerin
aktif bolgelerindeki amino asitlerle gii¢lii n-n istifleme etkilesimlerine girebilir. Ayrica,
hidrazid grubundaki hidrojen bagi verici ve alicilari, biyolojik hedeflerle ¢ok sayida
hidrojen bagi kurarak molekiiliin baglanma afinitesini artirir (Rollas ve Kiglkgizel,
2007). Bu ozgiin yapist sayesinde, hidrazid-hidrazonlar biyolojik zarlar boyunca
kolaylikla gecis yapabilir ve farkli dokulardaki enzimlere ulasabilirler.

Bu bilesik sinifinin genis biyolojik aktivite spektrumu, farkli patolojik durumlarin
tedavisinde yeni ilag adaylarinin gelistirilmesine olanak tanimustir.

. Antikanser Aktivite: Hidrazid-hidrazon tlrevleri, bircok kanser hiicresi
hattinda apoptozu (programlanmis hiicre 6liimii) indiikleme, hiicre dongiisiinii durdurma
ve anti-anjiyojenik (tiimore kan saglayan yeni damar olusumunu engelleme) 6zellikler
sergilemistir. Baz1 tiirevler, tiimor hiicrelerinde eksprese edilen spesifik enzimleri veya
proteinleri hedef alarak secici bir sitotoksik etki gosterirler [Popiotek, (2016).

. Antioksidan  Aktivite: Hidrazid-hidrazonlarin, serbest radikalleri
temizleme ve lipid peroksidasyonunu engelleme yetenekleri, onlar1 oksidatif stresle
iligkili hastaliklarin tedavisinde potansiyel ajanlar yapar. Bu antioksidan 6zellik, 6zellikle
norodejeneratif hastaliklar gibi oksidatif hasarin 6nemli bir rol oynadigi durumlarda
biiyiik 6nem tagir (Y1lmaz, Coban ve Suzen, 2012).

. Antimikrobiyal Aktivite: Bu bilesikler, antibakteriyel ve antitiiberkiiloz
ozellikleriyle de bilinirler. Ornegin, tiiberkiiloz tedavisinde yaygin olarak kullanilan
izoniazid, hidrazid grubunu igeren bir 6n ilagtir. Bakterideki katalaz-peroksidaz enzimi

tarafindan aktive edilerek mikolik asit sentezini inhibe eder ve bu sayede mikobakterilerin
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hiicre duvart olusumunu engeller (Timmins ve Deretic, 2006). Benzer sekilde,
nifuroksazid gibi diger tiirevler de farkli bakteriyel enfeksiyonlarn tedavisinde
kullanilmaktadir.

Bu genis farmakolojik profil, hidrazid-hidrazon iskeletinin, ilag tasariminda ¢ok

yonlii bir platform olarak hizmet ettigini kanitlamaktadir.

1.6. HCA ve Kolinesteraz Enzimlerinin Inhibisyonunda Hidrazid-

Hidrazonlarin Rolii

Son yillarda, hidrazid-hidrazon tiirevlerine olan ilgi, onlarin hCA ve kolinesteraz
(ChE) enzimlerini inhibe etme potansiyelleri nedeniyle artmistir. Bu iki enzim sinifinin
inhibisyonu, 6zellikle glokom ve Alzheimer gibi kompleks hastaliklarin tedavisinde yeni
stratejilerin Oniinii agmaktadir.
hCA Inhibisyonu: Hidrazid-hidrazon tiirevleri, hCA'larin aktif bolgesindeki katalitik
¢inko iyonuna farkli baglanma modlar araciligiyla etki gosterebilirler. Bu molekller,
¢inko iyonuna dogrudan baglanabilir, aktif bolgedeki su molekiiliiniin yerini alabilir veya
enzimin yapisin1 degistirerek aktivitesini bozabilirler. Ozellikle, silfonat veya
stilfonamid gibi ¢inko baglayici gruplar i¢eren hidrazonlar, hCA'lara karsi yiiksek afinite
sergileyerek gii¢lii inhibitorler olarak 6ne ¢ikarlar (Giizel, Temperini, Innocenti ve ark.,
2008). Bu durum, glokom tedavisinde gbz i¢i basmncimi diisiirmek igin hCA'larin
inhibisyonuna dayanan ilaglarin gelistirilmesinde 6nemli bir yol agmustir.

Kolinesteraz Inhibisyonu: Hidrazid-hidrazonlar, kolinesterazlarin (AChE ve
BChE) aktif bdlgelerindeki serin, histidin ve glutamat gibi kritik amino asitlerle
etkilesime girerek enzim aktivitesini baskilayabilirler. Bu molekiillerin esnek yapisi,
enzimlerin katalitik bolgesine veya periferik alt bolgelerine baglanmalarina olanak tanir.
Periferik bolgeye baglanma, enzimin substrat (asetilkolin) ile etkilesimini sterik olarak
engelleyerek inhibisyona yol acar (Bozbey, Ozdemir, Uslu ve ark., 2020). Bu mekanizma,
Alzheimer hastaliginda kullanilan mevcut ilaglarin (donepezil, rivastigmin) etki
mekanizmasina benzerdir. Bazi hidrazon tiirevlerinin, AChE ve BChE iizerinde farkli
inhibitor potansiyeller sergilemesi, bu molekiil sinifinin hem AChE'yi hem de BChE'yi
hedefleyen cift etkili inhibitorlerin gelistirilmesi i¢in umut verici bir platform sundugunu
gostermektedir.

Sonug olarak, hidrazid-hidrazon tiirevleri, benzersiz yapisal 6zellikleri sayesinde,

¢oklu biyolojik hedefleri olan karmasik hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek ¢oklu
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hedefli ligandlarin (MTDL'ler) tasariminda kritik bir role sahiptir (Guzior, Wieckowska,
Panek ve Malawska, 2015). Bu molekdllerin hCA ve kolinesteraz enzimlerini ayni anda
inhibe etme yetenegi, glokom ve Alzheimer gibi hastaliklarin ¢ok yonli patofizyolojisine
kapsamli bir ¢6ziim sunabilir.

Bu calismada hedeflenen bilesiklerin yapisinda yer alan siilfonat grubu, bir diger
farmakofor olarak ©ne ¢ikmaktadir. Hidrazon iskeletinin yani sira, c¢alismanizda
hedeflediginiz bilesiklerin yapisinda bulunan sulfonat grubu, ila¢ kimyasinda kritik bir
rol oynayan giiglii bir farmakofordur. Siilfonatlar, R—SO3zH genel formiliine sahip olup,
fizyolojik pH degerlerinde genellikle siilfonat anyonu (R—SOs—) olarak bulunur. Bu grup,
molekdllere yiksek hidrofilik 6zellik kazandirir, ancak aromatik halkalara baglh aril
stilfonat tiirevleri, lipofilik kisimlara da sahip olabilir ve bu sayede hiicresel biyolojik
zarlardan daha kolay gegcis yapabilirler (Meanwell, (2011). Bu c¢ift yonli o6zellik,
stilfonatlari ilag gelistirme siirecinde son derece degerli bir yapisal motif haline getirir.
Siilfonatlarin ila¢ kimyasinda yaygin olarak kullanilmasinin birka¢ ana nedeni vardr:

1. Enzim Baglama Yetenegi: Siilfonamid (R—SO2NH2) gruplari, hCA'lar gibi
metalloproteinlerin aktif bolgelerindeki katalitik cinko (Zn?*) iyonuna yiiksek
afinite ile baglanir. Bu giiclii koordinasyonel bag, enzimin katalitik aktivitesini
etkili bir sekilde bloke eder. Siilfonamid tabanli ilaglar, hCA inhibitorii olarak
glokom (dorzolamid, asetazolamid) ve epilepsi gibi hastaliklarin tedavisinde
basariyla kullanilmaktadir. Siilfonatlarin kendileri de, siilfonamidler gibi giiclii
cinko baglayici ozellikler sergilemeseler de, enzimin aktif bolgesindeki diger
amino asitlerle giliglii elektrostatik ve hidrojen bagi etkilesimleri kurarak inhibitor
aktivite gosterebilirler (Supuran, C. T. (2010).

2. Yuksek Biyolojik Aktivite Spektrumu: Siilfonat igeren bilesikler, sadece karbonik
anhidraz inhibisyonuyla smirli kalmayip, ¢esitli enzimler ve biyolojik hedefler
Uzerinde etki gosterirler. Bu molekillerin antikolinesteraz aktiviteleri de genis
capta incelenmistir.  Yapilan c¢alismalar, aril siilfonat tiirevlerinin,
asetilkolinesterazin (AChE) aktif bolgesindeki kritik serin ve histidin kalintilar
ile etkilesime girerek enzimin substrat hidrolizini engelledigini ortaya koymustur
(Sahin, Bing6l, Onur ve ark., 2022). Bu tiir bilesikler, hem AChE hem de BChE'yi
inhibe etme potansiyeli tasiyarak, Alzheimer hastaliginin tedavisinde yeni bir
yaklasim sunmaktadir.

3. [llag Ozelliklerinin lyilestirilmesi: Siilfonat gruplari, bir molekiiliin ¢dziiniirliigiinii
artirmak, farmakokinetik 6zelliklerini optimize etmek ve metabolik stabilitesini
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artirmak igin yaygim olarak kullanilir. Tlag molekiiliine siilfonat grubu eklemek,
onun absorpsiyon, dagilim ve atilim profilini olumlu yonde etkileyebilir.
Ozellikle, hedef organa veya dokuya segici bir sekilde yonlendirilmek iizere
tasarlanan molekiillerde, siilfonatin fizyokimyasal 6zellikleri biiyilk 6nem tasir

(Kerns ve Di, 2008). Lipinski, (2004).

Yapilan bir ¢calismada, bazi1 silfonat tlrevlerinin, asetilkolinesteraz
lizerinde potansiyel inhibitor etkiler gosterdigi bildirilmistir. Bu durum, stilfonat ve
hidrazon gibi iki farkli farmakoforun tek bir hibrit molekiilde birlestirilmesinin, hem
hCA'lar1 hem de kolinesterazlar1 hedefleyebilen, giiclii ve ¢ok etkili yeni ilag adaylarinin
rasyonel tasarimina olanak sagladigim1 gostermektedir. Bu hibrit strateji, 6zellikle
Alzheimer ve glokom gibi birden fazla enzimin patolojik siireclerde rol oynadigi
hastaliklarin tedavisinde sinerjik bir etki saglayarak daha yiiksek terapotik etkinlik vaat
etmektedir (Akis, Cakmak ve Sentiirk, 2024).

Yukarida belirtilen bulgular 1s18inda, bu g¢alismada yeni sentezlenen hibrit
molekdllerin (2a—f ve 3a—f) glokom ve Alzheimer hastaligi (AD) dahil olmak iizere gesitli
metabolik hastaliklarla iligkili se¢ilmis metabolik enzimler (hCA I, hCA II, AChE ve
BChE) iizerindeki inhibitor 6zellikleri degerlendirilmistir. Hem AChE/BChE hem de
hCA TII izoformlarim1 inhibe eden cift etkili kiiciik molekiiller, yan etkileri azaltip
etkinligi artirarak AD tedavisinde umut verici bir strateji sundugundan, bu ¢alismada
potansiyel antikolinesteraz ve karbonik anhidraz inhibitorleri olabilecek hedef
molekiilleri elde etmek amaciyla 4-hidroksibenzhidrazid (1) (veya izonikotinik hidrazid
[izoniazid] (2)) ile siilfonat bilesikleri, hidrazon fonksiyonelligi kullanilarak molekiiler

hibritlesme yontemiyle birlestirilmistir.

1.7. Molekiiler Hibritlesme Yénteminin Detayh incelenmesi

Molekiiler hibritlesme, farkli biyolojik hedeflere etki eden iki veya daha fazla aktif
bilesigin (farmakoforun) tek bir yeni molekiil i¢cinde birlestirilmesine dayanan akilli bir
yaklasimdir. (Viegas-Junior ve ark., 2007). Bu stratejinin temel amaci, tek etkili bir
molekiiliin sahip oldugu siirliliklar1 agarak, daha gii¢lii, daha segici ve daha az yan etkiye
sahip yeni nesil ilag adaylar tiretmektir. (Meunier, (2008).

Bu yontemle tasarlanan molekiillerin baslica avantajlar1 sunlardir:
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o Sinerjik Etki: Hibrit molekiil, her iki farmakoforun etkisini birlestirerek sinerjik
bir biyolojik aktivite gosterebilir.

e Yan Etki Profilinin Iyilestirilmesi: Coklu hedefe sahip bir molekiil, her bir hedefi
daha diisiik konsantrasyonlarda inhibe edebilecegi i¢in toksisite riski azalabilir.

« Hastalik Direncini Azaltma: Ozellikle coklu mekanizmalar1 olan hastaliklarda
(6rnegin kanser), hibrit molekiiller tek hedefe dayali ilaglara kars1 gelisen direnci
engellemede daha basarili olabilir.

Mevcut ¢alismada hedef bilesiklerin tasarim stratejisi, 4-hidroksibenzhidrazid (1)
tirevleri olan 2a—f bilesikleri ve izoniyazid (2) turevleri olan 3a—f bilesikleri ile bunlarin
aril stilfonat grubunun para pozisyonundaki cesitli siibstitiientlerinin (—F, —Cl, —Br,
—CHs ve —OCH3) aktivitelerinin incelenmesine dayandirilmistir. Hedeflenen
molekiillerin yapilar1 FT-IR, *H NMR, **C NMR ve HRMS gibi spektroskopik tekniklerle
karakterize edilmistir. Ayrica, hidrazon-siilfonat hibritlerinin énemli yapisal ve reaktif
ozelliklerini ortaya koymak amaciyla yogunluk fonksiyonel teorisi (DFT) hesaplamalari,
molekiler dongileme (docking) ve molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlar1 gibi
hesaplamali yontemler uygulanmigtir. Bunun yaninda, 2b ve 2f bilesiklerinin
absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve atilim (ADME), farmakokinetik parametreleri ve
toksikolojik degerlendirme sonuglart SwissADME ve ADMETIlab 3.0 kullanilarak

incelenmistir.

1.8. Hesaplamah Yéntemlerin flac Gelistirme Siirecindeki Rolii

e Yogunluk Fonksiyonel Teorisi (DFT): DFT, molekillerin geometrisini, elektronik
yapisini ve reaktivitesini kuantum mekaniksel diizeyde inceler. Bu analizler sayesinde
sentezlenen molekiillerin neden belirli bir aktiviteye sahip olduklar1 veya sahip
olmadiklar1 molekiiler diizeyde anlasilabilir. Ornegin, bir molekiilin HOMO-LUMO
enerji araligi, onun reaktivitesi hakkinda fikir verebilir ve bu, deneysel sonuglarin teorik
olarak desteklenmesini saglar. (Geerlings, De Proft ve Langenaeker, 2003).

e Molekiler Kenetleme (Docking): Bu sanal tarama teknigi, sentezlenen molekiillerin
hedef enzimlerin (hCA I, hCA II, AChE, BChE) aktif bolgelerine ne kadar iyi ve nasil
baglanacagini 6ngoriir. Bu analizler, biyolojik testler 6ncesinde en umut verici molekiil
adaylarii belirlemeye ve sentez-test siirecini hizlandirmaya yardimei olur. (Meng ve

ark., 2011).
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e Molekiiler Dinamik (MD) Simiilasyonlari: Molekiler kenetlemenin statik
goriintiisiiniin aksine, MD simiilasyonlari, ligand-protein kompleksinin ve gevresindeki
ortamin zaman i¢indeki dinamik hareketini inceler. Bu simiilasyonlar, ligandin baglanma
stabilitesi, proteinin konformasyonel degisiklikleri ve su molekullerinin roll gibi Kkritik
bilgileri saglayarak molekiiler kenetleme sonuglarini dogrular. (Hollingsworth ve Dror,
2018).

e ADME ve Toksisite Degerlendirmesi: SwisSADME ve ADMETIab gibi araclar,
sentezlenen molekdllerin klinik potansiyelini 6ngérmek icin kullanilir. Bir molekiiliin
oral yoldan alinabilirligi, kan-beyin bariyerini ge¢ip gecemeyecegi ve olasi yan etkileri
gibi kritik parametreleri degerlendirir. Bu 6n analizler, laboratuvar ortaminda harcanacak

zaman ve maliyetten tasarruf etmeye yardime1 olur. (Daina, Michielin ve Zoete, 2017).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kolinesteraz Inhibitorleri ve Alzheimer Hastahg Uzerine Yapilan

Cahismalar

Alzheimer hastaligi (AD), diinya genelinde demansin en yaygin nedeni olup,
patogenezi karmasik ve ¢ok faktorlii bir siirectir. Bu alandaki literatiir, hastaligin altinda
yatan mekanizmalar1 anlamaya yonelik teorik ¢alismalar ve bu mekanizmalar1 hedef alan
yeni terapdtik ajanlarin gelistirilmesine odaklanan deneysel arastirmalar olarak genis bir

yelpazeye yayilmaktadir.

2.1.1. Hastaligin patogenezi, enzim yapilari ve tedavi stratejileri

Alzheimer hastaliginin molekiiler temelleri {izerine yapilan arastirmalar, ilag
tasarim slireclerine 151k tutmaktadir. J. D. Ulrich ve D. M. Holtzman (2016),
yayimladiklar1 makalede amiloid hipotezini merkeze alarak, amiloid B birikiminin
hastaligin gelisimindeki kritik roliinli tartismiglardir. Yazarlar, amiloid B patolojisinin
karmasik dogasinin tek hedefli tedavileri sinirladigini, bu nedenle hastaligin ilerlemesini
yavaglatmak i¢in ¢oklu hedefli yaklagimlarin gelistirilmesi gerektigini vurgulamiglardir
(Ulrich ve Holtzman, 2016). Benzer sekilde, kolinerjik hipotezin tedavi stratejilerindeki
rolind inceleyen G. Marucci ve ekibi (2021), rivastigmin, donepezil ve galantamin gibi
mevcut ilaglarin etki mekanizmalarin1 derinlemesine analiz etmislerdir. Calisma, bu
ilaclarin semptomatik iyilesme sagladigini ancak hastaligin seyrini degistirecek yeni nesil
coklu hedefli ligandlara ihtiya¢ duyuldugunu belirtmistir (Marucci, Buccioni, Dal Ben ve
ark., 2021).

Enzim inhibisyonu mekanizmalarinin anlasilmasi adina kristal yap1 analizleri
biiyiik 6nem tasimaktadir. Y. Bourne ve arkadaslar1 (2006) ile M. C. Franklin ve ekibi
(2016), Asetilkolinesteraz (AChE) enziminin kristal yapisini ve substrat ile olan
etkilesimlerini detaylandirarak, aktif bolgedeki amino asitlerin katalitik stirecteki rollerini

aciklamislardir. Bu caligmalar, enzim-ligand etkilesimlerinin molekiiler dinamiklerini
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ortaya koyarak rasyonel ila¢ tasarimi igin kritik veriler saglamistir (Bourne, Radic,
Sulzenbacher ve ark., 2006; Franklin, Rudolph, Ginter ve ark., 2016). Butirilkolinesteraz
(BChE) enzimi iizerine yapilan calismalarda ise M. N. Ngamelue ve digerleri (2007),
enzimin kristal yapisini inceleyerek BChE'ye 6zgli inhibitorlerin gelistirilmesi igin
yapisal bir temel olusturmuslardir (Ngamelue, Homma, Lockridge ve Asojo, 2007).
Ayrica L. Fang ve arkadaslar1 (2011), BChE ile donepezil arasindaki etkilesimi molekiiler
dinamik simiilasyonlar1 ve kuantum kimyasal hesaplamalarla incelemis; inhibitoriin aktif
bolgedeki hidrojen baglari ve hidrofobik etkilesimlerini molekiiler diizeyde
aydinlatmiglardir (Fang, Pan, Muzyka ve Zhan, 2011).

Mevcut inhibitorlerin degerlendirildigi derleme ¢aligmalarinda, G. Johnson ve S.
W. Moore (2006) AChE inhibitorlerinin klinik kullanimlarini ve potansiyel yan etkilerini
Ozetleyerek gelecekteki ilag tasarimlari i¢in bir yol haritast sunmuslardir (Johnson ve
Moore, 2006). Daha giincel derlemelerde, H. Akincioglu ve I. Giilgin (2020) ile R. J.
Obaid ve digerleri (2022), dogal ve sentetik kaynakli heterosiklik bilesiklerin AChE ve
BChE iizerindeki inhibitdr potansiyellerini kapsamli bir sekilde ele almislardir. Bu
caligmalar, son on yilda (2010-2022) sentezlenen azot, oksijen ve kukirt igeren
heterosiklik bilesiklerin yapi-aktivite iliskilerini ortaya koymaktadir (Obaid ve ark., 2022;
Akincioglu ve Giilgin, 2020). E. Cinar ve arkadaslart (2022) ise AChE ve BChE
enzimlerini inhibe etmenin ndrotransmisyonu artirarak biligsel semptomlari nasil
hafiflettigini aciklamis ve daha gii¢lii inhibitorlerin kesfinin 6nemini vurgulamislardir
(Basaran, Tiir, Akkoc ve Taskin-Tok, 2024).

Deneysel calismalarin temelini olusturan ve enzim aktivitesini 6lgmek igin
kullanilan spektrofotometrik yontem, G. L. Ellman ve arkadaslar1 (1961) tarafindan
gelistirilmistir. "Ellman Metodu" olarak bilinen bu teknik, tiyokolinin DTNB reaktifi ile
verdigi renk reaksiyonuna dayanarak, giliniimiizde halen kolinesteraz inhibitorlerinin
aktivitesini belirlemek icin standart protokol olarak kabul edilmektedir (Ellman,
Courtney, Andres ve Featherstone, 1961).

2.1.2. Hidrazon iskeletine sahip inhibitorlerin gelistirilmesi

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, hidrazon grubu igeren bilesiklerin kolinesteraz
enzimleri tzerinde guclu inhibitor etkilere sahip oldugu rapor edilmistir. 2022 yilinda
gerceklestirilen bir ¢calismada, sentezlenen yeni hidrazon tiirevlerinin Alzheimer hastalig

icin potansiyel terapotik ajanlar oldugu belirlenmistir. In vitro testler, bu bilesiklerin
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AChE ve BChE enzimlerine karsi nanomolar seviyelerde aktivite gosterdigini
kanitlarken, molekiiler kenetleme (docking) calismalart bilesiklerin enzim aktif
bolgelerinde kararl etkilesimler kurdugunu dogrulamistir (Cakmak, Basaran ve Sentiirk,
2022c). Aymi yil yapilan bir baska calismada, farkli siibstitiientlere sahip hidrazon
tiirevleri sentezlenmis ve bunlarin enzim inhibisyon profilleri incelenmistir. Elde edilen
sonugclar, hidrazon iskeletinin bu alanda umut vadeden bir yap1 oldugunu ve molekiiler
dinamik simiilasyonlarinin in vitro bulgular1 destekledigini gostermistir (Cakmak,
20223).

Hidrazon tiirevlerinin ¢oklu hedefli tedavi yaklagimindaki rolii tizerine odaklanan
2022 tarihli bir diger aragtirmada, sentezlenen bilesiklerin hem AChE hem de BChE
Uzerinde giiglii aktivite gosterdigi rapor edilmistir. Bu g¢alismada, in silico yontemler
kullanilarak bilesiklerin baglanma afiniteleri ve etki mekanizmalar1 aydinlatilmistir
(Cinar, Boga, Topal ve Cakmak, 2022). Benzer sekilde, E. Basaran ve ekibinin 2022
yilindaki calismalarinda, sentezlenen hidrazon serilerinin kolinesteraz enzimleri
tizerindeki etkileri detaylandirilmis; bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin yapisal
ozellikleriyle (SAR) olan iliskisi derinlemesine incelenmistir. Bu arastirmalar, hidrazon
iskeletinin yeni ila¢ adaylarinin rasyonel tasarimi i¢in dnemli bir temel olusturdugunu
kanitlamigtir (Basaran, Cakmak, Sentiirk ve Taskin-Tok, 2022a; Basaran, Cakmak,
Akkoc ve Kaya, 2022).

Bu alandaki galigmalarin devami niteliginde olan 2024 tarihli bir arastirmada, yeni
bir seri hidrazon tiirevinin sentezi gergeklestirilmis ve bunlarin inhibitor aktiviteleri in
vitro ve in silico yontemlerle degerlendirilmistir. Calisma, hidrazon iskeletinin
kolinesteraz inhibitorlerinin gelistirilmesi i¢in ne kadar kritik bir yap1 oldugunu bir kez
daha ortaya koymus ve elde edilen verilerle gelecekteki caligsmalar i¢in bir yol haritasi
sunulmustur (Cakmak, Cinar, Bagaran ve ark., 2024b). Ayni yil yayimlanan bagka bir
calismada, B. Kuzu ve arkadaslari (2024), hidrazon tiirevlerinin AChE ve BChE
inhibisyonundaki etkinligini molekiiler dinamik simiilasyonlar1 ile destekleyerek, bu
bilesiklerin enzimlerle stabil kompleksler olusturdugunu rapor etmislerdir (Kuzu,
Alagoz, Demir ve ark., 2024). En giincel ¢alismalardan biri olan 2025 tarihli makalede
ise, yeni sentezlenen hidrazon tlirevlerinin enzimler {izerindeki gii¢lii aktivitesi ve yapi-
aktivite iliskileri ortaya konulmustur. Bu ¢alisma, hidrazon tiirevlerinin Alzheimer
hastalig1 tedavisinde kullanilabilecek yeni ila¢ adaylar1 olarak degerlendirilmesi

gerektigini vurgulamaktadir (Cakmak, Basaran, Ercan ve ark., 2025a).

28



2.1.3. Triazol, tiyadiazol ve diger heterosiklik bilesikler

Hidrazonlarin yani sira, triazol ve tiyadiazol gibi azot¢a zengin heterosiklik halka
sistemleri de kolinesteraz inhibisyonu agisindan yogun bir sekilde arastirilmistir. H.
Ahmad ve arkadaglar1 (2018), 1,2,4-triazol-3-tiyon tirevlerinin AChE ve BChE
enzimlerine kars1 aktivitelerini incelemis; en iyi sonuglar1 veren bilesigin donepezil ve
rivastigmin gibi standart ilaclarla benzer etkilere sahip oldugunu géstermislerdir. Bu
durum, triazol-tiyon iskeletinin ilag tasariminda ©nemli bir rol oynayabilecegini
kanitlamaktadir (Ahmad ve ark., 2018). R. Cakmak ve ekibinin 2023 tarihli ¢aligmasinda
ise yeni bir seri 1,2,4-triazol tiirevi sentezlenmis ve bunlarin enzimler lizerindeki giiglii
aktiviteleri in vitro ve in silico yontemlerle dogrulanmistir. Molekiiler dinamik
simiilasyonlari, bu tlirevlerin enzimlerle kararli etkilesimler kurdugunu gdstermistir
(Cakmak, Ay, Cimnar ve ark., 2023). Benzer bir yaklagimla S. A. Gilingér (2023),
sentezledigi 1,2,4-triazol tiirevlerinin kolinesteraz inhibitdr potansiyellerini arastirmis ve
yapi-aktivite iligkilerini aydinlatarak bu molekiillerin AD tedavisindeki dnemine vurgu
yapmistir (Gungor, 2023).

Tiyadiazol halka sistemi lizerine yapilan ¢alismalarda, B. Tutus ve arkadaslar
(2024), N-alkil-5-(4-stbstitte-fenil)-1,3,4-tiyadiazol-2-amin threvlerini
sentezlemislerdir. Bu bilesiklerin in vitro olarak AChE ve BChE {izerinde gii¢lii inhibitor
aktivite gosterdigi ve molekiiler kenetleme c¢aligmalarinda aktif bolgelere kararli bir
sekilde baglandig belirlenmistir. Calisma, tiyadiazol tiirevlerinin ndrodejeneratif
hastaliklarin tedavisinde yeni bir strateji olabilecegini diisiindiirmektedir (Tutus, Kaya,

Baz ve ark., 2024).

2.1.4. Hibrit yapilar ve farkh kimyasal iskeletler

Alzheimer hastaliginin tedavisinde ¢oklu hedefli yaklagimin 6nem kazanmasiyla
birlikte, farkli kimyasal gruplar1 bir arada bulunduran hibrit yapilar ve cesitli iskeletler
lizerine ¢alismalar artmistir. T. Sun ve arkadaslar1 (2024), benzofuran-1,2,3-triazol-
dihidropiridin hibritlerini sentezleyerek, bu bilesiklerin hem AChE hem de BChE
enzimlerini etkili bir sekilde inhibe ettigini gdstermislerdir. Molekller modelleme
calismalari, bu hibrit yapilarin enzimlerle olan etkilesim mekanizmalarini aydinlatmistir
(Sun, Zhen, Harakandi ve ark., 2024). Benzer sekilde K. Gajendra ve ekibi (2024),

kinazolin tiirevlerinin sadece kolinesterazlari degil, ayn1 zamanda beta-sekretaz enzimini
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de giiclii bir sekilde inhibe ettigini ortaya koymustur. Bu ¢aligma, kinazolin tiirevlerinin
coklu hedefli tedavi potansiyelini vurgulamakta ve ADMET analizleri ile bilesiklerin
farmakolojik 6zelliklerini desteklemektedir (Gajendra, Pratap, Poornima ve ark., 2024).

Diger kimyasal smiflar iizerine yapilan arastirmalarda; A. Oztekin ve N.
Stellenboom (2024), yeni benzofenon tirevlerinin (Oztekin ve Stellenboom, 2024); A.
Bosak ve arkadaslar1 (2019) ise asetofenon tiirevlerinin (Bosak, Opsenica, Sinko ve ark.,
2019) AChE ve BChE enzimlerine kars1 giiglii inhibitor aktivitelerini rapor etmislerdir.
Her iki ¢alisma da molekiiler kenetleme yontemleriyle in vitro verileri desteklemistir.
Ayrica N. Arikan Olmez ve arkadaslar1 (2024), yeni amin tiirevlerinin enzimlerle olan
etkilesimlerini inceleyerek bu bilesiklerin AD tedavisinde yeni bir strateji olabilecegini
belirtmislerdir (Arikan Olmez, Noma, Kaya ve Osman, 2024). A. Kamal1 ve ekibi (2022)
aril stilfonat esterlerinin (Kamali, Cakmak ve Boga, 2022), Y. P. Singh ve arkadaslari
(2024) ise indirgenmis Schiff bazlarinin (Singh, Prasad ve Kumar, 2024) kolinesteraz
inhibisyon potansiyellerini ortaya koymuslardir.

Son olarak, H. Gao ve ekibi (2021), farmakofor bazli bir yaklasimla AChE ve
BChE'nin ikili inhibitorlerini kesfetmeyi amaglamislardir. Bu bilgisayarli arastirma,
geleneksel tek hedefli ilaglarin aksine ¢oklu hedefli ilaglarin 6nemini vurgulamakta ve
hesaplamali yontemlerin ilag tasarimindaki etkinligini kanitlamaktadir (Gao, Jiang, Zhan
ve Sun, 2021). M. G. Kurban ve ekibi (2024) ise stilfonamid iskeletine sahip molekdllerin
enzimlerle etkilesimini inceleyerek, bu yapilarin da potansiyel ila¢ adayr olarak

degerlendirilebilecegini gostermislerdir (Kurban, Cakmak, Basaran ve ark., 2024).

2.2. Karbonik Anhidraz inhibitorleri ve Terapétik Uygulamalar1 Uzerine

Cahismalar

Karbonik anhidrazlar (CA'lar), canli organizmalarda karbondioksitin bikarbonata
ve protona geri doniisiimlii hidrasyonunu katalize eden, ¢inko iceren metalloenzimlerin
genis bir ailesidir. Bu enzimler, asit-baz dengesinin diizenlenmesi, solunum, iyon
transportu ve biyosentez gibi hayati fizyolojik siireglerde rol oynamaktadir. Literatiirde,
CA izoenzimlerinin (6zellikle sitozolik hCA I ve hCA Il ile tiimor iliskili hCA IX ve hCA
XII) inhibisyonu, glokomdan kansere kadar pek cok hastaligin tedavisinde 6nemli bir

strateji olarak kabul edilmektedir.
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2.2.1. Karbonik anhidrazlarin fizyolojik rolii ve ila¢ hedefi olarak 6nemi

Bu alandaki teorik gergeveyi ¢izen en kapsamli ¢alismalardan biri C. T. Supuran
(2008) tarafindan yayimlanan derleme makalesidir. Calisma, CA enzimlerinin
glukoneogenez, lipogenez ve iire sentezi gibi temel metabolik yollarin yani sira timor
olusumu gibi patolojik siireclerdeki kritik rollerini tartismaktadir. Klasik kullanim
alanlar1 olan diiiretik ve antiglokom ajanlarinin 6tesinde, CA inhibitorlerinin obezite,
kanser ve cesitli enfeksiyon hastaliklar1 i¢in yeni nesil ilag adaylar1 olabilecegi
vurgulanmigtir. Ayrica, yakin tarihli bulgular 1s18inda CA aktivasyonunun Alzheimer
hastalig1 tedavisinde potansiyel bir yaklagim olabilecegi belirtilmis ve spesifik
modiilatorlerin  gelistirilmesinin  6nemi iizerinde durulmustur. Bu derleme, enzim
modiilasyonu yoluyla gelistirilebilecek yeni terapétik yaklagimlar i¢in 6nemli bir yol

haritas1 saglamaktadir (Supuran, 2008).

2.2.2. Sulfonamid ve stlfonilkarbamat tirevlerinin inhibitdr 6zellikleri

Sulfonamid grubu (-SO2NHz), CA inhibitorlerinin tasariminda kullanilan birincil
farmakofor grubu (¢inko baglayan grup) olarak bilinmektedir. Bu alandaki yapi-aktivite
iligkilerini (SAR) inceleyen A. Innocenti ve arkadaslar1 (2008), yeni siilfonilkarbamat
tiirevlerinin hCA I ve hCA 1I izoenzimleri lizerindeki etkilerini karsilastirmali olarak
analiz etmislerdir. Caligma, molekiiler yapida yapilan kiigiik degisikliklerin bile inhibitor
potansiyeli ve izoenzim seg¢iciligini dramatik sekilde etkiledigini ortaya koymustur. Elde
edilen veriler, stlfonilkarbamat iskeletinin guicli ve secici inhibitorlerin gelistirilmesi i¢in
kritik bir yapi tas1 oldugunu gostermektedir (Innocenti, Vullo, Scozzafava ve Supuran,
2008). Benzer bir yaklagimla, S. Isik ve ekibi (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, yeni
bir seri siilfonilkarbamat tiirevi sentezlenmis ve bunlarin hCA I ve hCA Il Uzerindeki
aktiviteleri degerlendirilmistir. Bu bilesiklerin her iki izoenzim iizerinde de giicli
inhibitor etkiler sergiledigi, molekiiler kenetleme (docking) c¢aligmalariyla da aktif
bolgedeki baglanma modlarinin aydinlatildigi rapor edilmistir. Bulgular, bu tirevlerin
gelecekteki terapotik uygulamalar igin umut verici oldugunu kanitlamaktadir (Isik ve ark.,
2015).

Siilfonamid tiirevleri tizerindeki aragtirmalar, farkli kimyasal gruplarin bu yapiya
entegre edilmesiyle ¢esitlenmistir. N. Chiaramonte ve arkadaslar1 (2018), sentezledikleri

yeni siilfonamid serisinin hCA I ve hCA 1I enzimlerine kars1 inhibitor potansiyellerini in
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vitro ve in silico yoOntemlerle incelemislerdir. Calisma, bilesiklerin enzim aktif
bolgeleriyle kurdugu etkilesimleri detaylandirarak, sulfonamid iskeletinin ilag
tasarimindaki onemini bir kez daha teyit etmistir (Chiaramonte, Bua, Ferraroni ve ark.,
2018). G. Vannozzi ve ekibinin 2021 tarihli ¢alismasinda da benzer sekilde yeni
stilffonamid tlirevleri sentezlenmis ve bunlarin giiglit hCA inhibisyon profilleri rapor
edilmistir. Bu c¢alisma, siilfonamid tabanli molekiillerin yapisal 6zelliklerinin biyolojik
aktivite ile olan iligkisini derinlemesine inceleyerek, yeni ila¢ adaylarmin rasyonel
tasarimi i¢in 6onemli veriler sunmustur (Vannozzi, Vullo, Angeli ve ark., 2021).

Daha giincel ve hibrit yapilar {izerine odaklanan bir ¢alismada, P. Singh ve ekibi
(2025), indol ve imidazo[2,1-b]tiyazol halka sistemlerini siilfonamid yapisiyla
birlestirmislerdir. Bu hibrit molekiillerin hCA I ve hCA II enzimlerine kars1i nanomolar
seviyelerde (¢ok diisiilk konsantrasyonlarda) etkili inhibisyon sagladigi belirtilmistir.
Molekiiler kenetleme g¢alismalari, bilesiklerin enzimlerin aktif bolgelerinde gili¢lii ve
kararli etkilesimler sergiledigini gostermistir. Bu arastirma, 6zellikle glokom gibi hCA
iligkili hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek yliksek potansiyelli adaylarin
gelistirilmesi agisindan 6nemli bir temel olusturmaktadir (Singh, Arifuddin, Supuran ve
Nerella, 2025).

2.2.3. Benzofenon ve naftalen stlfonat tirevieri

Stiilfonamidlerin yami sira, farkli aromatik iskeletler de CA inhibisyonu ig¢in
arastirilmaktadir. E. Basaran, 2021 ve 2023 yillarinda yayimladigi ¢aligmalarda
benzofenon iskeletinin hCA inhibisyonundaki roliine odaklanmigtir. 2021 tarihli
caligmada, yeni sentezlenen benzofenon tlrevlerinin hCA | ve hCA 1l izoenzimlerine
kars1 giiclii biyolojik aktiviteleri in vitro yontemlerle belirlenmistir. Deneysel bulgular,
molekiiler kenetleme ve molekiiler dinamik simiilasyonlari ile desteklenerek bilesiklerin
enzimlerle olan kararli etkilesimleri dogrulanmistir. Bu sonuglar, benzofenon tiirevlerinin
glokom ve epilepsi gibi hastaliklarin tedavisinde potansiyel terap6tik ajanlar olabilecegini
isaret etmektedir (Basaran, 2021). Yazarin 2023 yilindaki devam ¢aligmasinda ise,
benzofenon serisi genisletilmis ve yapi-aktivite iligkileri daha detayli incelenmistir. Bu
calisma da benzofenon iskeletinin CA inhibitorii gelistirmek i¢in umut verici bir yapi
oldugunu teyit etmis ve gelecekteki calismalar igin yeni perspektifler sunmustur

(Basaran, 2023).
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Bagka bir aromatik yap1 olan naftalen halkasi iizerine yapilan galismada, Y. 1.
Esmer ve arkadaslari (2022), yeni naftalen-2-il-siilfonat tiirevlerini sentezlemislerdir. Bu
bilesiklerin hCA I ve hCA II enzimlerine kars1 inhibitor aktiviteleri test edilmis ve giigli
inhibisyon degerleri elde edilmistir. Molekiiler kenetleme ¢alismalari, en aktif bilesiklerin
enzimlerin aktif bolgelerine yliksek afinite ile baglandigini gostermistir. Arastirma,
naftalen-sulfonat iskeletine sahip molekdillerin glokom ve benzeri hastaliklarin tedavisi
i¢in potansiyel yeni ilag adaylari olarak degerlendirilebilecegini kanitlamaktadir (Esmer,
Cinar ve Basaran, 2022).

2.3. Karbonik Anhidraz ve Kolinesteraz Enzimlerine Yonelik Coklu Hedefli

Cahismalar

Geleneksel ilag kesfi yaklagimlart uzun yillar boyunca "tek hedef, tek hastalik"
paradigmasina dayanmis olsa da, Alzheimer hastaligi (AD) gibi ndrodejeneratif
bozukluklarin karmasik etyolojisi, bu yaklasimin sinirli kalmasina neden olmustur.
Guncel literatiir, birden fazla biyolojik yolagi ayn1 anda modiile edebilen "goklu hedefli
ligandlarin" (Multi-Target Directed Ligands - MTDLs) gelistirilmesine dogru
evrilmektedir. Ozellikle hem kolinerjik iletimi diizenleyen kolinesterazlarin (AChE ve
BChE) hem de pH dengesi, iyon transportu ve serebrovaskdler fizyolojide rol oynayan
karbonik anhidrazlarin (CA) es zamanli inhibisyonu, sinerjistik bir terapotik etki yaratma

potansiyeli tasimaktadir.

2.3.1. Coklu hedefli yaklasimin teorik temelleri

Karbonik anhidraz inhibitérlerinin norodejeneratif hastaliklardaki roliinii
molekiiler diizeyde inceleyen R. Cakmak ve arkadaslar1 (2024), bu enzim ailesinin AD
tedavisindeki potansiyelini ortaya koyan Onemli bir calisma yayimlamiglardir.
Arastirmacilar, hCA inhibitorlerinin sadece fizyolojik pH'1 diizenlemekle kalmayip, aynm
zamanda amiloid [ patolojisini azaltabilecegini, serebrovaskiiler sagligi
lyilestirebilecegini ve glial fonksiyonlar1 destekleyerek biligsel fonksiyonlara katki
saglayabilecegini vurgulamislardir. Bu ¢alisma, hCA inhibitérlerinin AD tedavisinde
"yeni bir hedef" olarak konumlandirilmasi gerektigini savunarak, hCA ve kolinesterazlari
ayn1 anda hedefleyen ¢oklu tedavi stratejilerine giiclii bir teorik zemin hazirlamigtir.

Molekiiler modelleme ve biyoinformatik analizlerle desteklenen bulgular, bu yaklagimin
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hastaligin altinda yatan karmagik mekanizmalara karsi ¢ok yonlii faydalar sunabilecegini

isaret etmektedir (Cakmak, Basaran, Sahin ve ark., 2024a).

2.3.2. Hidrazon ve Schiff baz tiirevlerinin ¢coklu inhibisyon profilleri

Coklu hedefli ilag tasariminda siklikla basvurulan kimyasal iskeletlerden biri
hidrazon ve Schiff bazi yapilaridir. R. Cakmak ve digerlerinin 2025 tarihli giincel
calismasinda, yeni antipirin bazli Schiff bazlarinin sentezi gerceklestirilmis ve bu
bilesiklerin hem kolinesteraz (AChE, BChE) hem de karbonik anhidraz enzimlerine kars1
inhibitor potansiyelleri arastirilmistir. Calisma, sentezlenen bilesiklerin her iki enzim
ailesine kars1 da giiclii aktivite sergiledigini in vitro testlerle kanitlamistir. Arastirmacilar,
in vitro verileri in silico yontemlerle birlestirerek, bilesiklerin enzimlerin aktif
bolgelerindeki baglanma modlarint  ve enzimatik etkilesim mekanizmalarini
aydinlatmiglardir. Elde edilen sonuglar, antipirin bazli bu molekiillerin ¢oklu hedefli
inhibitor adaylar1 olarak umut verici oldugunu ve yeni ila¢ adaylarinin gelistirilmesine
onemli katkilar sundugunu gostermektedir (Cakmak, Basaran, Tiirkmenoglu ve ark.,
2025c).

Benzer bir yaklasimla, M. Ozil ve arkadaslar1 (2024), naftilhidrazon tirevleri
tizerine odaklanarak bu bilesiklerin AChE, BChE ve hCA izoenzimlerine karsi inhibitor
potansiyellerini incelemislerdir. Caligma, sentezlenen naftilhidrazonlarin test edilen her
lic enzim ailesine kars1 da kayda deger bir aktivite gosterdigini ortaya koymustur.
Molekiiler modelleme c¢aligsmalari, bu tiirevlerin enzimlerin katalitik bolgelerinde kararl
etkilesimler kurdugunu ve hidrazon iskeletinin ¢oklu hedefli ila¢ tasarimi i¢in uygun bir
yap1 tast oldugunu dogrulamistir. Bu arastirma, nérodejeneratif hastaliklar ve metabolik
bozukluklarin tedavisi i¢in hidrazon temelli yeni adaylarin gelistirilmesinde 6énemli bir

referans noktasi olusturmaktadir (Ozil, Balaydin, Dogan ve ark., 2024).

2.3.3. Siilfonamid iskeletli hibrit yapilar

Silfonamid grubu, karbonik anhidraz inhibisyonu igin klasik bir farmakofor
olmakla birlikte, son yillarda yapilan ¢alismalar bu grubun kolinesteraz inhibisyonu i¢in
de optimize edilebilecegini gostermektedir. M. G. Kurban ve ekibi (2024), yeni
stlfonamid tdrevlerini sentezleyerek bunlarin karbonik anhidraz ve kolinesteraz

enzimleri ile olan etkilesimlerini hem laboratuvar (in vitro) hem de bilgisayar (in silico)
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ortaminda degerlendirmislerdir. Bu kapsamli ¢alisma, siilfonamid iskeletine sahip
molekdllerin ilgili enzimlerin aktivitesini etkili bir sekilde modiile edebilecegini ve
Alzheimer hastalig1 i¢in potansiyel ilag adaylar1 olabilecegini kanitlamistir. Arastirma, bu
bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin yapisal 6zellikleriyle (SAR) iligkisini aydinlatarak,
ila¢ kimyas1 alanindaki gelecek tasarimlar i¢in temel olusturmaktadir (Kurban, Cakmak,
Basaran ve ark., 2024).

Hibrit molekiil stratejisini benimseyen A. Korkmaz ve arkadaslar1 (2023) ise,
indol halkasini siilfonamid yapisiyla birlestirerek yeni bir seri indol-stilfonamid tlrevi
sentezlemislerdir. Bu c¢alismanin amaci, indoliin biyolojik aktif ozellikleri ile
stilfonamidin enzim baglama kapasitesini tek bir molekiilde birlestirmektir. Elde edilen
veriler, sentezlenen bilesiklerin hem karbonik anhidraz hem de kolinesteraz enzimlerine
kars1 giiglii inhibitor etki gosterdigini ortaya koymustur. In vitro testler ve molekiiler
modelleme calismalari, bilesiklerin enzimlerin aktif bolgelerinde kararli etkilesimler
kurdugunu gostermis ve bu hibrit yapilarin norodejeneratif hastaliklarin tedavisi igin
umut verici ¢oklu hedefli ajanlar oldugunu kanitlamistir (Korkmaz, Kurtay, Kaya ve
Bursal, 2023).

2.3.4. Azotlu heterosiklik bilesikler: Triazol ve benzotriazol tirevleri

Azot atomu igeren heterosiklik bilesikler, enzimlerin aktif bolgelerindeki amino
asitlerle hidrojen bag1 ve diger etkilesimleri kurma yetenekleri nedeniyle ¢oklu hedefli
calismalarda sik¢a tercih edilmektedir. B. Akis ve digerlerinin 2024 tarihli calismasinda,
yeni 1,2,4-triazol-5-tiyon tiirevleri sentezlenerek, bunlarin glokom, epilepsi ve Alzheimer
ile iliskili hCA I, hCA II, AChE ve BChE enzimlerine kars1 aktiviteleri arastirilmistir.
Arastirma, in vitro ve in silico yontemleri birlestirerek bilesiklerin etki mekanizmalarini
aydinlatmistir. Dikkat ¢ekici bir sekilde, bazi tiirevlerin standart ilaclar olan asetazolamid
(CA 1nhibitorii) ve rivastigminden (ChE inhibitorii) daha etkili oldugu rapor edilmistir.
Bu sonuclar, triazol-tiyon tiirevlerinin farkli enzimleri ayn1 anda hedefleyerek hastalik
tedavisinde daha etkili olabilecegini ve potansiyel ¢oklu hedefli ila¢ adaylar1 olarak
degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir (Akis, Cakmak ve Sentiirk, 2024).

Benzer sekilde, K. Zilbeyaz ve ekibi (2021), benzotriazol tiirevleri lizerine
yogunlagarak bu bilesiklerin kolinesteraz (AChE, BChE) ve karbonik anhidraz (hCA 1,
hCA 1II) enzimleri iizerindeki inhibitdr potansiyellerini incelemislerdir. Calisma,

sentezlenen benzotriazol tiirevlerinin test edilen her iki enzim ailesine karsi da giicli
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inhibitdr etki gosterdigini ortaya koymustur. Molekiiller modelleme ¢alismalart ile
desteklenen bu bulgular, benzotriazol iskeletinin ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisi
i¢in gelistirilecek ¢coklu hedefli ilaglarda 6nemli bir yapi tasi olabilecegini kanitlamaktadir

(Zilbeyaz, Oztekin ve Kutluana, 2021).

2.4. Kimyasal Bilesiklerin Antikanser, Antioksidan ve Antimikrobiyal
Aktiviteleri

Modern ilag kimyasinda, tasarlanan molekiillerin yalnizca tek bir enzim
tizerindeki inhibisyon profili degil, ayn1 zamanda kanser hiicrelerine karsi sitotoksik
etkileri, oksidatif stresi azaltic1 antioksidan kapasiteleri ve patojen mikroorganizmalara
kars1 antimikrobiyal potansiyelleri de biiyiik énem tagimaktadir. Ozellikle hidrazon (-
C=N-NH-) ve triazol farmakofor gruplarini tagiyan bilesiklerin, "pleiotropik" (¢ok yonlii)
etki mekanizmalar1 sayesinde farkli hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek genis bir
terapotik spektrum sundugu bilinmektedir. Bu boliimde, s6z konusu kimyasal iskeletlerin
enzim inhibisyonu disindaki biyolojik  aktivitelerine odaklanan calismalar

detaylandirilmistir.

2.4.1. Hidrazon iskeletinin yapi-aktivite iliskisi ve genel biyolojik potansiyeli

Hidrazon grubu, dondr ve akseptor atomlarina sahip esnek yapisi ve hidrojen bagi
yapabilme yetenegi sayesinde DNA, enzimler ve reseptorlerle ¢ok cesitli etkilesimler
kurabilmektedir. Bu yapisal ¢esitliligin biyolojik aktiviteye yansimalarini inceleyen S.
Keskin ve arkadaslar1 (2022), hidrazon tiirevlerinin ¢ok yonlii biyolojik aktivitelerini ele
aldiklar1 kapsamli derleme makalesinde, hidrazon ¢ekirdeginin ilag gelistirme
siireclerinde kilit bir farmakofor oldugunu vurgulamislardir. Yazarlar, bu iskeletin
ozellikle antikanser ve antibakteriyel ajanlarin tasariminda nasil kullanildigini ve
biyolojik hedeflerle olan etkilesim mekanizmalarini genis bir perspektiften sunmuglardir
(Keskin, Dogan, Giindiiz ve ark., 2022). Benzer sekilde, A. Ramakrishnan ve ekibi
(2015), sentezledikleri hidrazon bilesiklerinin yapi-aktivite iliskilerini (SAR)
derinlemesine incelemiglerdir. Calisma, hidrazon iskeletine bagli aromatik halkalar
Uzerindeki stibstitiientlerin dogasinin (elektron ¢ekici veya verici gruplar), bilesiklerin

biyolojik hedeflere kars1 gosterdigi aktivite spektrumunu ve molekiiler kenetleme
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skorlarin1 dogrudan degistirdigini ortaya koymustur (Ramakrishnan, Chourasiyaa ve
Bharatam, 2015).

Biyolojik aktivitenin teorik temellerine odaklanan L. Feng ve arkadaslar1 (2018)
ise yeni sentezledikleri hidrazon tiirevlerinin molekiiler yapilarini ve reaktivite
parametrelerini incelemislerdir. Bu ¢alismada, bilesiklerin HOMO-LUMO enerji
seviyeleri, kimyasal sertlik ve elektronegatiflik gibi elektronik &zellikleri Yogunluk
Fonksiyonel Teorisi (DFT) ile hesaplanmis ve bu parametrelerin biyolojik aktivite ile
olan korelasyonu arastirilmistir. Elde edilen veriler, hidrazon iskeletinin elektronik
Ozelliklerinin optimize edilmesinin, ila¢ adaylarinin kararliligi ve rasyonel tasarimi igin

kritik bir adim oldugunu gostermistir (Feng, Yang, Cui ve ark., 2018).

2.4.2. Antikanser aktivite ve sitotoksisite ¢calismalari

Kanser tedavisinde yeni kemoterap6tik ajanlarin gelistirilmesi, mevcut ilaglara
kars1 gelisen direng ve yiiksek yan etki profilleri nedeniyle giincelligini koruyan bir
alandir. R. Cakmak ve calisma grubu, hidrazon tiirevlerinin antikanser potansiyelini
arastiran bir dizi ardisik ¢aligma ylriitmiistiir. Arastirmacilar, 2022 yilinda yayimladiklar
makalede, sentezlenen yeni seri hidrazon bilesiklerinin c¢esitli kanser hiicre hatlari
tizerindeki giiclii sitotoksik etkilerini rapor etmislerdir. Bu ¢aligmada, in vitro testlerin
yant sira molekiiler kenetleme (docking) yontemleri de kullanilarak, bilesiklerin kanserle
iliskili enzimatik hedeflerle (6rnegin tirozin kinazlar veya topoizomerazlar) olan
etkilesim mekanizmalar1 aydmlatilmistir (Cakmak, Basaran, Kaya ve Erkan, 2022b).
Grubun 2025 tarihli giincel ¢alismasinda ise hidrazon iskeletinin antikanser etkinligi daha
ileri diizeyde incelenmis; sentezlenen tiirevlerin kanser hiicrelerinde apoptotik stirecleri
tetikleme potansiyeli ve molekiiler yapidaki degisikliklerin bu aktivite iizerindeki etkisi
in silico yontemlerle desteklenerek sunulmustur. Bu bulgular, hidrazon yapisinin
onkolojik ilag tasariminda vazgegilmez bir yapi tasi oldugunu kanitlamaktadir (Cakmak,
Basaran, Erdogan ve ark., 2025b).

E. Basaran ve ekibi (2022) de benzer bir strateji izleyerek, farkli siibstittientler
tagiyan hidrazon tiirevlerinin antikanser ozelliklerini degerlendirmislerdir. Calisma,
sentezlenen bilesiklerin saglikli hiicrelere kiyasla kanser hiicre hatlarina kars1 gésterdigi
secici sitotoksisiteyi belirlemis ve bu aktivitenin molekiiler diizeydeki nedenlerini

kenetleme calismalariyla agiklamistir. Elde edilen sonuglar, hidrazon iskeletinin

37



modifikasyonu ile yan etkileri azaltilmig ve etkinligi artirilmig antikanser ajanlarin
tasarlanabilecegini gostermektedir (Basaran, Cakmak, Cinar ve Cevik, 2022D).
Heterosiklik bilesikler sinifinda yer alan 1,2,4-triazol tlrevlerinin antikanser
potansiyeli ise E. Ergan ve arkadaslar1 (2024) tarafindan detaylica incelenmistir. Bu
calismada, yeni sentezlenen 1,2,4-triazol-5-tiyon turevlerinin 0zellikle meme ve kolon
kanseri hiicre hatlar1 tizerinde kayda deger sitotoksik aktivite gosterdigi rapor edilmistir.
Aragtirmacilar, gergeklestirdikleri molekiiler kenetleme simiilasyonlari ile bu bilesiklerin
kanser hiicresi ¢ogalmasinda kritik rol oynayan spesifik protein hedefleriyle giicli
hidrojen baglart kurdugunu gostermislerdir. Bu veriler, triazol-tiyon iskeletinin
antikanser ilag gelistirme ¢aligmalarinda umut verici bir farmakofor oldugunu

vurgulamaktadir (Ergan, Cakmak, Basaran ve ark., 2024).

2.4.3. Antioksidan aktivite ve oksidatif stres ile miicadele

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu oksidatif stres; nérodejeneratif
hastaliklar, kardiyovaskiiler bozukluklar ve kanser dahil olmak iizere bircok patolojik
stirecin temelinde yer almaktadir. Bu nedenle, serbest radikalleri temizleme yetenegine
sahip antioksidan molekiillerin gelistirilmesi biiylik 6nem tagimaktadir. N. Belkheiri ve
arkadaslar1 (2010), hidrazon tiirevlerinin antioksidan potansiyelini inceleyen oOncii
calismalardan birini gerceklestirmislerdir. in vitro yontemlerle (DPPH radikal stpurGci
aktivite testi vb.) yapilan analizlerde, sentezlenen bilesiklerin serbest radikalleri etkili bir
sekilde temizledigi ve hidrazon yapisinin oksidatif strese karsi1 koruyucu bir ajan olarak
degerlendirilebilecegi belirlenmistir. Calisma, bilesiklerin yapisal 06zelliklerinin
antioksidan kapasite lizerindeki etkisini de tartigarak, elektron verici gruplarin aktiviteyi
artirdigini belirtmistir (Belkheiri, Bouguerne, Bedos-Belval ve ark., 2010).

Daha giincel bir ¢aligmada, E. Basaran ve ekibi (2022), yeni sentezlenen hidrazon
tiirevlerinin antioksidan kapasitelerini degerlendirmislerdir. Calisma, bilesiklerin
yapisinda bulunan fenolik hidroksil gruplari gibi spesifik fonksiyonel gruplarin radikal
sUpiirticii aktiviteyi onemli Ol¢iide artirdigini ortaya koymustur. Bu bulgular, hidrazon
tirevlerinin sadece enzim inhibitorii veya sitotoksik ajan olarak degil, ayn1 zamanda
hiicresel diizeyde oksidatif hasar1 onleyici bilesikler olarak da terapotik deger tasidigini

diisiindiirmektedir (Basaran, Hasimi, Cakmak ve Cinar, 2022d).
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2.4.4. Antimikrobiyal ve antitliberkiloz aktivite

Kiiresel bir saglik krizi haline gelen antimikrobiyal diren¢ ve tiiberkiiloz
vakalarindaki artig, yeni etki mekanizmalarina sahip ilaglarin kesfini zorunlu kilmaktadir.
Z. Kaplancikli ve arkadaglar1 (2014), morfolin halkas1 i¢eren yeni hidrazon tiirevlerini
sentezleyerek bunlarin antibakteriyel aktivitelerini incelemislerdir. Calisma, bu
bilesiklerin hem gram-pozitif hem de gram-negatif bakterilere kars1 genis spektrumlu bir
aktivite sergiledigini  gdstermistir. Morfolin  ve hidrazon farmakoforlarinin
kombinasyonunun, bakteriyel diren¢ mekanizmalarin1 asmada etkili bir strateji
olabilecegi ve yeni antibiyotik adaylari i¢in bir temel olusturdugu belirtilmistir
(Kaplancikli, Altintop, Ozdemir ve ark., 2014).

Tiiberkiiloz tedavisine yonelik spesifik ve hedefe yonelik bir ¢alismada ise E.
Kogak Aslan ve ekibi (2022), tuberkiiloz tedavisinde birinci basamak ila¢ olarak
kullanilan izoniazidden tiiretilen yeni hidrazon bilesiklerini sentezlemislerdir. Bu
arastirmada, bilesiklerin molekiiler yapilart DFT hesaplamalariyla aydinlatilmis ve in
vitro testlerle Mycobacterium tuberculosis etkenine karsi gii¢lii antitiiberkiiloz aktivite
gosterdikleri kanitlanmistir. Ayrica, gergeklestirilen molekiiler kenetleme caligsmalari,
bilesiklerin tiiberkiiloz bakterisi i¢in hayati dneme sahip olan Enoyl-ACP rediktaz (InhA)
enzimi ile olan etkilesim mekanizmalarin1 detaylandirmistir. Bu sonuglar, hidrazon
iskeletinin antitiberkiloz ilaglarinin gelistirilmesinde umut verici bir yapi oldugunu

dogrulamaktadir (Aslan, Krishna, Armakovi¢ ve ark., 2022).

2.5. Hesaplamah Kimya Yontemleri ve Teorik Temeller

Modern ilag tasarim siirecleri, sentezlenen molekiillerin elektronik yapilarinin,
reaktivitelerinin ve biyolojik hedeflerle olan etkilesimlerinin molekiiler diizeyde
anlasilmasi i¢in deneysel yontemlerin yani sira gelismis hesaplamali kimya tekniklerine
de biiytik 6l¢iide ihtiya¢ duymaktadir. Bu tez ¢alismasi1 kapsaminda kullanilan Yogunluk
Fonksiyonel Teorisi (DFT), molekiler kenetleme (docking), molekiler dinamik (MD)
simiilasyonlar1 ve ADME/Tox analizleri, literatiirdeki temel teoremlere ve dogrulanmis

metodolojilere dayanmaktadir.
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2.5.1. Yogunluk fonksiyonel teorisi (DFT) ve kuantum kimyasal hesaplamalar

Molekiiler sistemlerin elektronik yapisinin aydinlatilmasinda en yaygin kullanilan
yontemlerden biri olan Yogunluk Fonksiyonel Teorisi (DFT), W. Kohn ve L. J. Sham
(1965) tarafindan gelistirilen Kohn-Sham denklemlerine dayanmaktadir. Bu temel
calisma, cok elektronlu karmasik problemlerin, elektron yogunlugu cinsinden daha basit
ve uygulanabilir bir sekilde ¢oziilmesini saglayarak modern hesaplamali kimyanin
temelini atmistir (Kohn ve Sham, 1965). Molekiiler orbital teorisi baglaminda, bir
molekiilin kararliligi ve reaktivitesi genellikle sinir molekiiler orbitalleri (HOMO ve
LUMO) iizerinden agiklanmaktadir. T. Koopmans (1934) tarafindan ortaya konan ve
Koopmans Teoremi olarak bilinen ilke, HOMO enerjisinin iyonlagsma potansiyeli ile
iligkisini kurarak, molekiillerin elektron verme veya alma egilimlerinin tahmin
edilmesinde teorik bir standart olusturmustur (Koopmans, 1934).

DFT hesaplamalarinin dogrulugunu artirmak amaciyla, elektronlarin degisim
(exchange) ve korelasyon etkilesimlerini modelleyen c¢esitli fonksiyoneller
gelistirilmistir. A. D. Becke (1988), degisim fonksiyonelleri iizerine yaptig1 ¢calismada,
kuantum kimyasal hesaplamalarin hassasiyetini artiran yeni yaklagimlar sunmus ve
bugiin B3LYP gibi hibrit fonksiyonellerin gelistirilmesine onciiliik etmistir (Becke,
1988). Ancak, standart DFT yontemleri van der Waals kuvvetleri gibi zayif ve uzun
menzilli etkilesimleri tanimlamada yetersiz kalabilmektedir. Bu sorunu asmak i¢in E. R.
Johnson ve A. D. Becke (2005, 2006) tarafindan gelistirilen dipol-moment tabanli
diizeltme modelleri, molekiiller arasi etkilesimlerin daha gercek¢i modellenmesini
saglamistir (Becke ve Johnson, 2005; Johnson ve Becke, 2006). Benzer sekilde, S.
Grimme ve arkadaslarinin (2010) gelistirdigi DFT-D3 dispersiyon diizeltme yontemi,
ozellikle biyomolekiiler sistemler ve ilag adaylar1 gibi biiyiik molekiillerin geometrik
optimizasyonunda standart bir yaklagim haline gelmistir (Grimme, Antony, Ehrlich ve
Krieg, 2010).

Kimyasal reaktivitenin teorik olarak agiklanmasinda, molekiillerin "sertlik" ve
"yumusaklik" gibi global reaktivite indeksleri kullanilmaktadir. R. G. Parr ve arkadaslari
(1999), kimyasal potansiyel ve sertlik kavramlarint DFT ¢ergevesinde tanimlayarak, bir
molekiiliin elektron transferine karsi direncini veya egilimini belirleyen matematiksel
altyapiyr olusturmuslardir. Bu parametreler, sentezlenen ilag adaylarin biyolojik
ortamdaki stabilitesini éngérmek icin kritik dneme sahiptir (Parr, Szentpaly ve Liu,

1999). Bu karmasik kuantum mekaniksel hesaplamalarin gerceklestirilmesinde kullanilan
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yazilimlar da siirekli gelismektedir. F. Neese ve ekibi (2020), ORCA yaziliminin (v6.0.0)
yeni Ozelliklerini tanittiklar1 ¢aligmalarinda, yazilimm karmasik molekiiler sistemlerin
elektronik ozelliklerini ve spektroskopik verilerini yiiksek dogrulukla ve hizla

hesaplayabildigini gostermislerdir (Neese, Wennmohs, Becker ve Riplinger, 2020).

2.5.2. DFT yonteminin ila¢ adaylarina uygulanmasi

Literatirde, DFT yonteminin spesifik ila¢ adaylarmin yapisal analizinde
kullanildigr pek c¢ok calisma mevcuttur. E. H. Avdovi¢ ve arkadaglari (2017),
sentezledikleri benzofuran-1,2,3-triazol tirevlerinin kimyasal reaktivitelerini, HOMO-
LUMO enerji araliklarint ve dipol momentlerini DFT hesaplamalariyla belirlemislerdir.
Bu calisma, teorik verilerin bilesiklerin potansiyel biyolojik aktiviteleriyle nasil
iligkilendirilebilecegini gosteren dnemli bir drnektir (Avdovié, Milenkovi¢, Dimitri¢-
Markovi¢ ve ark., 2017). Benzer sekilde, C. Alasalvar ve ekibi (2018) ile L. Feng ve
arkadaslar1 (2018), yeni sentezlenen hidrazon tiirevlerinin molekiiler yapilarini ve global
reaktivite parametrelerini  (kimyasal sertlik, elektronegatiflik vb.) DFT ile
aydinlatmislardir. Bu ¢aligmalar, ilag tasariminda iskelet modifikasyonlarinin molekiiler
kararhilik {izerindeki etkisini teorik olarak kanitlamaktadir (Alasalvar, Oztiirk, Abdel-
Aziz ve ark., 2018; Feng, Yang, Cui ve ark., 2018). Ayrica, molekiiler yapilarin termal
kararliliklarinin anlagilmasi i¢in R. El Bahnasawy (1993) tarafindan yapilan termal analiz
(TGA/DTA) calismalari, teorik hesaplamalarin deneysel termal verilerle nasil
desteklenebilecegine dair temel bir referans olusturmaktadir (EI Bahnasawy, El Shereafy
ve Kashar, 1993).

2.5.3. Molekiler kenetleme (docking) ve gorsellestirme

Ilag adaylarinin hedef enzimlerle (AChE, BChE, CA vb.) olan etkilesimlerini
tahmin etmek i¢in molekiiler kenetleme yontemleri kullanilmaktadir. Bu alandaki en
yaygin araclardan biri olan AutoDock Vina, O. Trott ve A. J. Olson (2010) tarafindan
gelistirilmistir. Yazilimin temel algoritmasi, protein-ligand etkilesim enerjilerini ve
baglanma modlarin1 hizli ve yiiksek dogrulukla tahmin ederek, binlerce molekiil
arasindan en iyi adaylarin segilmesine olanak tanimaktadir (Trott ve Olson, 2010).
Molekiiler yapilarin hazirlanmasi, optimizasyonu ve kenetleme sonuglarinin

gorsellestirilmesi asamalarinda ise M. D. Hanwell ve ekibi (2012) tarafindan tanitilan
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acik kaynakli Avogadro yazilimi kullanilmaktadir. Avogadro, molekiiler modelleme ve
analiz yetenekleriyle hesaplamali kimya caligmalarinin vazgecilmez bir pargasidir

(Hanwell, Curtis, Lonie ve ark., 2012).

2.5.4. Molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlari

Molekiiler kenetleme c¢alismalari  molekiilleri  statik  bir  ¢ercevede
degerlendirirken, Molekiiler Dinamik (MD) simiilasyonlari, ilag-enzim komplekslerinin
zaman ig¢indeki davraniglarini ve kararliligini atomik diizeyde incelemektedir. A.
Rodriguez-Martinez (2024) ve N. Bertin (2024), yayimladiklari makalelerde MD
simiilasyonlarinin  biyomolekiiler yapisal dinamikleri anlamadaki rolini ve ilag
kesfindeki Onemini vurgulamiglardir. Bu c¢alismalar, MD'nin deneysel verileri
tamamlayici nitelikte yeni i¢goriiler sundugunu gostermektedir (Bertin, Bulatov ve Zhou,
2024; Rodriguez-Martinez, Nelen, Carmena-Barguefio ve ark., 2024).

MD simiilasyonlarmin gergeklestirilmesinde en yaygin kullanilan paket
programlardan biri olan GROMACS, M. J. Abraham ve arkadaslar1 (2015) tarafindan
detaylandirilmistir. Yazilimin yiiksek performansi, karmasik biyolojik sistemlerin uzun
streli simiilasyonlarint miimkiin kilmaktadir (Abraham, Murtola, Schulz ve ark., 2015).
Simiilasyonlarin dogrulugu i¢in sicaklik kontrolii hayati 6nem tasimaktadir; bu amagla G.
Bussi ve ekibi (2007) tarafindan gelistirilen "V-rescale" termostat algoritmasi, sistemin
kanonik (NVT) dagilimim1i dogru bir sekilde iireterek simiilasyon kararliligini
artirmaktadir (Bussi, Donadio ve Parrinello, 2007). Ayrica, kiigiik molekiiller (ligandlar)
icin gerekli kuvvet alam1 (force field) parametrelerinin olusturulmasinda, V. Zoete ve
arkadaslar1  (2011) tarafindan gelistirilen SwissParam araci kullanilmaktadir.
SwissParam, GROMOS kuvvet alanina dayal1 olarak ila¢ adaylari i¢in giivenilir topoloji

dosyalar1 tiretmektedir (Zoete, Cuendet, Grosdidier ve Michielin, 2011).

2.5.5. ADME ve toksisite tahminleri

Bir molekilin ilag olabilmesi icin sadece biyolojik aktivite gostermesi yetmez;
ayni zamanda uygun farmakokinetik 6zelliklere (Absorpsiyon, Dagilim, Metabolizma,
Atilim - ADME) ve diisiik toksisiteye sahip olmasi gerekir. J. Dulsat ve arkadaslar
(2023), ilag benzeri (drug-likeness) oOzelliklerin klinik basar1 {izerindeki etkisini

inceleyerek, Lipinski kurallar1 gibi kriterlerin 6nemini tartismiglardir (Dulsat, Lopez-
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Nieto, Estrada-Tejedor ve Borrell, 2023). Bu 6zelliklerin in silico tahmini i¢in gelistirilen
SwissADME platformu, A. Daina ve ekibi (2017) tarafindan tanitilmistir. SwissADME,
molekiillerin fizikokimyasal 6zelliklerini ve ilag olabilme potansiyellerini hizli bir sekilde
analiz ederek erken asama elemelerine katki saglamaktadir (Daina, Michielin ve Zoete,
2017). Toksisite profillerinin (kardiyotoksisite, hepatotoksisite vb.) degerlendirilmesi
icin ise L. Fu ve arkadaslar1 (2024) tarafindan gelistirilen ADMETIlab 3.0 platformu
kullanilmaktadir. Bu arag, potansiyel riskleri onceden belirleyerek ilag gelistirme

stirecindeki basarisizlik oranlarini diisiirmeyi hedeflemektedir (Fu ve ark., 2024).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢aligmada kullanilan ticari reaktifler ve ¢oziiciiler analitik saflikta olup, Merck,
Sigma—-Aldrich ve Thermo Fisher Scientific firmalarindan temin edilmistir.
Reaksiyonlarin ilerleyisi ince tabaka kromatografisi (TLC) ile izlenmistir. Bilesiklerin
erime noktalar1 kapiler erime noktasi cihazi (Barnstead 1A9100 Electrothermal Dijital
Erime Noktas1 Cihaz1) kullanilarak belirlenmis ve diizeltilmemistir. Yiiksek ¢coziiniirliiklii
kitle spektrometrisi (HRMS) analizleri Agilent 6530 Accurate-Mass cihazinda
gerceklestirilmistir.

'H-NMR ve BC-NMR spektrumlari, DMSO-ds ¢ozeltisinde Bruker AVANCE III
400 MHz spektrometresinde, sirasiyla 400 MHz ve 100 MHz frekanslarinda, i¢ referans
olarak tetrametilsilan (TMS) kullanilarak kaydedilmistir. Fourier dontistimlii kizilGtesi
(FT-IR) spektrumlari ise 4000—400 cm™ tarama araliginda, ATR modunda Agilent Cary
630 spektrofotometresi ile alinmustir.

Yeni sentezlenen molekdllere ait FT-IR, NMR ve HRMS spektrumlari ile

biyolojik aktivite verileri Ekler boliimiinde sunulmustur.

3.1. Sulfonat Bilesiklerinin Sentezi

Ik olarak, birinci asamada 6-aril siilfonat bilesikleri (1a—f) elde edilmistir. Bu
bilesikler, 2-hidroksi-1-naftaldehit'in, katalitik miktarda trietilamin iceren diklorometan
igerisinde, toplam alt1 substitlie ve substitie olmayan benzensilfonil klorir ile 5 saat
boyunca siirekli karigtirilmasiyla elde edilmistir. Daha sonra, hedeflenen molekiiller (2a—
f ve 3a—f), yani yeni hidrazon bilesikleri, siilfonat bilesiklerinin 4-hidroksibenzhidrazit
(1) veya izoniazid (2) ile etanol refliks sicakliklarinda 8 saat reaksiyona sokulmasiyla
elde edilmistir. Bu ¢aligmada, bilinen stlfonat bilesikleri (1a—f) yeniden sentezlenmis ve
hedeflenen bilesiklerin, yani hidrazon tdrevlerinin (2a—f ve 3a-f) sentezinde
kullanilmigtir. Seri 1a—f' nin kimyasal yapisi, belgelenmis erime noktalar1 ve FT-IR
(siilfonat bilesiklerinin sentezi boliimiine bakimiz) ile uyumluluk gostermistir. Ote
yandan, yeni sentezlenen molekiller (2a-f ve 3a-f) ise FT-IR, *H-NMR, 3C NMR ve
HRMS kullanilarak karakterize edilmistir.
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3.1.1. 1-Formilnaftalen-2-il benzen sulfonat (1a)

Acik sar1 kat1; verim: %89; erime noktasi: 98-99 °C ((Basaran, 2023) 99-100 °C).
FT-IR (vmax, cm™): 3107, 3064 (aromatik, C—H ger.), 2891, 2803 (aldehit, C—H ger.),
1684 (C=O0 ger.), 1361 (asimetrik, SO- ger.), 1152 (simetrik, SO ger.).

3.1.2. 1-Formilnaftalen-2-il 4-florobenzen stlfonat (1b)

Kahverengi kat1; verim: %81; erime noktasi: 130-131 °C ((Kamali, Cakmak ve
Boga, 2022) 127-129 °C). FT-IR (vmax, cm™'): 3107, 3080 (aromatik, C—H ger.), 2881,
2779 (aldehit, C—H ger.), 1684 (C=0 ger.), 1373 (asimetrik, SO ger.), 1153 (simetrik,
SO: ger.).

3.1.3. 1-Formilnaftalen-2-il 4-klorobenzen silfonat (1c)

Acik sar1 kati; verim: %85; erime noktasi: 132-133 °C ((Esmer, Cinar ve Basaran,
2022) 132-133 °C). FT-IR (vmax, cm™): 3093, 3025 (aromatik, C—H ger.), 2884, 2782
(aldehit, C—H ger.), 1683 (C=0 ger.), 1336 (asimetrik, SO: ger.), 1158 (simetrik, SO
ger.).

3.1.4. 1-Formilnaftalen-2-il 4-bromobenzen silfonat (1d)

Acik sar1 kati; verim: %83; erime noktasi: 134-135 °C ((Korkmaz, Kurtay, Kaya
ve Bursal, 2023) 135-137 °C). FT-IR (vmax, cm™): 3089, 3056 (aromatik, C—H ger.),
2874, 2776 (aldehit, C—H ger.), 1682 (C=0 ger.), 1341 (asimetrik, SO. ger.), 1156
(simetrik, SO- ger.).

3.1.5. 1-Formilnaftalen-2-il 4-metilbenzen silfonat (1e)
Acik sar1 kati; verim: %83; erime noktast: 133-134 °C ((Basaran, 2021)136-138
°C). FT-IR (vmax, cm™): 3097, 3071 (aromatik, C—H ger.), 2974, 2926 (alifatik, C—H

ger.), 2877, 2775 (aldehit, C—H ger.), 1684 (C=0 ger.), 1370 (asimetrik, SO2 ger.), 1170
(simetrik, SO2 ger.).
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3.1.6. 1-Formilnaftalen-2-il 4-metoksibenzen sulfonat (1f)

Kahverengi kati; verim: %80; erime noktasi: 106-108 °C ((Basaran, Cakmak,
Akkoc ve Kaya, 2022a) 108-110 °C). FT-IR (vmax, cm™"): 3100, 3010 (aromatik, C—H
ger.), 2983, 2943 (alifatik, C—H ger.), 2886, 2786 (aldehit, C—H ger.), 1686 (C=0 ger.),
1366 (asimetrik, SO2 ger.), 1163 (simetrik, SO- ger.).

3.2. Hedef Bilesiklerin Sentezi

Aromatik sulfonat turevi (2,5 mmol) ile 4-hidroksibenzhidrazid veya izoniazid
(2,5 mmol), 10 mL etanol i¢inde 8 saat boyunca geri sogutucu altinda karistirilarak reflux
edildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra karigim ezilmis buz lizerine dokiildu. Elde edilen
kat1 tiriin siiziildi, etanol ve su ile yikandi, oda sicakliginda kurutuldu. Son olarak, hedef

bilesikler etanolden Kkristallendirildi.

3.3. Spektroskopik Veriler

3.3.1. 1-((2-(4-Hidroksibenzoyl)hidrazono)metil)naftalen-2-il benzen silfonat (2a)

Sar1 kati; verim: %76; erime noktasi: 213-215 °C.
FT-IR (vmax, cm™): 3325 (O—H ve N—H gerilme titresimleri), 1650 (C=0 ger.), 1578
(C=N ger.), 1356 (asimetrik, SO: ger.), 1168 (simetrik, SO: ger.).
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 8, ppm): 11.75 (s, 1H, NH), 10.18 (s, 1H, OH), 9.25 (d,
J=7.0 Hz, 1H, ArH), 8.74 (s, IH, =N=CH), 8.04 (s, 1H, ArH), 7.98 (d, J = 8.0 Hz, 1H,
ArH), 7.87 (d, J = 7.7 Hz, 4H, ArH), 7.71 (d, J = 7.6 Hz, 1H, ArH), 7.63-7.54 (m, 4H,
ArH), 7.33 (d, J =9.0 Hz, 1H, ArH), 6.92 (d, J = 7.9 Hz, 2H, ArH).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, 6, ppm): 163.15 (C=0), 161.34 (OH’ye baglh Cipso),
147.34 (C=N), 142.12, 135.75, 133.96, 132.57, 132.33, 130.51, 130.31, 130.11, 129.05,
127.27,124.09, 122.74, 121.36, 115.59 (ArC).
HRMS (m/z): [M+Na]® i¢in hesaplanan: 469.09458; bulunan: 469.08293
(C24H1sN2OsSNa).
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3.3.2. 1-((2-(4-Hidroksibenzoyl)hidrazono)metil)naftalen-2-il 4-florobenzen stilfonat
(2b)

Acik kahverengi kati; verim: %72; erime noktasi: 186-188 °C.
FT-IR (vmax, em™): 3268 (O—H ve N—H gerilme titresimleri), 1621 (C=0 ger.), 1586
(C=N ger.), 1365 (asimetrik, SO2 ger.), 1183 (simetrik, SO ger.).
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 8, ppm): 11.71 (s, 1H, NH), 10.18 (s, 1H, OH), 9.21 (d,
J=6.3 Hz, 1H, ArH), 8.69 (s, IH, —=N=CH), 8.06 (d, ] = 9.0 Hz, 1H, ArH), 8.00 (d, J =
7.9 Hz, 1H, ArH), 7.91 (d, J = 5.4 Hz, 2H, ArH), 7.85 (d, J = 5.4 Hz, 2H, ArH), 7.61 (d,
J=7.4Hz, 2H, ArH), 7.41-7.36 (m, 3H, ArH), 6.91 (d, J = 7.2 Hz, 2H, ArH).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, 6, ppm): 166.26 (F’ye bagl Cipso), 163.14 (C=0),
161.34 (OH’ye bagh Cipso), 147.18 (C=N), 141.94, 132.63, 132.41, 132.31, 130.51,
130.28, 130.20, 130.17, 129.07, 128.83, 127.33, 124.04, 122.79, 121.54, 117.66, 117.43,
115.58 (ArC).
HRMS (m/z): [M+Na]* igin hesaplanan: 487.0844; bulunan: 487.07329
(C24H17FN20sSNa).

3.3.3. 1-((2-(4-Hidroksibenzoyl)hidrazono)metil)naftalen-2-il 4-Klorobenzen

stlfonat (2c)

Beyaz kati; verim: %75; erime noktasi: 218-220 °C.
FT-IR (vmax, em™): 3351, 3155 (O—H ve N—H gerilme titresimleri), 1666 (C=0 ger.),
1588 (C=N ger.), 1372 (asimetrik, SO- ger.), 1169 (simetrik, SO ger.).
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 8, ppm): 11.68 (s, 1H, NH), 10.17 (s, 1H, OH), 9.21 (d,
J=6.8 Hz, 1H, ArH), 8.67 (s, IH, —=N=CH), 8.06 (d, ] = 9.0 Hz, 1H, ArH), 8.00 (d, J =
8.1 Hz, 1H, ArH), 7.85 (d, J = 8.3 Hz, 4H, ArH), 7.68-7.58 (m, 4H, ArH), 7.38 (d, J =
9.0 Hz, 1H, ArH), 6.91 (d, J = 7.9 Hz, 2H, ArH).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, 8, ppm): 163.12 (C=0), 161.32 (OH’ye bagl Cipso),
147.13 (C=N), 141.82, 141.01, 132.76, 132.65, 132.42, 130.84, 130.51, 130.36, 129.26,
129.07, 128.85, 127.35, 124.07, 122.78, 121.55, 115.58, 115.26 (ArC).
HRMS (m/z): [M+Na]® igin hesaplanan: 503.05595; bulunan: 503.04356
(C24H17CIN20sSNa).
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3.3.4. 1-((2-(4-Hidroksibenzoyl)hidrazono)metil)naftalen-2-il ~ 4-bromobenzen
sulfonat (2d)

Sar1 kati; verim: %71; erime noktasi: 229 °C’de bozunma.
FT-IR (vmax, cm™): 3351, 3158 (O—H ve N—H gerilme titresimleri), 1666 (C=0 ger.),
1598 (C=N ger.), 1370 (asimetrik, SO- ger.), 1169 (simetrik, SO ger.).
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 8, ppm): 11.68 (s, 1H, NH), 10.17 (s, 1H, OH), 9.22 (d,
J=6.9 Hz, 1H, ArH), 8.67 (s, 1H, —N=CH), 8.06 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH), 8.00 (d, J =
8.3 Hz, 1H, ArH), 7.85 (d, J = 7.2 Hz, 2H, ArH), 7.65-7.59 (m, 6H, ArH), 7.38 (d, J =
9.0 Hz, 1H, ArH), 6.91 (d, J = 7.9 Hz, 2H, ArH).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, 6, ppm): 163.12 (C=0), 161.31 (OH’ye bagl Cipso),
147.13 (C=N), 141.76, 133.32, 133.19, 132.66, 132.42, 130.79, 130.50, 130.24, 129.08,
128.86, 127.36, 124.10, 122.77, 121.56, 115.56 (ArC).
HRMS (m/z): [M+H]* igin hesaplanan: 525.00547; bulunan: 525.01192
(C24H17BrN20sSH).

3.3.5. 1-((2-(4-Hidroksibenzoyl)hidrazono)metil)naftalen-2-il 4-metilbenzen
stlfonat (2e)

Sar1 kati; verim: %78; erime noktasi: 230 °C’de bozunma.
FT-IR (vmax, em™): 3346, 3142 (O—H ve N—H gerilme titresimleri), 1659 (C=0 ger.),
1593 (C=N ger.), 1367 (asimetrik, SO ger.), 1169 (simetrik, SO: ger.).
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 8, ppm): 11.66 (s, 1H, NH), 10.19 (s, 1H, OH), 9.21 (d,
J=7.5Hz, 1H, ArH), 8.67 (s, 1H, —N=CH), 8.03 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH), 7.98 (d, J =
8.1 Hz, 1H, ArH), 7.87 (d, J = 7.3 Hz, 2H, ArH), 7.72 (d, J = 8.1 Hz, 2H, ArH), 7.63—
7.57 (m, 2H, ArH), 7.34 (t, J = 7.7 Hz, 3H, ArH), 6.92 (d, J = 7.8 Hz, 2H, ArH), 2.24 (s,
3H, CHa).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, 8, ppm): 163.05 (C=0), 161.35 (OH’ye bagl Cipso),
147.39 (C=N), 146.70, 142.03, 132.56, 132.26, 131.04, 130.58, 130.49, 130.23, 129.02,
128.91, 128.75, 127.22, 124.05, 122.75, 121.58, 115.59 (ArC), 21.57 (CHa).
HRMS (m/z): [M+H]" igin hesaplanan: 461.1099; bulunan: 461.11693 (C2sH20N20sSH).
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3.3.6.  1-((2-(4-Hidroksibenzoyl)hidrazono)metil)naftalen-2-il  4-metoksibenzen
sulfonat (2f)

Acik kahverengi kati; verim: %71; erime noktasi: 230 °C’de bozunma.
FT-IR (vmax, cm™): 3346, 3152 (O—H ve N—H gerilme titresimleri), 1657 (C=0 ger.),
1595 (C=N ger.), 1367 (asimetrik, SO- ger.), 1163 (simetrik, SO ger.).
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 8, ppm): 11.69 (s, 1H, NH), 10.17 (s, 1H, OH), 9.23 (d,
J=7.2 Hz, 1H, ArH), 8.69 (s, 1H, —=N=CH), 8.04 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH), 7.98 (d, J =
8.0 Hz, 1H, ArH), 7.87 (d, J = 6.9 Hz, 2H, ArH), 7.75 (d, J = 8.8 Hz, 2H, ArH), 7.62—
7.57 (m, 2H, ArH), 7.36 (d, J =8.9 Hz, 1H, ArH), 7.02 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ArH), 6.91 (d,
J=7.9Hz, 2H, ArH), 3.69 (s, 3H, OCHa).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, 6, ppm): 164.75 (OCHs’ye bagl Cipso), 163.03
(C=0), 161.32 (OH’ye bagh Cipso), 147.48 (C=N), 142.19, 132.55, 132.25, 131.38,
130.49, 130.26, 129.02, 128.73, 127.34, 127.19, 124.99, 124.06, 122.75, 121.69, 115.58,
115.29 (ArC), 56.18 (OCHa).
HRMS (m/z): [M+H]" igin hesaplanan: 477.10491; bulunan: 477.11165
(C2sH20N206SH).

3.3.7. 1-((2-Isonikotinilhidrazono)metil)naftalen-2-il benzen siilfonat (3a)

Beyaz kati; verim: %74; erime noktasi: 179-180 °C.
FT-IR (vmax, cm™): 3189 (N—H gerilme titresimi), 1655 (C=0 ger.), 1580 (C=N ger.),
1374 (asimetrik, SO2 ger.), 1178 (simetrik, SO- ger.).
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, &, ppm): 12.16 (s, 1H, NH), 9.21 (d, J = 8.5 Hz, 1H,
ArH), 8.84 (d, J = 4.2 Hz, 2H, Py-H), 8.77 (s, 1H, =N=CH), 8.07 (d, J = 9.0 Hz, 1H,
ArH), 8.00 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArH), 7.88-7.85 (m, 4H, Py-H ve ArH), 7.72 (t, J = 7.4
Hz, 1H), 7.65-7.56 (m, 4H, ArH), 7.34 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH).
3C NMR (100 MHz, DMSO-ds, 8, ppm): 162.11 (C=0), 150.91 (2xPy-C), 147.72
(C=N), 144.41, 140.68, 135.83, 135.75, 133.83, 132.95, 132.56, 130.46, 130.18, 129.14,
128.98, 127.37,127.12, 122.27, 122.06, 121.38 (ArC ve 2xPy-C).
HRMS (m/z): [M+H]" i¢in hesaplanan: 432.09425; bulunan: 432.10109
(C23H17N304SH).

49



3.3.8. 1-((2-Isonikotinilhidrazono)metil)naftalen-2-il 4-florobenzen siilfonat (3b)

Beyaz kat1; verim: %66; erime noktasi: 192-194 °C.
FT-IR (vmax, cm™): 3200 (N—H gerilme titresimi), 1676 (C=0 ger.), 1584 (C=N ger.),
1374 (asimetrik, SO2 ger.), 1181 (simetrik, SO- ger.).
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 8, ppm): 12.12 (s, 1H, NH), 9.17 (d, J = 8.5 Hz, 1H,
ArH), 8.84 (d, J = 5.6 Hz, 2H, Py-H), 8.73 (s, 1H, —=N=CH), 8.11 (d, J = 9.0 Hz, 1H,
ArH), 8.02 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArH), 7.91 (dd, J = 8.8, 5.0 Hz, 2H, ArH), 7.87 (d, J = 5.7
Hz, 2H, Py-H), 7.69-7.61 (m, 2H, ArH), 7.44-7.37 (m, 3H, ArH).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, 6, ppm): 166.32 (F’ye bagli Cipso), 162.09 (C=0),
150.90 (2xPy-C), 147.55 (C=N), 144.25, 140.61, 133.02, 132.63, 132.44, 132.34, 130.47,
130.09, 129.17, 129.06, 127.44, 127.05, 122.33, 122.03, 121.55, 117.74, 117.51 (ArC ve
2xPy-C).
HRMS (m/z): [M+H]" igin hesaplanan: 450.08496; bulunan: 450.09185
(C23H16FN304SH).

3.3.9. 1-((2-isonikotinilhidrazono)metil)naftalen-2-il 4-klorobenzen siilfonat (3c)

Acik sar1 kati; verim: %69; erime noktasi: 194-195 °C.
FT-IR (vmax, cm™): 3142 (N—H gerilme titresimi), 1655 (C=0 ger.), 1547 (C=N ger.),
1385 (asimetrik, SO: ger.), 1173 (simetrik, SO- ger.).
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 8, ppm): 12.09 (s, 1H, NH), 9.16 (d, J = 8.5 Hz, 1H,
ArH), 8.84 (d, J = 5.1 Hz, 2H, Py-H), 8.70 (s, IH, —=N=CH), 8.11 (d, J] = 9.0 Hz, 1H,
ArH), 8.02 (d, J = 8.1 Hz, 1H, ArH), 7.87 (d, J = 5.4 Hz, 2H, Py-H), 7.83 (d, J = 8.5 Hz,
2H, ArH), 7.69-7.60 (m, 4H, ArH), 7.39 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH). 3C NMR (100 MHz,
DMSO-ds, 0, ppm): 162.04 (C=0), 150.90 (2xPy-C), 147.50 (C=N), 144.08, 141.09,
140.61, 133.03, 132.64, 130.85, 130.46, 130.42, 129.16, 129.07, 127.46, 127.06, 122.32,
122.04, 121.60 (ArC ve 2xPy-C).
HRMS (m/z): [M+H]* igin hesaplanan: 466.05553; bulunan: 466.06239
(C2sH16CIN3O4SH).
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3.3.10. 1-((2-isonikotinilhidrazono)metil)naftalen-2-il 4-bromobenzen siilfonat (3d)

Ac¢ik pembe kati; verim: %73; erime noktasi: 197-198 °C.
FT-IR (vmax, cm™): 3142 (N—H gerilme titresimi), 1655 (C=0 ger.), 1550 (C=N ger.),
1385 (asimetrik, SO: ger.), 1171 (simetrik, SO2 ger.).
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 8, ppm): 12.08 (s, 1H, NH), 9.16 (d, J = 8.5 Hz, 1H,
ArH), 8.84 (d, J = 5.0 Hz, 2H, Py-H), 8.70 (s, 1H, —=N=CH), 8.11 (d, J = 9.0 Hz, 1H,
ArH), 8.02 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.87 (d, J = 5.5 Hz, 2H, Py-H), 7.83 (d, J = 8.6 Hz,
2H, ArH), 7.69-7.60 (m, 4H, ArH), 7.39 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, 6, ppm): 162.02 (C=0), 150.90 (2xPy-C), 147.51
(C=N), 140.62, 133.38, 133.06, 133.04, 132.66, 130.79, 130.45, 130.33, 130.28, 129.17,
129.12, 129.07, 127.46, 127.08, 122.31, 122.05, 121.62 (ArC ve 2xPy-C).
HRMS (m/z): [M+H]* igin hesaplanan: 510.00476; bulunan: 510.01136
(C2sH1sBrNsO4SH).

3.3.11. 1-((2-Isonikotinilhidrazono)metil)naftalen-2-il 4-metilbenzen siilfonat (3e)

Beyaz kati; verim: %76; erime noktasi: 194-195 °C.
FT-IR (vmax, cm™): 3187 (N—H gerilme titresimi), 1666 (C=0 ger.), 1596 (C=N ger.),
1349 (asimetrik, SO- ger.), 1171 (simetrik, SO- ger.).
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 8, ppm): 12.09 (s, 1H, NH), 9.18 (d, J = 8.4 Hz, 1H,
ArH), 8.85 (d, J = 5.1 Hz, 2H, Py-H), 8.72 (s, 1H, —=N=CH), 8.08 (d, J = 9.0 Hz, 1H,
ArH), 8.00 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArH), 7.88 (d, J = 5.4 Hz, 2H, Py-H), 7.71 (d, J = 8.1 Hz,
2H, ArH), 7.68-7.58 (m, 2H, ArH), 7.36 (d, J = 7.6 Hz, 3H, ArH), 2.26 (s, 3H, CHs).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, 8, ppm): 161.99 (C=0), 150.94 (2xPy-C), 147.77
(C=N), 146.79, 144.36, 140.62, 132.90, 132.55, 130.91, 130.63, 130.44, 129.12, 128.99,
128.94, 127.33, 127.12, 122.28, 122.01, 121.56 (ArC ve 2xPy-C), 21.58 (CHs).
HRMS (m/z): [M+H]" igin hesaplanan: 446.1102; bulunan: 446.11698 (C24aH1sN3O4SH).

3.3.12. 1-((2-Isonikotinilhidrazono)metil)naftalen-2-il 4-metoksibenzen siilfonat (3f)

Beyaz kati; verim: %76; erime noktasi: 233—-234 °C.
FT-IR (vmax, cm™): 3286 (N—H gerilme titresimi), 1666 (C=0 ger.), 1590 (C=N ger.),
1367 (asimetrik, SO: ger.), 1160 (simetrik, SO- ger.).
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1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 8, ppm): 12.10 (s, 1H, NH), 9.19 (d, J = 8.5 Hz, 1H,
ArH), 8.83 (d, J = 5.6 Hz, 2H, Py-H), 8.72 (s, 1H, —N=CH), 8.08 (d, J = 9.0 Hz, 1H,
ArH), 8.00 (d, J = 7.7 Hz, 1H, ArH), 7.88 (d, J = 5.6 Hz, 2H, Py-H), 7.74 (d, J = 8.9 Hz,
2H, ArH), 7.67-7.58 (m, 2H, ArH), 7.37 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH), 7.03 (d, J = 8.8 Hz,
2H, ArH), 3.70 (s, 3H, OCHs).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, 8, ppm): 164.82 (Cipso—OCHs), 161.96 (C=0), 150.90
(2xPy-C), 147.86 (C=N), 144.44, 140.63, 132.86, 132.54, 131.40, 130.45, 129.11,
128.95, 127.30, 127.13, 124.87, 122.29, 122.02, 121.73, 115.37 (ArC ve 2xPy-C), 56.24
(OCHs).

HRMS (m/z): [M+H]* igin hesaplanan: 462.10466; bulunan: 462.11185
(C24H1sN305SH).

3.4. Biyolojik Deneyler

Insan eritrositlerinden elde edilen AChE (>500 iinite/mg protein), at serumu
BChE (=900 iinite/mg protein), 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB), asetilkolin
iyodur, bdtiltirikolin iyodir ve tris hidroklorir Merck KGaA (Darmstadt, Almanya)

firmasi tarafindan temin edilmistir.

3.5. hCA I ve hCA |1 Esteraz Aktivite Deneyleri

Bu ¢alismada, hCA 1 ve II, Sepharose-4B-L-tirozin-siilfamid ligand1 kullanilarak
tek adimli afiniteli kromatografi yontemiyle insan kanindan saflagtirilmistir (Ellman,
Courtney, Andres ve Featherstone, 1961). Saflastirma sonrasi, test edilen bilesiklerin her
bir enzim Uzerindeki inhibitor etkileri, substrat olarak p-nitrofenil asetat (PNF)
kullanilarak 348 nm’de degerlendirildi. Reaksiyon karisimi, 50 mM Tris-SO4 tamponu
(pH 7,4), 3 mM PNF, saf su ve enzim c¢ozeltisinden olugsmustur. Higbir inhibit6r
bulunmadiginda enzim aktivitesi %100 kabul edildi. Inhibitér potansiyelini belirlemek
i¢in her bir bilesik i¢in aktivite—konsantrasyon egrileri ¢izildi ve ICso degerleri buna gore
hesapland: (Oztekin ve Stellenboom, 2024; Zilbeyaz, Oztekin ve Kutluana, 2021).
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3.6. AChE ve BChE Inhibitérliik Aktivite Deneyleri

Test edilen bilesiklerin AChE ve BChE Uzerindeki inhibitor etkileri, Ellman
spektrofotometrik yontemi ile (kii¢iik modifikasyonlarla) degerlendirildi (Oztekin ve
Stellenboom, 2024; Zilbeyaz, Oztekin ve Kutluana, 2021; Ellman, Courtney, Andres ve
Featherstone, 1961). Oncelikle bilesikler farkli konsantrasyonlarda seyreltilmis ve her bir
enzim i¢in inhibisyon araliklar1 belirlenmistir. Bes farkli konsantrasyonda yapilan aktivite
Olctimleri liger kez tekrarlanmis ve ICso degerleri % aktivite/konsantrasyon egrilerinden
hesaplanmustir.

Reaksiyon karisimi, 0,3 mL’lik mikroplaka kuyucuklarinda hazirlanmis olup;
0,001-2 uM bilesik, 0,1 M Tris/HCI tamponu, 25 pM DTNB ve yaklasik 0,20 {inite enzim
cozeltisi icermektedir. Reaksiyon, 0,5 mM asetiltiyokolin veya butiltiyokolin eklenerek
baslatilmis ve 25 °C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Olgiimler, Thermo Scientific
Multiskan GO UV/Vis mikroplaka spektrofotometresi kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.7. istatistiksel Analiz

Bu ¢alismada, inhibitorliik verileri ortalama £ Standart Sapma (SS) olarak ifade
edilmistir. ICso grafikleri, deneysel verilerin dogrusal olmayan regresyon analizi
kullanilarak Office 365 Excel ile hazirlanmistir. Ortalama ve SS degerlerinin

hesaplanmasinda SPSS (versiyon 27) yazilimi kullanilmigtir.

3.8. DFT Cahsmalanr

DFT hesaplamalari, molekiillerin reaktivitesini tahmin etmek i¢in kullanilan,
bilgisayar destekli yaygin bir yontemdir. Test edilen bilesiklerin optimize geometrik
yapilart ve . HOMO-LUMO enerjilerinin hesaplanmasi i¢in Orca v6.0.0 yazilimi
kullanilarak B3LYP-D3BJ/6-311++G(d,p) diizeyinde hesaplamalar yapilmistir (Becke,
1988; Becke ve Johnson, 2005; Johnson ve Becke, 2006; Grimme, Antony, Ehrlich ve
Krieg, 2010; Neese, Wennmohs, Becker ve Riplinger, 2020). Ayrica, asagidaki
denklemler kullanilarak bilesiklerin iyonizasyon potansiyeli, elektron ilgisi, kimyasal
potansiyeli, sertlik ve elektrofiliklik indeksi tahmin edilmis ve tartisilmistir (Kohn ve
Sham, 1965; Feng, Yang, Cui ve ark., 2018; Koopmans, 1934; Parr, Szentpaly ve Liu,
1999).

53



Enowmo = Iyonizasyon Potansiyeli (IP)
ELumo = Elektron Ilgisi (EA)

Enerji Farki (AE) = EA-IP

Kimyasal Potansiyel (1) = (EA+IP) / 2
Sertlik (1) = (EA—IP) /2
Elektrofiliklik indeksi (o) = p%/2n

3.9. Molekiiler Docking Calismalar:

Hedef enzimlerin test edilen bilesiklerle baglanma etkilesimlerini analiz etmek
i¢in molekiiler docking simiilasyonlar1 gerceklestirilmistir. Oncelikle, AChE, (Ngamelue,
Homma, Lockridge ve Asojo, 2007) BChE, (Franklin, Rudolph, Ginter ve ark., 2016)
hCA 1, (Chiaramonte, Bua, Ferraroni ve ark., 2018) ve hCA Il (Vannozzi, Vullo, Angeli
ve ark., 2021) 3B yapilar1 Protein Data Bank’dan elde edilmis ve AutoDockTools-1.5.6
programi kullanilarak PDBQT formatinda hazirlanmistir. B3LYP-D3BJ/6-311++G(d,p)
yontemiyle ORCA 6.0.0 ¢iktilarindan elde edilen bilesiklerin 3B optimize yapilari
Avogadro yazilimi ile diizenlenmistir (Hanwell, Curtis, Lonie ve ark., 2012). Hedef
makromolekiiller ve bilesikler Autodock Vina programina sunulmustur (Trott ve Olson,
2010). Docking analizinde, en olas1 10 docking pozisyonu degerlendirilmis ve en yiiksek
baglanma enerjisine sahip pozlar en gii¢lii kompleksler olarak kabul edilmistir. Docking
konformasyonlarinin ve etkilesimlerinin 2B ve 3B gorsellestirilmesi i¢in Discovery

Studio Visualizer kullanilmustir.

3.10. MD Simitlasyonu

MD simiilasyon siirecinde, en olast baglanma modeli olarak bilesik 2f SHFA’nin
aktif bolgesinde ve 2b 2PM8’de kullanilmistir. Her iki kompleks dosyasindan, USCF
Chimera kullanilarak topolojiler ¢ikarilmistir. Bilesikler 2b ve 2f igin parametreler
SwissParam web sunucusundan alinmistir (Zoete, Cuendet, Grosdidier ve Michielin,
2011). SHFA ve 2PM8’in topolojileri GROMACS’in pdb2gmx araci ile olusturulmustur.
Ardindan proteinler, TIP3P ¢o6zeltisi modeli kullanilarak dodekahedral bir kutuda
¢oziindiiriilmiistiir. Enerji minimizasyonu, kutu sinirlarini tanimlamak i¢in 50.000 adim

boyunca steepest descent algoritmasi ile gerceklestirilmistir.
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Daha sonra iki asamal1 bir dengeleme siireci uygulanmistir:

1. NVT dengelemesi: 300 K’de 100 ps, V-rescale termostat kullanilarak (Bussi,

Donadio ve Parrinello, 2007).

2. NPT dengelemesi: 1 bar basingta 100 ps, Parrinello-Rahman barostat ile.

MD simiilasyonlari, AChE/BChE ve en yiiksek inhibitor etkisi gosteren
bilesiklerle 200 ns siireyle GROMACS 2024.1 ve CHARMM36 kuvvet alan1 kullanilarak
yapilmistir (Abraham, Murtola, Schulz ve ark., 2015). Y 6riinge analizleri, GROMACS’in
analiz araclariyla gergeklestirilmistir. Son olarak, kompleksler ve enzimler i¢in ayr1 ayri
RMSD (root-mean-square deviation), RMSF (root mean square fluctuations), H-baglari
ve Rg (Radius of gyration) hesaplanmustir.

3.11. ADMET Analizi

Bilesikler 2b ve 2fnin, in vitro ve molekiiler docking ¢aligmalartyla ChE ve CA
enzimlerinin potansiyel inhibitorleri olarak tanimlanan absorpsiyon, dagilim,
metabolizma ve atilim (ADME) 6zellikleri SwissADME web araci ile degerlendirilmistir
(http://www.swissadme.ch/index.php) (Daina, Michielin ve Zoete, 2017). Ayrica ayni

bilesiklerin kapsamli toksisite degerlendirmesi ADMETIlab 3.0 platformu kullanilarak
yapilmistir (Fu ve ark., 2024).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kimya

Bu c¢alismada, AChE, BChE, hCA 1 ve hCA Il enzimlerinin yeni ikili
inhibitorlerini kesfetmek amaciyla, elektron cekici ve elektron verici atomlar ve gruplar
(—F, —CIl, —CH3, —OCHas) tasiyan, aril siilfonat grubu iceren kiigiik bir dizi yeni hidrazon

tirevi (2a—f ve 3a—f) basariyla sentezlenmistir. Iki asamali sentez yolu Sekil 4.1'de

verilmistir.
CI
b O
(1a-f)
R: a=H; b=F; ¢=ClI; d=Br; e=CHj; f=OCH,4
0 o
N NH2
HO ¢
(1)
ii
CHO o //
O
/
(12 R e N NH:
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] 0]
(ON
At
R
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Sekil 4.1. Yeni hidrazon tiirevlerinin sentez yollar1. Reaktifler ve kosullar: (i) benzensiilfonil
klorUrler, 2-hidroksi-1-naftaldehit, CH,CI/TEA, 5 saat; (ii) Bilesikler (1a—f), 4-
hidroksibenzhidrazit/izoniazid, CH3sCH,OH, 80 °C, 8 saat.

Ik olarak, birinci asamada 6-aril siilfonat bilesikleri (1a—f) elde edilmistir. Bu
bilesikler, 2-hidroksi-1-naftaldehit'in, katalitik miktarda trietilamin iceren diklorometan
igerisinde, toplam alt1 substitlie ve substitie olmayan benzensilfonil klorir ile 5 saat
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boyunca siirekli karigtirilmasiyla elde edilmistir. Daha sonra, hedeflenen molekiiller (2a—
f ve 3a-f), yani yeni hidrazon bilesikleri, siilfonat bilesiklerinin 4-hidroksibenzhidrazit
(1) veya izoniazid (2) ile etanol refliks sicakliklarinda 8 saat reaksiyona sokulmasiyla
elde edilmistir. Bu ¢alismada, bilinen stlfonat bilesikleri (1a—f) yeniden sentezlenmis ve
hedeflenen bilesiklerin, yani hidrazon tdrevlerinin (2a—f ve 3a-f) sentezinde
kullanilmigtir. Seri la—f' nin kimyasal yapisi, belgelenmis erime noktalart ve FT-IR
(siilfonat bilesiklerinin sentezi boliimiine bakiniz) ile uyumluluk gdstermistir. Ote
yandan, yeni sentezlenen molekiller (2a-f ve 3a-f) ise FT-IR, H-NMR, 3C NMR ve
HRMS kullanilarak karakterize edilmistir.

Bu c¢alismada, yeni sentezlenen hidrazon bilesiklerinin (2a—f ve 3a-f)
spektroskopik wverileri, ilgili yapilariyla tam bir uyum sergilemistir. FT-IR
spektrumlarinda, bilesikler (2a—f ve 3a-f), sirasiyla N—H, C=0, C=N ve S=0
(asimetrik/simetrik) germe bantlarina karsilik gelen 3351-3142 cm™, 1676-1621 cm™,
1598-1550 cm™ ve 1385-1349/1183-1160 cm™ spektral araliklarinda absorpsiyon
bantlarinin ortaya ¢ikmasiyla tanimlanmistir.

Hedeflenen tiim bilesiklerin *H-NMR spektrumlarinda, azometin (N=CH)
protonuna karsilik gelen sinyaller, 8,67—8,74 ppm araliginda kimyasal kayma gosteren
singletler halinde g6zlemlenmistir; bu da hidrazon yapisinin olustugunun bir kanitidir.
Bilesiklerin (2a—f) yapisindaki hidroksil (OH) protonuna ait sinyaller 10,17 ila 10,19 ppm
arasinda rezonans gostermistir. Ancak, NH protonlarina karsilik gelen bir singlet tepe
noktast 11,66-12,16 ppm kimyasal kayma araliginda gozlenmistir. Sentezlenen
bilesiklerdeki fenil, naftil ve piridin halkalarina ait protonlarin sinyalleri de beklenen
alanda gbzlenmistir.

BC NMR spektrumlarinda, tim hidrazon bilesiklerindeki C=0 ve C=N
gruplarinin karbon atomlarinin kimyasal kaymalari sirasiyla 161,96-163,14 ve 147,13—
147,86 ppm araliklarinda belirlenmistir. Hedeflenen bilesikler icin HRMS verileri, ilgili
molekiil agirliklartyla uyumluydu. Hedeflenen bilesiklerin spektroskopik analiz

spektrumlar1 Ekler boliimiinde sunulmaktadir.

4.2. Biyolojik Degerlendirme

Kolin esteraz inhibitorleri, Alzheimer hastaligi (AD) tedavisinde kullanilan
6nemli terapotik ajanlardir. Giiniimiizde, Alzheimer hastaligi yolundaki birden fazla

hedefi veya mekanizmay1 ayni anda etkileyebilen yeni ¢cok hedefli ilaglar gelistirmek,
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hastaligin tedavisi igin etkili bir yaklasim olabilir. Calismalar, hCA'larin (insan karbonik
anhidrazlarinin) Alzheimer hastalig1 tedavisi i¢in 6nemli bir hedef oldugunu gosteren ek
kanitlar sunmustur. Bu nedenle, bu ¢alismada, gesitli fizyolojik ve patolojik siireclerle

yakindan iligkili olan 6nemli metabolik enzimler olan hCA I, hCA Il, AChE ve BChE'nin

amagladik. Bu ¢alismada, yeni sentezlenen bilesiklerin ve referans inhibitorlerin hCA 1,
hCA Il, AChE ve BChE'ye karsi inhibisyon aktiviteleri arastirilmistir. Sonuglar Tablo

4.1'de sunulmaktadir.

Tablo 4.1. Hedeflenen molekiillerin ve referans inhibitdrlerin inhibisyon sonuglari

ICso (Nnm)?
Kod R hCA hCA 1l AChE BChE
2a -H 88.6+6.3 128.8+8.6 832.9+65.2 659.3+34.1
2b -F 47.315.2 71.9+11.5 156.045.2 134.5+11.9
2c -Cl 247.1£156  242.4+218 231.0+11.8 138.6+9.1
2d -Br 188.7+7.9 203.8+14.3 391.9+39.8 656.8+53.7
2e -CHs 254.3+7.6 147.4£17.7 561.1+53.2 1058+143.5
2f -OCH3 185.1+12.6  112.74#55 81.01+8.2 160.2+18.3
3a -H 108.1+12.9  289.2+11.9 156.7420.5 214.2+18.7
3b -F 223.748.3 324.7+23.9 214.1+19.3 306.3+19.9
3c -Cl 230.319.2 124.8+12.4 629.3+56.8 542.6+48.2
3d -Br 317.8£15.7  224.148.7 635.7+23.4 1235+85.3
3e -CHs 186.9£17.6  218.6x12.5 550.8+38.5 1248+64.9
3f -OCH3 262.3+15.7  376.2+25.9 672.8+59.4 2264+128.8
AZAP 98.5+6.8 66+5.2
Rivastigmine® 894+82.2 349+17.7

[ En az U¢ belirlemeden alinan ortalama degerler. [b] hCA T ve hCA II i¢in kontrol olarak AZA
kullanilmustir. [c] AChE ve BChE igin kontrol olarak rivastigmin kullanilmistir.

(i) hCA I deneyinde, yeni sentezlenen hidrazon-sulfonat hibritleri (2a-f ve 3a-f),
Tablo 4.1'de gortldigi gibi 47,3 ila 317,8 nM araliginda IC50 degerleri ile hCA I'e kars1
inhibitor aktivite sergilemistir. Ayrica, 4-hidroksi benzohidrazit tirevleri (2a-f), yani
birinci grup, genellikle hCA 1'i ve diger enzimleri (hnCA Il, AChE ve BChE) izoniazid
tirevlerinden (3a-f) daha iyi inhibe etmistir. Bu seride, 2a (88,6 nM) ve 2b (47,3)
bilesikleri, referans inhibitdr olan AZA'ya (98,5 nM) kiyasla bu enzimi daha iyi inhibe
etmistir. En iyi inhibitdr adaylar1 olan bu bilesiklerden 2b bilesigi, bu enzimi AZA'dan
iki kat daha potent bir sekilde inhibe etmistir. hCA I, hCA Il ve BChE igin en iyi ¢ok
hedefli inhibitor aday: olarak 1-((2-(4-hidroksibenzoil)hidrazono)metil)naftalen-2-il 4-
florobenzensilfonat olan 2b bilesigini belirledik. hCA 11 deneyinde, test edilen tim
molekiller (2a-f ve 3a-f), bu enzimi 71,9-376,2 nM araligindaki nanomolar
konsantrasyonlarda inhibe etmistir. Serideki 2b bilesigi (71,9 nM), AZA'ya (66 nM) en
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yakin aktiviteyi gostermistir. Bu bilesik disinda, sirasiyla 2f (112,7 nM) ve 2a (128,8 nM)
bilesikleri AZA'ya (66 nM) en yakin aktiviteyi gostermistir.

(i) AChE deneyinde, yeni hibritler (2a—f ve 3a-f), 81,01-832,9 nM araliginda
ICso degerleri ile AChE'yi inhibe etmistir. Inhibisyon sonuglari, test edilen tiim
molekdllerin bu enzimi referans inhibitdr rivastigminden daha iyi inhibe ettigini
gostermistir. Test edilen molekiiller arasinda, 2f bilesigi (81,01 nM) AChE'ye karsi
rivastigmine (894 nM) kiyasla en 1iyi inhibisyonu gostermistir. 1-((2-(4-
hidroksibenzoil)hidrazono)metil)naftalen-2-il 4-metoksibenzenstiilfonat olan bu bilesik
(2f), bu enzimi rivastigmine kiyasla yaklasik 11 kattan fazla inhibe etmistir. Ote yandan,
hedeflenen molekuller (2a—f ve 3a-f), BChE'yi 134,5-2264 nM araligindaki
konsantrasyonlarda inhibe etmistir. Test edilen bilesikler arasinda, 2b (134,5 nM), 2c
(138,6 nM) ve 2f (160,2) bilesikleri, referans inhibitdr olan rivastigmine (349 nM) kiyasla
bu enzimi daha iyi inhibe etmistir. En iyi inhibitér adaylar1 olan bu bilesiklerden 2b

bilesigi, bu enzimi rivastigminden iki kat daha potent bir sekilde inhibe etmistir.

4.3. Yap1-Aktivite Iliskileri

Bu c¢alismada, 4-hidroksibenzhidrazitten (1) tiiretilen bilesikler (2a-f) ve
izoniazid'den (2) tiiretilen bilesiklerin (3a-f) ile bunlarin aril siilfonat gruplarinin para
pozisyonundaki ¢esitli siibstitiientlerin (—F, —Cl, —Br, —CH3 ve —OCH3s) yapi-aktivite
iliskileri (SAR) incelenmistir. Bu calismada, iki serinin aktivite sonuglart incelenmis
olup, genel olarak 2a-f bilesikleri bu enzimlere karsi daha iyi inhibitdr aktivite
gostermistir. Ayrica, aril siilfonat grubunun para pozisyonundaki bazi siibstitiientlerin
aktiviteyi artirici, bazilariin ise aktiviteyi diisliriicii oldugu belirlenmistir. Aril siilfonat
grubunun para pozisyonunda aktiviteyi artirici flor atomu tagiyan 2b bilesigi, hCA I, hCA
Il ve BChE igin en iyi inhibitor aday1 olarak belirlenmistir. Ote yandan, aromatik halkanin
para pozisyonunda aktiviteyi artiran bir metoksi grubu tasiyan 2f bilesigi, AChE igin en
1yi inhibitor adayidir.

4.4. DFT Sonuclari

Kimyasal hesaplamalarda geometri optimizasyonu énemli bir adimdir, molekiiliin
en yiiksek stabilite diizeyini saglayacak atomik diizenlemeyi belirler. B3LYP-D3BJ,

ozellikle kisa ve orta mesafelerde (<5 A) atomlar arasi etkilesimleri geleneksel DFT
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yontemlerine kiyasla daha dogru ve giivenilir bir sekilde tanimlayan, yaygin olarak
uygulanabilir bir yontemdir. Calismamizda, test edilen bilesiklerin kimyasal reaktivite
tamimlayicilarint  belirlemek igin B3LYP-D3BJ/6-311++G(d,p) duzeylerinde DFT
hesaplamalar1 yapilmistir. Her bir bilesigin reaktivite indeksleri Tablo 4.2'de, en potent
inhibitorler olan 2b ve 2f'nin HOMO-LUMO enerji seviyeleri ise optimize edilmis
yapilariyla birlikte Sekil 4.2'de gosterilmistir.

Tablo 4.2. B3LYP-D3BJ/6-311++G(d,p) yontemiyle hesaplanan 2a—f ve 3a—f bilesik serisine ait
reaktivite parametreleri.

Bilesikler IP EA AE M n o)
2a -6,465 -2,098 4,367 -4,282 2,184 4,198
2b -6,449 -2,211 4,238 -4,330 2,119 4,424
2c -6,492 -2,164 4,328 -4,328 2,164 4,328
2d -6,465 -2,178 4,287 -4,322 2,144 4,356
2e -6,409 -2,023 4,386 -4,216 2,193 4,053
2f -6,184 -1,940 4,244 -4,062 2,122 3,888
3a -6,670 -2,341 4,329 -4,506 2,165 4,689
3b -6,715 -2,335 4,380 -4,525 2,190 4,675
3c -6,730 -2,390 4,340 -4,560 2,170 4,791
3d -6,697 -2,379 4,318 -4,538 2,159 4,769
3e -6,609 -2,316 4,293 -4,463 2,147 4,639
3f -6,595 -2,227 4,368 -4,411 2,184 4,454
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Sekil 4.2. B3LYP-D3BJ/6-311++G(d,p) yontemiyle hesaplanan 2b (A) ve 2f (B) bilesiklerinin
optimize edilmis yapilar1 ve HOMO-LUMO gosterimleri

HOMO-LUMO enerji araligi, sinir orbitallerindeki enerji seviyeleri arasindaki
fark: ifade eder; enerji aralig1 ne kadar biiylikse, molekiil o kadar kararlidir. Kararli bir
molekilin daha az polarize oldugu ve bu durumun kimyasal reaktiviteyi azalttigi
soylenebilir ve bu durum dogrudan biyolojik aktiviteyle iliskilidir. Tablo 4.2'ye gore, 2b
ve 2f bilesiklerinin enerji agiginin en diisik oldugu gozlemlenmistir. Bu sonuglar,
inhibisyon ¢alismalarindan elde edilen deneysel verilerle karsilastirildiginda, BChE, hCA
I ve hCA 1l igin en etkili molekiliin 2b bilesigi olmasi, AChE igin ise en potent
inhibitdrun 2f bilesigi olmasi sagirtict degildir. Bu sonuglara gore, inhibisyon degerlerinin
elektronik yapidan etkilendigini ve elektron transfer kapasitesinin baglanma egilimini
artirdigin1 kolayca tahmin edebiliriz. Ayrica, yiiksek sertlige sahip molekiillerin daha
kararli olmas1 ve daha diisiik reaktiviteye sahip olmasi gerekir. Buna paralel olarak, 3b
ve 2e bilesiklerinin baglh gruplarinin aktivitesi baz1 durumlarda inhibisyon kapasitesini

degistirmesine ragmen, inhibisyon etkileri genellikle diisiiktiir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. 2a—f ve 3a-f serilerinin AChE, BChE, hCA | ve hCA I iizerindeki baglanma
etkilesimi ve in vitro inhibisyon verileri.

AChE BChE hCA | hCA Il
AG Vina AChE AG Vina BChE AG Vina hCA | AG Vina hCAI
Kod 1Cso 1Cso 1Cso 1Cso
(kcal/ (nm) (kcal/ (nm) (kcal/ (nm) (kcal/ (nm)
mol) mol) mol) mol)
2a 9.6 832.9 10.0 659.3 11.2 88.6 10.8 128.8
2b 11.1 156 10.9 134.5 11.1 47.3 10.9 71.9
2C 10.7 231 11.2 138.6 10.8 247.1 10.1 242.4
2d 10.3 391.9 10.5 656.8 10.7 188.7 10.3 203.8
2e 9.6 561.1 9.9 1058 10.3 254.3 10.7 147.4
2f 11.1 81.01 10.7 160.2 11.1 185.1 11.0 112.7
3a 10.8 156.7 10.7 214.2 10.8 108.1 10.7 289.2
3b 10.6 214.1 10.8 306.3 10.5 223.7 10.0 324.7
3c 10.1 629.3 10.4 542.6 10.6 230.3 10.4 124.8
3d 10.1 635.7 9.3 1235 10.1 317.8 10.1 224.1
3e 9.8 550.8 10.1 1248 10.6 186.9 10.6 218.6
3f 9.5 672.8 9.0 2264 10.5 262.3 9.9 376.2

4.5. Molekuler Docking Sonuglari

Docking programlari, test edilen bilesiklerin hedef enzimle nasil etkilesime
girecegini tahmin etmek i¢in kullanilabilir. Buna gore, enzimlerin (AChE, BChE, hCA 1
ve hCA 1II) hedeflenen bilesiklerle (2a-f ve 3a-f) olan baglanma modunu agikliga
kavusturmak i¢in, baglanma kapasitesini belirlemede 1yi bir tahmine sahip olan Autodock
Vina programi kullanilarak molekiiler docking analizi yapilmistir. Docking analizlerinin
baglanma enerjileri, test edilen bilesiklerin biyolojik aktivitesini birlikte degerlendirmeyi
saglayan deneysel ICso sonuglariyla birlikte Tablo 4.3'te gosterilmistir. AChE'nin iki
baglanma bolgesi vardir; Ser203, Glu334 ve His447 amino asitlerinden olusan bir
katalitik aktif bolge (CAS) ve Tyr72, Asp74, Tyrl24, Trp286 ve Tyr341 amino
asitlerinden olusan bir periferal anyonik bolge (PAS). Bilesik 2f'nin AChE'nin aktif
bolgesindeki en iyi baglanma konumu Sekil 4.3'te gorulebilir. Docking sonuglari, bilesik
2f'nin, substratin aktif bolgeye gegmesine izin veren PAS bolgesinin Tyr72, Asp74,
Tyr124, Trp286 ve Tyr341 amino asitleri ile g¢esitli etkilesimler olusturdugunu
gostermistir. Bilesik 2f'nin PAS bolgesindeki onemli etkilesimleri, substratin CAS'a
gecisini engeller ve diisiik inhibisyon degerini (81 nM) agiklar. BChEnin aktif
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bolgesindeki Onemli amino asit kalintilari His438, His447, Trp82 ve Trp86'dir.
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Sekil 4.3. AChE-2f (A), BChE-2b (B), hCA 1-2b (C) ve hCA 11-2b (D) komplekslerinin 3
boyutlu en iyi yerlesim pozisyonu ve detayli 2 boyutlu etkilesimleri.

2b-BChE kompleksinin docking sonuglari, bilesik 2b'nin aromatik kisminin
His438 ile bir n—m etkilesimi olusturdugunu ve His438 ile van der Waals etkilesimi
gosterdigini ortaya koymaktadir. Ayrica, molekiiliin siilfonat kismi, aktif oyukta bulunan
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Asp70 ve Asn83 ile hidrojen baglar1 sergilemistir. In siliko verileri 1s181inda,
sentezledigimiz molekiillerin stilfonat gruplarinin  AChE ve BChE ile anahtar
etkilesimlere neden oldugu ve diger gruplarin etkilesimi giiclendirmeye yardimei oldugu,
bunun da enzimler iizerinde daha giiclii bir inhibisyona yol actig1 gosterilmistir. hCA 1 ve
I1'nin docking sonuglarina gelince, bilesik 2b'nin hCA I'in aktif bolgesine ¢ok yakin bir
bolgede konumlandig: gériilmektedir. Ozellikle His200 ve His67 tarafindan olusturulan
hidrojen baglar dikkat ¢ekicidir ve molekiile o bolgede stabilite saglamaktadir. Benzer
sekilde, molekiiliin yapisindaki siilfonat grubu hCA II'nin GIn92'si ile bir hidrojen bagi
olusturmus ve molekiiliin konformasyonel diizenlemesi, karbonil grubundaki oksijenle de

ayni sekilde etkilesime girmesine olanak saglamistir (Sekil 4.3).

4.6. MD Simiilasyon Sonugclari

MD simiilasyonlari, atomik hareketleri, yapisal dalgalanmalari, esnekligi,
kararlilig1 ve genel olarak test edilen bilesigin hedef proteinlerle etkilesimlerini analiz
ederek netlestirir. Dolayisiyla, bu analiz potansiyel aktif bilesiklerin belirlenmesine
yardimci olabilir. Bu ¢alismada, AChE, BChE ve bunlarin umut vadeden inhibitorler,
bilesik 2b ve 2f ile olan komplekslerinin zamana bagl hareketlerini test etmek igin 200
ns MD simiilasyonlar1 yapilmistir. MD simiilasyonlarindan elde edilen verilere gore
(Sekil 4.4), AChE-2f kompleksinin stabilitesi, sadece AChE'min RMSD degerleri
degerlendirilerek karsilastirilmistir. AChE i¢cin RMSD degeri, 5 ns sonra yaklasik 0,2
nm'de dengeye ulasmis ve simiilasyon boyunca nispeten stabil kalmistir. Aksine, AChE-
2f kompleksi ilk 10 ns boyunca bir denge durumunu korumus, ardindan ani bir degisim
meydana gelmistir. Bu degisim agikca H baglarinin sayisindaki, S'ten 1'e diisiisten
kaynaklanmistir, bu da ligandda hizli bir konformasyonel degisiklige isaret etmektedir. H
baglarindaki bu dramatik azalma, kompleksin RMSD degerlerinin daha yiiksek aralikta
onemli Olciide dalgalanmasina neden olmustur. Her iki sistem i¢cin RMSF degerleri
incelendiginde, enzimin 90., 260-270. ve 330-335. kalintilar1 civarinda 6nemli farkliliklar
gozlemlenmistir. Bu farkliliklar, hidrojen bagi olusumunda yer alan veya AChE ile

etkilesimde bulunan kalintilarin bu bdlgelerde bulunmasiyla agiklanabilir.
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BChE-2b kompleksi icin ise, RMSD'deki dalgalanmalar 0,3-0,5 nm arasinda
yogunlagmistir. Bu kompleksin RMSD ve H bag1 grafikleri birlikte incelendiginde,
komplekste olusan H baglarinin sayisinin ve RMSD dalgalanmalarinin ayni anda
meydana geldigini belirtmek onemlidir. Simiilasyonun ilk 40 ns'sinde gozlemlenen
dalgalanmalar, H baglarindaki degisikliklere atfedilmektedir. 50-160 ns arasinda,
kompleks bir ila iki hidrojen bagi ile dengeye ulagsmistir. Son 40 ns'de, H baglarinin sayisi
dorde veya bese yiikselmis, bu da RMSD'deki sonraki dalgalanmalarla ayni1 zamana denk
gelmistir. Kompleksin RMSF grafiginde, 60—85. kalintilar arasindaki ani tepe artislari,
bilesik 2f'nin bu bolgelerle etkilesiminden kaynaklanmistir. Benzer etkilesimler 300—400.
kalintilar arasinda da gézlenmistir. Bilesik 2b'nin BChE baglanma bolgesinin bu amino
asitlere yakinligi sasirtic1 degildir; aksine, 2b'nin BChE'ye baglandigi bélgenin yapisinin
degisime ugradigin1 géstermektedir. Her iki enzim ve kompleksleri i¢in jiroskop yarigapi
diyagramlar1 incelendiginde, AChE-2f kompleksinin olusumunun AChE'de daha
kompakt bir yapiya yol agtigi, oysa BChE-2b kompleksinin olusumunun BChE'de 6nemli
bir yapisal degisiklige neden olmadig1 acik¢a gézlemlenebilmektedir.

4.7. ADMET Analiz Sonuc¢lari

Bilesik 2b ve 2f'nin ilag¢ benzerligi profilleri, SwissADME araci kullanilarak ¢ok
yonlii bir sekilde degerlendirilmistir (Tablo 4.4). Analizler, bu molekullerin
fizikokimyasal ozelliklerini, lipofilik davraniglarini, suda ¢oziinlirlik seviyelerini,
farmakokinetik Ozelliklerini, ilag benzerligini ve tibbi kimya parametrelerini dikkate
almaktadir. Bulgular, 2b ve 2f'nin ilag benzerligi kategorisinde sadece bir ihlalinin
oldugunu ortaya koymustur. Her iki molekiiliin de gastrointestinal sistem yoluyla sinirlt
da olsa emilebildigi, ancak kan-beyin bariyerini ge¢emedigi belirlenmistir.

Toksikolojik degerlendirmeler, olasilik degerleri kullanilarak ADMETIlab 3.0
platformu araciligiyla gergeklestirilmistir. 0,7 ve tizeri esik degeri dikkate alindiginda,
2b'nin oral yolla herhangi bir toksik etki gostermedigi, ciltte duyarliliga neden olmadig:
ve kanserojen potansiyelinin sinirda olarak degerlendirilebilecegi sonucuna varilmaistir.
Benzer sekilde, 2f bilesigi icin oral toksisite riski bulunmadigi ve kanserojen etkisinin

kabul edilebilir diizeyde oldugu tahmin edilmistir.
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Tablo 4.4. 2b ve 2f bilesiklerinin ADME, farmakokinetik 0Ozellikleri ve toksikolojik
degerlendirme sonuglari

SwissADME

2b 2f
Lipofiliklik
Log Pow (iLOGP) 2.37 2.84
Log Pow (XLOGP3) 5.50 5.16
Log Pow (WLOGP) 5.72 5.17
Log Pow (MLOGP) 4.15 3.46
Suda ¢ozunurluk
Gozunarluk 2.82e% mg/mL ; 6.08e % mol/L  4.81e% mg/mL; 1.01e% mol/L
Log S -6.22 -6.00
Farmakokinetikler
Gl absorpsiyon Diisiik Diisiik
BBB gegis No No
CYP1a2 inhibitor No No
Log K (deriden gegis) -5.23 cm/s -5.54 cm/s
Druglikeness
Lipinski Yes; 0 violation Yes; 0 violation
Ghose No; 1 violation: WLOGP>5.6 Yes
Veber Yes Yes
Biyoyararlanim skoru 0.55 0.55
ADMETIab 3.0

2b 2f
Toksisite
Rat oral
Akut toksisite 0.237 0.165
Deri duyarlilig 0.303 0.327
Kanserojenlik 0.738 0.765
Goz asindiriciligy 0.0 0.0
GOz tahrisi 0.539 0.619
Solunum (toksisitesi) 0.212 0.281
flaca bagli nefrotoksisite 0.534 0.281
Ototoksisite 0.242 0.217
Hematotoksisite 0.305 0.334
ilaca bagli nérotoksisite 0.131 0.134
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Bu ¢alismada, glokom ve AD dahil olmak tizere belirli hastaliklarin tedavisi igin
potansiyel inhibitor adaylar kesfetmek amaciyla hem hCA'lar1 hem de ChE'leri hedef
alan ikili-aktif enzim inhibitorlerini aragtirmaya odaklandik. Burada, serebral ve retinal
O0dem ile baglantili hCA I, 6dem, glokom, irtifa hastalig1 ve epilepsi ile baglantili hCA 11
ve AD ile iligkili AChE ve BChE'nin ikili inhibit6rleri olarak aril siilfonat gruplari tasiyan
12 hidrazon tirevinin (2a—f ve 3a-f) in vitro ve in siliko degerlendirmesini rapor
ediyoruz. Sentezlenen bilesiklerin yapilar1 ¢esitli  spektroskopik tekniklerle
aydinlatilmistir. hCA 1, hCA II, AChE ve BChE, hedeflenen molekiiller (2a-f ve 3a-f)
tarafindan sirasiyla 47,3-317,8, 71,9-376,2, 81,01-832,9 nM ve 134,5-2264 nM arasinda
degisen ICso degerleri ile inhibe edilmistir. Oysa bu metabolik enzimler, standart
inhibitorler AZA ve rivastigmin tarafindan sirastyla 98,5, 66, 894 ve 349 nM arasinda
degisen ICso degerleri ile inhibe edilmistir. Hedeflenen bilesiklerin inhibisyon verileri, 4-
hidroksi benzohidrazit tiirevlerinin (2a-f) bu metabolik enzimleri izoniazid tlrevlerinden
(3a-f) genel olarak daha iyi inhibe ettigini ortaya koymaktadir. Aril siilfonat grubundaki
elektron verici ve elektron ¢ekici yapilarinin bu enzimlere karsi inhibitor aktiviteleri
arasinda herhangi bir benzerlik belirlenmemistir. Test edilen hidrazon tiirevleri arasinda,
2a ve 2b bilesikleri hCA I'i AZA'ya kiyasla daha iyi inhibe etmistir. Ancak, seride sadece
2b bilesigi hCA 1I'yi AZA'ya yakin bir sekilde inhibe etmistir. Ote yandan, test edilen
ttim bilesikler (2a—f ve 3a—f) rivastigmine kiyasla AChE'yi dnemli 6l¢iide inhibe etmistir.
AChE'ye kars1 en aktif inhibitor 2f bilesigidir. Test edilen bilesiklerden 2b, 2c ve 2f
bilesikleri, rivastigmine kiyasla BChE'ye kars1 en iyi inhibisyonu gdstermistir. Inhibisyon
verilerine gore, 2b bilesigi hCA I, hCA II ve BChE'ye kars1 en iyi ¢oklu-hedef inhibitor
aktivitesini sergilemistir.

Docking ¢alismalari, sentezlenen bilesiklerin ¢ogunun aktif enzim bolgelerindeki
kritik amino asitlerle belirgin etkilesim gosterdigini ve MD simiilasyonlarinin
komplekslerin biyolojik ortamdaki stabilitesini destekledigini ortaya koymustur. Ote
yandan, bulgular, 2b ve 2f bilesiklerinin ila¢ benzerligi kategorisinde sadece bir ihlalinin
oldugunu gostermistir. Her iki molekiiliin de gastrointestinal sistem yoluyla sinirli da olsa

emilebildigi, ancak kan-beyin bariyerini gecemedigi belirlenmistir. Toksikolojik
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degerlendirme sonuglarina gore, 0,7 ve tizeri esik degeri dikkate alindiginda, 2b'nin oral
yolla herhangi bir toksik etki gostermedigi, ciltte duyarliliga neden olmadigr ve
kanserojen potansiyelinin smirda oldugu sonucuna varilmistir. Benzer sekilde, 2f
bilesiginin oral toksisite riski bulunmadigi ve kanserojen etkisinin kabul edilebilir bir

diizeyde oldugu tahmin edilmistir.

5.2 Oneriler

Bu calismada sentezlenen ve degerlendirilen hidrazon tiirevleri, ¢cok hedefli
inhibitoér adaylar1 olarak umut verici sonuclar ortaya koymustur. Ancak, molekiillerin
biyolojik aktivite ve potansiyel ilag aday1 niteliklerini tam olarak anlamak ve gelistirmek
icin daha kapsamli ve derinlemesine ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Oncelikle, bilesiklerin in vitro inhibisyon verileri oldukca dikkat ¢ekicidir, ancak
bu molekiillerin hiicre i¢i (in vivo) ortamda nasil davrandigi ve hedeflerine ne kadar etkili
ulastig1 test edilmelidir. Bu amagla, AD ve glokom gibi hastaliklarin hayvan modellerinde
farmakokinetik ve farmakodinamik ¢alismalar yiiriitiilerek, bilesiklerin biyoyararlanima,
metabolizmasi ve biyolojik yar1 émrii incelenmelidir. Ozellikle kan-beyin bariyerini
gecemedigi belirlenen bu molekiiller i¢in gegisi artirabilecek nanotastyici sistemler veya
prodrug yaklasimlari arastirilabilir. Bu yontemler, molekdllerin  merkezi sinir
sistemindeki hedeflere ulasmasini saglayarak terapdtik potansiyellerini 6nemli 6l¢iide
artirabilir.

Ayrica, yapi-aktivite iligkilerini daha detayli incelemek amaciyla, mevcut serideki
stibstitiientlerin  sayis1 ve pozisyonu degistirilerek yeni hidrazon tiirevleri
sentezlenmelidir. Ornegin, aril siilfonat grubuna ek olarak farkli elektronik dzelliklere
sahip heterosiklik veya biiyilik aromatik gruplarin eklenmesi, enzim-ligand etkilesimlerini
nasil etkiledigi arastirilabilir. Molekiiler docking ve MD simiilasyonlari ile desteklenen
bu sentez c¢alismalari, baglanma bdlgelerindeki anahtar amino asitlerle daha giiglii
hidrojen baglar1 ve van der Waals etkilesimleri kuran molekiillerin tasarlanmasina
yardimci olacaktir.

Toksikolojik degerlendirme sonuglari, 2b ve 2f bilesiklerinin nispeten diisiik
toksisiteye sahip oldugunu gosterse de, bu bulgular daha genis bir toksisite profili ile
dogrulanmalidir. Bu, sitotoksisite testlerinin yan1 sira farkli organ sistemleri lizerindeki
potansiyel yan etkilerin incelenmesini de kapsamalidir. Kanserojen potansiyellerinin

sinirda olmasi, bu molekiillerin ileri asama klinik caligmalarina gegmeden 6nce daha
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detayli genotoksisite ve karsinojenite testlerinden ge¢cmesi gerektigini ortaya
koymaktadir.

Son olarak, ¢ok hedefli inhibitorlerin potansiyel sinerjistik etkilerini anlamak
adina, bu bilesiklerin diger AD veya glokom ilaglar1 ile kombinasyon halinde etkinlikleri
incelenmelidir. Bu tiir kombinasyonlar, tek basina kullanilan ilaglara gore daha diisiik
dozlarda bile daha yiiksek terapdtik etkinlik saglayabilir. Mevcut spektroskopik veriler
yeterli olsa da, sentezlenen bilesiklerin kristal yapilari elde edilerek X-1s1n1 kristalografisi
ile kesin molekiiler geometrileri belirlenebilir. Bu veriler, hesaplamali kimya
modellerinin dogrulugunu artiracak ve ilag tasarimini daha rasyonel bir temele
oturtacaktir. Tiim bu Onerilen c¢aligmalar, sentezlenen hidrazon tiirevlerinin biyolojik
potansiyelini tam olarak ortaya koyacak ve gelecekteki ila¢ gelistirme ¢abalarina dnemli

bir katki saglayacaktir.
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Bilesik 2b’nin 3C NMR spektrumu
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Bilesik 2¢’nin 13C NMR spektrumu
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Bilesik 2f’nin 3C NMR spektrumu
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Bilesik 3a‘nm *C NMR spektrumu

112
908
723
406
677
832
749
834
953
563
463
179
144
979
370
118
269
061
381
573 dmso
365 dmso

156 dmso
947 dmso
738 dmso
529 dmso
321 dmso

~162
150
147
144
140
135
135
133
132
132
L130
T 130
L 129
128
1127
{127
122
122
121

/
i
s
Fo
i

40
40
40
39
39

|

39
L3g

T T

70 60 50 4

T T T T T T T

230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80
ppm

Bilesik 3a’nin MS spektrumu

T T T

30 20 10 O -10

x10 5 |C23 H17 N3 O4 S: + Scan (rt: 0.10442 min)
4 432.10109
3.5 ([C23 H17 N3 O4 S]+H)+
3
2.5
2]
1.59
14
0.5+

433.10584
(I[C23 H17 N3 O4 S]+H)+

N
L\/L\J d @

f
L

=Y

N
o

%

0- . . , ‘
432.5 433 433.5 434

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

431.5 432

97

434.5



Bilesik 3b’nin FT-IR spektrumu
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Bilesik 3b’nin 3C NMR spektrumu
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Bilesik 3d’nin 3C NMR spektrumu
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Bilesik 3e’nin 13C NMR spektrumu
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Bilesik 3f’nin 13C NMR spektrumu
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