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1. OZET

Etodolak iizerinden hidrazit-hidrazonlarin sentezi ve biyolojik etkileri

Ogrencinin Adi: Hande Cevher KOC
Danigmant: Prof. Dr. S. Giiniz KUCUKGUZEL

Anabilim Dali: Farmasotik Kimya

Amac: Non-steroidal antiinflamatuvar etkin madde olan etodolak iizerinden yeni
hidrazit-hidrazon bilesiklerinin sentezlenmesi, safliklarinin kontrol edilmesi,
yapilarinin kanitlanmasi ve PC-3, DU-145, LNCaP prostat kanseri hiicrelerine karsi

olas1 antikanser etkinliklerinin belirlenmesi amag¢lanmustir.

Gerec ve yontem: Etodolak metil ester [1]; etodolak ve metanoliin derisik siilfiirik
asit varliginda gerceklesen tepkimesi ile sentezlenmistir. Bilesik [1] ve hidrazin
hidrat metanol ortaminda 1sitilarak etodolak hidrazidi [2] elde edilmistir. Bu hidrazit
bilesiginin ve siibstitiie benzaldehitlerin etanol ortamindaki kondensasyon reaksiyonu

ile etodolak hidrazit-hidrazonlar1 [3a-1] sentezlenmistir.

Bulgular: Sentezlenen bilesiklerin saflik kontrolleri I.T.K. ve elementel analiz ile
gerceklestirilmis, sahip oldugu yapilarin karakterizasyonlart FT-IR ve 'H-NMR
spektroskopisi kullanilarak belirlenmistir. Etodolak, etodolak hidrazidi [2], etodolak
hidrazit-hidrazon bilesiklerinin [3a-1] sitotoksik etkileri ve [3b] tiirevinin apoptotik
etkileri Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali’nda

calisilmistir.

Sonug¢: Uygulanan WST-8 testine gore, [3b] bilesiginin PC-3, DU-145 ve LNCaP
prostat kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksisitesinin; etodolak ve etodolak
hidrazidinden [2] daha yiiksek oldugu sonucuna varilmistir. Bu hiicre hatlar
tizerindeki apoptotik etki caligmalar1 sonucunda; 3b mitokondriyal membran
potansiyelinde depolarizasyon yapmistir ve apoptotik hiicre 6liimiiniin meydana

gelmesini saglamistir.

Anahtar Sozciikler: Etodolak, hidrazit-hidrazon, antikanser etkinlik, apoptoz.



2. SUMMARY

Synthesis and biological effects of hydrazide-hydrazones derived from etodolac

Student Name: Hande Cevher KOC
Name of Supervisor: Prof. Dr. S. Giiniz KUCUKGUZEL

Department: Pharmaceutical Chemistry

Objective: It was aimed to synthesize new hydrazide-hydrazone compounds derived
from etodolac which is non-steroidal anti-inflammatory active pharmaceutical
ingredient, to check their purity, to prove their structures and to determine their

potential anticancer activities against PC-3, DU-145, LNCaP prostate cancer cells.

Material and methods: Etodolac methyl ester [1] was synthesized by the reaction of
etodolac and methanol in the presence of concentrated sulfuric acid. Etodolac
hydrazide [2] was obtained by heating compound [1] and hydrazine-hydrate in
methanol medium. Etodolac hydrazide-hydrazones [3a-1] were synthesized by the
condensation reaction of this hydrazide compound [2] and substituted benzaldehydes

in ethanol medium.

Results: The purity control of the synthesized compounds was carried out by TLC
and elemental analysis, the characterization of their structures was determined by
using FT-IR and 'H-NMR spectroscopy. The cytotoxic effects of etodolac, etodolac
hydrazide [2], etodolac hydrazide-hydrazone compounds [3a-1] and the apoptotic
effects of [3b] derivative were studied in Marmara University Faculty of Medicine,

Department of Biophysics.

Conclusion: According to the applied WST-8 test, it was concluded that the
cytotoxicity of compound [3b] on PC-3, DU-145 and LNCaP prostate cancer cells is
higher than that of etodolac and etodolac hydrazide [2]. As a result of apoptotic
effect studies on these cell lines, 3b made depolarization on mitochondrial membrane

potential and enabled apoptotic cell death to occur.

Keywords: Etodolac, hydrazide-hydrazone, anticancer activity, apoptosis.



3. GIRIS ve AMAC

Kanser; viicutta degisen hiicrelerin birden fazla dokuya yerlestigi, burada gelisim
gosterdigi ve kendisinden daha uzakta yer alan dokulara yayildigi bir hastalik
cesididir (Clark, 1995).

Istatistikler incelendiginde; kanser vakalar1 ve bundan kaynakli oliimler giderek
artma egilimi gostermektedir. Ornegin Tiirkiye’de cinsiyet bazinda yapilan ve 2009-
2017 yillar1 arasim kapsayan bir arastirmaya gore; kadinlarda gogiis, karaciger,
pankreas, kolon, yumurtalik ve rahim kanserinden kaynaklanan oliimlerde artig
oldugu tespit edilmistir. Erkeklerde ise ayn1 durum; karaciger, pankreas, kolon, agiz
boslugu, yutak ve mesane kanseri sonucunda gozlenmistir (Dogan ve ark., 2020).
Amerika’da ise; 2017 yilinda kadinlarda akciger, meme, kalin bagirsak, pankreas ve
yumurtalik kanseri 6liimleri en fazla iken; erkeklerde akciger, prostat, kalin bagirsak,
pankreas ve karaciger kanseri Oliimlerinin yaygin oldugu belirlenmistir (Siegel ve
ark., 2020).

Bu sekilde bir tablonun katlanarak daha da ¢cogalmasini engellemek i¢in tercih edilen
tedavi yontemlerinden biri; antikanser ozellige sahip ilaclar ile gerceklestirilir.
Ancak, kanserli hiicrelerin viicutta hizli bir sekilde ilerlemesi de kacinilmaz bir
durum oldugu i¢in; hep ayn1 kanser ilaglar tercih edilerek yapilan tedavi her zaman
verimli olamamaktadir. Ayrica, ilaclara kars1 gelisen diren¢ de bu duruma eklenince;
hem yetiskinlerde hem de cocuklarda kanser Oliimleri engellenememektedir. Bu
direncin nedenleri olarak; ila¢ aktifliginin bitmesi, ilacin sahip oldugu yeteneklerin
farklilagsmasi, ilagta olusan disatim durumu, DNA’da meydana gelen hasarlara karsi
yapilan onarim, hiicre Sliimiiniin durdurulmasi, epitelyal mezenkimal gecis, kanser
hiicresinin homojen olmayan yapisi ve epigenetik durumlar gosterilebilir (Housman
ve ark., 2014). Ayrica inhibitoriin aktif yapiya gecisinde azalma, inhibitoriin
bozulmasi, durdurulmus enzimin sentezinin ¢ogalmasi, enzimin inhibitore daha az
hassas davranmasi ve diren¢ kazanan kanser hiicrelerinin inhibitére olan
gecirgenliginin az olmasit da bu 6nemli durumu etkilemektedir (Brockman, 1963).
Etodolak; kimyasal yapisinda indol ve piranokarboksilik asit i¢ceren non-steroidal
antiinflamatuvar etkin maddedir ve tercihe bagh sekilde secici COX-2 inhibitorii

olarak etkisini gosterir (Glaser, 1995; Dannhardt ve Kiefer, 2001; Sharma ve ark.,



2019). Ayrica etodolak etkin maddesinin kanser hiicrelerine karsi sergiledigi
antikanser oOzelligi de yapilan cesitli ¢alismalarla kamitlanmistir (Ishizaki ve ark.,
2006; Hakozaki ve ark., 2007; Roy ve ark., 2010; Orun ve ark., 2017).

Ancak bilim insanlar1 tarafindan hem yeni hem de etki diizeyi daha yiiksek olan
molekiillerin gerekli oldugu diisiiniilerek; bilinen etkin maddeler iizerinden
sentezlenebilecek ve antikanser etkinlige sahip olabilecek tiirevler iizerine cesitli
degerlendirmeler yapilmistir. Hidrazit-hidrazon yapisi belirlenen bu tiirevlerin
arasinda yer alan kuvvetli adaylardan biridir. Gergeklestirilen pek ¢ok calisma
neticesinde; aralarinda etodolak etkin maddesinin de bulundugu cesitli baslangi¢
bilesikleri {iizerinden sentezlenen hidrazit-hidrazon tiirevlerinin tespit edilen
antikanser etki bulgulari da bu yapinin onemli bir yere sahip oldugunu ortaya
koymaktadir (Cikla ve ark., 2013; Aydin ve ark., 2013; Kiiciikgiizel ve ark., 2015;
Senkardes ve ark., 2016; Han ve ark., 2021). Bu bilgiler dogrultusunda, literatiirde
kayith  olmadigi belirlenen hidrazit-hidrazonlarin da  antikanser  0zellik
gosterebilecegi diisiiniilerek; kimyasal adi (1,8-dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-
blindol-1-il)asetik asit olan etodolak etkin maddesi {izerinden yeni on iki adet
hidrazit-hidrazon bilesiklerinin sentezlenmesi, safliklarinin belirlenmesi, yapilarinin
aydinlatilmas1 ve prostat kanseri hiicrelerine karst antikanser etkinliklerinin

degerlendirilmesi hedeflenmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Etodolak Hakkinda Genel Bilgiler

4.1.1. Fiziksel, kimyasal ve spektroskopik ozellikleri

OH

CHs

=z

H;C

= Kapali formiilii: C;7H,1NO3

» Molekiiler agirhigi: 287,35 g/mol

=  Erime noktasi: 146-147 °C (Demerson ve Humber, 1986)

» Kimyasal okunusu: (1,8-dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-b]indol-1-il)asetik
asit

= Beyaz renkte billur madde; kloroform, dimetil siilfoksit (DMSO) gibi

¢oziicililerde ¢oziiniir.

Ayrica, etodolak etkin maddesinin 298,15 K sicaklikta on iki farkli ¢oziicii
icerisindeki ¢oziiniirligii de degerlendirilmistir. Buna gore belirlenen ¢oziiniirliikler
en fazladan en aza dogru sirasiyla aseton, metil asetat, n-biitil asetat, n-biitanol, n-
amil asetat, izobiitil asetat, n-propanol, izoamil asetat, izopropanol, izobiitanol,

diklorometan ve toluen coziiciileri ile elde edilmistir (Hu ve ark., 2020).

Passananti ve ark. etodolak etkin maddesi ile farkli pH degerlerinde yaptiklar1 UV
calismasinda; bu etkin maddenin 225 nm ve 272 nm’de maksimum absorbsiyon

yaptigini tespit etmislerdir (Sekil 1) (Passananti ve ark., 2015).
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Sekil 1. Etodolak etkin maddesinin UV spektrumu (Passananti ve ark., 2015).

Shabaraya ve ark. etodolak etkin maddesi ile gerceklestirdikleri FT-IR ¢alismasinda
(Sekil 2); N-H, C-O, C=C gerilme bandlarim sirasiyla 3344,41 cm'l, 1144,22 cm’! ve
1616,91 cm™ degerlerinde saptamislardir (Shabaraya ve ark., 2019).
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Sekil 2. Etodolak etkin maddesinin FT-IR spektrumu (Shabaraya ve ark., 2019).

Gergeklestirilen '"H-NMR cahismalarinda; doterodimetil — siilfoksit (DMSO-d),
doterometanol (CD;OD) ve doterokloroform (CDClj3) igerisinde ¢oziilen etodolak
icin spektrumlar elde edilerek, etodolak yapisindaki hidrojenlerin kimyasal kayma

degerleri ppm cinsinden tespit edilmistir (Tablo 1) (Vincenzo ve Franco, 1997; Cikla,
2011; Passananti ve ark., 2015).



Tablo 1. Etodolak etkin maddesinin "H-NMR kimyasal kayma degerleri (a: Cikla,
2011; b:Vincenzo ve Franco, 1997; ¢: Passananti ve ark., 2015).

Yapidaki
Hidrojen '"H-NMR '"H-NMR '"H-NMR
Kodu (DMSO-de)* (CDClLy)" (CD;0D)¢
3,88-4,00 ppm 4,08 ppm 3,96-4,09 ppm
b 2,57-2,95 ppm 2,80-3,05 ppm 2,63-2,83 ppm
c 6,87-7,24 ppm 7,00 ppm 6,90 ppm
d 6,87-7,24 ppm 7,08 ppm 6,93 ppm
e 6,87-7,24 ppm 7,36 ppm 7,24 ppm
f 1,26 ppm 1,31 ppm 1,30 ppm
g 2,57-2,95 ppm 2,80-3,05 ppm 2,86 ppm
h 10,47 ppm 8,62 ppm 4,62 ppm
i 2,03-2,08 ppm 2,04 ppm 2,11 ppm
J 0,63 ppm 0,88 ppm 0,74 ppm
k 2,57-2,95 ppm 2,80-3,05 ppm 2,87-3,00 ppm

Yaman ve ark. cok yiiksek basin¢hi sivi kromatografi-kiitle/kiitle spektrometresi
(UPLC-MS/MS) kullanarak; laboratuvar faresi plazmasinda etodolak etkin
maddesini tayin etmislerdir. Bu calismada; kiitle spektrumu (Sekil 3) icin etodolak
pik yogunlugunun, negatif iyon modu ile daha iyi oldugu sonucuna varilmstir.
Spektrumdaki [M-H] iyonuna ait m/z degeri 286,2 iken; olusan Oncii iiriiniin m/z
degeri ise 212,1 olarak saptanmistir (Yaman ve ark., 2018). Elde edilen bu degerin
[M-H-(CH3CH,COOH)] iyonuna karsilik geldigi belirtilmistir (Koupai-Abyazani ve
ark., 1999).
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Sekil 3. UPLC-MS/MS spektrumu (Yaman ve ark., 2018).

4.1.2. Sentezi ve metabolizmasi

Demerson ve Humber; etodolak sentezi icin 7-etiltriptofol ve 3-metoksi-2-pentenoik
asit metil esteri baslangic maddesi olarak secmislerdir ve yaptiklar1 ¢alismada ilk
once bu baslangic maddelerinin sentezlerini ele almislardir. Buna gore; 2-
etilfenilhidrazin ile NaNO, ve HCI(g) cozeltisinin reaksiyonu sonucu olusan
diazonyum tuzu, SnCl, cozeltisi ile 2-etilfenilhidrazin hidrokloriir maddesini
meydana getirmistir. Bu bilesigin; 2,3-dihidrofuran ile tepkimesi ve flas kromatografi
yardimiyla saflastinlmast  sonucunda da 7-etiltriptofol baslangic maddesi
sentezlenmistir. Diger madde olan 3-metoksi-2-pentenoik asit metil esteri ise; metil
propiyonilasetat ve trimetil ortoformat maddelerinin H,SO,4 ortaminda reaksiyonu
sonras1 elde edilmistir. Sentezlenen bu baslangic maddeleri de BF;0(C,Hs),
varliginda reaksiyon vererek, etodolak metil esteri olugturmaktadir. En son olarak da
ester, KOH c¢ozeltisi ile baz hidrolizi gegirerek etodolak yapisina doniismiistiir

(Demerson ve Humber, 1986).

1)NaNO,, HCI( aq HCI
2)SnCl,
NH,
HsC
Q CH,
DCM o J
BF3O(C2H5)2 \
HsC N CH,4
— H
H;,C—O o]
H3C




Vincenzo ve Franco; belirtilen bu ilk yontemdeki etodolak sentezinde 7-etiltriptofol
yapisina uygulanan flas kromatografinin, ila¢ sanayisindeki iiretim i¢in biiylik bir
sorun yaratabilecegini ifade etmislerdir. Yapilan arastirmalar sonucu flag
kromatografi tercih edilmeyen baska bir sentez yolu belirlenmistir. Bu c¢alismaya
gore; 7-etiltriptofol ve hekzametildisilazan maddelerinin ksilen ortamindaki
tepkimesi  sonucu  3-(2-trimetilsililoksi)etil-7-etil-1H-indol ~ bilesigi meydana
gelmistir. Daha sonra bu bilesik ile 3-oksopentanoat arasindaki reaksiyon,
BF;0(C;Hs), varhiginda etodolak metil esterini olusturmustur. Ester de baz
hidrolizine ugrayarak etodolak sentezlenmesini saglamaktadir (Vincenzo ve Franco,

1997).

HsC
—Si—CH
OH GHy o—R"s
\ H3C—Si—NH CH ksilen \ CHa
/ \ M8
N + HsC /SI\ N
H HeC  CHg H
HsC H;C
0]
0 CH, 0
O O/ OH
0 0 AN
HC\)J\/U\ CH D KOH N CHs
= H
toluen, DCM
BF,0(C,H;)
3 2M5)2 H3C HSC

Vigano ve Colombo; BF30(C,Hs), kullaniminin getirdigi zorluklara deginmislerdir
ve bu kimyasali tercih etmeden de diisiik sicakliklarda etodolak sentezinin miimkiin
oldugunu ifade etmislerdir. Burada da 7-etiltriptofol ve metil 3-oksopentanoat
reaksiyona girmistir. Ama bu tepkime; 0 °C’de ve izobiitanolde ¢oziinmiis HCI veya
H,SO,4 ortaminda yiiriitiilmiistiir. Ayrica, kullanilan asit:7-etiltriptofol oraninin 3:1
seklinde olmasina dikkat edilmistir. Olusan etodolak metil esterden etodolak
doniisiimii de diger calismalardaki ayni yol tizerinden gergeklestirilmistir (Vigano ve

Colombo, 2000).
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Etodolak biiyiik bir oranda karacigerde metabolize olmaktadir (Strickmann ve
Blaschke, 2001). Genel olarak etodolak etkin maddesine ait yarilanma Omriiniin 6-8

saat arasinda oldugu belirtilmistir (Brocks ve Jamali, 1994).

Etodolak metabolit yapilarinin belirlenmesi i¢in bir¢ok deneysel calisma yapilmustir.
Tespit edilen metabolitler (Sekil 4); 5-hidroksietodolak, 6-hidroksietodolak, 7-
hidroksi etodolak, 8-(1-hidroksietil)etodolak, 4-iireidoetodolak, N-metiletodolak, 4-
oksoetodolak ve bunlarin glukronit konjugatlar1 seklindedir (Ferdinandi ve ark.,
1986; Ferdinandi ve ark., 1987; Humber ve ark., 1988; Strickmann ve Blaschke,
2001).
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Sekil 4. Etodolak etkin maddesinin metabolitleri.

4.1.3. Farmakolojik ozellikleri

Etodolak; piranokarboksilik asit yapisinda olan bir non-steroidal antiinflamatuvar
(NSAI) etkin maddedir (Jones, 1999). Bu ilac grubunun etki mekanizmasi
incelendiginde; prostaglandinlerin sentezini durdurarak viicuttaki yangiyr azalttig
sonucuna varilmistir (Vane, 1971). Antiinflamatuvar etkisinin diginda, analjezik
etkinligi de bulunur (Demerson ve ark.,1976). Fransa’da alti haftalik yapilan
calismalarin sonuglarima bakildiginda; tip dilinde romatoid artrit olarak gecen
iltihapl1 romatizma ve osteoartrit denilen kireclenme tedavisi icin etkili oldugu

saptanmistir (Benhamou, 1990).

Romatoid artrit hastaligina sahip 1446 kisi ile yapilan ve ii¢ yil siiren bir ¢alismaya

gore; etodolak kullanimi sonucu olusan gastrointestinal sistemdeki iilser ve kanama,
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sadece ¢alismanin ilk 100-140 giinii icerisinde hafif olarak gézlenmistir (Neustadt,
1997).

Arnold ve ark. saglikli kisilerden alinan diskilar {izerinde mikro diizeyde gerceklesen
kanama ile ilgili bir aragtirma gerceklestirmislerdir ve giinde 1200 mg’den daha fazla
dozda etodolak kullantmi sonrasi, mikro kanamada oOnemli bir artis tespit
etmemislerdir (Arnold ve ark., 1985). Giinde 1000 mg’den fazla oranda kullanimi

sonucunda da gastrointestinal iilserde bir yiikselme olmamistir (Lanza ve ark., 1987).

Ayrica; etodolak, yapisinda bir kiral karbonu bulundurur ve rasemat seklindedir
(Demerson ve ark., 1983). Boylece (R)-etodolak ve (S)-etodolak enantiyomerleri
elde edilebilir (Adger ve ark., 1998). Etodolak enantiyomerlerinin farmakinetik
ozellikleri {izerine yapilan bir c¢alisma sonucunda da; (R)-etodolak yapisinin
plazmada daha fazla oranda oldugu tespit edilmistir (Brocks ve ark., 1992; Brocks ve

Jamali, 1994).

4.2. Kanser Hakkinda Genel Bilgiler

Cok sayida insanin Oliimiine sebep olarak gosterilen kanser; viicudun karar verme
mekanizmasinda meydana gelen bir problem sonucu, hiicre islevlerindeki olagan
diizenin bozulmasi olarak tanimlanabilir. Mekanizmaya gore; hiicrelerin durumu icin
iki secenek bulunmaktadir. ilki; gelen sinyaller ile aradaki baglantilar ortadan
kaldirilarak, hiicre icin herhangi bir sey yapilmaz. Ikincisi; hiicre 6liimii, ¢ogalma
gibi islevler devreye alinarak, hiicre icin bir degisiklik yapilir. Ancak bu karar verme
sisteminin yapisinda bir olumsuzluk gozlenir ise; mekanizma calismaz ve hiicreler
bagimsiz olarak hareket etmeye baslar. Ayrica hiicre dliimii ve hiicre cogalmasi
arasindaki dengeli diizen ortadan kaybolur. Kanser hiicrelerinin de durmadan
cogalmasinin ve viicut dokularinda toplanmasinin temel nedeni, bu durumdan
kaynaklanmaktadir (Kopper ve ark., 1997). Mekanizmada bahsedilen hiicre oliimii
de; apoptoz, otofaji ve nekroz olarak ii¢ c¢esittir. Hepsi ayn1 gorevi yerine getirir;

ancak morfolojik olarak farkli tanimlanir (Clarke, 1990; Baehrecke, 2002).

Tiimor olusmasi olarak bilinen karsinogenez ise; baslama (inisiyasyon), yiikselme
(promosyon) ve ilerleme (progresyon) asamalar ile gerceklesmektedir. Baslama

asamasi; hiicrelerde meydana gelen ilk farklilasmay1 ve hiicrenin boliinmesini igerir.

12



Bunlar geri doniisiimsiiz olusmaktadir ve kimyasal durumlardan etkilenir. Ancak bu
hiicreler bagimsiz olarak c¢ogalma gostermez. Yiikselme asamasi; yapida geri
doniistimlii farkliliklar olusturur. Bazi uyaranlarin etkisi ile baglama asamasinda
olusan hiicrelerin artig1 saglanir ve bunlarin da bir dokuda birikmesi sonucu nodiil
benzeri yapilar olusur. Beslenme durumu ve hormonlar bu asamay1 tetiklemektedir.
Son asama olan ilerleme ise; geri doniisiimsiiz olarak degisim icerir. Hiicrelerin
kendiliginden ilerleme durumu séz konusudur. Kotii huylu tiimoriin yapisindaki

degisiklikleri de gostermektedir (Pitot, 1989; Foulds, 1954; Farber, 1988).

Tiimoriin, viicutta yayllma durumu igin de bazi siireglerden gecmesi gereklidir. Ilk
once; bulundugu ana yapidan ayrilir ve konak dokuya ulasir. Buradaki lenf ve kan
damarlarinin i¢ine sizarak ve dolasimda kalarak; istedigi yere go¢ etme sansi elde
etmektedir. Tiimor; daha sonra geldigi organlarin kilcal damarlarina ulasir ve
dokularina yerlesir. Burada ise; iki davranig bi¢ciminden birini sergiler. Geldigi bu
yeni dokuya ya uyum saglar ya da eski diizeni ortadan kaldirarak kendi ortamim
olusturur. Son olarak da boliinerek tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasina devam eder

(Bacac ve Stamenkovic, 2008).

Kanseri tetikleyen etkenler de bu hastaligin anlagilmasi i¢in 6nemli bir yere sahiptir.
Aragtirmalara gore; hormonlar, viicutta olusan DNA hasarlari, enfeksiyonlar, kisinin
beslenme tarzi ve tiitiin iriinleri kullanimi kanser olusumunda oldukga etkilidir.
Kisinin sahip oldugu meslek, giineste uzun siire kalma, tibbi miidahale ve kirlilik
daha az etkilemektedir. Ayrica, kalitsal durumlarin da etkisi s6z konusudur (Ames ve
ark., 1995; Henderson ve ark., 1991; Doll ve Peto, 1981). Yapilan bir ¢alisma
sonucunda; dokuz kanser nedeninin, 2001’de kanserden vefat eden kisilerin % 35’ini
etkiledigi saptanmistir. Buna gore; alkol alim1 % 5, sigara % 21, meyve ve sebzenin
az tiikketilmesi % 5, fiziksel aktivitenin az yapilmasi % 2, ziihrevi nedenler % 3, sehir
yasamindaki hava kirliligi % 1, kilo fazlalig1 ve obezite % 2, kat1 yakit ile alinan
duman % 0,5’ten az, saglhik bakim hizmetlerinden bulasan enjeksiyon % 2

oranlarinda etkilidir (Danaei ve ark., 2005).
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4.2.1. Siklooksijenaz enzimi ve kanser iliskisi

Siklooksijenaz enzimi (COX) veya prostaglandin H sentaz, aragidonik asitten
prostaglandin olusumunu saglamaktadir. Ik 6nce; bu enzimin iki formu olan COX-1
ve COX-2 insan dokularinda saptanmistir. COX-1; temel yapida ve fizyolojik
olaylarda etkindir. COX-2 ise uyarlabilirdir ve iltihap durumlarinda rol oynar
(Taketo, 1998; O’Neill ve Ford-Hutchinson, 1993). Daha sonra yapilan ¢alismalar ile
bu enzimin {iciincii formu olan COX-3 tespit edilmistir (Chandrasekharan ve ark.,

2002).

Kanser hiicrelerinde yapilan arastirmalarda ise; COX-2’nin daha etkin oldugunu
gosteren sonuclara ulasilmistir. Kanserli hiicrelerin % 86’sinda COX-2 mesajc1 RNA
orani oldukga fazla iken; normal ve tiimorlii dokularda COX-1 mesajc1 RNA aym
oranda gozlenmistir. Kalin bagirsak tiimorii hiicrelerinin % 43’tinde de COX-2
varlig1 saptanmistir (Eberhart ve ark., 1994). Ayrica kolon kanserinin % 80’inden
daha fazlasinda ve mide kanseri tiimorlerinin % 70’inde COX-2 oram artisi

gozlenmistir (Williams ve ark., 1997;Yamamoto ve ark., 1999).

Chan ve ark. bas ve boyun skiiamoz kanser hiicrelerindeki COX-2 mesajc1 RNA
oraninin, saglikli agiz mukozasina gore yaklasik 150 kat oldugunu saptamiglardir
(Chan ve ark., 1999). Beyin tiimorleri incelendiginde ise; glial hiicrelerde gelisen
yiiksek dereceli timorlerdeki COX-2 varliginin fazla oldugu anlagilmistir (Nishimura
ve ark., 2000). Ayrica bas ve boyun kanseri tiimorlerindeki damar olusumunun,

COX-2 ile artabilecegi sonucuna varilmistir (Gallo ve ark., 2001).

Yapilan diger aragtirmalara bakildiginda; pankreas kanali tiimorlerinin % 57’sinde ve
tiikkiirtik bezi tiimoriinde COX-2 varliginda artis oldugu tespit edilmistir (Kokawa ve

ark., 2001; Sakurai ve ark., 2001).

Ali-Fehmi ve ark. yumurtalik kanseri goriilen 125 hastanin % 68’inde fazla oranda
COX-2 varlig1 elde etmislerdir (Ali-Fehmi ve ark., 2003). Ayrica Chen ve ark. mide
kanserine sahip 30 vakanin 16’sinda COX-2 saptamislardir (Chen ve ark., 2006).
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4.2.2. Etodolak etkin maddesinin antikanser etkinlikteki yeri

Etodolak etkin maddesi secici COX-2 inhibitoriidiir (Jones, 1999). Ayrica, COX-2
enzimini ne oranda etkiledigi ve se¢ici davrandigi; yapilan deneysel calismalar ile de
desteklenmistir. Ornegin; farelerin rekombinant insan COX izoenzimlerine sahip
yumurtalik hiicreleri iizerinde bir ¢alisma yapilmistir. Etodolak etkin maddesinin bu
hiicrelerdeki COX-2’ye etkisinin, COX-1’in 1000 kat1 kadar oldugu saptanmistir
(Riendeau ve ark., 1997). Bagka bir arastirmada; romatoid artrit hastalarindan alinan
sinovyal s1v1 hiicresindeki COX-2 ve saglikhi kisilerdeki trombositte bulunan COX-1
incelenmistir. Buna gore de 179 kat COX-2’ye se¢ici davrandigi sonucuna varilmigtir

(Kawai ve ark., 1998).

Boylece kanser hiicrelerindeki COX-2’ye kars1 da etki edebilecegi diisiiniilerek,
etodolak etkin maddesinin antikanser etkinligi cesitli arastirmalara konu olmustur.
Chen ve ark. etodolak sayesinde kolon kanser hiicrelerinin karacigere yayilmasinin
durdugunu gozlemlemislerdir. Ayrica, uzun siire kullamimi ile de kolon kanseri
SW620, Lovo, HT-29, HT-29/Inv3 hiicrelerinin artisi engellenmistir (Chen ve ark.,
2001). Prostat kanseri LNCaP ve C4-2 hiicreleri iizerinde; hem in vitro hem de in

vivo olarak antikanser 6zellik saglamistir (Shigemura ve ark., 2005).

Magari ve ark. Helicobacter pylori ile enfeksiyona ugramis dokuda; etodolak sonrasi
mide kanseri olusumunun ortadan kalktigin1 belirlemislerdir (Magari ve ark., 2005).
Kronik gastrit goriilen hastalarda ise; uzun bir siire etodolak kullanimi sonucu

metakron kanser olusumunda azalma tespit edilmistir (Yanaoka ve ark., 2010).

Kobayashi ve ark., Burkitt lenfoma hiicrelerindeki apoptozun aktiflestigini

saptamislardir (Kobayashi ve ark., 2005).

Bir kemik iligi kanseri olan myelom hastaliginda; 50-100 uM konsantrasyonda
etodolak ile kanserli hiicrelerin artisinin geriledigi tespit edilmistir (Nakamura ve

ark., 2000).

Okamoto ve ark. etodolak etkin maddesinin; COX-2 mesajct RNA oram ¢ok fazla
olan T24 mesane kanser hiicrelerini olduk¢a azalttigim1 ve apoptozu aktiflestirdigini
saptamislardir. Ayrica, alt1 giinde T24 hiicrelerinin gelisimi biiyiik oranda durmustur

(Okamoto ve ark., 2008). de Souza Thiago ve ark. Nalm-16 16semi kanser

15



hiicresinin artisina da engel oldugunu belirtmislerdir (de Souza Thiago ve ark.,

2009).

4.2.3. Hidrazit-hidrazonlarin antikanser etkinlikteki yeri

Hidrazit-hidrazonlar; basta antikanser olmak iizere, antikonviilsan, antimikrobiyal,
analjezik, antienflamatuvar, antiplatelet ve antitiiberkiiler 6zellikleri sayesinde uzun
zamandir bilim insanlarinin dikkatini cekmektedir. Genel olarak hidrazit-hidrazonlar;
-CO-NH-N=CH- yapis1 ile bilinmektedir ve hidrazitlerin etanol, glasiyal asetik asit
gibi coziiciilerde aldehit veya ketonlar ile kondensasyonu sonucunda olugmaktadir.
Bu reaksiyonda karbonil grubu iceren yap: olarak aldehit kullanilir ise; reaksiyon
sonucunda olusan yapi1 azometin protonu igerir (Sekil 5) (Rollas ve Kiiciikgiizel,

2007).

O
Nnp R
F{1 N— azometin proton

Sekil 5. Hidrazit-hidrazon yapisi ve azometin protonu.

Hidrazon yapis1 incelendiginde; hidrazit yapisinda yer alan -NH, grubu bloke
edildigi icin hidrazide oranla daha az toksik ozellik gozlendigi bildirilmistir (Buu-
Hoi ve ark., 1953). Ayrica, hidroliz ile baslangictaki yapilara doniisebildigi i¢in de
on ila¢ olarak ila¢ gelistirme asamalarinda tercih edilebilecegi sonucuna varilmistir

(Rollas ve Kiiciikgiizel, 2008).

Hidrazit-hidrazonlarin sentez ve antikanser etkinlik calismalar1 iizerine literatiirde

pek ¢ok calisma mevcuttur. Ulasilan sonuglar da olduk¢a umut verici niteliktedir.

Giirsoy ve Ulusoy Giizeldemirci; [6-(4-bromofenil)imidazo[2,1-b]tiyazol-3-il] asetik
asit hidrazit ve 4-hidroksibenzaldehit ile sentezledikleri hidrazon bilesiginin, PC-3
prostat kanser hiicresi lizerindeki log;oGlso degerini -8,00’dan kiiciik olarak tespit
etmislerdir ve bu bilesigin en etkin tiirev oldugunun sonucuna varmislardir (Giirsoy

ve Ulusoy Giizeldemirci, 2007).
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Vogel ve ark. farkl: siibstitiientler iceren 2-fenilindol-3-karbaldehit kullanarak cesitli
hidrazit-hidrazon yapilar1 sentezlemislerdir. Elde edilen bazi bilesiklerin ise; MDA-
MB 231 ve MCF-7 meme kanseri hiicreleri lizerinde en iyi antikanser etkinligi
gosterdigi sonucuna varilmistir. Bu sitotoksik etkinin de 20-30 nM konsantrasyon

araliginda oldugu saptanmistir (Vogel ve ark., 2008).
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Mohareb ve ark. 2-siyano-N'-(1-(piridin-3-il)etiliden)asetohidrazit bilesiginin; meme
kanseri MCF-7, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri NCI-H460 ve merkezi sinir
sistemi kanseri SF-268 hiicrelerine kars1 gosterdigi etkiyi arastirmislardir. Ug kanser

hattinda da tatmin edici sonuglara varilmistir (Mohareb ve ark., 2011).

Cikla ve ark. sentezledikleri flurbiprofen hidrazonlar: icerisinde ii¢ molekiiliin; SK-

MEL-2 cilt kanseri hiicresi, COLO-205 ve HCC-2998 kolon kanseri hiicreleri
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tizerindeki antikanser etkinliginin oldukca yiiksek oldugunu tespit etmislerdir (Cikla

ve ark., 2013).
F A
Q 2
NH-N

HaC o
F

Aydin ve ark. flurbiprofen hidrazit-hidrazonlarimm mikrodalga yontemi ile
sentezlemislerdir. Bu bilesiklerden 2-(2-fluorobifenil-4-il)-N'-(fenilmetiliden)propan
hidrazit; HL-60 16semi kanser hiicrelerindeki biiyiimeyi % 66,37 oraninda
durdurmustur. Ayrica,  N'-[(2-kloro-6-florofenil)metiliden]-2-(2-florobifenil-4-
il)propanhidrazit bilesigi ise; OVCAR-4 yumurtalik kanseri hiicrelerinde olusan
ilerlemeyi % 77,34 oraninda ortadan kaldirmistir (Aydin ve ark., 2013).

F F
(Y /ﬁ< > Yy
NH-N NH-K
Cl
HyC o) HsC o)

Cikla ve ark. etodolak etkin maddesinden baslayarak, cesitli hidrazit-hidrazonlari
sentezlemiglerdir. Bu molekiillerden  2-(1,8-dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano|3,4-
blindol-1-il)asetik asit[(4-klorofenil)metilen]hidrazit yapisi, PC-3 prostat kanseri
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hiicresindeki biiylimeyi % 58,24 oraninda yok ederek; en iyi sonucu saglamustir.
Ayrica bu bilesigin, SK-MELL-28 cilt kanser1 hiicrelerinde kuvvetli dldiiriicti etkisi
gozlenmistir (Cikla ve ark., 2013). Kummari ve ark. aym bilesigin A549 akciger

kanseri hiicre hattinda da sitotoksik etki yaptig1 sonucuna varmistir (Kummari ve

ark., 2018).
Q N
=
% NH
N
N CHsy
H
Cl
Hs;C

Nasr ve ark. kumarin yapisi igceren hidrazit-hidrazonlar iizerine ¢esitli sentezler
gerceklestirmiglerdir ve bunlarin CCRF 16semi, Panc-1 pankreas, Hep-G2 karaciger
kanser hiicre hattindaki etkilerini incelemislerdir. Elde edilen sonuclara gore; 6-
bromo-2-okso-N'-((tiyofen-2-il)metilen)-2H-kromen-3-karbohidrazit  molekiiliiniin,
calisilan tiim kanser hiicrelerine kars1 3,6-6,5 uM konsantrasyon araliginda sitotoksik

etki yaptig1 belirtilmistir (Nasr ve ark., 2014).

O
Br
Hlil =
N
e O
ST

Kiiciikgiizel ve ark. tolmetin etkin maddesinden baslayarak, cesitli hidrazit-
hidrazonlar sentezlemislerdir. Bu molekiillerden N'-[(2,6-diklorofenil)metiliden]-2-
[1-metil-5-(4-metilbenzoil)- 1H-pirol-2-il]asetohidrazit yapisinin antikanser ozelligi

HT-29 kolon kanseri hiicre hattinda in vitro olarak incelendiginde; ICs, degeri 76 uM
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tespit edilmistir. Ayrica, apoptozu da aktif hale getirdigi belirlenmistir (Kiiciikgiizel
ve ark., 2015).

Q CH
3
/
N
\ / Cl
NH
HyC = Cl

o) N

El-Faham ve ark. sentezledikleri N'-(5-kloro-2-oksoindolin-3-iliden)-2-propilpentan
hidrazit bilesiginin; HepG2 karaciger, Jurkat 16semik T ve HEK-293 embriyonik

bobrek kanser hiicreleri iizerinde etkili oldugunu saptamislardir (El-Faham ve ark.,

2015).
H
N O GHs
<§ S;/\E\N/NH)/C\
of 0 CHj

Karaman ve Ulusoy Giizeldemirci; [6-(4-klorofenil)imidazo[2,1-b]tiyazol-3-il] asetik
asit hidrazit bilesigi lizerinden sentezledikleri 2-hidroksifenil yapisina sahip hidrazit
tiirevinin; yumurtalik kanseri OVCAR-3, kolon kanseri HCT-15, bobrek kanseri
CAKI-1 ve UO-31, 16semi CCRF-CEM ve SR hiicre hatlart iizerindeki log;oGlso
degerlerini sirasiyla -6,44, -6,33, -6,11, -6,30, -6,13, -6,22 seklinde saptamislardir

(Karaman ve Ulusoy Giizeldemirci, 2016).

Cl HO

20



Sundaree ve ark. 1H-indol-3-karbaldehit ve aromatik/alifatik yapidaki hidrazitlerin
tepkimesi ile cesitli hidrazit-hidrazon yapilart sentezlemislerdir. Bunlardan
triflorometil, 4-klorofenil ve 3,4,5-trimetoksifenil yapilarim1 iceren bilesiklerin,
MCEF-7 meme kanseri hiicresine kars1 ICsy degerleri sirasiyla; 0,99 uM, 0,42 uM ve
0,87 uM olarak tespit edilmistir (Sundaree ve ark., 2016).

_CHs
F HG 3
: o « b
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PN HsC
'i‘ NH_ 3¥>0 NH.,,
Qy \ \
N \ \
H N N
H H

Senkardes ve ark. sentezledikleri diflunisal hidrazit-hidrazonlarinin antikanser
aktivitelerini incelemislerdir ve bu bilesiklerden 2'4'-difluoro-4-hidroksi-N'-
[(piridin-2-il)metiliden]bifenil-3-karbohidrazit yapisinin, alti karaciger kanser hiicre
hattinda (Mahlavu, Huh7, HepG2, Hep3B, SNU-475, FOCUS) sitotoksik 6zellige
sahip oldugunu tespit etmislerdir. Hiicre ¢ogalmasini; 4,74 uM ve 16,21 uM
arasindaki konsantrasyonlarda durdurdugu belirlenmistir. En iyi sonu¢ Mahlavu

kanser hattinda 4,74 uM ICsy degeri ile elde edilmistir (Senkardes ve ark., 2016).

0 N=
f N
7 N\

NH
) =
F

Sreenivasulu ve ark. indol ve indazol yapisimna sahip on adet hidrazit-hidrazon

molekiilleri sentezlemislerdir. Bilesiklerden biri olan N'-[(E)-(1-Metil-1H-indol-3-



il)metiliden]-5-nitro-1H-indazol-3-karbohidrazit yapisinin; 6,86-9,88 uM
konsantrasyon araliginda HeLa rahim agzi, MDA-MB-231 ve MCF-7 gogiis ve A549
akciger kanser hiicreleri iizerinde antikanser etkinligi tespit edilmistir (Sreenivasulu

ve ark., 2017).

N
\
CHs

Taha ve ark. morfolinotiyofen yapisina sahip hidrazonlar1 sentezlemislerdir.
Bunlardan (E)-2,4-dimetoksi-N'-((5-morfolinotiyofen-2-il)metilen)benzohidrazit
bilesigi MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde; (E)-4(ter-butil) -N'-((5-morfolinotiyofen-
2-il)metilen)benzohidrazit ise HepG2 karaciger hiicrelerinde oldukga etkili sonuclar

vermistir (Taha ve ark., 2017).

N o)
HNT XX S
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(|) ? HaC
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CHj

Kocyigit Seving ve ark. bir etodolak hidrazit-hidrazon tiirevi olan 2-(1,8-dietil-
1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-b]indol-1-il)asetik asit[(4-metoksifenil)metilen] hidrazit
molekiiliiniin; HT-29 kolon kanser hattindaki ICsy degerini 70 pM olarak
saptamislardir (Kogyigit Seving ve ark., 2018).
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Rudavath ve ark. 5-nitro-1H-indazol-3-karbohidrazit bilesiginin fakli siibstitiientlere
sahip benzaldehit ile tepkimesi sonucu olusan hidrazonlar1 sentezlemislerdir. Bu
yapilarin dort kanser hiicresindeki antikanser etkinligi farkhidir ve 0,37-32,7 uM

konsantrasyon araligindadir (Rudavath ve ark., 2018).

Demurtas ve ark. 1H-indol-2-karbohidrazitten tiireyen hidrazonlar1 sentezlemislerdir.
Losemi K562 ve cilt kanseri Colo-38 hiicrelerinde goriilen yiiksek antikanser
etkinlik, N'-(3-hidroksi-4-metoksibenziliden)-1H-indol-2-karbohidrazit yapisinda
tespit edilmistir. Ayrica, bu molekiilde 4-metoksi siibstitiienti yer almadigi
durumlarda; antikanser etkinin oldukg¢a azaldigi belirlenmistir (Demurtas ve ark.,

2019).

0 OH C
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N o)
r
N
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Sreenivasulu ve ark. bis(indolil) hidrazit-hidrazonlan iizerine sentez ve antikanser
calismalar1 yapmuglardir. Bu tiirevlerden biri olan 5-bromo-1-metil-N'-[(E)-(1-metil-
1H-indol-3-il)metiliden]-1H-indol-3-karbohidrazit molekiiliiniin, c¢esitli kanser
hiicrelerine kars1 ¢ok iyi sonuclar verdigi gozlenmistir. Ornegin; A549 akciger kanser
hiicrelerindeki ICsy degeri 0,793 uM olarak saptanmistir (Sreenivasulu ve ark.,

2019).
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Han ve ark. etil parabenden baslayarak, hidrazit-hidrazon yapilarin1 sentezlemislerdir
ve bu bilesiklerin HepG2 karaciger kanser hattindaki antikanser etkinliklerini
degerlendirmislerdir. Bunlardan N'-{[4-feniltiyofen-2-ilJmetiliden }-4-
hidroksibenzohidrazit bilesiginin ICsy degerinin 37,4 uM; N'-{[4-floro-3-
(fenoksi)fenil]metiliden }-4-hidroksibenzohidrazit yapisinin ise 42,4 pM oldugu

O
O
NH-N
A
A S

tespit edilmistir (Han ve ark., 2020).
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Popiolek ve ark. 5-bromo-2-iyodobenzoik asit yapisindan baglayarak sentezledikleri
hidrazit-hidrazonlarinin; 769-P bobrek ve HepG2 karaciger kanser hiicreleri
tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Bu molekiillerden 5-bromo-2-iyodo-N-[(3-
etoksi-4-hidroksifenil)metiliden]benzhidrazit, kanser hiicrelerinin artisin1 6nemli bir

oranda ortadan kaldirmistir (Popiolek ve ark., 2020).
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Senkardes ve ark. 2,6-disiibstitiient piridin hidrazonlarim1 sentezlemislerdir.
Bunlardan NZ,N6—bis(naftalen—2—ilmetiliden)piridin—2,6—dikarb0hidrazit yapisinin,
HT-29 kolon kanseri hattindaki ICso degerinin 6,78 uM oldugu saptanirken; N*-N°-
bis[(4-feniltiyofen-2-il)metiliden]piridin-2,6-dikarbohidrazit i¢in ise; 8,88 uM
oldugu sonucuna varilmistir. Ishikawa endometrial kanser hiicresi incelendiginde de;
N2-N°-bis[(5-metiltiyofen-2-il)metiliden]piridin-2,6-dikarbohidrazit ~ molekiiliiniin
8,26 uM deger ile antikanser 6zelligi belirlenmistir. Ayrica bu bilesiklerin, programli

hiicre 6liimiinii de aktiflestirdigi tespit edilmistir (Senkardes ve ark., 2021).
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Han ve ark. (S)-Naproksen iizerinden cesitli hidrazit-hidrazonlar sentezlemislerdir ve
bu bilesiklerin MDA-MB-231 ve MCF-7 gogiis kanseri hiicre hatlar1 tizerindeki
antikanser etkilerini incelemislerdir. En iyi sonucu; MDA-MB-231 ve MCF-7 kanser
hiicrelerine kars1 sirasiyla 22,42 uM ve 59,81 uM ICsy degerleri ile etki gosteren
(S)-2-(6-metoksinaftalen-2-il)-N'-{ (E')-[2-(triflorometoksi)fenil jmetiliden }

propanhidrazit tiirevinin verdigi belirlenmistir (Han ve ark., 2021).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kullanilan Aracg ve Gerecler

5.1.1. Kimyasal maddeler

Etodolak*, hidrazin hidrat, 2,4-diklorobenzaldehit, 2,6-diklorobenzaldehit, 3.,4-
diklorobenzaldehit, 4-bromobenzaldehit, 2-kloro-3-metoksibenzaldehit, 4-metoksi-3-
nitrobenzaldehit, 5-bromo-2-metoksibenzaldehit, 3-hidroksi-4-metoksibenzaldehit,
2.5-dimetoksibenzaldehit, 2,6-dimetoksibenzaldehit, 3,4-dimetoksibenzaldehit, 2,4,6-
trimetilbenzaldehit, derisik siilfiirik asit, sodyum bikarbonat, petrol eteri, metanol,

etil asetat, aseton, kloroform, etanol (CuSQy ile kurutulmus).

5.1.2. Elektronik cihazlar

Su Banyosu GFL-1042, Memmert

Erime Derecesi Cihazi Schmelzpunktbestimmer SMP 11
FT-IR Spektrofotometresi Perkin Elmer FT-IR Spectrum BX
Terazi Sartorius A200S, Mettler Toledo
Elementel Analiz Cihazi LECO CHNS-932

'"H-NMR Spektroskopisi BRUKER 300 MHz Ultrashield TM

5.2. Sentez Calismalari
5.2.1. Metil (1,8-dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-bJindol-1-il)asetat [1]

Metanol (16 mL) icinde ¢oziindiiriilen etodolak (0,01 mol) {iizerine derisik siilfiirik
asit (0,5 mL) ilavesi ile elde edilen reaksiyon karisimi; 3 saat geri ¢eviren sogutucu
alinda su banyosunda 1sitilir. Ince tabaka kromatografisi takibi ile reaksiyon
bitirildikten sonra ortam sogutulur. Sonra buz banyosu icerisinde % 5’lik NaHCO3
ile ortam notralize edilir ve ardindan su ile yikanir. Elde edilen iiriin petrol eteri ile

yikanarak saflastirilir.

*: Etken madde Bilim Ilac A. S.’den temin edilmistir.
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5.2.2. 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-bJindol-1-il)asetohidrazit [2]

Metanol (20 mL) i¢inde ¢oziindiiriilen bilesik [1] (0,01 mol) {izerine hidrazin hidrat
(%80’1ik, 7 mL) ilave edilir. Olusan reaksiyon karisimi; geri ceviren sogutucu altinda
su banyosunda ince tabaka kromatografisi takibinde 3 saat 1sitilir. Reaksiyon
bitiminden sonra ortam sogutularak elde edilen kati madde; siiziiliir, kurutulur ve

petrol eteri ile yikanarak saflastirilir.

5.2.3. 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-bJindol-1-il)asetikasit
[(siibstitiiefenil)metilen] hidrazidi [3a-1]

Etanolde (CuSOy; ile kurutulmus) ¢oziindiiriilen bilesik [2] (0,0075 mol) iizerine yine
etanolde c¢oziindiiriilen siibstitiie benzaldehit (0,0075 mol) ilave edilmesi ile
hazirlanan reaksiyon karigimi; geri ¢eviren sogutucu altinda su banyosu iizerinde 3
saat 1sitilir. Ince tabaka kromatografisi takibi ile reaksiyon bitirildikten sonra elde

edilen kat1 madde; siiziiliir, kurutulur ve etanol ile kristallendirilir.

3a:  2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano(3,4-b]indol-1-il)asetikasit[(2,4-
diklorofenil)metilen] hidrazidi

3b: 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano(3,4-b]indol-1-il)asetikasit[(2,6-
diklorofenil)metilen] hidrazidi

3c:  2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano(3,4-b]indol-1-il)asetikasit[(3,4-
diklorofenil)metilen] hidrazidi

3d: 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano(3,4-b]indol-1-il)asetikasit[ (4-
bromofenil)metilen] hidrazidi

3e: 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-b]indol-1-il)asetikasit[ (2-kloro-
3-metoksifenil)metilen] hidrazidi

3f: 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano(3,4-b]indol-1-il)asetikasit[ (4-
metoksi-3-nitrofenil)metilen] hidrazidi

3g:  2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano(3,4-b]indol-1-il)asetikasit[ (5-bromo-

2-metoksifenil)metilen] hidrazidi
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3h: 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano(3,4-b]indol-1-il)asetikasit[(3-
hidroksi-4-metoksifenil)metilen] hidrazidi

3i: 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-b]indol-1-il)asetikasit[(2,5-
dimetoksifenil)metilen] hidrazidi

3j:  2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano( 3,4-b]indol-1-il)asetikasit[(2,6-
dimetoksifenil)metilen] hidrazidi

3k: 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano(3,4-b]indol-1-il)asetikasit[(3,4-
dimetoksifenil)metilen] hidrazidi

3I: 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano(3,4-b]indol-1-il)asetikasit[(2,4,6-

trimetilfenil)metilen] hidrazidi

5.3. Kromatografik Calismalar

Sentezlenen maddelerin reaksiyon takibi ve safsizlik kontrolleri ince tabaka
kromatografisi metodu ile yapilmustir. I.T.K. calismalarinda, adsorban olarak 0,2 mm
kalinligindaki 20x20 cm hazir silikajel plaklar1 (Merck F-254) kullanilmistir.

Kullanilan coziicii sistemleri kromatografik calismalara uygun olarak hazirlanip;

oranlar1 asagidaki gibidir:

e M;: Petrol eteri: Aseton (60:40, h:h)
e Mo,: Petrol eteri: Etil asetat (60: 40, h:h)
e Ms;: Petrol eteri: Etil asetat (30:70, h:h)

Kromatografi tanklarina belirtilen ¢oziiciilerden uygun olan1 (yaklasik 10 mL)
konularak c¢oziicii buhariyla doymast saglanmistir. Doygunluga ulastiktan sonra;
etodolak ve sentez maddeleri etanol ile seyreltilerek plaga tatbik edilmigtir.
Siirtiklenme bittikten sonra Ry X100 degerleri (25 °C’de), dalga boyu 254 nm olan
UV lambasi1 altinda lekeler isaretlendikten sonra hesaplanmistir. Sentezlenen

bilesikler UV 1s1k altinda mor renk vermistir.
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5.4. Biyolojik Calismalar
5.4.1. Antikanser etki calismalari

Etodolak, etodolak hidrazidi [2] ve etodolak etkin maddesi iizerinden sentezlenen
hidrazit-hidrazon yapisina sahip bilesiklerin [3a-1]; PC-3, DU-145 ve LNCaP prostat
kanseri hiicre hatlar iizerindeki canlilik ve sitotoksisite caligmalari in vitro olarak

Marmara Universitesi T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali’nda gerceklestirilmistir.

PC-3, DU-145 ve LNCaP prostat kanseri hiicreleri 37 °C’de % 5 CO; igeren
ortamda, RPMI-1640 besiyerinde inkiibe edilmistir. Hiicreler; ila¢ uygulanmayan
kontrol grubu ve artan konsantrasyonlarda (10, 25, 50, 75, 100 uM) etodolak ve
etodolak tiirevi bilesiklerin uygulandigi deney grubu olacak sekilde c¢alisilmistir.
Hiicre canlilik ve sitotoksisite analizi i¢in; WST-8 tetrazolyum tuzunun, turuncu
formazan {iiriiniine indirgenmesi prensibine dayanan WST-8 kolorimetrik yontemi
kullanilmistir. Bu testte; her kuyuda 3000 hiicre ve 100 pL besiyeri olacak sekilde
96 kuyulu plakaya ekim yapilmistir ve hiicrelerin yapismasi i¢in plakalar gece boyu
inkiibasyona kaldirilmistir. Bilesikler (etodolak ve etodolak tiirevleri) uygun
konsantrasyonlarda hazirlanarak; kontrol ve deney grubuna 3 tekrar olacak sekilde
uygulanmistir. Inkiibasyon periyodu olarak 24 saatin gecmesinin ardindan;
kuyulardaki besiyeri, taze besiyeri ile degistirilmistir. Her kuyuya 10 pL. WST-8
soliisyonu eklenmistir (Cell Counting Kit-8, KTC011001, Abbkine). Bu islemden 4
saat sonra ise; plakalarin 450 nm’de absorbans oOl¢iimii mikroplaka okuyucusu
kullanilarak gerceklestirilmistir (Synergy HI, BioTek Intruments Inc., USA).

Istatiksel analizler i¢in GraphPad Prism 8 programi kullanilmustur.

5.4.2. Apoptoz etki calismalar:
5.4.2.1. Mitokondriyal membran potansiyelinin belirlenmesi

Etodolak etkin maddesinin ve sentezlenen 3b bilesiginin PC-3, DU-145, LNCaP
hiicre hatlarindaki apoptotik etkileri, JC-1 mitokondriyal membran potansiyeli testi
kullanilarak Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali’nda
incelenmistir. Bu JC-1 mitokondriyal membran potansiyeli testi; [5,5,6,6-tetrakloro-
1,1,3,3-tetraetilbenzimidazolilkarbosiyanin iyodiir] kimyasal yapisina sahip JC-1

boyasinin, mitokondriye girerek saglikli ve apoptotik hiicrelerde farkli floresans
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yogunlugu vermesine dayanmaktadir (JC-1 Mitochondrial Membrane Assay Kit,
10009172, Cayman Chemical). Bu boya saglikli hiicrelerde J agregalar1 olusturarak
kirmiz1 floresans verirken, apoptotik hiicrelerde monomerik yapida kalarak yesil
floresans vermektedir. Yesil/kirmiz1 floresans oranina bakilarak apoptoza bagh
depolarizasyon hakkinda fikir sahibi olunabilmektedir. Bu bilgiye dayanilarak; her
kuyuda 50 000 hiicre ve 100 uL RPMI-1640 besiyeri olacak sekilde 96 kuyulu siyah
plakaya ekim yapilmistir. Hiicrelerin yapigsmasi icin plakalar 37 °C, % 5 CO; iceren
ortamda gece boyu inkiibasyona kaldirilmistir. Besiyeri tazesiyle degistirildikten
sonra; 3b ve etodolak bilesikleri farkli konsantrasyonlarda (10, 25, 50, 75, 100 uM)
hazirlanip hiicrelere uygulanmistir ancak kontrol grubuna uygulanmamistir. Besiyeri
24 saat sonra tekrar degistirilmistir ve JC-1 boyast RPMI-1640 besiyerinde 1:9
oraninda seyreltilmistir. Her kuyuya seyreltilmis JC-1 boyasindan 5’er pL
eklenmistir ve 30 dakika inkiibe edilmistir. Plakalar 2100 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir ve siipernatant atilmistir. Her kuyuya 150 plL tampon soliisyonu
eklendikten sonra santrifiij ve tamponlama islemi bir kez daha tekrarlanmistir. Son
kez daha santrifiij yapilmistir ve her kuyuya 100 pL tampon soliisyonu eklenmistir.
Mikroplaka okuyucu kullanilarak floresans yogunlugu sirasiyla saglikli hiicrelerde
535/595 nm; apoptotik hiicrelerde 485/535 nm uyarma ve emisyon dalga boylarinda

Olclilmiistiir.

5.4.2.2. Annexin V/PI apoptoz tayini

Etodolak, etodolak hidrazidi [2] ve sentezlenen 3b bilesiginin PC-3, DU-145, LNCaP
hiicre hatlarindaki apoptotik etkileri, Annexin V/PI yontemi ile Marmara Universitesi
Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali’'nda calisilmistir.  Apoptotik ve nekrotik
hiicreleri goriintiilemek i¢in; PC-3, DU-145 ve LNCaP hiicre hatlarinda Annexin V
ve propidyum iyodiir (PI) ile boyama yapilmistir (Tali Apoptosis Kit, A10788,
Invitrogen). Apoptotik hiicrelerde Annexin V, membranin dis yilizeyine transloke
olan fosfatidilserinlere baglanmaktadir ve yesil floresans vermektedir. Nekrotik
hiicrelerde ise; membran biitiinliigli kaybolmaktadir ve PI hiicre ¢ekirdegine girerek
kirmiz1 floresans vermektedir. Bu prensibe dayanarak; hiicreler her kuyuda 500 000
hiicre ve 2 mL RPMI-1640 besiyeri olacak sekilde 6 kuyulu plakalara ekilmistir.
Plakalar bir gece boyunca 37 °C, % 5 CO; iceren etiivde bekletilmistir. Ertesi giin
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besiyeri tazesiyle degistirilmistir ve uygun konsantrasyonlarda ila¢ eklenmistir.
Hiicreler, 24 saatlik inkiibasyon sonrasi tripsinizasyon islemi ile kaldirilmigtir ve
eppendorflara alinmigtir. Daha sonra 2400 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip
siipernatant atilmistir. Her eppendorfa 100 puLL 1X Annexin baglama tamponu ve 5
pL. Annexin V eklenerek pipetaj yapilmistir. Karanlik ortamda 20 dakika inkiibe
edildikten sonra 2400 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip siipernatant atilmistir. Bu kez
her eppendorfa 100 uLL 1X Annexin baglama tamponu ve 1 pL PI eklenip pipetaj
gerceklestirilmistir. Karanlik ortamda 5 dakikalik inkiibasyonun ardindan floresans
mikroskobunda incelenen apoptotik ve nekrotik hiicre goriintiileri bilgisayara

kaydedilmistir (CKX41, Olympus LS).
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6. BULGULAR

6.1. Fiziksel, Kimyasal ve Spektroskopik Bilgiler

6.1.1. 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-bJindol-1-il)asetikasit[ (2,4-
diklorofenil)metilen] hidrazidi [3a]

Bilesik 2’den 2,26 g (0,0075 mol) tartilir, 30 mL etanol ve 1,31 g (0,0075 mol) 2,4-
diklorobenzaldehit’ten hareketle 5.2.3’te verilen yonteme gore elde edilir. Elde

edilen iiriin etanol ile kristallendirilerek saflastirlir.

O / Cl

CHy

Tz

Cl

HaC

e Verim: % 44,77

*  R¢x100: 63 (M), t: 25 °C

* Acik krem renkte toz madde

e E.n.:177-178 °C

e Su, metanol, etanolde c¢oziinmez; aseton, kloroform, DMSO igerisinde
¢Ozunir.

e Analiz: C4H,5C1LN30, (M.A.: 458,380 g/mol)
Hesaplanan (%): C (62,89); H (5,50); N (9,17)
Bulunan (%) : C (62,37); H (5,44); N (9,13)

FT-IR Spektrumu:

Vinaks (cm'l): 3244, 3194 (indol ve hidrazon N-H g.b.); 3094, 3051 (aromatik =C-H
g.b.); 2971, 2932 (-CHj3 asimetrik C-H g.b.); 2875 (-CH;3 simetrik C-H g.b.); 1669
(hidrazon C=0 g.b.); 1605 (hidrazon C=N g.b.); 1584, 1531, 1500, 1470, 1436
(aromatik C=C g.b., indol ve hidrazon N-H e.b. C-N g.b.); 1381, 1356 (-CHj;
asimetrik ve simetrik C-H e.b.); 1219 (piran halkasindaki C-O g.b.); 1096 (Ar-Cl);
923 (1,2,3 trisiibstitiie benzen); 785, 745 (monosiibstitiie benzen) (Sekil 6).
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Sekil 6. 3a bilesiginin FT-IR spektrumu.

'H-NMR Spektrumu:

Cl

Cl

(300 MHz) (DMSO-ds/TMS) 8 ppm: 0,59, 0,66 (3H, tt, 1 no.lu karbona bagli -CH,-
CH3); 1,25 (3H, t, 8 no.lu karbona bagh -CH,-CHs3); 2,05-2,16 (2H, m, 1 no.lu
karbona bagli -CH,-CHs); 2,52 (¢oziicii piki); 2,58-2,70 (2H, m, 8 no.lu karbona
bagli -CH,-CHs); 2,81-3,71 (4H, m, 1 no.lu karbona bagl -CH,-CO-NH-, 4
konumundaki -CH,- ve c¢oziiciiye ait su piki); 3,81-4,01 (2H, m, 3
konumundaki -CH,); 6,85-7,95 (6H, m, Ar-H); 8,33, 8,56 (1H, ss, -N=CH); 10,51
(1H, s, indol N-H); 11,54 (1H, d, J=19,8 Hz, -CO-NH-) (Sekil 7).
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Sekil 7. 3a bilesiginin 'H-NMR spektrumu.

6.1.2. 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-bJindol-1-il)asetikasit[(2,6-
diklorofenil)metilen] hidrazidi [3b]

Bilesik 2’den 2,26 g (0,0075 mol) tartilir, 30 mL etanol ve 1,31 g (0,0075 mol) 2,6-
diklorobenzaldehit’ten hareketle 5.2.3’te verilen yonteme gore elde edilir. Elde

edilen iiriin etanol ile kristallendirilerek saflastirilir.

O N/H Cl
N Cl
N CHj
H

H;C

* Verim: % 51,74
e R¢Xx100: 66 (M»), t: 25 °C

* Beyaz renkte toz madde
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* E.n.:166°C

* Su, metanol, etanolde c¢oziinmez; aseton, kloroform, DMSO igerisinde
¢Oziiniir.

* Analiz: C;4HysCLLN30, (M.A.: 458,380 g/mol)
Hesaplanan (%): C (62,89); H (5,50); N (9,17)
Bulunan (%) : C (62,21); H (5,37); N (9,18)

FT-IR Spektrumu:

Vmaks (cm'l): 3354, 3316, 3245 (indol ve hidrazon N-H g.b.); 3056 (aromatik =C-H
g.b.); 2962, 2934 (-CHj3 asimetrik C-H g.b.); 2877 (-CH3 simetrik C-H g.b.); 1651
(hidrazon C=0 g.b.); 1583 (hidrazon C=N g.b.); 1556, 1459, 1441, 1423 (aromatik
C=C g.b., indol ve hidrazon N-H e.b. C-N g.b.); 1351, 1326 (-CHj asimetrik ve
simetrik C-H e.b.); 1193 (piran halkasindaki C-O g.b.); 1091 (Ar-Cl); 923 (1,2,3
trisiibstitiie benzen); 779, 744 (monosiibstitiie benzen) (Sekil 8).

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1400 1200
am-1

Sekil 8. 3b bilesiginin FT-IR spektrumu.
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'"H-NMR Spektrumu:

Cl

(300 MHz) (DMSO-ds/TMS) 6 ppm: 0,60, 0,67 (3H, tt, 1 no.lu karbona baglh -CH,-
CH3); 1,23-1,29 (3H, m, 8 no.lu karbona bagh -CH,-CHj3); 2,05-2,16 (2H, m, 1 no.lu
karbona bagli -CH,-CHs); 2,50 (¢oziicii piki); 2,59-2,82 (2H, m, 8 no.lu karbona
bagli -CH,-CHj3); 2,85-3,63 (4H, m, 1 no.u karbona bagh -CH,-CO-NH-, 4
konumundaki -CH,- ve c¢oziiciiye ait su piki); 3,78-4,00 (2H, m, 3
konumundaki -CH,); 6,86-7,56 (6H, m, Ar-H); 8,22, 8,42 (1H, ss, -N=CH); 10,47
(1H, d, J=15,3 Hz, indol N-H); 11,43, 11,59 (1H, ss, -CO-NH-) (Sekil 9).
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Sekil 9. 3b bilesiginin 'H-NMR spektrumu.
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6.1.3. 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-bJindol-1-il)asetikasit[(3,4-
diklorofenil)metilen] hidrazidi [3c]

Bilesik 2’den 2,26 g (0,0075 mol) tartilir, 30 mL etanol ve 1,31 g (0,0075 mol) 3,4-
diklorobenzaldehit’ten hareketle 5.2.3’te verilen yonteme gore elde edilir. Elde

edilen iiriin etanol ile kristallendirilerek saflastirilir.

CH, Cl

Iz

Cl

HaC

e Verim: % 49,78

*  R¢Xx100: 48 (M), t: 25 °C

* Beyaz renkte toz madde

e E.n.: 197-201 °C

e Su, metanol, etanolde c¢oziinmez; aseton, kloroform, DMSO igerisinde
¢Ozuniir.

e Analiz: C4H,5C1,N30,.1/2H,0  (M.A.: 467,388 g/mol)
Hesaplanan (%): C (61,67); H (5,61); N (8,99)
Bulunan (%) : C (61,93); H (5,04); N (9,05)

FT-IR Spektrumu:

Vinaks (cm'l): 3750-3400 (molekiiliin tuttugu suyun OH g.b.); 3232 (indol ve hidrazon
N-H g.b.); 3114, 3059 (aromatik =C-H g.b.); 2959, 2931 (-CHj3 asimetrik C-H g.b.);
2874 (-CHjs simetrik C-H g.b.); 1673 (hidrazon C=0 g.b.); 1587 (hidrazon C=N
g.b.); 1536, 1462, 1440, 1423 (aromatik C=C g.b., indol ve hidrazon N-H e.b. C-N
g.b.); 1354, 1324 (-CHj asimetrik ve simetrik C-H e.b.); 1220 (piran halkasindaki
C-O g.b.); 1078 (Ar-Cl); 936 (1,2,3 trisiibstitiie benzen); 794, 747 (monosiibstitiie
benzen) (Sekil 10).
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Sekil 10. 3¢ bilesiginin FT-IR spektrumu.

'H-NMR Spektrumu:

Cl

Cl

(300 MHz) (CDCI3/TMS) 6 ppm: 0,88-0,98 (3H, m, 1 no.lu karbona bagli -CH,-
CH3); 1,24-1,37 (3H, m, 8 no.lu karbona bagh -CH,-CHj3); 1,72 (¢oziicliye ait su
piki); 2,02-2,27 (2H, m, 1 no.lu karbona baglh -CH,-CH3); 2,79-3,71 (6H, m, 8 no.lu
karbona bagli -CH,-CHi, 1 no.u karbona bagh -CH,-CO-NH, 4
konumundaki -CH,); 4,07-4,19 (2H, m, 3 konumundaki -CH,); 6,99-7,51, 7,79-7,93
(6H, m, Ar-H ve ¢oziicii piki); 7,68, 7,74 (1H, ss, -N=CH); 9,40, 9,54 (1H, ss, indol
N-H); 9,12, 9,86 (1/2 H, ss, -CO-NH-) (Sekil 11).
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Sekil 11. 3¢ bilesiginin 'H-NMR spektrumu.

6.1.4. 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-bJindol-1-il)asetikasit[ (4-

bromofenil)metilen] hidrazidi [3d]

Bilesik 2’den 2,26 g (0,0075 mol) tartilir, 30 mL etanol ve 1,39 g (0,0075 mol) 4-
bromobenzaldehit’ten hareketle 5.2.3’te verilen yonteme gore elde edilir. Elde edilen

iiriin etanol ile kristallendirilerek saflastirilir.

Iz

HaC

*  Verim: % 46,15
*  R¢Xx100: 43 (M), t: 25 °C

* Beyaz renkte toz madde
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e En.:182°C

* Su, metanol, etanolde c¢oziinmez; aseton, kloroform, DMSO igerisinde
¢Oziiniir.

* Analiz: C;4Hy6BrN3;O, (M.A.: 468,386 g/mol)
Hesaplanan (%): C (61,54); H (5,60); N (8,97)
Bulunan (%) : C (61,68); H (5,37); N (9,03)

FT-IR Spektrumu:

Vmaks (cm'l): 3233, 3213, 3198 (indol ve hidrazon N-H g.b.); 3115, 3049 (aromatik
=C-H g.b.); 2969, 2931 (-CH3 asimetrik C-H g.b.); 2874 (-CHj3 simetrik C-H g.b.);
1667 (hidrazon C=0 g.b.); 1612 (hidrazon C=N g.b.); 1589, 1534, 1484, 1463, 1438,
1400 (aromatik C=C g.b., indol ve hidrazon N-H e.b. C-N g.b.); 1352, 1324 (-CHj
asimetrik ve simetrik C-H e.b.); 1204 (piran halkasindaki C-O g.b.); 1069 (Ar-Br);
832 (1,4 disiibstitiie benzen); 750 (monosiibstitiie benzen) (Sekil 12).

H“‘H
} |‘ |‘|Y

2400 2200 2000 1800
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Sekil 12. 3d bilesiginin FT-IR spektrumu.
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'"H-NMR Spektrumu:

Br

(300 MHz) (DMSO-d¢/TMS) 8 ppm: 0,58, 0,66 (3H, tt, 1 no.lu karbona bagli -CH,-
CHs»); 1,23-1,29 (3H, m, 8 no.lu karbona baglh -CH,-CHs); 2,05-2,17 (2H, m, 1 no.lu
karbona bagli -CH,-CHs); 2,51 (¢oziicii piki); 2,60-2,73 (2H, m, 8 no.lu karbona
bagh -CH,-CHs); 2,80-3,75 (4H, m, 1 no.lu karbona baglh -CH,-CO-NH-, 4
konumundaki -CH,- ve c¢oziiciiye ait su piki); 3,80-4,04 (2H, m, 3
konumundaki -CH»); 6,87-7,63 (7H, m, Ar-H); 7,97, 8,21 (1H, ss, -N=CH); 10,51
(1H, d, J=2,4 Hz, indol N-H); 11,24, 11,41 (1H, ss, -CO-NH-) (Sekil 13).
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Sekil 13. 3d bilesiginin 'H-NMR spektrumu.
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6.1.5. 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-bJindol-1-il)asetikasit[ (2-kloro-3-
metoksifenil)metilen] hidrazidi [3e]
Bilesik 2’den 2,26 g (0,0075 mol) tartilir, 30 mL etanol ve 1,28 g (0,0075 mol) 2-

kloro-3-metoksibenzaldehit’ten hareketle 5.2.3’te verilen yonteme gore elde edilir.

Elde edilen iiriin etanol ile kristallendirilerek saflagtirilir.

Q N
O / B C|
NH
\ O
N s \
H CHa

HaC

e Verim: % 52,34

*  R¢Xx100: 58 (M), t: 25 °C

* Acik krem renkte toz madde

e En.:183°C

e Su, metanol, etanolde c¢oziinmez; aseton, kloroform, DMSO igerisinde
¢Ozunir.

e Analiz: CysH3CIN;O3.1/2H,0  (M.A.: 462,969 g/mol)
Hesaplanan (%): C (64,86); H (6,31); N (9,08)
Bulunan (%) : C (65,23); H (5,79); N (9,24)

FT-IR Spektrumu:

Vinaks (cm'l): 3750-3400 (molekiiliin tuttugu suyun OH g.b.); 3240, 3220 (indol ve
hidrazon N-H g.b.); 3051 (aromatik =C-H g.b.); 2965, 2936 (-CH; asimetrik C-H
g.b.); 2879, 2841 (-CHs simetrik C-H g.b.); 1669 (hidrazon C=0 g.b.); 1566
(hidrazon C=N g.b.); 1540, 1500, 1470, 1430 (aromatik C=C g.b., indol ve hidrazon
N-H e.b. C-N g.b.); 1359, 1341, 1301 (-CHj3 asimetrik ve simetrik C-H e.b.); 1259
(eter asimetrik C-O g.b.); 1193 (piran halkasindaki C-O g.b.); 1070 (Ar-Cl); 1048
(eter simetrik C-O g.b.); 942 (1,2,3 trisiibstitiie benzen); 780, 747 (monosiibstitiie
benzen) (Sekil 14).
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Sekil 14. 3e bilesiginin FT-IR spektrumu.

'"H-NMR Spektrumu:

Cl

(300 MHz) (CDCI3/TMS) o ppm: 0,87-0,96 (3H, m, 1 no.lu karbona bagli -CH,-
CH3); 1,26-1,39 (3H, m, 8 no.lu karbona bagh -CH,-CHj3); 1,70 (¢oziiciiye ait su
piki); 2,07-2,31 (2H, m, 1 no.lu karbona bagli -CH,-CHs); 2,80-3,72 (6H, m, 8 no.lu
karbona baghh -CH,-CHs;, 1 no.lu karbona baglh -CH,-CO-NH ve 4
konumundaki -CH»-); 3,94 (3H, d, J=3 Hz, fenil halkasina bagh -OCHs); 4,07-4,16
(2H, m, 3 konumundaki -CH,); 6,94-7,75 (6H, m, Ar-H ve ¢oziicii piki); 8,28, 8,49
(1H, ss, -N=CH); 9,11, 9,18 (1H, ss, indol N-H); 9,63, 9,81 (1H, ss, -CO-NH-) (Sekil
15).
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Sekil 15. 3e bilesiginin 'H-NMR spektrumu.

6.1.6. 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-bJindol-1-il)asetikasit[(4-
metoksi-3-nitrofenil)metilen] hidrazidi [3f]
Bilesik 2’den 2,26 g (0,0075 mol) tartilir, 30 mL etanol ve 1,36 g (0,0075 mol) 4-

metoksi-3-nitrobenzaldehit’ten hareketle 5.2.3’te verilen yonteme gore elde edilir.

Elde edilen iiriin etanol ile kristallendirilerek saflastirilir.

Q N
o \ / —
NH ')
X {/
N

N CH3 \O
H

O

/

HaC

*  Verim: % 36,85
*  R¢Xx100: 63 (M), t: 25 °C

* Koyu sar1 renkte toz madde
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* E.n.:162-165°C

* Su, metanol, etanolde c¢oziinmez; aseton, kloroform, DMSO igerisinde
¢Oziiniir.

* Analiz: CysHysN4Os.1/2H,0  (MLA.: 473,522 g/mol)
Hesaplanan (%): C (63,41); H (6,17); N (11,83)
Bulunan (%) : C (63,19); H (6,38); N (11,63)

FT-IR Spektrumu:

Vmaks (cm'l): 3750-3400 (molekiiliin tuttugu suyun OH g.b.); 3342, 3289 (indol ve
hidrazon N-H g.b.); 3055 (aromatik =C-H g.b.); 2966, 2934 (-CHj; asimetrik C-H
g.b.); 2876 (-CH; simetrik C-H g.b.); 1649 (hidrazon C=0 g.b.); 1617 (hidrazon
C=N g.b.); 1566, 1530, 1498, 1460, 1440, 1421 (aromatik C=C g.b., indol ve
hidrazon N-H e.b., asimetrik NO, g.b. ve C-N g.b.); 1358, 1301 (-CHj3 asimetrik ve
simetrik C-H e.b. ve simetrik NO, g.b.); 1279 (eter asimetrik C-O g.b.); 1180 (piran
halkasindaki C-O g.b.); 1077 (eter simetrik C-O g.b.); 944 (1,2,3 trisiibstitiie
benzen); 792, 744 (monosiibstitiie benzen) (Sekil 16).

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000
am-1

Sekil 16. 3f bilesiginin FT-IR spektrumu.
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'"H-NMR Spektrumu:

(300 MHz) (CDCI3/TMS) 6 ppm: 0,89, 0,95 (3H, tt, 1 no.lu karbona bagli -CH,-
CH3); 1,24-1,36 (3H, m, 8 no.lu karbona bagh -CH,-CHj3); 1,82 (¢oziiciiye ait su
piki); 2,02-2,30 (2H, m, 1 no.lu karbona baglh -CH,-CH3); 2,76-3,70 (6H, m, 8 no.lu
karbona bagh -CH,-CH;, 1 no.lu karbona bagh -CH,-CO-NH ve 4
konumundaki -CH,-); 3,98, 4,02 (3H, ss, fenil halkasina bagli -OCHs); 4,09-4,18
(2H, m, 3 konumundaki -CH,); 6,98-7,97 (6H, m, Ar-H ve coziicii piki); 8,05 (1H, t,
-N=CH); 9,50, 9,55 (1H, ss, indol N-H); 9,21, 9,96 (1H, ss, -CO-NH-) (Sekil 17).

SGK-724

T T T
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Sekil 17. 3f bilesiginin 'H-NMR spektrumu.
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6.1.7. 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-bJindol-1-il)asetikasit[ (5-bromo-
2-metoksifenil)metilen] hidrazidi [3g]

Bilesik 2’den 2,26 g (0,0075 mol) tartilir, 30 mL etanol ve 1,61 g (0,0075 mol) 5-
bromo-2-metoksibenzaldehit’ten hareketle 5.2.3’te verilen yonteme gore elde edilir.

Elde edilen iiriin etanol ile kristallendirilerek saflagtirilir.

Iz

Br

HaC

e Verim: % 43,17

*  R¢x100: 81 (M3), t: 25 °C

* Beyaz renkte toz madde

e E.n.:164-165°C

e Su, metanol, etanolde c¢oziinmez; aseton, kloroform, DMSO igerisinde
¢Ozunir.

e Analiz: CysH3BrN3;03.1/2H,0 (M.A.: 507,420 g/mol)
Hesaplanan (%): C (59,18); H (5,76); N (8,28)
Bulunan (%) : C (59,24); H (5,19); N (8,35)

FT-IR Spektrumu:

Vimaks (cm'l): 3750-3400 (molekiiliin tuttugu suyun OH g.b.); 3243, 3202 (indol ve
hidrazon N-H g.b.); 3058 (aromatik =C-H g.b.); 2952, 2933 (-CHj3 asimetrik C-H
g.b.); 2872 (-CHj3 simetrik C-H g.b.); 1645 (hidrazon C=0O g.b.); 1595 (hidrazon
C=N g.b.); 1564, 1481, 1462, 1407 (aromatik C=C g.b., indol ve hidrazon N-H e.b.
C-N g.b.); 1372, 1340 (-CH3 asimetrik ve simetrik C-H e.b.); 1265 (eter asimetrik C-
O g.b.); 1199 (piran halkasindaki C-O g.b.); 1074 (Ar-Br); 1027 (eter simetrik C-O
g.b.); 970 (1,2,3 trisiibstitiie benzen); 788, 742 (monosiibstitiie benzen) (Sekil 18).
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Sekil 18. 3g bilesiginin FT-IR spektrumu.

'"H-NMR Spektrumu:

(300 MHz) (CDCl3/TMS) & ppm: 0,92 (3H, g, 1 no.lu karbona bagli -CH,-CHs);
1,28-1,37 (3H, m, 8 no.lu karbona bagh -CH,-CHs); 1,71 (¢Oziiciiye ait su piki);
2,05-2,32 (2H, m, 1 no.lu karbona bagh -CH,-CHs); 2,81-3,72 (6H, m, 8 no.lu
karbona baghh -CH,-CHs;, 1 no.u karbona baglhh -CH,-CO-NH ve 4
konumundaki -CH»-); 3,82, 3,86 (3H, ss, fenil halkasina bagli -OCHj3); 4,10-4,18
(2H, m, 3 konumundaki -CH,); 6,78-8,01, 8,18-8,19 (6H, m, Ar-H ve ¢oziicii piki);
8,17, 8,34 (1H, ss, -N=CH); 9,24, 9,36(1H, ss, indol N-H); 9,66 (1H, d, J=4,5
Hz, -CO-NH-) (Sekil 19).
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Sekil 19. 3g bilesiginin 'H-NMR spektrumu.

6.1.8. 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-bJindol-1-il)asetikasit[(3-
hidroksi-4-metoksifenil)metilen] hidrazidi [3h]

Bilesik 2’den 2,26 g (0,0075 mol) tartilir, 30 mL etanol ve 1,14 g (0,0075 mol) 3-
hidroksi-4-metoksibenzaldehit’ten hareketle 5.2.3’te verilen yoOnteme gore elde

edilir. Elde edilen iiriin etanol ile kristallendirilerek saflastirilir.

CH, OH

Iz

HaC

e Verim: % 24,59
e R¢Xx100: 71 (M3), t: 25 °C

* Koyu krem renkte toz madde
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e En.:110°C
* Suda ¢6ziinmez; etanol, aseton, kloroform, DMSO igerisinde ¢oziiniir.
* Analiz: CpsHyoN304.HO (M.A.: 453,531 g/mol)

Hesaplanan (%): C (66,21); H (6,89); N (9,27)

Bulunan (%) : C (66,46); H (7,22); N (9,09)

FT-IR Spektrumu:

Vmaks (cm™): 3750-3400 (molekiiliin tuttugu suyun OH g.b.); 3279 (Bag yapmis fenol
O-H g.b., indol ve hidrazon N-H g.b.); 3054 (aromatik =C-H g.b.); 2964, 2934 (-CH3
asimetrik C-H g.b.); 2873, 2842 (-CH3 simetrik C-H g.b.); 1652 (hidrazon C=0 g.b.);
1610 (hidrazon C=N g.b.); 1580, 1512, 1456, 1440 (aromatik C=C g.b., indol ve
hidrazon N-H e.b. C-N g.b.); 1366, 1334 (-CHj3 asimetrik ve simetrik C-H e.b.); 1274
(eter asimetrik C-O g.b.); 1250 (fenol O-H eb. ve C-O gb.); 1170 (piran
halkasindaki C-O g.b.); 1025 (eter simetrik C-O g.b.); 956 (1,2,3 trisiibstitiie
benzen); 800, 743 (monosiibstitiie benzen) (Sekil 20).
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Sekil 20. 3h bilesiginin FT-IR spektrumu.
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'"H-NMR Spektrumu:

(300 MHz) (CDCl3/TMS) & ppm: 0,90 (3H, g, 1 no.lu karbona bagli -CH,-CHs);
1,25-1,38 (3H, m, 8 no.lu karbona bagh -CH,-CHs); 1,85 (¢Oziiciiye ait su piki);
2,05-2,30 (2H, m, 1 no.lu karbona bagh -CH,-CHs); 2,81-3,73 (6H, m, 8 no.lu
karbona baghh -CH,-CHs;, 1 no.u karbona bagli -CH,-CO-NH ve 4
konumundaki -CH-); 3,92 (3H, d, J=10.5 Hz, fenil halkasina bagli -OCHs3); 4,08-
4,16 (2H, m, 3 konumundaki -CH,); 5,87 (1H, s, fenil halkasina bagh -OH); 6,81-
7,41 (6H, m, Ar-H ve ¢oziicii piki); 7,67, 7,88 (1H, ss, -N=CH); 9,18, 9,38 (1H, ss,
indol N-H); 9,64, 9,70 (1H, ss, -CO-NH-) (Sekil 21).

SGK-726

ppm

Sekil 21. 3h bilesiginin 'H-NMR spektrumu.
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6.1.9. 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-bJindol-1-il)asetikasit[(2,5-

dimetoksifenil)metilen] hidrazidi [3i]

Bilesik 2’den 2,26 g (0,0075 mol) tartilir, 30 mL etanol ve 1,25 g (0,0075 mol) 2,5-
dimetoksibenzaldehit’ten hareketle 5.2.3’te verilen yonteme gore elde edilir. Elde

edilen iiriin etanol ile kristallendirilerek saflastirilir.

0 ] N= O—CH,
NH
A\
N CH,
H HC—0

HaC

e Verim: % 26,67

*  R¢Xx100: 79 (M3), t: 25 °C

* Beyaz renkte toz madde

e E.n.:170-171°C

e Su, metanol, etanolde c¢oziinmez; aseton, kloroform, DMSO igerisinde
¢Ozunir.

e Analiz: C;6H31N304.1/2H,0 (M.A.: 458,550 g/mol)
Hesaplanan (%): C (68,10); H (7,03); N (9,16)
Bulunan (%) : C (68,25); H (6,28); N (9,19)

FT-IR Spektrumu:

Vinaks (cm'l): 3750-3400 (molekiiliin tuttugu suyun OH g.b.); 3244, 3222, 3202 (indol
ve hidrazon N-H g.b.); 3065 (aromatik =C-H g.b.); 2959, 2926 (-CHj3 asimetrik C-H
g.b.); 2869, 2846 (-CHjz simetrik C-H g.b.); 1643 (hidrazon C=0 g.b.); 1601
(hidrazon C=N g.b.); 1567, 1494, 1463, 1423 (aromatik C=C g.b., indol ve hidrazon
N-H e.b. C-N g.b.); 1378, 1333 (-CH3 asimetrik ve simetrik C-H e.b.); 1265 (eter
asimetrik C-O g.b.); 1215 (piran halkasindaki C-O g.b.); 1043 (eter simetrik C-O
g.b.); 970 (1,2,3 trisiibstitiie benzen); 791, 741 (monosiibstitiie benzen) (Sekil 22).
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Sekil 22. 3i bilesiginin FT-IR spektrumu.

'H-NMR Spektrumu:

O—CH,

(300 MHz) (CDCl3/TMS) & ppm: 0,91 (3H, g, 1 no.lu karbona bagli -CH,-CHs);
1,27-1,38 (3H, m, 8 no.lu karbona baglh -CH,-CHs3); 1,70 (¢Oziiciiye ait su piki);
2,06-2,27 (2H, m, 1 no.lu karbona bagh -CH,-CHs); 2,78-3,79 (6H, m, 8 no.lu
karbona baghh -CH,-CHs;, 1 no.u karbona bagli -CH,-CO-NH ve 4
konumundaki -CH»-); 3,80, 3,84 (6H, dd, J=3,3 Hz, J=4,2 Hz, fenil halkasina
bagli -OCHs); 4,05-4,17 (2H, m, 3 konumundaki -CH,); 6,84-7,57 (6H, m, Ar-H ve
¢oziicii piki); 8,21, 8,42 (1H, ss, -N=CH); 9,10, 9,27 (1H, ss, indol N-H); 9,57, 9,72
(1H, ss, -CO-NH-) (Sekil 23).
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Sekil 23. 3i bilesiginin 'H-NMR spektrumu.

6.1.10. 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-bJindol-1-il)asetikasit[(2,6-
dimetoksifenil)metilen] hidrazidi [3j]

Bilesik 2’den 2,26 g (0,0075 mol) tartilir, 30 mL etanol ve 1,25 g (0,0075 mol) 2,6-
dimetoksibenzaldehit’ten hareketle 5.2.3’te verilen yonteme gore elde edilir. Elde

edilen iiriin etanol ile kristallendirilerek saflastirilir.

/ O—
O\ CHg
AN /O

N HaC

HaC

e  Verim: % 55,99
* R¢Xx100: 69 (M3), t: 25 °C

¢ Krem renkte toz madde
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* E.n.:194-195°C

* Su, metanol, etanolde c¢oziinmez; aseton, kloroform, DMSO igerisinde
¢Oziiniir.

* Analiz: CycH31N304.1/2H,0 (M.A.: 458,550 g/mol)
Hesaplanan (%): C (68,10); H (7,03); N (9,16)
Bulunan (%) : C (68,29); H (6,20); N (9,21)

FT-IR Spektrumu:

Vmaks (cm'l): 3750-3400 (molekiiliin tuttugu suyun OH g.b.); 3392, 3323, 3230 (indol
ve hidrazon N-H g.b.); 3166, 3066 (aromatik =C-H g.b.); 2964, 2934 (-CH3 asimetrik
C-H g.b.); 2840 (-CHj3 simetrik C-H g.b.); 1651 (hidrazon C=0 g.b.); 1606 (hidrazon
C=N g.b.); 1594, 1507, 1470, 1412 (aromatik C=C g.b., indol ve hidrazon N-H e.b.
C-N g.b.); 1365, 1304 (-CH3 asimetrik ve simetrik C-H e.b.); 1254 (eter asimetrik C-
O g.b.); 1127 (piran halkasindaki C-O g.b.); 1074 (eter simetrik C-O g.b.); 952 (1,2,3
trisiibstitiie benzen); 778, 749 (monosiibstitiie benzen) (Sekil 24).

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000
cm-1

Sekil 24. 3j bilesiginin FT-IR spektrumu.
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'"H-NMR Spektrumu:

O—CH,

(300 MHz) (CDCl3/TMS) & ppm: 0,89-0,94 (3H, m, 1 no.lu karbona bagl -CH,-
CH3); 1,25-1,40 (3H, m, 8 no.lu karbona bagh -CH,-CHj3); 1,81 (¢oziiciiye ait su
piki); 2,06-2,32 (2H, m, 1 no.lu karbona bagh -CH,-CH3); 2,75-3,77 (6H, m, 8 no.lu
karbona baghh -CH,-CHs;, 1 no.u karbona baglhh -CH,-CO-NH ve 4
konumundaki -CH»-); 3,85, 3,89 (6H, ss, fenil halkasina bagli -OCHs); 4,10-4,14
(2H, m, 3 konumundaki -CH,); 6,57-7,42 (6H, m, Ar-H ve ¢oziicii piki); 8,17, 8,44
(1H, ss, -N=CH); 9,06, 9,25 (1H, ss, indol N-H); 9,55, 9,64 (1H, ss, -CO-NH-) (Sekil
25).
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Sekil 25. 3j bilesiginin 'H-NMR spektrumu.
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6.1.11. 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-bJindol-1-il)asetikasit[(3,4-
dimetoksifenil)metilen] hidrazidi [3Kk]

Bilesik 2’den 2,26 g (0,0075 mol) tartilir, 30 mL etanol ve 1,25 g (0,0075 mol) 3,4-
dimetoksibenzaldehit’ten hareketle 5.2.3’te verilen yonteme gore elde edilir. Elde

edilen iiriin etanol ile kristallendirilerek saflastirilir.

HaC
HyC v

e Verim: % 45,74

*  R¢x100: 60 (M3), t: 25 °C

* Acik krem renkte toz madde

* E.n.:140-142°C

e Su, metanol, etanolde c¢oziinmez; aseton, kloroform, DMSO igerisinde
¢Ozunir.

e Analiz: C;6H31N304.H,O (M.A.: 467,558 g/mol)
Hesaplanan (%): C (66,79); H (7,11); N (8,99)
Bulunan (%) : C (67,03); H (6,62); N (8,81)

FT-IR Spektrumu:

Vinaks (cm'l): 3750-3400 (molekiiliin tuttugu suyun OH g.b.); 3286, 3252, 3208 (indol
ve hidrazon N-H g.b.); 3068 (aromatik =C-H g.b.); 2964, 2933 (-CHj3 asimetrik C-H
g.b.); 2872 (-CHj3 simetrik C-H g.b.); 1641 (hidrazon C=0 g.b.); 1600 (hidrazon
C=N g.b.); 1578, 1510, 1461, 1420 (aromatik C=C g.b., indol ve hidrazon N-H e.b.
C-N g.b.); 1367, 1333 (-CH3 asimetrik ve simetrik C-H e.b.); 1268 (eter asimetrik C-
O g.b.); 1140 (piran halkasindaki C-O g.b.); 1023 (eter simetrik C-O g.b.); 955 (1,2,3

trisiibstitiie benzen); 795, 744 (monosiibstitiie benzen) (Sekil 26).
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Sekil 26. 3k bilesiginin FT-IR spektrumu.

'"H-NMR Spektrumu:

(300 MHz) (CDCI3/TMS) 6 ppm: 0,91 (3H, g, 1 no.lu karbona bagli -CH,-CHs);
1,26, 1,35 (3H, tt, 8 no.lu karbona bagli -CH,-CH3); 1,74 (¢oziiciiye ait su piki);
2,07-2,31 (2H, m, 1 no.lu karbona bagh -CH,-CHs); 2,78-3,75 (6H, m, 8 no.lu
karbona baghh -CH,-CHs;, 1 no.u karbona baglh -CH,-CO-NH ve 4
konumundaki -CH>-); 3,89-3,96 (6H, m fenil halkasina bagli -OCHs); 4,08-4,16 (2H,
m, 3 konumundaki -CH); 6,83-7,41 (6H, m, Ar-H ve ¢oziicii piki); 7,73, 7,94 (1H,
ss, -N=CH); 9,19, 9,34 (1H, ss, indol N-H); 9,70 (1H, d, J=11,7 Hz, -CO-NH-)
(Sekil 27).
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Sekil 27. 3k bilesiginin 'H-NMR spektrumu.

6.1.12. 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-bJindol-1-il)asetikasit[(2,4,6-
trimetilfenil)metilen] hidrazidi [31]
Bilesik 2’den 2,26 g (0,0075 mol) tartilir, 30 mL etanol ve 1,13 mL (0,0075 mol)

2,4,6-trimetilbenzaldehit’ten hareketle 5.2.3’te verilen yonteme gore elde edilir. Elde

edilen iiriin etanol ile kristallendirilerek saflastirilir.

Q N
O / T CHg
NH
N H,C
CH,

Tz

HaC

*  Verim: % 43,83
*  R¢Xx100: 63 ve 35 (My), t: 25 °C

* Beyaz renkte toz madde
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e En.:173°C

* Su, metanol, etanolde c¢oziinmez; aseton, kloroform, DMSO igerisinde
¢Oziiniir.

* Analiz: Cy7H33N30, (ML.A.: 431,569 g/mol)
Hesaplanan (%): C (75,14); H (7,71); N (9,74)
Bulunan (%) : C (74,68); H (7,27); N (9,88)

FT-IR Spektrumu:

Vmaks (cm'l): 3271, 3199 (indol ve hidrazon N-H g.b.); 3120, 3064, 3032 (aromatik
=C-H g.b.); 2965, 2928 (-CHj3 asimetrik C-H g.b.); 2871 (-CHj3 simetrik C-H g.b.);
1663 (hidrazon C=0 g.b.); 1610 (hidrazon C=N g.b.); 1600, 1546, 1504, 1478, 1456,
1435 (aromatik C=C g.b., indol ve hidrazon N-H e.b. C-N g.b.); 1386, 1371, 1337 (-
CHj3; asimetrik ve simetrik C-H e.b.); 1238 (piran halkasindaki C-O g.b.); 921, 850
(1,2,3,4 tetrasiibstitiie benzen); 785, 741 (monosiibstitiie benzen) (Sekil 28).
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Sekil 28. 31 bilesiginin FT-IR spektrumu.
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'"H-NMR Spektrumu:

CHy

(300 MHz) (DMSO-d¢/TMS) 8 ppm: 0,59-0,70 (3H, m, 1 no.lu karbona bagli -CH,-
CH3); 1,21-1,29 (3H, m, 8 no.lu karbona baglh -CH,-CHs); 2,08-2,37 (11H, m, 1
no.lu karbona baglh -CH,-CH3 ve fenil halkasina bagh -CH3); 2,51 (¢oziicli piki);
2,58-2,72 (2H, m, 8 no.lu karbona bagh -CH,-CH); 2,77-3,48 (4H, m, 1 no.lu
karbona baglh -CH,-CO-NH-, 4 konumundaki -CH»- ve ¢o6ziiciiye ait su piki); 3,86-
4,02 (2H, m, 3 konumundaki -CH,); 6,86-7,26 (SH, m, Ar-H); 7,64, 8,34, 8,46 (1H,
sss -N=CH); 10,43-10,53 (1H, m, indol N-H); 9,71, 11,03, 11,16 (1H, sss, -CO-NH-)
(Sekil 29).
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ppm

Sekil 29. 31 bilesiginin 'H-NMR spektrumu.
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6.2. Biyolojik Bulgular
6.2.1. Antikanser etki bulgulari

Prostat kanseri PC-3, DU-145 ve LNCaP hiicreleri ile 24 saat muamele edilen
etodolak, etodolak hidrazidi [2] ve etodolak hidrazit-hidrazon [3a-1] bilesiklerinin;
bu hiicreler iizerindeki sitotoksik etkileri WST-8 testi ile belirlenmistir ve tespit

edilen 1Csg degerleri Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2. Etodolak, etodolak hidrazidi (2) ve 3a-1 bilesiklerinin ICsy degerleri (uM)

Bilesikler PC-3 DU-145 LNCaP
Etodolak 27,21 46,17 19,82
Etodolak Hidrazidi (2) 12,37 7,80 41,18
3a 28,68 30,38 20,48
3b 10,36 5,24 15,53
3c 22,31 33,65 25,46
3d 20,79 11,39 19,81
3e 17,22 21,60 37,91
3f 21,27 30,44 28,94
3g 57,29 45,75 38,70
3h 54,82 29,45 67,16
3i 76,92 40,35 >100
3j 45,20 43,51 45,89
3k 25,62 16,51 29,93
31 10,20 15,33 34,11

Bu bilesiklerin PC-3, DU-145 ve LNCaP hiicreleri iizerindeki 1Csy degerlerinin elde
edilmesini saglayan konsantrasyon-absorbans grafikleri de Sekil 30, Sekil 31 ve

Sekil 32°de gosterilmektedir.
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Sekil 30. Bilesiklerin PC-3 hiicre hattindaki konsantrasyon-absorbans grafikleri.
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Sekil 31. Bilesiklerin DU-145 hiicre hattindaki konsantrasyon-absorbans grafikleri.
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Sekil 32. Bilesiklerin LNCaP hiicre hattindaki konsantrasyon-absorbans grafikleri.

6.2.2. Apoptoz etki bulgular:
6.2.2.1. Mitokondriyal membran potansiyeli bulgulari

Etodolak ve 3b bilesiklerinin PC-3, DU-145, LNCaP prostat kanseri hiicre
hatlarindaki mitokondriyal membran potansiyeli iizerine etkileri incelendiginde;
etodolak anlamli bir etki gostermemistir. Ancak 3b bilesigi, diisiik
konsantrasyonlardan itibaren mitokondriyal membran potansiyelinde
depolarizasyona neden olmustur. Bu sonuglar Sekil 33, Sekil 34 ve Sekil 35°te

verilmistir.

@ Etodolak (PC-3 24h) b 3b (PC-3 24h)
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Sekil 33. Etodolak ve 3b’nin PC-3 hiicre hatt1 iizerindeki mitokondriyal membran
testi sonuclari.
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Sekil 34. Etodolak ve 3b’nin DU-145 hiicre hatti tizerindeki mitokondriyal membran
testi sonuglari.
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Sekil 35. Etodolak ve 3b’nin LNCaP hiicre hatt: iizerindeki mitokondriyal membran
testi sonuglari.

6.2.2.2. Annexin V/PI apoptoz bulgulari

Prostat kanser hiicreleri iizerinde yapilan calismalara gore; 10 pM etodolak hidrazidi
[2] ve 10 uM 3b bilesigi ile 24 saat muamele edildikten sonra Annexin V ve PI ile
boyanan PC-3 hiicre hattinda; nekroza ve apoptoza giden hiicre sayisi, kontrol
grubuna gore artmustir. Bilesik 3b ile inkiibe edilip nekroza giden PC-3 hiicreleri,
hidrazit ile inkiibe edilip nekroza giden PC-3 hiicrelerinden yaklasik % 35 daha
azdir. Ayrica 3b ile inkiibasyon sonrasi apoptoza giden PC-3 hiicre sayisi, hidrazide
kiyasla % 12 daha fazladir. Buna gore; bilesik 3b apoptotik hiicre 6liimiine neden
olurken; hidrazidin etkisi ise daha cok nekrotik hiicre oliimii ile iligkilidir. Floresans

mikroskobu altinda incelenen PC-3 hiicreleri Resim 1’de gosterilmistir.
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PC-3 (24h)
Nekroz Apoptoz

Kontrol

Etodolak (10 pM)

Hidrazit (10 pM)

3b (10 pM)

Resim 1. Nekroz ve apoptoza giden PC-3 hiicre hattinin floresans mikroskobu
altindaki goriintiisii.

Aym islem DU-145 hiicre hattinda gerceklestirildiginde; 3b bilesiginin nekroza
giden hiicre sayisi, hidrazide gore yaklasik % 12 daha fazla iken; apoptoza giden
hiicre sayis1 yaklasik % 21 daha fazladir. Floresans mikroskobu altinda incelenen

DU-145 hiicreleri Resim 2’de gosterilmistir.
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DU-145 (24h)
Nekroz Apoptoz

Kontrol

Etodolak (10 pM)

Hidrazit (10 pM)

3b (10 pM)

Resim 2. Nekroz ve apoptoza giden DU-145 hiicre hattinin floresans mikroskobu
altindaki gortintiisii.

LNCaP hiicre hattinda belirlenen ICsy degerlerine gore bilesikler 25 uM
konsantrasyonda hazirlanip uygulanmistir ve 24 saatlik inkiibasyon sonrast Annexin
V ve PI ile boyanan LNCaP hiicre hatti incelenmistir. Buna gore; etodolak ve 3b
bilesigi en etkili sonuclar1 vermistir. Ozellikle 3b bilesigi uygulanan LNCaP hiicre

hattinda; apoptoza giden hiicre sayisi, kontrole kiyasla neredeyse dokuz katina
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cikmistir. Ayrica etodolak ile inkiibasyon sonrasi nekroza giden LNCaP hiicre sayisi,
3b bilesigine kiyasla yaklasik % 60 daha fazla iken; apoptoza giden hiicre sayisi
yaklasik % 46 daha azdir. Bu sonuclara gore etodolak daha ¢ok nekrotik, 3b bilesigi
ise apoptotik hiicre Oliimiine neden olmaktadir. Floresans mikroskobu altinda

incelenen LNCaP hiicreleri Resim 3’te gosterilmistir.

LNCaP (24h)
Nekroz Apoptoz

- - -
o - -
o - -

- - -

Resim 3. Nekroz ve apoptoza giden LNCaP hiicre hattinin floresans mikroskobu
altindaki gortintiisii.
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7. TARTISMA

7.1. Sentez ve Yap1 Aydinlatilmasi

Etodolak;  (1,8-dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-b]indol-1-il)asetik ~ asit  non-
steroidal antiinflamatuvar etkin madde {izerinden hidrazit-hidrazon yapisina sahip on
iki adet yeni bilesikler sentezlenmistir.

Etodolak yapisinda bulunan karboksilik asit fonksiyonel grubunun; metanol
ortaminda ve siilfiirik asit katalizorliigiinde gerceklesen tepkime ile ester grubuna
donlismesi  sonucunda, metil (1,8-dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-b]indol-1-
iDasetat [1] elde edilmistir. Ester yapisinda olan bilesik 1’in, metanol varliginda
hidrazin hidrat ile olan reaksiyonu; hidrazit fonksiyonel grubunun olugmasini
saglayarak 2-(1,8-dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano([3,4-b]indol-1-il)asetohidrazit  [2]
kazanilmistir. Bilesik 2’nin  yapisindaki hidrazit iizerinden de, siibstitiie
benzaldehitler ile etanol ortaminda gerceklesen kondensasyon sonucu hidrazit-
hidrazon yapilarinin olusmasi saglanmistir ve 2-(1,8-dietil-1,3,4,9-
tetrahidropirano[3,4-b]indol-1-il)asetikasit [(siibstitiiefenil)metilen] hidrazitleri [3a-1]
sentezlenmistir. (Sekil 36 ) (Tablo 3).

0 o)
% 0 /CH3
OH CH,OH o
AN > AN
N CHs d. H;SO, | CHs
H H
1
HsC HaC
NH,-NH,.H,0
0
(6] N NH2
(0] NI/—| —\ % NH
A
N ' Ar-CHO N
N CHy - N CH,
H -H,0 H
- [2]
HyC [3a-I] HaC

Sekil 36. Tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerin genel sentez semas1 (3a-1).
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Tablo 3. Sentezlenen hidrazit-hidrazonlarda yer alan aromatik yapilar.

Bilesik Ar Bilesik Ar
Kodu Kodu
3a 3g
Cl
O
Br
Cl
3b 3h
Cl Cl
OH
(@]
HaC”™
3c 3i
O
ol HsC
Cl
3d 3j
O O
Br
3e 3k
Cl
7
CH
s 3
O CH
© HeC” °
3f 31
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7.1.1. Metil (1,8-dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-bJindol-1-il)asetat [1]

Etodolak olarak bilinen (1,8-dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-b]indol-1-il)asetik
asit bilesiginin; metanol ve derisik siilfiirik asit varliginda reaksiyon vermesi sonucu

literatiirde kayith olan bilesik 1 sentezlenmistir (Tablo 4) (Vincenzo ve Franco,

1997; Raghavan ve ark., 2001; Cikla ve ark., 2013).

Tablo 4. Bilesik 1’e ait ozellikler.

o) CHg CisH23NO;3

/
0 @)

M.A.: 301,380 g/mol

CHsy Verim: % 66

=z

R¢ x100: 91 (M, t: 25°C)

HaC E.n.: 126-130°C (128-130°C,
Raghavan ve ark., 2001)

Reaksiyonun mekanizmasina gore; etodolak etkin maddesinin yapisinda bulunan
karboksilik asidin, katalizor olarak kullanilan derisik siilfiirik asitten bir proton
almas1 sonucu; karbonil yapist elektrofilik duruma gelmektedir. Metanoliin
niikleofilik karakterdeki oksijeni, bu karbonile hamle yaparak baglanir ve protone
oldugu duruma gecer. Bu oksijenden ayrilan proton da, karbonildeki -OH
yapilarindan birine aktarilir. Yapidaki diger -OH grubundaki oksijen ise,
ortaklanmamig elektronlar1 sayesinde karbonla arasinda cift bag olustururken; ayni
sirada yapidan su molekiilii ayrilir ve protone durumda olan karbonile sahip ester
yapist olusur. Reaksiyonun ilk basinda kullanilan asitten bir proton alinmasi ile
olusan baz yapisi da; esterdeki bu protonu alarak katalizoriin tekrar kazanilmasini ve

etodolak metil esterinin olusumunu saglamaktadir (Sekil 37).
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Sekil 37. Bilesik 1’in genel sentez mekanizmasi.

7.1.2. 2-(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano([3,4-bJindol-1-il)asetohidrazit [2]

Etodolak metil esteri olarak bilinen metil (1,8-dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-
blindol-1-il)asetat [1] bilesiginin, hidrazin hidrat ile metanol varlifinda isitilmasi
sonucu gerceklesen tepkime ile sentezlenen bilesik 2 literatiirde kayitlidir (Tablo 5)

(Cikla ve ark., 2013).

Tablo 5. Bilesik 2’ye ait 6zellikler.

o o) /NH2 C17H23N30,
NH MA: 301,383 g/mol
X
N CHj Verim % 80
H R; X 100: 59 (M}, t: 25°C),
E.n.: 185-188 °C (186-188 °C, Cikla ve
H3C ark., 2013)
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Reaksiyon mekanizmasina gore; kuvvetli niikleofilik karakterde olan hidrazin yapisi,
etodolak metil esterinin karboniline atak yapar ve onun dipollerine ayrilmasin
kolaylastirir. Hidrazinin estere baglanan yapisindaki azot atomundaki fazla proton,
esterdeki oksijen tarafindan alinir. Daha sonra yapidaki -OH grubunun oksijeninin
ortaklanmamis elektronlari, C-O bagina aktarilarak cift bag olusturur. Bu
sirada -OCHj3 grubunun da karbonildeki protonu almasi sonucu; yapidan metanol

ayrilir ve etodolak hidrazidi elde edilir (Sekil 38).

C H\ NH;
o) ] Pk o O +\
O H
N N NH,-NH, “ChHy
N CH3 N CH3
H H
HaC HsC
NH, o
oH ¢ 0 NH2
O(a NH
o CH,OH N
3 “CH
3 CH
CH N 3
N 3 h
HsC H3C

Sekil 38. Bilesik 2’nin genel sentez mekanizmasi.

7.1.3. 2-(1,8-dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-bJindol-1-il)asetikasit

[(stibstitiiefenil)metilen] hidrazitleri [3a-1]

Etodolak hidrazidi olarak bilinen 2-(1,8-dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-bJindol-1-
il)asetohidrazit [2] bilesiginin, siibstitiie benzaldehitler ile etanollii ortamda geri
ceviren sogutucu altinda 1sitilmasi sonucu olusan hidrazit-hidrazon yapisindaki yeni

3a-l bilesikleri sentezlenmistir (Tablo 6).
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Tablo 6. Tez kapsaminda sentezlenen 3a-1 hidrazit-hidrazon bilesikleri.

Bilesik | Laboratuvar Bilesik
Kodu Kodu
3a SGK-719 o Q N= cl
NH
AN
H
Cl
H3C
0]
3b SGK-720 o N= ol
NH
N Cl
\ CHs
H
H3C
3c SGK-721 Q N—
0 /
NH
AN
H
Cl
H3C
3d SGK-722 Q N
@) /T
NH
N
N CHj
H
Br
HyC
NH
N O
N CH3 \
H CHg
HaC
3f SGK-724 Q N—
(0] /
NH 0
A ”
| CH, \Q\N\o
H
O
H C/
HyC 8
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Tablo 6. Tez kapsaminda sentezlenen 3a-1 hidrazit-hidrazon bilesikleri (devam).

Bilesik | Laboratuvar Bilesik
Kodu Kodu

_ (0]
3g SGK-725 o /N\ 0—cH,
NH
AN
\ CH,
H Br
HaC
3h SGK-726 Q N—
O /
NH
AN
N CHg OH
H
O
H C/
HyC 4
: _ (@]
3i SGK-727 N N= O—CH,
NH
N
\ CHs
H HsC—o0

HsC
3j SGK-728 Q N—
J 0 v E O—CH,
AN 0]
/
HH,C
3k SGK-729 o Q N=
NH
N o)
N CH3 \
H CHj
o)
e
HyC 8
_ 0
3l SGK-730 S JIa——
NH
N HaC
| CHs
H
CHa
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Hidrazon sentezleri; hidrazit bilesiginin aldehit ile geri ¢eviren sogutucu altinda
1sitilmas1 yontemi baz alinarak gerceklestirilmistir. Reaksiyon ortami olarak da
etanol kullanilmistir. Coziicii olarak etanol yerine; metanol (Deep ve ark., 2010),
glasiyal asetik asit (Sreenivasulu ve ark., 2019), etanol-glasiyal asetik asit (El-Faham
ve ark., 2015), tetrahidrofuran (Szarvasi ve ark., 1973) veya izopropanol (Ozdemir
ve ark., 2010) de tercih edilebilmektedir. Karbonil bilesigi acisindan da keton yerine
aldehit tercih edildigi i¢in; olusan hidrazit-hidrazon yapili bilesiklerde azometin
protonu  (-N=CH-) bulunmaktadir. ~Sahip olunan bu hidrojen, yap1
karakterizasyonunda ayirt edici nitelige sahiptir. Eger keton bilesigi ile sentez
yapilsaydi; azometin protonu olusmazdi ve onun yerine ayni konumda alifatik veya
aromatik bir yap1 gozlenirdi. Bu nedenle hidrazon sentezinde aldehit kullanilmasinin

avantaj sagladig1 soylenebilmektedir.

Gerceklestirilen hidrazon sentezinin reaksiyon mekanizmasi incelendiginde ise;
etodolak hidrazidindeki niikleofilik karaktere sahip -NH, yapisinin, aldehitin
karbonil grubuna atak yapmasi ile reaksiyon baslamaktadir. Olusan yapidan su

molekiiliiniin ayrilmasi sonucu da reaksiyon tamamlanmaktadir (Sekil 39).

R. H
o) H X
0 /NH2 1) \N+
N R Q NF @; &
N =
H U N CHy
H
FeC HsC
R 3
R
o) H 0 /N:/
O NHA HO % NH
X 2 X
N CHj N CHj
H H
H5C HsC

Sekil 39. 3a-1 bilesiklerinin genel sentez mekanizmasi.

Sentezi gerceklestirilen 3a-l1 bilesiklerin safliklart ince tabaka kromatografisinde
25 °C’de M; ve M3 sistemlerinde kontrol edilmistir ve elde edilen Ry X100 degerleri

Boliim 6.1°de verilmistir. Bu bilesiklere ait Rf X100 ve erime noktas1 degerlerinin,
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etodolak hidrazidi olan 2 bilesiginin sahip oldugu degerlerden farkli oldugu
saptanmistir. Ayrica sentezlenen 3a-l bilesiklerin safliklar1 da elementel analiz ile
kanitlanmistir. Bu bilesiklerin belirlenen fiziksel ve elementel analiz bulgular

Tablo 7‘de verilmistir.

Tablo 7. Sentezlenen 3a-l bilesiklerinin fiziksel ve elementel analiz verileri.

Bilesik Molekiil Verim” | Erime Elementel Analiz (%)
Kodu Formiilii (%) Noktasi” Hesaplanan / Bulunan
“0) C H N
3a C24H25C12N302 44,77 177-178 62,89 5,50 9,17
62,37 5,44 9,13
3b C,4H5C1,N30, 51,74 166 62,89 5,50 9,17

62,21 5,37 9,18
3c CosHosCLN30,.1/2H,0 | 49,78 | 197-201 | 61,67 5,61 899
61,93 5,04 9,05
3d Co4H26BrN3 O, 46,15 182 61,54 5,60 8,97
61,68 5,37 9,03
3e CysHosCIN3O3.1/2H,0 | 52,34 183 64,86 6,31 9,08
65,23 5,79 9,24
3f CysHsN4O5.1/2H,0 36,85 | 162-165 | 63,41 6,17 11,83
63,19 6,38 11,63
3g CysHosBrN3O3.1/2H,0 | 43,17 | 164-165 | 59,18 5,76 8,28
59,24 5,19 8,35

3h Cy5H2oN304.H,O 24,59 110 66,21 6,89 9,27
66,46 7,22 9,09
3i Cy6H31N304.1/2H,0 26,67 | 170-171 | 68,10 7,03 9,16
68,25 6,28 9,19
3j Cy6H31N304.1/2H,0 55,99 | 194-195 | 68,10 7,03 9,16
68,29 6,20 9,21
3k Cy6H31N304.H,O 45,74 | 140-142 | 66,79 7,11 8,99
67,03 6,62 8,81
3l Cy7H33N30; 43,83 173 75,14 7,71 9,74

74,68 7,27 9,88

¢ Verimler saflagtirilmis madde iizerinden hesaplanmigtir.
’Erime noktalar1 diizeltilmemistir.

7.2. FT-IR Bulgulan

Hidrazit yapisina sahip bilesik 2’nin siibstitiie benzaldehitler ile kondensasyon
reaksiyonu sonucu elde edilen 3a-1 etodolak hidrazit-hidrazonlarinin FT-IR spektrum
bulgularina gére; indol ve hidrazon N-H gerilme bandlart 3392-3194 cmlerde
saptanmistir. Hidrazit-hidrazon yapisina ulasildigini ifade eden keskin C=0 gerilme

bandlarinin 1673-1641 cm™"lerde, C=N gerilme bandlarimin da 1617-1566 cm™lerde

78



oldugu belirlenmistir. Ayrica, aromatik C=C gerilme, N-H ve C-N egilme
bandlarinin  1600-1400 cm™"’lerde oldugu sonucuna varilmistir. Kiyaslama
yapabilmek adina; literatiirde yer alan farkli hidrazit-hidrazonlarin FT-IR bulgular
da degerlendirilmistir.

Rollas ve ark. 4-florobenzoik asit hidrazidi {izerinden sentezledikleri hidrazonlarin
N-H gerilme bandlarin1 3210-3170 cm'l’lerde, C=0 gerilme bandlarin1 1680-1670
cm " lerde saptamislardir (Rollas ve ark., 2002).

Kiiciikgiizel ve ark. diflunisal {izerinden sentezledikleri hidrazit-hidrazonlarinin C=N
gerilme bandlarim 1625-1600 cm ™’ lerde, C=0 gerilme bandlarim 1662-1639 cm’
"lerde tespit etmislerdir (Kiigiikgiizel ve ark., 2003). Senkardes ve ark. ise; diflunisal
tizerinden yeni hidrazit-hidrazon yapilar1 sentezlemislerdir ve C=0, C=N gerilme
bandlarinin sirasiyla 1647-1633, 1614-1583 cm’lerde oldugunu belirlemislerdir
(Senkardes ve ark., 2016).

Kaplancikli ve ark. sentezledikleri hidrazit-hidrazonlarin N-H, C=0, C=N gerilme
bandlarini sirasiyla 3220-3195, 1670-1645, 1605-1545 cm lerde tespit etmislerdir
(Kaplancikli ve ark., 2008).

Cikla ve ark. flurbiprofen baslangic maddesinden sentezledikleri hidrazit-
hidrazonlarinin N-H, C=0, C=N gerilme bandlarim: sirasiyla 3227-3171, 1682-1647,
1645-1601 cm™lerde saptamuslardir (Cikla ve ark., 2013). Aydin ve ark. ise;
mikrodalga yontemi ile sentezledikleri flurbiprofen hidrazit-hidrazonlarina ait N-H,
C=0, C=N gerilme bandlarina sirasiyla 3338-3117, 1688-1641, 1647-1593
cm ’lerde ulasmuslardir (Aydin ve ark., 2013).

Kiiciikgiizel ve ark. tolmetin {izerinden sentezledikleri hidrazit-hidrazon
bilesiklerinin sahip oldugu N-H gerilme bandlarmi 3231-3069 cm’lerde, C=0O
gerilme bandlarmi 1692-1660 cm™’lerde, C=N gerilme bandlarim da 1628-1597
cm lerde tespit etmislerdir (Kiiciikgiizel ve ark., 2015).

Han ve ark. sentezledikleri benzokain hidrazit-hidrazonlarina ait N-H, C=0, C=N
gerilme bandlarin1  sirasiyla  3198-3045, 1653-1643, 1620-1600 cm lerde
saptamislardir (Han ve ark., 2017).

Han ve ark. sentezledikleri etil paraben hidrazit-hidrazonlarinin N-H gerilme

bandlarinin 3088-3041 cm’lerde, C=0 gerilme bandlarinin 1687-1645 cm™"’lerde,
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C=N gerilme bandlarinin da 1622-1602 cm ’lerde oldugunu belirlemislerdir (Han ve
ark., 2020).
Literatiirde yer alan

incelendiginde; Cikla ve ark. C=0 gerilme bandlarin1 1667-1639 cm-1’lerde, C=N

etodolak hidrazit-hidrazonlarinin da FT-IR bulgularn

gerilme bandlarin1 1630-1601 cmlerde saptanmuglardir. indol ve hidrazon N-H
gerilme bandlarini ise; 3449-3213 cmlerde tespit etmislerdir (Cikla ve ark., 2013).
Kummari ve ark. indol ve hidrazon N-H, C=0, C=N gerilme bandlarini1 sirasiyla
3379-3204 cm’’, 1661-1637 cm™, 1608-1600 cm™ olarak belirlemislerdir (Kummari
ve ark., 2018). Hassan ve Sarsam ise; indol ve hidrazon N-H, C=0, C=N gerilme
bandlarina sirasiyla 3417-3247, 1672-1641, 1622-1589 cm’lerde ulasmislardir
(Hassan ve Sarsam, 2019).

Literatiirde hidrazon yapilar1 i¢in verilen bu belirgin bandlarin, sentezlenen 3a-1

bilesiklerinin degerleri (Tablo 8) ile uyumlu oldugu sonucuna varilmistir.

Tablo 8. 3a-1 bilesiklerinin FT-IR bulgular1.

Bilesik Indol ve C=0 g.b. C=C g.b.,, N-H Aromatik
hidrazon N-H (hidrazon) e.b., C-N g.b. e.b.
g.b. C=N g.b.
3a 3244, 3194 1669, 1605 1584, 1531, 1500, 923, 785, 745
1470, 1436
3b 3354, 3316, 1651, 1583 1556, 1459, 1441, 923,779, 744
3245 1423
3c 3232 1673, 1587 1536, 1462, 1440, 936, 794, 747
1423
3d 3233, 3213, 1667, 1612 1589, 1534, 1484, 832, 750
3198 1463, 1438, 1400
3e 3240, 3220 1669, 1566 1540, 1500, 1470, 942, 780, 747
1430
3f 3342, 3289 1649, 1617 1566, 1530, 1498, 944,792, 744
1460, 1440, 1421
3g 3243, 3202 1645, 1595 1564, 1481, 1462, 970, 788, 742
1407
3h 3279 1652, 1610 1580, 1512, 1456, 956, 800, 743
1440
3i 3244, 3222, 1643, 1601 1567, 1494, 1463, 970, 791, 741
3202 1423
3j 3392, 3323, 1651, 1606 1594, 1507, 1470, 952,778, 749
3230 1412
3k 3286, 3252, 1641, 1600 1578, 1510, 1461, 955, 795, 744
3208 1420
31 3271, 3199 1663, 1610 1600, 1546, 1504, 921, 850,
1478, 1456, 1435 785, 741
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Ayrica, bilesik 1, 2 ve 3d’nin FT-IR spektrumlarn karsilastirildiginda; bilesikler
arasindaki farkliliklar daha fazla goéze carpmaktadir. Ornegin; hidrazit yapili bilesik
2’nin spektrumunda olmayan C=N gerilme bandinin, hidrazon yapili bilesik 3’iin

spektrumunda yer aldig1 gozlenmektedir (Sekil 40).

o B
= Etodolak metil ester [1] |,

! | Ao I A

" Etodolak hidrazit [2]

85 . \ / 'tv'.""" “‘.rlf"\ .'(“. llnl"r‘ll hf N ]
" Etodolak hidrazon [3d] . ‘I 1||I,-; e W ' f Bk S

4500 4000 3000 2000 1000 400
cm-1
—

Sekil 40. Bilesik 1, 2 ve 3d’nin FT-IR spektrumlarinin karsilastirilmasi.
Elde edilen bu bilgiler, hidrazit bilesiginden hidrazon yapisinin sentezlendigini

kanmitlamistir. Ayrica, sentezlenen 3a-l hidrazit-hidrazon bilesikleri cesitli
stibstitiientlere sahip oldugu icin; bunlara karsilik gelen bandlar da FT-IR spektrumu

acisindan 6zeldir. Tespit edilen degerler Tablo 9‘da verilmistir.

Tablo 9. 3a-1 bilesiklerinin siibstitiientlerine ait FT-IR bulgulari.
Bilesik Ar

Siibstitiientlere ait bandlar

3a 2,4-diklorofenil 1096 (Ar-Cl g.b.)

3b 2,6-diklorofenil 1091 (Ar-Cl g.b.)

3c 3,4-diklorofenil 1078 (Ar-Cl g.b.)

3d 4-bromofenil 1069 (Ar-Br g.b.)
1070 (Ar-Cl g.b.),

3e 2-kloro-3-metoksifenil 1259 (eter asimetrik C-O g.b.)
1048 (eter simetrik C-O g.b.)
1530 (asimetrik NO; g.b.)

3f 4-metoksi-3-nitrofenil 1358 (simetrik NO; g.b.)

1279 (eter asimetrik C-O g.b.)
1077 (eter simetrik C-O g.b.)
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Tablo 9. 3a-1 bilesiklerinin siibstitiientlerine ait FT-IR bulgular1 (devam).

Bilesik Ar Siibstitiientlere ait bantlar

1074 (Ar-Br g.b.)
3g 5-bromo-2-metoksifenil 1265 (eter asimetrik C-O g.b.)
1027 (eter simetrik C-O g.b.)
3279 (bag yapmis fenol O-H g.b.)
3h 3-hidroksi-4-metoksifenil 1250 (fenol O-H e.b. ve C-O g.b)
1274 (eter asimetrik C-O g.b.)
1025 (eter simetrik C-O g.b.)

3i 2,5-dimetoksifenil 1265 (eter asimetrik C-O g.b.)
1043 (eter simetrik C-O g.b.)
3j 2,6-dimetoksifenil 1254 (eter asimetrik C-O g.b.)
1074 (eter simetrik C-O g.b.)
3k 3,4-dimetoksifenil 1268 (eter asimetrik C-O g.b.)
1023 (eter simetrik C-O g.b.)
31 2,4,6-trimetilfenil 2965 (CHj; asimetrik C-H g.b.)

2871(CH3; simetrik C-H g.b.)

7.3. '"H-NMR Bulgular1

Etodolak iizerinden sentezlenen 3a-l yeni hidrazit-hidrazon tiirevlerinden; 3a, 3b, 3d
ve 3l bilesiklerinin '"H.NMR spektrumlart 300 MHz’lik frekansta DMSO-dg
coziiciisii icerisinde calisilmistir ve CO-NH protonlart 9,71-11,59 ppm’lerde,
azometin (CH=N) protonlar1 7,64-8,56 ppm’lerde, indol N-H protonlar1 da 10,43-
10,53 ppm’lerde saptanmistir. Kalan diger bilesiklerin spektrumlar1 da 300 MHz’lik
frekansta CDCl; c¢oziiciisii ile elde edilmistir ve CO-NH protonlart 9,12-9,96
ppm’lerde, azometin (CH=N) protonlar1 7,67-8,49 ppm’lerde, indol N-H protonlar1
da 9,06-9,55 ppm’lerde tespit edilmistir.

Hidrazit yapisindaki bir bilesikten hidrazon yapisinin olusmasi i¢in; hidrazidin sahip
oldugu -NH,'deki iki hidrojene karsihk gelen pikin, hidrazonun 'H-NMR
spektrumunda gozlenmemesi gerekmektedir. Cikla ve ark. etodolak hidrazidine
ait -NH, yapisindaki iki protonun, DMSO-ds icerisindeki kimyasal kayma degerini
yayvan singlet olarak 4,27 ppm’de tespit etmislerdir (Cikla ve ark., 2013). Kummari
ve ark. ise; aym yapiyt CDCl; c¢oziiclisinde 3,93 ppm’de singlet olarak
saptamislardir (Kummari ve ark., 2018). Sentezlenen 3a-1 bilesiklerinin DMSO-d¢ ve
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CDCl; igerisinde calisilan "H-NMR spektrumlari incelendiginde ise; singlet olarak

iki protona karsilik gelen ve bu degerlere sahip olan bir pik gézlenmemistir.

Hidrazon yapisinin olustuguna dair diger en 6nemli kanitlardan biri de; "H-NMR
spektrumunda -CO-NH protonunun ve azometin protonunun (CH=N) yerinin
belirlenmesidir. Bu yiizden literatiirdeki hidrazonlara ait tespit edilen spektrum

bulgular1 da degerlendirme yapabilmek adina incelenmistir.

Kocyigit-Kaymakg¢ioglu ve ark. sentezledikleri hidrazit-hidrazon bilesiklerindeki
azometin ve N-H protonlarini sirasiyla 8,16-8,67 ppm, 10,45-12,25 ppm degerlerinde
saptamislardir (Kogyigit-Kaymakg¢ioglu ve ark., 2006).

10,45-12,25 ppm

H—7 8,16-8,67 ppm

NH\ )\

N Ar
O

Kogyigit-Kaymakg¢ioglu  ve ark. 4-florobenzoik asit hidrazidi kullanarak
sentezledikleri hidrazon bilesiklerine ait azometin protonlarini 8,30-8,58 ppm’lerde,
N-H protonlarini1 11,65-12,42 ppm’lerde singlet olarak tespit etmislerdir (Kogyigit-
Kaymakg¢ioglu ve ark., 2009).

O 11,65-12,42 ppm
rilH
NX_H28,30-8,58 ppm

R(Ar)

Senkardes ve ark. diflunisal iizerinden sentezledikleri yeni hidrazit-hidrazonlardaki
azometin protonlarin1 8,41-9,11 ppm’lerde, N-H ve O-H protonlarin1 11,78-12,28
ppm’lerde saptamislardir (Senkardes ve ark., 2016).
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0] N=<
/ 8,41:9,11 ppm
F Q O OH 1} 78-12,28 ppm

Popiolek ve Biernasiuk sentezledikleri hidrazit-hidrazonlarin N-H ve azometin
protonlarimi sirasiyla 10,18-11,83 ppm, 8,00-8,87 ppm degerlerinde singlet olarak
belirlemislerdir (Popiolek ve Biernasiuk, 2016).

@)

10,18-11,83 ppm
u-7
1

R H
Y ~8,00-8,87 ppm
2

R

Z—Z

Popiolek ve ark. izonikotinik asit bilesiginin hidrazit-hidrazon tiirevlerine ait N-H ve
azometin protonlarii sirasiyla 12,02-12,50, 8,31-8,89 ppm’lerde tespit etmislerdir
(Popiolek ve ark., 2018).

R
)\ 8,31-8,89 ppm
Nl X lil/ HZ
NH
/ &

12,02-12,50 ppm

Demurtas ve ark. indol yapisina sahip hidrazit-hidrazonlardaki azometin protonlarini

8,30-9,46 ppm’lerde singlet olarak saptamislardir (Demurtas ve ark., 2019).
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NH H
\N_ < = §30-9.46 ppm
NH Ar

Popiolek ve ark. sentezledikleri yeni hidrazit-hidrazon bilesiklerinin azometin
protonlarina 8,09-9,01 ppm’lerde, N-H protonlarina 10,27-12,37 ppm’lerde singlet
olarak ulagsmislardir (Popiolek ve ark., 2020).

Q 8,09-9,01 ppm
NH H
\ :<
N
X/ R

10,27-12,37 ppm
Br

Han ve ark. etil paraben bilesiginin hidrazit-hidrazon tiirevlerindeki azometin
protonlarimm 8,38-8,86 ppm’lerde, N-H protonlarim1 11,47-12,07 ppm’lerde singlet
olarak tespit etmislerdir (Han ve ark., 2020).

O
> 11,47-12,07 ppm
H

|
N H

HO \I/N

Ar 8,38-8,86 ppm

Hidrazit-hidrazon bilesiklerinin; azometin yapisinda bulunan C=N bag1 sonucunda
E/Z geometrik izomeriye ve amit yapist sonucunda da cis/trans izomeriye sahip
olabilecegi saptanmistir. Ayrica, baz1 hidrazit-hidrazonlarin DMSO-d¢ kullanilarak
elde edilen 'H-NMR spektrumlarinda; -CO-NH, -CH=N gibi yapilar icin bir
hidrojene karsilik gelen pik, tek singlet yerine cift pik olarak gozlenmistir. Bu

duruma gore; CO-NH protonuna ait piklerin daha yiiksek alanda olan1 Z izomerini;
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azometin protonuna ait piklerin daha diisiik alanda olan1 da E izomerini ifade ettigi

bildirilmistir (Rutavichyus ve ark., 1995; Rutavichyus ve ark., 2000).

Giirsoy ve ark. sentezledikleri hidrazit-hidrazon yapisina ait azometin protonunu 7,86
ppm ve 8,00 ppm’de bir protona karsilik iki singlet olarak; hidrazon N-H protonunu
da 11,25 ppm ve 11,57 ppm’de aym sekilde saptamislardir. Yapida E ve Z izomeri

olustugu sonucuna varmislardir (Giirsoy ve ark., 1997).

7
O
O N 11,25 ppm ve 11,57 ppm
Dy
N \% /CH3
H NH-N
N
O \>/®/ “oH
0 H 3
\ Y
CHs 7,86 ppm ve 8,00 ppm

Easmon ve ark. 2-benzoksazolil hidrazit-hidrazonlarinin N-H protonlarina ait E
izomerinin 9-12 ppm’de, Z izomerinin de 14-15 ppm’de oldugunu bildirmislerdir

(Easmon ve ark., 2006).

Salgin-Gokcen ve ark. sentezledikleri hidrazonlarin 'H-NMR  spektrumlarint
degerlendirdiklerinde; amit yapisi sonucu azometin protonlarinda cis ve trans
konformerlerinin olustugu sonucuna varmiglardir.. Bu protonlarin yiiksek alanda
gozleneni (8,00-8,07 ppm) cis yapida ; diisiik alanda gbzleneni (8,18-8,25 ppm) trans
yapida tespit edilmistir (Salgin-Gokcgen ve ark., 2007).

'e) 8,00-8,07 ppm(cis)
(0]
O% /N\ —7 8,18-8,25 ppm (trans)
N NH
HsC R
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Aydin ve ark. mikrodalga yontemi ile sentezledikleri flurbiprofen hidrazit-
hidrazonlarina ait N-H protonlarin1 ikiser singlet olarak 10,61-12,18 ppm’lerde
saptamislardir. Yine iki singlet olarak go6zlenen azometin protonlarinin  E
izomerlerini  7,76-8,68 ppm’lerde, Z izomerlerini 8,00-8,77 ppm’lerde
belirlemislerdir (Aydin ve ark., 2013).

10,61-12,18 ppm

CHg T
Q Q 7,76-8,68 ppm (E)
8,00-8,77 ppm (Z)
N{-| Hﬂ
F o) N:<

Ar

Kiiciikgiizel ve ark. sentezledikleri tolmetin hidrazit-hidrazon bilesiklerinin CDCl;
coziiciisiinde alinan spektrumlarinda; N-H protonlarmi 9,58-11,43 ppm’lerde,
azometin protonlarini da 7,79-8,20 ppm’lerde singlet olarak saptamislardir. Ancak 2-
furfuril siibstitiientine sahip hidrazonun "H-NMR spektrumu, DMSO-d, coziiciisii ile
elde edildiginde; bu bilesige ait N-H protonunun 11,42 ppm ve 11,67 ppm’de, CH=N
protonunun da 8,07 ppm ve 8,21 ppm’de ikiser singlet olarak gozlendigi ve bu
bilesigin E izomerine sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica ikiser pik olusumunun da
yapidaki cis-trans konformerlerinden kaynakli oldugu ifade edilmistir. Ayn1 bilesigin
'H-NMR spektrumu CDCl; ile alindiginda ise; N-H ve azometin protonlarinin
piklerinin tek singlet oldugu belirlenmistir. Bu protonlarin iki coziiciide farklh
sekillerde gozlenmesi de yapida meydana gelen kanonik durum ile iliskilendirilmistir

(Kiigiikgiizel ve ark., 2015).
8,07 ve 8,21 ppm (DMSO)

7,65 ppm (CDCl3)
7\H
Q N
H3C /
\ NH
/ VA
N =
0O CH3 11,42 ve 11,67 ppm (DMSO)

8,84 ppm (CDCly)
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Literatiirde yer alan etodolak hidrazit-hidrazonlarinin spektrum bulgulart da
incelenmistir.

Cikla ve ark. etodolak hidrazit-hidrazonlarini, DMSO-dg coziiciisii ile alinan 'H-
NMR spektrumlarindaki bulgulara gore degerlendirmislerdir. Azometin protonlarinin
7,92-8,30 ppm’de E izomeri, 8,15-8,46 ppm’de Z izomeri formunda; yapidaki N-H
protonlarmin da 11,04-11,55 ppm’de Z izomeri, 11,21-11,74 ppm’de E izomeri
formunda oldugu tespit edilmistir. Hesaplanan izomer yiizdelerine gore; sentezlenen
hidrazon yapili bilesiklerde Z izomerinin daha fazla yiizdeye sahip oldugu

belirlenmistir (Cikla ve ark., 2013).

Kummari ve ark. sentezledikleri etodolak hidrazit-hidrazonlarmin 'H-NMR
spektrumlarin1 CDClj ¢oziiciisii kullanarak elde etmislerdir. Yapidaki hidrazon N-H,
indol N-H, azometin protonlari1 sirasiyla 9,56-10,10, 8,89-9,63, 7,70-8,42

ppm’lerde tespit etmislerdir (Kummari ve ark., 2018).

Hassan ve Sarsam hidrazit-hidrazon yapisindaki ii¢ yeni etodolak tiirevi bilesiklerine
ait hidrazon N-H ve azometin protonlarini; DMSO-dg ¢oziiciisii i¢inde sirasiyla
11,00-11,54 ppm’de ve 7,83-8,22 ppm’de ikiser singlet pik olarak saptamigslardir ve
boyle bir pik durumunun olusmasint E/Z izomeriye baglamislardir (Hassan ve

Sarsam, 2019).

Sentezlenen yeni etodolak hidrazit-hidrazonlarimin 'H-NMR bulgular, bu bilgiler
baz alinarak degerlendirilmistir ve izomer durumunun olustugu sonucuna varilmistir

(Tablo 10).

Tablo 10. 3a-1 bilesiklerinin 'H-NMR bulgulart.

Bilesik -CH=N -CO-NH -NH (indol) -OCH;
3a 8,33 (s) (E) 11,54 (d) (EZ) 10,51 (s) -
8,56 (s) (Z) J=19,8 Hz
3b 8,22 (s) (E) 11,43 (s) (Z) 1047 () -
8,42 (s) (Z) 11,59 (s) (E) J=15,3 Hz
3¢ 7,68 (s) (E) 9,12 (s) (Z) 9,40 (s) -
7,74 (s) (Z) 9,86 (s) (E) 9,54 (s)
3d 7,97 (s) (E) 11,24 (s) (Z) 1051 (d) -
8,21 (s) (Z) 11,41 (s) (E) J=2,4 Hz
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Tablo 10. 3a-1 bilesiklerinin '"H-NMR bulgular1 (devam).

Bilesik -CH=N -CO-NH -NH (indol) -OCH;
3e 8,28 (s) (E) 9,63 (s) (Z) 9,11 (s) 3,94 (d)
8,49 (s) (Z) 9,81 (s) (E) 9,18 (5) J=3 Hz
3f 8,05 (t) (EZ) 9,21 (s) (Z) 9,50 (s) 3,98 (s)
9,96 (s) (E) 9,55 (s) 4,02 (s)
3g 8,17 (s) (E) 9,66 (d) (EZ) 9,24 () 3,82 (s)
8,34 (s) (Z) J=4,5 Hz 9,36 () 3,86 (s)
3h 7,67 (s) (E) 9,64 5) (Z) 9,18 (5) 3,92 (d)
7.88 (s) (Z) 9,70 (s) (E) 9,38 (s) J=10,5 Hz
3i 8,21 (s) (E) 9,57 (s) (Z) 9,10 (s) 3,80 ve 3,84 (dd)
8,42 (s) (Z) 9,72 (s) (E) 9,27 (5) J=3,3ve 4,2 Hz
3 8,17 (s) (E) 9,55 (s) (Z) 9,06 (5) 3,85 (s)
8,44 (s) (Z) 9,64 (s) (E) 9,25 (s) 3,89 (s)
3k 7,73 (s) (E) 9,70 (d) (EZ) 9,19 (s) 3,89-3,96 (m)
7,94 (s) (Z) J=11,7 Hz 9,34 (s)
31 7,64 (s) 9,71 (s) 10,43-10,53 -
8,34 (s) (EZ) 11,03(s) (EZ) (m)
8,46 (s) 11,16 (s)

Bilesiklerdeki (31 hari¢) azometin, hidrazon N-H ve indol N-H protonlar1; dublet,

triplet veya ikiser singlet seklinde gozlenmistir (Sekil 41).

i T AT 58
i I " q 88 l
| ‘} J —U i—l—ﬂ -
058 s Mlas Mg 88
5 1
58 5§ 35 g ss

Sekil 41. 3a-k bilesiklerinin azometin, hidrazon N-H ve indol N-H protonlarinin
sirastyla spektrum goriintiileri.
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Indol protonlarinda gozlenen dublet veya iki singlet sekildeki piklerin, diger etodolak
hidrazonlarinda da oldugu bildirilmistir (Cikla ve ark., 2013).

Spektrumlarda sadece bilesik 3f’ye ait azometin protonu triplet olarak tespit
edilmistir (Sekil 42).

8.043

é

Sekil 42. Bilesik 3f’nin spektrumdaki azometin protonu.

Bilesik 3I’de ise; -CH=N ve -CO-NH protonlariin her biri ii¢ singlet olarak, indol
N-H protonu da multiplet olarak belirlenmistir (Sekil 43).

| | ' '
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Sekil 43. 3I'nin spektrumdaki indol, hidrazon N-H ve azometin protonlari.
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Gozlenen boyle bir durum literatiirdeki hidrazon yapilarinda da bulunmaktadir.
Ershov ve ark. sentezledikleri merkaptoasetilhidrazonlarinin bazilarinda; azometin ve
hidrazon N-H protonlarmin her birini ii¢ singlet olarak belirlemislerdir ve bu
olusumu geometrik (E,Z)-konformasyonel (E'.Z') izomerler ile iliskilendirmislerdir
(Sekil 44). Ayrica bazi1 bilesiklerde de azometin protonlarinin triplet seklinde
oldugunu bildirmislerdir (Ershov ve ark., 2009). Bu bilgiler dogrultusunda,
bilesiklerimizin de 'H-NMR spektrum sonuglarina gore bu sekilde davramis

gosterdigini ifade edebiliriz.

R H R H H R
N\N/H N\N/H N\N/H
S ae .
SH SH SH
E, E| E) ZI Z’ E'

Sekil 44. Merkaptoasetilhidrazonlarda belirlenen izomerler (Ershov ve ark., 2009).

Ayrica 31 bilesiginin 1.T.K. saflik kontroliinde de iki nokta gdzlenmistir. Bu da

yapida izomer olusumunun diisiiniilmesini desteklemektedir (Resim 4).

L‘_’__/ﬁ

| hi
Resim 4. 31'ye ait I.T.K. plagindaki iki nokta.

Sentezlenen hidrazonlar arasindan metoksi siibstitiienti igceren bilesiklerdeki
(3e-k) -OCHs protonlarmin da 3,80-4,02 ppm’lerde oldugu belirlenmistir. Bu

bilesiklerin spektrum goriintiileri Sekil 45‘te gosterilmektedir.

91



|
JL A AU A M J\L 'bL

1 4.0 3. 19 38 » 39 28 39 3 o

Sekil 45. 3e-k bilesiklerinin metoksi yapilarinin sirasiyla spektrum goriintiileri.

Sentezlenen bazi bilesiklerde -CHj3 protonlar ikiser triplet olarak gozlenmistir ve bu
durum izomer olusumu ile iliskilendirilebilmektedir. Bazilarinda da bu protonlar
kuartet veya multiplet olarak tespit edilmistir (Sekil 46). Diger calismalarda ise;
olusan bu farklilik durumu, ¢oziiniirliik sonucu benzer kimyasal kayma degerlerine
sahip olan izomer yapidaki iki pikin birlesmesi seklinde aciklanmistir (Aydin, 2010;
Cikla, 2011).

e e - T

/ f -
}J&U \ | /m& "l _ \A\
R ﬂﬁw ............. J J

Sekil 46. 3a-1’nin -CHj3 protonlarinin sirasiyla spektrum goriintiileri.
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7.4. Biyolojik Etkiler
7.4.1. Antikanser etkiler

Etodolak etkin maddesinin prostat kanser hiicreleri tizerinde antikanser etkinligi, hem
in vivo hem de in vitro olarak gerceklestirilen ¢alismalarla kanitlanmistir (Shigemura
ve ark., 2005; Kolluri ve ark., 2005; Carson ve ark., 2006).

Literatiirde yer alan etodolak iizerinden sentezlenmis hidrazit-hidrazon tiirevlerinin
de in vitro olarak prostat kanseri hiicrelerine kars1 etkili oldugu belirlenmistir (Tablo

11).

Tablo 11. Literatiirdeki etodolak hidrazit-hidrazonlarinin prostat kanseri hiicresi
tizerinde sergiledigi antikanser etkiler.

etodolak ICsy Prostat Siire Yontem Kaynak
hidrazon (uM) kanser (h)
siibstitiienti hiicresi

4-Kkloro 54,00 PC-3 24 MTT Cikla ve ark., 2013
4-Kkloro 1,77 PC-3 48 MTT Kummari ve ark., 2018
4-floro 6,58 PC-3 48 MTT Kummari ve ark., 2018

4-metoksi 40,00 PC-3 24 MTT Kogyigit Seving ve ark.,

2018

Ayrica, 4-kloro siibstitiienti iceren etodolak hidrazit-hidrazon bilesiginin,
sicanlardaki sperm kalitesi vb. lizerinde nasil bir etki olusturabilecegi in vivo olarak
incelenmistir. Yiiksek dozlarda olumsuz sonu¢lanmasina ragmen; bu sonuca saglikli
hayvanlar iizerinde ulasildig1 ve daha genis ¢apta arastirmalarin yapilmasinin farkl

sonuglar gosterebilecegi ifade edilmistir (Sariozkan ve ark., 2015).

Sentezlen 3a-1 yeni etodolak hidrazit-hidrazonlariin ve kiyaslama yapabilmek adina
etodolak ve etodolak hidrazidinin [2] de; PC-3, DU-145 ve LNCaP prostat kanseri
hiicreleri iizerinde olusturdugu sitotoksik etkileri in vitro olarak incelenmistir.
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali’'nda WST-8
kolorimetrik yontemi ile elde edilen sonuclarinin degerlendirilmesi ise; etodolak ve
etodolak hidrazidinden daha fazla antikanser etki goOsterebilecek hidrazon

tiirevlerinin tespit edilmesi yoniinde gerceklestirilmistir.
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Prostat kanseri PC-3 hiicre hattina bakildiginda (Sekil 47); 3b, 3¢, 3d, 3e, 3f, 3k, 31
bilesiklerinin etodolaktan daha etkin ICsy degerlerine sahip oldugu gozlenmistir.
Hidrazit [2] de bu kiyaslamaya eklendiginde ise; en iyi sonug¢lar 3b ve 3l bilesikleri
sayesinde elde edilmistir (IC50=10,36 uM ve 10,20 uM sirasiyla).

PC-3 (24h)

Sekil 47. Etodolak, hidrazit (2) ve 3a-l bilesiklerinin PC-3 kanser hiicresi iizerinde
belirlenen 1Cs degerlerinin kiyaslanmasi.

Prostat kanseri DU-145 hiicre hatt1 icin (Sekil 48); sentezlenen 3a-l bilesiklerinin
sitotoksik etkileri 5,24-45,75 uM konsantrasyon araliginda tespit edilmistir ve tiim
hidrazit-hidrazonlarin etodolaktan daha iyi oldugu sonucuna varilmistir. Ancak
sadece 2-(1,8-dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-b]indol-1-il)asetikasit[ (2,6-
diklorofenil)metilen] hidrazidinin [3b]; etodolak ve hidrazidinden daha fazla etkili

tiirev oldugu belirlenmistir (ICs50=5,24 uM).
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DU-145 (24h)

Sekil 48. Etodolak, hidrazit (2) ve 3a-1 bilesiklerinin DU-145 kanser hiicresi iizerinde
belirlenen 1Cs, degerlerinin kiyaslanmasi.

Prostat kanseri LNCaP hiicre hatt1 incelendiginde de (Sekil 49); hidrazidin sitotoksik
etkisinin etodolaktan daha az oldugu tespit edilmistir. Hidrazon bilesigi olan 3d’nin,
etodolak 1ile benzer sitotoksik etkinlik gosterdigi gozlenirken; sadece 3b’nin
etodolaktan daha iyi oldugu belirlenmistir (ICs50=15,53 pM). Diger hidrazon

tirevlerinde ise; boyle bir antikanser etkinin olusmadig1 sonucuna varilmstir.

LNCaP (24h)

KM
w
o

1

Sekil 49. Etodolak, hidrazit (2) ve 3a-l bilesiklerinin LNCaP kanser hiicresi iizerinde
belirlenen 1Csy degerlerinin kiyaslanmasi.
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Bu ii¢ hiicre hatti genel olarak degerlendirildiginde ise; etodolak ve etodolak
hidrazidinden daha fazla sitotoksik etkiye sahip olan tek bilesik 2,6-dikloro

siibstitiientini igeren 3b olarak belirlenmistir.

7.4.2. Apoptoz etkiler

Sentezlenen 3a-1 hidrazit-hidrazon tiirevleri arasindan; 3b bilesiginin PC-3, DU-145
ve LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde yiiksek sitotoksisite gosterdiginin tespit
edilmesi sonucunda; bu bilesigin apoptotik etkileri JC-1 mitokondriyal membran
potansiyeli testi ve Annexin V/PI deneyi ile Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi

Biyofizik Anabilim Dali’nda incelenmistir.

Bilesik 3b’nin ve kontrol amaciyla etodolak etkin maddesinin mitokondriyal
membran potansiyeli iizerinde gosterdigi etkiler degerlendirildiginde; etodolaktan
farkli olarak, 3b bilesiginin ii¢ kanser hattinin mitokondriyal membran
potansiyelinde Onemli degisimler yaptigi ve apoptotik etkisinin oldugu sonucuna

varilmistir.

Etodolak, etodolak hidrazidi [2] ve 3b’nin Annexin V/PI deneyi ile elde edilen
sonuglarinin degerlendirilmesi, 3b’nin diger bilesikler ile kiyaslamasi yapilarak
gerceklestirilmistir. Boylece daha baskin olan hiicre 6liim tiirliniin apoptotik mi

nekrotik mi oldugunun daha net anlagilmasi saglanmistir.

Apoptozun 6zellikleri siralandiginda; kontroliiniin saglanmas1 miimkiindiir, enerjiye
baglh olarak gergeklesir, hiicrede biiziilme durumu s6z konusudur ve hiicre
membraninda bozulma yoktur. Nekrozun o6zelliklerine bakildiginda ise; kontrolii
miimkiin degildir, pasif bir sekilde gerceklesir, hiicrede sisme durumu vardir ve

hiicre membraninda bozulma gozlenir (Elmore, 2007).

Prostat kanseri PC-3 hiicre hatt1 incelendiginde; 3b bilesigi ve etodolak hidrazidi [2]
birbirine yakin ICsq degerlerine sahiptir. Ancak 3b icin apoptotik hiicre 6liimii daha
baskin iken; hidrazit bilesigi icin nekrotik hiicre oliimii daha belirgin olarak

gozlenmistir (Tablo 12).
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Tablo 12. Bilesik 3b ve etodolak hidrazidi (2) i¢in PC-3 hiicre hattindaki baskin
hiicre 6liim tiirleri.

Bilesik 1Cs59 (UM) Baskin hiicre oliimii tiirii
3b 10,36 apoptotik
etodolak hidrazidi (2) 12,37 nekrotik

Prostat kanseri DU-145 hattina bakildiginda; 3b’nin hem apoptotik hem de nekrotik
hiicre oliimii, etodolak hidrazidine [2] gore daha baskin oldugu saptanmistir. Bu

sonuglarin ICsy degerleri ile uyumlu oldugu diistiniilmektedir (Tablo 13).

Tablo 13. Bilesik 3b ve etodolak hidrazidi (2) i¢in DU-145 hiicre hattindaki baskin
hiicre 6liim tiirleri.

Bilesik I1Cs9 (UM) Baskin hiicre oliimii tiirii
3b 5,24 apoptotik, nekrotik
etodolak hidrazidi (2) 7,80 -

Prostat kanseri LNCaP hatt1 incelendiginde ise; 3b icin apoptotik, etodolak i¢cin de

nekrotik hiicre 6liimii daha baskin olarak gézlenmistir (Tablo 14).

Tablo 14. Bilesik 3b ve etodolak i¢in DU-145 hiicre hattindaki baskin hiicre 6liim
tiirleri.

Bilesik I1Cs59 (UM) Baskin hiicre 6liimii tiirii
3b 15,53 apoptotik
etodolak 19,82 nekrotik

Boylece bilesik 3b’nin apoptotik etkiye sahip oldugu iki ayr1 yoOntemle

kanitlanmustir.
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8. SONUC

Reaksiyonun baglangic maddesi olarak secilen etodolak etkin maddesinin asit
katalizli esterlesme tepkimesi ile etodolak metil esteri [1] kazanilmistir. Ester
fonksiyonel grubuna sahip bu bilesigin, hidrazin hidrat ile verdigi reaksiyon sonrasi
etodolak hidrazidi [2] elde edilmistir. Bu hidrazit bilesiginin ve farkli siibstitiie
benzaldehitlerin arasinda gecen kondensasyon ile de orijinal on iki adet etodolak
hidrazit-hidrazon tiirevleri [3a-1] sentezlenmistir. Elde edilen bilesiklerin I.T.K. ve
elementel analiz ile safliklari belirlenmis, FT-IR ve 'H-NMR spektroskopisi
kullanilarak yapilar1 karakterize edilmistir.

Sentezlenen hidrazit-hidrazonlarinin [3a-1] PC-3, DU-145, LNCaP prostat kanser
hiicre hatlarina kars1 antikanser aktiviteleri Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyofizik Anabilim Dali’nda incelenmistir. Bu yeni bilesiklerin ve kiyaslama
yapabilmek adina etodolak ve etodolak hidrazidinin [2] sitotoksisite caligmalari
WST-8 kolorimetrik yontemi baz alinarak degerlendirilmis, hidrazonlar arasindan da
[3b]’nin daha etkin bir tiirev oldugu belirlenmistir. Bu bilesigin; PC-3, DU-145,
LNCaP hiicreleri iizerindeki tespit dilen ICsy degerleri sirasiyla 10,36 uM, 5,24 uM
ve 15,53 uM’dir. Ayrica JC-1 mitokondriyal membran potansiyeli testi ve Annexin
V/PI deney sonuglarina gore; 3b’nin apoptotik etkiye sahip oldugu sonucuna
varilmastir.

Tez kapsaminda gerceklestirilen bu calisma; 2,6-dikloro siibstitiientine sahip [3b]
etodolak hidrazit-hidrazonunun prostat kanserinde antikanser etki gosterebilecegini
diistindiiren bir 6n ¢alisma niteligini tasimaktadir. Arastirmalarin ilerletilmesi ile de

daha kapsamli ve daha etkin sonuglara ulasilabilecegi diisiiniilmektedir.
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