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OZET

4-[5-(2,4/3,4-Dimetoksifenil)-3-siibstitiiefenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il]

Benzensiilfonamit Tiirevlerinin Sentezi ve Sitotoksik Aktivitelerinin incelenmesi

Amag: Bu tez calismasinda 4-[5-(2,4/3,4-dimetoksifenil)-3-siibstitiiefenil-4,5-
dihidro-1H-pirazol-1-il]benzensiilfonamit yapisina sahip potansiyel
sitotoksik/antikanser etkili yeni bilesiklerin sentezlenmesi ve sitotoksik aktivitelerinin
arastirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot: Bu ¢alismada ilk adimda Clasien —Schmidt yontemi ile Al-
A6 salkon tiirevleri, ikinci adimda Al1-A6 tiirevlerinin parahidrozinobenzensiilfonamit
hidrokloriir ile etil alkol i¢cinde katalitik miktarda glasiyal asetik asit varliginda geri
ceviren sogutucu altinda 1sitilmasi ile B1-B6 tiirevleri sentezlenmistir. Sentezlenen
bilesiklerin sitotoksisitesi MTT yontemi ile bazi kanser hiicre hatlar1 [Ca9-22 (dis eti),
HSC-2 (agiz), HSC-3 (dil), HSC-4 (dil)] ve normal hiicrelere [HGF (dis eti fibroblast),
HPC (pulpus hiicreleri), HPLF (periodontal ligament fibroblastlari)] kars1 arastirilmistir.

Bulgular: Bilesiklerin B1-B6 kimyasal yapilar1 *H NMR, 3C NMR ve HRMS
ile aydinlatilmistir. Bilesiklere ait NMR verileri Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de, bilesiklere
ait HRMS verileri Tablo 4.3’de ve sitotoksik aktivite sonuglar1 Tablo 4.5’de
sunulmustur.

Sonuc¢: B1-B6 bilesikleri %22-68 verimle basariyla sentezlenmistir. Bilesiklerin
yapilart 'H NMR, BC NMR ve HRMS ile aydinlatilmistir. B1 bilesigi yenidir.
Sentezlenen bilesiklerin genel olarak tiimor selektivitesinin diisiik oldugu gézlenmistir.
Bu bilesikler antikanser ilag gelistirmede ilgili veriler 1s18inda uygun tiirevler
degillerdir. Her iki tiimor selektivitesi hesaplamasinda en yiiksek tiimor selektivite (TS)
degerine sahip olan B6 bilesigi calisilan tiirevler i¢inde ileriki ¢alismalar i¢in model
bilesik olarak goz 6niinde bulundurulabilir.

Anahtar Kelimeler: Halojen, pirazolin, sitotoksisite, siilfonamit, salkon.



ABSTRACT

Synthesis and Evaluation of Cytotoxicities of 4- [5- (2,4 / 3,4-Dimethoxy phenyl) -
3-substituephenyl-4,5-dihydro-1H-pyrazol-1-yl] Benzenesulfonamide Derivatives

Aim: It was armed to synthesize and to evaluate the cytotoxic activities of the
new compounds having the chemical structure of 4- [5- (2,4 / 3,4-dimethoxy phenyl) -3-
substituephenyl-4,5-dihydro-1H-pyrazol-1-yl]benzenesulfonamide derivatives which
are potential cytotoxic/anticancer activities by this thesis.

Material and Methods: The first step of this study, chalcone derivatives A1-A6
were synthesized by Claisen-Schmidt method. At the second step of this study the
compounds B1-B6 were synthesized by refluxing of the compounds suitable compound
of A1-A6 and parahydrazino benzen sulfonamide hydrochloride in ethanol in the
presence of catalitic amount of glacial acetic acide. It was investigated the cytotoxic
activities of the compounds against several cancer cell lines [Ca9-22 (gum), HSC-2
(mouth), HSC-3 (tongue), HSC-4 (tongue)] and normal cells [HGF (tooth ethyl
fibroblast), HPC (pulpus cells) HPLF (periodontal ligament fibroblasts)] using MTT
method.

Results: : The chemical structures of the compounds synthesized B1-B6 were
elucitated by *H NMR, **C NMR and HRMS. NMR data of the compounds were
presented in Table 4.1 and 4.2 while HRMS data of the compounds was presented in
Table 4.3. On the other hand the cytotoxic activity results of the compounds B1-B6
were presented in Table 4.5.

Conclusion: The compounds B1-B6 were successfully synthesized with the
yields of 22-68 %. The chemical structure of the compounds were elucitated by *H
NMR, **C NMR and HRMS. The compound B1 is new and reported for the first time
by this study. The cytotoxic activities of the compounds were not generally impressive.
In the view of data obtained by this study, the compounds designed here doesn’t seem
suitable derivatives for developing new anticancer compounds. Among the compounds
studied, the compound B6 which has the highest tumour selectivity value in both
calculation can be considered for further studies.

KeyWords: Chalcone, cytotoxicity, halogen, pyrazoline, sulfonamide.
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1. GIRIS

Kanser gelismis iilkelerde goriilen en dnemli saglik problemlerinden biridir.!
Kanser tedavisinde radyasyon, cerrahi tedavi ve kemoterapi (ilacla tedavi) uygulanir.
Kemoterapi farmasétik (medisinal) kimya’nin kapsamindadir.? Piyasadaki mevcut
antikanser ilaclar yan etkileri, toksisiteleri, kazanilmis direng, kanser hiicrelerine karsi
disiik  secicilik  gibi  problemler nedeniyle etkin  tedavide  yeterince
kullanilamamaktadir.®

Salkonlarin ve siilfonamitlerin sitotoksik/antikanser etkileri de igine alan genis
bir biyoaktivite spektrumu vardir. Yine 1,3,5- trisiibstitiie pirazolin yapisi igceren bilesik
icin genis bir biyoaktivite spektrumundan bahsedilirken, bunlarin sitotoksik/antikanser
aktiviteleri ile ilgili ¢aligmalar nisbeten sinirli sayidadir.

Siilfonamit ve pirazolin farmakoforlarini birlikte iceren bilesiklerin tasarimi
sitotoksik/antikanser etkili yeni bilesikler bulmada uygun bir medisinal kimya
yaklagimidir. Bu yolla s6z konusu problemlerin ¢éziimiine yonelik yeni bilesikler, olasi

ila¢ adaylar1 bulunabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Uluslararas1 Kanser Enstitiisii'ne gore kanser, 6liim nedenleri arasinda ikinci
sirada yer alan bir hastaliktir. Kanser, normal hiicrelerin uyduklar1 denetim ve kontrol
mekanizmalarina uymayan, kontrolsliz ve asir1 ¢ogalan hiicrelerin olusturdugu bir
hastaliktir.*

2.2. Kanserin Gelisimi

Hiicre siklusu, cogalmak (prolifere olmak) {izere uyarilmis bir hiicrede
gerceklesen ve bir dizi gecici biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik degisikliklerin
goriildiigli bir siirectir. Bir siklusa giren hiicre, morfolojik ve genetik olarak birbirine
tipa tip benzeyen iki hiicre olusumuyla dongiiyii tamamlar. Hem normal hiicreler hem
de tiimdr hiicreleri ayni hiicre sikliistinii kullanirlar. Genel olarak, hiicreler bir bdliinme
sinyali almadiklar siirece hiicre siklusunun aktif (G1, G2, S ve M) fazlarina girmezler
ve istirahat faz1 denilen GO fazinda beklerler. Hiicre boliinme sinyalini aldiginda hiicre
siklusa sokularak bolinmeye sevk edilmis olur. Hiicreler mitozise girmeden Once bir
hazirlik sathas1 gecirirler ve bu safhada hiicreler hacimce biiylirler. Bu hazirlik
sathasinda boliinme i¢in gerekli olan gesitli diizenleyici proteinler ve makromolekiiller
sentezlenir. Bu hazirlik sathasina da interfaz denir. Interfaz kendi i¢inde G1, S, ve G2
olmak tizere ¢esitli alt boliimlerden (fazlardan) olusur.S’6

G1 Fazi: Gen ekspresyonu ve protein senteziyle en karakterizedir. Bu faz, hiicre
siklusunun primer olarak mitojenler (sitokinler, biiyiime faktorleri, hormonlar vs.) ve
adezyon gibi hiicre dis1 stimuluslar tarafindan regiile edilen tek kismidir. Bu faz
hiicrenin biiylimesini ve DNA sentezi i¢in gereken proteinleri olusturmasini saglar.
Bunun 6nemi hiicrenin bir sonraki faz olan S (sentez) fazina ge¢gmeye hazir hale

gelmesidir.>®



S Fazi: DNA replikasyonu olarak bilinen niikleer DNA sentezinin gergeklestigi
fazdir.>®

G2 Fazi: S fazinin tamamlanmasi ile mitozun baslamasi arasindaki bosluktur.
Hiicre biiyiimeye ve protein sentezlemeye devam eder. Iki hiicre igin gereken protein
miktarina ulagtiktan sonra M (mitoz) fazina girer.s’6

M Fazi: Nikleer bolinme tamamlandiktan sonra sitokinez adi verilen
sitoplazmik boliinme ile iki hiicreye ayrilir. Siklus tamamlandiktan sonra hiicre G1 e
girerek siklusu yeniden baslatabilir ya da GO fazina girerek sessiz kalabilir. Normal
hiicresel diizenlenme mekanizmalar1 bozulursa, kanser olarak bilinen diizenlenemeyen
ve kontrol edilemeyen hiicre boliinmeleri gé')riilebililr.S’6

2.3. Kanser Olusmasinin (Karsinogenez) Nedenleri

Hiicrenin genetik materyale zarar verebilecek maddelere ve kanserojenlere
maruz kaldiginda kotli huylu transformasyonlar sonucu genetik degisiklige ugramasi
karsinogenez olarak adlandirilir. Endojen ve ekzojen kaynakli nedenler karsinogeneze
neden olurlar. Endojen nedenlerin en dnemlileri kalitsal bozukluklar ve bozuk immiin
fonksiyonlardir. Ekzojen nedenler ise iyonize ve ultraviyole i1sinlar, kimyasal
karsinojenler ve onkojenik viriisler olarak siniflandirilabilir.?

2.4. Kanser Tedavisinde Kullanilan flaclarin Simflandiriimasi

Klinige girmis ilag gruplar1 asagidaki sekilde siniflandirlabilir.?

e Mitoz inhibitorleri

e Alkilleyici bilesikler

e Antimetabolitler

e Sitostatik antibiyotikler

e Hormon ve hormon antagonistleri

e Radyoaktif izotoplar



2.4.1. Mitoz Inhibitérleri

Dogal kaynakli bazi alkaloitler bu grup icinde degerlendirilirler. Vinka
alkoloitleri olan vinblastin ve vindesin 6rnek olarak gés‘[erilebilirler.2

2.4.2. Alkilleyici Bilesikler

Bu bilesikler niikleik asitleri alkilleyerek etkilerini gosterirler. Boylece niikleik
asit reduplikasyonunu engelleyerek hiicre boliinmesini inhibe ederler. Azotlu hardallar,
etilenimin tiirevleri, alkil siilfonatlar, nitrozoiire tiirevleri, karbazin grubu bilesikler,
platin kompleksleri bu sinifa 6rnek olarak verilebilir.?

2.4.3. Antimetabolit Bilesikler

Niikleik asitlere veya bunlarin yapisina katilan koenzimlere yapisal olarak
benzerler. Bu yolla niikleik asitlerin polimerizasyonunu veya polimeraz enzimlerin
aktivitesini durdurarak antikanser etki gosterirler. Sitostatik olarak se¢imli degillerdir.
Kullanimlar1 kisithdir. Substrat analoglari, niikleozit analoglari, folik asit analoglari
rnek olarak verilebilir.?

2.4.4. Sitostatik Antibiyotikler

Antibiyotikler, DNA bagimli RNA sentezini inhibe ederek etkilerini gosterirler.
Polipeptit antibiyotikler, antrasiklin grubu antibiyotikler, antrakinon ve akridin grubu
gibi ilag siniflar1 6rnek verilebilir.?

2.4.5. Hormon ve Hormon Antagonistleri

Ostrojen, progesteron ve androjenler biiyiimesi hormonal etkilere bagli olan
prostat ve meme gibi kanser tiirlerinde kullanilirlar. Klorotrianisen, mifepriston ve
formestan 6rnek olarak verilebilir.?

2.4.6. Radyoaktif izotoplar

Radyoaktif izotoplarla tiimér tedavisi 1sin tedavisinin yardimer bir seklidir.

Radyoaktif fosfor ve radyoaktif iyot 1sin tedavisi i¢in kullanilan belli bagh



izotoplardandlr.2

2.5. fla¢ Tasariminda Molekiillerin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Onemi
Kantitatif Yapi-Etki Iliskisi (QSAR) Yaklasim

QSAR yaklagimi ila¢ molekiillerinin fizikokimyasal 6zellikleri ile biyolojik
aktivitesi arasindaki iliskiyi kantitatif olarak inceler. QSAR yaklasimi ile molekiillerin
hidrofobik, elektronik ve sterik parametreler iizerinde arastirmalar yapilmaktadir. Bir
ilag molekiilinde bu 0Ozelliklerin herhangi birinin degismesi biyoaktivitede
degisikliklere neden olur.

QSAR analizleri; Hammett korelasyonu, Hansch analizi, log P, iyonlagma sabiti
ve Topliss yaklagimi gibi korelasyonlarla yapllmaktadur.2

2.5.1. Hammett Korelasyonu

Hammett yaklasiminda homolog bir seride aromatik halka iizerinde bulunan
siibstitlientin elektron alma ve elektron verme Ozellikleri ile kimyasal etkinligi
arasindaki iliski agiklanir. Hammett sabiti (o) aromatik halkanin meta ve para
konumlarindaki siibstitiientlerin indiiktif ve rezonans etkilerinin toplamina esittir. Bu

deger elektron veren gruplar igin (-), elektron alan gruplar icin (+) isaretiyle gosterilir.?

K" nonsiibstitiie bilesik reaksiyonlar1 i¢in, K* siibstitiie bilesik reaksiyonlar igin
denge degismezidir.

log K* - log K" = P ve log K* = Po + log K"

Siibstitiie bilesik etkinligi (log K*) o ile dogru orantilidir. Siibstitiientin etkisi P

ile gosterilir.



2.5.2. Hansch Analizi

Bir¢ok ilacin biyolojik olarak etkinligi birden fazla fizikokimyasal Ozellige
baghidir. Hammett esitligi gibi biyolojik aktivite ile fizikokimyasal 6zellikler arasinda
baglant kurar.?

Px
n=1log Ry

Py nonsiibstitiie bilesige ait dagilim katsayisi, Px ise siibstitiie bilesige ait
dagilim katsayisin1  gostermektedir. m simgesi Hansch hidrofobik siibstitiient
degismezini ifade etmektedir. bulunmasi incelenen X Siibstitiient molekiiliin yagdaki
¢Oziiniirliiglinii, ana bilesigin yagdaki ¢oziiniirliigiine oranla arttirmissa © degeri pozitif,
azaltmissa m degeri negatif deger alir.?

2.5.3. Dagihim (Partisyon) Katsayisi (P)

Biyolojik agidan aktif bir¢cok bilesigin en Onemli &zelliginin onlarin
lipofilisiteleri oldugu anlasilmistir. Lipofilisite oktanol-su ¢oziicli sistemi kullanilarak
dagilim katsayist yoluyla Olgiilebilir. Bir ilacin dagilim katsayisi, o ilacin organik
¢Oziicii-su karigiminda ¢alkalandiginda organik c¢oziicii ile suya gecen niceliginin
orantisidir.?

2.5.4. iyonlasma Sabiti (Ka)

Ilaglar bilindigi gibi iyonize, noniyonize, kismen iyonize ve kismen noniyonize
olmak tizere ii¢ sekilde bulunabilirler. Belirli pH’da bir ilacin 1yonize ya da noniyonize
sekillerinin bagil konsantrasyonu Henderson-Hasselbach denklemi ile hesaplanabilir.?

Asitler i¢in:

[iyonize olmamuis ilag]

1 = pKa — pH
8 [iyonize ilag] pRa=p



Bazlar i¢in:

[iyonize olmamuis ilag]

log = pH — pKa

[iyonize ilag]

Zayif asit ya da zayif baz niteliginde olan ilaglarin lipoid nitelikteki zarlardan
gecisleri ne kadar iyonize olduklarina baglidir. Bu nedenle; bu tip ilaglarin yiizde
kac¢inin iyonize yiizde kaginin noniyonize oldugunun hesaplanmasi gerekir. Noniyonize
durumda olanlar, lipoid nitelikteki zarlardan kolay gecerler. Bdylece olusan
konsantrasyonun biyolojik etki tizerindeki rolii biiyiiktiir.?

2.5.5. Tla¢ Tasarlamada Topliss Yaklasim
Topliss yontemi Hansch analizine benzer bir sekilde ila¢ adaylarinin modifiye edildigi
bir yontemdir. Topliss’in “Karar Agaci1” yaklasimi aromatik halkalar1 ve yan zincirleri
modifiye etmek igin kullanilir. Aril halkal bilesiklerde 6nce 4-kloro analogu hazirlanir
ve bunun biyolojik aktivitesi nonsiibstitiie ana bilesikle karsilastirilir. Eger 4-kloro
tiirevi daha aktifse bir sonraki basamakta 3,4-dikloro tiirevi sentezlenir. Bdylece hem ,
hem de o degerleri 6nemli 6lgiide arttirilmis olur. Eger 4-kloro tiirevi ana bilegikten
daha az aktifse © ve o degerlerini ana bilesige gore daha diistirmek amaciyla 4-metoksi
tiirevi hazirlanir. 4-kloro tiirevi ana bilesikle esit aktiviteye sahipse 4-metil analogu
hazirlanir. © ve o degerleri g6z Oniinde tutularak bu sistematik basamaklandirma

1slemine optimum aktivite elde edilinceye kadar devam edilir.?

L 1= a1 I
i1 4-c1 s-c1
e I ar L E N L E N
I
4 OCH, 4-OCH, 4-OCH, 4-CH, 4-CH, P 3.4.C1, a4-cC1,

1cH, 3.4-C1 =
% \|E/ - \|/ |

e I T 1 2-CFa 4-C1
A

2 3 %
e E 1> |
A4-N(CH;); 4-N(CH3),; 4-N(CH ), 3.5-C1,

3-CFi. 4-NO2
3,5(C >

2-Cl; 2-CH;: ¢ (CF2)2

2-OCH

4-CF
2.4-C1,
1NO,

3.CH,. 4-N(CH3), | aNoO,

4-NO, (€N, COCH;, SO,CH,, CONH,;, SO,NH;)

4-F

4-NH,: 4-OH: 3CH;. 4-OCH;

Sekil 2.1. Tlag tasariminda Topliss karar agaci



2.6. Planlanan Bilesiklerin Antikanser Ajan Olarak Tasarlanmalarindaki
Gerekgeler

Bu tez calismasinda 4-[5-(2,4/3,4-dimetoksifenil)-3-siibstitiicfenil-4,5-dihidro-
1H-pirazol-1-ilJbenzensiilfonamit ~ kimyasal  yapisindaki  pirazolin  tiirevlerinin
sentezlenmesi ve sitotoksik/antikanser aktivitelerinin ¢esitli hiicre hatlarina karsi
arastirilmasi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda o,B-doymamis keton yapisi tasiyan
salkonlardan hareketle pirazolin tipi bilesiklerin sentezi gerceklestirilmistir.

Salkonlarin antibakteriyel’, antimalaryal®, antifungal®, antialerjik'®, antitimor™

aktiviteleri rapor edilmistir. Siilfonamit tiirevi bilesiklerinde antikanser’*™*, karbonik

18 ce . 1213,19
I”°, antitimor ,

anhidraz (CA) inhibitori®™'®, antibakteriyel'’, antimalarya
antihipertansif %°, anti-inflamatuvar 2! ve antiprotozoal®® gibi cesitli biyolojik aktiviteler
gosterdigi rapor edilmistir.

Son yillarda, pirazol halkasi tasiyan siilfonamitlerin antibakteriy6123,
antiinflamatuvar'®, antiobezite?® gibi aktiviteler gosterdigi yine literatiirde kayithdur.
Tibbi ag¢idan 6nemli pirazolin tiirevleri 1,3,5-trislibstitiie-2-pirazolin yapisina sahiptir.

13,26

Bu tip tiirevlerin antimikrobiyal®®, antienflamatuvar>?°, analjezik?’ ve antitiiberkiiler®,

antikanser?®*3

aktiviteleri kayithdir.

Ancak 1,3,5-tristibstitiie-2-pirazolin  tipi  bilesiklerin  sitotoksik/antikanser
aktiviteleri ile 1ilgili olarak literatiirde smirli sayida arastirma mevcuttur. Bu tez
kapsaminda bu alandaki bilgi birikimine katki saglamak amaci ile 4-[5-(2,4/3,4-
dimetoksifenil)-3-siibstitiiefenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il]benzensiilfonamit kimyasal

yapisindaki bilesiklerin sentezi, sitotoksisiteleri ve timor selektivitelerinin arastirilmasi

antikanser etkili yeni bilesikler bulmak amaci ile planlanmaistir.



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasallar ve Yontemler

3.1.1. Sentez Cahismalarinda Kullanilan Kimyasallar

Tasarlanan bilesiklerin sentezinde 2,4-dimetoksibenzaldehit (Acros), 3,4-
dimetoksibenzaldehit (Aldrich), 4-floroasetofenon (Aldrich), 4-kloroasetofenon (Fluka),
asetofenon (Merck), parahidrazinobenzensiilfanilamit hidrokloriir (ABCR ), metil alkol
(Aldrich), etil alkol (Aldrich), %37’lik hidroklorik asit (Merck), glasiyal asetik asit
(Merck), kloroform (Aldrich), aseton (Aldrich), DMSO-ds (Merck), sodyum hidroksit
(Merck) kullanilmistir.

3.1.2. Yontemler

Kromatografik Analizler

Sentez ¢alismalar1 sirasinda reaksiyonu takip etmek ve sentezlenen bilesiklerin
safliklarin1  kontrol etmek amaciyla Ince Tabaka Kromatografisi'nden (I.T.K.)
yararlanildi. 1.T.K. i¢in 0.25 mm kalinliktaki silikajel 60 HF54 (Merck 1.05554.0001)
hazir kromatografi plaklar1 kullanildi. Hareketli faz sistemi olarak kloroform:metil alkol
(4.8:0.2) kullanildi. A¢ik havada kurutulan plaklar tizerindeki lekelerin belirlenmesinde
254 nm dalga boyundaki UV 1s1gindan faydalanildu.

Spektral Analizler

Bilesiklerin *H NMR (400 MHz) ve *C NMR (100 MHz) spektrumlari DMSO-
d6 (Merck) igerisinde, Varian spektrofotometre (Danbury, U.S.A.) de alindi.
Bilesiklerin kiitle spektrumlart elektron spray iyonizasyon yontemi ile MS (ESI-MS)
VG Waters Micromass ZQ (USA) spektrometresinde alinmustir.

Erime Noktas1 Tayinleri

Bilesiklerin erime dereceleri Electrothermal 9100 marka (IA9100, U.K.) erime

derecesi tayini cihazi kullanilarak tespit edildi.



3.2. 3-(Siibstitiiefenil)-1-(4-siibstitiiefenil)-2-propen-1-on’larin (A1- A6)

(Salkon Tiirevi Bilesikler) Genel Sentez Yontemi

R!=H, F, Cl A1-A6
R?, RY R®, R*=0OCH,4

Sekil 3.1. Salkonlarin (A1-A6) genel sentez yontemi

Salkonlar bazik kosulda Clasien-Schmidt kondenzasyonu ile sentezlenmistir.?
Ilgili keton ve aldehit tiirevi baslangi¢ maddeleri etil alkol (10 ml) iginde ¢oziildiikten
sonra karisimin tizerine 20 ml soguk NaOH (%10) ¢ozeltisi damla damla ilave edildi.
Karisim oda sicakhiginda karstirildi. Tepkimenin ilerleyisi I.T.K. ile takip edildi.
Tepkime sonunda balon igerigi buzlu suya dokiildiikten sonra yeterince HCI ¢ozeltisi
(%10) ile notrallestirildi. Elde edilen katmnin saflhigi I.T.K. ile kontrol edildikten sonra
ileri bir saflastirma yapilmadan ikinci asama olan pirazol sentezinde kullanildi.
Salkonlarin genel sentez yontemi Sekil 3.1°de sunulmustur.

3.3.  4-[5-(2,4/3,4-Dimetoksifenil)-3-siibstitiiefenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-

il|Benzensiilfonamit’lerin (B1-B6) (Pirazolin Tiirevi Bilesikler Genel Sentez

Yontemi
NH
2 0=S=0
% R 3 Glasiyal Asetik Asit
OCL ¢ I
Rl R4 EtOH
R® NHNH ,.HC

R': H/ F/ Cl B1-B6
R% RYR® R* OCH,
Sekil 3.2. Pirazolin tipi bilesiklerin (B1-B6) genel sentez yontemi
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Uygun salkon bilesigi (A1-A6) ve parahidrazinobenzensiilfonamit hidrokloriir
bilesigi, sirasiyla 1:1,1 veya 1:1 mol oraninda alinarak yeterince etil alkol igerisinde,
katalitik miktarda glasiyal asetik asit varliginda geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitildi.
Tepkimenin yiirilyiisii I.T.K. ile CHCl3:MeOH (4.8:0.2) ¢oziicii sistemi kullanilarak
izlendi. Tepkime sonunda balon igerigi oda 1sisina sogutuldu. Coken kati1 siiziiliip
kurutulduktan sonra uygun ¢oziicii veya ¢oziicii karisimlarindan kristallendirilerek B1-
B6 bilesikleri elde edildi. Pirazolinlerin (B1-B6) genel sentez yontemi Sekil 3.2.°de,
sentezlenen bilesiklerin deneysel verileri ise Tablo 4.4.’de sunulmustur. Her bir
bilesigin detayli sentezi asagida sirasiyla verilmistir.

3.4. 4-[5-(2,4-Dimetoksifenil)-3-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il]
benzensiilfonamit sentezi, B1

3-(2,4-Dimetoksifenil)-1-(4-fenil)-2-propen-1-on (0.5 g, 1.86 mmol, Al) ve para
hidrazinobenzenstilfonamit hidrokloriir (0.43 g, 1.86 mmol)’iin etil alkol (25 ml)
icindeki karisimi 0.05 ml glasiyal asetik asit katalizorliiglinde geri ¢eviren sogutucu
altinda 1s1tild1. Cozeltinin rengi sar1 olarak gozlendi. Reaksiyonun yiiriiyiisii I.T.K. ile
ve CHCI3: MeOH (4.8:0.2) ¢oziicii sistemi kullanilarak izlendi. 12 saat sonra reaksiyona
son verildi. Oda sicakliginda bekletildikten sonra ¢dken beyaz renkli kati madde
stiziilip kurutulduktan sonra etil alkolden kristallendirildi. (% 35). Bilesigin erime

noktas1 206 °C’dir.

R O
\\S¢
\
/©/ NH,
N
g
MeO O
OMe

Sekil 3.3. 4-[5-(2,4-Dimetoksifenil)-3-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-1]benzensiilfonamit,B1
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'H NMR (DMSO-ds) (Sekil 3.4.) B1

& (ppm) : 7.73 (d, J = 7.3 Hz, 2H, Ar-H), 7.56 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Ar-H), 7.42-
7.36 (m, 3H, Ar-H), 7.02 (s, 2H, -SO,NH,), 6.97 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Ar-H), 6.73 (d, J =
8.4 Hz, 1H, Ar-H), 6.59 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Ar-H), 6.37 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 2H, Ar-H),
5.61 (dd, J = 12.0, 4.9 Hz, 1H, H-5 (pirazolin)), 3.83 (s, 3H, -OCHs), 3.68 (s, 3H, -
OCHjy), 3.01 (dd, J=17.8, 4.9 Hz, 1H, H-4 (pirazolin)).

13C NMR (DMSO-dg) (Sekil 3.5.) B1

6 (ppm) : 160.8, 157.9, 150.9, 146.5, 133.2, 132.5, 129.9, 129.4, 127.8, 127 .4,
126.6, 121.1, 112.3, 105.7, 99.6, 57.7 (C-5 pirazolin), 56.4 (-OCHs), 55.8 (-OCHj3), 42.5
(C-4 pirazolin).

HRMS (ESI-MS) (Sekil 3.6.) B1

C23H24N30,S, Hesaplanan [M+H]": 438.1488 Bulunan [M+H]": 438.1472

ekil 3.4. B1 bilesiginin ‘H NMR spektrumu
g p
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Sekil 3.6. B1 bilesiginin kiitle spektrumu

3.5. 4-[5-(3,4-Dimetoksifenil)-3-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il]
benzensiilfonamit sentezi, B2

3-(3,4-dimetoksifenil-)-1-(4-fenil)-2-propen-1-on (0.5 g, 1.86 mmol, A2) ve
parahidrazinobenzensiilfonamit hidrokloriir (0.43 g, 1.86 mmol)’lin etil alkol (25 ml)
icindeki karisimi 0.05 ml glasiyal asetik asit katalizorliiglinde geri c¢eviren sogutucu
altinda 1s1t1ldi. Cozeltinin rengi turuncu olarak gozlendi. Reaksiyonun yiiriyiisii 1.T.K.
ile ve CHCI3: MeOH (4.8:0.2) ¢oziicli sistemi kullanilarak izlendi. 17 saat sonra

reaksiyona son verildi.
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Oda sicakliginda bekletildikten sonra ¢oken beyaz renkli katt madde siiziiliip
kurutulduktan sonra etil alkolden kristallendirildi. (% 22). Bilesigin erime noktasi 176

°C’dir. Bilesigin literatiirdeki erime noktasi bulunamamistir.

OMe
MeO

Sekil 3.7. 4-[5-(3,4-Dimetoksifenil)-3-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-
il]benzensiilfonamit, B2.

'H NMR (DMSO-dg) (Sekil 3.8.) B2

& (ppm) :7.75 (d, J = 7.0 Hz, 2H, Ar-H), 7.56 (d, J = 8.9 Hz, 2H, Ar-H), 7.44-
7.37 (m, 3H, Ar-H), 7.06 (d, J = 8.9 Hz, 1H, Ar-H), 7.03 (s, 2H, -SO,NH,), 6.91 (d, J =
1.8 Hz, 1H, Ar-H), 6.84 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Ar-H), 6.64 (dd, J = 8.0, 1.8 Hz, 2H, Ar-H),
5.48 (dd, J = 12.1, 5.5 Hz, 1H, H-5 (pirazolin)), 3.88 (dd, J = 17.6, 12.1 Hz, 1H, H-4

(pirazolin)),3.68 (s, 3H, -OCHg3), 3.58 (s, 3H, -OCH3), 3.14 (dd, J = 17.6, 5.5 Hz,
1H,

H-4 (pirazolin)).

13C NMR (DMSO-dg) (Sekil 3.9.) B2

6 (ppm) :150.5, 149.7, 148.7, 146.8, 134.5, 133.5, 132.4, 130.0, 129.5, 127.8,
126.7, 118.0, 112.8, 110.3, 62.9 (C-5 pirazolin), 56.1 (-OCH3), 56.0 (-OCH3), 43.7 (C-4
pirazolin).

HRMS (ESI-MS) (Sekil 3.10.) B2

C23H24N30,4S , Hesaplanan [M+H]": 438.1488 Bulunan [M+H]": 438.14

14



Sekil 3.8. B2 bilesiginin *H NMR spektrumu
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Sekil 3.9. B2 bilesiginin 3¢ NMR spektrumu
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Sekil 3.10. B2 bilesiginin kiitle spektrumu

3.6. 4-[5-(2,4-Dimetoksifenil)-3-(4-florofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-

il]benzensiilfonamit sentezi, B3

3-(2,4-Dimetoksifenil)-1-(4-florofenil)-2-propen-1-on (0.5 g, 1.75 mmol, A3) ve

parahidrazinobenzensiilfonamit hidrokloriir(0.43 g, 1.93 mmol)’iin etil alkol (25 ml )

icindeki karistmi 0.05 ml glasiyal asetik asit katalizorliiglinde geri ¢eviren sogutucu

altindaisitildi. Cozeltinin rengi sar1 olarak gdzlendi. Reaksiyonun yiiriiyiisii I.T.K. ile ve

CHCI3:MeOH (4.8:0.2) ¢oziicii sistemi kullanilarak izlendi. 17 saat sonra reaksiyona

son verildi. Oda sicakliginda bekletildi. Cozeltinin rengi yesile dondii. Coken sar1 renkli

kat1 madde siiziiliip kurutulduktan sonra etil alkolden kristallendirildi. ( % 48). Bilesigin

erime noktasi 188 °C’dir. Bilesigin literatiirdeki erime noktas1 178 °C’ dir.?®

] O
\\S .

\
NH,

OMe

Sekil 3.11. 4-[5-(2,4-Dimetoksifenil)-3-(4-florofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-
il]benzensiilfonamit, B3
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'H NMR (DMSO-dg) (Sekil 3.12.) B3

& (ppm) : 7.80 (t, J = 6.2 Hz, 2H, Ar-H), 7.57 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ar-H), 7.25 (t,
J=8.1Hz, 2H, Ar-H), 7.01 (s, 2H, -SO,NH,), 6.98 (d, J= 7.3 Hz, 2H, Ar-H), 6.75 (d, J
= 8.4 Hz, 1H, Ar-H), 6.62 (s, 1H, Ar-H), 6.39 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Ar-H) 5.62 (dd, J =
11.5, 4.3 Hz, 1H, H-5 (pirazolin)), 3.86 (s, 3H, -OCHs), 3.69 (s, 3H, -OCH3), 3.05 (dd, J
=17.6, 4.3 Hz, 1H, H-4 (pirazolin)).

13C NMR (DMSO-ds) (Sekil 3.13.) B3

& (ppm) :164.5 (d, Jcr = 246 Hz), 160.8, 157.8, 149.9, 146.5, 133.5, 129.3,
128.9 (d, *Jcr = 8.4 Hz), 127.9, 127.3, 121.1, 116.4 (d, %J¢r = 22.1 Hz), 112.3, 105.7,
99.7, 57.8 (C-5 pirazolin), 56.5 (-OCHj3), 55.9 (-OCHj3), 42.6 (C-4 pirazolin).

HRMS (ESI-MS) (Sekil 3.14.) B3

C23H23N30,4SF, Hesaplanan [M+H]": 456.1393 Bulunan [M+H]": 456.1390
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Sekil 3.12. B3 bilesiginin *H NMR spektrumu

17



l[v'.l' 0 IAU 130 120 110 107177 SIVU‘ B a0 47’” 1 60 0 7'7[7)')
| |
i
| I
| | l
‘ |
1] ‘ | »
L1 I H
; it J;”w‘wl - m_‘ﬂl e —
7“]L’\ 7180 16;_7‘r 14;1 g ‘iZU '1357 # "'s'[;""‘ S’;}""' a0 B rZO jvppm
0 1 eee .13
Sekil 3.13. B3 bilesiginin ~°C NMR spektrumu
= 1£6.1300
1004
457 1187
y
e 458 1404
T 4001328 / RO e o i
"“']1"'/“1-1 73 7 | _A62.2095 4701667 4781245482 3477 487404
T T T' T " L) 1 |
¥ dAP B e i2n N 22 n iaf A iRR A ™A 172 A 180 A -]

Sekil 3.14. B3 bilesiginin kiitle spektrumu

3.7. 4-[5-(3,4-Dimetoksifenil)-3-(4-florofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-

il]benzensiilfonamit sentezi, B4

3-(3,4-Dimetoksifenil)-1-(4-florofenil)-2-propen-1-on (0.5 g, 1.75 mmol, A4) ve

parahidrazinobenzensiilfonamit hidrokloriir (0.44 g, 1.93 mmol)’lin etil alkol (25 ml )
icindeki karistmi 0.05 ml glasiyal asetik asit katalizorliiglinde geri ¢eviren sogutucu
altinda 1s1t1ld1. Cdzeltinin rengi koyu sar1 olarak gozlendi. Reaksiyonun yiiriiyiisii I.T.K.

ile ve CHCI;::MeOH (4.8:0.2) ¢oziicii sistemi kullanilarak izlendi. 3 saat sonra

18



reaksiyona son verildi. Oda sicakliginda bekletildikten sonra ¢dken acik kahverengi
renkli kati madde siiziiliip kurutulduktan sonra etil alkolden kristallendirildi. (%32).

Bilesigin erime noktas1 201 °C’dir. Bilesigin literatiirdeki erime noktasi 198 °C’ dir.®

(0]
\ ¢O

S
\
Q/ "
N
OMe
MeO

Sekil 3.15. 4-[5-(3,4-Dimetoksifenil)-3-(4-florofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il]
benzensiilfonamit, B4.

'H NMR (DMSO-dg) (Sekil 3.16.) B4

& (ppm) :7.82 (dd, J = 5.5, 9.2 Hz, 2H, Ar-H), 7.56 (d, J = 9.2 Hz, 2H, Ar-H),
7.27 (t, J = 9.0 Hz, 2H, Ar-H), 7.06 (d, J = 9.2 Hz, 2H, Ar-H), 7.01 (s, 2H, -SO,NH,),
6.92 (d, J = 1.9 Hz, 1H, Ar-H), 6.85 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Ar-H), 6.66 (dd, J = 8.3, 1.9 Hz,
1H, Ar-H), 5.51 (dd, J = 12.0, 5.5 Hz, 1H, H-5 (pirazolin)), 3.90 (dd, J = 17.6, 12.0 Hz,
1H, H-4 (pirazolin)).3.69 (s, 3H, -OCHs3), 3.67 (s, 3H, -OCHs), 3.18 (dd, J = 17.6, 5.5
Hz, 1H, H-4 (pirazolin)).

13C NMR (DMSO-dg) (Sekil 3.17.) B4

& (ppm) :164.6, 149.6, 148.8, 146.8, 134.5, 133.7, 129.2, 128.9 (d, %Jcr = 8.3
Hz), 127.8, 118.1,116.6, 116.3, 112.8, 112.7, 110.4, 63.1 (C-5 pirazolin), 56.1 (-OCHs),
56.0 (-OCHj3), 43.8 (C-4 pirazolin).

HRMS (ESI-MS) (Sekil 3.18.) B4

C23H23N30,4SF, Hesaplanan [M+H]": 456.1393 Bulunan [M+H]": 456.1390
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Sekil 3.17. B4 bilesiginin “*C NMR spektrumu
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Sekil 3.18. B4 bilesiginin kiitle spektrumu

3.8. 4-[5-(2,4-Dimetoksifenil)-3-(4-klorofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-
il]benzensiilfonamit sentezi, B5

3-(2,4-Dimetoksifenil)-1-(4-klorofenil)-2-propen-1-on (0.5 g, 1.65 mmol, Ab)
vep-hidrazino benzensiilfonamit hidrokloriir (0.42 g, 1.82 mmol)’iin etil alkol (25 ml)
icindeki karisimi 0.05 ml glasiyal asetik asit katalizorliiglinde geri ¢eviren sogutucu
altinda 1sitildi. Cozeltinin rengi berrak sari olarak gozlendi. Reaksiyonun yiirliylisii
I.T.K. ile ve CHCI3:MeOH (4.8:0.2) ¢oziicii sistemi kullanilarak izlendi. 19 saat sonra
reaksiyona son verildi. Oda sicakliginda bekletildi. Coken sar1 renkli kati madde
stizilip kurutulduktan sonra etil alkolden kristallendirildi. (%57). Bilesigin erime

noktas1 217 °C’dir. Bilesigin literatiirdeki erime noktasi 208 °C” dir.%

] (@]
N
\
MeO O
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Sekil 3.19. 4-[5-(2,4-Dimetoksifenil)-3-(4-klorofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-
il]benzensiilfonamit, B5.

'H NMR (DMSO-dg) (Sekil 3.20.) B5

& (ppm) :7.74 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Ar-H), 7.56 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Ar-H), 7.45 (d,
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J =8.8 Hz, 2H, Ar-H),7.02 (s, 2H, -SO,NH,), 6.98 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Ar-H), 6.74 (d, J
= 8.4 Hz, 1H, Ar-H), 6.59 (d, J = 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 6.34 (dd, J = 8.8, 2.6 Hz, 1H, Ar-
H), 5.61 (dd, J = 12.0, 5.1 Hz, 1H, H-5 (pirazolin)), 3.83 (s, 3H, -OCH3), 3.67 (s, 3H, -
OCHjy), 3.01 (dd, J = 17.6, 5.1 Hz, 1H, H-4 (pirazolin)).

13C NMR (DMSO-dg) (Sekil 3.21.) B5

6 (ppm) :160.8, 157.9, 149.8, 146.3, 134.3, 133.5, 131.5, 129.4, 128.3, 127.8,
127.5, 120.9, 112.5, 105.7, 99.6, 57.9 (C-5 pirazolin), 56.4 (-OCHg3), 55.8 (-OCHj3), 42.3
(C-4 pirazolin).

HRMS (ESI-MS) (Sekil 3.22.) BS

C23H23N30,4SCl, Hesaplanan [M+H]": 472.1098 Bulunan [M+H]": 472.1096

Sekil 3.20. B5 bilesiginin 'H NMR spektrumu
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Sekil 3.22. B5 bilesiginin kiitle spektrumu

3.9. 4-[5-(3,4-Dimetoksifenil)-3-(4-klorofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-
il|benzensiilfonamit sentezi, B6

3-(3,4-Dimetoksifenil)-1-(4-klorofenil)-2-propen-1-on (0.5 g, 1.65 mmol, A6) ve
parahidrazinobenzensiilfonamit hidrokloriir (0.42 g, 1.82 mmol)’iin etil alkol (25 ml )
icindeki karisimi 0.05 ml glasiyal asetik asit katalizorliiglinde geri ¢eviren sogutucu
altindaisitildi. Cozeltinin rengi berrak sar1 olarak gozlendi.

Reaksiyonun yiiriiyiisii I.T.K. ile ve CHCI;:MeOH (4.8:0.2) ¢bziicii sistemi
kullanilarak izlendi. 19 saat sonra reaksiyona son verildi. Oda sicakliginda

bekletildikten sonta ¢oken sar1 renkli kati madde siiziiliip kurutulduktan sonra etil
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alkolden kristallendirildi. (% 68). Bilesigin erime noktasi 182 °C’dir. Bilesigin

literatiirdeki erime noktas1 184 °C’ dir.?

MeO

Sekil 3.23. 4-[5-(3,4-Dimetoksifenil)-3-(4-klorofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-
il]benzensiilfonamit, B6.

'H NMR (DMSO-de) (Sekil 3.24.) B6

& (ppm) :7.76 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Ar-H), 7.56 (d, J = 9.1 Hz, 2H, Ar-H), 7.47 (d,

J =8.8 Hz, 2H, Ar-H), 7.07 (d, J = 9.1 Hz, 2H, Ar-H), 7.03 (s, 2H, -SO,NH.), 6.90 (d, J

= 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 6.84 (d, J = 8.2 Hz, 1H, Ar-H), 6.64 (dd, J = 8.2, 2.1 Hz, 1H, Ar-

H),5.51 (dd, J = 12.0, 5.3 Hz, 1H, H-5 (pirazolin)), 3.88 (dd, J = 17.8, 12.0 Hz, 1H, H-4

(pirazolin), 3.68 (s, 3H, -OCHs), 3.65 (s, 3H, -OCHs3), 3.14 (dd, J = 17.8, 5.3 Hz, 1H, H-
4 (pirazolin)).

13C NMR (DMSO-dg) (Sekil 3.25.) B6

6 (ppm) :149.7, 149.4, 148.8, 146.6, 134.4, 134.3, 133.8, 131.4, 129.5, 128.4,
127.8, 118.1, 112.9, 112.7, 110.3, 63.2, (C-5 pirazolin), 56.1 (-OCHj3), 56.0 (-OCH3),
43.5 (C-4 pirazolin).

HRMS (ESI-MS) (Sekil 3.26.) B6

C23H23N30,SCl, Hesaplanan [M+H]": 472.1098 Bulunan [M+H]": 472.1108

24



|

i
L& L

Sekil 3.24. B6 bilesiginin IHNMR spektrumu
il nuﬂ 10 SO A I A
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Sekil 3.26. B6 bilesiginin kiitle spektrumu

3.10. Biyoaktivite Calismalari

3.10.1. Gerec¢ ve Yontem

Materyal

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Invitrogen, Carlsbad, CA,
ABD); fetal bovine serum (FBS, SAFC Biosciences, St. Louis, MO, ABD); RPMI1640
medium, 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromide (MTT) dimetil
stilffoksit (DMSO, Wako Pure Chemical, Osaka, Japonya), melfalan (Sigma-Aldrich
Inc., St. Louis, MO, ABD) kullanilmistir. Hiicre kiiltiirlinde kullanilan tiim hiicreler
%10 1s1 ile inaktive edilmis, FBS ve antibiyotik (100 unite/ml penicillin G ve 100 pg/ml
streptomisin siilfat) eklenerek DMEM ortaminda 37°C’ de kiiltiire edilmislerdir. Insan
agiz skuamoz hiicre karsinomu (OSCC) hiicreleri (Ca9-22, HSC-2, HSC-3, HSC-4)
Japonya’ nin Showa Universitesinden Prof. Nagumo’dan saglanmustir.

3.10.2. Sitotoksik Aktivite Olgiilmesi

Hiicreler 96 kuyucuklu (Becton Dickenson, Flanklin Lakes, NJ, ABD) platelere
ekilmis ve hiicrelerin tutunmasi i¢in 48 saat inkiibe edilmistir. Hiicreler alani
kaplayacak kadar cogaldiginda 48 saat boyunca taze medyumda hazirlanmis farkli
konsantrasyonlarda numuneler eklenmistir. Relatif tutunmus canli hiicre sayist MTT

yontemi ile belirlenmistir. Yiizen hiicrelerin canlilig1 ise tripan mavisiyle boyayarak bir
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hemositometre ile sayma yoluyla belirlenmistir. %50 sitotoksik doz (CCsp) doz-yanit

egrisinden belirlenmistir.*
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4. BULGULAR

4.1. Deneysel ve Spektral Bulgular

Tez kapsaminda sentezi tasarlanan bilesikler basariyla sentezlenmis ve
saflagtirilmustir. Bilesiklere ait *H NMR, *C NMR, HRMS spektrum degerleri topluca
sirasityla Tablo 4.1, Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’de, deneysel veriler ise Tablo 4.4’de
sunulmustur.

Spektrumlar ve degerlendirmeleri deneysel bolimde detayli bir bigimde
verilmistir.

4.2. Biyoaktivite Bulgular:

Sentezlenen B1-B6 bilesikleri insan Ca9-22 (dis eti), HSC-2 (agiz), HSC-3 (dil),
HSC-4 (dil) oral hiicre karsinomalarina kars1 degerlendirilmistir. Ek olarak bu bilesikler
malign olmayan HGF gingival fibroblastlar, HPC pulp hiicrelerine ve HPLF peridontal
ligament fibroblastlara karst da test edilmis ve bilesiklere ait veriler Tablo 4.5’de

sunulmustur.
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Tablo 4.1. B1-B6 bilesiklerinin *H NMR verileri

Bilesik
Kodu

'H NMR (DMSO-d6)

Bl

d (ppm)

7.73 (d, J = 7.3 Hz, 2H, Ar-H), 7.56 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Ar-H), 7.42-7.36 (m, 3H, Ar-H), 7.02 (s, 2H, -SO,NH,), 6.97 (d, J = 8.4
Hz, 1H, Ar-H), 6.73 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Ar-H), 6.59 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Ar-H), 6.37 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 2H, Ar-H), 5.61 (dd, J =
12.0, 4.9 Hz, 1H, H-5 (pirazolin)), 3.83 (s, 3H, -OCHy), 3.68 (s, 3H, -OCHys), 3.01 (dd, J=17.8, 4.9 Hz, 1H, H-4 (pirazolin)).

B2

d (ppm)

7.75 (d, J = 7.0 Hz, 2H, Ar-H), 7.56 (d, J = 8.9 Hz, 2H, Ar-H), 7.44-7.37 (m, 3H, Ar-H), 7.06 (d, J = 8.9 Hz, 1H, Ar-H), 7.03 (s,
2H, -SO,NH,), 6.91 (d, J = 1.8 Hz, 1H, Ar-H), 6.84 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Ar-H), 6.64 (dd, J = 8.0, 1.8 Hz, 2H, Ar-H), 5.48 (dd, J =
12.1, 5.5 Hz, 1H, H-5 (pirazolin)), 3.88 (dd, J = 17.6, 12.1 Hz, 1H, H-4 (pirazolin)),3.68 (s, 3H, -OCHj3), 3.58 (s, 3H, -OCH3), 3.14
(dd, J =17.6, 5.5 Hz, 1H, H-4 (pirazolin)).

B3

d (ppm)

7.80 (t, J = 6.2 Hz, 2H, Ar-H), 7.57 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ar-H), 7.25 (t, J = 8.1 Hz, 2H, Ar-H), 7.01 (s, 2H, -SO,NH,), 6.98 (d, J=
7.3 Hz, 2H, Ar-H), 6.75 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Ar-H), 6.62 (s, 1H, Ar-H), 6.39 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Ar-H) 5.62 (dd, J = 11.5, 4.3 Hz,
1H, H-5 (pirazolin)), 3.86 (s, 3H, -OCHjs), 3.69 (s, 3H, -OCHj3), 3.05 (dd, J = 17.6, 4.3 Hz, 1H, H-4 (pirazolin)).

B4

d (ppm)

7.82 (dd, J=5.5, 9.2 Hz, 2H, Ar-H), 7.56 (d, J = 9.2 Hz, 2H, Ar-H), 7.27 (t, J = 9.0 Hz, 2H, Ar-H), 7.06 (d, J = 9.2 Hz, 2H, Ar-H),
7.01 (s, 2H, -SO,NH,), 6.92 (d, J = 1.9 Hz, 1H, Ar-H), 6.85 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Ar-H), 6.66 (dd, J = 8.3, 1.9 Hz, 1H, Ar-H), 5.51
(dd, J = 12.0, 5.5 Hz, 1H, H-5 (pirazolin)), 3.90 (dd, J = 17.6, 12.0 Hz, 1H, H-4 (pirazolin)).3.69 (s, 3H, -OCHjs), 3.67 (s, 3H, -
OCHy), 3.18 (dd, J = 17.6, 5.5 Hz, 1H, H-4 (pirazolin)).

BS

d (ppm)

7.74 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Ar-H), 7.56 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Ar-H), 7.45 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Ar-H),7.02 (s, 2H, -SO,NH,), 6.98 (d, J =
9.0 Hz, 2H, Ar-H), 6.74 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Ar-H), 6.59 (d, J = 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 6.34 (dd, J = 8.8, 2.6 Hz, 1H, Ar-H), 5.61 (dd, J
=12.0, 5.1 Hz, 1H, H-5 (pirazolin)), 3.83 (s, 3H, -OCHy), 3.67 (s, 3H, -OCHy), 3.01 (dd, J = 17.6, 5.1 Hz, 1H, H-4 (pirazolin)).

B6

d (ppm)

7.76 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Ar-H), 7.56 (d, J = 9.1 Hz, 2H, Ar-H), 7.47 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Ar-H), 7.07 (d, J = 9.1 Hz, 2H, Ar-H), 7.03
(s, 2H, -SO,NH,), 6.90 (d, J = 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 6.84 (d, J = 8.2 Hz, 1H, Ar-H), 6.64 (dd, J = 8.2, 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 5.51 (dd, J
=12.0, 5.3 Hz, 1H, H-5 (pirazolin)), 3.88 (dd, J = 17.8, 12.0 Hz, 1H, H-4 (pirazolin), 3.68 (s, 3H, -OCHy), 3.65 (s, 3H, -OCHy),
3.14 (dd, J = 17.8, 5.3 Hz, 1H, H-4 (pirazolin)).
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Tablo 4.2. B1-B6 bilesiklerinin “*C NMR verileri

Bilesik Kodu

3C NMR (DMSO-d6)

160.8, 157.9, 150.9, 146.5, 133.2, 132.5, 129.9, 129.4, 127.8, 127.4, 126.6, 121.1, 112.3, 105.7,

Bl d (ppm) 99.6, 57.7 (C-5 pirazolin), 56.4 (-OCHs), 55.8 (-OCHs), 42.5 (C-4 pirazolin).

150.5, 149.7, 148.7, 146.8, 134.5, 133.5, 132.4, 130.0, 129.5, 127.8, 126.7, 118.0, 112.8, 110.3,
B2 6 (ppm) 62.9 (C-5 pirazolin), 56.1 (-OCHj), 56.0 (-OCHj3), 43.7 (C-4 pirazolin).

164.5 (d, 1Jcr = 246 Hz), 160.8, 157.8, 149.9, 146.5, 133.5, 129.3, 128.9 (d, Jor =84 Hz), 127.9,
B3 5 (ppm) 127.3, 121.1, 1164 (d, 2Jor = 221 Hz), 1123, 1057, 99.7, 57.8 (C-5 pirazolin),

56.5 (-OCHjy), 55.9 (-OCHy), 42.6 (C-4 pirazolin).

164.6, 149.6, 148.8, 146.8, 134.5, 133.7, 129.2, 128.9 (d, *Jcr = 8.3 Hz), 127.8, 118.1, 116.6, 116.3,

112.8, 1127, 1104, 63.1 (C-5 npirazolin), 56.1 (-OCHs), 56.0 (-OCHa),
B4 ) . .

(ppm) 43.8 (C-4 pirazolin).

160.8, 157.9, 149.8, 146.3, 134.3, 133.5, 131.5, 129.4, 128.3, 127.8, 127.5, 120.9, 112.5, 105.7,
B5 d (ppm) 99.6, 57.9 (C-5 pirazolin), 56.4 (-OCHs), 55.8 (-OCH3), 42.3 (C-4 pirazolin).

149.7, 149.4, 148.8, 146.6, 134.4, 134.3, 133.8, 131.4, 129.5, 128.4, 127.8, 118.1, 112.9, 112.7,
B6 d (ppm) 110.3, 63.2, (C-5 pirazolin), 56.1 (-OCH,), 56.0 (-OCHj), 43.5 (C-4 pirazolin).




Tablo 4.3. B1-B6 bilesiklerinin HRMS verileri

Blilgdsiuk Kapal Formiil Hesaplanan [M+H]" Bulunan [M+H]"
Bl C23H24N304S 438.1488 438.1472
B2 C23H24N304S 438.1488 438.1488
B3 Ca3H23N3O,4SF 456.1393 456.1390
B4 Ca3H23N304SF 456.1393 456.1390
B5 Ca3H23N304ClI 472.1098 472.1096
B6 Ca3H23N304ClI 472.1098 472.1108

Tablo 4.4. B1-B6 bilesiklerinin deneysel verileri

1€

o Erime Erime
Bilesik R, R, Rs R, Rs Derecesi Derecesi Verim %
Kodu (Literatiir) ~ (Bulunan)

Bl H CHs CHs H - 206 35
B2 H CH; CHs H - 176 22
B3 F CHs CHs H 178% 188 48
B4 F CH; CHj H 1984 201 32
B5 Cl CHs CHs H 208% 217 57
B6 Cl CH; CH; H 1844 182 68

B

- ¢’ Literatiirde kayit yoktur.
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Tablo 4.5. B1-B6 bilesiklerinin sitotoksisite sonuglari

CCso (M)
Insan oral skuaméz kanser hiicre hatlar Insan normal oral hiicreleri
Ca922 HSC-2 HSC-3 HSC-4 Ort. SS HGF HPLF HPC Ort. SS TS
Bilesikler (A) (B) © (D) D)(B) (©OIA)
B1 27 41 41 35 36.0 6.6 31 41 29 33.7 6.4 0.9 11
B2 21 200 200 44 116.3 97.2 29 112 28 56.3 48.2 0.5 14
B3 65 42 41 35 458 13.2 37 37 35 36.3 12 0.8 0.6
B4 24 152 177 33 96.5 793 25 139 80 81.3 57.0 0.8 1.0
B5 19 22 23 23 218 19 19 23 21 21.0 2.0 1.0 1.0
B6 16 21 25 18 200 3.9 22 41 17 26.7 12.7 1.3 14
Pozitif kontrol
Doksorubisin 0.27 12 13 078 15 0.16 0.27 0.28 0.24 1.6 0.6
5-Florourasil 55.1 44 27 8.9 78 200 200 >200 >200 >4.2 >3.6
Melfalan 40.3 36 1 03 8.80 200 151.0 >1755 >175.2 >9.3 >4.9

*Ort: Ortalama, SS: Standart sapma, TS: Tiimor selektivitesi



5. TARTISMA

Bu calismada ilk olarak asetofenon, florasetofenon, ve klorasetofenondan
hareketle c¢esitli dimetoksi siibstitiie (2,4-dimetoksi ve 3,4 dimetoksi) benzaldehit
tiirevleri ile Claisen Schmidt kondenzasyon yontemi kullanilarak 6 adet salkon bilesigi
(A1-A6) sentezlenmistir. Bilesiklerin saflign I.T.K. ve erime dereceleri ile kontrol
edilmistir. Ikinci adimda A1-A6 salkon bilesiklerinin parahidrazinobenzensiilfonamit
hidrokloriir ile katalitik miktarda asit ile kondenzasyonu gergeklestirilerek pirazolin
tirevi bilesikler 4-[5-(2,4/3,4-dimetoksifenil)-3-siibstitiiefenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-
il]benzensiilfonamit (B1-B6) sentezlenmistir. Reaksiyonlar % 22-68 verimle [B1 (%35),
B2 (%22), B3 (%48), B4 (%32), B5 (%57), B6 (%68)] ger¢eklesmistir. 2,4 dimetoksi
tirevleri olan B1 ve B3 (B5 harig); 3,4 dimetoksi tiirevleri olan B2 ve B4 (B6 harig)
bilesiklerine kiyasla yiiksek verimle sentezlenmistir. Klor siibstitiie tiirevi olan B5 ve
B6 bilesikleri diger bilesiklere nazaran daha yiiksek verimle sentezlenirken bu ikisi
arasinda 3,4 dimetoksi tiirevi olan B6 bilesigi, 2,4 dimetoksi tiirevi olan B5 bilesiginden
%19 daha yiiksek verimle sentezlenmistir. B1-B6 bilesiklerinin kimyasal yapilar1 *H
NMR, °C NMR ve HRMS ile aydilatilmistir. Sentezlenen bilesiklerden B1 ilk kez bu
calismada rapor edilmistir. Bilesiklerin 'H NMR ve *C NMR ve HRMS spektrumlari
kimyasal yapilar1 ile uyumludur. Spektral detaylar deneysel boliimde sunulmustur.

'H NMR sonuglari incelendiginde, salkon tiirevlerinden
parahidrozinobensiilfonamit hidrokloriir ile pirazol halkasinin kapandiginin gostergesi
olan pirazol halkasinin 4 ve 5 konumuna ait protonlarin yarilmalari spektrumda
goriilmiistiir. B1-B6 bilesiklerine ait pirazol halkasi 5 nolu proton yarilmalar: 5.61-5.48
ppm araliginda dd olarak, pirazol halkasi 4 nolu proton yarilmalar: ise 3.18-3.01 ppm
araliginda dd olarak goriilmiistiir. Pirazol halkasi 4 konumunda bulunan ikinci protona

ait yarilmalarin 2,4-dimetoksi tiirevi olan B1, B3 ve B5 bilesiklerinde NMR ¢oziiciisiine
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ait pikin altinda kaldig1 goriilmiistiir. 3,4-Dimetoksi tiirevi B2, B4 ve B6 bilesiklerinde
ise pirazolin 4 konumunda ait ikinci protonun yarilmalari ise 3.90-3.88 ppm araliginda
dd olarak goriilmistiir. Biitiin bilesiklerde ortak olarak bulunan siilfonamit (-SO,NH,)
fonksiyonel grubuna ait NH, grubu protonlar1 ise 7.03-7.01 ppm araliginda singlet
olarak goriilmiistiir. Aromatik halkalara ait protonlar ise yapilar ile uyumlu olacak
sekilde aromatik sahada, beklenen integrasyonlarda goriilmiistiir. 13C NMR sonuglari da
sentezlenen bilesiklerin B1-B6 yapilarini dogrulamaktadir. Pirazol halkasinin 5 nolu
karbon atomuna ait **C sinyalleri 63.2-57.7 ppm araliginda, aym halkasinin 4 nolu
karbon atomuna ait **C sinyalleri ise 43.8-42.3 ppm arahiginda goriilmiistiir. Halkalarin
2,4- ve 3,4- konumlarina ait metoksi grubu *3C sinyalleri ise 56.5-55.8 ppm araliginda
ve singlet olarak goriilmiistiir. Bilesiklerin sitotoksisite sonuglart degerlendirildiginde
bilesiklerin 16-200 pM araliginda kanser hiicrelerine karsi sitotoksisite gosterdigi
belirlenmigtir. Bilesiklerin normal hiicrelere karsi sitotoksisitesi 17-139 uM araliginda
degismektedir.  Bilesiklerin  tiimiiniin  sitotoksisitesi referans bilesik olan
doksorubisinden diisiiktiir.

Bilesiklerin sitotoksisiteleri referans bilesik  5-Florourasil —(5-FU) ile
kiyaslandiginda: Ca9-22 hiicre hatlarina kars1 bilesik B1 2.0 kat, bilesik B2 2.6 Kat,
bilesik B4 2.3 kat, bilesik B5 2.9 kat, bilesik B6 3.4 kat ; HSC-2 hiicre hatlarina karsi
bilesik B5 1.1 kat, bilesik B6 1.2 kat; HSC-3 hiicre hatlarina kars1 bilesik B1 1.8 kat,
bilesik B3 1.8 kat, bilesik B5 3.2 kat, bilesik B6 2.9 kat; HSC-4 hiicre hatlarina karsi
bilesik B1 1.1 kat, bilesik B3 1.1 kat, bilesik B4 1.2 kat, bilesik B5 1.7 kat, bilesik B6
2.2 kat referans bilesik 5-FU’ den daha giiclii sitotoksisite gostermistir. Bilesiklerin
sitotoksisiteleri referans bilesik Melfalan ile kiyaslandiginda; Ca9-22 hiicre hatlarina

kars1 bilesik B1 1.5 kat, bilesik B2 1.9 kat, bilesik B4 1.7 kat, bilesik B5 2.1 kat, bilesik
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B6 2.5 kat referans bilesik Melfalan’ dan 1.5-2.5 (Ca9-22) kat daha giiglii toksisite
gostermistir.

Bilesiklerin genel anlamda Tiimor Selektivitesi (TS) normal hiicrelere karsi
gosterilen sitotoksisitenin ortalamasinin (Tablo 4.5, kolon D) bilesiklerin kanser hiicre
hatlarina kars1 gosterilen sitotoksisitelerinin ortalamasina (Tablo 4.5, kolon B)
boliinmesi ile bulunmustur. Buna gore bilesik B6 en yiiksek tiimor selektivitesine
(TS=1.3) sahiptir. Ote yandan bilesik B5 TS degeri 1.0 ile secicilige sahip degildir.
Diger bilesikler B1, B2, B3 ve B4 1’den diisiik TS degerine sahiptir. Bu durum adi
gecen bilesiklerin kanser hiicrelerinden ziyade normal hiicrelere daha sitotoksik
oldugunu gosterir ve antikanser ila¢ gelistirme amaci ile Ortiismez. Diger yandan ayni
bilesikler i¢in ayn1 kokenden tiiretilen kanser hiicre hatti Ca9-22 (Tablo 4.5, kolon A) ve
normal hiicreler HGF’ ye karsi gosterilen sitotoksisiteler (Tablo 4.5, kolon C) C/A
degerleri hesaplanarak tiimor selektivitesi karsilastirildiginda B2 ve B6 1.4 TS degeri ile
en cok sitotoksisite gosteren bilesiklerdir. Bilesik B1 1.1°lik TS degeri ile 2. siradadir.
Bilesik B4 ve B5 ise TS 1 degeri ile normal ve kanserli hiicreleri arasinda bir secicilige
sahip degildir. Bilesik B3 ise kanser hiicrelerinden ziyade normal hiicrelere kars1 daha
fazla sitotoksisite gostermistir ve TS degeri 0.6’ dir. Bilesik B3 antikanser bilesik
gelistirme amacina hizmet etmez.

Sonug olarak her iki tip TS hesaplamasinda en yiiksek TS degerine sahip olan
bilesik B6 ¢aligilan bilesikler arasinda ileriki ¢aligmalar i¢in model olarak alinabilecek

bilesik olarak ortaya ¢ikmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda sentezlenen bilesikler insan agiz skuamoz kanser hiicre
hatlarina ve insan agiz normal hiicrelerine kars1 degerlendirilmistir. Bu bilesiklerin s6z
konusu kanser hiicrelerine karsi sitotoksisitesi bulunmakla birlikte belirgin ve secici
tiimor selektivitesine yani TS degerine sahip degillerdir. Fakat her kanser hiicresi farkl
karakterde ve Ozellikte oldugundan ve farkli hiicrelerle c¢evrildiginden sentezlenen
bilesikler farkli kanser tiplerine kars: etkili olabilir. Sonug olarak, her iki hesaplamada
en yiiksek TS degeri gosteren klor ve 3,4 dimetoksi siibstitiientlerini iceren 4-[5-(3,4-
dimetoksifenil)-3-(4-klorofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il]benzensiilfonamit yapisina
sahip olan bilesik B6 ilerki sitotoksik arastirma calismalar1 i¢in aday bilesik olarak
secilebilir. Bilesikler genel anlamda s6z konusu hiicre hatlarina karsi belirgin bir timor
selektivitesi gostermediginden B6 bilesigi hari¢ diger bilesikler sitotoksik/antikanser

bilesikler olarak gelistirmek icin ¢ok uygun gériinmemektedir.
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