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Kisaltmalar ve Simgeler

DMSO-dg : Doterodimetilsiilfoksit

d: dublet

e.b.: Egilme bandi

e.d.: Erime derecesi

ED: Erime derecesi

g.b.: Gerilme band1

Hz: Hertz

'H-NMR: Proton niiklear magnetik rezonans
INH: izonikotinil hidrazid

IR: Infrared

j-: Etkilesme degismezi

LT: Lokotrien

MES: Maksimal elektrosok

MHz: Megahertz

m: Multiplet

Ppm: Parts per million (milyonda bir)
PTZ: pentilentetrazol

RZ: Retensiyon zamani

s: Singlet

t: Triplet

TB: Tiiberkiiloz

UV: Ultraviyole

y.s.: Yaygin singlet

vmax: Maksimum absorpsiyon gosteren dalga sayisi

d: Kimyasal kayma
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1. OZET

Tiyotire tiirevleri son yillarda gosterdikleri antitiiberkiiler, antibakteriyel,
antifungal, anti HIV, antihipertansif ve ozellikle antikonvulsan gibi 6nemli biyolojik
aktiviteler nedeniyle dikkat cekmektedirler. Ancak cok sayida biyolojik aktivite
calismasi olmasina ragmen bu bilesiklerin metabolizmalar ile ilgili yayinlar olduk¢a az
sayidadir. Bu nedenle daha Once tarafimizdan sentezlenen ve antikonvulsan aktivite
gosteren N-fenil-N'-(3,5-dimetilpirazol-4-il)tiyoiire iizerinde in vivo metabolizma
calismasi yapilmistir. Bu arastirmada substratin plazmada biiyiikk olgiide degismeden
kaldig1 tespit edilmistir. Ayrica diisiikk konsantrasyonda bilinmeyen iki metabolit daha
saptanmistir. Bu calismada aromatik halka iizerinde siibstitiient tasiyan tiyoiire
bilesikleri secilerek in vivo metabolizma yollar1 ayrintili olarak incelenmistir.

Substratlar, N-(4-fluoro/klorofenil)-N'-(1,3,5-trimetilpirazol-4-il)tiyotire (T2 ve
T3) ve ilgili metabolitleri sentez edilerek yap: tayinleri elemental ve spektral analizler
ile yapilmistir. Substratlar %5’lik arap zamkinda ¢6ziilmiis ve siganlara 100 mg/kg doz
ve 0.1 ml hacimde olacak sekilde intraperitonal olarak uygulanmistir. Kan 6rnekleri
substrat verilmeden ve verildikten sonra 30 dakika, 1., 2., 4., 8., 12. ve 24. saatlerde
alimmistir. Substrat ve ilgili metabolitlerinin kromatografik ayrimlart Hichrom
chromasil C;s kolonda yapilmistir. En uygun mobil faz bilesimi metanol ve suyun
degisik oranlardaki karisgimlarinda saglanmistir. Tiyoiire bilesiklerinin metabolizma
calismalarinda N-dealkilasyon metabolitleri olan N-(4-fluoro/klorofenil-N'-(3,5-
dimetilpirazol-4-il)tiyotire (T1 ve T4) ve plazmada degismeden kalan substrat (T2 ve
T3) referans standartlan ile kiyaslanarak HPLC-UV/DAD ile tespit edilmistir. Ayrica
plazmada desiilfiirasyon metabolitleri saptanmamistir. Bu bulgular farmakolojik aktif
olan tiyoiire fonksiyonel grubunun desiilfiirasyon ile iireye doniismeyerek degismeden

plazmada kaldigimi kanmitlamstir.

Anahtar kelimeler: 4-amino-3,5-dimetil pirazol, tiyoiire, in vivo metabolizma.

10



2. SUMMARY

IN VIVO METABOLISM OF SOME THIOUREAS COMPOUNDS FROM 4-
AMINO-3,5 - DIMETHYL PYRAZOLE

Thiourea derivatives have attracted attention during the last decades due to their
significant biological activities as antitubercular, antibacterial, antifungal, anti-HIV-I,
antihypertensive as well as good anticonvulsant properties. However among numerous
studies, there are very few concerning the metabolism of thioureas. We therefore
investigated the in vivo metabolism of N-phenyl-N'-(3,5-dimethylpyrazole-4-yl)thiourea
as potent anticonvulsant. In this investigation, the previous results had showed that the
substrate was metabolized largely unchanged in the plasma. Only two unknown
metabolites were determined with low concentration. So we choosed the bearing
substituted phenyl ring at thiourea compounds and in vivo metabolism pathway was
studied in details in this study.

Substrates, N-(4-fluoro/chlorophenyl)-N'-(1,3,5-trimethylpyrazole-4-yl)thioureas
(T2 and T3), and their possible metabolites were synthesized and the structures of the
compounds were elucidated by spectral and elemental analysis. Substrates were
dissolved in 5% gum arabica and administered intraperitoneally at 100 mg/kg doses in
approximately 0.1 ml volume. Blood samples were withdrawn before and 30 min, 1., 2.,
4., 8., 12. and 24. h after dosing. Chromatographic separation of substrate and its
metabolites were performed using a Hichrom chromasil C;g column (150 mm x 4.6 mm
i.d., Sum particle size), made of stainless steel. The optimal composition of the mobil
phase was achieved by different mixtures of pure methanol and water. From the
biotransformation of these thiourea compounds, N-dealkylation metabolites N-(4-
fluoro/chlorophenyl)-N'-(3,5-dimethylpyrazole-4-yl)thioureas (T1 and T4)  were
identified together with unchanged substrate (T2 and T3) in plasma by comparing their
to reference standards by HPLC-UV/DAD. Furthermore the desulfuration metabolites
were not determined in plasma samples. These results proved that pharmacological
active of thiourea functional group was unchanged in plasma due to not desulfuration to

urea group.

Key words: 4-amino-3,5-dimethyl pyrazole, thiourea, in vivo metabolism.
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3. GIRIS VE AMAC

Tiyotire tiirevleri onemli farmakolojik aktiviteler gosteren ve son yillarda
olduk¢a fazla sayida bilesigin yapisinda yer alan 6énemli bir fonksiyonel gruptur. Cok
sayida biyolojik aktivite ile ilgili literatiir bulunmasina karsin bu bilesiklere ait
metabolizma calismas1 yok denecek kadar azdir. Daha Once tarafimizdan bir seri N-
stibstitiie-N'-(3,5-di/1,3,5-trimetilpirazol-4-il)tiyoiire tiirevi sentezlenmis ve
antikonvulsan aktiviteleri incelenmistir. Bu bilesiklerin kaydadeger antikonvulsan
aktivite gosterdigi saptanmis ve antikonvulsan aktivite taramasinda iire tiirevlerinin
tiyoiire bilesiklerinden daha aktif oldugu gozlenmistir. Tiyoiire bilesiklerinin
desiilfiirasyon metabolik yolu ile iire tiirevlerini olusturabilecegi ve boylece daha uzun
ve etkili bilesikler elde edilebilecegi diisiincesinden hareketle prototip secgilen N-fenil
N'-(3,5-dimetilpirazol-4-il)tiyolire iizerinde in vivo metabolizma calismast yapilmistir.
Sicanlara madde intraperitoneal uygulanmis ve c¢esitli zaman araliklarinda alinan
kanlarin analizi HPLC ile yapilmistir. Calismada substrat N-fenil N'-(3,5-dimetilpirazol-
4-il)tiyoiire 30. dakika ile 12. saat arasinda artis gosteren, 12. saat ile 48. saat arasinda
azalan konsantrasyonda tespit edilmistir. Iki tane tanimlanamayan pik bulunmus ancak
pik siddeti ¢ok kii¢iik oldugu i¢in izole edilerek yap1 aydinlatilmasi yapilamamistir. Bu
caligmada desiilfiirasyon metaboliti tespit edilememistir. Bu bulgudan hareketle
aromatik halka iizerinde siibstitiient tasimayan tiyoiire tiirevi yerine aromatik halka
iizerinde klor yada fluor bulunan yeni tiyoiire bilesikleri sentezlenmesi ve in vivo
metabolizmasinin incelenmesi amacglanmistir. BOylece aromatik halka tizerindeki
siibstitiientin  desiilfiirasyon metabolitinin olusumuna katkis1 ve ayrica tiyoiire
bilesiklerinin genel metabolik yollarinin daha ayrintili incelenmesi hedeflenmistir.

Bu amagla, 4-amino-3,5-di/1,3,5-trimetilpirazol  bilesiklerinin  uygun
izotiyosiyanatlar ve izosiyanatlarla katimi sonucu yedisi literatiirde kayithh olmayan
toplam 8 adet tiyoiire ve iire bilesigi sentez edilmis ve yapilar1 elemental analiz, IR ve
'H-NMR yardimiyla aydinlatilmistir. Substrat olarak N-(4-fluoro/klorofenil/)-N'-(1,3,5-
trimetilpirazol-4-il)tiyoiire secilmis (T2 ve T3) ve in vivo metabolizmasi incelenmistir.
Substrat 100 mg/kg dozda erkek sicanlara intraperitoneal olarak uygulanmustir. lag

uygulanmasindan sonra kan ornekleri 0., 30. dak., 1., 2., 4., 8., 12. ve 24. saatte
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toplanmis ve plazma Orneklerinin analizi Yiiksek Basin¢li Sivi Kromatografisi

yardimiyla yapilmistir.

13



4. GENEL BILGIiLER

4.1. Pirazol ve 4-Aminopirazoller Hakkinda Genel Bilgiler

Bu boliimde in vivo metabolizmasini inceleyecegimiz substratlarimiz olan N,N'-
disiibstitiie tiyoiire bilesiklerinin sentezinde kullandigimiz 4-aminopirazollerin sentezi
ve pirazol tiirevlerinin genel farmakolojik 6zellikleri iizerinde kisaca durulacaktir.

Pirazol halkas1i c¢ok cesitli farmakolojik aktiviteler ortaya c¢ikaran Onemli
heterosiklik bir halkadir. ik kez 1883 yilinda Knorr’un (31) etil asetoasetat ile
hidrazinin tepkimesi sonucu kazandigi 1-fenil-3-metil-5-pirazolon ile ila¢ etken
maddesi olarak karsimiza ¢ikmakta ve giiniimiize kadar bir ¢ok biyolojik aktif sentez

maddesinin yapisinda yer almaktadir.

HsC—CO—CH,COOC,H5 4 NHNH, —» |N
H,0 O e

- CoHg |

1-Fenil-3-metil-5-pirazolon

Son yillarda pirazol halkasi iizerinde yapilan bir¢ok caligma vardir. Bunlardan 4-
aminopirazoller biyolojik aktif molekiillerin sentezinde kullanilan kii¢iik molekiillerdir.
Genel olarak boyle kii¢iik molekiillerin yeni biyolojik aktif bilesiklerin kesfinde 6nemli
bir kaynak oldugu bilinen bir gercektir. Daha Once tarafimizdan yapilan bir calismada
da 4-aminopirazoller kullanilarak kaydadeger antikonviilsan aktivite gOsteren yeni

pirazol tiirevleri elde edilmistir (29).
Bizim c¢alismalarimizda da kullandigimiz 4-aminopirazol tiirevi olan 4-Amino-

3,5-dimetilpirazol ilk kez 1914 yilinda Morgan ve Reilly (37) tarafindan sentez

edilmistir. Arastirmacilar 4-aminopirazol’iin sentezini 3,5-dimetilpirazol’in Once
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nitrolanmas1 ve miitakiben rediiklenmesi sonucu gerceklestirmislerdir. Bu calismada
baslangic maddesi olarak kullandigimiz 4-aminopirazollerin sentezinde ise Morgan ve
Reilly’den farkli olarak uygun azo bilesiklerinin rediiksiyonu kullanilmistir. Azo
bilesiklerinden rediiksiyonla amin hazirlama, alkol ya da dioksanl1 ortamda bir katalizor
ile yapilmaktadir. Litaratiirde Raney Ni ile hidrazin hidratla rediiksiyonda
bulunmaktadir (59). Azo bilesiklerinden hidrazin hidrat ile Kkatalizorsiiz olarak
rediiksiyonla ¢esitli pirazol amin bilesikleri ilk kez Rollas ve Ergeng¢ tarafindan
kazanilmis ve arastirmacilar daha sonra ki yillarda ayn1 yontemle cesitli pirazolamin

bilesikleri sentezlemislerdir (16-19, 43, 44).

Ar—N=N CHa HoN CHa
NHzNH,.H,0

~
/
pzd
Y
~I
/
pzd

HeC 7 Etanol

R= C¢Hs, H, CH3, CH,CH,OH, CH,CH,OCOCHj3
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4.2. Siibstitiie Pirazol Tiirevlerinin Farmakolojik Etkileri

Pirazol tiirevlerinin farmakolojik etkilerine bakildiginda ¢ok cesitli aktiviteler
icerdikleri gozlenmektedir (26, 48, 54, 20). 1967°de Orth (38) pirazollerin biyolojik
aktiviteleri iizerine hazirladigi derlemede 3,5-dimetil pirazol’iin ve bunun karboksilik
asit metabolitinin yag ve glikoz metabolizmasi iizerine yogun etkisi oldugunu; 3,5-
dimetil-4-bromo ve 1,3,5-trimetil-4-nitropirazol’iin de kas gevsetici etkisi bulundugunu
; basit histamin izomeri olan 3-(2-aminoetil)pirazol (betazol) ve 1-benzil-4-(2-
aminoetil)pirazol’iin gastrik sekresyon tizerine histaminden daha fazla etki gosterdigini;
3-metil-5-fenilpirazol’iin (fenomerazol) antikonvulsan etkisinin bulundugunu; 4-
aminopirazollerin deneysel olarak olusturulan tiimorlerde etkili oldugu ve ayrica
antikonvulsan etkilerinin de oldugunu; 3-fenil-5-aminopirazol ve 1-isopropil/1-(2-
hidroksimetil)-5-aminopirazol’iin kas gevsetici etkisinin bulundugunu; 1-(m-nitrofenil)-
4-isotiyosiyanato-3,5-dimetilpirazol’iin  yliksek antifungal aktivite gosterdigini
bildirmistir.

Soliman (49) 3,5-dimetilpirazol’iin ve bunun aktif metaboliti olan 5-metil-
pirazol-3-karboksilik asid’in kuvvetli hipoglisemik aktiviteye sahip olmasindan
hareketle sentezledigi 3,5-dimetilpirazoliin siilfoniliire tiirevlerinin de kuvvetli
hipoglisemik etki gosterdiklerini tespit etmistir.

Tarzia ve arkadaslar1 (55) sentezini gerceklestirdikleri 4-amino-5-arilpirazol-3-
karboksilik asit tiirevlerinin antiagregan aktiviteye sahip olduklarini ayrica iilser yapici
etkilerinin bulunmamasim da ilgin¢ bulduklarim kaydetmislerdir.

Menozzi ve arkadaslar1 (36) hazirladiklar ¢ok sayida 1-fenil-1H-pirazol ve 4-
karboksi-1-fenilpirazol propanoik asid tiirevlerinin salisilik asid ile kiyaslanabilir
derecede antiinflamatuvar, analjezik ve antipiretik etkilerinin oldugunu ayrica
antiagregan aktivite gosterdiklerini de belirtmislerdir.

Bruno ve arkadaglar1 (3) 4-amino-3,5-difenil-1-(2-alkilamino)etil pirazol
tirevlerini sentezlemigler ve bilesiklerden bazilarinin lokal anestezik, analjezik,
antiinflamatuvar ve antiagregan aktiviteye sahip oldugunu ifade etmislerdir. Ayni
arastirma grubu yaptiklar bir bagka ¢alismada (4) ise sentezledikleri 1-aril-3,4-difenil-
S-aminopirazol tiirevlerinin bazilarinda analjezik ve antiaritmik aktivite bulduklarini

bildirmislerdir.
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El-Havash ve  El-Mallah  N-siibstitiie-5-amino-4-(3,4-dimetoksifenil)-3-
hidroksipirazol tiirevlerini hazirlamiglar ve bu bilesiklerin antiinflamatuvar etkilerinin
bulunmasinin yaninda iilser olusturma risklerinin de olduk¢a diisiik oranda oldugunu
kaydetmislerdir. (13)

Wei ve arkadaslar1 (63) sentezledikleri, etil 1-(2’-hidroksi-3-aroksipiropil)-3-
aril-1H-pirazol-5-karboksilat tiirevlerinin A549 akciger kanser hiicrelerinin biiytimesini
baskiladigini bildirmiglerdir. Aralarindan bilesik 1, 2 ve 3’ tin A549 hiicre biiyiimesinde

en etkili molekiiller oldugunu bildirmislerdir.
O,N

O D D
N OH N N OH
-
N N N
\ CO,C,Hs \ CO2C2Hs \ CO,C,Hs
Cl Cl Cl
1 2 3

Yonetoku ve arkadaslari (65) aril-3-trifluorometilpirazolleri sentezlemislerdir.
Bu bilesikler in vitro IL-2 iiretiminin gii¢lii inhibitorleridir ve agizdan alinimda da T-
lenfosit aktivasyona bagli farmakolojik hastaliklarin inhibisyonunda etkilidirler.

Bilesikler arasinda 4 ve 5’in en segici ve en giiclii inhibitor etkiyi gosterdigi

bildirilmistir.
Cl HC.
NH N\
CH NH\I N
& ! i I
N/N (0]
w @
—N
FsC FiC
4 5
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Heteroaril-fenil-substitiie pirazol tiirevlerinin de (6) secici COX-2 inhibit6rii oldugu

gosterilmistir (7).

MeOZS
XN
=
—
Ner,
~
/A
Cl

Uygun aminopirazollerden hazirlanan triazenlerin K562, HL.60, L1210 ve MCF7 hiicre
dizilerine kars1 antiproliferativ etkileri test edilmistir. Biitiin biyolojik veriler bu
kondensasyon {iriinlerinin (7) antiproliferativ etki iizerinde pozitif bir rol oynadigini

gostermistir (10).

R
H N=N—N
/ >N R
HsC H
7
a, R= CH;
b, R= CH;CH,
¢, R,R=(CH,)4
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4.3. Tiyoiireler hakkinda genel bilgiler

4.3.1. N,N'-Disiibstitiie Tiyoiireler’in Sentezi

Tiyotirelerin sentezleri genel olarak uygun bir amin bilesiginin cesitli
izotiyosiyanatlara bir ¢oziicii varliginda katimi ile yapilmaktadir. Coziicii olarak; etanol
(5, 21, 22, 39, 41), piridin (40, 53), dimetilformamid (1, 24), aseton (32, 56), piridin-su
(14, 15), dioksan (46), dioksan:metanol (33), tetrahidrofuran (25) ve eter (12)
kullanilmaktadir. Reaksiyonun mekanizmasi amin bilesikleri ile izotiyosiyanatlar

arasinda doymamus bir karbona niikleofilik katim esasina gore yiiriimektedir.

RANNHz 4 Ry—N=C=S ——  R(A)——NH—C—NH—R,

4.3.2. N,N'-Disiibstitiie Tiyoiireler’in Biyolojik Aktiviteleri

Tiyotire grubu, biyolojik aktif bilesiklerin sentezinde basariyla kullanilan bir
fonksiyonel gruptur. Son yillarda yapilan yogun arastirmalar sonucu yeni
antimikrobiyal, anti-HIV, antihipertansif, antikonviilsan ve diger cesitli farmakolojik
aktiviteye sahip tiyotire bilesikleri sentezlenmistir. Rollas ve Kaymakgioglu (47) 2003
yilinda N,N-disiibstitiie tiyoiirelerin biyolojik aktiviteleri ile ilgili bir derleme
hazirlamiglar ve bu biyolojik aktiviteleri 5 ana baghik altinda ayrintili olarak
incelemislerdir. Tezin bu boliimiinde bu derleme esas alinarak ve yeni literatiirler ilave
edilerek N,N-disiibstitiie tiyoiirelerin biyolojik aktiviteleri cesitli aktivite basliklar

altinda sunulmustur.

4.3.2.a. Antimikrobiyal aktivite gosteren tiyoiireler

Tiiberkiiloz (TB) diinya iizerinde en yaygin ve tek enfeksiyon ajam1 olan
Mycobacterium tuberculosis’in neden oldugu oliimciil hastaliklardan biridir. Diinya
saghk oOrgiitiiniin raporlarina gore diinya iizerinde 2 milyar insan M.tuberculosis ile

enfekte durumda ve her sene 30 milyon yeni insan bu sayiya katilmaktadir. Bu hiicre i¢i
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enfeksiyon her yi1l 3 milyon kisinin 6liim sebebidir. Diinyanin biiyiik bir boliimiinde
TB’nin tedavisi; rifampisin, izoniazid (INH), etambutol, streptomisin ve pirazinamid
isimli 5 ilacin’in kombinasyonu ile simirhdir. Tiiberkiilozun kemoterapisinde goriilen
problem, insanlarin zamanla birinci grup ilaglara kars1 diren¢ kazanmasi ve etionamid,
aminosalisilik asit, sikloserin, amikasin, kanamisin ve kapreomisin gibi ikinci grup
ilaglarin da ¢ok toksik olmalar1 ve aym anda kullanilamamalaridir. TB enfeksiyonunun
yenilenmesi artigla beraber, antitiiberkuloz ila¢ tedavisine direncli daha karisik bir
durumu ortaya ¢ikarmaktadir. Diger taraftan izoniazidin tekrarlanan dozlarda toksisite
gostermesine karsin hala tiiberkiilozun kemoterapisinde kullanilan ilk ila¢ olmas1 dikkat
cekmektedir.  Son  zamanlarda INH ’a  diren¢  mekanizmasi, katG
(katalaz/hidroperoksidaz)’nin mutasyonu ve yok olmasina ve ikinci olarak INHA nin ve
kasA  (3-oksoagil-(acil  tasiyici  protein)sentaz)’min  kromozal  mutasyonuna
baglanmaktadir. ilaca karsi antibakteriyal diren¢ yeni tiirevlerin dizaym ile
engellenebilir. Ileride ilacin farmokinetik 6zellikleri ve hiicre ge¢me oOzellikleri geri
almabilir tiirevler gelistirilerek hidrazonlarda oldugu gibi modiile edilebilir (51).
Tiyotire tiirevlerinin bircok mikobakterilere karsi aktif oldugu bildirilmektedir. Bu
diisiinceye dayanarak birgok tiyoiire sentez edilmis ve direngli bakteri suslarina karsi
denenmistir. Calismalardan elde edilen bulgular bu aktif komponentlerin genis bir
boliimiiniin 4,4" konumunda siibstitiient tagsiyan benzen halkalarina sahip 1,3 difenil

tiyoiireler oldugunu gostermistir (47).

OO
S

R: alkil, O-alkil, O-aril, halojen
R;: etoksi, i-butoksi, dimetilamino,

dimetilaminoetoksi

Baz1 p-asetilfenil tiyoiireler antitiiberkuloz ajani olarak hazirlanmigtir. Tiyoiire

grubu azotu iizerinde kisa diiz zincirli bir alkil grubu siibstitiie olan tiirevlerde daha
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yiilksek aktivite goriilmiistiir. Cok diisiik dozlardaki tiyoiireler, aym1 miktarda
karsilastirilabilir dozdaki streptomisin veya izoniazid’e gore ¢cok daha aktif bulunmus ve
farelerin ortalama yasama siiresini bu maddelere gore daha cok arttirmistir. Ayrica bu

tiyoiireler p-aminosalisilik asitten yaklasik olarak iki kat daha etkili bulunmustur.

ch—ﬁ@NH—ﬁ—NH—R
0 S

R: CH3 R C2H5, CH3—CH=CH2 . CH(CH3)2
Ayrica tiyoiire tiirevlerinden; 2-piridil veya 4-(1-fenil-2,3-dimetil)-5-pirazolon
gibi heterosiklik halka tasiyanlarin alkil veya p-alkoksifenil ile siibstitiie olanlariin
antitiberkiiloz etkisi arastirilmistir. Maksimum aktivite, 2-piridil serilerinde fenil ve n-

oktil tiirevlerinde; 5-pirazolon serilerinde izopropoksifenil tiirevlerinde goriilmiigtiir.

P-alkoksifenil tiirevlerinde kisa alkil zinciri aktiviteyi arttirmaktadir (47).

R—NH—C—NH@
[ \—
S

R: C;Hs, n-C4No, n-C3H7, n-CgH 17, 1-C3H7, CsHs, C3Hs, CeH 2

R: C6H5, 4—i-C3H7OC6H4, C6H11, 4-i-C4H90C6H4, 4—CH3OC6H4, 4—SGC-C4H90C6H, 4-
C2H4OC6H4, 4—1’1—C6H1 1OC6H4, 4-H-C3H7OC6H4
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Rollas ve arkadaslar (46) antimikrobiyal etkilerini test etmek amaciyla N'-alkil
veya aril  N-[4-(3H)-1,3,4-oksadiazolin-2-tion-5-il)fenil] tiyoiire tiirevlerini
hazirlamiglardir. Yeni bilesikler in vitro antibakteriyal aktiviteleri icin bazi gram pozitif
(S.aureus ATCC 6538, B.subtilis ATCC 6633, B.cereus ATCC 11778, S.lutea ATCC
9341) ve baz1 gram negatif (E.coli ATCC 10536, P.mirabilis ATCC 14153,
K.pneumoniae ATCCA4352) bakterilere karsi; tiipte seyreltme metodu kullanilarak
penisilin G ile karsilastirmali olarak test edilmislerdir. En yiiksek aktivite fenetil tiirevi
olan bilesikte gdzlenmis, ayrica bilesiklerden biri de B.subtilis ve B.cereus ‘a kars1 aktif

bulunmustur.

H
I)I—N
R—NH—C—NH )\
I ©_<o N

R: CH;3, C,Hs, CH,-CH=CH,, Siklohekzil, fenil, 4-metilfenil, 4-klorofenil, fenetil

Kiigiikgiizel ve arkadaslari tarafindan bazi N-alkil/aril-N'-[4-(4-alkil/aril-2,4-
dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon-5-il)fenil]tiyoiire ve N-alkil/aril-N'-[4-(3-aralkiltiyo-4-
alkil/aril-4H-1,2,4-triazol-3-tiyon-5-il)fenil Jtiyolire sentezlenmis ve antimikobakteriyel
aktiviteleri M. tuberculosis H37Rv ve M. Fortuitum ATCC 6841’e karsi1 test edilmistir.

Test edilen bilesikler icerisinde 8 nolu madde en aktif bulunmustur (34).

H
N—N
SA >——©—~NH—|C|;—NH—R2
N
) S

R

N-alkil/aril-N'-[4-(4-alkil/aril-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tion-5-il)fenil Jtiyotireler
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N—N
844 >——©~NH—C—NH—R2
T !
R} Rs R
N-alkil/aril-N'-[4-(3-aralkiltiyo-4-alkil/aril-4H-1,2,4-triazol-3-tion-5-il )fenil Jtiyotireler
R;: CHi;, CH;CHs;, CH,CH=CH,, Cg¢H;;, CH,CH,C¢Hs ; R,: CHi, CH,CHs,
CH,CH=CH,, C¢H;;, C¢Hs, 4-CICcH4 ; R3: H, CI ; Ry: H,Cl

N—N
844 \ NH—C—NH—CH,—CH=—=CH,
N [l
‘ S

Cl

Cok sayida tiyoiire tiirevi izonikotinil hidrazid [INH] ile 1-(4-asetilfenil)-3-[(4-
sub)fenil] tiyotirenin reaksiyonuyla hazirlanmis ve Mycobacterium tuberculosis H3;Ry
’ve ve INH’a direncli M.tuberculosis’e karsi antibakteriyal etkisi in vitro olarak
BACTEC 460 radiometrik sistemi kullanilarak test edilmistir (51). Sentezlenen
bilesikler arasinda 1-(4-fluorofenil)-3-(4-{1-[(piridin-4-karbonil)-hidrazono]etil }fenil)
tiyoiire (9) 0,49 uM minimum etkili konsantrasyonda Mycobacterium tuberculosis
Hs7Ry ‘ye ve INH’a direncli M.tuberculosis’e karsi en giiclii etkiyi gosteren bilesiktir.
INH ile karsilastirildiginda 9 ; >300 indeksli secicilikte Mycobacterium tuberculosis
H37Rv ‘ye ve INH a direncli M.tuberculosis’e kars1 3-185 defa daha etkili bulunmustur.

S ”NHCO—@N
F@NH—B—NH-@—C CHy —

9
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Tiyoiire tiirevlerinden N-butilmetilamin(3-benzoil-1-butil-1-metil-tiyoiire) (10),
N-etilizopropilamin (3-benzoil-1-etil-1-izopropil tiyoiire) (11) ve bunlarin Ni(ID),
Co(III) ve Pt(ID) ile olan benzer kompleksleri sentezlenmistir (6). Bilesik 9 ve 10 ’un ve
benzer komplekslerinin Penicillium digitatum mantar1 ve Saccharomyces cerevisiae
mayasina karsi antifungal etkileri arastirillmistir. Genelde bilesik 9 ve komplekslerinin
mantar artisim1 engelleme 6zelligi bilesik 10 dan ve Co(Ill) kompleksi hari¢c diger
komplekslerinden daha iyi bulunmustur. Ayrica, N-benzoil-N'-akiltiyoiireler ve N-
benzoil-N,N’-dialkil  tiyoiire  bilesiklerinin  calismalari; metal katyonlarinin
konsantrasyonlar1 ve ayrilmalar i¢in yiiksek secicili giiclii belirte¢ olarak kullanilmalar
yiiziinden son zamanlarda dikkat cekmektedir. Bu maddelerin bir 6zel kullanimi da,
organizmada bir veya daha fazla liganth yapilar meydana getiren zararli elementlerin
koordinasyonunu yapmalaridir. Bu bakis acgis1 gelecekte, bu tiir kompleks olusturan
toksik metal iyonlarinin organizmadan kolayca atabilmeyi koordine edebilecek ajanlarin

dizaynlarina 6ncii olmasi a¢isindan 6énemli bir durumdur.

i-Pr n-Bu

10 11

4.3.2.b. Antiviral aktivite gosteren tiyoiireler

N,N'-disiibstitiie tiyoiirelerin hem in vitro hem in vivo antiviral aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Bir¢ok tiyoiirenin yapi-aktivite analizleri NH-(C=S)-NH
grubunun varliginin antiviral etki i¢in gerekli oldugunu ortaya koymaktadir (47). Bu
gozlemlere dayanilarak N,N'-disiibstitiie tiyoiireler; N’de 3-alkoksi-1-fenil-1H-1,2,4-

triazol siibstitiie oldugunda, N’ ’ ne farkl: siibstitiient (aril, heteroaril, adamantanil veya
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B-1-D-glukopiranosil gibi) gelecek sekilde hazirlanmiglardir. Bu tiirevler in vitro olarak
bircok myxo-viriise kars1 (influenza A, influenza B ve solunumla ilgili benzer viriisler)
aktiviteleri icin denenmislerdir. Bilesik 12 Hela hiicrelerindeki solunum yolu viriisiine
kars1 spesifik etki gostermistir. 13 nolu bilesiginin de Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK) hiicrelerindeki influenza A’ya ve Hela hiicrelerindeki solunum yolu viriisiine

kars1 aktif oldugu kanitlanmstir.

SN
RO\(/N\N4©/ I(S% )
Na

12(R:C;3Hy, R;:pirazinil), 13(R: C3H7 R;: adamantanil)
Yakin zamana kadar bis-aril tiyoiirelerin 14 insan sitomegaloviriisiine (HCMV)
kars1 olan aktiviteleri bildirilmistir. Bu serideki aktiviteyi iyilestirmek icin, aril-A

halkas1 a-metilbenzil A halkasina 15 doniistiiriilerek bu viriise karst mevcut giicii

arttirtlmastir (23).

CF, N=N\

B oy

FsC NH

14
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Venkatachalam ve arkadaslar tiofen halkasi tasiyan yeni tiyoiire tiirevleri
sentezlemiglerdir  (60). Tiyoiirelerin sentezinde kullamilan 5-bromotiofenetili
regiospesifik olarak ve %40-60 verimle elde etmiglerdir. Tiofen halkasinin bromlanmasi
icin gerekli regio secicilik diisiik sicaklikta asetik asit iginde brom kullanilarak
yapilmigtir. X-ray kristal yapr brom atomunun gergekten de tiofen halkasinin besinci
pozisyonuna yerlestigini gostermistir. Giiglii anti-HIV etki bir¢ok tiyoiire tiirevinde
goriilmiistir. 1995°te bildirilen ilk simf fenetil tiazolil tiyoiireden sonra bircok yeni

tiirev sentezlenmis ve anti-HIV ajan olarak etki gosterdikleri ispatlanmustir.
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Bir grup yeni fenetiltiyazoliltiyoiire (PETT) tiirevleri non-niikleozit HIV-1
reverse transkriptaz (NNI) inhibitorii olarak hazirlanmis ve bunlar enzime baglanacak
yapida dizayn edilmislerdir (62). Bu yeni PETT tiirevlerinin yapiya bagh dizaynlar1 ve
sentezleri anti-HIV aktivitelerinin analizi ile tamamlanmistir. Gergekgi ilag dizayn i¢in
model olan bu caligmalar ile dokuz adet RT-NNI kristal yapist incelenerek, NNI ve RT
arasindaki yiizeyin tiimiiyle analizi yapilmistir. NNI bilesiklerinin birlesme ceplerinin
kullanimu, fenil halkasinda orto-F (16), orto-Cl (17) ve meta-F (18) siibstitiientli ii¢ adet
yapiya dayali dizaynla iiretilmis PETT tiirevinin bulunmasini saglamistir. Bu yeni PETT
tiirevleri AZT ya da trovirdinden daha aktif bulunmus ve secici giiclii anti-HIV etki

gostermislerdir.

PETT tiirevleri (X=0-F=> 16, X=0-Cl=> 17, X=m-F=> 18)

4.3.2.c. Antihipertansif aktivite gosteren tiyoiireler

Klonidin, guanabenz ve  guanifensin; hipertansiyonun tedavisinde
kullanilmaktadirlar. Bununla birlikte bu ajanlarin kullanimi sedasyon, agiz kurulugu,
uyku hali gibi yan etkileri yiiziinden kisithdir. Klonidinle benzer yapida yeni hipertansif
ajanlar bulmak icin ¢ok sayida 3-siibstitiie-1,2,4-triazoller sentezlenmis ve
antihipertansif aktiviteleri arastirllmistir. Bu bilesikler arasindan 19, giiclii dopamin f3-
hidroksilaz (DBH) inhibitorii olarak bulunmus, in vivo calismalar dopamin seviyesinin
artmasiyla beraber farelerin beyinlerindeki noradrenalin miktarmin diistiigiinii

gostermistir (47).
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S
N
H

Cl

Klonidin

19

Baz1 yeni bir seri N-(siibstitiie -3-piridil)-N'-alkil tiyoiireler elde edilmis, irn vitro
ve in vivo antihipertansif etkileri incelenmistir. Bu serilerin yapi-etki iliskilerinde, in

vitro ve in vivo antihipertansif etki arasinda korelasyon oldugu gézlemlenmistir (47).

i
o
/
= NH \NH—R1
Rs |
\
N

Ri:Me, n-Bu, siklohekzil, CH,CHMe, CHMeCMe; CMe,CH,CHj;
Ry: 2/4-NH,, 6-SMe, 6-NHMe, 6-NHPh, 6-(1-piperidil), 6-(1-imidazolil),
6-CN, 6-CONH;, 6-NHNH, 6-NHCH,CH,NH,

4.3.2.d. Antikonviilsan aktivite gosteren tiyoiireler

Antikonviilsan ilaglarin, maksimal elektrosok denemesinde (MES) etkili
olabilmeleri i¢in birbirine yakin iki elektron verici atom tasiyan en az bir fenil veya
benzer bir aromatik yapiya ve pentilentetrazol testinde (PTZ) etkili olabilmeleri icin ise
iki elektron verici atom tasiyan siibstitiie alkil grubuna ihtiyag¢ duyduklar

varsayilmaktadir. Bu diisiinceye dayanilarak bir dizi asetofenonsemikarbazon tiyoiire
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tiirevleri sentezlenmis ve antikonviilsan etki icin denenmistir. Baz1 bilesiklerin MES ve
PTZ testinde olusan konviilsiiyonlara karsi 6nemli korumalar gosterdigi bulunmustur.
20 nolu bilesik serinin icinde en etkili bilesik olarak bulunmustur ve EDsy 23,2 mgkg'1
olan fenitoin ile aym giictedir. Tiyoiire azotuna alkil gruplarimin siibstitiisyonu aktif
bilesikleri verirken tiyoiiredeki aril gruplarinin aktiviteyi yariya indirdigi saptanmigtir
(47).

|1
HN—C—NH—R

?:NNH—ﬁ—NH2
CHs

20
R: CH3, C2H5, C3H7,C4H9,C6H5, 4-Cl C6H4, 4—CH3 C6H4, 4—OCH3 C6H4

Benzer olarak Dimmorck ve arkadaglar1 (12), antikonviilsan etki gosterecek bazi
tiyoiire 21 tiirevlerini sentezlemislerdir. Bu bilesiklerin oral yoldan si¢canlara
verildiginde aktif olduklar1 ve kullanilan dozlarda norotoksisite gostermedigini

bildirmislerdir.

P Y
@CHZ—CHZ—NH NH—R

21 Ri(CHz)zCH3, C6H5
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Kaymakg¢ioglu ve arkadaslart bircok tiyoiire ve {ire tiirevlerini, cesitli
izotiyosiyanat veya izosiyanat ile siibstitie 4-aminopirazollerin reaksiyonuyla
hazirlamiglardir (29). Yeni bilesiklerin antikonviilsan etkileri PTZ ve MES yontemleri
kullanilarak test edilmistir. Test edilen bilesikler arasindan, tiyoiire tiirevi 22 50mg/kg
dozda PTZ ve MES testlerinde sirasiyla %90 ve %100 koruma gostermistir. Ure
tiirevlerinden 23 ve 24 de hem 25 hem 50 mg/kg da %82 ve %100 koruma gostermistir.

HsC HC
7 ) NH—C—NH—C,Hs 7 N NH—C—NH
N S NZ_ O
N~ "CHj N~ "CHjg OC,Hs
H H
22 23

HaC
WNH—C—NH
/ \ M
N (0]
N7 CHg
H

24
4.3.2.e. Tiyoiirelerin diger biyolojik aktiviteleri

N,N-disiibstitiie tiyoiire tiirevleri antimikrobiyal, antiviral, antihipertansif ve
antikonvulsan aktivite disinda degisik farmakolojik aktiviteler de gostermektedir. Bu
etki gesitliligi diger biyolojik aktiviteler basligi altinda bu boliimde incelenmistir.

Bir seri 4-[4-(N-siibstitiietiyokarbamoil)-1-piperazinil]-6,7-dimetoksikinazolin
tirevleri sentezlemis ve bilesiklerin 25 giiclii platelet tiirevi biiylime faktor

reseptorlerinin fosforilasyon inhibitorii olduklar bildirilmistir (47).
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[Nj
MeO
B
/)
MeO N
25

R: H, 4-Cl, 3-Cl, 2-Cl, 4-Br, 4-Me, 4-iPr, 4-tert-Bu, 4-MeO, 4-PhO, 3,4-(MeO),, 3,4-
(O-CH;0), 2-piridil, furfuril, siklohekzil, Ph, 4-C1Ph
Y: CH,, CH,CH,, NMeCH,, NHCO

Bir seri 1-(2-aminoetoksi)-3-ar(o)il tiyolire tiirevleri sentezlenmis ve
antiasetilkolinesteraz etki icin degerlendirilmistir. En etkili bilesikler 26 ve 27 olarak
bulunmustur. Bu bilesikler fizostigmin, galantamin, takrin, huperzin gibi referans

bilesiklerinden daha etkili inhibitor etki gostermislerdir (47).

RZ
AN
N CH
/ s 3 H H R
" N RUANVAN i
¢ ¢
S 0 R,
26
H H
N N
ANV @
G C
N S o
27
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Mast hiicre tiirevi 16kotrien (LT) alerji ve astim patofizyolojisinde hayati bir rol
oynamaktadir. Venkatachalam ve arkadaslart halopidril, tiazolil ve benziltiazol
tiyoiirelerle siibstitiie olan indolil, naftil ve pentenilin ¢esitli analoglarini sentezlemis ve
bunlarin 16kotrien salinimli mast hiicrelerine yiiksek affinite gosteren IgE ve Fce RI
resOptorlerine olan etkilerini in vitro olarak incelemislerdir (61). 22 naftiletil tiyoiire
bilesigi test edilmis ve 7 tanesi aktif bulunmustur. Bunlardan N-[1-(1-naftil)etil]-N"-[2-
(etil-4-asetiltiazolil)]tiyoiire (28 ve 29) ve N-[1-(1R)-naftiletil]-N'-[2-(5-metilpiridil)]
tiyoiire (30) onder bilesikler olarak tanmimlanmistir. Arada 11 tane indoliletil tiyoiire
bilesigi test edilmis ve burada da 7 tane aktif bilesik bulunmustur. Bunlardan halopiridil
bilesikleri olan N-[2-(3-indoliletil)]-N'-[2-(5-kloropiridil)]tiyoiire (31) ve N-[2-(3-
indoliletil)]-N'-[2-(5-bromopiridil)]tiyoiire (32) en aktif ajanlardir ve L'TC4 salinimini
inhibe etmislerdir. Hidroksifenil siibstitiie bilesiklerinden N-[2-(4-hidroksifenil)etil]-N'-
[2-(5-kloropiridil)] (33) tiyoiire, N-[2-(4-hidroksifenil)etil]-N'-[2-(5-bromopiridil)]
tiyoiire (34) ve N-[2-(4-hidroksifenil)etil]-N'-[2-(piridil)] tiyoiire (35) en aktif piridil
tiyoiire ajanlar olarak bulunmustur. Bu tiyoiire tiirevlerinin biyolojik aktivitesinde
eloktron alic1 ve verici gruplarin ve ayrica siibstitiientlerin Hammet sigma degerlerinin
de rol oynadig1 saptanmistir. Bu sonuclar siibstitiie halopiridil, indolil ve naftil tiyotire
bilesiklerinin mast hiicrelerine baglanan IgE/Fce RI resoptorlerini inhibe eden yeni sinif
kimyasal anti-alerjik ajan olarak kullanilabilecegini gostermistir. ileride bu arastirmalar
klinik olarak alerjik astim1 6nlemede yeni ve daha efektif ila¢ etken maddesi kesfine yol

gosterici olacaktir.

CH,COOEt
/lK /IQSJF

O NH NH

28 (S izomer) ve 29 (R izomer)
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31 (y=Cl) ve 32 (y=Br)
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S = ‘
MO
NH NH N
HO

33 (X=Cl), 34 (X=Br), 35 (X=H)

Ik giiclii ve secici Hs reseptor histamin antagonisti olan tioperamid’ten
baslanarak cesitli analoglar1 sentezlenmis ve in vitro olarak sican serebral korteksinde
test edilmislerdir (47). En giiclii analog bilesik zincirde {i¢ metil tasiyan 36’ dir. En

giiclii homolog ise, bir burimamid analogu olan bilesik 37°dir.

H H
N

N
NN
/_{\/\/ c CH,
S

HN\/N

burimamid
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N N

H

HN N
S
tioperamid
i
BCH,CH, NH—C—NH
HN_ N

36 (B: CHz), 37 (B= CHzCHz)

Literatiirde pirazolil-iireler P38 kinaz inhibitorii olarak, benziliirelerde yeni
giiclii etkili kanser ilaclar1 olarak tanimlanmaktadirlar (50). Son zamanlarda
hidroksiiirenin de akut ve kronik 16semi gibi genis kapsamli s1iv1 tiimorlerin tedavisinde
klinik olarak kullanima elverisli oldugu belirtilmistir.

Ure ve tiyoiire tiirevleri ayni zamanda insan DNA-topoizomeras II ’nin
potansiyel inhibitorii olarak beyin kanseri tedavisinde kullanilmiglardir. Bundan baska
iire tiirevlerine atfedilen diger bir 6zellik de HIV-1 proteaz ve kolesterol asetiltransferaz
(ACAT) inhibitorii etkisidir. Ayrica hiperkolesteromi ve aterosiklerozun tedavisinde de
etkilidirler. Yeni seri N-3,3-difenilpropil-N-(p-X-benzil)-N'-feniliireler (38a-g) ve
tiyoiireler (39a-g), sekonder aminler ve fenil izosiyonat veya izotiyosiyanatin
reaksiyonlariyla sentezlenmislerdir (50). Ure ve tiyoiire tiirevlerinin sitotoksik etkileri
MTT tarafindan Ehrlich karsinomu ve K562 insan 16semi hiicrelerine karsi denenmistir.
Daha sonra bilesiklerin aktivitesi DNA topoizomeras I ve II-a nin inhibisyonu i¢in test
edilmistir. Sonuglar bu bilesiklerin 6nemli ve tedaviye yardimci etkilerinin oldugunu

gostermistir.
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39a-g
a:X=H, b:X=CHj;, c:X=N(CH3),, d:X=0CH,O0, e:X=Br, f=CN, g:X=NO,

Kardiovaskiiler hastalik Amerika’ da ve benzeri endiistri iilkelerinde o6liim
sebeplerinin baginda gelmektedir ve bu Oliimlerinin biilyiik boliimii aterosklerozise
baghdir. Aterosklerotik kardiovaskiiler hastalik i¢in en biiyiik riskin, LDL kolesteroliin
yiikselmesi, HDL kolesteroliin diisiik olmas1 ve trigliserid diizeyinin yiiksek seviyede
olmasina bagli olan dislipidemi oldugu iyi bilinmektedir. Aterosklerozis arter
duvarindaki kolesterol akim miktarinin artmasi sonucu koroner ya da serebral arterlerin
tikanmasi ve buna bagl olarak da miyokard infaktiisii ya da krizle sonuglanan komplex
bir hastaliktir. Kapsamli epidomiolojik arastirmalar, serum HDL kolesterol diizeyiyle
koroner kalp hastaliginin arasinda biiylik bir ters iliski oldugunu gostermistir.

Framingham kalp ¢alismasi, HDL kolesterol diizeyindeki 10mg/dI ’lik diisiisiin koroner
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arter hastalig1 6liimlerini %19 ve tiim 6liim nedenlerini de %12 azalttigin1 gostermistir.
Helsinki kalp calismasi, dislipidemili erkek hastalarin temel korunmasinda,
kardiovaskiiler oran sonuclarinin azalmasinda PPARa agonisti gemfibrozilin tedaviye
en iyi cevabi verdigini gostermistir.

Bundan hareketle bir seri 1-hidroksialkil-3-fenil tiyoiire analoglar1 hazirlanarak
HDL ve Apo A-I diisiiriicii ajan olarak denenmistir (9). Tuirevlerden 40, 41, 42 ve 43

gemfibrozil kadar ya da daha etkili bulunmuglardir.

cl
cl
S
i i
C OH 2N OH
/
NH ONH NH ITI/\/
OMe Me Me
40 41
cl cl
OH
S S
5% ;
7O\ N
NH N N N
Me Me
4?2 43

Yeni modern diinyada obezite ciddi bir saglik problemi olarak karsimiza
cikmaktadir. Diinya genelindeki epidemiyolojikal verilerin analizi bu rahatsizligin hizl
ve asir1 sekilde artmakta oldugunu gostermektedir. Diinya iizerinde obezite vakalar
hizla artmasma ragmen, problemi ¢ozebilecek antiobezite ila¢ sayisi oldukca azdir.
Bunlardan orlistat ve sibutramin obezitenin tedavisinde uzun zamandir kullanilan
FDA’nin onayladig iki ilagtir. Bu iki ilacin da etkinligi limitlidir ve yan etkileri vardir.
Bu yiizden hala yiiksek terapotik indeksli ve minimum yan etkili ilaclara ihtiyag¢ vardir.

Bir¢ok indanil tiyoiire, indanil aminoalkol ve tetrahidronaftil aminoalkollerin
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anoreksijenik aktiviteye sahip olmalarindan hareketle, Bhandari ve arkadagslarn
tarafindan bir seri l-aminotetrahidronaftelen (44) tiyoiire ve 1-amino-2-
hidroksitetrahidronaftelen tiirevleri (45) sentezlenmis ve anoreksijenik etkileri
incelenmistir (2). Bu bilesikler arasinda 46, 47 ve 48 hicbir antidepresan etki

gostermeksizin anoreksijenik aktivite gdstermis ve istah baskilayici olarak denenmistir.

44 (R=H), 45 (R=0OH)
46 (R=0OH, NRR,=sikloheksilamino)
47 (R=0OH, NR;R,=2-feniletilamino)
48 (R=H, NR;R,=siklohekzilamino)

4.4. N,N’'-Disiibstitiie Tiyoiireler’in Metabolizmas1 Hakkinda Genel Bilgiler

Tiyoiire tiirevlerini inceledigimizde farmakolojik aktiviteye ait literatiirlerinin
oldukc¢a fazla sayida olmasina ragmen bu bilesiklere ait metabolizma c¢alismalarinin yok
denecek kadar az oldugu gozlenir. Bu nedenle farmakolojik etki cesitliligi bulunan bu
bilesikler  iizerinde metabolizma  c¢aligmalarinin  yapilarak  metabolitlerinin
aydinlatilmasinin gerekliligi goz ardi edilemez.

Lee J. ve arkadasglann tarafindan 1-[3[3-(4-siyanobenzil)-3H-imidazol-4-
il)propil)-3-(6-metoksipiridin-3-il)- 1-(2-triflorometilbenzil)tiyotire nin (YH3945)
ratlarda metabolizmas1 incelenmistir (35). Safra, plazma, fecez ve idrar toplanarak
yiiksek basing¢l sivi kromatogrofisi ile ultraviyole ve kiitle radyoaktivite dedektorleri
kullanilarak analiz yapilmistir. Madde hayvanlara intravendz uygulanmistir. YH

3945’in glukuronid metabolitini de iceren 21 degisik metabolite metabolize oldugu ve
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bu metabolitlerin de kiitle ve NMR spektral analizler ile tanimlandigi bildirilmistir.
Major metabolik yolun metoksipiridindeki O-demetilasyon ve imidazol halkasinda N-
debenzilasyon ve hidroksilasyon oldugu tespit edilmistir. Ayrica bilesikte non-

enzimatik olarak da siklizasyon meydana geldigi bildirilmistir.

O-dealkilasyon
HsC—O
N

7\

NH—CZ>
\N CH >
— Lo C_N
/
CH2 _C 2 CH2
Cl
N -debenzilasyon

1(3(3-(4-siyanobenzil)3H-imidazol-4-il)propil)-3-(6-metoksipiridin-3-il)-1-(2-

triflorometilbenzil)tiyoiire

Yegba ve arkadaslar1 (64) tiyobarbitat serisinde 2 metobolik yol olan oksidasyon
ve desiilfiirasyonun karsilastirmasim1 yapmuglardir. Tiyobarbitat serisinde hepatik
hidroksilasyon ve desiilfiirasyon karsilastirmas: amaciyla yan zincirde tersiyer karbon
atomu tasiyan 2 bilesik secilmis ve sicanlara bilesikler bir hafta boyunca uygulanmistir.
Idrar ve gaita toplanarak ekstraksiyon yapilmistir. Metabolitler izole edilerek yapilan
calisma da desiilfiirasyonun major metabolik yol olmadigi, desiilfiirasyon gozlendigi
zaman da mindr metabolik yol oldugu ve y-hidroksilasyonla olusan tersiyer alkol

metaboliti ile beraber gozlendigi bildirilmistir.

SDZ HDL 376 aterosiklerozun tedavisinde kullanilmak iizere gelistirilmis bir
maddedir. SDZ HDL 376 ’1n sigan, maymun, insan karaciger mikrozomlariyla (insan ve

sican karacigeri dilimleri iizerinde) in vitro metabolizma arastirmasi yapilmistir (52).
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SDZ HDL 376’nin insan hari¢ diger tiirlerde degisik sekilde metabolize oldugu tespit
edilmistir. insan ve maymun mikrozomlar ile karbon hidroksilasyonun daha baskin
oldugu goriilmiistiir. Sican mikrozomlarinda ise S-oksidasyonun major metabolik yol

oldugu tespit edilmistir.

alifatik oksidasyon

T

CHg

NH

n=0

ol CH,

S-oksidasyon

N-(5-kloro-2-metilfenil)-N'-(2-metilpropil)tiyoiire (SDZ HDL 376)

Debruyne ve arkadaslari da 1-metil-2-tiyoiirenin serum diizeylerini ve
metabolitlerini arastirmak {izere insan ve tavsanlarda yapilan caligmalarda kan 6rnekleri
toplamiglar ve kromatografik olarak incelemislerdir (11). Calismada 1-metil-2-
tiyoiire’nin serum diizeyleri tespit edilerek hem insanda hem de tavsanda bilinmeyen bir
metabolitin saptandigi ancak bu metabolitin de yapisimin aydinlatilamadagi
bildirilmistir.

Jones ve arkadaglar1 N-metil-N'-(hidroksimetil) tiyotirenin erkek spague-dawley
sicanlarda metabolizmasim1 incelemislerdir (28). Bilesigin N-metiltiyoiire ve
formaldehite doniistiigii tespit edilmistir. N-metiltiyoilirenin mindr metabolit olarak
tespit edildigi, formaldehitin de CO, ’e doniismesi ve gaz olarak ortama yayilmadan
dolay1 tespit edilemedigi gozlenmistir. Bunun yaninda N-metil-N’'-(hidroksimetil)
tiyoiirenin biiyiik Olciide degismeden atildigi, diisiik oranda N-metiltiyoiireye hidroliz

oldugu saptanmustir.

hidroliz
H3C—NH—|C|)—NH—CH20H _— HSC—NH—|(|3—NH2 + CHy0

Kaymakg¢ioglu ve arkadaslar1 kaydadeger antikonvulsan aktivite gosteren N-

fenil-N'-(3,5-dimetilpirazol-4-il)tiyoiirenin ~ sicanlardaki in vivo metebolizmasini
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incelemiglerdir (30). Substrat intraperitoneal olarak (50 mg/kg) verilmis ve kan
ornekleri 0., 1., 2., 4., 8., 12., 24. ve 48. saatlerde alinmistir. Substrat ve potansiyel
metabolitler ters faz yiiksek basinghi sivi kromatografisi kullanilarak ayrilmistir.
Substrat 30. dakika ile 12. saat arasinda artig gosteren, 12. saat ile 48. saat arasinda
azalan konsantrasyonda tespit edilmistir. Substrat yaninda iki adet bilinmeyen metabolit
saptanmis ancak izole edilemedigi icin yap1 tayini de yapilamamistir. Arastirmacilar

tarafindan substrata ait dngoriilen metabolik yollar asagida verilmistir.

ﬁ Oksidasyon ﬁ
HOH,C / \ NH—C—NH ——» HOOC / \ NH—C—NH@
N N

N7 CHg N7 CHy
H H
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eC NH g NH
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H
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5-GEREC VE YONTEM
S.1.Aracg ve Gerecler

5.1.1 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Anilin (Merck), Aseton (Merck), Asetilaseton (Merck), Benzokain (Merck), Etanol
(Merck), Eter (Merck), 4-Fluoro izosiyanat (Fluka), 4-Fluorofenil izotiyosiyanat
(Aldrich), Glasiyel asetik asit (Merck), Hidrazin hidrat (Fluka), Hidroklorik asit
(Merck), 4-Klorofenil izotiyosiyanat (Fluka), 4-Kloroizosiyanat (Fluka), Metilhidrazin
(BDH Chemicals), Petrol eteri (Merck), Silikajel (Merck Kieselgel 60 F- 0,2 mm),
Sodyum asetat (Merck), Sodyum nitrit (Merck), Sodyum siilfat (Merck).

5.1.2. Kullamilan Elektronik Cihazlar

Infrared Spektrofotometre. ............cc..evuneiieiieiieeieeienn, Pekin Elmer 1600
FITR

Niikleer Manyetik Rezonans Spektrometre............................ Bruker AVANC-DPX
400

Elementel Analiz Cihazi..............cooooiiiiiiiiiiiii i, Leco CHNS-932
Erime Derecesi Aleti.........coeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie Biichi 530

Yiiksek Basincli S1vi Kromatografi Cihazi.......................... ... Agilent 1100 Serisi

Enjektor: Rheodyne Model 7125
Dedektor: Agilent 1100 Serisi Diode-Array Dedektor G1315B
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Pompa: Agilent 1100 Serisi G1311A

Kolon: Hichrom Kromasil 100-5 C;s (S5um-250mm x 4,6 mm ID)
Kolon Isitici: Agilent 1100 Serisi G1316A

Gaz giderici: Agilent 1100 Serisi G1379A

5.2.Genel Sentez Yontemleri

5.2.1. 2,3,4-Pentantrion 3-fenilhidrazon (Madde A1)

Literatiirde (19) verilen yonteme gore calisilarak 0.01 mol (1 ml) anilin’in 2 ml
derisik HCI ’deki ¢ozeltisine sogukta 10 ml NaNO, ¢ozeltisi damla damla ilave edilir.
Olusan diazonyum tuzunu ihtiva eden ¢ozelti ve 0.01 mol (1 ml) asetilaseton, 30 gr
sodyum asetat ve 25 ml etanol (%50) iceren soguk karigsma ilave edilir. Olusan ¢okelti
su ile yikanarak siiziiliir, kurutulur ve etanolden billurlandirilir. Verim %78.

Koyu sar1 renkte, igne seklinde billuri bir maddedir, e.d. 78-80 °C. Su, eter ve

kloroformda ¢6ziinmez. Etanolde sicakta ¢oziiniir.

5.2.2. 4-(Fenilazo)-3,5-dimetilpirazol (Madde B1)

Literatiirde (16) verilen yonteme gore calisilarak 0.9 g (4,4 mmol) madde Al
tizerine 1 ml hidrazin hidrat (%99) ve 5 ml glasiyel asetik asit ilave edilerek geri ¢eviren
sogutucu altinda kaynar su banyosunda 4 saat 1sitilir. Siire bitiminde ortama su ilave
edilir, olusan ¢okelti siiziilerek alinir, kurutulur ve etanolden billurlandirilir. Verim %
83.

Sar1 renkli, igne seklinde billuri bir maddedir, e.d. 126 °C. Etanolde ¢oziiniir,

suda ¢oziinmez.

5.2.3. 2,3,4-Pentantrion 3-(4-karbetoksifenil)hidrazon (Madde A2)

Literatiirde (19) verilen yonteme gore caligilarak 0.01 mol (1,65g) benzokain’ in

2 ml derisik HCI’deki ¢ozeltisine sogukta 10 ml NaNO, ¢ozeltisi damla damla ilave
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edilir. Olusan diazonyum tuzunu ihtiva eden ¢6zelti ve 0.01 mol (1ml) asetilaseton, 30

gr sodyum asetat ve 25 ml etanol (%50) iceren soguk karisima ilave edilir. Olusan

cokelti su ile yikanarak siiziiliir, kurutulur ve etanolden billurlandirilir. Verim % 79.
Koyu sar1 renkli amorf toz, e.d. 125 °C. Sicakta etanolde ¢oziiniir. Su ve eterde

¢Oziinmez.

5.2.4. 4-(4-Karbetoksifenilazo)-1,3,5-trimetilpirazol (Madde B2)

Literatiirde (16) verilen yonteme gore ¢alisilarak 0.9g (3,1 mmol) madde A2
iizerine 1 ml metilhidrazin ve 5 ml glasiyel asetik asit ilave edilerek geri ceviren
sogutucu altinda kaynar su banyosunda 4 saat 1sitilir. Siire bitiminde ortama suilave
edilir, olusan ¢okelti siiziilerek alinir, kurutulur ve etanolden billurlandirilir. Verim %
85.

Parlak turuncu renkli billuri madde, e.d. 165 °C. Sicakta etanolde ¢6ziiniir. Su ve

eterde ¢oziinmez.

5.2.5. 4-amino-3,5-dimetilpirazol [1]

Literatiirde (16) verilen yonteme gore calisilarak 1g (5 mmol) madde B1’in
etanoldeki ¢ozeltisine 0.7 ml hidrazin hidrat (%99) ilave edilir ve 50 °C’de magnetik
karnistiric1 iizerinde karigtirilir. Baglangigta turuncu olan renk hafif pembeye doniince
Ince Tabaka Kromatografisi ile de kontrol edilerek reaksiyon bitirilir. Ortama bir miktar
su ilave edilerek eterle ekstraksiyon yapilir (anilin ayrilir) ve sulu-alkollii ortamda kalan
amin billurlandirilarak kazanilir. Verim % 82.

Parlak beyaz renkli pul seklinde billuri madde, e.d. 209 °C. Su, etanol ve

asetonda ¢oziiniir. Eter ve petrol eterinde ¢oziinmez.
5.2.6. 4-Amino-1,3,5-trimetilpirazol [2]
Literatiirde (16) verilen yonteme gore calisilarak 1g (3.5 mmol) mdde B2’ nin

etanoldeki cozeltisine 0.7 ml hidrazin hidrat (%99) ilave edilir,50 °C’de magnetik

karistiric1 iizerinde karistirilir. Baslangicta turuncu olan renk agik sartya doniince Ince
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Tabaka Kromatografisi ile de kontrol edilerek reaksiyon bitirilir. Ortama bir miktar su
ilave edilerek eterle ekstraksiyon yapilir (benzokain ayrilir). Sulu-alkollii ortamda kalan
amin ¢oziiciisti yogunlastirilarak kazanilir. Verim %66 .

Turuncu renkli billuri madde, e.d. 98 °C. Su, etanol ve asetonda ¢oziiniir. Eter ve

petrol eterinde ¢oziinmez.

5.2.7. N-Siibstitiie-N’-(3,5-di/1,3,5-trimetilpirazol-4-iltiyoiire’ler [T1,T2,T3,T4]

0.085 Mol 100 ml susuz asetonda ¢oziilmiis uygun izotiyosiyanat, 100 ml susuz
asetonda ¢oziilmiis 0.085 mol amin {izerine damla damla ilave edilir. Karigim 4-5 saat
geri ceviren sogutucu altinda 1sitilir. Coziicii vakum altinda ucurulur, kalan madde

uygun bir ¢oziiciiden billurlandirilir (29).

5.2.8. N-Siibstitiie-N’-(3,5-di/1,3,5-trimetilpirazol-4-il)iire’ler [U1,U2,U3,U4]

3.5 mmol 4-amino-3,5-di/1,3,5-trimetilpirazol 7.0 mmol uygun izosiyanatla
80°C’de iki saat 1sitilir. Siire bitiminde elde edilen kati iiriin petrol eteri ile yikanir,

kurutulur ve etanolden billurlandirilir (29).

5.2.9. 4-asetil amino-3,5-dimetilpirazol’iin hazirlamsi

0.001 mol 4-amino-3,5-dimetilpirazol tizerine 5 ml asetik anhidrit ilave edilir ve
30 dakika elektrikli mantoda 1sitilir. Siire bitiminde ¢dkmiis olan iiriin siiziilerek distile
su ile yikanir. Kat1 etanolden tekrar kristallendirme ile saflastirilir. Erime derecesi 136

°C; verim %75.20 (30).
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5.3. Kromatografik Calismalar

Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi

Elde edilen biitiin maddelerin safligi Yiiksek Basinghi Sivi Kromatografisi
(YSBK) kullanilarak tespit edilmistir. Bu amacla sentezlenen substrat ve olasi
metabolitler 1 mg tartilir ve 1 ml metanolde ¢oziiliir. Bu ¢ozeltiden 50 ul alinir, metanol
ile 1 ml’ye tamamlanir. Hazirlanan seyreltik standart ¢ozeltilerden 10-100 pl hacimler’
de uygun cozici kangimlarinin gectigi sisteme injekte edilerek ayrimlar
gerceklestirilmis ve kolonda tutulma zamanlanni (Retansiyon Zamani, RZ) tespit

edilmistir. Kullanilan ¢6ziicii sistemleri asagida verilmistir.

Calisma Kosullart:

Dedektér  : Diode-Array dedektor
Dalga Boyu :210 nm, 254 nm

Akis Hizi : 0.7 ml/dk

Kullanilan Mobil Faz Sistemi:

N-(4-Klorofenil)-N'-(1,3,5-trimetilpirazol-4-il)tiyotire 'nin(T3) in vivo metabolizma

calismasinda substrat ve metabolitlerin ayirimi igin asagidaki mobil faz sistemi

kullanilmustir.
ZAMAN METANOL SU(%)
0 48 52
5 48 52
6 70 30
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N-(4-Fluorofenil)-N'-(1,3,5-trimetilpirazol-4-il)tiyoiire min (T2) in vivo metabolizma
calismasinda substrat ve metabolitlerin ayirimi icin metanol: su (48:52 h/h) karigim

kullanilmustir.

5.4 Metabolizma Cahsmalar1 Icin Orneklerin Hazirlanmasi ve Deney

Prosediirii

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Etik Kurulu
tarafindan izin verilen bu ¢alismada 200-250 g. agirhiginda Wistar Albino susu eriskin
erkek sicanlar kullanilmistir. Siganlar Marmara Universitesi Deney Hayvani Yetistirme
Unitesi’nden temin edilmis ve deneyler siiresince 12 saat aydinlik - 12 saat karanhk
dongii icerisinde yem ve su alimlar1 serbest birakilarak, sicakligr sabit tutulan (21 + 3
C°) odada, her kafeste bir sigan olacak sekilde barindirilmistir. Calisma protokolii i¢in
Marmara Universitesi Deney Hayvani Etik Kurulu onay1 alinmasindan sonra deneylere
baslanmis ve tiim deney boyunca Helsinki deklerasyonuna uygun davranilmagstir.

Sicanlar substratin uygulanmasindan ©Onceki gece a¢ birakilmistir. Substrat
(%5°lik arap zamkinda) cozeltisi 100 mg/kg olacak sekilde intraperitoneal olarak
uygulanmustir. Kan 6rnekleri hafif eter anestezisi altinda substrat uygulanmadan hemen
once 0. dakika, 30. dakika, 1., 2., 4., 8., 12. ve 24. saatlerde intrakardiyak veya gdzden
alimmistir. Kan ornekleri 5000 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiije edilerek plazma ve

kan hiicreleri ayrilmistir.
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6.BULGULAR

6.1. N, N'disiibstitiie tiyoiireler

6.1.1.- N-(4-fluorofenil)-N’'-(3,5-dimetilpirazol-4-il)tiyoiire (T1)

NH

0,19 g (1,70 mmol) madde [1] ve 0,24 ml (1,70mmol) 4-florofenil
izotiyosiyanat’tan hareketle 5.2.7.’de verilen yonteme gore elde edilir. Sirasiyla kaynar
su ve kaynar petrol eteri ile yikanir, etanolden billurlandirilir. Verim %50,00. Beyaz
renkli toz madde, e.d. 196-198 °C. Su, petrol eteri ve kloroformda ¢oziinmez. Sicakta,

etanolde ve dimetilsiilfoksitte ¢coziiniir.
Analiz . C12H13FN4S lgll’l

Hesaplanan: C, 54.53 ; H, 4.96 ; N, 21.20; S, 12.13
Bulunan :C,53.79;H,4.36 ; N, 20.69 ; S, 11.97

Spektral bulgular:
IR spektrumu (KBr) vmax (cm'l): 3266-3166 (tiyolire grubu ve pirazol halkast N-H g.

b.); 2966 (aromatik halka C-H g. b.); 1542-1508 (pirazol halkas1 C=N g. b., tiyoiire N-H
e. b.); 1361 (tiyoiire C=S g. b.); 1270-1236 (tiyoiire C-N g. b.)
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Sekil 1. Madde T1’ in IR Sektrumu

'"H-NMR Spektrumu (400 MHz) (DMSO-d¢ /TMS), o (ppm): 1.93 (s, 3H, pirazol C5
metil); 2.07 (s, 3H pirazol C3 metil); 7.07 (t, 2H aromatik protonlar) ;7.44 (m, 2H
aromatik protonlar ve tiyoiire NH); 8.38 (s, 1H, tiyoiire NH)

Sekil 2. Madde T1” in "H-NMR Spektrumu
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6.2.2. N-(4-klorofenil)-N'-(3,5-dimetilpirazol-4-il)tiyoiire (T4)

S
%C NH

SOy
NH
HaC N\

0,19 g (1,70 mmol) madde [1] ve 0,24 ml (1,70mmol) 4-Klorofenil izotiyosiyanat’tan

hareketle 5.2.7.’de verilen yonteme gore elde edilir. Sirasiyla kaynar su ve kaynar petrol

eteri ile yikanir, etanolden billurlandirilir. Verim %52,77. Beyaz renkli toz madde, e.d.

212 °C (29).
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6.1.3. N-(4-fluorofenil)-N'-(1,3,5-trimetilpirazol-4-il)tiyoiire (T2)

NH

0,21 g (1,70 mmol) Madde 2 ve 0,17 ml (1,70 mmol) 4-fluorofenil izotiyosiyanattan
hareketle 5.2.7.’de verilen yonteme gore elde edilir. Sirasiyla kaynar su ve kaynar petrol
eteri ile yikanir, etanolden billurlandirilir. Verim %65,00. Beyaz renkli toz madde, e.d.
210 °C. Su, petrol eteri ve kloroformda c¢oziinmez. Sicakta etanolde ve

dimetilsiilfoksitte ¢oziiniir.

Analiz : Ci3H;sFN,S igin
Hesaplanan: C, 56.09 ; H, 5.43 ; N, 20.13
Bulunan :C, 55.60; H, 4.43 ; N, 20.60
Spektral Bulgular:

IR spektrumu (KBr) vmax (cm’l): 3172 (tiyoiire grubu NH g. b.); 1549-1490 (pirazol

halkas1 C=N gerilme ve tiyoiire N-H e. b.); 1304 ( tiyoiire C=S g. b.); 1267-1230 (C-N
tiyoiire g. b.)
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Sekil 3. Madde T2’nin IR Spektrumu

'H.NMR Spektrumu (400 MHz) (DMSO-d¢/TMS), & (ppm): 1.91 (s, 3H, pirazol C5
metil); 1.98 (s, 3H, pirazol C3 metil); 3.54 (s, 3H, pirazol N-CHj3); 7.04 (t, 2H, J="7.75
Hz aromatik protonlar); 7.27 (m, 2H, aromatik protonlar); 8.17 (2H, NH-CS-NH)

Sekil 4. Madde T2 nin '"H-NMR Spektrumu
p
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6.1.4. N-(4-klorofenil)-N'-(1,3,5-trimetilpirazol-4-il)tiyoiire (T3)

S
%C NH

g =(
HaC NN

0,21 g (1,70 mmol) Madde 2 ve 0,17 ml (1,70 mmol) 4-klorofenil izotiyosiyanattan

hareketle 5.2.7.’de verilen yonteme gore elde edilir. Sirasiyla kaynar su ve kaynar petrol
eteri ile yikanir, etanolden billurlandirilir. Verim %45. Beyaz renkli toz madde, e.d.
205-207 °C. Su, petrol eteri ve kloroformda c¢oziinmez. Sicakta etanolde ve

dimetilsiilfoksitte ¢oziiniir.

Analiz : C13H;sCINGS igin
Hesaplanan: C, 52.96 ; N, 19.00
Bulunan :C,52.12;N, 18.42

Spektral Bulgular:
IR spektrumu (KBr) vmax (cm'l): 3157 (tiyoiire grubu N-H g. b.); 2974 (aromatik

halka C-H g. b.); 1588-1490 (pirazol halkas1 C=N g. b. ve tiyoiire N-H e. b.); 1334
(tiyoiire C=S g. b.); 1261, 1232 (tiyoiire C-N g. b.)
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Sekil 5. Madde T3’iin IR Spektrumu

'H.NMR Spektrumu (400 MHz) (DMSO-d¢/TMS), & (ppm): 1.90 (s, 3H, pirazol C5
metil); 2.07 (s, 3H, pirazol C3 metil); 3.55 (s, 3H, pirazol N-CH3); 7.35 (2d, 4H, J=7.57
Hz aromatik protonlar); 8.25-9.36 (2H, NH-CS-NH)

Sekil 6. Madde T3’iin "H-NMR Spektrumu
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6.2. N, N'disiibstitiie iireler

6.2.1. N-(4-klorofenil)-N'-(3,5-dimetilpirazol-4-il)iire(U1)

0
\\C NH

SOy
NH
HaC N

0,19 g (1,70 mmol) Madde 1 ve 4-klorofenil izosiyanat’tan hareketle 5.2.8’de verilen

yonteme gore elde edilir. Kaynar petrol eteri ile yikanir ve etanolden billurlandirilir.
Verim 45. Beyaz renkli toz madde, e.d. 225-226 °C. Su, petrol eteri ve kloroformda

coziinmez. Etanolde ve dimetilsiilfoksitte ¢oziiniir.

Analiz : C1pH;3CIN4O igin
Hesaplanan: C, 54.45 ; H, 4.95 ; N, 21.17
Bulunan :C, 53.98;H,4.53;N, 20.66

Spektral Bulgular:
IR spektrumu (KBr) vmax (cm'l): 3278 (iire grubu ve halkas1t N-H g. b.); 1639 (iire

C=0 g. b.); 1590-1474 (aromatik halka C=C ve pirazol halkas1 C=N g. b., pirazol ve iire
N-H e. b.); 1238 (iire C-N g. b.)
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Sekil 7. Madde U1’in IR Spektrum

'"H-NMR Spektrumu (400 MHz) (DMSO-d¢/TMS), 8 (ppm): 2.04 (s, 6H, pirazol 3,5-
dimetil); 7.28 (d, 2H, J= 8,84 Hz aromatik protonlar ); 7.47 (d, 2H, J= 8,88 Hz aromatik
protonlar); 7.43 (s, 1H, iire NH); 8.42 (s, 1H, iire NH); 12.05 (s, 1H, pirazol NH)

Sekil 8. Madde U1’in "H-NMR Spektrumu
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6.2.2. N-(4-fluorofenil)-N'-(3,5-dimetilpirazol-4-il)iire(U2)

NH

0,19 g (1,70 mmol) Madde 1 ve 4-fluorofenil izosiyanat’tan hareketle 5.2.8’de verilen
yonteme gore elde edilir. Kaynar petrol eteri ile yikanir ve etanolden billurlandirilir.
Verim 40. Beyaz renkli toz madde, e.d. 215-217 °C. Su, petrol eteri ve kloroformda

coziinmez. Etanolde ve dimetilsiilfoksitte ¢oziiniir.

Analiz : C1pH13FN4O igin
Hesaplanan: C, 58.06 ; N, 22.57
Bulunan :C, 58.88; N, 21.76

Spektral Bulgular:
IR spektrumu (KBr) vmax (cm'l): 3267-3270 (iire NH ve pirazol NH g. b.); 1650 (iire

C=0 g. b.); 1609-1500 (aromatik C=C ve pirazol halkas1 C=N g. b. ve iire N=H e. b.);
1213 (iire C=N g. b.)
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Sekil 9. Madde U2’nin IR Spektrumu

'H.NMR Spektrumu (400 MHz) (DMSO-d¢/TMS), & (ppm): 1.92 (s, 3H, pirazol C5
metil); 1.97 (s, 3H, pirazol C3 metil); 6.98 (t, 2H, aromatik protonlar); 7.27-7.37 (m,
3H, aromatik protonlar ve iire NH); 8.32 (s, 1H, iire NH); 11.87 (s, 1H, pirazol NH)

Sekil 10. Madde U2’nin 'H-NMR Spektrumu
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6.2.3. N-(4-klorofenil)-N'-(1,3,5-trimetilpirazol-4-il)iire(U3)

0
\C NH

ot Sk I
HaC NN

0,21 g (1,70 mmol) Madde 2 ve 0,17 ml (1,70 mmol) 4-Klorofenil izosiyanat’tan

hareketle 5.2.8.’de verilen yonteme gore elde edilir. Sirasiyla kaynar su ve kaynar petrol
eteri ile yikanir, etanolden billurlandirilir. Verim %60. Beyaz renkli toz madde, e.d.
242-244 °C. Su, petrol eteri ve kloroformda c¢oziinmez. Sicakta etanolde ve

dimetilsiilfoksitte ¢oziiniir.

Analiz . C13H15C1N4O 1g1n
Hesaplanan: C, 56.02 ; H, 5.42 ; N, 20.10
Bulunan :C,55.49;H,4.17; N, 19.59

Spektral Bulgular:
IR spektrumu (KBr) vmax (cm™): 3286 (iire grubu N-H g. b.); 1649 (iire C=0 g. b.);

1592 (iire N-H e. b.); 1576-1490 (aromatik halka C=C ve pirazol halkasi1 C=N g. b., iire
N-H e. b.); 1236 (iire C-N g. b.)
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Sekil 11. Madde U3’iin IR Spektrumu
'H.NMR Spektrumu (400 MHz) (DMSO-d¢/TMS), & (ppm): 1.90 (s, 3H pirazol C5
metil); 2.02 (s, 3H pirazol C3 metil); 3.52 (s, 3H pirazol N-CHs); 7.28 (d, 2H, J=8.87

Hz aromatik protonlar); 7.47 (d, 2H, J=8.88 aromatik protonlar ve iire N-H); 8.45 (s,
1H, iire N-H)

Sekil 12. Madde U3’iin '"H-NMR Spektrumu
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6.2.4. 2-N-(4-fluorofenil)-N'-(1,3,5-trimetilpirazol-4-il)iire(U4)

NH

N =
HaC NN

N “CH,

0,21 g (1,70 mmol) Madde 2 ve 0,17 ml (1,70 mmol) 4-Florofenil izosiyanat’tan
hareketle 5.2.8.’de verilen yonteme gore elde edilir. Sirasiyla kaynar su ve kaynar petrol
eteri ile yikanir, etanolden billurlandirilir. Verim %52. Beyaz renkli toz madde, e.d. 230
°C. Su, petrol eteri ve kloroformda coziinmez. Sicakta etanolde ve dimetilsiilfoksitte

¢Ozuniir.
Analiz . C13H15FN4O lgll’l

Hesaplanan: C, 59.53 ; H, 5.76 ; N, 21.36
Bulunan :C,59.41;H,4.88; N, 20.06

Spektral Bulgular:
IR spektrumu (KBr) vmax (cm'l): 3279 (iire grubu N-H g. b.); 2950 (aromatik halka

C-H g. b.); 1638 (iire C=0 g. b.); 1609-1478 (aromatik halka C=C ve pirazol halkasi
C=Ng.b.,iire N-He.b.)
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Sekil 13. Madde U4’iin IR Spektrumu
'H.NMR Spektrumu (400 MHz) (DMSO-d¢/TMS), & (ppm): 1.90 (s, 3H pirazol C5
metil); 2.05 (s, 3H pirazol C3 metil); 3.65 (s, 3H pirazol N-CHs); 7.05 (t, 2H, J=8.87 Hz

aromatik protonlar); 7.40 (m, 2H, aromatik protonlar ); 7.45 (s, 1H, iire N-H); 8.22 (s,
1H, iire N-H)

Sekil 14. Madde U4’iin '"H-NMR Spektrumu
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6.3. N-(4-Klorofenil)-N'-(1,3,5-trimetilpirazol-4-il)tiyoiire 'nin(T3) in vivo

Biotransformasyon Bulgulari

Substrat (T3) sicanlara intraperitonal verilmeden once ve verildikten 30 dakika 1, 2, 4,
6, 8 ve 24 saat sonra kan Ornekleri iki hayvandan kapiller boru ile gozden alinmistir.
Alman kan Orneklerinin iizerine soguk asetonitril:metanol karisimi (50:50 h/h)
eklenerek plazma proteinleri ¢oktiiriiliip, 14000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Ust
kisim ayrilarak oda sicakliginda ugurulduktan sonra kalan kisim metanolde ¢oziilerek

Yiiksek Basincli S1vi Kromatografa enjekte edilmistir.

DAD1 B, Sig=254,4 Ref=off (UFUK\UFUK0140.D)

mAU—
120%
1oo—f
80;
60;

20

0 5 10 15 20 min

Sekil 15. Substarat ve olas1 metabolitlerinin HPLC kromatogrami

Tablo 1: Substrat ve olas1 metabolitlerinin retensiyon zamanlari

BILESIK RETENSiYON ZAMANI (RZ)
U3 14,156
Ul 13,644
T3 13,292
T4 12,802
Asetilamin 5,988
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*DAD1, 14.175 (209 mAU,Apx) Ref=2.721 & 16.068 of UFUK0130.D
mAU
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Sekil 16. Retensiyon zamani 14,156 olan metabolit U3’ye ait UV spektrumu

“DAD1, 13.655 (232 mAU, - ) Ref=2.721 & 16.068 of UFUK0130.D
mAU =
200 —
150 —]
100 —]
50 —]
0 —

‘ I ‘ I ‘ I ‘ I I
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Sekil 17. Retensiyon zamani 13,644 olan metabolit Ul’e ait UV spektrumu

*DAD1, 13.315 (281 mAU,Apx) Ref=2.721 & 16.068 of UFUK0130.D

mAU =
250 —]
200 —
150 —
100 —
50 —]
o —

‘ — — — —

200 250 300 350 nm

Sekil 18. Retensiyon zamani 13,292 olan substarta ait UV spektrumu
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*DAD1, 12.822 (246 mAU,Apx) Ref=2.721 & 16.068 of UFUK0130.D
mAU
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Sekil 19. Retensiyon zamani 12,802 olan metabolit T4 e ait UV spektrumu

*DAD1, 6.008 (177 mAU,Apx) Ref=8.128 & 15.835 of UFUK0130.D
mAU
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Sekil 20. Retensiyon zamani 5,988 olan metabolit Asetilamin’e ait UV spektrumu

Bos plazma iginde anlatilan sekilde hazirlanan substrat (T3) ve metabolitler N-(4-
klorofenil)-N'-(3,5-dimetilpirazol-4-il)tiyoiire (T4), N-(4-klorofenil)-N'-(1,3,5-
trimetilpirazol-4-il)iire (U3), N-(4-klorofenil)-N'-(3,5-dimetilpirazol-4-il)iire (Ul) ve
asetilamin’in HPLC enjekte edildikten sonra elde edilen kromatogram sekil 21' de

verilmistir.
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DAL B, Sig=254 4 Ref=off (UFUKWJFLUKN 39 07
mal ]
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Sekil 21. Substrat ve olas1 metabolitlerinin bos plazmaya eklenmesi ile elde edilen

HPLC kromatogrami

Madde (T3) bir numarali hayvana verilmeden once ve verildikten sonra belli saat
araliklartyla alinan kan ornekleri santrifiijlenerek plazma ayrilir. Ayrilan plazma (200ul)
izerine soguk asetonitril:metanol (50:50 h/h) (200ul) ilave edilerek plazma proteinleri
¢oktiiriiliir, santrifiijlenir. Ust faz oda sicakliginda ugurulduktan sonra 50 ul metanolde
coziilerek HPLC enjekte edilir. Bir numarali hayvana ait kan 6rneklerinde tespit edilen
substrat ve olast metabolitlerinin kromatogramlar1 ve spektrumlan sekil 22, 23, 24, 25,

26, 27, 28, 29, 30, 31, 32’ de ve retensiyon zamanlari tablo 1’ de verilmistir.

DAD1 B, Sig=254,4 Ref=off (UFUK\UFUKO0131.D)

mAU 1
60
50
40-
30

20

10

0 5 10 15 min

Sekil 22. Bir numarali hayvanin 0. saat plazma 6rnegine ait kromatogram

65



DAD1 B, Sig=254,4 Ref=off (UFUK\UFUK0132.D)
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Sekil 23. Bir numarali hayvanin 30. dakika plazma 6rnegine ait kromatogram

DAD1 B, Sig=254 4 Ref=off (UFUKWFUKO133.0)
mal

o
=
™
o

Imin

Sekil 24. Bir numarali hayvanin 1. saat plazma 6rnegine ait kromatogram

DAD1 B, Sig=254,4 Ref=off (UFUK\UFUK0134.D)
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Sekil 25. Bir numarali hayvanin 2. saat plazma 6rnegine ait kromatogram
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Bir numarali hayvanin 2. saat plazma 6rnegine ait kromatogramda 13,22 (T3) ' de gelen

pike ve standartina ait UV spektrumu yan yana Sekil 26 'de verilmistir.

*DAD1, 13.219 (19.0 mAU,Apx) Red *DAD1, 13.315 (199 mAU,Apx) Re
mAU 1 mAU
E 175
1573 150
125 125
10 100
7.5 75
5- 50
2.5 25
0 0

———— e —

200 250 300 350 nm 200 250 300 350 nm

A B

Sekil 26. Bir numarali hayvanin 2. saat plazma 6rnegine ait kromatogramda 13,22 (T3) '

de gelen pike(A) ve standartina (B) ait UV spektrumu

DAD1 B, Sig=254,4 Ref=off (UFUK\UFUK0135.D)
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Sekil 27.: Bir numarali hayvanin 4. saat plazma 6rnegine ait kromatogram
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DADT B, Sig=254,4 Ref=off (UFUK\UFUK0136.D)
mAU 1
60
50
40-

30

Sekil 28. Bir numarali hayvanin 6. saat plazma 6rnegine ait kromatogram

Bir numarali hayvanin 6. saat plazma 6rnegine ait kromatogramda 13,226 ' da gelen

pike ve 11,487'de (T4) gelen pike ait UV spektrumu Sekil 29 ve Sekil 30 'de yan yana

verilmistir.
*DADT, 13.226 (46.2 mAU,Apx) Ref=8.132 & 15.839 of UFUK0136.D
mAU -
40 —
30 —]
20 —]
10 —
0 —
‘ I ‘ I ‘ I ‘ I I
200 250 300 350 nm

Sekil 29.: Bir numarali hayvanin 6. saat plazma Ornegine ait kromatogramda 13,226 '

da gelen pike (substrat) ait UV spektrumu
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“DADT, 11.486 (49.5 mAU, - ) Reld “DADT, 12.822 (142 mAU,Apx) Re
mAU mAU
40 1207:
] 100
30 80
20% 60 -
] 40
10 1
1 20
0 0

A B A I

200 250 300 350 nm 200 250 300 350 nm

A B

Sekil 30. Bir numarali hayvanin 6. saat plazma 6rnegine ait kromatogramda 11,487 (T4)

" de gelen pike (A) ve standartina (B) ait UV spektrumu

DAD1 B, Sig=254,4 Ref=off (UFUK\UFUK0137.D)
mAU 1
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Sekil 31. Bir numarali hayvanin 8. saat plazma 6rnegine ait kromatogram
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DAL B, Sig=254 4 Ref=off (UFUKYFUKOT 35 09
mal = K
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40
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a a 10 15 tmin

Sekil 32.: Bir numarali hayvanin 24. saat plazma drnegine ait kromatogram

Madde (T3) iki numarali hayvana verilmeden Once ve verildikten sonra belli saat
araliklartyla aliman kan ornekleri santrifiijlenerek plazma ayrilir. Ayrilan plazma (200
ul) tizerine soguk asetonitril:metanol (50:50 h/h) (200 upl) ilave edilerek plazma
proteinleri ¢oktiiriiliir, santrifiijlenir. Ust faz oda sicakliginda ugurulduktan sonra 50 pl
metanolde coziilerek HPLC enjekte edilir. Iki numarali hayvana ait kan 6rneklerinde
tespit edilen substrat ve olasi metabolitlerinin kromatogramlari ve spektrumlar sekil 33,

34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41 ve 42’ de verilmistir.

DADT B, Sig=254 4 Ref=off (UFLKFUKOT41 0
o

mal
B0
50
40 4

30 4

20

104

Sekil 33. iki numarali hayvanin 30. dakika plazma 6rnegine ait kromatogram
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DAL B, Sig=254 4 Ref=off (UFUKYIFUKDT 42 0
mL ]
B0 4
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40
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204
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Sekil 34. iki numarali hayvanin 1. saat plazma 6rnegine ait kromatogram

DADT B, Sig=254 4 Ret=off (UFUMWFUKO 43 09
mal ]
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Sekil 35. iki numarali hayvanin 2. saat plazma 6rnegine ait kromatogram
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DADT B, Sig=254 4 Ref=off (UFUKWFUKDT 44 0
mel ] %

100
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&0

40

20

J02
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min

Sekil 36. iki numarali hayvanin 4. saat plazma 6rnegine ait kromatogram

*DADT, 12.780 (279 mAU, - ) Ref=

50

0]
R D —
200 250 300 350 nm

A

“DADT, 12.822 (246 mAU,Apx) Re

3

>

cC
|

200

150

100

50

|
200 250 300 350 nm

Sekil 37. Iki numarali hayvanin 4. saat plazma 6rnegine ait kromatogramda 12,780 (T4)

" de gelen pike (A) ve standartina (B) ait UV spektrumu
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DAL B, Sig=254 4 Ref=off (UFUKYFUKO145 D
ma ]
175

3311
12.791
13.226

150 4
125 4
mn—;

75 4

50

25-;

15 Imin

Sekil 38. iki numarali hayvanin 6. saat plazma Srnegine ait kromatogram

*DADT, 12.790 (436 mAU, - ) Ref= *DADT, 12.822 (246 mAU,Apx) Re
mAU mAU
400 1
350 200
300 1
250 150 4
2004 100 -
150 1
100 50 1
50 - 1

o— o4

200 250 300 350 nm 200 250 300 350 nm

A B

Sekil 39. Iki numarali hayvanin 6. saat plazma 6rnegine ait kromatogramda 12,790 (T4)
" da gelen pike (A) ve standartina (B) ait UV spektrumu

73



*DAD1, 13.219 (19.0 mAU,Apx) Rd *DADT, 13.315 (199 mAU,Apx) Re
mAU 1 mAU
E 175
157 150
1257 125
10~ 100
7.5 75
5- 50
2.5 25
0 0

e —

200 250 300 350 nm 200 250 300 350 nm

C D

Sekil 40. iki numarali hayvanin 6. saat plazma ornegine ait kromatogramda 13,226

(T3)" da gelen pike (C) ve standartina (D) ait UV spektrumu

DAD1 B, Sig=254 4 Ret=off (UFUKUFUKOT 46 0
mal ] i o
] - it
175 K 1
150
125
100 b
] W
75 =
] [¥p)
50 o
] =t
] o] E o] i b @ E
25 b = s e o
] = w e
0 oy
T T T T T T T T T T
n] 10 15 min

Sekil 41. iki numarali hayvanin 8. saat plazma 6rnegine ait kromatogram
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*DADT, 12.932 (409 mAU, - ) Ref= *DAD1, 12.822 (246 mAU,Apx) Re
mAU 3 mAU
3504 200
300 1
250 150
200 ]
150 1007
100 - 50
50 1
0 0

T T S N

200 250 300 350 nm 200 250 300 350 nm

A B

Sekil 42. Tki numarali hayvanin 8. saat plazma 6rnegine ait kromatogramda 12,932 (T4)

" de gelen pike ve standartina ait UV spektrumu

Ikinci hayvan 8. saatte 6ldiigii icin daha sonraki saatlere ait kromatogram bilgileri

bulunmamaktadir.
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6.4. N-(4-fluorofenil)-N'-(1,3,5-trimetilpirazol-4-il)tiyoiire 'mnin (T2) in vivo

Biotransformasyon Bulgulari

Substrat (T2) sigana intraperitonal verilmeden once ve verildikten 30. dakika 1., 2., 4.,

6. ve 8. saatlerde kan Ornekleri alinmistir. Aliman kan Orneklerinin iizerine soguk

asetonitril:metanol karisimi (50:50 h/h) eklenerek plazma proteinleri ¢oktiiriiliip, 14000

rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Ust kisim ayrilarak oda sicakliginda ucurulduktan

sonra kalan kisim metanolde coziilerek Yiiksek Basin¢hi Sivi Kromatografa enjekte

edilmistir.

DAD1 B, Sig=254,4 Ref=off (UFUK\UFUKO0121.D)

mAU
60
40é 0 2
20 f
10
o
-10;) s 10 15 " min
Sekil 43. Substarat ve olas1 metabolitlerinin HPLC kromatogrami
Tablo 2. Substrat ve olas1 metabolitlerinin retensiyon zamanlari
BILESIK RETENSIYON ZAMANI (RZ)
U4 16,414
U2 14,184
T2 13,339
Tl 11,596
Asetilamin 6,072
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*DAD1, 16.414 (233 mAU, - ) Ref=10.674 & 18.787 of UFUK0121.D
mAU
200

150

100

o
S
o
N \‘\\H‘HH‘HH‘HH‘HH

Lo Lo Lo
00 250 300 350 nm

Sekil 44. Retensiyon zamani 16,414 olan metabolit U4’ e ait UV spektrumu

*DAD1, 14.181 (288 mAU, - ) Ref=10.674 & 18.787 of UFUK0121.D
mAU
250

200
150
100

(o))
o
o

N \‘HH‘HH‘\H\‘HH‘HH‘HH‘

T ! T ' T ' T
00 250 300 350 nm

Sekil 45. Retensiyon zamani 14,184 olan metabolit U2’ ye ait UV spektrumu

*DAD1, 13.341 (72.4 mAU,Apx) Ref=10.674 & 18.787 of UFUK0121.D
mAU

60
50
40
30
20
10

o

N \‘H\\‘H\\‘HH‘HH‘HH‘\H\‘\H\‘H

' T ' T ' T
00 250 300 350 nm

Sekil 46. Retensiyon zamani 13,339 olan metabolit T2’ ye ait UV spektrumu
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*DAD1, 11.594 (15.9 mAU, - ) Ref=9.767 & 18.921 of UFUK0121.D
mAU

- a4
o N A

o N MO

N H‘H\‘H\‘\H‘H\‘\H‘\H‘\H‘H\‘

00 250 300 350 nm

Sekil 47. Retensiyon zamani 11,596 olan metabolit T1’ e ait UV spektrumu

DALY, 6005 (177 mal &px) Ref=10 674 & 18757 of ULFUKOM21 D
maL
160
140
120
100
a0
B0
40
20

200 250 300 350 im

Sekil 48. Retensiyon zamani 6,072 olan metabolit asetilamin’ e ait UV spektrumu

Bos plazma icinde anlatilan sekilde hazirlanan substrat (T2) ve metabolitler N-(4-
florofenil) - N’ - (3,5-dimetilpirazol-4-il) tiyoiire (T1), N-(4-fluorofenil)-N'-(1,3,5-
trimetilpirazol-4-il)iire (U4), N-(4-fluorofenil)-N’'-(3,5-dimetilpirazol-4-il)iire (U2) ve
asetilamin’in HPLC enjekte ediltikten sonra elde edilen kromatogram sekil 49’ da

verilmistir.
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DAD1 B, Sig=254,4 Ref=off (UFUK\UFUKO0121.D)
mAU 3
60 -
50

40

3.134

30 -

20 -

10-

T

Sekil 49. Substrat ve olas1 metabolitlerinin bos plazmaya eklenmesi ile elde edilen

HPLC kromatogrami

Madde (T2) hayvana verilmeden once ve verildikten sonra belli saat araliklariyla alinan
kan ornekleri santrifiijlenerek plazma ayrilir. Ayrilan plazma (200ul) iizerine soguk
asetonitril:metanol (50:50 h/h) (200ul) ilave edilerek plazma proteinleri ¢oktiiriiliir,
santrifiijlenir. Ust faz oda sicakliginda ucurulduktan sonra 50 pl metanolde ¢oziilerek
HPLC enjekte edilir. Bir numarali hayvana ait kan 6rneklerinde tespit edilen substrat ve
olas1 metabolitlerinin kromatogramlar1 ve spektrumlart sekil 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56,

57, 58, 59’da ve retensiyon zamanlar tablo 2’ de verilmistir.

DAD B, Sig=254 4 Ref=off (UF UK FURO099 0

mal g
] "
0 —;

50
40 3
30

20

1D€
i _:—J/"""

0 = 10 15 1miny

Sekil 50. Hayvanin 0. saat plazma 6rnegine ait kromatogram
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DAD1 B, Sig=254 4 Ref=off (UFUK\UFUK0122.D)
mAU 1 S
60
50
40
30
201
10 2 3
] < ©
0
-10 T I 1
0 5 10 15 mir

Sekil 51. Hayvanin 30. dakika plazma 6rnegine ait kromatogram

DAD1 B, Sig=254,4 Ref=off (UFUK\UFUK0102.D)
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Sekil 52. Hayvanin 1. saat plazma 6rnegine ait kromatogram
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mAU 7
60
50~
40
30
20

10

DAD1 B, Sig=254,4 Ref=off (UFUK\UFUKO0104.D)

15 min

Sekil 53. Hayvanin 2. saat plazma 6rnegine ait kromatogram

Hayvanin 2. saat plazma Ornegine ait kromatogramda 13,132 (T2) ' de gelen pike ve

standartina ait UV spektrumu yan yana Sekil 54 'te verilmistir.

DaD1, 13132 19.0 mal &) R
maL

15
125
10
7.5
4
25
0

L A B N
200 250 300 350 ;e

A

mAU

60
50
40
30
20
10

0

*DAD1, 13.341 (72.4 mAU,Apx) R

T
200 250 300 350 nm

Sekil 54. Hayvanin 2. saat plazma Ornegine ait kromatogramda 13,132 (T2) ' de gelen

pike (A) ve standartina (B) ait UV spektrumu
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Sekil 55. Hayvanin 4. saat plazma 6rnegine ait kromatogram

DAD1 B, Sig=254 4 Ref=off (UFLFIJFUROT05 07
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Sekil 56. Hayvanin 6. saat plazma 6rnegine ait kromatogram

Hayvanin 6. saat plazma Ornegine ait kromatogramda 13,599' da gelen pike ve 11,339’

da (T1) gelen pike ait UV spektrumu Sekil 57 ve Sekil 58 'de yan yana verilmistir.

82



*DaADT, 13,599 724 mal Ape) Ref=10674 818787 of UFUKOM121 D
masL
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200 2ol 300 Ja0 atint

Sekil 57. Hayvanin 6. saat plazma Ornegine ait kromatogramda 13,599 ' da gelen pike
(substart) ait UV spektrumu

*DADT, 11338 158 mAL, - ) Re *DAD, 11.594 (15.9 mAU, - ) Re
maL mAU
14 14
12 12
10 10
8 8-
K 6-
4— 4;
2 2

200 250 300 30 om 200 250 300 350 nm

A B

Sekil 58. Hayvanin 6. saat plazma 6rnegine ait kromatogramda 11,339 (T1) ' de gelen
pike (A) ve standartina (B) ait UV spektrumu
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DAD1 B, Sig=254,4 Ref=off (UFUK\UFUKO0106.D)
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Sekil 59. Hayvanin 8. saat plazma 6rnegine ait kromatogram

Hayvan 8. saatte oOldiigii i¢in daha sonraki saatlere ait kromatogram bilgileri

bulunmamaktadir.

84



7. TARTISMA

Calismamizda substrat ve olast metaboliti olarak diisiiniilen tiyoiire ve iire
bilesikleri 4-amino-3,5-di/1,3,5-trimetilpirazol bilesiklerinin uygun izotiyosiyanatlar ve
izosiyanatlarla katimi sonucu kazanilmistir. Yedisi literatiirde kayitli olmayan toplam 8
adet tiyoiire ve iire bilesigi sentez edilmis ve yapilar1 elemental analiz, IR ve 'H-NMR
yardimiyla aydmlatilmigtir. Calismamizin ana hareket maddeleri olan 4-aminopirazol
bilesikleri uygun arildiazonyum tuzlarinin asetilasetonla kenetlenmesi ve miitakiben
uygun hidrazinle siklizasyonu sonucu olusan azo bilesiginin etanollii ortamda hidrazin
hidrat ile rediiksiyonu neticesinde kazamilmistir. 4-Aminopirazollerin ve bu amin

bilesiklerinden hareketle sentezi yapilan yeni bilesiklerin sentezi asagida Sema 1’ de

verilmistir.
it
a b /C_CH3
X NH, —— X NE=NICL — X—Q—NH—N:C
ﬁ—CH3
0

/ i
CHj d CHz
H,N - x—< >—-N:N
7\/—\( 7\/—\(
/N /N
HsC +C

! ol
R, R,
f
e HaC
R NH—C—NH—R
N
y SN CHs4
|
H4C
® NH—C—NH—R Ry
BN
\N CH3 (U1!U21U3’U4)
|
Ry
(T1,T5,T3,Ty)

Semal. (a) NaNO,, HCI, 0-5 °C; (b) asetilaseton, CH;COONa; (c) hidrazinhidrat, asetik
asit (d) hidrazinhidrat, etanol, 50 °C; (¢) RNCS, aseton; (f) RNCO, 80 °C

85



Tezin tartisma boliimii sentezi yapilan yeni bilesiklerin kimyasal yap1 tayini ve
in vivo metabolizma bulgulariin degerlendirilmesi olmak {iizere iki kisimda

incelenmistir.
7.1 Tiyoiire ve Ure Bilesiklerinin Kimyasal Yapi Tayini

Sentezlenen tiyoiire bilesiklerinin Infrared spektrumlarinda tiyoiire NH bandlar
T1’ de 3266-3166 cm™ de, C=S gerilme bandi 1361 cm™ de; T2’ de aym bandlar
sirastyla 3172 cm' ve 1304 cm™ de; T3’ de 3157 cm™ ve 1334 cm™ de tespit edilmistir.
Venkatachalam ve ark. (61) sentezledikleri ve asagida formiili verilen tiyoiire
bilesiginde NH gerilme bandlarin1 3423-3170 cm’ de, C=S gerilme bandlarini ise 1447-

1336 cm™ bolgesinde tespit etmislerdir.

Maddelerin  H'-NMR spektrumlar1 DMSO-d¢ icinde alinmistir. Tiyoiire
tiirevlerinin H'-NMR spektrumlari incelendiginde tiyotire NH protonlart bilesik T1’de
7.44 ve 8.38 ppmde iki ayr singlet olarak tespit edilmistir. Madde T2’de ayn1 protonlar
8.17 ppm’de 2H biiyiikliigiinde singlet olarak bulunmustur. Madde T3’de ise NH
protonlar 8.25-9.36 ppm bolgesinde 2H biiyiikliigiinde saptanmistir. Vig ve arkadaslar
(62) elde ettikleri fenetil-5-bromopiridil tiyotire tiirevlerinde NH piklerini 11.30 ve 9.25

ppm’de yaygin iki ayr singlet olarak tespit etmislerdir.
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Br

Bir bagka aragtirma grubuda (60) tiyoiire grubuna ait NH protonlarin1 11.29 ve
10.73 ppm de iki ayn singlet olarak gozlediklerini bildirmislerdir.

Kaymakg¢ioglu ve arkadaglar (29) N-siibstitiie-N'-(3,5-di/1,3,5-trimetilpirazol-4-
il) tiyoiire bilesiklerinde NH gerilme bandlarim1 3271-3170 ecm’ ve C=S gerilme
bandlarmi da 1350-1330 cm’ bolgesinde saptamislardir. Bu bilesiklerin 'H-NMR
spektrumlarinda tiyoiire NH protonlarini 8.75-10.05 ppm bolgesinde 2H biiyiikliigiinde
yaygin pikler halinde tespit etmislerdir.

CHj
NH C NH
D BB

R HeC™ N

Ry

C

Tiyoiire tiirevlerinin 'H-NMR spektrumlarinda tiyoiire grubu disindaki diger
protonlar literatiire uygun olarak beklenen alanlarda gozlenmistir (29). Pirazol halkasi
metil protonlar1 1.90-2.07 ppm bolgesinde gozlenmistir. Birinci konumda metil
stibstitiienti tasiyan bilesik T2 ve T3 de metil protonlar1 sirasiyla 3.54 ve 3.55 ppm de
singlet olarak gozlenmistir. Bu bilesiklerin aromatik halka protonlarida 6.90-7.50 ppm
de tespit edilmistir.

Tiyoiire bilesiklerinin olasi metabolitleri olarak diisiiniilen iire bilesiklerinde
C=0 gerilme bandi ve NH gerilme bandlar1 U1 bilesiginde sirastyla 1639 cm™ ve 3278
cm” de; U2 bilesiginde 1650 cm’ ve 3270-3267 cm’; U3 bilesiginde 1649 cm’ ve
3286 cm™'; U4 bilesiginde 1638 cm™ ve 3279 cm” de saptanmistir. Ure bilesiklerinin

'"H-NMR spektrumlarinda da pirazol halkas1 metil protonlar1 tiyoiire bilesiklerinde
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oldugu gibi 1.91-1.98 ppm de saptanmustir. Ure NH protonlar1 U1 bilesiginde 7.43 ve
8.42 ppm’de, U2 bilesiginde 7.37 ve 8.32 ppm’de, U3 bilesiginde 7.47 ve 8.45 ppm’de,
U4 bilesiginde 7.45 ve 8.22 ppm‘de iki ayn singlet olarak tespit edilmistir. Bu bulgular

literatiir verileri ile de uygunluk i¢indedir (29).

7.2. In-vivo Biyotransformasyon Bulgularinin Degerlendirmesi

Bu calismada substrat olarak N-(4-fluoro/klorofenil)-N'-(1,3,5-trimetilpirazol-4-
iDtiyotire se¢ilmis (T2 ve T3) ve in vivo metabolizmasi incelenmistir.
Substrat olarak secilen N-(4-Klorofenil)-N'-(1,3,5-trimetilpirazol-4-il)tiyoiire (T3) ve
olas1 metabolitleri sema 2’ de gosterilmistir. Substrat 100mg/kg dozda erkek sicanlara
intraperitonal olarak uygulanmistir. Bu calismada iki hayvan kullanilmis ve elde edilen
bulgular degerlendirilmistir. [lag uygulanmasindan sonra kan &rnekleri 0., 1., 2., 4., 8.,
12., ve 24. saatlerde toplanmistir. Birinci hayvanda 12. saatte kan alinamamus, ikinci
hayvanin ise 8. saatten sonra Olmesi nedeniyle daha sonraki plazma Ornekleri
almamamistir. Plazma ornekleri protein ¢oktiirme yontemi kullanilarak hazirlanmistir.
Proteinleri ¢oktiirmek igcin 50:50 (h/h) asetonitril:metanol karisimi kullanilmistir. Bu
yontemle 6rnek hazirlama likit-likit ekstraksiyonu ya da kat1 faz ekstraksiyonuna gore
daha kolay ve daha kisa siirede gerceklestirilmistir. Substrat ve metabolitlerinin HPLC
ile ayrilmasi i¢in bir ¢ok mobil faz karistmi denenmis ve metanol:su karisiminin bir
gradient tablo halinde kullanildigi mobil faz karisimi ayirimi saglayan en iyi sistem
olmustur. Hayvanlardan alinan bos plazma tizerine substrat ve olasit metabolitler ilave
edilerek hazirlanan spike oOrneklerinde substrat T3 13.236 dakikada, T4 12.729
dakikada, U1 13.539 dakikada, U3 14.092 dakikada ve 6,212 dakikada asetilamin tespit
edilmistir. Pikler herhangi bir plazma pikiyle interfere olmamistir. Substrat ve
metabolitlerinin UV spektrumlari da alinarak sekil 16, 17, 18, 19, 20 de gosterilmistir.

Bir numarali hayvandan alinan plazma Ornekleri incelendiginde; substrat 2., 4.
ve 6. saatlerde sirasiyla 13.220, 13.305 ve 13.226 dakikalarda saptanmistir (sekil 25, 27,
28). Diger saatlerde substrat saptanmamustir. N-dealkilasyon metaboliti olan T4 birinci
hayvanda 6. saatte 11.487 dakikada gozlenmistir (sekil 28). Ayni1 metabolit ikinci
hayvanin plazma 6rneklerinde 4., 6. ve 8. saatlerde sirasiyla 12.781, 12.791 ve 12.932
dakikalarda tespit edilmistir (sekil 36, 38, 41). iki hayvanda da tespit edilen bu piklerin
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Ultraviole-Diode Array dedektorden (DAD) elde edilen UV spektrumu ile standart
T4’iin spektrumunun karsilastirildiginda ayni olmasi da substratin N-dealkilasyon ile
T4’ii olusturdugunu gostermistir. Her iki hayvandada substrat iizerinden olugmasi
beklenen desiilfiirasyon metaboliti U3 ya da N-dealkilasyon metaboliti iizerinden
olugmas1 beklenen desiilfiirasyon metaboliti olan Ul tespit edilememistir. Ayrica
hidrolitik reaksiyonla pirazolamin ve bu metabolit iizerinden olusmasi beklenen

asetilpirazolaminde kromatogramlarda gézlenmemistir.

CH,3
Cl NH—ICI)—NH —
S

N
HaC™ N7 o,

SUBSTRAT(T,)

Desitilfiirasyon N-dealkilasyon

CH,
Cl NH——C——NH—— CHg
(')' \ cl NH—I(I)—NH —
HaC N S X NH

N CHj

Ts

Us
N-dealkilasyon Desiilflirasyon
hidroliz

CHs;
Cl NH——C——NH —
Il CHs;
o NH

N HoN —
HoG N7 \i
NN
Uy HC N7
asetilasyon
d +
Q CH, cl NH,

H3C—C—NHT<
NH
HaC N\

Sema2. N-(4-klorofenil)-N'-(1,3,5-trimetilpirazol-4-il)tiyoiire ve olas1 metabolitleri
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Substrattaki pirazol halkas1 metil protonlarinda alifatik hidroksilasyon goriilmesi

miimkiindiir (49) ancak bu kramotografik kosullarda saptanamamistir.

HsC L HOH,C
N— NH—C—NH—@X alifatk ——NH—C—NH X
I hidroksilasyon g
/

X =Cl ,F J l oksidasyon

HOOC
7TNH—ﬁ—NH X

N ~ S
/ N
HaC N CHs

N-dealkilasyon bir¢ok ila¢ etken maddesinde gozlenen yaygin bir metabolik
yoldur. Genellikle kiiciik alkil grubu (metil, etil gibi) tasiyan bilesikler dealkilasyona
ugrarlar. Yapilarinda metil grubu tasiyan amitriptilin, imipramin, maprotilin,
mepivakain, mianserin; etil grubu tasiyan etotoin, klorokin, lidokain N-dealkilasyon
yoluyla metobolize olurlar. (45) Bu olay1 katalizleyen enzim sistemi sitokrom P-450
karma fonksiyonlu oksidazlardir. N- Dealkilasyonun iki basit mekanizma iizerinden

yiiriidiigii bildirilmistir (45). Ilk mekanizma karbinolamin olusumu iizerinden yiiriiyen;

[o] [o]
Rp-N-CHyR ———» |:R2N—(|‘;H—R ———>  R,NH 4+ RCHO
OH

Ikinci mekanizma karbonilamine tekrar doniisen N-oksit iizerinden ilerleyen;
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R—NH—CH; 4+ CH,0

mekanizmasi olup, birinci mekanizma tizerinden yiirliyen varsayim daha kuvvetlidir.
Monoamin oksidaz inhibitorlerinden L-deprenil Parkinson hastaliginin idiopatik
semptomlarinin baslangicinin tedavisi i¢in kullanilan terapétik bir ajandir. Bu etkisinin
ortaya cikmasinda monoamino oksidaz B etkisinden bagimsiz oldugu ve bazi
metabolitlerinin bunda etkili oldugu diisiiniilmektedir. L-deprenil Sitokrom P450’ nin
etkisiyle N-depropinilasyon ile metamfetamini, N-demetilasyon ile nordeprenili

olusturmaktadir (58).
H H
| _ A |
CHg CHqy CH3CHq

L-deprenil L-metamfetamin

H H
| A |
CH2—(|3—I|\I—CH2—CECH — CH2—$—'|\'—H

CHgH CHgH
L-nordeprenil L-amfetamin

L-deprenilin N-dealkilasyon yollari: A) N-depropinilasyon B) N-demetilasyon
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Buprenorfin opiat ailesinden uzun etkili analjeziklerindendir. Son zamanlarda
opoidlere bagl tedaviler kapsamli olarak onerilmektedir. fla¢ insan hepatik sitokrom
P450 tarafindan kapsamli olarak metabolize edilmekte ve N-dealkilasyonla meydana

gelen norbuprenorfin metabolitini vermektedir (27).

N—CH2<] NH

CH
THS N-dealkilasyon 8
OH OH
(6]
° O—CHj O———CHs
buprenorfin norbuprenorfin

Yeni H/K® ATPaz inhibitérii KR-60436 [1-(4-metoksi-2-metil-fenil)-4-[(2-
hidroksietil)amino]-6-triflorometoksi-2,3-dihidropirrolo[3,2-c]kinolin]” in metabolizma
calismalar1 Choi ve arkadaglar tarafindan LC elektrosprey kiitle spektrometresi ile
yapilmistir  (8). KR-60436’nin  metabolizmasinda baslica 4 metabolik yol
tanimlanmaktadir; dihidropirol halkasinin pirole oksidasyonu, metoksi grubunun O-
demetilasyonu, kinolin kisminin hidroksilasyonu ve hidroksietilamino grubunun N-

dealkilasyonudur.
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N-dealkilasyon N-dealkilasyon
Me0\®<*s MeO CH,
N N
. \
\ \
pZ pZ
N” “NH, N™ 'NH,
OCFg OCF,4

Tiyotireler iizerinde yapilan metabolizma calismalar1 kisithh olmakla beraber
desiilfiirasyon metabolik yolunun gézlenmedigi bildirilmistir. Tarafimizdan yapilan N-
fenil-N'-(3,5-dimetilpirazol-4-iDtiyolirenin ~ metabolizmasinda da  desiilfiirasyon
metaboliti olan N-fenil-N'-(3,5-dimetilpirazol-4-il)iire’nin saptanamamasi tiyotirelerde
desiilfiirasyon metabolik yolunun goézlenmedigini ortaya koymustur (30). Tiyoiireler
tizerinde yapilan caligmalarda desiilfiirasyonun major metabolik yol olmadig,
bilesikteki diger fonksiyonel grup reaksiyonlarinin; 6rnegin N-dealkilasyon, O-
dealkilasyon, aromatik hidraksilasyon, alifatik hidraksilasyon gibi (28, 35) gerceklestigi
tespit edilmistir.

Desiilfiirasyon metabolik yolunun gozlenip gézlenemeyecegi bir baska tiyotire
bilesigi olan N-(4-fluorofenil)-N'-(1,3,5-trimetilpirazol-4-il)tiyoiire (T2) iizerinde de
incelenmistir. Secilen tiyoilire bilesigi ve diisliniilen metabolitleri sema 3’ te
gosterilmistir. Hayvanlardan alinan bos plazma iizerine substrat ve olasi metabolitler

ilave edilerek hazirlanan spike orneklerinde substrat (T2) 13.339, T1 11.596, U2

93



14.184, U4 16.414 ve asetilamin 6,072 dakikada tespit edilmistir. Substrat ve
metabolitlerinin UV spektrumlart da alinarak sekil 44, 45, 46, 47, 48° de gosterilmistir.

Incelenen plazma orneklerinde substrat 2., 4. ve 6. saatlerde sirasiyla 13.132,
13.339 ve 13.599 dakikalarda tespit edilmisir. N-dealkilasyon diiriinii olan N-(4-
fluorofenil)-N'-(3,5-dimetilpirazol-4-il)tiyoiire (T1) 6. saatte 11.339. dakikada
bulunmustur (sekil 56). Desiilfiirasyon metabolitleri olan N-(4-fluorofenil)-N'-(3,5-
di/1,3,5-trimetilpirazol-4-il)iire (U2 ve U4) saptanmamistir. Bos plazma ve diger
plazma 6rnekleri incelendiginde substrat ve N-dealkilasyon metaboliti disinda bagka bir

metabolit veya tanimlanamayan bir pik gozlenmemistir (sekil 51).
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Sema 3. N-(4-fluoro)-N'-(1,3,5-trimetilpirazol-4-il)tiyoiire ve olas1 metabolitleri
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8.SONUC

Tiyotire tiirevleri 6nemli farmakolojik aktiviteler ortaya cikaran ve son yillarda
olduk¢a fazla sayida bilesigin yapisinda yer alan Onemli bir gruptur. Cok sayida
biyolojik aktivite ile ilgili literatiir bulunmasina karsin bu bilesiklere ait metabolizma
calismas1 yok denecek kadar azdir. N,N'-disiibstitiie tiyoiire bilesiklerinin in vivo
metabolik yollarinin arastiritlmasi amaciyla yapilmis bu ¢calismada substrat ve metaboliti
olacak toplam 8 adet tiyoiire ve iire bilesigi sentezlenmis ve substrat olarak N-(4-
fluoro/klorofenil/)-N'-(1,3,5-trimetilpirazol-4-il)tiyoiire ~ se¢ilmis ve in  vivo
metabolizmasi incelenmistir.

Substrat olarak N-(4-klorofenil)-N'-(1,3,5-trimetilpirazol-4-il)tiyoiire’nin (T3)
kullanildigr plazma Orneklerinde madde 2., 4. ve 6. saatlerde tespit edilmistir. Diger
saatlerde gozlenmemistir. N-dealkilasyon metaboliti olan T4 4., 6. ve 8. saatlerde
saptanmistir. Elde edilen UV spektrumu ile standart T4 {in spektrumunun ayni olmasi
da substratin N-dealkilasyon ile T4’li olusturdugunu gostermistir. Substrat iizerinden
olugmas1 beklenen desiilfiirasyon metaboliti U3 ya da N-dealkilasyon metaboliti
iizerinden olugmasi beklenen desiilfiirasyon metaboliti olan Ul tespit edilememistir.
Ayrica hidrolitik reaksiyonla pirazolamin ve bu metabolit iizerinden olusmas1 beklenen
asetilpirazolamin de kromatogramda gdzlenmemistir.

Substrat olarak secilen bir diger bilesik olan N-(4-fluorofenil)-N'-(1,3,5-
trimetilpirazol-4-il) tiyoiire’nin (T2) incelenen plazma Orneklerinde substrat ve N-
dealkilasyon iiriinii olan N-(4-fluorofenil)-N'-(3,5-dimetil pirazol-4-il)tiyoiire (T1) tespit
edilmistir. ~ Desiilfiirasyon  metaboliti  olan  N-(4-fluorofenil)-N'-(3,5-di/1,3,5-
trimetilpirazol-4-il)iire (U2 ve U4) saptanmamistir. Bos plazma ve plazma Ornekleri
incelendiginde substrat ve N-dealkilasyon metaboliti diginda baska bir metabolit veya
tanimlanamayan bir pik gbzlenmemistir.

Elde edilen sonuglar, N,N'-disiibstitiie tiyoiirelerde desiilfiirasyon metabolik
yolunun gozlenmedigi ya bilesigin degismeden atildig1 yada molekiil iizerindeki diger
fonksiyonel gruplar {izerinden yiiriiyen Ornegin N-dealkilasyon, O-dealkilasyon,
aromatik hidroksilasyon gibi metabolik yollarin gozlendigini gdstermistir. Ayrica
aromatik halka {izerinde elektron ceken bir siibstitiientin bulunmasinin da iire

metabolitinin olugsmasina katkisi olmadig1 saptanmistir. Bu bulguda bize her ne kadar
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iire tiirevlerinin tiyoiire tiirevlerinden antikonvulsan aktivitesinin daha iyi olmasina
karsin organizmada tiyoiirelerin biyotransformasyon sonucu daha aktif iire tiirevlerine

doniigmedigini gostermistir.
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