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1. OZET

Biyoaktif heterosiklik bilesiklerin sentezinde ara bilesik olan hidrazit-hidrazonlar,
cesitli biyolojik ve klinik uygulamalarindan dolay1 arastirmacilar arasinda oldukga
genis bir ilgi odagi olmustur. Hidrazon yapisindaki bu bilesiklerin aktivitesinin, aktif
farmakofor grup (-CONH-N=C-) ile iligkili oldugu bilinmektedir. Cesitli hidrazit-
hidrazonlarin hidrazitlerden daha az toksik olabilecegi, bu durumun da hidrazit
yapisinda yer alan -NH; grubunun bloke edilmesi sonucuna varilmasi nedeniyle,
hidrazit-hidrazonlarin sentezi 6nem kazanmustir. Yapilan calismalarda hidrazit-
hidrazonlarin antibakteriyel, antikonviilsan, antitiiberkiiler, antitimoral ve analjezik
etkileri oldugu bildirilmistir. Laboratuvarimizda daha onceden sentezlenen cesitli
hidrazit-hidrazonlarin da belirtilen farmakolojik etkilere sahip olusu, bize yeni
hidrazit-hidrazonlarin sentezlenmesine yoneltmistir. Bununla birlikte tolmetin 2-[1-
metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetik asit, prostaglandinlerin sentezini inhibe
eden non-steroidal antienflamutuvar etkili bir etken madde olup, giiniimiizde kolon
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini Onleyici etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Bu
bilgiler 1s18inda calismamizda ana yapist hidrazit-hidrazon olan 12 adet bilesik
tolmetin etken maddesi lizerinden sentezlenmistir. Tolmetin [1], tolmetin sodyum
dihidrat’in asitli ortamda hidroliz edilmesi sonucunda elde edilmistir. Tolmetin’in
metanol i¢inde derisik stlfiirik asit katalizorliigii ile tepkimesinden elde edilen metil
2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetat [2], hidrazin hidrat ile metanollii
ortamda 1sitilarak  2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetohidrazit  [3],
hidrazidin susuz etanollii ortamda siibstitiie aldehitler ile 1sitilarak kondensasyonu ile
de  2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]-N"-[(piridinil/stibstitiiefenil/2-furil)
metiliden] asetohidrazitler sentezlenmistir [4a-l]. Elde edilen bilesiklerin yapilari,
UV, IR, *H-NMR ve LC-MS (EIl) (sadece 3) ile kamtlanmus, safliklar ise elementel
analiz ve 1.T.K. ile kontrol edilmistir. Tolmetin [1] ve tolmetin hidrazit hidrazonu
[49] bilesiklerinin kanser ve apoptoz calismalart M.U. Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali’nda ¢alisilmustir.

Anahtar Kelimeler: Antikanser aktivite, apoptoz, tolmetin, hidrazit-hidrazon



2. SUMMARY

Synthesis of Novel Hydrazide-Hydrazones Derived from Tolmetin and

Biological Effects

Hydrazide-hydrazones, which are intermediates in the synthesis of biologically
active compounds, are widely drawing attention in the scientific community due to
their several biological and clinical applications. Activity of hydrazones are known
to be associated with the active pharmacophoric group (-CONH-N=C<). Synthesis of
hydrazide-hydrazones has become important due to the conclusion that several
hydrazones may be less toxic than hydrazides due to the masking of -NH2 group. In
the previous studies, antibacterial, anticonvulsant, antitubercular, antitumour and
analgesic effects of hydrazide-hydrazones have been reported. The fact that several
hydrazide-hydrazones previously synthesized in our laboratory possesed the above
mentioned pharmacological effects, has led us to the synthesis of novel hydrazide-
hydrazones. Tolmetin, 2-[1-methyl-5-(4-methylbenzoyl)-1H-pyrrol-2-yl]acetic acid,
is a non-steroidal antiinflammatory drug which inhibits prostaglandin synthesis and it
has been reported to prevent proliferation of colon cancer cells. In the light of these
knowledge, twelve compounds which possess hydrazide-hydrazone main structure
have been synthesized in this study starting from tolmetin. Tolmetin [1] was
obtained by acid treatment of tolmetin sodium hydrate. Methyl 2-[1-methyl-5-(4-
methylbenzoyl)-1H-pyrrol-2-yl]acetate [2], which was prepared by the sulfuric acid
catalyzed reaction of tolmetin with methanol, was refluxed with hydrazine hydrate in
methanolic medium to give 2-[1-methyl-5-(4-methylbenzoyl)-1H-pyrrol-2-
yl]acetohydrazide [3]. 2-[1-methyl-5-(4-methylbenzoyl)-1H-pyrrol-2-yl]-N"-
[(pyridinyl/substituted phenyl/2-furyl) methylidene]acetohydrazides [4a-1] were
synthesized by refluxing the hydrazide [3] with substituted aldehydes in dry
ethanolic medium. Structures of the synthesized compounds were confirmed by UV,
IR, *H-NMR ve LC-MS (El) (only 3) and their purity was checked by elementel
analysis and TLC. Anticancer and apoptosis studies on tolmetin [1] and tolmetin
hydrazide-hydrazone 4g have been performed in the Department of Biochemistry,

Marmara University Faculty of Pharmacy.

Keywords: Anticancer activity, apoptosis, tolmetin, hydrazide-hydrazone.



3. GIRIS ve AMAC

Kanser, hiicrelerde DNA'nin hasar1 sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal
bir sekilde biiylimesi ve c¢ogalmasidir. Giinde, viicudumuzda (DNA'da) yaklasik
10.000 mutasyon olmasina ragmen immiin sistemimiz her milisaniye viicudumuzu
tarar ve kanserli hiicreleri yok eder. Bagisiklik sistemi tarafindan yok edilmemis olan
bu hiicreler ise; kontrolsiiz bigimde iireyerek bulunduklar1 dokuyu isgal ederken,
sadece o dokuyla smirli kalmayip komsu dokulara da yayilirlar (invazyon). Kan ve

lenf dolagim1 yoluyla viicudun ilgisiz bdlgelerine de tasinabilirler (metastaz).

Kanserin esas nedeni hiicre boliinmesi esnasinda DNA replikasyonunun
(eslenmesi) hatali olmasi sonucu hiicrenin farklilasmasidir. DNA replikasyon
anolmalisine sebep oldugu sanilan bir¢ok faktdor mevcuttur. Hiicre boliinmesi, doku
tamiri ve yenilenmesi amaciyla yapilir. Doku tamiri ve yenilenmesini hizlandiran
tim etmenler aslinda bir kanser hazirlayicis1 olabilir. Normal hiicreler tamir
edilemeyecek sekilde hasarlandiginda, apoptoz tarafindan elimine edilirler. Kanserli
hiicreler ise apoptozdan uzak durarak gelisigiizel gogalmalarina devam ederler.
Ulkemizde 1970’li yillardan beri bilinen &liimler arasinda 4. sirada yer alan,
giiniimiizde ise kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra 2. siraya yiikselen
kansere yakalanan hastalarin % 25’den az1 tek basina cerrahi veya radyoterapi ile
tedavi edilebilmektedir. Geriye kalan hastalarin biliyiik cogunlugunda hastaligin

herhangi bir evresinde kemoterapi uygulanmaktadir.

Tolmetin olarak bilinen 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetik asit,
prostaglandinlerin sentezini inhibe ederek anti-enflamatuvar, analjezik ve antipiretik

etkileri olan bir non-steroidal anti-enflamatuvar etkili bir etken maddedir.

Giintimiizde tolmetin etken maddesinin kolon kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
Onleyici etkiye sahip oldugu bildirilmis; ayrica antikanser ila¢ kullanimindaki
diizenleyici etkisi test edilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda; tolmetin ve diger
bazi NSAID etkili maddelerin, antikanser etkili ilaglarin sitotoksisite etkilerini

arttirdigt bildirilmistir.

Bazi arastirmacilar tolmetinin de i¢cinde bulundugu cesitli NSAID etkili etken

maddelerin, B-katenin fonksiyonlarini engelledigini ve bu sebeple de yeni antikanser



ilag gelistirmede kullanilabilecegini, antikanser ilaglarin sitotoksisitesini arttirdigini,
kanser tedavisinde kombine kullanimlari i¢in fayda sagladigmni belirtmislerdir.
Kanser tedavisindeki bu yardimci etkilerinden dolayi; 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-
1H-pirol-2-il]asetik asit (Tolmetin) yapisinda yer alan karboksilik asit grubundan
elde edilen 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetohidrazit  {izerinden
hidrazit-hidrazonlar sentezlenmis, sentezlenen bu bilesiklerin yapi aydimnlatilmasi
cesitli spektroskopik ve kimyasal g¢aligmalarla yapilmistir. Yapisi tayin edilen
bilesiklerden secilen hidrazon tiirevi, tolmetin etken maddesine karsi kiyaslanarak
belirli konsantrasyonlarda kolon kanser hiicrelerine karsi sitotoksik ve apoptotik
etkinlikleri Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda

caligilmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Tolmetin Hakkinda Genel Bilgiler

4.1.1. Fiziksel, kimyasal ve spektroskopik ozellikleri

e Kapali formiilii: C15H15NO3

e Molekiiler agirligi: 257.284 g/mol

e Erime Noktast: 155-157 °C (1)

e Kimyasal Okunusu: 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetik asit

e Beyaz renkte billur madde; metanol, dimetil siilfoksit (DMSO) ve

dimetilformamit (DMF) gibi ¢oziiciilerde ¢oziinir.

Sekil 1: Tolmetin’in yapisi

e Spektroskopik Ozellikleri:

Tolmetin etken maddesi tlizerinde literatiirde yapilmis olan spektroskopik
calismalart bulunmaktadir. Tito ve ark. (2) 2009 yilinda yapmis olduklari bir
calismada UV spektrumunda fosfat tamponu (pH 7) i¢inde ¢oziinmiis olan tolmetine
ait 201, 260 ve 325 nm dalga boylarinda absorpsiyon gosterdigini tespit etmislerdir
(Sekil 2). Yapilan bir diger spektroskopik ¢alismada da tolmetine ait kiitle spektrum
bilgileri aydinlatilmigtir. Bu ¢alismada m/z 258.0 olan molekiiler iyon piki ile m/z
119.1 pargasinin ana par¢alanma yolu oldugunu bildirmislerdir (Sekil 3) (3).
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Sekil 2: Tolmetin’in UV spektrumu (2).
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Sekil 3: Tolmetin’in LC-MS/MS spektrumu (3).

4.1.2. Sentezi ve metabolizmasi

Tolmetin sentezinde ilk olarak; Taylor ve ark. (4) metil (1-Metil-1H-pirol-2-
il)asetat, 1,5-diazabisiklo[5.4.0]non-5-en (DBN) ve p-tolil kloriir ile toluen iginde
katalize edilerek metil [1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetat % 66 verim
ile sentezlemislerdir ve bu bilesigin de hidroliz edilmesiyle tolmetini % 78 verimle

elde etmislerdir.



HaC

H3C p-tolil kloriir
\ o
N \\ CH,4 DBN (15 mol %)
\ | e} Fenilmetil 115 °C, 4 s,

%66 verim

NaOH

Tolmetin

Bir diger sentez yolu ise, Carson ve ark. tarafindan 1-metilindol’dan hareketle

yapilmustir (1).
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Tolmetin bilesiginin metabolizma c¢alismalar1 incelendiginde; insanlarda, agil
(ester) glukuronid olusturmak tizere glukuronik asit ile metabolizasyona ugradig ve
benzilik karbonda oksidasyon metabolizma vyolu ile 5-(p-karboksibenzoil)-1-

metilpirol-2-asetik asit (MCPA) metaboliti olustugu bildirilmistir (5, 6).
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Tolmetin insanlarda agiz yoluyla alinmasindan sonra 30-60 dakika icerisinde
tamamen emilir. AUC ve Cnax degerlerinde doza bagimli bir artis sergilememektedir.
Tolmetin plazmada 1-2 saatlik yar1 dmre sahip hizli fazi takiben 5 saat yari dmre
sahip yavas faz1 iceren bifazik eliminasyon sergiler. Tiim doz 24 saat sonunda
idrarda inaktif oksidatif metabolit (1-metil-5-[4-karboksibenzoil]-1H-pirol-2-asetik
asit, MCPA) ya da tolmetin konjugatlar1 olarak geri kazanilir. Tolmetin de diger
NSAID ilaglar gibi, gastrointestinal yan etkilere sahip oldugu i¢in, tolmetinin asidik
olmayan bir 6n ilaci amtolmetin guasil (AMG) sentezlenmistir. Amtolmetin guacil,
tolmetin ile ayn1 NSAID ozelliklere sahip olmasinin yaninda, gastrointestinal
kanalda koruyucu ozellikler de sergiler. Farelerde alinan AMG hidrolize olarak
tolmetin, MED-5 (1-metil-5-p-metilbenzoil-pirol-2-asetamido asetik asit) ve
gayakola doniisiir. Insanlarda ise bunun tersi olarak AMG nin oral alimindan sonra,

tolmetin ve MEDS plazmada diisiik konsantrasyonlarda bulunur (3).
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In vitro ¢alismalar, tolmetin-agil glukoronidin (Tol-O-G) reaktif bir metabolit
oldugunu ve insan serum alblimindeki lizin, serin, arginin gibi amino asit yan
zincirleri ile reaksiyona girdigini gostermistir (7). Tol-protein eklentilerinin
bulundugu insan plazmasinda tolmetinin kovalent baglanmasi da ¢aligilmstir (5,8).
Kovalent plazma protein eklentileri ve Tol-O-G’ye mazur kalma arasinda iyi bir
iliski tespit edildiginden bu yana, plazmadaki Tol-protein eklentilerinin agil
glukoronidin plazma proteinleri ile reaksiyonu sonucu olustuguna inanilmaktadir (5).
Karacigerdeki diger metabolik yollar da Tol-protein eklentilerinin olusumuna katkida

bulunuyor olabilir (9).

4.1.3. Bozunma Uriinleri

Aragtirma asamasindaki yeni aktif bilesiklerin kimyasal davranislar1 kadar
onlarin bozunma iiriinleri de ila¢ gelisimi i¢in her zaman ¢ok 6nemli olmustur. Bu
sebeple, Giuffrida ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada tolmetinin fotosensitize 6zellikleri,
ilag varliginda in vitro ortamda UV 1sik altinda fosfat tampon g¢ozeltileri iginde
eritrositlerin  hiicre ¢oziilmeleri incelenerek arastirilmistir. Ilacin  fototoksik
ozellikleri azot i¢inde dnemsiz, gazli ortam i¢inde dnemli derecede bulunmus fakat
oksijene doymus ¢ozeltilerde bu &zelligin azaldig1 tespit edilmistir. ilag fotolizini

incelediklerinde, tolmetinin fotodekarboksilasyona ugrayarak azot i¢inde p-tolil-1.2-



dimetil-5-pirolil-ketona ve  havada da  p-tolil-1-metil-2-pirolkarbaldehide
dontistiigiinii ortaya koymuslardir. Bu 1s18a duyarli {riinler de ayni zamanda
fotodegredasyona da ugramaktadirlar. Fotoliz sonuglar karsilastirildiginda; sodyum
azit, mannitol, biitillenmis hidroksi-anisol, indirgenmis glutatyon, siiperoksit
dismutaz ve bakir (II) gibi uygun katki maddelerinin etkisi tolmetinin
fototoksisitesinin, baslangic basamagindaki oksijene ve 151k absorpsiyonu sirasinda
olusan {rlinlerin baglangic maddesiyle yarigmasina dayandirildigini  tespit
etmiglerdir. Fotohemolizi % 50 elde etmek igin gerekli olan dozlarin karsilastirmasi
sonucunda bunlarin fototoksik etkisinin tolmetine gore ¢ok daha yiiksek oldugunu

bildirmislerdir (10).

Yapilan bir diger caligmada ise, Chen ve ark. yliksek basingli s1vi kromatografisi
kullanilarak tolmetin etken maddesinin bozunmasini ¢alismis ve asidik, bazik
ortamlarda fotosensitizasyon kosullarinda valide etmislerdir. Yapilan bu ¢alismada;
60 °C’de asidik ve bazik inkiibasyonda strese ugratilan tolmetinin 3 giin sonundaki
geri kazanim sirasiyla % 62.4 ve % 98.1 olmus iken, Hg lamba altinda 1.5 saat

1sinlama sonrasinda ise bu miktarin % 7.9 oldugunu ortaya koymuslardir (11).

4.1.4. Farmakolojik Ozellikleri

Aril alkanoik asit yapisinda ve karboksilik asit grubu tasiyan bir etken madde
olan tolmetin, non-steroidal antienflamatuvar etkili (NSAID) bir ilagtir. Non-
steroidal antienflamatuvar etkili ilaglarin esas hedefi, hiicrelerde arasidonik asitin
prostaglandinlere doniistimiinii katalize eden siklooksijenaz (prostaglandin sentetaz)
enzimini inhibe ederler. Bu enzim, prostaglandinler, prostasiklinler ve

tromboksanlarin sentezi i¢in biyokimyasal bir prekiirsordiir.

Tolmetin romatoid artirit (12), osteoartrit (13), agr1 (14) ve ankilozan spondilit

(15) tedavisinde giivenle kullanilmaktadir.

Hayvanlarda yapilan deneysel ¢aligmalarda, tolmetinin siganlarda karragenan ya
da kaolin nedeniyle olusan pence 6demini ve adjuvan kaynakli artrit sonucu
eklemlerdeki enflamatuvar degisiklikleri inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica,
tolmetinin in vitro olarak agir seminal vezikiil prostaglandin sentezinin giiglii bir

inhibitériic  oldugu  bildirilmistir.  Tolmetin, diger bir¢ok non-steroidal
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antienflamatuvar ajanlar gibi, mide ve ince bagirsak mukozasinda lezyonlar meydana
getirebilir. Ancak, bu etki aspirin veya indometazin ile karsilastirildiginda daha az

belirgindir (16).

4.2. Kanser Hakkinda Genel Bilgiler

Kanser, hiicrelerde DNA'nin hasar1 sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal
bir sekilde biiyliimesi ve c¢ogalmasidir. Giinde viicudumuzda (DNA'da) yaklasik
10.000 mutasyon olmasina ragmen immiin sistemimiz her milisaniye viicudumuzu
tarar ve kanserli hiicreleri yok eder. Saglikli viicut hiicreleri boliinebilme yetenegine
sahiptirler. Olen hiicrelerin yenilenmesi ve yaralanan dokularin onarilmasi amaciyla
bu yeteneklerini kullanirlar. Fakat bu yetenekleri de sinirlidir. Sonsuz boliinemezler.
Her hiicrenin hayati boyunca belli bir boliinebilme sayis1 vardir. Saglikli bir hiicre ne
zaman ve nerede boliinebilecegini bilme yetenegine sahiptir. Buna karsin kanser
hiicreleri, bu bilinci kaybeder, kontrolsiiz boliinmeye baslar ve ¢ogalirlar. Bagisiklik
sistemi tarafindan yok edilmemis olan bu hiicreler ise; kontrolsiiz bigimde iireyerek
bulunduklar1 dokuyu isgal ederken, sadece o dokuyla smirli kalmayip komsu
dokulara da yayilirlar (invazyon). Kan ve lenf dolasimi yoluyla viicudun ilgisiz

bolgelerine de taginabilirler (metastaz).

Kanserin esas nedeni hiicre béliinmesi esnasinda DNA replikasyonunun
(eslenmesi) hatali olmasi sonucu hiicrenin farklilasmasidir. DNA replikasyon
anormalisine sebep oldugu sanilan bir¢ok faktér mevcuttur. Hiicre boliinmesi, doku
tamiri ve yenilenmesi amaciyla yapilir. Doku tamiri ve yenilenmesini hizlandiran
tim etmenler aslinda bir kanser hazirlayicis1i olabilir. Normal hiicreler tamir
edilemeyecek sekilde hasarlandiginda, apoptoz tarafindan elimine edilirler. Kanserli
hiicreler ise apoptozdan uzak dururlar ve gelisigiizel ¢ogalmalarina devam ederler.
Kanser vakalarinin ¢ok azi ailesel faktorlerden etkilenir. Bu nadir grupta kansere
duyarli genler ailenin diger iiyelerine gecer. Bu genler direkt olarak kansere neden
olmaz; fakat bu tiir genleri tasiyan kisileri, kansere neden olan ¢evresel faktorlere
daha duyarl hale getirir. Ulkemizde 1970°li yillarda sebebi bilinen dliimler arasinda
4. sirada yer alan, giiniimiizde ise kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra 2.

siraya ylikselen kansere yakalanan hastalarinin, % 25°den az1 tek basina cerrahi veya
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radyoterapi ile tedavi edilebilmektedir. Geriye kalan hastalarin biiylik cogunlugunda

hastaligin herhangi bir evresinde kemoterapi uygulanmaktadir.

4.2.1. Tolmetin Antikanser Etkinlikteki Yeri

Literatiirde yapilmis olan epidemiyolojik ¢alismalar, NSAID’lerin kanserden

korunmak i¢in potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Giuniimiizde tolmetin etken maddesinin in vitro olarak HT-29, SW480 ve DLD-1
kolon kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini 6nleyici etkiye sahip oldugu, fakat bu etkinin
calismada incelenen diger NSAID ilaglara gore daha diisiik diizeyde gozlendigi (17)
bildirilmistir. Ayrica antikanser ilag kullanimindaki diizenleyici etkisi 72 saat
boyunca MTT yontemi ile test edilmistir (18). Duffy ve ark. (19), NSAID etkili
ilaglarin ¢esitli insan akciger kanser hiicreleri {izerindeki sitotoksisitelerini
incelemigler, tolmetin gibi NSAID etkili ilaglarin antikanser ilaglarinin
sitotoksisitesini arttirdigini, kanser tedavisinde kombine kullanimlarimin fayda
sagladigin1  belirtmislerdir. Bu c¢alismada tolmetin diisiik konsantrasyonda

HL60/ADR 16semi hiicreleri tizerinde % 50 inhibisyon gostermektedir.

Lu ve ark. (20), kolorektal kanseri gelisiminde kritik role sahip olan ve prostat
ve meme kanseri ile de iligkili bulunan B-katenin proteininin baskilanmasini
arastirmak amaciyla yaptiklari calismada, insan embriyonik bobrek hiicre hatt1 olan
HEK?293 hiicrelerinde tolmetinin de iginde bulundugu ¢esitli NSAID etkili etken
maddelerin f-katenin fonksiyonlarini engelledigini ve bu sebeple de yeni antikanser

ilac gelistirmede kullanilabilecegini belirtmislerdir.

4.2.2. Hidrazit-Hidrazonlarinin Antikanser Etkinlikteki Yeri

Cesitli biyolojik ve klinik uygulamalarindan dolay:r ve biyoaktif heterosiklik
bilesiklerin sentezinde ara bilesik olarak kullanilmasina bagli olarak hidrazit-
hidrazonlar arastirmacilar arasinda olduk¢a genis bir ilgi odagi olmustur. Hidrazon
yapisindaki bu bilesiklerin aktivitesinin, aktif farmakofor grup (-CONH-N=C-) ile
iligkili oldugu bilinmektedir.

Hidrazit-hidrazonlar hakkinda birgok c¢aligma yapilmis ve bu yapiy1 igeren

bilesiklerde antikonviilsan, antidepresan, antimalaryal, antiviral, vazodilator,
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antimikrobiyal ve antitiimoral etkiler goriilmistiir (21). Hidrazonlarin hidroliz ile
aktif metabolite doniisebilmesi 6n ilag sentezinde yararl bir metot oldugu ve —NH>
grubunun bloke edilmesiyle de hidrazitlerden daha az toksik oldugu ortaya ¢ikmistir
(22). Son yillarda yapilan arastirmalarda, daha etkili, daha az toksik yeni
kematerapdtik ajanlarin gelisimini hizlandirmak amaciyla, hidrazit-hidrazon igceren

yeni bilesikler {izerinde antikanser etki lizerine tarama ¢alismalar1 6nem kazanmistir

(23).

Kratz ve ark. (22, 24), pek ¢ok kanser vakalarinda kullanilan doksorubisinin
yapisindaki keton grubu {iizerinden, 3-maleimidobenzoik asit hidrazidi ve 4-
maleimidofenilasetik asit hidrazidi ile yeni hidrazonlar sentezlemislerdir. Aktiviteleri
kiyaslandiginda, MDA-MB-468 go6giis kanser hiicresi ve U937 16semi kanser
hiicresine kars1 antitlimoral aktivitenin doksorubisinden daha etkili oldugunu tespit

etmislerdir.

HO NH,
HO

2002 yilinda Pandey ve ark. (25), elde ettikleri diaril ve triaril hidrazonlarin
MCF-7 ve ZR-75-1 insan malign go6giis kanserinde % 50-70 inhibisyon yaptiklarini

tespit etmislerdir.
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Glirsoy ve Karali (26), 3-[[(6-kloro-3-fenil-4(3H)-kinazolinon-2-
il)merkaptoasetil]hidrazono]-5-fluoro-1H-2-indolinon bilesiginin UO-31 renal hiicre

serisine kars1 1y1 bir sitotoksisite gosterdigini bildirmislerdir.
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Abadi ve ark. (27), N~(1-{1-[4-nitrofenil]-3-fenil-1H-pirazol-4-il}metilen)2-

klorobenzohidrazidin antitiimoral etki gosterdigini tespit etmislerdir.
Cl
z N\
N
O]

Terzioglu ve Giirsoy (28), 2,6-dimetil-N'-siibstitiiefenilmetilen-imidazo[2,1-

O,N

b][1,3,4]tiyadiazol-5-karbohidrazit {izerinden hidrazit-hidrazonlar sentezlemislerdir.
Sentezlenen bu bilesiklerin National Cancer Institute'de bazi kanserli hiicrelere etki

ettigi  gozlenmistir. En  iyi  sitotoksisite  sonucunu, (2,6-dimetil-N"-(2'-
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hidroksifenilmetilen) imidazo[2,1-b][1,3,4]tiyadiazol-5-karbohidrazit  bilesiginde
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2004 yilinda Savini ve ark. (29), 1.63-36.5 uM konsantrasyon araliginda

saptamiglardir.

sentezlemis  olduklart  3-  ve  5-metiltiyofen-2-karboksaldehit  a-(N)-

heterosiklikhidrazon tiirevlerinin, tim timor gelisimlerini inhibe ettigini tespit

CH
NH 3 NH
e ey
N S / N : /
CH,

Demirbas ve ark. (30), 1,2,4-triazol halkas1 tasiyan asagida formiile edilmis olan

etmislerdir.

sentezledikleri bu hidrazit-hidrazonlarin gogiis kanserine karsi antitimér etkiye sahip

olduklarini saptamislardir.
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2005 yilinda Rahman ve ark. (31), uzun zincirli bir karboksilli asiti iizerinden
hidrazit-hidrazon ve hidrazit-hidrazonlar tizerinden de tiyazolidin-4-on ve tiyazan-4-

on tilirevleri sentezlemislerdir. Bu bilesiklerin sitotoksisitelerini MCF7 gogiis kanser
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hiicresi, NCI-H460 akciger hiicresi ve SF-268 santral sinir sistemi hiicreleri
incelenerek degerlendirmisler ve bilesiklerin, % 32 civarinda kanser hiicrelerinde

biliylimeyi azalttigini1 saptamislardir.
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Vicini ve ark. (32), sentezledikleri benzo[d]isotiyazol hidrazonlarinin
hematolojik tiimdrlerde 6-merkaptopiirin kadar esit etki gosterdigini, benziliden

kisminin o-pozisyonda hidroksi grubu tasiyan tiirevin en etkili bilesik oldugunu

©§j HO
5 NH'N\\/@

2006 yilinda yapilmis olan bir ¢alismada da Jin ve ark., N'-siibstitiiebenziliden-

tespit etmislerdir.

3,4,5-trimetoksibenzohidrazitlerinin antitiimdr etkinlige sahip olduklarini tespit

etmiglerdir (33).
9 R
HiCO Lt

H,CO
OCH,

Metwally ve ark. (34), bir seri 2-arilkinolin-4-karboksilik asit hidrazit-hidrazon

tirevleri sentezleyerek asagida formiili goriilen bilesigin  sitotoksisitesini
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incelediklerinde; bilesigin sitotoksisite gostermedigini, buna ragmen Hep-G2

hiicrelerinin proliferasyon oranini diisiirdiiglinii saptamiglardir.

OCH,4

El-Hawash ve ark. (35), sentezlemis olduklar1 ¢esitli ariliden hidrazitlerin
National Cancer Institute'de bazi kanserli hiicrelere etki ettigini ve ozellikle,
benziliden kisminin p-konumunda hidroksi tasiyan tiirevin prostat kanserinde en

etkili bilesik oldugunu tespit etmislerdir.

o)
//
/CNH,N\/Q/OH
; 7 NN
) e

Xia ve ark. (36, 37), l-arilmetil-3-aril-1H-pirazol-5-karbohidrazidi ve bu
hidrazitten hareketle sentezlenen bazi hidrazonlarin A549 akciger kanser hiicrelerine
etkisini incelenmislerdir. 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada (37), sentezledikleri
hidrazon yapili bilesikleri yapi-aktivite agisindan degerlendirdiklerinde log P degeri
4.12-6.80 arasinda olan bilesiklerin A549 akciger kanser hiicrelerinde inhibitor etki
gosterdiklerini bildirmislerdir. Xia ve ark., aynt zamanda bu etkinligin, hiicre
biiyiimesinde 6nemli rol oynayan metal iyonlar1 ile kelat yapan bilesiklerin

kapasitesine bagli oldugunu 6ne siirmiislerdir.

/\C>\ X
N—N \ /R @R
o~ ArCHO/ etanol P o
_—
Ri NH. 2-14sa.  Rs

NH,
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Lembege ve ark. (38), ksanton karbaldehitden tiireyen bir seri hidrazit-
hidrazonlar sentezlemisler, antitiimoéral etkinlikleri i¢cin MCF-7, g06giis kanser
hiicresi, ve KB 3.1, skuamoz hiicreli karsinom hiicrelerinde 24 saat ve 72 saatlik
degerlendirmisler, bilesiklerden dort tanesinin her iki kanser hiicresine karsi inhibitor

etki gosterdigini tespit etmislerdir.

R o)
I

O e CH=N-NH-Ar
R (0]

2008 yilinda yapilan bir diger calismada ise; VVogel ve ark. (39), 2-fenilindol-3-
karbaldehit tiirevlerini sentezleyerek MDA-MB 231 ve MCF-7 gogiis kanserinde
etkili inhibisyon sagladigimm1 ve U-373 MG glioblastoma hiicrelerinin

proliferasyonunda engelleyici olduklarini tespit etmislerdir.
Ar

Ry
>
N
H

2009 yilinda ribavirin iizerinden bir seri hidrazon tiirevleri sentezlenmis ve 2-
hidroksi-4-kloro fenil yapisi tasiyan bilesikte 20 uM konsantrasyonda A549 akciger

kanser hiicresine etkili oldugu tespit edilmistir (40).
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El-Sabbagh ve ark. ise (41), siklik B-diketonlardan tiireyen akridin ve
hidrazonlarin sitotoksisitesi ve antiviral aktivitesini incelemislerdir. Sentezlenen
bilesiklerin, hepatoma hiicre serisine karsi (HepG2) yiiksek sitotoksik aktivite

gosterdiklerini tespit etmislerdir.

O

H3C7©\NH/\/NH\N/
HaC |cl
R

Hofmann ve ark. (42), sentezlemis olduklart N-benzoksazol-2-il-N'-1-
(izokinolin-3-il-etiliden)hidrazin (EPH136) bilesiginin in vivo ve in vitro ortamda
antitlimoral aktivite gosterdigini ve riboniikleotid rediiktaz enzimini inhibe ederek bu
etkiyi sergiledigini ortaya koymuslardir. Bu bilesik géz oniine alindiginda, antitimor

ajanlar i¢inde bisiklik hidrazonlar daha da 6nem kazanmustir.

Rostom ve ark. (43), polisiibstitiie pirimidin halkasini kullanarak sentezlemis
olduklar1 yeni bilesikleri antimikrobiyal ve antikanser etkileri agisindan
incelediklerinde, hidrazon yapisi tasiyan bilesikte HT29 kolon kanser hiicresi,
HepG2 hepatokarsinom ve MCF7 gogiis kanser hiicresinde degisik derecelerde

sitotoksik aktivite gdzlemlediklerini bildirmislerdir.

19



NC 0
N
7' NV o

N
o S

\
DE

2009 yilinda yapilmis olan bir bagka ¢aligmada ise; Abdel-Aziz ve ark. (44), bir

s

seri 2-siibstitiie-6-bromo-3-metiltiyazolo[3,2-a] benzimidazol bilesikleri
sentezleyerek antikanser aktivitelerini incelemislerdir. Hidrazit yapili bilesik icin
HCT-116 kolon hiicreleri ile Hep-G2 hepatokarsinom hiicrelerinde, hidrazon yapisi
tastyan bilesik icin, 88.2-94.2 pg/ml konsantrasyonlarinda T-lenfositlere karsi

sitotoksik aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

i |

X I _NH, NH/N\
o N)%(\ NH Br N
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Bir diger calismada; 2-arilamino-6-trifluorometil-3-(hidrazonokarbonil)piridin
tiirevlerinin antikanser aktiviteleri incelendiginde, ¢ogu bilesiklerin bir¢ok kanser

tiirtinde tistlin inhibitor aktiviteye sahip olduklar1 gozlenmistir (45).
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Horiuchi ve ark. (46), bir seri [2.3-d]pirimidin-4-il hidrazon analoglari
sentezleyerek, bazi hidrazon tiirevlerinin HCT116 kolon kanser hiicresine kars1 etkili

olduklarini saptamislardir.
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Zheng ve ark. (47), 3-aril-1-(4-tert-biitilbenzil)-1H-pirazol-5-karbohidrazitler
lizerinde yaptiklari caligsmada, (E)-1-(4-tert-biitilbenzil)-N'-(1-(5-kloro-2-
hidroksifenil)etiliden)-3-(4-klorofenil)-1H-pirazol-5-karbohidrazit bilesiginin A549

akciger kanser hiicrelerine kars1 inhibitor etki gosterdigini tespit etmislerdir.

HaC
g
Y S CH,
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NH-N
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cl
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cl
Aydin ve ark. (48), flurbiprofen iizerinden, mikrodalga yontemi kullanarak bir
dizi yeni hidrazit-hidrazon sentezlemisler (2-fluorobifenil-4-il)-N'-
(fenilmetilen)propanhidrazit ve 2-(2-fluorobifenil-4-il)-N'-[(2-kloro-6-

fluorofenil)metilen]propanhidrazit bilesiklerinin HL-60 (TB) l6semi hiicresinde %
66.37 ve OVCAR-4 yumurtalik kanser hiicresinde % 77.34 oranlarinda hiicre

biiylimesini inhibe ettiklerini bildirmislerdir.

F F
NH NH
67 \N__ (0] \N__ F
O -0
Cikla ve ark. (49), etodolak etken maddesinden hareketle bir dizi yeni hidrazit-

hidrazonlar sentezlemislerdir. Bu etodolak hidrazit-hidrazonlardan National Cancer
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Institute tarafindan segilmis olanlar, uygulanan protokole gore tek dozda 60 insan
timor hiicre dizisine kars1 taranmis olup; bu bilesiklerden en etkili tiirev olan 2-(1,8-
dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-b]indol-1-il)asetik asit[(4-klorofenil)metilen]
hidrazit bilesiginin PC-3 prostat kanser hiicresine karsi 10° M (10 uM)
konsantrasyonda % 58.24 biiylime inhibisyonu gosterdigini tespit etmislerdir. Ayrica,

bu etadolak tiirevinin apoptozu indiikledigi de bu ¢alismada belirtilmistir.

4.2.3. Apoptoz ve Hidrazit-hidrazonlar

Yiiksek organizmalarda yasamakta olan hiicrelerin 6liimii iki farkli mekanizma
ile gergeklesir. Klasik hiicre oliimiine nekroz adi verilir ve nekroz patolojik bir
olaydir. Hiicre 6liimiiniin diger sekli olan apoptoz, programli bir hiicre 6liimii olup,
hiicre intihar1 olarak da bilinen fizyolojik bir olaydir. Apoptoz, canlinin kendi
otonom mekanizmasi tarafindan ayarlanan zararli, yaslanmis, bakteri/viriislerle
enfekte veya istenmeyen kendi hiicrelerinin enerji kullanimli (ATP) o6ldiiriilmesi
olup, genetik olarak kontrol edilen programli bir hiicre Sliimiidiir. Apoptozun
gelisim biyolojisinde, normal doku dinamiginde ve immun sistem hiicrelerinin
sitotoksik fonksiyonlar1 gibi bazi énemli fizyolojik stireglerdeki rolii ortaya ¢iktikga
Oonemi hizla artmistir. Apoptoz, organizmanin ihtiya¢ duymadigi, biyolojik gorevini
tamamlamis veya hasarlanmis hiicrelerin, zararsiz bir bi¢imde ortadan kaldirilmasini
saglayarak yasam boyu devam eder. Apoptotik hiicreler, organizmanin bazi
dokularinda ve hiicrelerinde siirekli olarak olusur, bu olusum 6miir boyu devam eden
hiicre 6liimlerinin fizyolojik bir formudur. Boylece doku homeostazisi, yani yeniden
yapim (mitozis) ve yikimin (apoptoz) bir diizen i¢inde olusu, apoptoz/proliferasyon

dengesinin saglikli bir sekilde siirdiiriilmesine baglidir (50).
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Malign hastaliklar, klasik olarak kontrolsiiz asir1 hiicre proliferasyonunun oldugu
hastaliklar olarak bilinir. Oysa asir1 proliferasyonun yaninda azalmis apoptotik hiicre
6lim hizinin da malignite gelisimine katkida bulundugu goriilmiistiir. Zaman
geldiginde normal olarak apoptoza gidemeyen ve bundan dolay1 beklenenden daha
uzun silire yasayan hiicreler, genomlarinda mutasyonlarin sona ermesiyle malign

hiicrelere dontisme potansiyeli tasirlar.

Her saniyede yaklasik bir milyon hiicre apoptozla viicuttan uzaklastirilmaktadir.
Mitoz ve apoptoz arasinda kontrollii bir denge vardir. iste bu dengenin apoptozun
lehine veya aleyhine bozulmasi bir¢gok Onemli hastalifin patogenezine katkida
bulunur. Apoptozun gereksiz yere olustugu veya hizlandigi hastaliklara 6rnek olarak;
AIDS, norodejeneratif hastaliklar, insiiline bagimli tip diabet, hepatit C enfeksiyonu,
M1, ateroskleroz gibi hastaliklar verilirken, apoptozun yavasladig1 hastaliklara 6rnek

olarak ise otoimmiin hastaliklar ve kanser verilebilir (51).

Apoptoz ¢ok sayida ve cesitte mediator tarafindan diizenlenir. Bunlar arasinda,
bazi iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid), genler (c-myc), proteinler (p53) ve
hatta organeller (mitakondri) bulunmaktadir. Baz1 mediatorler hiicre tipine 6zgilindiir,
bazilar1 da apoptotik stimulusun cesidine gore farklilik gosterebilirler. Apoptotik
siireg boyunca hiicre igine siirekli kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlari
endoniikleaz  aktivasyonunda, doku transglutaminaz aktivasyonunda, gen
regulasyonunda, proteazlarin aktivasyonunda ve hiicre iskeleti organizasyonunda rol
alabilirler. Fakat hiicreye kalsiyum girisi apoptozun gerceklesmesi icin esansiyel
degildir. Bcl-2 ailesi, iiyelerinin bir kisminin apoptozu indiikledigi (Bax, Bad, Bid,
Bcl-X)), bir kisminin ise inhibe ettigi (Bcl-2, Bel-X)) genis bir ailedir. Bu ailenin

tiyeleri kendi aralarinda homo veya hetero-dimerler olustururlar. Hiicrenin
yasayabilirlik durumu bu ailenin pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyelerinin rolatif
oranina baglidir. Bu heterodimerlerden biri olan Bcl-2/Bax’in (ikisinin oraninin) bazi
hematolojik malignensilerde prognostik deger tasidigi rapor edilmistir. Ciinkii,
oranin artmast ya da azalmasi apoptozun inhibisyonu veye aktivasyonu ile
sonuglanir. Seramid, membrana bagli asid sfingomyelinaz aktivasyonunun bir
tirlintidiir. Plasma membran hasarina karsi bir sinyal oldugu diisiiniilmektedir. p53,

hiicrede bir sekilde (radyasyon, kemoterapi etkisiyle) DNA hasar1 olustugunda, eger
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hasar onarilabilecek diizeyde ise hiicre siklusunu G1 fazinda durdurur ve hiicreye
DNA’sin1 tamir edebilmesi i¢in zaman kazandirir. Eger DNA hasar1 tamir
edilemeyecek kadar biiylikse bu durumda p53 apoptozu indiikler. p53’iin apoptozu
indiiklemesi Bax’1n ekspresyonunu artirmasi, bdylece Bcl-2/Bax oranini degistirmesi
yoluyla gerceklesir. Bazi viriisler ya p53°ii inaktive ederek ya da Bax’a baglanarak
apoptozu bloke ederler, boylece bu hiicrelerin enfekte ettikleri hiicreler dogal hiicre
6lim mekanizmasindan kurtulduklarindan viriisle-indiiklenen karsinogenezise bu
yolla katkida bulunurlar. Sitokrom ¢, mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron
transport zincirinin bir proteinidir. Son yillarda anlagilan 6nemiyle apoptoz siirecinde
merkezi bir konuma oturmustur. Bu yiizden de, sitokrom c¢’nin mitokondriden
sitoplazmaya saliverilmesi apoptoz yoluna girmis bir hiicrede doniisiimsiiz bir

doneme girildigini igaret eder.

Kaspazlar, zimojen (inaktif prekiirsor) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif
merkezlerinde sistein yer aldigindan sistein proteazlar olarak adlandirilan bir grup
enzimlerdir. Su ana kadar 14 tanesi tanimlanmistir ve ¢ogu apoptozda rol almaktadir.
Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek preteolitik bir kaskada neden olurlar. Bazilar
(Kaspaz 2, 8, 9, 10) baslatic1 kaspazlar olarak bilinirken bazilar1 da (3, 6, 7) efektor
kaspazlar olarak bilinir. Baslatici kaspazlar apoptotik uyariyla baslayan o6lim
sinyallerini efektor kaspazlara naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri
pargalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar. Ilk
tanimlanan enzim ICE (interlokin 1-f doniistiiriicii enzim)’dir ve prokaspaz 1 olarak
bilinir. Kaspaz kaskadi, sitokrom c¢’nin sitoplazmaya saliverilmesiyle prokaspaz 9’un
aktivasyonu yoluyla aktiflestirildigi gibi, kaspazlar da sitokrom c’nin saliverilmesine
neden olabilirler.

Birgok hastaligin, hiicrelerin oliimii ya da yasamast ile ilgili oldugu
diisiiniilmektedir Bu nedenle, apoptotik siirece miidahale edilerek yeniden
diizenlenmesi, Ozellikle kanser tedavisi i¢in yeni tedavi yontemlerini giindeme
getirmektedir. Bugiline kadar non-steroidal anti-enflamatuvar ilaglar gibi apoptoz
diizeyini degistirdigi bilinen bir¢ok ilag ve bu konuda yapilan ¢aligmalar mevcuttur.
Son yillarda yapilan arastirmalarda da, antikanser etkinlikleri olan hidrazit-hidrazon

tiirevi bilesiklerin apoptoz 6zellikleri 6n plana ¢ikmistir.
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2004 yilinda hidrazonlar iizerinde yapilmis bir ¢alismada Zhang ve ark., bir
hiicre bazli yiiksek verimli tarama deneyi (HTS) kullanarak, indol-2-karboksilik asit
benzilidin-hidrazitleri igeren bir dizi gii¢lii apoptoz indiikleyicileri tespit etmisler ve
Ozellikle indol halkasinin 3 konumundaki siibstitiisyonun apoptotik etkinlik i¢in
onemli oldugunu bildirmislerdir. Flow-sitometrik analizi kullanilarak 5-kloro-3-
metil-indol-2-karboksilik asit (4-nitrobenziliden)-hidrazidin T47D meme kanseri
hiicrelerini G2/M fazinda engellemek icin apoptoza neden oldugu sonucuna

ulagsmiglardir (52).

Cl

NO,

2008 yilinda Vogel ve ark. 2-Fenilindol-3-karbaldehitlerin aroil hidrazonlar
kanser tedavisi i¢in onemli olan hiicre siklusunun durdurmasi ve apoptoz ile iki ayr1
goglis kanser hiicrelerine (MDA-MB 231 ve MCF-7) etkili olduklarmi tespit
etmislerdir (39).

R2

Piridoksal izonikotinoil hidrazon (PIH) analoglari, demir baglayici dzellikleri

nedeniyle hematopoetik hiicrelerde apoptozu indiikledigi; PIH analoglar1 ve bunlarmn
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demir komplekslerinin, Jurkat T lenfosit ve K-562 hiicrelerinde konsantrasyon ve

zamana bagimli apoptoz olusturdugu bildirilmistir (53).
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Putt ve ark. prokaspaz aktive edici bilesik adi verilen (PAC-1) kiigiik bir
molekiiliiniin in vitro olarak prokaspaz-3’i kaspaz-3’e aktive ederek birincil kolon
tiimorlerinden izole edilen kanser hiicrelerini indiikledigini tespit etmislerdir. Bu
sonuglar, kanser biyopsilerinde prokaspaz-3 konsantrasyonlarinin
degerlendirilmesinin basit ve hizli olabilecegini ve burada sunulan veriler prokaspaz-
3’lin  hiicresel  konsantrasyonlarmin  PAC-1  etkinligini  6ngérmek  icin

kullanilabilecegini gostermektedir (54).

2008 yilinda Kemnitzer ve ark. yaptiklari bir yapi-aktivite ¢alismasi sonucunda
pirol halkasi tagtyan 7-metil-4H-pirolo[2,3-h] kromen bilesiklerinin T47D, HCT116,
and SNU398 hiicrelerinde apoptoz indiikleyicisi ve hiicre biiyiimesi inhibitorii olarak

yiiksek etkili oldugunu tespit etmislerdir (55).

H4CO

Fan ve ark.lar1 salisilaldehit pirazol hidrazon (SPH) tiirevlerinden demir
bilesikleri hazirlamiglar ve bunlarin etkilerini A549 hiicrelerine karsi test ettiklerinde
A549 hiicrelerinin biliylimesine apoptozu indiiklemekte etki eden baglayici
SPH’lardan daha fazla etki ettiklerini gérmiislerdir (56). Cu-16 olarak alandirilan (E)
N’-(2-hidroksibenziliden)-1-(4-tert-butilbenzil)-3-fenil-1H-pirazol-5-karbohidrazit,
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tiimor progresyonu saglayan sinyalizasyon aglarinda énemli rol oynayan integrin 34
protein seviyesini yiikselterek H322 akciger kanser hiicrelerinde apoptozu tesvik
ettigi bildirilmistir. Western boyama teknigi ile, Cul6’ nin H322 hiicrelerinde 10 uM

konsantrasyondaki integrin 4 {in regiilasyonunu indiikledigini dogrulanmistir.

Zheng ve ark, bir seri yeni 3-aril-1-(4-tert-biitilbenzil)-1H-pirazol-5-
karbohidrazit hidrazon tiirevleri sentezlemisler ve bu bilesiklerin etkilerini A549
akciger kanser hiicrelerine karsi incelemislerdir. (E)-1-(4-tert-butilbenzil)-N'-(1-(5-
kloro-2-hidroksifenil)etiliden)-3-(4-klorofenil)-1H-pirazol-5-karbohidrazit
bilesiginin en etkili hiicre bliylimesini engelleyici etkiye sahip oldugu ve A549 hiicre
niikleer kondensasyonunu ve parcalanmasi1 indiikledigi TUNEL teknigi
kullanilarak tespit edilmis; bu sonuglara gore A549 akciger kanser hiicrelerinde
apoptozu baslattigi bildirilmistir. (47).

t-Bu

Cl

Wirries ve ark.,, bir¢ok insan kanser modellerinde pro-apoptotik sinyal
yollarinin timokinon (TQ) tarafindan uyarilmasindan dolayi, sentezledikleri TQ
hidrazon tilirevlerini hiicre ¢ogalmasi ve propidyum iyodiir boyamas: sonrasi flow
sitometri ile apoptoz yolagma etkilerini kolorektal kanser hiicrelerinde
degerlendirmislerdir (57). Bu sonuglar, p53-bagli HCT116 hiicrelerinde TQ-
hidrazon tiirevlerinin diisiik konsantrasyonlarda (10 uM) biiyiime inhibisyonunu

inhibe ettigini gostermektedir.
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Doksorubisin ve tlirevlerinin, 16semi hiicerelerinde (HL-60 16semi) kaspaz-8
aktivasyonu ile, melanoma hiicrelerinde (518A2 melanom) kaspaz-9 aktivasyon

yolu ile apoptozu uyardig tespit edilmistir (58).

Bununla birlikte; Aziz ve ark., prokaspaz aktive edici bilesigin (PAC-1), kaspaz-

3 etkinligini ve kaspaz-3-bagimli hiicre 6liimiinii indiikledigini belirtmislerdir (59).
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Zhao ve ark. benzoisoindol hidrazon tiirevi bilesigin insan kolon kanser hiicresi
olan HCT-116 hiicrelerinde apoptozu indiikledigini tespit etmislerdir (60). 4'-(3",4"-
metilendioksifenil)-6',7'-dimetoksil-1'-hidroksil-benzil-2,3-dihidro-izoindol-1-on-
hidrazin’in stibstitiie aldehitlerle etanollii ortamda reaksiyonundan bir dizi yeni
benzoindol hidrazonlar1 sentezlenmis ve in vitro ortamda KB, A549 ve HCT-116
kanser hiicrelerine kars1 sitotoksisite etkileri MTT testi ile degerlendirilmistir. N-(4-
Metilbenzilidenil)-4'-(3",4"-metilendioksifenil)-6',7'-dimetoksil-1'-hidroksil-benzil-
2.3-dihidro-izoindol-1-hidrazon  bilesiginin HCT-116 hiicrelerinde  apoptozu
indiikleyici etkisini Hoechst 33342-PI boyama teknigi, AO-EB boyama yontemi ve
Western blot yontemi kullanilarak tespit edilmistir. Bu bulgulardan, bu tiirevin
mitokondriyel yolak iizerinden Bax diizeyini arttirtp, Bcl-2 diizeyini azaltarak

apoptozu indiikledigi sonucunu ¢ikarmislardir.
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Lou ve ark. N’-benziliden-2-(4-oksotiyano[2,3-d]  pirimidin-3(4H)-
il)asetohidrazon tiirevleri sentezlemisler ve A549, HelLa, MBA-MD-231 kanser
hiicrelerine kars1 standart MTT testi ile sitotoksik etkilerini degerlendirmislerdir.

Flow sitometri analizleri ile en etkili bilesiklerin (ICsq degeri 10-20 uM olan) kaspaz
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aktivasyonu belirlenmistir. Bu sonuglar, tiimor hiicrelerinde apoptozu kaspaza bagh

mekanizma ile indiiklediklerini ispatlamiglardir (61).

Dandawate ve ark. sentezlemis olduklart yeni plumbagin hidrazonlarini,
Ostrojen pozitif reseptor MCF-7 ve {glii negatif MDA-MB-231 ve MDA-MB-468
g0giis kanser hiicre dizisine karsi 48 saat boyunca MTT testi ile degerlendirmislerdir.
Bu bilesiklerin western blot analizi yontemi kullanarak, MDAMB-231 hiicrelerinde
NF-aB p65-alt {inite inhibisyonu yaptigimi belirlemislerdir. Belirtilen kanserli
hiicreler 1.5 uM konsantrasyonundaki bilesiklerle 48 saat boyunca muamele edilmis
olup, sentezlenen iki bilesik (11E)-N'-(5-hidroksi-2-metil-1-oksonaftalen-4(1H)-
iliden)nikotinohidrazit ~ ve  (11E)-N'-(5-hidroksi-2-metil-1-oksonaftalen-4(1H)-
iliden)benzohidrazit, plumbaginin antikanser 6zelliginin en 6énemli hedeflerinden biri

olan NF-aB diizeyini engellemede daha etkili olduklari bulunmustur (62).

Shi ve ark. sentezledikleri piperonal siprofloksasin hidrazon (1-siklopropil-6-
floro-4-okso-7-piperazin-1,4-dihidro-kinolin-3-karboksilik asit benzo[1,3]dioksol-5-
ilmetilen-hidrazit) bilesiginin digsal mitokondriyal apoptoz yolagi ile insan karaciger
kanser hiicresi olan SMMC-7721 hiicrelerinde apoptozu indiikledigini Hoechst
33258 florosans boyama TUNEL testi, agaroz jel elektroforezi yontemleri kullanarak
tespit etmislerdir. Piperonal siprofloksasin hidrazon, 1Cso degeri 2.411 pmol/L ile
SMMC-7721 hiicrelerine kars1 giiclii sitotoksisite gosterdigini bildirmislerdir.
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Yaptiklar1 bu ¢alisma piperanol sipofloksasin hidrazon’un SMMC-7721 hiicrelerinde
p53, Bax, kaspaz-9, kaspaz-3 ve kaspaz-9 ile kaspaz-3’iin yarilan aktif formlarinin

protein diizeylerini yiikselttigini gostermektedir (63).

Despaigne ve ark. 2-asetilpiridin-fenilhidrazon ile para-klorofenilhidrazon ve
paranitrofenilhidrazon analoglarini, karsilik gelen 2-benzoilpiridin tiirevi hidrazonlar1
ve bu tiirevlerin galyum (111) komplekslerinin, U87 ve T98 beyin tiimorii hiicrelerine
kars1 sitotoksisite etkilerini degerlendirmislerdir. Sonuglar, hidrazon tiirevlerinin
etkilerinin onlarin komplekslerinden daha yiliksek oldugunu gostermistir. Bu
calismada, hidrazonlarla (1 pmol L™) U87, T98 kanser hiicreleri ve MRC5 (insan
fetal akciger fibroflast) hiicreleri muamele edilmis ve hiicre yuvarlaklasmasi, hiicre
biizismesi, tomurcuk olusumu gibi apoptozun karakteristik morfolojik degisiklikleri

ve floresans mikroskobu ile gézlemlenmistir (64).

X | X
| = CH, =
] ]
N
SNH
O/ oyK©\
X X

X=H, Cl, NO ,

Cikla ve ark. (49), yaptiklar ¢calismada etodolak hidrazit-hidrazonlarindan NIH
tarafindan  %58.24  biiyiime inhibisyonu  gosteren  2-(1,8-dietil-1,3,4,9-
tetrahidropirano[3,4-b]indol-1-il)asetik asit[(4-klorofenil)metilen]hidrazit bilesiginin
ileri kanser arastirmalarini PC-3 prostat kanser hiicresi ve L929 fibroblast hiicresinde
farkli dozlarda hiicre canlilig1 ve biiylime inhibisyonu i¢in MTT kolorimetrik metot
ile degerlendirmislerdir. 4-kloro siibstitlienti tasiyan hidrazon tiirevinin etodolak ile

karsilastirildiginda; 1.929 saglikli hiicrede sitotoksisite gdstermezken PC-3 prostat
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kanser hiicresinde 54 uM (22.84 ng/ml) dozda ICsy degeri ile antikanser etkinlik
gosterdigini tespit etmislerdir. Bununla birlikte, bu bilesigi apoptoz agisindan
degerlendirdiklerinde, kaspaz-3 ve Bcl-2 aktivasyonu igin PC-3 prostat kanser

hiicrelerinde mitokondriyal yol iizerinden apoptozu uyardigini bildirmislerdir.
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5. DENEYSEL BOLUM (GEREC ve YONTEM )

5.1. Kullanilan Arag¢ ve Geregler
5.1.1. Kimyasal maddeler

Tolmetin  sodyum dihidrat*, hidrazin-hidrat, 2,4-diklorobenzaldehit, 2,6-
diklorobenzaldehit, 2-fluorobenzaldehit, 3-piridinkarboksialdehit, 4-
bromobenzaldehit, 4-fluorobenzaldehit, 4-klorobenzaldehit, 4-metoksibenzaldehit, 4-
nitrobenzaldehit, benzaldehit, furfural, 3-fenoksibenzaldehit, derisik siilfirik asit,
derisik hidroklorik asit, petrol eteri, etilasetat, sodyum bikarbonat, metanol, etanol

(CuSO0y ile kurutulmus).

5.1.2. Elektronik cihazlar

Su Banyosu GFL-1042, Memmert

Erime Derecesi Cihazi Schmelzpunktbestimmer SMP 11

Ultrasonik Banyo Bransonic 221

Terazi Sartorius A200S, Mettler Toledo

FTIR Spektrofotometresi Schimadzu FTIR 8400S

Elementel Analiz Cihazi CHNS-932 (LECO)

'H NMRSpektroskopisi Bruker 300 MHz Ultrashield TM,
Bruker 600 MHz UltrashieldPlus
™

Kiitle Spektrometresi Jeol IMS-700

*: Tolmetin sodyum dihidrat etken maddesinin saglanmasinda olanak saglayan Santa Farma Ilag
Sanayii A.S. e tegekkiir ederim.
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5.2. Sentez Calismalari

5.2.1. 2-[1-Metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetik asit [1]

Tolmetin sodyum dihidrat (0.01 mol) distile suda (22 ml) ¢6ziindiiriiliir. Olusan
¢ozelti lizerine ¢okme islemi tamamlanincaya kadar HCI (% 37) ilave edilirek, mavi
turnusol kagidi ile kontrol edilir. Olusan beyaz renkli ¢okelti siiziiliir, distile su ile

yikanir, kurutulur ve etanol ile kristallendirilir

5.2.2. Metil 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetat [2]

Metanolde (20 ml) ¢oziilen tolmetin (0.01 mol) tizerine derisik siilfiirik asit (1
ml) ilave edilen reaksiyon karisimi, 3 saat geri g¢eviren sogutucu altinda su
banyosunda ince tabaka kromatografisi takibinde isitilir, sogutulur. Buz banyosu
icinde NaHCO3 (% 5) ile notralizasyon saglandiktan sonra su ile yikanir. Etanol ile

kristallendirilir.

5.2.3. 2-[1-Metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-ilJasetohidrazit [3]

Bilesik 2 (0,01 mol) metanolde (50 ml) ¢dziindiiriiliir. Uzerine hidrazin-hidrat
(% 80°lik, 5 ml) ilave edilerek geri geviren sogutucu altinda su banyosunda ince
tabaka kromatografisi takibinde 3 saat 1sitilir, sogutulur. Reaksiyon bitiminde elde

edilen kat1 madde stiziilerek, kurutulur ve etanol ile kristallendirilir.

5.2.4. 2-[1-Metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]-N'-[(piridinil/siibstitiiefenil/2-

furil)metiliden]asetohidrazit [4a-I]

Etanolde (CuSO; ile kurutulmus) (20 ml) ¢oziilen bilesik 3 (0,0025 mol) iizerine
yine etanolde ¢dziilen siibstitiie aldehitler (0,0025 mol) ilave edilir. Bu karisim, ince
tabaka kromatografisi takibinde 2 saat geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitilir.
Reaksiyon bitiminde elde edilen kati madde siiziilerek su ile yikanir, kurutulur ve

etanol ile yikanarak saflagtirilir.
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4a: N'-[furan-2-il-metiliden]-2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-
il]Jasetohidrazit

4b: 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]-N'-[piridin-3-il
metiliden]asetohidrazit

4c: N'-[(2-fluorofenil)metiliden]-2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-
il]asetohidrazit

4d: N'-[(4-fluorofenil)metiliden]-2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-
ilJasetohidrazit

4e: N'-[(4-klorofenil)metiliden]-2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-
il]asetohidrazit

4f. N'-[(2,4-diklorofenil)metiliden]-2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-
il]asetohidrazit

49: N'-[(2,6-diklorofenil)metiliden]-2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-
il]asetohidrazit

4h: N'-[(4-bromofenil)metiliden]-2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-
il]Jasetohidrazit

4i: 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]-N'-[(4-
nitrofenil)metiliden]asetohidrazit

4j: 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]-N'-[fenilmetiliden]asetohidrazit

4k: N'-[(4-metoksifenil)metiliden]-2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-
il]asetohidrazit

41: 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]-N'-[3-fenoksifenil-
metiliden]asetohidrazit
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5.3. Kromatografik Calismalar

Sentezlenen maddelerin reaksiyon takibi ve safsizlik kontrolleri ince tabaka
kromatografisi metodu ile yapilmustir. I.T.K. ¢aligmalarinda, adsorban olarak 0.2 mm

kalinligindaki 20x20 cm hazir silika jel plaklar1 (Merck-F-254) kullanilmistir.

Kullanilan ¢6ziicii sistemleri kromatografik caligmalara uygun olarak hazirlanip,

oranlar1 agagidaki gibidir:

M;: Kloroform: Metanol (40: 60, h:h)
M,: Petrol eteri: Etil asetat (50: 50, h:h)
Ms: Petrol eteri: Etil asetat (30: 70, h:h)

Kromatografi tanklarina belirtilen c¢oziiciilerden uygun olan1 (yaklasik 10 ml)
konularak c¢oziicii buhariyla doymasi saglanmigtir. Doygunluga ulastiktan sonra,
Tolmetin ve sentez maddeleri metanol ile seyreltilerek plaga tatbik edilmistir.
Siiriiklenme bittikten sonra Rfx100 degerleri (21 °C’de), dalga boyu 254 nm olan UV
lambas1 altinda lekeler isaretlendikten sonra hesaplanmistir. Lekelerin belli olmasi
icin DAC belirteci (4-dimetilaminosinnamaldehit’in 1 M hidroklorik asit (50 ml) ve
etanoldeki (50 ml) % 0.2’ lik ¢ozeltisi) kullanilmistir.

5.4. Biyolojik Calismalar
5.4.1. Anti-kanserojenik Etki Calismasi

Tolmetin ve tolmetin etken maddesi iizerinden sentezledigimiz; tolmetin
hidrazit-hidrazon yapisinda (N'-[(2,6-diklorofenil)metiliden]-2-[1-metil-5-(4-
metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetohidrazit) (49) (SGK 417) bilesiklerinin HCT-116
(ATCC, CCL-247) ve HT-29 (ATCC, HTB-38) insan kolon kanseri hiicre hatlari
tizerinde  antikanserojenik  etkileri; MTT  [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir] testi [Cell Proliferation Kit I (MTT), Roche-Germany]
ile, M.U. Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda tayin edilmistir.

MTT  (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir),  hiicre
proliferasyonunu, canliligini ve sitotoksisiteyi Ol¢mede kullanilan kantitatif bir
yontemdir. Bu yontem, mitokondriyal enzim sistemleri tarafindan kataliz edilen

tetrazolium tuzlariin indirgenmesine dayanmaktadir ve hiicre bliyiimesi ile
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ksenobiyotik sitotoksisiteyi yansitir. Tetrazoliyum tuzlarn (MTT, XTT, WST-1),
genelde substrat olarak renksiz, canli hiicrelerin mitokondriyal aktivitesi sonucu
renkli iirtinler veren maddelerdir. MTT bu amagla kullanilan bir tetrazolium tuzudur,
ve substrat olarak sar1 renkte olmasina ragmen canli hiicrelerin mitokondrilerinde
stiksinat-dehidrogenaz enzimine spesifik olarak baglandiginda suda ¢oziinmeyen
mavi-mor formazan tuzlari olusturur. Formazan tuzlari, DMSO, izopropanol gibi
organik solventlerde kolayca c¢oziiniirler. Solventte c¢Ozlinen materyalin optik
dansitesi, ¢Oziinmiis olan formazan kristallerinin konsantrasyonunun verdigi
absorbansa gore spektrofotometrik olarak o6lgiilebilir. Olgiilen deger direkt olarak
kiltiirdeki hiicrelerin metabolik aktivitelerini verir ve bu deger de yasayan hiicre

sayist ile iligkilendirilir.

Kolon kanseri hiicrelerinin ¢ogaltilmasi i¢in % 10 fetal sigir serumu, 100 mM L-
Glutamin ve % Penisilin-Streptomisin igeren Dulbecco’s modifiye Eagle medium
(DMEM) kullanilmistir. MTT c¢alismalari, Vybrant” MTT hiicre proliferasyon kiti
(Invitrogen) kullanilarak 96 kuyucuklu doku kiiltiir kaplarinda gergeklestirilmistir.
Hiicreler ¢oziildiikten sonra kiiltiir medyumunda kiiltiire edilmigslerdir. 3. Pasajdan
sonra hiicreler % 0.25’1lik Tripsin-EDTA soliisyonuyla kaldirilmiglardir. Daha sonra
15 ml’lik Falcon tiipe alinarak 2000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmislerdir. Santrifii
sonras1 tiip icerisinde bulunan iist faz dokiilmiistiir. Hiicre pelleti 1 ml kiiltiir
medyumu ile siispanse edildildikten sonra hiicre sayimi yapilmistir. Bunun icin %
1’lik Tripan mavisi kullanilmistir. Hiicre sayimindan sonra her bir kuyucuga 1x10*
hiicre ekilmis ve 37 °C’de % 95 nem ve % 5 CO;’li ortamda 24 saat inkiibasyona
tabi  tutulmuslardir. Bu silirenin  bitiminde, sentez  bilesikleri  ¢esitli
konsantrasyonlarda eklenerek 37 °C’lik inkiibatére kaldirilmiglardir. Kiiltiiriin 48.
saatinde kiiltiir kabinda bulunan medyum c¢ikarilmis ve her bir kuyucuga 100 pl taze
kiiltiir medyumu konulduktan sonra 10 pl MTT boyast (5 mg/ml) eklenerek hiicreler
37 °C’de 4 saat daha inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonunda, canli hiicreler
tarafindan olusturulan formazan tuzlarinin ¢6ziilmesi i¢in her bir kuyuya 100 pl
solubilizasyon ¢ozeltisi eklenmis ve 37 °C’de 12 saat bekletilmistir. Kiiltiir plag:
mikroplaka okuyucusuna konularak absorbans degerleri 540 nm dalga boyunda
okutulmustur. Referans dalga boyu olarak 630 nm dalga boyu kullanilmistir. Higbir

madde eklenmeyen kontrol kiiltlirlerinden elde edilen absorbans degerlerinin
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ortalamas1 almarak bu deger % 100 kabul edilmistir. Sentez bilesikleri igeren
kiltlirlerden elde edilen absorbans degerleri kontrol absorbans degerine oranlanmig

ve hiicrelerin canlilik oranlar1 % olarak ifade edilmistir.

Kullanilan cozeltiler:

1. Hiicre kiiltir medyumu: % 10 FBS (invitrogen), % 1 streptomisin/penisilin
(Hyclone) ve 2 mM glutamin (Hyclone) igeren diisiik glukozlu DMEM (invitrogen)
igerisinde hazirlanmistir.

2. Stok MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolyum bromiir) ¢ozeltisi:
Kit igerisinde bulunan 1 vial MTT iizerine 1 ml steril fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS)
eklenerek 12 mM stok ¢ozelti hazirlanmastir.

3. DMSO (Sigma)

5.4.2. Bilesiklerin HT-29 Hiicrelerinde Apoptoz Etkilerinin Caliymasi

Calismamizda sentezledigimiz  tolmetin [1] ve tolmetin iizerinden
sentezledigimiz hidrazit-hidrazon yapisindaki [4g] bilesiklerinin apoptotik etkileri,
M.U. Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda arastirilmis ve MTT
sonuglarina gore etkin oldugu HT-29 (ATCC, HTB-38) insan kolon kanseri hiicre
hatt1 kullanilmastir.

Apoptoz belirteci olarak kaspaz 3, 8 ve 9 aktivitelerinin 0Ol¢iilmesi
hedeflenmistir. Bunun i¢in [1] ve [4g] bilesiklerinin 75, 100 ve 150 uM’lik
konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Kaspaz 3, 8 ve 9 aktivitesinin belirlenebilmesi i¢in
kanser hiicreleri 6’1 kiiltiir kaplarina her bir kuyuda 1x10° hiicre olacak sekilde
ekilmis ve bir gece bekledikten sonra, 24 saat siiresince 75, 100 ve 150 uM
konsantrasyonlardaki tolmetin [1] ve 2,6-diklorofenil siibstitiienti tasiyan tolmetin
hidrazit-hidrazonu [4g] bilesigiyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi bittiginde
kuyucuklar, soguk PBS ile yikanmis ve hiicreler kazinarak eppondorf tiiplerde
toplanmistir. Hiicreler 2000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendikten sonra iist faz
dokiilmiis ve pellet lizerine hiicre lizis tamponu eklenmistir. Soguk buz iizerinde 10
dakika bekletilen hiicreler 10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ustte bulunan
slipernatant kismi alinarak temiz tiiplere aktarilmistir. Analizler bu orneklerde

calisilmistir.
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Kaspaz 3 aktivitesinin belirlenmesi i¢in kolorimetrik kit kullanilmistir (Milipore,
MA). Kaspaz 8 ve kaspaz 9 aktivasyonu i¢in de kolorimetrik kitler kullanilmistir
(ApoTarget, Invitrogen).  Sonuglar, kontrole gére kiyaslanarak kat artisi seklinde

verilmigtir.

5.4.3. Bilesiklerin Annexin V Baglanmasi

Annexin V, apoptoza ugrayan hiicrelerin ylizeyinde bulunan bir proteindir.
Calismamizda baglanma deneyleri, FITC-Annexin V kullanilarak Zhao ve ark. (60)
modifiye metodu ile yapilmistir. Hiicre kaplarinda 6 kuyucuklu bulunan hiicreler
tizerine soguk PBS eklenmis ve hiicreler yikanmistir. Daha sonra bir scraper
yardimiyla hiicreler alinmis ve ependorflara yerlestirilmistir. 2000 rpm’de 5 dakika
santrifiijjlendikten sonra iist fazlar1 atilarak, hiicreler kitin igeriginde bulunan
baglanma c¢ozeltisine alinmistir. 200 ul’lik hiicre ¢ozeltisine 3 pl Annexin V,
eklenerek, oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Hiicreler boyanin
uzaklastirilmast i¢in 3 kez PBS ile yikanmis ve florospektrofotometre ile analiz

edilmistir.

Istatistiksel analizler GraphPad Prism 6 programu kullanilarak yapilmistir.
Gruplar arasi farkliliklarin belirlenmesinde iki yonlii ANOVA ve Tukey’s posthoc

testleri kullamlmstir. Istatistiksel p<0.05 olarak anlaml1 kabul edilmistir.

39



6. BULGULAR

6.1. Fiziksel, Kimyasal ve Spektroskopik Bilgiler

6.1.1. 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetik asit (1)

H;C

Tolmetin sodyum dihidrat 3.153 g (0.01 mol) tartilir, distile suda (22 ml)

¢oziindiiriiliir. Cokme bitinceye kadar HCI (% 37) ilave edilir ve asitligi mavi

turnusol kagidiyla kontrol edilir. Olusan beyaz renkli ¢okelti siiziiliir, distile su ile

yikanir, kurutulur. C15sH1sNO3; (M.A.= 257.284 g/mol)

Verim: % 95

Rf x100: 70 (M;), t: 21 °C
Kirli beyaz renkte toz madde
E.n. 157 °C

Su, metanol ve etanolde ¢6ziinmez, asetonda az, kloroform ve DMSO’de

tamamen ¢oOziiniir.

IR Spektrumu:

v maks. (cm™): 3370 (karboksilik asidin -OH g.b.); 3030 (aromatik =C-H g.b.); 1688
(karboksilik asit, C=0 g.b.); 1595, 1560, 1454, 1406 (aromatik C=C g.b.) 1225
(karboksilik asit, C-O g.b.); 1377 (-CHs grubu asimetrik C-H e.b); 885 (1,4
disubstitiie benzen) (Sekil 4).
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Sekil 4: 1 bilesiginin IR spektrumu

6.1.2. Metil 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetat (2)

H5;C

Metanolde (20 ml) ¢oziilen 2.573 g tolmetin (0.01 mol) {izerine derisik siilfiirik
asit (1 ml) ilave edilen reaksiyon karigimi, 3 saat geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitilir,
sogutulur. Buz banyosu icinde NaHCOj3 (% 5) ile notralizasyon saglandiktan sonra
su ile yikanir. Etanol ile kristallendirilir. C16H17NO3; (M.A.= 271.311 g/mol)

e Verim: % 77

e Rfx100: 32 (My), t: 21 °C

o Kirli beyaz renkte toz madde

e E.n. 121-123°C (121-122 °C) (65)

¢ Su, metanol ve etanolde ¢6zlinmez, asetonda az, kloroform ve DMSO’de

tamamen ¢Oziiniir.
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UV Spektrumu:
A maks. (NM) (€): 318 (32172), 311 (32421); 306 (32082); 299 (44585); 256 (30454);
211 (30024); 195 (13497) (100 ml’sinde 1.2 mg madde igeren etanollii ¢ozelti).

IR Spektrumu:

v maks. (cm™): 2955 (-CHs grubu asimetrik C-H g.b); 1720 (ester, C=0 g.b.); 1620,
1606, 1566, 1485 (aromatik C=C g.b.); 1458, 1404, 1373 (-CH3 grubu asimetrik C-H
e.b.) 1205 (ester, C-O g.b.); 885 (1,4 disubstitiie benzen) (Sekil 5).

e o e ey e T o A R R
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Sekil 5: 2 bilesiginin IR spektrumu

'H-NMR Spektrumu :

(500 MHz) (DMSO-dg/TMS) & ppm: 2.49 (3H, s, -CH3); 3.66 (3H, s, N-CH3); 3.81
(3H, s, O-CHj3); 3.90 (2H, s, -CH,-); 6.11 (1H, d, J=3.9 Hz, CH; komsu pirol halkas1
protonlari); 6.56 (1H, d, J=3.9 Hz, C=0 komsu pirol halkasi protonlar1); 7.29 (2H, d,
J=7.81 Hz, benzen halkas1 metile gore o-protonlar1); 7.62 (2H, d, J=7.81 Hz, benzen
halkasi karbonile gore o-protonlari) (Sekil 6).
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Sekil 6: Bilesik 2’nin *H-NMR spektrumu

6.1.3. 2-[1-Metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]Jasetohidrazit (3)

H,C

-NH,
/ NH
HaC

Bilesik 2 2.713 g (0.01 mol) tartilir, metanolde (50 ml) ¢dziindiiriiliir. Uzerine

hidrazin-hidrat (% 80’lik, 5 ml) ilave edilerek geri g¢eviren sogutucu altinda su

banyosunda ince tabaka kromatografisi takibinde 3 saat 1sitilir, sogutulur. Reaksiyon

bitiminde elde edilen kati madde siiziilerek, kurutulur. Etanol ile kristallendirilir.
e Verim: % 84
e Rfx100: 24.5 (M3), t: 21 °C
¢ Kirli beyaz renkte toz madde
e E.n. 185-186°C

¢ Su, metanol ve etanolde ¢6ziinmez, asetonda az, kloroform ve DMSO’de

tamamen ¢Ozuniir.



e Analiz: Ci5H17N3O, (M.A.=271.31438 g/mol)

UV Spektrumu:
A maks. (NM) (€): 320 (29012), 312 (29033); 305 (28198); 300 (40555); 254 (28490);

214 (33590) (100 mI’sinde 1.3 mg madde igeren etanollii ¢ozelti).

IR Spektrumu:

v maks. (cm™): 3329, 3254 (hidrazit asimetrik ve simetrik N-H g.b.); 3099
(aromatik =C-H g.b.); 2943 (-CHj3 grubu asimetrik C-H g.b.); 1643 (hidrazit, C=0
g.b.); 1599, 1556, 1483, 1452 (aromatik C=C g.b., hidrazit N-H e.b); 1371 (hidrazit,
C-N g.b.); 881 (1,4-distibstitiiebenzen) (Sekil 7).
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Sekil 7: 3 bilesiginin IR spektrumu

'H-NMR Spektrumu :

(500 MHz) (DMSO-dg/TMS) & ppm: 2.37 (3H, s, -CH3); 3.52 (2H, s, -CH,.CO-);
3.86 (3H, s, N-CH3); 4.27 (2H, s, -NHy); 6.06 (1H, d, J=3.9 Hz, CH; komsu pirol
halkas1 protonlar); 6.54 (1H, d, J=3.9 Hz, C=0O komsu pirol halkasi1 protonlar1);
7.29 (2H, d, J=7.81 Hz, benzen halkas1 metile gére o-protonlari); 7.61 (2H, d, J=8.3
Hz, benzen halkasi karbonile gore o-protonlari); 9.23 (1H, s, -NH) (Sekil 8).
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Sekil 8: Bilesik 3’iin *H-NMR spektrumu

Kiitle Spektrumu:
(El, m/z, %): 271.1 [M+] (% 62), 240.1 (% 18), 212.1 (% 100), 119 (% 27), 91 (%
14). (Sekil 9).
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Sekil 9: Bilesik 3’{in kiitle spektrumu
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6.1.4. N'-[furan-2-il-metiliden]-2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-
ilJasetohidrazit (4a)

Bilesik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartilir, 20 ml etanol ve etanolde ¢6ziilen
0.2402 g (0.0025 mol) 2-furaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen yonteme gore elde

edilir. Elde edilen iiriin, etanol ile iki kez kristallendirilerek saflastirilir.

e Verim: % 93
e Rfx100: 28 (My), t: 21 °C
e Kirli beyaz renkte toz madde
e E.n.222-224°C
e Su, metanol ve etanolde ¢6ziinmez, asetonda az, kloroform ve DMSO’de
tamamen ¢Ozunur.
e Analiz: CyH19N303 (M.A.=349.38316 g/mol)
Hesaplanan (%) : C (68.75); H (5.48); N (12.03)
Bulunan (%) : C (68.24); H (5.25); N (11.89)

IR Spektrumu:

v maks. (cm™): 3183 (hidrazon, N-H g.b.); 3090, 3050 (aromatik =C-H g.b.); 2959,
2913 (-CHj3 grubu asimetrik C-H g.b); 1665 (hidrazon, C=0 g.b.); 1620 (hidrazon,
C=N g.b.); 1566, 1483, 1458, 1408 (aromatik C=C g.b. ve hidrazon N-H e.b.); 1376
(hidrazon, C-N g.b.); 1277, 1244 (aromatik, C-O g.b.); 885 (1,4-disiibstitiie benzen)
(Sekil 10).
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Sekil 10: 4a bilesiginin IR spektrumu

'H-NMR Spektrumu :

(600 MHz) (DMSO-ds/TMS) & ppm: 2.36 (3H, s, -CHz3); 3.84 (¢oziicii piki iginde
N-CHs); 4.07 (2H, s, -CHy); 6.10-7.58 (9H, m, pirol ve furan halkasindaki protonlar,

Ar-H); 8.07, 8.21 (1H, ss, -CH=N); 11.42,11.67 (1H, ss, -NH) (Sekil 11).
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Sekil 11: Bilesik 4a’nin *H-NMR spektrumu
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6.1.5. 2-[1-Metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]-N"-[piridin-3-il
metiliden]asetohidrazit (4b)

Bilesik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartilir, 20 ml etanol ve etanolde ¢oziilen
0.2678 g (0.0025 mol) 3-piridinkarboksaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen
yonteme gore elde edilir. Elde edilen iiriin, etanol ile iki kez kristallendirilerek
saflagtirilir.

e Verim: % 74

e Rfx100: 17 (My), t: 21 °C

¢ Kirli beyaz renkte toz madde

e E.n. 191-193°C

¢ Su, metanol ve etanolde ¢6ziinmez, asetonda az, kloroform ve DMSO’de
tamamen ¢Ozuniir.

e Analiz: C3;H20N40,.1/2H,0.1/2C;HsOH (M.A.= 392.451 g/mol)

Hesaplanan (%) : C (67.33); H (6.16); N (14.28)
Bulunan (%) : C (67.73); H (5.52); N (15.17)

IR Spektrumu:

v maks. (cm™): 3512 (molekiiliin tuttugu suyun OH g.b.) 3069 (hidrazon, N-H g.b.);
2955, 2926 (-CH3 grubu asimetrik C-H g.b); 2822 (-CHj3 grubu simetrik C-H g.b);
1676 (hidrazon, C=0 g.b.); 1604 (hidrazon, C=N g.b.); 1588, 1489, 1456, 1400
(aromatik C=C g.b. ve hidrazon N-H e.b.); 1377 (hidrazon, C-N g.b.); 887 (1,4
disiibstitiie benzen) (Sekil 12).
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Sekil 12: 4b bilesiginin IR spektrumu

'H-NMR Spektrumu :

(300 MHz) (CDCI3/TMS) 6 ppm: 1.78 (s, molekiiliin tuttugu etanoliin —CHs piki)
2.44 (3H, s, -CHs); 3.83 (s, molekiiliin tuttugu etanolin —CH, piki), 3.97 (s,
molekiiliin tuttugu etanoliin —OH piki) 4.04 (3H, s, N-CHz); 4.22 (2H, s, -CH>); 6.19
(1H, d, J=4.06 Hz, CH; komsu pirol halkas1 protonlar1); 6.71 (1H, d, J=4.04 Hz,
C=0 komsu pirol halkas1 protonlari); 7.24-7.74;8.02-8.06 (8H, m, Ar-H); 7.89 (1H,
s, -CH=N); 10.16 (1H, s, -NH-) (Sekil 13).
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Sekil 13: Bilesik 4b’nin *H-NMR spektrumu

6.1.6. N'-[(2-fluorofenil)metiliden]-2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-

ilJasetohidrazit (4c)

Bilesik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartilir, 20 ml etanol ve etanolde ¢oziilen
0.3103 g (0.0025 mol) 2-fluorobenzaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen yonteme

gore elde edilir. Elde edilen {iriin, etanol ile iki kez kristallendirilerek saflagtirilir.

e Verim: % 50
e Rfx100: 32 (My), t: 21 °C

e Kirli beyaz renkte toz madde
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e E.N. 185°C
e Su, metanol ve etanolde ¢oziinmez, asetonda az, kloroform ve DMSO’de
tamamen ¢Ozunur.
e Analiz: CyH20FN30,.1/2 C;HsOH (M.A.= 400.445 g/mol)
Hesaplanan (%) : C (68.98); H (5.79); N (10.49)
Bulunan (%) : C (69.33); H (5.28); N (11.03)

IR Spektrumu:

v maks. (cm™): 3192 (hidrazon, N-H g.b.); 3080 (aromatik =C-H g.b.), 2976, 2914,
(-CH3 grubu asimetrik C-H g.b); 2872 (-CH3; grubu simetrik C-H g¢.b); 1674
(hidrazon, C=0 g.b.); 1628 (hidrazon, C=N g.b.); 1607, 1568, 1481, 1458 (aromatik
C=C g.b. ve hidrazon N-H e.b.); 1371 (hidrazon, C-N g.b.); 1265 (Ar-F g.b.); 883
(1,2 disubstitiie benzen) (Sekil 14).

1 1 1 1

L Lyt e By s s e P iy e et O o o Bt o
30 3000 210 2400 200 1950 1800 1650 1500 1350 1200 1050 900 750
1fem

Sekil 14: 4c bilesiginin IR spektrumu

'H-NMR Spektrumu :

(300 MHz) (CDCI3/TMS) & ppm: 1.66 (s, molekiiliin tuttugu etanoliin —CHg piki),
2.44 (3H, s, —CH3); 3.83 (s, molekiiliin tuttugu etanolin —CH, piki), 3.99 (s,
molekiiliin tuttugu etanoliin —OH piki), 4.05 (3H, s, N-CHs); 4.21 (2H, s, -CHy);
6.19 (1H, d, J=4.05 Hz, CH; komsu pirol halkasi1 protonlar1); 6.71 (1H, d, J=4.05
Hz, C=0 komsu pirol halkasi protonlar1); 7.10-7.44 (8H, m, Ar-H) 8.09 (1H, s, -
CH=N); 9.58 (1H, s, -NH) (Sekil 15).
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Sekil 15: Bilesik 4c’nin 'H-NMR spektrumu

6.1.7. N'-[(4-fluorofenil)metiliden]-2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-

ilJasetohidrazit (4d)

F

Bilesik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartilir, 20 ml etanol ve etanolde ¢6ziilen
0.3103 g (0.0025 mol) 4-fluorobenzaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen yonteme

gore elde edilir. Elde edilen {iriin, etanol ile iki kez kristallendirilerek saflagtirilir.

e Verim: % 83

e Rfx100: 30 (My), t: 21 °C

e Kirli beyaz renkte toz madde
e E.n.200-201°C
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e Su, metanol ve etanolde ¢oziinmez, asetonda az, kloroform ve DMSO’de
tamamen ¢Ozuniir.
e Analiz: Cy;H20FN30,.1/2 C;HsOH (M.A.= 400.445- g/mol)
Hesaplanan (%) : C (68.98); H (5.79); N (10.49)
Bulunan (%) : C (69.04); H (5.33); N (11.33)

IR Spektrumu:

v maks. (cm™): 3227 (hidrazon, N-H g.b.); 3161 (aromatik, =C-H g.b.) 1682
(hidrazon, C=0 g.b.); 1603 (hidrazon, C=N g.b.); 1566, 1510, 1487, 1458 (aromatik
C=C g.b. ve hidrazon N-H e.b.); 1373 (hidrazon, C-N g.b.); 1228 (Ar-F g.b.); 885
(1,4 disubstitiie benzen) (Sekil 16).
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Sekil 16: 4d bilesiginin IR spektrumu

'H-NMR Spektrumu :

(300 MHz) (CDCI3/TMS) 6 ppm: 1.7 (s, molekiiliin tuttugu etanoliin —CHjs piki),
2.44 (3H, s, -CHs); 3.81 (s, molekiiliin tuttugu etanolin —CH, piki), 3.97 (s,
molekiiliin tuttugu etanoliin —OH piki), 4.04 (3H, s, N-CHj3); 4.21 (2H, s, -CH,-);
6.19 (1H, d, J=4.05 Hz, CH; komsu pirol halkas1 protonlar1); 6.72 (1H, d, J=4.05 Hz,
C=0 komsu pirol halkasi protonlari); 7.07-7.75 (8H, m, Ar-H) 7.84 (1H, s, -CH=N);
10.10 (1H, s, -NH) (Sekil 17).
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Sekil 17: Bilesik 4d’nin *H-NMR spektrumu

6.1.8. N'-[(4-Klorofenil)metiliden]-2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-
ilJasetohidrazit (4e)

Cl
Bilesik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartilir, 20 ml etanol ve etanolde ¢6ziilen
0.3514 g (0.0025 mol) 4-klorobenzaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen yonteme
gore elde edilir. Elde edilen iiriin, etanol ile iki kez kristallendirilerek saflagtirilir.
e Verim: % 70
e Rfx100: 45 (My), t: 21 °C
o Kirli beyaz renkte toz madde

e E.n. 198-200°C
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e Su, metanol ve etanolde ¢oziinmez, asetonda az, kloroform ve DMSO’de
tamamen ¢Ozuniir.
e Analiz: C5H20CIN30,.1/2 C;Hs0H (M.A.= 416.900 g/mol)
Hesaplanan (%) : C (66.26); H (5.56); N (10.08)
Bulunan (%) : C (65.74); H (5.070); N (10.51)

IR Spektrumu:

v maks. (cm™): 3206 (molekiiliin tuttugu etanoliin -OH g.b.); 3154 (hidrazon, N-H
g.b.); 3051 (aromatik =C-H g.b.); 2949, 2920 (-CHj3 grubu asimetrik C-H g.b); 1684,
1666 (hidrazon, C=0 g.b.); 1597 (hidrazon, C=N g.b.); 1562, 1481, 1456, 1402
(aromatik C=C g.b. ve hidrazon N-H e.b.); 1371 (hidrazon, C-N g.b.); 1346 (-CH;
grubu asimetrik C-H e.b); 1086 (Ar-Cl g.b.); 885 (1,4 disubstitiic benzen) (Sekil 18).
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Sekil 18: 4e bilesiginin IR spektrumu

'H-NMR Spektrumu :

(300 MHz) (CDClI3/TMS) & ppm: 1.67 (s, molekiiliin tuttugu etanoliin —CHs piki);
2.44 (3H, s, -CH3); 3.82 (s, molekiiliin tuttugu etanolin —CH, piki), 3.98 (s,
molekiiliin tuttugu etanoliin —OH piki); 4.04 (3H, s, N-CH3); 4.21 (2H, s, -CH));
6.18 (1H, d, J=4.06 Hz, CH; komsu pirol halkasi protonlar1); 6.71 (1H, d, J=4.04
Hz, C=0 komsu pirol halkasi protonlari); 7.24-7.75 (8H, m, Ar-H); 7.82 (1H, s, -
CH=N), 9.97 (1H, s, -NH) (Sekil 19).
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ekil 19: Bilesik 4e’nin "H- spektrumu
kil 19: Bilesik 4e’nin *H-NMR pek

6.1.9. N'-[(2,4-diklorofenil)metiliden]-2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-
ilJasetohidrazit (4f)

H;C

Cl

Cl
Bilesik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartilir, 20 ml etanol ve etanolde ¢oziilen
0.4375 g (0.0025 mol) 2,4-diklorobenzaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen

yonteme gore elde edilir. Elde edilen iiriin, etanol ile iki kez kristallendirilerek

saflagtirilir.
e Verim: % 82
e Rfx100: 50 (My), t: 21 °C
¢ Kirli beyaz renkte toz madde
e E.n. 202-206°C
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e Su, metanol ve etanolde ¢oziinmez, asetonda az, kloroform ve DMSO’de
tamamen ¢Ozuniir.
e Analiz: C5Hi9CI2N30,2.1/2 C;HsOH (M.A.= 451.345 g/mol)
Hesaplanan (%) : C (61.20); H (4.91); N (9.31)
Bulunan (%) : C (60.75); H (4.42); N (9.65)

IR Spektrumu:

v maks. (cm™): 3204 (molekiiliin tuttugu etanoliin -OH g.b); 3140 (hidrazon, N-H
g.b.); 3028 (aromatik, =C-H g.b.); 2947, 2922 (-CHj3 grubu asimetrik C-H g.b.) 1692
(hidrazon, C=0 g.b.); 1597 (hidrazon, C=N g.b.); 1564, 1489, 1456, 1400 (aromatik
C=C g.b. ve hidrazon N-H e.b); 1375 (hidrazon, C-N g.b.); 1097 (Ar-Cl g.b.); 887
(1,4 disiibstitiie benzen) (Sekil 20).
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Sekil 20: 4f bilesiginin IR spektrumu

'H-NMR Spektrumu :

(300 MHz) (CDCI3/TMS) & ppm: 1.66 (s, molekiiliin tuttugu etanoliin —CHg piki),
2.44 (3H, s, -CHs); 3.82 (s, molekiiliin tuttugu etanolin —CH, piki), 3.98 (s,
molekiiliin tuttugu etanoliin —OH piki), 4.03 (3H, s, N-CHj3); 4.19 (2H, s, -CHy-);
6.16 (1H, d, J=4.06 Hz, CH; komsu pirol halkas1 protonlar1); 6.70 (1H, d, J=4.05
Hz, C=0 komsu pirol halkas1 protonlari); 7.24-7.93 (7H, m, Ar-H) 8.20 (1H, s, -
CH=N); 9.81 (1H, s, -NH) (Sekil 21).
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6.1.10. N'-[(2,6-diklorofenil)metiliden]-2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-
ilJasetohidrazit (4g)

Cl

Bilesik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartilir, 20 ml etanol ve etanolde ¢6ziilen
0.4375 g (0.0025 mol) 2,6-diklorobenzaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen
yonteme gore elde edilir. Elde edilen iirlin, etanol ile iki kez kristallendirilerek
saflastirilir.

e Verim: % 86

e Rfx100: 60 (My), t: 21 °C

o Kirli beyaz renkte toz madde

e E.n. 225-226°C

e Su, metanol ve etanolde ¢oziinmez, asetonda az, kloroform ve DMSO’de
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tamamen ¢oOzlniir.

e Analiz: CooH19C12N30, (M.A.: 428.311 g/mol)
Hesaplanan (%) : C (61.69); H (4.47); N (9.81)
Bulunan (%) : C (60.84); H (4.44); N (9.83)

UV Spektrumu:

A maks. (NM) (€): 310 (26438), 259 (24418); 220 (32955); 200 (15391); 196 (14259)

(100 mI’sinde 1.4 mg madde iceren etanollii ¢ozelti).

IR Spektrumu:

v maks. (cm™): 3184 (hidrazon, N-H g.b.); 3048 (aromatik, =C-H g.b.); 1660
(hidrazon, C=0 g.b.); 1622 (hidrazon, C=N g.b.); 1584, 1558, 1483, 1453 (aromatik
C=C g.b. ve hidrazon N-H e.b.); 1367 (hidrazon, C-N g.b.); 1070 (Ar-Cl g.b.); 885

(1,4 disubstitiie benzen) (Sekil 22).
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Sekil 22: 49 bilesiginin IR spektrumu

'H-NMR Spektrumu :

(300 MHz) (CDCI3/TMS) 6 ppm: 2.44 (3H, s, -CH3); 4.01 (3H, s, N-CHs); 4.20 (2H,
s, -CHj-); 6.19 (1H, d, J=4.06 Hz, CH; komsu pirol halkasi protonlar1); 6.70 (1H, d,
J=4.05 Hz, C=0 komsu pirol halkasi protonlar1); 7.24-7.74 (7H, m, Ar-H) 8.13 (1H,

s, -CH=N): 9.79 (1H, s, -NH) (Sekil 23).
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Sekil 23: Bilesik 4g’nin *H-NMR spektrumu

6.1.11. N'-[(4-bromofenil)metiliden]-2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-
ilJasetohidrazit (4h)

Br

Bilesik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartilir, 20 ml etanol ve etanolde ¢oziilen
0.4625 g (0.0025 mol) 4-bromobenzaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen yonteme
gore elde edilir. Elde edilen iiriin, etanol ile iki kez kristallendirilerek saflagtirilir.

e Verim: % 70

e Rfx100: 35 (My), t: 21 °C

o Kirli beyaz renkte toz madde
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e E.n.206-207°C
e Su, metanol ve etanolde ¢oziinmez, asetonda az, kloroform ve DMSO’de
tamamen ¢Ozunur.
e Analiz: CyH30BrN3;0,.1/2 C;HsOH (M.A.= 461.351 g/mol)
Hesaplanan (%) : C (60.28); H (4.60); N (9.59)
Bulunan (%) : C (59.54); H (4.57); N (9.62)

IR Spektrumu:

v maks. (cm™): 3213 (molekiiliin tuttugu etanoliin -OH g.b); 3152 (hidrazon, N-H
g.b.); 3026 (aromatik =C-H g.b.); 2949 (-CH3 grubu asimetrik C-H g.b.); 2859 (-CH3
grubu simetrik C-H g.b.) 1686 (hidrazon, C=0 g.b.); 1597 (hidrazon, C=N g.b.);
1562, 1489, 1477, 1456 (aromatik C=C g.b. ve hidrazon N-H e.b.); 1371 (hidrazon,
C-N g.b.); 1047 (Ar-Br g.b.); 885 (1,4 disubstitiie benzen) (Sekil 24).
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Sekil 24: 4h bilesiginin IR spektrumu

'H-NMR Spektrumu :

(300 MHz) (CDCI3/TMS) 6 ppm: 1.69 (s, molekiiliin tuttugu etanoliin —CHs piki)
2.44 (3H, s, -CH3); 3.81 (s, molekiiliin tuttugu etanoliin —CH, piki); 3.97 (s,
molekiiliin tuttugu etanoliin —OH piki); 4.04 (3H, s, N-CHz3); 4.21 (2H, s, -CH,.CO-);
6.18 (1H, d, J=4.06 Hz, CH; komsu pirol halkasi protonlar1); 6.71 (1H, d, J=4.05 Hz,
p C=0 komsu pirol halkasi protonlar1); 7.24-7.74 (8H, m, Ar-H) 7.80 (1H, s, -
CH=N-); 10.08 (1H, s, -NH-) (Sekil 25).
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Sekil 25: Bilesik 4h’nin *H-NMR spektrumu
p

6.1.12. 2-[1-Metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]-N*-[(4-
nitrofenil)metiliden]asetohidrazit (4i)

Bilesik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartilir, 20 ml etanol ve etanolde ¢6ziilen

0.3780

g (0.0025 mol) 4-nitrobenzaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen yonteme

gore elde edilir. Elde edilen iiriin, etanol ile iki kez kristallendirilerek saflagtirilir.

Verim: % 88
Rf x100: 34 (M), t: 21 °C
Mat sar1 renkte toz madde

E.n. 225-228 °C
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e Su, metanol ve etanolde ¢oziinmez, asetonda az, kloroform ve DMSO’de
tamamen ¢Ozuniir.
e Analiz: C;H2N404.1/2 H,O (M.A.= 413.427 g/mol)
Hesaplanan (%) : C (63.91); H (5.12); N (13.55)
Bulunan (%) : C (64.49); H (4.95); N (13.73)

IR Spektrumu:

v maks. (cm™): 3180 (hidrazon, N-H g.b.); 3080 (aromatik =C-H g.b.) 2965, 2918 (-
CHs grubu asimetrik C-H g.b.); 2857 (-CHs3 grubu simetrik C-H g.b.); 1670
(hidrazon, C=0 g.b.); 1599 (hidrazon, C=N g.b.); 1582, 1520, 1487, 1456 (aromatik
C=C g.b. ve hidrazon N-H e.b. ve NO; grubu asimetrik g.b.); 1375 (hidrazon, C-N
g.b.); 1337 (NO, grubu simetrik g.b.); 885 (1,4 disubstitiie benzen) (Sekil 26).
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Sekil 26: 4i bilesiginin IR spektrumu

'H-NMR Spektrumu :

(300 MHz) (CDCI3/TMS) 6 ppm: 2.32 (3H, s, -CHz3); 3.90 (3H, s, N-CHg); 4.08 (2H,
s, -CHy); 6.04 (1H, d, J=4.06 Hz, CH; komsu pirol halkas1 protonlar1); 6.58 (1H, d,
J=4.04 Hz, C=0 komsu pirol halkasi protonlar1); 7.12-7.81; 8.11-8.23 (8H, m, Ar-
H); 7.95 (1H, s, -CH=N); 11.43 (1H, s, -NH) (Sekil 27).
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ekil 27: Bilesik 4i’nin *"H-NMR spektrumu
p

6.1.13. 2-[1-Metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]-N'-
[fenilmetiliden]asetohidrazit (4))

Bilesik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartilir, 20 ml etanol ve etanolde ¢oziilen
0.2653 g (0.0025 mol) benzaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen yonteme gore elde
edilir. Elde edilen iiriin, etanol ile iki kez kristallendirilerek saflastirilir.

e Verim: %71

e Rfx100: 36 (My), t: 21 °C

¢ Kirli beyaz renkte toz madde

e E.n. 168-172°C

e Su, metanol ve etanolde ¢oziinmez, asetonda az, kloroform ve DMSO’de
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tamamen ¢oOzlniir.
e Analiz: C»H21N30,.1/2 C,HsOH (M.A.= 382.45526 g/mol)
Hesaplanan (%) : C (72.23); H (6.32); N (10.99)
Bulunan (%) : C(72.32); H (5.761); N (11.65)

IR Spektrumu:

v maks. (cm™): 3194 (hidrazon, N-H g.b.); 3082 (aromatik =C-H g.b.) 2969, 2916
(-CHj3 grubu asimetrik C-H g.b.) 1667 (hidrazon, C=0 g.b.); 1605 (hidrazon, C=N
g.b.); 1564, 1481, 1456 (aromatik C=C g.b. ve hidrazon N-H e.b.); 1269 (hidrazon,
C-N g.b.); 978-744 (‘aromatik C-H e. bandlar1) (Sekil 28).
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Sekil 28: 4j bilesiginin IR spektrumu

'H-NMR Spektrumu :

(300 MHz) (CDCI3/TMS) 6 ppm: 1.68 (s, molekiiliin tuttugu etanoliin —CHj3 piki)
2.44 (3H, s, -CHs); 3.83 (s, molekiiliin tuttugu etanolin —CH, piki), 3.98 (s,
molekiiliin tuttugu etanoliin —OH piki) 4.05 (3H, s, N-CH3); 4.23 (2H, s, -CH>); 6.20
(1H, d, J=4.06 Hz, CH; komsu pirol halkas1 protonlar1); 6.72 (1H, d, J=4.04 Hz,
C=0 komsu pirol halkas1 protonlar1); 7.24-7.75 (9H, m, Ar-H) 7.85(1H, s, -CH=N-);
9.82 (1H, s, -NH-) (Sekil 29).
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Sekil 29: Bilesik 4j’nin *H-NMR spektrumu

6.1.14. N'-[(4-Metoksifenil)metiliden]-2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-
ilJasetohidrazit (4k)

HaC

Bilesik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartilir, 20 ml etanol ve etanolde ¢oziilen
0.3404 g (0.0025 mol) 4-metoksibenzaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen yonteme
gore elde edilir. Elde edilen iiriin, etanol ile iki kez kristallendirilerek saflagtirilir.

e Verim: % 84

e Rfx100: 31 (My), t: 21 °C

e Kirli beyaz renkte toz madde
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e E.n.189°C
e Su, metanol ve etanolde ¢oziinmez, asetonda az, kloroform ve DMSO’de
tamamen ¢Ozunur.
e Analiz: Cy3H33N303.1/2 C;Hs0H (M.A.= 412.481 g/mol)
Hesaplanan (%) : C (69.88); H (6.35); N (10.19)
Bulunan (%) : C (70.67); H (5.876); N (10.94)

IR Spektrumu:

v maks. (cm™): 3186 (hidrazon, N-H g.b.); 3086 (aromatik =C-H g.b.) 2960, 2914, (-
CH3; grubu asimetrik C-H g.b); 2841 (-CH3 grubu simetrik C-H g.b); 1668 (hidrazon,
C=0 g.b.); 1622 (hidrazon, C=N g.b.); 1568, 1520, 1485, 1456 (aromatik C=C g.b.
ve hidrazon N-H e.b.); 1373 (hidrazon, C-N g.b.); 1261 (eter grubu C-O asimetrik
g.b.); 1036 (eter grubu C-O simetrik g.b.); 883 (1,4 disubstitiic benzen) (Sekil 30).
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Sekil 30: 4k bilesiginin IR spektrumu

'H-NMR Spektrumu :

(300 MHz) (CDCI3/TMS) 6 ppm: 1.71 (s, molekiiliin tuttugu etanoliin —CHs piki)
2.44 (3H, s, -CH3); 3.81 (s, molekiiliin tuttugu etanoliin —CH, piki), 3.84 (3H, s, N-
CHj3); 3.98 (s, molekiiliin tuttugu etanoliin —OH piki); 4.05 (3H, s, -OCHj3); 4.21 (2H,
s, -CHy); 6.20 (1H, d, J=4.06 Hz, CH; komsu pirol halkas1 protonlar1); 6.71 (1H, d,
J=4.05 Hz, C=0 komsu pirol halkasi protonlar1); 6.89-7.75 (8H, m, Ar-H); 7.80 (1H,
s, -CH=N-); 9.84 (1H, s, -NH-) (Sekil 31).
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Sekil 31: Bilesik 4k’nin *H-NMR spektrumu

6.1.15. 2-[1-Metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]-N'-[3-fenoksifenil-

metiliden]asetohidrazit (4l)

Bilesik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartilir, 20 ml etanol ve etanolde ¢6ziilen

0.4955 g (0.0025 mol) 3-fenoksibenzaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen yonteme

gore elde edilir. Elde edilen iiriin, etanol ile iki kez kristallendirilerek saflagtirilir.

e \Verim: % 62
e Rfx100: 67 (My), t: 21 °C
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e Beyaz renkte toz madde
e EN172°C
e Su, metanol ve etanolde ¢6ziinmez, asetonda az, kloroform ve DMSO’de
tamamen ¢Oziiniir.
e Analiz: CygH25N303.1/2 CoHsOH (M.A.= 474.550 g/mol)
Hesaplanan (%) : C(73.4); H (5.95); N (8.85)
Bulunan (%) : C (73.76); H (5.51); N (9.26)

IR Spektrumu:

v maks. (cm™): 3231 (hidrazon, N-H g.b.); 3129 (aromatik =C-H g.b.) ; 1682
(hidrazon, C=0 g.b.); 1612 (hidrazon, C=N g.b.); 1580, 1489, 1456, 1400 (aromatik
C=C g.b. ve hidrazon N-H e.b.); 1373 (hidrazon, C-N g.b.); 1238 (C-O g.b.); 885
(1,4-distibstitiie benzen) (Sekil 32).
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Sekil 32: 4l bilesiginin IR spektrumu

'H-NMR Spektrumu :

(300 MHz) (CDCI3/TMS) 6 ppm: 1.66 (s, molekiiliin tuttugu etanoliin —CHs piki)
2.44 (3H, s, -CHj); 3.81 (s, molekiiliin tuttugu etanoliin —CH; piki), 3.97 (s,
molekiiliin tuttugu etanoliin —OH piki); 4.00 (3H, s, N-CHs); 4.16 (2H, s, -CH,);
6.140 (1H, d, J=4.07 Hz, CH; komsu pirol halkas1 protonlari); 6.68 (1H, d, J=4.06
Hz, C=0 komsu pirol halkasi protonlar1); 7.07-7.74 (13H, m, Ar-H); 7.79 (1H, s, -
CH=N-); 9.77 (1H, s, -NH-) (Sekil 33).
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Sekil 33: Bilesik 41’nin *H-NMR spektrumu



6.2. Biyolojik Bulgular

6.2.1. Anti-kanserojenik Etki Calismasi

Calismamizda, HCT-116 (ATCC, CCL-247) ve HT-29 (ATCC, HTB-38) insan
kolon kanseri hiicre hatlar1 kullanilmistir. Tolmetin ve [4g] (SGK 417) bilesiklerinin
anti-kanserojenik etkileri 107 -10° doz araliginda c¢alisilmistir. Sitotoksisitesi
denenecek sentez bilesikleri disinda deney grubunda; negatif kontrol (-) olarak hiicre
icermeyen besiyeri; pozitif kontrol (+) olarak bilesik uygulanmamis hiicre ve DMSO
(Coziiciinlin sitotoksisitesinin arastirilmasi igin hiicrelere bilesik yerine % 0.05-0.1
DMSO uygulanmig grup) % 0.05-0.1 DMSO (hiicrelere ¢6ziinmiis sentez bilesikleri
ile uygulanan DMSO final konsantrasyon degeridir) grubu da yer almaktadir.

Yapilan MTT deneyleri sonucunda kullanilan hiicre hatlarindan sadece HT-29
hiicre serisinde bilesiklerin etkili oldugu belirlenmistir. Bu hiicre hattinda, bilesiklere

ait 102 -10"° doz araligindaki biiyiime inhibisyon grafigi Sekil 34’de verilmistir.
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Sekil 34: Tolmetin ve [4g] (SGK 417) bilesiklerinin hiicre bilylimesini inhibisyonu

Tolmetin hidrazonu olan [49] (SGK 417) bilesiginin sadece HT-29 hiicre
hattinda etkili oldugu ve ICsg dozunun 76 uM oldugu belirlenmistir.
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6.2.2. Bilesiklerin HT-29 Hiicrelerinde Apoptoz Etkilerinin Arastirilmasi

Tolmetin  ve tolmetinden hareketle sentezlenmis olan 2,6-diklorofenil
stibstitiienti tasiyan [4g] (SGK 417) bilesiginin MTT sonuglarina gore; sadece HT-29
hiicre hattinda etkili olmas1 sebebiyle, doku kanserlesmesinin yeni mekanizmasi olan
apoptotik mekanizmanin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amacla, HT-29 hiicre hatti
in vitro olarak muamele edilmis ve apoptoz yiizdeleri Annexin V-FITC (fluoresein
isotiyosiyanat) ile boyanarak bu hiicredeki apoptoz etkisi ¢alisilmistir (Sekil 35).
Bununla birlikte apoptoz mekanizmasinin 6nemli bilesenleri olan annexin-V, kaspaz-

3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktiviteleri arastirilmigtir (Sekil 36-38).
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Sekil 35: Bilesiklerin Annexin V baglanmasi

*p<0,05; ~'p<0,001; ““p<0,0001 kontrol ile karsilastirildiginda
"p<0,0001 [4g] (SGK 417) ile karsilastirildiginda
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Sekil 36: Bilesiklere ait kaspaz-8 aktivitesi
*p<0,05; ***p<0,0001; "p<0,01 kontrol ile karsilagtirildiginda
"p<0,05 [4g] (SGK 417) ile karsilastirildiginda
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Sekil 37: Bilesiklere ait kaspaz-3 aktivitesi

*p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001; 'p<0,01 kontrol ile karsilagtirildiginda

*p<0,0001 [49g] (SGK 417) ile karsilastirildiginda
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Sekil 38: Bilesiklere ait kaspaz-9 aktivitesi
*p<0,05; ***p<0,0001 kontrol ile karsilastirildiginda
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7. TARTISMA

7.1. Sentez ve Yap1 Aydinlatilmasi

Prostaglandinlerin sentezini inhibe eden non-steroidal antienflamutuvar etkili bir
etken madde olan 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetik asit (tolmetin),
bilesiginden hareketle elde edilen tolmetin hidraziti iizerinden hidrazit-hidrazon

yapisinda yeni on iki adet bilesik sentezlenmistir.

Sentez semasinda da gorildiigii iizere, tolmetin sodyum dihidrat’in asitli
ortamda hidrolizi ile elde edilen tolmetin’in [1] 1-konumundaki karboksilik asit
tizerinden metanol ile derisik stilfiirik asit beraberligindeki tepkimesinden metil 2-[1-
metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]Jasetat  [2] kazanilmustir. Ester yapisindaki
bilesik 2 nin hidrazin-hidrat ile metanollii ortamdaki reaksiyonundan 2-[1-metil-5-(4-
metilbenzoil)-1H-pirol-2-ilJasetohidrazit [3] elde edilmistir. Hidrazit yapisindaki
bilesik 3, siibstitiie aldehitler ile geri ¢eviren sogutucu altinda reaksiyon sonucu
hidrazit-hidrazon yapisinda 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]-N"-
[(piridinil/siibstitiiefenil/2-furil)metiliden]asetohidrazitler [4a-1] sentezlenmistir. Bu
bilesiklerin reaksiyon takibi ince tabaka kromatografisi ile yapilmistir. Safliklar
elementel analiz verileri ile, yapilart ise ‘H-NMR, FT-IR, LC-MS (EI) (sadece
bilesik 3) spektroskopik yontemleri ile aydinlatilmistir.
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7.1.1. 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetik asit [1]

Verim: % 95

Rf x100: 70 (M,) (21 °C)

M.A. : 257.284 g/mol

H5;C

E.n.:157°C
ClSHlSNOS

Tolmetin sodyum dihidrat, distile suda ¢oziindiiriildiikten sonra ¢cokme bitinceye
kadar HCI (% 37) ilave edilir ve olusan beyaz renkli ¢okelti, turnusol kagidi ile

kontrol edilir. Tolmetin [1] olarak % 95 verimle elde edilmistir.

2-[1-Metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]Jasetik ~  asit [1] bilesiginin,
spektroskopik bilgileri incelendiginde; IR spektrumunda karboksilik asit grubuna ait
C=0 g.b 1688 cm™’lerde, O-H g.b 3370 cm™lerde ve C-O g.b. 1225 cm™’lerde

gbzlemlenmistir.

Reddy ve ark. (66), yiiksek verimli ve diisiik maliyetli tolmetin sentez yontemi
(Sekil 39) amaciyla yaptiklar1 ¢aligmada, tolmetin bilesigini % 55 verimle elde
ederek erime derecesini 155-158 °C olarak tespit etmislerdir. Carson ve ark. (1),
Friedel Crafts yontemiyle sentezini yaptiklar1 tolmetin bilesiginin erime derecesini
155-157 °C olarak tespit etmislerdir. Bu degerler, tezimiz kapsaminda sentezlemis

oldugumuz tolmetin ile de uygunluk gostermektedir.
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Sekil 39: Reddy ve ark. tarafindan yapilan tolmetin sentezi (66)

7.1.2. Metil 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetat [2]

H;C Verim: % 77

Rf x100: 32 (M,)(21 °C)

M.A. : 271.311 g/mol

E.n.:121-123°C
C16H17NO3

2-[1-Metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-ilJasetik ~ asit  (Tolmetin)  derigik
stilfiirik asit varliginda metanol ile tepkimesi sonucu % 77 verimle ester yapisinda
metil 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetat [2] bilesigi elde edilmistir.

Calismamizda sentezledigimiz bilesik [2], literatiirde tespit edilmis olup, orijinal bir
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bilesik degildir. Reddy ve ark. (66) tarafindan 2010 yilinda tolmetin sentezi

sirasinda bir ara bilesik olarak sentezlenmistir.

Calismamizda, karbonil grubunu daha elektrofilik hale getirebilmek amaciyla
tepkime sirasinda siilfiirik asit kullanilmistir. Derisik siilflirik asit, Tolmetin’in
yapisinda bulunan karbonil grubunu protone eder; bdylece karbonil grubu iizerindeki
pozitif yiik artar. Bu artan pozitif yiik bilesigi tepkimeye daha yatkin hale getirir.
Metanoliin oksijen atomu niikleofilik oldugundan karbonil grubuna saldirir ve yeni
bir C-O bag1 olusur. Oksijen protone olur ve bir proton ayrilir; bu ayrilan proton —
OH ile su olusturur. Bu esnada karbona bagli diger —OH grubu da pozitif yiik almis
olur. Sonugta —OH" iizerinden proton ayrilir ve ester olusur. Tepkime sonunda

katalizor olarak giren asit yeniden kazanilmis olur.

08 . FOH + OH . OH
// H Y/ _0 -H I
R—C ] R—C\ + Rl \H _ R—Cl:—OH R—Cl:—OH
.
&\ N
OH OH .0 0
U Rl \H Rl
OH 4 O™H 0
H* IO o IR
R—C—O —
s\ -HO \ H* R” o~
o) H 2 (0]
1- \ 1

Tolmetin metil esterinin erime derecesi Bundgaard ve ark. tarafindan 121-122 °C
olarak verilmistir. Tezimiz sirasinda sentezlenen tolmetin metil esterinin erime
dercesi 121-123 °C olarak tespit edilmistir. Dolayisiyla literatiir ile uyumludur.
Tolmetin metil esterinin, tolmetinin erime derecesinden farkli olusu farkli bir bilesik

olarak kazanildigini ilk agamada kanitlamaktadir.

Tolmetin metil esterinin [2] etanol iginde UV spektrumu alinmigtir. Maksimum
absorbans degerleri 256 nm ve 299 nm’lerde tespit edilmis, 311 nm ve 318 nm’lerde
ise omuz yaptig1 goriilmiistiir. Ayrica, 256 nm’de gozlenen maksimum absorbansin

C=0 grubunun =7 gegisine ait oldugu diistiniilmektedir (Sekil 40).
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Sekil 40: [2] bilesiginin UV spektrumu

Bilesigin IR spektrumu incelendiginde; ester grubuna ait C=0O gerilme bandi
1720 cm™°de, yine ester grubuna ait C-O gerilme band1 ise 1205 cm™lerde tespit
edilmistir. Ayrica, tolmetinin karboksilli asit grup yapisma ait 3370 cm™’de
goriilmiis olan O-H gerilme bandinin kayboldugu tespit edilmistir. Tolmetin [1] ve
tolmetin metil esterinin [2] IR spektrumlarmnin stiiste cakistirilmasi Sekil 41°de

gosterilmis olup, iki yap1 arasindaki farkliliklar tespit edilmistir.

] (1]

R T N 7 e Vv [ L O s LTRSS g O I A O R LS g I PO R ) PO OO S ) [, S S ) O e
3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750
1/em

Sekil 41: Tolmetin[1] ve Tolmetin metil esteri [2] bilesiklerinin IR spektrum ¢akigtirmasi

Tolmetin esterinin *H-NMR spektrumunu inceledigimizde; ester fonksiyonel
grubunda yer alan metil protonlarinin 3.81 ppm’de integral degeri {i¢ proton olarak
singlet pik vermesi ve tolmetin yapisindaki karboksilik asidin OH protonuna ait
olabilecek bir pikin olmamasi tolmetin iizerinden ester olustugunun spektroskopik
kanitlarindan biridir. Bununla birlikte, yapida bulunan diger protonlardan benzen
halkasma bagli —CHj3 protonlar1 2.49 ppm’de {i¢ proton degerinde singlet, N-CH3

protonlarina integrasyon degeri ii¢ proton degerinde 3.66 ppm’de singlet ve -CH,-
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protonlar ise integrasyon degeri iki proton olacak sekilde 3.90 ppm’de singlet olarak
tespit edilmistir. Pirol halkasi protonlar1 6.11 (1H, J=3.9 Hz) ve 6.56 ppm’lerde (1H,
J=3.9 Hz) dublet olarak pikler goriilmiistir. Yapiya ait aromatik protonlari
inceledigimizde 7.29 ppm (2H, J=7.81 Hz) ve 7.62 ppm’lerde (2H, J=7.81 Hz)
dublet seklinde pikler tespit edilmistir.

Reddy ve ark. (66), yaptiklari g¢alismada tolmetin esteri [2] bilesigini
sentezlemigler ve 400 MHz’da CDCl; ¢oziiciisi icinde aldiklart *H-NMR
spektrumunda; benzen halkasina bagli —CHs protonlarini singlet olarak 2.42 ppm’de,
-CH>- protonlarin1 singlet olarak 3.72 ppm’de, N-CH3; protonlarini singlet olarak 3.75
ppm’de, O-CH3 protonlarini ise yine singlet olarak 3.94 ppm’de tespit etmislerdir.
Pirol halkasi protonlarini dublet olarak 6.67 ( J=4.3 Hz, 1H) ve 6.11 (J=3.9 Hz, 1H)
ppm’lerde, benzen halkasi protonlarini ise 7.71 ( J=8.2 Hz, 2H), 7.25 ( J=7.8 Hz,
2H) ppm’lerde gozlemlenmistir. Literatiirde goriilen bu degerler bilesigimizle

karsilastirildiginda uyumlu oldugu goriilmistiir (Tablo 1).

Tablo 1: Tolmetin metil esteri [2] *H-NMR bulgularinin literatiir ile karsilastiriimasi

Reddy-2010* Bilesik 2
(CDCls, 400 MHz) (DMSO-dg, 500 MHz)
2.42 (s, 3H) 2.49 (s, 3H)
3.72 (s, 2H) 3.90 (s, 2H)
3.75 (s, 3H) 3.66 (s, 3H)
3.94 (s, 3H) 3.81 (s, 3H)
6.11 (d, J=3.9 Hz, 1H) 6.11 (d, J=3.9 Hz, 1H)
6.67 (d, J=4.3 Hz, 1H) 6.56 (d, J=3.9 Hz, 1H)
7.25 (d, J=7.8 Hz, 2H) 7.29 (d, J=7.81 Hz, 2H)
7.71 (d, J=8.2 Hz, 2H) 7.62 (d, J=7.81 Hz, 2H)

*: Lit. no (66).
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7.1.3. 2-[1-Metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetohidrazit [3]

H3C Verim: % 84

Rf x100: 24.5 (M,) (21 °C)

7 o
V4 l| M.A. : 271.314 g/mol
O N -NH,
/ NH
HaC O
E.n: 185-186 °C
C15H17N302

Bilesik [3], metil 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]Jasetat [2]’in
hidrazin-hidrat ile metanollii ortamda su banyosu iizerinde geri geviren sogutucu
altinda 3 saat reaksiyonu sonucunda % 84 verimle elde edilen, literatiirde kayith

olmayan orjinal bir bilesiktir.

Hidrazit sentezi i¢in, ester fonksiyonel grubunun hidrazin-hidrat ile tepkimesi
kullanilmigtir. Niikleofilik bir bilesik olan hidrazin hidrat, esterin kismi pozitif ytiklii
karboniline saldirir ve reaksiyon sonunda alkol ve hidrazin ¢ikisi olur.

Co~ Q

// . NH,-NH,

R—C—NH 2_NH2 —_—

A '
OR'
O

o I

R—é—NH—NHz + HNTNH, — o R/\NH/NHZ"’HZN_NHZ + R—OH

OR'

Bilesik [3]’iin Rfx100 degeri M3 sisteminde 21°C’de incelenmis olup, 24.5
olarak bilesik [2]’nin Rfx100 degerinden farkli oldugu tespit edilmistir. ince tabaka
kromatografisinde DAC belirteci piiskiirtiildiigiinde sar1 renk vermektedir. Elde
edilen hidrazit bilesigi, iyotlu suyun rengini gidermektedir. Ayrica, 185-186 C’de

gozlenen erime noktasi da bilesik [2]’den farkli bulunmustur.
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Tolmetin hidraziti olan [3] bilesiginin UV spektrumu etanol i¢inde alinmis ve
maksimum absorbans degerleri 254 nm ve 300 nm olarak tespit edilmistir. Ester
bilesigi 311 nm ve 318 nm’lerde omuz yaparken; hidrazit bilesigi i¢in bu degerler
312 nm ve 320 nm’lerde gozlenmistir. Hidrazit bilesigindeki 254 nm’deki bandin
C=0 grubunun 7 =7* gecisine ait oldugu diisliniilmektedir (Sekil 42). Ester yapili
bilesik [2] ile hidrazit yapili bilesigin [3] UV spektrumlar1 benzerdir. Fakat, hidrazit
bilesiginde 211-214 nm’deki absorbans belirginlesmistir. Bunun sebebinin ester
yapisindan hidrazit yapisina gegmesi oldugu ve —NH-NH, grubunun hiperkromik
etki yaptig1 distiniilmektedir. Bu iki bilesigin UV spektrumlarimin st iiste
cakistirmasi Sekil 43’de gosterilmektedir.

Sekil 42: [3] bilesiginin UV spektrumu

Sekil 43: [2] ve [3] bilesiklerinin UV spektrumlarinin ¢akistirilmasi
Fiziksel ve kimyasal bulgular ile olustugu kanitlanmis hidrazit yapisindaki 2-[1-

metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]Jasetohidrazidin [3] ester yapisindan farkini
ifade eden spektroskopik bilgileri (IR, *H-NMR) ise Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2: 2-[1-Metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetohidrazit [3] spektroskopik bilgileri

Bilesik IR (cm™) '"H-NMR
} Cc=0 -NH -CONH-  -CONH-NH,
3 1643 3329,3254 9.23(s1H) 4.27 (y.s., 2H)

Bilesk [3]’tn IR spektrumu incelendiginde, hidrazit fonksiyonel grubuna ait
gerilme bandmim 3300 cm™ civarinda oldugunun gériilmesi, bilesigin hidrojen bag
yaptigin1 gostermektedir. Bilesik [2]’in ester grubuna ait C=0O gerilme bandi1 1720
cm™de tespit edilmis iken, bilesik [3]’tin hidrazit grubuna ait C=O gerilme band! ise
1643 cm™’de bulunmustur. Sentezlenen orijinal olan bilesik [3]iin karbonil gerilme
titresiminin ester yapisindaki bilesikten farkli olmasi ve hidrazide ait N-H g.b.’nin
goriilmesi, hidrazit bilesiginin olustugunun spektroskopik kanitlarindan biridir. Ayni
zamanda tolmetin esteri ile tolmetin hidrazitinin IR spektrumlar1 {ist iiste

cakistirildiginda da karbonil gerilme titresiminin degistigi tespit edilmistir (Sekil 44).
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Sekil 44: [2] ve [3] bilesiklerinin IR spektrum ¢akistirilmasi

Bununla birlikte literatiirde sentezlenmis olan hidrazit yapisindaki bilesikleri
inceledigimizde; C=0 gerilme band1 1600-1700 cm™, N-H gerilme band ise 3000-
3350 cm™’lerde bildirilmis olup tolmetin hidrazidi ile kiyaslandiginda uyumlu
oldugu goriilmiistiir (36, 49, 67).

S.G Kiigiikgiizel ve ark. (68), sentezini yaptiklar1 diflunisal hidrazidinde C=0
gerilme bandimi 1641 cm™de, N-H gerilme bandmi ise 3365 cm™’de tespit

etmislerdir.

Giirsoy ve ark. (26), sentezledikleri hidrazit yapili bilesiklerde C=0O gerilme
bandin1 1651 cm ™ de bildirmislerdir.
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Xia ve ark (36), sentezledikleri hidrazit yapili 3-(4-klorofenil)-1-((6-
Kloropiridin-3-il)metil)-1H-pirazol-5-karbohidrazit bilesiginde C=0 gerilme bandini
1675 cm™’de, N-H ve NH, gerilme titresimlerini ise 3203 ve 3300-3260 cm™’lerde

gbzlemlemislerdir

Abdel-Aziz ve ark. (44), 6-bromo-3-metil-1,3-tiyazolo[3,2-a]benzimidazol-2-
karboksilik asit hidrazidi sentezlemisler ve bu bilesigin IR spektrumunda NH ve NH;

gerilme titresimlerini 3305, 3220, 3150 cm? lerde, C=0 gerilme titresimini 1631 cm’
! de bildirmislerdir.

Cikla ve ark. (49), yaptiklar1 calismada sentezledikleri etodolak hidrazitinin C=0
gerilme bandini 1651 cm-""de, N-H gerilme titresimini ise 3310 cm™’de tespit

etmislerdir.

Bilesik [3] icin DMSO-ds ¢oziciisinde alinan *H-NMR  spektrumu
incelendiginde; ester yapili bilesik [2]’de gozlemledigimiz 3.81 ppm’de integral
degeri li¢ proton olan singlet yapidaki O-CHj protonlarina ait pik kaybolmustur.
Tolmetin hidrazidinin *"H-NMR spektrumunda, 4.27 ppm’de iki protonluk singlet
yapida bir -NH, piki ve 9.23 ppm’de bir protonluk singlet yapida —NH piki tespit
edilmistir. Bu bize ester yapisindan hidrazit yapisina gegisin saglandigini ve hidrazit
(CONHNH) yapisinin olustugunu gostermektedir. Diger protonlar da beklenen

degerlerde uygun alanda ¢ikmustir.

S.G Kiigiikgiizel ve ark. (68), sentezini yaptiklar1 diflunisal hidrazidinde —NH;
protonlarini 4.15-5.74 ppm’de integral degeri iki proton, -NH protonunu 11.77-13.66

ppm’de integral degeri bir proton olan pikler seklinde tespit etmislerdir.

Zhao ve ark. (60), yaptiklar1 ¢alismada sentezledikleri hidrazit yapili 4'-(3",4"-
metilendioksifenil)-6',7'-dimetoksil-1'-hidroksil-benzil-2,3-dihidro-izoindol-1-on-
hidrazin bilesiginde —NH; protonlarini integral degeri iki proton olan iki singlet pik
olarak 4.81, 4.46 ppm’de tespit etmislerdir.

Xia ve ark. (36), yeni hidrazit yapili 3-(4-klorofenil)-1-((6-kloropiridin-3-
il)metil)-1H-pirazol-5-karbohidrazit bilesigini sentezlemisler ve bu bilesige ait —-NH,
protonlarim1  4.11 ppm’de iki protona karsilik gelen singlet pik olarak

gbzlemlemislerdir.
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Cikla ve ark. (49), sentezledikleri etodolak hidrazidinin DMSO-ds’da alinan *H-
NMR spektrumunda; —NH, protonlarini 4.27 ppm’de iki protona tekabiil eden singlet
ve -NH protonunu ise 8.94 ppm’de bir protona tekabiil eden singlet pik olarak tespit

etmislerdir.

Bu literatiir bilgileri dikkate alindiginda, literatiirde daha 6nce sentezlenmemis
hidrazit yapili orjinal [3] bilesiginin 'H-NMR spektrumu hidrazit yapili bir birlesik

icin uygun degerlerde goriinmektedir.

Hidrazit yapisindaki [3] bilesiginin elektron ¢arpma teknigi ile alinan kiitle
spektroskopisi sonuglar1 degerlendirildiginde; bilesigin molekiil agirlig1 ve elementel
kompozisyonu ile birlikte, kiitle boliinmeleri sonucu olusan parcalara ait m/z
degerleri gosterilmistir (Sekil 45 ve Sekil 46). Hidrazit bilesigine ait molekiiler iyon
piki [M*] m/z 271.1 olarak tespit edilmis olup, hem molekiil agirligi hem de kapali
formiili ile yapis1 dogrulandigindan, bilesigin sentezinin  gerceklestiginin

spektroskopik kanitlarindan biri olmustur.

Tolmetin hidrazidinin [3] elektron iyonizasyon yontemi ile yapilan kiitle
spektrumu incelendiginde, m/z 271.1°de molekiiler 1yon piki ve m/z 212.1°de temel
pik (% 100) tespit edilmistir. Hidrazit bilesiginin molekiiler iyon piki tizerinden —
NH; radikalinin ayrilip hidrojen radikalinin yapiya katilmasiyla m/z degeri 256.1
olan parc¢anin olusabilecegi diistiniilmektedir. Hidrazit bilesiginin ana yapisindan [M-
32] parcast olan hidrazin atilmasiyla, m/z degeri 240.1 olan parcanin olustugu
goriilmistiir. Olusan bu par¢a, m/z degeri 256.1 olan parcadan —NH, radikalinin
atilmasiyla da olusmus olabilecegi diisiiniilmektedir. Tespit ettigimiz m/z degeri
240.1 olan parcadan —CO noétral olarak atilip hidrojen radikalinin de yapiya
katilmasiyla, m/z degeri 213.1 parcanin olustugu goriilmiistiir. Bu parca iizerinden
hidrojen radikalinin atilmasiyla m/z degeri 212.1 olan parga belirlenmistir. Bu
parcadan -CHs radikalinin ayrilip, yapiya bir hidrojen radikalinin katilmasiyla m/z
degeri 198.1 olan parca gozlenmistir. Daha sonra olustugu diisliniilen bu parga
tizerinden —CH3 radikali ayrilarak hidrojen radikalinin eklenmesiyle, m/z degeri
184.1 olan kiitle parcasinin olustugu diisiiniilmektedir. Bu par¢cadan m/z degeri 66.0
olan parcanin atilmasi ve yapiya bir hidrojen radikalinin katilmasiyla m/z degeri

119.0 olan parcanin olustugu goriilmiistiir. Bu parcadan —CO nétral olarak ayrilmig
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ve yapiya hidrojen radikalinin katilmasiyla m/z degeri 92.0 olan parganin olustugu
diisiiniilmektedir. G6zlenmis olan bu parcadan hidrojen radikalinin atilmasi ile m/z

degeri 91.0 olan parcanin olustugu belirlenmistir.
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Sekil 45: [3] bilesiginin kiitle par¢calanma Yyollari
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Sekil 46: [3] bilesiginin kiitle parcalanma yollarinin devami

Hidrazit yapili bir bilesik olan Izoniyazid’in pargalanma sekli (69) gdzdniine

alindiginda hidrazit yapili [3] bilesiginin par¢calanma yolu uygun gérinmektedir.

O
CONHNH +- |” "
C
AN
NHNH | -HCN ‘
Pz L
N
m/z 51
m/z 78
m/z 137 m/z 106

7.1.4. 2-[1-Metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]-N'-[(piridinil/siibstitiiefenil/2-

furil)metiliden]asetohidrazit [4a-]
2-[1-Metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetohidrazidin [3], stibstitiie

aldehitler ile etanollii ortamda geri ¢eviren sogutucu altinda 2 saat 1sitilmast sonucu

hidrazit-hidrazon yapisindaki bilesikler [4a-1], % 50-93 verimle sentezlenmislerdir
(Tablo 3).
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Tablo 3: Tolmetin hidrazit-hidrazonlarinin formiilleri [4a-I]

Bilesik Formiil Bilesik
4da 49
(o]
HsC { Cs
WP
NH S
4b 4h
7
N N
o
HsC CH,
NSO
// \ NI—TN\ .
4¢ F 4i
(o]
HsC /M
7\ N
= NH S
4d b 4j
F
Va HyC //O CH
HoC CH W s
/ \ \ N // /N\
4e Zi j aK " :
cl 0
HaC
[o]
o} HaC { CHg
e ' N1
2w e
4f 4
o
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Hidrazon sentezi igin, literatiirde genellikle hidrazidin aldehitlerle olan geri
ceviren sogutucu altinda 1sitilmak suretiyle olan tepkimesinden yararlanilmistir.
Aldehit yerine bir diger karbonil bilesigi olan keton da kullanilabilir. Bu durumda,
hidrazondaki C=N grubundaki karbona hidrojen yerine aril/alkil grubu baglanmis
olur. Coziict olarak etanol (48, 49, 68, 70, 71), metanol (72), tetrahidrofuran (73),
biitanol (74), glasiyal asetik asit (75), etanol-glasiyal asetik asit (76), isopropanol

(77) kullanilabilir. Yapilan bu tez ¢alismasinda kullanilan ¢oziicii ise etanoldiir.

Hidrazit-hidrazonlarin in vitro ve in vivo ortamlarda metabolizmasi hakkinda
yapilan birgok c¢alisma bulunmaktadir. Bunlardan in vitro metabolizma
calismalarinda azometin kismunda hidrolitik reaksiyona ugradigi ve aromatik
metabolitleri tespit edilmistir (78, 79). In vivo metabolizma c¢alismalarinda ise

hidrazon yapisinin amit kismindan hidrolitik reaksiyona ugradigi goriilmiistiir (80).

@\/ Hldrollz @_\
NH

\N/ NH-NH,
R |

R=NH,(4), R=F(4) o Ar.hidroksilasyon
R=H, R=H HO
Ar.hidroksilasyon
NH\
(0]

HO@\/ N/\@\
) )
(e}
I
(6]

=
N/\©\
OH

Tolmetin’in yapisindaki karboksilik asit iizerinden sentezlenen hidrazit
yapisindaki madde niikleofilik merkez tasir. Hidrazon sentezi, bu niikleofilik aldehit
molekiiliindeki karbonil grubunun elektronegatifliginden dolay1 protone olmus

karbona hiicumu ile baglar. Reaksiyon sonunda da su ¢ikis1 olur.
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Ince tabaka kromatografisinde M; sisteminde 21 °C’de sentezledigimiz [4a-]
bilesiklerinin Rfx100 degerleri Boliim 6.1°de verilmistir. Bu bilesiklerin, Rfx100 ve
erime noktasi degerlerinin tolmetin hidraziti [3]’den farkli oldugu tespit edilmis olup
elementel analiz sonuglari ile de safliklar1 kanitlanmigtir. Bu bilesiklere ait fiziksel

bulgular Tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 4: Tolmetin hidrazit-hidrazonlarinin [4a-1] fiziksel bulgular

o ) Erime
Bilesik Verim (%)
noktasi (°C)
kodu
2-[1-Metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-
3 84 185-186
il]asetohidrazit

4a Ar = 2-furaldehit 93 222-224

4b Ar = 3-piridinkarboksaldehit 74 191-193

4c Ar = 2-fluorobenzaldehit 50 185

4d Ar = 4-fluorobenzaldehit 83 200-201

4e Ar = 4-klorobenzaldehit 70 198-200

Af Ar = 2, 4-diklorobenzaldehit 82 202-206

49 Ar = 2 6-diklorobenzaldehit 86 225-226

4h Ar = 4-bromobenzaldehit 70 206-207

4j Ar = 4-nitrobenzaldehit 88 225-228

4j Ar = Benzaldehit 71 168-172

4k Ar = 4-metoksibenzaldehit 84 189

4] Ar = 3-fenoksibenzaldehit 62 172

7.2. UV Bulgulan

Tolmetin hidrazonlarindan prototip olarak secilen 2,6-dikloro siibstitiienti
tasiyan N'-[(2,6-diklorofenil)metiliden]-2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-
il]asetohidrazit [4g] bilesiginin UV spektrumu incelendiginde 310 nm’de goriilen
maksimum absorpsiyon C=N kromoforik grubuna ait m= = m* geg¢isini ifade eden K
bandi oldugu diistiniilmektedir (Sekil 47). Bu bant hidrazit yapisindaki bilesikte
gbzlenmemistir. Hidrazona ait UV verilerinin literatiir ile de uygunluk igerisinde

oldugu tespit edilmistir (Sekil 48).

Kiiglikgiizel ve ark. (81), 4-aminobenzoik asit hidrazonlarinin C=N grubuna ait

1 = m* gecisinin 369-402 nm’lerde oldugunu belirtmislerdir.
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Z.Cesur ve ark. (82), 4-[(2-metilimidazo[1,2-a]piridin-3-il)azo]benzoik asit
hidrazitinden hareketle sentezledikleri hidrazonlarin UV spektrumlarinda 294-304

nm’de -N=CH yapisina ait maksimum absorbans tespit etmislerdir.

Kaymakgioglu ve ark. (83), 4-amino-3,5-di/1,3,5-trimetilpirazollerden yola
cikarak hidrazon yapili Dbilesikler sentezlemisler ve bu bilesiklerin UV
spektrumlarinda 376-399 nm ve 230-299 nm’lerde maksimum absorbanslar

saptamiglardir.
Ayrica, 259 nm’de gozlenen maksimum absorbans ise C=0 grubunun
7 =7 gegisine aittir (Sekil 47). Bilesikte gozlenen diger maksimum absorpsiyon

veren dalga boylari, aromatiklige ait © —=>7* gegisini ifade eden bantlar oldugu tespit

edilmistir (Tablo 5).

Tablo 5: Hidrazon yapili [4g] bilesigine ait UV spektrumu dalga boylari

Bilesik UV (g)

kodu Amaks, NM

N'-[(2,6-diklorofenil)metiliden]-2-[1-metil-5-(4-

metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetohidrazit

310 (26438)
259 (24418)
220 (32955)
200 (15391)
ol 196 (14259)

49
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Sekil 47: [49] bilesiginin UV spektrumu

Sekil 48: [3] ve [4g] bilesiklerinin UV spektrumlarinin gakistirilmasi

7.3. IR Bulgulari

Hidrazit yapisindaki bilesik [3]’iin siibstitiie aldehitler ile kondensasyonu sonucu
geri sogutucu altinda su banyosunda 1sitarak sentezledigimiz hidrazit-hidrazon tiirevi
olan [4a-] bilesiklerinin IR spektrum bulgulari incelendiginde; hidrazon yapisindaki
N-H gerilme bantlar1 3069-3231 cm™’lerde goriilmiistiir. Hidrazon -CONHN=CH
yapisindaki C=0 gerilme bandi olan amid I band1 1660-1692 cm™’lerde keskin bir
bant seklinde, C=N gerilme titresimi de 1597-1628 cm™’lerde tespit edilmistir. Bu
bantlar, hidrazon yapisinda bilesiklerin olustugunun kaniti olmustur. Hidrazit-
hidrazonlarin —CONHN=CH yapisindaki N-H egilme ve aromatik C=C gerilme
titresimleri, 1400-1607 cm™ arasinda , hidrazon yapisina ait C-N gerilme bantlar1 ise
1269-1377 cm ™’ lerde gozlemlenmistir (Tablo 7).
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Bazi bilesiklere ait N-H gerilme bantlarinin diisiik cm™’lerde tespit edilmesi,
yapidaki N-H grubunun hidrojen bagi yaptigim gostermektedir. Rollas (84),
sentezledigi hidrazit-hidrazonlarm N-H gerilme bandlarmi 3200-2990 cm™’lerde
tespit etmistir. Bunun nedeninin de, molekiil i¢i hidrojen bagi olusumundan
kaynaklandigini bildirmistir. Kiigiikgiizel ve ark. (68), diflunisal hidrazonlarinin N-H
gerilme bandlarini intermolekiiler hidrojen bag yapmasi nedeniyle 3263-3090 cm’

lerde tespit etmislerdir.

Literatiirde sentezlenmis olan hidrazon yapisindaki bilesikleri inceledigimizde,
Kiigiikgiizel ve ark. (68), diflunisal hidrazonlarinin C=N gerilme bandlarin1 1625-
1602 cm™lerde, Terzioglu ve ark. (28), N-H ve C=O gerilme bantlarmi sirasiyla
3460-3446 cm™ ve 1695-1690 cm™’lerde bildirmislerdir.

Vicini ve ark. (32), sentezledikleri benzo[d]izotiyazol hidrazonlarinin N-H
gerilme bantlarmi 3330-3060 cm™’lerde, C=0O gerilme bantlarim 1690-1640 cm’
“lerde ve C=N gerilme bantlarmi ise 1550-1600 cm™’lerde tespit etmislerdir.

Xia ve ark. (37), sentezledikleri hidrazit-hidrazonlarin C=0 gerilme bantlarini
1649-1680 cm™’lerde, N-H gerilme bantlari ise 3480-2892 cm™lerde tespit

etmislerdir.

Zheng ve ark. (47), sentezledikleri hidrazon yapili 1-(4-tert-butilbenzil)-N'-(1-
(5-kloro-2-hidroksifenil)etiliden)-3-(4-metoksifenil)-1H-pirazol-5-karbohidrazit
bilesiginin IR spektrumunda C=0 gerilmesini 1694 cm™de ve N-H gerilme
bantlarini ise 3000-2834 cm™’lerde tespit etmislerdir.

Aydin ve ark. (48), sentezledikleri flurbiprofen hidrazit-hidrazonlarnin N-H
gerilme bantlarini 3338-3117 cm™ lerde, C=0 gerilme bantlarim 1688-1618 cm’
“lerde ve C=N gerilme bantlarmi 1647-1593 cm™’lerde bildirmislerdir.

Cikla ve ark. (49), ise sentezledikleri etodolak hidrazonlarinin IR
spektrumlarinda C=0 gerilme titresimlerini 1667-1639 cm™ lerde, C=N gerilme

titresimlerini ise 1630-1601 cm™ lerde tespit etmislerdir.

Tezimizde tolmetin hidrazit-hidrazonlarin sentezinde ilkel madde olarak
kullanilan hidrazitin IR spektrumunda goriilen CONHNH; yapisindan ileri gelen

3329 ve 3254 cmlerdeki NH, grubuna ait olan asimetrik ve simetrik gerilme
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bandlari, sentezledigimiz hidrazit-hidrazonlarin IR spektrumlarinda kaybolmustur.
Tolmetin hidrazitine [3] ait C=O gerilme bandi 1643 cm™’de goriiliirken, tolmetin
hidrazit-hidrazonlarina [4a-1] ait C=0O gerilme bantlar1 1660-1692 cm™ lerde tespit
edilmistir. Sentez ilkel maddesi olan tolmetin hidrazidi [3] ile prototip olarak segilen
hidrazon yapili N'-[(4-klorofenil)metiliden]-2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-
2-il]Jasetohidrazit [4e] bilesiginin IR spektrumlarinin ¢akistirildiginda, aradaki bu
farklar goriilmektedir (Sekil 49). Ayrica, sentezledigimiz hidrazon yapili [4a-]
bilesiklerinin IR spektrumlarinda azometin yapisina (-CH=N-) ait 1597-1628 cm"
Dlerde C=N gerilme bandlar1 gézlenmistir. Bu bilgiler dogrultusunda, hidrazit-
hidrazonlarin olustugu sonucuna varilmistir. Literatiir degerleri ile de uygunluk
igerisinde olan sentezledigimiz hidrazon bilesiklerinin IR bulgular1 ve siibstitiientlere

ait 6zel bantlar ise Tablo 6’de gosterilmistir.
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Sekil 49: [3] ve [4¢€] bilesiklerinin IR spektrum ¢akistirmasi
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Tablo 6: [4a-1] bilesiklerinin IR bulgulart

C=0g.b.
i C=Cg.b.
Bilesik Ar N-H | (hidrazon) C-Ng.b. Siibstitiientlere
ve
g.b C=Ng.b. (hidrazon) ait bantlar
N-H e.b.
1566,1483, 1277, 1244 (furan,
4a 2-furil 3183 | 1665, 1620 1376
1458,1408 C-Og.b))
1588,1489,
4b 3-piridinil | 3069 | 1676, 1604 1377
1456,1400
) 1607,1568,
4c 2-fluorofenil | 3192 | 1674, 1628 1371 1265 (Ar-F g.b.)
1481,1458
) 1566,1510,
4d | 4-fluorofenil | 3227 | 1682, 1603 1373 1228 (Ar-F g.b.)
1487,1458
1562,1481,
4e 4-klorofenil | 3154 | 1684, 1597 1371 1086 (Ar-Cl g.b.)
1456,1402
2,4- 1564,1489,
4f ) | 3140 | 1692, 1597 1375 1097 (Ar-Cl g.b.)
diklorofenil 1456,1400
2,6- 1584,1558,
49 ) | 3184 | 1660, 1622 1367 1070 (Ar-Cl g.b.)
diklorofenil 1483,1453
4- 1562,1489,
4h | 3152 | 1686, 1597 1371 1047 (Ar-Brg.b.)
bromofenil 1477,1456
) ) ) 1582,1520, 1337 (NO; grubu
4i 4-nitrofenil | 3180 | 1670, 1599 1375 ) ]
1487,1456 simetrik. g.b.)
i 1564,1481,
4j fenil 3194 | 1667, 1605 1269
1456
1261 (eter grubu
asimetrik
4- 1568,1520, C-Og.b)
4k | 3186 | 1668, 1622 1373
metoksifenil 1485,1456 1036 (eter grubu
simetrik
C-Og.h)
3- 1580,1489,
4 | 3231 | 1682, 1612 1373 1238 (C-O g.b.)
fenoksifenil 1456,1400
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7.4.'H-NMR Bulgulari

Calismamizda sentezledigimiz 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]-N'-
[(piridinil/stibstitiicfenil/2-furil)metiliden]asetohidrazit  [4b-l] bilesiklerinin 300
MHz’lik frekansta CDCl3 ¢oziiciisiinde alman *H-NMR spektrumlart incelendiginde,
N-H protonlarinin 9.58-11.43 ppm’lerde bir protona karsilik gelen singlet ve
azometin protonlarina ait (CH=N) piki ise yaklasik 7.79-8.20 ppm’lerde bir protona
karsilik singlet pikler seklinde tespit edilmistir. Bununla birlikte 3.84-4.05 ppm’lerde
pirazol halkasindaki N-CHj sinyali integrasyonu ii¢ proton olan singlet ve —CH;
protonlar1 ise 4.08-4.23 ppm’lerde integral degeri iki proton olan singlet pikler
verdigi goriilmiistir (Tablo 7).

e} 3.84-4.05 ppm

H,C
3 Chg 9581143 ppm

7.79-8.20 ppm

'"H-NMR spektrumunda hidrazitten hareketle hidrazon olustuguna karar
verebilmek i¢in, hidrazit yapisindan (CONHNH,) ileri gelen NH, ait olan 3.00-5.00
ppm’lerde integral degeri iki protona karsilik gelen pikin kaybolmasi ve azometin
protonuna (-CH=N-) ait integral degeri bir protona karsilik gelen 8.00-9.00
ppm’lerde bir pikin gozlenmesi gerekir. Literatiirde siibstitiie hidrazidin siibstitiie
aldehitlerle kondensasyonundan olusan hidrazit-hidrazonlarin azometin protonlarinin
da diisiik alanda ve 9.00-10.00 ppm’lerde gozlenebildigi bildirilmistir (49, 85, 86,
87, 88).

SG. Kiigiikgiizel ve ark. (81), 4-aminobenzoik asit hidrazonlarinin kenetlenme
tirtinlerinin N=CH protonlarin1 8.32-8.71 ppm’de bir protona ve hidrazon yapisina
ait NH protonlarin1 11.49-13.52 ppm’de bir protona karsilik gelen singlet pikler
seklinde tespit etmislerdir. 2002 yilinda yapmis olduklar1 bir baska caligmada ise
(89), N'-[4-(4-metoksibenzamido)-benzoil]-N?-siibstitiie ~ akliliden  hidrazin
tirevlerinde N=CH protonlarin1 8.33-8.46 ppm’de, hidrazon yapisina ait NH

protonlarii ise 11.59-12.18 ppm’de gozlemlemislerdir.
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8.32-8.71 ppm

Ar
P\I
“NH— 11.49-13.52 ppm
No
HN
oA
2
@]
ISk
HN
NS
0]
o
N
HN 8.33-8.46 ppm

11.59-12.18 ppm R

SG. Kiigiikgiizel ve ark. (68), 2003 yilinda yaptiklar1 bir bagka calismada ise;
diflunisal hidrazitinden hareketle sentezlemis olduklar1 hidrazon tiirevlerinin H-
NMR spektrumunda N=CH protonlarimi 8.76-8.35 ppm’de bir protona ve NH
protonlarin1 11.08 ve 12.97 ppm’lerde bir protona karsilik gelen singlet seklinde
pikler bildirmislerdir.

11.08-12.97 ppm

Ar
Qo \i
“NH H
N
F Q O OH 8.76-8.35 ppm

F

Xia ve ark. (37), sentezledikleri bir seri Z1-arilmetil-3-aril-1H-pirazol-5-
karbohidrazit hidrazon tiirevlerinin *H-NMR spektrumlarinda N-H protonlarii
11.18-11.95 ppm’de singlet, N=CH protonlarmni ise singlet pik olarak 8.14-8.45

ppm’lerde gézlemlemislerdir.
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8.14-845ppm N—NH
Ar—CH 11.18-11.95 ppm

Kaymakgioglu ve ark. (90), 4-fluorobenzoik asit hidrazitlerinden hareketle
sentezledikleri hidrazonlarin N=CH protonlarmm1 8.30-8.58 ppm’lerde, NH
protonlarmi 11.65-12.42 ppm’lerde integral degeri bir proton olan singlet pik olarak

tespit etmislerdir.

8.30-8.58 ppm

Zheng ve ark. (47), sentezledikleri hidrazon yapili 1-(4-tert-butilbenzil)-N'-(1-
(5-kloro-2-hidroksifenil)etiliden)-3-(4-metoksifenil)-1H-pirazol-5-karbohidrazit
bilesiginde N-H protonunu 11.46 ppm’de integral degeri bir protona karsilik gelen
singlet pik olarak tespit etmislerdir.

HyC—O

11.46 ppm

f CH;, OH

HaC Cl
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Bununla birlikte, literatiirde sentezlenmis olan hidrazit-hidrazonlarin 'H-NMR
spektrumlarini inceledigimizde azometin grubu nedeniyle geometrik izomeriye (E, Z)
ve amit grubu nedeniyle de konformasyonel isomeriye sahip oldugu bildirilmistir. o
bagi etrafinda donerek birbirine kolayca doniisebilen stereoizomerler olarak
tanimlanabilen konformasyonel isomerlerdeki amit grubundaki rezonans durum
sonucu olusan kanonik yapi nedeniyle donme sinirlanmistir. Bazi literatiirlerde
hidrazit-hidrazonlarn DMSO-ds ¢oziiclisinde alinan 'H-NMR spektrumlari
incelendiginde, yapisinda yer alan CH=N, CO-NH, CH-CO, -CH,- gruplarindaki
ilgili protonlarin goriilmesi gereken integral degerine karsilik dubletler seklinde
oldugu tespit edilmistir (91, 92). Ayrica bu ¢alismalarda, CO-NH, CH-CO, -CH-
protonlarin daha yiiksek alanda tespit edilen piklerinin hidrazonun Z- isomerine ve
CH=N grubuna ait olan protonun daha diisiik alanda goriilen pikinin ise hidrazonun

E- isomerine ait oldugu bildirilmistir.

Easmon ve ark. (93), benzoksazol-2-il ve benzimidazol-2-il yapili hidrazonlar
sentezlemigler ve DMSO-ds ¢0zeltisi i¢inde aldiklar 'H-NMR spektrumlarinda E
formundaki hidrazonlarin —NH protonlarin1 11.03-12.25 ppm’lerde tespit ettiklerini
belirtmislerdir.

7\

N=— 11.03-12.25 ppm

R —N\NQ\:]@

Easmon ve ark. (94), 2006 yilinda sentezledikleri antikanser etkili 2-
benzoksazolil hidrazonlarin *H-NMR spektrum ¢alismalarinda 9-12 ppm’de tespit
edilen NH protonunun E izomerine, 12-15 ppm’lerde tespit edilen NH protonunun Z

izomerine ait oldugunu NOE ¢alismasiyla kanitlamiglar.
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o)
N—NH
</j\>_</ \9-12 ppm (E)
—N R 12-15 ppm (2)

Salgin-Gokgen ve ark. (95), 5-metil-2-benzoksazolinonlardan tiireyen
hidrazonlarin *H-NMR spektrumlarinda, Z izomeri sinyallerine rastlamadiklarini, bu
durumda minimizasyon enerji ¢alismasinda, E konfigiirasyonunun Z’den daha az
enerjili olmasi seklinde aciklamiglardir. Sentezledikleri hidrazon yapisindaki
bilesiklerin 'H-NMR spektrumlarinda CH, ve =CH gruplarmm cis-trans
konformerlerine ait iki seri piklerin 4.60-4.85; 8.18-8.25 ve 5.02-5.05; 8.00-8.07
ppm’lerde bulmusglardir. Azometin protonlarinin yiiksek alandaki piki amit
yapisindaki cis-konformerinden dolayi, diisiik alandaki piki ise amit yapisinin trans-

konformerinden dolay1 oldugunu vurgulamislardir.

/O
e
NH
H3C N N\ <— 8.00 - 8.07 ppm (cis)
>:O 8.18 - 8.25 ppm (trans)
(e}

Tatar ve ark. (96), ise 2-aroilamino-3-metilbiitanohidrazit hidrazonlarin
sentezlemisler, NH protonunun ppm degerine gore yapilarin E izomerinde olup, amit
grubundaki rezonans nedeniyle olusan kanonik durumdan ortaya ¢ikan cis ve trans
konformerleri nedeniyle azometin ve amit protonlarinin bir protona tekabiil eden

ikiser singletin goriilme nedenini bu sekilde agiklamiglardir.
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N—N N—N
N—N
— )L O —
O H OH H H
trans konformer cis konformer

Aydin ve ark. (48), 2013 yilinda mikrodalga yontemiyle sentezledikleri
flurbiprofen hidrazit hidrazonlarindan 2-kloro-6-floro siibstitiienti tasiyan tiirevinin
X-Ray kristallografi ¢aligmasini  yapmuglardir. Belirtilen bu tiirevin X-Ray

kristallografi ¢alismasinda yapinin E formunda oldugunu belirtmislerdir.

F
NH
7N
O] N F
Cl

Tolmetinden tiireyen 2-furil siibstitiienti tasiyan [4a] bilesiginin DMSO-ds
¢Oziiclisii i¢inde yapilan 'H-NMR calismasinda hidrazon N-H protonuna ait 11.42 ve
11.67 ppm’lerde, CH=N protonuna ait 8.07 ve 8.21 ppm’lerde integrasyon degeri bir
olan ikiser singlet tespit edilmistir (Sekil 50, 51). Bu bilgiler 1s181inda, literatiir
bilgileri dogrultusunda (48, 93, 94) hidrazon yapisindaki N-H protonuna ait 11.42 ve
11.67 ppm’lerdeki degerlere gore yapimizin E izomeri seklini tercih ettigi
diistiniilmiistiir. E izomeri tercih eden yapimiz amit grubundaki rezonans nedeni ile
olusan kanonik durumdan ortaya ¢ikan cis ve trans konformerleri nedeni ile ikiser
singlet halinde bir protona tekabiil eden pikler goriilmistiir. Ayni bilesigin, CDCl3
¢Oziiclisli i¢inde yapilan 'H-NMR calismasinda hidrazon N-H protonuna ait 8.84
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ppm’lerde, CH=N protonuna ait 7.65 ppm’lerde integrasyon degeri bir olan singlet
tespit edilmistir.

ppm

Sekil 50: 4a bilesiginin -CH=N protonlar1

T T T T
ppm 11.8 11.7 11.6 14.5 11.4 11.3
L

CTEr . E

Sekil 51: 4a bilesiginin -NH protonlari

Ayni bilesigin DMSO-dg ve CDCls i¢indeki *H-NMR spektrumlarindaki N-H ve
CH=N protonlar1 i¢in farkli davranis halini, DMSO-ds ¢0ziiciisii i¢inde amit
grubundaki rezonans nedeni ile olusan kanonik durumun neden olacabilecegi
seklinde aciklayabiliriz. Ayrica, hidrazon ve kanonik yapinin ¢oziicii iginde olugma

oranlar1 da, pik integrasyonu iizerine etkili oldugunu diistindiirmiistiir.
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cis konformer

2-Furfuril siibstitiienti tasiyan [4a] bilesiginin 600 MHz’da DMSO-dg ¢6ziictisii
icinde alinan 'H-NMR spektrumunda pirol halkasindaki N-CHs protonlar ¢dziicii

piki i¢inde yer almustir. Bu nedenle, bu bilesigin CDCl; i¢inde *H-NMR spektrumu

calismasi yapilmistir. CDCl3 ¢6ziictisii iginde yapilan ¢alismada N-CHj3 protonlarinin

varligi1 4.04 ppm’de tespit edilmistir (Sekil 52).

DMSO-ds

Sekil 52: 4a bilesiginin DMSO-dg ve CDCl; ¢ozeltilerindeki N-CHj3 protonlart
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2-Furfuril siibstitiienti tasiyan [4a] bilesiginin N-CHgz protonlarinin varligi i¢in
yapilan 600 MHz’deki CDCl3 ¢éziiciisii i¢inde alinan 'H-NMR spektrumunda,
azometin CH=N ve hidrazit-hidrazon N-H protonlarina ait pikler bir singlet olarak
tespit edilmistir (Sekil 53).

12 11 10 9 8 3 2 1 0 ppm

318>
6.51
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Sekil 53: 4a bilesiginin CDCls ¢ozeltisindeki "H-NMR spektrumu
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Tablo 7: 4a-l bilesiklerinin CH=N, -CH3 ve —CONH gruplarmnmn "H-NMR degerleri

O

b Ar
Bilesik a b c d
kodu (2H, s) (1H,s) (1H, s)
4a 3.84 (3H, d) 4.07 (2H,s) 11.42,11.67 8.07,8.21
4b 4.04 (3H, s) 4.22 10.16 7.89
4c 4.05 (3H, s) 4.21 9.58 8.09
4d 4.04 (3H, s) 4.21 10.10 7.84
4e 4.04 (3H,s) 4.21 9.97 782
4f 4.03 (3H, s) 4.19 9.81 8.20
49 4.01 (3H, s) 4.20 9.79 8.13
4h 4.04 (3H, s) 4.21 10.08 7.80
4i 3.90 (3H, s) 4.08 11.43 7.95
4j 4.05 (3H, s) 4.23 9.82 7.85
4k 3.84 (3H, s) 4.21 9.84 7.80
4 4.00 (3H, s) 4.16 9.77 7.79

7.5. Biyolojik Etkiler
7.5.1. Anti-kanserojenik Etkinin Arastirilmasi

Gilinlimiizde tolmetin etken maddesinin kolon kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
onleyici etkiye sahip oldugu (17) bildirilmistir. Antikanser ilag kullanimindaki
diizenleyici etkisi (18) ise literatiirde arastirilmistir. Tolmetin ve diger bazi NSAID

etkili maddelerin, antikanser etkili ilaclarin sitotoksisite etkilerini arttirdigi tespit
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edilmis (19); B-katenin fonksiyonlarin1 engelledigi ve bu sebeple de yeni antikanser

ilag gelistirmede kullanilabilecegi belirtilmistir (20).

Biitiin bu bilgiler 1s181nda, antikanser etkinligi bildirilmis olan baslangic maddesi
tolmetin [1] ve literatiirde antikanser etkinlikleri bildirilmis, bu ¢alismada orijinal
sentezledigimiz hidrazit-hidrazon yapis1 tasiyan [4g] bilesiginin antikanser
etkinliklerinin aragtirllmas1 amaclanmistir. Bu etkiye sahip olup olmadiklarini
degerlendirmek amaciyla, HCT-116 (ATCC, CCL-247) ve HT-29 (ATCC, HTB-38)

insan kolon kanseri hiicre hatlar1 kullanilmistir.

M.U. Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda yapilan, literatiirde
bildirilen yonteme gore (97) MTT deneyleri sonucunda tolmetin hidrazonu olan [4g]
bilesiginin, sadece HT-29 hiicre hattinda etkili oldugu ve 1Csp dozunun 76 pM
oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte test sonuglarina gore Tablo 8’de goriildiigii
lizere, tolmetin iizerinden sentezledigimiz hidrazit-hidrazonun doza bagli olarak HT-

29 kolon kanser hiicresi iizerine daha etkili oldugu tespit edilmistir.

Tablo 8: Bilesiklerin konsantrasyon-biiyiime inhibisyon yiizdesi

Konsantrasyon Biiyiime Inhibisyon Yiizdesi

Tolmetin
10° 17,58 21,3
107 29,23 34,57
10™ 34,15 50,66
10°° 37,76 62,69
10 41,62 70,23

7.5.2. Apoptoz Etkileri

Apoptoz mekanizmast olduk¢a karmasik enerji bagimli molekiiler bir dizi
olaylar zincirini igermektedir. Yapilan aragtirmalar, i¢sel ya da mitokondriyal yolak
ve digsal ya da olim reseptorlerine bagli yolak olmak iizere iki ana apoptotik
yolunun oldugunu, bu iki yolun birbiri ile baglantili oldugu ve bir yolda rol alan
molekiillerin diger yolaktakini etkiledigini gostermistir. Mitokondri araciligiyla
diizenlenen hiicre i¢i yol aslinda hiicre dis1 ve hiicre i¢i etkenlerin ortaklastigi bir
mekanizma olusturur. Sekil 54°de de goriildiigii iizere; ister hiicre ici, isterse hiicre

dis1 mekanizmayla baglamis olsun, apoptotik siire¢ kaspazlar adi verilen proteolitik
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enzimler tarafindan gergeklestirilir. Apoptotik siiregte, kaspaz-3’iin 6nemli rolii
tistlendigi ve kaspaz-9’un da kaspaz-3’e benzer Ozellikler tasidigi son ¢alismalarda
gosterilmigtir. Sekil 55°de de goriildigi tizere apoptozda kaspazlar birbirlerini
aktiflestirerek siirecte dnemli rol oynar. Kaspaz-3 birgok hiicresel anahtar proteinin
spesifik boliinmesini katalizleyebilen ve ¢cogunklukla uyarilmis bir 6liim proteazidir
ve bu aktivasyon, kaspaz-8 ve kaspaz-9 pargalamasiyla baslamaktadir. Kaspaz-8,
TNF aile iiyeleri tarafindan digsal hiicre 6liim yolaginin baglatilmasi i¢in temel bir
bilesendir. Kaspaz-9 mitokondriyal (i¢sel) yolakta anahtar bilesendir. Kaspaz-9 diger

kaspaz’lar aktive eder.

Kaspaz-8
- A e
Kaspaz-7 Kaspaz-3
¥ “
Kaspaz-8 Kaspaz-2
V4 ‘ A\
Kazpaz-8 Kaspaz-10

Sekil 54: Kaspaz kaskadi
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Sekil 55: Apoptoz mekanizmasi (http://imgenex.com/view_data_page.php?id=108, Erisim
tarihi: 14 Agustos 2013).

Tolmetin etken maddesinin kolon kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini Onleyici
etkiye sahip oldugunun bildirilmesi lizerine apoptoz calismalari i¢in HCT-116
(ATCC, CCL-247) insan kolon kanseri hiicre hatt1 kullanilmistir (17). Hidrazonlarin
apoptoz lzerine etkilerini inceleyen ¢alismalar (45, 49, 64) literatiirde
bulunmaktadir. Bu ¢alismada, tolmetin {izerinden sentezlenen hidrazit-hidrazonlar

arasindan 2,6-dikloro tiirevi olan hidrazit-hidrazon [4g] tercih edilmistir.

Tolmetin hidrazonu olan [4g] bilesiginin biiyiime yiizdesi inhibisyon sonug¢larina
bagli olarak, sentez ilkel bilesigi olan tolmetin ile kiyaslayarak sekil 35-38’de
belirtildigi lizere, apoptotik mekanizmasi arastirilmis ve apoptotik siireci katalizleyen

enzimler tlizerinde ¢alisilmistir (BKZ boliim 6.2.2).

Tolmetin (100 uM) [1] ve [4q] ile inkiibe edilen kolon kanseri hiicrelerinde
Annexin 'V, kaspaz 3, kaspaz 8 seviyelerinin anlaml diizeyde yiikseldigi
belirlenmistir. Kaspaz 9 aktivitesinin sadece Tolmetin bilesiginin dozuna bagl olarak

arttig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar dikkate alindiginda [4Q] bilesiginin kanser
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hiicreleri iizerinde Kaspaz 8 yolagimi kullanarak apoptozu tetikledigi; tolmetin
bilesiginin [1] ise doza bagl olarak hem kaspaz 8 hem de kaspaz 9 yolaklari

izerinden apoptoz iizerinde etkili oldugu sonucuna varilabilir.

Tim bu bilgiler 1518inda degerlendirildiginde apoptoz yolaginda etkili olan
kaspaz-3 ve kaspaz 8 aktivasyonunu saglayan tolmetin hidrazonunun [4g], HT-29
hiicre hattinda antikanserojenik etkinligi oldugu goriilmesi sebebiyle hem tolmetinin
hem de hidrazon yapisindaki bilesikte; daha once literatiirde bildirilmis olan
tolmetinin kolon kanserine etkilerinin yapiya katilan kromofor grup ile devam

edebilecegi diisliniilmektedir.
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8. SONUC

Prostaglandinlerin sentezini inhibe ederek anti-enflamatuvar, analjezik ve
antipiretik etkileri olan bir non-steroidal anti-enflamatuvar etkili bir etken madde
olan tolmetin (2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-ilJasetik asit) {izerinde
yapilan calismalar kolon kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini Onleyici etkiye sahip
oldugu bildirilmis olup; ayrica antikanser ila¢ kullanimindaki diizenleyici etkisi test
edilmistir. Ayn1 zamanda, biyoaktif heterosiklik bilesiklerin sentezinde ara bilesik
olan ve birgok farmakolojik etkiye sahip oldugu bildirilen hidrazit-hidrazon
fonksiyonel grubunu tasiyan bilesiklerin aktif farmakofor grubundan dolay1
antikanser etkileri daha etkili, daha az toksik yeni kematerapétik ajanlarin gelisimini
hizlandirmak amaciyla dikkat ¢ekmistir. Bu bilgiler 1s1ginda, kanser hiicrelerinde
antitimor Ozellik gosterebilecegi diisliniilmiis olan yeni hidrazit-hidrazon yapil
bilesikler, tolmetin etken maddesinde yer alan karboksilik asit grubundan hareketle
sentezlenen  2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetik ~ asit  hidrazidi
tizerinden tolmetin hidrazit-hidrazonlar1 sentezlenmis ve yapilar spektroskopik
yontemlerle aydinlatilmistir. Hidrazit-hidrazonlarin metabolizma ¢aligmalarinda,
hidrazit ve aldehit, hidrazit iizerinden de karboksilik asit metabolitine doniigsebilecegi
bildirilmistir. Timor, viriis ve mikrobik enfeksiyonlarin neticesinde ortaya
cikabilecek doku hasar1 sonucu ortaya ¢ikan agrilara, tolmetin hidrazit-
hidrazonlarinin metaboliti olarak diisiiniilen tolmetinin analjezik etki edebilecek

olmasi da konuya ayr1 bir 6nem kazandirmistir.

M.U. Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda baslangic maddesi
tolmetin [1] ve literatiirde antikanser etkinlikleri bildirilmis heterosiklik yapilar olan
hidrazit-hidrazon yapisi tasiyan [4Q] bilesiginin antikanser etkinlikleri arastirilmasi
amaglanarak, HCT-116 (ATCC, CCL-247) ve HT-29 (ATCC, HTB-38) insan kolon
kanseri hiicre hatlar1 kullanilmigtir. MTT deneyleri sonucunda tolmetin hidrazonu
olan [4g] bilesiginin, doza bagli olarak sadece HT-29 kolon hiicre hattinda etkili
oldugu ve ICsg dozunun 76 uM oldugu belirlenmistir. Kanser olusumunun 6nemli
mekanizmalarindan biri olan apoptoz iizerine etkilerini degerlendirmek i¢in MTT
sonuclarina gore etkili oldugu tespit edilmis olan kolon hiicre hatt1 olan HT-29 hiicre

hattinda apoptotik mekanizmas arastirilmis ve apoptotik siireci katalizleyen enzimler
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olan kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 seviyelerinin degisimi gozlenmistir. Bu sonuglar
dikkate alindiginda 6zellikle hidrazon yapisindaki [4g] bilesiginin kanser hiicreleri
lizerinde Kaspaz 8 yolagimi kullanarak apoptozu tetikledigi tespit edilmistir.
Apoptotik siiregte 6nemli bir bilesen olan kaspaz-8 aktivasyonu ile apoptozun
basladigi ve hiicrenin oliime gittigi bilinmektedir. Bu sebeple hidrazit-hidrazon
yapisindaki bu bilesigin, HT-29 kolon kanseri hiicre hattinda apoptoz yolaginda etkili
oldugu goriilmiistiir. Hem tolmetin hem de hidrazon yapisindaki bilesikte daha 6nce
literatlirde bildirilmis olan kolon kanserine etkilerinin, tolmetinden sentezlenmis

tiirevinde de apoptozu indiiklemesi sebebiyle umut vaat ettigi diistiniilmektedir.
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10. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Derya Soyadi Kog
Dogum Yeri Kadikdy Dogum Tarihi 27.10.1984
Uyrugu T.C. Tel 05376757548
E-mail deryaaa_koc@hotmail.com
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Y1l
Doktora/Uzmanhk| -
Yiiksek Lisans Marmara Uni. Eczacilik Fak. Farmasotik Kimya A.B.D. -
Lisans Marmara Uni. Fen-Edebiyat Fak. Kimya Béliimii 2006
Lise Kadir Has Anadolu Lisesi 2002

is Deneyimi

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y1)

1. Arastirmact Biofarma flag San. Tic. A.S. 2012-2013

2. Ar-Ge Analisti Mikrogen Ilag San. Tic. Ltd. Sti. 2007-2009

Yabanci Dilleri Okudugunu Anlama* Konusma* Yazma*

Ingilizce Iyi Iyi Iyi

Yabanci Dil Smav Notu *

KPDS UDS IELTS |TOEFLIBT |TOEFLPBT |TOEFLCBT |FCE CAE CPE
Sayisal Esit Agirhk Sozel

ALES Puam 75.289 68.988 72.948

(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma becerisi

Microsoft Office Iyi

*Cok iyi, iyi, orta, zay1f olarak degerlendirin
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