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1. ÖZET 
 

 

Biyoaktif heterosiklik bileĢiklerin sentezinde ara bileĢik olan hidrazit-hidrazonlar, 

çeĢitli biyolojik ve klinik uygulamalarından dolayı araĢtırmacılar arasında oldukça 

geniĢ bir ilgi odağı olmuĢtur. Hidrazon yapısındaki bu bileĢiklerin aktivitesinin, aktif 

farmakofor grup (-CONH-N=C-) ile iliĢkili olduğu bilinmektedir. ÇeĢitli hidrazit-

hidrazonların hidrazitlerden daha az toksik olabileceği, bu durumun da hidrazit 

yapısında yer alan -NH2 grubunun bloke edilmesi sonucuna varılması nedeniyle, 

hidrazit-hidrazonların sentezi önem kazanmıĢtır. Yapılan çalıĢmalarda hidrazit-

hidrazonların antibakteriyel, antikonvülsan, antitüberküler, antitümöral ve analjezik 

etkileri olduğu bildirilmiĢtir. Laboratuvarımızda daha önceden sentezlenen çeĢitli 

hidrazit-hidrazonların da belirtilen farmakolojik etkilere sahip oluĢu, bize yeni 

hidrazit-hidrazonların sentezlenmesine yöneltmiĢtir. 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, günümüzde kolon 

kanser hücrelerinin çoğalmasını önleyici etkiye sahip olduğu bildirilmiĢtir.  Bu 

bilgiler ıĢığında çalıĢmamızda ana yapısı hidrazit-hidrazon olan 12 adet bileĢik 

tolmetin etken maddesi üzerinden sentezlenmiĢtir. Tolmetin [1], tolmetin sodyum 

dihidrat’ın asitli ortamda hidroliz edilmesi sonucunda elde edilmiĢtir. Tolmetin’in 

metanol içinde deriĢik sülfürik asit katalizörlüğü ile tepkimesinden elde edilen metil 

2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetat [2], hidrazin hidrat ile metanollü 

ortamda ısıtılarak 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetohidrazit [3], 

hidrazidin susuz etanollü ortamda sübstitüe aldehitler ile ısıtılarak kondensasyonu ile 

de 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]-N´-[(piridinil/sübstitüefenil/2-furil) 

metiliden] asetohidrazitler sentezlenmiĢtir [4a-l]. Elde edilen bileĢiklerin yapıları, 

UV, IR, 
1
H-NMR ve LC-MS (EI) (sadece 3) ile kanıtlanmıĢ, saflıkları ise elementel 

analiz ve Ġ.T.K. ile kontrol edilmiĢtir. Tolmetin [1] ve tolmetin hidrazit hidrazonu 

[4g] bileĢiklerinin kanser ve apoptoz çalıĢmaları M.Ü. Eczacılık Fakültesi Biyokimya 

Anabilim Dalı’nda çalıĢılmıĢtır. 

 

Anahtar Kelimeler: Antikanser aktivite, apoptoz, tolmetin, hidrazit-hidrazon  
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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-l] were 

synthesized by refluxing the hydrazide [3] with substituted aldehydes in dry 

ethanolic medium. Structures of the synthesized compounds were confirmed by UV, 

IR, 
1
H-NMR ve LC-MS (EI) (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. 
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3. GİRİŞ ve AMAÇ  
 

 

Kanser, hücrelerde DNA'nın hasarı sonucu hücrelerin kontrolsüz veya anormal 

bir Ģekilde büyümesi ve çoğalmasıdır. Günde, vücudumuzda (DNA'da) yaklaĢık 

10.000 mutasyon olmasına rağmen immün sistemimiz her milisaniye vücudumuzu 

tarar ve kanserli hücreleri yok eder. BağıĢıklık sistemi tarafından yok edilmemiĢ olan 

bu hücreler ise; kontrolsüz biçimde üreyerek bulundukları dokuyu iĢgal ederken, 

sadece o dokuyla sınırlı kalmayıp komĢu dokulara da yayılırlar (invazyon). Kan ve 

lenf dolaĢımı yoluyla vücudun ilgisiz bölgelerine de taĢınabilirler (metastaz). 

 
Kanserin esas nedeni hücre bölünmesi esnasında DNA replikasyonunun 

(eĢlenmesi) hatalı olması sonucu hücrenin farklılaĢmasıdır. DNA replikasyon 

anolmalisine sebep olduğu sanılan birçok faktör mevcuttur. Hücre bölünmesi, doku 

tamiri ve yenilenmesi amacıyla yapılır. Doku tamiri ve yenilenmesini hızlandıran 

tüm etmenler aslında bir kanser hazırlayıcısı olabilir. Normal hücreler tamir 

edilemeyecek Ģekilde hasarlandığında, apoptoz tarafından elimine edilirler. Kanserli 

hücreler ise apoptozdan uzak durarak geliĢigüzel çoğalmalarına devam ederler. 

Ülkemizde 1970’li yıllardan beri bilinen ölümler arasında 4. sırada yer alan, 

günümüzde ise kardiyovasküler sistem hastalıklarından sonra 2. sıraya yükselen 

kansere yakalanan hastaların % 25’den azı tek baĢına cerrahi veya radyoterapi ile 

tedavi edilebilmektedir. Geriye kalan hastaların büyük çoğunluğunda hastalığın 

herhangi bir evresinde kemoterapi uygulanmaktadır. 

 
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.  

 
Günümüzde tolmetin etken maddesinin kolon kanser hücrelerinin çoğalmasını 

önleyici etkiye sahip olduğu bildirilmiĢ; ayrıca antikanser ilaç kullanımındaki 

düzenleyici etkisi test edilmiĢtir. Son yıllarda yapılan çalıĢmalarda; tolmetin ve diğer 

bazı NSAID etkili maddelerin, antikanser etkili ilaçların sitotoksisite etkilerini 

arttırdığı bildirilmiĢtir.  

 
Bazı araĢtırmacılar tolmetinin de içinde bulunduğu çeĢitli NSAID etkili etken 

maddelerin,  β-katenin fonksiyonlarını engellediğini ve bu sebeple de yeni antikanser 
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ilaç geliĢtirmede kullanılabileceğini, antikanser ilaçların sitotoksisitesini arttırdığını, 

kanser tedavisinde kombine kullanımları için fayda sağladığını belirtmiĢlerdir. 

Kanser tedavisindeki bu yardımcı etkilerinden dolayı; 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-

1H-pirol-2-il]asetik asit (Tolmetin) yapısında yer alan karboksilik asit grubundan 

elde edilen 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetohidrazit üzerinden 

hidrazit-hidrazonlar sentezlenmiĢ, sentezlenen bu bileĢiklerin yapı aydınlatılması 

çeĢitli spektroskopik ve kimyasal çalıĢmalarla yapılmıĢtır. Yapısı tayin edilen 

bileĢiklerden seçilen hidrazon türevi, tolmetin etken maddesine karĢı kıyaslanarak 

belirli konsantrasyonlarda kolon kanser hücrelerine  karĢı sitotoksik ve apoptotik 

etkinlikleri Marmara Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Biyokimya Anabilim Dalında 

çalıĢılmıĢtır. 
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4. GENEL BİLGİLER 
 

 

4.1. Tolmetin Hakkında Genel Bilgiler 

 
4.1.1. Fiziksel, kimyasal ve spektroskopik özellikleri 

 
 
 Kapalı formülü: C15H15NO3 

 Moleküler ağırlığı: 257.284 g/mol 

 Erime Noktası: 155-157 
o
C (1) 

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

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

dimetilformamit (DMF) gibi çözücülerde çözünür.  

CH3

NO

CH3

O

O
H

 

Şekil 1: Tolmetin’in yapısı 

 

 Spektroskopik Özellikleri: 

 

Tolmetin etken maddesi üzerinde literatürde yapılmıĢ olan spektroskopik 

çalıĢmaları bulunmaktadır. Tito ve ark. (2) 2009 yılında yapmıĢ oldukları bir 

çalıĢmada UV spektrumunda fosfat tamponu (pH 7) içinde çözünmüĢ olan tolmetine 

ait 201, 260 ve 325 nm dalga boylarında absorpsiyon gösterdiğini tespit etmiĢlerdir 

(Şekil 2). Yapılan bir diğer spektroskopik çalıĢmada da tolmetine ait kütle spektrum 

bilgileri aydınlatılmıĢtır. Bu çalıĢmada m/z 258.0 olan moleküler iyon piki ile m/z 

119.1 parçasının ana parçalanma yolu olduğunu bildirmiĢlerdir (Şekil 3) (3). 
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Şekil 2: Tolmetin’in UV spektrumu (2). 

 

 

Şekil 3: Tolmetin’in LC-MS/MS spektrumu (3). 

 

4.1.2. Sentezi ve metabolizması 

 
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 klorür ile toluen içinde 

katalize edilerek metil [1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetat % 66 verim 

ile sentezlemiĢlerdir ve bu bileĢiğin de hidroliz edilmesiyle tolmetini % 78 verimle 

elde etmiĢlerdir. 
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N

O

O
CH3

CH3 p-tolil klorür

DBN (15 mol %)

Fenilmetil 115 
o
C, 4 s,

%66 verim

N

O

O
CH3

CH3

O

CH3

NaOH

%78 verim

N

O

O
H

CH3

O

CH3

 

 

Bir diğer sentez yolu ise, Carson ve ark. tarafından 1-metilindol’dan hareketle 

yapılmıĢtır (1). 

 

N

CH3

CH2N(CH3)2 N

CH3

CH2N(CH3)3I N

CH3

CH2CN

N

CH3

CH2CN

O

CH3

N

CH3

CH2COOH

O

CH3

CH3I NaCN

CH3 COCl

NaOH

 

  

Tolmetin bileĢiğinin metabolizma çalıĢmaları incelendiğinde; insanlarda, açil 

(ester) glukuronid oluĢturmak üzere glukuronik asit ile metabolizasyona uğradığı ve 

benzilik karbonda oksidasyon metabolizma yolu ile 5-(p-karboksibenzoil)-1-

metilpirol-2-asetik asit (MCPA) metaboliti oluĢtuğu bildirilmiĢtir (5, 6). 

 

Tolmetin 

+ - 
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Tolmetin insanlarda ağız yoluyla alınmasından sonra 30-60 dakika içerisinde 

tamamen emilir. AUC ve cmax değerlerinde doza bağımlı bir artıĢ sergilememektedir. 

Tolmetin plazmada 1-2 saatlik yarı ömre sahip hızlı fazı takiben 5 saat yarı ömre 

sahip yavaĢ fazı içeren bifazik eliminasyon sergiler. Tüm doz 24 saat sonunda 

idrarda inaktif oksidatif metabolit (1-metil-5-[4-karboksibenzoil]-1H-pirol-2-asetik 

asit, MCPA) ya da tolmetin konjugatları olarak geri kazanılır. Tolmetin de diğer 

NSAID ilaçlar gibi, gastrointestinal yan etkilere sahip olduğu için, tolmetinin asidik 

olmayan bir ön ilacı amtolmetin guasil (AMG) sentezlenmiĢtir. Amtolmetin guacil, 

tolmetin ile aynı NSAID özelliklere sahip olmasının yanında, gastrointestinal 

kanalda koruyucu özellikler de sergiler. Farelerde alınan AMG hidrolize olarak 

tolmetin, MED-5 (1-metil-5-p-metilbenzoil-pirol-2-asetamido asetik asit) ve 

gayakola dönüĢür. Ġnsanlarda ise bunun tersi olarak AMG nin oral alımından sonra, 

tolmetin ve MED5 plazmada düĢük konsantrasyonlarda bulunur (3). 

 

 

Tolmetin 

Tolmetin Glukuronit 

Metil-Karboksibenzoil-Pirol-Asetik Asit 
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Amtolmetin guasil (AMG)

MED-5 Mikofenolik asit (IS)

 
 

In vitro çalıĢmalar, tolmetin-açil glukoronidin  (Tol-O-G) reaktif bir metabolit 

olduğunu ve insan serum albümindeki lizin, serin, arginin gibi amino asit yan 

zincirleri ile reaksiyona girdiğini göstermiĢtir (7). Tol-protein eklentilerinin 

bulunduğu insan plazmasında tolmetinin kovalent bağlanması da çalıĢılmıĢtır (5,8). 

Kovalent plazma protein eklentileri ve Tol-O-G’ye mazur kalma arasında iyi bir 

iliĢki tespit edildiğinden bu yana, plazmadaki Tol-protein eklentilerinin açil 

glukoronidin plazma proteinleri ile reaksiyonu sonucu oluĢtuğuna inanılmaktadır (5). 

Karaciğerdeki diğer metabolik yollar da Tol-protein eklentilerinin oluĢumuna katkıda 

bulunuyor olabilir (9).  

 

4.1.3. Bozunma Ürünleri 

 
AraĢtırma aĢamasındaki yeni aktif bileĢiklerin kimyasal davranıĢları kadar 

onların bozunma ürünleri de ilaç geliĢimi için her zaman çok önemli olmuĢtur. Bu 

sebeple, Giuffrida ve ark.’nın yaptığı çalıĢmada tolmetinin fotosensitize özellikleri, 

ilaç varlığında in vitro ortamda UV ıĢık altında fosfat tampon çözeltileri içinde 

eritrositlerin hücre çözülmeleri incelenerek araĢtırılmıĢtır. Ġlacın fototoksik 

özellikleri azot içinde önemsiz, gazlı ortam içinde önemli derecede bulunmuĢ fakat 

oksijene doymuĢ çözeltilerde bu özelliğin azaldığı tespit edilmiĢtir. Ġlaç fotolizini 

incelediklerinde, tolmetinin fotodekarboksilasyona uğrayarak azot içinde p-tolil-1.2-
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dimetil-5-pirolil-ketona ve havada da p-tolil-1-metil-2-pirolkarbaldehide 

dönüĢtüğünü ortaya koymuĢlardır. Bu ıĢığa duyarlı ürünler de aynı zamanda 

fotodegredasyona da uğramaktadırlar. Fotoliz sonuçları karĢılaĢtırıldığında; sodyum 

azit, mannitol, bütillenmiĢ hidroksi-anisol, indirgenmiĢ glutatyon, süperoksit 

dismutaz ve bakır (II) gibi uygun katkı maddelerinin etkisi tolmetinin 

fototoksisitesinin, baĢlangıç basamağındaki oksijene ve ıĢık absorpsiyonu sırasında 

oluĢan ürünlerin baĢlangıç maddesiyle yarıĢmasına dayandırıldığını tespit 

etmiĢlerdir. Fotohemolizi % 50 elde etmek için gerekli olan dozların karĢılaĢtırması 

sonucunda bunların fototoksik etkisinin tolmetine göre çok daha yüksek olduğunu 

bildirmiĢlerdir (10). 

 
Yapılan bir diğer çalıĢmada ise, Chen ve ark. yüksek basınçlı sıvı kromatografisi 

kullanılarak tolmetin etken maddesinin bozunmasını çalıĢmıĢ ve asidik, bazik 

ortamlarda fotosensitizasyon koĢullarında valide etmiĢlerdir.  Yapılan bu çalıĢmada; 

60
 o

C’de asidik ve bazik inkübasyonda strese uğratılan tolmetinin 3 gün sonundaki 

geri kazanım sırasıyla % 62.4 ve % 98.1 olmuĢ iken,  Hg lamba altında 1.5 saat 

ıĢınlama sonrasında ise bu miktarın % 7.9 olduğunu ortaya koymuĢlardır (11). 

 

4.1.4. Farmakolojik Özellikleri 

 
Aril alkanoik asit yapısında ve karboksilik asit grubu taĢıyan bir etken madde 

olan tolmetin, non-steroidal antienflamatuvar etkili (NSAID) bir ilaçtır. Non-

steroidal antienflamatuvar etkili ilaçların esas hedefi, hücrelerde araĢidonik asitin 

prostaglandinlere dönüĢümünü katalize eden siklooksijenaz (prostaglandin sentetaz) 

enzimini inhibe ederler. Bu enzim, prostaglandinler, prostasiklinler ve 

tromboksanların sentezi için biyokimyasal bir prekürsördür. 

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

(15) tedavisinde güvenle kullanılmaktadır. 

 
Hayvanlarda yapılan deneysel çalıĢmalarda, tolmetinin sıçanlarda karragenan ya 

da kaolin nedeniyle oluĢan pençe ödemini ve adjuvan kaynaklı artrit sonucu 

eklemlerdeki enflamatuvar değiĢiklikleri inhibe ettiği gösterilmiĢtir. Ayrıca, 

tolmetinin in vitro olarak ağır seminal vezikül prostaglandin sentezinin güçlü bir 

inhibitörü olduğu bildirilmiĢtir. Tolmetin, diğer birçok non-steroidal 



11 

 

antienflamatuvar ajanlar gibi, mide ve ince bağırsak mukozasında lezyonlar meydana 

getirebilir. Ancak, bu etki aspirin veya indometazin ile karĢılaĢtırıldığında daha az 

belirgindir (16).  

 

4.2. Kanser Hakkında Genel Bilgiler 

 
Kanser, hücrelerde DNA'nın hasarı sonucu hücrelerin kontrolsüz veya anormal 

bir Ģekilde büyümesi ve çoğalmasıdır. Günde vücudumuzda (DNA'da) yaklaĢık 

10.000 mutasyon olmasına rağmen immün sistemimiz her milisaniye vücudumuzu 

tarar ve kanserli hücreleri yok eder. Sağlıklı vücut hücreleri bölünebilme yeteneğine 

sahiptirler. Ölen hücrelerin yenilenmesi ve yaralanan dokuların onarılması amacıyla 

bu yeteneklerini kullanırlar. Fakat bu yetenekleri de sınırlıdır. Sonsuz bölünemezler. 

Her hücrenin hayatı boyunca belli bir bölünebilme sayısı vardır. Sağlıklı bir hücre ne 

zaman ve nerede bölünebileceğini bilme yeteneğine sahiptir. Buna karĢın kanser 

hücreleri, bu bilinci kaybeder, kontrolsüz bölünmeye baĢlar ve çoğalırlar. BağıĢıklık 

sistemi tarafından yok edilmemiĢ olan bu hücreler ise; kontrolsüz biçimde üreyerek 

bulundukları dokuyu iĢgal ederken, sadece o dokuyla sınırlı kalmayıp komĢu 

dokulara da yayılırlar (invazyon). Kan ve lenf dolaĢımı yoluyla vücudun ilgisiz 

bölgelerine de taĢınabilirler (metastaz). 

 
Kanserin esas nedeni hücre bölünmesi esnasında DNA replikasyonunun 

(eĢlenmesi) hatalı olması sonucu hücrenin farklılaĢmasıdır. DNA replikasyon 

anormalisine sebep olduğu sanılan birçok faktör mevcuttur. Hücre bölünmesi, doku 

tamiri ve yenilenmesi amacıyla yapılır. Doku tamiri ve yenilenmesini hızlandıran 

tüm etmenler aslında bir kanser hazırlayıcısı olabilir. Normal hücreler tamir 

edilemeyecek Ģekilde hasarlandığında, apoptoz tarafından elimine edilirler. Kanserli 

hücreler ise apoptozdan uzak dururlar ve geliĢigüzel çoğalmalarına devam ederler. 

Kanser vakalarının çok azı ailesel faktörlerden etkilenir. Bu nadir grupta kansere 

duyarlı genler ailenin diğer üyelerine geçer. Bu genler direkt olarak kansere neden 

olmaz; fakat bu tür genleri taĢıyan kiĢileri, kansere neden olan çevresel faktörlere 

daha duyarlı hale getirir. Ülkemizde 1970’li yıllarda sebebi bilinen ölümler arasında 

4. sırada yer alan, günümüzde ise kardiyovasküler sistem hastalıklarından sonra 2. 

sıraya yükselen kansere yakalanan hastalarının, % 25’den azı tek baĢına cerrahi veya 
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radyoterapi ile tedavi edilebilmektedir. Geriye kalan hastaların büyük çoğunluğunda 

hastalığın herhangi bir evresinde kemoterapi uygulanmaktadır. 

 

4.2.1. Tolmetin Antikanser Etkinlikteki Yeri 

 
Literatürde yapılmıĢ olan epidemiyolojik çalıĢmalar, NSAID’lerin kanserden 

korunmak için potansiyele sahip olduğunu göstermektedir.  

 
Günümüzde tolmetin etken maddesinin in vitro olarak HT-29, SW480 ve DLD-1 

kolon kanser hücrelerinin çoğalmasını önleyici etkiye sahip olduğu, fakat bu etkinin 

çalıĢmada incelenen diğer NSAID ilaçlara göre daha düĢük düzeyde gözlendiği (17) 

bildirilmiĢtir. Ayrıca antikanser ilaç kullanımındaki düzenleyici etkisi 72 saat 

boyunca MTT yöntemi ile test edilmiĢtir (18). Duffy ve ark. (19), NSAID etkili 

ilaçların çeĢitli insan akciğer kanser hücreleri üzerindeki sitotoksisitelerini 

incelemiĢler, tolmetin gibi NSAID etkili ilaçların antikanser ilaçlarının 

sitotoksisitesini arttırdığını, kanser tedavisinde kombine kullanımlarının fayda 

sağladığını belirtmiĢlerdir. Bu çalıĢmada tolmetin düĢük konsantrasyonda 

HL60/ADR lösemi hücreleri üzerinde % 50 inhibisyon göstermektedir. 

 
Lu ve ark. (20), kolorektal kanseri geliĢiminde kritik role sahip olan ve prostat 

ve meme kanseri ile de iliĢkili bulunan β-katenin proteininin baskılanmasını 

araĢtırmak amacıyla yaptıkları çalıĢmada, insan embriyonik böbrek hücre hattı olan 

HEK293 hücrelerinde tolmetinin de içinde bulunduğu çeĢitli NSAID etkili etken 

maddelerin   β-katenin fonksiyonlarını engellediğini ve bu sebeple de yeni antikanser 

ilaç geliĢtirmede kullanılabileceğini belirtmiĢlerdir. 

 

4.2.2. Hidrazit-Hidrazonlarının Antikanser Etkinlikteki Yeri 

 
ÇeĢitli biyolojik ve klinik uygulamalarından dolayı ve biyoaktif heterosiklik 

bileĢiklerin sentezinde ara bileĢik olarak kullanılmasına bağlı olarak hidrazit-

hidrazonlar araĢtırmacılar arasında oldukça geniĢ bir ilgi odağı olmuĢtur. Hidrazon 

yapısındaki bu bileĢiklerin aktivitesinin, aktif farmakofor grup  (-CONH-N=C-) ile 

iliĢkili olduğu bilinmektedir.  

 
Hidrazit-hidrazonlar hakkında birçok çalıĢma yapılmıĢ ve bu yapıyı içeren 

bileĢiklerde antikonvülsan, antidepresan, antimalaryal, antiviral, vazodilatör, 
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antimikrobiyal ve antitümöral etkiler görülmüĢtür (21). Hidrazonların hidroliz ile 

aktif metabolite dönüĢebilmesi ön ilaç sentezinde yararlı bir metot olduğu ve –NH2 

grubunun bloke edilmesiyle de hidrazitlerden daha az toksik olduğu ortaya çıkmıĢtır 

(22). Son yıllarda yapılan araĢtırmalarda, daha etkili, daha az toksik yeni 

kematerapötik ajanların geliĢimini hızlandırmak amacıyla, hidrazit-hidrazon içeren 

yeni bileĢikler üzerinde antikanser etki üzerine tarama çalıĢmaları önem kazanmıĢtır 

(23). 

 
Kratz ve ark. (22, 24), pek çok kanser vakalarında kullanılan doksorubisinin 

yapısındaki keton grubu üzerinden, 3-maleimidobenzoik asit hidrazidi ve 4-

maleimidofenilasetik asit hidrazidi ile yeni hidrazonlar sentezlemiĢlerdir. Aktiviteleri 

kıyaslandığında, MDA-MB-468 göğüs kanser hücresi ve U937 lösemi kanser 

hücresine karĢı antitümoral aktivitenin doksorubisinden daha etkili olduğunu tespit 

etmiĢlerdir. 
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2002 yılında Pandey ve ark. (25), elde ettikleri diaril ve triaril hidrazonların 

MCF-7 ve ZR-75-1 insan malign göğüs kanserinde % 50-70 inhibisyon yaptıklarını 

tespit etmiĢlerdir.  
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Gürsoy ve Karalı (26), 3-[[(6-kloro-3-fenil-4(3H)-kinazolinon-2-

il)merkaptoasetil]hidrazono]-5-fluoro-1H-2-indolinon bileĢiğinin UO-31 renal hücre 

serisine karĢı iyi bir sitotoksisite gösterdiğini bildirmiĢlerdir. 
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        Abadi ve ark. (27), N -(1-{1-[4-nitrofenil]-3-fenil-1H-pirazol-4-il}metilen)2-

klorobenzohidrazidin antitümöral etki gösterdiğini tespit etmiĢlerdir. 

N

N
N

NH

O

Cl

O2N  

 

Terzioğlu ve Gürsoy (28), 2,6-dimetil-N′-sübstitüefenilmetilen-imidazo[2,1-

b][1,3,4]tiyadiazol-5-karbohidrazit üzerinden hidrazit-hidrazonlar sentezlemiĢlerdir. 

Sentezlenen bu bileĢiklerin National Cancer Institute'de bazı kanserli hücrelere etki 

ettiği gözlenmiĢtir. En iyi sitotoksisite sonucunu, (2,6-dimetil-N′-(2'-
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hidroksifenilmetilen) imidazo[2,1-b][1,3,4]tiyadiazol-5-karbohidrazit bileĢiğinde 

saptamıĢlardır. 

 

N

S

N

N

CH3

O

NH

N

OH

CH3

 

 

2004 yılında Savini ve ark. (29),  1.63-36.5 M konsantrasyon aralığında 

sentezlemiĢ oldukları 3- ve 5-metiltiyofen-2-karboksaldehit -(N)-

heterosiklikhidrazon türevlerinin, tüm tümör geliĢimlerini inhibe ettiğini tespit 

etmiĢlerdir. 
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DemirbaĢ ve ark. (30), 1,2,4-triazol halkası taĢıyan aĢağıda formüle edilmiĢ olan 

sentezledikleri bu hidrazit-hidrazonların göğüs kanserine karĢı antitümör etkiye sahip 

olduklarını saptamıĢlardır. 
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2005 yılında Rahman ve ark. (31), uzun zincirli bir karboksilli asiti üzerinden 

hidrazit-hidrazon ve hidrazit-hidrazonlar üzerinden de tiyazolidin-4-on ve tiyazan-4-

on türevleri sentezlemiĢlerdir. Bu bileĢiklerin sitotoksisitelerini MCF7 göğüs kanser 



16 

 

hücresi, NCI-H460 akciğer hücresi ve SF-268 santral sinir sistemi hücreleri 

incelenerek değerlendirmiĢler ve bileĢiklerin, % 32 civarında kanser hücrelerinde 

büyümeyi azalttığını saptamıĢlardır. 
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( )8

 

 

Vicini ve ark. (32), sentezledikleri benzo[d]isotiyazol hidrazonlarının 

hematolojik tümörlerde 6-merkaptopürin kadar eĢit etki gösterdiğini, benziliden 

kısmının o-pozisyonda hidroksi grubu taĢıyan türevin en etkili bileĢik olduğunu 

tespit etmiĢlerdir.  

NS

O

NH N
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2006 yılında yapılmıĢ olan bir çalıĢmada da Jin ve ark., N′-sübstitüebenziliden-

3,4,5-trimetoksibenzohidrazitlerinin antitümör etkinliğe sahip olduklarını tespit 

etmiĢlerdir (33).  
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Metwally ve ark. (34), bir seri 2-arilkinolin-4-karboksilik asit hidrazit-hidrazon 

türevleri sentezleyerek aĢağıda formülü görülen bileĢiğin sitotoksisitesini 
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incelediklerinde; bileĢiğin sitotoksisite göstermediğini, buna rağmen Hep-G2 

hücrelerinin proliferasyon oranını düĢürdüğünü saptamıĢlardır. 
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El-Hawash ve ark. (35), sentezlemiĢ oldukları çeĢitli ariliden hidrazitlerin 

National Cancer Institute'de bazı kanserli hücrelere etki ettiğini ve özellikle, 

benziliden kısmının p-konumunda hidroksi taĢıyan türevin prostat kanserinde en 

etkili bileĢik olduğunu tespit etmiĢlerdir. 
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Xia ve ark. (36, 37), 1-arilmetil-3-aril-1H-pirazol-5-karbohidrazidi ve bu 

hidrazitten hareketle sentezlenen bazı hidrazonların A549 akciğer kanser hücrelerine 

etkisini incelenmiĢlerdir. 2008 yılında yaptıkları çalıĢmada (37), sentezledikleri 

hidrazon yapılı bileĢikleri yapı-aktivite açısından değerlendirdiklerinde log P değeri 

4.12-6.80 arasında olan bileĢiklerin A549 akciğer kanser hücrelerinde inhibitör etki 

gösterdiklerini bildirmiĢlerdir. Xia ve ark., aynı zamanda bu etkinliğin, hücre 

büyümesinde önemli rol oynayan metal iyonları ile kelat yapan bileĢiklerin 

kapasitesine bağlı olduğunu öne sürmüĢlerdir. 
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Lembege ve ark. (38), ksanton karbaldehitden türeyen bir seri hidrazit-

hidrazonlar sentezlemiĢler, antitümöral etkinlikleri için MCF-7, göğüs kanser 

hücresi, ve KB 3.1, skuamöz hücreli karsinom hücrelerinde 24 saat ve 72 saatlik 

değerlendirmiĢler, bileĢiklerden dört tanesinin her iki kanser hücresine karĢı inhibitör 

etki gösterdiğini tespit etmiĢlerdir. 
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CH=N-NH-Ar

 

 

2008 yılında yapılan bir diğer çalıĢmada ise; Vogel ve ark. (39), 2-fenilindol-3-

karbaldehit türevlerini sentezleyerek MDA-MB 231 ve MCF-7 göğüs kanserinde 

etkili inhibisyon sağladığını ve U-373 MG glioblastoma hücrelerinin 

proliferasyonunda engelleyici olduklarını tespit etmiĢlerdir. 
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2009 yılında ribavirin üzerinden bir seri hidrazon türevleri sentezlenmiĢ ve 2-

hidroksi-4-kloro fenil yapısı taĢıyan bileĢikte 20 M konsantrasyonda A549 akciğer 

kanser hücresine etkili olduğu tespit edilmiĢtir (40).   
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El-Sabbagh ve ark. ise (41), siklik -diketonlardan türeyen akridin ve 

hidrazonların sitotoksisitesi ve antiviral aktivitesini incelemiĢlerdir. Sentezlenen 

bileĢiklerin,  hepatoma hücre serisine karĢı (HepG2) yüksek sitotoksik aktivite 

gösterdiklerini tespit etmiĢlerdir.  
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Hofmann ve ark. (42), sentezlemiĢ oldukları N-benzoksazol-2-il-N′-1-

(izokinolin-3-il-etiliden)hidrazin (EPH136) bileĢiğinin in vivo ve in vitro ortamda 

antitümöral aktivite gösterdiğini ve ribonükleotid redüktaz enzimini inhibe ederek bu 

etkiyi sergilediğini ortaya koymuĢlardır. Bu bileĢik göz önüne alındığında, antitümör 

ajanlar içinde bisiklik hidrazonlar daha da önem kazanmıĢtır. 
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        Rostom ve ark. (43), polisübstitüe pirimidin halkasını kullanarak sentezlemiĢ 

oldukları yeni bileĢikleri antimikrobiyal ve antikanser etkileri açısından 

incelediklerinde, hidrazon yapısı taĢıyan bileĢikte HT29 kolon kanser hücresi, 

HepG2 hepatokarsinom ve MCF7 göğüs kanser hücresinde değiĢik derecelerde 

sitotoksik aktivite gözlemlediklerini bildirmiĢlerdir. 
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2009 yılında yapılmıĢ olan bir baĢka çalıĢmada ise; Abdel-Aziz ve ark. (44), bir 

seri 2-sübstitüe-6-bromo-3-metiltiyazolo[3,2-a] benzimidazol bileĢikleri 

sentezleyerek antikanser aktivitelerini incelemiĢlerdir. Hidrazit yapılı bileĢik için 

HCT-116 kolon hücreleri ile Hep-G2 hepatokarsinom hücrelerinde, hidrazon yapısı 

taĢıyan bileĢik için, 88.2-94.2 g/ml konsantrasyonlarında T-lenfositlere karĢı 

sitotoksik aktivite gösterdiği tespit edilmiĢtir. 
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Bir diğer çalıĢmada; 2-arilamino-6-trifluorometil-3-(hidrazonokarbonil)piridin 

türevlerinin antikanser aktiviteleri incelendiğinde, çoğu bileĢiklerin birçok kanser 

türünde üstün inhibitör aktiviteye sahip oldukları gözlenmiĢtir (45). 
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Horiuchi ve ark. (46), bir seri [2.3-d]pirimidin-4-il hidrazon analogları 

sentezleyerek, bazı hidrazon türevlerinin HCT116 kolon kanser hücresine karĢı etkili 

olduklarını saptamıĢlardır. 
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Zheng ve ark. (47), 3-aril-1-(4-tert-bütilbenzil)-1H-pirazol-5-karbohidrazitler 

üzerinde yaptıkları çalıĢmada, (E)-1-(4-tert-bütilbenzil)-N'-(1-(5-kloro-2-

hidroksifenil)etiliden)-3-(4-klorofenil)-1H-pirazol-5-karbohidrazit bileĢiğinin A549 

akciğer kanser hücrelerine karĢı inhibitör etki gösterdiğini tespit etmiĢlerdir.  
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Aydın ve ark. (48), flurbiprofen üzerinden, mikrodalga yöntemi kullanarak bir 

dizi yeni hidrazit-hidrazon sentezlemiĢler (2-fluorobifenil-4-il)-N'-

(fenilmetilen)propanhidrazit ve 2-(2-fluorobifenil-4-il)-N'-[(2-kloro-6-

fluorofenil)metilen]propanhidrazit bileĢiklerinin HL-60 (TB) lösemi hücresinde % 

66.37 ve OVCAR-4 yumurtalık kanser hücresinde % 77.34 oranlarında hücre 

büyümesini inhibe ettiklerini bildirmiĢlerdir. 
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Çıkla ve ark. (49), etodolak etken maddesinden hareketle bir dizi yeni hidrazit-

hidrazonlar  sentezlemiĢlerdir. Bu etodolak hidrazit-hidrazonlardan National Cancer 
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Institute tarafından seçilmiĢ olanlar, uygulanan protokole göre tek dozda 60 insan 

tümör hücre dizisine karĢı taranmıĢ olup; bu bileĢiklerden en etkili türev olan 2-(1,8-

dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-b]indol-1-il)asetik asit[(4-klorofenil)metilen] 

hidrazit bileĢiğinin PC-3 prostat kanser hücresine karĢı 10
-5

 M (10 µM) 

konsantrasyonda % 58.24 büyüme inhibisyonu gösterdiğini tespit etmiĢlerdir. Ayrıca, 

bu etadolak türevinin apoptozu indüklediği de bu çalıĢmada belirtilmiĢtir. 

 

N
H

O

CH3

CH3

O

N
NH

Cl 

 

4.2.3. Apoptoz ve Hidrazit-hidrazonlar 

 
Yüksek organizmalarda yaĢamakta olan hücrelerin ölümü iki farklı mekanizma 

ile gerçekleĢir. Klasik hücre ölümüne nekroz adı verilir ve nekroz patolojik bir 

olaydır. Hücre ölümünün diğer Ģekli olan apoptoz, programlı bir hücre ölümü olup, 

hücre intiharı olarak da bilinen fizyolojik bir olaydır. Apoptoz, canlının kendi 

otonom mekanizması tarafından ayarlanan zararlı, yaĢlanmıĢ, bakteri/virüslerle 

enfekte veya istenmeyen kendi hücrelerinin enerji kullanımlı (ATP) öldürülmesi 

olup, genetik olarak kontrol edilen  programlı bir hücre ölümüdür. Apoptozun 

geliĢim biyolojisinde, normal doku dinamiğinde ve immun sistem hücrelerinin 

sitotoksik fonksiyonları gibi bazı önemli fizyolojik süreçlerdeki rolü ortaya çıktıkça 

önemi hızla artmıĢtır. Apoptoz,  organizmanın  ihtiyaç duymadığı,  biyolojik görevini 

tamamlamıĢ veya hasarlanmıĢ hücrelerin,  zararsız bir biçimde ortadan kaldırılmasını 

sağlayarak yaĢam boyu devam eder. Apoptotik hücreler, organizmanın bazı 

dokularında ve hücrelerinde sürekli olarak oluĢur, bu oluĢum ömür boyu devam eden 

hücre ölümlerinin fizyolojik bir formudur. Böylece doku homeostazisi, yani yeniden 

yapım (mitozis) ve yıkımın (apoptoz)  bir düzen içinde oluĢu, apoptoz/proliferasyon 

dengesinin sağlıklı bir Ģekilde sürdürülmesine bağlıdır (50).  
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Malign hastalıklar, klasik olarak kontrolsüz aĢırı hücre proliferasyonunun olduğu 

hastalıklar olarak bilinir. Oysa aĢırı proliferasyonun yanında azalmıĢ apoptotik hücre 

ölüm hızının da malignite geliĢimine katkıda bulunduğu görülmüĢtür. Zamanı 

geldiğinde normal olarak apoptoza gidemeyen ve bundan dolayı beklenenden daha 

uzun süre yaĢayan hücreler, genomlarında mutasyonların sona ermesiyle malign 

hücrelere dönüĢme potansiyeli taĢırlar. 

 
Her saniyede yaklasık bir milyon hücre apoptozla vücuttan uzaklaĢtırılmaktadır. 

Mitoz ve apoptoz  arasında kontrollü bir denge vardır. ĠĢte bu dengenin apoptozun 

lehine veya aleyhine bozulması birçok önemli hastalığın patogenezine katkıda 

bulunur. Apoptozun gereksiz yere oluĢtuğu veya hızlandığı hastalıklara örnek olarak; 

AIDS, nörodejeneratif hastalıklar, insüline bağımlı tip diabet, hepatit C enfeksiyonu, 

MI, ateroskleroz gibi hastalıklar verilirken, apoptozun yavasladığı hastalıklara örnek 

olarak ise otoimmün hastalıklar ve kanser verilebilir (51). 

 
Apoptoz çok sayıda ve çeĢitte mediatör tarafından düzenlenir. Bunlar arasında, 

bazı iyonlar (kalsiyum), moleküller (seramid), genler (c-myc), proteinler (p53) ve 

hatta organeller (mitakondri) bulunmaktadır. Bazı mediatörler hücre tipine özgündür, 

bazıları da apoptotik stimulusun çeĢidine göre farklılık gösterebilirler. Apoptotik 

süreç boyunca hücre içine sürekli kalsiyum giriĢi olur. Kalsiyum iyonları 

endonükleaz aktivasyonunda, doku transglutaminaz aktivasyonunda, gen 

regulasyonunda, proteazların aktivasyonunda ve hücre iskeleti organizasyonunda rol 

alabilirler. Fakat hücreye kalsiyum giriĢi apoptozun gerçekleĢmesi için esansiyel 

değildir. Bcl-2 ailesi, üyelerinin bir kısmının apoptozu indüklediği (Bax, Bad, Bid, 

Bcl-X
L
), bir kısmının ise inhibe ettiği (Bcl-2, Bcl-X

l
) geniĢ bir ailedir. Bu ailenin 

üyeleri kendi aralarında homo veya hetero-dimerler oluĢtururlar. Hücrenin 

yaĢayabilirlik durumu  bu ailenin pro-apoptotik ve anti-apoptotik üyelerinin rölatif 

oranına bağlıdır. Bu heterodimerlerden biri olan Bcl-2/Bax’ın (ikisinin oranının) bazı 

hematolojik malignensilerde prognostik değer taĢıdığı rapor edilmiĢtir. Çünkü, 

oranın artması ya da azalması apoptozun inhibisyonu veye aktivasyonu ile 

sonuçlanır. Seramid, membrana bağlı asid sfingomyelinaz aktivasyonunun bir 

ürünüdür. Plasma membran hasarına karĢı bir sinyal olduğu düĢünülmektedir. p53, 

hücrede bir Ģekilde (radyasyon, kemoterapi etkisiyle) DNA hasarı oluĢtuğunda, eğer 
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hasar onarılabilecek düzeyde ise hücre siklusunu G1 fazında durdurur ve hücreye 

DNA’sını tamir edebilmesi için zaman kazandırır. Eğer DNA hasarı tamir 

edilemeyecek kadar büyükse bu durumda p53 apoptozu indükler. p53’ün apoptozu 

indüklemesi Bax’ın ekspresyonunu artırması, böylece Bcl-2/Bax oranını değiĢtirmesi 

yoluyla gerçekleĢir. Bazı virüsler ya p53’ü inaktive ederek ya da Bax’a bağlanarak 

apoptozu bloke ederler, böylece bu hücrelerin enfekte ettikleri hücreler doğal hücre 

ölüm mekanizmasından kurtulduklarından virüsle-indüklenen karsinogenezise bu 

yolla katkıda bulunurlar. Sitokrom c, mitokondri iç membranında bulunan elektron 

transport zincirinin bir proteinidir. Son yıllarda anlaĢılan önemiyle apoptoz sürecinde 

merkezi bir konuma oturmuĢtur. Bu yüzden de, sitokrom c’nin mitokondriden 

sitoplazmaya salıverilmesi apoptoz yoluna girmiĢ bir hücrede dönüĢümsüz bir 

döneme girildiğini iĢaret eder. 

 
Kaspazlar, zimojen (inaktif prekürsör) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif 

merkezlerinde sistein yer aldığından sistein proteazlar olarak adlandırılan bir grup 

enzimlerdir. ġu ana kadar 14 tanesi tanımlanmıĢtır ve çoğu apoptozda rol almaktadır. 

Kaspazlar birbirlerini aktifleĢtirerek preteolitik bir kaskada neden olurlar. Bazıları 

(Kaspaz 2, 8, 9, 10) baĢlatıcı kaspazlar olarak bilinirken bazıları da (3, 6, 7) efektör 

kaspazlar olarak bilinir. BaĢlatıcı kaspazlar apoptotik uyarıyla baĢlayan ölüm 

sinyallerini efektör kaspazlara naklederler. Efektör kaspazlar ise ilgili proteinleri 

parçalayarak apoptotik hücre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar. Ġlk 

tanımlanan enzim ICE (interlökin 1-β dönüĢtürücü enzim)’dir ve prokaspaz 1 olarak 

bilinir. Kaspaz kaskadı, sitokrom c’nin sitoplazmaya salıverilmesiyle prokaspaz 9’un 

aktivasyonu yoluyla aktifleĢtirildiği gibi, kaspazlar da sitokrom c’nin salıverilmesine 

neden olabilirler. 

Birçok hastalığın, hücrelerin ölümü ya da yaĢaması ile ilgili olduğu 

düĢünülmektedir Bu nedenle, apoptotik sürece müdahale edilerek yeniden 

düzenlenmesi, özellikle kanser tedavisi için yeni tedavi yöntemlerini gündeme 

getirmektedir. Bugüne kadar non-steroidal anti-enflamatuvar ilaçlar gibi apoptoz 

düzeyini değiĢtirdiği bilinen birçok ilaç ve bu konuda yapılan çalıĢmalar mevcuttur. 

Son yıllarda yapılan araĢtırmalarda da, antikanser etkinlikleri olan hidrazit-hidrazon 

türevi bileĢiklerin apoptoz özellikleri ön plana çıkmıĢtır.  
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2004 yılında hidrazonlar üzerinde yapılmıĢ bir çalıĢmada Zhang ve ark., bir 

hücre bazlı yüksek verimli tarama deneyi (HTS) kullanarak, indol-2-karboksilik asit 

benzilidin-hidrazitleri içeren bir dizi güçlü apoptoz indükleyicileri tespit etmiĢler ve 

özellikle indol halkasının 3 konumundaki sübstitüsyonun apoptotik etkinlik için 

önemli olduğunu bildirmiĢlerdir. Flow-sitometrik analizi kullanılarak 5-kloro-3-

metil-indol-2-karboksilik asit (4-nitrobenziliden)-hidrazidin T47D meme kanseri 

hücrelerini G2/M fazında engellemek için apoptoza neden olduğu sonucuna 

ulaĢmıĢlardır  (52). 
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2008 yılında Vogel ve ark. 2-Fenilindol-3-karbaldehitlerin aroil hidrazonları 

kanser tedavisi için önemli olan hücre siklusunun durdurması ve apoptoz ile iki ayrı 

göğüs kanser hücrelerine (MDA-MB 231 ve MCF-7) etkili olduklarını tespit 

etmiĢlerdir (39). 
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Piridoksal izonikotinoil hidrazon (PĠH) analogları, demir bağlayıcı özellikleri 

nedeniyle hematopoetik hücrelerde apoptozu indüklediği; PĠH analogları ve bunların 
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demir komplekslerinin, Jurkat T lenfosit ve K-562 hücrelerinde konsantrasyon ve 

zamana bağımlı apoptoz oluĢturduğu bildirilmiĢtir (53). 
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Putt ve ark. prokaspaz aktive edici bileĢik adı verilen (PAC-1) küçük bir 

molekülünün in vitro olarak prokaspaz-3’ü kaspaz-3’e aktive ederek birincil kolon 

tümörlerinden izole edilen kanser hücrelerini indüklediğini tespit etmiĢlerdir. Bu 

sonuçlar, kanser biyopsilerinde prokaspaz-3 konsantrasyonlarının 

değerlendirilmesinin basit ve hızlı olabileceğini ve burada sunulan veriler prokaspaz-

3’ün hücresel konsantrasyonlarının PAC-1 etkinliğini öngörmek için 

kullanılabileceğini göstermektedir (54). 

 
2008 yılında Kemnitzer ve ark. yaptıkları bir yapı-aktivite çalıĢması sonucunda 

pirol halkası taĢıyan 7-metil-4H-pirolo[2,3-h] kromen bileĢiklerinin T47D, HCT116, 

and SNU398 hücrelerinde apoptoz indükleyicisi ve hücre büyümesi inhibitörü olarak 

yüksek etkili olduğunu tespit etmiĢlerdir (55).   
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Fan ve ark.ları salisilaldehit pirazol hidrazon (SPH) türevlerinden demir 

bileĢikleri hazırlamıĢlar ve bunların etkilerini A549 hücrelerine karĢı test ettiklerinde 

A549 hücrelerinin büyümesine apoptozu indüklemekte etki eden bağlayıcı 

SPH’lardan daha fazla etki ettiklerini görmüĢlerdir (56). Cu-16 olarak alandırılan (E) 

N´-(2-hidroksibenziliden)-1-(4-tert-butilbenzil)-3-fenil-1H-pirazol-5-karbohidrazit, 
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tümör progresyonu sağlayan sinyalizasyon ağlarında önemli rol oynayan integrin β4 

protein seviyesini yükselterek H322 akciğer kanser hücrelerinde apoptozu teĢvik 

ettiği bildirilmiĢtir. Western boyama tekniği ile, Cu16’ nın H322 hücrelerinde 10 µM 

konsantrasyondaki integrin β4 ün regülasyonunu indüklediğini doğrulanmıĢtır. 

   
Zheng ve ark, bir seri yeni 3-aril-1-(4-tert-bütilbenzil)-1H-pirazol-5-

karbohidrazit hidrazon türevleri sentezlemiĢler ve bu bileĢiklerin etkilerini A549 

akciğer kanser hücrelerine karĢı incelemiĢlerdir. (E)-1-(4-tert-butilbenzil)-N'-(1-(5-

kloro-2-hidroksifenil)etiliden)-3-(4-klorofenil)-1H-pirazol-5-karbohidrazit 

bileĢiğinin en etkili hücre büyümesini engelleyici etkiye sahip olduğu ve A549 hücre 

nükleer kondensasyonunu ve  parçalanmasını indüklediği TUNEL tekniği 

kullanılarak tespit edilmiĢ; bu sonuçlara göre A549 akciğer kanser hücrelerinde 

apoptozu baĢlattığı bildirilmiĢtir. (47).  
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Wirries ve ark.,  birçok insan kanser modellerinde pro-apoptotik sinyal 

yollarının timokinon (TQ) tarafından uyarılmasından dolayı, sentezledikleri  TQ 

hidrazon türevlerini hücre çoğalması ve propidyum iyodür boyaması sonrası flow 

sitometri ile apoptoz yolağına etkilerini kolorektal kanser hücrelerinde 

değerlendirmiĢlerdir (57).  Bu sonuçlar, p53-bağlı HCT116 hücrelerinde TQ-

hidrazon türevlerinin düĢük konsantrasyonlarda (10 µM) büyüme inhibisyonunu 

inhibe ettiğini göstermektedir.  
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Doksorubisin ve türevlerinin, lösemi hücerelerinde (HL-60 lösemi) kaspaz-8 

aktivasyonu ile, melanoma hücrelerinde (518A2 melanom)  kaspaz-9 aktivasyon 

yolu ile apoptozu uyardığı tespit edilmiĢtir (58).       
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Bununla birlikte; Aziz ve ark., prokaspaz aktive edici bileĢiğin (PAC-1), kaspaz-

3 etkinliğini ve kaspaz-3-bağımlı hücre ölümünü indüklediğini belirtmiĢlerdir (59). 
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Zhao ve ark. benzoisoindol hidrazon türevi bileĢiğin insan kolon kanser hücresi 

olan HCT-116 hücrelerinde apoptozu indüklediğini tespit etmiĢlerdir (60). 4'-(3'',4''-

metilendioksifenil)-6',7'-dimetoksil-1'-hidroksil-benzil-2,3-dihidro-izoindol-1-on-

hidrazin’in sübstitüe aldehitlerle etanollü ortamda reaksiyonundan bir dizi yeni 

benzoindol hidrazonları sentezlenmiĢ ve in vitro ortamda KB, A549 ve HCT-116 

kanser hücrelerine karĢı sitotoksisite etkileri MTT testi ile değerlendirilmiĢtir. N-(4-

Metilbenzilidenil)-4'-(3'',4''-metilendioksifenil)-6',7'-dimetoksil-1'-hidroksil-benzil-

2.3-dihidro-izoindol-1-hidrazon bileĢiğinin HCT-116 hücrelerinde apoptozu 

indükleyici etkisini Hoechst 33342-PI boyama tekniği, AO-EB boyama yöntemi ve 

Western blot yöntemi kullanılarak tespit edilmiĢtir. Bu bulgulardan, bu türevin 

mitokondriyel yolak üzerinden Bax düzeyini arttırıp, Bcl-2 düzeyini azaltarak 

apoptozu indüklediği sonucunu çıkarmıĢlardır. 
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Lou ve ark. N´-benziliden-2-(4-oksotiyano[2,3-d] pirimidin-3(4H)-

il)asetohidrazon türevleri sentezlemiĢler ve A549, HeLa, MBA-MD-231 kanser 

hücrelerine karĢı standart MTT testi ile sitotoksik etkilerini değerlendirmiĢlerdir. 

Flow sitometri analizleri ile en etkili bileĢiklerin (IC50 değeri 10-20 µM olan)  kaspaz 
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aktivasyonu belirlenmiĢtir. Bu sonuçlar, tümör hücrelerinde apoptozu kaspaza bağlı 

mekanizma ile indüklediklerini ispatlamıĢlardır (61). 
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Dandawate ve ark. sentezlemiĢ oldukları yeni plumbagin hidrazonlarını,  

östrojen pozitif reseptör MCF-7 ve üçlü negatif MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 

göğüs kanser hücre dizisine karĢı 48 saat boyunca MTT testi ile değerlendirmiĢlerdir. 

Bu bileĢiklerin western blot analizi yöntemi kullanarak, MDAMB-231 hücrelerinde 

NF-αB p65-alt ünite inhibisyonu yaptığını belirlemiĢlerdir. Belirtilen kanserli 

hücreler 1.5 µM konsantrasyonundaki bileĢiklerle 48 saat boyunca muamele edilmiĢ 

olup, sentezlenen iki bileĢik (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 özelliğinin en önemli hedeflerinden biri 

olan NF-αB düzeyini engellemede daha etkili oldukları bulunmuĢtur (62).  
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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) bileĢiğinin dıĢsal mitokondriyal apoptoz yolağı ile insan karaciğer 

kanser hücresi olan SMMC-7721 hücrelerinde apoptozu indüklediğini Hoechst 

33258 florosans boyama TUNEL testi, agaroz jel elektroforezi yöntemleri kullanarak 

tespit etmiĢlerdir. Piperonal siprofloksasin hidrazon, IC50 değeri 2.411 µmol/L ile 

SMMC-7721 hücrelerine karĢı güçlü sitotoksisite gösterdiğini bildirmiĢlerdir. 
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Yaptıkları bu çalıĢma piperanol sipofloksasin hidrazon’un SMMC-7721 hücrelerinde 

p53, Bax, kaspaz-9, kaspaz-3 ve kaspaz-9 ile kaspaz-3’ün yarılan aktif formlarının 

protein düzeylerini yükselttiğini göstermektedir (63).  
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Despaigne ve ark. 2-asetilpiridin-fenilhidrazon ile para-klorofenilhidrazon ve 

paranitrofenilhidrazon analoglarını, karĢılık gelen 2-benzoilpiridin türevi hidrazonları 

ve bu türevlerin galyum (III) komplekslerinin, U87 ve T98 beyin tümörü hücrelerine 

karĢı sitotoksisite etkilerini değerlendirmiĢlerdir. Sonuçlar, hidrazon türevlerinin 

etkilerinin onların komplekslerinden daha yüksek olduğunu göstermiĢtir. Bu 

çalıĢmada, hidrazonlarla (1 µmol L
-1

) U87, T98 kanser hücreleri ve MRC5 (insan 

fetal akciğer fibroflast) hücreleri muamele edilmiĢ ve hücre yuvarlaklaĢması, hücre 

büzüĢmesi, tomurcuk oluĢumu gibi apoptozun karakteristik morfolojik değiĢiklikleri 

ve floresans mikroskobu ile gözlemlenmiĢtir (64). 
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Çıkla ve ark. (49),  yaptıkları çalıĢmada etodolak hidrazit-hidrazonlarından NIH 

tarafından %58.24 büyüme inhibisyonu gösteren 2-(1,8-dietil-1,3,4,9-

tetrahidropirano[3,4-b]indol-1-il)asetik asit[(4-klorofenil)metilen]hidrazit bileĢiğinin 

ileri kanser araĢtırmalarını PC-3 prostat kanser hücresi ve L929 fibroblast hücresinde 

farklı dozlarda hücre canlılığı ve  büyüme inhibisyonu için MTT kolorimetrik metot 

ile değerlendirmiĢlerdir. 4-kloro sübstitüenti taĢıyan hidrazon türevinin etodolak ile 

karĢılaĢtırıldığında; L929 sağlıklı hücrede sitotoksisite göstermezken PC-3 prostat 
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kanser hücresinde 54 µM (22.84 µg/ml) dozda IC50 değeri ile antikanser etkinlik 

gösterdiğini tespit etmiĢlerdir. Bununla birlikte, bu bileĢiği apoptoz açısından 

değerlendirdiklerinde, kaspaz-3 ve Bcl-2 aktivasyonu için PC-3 prostat kanser 

hücrelerinde mitokondriyal yol üzerinden apoptozu uyardığını bildirmiĢlerdir. 
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5. DENEYSEL BÖLÜM (GEREÇ ve YÖNTEM ) 
 

 

5.1. Kullanılan Araç ve Gereçler 

 
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, deriĢik sülfirik asit, 

deriĢik hidroklorik asit, petrol eteri, etilasetat, sodyum bikarbonat,  metanol, etanol 

(CuSO4 ile kurutulmuĢ). 

 

5.1.2. Elektronik cihazlar 

 
Su Banyosu GFL-1042, Memmert 

Erime Derecesi Cihazı   Schmelzpunktbestimmer SMP II   

Ultrasonik Banyo Bransonic 221 

Terazi Sartorius A200S, Mettler Toledo 

FTIR Spektrofotometresi Schimadzu FTIR 8400S 

Elementel Analiz Cihazı CHNS-932 (LECO) 
1
H NMRSpektroskopisi Bruker 300 MHz Ultrashield TM, 

Bruker 600 MHz UltrashieldPlus 

TM 

Kütle Spektrometresi Jeol JMS-700 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 

*: Tolmetin sodyum dihidrat etken maddesinin sağlanmasında olanak sağlayan Santa Farma İlaç 

Sanayii A.Ş.’e teşekkür ederim. 
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5.2. Sentez Çalışmaları  

 

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) çözündürülür. OluĢan 

çözelti üzerine çökme iĢlemi tamamlanıncaya kadar HCl (% 37) ilave edilirek, mavi 

turnusol kağıdı ile kontrol edilir. OluĢan beyaz renkli çökelti süzülür, distile su ile 

yıkanır, kurutulur ve etanol ile kristallendirilir  

                     

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

Metanolde (20 ml) çözülen tolmetin  (0.01 mol) üzerine deriĢik sülfürik asit (1 

ml) ilave edilen reaksiyon karıĢımı, 3 saat geri çeviren soğutucu altında su 

banyosunda ince tabaka kromatografisi takibinde ısıtılır, soğutulur. Buz banyosu 

içinde NaHCO3 (% 5) ile nötralizasyon sağlandıktan sonra su ile yıkanır. Etanol  ile 

kristallendirilir. 

                         

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

 
BileĢik 2 (0,01 mol) metanolde (50 ml) çözündürülür. Üzerine hidrazin-hidrat 

(% 80’lik, 5 ml) ilave edilerek geri çeviren soğutucu altında su banyosunda ince 

tabaka kromatografisi takibinde 3 saat ısıtılır, soğutulur. Reaksiyon bitiminde elde 

edilen katı madde süzülerek, kurutulur ve etanol ile kristallendirilir. 

 

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

furil)metiliden]asetohidrazit [4a-l] 

 
Etanolde (CuSO4 ile kurutulmuĢ) (20 ml) çözülen bileĢik 3 (0,0025 mol) üzerine 

yine etanolde çözülen sübstitüe aldehitler  (0,0025 mol) ilave edilir. Bu karıĢım, ince 

tabaka kromatografisi takibinde 2 saat geri çeviren soğutucu altında ısıtılır. 

Reaksiyon bitiminde elde edilen katı madde süzülerek su ile yıkanır, kurutulur ve 

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

il]asetohidrazit 

 

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-

il]asetohidrazit 

 

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 

 

4g: 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]asetohidrazit 

 

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 

 

4l: 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]-N'-[3-fenoksifenil-

metiliden]asetohidrazit 
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5.3. Kromatografik Çalışmalar 

 
Sentezlenen maddelerin reaksiyon takibi ve safsızlık kontrolleri ince tabaka 

kromatografisi metodu ile yapılmıĢtır. Ġ.T.K. çalıĢmalarında, adsorban olarak 0.2 mm 

kalınlığındaki 20x20 cm hazır silika jel plakları (Merck-F-254)  kullanılmıĢtır.  

 
Kullanılan çözücü sistemleri kromatografik çalıĢmalara uygun olarak hazırlanıp, 

oranları aĢağıdaki gibidir: 

 
      M1: Kloroform:  Metanol (40: 60, h:h) 

      M2: Petrol eteri: Etil asetat (50: 50, h:h) 

      M3: Petrol eteri: Etil asetat (30: 70, h:h) 

       
Kromatografi tanklarına belirtilen çözücülerden uygun olanı (yaklaĢık 10 ml) 

konularak çözücü buharıyla doyması sağlanmıĢtır. Doygunluğa ulaĢtıktan sonra, 

Tolmetin ve sentez maddeleri metanol ile seyreltilerek plağa tatbik edilmiĢtir. 

Sürüklenme bittikten sonra Rfx100 değerleri (21 oC’de), dalga boyu 254 nm olan UV 

lambası altında lekeler iĢaretlendikten sonra hesaplanmıĢtır. Lekelerin belli olması 

için DAC belirteci (4-dimetilaminosinnamaldehit’in 1 M hidroklorik asit (50 ml) ve 

etanoldeki (50 ml) % 0.2’ lik çözeltisi) kullanılmıĢtır.  

 

5.4. Biyolojik Çalışmalar        

    
5.4.1. Anti-kanserojenik Etki Çalışması 

 
Tolmetin ve tolmetin etken maddesi üzerinden sentezlediğimiz; tolmetin 

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

metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetohidrazit) (4g) (SGK 417) bileĢiklerinin HCT-116 

(ATCC, CCL-247) ve HT-29 (ATCC, HTB-38) insan kolon kanseri hücre hatları 

üzerinde antikanserojenik etkileri; MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolyum bromür] testi [Cell Proliferation Kit I (MTT), Roche-Germany] 

ile, M.Ü. Eczacılık Fakültesi Biyokimya Anabilim Dalı’nda tayin edilmiĢtir. 

MTT (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromür), hücre 

proliferasyonunu, canlılığını ve sitotoksisiteyi ölçmede kullanılan kantitatif bir 

yöntemdir. Bu yöntem, mitokondriyal enzim sistemleri tarafından kataliz edilen 

tetrazolium tuzlarının indirgenmesine dayanmaktadır ve hücre büyümesi ile 
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ksenobiyotik sitotoksisiteyi yansıtır. Tetrazoliyum tuzları (MTT, XTT, WST-1), 

genelde substrat olarak renksiz, canlı hücrelerin mitokondriyal aktivitesi sonucu 

renkli ürünler veren maddelerdir. MTT bu amaçla kullanılan bir tetrazolium tuzudur, 

ve substrat olarak sarı renkte olmasına rağmen canlı hücrelerin mitokondrilerinde 

süksinat-dehidrogenaz enzimine spesifik olarak bağlandığında suda çözünmeyen 

mavi-mor formazan tuzları oluĢturur. Formazan tuzları, DMSO, izopropanol gibi 

organik solventlerde kolayca çözünürler. Solventte çözünen materyalin optik 

dansitesi, çözünmüĢ olan formazan kristallerinin konsantrasyonunun verdiği 

absorbansa göre spektrofotometrik olarak ölçülebilir. Ölçülen değer direkt olarak 

kültürdeki hücrelerin metabolik aktivitelerini verir ve bu değer de yaĢayan hücre 

sayısı ile iliĢkilendirilir. 

Kolon kanseri hücrelerinin çoğaltılması için % 10 fetal sığır serumu, 100 mM L-

Glutamin ve % Penisilin-Streptomisin içeren Dulbecco’s modifiye Eagle medium 

(DMEM) kullanılmıĢtır. MTT çalıĢmaları, Vybrant” MTT hücre proliferasyon kiti 

(Ġnvitrogen) kullanılarak 96 kuyucuklu doku kültür kaplarında gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Hücreler çözüldükten sonra kültür medyumunda kültüre edilmiĢlerdir. 3. Pasajdan 

sonra hücreler % 0.25’lik Tripsin-EDTA solüsyonuyla kaldırılmıĢlardır. Daha sonra 

15 ml’lik Falcon tüpe alınarak 2000 rpm’de 5 dakika santrifüjlenmiĢlerdir. Santrifüj 

sonrası tüp içerisinde bulunan üst faz dökülmüĢtür. Hücre pelleti 1 ml kültür 

medyumu ile süspanse edildildikten sonra hücre sayımı yapılmıĢtır. Bunun için % 

1’lik Tripan mavisi kullanılmıĢtır. Hücre sayımından sonra her bir kuyucuğa 1x10
4
 

hücre ekilmiĢ ve 37 °C’de % 95 nem ve % 5 CO2’li ortamda 24 saat inkübasyona 

tabi tutulmuĢlardır. Bu sürenin bitiminde, sentez bileĢikleri çeĢitli 

konsantrasyonlarda eklenerek 37 °C’lik inkübatöre kaldırılmıĢlardır. Kültürün 48. 

saatinde kültür kabında bulunan medyum çıkarılmıĢ ve her bir kuyucuğa 100 μl taze 

kültür medyumu konulduktan sonra 10 μl MTT boyası (5 mg/ml) eklenerek hücreler 

37 °C’de 4 saat daha inkübe edilmiĢlerdir. Ġnkübasyon sonunda, canlı hücreler 

tarafından oluĢturulan formazan tuzlarının çözülmesi için her bir kuyuya 100  µl 

solubilizasyon çözeltisi eklenmiĢ ve 37 °C’de 12 saat bekletilmiĢtir. Kültür plağı 

mikroplaka okuyucusuna konularak absorbans değerleri 540 nm dalga boyunda 

okutulmuĢtur. Referans dalga boyu olarak 630 nm dalga boyu kullanılmıĢtır. Hiçbir 

madde eklenmeyen kontrol kültürlerinden elde edilen absorbans değerlerinin 
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ortalaması alınarak bu değer % 100 kabul edilmiĢtir. Sentez bileĢikleri içeren 

kültürlerden elde edilen absorbans değerleri kontrol absorbans değerine oranlanmıĢ 

ve hücrelerin canlılık oranları % olarak ifade edilmiĢtir.  
 

Kullanılan çözeltiler: 

1. Hücre kültür medyumu: % 10 FBS (Ġnvitrogen), % 1 streptomisin/penisilin 

(Hyclone) ve 2 mM glutamin (Hyclone) içeren düĢük glukozlu DMEM (Ġnvitrogen) 

içerisinde hazırlanmıĢtır.  

2.  Stok MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolyum bromür) çözeltisi: 

Kit içerisinde bulunan 1 vial MTT üzerine 1 ml steril fosfat tampon çözeltisi (PBS) 

eklenerek 12 mM stok çözelti hazırlanmıĢtır. 

3. DMSO (Sigma) 

 
5.4.2. Bileşiklerin HT-29 Hücrelerinde Apoptoz Etkilerinin Çalışması 

 
ÇalıĢmamızda sentezlediğimiz tolmetin [1] ve tolmetin üzerinden 

sentezlediğimiz hidrazit-hidrazon yapısındaki [4g] bileĢiklerinin apoptotik etkileri, 

M.Ü. Eczacılık Fakültesi Biyokimya Anabilim Dalı’nda araĢtırılmıĢ ve MTT 

sonuçlarına göre etkin olduğu HT-29 (ATCC, HTB-38) insan kolon kanseri hücre 

hattı kullanılmıĢtır.  

 
Apoptoz belirteci olarak kaspaz 3, 8 ve 9 aktivitelerinin ölçülmesi 

hedeflenmiĢtir. Bunun için [1] ve [4g] bileĢiklerinin 75, 100 ve 150 µM’lık 

konsantrasyonları kullanılmıĢtır. Kaspaz 3, 8 ve 9 aktivitesinin belirlenebilmesi için 

kanser hücreleri 6’lı kültür kaplarına her bir kuyuda 1x10
6
 hücre olacak Ģekilde 

ekilmiĢ ve bir gece bekledikten sonra, 24 saat süresince 75, 100 ve 150 μM 

konsantrasyonlardaki tolmetin [1] ve 2,6-diklorofenil sübstitüenti taĢıyan tolmetin 

hidrazit-hidrazonu [4g] bileĢiğiyle inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon süresi bittiğinde 

kuyucuklar, soğuk PBS ile yıkanmıĢ ve hücreler kazınarak eppondorf tüplerde 

toplanmıĢtır. Hücreler 2000 rpm’de 5 dakika santrifüjlendikten sonra üst faz 

dökülmüĢ ve pellet üzerine hücre lizis tamponu eklenmiĢtir. Soğuk buz üzerinde 10 

dakika bekletilen hücreler 10000 rpm’de 5 dakika santrifüj edilmiĢtir. Üstte bulunan 

süpernatant kısmı alınarak temiz tüplere aktarılmıĢtır. Analizler bu örneklerde 

çalıĢılmıĢtır.  
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Kaspaz 3 aktivitesinin belirlenmesi için kolorimetrik kit kullanılmıĢtır (Milipore, 

MA). Kaspaz 8 ve kaspaz 9 aktivasyonu için de kolorimetrik kitler kullanılmıĢtır 

(ApoTarget, Ġnvitrogen).   Sonuçlar, kontrole göre kıyaslanarak kat artıĢı Ģeklinde 

verilmiĢtir. 

5.4.3. Bileşiklerin Annexin V Bağlanması 

 
        Annexin V, apoptoza uğrayan hücrelerin yüzeyinde bulunan bir proteindir. 

ÇalıĢmamızda bağlanma deneyleri, FITC-Annexin V kullanılarak Zhao ve ark. (60)  

modifiye metodu ile yapılmıĢtır. Hücre kaplarında 6 kuyucuklu bulunan hücreler 

üzerine soğuk PBS eklenmiĢ ve hücreler yıkanmıĢtır. Daha sonra bir scraper 

yardımıyla hücreler alınmıĢ ve ependorflara yerleĢtirilmiĢtir. 2000 rpm’de 5 dakika 

santrifüjlendikten sonra üst fazları atılarak, hücreler kitin içeriğinde bulunan 

bağlanma çözeltisine alınmıĢtır. 200 µl’lik hücre çözeltisine 3 µl Annexin V, 

eklenerek, oda sıcaklığında 30 dakika bekletilmiĢtir. Hücreler boyanın 

uzaklaĢtırılması için 3 kez PBS ile yıkanmıĢ ve florospektrofotometre ile analiz 

edilmiĢtir.    

 
Ġstatistiksel analizler GraphPad Prism 6 programı kullanılarak yapılmıĢtır. 

Gruplar arası farklılıkların belirlenmesinde iki yönlü ANOVA ve Tukey’s posthoc 

testleri kullanılmıĢtır. Ġstatistiksel  p<0.05 olarak anlamlı kabul edilmiĢtir. 
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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) 

 

 

CH3

NO

CH3

O

O
H

 
 

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

çözündürülür. Çökme bitinceye kadar HCl (% 37) ilave edilir ve asitliği mavi 

turnusol kağıdıyla kontrol edilir. OluĢan beyaz renkli çökelti süzülür, distile su ile 

yıkanır, kurutulur. C15H15NO3  (M.A.= 257.284 g/mol)   

 Verim: % 95 

 Rf x100: 70 (M1), t: 21 ºC 

 Kirli beyaz renkte toz madde 

 E.n. 157 
o
C 

 Su, metanol ve etanolde çözünmez, asetonda az, kloroform ve  DMSO’de    

tamamen çözünür.  

 
IR Spektrumu:  

maks. (cm
-1

): 3370 (karboksilik asidin -OH g.b.); 3030 (aromatik =C-H g.b.); 1688 

(karboksilik asit, C=O g.b.); 1595, 1560, 1454, 1406 (aromatik C=C g.b.) 1225 

(karboksilik asit, C-O g.b.); 1377 (-CH3 grubu asimetrik C-H e.b); 885 (1,4 

disubstitüe benzen) (Şekil 4). 
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Şekil 4: 1 bileĢiğinin IR spektrumu 

 

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

 

 

CH3

NO

CH3

O

O
CH3

 
 

Metanolde (20 ml) çözülen 2.573 g tolmetin  (0.01 mol) üzerine deriĢik sülfürik 

asit (1 ml) ilave edilen reaksiyon karıĢımı, 3 saat geri çeviren soğutucu altında ısıtılır, 

soğutulur. Buz banyosu içinde NaHCO3 (% 5) ile  nötralizasyon sağlandıktan sonra 

su ile yıkanır. Etanol  ile kristallendirilir. C16H17NO3  (M.A.= 271.311 g/mol)   

  Verim: % 77 

  Rf x100: 32 (M2), t: 21 ºC 

  Kirli beyaz renkte toz madde 

  E.n. 121-123
o
C (121-122 

o
C) (65) 

  Su, metanol ve etanolde çözünmez, asetonda az, kloroform ve DMSO’de    

tamamen çözünür.  
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UV Spektrumu: 

maks. (nm) ( ): 318 (32172), 311 (32421); 306 (32082); 299 (44585); 256 (30454); 

211 (30024); 195 (13497) (100 ml’sinde 1.2 mg madde içeren etanollü çözelti). 

 
IR Spektrumu:  

maks. (cm
-1

):  2955 (-CH3 grubu asimetrik C-H g.b); 1720 (ester, C=O 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 disubstitüe benzen) (Şekil 5). 

 

 

Şekil 5: 2 bileĢiğinin IR spektrumu 

 

1
H-NMR Spektrumu : 

 

(500 MHz) (DMSO-d6/TMS) δ ppm: 2.49 (3H, s, -CH3); 3.66 (3H, s, N-CH3); 3.81 

(3H, s, O-CH3); 3.90 (2H, s, -CH2-); 6.11 (1H, d, J=3.9 Hz, CH2 komĢu pirol halkası 

protonları); 6.56 (1H, d, J=3.9 Hz, C=O komĢu pirol halkası protonları); 7.29 (2H, d, 

J=7.81 Hz, benzen halkası metile göre o-protonları); 7.62 (2H, d, J=7.81 Hz, benzen 

halkası karbonile göre o-protonları) (Şekil 6). 
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Şekil 6: BileĢik 2’nin 1H-NMR spektrumu 

 

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

 

 

CH3

NO
NH

CH3

O

NH2

 
 

BileĢik 2 2.713 g (0.01 mol) tartılır, metanolde (50 ml) çözündürülür. Üzerine 

hidrazin-hidrat (% 80’lik, 5 ml) ilave edilerek geri çeviren soğutucu altında su 

banyosunda ince tabaka kromatografisi takibinde 3 saat ısıtılır, soğutulur. Reaksiyon 

bitiminde elde edilen katı madde süzülerek, kurutulur. Etanol ile kristallendirilir. 

 Verim: % 84 

 Rf x100: 24.5 (M3), t: 21 ºC  

 Kirli beyaz renkte toz madde 

 E.n. 185-186
o
C 

 Su, metanol ve etanolde çözünmez, asetonda az, kloroform ve  DMSO’de    

tamamen çözünür.  

CH3

NO

CH3

O

O
CH3
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  Analiz: C15H17N3O2  (M.A.= 271.31438 g/mol)   

 

 

UV Spektrumu: 

maks. (nm) ( ): 320 (29012), 312 (29033); 305 (28198); 300 (40555); 254 (28490); 

214 (33590) (100 ml’sinde 1.3 mg madde içeren etanollü çözelti). 

 
IR Spektrumu:  

maks. (cm
-1

): 3329, 3254 (hidrazit asimetrik ve simetrik N-H g.b.); 3099  

(aromatik =C-H g.b.); 2943 (-CH3 grubu asimetrik C-H g.b.); 1643 (hidrazit, C=O 

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-disübstitüebenzen) (Şekil 7). 

 

 

Şekil 7: 3 bileĢiğinin IR spektrumu 

 

 
1
H-NMR Spektrumu : 

 

(500 MHz) (DMSO-d6/TMS) δ ppm: 2.37 (3H, s, -CH3); 3.52 (2H, s, -CH2-CO-); 

3.86 (3H, s, N-CH3); 4.27 (2H, s, -NH2); 6.06 (1H, d, J=3.9 Hz, CH2 komĢu pirol 

halkası protonları); 6.54 (1H, d, J=3.9 Hz, C=O komĢu pirol halkası protonları);  

7.29 (2H, d, J=7.81 Hz, benzen halkası metile göre o-protonları); 7.61 (2H, d, J=8.3 

Hz, benzen halkası karbonile göre o-protonları); 9.23 (1H, s, -NH) (Şekil 8). 
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Şekil 8: BileĢik 3’ün 1H-NMR spektrumu 

 

Kütle Spektrumu: 

(EI, m/z, %): 271.1 [M
+
] (% 62), 240.1 (% 18),  212.1 (% 100), 119 (% 27), 91 (% 

14). (Şekil 9). 

 

 

Şekil 9: BileĢik 3’ün kütle spektrumu 

CH3

NO
NH

CH3

O

NH2
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6.1.4. N'-[furan-2-il-metiliden]-2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-

il]asetohidrazit (4a) 

 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

O

 
  
BileĢik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartılır, 20 ml etanol ve etanolde çözülen 

0.2402 g (0.0025 mol) 2-furaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen yönteme göre elde 

edilir. Elde edilen ürün, etanol ile iki kez kristallendirilerek saflaĢtırılır.  

 
 Verim: % 93 

 Rf x100: 28 (M2), t: 21 ºC 

 Kirli beyaz renkte toz madde 

 E.n. 222-224
o
C 

 Su, metanol ve etanolde çözünmez, asetonda az, kloroform ve  DMSO’de    

tamamen çözünür.  

  Analiz: C20H19N3O3  (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:  

maks. (cm
-1

): 3183 (hidrazon, N-H g.b.); 3090, 3050 (aromatik =C-H g.b.); 2959, 

2913 (-CH3 grubu asimetrik C-H g.b); 1665 (hidrazon, C=O 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-disübstitüe benzen) 

(Şekil 10). 
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Şekil 10: 4a bileĢiğinin IR spektrumu 

 

1
H-NMR Spektrumu :                         

 

(600 MHz) (DMSO-d6/TMS) δ ppm: 2.36 (3H, s, -CH3); 3.84 (çözücü piki içinde                

N-CH3); 4.07 (2H, s, -CH2); 6.10-7.58 (9H, m, pirol ve furan halkasındaki protonlar, 

Ar-H); 8.07, 8.21 (1H, ss, -CH=N); 11.42,11.67 (1H, ss, -NH) (Şekil 11). 

 

Şekil 11: BileĢik 4a’nin 1H-NMR spektrumu 

 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

O
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6.1.5.  2-[1-Metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]-N'-[piridin-3-il 

metiliden]asetohidrazit (4b) 

 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

N

 
  
BileĢik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartılır, 20 ml etanol ve etanolde çözülen 

0.2678 g (0.0025 mol) 3-piridinkarboksaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen 

yönteme göre elde edilir. Elde edilen ürün, etanol ile iki kez kristallendirilerek 

saflaĢtırılır.  

 Verim: % 74 

 Rf x100: 17 (M2), t: 21 ºC  

 Kirli beyaz renkte toz madde 

 E.n. 191-193
o
C 

 Su, metanol ve etanolde çözünmez, asetonda az, kloroform ve  DMSO’de    

tamamen çözünür.  

  Analiz: C21H20N4O2.1/2H2O.1/2C2H5OH  (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:  

maks. (cm
-1

): molekülün tuttuğu suyun OH g.b.) 3069 (hidrazon, N-H g.b.); 

2955, 2926  (-CH3 grubu asimetrik C-H g.b); 2822 (-CH3 grubu simetrik C-H g.b); 

1676 (hidrazon, C=O 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 

disübstitüe benzen) (Şekil 12). 
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Şekil 12: 4b bileĢiğinin IR spektrumu 

 

1
H-NMR Spektrumu : 

 

(300 MHz) (CDCl3/TMS) δ ppm: 1.78 (s, molekülün tuttuğu etanolün –CH3 piki) 

2.44 (3H, s, -CH3); 3.83 (s, molekülün tuttuğu etanolün –CH2 piki), 3.97 (s, 

molekülün tuttuğu etanolün –OH piki) 4.04 (3H, s, N-CH3); 4.22 (2H, s, -CH2); 6.19 

(1H, d, J=4.06 Hz, CH2 komĢu pirol halkası protonları); 6.71 (1H, d, J=4.04 Hz, 

C=O komĢu pirol halkası protonları); 7.24-7.74;8.02-8.06 (8H, m, Ar-H); 7.89 (1H, 

s, -CH=N); 10.16 (1H, s, -NH-) (Şekil 13). 
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Şekil 13: BileĢik 4b’nin 1H-NMR spektrumu 

 

 

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

il]asetohidrazit (4c) 
 

 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

F

 
 
BileĢik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartılır, 20 ml etanol ve etanolde çözülen 

0.3103 g (0.0025 mol) 2-fluorobenzaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen yönteme 

göre elde edilir. Elde edilen ürün, etanol ile iki kez kristallendirilerek saflaĢtırılır.  

 
 Verim: % 50 

 Rf x100: 32 (M2), t: 21 ºC 

 Kirli beyaz renkte toz madde 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

N
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 E.n. 185
o
C 

 Su, metanol ve etanolde çözünmez, asetonda az, kloroform ve  DMSO’de    

tamamen çözünür.  

  Analiz: C22H20FN3O2.1/2 C2H5OH (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:  

maks. (cm
-1

): 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=O 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 disubstitüe benzen) (Şekil 14). 

 

 

Şekil 14: 4c bileĢiğinin IR spektrumu 

 

1
H-NMR Spektrumu : 

 

(300 MHz) (CDCl3/TMS) δ ppm: 1.66 (s, molekülün tuttuğu etanolün –CH3 piki), 

2.44 (3H, s, –CH3); 3.83 (s, molekülün tuttuğu etanolün –CH2 piki), 3.99 (s, 

molekülün tuttuğu etanolün –OH piki), 4.05 (3H, s, N-CH3); 4.21 (2H, s, -CH2);  

6.19 (1H, d, J=4.05 Hz, CH2 komĢu pirol halkası protonları); 6.71 (1H, d, J=4.05 

Hz, C=O komĢu pirol halkası protonları); 7.10-7.44 (8H, m, Ar-H) 8.09 (1H, s, -

CH=N); 9.58 (1H, s, -NH) (Şekil 15). 
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Şekil 15: BileĢik 4c’nin 1H-NMR spektrumu 

 

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

il]asetohidrazit (4d) 
 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

F  
 

BileĢik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartılır, 20 ml etanol ve etanolde çözülen 

0.3103 g (0.0025 mol) 4-fluorobenzaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen yönteme 

göre elde edilir. Elde edilen ürün, etanol ile iki kez kristallendirilerek saflaĢtırılır.  

 
 Verim: % 83 

 Rf x100: 30 (M2), t: 21 ºC 

 Kirli beyaz renkte toz madde 

 E.n. 200-201
o
C 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

F
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 Su, metanol ve etanolde çözünmez, asetonda az, kloroform ve  DMSO’de    

tamamen çözünür.  

  Analiz: C22H20FN3O2.1/2 C2H5OH (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:  

maks. (cm
-1

): 3227 (hidrazon, N-H g.b.); 3161 (aromatik, =C-H g.b.) 1682 

(hidrazon, C=O 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 disubstitüe benzen) (Şekil 16). 

 

 

Şekil 16: 4d bileĢiğinin IR spektrumu 

  
1
H-NMR Spektrumu : 

 

(300 MHz) (CDCl3/TMS) δ ppm: 1.7 (s, molekülün tuttuğu etanolün –CH3 piki), 

2.44 (3H, s, -CH3); 3.81 (s, molekülün tuttuğu etanolün –CH2 piki), 3.97 (s, 

molekülün tuttuğu etanolün –OH piki), 4.04 (3H, s, N-CH3); 4.21 (2H, s, -CH2-); 

6.19 (1H, d, J=4.05 Hz, CH2 komĢu pirol halkası protonları); 6.72 (1H, d, J=4.05 Hz, 

C=O komĢu pirol halkası protonları); 7.07-7.75 (8H, m, Ar-H) 7.84 (1H, s, -CH=N); 

10.10 (1H, s, -NH) (Şekil 17). 
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Şekil 17: BileĢik 4d’nin 1H-NMR spektrumu 

 

 

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

il]asetohidrazit (4e) 
  

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

Cl  

BileĢik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartılır, 20 ml etanol ve etanolde çözülen 

0.3514 g (0.0025 mol)  4-klorobenzaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen yönteme 

göre elde edilir. Elde edilen ürün, etanol ile iki kez kristallendirilerek saflaĢtırılır.  

 Verim: % 70 

 Rf x100: 45  (M2), t: 21 ºC 

 Kirli beyaz renkte toz madde 

 E.n. 198-200
o
C 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

F  
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 Su, metanol ve etanolde çözünmez, asetonda az, kloroform ve  DMSO’de    

tamamen çözünür.  

  Analiz: C22H20ClN3O2.1/2 C2H5OH (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:  

maks. (cm
-1

): 3206 (molekülün tuttuğu etanolün -OH g.b.); 3154 (hidrazon, N-H 

g.b.); 3051 (aromatik =C-H g.b.); 2949, 2920 (-CH3 grubu asimetrik C-H g.b); 1684, 

1666  (hidrazon, C=O 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 (-CH3 

grubu asimetrik C-H e.b); 1086 (Ar-Cl g.b.); 885 (1,4 disubstitüe benzen) (Şekil 18). 

 

 

Şekil 18: 4e bileĢiğinin IR spektrumu 

 

 
1
H-NMR Spektrumu : 

 

(300 MHz) (CDCl3/TMS) δ ppm: 1.67 (s, molekülün tuttuğu etanolün –CH3 piki); 

2.44 (3H, s, -CH3); 3.82 (s, molekülün tuttuğu etanolün –CH2 piki), 3.98 (s, 

molekülün tuttuğu etanolün –OH piki); 4.04 (3H, s, N-CH3); 4.21 (2H, s, -CH2);  

6.18 (1H, d, J=4.06 Hz, CH2 komĢu pirol halkası protonları); 6.71 (1H, d, J=4.04 

Hz, C=O komĢu pirol halkası protonları); 7.24-7.75 (8H, m, Ar-H); 7.82 (1H, s, -

CH=N), 9.97 (1H, s, -NH) (Şekil 19).  
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Şekil 19: BileĢik 4e’nin 1H-NMR spektrumu 

 

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

il]asetohidrazit (4f) 
 

 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

Cl

Cl  
 
BileĢik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartılır, 20 ml etanol ve etanolde çözülen 

0.4375 g (0.0025 mol) 2,4-diklorobenzaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen 

yönteme göre elde edilir. Elde edilen ürün, etanol ile iki kez kristallendirilerek 

saflaĢtırılır.  

 Verim: % 82 

 Rf x100: 50 (M2), t: 21 ºC 

 Kirli beyaz renkte toz madde 

 E.n. 202-206
o
C 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

Cl  
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 Su, metanol ve etanolde çözünmez, asetonda az, kloroform ve  DMSO’de    

tamamen çözünür.  

  Analiz: C22H19Cl2N3O2.1/2 C2H5OH (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:  

maks. (cm
-1

): 3204 (molekülün tuttuğu etanolün -OH g.b); 3140 (hidrazon, N-H 

g.b.); 3028 (aromatik, =C-H g.b.); 2947, 2922 (-CH3 grubu asimetrik C-H g.b.) 1692 

(hidrazon, C=O 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 disübstitüe benzen) (Şekil 20). 
 

 

Şekil 20: 4f bileĢiğinin IR spektrumu  

 

1
H-NMR Spektrumu : 

 

(300 MHz) (CDCl3/TMS) δ ppm: 1.66 (s, molekülün tuttuğu etanolün –CH3 piki), 

2.44 (3H, s, -CH3); 3.82 (s, molekülün tuttuğu etanolün –CH2 piki), 3.98 (s, 

molekülün tuttuğu etanolün –OH piki), 4.03 (3H, s, N-CH3); 4.19 (2H, s, -CH2-); 

6.16 (1H, d, J=4.06 Hz, CH2 komĢu pirol halkası protonları); 6.70 (1H, d, J=4.05 

Hz, C=O komĢu pirol halkası protonları); 7.24-7.93 (7H, m, Ar-H) 8.20 (1H, s, -

CH=N); 9.81 (1H, s, -NH) (Şekil 21). 
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Şekil 21: BileĢik 4f’nin 1H-NMR spektrumu 

 

6.1.10.  N'-[(2,6-diklorofenil)metiliden]-2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-

il]asetohidrazit (4g) 
 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

Cl
Cl

 
  
BileĢik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartılır, 20 ml etanol ve etanolde çözülen 

0.4375 g (0.0025 mol) 2,6-diklorobenzaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen 

yönteme göre elde edilir. Elde edilen ürün, etanol ile iki kez kristallendirilerek 

saflaĢtırılır.  

 Verim: % 86 

 Rf x100: 60 (M2), t: 21 ºC 

 Kirli beyaz renkte toz madde 

 E.n. 225-226
o
C 

 Su, metanol ve etanolde çözünmez, asetonda az, kloroform ve  DMSO’de    

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

Cl

Cl  
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tamamen çözünür.  

 Analiz: C22H19Cl2N3O2 (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: 

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

(100 ml’sinde 1.4 mg madde içeren etanollü çözelti). 

 
IR Spektrumu:  

maks. (cm
-1

): 3184 (hidrazon, N-H g.b.); 3048 (aromatik, =C-H g.b.); 1660 

(hidrazon, C=O 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 disubstitüe benzen) (Şekil 22). 

 

 

Şekil 22: 4g bileĢiğinin IR spektrumu 

 
1
H-NMR Spektrumu : 

 

(300 MHz) (CDCl3/TMS) δ ppm: 2.44 (3H, s, -CH3); 4.01 (3H, s, N-CH3); 4.20 (2H, 

s, -CH2-); 6.19 (1H, d, J=4.06 Hz, CH2 komĢu pirol halkası protonları); 6.70 (1H, d, 

J=4.05 Hz, C=O komĢu pirol halkası protonları); 7.24-7.74 (7H, m, Ar-H) 8.13 (1H, 

s, -CH=N); 9.79 (1H, s, -NH) (Şekil 23). 
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Şekil 23: BileĢik 4g’nin 1H-NMR spektrumu 

 

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

il]asetohidrazit (4h) 

 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

Br  
 
BileĢik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartılır, 20 ml etanol ve etanolde çözülen 

0.4625 g (0.0025 mol) 4-bromobenzaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen yönteme 

göre elde edilir. Elde edilen ürün, etanol ile iki kez kristallendirilerek saflaĢtırılır.  

 Verim: % 70 

 Rf x100: 35 (M2), t: 21 ºC 

 Kirli beyaz renkte toz madde 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

Cl
Cl
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 E.n. 206-207
o
C 

 Su, metanol ve etanolde çözünmez, asetonda az, kloroform ve  DMSO’de    

tamamen çözünür.  

  Analiz: C22H20BrN3O2.1/2 C2H5OH (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:  

maks. (cm
-1

):  3213 (molekülün tuttuğu etanolün -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=O 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 disubstitüe benzen) (Şekil 24). 
 

 

Şekil 24: 4h bileĢiğinin IR spektrumu 

 

1
H-NMR Spektrumu : 

 

(300 MHz) (CDCl3/TMS) δ ppm: 1.69 (s, molekülün tuttuğu etanolün –CH3 piki) 

2.44 (3H, s, -CH3); 3.81 (s, molekülün tuttuğu etanolün –CH2 piki); 3.97 (s, 

molekülün tuttuğu etanolün –OH piki); 4.04 (3H, s, N-CH3); 4.21 (2H, s, -CH2-CO-); 

6.18 (1H, d, J=4.06 Hz, CH2 komĢu pirol halkası protonları); 6.71 (1H, d, J=4.05 Hz, 

p C=O komĢu pirol halkası protonları); 7.24-7.74 (8H, m, Ar-H) 7.80 (1H, s, -

CH=N-); 10.08 (1H, s, -NH-) (Şekil 25). 
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Şekil 25: BileĢik 4h’nin 1H-NMR spektrumu 

 

6.1.12. 2-[1-Metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]-N'-[(4-

nitrofenil)metiliden]asetohidrazit (4i) 
 

 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

N
+

O
- O

 
 
BileĢik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartılır, 20 ml etanol ve etanolde çözülen 

0.3780 g (0.0025 mol) 4-nitrobenzaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen yönteme 

göre elde edilir. Elde edilen ürün, etanol ile iki kez kristallendirilerek saflaĢtırılır.  

 Verim: % 88 

 Rf x100: 34 (M2), t: 21 ºC 

 Mat sarı  renkte toz madde 

 E.n. 225-228 
o
C 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

Br  
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 Su, metanol ve etanolde çözünmez, asetonda az, kloroform ve  DMSO’de    

tamamen çözünür.  

  Analiz: C22H20N4O4.1/2 H2O (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:  

maks. (cm
-1

): (hidrazon, N-H g.b.); 3080 (aromatik =C-H g.b.) 2965, 2918 (-

CH3 grubu asimetrik C-H g.b.); 2857 (-CH3 grubu simetrik C-H g.b.); 1670 

(hidrazon, C=O g.b.); 1599 (hidrazon, C=N g.b.); 1582, 1520, 1487, 1456 (aromatik 

C=C g.b. ve hidrazon N-H e.b. ve NO2 grubu asimetrik g.b.); 1375 (hidrazon, C-N 

g.b.); 1337 (NO2 grubu simetrik g.b.); 885 (1,4 disubstitüe benzen) (Şekil 26). 
 

 

Şekil 26: 4i bileĢiğinin IR spektrumu 

 

 
1
H-NMR Spektrumu : 

 

(300 MHz) (CDCl3/TMS) δ ppm: 2.32 (3H, s, -CH3); 3.90 (3H, s, N-CH3); 4.08 (2H, 

s, -CH2);  6.04 (1H, d, J=4.06 Hz, CH2 komĢu pirol halkası protonları); 6.58 (1H, d, 

J=4.04 Hz, C=O komĢu pirol halkası protonları); 7.12-7.81; 8.11-8.23 (8H, m, Ar-

H); 7.95 (1H, s, -CH=N); 11.43 (1H, s, -NH) (Şekil 27). 
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Şekil 27: BileĢik 4i’nin 1H-NMR spektrumu 

 

 

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

[fenilmetiliden]asetohidrazit (4j) 

 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

 
  
BileĢik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartılır, 20 ml etanol ve etanolde çözülen 

0.2653 g (0.0025 mol) benzaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen yönteme göre elde 

edilir. Elde edilen ürün, etanol ile iki kez kristallendirilerek saflaĢtırılır.  

 Verim: % 71 

 Rf x100: 36 (M2), t: 21 ºC 

 Kirli beyaz renkte toz madde 

 E.n. 168-172 
o
C 

 Su, metanol ve etanolde çözünmez, asetonda az, kloroform ve  DMSO’de    

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

N
+

O
- O  
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tamamen çözünür.  

  Analiz: C22H21N3O2.1/2 C2H5OH (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:  

maks. (cm
-1

): 3194 (hidrazon, N-H g.b.); 3082 (aromatik =C-H g.b.) 2969, 2916  

(-CH3 grubu asimetrik C-H g.b.) 1667 (hidrazon, C=O 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. bandları) (Şekil 28). 

 

 

Şekil 28: 4j bileĢiğinin IR spektrumu 

 

 
1
H-NMR Spektrumu : 

 

(300 MHz) (CDCl3/TMS) δ ppm: 1.68 (s, molekülün tuttuğu etanolün –CH3 piki) 

2.44 (3H, s, -CH3); 3.83 (s, molekülün tuttuğu etanolün –CH2 piki), 3.98 (s, 

molekülün tuttuğu etanolün –OH piki) 4.05 (3H, s, N-CH3); 4.23 (2H, s, -CH2); 6.20 

(1H, d, J=4.06 Hz, CH2 komĢu pirol halkası protonları); 6.72 (1H, d, J=4.04 Hz, 

C=O komĢu pirol halkası protonları); 7.24-7.75 (9H, m, Ar-H) 7.85(1H, s, -CH=N-); 

9.82 (1H, s, -NH-) (Şekil 29). 
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Şekil 29: BileĢik 4j’nin 1H-NMR spektrumu 

 

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

il]asetohidrazit (4k) 

 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

O
CH3  

  
BileĢik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartılır, 20 ml etanol ve etanolde çözülen 

0.3404 g (0.0025 mol) 4-metoksibenzaldehit’den hareketle 5.2.4.’de verilen yönteme 

göre elde edilir. Elde edilen ürün, etanol ile iki kez kristallendirilerek saflaĢtırılır.  

 Verim: % 84 

 Rf x100: 31 (M2), t: 21 ºC 

 Kirli beyaz renkte toz madde 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N
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 E.n. 189 
o
C 

 Su, metanol ve etanolde çözünmez, asetonda az, kloroform ve  DMSO’de    

tamamen çözünür.  

  Analiz: C23H23N3O3.1/2 C2H5OH (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:  

maks. (cm
-1

): 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=O 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 disubstitüe benzen)  (Şekil 30). 

 

 

Şekil 30: 4k bileĢiğinin IR spektrumu 

 

 
1
H-NMR Spektrumu : 

 

(300 MHz) (CDCl3/TMS) δ ppm: 1.71 (s, molekülün tuttuğu etanolün –CH3 piki) 

2.44 (3H, s, -CH3); 3.81 (s, molekülün tuttuğu etanolün –CH2 piki), 3.84 (3H, s, N-

CH3); 3.98 (s, molekülün tuttuğu etanolün –OH piki); 4.05 (3H, s, -OCH3); 4.21 (2H, 

s, -CH2); 6.20 (1H, d, J=4.06 Hz, CH2 komĢu pirol halkası protonları); 6.71 (1H, d, 

J=4.05 Hz, C=O komĢu pirol halkası protonları); 6.89-7.75 (8H, m, Ar-H); 7.80 (1H, 

s, -CH=N-); 9.84 (1H, s, -NH-) (Şekil 31). 
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Şekil 31: BileĢik 4k’nin 1H-NMR spektrumu 

 

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

metiliden]asetohidrazit (4l) 

 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

O

 
  
BileĢik 3’den 0.678 g (0.0025 mol) tartılır, 20 ml etanol ve etanolde çözülen 

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

göre elde edilir. Elde edilen ürün, etanol ile iki kez kristallendirilerek saflaĢtırılır.  

 
 Verim: % 62 

 Rf x100: 67 (M2), t: 21 ºC 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

O
CH3  
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 Beyaz renkte toz madde 

 E.n. 172 
o
C 

 Su, metanol ve etanolde çözünmez, asetonda az, kloroform ve  DMSO’de    

tamamen çözünür.  

  Analiz: C28H25N3O3.1/2 C2H5OH  (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:  

maks. (cm
-1

): 3231 (hidrazon, N-H g.b.); 3129 (aromatik =C-H g.b.) ; 1682 

(hidrazon, C=O 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-disübstitüe benzen) (Şekil 32).  

 

 

Şekil 32: 4l bileĢiğinin IR spektrumu 

 

1
H-NMR Spektrumu : 

 

(300 MHz) (CDCl3/TMS) δ ppm: 1.66 (s, molekülün tuttuğu etanolün –CH3 piki) 

2.44 (3H, s, -CH3); 3.81 (s, molekülün tuttuğu etanolün –CH2 piki), 3.97 (s, 

molekülün tuttuğu etanolün –OH piki); 4.00 (3H, s, N-CH3); 4.16 (2H, s, -CH2); 

6.140 (1H, d, J=4.07 Hz, CH2 komĢu pirol halkası protonları); 6.68 (1H, d, J=4.06 

Hz, C=O komĢu pirol halkası protonları); 7.07-7.74 (13H, m, Ar-H); 7.79 (1H, s, -

CH=N-); 9.77 (1H, s, -NH-) (Şekil 33). 
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Şekil 33: BileĢik 4l’nin 1H-NMR spektrumu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

O

 



71 

 

6.2. Biyolojik Bulgular 

 

6.2.1. Anti-kanserojenik Etki Çalışması 

 
ÇalıĢmamızda, HCT-116 (ATCC, CCL-247) ve HT-29 (ATCC, HTB-38) insan 

kolon kanseri hücre hatları kullanılmıĢtır. Tolmetin ve [4g] (SGK 417) bileĢiklerinin 

anti-kanserojenik etkileri  10
-2 

-10
-6 

doz aralığında çalıĢılmıĢtır. Sitotoksisitesi 

denenecek sentez bileĢikleri dıĢında deney grubunda; negatif kontrol (-) olarak hücre 

içermeyen besiyeri; pozitif kontrol (+) olarak bileĢik uygulanmamıĢ hücre ve DMSO 

(Çözücünün sitotoksisitesinin araĢtırılması için hücrelere bileĢik yerine % 0.05-0.1 

DMSO uygulanmıĢ grup) % 0.05-0.1 DMSO (hücrelere çözünmüĢ sentez bileĢikleri 

ile uygulanan DMSO final konsantrasyon değeridir) grubu da yer almaktadır. 

 
Yapılan MTT deneyleri sonucunda kullanılan hücre hatlarından sadece HT-29 

hücre serisinde bileĢiklerin etkili olduğu belirlenmiĢtir. Bu hücre hattında, bileĢiklere 

ait 10
-2 

-10
-6 

doz aralığındaki büyüme inhibisyon grafiği Şekil 34’de verilmiĢtir. 

 

 

Şekil 34: Tolmetin ve [4g] (SGK 417) bileĢiklerinin hücre büyümesini inhibisyonu  

 
 

Tolmetin hidrazonu olan [4g] (SGK 417) bileĢiğinin sadece HT-29 hücre 

hattında etkili olduğu ve IC50 dozunun 76 µM olduğu belirlenmiĢtir.  
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6.2.2. Bileşiklerin HT-29 Hücrelerinde Apoptoz Etkilerinin Araştırılması  

 
Tolmetin ve tolmetinden hareketle sentezlenmiĢ olan 2,6-diklorofenil 

sübstitüenti taĢıyan [4g] (SGK 417) bileĢiğinin MTT sonuçlarına göre; sadece HT-29 

hücre hattında etkili olması sebebiyle, doku kanserleĢmesinin yeni mekanizması olan 

apoptotik mekanizmanın araĢtırılması amaçlanmıĢtır. Bu amaçla, HT-29 hücre hattı 

in vitro olarak muamele edilmiĢ ve apoptoz yüzdeleri Annexin V-FITC (fluoresein 

isotiyosiyanat) ile boyanarak bu hücredeki  apoptoz etkisi çalıĢılmıĢtır (Şekil 35). 

Bununla birlikte apoptoz mekanizmasının önemli bileĢenleri olan annexin-V, kaspaz-

3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktiviteleri araĢtırılmıĢtır (Şekil 36-38).
 

 

Şekil 35: BileĢiklerin Annexin V bağlanması 

*p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001 kontrol ile karĢılaĢtırıldığında 
+p<0,0001 [4g] (SGK 417) ile karĢılaĢtırıldığında 
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Şekil 36: BileĢiklere ait kaspaz-8 aktivitesi 

*p<0,05; ***p<0,0001; γp<0,01 kontrol ile karĢılaĢtırıldığında 

++p<0,05 [4g] (SGK 417) ile karĢılaĢtırıldığında 

 

 

 

Şekil 37: BileĢiklere ait kaspaz-3 aktivitesi 

*p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001; γp<0,01 kontrol ile karĢılaĢtırıldığında 

+p<0,0001 [4g] (SGK 417) ile karĢılaĢtırıldığında 
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Şekil 38: BileĢiklere ait kaspaz-9 aktivitesi 

*p<0,05; ***p<0,0001 kontrol ile karĢılaĢtırıldığında 
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7. TARTIŞMA  
 

 

7.1. Sentez ve Yapı Aydınlatılması 

 
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), 

bileĢiğinden hareketle elde edilen tolmetin hidraziti üzerinden hidrazit-hidrazon 

yapısında yeni on iki adet bileĢik sentezlenmiĢtir.  

 
Sentez Ģemasında da görüldüğü üzere, tolmetin sodyum dihidrat’ın asitli 

ortamda hidrolizi ile elde edilen tolmetin’in [1] 1-konumundaki karboksilik asit 

üzerinden metanol ile deriĢik sülfürik asit beraberliğindeki tepkimesinden metil 2-[1-

metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetat  [2] kazanılmıĢtır. Ester yapısındaki 

bileĢik 2’nin hidrazin-hidrat ile metanollü ortamdaki reaksiyonundan 2-[1-metil-5-(4-

metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetohidrazit [3] elde edilmiĢtir. Hidrazit yapısındaki 

bileĢik 3, sübstitüe aldehitler ile geri çeviren soğutucu altında reaksiyon sonucu 

hidrazit-hidrazon yapısında 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]-N′-

[(piridinil/sübstitüefenil/2-furil)metiliden]asetohidrazitler [4a-l] sentezlenmiĢtir. Bu 

bileĢiklerin reaksiyon takibi ince tabaka kromatografisi ile yapılmıĢtır. Saflıkları 

elementel analiz verileri ile, yapıları ise 
1
H-NMR, FT-IR, LC-MS (EI) (sadece 

bileĢik 3) spektroskopik yöntemleri ile aydınlatılmıĢtır. 
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7.1.1. 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetik asit [1] 

 

C15H15NO3

Verim: % 95

Rf x100: 70 (M1)

M.A. : 257.284 g/mol

 (21 0C)

CH3

NO

CH3

O

O
H

E.n. : 157 0C

 
 
 

Tolmetin sodyum dihidrat, distile suda çözündürüldükten sonra çökme bitinceye 

kadar HCl (% 37) ilave edilir ve oluĢan beyaz renkli çökelti, turnusol kağıdı ile 

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

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

spektroskopik bilgileri incelendiğinde;  IR spektrumunda karboksilik asit grubuna ait  

C=O g.b 1688 cm
-1

’lerde, O-H g.b 3370 cm
-1

’lerde ve C-O g.b. 1225 cm
-1

’lerde 

gözlemlenmiĢtir. 

 
Reddy ve ark. (66), yüksek verimli ve düĢük maliyetli tolmetin sentez yöntemi 

(Şekil 39) amacıyla yaptıkları çalıĢmada, tolmetin bileĢiğini % 55 verimle elde 

ederek  erime derecesini 155-158 
o
C olarak tespit etmiĢlerdir. Carson ve ark. (1), 

Friedel Crafts yöntemiyle sentezini yaptıkları tolmetin bileĢiğinin erime derecesini 

155-157 
o
C olarak tespit etmiĢlerdir. Bu değerler, tezimiz kapsamında sentezlemiĢ 

olduğumuz tolmetin ile de uygunluk göstermektedir.  
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Şekil 39: Reddy ve ark. tarafından yapılan tolmetin sentezi (66) 

 

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

 

C16H17NO3

Verim: % 77

Rf x100: 32 (M2)

M.A. : 271.311 g/mol

 (21 0C)

CH3

NO

CH3

O

O
CH3

E.n. : 121-123 0C

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

sülfürik asit varlığında metanol ile tepkimesi sonucu % 77 verimle ester yapısında 

metil 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetat [2] bileĢiği elde edilmiĢtir. 

ÇalıĢmamızda sentezlediğimiz bileĢik [2], literatürde tespit edilmiĢ olup, orijinal bir 
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bileĢik değildir.  Reddy ve ark. (66) tarafından 2010 yılında tolmetin sentezi 

sırasında bir ara bileĢik olarak sentezlenmiĢtir. 

 
ÇalıĢmamızda, karbonil grubunu daha elektrofilik hale getirebilmek amacıyla 

tepkime sırasında sülfürik asit kullanılmıĢtır. DeriĢik sülfürik asit, Tolmetin’in 

yapısında bulunan karbonil grubunu protone eder; böylece karbonil grubu üzerindeki 

pozitif yük artar. Bu artan pozitif yük bileĢiği tepkimeye daha yatkın hale getirir. 

Metanolün oksijen atomu nükleofilik olduğundan karbonil grubuna saldırır ve yeni 

bir C-O bağı oluĢur. Oksijen protone olur ve bir proton ayrılır; bu ayrılan proton –

OH ile su oluĢturur. Bu esnada karbona bağlı diğer –OH grubu da pozitif yük almıĢ 

olur. Sonuçta –OH
+ 

üzerinden proton ayrılır ve ester oluĢur. Tepkime sonunda 

katalizör olarak giren asit yeniden kazanılmıĢ olur.  

 

R C

OH

O
H+

R C

OH

OH +

+ R
1

O
H

OH

CR OH

O
+

HR
1

OH

CR OH

O
R

1
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+

O
R

1

H

H
- H

2
O

O
+
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O

R
1

H

R
C

O

O
R

1

- H+

+

-

 

 

Tolmetin metil esterinin erime derecesi Bundgaard ve ark. tarafından 121-122 
o
C 

olarak verilmiĢtir.  Tezimiz sırasında sentezlenen tolmetin metil esterinin erime 

dercesi 121-123 
o
C olarak tespit edilmiĢtir. Dolayısıyla literatür ile uyumludur. 

Tolmetin metil esterinin, tolmetinin erime derecesinden farklı oluĢu farklı bir bileĢik 

olarak kazanıldığını ilk aĢamada kanıtlamaktadır. 

 
Tolmetin metil esterinin [2] etanol içinde UV spektrumu alınmıĢtır. Maksimum 

absorbans değerleri 256 nm ve 299 nm’lerde tespit edilmiĢ, 311 nm ve 318 nm’lerde 

ise omuz yaptığı görülmüĢtür. Ayrıca, 256 nm’de gözlenen maksimum absorbansın 

C=O grubunun  geçiĢine ait olduğu düĢünülmektedir (Şekil 40). 
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Şekil 40: [2] bileĢiğinin UV spektrumu 

 

BileĢiğin IR spektrumu incelendiğinde; ester grubuna ait C=O gerilme bandı 

1720 cm
-1

’de, yine ester grubuna ait C-O gerilme bandı ise 1205 cm
-1

’lerde tespit 

edilmiĢtir. Ayrıca, tolmetinin karboksilli asit grup yapısına ait 3370 cm
-1

’de 

görülmüĢ olan O-H gerilme bandının kaybolduğu tespit edilmiĢtir. Tolmetin [1] ve 

tolmetin metil esterinin [2] IR spektrumlarının üstüste çakıĢtırılması Şekil 41’de 

gösterilmiĢ olup, iki yapı arasındaki farklılıklar tespit edilmiĢtir. 

 

 

Şekil 41: Tolmetin[1] ve Tolmetin metil esteri [2] bileĢiklerinin IR spektrum çakıĢtırması 

  
Tolmetin esterinin 

1
H-NMR spektrumunu incelediğimizde; ester fonksiyonel 

grubunda yer alan metil protonlarının 3.81 ppm’de integral değeri üç proton olarak 

singlet pik vermesi ve tolmetin yapısındaki karboksilik asidin OH protonuna ait 

olabilecek bir pikin olmaması tolmetin üzerinden ester oluĢtuğunun spektroskopik 

kanıtlarından biridir. Bununla birlikte, yapıda bulunan diğer protonlardan benzen 

halkasına bağlı –CH3 protonları 2.49 ppm’de üç proton değerinde singlet, N-CH3 

protonlarına integrasyon değeri üç proton değerinde 3.66 ppm’de singlet ve -CH2- 

[1] 

[2] 
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protonları ise integrasyon değeri iki proton olacak Ģekilde 3.90 ppm’de singlet olarak 

tespit edilmiĢtir. Pirol halkası protonları 6.11 (1H, J=3.9 Hz) ve 6.56 ppm’lerde (1H, 

J=3.9 Hz) dublet olarak pikler görülmüĢtür. Yapıya ait aromatik protonları 

incelediğimizde 7.29 ppm (2H, J=7.81 Hz) ve 7.62 ppm’lerde (2H, J=7.81 Hz) 

dublet Ģeklinde pikler tespit edilmiĢtir. 

 
Reddy ve ark. (66), yaptıkları çalıĢmada tolmetin esteri [2] bileĢiğini 

sentezlemiĢler ve 400 MHz’da CDCl3 çözücüsü içinde aldıkları 
1
H-NMR 

spektrumunda;  benzen halkasına bağlı –CH3 protonlarını singlet olarak 2.42 ppm’de, 

-CH2- protonlarını singlet olarak 3.72 ppm’de, N-CH3 protonlarını singlet olarak 3.75 

ppm’de, O-CH3  protonlarını ise yine singlet olarak 3.94 ppm’de tespit etmiĢlerdir. 

Pirol halkası protonlarını dublet olarak 6.67 ( J=4.3 Hz, 1H) ve 6.11 (J=3.9 Hz, 1H) 

ppm’lerde, benzen halkası protonlarını ise 7.71 ( J=8.2 Hz, 2H), 7.25 ( J=7.8 Hz, 

2H) ppm’lerde gözlemlenmiĢtir. Literatürde görülen bu değerler bileĢiğimizle 

karĢılaĢtırıldığında uyumlu olduğu görülmüĢtür (Tablo 1). 

 
Tablo 1: Tolmetin metil esteri [2] 1H-NMR bulgularının literatür ile karĢılaĢtırılması 

Reddy-2010* 

(CDCl3, 400 MHz) 

Bileşik 2 

(DMSO-d6, 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] 

 

CH3

NO
NH

CH3

O

NH2

C15H17N3O2

Verim: % 84

Rf x100: 24.5 (M3) (21 oC)

M.A. : 271.314 g/mol

E.n: 185-186 oC

 
 

BileĢik [3], metil 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetat [2]’ın 

hidrazin-hidrat ile metanollü ortamda su banyosu üzerinde geri çeviren soğutucu 

altında 3 saat reaksiyonu sonucunda % 84 verimle elde edilen, literatürde kayıtlı 

olmayan orjinal bir bileĢiktir.  

  
Hidrazit sentezi için, ester fonksiyonel grubunun hidrazin-hidrat ile tepkimesi 

kullanılmıĢtır. Nükleofilik bir bileĢik olan hidrazin hidrat, esterin kısmi pozitif yüklü 

karboniline saldırır ve reaksiyon sonunda alkol ve hidrazin çıkıĢı olur. 

 

R C

O

OR

+ NH2-NH2 R C

O
-

OR'

NH2 NH2

NH2-NH2

R C

O
-

OR'

NH NH2 + NH3

+
NH2 R

O

NH

NH2 + NH2 NH2 + R' OH

+

 
        

BileĢik [3]’ün Rfx100 değeri M3 sisteminde 21
o
C’de incelenmiĢ olup, 24.5 

olarak bileĢik [2]’nin Rfx100 değerinden farklı olduğu tespit edilmiĢtir. Ġnce tabaka 

kromatografisinde DAC belirteci püskürtüldüğünde sarı renk vermektedir. Elde 

edilen hidrazit bileĢiği, iyotlu suyun rengini gidermektedir. Ayrıca, 185-186 C’de 

gözlenen erime noktası da bileĢik [2]’den farklı bulunmuĢtur.  
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Tolmetin hidraziti olan [3] bileĢiğinin UV spektrumu etanol içinde alınmıĢ ve 

maksimum absorbans değerleri 254 nm ve 300 nm olarak tespit edilmiĢtir. Ester 

bileĢiği 311 nm ve 318 nm’lerde omuz yaparken; hidrazit bileĢiği için bu değerler 

312 nm ve 320 nm’lerde gözlenmiĢtir. Hidrazit bileĢiğindeki 254 nm’deki bandın 

C=O grubunun  geçiĢine ait olduğu düĢünülmektedir (Şekil 42). Ester yapılı 

bileĢik [2] ile hidrazit yapılı bileĢiğin [3] UV spektrumları benzerdir. Fakat, hidrazit 

bileĢiğinde 211-214 nm’deki absorbans belirginleĢmiĢtir. Bunun sebebinin ester 

yapısından hidrazit yapısına geçmesi olduğu ve –NH-NH2 grubunun hiperkromik 

etki yaptığı düĢünülmektedir. Bu iki bileĢiğin UV spektrumlarının üst üste 

çakıĢtırması Şekil 43’de gösterilmektedir. 

 

 

Şekil 42: [3] bileĢiğinin UV spektrumu 

 

 

Şekil 43: [2] ve [3] bileĢiklerinin UV spektrumlarının çakıĢtırılması 

 

Fiziksel ve kimyasal bulguları ile oluĢtuğu kanıtlanmıĢ hidrazit yapısındaki 2-[1-

metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetohidrazidin [3] ester yapısından farkını 

ifade eden spektroskopik bilgileri (IR, 
1
H-NMR) ise Tablo 2’de verilmiĢtir. 
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Tablo 2: 2-[1-Metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetohidrazit [3] spektroskopik bilgileri  

Bileşik 
IR (cm

-1
) 

1
H-NMR

 

C=O -NH -CONH- -CONH-NH2 

3 1643 3329, 3254 9.23 (s 1H) 4.27 (y.s., 2H) 

    

BileĢk [3]’ün IR spektrumu incelendiğinde, hidrazit fonksiyonel grubuna ait 

gerilme bandının 3300 cm
-1

 civarında olduğunun görülmesi, bileĢiğin hidrojen bağı 

yaptığını göstermektedir. BileĢik [2]’in ester grubuna ait C=O gerilme bandı 1720 

cm
-1

’de tespit edilmiĢ iken, bileĢik [3]’ün hidrazit grubuna ait C=O gerilme bandı ise 

1643 cm
-1

’de bulunmuĢtur. Sentezlenen orijinal olan bileĢik [3]’ün karbonil gerilme 

titreĢiminin ester yapısındaki bileĢikten farklı olması ve hidrazide ait N-H g.b.’nın 

görülmesi, hidrazit bileĢiğinin oluĢtuğunun spektroskopik kanıtlarından biridir. Aynı 

zamanda tolmetin esteri ile tolmetin hidrazitinin IR spektrumları üst üste 

çakıĢtırıldığında da karbonil gerilme titreĢiminin değiĢtiği tespit edilmiĢtir (Şekil 44).  

 

 

Şekil 44: [2] ve [3] bileĢiklerinin IR spektrum çakıĢtırılması 

 
Bununla birlikte literatürde sentezlenmiĢ olan hidrazit yapısındaki bileĢikleri 

incelediğimizde; C=O gerilme bandı 1600-1700 cm
-1

, N-H gerilme bandı ise 3000-

3350 cm
-1

’lerde bildirilmiĢ olup tolmetin hidrazidi ile kıyaslandığında uyumlu 

olduğu görülmüĢtür (36, 49, 67).  

 
ġ.G.Küçükgüzel ve ark. (68),  sentezini yaptıkları diflunisal hidrazidinde C=O 

gerilme bandını 1641 cm
-1

’de, N-H gerilme bandını ise 3365 cm
-1

’de tespit 

etmiĢlerdir. 

 
Gürsoy ve ark. (26), sentezledikleri hidrazit yapılı bileĢiklerde C=O gerilme 

bandını 1651 cm
-1

’de bildirmiĢlerdir. 

[2] 

[3] 
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Xia ve ark (36), sentezledikleri hidrazit yapılı 3-(4-klorofenil)-1-((6-

kloropiridin-3-il)metil)-1H-pirazol-5-karbohidrazit bileĢiğinde  C=O gerilme bandını 

1675  cm
-1

’de, N-H ve NH2 gerilme titreĢimlerini ise 3203 ve 3300-3260 cm
-1

’lerde 

gözlemlemiĢlerdir 

 
Abdel-Aziz ve ark. (44), 6-bromo-3-metil-1,3-tiyazolo[3,2-a]benzimidazol-2-

karboksilik asit hidrazidi sentezlemiĢler ve bu bileĢiğin IR spektrumunda NH ve NH2 

gerilme titreĢimlerini 3305, 3220, 3150 cm
-1

 lerde, C=O gerilme titreĢimini 1631 cm
-

1
 de bildirmiĢlerdir. 

 
Çıkla ve ark. (49), yaptıkları çalıĢmada sentezledikleri etodolak hidrazitinin C=O 

gerilme bandını 1651 cm-
1
’de, N-H gerilme titreĢimini ise 3310 cm

-1
’de tespit 

etmiĢlerdir.  

 
        BileĢik [3] için DMSO-d6 çözücüsünde alınan 

1
H-NMR spektrumu 

incelendiğinde; ester yapılı bileĢik [2]’de gözlemlediğimiz 3.81 ppm’de integral 

değeri üç proton olan singlet yapıdaki O-CH3 protonlarına ait pik kaybolmuĢtur. 

Tolmetin hidrazidinin 
1
H-NMR spektrumunda, 4.27 ppm’de iki protonluk singlet 

yapıda bir –NH2 piki ve 9.23 ppm’de bir protonluk singlet yapıda –NH piki tespit 

edilmiĢtir. Bu bize ester yapısından hidrazit yapısına geçiĢin sağlandığını ve hidrazit 

(CONHNH2) yapısının oluĢtuğunu göstermektedir. Diğer protonlar da beklenen 

değerlerde uygun alanda çıkmıĢtır. 

 
ġ.G.Küçükgüzel ve ark. (68),  sentezini yaptıkları diflunisal hidrazidinde –NH2 

protonlarını 4.15-5.74 ppm’de integral değeri iki proton, -NH protonunu 11.77-13.66 

ppm’de integral değeri bir proton olan pikler Ģeklinde tespit etmiĢlerdir. 

 
Zhao ve ark. (60), yaptıkları çalıĢmada sentezledikleri hidrazit yapılı 4'-(3'',4''-

metilendioksifenil)-6',7'-dimetoksil-1'-hidroksil-benzil-2,3-dihidro-izoindol-1-on-

hidrazin bileĢiğinde –NH2 protonlarını integral değeri iki proton olan iki singlet pik 

olarak 4.81, 4.46 ppm’de tespit etmiĢlerdir. 

 
        Xia ve ark. (36), yeni hidrazit yapılı 3-(4-klorofenil)-1-((6-kloropiridin-3-

il)metil)-1H-pirazol-5-karbohidrazit bileĢiğini sentezlemiĢler ve bu bileĢiğe ait –NH2 

protonlarını 4.11 ppm’de iki protona karĢılık gelen singlet pik olarak 

gözlemlemiĢlerdir. 
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Çıkla ve ark. (49), sentezledikleri etodolak hidrazidinin DMSO-d6’da alınan 
1
H-

NMR spektrumunda; –NH2 protonlarını 4.27 ppm’de iki protona tekabül eden singlet 

ve -NH protonunu ise 8.94 ppm’de bir protona tekabül eden singlet pik olarak tespit 

etmiĢlerdir. 

        
Bu literatür bilgileri dikkate alındığında, literatürde daha önce sentezlenmemiĢ 

hidrazit yapılı orjinal [3] bileĢiğinin 
1
H-NMR spektrumu hidrazit yapılı bir birleĢik 

için uygun değerlerde görünmektedir. 

 
Hidrazit yapısındaki [3] bileĢiğinin elektron çarpma tekniği ile alınan kütle 

spektroskopisi sonuçları değerlendirildiğinde; bileĢiğin molekül ağırlığı ve elementel 

kompozisyonu ile birlikte, kütle bölünmeleri sonucu oluĢan parçalara ait m/z 

değerleri gösterilmiĢtir (Şekil 45 ve Şekil 46). Hidrazit bileĢiğine ait moleküler iyon 

piki [M
+
] m/z 271.1 olarak tespit edilmiĢ olup, hem molekül ağırlığı hem de kapalı 

formülü ile yapısı doğrulandığından, bileĢiğin sentezinin gerçekleĢtiğinin 

spektroskopik kanıtlarından biri olmuĢtur.  

 
Tolmetin hidrazidinin [3] elektron iyonizasyon yöntemi ile yapılan kütle 

spektrumu incelendiğinde, m/z 271.1’de moleküler iyon piki ve m/z 212.1’de temel 

pik (% 100) tespit edilmiĢtir. Hidrazit bileĢiğinin moleküler iyon piki üzerinden –

NH2 radikalinin ayrılıp hidrojen radikalinin yapıya katılmasıyla m/z değeri 256.1 

olan parçanın oluĢabileceği düĢünülmektedir. Hidrazit bileĢiğinin ana yapısından [M-

32] parçası olan hidrazin atılmasıyla, m/z değeri 240.1 olan parçanın oluĢtuğu 

görülmüĢtür. OluĢan bu parça, m/z değeri 256.1 olan parçadan –NH2 radikalinin 

atılmasıyla da oluĢmuĢ olabileceği düĢünülmektedir. Tespit ettiğimiz m/z değeri 

240.1 olan parçadan –CO nötral olarak atılıp hidrojen radikalinin de yapıya 

katılmasıyla, m/z değeri 213.1 parçanın oluĢtuğu görülmüĢtür. Bu parça üzerinden 

hidrojen radikalinin atılmasıyla m/z değeri 212.1 olan parça belirlenmiĢtir. Bu 

parçadan -CH3 radikalinin ayrılıp, yapıya bir hidrojen radikalinin katılmasıyla m/z 

değeri 198.1 olan parça gözlenmiĢtir. Daha sonra oluĢtuğu düĢünülen bu parça 

üzerinden –CH3 radikali ayrılarak hidrojen radikalinin eklenmesiyle,  m/z değeri 

184.1 olan kütle parçasının oluĢtuğu düĢünülmektedir. Bu parçadan m/z değeri 66.0 

olan parçanın atılması ve yapıya bir hidrojen radikalinin katılmasıyla m/z değeri 

119.0 olan parçanın oluĢtuğu görülmüĢtür. Bu parçadan –CO nötral olarak ayrılmıĢ 
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ve yapıya hidrojen radikalinin katılmasıyla m/z değeri 92.0 olan parçanın oluĢtuğu 

düĢünülmektedir. GözlenmiĢ olan bu parçadan hidrojen radikalinin atılması ile m/z 

değeri 91.0 olan parçanın oluĢtuğu belirlenmiĢtir. 
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Şekil 45: [3] bileĢiğinin kütle parçalanma yolları 
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Şekil 46: [3] bileĢiğinin kütle parçalanma yollarının devamı 

 

Hidrazit yapılı bir bileĢik olan Ġzoniyazid’in parçalanma Ģekli (69) gözönüne 

alındığında hidrazit yapılı [3] bileĢiğinin parçalanma yolu uygun görünmektedir. 

 

 

N

CONHNH 2

N

C

O
+

C
+

N
C

+

m/z 137 m/z 106
m/z 78

m/z 51

-NHNH2 -CO -HCN

 
 
 

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

furil)metiliden]asetohidrazit [4a-l] 

 
2-[1-Metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]asetohidrazidin [3], sübstitüe 

aldehitler ile etanollü ortamda geri çeviren soğutucu altında 2 saat ısıtılması sonucu 

hidrazit-hidrazon yapısındaki bileĢikler [4a-l], % 50-93 verimle sentezlenmiĢlerdir 

(Tablo 3). 

 

 

+. 
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Tablo 3: Tolmetin hidrazit-hidrazonlarının formülleri [4a-l] 

Bileşik Formül Bileşik Formül 

4a 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

O

 

4g 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

Cl
Cl

 

4b 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

N

 

4h 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

Br  

4c 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

F

 

4i 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

N
+

O
- O  

4d 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

F

 

4j 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

 

4e 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

Cl  

4k 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

O
CH3  

4f 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

Cl

Cl  

4l 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

O
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Hidrazon sentezi için, literatürde genellikle hidrazidin aldehitlerle olan geri 

çeviren soğutucu altında ısıtılmak suretiyle olan tepkimesinden yararlanılmıĢtır.  

Aldehit yerine bir diğer karbonil bileĢiği olan keton da kullanılabilir. Bu durumda, 

hidrazondaki C=N grubundaki karbona hidrojen yerine aril/alkil grubu bağlanmıĢ 

olur. Çözücü olarak etanol (48, 49, 68, 70, 71), metanol (72), tetrahidrofuran (73), 

bütanol (74), glasiyal asetik asit (75), etanol-glasiyal asetik asit (76), isopropanol 

(77) kullanılabilir. Yapılan bu tez çalıĢmasında kullanılan çözücü ise etanoldür. 

 
Hidrazit-hidrazonların in vitro ve in vivo ortamlarda  metabolizması hakkında 

yapılan birçok çalıĢma bulunmaktadır. Bunlardan in vitro metabolizma 

çalıĢmalarında azometin kısmında hidrolitik reaksiyona uğradığı ve aromatik 

metabolitleri tespit edilmiĢtir (78, 79). In vivo metabolizma çalıĢmalarında ise 

hidrazon yapısının amit kısmından hidrolitik reaksiyona uğradığı görülmüĢtür (80).  

 

NH
N

O

R
NH NH2

O

+

O

NH
N

O

OH NH
N

O

OH

OH

NH
N

O
OH

R' R

R'

Hidroliz

Ar.hidroksilasyon

Ar.hidroksilasyon

R=NH
2
(4), R'=F(4)

R=H, R'=H

 
 
 
 

Tolmetin’in yapısındaki karboksilik asit üzerinden sentezlenen hidrazit 

yapısındaki madde nükleofilik merkez taĢır. Hidrazon sentezi, bu nükleofilik aldehit 

molekülündeki karbonil grubunun elektronegatifliğinden dolayı protone olmuĢ 

karbona hücumu ile baĢlar. Reaksiyon sonunda da su çıkıĢı olur. 
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Ġnce tabaka kromatografisinde M2 sisteminde 21 0C’de sentezlediğimiz [4a-l] 

bileĢiklerinin Rfx100 değerleri Bölüm 6.1’de verilmiĢtir. Bu bileĢiklerin, Rfx100 ve 

erime noktası değerlerinin tolmetin hidraziti [3]’den farklı olduğu tespit edilmiĢ olup 

elementel analiz sonuçları ile de saflıkları kanıtlanmıĢtır. Bu bileĢiklere ait fiziksel 

bulgular Tablo 4’de verilmiĢtir.   
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Tablo 4: Tolmetin hidrazit-hidrazonlarının [4a-l]  fiziksel bulguları 

 

  

Bileşik 

kodu 

 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

Ar 

Verim (%) 

 

Erime 

noktası (0C) 

 

3 
2-[1-Metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-

il]asetohidrazit 
84 185-186 

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 

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

4g Ar = 2,6-diklorobenzaldehit 86 225-226 

4h Ar = 4-bromobenzaldehit 70 206-207 

4i Ar = 4-nitrobenzaldehit 88 225-228 

4j Ar = Benzaldehit 71 168-172 

4k Ar = 4-metoksibenzaldehit 84 189 

4l Ar = 3-fenoksibenzaldehit 62 172 

 

7.2. UV Bulguları  

 
Tolmetin hidrazonlarından prototip olarak seçilen 2,6-dikloro sübstitüenti 

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

il]asetohidrazit [4g] bileĢiğinin UV spektrumu incelendiğinde 310 nm’de görülen 

maksimum absorpsiyon C=N kromoforik grubuna ait  geçiĢini ifade eden K 

bandı olduğu düĢünülmektedir (Şekil 47). Bu bant hidrazit yapısındaki bileĢikte 

gözlenmemiĢtir. Hidrazona ait UV verilerinin literatür ile de uygunluk içerisinde 

olduğu tespit edilmiĢtir (Şekil 48). 

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

 geçiĢinin 369-402 nm’lerde olduğunu belirtmiĢlerdir.  
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Z.Cesur ve ark. (82), 4-[(2-metilimidazo[1,2-a]piridin-3-il)azo]benzoik asit 

hidrazitinden hareketle sentezledikleri hidrazonların UV spektrumlarında 294-304 

nm’de –N=CH yapısına ait maksimum absorbans tespit etmiĢlerdir. 

 
Kaymakçıoğlu ve ark. (83), 4-amino-3,5-di/1,3,5-trimetilpirazollerden yola 

çıkarak hidrazon yapılı bileĢikler sentezlemiĢler ve bu bileĢiklerin UV 

spektrumlarında 376-399 nm ve 230-299 nm’lerde maksimum absorbanslar 

saptamıĢlardır. 

 
Ayrıca, 259 nm’de gözlenen maksimum absorbans ise C=O grubunun 

 geçiĢine aittir (Şekil 47). BileĢikte gözlenen diğer maksimum absorpsiyon 

veren dalga boyları, aromatikliğe ait   geçiĢini ifade eden bantlar olduğu tespit 

edilmiĢtir (Tablo 5).   

 

Tablo 5: Hidrazon yapılı [4g] bileĢiğine ait UV spektrumu dalga boyları 

Bileşik 

kodu 

  

UV (

maks, nm 

 

   4g 

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

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

CH3

N

O

NH

CH3
O

N

Cl
Cl

 

310 (26438) 

259 (24418) 

220 (32955) 

200 (15391) 

196 (14259) 
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Şekil 47: [4g] bileĢiğinin UV spektrumu 

 

 

Şekil 48: [3] ve [4g] bileĢiklerinin UV spektrumlarının çakıĢtırılması 

 

7.3. IR Bulguları 

 
Hidrazit yapısındaki bileĢik [3]’ün sübstitüe aldehitler ile kondensasyonu sonucu 

geri soğutucu altında su banyosunda ısıtarak sentezlediğimiz hidrazit-hidrazon türevi 

olan [4a-l] bileĢiklerinin IR spektrum bulguları incelendiğinde; hidrazon yapısındaki 

N-H gerilme bantları 3069-3231 cm
-1

’lerde görülmüĢtür. Hidrazon -CONHN=CH 

yapısındaki C=O gerilme bandı olan amid I bandı 1660-1692 cm
-1

’lerde keskin bir 

bant Ģeklinde, C=N gerilme titreĢimi de 1597-1628 cm
-1

’lerde tespit edilmiĢtir. Bu 

bantlar, hidrazon yapısında bileĢiklerin oluĢtuğunun kanıtı olmuĢtur. Hidrazit-

hidrazonların –CONHN=CH yapısındaki N-H eğilme ve aromatik C=C gerilme 

titreĢimleri,  1400-1607 cm
-1

 arasında , hidrazon yapısına ait C-N gerilme bantları ise 

1269-1377 cm
-1

’lerde gözlemlenmiĢtir (Tablo 7). 
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Bazı bileĢiklere ait N-H gerilme bantlarının düĢük cm
-1

’lerde tespit edilmesi, 

yapıdaki N-H grubunun hidrojen bağı yaptığını göstermektedir. Rollas (84), 

sentezlediği hidrazit-hidrazonların N-H gerilme bandlarını 3200-2990 cm
-1

’lerde 

tespit etmiĢtir. Bunun nedeninin de, molekül içi hidrojen bağı oluĢumundan 

kaynaklandığını bildirmiĢtir. Küçükgüzel ve ark. (68), diflunisal hidrazonlarının N-H 

gerilme bandlarını intermoleküler hidrojen bağ yapması nedeniyle 3263-3090 cm
-

1
’lerde tespit etmiĢlerdir. 

 
Literatürde sentezlenmiĢ olan hidrazon yapısındaki bileĢikleri incelediğimizde, 

Küçükgüzel ve ark. (68), diflunisal hidrazonlarının C=N gerilme bandlarını 1625-

1602 cm
-1

’lerde,  Terzioğlu ve ark. (28), N-H ve C=O gerilme bantlarını sırasıyla 

3460-3446 cm
-1 

ve 1695-1690 cm
-1

’lerde bildirmiĢlerdir. 

 
Vicini ve ark. (32), sentezledikleri  benzo[d]izotiyazol hidrazonlarının  N-H 

gerilme bantlarını 3330-3060 cm
-1

’lerde, C=O gerilme bantlarını 1690-1640 cm
-

1
’lerde ve C=N gerilme bantlarını ise 1550-1600 cm

-1
’lerde tespit etmiĢlerdir.    

 
        Xia ve ark. (37), sentezledikleri hidrazit-hidrazonların C=O gerilme bantlarını 

1649-1680 cm
-1

’lerde, N-H gerilme bantlarını ise 3480-2892 cm
-1

’lerde tespit 

etmiĢlerdir. 

 
        Zheng ve ark. (47), sentezledikleri hidrazon yapılı 1-(4-tert-butilbenzil)-N'-(1-

(5-kloro-2-hidroksifenil)etiliden)-3-(4-metoksifenil)-1H-pirazol-5-karbohidrazit 

bileĢiğinin IR spektrumunda C=O gerilmesini 1694 cm
-1

’de ve N-H gerilme 

bantlarını ise 3000-2834 cm
-1

’lerde tespit etmiĢlerdir. 

 
Aydın ve ark. (48), sentezledikleri flurbiprofen hidrazit-hidrazonlarnın  N-H 

gerilme bantlarını 3338-3117 cm
-1

 lerde, C=O gerilme bantlarını 1688-1618 cm
-

1
’lerde ve C=N gerilme bantlarını 1647-1593 cm

-1
’lerde bildirmiĢlerdir. 

 
Çıkla ve ark. (49), ise sentezledikleri etodolak hidrazonlarının IR 

spektrumlarında C=O gerilme titreĢimlerini 1667-1639 cm
-1

 lerde, C=N gerilme 

titreĢimlerini ise 1630-1601 cm
-1

 lerde tespit etmiĢlerdir. 

 
Tezimizde tolmetin hidrazit-hidrazonların sentezinde ilkel madde olarak 

kullanılan hidrazitin IR spektrumunda görülen CONHNH2 yapısından ileri gelen 

3329 ve 3254 cm
-1’

lerdeki NH2 grubuna ait olan asimetrik ve simetrik gerilme 
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bandları, sentezlediğimiz hidrazit-hidrazonların IR spektrumlarında kaybolmuĢtur. 

Tolmetin hidrazitine [3] ait C=O gerilme bandı 1643 cm
-1

’de görülürken, tolmetin 

hidrazit-hidrazonlarına [4a-l] ait C=O gerilme bantları 1660-1692 cm
-1

 lerde tespit 

edilmiĢtir. Sentez ilkel maddesi olan tolmetin hidrazidi [3] ile prototip olarak seçilen 

hidrazon yapılı N'-[(4-klorofenil)metiliden]-2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-

2-il]asetohidrazit [4e] bileĢiğinin IR spektrumlarının çakıĢtırıldığında, aradaki bu 

farklar görülmektedir (Şekil 49).  Ayrıca, sentezlediğimiz hidrazon yapılı [4a-l] 

bileĢiklerinin IR spektrumlarında azometin yapısına (-CH=N-) ait 1597-1628 cm
-

1
’lerde C=N gerilme bandları gözlenmiĢtir. Bu bilgiler doğrultusunda, hidrazit-

hidrazonların oluĢtuğu sonucuna varılmıĢtır. Literatür değerleri ile de uygunluk 

içerisinde olan sentezlediğimiz hidrazon bileĢiklerinin IR bulguları ve sübstitüentlere 

ait özel bantlar ise Tablo 6’de gösterilmiĢtir. 

 

 

Şekil 49: [3] ve [4e] bileĢiklerinin IR spektrum çakıĢtırması 
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Tablo 6: [4a-l] bileĢiklerinin IR bulguları 

Bileşik Ar 

 

N-H 

g.b 

C=O g.b. 

(hidrazon) 

C=N g.b. 

 

C=C g.b. 

ve  

N-H e.b. 

 

C-N g.b. 

(hidrazon) 

 

Sübstitüentlere 

ait bantlar 

4a 2-furil 3183 1665, 1620 
1566,1483, 

1458,1408 
1376 

1277, 1244 (furan, 

C-O g.b.) 

4b 3-piridinil 3069 1676, 1604 
1588,1489, 

1456,1400 
1377  

4c 2-fluorofenil 3192 1674, 1628 
1607,1568, 

1481,1458 
1371 1265 (Ar-F g.b.) 

4d 4-fluorofenil 3227 1682, 1603 
1566,1510, 

1487,1458 
1373 1228 (Ar-F g.b.) 

4e 4-klorofenil 3154 1684, 1597 
1562,1481, 

1456,1402 
1371 1086 (Ar-Cl g.b.) 

4f 
2,4-

diklorofenil 
3140 1692, 1597 

1564,1489, 

1456,1400 
1375 1097 (Ar-Cl g.b.) 

4g 
2,6-

diklorofenil 
3184 1660, 1622 

1584,1558, 

1483,1453 
1367 1070 (Ar-Cl g.b.) 

4h 
4-

bromofenil 
3152 1686, 1597 

1562,1489, 

1477,1456 
1371 1047 (Ar-Br g.b.) 

4i 4-nitrofenil 3180 1670, 1599 
1582,1520, 

1487,1456 
1375 

1337 (NO2 grubu 

simetrik. g.b.) 

4j fenil 3194 1667, 1605 
1564,1481, 

1456 
1269  

4k 
4-

metoksifenil 
3186 1668, 1622 

1568,1520, 

1485,1456 
1373 

1261 (eter grubu 

asimetrik 

C-O g.b.) 

1036 (eter grubu 

simetrik 

C-O g.b.) 

4l 
3-

fenoksifenil 
3231 1682, 1612 

1580,1489, 

1456,1400 
1373 1238 (C-O g.b.) 
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7.4. 
1
H-NMR Bulguları 

 
        ÇalıĢmamızda sentezlediğimiz 2-[1-metil-5-(4-metilbenzoil)-1H-pirol-2-il]-N′-

[(piridinil/sübstitüefenil/2-furil)metiliden]asetohidrazit [4b-l] bileĢiklerinin 300 

MHz’lik frekansta CDCl3 çözücüsünde alınan 
1
H-NMR spektrumları incelendiğinde, 

N-H protonlarının 9.58-11.43 ppm’lerde bir protona karsılık gelen singlet ve 

azometin protonlarına ait (CH=N) piki ise yaklaĢık 7.79-8.20 ppm’lerde bir protona 

karĢılık singlet pikler Ģeklinde tespit edilmiĢtir. Bununla birlikte 3.84-4.05 ppm’lerde 

pirazol halkasındaki N-CH3 sinyali integrasyonu üç proton olan singlet ve  –CH2 

protonları ise 4.08-4.23 ppm’lerde integral değeri iki proton olan singlet pikler 

verdiği görülmüĢtür (Tablo 7). 

 

CH3

N

O

NH

CH3
O

N
CH

Ar

9.58-11.43 ppm

7.79-8.20 ppm

3.84-4.05 ppm

 
1
H-NMR spektrumunda hidrazitten hareketle hidrazon oluĢtuğuna karar 

verebilmek için, hidrazit yapısından (CONHNH2) ileri gelen NH2 ait olan 3.00-5.00 

ppm’lerde integral değeri iki protona karĢılık gelen pikin kaybolması ve azometin 

protonuna (-CH=N-) ait  integral değeri bir protona karĢılık gelen 8.00-9.00 

ppm’lerde  bir pikin gözlenmesi gerekir. Literatürde sübstitüe hidrazidin sübstitüe 

aldehitlerle kondensasyonundan oluĢan hidrazit-hidrazonların azometin protonlarının 

da düĢük alanda ve 9.00-10.00 ppm’lerde gözlenebildiği bildirilmiĢtir  (49, 85, 86, 

87, 88). 

 
ġG. Küçükgüzel ve ark. (81), 4-aminobenzoik asit hidrazonlarının kenetlenme 

ürünlerinin N=CH protonlarını 8.32-8.71 ppm’de bir protona ve  hidrazon yapısına 

ait NH protonlarını 11.49-13.52 ppm’de bir protona karĢılık gelen singlet pikler 

Ģeklinde tespit etmiĢlerdir. 2002 yılında yapmıĢ oldukları bir baĢka çalıĢmada ise 

(89), N'-[4-(4-metoksibenzamido)-benzoil]-N
2
-sübstitüe akliliden hidrazin 

türevlerinde N=CH protonlarını 8.33-8.46 ppm’de, hidrazon yapısına ait NH 

protonlarını ise 11.59-12.18 ppm’de gözlemlemiĢlerdir. 
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NH

N

O

O

NH
N

O

Ar
8.32-8.71 ppm

11.49-13.52 ppm

 

O

NH

O

NH
N

R

O

11.59-12.18 ppm

8.33-8.46 ppm

 

 

ġG. Küçükgüzel ve ark. (68), 2003 yılında yaptıkları bir baĢka çalıĢmada ise; 

diflunisal hidrazitinden hareketle sentezlemiĢ oldukları hidrazon türevlerinin 
1
H-

NMR spektrumunda N=CH protonlarını 8.76-8.35 ppm’de bir protona ve NH 

protonlarını 11.08 ve 12.97 ppm’lerde bir protona karĢılık gelen singlet Ģeklinde 

pikler bildirmiĢlerdir.  

F

F

OH

NH

NO

Ar

H

11.08-12.97 ppm 

8.76-8.35 ppm

 

 

        Xia ve ark. (37), sentezledikleri bir seri 1-arilmetil-3-aril-1H-pirazol-5-

karbohidrazit hidrazon türevlerinin 
1
H-NMR spektrumlarında N-H protonlarını 

11.18-11.95 ppm’de singlet, N=CH protonlarını ise singlet pik olarak 8.14-8.45 

ppm’lerde gözlemlemiĢlerdir. 
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R
1 N

N

O

NH
N

CH
Ar

X

R
2

11.18-11.95 ppm

8.14-8.45 ppm

 

 

Kaymakçıoğlu ve ark. (90), 4-fluorobenzoik asit hidrazitlerinden hareketle 

sentezledikleri hidrazonların N=CH protonlarını 8.30-8.58 ppm’lerde, NH 

protonlarını 11.65-12.42 ppm’lerde integral değeri bir proton olan singlet pik olarak 

tespit etmiĢlerdir. 

F

NH

N

R(Ar)

O

H

11.65-12.42 ppm

8.30-8.58 ppm

 

 

Zheng ve ark. (47), sentezledikleri hidrazon yapılı 1-(4-tert-butilbenzil)-N'-(1-

(5-kloro-2-hidroksifenil)etiliden)-3-(4-metoksifenil)-1H-pirazol-5-karbohidrazit 

bileĢiğinde N-H protonunu 11.46 ppm’de integral değeri bir protona karĢılık gelen 

singlet pik olarak tespit etmiĢlerdir. 

 

N

N

O

NH
N

CH3 OH

Cl

CH3

CH3

CH3

OCH3

11.46 ppm
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Bununla birlikte, literatürde sentezlenmiĢ olan hidrazit-hidrazonların 
1
H-NMR 

spektrumlarını incelediğimizde azometin grubu nedeniyle geometrik izomeriye (E, Z) 

ve amit grubu nedeniyle de konformasyonel isomeriye sahip olduğu bildirilmiĢtir.  

bağı etrafında dönerek birbirine kolayca dönüĢebilen stereoizomerler olarak 

tanımlanabilen konformasyonel isomerlerdeki amit grubundaki rezonans durum 

sonucu oluĢan kanonik yapı nedeniyle dönme sınırlanmıĢtır. Bazı literatürlerde 

hidrazit-hidrazonların DMSO-d6 çözücüsünde alınan 
1
H-NMR spektrumları 

incelendiğinde, yapısında yer alan CH=N, CO-NH, CH-CO, -CH2- gruplarındaki 

ilgili protonların görülmesi gereken integral değerine karĢılık dubletler Ģeklinde 

olduğu tespit edilmiĢtir (91, 92). Ayrıca bu çalıĢmalarda, CO-NH, CH-CO, -CH2- 

protonların daha yüksek alanda tespit edilen piklerinin hidrazonun Z- isomerine ve 

CH=N grubuna ait olan protonun daha düĢük alanda görülen pikinin ise hidrazonun 

E- isomerine ait olduğu bildirilmiĢtir. 

 
Easmon ve ark. (93), benzoksazol-2-il ve benzimidazol-2-il yapılı hidrazonları 

sentezlemiĢler ve DMSO-d6 çözeltisi içinde aldıkları 
1
H-NMR spektrumlarında E 

formundaki hidrazonların –NH protonlarını 11.03-12.25 ppm’lerde tespit ettiklerini 

belirtmiĢlerdir. 

 

N

N

NH

N

X

R

11.03-12.25 ppm

 

 

Easmon ve ark. (94), 2006 yılında sentezledikleri antikanser etkili 2-

benzoksazolil hidrazonların 
1
H-NMR spektrum çalıĢmalarında 9-12 ppm’de tespit 

edilen NH protonunun E izomerine, 12-15 ppm’lerde tespit edilen NH protonunun Z 

izomerine ait olduğunu NOE çalıĢmasıyla kanıtlamıĢlar.  
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N R

N NH

N

O

9-12 ppm (E)

12-15 ppm (Z)
 

 

        Salgın-Gökçen ve ark. (95), 5-metil-2-benzoksazolinonlardan türeyen 

hidrazonların 
1
H-NMR spektrumlarında, Z izomeri sinyallerine rastlamadıklarını, bu 

durumda minimizasyon enerji çalıĢmasında, E konfigürasyonunun Z’den daha az 

enerjili olması Ģeklinde açıklamıĢlardır. Sentezledikleri hidrazon yapısındaki 

bileĢiklerin 
1
H-NMR spektrumlarında CH2 ve =CH gruplarının 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 bulmuĢlardır. Azometin protonlarının yüksek alandaki piki amit 

yapısındaki cis-konformerinden dolayı, düĢük alandaki piki ise amit yapısının trans-

konformerinden dolayı olduğunu vurgulamıĢlardır. 

 
 

N

O

O

CH3

O

NH N

R

8.00 - 8.07 ppm (cis)

8.18 - 8.25 ppm (trans)

 

 

Tatar ve ark. (96), ise 2-aroilamino-3-metilbütanohidrazit hidrazonlarını 

sentezlemiĢler, NH protonunun ppm değerine göre yapıların E izomerinde olup, amit 

grubundaki rezonans nedeniyle oluĢan kanonik durumdan ortaya çıkan cis ve trans 

konformerleri nedeniyle azometin ve amit protonlarının bir protona tekabül eden 

ikiĢer singletin görülme nedenini bu Ģekilde açıklamıĢlardır. 
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NN

O

R

H

H

N

H

N

H

O

R
N

H

N

H

O

R

N

H

N

OH

R

E-izomer

trans konformer cis konformer

 

 

Aydın ve ark. (48), 2013 yılında mikrodalga yöntemiyle sentezledikleri 

flurbiprofen hidrazit hidrazonlarından 2-kloro-6-floro sübstitüenti taĢıyan türevinin 

X-Ray kristallografi çalıĢmasını yapmıĢlardır. Belirtilen bu türevin X-Ray 

kristallografi çalıĢmasında yapının E formunda olduğunu belirtmiĢlerdir. 

F

CH3

O

NH

N

Cl

F

 
 
Tolmetinden türeyen 2-furil sübstitüenti taĢıyan [4a] bileĢiğinin DMSO-d6 

çözücüsü içinde yapılan 
1
H-NMR çalıĢmasında hidrazon N-H protonuna ait 11.42 ve 

11.67 ppm’lerde, CH=N protonuna ait 8.07 ve 8.21 ppm’lerde integrasyon değeri bir 

olan ikiĢer singlet tespit edilmiĢtir (Şekil 50, 51). Bu bilgiler ıĢığında, literatür 

bilgileri doğrultusunda (48, 93, 94) hidrazon yapısındaki N-H protonuna ait 11.42 ve 

11.67 ppm’lerdeki değerlere göre yapımızın E izomeri Ģeklini tercih ettiği 

düĢünülmüĢtür. E izomeri tercih eden yapımız amit grubundaki rezonans nedeni ile 

oluĢan kanonik durumdan ortaya çıkan cis ve trans konformerleri nedeni ile ikiĢer 

singlet halinde bir protona tekabül eden pikler görülmüĢtür. Aynı bileĢiğin, CDCl3 

çözücüsü içinde yapılan 
1
H-NMR çalıĢmasında hidrazon N-H protonuna ait 8.84 
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ppm’lerde, CH=N protonuna ait 7.65 ppm’lerde integrasyon değeri bir olan singlet 

tespit edilmiĢtir.  

 

Şekil 50: 4a bileĢiğinin -CH=N protonları 

 

 

Şekil 51: 4a bileĢiğinin -NH protonları 

 

Aynı bileĢiğin DMSO-d6 ve CDCl3 içindeki 
1
H-NMR spektrumlarındaki N-H ve 

CH=N protonları için farklı davranıĢ halini, DMSO-d6 çözücüsü içinde amit 

grubundaki rezonans nedeni ile oluĢan kanonik durumun neden olacabileceği 

Ģeklinde açıklayabiliriz. Ayrıca, hidrazon ve kanonik yapının çözücü içinde oluĢma 

oranları da, pik integrasyonu üzerine etkili olduğunu düĢündürmüĢtür.  

ppm 

ppm 



107 

 

NH
N

CH
C

O

H2C

N
N

CH

C
H2C

OH

N

C

N

CO

CH2

H

H

N

C

N

H

H

C

O

H2C

trans konformer
cis konformer

 

2-Furfuril sübstitüenti taĢıyan [4a] bileĢiğinin 600 MHz’da DMSO-d6 çözücüsü 

içinde alınan 
1
H-NMR spektrumunda pirol halkasındaki N-CH3 protonları çözücü 

piki içinde yer almıĢtır. Bu nedenle, bu bileĢiğin CDCl3 içinde 
1
H-NMR spektrumu 

çalıĢması yapılmıĢtır. CDCl3 çözücüsü içinde yapılan çalıĢmada N-CH3 protonlarının 

varlığı 4.04 ppm’de tespit edilmiĢtir (Şekil 52). 

 

 

Şekil 52: 4a bileĢiğinin DMSO-d6 ve CDCl3 çözeltilerindeki N-CH3 protonları 

DMSO-d6 
CDCl3 
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2-Furfuril sübstitüenti taĢıyan [4a] bileĢiğinin N-CH3 protonlarının varlığı için 

yapılan 600 MHz’deki CDCl3 çözücüsü içinde alınan 
1
H-NMR spektrumunda, 

azometin CH=N ve hidrazit-hidrazon N-H protonlarına ait pikler bir singlet olarak 

tespit edilmiĢtir (Şekil 53).  

 

 

 

Şekil 53: 4a bileĢiğinin CDCl3 çözeltisindeki 
1
H-NMR spektrumu 
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Tablo 7: 4a-l bileĢiklerinin CH=N, -CH3 ve –CONH gruplarının 1H-NMR değerleri 

 

a

b

c

d

CH3

N

O

C NH

CH3
O

N
CH

Ar
H

H

 

Bileşik 

kodu 

a b 

(2H, s) 

c 

(1H, s) 

d 

(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 7.82 

4f 4.03 (3H, s) 4.19 9.81 8.20 

4g 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 

4l 4.00 (3H, s) 4.16 9.77 7.79 

 

 

7.5. Biyolojik Etkiler 

 
7.5.1. Anti-kanserojenik Etkinin Araştırılması 

 
Günümüzde tolmetin etken maddesinin kolon kanser hücrelerinin çoğalmasını 

önleyici etkiye sahip olduğu (17) bildirilmiĢtir. Antikanser ilaç kullanımındaki 

düzenleyici etkisi (18) ise literatürde araĢtırılmıĢtır. Tolmetin ve diğer bazı NSAID 

etkili maddelerin, antikanser etkili ilaçların sitotoksisite etkilerini arttırdığı tespit 
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edilmiĢ (19); β-katenin fonksiyonlarını engellediği ve bu sebeple de yeni antikanser 

ilaç geliĢtirmede kullanılabileceği belirtilmiĢtir (20). 

 
Bütün bu bilgiler ıĢığında, antikanser etkinliği bildirilmiĢ olan baĢlangıç maddesi 

tolmetin [1] ve literatürde antikanser etkinlikleri bildirilmiĢ, bu çalıĢmada orijinal 

sentezlediğimiz hidrazit-hidrazon yapısı taĢıyan [4g] bileĢiğinin antikanser 

etkinliklerinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır. Bu etkiye sahip olup olmadıklarını 

değerlendirmek amacıyla, HCT-116 (ATCC, CCL-247) ve HT-29 (ATCC, HTB-38) 

insan kolon kanseri hücre hatları kullanılmıĢtır.  

 
M.Ü. Eczacılık Fakültesi Biyokimya Anabilim Dalı’nda yapılan, literatürde 

bildirilen yönteme göre (97) MTT deneyleri sonucunda tolmetin hidrazonu olan [4g] 

bileĢiğinin, sadece HT-29 hücre hattında etkili olduğu ve IC50 dozunun 76 µM 

olduğu belirlenmiĢtir. Bununla birlikte test sonuçlarına göre Tablo 8’de görüldüğü 

üzere, tolmetin üzerinden sentezlediğimiz hidrazit-hidrazonun doza bağlı olarak HT-

29 kolon kanser hücresi üzerine daha etkili olduğu tespit edilmiĢtir. 

 

Tablo 8: BileĢiklerin konsantrasyon-büyüme inhibisyon yüzdesi 

Konsantrasyon Büyüme İnhibisyon Yüzdesi 

Tolmetin 4g 

10
-6

 17,58 21,3 

10
-5

 29,23 34,57 

10
-4

 34,15 50,66 

10
-3

 37,76 62,69 

10
-2

 41,62 70,23 

 

7.5.2. Apoptoz Etkileri 

 
Apoptoz mekanizması oldukça karmaĢık enerji bağımlı moleküler bir dizi 

olaylar zincirini içermektedir. Yapılan araĢtırmalar, içsel ya da mitokondriyal yolak 

ve dıĢsal ya da ölüm reseptörlerine bağlı yolak olmak üzere iki ana apoptotik 

yolunun olduğunu, bu iki yolun birbiri ile bağlantılı olduğu ve bir yolda rol alan 

moleküllerin diğer yolaktakini etkilediğini göstermiĢtir.  Mitokondri aracılığıyla 

düzenlenen hücre içi yol aslında hücre dıĢı ve hücre içi etkenlerin ortaklaĢtığı bir 

mekanizma oluĢturur. Şekil 54’de de görüldüğü üzere; ister hücre içi, isterse hücre 

dıĢı mekanizmayla baĢlamıĢ olsun, apoptotik süreç kaspazlar adı verilen proteolitik 



111 

 

enzimler tarafından gerçekleĢtirilir. Apoptotik süreçte, kaspaz-3’ün önemli rolü 

üstlendiği ve kaspaz-9’un da kaspaz-3’e benzer özellikler taĢıdığı son çalıĢmalarda 

gösterilmiĢtir. Şekil 55’de de görüldüğü üzere apoptozda kaspazlar birbirlerini 

aktifleĢtirerek süreçte önemli rol oynar. Kaspaz-3 birçok hücresel anahtar proteinin 

spesifik bölünmesini katalizleyebilen ve çoğunklukla uyarılmıĢ bir ölüm proteazıdır 

ve bu aktivasyon, kaspaz-8 ve kaspaz-9 parçalamasıyla baĢlamaktadır. Kaspaz-8, 

TNF aile üyeleri tarafından dıĢsal hücre ölüm yolağının baĢlatılması için temel bir 

bileĢendir. Kaspaz-9 mitokondriyal (içsel) yolakta anahtar bileĢendir. Kaspaz-9 diğer 

kaspaz’ları aktive eder. 

 

Şekil 54: Kaspaz kaskadı 
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Şekil 55: Apoptoz mekanizması (http://imgenex.com/view_data_page.php?id=108, EriĢim 

tarihi: 14 Ağustos 2013).  

 
 

Tolmetin etken maddesinin kolon kanser hücrelerinin çoğalmasını önleyici 

etkiye sahip olduğunun bildirilmesi üzerine apoptoz çalıĢmaları için HCT-116 

(ATCC, CCL-247) insan kolon kanseri hücre hattı kullanılmıĢtır (17). Hidrazonların 

apoptoz üzerine etkilerini inceleyen çalıĢmalar (45, 49, 64) literatürde 

bulunmaktadır. Bu çalıĢmada, tolmetin üzerinden sentezlenen hidrazit-hidrazonlar 

arasından 2,6-dikloro türevi olan hidrazit-hidrazon [4g] tercih edilmiĢtir.  

 
Tolmetin hidrazonu olan [4g] bileĢiğinin büyüme yüzdesi inhibisyon sonuçlarına 

bağlı olarak, sentez ilkel bileĢiği olan tolmetin ile kıyaslayarak Ģekil 35-38’de 

belirtildiği üzere, apoptotik mekanizması araĢtırılmıĢ ve apoptotik süreci katalizleyen 

enzimler üzerinde çalıĢılmıĢtır (BKZ bölüm 6.2.2). 

 
Tolmetin (100 µM) [1] ve [4g] ile inkübe edilen kolon kanseri hücrelerinde 

Annexin V, kaspaz 3, kaspaz 8 seviyelerinin anlamlı düzeyde yükseldiği 

belirlenmiĢtir. Kaspaz 9 aktivitesinin sadece Tolmetin bileĢiğinin dozuna bağlı olarak 

arttığı tespit edilmiĢtir. Bu sonuçlar dikkate alındığında [4g] bileĢiğinin kanser 

http://imgenex.com/view_data_page.php?id=108
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hücreleri üzerinde Kaspaz 8 yolağını kullanarak apoptozu tetiklediği; tolmetin 

bileĢiğinin [1] ise doza bağlı olarak hem kaspaz 8 hem de kaspaz 9 yolakları 

üzerinden apoptoz üzerinde etkili olduğu sonucuna varılabilir.  

Tüm bu bilgiler ıĢığında değerlendirildiğinde apoptoz yolağında etkili olan 

kaspaz-3 ve kaspaz 8 aktivasyonunu sağlayan tolmetin hidrazonunun [4g], HT-29 

hücre hattında antikanserojenik etkinliği olduğu görülmesi sebebiyle hem tolmetinin 

hem de hidrazon yapısındaki bileĢikte; daha önce literatürde bildirilmiĢ olan 

tolmetinin kolon kanserine etkilerinin yapıya katılan kromofor grup ile devam 

edebileceği düĢünülmektedir. 
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8. SONUÇ 
 

 

        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-il]asetik asit) üzerinde 

yapılan çalıĢmalar kolon kanser hücrelerinin çoğalmasını önleyici etkiye sahip 

olduğu bildirilmiĢ olup; ayrıca antikanser ilaç kullanımındaki düzenleyici etkisi test 

edilmiĢtir. Aynı zamanda, biyoaktif heterosiklik bileĢiklerin sentezinde ara bileĢik 

olan ve birçok farmakolojik etkiye sahip olduğu bildirilen hidrazit-hidrazon 

fonksiyonel grubunu taĢıyan bileĢiklerin aktif farmakofor grubundan dolayı 

antikanser etkileri daha etkili, daha az toksik yeni kematerapötik ajanların geliĢimini 

hızlandırmak amacıyla dikkat çekmiĢtir. Bu bilgiler ıĢığında, kanser hücrelerinde 

antitümör özellik gösterebileceği düĢünülmüĢ olan yeni hidrazit-hidrazon yapılı 

bileĢikler, tolmetin etken maddesinde yer alan karboksilik asit grubundan hareketle 

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

üzerinden tolmetin hidrazit-hidrazonları sentezlenmiĢ ve yapıları spektroskopik 

yöntemlerle aydınlatılmıĢtır. Hidrazit-hidrazonların metabolizma çalıĢmalarında, 

hidrazit ve aldehit, hidrazit üzerinden de karboksilik asit metabolitine dönüĢebileceği 

bildirilmiĢtir. Tümör, virüs ve mikrobik enfeksiyonların neticesinde ortaya 

çıkabilecek doku hasarı sonucu ortaya çıkan ağrılara, tolmetin hidrazit-

hidrazonlarının metaboliti olarak düĢünülen tolmetinin analjezik etki edebilecek 

olması da konuya ayrı bir önem kazandırmıĢtır. 

M.Ü. Eczacılık Fakültesi Biyokimya Anabilim Dalı’nda baĢlangıç maddesi 

tolmetin [1] ve literatürde antikanser etkinlikleri bildirilmiĢ heterosiklik yapılar olan 

hidrazit-hidrazon yapısı taĢıyan [4g] bileĢiğinin antikanser etkinlikleri araĢtırılması 

amaçlanarak, HCT-116 (ATCC, CCL-247) ve HT-29 (ATCC, HTB-38) insan kolon 

kanseri hücre hatları kullanılmıĢtır. MTT deneyleri sonucunda tolmetin hidrazonu 

olan [4g] bileĢiğinin, doza bağlı olarak sadece HT-29 kolon hücre hattında etkili 

olduğu ve IC50 dozunun 76 µM olduğu belirlenmiĢtir. Kanser oluĢumunun önemli 

mekanizmalarından biri olan apoptoz üzerine etkilerini değerlendirmek için MTT 

sonuçlarına göre etkili olduğu tespit edilmiĢ olan kolon hücre hattı olan HT-29 hücre 

hattında apoptotik mekanizması araĢtırılmıĢ ve apoptotik süreci katalizleyen enzimler 
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olan kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9  seviyelerinin değiĢimi gözlenmiĢtir. Bu sonuçlar 

dikkate alındığında özellikle hidrazon yapısındaki [4g] bileĢiğinin kanser hücreleri 

üzerinde Kaspaz 8 yolağını kullanarak apoptozu tetiklediği tespit edilmiĢtir. 

Apoptotik süreçte önemli bir bileĢen olan  kaspaz-8 aktivasyonu ile apoptozun 

baĢladığı ve hücrenin ölüme gittiği bilinmektedir. Bu sebeple hidrazit-hidrazon 

yapısındaki bu bileĢiğin, HT-29 kolon kanseri hücre hattında apoptoz yolağında etkili 

olduğu görülmüĢtür. Hem tolmetin hem de hidrazon yapısındaki bileĢikte daha önce 

literatürde bildirilmiĢ olan kolon kanserine etkilerinin, tolmetinden sentezlenmiĢ 

türevinde de apoptozu indüklemesi sebebiyle umut vaat ettiği düĢünülmektedir. 
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