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2-(1H-INDOL-3-iL) HIDRAZIT TUREVLERININ SENTEZI,
KARAKTERIZASYONU VE BiYOLOJIiK OZELLIKLERININ INCELENMESI

OZET

Bu ¢alismada 1H-indol halkas1 igeren 11 adet agilhidrazon tiirevi sentezlenerek biyolojik
aktivite testleri  gergeklestirildi. Baslangic maddesi olarak 2-(1H indol-3-
il)asetohidrazit bilesigi asit katalizorligiinde cesitli aromatik aldehitler (2a-k) ile
tepkimeye sokularak 2-(1H-indol-3-il)-N'-(4-substitiicbenziliden)asetohidrazit (3a-k)
tiirevleri sentezlendi. Sentezlenen molekiiller, FT-IR, 'H-NMR ve 3C APT-NMR gibi
spektroskopik teknikler kullanilarak kimyasal yapilar1 aydinlatildi.

Bu bilesiklerin (3a-k) biyolojik 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla in vitro antioksidan, in
vitro antikanser, antimikrobiyal, antifungal, oksidatif stres ve DNA hasarint onleyici
aktivite calismalar1 yapilmstir.

Anahtar Kelimeler: Indol, Hidrazon, Antioksidan, Antimikrobiyal, Antikanser.



THE SYNTHESIS, CHARACTERIZATION OF 2-(1H-INDOL-3-YL)
HYDRAZIDE DERIVATIVES AND INVESTIGATION OF THEIR
BIOLOGICAL PROPERTIES

ABSTRACT

In this study, 11 acylhydrazone derivatives containing 1H-indole ring were synthesized and
biological activity tests were performed. As the starting material, 2-(1H-indol-3-
ylacetohydrazide compound is reacted with various aromatic aldehydes (2a-k) under acid
catalysis to produce 2-(1H-indol-3-yl)-N'-(4-substitutedbenzylidene)acetohydrazide
derivatives(3a-k) were synthesized. The chemical structures of the synthesized molecules

were elucidated using spectroscopic techniques such as FT-IR, 1H-NMR and 13C APT-
NMR.

In vitro antioxidant, in vitro anticancer, antimicrobial, antifungal, oxidative stress and DNA
damage preventive activity studies were performed to examine the biological properties of
these compounds (3a-k).

Keywords: Indole, Hydrazone, Antioxidant, Antimicrobial, Anticancer.



1. GIRIS

Son zamanlarda hastaliga neden olan mikroorganizmalarin, var olan ilaglara kars1 direngli
hale gelmesi, viriis bakteri kaynakli hastaliklarin ve kanserin ¢ok yaygin olmasi, mevcut
ilaglarin tedaviye istenilen cevabi verememesinden dolay1 yeni daha aktif bilesiklere ilag

yapiminda kullanilmak tizere ihtiya¢ duyulmaktadir (Y1lmaz, 2012).

Bakterilerin ve virlislerin mevcut ilaglara kars1 direng gelistirmis olmasi1 ve bu direncin her
gecen giin artarak devam etmesi, halk sagligini tehdit eden 6nemli sorunlarindan biri haline
gelmistir. Bununla birlikte kanser, giinlimiizde devamli artarak, o6nemli saglik
sorunlarindan biri olarak yerini korumaktadir. WHO’nun verdigi bilgilere gore yilda
yaklasik 25 milyon kisiye kanser hastaligina yakalanmakta ve yilda ortalama 7 milyon kisi
bu hastalik nedeniyle hayatim kaybetmektedir. Ulkemize bakildiginda ise durum diger
tilkelerden pek farkli degildir. Kanser hastaligi erkek ve kadinlarda en ¢ok olimle
sonuglanan ikinci hastalik ¢esidi olmustur. Hastaligin tedavisi uzun ve maliyetlidir. Bu ayni
zamanda iilke ekonomisine de ciddi oranda zarar vermektedir. Ulkemizde yilda 160 000

civarinda yeni kanser hastaligina yakalanan insan oldugu diisiiniilmektedir (Bag, 2013).

Indol halkasi ve halkaya baglanan gruplarla olusan molekiillerin {izerinde bu kadar fazla
calisma ve arastirma yapilmasinin en 6nemli sebebi, indol ve indol tiirevlerinin genis
biyolojik aktivite gostermesidir (Joshi ve Chand 1982). Mevcut ilaglarin etken
maddelerinin yani1 sira yeni ilag¢ aragtirma ve gelistirme ¢aligmalari indol bilesiginin ve ona
bagli yan gruplarin 6neminin her gegen giin arttigini gostermektedir (Cetin, 2004). Son
zamanlarda; organik bilesik sentezlerinde genis antimikrobiyal ve biyolojik aktivitesi olan
polifonksiyonel ve heteroatom iceren halkali molekiillerin eldesi, organik kimya alaninda
onemli yer olusturmaktadir. Bunlarin igerisinde Azometin grubu igeren hidrazon tipi
bilesikler 6nemli bir grup olusturmaktadir. indol grubu ve hidrazon igeren bilesikler
antifungal, anti-enflamatuvar, antimikrobiyal, agr1 kesici ve antitiiberkiiloz aktivitede
oldukga etkindir. Indol halkas1 ve elektronca zengin halka sistemine sahip olan heterosiklik
bilesikler ila¢ yapiminda kullanilan bilesiklerde bir¢ok biyolojik aktiviteyi barindirmasi

acisindan oldukea fazla Snem arz etmektedir (Oztiirk, 2015).



Biitiin bu saglik sorunlari incelendiginde var olan ilaglarin yani sira daha aktif daha etkili
bilesiklerin sentezlenmesine her gecen giin daha fazla ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir.
Indol tiirevlerinin antimikrobiyal, antioksidan, antiviral, antifungal, antikanser etkiler gibi
genis bir alanda sahip oldugu aktivitenin literatiirde var oldugu bilinmektedir. Var olan bu
hastaliklar disiiniildiigii zaman indol tiirevlerinin sentezine verilen 6nem her gecen giin
artmakta ve bu anlamda yapilan ¢aligsmalar son derece 6nem kazanmaktadir. Bu amagla
yeni bilesikler arastirmak, sentezlemek ve literatiire kazandirmak daha Onemli hale
gelmistir. Calismanin amaci var olan bilesiklere ek olarak daha etken daha az yan etkili

olabilecek yeni bilesikleri literatiire kazandirmaktir.

Son zamanlarin lizerinde en fazla ¢alisildigi, tedavisi i¢in farkli yontemlerin denendigi,
farkli yapilara sahip molekiillerin terap6tik amaglarla kullanildigi kanser hastaligi, en fazla
oliimle sonuglanan hastaliklar arasindaki yerini korumaktadir (Dastan, 2017). Diinya
genelinde kadinlar etkileyen en yaygin tiimor tipi meme kanseri olarak belirlenmistir.
Tedavi amach kullanilan radyoterapi ve kemoterapi yontemlerinin énemli ve biiylik yan
etkileri vardir. Tedavide daha diisiik yan etkili yeni kemoterapdtiklerin arastirilmasi ve
bulunmasi kanser ¢calismalari acisindan son derece 6nemlidir (Dastan, 2017). Bu anlamda
bizim ¢alismamizda sentezlenen bilesiklerin farkli biyolojik aktivitelerinin anlasilmasi ve
in vitro kosullarda hiicre i¢inde farkli biyokimyasal siireglerdeki 6zelliklerinin bulunmasi

acisindan oldukga 6nemlidir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Genel Bilgiler
2.2. Indol

Indol alt1 iiyeli benzen halkasina bes iiyeli pirol halkasmin kaynasmas: ile olusan
heteroaromatik ve bisiklik bir bilesiktir. Indol bilesigi planar yapiya ve 10 pi elektronuna
sahiptir, bunlardan sekiz tanesi halkanin i¢inde iki tanesi ise azot atomu iizerinde bulunan

eslesmemis elektronlardir. Bilesik bundan dolay1 aromatik yapiya sahiptir.

Indol molekiilii CgH7N molekiil formiiliine sahiptir. Molekiil kiitlesi 117.15 g/mol diir.
Bilesigin IUPAC ad1 1H-benzo [b] pirol’diir. indol bilesigi, dogada olduk¢a fazla bulunan
aromatik bir heterosiklik halkadir. Birgok ila¢ hammaddesinin igeriginde var oldugundan
dolay1 farmasétik agidan oldukga 6nemli bir halkadir. Indol bilesikleri iizerine birgok
arastirma yapilmasinin sebebi birden fazla biyolojik aktiviteye sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bunlar arasinda antiviral, antikanser, antibakteriyel, antioksidan gibi
etkiler bulunur. indol, dogal ortamda yaygin olarak bulunup cesitli bakteriler tarafindan
uretildigi gibi sentetik olarak da elde edilmektedir. Bircok biyolojik aktiviteye sahip olan

indol bilesikleri {izerine yapilan ¢aligmalar her gegen giin daha da 6nemli hale gelmektedir.
1
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2.3. Indol Halkasimin Kimyasal Ozellikleri

Indol benzen ve pirol halkasinin kaynasmasiyla olusan bir molekiil olmasima ragmen iki
bilesikten farkli 6zellikler gostermektedir. Pirol halkasindaki, 2 ve 5 numarali karbonlarin
elektron yogunlugunun 3 ve 4 numarali karbona gore daha fazla oldugu goriilmektedir.
Indol molekiilinde ise 3 nolu karbonun elektronca daha yogun o6zellik gdsterdigi

sOylenebilir. Benzen halkasinin yapisi incelendiginde ise tiim karbonlarin esit elektron


https://en.wikipedia.org/wiki/Bacteria

yogunluguna sahip oldugu goriilmektedir. indol halkasinda ise durum su sekilde
Ozetlenebilir; 4 ve 6 numarali karbonlar, 5 ve 7 numarali karbonlara kiyasla daha diisiik
elektron yogunluguna sahiptirler. Bu durum karbonlarin, aromatik elektrofilik yer

degistirme reaksiyonlarinda daha etkin olmalarindan da anlasilabilmektedir (Avan, 2006).
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Rezonans yapilarindan anlasilacagi iizere a, b ve d rezonans sekillerinde benzen halka
sistemi korunmustur ve bu durum bilesiklerin kararli oldugunu géstermektedir. Bundan
dolay1 yapilacak olan bir elektrofilik atak durumunda elektron yogunlugu ¢ok olan 3
numarali C’ na gergeklesir. Ayrica indol bilesigindeki azot atomunun ortaklanmamig
elektron ¢ifti halka igine delokalize olur. Bunun sonucunda indol halkasi 3. konumdan

elektrofilik siibstitiisyonlarda daha etkili hale gelir.

Indol bilesigi ilk kez, bitkisel kaynakli bir maddeden elde edilmistir. Indigonun nitrik asitle
tepkimesinden Bayer tarafindan sentezlenmistir (Bayer, 1866).

0
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Indol aromatik ve heterosiklik bir organik bilesiktir. Naftalen ile izoelektroniktir.
Heterosiklik azot, pi elektronun ikisini karsilar. Indol oldukca zayif asidik karaktere
sahiptir. (pKa=16.7). Nisiibstitiisyonu agirlikli olarak baz katalizli reaksiyonlar sonucu
meydana gelir.

Elektronca zengin yapisindan dolay1 indol kolay okside olur. 2. ve 3. karbonlar arasindaki
pi bag:1 sebebiyle de sikloadisyon reaksiyonlarinda etkilidir. indol ve indol tiirevi
molekiiller, karbon bazli elektrotlarla birlikte oksitlenebilirler. Elektrokimyasal

calismalarda gelistirilen voltametrik yontem neticesinde indol bilesiginin oksidasyonunun



azot atomundan baslayarak benzen halkasinin hidroksilasyonu ile bittigi belirlenmistir

(Stizen ve ark. 2001).

Indol ve alkil indoller renksiz kat1 kristallerden olusmaktadir. indol iin erime noktas1 52°C
ve kaynama noktas1 254°C’ dir. Cogunun organik solvanda ¢dziindiigii bilinmektedir. Hos

bir kokusu vardir ve bu yiizden parfiim yapiminda da kullanilmaktadar.

Indol bilesikleri dogada en fazla bulunan heterosiklik aromatik bilesikler arasinda yer
almaktadir. Indol bilesiginin kémiir katraninda ve bircok bitkinin esansiyel yaglarinda
bulundugu bilinmektedir. Bunun yani sira dogal olarak bulunan indol bilesiklerinin
yaninda sentetik indol bilesikleri de bol miktarda mevcuttur ve elde edilmeye de devam
edilmektedir. Canli yap1 taslarindan triptamin; 2-(1H-indol-3-il)etanamin, triptofan; 2-
amino-(3-(1H-indol-3-il)-propanoik  asit, serotonin;  3-(2-aminoetil)-1H-indol-5-ol,
melatonin; (N-[2-(5-metoksi-1H-indol-3-il)etil]asetamid) canlilar i¢in 6nemli indol

bilesiklerindendir.
Triptofan Triptamin Seratonin Melatonin
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Serotonin, triptamin, melatonin gibi indolaminler radikal tutucu antioksidan etkiye sahiptir.
Serbest radikallerden kaynakli oksidatif stresin kanser, romatoid artrit, ateroskleroz,
diyabet, beyin kanamasi, ndrodejenarasyon, gibi birgok hastaligin tedavisinde etkili oldugu
yapilan calismalar sonucu belirlenmistir. Insan sagligmi korumak igin son yillarda

antioksidan etkili molekiiller {izerine yogun ¢alismalar yapilmaya devam edilmektedir.

2.2.1. indol Halkasimin Genel Sentez Yontemleri

Indol halkas1 ve indol tiirevlerinin sentezi i¢in farkli yollar kullanilmaktadir (Gribble, 2000;
Cacchi ve Fabrizi 2005; Humphrey ve Kuethe 2006). Bu yollardan bazilari asagida

siralanmustir.



2.2.1.1. Fischer indol Sentezi

Ik indol sentez ydntemlerinden biridir. 2. ve 3. konumda siibstitiientler istenen indol

tirevlerinin sentezi i¢in olduk¢a uygundur (Biiyiikbingdl ve ark. 1994).
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Siibstitiie ya da siibstitiie olmayan fenilhidrazin tiirevleri uygun aldehit veya ketonla

tepkimeye sokularak baslangic olarak en-hidrazin (veya enamin) izomeri olan
fenilhidrazon elde edilir. Daha sonra asidik hidrojenin enamini protonlamasinin ardindan,
siklik [3,3]-sigmatropik rearanjmanlar imin elde etmek iizere olusur. Sonug {iriinii imin,
siklik bir amino asetal formuna doniisiir. Bu da asit katalizorlii ortamda NH3 ayrilmasiyla,

istenen aromatik indollerin olusmasina sebep olur (Robinson, 1963, 1969).
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2.2.1.2. Leimrruber-Batcho indol Sentezi

Leimrruber-Batcho indol sentezinde o- nitrotoluen baslangic maddesinden baslanarak bir
seri organik tepkime gerceklestirdikten sonra indol ve tiirevleri elde edilmektedir. (Clark
ve Repke 1984; Batcho ve Leimgruber 1985). Elde edilen bu yolla indol tiirevleri yiiksek
verimle olusmaktadir. Indol ve siibstitiie indollerin elde edilmesi i¢in oldukga etkin bir
yontemdir. Daha ¢ok ilag endiistrisinde kullanilmaktadir. Reaksiyonun ilk basamaginda
1,1-dimetoksi-N,N-dimetilmetanamin ve pirolidin kullanilarak enamin elde edilmekte ve
istenen indol ikinci basamak olan indirgenme siklizasyon tepkimesiyle olusmaktadir
(Maehr ve Smallheer 1981). Indirgenme siklizasyon tepkimesi raney nikeli ve hidrazinle
sonlanmigtir. Bununla birlikte hidrojen, palladium karbon, kalay kloriir, sodyum ditionit
veya asetik asit icindeki demir de etkili bir indirgeme araci olarak kullanilabilmektedir

(Ponticello ve Baldwin 1979; Garcia ve Fryer 1974).
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2.2.1.3. Bischler-Méhlau indol Sentezi

Bu indol sentezi yonteminde ise anilin ve a-bromo-asetofenondan yola ¢ikilarak 2-aril-

indol eldesi yapilmigtir (Nelson ve Seefel, 1958).
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2.2.1.4. Reissert indol Sentezi

Bu yontemde ise indol sentezi, dietil oksalat ve o-nitrotoluenden yola ¢ikilarak indol ve
indol tiirevleri elde etmek amaciyla tercih edilen bir yontemdir (Wayland ve Baude 1963;
Noland ve Baude 1973; Joule ve Mills 2000). Halka {izerinde birbiriyle orto konumlanmais

elektron ¢eken bir nitro grubu ve nitro grubunun elektronu daha fazla ¢ekmesinden dolay1



asidik bir metil grubu bulunmaktadir. Bu tepkimede potasyum etoksit kullanmanin,
sodyum etoksit kullanmaya gore daha etkili sonu¢ verdigi yapilan calismalarla tespit
edilmistir (Johnson ve ark., 1945). Bu indol sentezinde ilk adim, etil o-nitrofenil piruvat
elde etmek {lizere; o-nitrotoluenle dietil okzalatin kondenzasyon tepkimesidir. Etil o-
nitrofenil piruvatin, asetik asit igindeki ¢inkoyla indirgenme siklizasyonu sonucu indol-2-
karboksilik asit elde edilir. Reaksiyona devam edilip indol 2-karboksilik asit 1s1 etkisiyle

dekarboksile olursa indol elde edilir.
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2.2.1.5. Gassman indol Sentezi

Bu yontemde ise indol sentezi, anilinden siibstitiie tiyometil indolleri elde etmek igin

uygulanan bir tepkimedir (Gassman ve ark. 1974).
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2.2.1.6. Bartoli indol Sentezi

Bir diger indol halkasi elde etme yonteminde ise orto-siibstitiie nitrobenzen tiirevleri ile 3
mol propenil Grignard reaktifinin tepkimeye girmesi sonucu olusur (Gilchrist 1997).
Mekanizmasinda [3,3] sigmatropik yeniden diizenlenme olmasindan dolay1 Bartoli indol
sentez yontemi, mekanizma agisindan Fischer indol sentez yontemine benzerdir (Joule ve
Mills 2000). Baglanan grubun biiyiikliigline gore 7-siibstitilie indollerin elde edilmesinde
tercih edilen bir yontemdir (Bartoli ve ark. 1989).
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2.3. Karbohidrazit ve Hidrazonlar

Karbohidrazit, OC(N2Hs) 2 genel kimyasal formiilii olan bir bilesiktir . Suda ¢6ziinebilen
beyaz bir katidir ve eridiginde ayrigir (McGraw 1953; Kurzer ve ark. 1970). Bir veya birden
¢ok NH grubunun farkli gruplarla yer degistirdigi bir¢ok karbazit oldugu
bilinmektedir. Ilaglar, bitki biiyiime diizenleyicileri, herbisitler ve boyar maddelerde
genellikle bulunurlar. Endiistriyel olarak karbohidrazit, iirenin hidrazin ile etkilesimiyle

iretilir (Jean ve ark. 2002).

Bununla  beraber, karbonat  esterleri gibi  diger  klor-prekiirsorlerinin hidrazin ile
tepkimesiyle de elde edilebilir (Kurzer ve ark. 1970). Fosgenden (COCI>) sentezlenebilir,
fakat bu yontemle hidrazinyum tuzu [N2Hs] ile kloru kojenerasyona sokar ve bir miktar
diformilasyon gergeklesir. Karbazik asit de uygun bir Onciidiir. Molekiil dogrusal
degildir. Tiim nitrojen merkezleri piramidaldir, bu da daha zayif CN pi-bag1 oldugunun

gostergesidir.


https://en.wikipedia.org/wiki/Chemical_compound
https://en.wikipedia.org/wiki/Carbazide
https://en.wikipedia.org/wiki/Carbazide
https://en.wikipedia.org/wiki/Urea
https://en.wikipedia.org/wiki/Hydrazine
https://en.wikipedia.org/wiki/Carbonate_ester
https://en.wikipedia.org/wiki/Hydrazine
https://en.wikipedia.org/wiki/Phosgene
https://en.wikipedia.org/wiki/Hydrazinium
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Hidrazinlerin, aldehit ve ketonlarla reaksiyonu sonucu elde edilen organik bilesiklerin
genel adina hidrazon denilmektedir. Genel gosterimleri R2C=NNH2 seklinde yapilan bu
organik bilesikler, aldehit ve ketonlarin etanol, biitanol ve mutlak asetik asit gibi
coziiciilerle tepkimesiyle elde edilmektedir. Keskin erime noktasina sahip bu bilesikler
kristal yapidadir. Hidrazon ve tiirevi organik bilesikler son zamanlarda antikanser,
antifungal, antiviral ve antibakteriyel aktivite gostermeleri sebebiyle birgok ¢alismada
aragtirma konusu olmustur. Genel gosterimleri asagidaki gibidir (Scior, 2006; Uppal ve
ark. 2011).

NH,
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Hidrazon bilesigi ilk olarak 1911 yilinda Ludwing Wolf ve Nikolai Kishner’ in farkli
caligmalar1 ile KOH bulunan ortamda hidrazinle aldehit ve ketonun reaksiyonu ile elde
edilmistir. Hidrazonlarin adlandirmalarinda, sentezlenirken hangi aldehit veya keton

kullanilmigsa kullanilmis aldehit veya ketonun sonuna hidrazon eklenerek yapilir (Ozkaya,

2015).

Hidrazonlar yapisinda bulunan N-N ve C=N baglarinda dolay1 yiiksek aktiviteye sahiptir
ve bu sebeple ¢ok genis kullanim alani vardir. Sahip oldugu farkli biyolojik aktiviteler
nedeniyle ila¢ iiretiminde tercih edilmektedir. Hidrazonlarin kendilerine 6zgii 6zellikleri
ve farmakolojik aktiviteleri oldugundan ¢alisma yapmak i¢in oldukea ilgi ¢ekici hale

gelmistir.
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2.4. Biyolojik Aktiviteleri
2.4.1. Antimikrobiyal Aktivite

Bakteri ve kiif gibi mikroplarin, viicutta ve gidalarda zararli olan istenmeyen canlilarin
varligin1 azaltma giicline sahip maddeleri tanimlamak i¢in kullanilir. Bu insan sagligi i¢in
son derece Onemli bir konudur. Viicuda giren bir bakterinin etkisinin azaltilmasi,
iiremesinin durdurulmasi ve viicuttan atilmasi hayati 6nem tagimaktadir. Bunun i¢in gerekli
olan bilesiklerin genel adina antimikrobiyal denilmektedir. Sadece ilag yapisinda
bulunmayan bu maddeler ayn1 zamanda gidalarin igerisine bakteri iiremesine engel olmak
ve gidanin yapisinin bozulmadan kalmasini saglamak amaciyla konulmaktadir. Boylelikle
gidalarin daha gec bakteri liretmesine ve bozulmamasina neden olan bu maddeler insan

sagligin1 korumaktadir.
2.4.2. Antikanser Aktivite

Viicutta var olan tiimdr hiicresinin biiylimesini, ¢ogalmasini engelleyen, hiicreyi yok eden
ve hastada tam iyilesme saglamada etkin rol oynayan maddelere verilen genel addir.
Kanser son zamanlarin tedavisi en zor hastalig1 olarak bilinmektedir. Hiicrelerin gelisigiizel
biiylimesi ve ¢ogalmasi olarak tanimlanmaktadir. Bulundugu dokuya gore adlandirilir.
Diinya Saglik Orgiitii verilerine gdre en sik karsilasilan ve en ¢ok dliime sebep olan kanser

tiirleri olarak kolon, akciger, karaciger, meme, mide kanseri sayilabilir.
2.4.3. Antiviral Aktivite

Viriislerin neden oldugu enfeksiyonlara kars1 etkili olan maddelere verilen genel addir.
Viral enfeksiyonlar1 yok etmek veya kontrol altina alinmak amaciyla kullanilirlar.
Ozellikle son déSnemde meydana gelen Covid-19 salgini bu etkiye sahip ilaglarin ne kadar
biiyiik 6neme sahip oldugunu gostermistir. Virlisler canli viicudunda siirekli mutasyona
ugray1p ilaclara kars1 direng kazandiklari i¢in bu etken maddelerin siirekli gelistirilmesi ve

yenilenmesi olduk¢a dnemlidir.
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2.4.4. Antifungal Aktivite

Mantarlarin sebep oldugu enfeksiyonlara etki eden ve enfeksiyonlara karst durdurucu
etkiye sahip olan maddelere denir. Bu maddeler mantarin diger dokulara gecisini
engellemek ve var olan mantarlar1 6ldiirmek amaciyla kullanilmaktadir. Yine bu canlilarin
da mevcut ilaglara kars1 direng kazanmasindan dolay1 yeni ve aktif bilesikler elde etmek

onemli hale gelmistir.
2.4.5. Antioksidan Aktivite

Biyolojik sistemlerin oksidatif strese engel olabilmek i¢in kullandig: bilesikler antioksidan
ad1 verilir. Antioksidanlar, serbest radikale bir elektron verebilen ve radikalin zararl
etkilerini azaltabilen veya ortadan kaldirabilen molekiiller olarak degerlendirilir. Bu
sistemi saglayabilen, radikalleri etkisiz hale getirme kabiliyetine sahip olan bilesikler

antioksidan aktivite gosterirler.
2.5. Yapilan Cahsmalar

Biyolojik aktivite odakli ¢aligmalarin artmasiyla birlikte; 6zellikle Farmasotik Kimya
alaninda son donemlerde elde edilen yeni indol tiirevlerinin farmakolojik aktivitelerinin
arastirlldigt cok sayida calisma yapilmistir. Yapilmis olan ¢aligmalarin verilerine
bakildiginda, yeni molekiiller insa etmek son derece Onemli hale gelmistir. Literatiir
verileri incelendiginde, yeni sentezlenen indol molekiillerinin antikanser aktivitelerinin
olduk¢a umut vaat edici oldugu goriilmektedir (Cihan, 2010). Bu durum hastaliga
yakalanan insanlar, hastalig1 tedavi eden doktorlar hem de farmakolojik agidan oldukg¢a

Onem arz etmektedir.

Viicut i¢in son derece 6nemli olan antioksidan etkili endojen molekiillerden (melatonin,
indol-3-asetik/propiyonik asit, triptofan vb.) hareketle baslayan calismalar, antioksidan
etkiye sahip fazla sayida indol tiirevi molekiilii ortaya ¢ikarmistir. Yine ¢esitli literatiir
verileri incelendiginde indol tiirevlerinin NNR Transkriptaz Inhibit6rii” antimikrobiyal ve
antiviral etkilerinden bahsetmektedir (Cihan, 2010). Son zamanda sentezi gerceklestirilen
ve antioksidan, antikanser, antiviral ve antimikrobiyal etki gdsteren yeni indol tiirevleri
hakkinda yapilan calismalar incelenecektir. Yapilmis olan ¢alismalar sonucu elde edilen

bilesiklerin genel sekilleri calismalardan hemen sonra belirtilmistir.
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2010 yilinda yapilmis olan doktora tez ¢alismasinda  3-fenil-5-floro-N-
(stibstitiiebenziliden)-1H-indol-2-karboksilik asit hidraziti ve 3-fenil-N-(2-
fenil/stibstitiiefenil-5-nonsiibstitiie/siibstitiie-4-0kso-1,3-tiyazolidin-3-il)-5-floro-1H-indol
-karboksamid yapisinda yeni molekiiller elde edilmis ve molekiillerin antioksidan,
antikanser, antiviral ve antimikrobiyal aktiviteleri {izerine incelemeler yapilmistir. Yapilan
bu incelemeler sonucunda elde edilen bilesiklerin, kanser hiicrelerinin bir¢ogunu degisik
oranlarda inhibe ettigi goriilmiistiir. Antioksidan etkisi orta diizeyde, antimikrobiyal
etkisinin varlig1 goriilmiis, antiviral etkisinin kayda deger olmadigi tespit edilmistir (Cihan,

2010).
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Antioksidan ve antikanser etkileri arastirilan ve bu alanlarda oldukga etken oldugu goriilen
indol tiirevlerinin bu etkileriyle birlikte antiviral ve antimikrobiyal etkilerinin de oldugu

yapilan caligmalarda elde edilen veriler arasindadir.

Yapilmis olan baska bir calismada ise, yeni aktif indol tlirevlerinin elde edilerek
antimikrobiyal ve antioksidan etkilerini incelemek hedeflenmistir. Bu ¢alismada 2-[(4-
stibstitiie piperazin-1-il)karbonil]-1H-indol tiirevleri elde edilmis, antimikrobiyal ve
antioksidan etkileri arastirilmis antioksidan etkisi yliksek seviyede ger¢eklesirken

antimikrobiyal etkisinin kayda deger olmadigi tespit edilmistir (Y1lmaz, 2012).

2008 yilinda yapilan baska bir doktora tez ¢alismasinda ise 3-fenil-5-iyodo/kloro-N-[4-
slibstitiiefenilmetilen]-1H-indol-2- karbohidrazit ve 3-fenil-5-iyodo/kloro-N-[4-okso-2-
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substitiiefenil-1,3-tiyazolidin-3-il]-1H-indol-2-karboksamid yapisinda yeni molekiiller
sentezlemis ve bilesiklerin antikanser, antioksidan ve antiviral, aktivitelerini aragtirmistir.
Yapilan ¢alisma sonucunda sentezlenen bilesiklerin igerisinde bazi kanser tiirlerini inhibe
eden bilesikler oldugu saptanmis, bunun yam sira antiviral etkisinin siirhi kaldig
goriilmis, antioksidan etkisinin ise yiiksek diizeyde oldugu tespit edilmistir (Giirbiizel,

2008).

MJ/

o**\v/s

Yapilan bir diger aragtirma da ise en diisiik yan etkiye ve en yiiksek aktivite sahip yeni
antioksidan etkili bilesikler elde edilmeye ¢aligilmigtir. Bunun i¢in on dokuz adet yeni
melatonin analogu indol tiirevi molekiil elde edilmis ve IR, NMR, Mass spektrometresi ve
elementel analiz ile yapis1 aydinlatilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda elde edilen bu

bilesiklerin yiiksek diizeyde antioksidan etki gosterdigi belirlenmistir (Shirinzadeh, 2010).

6H3 &y

Son yillarda yapilan bir diger arastirmada ise 2-metilfuran-3-karboksamid artig1 tasiyan alti
yeni spiroheterosiklik molekiil elde edilmis, elde edilen bilesiklerin influenza aktivitesi
degerlendirilmis ve elde edilen bilesiklerin influenzay1 inhibe ettigini belirlenmistir

(Tansuyu, 2010).
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Yakin tarihte yapilan bagka bir doktora tezinde ise, molekiiler modelleme yaparak olasi
PARP inhibitorii olabilen yeni, karbohidrazit ve iire gruplari bulunduran bilesikler
sentezlemistir. Modelleme calismalariyla, elde edilen bilesiklerin enzime nasil baglandigi
arastirllmistir. Etkilesimde yer alan aminoasitler ve kimyasal baglar belirlenmistir. Ayrica
bu bilesiklerin bazi kanser hiicreleri iizerindeki inhibe edici 06zelligi incelenmistir.
Molekiiler modelleme galismalariyla elde edilen bazi molekiillerin enzimin aktif bolgesiyle
etkilesen en uygun yapilar olduklari tespit edilmistir. Zayif veya orta seviyede elektron
verici gruplarin diger bir ifade ile hidrofobik kisimlarin molekiilde agirlikli yer almasinin
PARP inhibitor aktiviteye katkida bulundugu incelemeler sonucunda elde edilen bilgiler
arasindadir (Tok, 2018).

R1

Yapilan bagka bir arastirmada 5-metil-3-fenil-1H-indol-2-karbohidrazit tiirevlerini
merkaptoalkanoik asit ile siklik ketonu kondense ederek sentezlenen spirotiyazolidinon
yapidaki molekiillerde antikanser ve antitiiberkiiloz aktivite arastirmasi yapilmis ve
bilesiklerden birinin verem hastaligina neden olan bakterinin iiremesine %90 oraninda
engel oldugunu ve yine segilen 6rneklerde ovaryum kanser hiicresi ve renal kanser hiicresi
ile RXF-393 genlerine karsi inhibe edici etkide olduklari tespit etmislerdir (Glizel ve ark.
2006).
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Yapilmig olan bir diger doktora tez c¢alismasinda, sentezledigi N-benziliden-indol-2-
karbohidrazid yapisindaki molekiillerin antioksidan ve antikanser etkileri incelenmistir.
Antikanser aktivite sonuglarina bakildiginda sentezlenen iki bilesigin akciger kanseri
hiicreleri, kolon kanseri hiicreleri ve meme kanseri hiicrelerini % 92-98 oraninda inhibe
ettigi belirtilmistir. Molekiillerin ayrica antioksidan etkileri de arastirilmis ve farkli

diizeylerde antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Kazan, 2008).

(> d
X O
/f
(I >

ﬁ NH;fi/ R,

2007-2008 yillarinda yapilan bir dizi aragtirmada ise sentezlenen indol 2- ve 3-
karboksamid yapisindaki bilesiklerin canlinin yapisinda olduk¢a 6nemli bir etken olan
antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Yapilan incelemeler sonucunda elde edilen
molekiillerin % 70 ile 100 arasinda degisen inhibisyon etkilerinin oldugunu ve kuvvetli
siper oksit anyon yakalayic1 Ozellik gosterdigini; benzamit artifinda halojen tasiyan

tiirevlerinin daha aktif oldugu tespit edilmistir (Bozkaya ve ark. 2007; Olgen ve ark. 2008).

Yapilan bir diger arastirmada ise 5-kloroindol-3-karboksaldehit ve fenil hidrazin
tiirevlerinden baglanarak 5-kloroindol hidrazit/hidrazon tiirevlerinin eldesi yapilmistir. Bu
arastirmada bilesiklerin in vitro antioksidan etkileri butillendirilmis hidroksitoluen (BHT)
ve melatonin (MLT) ile Kkarsilastirilarak incelenmis, elde edilen molekiiller yiiksek

derecede antioksidan etki gostermistir (Y1lmaz ve ark. 2012).
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Bagka bir grup tarafindan 2011 yilinda yapilan ¢alismada ise, yeni 3-(1H-indol-3-il)-1H-
pirazol-5-karbohidrazit tiirevleri elde edilmis ve bu yeni molekiiller spektroskopik
yontemlerle karekterize edilmis 4 farkli kanser hiicrelerine etkileri bakimindan incelenmis

ve hiicre dongiisiinii engelledigi gozlenmistir (Zang ve ark. 2011).

RI

L 7 NN
\ / \ \
N CONHNH,

N
/

R2

Yakin tarihte sentezlenen yeni bir N'-(siibstitiie edilmis fenil)-5-kloro/iyodo-3-fenil-1H-
indol-2-karbohidrazit ve N-[2-(slibstitiie edilmis fenil)-4-okso-1 serisi ,3-tiazolidin-3-il]-5-
iyodo/kloro-3-fenil-1H-indol-2-karboksamid ~ tiirevlerinin ~ antikanser  Ozellikleri
arastirilmistir. Yapilmis olan bu caligmada elde edilen molekiillerin baz1 kanser tiirlerine

etki ettigi tespit edilmistir (Kazan ve ark. 2019).

X O
//
(L)<
N NH—N R,
H

oS

Yine yakin tarihte 2018 yilinda yapilan ¢calismada N-[(5 -Ikame edilmis -2 -fenil-1H-indol-
3 -il)metilen]-5H dibenzo[b,flazepin-5-karbohidrazit bilesigi elde edilmis, antimikrobiyal
ve antioksidan etkileri incelenmislerdir. Yapilan inceleme sonucunda her iki aktivite
acisindan degerlendirilen molekiillerin etkilerinin kayda deger oldugu tespit edilmistir
(Anand ve ark. 2018).
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Yapilan baska bir yiiksek lisans tez ¢alismasinda ise 3-fenil-5-floro-N2-[4-(non) siibstitiie
sikloheksiliden ]J-1H-indol-2 karbohidrazit ve 3-fenil-5-floro-N2-[2/8-(non) 3-okso-1-tiya-
4-azospiro[4.5]dek-4-il]-1H-indol-2 karboksamid molekiilleri elde edilmis ve molekiillerin
antifungal, antibakteriyel ve antikanser etkileri aragtirtlmistir. Yapilan inceleme sonucunda
bilesiklerin antifungal 6zelligi kayda deger bulunmustur. Antikanser etkisinde ise elde
edilen bilesiklerin farkli kanser hiicrelerini inhibe ettigi gozlenmis, antibakteriyel etkisinin

ise kayda deger olmadig tespit edilmistir (Cihan, 2005).

C O

NH:N

Bir diger yiiksek lisans tez calismasinda, indol halkasi tasiyan 12 adet yeni tiyazolil
bilesikleri sentezlenmis, elde edilen bilesiklerin akciger kanseri tedavisi tizerindeki etkileri
incelenmistir. Elde edilen bazi bilesiklerin, kanser tedavisinde kullanilmaya devam eden

erlotinibten daha etkili oldugu tespit edilmistir (Bas, 2022).

H
Cl N ,_,N
N
Ty Y e
H

Ayn1 y1l yapilan bagka bir yiiksek lisans tez calismasinda ise 14 adet yeni tiyazolil hidrazon
bilesikleri elde edilmis ve bu bilesiklerin akciger kanseri lizerine etkileri arastirilmistir.
Sentezlenen bazi bilesiklerin gii¢lii antikanser etkiye sahip oldugu yapilan arastirmalar

sonucu bulunmustur (Orujova, 2022).
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Yine yapilan baska bir ¢alismada ise melatonin degiskenli indol-aminoasit tiirevi olan 29
adet bilesik sentezlenmis ve sentezlenen bilesiklerin yapilar1 incelenmistir. Elde edilen
bilesiklerin yalnizca antioksidan etkileri aragtirtlmis ve elde edilen 29 bilesikte kayda deger
antioksidan etki goriilmistiir (Cihaner, 2009).

Son yillara ait bir diger yiiksek lisans tez ¢alismasinda 17 yeni, 2-metil indol-3-aldehit
tiirevi molekiil elde edilerek bir tek antibakteriyel etkileri incelenmistir. Yapilan arastirma

sonucunda antibakteriyel etkinin umut vaat edici oldugu tespit edilmistir (Oztiirk, 2015).
R R4
.,-—N\ R,
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2010 yilinda yapilan bir diger yiiksek lisans tez ¢aligmasinda ise 4-amino-2-hidroksi-N'-
[(stibstitliefenil)metiliden]benzohidrazitler (1-14) elde edilmis ve elde edilen bilesiklerin
antimikrobiyal etkileri arastirilmistir. Yapilan inceleme sonucu 14 bilesikten sadece 2
tanesinde antimikrobiyal etki oldugu gézlenmis diger 12 bilesikte antimikrobiyal etki

gozlenmemistir (Ozkan, 2010).
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2017 yilina ait baska bir doktora tez ¢aligmasinda ise indol tiirevi, iki farkli yapida bilesik
olan indol-pira ol (20 adet) ve indol-izoksazol (21 adet) elde edilmis ve antikanser etkileri
arastirllmistir. Yapilan inceleme sonucunda elde edilen bilesiklerin bir¢ogunun kanser
tedavisinde kullanilan bir ilag olan 5-FU dan daha fazla etkiye sahip oldugu belirlenmistir
(Hawash, 2017).

Bir grup tarafindan yapilan bir diger arastirmada ise kumarin ve indol halkasi
kaynasmasiyla elde edilen bir seri bilesik dizisi elde edilmis ve kanser hiicrelerine olan
etkileri incelenmistir. Yapilan ¢aligmada elde edilen bilesikte indol halkasinin ikinci
konumunda kumarin {i¢iincii konumunda ise karboksilik asit bulunmaktadir. Elde edilen
bilesiklerin yapilan incelemeler sonucunda giiglii antitiimor 6zellik gosterdigi saptanmigtir

(Kamath ve ark. 2015).

2016 yilinda yapilan benzer bir diger calismada ise yine indol halkast ve kumarin
kaynasmasiyla elde dilen bilesikler bulunmaktadir. Indoliin ikinci konumunda yine
kumarin bulunmakta ii¢iincii konumunda ise metilen-benzohidrazit grubu bulunmaktadir.
Elde edilen bilesiklerin yine antikanser etkileri incelenmis ve gii¢lii antitimor etki

gosterdigi belirlenmistir (Kamath ve ark. 2016).
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Aragtirma yapilan bagka bir ¢alismada ise ii¢ dizi triptamin tasiyan peptidomimetik elde
edilmig farkli kanser hiicrelerindeki etkileri arastirilmis elde edilen bilesiklerden ikisinin

gliclii antitiimor aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Wang ve ark. 2015).

Farkl1 bir grup tarafindan yapilan bir diger ¢calismada 2- ve 3-arilindol tiirevleri elde edilmis
ve mikrobiyal etkileri arastirllmistir. Elde edilen bilesikler igerisinde, 5-metoksi-2-
fenilindoliin en etkili antimikrobiyal etki gosterdigi bulunmustur (Tlabo ve ark. 2009)

H?,CO
N

H

Yine bir grup tarafindan 2010 yilinda yapilan bir diger aragtirmada 3-piranil indol
tiirevlerinin sentezi yapilmis ve antikanser etkileri arastirilmistir. Yapilan arastirma
sonucunda mevcut ilaglarla karsilastirildiginda meme kanserinde etkili sonuclar elde

edildigi tespit edilmistir (Neelakand ve ark. 2010).
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2011 yilinda yapilan yiiksek lisans tez ¢alismasinda ise yeni 2 adet 4-Benzil/fenil-2-[(1-
metil-1-H-indol-2-il)karbonillhidrazin karbotiyoamit, 2 adet 4-Benzil/fenil-3-[(1-metil-1-
H-indol-2-il)-1H-1,2,4-triazol-5(4H)-tiyon ve 16 adet 2-[4-Benzil/fenil-5-(siibstitiie-
benziltiyo)-4H-1,2,4-triazol-3-il]-1-metil-1H-indol  tiirevi bilesik elde edilmis ve
antimikrabiyal etkileri arastirilmistir. Yapilan inceleme sonucunda mevcut ilaglarla

karsilastirildiginda kayda deger bir etki gézlenmemistir (Kapgak, 2011).

CHs

2007 yilinda yapilan bagka bir yiiksek lisans tez ¢aligmasinda 10 tanesi yeni 6 tanesi
onceden var olan 16 tane melatonin tiirevi bilesik elde edilmis ve antioksidan etkileri
arastirilmistir ve melatoninle karsilastirma yapilmistir. Yapilan karsilastirma sonucunda
elde edilen bilesiklerin igerisinde 6zellikle halojen iceren bilesikler melatoninden oldukc¢a
yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Bunun yami sira halojen igermeyen

bilesiklerde ise kayda deger bir aktivite gozlenmemistir (Giirkdk, 2007).

Arastirma yapilan bir diger ¢calismada ise Melatonin analogu yeni indol bilesiklerinin eldesi
yapilmis ve antioksidan etkileriyle birlikte kanser dnleyici etkileri incelenmistir. Yapilan
arastirma sonucunda elde edilen bilesiklerin melatoninden daha fazla antioksidan ve

kemopreventif aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Durgun, 2017).
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Bir diger arastirma da ise literatiirde olmayan indol ve tiyadiazol grubu i¢eren ve biyolojik
olarak aktif oldugu diisiiniilen yeni Schiff bazlarinin sentezi yapilmis ve bu sebeple toplam
10 farkli, indol-3-karboksialdehit ve indol-5-karboksialdehit ile 1,3,4-tiyadiazol
bilesiklerinin (2,5-dimetoksi sinnamik asit, 3,4-dimetoksi sinnamik asit, 2-nitro sinnamik
asit, 3-nitro sinnamik asit, 4-nitro sinnamik asit) kondenzasyonu sonucu Schiff bazlari
sentezlenmistir. Biyolojik aktive ¢calismalarindan bahsedilmemistir. Fakat biyolojik olarak

aktif olacagi disiiniilmektedir (Tosun, 2020).

Aragtirmasi yapilan doktora tez ¢alismasinda ise 27 adet yeni toplam 31 adet indol tiirevi
bilesik sentezlenmis ve antioksidan aktivite, stotoksisite ve kemopreventif etkilerinin
degerlendirilmesi yapilmistir. Yapilan degerlendirme sonucunda elde edilen bilesiklerden
bazilarmin yiiksek antioksidan etki gosterdigi, diger bilesiklerden bazilarmin onemli

derecede sitotoksik etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Shirinzadeh, 2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.

Kullanilan Materyaller

Tartim i¢in; Gec Avery ve Chyo JL 180 model terazi,

"H-NMR spektrumu i¢in Bruker 400 MHz "H-NMR spektrometre (Firat Universitesi,
Elaz1g),
IR spektrumlari icin Thermo FT-IR spektrometre (Firat Universitesi, Elaz1g),

“C-APT NMR spektrumu i¢in Bruker 100 MHz “C-NMR spektrometre (Firat
Universitesi, Elaz1g),

Kurutma iglemi i¢in Elektro-Mag M 50 model etiiv.

Cam malzeme olarak; damlatma hunileri, sogutucular, ayirma hunileri, huniler, farkli
biiylikliikte balonlar, biiretler ve kilcal borular, erlenmayerler, beherler,

Vakum pompasi,

CaCl, kurutma tiipt

Sogutucu olarak; Kriyostat, tuz-buz banyolari,

Termostat

Erime noktasi tayin cihazi (Stuart SMP50),

100 ve 360 °C'lik termometreler

Desikator

Isitma i¢in; su banyolari, 1sitict mantolar, termostat, yag banyosu, manyetik 1sitict ve
karistiricilar

Doner buharlastirici,

Manyetik ve mekanik karistiricilar,

. Kullanilan Kimyasallar

Sodyum hidroksit,
Potasyum hidroksit.
Hidroklorik asit,
Karbondistilfiir,
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e Kursun asetat,

e Indol-3-asetikasit hidrazit,
e Tiyofen-2-karbaldehit

e 4-izopropil benzaldehit,

e 4-floro benzaldehit,

e Furfural,

e  4-nitro benzaldehit,

e O-antresen karboksialdehit,
e 1-piren karboksialdehit,

e  3-amino benzaldehit,

e Pirol-2-karboksialdehit,

e 2-nitrobenzaldehit

e Etanol,

e Metanol,

e Petrol eter,

e Dioksan,

e Dietileter,

e Dimetilsiilfoksit,

e Aseton,

e N-heksan,

e Kloroform
3.3. Saflastirma

Deneyde kullanilan biitiin kimyasallar ve ¢oziicliler literatiirde yer aldigi gibi

saflagtirtlmistir (Erdik, 1987; Fessenden, 1992).

Etil Alkol

600 °C' de kurutulmus CaO eklenip 1 giin bekledikten sonra, CaO iizerinden ¢ift damitma
yapilarak kullanildi.
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Metanol

Metanol, CaO ile beraber geri sogutucu altinda oOncelikle kaynatildi ve sonrasinda

damitildi. Oldukga saf metanolii elde etmek i¢in ise geri sogutucu takili, 2 litrelik bir
balona, 0.5 g I,, 5 g Mg, ve 70 cm® CaO iizerinde damitilmis metanol konuldu. Iyodun

rengi kaybolana kadar kaynatildi. Daha sonra CaO iizerinde damitilmis 900 cm’ metanol

katilarak tekrar yarim saat daha kaynatilarak, atmosfer basincinda damitilda.
Eter

Eterdeki baslica safsizliklar peroksit, su, ve etanol olabilmektedir. Bir miktar eteri ayni
hacimde % 2’ lik KI ve birka¢g damla seyreltik HCI ile ¢alkalamakla elde edilen karigim

nisasta ¢Ozeltisiyle bir renk verirse eterde peroksit oldugu boylelikle tespit edilir.

Peroksitleri eterden arindirmak igin ise 60 g FeSO,, 6 cm’ derisik H,SO, ve 110 cm’ suyla

olusturulan ¢6zeltinin 20 cm™ i 1 L eter eklenerek calkalandi. Eter fazi1 alinarak i¢cene susuz
CaCl, ilave edildi. Daha sonra karisim siiziildi. Stiziintiniin her bir litresine 3 g Na
preslendi. Daha sonra atmosfer basincinda damitilarak mutlak eter olarak tepkimelerde

harcandi.
3.4. Biyolojik Aktivite Analizleri

3.4.1. In Vitro Antioksidan Aktivite I¢in Difenilpikrilhidrazil (Diphenylpicrylhydrazyl;
DPPH) Radikali Siipiirme Aktivitesi

Serbest radikal DPPHe yontemi, antioksidanlarin serbest radikalini yok etme kapasitesini
belirleyen kolay ve giivenilirligi fazla olan bir yontemdir (Cuendet vd., 1997). DPPHe
kararl1 yapida bir azot radikalidir ve ticari olarak satilmaktadir. DPPH<’1n etil alkol
cozeltisinin rengi mordur ve 517 nm’ de absorbansi Olgiiliir. DPPHe c¢ozeltisine
antioksidanlarin eklenmesiyle, antioksidandan dolay:1 indirgenmesi neticesinde ¢ozelti
rengi solarak sartya doner ve bundan dolay1 tepkimenin gerceklesmesi spektrofotometre
ile takip edilir (Frankel ve Meyer, 2000; Eren, 2011). Elde edilen organik molekiiller, 0.1
M NaOH’ in damla damla eklenmesiyle etanol igerisinde farkli derisimlerde hazirlanarak
DPPH’n seyreltik metanol ¢ozeltisiyle (% 0.004) karistirilarak 30 dk inkiibe edildi ve 517
nm dalga boyunda absorbans degerlerine bakildi (Epoch mikroplate spektrofotometre Sekil
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3.1). Sonuglar, ortalama =+ standart sapma olarak belirtildi ve istatistiksel degerlendirme ve
hesaplamalarda GraphPad Data Analysis programi kullanildi. Pozitif kontrol olarak BHT,
askorbik asit kullanildi ve her bir maddenin IC 50 degeri hesaplandi. 2,2-
difenilpikrilhidrazil (DPPH) Radikali yakalama aktivitesini karsilastirmak i¢in, asagidaki

formiil kullanildi.

DPPHe % Inhibisyon konsantrasyonu degeri su formiil ile hesaplands;

% Inhibisyon = [(AKontrol — ANumune) / AKontrol] x 100

Sekil 3.1. DPPHe analizi uygulamalari
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3.4.2. Antikanserojen Aktivite Analizleri
3.4.2.1. Hiicre Hatlar:

Deneylerimizde Meme Kanseri Hiicre Hattt (MCF-7), ve kolorektal kanser (SW620
colorectal cancer) hiicre hatlar1 kullanildi. Saglikli hiicre olarak fibroblast hiicreleri olan
L.929 hiicre hatt1 kullanildi.

Antikanser aktivite ¢alismalarinda Meme Kanseri (MCF-7) ve kolorektal kanser (SW620
colorectal cancer) hiicre hatlar1 kullanilmigken, Saglikli hiicre olarak 1.929 (fibroblast

hiicreleri) kullanilmistir.

Deneylerimizde Meme Kanseri Hiicre Hattt (MCF-7), ve kolorektal kanser (SW620
colorectal cancer) hiicre hatlart kullanildi. Saglikli hiicre olarak fibroblast hiicreleri olan
L.929 hiicre hatt1 kullanildi.

3.4.2.2. Hiicre A¢ma Protokolii

Donmus halde cryo tiipte bulunan hiicreler su banyosunda ¢oziildii. Hiicreler santrifiij
tiiplerine aktarildi, tizerlerine 20 mL DMEM eklenen bu tiipler 5 dakika 800 rpm de
santrifiij edildi. Santrifiij sonunda tistte olan sivi atildi. Tiiplerde kalan hiicrelerin iizerine
15 mL DMEM konularak ortam 75’lik flasklara aktarildi. Flaskin icerisine 5 mL FBS ve
bir iki damla antibiyotik konuldu. Flaskin kapagi kapatilarak, CO> inkiibatore kaldirildi
(Sekil 3.2). Flasklar igerisine gerekli soliisyonlar konuldugunda hiicreler inkiibatorde hizli
bir sekilde bitylimesi ve sayilarmin artmasi beklenir. Bununla beraber flask icerisinde besi
yerleri azalir ve hiicre 6liimleri gergeklesir. Bu durumu engellemek igin belirli siirelerde
hiicrelerin bakimi yapilmalidir. Hiicreler flaskin tamamini kaplamamis ve igerisinde
bulunan besiyerinin rengi farklilasmissa yikama islemine gecilir. Bu islem flow kabinde
yapilmalidir. Bunun i¢in ¢aligmalarimiz esnasinda, 75°1ik flaskta bulunan ortam bosaltildi.
Flaskin icerisine 15 mL DMEM konuldu. Flaskin i¢erisine 5 mL FBS eklendi ve iizerine
bir iki damla L- Glutamin eklenerek flask inkiibatore kaldirildi.

Donmus hiicreler su banyosunda ¢oziildiikten sonra santrifiij tiiplerine konularak tizerlerine
20 mL DMEM eklenerek 5 dk. 800 rpm de santrifiij edildi. Santrifiijleme isleminin

ardindan hiicrelerin {izerine 15 mL besiyeri eklenerek, hiicreler 75’ ilk flasklara aktarildi.
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Flasklarmn igerisine 5 ml FBS ve birka¢ damla antibiyotik ilave edildikten sonra CO2’ li
inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin birkag¢ kez besiyerlerini degistirmek kaydi

ile cogalmalar1 saglandi.
3.4.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicrelerin pasajlanmasi isleminde flasklara 5 mL Tripsin konularak flaska yapisan
hiicrelerin kalkmalar1 saglandi. Kaldirilan hiicreler yeni bir flaska aktarilarak hiicrelerin
cogalmasi saglanmis oldu. Bu islem gerceklestirilirken her flaska 8 ml besi yeri ve 4 ml

FBS eklenerek ortama birka¢ damla L glutamin birakildi.

Incelenecek hiicreler tripan mavisi ile boyanarak thoma laminda sayimlar1 gerceklestirildi.

Sayma asamasinda asagidaki basamaklar gerceklestirildi.

1) Hiicreler igerisinde besiyeri bulunan 15 lik falkonlara aktarildi.

2) 50 pl hiicre, 50 pl tripan mavisiyle beraber ayni tiipe konularak hafif¢e pipeta;
gerceklestirildi.

3) Thoma laminin her kenarina yayilan karisim inverted mikroskoba yerlestirilerek, 1 mm

lik alandaki 16 karedeki hiicrelerin sayis1 belirlendi.
3.4.2.4. Hiicrelerin Ekilmesi

MCF-7, L929 ve SW620 hiicreleri, %10 FBS, 100 Unit/ml penicillin ve 100pg/ml
streptomycin igeren RPMI biiyiime ortaminda, % 5 COz igeren inkiibasyonda, 37 °C’ lik
bir inkiibator icinde 25 cm? flasklarda ¢ogaltildi. Cogaltma isleminin ardindan hiicreleri
ortamdan kaldirmak i¢in 5 ml Tripsin-EDTA soliisyonu (% 0.25) ve fosfat tamponu (PBS)
ilave edildi. Kaldirilan hiicreler falkonlara aktarilarak Falkonlar 2000 rpm hizda 8 dakika
santrifiijlendi. Santrifiijleme isleminin ardindan, {ist faz atilarak ortama besiyeri birakildi.
96 kuyucuktan 7500 hiicre/mL olacak sekilde her birine 200 mikrolitrelik karisim ilave
edilerek 96 lik plateler inkiibatore birakildi.
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3.4.2.5. Hiicrelere Etken Madde Uygulanmasi ve MTT Testi

In vitro Sitotoksisite i¢in 96 well plate’e MCF-7, L929 ve SW620 hiicreleri 7500 hiicre/ml
olacak sekilde ekilmis ve hiicrelerin tutunmasi i¢in 24 saat beklenmistir. Siire sonrasinda
besiyeri uzaklastirilarak 0.01, 0.05, 0.1, 1, 10 uM derisim araliginda yeni sentezlenen test
bilesikleri olarak 3a-3k serisi ilag adayr kompleksler ve kontrol olarak da DMSO
uygulanmistir. 24 saat sonrasinda bilylime ortami uzaklastirilmig ve herbir kuyulara 5
mg/L MTT reaktifinden 100 puL eklenmistir. 4 saat inkiibasyon sonrasinda MTT ¢6zeltisini
iceren besiortami uzaklastirilmis ve her bir kuyuya 100 uL DMSO eklenmistir. 570 nm’de
okuma alinmis (Sekil 3.3) ve yasayan hiicre sayis1 % olarak asagida verilen esitlik 1’e gore
hesaplanmistir. % yasayan hiicre sayisina karsi konsantrasyon grafigi cizilerek
komplekslerin IC50 degeri ayr1 ayri belirlenmistir. Okumalar 5 tekrarli yapilmis (Subasi
ve ark. 2020).

Sekil 3.2. MTT reaksiyonu Elisa okumast

% yasayan hiicre sayisi= 100* (kontrol-ortalama deger)/kontrol

MTT canli hiicrelerin tespitini yapan, icerisinde tetrazolium tuzu bulunan bir formazan

tuzudur. Tetrazolium halkasinin dehidrojenaz ile pargalanmasi neticesinde MTT
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formazana doniismektedir. Bu degisim canli hiicrelerin mitokondrileri yoluyla olmaktadir

(Mosman 1983; Doyle and Griffiths 1998).
3.4.2.6. Hiicrelerin Goriuntiillenmesi

Inkiibasyondan sonra, Zeiss Axio inverted mikroskop (10x)’lu gériintiileme sisteminden
yararlanirak hiicre bliyiime performanslarinin fotograflar1 ¢ekildi. Metilen blue boyasi,
yasayan ve biiyiliyen hiicrelerin sayiminin yapilmasi i¢in kullanildi. Hiicreler metilen blue
soliisyonu ile boyandi ve % 1 SDS igeren PBS tamponu i¢inde izole edildi. 2x10* hiicre 24
well plakanin her bir kuyusuna ekilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan 3a-k kodlu
molekiiller IC50 degerleri kadar uygulanmistir. Kontrol grubunda sadece RPMI vardir. 24
saat inkilibasyon sonrasinda hiicre morfolojileri floresans mikroskobu (parlak alanda) 10X

ve 20X biiylitmelerde goriintiilenmistir.
3.4.3. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivite c¢aligmalar1 Mikrodiliisyon Broth yontemi (Eloff, 1998)
kullanilarak, Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) degerlerinin bulunmasi ile

gerceklestirilmistir.

Test edilen mikroorganizmalar olarak Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, ve Candida albicans ornekleri segildi.
Bakteriyal suslar, 37 °C’te Mueller Hinton Agar (Accumix® AM1072) besiyeri igerisinde
gece boyunca (overnight) kiiltiire edildi. Mantar 6rnekleri ise 30 °C’te Sabouraud Dextrose
Agar (Himedia ME033) besiyeri iginde gece boyunca kiiltiire edildi. 96’lik mikrotitre
plakalarinin ilk kuyucuklarina 90 ul, 6biir kuyucuklara ise 50’ser ul besiyeri konuldu. 11.
Kuyucuklar, sterilite kontrol amagli kullanildi ve 100 pl besiyeri ilave edildi. 12.
kuyucuklarda ise ireme kontrol amaciyla kullanildi. Daha sonra ilk kuyucuklar iizerine 10
ul ekstre eklendi ve seri sulandirma islemi gergeklestirildi. MHB Kanli agar besiyerinde
ireyen mikroorganizmalardan McFarland 0.5 bulanikliginda siispansiyon hazirlandi.
Bakteriler i¢in 5 x105 CFU/mL, Candida albicans i¢in 0.5-2.5 x103 CFU/mL olacak
sekilde her kuyucuga 50 pl mikroorganizma siispansiyonu ilave edildi. Bakteri ilave edilen
plaklar 37 °C’de, Candida albicans ilave edilen plaklar 35 °C’de 16-24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi bittikten sonra i{iremenin goriiniir olmas1 igin her kuyucuga 50 pl 2

mg/ml 2,3,5-Trifeniltetrazolyum Klorid (TTC) (Merck, Germany) eklendi ve 37 °C’de 2
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saat inkiibe edildi. Testler 3 tekrarli olarak yapildi. Renk degisiminin gerceklesmedigi ilk
kuyucuklar MIK degeri olarak belirlendi (Sekil 3.4).

Sekil 3.3. Mikroplate i¢inde minimum inhibisyon konsantrasyon testi

3.4.4. Fibroblast (L929) Hiicre Kiiltiiriinde Yeni Sentezlenen Bilesiklerin
Uygulanmasiyla Birlikte Hiicrelerin Oksidatif Stresinin Tespit Edilmesi

(Calismamizda yeni sentezlenen bilesiklerin (3a-k) farkli konsantrasyonlarda, 1.929 hiicre
hattina uygulanmasi sonucu meydana gelen degisimler, bazi biyokimyasal parametler ve

cesitli kitler kullanilarak etkin konsantrasyonun belirlenmesi hedeflenmistir.
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Aragtirmamizda sentezledigimiz tiirev bilesiklerinin, fibroblast hiicrelerindeki tiyol
diizeylerinin belirlenmesi ve lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehit
(MDA) diizeyinin tayini analizleri yapildi. Sentezledigimiz bilesiklerin, toplam oksidan
seviye (TOS), toplam antioksidan seviye (TAS) ve oksidatif stres indeksini (OSI) hangi
sekilde degistirdigini belirlemek i¢in Rel Assay marka ticari kitler tercih edildi. Hiicre
kiiltiirleri tizerinde sentezlenen molekiillerin degisik derisimlerde eklenmesiyle beraber,
biyokimyasal parametrelerin analizlerinin yapilabilmesi i¢in, Oncelikle hiicre
numunelerine 1/9 (v/v) oraninda fosfat tamponu (pH=7,4; 50 mM) ilave edildi ve
sogutuculu ortamda homojenizasyonu yapildi. Daha sonra homojenizat 6rnekleri, 3000
rpm de 15 dakika boyunca santrifiijlendi. Santrifiij sonucunda elde edilen siipernatantlar

biyokimyasal analizler i¢in kullanildu.
3.4.4.1. Malondialdehit (MDA) Diizeylerinin Analizi

Lipit peroksidasyonun son iiriinii olan MDA diizeyleri, (Dastan ve ark., 2014)’{in 6nerdigi
yontemle tespit edildi. Tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 90-95 °C’de tepkimeye giren pembe
renkli, MDA ’nin olusturdugu kromojen molekiiller, spektrofotometrik olarak 532 nm’de
tespit edildi ve absorbans degerleri kaydedildi. Elde edilen sonuglar nmol/g proteini olarak
belirlendi (Esterbauer and Cheeseman 1990; Dastan ve ark. 2014).

3.4.4.2. Toplam Antioksidan Seviye (TAS) Analizi

L929 hiicre kiiltiirlerinde yeni sentezlenen bilesiklerin uygulanmasiyla beraber olusan
TAS, (Erel, 2004) tarafindan gelistirilen metotta bazi degisiklikler yapilarak belirlendi
(Dastan ve ark., 2014). Kullanilan metotta numunedeki antioksidanlar koyu mavi-yesil
renkli ABTS radikal soliisyonunu, renksiz ABTS formuna doniistiiriir. 660 nm
absorbansdaki bu degisim toplam antioksidan miktartyla ilgilidir. Kitin kalibrasyonu E
vitaminine benzeyen Trolox Equivalent denilen stabil antioksidan standarti ile yapilarak,
elde edilen veri litre bagina esdeger Trolox (esdegerli mmol Troloks/l) milimol olarak
belirlendi (Erel, 2004).
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3.4.4.3. Toplam Oksidan Seviye (TOS) Analizi

L929 hiicre kiiltiriindeki TOS, (Erel, 2005) tarafindan gelistirilen tam otomatik
kolorimetrik Ol¢tim metotuyla tespit edildi. Alinan 6rnekteki oksidanlar ferrik iyonla
timlesik ferr6z iyon-kiskacini oksitler. Varolan oksidanlar; demir iyonunu, demir iyon-
odianisidin kompleksine oksitlemektedir. Oksidasyon tepkimesi, reaksiyon ortaminda
fazlca varolan gliserol molekiilleriyle arttirilmaktadir. Ortamda varolan gliserol, bu
tepkimeyi hizin1 yaklasik ti¢ kat arttirabilmektedir. Ferrik iyonlar asidik varliginda
“ksilenol orange” ile kromojen renkli kompleks bir molekiil olustururlar. Analiz hidrojen
peroksitle kalibre edilip, elde edilen sonuglar litre basina denk gelen mikromolar hidrojen
peroksit (pmol H20- equivalent/l) seklinde belirlenmektedir (Erel, 2005).

3.4.4.4. Oksidatif Stres indeksi (OSI) Analizi

Hesaplamalar yapilirken oncelikle, TAS degerleri pmol/l” ye doniistiiriildi. Total Oksidan
Seviye (TOS)’nin, Total Antioksidan Seviye (TAS)’ye orani seklinde belirlenerek,
Oksidatif Stres Indeksi (OSI) tespit edildi. Bu deger, Total Oksidan Seviye (TOS)/Total
Antioksidan Seviye (TAS) seklinde gosterildi (Harma ve ark. 2003).

3.4.4.5. Toplam Tiyol Diizeylerinin Analizi

L929 hiicre kiiltiirlerindeki serbest siilfidril gruplarinin diizeyleri, (Hu ve ark., 1993)
tarafindan modifiye edilen yontemle analiz edildi. Bu yontem, numunelerdeki serbest tiyol
gruplarinin a-5,5-ditiyobis2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile bazik ortamda, sar1 renkli bir
kompleks olusturmasi ve olusan renkli bilesigin 412 nm dalga boyundaki absorbansinin
spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesiyle edlde edilmektedir ve bu yontemle bulunan sonuglar

milimolar olarak ifade edilmektedir (Dastan ve ark. 2014).
3.4.5. DNA Hasarim Onleyici Aktivite

Yeni sentezlenmis ya da saflagtirilmis bir etken maddenin, tiirev bilesigin DNA hasarinin
onlenmesindeki etkisinin  belirlenmesinde veya DNA  koruyucu aktivitelerin
belirlenmesinde ¢esitli yontemler kullanilsa da tiim laboratuvarlarda rutin olarak kullanilan
temel yontemlerden biri jel elektroforezidir (Sonmez Giirer, 2022). Agaroz jel elektroforez
teknigi, cesitli amagclarla izole edilen DNA ve RNA'larin tanimlanmasi, hangi formda

olduklarinin belirlenmesi, boyutlarinin belirlenmesi ve 6zellikle degisiklikler sonrasi elde
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edilen yeni formlarin incelenmesi agisindan molekiiler genetik alaninda 6nemli bir

deneysel sistemdir (Takim, 2010).

Plazmit DNA'smin {i¢ formu vardir:

1) Stiper sarmal (slipercoiled, DNA {izerinde kirik zincir yoktur ve ¢ok yogun dairesel

komplekstir, Form 1);

il) Agik dairesel (DNA zincirlerinden birinde kirik bir zincir var ve DNA molekiilii hala
dairesel DNA, Form II);

iii) Lineer (DNA dubleks zincirinde iki kirik zincir vardir, yani dairesel degildir, lineer gift

gerilmis DNA'ya doniisiir, Form III)

Agaroz Jel Elektroforezinde bu formlar farkli hizlarda hareket eder (Takim, 2010). Form
I, yiik yogunlugunun azlig1 ve kii¢iik hacmi nedeniyle jelde en hizli hareket eder. Form II
biraz daha yogun oldugu i¢in daha yavas hareket eder. Form III, Form I ve Form II arasinda

bir hacimde oldugu i¢in her iki bandin arasinda bir seviyede konumlanir (Takim, 2010).

Bu yonteme gore, bitki ekstrelerinin DNA hasarini dnleme yetenegi, DNA'ya zarar veren
faktorler olan hidrojen peroksit (H202) ve UV 15181 varliginda degerlendirilmistir. Form I,
saglam kovalent olarak kapali dairesel formdadir ve hizli hareket eder. Eger bir zincir
iizerinde degisiklik meydana gelirse, siiper-sarmal form, daha yavas hareket eden bir agik
dairesel form II olusturmak i¢in gevseyecektir. Her iki ¢ift zincir de herhangi bir faktor

tarafindan boliiniirse, form I ve form II arasinda go¢ eden lineer form III olugmaktadir.
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Sekil 3.4. Plazmid DNA formlar1

Tirev bilesiklerin (3a-k), DNA’y1 oksidatif kaynakli ve UV hasarlardan koruma
etkinliklerinin tespiti i¢gin pBR322 plazmit DNA’si (Thermo) kullanildi. Plazmit DNA’s1,
ekstrelerin varliginda UV ve H202 uygulamasina maruz birakilarak hasar olugmasina
caligildi. Russo vd. (2000) tarafindan belirlenen metodda bir miktar degisiklik yapilarak
Takim (2010) ve Berk (2012) tarafindan optimize edilen yontem kullanildi (Sénmez ve
Giirer, 2022; Berk, 2012; Takim, 2010; Russo vd. 2000). %1,5’lik agaroz jel hazirlanarak,

DNA bantlarinin goriintiilenmesine ¢aligildi.

DNA koruyucu aktivite i¢in tiirev bilesiklerden 100 mikroMolar stok derisimler
hazirlanmasi yoluna gidildi. Stogun tamamen ¢6ziinmesi saglandiktan sonra seyreltme
islemi gergeklestirildi.

Plazmit DNA’sinda hasar olusturma ve bitki ekstrelerinin etkisinin incelenmesi i¢in:

2 ml’lik eppendorf tiipler sirastyla etiketlendi ve iglerine asagidaki bilesenler konularak

deney prosediirii uygulandi (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. DNA hasarina kars sentezlenen bilesiklerin aktivitelerinin belirlenmesi deneyi.

Numune Stok
Plazmit DNA | Distile su kimyasal
(PBR322) | dH,0 | 1202 | WV g:bz?alltisi
(3a-k)
1. Kontrol 3ul 6 ul
2. Kontrol 3ul 6 ul 5 dk
3. Kontrol 3ul 6 ul 1 ul 5dk
4. Kontrol 3ul 6 ul 1 ul
Sentez bilesikler (3a) 3ul - 1ul 5dk 5 ul (3a)
Sentez bilesikler (3b) 3ul - 1 ul 5 dk 5 ul (3b)
Sentez bilesikler (3¢) 3ul - 1 ul 5 dk 5 ul (3¢)
Sentez bilesikler (3d) 3ul - 1 ul 5dk 5 ul (3d)

Yeni sentezlenen tiirev bilesiklerin konuldugu tiipler, 3. ve 4. tiipler ile birlikte 5 dk
boyunca UV isinlarina maruz birakildiktan sonra 2.0 pl yiikleme tamponu ilave edilerek
%1,5’lik agaroz jele yiiklendi. Isik kaynag1 olarak 25 °C* de 302 nm dalga boyunda ve
8000 uW/cm? yogunlukta 1sik iireten UV transliiminatér cihazi kullanildi. Bu test
sisteminde UV 15181na maruz birakilarak ortamda bulunan H202’ nin OH radikaline
parcalanmasi ve plazmit DNA’ da hasar olusturmasi ve yeni sentezlenen bilesiklerin

koruyucu 6zelliginin ortaya ¢ikarilmasi hedeflendi.

Agaroz jelin hazirlanmas1 asamasinda asagidaki prosediir uygulandi: 1. Elektroforez
cihazina ait plastik plaka ile bir kalip olusturuldu ve plaka yatay konumda, diizgiin bir yere
yerlestirildi. Ornek sayisina uygun olacak sekilde tarak plastigi yerlestirildi. Agaroz (1,5
g), 250 mL’lik bir erlen igerisinde bulunan 100 mL 1x Tris Borik asit EDTA (TBE)
tamponuna eklendi ve erlen agaroz eriyene kadar mikrodalga firinda tutuldu. Daha sonra
1.5 ul etidyum bromiir (10 mg/mL) eklendi ve karistirildi. Agaroz ¢o6zeltisi, tarak
yerlestirilmis plastik plakaya dokiildii. Orneklerin agaroz jele yiiklenmesi, jelin

yiiriitiilmesi ve goriintiilenmesi agsamalarinda asagidaki prosediir uygulandi.

UV’ den ¢ikarilan eppendorf tiiplerine 5 pl yiikleme tamponu (6x loading dye) eklendi.
Tarak aparatinin ¢ikarilmasiyla olusan jelin kuyucuklariin elektroforez tamponu ile iyice
temas etmesi, doldurulmasi saglandi. Bu islem sirasinda jelin iizerini kaplayacak sekilde
Ix TBE tamponu olmasina dikkat edildi. Hazirlanan DNA o6rnekleri uygun bir pipet
yardimiyla, tampon dolu kuyucuklara dikkatlice yiliklendi. Tankin kapagi kapatildi ve
elektrik baglantilar1 yapildi. Elektroforez 40 V’ta 500 mA akim uygulanarak 3 saat siireyle



38

yiriitiildii. Agaroz jel, fotografini ¢ekerek, DNA bantlarinin incelenmesi amaciyla UV
transilluminator cihazi tizerine alindi. Burada jele, alttan ultraviyole 1s1k verilerek, etidyum
bromidin baglandigi DNA fragmentlerinin gbzle gériilmesi saglandi. Ve etidyum bromid
floresan bir madde olup ultra viyole (UV) 151k altinda 1s1ma yaparak goriinmektedir. Bu
basamakta DNA fragmentlerinin arasina etidyum bromid kimyasal girerek baglandig1 i¢in
UV isikta incelendiginde jel tizerindeki DNA’larin da goriilmesi saglanmis olur. Daha

sonra jelin fotografi jel goriintiileme sistemi ile ¢ekildi.
3.4.6. Istatistiksel Analiz

Verilerin analizinde SPSS 23.0 (IBM Corporation, Armonk, New York, Amerika Birlesik
Devletleri) programi kullanildi. IC50 degerleri Graphpad programi kullanilarak
hesaplandi. Nicel veriler ortalama + S.D. (standart sapma) degerler tablolarda ifade
edilmistir. Kategorik veriler n (say1) ve yiizde (%) olarak ifade edildi. Veriler %95 giiven
diizeyinde analiz edildi ve p degeri 0,05'ten kii¢iik olan degerler anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Sentezlenen Bilesiklerin Kimyasal Bulgular:
4.1.1. Genel Sentez Yontemi

0.01 mol aromatik aldehit tiirevi 20 mL mutlak etanolde ¢6ziiliir. Mutlak asetik asit ile
ortamin pH 1 3.5-5 araligina ayarlanir. 30 mL alkolde ¢6ziilmiis 0.01 mol 2-(1H indol-3-il)
asetohidrazit (1.89 gr) damlatma hunisi yardimiyla reaksiyon ortamina damla damla ilave
edilir. Reaksiyon siiresi takriben 6-12 saat araligindadir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra
(TLC ile reaksiyon takibi yapilir) diisiik basing altinda ¢oziicli ortamdan uzaklastirildiktan
sonra olusan kat1 siiziiliir, sonra soguk dietileter ile yikanir. Olusan kat1 {irlinler etanol,

dioksan veya etanol-dioksan karigiminda kristallendirilir.
4.1.2. 2-(1H-indol-3-il)-N'-(tiyofen-2-ilmetilen)asetohidrazit sentezi (3a)

0
Jim NH 0 s EtOH, reflux A S
N, 2 + w > ,N\ =
H Ho N N
H

0.01 mol 2-(1H indol-3-il) asetohidrazit (1.89 gr) ve 0.01 mol tiyofen-2-karbaldehit (2a)
(0.93mL) 30 mL etanolde ¢oziiliir. Reaksiyon ortami mutlak asetik asit ile asitlendirildikten

sonra 8 saat geri sogutucu altinda kaynatilir. Coziicli diisiik basing altinda ortamdan
uzaklastiktan sonra elde edilen kat1 siiziiliir, soguk dietileter ile yikanir. Etanol-dioksan
(1:3) karisiminda kristallendirilir. Verim: % 82, renk: a¢ik kahve, e.n: 217-218 °C.



Sekil 4.1. 3a molekiiliiniin FT-IR spektrumu

FT-IR (ATR, cm™, v): 3336 (indol N-H ger. tit), 3287 (N-H asimetrik ger. tit.), 3180 (N
H simetrik ger. tit.), 3106-3.033 (Ar. C-H ger. tit.), 2968-2845(Alifatik C-H ger. tit.), 1648
(C=0 ger. tit. amit 1. band).
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Sekil 4.2. 3a molekiiliiniin *H-NMR spektrumu

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 11.50,11.27 (s, indol-NH, 1H), 10.94,10.90 (s, amit-
NH, 1H), 8.48,8.20 (s,N =CH, 1H), 7.65-6.94 (m, Ar-CH, 9H), 4.01,3.64 (s, -CHz, 2H).
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Sekil 4.3. 3a molekiiliiniin *C-APT NMR spektrumu

13C-APT NMR (100 MHz, DMSO) § 172.82, 141.89, 139.68, 136.44, 131.09, 129.11,
127.60, 124.49, 121.40, 119.19, 118.83, 111.78, 108.47, 29.46.

4.1.3. 2-(1H-indol-3-il)-N"-(4-izopropilbenziliden) asetohidrazit sentezi (3b)

HN 0 CHs
CH
\ N'NHZ . O\>’®’< 3 EtOH, reflux HN \ o ﬁCHa
H Y CH, @J\)LN,N N
H

0,01 mol 2-(1H indol-3-il) asetohidrazit (1.89 g) ve 0.01 mol 4-izopropilbenzaldehit (2b)
(.50 mL) 30 mL etanolde ¢oziilir. Reaksiyon ortami mutlak asetik asit ile
asitlendirildikten sonra yaklasik 8 saat geri sogutucu altinda kaynatilir. Coziicii diisiik
basing altinda ortamdan uzaklastiktan sonra kalan kat1 siiziiliir, soguk dietileter ile yikanir.
Daha sonra elde edilen kati etanolde kristallendirilir. Verim: % 80, renk: beyaz, e.n: 209-
210 °C.
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Sekil 4.4. 3b molekiiliiniin FT-IR spektrumu

FT-IR (ATR, cm™, v): 3338 (indol N-H ger. tit), 3240 (N-H asimetrik ger. tit.), 3210 (N
H simetrik ger. tit.), 3054 (Ar. C-H ger. tit.), 2957-2865 (Al. C-H ger. tit.), 1665 (C=0 ger.
tit. amit 1. band), 1609 (C=N ger. tit.).

-
CHy
B 1’»""'--""‘.'.Hx
.':'-'- :}__IA..__F.II..N_N.“_. f
e H
£ $ ! s
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Y g ERE % T P
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Sekil 4.5. 3b molekiiliiniin *H-NMR spektrumu
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IH-NMR (400 MHz, DMSO-de) &: 11.47,11.25 (s, indol-NH, 1H), 10.92,10.88 (s, amit-
NH, 1H), 8.20,7.98 (s, N =CH, 1H), 7.66-6.98 (m, Ar-CH, 9H), 4.07,3.64 (s, -CHz, 2H),

2.92 (m. -CH(CHs)y, 1H), 1.22 (d, j=6.90, CH(CHs),, 6H).
ii | |
I AW
b
1‘39‘ 1‘37‘ ‘ ‘1‘33‘ ‘ ‘1‘29‘ 1‘27‘ 1‘25‘ ‘ ‘1‘21‘ 1‘19
f1 (ppm)
| l n

146.62—

N
N
]

118, 78—

124.40—
111.77

33.82—

24.1 g

T T T T
210 200 190 180

T T T T
150 140 130 120

Sekil 4.6. 3b molekiiliiniin **C-APT NMR spektrumu

T T T
110 100 90
f1 (ppm)

T
30

T T T T
20 10 0 -10

13C-APT NMR (100 MHz, DMSO) &: 173.07, 150.71, 146.62, 136.47, 132.55, 132.51,
127.89, 127.34, 127.25, 124.40, 121.37, 119.17, 118.78, 111.77, 108.64, 33.82, 29.58,

24.16.

4.1.4. 2-(1H-indol-3-il)-N'-(piridin-4-ilmetilen)asetohidrazit sentezi (3c)

EtOH. reflux HN\ 0 \0
» N
N° N S
H
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0,01 mol 2-(1H indol-3-il) asetohidrazit (1.89 gr) ve 0.01 mol 4-piridin karbaldehit (2c)
(1.25 mL) 30 mL etanolde ¢oziilir. Reaksiyon ortami mutlak asetik asit ile
asitlendirildikten sonra yaklasik 8 saat geri sogutucu altinda kaynatilir. Coziicli diisiik
basing altinda ortamdan uzaklastiktan sonra kalan kat1 siiziiliir ve kat1 soguk dietileter ile
yikanir. Elde edilen kat1 dioksan da kristallendirilir. Verim: %83, renk: beyaz, e.n: 239-243
°C.

,”-’_/\\ ’ \ |
: \'“\/l M |'{‘ A |

Sekil 4.7. 3¢ molekiiliiniin FT-IR spektrumu

FT-IR (ATR, cm, v): 3320-3135 (N-H ger. tit.), 3097-3050 (Ar. C-H ger. tit.), 2923-
2846 (Al. C-H ger. tit.), 1666 (C=0 ger. tit. amit 1. band), 1589 (C=N ger. tit.).
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Sekil 4.8. 3¢ molekiiliiniin *H-NMR spektrumu

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 5: 11.80,11.58 (s, indol-NH, 1H), 10.94,10.90 (s, amit-
NH, 1H), 8.64 (dd, J=5.80,1.40, pr N-CH, 2H), 8.24,7.99 (s,;N =CH, 1H), 7.62-6.98 (m,
Ar-CH, 7H), 4.12,3.66 (s, -CHz, 2H).
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Sekil 4.9. 3¢ molekiiliiniin *C-APT NMR spektrumu

13C-APT NMR (100 MHz, DMSO) § 173.55, 150.72, 144.20, 141.97, 136.48, 127.84,
124.48, 121.53, 121.19, 119.16, 118.82, 111.80, 108.32, 29.63.

4.1.5. N'-(4-fluorobenziliden)-2-(1H-indol-3-il)asetohidrazit sentezi (3d)

0o F F
N \ NH, EtOH, reflux HN \ 0
N~ + O > N
H N
H H

0,01 mol 2-(1H indol-3-il) asetohidrazit (1.89 gr) ve 0.01 mol 4-florobenzaldehit (2d) (1.24

gr) 30 mL etanolde ¢oziiliir. Reaksiyon ortami mutlak asetik asit ile asitlendirildikten sonra

yaklagik 8 saat geri sogutucu altinda kaynatilir. Coziicii diisiik basing altinda ortamdan
uzaklastiktan sonra olusan kati siiziiliir, soguk dietileter ile yikanir. Etanol-dioksan (1:3)

karigiminda kristallendirilir. Verim:%84, renk: kirli beyaz, e.n: 199-201 °C.
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Sekil 4.10. 3d molekiiliiniin FT-IR spektrumu

FT-IR (ATR, cm, v): 3442 (indol N-H asimetrik ger. tit.), 3321 (indol N-H simetrik ger.
tit.), 3237 (N — H asimetrik ger. tit.), 3199 (N-H simetrik ger. tit.), 3080-3020 (Ar. C-H
ger. tit.), 2914-2880 (Al. C-H ger. tit.), 1667 (C=0 ger. tit. amit 1. band), 1603 (C=N ger.
tit.), 1190 (C-F ger. tit.).
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Sekil 4.11. 3d molekiiliiniin *H-NMR spektrumu

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 11.57,11.31 (s, indol-NH, 1H), 10.93,10.87 (s, amit-
NH, 1H), 8.26,8.00 (s,N =CH, 1H), 7.62-6.98 (m, Ar-CH, 7H), 4.12,3.66 (s, -CHz, 2H).
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Sekil 4.12. 3d molekiiliiniin **C-APT NMR spektrumu

13C-APT NMR (100 MHz, DMSO) & 173.18, 164.70, 145.51, 136.59, 131.45, 129.35,
127.89, 124.40, 121.39, 118.81, 118.79, 116.18, 111.85, 111.78, 108.59, 29.58.

4.1.6. N'-(furan-2-ilmetilen)-2-(1H-indol-3-il)asetohidrazit sentezi (3e)

0
HN \ NH Q \ EtOH, reflux HN | 0 0 \
N2 o+ O X > N,N\ X
: H H

0,01 mol 2-(1H indol-3-il) asetohidrazit (1.89 gr) ve 0.01 mol furfural (2e) (1.15mL) 30

mL etanolde ¢oziiliir. Reaksiyon ortami mutlak asetik asit ile asitlendirildikten sonra

yaklagik 8 saat geri sogutucu altinda kaynatilir. Coziicii diisiik basing altinda ortamdan
uzaklastiktan sonra kalan kati siiziiliir, soguk dietileter ile yikanir. Etanol-dioksan (1:3)
karisiminda kristallendirilir. Verim:%81, renk: a¢ik kahve, e.n: 200-203 °C.
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Sekil 4.13. 3e molekiiliiniin FT-IR spektrumu

FT-IR (ATR, cm, v): 3359 (indol N-H ger. tit.), 3263 (N-H asimetrik ger. tit.), 3154 (N—
H simetrik ger. tit.), 3076-3030 (Ar. C-H ger. tit.), 2942-2890 (Al. C-H ger. tit.), 1679
(C=0 ger. tit. amit 1. band), 1619 (C=N ger. tit.).
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Sekil 4.14. 3e molekiiliiniin *H-NMR spektrumu

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 11.49,11.25 (s, indol-NH, 1H), 10.93,10.90 (s, amit-
NH, 1H), 8.14,7.92 (s,N =CH, 1H), 7.86-6.63 (m, Ar-CH, 8H), 4.02,3.64 (s, -CHz, 2H).
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Sekil 4.15. 3e molekiiliiniin **C-APT NMR spektrumu

13C-APT NMR (100 MHz, DMSO) & 173.02, 149.91, 145.27, 136.56, 136.44, 127.89,
124.51, 121.36, 119.24, 118.78, 113.61, 112.56, 111.74, 108.48, 29.33.

4.1.7. 2-(1H-indol-3-il)-N"-(4-nitrobenziliden)asetohidrazit sentezi (3f)

0 NO NO
N NH, *  EtOH, reflux S ?
N2+ 0 . N
H N

I 2

0,01 mol 2-(1H indol-3-il) asetohidrazit (1.89 gr) ve 0.01 4-nitro benzaldehit (2f) (1.45gr)
30 mL etanolde ¢oziliir. Reaksiyon ortami mutlak asetik asit ile asitlendirildikten sonra
yaklasik 8 saat geri sogutucu altinda kaynatilir. Coziicli diisiik basing altinda ortamdan
uzaklastiktan sonra kalan kati siiziiliir, soguk dietileter ile yikanir. Elde edilen kat1 etanolde
kristallendirilir. Verim:%86, renk: sar1, e.n: 205-217 °C.
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»

Sekil 4.16. 3f molekiiliiniin FT-IR spektrumu

FT-IR (ATR, cm?, v): 3404 (indol N-H ger. tit.), 3188 (amit N-H ger. tit.), 3120-3000
(Ar. C-H ger. tit.), 2936-2838 (Al. C-H ger. tit.), 1666 (C=0 ger. tit. amit 1. band), 1608
(C=N ger. tit.), 1331 (C-NO2 band).
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Sekil 4.17. 3f molekiiliiniin *H-NMR spektrumu

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 11.85,11.61 (s, indol-NH, 1H), 10.95,10.89 (s, amit-
NH, 1H), 7.62-6.98 (m, N=CH ve Ar-CH, 10H), 4.12,3.66 (s, -CHa, 2H).
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Sekil 4.18. 3f molekiiliiniin *C-APT NMR spektrumu

13C-APT NMR (100 MHz, DMSO) § 173.55, 148.05, 144.16, 141.18, 136.49, 128.30,
128.11, 127.85, 124.49, 121.53, 119.16, 118.84, 111.81, 108.32, 29.66.

4.1.8. N'-(antrasen-9-ilmetilen)-2-(1H-indol-3-il)asetohidrazit sentezi (3g)

.
- N
H

0,01 mol 2-(1H indol-3-il) asetohidrazit (1.89 gr) ve 0.01 9-antresen karboksialdehit (29)

(2.06 gr) 30 mL etanolde ¢oziiliir. Reaksiyon ortami1 mutlak asetik asit ile asitlendirildikten

EtOH, reflux

sonra yaklasik 8 saat geri sogutucu altinda kaynatilir. Coziicli diisiik basing altinda
ortamdan uzaklastiktan sonra kalan kat1 siiziiliir, soguk dietileter ile yikanir. Elde edilen
kat1 etanolde kristallendirilir. Verim:%81, renk: sar1, e.n: 250-253 °C.
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Sekil 4.19. 3g molekiiliiniin FT-IR spektrumu

FT-IR (ATR, cm™, v): 3446 (indol N-H ger. tit.), 3235 (amit N-H asimetrik ger. tit.),
3180 (amit N—H simetrik ger. tit.), 3068-3012 (Ar. C-H ger. tit.), 2920-2890 (Al. C-H ger.
tit.), 1664 (C=0 ger. tit. amit 1. band), 1621 (C=N ger tit.).
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Sekil 4.20. 3g molekiiliiniin *H-NMR spektrumu

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 5: 11.86,11.57 (s, indol-NH, 1H), 10.98,10.92 (s, amit-
NH, 1H), 9.46,9.25 (s,N =CH, 1H),8.72-6.95 (m, Ar-CH, 14H), 4.12,3.78 (s, -CHz, 2H).
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Sekil 4.21. 3g molekiiliiniin 3C-APT NMR spektrumu

13C-APT NMR (100 MHz, DMSO) § 173.10, 145.67, 136.57, 131.38, 129.96, 129.50,
127.83, 127.58, 126.56, 125.11, 124.33, 121.45, 119.21, 111.82, 108.50, 30.11.

4.1.9. 2-(1H-indol-3-il)-N'-(piren-2-ilmetilen)asetohidrazit sentezi D-13 (3h)

(0]
HN \ NH 6 EtOH, reflux HN @) 6
N, i * 3 C O \ N C O
- NS
H H

0,01 mol 2-(1H indol-3-il) asetohidrazit (1.89 gr) ve 0.01 1-piren karboksialdehit (2h) (2.30
gr) 30 mL etanolde ¢oziiliir. Reaksiyon ortami mutlak asetik asit ile asitlendirildikten sonra
yaklagik 8 saat geri sogutucu altinda kaynatilir. Coziicii diisiik basing altinda ortamdan
uzaklastiktan sonra kalan kati siiziiliir, soguk dietileterle yikanir. Elde edilen kat1 dioksan

da kristallendirilir. Verim:%87, renk: sar1, e.n: 250-253 °C.
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Sekil 4.22. 3h molekiiliiniin FT-IR spektrumu

FT-IR (ATR, cm™, v): 3295 (indol N-H ger. tit.), 3249 (amit N-H asimetrik ger. tit.),
3184 (amit N-H simetrik ger. tit.), 3118-3043 (Ar. C-H ger. tit.), 2987-2909 (Al. C-H ger.
tit.), 1648 (C=0 ger. tit. amit 1. band), 1597 (C=N ger. tit.).
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Sekil 4.23 3h molekiiliiniin *H-NMR spektrumu

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8: 11.73,11.46 (s, indol-NH, 1H), 10.98,10.92 (s, amit-
NH, 1H), 9.26,9.07 (s,N =CH, 1H),8.82-7.00 (m, Ar-CH, 14H), 4.22,3.76 (s, -CHz, 2H).
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Sekil 4.24. 3h molekiiliiniin **C-APT NMR spektrumu

13C-APT NMR (100MHz, DMSO) § 173.19, 145.44, 136.53, 132.12, 131.38, 130.64,
129.16, 128.92, 127.91, 126.54, 124.62, 125.68, 124.65, 124.43, 122.74, 121.43, 119.25,
118.84, 111.82, 108.61, 29.63.

4.1.10. N'-(2-aminobenziliden)-2-(1H-indol-3-il)asetohidrazit sentezi (3i)

o) HN
Jam NH o EtOH, reflux 9
N2 - Ns
N N
H  NH, H NH,

0,01 mol 2-(1H indol-3-il) asetohidrazit (1.89 gr) ve 0.01 3-amino benzaldehit (2i) (1.51

gr) 30 mL etanolde ¢oziiliir. Reaksiyon ortami mutlak asetik asit ile asitlendirildikten sonra

yaklasik 8 saat geri sogutucu altinda kaynatilir. Coziicli diisiik basing altinda ortamdan
uzaklastiktan sonra elde edilen kati siiziiliir, soguk dietileter ile yikanir. Etanol-dioksan
(1:3) karisiminda kristallendirilir. Verim: %81, renk: turuncu, e.n: 209-211 °C.
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Sekil 4.25. 3i molekiiliiniin FT-IR spektrumu

FT-IR (ATR, cm™, v): 3305 (indol N-H ger. tit.), 3249-31848 (NH2 ve amit N-H ger.
tit.), 3108-3007 (Ar. C-H ger. tit.), 2950-2895 (Al. C-H ger. tit.), 1672 (C=0 ger. tit. amit
1. band), 1615 (C=N ger. tit.).
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Sekil 4.26. 3i molekiiliiniin *H-NMR spektrumu

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 11.80,11.54 (s, indol-NH, 1H), 10.95,10.92 (s, amit-
NH, 1H), 8.53-6.98 (m, N =CH ve Ar-CH, 10H), 4.12,3.70 (s, -CHa, 2H), 3.42 (y, -NHa,
2H).
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Sekil 4.27. 3i molekiiliiniin *C-APT NMR spektrumu

13C-APT NMR (100MHz, DMSO) § 173.45, 148.74, 144.23, 136.70, 133.64, 130.92,
127.85, 124.62, 124.38, 121.50, 121.42, 119.14, 118.91, 111.82, 108.41, 29.64.

4.1.11. N'-((1H-pirol-2-il)metilen)-2-(1H-indol-3-il)asetohidrazit sentezi (3j)

HN O HN
EtOH, refl
= N =~
H H N

H

0,01 mol 2-(1H indol-3-il) asetohidrazit (1.89 gr) ve 0.01 pirol-2-karboksialdehit (2J) (1.00
gr) 30 mL etanolde ¢oziiliir. Reaksiyon ortami mutlak asetik asit ile asitlendirildikten sonra
yaklasik 8 saat geri sogutucu altinda kaynatilir. Coziicli diisiik basing altinda ortamdan
uzaklastiktan sonra kalan kat1 siiziiliir, soguk dietileter ile yikanir. Elde edilen kat1 dioksan
da kristallendirilir. Verim:%82, renk: koyukahve, e.n: 204-206 °C.
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Sekil 4.28. 3j molekiiliiniin FT-IR spektrumu

FT-IR (ATR, cm, v): 3430(indol N-H ger. tit.), 3349 (pirol N-H ger. tit.), 3193 (amit
N-H ger. tit.), 3088-3017 (Ar. C-H ger. tit.), 2969-2905 (Al. C-H ger. tit.), 1664 (C=0 ger.
tit. amit 1. band), 1602 (C=N ger. tit.).
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Sekil 4.29. 3j molekiiliiniin *H-NMR spektrumu

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 11.44,11.36 (s, pirol-NH, 1H), 11.21,10.96 (s, indol-
NH, 1H), 10.90,10.84 (s, amit-NH, 1H), 8.10,.7.85(s,N =CH, 1H), 7.61-6.14 (m, Ar-CH,
8H), 4.07,3.62 (s, -CHz, 2H).
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Sekil 4.30. 3j molekiiliiniin 3C-APT NMR spektrumu

13C-APT NMR (100 MHz, DMSO) § 172.66, 139.81, 136.45, 127.81, 127.60, 124.66,
122.19, 121.29, 119.40, 118.68, 113.41, 111.69, 109.56,108.92, 29.28.

4.1.12. 2-(1 -indol-3-il)-N'-(2-nitrobenziliden)asetohidrazit sentezi (3k)

(0] HN
HN \ NH EtOH, reflux \ O
N2 L0 - N/N N
H
H NO, H NO,

0,01 mol 2-(1H indol-3-il) asetohidrazit (1.89 gr) ve 0.01 2-nitrobenzaldehit (2k) (1.51 gr)

30 mL etanolde ¢oziiliir. Reaksiyon ortami glasiyel asetik asit ile asitlendirildikten sonra

yaklagik 8 saat geri sogutucu altinda kaynatilir. Coziicii diisiik basing altinda ortamdan
uzaklastiktan sonra elde edilen kati siiziiliir, soguk dietileter ile yikanir. Etanol-dioksan

(1:3) karisiminda kristallendirilir. Verim:%82, renk: sar1, e.n: 174-176 °C.
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Sekil 4.31. 3k molekiiliiniin FT-IR spektrumu

FT-IR (ATR, cm™, v): 3425 (indol N-H ger. tit.), 3312 (amit N-H asimetrik ger. tit.),
3182 (amit N-H simetrik ger. tit.), 3081-3010 (Ar. C-H ger. tit.), 2970-2852 (Al. C-H ger.
tit.), 1661 (C=0 ger. tit. amit 1. band), 1340 (C-NO; ger. tit.).

HH _ a
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Jk |\
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Sekil 4.32. 3k molekiiliiniin *H-NMR spektrumu



74

IH-NMR (400 MHz, DMSO-de) &: 11.91,11.61 (s, indol-NH, 1H), 10.94,10.89 (s, amit-
NH, 1H), 8.65,8.36 (s, N=CH, 1H), 8.13-6.98 (m, N=CH ve Ar-CH, 8H), 4.09,3.68 (s, -
CH, 2H).
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Sekil 4.33. 3k molekiiliiniin **C-APT NMR spektrumu

13C-APT NMR (100 MHz, DMSO) § 173.47, 148.50, 141.94, 136.58, 136.49, 133.94,
130.75, 129.29, 128.56, 127.86, 125.13, 125.01, 124.49, 124.44, 121.42, 119.17, 118.81,
111.80, 108.34, 29.50.

4.2. Sentezlenen Bilesiklerin Biyolojik Aktivite Bulgular:
4.2.1. In Vitro Antioksidan Aktivitelerin Degerlendirilmesi

DPPH Siipiirme Aktivitesi bakimindan sentezlenen tiim bilesikler degerlendirilmistir. Bir
molekiiliin antioksidan aktivitesini belirlemek amactyla, DPPH radikalini siipirme
aktivitesinin degerlendirilmesi agirlikli olarak kullanilan 6nemli bir yontemdir (Orhan ve

ark. 2011). Oncelikle sentezlenen biitiin molekiillerin stok ¢ozeltileri hazirland ve ardisik
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seyreltme yontemiyle farkli derisimlerdeki 6rneklerin DPPH ¢6zeltisinin rengini agma
kapasiteleri, % inhibisyon olarak belirlendi. Bilesiklerin % inhibisyon grafikleri Sekil 4.34
ve elde edilen veriler Tablo 4.1 de gosterildi. Pozitif kontrol olarak BHT ve askorbik asit
kullanildi. Molekiillerin DPPH radikalini temizleme 6zelliklerinin birbirinden ve
standartlardan ¢ok farkli ve degisken bulundu. 3b, 3d, 3e bilesikleri en diisik DPPH
temizleme aktivitesi gosterirken, diger bilesikler ¢ok daha yiiksek aktivite gOstermistir.
Hatta bilesiklerin standart olarak kullanilan BHT ve Askorbik asit ¢ozeltilerine oldukc¢a
yakin aktivite gosterdikleri belirlenmistir. DPPH yontemine gore en yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip olan askorbik asit standardi olmustur. Molekiillerin DPPH radikalini
temizleme aktivitesi sirastyla su sekilde belirlenmistir: Askorbik

Asit>3a>3c>3f>3g>BHT>3h>3i>3j>3k>3b>3d>3e (Tablo 4.1 ve sekil 4. 34).

Tablo 4.1. Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin DPPH siipiirme aktiviteleri

Bilesikler 1C50 (Mikrogram/mL) p
3a 19.22 +6.88
3b 45,20 +£5.98
3c 21.43 £6.90
3d 47.88 +7.88
3e 50.35 +9.36
3f 22.37 £6.11
3g 25.92 +8.44
3h 34.84 £9.58
3i 35.58 +8.69
3 39.26 £9.28
3k 42.47 +£8.43

Askorbik asit 13.13 £0.91
BHT 33.42 +7.98
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Sekil 4.34. Yeni sentezlenen bilesiklerin (3a-k) DPPHe radikalini siipiirme kapasiteleri

4.2.2. In Vitro Antikanserojen Ozelliklerin Degerlendirilmesi

MCF-7, SW620 ve 1929 hiicrelerinde, test edilen bilesiklerin (3a-K) sitotoksitesi, MTT
yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Hemen hemen tiim bilesikler 24 saat siiresince
SW620 ve MCF-7 hiicrelerinde yiiksek derecede sitotoksik aktivite gdstermistir. (Tablo
4.2, Sekil 4.35). Tiim bilesiklerin IC50 degerleri 10 uM degerinin oldukc¢a agagisindadir.

Tablo 4.2. Yeni sentezlenen bilesiklerin in vitro sitotoksik aktivitesini gosteren IC50 degerleri

IC 50 DEGERLERI (uM)

SW620 MCF-7 | L929
3a 0,6 0,58 20,9
3c 4,8 5,3 33,6
3b - 2,1 45,5
3d 0,57 1,19 47,2
3e 6,52 7,97 25,9
3f 0,6 0,63 28,4
39 0,2 0,57 33,1
3h 0,75 - 30,6
3i 0,38 0,37 41,8
3 3,42 0,40 44,7
3k 0,56 0,62 51,9
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Buna ragmen bilesiklerin, L929 fibroblast hiicre hattinda ise sitotoksik aktivitesinin
oldukea diisiik oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.2). Buna ek olarak, elde edilen 11 adet
bilesigin normal fibroblast hiicrelerinden olusan L929 hiicre hattinda sadece yiiksek
derisimlerde (>20 pM) sitotoksik etkili oldugu gosterilmistir. Inkiibasyon siiresi arttiginda
hiicrelerin etken madde ile daha ¢ok etkilesimde bulunduklar diisiiniiliirse, bilesiklerin
anti-kanser aktivitesinin artmasi beklenmektedir (Tablo 4.2 Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. Yeni sentezlenen bilesiklerin hiicre hatlarindaki % Hiicre canlilik sonuglari.

Aktiviteler 24 saatlik inkiibasyon sonucunda degerlendirilmistir (***p<0,001; **p<0,01;

*p<0,05; ns: non-significant)
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Sonug olarak; bilesiklerin SW620 ve MCF-7 hiicre hatlar tizerinde iyi diizeyde sitotoksik
aktivitelerinin bulundugu, en yliksek sitotoksik aktivitenin ise SW620 hiicresinde oldugu

gbzlenmistir (Tablo 4.2 ve Sekil 4.35.).

IC50 dozlarinda test bilesikleri ile muamele edilmis MCF-7 ve SW620 hiicre hatlarinin
morfolojik goriiniimleri, Zeiss Axio inverted mikroskop (10x) ile goriintiilenmistir ve
hiicrelerdeki degisimlerin goriintiilenmesi saglanmistir (Sekil 4.35). Yeni sentezlenen test
bilesiklerinin serisi (3a-k) molekiillerin SW620 hiicrelerine 24 saat uygulandiktan sonra
hiicrelerin morfolojisi, apoptotik vezikiil olusumu agisindan floresans mikroskobu (parlak
alanda) ile incelenmistir. Molekiiller IC50 degerinde hiicrelere uygulanmistir. Apoptozda
hiicre 6liimii sirasinda hiicre morfolojisinde bazi karakteristik degisiklikler gzlenmektedir
(Hessler et al., 2005). Sekilde gosterildigi gibi, kontrol grubundaki bir¢ok hiicre, seklini ve
membran biitiinliiglinii korumustur. Bunun aksine, molekiiller uygulandiktan sonra hiicre
zart biitinligliniin bozulmast ve hiicresel biiziilme gibi morfolojik degisiklikler
gbzlenmistir. Baz1 hiicrelerde kiigiik kiiciik vezikiil olustugu gériilmiistiir. Olii hiicrelere
benzer karakteristik Ozellikler sergileyen hiicreler sekil {iizerinde kirmizi ok ile
isaretlenmistir. Sekilde gdzlenen morfolojik degisiklikler apoptoz ile uyumlu bulunmustur.
Kisacasi, molekiillerin membran yapisinda bozulmaya neden oldugu, dolayisiyla hiicre i¢i
molekiillerin de ayrigmasina neden oldugu diisiiniilmektedir. Morfolojik degisiklikler
apoptotik hiicre Oliimiinii gosterebilir. Test bilesiklerinden etkilenen hiicreler normal
yapisik hiicre seklini kaybeder ve birkag saat i¢inde birbirinden ayrilmis yuvarlak hiicrelere
doniisiir. Bu tiir ayr1 hiicreler, plaka yiizeyinden ayrilir. Bu gruplarda gézlenen hiicrelerin
ayrilmasi, sekil degistirmeleri ve yuvarlak, kirisik bagimsiz hiicrelere doniismeleri apoptoz
goriiniimii olarak kabul edilmistir. Saglikl fibroblast 1929 hiicrelerinde test bilesiklerinin
24 saat sliresince uygulanmasi sonucunda elde edilen IC50 degerlerinin >20 uM oldugu
goriilmistiir (Tablo 4.2). Yine L929 hiicrelerinin morfolojik yapilart ve biiylimesi Zeiss
Axio ters mikroskobu (10x) ile goriintiilenmis olup, test bilesiklerinin olumsuz bir etkisi
belirlenmemistir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.36. Test bilesiklerinin SW620 hiicrelerinde uygulama sonrasi hiicre morfolojileri

(Olii hiicreler kirmiz1 ok ile isaretlenmistir. 10X goriintiiler icin dlgek ¢ubugu: 100 pm ve

20X goriintiiler i¢in 6lgek gubugu: 200 pm’dir.)

Yeni sentezlenen bilesiklerin uygulandigi kanser hiicre hatlart olan MCF-7 ve SW620
hiicre hatlar1 ile saglikli L929 hiicre hattindan gelen IC50 degerlerinin birbirine
orantilanmasi sonucu bitki ekstrelerinin en iyi hangi hiicreler tizerinde etkili olduguna dair
karsilagtirma sonuglar1 elde edilmistir (Tablo 4.3). Secicilik indeksi olarak tanimlanan bu
karsilastirma da bilesiklerin segicilik indeksi olarak 165,2 degeri ile 3g bilesiginin SW620

hiicre hattinda en iyi antikanserojen aktivite gosterdigi, yine 3i bilesiginin ise 112,97
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secicilik indeksi degeriyle MCF-7 hiicre hattinda en yiiksek antikanserojen aktiviteyi
gosterdigi goriilmektedir. Yine bitki ekstrelerinin Segicilik indeksi degerlerinin SW620
hiicrelerinde daha yiiksek oldugu da Tablo 4.3’ te goriilmektedir.

Tablo 4.3. Test bilesiklerinin 1929, MCF-7 ve SW620 hiicre hatlarmdaki IC50 degerlerinin
karsilastirilmasindan elde edilen Segicilik Indeksi (Selectivity Index)

Secicilik Indeksi (Selectivity Index)

Bilesikler 1C50 (L929/SW620) 1C50 (L929/MCEF-7)
3a 34,83 36,03
3b 56,87 21,67
3c 7 6,34
3d 82,81 39,66
3e 3,97 3.25
3f 47,33 45,08
39 165,2 58,07
3h 40,8 43,71
3i 110 112,97
3j 13,07 111,75
3k 92,68 83,71

4.2.3. Antimikrobiyal Aktivite Sonuglari

Sentezlenen 11 farkli (3a-k) molekiilii, 6 farkli patojene karsi antimikrobiyal 6zellikleri
acisindan test edilmis, bu kimyasallarin kullanilan patojenlere karsi Onemli bir
antimikrobiyal etkisi olmadig1 belirlenmistir (Tablo 3.5). MIK degerleri< 0.1 mg/mL
oldugunda madde &nemli etkili; MIK degerleri 0,1<MIK < 0,625 mg/mL oldugunda orta
etkili, MIK degeri> 0,625 mg/mL olanlar ise diisiik etkili olarak siniflandirilir (Kuete,
2010; Awouafack vd. 2013). Mevcut bulgular neticesinde; 3a-k bilesiklerinin genel olarak
bazi mikroorganizmalar iizerinde orta diizeyde antimikrobiyal aktivite gosterdigi ortaya

cikmustir.



Tablo 4.4. Yeni sentezlenen bilesiklerin antimikrobiyal etkisi

Mikroorganizmalar
Bilesikler E.coli S. aureus I3: B.cereus C
auroginosa albicans

3a 0,625 >5 >5 >5 >5
3b >5 0,625 0,625 >5 >5
3c >5 >5 0,625 0,625 0,625
3d >5 >5 >5 >5 >5
3e >5 >5 >5 >5 >5
3f >5 >5 >5 >5 >5
39 >5 0,625 0,625 0,625 0,625
3h >5 >5 0.625 >5 >5
3i 0,625 0,625 >5 0,625 0,625
3j 0,625 >5 0,625 >5 0,625
3k 0,625 >5 0,625 0,625 >5

81

4.2.4. 1.929 Hiicre Kiiltiiriinde Hiicrelerin Oksidatif stresinin Degerlendirilmesi
Analiz Sonuglari

4.2.4.1. Lipid peroksidasyonunun gostergesi Malondialdehit (MDA) Diizeylerinin
Degerlendirilmesi

Yeni sentezlenen 11 farkl: tiirev bilesiklerinin (3a-k) konsantrasyonlarda (100mikromolar),
L929 fibroblast hiicre hatlarina eklenmesiyle beraber, genel olarak hiicrelerdeki MDA
degerlerinde kontrol grubuna gore istatistiksel farkliliklar edilmemistir. Sadece 3b ve 3c
molekiiliinde kontrol grubuna gore bir miktar fazla artig belirlenmistir (P<0.05). Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda; diger molekiillerde hemen hemen tiim doz gruplarinda benzer
degerler elde edilmistir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. 1929 hiicre hatlarinda 100 uM konsantrasyonda test bilesigi uygulandiginda 24 saat sonrasinda

MDA seviyeleri

1L.929 Hiicre Hatti MDA seviyesi (nmol/gP)
Bilesikler Ortalama+SH
Kontrol 3,25+0,5
3a 3,63%0,3
3b 4,01+0,9
3c 3,96+0,9
ad 3,50+0,7
3e 3,84+0,6
3f 3,45+0,5
39 3,55+0,7
3h 3,49+0,6
3i 3,69+0,8
3j 3,85+0,9
3k 3,58+0,8

4.2.4.2. Toplam Antioksidan Seviyenin Degerlendirilmesi

100uM konsantrasyonlarda test bilesikleri uygulanmis 1929 hiicre hatlarinda toplam

oksidan seviyeleri (TOS) kontrol grubu verileriyle kiyaslandiginda, tiim deney gruplarinda

istatistiksel olarak anlamli artislarin ve azalmalarin (P<0.05) oldugu tespit edilmistir

(Dastan, 2017). Kontrol grubuyla karsilastirilan, 3a, 3b, 3¢, 3g ve 3h bilesiklerinin en

yiiksek TOS degerleri tespit edilmistir (P<0.05). Diger bilesiklerin uygulandig1 gruplarda

ise kontrol grubuna gore TOS miktarlarinda istatistiksel olarak anlamli degismeler

goriilmemistir (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. Farkli konsantrasyonlarda test bilesikleri uygulanmis 1929 hiicre hatlarinda TAS diizeyleri

1.929 Hiicre Hatti TAS seviyesi (milimol/L)
Bilesikler Ortalama+SH
Kontrol 0,403+0,05
3a 0,409+0,03
3b 0,404-+0,09
3c 0,407+0,09
3d 0,415+0,05%*
3e 0,413+0,04*
3f 0,418+0,10%*
39 0,385+0,07**
3h 0,39440,16%*
3i 0,419+0,08*
3] 0,41140,04%*
3k 0,412+0,06*

* isaretiyle gosterilen gruplarda kontrol grubuna gore TAS seviyesinde artma goriilmiistiir
(p<0,05). ** isaretiyle gosterilen gruplarda kontrol grubuna gore TAS seviyesinde azalma

goriilmistiir (p<0,05).
4.2.4.3. Toplam Oksidan Seviyenin (TOS) Degerlendirilmesi

100uM konsantrasyonlarda test bilesikleri uygulanmis L1929 hiicre hatlarinda toplam
oksidan seviyeleri (TOS) kontrol grubu verileriyle kiyaslandiginda, tiim deney gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli artiglarin ve azalmalarin (P<0.05) oldugu saptanmistir (Dastan,
2017). Kontrol grubu ile karsilastirilan, 3a, 3b, 3¢, 3g ve 3h bilesiklerinde en yiiksek TOS
degerleri saptanmistir (P<0.05). Diger bilesiklerinin uygulandigi gruplarda ise kontrol
grubuna kiyasla TOS miktarlarinda istatistiksel anlamli degismeler goriilmemektedir
(Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. Farkli konsantrasyonlarda test bilesikleri uygulanmis 1929 hiicre hatlarinda TOS diizeyleri

L.929 Hiicre Hatti TOS seviyesi (umol/L)

Bilesikler Ortalama+SH
Kontrol 0,893+0,19
3a 0,979+0,23*
3b 0,945+0,12*
3c 0,988+0,19*
3d 0,880+0,15
3e 0,890+0,14
3f 0,889+0,15
39 0,995+0,27*
3h 0,994+0,16*

3i 0,719+0,18**

3j 0,758+0,14**

3k 0,789+0,16**

* isaretiyle gosterilen gruplarda kontrol grubuna gore TOS seviyesinde artma goriilmiistiir
(p<0,05). ** isaretiyle gosterilen gruplarda kontrol grubuna gére TOS seviyesinde

istatistiksel onemli azalma goriilmiistiir (p<0,05).

4.2.4.4. L929 Hiicrelerinde Test Bilesikleri Uygulanmasiyla Oksidatif Stres
Indeksindeki Degismeler

Yapilan deneysel ¢alismaya goére, 100uM konsantrasyonlarda test bilesikleri (3a-k)
uygulanan L929 hiicre hatlarinda, kontrol grubuyla kiyaslandiginda OSI degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli (P<0,05) artmalar ve azalmalar belirlenmistir (Dastan, 2017).
Yalnizca 3c, 3g ve 3h bilesiklerinin kontrol grubuna goére oksidatif stres indeksinin
istatistiksel anlamli derecede arttig1 belirlenmistir (p<0,05). Yine 31, 3j ve 3k bilesiklerinin
uygulandigi L929 hiicre hattinda toplam oksidatif stres indeksinin kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig1 tespit edilmistir (p<0,05). Diger bilesiklerin
uygulandig hiicre hatlarinda ise oksidatif stres indeksinin kontrol grubuyla anlamli bir

farklilik gostermedigi tespit edilmistir (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8. Test bilesikleri uygulanmis 1929 hiicre hatlarinda OSI diizeyleri

1.929 Hiicre Hatti OSI seviyesi
Bilesikler Ortalama+SH

Kontrol 0,22+0,19
3a 0,24+0,23
3b 0,23+0,12
3c 0,25+0,19*
3d 0,21+0,15
3e 0,22+0,14
3f 0,21+0,15
39 0,26:+0,27*
3h 0,25+0,16*

3i 0,17+0,18**

3j 0,18+0,14**

3k 0,19+0,16**

* isaretiyle gosterilen gruplarda kontrol grubuna gore TAS seviyesinde artma gorilmiistiir
(p<0,05). ** isaretiyle gosterilen gruplarda kontrol grubuna gére TAS seviyesinde azalma

goriilmistiir (p<0,05).
4.2.4.5. Toplam Tiyol Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Elde edilen verilere bakildiginda, 100 uM derisimlerde test bilesikleri uygulanan L929
fibroblast hiicre hatlarinda, kontrol grubu tiyol seviyeleri ile kiyaslandiginda, 3a, 3b, 3d,
3e, 39 bilesiklerinin uygulandigi gruplarda istatistiksel olarak anlamli degisikliklerin
(P<0.05) oldugu belirlenmistir (Dastan, 2017). Diger bilesiklerde ise kontrol grubu
bulgularina gére herhangi bir farklilik bulunmamustir. (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9. Test bilesikleri uygulanmig L929 hiicre hatlarinda toplam tiyol diizeyleri

1.929 Hiicre Hatti Total Tiyol Seviyesi (umol/L)
Bilesikler Ortalama+SH
Kontrol 333,2+0,05
3a 425,5+11,3*
3b 414,8+10,5*
3C 338,9+7,4
3d 415,7+12 5*
3e 428,9+12 4*
3f 350,7+10,1
39 435,8+11,7*
3h 357,1+10,3
3i 359,8+9,8
3j 351,4+10,04
3k 355,8+9,06

4.2.5. DNA Hasarim Onleyici Aktivite Sonuglar

Bu tez calismamizda; pBR322 plazmit DNA’sina H202 ve UV maruziyeti esliginde hasar
meydana getirilmis ve olusan hasarin 11 farkli yeni sentezlenmis bilesik ile muamele
edilmis deney ortaminda kapali dairesel pBR322 plazmit DNA'sinin siiper sarmalini
modifiye etme yetenekleri arastirilmistir. Bu yonteme gore, tiirev bilesiklerin DNA
hasarimni 6nleme yetenegi, DNA’ya zarar veren faktorler olan hidrojen peroksit (H202) ve
UV 15181 varliginda degerlendirilmistir. DNA hasarina karsi tiirev bilesiklerin koruyucu
etkisinin goriildiigli resimlerde, jel izerinde plazmit DNA’siin 2 bandi arasinda form I ve
form II bantlarinin yogunlugunun azalmasiyla birlikte, form III bandinin ortaya ¢iktigi
goriilmektedir (Sekil 4.37). Genel olarak bilesikler 100 uM ve 10 pM dozlarda olacak
sekilde 2 farkl yiiksek doz konsantrasyonda uygulanmistir. Bilesiklerin plazmit DNA’s1
tizerindeki koruyucu aktivitesinin genel olarak zayif oldugu, bununla birlikte plazmit
DNA’smi yiiksek dozlarda daha iyi bir sekilde hasardan koruduklar1 ama diisiik dozlarda
biraz daha az aktivite gosterdikleri bulunmustur (Sekil 4.37). Bilesiklerin plazmit
DNA’sinin siiper sarmal DNA yapisin1 koruyabildigi, jel lizerinde Form 1 bantlarinin
varligi ile gosterilmistir. Ayn1 zamanda bilesiklerin uygulandigi 6rneklerden 3a, 3b, 3c ve
3f bilesiklerinde ise Form 1 bantlarinin olmamasina ragmen Form 2 ve Form 3 bantlari jel

tizerinde oldukca net olarak belirlenebildigi de tespit edilmistir (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37 Test bilesiklerinin DNA koruyucu aktivitesinin agaroz jelde goriintiilenmesi

(1.Stitun: DNA biiytikliik belirteci, K1 Siitunu: Plazmit DNA + distile su, K2 Siitunu:
Plazmit DNA + distile su+ UV, K3 Siitunu: Plazmit DNA + distile su + UV+ Hidrojen
peroksit, K4 Siitunu: Plazmit DNA + distile su + Hidrojen peroksit, 1-5 numarali siitunlar

arasinda: Plazmit DNA + 100uM konsantrasyonda sirasiyla bilesikler kullanilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

_ 0 EtCH
H;N i I  NH- reflux I-LN "ﬂl O
lll"l---- %r.-"!-k-\""'-\,.-'}%- H ) “ | .-':".I'-C HD ;.T__:(Q __d'l""».\_m___.-'u'k_ __N '_:'_Q'___l'l:l'lr
'\I\\;:J-‘II Qa_:'-'—"'lr H
(1) (2a-k) (3a-k)
Ja Ar= tiyofen-2-karbaldehit 3b Ar= d-izopropilbenzaldehit  3c Ar= 4-piridinkarbaldehit
3d Ar= 4-florobenzaldehit 3e Ar= furan-2-karhaldehit 3f Ar= d-nitrobenzaldehit

3g Ar= S-antresnkarboksialdehit 3h Ar= 1-pirenkarboksialdehit 3 Ar= 3-amincbenzaldehit
3] Ar= pirol-2-karboksialdehit 3k Ar= 2-nitrobenzaldehit

Sekil 5.1. Genel sentez semasi

5.1. Sentezlenen Bilesiklerin Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Tez kapsaminda elde edilen bilesiklerin erime noktalari tayin edildi. Kristalize edilen sonug
maddelerin spektral yapilarinin aydilatilmasi FT-IR, *H-NMR ve 3C-APT NMR gibi
spektroskopik yontemlerle gergeklestirildi. Bilesiklerin yapisinda yer alan 3330-3300 cm”
! indol NH gerilme titresimi, 3130-3260 cm™ araliginda amit NH simetrik ve asimetrik
gerilme titresimleri 1635-1680 cm™ araliginda amit karbonil grubu sogurma bantlari
reaksiyonun gergeklestigine isarettir. Yine bu molekiillerin 'H-NMR spektrumlarinda
sentez baslangi¢ reaktifi olarak kullanilan 2-(1H-indol-3-il) asetohidrazit molekiiliine ait
11.80-12.00 ppm araliginda indol NH (¢ogunlukla steroizomerik yapidan dolay: ikili
pikler), 4.20-3.60 bant araligina indol-CH,-C=O alifatik CH pikleri halka yapisinin
korunduguna delildir. Final molekiillerine ait 10.82-10.95 ppm araliinda amit NH
(steroizomerik yapidan dolay1 ikili pikler), 8.40-9.80 ppm araliginda azometin grubuna ait
N=CH singlet pikleri (steroizomerik yapidan dolayi ikili pikler) literatiirle uyum igindedir.
Yine aym sekilde *C-APT NMR spektrumlarii inceledigimizde:178 ve 172 ppm
civarindaki pikler izomerik karbonil grubunun varligina, 146-139 bant araligina karsilik

gelen izomerik iki pik iirtin olusumunun varligina ait azometin karbonuna (-N=CH) ve 32,
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29 ppm skalasina karsilik gelen indol-CH>-C=0 alifatik C pikleri (steroizomerik yapidan
dolay1 ikili pikler) spektrumlarin yapi uyumlu oldugunu géstermektedir. Karbonil grubuna
komsu CH2 grubunun mezomerik etkilerden dolayi piklerinin ayristirilmasinda énemli bir
faktor oldugu bariz olarak anlasilmaktadir. Zira karbonil grubu direk aromatik halkaya
bagli olmasi durumunda karbonil grubunun halkadan mezmerik olarak elektron ¢ekmesi
sonucu aktifligi azalmasindan kaynaklanir. Sonug¢ olarak NMR spektrumlarindaki bu
sinyal ¢iftleri, elde edilen molekiillerin, daha dnce tarif edilen diger izomerler gibi iki stereo

izomerik formda var oldugunu agik¢a gostermektedir (Cegen ve ark. 2020).

H;C

HN HsC HN \
\ CH, @)l \/©)\CH3
NH N
0 N 0~ N (E)
2) H
(Z)-2-(1H-indol-3-yl)-N'-(4-isopropylbenzylidene) (E)-2-(1H-indol-3-yl)-N'-(4-isopropylbenzylidene)
acetohydrazide acetohydrazide

o s 1
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g

- el - ~

o
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T T T T T T T T T T
7 5 4 3 2 1 0
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Sekil 5.2. Ornek molekiile (3c) ait 'H-NMR spektrumunda izomer piklerin gdsterimi
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Sekil 5.3. Ornek molekiile (3c) ait **C-APT NMR spektrumunda izomer piklerin gdsterimi

5.2. Biyolojik Aktivite Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Yapilan calismada ilk olarak elde edilen molekiillerin in vitro antioksidan 6zelliklerinin
degerlendirmesi ve kiyaslanmasi islemi gerceklestirildi. Genellikle yapilan ¢aligmalarda
bir molekiiliin antioksidan kapasitesinin belirlenmesi i¢in birden fazla analiz yontemi tercih
edilebilmektedir. Sentezlenen bilesiklerin in vitro antioksidan aktivite degerlendirmelerine
gore 11 molekiiliin farkli derecelerde aktif oldugu belirlendi. In vitro antitiimdr ve
sitotoksik aktivite arastirmasinda ise sentezlenen molekiillerin MCF-7 meme kanseri ve
SW620 kolon kanseri hiicrelerinde sitotoksik agidan etkin oldugu, kuvvetli aktivite
gosterdikleri tespit edilmistir. Bunun yami sira maalesef ki biitiin bilesiklerde, kanserli
hiicrelerle birlikte normal fibroblast hiicrelerde azda olsa toksik etki gozlenmistir.
Sentezlenen bilesiklerin antioksidan 6zelliginin yaninda 1yi antitiimor 6zellikte gosteriyor
olmalari, bu bilesiklerin farmakolojik c¢alismalar bakimindan o6nemli olduklarinin

gostergesi olabilir.

Giliniimiizde iizerinde ¢alisilan agirlikli konulardan biri de kemoterapi tedavisi esnasinda
kisilere takviye amactyla antioksidan verilmesinin, antineoplastik aktivite tizerindeki

etkilerinin bulunmasi veya antioksidan takviyesinin kemoterapi tedavisi esnasinda
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meydana gelen yan etkilerin gelisimine etkileri olmaktadir. Bazi hayvan deneylerinde ve
in vitro sistemlerde kemoterapi esnasinda vitamin kullaniminin faydali oldugu goriilse de
bununla ilgili klinik ¢alismalar yapilmaya devam edilmektedir. Burada dikkat edilmesi
gereken dnemli konu, hastaya disardan verilen antioksidanlar, tercih edilen kemoterapotik
ajanin yok etmeye calistigi kanser hiicrelerinin dejenerasyonuna engel olmamalidir.
Bununla birlikte, kemoterapdtik uygulama sonucunda elde edilen radikaller ilacin
antineoplastik etkinliginden sorumlu degilse, yani yalnizca ilacin yan etkilerinden sorumlu

ise antioksidan kullanimi, ilacin yan etkilerinin en az olabilmesi i¢in faydali olabilir.

Diger yandan farelerin tiimoér hiicreleri ilizerine yapilmis olan birtakim ¢alismalarda, E
vitamini gibi baz1 antioksidanlarin DNA ve ROT hasarini azaltirken tiimor hiicrelerinin
proliferasyonunu arttirdig1 tespit edilmistir. Elde edilen bu netice onkojenlerin
tiimorlerdeki ROT seviyesini, endojen antioksidanlarini aktif ederek azaltmasina yonelik
geemis diistincelerin degismesine neden olmustur. Bundan dolayr son zamanlarda
antioksidanlarin, hiicrelerdeki DNA ve ROT hasarim1 azaltirken, tiimor hiicre
proliferasyonunu arttirarak tiimor biiytimesine neden oldugu diistiniilmektedir. Bu sebeple
antioksidan kullaniminin, hastalik geligsmesi riski bulunan kisilerde ya da erken donemdeki
kanser hiicrelerinde giivenilir olmadigi sonucuna ulasilmistir (Sayin ve ark. 2014). Bundan
dolay1 oksidatif stres olusturan hiicrelerde antioksidan etkilerinin arastirildigi ¢alismalara
daha fazla yer verilmelidir (Kismali ve Sel 2012). Bu baglamda, bu tez ¢aligmasiyla elde
edilen 11 bilesigin hem antitiimoral 6zellikleri hem de antioksidan 6zellikleri bakimindan
biitlin olarak incelenmeye calisilmistir. Bu calisma kapsaminda elde ettigimiz bilesiklerin
farkli biyoaktif Ozelliklerini ortaya koymayir amacladigimiz bu arastirmanin, var olan
literatiir bilgisine katkis1 olacagina inanmaktayiz. Elde edilen indol temelli acilhidrazon
bilesikleri bu arastirma kapsaminda her bir hiicre i¢in net oksidan veya net antioksidan
madde olduklar1 kesinlesmemis olsa da bundan sonra yapilacak olan ¢aligmalarda molekiil
se¢imi ve tasariminda faydalanilabilecek 6zellikte oldugunu, gerek saglikta gerekse diger

endiistri sektorlerindeki katkilariin da bilinmesi gerektigine inanmaktayi1z.
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