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HiDRAZON TEMELLI BAZI HiBRIT MOLEKULLERIN SENTEZi
VE BiYOLOJIK AKTiVITELERININ iINCELENMESI

OZET

Bu tez c¢aligmasinda, belirlenen hidrazit birlesiklerinden 12 adet agilhidrazon tiirevi
sentezlenerek biyolojik aktivite testleri gerceklestirildi. Bu calismanin ilk asamasinda
hazirlanan hidrazit tiirevleri (2a-1) asit katalizorliiginde furan-2-karboksialdehit ve Pirol-
2-karboksaldehit ile tepkimeye sokularak acilhidrazon tiirevleri (3a-1) sentezlendi.
Sentezlenen molekiiller FT-IR, *H-NMR ve *C APT-NMR gibi spektroskopik teknikler
kullanilarak kimyasal yapilar1 aydinlatildi.

Calismamizin son asamasinda sentezlenen tiirevlerin antioksidan, antimikrobiyal ve anti
kanser aktiviteleri biyokimyasal yontemlerle arastirildi. Deneysel ¢aligmalar sonucunda
kullanilan bilesiklerin anti kanser aktivite denemelerinde biitiin maddelerin, kullanilan
mikroorganizmalar iizerinde belirgin bir etkiye sahip olduklar1 belirlendi. Bilesiklerin in
vitro sartlarda 6nemli ve farkli biyolojik aktivitelere sahip oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: hidrazit, hidrazon, antimikrobiyal, antioksidan, anti kanser.



SYNTHESIS AND INVESTIGATION OF BIOLOGICALACTIVITIES
OF SOME HYDRAZON-BASED HYBRID MOLECULS

ABSTRACT

In the thesis study, 12 acylhydrazone derivatives were synthesized from the hydrazide
compounds determined and biological activity tests were carried out. In the first stage of
the study, acylhydrazone derivatives (3a-1) were synthesized by reacting the prepared
hydrazide derivatives (2a-1) with furan-2-carboxyaldehyde and Pyrrole-2-carboxaldehyde
under acid catalysis. The chemical structures of the synthesized molecules were
elucidated using spectroscopic techniques such as FT-IR, *H-NMR and *C APT-NMR.

In the final stage of ourstudy, antioxidant, antimicrobial and anti-cancer activities of the
synthesized derivatives were investigated using biochemical methods. As a result of
experimental studies, it was determined that all substances had a significant effect on the
microorganisms used in the anti-cancer activity trials of the compounds used. It was
determined that the compounds had important and different biological activitie sunder in
vitro conditions.

KeyWords: hydrazide, hydrazone, antimicrobial, antioxidant, anti-cancer.



1. GIRIS

Gilinlimiizde organik kimya bilim dalinda ¢ok sayida bilimsel ¢alismalar yapilmaktadir.
Bu c¢alismalar sirasinda sentezlenen birlesiklerin kimyasal formiilleri, yap1 analizleri ve
biyolojik aktiviteleri belirlenebilmektedir. Bunlarin arasinda hidrazon birlesiklerini konu

alan ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Fiziksel ve kimyasal etmenler sonucu oksijenli ortamlarda metabolik reaksiyonlar
neticesinde oksijen radikalleri olusur. Biyolojik sistemlerin dogal bileseni olan reaktif
oksijen tiirleri serbest radikaller olarak 6nemini korumaktadir. Hiicre igerisinde olusan bu
kararsiz radikaller canli organizmalardaki fonksiyonel molekiillere saldirarak doku
hasarlarina ve hatta yasamin sonlanmasina neden olabilirler. Buna neden olan reaktif
karakterli serbest radikaller “oksidan veya prooksidan” olarak tanimlanmaktadir

(Mecocive ark. 1997).

Serbest radikaller viicutta olustugunda organizmayi oksidatif etkilerden korumak i¢in
antioksidan savunma sistemi devreye girer. Vitamin E ve Vitamin C gibi radikal
slipiiriicii antioksidanlar ile viicutta zincirleme radikallik tepkimelerin 6nlenmesi énemli

antioksidan yontemlerden biridir (S6nmez Giirer, 2022).

Hidrazon birlesiklerinin antimikrobiyal, antikonviilsan, analjezik, antiinflamatuar,
antiplatelet, antitiiberkiiloz ve antitiimoral aktivitelere sahip oldugu arastirmalar

sonucunda gosterilmistir (Rollas ve ark. 2002).

Yapilan bazi calismalarda da hidrazon bilesiklerinin kanser iizerindeki biyolojik
aktivitelerine bakilmistir. Kanser hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogaldigi ve bazi
tiirlerinin 6liimle sonuglandig bir hastalik tliriidiir. Kanser hataliginin tedavisi i¢in ¢ok

sayida arastirma yapilmaktadir ve ¢esitli yontemler denemektedir (Kayaalp, 1998).



Tiim diinyada her gecen giin kanser tanisi alan hasta sayisi artigi goriilmektedir. Ayni
durum iilkemizde de goriilmektedir. Kanser vakalar1 gectigimiz 30 yilda iki kat arttigina

alt1 ¢izilmektedir (Ovayolu, 2019).

Bu tez ¢alismasinda da belirlenen ¢esitli hidrazidlerin, heteroaromatikaldehit (Furan-2-
karbaldehit ve Pirol-2-karboksaldehit) birlesikleriyle tepkimesi sonucu sentezlenen
acilhidrazon tiirevlerinin in vitroantioksidan aktiviteleri, DPPH siiplirme kapasiteleri, in
vitroantikanser olgtimleri, antimikrobiyalaktivite testleri, DNA hasari onleyici aktiviteleri

gibi aktivite testleri biyokimyasal yontemlerle incelenmistir.



2. KAYNAK OZETLER

2.1. Genel Bilgiler

2.1.1. Hidrazonlarin Genel Ozellikleri ve Yapilar

Karbonil bilesiklerin primeraminlerle tepkimesi sonucunda imin yapilar1 olusur. Aldehit
ve ketonlar hidrazin tiirevleri asit katalizli ortamda tepkimemeleri sonucunda hidrazon
bilesikleri elde edilir (Knepe ve ark. 1997).

Aldazinler ve ketazinlerhidrazinin iki mol karbonil bilesigi ile reaksiyonundan elde edilen
hidrazon birlesikleridirler. Bu tip bilesikler karbonil bilesiginin sonuna azinkelimesi
getirilerek; asetonazin [(CH3)2C=N-N=C(CH3)2] asetaldehitazin (phCH=N-N=CHph)

gibi aldazin ve ketazin son eklerini kullanilarak adlandirilabilirler (Cakici, 2009).

Hidrazid-hidrazon bilesikleri tepkime sirasinda ara iiriinler olabilmelerinin yani sira kendi
baglarina ¢ok etkili organik bilesiklerdir. Ara madde olarak kullanildiklar1 takdirde
baglanma {irtinleri -CONHN=CH-azometin grubunun aktif hidrojen bileseni kullanilarak

sentezlenebilirler (Singh ve ark. 1992).

Hidrazon yapilar1 birbirine bagh iki azot atomu ve terminal azot atomunun yalniz

elektron ¢ifti ile konjuge bir C=N ¢ift bagi igerirler.

NG
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/—\ N/N%C/
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Hidazonlar yapilarindaki karbon zinciri kiigiildiikkge suda ¢oziintirliikleri artar ve alkil

hidrazonlar genelikle sivi formdadirlar. Fenilhidrazonlar kati1 olmalarina ragmen alifatik



tirevlerin ¢ogu diisiik erime noktasina sahiptir. Azinler yapisindaki molekiiller ise

genellikle kat1 formundadir (Sentiirk, 2019).

Azot atomunun bazikligi hidrazon olusumu sirasinda cift bag olusumundan kaynakli
azalmaktadir. Fenilhidrazonlar ve semikarbazonlar, kendilerini meydana getiren hidrazin

ve semikarbazitlere nazaran bazik 6zelligi ¢ok az olan bilesikleridir (Cakici 2009).

Hidrazonbirlesiklerinin yapisinda bulunan karbon atomlarinin géstermis olduklari
niikleofilik 6zellik sayesinde daha aktif birlesikle elde edilmektedir. Karbon atomu
sayesinde pek c¢ok tepkime rahatlikla gerceklesebilmektedir. Literatiir caligsmalari
incelendigindeazotatomlarina gii¢lii niikleofilik ataklar, karbon atomlarina ise zayif

niikleofilik ataklarin gergeklestigi rapor edilmistir (Giil, 2009).

2.1.2. Hidrazonlarin Sentez Yontemleri

2.1.2.1. Aldehitve Ketonlarin Hidrazinler ile Kondenzasyonu

Hidrazon birlesikleri, aldehit ve ketonlarin karbonilgruplariahidrazinlerin katilmasiyla
elde edilmektedirler. Hidrazinlere katilma reaksiyonunun gegeklesebilmesi igin en az bir
primeramin fonksiyonu igermesi gerekmektedir. U¢ azot atomu iizerindeki serbest
elektron ¢ifti polarize haldeyken karbonil grubuna atak yapar, reaksiyon daha sonrasinda

suyun ayrilmasiyla devam eder (Oveberger, 1966).

)OL " R\C/NHZNHR‘
R“SR + RNHNH, — R on
R H30" R .
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Diketon yapisindaki molekiiller hidrazinler reaksiyonu sonucunda halkali azinleri veya

onlarin izomerik esdegerlerini meydana getirirler (Refat ve ark. 2013).
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2.1.2.2. Heteroaromatik Diazonyum ve Aktif Metilen Bilesikleri ile Aromatik

Tuzlarimin Birlesmesi

Aromatik ve heteroaromatik diazonyum tuzlarmin aktif metilen bilesikleri ile reaksiyonu
genelikle ortama baz ekleyerek ve organik coziicii igerisinde geceklesir. Reaksiyon

genellikle oda sicakliginda gerceklesmektedir.

O O
O O + -

A—N""—N  CI M
R R
> | 1

RMR»I N\
NaoAc/EtOH I}JH
Ar

2.2. Hidrazit-Hidrazon Birlesiklerinin Aktiviteleriyle Tlgili Yaplms Cahsmalar

2016 yilinda Po-An Chen ve Jeremy A. May, hidrazon iligkili Cacades reaksiyonlariyla
ilgili bir derleme c¢aligsmas literatiire kazandirilmislardir. Hidrazonlar, ayni siirecte birden
fazla doniisimii gergeklestiren, kademeli ve tandem reaksiyonlarin baslatilmasinda
kullanilan tanidik fonksiyonel gruplardir. Eschenmoser-Tanabefragmantasyonu ve
Shapiro reaksiyonu (Bamford-Stevens reaksiyonunun bir ¢esidi), iyi bilinen iki klasik
ornektir. Son yillarda hidrazonlarla baslayan kademeli ve tandem reaksiyonlarin siirekli
gelisimi s6z konusudur. Bu c¢ok adimli reaksiyonlarin ¢ogu, reaksiyon sirasinda bir
hidrazonun bir diazo grubuna doéniisiimiinii igerir; bu daha sonra dinitrojen ekstriizyonu
yoluyla giiclii bir itici giic saglar. Hidrazonlarin ¢ekici yonlerinden biri, bunlarin diazo

bilesiklerine gore onemli 6l¢iide daha giivenli islenmesidir. Daha ziyade odak noktasi,



hidrazonla baglatilan reaksiyonlarin ¢ok yonliiliiglinii ve bunlarin birgok farkli reaksiyon
mekanizmasiyla uyumlulugunu gostermektir: Sigmatropik yeniden diizenlemeler, en-yne
metatezleri, C—H bag1 eklemeleri, ilid eklemeleri ve baglanma reaksiyonlar1 bunlara
ornektir. Bu nedenle, yalnizca gizli diazo gruplar1 olarak kullanilan degil ayn1 zamanda
tek bir reaksiyonda ¢oklu bag olusumu, yeniden diizenleme ve/veya parcalanma i¢in bir
baslangi¢ noktas1 gorevi goren hidrazon érnekleri litaratiirlerde 6nem kazanmaktadir (Po-
AnChen ve Jeremy A. 2016).

Ph /NNHTS
N\ _/—/ Rho(piv)s (1 mol%) o-
0O NaOTMS (1.1 equiv) Ph
- o |\
1,4-dioxane, 90 °C
0 4AMS, 3 h
l 82%
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Ph [Rh]= [Rh] -
\\ & Ph = o- [Rh]
0O = Ph
o |\
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Azo-hidrazon tautomerizmi kesfedildiginden bu yana pek ¢ok arastirmanin ve hararetli
tartismanin konusu olmustur. Yalnizca modern spektroskopik yontemler acik deneysel
kanitlara yol agmistir. Yapilan bir incelemenin ilk boliimiinde spektroskopik yontemler
(U V/VIS, IR, kiitle, NMR ve X-1smm1 kristal yap1 analizi) agiklanmakta ve bunun
kesinligi daha ayrintili olarak acgiklanmistir. Bu sekilde elde edilen sonuglarin Niikleer
Manyetik Rezonansin genel olarak uygulanabilir bir ara¢ oldugu ve en giivenilir
sonuglara yol actigi gosterilmistir. Ikinci béliimde, p-hidroksinzo-benzenler,
fenilazonapltoller ve pirazolonlar ve p-diketonlarin azokuplaj {irlinlerinin tautomerizmi
{izerine bir arasgtirma yapilmistir. Ikame edicilerin, analasyonun ve H-bowling'in etkileri
Ozetlenmigtir. Totomerik yapilara ve c¢oziici maddelere iliskin cesitli varsayimlar,

gostergeler ve kanitlar elestirel bir sekilde tartisilmistir (Mustroph, 1987) .



Hidrazon foto anahtarlarinin bir polimer ana zincirine tekrar eden iiniteler olarak
yerlestirilmesi, foto anahtarin polimer omurgasina kovalent olarak dokundugu konumun
dikkatli bir sekilde tasarlanmasi yoluyla foto izomerizasyon sonrasinda hidrodinamik
hacim degisikliklerinin kontrol edilmesine olanak sagladigi rapor edilmistir (Thai ve ark.
2024).
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Rapor edilen bir baska caligmada asetilasyon reaksiyonlari, selasyonun asetilyum iyonu
(Bronsted asit katalizi) veya metal kompleksi olusumu ile bozulmasiyla gergeklestirildi.
Glioksalbis(fenilhidrazon)'un asetik anhidrit ile islenmesi oda sicakliginda piridin (secici
0-asetilasyonu i¢in uygun kosullar)sakaritosazonlarmonoasetat elde edildi. Olusan iiriin
asetitk anhidrit varliginda bir keton analogu ile reaksiyona sokularak

biasetilbis(fenilhidrazon) elde edildi (Laszlo, 1985).

Calisma grubumuz tarafindan yapilan tez calismasinda 1H-indol modifiyeli biyoaktif
hidrazon tiirevleri sentezlenerek kimyasal yapilart aydinlatildi. Nihai iriinlerin in vitro
antioksidan, in vitroantikanser, antimikrobiyal, antifungal, oksidatif stres ve DNA
hasarimi1 onleyici aktivite ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu tiirevlerin 6nemli derecede biyolojik

aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Yalgin Kayantas, 2024).
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3c Ar= 4-piridinkarbaldehit
3f Ar= d-nitrobenzaldehit
3i Ar= J-aminobenzaldehit

Ja Ar=tiyofen-2-karbaldehit 3b Ar= d-izopropilbenzaldehit
3d Ar= 4-florobenzaldehit Je Ar= furan-2-karbaldehit
3g Ar= S-antresnkarboksialdehit 3h Ar= 1-pirenkarboksialdehit
3 Ar= pirol-2-karboksialdehit 3k Ar= 2-nitrobenzaldehit

Calisma grubumuz tarafindan 2024 yilinda yapilan bir baska tez c¢alismasmin ilk
asamasinda, acilhidrazit bilesiklerinin (la,b) 2-tiyofenaldehit(2) ile asidik ortamdaki
(3a,b) elde edildi.

ligantlar[RuCly(p,-simen)]. ile tepkimesi sonucu kompleks yapilar literatiire kazandirildi.

reaksiyonu sonucunda karbohidrazontiirevleri Sentezlenen
Bu ¢alismanin ikinci asamasinda Sentezlenen Rutenyum Komplekslerinin, sulu ortamda
2-Nitroanilin (2NA) ve 4-Nitroanilin (4NA) substratlarinin NaBH, varligindaki katalitik
hidrojenasyon tepkimesindeki etkinligi incelenmistir. Herikikompleksin de 2-Nitroanilin
ve 4-Nitroanilin’in NaBHs varligindaki hidrojenasyon tepkimesinde etkin katalizor

oldugu tespit edilmistir (Kahraman, 2024)
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Kanser, viicudun farkli kisimlarim1 ortaya ¢ikabilecek halk dilinde koétii hastalik olarak
bilinmektedir. Kanser anormal hiicrelerin hizli ve kontrolsiiz olusumuyla birlikte, bu
hiicreler bir araya gelerek bir tiimor olusturabilmektedir. Olusan bu tiimoral yapilar
viicutta yayilarak diger bolgelerde yayilmaya baslayabilir. Bu siire¢ kontrol altina
alinmazsa oOliimle sonuglanabilmektedir. Antikanser ajanlari hastaligin tedavisinde

kullanilmaktadir (Thurston ve ark. 2021).

Yapilan c¢alismada hidrazid-hidrazon kisminin nitrojen igeren heterosik yapi igeren
birlesiklerin antikanser aktivitesinde ¢ok dnemli bir rol oynadigini ortaya koyuldu (Salum
ve ark. 2015).

Yapilan bir ¢alismada farkli siibstitiientler igeren 2-fenilindol-3-karbaldehit kullanarak
cesitli  hidrazit-hidrazon  yapilar1  sentezlemislerdir. Bu  ¢alismada  farkh
konsantrasyonlarda sitotoksik etkiye bakilmistir.  Elde edilen bazi bilesiklerin ise;
MDAMB 231 ve MCF-7 meme kanseri hiicreleri iizerinde en iyi antikanser etkinligi

gosterdigi sonucuna varilmigtir (Vogel ve ark. 2008).

Ilag direnci kanser tedavisi i¢in énemli bir sorundur. Bunun iistesinden gelmek icin Nars
ve arkadasalarihidrazid-hidrazon kismi tasiyan on alti kumarin tasarlamig ve
sentezledikleri birlesikleriilaca direngli pankreas karsinomu (Panc-1) hiicrelerine ve ilaca
duyarli  (hepatikkarsinom; Hep-1) karst  degerlendirmisler.  Invitro6-bromlu
kumarinhidrazid-hidrazon tiirevleri ve diger tim kumarinhidrazid-hidrazontiirevleri ile
karsilastirildiginda test edilen tiim hiicrelere kars1 anlamli sitotoksit 6zelik gosterdigini

gozlemlemisler (Nasr ve ark.2014).
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Karaman ve Ulusoy Giizeldemirci yaptiklari ¢alismada [6-(4-klorofenil)imidazo[2,1-
b]tiyazol-3-il] asetik asit hidrazit bilesigi tiizerinden sentezledikleri 2-hidroksifenil

yapisina sahip hidrazit tlirevini, yumurtalik kanseri OVCAR-3, kolon kanseri HCT-15,
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bobrek kanseriCAKI-1 ve UO-31, 16semi CCRF-CEM ve SR hiicre hatlar1 tizerinde
denemistir (Karaman ve ark. 2016).

Baska bir ¢alismada 8-azapiirin karboksilik niikleozithidrazonlar sentezlenmis ve bu
tiirevlerin Huh-7 insan karaciger kanseri ve A549 insan akciger kanseri hiicre dizilerine
kars1 antikanser etkileri degerlendirilmistir. Gosterilen bilesigin Huh-7 hiicre dizisine

kars1 aktif oldugu belirlenmistir (Wang ve ark. 2015).

N\/O/NO2
HN-Nx
N”N
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Yapilan bagka bir ¢alismada c¢alismacilar tarafindan N'-(2-oksoindolin-3-iliden)-2-
propilpentan hidrazit-hidrazon tiirevleri sentezlenmis ve bu tiirevlerin HepG2 insan
karaciger kanseri ve Jurkat losemi hiicre dizileri {lizerine antikanser etkileri
degerlendirilmistir. Sentezlenen birlesik, 16semi hiicreleri {izerine segiciantikanseretki

gostermistir (EI- Faham ve ark. 2015).

Yapilan diger calismada tetrazol halkasi tasiyan hidrazon tiirevleri sentezlenmis ve bu
bilesiklerin A549 insan akciger adenokarsinom ve NIH/3T3 fare embriyonikfibroblast
hiicrelerine kars1 sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. Cisplatin (IC50= 0.0316 mM) ile
kiyaslandiginda sentezlenen birlesigin A549 hiicre dizisine karsi bu serideki etkili

antikanserajan oldugu belirlenmistir (Altintop ve ark. 2012).

N-N
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Naveen Kumar ve arkadaslar1 tarafindanizonikotinoilhidrazon tiirevleri sentezlenmis.
Sentezlenen bu Dbilesiklerin HCT-116 insan kolon kanser hiicreleri iizerine
antikanseraktiviteleri  degerlendirilmistir. ~ 5-Florourasil  (IC50= 5 uM) ile
karsilastirildiginda, (E)-N'-(2-(benziloksi)benziliden) izonikotinohidrazit (IC50=3.1uM)
ve (E)-N'-((2- hidroksinaftalen-1-il)metilen) izonikotinohidrazit (1C50=0,29 uM) HCT-
116 hiicre dizisine karsi kayda deger antikanser etki gostermislerdir (Naveen Kumar ve
ark. 2014).
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Yapilan bagka bir arastirmada benzoizoindolinhidrazonlar sentezlenmis. Sentezlenen bu
bilesiklerin KB oral skuamdéz, A549 akciger ve HCT-116 kolon kanser hiicreleri iizerine
sitotoksik etkileri incelenmistir. Etopozit (IC50= 13,5 uM) ile kiyaslandiginda,
sentezlenen bilesigin 6zellikle HCT-116 kanser hiicre dizisi (IC50= 5,6 uM) iizerine
oldukga etkili oldugu belirlenmistir (Zhao ve ark. 2010).
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Mikrobiyal kaynakli hastaliklarin artmasi giinlimiizde halk sagligi {izerindeki ciddi
olumsuz etkileri bulunmaktadir. Insanlarda ve hayvanlarda asiri kullanimi nedeniyle
kullanilan ¢ogu antibiyotige kars1 bakteriler yavas yavas direng gelistirmektedirler. Bu
durum mikrobiyal hastaliklarinin tedavisini zorlastirmaktadir. u direncle miicadele i¢in
acilen yeni ve basarili ilaglarin iretilmesi gerekmektedir. Hidrazonlar ve hidrazidler,

onemli biyolojik ve farmakolojik profilleri nedeniyle aktif ilaglarin gelistirilmesinde
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onem arz etmektedirler. Hidrazonlar, c¢esitli arastirmacilar tarafindan hastaliklarla

miicadele etmek i¢in maksimum etki ve minimum toksisite ile ila¢ olarak iiretilmektedir.

Yapilan bir ¢alismada pirimidin ve pirazol tiirevlerini igeren yeni bir fenilhidrazon
dizisini arastirilmigtir. Sentezlenen birlesikleri antibakteriyel aktiviteleri agisindan testler
yapilmistir. Hazirlanan tiirevlerin maksimumu giiclii antibakteriyel aktivite sergiledi.
Bunlar arasinda sentezlenen bir birlesik 6,25 pg/ml ve 1,56 pg/ml MIK degerleriyle B.
cereus ve B. subtilis'e karsi en umut verici antibakteriyel aktiviteyi géstermistir (Sing ve
ark. 2013).

Diger bir galigmada bazi yeni pirimidinhidrazon tlirevlerini arastirilmis ve bunlarin
antimikrobiyal 6zellikleri E.coli, B. cereus, P. aeruginosa, B. subtilis, S. typhimurium, S.
marcescens, S. epidermidis ve C. utilis gibi ¢esitli tiirlere karsi degerlendirilmistir.
Sentezlenen tiim tiirevler giiclii antimikrobiyal aktivite sergiledigi gozlemlenistir

(Kaplancikli ve ark. 2014).
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Cordeiro ve arkadaslar1 bazi izoniazid tiirevli hidrazon analoglarin1 tanimlamis ve
bunlarin Coccidioidesposadasii'ye karsi invitroantifungal aktiviteleri agisindan test
etmistir. Sentezlenen birlesiklerin cogu 1yi antifungal aktivite sergiledigi ¢alisma

sonrasinda gézlemlenmistir (Cordeiro ve ark. 2016).

CH;
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Bagka bir calismada arastirmacilar yeni bir bifenil-4-karboksilik asit hidrazid-hidrazon
analoglart dizisi sentezlemisler ve bunlar1 ¢esitli yontemler kullanarak karakterize
etmistir. Bunlar, iki Gram-pozitif bakteri susuna ( B. subtilis ve S. aureus ) ve iki Gram-
negatif bakteri susuna ( P. aeruginosa ve E. coli ) ve iki mantar susuna (A niger ve C.
albicans ) karsi invitroantimikrobiyal aktiviteleri agisindan degerlendirildi. Analoglarin

cogu etkili antimikrobiyal aktivite sergiledigi gozlemlenmistir (Derin ve ark. 2010).

N
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Epilepsi yaygin bir nérolojik hastaliktir. Beyindeki spontan, aralikli, anormal elektriksel
aktivite ile ortaya cikan sendroma epilepsi hastaligi denir. Son yirmi yildir yeni

antiepileptik ilaglar klinik uygulamaya girmistir (Rolas ve ark. 2007).

Yapilan bir baska calismada antikonviilzan etkisinin arastirilmasi icin aril aldehitlerin bir
dizi asetilhidrazon, oksamoilhidrazon ve semikarbazonlarinin ve ilgili bilesiklerin sentezi
rapor edilmistir. Biyolojik sonuglar genel olarak asetilhidrazonlar konviilsiyonlara karsi
iyl koruma sagladigini, oksamoilhidrazonlar ise 6nemli 6l¢iide daha az aktif oldugunu

ortaya ¢ikardi (Dimmokt ve ark.2000).

0
HiC— R, W R,
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Antiinflamatuvar etkisi gosteren birlesklerinflamasyonu ve inflamasyon bdolgelerindeki
0demi azaltilmasinda rolalmaktadirlar. Antiinflamatuvar etkili birgok ila¢ bulunmaktadir.

Inflamasyonu azaltarak agriy1 azaltmay1 amaglarlar.

Yapilan bir diger ¢alismada yeni sentezlenen 2-piridilarilhidrazon analjezik,
antiinflamatuar ve anti-trombosit olarak farmakolojik etkileri arastirilmistir. N-
heterosiklik tlirevlerin bu smifi, analjezik ve antienflamatuar 6zelliklere sahip oldugu
anlasilmistir. Sentezlenen piridinhidrazon tiirevlerinin antiinflamatuar ve analjezik
aktivitelerinin muhtemelen arasidonik asit metabolizmasi {izerindeki bir miidahaleden
kaynaklandigini géstermekterilmistir. En Onemli antiinflamatuar tirev olan 2-(2-
formilfuran)piridilhidrazon 80,1 umol/kg dozunda ploreziyi %79 oraninda inhibe etmistir
(Todeschini ve ark. 1998).
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Yapilan bir caligmada N-agilarilhidrazon (NAH) sinifina ait yeni bir dizi antinosiseptif
bilesik, dogal safrolden sentezlendi. Tim N-agilarilhidrazon tiirevlerinin analjezik
profilinin degerlendirilmesi klasik asetik asitle indiiklenen farelerde karin daralma testi
kullanilarak gerceklestirilmistir. [(4-N,N-Dimetilaminobenziliden-3-(3',4'-
metilendioksifenil)popiyonilhidrazin], dipirondan daha giigliiydii ve indometazin standart

antiinflamatuar/antinosiseptif ilaglar olarak kullanilmaktadir (Lima ve ark. 2000).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Materyaller

* Tartim i¢in; GecAvery ve Chyo JL 180 model terazi,

. 1H-NMR spektrumuicinBruker 400 MHz "H-NMR spektrometre  (Firat
Universitesi, Elaz1g),

+ IR spektrumlari i¢in Thermo FT-IR spektrometre (Firat Universitesi, Elaz1g),
3 3
. C-APT NMR spektrumuic¢inBruker 100 MHz ' C-NMR spektrometre (Firat

Universitesi, Elaz1g),

» Elektro-Mag M 50 model etiiv.

« Cam malzemeolarak; damlatmahunileri, sogutucular, ayirmahunileri, huniler,
farklibliyiikliiktebalonlar, biiretlervekilcalborular, erlenmayerler, beherler,

*  Vakum pompasi,

+ CaCl, kurutma tiipii

» Sogutucu olarak; Kriyostat, tuz-buz banyolari,

» Termostat

* Erimenoktasitayincihazi (Stuart SMP50),

* 100 ve 360 °C'lik termometreler

* Desikator

* Doner buharlastiric,

* Manyetikvemekanikkaristiricilar,
3.2. Kullanilan Kimyasallar

e Sodyum hidroksit,

e Potasyum hidroksit.

e Hidroklorik asit,

e N'-(furan-2-ilmetilen)-1H-indol-7-karbohidrazit,

e Kursun asetat,
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e N'-(furan-2-ilmetilen)tiyofen-2-karbohidrazit

e 2-Kloro-N'-(furan-2-ilmetilen)benzohidrazid

e N'-(furan-2-ilmetilen)-3-metoksibenzohidrazit

e Furan-2-karboksialdehit

e N'-(furan-2-ilmetilen)benzohidrazit

e N'-(furan-2-ilmetilen)-2-hidroksibenzohidrazit

e N'-(furan-2-ilmetilen)izonikotinohidrazit

e N'-((1H-pirol-2-il)metilen)-2-klorobenzohidrazit

e Pirol-2-karboksialdehit,

e N'-((1H-pirol-2-il)metilen)-3-hidroksi-2-naftohidrazid
e Etanol,

e Metanol,

e Petrol eter,

e Dioksan,

e Dietileter,

e N'-((1H-pirol-2-il)metilen)izonikotinohidrazit,

e Aseton,

e N'-((1H-pirol-2-il)metilen)-1H-indol-7-karbohidrazid,

e Kloroform

3.3. Saflastirma

Deneyde kullanilan biitiin kimyasallar ve ¢oziicliler literatiirde yer aldigi gibi

saflastirilmastir (Erdik, 1987; Fessenden, 1992).

3.4. Biyolojik Aktivite Analizleri

3.4.1. In Vitro Antioksidan Aktivite Icin Difenilpikrilhidrazil (DPPH) Radikali

Siipiirme Aktivitesi:

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak elde edilebilen kararli organik azot

atomu radikalidir. (VIS) 517 nm’de goriiniir alanda maksimum absorbansa sahiptir
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(Huang et al. 2005; Albayrak et al. 2010; Uzunhan ve Celik 2014). Molekiilde bulunan
bir serbest elektronun yer degistirmesi sonucunda menekse rengi gozlemlenmektedir.
DPPH soliisyonu hidrojen saglayici bir baska deyisle antioksidan raktif ile tepkimeye
girdiginde menekse renkli indirgenmis formu elde edilir (MacDonald-Wicks et al. 2006;
Scalzo 2008; Albayrak vd 2010). Serbest radikal DPPHe metodu (Cuendet vd. 1997),
pratik ve giivenirliligi yiiksek ve literatiirde en sik bagvurulan antioksidanlarin serbest
radikalini giderme kapasitesini belirleyen bir yontemdir. DPPHe yapisal olarak kararli bir
azot atomu icermekte olan ticari bir triindiir. DPPH<’1n etil alkol igerisinde 517 nm
absorbansa mor renk verir. Bu c¢ozeltiye antioksidanlarin eklenmesi ile indirgenme
tepkimesi sonucunda sar1 renk olusur. Reaksiyonun takibi spektrofotometre ile izlenir
(Frankel ve Meyer, 2000; Eren, 2011)

Hem kararli serbest radikalolarak hem de ticari olarakta bulunabilen DPPH molekiiliiniin
elektron veya hidrojen atomlar1 veren antioksidan maddelerinin varliginda, bu
kimyasallar tarafindan siipiiriilmesi ile karakteristik mor rengin degisiminin
spektrofotometrik olarak 6lgiim sonuglariyla antioksidan aktivite 6zellikler tespit edildi
(Cuendet et al. 1997). Senezlenen nihai hidrazon bilesikleri, damla damla 0,1 M Sodyum
hidroksit ilavesiyle etil alkol icerisinde farkli derisimlerde hazirlanarak DPPH’1n seyreltik
methanol ¢ozeltisiyle (%0,004) karistirilarak 30 dk inkiibe edildi ve 517 nm dalga
boyunda Elisa spektrofotometrede (Epoch) absorbanslari 6l¢iildii (Sekil 3.1). Sonuglar,
ortalama + standart sapma olarak alind1 ve istatistiksel degerlendirme ve hesaplamalarda
GraphPad Data Analysis programi kullanildi. Pozitif kontrol olarak BHT, askorbik asit
kullanild1 ve herbir maddenin ICsp degeri hesaplandi. 2,2-difenilpikrilhidrazil Radikali
yakalama aktivitesini karsilastirmak icin, % Inhibisyon = [(AKontrol — ANumune) /
AKaontrol] x 100 formiilii kullanildi.
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Sekil 3.1. DPPH- analizi sirasinda 96 wellplate goriiniimii

3.4.2. Antikanserojen Aktivite Analizleri:

3.4.2.1. Hiicre Hatlan

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

3.4.2.2. Hiicre A¢ma Protokolii

Donmus halde cryo tlipte bulunan hiicreler su banyosu iizerinde buharin etkisiyle
¢Ozildii. Hiicreler falkonlara aktarilarak tizerlerine 20 mL DMEM konularak, falkonlar 5
dakika 800 rpm de satrifiijlendi. islem sonunda iist katmandaki siv1 atildi. Falkonda kalan
hiicrelerin iizerine 15 mL DMEM eklenerek ortam 75’lik flasklara aktarildi. Flaskin
icerisine 5 mL FBS vebirka¢ damla antibiyotik konuldu. Flaskin kapagi kapatilarak, CO,
inkiibatore kaldirildi. Flasklar igerisine gerekli soliisyonlar konuldugunda hiicreler
inkiibatorde hizli bir sekilde biiylidiigii ve sayilarinin artig1 goriiliir. Bununla birlikte flask

icerisinde besiyerleri azalir ve hiicre 6liimleri baslar. Hiicre 6liimlerinin Oniine ge¢mek
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icin belirli araliklarla hiicrelerin bakimi yapilmaktadir. Eger hiicreler flaskin tamamini
kaplamamis ve igerisinde bulunan besiyerinin rengi de§ismigse yikama islemi
gerceklestirilir. Bu islem flow kabinde yapilmalidir. Bunun i¢in ¢alismalarimiz esnasinda,
75’lik flaskta bulunan ortam bosaltildi. Flaskin igerisine 15 mL DMEM konuldu. Flaskin
icerisine 5 mL FBS eklendi ve iizerine 3-5 damla L- Glutamin ilave edilerek flask
inkiibatore kaldirilda.

3.4.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicre oOliimlerinin gerceklesmemesi icin flask icerinde cogaltilmalidirlar. Hiicreler
flaskin biitiin yiizeyini kapladigi anda yeni bir flaska pasajlanmasi gerekmektedir. Eger
yeni flaska pasajlanmazsa hiicreler besin yetersizligi ve alan darligi nedeniyle kontamine
olmaya baslayacak ve kisa bir siire sonra da Olecektir. Pasajlama islemi i¢in, flaskta
bulunan ortam bosaltildi. Flaska 5 mLTripsin konuldu. Hiicreler yiizeye, yapilarinda
bulunan proteinler araciligi ile tutunarak yapisirlar. Tripsin proteaz kaynakli tipik bir
enzim oldugundan flaska yapisan hiicrelerin proteinlerini parcalayarak ortamdan
ayrilmalarini saglar. Tripsinin {lizerine 15 mL DMEM konuldu. Bir flask yeni bir flask
olacak sekilde pasajlama yapildi. Flaskin igerisinde toplam 20 mlortam bulundugundan
eski flasktan 10 mL c¢oklu pipet yardimiyla alindi ve yeni flaska aktarildi. Biitiin
flasklarin icerisine 8 mL DMEM konuldu. Flasklarin tamamina 4 mL FBS eklendi ve

iclerine birka¢ damla L-glutamin konularak flasklar inkiibatore kaldirildi.

Incelenecek hiicreler tripan mavi ile boyanarak, thoma lami ile sayim yapildi. Bu boya,
canli hiicreler tarafindan disa atilirken 6lii hiicreleri koyu mavi renge boyamaktadir.

Sayim islemi asagida belirtilen basamak sirasiyla gerceklesmistir.

1) Coziinen hiicreler, igerisinde 1:1 oraninda olacak sekilde besiyeri bulunan steril
15mL’lik falkona aktarildi.

2) 50 pl hiicre, 50 pltripan mavi ile birlikte mikrofiijtiipiinekonuldu. Tiipte hafifce pipetaj
yapildi. 50 pl hiicre /tripan mavi karisimi pipet ile ¢ekildi. 20 mikrolitresi kilcal hareket

ile lamele emdirilerek lamin her kenarina yayildi.
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3) Thoma lami fazkontrastinverted mikroskoba yerlestirildi. 1 mm’lik alandaki 16
karedeki canli hiicrelersayildi. Toplam hiicre sayisina gore hiicreler flaska alindi.

Uygulamalarimizda bu oranlar diisiintilerek pasajlamalargerceklestirildi.

3.4.2.4. Hiicrelerin Ekilmesi

Literatiire uygun bir sekilde yapidi (Kayantas D, 2024)

3.4.2.5. Hiicrelere Etken Madde Uygulanmasi ve MTT testi

InvitroSitotoksisite i¢in 96 wellplate’eMCF-7, L929 ve SW620 hiicreleri 7500 hiicre/ml
olacak sekilde ekilmis ve hiicrelerin tutunmasi i¢in 24 saat beklenmistir. Siire sonrasinda
besiyeri uzaklagtirilarak 0.01, 0.05, 0.1, 1, 10 uM derisim araliginda yeni sentezlenen 3a-
31 kodlart ile isaretlenmis olan 12 adet test bilesikleri serisi olarak ilag aday1 kompleksler
ve kontrol olarak da DMSO uygulanmistir. 24 saat sonrasinda biiylime ortami
uzaklastirilmis ve her bir kuyulara 5 mg/L MTT reaktifinden 100 pL eklenmistir. 4 saat
inkiibasyon sonrasinda MTT ¢06zeltisini igeren besiortami uzaklastirilmis ve her bir
kuyuya 100 pL. DMSO eklenmistir. 570 nm’de okuma alinmis (Sekil 5) ve yasayan hiicre
sayist % olarak asagida verilen esitlik 1’e gore hesaplanmistir. % yasayan hiicre sayisina
kars1 konsantrasyon grafigi ¢izilerek komplekslerin IC50 degeri ayr1 ayr1 belirlenmistir.

Okumalar 5 tekrarli yapilmis (Subasi ve ark. 2020)

MTT nin igerisinde tetrazolium tuzu bulunmaktadir. Canli hiicrelerin tespiti i¢in bu tuz
metabolik aktiviteye sahip olan hiicreler tarafindan formazana donistiiriilerek
yapilmaktadir. MTT suda ¢oziinme 6zelliginesahip bir formazan tuzudur. Tetrazolium
halkasinin dehidrojenaz ile parcalanmasi sonucunda MTT formazana doniisiir. Bu
doniisiim canli hiicrelerin sahip oldugu mitokondriler araciligi ile olmaktadir (Mosman

1983; Doyle and Griffiths 1998).

3.4.2.6. Hiicrelerin Goruntiilenmesi

Inkiibasyon sonrasinda, Zeiss Axio inverted mikroskop (10x)’lu goriintiileme sistemi

kullanilarakhiicre biliylime performanslarinin fotograflar1 ¢ekildi. Yasayan ve biiyiliyen
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hiicrelerin sayisinin belirlenmesi igin metilen mavi boyasi kullanildi. Hiicreler % 1 SDS
iceren PBS tamponu icinde izole edildi ve metilen mavisi soliisyonu ile boyandi. 2x10*
hiicre 24 well plakanin her bir kuyusuna ekilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan 3a-I
kodlu molekiiller IC50 degerleri kadar uygulanmistir. Kontrol grubunda sadece RPMI
vardir. 24 saat inkiibasyon sonrasinda hiicre morfolojileri floresans mikroskobu (parlak

alanda) 10X ve 20X biiylitmelerde goriintiilenmistir.

3.4.3. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Bu tez c¢aligmasi kapsaminda belirlenen test bilesiklerinin (3a-1) inceledigimizde
antimikrobiyal ve antifungal aktiviteleri, Mikrodiliisyon Broth yontemi (Eloff, 1998)
kullanilarak, Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) degerlerinin bulunmasi ile
degerlendirildi. Test edilen mikroorganizmalar olarak  Staphylococcusaureus,
Escherichiacoli, Pseudomonasaeruginosa, Bacilluscereus ve Candidaalbicans ornekleri
kullanildi. Bakteriyal suslar gece boyunca (overnight) 37 °C’te MuellerHintonAgar
(Accumix® AM1072) besiyeri iginde kiiltiire edildi. Mantar 6rnekleri ise gece boyunca
30 °C’te Sabouraud Dextrose Agar (Himedia ME033)besiyeri i¢inde kiiltiire edildi. 96’11k
mikrolitre plakalarmin ilk sirasindaki kuyucuklara 90 pl, diger kuyucuklara 50’ser pl
besiyeri eklendi. 11. Siradaki kuyucuklar sterilite kontrol olarak kullanildi ve 100 pl
besiyeri eklendi. 12. Siradaki kuyucuklar ise iireme kontrol olarak kullanild. Tlk siradaki
kuyucuklar iizerine 10 pl ekstre eklendi ve seri sulandirma islemi yapildi. MHB Kanli
agar besiyerinde iireyen mikroorganizmalardan 6ze ile alinarak mikroorganizmalardan
McFarland 0.5 bulanikliginda siispansiyon hazirlandi. Bakteriler i¢in 5 x105 CFU/mL,
Candidaalbicans igin 0.5-2.5 x103 CFU/mL olacak sekilde her kuyucuga 50 pl
mikroorganizma  siispansiyonu  eklendi.  Bakteri  eklenenplaklar 37  °C’de,
Candidaalbicans eklenen plaklar 35 °C’de 16-24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda liremenin goriinlir hale gelmesi i¢in her kuyucuga 50 pl 2 mg/ml 2,3,5-
triphenyltetrazolium chloride (TTC) (Merck, Germany) eklendi ve 37 °C’de 2 saat inkiibe
edildi. Testler 3 tekrarli olarak yapildi. Renk degisiminin olmadig ilk kuyucuklar MIK
degeri olarak kabul edildi.
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Sekil 3.2. Mikroplate i¢inde minimum inhibisyon konsantrasyon testi

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

Calismamiz kapsaminda farkli konsantrasyonlarda sentezlenen bilesikler (3a-1) L929
hiicre hattina uygulanmasi sonucu, en etkin test bilesigi konsantrasyonunun da saglikli
fibroblast hiicrelerinde olusan degisimlerin bazi biyokimyasal parametreler ve analiz
kitleri kullanilarak belirlenmesi amaglandi. Arastirmamizda sentezledigimiz tiirev

bilesiklerinin, fibroblast hiicrelerindeki lipid peroksidasyonunun son {irlinii olan
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malondialdehit (MDA) diizeyinin belirlenmesi vetiyol diizeylerinin tayini seklinde
analizler yapildi. RelAssay marka ticari kitler kullanilarak sentezlenen agilhidrazon
molekiillerinin  (3a-1), TAS, TOS, OSI nindegisimi incelendi. Biyokimyasal
parametrelerin analizlerinin yapilabilmesi igin, hiicre kiiltiirleri tizerinde test bilesiklerinin
farkli konsantrasyonlarda uygulanmasiyla birlikte, dncelikle hiicre numunelerine 1/9 (v/v)
oraninda fosfat tamponu (pH=7,4; 50 mM) eklendikten sonra sogutuculu ortamda
homojenizasyon islemleri gerceklestirildi. Homojenizasyon iseminden elde edilen
ornekleri, 15 dakika 3000 rpm de santrifiijlenerek biyokimyasal analizler siipernatantlar

hazirlandi.

3.4.5.1. Malondialdehit (MDA) Diizeylerinin Analizi

Lipit peroksidasyon sonucu olusan MDA diizeyleri literatiire uygunbir sekilde belirlendi
(Dastan et al. 2014).

3.4.5.2. Toplam Antioksidan Seviye (TAS) Analizi

L929 hiicre Kkiiltiirlerinde yeni sentezlenen nihai tiirevlerinin uygulanmasiylabirlikte

olusan TAS, (Erel, 2004) tarafindan gelistirilen yontemle belirlendi.

3.4.5.3. Toplam Oksidan Seviye (TOS) Analizi

L929 hiicre kiiltiirlerindeki TOS, tam otomatikkolorimetrik 6l¢iim yontemi kullanilarak

literatiire uygun bir sekilde belirlendi (Erel, 2005).

3.4.5.4. Oksidatif Stres indeksi (OSI) Analizi

Oksidatif Stres indeksi (OSI) belirleyebilmek igin Total Oksidan Seviye (TOS)’nin, Total
Antioksidan Seviye (TAS)’ye oranlanmasi gerekmektedirve bu oran, Total Oksidan
Seviye (TOS)/Total Antioksidan Seviye (TAS) seklinde gosterilmektedir (Harma et al.
2003). Hesaplamalar yapilirken 6ncelikle, TAS degerleri pmol/l’ ye gevrildi.
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3.4.5.5. DNA Hasarmm Onleyici Aktivite

Yeni sentezlenmis ya da saflastirilmis bir etken maddenin, tiirev bilesigin DNA hasarinin
onlenmesindeki  etkisinin  belirlenmesinde veya DNA  koruyucu aktivitelerin
belirlenmesinde g¢esitli yontemler kullanilsa da tiim laboratuvarlarda rutin olarak
kullanilan en basit yontemlerden biri jel elektroforezidir(Sonmez Giirer, 2022). Agarozjel
elektroforez teknigi, ¢esitli amaclarla izole edilen DNA ve RNA'larin tanimlanmasi,
hangi formda olduklarimin belirlenmesi, boyutlarinin belirlenmesi ve 06zellikle
degisiklikler sonrasi elde 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 I);

i1) acik 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 ¢ift

gerilmis DNA'ya doniistir, 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 hasarini1 6nleme 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
tizerinde degisiklik meydana gelirse, sliper-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 I1I olugsmaktadir.
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Plazmid DNA \/\ Nicked
(Tek Zincir kirik igeren
Form II — g S cembersel daire)
Form III e ——————
Lineer

ILV @ <LL (Dogrusal DNA)

Supercoiled
- (Stper Kivrimh
Cembersel DNA)

rorm 1 [ ——

Sekil 3.3. Plazmid DNA formlar1

Tirev bilesiklerin (3a-1), DNA’yt UV ve oksidatif kaynakli hasarlardan koruma
etkinliklerinin tespiti i¢in pPBR322 plazmit DNA’si (Thermo) kullanildi. Plazmit DNA’s1,
ekstrelerin varliginda H202 ve UV uygulamasina maruz birakilarak hasar olugmasina
calisildi. Russo vd. (2000) tarafindan belirlenen metodda bir miktar degisiklik yapilarak
Takim (2010) ve Berk (2012) tarafindan optimize edilen yontem kullanildi (S6nmez
Giirer, 2022; Berk, 2012; Takim, 2010; Russo vd., 2000) %]1,5’lik agaroz jel

hazirlanarak, DNA bantlarinin goriintiilenmesine ¢aligildi.

DNA koruyucu aktivite icin 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 sirasiyla etiketlendi ve iclerine asagidaki bilesenler konularak

deney prosediirii uygulandi.



Tablo 3.1. DNA hasarina kars1 sentezlenen bilesiklerin aktivitelerinin belirlenmesi deneyi.

Numune Plazmit DNA | Distile | HO, | UV | Stok tiirev
(pBR322) su bilesik
dH,0O ¢ozeltileri
(3a-l)

1. Kontrol 3ul 6 ul

2. Kontrol 3l 6 ul 5dk

3. Kontrol 3ul 6 ul 1l 5dk

4. Kontrol 3l 6 ul 1l
Sentez bilesikler (3a) 3ul - 1ul 5dk | 5ul(3a)
Sentez bilesikler (3b) 3ul - 1ul 5dk | 5ul (3b)
Sentez bilesikler (3¢) 3ul - 1l 5dk |5 ul(3¢)
Sentez bilesikler (3d) 3ul - 1ul 5dk | 5ul(3d)
Sentez bilesikler (3¢) 3ul - 1ul 5dk | 5ul (3e)
Sentez bilesikler (3f) 3ul - 1ul 5dk |5 ul(3)
Sentez bilesikler (3g) 3ul - 1ul 5dk | 5ul(3g)
Sentez bilesikler (3h) 3ul - 1 | 5dk | 5pl(3h)
Sentez bilesikler (31) 3ul - 1l 5dk | 5 ul(3i)
Sentez bilesikler (3j) 3ul - 1l 5dk | 5ul(3))
Sentez bilesikler (3k) 3ul - 1 | 5dk | 5pul(3k)
Sentez bilesikler (31) 3ul - 1l 5dk | 5ul(31)
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Yeni sentezlenen tilirev bilesiklerin oldugu tiipler, 3. ve 4. tiipler ile birlikte 5 dk siiresince

UV 1gimlaria maruz biraktiktan sonra 2.0 pl yiikleme tamponu eklenerek %1,5°1lik agaroz

jele yiiklendi. Isik kaynagi olarak oda sicaklifinda 302 nm dalga boyunda ve 8000

uW/cm?2 yogunlukta 1s1k iireten UV transliiminat6r cihazi kullanildi. Bu test sisteminde

UV 1s181a maruz birakilarak ortamda bulunan H202’ nin OH radikaline par¢calanmasi ve

plazmit DNA’ da hasar olusturmasi ve yeni sentezlenen bilesiklerin koruyucu 6zelliginin

ortaya ¢ikarilmasi hedeflendi.
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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 erlenicerisinde bulunan 100 mL 1x Tris Borik asit EDTA (TBE)
tamponuna ilave edildi ve erlenagaroz eriyene kadar mikrodalga firinda tutuldu. Daha
sonra 1.5 pletidyum bromiir (10 mg/mL) ilave edildi ve karistirildi. Agaroz ¢ozeltisi,
tarak yerlestirilmis plastik plakaya dokiildii. Orneklerin agaroz jele yiiklenmesi, jelin

yiiriitiilmesi ve goriintiilenmesi asamalarinda agsagidaki prosediir uygulandi:

UV’ den cikarilan eppendorf tiiplerine 5 pl yiikleme tamponu (6x loadingdye) ilave
edildi. Tarak aparatinin ¢ikarilmasiyla olusan jelin kuyucuklarinin elektroforez tamponu
ile iyice temas etmesi, doldurulmasi saglandi. Bu islem sirasinda jelin {izerini kaplayacak
sekilde 1x TBE tamponu olmasima dikkat edildi. Hazirlanan DNA Grnekleri uygun bir
pipet ile tampon dolu kuyucuklara dikkatlice yiiklendi. Tankin kapagi kapatildi ve
elektrik baglantilar1 yapildi. Elektroforez 40 V’ta 500 mA akim uygulanarak 3 saat
stireyle ylriitiildii. Agaroz jel, fotografini ¢cekerek, DNA bantlarinin incelenmesi amaciyla
UV transilluminatdr cihazi lizerine alindi. Burada jele, alttan ultraviyole 151k verilerek,
etidyumbromidin baglandigi DNA fragmentlerinin gozle goriilmesi saglandi. Ve
etidyumbromid floresan bir madde olup ultra viyole (UV) 1sik altinda 1s1ma yaparak
goriinmektedir. Bu basamakta DNA fragmentlerinin arasina etidyumbromid kimyasali
girerek baglandig: i¢in UV 1sikta incelendiginde jel lizerindeki DNA’larin da goriilmesi

saglanmis olur. Daha sonra jelin fotografi jel goriintiileme sistemi ile ¢ekildi.

3.4.4.5. 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 ylizde (%) olarak ifade edildi. Veriler %95 giiven

diizeyinde analiz edildi ve p degeri 0,05'ten kii¢iikse anlaml1 kabul edilmistir.
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4 BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Genel sentez yontemi

Karboksilik asit ve ester tiirevlerinden hidrazit molekiillerinin sentezi (i, ii) literatiire gore

yapilmistir (Bulut ve ark. 2018).

1 mmol aromatik aldehit bilesigi 30 ml mutlak etanolde ¢oziiliir. Reaksiyon ortamina 3,4
damla glasiyal asetik asit ile ortamin pH s1 ayarlanir. 30 ml alkolde ¢6ziilmiis 1 mmol
hidrazit tiirevi reaksiyon ortamina damlatilarak ilave edilir. Reaksiyon tamamlandiktan
sonra (TLC ile reaksiyon takibi yapilir) diisiik basin¢ altinda ¢o6ziicli ortamdan
uzaklastirilir ve olusan kati siiziiliir, soguk dietileter ile yikanir. Olusan kat1 iiriinler

etanol, heksan, dioksan veya bunlarin karisiminda kristallendirilir.

4.1.1. N'-(furan-2-ilmetilen)tiyofen-2-karbohidrazit (3a)

9 [\  Et-OH, Reflux O

Ao+ % - WA o 1)
H

S H H S O

1 mmol tiyofenkarboksilikasithidrazit (1.42 gr) ve 1 mmol 2-furanaldehit (0.82 ml)
mutlak etanolde ¢oziiliir. Reaksiyon ortami glasiyel asetik asit ile asitlendirildikten sonra
10 saat geri sogutucu altinda kaynatilir. Fazla ¢oziicii ortamdan uzaklastirildiktan sonra
olusan kati siiziiliir, soguk dietileter ile yikanir. Kat1 etanol-dioksan (1:1) karisiminda

kristallendirilir. Verim:%86, renk: kirli sar1, e.n: 155-158 °C.
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Sekil 4.1. 3a molekiiliiniin FT-IR spektrumu

FT-IR (ATR, cm™, v): 3263(N-H asimetrik ger. tit.), 3163 (N-H simetrik ger, tit.),
3042-2996 (Ar. C-H ger. tit.), 1651 (C=0 ger. tit. (amit 1. band)), 1616(N-H diizlem igi
eg. tit. (amit 2. band)).

rrrrr

Sekil 4.2. 3a molekiiliiniin*H-NMR spektrumu
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'H-NMR (DMSO-dg) &: 11.81 (s, amit-NH, 1H), 8.36,8.09(s, -C=NH, 1H), 8.04-7.80(m,
Ar-CH, 3H), 7.24(s, tiyofen-H4, 1H), 6.95(s, furan-H3, 1H), 6.65(s, furan-H4, 1H).

T T T T T T T T
140 136 132 128 124 12c 116 112 108 104
(e

Sekil 4.3. 3a molekiiliiniin **C-APT NMR  spektrumu

BBC-APT NMR (DMSO-ds) &: 163.57, 141.05, 134.62(izomer), 129.62, 127.70(izomer),
127.22, 124.44, 122.85,120.56(izomer), 118.60, 116.88, 113.50(izomer), 109.74, 101.66.

4.1.2. 2-kloro-N'-(furan-2-ilmetilen)benzohidrazid (3b)

O O

NH., [e) 7\ Et-OH, Reflux N 7\
N~ £ + s N° >
H X o N 0
Cl cl

1 mmol 2-klorobenzohidrazit (1.7gr) ve 1 mmol 2-furanaldehit (1 ml) mutlak etanolde

¢oziiliir. Reaksiyon ortami glasiyel asetik asit ile asitlendirildikten sonra 8 saat geri

sogutucu altinda kaynatilir. Fazla ¢oziicii ortamdan uzaklastirildiktan sonra olusan kati
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stiziiliir, soguk dietileter ile yikanir. Kat1 etanol-dioksan (1:3) karisiminda kristallendirilir.
Renk: kirli beyaz, e.n: 162-163°C.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 550

Sekil 4.4. 3b molekiiliiniin FT-IR spektrumu

FT-IR (ATR, cm™, v): 3171(N-H asimetrik ger. tit.), 3124 (N-H simetrik ger. tit.), 3054-
3001 (Ar. C-H ger. tit.), 1658(C=0 ger. tit. (amit 1. Band), 1625 (N-H diizlem i¢i eg. tit.
(amit 2. Band)), 738 (C-CI ger. tit.).
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A SN

Sekil 5.5. 3b molekiiliiniin *H-NMR spektrumu

'H-NMR (DMSO-dg) &: 11.86 (s, amit-NH, 1H), 8.22,7.96 (s, C=NH 1H), 7.91,7.74(d,
J=1.60 Hz,furan-H5, 1H), 7.68-7.40(m, Ar-CH, 4H), 6.97,6.78(d, J= 3.32 Hz, furan-H3,
1H), 6.65,6.55(dd, J= 1.60, 1.60 Hz, furan-H4, 1H).
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Sekil 4.6. 3b molekiiliiniin *C-APT NMR spektrumu

BC-APT NMR (DMSO-dg)8: 162.85, 149.65, 145.92, 138.12, 135.64, 131.94, 130.86,
129.78, 129.52, 129.23,127.79, 114.48, , 112.74.

4.1.3. N'-(furan-2-ilmetilen)-3-metoksibenzohidrazit (3c)

N2 o [\ EtOH,Reflux
H + 0 -
H

| OCH, OCH,

1 mmol 3-metoksibenzohidrazit (1.66 gr) ve 1 mmol 2-furanaldehit (1 ml) mutlak
etanolde ¢oziiliir. Reaksiyon ortami glasiyel asetik asit ile asitlendirildikten sonra 10 saat
geri sogutucu altinda kaynatilir. Fazla ¢oziicii ortamdan uzaklastirildiktan sonra olusan
kati siiziiliir, soguk dietileter ile yikanir. Kati etanolde kristallendirilir. Renk: kahve, e.n:
175-177°C.
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Sekil 4.7. 3¢ molekiiliiniin FT-IR spektrumu

FT-IR (ATR, cm™, v): 3218( N-H asimetrik ger. tit.), 3159 (N-H simetrik ger. tit.),
3060-3022 (Ar. C-H ger. tit.), 2945-2840 (Ar-OCH3 C-H asimetrik ger. tit.), 1642 (C=0
ger. tit. (amit 1. band)), 1135 (C-O titresimi), 1033 (C-N tit.).
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Sekil 4.8. 3¢ molekiiliiniin *H-NMR spektrumu

'H-NMR (DMSO-dg) &: 11.75,11.42 (s, amit-NH, 1H), 8.36,8.32 (s, -C=NH, 1H),
7.87(s, furan-H5, 1H), 7.52-7.40(m, Ar-CH, 3H), 7.17(d, J= 7.2 Hz, o-metoksi-H, 1H),
6.94(d, J= 3.2 Hz, furan-H3, 1H), 6.85(m, furan-H4, 1H)
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Sekil 4.9. 3¢ molekiiliiniin **C-APT NMR spektrumu

BC-APT NMR (DMSO-dg)8: 163.26, 159.71, 149.90, 145.71, 138.12, 135.20, 130.17,
120.23, 117.99, 114.06, 113.30, 112.70, 55.83.

4.1.4. N'-(furan-2-ilmetilen)benzohidrazit (3d)

o. / \ Et-OH, Reflux

_NH; 5 - No I\

1 mmol benzohidrazit (1.36gr) ve 1 mmol 2-furanaldehit (1ml) mutlak etanolde ¢oziiliir.
Reaksiyon ortami glasiyel asetik asit ile asitlendirildikten sonra 6 saat geri sogutucu
altinda kaynatilir. Fazla ¢oziicii ortamdan uzaklastirildiktan sonra olusan kati siiziiliir,
soguk dietileter ile yikanir. Kati etanol-dioksan (1:2) karisiminda kristallendirilir. Renk:
kahve, e.n: 179-181°C.
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3000

Sekil 4.10. 3d molekiiliiniin FT-IR spektrumu

2000

cm-1

1000

FT-IR (ATR, cm™, v): 3252 (N-H asimetrik ger. tit.), 3147 (N-H simetrik ger. tit.), 3100-
3063 (Ar. C-H ger. tit.), 1644 (C=0 ger. tit. (amit 1. band)), 1621 (N-H diizlem i¢i eg. tit.

(amit 2. band)).
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Sekil 4.11. 3d molekiiliiniin *H-NMR spektrumu
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'H-NMR (DMSO-dg) &: 11.80,11.73 (s, amit-NH, 1H), 8.74,8.37(s, -C=NH, 1H), 7.98-
7.80 (m,o0,p-phCH, 3H), 7.98-7.80 (m, m-phCH, furan-H5, 3H), 6.94(s, furan-H3, 1H),
6.69(s, furan-H4, 1H).

T T T T T T T T T T ErO
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Sekil 4.12. 3d molekiiliiniin *C-APT. NMR spektrumu

BC-APT NMR (DMSO-dg)8: 163.57, 149.92, 145.68, 138.05, 133.81, 132.26, 128.98,
128.05, 114.01, 112.69.

4.4.5. N'-(furan-2-ilmetilen)-2-hidroksibenzohidrazit (3e)

0 0
f
M °\>/ﬂ _ e N
H ! 0 H 0
OH

OH

1 mmol 2- hidroksibenzohidrazit(1.52gr) ve 1 mmol 2-furanaldehit (1 ml) mutlak
etanolde ¢oziiliir. Reaksiyon ortami glasiyel asetik asit ile asitlendirildikten sonra 6 saat
geri sogutucu altinda kaynatilir. Fazla ¢oziicii ortamdan uzaklastirildiktan sonra olusan
kat1 siizilir, soguk dietileter ile yikanir. Kati1 etanol-heksan (1:2) karigiminda

kristallendirilir. Renk: kahve, e.n: 213-216°C.
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Sekil 4.13. 3e molekiiliiniin FT-IR spektrumu

FT-IR (ATR, cm™, v): 3250(OH ve N-H asimetrik ger. tit.), 3147 (N-H simetrik ger.
tit.), 3073-3032 (Ar. C-H ger. tit.), 1635 (C=0 ger, tit. (amit 1. Band)), 1607 (N-H
diizlem igi eg. tit. (amit 2. Band)).
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Sekil 4.14. 3e molekiiliiniin *H-NMR  spektrumu

'H-NMR (DMSO-dg) &: 11.82 (s, amit-NH, 1H), 11.78 (s, OH, 1H), 8.36(s, -C=NH,
1H), 7.92-7.84 (m, sly-H3 ve furan-H5, 2H), 7.45(t, J= 7.60 Hz, sly-H5, 1H) 7.05-6.91
(m, sly-H4, H6 ve furan-H3, 3H), 6.65(s, furan-H4, 1H).
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Sekil 4.15. 3e molekiiliiniin **C-APT NMR spektrumu

BC-APT NMR (DMSO-dg) &: 165.20, 159.45, 149.71, 145.93, 138.85, 134.29, 128.93,
119.41, 117.73, 116.35, 114.58, 112.74.

4.1.6. N'-(furan-2-ilmetilen)izonikotinohidrazit (3f)

0
| o. [\ Et-OH, Reflux
{ AN {S/NHZ + 0 »> N

1 mmolPiridinkarboksilasidhidrazid (1.37gr) ve 1 mmol 2-furanaldehit (1 ml) mutlak
etanolde ¢oziiliir. Reaksiyon ortami glasiyel asetik asit ile asitlendirildikten sonra 5 saat
geri sogutucu altinda kaynatilir. Fazla ¢oziicli ortamdan uzaklastirildiktan sonra olusan
kat1 siiziilir, soguk dietileter ile yikanir. Kati etanol-dioksan (1:2) karisiminda
kristallendirilir. Renk: kirli beyaz, e.n: 215-217 °C.
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Sekil 4.16. 3f molekiiliiniin FT-IR spektrumu

FT-IR (ATR, cm™, v): 3268 (N-H asimetrik ger. tit.), 3121 (N-H simetrik ger. tit.), 3081-
2996 (Ar. C-H ger. tit.), 1648 C=0 ger. tit. (amit 1. Band)), 1618 (N-H diizlem igi eg. tit.
(amit 2. Band)).
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Sekil 4.17. 3f molekiiliiniin "H-NMR spektrumu
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'H-NMR (DMSO-dg) &: 12.03 (s, amit-NH, 1H), 8.79 (dd, J=4.40, 1.00, py. N-CH, 2H),
8.35(s, -C=NH, 1H), 7.81 (dd, J=4.40, 1.60, 2H, py. C-CH ), 7.88 (d, J=1.80, furil-H5,
1H), 6.99 (d, J=3.20, furil-H3, 1H), 6.69 (dd, J=1.60, 1.60, furil-H4, 1H).

210 200 190 180 170 160 150 140 120 120 110 : 100 <0 80 70 50 50 40 30 20 10 ] -10
1 (ppm)

Sekil 4.18. 3f molekiiliiniin **C-APT NMR spektrumu

BC-APT NMR (DMSO-dg) &: 161.99, 150.81, 149.62, 146.04, 140.88, 139.12, 121.97,
114.83, 112.79

4.1.7. N'-(furan-2-ilmetilen)-1H-indol-7-karbohidrazit (3g)

H 0 /R Et-OH, Reflux H
N. + - N.
NH © H NH O 0/

1 mmollH-indol-7-karbohidrazit (0.87gr) ve 1 mmol 2-furanaldehit (1 ml) mutlak

etanolde ¢oziiliir. Reaksiyon ortami glasiyel asetik asit ile asitlendirildikten sonra 10 saat

geri sogutucu altinda kaynatilir. Fazla ¢oziicii ortamdan uzaklastirildiktan sonra olusan
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kat1 siiziiliir, soguk dietileter ile yikanir. Kati etanol-dioksan (2:1) karigiminda
kristallendirilir. Renk: acik kahve, e.n: 129-132 °C.

|
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Sekil 4.19. 3g molekiiliiniin FT-IR spektrumu
FT-IR (ATR, cm™, v): 3422 (indol N-H ger. tit.), 3227 (amit N-H asimetrik ger. tit.),

3145 (amit N-H simetrik ger. tit.), 3111-3010 (Ar. C- H ger. tit.), 1638 (C=0 ger. tit.
(amit 1. Band)), 1623 (N-H diizlem igi eg. tit. (amit 2. Band)).
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Sekil 4.20. 3g molekiiliiniin *H-NMR spektrumu

IH-NMR (DMSO-dg) 3: 11.85 (s, amit-NH, 1H), 11.15 (s, indol-NH, 1H), 8.38(s, -
C=NH, 1H), 7.88-6.54 (m, Ar.CH, 6H), 6.9 (d, J=3.20, furil-H3, 1H), 6.69 (dd, J=1.60,
1.60, furil-H4, 1H).

4.1.8. N'-((1H-pirol-2-il)metilen)-2-klorobenzohidrazit (3h)

o. [\  EtOH,Reflux

1 mmol 2-klorobenzohidrazid (1.7gr) ve pirol-2- karboksaldehit (0.95 gr) mutlak
etanolde ¢oziiliir. Reaksiyon ortami glasiyel asetik asit ile asitlendirildikten sonra 8 saat
geri sogutucu altinda kaynatilir. Fazla ¢oziicii ortamdan uzaklastirildiktan sonra olusan

kat1 sliziliir, soguk dietileter ile yikanir. Kati etanol-dioksan (1:1) karigiminda
kristallendirilir. Renk: koyu kahve, e.n: 104-107°C.



46

a

9] 34002

88 30401

3205
B6{

8

%T

B4

1646.2

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 550

Sekil 4.21. 3h molekiiliiniin FT-IR spektrumu

FT-IR (ATR, cm™, v): 3400 (pirol N-H ger. tit.), 3205  (amit N-H ger. tit.), 3070-3005
(Ar. C-H ger. tit.), 1642 (C=0 ger. tit. (amit 1. Band)), 1609 (N-H diizlem igci eg. tit.
(amit 2. Band)).
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Sekil 4.22. 3h molekiiliiniin *H-NMR spektrumu
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'H-NMR (DMSO-dg) &: 11.56 (s, amit-NH, 1H), 11.55 (s, pirol-NH, 1H), 8.10(s, -
C=NH, 1H), 7.56-7.48 (m, Ar.CH, 4H), 6.93 (s, pirol-H5, 1H), 6.49 (s, pirol-H3, 1H),
6.15 (s, pirol- H4, 1H).

.?\m .“Dﬂ ll-'r‘.",- l:“'."ﬁ 170 160 l"'.fl l‘\f‘, 130 l.."ﬂ |'|'l : 100 f:n r;n 7‘ﬂ 60 S0 10 30 “I’) 1‘0 In -Ilﬂ
Sekil 4.23. 3h molekiiliiniin *C-APT NMR spektrumu

BC-APT NMR (DMSO-dg) &: 162.49, 141.34, 135.99, 131.71, 130.88, 130.18, 129.78,
127.74,127.29, 123.22, 114.10, 109.85.

4.1.9. N'-((1H-pirol-2-il)metilen)-3-metoksibenzohidrazit (3i)

NH; o. Et-OH, Reflux NS

> H ”

Irz
+

N
H H
OCH3 OCHj,

1 mmol 3-metoksibenzohidrazid (1.66 gr) ve pirol-2-karboksaldehit (0.95 gr) mutlak
etanolde ¢oziiliir. Reaksiyon ortami glasiyel asetik asit ile asitlendirildikten sonra 10 saat

geri sogutucu altinda kaynatilir. Fazla ¢oziicii ortamdan uzaklastirildiktan sonra olusan
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kat1 siiziliir, soguk dietileter ile yikanir. Kat1 etanolde kristallendirilir. Renk: koyu kahve,
e.n: 147-150 °C

9%
98-

3416.5 20054 28357

3061

92 3212

%T

1643.8

1606.7

82 1082,8

.
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 580
cm-1

Sekil 4.23. 3i molekiiliiniin FT-IR spektrumu

FT-IR (ATR, cm™, v): 3417 (pirol N-H ger. tit.), 3212 (N-H ger. tit.), 3072-3020 (Ar.
C-H ger. tit.), 20905-2837( Ar-OCH3 C-H asimetrik ger. tit.), 1644 (C=0 ger. tit.) (amit
1. band) 1607 (N-H diizlem igi eg. tit.) (amit 2. band)
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Sekil 4.24. 3i molekiiliiniin *H-NMR spektrumu

'H-NMR (DMSO-dg) &: 11.54 (s, amit-NH, 1H), 11.47(s, pirol-NH, 1H), 8.28(s, C=NH,
1H), 7.50-7.39 (m, Ar.CH, 3H), 7.14 (d, J=7.2 Hz, o-hidroksi CH, 1H), 6.96 (s, pirol-Hs,
1H), 6.54 (s, pirol-H3, 1H), 6.16 (s, pirol-Hg4, 1H), 3.86 (s, -OCHj3, 3H)
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Sekil 4.25. 3i molekiiliiniin *C-APT NMR spektrumu
p

BC-APT NMR (DMSO-dg) &: 162.79, 159.64, 141.46, 135.66, 130.03, 127.47, 123.01,
120.16, 117.68, 113.85, 113.17, 109.71, 55.79.

4.1.10. N'-((1H-pirol-2-il)metilen)-3-hidroksi-2-naftohidrazid (3j)

0
My, o [} EOH R N’Nﬂ
. - s
900y 904 s
OH OH

1 mmol 3-hidroksi-2-naftoikasithidrazit (2.02 gr) ve pirol-2-karboksaldehit (0.95 gr)

= B

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

10 saat geri sogutucu altinda kaynatilir. Fazla ¢6ziicli ortamdan uzaklastirildiktan sonra
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olusan kat1 siiziiliir, soguk dietileter ile yikanir. Kat1 heksanda kristallendirilir. Renk: agik
kahve, e.n: 189-190 °C
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cm-1

Sekil 4.26. 3j molekiiliiniin FT-IR spektrumu
FT-IR (ATR, cm™, v): 3508 (O-H ger. tit. ), 3420 (pirol N-H ger. tit.), 3210 (N-H ger.

tit.), 3072-3010 (Ar. C-H ger. tit.), 1645 (C=0 ger. tit.(amit 1. band)), 1612 (N-H diizlem
ici eg. tit. (amit 2. band).
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Sekil 4.27. 3j molekiiliiniin *H-NMR spektrumu

'H-NMR (DMSO-dg) &: 11.75(s, amit-NH, 1H), 11.61(y, OH, 1H), 11.49(s, pirol-NH,
1H), 8.46(s, -C=NH, 1H), 8.44 (s, naftil-H3, 1H), 7.91 (d, J=8.4, naftil-H4, 1H), 7.76 (d,
J=8.4, naftil-H7, 1H), 7.36 (t, J=7.2, naftil-H5, 1H), 7.52 (t, J=7.2, naftil-H6, 1H), 7.32
(s, naftil-H8, 1H),6.96 (s, pirol-H5, 1H), 6.54 (s, pirol-H3, 1H), 6.16 (s, pirol-H4, 1H).
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Sekil 4.28. 3j molekiiliiniin *C-APT NMR spektrumu

BC-APT NMR (DMSO-dg) &: 163,99, 154.87, 142.15, 136.27, 130.31, 129.11, 128.65,
127.32,127.22, 126.31,124.25, 123.40, 120.39, 114.46, 111.04, 109.89.

4.1.11. N'-((1H-pirol-2-il)metilen)izonikotinohidrazit (3k)

_NH, 0 [\ Et-OH, Reflux /1
: |

1 mmol 4- Piridinkarboksilikasithidrazid(1.37gr) ve Pirol-2- karboksaldehit (0.95 gr)
mutlak etanolde ¢oziiliir. Reaksiyon ortami glasiyel asetik asit ile asitlendirildikten sonra
12 saat geri sogutucu altinda kaynatilir. Fazla ¢oziicli ortamdan uzaklastirildiktan sonra
olusan kati siiziiliir, soguk dietileter ile yikanir. Kat1 etanol-dioksan (1:1) karisiminda

kristallendirilir. Renk: kiremit, e.n: 230-233 °C.
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Sekil 4.29. 3k molekiiliiniin FT-IR spektrumu

FT-IR (ATR, cm™, v): 3263 (pirol N-H ger. tit.), 3200  (amit N-H ger. tit.), 3076-3034
(Ar. C-H ger. tit.), 1650 (C=0 ger. tit. (amit 1. band)), 1606 (N-H diizlem i¢i eg.tit. (amit
2. band)).
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Sekil 4.30. 3k molekiiliiniin *H-NMR spektrumu

'H-NMR (DMSO-dg) &: 11.53(s, amit-NH, 1H), 11.51(s, pirol-NH, 1H), 8.77 (dd,
J=5.00,1.20, py. N-CH, 2H), 8.35(s, -C=NH, 1H), 7.81 (dd, J=5.00, 1.60, 2H, py. C-CH
), 6.95 (s, pirol-H1, 1H), 6.72 (s, pirol-H3, 1H), 6.15 (s, pirol-H2, 1H).
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Sekil 4.31. 3k molekiiliiniin *C-APT NMR spektrumu

BC-APT NMR (DMSO-dg) &: 161.48, 150.73, 142.43, 141.27, 127.25, 123.43, 121.96,
114.44,109.89.

4.1.12. N'-((1H-pirol-2-il)metilen)-1H-indol-7-karbohidrazid (3I)

H 0 /R Et-OH, Reflux

N

N o ~

\NHZ + \ N&\(/D
H

=

\\H 0 H NH O

1 mmol 1H-indol-7-karbohidrazid (1.75 gr) ve pirol-2-karboksaldehit (0.95 gr) mutlak
etanolde ¢oziiliir. Reaksiyon ortami glasiyel asetik asit ile asitlendirildikten sonra 10 saat
geri sogutucu altinda kaynatilir. Fazla ¢oziicii ortamdan uzaklastirildiktan sonra olusan

kat1 slziliir, soguk dietileter ile yikanir. Kati etanol-dioksan (1:2) karisiminda
kristallendirilir. Renk: bej, e.n: 206-209°C.
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Sekil 4.32. 3l molekiiliiniin FT-IR spektrumu

FT-IR (ATR, cm™, v): 3400 (indol N-H ger. tit.), 3300 (pirol N-H ger. tit.), 3223 (amit N
-H ger. tit.), 3107- 3028 (Ar. C-H ger. tit.), 1637 (C=0 ger. tit. (amit 1. band)), 1611 (N-
H diizlem i¢i eg. tit. (amit 2. band)).
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Sekil 4.33. 31 molekiiliiniin *H-NMR spektrumu

'H-NMR (DMSO-dg) &: 11.58(s, amit-NH, 1H), 11.53(s, indol-NH, 1H), 11.13(s, pirol-
NH, 1H), 8.33(s, -C=NH, 1H), 7.77 (d, J = 7.80 Hz, indol H4, 1H), 7.70 (t, J = 2.8 Hz,
indol H2, 1H), 7.39 (d, J = 7.80 Hz, indol H6, 1H), 7.12 (t, J = 7.80 Hz, indol H5, 1H),
6.93 (s, pirol-H5, 1H), 6.52 (dd, J = 2.00, 1.20 Hz, pirol-H3), 6.16 (s, indol-H3, 1H), 6.16
(dd, J = 3.6, 2.0 Hz, pirol- H4, 1H).
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Sekil 4.34. 31 molekiiliiniin *C-APT NMR spektrumu

BC-APT NMR (DMSO-dg) &: 163.55, 141.09, 134.63, 129.62, 127.69, 127.21, 124.42,
122.84,120.57, 118.60, 116.92, 113.47, 109.74, 101.66.

4.2. Sentezlenen Bilesiklerin Biyolojik Aktivite Bulgular:

4.2.1. in Vitro Antioksidan Aktivitelerin Degerlendirilmesi

DPPH Siipiirme Aktivitesi bakimindan sentezlenen tiim bilesikler degerlendirilmistir.
Bilesiklerin DPPH radikalini temizleme o6zellikleri birbirinden ve standartlardan g¢ok

farkli ve degisken bulunmustur.

3b, 3d, 3e bilesikleri en diisiik DPPH temizleme aktivitesi gosterirken, diger bilesikler
cok daha yiiksek aktivite gostermistir. Hatta bilesiklerin standart olarak kullandigimiz
BHT ve Askorbik asit ¢ozeltilerine yakin aktivite gostermislerdir. DPPH metoduna gore
en yliksek antioksidan 6zellik gosteren askorbik asit standardi olmustur. Bilesikler icin
DPPH radikalini temizleme aktivitesi sirasiyla su sekilde tespit edilmistir: Askorbik
Asit>3a>3c>3f>3g>BHT>3h>3i>3j>3k>3b>3d>3e



Tablo 4.1. Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin DPPH siipiirme aktiviteleri

Bilesikler IC50 (Mikrogram/mL)
(pg/mL)
3a 48,5 £5,3
3b 55,7 £5,7
3C 21,8 +6,4
3d 25,3 +4)9
3e 54,3 +8,5
3f 49,7 +8,2
39 454 +7,3
3h 23,2+7,6
3i 25,4 £5,5
3j 19,6 £5,2
3k 22,8 £5,2
3l 22,7 £6,4
Askorbik asit 17,1 £2,6
BHT 40,4 +5,4
IC50 (ug/mL)
60-
40+
8
Q
20+
0-
P AP of ad ap B ad A B D D N
9
N
é&9
v.

Newly Compounds

Sekil 4.35. Yeni sentezlenen bilesiklerin (3a-1) DPPHe radikalini siiptirme kapasiteleri
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4.2.2. . In Vitro Anti-kanserojen Ozelliklerin Degerlendirilmesi

MCF-7, SW620 ve 1929 hiicrelerinde, test edilen bilesiklerin (3a-1) sitotoksitesi, MTT
yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Hemen hemen tiim bilesikler 24 saat siiresince
SW620 ve MCF-7 hiicrelerinde yiiksek derecede sitotoksik aktivite gostermistir. Tim
bilesiklerin IC50 degerleri 10 uM degerinin olduk¢a asagisindadir.

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

IC 50 DEGERLERI (uM)
SW620 MCF-7 929

3a 6,75 6,35 25,8
3b 4,51 4,33 40,6
3¢ 0,72 4,61 55,5
3d 0,62 4,89 37,3
3e 3,58 5,03 35,2
3f 3,01 5,26 38,6
3g 6,63 0,83 23,7
3h 23 4,09 20,9
3 1,97 5,38 22,4
3j 047 0,35 19,8
3k 0,82 4,26 16,9
3l 0,18 0,2 20,3

Buna ragmen bilesiklerin, 929 fibroblast hiicre hattinda ise sitotoksik aktivitesinin
bulundugu fakat MCF7 ve SW620 hiicre hatlarinda bulunan sitotoksik aktivite
degerlerine nazaran daha zayif oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.2.1.). Buna ilaveten, yeni
sentezlenen 12 adet bilesiginin normal fibroblast hiicrelerinden olusan 1929 hiicre
hattinda sadece yiiksek konsantrasyonlarda (>15 upM) sitotoksik etkili oldugu
gdsterilmistir. Inkiibasyon siiresinin uzamasiyla hiicrelerin etken madde ile daha fazla
etkilesim halinde kaldiklari dikkatte alindiginda, bilesiklerin anti-kanser aktivitesinin

orantili olarak artacag literatiir verileri tarafinda desteklenmektedir.
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Sekil 4.36. Yeni sentezlenen bilesiklerin hiicre hatlarindaki % Hiicre canlilik sonuglari. Aktiviteler 24
saatlik inkiibasyon sonucunda degerlendirilmistir (***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05)

Sonug olarak; bilesiklerin SW620 ve MCF-7 hiicre hatlari tizerinde iyi diizeyde sitotoksik
aktivitelerinin bulundugu ve SW620 hiicresi iizerinde yeni sentezlenen bilesiklerin daha

etkili oldugu gozlenmistir.

IC50 dozlarinda test bilesikleri ile muamele edilmis MCF-7 ve SW620 hiicre hatlarinin

morfolojik goriiniimleri, ZeissAxioinverted mikroskop (10x) ile goriintiillenmistir ve
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hiicrelerdeki degisimlerin goriintiilenmesi saglanmistir (Sekil 10). Yeni sentezlenen test
bilesiklerinin serisi (3a-1) 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 Oliimii sirasinda hiicre morfolojisinde baz1 karakteristik  degisiklikler
gozlenmektedir (Hessler et al., 2005). Sekilde gosterildigi gibi, kontrol grubundaki birgok
hiicre, seklini ve membran biitiinliigiini korumustur. Bunun aksine, molekiiller
uygulandiktan sonra hiicre zari biitiinliigiiniin bozulmasi ve hiicresel biiziilme gibi
morfolojik degisiklikler gozlenmistir. Baz1 hiicrelerde kiiciik kiiclik vezikiil olustugu
goriilmiistiir. Olii hiicrelere benzer karakteristik ozellikler sergileyen hiicreler sekil
iizerinde kirmizi ok ile isaretlenmistir. Sekilde gbzlenen morfolojik degisiklikler apoptoz
ile uyumlu bulunmustur. Kisacasi, molekiillerin membran yapisinda bozulmaya neden
oldugu, dolayisiyla hiicre i¢i molekiillerin de ayrismasina neden oldugu diistiniilmektedir.
Morfolojik degisiklikler apoptotik hiicre Oliimiinii gosterebilir. Test bilesiklerinden
etkilenen hiicreler normal yapisik hiicre seklini kaybeder ve birkag saat i¢inde birbirinden
ayrilmig yuvarlak hiicrelere doniisiir. Bu tiir ayr1 hiicreler, plaka ylizeyinden ayrilir. Bu
gruplarda gozlenen hiicrelerin ayrilmasi, sekil degistirmeleri ve yuvarlak, kirisik bagimsiz
hiicrelere doniismeleri apoptoz goriiniimii olarak kabul edilmistir. Saglikli fibroblast
L929 hiicrelerinde test bilesiklerinin 24 saat siiresince uygulanmasi sonucunda elde
edilen IC50 degerlerinin >15 uM oldugu goriilmistiir. Yine L929 hiicrelerinin morfolojik
yapilar1 ve bliylimesi ZeissAxio ters mikroskobu (10x) ile goriintiilenmis olup, test

bilesiklerinin olumsuz bir etkisi belirlenmemistir.
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Sekil 4.37. Test bilesiklerinin MCF-7 hiicrelerinde uygulama sonrasi hiicre morfolojileri. (Olii hiicreler
kirmizi ok ile isaretlenmistir. 10X goriintiiler i¢in 6lgek ¢ubugu: 100 um ve 20X goriintiiler igin 6lgek
¢ubugu: 200 um’dir.)
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Sekil 4.38. Test bilesiklerinin SW-620 hiicrelerinde uygulama sonrasi hiicre morfolojileri. (Olii hiicreler
kirmizi ok ile isaretlenmistir. 10X goriintiiler i¢in 6lgek ¢ubugu: 100 pm ve 20X goriintiiler igin 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

orantilanmast sonucu bitki ekstrelerinin en iyi hangi hiicreler {izerinde etkili olduguna

dair karsilastirma sonuclar1 elde edilmistir.

Secicilik indeksi olarak tanimlanan bu karsilastirma da bilesiklerin segicilik indeksi
olarak 112,77 degeri ile 31 bilesiginin SW620 hiicre hattinda en iyi antikanserojen aktivite
gosterdigi, yine 31 bilesiginin ise 101,5 segicilik indeksi degeriyle MCF-7 hiicre hattinda
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en yiiksek antikanserojen aktiviteyi gosterdigi goriilmektedir. Yine yeni sentezlenen
bilesiklerin Segicilik indeksi degerlerinin SW620 hiicrelerinde 3,82 ile 112,77 degerleri
arasinda dagilim gosterdikleri ve MCF-/ hiicre hattinda ise 3,97 ile 101,5 degerleri
arasinda dagilim gosterdikleri ve birbirine goreli olarak benzer oldugu da Tablo 4’te

goriilmektedir.

Tablo 4.3. Test bilesiklerinin 1929, MCF-7 ve SW620 hiicre hatlarindaki IC50 degerlerinin
karsilastiriimasindan elde edilen Segicilik indeksi (Selectivity Index)

Secicilik Indeksi (Selectivity Index)

Bilesikler IC50 (L929/SW620) IC50 (L929/MCF-7)
3a 3,82 4,06
3b 9,01 9,38
3cC 77,08 12,04
3d 60,16 7,63
3e 9,83 7,00
3f 12,82 7,34
39 3,57 28,55
3h 9,09 511
3i 11,37 4,16
3j 42,13 56,57
3k 20,61 3,97
3l 112,77 101,5

4.2.3. Antimikrobiyal Aktivite Sonuclari

Sentezlenen 12 agilhidrazon (3a-l) bilesigi, 5 farkli patojene karsi antimikrobiyal
aktiviteleri bakimindan test edilmis olup bu kimyasallarin denedigimiz patojenlere karsi
herhangi bir 6nemli antimikrobiyal etkisi belirlenmemistir (Tablo 5). MIK degerleri< 0,1
mg/mL  oldugunda madde &nemli etkili; MIK degerleri 0,1<MIK < 0,625
mg/mLoldugunda orta etkili, MIK degeri> 0,625 mg/mL olanlar ise diisiik etkili olarak
smiflandirilir (Kuete, 2010; Awouafack vd., 2013). Mevcut bulgular neticesinde; 3a-I

bilesiklerinin genel olarak baz1 mikroorganizmalar iizerinde orta diizeyde antimikrobiyal
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aktivite gosterdigi ortaya c¢ikmistir. Sentezlenen bilesiklerin timiinin B. cereus

mikroorganizmasi lizerinde etkili olmadigi goriilmistiir.

Tablo 4.4. Yeni sentezlenen bilesiklerin antimikrobiyal etkisi

Mikroorganizmalar
Bilesikler | E.coli S.aureus | P. B.cereus C.
auroginosa albicans

3a 0,6 >5 >5 >5 >5
3b >5 0,6 >5 >5 >5
3c 0,3 0,3 0,6 >5 0,6
3d 0,3 0,3 0,3 >5 0,6
3e 0,6 0,6 >5 >5 0,6
3f >5 >5 >5 >5 >5
39 >5 >5 >5 >5 0,6
3h >5 >5 >5 >5 >5
3i 0,6 0,6 >5 >5 0,6
3j 0,3 0,3 0,6 >5 0,6
3k 0,6 0,3 0,6 >5 0,6
3l 0,3 0,3 0,6 >5 0,6

4.2.4. 1.929 Hiicre Kiiltiiriinde Hiicrelerin Oksidatif stresinin Degerlendirilmesi

Analiz Sonuglari

4.2.4.1. Lipidperoksidasyonunun gostergesi Malondialdehit (MDA) Duzeylerinin

Degerlendirilmesi

Yeni sentezlenen 12 farkli tiirev bilesiklerinin (3a-1) 100mikromolar konsantrasyonlarda
calismadaki saglikli kontrol hiicre hatti olan 1929 fibroblast hiicre hatlarina
uygulanmasiyla birlikte, genel olarak hiicrelerdeki MDA degerlerinde kontrol grubuna
gore istatistiksel farkliliklar bulunmamistir. Ancak 3c, 3d, 3i, 3j, 3k, 31 bilesiklerinde
kontrol grubuna gore bir miktar fazla artis gézlenmistir ve kontrol grubuna gére bu

bilesiklerin uygulandigi hiicrelerdeki lipit peroksidasyonun gostergesi olan MDA
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degerlerindeki artiglar istatistiksel olarak da 6nemli bulunmustur (P<0,05). Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda; diger bilesiklerde ise hemen hemen tiim doz gruplarinda benzer

degerler elde edilmistir.

Tablo 4.5. 1929 hiicre hatlarinda 100 uM konsantrasyonda test bilesigi uygulandiginda 24 saat sonrasinda
MDA seviyeleri (* p<0,05)

L.929 Hiicre Hatt1 MDA seviyesi (nmol/gP)
Bilesikler Ortalama+SH
Kontrol 4,5+0,9

3a 4,7+1,0

3b 4,9+0,9

3c 5,6+1,3%*

3d 6,5+1,7*

3e 4,8+1,6

3f 4,7£1,5

39 4,6+0,9

3h 4,9+0,9

3i 6,9+1,8%

3j 6,8+1,3*

3k 6,5+1,8*

3l 6,8+1,5%

4.2.4.2. Toplam Antioksidan Seviyenin Degerlendirilmesi

Yapilan deneysel ¢alisma sonucunda saptanan verilere gore, 100uM konsantrasyonlarda
test bilesigi (3a-1) uygulanan 1929 hiicre hatlarinda, TAS degerlerinde kontrol grubu
verilerine gore bazi bilesiklerde istatistiksel olarak anlamli (P<0,05) degisiklikler tespit
edilmistir (Tablo 7). Ancak genel olarak uygulanan test bilesiklerinin L929 hiicre hattinda

antioksidan kapasite iizerinde 6nemli degisimler olusturmadigi sylenebilir.
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Tablo 4.6. Farkli konsantrasyonlarda test bilesikleri uygulanmig L929 hiicre hatlarinda TAS diizeyleri

L.929 Hiicre Hatt1 TAS seviyesi (milimol/L)
Bilesikler Ortalama+SH
Kontrol 0,40+0,05

3a 0,41+0,03

3b 0,44+0,05*
3c 0,47+0,04*
3d 0,45+0,05*
3e 0,43+0,05*
3f 0,41+0,11

39 0,38+0,06

3h 0,39+0,06

3i 0,38+0,04

3j 0,39+0,05

3k 0,36+0,06*

3l 0,35+0,05*

* 1saretiyle gosterilen gruplarda kontrol grubuna goére TAS seviyesinde istatistiksel olarak

anlaml artma ve azalmalar goriilmiistiir (p<0,05).

4.2.4.2. Toplam Oksidan Seviyenin (TOS) Degerlendirilmesi

100uM konsantrasyonlarda test bilesikleri uygulanmis L1929 hiicre hatlarinda toplam
oksidan seviyeleri (TOS) kontrol grubu verileri ile karsilastirildiginda, tim deneysel
gruplarda istatistiksel olarak anlamli azalmalarin ve artislarin (P<0,05) oldugu
saptanmuistir (Dastan, 2017). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 3c, 3d, 3i, 3j, 3k ve 3l
bilesiklerinde en yliksek TOS degerleri tespit edilmistir (P<0,05). Genel olarak diger
bilesiklerinin uygulandig1 gruplarda kontrol grubuna gére TOS miktarlarinda istatistiksel

anlamli degismeler goriilmemektedir.
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Tablo 4.7. Farkli konsantrasyonlarda test bilesikleri uygulanmig L929 hiicre hatlarinda TOS diizeyleri

L.929 Hiicre Hatt1 TOS seviyesi (umol/L)
Bilesikler Ortalama+SH
Kontrol 0,89+0,14

3a 0,87+0,14

3b 0,86+0,13

3c 0,99+0,14*
ad 0,98+0,15%*
3e 0,88+0,13

3f 0,86+0,11

39 0,89+0,15

3h 0,89+0,12

3i 0,99+0,13%%*
3] 0,98+0,10**
3k 0,99+0,11%%*
3l 0,99+0,10%*

** jsaretiyle goOsterilen gruplarda kontrol grubuna gore TOS seviyesinde artma

goriilmistiir (p<0,05).

4.24.3. L1929 Hiicrelerinde Test Bilesikleri Uygulanmasiyla Oksidatif Stres
Indeksindeki Degismeler

Yapilan deneysel c¢alismaya gore, 100uM konsantrasyonlarda test bilesikleri (3a-l)
uygulanan 1929 hiicre hatlarinda, kontrol grubuyla karsilastirildiginda OSI degerlerinde

istatistiksel olarak anlamli (P<0,05) azalmalar ve artmalar tespit edilmistir (Dastan,
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2017). Sadece 3b ve 3e bilesiklerinin uygulandigi L1929 hiicrelerinde kontrol grubuna
gore oksidatif stres indeksinin istatistiksel anlamli derecede azaldigi belirlenmistir
(p<0,05). Yine 3i, 3j, 3k ve 3l bilesiklerinin uygulandigi L929 hiicre hattinda toplam
oksidatif stres indeksinin kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli derecede arttig1 tespit
edilmistir (p<0,05) ve diger bilesiklerin uygulandig1 hiicre hatlarinda ise oksidatif stres

indeksinin kontrol grubuyla anlamli bir farklilik gostermedigi tespit edilmistir.

Tablo 4.8. Test bilesikleri uygulanmis 1.929 hiicre hatlarinda OS] diizeyler

L929 Hiicre Hatt1 OSI seviyesi
Bilesikler Ortalama+SH
Kontrol 0,22+0,09
3a 0,21+0,05
3b 0,20+0,09*
3c 0,21+0,09
ad 0,22+0,05
3e 0,20+0,04*
3f 0,21+0,05
39 0,23+0,07
3h 0,23+0,06
3i 0,26+0,08%*
3j 0,25+0,05%%*
3k 0,28+0,05%%*
3l 0,26+0,05%%*

* isaretiyle gosterilen gruplarda kontrol grubuna gore Oksidatif stres indeksi degerlerinde
azalmalar oldugu goriilmustir (p<0,05). ** isaretiyle gosterilen gruplarda kontrol

grubuna gore Oksidatif stres indeksi degerlerinde artmalar goriilmiistiir (p<0,05).

4.2.5. DNA hasarim onleyici aktivite sonuclari

Bu tez ¢alismamizda; pBR322 plazmit DNA’sina H,O, ve UV maruziyeti esliginde hasar

meydana getirilmis ve olusan hasarin 12 farkli yeni sentezlenmis bilesik ile muamele
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edilmis deney ortaminda kapali dairesel pBR322 plazmit DNA'sinin siiper sarmalini
modifiye etme yetenekleri aragtirllmistir. Bu yonteme gore, tiirev bilesiklerin DNA
hasarini onleme yetenegi, DNA’ya zarar veren faktorler olan hidrojen peroksit (H202) ve
UV 15181 varhiginda degerlendirilmistir. DNA hasarina karsi tiirev bilesiklerin koruyucu
etkisinin goriildiigii resimlerde, jel lizerinde plazmit DNA’sinin 2 bandi arasinda form I
ve form II bantlarinin yogunlugunun azalmasiyla birlikte, form III bandinin ortaya ¢iktig
gorilmektedir (Sekil 12). Genel olarak bilesikler 100 uM ve 10 uM dozlarda olacak
sekilde 2 farkl yiiksek doz konsantrasyonda uygulanmistir. Bilesiklerin plazmit DNA’s1
iizerindeki koruyucu aktivitesinin genel olarak iyi oldugu, bununla birlikte plazmit
DNA’sin1 yiiksek dozlarda daha iyi bir sekilde hasardan koruduklari ama diisiik dozlarda
biraz daha az aktivite gosterdikleri bulunmustur. Bilesiklerin plazmit DNA’sinin siiper
sarmal DNA yapisin1 koruyabildigi, jel lizerinde Form 1 bantlarinin varligr ile
gosterilmistir. Ayn1 zamanda bilesiklerin uygulandig1 drneklerden 3f ve 3j bilesiklerinde
ise tamamen plazmit DNA sinin eridigi, jel iizerinde goriintiilenemedigi belirlenmistir.
Bu durumda 3f ve 3j bilesiklerinin DNA molekiiliinii H,O, ve UV hasarina karsi
koruyamadigi sOylenebilir. Diger taraftan 3e, 3k ve 3l bilesiklerinin de plazmit
DNA’smin Form 1 bandinda yogunlugun azaldig1 gézlenmekle birlikte Form 3 bandinin
daha belirginlestigi soOylenebilir. Diger bilesiklerin oksidatif hasara kars1 plazmit
DNA’simm1  daha iyi Koruyabildikleri jel tizerindeki bant goriinlimlerine gore
soylenebilmektedir. Genel olarak 3f ve 3j bilesiginin kullanildigi deny grubu digindaki
tim Orneklerde Form 1 bantlarinin bulundugu ama parlaklik seviyesinin degistigi
goriilmektedir. Ayn1 zamanda silik bile olsa Form 2 bandi1 3f ve 3j disindaki tiim
bilesiklerin kullanildig: tiiplerde tespit edilmistir. Plazmit DNA’sinin Form 3 band ise jel

iizerinde baz1 6rneklerde oldukga zay1f olarak tespit edilmistir.
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Form

Form

Form 2

M K1 K2 K3 K4 3a 3b 3c 3d 3¢ 3f 3g) 3h 3i 3j 3k 3l

Sekil 4.39. Test bilesiklerinin DNA koruyucu aktivitesinin agaroz jelde goriintiilenmesi. (1.Siitun: M: DNA
biiyiiklik 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, 3a-31: Plazmit DNA + UV+ Hidrojen peroksit + 100uM konsantrasyonda sirasiyla
bilesikler kullanilmstir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
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Sekil 5.1. Genel sentez semasi

Bu tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerin erime noktalari tespit edildi. Kristalize edilen
sonug maddelerin spektral yapilarinin aydinlatilmasi FT-IR, *H-NMR ve *C-APT NMR
spektroskopik yontemlerle gergeklestirildi. (3a-1) bilesiklerin yapisinda yer alan 3140-
3280 cm™ arahiginda amit NH simetrik ve asimetrik gerilme titresimleri, 1638-1678 cm™

araliginda amit karbonil grubuna sogurma bantlari ile pirol halkasina ait 3400-3420 cm™
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araligindaki yayvan NH gerilme band1 reaksiyonun gerceklestigine isarettir ve literatiir ile

uyum i¢indedir.

Sentezlenen  molekiillerin = 'H-NMR  spektrumlari  incelendiginde:  2-furan/2-
pirolkarbaldehitin (1a-b) farkli aromatik hidrazit tiirevleri (2a-1) ile tepkimesinden olusan
hidrazon tiirevlerinin (3a-1) olusunu belirleyenen karakteristik pik CH=N bagina karsilik
gelen bir protona esdeger azometin protonuna ait sinyaldir. Singlet seklinde 8.10-8.45
ppm aralifinda ¢ikan bu sinyal bazen tek pik seklinde olmakla birlikte ¢ogu zaman
steroizomer durum kaynakli iki sinyal olarak spektrumlarda yer almaktadir. Final
molekiillerine ait (3a-1) 11.90-10.82 ppm araliginda integral degeri bir protona denk gelen
bir singletamit NH (steroizomerik yapidan dolay1 bazen ikili pikler), 11.47-11.51 ppm
araliginda bir protona denk pirol halkasina ait yayvan olarak goriinen NH sinyalleridir.
6.96 (s, pirol-Hs, 1H), 6.54 (s, pirol-Hsz, 1H), 6.16 (s, pirol-H,, 1H) kimyasal kaymalara
karsilik gelen singlet pikler pirol halkasinin varligini, 7.88 (d, J=1.80, furil-Hs, 1H), 6.99
(d, J=3.20, furil-H3, 1H), 6.69 (dd, J=1.60, 1.60, furil-Hs, 1H) kimyasal kayma ve
eslesme sabitleri furan halkasinin varligina isaret eder ve bu degerler literatiir ile uyum

icindedir.

Yine aym sekilde 3C-APT NMR spektrumlarini inceledigimizde: literatiir bulgularina
uygun olarak 164-162 ppm araliginda amit karbonil grubununa ait temel sinyal ve 168
ppm civarinda ayni grubun izomer piki goriilmektedir. 146-144 ppm bant aralifinda
temel pik ve 138 ppm civarinda izomer sinyaline karsilik gelen izomerik iki pik {riin
olusumunun varligina ait azometin karbonuna (-N=CH) aitir. Karbonil grubunun direk
aromatik halkaya bagli olmast karbonil grubunun halkadan mezomerik olarak elektron
cekmesi sonucu aktiflifi azalmasindan kaynaklanir. Daha aktif bir karbonil
izomerizasyonu daha belirgin kilar. Sonug olarak NMR spektrumlarinda bu sinyal ciftleri,
bu bilesiklerin, daha once tarif edilen diger izomerler gibi iki stereo izomerik formda var

oldugunu agikca gostermektedir.
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Bu ¢alisma kapsaminda yeni sentezlenmis olan bilesiklerinin deney ortaminda in vitro
kosullarda ¢esitli biyolojik 6zelliklerinin anlasilmasi ve deney ortamindaki hiicre i¢inde
cesitli  biyokimyasal  faaliyet  siireclerindeki etkinliklerinin belirlenmesi
gercgeklestirilmistir. Yaptigimiz deney caligmalari kapsaminda ilk olarak yeni sentezlenen
bilesiklerinin in vitro antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi ve Kkarsilastiriimasi
gerceklestirilmistir. Sentezledigimiz maddelerin antioksidan kapasitesinin belirlenmesi
icin genel olarak calismalarda bir veya birkac farkli analiz yontemi kullanilmaktadir. In
vitro antioksidan aktivite sonuglarina gore 12 bilesikte farkli derecelerde antioksidan
kapasitesi bakimindan aktif bulunmustur. Sitotoksik aktivite ve in vitro antitimor
caligmalarinda ise sentezledigimiz bilesiklerinin SW620 kolon kanseri ve MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinde ve normal fibroblast hiicrelerde (L929) uygulamalar1 yapilmistir.
Buna gore tim bilesiklerin MCF-7 ve SW620 kanser hiicrelerinde sitotoksik

aktivitelerinin giiclii etkinligi saptanmustir.

Tiim bilesikler kanser hiicrelerinin tizerinde sitotoksik etki gdstermelerinin yaninda ayni
zamanda normal fibroblast hiicrelerinde de zayif da olsa toksik etkili bulunmustur.

Normal hiicreler tizerinde gozlemlenen bu durum bizim istemedigimiz bir durumdur.
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Kanserin engelenmesi veya yavaslatilmasi ile ilgili 6neme binaen antioksidan ve
antitiimoraltestler biiylik bir 6nem arz etmektedir. Tam da bu noktada bu tez ¢alismasi ile
sentezlenen bir seri hidrazon bilesigi hem antioksidan 6zellikleri bakimindan hem de
antitimoral 6zellikleri bakimindan birlikte biitiin olarak incelenmistir. Yaptigimiz bu tez
caligmasi sirasinda sentezlenip farkli biyoaktif farmakolojik 6zelliklerini ortaya koymaya
calistigimiz birlesiklerle ilgili arastirmanin halihazirda bulunan literatiir bilgisine katk1
saglayacagi asikardir. Sentezlenen tiirev bilesiklerin bu ¢aligma kapsaminda her tiir hiicre
icin kesin antioksidan ya da kesin oksidan madde olduklari netlesmis olmasa da, bu konu

kapsaminda daha sonrasinda yapilacak ¢alismalar i¢in rol-model niteliktedir.
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