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OZET

ANTIKANSER ETKILI YENI HIDRAZON TUREVLERININ SENTEZI,
BiYOLOJIK AKTIVITELERI VE YAPI-ETKI ILISKILERININ
DEGERLENDIRILMESI

Zahra MARYAM
Farmasotik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisti, Ocak 2024
Danigman: Prof. Dr. Zafer Asim KAPLANCIKLI

Kanser, diinya capinda Oliimlerin baslica nedenlerinden biridir. Mide kanseri tiim
kanserlerin %5,6'sin1 olusturmaktadir. H. Pylori ise mide kanserine neden olan en 6nemli
patojendir. Ureaz ise nitrojen dongusii icin onemli bir enzim olarak bilinir ve mikrobiyal
protein sentezi ve mikroorganizmalarin biiyiimesi i¢in olduk¢a dnemlidir. Ozellikle H.
pylori'nin asidik pH'nin iistesinden gelip, mide ortaminin mukus tabakasindaki bakterileri
kolonize etmesini saglar.

Bu tez ¢alismasinda, 10 yeni hidrazon tiirevi (3a-3j) sentezlendi ve kimyasal yapilari
NMR spektroskopisi kullanilarak aydinlatildi. Daha sonra sentezlenen bilesiklerin
antikanser etkileri iki farkli mide kanseri (SNU1 ve AGS) hiicresi kullanilarak
degerlendirildi. Bilesiklerin H. pylori'ye kars1 antibakteriyel etkileri incelendi ve iireaz
enzimine karsi inhibisyon potansiyelleri degerlendirildi. Antikanser aktivite sonuglari
incelendiginde, 6zellikle 3c bilesigi her iki kanser hiicresine karsi (ICso= 54,10+1,72 ve
44,51+1,80 uM) referans ilag sisplatinden (ICso= 84,80+3,31 91,85+2,24 UM)
daha etkili oldugu bulunmustur. Antibakteriyel aktivite sonucuna gore yine 3¢ bilesiginin
4 ng/mL MIC degeri ve 8 pg/mL MBK degeri ile bilesikler arasinda H. pylori'ye karsi en
etkili bilesik olarak bulunmustur. Bilesiklerin iireaz enzimine karsi inhibisyon
potansiyelleri tiyoiire ile kiyaslanmustir. Ozellikle 3b, 3c, 3f ve 3j bilesiklerinin iireaza
kars1 pozitif kontrol olarak tiyolireden daha yiiksek etki gosterdigi bulunmustur.
Moleculer doking ¢alismasi ise enzimin aktif bolgesi (lireaz) ile bilesik 3c arasindaki
etkilesimi analiz etmek icin gergeklestirildi.

Anahtar Soézcukler: Hidrazon, Helikobakter pilori, Ureaz, antikanser.



ABSTRACT

SYNTHESIS OF NEW HYDRAZONE DERIVATIVES WITH ANTI-CANCER
EFFECT, EVALUATION OF THEIR BIOLOGICAL ACTIVITIES AND
STRUCTURE-ACTITY RELATIONSHIPS

Zahra MARYAM
Department of Pharmaceutical Chemistry
Anadolu University, Institute of Graduate Education, January 2024
Supervisor: Prof. Dr. Zafer Asim KAPLANCIKLI

Cancer is one of the leading causes of death worldwide. Stomach cancer accounts for
5.6% of all cancers. H. Pylori is the most important pathogen that causes stomach cancer.
Urease is known as an important enzyme for the nitrogen cycle and is very important for
microbial protein synthesis and growth of microorganisms. In particular, it enables H.
pylori to overcome the acidic pH and colonize bacteria in the mucus layer of the stomach
environment.

In this thesis study, 10 new hydrazone derivatives (3a-3j) were synthesized and their
chemical structures were elucidated using NMR spectroscopy. Then, the anticancer
effects of the synthesized compounds were evaluated using two different gastric cancer
cells (SNU1 and AGS). The antibacterial effects of the compounds against H. pylori were
examined and their inhibition potential against the urease enzyme was evaluated. When
the anticancer activity results were examined, especially compound 3c was more effective
against both cancer cells (ICso= 54.10£1.72 and 44.51+1.80 M) than the reference drug
cisplatin (1Cso= 84.80+3.31 91.85+ 2.24 uM) was found to be more effective. According
to the antibacterial activity results, compound 3c was found to be the most effective
compound against H. pylori among the compounds, with a MIC value of 4 pg/mL and an
MBK value of 8 ug/mL. The inhibition potentials of the compounds against the urease
enzyme were compared with thiourea. In particular, compounds 3b, 3c, 3f, and 3j were
found to be more effective than thiourea as a positive control against urease. Molecular
docking study was carried out to analyze the interaction between the active site of the
enzyme (urease) and compound 3c.

Keywords: Hydrazone, Helicobacter pylori, urease, anticancer.
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KISALTMALAR DiZIiNi

AGS : Mide kanseri hiicre dizisi

BabA : Kan grubu antijen baglayic1 yapisma A
CagA : Sitotoksinle iligkili gen A

DMSO : Dimetilsiilfoksit

HIF-1la : Hipoksi ile indiiklenen faktor-1a
ICso : Inhibitory Concentration 50

L929 : Normal fare fibroblast hiicre dizisi
MBC : Minimum Bactericidal concentration
MHC : Major histo-uyumluluk kompleksine
MIC : Minimum Inhibitory concentration
NMR : Niikleer Manyetik Rezonans

RNS : Reaktif nitrojen tiirleri

ROS : Reaktif oksijen tiirleri

SabA : sialik asit baglama yapismasi A

SAR : Structure Activity relationship

SNU 1 : Mide kanseri hiicre dizisi

TMS : Tetrametilsilana

VacA : Vakuollestirici sitotoksin A
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, giiniimiizde diinya ¢apinda oliimlerin 6nde gelen nedenlerinden biridir.
Viicutta belirli bir dokuya ait bir veya daha fazla hiicrenin normal 6zelliklerinden saparak
kontrolstiz bir sekilde ¢ogalmasi sonucu ortaya g¢ikar [1, 2]. Tanimlanan en yaygin
maligniteler akciger kanseri (%11,4), prostat malignitesi (%7,3) ve mide kanserleridir
(%5,6). Mide kanseri, her yil milyonlarca 6liime neden olan diinyadaki en 6limciil
malignitelerden biridir. Kansere bagli 6liimlerin dordiincii en sik nedenidir [4]. Kiiresel
olarak 2020 yilinda 1,09 milyon mide kanseri vakasi meydana geldi [5]. Mide kanserleri
vakalarinin ¢cogu (%90) ileri bir asamada tespit edilir ve bu hastalarin kotii prognozuna
katkida bulunur. Ge¢ mide kanserinin tespitinin ardindaki neden, rutin mide kanser
taramasinin olmayis1 ve mide karsinogenezini diizenleyen altta yatan mekanizmalar
hakkindaki bilgi eksiklikleridir. Adenokarsinom, mide kanseri vakalarinin %95'ini
olusturur ve bu da en sik goriilen mide kanseri tiirtidiir.

Anatomik olarak mide kanseri, kardiya dis1 veya kardiya kanseri olarak ikiye
ayrilir. Kardiya dis1 bolgesi midenin iist kismi, kardiya bolgesi ise distal kismidir. Mide
kanseri histolojisine gore yaygin veya bagirsak kanseri olarak siniflandirilabilir. Mide
kanserinin evresi, tiimorin boyutu, lenf diiglimlerine kadar biiylime yetenegi ve
akcigerler, kemikler veya karaciger gibi uzak anatomik bolgelere mi gog ettigi gibi gesitli
faktorler tarafindan belirlenir. Helikobakter Pilori (H. Pylori) enfeksiyonu, kardiya dis1
mide kanseri vakalarinin yaklasik %90'ina neden olur [6]. Cografi olarak mide kanseri
prevalansi diinya capinda farklilik gostermektedir. Insidans Kuzey Amerika, Bat1 Avrupa,
Avustralya ve Afrika'da en diisiik iken, Asya, Dogu Avrupa ve Latin Amerika'da en
yliksektir [7]. Gelismekte olan iilkelerin en yiiksek mide kanseri prevalansina ve en
yliksek H. pilori enfeksiyonu oranlarina sahip olmasi siirpriz degildir. Mide kanseri
vakalarinin diisiik oldugu ancak H. pilori enfeksiyonu sikliginin yiiksek oldugu
Afrikalilarda ilgi ¢ekici bir bulgu gozlemlendi. 2017 yilinda, 1970 ve 2016 yillar
arasindaki yayinlardan elde edilen verileri elestirel bir sekilde analiz ederek Helikobakter
pilori'nin kiiresel yayginligini haritalamak i¢in bir meta-analitik ¢alisma yiiriitiildii [8].
Bu calismanin sonuglar1 Afrika (%79,1), Nijerya (%87,7), Portekiz (%86,4), Estonya
(%82,5) ve Orta Asya'nin (%79,5) diinya ¢apinda en yiiksek prevalansa sahip oldugunu,
Okyanusya'nin (%24,4) oldugunu gosterdi. Bati Avrupa (%34,3), Isvicre (%18,9),
Danimarka (%22,1), Yeni Zelanda (%24,0) ve Kuzey Amerika (%37,1) en diisiik
yayginlhiga sahiptir [8]. Ustelik yash kisilerde H. pilori siklig1 geng yetiskinlere gére daha
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yiiksek olma egilimindedir [9]. H. pilori mide kanserinin ana nedenidir. 1994 yilinda sinif
I kanserojen olarak siniflandirilan spiral sekilli, mikroaerofilik Gram negatif bir

bakteridir.

r
Flagella -
74

Sekil 1.1. Helikobakter Pilori.

H. pilori, diinya niifusunun neredeyse yarisini veya diinya ¢apinda yaklasik 4,4
milyar insanm etkiledigi i¢in en basarili insan patojenidir [8]. H. pilori diinya ¢apindaki
tiim kanser vakalariin %5,5'ini olusturmaktadir [ 10]. Tek dogal H. pilori rezervuari insan
midesidir. Aslinda, genetik arastirmalar H. pilorinin en az 58.000 yildir insanlari
kolonilestirdigini ileri siiriiyor ve bu da bakterilerin binlerce yildir insanlarla birlikte var
oldugu teorisini destekleyen kanitlar sagliyor [11]. H. pilori, kronik gastrit ve peptik iilser
hastaliginin ana nedeni olarak ilk kez 1982 yilinda Avustralyali bilim adamlar1 Robin
Warren ve Barry Marshall tarafindan fark edilmistir [12]. Mide biyopsi 6rneklerinden H.
Pilori'yi kiiltiirlediler [13]. Bulgular, tipta stres ve yasam tarzi se¢imlerinin iilserlerin
baslica nedenleri olduguna dair yaygin inanisla celisiyordu. 1.526 Japon hastay1 iceren
bir ¢alisma da dahil olmak {izere bir¢ok ¢alisma, H. pilori enfeksiyonunun mide kanseri
insidansin1 6nemli Gl¢lide artirdigina dair 6nemli kanitlar saglamistir [14]. Uemura ve
ark. H. pilori enfeksiyonu olan bireylerin %3'tinde mide kanseri gelistigini, ancak enfekte
olmayan hastalarin higbirinde bu durumu yasamadigini gosterdi. Premalign lezyonlar
olmayan H. pilori enfeksiyonu olan kisiler i¢in enfeksiyonun ortadan kaldirilmasi mide
kanseri riskini biiyiik 6l¢iide azaltir. Toplu olarak degerlendirildiginde bu bulgular, H.
pilorimin mide kanseri gelisiminde acik bir rol oynadigin1 ortaya koymakta ve anti-H.
pilorimin varligini akla getirmektedir. H. pilori tedavisi mide kanserini 6nlemek igin

yararli bir strateji olabilir.
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Az gelismis iilkelerde H. pilori enfeksiyonunun prevalanst %90'dir [8], ancak
gelismis llkeler en disiikk enfeksiyon oranlarina sahiptir. Tipik olarak H. pilori
enfeksiyonuna ¢ocukluk ¢aginda yakalanir, ancak uygun bakim alinmazsa enfeksiyonlar
omiir boyu devam edebilir. Artan yeniden enfeksiyon oranlar1 ve antibiyotik direnci
nedeniyle H. pilori enfeksiyonunu sinirlamak neredeyse imkansizdir. H. pilori kaynakli
mide kanserinin ilging bir 6zelligi, H. pilori'den etkilenen kisilerin yalnizca %1-3'iinde
mide kanseri olmasi, ¢ogunlugun asemptomatik kalmasidir. Semptomatik hastalarda H.
pilori enfeksiyonu, mukozal dokuyla iliskili lenfoma, Peptik Ulser Hastalig1, kronik
gastrit ve nihayetinde mide kanseri gibi klinik agidan onemli bir dizi durumla
iliskilendirilmistir. Pelayo Correa'ya gore tedavi edilmeyen kronik gastrit, atrofik gastrite,
bagirsak metaplazisine ve kanser Oncesi lezyonlara yol agabilir [15]. H. pilori
enfeksiyonu, midenin kronik yiizeysel enflamasyonundan baslayarak atrofik gastrit,
bagirsak metaplazisi ve displaziye dogru ilerleyerek sonugta mide kanserine yol acan
asamalar halinde gelisen bir dizi histolojik degisikligi baslatir. Mide ve 6zellikle midenin
daha az asidik olan distal kism1 (antrum) ilk olarak H. pilori tarafindan kolonize edilir.
Enfeksiyon kotiilestikce asirt salgi, pH'in ilk diisiisiine neden olur ve bu da H. pilori'nin
bagirsagin en erken boliimlerinden biri olan duodenuma girmesine neden olabilir. Bu alan
enfeksiyona daha yatkindir; dolayisiyla peptik iilser gelisimi miimkiindiir. Salgilarin uzun
stireli agir1 tiretimi, mukozal atrofik gastrite, asit lireten paryetal hiicrelerin kaybina ve
midede yiliksek pH seviyelerine yol acabilir. Ek olarak atrofi, bazen mide kanserinin
belirtisi olabilen mide ilserinin gelismesine de yol agabilir. Enfekte kisilerin yaklasik
%10'unda peptik iilser hastaligi, %1 ila %3'linde mide adenokarsinomu ve %0,1'den az1
mukozayla iliskili lenfoma gériiliir [16]. Ozellikle H. pilori enfeksiyonu dykiisii olanlar
icin, bu mide kanseri ilerleme modeli, kronik gastritin erken tespitinin ve tedavisinin

Oonemini vurgulamaktadir. Bu da daha iyi prognoza yol agabilir.
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Sekil 1.2. Mide anatomisi.

1.1. H. pilori Viriilans Faktorleri ve Kanser Mekanizmalar

Bir bakterinin enfeksiyona neden olma kapasitesi viriilans olarak bilinir.
Dolayisiyla viriilans faktorlerinin varlig1 ve durumu, bakteriyel enfeksiyonun siddetinin
nasil olacagini belirlemede énemli rol oynar. H. pilori'nin gen ¢esitliligi ve degiskenligi,
H. pilori'nin hastalik, yas, ulus ve etnik kdkene gore farklilik gosteren birgok viriilans
degiskeniyle yansitilmaktadir [17]. H. pilori, viicudun en zorlu ortamina dayanabilmesini
saglayan bir hastalik olusturma mekanizmalar1 sahiptir. Bu viriilans faktorleri nedeniyle
H. pilori mide mukozasinda kolonize olabilir, epitelyumun yapisal biitiinligiini
degistirebilir, tekrarlayan bir enfeksiyon gelistirebilir ve patolojiye neden olabilir [18].

Viriilent faktorler ayn1 zamanda konak tepkisini de zayiflatabilir.

Acidic environment of stomach Y 4

1@"{' '

» S
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Integrated surface,prots
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585 0 4 .
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Sekil 1.3. Helikobakter pilori'nin anatomisi ve enfeksiyon sekli.
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Toksinler ve enzimler gibi ¢ok sayida bakteriyel bilesen, bakterilerin konake1
hiicrelerle etkilesime girmesinde ve bagisiklik sisteminden kagmasinda rol oynar.

Bakteriyel toksinlerin ve enzimlerin 6nemli islevleri sunlardir:
1) Ureaz enzimi, midenin asidik ortamina kars1 koymak i¢in amonyak iiretir.

2) Mukozal membran hasar1 VacA ekzotoksin tarafindan meydana gelir. Bakteriler,
kendisini konakg¢1 hiicrelere baglayan Vakuollestirici sitotoksin A'y1 (VacA) serbest
birakir. VacA, konakg¢t mide epitel hiicreleri tarafindan igsellestirildikten sonra erken ve
ge¢ endozomlarin yan sira erken lizozomlara benzeyen dev keseciklerin toplanmasiyla
karakterize edilen ciddi bir vakuolasyona neden olabilir. Ustelik VacA'nin p33 alt birimi
mitokondriye niifuz edebilir ve normal isleyisine miidahale edebilir. Ayrica VacA,
okludin, claudin ve JAM-1 gibi sik1 baglant1 bilesenlerine etki ederek mide hiicreleri

arasindaki baglantilara zarar verebilmektedir.

3) CagA apoptozu Onler ve aktini degistirir. CagA mide hiicrelerine dahil edildikten sonra
E-kadherin ile fiziksel etkilesime girebilir, bu da B-katenin salimmi ve c¢ekirdege
aktarilmasiyla sonuglanir. H. pilori, p 120 proteininin niikleer translokasyonunu
indiiklediginde B-katenin daha yiiksek bir seviyede salinabilir. B-katenin, ¢ekirdekte
tcf/LEF birikmesine neden olabilir ve bu da hiicre proliferasyonunu énemli dlgiide artirir

[19].

Basaril1 kolonizasyon ve konakg¢imin midesinde kalici enfeksiyonun meydana

gelmesi i¢in H. Pilori i¢in dort temel adim kritik dneme sahiptir:

(1) asidik mide ortaminda hayatta kalmak;

(i1) flagella aracili hareketlilik yoluyla epitel hiicrelerine dogru ilerlemek;

(ii1))  mikrobiyal adezinlerin ve konaker1 hiicre reseptorlerinin konjugasyonu yoluyla
konaker hiicrelere baglanma;

(iv)  toksinlerin salinmasi yoluyla doku hasarina neden olmak [20].

H. pilori, bakterilerin iireaz aktivitesini kontrol etmesini ve periplazmik pH"1
degistirmesini saglayarak midenin asidik ortaminda gelisebilir. Ureazlarin gen kiimesi
yedi genden olusur. Bu genler yardimec1r montaj proteinlerini (ureE-H), asit kapili {ire

kanalin1 (urel) ve katalitik alt birimleri (ureA/B) icerir [21].

Konaker hiicrede asagidaki reaksiyonlar meydana gelir;
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1) H. pilori'nin aside direncli olabilmesi i¢in bakteri i¢i lireaz aktivitesine ihtiyact vardir
ve bu aktivite proton iireli Urel kanali tarafindan kontrol edilir. Kanal, yalnizca asidik
ortamlarda iire girigine izin vererek, goreceli notrlikk zamanlarinda 6liimciil alkalilesmeyi
onler. Ure, iireaz tarafindan parcalandiginda amonyak ve karbondioksit iiretilir. Daha
sonra bunlarin karigtirllmastyla amonyum hidroksit iretilir. Sonu¢ olarak amonyum
hidroksit, bakterileri ¢evreleyen asidik mikro ortami dengeleyerek H. pilori'nin mide suyu

yoluyla giivenli bir sekilde gecisine olanak tanir [22].

2) H. pilori 4-7 polar flagella hareketi ile mide epitelinin 7.0'a sahip taban tabakasina

dogru ilerler.

3) Daha hareketli olan H. pilori tirleri daha hizli bir sekilde daha yiiksek bakteri
yogunluklarina ulagir. Bu durum bagirsagin {ist bolgesinde daha ciddi bir iltihaplanmaya

ve patolojilere yol agar.

H.PYLORI VIRULENCE FACTORS =
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Sekil 1.4. Kan grubu antijen baglayici yapisma A (BabA), sialik asit baglama yapismasi A (SabA); 1st soku
proteini (Hsp),; vakuollestirici sitotoksin geni A; sitotoksinle iligkili gen A (CagA); tip IV salgi sistemi
(T4SS),; ROS (reaktif oksijen tiirleri),; IL (interlokin); makrofaj inflamatuar proteini (MIP); aktive edilmis
B hiicrelerinin niikleer faktor kappa-hafif zincir arttiricist (NF-kB); TLR (iicret benzeri reseptor); maPK
(mitojenle aktiflestirilen protein kinaz) [23].

Ureaz: H. pylori'nin hareket icin ii¢ ila bes kutuplu kamgis1 vardir. Ureaz, katalaz
ve oksidaz i¢in pozitiftir. H. pylori'min patojenitesinin 6nemli bir bileseni H. pylori
ireazidir. Agirlikca toplam proteinin %10-15'ini olusturan en yaygin proteindir. H. pylori

ireaz enzimi, sirasiyla 29,5 kilo Dalton ve 66 kilo Dalton biiyiikliigiinde iki alt birime (o
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ve B) sahiptir. H. pylori, mide asidinden kagmak i¢in iireazin kemotaktik ve ylizme

ozelliklerini kullaniyor.

Ureaz, biiyiik bir 1.1-MDa kompleksine sahiptir ve iirenin karbonik asit ve
amonyaga ayrismasina neden olan multimerik nikel iceren bir enzimdir. HCO* pH"
6,1'de sabit tutmak i¢in bir tampon gorevi goriirken, NH3 periplazmadaki protonlari
nétralize eder [17, 24]. Ure hidrolizi sirasinda olusan amonyak pH'1 hafifge yiikseltir ve
bu da H. pylori'ye giivenli bir yasam alan1 saglar. Bakteriyel hiicreler parcalandiklarinda
icten ve distan tamponlanirlar ve canli bakteri ortamina iireaz ve tamponlar salarlar [24].
Miisinin reolojik 6zellikleri de bu notralizasyonla degistirilir, bu da H. pylorinin
niifuzunu kolaylastirir. H. pylori lireaz1 enzimatik fonksiyonunun yani sira patogenezde
de katkida bulunabilir. Ureaz, inflamasyona ve epitelyal hasara neden olarak konakg1
tepkisini etkileyen polimorfoniikleer 16kositleri ve monositleri aktive eder [25]. Bakteri
ylizeyinin tiim iireazlarin %30'unu icerdigi tahmin edilmektedir [26]. Ureazin yiizey
konumu, sonraki etkilere aracilik etmek icin epitel hiicrelerinin dis katmanlarinda
bulunan diger proteinlerle etkilesime girmesini saglar. Mide epitel hiicrelerinin apoptotik
stireci, bu mide hiicrelerinde bulunan sinif II major histo-uyumluluk kompleksine (MHC)
iireazin baglanmasiyla baslatilir [27]. Ureaz A alt birimi bu etkilesime aracilik eder [28].
Ureaz B alt birimi ayrica H. pylori'nin, alt birim B'nin CD74 ile etkilesimi yoluyla mide
epitel hiicrelerine baglanmasinda da rol oynar [29]. Ureaz B alt iinitesinin mide epitel
hiicreleri iizerindeki CD74'e baglanmasi, NF-kB aktivasyonunu tetikler ve interlokin-8
(IL-8) olusumunu uyarir [29]. CD74'tin monoklonal antikorlar yoluyla inhibisyonu bu

reaksiyonlar1 azaltir.

Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, {ireazin, hipoksi ile indiiklenen faktor-1a'y1
(HIF-1a) indiikleyerek H. pylorimin kanserojen potansiyelini potansiyel olarak
artirabilecegini ortaya ¢ikardi [30]. HIF-1, a ve B alt birimleri tarafindan bir heterodimer
olarak olusan bir transkripsiyonel faktordiir. Hipoksik kosullarda sitoplazmadaki o alt
biriminin seviyeleri yiikselir. HIF-1a tipik olarak mide kanseri de dahil olmak iizere
cesitli kanser tiirlerinin baglangici ve ilerlemesi sirasinda gozlemlenir [31]. HIF-1a, Siklin
D1 yar1 Omriiniin azalmasina ve hiicre dongiisiiniin bozulmasina [32] ve ayrica
anjiyogenezin artmasina neden olur [33]. Arastirmacilar, lireazin, lireaz B ile TLR2'yi
aktive ederek HIF-1a'y1 etkiledigini gosterdi [34]. Wu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan

ilgi ¢ekici arastirma, H. pylori ilireaz B alt iinitesinin, kemik iligi kaynakli makrofajlar
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iizerindeki miyozin agir zinciri 9'un (Myh9) yiizeyine baglanabildigini ve dolayisiyla B7-
H1 ekspresyonunu indiikleyebildigini ortaya ¢ikardi [35]. Myh9 ve {ireaz B'nin etkilesimi
mTORCI1'i aktive eder ve bu da makrofajlarda B7-H1 ifadesini yiikseltir. Bu, diger

viriilans ajanlarinin neden oldugu T hiicrelerinin toplam inhibisyonuna katkida bulunur.

Gastric lumen H. pylori
v | g Action on gastric epithelial cells:
Ly Ll * Oxidative stress
: * DNA damage

« Impairment of DNA repair pathways
« Endoplasmic reticulum stress

Epithelial cells

"Aclion through the modulation of immune
inflammatory pathways:

t smad7
* ros, RNs
17,021

Mucosa
P

4 NFkB activity

Dendriticcell (£, Neutrophil

Macrophage T cell

Sekil 1.5. H. pylori, mide kanserinin gelisimi sirasinda mide epitel hiicrelerini hem dogrudan hem de
dolayli olarak etkilemektedir. Kisaltmalar arasinda interlokin anlamina gelen IL kisaltmalari; aktive
edilmis B hiicrelerinin niikleer faktor kappa hafif zincir giiclendiricisi icin NF-B, Reaktif oksijen tiirleri ve
reaktif nitrojen tiirleri i¢in sirasiyla ROS ve RNS; Annelerin dekapentaplejiye karsi baskilayicisi i¢cin Smad7
7. Spesifik olarak, H. pylori enfeksiyonunun, bagirsak displazisine, metaplaziye ve sonugta mide kanserine
yol agabilen kalici atrofik olmayan gastrite neden oldugu kabul edilmektedir [36].

Mide kanserini hedef alan yeni ilaglar olusturmak i¢in son birkag¢ yilda kiiresel
olarak kapsamli aragtirmalar yapildi. Hizla artan hasta popiilasyonu, toksisite, receteli
ilaglarin 6nemli olumsuz etkileri ve ilaca direng gelistiren kanserler gibi ¢esitli sorunlar
nedeniyle bu arastirmalar artik her zamankinden daha Onemli. Kemoterapi, timor
hiicreleri tlizerindeki etkisi nedeniyle yaygin olarak kullanilan bir antikanser tedavidir.
Bununla birlikte, bir¢ok antikanser ilacinin toksik oldugu ve énemli yan etkileri oldugu
iyi bilinmektedir. Bu nedenle, saglikli hiicreleri tehlikeye atmadan kanser hiicrelerini yok
eden veya gogalmasini engelleyen yeni antikanser ilaglar yaratmak ¢ok énemlidir. Ureaz
inhibitorleri, insanlarda iirenin pargalanmasini 6nlemek icin gereklidir; bu, iireolitik
bakteriyel enfeksiyonlarin zararli sonuglarini siirlamaya yardimer olur. Tibbi
kimyagerler, enzimleri durdurmak i¢in organik inhibitorlerin kullanilmasinin 6nemini ve

kullanighiligimi fark etmeye baglamis, boylece daha yiiksek biyolojik aktiviteye sahip
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farmasdtiklerin tasarimini ve liretimini kolaylastirmistir. Son yillarda, tireaz1 inhibe etmek
icin hidroksamat kompleksi, homoserin lakton tiirevi, tiyofosforik triamidler, oksadiazol
tiirevleri, tiyoiire, etil 4-(3-benzotiyoiireido) benzoat tiirevleri, oksindol tiirevleri ve
tiyobarbitiirik asit tiirevleri dahil olmak iizere bir dizi organik bilesik kullanilmistir. Tibbi
kimyagerler, ilgi ¢ekici ve uyarlanabilir kimyasal karakterlerinden dolay1 heterosiklik
yapt iskelelerine ¢ok dikkat ediyorlar. Gli¢lii anti-lilser ilaglarinin iireaz inhibitorleri

oldugu bilinmektedir. Bu gii¢lii lireaz inhibitorleri genellikle iki gruba ayrilir:
1. Hidroksamik asit gibi substrat yapisal analoglari

2. kininler, tiyol bilesikleri, lansoprazol, omeprazol, fosforamidat ve Schiff baz tiirevleri

gibi etki modunu degistiren maddeler.

Hidrazonlar, genis bir farmakolojik etki yelpazesine sahip, 6ne ¢ikan bir motiftir
ve birgok biyoaktif bilesik yapisinda bulunur [37]. Hidrazonun islevi, ¢ok c¢esitli
ozellikleri ve tibbi, farmasotik ve analitik kimyadaki olasi uygulamalar1 nedeniyle
kapsaml1 arastirmalarin konusu olmustur [38,39]. Esnek yapilari, hidrojen bagi donorleri
ve alicilarinin mevcudiyeti ile birlestiginde, ¢esitli antikanser ilaclari icin 6nemli bir yap1
tasi olduklar1 anlamina gelir [40]. Bu baglamda yeni bir hidrazon tiirevleri sinifi
gelistirmek amacimizdi. Daha sonra hidrazon bilesiklerinin kanser hiicre hattina kars1 in
vitro sitotoksik aktivitesi, potansiyel antikanser ilaglarin belirlenmesi amaciyla

degerlendirilmistir.

Hidrazonlar Schiff baz ailesine aittir. Hidrazonlar RiR,C=NNR3R4 temel yapisina
sahiptirler [41]. Hidrazon iki niikleofilik nitrojen atomu igerir ancak amino grubundaki
nitrojen atomu daha reaktiftir. Karbon atomu hem elektrofilik hem de niikleofilik
ozellikler sergiler. Hidrazonlar elektrofillere ve niikleofillere karsi reaktif olduklarindan
organik heterosiklik bilesiklerin sentezinde kullanilirlar. Hidrazonlarin fiziksel ve
kimyasal Ozellikleri oncelikle aktif merkezlerine, karbon ve nitrojene atfedilir [42].
Hidrazon "azometin" R-C(H)=N-N(H)-Ar grubu, oksijen atomunun =NNH; grubu ile
degistirilmesi yoluyla ketonlardan ve aldehitlerden tiiretilebilir. Yenilik¢i ilaglarin
gelistirilmesi siirecinde hidrazonlar ayn1 zamanda bir ara madde olarak da gorev yapar

[43].
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Sekil 1.6. Hidrazon yapist.

Hidrazonlarin uyarlanabilirligi, onlar1 c¢esitli gecis metalleri ile genis bir
yelpazede kompleksler olusturmak iizere birlesebilen etkili kenetleme maddeleri haline
getirmistir [44]. Literatiirde hidrazonlarla ilgili yapilan ¢alismalar, bu siniftaki bilesiklerin
anti-HIV, antelmintik, antidiyabetik, antiprotozoal, antitripanozomal, kanser i¢in
kemoterapi, agri kesici, antimikrobiyal, antiinflamatuar, antiplatelet,
kardiyoprotektif/kalp koruyucu/ vazodilatér ve anti-HIV farmakolojik etkilerini
gostermektedir [45]. Kimyacilar, sentetik esnekligi, seciciligi ve gegis metal iyonlarina
kars1 duyarlili§i nedeniyle yillardir hidrazon tizerinde ¢alisiyorlar. Gegtigimiz birkag on
yilda sentetik kimyagerler biiyiik ilgi gostermis ve hidrazonlar iizerine arastirmalar,
farmakolojik 6zelliklere sahip yeni molekiillerin sentezinde kemoterapotik ajanlar olarak

potansiyelleri nedeniyle devam etmistir.

Anti-
Antioxidant cancet A.ntl-
viral
Gnalgesic > Hydrazones
. Anti-
Anti- . .
microbial
convulsant
Anti- Anti-
151 inflammatory

Sekil 1.7. Hidrazonun t1bbi etkileri.

Bu tez ¢alismasinda hidrazon tiirevi 10 yeni bilesik sentezlenmis ve yapilar1 'H
NMR ve '3C NMR ile aydmlatilmistir. Sentezlenen bilesiklerin antikanser ozellikleri
SNU 1 (mide kanseri hiicre dizisi), AGS (mide kanseri hiicre dizisi) ve L929 (normal fare
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fibroblast hiicre dizisi) hiicre dizilerine kars1 degerlendirildi. Bilesiklerin {ireaz enzimine

kars1 onleyici etkileri degerlendirildi. Ayrica bilesiklerin H. pilori'ye kars1 etkileri de

incelenmistir.
O/\/COOH H,S0, COOEt  NH,NH,.2H,0

B — e e

EtOH L EtOH
0
CONHNH, EtOH N R
+ OHC-R —— H
2 3a-3j

3a 3b 3c 3d 3e 3f 3g 3h 3i 3j

H CHj,

Sekil 1.8. 3a-3j bilesiklerine ait sentez semast
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2. KAYNAK BILGISi
2.1.Hidrazon

Hidrazonlar, -C=N-N- yapis1 igeren ve azometinler olarak bilinirler ve organic
kimyanin 6nemli bir sinifin1 olustururlar. Imin ve oksim gibi diger molekiillerden

birbirine bagli iki nitrojen atomuna sahip olmalar1 nedeniyle farklilik gosterirler [46].

Hidrazonlarin sentezi, hidrazitlerin karbonil bilesikleri ile ikame reaksiyonu
nedeniyle terminal amin grubu ile karbonil karbonu arasinda bir Schiff bazinin
olusmasina dayanir. Hidrazonlar keton veya aldehit tiirevleridir ve tiiretildigi keton veya

aldehitin sonuna hidrazon kelimesinin eklenmesiyle isimlendirilirler [47,48].

A

R=CONHNH, + RYAr-CHO ——> R-CONH-N=CH-Ar/R' + H,0O
R=CONHNH, —+ Ar=C—R" ———— R—-CONHN=C-Ar + H,0

|

Rl

Sekil 2.1. Hidrazonlarin Elde Edilmesine Iliskin Genel Sentez Yontemi.

Hidrazonlar, hidrazitlerin aldehitler ve ketonlarla metanol, etanol, asetonitril,
aseton, dioksan ve benzen gibi ¢oziiciiler kullanilarak reaksiyonuyla elde edilebilir.
Hidrazon tiirevi bilesiklerin sentezinin hem polar hem de polar olmayan ¢oziiciilerde
gergeklestirilebildigi gozlemlenmistir. Hidrazon iiretiminde katalizor olarak hidroklorik
asit, buzlu asetik asit, siilfiirik asit gibi asidik ajanlar ile piridin ve trietilamin gibi bazik

bilesikler kullanilabilmektedir.

Hidrazonlarda totomerizmin olasilig1 uzun yillardir tartisilmaktadir. Bu olasiligi
kanitlayabilecek fiziksel yontemler de ortaya ¢ikmistir. En az bir a-hidrojene sahip
monosiibstitiie hidrazonlarin, azo bilesikleri veya vinil hidrazinlerin totomerleri oldugu
diisiiniiliiyordu, ancak 'H-NMR, bu ifadelerin aslinda dogru olmadigim ve hidrazon
yapisindaki C=N c¢ift bag1 nedeniyle gozlemlenen formlarin polimorfik degisiklikler,

trimerler ve geometrik izomerler olabilecegini agikca gosterdi.

Kiigiik karbon sayisina sahip hidrazonlar suda ¢oziinmektedir ve basit alkil
hidrazon tiirevleri genellikle sividir. Hidrazon olusumu nitrojen atomunun bazik yapisini
azaltir, bu da cift bag olusumunu saglar. Kendilerini olusturan hidrazinlere gore

hidrazonlar daha zay1f bir baz yapisina sahiptirler [48].

22



Hidrazon yapisinin antimikrobiyal [50], tiiberkiilostatik [51], antimalaryal [52] ve
anti-inflamatuar [53] gibi farkli farmakolojik etkileri igermesi, hidrazonlarla ilgili

caligmalarin sayisinin artmasina neden olmustur.

Izoniazit, hidrazid yapis1 igeren ilaglardan biridir. izoniazit, J. Mally ve H. Meyer
tarafindan 1912 yilinda sentezlenmistir. 1951 yilinda ise, tiiberkiilostatik etkiye sahip
oldugu bulunmustur. Hala giiniimiizde tiiberkiiloz tedavisinde kullanilmaktadir [54].
Izoniazidin farkli keton ve aldehitlerle reaksiyonu sonucunda izonikotinik asit hidrazid-
hidrazon tiirevleri elde edilmistir. Bu tiirevlerin M. tuberculosis'in farkli tiirlerine karsi
etkili oldugu bulunmustur. Ayrica, —NH; grubunu bloke ederek izoniazide gére daha
diisiik toksisiteye sahip oldugu bulunmustur [55].

(0] (0] H
7 7
_ H — H H
izonikotinik asit hidraziti N'-metilenizonikotinhidrazit
Sekil 2.2. Izonikotinik Asit Hidrazid ve Hidrazonun Molekiiler Sekli.

2.2.Hidrazon ve Hidrazid Tiirevlerinin Organik Kimyada Kullanimi

Ara iiriin olarak kullanilan hidrazon-hidrazitlerin, CH=N grubunun NaBH4 ile

indirgenmesi ile N-alkil hidrazitler elde edilmektedir [55].

Sekil 2.3. Hidrazonlarin Birlesme ve Indirgeme Reaksiyonlart

Hidrazonlardan farkli halka sistemlerinin sentezi gerceklestirilebilmektedir ve
literatlirde bulunla ilgili bircok calisma bulunmaktadir. Aromatik asitlerin tereftalik
dihidrazit ile reaksiyonuyla trifloroasetik asit varliginda oksadiazol halkasinin elde

edildigi goriilmistiir [55].
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Ar COOH
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Sekil 2.4. Oksadiazol Halkasinin Elde Edilmesi.

4-Florobenzoik asit hidrazidlerin ¢esitli aldehitlerle reaksiyonundan elde edilen
hidrazonlarin 140-200 °C'de 45 dakika asetik anhidrit ile reaksiyonundan elde edilen
hidrazonlarin kaynatilmasi nedeniyle oksadiazol halkasinin kapali oldugu rapor edilmistir

[55].

0]

N )kcm

(0]
(CH;C0),0 N
F‘@JJ\N/N:C_AI' #» F 7/ )K\
H H o) Ar

H

Sekil 2.5. Oksadiazol Halkasimin Elde Edilmesi
Triazol halkasi, tereftalik dihidrazidin karbon disiilfit ve potasyum hidroksit ile
etanolik ortamda reaksiyonundan elde edilen bistiokarbazinat tuzunun hidrazin hidrat ile

reaksiyonu ile kapatilir [47].

H
——K'sC N. N K
NHNH JV N \)J\N/S «

H,NHN > EtOH i N

Teraftalik dihidrazit

Sekil 2.6. Triazol Halkasinin Edinilmesi

Hidrazonlarin trietilamin/kloroasetil klortir ile reaksiyonu sonucunda 2-azetidinon
tirevleri, tiyoglikolik asit ile reaksiyonu sonucunda 4-tiyazolidinon tiirevleri elde

edilmektedir [47].
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Sekil 2.7. 4-Tiyazolidinon ve 2-Azethidione Tiirevierinin Sentezi

2.3. Hidrazid-hidrazonlarin biyotransformasyonu

Hidrazon ve hidrazitlerin in vitro metabolizmas1 arastirilmistir. Arastirma
sonucunda aromatik hidroksilasyon ve hidroliz reaksiyonlar1 meydana geldigi

gorilmistir.

R,

O R,
R, Hidroliz H
HN-N=C R, —— N-NH, +
H CHO
o

R 0 Hidroksilasyon 0
1
H H
O
Brees
HN-N=C
H

Sekil 2.8. Hidrazonlarin Tanimlanmig Metabolik Yollart

2.4. Ureaz Inhibisyon Aktivitesine Konu Olmus Hidrazon Tiirevleri

Mollazadeh ve ark. yeni bir barbitiirat-aril hidrazon bilesigi sinif1 sentezledi ve
bunlarin jack fasulye lireazinin aktivitesini ne kadar iyi inhibe ettigini degerlendirdi. Bu
serideki tiim bilesikler, 8,43-10,91 puM araliginda bir ICso degeriyle ilireaza karsi

olaganiistii derecede yiiksek bir potansiyele sahipti. Sentezlenen bilesiklerin inhibitor
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konsantrasyonunun, pozitif kontroller olan hidroksiiire (ICs50=100 £+ 0,15 uM) ve
tiyoiireden (ICs0=23+1,7 uM) ¢ok daha diisiik oldugu bulundu. R2 ve R3 lokasyonlarinda
H igeren serinin ilk bilesigi olan 4a, hidroksiiireninkinden neredeyse on kat daha fazla
etki gosterdi. Hidrazon kismindaki ikame gruplarinin etkisi, R2 ve R3"in sabit tutulmasi
ve RI1 grubuna elektron veren gruplarin eklenmesiyle belirlendi. Bulgular, 4a ile
karsilastirildiginda, elektron veren gruplarin eklenmesiyle inhibitor aktivitenin marjinal
olarak arttigin gosterdi. 4-NO, 4-Cl ve 4-Br gibi elektron ¢ekici gruplar R1'de ikame
edildiginde, inhibitor etkiler elektron veren gruplarla karsilastirildiginda énemli 6l¢iide

daha fazla gelisti [56].

@]

rz M R
N° N Barbiturate moiety

o}\f&o

N Y

NH
Aryl Hydrazone moiety
R 1

Sekil 2.9. Barbitiirat-aril hidrazon tiirevi bilesiginin kimyasal yapisi.

Ahmad ve arkadaslari, (E)-N'-benziliden-2-(2-floro-[1,1'-bifenil]-4-il)
propanhidrazit tiirevi bilesikler sentezlemislerdir. Sentezlenen analoglarin aktivitesi
standart tiyotire ile karsilastirilmistir. (ICso = 21,14 + 0,42 pM). Tim bilesikler
1C50=18,92 £+ 0,61 ila 90,75 + 7,71 uM araliginda iyi inhibitor aktivite gostermistir.
Serideki tiim bilesikler arasinda fenil halkasinda elektron veren gruba sahip bilesigin en
aktif oldugu ve pozitif kontrol tiyoiireden daha iyi performans gosterdigi bulunmustur.
Bilesigin olaganiistii aktivitesinin, benzen halkasinin orto ve meta konumlarina baglh

elektron veren hidroksil (OH) grubuna atfedildigi bulunmustur [57].
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Sekil 2.10. (E)-N"-benziliden-2-(2-floro-[ 1, 1'-bifenil]-4-il) propanhidrazit bilesiginin kimyasal yapist

Mohammadi ve arkadaslari, benzofuran-hidrazon yapisina sahip 25 bilesikten
olusan yeni bir seri bilesik sentezlemislerdir. Bilesikler, iireaz inhibisyonu profillerini
belirlemek igin in vitro testlere tabi tutulmustur. Ozellikle bilesikler, iireaza karsi
degerlendirildiginde, referans inhibitor olarak gorev yapan standart tiyoiirenin aksine,
ICso degerleri 0,20 + 0,01 ila 36,20 £ 0,70 mM arasinda degisen orta ila iyi inhibitor
profilleri gostermistir (ICso = 21,86 + 0,40 mM). Sentezlenen bilesiklerin SAR", {i¢ ana
yapisal bilesenin sentetik yapi iskelelerini olusturdugunu ortaya ¢ikardi: hidrazon kisma,
degistirilmis fenil halkas1 B ve benzofuran halkasi A. Bu bilesenler, {ireaz enzimlerinin
baskilanmasinda ¢ok énemlidir. Tkame edilmis fenil halkas1 B etrafindaki konum, grup
sayis1 ve ikame edicilerin tiirii, iiretilen yapi iskelelerinin inhibitor potansiyellerinde
kiiciik bir dalgalanmaya yol act1. Ureaz enziminin aktif bdlgesi ile H-bagima katilmalari
nedeniyle, fenil halkasinda hidroksi veya floro gruplarina (elektron veren gruplar) sahip

bilesiklerin, enzimin en aktif rakipleri oldugu gosterilmistir [58].

Sekil 2.11. Benzofuran-hidrazon tiirevi bilesiklerin genel yapisi

Baltas, acil hidrazon iskeletlerine sahip kinazolinon tiirevlerinden olusan essiz
bir yap1 iskelesinden olusan on bilesigi sentezlemistir. Dort bilesik (3a, 3b, 5a ve 5b),
tipik inhibitdr olan tiyoiirenin (ICso = 14,86 + 0,23 pg/mL) aksine, 1,86 + 0,07 ila 6,38 £
0,11 pg/mL arasinda degisen ICso degerleriyle miikkemmel anti-iireaz etki gdstermstir.
Substrat olarak iire varliginda, bilesik 3a, 3b, 5a ve 5b, lireaza kars1 miikemmel rekabet¢i

inhibitor etkinlik gdstermistir [59].
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Sekil 2.12. Kinazolinon-hidrazon tiirevi bilesiklerin genel kimaysal yapisi

Shehzad ve arkadaslari yeni bir hidrazonotiyazolin serisi sentezlemislerdir.
Bilesikler anti-lireaz aktiviteleri agisindan degerlendirildiginde, etkisiz oldugu belirlenen
bir bilesik disinda tiim bilesikler, 5,69 + 0,473 ila 13,7 + 1,54 uM araligindaki 1Cs
degerleri ile kayda deger aktivite sergilemislerdir. Sonuglar, R pozisyonundaki biiyiik I-e
sikloheksan gruplarmin sterik engellere neden olabilecegini ve bunun da aktivitenin
diismesine neden olabilecegini ortaya c¢ikardi. R grubundaki elektron veren gruplar,
bilesigin {ireaz potansiyelini aktive ediyor gibi goriinse de, bilesik 3d, tipik tiyolireye gore

12 kat iyilesmeye isaret etmistir (ICso = 20,8 = 0,75 uM) [60].

R,
A Ry
Ry N-N
Sekil 2.13. Hidrazonotiyazolin tiirevi bilesiklerin genel yapusi

Akyliz ve arkadaslar1 hidrazon yapisina sahip on iki yeni kinazolinon bilesigi
sentezlemiglerdir ve bunlarin iireaz1 inhibe etme yeteneklerini test etmislerdir.
Sentezlenen tliim kinazolinon-hidrazonlarin Jack fasulyesi iireazina kars1 in vitro inhibitor
aktivitesi, standart inhibitdr tiyotireye (ICso = 14,90 + 0,67 pg/mL) karsi
degerlendirilmistir. Bilesikler, ICso =2,950 + 0,11 ila 8,77 + 0,15 pg/mL araliginda {ireaz
enzimine karsi etkili bir inhibitor etki gostermistir. Fenil halkasinda hidroksi gruplari,
klor, brom gibi farkli ikame edicilere sahip bilesikler gii¢lii inhibisyon goéstermistir. 2,90
+ 0,11 pg/mL ila 8,77 £ 0,15 pg/mL arasinda degisen ICso degerleri ile bilesiklerin ¢cogu,
geleneksel inhibitor tiyotire (ICs0=14.90 + 0,67 pg/mL) ile karsilastirildiginda olaganiistii
aktiviteye sahip olduklar1 bulunmustur. Bu bulgular hidrazon iskeleti ve kinazolinon

cekirdegini iceren yeni enzim inhibitdrlerinin gelistirilmesine yardimc1 olmaktadir [61].
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Sekil 2.14. Kinazolinon-Hidrazon tiirevi bilesiklerin genel yapisi

Mentese ve Sokmen, benzimidazol yapist igeren hidrazon smifi bilesikler
sentezlemisler ve lireaz inhibitor 6zellikleri agisindan test etmislerdir. Hedef bilesiklerin
iireaz1 engelleme yetenegi, tipik bir {ireaz Onleyici kimyasal olan tiyoiire kullanilarak
degerlendirilmistir. Benzimidazol bazli hidrazon bilesikleri, gii¢lii ireaz Onleyici etki
sergiledi. Geleneksel tiyotire ile karsilastirildiginda tiim hedef bilesikler tarafindan daha
fazla aktivite gostermislerdir. Ureaz enzimine karsi en yiiksek inhibitor etki, arastirilan
bilesiklerin fenil halkasinda nitro gruplar1 igermesi ile gosterilmistir. Bu, fenil
halkasindaki nitro grubunun, lireazin inhibitor aktivitesini diger gruplara gore daha fazla
olumlu yonde etkiledigini ortaya koydu. Ureaz onleme etkinligi, bir ikame maddesi
olmayan bir fenil halkasina sahip olan bilesikte en diisiiktli. Bu verilerden elde etti§imiz
gozlemler, aktivitenin fenil halkas1 {izerindeki halojen atomlar1 veya hidroksil gruplari
tarafindan arttirildigini gostermektedir. Belki de bu artan aktiviteden H-bagi sorumludur.
Yakin zamanda yayimlanan in silico yerlestirme calismalari, {lireaz inhibisyonu

mekanizmasinda H-baginin diger faktorlerden daha 6nemli oldugunu gostermistir [62].

Cl N
“en L
CH
»—CH )—CHa
m,ﬁ_ ° ¢l N

Cl :.8
0§8 °
HN = HN-%‘\
1 3a-f R
2a-l \“‘-R1 HSC 2

Sekil 2.15. Benzimidazole-hidrazon tiirevi bilesiklerin genel yapisi

Khan ve arkadaslar1 yirmi yedi hidrazon tiirevi bilesik sentezlemislerdir.
Sentezlenen tiim tiirevlerin {ireaz inhibitor aktivitesi incelenmistir. Standart inhibitor
tiyoiire ile karsilastirildiginda hemen hemen tiim tiirevler, ICso= 14,09 £+ 0,23 ila 78,69 +

1,56 uM araliginda iyi ila orta derecede lireaz inhibitdr aktivitesi gostermistir. Cogu
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bilesigin tipik tiyoilireden daha fazla giice sahip oldugu kesfedilmistir. Cogu aktif
analogun yapisinda bir veya daha fazla hidroksi grubu bulunur. Mono-hidroksi grubuna
sahip analoglar, standarda kiyasla orta diizeyde aktivite gostermistir. En etkili analoglarin,
benzen halkas1 boyunca c¢esitli noktalarda bulunan hidroksi gruplarina sahip dihidroksi
analoglar1 oldugu kesfedilmistir. Meta ve para nitro grubuyla ikame edilen analoglar,
standardinkine esdeger inhibitor potansiyel gostermistir. Benzen halkasina bir hidroksi
grubu ve nitro grubunun eklenmesi giiclii inhibitor etkilere sahiptir. Polar olmayan bir
metil grubunun eklenmesi, azaltilmis aktiviteyi vurgular. Bilesiklerin iireaz enziminin
aktif bolgesine baglanma yetenegi, ekstra polar olmayan metil grubu tarafindan
engellenebilir. Hidroksi grup sayisinda bir artis, daha ytiksek bir inhibitdr potansiyele yol
acar. Hidroksi grubunun ardindan nitro grubu da aktivite agisindan esit derecede
onemlidir. Ayrica Khan'in calismasinda metoksi, N, N-dimetil ve halojen iceren

bilesiklerin orta derecede aktif oldugu kesfedilmistir [63].
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Sekil 2.16. Hidrazon tiirevi bilesiklerin genel yapist

Khalid Mohammed Khan ve arkadaslar1 yirmi bes benzofenon hidrazon tiirevi
bilesik sentezlemislerdir. Bilesikler iireaz enzimi kullanilarak taramaya tabi tutulmustur.
Standart tiyoiire ile karsilastirildiginda bu kalintilar, 36,36 + 0,94 ile 425,62 + 2,36 uM
arasinda degisen ICso degerleri ile cesitli derecelerde iireaz inhibitor aktiviteye sahip
oldugu bulunmustur. Seriler arasinda trihidroksi ve dihidroksi ikameli analoglar gii¢lii
inhibitor etki sergilemislerdir. Ayn1 sayida ayni ikame ediciye sahip ancak farkli
konumlara sahip bilesiklerin aktivitesindeki degisiklik, bu calisma sirasinda yapilan bir
bagska gozlemdir. Bunun, hidroksil gruplarimin pozisyonlarindaki bir degisiklikten
kaynaklandig1 varsayilmistir; bu, hidroksil gruplarmin fenil halkasindaki pozisyonlarinin
da tlireaz inhibitor aktivitesi lizerinde dnemli bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir

[64].
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Sekil 2.17. Benzophenone hidrazon tiirevi bilesiklerin genel yapist
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3. GERECLER

3.1. Kullanilan Maddeler

Siklopentilpropanoik asit
Metanol

Sulfurik asit

Hidrazin hidrat

Furfural
5-(Hidroksimetil)furan-2-karbaldehit
Tiyofen-2-karbaldehit
5-Nitro-tiyofen-2-karbaldehit
5-Metil-tiyofen-2-karbaldehit
Pirol-2-karbaldehit
1-Metil-pirol-2-karbaldehit
2-Piridin-karbaldehit
3-Piridin-karbaldehit
4-Piridin-karbaldehit

Eter

Petrol eteri

Ethanol

Etil asetat

Silikajel 60 F254 kapli aliiminyum ITK plag:
Tripsin

Fetal bovine serum

DMEM

RPMI

PBS

MTT Boyasi
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: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
. Alfa Aesar, ABD

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Tekim, Turkiye

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Sigma, Almanya

: Capricorn, Gliney Amerika
: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Gibco, Birlesik Krallik

: Sigma, Almanya



DMSO

L929 Hiicre Hatt1
AGS

SNU1

Tiyolire
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: Sigma, Almanya
: ATCC, ABD
: ATCC, ABD
: ATCC, ABD

: Thermo-Fischer, ABD



3.1. Kullanilan Cihazlar

Magnetik  tabanh isitict @ Heidolph, MR 3003, Almanya
karistirict

Elektronik terazi : Schimadzu, Libror EB-330 HU, Japonya
Ultraviyole lambasi : Camag, Cabinet, Isvigre

Erime derecesi tayin cihazi : Mettler Toledo-MP90 Melting Point System
Niikleer magnetik rezonans

spektrometresi : Bruker, UltraShield 300 MHz, ABD

Kiitle spektrometresi : Shimadzu, LCMS-IT-TOF, Japonya
Mikroplaka okuyucu : BioTek-Synergy H1, ABD

Vorteks : Wisemix, Gliney Kore

Steril Kabin : Class II TypeA2 (CHC-222A2-60), Giiney Kore
Inkiibator : Heraeus, Almanya
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4. YONTEMLER

4.1. Sentez Calismalari

4.1.1. Etil 3-siklopentilpropanoat Tiirevinin Sentezi

3-Siklopentilpropanoik asit tiirevi bilesik (0.025 mol) metanolde ¢oziindiiriilerek
iizerine birka¢ damla siilfiirik asit ilave edilmistir. Karigim geri ¢eviren sogutucu altinda

72 saat kaynatilmis, reaksiyon bitiminde ¢6ziicii ugurularak {iriin elde edilmistir.

COOH  H,S0, O/\/COOE‘[
B
O/\/ EtOH

1

Sekil 4.1. Etil 3-siklopentilpropanoat Tiirevinin eldesi i¢in reaksiyon denklemi

4.1.2. 3-Siklopentilpropanhidrazit Tiirevinin Sentezi

Etil 3-siklopentilpropanoat (1) etanol igerisinde ¢oziilerek tizerine hidrazin hidrat
ilave edilmistir. Reaksiyon karsimi geri ¢ceviren sogutucu altinda kaynatilmis ve reaksiyon

bitiminde ¢oziicli ugurulmus, kalan iirlin su ile yikanarak alinmistir.

R —
EtOH

1 2

Sekil 4.2. 3-Siklopentilpropanhidrazit Tiirevinin eldesi i¢in reaksiyon denklemi

4.1.3. Hedef bilesiklerinin sentezi (3a-3j)

Hidrazit tiirevi bilesik (2) etanolde ¢dziindiirlilmiis ve lizerine uygun aldehit
tirevleri ilave edilmistir. Reaksiyon geri ¢eviren sogutucu altinda kaynatilmis ve ¢oken

iirlin siiziilerek alinmistur.
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Sekil 4.3. Hedef Bilesiklerin eldesi i¢cin reaksiyon denklemi

4.2. ITK Cahsmalar: ve Rf Degerlerinin Saptanmasi

Gergeklestirilen biitiin sentez ¢alismalarinin kontrolii ITK uygulamalari ile
yapilmistir. ITK igin hazirlanan numunelerde etanol ¢dziicii olarak kullanilmustir.
Numuneler silika jel 60 F254 kapli, 6nceden uygun ¢oziicii karisimlar: ile doyurulmus
aliminyum plaklara kilcal boru ile uygulanmstir. Petrol eteri: Etil asetat (3:1) karigimi
hareketli faz olarak kullanilmistir. Lekeler UV 15181 altinda (254 nm ve 366 nm)

saptanmustir. ITK kontroliine gore reaksiyonlar sonlandirilmistur.

4.3. Erime Noktalarinin Tespiti

Sentezlenen final bilesikleri bir ucu kapali kilcal borulara 2 cm kadar konulup
Mettler Toledo-MP90 Melting Point System kullanilarak erime dereceleri tespit
edilmistir.
4.4. "TH NMR Spektrumlarinin Ahinmasi

Sentezlenen final bilesiklerin DMSO-ds icindeki c¢ozeltilerinin '"H-NMR
spekrumlar1 Bruker 400 MHz’lik NMR spektrometresi kullanilarak elde edilmistir.

4.5. 3C NMR Spektrumlarinin Ahinmasi

Sentezlenen final bilesiklerin DMSO-ds icindeki ¢ozeltilerinin '*C-NMR
spekrumlar1 Bruker 400 MHz’lik NMR spektrometresi kullanilarak elde edilmistir.

4.6. Antikanser Aktivite Calismalari

Hiicrelerin Cogaltilmasi: Hiicre kiiltlirii calismalarinda, hiicrelerin in vitro
ortamda yasayip, ¢ogalabilmeleri i¢cin uygun kosullar ve gerekli besiyeri maddeleri
saglanmistir. Meme kanseri hiicreleri ve saglikli hiicreler L-Glutaminli, % 10 FBS, % 1
penisilintstreptomisin igeren DMEM besiyerinde, % 5 CO2 ortaminda, 37 °C’ de, T-25
ve T-75’ lik flasklarda, inkiibatorde ¢ogaltilmistir.

Sitotoksisite Testleri: DMSO’da hazirlanan bilesik ¢ozeltilerinin iki farkli mide
kanser hiicresi (SNU1 ve AGS) ve normal sigan fibroblast hiicrelerindeki (L929)
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sitotoksik etkileri XTT yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Ilk olarak, hiicreler
sirastyla 5x10° hiicre / kuyucuk olacak sekilde plaklara ekilmistir. Biitiin hiicrelere farkl:
konsantrasyonlarda bilesik ¢ozeltileri uygulanilarak 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra, XTT ¢ozeltisi ilave edilip 2 saat boyunca inkiibe edilmistir.

4.7. Antibakteriyel Aktivite

Bilesiklerin antibakteriyel potansiyelleri micro-broth diliisyon yontemiyle test
edilmistir (MIC ve MBC). MIC ve MBC degerleri sirastyla kisaca, gozle goriiliir bakteri
iiremesi olmayan minimum inhibe edici konsantrasyon ve bakteri liremesinin durdugu
minimum inhibe edici konsantrasyona olarak tanimlanmistir. Kisaca, farkh
konsantrasyonlarda hazirlanan maddeler LB besiyeri igeren steril diiz tabanli
mikroplakaya pipetlenmistir. Daha sonra kuyucuklara bakteri hiicreleri (O.D=0.5)
yiiklenmis ve 37°C'de 24 saat inkiibasyon sonrasi MIK degerleri belirlenmistir.
Bilesiklerin MBC'sini incelemek igin, mikro-broth testinin kuyucuklarindan alinan test
soliisyonlari, LB agar plakalarinda alt kiiltiirlenmis ve gece boyunca 37°C'de inkiibe

edilmistir. Ardindan gbzlemlenen tireme durumlarina gére MBC degerleri belirlenmistir.

4.8. Ureaz Inhibisyon Aktivitesi

Sentezlenen bilesiklerin 100 pL'si, substrat olarak 850 pL lireye ve fosfat tamponu
icindeki 50 pL iireaza (3 mg/mL, pH = 7,4) eklendi. 30 dakika sonra, inkiibe edilen
¢ozeltinin 100 pL'sine, 500 puL ¢ozelti I (5,0 g fenol ve 500 mL su i¢inde 25,0 mg sodyum
nitroprussid) ilave edildikten sonra 37 °C'de inkiibe edilen 500 uL ¢6zelti I1 (2,5 g sodyum
hidroksit, 4,2 mL sodyum hipoklorit ve 500 mL su icinde %5 klorin) ilave edildi. 30
dakika boyunca her hiicrenin mavi renkli indofenoliin absorbansi dlgiilerek ICso degerleri

hesaplandi.

4.9. Molekiiler Doking

Molekiiler modelleme ve yerlestirme ¢aligmalarinin yiiriitiilmesi i¢in Schrodinger
Suite v2022.2'nin Maestro v13.3 arayiizii kullanildi. Ureaz protein kristal yapis1 (PDB
ID: 4H9M), arastirilan biyolojik aktiviteyle ilgisi nedeniyle ilk yapisal hazirlik icin
secildi. Kenetlenmeden 6nce nikel (Ni'") iyonu digindaki tiim heteroatomlar protein

yapisindan ¢ikarildi [66]. Yapisal eksiklikleri gidermek i¢in eksik kalintilart ekledik ve

37



bunlar1 paket i¢indeki Prime modiiliinii kullanarak optimize ettik. Potansiyel ligand
formlarinin kapsamli bir temsilini saglamak i¢in 3 boyutlu yapilar olusturmay1, uygun
protonasyon durumlarini atamay1 ve tatomerler ve stereoizomerler olusturmay1 igeren
LigPrep modiiliinii kullanarak ligandlar1 hazirladik. Reseptor 1zgarasi, Ni"™" iyonunun
agirlik merkezi olarak belirlendigi Izgara Olusturma modiilii kullanilarak enzimin aktif
bolgesi cevresinde iiretildi [67]. Bu 1zgara, yerlestirme simiilasyonlar1 i¢in uzamsal
parametreler saglayarak Glide Ligand Yerlestirme modiiliiniin Standart Hassas (SP)
yerlestirme gerceklestirmesini  sagladi [68]. Bu yontem, ligandlarin baglanma
pozisyonlarini ve afinitelerini degerlendirerek iireazin aktif bolgesine kesin bir uyum
sagladi. Yerlestirme sonrasinda, baglanan ligandlar ile aktif bolge kalintilar1 arasindaki
kovalent olmayan etkilesimleri analiz etmek ve gorsellestirmek icin Ligand Etkilesimi
modiiliinii kullandik. Molekiiler etkilesimlerin daha rafine bir gorsel temsilini saglamak
amaciyla, bilesiklerin baglanma yonelimlerini ve etkilesim profillerini gdsteren yiiksek

kaliteli rakamlar olusturmak i¢in PyMOL siiriim 2.4 kullandik.

38



5. BULGULAR ve TARTISMALAR

5.1. Sentez Calismalari

5.1.1. Etil 3-siklopentilpropanoat Tiirevinin Sentezi
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Sekil 5.1. Etil 3-siklopentilpropanoat bilesiginin mekanizmasi

5.1.2. 3-Siklopentilpropanhidrazit Tiirevinin Sentezi
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Sekil 5.2 3-Siklopentilpropanhidrazit bilesiginin mekanizmasi

T
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5.1.3. Hedef Bilesiklerinin Sentezi (3a-3j)

Sekil 5.3. Hedef bilesiklerinin sentez mekanizmasi
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5.1.4. 3-Siklopentil-N'-(furan-2-ilmetilen)propanhidrazit (3a)

O/\)J\N,N NS
H

Sekil 5.4. 3a kodlu bilesigin molekiil sekli

Verim: % 75. E.n. 164.8 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-de): & = 1.03-1.04 (3H, m, siklopentil CH), 1.46-1.51 (5H,
m, siklopentil CH, CH>), 1.70-1.71 (3H, m, siklopentil CH), 2.08 (2H, t, J=7.44 Hz, CH>),
6.58-6.59 (1H, m, furan CH), 6.79-6.84 (1H, m, furan CH), 7.77-7.79 (1H, m, furan CH),
8.03 (1H, s, CH=N), 9.62 (1H, s, NH).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-de): 8(ppm): 23.12, 25.16, 31.43, 31.79, 32.41, 32.52,
32.96, 112.48 (furan C), 113.48 (furan C), 136.08 (CH=N), 145.16 (furan C), 149.76
(furan C), 171.56 (C=0).
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42



5.1.5. 3-Siklopentil-N'-(tiyofen-2-ilmetilen)propanhidrazid (3b)

O/\)J\N,N NS
H

Sekil 5.7. 3b kodlu bilesigin molekiil sekli

Verim: % 78. E.n. 130.5 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-de): & = 1.03-1.07 (3H, m, siklopentil CH), 1.48-1.56 (5H,
m, siklopentil CH, CH>), 1.70-1.71 (3H, m, siklopentil CH), 2.08 (2H, t, J=7.44 Hz, CH>),
7.08-7.09 (1H, m, tiyofen CH), 7.34-7.40 (1H, m, tiyofen CH), 7.57-7.62 (1H, m, tiyofen
CH), 8.12 (1H, s, CH=N), 9.62 (1H, s, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds): §(ppm): 25.15, 31.24, 31.78, 32.41, 32.48, 32.95,
34.03, 128.48 (tiyofen C), 129.02 (tiyofen C), 130.34 (tiyofen C), 130.99 (tiyofen C),
141.38 (CH=N), 174.69 (C=0).
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5.1.6. 3-Siklopentil-N'-(5-nitrotiyofen-2-ilmetilen)propanhidrazit (3c)

Sekil 5.10. 3¢ kodlu bilesigin molekiil sekli

Verim: % 80. E.n. 145.2 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-de): & = 1.03-1.07 (3H, m, siklopentil CH), 1.48-1.57 (5H,
m, siklopentil CH, CH>), 1.70-1.71 (3H, m, siklopentil CH), 2.08 (2H, t, J=7.44 Hz, CH>),
7.47-7.51 (1H, m, tiyofen CH), 8.08-8.09 (1H, m, tiyofen CH), 8.12 (1H, s, CH=N), 9.62
(1H, s, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-de): §(ppm): 25.15, 31.14, 31.48, 31.64, 31.81, 32.47,
3291, 129.29 (tiyofen C), 130.62 (tiyofen C), 136.25 (CH=N), tiyofen (thiophen C),
147.37 (tiyofen C), 175.20 (C=0).
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5.1.7. 3-Siklopentil-N'-((5-(hidroksimetil)furan-2-il)metilen)propanhidrazit (3d)

OH
(0] (0] \
WN/N\ N
H

Sekil 5.13. 3d kodlu bilesigin molekiil sekli

Verim: % 78. E.n. 148.2 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-de): § = 1.02-1.06 (3H, m, siklopentil CH), 1.47-1.55 (5H,
m, siklopentil CH, CH>), 1.70-1.71 (3H, m, siklopentil CH), 2.08 (2H, t, J=7.40 Hz, CH>),
4.40 (2H, s, CH»), 5.35 (1H, s, OH), 6.39 (1H, s, furan CH), 6.73-6.77 (1H, m, furan CH),
7.96 (1H, s, CH=N), 9.62 (1H, s, NH).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-de): 8(ppm): 25.13, 30.83, 31.78, 32.43, 32.55, 32.95,
34.02, 56.12 (C-OH), 109.45 (furan C), 114.54 (furan C), 135.78 (CH=N), 149.23 (furan
C), 158.07 (furan C), 171.56 (C=0).
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5.1.8. 3-Siklopentil-N'-((1H-pirol-2-il)metilen)propanhidrazid (3e)

O/\)J\N,N NS
H

Sekil 5.16. 3e kodlu bilesigin molekiil sekli

Verim: % 81. E.n. 153.3 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): § = 1.04-1.06 (3H, m, siklopentil CH), 1.48-1.55 (5H,
m, siklopentil CH, CH>), 1.70-1.71 (3H, m, siklopentil CH), 2.08 (2H, t, J=7.44 Hz, CH>),
6.08 (1H, s, pirol CH), 6.35-6.39 (1H, m, pirol CH), 6.84-6.87 (1H, m, pirol CH), 7.97
(1H, s, CH=N), 9.62 (1H, s, NH), 10.97 (1H, s, NH).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-de): 8(ppm): 25.13, 31.00, 31.78, 32.43, 32.58, 32.95,
34.05, 109.50 (pirol C), 113.25 (pirol C), 122.60 (pirol C), 135.65 (pirol C), 139.39
(CH=N), 171.56 (C=0).
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5.1.9. 3-Siklopentil-N'-((1-metil-1H-pirol-2-il)metilen)propanhidrazid (3f)

s
H

Sekil 5.19. 3f kodlu bilesigin molekiil sekli

Verim: % 82. E.n. 142.7 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-de): & = 1.04-1.05 (3H, m, siklopentil CH), 1.48-1.54 (5H,
m, siklopentil CH, CH>), 1.70-1.71 (3H, m, siklopentil CH), 2.08 (2H, t, J=7.40 Hz, CH>),
3.79 (3H, s, CH3), 6.03-6.04 (1H, m, pirol CH), 6.35-6.41 (1H, m, pirol CH), 6.89-6.90
(1H, m, pirol CH), 8.04 (1H, s, CH=N), 9.62 (1H, s, NH).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-de): 8(ppm): 25.13, 31.07, 31.78, 31.88, 32.43, 32.95,
34.05, 36.69, 108.41 (pirol C), 114.86 (pirol C), 128.19 (pirol C), 136.45 (pirol C), 139.46
(CH=N), 171.56 (C=0).
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5.1.10. 3-Siklopentil-N'-(piridin-2-ilmetilen)propanhidrazit (3g)

O/\)J\N,N\ NS
H

Sekil 5.22. 3g kodlu bilesigin molekiil sekli

Verim: % 76. E.n. 130.8 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-de): & = 1.02-1.05 (3H, m, siklopentil CH), 1.48-1.54 (5H,
m, siklopentil CH, CH>), 1.70-1.71 (3H, m, siklopentil CH), 2.08 (2H, t, J=7.44 Hz, CH>),
7.32-7.37 (1H, m, piridin CH), 7.59-7.61 (1H, m, piridin CH), 7.83-7.87 (1H, m, piridin
CH), 8.00-8.03 (1H, m, piridin CH), 8.15 (1H, s, CH=N), 9.62 (1H, s, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds): §(ppm): 25.13, 31.01, 31.59, 31.78, 32.43, 32.52,
32.95, 119.69 (piridin C), 125.09 (piridin C), 127.50 (piridin C), 137.95 (CH=N), 143.37
(piridin C), 149.88 (piridin C), 171.56 (C=0).
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5.1.11. 3-Siklopentil-N'-(piridin-3-ilmetilen)propanhidrazid (3h)

Sekil 5.25. 3h kodlu bilesigin molekiil sekli

Verim: % 75. E.n. 150.5 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-de): & = 1.02-1.05 (3H, m, siklopentil CH), 1.46-1.56 (5H,
m, siklopentil CH, CH>), 1.70-1.71 (3H, m, siklopentil CH), 2.08 (2H, t, J=7.44 Hz, CH>),
7.42-7.46 (1H, m, piridin CH), 7.99-8.05 (1H, m, piridin CH), 8.19 (1H, s, CH=N), 8.55-
8.56 (1H, m, piridin CH), 8.79 (1H, s, piridin CH), 9.62 (1H, s, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds): §(ppm): 25.13, 31.07, 31.68, 31.78, 32.43, 32.52,
32.95, 124.40 (piridin C), 133.57 (piridin C), 139.97 (CH=N), 143.38 (piridin C), 148.62
(piridin C), 150.69 (piridin C), 171.56 (C=0).
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5.1.12. 3-Siklopentil-N'-(piridin-4-ilmetilen)propanhidrazid (31)

H

Sekil 5.28. 31 kodlu bilesigin molekiil sekli

Verim: % 81. E.n. 176.6 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-de): & = 1.02-1.04 (3H, m, siklopentil CH), 1.46-1.54 (5H,
m, siklopentil CH, CH>), 1.69-1.70 (3H, m, siklopentil CH), 2.08 (2H, t, J=7.44 Hz, CH>),
7.56-7.60 (1H, m, piridin CH), 7.93 (1H, s, piridin CH), 8.13 (1H, s, CH=N), 8.59-8.61
(1H, m, piridin CH), 8.83 (1H, s, piridin CH), 9.62 (1H, s, NH).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-de): 8(ppm): 25.13, 31.00, 31.60, 31.78, 32.43, 32.52,
32.94, 121.01 (piridin C), 21.34 (piridin C), 140.36 (CH=N), 150.69 (piridin C), 171.56
(C=0).
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5.1.13.3-Siklopentil-N'-(5-metiltiyofen-2-ilmetilen)propanhidrazit (3j)

O/\)J\N,N NS
H

Sekil 5.31. 3/ kodlu bilesigin molekiil sekli

Verim: % 80. E.n. 154.2 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): § = 1.01-1.05 (3H, m, siklopentil CH), 1.46-1.55 (5H,
m, siklopentil CH, CH>), 1.70-1.71 (3H, m, siklopentil CH), 2.08 (2H, t, J=7.44 Hz, CH>),
2.43 (3H, s, CH3), 6.77-6.79 (1H, m, tiyofen CH), 7.13-7.19 (1H, m, tiyofen CH), 8.02
(1H, s, CH=N), 9.62 (1H, s, NH).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-de): 8(ppm): 15.73 (CHs), 25.13,31.19,31.61, 31.78, 32.43,
32.95, 34.03, 126.65 (tiyofen C), 130.63 (tiyofen C), 131.36 (tiyofen C), 141.63 (CH=N),
142.33 (tiyofen C), 171.56 (C=0).
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5.2. Sentez Calismalarinin Degerlendirilmesi

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, on yeni hidrazon tiirevi bilesik (3°-3j)
sentezlenmistir. Planlanan sentez semasinin ilk basamaginda siklopentilpropanoik asit
bilesigi siilflirik asit katalizorliigiinde metanol igerisinde geri ¢eviren sogutucu altinda
kaynatilmistir. Bu tepkime Fischer esterlesmesi olarak tanimlanmaktadir. Reaksiyon belli
bir siire sonunda dengeye ulagmaktadir. Reaksiyonu ester yoniine kaydirmak igin
metanoliin fazlas1 kullanilmistir. Reaksiyon bitiminde etil 3-siklopentilpropanoat (1)
bilesigi elde edilmistir. Ikinci basamakta, etil 3-siklopentilpropanoat (1) bilesigi hidrazin
hidrat ile geri g¢eviren sogutucu altinda kaynatilarak 3-siklopentilpropanhidrazit (2)
bilesigi elde edilmistir. Son basamakta ise, hidrazit tiirevi bilesik ile on farkli aldehit
tirevi etanol icerisinde reaksiyona sokularak hidrazon tiirevi bilesikler (3°-3j) elde

edilmistir.

5.3.  Spektral Verilerin Degerlendirilmesi

Sentezlenen bilesiklerin yapilari '"H NMR ve '3C NMR spektroskopik yontemleri
kullanilarak aydinlatilmistir. Bilesiklerin hepsinde ortak yapi olarak siklopentan ve
hidrazon yapist yer almaktadir. Siklopentana ait protonlar 1.01-1.71 ppm araliginda
gozlenmistir. Yine bilesiklerin yapisinda ortak olarak bulunan (CH=N) yapisina ait proton
7.96-8.19 ppm araliginda singlet olarak goézlenmistir. Furan halkasina ait aromatik
protonlar 6.39-7.79 ppm araliginda tespit edilmistir. Tiyofen halkasina ait aromatik
protonlar ise 6.77-8.09 ppm araliginda gozlenmistir. Pirol halkasina ait protonlar ise 6.03-
6.90 ppm aralifinda gozlenmistir. Piridin halkasin ait aromatik protonlar ise 7.32-8.61
ppm araliginda tespit edilmistir. 3f bilesiginde yer alan 1-metil-pirol yapisindaki metil
protonlar1 ve 3j bilesiginde yer alan 5-metiltiyofen yapisindaki metil protonlar1 sirasiyla
3.79 ve 2.43 ppm de singlet olarak gézlemlenmistir. Hidrazon yapisinda yer alan NH

protonlari ise 9.62 ppm de singlet olarak tespit edilmistir.

Sentezi gerceklestirilen bilesiklerde ortak yapisal pargaciklar '*C-NMR
spektrumlarinda genel olarak beklendigi gibi pikler vermistir. Sentezlenen bilesiklerin
spektrumlarinda, karbon atomlarindan elektronik ¢evrelerine gore 6zdes olanlar dikkate
alinarak toplam karbon sayis1 belirlenmis ve beklenen sayida pik gozlenmistir. Bilesiklere
ait spektrumlarda spesifik fonksiyonel gruplardan karbonil (C=0) 171.56-175.20 ppm
araliginda gozlenmis olup literatiir verileri ile uyum igerisindedir [65]. Sentezlenen

bilesiklerin kimyasal yapilar1 incelendiginde, biitiin bilesiklerde ortak olarak bulunan
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siklopentan halkasina ait karbonlar 23.12-34.05 ppm aralifinda gézlenmistir. Yine biitiin
sentezlenen bilesiklerde ortak olarak bulunan CH=N karbonlar1 135.78-141.63 ppm
araliginda pik vermistir. 3f, 3j Kodlu bilesiklerde aromatik halkaya bagli metil (-CH3)
karbonlar1 15.73-36.69 ppm araliginda gézlenmistir.

5.4. Antikanser Aktivite Calismalarinin Degerlendirilmesi

Sentezlenen hidrazon tiirevlerinin (3a-3j) anti-kanser aktivitesi, mide kanseri
hiicre dizilerine (SNU1, AGS) karst test edilmistir. Bilesiklerin saglikli hiicrelerdeki
sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla saglikli fare fibroblast hiicre hatti (L929)
kullanilmigtir. Sisplatin standart ilag olarak kullanilmistir. 3¢ Kodlu bilesigin 54,10+1,72
ve 44,51£1,80 uM ICso degerleri ile her iki mide kanseri hiicre hattina karsi referans
ilagtan daha etkili oldugu bulunmustur. 3¢ Bilesiginin saglikli hiicrelerdeki ICso degerinin
daha yiiksek olmast (81,48+1,70 uM) bilesiklerin kanser hiicrelerine kars1 daha etkili
oldugunu gostermektedir. ~ Antikanser aktivite sonuclar1 degerlendirildiginde, 3j
bilesiginin yine her iki mide kanser hiicre hattina kars1 75,85+0,90 ve 50,15+1,12 uM
ICso degerleri ile sisplatinden daha etkili oldugu bulunmustur. Ancak 3j kodlu bilesigin
saglikli hiicre hatt1 lizerindeki etkisi degerlendirildiginde bilesigin sitotoksik oldugu
dikkat ¢cekmektedir.

Tablo 5.1. Bilesiklerin SNU1, AGS ve L929 hiicre dizilerine ait ICsy degerleri (uM)

Bilesik SNU1 AGS L929
3a >100 >100 >100
3b 85,11+£2,17 >100 >100
3c 54,10+1,72 44,51£1,80  81,48+1,70
3d >100 >100 >100
3e >100 >100 >100
3f 75,11£2,79  95,99+3,08 >100
3g 92,2242 .34 >100 >100
3h >100 >100 >100
31 >100 >100 97,87+3,31
3j 75,85+£0,90  50,15+1,12  15,47+1,30

Sisplatin  84,80+3,31  91,85+2,24 >100
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5.5. Antibakteriyel Aktivite Calismalarinin Degerlendirilmesi

Sentezlenen bilesiklerin (3a-3j) H. Pylori'ye karst minimum inhibitor
konsantrasyonu ve minimum bakterisidal konsantrasyonu belirlenmistir. Testin
gerceklestirilmesi i¢in artan sekilde bilesiklerin farkli konsantrasyonlar1 kullanilmstir.
Antibakteriyel tahlilin sonuglari, tim bilesikler (3a-3j) i¢in orta derecede tatmin edici
sonuglar gostermistir. Ozellikle iki bilesik 3¢ ve 3d igin sirasiyla MIC degeri 4 ve 8 ve
MBC degeri 8 ve 16 pg/mL ile giliclii antibakteriyel potansiyel gostermistir. Diger tiim
bilesikler (3a, 3b, 3e, 3f, 3g, 3h, 3i ve 3j), 16 ug/mL MIC degerleri ve 32 pg/mL MBC

degerleri gostermistir.

Tablo 5.2. Bilesiklerin (3a-3j) H. pilori've karsi MIC ve MBK degerleri (ug/mL)

Microorganism Helikobakter pilori

Bilesik (ng/mL) MIC MBC
3a 16 32
3b 16 32
3¢ 4 8
3d 8 16
3e 16 32
3f 16 32
3g 16 32
3h 16 32
3 16 32
3j 16 32

5.6. Ureaz inhibisyon Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Sentezlenen bilesiklerin (3a-3j) lireaz enzimi iizerinde inhibitor aktivitesi
incelenmistir. Standard bilesik olarak tiyoiire kullanilmistir. Tablo 5.3’te goriildiigii izere
seride bulunan 3¢ ve 3j bilesikleri sirastyla 9,813+0,403 ve 11,407+0,393 pg/mL ICso
degerleri ile lireaz enzimine kars1 standard bilesikten (ICso= 13,428+0,587 pug/mL) daha
yiiksek inhibitor aktivite gostermistir. 3b (ICso= 19,451+0,963 pg/mL), 3e (ICso=
18,60942,119 pg/mL), 3f (ICs50=18,055+£0,569 pg/mL) ve 3i (ICso= 15,807+0,988
pg/mL) bilesiklerinin ise standard bilesik ile kiyaslanabilir diizeyde inhibitor potansiyele
sahip oldugunu bulunmustur. Bu sonuglara gore, seri igerisinde kimyasal yapisinda 5-
nitrotiyofen halkasi (3c) ve 5-metiltiyofen halkasi (3j) tastyan bilesiklerin aktivitesi diger

tiirevlere gore daha yiiksek ¢ikmistir. Kimyasal yapisinda piridin halkasi tastyan tiirevler
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icinde (3g, 3h, 3i) en yiiksek aktivite ise piridin halkasinin 4. konumundan siibsitiie
oldugu tiirev (31) bulunmustur. Pirol halkasi tasiyan tiirevlerin (3e ve 3f) iireaz inhibitor
aktivitesinin ¢ok benzer oldugu tespit edilmistir. Furan halkasi tastyan tiirevlerin (3a, 3d)

ise seri iginde en diislik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Tablo 5.3. Bilesiklerin Ureaz Inhibisyon Aktivitesi (3a-3j)

Bilesik ICs0 ((ng/mL)
3a 68,220+1,309
3b 19,451+0,963
3c 9,813+0,403
3d 43,408+1,097
3e 18,609+2,119
3f 18,055+0,569
3g 27,607+1,366
3h 34,508+2,011
31 15,807+0,988
3j 11,407+0,393

Tiyoiire 13,428+0,587

5.7. Molekiiler Doking

Bu molekiiler yerlestirme g¢alismasi, anti-iilser terapotiklerinin gelistirilmesinde
onemli bir hedef olan iireaz enzimi ile bilesiklerin inhibitor etkilesim mekanizmalarini
arastirmay1 amagladi. Spesifik olarak bilesikler 3¢ ve 3j, iireazin aktif bolgesi icindeki
baglanma etkinliklerini ve etkilesim profillerini belirlemek i¢in hesaplamali olarak analiz

edildi.

Sekil 5.34'de gosterilen kenetlenme sonuglari, 3¢ (a ve ¢) ve 3j (b ve de) bilesikleri
tarafindan iireaz aktif bolgesindeki kritik kalintilarla olusturulan ayirt edici molekiiler
etkilesimleri gostermektedir. Bilesik 3¢, karbonil oksijeni yoluyla Arg439 kalintistyla bir
hidrojen bagi kurar; bu, enzimin baglanma cebi i¢inde Onemli bir stabilize edici
etkilesime isaret eder. Ligandin nitro grubu, aktif bolgenin Ni"" iyonu ile bir tuz kopriisii
olusturur ve bu, bilesigin inhibitér mekanizmasi i¢in 6nemli olabilir. Ek olarak ligand,
Arg609 ile iki digli etkilesime girerek hem bir hidrojen bagi hem de bir tuz kopriisii

olusturur, bu da baglanma stabilitesini ve afinitesini 6nemli dl¢tlide artirir.
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Buna karsilik bilesik 3j, 3¢'ye benzer sekilde yalnizca Arg439 ile hidrojen bagini
korur. Bu, ligandin enzimatik bosluk icindeki baslangi¢ oryantasyonu i¢in gerekli olan
onemli bir etkilesimi gostermektedir. Ancak 3j, 3¢'de gozlemlenen Arg609 ile iki digli
etkilesime sahip degildir ve Ni"" iyonu ile bagka herhangi bir ek etkilesime girmez.
Bilesik 3¢ ve 3j arasindaki kenetlenme puanlarinda goézlenen fark muhtemelen
tamamlayic1 stabilize edici etkilesimlerdeki eksiklikten kaynaklanmaktadir. Bu,
kenetlenme enerjisini 6lcen Glide gscore'unun da dogruladig: gibi, 3c¢'yi daha uygun bir

baglayici haline getiriyor.

Bilesik 3¢, bilesik 3j'nin -3.78 kcal/mol'liik skoruna kiyasla -4.48 kcal/mol'liik bir
gscore ile Ustiin bir baglanma afinitesi sergiler. gscore, hidrojen baglari, tuz kopriileri ve
hidrofobik temaslar gibi ¢esitli etkilesim enerjilerinin bir birlesimidir. Daha yiiksek bir
gscore, daha stabil bir ligand-enzim kompleksini gosterir. 3j'nin daha diisiik gskoru,
etkilesim haritasinda ek hidrojen baglarinin veya tuz kdépriilerinin bulunmamasindan

kaynaklaniyor olabilir.

Yerlestirme etkilesimlerinin analizi, baglanma afinitesinin modiile edilmesinde
her kovalent olmayan etkilesimin onemini vurgulamaktadir. Bilesik 3¢, karmagsik
etkilesim ag1 nedeniyle bir iireaz inhibitdrii icin umut verici bir adaydir. Ote yandan,
bilesik 3j iyi bir baglanma afinitesi sergiler, ancak daha olumlu etkilesimlere girebilecek

ek fonksiyonel gruplarin eklenmesi i¢in yapisal optimizasyon gerekli olabilir.

Ozetle, molekiiler yerlestirme ¢alismalari, iireaz inhibitdrlerinin stabilitesi ve
Ozgiilliigiiniin  belirlenmesinde kovalent olmayan etkilesimlerin kritik roliine 151k
tutmaktadir. Etkilesim profillerinden elde edilen bilgiler, daha giiclii inhibitorlerin
rasyonel tasarimi i¢in stratejik bir temel saglar. Yerlestirme sonuglarindan elde edilen bu
tiir modifikasyonlar baglanma afinitelerini arttirabilir ve {ireaz1 hedef alan daha etkili

terapotik ajanlarin gelistirilmesine yol agabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasi kapsaminda baslangic materyali olarak 3-siklopentilpropanoik
asitten hareketle 10 yeni hidrazon tiirevi sentezlenmistir. Basarili sentezin ardindan
bilesiklerin kimyasal yapist "THNMR, *CNMR spektroskopik yontemleri kullanilarak
aydmlatilmistir. Hidrazon yapisi, anti-lireaz bilesikleri olarak umut verici aktivite
saglamaktadir. BOylece yeni sentezlenen hidrazon bilesiklerinin H. Pylori'ye karst
antibakteriyel aktivitesi ve farklt mide kanseri hiicre hatlarina (SNU1, AGS) karst
antikanser etkileri belirlenmistir. Bilesiklerden 3¢ ve 3j SNU1, AGS hiicrelerine karsi en
yiksek inhibitor aktiviteyi gosterdigi tespit edilmistir. Benzer sekilde yine 3¢ ve 3j
bilesikleri pozitif control tiyoiireye gore yiiksek antilireaz aktivitesi elde edilmistir.
Bilesiklerin H. pilori’ye kars1 antibakteriyel etkileri degerlendirildiginde, 3¢ ve 3d kodlu

bilesiklerin seri i¢erisinde en yiiksek etkiye sahip oldugu bulunmustur.

Bilesiklerin yapi-etki iligkisi incelendiginde, CH3z ve NO, gruplariin tiyofen
halkasinin 5. konumunda bulunmasinin bilesiklerin antiproliferatif etkisini arttirdigini
ortaya koymaktadir. Ozellikle {i¢ aktivite sonuglar1 gz 6niine alindiginda, 3¢ kodlu
bilesigin her {i¢ aktivitede 6n plana ¢iktig1 goriilmektedir. 3¢ bilesiginin yapisinda tiyofen
halkasinin 5. konumunda giiclii electron ¢ekici grup olan nitro grubu yer almaktadir.
Calismanin sonuglari, gelecekte yan zincirler olarak elektron ¢eken gruplara sahip olan
hidrazon tiirevlerinin, mide kanseri i¢in antikanser ajanlar1 olarak daha ileri arastirmalar

i¢in potansiyel bir hedef alan olabilecegini gostermektedir.
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