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OZET

SALISILAMIT UZERINDEN GELISTIRILEN YENI HIDRAZIT-HIDRAZON
BILESIKLERININ SENTEZI, YAPILARININ AYDINLATILMASI,
BIYOLOJIK AKTIVITELERI VE IN VITRO MIKROZOMAL
METABOLIZMA CALISMALARI

Elif BERBER
Farmasotik Kimya Ana Bilim Dali
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Haziran 2025
Danigman: Prof. Dr. Leyla YURTTAS
(ikinci Danisman: Prof. Dr. Mert ULGEN)

Salisilamitler, antienflamatuvar ve analjezik etkisi bilinen bilesiklerdir. Antibiyotik
direnci ve antimikrobiyal bilesiklerin mikroorganizmalara etkisiz kalmasi sonucu, yeni
antimikrobiyal bilesiklere ihtiya¢ ortaya ¢ikmistir. Bu ihtiyag iizerine salisilamit tiirevi
molekiillerin antimikrobiyal etkileri arastirilmistir. Bu tez kapsaminda, salisilamitin-O
hidrazit-hidrazon esterleri (3a-3k) sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin yapilari, 'H-
NMR, "*C-NMR, infarared spektroskopisi ve kiitle spektroskopisi ile aydmlatilmistir.
Sentezlenen bilesik serisinin antimikrobiyal ve antifungal aktivitesi, gram pozitif, gram
negatif bakteri ve funguslara kars1 arastirilmistir. Minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) arastirildiginda; gram negatif bakterilerden E. coli‘ye karsi (Azitromisin <0.97
ng/mL MIK) 3a bilesigi 7.81 pg/mL MIK degeri; gram pozitif bakterilerden S. aureus’a
kars1 (Azitromisin <0.97 ug/mL MIK) 3a, 3b, 3¢, 3d, 3f, 3h, 3n bilesikleri 15.75 pg/mL
MIK degerinde antibakteriyel etki gdstermistir. En yiiksek antifungal aktivite 3a, 3¢, 3d,
3n bilesikleri ile (Vorikonazol 7.81 ug/mL MIK) C. albicans’a kars1 gdzlenmistir. En
yiiksek antimikrobiyal etkinin tespit edildigi 3a bilesiginin in vitro mikrozomal

metabolizma ¢aligmalar1 yapilmis ve bilesigin metabolitleri degerlendirilmistir.

Anahtar Sozciikler: Salisilamit, Hidrazit-hidrazon, Antimikrobiyal aktivite, In

vitro mikrozomal metabolizma, Metabolit
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ABSTRACT

SYNTHESIS, STRUCTURAL ELUCIDATION, BIOLOGICAL ACTIVITIES, AND
IN VITRO MICROSOMAL METABOLISM STUDIES OF NEW HYDRAZIDE-
HYDRAZONE COMPOUNDS DEVELOPED FROM SALICYLAMIDE

Elif BERBER
Department of Pharmaceutical Chemistry
Anadolu University, Institute of Graduate Education, June 2025
Supervisor: Prof. Dr. Leyla YURTTAS
(Co-Supervisor: Prof. Dr. Mert ULGEN)

Salicylamides are compounds known for their anti-inflammatory and analgesic effects.
Due to the emergence of antibiotic resistance and the ineffectiveness of existing
antimicrobial compounds against microorganisms, there has been a need for new
antimicrobial agents. In response to this need, the antimicrobial effects of salicylamide-
derived molecules have been investigated. Within the scope of this thesis, salicylamide-
O-hydrazide-hydrazone esters (3a—3k) were synthesized. The structures of the
synthesized compounds were elucidated wusing 'H-NMR, "C-NMR, infrared
spectroscopy, and mass spectrometry. The antimicrobial and antifungal activities of the
synthesized compound series were investigated against gram-positive, gram-negative
bacteria, and fungi. In terms of minimum inhibitory concentration (MIC); compound 3a
showed an MIC value of 7.81 pg/mL against E. coli, a gram-negative bacterium
(Azithromycin <0.97 pg/mL MIC pg/mL). Against S. aureus, a gram-positive bacterium
(Azithromycin <0.97 pg/mL MIC), compounds 3a, 3b, 3¢, 3d, 3f, 3h, and 3n exhibited
antibacterial activity with MIC values of 15.75 ug/mL. The highest antifungal activity
was observed against C. albicans with compounds 3a, 3¢, 3d, and 3n (Voriconazole 7.81
pg/mL MIC). In vitro microsomal metabolism studies were conducted on compound 3a,

which exhibited the highest antimicrobial activity, and its metabolites were evaluated.

Keywords: Salicylamide, Hydrazide-hydrazone, Antimicrobial activity, In vitro

microsomal metabolism, Metabolite
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Herhangi bir zamanda, ¢aligmamla ilgili yaptigim bu beyana aykirt bir durumun
saptanmast durumunda, ortaya cikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglari kabul

ettigimi bildiririm.
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URETKEN YAPAY ZEKA KULLANIM BEYANI

Bu tezi hazirlarken (6rnegin ChatGPT, Gemini, DALL-E vb.) liretken yapay zeka
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Uretken yapay zeka programlarindan aldigim bilgilerin dogrulugunu kontrol ettigimi
bildiririm.

Herhangi bir zamanda, ¢alismamla ilgili yaptiZim bu beyana aykiri bir durumun
saptanmasi1 durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi

bildiririm.
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1. GIRIS

Bulasici hastaliklar, yillardir diinya capinda 6nde gelen hastalik ve 6lim nedenleri
arasinda yer almaktadir. 20. yiizyilda antimikrobiyal ajanlarin tedavide kullanilmaya
baslanmasi, modern tip i¢in bir doniim noktast olmustur. Antimikrobiyal ajanlar
sayesinde bakteriyel, fungal ve viral enfeksiyonlardan kaynakli 6liimler 6nemli 6l¢iide
azalmistir. Fakat antimikrobiyal ajanlarin tedavi etkinligi, antimikrobiyal diren¢ nedeni

ile zayiflamistir ve giiniimiizde yeni antimikrobiyal ajanlarin arayigina girilmistir.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO), antimikrobiyal ila¢ direncini insanligin kars1 karsiya oldugu
en biiyiik on kiiresel halk sagligi probleminden biri olarak siiflandirmis ve yayinladigi
raporlarda, bu problem dikkate alinmadig1 takdirde ilaca direngli enfeksiyonlar nedeni ile
2050 yilina kadar yilda 10 milyon 6liim gergeklesebilecegini belirtmistir. Ayrica DSO,
antimikrobiyal ila¢ direncinin 6liim nedenleri arasinda kanseri geride birakabilecegini

belirtmistir (Prestinaci vd., 2022).

Antimikrobiyal ila¢ direncinin olusturdugu riskin biiylikligline bakildiginda yeni
antimikrobiyal ajanlarin kesfi ve gelistirilmesinin son derece énemli oldugu anlasilir. ilk
gelistirilen, bakteri hiicre duvarimi veya protein sentezini hedef alan geleneksel
antibiyotikler giinlimiizde islevsiz kalmistir ve direncli suslara kars1 etki etmemektedir

(Vitiello vd., 2023).

Yeni antimikrobiyal ajanlarin kesfinin birinci sarti, diger farmakolojik aktif molekiillerin
kesfinde oldugu gibi yeni kimyasal iskeletler ve molekiil serilerinin kesfidir. Bu
kapsamda Oncelikli olarak biyolojik aktifligi yiiksek farmakoforlara yonelmek ve bu
farmakoforlardan hareketle yeni molekiil serileri iiretmek sik¢a basvurulan bir yoldur.
Hidrazonlar, heterosiklik halkalar gibi farmakoforlar, genis bir farmakolojik etki
spektrumundan sorumlu olduklarindan umut vericilerdir ve antimikrobiyal ilag direnci

problemini ¢6zme potansiyeline sahiplerdir.

Yeni antimikrobiyal bilesiklerin kesfi i¢in yapilan caligmalarda, hidrazit-hidrazon
farmakoforu oldukca ilgi gormiistiir. Hidrazit-hidrazon yapis1 (-C(O)NH-NH=),
hidrazitler ve aldehitlerin kondenzasyonu sonucu elde edilir. -C(O)NH-NH=,
fonksiyonel grubunun ¢ok sayida ilag-reseptor etkilesimine katilmasi sayesinde farkli
aktif yorelerde etkilesebilme potansiyeli yiiksektir (Brum vd., 2020; Popiolek, 2023). Bu

durum, hidrazit-hidrazonlar yiiksek bir aktivite spektrumuna sahip hale getirir.



Bugiine kadar hidrazit-hidrazonlarin ¢alisilmis aktiviteleri arasinda, antioksidan aktivite,
antienflamatuvar etki, analjezik etki, antifungal etki, antimikrobiyal etki, tiibiilin
inhibitorii, antikanser etki, karbonik anhidraz inhibitoérii etki bulunur (Popiolek ve
Biernasiuk, 2017). Bu aktivitelere bakildiginda hidrazit-hidrazonlarin, reseptorlerle

etkilesimi artirarak farkli biyolojik aktiviteleri destekleyici rol oynadig: diisiiniilebilir.

Salisilamit tiirevlerinin antimikrobiyal aktivitesi son donemde arastirilan konulardan
biridir (Alhashimi vd., 2019). Bu tez kapsaminda, salisilamit molekiilii, etkili bir
farmakofor olan hidrazit-hidrazonlarla tiirevlendirilerek tablo 1.1°deki molekiil serisi
sentezlenmistir ve sentezlenen molekiillerin yapilar1 spektroskopik yontemlerle
aydinlatilmistir. Yapist aydinlatilan molekiillerin antimikrobiyal aktiviteleri bir dizi gram
pozitif, gram negatif bakteri ve fungus tiirii ilizerinde mikrodiliisyon teknigi ile

incelenmistir.

Bir molekiiliin biyolojik aktivitesinin, antimikrobiyal aktivite standart molekiilleriyle
yarisabilir diizeyde olmasi, o molekiiliin ilag aday1 olmasi i¢in yeterli degildir. Farmasotik
Kimya arastirmalar1  molekiiliin  biyolojik  sistemlerdeki = metabolizmasinin
aydimnlatilmasin1 da kapsar. Molekiillerin, canli sistemlerde metabolize olmasi sonucu
olusturduklart metabolitlerin aydinlatilmas1 Farmasotik Kimya arastirmacilarinin ¢alisma
alan1 kapsamindadir. Metabolizma calismalar1 sonucu, molekiiliin toksik metabolit
olusturdugu gozlemlenirse molekiilde modifikasyon yapilarak toksisitenin azaltilmasi

saglanabilir.

Hidrazit-hidrazonlar hakkinda yapilan ¢ok sayida biyolojik aktivite ¢aligmasi1 olmasina
ragmen, yapilmis metabolizma calismalari sinirhidir. Bu farmakoforun en oOnemli
metabolik yolu hidroliz reaksiyonudur ve metabolik hidroliz reaksiyonlari, yapidaki
karbonun alifatik veya aromatik olmasindan ve aromatik halkadaki siibstitiisyonlardan
etkilenir (Ghananeem ve Crooks, 2007). Metabolizma ¢aligmalarinin ilk basamagi olarak
in vitro metabolizma c¢alismalar1 yapilir ve molekiiliin farkli hayvanlarin karaciger
hiicrelerindeki olast metabolitleri aydinlatilir. Literatiirde yapilmis diaromatik hidrazit-
hidrazon metabolizma ¢alismalar1 sonucu, metabolit {iriinler olarak hidrolitik iirtinler ve

fenolik metabolitler saptanmustir.

Bu bilgiler dogrultusunda, bu tez ¢caligmasinin amaclarindan bir digeri ise, tablo 1.1°de
kimyasal formiilleri gosterilen hidrazit-hidrazonlardan en aktif olan molekiiliin in vitro

mikrozomal metabolitlerinin, sigan mikrozom enzimleri aracilig1 ile tespit edilmesidir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1 Antimikrobiyal Ajanlar

Antimikrobiyal ajanlar, bakteri, mantar, viriis ve parazit gibi patojenik
mikroorganizmalarin biliylimesini engelleyerek veya oOldiirerek bulasici hastaliklarla
miicadele etmek i¢in tasarlanmis kimyasal bilesiklerdir (Breijyeh ve Karaman, 2023).
Farmasotik Kimya’da, sentezlenen molekiillerin kimyasal yapisinin; molekiiliin biyolojik
aktivitesini, reseptor selektifligini, stabilitesini ve direng profillerini nasil belirledigini

aydinlatmak 6nemlidir.

Antimikrobiyal ajanlar, kimyasal yapilarinda icerdikleri ortak kisimlara gore
siniflandirilirlar. Ornegin, penisilinler ve sefalosporinler gibi p-laktam antibiyotikler, -
laktam halkasi igerirler ve B-laktam halkasi, bakterilerin hiicre duvari sentezini inhibe
etmekten sorumludur. Eritromisin gibi makrolidler, bakteriyel ribozomlara segici bir
sekilde baglanmalarin1 saglayan seker tiirevi biiyiik makrosiklik lakton halkalarina
sahiptir. Bagka bir 6nemli sinif olan aminoglikozitler, 30S ribozomal alt biriminde protein
sentezine etki eden amino-modifiye sekerlerden olusur (Embil ve Nicolle, 1999; Lima

vd., 2020).

Aromatik halkalar, heterosiklikler, amit baglar1 ve polar fonksiyonel gruplar (6rnegin
hidroksil, karboksil, amino gruplari) gibi temel yapisal motifler siklikla antimikrobiyal
ajanlarda bulunur. Bu gruplar molekiiliin ¢oziiniirliigli, membranlardan gecebilme
yetenegi, mikrobiyal hedeflere baglanma afinitesi ve metabolik stabilite gibi temel

ozelliklerin optimizasyonunu saglar (Dokla vd., 2023).

Antimikrobiyal ajanlarin farmakolojik etkilerine ve kimyasal yapilarina gore

siniflandirilmas: miimkiindiir.

2.2. Antimikrobiyal flaclarin Kimyasal Yapilarina Goére Simflandirilmasi
Antimikrobiyal ila¢lar, kimyasal yapilarina on farkl gruba ayrilir;

2.2.1. p-Laktamlar

Bu bilesikler, bakteri hiicre duvari sentezini inhibe etme yetenekleri acisindan kritik

Ooneme sahip dort tiyeli bir B-laktam halkasi igerir.



Penisilinler (6rn. amoksisilin, benzilpenisilin), sefalosporinler (6rn. seftriakson,
sefuroksim), karbapenemler (6rn. imipenem, meropenem), monobaktamlar (6rn.

aztreonam); B-laktamlarin alt gruplaridir.
2.2.2. Makrolidler

Deoksi sekerlere bagl biiyiik (tipik olarak 14, 15 veya 16 tiyeli) bir makrosiklik lakton

halkasi ile karakterize edilir.
Eritromisin, azitromisin, klaritromisin 6rnek olarak verilebilir.
2.2.3. Aminoglikozitler

Glikozidik baglarla baglanmis amino-modifiye sekerlerden olusur. Yiiksek polariteye
sahip molekiillerdir ve boylece bakteriyel ribozomlara giicli bir baglanma

gerceklestirirler.
Gentamisin, amikasin, streptomisin 6rnek olarak verilebilir.
2.2.4. Kinolonlar ve Florokinolonlar

Bu grup, genellikle aktivitenin artmasi i¢in florlanmis, keton ve karboksil grubu igceren

bisiklik aromatik bir merkez tasir.
Siprofloksasin, levofloksasin, moksifloksasin 6rnek olarak verilebilir.
2.2.5. Tetrasiklinler

Tetrasiklinler, bakteriyel ribozomlara baglanmay1 saglayan cesitli fonksiyonel gruplara

sahip dortlii kaynasmis bir hidrokarbon halka sistemine sahiptir.
Tetrasiklin, doksisiklin, minosiklin 6rnek olarak verilebilir.
2.2.6. Siilffonamidler

Bu bilesikler, folat sentezini engellemek i¢in para-aminobenzoik asidi (PABA) taklit eden

aromatik bir halkaya bagl bir siilfonamid grubu (-SO.NH:) igerir.
Siilfametoksazol, siilfadiazin 6rnek olarak verilebilir.
2.2.7. Nitroimidazoller

Bu gruptaki ilaglar, imidazol halkas1 ve ona bagli nitro siibstitiientinden olusur. Ozellikle

anaerobik organizmalara kars1 etkilidirler.

Metronidazol, tinidazol bu gruba 6rnektir.



2.2.8. Glikopeptitler ve Lipoglikopeptitler

Bu gruptaki ilaglar, genellikle yogun sekilde glikozlanmis, bazi yeni tiirevlerde lipofilik
gruplara sahip biiyiik peptit bazli molekiillerdir.

Vankomisin, teikoplanin, dalbavansin 6rnek olarak verilebilir.
2.2.9. Rifamisinler

Ana zincirine bagli bir naftohidrokinon c¢ekirdegi tasirlar. Bu gruptaki molekiiller,

bakteriyel RNA polimerazi inhibe ederler.
Rifampin, rifabutin 6rnek olarak verilebilir.
2.2.10. Oksazolidinonlar

Bes iiyeli bir oksazolidinon halkasina sahiplerdir ve bakteride protein sentezinin

baslamasini engeller.
Linezolid ve tedizolid 6rnek verilebilir.

Antimikrobiyal ajanlar, kimyasal yapilari acisindan zengin bir ¢esitlilige sahip olsalar da,
antimikrobiyal diren¢ nedeni ile yeni antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesi elzemdir. Bu
nedenle, antimikrobiyal etki goOstermesi olas1 farmakoforlar1 igeren molekiiller

sentezlenmekte ve bu molekiillerin biyolojik aktiviteleri aragtirilmaktadir.

Bu amagla farmakolojik aktifligi bilinen ve klinik kullanimi olan iskeletlerin farkl
farmakolojik amaclarla kullanilmas1 yaygindir. Bu iskeletlerden biri de salisilamitlerdir.
Salisilamit tiirevlerinin antienflamatuvar ve antipiretik etkileri bilinmekte ve bu etkileri
hakkinda arastirmalar yiiriitiilmektedir fakat antimikrobiyal etkileri olabilecegi de

goriilmiistiir (Fahmy ve El-Eraky, 2001; Lupea vd., 2006, Kratky ve VinSova, 2012).



2.3. Salisilamitler Hakkinda Genel Bilgi

Salisilamitler, salislik asitten tiiretilmis, genis bir farmakolojik etki spektrumundan
sorumlu bilesiklerdir. Bu bilesiklerin analjezik, antipiretik, antienflamatuvar etki
gosterdigi bilinmektedir. Bu etkilerine ek olarak, giinlimiizde yeniden konumlandirma
teknikleri sonucu elde edilen verilere dayanilarak; antimikrobiyal etkisi arastiriimakta;
farkl tiirevleri hazirlanarak Alzheimer hastaliginda etkileri aragtirilmaktadir (Song vd.,

2019, Xu vd., 2023).
2.4. Yapisinda Salisilamit Tasiyan Bilesiklerin Aktivite Calismalari

Salisilamit, basit kimyasal yapisi sayesinde, Farmasotik Kimyacilar i¢in 6nemli bir
iskelettir. Az sayida hidrojen akseptdr ve dondr gruba sahiptir, kiigiik molekiil agirlig
vardir ve diisiik lipofilisite gdsterir (Alhashimi vd., 2019). Bu nedenle salisilamit tizerinde
farkl tlirevlendirmeler yapilarak molekiiliin antienflamatuvar etkisi basta olmak iizere,

farkli biyolojik aktiviteleri incelenmistir.

Fahmy ve El-Araky (2001), antienflamatuvar etkilerini arastirmak {izere, salisilamit-O-
asetik hidrazit ve bu bilesigin aldehitlerle siibstitiie Schiff bazlarin1 sentezlemislerdir.
Sentezledikleri bilesiklerin, salisilamitten daha yiiksek antienflamatuvar ve analjezik

etkiye sahip oldugunu gérmiislerdir (Sekil 2.1).

Sekil 2. 1

Fahmy ve El-Araky tarafindan sentezlenen salisilamit-O-asetik-hidrazitler
R
N
N 5
)
Cl

CH,
O/

H;

@ HSC \O
CH, C
F

Kaynak: Fahmy ve El-Araky, 2001



Josef Klossa (1955) yaptig1 c¢alismalarda, salisilamitin O-siibsititiie tiirevlerini
sentezlemis ve bu molekiillerin salisilamitle karsilagtirildiginda daha yiiksek analjezik ve

antiaritmik etki gosterdiklerini gormiistiir (Sekil 2.2).

Sekil 2. 2

Klossa tarafindan sentezlenen salisilamit-O-siibstitiie hidrazitler

Q R
(0] 0] "\CH‘ OoH
\_/< J A
7
sle
CH,

NH-N
N
H,C

Kaynak: Josef Klossa, 1955

Lupea ve digerleri (2006), farki biyolojik aktivitelerini test etmek {izere, yirmi bes
salisilamit tiirevi sentezlemis ve karakterizasyonunu yapmislardir. Sentezledikleri
molekiillerin antimikrobiyal etki gdsterebilecegini tahmin etmisler fakat biyoaktivite

verisi sunmamiglardir (Sekil 2.3).
Sekil 2. 3
Lupea ve ark. tarafindan sentezlenen salisilamit tiirevleri
/©A N/Nl{j%O/@
R (6] HN
R: -OH
NN

-N(CH,), )
-NH,

Kaynak: Lupea vd., 2006

Kratky ve digerleri (2012), on dokuz tane salisilanilit ve sekiz tane salisilanilit 4-
(triflorometil)benzoat tiirevi sentezlemis ve Candida tiirleri ilizerinde molekiillerin
antifungal aktivitesine bakmuiglardir. Sentezlenen bilesiklerin bazilarinin antifungal
aktitive yoniinden umut verici oldugunu belirtmislerdir. Ozellikle 4-kloro-2-[(3,4-
diklorofenil)karbamoil]fenil 4-(triflorometil)benzoat Candida tropicalis (7.81/31.25
umol/L), Candida krusei (7.81/31.25 umol/L) yiiksek aktivite gostermistir (Sekil 2.4) .



Sekil 2. 4
Kratky ve digerleri tarafindan sentezlenmis aktivitesi en yiiksek molekiil

Cl
0

4

NH Cl

CF,
Kaynak: Kratky vd., 2012

Alhasmi ve arkadaslari, yeniden konumlandirma g¢alismalar1 araciligi ile salisilamit
tiirevlerinin antibiyotige direncli N. gonorrhea suslarinda antibakteriyel etkiye sahip
olabilecegini tespit etmislerdir. Bunun {izerine salisilamit tlirevi bir seri molekiiliin
antimikrobiyal etkisini, antibiyotige direngli 40 farkli N. gonorrhea susunda test etmisler
ve siibsitiitiisyonlarin biyolojik aktiviteye etkisini incelemislerdir. Biyolojik aktivite
testleri sonucunda, salisilamitteki amit ve hidroksil fonksiyonunun antibakteriyel etki i¢cin
onemli oldugunu goézlemlenmistir. Tablo 2.1°de gosterdigi iizere, salisilamit iizerindeki
herhangi bir siibstitiisyon, molekiiliin antigonakokkal etkisini azaltmistir; fakat bu
azalmanin amit azotu lizerinden yapildiginda en fazla; hidroksilin ester haline getirilmesi

halinde en az oldugu goriilmiistiir (Alashimi vd., 2019).

Tablo 2. 1

Salisilamit ve yapisal olarak iliskili analoglarin dort Neisseria gonorrhoeae izolatina karsi antibakteriyel
aktivitesi

Bilesik Belirtilen N. gonorrhoeae susu icin MiK (ng/mL) degeri
188 181 195 194 MIK50
Azitromisin 1 256 Belitilmemis 0.5
Salisilamit
(0}

|
©f\NHZ 18 38 16 16 16
OH
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asit

>128 >128 >128 >128 >128

OH
NH/Y

O

8

OH

3-Hidroksibenzamit

NH,

>128 >128 >128 >128 >128

S

OH

4-Hidroksibenzamit

>128 >128 >128 >128 >128

% °
Z
jus}
5

=

(6}

N, N-Dietilsalisilamit

|O 128 128 128 128 128
N

1\|1\ CH,
CH,

]
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Salisilik asit
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O
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o0

(0)

Antranilamit
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2-Etoksibenzamit

r 32 64 64 64 64

NH,

Salisilamit iskeleti farmasotik kimya arastirmalar i¢in kullanisli, antimikrobiyal etki
gosterme potansiyeline sahip iskeletlerden biridir. Bu nedenle, dogru siibstitiiisyonlarla
salisilamit molekiiliiniin antimikrobiyal etki kazanmasi miimkiindiir. Salisilamide
antimikrobiyal etki kazandirmak i¢in baglanabilecek siibstitiientlerden biri hidrazit-

hidrazonlardir.
2.5. Hidrazit-Hidrazonlar Hakkinda Genel Bilgi

Azot atomu, giicli niikleofil ozelllik gosterir ve bu sayede iyi derecede bazik
karakteristige sahiptir. Azot atomunun asidik-bazik karakteri; kimyasal bag olusumu
strasinda ugradigi hibritlesme tiiriine baghdir ve bu karakter, molekiiliin asitlik-bazligin
belirler. Hidrazit-hidrazonlar yapilarinda bir azometin grubu tasirlar ve Schiff bazi olarak

da bilinirler.

Sekil 2. 5

Hidrazin, hidrazit ve hidrazit-hidrazon yapilar

0 0
TR )k NH )k Na R
/ R ONH  ? R ONH X2
Rl
Hidrazin Yapisi Hidrazit Yapisi Hidrazit- Hidrazon Yapisi

Kaynak: Munir vd, 2021

Hidrazit-hidrazonlar, amit grubuna dogrudan bagli bir imin yapisi i¢ceren ve azotlarin
birbirine sigma bagi ile bagli oldugu bilesiklerdir. Bu bilesikler, genelde E stereoizomeri
halinde bulunurlar (Munir vd., 2021). Bu sistemlerde, azot atomlar1 polariteden ve
bilesiklerin organik ¢oziiclilerdeki ¢oziiniirliigiinden sorumludur. Bu bilesikler yiiksek
derecede polariteye sahiptir ve sentez reaksiyonlar1 tamamlandiginda reaksiyon

ortaminda c¢okerler. Coken maddenin kristallendirilmesi yoluyla saflastiriimasi
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miimkiindiir ve Tlriin kromatografik ayrim gerektirmeden elde edilebilir. Sentez

reaksiyonlariin verimi yiiksektir ve tek adimda tamamlanir.

Sekil 2. 6

Hidrazitten hareketle hidrazit-hidrazon sentezi
i O o - 2 2
M L P& - RN
R NH _
! H R, HC OH o]

Hidrazit Aldehit +

o 0

)k N R )k ANH R,

Ry “NH X7 =——— R MH Y
-H,0

Hidrazit-hidrazon OH

Kaynak: Munir vd, 2021

Hidrazit-hidrazon sentezleri, hidrazit ve aldehit arasinda ger¢eklesen kondenzasyon
reaksiyonuna dayanir. Hidrazit-hidrazonlarin sentezi, farkli organik ¢oziiciiler i¢erisinde
yiiksek sicaklikta ve katalitik oranda asetik asit araciligiyla gercgeklestirilir. Hidrazit-
hidrazon sentezinde siklikla kullanilan organik c¢oziiciiler, etanol, metanol, biitanol,

tetrahidrofuran ve asetik asittir.

Literatiirde yer alan ¢alismalar, hidrazon bilesiklerinin siklikla N-a¢il hidrazon (hidrazit-
hidrazon) (-CO-NH-N=CH-) sekliyle sentezlendigini gostermektedir. Ag¢ilhidrazonlar,
niikleofilik ve elektrofilik reaksiyonlara agik, keto-enol tautomerisi gdsteren, metal

iyonlariyla selasyon yapabilen bir gruptur.

N-agil hidrazon grubunda bulunan amit ve imin fonksiyonel gruplari, geometrik ve
konformasyonel stereoizomerizm gosterir. Imin fonksiyonuna ait ¢ift bag (C=N)
etrafinda olusan rotasyon nedeni ile £ ve Z izormerleri gozlenebilir. Buna ek olarak, amit
fonksiyonundaki C-N bag1 etrafinda olusan rotasyon nedeni ile konformasyonel
stereoizomerler goriilebilir. N-H baginin, C-N bagina gore cis ya da trans durumda
olmasma gore N-acil hidrazonlar sinperiplanar veya antiperiplanar durumda olabilir.
Literatiirde, C=N ve CO-NH baglarn etrafindaki rotasyonlardan kaynaklanan

stereoizomerlere odaklanilmis ve N-N bag1 etrafindaki rotasyondan kaynakli
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konformerler ihmal edilmistir. Bahsedilen rotasyonlar sonucu, N-agil hidrazonlarin
bulunabilecegi sekiz olasi stereoizomer olasiligi bulunabilir (Landge vd., 2011; Lopes

vd., 2013).

Hidrazit-hidrazonlarin taninmasinda basvurulabilecek, baz1 karakteristik spektroskopik
veriler bulunmaktadir. Infrared spektrumunda, hidrazit-hidrazonlara ait {i¢ karakteristik
band vardir. Bunlar, 1550 cm™ civarinda C=N grubuna ait, 1650 cm™ de C=0" ait, 3050
cm™’de ise NH’e ait piklerdir.

"H-NMR spektrumu incelendiginde ise karakteristik olarak; =CH’a ait & 8-9 ppm’de bir
singlet sinyali, NH’a ait § 10-13 ppm’de ikinci bir singlet sinyali gézlemlenir. *C-
NMR’da ise, =CH sinyali & 145-160 ppm; karbonil sinyali 8 160-170 ppm arasinda
gbzlemlenir (Han vd., 2017).

Hidrazit-hidrazon tiirevlerinin farmakolojik aktivitesi, azometin grubuna (-N=CH-)
atfedilir ve antimikrobiyal aktivitelerinin, mikrobiyal hiicrelerin hiicre duvarinin ve hiicre
zarinin giiclinii etkilemelerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Hidrazit-hidrazon
fonksiyonel grubuna sahip, antimikrobiyal etkiye sahip etkin maddeler ve farmakolojik
etkileri tabloda gosterilmistir. Nitrofurazon, furazolidon, nitrofurantoin hidrazit-hidrazon

grubuna sahip ve tedavide kullanilan ilaclardir (Popiolek vd., 2018).

Tablo 2. 2

Tedavide kullanilan antimikrobiyal etkili hidrazit-hidrazon tiirevi ilaglar

NH o N o N
=~ /NH\‘( 2 4@/\
0 N O,N ! ON |
ON— | o N | <N, =0 7N | C =0
N
© V4
(o)

H

nitrofurazon furazolidon nitrofurantoin
antimikrobiyal antibakteriyel antibakteriyel
CH, OH
H,C N NH
‘ Y N)t© 0 \N /NH
N e OZN\@/\
CH3 0
ferimzon nifuroksit
antifungal antibakteriyel
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2.6. Yapisinda Hidrazit-Hidrazon Tasiyan Bilesiklerin Aktivite Calismalar:

Shirinzadeh ve digerleri (2011), tarafindan sentezlenen indol tiirevi hidrazit-hidrazon
bilesiklerinin antibakteriyel aktiviteleri degerlendirilmis; N'-[(E)-(1-metil-1H-indol-3-
il)metiliden]benzohidrazit ve 4-metoksi-N'"-[(E)-(1-metil-1H-indol-3-
il)metiliden]benzohidrazit’in  B. subtilis’e orta diizeyde aktif oldugu (MiK: 50-100
pg/mL) gozlenmistir (Sekil 2.7).

Sekil 2. 7

N'-[(E)-(1-metil-1H-indol-3-il)metiliden]benzohidrazit ve 4-metoksi-N'-[(E)-(1-metil-1H-indol-3-
il)metiliden]benzohidrazit

H,C

H
SCi \
N N
@l/ [ @l/ |
—N —N
N N
NH NH

Kaynak: Shirinzadeh vd., 2011

OCH

Kumar ve digerleri (2011) benzilidenhidrazitten hareketle yirmi tane N'-[(Z)-
fenilmetiliden]benzohidrazit ve (2E)-3-fenil-N'-[(Z)-fenilmetiliden]prop-2-enhidrazit
tiirevi sentezlemis ve bu bilesiklerin antimikrobiyal etkilerini Staphylcococcus aureus,
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Candida albicans ve Aspergillus niger’e karsi
degerlendirmislerdir. Antimikrobiyal aktivite c¢aligmalar1 sonucu aromatik halkada
dinitro, metoksi, hidroksi ve nitro siibstitiienti olan bilesiklerin en aktif bilesikler oldugu

goriilmiistir (Sekil 2.8).
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Sekil 2. 8

N'-[(Z)-fenilmetiliden]benzohidrazit ve (2E)-3-fenil-N'-[(Z)-fenilmetiliden[prop-2-enhidrazit

(0)
X _N
0 2 NH X
_N
3
X
4
R2
R2 R3
R3
R2:H, OEt; R3: OH, NO; X,: H, CH3, OCH3, NO»; Xs: H, CH3; X4: H, OEt;

R»: H, OEt; R3: OH, NO;

Kaynak: Kumar vd., 2011

Manikandan ve digerleri (2017) bir dizi benzilidenbenzohidrazit tiirevi bilesik
sentezlemis ve bu bilesiklerin antimikrobiyal aktivitelerini zon inhibisyon analizi (ZOI)
ile 6l¢iilmislerdir. Serideki molekiillerden yalnizca 4- florofenil siibstitiie tiirev, N'-[(E)-
(4-florofenil)metiliden]benzohidrazit;  siprofloksasinle  karsilastirildiginda  etkili
antibakteriyel aktivite gdstermistir. (SA: Siprofloksasin ZOI: 10mm, N'-[(E)-(4-
florofenil)metiliden]benzohidrazit: ZOI:6 mm; ML Siprofloksasin ZOI: 9mm, N'-[(E)-(4-
florofenil)metiliden]benzohidrazit: ZOI:8 mm, BS: Siprofloksasin ZOI: 12mm, N'-[(E)-
(4-florofenil)metiliden]benzohidrazit: ZOI:6 mm) (Sekil 2.9).

Sekil 2.9

N'-[(E)-(4-florofenil)metiliden]benzohidrazit

Kaynak: Manikandan vd., 2017

Popiolek ve Biernasiuk (2017), yaptiklart bir ¢alismada, 21 tane nitrofurazon tiirevi
hidrazit-hidrazon sentezlemis ve bu molekiillerin in vitro antimikrobiyal aktivitesine
bakmislardir. Aktivite c¢alismalar1 sonucu, sentezlenen molekiillerin biiyiik bir
cogunlugunun yiiksek bakterisit 6zellik gosterdigi gozlenmistir. 1-Hidroksi-N'-[(E)-(5-
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nitrofuran-2-il)metiliden]naftalen-2-karbohidazit ve 3-bromo-N'-[(E)-(5-nitrofuran-2-
il)metiliden]benzohidrazit, Staphylococcus spp. ve Bacillus spp.suslarma karst MIK<1
pg/ml degerine sahiplerdir ve en potent bilesikler olduklar1 bildirilmistir. Ayrica
Staphylococcus epidermidis ATTC 12228 biitiin bilesiklere duyarli bulunmustur (Sekil
2.10).

Sekil 2. 10

1-Hidroksi-N'-[(E)-(5-nitrofuran-2-il)metiliden]naftalen-2-karbohidazit ve 3-bromo-N'-[(E)-(5-
nitrofuran-2-il)metiliden]benzohidrazit

OO NH _~ NH
”\’( \N/\EO>{NOZ BIO\’( \N/ \ O Noz
OH O / o) /

Kaynak: Popiolek ve Biernasiuk, 2017

Yadav ve digerleri (2018), 20 tane benzimidazolhidrazit-hidrazon tiirevi sentezlemis ve
bu bilesiklerin antimikrobiyal, antifungal ve antituberkiiler etkilerine bakmislardir.
Sentezlenen bilesiklerden 2-[(1H-1,3-benzimidazol-2-il)sulfanil]-N'-[ (E)
fenilmetiliden]asetohidrazit, referans molekiill sefadroksil ve flukanozol ile
karsilastirildiginda antimikrobiyal agidan en aktif molekiil olarak tespit edilmistir. 2-
[(1H-1,3-benzimidazol-2-il)sulfanil]-N'-[(E)fenilmetiliden]asetohidrazit’in MIK degeri
S.aureus susunda 0.032 puM, B.subtilis’da 0.0321 uM, C. albicans’da 0.016 pM
bulunmustur. Yadav ve ark. aym1 calismada sentezledikleri benzimidazolhidrazit-
hidrazonlarin yapi-aktivite ¢alismasini da yapmislar ve p-fenil konumundaki elektron

ceken grup siibstitiientin antimikrobiyal aktiviteyi arttirdigini bulmuslardir (Sekil 2.11).

Sekil 2. 11

2-[(1H-1,3-benzimidazol-2-il)sulfanil]-N'-[ (E)fenilmetiliden]asetohidrazit

N
D\ NH _~
NH >
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Kaynak: Yadav vd., 2018

Popiolek ve arkadaslar1 (2018) bir seri izonikotinik asit hidrazit-hidrazonu sentezlemis ve
bu molekiillerin aktivitelerini Gram + ve Gram- bakterilerde degerlendirmislerdir.
Ozellikle Gram + bakterilerin, bu molekiillere yiiksek duyarlilik gdsterdigi tespit
edilmistir. N'-[(Z)-(2-Hidroksi-3,5-diiyodofenil)metiliden]piridin-4-karbohidrazit,
sentezlenen molekiiller arasinda en aktif olamdir ve S. aureus’a MIK degeri 1.95 pM/mL;
M. luteus’a MIK degeri 1.95 uM/mL, C.albicans’a MIK degeri 125 uM/mL’dir.
Aragtirmacilar bu verilere dayanarak N'-[(Z)-(2-hidroksi-3,5-
diioyodofenil)metiliden]piridin-4-karbohidrazit’in hem yiiksek antibakteriyel, hem
yiiksek antifungal 6zellige sahip oldugunu belirtmislerdir (Sekil 2.12).

Sekil 2. 12

N'-[(Z)-(2-hidroksi-3,5-diioyodofenil)metiliden]piridin-4-karbohidrazit

N
/N
— N— OH
N
4
(¢} I

Kaynak: Popiolek vd., 2018

Manikadan ve digerleri (2017), tarafindan sentezlenen benzilidenbenzohidrazit tiirevi
bilesiklerin antifungal aktivitesi farkl1 mantar tiirlerine kars1 degerlendirilmistir. 4. niger,
biitliin molekiillere kars1 duyarlilik gostermistir. 3-Br, 4-Cl, 4-F, 3-OH ve 4-CH3 siibstitiie
benzohidrazit bilesikleri Mucor sp. mantar suslarinda yiliksek aktivite gostermistir. 7.
viridie mantar susunda ise N'-[(Z)-(3-hidroksifenil)metiliden]benzohidrazit iyi aktivite

gostermistir (Sekil 2.13) .
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Sekil 2. 13

N'-[(Z)-(3-hidroksifenil)metiliden]benzohidrazit

Kaynak: Manikadan vd., 2017

Ozkay ve digerleri (2010), bir seri benzimidazolhidrazon tiirevi sentezlemis ve bu
molekiillerin antimikrobiyal aktivitesine bakmiglardir. Sentezlenen bilesiklerin biiytik bir
cogunlugu P. vulgaris ve P. aeruginosa suslarinda dnemli derecede antibakteriyel aktivite
meydana getirmistir 4-(1H-1,3-benzimidazol-2-il)-N'-[(Z)-(4-
klorofenil)metiliden]benzohidrazit’in  antibakteriyel aktivitesi, referans molekiil
kloramfenikolden daha yiiksektir. Bu bilesiklerin antifungal aktivitesi, antibakteriyel
aktivitesinin yaninda ihmal edilebilir diizeydedir ve hicbir molekiil, kloramfenikolden

daha yiiksek antifungal aktivite gdstermemistir (Sekil 2.14).

Sekil 2. 14

4-(1H-1,3-benzimidazol-2-il)-N'-[(Z)-(4-klorofenil) metiliden]benzohidrazit

Kaynak: Ozkay vd., 2010

Kumar ve digerleri (2011) bir dizi yeni 4-klorofenilsiilfonil asit hidrazit-hidrazonu
sentezlemis ve zon inhibisyonu (ZOI) 6l¢iimiiyle bu molekiillerin in vitro antibakteriyel
aktivitesini degerlendirmislerdir. Bu bilesiklerden 3-(4-klorobenzen-1-siilfonil)-N'-[(E)-
(3-metoksifenil)metiliden]propanhidrazit, S. aureus’a en yiiksek aktiviteyi gostermistir.

(ZOI: 21 mm, kontrol ZOI: 22 mm). Antifungal etki degerlendirildiginde ise, C.
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albicans’a kars1 en yiiksek aktiviteye sahip molekiiliin 3-(4-klorobenzen-1-siilfonil)-N'-
[(E)-(3-metoksifenil)metiliden]propanhidrazit oldugu goriilmiistir. (ZOL: 31mm;
standart kloritmazol: 30 mm) (Sekil 2.15).

Sekil 2. 15

3-(4-Klorobenzen-1-siilfonil)-N'-[(E)-(3-metoksifenil)metiliden [propanhidrazit

cl
0
OV
S NH _— OCH

Kaynak: Kumar vd., 2011

Sriram ve digerleri (2010), 5-nitro-2-furoik asit ve uygun aldehit/ketonlarin
kondenzasyonu ile elde ettikleri bir seri 5-nitro-2-furoik asit hidrazitinin antitiiberkiilar
aktivitesini arastirmislardir. Bilesiklerin Mycobacterium smegmatis (ATCC 14468)
kiiltiirleri ile agar dilusyon metodu araciligiyla in vitro aktivite taramasi yapilmistir.
Tarama sonucu Ozellikle 5-nitro-N'-{(Z)-[2-(triflorometil)fenil|metiliden } furan-2-
karbohidrazit ve  5-nitro-N'-[(E)-(5-nitrofuran-2-il)metiliden]furan-2-karbohidrazit
yiiksek aktivite gdstermistir (MIK: 4.76 ve 2.65 uM, isoniazid MIK: 0.72 uM, rifampisin
MIK: 0.48 uM) (Sekil 2.16).

Sekil 2. 16

5-Nitro-N'-{(Z)-[2-(triflorometil)fenil]metiliden/furan-2-karbohidrazit ve 5-nitro-N'-[(E)-(5-
nitrofuran-2-il)metiliden|furan-2-karbohidrazit

2 4 2 =
o / F.C o) /
\ \
% N o} N—
0
/
7

Kaynak: Sriram vd., 2010
Cikla ve digerleri (2010), hidrazit-hidrazon grubu tasiyan tiyolire tiirevi molekiiller

sentezlemis ve M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294 )’e kars1 test etmislerdir. Test edilen
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bilesikler, rifampisin standardindan diisiik aktivite gostermislerdir (MiK> 6.25 pg/mL)
(Sekil 2.17).
Sekil 2. 17

N-{4-[(2Z)-2-benzilidenhidrazin-I-karbonil]fenil}-N'-feniltiyoiire tiirevi bilesikler

@k@é

R, 4-OCH,/4-Br/
4-F / 4-CH,

R,: F/CF,
Kaynak: Cikla vd., 2010

Coelho ve digerleri (2012), 23 tane izonikotinik asit tiirevi hidrazit-hidrazon sentezlemis

ve bu molekiillerin bir adet M. tuberculosis izoniazid-duyarl susunda; {i¢ tane izoniazid-

direngli M. tuberculosis klinik isolatinda antimikobakteriyel aktivitesine bakmislardir. Bu

bilesiklerden on {i¢ii izoniazid-direncli suslarda iyi aktivite gostermistir. En iyi aktivite

N'-[(E)-(2-metoksifenil)metiliden]piridin-4-karbohidrazitte gézlenmistir (Sekil 2.18).
Sekil 2. 18

N'-[(E)-(2-metoksifenil)metiliden]piridin-4-karbohidrazit

X
=
Kaynak: Coelho vd., 2012

Cihan-Ustiindag ve Capan (2012), bir seri indol tiirevi hidrazit-hidrazon sentezlemis ve
bu maddelerin antitiiberkiilar aktivitelerini degerlendirmistir. Antimikobakteriyel aktivite
testleri M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294’e kars1, rifampisin standardi kullanilarak
yapilmistir. Sentezlenen bilesikler, standart bilesikten diisiik aktivite gostermistir. En
yiiksek aktivite gdzlenen bilesik sekil 2.19°da verilmistir (MIK>6.25 pg/mL; rifampisin
MIK:0.125 pg/mL) (Sekil 2.19).
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Sekil 2. 19

N'-[(Z)-siklohekzilmetiliden]-5-floro-3-fenil-1 H-indol-2-karbohidrazit

O 0
N
X NH

Kaynak: Cihan-Ustiindag ve Capan, 2012

Kratky ve digerleri (2017), Dbir seri 4-florometilbenzoikasit hidrazit-hidrazonlari
sentezlemis ve bu molekiillerin antitiiberkiiler aktivitelerini Mycobacterium kansasii
izerinde, referans olarak izoniazid kullanarak incelemislerdir. En yiiksek aktivite N'-[(Z)-

(4-klorofenil)metiliden]-4-(triflorometil)benzohidrazitte gdzlenmistir.

Sekil 2. 20

N'-[(Z)-(4-klorofenil)metiliden]-4-(triflorometil) benzohidrazit
F.,C
3 N =
|
NH
Cl

Kaynak: Kratky vd., 2017

Angelova ve digerleri (2017), bir dizi benzopiran tiirevi hidrazit-hidrazon sentezlenmis
ve bu molekiillerin antimikobakteriyal aktivitesini; M. tuberculosis H37Rv lizerinde
incelemislerdir. En aktif bilesik, p-metoksifenil siibstitiienti olan N'-[(E)-(4-kloro-2-okso-
2H-1-benzopiran-3-il)metiliden]-4-metoksibenzohidrazitte (MIK: 0.28 pM) olarak
goriilmistiir (Sekil 2.21).
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Sekil 2. 21

N'-[(E)-(4-kloro-2-okso-2H-1-benzopiran-3-il)metiliden]-4-metoksibenzohidrazit

O (@)
O
o~ =N
SNH
Cl
OCH3

Kaynak: Angelova vd., 2017
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2.7. In vitro Metabolizma Calismalarimin Onemi

Ilag arastirmalarinda biyolojik olarak aktif molekiillerin bulunmasi énemlidir. Ancak bu
molekiillerin  metabolizma  siiregleri ve canli  sistemlerdeki etkileri de
degerlendirilmelidir. Bir¢ok ila¢ ve yabanci kimyasal (ksenobiyotik), viicuttan atilmadan
once metabolik reaksiyonlara tabi tutulur. Bu reaksiyonlar genellikle faz-I
(fonksiyonellestirme) ve faz-II (konjugasyon) olarak adlandirilir (Al-Ghananeem ve

Crooks, 2007, Talevi ve Bellera, 2022).

Faz-1 reaksiyonlarinda, molekiil genellikle oksidasyon, rediiksiyon veya hidroliz gibi
islemler sonucunda faz-I metabolitlerine doniisiir. Bu metabolitler, molekiilde hidroksil
(-OH), amino (-NH), tiyol (-SH), karboksil (-COOH) gibi fonksiyonel gruplarin

eklenmesiyle olusabilir.

Faz-I metabolitleri daha sonra faz-II reaksiyonlarina tabi tutulabilir. Bu reaksiyonlar
sirasinda, viicutta dogal olarak bulunan endojen maddelerle (6rnegin, glukuronik asit,
stilfat, glutatyon) enzimatik olarak reaksiyona girerek faz-II metabolitleri olustururlar. Bu
metabolitler genellikle daha suya ¢oziiniir ve bdylece viicuttan daha kolay atilabilir hale

gelirler (Sekil 2.22) (Talevi ve Bellera, 2022).

Sekil 2. 22

Metabolizmann fazlar

Tag (Ksenobiyotik) > Eliminasyon

| Oksidayon
Enzim Rediiksiygn
Hidroliz

v

Faz [ Metaboliti — Eliminasyon

Endojen
maddelerle
konjugasyon

Faz I Metabolit —  Eliminasyon
Kaynak: Talevi ve Bellera, 2022.

2.7.1. Faz I Reaksiyonlari
2.7.1.1. Oksidatif Reaksiyonlar

Pek ¢ok ila¢ ve ksenobiyotigin viicuttan atilmasini saglayan oksidatif reaksiyonlar;
aromatik, alifatik, alisiklik, benzilik ve allilik hidroksilasyon ile olefinlerin oksidasyonu,

ayrica karbon-azot, karbon-oksijen ve karbon-kiikiirt baglarinin oksidasyonu seklinde

23



gerceklesir. Bu reaksiyonlar ¢esitli enzim sistemleri tarafindan katalize edilir. Bu enzim
sistemleri arasinda en O6nemlisi mikrozomal enzim sistemidir. Bu sistemin en bilinen
ornekleri, sitokrom P-450’ye bagimli karma fonksiyonlu oksidazlar (MFO) ile
mikrozomal flavin monooksijenazlardir (FMO). Ayrica flavoprotein yapisinda olan
NADPH-sitokrom-c rediiktaz (NADPH-sitokrom P-450 rediiktaz) ve sitokrom b5 de bu

stiregcte Oonemli rol oynayan enzimler arasinda yer alir.

2.7.1.2. Rediiktif Reaksiyonlar

Karbonil, azo ve nitro grubu i¢eren ksenobiyotiklerin biyorediiksiyonu ile alkol ve amin
tiirevi metabolitler meydana gelmektedir.

2.7.1.3. Hidrolitik Reaksiyonlar

Pek cok ilacin yapisinda yer alan ester ve amit gruplari, kan, karaciger, bobrekler ve diger
dokularda bulunan enzimler tarafindan hidrolize edilerek karboksilik asitler, alkoller,

fenoller ve amin tiirevi metabolitlere dondstiirtiliir.
2.7.2. Faz Il Reaksiyonlar1

Faz II reaksiyonlarinda amag, polar endojen yapilarin transferaz enzimleri araciligiyla
ksenobiyotiklere veya bunlarin metabolitlerine baglanmasin1 saglamaktir. Bu sayede
bilesikler daha polar hale getirilerek viicuttan atilimlar1 kolaylastirilir. En 6nemli faz II
reaksiyonlar1 arasinda glukuronik asit konjugasyonu, glutatyon konjugasyonu, amino asit

konjugasyonu, siilfat konjugasyonu, metilasyon ve asetilasyon yer alir.

Ilaglar veya diger ksenobiyotiklerin metabolizmalarinin arastirilmasinda in vivo ve in
vitro teknikler kombine halde kullanilmaktadir. Metabolik yollarin karmasik olmasi
halinde, olusan metabolitleri eliminasyon {irlinlerinden saptamak ¢ogu zaman miimkiin
olmayabileceginden in vivo caligmalarla metabolizmanin ilk iriinleri olan primer
metabolitler gézlenenmesi zordur. Bu nedenlerden hem metabolitleri tanimlamak hem de
metabolitlerin olusumundan sorumlu enzimleri ortaya ¢ikarmak i¢in in vivo deneylerden
once in vitro deneyler yapilir. In vitro deneylerde izlenmesi gereken adimlar sekil 2.23°te
gosterilmistir. Bu tekniklerde, hiicre alt fraksiyonlarinin (sitosol, mitokondri, mikrozomal
fraksiyonlar) santrifiijleme yontemi ile ayrilmasindan yararlanilir. Bunlar karacigerin

endoplazmik retikulumunda bulunurlar ve ¢esitli enzimleri tagirlar.
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Sekil 2. 23

In vitro ilag metabolizma ¢alismasinda izlenecek safhalar

Substrat ve olasi metabolitlerin tespiti, sentezi ve
analitik yéntemlerle aydinlatilmas:

‘ Substrat+ Biyolojik Sistem + Kofaktor ‘

‘ Inkiibasyon (in vitre biyolojik sistemle reaksiyon) ‘

‘ Metabolitlerin biyolojik ortamdan ekstraksiyonu

‘ Evaporasyon ‘

‘ Metabolik ekstre ‘

‘ Ayirma ve teshis ‘

Kaynak: Talevi ve Bellera, 2022
2.8. Yapisinda Hidrazit-Hidrazon Tasiyan Bilesiklerin In vitro Metabolizma

Cahsmalanr

Hidrazit-hidrazon tiirevleri, biyolojik aktiviteleri yoOniinden incelense de in vitro
metabolizma ¢aligmalar1 sinirhidir. Fakat bu ¢alisma azlig1 bir eksiklik olarak gortilebilir

¢linkii klinik ¢alismalar 6ncesinde biyolojik profilin aydinlatilmasi énemlidir.

Coskun ve digerleri (2023), aldehit ve keton tiirevleri lizerinden, adamantan tiirevi
hidrazit-hidrazon tiirevlerini sentezlemislerdir ve bu molekiillerin in vitro metabolizmasi,
domuz karacigeri iizerinde incelemislerdir. Yaptiklar1 c¢alisma sonucu, hidrazon
yapilarinin hidrolitik profilinin, sterik gerginlige bagli oldugunu bulmuslardir (Sekil
2.22).
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Sekil 2. 24

Aldehit tiirevi hidrazonlarn in vitro metabolizma sonucu olusturdugr metabolitler

T
NH
\NH2 (e}
/ o

y ;
NH /
Cl g ©

Kaynak: Coskun vd., 2023

Aldehit tiirevi hidrazonlar, metabolizma yoluyla prekiirsorleri olan hidrazit ve aldehide

hidrolize olur. Coskun ve digerleri (2023), sentezledikleri iki molekiilden aldehit tiirevi

hidrazon bilesiginin daha kolay metabolik hidrolizasyon reaksiyonuna ugradigini

gormiislerdir. Hidrazit-hidrazon yapisina hidrojen yerine fenil gibi sterik engel olusturan
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bir grubun siibstitiisyonu, molekiiliin metabolik hidrolize karsi kararlilik gdstermesini

saglamigtir (Sekil 2.25).

Coskun ve digerleri (2023), bir seri izoniazid hidrazonlar sentezlemis ve bu bilesiklerin
domuz karacigeri ile yapilan in vitro metabolizma c¢alismalar1 sonucu, oksidatif ve
hidrolitik metabolitlerini incelemislerdir. INH2OH, metabolizma ¢alismalar1 sonucu N-
oksit metaboliti olustururken hi¢ hidrolitik metabolit olusturmamistir. INH4Me, in vitro
metabolizma sonucu N-oksit ve hidrolitik metabolizma iriinlerini olusturmustur.
Aragtirmacilar bu durumu, metil grubunun polariteyi azaltmasindan dolayi, hidrolitik

yolun baskin olabilecegine baglamislardir.

Sekil 2. 25

Isoniazid hidrazonlarinin in vitro metabolizma iiriinleri

o %L

R 4-CH,
INH20H, INH4Me, INH4Br -

oksidasyon hidroliz
hidroliz
(0]
RS OH
0O | isonikotinik asit
N (@] NN~
X NH X _NH,
| N NH _N
N A | HNT X
P 2-OH
INH R 4-CH,
2.0H 4-Br
R 4-CH,
4-Br

Kaynak: Coskun vd., 2023
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3. GERECLER

3.1. Kullanilan Maddeler

Tablo 3. 1

Tez ¢alismasinda kullanilan maddeler

Bilesik

Firma, Ulke

Salisilamit

Potasyum karbonat
Etilbromoasetat

Aseton

Dietileter

Etanol

Hidrazin-hidrat (suda %80 ¢ozelti)
Benzaldehit
4-Bromobenzaldehit
4-Metilbenzaldehit
4-Hidroksibenzaldehit
4-Nitrobenzaldehit
3,4-Dihidroksibenzaldehit
4-Dimetilaminobenzaldehit
Tiyofen-2-karbaldehit
3,4-Dimetoksibenzaldehit

Indol-3-karboksaldehit

28

Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Isolab, Almanya
Isolab, Almanya
Merck, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Fluka, Almanya

Sigma, Almanya

Sigma, Almanya



N-Biitanol
Petrol eteri
FEtil asetat

ITK plag  (Silikajel 60 Fasa

aliminyum)

NaCl

CaClz

KCl

Siikroz

Disodyum hidrojen fosfat dihidrat
Potasyum dihidrojen ortofosfat
NADP Disodyum

G6P Disodyum

G6P Dehidrojenaz

MgCl

DCM

Metanol

DMSO-ds

kapl
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Sigma, Almanya
Isolab, Almanya
Isolab, Almanya

Merck, Almanya

Isolab, Almanya
Isolab, Almanya
Isolab, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya

Merck, Almanya



3.2. Kullanilan Cihazlar

Tablo 3. 2

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar

Cihaz

Firma/Model, Ulke

Elektronik terazi
Manyetik tabanli 1sitict karigtiric
Ultraviyole lambasi

Erime derecesi tayin cihazi

Infrared spektrofotometresi

Niikleer manyetik rezonans

spektrometresi
Kiitle spektrometresi
Vorteks
Homojenizator
Santrifiij cihaz1
YBSK Cihazi

Ultrasonik su banyosu

Karigtiricili su banyousu

Doner ¢alkalayici

Shimadzu, Libror EB-330 HU, Japonya
Heidolph, MR 3003, Almanya
Camag, Cabinet, Isvigre

Mettler Toledo-MP90 Melting Point

System
Shimadzu-IR Affinity-1S, Japonya

Bruker, UltraShield 300 MHz, ABD

Agilent, 1260, ABD

Wisemix, Kore

IKA T18 dsgstal Ultrrax

Hermle Z 206, Almanya

Agilent 1260 Infinity Il LC-MS, ABD

Bandelin, Sonorex Siiper RK 510H,
Almanya

GFL Shaking Water Bath1083

DLAB, MX-RD-E vertical rotator, ABD
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4. YONTEMLER

4.1. Bilesiklerin Sentezi

4.1.1. Etil (2-karbamoilfenoksi)asetat bilesiginin sentezi (Metot A)

1 Ekivalan salisilamit {izerine 1 ekivalan potasyum karbonat, 1 ekivalan etil bromoasetat
eklenerek 100 mL aseton igerisinde ¢Ozlindiiriildii. Karisim geri ¢eviren sogutucu altinda
4 saat 1s1t1ld1 (Sekil 4.1); reaksiyon takibi ince tabaka kromatografisi (ITK) ile yapildi.
Reaksiyon bitiminde karisim oda sicakligina getirildi, ¢oken madde siiziildii ve dietileter

ile yikanarak etanolden kristallendirildi (Kamei vd., 2006).

Sekil 4.1

Etil (2-karbamoilfenoksi)asetat bilesiginin sentezi

i i i
NH, Br\)J\O/\cm K,CO, ©\/‘\NH2
OH (CH;),CO 0 0. CH;

4.1.2. 2-(2-Hidrazinil-2-oksoetoksi)benzamit bilesiginin sentezi (Metot B)

1 Ekivalan etil (2-karbamoilfenoksi)asetat bilesigi tizerine 20 mL %80’lik hidrazin hidrat
ve 20 mL etanol ilave edilerek geri ¢eviren sogutucu altinda 2 saat 1sitildi (Sekil 4.2.).
Reaksiyon takibi ince tabaka kromatografisi ile yapildi. Reaksiyon sonunca ¢oken iiriin

stiziilerek ayrild1 ve metanolden kristallendirildi (Fahmy ve El-Eraky, 2001).

Sekil 4. 2

2-(2-Hidrazinil-2-oksoetoksi)benzamit bilesiginin sentezi

9 |
©\/“\NH NH,-NH, ©\/‘\NH2
NH-NH
EtOH 2

2
0)
(0]
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4.1.3. Hedef bilesiklerin sentezi; 2-(2-{-2-[(Siibstitiiefenil)metiliden]hidrazinil}-2-
oksoetoksi)benzamit bilesiklerinin sentezi (Metot C)

1 Ekivalan 2a bilesigi lizerine es molar siibstitiie benzaldehitler 20 mL biitanol ortaminda
eklenerek geri ¢eviren sogutucu altinda 24 saat 1sitildi (Sekil 4.3). Reaksiyon takibi ince
tabaka kromatografisi ile yapildi. Reaksiyon sonunda oda sicaklifinda ¢oken {iriin

stiziildi, distile su ile yikandi ve metanolden kristallendirildi (Fahmy ve El-Eraky, 2001).
Sekil 4. 3

Hedef bilesiklerin sentezi igin reaksiyon denklemi
(I) HN O 0
NH-NH, NH =
oy
R V
O Ox
NS

4.2. ITK Calismalan ve Rf Degerlerinin Saptanmasi

|
SR

Sentezlenen tiim bilesiklerin ince tabaka kromatografik analizleri etil asetat ve petrol
eterinin ¢esitli oranlarmi (1:4, 1:3, 1:1, 2:1) iceren mobil fazlar kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kullanilan sabit faz silika jel 60 F2s4 kaph aliiminyum tabakalardir.
Kapiller tlip araciligiyla maddelerin konsantre ¢ozeltileri plaga spot olarak uygulanmais,
elde edilen sonuglar 254 nm ve 366 nm dalga boyunda ultraviyole (UV) 1s1k kullanilarak
gbzlemlenebilmistir. Metot A ve B’de petrol eteri: etil asetat (1:1) ¢oziicii sistemi; metot

C’de ise petrol eteri:etil asetat (3:1) + glasiyel asetik asit (2 damla) kullanilmistir.
4.3. Erime Noktalarimin Tayini

Sentezlenen bilesiklerin erime noktalari, toz edilmis numuneler bir ucu kapali kapiler
borulara yaklagik 0.5 cm yiiksekliginde konularak Biichi Melting Point Apparatus SMP30

cihazinda erimeye bagladiklari sicaklik kaydedilerek 6l¢iilmiistiir.
4.4. Infra-red (IR) Spektrumlarinin Eldesi

Nihai bilesiklerin IR spektrumlari, bilesiklerin direkt sikistirma yontemiyle Perkin Elmer
Spektrum Two FT-IR-ATR Spectrometer cihazinda elde edilmistir.

4.5. Kiitle Spektrumlarimin Eldesi

Nihai bilesiklerin kiitle spektrumlar1 Agilent 1260 Infinity I LC-MS, manual enjeksiyon

cithaziyla; negatif iyon modunda kaydedilmistir.
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4.6. Hidrojen Niikleer Manyetik Rezonans ('H-NMR) Spektrumlarinin Eldesi

Nihai bilesiklerin 'H-NMR spektrumlari, bilesiklerin hekzaddtore dimetil siilfoksit
(DMSO-ds) igindeki ¢ozeltisinde TMS (tetrametilsilan) internal standardi eklenerek
Bruker 400 MHz AV model NMR’da alinmustir.

4.7. Karbon-13 Niikleer Manyetik Rezonans ('3C-NMR) Spektrumlarimin Eldesi

Nihai bilesiklerden bazilarmin '*C-NMR spektrumlari, bilesiklerin hekzaddtero dimetil
siilfoksit (DMSO-ds) icindeki c¢ozeltisinde TMS (tetrametilsilan) internal standardi
eklenerek Bruker 100 MHz AV model NMR’da alinmustir.

4.8. Biyolojik Aktivite Calismalari

Bilesiklerin antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirmek tlizere mikrodiliisyon teknigi ile
minumum inhibitér konsantrasyonlar1 (MIK) cesitli bakteri, maya ve kiifler iizerinde
belirlenmistir. Bakteri kiiltiirlerini muhafaza etmek i¢in Mueller-Hinton agar plakalari,
mantar kiiltiirlerinin bakiminda patates dekstroz (PD) agar ve Sabourad dekstroz (SD)
agar kullanilmistir. Test bakterileri, Mueller-Hinton agar substrati {izerinde 37°C'de 24
saat boyunca inkiibasyonu gerceklestirilen ve 0.5 McFarland standardina uygun olarak
yaklasik 108 CFU/mL'ye seyreltilmesi ile gerceklestirilen bakteri kiiltlirlerinden elde
edilmistir. Mantar sporu silispansiyonlarinin hazirlanmasi i¢in PD agar substrati tizerinde
30°C'de biiyiiyen 3 ila 7 giinliik taze olgun kiiltiirler kullanilmistir. Sporlarin durulanmasi
i¢in steril % 0.1 Tween 80 kullanilmis ve bunlarin yaklasik 106 CFU/mL'ye kadar daha
fazla seyreltilmesi, CLSI' nin prosediir Onerilerine uygun olarak gergeklestirilmistir.
Maddelerin minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK), 96 kuyucuklu mikroplakalar
kullanilarak bir seri seyreltme teknigi ile belirlenmistir. 10 mL DMSO (%20) i¢indeki
maddelerin her birinden 100 mg'lik bir stok ¢ozelti hazirlanmis ve daha 21 sonra bakteri
kiiltiirleri on kez Mueller-Hinton besiyeri ile iki kat seyreltilmistir. Mantar kiiltiirleri i¢in
SD besiyeri kullanilmistir. Konsantrasyonlar1 5 mg/mL ile 9.7 pg/mL arasinda degisen
cesitli diliisyonlar, bakteri, maya ve mantar sporu ¢ozeltilerinden 100 puL ve diltisyonlari
mikrotitrasyon plakalarina aktarilmis ve bakteri/mayalar 35-37 °C'de, filamentli
mantarlar 25°C'de 24-48 saat siireyle inkiibe edilmistir. Pozitif kontrollerden bir
kuyucukta 100 pL mikroorganizma sollisyonu ve %20 DMSO soliisyonu ve digerinde
100 pL mikroorganizma soliisyonu ve 100 pL. Mueller-Hinton besiyeri i¢cermektedir.
Uciincii  kontrol olarak bakteri icin azitromisin ve mantarlar icin vorikonazol

kullanilmistir. Negatif kontroller yalnizca mikroorganizma icermeyen seyreltik ¢ozeltiler
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icermektedir. Pozitif ve negatif sonuglar, kontrol kuyucuklarindakilerle karsilagtirilarak
24-48 saat sonra olusan bulanikliga gore degerlendirilmistir. Her bir mikroorganizma i¢in
gozle goriilir bir gelisme gostermeyen en diisiik konsantrasyonlar MIK olarak
tanimlanmaistir. Minimum inhibitor konsantrasyonunun belirlenmesi,
oksidasyonrediiksiyonu gosteren ve mikrobiyal biliylimenin degerlendirilmesinde
kullanilan resazurin kullanilarak gergeklestirilmistir. Resazurin, canli hiicreler i¢inde
oksidorediiktazlarla resorufine indirgenmesi durumunda pembeye ve floresana doniisen,
floresan olmayan mavi renkli bir boyayr temsil eder. Belirlenen konsantrasyonda
incelenen mikroorganizma i¢in minimum inhibitér konsantrasyon (MiK), resazurinin

renginin degismedigi sinir seyreltmesi olarak tanimlanmigtir.
4.9. Karaciger Mikrozomal Preparatinin Hazirlanmasi

Mikrozomal preparatlar fare, sigan, tavsan, kopek, maymun ve domuz gibi deney
hayvanlarimin  karacigerinden hazirlanabilmektedir. Deneyler, deney hayvani
oldiiriildiikten ve hayvanin karacigeri ¢ikarildiktan sonra soguk sartlar altinda yapilmaistir.
Mikrozom preparatlari, kalsiyum kloriirle ¢oktiirme metodu kullanilarak hazirlanmastir.
Klasiyum kloriirle ¢oktiirme metodu, endoplazmik retikulum fragmentlerinin
santrifiijine dayanmaktadir. Caligsmalar, sirasinda %0.9 sodyum kloriir, 0.25 M sukroz,
80 mM kalsiyum kloriir, 0.15 M potasyum kloriir ve 0.2 M pH: 7.4 fosfat tamponu

cozeltileri kullanilarak yapilmistir. .
4.10. Standart Kofaktor Karisimlar1 ve On Inkiibasyon

Inkiibasyon aracihigi ile aromatik hidroksilasyon, epoksidasyon ve rediiksiyon
reaksiyonlar1 ¢alisilmistir. Bu reaksiyonlarin arastirilmasinda kullanilan ko-faktor
karigimlart tablo 4.1°de belirtilmistir. Tabloda belirtilen maddeler, 2 mL pH: 7.4 fosfat
tamponunda ¢oziilmiis ve stabilitelerini korumalar i¢in, inkiibasyon reaksiyonlarindan
kisa siire once hazirlanmistir. G6P dehidrojenaz, kofaktér karistminda uzun siire
beklemesi durumunda deaktive olacagindan; on inkiibasyon ¢alismasindan hemen once
ko-faktor ¢ozeltisine eklenmistir. Tiim kofaktorler 37°C’lik calkalayici su banyosunda
(inkiibatorde) 5 dakika inkiibe edildi ve bdylece 6n inkiibasyonla NADPH iiretimi

saglandi.
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Tablo 4. 1

In vitro inkiibasyon testlerinde kullanilan kofaktor bilesimi

Tiip miktar NADP G6P Disodyum | MgCl> (50% | 0.2M pH:7.4 Fosfat
Disodyum | Dehidrojenaz | w/w) uL Tamponu (mL)
(mg) (uL)
7 10.99 21.28 9.8 14
4.11. Inkiibasyon

Metabolizmas1 c¢alisilacak substratin, mikrozomal preparatla viicut sicakliginda
reaksiyonuna inkiibasyon adi verilir. Her bir inkiibasyon tiipii i¢in 2-5 pmol/50 pl substrat
kullanilir. Substratin ¢ozeltisi, metabol, 2-metoksietanol veya DMSO ile hazirlanabilir.
Bu tez kapsaminda, ¢ozeltiler metanolde hazirlanmistir. Substratin metebolizasyonunu
test ederken, ayni zamanda kontrol tiipleri de hazirlanir. Bu kontrol tiipleri ile
gerceklestirilen kontrol deneylerinde; denatiire mikrozomlarin kullanilir ya da ko-
faktorlerin ilave edilmez. Boylece inkiibasyonda metabolitlerin enzimatik ya da kimyasal
olarak olustugu belirlenir. Deneyler istatiksel hatalari onlemek ya da meydana
gelebilecek kayiplar agisindan ikili ya da {i¢lii halde paralel halde yiiriitiilmiistiir (Tablo
4.2). Biitiin reaksiyon sartlar1 daha dnce belirtildigi sekilde hazirlandiktan sonra substrat
37°C’lik ¢alkalayic1 su banyosunda yarim saatlik bir inkiibasyona tabi tutulmustur.

Inkiibasyondan sonra substrat ve metabolitler kromatografik yontemlerle incelenmistir.

Tablo 4. 2

In-vitro inkiibasyon testlerinde hazirlanan tiiplerinin icerikleri

Tiip No. Substrat Mikrozom Kofaktor
(50 uL) (ImL) (1 mL)
T1 + + +
T2 + + +
T3 + + +
Denatiire Mikrozom Kontrol 4 | + Denatiire +
Denatiire Mikrozom Kontrol 5 | + Denatiire +
No-kofaktor Kontrol 6 + + Tampon

35



No-kofaktor Kontrol 7 + + Tampon

4.12. Biyolojik Sistemden Ekstraksiyon ve Buharlastirma

Enzimatik inkiibasyon reaksiyonu, inkiibasyon siiresi sonunda test tiipiine eklenen DCM
ile durdurulmustur. Inkiibasyon sonucu; test tiipiinde degismeden kalan substrat, olusan
metabolitler ve organik faz karisimi, once tiip karistiricist (vorteks) ve daha sonra ile
doner calkalayici ile karnstirilmistir. Tip igerikleri santrifiijlendikten sonra organik
fazlarin toplanmasini takip eden islem iki kez yapilmis ve birlestirilen organik fazlar
diisiik sicakliktaki su banyosunda ya da azot gazi altinda uguruldugunda metabolik
ekstreler elde edilmistir.  Metabolik  ekstrelerin ~ kromatografik  sistemlere

uygulanmasindan sonra metabolitler, standartlari ile karsilatirilarak tayin edilmistir.
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5. BULGULAR VE YORUM
5.1. Sentez Calismalari

5.1.1. Etil (2-karbamoilfenoksi)asetat (1a)

Metot A’ya gore, salisilamitten hareketle %75 verim ile sentezlenmistir. Fiziksel

goriiniim: beyaz parlak toz.

Sekil 5. 1
Etil(2-karbomoilfenoksi)asetat (1a)

i
e
0™y O.__CH;
(0]
Deneysel E.N.: 126-128°C Literatiir E.N.: 124°C (Fahmy ve El-Eraky, 2001)
Verim: %75

5.1.2. 2-(2-Hidrazinil-2-oksoetoksi)benzamit (2a)
Sekil 5. 2

2-(2-Hidrazinil-2-oksoetoksi)benzamit (2a)

i
L
o

Deneysel E.N.: 188°C Literatiir E.N.: 190°C (Fahmy ve El-Eraky, 2001).
Verim: %85

Fiziksel goriiniim: Beyaz, parlak ve hacimli bir kat.
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5.1.3. 2-[2-(Aminokarbonil)fenoksi]asetik asit 2-(fenilmetilen)hidrazit (3a)
Sekil 5. 3

2-[2-(Aminokarbonil)fenoksiJasetik asit 2-(fenilmetilen)hidrazit (3a)

0
HN_)/ o

O\/”\NHN\

Deneysel E.N.: 206-208°C Literatiir E.N.: 206°C (Fahmy ve El-Eraky, 2001)
Verim: %45
Fiziksel Goriiniim: Beyaz parlak kristal

IR (ATR) vmaks (cm™): 3485.95- 3412.17 (NHz, NH), 3083.25 (sp> C-H), 1682.53,
1597.45, 1573.32 (amit, hidrazit C=0O ve C=N), 1510 (C=C)

TH-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 5.53 ve 4.89 (s, 2H, -CH»-), 7.09 (t, 1H, Ar-
H, J=7.08 Hz, H4’), 7.17 ve 7.23 (d, 1H, Ar-H, J: 8.12 Hz, H6’), 7.449 ve 7.773 (s, 1H,
C=NH), 7.317-7.568 (m, 3,65 H, Ar-H, H2, H3, H4, HS, H6), 7.597-7.581 (m, 2H, Ar-
H, H5%), 7.99 (d, 1H, Ar-H, J:7.6 Hz, H3’), 8.05 ve 8.22 (s, 1H, CONH>), 8.29 ve 8.52
(s, IH, CONH>), 12.02 ve 11.78 (s, 1H, CONH)

3C-NMR (100 MHz) (DMSO-ds) 8(ppm): 66.52 ve 67.78 (O-CH,-C=0), 114.02,
114.34, 121.53, 121.96, 122.59, 124.44, 127.54, 127.67, 129.25, 129.31, 130.59, 130.72,
130.95, 131.84, 132.87, 133.28, 134.31, 134.45, 144.96, 148.26, 156.24 ve 156.76,
165.00 ve 166.27

MS (ESI) (m/z) [M - H]*: Ci6H15N30: i¢in; hesaplanan: 296.103, bulunan: 296.2
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Sekil 5. 4

3a Bilesiginin IR Spektrumu
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Sekil 5. 6
3a Bilesiginin 3C-NMR Spekturumu
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Sekil 5. 7

3a bilesignin MS Spektrumu

Print of window 80: MS Spectrum
Data File : C:\Users\Public\Documents\ChemStation\1l\Data\EB Masters\ELF1_3.D
Sample Name : ELF1l:3

Acg. Operator : MERT ULGEN
Sample Operator : MERT ULGEN
Acg. Instrument : LC DAD-MS Location : -
Injection Date : 5/26/2025 11:07:13 AM Inj : 1,
Inj Volume : Manually
Acqg. Method : C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\1\METHODS\mas analysis.M
Last changed : 5/26/2025 10:34:47 AM by MERT ULGEN

(modified after loading)
Analysis Method : C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\1\METHODS\mas analysis.M
Last changed : 4/10/2025 2:33:23 PM by MERT ULGEN

MS Spectrum

*MSD2 SPC, time=1.202 of C:\Users\Public\Documents\ChemStation\1\Data\EB_Masters\ELF1_3.D ES-API, Neg, Scan, Frag: 70
~
©
&
100 +
4 Max: 102752
80 -
&
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40
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i 53
1 el
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20 | 7
el
B I | N——— O e .
T T T r T T T T T v T T T T T v T T T T v T T
100 200 300 400 m/Z
LC DAD-MS 5/26/2025 3:18:35 PM MERT ULGEN Page 1 of 1
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5.1.4. 2-[2-(Aminokarbonil)fenoksi]asetikasit 2-[(4-bromofenil)metilen)hidrazit (3b)
Sekil 5. 8

2-[2-(Aminokarbonil)fenoksiJasetikasit-2-[(4-bromofenil)metilen)hidrazit (3b)

O NH,
|

o \/\NHN\

Br
Deneysel E.N.: 233-243°C
Verim: %52
Fiziksel Goriiniim: Beyaz kati

IR (ATR) vmaks (em™): 3438.66, 3136.64 (NH,, NH), 3083.25 (sp> C-H), 1674.30,
1646.13, 1601.19.45 (amit, hidrazit C=O ve C=N), 1510 (aromatik C=C)

TH-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) 6 (ppm): 4.89 ve 5.53 (s, 2H, -CH>-), 7.09 (t, 1H, Ar-
H, J: 6.28 Hz, H4’), 7.15 ve 7.22 (d, 1H, Ar-H, J:8.24 Hz, H6), 7.49 ve 7.51 (t, 1H, Ar-
H, J:7.48 Hz, HS’), 7.583-7.694 (m, 3H, Ar-H, H2, H6, C=NH), 7.697-7.807 (m, 2H,
H3,HS5, C,=NH), 7.83 ve 7.97 (d, 1H, Ar-H, J: 7.96 Hz, H3"), 8.18 ve 8.02 (s, 1H, NH>»),
8.47 ve 8.26 (s, 1H, NH>), 11.83 ve 12.08 (s, 1H, CONH)

13C-NMR (100 MHz) (DMSO-ds) 3 (ppm): 66.45, 11389, 121.56, 121.99, 122.611, 123.
83, 129.45, 131.85, 132.28, 132.36, 132.88, 133.22, 133.557, 133.72, 143.71, 156.82,
166.22, 169.63

MS (ESD) (m/z) [M - H]": Ci6H14BrN30s3 i¢in; hesaplanan: 374.0154 ve 376.0, bulunan:
374.4 ve 376.0
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Sekil 5. 9

3b Bilesiginin IR Spektrumu
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3b Bilesiginin ' H-NMR Spektrumu
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Sekil 5. 11
3b Bilesiginin 3C-NMR Spektrumu
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Sekil 5. 12

3b Bilesiginin MS Spektrumu

Print of window 80: MS Spectrum
Data File : C:\Users\Public\Documents\ChemStation\1\Data\EB Masters\ELF2_1.D
Sample Name : ELF2:1

Acqg. Operator : MERT ULGEN
Sample Operator : MERT ULGEN
Acqg. Instrument : LC DAD-MS Location : -
Injection Date : 5/26/2025 11:34:48 aM Inj : 1
Inj Volume : Manually
Acg. Method : C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\1\METHODS\mas analysis.M
Last changed : 5/26/2025 10:34:47 AM by MERT ULGEN

(modified after loading)
Analysis Method : C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\1\METHODS\mas analysis.M
Last changed : 4/10/2025 2:33:23 PM by MERT ULGEN

MS Spectrum

*MSD2 SPC, time=0.986 of C:\Users\Public\Documents\ChemStation\1\Data\EB_Masters\ELF2_1.D ES-API, Neg, Scan, Frag: 70
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5.1.5. 2-|2-(Aminokarbonil)fenoksi]asetik asit 2-(|[4-metilfenil)metilen]hidrazit (3c)
Sekil 5. 13

2-[2-(Aminokarbonil)fenoksiJasetik asit 2-([4-metilfenil)metilen]hidrazit (3¢)

0 NH,
N 0

NH X

CH,
Deneysel E.N.: 199.2°C Literatiir E.N.: 192°C (Fahmy ve El-Eraky, 2001)
Verim: %48
Fiziksel Goriiniim: Beyaz kati

IR (ATR) vmaks (em™): 3408.94, 3124.37 (NH,, NH), 3083.25 (sp> C-H), 225.38,
2848.67 (sp® C-H), 1683.52, 1653.49, 1594.45 (amit ve hidrazit C=0; C=N), 1556.24,
1516.57, 1503.00 (aromatik C=C)

TH-NMR (400 MHz) (DMSO- d¢) & (ppm): 2.35 (s, 3H, p-CH3), 4.87 ve 5.32 (s, 2H, -
CH»-), 7.09 (t, 1H, Ar-H. J: 6.84 Hz ve 6.96 Hz, H4"), 7.15 ve 7.22 (d, 1H, Ar-H, J: 8.14
Hz ve 8.44 Hz, H6’), 7.27 (d, 2H, Ar-H, J: 6.92 Hz, H3 ve HY), 7.44 - 7.55 (m, 1H, Ar-
H, J: 7.24 Hz, H5’), 7.56-7.69 (m, 3H, Ar-H, H2 ve H6, C=NH),_7.75 ve 7.96 (d, 1H, Ar-
H J: 8.20 Hz, H3’), 8.00 ve 8.18 (s, 1H, CONH>), 8.49 ve 8.24 (s, IH, CONH>), 11.70 ve
11.94 (s, 1H, -CONH-)

13C-NMR (75MHz) (DMSO- ds) & (ppm): 66.38, 11.12, 114.10, 120.96, 122.32, 127.29,
130.07, 131.49, 133.61, 140.44, 145.156, 156.73, 169.155

MS (ESI) (m/z) [M - 1]: C17H17N303 i¢in; hesaplanan: 310.1186, bulunan: 310.2
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Sekil 5. 14

3c Bilesiginin IR spekturumu
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Sekil 5. 16

3c Bilesiginin *C-NMR Spektrumu
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Sekil 5. 17

3c Bilesiginin MS Spektrumu

Print of window 80: MS Spectrum
Data File : C:\Users\Public\Documents\chemstation\1\Data\EBﬁMasters\ELF37l.D
Sample Name : ELF3:1

Acg. Operator
Sample Operator
Acg. Instrument
Injection Date

Acqg. Method
Last changed

Analysis Method :

Last changed

MERT ULGEN

MERT ULGEN

LC DAD-MS Location : -
5/26/2025 11:42:33 AM Inj : 1

Inj Volume : Manually
C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\1\METHODS\mas analysis.M
5/26/2025 10:34:47 AM by MERT ULGEN
(modified after loading)
C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\1\METHODS\mas analysis.M
4/10/2025 2:33:23 PM by MERT ULGEN

MS Spectrum
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5.1.6. 2-|2-(Aminokarbonil)fenoksi]asetik asit 2-[(4-hidroksifenil)metilen]hidrazit
3d)

Sekil 5. 18

2-[2-(Aminokarbonil)fenoksi]asetik asit 2-[(4-hidroksifenil)metilen]hidrazit (3d)

0 NH,
~N 0

NH N

OH
Deneysel E.N.: 278.6-281.5°C Literatiir E.N.: 278°C (Klossa, 1955)
Verim: %59
Fiziksel Goriiniim: Beyaz kati

IR (ATR) vmaks (em™): 3443.28, 3297.37 ve 3225.25 (NH2, NH), 3083.25 (sp?> C-H),
1674.42, 1603.04, 1568.36 (amit ve hidrazit C=0, C=N), 1497.62, 1484.40, 1456.56
(aromatik C=C)

TH-NMR (400 MHz) (DMSO- ds) 6 (ppm): 4.85 ve 5.29 (s, 2H, -CH»-), 6.84 (s, 1H,
N=C-H), 6.85 ve 7.08 (t, 1H, J:7.24 Hz, ArH, H4"), 7.15 ve 7.21 (d, 1H, J:8.2 Hz, HYS),
7.43-7.55 (m, 1H, Ar-H, H5”) 7.59 (d, 2H, Ar-H, J:8 Hz, H6’), 7.62 (s, 2H,),.7.96 ve 8.18
(d, 2H, Ar-H J: 8.08 Hz, H6), (d, 2H, J:8.28 Hz, H3"), 8.53 (s, 1H, -CONH>), 9.94 (s,
1H, O-H), 11.58 ve 11.79 (s, 1H, -CONH-)

13C-NMR (100 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 66.47, 67. 665, 113.97, 114.008, 114.28,
116.18, 116.125, 121.49, 121.95, 122.59, 124.49, 125.34, 125.48, 129.29, 129.39, 130.87,
131.86, 132.81, 133.16, 145.22, 148.49, 156.23, 156.84, 159.78, 160.05, 164.50, 166.23,
167.91, 169.00

MS (ESI) (m/z) [M - H]: Ci16H15N304 i¢in; hesaplanan: 312.098, bulunan: 312.1
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Sekil 5.19
3d Bilesiginin IR Spektrumu
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Sekil 5. 20
3d Bilesiginin 'H-NMR Spektrumu
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Sekil 5. 21
3d Bilesiginin 3C-NMR Spektrumu
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Sekil 5. 22

3d Bilesiginin MS Spektrumu

Print of window 80: MS Spectrum
Data File : C:\Users\Public\Documents\ChemStation\1\Data\EBﬁMasters\ELF471.D
Sample Name : ELF4:1

Acg. Operator : MERT ULGEN
Sample Operator : MERT ULGEN
Acg. Instrument : LC DAD-MS Location : -
Injection Date : 5/26/2025 11:49:06 AM Ing 3 1,
Inj Volume : Manually
Acg. Method : C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\1\METHODS\mas analysis.M
Last changed : 5/26/2025 10:34:47 AM by MERT ULGEN

(modified after loading)
Analysis Method : C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\1\METHODS\mas analysis.M
Last changed : 4/10/2025 2:33:23 PM by MERT ULGEN

MS Spectrum

*"MSD2 SPC, time=0.899 of C:\Users\Public\Documents\ChemStation\1\Data\EB_Masters\ELF4_1.D ES-API, Neg, Scan, Frag: 70
S
100 i
4 Max: 484800
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i el
04 : L xa . ek o L L .l. A
v T r T T T v v T v v T T T T r T r T v T T v T
100 200 300 400 500 m/z|
LC DAD-MS 5/26/2025 3:23:51 PM MERT ULGEN Page 1 of 1
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5.1.7. 2-|2-(Aminokarbonil)fenoksi]asetik asit 2-[(4-nitrofenil)metilen]hidrazit (3e)
Sekil 5. 23

2-[2-(Aminokarbonil)fenoksiJasetik asit 2-[(4-nitrofenil)metilen]hidrazit (3e)

Os_ _NH,
0

NH X

Deneysel E.N.: 263.5-265.5°C
Verim: %80

IR (ATR) vmaks (cm™): 3422.29 ve 3015.55 (NH,, NH), 2938. 63 (sp’ C-H), 1693.44,
1668.69, 1616.72 (amit ve hidrazit C=0, C=N), 1509.29, 1478.87, 1418.05 (aromatik
C=0)

TH-NMR (400 MHz) (DMSO- d¢) & (ppm): 4.93 ve 5.38 (s, 2H, -CH»-), 7.10 (t, 1H, Ar-
H, J:7.16 Hz, H4’), 7,16 ve 7.25 (d, 1H, Ar-H, J:8.12 Hz H6"), 7.51 ve 7.52 (t, 1H, Ar-H,
J:7.4 Hz, H5”), 7.64 ve 7.77 (s, 1H, N=CH), 7.77 ve 7.97 (d, 1H, Ar-H, J:7.68 Hz, H3"),
8.042 (d, 2H, Ar-H, J:7.72 Hz, H2 ve H6), 8.19 ve 8.15 (s, IH, CONH>»), 8.29 (d, 2H, Ar-
H, J:8.2 Hz, H3 ve HS), 8.39 ve 8.45 (s, 1H, CONH>»), 12.06 ve 12.32 (s, 1H, -CONH-)

3C-NMR (100 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 66.37, 66.77, 113.97, 114.29, 121.53,
121.96, 122.64, 124.43, 124.57, 128.53, 130.99, 131.80, 133.21, 140.66, 142.50, 148.33,
156.23, 156.71, 165.44, 166.29, 170.09

MS (ESI) (m/z) [M-H]: Ci6H14N4Os i¢in; hesaplanan: 341.089, bulunan: 341.1
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Sekil 5. 24

3e Bilesiginin IR spekturumu
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Sekil 5. 26
3e Bilesiginin C-NMR Spektrumu
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Sekil 5. 27

3e Bilesiginin MS Spektrumu

Print of window 80:

MS Spectrum

Data File C:\Users\Public\Documents\ChemStation\1\Data\EBﬁMasters\ELF571.D
Sample Name ELF5:1

Acg. Operator MERT ULGEN

Sample Operator MERT ULGEN

Acg. Instrument LC DAD-MS Location : -

Injection Date 5/26/2025 12:04:20 PM Ing 3 1

Acqg. Method
Last changed

Analysis Method :

Last changed

Inj Volume : Manually
C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\1\METHODS\mas analysis.M
5/26/2025 10:34:47 AM by MERT ULGEN
(modified after loading)
C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\1\METHODS\mas analysis.M
4/10/2025 2:33:23 PM by MERT ULGEN

MS Spectrum

*"MSD2 SPC, time=0.921 of C:\Users\Public\Documents\ChemStation\1\Data\EB_Masters\ELF5_1.D ES-API, Neg, Scan, Frag: 70
100 3
4 Max: 552768
80+
60
40
| <
o
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20 J
1 5
2
0 d ' i . 5 an i ks sbosasasal L i Ln i )r .
T v v T T v r T T r T T T r T v T v T T
100 200 300 400 500 m/7
LC DAD-MS 5/26/2025 3:24:27 PM MERT ULGEN Page 1 of 1
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5.1.8. 2-[2-(Aminokarbonil)fenoksi]asetik asit 2-[(3,4-
dihidroksifenil)metilen]hidrazit (3f)
Sekil 5. 28

2-[2-(Aminokarbonil)fenoksi]asetik asit 2-[(3,4-dihidroksifenil)metilen]hidrazit (3f)

0 NH,
~N o)

NH

OH
OH

E.N.: 252.1-254.5°C.

Verim: %43

IR (ATR) vmaks (em™ ): 3406.23 (NH2, NH), 2923.36 (sp® C-H), 1746.27, 1693.12,
1594.32 (amit ve hidrazit C=0, C=N), 1517.23, 1508.77, 1487.74 (aromatik C=C)

TH-NMR (400 MHz) (DMSO- 33.) 8 (ppm): 4.84 ve 5.28 (s, 2H, -CH»-), 6.78 ve 6.79
(d, 1H, Ar-H, J: 6.4 Hz ve 7.2 Hz H6), 6.91 ve 6.98 (d, 1H, Ar-H, J: 8.04 Hz, H6"), 7.09
(t, 1H, Ar-H, J: 7.36 Hz, H4"), 7.15 ve 7.17 (d, 1H, Ar-H. J: 7.2 Hz ve J:8 Hz H5), 7.20
(s, 1H, N=CH), 7.49 ve 7.50 (t, 1H, Ar-H, H5’), 7.63 ve 7.75 (s, 1H, Ar-H, H2), 7.75 ve
7.96 (d, 1H, Ar-H J:8,72 Hz ve J:7.6 Hz H3’), 7.87 ve 8.09 (s, 1H, -CONH>), 8.19 ve
8.51 (s, 1H, -CONH>), 9.2638 (bs, 1H, OH2), 9.4508 (bs, 1H, OH1), 11.53 ve 11.75 (s,
1H, -CONH-)

I3C-NMR (100 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 66.83, 67.68, 113.131, 113.528, 113.78,
114.26, 116.122, 120.773, 121.176, 121.518, 121.973, 122.770, 124.49, 125.69, 125.89,
130.967, 131.78, 132.76, 133.26, 145.82, 146.133, 146.184, 148.397, 148.601, 148.743,
156.258, 156.963, 164.52, 166.23, 167.917, 169.037

MS (ESI) (m/z) [M-H]: Ci6H14N4Os i¢in; hesaplanan: 330.089, bulunan: 330.1
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3f Bilesiginin IR Spektrumu

Sekil 5. 29
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Sekil 5. 31
3f Bilesiginin 3C-NMR Spekturumu
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Sekil 5. 32

3f Bilesiginin MS spekturumu

Print of window 80: MS Spectrum

Data File : C:\Users\Public\Documents\ChemStation\1\Data\EB Masters\ELF5 1.D

Sample Name : ELF5:1

Acqg. Operator
Sample Operator
Acqg. Instrument
Injection Date

Acg. Method
Last changed

Analysis Method
Last changed

: MERT ULGEN
MERT ULGEN
LC DAD-MS Location : -
5/26/2025 12:04:20 PM Inj : 1

Inj Volume : Manually

C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\1\METHODS\mas analysis.M

5/26/2025 10:34:47 AM by MERT ULGEN
(modified after loading)

C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\1\METHODS\mas analysis.M

4/10/2025 2:33:23 PM by MERT ULGEN

MS Spectrum

*MSD2 SPC, time=0.921 of C:\Users\Public\Documents\ChemStation\1\Data\EB_Masters\ELF5_1.D ES-API, Neg, Scan, Frag: 70
100 3
4 Max: 552768
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60
40
: 3
(=]
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0+ d ' 1 " = i POREP M N A . ||'u i |L b it te |L wmbie b n
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LC DAD-MS 5/26/2025 3:24:27 PM MERT ULGEN Page 1l ofl
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5.1.9. 2-[2-(Aminokarbonil)fenoksi]asetik asit 2-[(4-
dimetilaminofenil)metilen|hidrazit (3g)

Sekil 5. 33

2-[2-(Aminokarbonil)fenoksiJasetik asit 2-[(4-dimetilaminofenil)metilen]hidrazit (3g)

0 NH,
N o)

NH "X

/N\

H,C CH,

E.N.: 232°C. Literatiir E.N.: 233-235°C (Klossa, 1955)
Verim: %52

IR (ATR) vmaks (em™ ): 3423.59, 3215.25, 3175.64 (NH2, NH), 3083.25 (sp> C-H),
2893.23 (sp® C-H) 1656.22, 1589.45, 1530.68 (amit ve hidrazit C=0, C=N), 1508,
1428.93 (aromatik C=C)

TH-NMR (400 MHz) (DMSO- d¢) & (ppm): 2.50 (s, 6H, -N(CH3),), 4.83 ve 5.28 (s, 2H,
-CH»-), 6.74 (d, 2H, Ar-H, J:7.88 Hz, H3 ve H5), 6.75 (s, 1H, C=NH), 7.09 (t, 1H, Ar-H,
J: 7.12 Hz, H4’), 7.15 ve 7.19 (d, 1H, Ar-H; J: 8.04 Hz, H6"), 7.50 (m, 3H, Ar-H, C=NH,
H3 ve HS5), 7.56 (d, 2H, Ar-H, H2 ve H6), 7.59-7.68 ve 7.69-7.77 (m, 1H, Ar-H, H5”),
7.90 ve 8.13 (s, 1H, CONH>), 7.97 ve 8.52 (d,1H, Ar-H, J: 9,28 Hz ve J:7.52 Hz, H3’),
7.908 ve 8.53 (s, |H, CONH>), 11.49 ve 11.69 (s, 1H, -CONH-)

I3C-NMR (100 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 66.59, 67.28, 112.23, 112, 19, 114.02,
114.286, 121.402, 121.633, 121.648, 121.874, 122.594, 122.629, 124.480, 128.831,
128.955, 129.914, 130.867, 131.81, 132.79, 133.265, 145.809, 149.00, 151.948, 152.114,
156.206, 156.808, 164.144, 166.144, 167.985, 168.929

MS (ESI) (m/z) [M-H]: CisH20N4O3 icin hesaplanan: 339.14; bulunan: 339.2
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3g Bilesiginin IR Spektrumu
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Sekil 5. 36
3g Bilesiginin 3C-NMR Spektrumu
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Sekil 5. 37

3g Bilesiginin MS Spektrumu

Print of window 80: MS Spectrum
Data File : C:\Users\Public\Documents\ChemStation\1\Data\EB Masters\ELF7_1.D
Sample Name : ELF7:1

Acqg. Operator
Sample Operator
Acqg. Instrument
Injection Date

Acqg. Method
Last changed

Analysis Method :

Last changed

MERT ULGEN
MERT ULGEN
LC DAD-MS Location : -
5/26/2025 12:20:03 PM Inj : 1

Inj Volume : Manually
C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\1\METHODS\mas analysis.M
5/26/2025 10:34:47 AM by MERT ULGEN
(modified after loading)
C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\1\METHODS\mas analysis.M
4/10/2025 2:33:23 PM by MERT ULGEN

MS Spectrum

*MSD2 SPC, time=1.311 of C:\Users\Public\Documents\ChemStation\1\Data\EB_Masters\ELF7_1.D ES-API, Neg, Scan, Frag: 70
o~
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LC DAD-MS 5/26/2025 3:25:39 PM MERT ULGEN Page 1 of1
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5.1.10. 2-[2-(Aminokarbonil)fenoksi]asetik asit 2-[(3,4-
dimetoksifenil)metilen]hidrazit (3m)

Sekil 5. 38

2-[2-(Aminokarbonil)fenoksijasetik asit 2-[(3,4-dimetoksifenil)metilen]hidrazit (3m)

0 NH,
~N o)

E.N.: 205.5°C
Verim: %62

IR (ATR) vmaks (em™ ): 3401.76, 3230.43 (NH,, NH), 3167.61, 3076.25 (sp> C-H),
2903.16 (sp® C-H) 2358.47 1702.45, 1639.89 (amit ve hidazit C=0, C=N), 1500.00,
1459.85, 1433.52 (aromatik C=C)

TH-NMR (400 MHz) (DMSO- ds) & (ppm): 3.83 ve 3.80 (s, 6H, Ar-(OCHa),), 4.87 ve
5.34 (s, 1H, -CH>-), 7.02 (d, 1H, Ar-H, J: 8.2 Hz, H6’) , 7.05-7.13 (m, 1H, Ar-H, H4"),
7.13-7.22 (m, 2H, Ar-H ve H5), 7.25 (d, 1H, Ar-H, J: 8.12 Hz, H5), 7.30 ve 7.36 (s, 1H,
Ar-H, H2), 7.44-7.54 (m, 1H, Ar-H, H5"), 7.63 (s, 1H, C=NH), 7.76 (m, 2H, Ar-H, H3"),
7.96 (m, 2H, Ar-H, H3"), 8.46 (s, 1H, CONH.), 8.20 (s, 1H, CONH2), 11.67 ve 11.89 (s,
1H, -CONH-)

13C-NMR (100 MHz) (DMSO- ds) & (ppm): 55.594, 66.375, 67.757, 108.813, 109.473,
111.950,111.99, 113.86, 114.43,121.48, 121.77, 121.94, 122.28, 122.72, 124.53, 127.03,
127.13, 130.93, 131.76, 132.88, 133.20, 133.21, 145.05, 148.48, 149.47, 149.50, 151.18,
151.35, 156.174, 156.78, 164.65, 166.26, 167.89, 169.43

MS (ESI) (m/z) [M-H]: Ci1gH19N3Os i¢in; hesaplanan: 356.125, bulunan: 356.1
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Sekil 5. 39

3m Bilesiginin IR Spektrumu
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3m Bilesiginin 'H-NMR Spektrumu

8500
8000
7500
7000

6500

6000

5500

5000

4500

4000

3500

2500

2000

1500

1000

500

500

Wi

760 755 750 745 740 735 730 725 720 75 710 705 700 69
1 topm)

9P-IPIOYNS AL 1PUNG-000SE-

0664 €

628 €

0198 v—
bOEE G—
000
SETO'L-
18EV ¢
1961° ¢
BEET L
52 &
66T £-
EISEL
BELY L
E16b &
£805'¢-
UYL
089€L ¢
vLSL L
0L£6°L
2666'¢:
£961°8
1558
155¢'8

£€99° 11—
$088' 11—

\spectra_automation} nmrsu 1

PROTON DMSO {D

ELF13

= £56

F=E501
{Ta3}
9

= 6T
=

11

12

13

14

15

16

67



Sekil 5. 41
3m Bilesiginin >C-NMR Spektrumu
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Sekil 5. 42

3m bilesignin MS Spektrumu

Print of window 80: MS Spectrum
Data File : C:\Users\Public\Documents\ChemStation\1\Data\EBﬁMasters\ELF1371.D
Sample Name : ELF13:1

Acg. Operator : MERT ULGEN
Sample Operator : MERT ULGEN
Acg. Instrument : LC DAD-MS Location : -
Injection Date : 5/26/2025 12:52:43 PM Ing 3 1,
Inj Volume : Manually
Acg. Method : C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\1\METHODS\mas analysis.M
Last changed : 5/26/2025 10:34:47 AM by MERT ULGEN

(modified after loading)
Analysis Method : C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\1\METHODS\mas analysis.M
Last changed : 4/10/2025 2:33:23 PM by MERT ULGEN

MS Spectrum
*MSD2 SPC, time=1.333 of C:\Users\Public\Documents\ChemStation\1\Data\EB_Masters\ELF13_1.D ES-API, Neg, Scan, Frag: 70
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5.1.11. 2-[2-(Aminokarbonil)fenoksi]asetik asit 2-[(1H-(indol-3-il)metilen]hidrazit
(3n)
Sekil 5. 43

2-[2-(Aminokarbonil)fenoksi]asetik asit 2-[(1H-(indol-3-il)metilen]hidrazit (3n)

E.N: 296.4-298.8°C.
Verim: %45

IR (ATR) maks (em™ ): 3680.54 (indol N-H), 3392.77, 3305.65, 3213.82 (NH,, NH),
3167.61, 3076.25 (sp> C-H), 2980.96 (sp® C-H) 2358.47 1702.45, 1639.89 (amit ve
hidrazit C=0, C=N), 1593.58, 1576.65, 1540.87 (aromatik C=C)

TH-NMR (400 MHz) (DMSO- ds) 6 (ppm): 4.87 ve 5.38 (s, 2H, -CH»-), 7.09 (t, 1H, Ar-
H, J: 7,28 Hz, H4’), 7.13-7.27 (m, 3H, Ar-H, H6’, H4), 7.42-7.57 (dt, 2.3H, Ar-H, HS,
H5’), 7.63 ve 7.72 (s, 1H, N=CH), 7.77 (d, 1H, Ar-H, J: 7.77 Hz, HS), 7.81 ve 7.84 (s,
1H, indol C=CH), 7.96 (d, 1H, Ar-H, J:7.52 Hz, H7), 8.23 ve 8.26 (s, IH, CONH>), 8.15-
8.30 (m, 1H, Ar-H, H3"), 8.44 ve 8.48 (s, |H, CONH>), 11.602 (s, 1H, indol-NH), 11.45
ve 11.64 (s, 1H, -CONH-),

I3C-NMR (100 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 66.08, 67.08, 111.64, 111.86, 113.20,
113.66, 120.85, 121.13, 121.48, 122.09, 122.88, 123.03, 131.16, 131.77, 132.87, 133.21,
133.37,137.51, 137.65, 142.26, 142.42, 156.38, 156.81, 163.90, 166.14, 167. 79, 166.62

MS (ESI) (m/z) [M-H]": Ci1gH1sN4O3 i¢in; hesaplanan: 337.13, bulunan: 335.1
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Sekil 5. 44

3n Bilesiginin IR Spektrumu
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Sekil 5. 45

3n Bilesiginin 'H-NMR Spektrumu
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Sekil 5. 46
3n Bilesiginin 3C-NMR Spektrumu
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Sekil 5. 47

3n Bilesiginin MS Spektrumu

Print of window 80: MS Spectrum
Data File : C:\Users\Public\Documents\ChemStation\1\Data\EB Masters\ELF14_1.D
Sample Name : ELF14:1

Acqg. Operator
Sample Operator
Acqg. Instrument
Injection Date

Acqg. Method
Last changed

Analysis Method :

Last changed

MERT ULGEN

MERT ULGEN

LC DAD-MS Location : -
5/26/2025 12:58:10 PM Inj : 1

Inj Volume : Manually
C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\1\METHODS\mas analysis.M
5/26/2025 10:34:47 AM by MERT ULGEN
(modified after loading)
C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\1\METHODS\mas analysis.M
4/10/2025 2:33:23 PM by MERT ULGEN

MS Spectrum

*MSD2 SPC, time=1.376 of C:\Users\Public\Documents\ChemStation\1\Data\EB_Masters\ELF14_1.D ES-API, Neg, Scan, Frag: 70
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5.1.12. 2-[2-(Aminokarbonil)fenoksi]asetik asit 2-[(tiyofen-2-il)metilen]hidrazit (3k)
Sekil 5. 48

2-[2-(Aminokarbonil)fenoksi]asetik asit 2-[(tiyofen-2-il)metilen]hidrazit (3k)

0 NH,

E.N.: 216°C Literatiir E.N.: 212°C (Fahmy ve El-Eraky, 2001)
Verim: % 47

IR (ATR) vmaks (em-1): 3502.59, 3423.32 (NHa, NH), 3167.61, 3076.25 3083.25 (sp>
C-H), 2917.16 (sp® C-H) 2358.47 1666.51, 1620.89 (C=0), 1510 (C=C)

TH-NMR (400 MHz) (DMSO- ds) 5 (ppm): 4.84 ve 5.24 (s, 2H, -CH,-), 7.05-7.20 (m,
3H, Ar-H, H3, H4, H6"), 7.45- 7.55 (m, 2H, Ar-H, H4’, H5), 7.60-7.80 (dd, Ar-H, J: 7.
24 Hz, 3.52, H4’, H5"), 7.95 ve 7.70 (d, 1H, Ar-H, J:7.2 Hz, H3"), 7.62 ve 7.48 (s, 1H,
N=CH), 8.18 ve 8.22 (s, |H, CONH,), 8.47 ve 8.49 (s, 1H, CONH,), 11.74 ve 11.99 (s,
1H, -CONH-)

3C-NMR (100 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 66.15, 67.65, 113.50, 114.72, 121.59,
122.78, 124.57, 128.74, 129.09, 129.55, 130.85, 131.66, 138.84, 139.09, 143.46, 156.10,
156.63, 164.78, 166.19, 167.86, 169.29

MS (ESI) (m/z) [M-H]: C14H13N303S i¢in; hesaplanan: 302.06, bulunan: 302.1
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Sekil 5. 49
3k Bilesiginin IR spekturumu
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Sekil 5. 50
3k Bilesiginin 'H-NMR Spektrumu
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Sekil 5. 51
3k Bilesiginin >C-NMR Spektrumu

ELF10

C13CPD DMSO {D :\spectra_automation} nmrsu 4

Dl

WL gl g

~1400

1300

1200

~1100

1000

900

-ano

~700

600

500

400

300

200

100

r-100

210 200 190 1800 170 160 150 140

T T T T T T T T T
130 120 110 100 el 80 70 60 50
f1 (ppm)

76

-10

-200



Sekil 5. 52

3k Bilesiginin MS Spektrumu

Print of window 80: MS Spectrum
Data File : C:\Users\Public\Documents\ChemStation\1l\Data\EB Masters\ELF10_1.D
Sample Name : ELF10:1

Acg. Operator : MERT ULGEN
Sample Operator : MERT ULGEN
Acg. Instrument : LC DAD-MS Location : -
Injection Date : 5/26/2025 12:47:07 PM Inj : 1
Inj Volume : Manually
Acqg. Method : C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\1\METHODS\mas analysis.M
Last changed : 5/26/2025 10:34:47 AM by MERT ULGEN

(modified after loading)
Analysis Method : C:\USERS\PUBLIC\DOCUMENTS\CHEMSTATION\1\METHODS\mas analysis.M
Last changed : 4/10/2025 2:33:23 PM by MERT ULGEN

MS Spectrum

*MSD2 SPC, time=1.398 of C:\Users\Public\Documents\ChemStation\1\Data\EB_Masters\ELF10_1.D ES-API, Neg, Scan, Frag: 70
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5.2. Biyoaktivite Calismalarina Ait Bulgular
Tablo 5. 1

3a-3k bilesiklerinin MIK (ug/mL) degerleri

A B C D E F G
3a 7.81 125 125 1575 1575 125 250
3b 15.75 250 250  31.25 1575 250 250
3¢ 15.75 62.50 62.50 3125 1575 125 250
3d 3125 6250 6250 31.25 1575 125 250
3e 31.25 250 250  31.25 125 250 250
3f 1575 250  62.50 31.25 1575 250 250
3g 15.75 250 250 31.25 15.75 250 250
3Jm 1575 250 250 31.25 3125 250 250
3n 15.75 250  62.50 31.25 15.75 125 250
3k 125 250 250 250 250 250 250

S.D.1 <097 <097 <097 <097 <097 - -
- - - - 7.81 7.81

S.D.2 -

A: E. coli (ATCC 25922), B: S. marcescens (ATCC ), C: S. epidermidis (ATCC 12228), D: S. aureus
(ATCC 29213), E: E. faecalis (ATCC 2942), F: C. albicans (ATCC 24433), G: C. krusei (ATCC 6258);
A-B: Gram negatif bakteri, C-E: Gram pozitif bakteri, F-G: Fungus; S.D.1 (Standard Drug): Azitromisin,
S.D2 (Standard Drug): Vorikonazol

5.3. Yiiksek Basin¢h S1ivi Kromatografisine Ait Bulgular

Biyolojik aktivite testleri sonucu en aktif ¢ikan bilesigin in vifro metabolizma testleri
araciligi ile doniisiim Uriinlerinin aydinlatilmasi hedeflenmistir. Biyolojik aktivite tesleri
sonucu en aktif bilesik olan 3a bilesiginin olas1 metabolitleri belirlenmis (Sekil 5.53) ve
bu metabolitler laboratuvarimizda sentezlenmistir. 3a bilesigi ve olast doniisim
tiriinlerinin kromatografik yontem araciligr ile ayrilmasi i¢in uygun mobil faz tespit
edilmis ve ACN: bidistile su (50:50) sisteminin ayrilmay1 en iyi saglayan mobil faz
sistemi olduguna karar verilmistir. Analizin 280 nm dalga boyunda, 1 mL/dk akis hizinda
selektivitesinin en yiiksek oldugu gézlenmis ve bahsedilen sistemde bilesiklerin alikonma

zamanlari (rt) tespit edilmistir (Tablo 5.2, sekil 5.54).
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Sekil 5. 53

3a substratinin olasi metabolizmasi ve olasit metabolitleri

0 NH
2 0
NH
3a

3a Bilesiginin Olas1 Metabolizmas1

Hidroliz Aromatik Hidroliz
Hidroksilasyon
o) NH, N
(0] 7
H,N AN o NH, 0 o) NH,
o b, \/lk " o
(0] N
+ NE X O\/lkNH,NHZ 4
+
4a 3d . 2a 4b
Tablo 5. 2

3a molekiilii ve olast metabolitlerinin ayrilmasinda kullanilan YBSK sistemindeki alikonma zamanlar
[Mobil faz ACN:Bidistile su (50:50), akis hizi 1 mL/dk]

Bilesik YBSK Alikkonma Zamam (dk)
2-(2-Hidrazinil-2-oksoetoksi)benzamit (2a) 2115
2-[2-(Aminokarbonil)fenoksiJasetik asit 2-[(4- 31952

hidroksifenil)metilen]hidrazit (3d)
Benzilidenhidrazin (4a) 4.418

2-[2-(Aminokarbonil)fenoksi]asetik asit 2-

(fenilmetilen)hidrazit (3a) 5.253

Benzaldehit (4b) 6.881
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Sekil 5. 54

2-[2-(Aminokarbonil)fenoksi]asetik asit 2-(fenilmetilen)hidrazit ve olasi metabolik iiriinlerinin YBSK
kromatogrami [Mobil faz: ACN: Bidistile su (50:50)]

2a:  2-(2-Hidrazinil-2-oksoetoksi)benzamit;  3d:  2-[2-(aminokarbonil)fenoksijasetik  asit  2-[(4-
hidroksifenil)metilen]hidrazit; 4a: benzilidenhidrazin, 3a: 2-[2-aminokarbonil)fenoksi]asetik asit 2-
(fenilmetilen)hidrazit; 4b:benzaldehit

[ ] DAD1E, Sig=280,4 Ref=360,100 (EB_Masters\subst-bald-rxn-mix_2.D)

mAU J 4a %
200 3 W
150 . I 3a
i 2a 3d | | - 4b
100 o) 3 \ 8 o
] N ] | w 2
50 PN o A A\ ©° 2
k| AN A ‘l \ N N @
04 ¥ ™)/ R — S T
; " ; " : . . . - r " ; ; ; ;
4 6 8 10 mir

5.4. In Vitro Metabolizma Calismalarina ait Bulgular

2-[2-(Aminokarbonil)fenoksi]asetik asit 2-(fenilmetilen)hidrazit (3a) molekiiliiniin, si¢can
mikrozomal preparati ile agiklanan protokol izlenerek inkiibasyonu gergeklestirilmistir.
Inkiibasyon sonucu diklorometan ile enzimatik reaksyonlar durdurulmus ve ekstraksiyon
gergeklestirilmistir. Elde edilen metabolik ekstreler 200 puL metanol ile seyreltilmis ve
filtrelenip YBSK cihazina enjekte edilmistir. Sekil 5.54-5.56’da  gosterilen

kromatogramlar elde edilmistir.

Sekil 5. 55

3a molekiiliiniin karaciger mikrozomal preparati kullanilarak yapilan inkiibasyon sonrast elde edilen

metabolik ekstrattan alinan YBSK kromatogrami [Mobil faz: ACN.:Bidistile su (50:50)]

[ 1 DAD1E. Sig=280.4 Ref=360,100 (EB_Masters\ELF 1-Substrat_1.0)
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Sekil 5. 56

3a substratinin denatiire mikrozom ile inkiibe edilmesi sonucu elde edilen metabolik ekstrattan elde edilen
YBSK kromatogrami [Mobil faz: ACN:Bidistile su (50:50)]

1 DAD1E, Sig=2804 Ref=3680,100 (EB_Masters\ELF 1-DenatureMicrosom_T4.D)

mALl
400 -

300
2004

100

2240
6.814
10.162

T
mir

M_
=
=7 -
o]
E_

Sekil 5. 57
3a substratimin kofaktérsiiz inkiibasyonu sonucu elde edilen metabolik ekstrattan aliman YBSK
kromatogrami [Mobil faz: ACN:Bidistile su (50:50)]

[1 DAD1E, Sig=280.4 Ref=360,100 (EE_Masters\ELF 1-Mokofaktor_T&.0)
maL

5230

150

100

&0 —

ra-{ |1.980
3117

5.5. Sentez Calismalarinin Tartisiimasi

Bu tez kapsaminda, 10 adet yeni hidrazit-hidrazon tiirevi bilesik sentezlenmistir. Bu
bilesiklerin sentezi ii¢ ayr1 basamakta gerceklestirilmistir. ilk sentez basamaginda,
salisilamit ve bromoasetilkloriir reaksiyona sokulmus ve siibstitiisyon reaksiyonu
aracihig ile salisilamit molekiilii, O-esteri haline getirilmistir. Ikinci basamakta ise,
salisilamit O-esteri, hidrazit-hidrazon aracilig1 ile hidraziti haline getirilmistir. Ugiincii
basamakta, hidrazitin aldehitle kondenzasyonu aracilig1 ile hidrazit-hidrazon tiirevleri
sentezlenmistir. Kondenzasyon reaksiyonlari yaklasik 3 saatte tamamlanmis ve reaksiyon
tamamlandiktan sonra, iirlinler reaksiyon ortami sogutuldugunda reaksiyon ortaminda
¢okmiistiir. Uriiniin basit filtrasyon sonucu kristallendirilmesi sonucu saflastirma

islemleri tamamlanmis ve saf {iriin elde edilmistir.

Sentez reaksiyonlarinin en yiiksek verimle tamamlanmasi ve yan iirlin olusumunun
engellenmesi amaciyla, her sentez basamagindan sonra kristallendirme yapilmis ve

baslangi¢c maddesi olarak kullanilacak iirtinlerin safligindan emin olunmustur.
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Sekil 5. 58

Tez tirlinlerinin sentez semasi

“‘v& ﬁ)
NH» o e, KCOy ©\ANH2 NH2-NH3 NHz
0] I —— _
oH (CH3)2C0 O/\H/ ~ EOH O/\H/NH NH?2
(0]
Oa la 2a

R

HaN-_ /O
éwﬂ
%
3ak N R

Hidrazit-hidrazon sentezleri i¢in ilk denen yol, Han ve digerleri (2017) tarafindan

yapildig1 sekilde sentezleri etanol icinde kaynatilmasidir. Sentezler bu sekilde
yapildiginda, siibstitiientlerden bagimsiz  sekilde sentezlerin  etanol iginde
tamamlanmadig1 gériilmiistiir. Bunun {izerine, Ozkay ve digerleri (2010) yaptig1 sekilde,
reaksiyonlar N-biitanol i¢inde gergeklestirilmistir. N-biitanol i¢inde kaynatmak yoluyla

reaksiyonlarin 2 saat icinde tamamlandig1 goriilmiistiir.

Sentezlenmesi planlanan ve tez Onerisinde belirtilen bilesiklerden aromatik olmayan
aldehit  tiirevlerine  ait  hidrazit-hidrazonlarin  sentezi  basarisiz  olmustur.
Siklohekzankarbaldehit ve morfolin karbaldehitin sentezi, belirtilen sentez adimlari
izlendiginde, etanol i¢cinde ve N-biitanol i¢inde basarisiz olmustur. Alifatik aldehitlerin
sentezinde kullanilan katalizor asit miktar1 artirilarak reaksiyonlar tamamlanmaya

caligilmis fakat basarisiz olunmustur.

5.6. Spektral Verilerin Tartisiimasi
Bu tez dahilinde sentezleri gergeklestirilen sonug iiriinlerinin yapilar1 IR, 'H-NMR, 3C-
NMR ve MS spektral yontemleri ile aydinlatilmistir. Bu yontemlere ait spektral verilerin

degerlendirmeleri ilgili yontemlere ait bagliklar altinda verilmistir.

5.6.1. FT-IR Spektral Verilerinin Tartisiimasi
Bu tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerin FT-IR spektrumu ATR cihazi ile alinmistir
ve katt numune ile ¢alisiimistir. Elde edilen bilesiklerin igerdikleri amit, karbonil, imin

ve konjuge cift bag sistemlerine ait spesifik pikler IR spektrumlarinda gézlemlenmistir.
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Sentezlenen bilesiklerin tamaminda N-H, C=0 ve C=N baglarina ait gerilmeler sirasiyla
3200, 1650 ve 1600 cm! civarinda gézlemlenmistir. Molekiilde salisilamit kalintis1 ve N-
acilhidrazon grubundan kaynaklanan baglar ortak oldugundan, gézlemlenen gerilmeler

yapiy1 dogrulamak agisindan katki verse de, tek basina yeterli degildir.

5.6.2. NMR Verilerinin Tartisiilmasi
5.6.2.1. 'TH-NMR Verilerinin Tartisiimasi

"H-NMR verilerinin incelendiginde, tiim molekiillerin sahip olduklar1 toplam proton
sayisinin iki kati integral degerinde pikler gozlenmistir. Spektrumlar incelendiginde,
protonlarin 1:1 oranda iki farkli ppm degerinde sinyal verdigi bulunmustur. Bu durum,
sentez reaksiyonlari sonucunda tiim molekiillerin E ve Z izomer karigimi halinde

olustugunu diigtindiirmiistiir.

Sentezlenen molekiillerin 'H-NMR spektrumlarinda, NH2, NH, N=CH, metilen ve aril
gruplarma ait ¢ift sinyaller gozlenmistir. NH,, NH, N=CH ve metilen protonlarinin
olusturdugu sinyaller net bir sekilde ayrismisken, aril protonlarinin sinyalleri iist iiste
gbzlenmesi nedeni ile protonlar net bir sekilde siniflandirilamamistir. Aril protonlarindan,
salisilamit ¢ekirdegindeki protonlarin siniflandirilmasi; amit ve oksi fonksiyonlarinin
perdeleme etkilerinden dolay1 bazi bilesiklerde miimkiin olabilmistir fakat molekiillerin
yap1 dogrulamasi, protonlar ve sinyallerin eslestirilemedigi durumlarda integrasyon

degerleri lizerinden yapilmaistir.

Elde edilen bilesiklerin tamaminin yapisinda bulunan o-siibstitiie salisilamit yapisindaki
aromatik halka ve amit grubuna ait protonlar beklenen bolgelerde pik vermislerdir.
Salisilamitin aromatik halkasina ait protonlar mulitplet ya da dublet-tripletler olarak
goriilmiistiir. Salisilamit halkasmin 'H-NMR verileri literatiir verisi ile karsilastirilmis ve

elde edilen piklerin literatiir verisi ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Salisilamitin 'H-NMR sinyalleri incelendiginde, izlenen sinyallerin benzen halkasindaki
iki siibstitiientten etkilendigi goriiliir. Bu siibstitliientlerden biri amit, digeri ise eter
fonksiyonel grubudur. Amit fonksiyonel grubunun —R etkisi nedeniyle, amide —o ve —p
konumdaki protonlar perdelenmezler. Eter grubundaki oksijenin ise —I etkisi, +R etksine
baskindir ve kendisinie —o ve —p konumdaki hidrojenler en fazla perdelenen protonlardir.

Bu etkiler sonucu, 6’ protonlar1 6.92 ppm’de, 3’ protonlar1 7.89 ppm’de izlenir.
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Yapidaki ikinci aromatik halka, hidrazit-hidrazon kismina aittir ve azometin
fonksiyonuna baglidir. Sentezlenen molekiil serisindeki tiirevlendirmeler, 2. aromatik
halka iizerinden yapildigindan; siibstitiientlerin aromatik halkanin sinyallerine etkisi
izlenebilmistir. 2. aromatik halkaya ait protonlarda, en yiiksek perdeleme etkisi N(CH3)>
stibstitliente sahip 3g molekiiliinde de 3,4-dihidroksi siibstitiientine sahip 3f molekiiliiniin

o-konumundaki protonlarda gézlemlenmistir.

Salisilamitin aromatik halkasindaki protonlardan, fenoksi grubuna komsu protonlar, en
fazla perdelenmeye ugrayan protonlardir. Ayni zamanda bu protonlar, biitiin molekiilde

en fazla perdelenen protonlardir ve dublet olarak gozlemlenmislerdir.

Salisilamitin amit fonksiyonuna ait protonlar; iki izomer i¢in de iki farkli kimyasal kayma
degerinde gozlenmistir. 7.90- 8.52 araliginda, dort ayri pik gozlenmistir. Bu durumda
protonlardan her biri iki ayr1 singlet olarak gozlemlenmistir ve bu pikler literatiirle

uygundur.

Salisilamit ve hidrazit arasinda bulunan yer alan metilen protonlari, her iki izomerde
farkli ppm degerlerinde, fakat genellikle 4.50-6 ppm araliginda gézlemlenmistir. Bu
protonlar, bir tarafindan oksijen, diger tarafindan karbonil fonksiyonuna komsu
oldugundan, antiperdelenmeye ugramistir ve alil protonlarina gore diisiik alanda sinyal

vermistir.

Hidrazit-hidrazona ait —CONH- protonu, her iki izomer i¢in farkli kimyasal kayma
degerlerinde gozlenmistir. Hidrazit-hidrazon yapist iginde bulundugundan, azota bagh
hidrojenin kimyasal kaymas1 diisiik alana gelmistir. Bu pikler, biitiin molekiillerde

spektrumun en diisiik alanda gozlenen pikleridir.

Hidrazit- Hidrazona ait azometin protonlari ise 6.5-7.5 ppm araliginda gozlenmistir. Bu
protonlar, baz1 molekiillerde 1H integrasyondan daha az integrasyon degeriyle temsil
edilmistir. Bazi molekiillerde ise azometin protonunun birka¢ pargaya boliindiigii ve
birden fazla kimyasal kayma degerinde gdzlendigi tespit edilmistir. Bu, literatiirde de

tespit edilmis bir durumdur (Angelova vd., 2017).

5.6.2.2. BC-NMR verilerinin tartisilmasi

Elde edilen bilesiklerin '3C-NMR verileri incelendiginde, amit ve hidrazit-hidrazon

karbonillerinin (C=0) spesifik pikleri, ve aromatik karbon baglarinin (C=C) spesifik
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pikleri &ne ¢ikmaktadir. '3C-NMR spektrumlarinda da, iki izomer icin farkli pikler

goriilmiistiir.

Hidrazit-hidrazon karbonillerine ait pikler, en ¢ok antiperdelemeye ugrayan piklerdir ve
biitlin molekiillerde 165-170 ppm araliginda gézlenmistir. Amit karbonil pikleri ise
genellikle 164-166 ppm araliginda gézlenmistir. Azometine ait N=CH sinyali genellikle
1565 ppm degerinde izlenmistir. Aromatik halkaya ait karbon ¢ifte bag pikleri ise 150-
120 ppm araliginda gozlenmistir. Metilen karbon sinyalleri 50-60 ppm araliginda
gozlenmistir. 190 ppm ve lizeri kimyasal kayma degerleri goriilmemis olmasi, iirtinlerin
saf oldugunu; hidrazit-hidrazon onciillerinden biri olan aldehitlerin iiriinlerde impiirite

olarak kalmadigini gosterir.

Sentezlenen molekiillerin 'H ve '*C-NMR spektrumlarinda her protonun iki sinyal olarak
temsil edilmesi, tiim bilesiklerin DMSO-ds ¢ozeltisinde iki stereoizomer halinde yer

aldigin1 gosterir.

5.6.3. MS verilerinin tartisilmasi

Tiim nihai bilesiklerin MS spektrum verileri degerlendirilmis, gézlemlenen ile beklenilen
[M-H] pik sonuglarmmin uyumlu oldugu gozlemlenmistir. Molekiillerde bulunan
NH’lardan dolay1 biitiin bilesikler negatif iyon modunda, 70eV fragmantasyonda bir
hidrojen kaybederek iyonlagmis ve tiim bilesiklerin MS’de [M-H] iyonu gozlenmistir.

Biitlin piklerin [M+Cl]" pikleri, 35 Da biiyiikliikte izlenmistir. Ayrica, [M+Cl]" pikinin
4’1 yiikseklikte *’Cl pikleri de gdzlenmistir.

5.7. Nihai Bilesiklerin Biyolojik Aktivite Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi
Bu tez c¢aligmasi kapsaminda sentezlenen bilesiklerin etkileri, tablo 5.1°de belirtilen
mikroorganizmalara karsi test edilmistir. Azitromisin ve vorikonazol referans olarak

kullanilmistir.

Sentezlenen bilesikler i¢inde, ¢ogu mikroorganizmaya karsi yiliksek etkinlik gdsteren
bilesikler 3a ve 3c¢ olmustur. Sentezlenen diaril hidrazon bilesiklerinin en yiiksek
aktiviteyi E. coli (ATCC 25922)’ye gosterdigi sOylenebilir. Sentezlenen on molekiil
arasmndan en diisik MIK degeri, 7.71 pg/mL ile E.coli’ye kars1 gdzlense de, diaril
hidrazit-hidrazon iskeletinin; siibstitiientlerden bagimsiz olarak E. facealis (ATCC

2942)’ye ortalama bir aktivite degerine sahip oldugu sdylenebilir. p-NO; siibstitiientine
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sahip 3e bilesigi, tiyofen siibstitiie 3k bilesigi disinda; 10 molekiilden 7’sinde 15.75
pg/mL MIK degeri gozlenmistir.

3a bilesigi, S. aureus’a karsi en yiiksek aktivite gosteren bilesiktir ve diger 8 bilesikte,
siibstitiientlerden bagimsiz olarak 31.25 pg/mL MIK degeri gdzlenmistir. Sentezlenen
bilesiklerin S. aureus lizerine biyolojik aktivitesi ayni oldugundan, biyolojik aktivite-

siibstitient yorumu yapmak miimkiin olmamastir.

Sentezlenen molekiil serisinin E.coli lizerindeki etkisi farkli siibstitiientler boyunca
degismistir. En yiiksek aktivite imin fonksiyonel grubuna bagli halkanin non-siisbstitiie
oldugu 3a’da gozlenmisken; en diisiik aktivite imine tiyofen bagli olmasi durumunda
gbzlenmistir ve aktivite on kat diigsmiistiir. Ayn1 zamanda; imine bagl benzen halkasinin

p-OH ve p-NO; siibstitiie olmasi da aktiviteyi diigtirmiistiir.

Molekiil serisinin gram + bakterilere etkisinin gram — bakterilere etkisinden daha yiiksek

oldugu soylenebilir.

Sentezlenen bilesiklerin fungus tiirleri lizerinde diisiik aktivite gosterdigi gozlenmistir.

Molekiiliin antibakteriyel etkinligi daha yiiksektir.

5.8. En Aktif Molekiiliin 7n vitro Metabolizma Calismalarinin Degerlendirilmesi

Biyolojik aktivitesi en yiiksek olan 3a molekiilii, in vitro metabolizma deneylerinde
kullanilmak {izere substrat olarak sec¢ilmistir. 3a substrati, sigan karaciger mikrozom
enzimleri ile inkiibe edilmis ve in vitro doniisiim Uriinleri (metabolitleri) aydinlatilmistir.
Deneylerde, denatiire mikrozom ve non-kofaktor sartlar1 kontrol grubu olarak
kullanilmistir. Inkiibasyon deneyleri aracihifi ile, 3a bilesiginin in vitro metabolizma
sonucu aromatik hidroksilasyon veya hidroliz reaksiyonlarina ugrama durumu
aydinlatilmaya calisilmistir. Bu amagla, 3a molekiiliiniin olas1 metabolizma reaksiyonlar1
ve bu reaksiyonlar sonucu olusmasi Ongoriilen metabolitler belirlenmis ve bu
metabolitler, kromatografik analizlerde kullanilmak iizere laboratuvarimizda
sentezlenmistir. In  vitro mikrozom deneyleri sonucu edilen metabolitlerin
kromatogramlari, substrat ve olasi metabolitlerin kromatogrami (Sekil 5.54) ile
karsilastirilarak 3a molekiiliiniin metabolitleri tespit edilmistir. Molekiiliin, in vitro
metabolizma sonucu, hidroliz olarak benzilidenhidrazine (4a) doniistiigii gézlemlenmistir
(Sekil 5.55). Denatiire mikrozom kullanilarak yapilan inkiibasyonda ise, substratin

degismeden kaldig1 ve bir metabolit olusturmadigi gézlenmistir, bu beklenen sonuglarla
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uyumludur (Sekil 5.56). Bu durum, molekiiliin metabolik ortaminda stabil oldugunu
gostermektedir. Kofaktorsiiz ortamda ise benzilidenhidrazin (4a) olusumu
gozlemlenmistir (Sekil 5.57). Bu durum, 3a bilesiginden benzilidenhidrazin olusumunun
enzimatik oldugunu gostermektedir. Ayni zamanda, 3a molekiiliiniin metabolik ortamda

hidrolize ugradig1 ve bu hidrolizin hidrazit-hidrazon iizerinden gergeklestigi goriilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Antimikrobiyal ilag¢ direnci, Diinya Saglhk Orgiitii verilerine gore, diinyay1 tehdit eden
Oliimciil hastaliklarin basinda gelmektedir. Bu durum, antimikrobiyal etki gdstermesi
olas1 yeni molekiillerin gelistirilmesini gerekli kilmistir. Bu dogrultuda, bu tez caligmasi
ile antimikrobiyal aktivitesi ¢aligilmamis bir iskeletin, antimikrobiyal etki gdsterecek
sekilde modifiye edilmesi yoluyla antimikrobiyal etkili molekiiller elde edilmesi

hedeflenmistir.

Salisilamit tiirevleri, antipiretik ve antienflamatuvar etki gosterdigi bilinen fakat
antimikrobiyal etkinligi {izerinde durulmamig molekiillerdir. Bu bilesiklerin
antimikrobiyal etkisi olabilecegi, Alhashimi ve arkadaslarinin (2019) yaptig1 yeniden
konumlandirma ¢alismalari ile anlasilmistir fakat bu amagla sentezlenmis bilesik serileri
bulunmamaktadir. Bu tez kapsaminda, on adet salisilamit-O-hidrazit-hidrazon tiirevi
molekiil tasarlanmig, sentezlenmis, yapilar1 aydinlatilmis, biyolojik aktiviteleri
incelenmis ve in vitro mikrozomal metabolizma c¢aligmalar yiiriitiilmiistiir. Bilesiklerin
sentezi ii¢ basamakta yapilmustir. ilk basamakta salisilamitten hareketle, etil bromoasetat
araciligi ile salisilamit-O-esteri olusturulmustur. Bu ester, hidrazin hidrat aracilig1 ile
hidrazite ¢evrilmistir. Ardindan; hidrazit, farkli aldehitler ile kondanse edilerek hidrazit-
hidrazon haline getirilmistir. Bilesiklerin yapilarmin aydinlatiimasinda IR, 'H-NMR, '*C-
NMR ve MS yontemleri kullanilmistir. Elde edilen bilesiklerin antimikrobiyal etkileri,
E.coli, S. marcescens, S. epidermidis, S. aureus, E. facealis, C. albicans, C. krusei bakteri
ve funguslari iizerinde arastirilmistir. Siibstitiisyonlardaki degisimlerin, molekiillerin en
aktif olduklar1 susun degismesine neden oldugu goriildiiglinden; siibstitiientlerin

molekiiliin biyolojik aktivitesini etkiledigi sonucuna varilabilir.

En yiiksek antimikrobiyal aktivite, E.coli ve E. Facealis suslarinda gozlenmistir.
Molekiillerin bu suslar agisindan yiiksek inhibisyon potansiyeline sahip oldugu ve
antibakteriyal karakterinin baskin oldugu sdylenebilir. Molekiil serisinin iyi derecede

aktivite gdsterdigi suslarda, non-substitiie molekiiller en diisikk MIK degerine sahiptir.

Biyolojik aktivite sonuglar1 dogrultusunda, yiiksek aktivite gosteren 3a molekiiliiniin in
vitro metabolizma testleri yapilmis ve molekiiliin in vitro mikrozomal metabolitleri tayin
edilmistir. Caligmalar sonucu, molekiiliin, in vitro metabolizma reaksiyonlar1 araciligi ile
hidrazit-hidrazon fonksiyonu iizerinden hidroliz oldugu goriilmiis, benzilidenhidrazit

metaboliti tayin edilmistir. ilerleyen calismalarda molekiiliin kantitatif metabolizma
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analizlerinin yapilmasi ve molekiiliin metabolize olma oraninin degerlendirilmesi, farkl
stibstitiientlerin metabolizma reaksiyonlarini nasil yOnlendirdiginin degerlendirilmesi

planlanmaktadir.
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