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ONSOZ

Son yillarda antikanser ilaglarin yaygm kullanimi, bu ilaglara karsi direng
gelisimine neden olmustur. Buna bagli olarak yeni antikanser etkili bilesiklerin
gelistirilmesi lizerine caligmalar hiz kazanmistir. Medisinal kimya alaninda,
antikanser ila¢ tasarlama ve gelistirme ¢aligmalarinda pirazolin tiirevleri dnemli
bir yer tutmaktadir.

Bu tez c¢alismasinda, pirazolin halka sistemini tagiyan yeni bilesikler
sentezlenmistir. Elde edilen bilesiklerin spektroskopik yontemlerle yapilari
aydimlatilmis ve antikanser etkileri aragtirilmigtr.
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YENI PIRAZOLIN TUREVI BILESIKLERIN SENTEZI ve BIYOLOJIK
AKTIiVITELERININ INCELENMESI

OZET

Medisinal kimyada, antikanser ila¢ tasarlama ve gelistirme caligsmalarinda,
pirazolin tiirevi bilesikler biiylik 6nem kazanmistir.

Bu ¢aligmada, yeni pirazolin tiirevleri sentezlendi ve bu bilesiklerin AsPC-1 insan
pankreatik adenokarsinoma, U87 ve U251 insan glioblastoma hiicre dizileri
tizerindeki sitototoksik etkileri degerlendirildi.

Bu bilesikler arasinda, 1-[((5-(4-metilfenil)-1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyo)asetil]-3-(2-
tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolinin (11) AsPC-1 ve U251 hiicre dizilerine kars1
sirastyla 16.8 pM ve 11.9 uM ICso degerleriyle en etkili antikanser ajan oldugu
bulundu. Jurkat insan 16semi T-hiicre dizisi ve insan periferal kan mononiikleer
hiicreleri arasinda 11 no’lu bilesigin timér seciciligi agikca goriilmektedir. Umit
verici antikanser etkisine bagli olarak, 11 no’lu bilesik U251 hiicrelerinde
apoptoz/nekroz degerlendirmesi ve DNA kirilma analizi i¢in secildi. 11 No’lu
bilesik uygulanan U251 hiicreleri diisiik konsantrasyonda (1.5 pM) apoptotik
fenotip gosterdi. Bu ligandin DNA-kirma etkinligi cisplatinden daha belirgindi ve
bu etkinligi Fe(Il)-H202-askorbik asit sistemleri ile agik¢a arttirildi. Bu sonug,
DNA kirilmasi ve hiicre 6liimii arasindaki iliskiyi gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Pirazolin, oksadiazol, antikanser etki, apoptoz, DNA
kirilmasi
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THE SYNTHESIS of NEW PYRAZOLINE DERIVATIVES and THE
INVESTIGATION of THEIR BIOLOGICAL ACTIVITIES

ABSTRACT

In medicinal chemistry, pyrazoline derivatives have gained great importance in
anticancer drug design and development.

In the present study, new pyrazoline derivatives were synthesized and evaluated
for their cytotoxic effects on AsPC-1 human pancreatic adenocarcinoma, U87 and
U251 human glioblastoma cell lines.

Among these derivatives, 1-[((5-(4-methylphenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-
yl)thio)acetyl]-3-(2-thienyl)-5-(4-chlorophenyl)-2-pyrazoline (11) was found to be
the most effective anticancer agent against AsPC-1 and U251 cell lines with ICso
values of 16.8 uM and 11.9 uM, respectively. The tumor selectivity of compound
11 was clearly seen between Jurkat human leukemic T-cell line and human
peripheral blood mononuclear cells. Due to its promising anticancer activity,
compound 11 was chosen for apoptosis/necrosis evaluation and DNA-cleavage
analysis in U251 cells. Compound 11-treated U251 cells exhibited apoptotic
phenotype at low concentration (1.5 uM). DNA-cleaving efficiency of this ligand
was more significant than cisplatin and was clearly enhanced by Fe(Il)-H20:-
ascorbic acid systems. This result pointed out the relationship between DNA
cleavage and cell death.

Key Words: Pyrazoline, oxadiazole, anticancer activity, apoptosis, DNA
cleavage
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GIRIS ve AMAC

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz olarak c¢ogalmasi, invaziv 6zellik kazanmasi ve
metastaz yapmasi ile ortaya ¢ikan letal bir hastaliktir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
ve Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi’na (IARC) gore, yeryliziindeki 6lim
sebepleri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra kanser, ikinci sirada yer
almaktadir. Ayn1 kurumlar; 2030 yilina kadar kanserin hizla artarak, 24 milyon
kisiyi etkileyecegini ve bu kisilerden 17 milyonunun kanser sebebiyle hayatini
kaybedecegini dngdrmektedirler (Tozkoparan ve ark., 2007; Nussbaumer ve ark.,
2011; Rebucci ve ark., 2013; Nepali ve ark., 2014; Mathur ve ark., 2015).

Kanser, tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de en 6nemli saglik sorunlarindan
birisidir. Tiirkiye’de 6liim nedenleri arasinda, kanser erkek ve kadinlarda ikinci
siradadir. Ancak 2002 yilinda kansere bagh o6liimlerin %12’lerden, 2013 yilina
dogru %?20’lere yiikselmesine bakildiginda, iilkemizde 6liim nedenleri arasinda
kanserin gelecek yillar igerisinde birinci siraya yiikselecegi aciktir. En giincel
verilere baktigimiz zaman Tiirkiye’de her y1l tahminen 160 bin kisiye kanser teshisi
konulmaktadir. Kanser ile miicadelede alinan Onlemler basariya ulasmazsa, bu
rakam 2023’ lii yillarda yi1lda 400 binlere kadar ¢ikabilecektir (T.C. Saglik Bakanlig1
Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu, Kanser Daire Bagkanlig1).

Kanser, kiside olusturdugu fiziksel rahatsizliklarin yaninda sosyal, maddi ve
manevi yonleri ile de savasilmasi zor bir rahatsizliktir. Yirmi birinci ylizyilda
kanser hakkindaki en 6nemli kontrol stratejisinin korunma ve erken teshis oldugu
bilinen bir gergektir. Bu sebeple, kanserojen maddelerin saptanmasi ve gerekli
tedbirlerin zamaninda alinmasi olduk¢a dnemlidir.

Gilinlimiizde kanser hastaliginin kesin sebebi bilinmemektedir. Kanserin %90
oraninda cevresel faktorler, %10 oraninda ise genetik faktorlere bagli olarak
meydana geldigi vurgulanmaktadir. Cevresel faktorler arasinda tiitiin, alkol, obezite
ve cesitli enfeksiyonlar en onemli olan unsurlardir. Genetik risk faktorleri ise
kendiliginden olusan mitoz boliinme bozukluklart ve genetik mutasyonlar
olusturmaktadir (T.C. Saglik Bakanligi Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu, Kanser
Daire Baskanlig1).

Son yillarda yapilan ¢caligmalarda, 6zellikle primer organ olarak; akciger, meme ve
ciltte olusan kanserlerin sekonder organ olarak beyinde gozlemlenen
metastazlarinin ¢ogalmasi beyin tiimdrlerinin 6nemini arttirmistir. Ayrica, pankreas
kanseri gibi higbir belirti vermeyen, sinsi bir sekilde ilerleyen kanser tipleri de
giliniimiizde yayginlasmistir.

Kanser gii¢ tedavi edilen bir rahatsizliktir. Tedavi de tlimoriin lokalizasyonu,
biiylikliigii, metastaz yapip yapmadigi, histolojik ve patolojik 6zellikleri, hastanin
fiziksel ve psikolojik saglik durumu g6z oniline alinarak en uygun tedavi siireci
gerceklestirilmektedir. Uygun tedavideki temel amag, kisinin saglikli hiicre ve
dokusuna zarar vermeden Oncelikle kanser hiicrelerinin lireme ve gelismesini
durdurmak, daha sonra bu kanser hiicrelerini tamamen temizleyip yok etmektir.

Kanserin tedavi edilmesi i¢in yararlanilan stratejiler arasinda cerrahi operasyon,
radyoterapi, immiinoterapi ve kemoterapi yer almaktadir. Tedavide, kanserin
cesidine ve hastaligin tan1 anindaki evresine gore yukaridaki metotlardan biri veya
birkag¢1 kombine edilerek uygulanmaktadir.



Kemoterapotik ajanlarin kullanimi sonucu en sik karsilasilan problem; kullanilan
ila¢ veya ilaglara kars1 direng gelismesidir ve bu direng farkli kanser hiicrelerine de
taginabilmektedir. Ayrica, bu ajanlarin saglikli insan hiicrelerini etkilemeden,
kanser hiicrelerini segici olarak etkileyip ¢cogalmalarini durdurmasi veya bunlari
yok etmesi miimkiin olmamaktadir. Antikanser ilaglarin segicilikleri sinirlidir
(Nussbaumer ve ark., 2011; Rebucci ve ark., 2013; Nepali ve ark., 2014; Mathur ve
ark., 2015).

Gilinlimiizde kanser tedavisinde kullanilan ya da klinik gelistirme asamasinda
bulunan kimyasal yapilarinda pirimidin, triazol, oksadiazol, tetrazol ve tiyadiazol
gibi heterosiklik halkalar tagiyan antineoplastik ilaglarin kimyasal formiilleri ve
kullanim alan1 buldugu kanser tipleri agagida verilmistir.

Sitarabin akut miyelojen l6semi ve lenfositik 16semi tedavisinde kullanilan DNA
zincirinin uzamast i¢in gerekli DNA polimeraz enzimini inhibe ederek DNA
sentezini engelleyen pirimidin halka yapist tasiyan antikanser bir ilag etkin
maddesidir. Gemsitabin, Sitarabin’e kimyasal yap1 ve metabolik yolak olarak ¢ok
benzer olmasina ragmen antikanser aktivite spektrumu daha genistir (Sekil 1).
Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri, ilerlemis meme, over, prostat, kii¢iik
hiicreli akciger kanseri, bobrek, pankreas ve mesane kanserlerinde etkili oldugu
belirtilmistir.
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Sekil 1. Pirimidin Tiirevi DNA polimeraz Enzimi Inhibitorleri

Kapesitabin metastatik meme ve kolon kanseri tedavisinde kullanilan 5-
Florourasil’in 6n ilacidir. 5-Florourasil timidilat sentetaz enzimini inhibe ederek
etkinlik gosteren, florlu pirimidin tiirevi bir antimetabolittir. Meme, kolorektal,
gastrointestinal, bas ve boyun kanserlerine kars1 kullanilir. Tegafur’da bir 6n ilag
olup viicutta kademeli olarak aktif metaboliti 5-Florourasil’e doniisiir (Sekil 2).
Tegafur, Kapesitabin etkin maddesinden farkli olarak pankreas, mide, karaciger,
safra kesesi, mesane, serviks, bas ve boyun kanserlerinin tedavisinde kullanilir
(Nussbaumer ve ark., 2011; Rx MediaPharma, 2016).
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Sekil 2. Timidilat sentetaz Enzimi inhibitorleri

Bleomisin, Streptomyces verticillus kiiltiirlerinden fermantasyonla elde edilen
pirimidin halkasini yapisinda bulunduran 13 ayri glikopeptit karisimindan olusur
(Sekil 3). Kemoterapotik etkisini DNA zincirlerinde kirilmalara sebep olarak
gosterir. Klinikte Hodgkin hastaligi, non-Hodgkin lenfoma, bas ve boyun, testis,
penis, serviks ve vulvada meydana gelen skuamoz hiicreli karsinom tedavilerinde
kullanilir (Rx MediaPharma, 2016).

Bleomisin
Sekil 3. DNA Sentez Inhibitorii
Imatinib, Dasatinib ve Nilotinib, pirimidin halka yapis1 tasiyan protein tirozin kinaz
inhibitorii antikanser etkin maddelerdir (Sekil 4). Klinikte kronik miyolid 16semi
ve akut lenfoblastik 16semi tedavisinde kullanilirlar (Rx MediaPharma, 2016).
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Sekil 4. Pirimidin Tiirevi Tirozin kinaz Inhibitorleri

Dabrafenib malign melanomda kullanilir (Sekil 5) (Rx MediaPharma, 2016).
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Sekil 5. Pirimidin Tiirevi Serin/Treonin Protein Kinaz B-RAF Inhibitorii

Pazopanib, metastatik renal hiicreli kanseri bulunan hastalarda kullanilan
multikinaz anjiyogenez inhibitdrii etkin maddedir (Sekil 6) (Rx MediaPharma,
2016).
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Sekil 6. Pirimidin Tiirevi Multikinaz Anjiyogenez inhibitérii

Seritinib, Avrupa ilag Ajansi (EMA) tarafindan kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanseri i¢in kosullu olarak Mayis 2015 tarihinde onaylanmis, ek izlemeye tabi
anaplastik lenfoma kinaz inhibitérii bir ilag etkin maddesidir (Sekil 7) (Rx
MediaPharma, 2016).
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Sekil 7. Pirimidin Tiirevi Anaplastik Lenfoma Kinaz inhibitorii



Letrozol ve Anastrozol, 1H-1,2,4-triazol halka yapisi tasiyan ve etkinligini
aromataz enzimini selektif olarak inhibe ederek gosteren postmenopozal kadinlarda
antiestrojen tedaviye ragmen tekrarlayan, ilerleme goOsteren meme kanseri
vakalarinda kullanilan nonsteroidal aromataz inhibitorii etkin maddelerdir (Sekil 8)
(Kiiciikgtizel ve ark., 2015; Rx MediaPharma, 2016).
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Sekil 8. 1,2,4-Triazol Tiirevi Aromataz inhibitorleri

Yapisinda oksadiazol halkasi tasiyan zibotentan (ZD4054) antikanser ilag adayi
olarak klinik deneme asamasindadir (Sekil 9) (Khan ve ark., 2014).

CH;

Zibotentan

Sekil 9. Oksadiazol Yapisi Tasiyan Endotelin Reseptor A Antagonisti

Faz II klinik arastirmalarinda; ilerlemis metastatik kolorektal, over ve pankreas
kanserlerine karsi, yapisinda tetrazol halkasi bulunduran ZD9331 antikanser ilag¢
aday1 olarak denenmistir (Sekil 10) (Matherly ve ark., 2014).
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Sekil 10. Tetrazol Tiirevi Antineoplastik ila¢ Aday1 ZD9331

2-Amino-1,3,4-tiyadiazol (NSC 4728) bilesiginin klinik 6ncesi caligmalarda
gosterdigi antikanser etki nedeniyle Faz II klinik ¢alismalarina gecildigi, bu amagla
cok sayida caligsma yapildig1 ve yapilmaya devam edildigi gozlenmektedir (Sekil
11). Ayrica bu molekiill 6ncii bilesik olarak alinarak, ¢ok sayida molekiiler
optimizasyon ¢alismasinin  yapildigt ve olumlu veriler elde edildigi
gosterilmektedir (Oleson ve ark., 1955; Asbury ve ark., 1986; Asbury ve ark., 1987;
Asbury ve ark., 1989; Asbury ve ark., 1990; Asbury ve ark., 1995; Asbury ve ark.,

1996)
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Sekil 11. Tiyadiazol Tiirevi Antineoplastik ilac Adayr NSC 4728

Pfizer ilag firmasi Ar-Ge birimi tarafindan gerceklestirilen aktif ila¢ molekiilii
tarama testlerinde; fosfodiesteraz 7 (PDE7) inhibitérii yeni bir antikanser
tiyadiazolamin tiirevi oncii bilesige ulasilmigtir (Sekil 12) (Vergne ve ark., 2004).

Sekil 12. Tiyadiazol Tiirevi PDE7 inhibitorii

Antikanser ilaclarin kullanimi toksisite, zayif etkinlik ve ilag direnci sebebiyle ¢ok
azdir. Bu sebeple son zamanlarda medisinal kimya alaninda, piyasada kullanimda
olan kemoterapoétik ilaglardan daha etkili, daha az toksik ve yan etkileri en aza
indirilmis yeni kemoterapétik ila¢ tasarlama ve gelistirme c¢abalar1 biiyiikk dnem
kazanmistir (Altintop ve ark., 2015).



Son yillarda medisinal kimya ile ilgilenen arastirmacilar i¢in pirimidin, triazol,
oksadiazol, tetrazol, tiyadiazol ve pirazol benzeri heterosiklik halkalar, yeni ilag
kesfinde veya biyolojik aktif bilesik tasariminda en ¢ok kullanilan temel yapilardir.
Pirazolin yapisi ise; komsu iki azot atomu tasiyan, bes iiyeli aromatik karakter
tagtyan bir halka olan pirazoliin kismi rediiklenmis halidir. Pirazolin halkasi1 da ilag
etkin maddesi sentezinde cogunlukla kullanilmaktadir. Literatlirde 2-pirazolin
halkasinin sahip oldugu farkli farmakolojik aktiviteler (antikanser, antimikrobiyal,
monoaminoksidaz  inhibitorii, antidepresan, noroprotektif, antikonviilsan,
analjezik-antienflamatuvar, antioksidan, antihipertansif, antihistaminik, antiviral
olarak siralanabilir) lizerine yapilmis ¢cok sayida aragtirma bulunmaktadir.

Yapilan antikanser ¢alismalarda pirazolin tiirevlerinin epidermal biiyliime faktorii
reseptor tirozin kinaz (EGFR-TK) inhibitorleri (Lv ve ark., 2011), aurora kinaz
inhibitorleri (Shin ve ark., 2013), COX-2/B-Raf inhibitorleri (Yu ve ark., 2014),
telomeraz inhibitorleri (Amin ve ark., 2015), tubulin polimerizasyon inhibitorleri
(Qin ve ark., 2015) olarak etki gosterdikleri gdzlemlenmistir. Pirazolinler; sadece
beyin, kemik, agiz, 6zofagus, mide, karaciger, safra, pankreas, serviks, akciger,
meme, kolon, rektum ve prostat kanserlerinin dnlenmesi amaciyla degil, ayni
zamanda bazi pirazolin tiirevleri kanser kemopreventif ajan olarak kullanilmaktadir
(Havrylvuk ve ark., 2009; Kumar ve ark., 2009; Congiu ve ark., 2010; Shaharyar
ve ark., 2010; Al-Abdullah ve ark., 2011; Bano ve ark., 2011; Bashir ve ark., 2011;
Lv ve ark., 2011; Shaaban ve ark., 2012; Amin ve ark., 2013; Insuasty ve ark., 2013;
Marella ve ark., 2013; Shin ve ark., 2013; Alex ve ark., 2014; Montoya ve ark.,
2014; Rathore ve ark., 2014; Yu ve ark., 2014; Amin ve ark., 2015; Qin ve ark.,
2015).

Bunun yani sira; 1,3,4-oksadiazol, metabolik profili ve reseptor bolgesi ile hidrojen
bag1 yapma yetenegi sayesinde medisinal kimyada O6nemli bir yapi1 olarak
gosterilmektedir. Son yillarda yapilan g¢aligmalar; telomeraz, histon deasetilaz
(HDAC), metiyonin aminopeptidaz (MetAP), timidilat sentaz (TS), glikojen sentaz
kinaz-3 (GSK), epidermal biiyiime faktorii (EGF), vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF), fokal adezyon kinaz (FAK) gibi farkli biiylime faktorlerinin,
enzimlerin ve kinazlarin inhibisyonu araciligiyla 1,3,4-oksadiazol tiirevlerinin
farkli kanser hiicre dizilerine potansiyel antikanser etki gosterdiklerini
vurgulamaktadir (De Oliveira ve ark., 2012; Khan ve ark., 2014; Bajaj ve ark.,
2015). Triazollerin (Kiiclikgiizel ve ark., 2015), tetrazollerin (Kumar ve ark., 2011),
tiyadiazollerin (Haider ve ark., 2015) ve pirimidinlerin (Nussbaumer ve ark., 2011)
de antikanser aktivite gosterdigi birgok calismada belirtilmistir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda;

- 2-Pirazolin halkasinin bir numarali konumunda, asetil grubuna bagh siibstitiie
heteroaril tiyol tasiyan on iki adet yeni 1-[(aril)tiyoasetil]-3-(2-tiyenil)-5-(4-
klorofenil)-2-pirazolin yapisinda bilesigin sentezlenmesi (Sekil 13) (Cizelge 1),

- Bilesiklerin yapilarinin; Infrared (IR), 'H-Niikleer Manyetik Rezonans ('H-
NMR), '3C-Niikleer Manyetik Rezonans ('*C-NMR), Heteroniikleer Korelasyon
Spektroskopisi (Heteronuclear Single Quantum Coherence, HSQC), Kiitle
Spektroskopisi ve Elementel Analiz metodu kullanilarak aydinlatilmasi,



- Sentezlenen bilesiklerin U251 insan glioblastoma, U87 insan glioblastoma ve
AsPC-1 insan pankreatik adenokarsinoma hiicre dizileri tlizerine antikanser
etkilerinin MTT yontemi ile arastirilmast,

- En etkili bilesigin antikanser aktivitesinin seciciliinin, normal periferal kan
mononiikleer hiicreleri (PBMC) ve Jurkat T hiicreli 16semi hiicreleri iizerinde
degerlendirilmesi,

- En etkili ve segici bilesigin U251 hiicreleri iizerindeki apoptotik/nekrotik
etkilerinin floresans mikroskobu kullanilarak PromoKine apoptotik/nekrotik
hiicreleri tespit etme kiti ile belirlenmesi,

- Buna ek olarak, en etkili ve segici bilesigin Supercoiled pUC19 DNA kullanilarak
Agaroz jel elektroforez yontemi ile DNA kirilma aktivitesinin aragtirilmasi
amagclanmustir.



Cl

i

@) 4-Klorobenzaldehit, %10°luk Sodyum hidroksit Cozeltisi, Etanol, Oda Isis1, Reaksiyon
siiresi 6-8 Saat,

(ii) %80’lik Hidrazin hidrat, Etanol, Reflaks, Reaksiyon Siiresi 5 Saat,

(iii) Kloroasetil kloriir, Trietilamin, Toluen, Buz Banyosu (0-4 °C), Reaksiyon Siiresi 1 saat,
(iv) Ar-SH, Aseton, Oda Isis1, Reaksiyon Siiresi 8 Saat.

Sekil 13. Sentezi Gerg¢eklestirilen Bilesikler
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Cizelge 1. Sentezlenen Sonug¢ Bilesikleri

S\Ar
Bilesik Ar
1 4-Metil-4H-1,2 4-triazol-3-il
2 1-Metil-1H-tetrazol-5-il
3 1-Fenil-1H-tetrazol-5-il
4 1-(4-Hidroksifenil)-1H-tetrazol-5-il
5 1-[2-(Dimetilamino)etil]-1 H-tetrazol-5-il
6 5-Metil-1,3,4-tiyadiazol-2-il
7 Pirimidin-2-il
8 5-Fenil-1,3,4-oksadiazol-2-il
9 5-(3-Piridil)-1,3,4-oksadiazol-2-il
10 5-(4-Klorofenil)-1,3,4-oksadiazol-2-il
11 5-(4-Metilfenil)-1,3,4-oksadiazol-2-il
12 5-(4-Metoksifenil)-1,3,4-oksadiazol-2-il

11



KAYNAK BILGISI
Pirazolin Halka Sistemi Hakkinda Genel Bilgiler

Pirazolinler; yapisinda ii¢ karbon atomu ve birbirine komsu iki azot atomu iceren,
pirazollerin rediiksiyonuyla elde edilen dihidropirazol yapisinda olan bes iiyeli
monosiklik bilesiklerdir.

Pirazolinlerin 3 adet tautomerik yapisi bulunmaktadir. Cifte bagin bulundugu yer
doymamigligin basladig1 atomun numarasi ile gosterilir (Sekil 14). Tautomerlerden
en kararli olam1 2-pirazolin halkasidir ve monoimino karakterindedir (Auwers ve
ark., 1929; Gupta ve ark., 1998; http-1). 2-Pirazolin halkasinin; 4,5-dihidro-1H-
pirazol ya da A-pirazolin biciminde yapilan isimlendirmeleri de mevcuttur.

3 4 3 4 3 4
> 2N 5 ———== HN2 5
2N 5 ~ ~

AN A N

N N N

H H

1
1-Pirazolin 2-Pirazolin 3-Pirazolin

Sekil 14. Pirazolinlerin Tautomerik Formlar:

1885'de Knorr ve Blank pirazolin sentezine ait ilk ¢aligmay1 yaymlamislardir.
Aragtirmalarinda 1,3-difenil-5-metilpirazoliin, ¢6ziicii olarak etanol i¢eren ortamda
sodyum metali ile rediiksiyonundan bahsetmislerdir (Sekil 15). Rediiksiyon
irlinlinii sicak hidroklorik asit igerinde nitroz asit ile tepkimeye soktuklarinda mavi-
yesil renk elde etmislerdir. Bu tepkime, pirazolinlerin teshis testi olarak giiniimiizde
kullanilmaktadir (Knorr ve ark., 1885).

% C,H;0H/Na’ - %
AN \N -

Sekil 15. Knorr ve Blank Pirazolin Sentezi

Fisher ve Knoevenagel tarafindan ilk kez 1887 yilinda fenil hidrazin ile akroleinin
tepkimeye sokulmasi neticesinde 2-pirazolin yapisi elde edilmistir (Sekil 16)
(Fisher ve ark., 1887).
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Sekil 16. Fisher ve Knoevenagel Pirazolin Sentezi

Curtius ve Wirsing, 1894’de ilk kez (Curtius ve ark., 1894) hidrazinle akroleini
reaksiyona sokarak 2-pirazolin bilesigini elde etmislerdir (Sekil 17).

° [\
H,N——NH, + \ Fy = N\

H N
|
H
Sekil 17. Curtius ve Wirsing Pirazolin Sentezi
Pirazolin Halkasinin Sentez Yontemleri
Pirazolin tiirevlerinin sentez yontemleri su sekilde siniflandirilabilir;
- Pirazol, pirazolon ve pirazolidinlerden baglayan sentezler,
- Hidrazin ve hidrazin tiirevlerinden hareketle yapilan sentezler,
o, f-Doymamig karbonil bilesikleri ile kondenzasyon reaksiyonlari,
o,f-Doymamus nitril bilesikleri ile katilim reaksiyonlari,
[-Sitibstitiie ketonlar ile kondenzasyon reaksiyonlari,
Oksiran ve aziridinler ile kondenzasyon reaksiyonlari,
Diger hidrazin reaksiyonlari,
- Diazoalkanlarin karbon-karbon ¢ifte bagina katim reaksiyonlari,
- Diger pirazolin sentez yontemleri.
Pirazol, Pirazolon ve Pirazolidinlerden Baglayan Sentezler

Pirazolinlerin, pirazollerin rediiksiyonu ile sentezi pek tercih edilmemektedir.
Clinkii pirazolinin yaninda pirazolidin de olusmaktadir. Ayrica reaksiyon sirasinda
halka yapis1 bozulabilmektedir (Sekil 18).

N/ \ LN N/ X L SN S
\N \ﬁ \ﬁ

H
Sekil 18. Pirazol Halkasinin Rediiksiyonu
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Rediiksiyon; palladyum katalizorliiglinde hidrojenle, asetik asit icerisinde ¢inkoyla
veya etanollii ortamda sodyumla yapilmaktadir. Halopirazoller sodyumla
rediiklenirken dehalojenasyon da meydana gelmektedir.

Pirazolonlarin rediiksiyonuyla hidroksipirazolinlerin olustugu, etanol igerisinde
sodyumla reaksiyonun diizglin gerceklestigi, lityum aliiminyum hidriir ile
reaksiyonunda ise verimin diislik oldugu bildirilmektedir (Sekil 19) (Jarboe, 1962).

/ H, / !

N E— N
N O N OH
N N
H H

Sekil 19. Pirazolon Halkasinin Rediiksiyonu

Pirazolin  sentezinde nadiren pirazolidinler kullanilir.  Pirazolidinlerin
dehidrojenasyonu amaciyla ferri kloriir, hidrojen peroksit, kromik asit, bakir (II)
kloriir, civa oksit veya civa asetat gibi oksitleyici ajanlar kullanilir (Sekil 20) (Knorr
ve ark., 1885; Michaelis ve ark., 1900; Von Thom ve ark., 1923).

(FeCl3, H>O,, CrO3) /
HN ? N
\N H, AN

H
Sekil 20. Pirazolidin Halkasinin Oksidasyonu

TZ

Hidrazin ve Hidrazin Tiirevlerinden Hareketle Yapilan Sentezler
o,p-Doymamig Karbonil Bilesikleri ile Kondenzasyon Reaksiyonlart

Pirazolin halkasinin olusturulmasinda en yaygin olarak kullanilan yontemdir.
Hidrazin ve tiirevlerinin, o,/-doymamis karbonil bilesikleri ile reaksiyonu sonucu
olusturdugu kondenzasyon f{iriinleri 2-pirazolinleri olusturur. Reaksiyonun ilk
asamasinda ara iiriin olarak hidrazon bilesikleri olusur. Ikinci asamasinda ise C=C
cifte bagina, N-H katilim1 sonucu halka siklizasyonu tamamlanir. Bu yontem, 2-
pirazolin tiirevlerinin olusturulmasi i¢in en tanman yontemlerden biri olarak
giincelligini korumaktadir. (Sekil 21) (Ferres ve ark., 1969; Lévai, 1997; Holla ve
ark., 2000; Lévai, 2002; Gokhan ve ark., 2003; Pimenov ve ark., 2004).

Ry
R, R,
R, \ R, E W h
+ HzN/ \R3 -H,0 > N\ > N\N R,

o]
HN—R,

R;
Ri: Aril R;: H, CI, OCH; Rj: Fenil
Sekil 21. Hidrazin Tiirevleriyle o,f-Doymamis Karbonil Bilesiklerinin Kondenzasyon
Reaksiyonu

Hidrazin ve tlirevlerinin o,f-doymamis karbonil bilesikleri ile tepkimesinde ara
iiriin olarak elde edilen hidrazonlar, kararsiz olduklari i¢in elde edilemez ve
siklizasyona ugrayarak 2-pirazolinler elde edilir. Ancak hidrazonlarin degisik
yontemlerle eldesi miimkiindiir. Benzalasetofenon yapisi bulunan bilesiklerde,
aromatik halkada elektron ¢eken gruplarin bulunmasi kondenzasyon sirasinda
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olusan hidrazon bilesiginin kararliligini arttirdig1 belirtilmistir (El-Rayyes ve ark.,
1984; Kobrakov ve ark., 2003; Salgin-Goksen ve ark., 2015).

Izole edilen hidrazonlarin pirazolinlere doniisiimii yiiksek sicaklikta, hidroklorik
asit icerisinde, asetik asitli ortamda, asetik asit-hidrobromik asit karistminda veya
sodyum asetat varliginda gergeklestirilebilmektedir. 2-Pirazolinlerin eldesinde hiz
belirleyen basamagin, hidrazon N-H’inin mevcut yapidaki C=C c¢ifte bagina
katiminin  gerceklestigi  varsayilmaktadir. Hidrazonlarin elektronik yapisi,
stereokimyas1 ve ¢oziinebilirligi, 2-pirazolinlerin eldesinde halka siklizasyonunu
etkileyebilir (Chambers ve ark., 1960; Kallay ve ark., 1967; Lorand ve ark., 1985;
Salgin-Goksen ve ark., 2015).

o, f-Doymamis karbonil bilesikleri ile hidrazin hidratin kullanildig1 reaksiyonlarda
¢oOziicii olarak genellikle etanol kullanilmaktadir. Reaksiyon ayrica; ¢oziicli
kullanilmadan, metanol ve propanol kullanilarak da yapilabilmektedir. Aril/alkil
siibstitlisyonlu hidrazin tlirevleri ile yapilan reaksiyonlarda ise {ist taraftaki
coziiclilere ek olarak asetik asit, N,N-dimetilformamit, piridin de kullanilabilir.
Reaksiyon asidik veya bazik ortamda gercgeklestirilebilmektedir (Salgin-Goksen ve
ark., 2015).

o,f-Doymamis ketonlar, hidrazin hidrat ile karboksilli asit ¢ozeltisi icerisindeki
reaksiyonu sonucu 1-agil-2-pirazolin tiirevleri elde edilir. Reaksiyon i¢in asetik,
formik, propanoik, butirik ve izobutirik asit gibi asitler kullanilmaktadir. Bu ve
benzeri bilesikler a,f-doymamis karbonil bilesiklerinin agil hidrazinlerle
reaksiyonu ile de sentezlenebilmektedir (Sekil 22 ve Sekil 23) (Ho, 1999).

R

O
COOH

R3
/ +  HyN—NH,H,0 e
R R

1 2

Ry, Ry H, Alkil, Aril Rs: H, Alkil

Sekil 22. 1-Acil-2-pirazolin Tiirevlerinin Sentezi

O O
)V\ + )k o
RY R, RS N

Ri, Ra: Alkil, Aril Rj: Tiyeno[2,3-b]piridin
Sekil 23. Acil Hidrazinlerden Pirazolin Sentezi
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o,f-Doymamis karbonil bilesikleri ayrica; semikarbazit/tiyosemikarbazit ve

stibstitiie tlirevleri ile genellikle etanol igerisinde hidroklorik asit veya asetik asit ile
asit ortamda, sodyum hidroksit, potasyum hidroksit gibi ajanlarla da bazik ortamda
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tepkimeye girerek 1-karbamoil veya 1-tiyokarbamoil-2-pirazolinleri meydana
getirir (Sekil 24) (Palaska, 1991).

Ry

N
AN
N
1 2
HzN R3
X H

R, Ro, Ry H, Alkil, Aril  X: O,S

Ry

N—R;

Sekil 24. 1-Karbamoil/Tiyokarbamoil-2-pirazolin Sentezi

Asidik ortamda, ara {riin olarak olusan semikarbazon veya tiyosemikarbazon
bilesikleri dayanikli yapilar olmalar1 sebebiyle siklizasyonun gerceklesmedigi
durumlar olmaktadir. Bunu o6nlemek i¢in, bu bilesiklerin asetik asit igerisinde
1sitilmalart gerekir. Ancak bu durumda karbamoil grubu kopmakta ve istenmeyen
yan iriinler olugsmaktadir. Bu yiizden, semikarbazon ve tiyosemikarbazonlar etanol
igerisinde sodyum hidroksit ve sodyum asetat varliginda 1sitilarak 1-karbamoil ve
1-tiyokarbamoil-2-pirazolin tiirevleri elde edilir (Sahin, 2005).

3,5-Disiibstitiie-2-pirazolin  tiirevlerinin  asidik  sartlarda, siyanat veya

tiyosiyanatlarla reaksiyonu ile 1-karbamoil/l-tiyokarbamoil-3,5-distibstitiie-2-
pirazolin tiirevi bilesikler elde edilmektedir (Sekil 25) (Palaska, 1991).

Ry

Ri: Aril, Alkil, Ry: Alkil, H
Sekil 25. 1-Karbamoil ve 1-Tiyokarbamoil-3,5-disiibstitiie-2-pirazolin tiirevleri

Bir numarali pozisyonlarinda siibstitiienti bulunmayan 2-pirazolin tiirevlerinin,
trietilamin (TEA) varliginda siibstitiie izosiyanat/izotiyosiyanatlar ile reaksiyona
tabi  tutulmasiyla  1-siibstitiiekarbamoil/1-siibstitiietiyokarbamoil-2-pirazolin
tiirevleri elde edilir (Sekil 26) (Sahin, 2005).
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TEA N
/ +  R—CNX —> AN
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Ri, Ry, R3: H, Alkil, Aril  Ry4: Alkil, Aril X: O, S
Sekil 26. 2-Pirazolinlerin Aril veya Alkil izosiyanat/izotiyosiyanat ile Reaksiyonu
o,p-Doymamig Nitril Bilesikleri ile Katim Reaksiyonlart

o,f-Doymamis nitriller, hidrazin tiirevleriyle alkali sartlarda reaksiyona girip 3-
amino-2-pirazolin tiirevlerini meydana getirirler. Tepkime alkali olarak kullanilan
alkoksit varliginda nitril grubuna hidrojen katimiyla baslayip, olusan imin yapisinin
C=C cifte bagina katimiyla sonlanir (Sekil 27) (Lévai, 2002; Salgm-Géksen 2015).

/\/CN E NaOC2H5 >j\
+
R \ & - \R2
R,

Ri: H, Alkil, Aril Ry: H, Aril
Sekil 27. a,f-Doymamis Nitrillerin Hidrazinlerle Reaksiyonu

o,f-Doymamis nitrillerin, hidrazin hidratla hidrazon meydana getirmesi ve
ardindan asetik asit varliginda reaksiyon vermesi ile 1-asetil-5-amino-2-pirazolin
tiirevleri olusur (Sekil 28) (Lévai, 2002; Sahin, 2005).

(0]
__CHCOOH
Rl CN + HzN NH2

Ry: Heteroaril R»: Aril

Sekil 28. 1-Asetil-5-amino-2-pirazolin Sentezi
[-Stibstitiie Ketonlarla Kondenzasyon Reaksiyonlari

Etilketonlarin f-konumunda; halojen, hidroksi, arilseleno, alkoksi, aril siilfonil ve
dialkilamino  siibstitlisyonlu tlirevleri ile hidrazin, alkil/aril hidrazin,
semikarbazit/tiyosemikarbazit veya tiirevlerinin tepkimesi neticesinde 2-pirazolin
tiirevleri olusmaktadir (Sekil 29) (Salgin-Goksen, 2015).
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R; X R,  NH, o X HX T
R,
Ri: H, Alkil, Aril, CONH,, CSNH; ; Ry: Aril ; R3: H, CH3 ; X: Cl, Br, OH, OR, SeAr, NR»
Sekil 29. g-Siibstitiie Ketonlarin Hidrazinlerle Reaksiyonu
f-Dialkilaminoetil ketonlarin hidrazin tiirevleri ile yaptig1 reaksiyonlar Mannich
reaksiyonu sartlar1 altinda gergeklesir. Karbonil grubundan hidrazon, bunu takiben
f-eliminasyonla etilenik yap1 meydana gelmektedir. Bunun sonucunda ¢ifte baga
katim gergeklesmektedir (Sekil 30) (Palaska, 1991).

H

N
a RN
R HN——NH, |
2, / N
A -H,0 R,
R; N\ Ry /
o R{ N\
Ry
R,
A H—N/
AN
R,
Ry Q
I\ —
N B J—
AN N\
N
| =
R; R3

Ri: H, Alkil, Aril R»: CH3 Rj: Fenil veya Siibstitiie Fenil
Sekil 30. g-Dialkilaminoetil Ketonlarin Hidrazinlerle Reaksiyonu
Oksiran ve Aziridinlerle Kondenzasyon Reaksiyonlart

Ketooksiran/Ketoaziridin tlirevleri ile hidrazinlerin tepkimesi neticesinde 4-
hidroksi/4-alkilamino-2-pirazolin tiirevi bilesikler olusmaktadir. Fakat elde edilen
2-pirazolin tiirevi bilesikler dayaniksiz olmalarindan dolay1 kolaylikla su/amonyak
kaybederek pirazol tlirevlerine doniisiirler (Sekil 31 ve Sekil 32) (Sahin, 2005).

R, H R,
o OH
H,NNH, / \
0 /
-H,0 N H,0 N\
Rl Rz \N R2 N R,
H H
Ry, Ry: Aril

Sekil 31. Ketooksiran Bilesiklerinin Hidrazin ile Reaksiyonu
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Rl, Rz, R3: Aril

Sekil 32. Ketoaziridin Bilesiklerinin Hidrazin ile Reaksiyonu

Diger Hidrazin Reaksiyonlar

Aroilhidrazinler fosfor pentakloriir ile reaksiyona girerek a-klorohidrazonlar
olusturular. a-Klorohidrazonlar TEA varliginda sikloalkanlar ile bisiklik 2-pirazolin
bilesiklerini verirler (Sekil 33) (Sui ve ark., 2000).

R,
o ¢ D {
ﬁ &» H (CHy), N
—>
N 2)n
7\ ANPZN TEA /
R N R R; N R, N

\

R,
Rli H, Cl, F, OCH3 5 Rz: H, Cl, CH3, OCH3, SOzCH3 n: 1, 2, 3
Sekil 33. a-Klorohidrazonlar ile Sikloalkanlarin Reaksiyonu

1,3-Aril/alkil diketonlar siibstitiie hidrazinlerle 5-hidroksi-2-pirazolinleri verirler.
Bu bilesikler, su kaybederek pirazol tiirevlerine doniisiirler (Sekil 34) (Zelenin ve
ark., 2002).

Ry R3
O O
HN——NH, / OH
. — N
Ry Ry R4/ \N Ry

R4
Ri: Aril, Alkil, Rj: Perfloroalkil, Rj: H, CHs, Rua: Aril, Arilalkil
Sekil 34. 1,3-Aril/alkil Diketonlarin Hidrazinlerle Reaksiyonu

1,5-Difenil-1,5-pentandion ve 3-siibstitiie tiirevlerinin fenil hidrazinlerle tepkimesi
sonucu hidrazon bilesikleri meydana gelir. Bunlarin asit ortamda 1sitilmasiyla 1,3-
difenil veya 1,3,5-trifenil-2-pirazolinler elde edilir (Sekil 35) (Moskovkina ve ark.,
2002).
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H—Cl> R / / \ / N\N R R: H, CH;, CgHs

Sekil 35. 3-Siibstitiie-1,5-difenil-1,5-pentandionun Fenil hidrazinle Tepkimesi

3-(Fenilsiilfonil)-1,3-diarilpropan-1-on tiirevlerinin fenil hidrazin ile tepkimesi
neticesinde pirazol tiirevleri olugsmaktadir. Ancak reaksiyon azot gazi ortaminda
gerceklestirilirse 1,3,5-triaril-2-pirazolin bilesikleri elde edilmektedir (Sekil 36)
(Chen ve ark., 2003).

Ry, Ry: Aril
Sekil 36. 3-(Fenilsiilfonil)-1,3-diarilpropan-1-on Tiirevlerinin Fenilhidrazin ile Tepkimesi

N-Metil-N-metoksibenzamit ve asetamit tiirevi bilesiklerin 6nce vinil magnezyum
bromiirle, ardindan hidrazin tiirevleri ile tepkimeye girmesiyle 1,3-distibstitiie-2-
pirazolin bilesikleri elde edilmektedir (Gomtsyan ve ark., 2001) (Sekil 37).

0 R,
)J\ CH;
R N< C
O/

R]Z CH3, Fenil Rz: CH}, CHQ—CéHS
Sekil 37. 1,3-Disiibstitiie-2-pirazolin Sentezi

Hj > N\

/\ MgBr

N
H2N/ \R2
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Diazoalkanlarin Karbon-Karbon Cifte Bagina Katihm Reaksiyonlar:

Pirazolinler; diazoalkanlar ve a,f/-doymamis esterlerin tepkimesi sonucu kolaylikla
sentezlenebilirler (Sekil 38). Bu tepkime neticesinde 1-pirazolin, siklopropan ve
metilsiibstitiie olefinler de elde edilir. Elde edilen 1-pirazolinler; kendiliginden,
erime derecesinin iistiinde 1sitilarak, asit veya baz katalizorligiinde 2-pirazolinlere
dontisiirler. o,f-Doymamis keton veya esterlerin tepkimelerinde diazometan,
diazoetan, diazopropan, fenildiazometan gibi diazoalkanlar ile diazoasetat, etil
diazoasetat gibi diazoesterler kullanilir. Bu bilesiklerin yanisira anhidrit, siilfon,
lakton, kinonlar da kullanilmistir. «,f-Doymamis ketonlar; diazometanlarla
acilpirazolinleri (Sekil 39), nitrillerle ise siyanopirazolinleri (Sekil 40) verirler.
Distilasyon sirasinda HCN ¢ikist ve pirazol olusur (Palaska, 1991; Lévai, 1997,
Lévai, 2002; Sahin, 2005).

RR 0 R R (o-
- ] ]
H | CH,N, HeC C— H-C C
C > < >
c a OR OR
R OR y
HCo e
H,C. . NN
. .N. +‘
N +
C
a b N, -N,

COOR
COOR

T

N
N/ H;C COOR

R: H, CH, Aril, Alkil

Sekil 38. a,f-Doymamus Esterler ve Diazoalkanlar icin Onerilen Reaksiyon Mekanizmasi

R;
X
+ N ———> R
/ e SR

R;: Alkil, Aril ; R,: Alkiloksikarbonil, Aralkenil, Aril ; R3= Ry4: H, Alkil, Aril

Sekil 39. a,f-Doymamis Keton Tiirevleri ile Diazoalkanlarin Reaksiyonu
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Ri: Alkil

Sekil 40. a,f-Doymamis Nitril Tiirevleri ile Diazometanin Reaksiyonu
Diger Pirazolin Sentez Yontemleri

Aldehit fenil hidrazonlar ile a,f-doymamis keton, nitril, ester, siilfon gibi konjuge
cift bag iceren bilesiklerin tepkimesi neticesinde 2-pirazolin tiirevleri elde edilmistir
(Sekil 41) (Padmatvathi ve ark., 2002; Sahin, 2005).

R, N N R;
7\ R, R, N ;
\/ N . N , 4

R, Ry: Alkil, Aril ; R3: Nitril, Alkenil, Siilfonil
Sekil 41. Aldehit Fenil Hidrazonlar ile Konjuge Cift Bag iceren Bilesiklerin Tepkimesi

Polimer yapili faz transfer katalizorleri (PS-DIEA, PS-Trisamin, PS-isosiyanat)
kullanilarak, daha saf, yiizde verimi arttirilmis birgok N-siibstitlie-2-pirazolin tiirevi
bilesigin sentezi gerceklestirilmistir (Sekil 42) (Lyngso ve ark., 1998; Bauer ve ark.,
2000; Ozdemir, 2004).
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Sekil 42. Polimer Yapih Faz Transfer Katalizorleri Kullanilarak Yapilan Pirazolin Sentezleri

1,1,3,3-Tetractoksipropan hidroklorik asit ile hidroliz edildiginde elde edilen
malonaldehitin, semikarbazit yada tiyosemikarbazit ile tepkimesi neticesinde 5-
semikarbazido/tiyosemikarbazido-1-karbamoil/tiyokarbamoil-2-pirazolin tiirevleri
kazanilir (Sekil 43) (Buttkus ve ark., 1971; Sahin, 2005).
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Sekil 43. Malonaldehitin Semikarbazit/Tiyosemikarbazit ile Tepkimesi
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Pirazolinlerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

2-Pirazolin; yogunlugu 1.017 g/cm?, kaynama derecesi 144 °C olan renksiz bir
stvidir. Halkaya bagli siibstitiisyon sayisi arttik¢a ve bu siibstitiisyonlar biiytidiikge
beyaz, acik sar1 renkli kristalize bilesikler olusmaktadir. 2-Pirazolinler zayif bazik
bilesiklerdir. Siibstitlient tasimayan pirazolinin pKa’st 4,62’dir. 2-Pirazolin
halkanin {i¢ numarali pozisyonuna, fenil halkasi gibi C=N ikili bag ile konjugasyon
yapan slibstitiientlerin gelmesi bilesigin bazikligini azaltmaktadir. Stvi pirazolinler
kaynama derecesinde, kat1 pirazolinler erime derecesinin az iistiinde dekompoze
olurlar. Sonugta azot, siklopropan tiirevleri ve olefinler olusur. Bir numarali
pozisyonlarinda siibstitiient bulunmayan pirazolinler, oda sicaklifinda ve giines
1s1¢na maruz kaldiklarinda kisa zamanda dekompoze olurlar (Sekil 44) (Salgin-
Goksen, 2015; Sahin, 2005).

3 4

/ 3 4
AN 5 —_— —_—
1

i PN

2N

Sekil 44. 2-Pirazolinlerin Dekompozisyonu
Pirazolinlerin Siibstitiisyon Reaksiyonlari

2-Pirazolin tiirevlerinin bir numarali konumlarinda siibstitiient yoksa, sekonder
aminlere ait siibstitiisyon reaksiyonlarin1 verirler. 1-Nonsiibstitiie-2-pirazolinler;
karboksilli ~ asit, asit kloriir ve anhidritleriyle 1-agil-2-pirazolinleri,
bis(triklorometil)karbonat (trifosgen) ile 1-karbamoil kloriir, halo asetilhalojentirler
ile 1-haloasetil-2-pirazolin tiirevlerini verirler (Sekil 45) (Salgin-Goksen, 2015;

Sahin, 2005).
Rl R2
RsCOOH/RsCOCI/(R5CO),0 m&
o N
\ R,
N
Rl R
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Ri: H, Alkil, Aril, Agil ; Ry: H, Alkil, Aril ; Rs: H, Alkil ; R4: H, Alkil, Aril, Agil ; Rs: H, Alkil, Aril,
Sikloalkil ; X: Cl, Br

Sekil 45. 1-Nonsiibstitiie-2-pirazolinlerin Siibstitiisyon Tepkimeleri
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2-Pirazolin tiirevlerinin sodyum/potasyum karbonat varliginda alkil ya da aril
halojentirlerle reaksiyonu neticesinde 1-alkil ya da 1-aril 2-pirazolin tiirevlerine
ulagilir. 2-Pirazolinlerin agil tiirevlerinin rediiksiyonuyla da 1-alkil ya da 1-aril 2-
pirazolin tiirevleri elde edilir (Sekil 46) (Sahin, 2005).

Ry R,
Ry
R,
/ / LiAlH, /
/ R3-X/K,CO; N N\ —_— N\
—»
N HX ™~ h R, N R,
\N - N R, 2
H R |
) 0
3 R
R 3

Ry, Ra: H, Aril ; R3: Alkil, Aril ; X: Cl, Br, I
Sekil 46. 2-Pirazolin Tiirevlerinin AlKkil, Aril Halojeniirler ve LiAlH4 ile Reaksiyonlari

Kloroformik esterler ile alkali ortamda, 2-pirazolinin karbamat esterleri
tirevlendirilebilir. 2-Pirazolinler, akrilonitril veya p-dimetilaminopropiyonitril
bilesikleri ile reaksiyona girerek 1-(2-siyanoetil)-2-pirazolinleri olustururlar. 2-
Pirazolinler, sodyum nitrit ile hidroklorik asitli ortamda 1-nitrozo-2-pirazolinleri
olusturur (Sekil 47). Pirazolinler, alkali siyanatlar ile 1-karbamoil, tiyosiyanatla da
1-tiyokarbamoil tiirevlerini verirler. Alkil veya arilizosiyanat ve izotiyosiyanatlarla
ise N-siibstitiiekarbamoil ya da tiyokarbamoil bilesiklerini olustururlar (Sekil 48)

(Sahin, 2005).
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CI-COOR ?j\
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-HCI /T\ 2
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R1, Ry: H, Alkil, Aril, Aralkenil

Sekil 47. 2-Pirazolinlerin Karbamat Esterleri, Akrilonitril ve Sodyum nitrit ile Tepkimeleri
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Sekil 48. 2-Pirazolinlerin Alkali Siyanat ve Tiyosiyanatla Tepkimesi

2-Pirazolinler, stilfonil kloriirler ile 1-siilfonil, hidroksilamin-O-siilfonik asit ile 1-
aminosiilfonil, benzensiilfoniliire tiirevleriyle N-(benzensiilfonil)karboksamit-2-
pirazolin bilesiklerini olustururlar (Sekil 49) (Salgin-Goksen, 2015).
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R, Ry: H, Alkil, Aril ; Rs: Aril ; Ry: CI, Br, NO;

Sekil 49. 2-Pirazolinlerin Siilfonil kloriirler, Hidroksilamin-O-siilfonik asit, Benzensiilfoniliire
Tiirevleri ile Tepkimeleri



2-Pirazolinlerin birinci pozisyonunda yer alan azota bagli hidrojen, formaldehit ile
aktif olarak tepkime verip 1-hidroksimetil tiirevlerini, formaldehitle birlikte
morfolin ya da piperidin gibi sekonder aminlerle olan tepkimesiyle Mannich
bazlarini verirler (Sekil 50). 2-Pirazolinlerin {i¢iincli pozisyonunda siibstitiisyon
yoksa, 1-siibstitiie-2-pirazolin tiirevlerinde elektrofilik katim tepkimeleri {i¢
numarali konumdan gerceklesir (Sekil 51). Ancak 2-pirazolin tiirevlerinin iig
numarali pozisyonunda siibstitiisyon varsa ve tepkimeye arildiazonyum tuzlari
sokulursa, tepkime 2-pirazolin halkasi yerine 2-pirazolin halkasinin bir numarali
pozisyonunda bulunan fenil halkasinin para pozisyonundan gergeklesir (Sekil 52).
1-Agil-3,5-diaril-2-pirazolinlerin, benzendiazonyum kloriir ile tepkimeleri 2-
pirazolin halkasinin 4 numarali konumundan ger¢eklesmektedir (Sekil 53) (Sahin,
2005).
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Sekil 50. 3,5-Disiibstitiie-2-pirazolinlerin Formaldehit, Morfolin ve Piperidin ile olan
Tepkimesi
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Sekil 51. 1-Siibstitiie-2-pirazolinlerin Elektrofilik Katim Tepkimeleri
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Sekil 52. 3-Siibstitiie-1-fenil-2-pirazolin Tiirevlerine Benzendiazonyum Kloriir Katim
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Sekil 53. 1-Acil-3,5-diaril-2-pirazolin Tiirevlerine Benzendiazonyum kloriir Katim
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3-Amino-1-fenil-2-pirazolinin; karboksilli asit halojeniir ya da anhidritleri ile
tepkimesiyle 3-alkil/arilamido-1-fenil-2-pirazolin, etil alkoliin ¢6ziicii olarak
kullanildig1 ortamda benzaldehit ile tepkimesi sonucunda 3-benzilidenamino-1-
fenil-2-pirazolin, p-toluensiilfonil kloriir ile tepkimesi neticesinde 3-(4-
metilfenil)siilfonil-2-pirazolin, etil o-format ile tepkimesiyle N,N'-di(1-
fenilpirazolin-3-il)formamit, seyreltik siilfiirik asit ile 1sitilmasiyla hidroliz olup 1-
fenil-3-pirazolidon bilesikleri elde edilmistir (Sekil 54) (Sahin, 2005; Salgin-
Goksen, 2015).
H3CCONH

CH,COCI

(CH5C0),0 i
7

HON 4 @
D 5
AN

,_S \/
/

H:0),CH
Y (C;H50):C N

ke ‘@

S

/

Z.

o
\

%
Je)
<

Sekil 54. 3-Amino-1-fenil-2-pirazolin Bilesiginin Tepkime Reaksiyonlari

3,5-Diaril-1-kloroasetil-2-pirazolin tiirevleri; tiyoller veya N,N-
disiibstitiieditiyokarbamik asit tuzlar ile aseton igerisinde potasyum karbonat ile
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tepkimeye girdiklerinde 1-stibstitlietiyoasetil/1-(N, N-
distibstitiietiyokarbamoiltiyo)asetil-3,5-diaril-2-pirazolin tiirevi bilesikler elde
edilir (Sekil 55) (Turan-Zitouni ve ark., 2005a; Turan-Zitouni ve ark., 2005b;
Ozdemir ve ark., 2008; Kaplancikl1 ve ark., 2009; Kaplancikh ve ark., 2010; Gok
ve ark., 2010; Ozdemlr ve ark., 2010; Altmtop ve ark., 2013; Ozdemir ve ark., 2014;
Karabacak ve ark., 2015).
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N
R, N/
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3

Ri: Aril ; Ry: Aril ; Rs: Aril, Heteroaril, CS-sikloamino ; X: Na, K

Sekil 55. 3,5-Diaril-1-kloroasetil-2-pirazolinlerin, Tiyoller/N,N-Disiibstitiieditiyokarbamik
asit Tuzlar ile Tepkimeleri

Pirazolin Halkasimin Sahip Oldugu Biyolojik Aktiviteler

Bircok bilim adami 2-pirazolin tlirevleri iizerine yaptiklar1 literatiir
arastirmalarinda, bu halka sisteminin farkli farmakolojik aktivitelere sahip
oldugunu gozlemlemislerdir. En sik rastlanan bu farmakolojik aktiviteler;
antikanser (Bhat ve ark., 2005; Manna ve ark., 2005; Rostom ve ark., 2006; Johnson
ve ark., 2007; Roecker ve ark., 2007; Yar ve ark., 2007; Abdel-Aziz ve ark., 2009;
Havrylyuk ve ark., 2009; Banday ve ark., 2010; Congiu ve ark., 2010; Insuasty ve
ark., 2010; Peng-Cheng ve ark., 2010; Shaharyar ve ark., 2010; Bano ve ark., 2011;
Bashir ve ark., 2011; Havrylyuk ve ark., 2011; Insuasty ve ark., 2011; Ismaeil ve
ark., 2011; Lee ve ark., 2011; Parekh ve ark., 2011; Abdel-Aziz ve ark., 2012; Bai
ve ark., 2012; Insuasty ve ark., 2012; Nepali ve ark., 2012; Abdel-Halim ve ark.,
2013; Amin ve ark., 2013; Faidallah ve ark., 2013; Insuasty ve ark., 2013; Khalil
ve ark., 2013; Ozdemir ve ark., 2013; Shin ve ark., 2013; Lu ve ark., 2014; Montoya
ve ark., 2014; Nepali ve ark., 2014; Rathore ve ark., 2014; Yu ve ark., 2014; Amin
ve ark., 2015; George ve ark., 2016; Karabacak ve ark., 2015; Qin ve ark., 2015;
Khan ve ark., 2016; Wang ve ark., 2016) antimikrobiyal (Holla ve ark., 2000;
Azarifar ve ark., 2002; Mamolo ve ark., 2003; Turan-Zitouni ve ark., 2005a; Turan-
Zitouni ve ark., 2005b; Kaplancikli ve ark., 2007; Karthikeyan ve ark., 2007,
Ozdemir ve ark., 2008; Ozdemir ve ark., 2010; Revasiddappa ve ark., 2011; Shah
ve ark., 2012; Ozdemir ve ark., 2013; Altintop ve ark., 2014; Monga ve ark., 2014;
Ozdemir ve ark., 2014; Altintop ve ark., 2015), monoamin oksidaz (MAO)
inhibitorii (Manna ve ark., 1998; Gokhan, ve ark., 2003; Chimenti ve ark., 2004;
Chimenti ve ark., 2005; Chimenti ve ark., 2006; Chimenti ve ark., 2008; Palaska,
E. ve ark., 2008; Gokhan-Kelek¢i ve ark., 2009; Sentirk ve ark., 2012),
antidepresan (Bilgin, A.A. ve ark., 1994; Palaska ve ark., 1996; Palaska ve ark.,
2001; Ozdemir ve ark., 2007; Gok ve ark., 2008; Ozdemir ve ark., 2008;
Kaplancikli ve ark., 2010; Kogyigit-Kaymakgioglu ve ark., 2013; Ozdemir ve ark.,

2015), noroprotektlf (Shimada ve ark., 1999), antlkonvulsan (Galatl ve ark., 2001;

Ozdemir ve ark., 2007; Ozdemir ve ark., 2008; Beyhan ve ark., 2013), analjezik-
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antienflamatuvar (Frigola ve ark., 1989; Bansal ve ark., 2001; Nasr ve ark., 2003;
Amir ve ark., 2008; Kaplancikli ve ark., 2009; Khode ve ark. 2009; Bandgar ve
ark., 2012; Abdulla ve ark., 2014), antioksidan (Bandgar ve ark., 2012; Jagadish ve
ark., 2013) antihipertansif (Turan-Zitouni ve ark., 2000; Bagheri ve ark., 2004),
antihistaminik (Rahaman ve ark., 2010), antiviral (Gomha ve ark., 2016) olarak
siralanabilir.

Bhat ve ekibi (2005), bir seri siibstitiie salkon ve bu salkonlardan da hareketle
pirazol ve pirazolin tiirevlerini sentezlemislerdir. Bu bilesiklerin HT-29, HCT-15,
SW-620 (kolon); A549, HOP-62 (akciger); Hep-2 (karaciger), SiHa (rahim),
SKOV-3, OVCAR-5 (yumurtalik); PC-3, DU-145 (prostat) ve SNB-78 (beyin)
olmak {iizere oniki adet insan kanser hiicre dizisine kars1 in vitro sitotoksik etkileri
degerlendirilmistir.  3-(3,4,5-Trimetoksifenil)-5-(3,4-dimetoksifenil)-1H-pirazol
bilesigi (Sekil 56) HCT-15 ve SW-620 hiicre dizilerine kars1 segici sitotoksik etki
gostermistir. Bu ¢alismada, 3,5-diaril-1H-pirazol tiirevlerinin 3,5-diaril-2-pirazolin
tiirevlerinden ¢ok daha aktif olduklar: tespit edilmistir.
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Sekil 56. 3-(3,4,5-Trimetoksifenil)-5-(3,4-dimetoksifenil)-1H-pirazol

Manna ve arkadaslar1 (2005), 1-asetil-3,5-difenil-4,5-dihidro-1H-pirazol tiirevlerini
sentezlemigler ve bu bilesiklerin antikanser etkilerini P-glikoproteine baglanma
ozelliklerini  dikkate alarak degerlendirmislerdir. Sentezi gergeklestirilen
bilesiklerden; 1-asetil-3,5-difenil-4,5-dihidro-1H-pirazol ve 1-asetil-3-fenil-5-(2-
metoksifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol bilesiklerinin (Sekil 57) P-glikoproteine
ylksek afinite ile baglanma 6zelliklerine sahip olduklar tespit edilmistir.

Sekil 57. 1-Asetil-3,5-difenil-4,5-dihidro-1H-pirazol ve 1-Asetil-3-fenil-5-(2-metoksifenil)-4,5-
dihidro-1H-pirazol

31



Rostom tarafindan gergeklestirilen ¢alismada (2006), bir seri 3-(4-klorofenil)-[1,2-
c]pirazol(in)ler; benzensiilfonamit, N! N*-disiibstitiiesiilfoniliire, siilfoniltiyoiire
farmakofor gruplariyla siibstitiie edilmistir. Elde edilen bu tiirevlerin bazilarindan
hareketle tiyazolidinon ve tiyazolin halka sistemleri sentezlenmistir. Sentezlenen
tiim yeni hedef bilesiklerin Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisii’'nde (NCI) 60 farkli
insan kanser hiicre dizisi (I6semi, kiiclik hiicreli olmayan akciger, kolon, beyin,
melanom, yumurtalik, bobrek, prostat, gogiis) lizerine in vitro antitimor etkileri
arastirtlmistir. Taranan bilesikler igerisinde, 4-(3-(4-klorofenil)-4H-indeno[1,2-
c]pirazol-2-il)-benzenesiilfonamit bilesiginin (Sekil 58) en aktif sitostatik ve
sitotoksik ajan oldugu belirtilmistir. Bu calisma yapi-etki iliskisi agisindan
degerlendirildiginde, oksidasyona ugramis olan pirazollerin, pirazolin
analoglarindan daha fazla antitimor etkinlik gosterdikleri gozlemlenmistir.
Farmakofor grup olarak benzensiilfonamit ve N',N*-disiibstitiiesiilfoniliire tagtyan
bilesiklerin, siilfoniltiyoiire ve siilfoniltiyolireden olusan tiyazol analoglarindan
daha giiclii antitiimor etki spektrumuna sahip olduklar1 saptanmistir.
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Sekil 58. 4-(3-(4-Klorofenil)-4 H-indeno[1,2-c|pirazol-2-il)benzensiilfonamit

Johnson ve arkadaslar1 (2007), ondort adet N-asetillenmis ve N-asetillenmemis
3.,4,5-trimetoksifenil ya da 2,5-dimetoksifenil 2-pirazolin analogu kombretastatin-
A4 tiirevi bilesikler sentezlemislerdir. N-Asetillenmemis 3-(3,4,5-trimetoksifenil)-
5-(3-hidroksi-4-metoksifenil)-2-pirazolin bilesiginin (Sekil 59) L1210 (fare
16semi) ve B16 (melanom) kanser hiicreleri iizerine 0.5 ve 2.1 uM ICso degeri ile
en etkili sitotoksik bilesik oldugu, ancak pirazolin halkasinin bir numarali
pozisyonuna asetil yapisi geldigi zaman aktivitenin azaldig1 gosterilmistir.
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Sekil 59. 3-(3,4,5-Trimetoksifenil)-5-(3-hidroksi-4-metoksifenil)-2-pirazolin

Roecker ve arkadaglar1 (2007), 1,4-diaril-4,5-dihidro-1H-pirazol tiirevi bilesikler
sentezlemisler ve bunlarim kinesin igsi protein (KSP) inhibitorleri olarak
nitelendirmislerdir. KSP, hiicre siklusunun siirdiiriilebilmesi i¢in gerekli olan
mikrotiibiiller {izerinde tasiyacagi maddeyi ileten temel bir proteindir. Bir¢ok
kanser tiiriinde asir1 miktarda ig hiicreli karsinom seklinde gézlemlenir. Bu ylizden
potansiyel bir antitiimdr hedef haline gelir (Carter ve ark., 2009). Yapilan
calismada, 1-(2-floro-5-metilfenil)-3-asetil-4-fenil-4-(3-(dimetilamino)propil)-4,5-
dihidro-1H-pirazol bilesigi (Sekil 60) 0.2 nM ICso degeriyle en etkili KSP
inhibitori olarak bulunmustur.

CH,

Sekil 60. 1-(2-Floro-5-metilfenil)-3-asetil-4-fenil-4-(3-(dimetilamino)propil)-4,5-dihidro-1H-
pirazol

Yar ve ekibi (2007), 5-(4-(siibstitiie)fenil)-3-(4-hidroksi-3-metilfenil)-4,5-dihidro-
1H-1-pirazolil-2-tolidino metan tiyon ve 5-(siibstitiie)fenil-3-(4-hidroksi-3-
metilfenil)-4,5-dihidro-1H-1-pirazolil-2-metoksi anilino metan tiyon bilesiklerini
sentezlemigler ve bu bilesiklerin A549 (insan akciger kanseri) hiicre dizisi iizerine
in vitro antikanser etkilerini MTT metodunu kullanarak degerlendirmislerdir.
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Taranan bilesiklerden 5-(4-florofenil)-3-(4-hidroksi-3-metilfenil)-4,5-dihidro-1H-
1-pirazolil-2-tolidino metan tiyon ve 5-(4-klorofenil)-3-(4-hidroksi-3-metilfenil)-
4,5-dihidro-1H-1-pirazolil-2-metoksi anilino metan tiyon bilesikleri (Sekil 61),
A549 hiicrelerine kars1 sirasiyla 0.084 uM/mL ve 0.1902 pM/mL ICso degerleriyle
sentezi gerceklestirilen diger bilesiklerden daha fazla sitotoksik etki
gostermislerdir.

F

Sekil 61. A549 Hiicre Dizisi iizerine Etkili Olan Bilesikler

Abdel-Aziz ve Gamal-Eldeen (2009), galloil-2-pirazolin tiirevlerini sentezlemisler
ve bu bilesiklerin HepG2 (karaciger) ve HCT-116 (kolon) kanser hiicrelerine karsi
sitotoksik etkilerini MTT yontemini kullanarak degerlendirmislerdir. Test edilen
bilesiklerden 5-(2-furil)-4,5-dihidro-1-(3,4,5-trihidroksibenzoil)-3-(3,4-
dimetoksifenil)-1H-pirazol 8.4 pg/mL ve 18.6 pg/mL ICso degerleriyle ve 5-(4-
siyanofenil)-4,5-dihidro-1-(3,4,5-trihidroksibenzoil)-3-(3,4-dimetoksifenil )- 1 H-
pirazol 15.2 pg/mL ve 31.5 pg/mL ICso degerleriyle, HepG2 ve HCT-116 kanser
hiicrelerine kars1 sitotoksik etki gosterirlerken, doza bagli makrofaj proliferasyonu
icin sadece 2,6-diklorofenil tiirevi pirazol bilesigi (Sekil 62) kayda deger sonuglar
vermistir.
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Sekil 62. 5-Aril-4,5-dihidro-1-(3,4,5-trihidroksibenzoil)-3-(3,4-dimetoksifenil)-1H-pirazol
tiirevleri



Havrylyuk ve ekibi (2009), onsekiz adet tiyazolon yapisi tastyan 2-pirazolin tiirevi
bilesik sentezlemisler ve bu tiirevlerden onbir adedinin 16semi, melanom, akciger,
kolon, beyin, yumurtalik, bobrek, prostat ve gogiis kanser hiicrelerine karsi in vitro
olarak etkinlik gosterdiklerini belirtmislerdir. 5-(4-hidroksi-3,5-
dimetoksibenziliden)-2-[5-(2-hidroksifenil)-3-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il]-
1,3-tiyazol-4(5H)-on bilesiginin (Sekil 63), kolon kanserine karsi secici etkisi
sebebiyle, antikanser bilesik olabilme potansiyeline sahip oldugunu da
vurgulamiglardir.
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Sekil 63. 5-(4-Hidroksi-3,5-dimetoksibenziliden)-2-[5-(2-hidroksifenil)-3-fenil-4,5-dihidro-1H-
pirazol-1-il]-1,3-tiyazol-4(5H)-on

Banday ve arkadaslari (2010) yaptiklari1 ¢aligmada, pregnenolondan tiirevlendirilen
onyedi adet pirazolin bilesigini sentezlemisler ve bunlarin farkli insan kanser hiicre
hatlarina kars1 antikanser etkinliklerini raporlamislardir. Pirazolin tiirevi bilesikler
HC-29 (kolon), HCT-15 (kolon), 502713 (kolon) kanser hiicre hatlarina karsi
kuvvetli sitotoksik etkinlik gostermislerdir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen 1-(5-
(2-klorofenil)-4,5-dihidro-3-((10R,135)-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-
tetradekahidro-3-hidroksi-10, 13-dimetil-/ H-siklopenta[a]fenantren-17-il)pirazol-
l-il)etanon bilesigi (Sekil 64), HT-29 ve HCT-15 kanser hiicre hatlarna karsi
strastyla 0.24 ve 0.25 uM’lik ICso degerleriyle en etkili bilesik olarak bulunmustur.
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Sekil 64. HT-29 ve HCT-15 Kolon Kanser Hiicre Dizilerine kars1 En Aktif Tiirev

Congiu ve arkadaslar1 (2010), 3,5-diaril-4,5-dihidropirazol regioizomerleri ve bir
numaralt konumundan asetillenmis tiirevlerini sentezleyerek, bu bilesiklerin
antikanser etkilerini arastirmislardir. Kombretastatin-A4 benzeri bu bilesiklerin
NCI-H460 (Kiiciik Hiicreli Olmayan Akciger Karsinoma) hiicre hatlarina karsi
gerceklestirilen in vitro deneyleri neticesinde, 2-pirazolin iskeletindeki aril
halkalarinin = siibstitiisyonuna ve pozisyonuna bagli olarak bazi bilesikler
mikromolar veya submikromolar seviyelerde sitotoksik etkinlik gostermislerdir. 3-
(3,4,5-Trimetoksifenil)-5-(4-dietilaminofenil)-2-pirazolin ve 1-asetil-3-(3-
bromo/3-metoksi-4-hidroksifenil)-5-(3,4,5-trimetoksifenil)-2-pirazolin
bilesiklerinin NCI-H460 kanser hiicrelerini 0.30, 0.35 ve 0.21 uM ICso degeri ile
inhibe eden en etkili bilesikler olduklari bulunmustur. Ayrica 1-asetil-3-(3-
bromo/3-metoksi-4-hidroksifenil)-5-(3,4,5-trimetoksifenil)-2-pirazolin
bilesiklerinin SR (16semi) ve MDA-MB-435 (melanom) kanser hiicrelerine karsi
kuvvetli antiproliferatif etkinlige sahip olduklar1 gdzlemlenmistir. Yapi-aktivite
iligkileri degerlendirildiginde, aktif olmayan bazi 5-(3.4,5-
trimetoksifenil)pirazolinlerin ~ N-1 ~ konumuna  (hidroksi)asetil ~ grubunun
yerlestirilmesinin in vitro aktiviteyi arttirdig1 tespit edilmistir. Ayrica, bu ¢alisma
sonucu elde edilen 1-asetil-3-(3-bromofenil)-5-(3,4,5-trimetoksifenil)-4,5-dihidro-
1H-pirazol bilesiginin (ICs0=5.16 uM) referans madde olan kombretastatin-A4
(IC50=4.92 uM) ile kiyaslanabilir nitelikte tubulin polimerizasyonunu inhibe ettigi
gbzlemlenmistir (Sekil 65).
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Sekil 65. NCI-H460, SR ve MDA-MB-435’e kars1 Antiproliferatif Etkinlige Sahip 1-Asetil-3,5-
diaril-4,5-dihidro-1H-pirazol Tiirevleri

Insuasty ve ekibi (2010), 1-aril-3-(3-aril-1-fenil-1H-pirazol-4-il)prop-2-en-1-on
bilesiklerinden hareketle mikrodalga sentez yontemiyle yeni rasemik 3-aril-4-(3-
aril-4,5-dihidro-1H-pirazol-5-il)-1-fenil-1H-pirazol ya da bunlarin N-asetil
tiirevlerini sentezlemislerdir. Tiim bilesiklerin 60 farkli insan tiimor hiicre dizisine
kars1 antikanser etki taramalari, NCI tarafindan gergeklestirilmistir. Bu calisma
sonucunda elde edilen 1-(4-klorofenil)-3-[3-(4-nitrofenil)-1-fenil-1H-pirazol-4-
il]prop-2-en-1-on  ve 1-asetil-5-[3-(4-klorofenil)-1-fenil-1H-pirazol-4-il]-3-(4-
metoksifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol bilesiklerinin (Sekil 66) losemi (K562 ve
SR), bobrek (UO-31) ve kiigiik hiicreli olmayan akciger (HOP-92) kanser
hiicrelerine kars1 0.04-1.40 uM araligindaki Glso degerleriyle en etkili bilesikler
olduklar1 bulunmustur.
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Sekil 66. 1-(4-Klorofenil)-3-[3-(4-nitrofenil)-1-fenil-1H-pirazol-4-iljprop-2-en-1-on ve 1-
Asetil-5-[3-(4-klorofenil)-1-fenil-1 H-pirazol-4-il]-3-(4-metoksifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol
Peng-Cheng ve ekibi (2010), iki seri pirazol tiirevi tasarlayarak bunlarin EGFR
kinaz inhibitor aktivitelerini arastirmislardir. Sentezi gerceklestirilen bilesiklerden
bazilar1 dikkate deger EGFR inhibitor aktivite gostermislerdir. Bilesiklerden 3-(3,4-
dimetilfenil)-5-(4-metoksifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-karbotiyoamit ~ (Sekil
67), erlotinib ile karsilastirildiginda 0.07 uM olan ICso degeri ile en kuvvetli EGFR
kinaz inhibitoriidiir. Ayn1 zamanda antiproliferatif deney sonuglar1 bazi pirazol

37



tiirevi bilesiklerin MCF-7 kanser hiicre dizisine karsi yiiksek antiproliferatif
etkinlige sahip olduklarini gdstermistir. 3-(3,4-Dimetilfenil)-5-(4-metoksifenil)-
4,5-dihidro-1H-pirazol-1-karbotiyoamit bilesigi 0.08 uM olan ICso degeri ile MCF-
7 kanser hiicre dizisine kars1 kuvvetli antiproliferatif etki gostermistir. Elde edilen
bu veriler bu bilesigin umut vaat eden bir antikanser ajan olabilecegini
gostermektedir.
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Sekil 67. 3-(3,4-Dimetilfenil)-5-(4-metoksifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-karbotiyoamit

Shaharyar ve arkadaslar1 (2010), 2-asetilbenzimidazol ile siibstitiie aromatik
aldehitleri reaksiyona sokarak ara {iriin olan salkon tiirevlerini elde etmislerdir. Bu
ara urilinlerin, hidrazin hidrat ve fenil hidrazinlerle ayr1 ayr1 reaksiyonu sonucunda
da iki farkli pirazolin tlirevi elde etmislerdir. Sentezlenen tiim bilesikler NCI
tarafindan, antikanser etkinlik yoniinden degerlendirilmis ve bunlar arasindan 2-[5-
(3,4-dimetoksifenil)-1-fenil-4,5-dihidro-1H-3-pirazolil]-1 H-benzimidazol bilesigi
(Sekil 68) en aktif bilesik olarak secilmistir. Ilgili bilesik yapi-etki ydniinden
degerlendirilmis ve pirazolin halkasinin bes numarali pozisyonunda bulunan fenil
halkas1 {iizerinde elektron veren gruplarin (OCH3) bulunmasinin antikanser
aktiviteyi (l6semi, akciger, kolon, beyin, yumurtalik, bobrek, prostat, gogiis kanseri
hiicre kiiltlirlerine kars1) biiylik oranda etkiledigi gézlemlenmistir.
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Sekil 68. 2-[5-(3,4-Dimetoksifenil)-1-fenil-4,5-dihidro-1H-3-pirazolil]-1 H-benzimidazol
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Bano ve arkadaglar1 (2011), 4-hidrazinobenzensiilfonamit hidrokloriir ile uygun
salkon/flavanonlarin tepkimesi sonucu sekiz adet yeni 2-pirazolin tiirevi bilesik
sentezlemigler, bunlarin antikanser ve antienflamatuvar aktivite calismalarini
yapmiglardir. Elde edilen bilesiklerden 3-(5'-kloro-2'-hidroksi-4',6'-dimetilfenil)-5-
(4-klorofenil)-1-(p-stilfamoilfenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol ~ ve  3-(5'-kloro-2'-
hidroksi-4',6'-dimetilfenil)-5-(4-(N,N-dimetilamino)fenil-1-(p-stilfamoilfenil)-4,5-
dihidro-1H-pirazol (Sekil 69), altmis adet insan tiimor hiicre dizisine karsi
aragtirllmig ve kayda deger antikanser etki gosterdikleri tespit edilmistir. Ozellikle
3-(5'-kloro-2'-hidroksi-4',6'-dimetilfenil)-5-(4-(N,N-dimetilamino)fenil-1-(p-
stilfamoilfenil)-4,5-dihidro- 1 H-pirazol bilesigi i¢in, MOLT-4 (lenfoblastik l1semi),
EKVX (kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri), COLO 205 (kolon kanseri)
hiicrelerine kars1 antiproliferatif etkinlik agisindan umut vaat eden sonuglar (Glso <
2 uM) elde edilmistir.
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Sekil 69. 3,5-Diaril-1-(4-siilfamoilfenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol Tiirevleri

Bashir ve ekibi (2011), 4-hidrazinobenzensiilfonamit hidrokloriir ile uygun
salkonlarin reaksiyonu sonucu onii¢ adet benzensiilfonamit yapisi tagiyan yeni 2-
pirazolinleri sentezlemisler, bunlarin antikanser ve antienflamatuvar aktivite
yoniinden etkinliklerini test etmislerdir. NCI, bilesiklerin altmis farkli insan kanser
hiicre dizisi lizerine in vitro antikanser etki tarama testlerini gergeklestirmistir.
Sentezledikleri  3-(5'-kloro-2'-hidroksi-4'-metilfenil)-5-aril-1-(p-siilfamoilfenil)-
4,5-dihidro-1H-pirazol tiirevi bilesiklerden (Sekil 70); 2-hidroksifenil, 2-klorofenil,
etilenfenil, 3,4-dimetoksifenil, 3,4,5-trimetoksifenil siibstitiisyonuna sahip olan
tiirevler; denenen tiim kanser hiicre kiiltiirleri i¢in umut verici antikanser aktivite
gostermisglerdir. Bu tiirevlerin etkili biiylime inhibisyonu (Glso) degerleri sirasiyla
2.63,2.57,6.61,3.31, 2.57 uM olarak elde edilmistir.
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Sekil 70. 3-(5'-Kloro-2'-hidroksi-4'-metilfenil)-5-aril-1-(p-siilfamoilfenil)-4,5-dihidro-1H-
pirazol Tiirevleri

Havrylyuk ve ekibi (2011), tiyazolidin ve pirazolin halkasi ile birlestirilmis yeni
isatin temelli bilesikler sentezleyerek bunlarin antitimor aktivitelerini
arastirmiglardir. Ekip, 3,5-diaril-4,5-dihidropirazoller ile kloroasetil kloriirti
reaksiyona tabi tutarak bagslangic maddesi olan 2-kloro-1-(3,5-diaril-4,5-
dihidropirazol-1-il)-etanonlar1 elde etmislerdir. Bu bilesikleri isatin ve 5-
bromoisatinlerle tepkimeye sokarak 1-[2-(3,5-diaril-4,5-dihidropirazol-1-il)-2-
oksoetil]-1H-indol-2,3-dionlar1 elde etmislerdir. 1-[2-(3,5-Diaril-4,5-
dihidropirazol-1-il)-2-oksoetil]-1 H-indol-2,3-dionlar ile 4-tiyazolidinonlar
tepkimeye sokularak sonug bilesiklerine 5-(1-{2-[3,5-diaril-4,5-dihidropirazol-1-
il]-2-oksoetil } -2-okso-1,2-dihidroindol-3-iliden)-4-tiyazolidinonlar ve 2-amino-4-
tiyazolonlara ulagsmiglardir. Sentezlenen tiim tiirevlerin altmis farkli insan kanser
hiicre dizisi tlizerine in vitro antikanser etkileri NCI tarafindan arastirilmistir. Test
edilen bilesikler arasindan 5-bromo-1-{2-[5-(4-klorofenil)-3-(4-metoksifenil)-4,5-
dihidropirazol-1-il]-2-oksoetil } -1 H-indol-2,3-dion (Sekil 71) bilesigi 10semi alt
kiiltiirleri tizerinde 0.69-3.35 uM Glso degerleriyle en aktif bilesik olarak
bulunmustur.
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Sekil 71. 5-Bromo-1-{2-[5-(4-klorofenil)-3-(4-metoksifenil)-4,5-dihidropirazol-1-il]-2-
oksoetil}-1H-indol-2,3-dion

Insuasty ve ekibi (2011), 4,4'-metilenbis[2-(3-(aril)-4,5-dihidro-1H-pirazol-5-
i)fenol] ve metilenbis-2-(3-aril-4,5-dihidro-1H-pirazol-5-il)-4,1-fenilen diasetat
tiirevlerini mikrodalga sentez yontemini kullanarak sentezlemislerdir. Bu tiirevlerin
altmis farkl insan kanser hiicre dizisi {lizerine antikanser etki taramalari NCI
tarafindan gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada, 4,4'-metilenbis[2-(3-(4-klorofenil)-
4,5-dihidro-1H-pirazol-5-il)fenol] ve  4,4'-metilenbis[2-(3-(4-metilfenil)-4,5-
dihidro-1H-pirazol-5-il)fenol] tiirevleri (Sekil 72) test edilen kanser tiplerinin
coguna karsi aktivite gostermisglerdir.

g 4‘

N—NH R: Cl, CH; HN

H,CO

Sekil 72. 4,4'-Metilenbis(2-(3-(aril)-4,5-dihidro-1H-pirazol-5-il)fenol) Tiirevleri

Ismaeil ve arkadaslar1 (2011), 3,5-diaril-2-pirazolin, 1-asetil-3,5-diaril-2-pirazolin
ve 1-fenil-3,5-triaril-2-pirazolin tiirevlerini sentezlemisler ve bu tiirevlerin in vitro
antitimor etkinlik calismalarini yliriitmiislerdir. 3-(4-Bromofenil)-5-(4-florofenil)-
2-pirazolin bilesigi 3.43 pg/mL ve 3-(4-bromofenil)-5-(4-dimetilaminofenil)-2-
pirazolin bilesigi 7.09 pg/mL ICso degerleriyle genis spektrumlu antikanser aktivite
gostermiglerdir. 1-Asetil-3-(4-bromofenil)-5-(2-klorofenil)-2-pirazolin bilesigi, 6.8
pg/mL ICso degeriyle MCF-7 (gbgiis) kanser hiicrelerine karsi 1y1, 12.5 pg/mL ICso
degeriyle HCT116 (kolon) kanser hiicrelerine karsi orta diizeyde -etkinlik
gostermistir. 1-Fenil-3-(4-piridin)-5-(4-nitrofenil)-2-pirazolin tiirevi, 10.3 pg/mL
ICso degeriyle MCF-7 hiicre dizisine kars1 nispeten iyi, 1-fenil-3-(4-bromofenil)-5-
(4-florofenil)-2-pirazolin ise 16.5 pg/mL ICso degeriyle HCT116 hiicre dizisine
kars1 orta diizeyde etkinlik gostermistir (Sekil 73).
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N R,
T
R;
ICs0 (ng/mL)
Ri R2 R3
HCT116 MCF7
4-Bromofenil 4-Florofenil H - 343
4-Bromofenil 4-Dimetilaminofenil H 7.09
4-Bromofenil 2-Klorofenil Asetil 6.8 12.5
4-Piridin 4-Nitrofenil Fenil 10.3 -
4-Bromofenil 4-Florofenil Fenil - 16.5

Sekil 73. 3,5-Diaril-, 1-Asetil-3,5-diaril- ve 1-Fenil-3,5-diaril-2-pirazolin Tiirevleri ve
Antikanser Aktiviteleri

Lee ve ekibi (2011), kombretastatin bilesiginin metil pirazolin tiirevlerini
sentezlemisler ve bu bilesiklerin melanom (B16) ve lenfoma (L1210) kanser
hiicrelerine kars1 sitotoksik etkilerini MTT metodu ile degerlendirmislerdir.
Kombretastatin bilesigi ile ayni siibstitiisyonlara sahip bulunan 1-(5-(3-hidroksi-4-
metoksifenil)-3-metil-4-(3,4,5-trimetoksifenil)-4,5-dihidro-1 H-pirazol-1-il)etanon
bilesigi (Sekil 74) L1210 i¢in 3.3 uM ve B16 i¢in 6.8 uM ICso degerleriyle en aktif
bilesik olarak bulunmustur. NCI tarafindan kullanilan insan kanser hiicre dizilerine
kars1 da bu bilesik taranmis ve onaylanmustir. 1-(5-(4-Metilfenil)-3-metil-4-(3,4,5-
trimetoksifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)etanon ve 1-(5-(4-metoksifenil)-3-
metil-4-(3,4,5-trimetoksifenil)-4,5-dihidro- 1 H-pirazol-1-il)etanon bilesikleri,
L1210 kanser hiicresi i¢in 6-8 uM araligindaki ICso degerleriyle, diger aktif
bilesikler olarak tespit edilmislerdir.
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Sekil 74. 1-(5-(3,4-Disiibstitiiefenil)-3-metil-4-(3,4,5-trimetoksifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-
il)etanon Tiirevleri

Parekh ve arkadaslar1 (2011), benzofuran-2-karbohidrazitlerle cesitli salkon
tiirevlerinin mikrodalga sentez yontemi ile reaksiyonuyla yeni benzofuran-2-il-
(4,5-dihidro-3,5-siibstitiiedifenilpirazol-1-il)metanon tiirevlerini sentezlemislerdir.
Bu bilesiklerin insan kanser hiicrelerine kars1 antiproliferatif etkinliklerini ve ¢oklu
ilag direnci (MDR1) geni transfer edilmis fare lenfoma hiicrelerinde, etkinliklerini
arastirmiglardir. Bu  bilesikler arasinda, (benzofuran-2-il)(4,5-dihidro-5-(4-
nitrofenil)-3-fenilpirazol-1-il)metanon ve  (benzofuran-2-il)(4,5-dihidro-5-(4-
metoksifenil)-3-fenilpirazol-1-il)metanon iyi antiproliferatif aktivite gdstermistir.
Ayrica (benzofuran-2-il)(4,5-dihidro-3-fenil-5-p-tolilpirazol-1-il)metanon,
(benzofuran-2-il)(5-(4-klorofenil)-4,5-dihidro-3-fenilpirazol-1-il)metanon ve
(benzofuran-2-il)(3-(4-klorofenil)-4,5-dihidro-5-(4-metoksifenil )pirazol-1-
il)metanon tiirevi bilesikler (Sekil 75) ise iyi anti-MDR etkinlik gostermislerdir.

R,

Ry R,
/ H  4-NO,
N H 4-OCH,
N R,
N H  4-CH;
H 4-Cl
o = 4-Cl  4-OCH;

Sekil 75. Benzofuran-2-il-(4,5-dihidro-3,5-siibstitiiedifenilpirazol-1-il)metanon tiirevleri
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Abdel-Aziz ve arkadaglar1 (2012), bir seri 1-(3',4',5'-trimetoksibenzoil)-3,5-diaril
pirazolin tiirevini sentezlemisler ve bu tiirevlerin farkli kanser hiicre kiiltiirlerine
kars1 sitotoksik ozellikleriyle tiibiilin polimerizasyon inhibitér aktivitelerini
degerlendirmislerdir. 1-(3',4',5'-Trimetoksibenzoil)-4,5-dihidro-5-(4-
metoksifenil)-3-(3,4-dimetoksifenil)-1 H-pirazol ve 1-(3'.4',5'-trimetoksibenzoil)-
4,5-dihidro-5-(4-siyanofenil)-3-(3,4-dimetoksifenil)-1 H-pirazol ~ bilesikleri  1yi
tiibiilin polimerizasyon inhibitdr aktiviteleri ile farkli kanser hiicre dizilerine kars1
dikkate deger sitotoksik aktivite sergilemislerdir. 1-(3',4',5'-Trimetoksibenzoil)-
4,5-dihidro-5-(4-metoksifenil)-3-(3,4-dimetoksifenil)-1H-pirazol bilesigi, bobrek
ve gogiis kanserlerine ait alt kiiltiirler iizerine sirasiyla 3.06 ve 5.11 secicilik
oranlari ile orta diizeyde segici sitotoksik aktivite 6zelligi gostermistir. 1-(3',4",5'-
Trimetoksibenzoil)-4,5-dihidro-5-(4-siyanofenil)-3-(3,4-dimetoksifenil)- 1 H-
pirazol ve 1-(3'4',5'-trimetoksibenzoil)-4,5-dihidro-5-(4-metoksifenil)-3-(3,4-
dimetoksifenil)-1H-pirazol bilesiklerinin sirasiyla; 17 uM ve 40 uM 1Cso degerleri
ile 1yi bir tiibiilin polimerizasyonu inhibe edici etkiye sahip olduklar1 gosterilmistir
(Sekil 76).
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/ /

N OCH;4 N CN

\N

O)\Rl

H;CO
R;: R,:
OCH;
H;CO

OCH;

Sekil 76. 1-(3',4',5'-Trimetoksibenzoil)-4,5-dihidro-5-(4-metoksi/siyanofenil)-3-(3,4-
dimetoksifenil)-1H-pirazol Bilesikleri

Bai ve arkadaslari (2012), I-asetil-3-[4-(non)siibstitliefenil]-4,5-dihidro-2-
pirazolin-5-fenil ursolat tlirevlerini sentezlemisler ve bu bilesiklerin A549
(akciger), SKOV3 (ovaryum), HepG2 (karaciger) kanser Kkiiltiirlerine karsi
antikanser etkilerini MTT metodunu kullanarak degerlendirmislerdir. Bu arastirma,
1-asetil-3-(4-florofenil)-4,5-dihidro-2-pirazolin-5-fenil ursolat bilesiginin (Sekil
77) A549 ve SKOV3 kanser kiiltiirlerine kars1 ursolik asitten daha etkili oldugunu
gostermistir.
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Sekil 77. 1-Asetil-3-(4-florofenil)-4,5-dihidro-2-pirazolin-5-fenilursolat

Insuasty ve ekibi (2012), tiyofen ve benzo[d][1,3]dioksol siibstitiisyonlar1 i¢eren
potansiyel antitiimor etkili 1-asetil/formil/tiyokarbamoil-3,5-diaril-2-pirazolin
tiirevlerini sentezlemiglerdir. Yapilan in vitro antitimor ¢aligsmalar1 sonucunda, 5-
(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-3-(4-metoksifenil)-4,5-dihidro- 1 H-pirazol-1-
karbotiyoamit bilesigi (Sekil 78), RPMI 8226 (16semi), UO-31 (bobrek), DU-145
(prostat) kanser hiicrelerinin biiyiime inhibisyonu {izerine sirasiyla Glso 1.88, 1.91,
1.94 uM’lik degerleriyle en aktif bilesik olarak tespit edilmistir.

H;CO
/ 0]
X >
\ N o
S)\NHz
Sekil 78. 5-(Benzo[1,3][d]dioksol-5-il)-3-(4-metoksifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-

karbotiyoamit

Nepali ve arkadaslar1 (2012), 2-pirazolin halkasinin ii¢ numarali konumuna furan,
naftalen ve siibstitiiefenil yapilari getirerek elde ettikleri yeni 2-pirazolin
bilesiklerinin; PC-3 (prostat), OVCAR (yumurtalik), IMR-32 (néroblastoma),
HEP-2 (karaciger epitelyal) insan kanser hiicre dizileri tizerine in vitro sitotoksik
etkilerini ~ degerlendirmislerdir. Bu  arastirma  yapi-aktivite  yOniinden
incelendiginde; 2-pirazolin halkasinin ii¢ numarali pozisyonuna naftalen halkasi
getirildiginde en etkili sitotoksik bilesikler elde edilmistir. Pirazolin halkasinin {i¢
numarali konumuna elektron veren (naftil gibi) siibstitiisyonlar ile negatif yiik
yogunlugu bilesik {izerinde arttirilarak antikanser etkinligin arttirilmasi
saglanmistir. Bu c¢alismanin sonucunda 1-(3,5-di(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-
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pirazol-1-il)etanon bilesigi (Sekil 79) ICs0=0.17-0.23 uM araliginda en etkili bilesik
olarak gozlemlenmistir.

IC5y (mikromolar)
PC-3 OVCAR IMR-32 HEP-2
/ 020 0.23 0.19 0.17
N
AN
N
/KO

Sekil 79. 1-(3,5-Di(naftalen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)etanon

Abdel-Halim ve arkadaslar1 (2013), 1,3,5-trislibstitiic ve 1,3,4,5-tetrastibstitlie
pirazolin tiirevlerini sentezleyip bunlarm p53™" HCT116 (kolon) ve p53™
HCT1299 (kolon) kanser hiicre dizilerine kars1 inhibidr etkilerini arastirmislardir.
Sentezlenen baz tiirevlerin (Sekil 80) p53™* HCT116 hiicre kiiltiiriine kars: diisiik
mikromolar ICso degerlerinde etkili oldugu gosterilmistir.

O
R, N/\\O
N/ R, R, R3
DN R, 2-Klorofenil 3-Metoksifenil 2-Kloro

3-Klorofenil 2-Metoksifenil 2-Kloro

N
3,4-Diklorofenil t-Biitil 4-Kloro
4-Klorofenil 2-Etoksifenil 4-Kloro
R3/\ ‘

Sekil 80. Etkinlik Gosteren Pirazolin Tiirevlerinin Genel iskeleti

Amin ve ekibi (2013), kumarin salkon tiirevlerinin siklizasyonu yoluyla yeni
kumarin-pirazolin hibrit bilesikleri sentezlemisler ve bu bilesikler i¢inden segtikleri
tiirevler i¢in US NCI ' niin hazirlamis oldugu 60 farkli insan kanser dizisine karsi
antikanser aktivite taramasi yapmislardir. Bu ¢alismalar sonucunda; 7-metoksi-8-
[ 1-(fenilsiilfonil)-(4-metilfenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il]-2 H-kromen-2-on, 8-
[ 1-(4-metilfenilsiilfonil)-5-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il]-7-metoksi-2 H-

kromen-2-on,  8-[1-(4-klorofenilsiilfonil)-5-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il]-7-
metoksi-2H-kromen-2-on bilesikleri MCF-7 (gogiis) ve HCT-116 (kolon) kanser
hiicre dizilerine karst en aktif bilesikler olarak tespit edilmistir. Ayrica 8-[1-(4-
klorofenilsiifonil)-5-fenil-4,5-dihidro- 1 H-pirazol-3-il]-7-metoksi-2 H-kromen-2-on
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bilesiginin (Sekil 81) MCF-7 ve HCT-116 kanser hiicre dizilerine kars1 0.49 ve 0.94
uM Glso degerleriyle en aktif tiirev oldugu belirtilmistir. Bu bilesik P13K
(p1100/p850) enzimine kars1 zayif inhibitor etkisi ile en yiiksek sitotoksik etkiyi
gostermistir.

Cl

Sekil 81. 8-[1-(4-Klorofenilsiifonil)-5-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il]-7-metoksi-2 H-
kromen-2-on

Faidallah ve arkadaslart (2013), 2,3-diaril-7-metil-4,5,6,7-tetrahidroindazol ve
3,3a,4,5,6,7-hekzahidroindazol tiirevi yirmi adet yeni pirazolin bilesigi
sentezleyerek, bu tiirevlerin altmis farkli insan kanser hiicre dizisi iizerine
antikanser etkilerini degerlendirmislerdir. Bu bilesikler arasinda, 4-[7-metil-3-(4-
metilfenil)-4,5,6,7-tetrahidroindazol-2-ilJbenzensiilfonamit, ~ N'-[4-(7-metil-3-(4-
metilfenil)-3,3a,4,5,6,7-hekzahidroindazol-2-il)benzensiilfonil]-N>-
siklohekzil/feniliire, 2-[4-(7-metil-3-(4-metilfenil)-3,3a,4,5,6,7-hekzahidroindazol-
2-il)benzenstilfonilimino]-3,4-difeniltiyazolin bilesikleri (Sekil 82) icin umut vaat
eden sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 82. 4,5,6,7-Tetrahidroindazol ve 3,3a,4,5,6,7-Hekzahidroindazol Tiirevi Pirazolin
Bilesikleri

Insuasty ve arkadaslar1 (2013), [(7-klorokinolin-4-il)amino]salkon bilesiklerinin
asetik asit/formik asit igerisinde hidrazin hidratlarla siklokondenzasyonundan N-
asetil ve N-formil pirazolin tiirevi bilesikler sentezlemisler ve bu tiirevlerin
antitimor ve antimalaryal etkinliklerini arastirmiglardir. 3-[4-(7-Klorokinolin-4-
ilamino)fenil]-5-(4-klorofenil)-4,5-dihydro-1H-pirazol-1-karbaldehit, ayrica 3-[3-
(7-klorokinolin-4-ilamino)fenil]-5-aril-4,5-dihidro- 1 H-pirazol- 1-karbaldehit
tiirevlerinden nonsiibstitiie tlirevin ve klor, metoksi, 3,4,5-trimetoksifenil tasiyan
bilesiklerin (Sekil 83) HCT-15 (kolon), OVCAR-3 (ovaryum), MDA-MB-435
(melanoma) kanser hiicrelerine karsi 0.13-0.99 uM Glso aralifindaki dozlarda
etkinlik gdsterdikleri tespit edilmistir.

N/ \ NH

Cl

Ri:H, Cl R,: H, Cl, OCH;

Sekil 83. 3-[3/4-(7-Klorokinolin-4-ilamino)fenil]-5-aril-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-karbaldehit
Tiirevleri
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Khalil ve arkadaslar1 (2013), 5-ariliden-2-(3,5-diaril-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)-
1,3-tiyazol-4(5H)-on tiirevlerini sentezlemisler ve bu bilesiklerin MCF-7 (g6giis
kanseri) iizerine in vitro antitimor etkilerini aragtirmiglardir. Referans ilag olan
doksorubisin (ICso= 2.9 uM) ile kiyaslandiginda, 2-[3,5-bis(4-klorofenil)-4,5-
dihidro-1H-pirazol-1-il]-5-(2-metoksibenziliden)-1,3-tiyazol-4(5H)-on bilesiginin
(Sekil 84) 1.4 uM ICsodegeriyle, sentezi gerceklestirilen tiirevler icerisinde en etkili
bilesik oldugu tespit edilmistir.
Cl

OCH;

"~
\N/N4<\N

Cl

Sekil 84. 2-[3,5-Bis(4-klorofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il]-5-(2-metoksibenziliden)-1,3-
tiyazol-4(5H)-on

Ozdemir ve arkadaslar1 (2013), 1-(2-tiyenil)-3-aril-2-propen-1-on bilesikleri ile
hidrazin hidrati asetik asit igerisinde reaksiyona sokarak I-asetil-3-(2-tiyenil)-5-
aril-2-pirazolin bilesiklerini (Sekil 85) elde etmislerdir. Bilesiklerin A549 (akciger)
ve C6 (si¢an glioma) kanser hiicreleri tizerine etkilerini belirlemek amaciyla MTT,
DNA sentez inhibisyonu ve kaspaz-3 aktivasyon yontemleri kullanilmigtir. A549
ve C6 kanser hiicreleri lizerine doza bagl antikanser etki gosteren bilesikler; 2-
pirazolin halkasinin bes numarali pozisyonunda fenil halkasina bagli bulunan 4-
metil, 4-bromo ve 3,4-metilendioksi siibstitlisyonlarini tasiyan tiirevler en etkili
bilesikler olarak bulunmustur. Ancak bu bilesiklerin A549 ve C6 kanser hiicrelerine
kars1 antikanser etkilerinin farkli 6liim mekanizmalar1 {izerinden yiiriiyebilecegi
sonucuna varilmistir.
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Sekil 85. Antikanser Etkinligi Olan 1-Asetil-3-(2-tiyenil)-5-aril-2-pirazolin Bilesikleri

Shin ve ekibi (2013), 1-(1-(4-klorofenil)-5-metoksifenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-
il)naftalen-2-ol, 1-(5-metoksifenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il)naftalen-2-ol ve 2-
(5-metoksifenil-4,5-dihidro- 1 H-pirazol-3-il)naftalen-1-ol tiirevlerini sentezleyerek
her bir tlirevin antikanser aktivitesini arastirmiglardir. Bu tlirevlerin antitiimor
etkilerini degerlendirmek amaciyla, uzun vadeli hiicre canliligini 6lgmek igin
kullanilan klonojenik hiicre canlilik yontemi (CSA) ekip tarafindan uygulanmustir.
Bu yontem sonucunda elde edilen 1-(5-(2,4-dimetoksifenil)-4,5-dihidro-1H-
pirazol-3-il)naftalen-2-ol bilesigi (Sekil 86) (ICso= 2.4 uM), HCT116 (insan
kolorektal kanseri) iizerinde en etkili bilesik olarak tespit edilmistir. Bu bilesigin
hiicre siklusunu inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigi tespit edilmistir.

Sekil 86. 1-(5-(2,4-Dimetoksifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il)naftalen-2-ol

Lu ve arkadaglar1 (2014), A549 (akciger) kanser hiicre dizisine karsi antikanser
etkinligini aragtirmak i¢in yeni pirazolin tlirevleri sentezlemislerdir. Bu ¢alismayla
elde ettikleri yeni N-(naftalen-1-il)-5-siibstitiiefenil-3-(3,4,5-trimetoksifenil)-4,5-
dihidro-1H-pirazol-1-karbotiyoamit bilesiklerinden; fenil halkasi {izerinde 4-
metoksi, 4-floro ve 4-metiltiyo siibstitlisyonuna sahip olan tiirevler (Sekil 87),
A549 kanser hiicre dizisine kars1 en fazla etkinlik gostermislerdir.
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Sekil 87. N-(Naftalen-1-il)-5-siibstitiiefenil-3-(3,4,5-trimetoksifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-
karbotiyoamit Tiirevleri

Montoya ve ekibi (2014), [(7-klorokinolin-4-il)oksi]salkonlar1 hidrazin hidratla
tepkimeye sokarak yeni seri NH-pirazolin tiirevi bilesikleri sentezleyerek, bunlarin
US NCI’nde bulunan 60 farkli insan kanser hiicre kiiltiirlerine karsi in vitro
antitimor aktivitelerini degerlendirmislerdir. Arastirma neticesinde 1-(3-(aril)-5-
[4-(7-klorokinolin-4-iloksi)-3-metoksifenil]-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)etanon ve
3-(aril)-5-[4-(7-klorokinolin-4-iloksi)-3-metoksifenil]-4,5-dihidro-1 H-pirazol-1-
karbaldehit tiirevi bilesiklerin (Sekil 88), 58 adet kanser hiicre dizisine kars1 Glso
0.48-1.66 uM araligindaki degerleriyle en etkili tiirevler olduklari tespit edilmistir.
Ry
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Cl  COCHs
cl OCH; COCH,
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Sekil 88. 4-Ariloksi-7-klorokinolin Yapis1 Tasiyan Antikanser Etkinligi Olan 4,5-Dihidro-1H-
pirazolin Tiirevleri

Rathore ve arkadaslar1 (2014), benzensiilfoniliire yapisi tagiyan yirmialti adet yeni
2-pirazolin tiirevi bilesik sentezlemislerdir. Bu bilesiklerin 60 farkli insan kanser
hiicre dizisine kars1 in vitro antiproliferatif etkinlik arastirmalar1 NCI tarafindan
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yuriitilmistiir. Sentezlenen  bilesiklerden;  N-(biitilkarbamoil)-4-[3-(2,5-
dimetilfenil)-5-(3,4,5-trimetoksifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-
il]benzensiilfonamit bilesigi (Sekil 89) sekiz farkli kanser hiicre dizisinde 2 pM
altindaki Glso degeriyle en etkili antiproliferatif bilesik olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 89. N-(Biitilkarbamoil)-4-[3-(2,5-dimetilfenil)-5-(3,4,5-trimetoksifenil)-4,5-dihidro-1H-
pirazol-1-il]benzensiilfonamit

Yu ve arkadaglar1 (2014), selekoksib bilesiginden esinlenerek yirmidort adet
pirazolin bilesigi sentezleyerek, bunlarin COX-1/COX-2/B-Raf (proto onkogen)
inhibitor etkilerini ve antiproliferatif aktivitelerini degerlendirmislerdir. 4-(5-(2,3-
Dihidrobenzo[b][1,4]dioksin-6-il)-3-(triflorometil)-4,5-dihidro-1 H-pirazol-1-il)
benzensiilfonamit bilesiginin COX-2 ve Hela (insan serviks kanseri) iizerine
kontrol bilesikleri olan selekoksib ve 5-florourasil’den daha etkin oldugu
bulunmustur. Bu bilesik ayrica COX-1 ve COX-2 i¢in siiper secgici Ozellik
gostermistir. Bununla birlikte, sentezlenen bilesikler arasinda 4-(5-(2,3-
dihidrobenzo[b][1,4]dioksin-5-il)-3-(triflorometil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-
il)benzensiilfonamit ve 5-(2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioksin-5-il)-1-(4-
(metilsiilfonil)fenil)-3-(triflorometil)-4,5-dihidro- 1 H-pirazol bilesikleri en iyi B-
Raf inhibitorleri olarak tespit edilmistir. 4-(5-(Benzo[b][1,3]dioksol-5-il)-3-
(triflorometil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)benzensiifonamit bilesiginin COX-2 ve
HeLa hiicre dizisine kars1 siiper biyoaktif, B-Raf inhibitdr aktivitesinin ise orta
diizeyde oldugu bulunmustur (Sekil 90).
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Sekil 90. COX-1/COX-2/B-Raf inhibitérii ve Antiproliferatif Aktivitesi Bulunan Pirazolin
Tiirevleri

Amin ve arkadaslar1 (2015), sentezledikleri yeni kumarin-pirazolin hibriti
bilesiklerin HepG2 (karaciger hepatoseliiler karsinomu) hiicreleri tizerinde in vitro
sitotoksik etkinliklerini arastirmislardir. Bilesiklerin ICso degerlerinin nanomolar
diizeyde oldugu gozlemlenmistir. Pirazolin halka yapis1 lizerinde lipofilik yapilar
tagityan ve pirazolin halkasinin bir numarali azotu {lizerinde siibstitiient tasimayan
bilesiklerin en etkili oldugu gézlemlenmistir. Bu aktivitenin altinda yatan sebebi
bulmak i¢in en aktif bilesikler olan 7-metoksi-8-[5-(tiyen-2-il)/1-fenil-5-(tiyen-2-
il)-4,5-dihidro- 1 H-pirazol-3-il]-2 H-kumarin-2-on, 7-metoksi-8-{5-[4-
(triflorometil)/4-(metiltiyo)fenil]-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il } -2 H-kumarin-2-on,
3-(7-metoksi-2-okso-2 H-kumarin-8-il)-5-[ (4-metiltiyo)fenil]-4,5-dihidropirazol-1-
karboksamit bilesikleri iizerinde telomeraz enzimini inhibe eden mekanizmanin ne
olduguna dair arastirma yapilmasina gerek duyulmustur. lgili enzimin etkinligini
bu bilesikler %61,7’den %78,6’ya kadar de§isen oranlarda azaltmislardir. En aktif
bilesik olarak bulunan 7-metoksi-8-{5-[4-(metiltiyo)fenil]-4,5-dihidro-1H-pirazol-
3-il}-2H-kumarin-2-onun (Sekil 91) hiicreleri apoptoza gdtiirme nedenlerinin ne
oldugu arastirtlmistir. Bu bilesigin kanser aragtirmalarinda aday olabilecegi
degerlendirilmistir.
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Sekil 91. Etkin Olan Kumarin-Pirazolin Hibrit Bilesikleri

George ve arkadaslar1 (2016), sentezledikleri yeni pirazolinil piridazin tiirevlerinin
A549 (akciger), HepG2 (karaciger), MCF-7 (gogiis), CaCo-2 (heterojenik insan
epitelyal kolorektal adenokarsinomu) kanser hiicre dizilerine kars1 antiproliferatif
etkinliklerini arastirmiglardir. Sentezlenen bilesiklerin ¢ogu HepG2 ve MCF-7
kanser hiicrelerine orta derecede aktivite gostermislerdir. Bu bilesiklerden 6zellikle
3-(3-[4-klorofenil]-5-[4-(triflorometil)fenil]-4,5-dihidro- 1 H-pirazol-1-il)-6-
fenilpiridazin bilesigi (Sekil 92); HepG2, MCF-7, CaCo-2 hiicre dizilerinde,
strastyla 8.33, 1.67, 10 uM’lik 1Cso degerleriyle en yiiksek antiproliferatif etkinligi
gostermistir. Ayrica bu bilesik kaspaz-3 aktivasyonu sonucu ilerleyen apoptozda,
kaspaz-3 aktivitesini 5 kat arttirmistir.
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Sekil 92. 3-(3-[4-Klorofenil]-5-[4-(triflorometil)fenil]-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)-6-
fenilpiridazin

Qin ve arkadaslar1 (2015), pirazolin yapisi tasiyan yeni tlirevler tasarlayip
sentezlemigler ve bu bilesiklerin biyolojik aktivitelerini degerlendirmislerdir. Bu
bilesikler arasinda, en aktif olan (5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-3-(4-metoksifenil)-
4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)(3,4,5-trimetoksifenil)metanon bilesiginin (Sekil 93)
A549 (akciger), MCF-7 (gogiis) ve HepG2 (karaciger hepatoseliiler karsinomu)
hiicre dizilerine kars1 antiproliferatif etkilerini sirasiyla 0.07, 0.05, 0.03 uM ICso
degerleriyle gostermistir. Ayrica bu bilesigin tiibiilin polimerizasyon inhibitor
aktivitesi i¢in ICso degeri 1.88 uM olarak saptanmistir. Ayni bilesik HepG2 hiicre
hiicrelerini apoptoza ugratarak etkinlik gostermistir.
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Sekil 93. (5-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-3-(4-metoksifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)(3,4,5-
trimetoksifenil)metanon

Khan ve arkadas1 (2016), 1-siibstitiie karbamoil ve tiyokarbamoil-4,5-dihidro-1H-
pirazol tiirevi bilesiklerin potansiyel sitotoksik etkilerini arastirmiglardir. 1-
Stibstitiietiyokarbamoil-5-(1 H-indol-2-il)-3-(tiyofen-2-il)-4,5-dihidro- 1 H-pirazol

bilesiklerinden; 4-florofenil ve 4-klorofenil tiirevi bilesiklerin (Sekil 94) HT29
(insan kolon karsinomu) hiicre dizisine karsi1 sirasiyla 11.8 ve 7.5 pg/mL LCso
degerleriyle, MCF-7 (insan gdgiis adenokarsinomu) hiicre dizisine kars1 sirasiyla
3.4 ve 2.6 pg/mL LCso degerleriyle en aktif bilesikler olduklar: tespit edilmistir.

Sekil 94. 1-Siibstitiietiyokarbamoil-3-(tiyofen-2-il)-5-(1H-indol-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol
Tiirevleri
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Wang ve arkadaglar1 (2016), kanser tedavisinde telomeraz regiilasyonunu saglamak
amactyla N-siibstitiiedihidropirazol ve dihidropirazol-kumarin tiirevi yetmissekiz
adet bilesigi tasarlayip sentezlemislerdir. Sentezlenen tiirevlerden bazilart MGC-
803 (insan gastrik) kanser hiicresine karsi in vitro etkili bulunmustur. In vivo
calismalarinda, 3-(1-[2-(dibiitilamino)asetil]-3-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-5-il)-
2H-kromen-2-on bilesiginin (Sekil 95), S180 (sarkoma) ve HepG2 (karaciger
hepatoseliiler karsinomu) fare kanser hiicre dizilerine karsi giiclii antikanser
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica bu bilesigin Ehrlich asit karsinomu
(EAC) tastyan farelerin yagsam siirelerini uzattigi gorilmistir. 3-(1-[2-
(Dibiitilamino)asetil]-3-fenil-4,5-dihidro- 1 H-pirazol-5-il)-2 H-kromen-2-on
bilesigi, 0.98 + 0.07 uM’lik ICso degeriyle en aktif telomeraz inhibitorii olarak tespit
edilmistir.

CH;

Sekil 95. 3-(1-[2-(Dibiitilamino)asetil]-3-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-5-il)-2 H-kromen-2-on
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GERECLER
Kullamlan Kimyasal Maddeler
2-Asetiltiyofen

4-Klorobenzaldehit

Sodyum hidroksit

Etanol

Hidrazin hidrat

Kloroasetil kloriir

Trietilamin

Toluen
1-(4-Hidroksifenil)-1H-tetrazol-5-tiyol
1-Fenil-1H-tetrazol-5-tiyol
1-[2-(Dimetilamino)etil]- 1 H-tetrazol-5-tiyol
2-Merkapto-5-metil-1,3,4-tiyadiazol
2-Merkaptopirimidin
4-Metil-4H-1,2,4-triazol-3-tiyol
5-(3-Piridil)-1,3,4-oksadiazol-2-tiyol
5-(4-Klorofenil)-1,3,4-oksadiazol-2-tiyol
5-(4-Metoksifenil)-1,3,4-oksadiazol-2-tiyol
5-(4-Metilfenil)-1,3,4-oksadiazol-2-tiyol
5-Fenil-1,3,4-oksadiazol-2-tiyol

U87 insan glioblastoma hiicreleri

U251 insan glioblastoma hiicreleri

AsPC-1 insan pankreas adenokarsinoma hiicreleri :

Jurkat insan 16semi T hiicreleri

Periferal kan mononiikleer hiicreleri
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: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Acros, Belgika

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Alfa Aesar, Almanya

: Kumamoto Universitesi Tip
Fakiiltesi, Japonya

: Kumamoto Universitesi Tip
Fakiiltesi, Japonya

Kumamoto  Universitesi
Kaynak Gelistirme ve Analiz
Enstitiisii, Japonya

: Saglik Bilimleri Enstitiisi,
Tokyo Universitesi, Japonya

: Precision Bioservices,
Frederick, USA



Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

Fetal Bovine Serum (FBS)
RPMI 1640 medium

Streptomisin

24-well microtiter tissue culture plates

Cisplatin
Dimetil siilfoksit (DMSO)

Dimetil siilfoksit-ds (DMSO-ds)
Dimetilformamit (DMF)

MTT
96-well microtiter plates

Apoptotic/necrotic/healthy cells detection kit
Agarose

Tris

Borik asit

Demir (II) siilfat heptahidrat

Hidrojen peroksit
Askorbik asit
EDTA

Loading buffer

Etidyum bromiir

Kullanmilan Cihazlar
Mupid — 2x, Elektroforez

UV illuminator
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Wako  Pure
Industries, Japonya

: Equitech-Bio, U.S.A.

Wako  Pure
Industries, Japonya

Chemical

Chemical

: Meiji Seika Pharma, Japonya

: Iwaki brand Asahi Glass Co.,
Japonya

: Sigma-Aldrich, Japonya

Wako Pure Chemical
Industries, Japonya
: Merck, Almanya

Wako Pure Chemical
Industries, Japonya

Dojindo Molecular

Technologies, Japonya

: Iwaki brand Asahi Glass Co.,
Japonya

: PromoKine, Almanya

: Takara, Japonya

: Nacalai Tesque, Japonya
: Nacalai Tesque, Japonya

Wako  Pure
Industries, Japonya

Chemical

Tokyo Chemical Industry
Co., Japonya

Tokyo Chemical Industry
Co., Japonya

Dojindo Molecular
Technologies, Japonya

: Takara, Japonya

Wako  Pure
Industries, Japonya

Chemical

: Advance, Japonya

Nippon  Genetics Co.,

Japonya



Elementel analiz cihazi : Perkin Elmer EAL 240

Erime derecesi tayin cihazi : Mettler-Toledo MP90, Ohio,
ABD

Infrared spektrometresi : Shimadzu, Japonya

Varian Mercury-400 FT-NMR spektrometresi : Agilent, Palo Alto, CA, ABD

Yiiksek Coziintirliikli Kiitle spektrometresi : Shimadzu, Japonya

Infinitive M 1000, Microtitre plate spektrofotometre : Tecan, Groding, Austria
Biorevo Fluorescence BZ-9000 Floresan mikroskop : Keyence, Osaka, Japonya
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi : Shimadzu LC-20A

Prominence, Japonya
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YONTEMLER
Baslangic ve Sonu¢ Maddelerinin Genel Sentez Yontemleri

Yontem A: 1-(2-Tiyenil)-3-(4-klorofenil)-2-propen-1-on Bilesiginin Elde
Edilmesi

40 mmol 2-Asetiltiyofen ile 40 mmol 4-klorobenzaldehit, absolu etil alkolde
¢oziiliir. Bu ¢ozelti iizerine daha 6nceden hazirlanmis olan %50°1ik (a/h) sodyum
hidroksit ¢ozeltisinden 4 mL eklenerek, reaksiyon igerigi oda sicaklikliginda
yaklasik 10 saat manyetik tabanli karistiric1 kullanilarak karistirilir. Tepkime ITK
ile kontroller yapilarak sonlandirilir. Reaksiyon icerigi 24 saat buzdolabinda
dinlendirilir. Reaksiyon igerigi buzlu su i¢ine dokiiliir. Olusan ¢okelek siiziilerek
alinir. Cokelek distile su yardimi ile yikanir ve kurutulur. Elde edilen iiriin etil alkol-
su karisimindan kristallendirilir (Sekil 96) (Ozdemir ve ark., 2004).

/ \ NaOH
+ H —_— / \ N

S
Cl

Sekil 96. 1-(2-Tiyenil)-3-(4-klorofenil)-2-propen-1-on Bilesiginin Sentezi

Yontem B: 3-(2-Tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin Bilesiginin Elde Edilmesi
10 mmol 1-(2-Tiyenil)-3-(4-klorofenil)-2-propen-1-on bilesigi, absolu etil alkol
icerisinde karistirilarak ¢oziliir. Bu ¢ozelti izerine 20 mmol hidrazin hidrat ¢eker
ocak igerisinde damlalikla ilave edilir. Reaksiyon igerigi, {ic saat geri ceviren
sogutucu altinda, manyetik tabanli 1sitic1 karistiricida karigtirilarak isitilir. Tepkime
ITK ile kontroller yapilarak sonlandirilir. Reaksiyon igerigi +4 °C’de 24 saat

bekletilir. Kat1 kisim siiziiliir. Etil alkol ile yikanir (Sekil 97) (Ozdemir ve ark.,
2004).

Cl

/ \ NH,NH,. H,0
B ———

Sekil 97. 3-(2-Tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin Bilesiginin Sentezi
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Yontem C: 1-(2-Kloroasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin Bilesiginin
Elde Edilmesi

10 mmol 3-(2-Tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin bilesigi, susuz toluen igerisinde
karistirilarak ¢oziiliir. Bu ¢ozelti lizerine 10 mmol TEA c¢eker ocak igerisinde
eklenir. Reaksiyon igerigi buz banyosuna alinarak sogutulur ve 10 mmol kloroasetil
kloriir damlalikla reaksiyon icerigine ilave edilir. Reaksiyon igerigi yaklasik bir saat
oda sicakhiginda manyetik tabanli karistiricida karistiriir. Tepkime ITK ile
kontroller yapilarak sonlandirilir. Toluenli kisim rotavaporda kuruluga kadar
ucurulur. Kalan kati madde distile su ile yikanir ve kurutulur. Elde edilen iiriin etil
alkolden kristallendirilir (Sekil 98) (Ozdemir ve ark., 2004).

Cl

Sekil 98. 1-(2-Kloroasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin Bilesiginin Sentezi

Yontem D: 1-[(Heteroaril)tiyoasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin
Tiirevierinin Elde Edilmesi

1 mmol 1-(2-Kloroasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin ve 1 mmol
heteroaril-2/3/5-tiyol kuru aseton igerisinde ¢oziiliir. Cozelti igerisine 1 mmol
potasyum karbonat eklenir. Reaksiyon igerigi oda sicaklifinda manyetik tabanlt
karistiricida yaklasik 8-12 saat karistirilir. Tepkime ITK ile kontroller yapilarak
sonlandirilir. Asetonlu tabaka rotavaporda kuruluga kadar ucurulur. Kalan kati
madde distile su ile yikanir ve kurutulur. Elde edilen {iriin etil alkolden
kristallendirilir (Sekil 99) (Karabacak ve ark., 2015).
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Sekil 99. 1-[(Heteroaril)tiyoasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin Tiirevlerinin
Sentezi
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Elde Edilen Bilesiklerin Analizi
Erime noktast (E.N.) Tayini

Elde edilen bilesiklerin erime noktalari, bir ucu kapali kilcal tiipler icerisinde erime
derecesi tayin cihazi ile saptanmustir. Islem 3 kez tekrarlanmustir.

C, H, N Tayini

Elde edilen bilesiklerin C, H, N yiizdeleri, elementel analiz aleti kullanilarak
saptanmistir.

IR Spektrumlarinin Alinmasi

Elde edilen bilesiklerin IR spektrumlari, bilesiklerin yaklasik %1 oraninda
potasyum bromiir i¢inde karigtirllmasi ile hazirlanan tabletleri kullanilarak IR
spektrometresinde alinmustir.

TH-NMR Spektrumlarinin Alinmast

Elde edilen bilesiklerin '"H-NMR spektrumlari, DMSO-ds iginde ¢dzelti haline
getirildikten sonra tetrametilsilana (TMS) kars1 400 MHz NMR spektrometresinde
alimmustr.

BC.NMR Spektrumlarinin Alinmasi

Elde edilen bilesiklerin '*C-NMR spektrumlari, DMSO-ds icinde ¢dzelti haline
getirildikten sonra tetrametilsilana karst 100 MHz NMR spektrometresinde
alimmustir.

Kiitle Spektrumlarinin Alinmasi

Yiiksek Coztntrlikli Kiitle Spektrometrisi (HRMS) analizleri Shimadzu hibrit
LC-MS-IT-TOF sistemi ile ESI pozitif ve ESI negatif modunda LCMS solution
yazilimi kullanilarak alinmistir.

Ince Tabaka Kromatografisi (ITK) Calismalar

Gergeklestirilen sentez g¢aligmalar1 boyunca reaksiyonlarin evreleri ve siiresi, son
{iriin saflig1, ITK ile tespit edilmistir. Kromatografi calismalarinda adsorban olarak
0.2 mm kalinligindaki 20x20 cm hazir silika jel plaklar1 (Merck) ve ¢oziici sistemi
olarak da petrol eteri-etil asetat (75:25, 50:50) c¢oziicli sistemi kullanilmustir.
Kromatografi tanklarinda yaklasitk 5 mL ¢oziicii sistemi konulmustur. Sonra
reaksiyon ortamindan alinan ornekler veya son {liriin ve baslangic maddeleri,
etanolde ¢oziiliip sereltik ¢ozelti olarak plaga uygulanmistir. Siiriikleme bitince
dalga boyu 254 nm olan UV 1s1k altinda lekeler tespit edilmistir.

Yiiksek Performansl Stvi Kromatografisi (HPLC) Spektrumlarinin Alinmas:

HPLC analizleri DGU-14A degazor, LC-20A c¢ift pistonlu pompa, CTO-10 ASVP
kolon firm1 ve SPD-M20A PDA dedektérden olusan Shimadzu LC-20A
Prominence HPLC sisteminde yapilmistir. Analizlerde Reodyne 77251 enjeksiyon
valfi (Rheodyne Inc., Cotati, CA, USA) ve GL Sciences inertsil ODS-3 (Tokyo,
Japan) 250 x 4.6 mm (boy x i¢ c¢ap), partikiil biliytikliigi 5 pm olan kolon
kullanilmigtir. Mobil faz olarak izokratik sistemde asetonitril:su (95:5) kullanilarak
1.0 mL/dk akis hizinda analiz yapilmstir.
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Biyolojik Etki Testleri

Yontem E: Hiicre Kiiltiirlerinin Hazurlanmast ve Test Maddelerinin
Uygulanmasi

U251 ve U87 Insan glioblastoma hiicreleri % 10 fetal sigir serumu igeren DMEM
besi yerinde inkiibe edilmistir. AsPC1 Insan pankreas adenokarsinoma hiicreleri ve
Jurkat insan 16semi T hiicreleri, % 10 fetal sigir serumu igeren RPMI 1640 besi
yerinde inkiibe edilmistir. Periferik mononiikleer kan hiicreleri (PBMC) % 10 insan
serumu AB (HS) iceren RPMI 1640 vasatinda inkiibe edilmistir. Tiim ortamlar, 89
ug/mL streptomisin ile takviye edilmis ve % 95 hava ve %5 COz igeren atmosfer
igerisinde 37 °C’de inkiibe edilmistir. Biiyiiyen hiicreler 1 x 10° hiicre/mL olacak
sekilde 24 gozli hiicre iiretme kaplarina aktarilmis ve test maddeleri ilave
edilmeden Once (sitotoksisite deneyleri i¢in en uygun hiicre sayist 6n deneylerde
tespit edilmistir) 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Test maddeleri ve cisplatin stok
solusyonlar1 (1 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM ve 50 mM) sirastyla DMSO ve DMF
icerisinde hazirlanmig ve taze kiiltiir besiyerine ilave edilmistir. DMSO ve DMF’in
final kiiltiir besiyeri icerisindeki konsantrasyonu % 1°lik olarak hazirlanmustir.

Yontem F: Sitotoksisite (MTT) Metodu

Biiyiime faz1 % 80’e ulasmus olan hiicreler % 0.25 tripsin/EDTA soliisyonu ile
toplanip  hemositometri  ile  sayimustir.  3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiiriin (MTT) hiicresel azalma diizeyi daha Onceden
literatlirde tanimlandigi gibi (Mosmann, 1983), kii¢iik modifikasyonlar yapilarak
Olciilmiistiir. Test edilecek maddelerin hiicrelerle birlikte final konsantrasyonu 10-
500 uM araliginda olacak sekilde, 24 saat inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda,
test maddeleri final konsantrasyonu 0.275 mg/mL olacak sekilde MTT ile muamele
edilmis ve 37 °C’de 4 saat daha inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon siiresinin
sonunda her bir kuyucuktaki besi yeri ¢ekilerek ortamdan uzaklagtirilmis ve
formazan kristalleri her bir hiicreye 100 pL DMSO ilave edilerek
¢oziindiiriilmiistiir. Cozilindiiriilen kristaller 1:10 oraninda DMSO ile seyreltildikten
sonra, 96 kuyucuklu hiicre iiretme kaplarinin herbirine 100 pL ilave edilmis ve 550
nm absorbansta mikrotitre plaka spektrofotometresi kullanilarak ol¢iilmiistiir. Her
konsantrasyon 3 kere tekrar edilmistir. ICso Degerleri absorbans1 % 50 diisiiren test
maddelerinin konsantrasyonlar1 olarak belirlenmistir.

Yontem G: Apoptotik ve Nekrotik Hiicrelerin Tespit Edilmesi

1-[(5-(4-Metilfenil)-1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyoasetil]-3-(2-tiyenil )-5-(4-klorofenil)-
2-pirazolin bilesigi (11) ve pozitif kontrol (cisplatin), MTT metodu ile tespit edilen
ICso degerlerinde U251 hiicreleri ile birlikte 24 saat inkiibe edilmistir.
Apoptotik/nekrotik/saglikli hiicreleri tespit etme kit protokolii, iiretici firmanin
kullanim kilavuzuna gore uygulanmistir (Boersma ve ark. 1996; Martin ve ark.,
1995). Hiicreler iki kez 1 x baglayict tampon ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra,
boyama soliisyonu (50 pL 1 x baglayici tampon ¢ozeltisi, 2 pL FITC-Anneksin V
soliisyonu, 2 pL etidyum homodimer soliisyonu ve 2 pL of Hoechst 33342
sollisyonu) eklenmis ve hiicreler 15 dakika siiresince oda sartlarinda, 1siktan
korunarak inkiibe edilmistir. Hiicreler 1 x baglayici tampon ¢ozeltisi ile yikanmig
ve floresans mikroskopisi ile analiz edilmistir.
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Yontem H: DNA Kirilma Testi

Supercoiled pUC19 DNA kullanilarak, test bilesiklerinin DNA kirilma aktiviteleri
incelenmis ve agaroz jel elektroforez yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Su ve
tris/borik asit tamponu (10 mM, pH= 8.5) i¢erisinde pUC19 DNA’s1 test bilesikleri
ile birlikte hem aktivator olarak kullanilan FeSO4.7H20 (30 uM), H202 (30 uM) ve
askorbik asit (30 uM) varliginda hem de yoklugunda, muamele edilmistir. 37 °C’de
1,5 saat inkiibe edilen reaksiyon karisimma, EDTA ve yiikleme tamponu
eklenmistir. pUC 19 DNA i¢in agaroz jel elektroforezi 40 dakika boyunca 100 V’da
etidyum bromiir ihtiva eden % 1 slab jellerde tris/boronik asit/EDTA tamponu
icerisinde uygulanmigtir. DNA, etidyum bromiir yardimiyla UV lamba altinda
floresans renk vermis ve goriintiilleme saglanmustir.
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BULGULAR ve TARTISMA
Sentez Calismalar
1-(2-Tiyenil)-3-(4-klorofenil)-2-propen-1-on

/

Cl

AN

0)

2-Asetiltiyofen (40 mmol; 5.04 g; 4.31 mL) ve 4-klorobenzaldehit (40 mmol; 5.60
g) kullanilarak Yontem A’ya gore sentezlenmistir (Turan-Zitouni ve ark., 2005).

Verim: % 85.

Bilesigin erime derecesi deneysel olarak 136-137 °C, Literatiirde 138 °C olarak
verilmistir (Kabli ve ark., 1991).

3-(2-Tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin

Cl

1-(2-Tiyenil)-3-(4-klorofenil)-2-propen-1-on (10 mmol; 2.48 g) ve %80’lik
hidrazin hidrat (20mmol; 1 g; 1.24 mL) kullanilarak Yontem B’ye gore
sentezlenmistir (Turan-Zitouni ve ark., 2005).

Verim: % 73.

Bilesigin erime derecesi deneysel olarak 108-109 °C, Literatiirde 110 °C olarak
verilmistir (Kabli ve ark., 1991).
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1-(2-Kloroasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin

Cl

3-(2-Tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin (10 mmol; 2.62 g), TEA (10 mmol; 1.01
g; 1.39 mL) ve kloroasetil kloriir (10 mmol; 1.13 g; 0.79 mL) kullanilarak Y&ntem
C’ye gore sentezlenmistir (Turan-Zitouni ve ark., 2005).

Verim: % 73.

Bilesigin erime derecesi deneysel olarak 118-120 °C, Literatiirde 118 °C (Turan-
Zitouni ve ark., 2005) ve 148 °C olarak verilmistir (Khalaf ve ark., 1993).
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1-[(4-Metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyoasetil]-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-
pirazolin (1)

1-(2-Kloroasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin (1 mmol; 0.3392 g), 3-
merkapto-4-metil-4H-1,2,4-triazol (1 mmol; 0.1152 g), potasyum karbonat (1
mmol; 0.1382 g) ve aseton (20 mL) kullanilarak Yoéntem D’ye gore sentezlenmistir.

Verim : % 83

EN. :165.1°C

Elementel Analiz : C1sH16CIN50S2 (M.A.=417.94)

Hesaplanan :C:%51.73 H: % 3.86 N:% 16.76
Bulunan :C:%51.66 H: % 3.89 N:% 16.81

IR (KBr) Vmaks (cm™): 3134 (aromatik C-H gerilim bandi), 2922 (alifatik C-H
gerilim band1), 1666 (C=0 gerilim band1), 1490, 1458, 1417 (C=N ve C=C gerilim
bandlari), 1375, 1203, 1085, 1026 (C-N gerilim bandlari), 952, 817 (aromatik C-H
diizlem dis1 egilme bandlar).

"H-NMR (400 MHz, 6 ppm, DMSO-ds): 3.16 (1H, dd, Jux= 4.40 Hz, Jz= 17.60
Hz, pirazolin Cs4-Ha), 3.58 (3H, s, CH3), 3.89 (1H, dd, Jsx= 11.60 Hz, Jz4= 18.00
Hz, pirazolin Cs-Hs), 4.33 (1H, d, J= 15.20 Hz, geminal yarilma, CO-CH), 4.46
(1H, d, J= 15.60 Hz, geminal yarilma, CO-CH), 5.57 (1H, dd, Jax=4.80 Hz, Jsx=
11.60 Hz, pirazolin Cs-Hx), 7.16 (1H, dd, J=3.60 Hz, 5.20 Hz, tiyofen C4-H), 7.26
(2H, d, J= 8.80 Hz, aromatik protonlar), 7.38 (2H, d, J= 8.80 Hz, aromatik
protonlar), 7.48 (1H, dd, J= 1.20 Hz, 4.00 Hz, tiyofen C3-H), 7.78 (1H, dd, J=1.20
Hz, 5.20 Hz, tiyofen Cs-H), 8.52 (1H, s, triazol).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 31.49 (CHs, triazol), 39.72 (CHa, S-
CH>), 43.36 (CHz, pirazolin Cs), 60.04 (CH, pirazolin Cs), 128.27 (2CH, aromatik),
128.81 (CH, aromatik), 129.28 (2CH, aromatik), 130.83 (C, aromatik), 131.73 (CH,
aromatik), 132.61 (CH, aromatik), 134.23 (C, aromatik), 141.05 (C, aromatik),
146.94 (CH, aromatik), 149.16 (C, aromatik), 151.95 (C, pirazolin C3), 164.96 (C,
C=0).

MS (ESD) (m/z): (M") 418.05, (M*+1) 419.05, (M*+2) 420.05, (M'+3) 421.05
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1-[(1-Metil-1H-tetrazol-5-il)tiyoasetil]-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin
2

1-(2-Kloroasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin (1 mmol; 0.3392 g), 5-
merkapto-1-metiltetrazol (1 mmol; 0.1161 g), potasyum karbonat (1 mmol; 0.1382
g) ve aseton (20 mL) kullanilarak Yontem D’ye gore sentezlenmistir.

Verim : % 86

EN. :108.2°C

Elementel Analiz : C17H15CIN6OS2 (M.A.= 418.92)

Hesaplanan :C:%48.74 H:%3.61 N: % 20.06
Bulunan :C: % 48.65 H: % 3.68 N: % 19.95

IR (KBr) Vmaks (cm™): 3107 (aromatik C-H gerilim bandi), 2941 (alifatik C-H
gerilim bandi), 1658 (C=0O gerilim bandi), 1463, 1417 (C=N ve C=C gerilim
bandlar1), 1396, 1278, 1219, 1089, 1026 (C-N gerilim bandlar1), 968, 837, 819
(aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1).

'"H-NMR (400 MHz, 6 ppm, DMSO-ds): 3.22 (1H, dd, Jux= 4.80 Hz, J4z= 18.40
Hz, pirazolin C4-Ha), 3.91 (1H, dd, Jex= 11.60 Hz, J4= 18.00 Hz, pirazolin Cs-
Hg), 3.95 (3H, s, CH3), 4.57 (1H, d, J= 15.60 Hz, geminal yarilma, CO-CH), 4.71
(1H, d, J= 16.00 Hz, geminal yarilma, CO-CH), 5.59 (1H, dd, Jux=4.80 Hz, Jsx=
12.00 Hz, pirazolin Cs-Hx), 7.17 (1H, dd, J=3.60 Hz, 5.20 Hz, tiyofen C4-H), 7.26
(2H, d, J= 8.40 Hz, aromatik protonlar), 7.38 (2H, d, J= 8.80 Hz, aromatik
protonlar), 7.50 (1H, dd, J= 1.20 Hz, 3.60 Hz, tiyofen C3-H), 7.79 (1H, dd, J= 0.80
Hz, 5.20 Hz, tiyofen Cs-H).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 34.32 (CHs, tetrazol), 37.15 (CHz, S-
CH>), 43.40 (CHz, pirazolin Cs), 60.16 (CH, pirazolin Cs), 128.26 (2CH, aromatik),
128.84 (CH, aromatik), 129.29 (2CH, aromatik), 130.96 (C, aromatik), 131.90 (CH,
aromatik), 132.66 (CH, aromatik), 134.14 (C, aromatik), 140.96 (C, aromatik),
152.29 (C, pirazolin C3), 153.97 (C, aromatik), 164.19 (C, C=0)

MS (ESI) (m/z): (M") 419.05, (M'+1) 420.05, (M'+2) 421.04, (M'+3) 422.05
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1-[(1-Fenil-1H-tetrazol-5-il)tiyoasetil]-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin
3)

N_ cl

\N¢N

1-(2-Kloroasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin (1 mmol; 0.3392 g), 5-
merkapto-1-feniltetrazol (1 mmol; 0.1782 g), potasyum karbonat (1 mmol; 0.1382
g) ve aseton (20 mL) kullanilarak Yontem D’ye gore sentezlenmistir.

Verim : % 84

EN. :183.3°C

Elementel Analiz : C22H17CIN6OS2 (M.A.= 480.99)

Hesaplanan :C:% 54.94 H:%3.56 N:%17.47
Bulunan :C: % 54.99 H:%3.58 N:%17.51

IR (KBr)vmaks(cm™): 3107 (aromatik C-H gerilim bandt), 2933 (alifatik C-H gerilim
bandi), 1656 (C=0O gerilim band1), 1498, 1462, 1423 (C=N ve C=C gerilim
bandlar1), 1388, 1220, 1089, 1012 (C-N gerilim bandlar1), 831 (aromatik C-H
diizlem dis1 egilme bandi).

"H-NMR (400 MHz, 6 ppm, DMSO-ds): 3.23 (1H, dd, Jux= 4.40 Hz, J4z= 18.00
Hz, pirazolin C4-Ha), 3.94 (1H, dd, Jsx= 11.60 Hz, Jp4= 18.00 Hz, pirazolin Cs-
Hg), 4.69 (1H, d, J= 16.00 Hz, geminal yarilma, CO-CH), 4.83 (1H, d, J= 16.40
Hz, geminal yarilma, CO-CH), 5.60 (1H, dd, J4x=4.00 Hz, Jpx=11.20 Hz, pirazolin
Cs-Hx), 7.18 (1H, dd, J=3.20 Hz, 4.80 Hz, tiyofen Cs-H), 7.27 (2H, d, J= 8.40 Hz,
aromatik protonlar), 7.38 (2H, d, J= 8.80 Hz, aromatik protonlar), 7.51 (1H, dd, J=
1.20 Hz, 3.60 Hz, tiyofen C3-H), 7.64-7.68 (5H, m, aromatik protonlar), 7.80 (1H,
dd, J=1.20 Hz, 4.80 Hz, tiyofen Cs-H).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 37.35 (CH2, S-CH>), 43.41 (CHa,
pirazolin Cs), 60.21 (CH, pirazolin Cs), 125.10 (2CH, aromatik), 128.27 (2CH,
aromatik), 128.87 (CH, aromatik), 129.29 (2CH, aromatik), 130.75 (2CH,
aromatik), 131.01 (CH, aromatik), 131.34 (CH, aromatik), 131.98 (CH, aromatik),
132.65 (C, aromatik), 133.70 (C, aromatik), 134.13 (C, aromatik), 140.96 (C,
aromatik), 152.38 (C, pirazolin C3), 154.65 (C, aromatik), 163.92 (C, C=0).

MS (ESI) (m/z): (M") 481.06, (M'+1) 482.06, (M*+2) 483.06, (M*+3) 484.06

71



1-[(1-(4-Hidroksifenil)- 1 H-tetrazol-5-il)tiyoasetil]-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-
2-pirazolin (4)

N Cl
OH
0]
S

\N4N

1-(2-Kloroasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin (1 mmol; 0.3392 g), 5-
merkapto-1-(4-hidroksifenil)tetrazol (1 mmol; 0.1942 g), potasyum karbonat (1
mmol; 0.1382 g) ve aseton (20 mL) kullanilarak Yoéntem D’ye gore sentezlenmistir.

Verim : % 71

EN. :145.7°C

Elementel Analiz : C22H17CIN6O2S2 (M.A.= 476.02)

Hesaplanan :C:%53.17 H: % 3.45 N:% 1691
Bulunan :C:%53.21 H:%3.54 N: % 16.96

IR (KBr) Vmaks (cm™): 3601 (O-H gerilim bandi), 3107 (aromatik C-H gerilim
band1), 2932 (alifatik C-H gerilim band1), 1641 (C=O gerilim bandi), 1516, 1454,
1415 (C=N ve C=C gerilim bandlar1), 1278, 1228, 1087 (C-N gerilim bandlar1),
837, 823 (aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar).

'"H-NMR (400 MHz, 6 ppm, DMSO-ds): 3.22 (1H, dd, Jux= 4.80 Hz, J4z= 18.00
Hz, pirazolin C4-Ha), 3.93 (1H, dd, Jsx= 11.60 Hz, Jp4= 18.00 Hz, pirazolin Cs-
Hg), 4.65 (1H, d, J= 16.00 Hz, geminal yarilma, CO-CH), 4.77 (1H, d, J= 16.00
Hz, geminal yarilma, CO-CH), 5.60 (1H, dd, Jux=4.40 Hz, Jpx= 11.60 Hz, pirazolin
Cs-Hx), 6.87 (2H, d, J= 8.80 Hz, aromatik protonlar), 7.18 (1H, dd, J= 4.00 Hz,
5.20 Hz, tiyofen C4-H), 7.26-7.33 (4H, m, aromatik protonlar), 7.37 (2H, d, J=8.40
Hz, aromatik protonlar), 7.51 (1H, d, J= 3.60 Hz, tiyofen Cs-H), 7.79 (1H, d, J=
5.20 Hz, tiyofen Cs-H), 9.35 (1H, s, O-H).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 37.04 (CH2, S-CH>), 43.40 (CHa,
pirazolin Cs4), 60.20 (CH, pirazolin Cs), 117.35 (2CH, aromatik), 122.57 (C,
aromatik), 126.65 (2CH, aromatik), 128.27 (2CH, aromatik), 128.85 (CH,
aromatik), 129.29 (2CH, aromatik), 130.96 (CH, aromatik), 131.90 (CH, aromatik),
132.64 (CH, aromatik), 134.16 (C, aromatik), 140.98 (C, aromatik), 152.28 (C,
pirazolin C3), 154.65 (C, aromatik), 163.04 (C, aromatik), 164.05 (C, C=0)

MS (ESI) (m/z): (M?) 497.06, (M+1) 498.06, (M'+2) 499.05, (M'+3) 500.06
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1-[(1-(2-(Dimetilamino)etil)- 1 H-tetrazol-5-il)tiyoasetil]-3-(2-tiyenil)-5-(4-
klorofenil)-2-pirazolin (5)

3

3

Cl
S o
>\ /\/ \CH
N
N/ \
\N¢N
1-(2-Kloroasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin (1 mmol; 0.3392 g), 1-
(2-dimetilaminoetil)-5-merkaptotetrazol (1 mmol; 0.1732 g), potasyum karbonat (1

mmol; 0.1382 g) ve aseton (20 mL) kullanilarak Y6ntem D’ye gore sentezlenmistir.
Verim : % 76

EN. :112.1°C

Elementel Analiz : C20H22CIN7OS2 (M.A.= 476.02)

Hesaplanan :C:% 50.46 H: % 4.66 N : % 20.60
Bulunan :C:% 5042 H: % 4.69 N: % 20.57

IR (KBr) Vmaks (cm™): 3091 (aromatik C-H gerilim band1), 2943, 2827 (alifatik C-
H gerilim bandlar1), 1654 (C=0 gerilim band1), 1452, 1413 (C=N ve C=C gerilim
bandlari), 1394, 1220, 1093, 1029 (C-N gerilim bandlar1), 831, 817 (aromatik C-H
diizlem dis1 egilme bandlar).

"H-NMR (400 MHz, 6 ppm, DMSO-ds): 2.13 (6H, s, N(CH3)2), 2.64 (2H, t, -CHz-
CH>-N-(CH3)2, J= 6.40 Hz, 12.00 Hz), 3.22 (1H, dd, Jax= 4.80 Hz, J45= 18.00 Hz,
pirazolin Cs-Ha), 3.92 (1H, dd, Jsx= 11.60 Hz, Jp4= 17.60 Hz, pirazolin Cs-Hs),
4.38 (2H, t, /= 6.00 Hz, 12.00 Hz, -CH>-CH2-N-(CH3)2), 4.57 (1H, d, J= 15.60 Hz,
geminal yarilma, CO-CH), 4.71 (1H, d, J= 16.00 Hz, geminal yarilma, CO-CH),
5.59 (1H, dd, Jux=4.80 Hz, Jsx= 12.00 Hz, pirazolin Cs-Hx), 7.17 (1H, dd, J=4.00
Hz, 5.20 Hz, tiyofen Cs4-H), 7.26 (2H, d, J= 8.80 Hz, aromatik protonlar), 7.38 (2H,
d, J= 8.80 Hz, aromatik protonlar), 7.49 (1H, dd, J= 0.80, 3.60 Hz, tiyofen C3-H),
7.79 (1H, dd, J= 0.80, 5.20 Hz, tiyofen Cs-H).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 37.46 (CH2, S-CH2), 43.38 (CHoz,
pirazolin Ca), 45.65 (2CH3, H3C-N-CH3), 45.99 (CH2, CHz-tetrazol), 57.84 (CHz,
CH2-N(CH3)2), 60.15 (CH, pirazolin Cs), 128.25 (2CH, aromatik), 128.84 (CH,
aromatik), 129.29 (2CH, aromatik), 130.97 (CH, aromatik), 131.91 (CH, aromatik),
132.64 (C, aromatik), 134.15 (C, aromatik), 140.99 (C, aromatik), 152.25 (C,
pirazolin C3), 154.19 (C, aromatik), 164.23 (C, C=0).

MS (ESD) (m/z): (M") 476.10, (M*+1) 477.11, (M*+2) 478.10, (M'+3) 479.10
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1-[(5-Metil-1,3,4-tiyadiazol-2-il)tiyoasetil|-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-
pirazolin (6)

1-(2-Kloroasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin (1 mmol; 0.3392 g), 2-
merkapto-5-metil-1,3,4-tiyadiazol (1 mmol; 0.1322 g), potasyum karbonat (1
mmol; 0.1382 g) ve aseton (20 mL) kullanilarak Yoéntem D’ye gore sentezlenmistir.

Verim : % 82

EN. :1409°C

Elementel Analiz : C1sHi1sCIN4OS3 (M.A.= 434.99)

Hesaplanan :C:%49.70 H: % 3.48 N:% 12.88
Bulunan :C:%49.72 H:%3.49 N:% 12.83

IR (KBr) vmaks (cm™): 3103 (aromatik C-H gerilim bandi), 2920 (alifatik C-H
gerilim bandi), 1645 (C=0O gerilim bandi), 1456, 1417 (C=N ve C=C gerilim
bandlari), 1398, 1325, 1219, 1072, 1029 (C-N gerilim bandlar1), 840, 819 (aromatik
C-H diizlem dis1 egilme bandlarr).

"H-NMR (400 MHz, 6 ppm, DMSO-d): 2.66 (3H, s, CH3), 3.22 (1H, dd, Jx= 4.80
Hz, J4s= 18.00 Hz, pirazolin Cs4-Ha), 3.92 (1H, dd, Jsx=11.60 Hz, Js4= 17.60 Hz,
pirazolin Cs-Hg), 4.54 (1H, d, J= 16.00 Hz, geminal yarilma, CO-CH), 4.67 (1H, d,
J=16.00 Hz, geminal yarilma, CO-CH), 5.60 (1H, dd, Jux= 4.40 Hz, Jsx= 11.60
Hz, pirazolin Cs-Hx), 7.17 (1H, dd, J= 3.60 Hz, 5.20 Hz, tiyofen Cs-H), 7.27 (2H,
d, J= 8.40 Hz, aromatik protonlar), 7.38 (2H, d, J= 8.80 Hz, aromatik protonlar),
7.50 (1H, dd, J= 0.80 Hz, 3.60 Hz, tiyofen C3-H), 7.79 (1H, dd, J= 1.20 Hz, 5.20
Hz, tiyofen Cs-H).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 15.85 (CH3, tiyadiazol), 37.33 (CHz, S-
CH>), 43.36 (CHz, pirazolin Cs), 60.13 (CH, pirazolin Cs), 128.29 (2CH, aromatik),
128.83 (CH, aromatik), 129.29 (2CH, aromatik), 130.93 (CH, aromatik), 131.83
(CH, aromatik), 132.63 (C, aromatik), 134.20 (C, aromatik), 141.05 (C, aromatik),
152.08 (C, pirazolin C3), 164.40 (C, aromatik), 164.98 (C, aromatik), 166.37 (C,
C=0)

MS (ESD) (m/z): (M") 435.01, (M*+1) 436.01, (M*+2) 437.01, (M'+3) 438.01
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1-[(Pirimidin-2-il)tiyoasetil|-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin (7)

1-(2-Kloroasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin (1 mmol; 0.3392 g), 2-
merkaptopirimidin (1 mmol; 0.1122 g), potasyum karbonat (1 mmol; 0.1382 g) ve
aseton (20 mL) kullanilarak Yontem D’ye gore sentezlenmistir.

Verim : % 78

EN. :126.6°C

Elementel Analiz : C19H15CIN4OS2 (M.A.=414.93)

Hesaplanan :C:% 55.00 H:%3.64 N: % 13.50
Bulunan :C:%55.11 H:%3.51 N:% 13.43

IR (KBr) Vmaks (cm™): 3109 (aromatik C-H gerilim bandi), 2929 (alifatik C-H
gerilim bandi), 1653 (C=0 gerilim band1), 1548, 1448, 1409 (C=N ve C=C gerilim
bandlar1), 1379, 1201, 1176, 1089, 1016 (C-N gerilim bandlar1), 821 (aromatik C-
H diizlem dis1 egilme bandi).

'"H-NMR (400 MHz, 6 ppm, DMSO-ds): 3.19 (1H, dd, Jux= 4.40 Hz, J4z= 18.00
Hz, pirazolin Cs-Ha), 3.92 (1H, dd, Jsx= 12.00 Hz, Js4= 17.60 Hz, pirazolin Cs-
Hg), 4.32 (1H, d, J= 16.40 Hz, geminal yarilma, CO-CH), 4.60 (1H, d, J= 16.00
Hz, geminal yarilma, CO-CH), 5.61 (1H, dd, Jux=4.80 Hz, Jex=11.60 Hz, pirazolin
Cs-Hx), 7.17 (1H, dd, J= 3.60 Hz, 4.80 Hz, tiyofen Cs4-H), 7.22 (1H, t, J= 4.80 Hz,
5.20 Hz, pirimidin), 7.28 (2H, d, J= 8.00 Hz, aromatik protonlar), 7.40 (2H, d, J=
8.00 Hz, aromatik protonlar), 7.47-7.49 (1H, m, tiyofen Cs-H), 7.77 (1H, dd, J=
0.80 Hz, 4.40 Hz, tiyofen Cs-H), 8.63 (2H, d, J=4.80 Hz, pirimidin).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 34.30 (CH2, S-CH>), 43.34 (CHa,
pirazolin Cs), 60.09 (CH, pirazolin Cs), 118.01 (CH, aromatik), 128.13 (2CH,
aromatik), 128.81 (CH, aromatik), 129.27 (2CH, aromatik), 130.68 (CH, aromatik),
131.58 (CH, aromatik), 132.54 (C, aromatik), 134.43 (C, aromatik), 141.33 (C,
aromatik), 151.47 (C, pirazolin Cs3), 158.42 (2CH, aromatik), 165.28 (C, C=0),
170.99 (C, aromatik).

MS (ESD) (m/z): (M") 415.04, (M*+1) 416.04, (M*+2) 417.04, (M'+3) 418.04
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1-[(5-Fenil-1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyoasetil|-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-
pirazolin (8)

1-(2-Kloroasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin (1 mmol; 0.3392 g), 2-
merkapto-5-fenil-1,3,4-oksadiazol (1 mmol; 0.1782 g), potasyum karbonat (1
mmol; 0.1382 g) ve aseton (20 mL) kullanilarak Yontem D’ye gore sentezlenmistir.

Verim : % 74

EN. :1623°C

Elementel Analiz : C23H17CIN4O2S2 (M.A.= 480.99)

Hesaplanan :C:%57.43 H: % 3.56 N:% 11.65
Bulunan :C:%57.47 H: % 3.55 N:%11.61

IR (KBr) vmaks (cm™): 3107 (aromatik C-H gerilim bandi), 2983 (alifatik C-H
gerilim bandi), 1670 (C=0 gerilim band1), 1465, 1450, 1408 (C=N ve C=C gerilim
bandlar1), 1238, 1197, 1068, 1012 (C-N gerilim bandlar1), 827 (aromatik C-H
diizlem dis1 egilme bandi).

'"H-NMR (400 MHz, 6 ppm, DMSO-ds): 3.23 (1H, dd, Jux= 4.40 Hz, Jz= 18.00
Hz, pirazolin Cs-Ha), 3.93 (1H, dd, Jsx= 11.60 Hz, Jg4= 18.00 Hz, pirazolin Cs-
Hg), 4.63 (1H, d, J= 16.00 Hz, geminal yarilma, CO-CH), 4.77 (1H, d, J= 16.00
Hz, geminal yarilma, CO-CH), 5.62 (1H, dd, J4x=4.80 Hz, Jsx= 11.60 Hz, pirazolin
Cs-Hx), 7.18 (1H, dd, J=3.60 Hz, 4.80 Hz, tiyofen C4-H), 7.26 (2H, d, J= 8.40 Hz,
aromatik protonlar), 7.34 (2H, d, J= 8.80 Hz, aromatik protonlar), 7.51-7.64 (4H,
m, aromatik protonlar), 7.78-7.80 (1H, m, tiyofen Cs-H), 7.92-7.95 (2H, m,
aromatik protonlar).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 36.11 (CHz, S-CH2), 43.40 (CHa,
pirazolin Cs4), 60.19 (CH, pirazolin Cs), 123.66 (C, aromatik), 127.03 (2CH,
aromatik), 128.24 (2CH, aromatik), 128.85 (CH, aromatik), 129.29 (2CH,
aromatik), 130.07 (2CH, aromatik), 131.00 (CH, aromatik), 131.95 (CH, aromatik),
132.66 (C, aromatik), 132.69 (CH, aromatik), 134.12 (C, aromatik), 140.99 (C,
aromatik), 152.35 (C, pirazolin Cs), 164.02 (C, aromatik), 164.13 (C, aromatik),
165.77 (C, C=0).

MS (ESI) (m/z): (M?) 481.05, (M+1) 482.05, (M'+2) 483.05, (M'+3) 484.05
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1-[(5-(Piridin-3-il)-1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyoasetil|-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-
2-pirazolin (9)

1-(2-Kloroasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin (1 mmol; 0.3392 g), 2-
merkapto-5-(piridin-3-il)-1,3,4-oksadiazol (1 mmol; 0.1792 g), potasyum karbonat
(1 mmol; 0.1382 g) ve aseton (20 mL) kullanilarak Yontem D’ye gore
sentezlenmistir.

Verim : % 70

EN. :156.9°C

Elementel Analiz : C22H16CIN5O2S2 (M.A.= 481.98)

Hesaplanan :C: % 54.82 H: % 3.35 N: % 14.53
Bulunan :C: % 54.83 H: % 3.33 N : % 14.60

IR (KBr) vmaks (cm™): 3080 (aromatik C-H gerilim bandi), 2981 (alifatik C-H
gerilim bandi), 1668 (C=0O gerilim bandi), 1456, 1417 (C=N ve C=C gerilim
bandlar1), 1199, 1076, 1016 (C-N gerilim bandlar1), 833 (aromatik C-H diizlem dis1
egilme bandi).

'"H-NMR (400 MHz, 6 ppm, DMSO-ds): 3.24 (1H, dd, Jux= 4.80 Hz, Js= 18.00
Hz, pirazolin Cs-Ha), 3.94 (1H, dd, Jex= 11.60 Hz, Jp4= 18.40 Hz, pirazolin Cs-
Hg), 4.65 (1H, d, J= 16.00 Hz, geminal yarilma, CO-CH), 4.79 (1H, d, J= 16.00
Hz, geminal yarilma, CO-CH), 5.63 (1H, dd, J4x=4.80 Hz, Jpx= 12.00 Hz, pirazolin
Cs-Hx), 7.17 (1H, dd, J=4.00 Hz, 5.20 Hz, tiyofen Cs-H), 7.28 (2H, d, J= 8.40 Hz,
aromatik protonlar), 7.35 (2H, d, J= 8.40 Hz, aromatik protonlar), 7.50 (1H, dd, J=
1.20 Hz, 4.00 Hz, tiyofen C3-H), 7.58-7.62 (1H, m, piridin Cs-H), 7.78 (1H, dd, J=
0.80 Hz, 4.80 Hz, tiyofen Cs-H), 8.29-8.32 (1H, m, piridin), 8.79 (1H, dd, J= 1.60
Hz, 4.80 Hz, piridin), 9.12 (1H, d, J= 1.60 Hz, piridin).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 36.28 (CH2, S-CH>), 43.42 (CHa,
pirazolin Cs), 60.23 (CH, pirazolin Cs), 120.31 (CH, aromatik), 124.98 (C,
aromatik), 128.27 (2CH, aromatik), 128.85 (CH, aromatik), 129.31 (2CH,
aromatik), 130.99 (CH, aromatik), 131.93 (CH, aromatik), 132.69 (CH, aromatik),
134.12 (C, aromatik), 134.64 (C, aromatik), 140.99 (C, aromatik), 147.74 (CH,
aromatik), 152.37 (C, pirazolin Cs), 153.16 (CH, aromatik), 164.04 (C, aromatik),
164.08 (C, aromatik), 164.76 (C, C=0).

MS (ESI) (m/z): (M*) 482.05, (M*+1) 483.05, (M'+2) 484.05, (M'+3) 485.05
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1-[(5-(4-Klorofenil)-1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyoasetil]-3-(2-tiyenil)-5-(4-kloro
fenil)-2-pirazolin (10)

1-(2-Kloroasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin (1 mmol; 0.3392 g), 2-
merkapto-5-(4-klorofenil)-1,3,4-oksadiazol (1 mmol; 0.2127 g), potasyum
karbonat (1 mmol; 0.1382 g) ve aseton (20 mL) kullanilarak Yontem D’ye gore
sentezlenmistir.

Verim : % 77

EN. :176.5°C

Elementel Analiz : C23H16Cl2N4O2S2 (MLA.=515.43)

Hesaplanan :C:%53.59 H:%3.13 N: % 10.87
Bulunan :C:%53.48 H:%3.17 N: % 10.75

IR (KBr) vmaks (cm™): 3099 (aromatik C-H gerilim bandi), 2981 (alifatik C-H
gerilim bandi), 1643 (C=0O gerilim band1), 1463, 1417 (C=N ve C=C gerilim
bandlar1), 1392, 1188, 1174, 1082, 1008 (C-N gerilim bandlar1), 952, 840, 819
(aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlart).

'"H-NMR (400 MHz, 6 ppm, DMSO-ds): 3.23 (1H, dd, Jux= 4.80 Hz, J4z= 18.40
Hz, pirazolin Cs-Ha), 3.93 (1H, dd, Jsx= 11.60 Hz, Jg4= 18.00 Hz, pirazolin Cs-
Hg), 4.62 (1H, d, J= 16.00 Hz, geminal yarilma, CO-CH), 4.75 (1H, d, J= 16.00
Hz, geminal yarilma, CO-CH), 5.62 (1H, dd, J4x=4.80 Hz, Jgx= 11.20 Hz, pirazolin
Cs-Hx), 7.17 (1H, dd, J=3.60 Hz, 5.20 Hz tiyofen C4-H), 7.27 (2H, d, J= 8.40 Hz,
aromatik protonlar), 7.35 (2H, d, J= 8.40 Hz, aromatik protonlar), 7.50 (1H, dd, J=
0.80 Hz, 3.60 Hz, tiyofen C3-H), 7.62 (2H, d, J= 8.80 Hz, aromatik protonlar), 7.77
(1H, dd, J= 0.80 Hz, 5.20 Hz, tiyofen Cs-H), 7.93 (2H, d, J= 8.40 Hz, aromatik
protonlar).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 36.16 (CH2, S-CH2), 43.41 (CHa,
pirazolin Cs4), 60.23 (CH, pirazolin Cs), 122.55 (C, aromatik), 128.25 (2CH,
aromatik), 128.81 (3CH, aromatik), 129.29 (2CH, aromatik), 130.21 (2CH,
aromatik), 130.93 (CH, aromatik), 131.82 (CH, aromatik), 132.71 (C, aromatik),
134.15 (C, aromatik), 137.42 (C, aromatik), 140.96 (C, aromatik), 152.32 (C,
pirazolin C3), 164.12 (C, aromatik), 164.30 (C, aromatik), 165.05 (C, C=0).

MS (ESI) (m/z): (M") 515.01, (M'+1) 516.01, (M'+2) 517.01, (M"+3) 518.01

78



1-[(5-(4-Metilfenil)-1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyoasetil[-3-(2-tiyenil)-5-(4-
klorofenil)-2-pirazolin (11)

1-(2-Kloroasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin (1 mmol; 0.3392 g), 2-
merkapto-5-(4-metilfenil)-1,3,4-oksadiazol (1 mmol; 0.1922 g), potasyum
karbonat (1 mmol; 0.1382 g) ve aseton (20 mL) kullanilarak Yontem D’ye gore
sentezlenmistir.

Verim : % 79

EN. :194.0°C

Elementel Analiz : C24H19CIN4O2S2 (M.A.=495.02)

Hesaplanan :C:%58.23 H: % 3.87 N:%11.32
Bulunan :C:% 58.19 H:%3.92 N:%11.25

IR (KBr) vmaks (cm™): 3078 (aromatik C-H gerilim bandi), 2926 (alifatik C-H
gerilim bandi), 1668 (C=0 gerilim band1), 1469, 1450, 1409 (C=N ve C=C gerilim
bandlar1), 1197, 1072 (C-N gerilim bandlar1), 829 (aromatik C-H diizlem dis1
egilme bandi).

"H-NMR (400 MHz, 6 ppm, DMSO-ds): 2.38 (3H, s, CH3), 3.22 (1H, dd, J.x= 4.80
Hz, J4s= 18.00 Hz, pirazolin Cs4-Ha), 3.93 (1H, dd, Jsx= 11.60 Hz, Js4= 18.00 Hz,
pirazolin Cs-Hg), 4.60 (1H, d, J= 15.60 Hz, geminal yarilma, CO-CH), 4.73 (1H, d,
J=15.60 Hz, geminal yarilma, CO-CH), 5.61 (1H, dd, J4x= 4.80 Hz, Jsx= 11.20
Hz, pirazolin Cs-Hx), 7.15 (1H, dd, J= 3.60 Hz, 5.20 Hz, tiyofen Cs-H), 7.26 (2H,
d, J= 8.80 Hz, aromatik protonlar), 7.33 (2H, d, J= 8.80 Hz, aromatik protonlar),
7.36 (2H, d, J= 8.40 Hz, aromatik protonlar), 7.49 (1H, m, tiyofen C3-H), 7.77 (1H,
d, /= 4.80 Hz, tiyofen Cs-H), 7.81 (2H, d, J= 8.00 Hz, aromatik protonlar).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 21.80 (CH3, fenil), 36.09 (CHz2, S-CH>),
43.41 (CHa, pirazolin Cs), 60.22 (CH, pirazolin Cs), 120.97 (C, aromatik), 127.00
(2CH, aromatik), 128.24 (2CH, aromatik), 128.81 (CH, aromatik), 129.29 (2CH,
aromatik), 130.59 (2CH, aromatik), 130.93 (CH, aromatik), 131.82 (CH, aromatik),
132.69 (C, aromatik), 134.16 (C, aromatik), 140.98 (C, aromatik), 142.84 (C,
aromatik), 152.29 (C, pirazolin Cs), 163.60 (C, aromatik), 164.17 (C, aromatik),
165.91 (C, C=0).

MS (ESI) (m/z): (M") 495.07, (M'+1) 496.07, (M'+2) 497.06, (M*+3) 498.07
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1-[(5-(4-Metoksifenil)-1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyoasetil]-3-(2-tiyenil)-5-(4-
klorofenil)-2-pirazolin (12)

>/\O
N\N/
O/CH3

1-(2-Kloroasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin (1 mmol; 0.3392 g), 2-
merkapto-5-(4-metoksifenil)-1,3,4-oksadiazol (I mmol; 0.2082 g), potasyum
karbonat (1 mmol; 0.1382 g) ve aseton (20 mL) kullanilarak Yontem D’ye gore
sentezlenmistir.

Verim : % 72

EN. :146.8°C

Elementel Analiz : C24H19CIN4O3S2 (M.A.= 511.02)

Hesaplanan :C: %5641 H:%3.75 N: % 10.96
Bulunan :C:% 56.39 H:%3.73 N: % 10.98

IR (KBr) vmaks (cm™): 3082 (aromatik C-H gerilim bandi), 2933 (alifatik C-H
gerilim band1), 1670 (C=O gerilim band1), 1504, 1477, 1452, 1413 (C=N ve C=C
gerilim bandlar), 1251, 1178, 1026 (C-N gerilim bandlar1), 840 (aromatik C-H
diizlem dis1 egilme bandi).

"H-NMR (400 MHz, 6 ppm, DMSO-ds): 3.21 (1H, dd, Jux= 4.80 Hz, J4z= 18.00
Hz, pirazolin C4-Ha), 3.84 (3H, s, OCH3), 3.92 (1H, dd, Jex=11.60 Hz, Js4= 17.60
Hz, pirazolin Cs-Hs), 4.57 (1H, d, J= 16.00 Hz, geminal yarilma, CO-CH), 4.71
(1H, d, J= 15.60 Hz, geminal yarilma, CO-CH), 5.61 (1H, dd, Jax=4.80 Hz, Jsx=
11.60 Hz, pirazolin Cs-Hx), 7.08 (2H, d, /=9.20 Hz, aromatik protonlar), 7.17 (1H,
J=3.60 Hz, 4.80 Hz, tiyofen Cs-H), 7.25 (2H, d, J= 8.80 Hz, aromatik protonlar),
7.34 (2H, d, J= 8.80 Hz, aromatik protonlar), 7.50 (1H, dd, J= 1.20 Hz, 4.00 Hz,
tiyofen C3-H), 7.77 (1H, dd, J= 1.20 Hz, 4.80 Hz, tiyofen Cs-H), 7.86 (2H, d, J=
8.80 Hz, aromatik protonlar).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 36.03 (CH2, S-CH>), 43.42 (CHa,
pirazolin Ca), 56.23 (OCHs, fenil), 60.24 (CH, pirazolin Cs), 115.54 (2CH,
aromatik), 116.10 (C, aromatik), 128.24 (2CH, aromatik), 128.80 (CH, aromatik),
128.92 (2CH, aromatik), 129.29 (2CH, aromatik), 130.89 (CH, aromatik), 131.74
(CH, aromatik), 132.70 (C, aromatik), 134.19 (C, aromatik), 140.98 (C, aromatik),
152.25 (C, pirazolin Cs), 162.77 (C, aromatik), 163.11 (C, aromatik), 164.26 (C,
aromatik), 165.80 (C, C=0).

MS (ESD) (m/z): (M") 511.06, (M*+1) 512.06, (M*+2) 513.06, (M*+3) 514.06
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Uygulanan Sentez Yontemlerinin Degerlendirilmesi
1-(2-Tiyenil)-3-(4-klorofenil)-2-propen-1-on Bilesiginin Elde Edilisi

4-Klorobenzaldehit, 2-asetiltiyofen ile bazik ortamda etkilesir (Claisen-Schmidt
kondenzasyonu) ve o,f-doymamis ketonlar1 (salkonlar1) verir (Sekil 100).
Reaksiyon kuvvetli bazik ortamda, 2-asetiltiyofenin alfa pozisyonundaki metil
grubundan bir hidrojenin kopartilmasi sonucu olusan karbanyonun, aromatik
aldehitin karbon atomuna katilmasi sonucu olusan aldolden su ¢ikisi ile tamamlanir.
Sentezi gerceklestirilen salkonun yapist erime noktasi ile dogrulanmis ve literatiir
verileriyle uyum igerisinde bulunmustur (Kabli ve ark., 1991; Turan-Zitouni ve
ark., 2005).
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Sekil 100. Salkon Tiirevinin Eldesi icin Onerilen Mekanizma
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3-(2-Tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin Bilesiginin Elde Edilisi

1-(2-Tiyenil)-3-(4-klorofenil)-2-propen-1-onun, hidrazin hidrat ile absolu etil alkol
igerisinde li¢ saat 1sitilmas1 ve ardindan sogutulmasi ile elde edilen kati {iriiniin,
vakum altinda siiziilmesi ile 3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin bilesigi elde
edilmistir (Sekil 101) (Ozdemir ve ark., 2004). Bu bilesik stabil degildir. Oda
1s1sinda kolaylikla dekompoze olur. Bu yiizden, 3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-
pirazolin bilesigi saflagtirllmadan sentezin {i¢lincii asamasinda kullanilmistir.
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Sekil 101. 3,5-Diaril-2-pirazolin Tiirevinin Eldesi icin Onerilen Mekanizma

1-(2-Kloroasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin  Bilesiginin  Elde
Edilisi

1-(2-Kloroasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin  bilesigi, kloroasetil
kloriir ile 3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin ~ bilesiginin, TEA
katalizorliigiinde ve kuru toluen iginde SN2 niikleofilik yer degistirme reaksiyonu
neticesinde elde edilmistir (Sekil 102) (Ozdemir ve ark., 2004). Acilleme
reaksiyonlart ekzotermik reaksiyonlardir. Bu yilizden; ortaya ¢ikan 1sidan,
reaksiyona giren bilesiklerin zarar gormesini engellemek amaciyla, reaksiyon
ortaminin sogutulmast gerekmektedir. Bu ortami saglamak i¢in buz banyosu
kullanilmustir.
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Sekil 102. 1-(2-Kloroasetil)-3,5-diaril-2-pirazolin Tiirevinin Eldesi icin Onerilen Mekanizma

1-[(Heteroaril)tiyoasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin  Tiirevilerinin
Elde Edilisi

1-(2-Kloroasetil)-3,5-diaril-2-pirazolin ve heteroaril-2/3/5-tiyol bilesigi kuru
aseton icerisinde ve ekivalan miktar potasyum karbonat katalizorliiglinde, 8-12 saat
oda sicakliginda karistirilarak elde edilirler (Sekil 103) (Karabacak ve ark., 2015).
Bu reaksiyon, organik kimyada kullanilan niikleofilik yerdegistirme
reaksiyonlarindan biridir.
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Sekil 103. Sonug Bilesiklerinin Eldesi icin Onerilen Mekanizma
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Spektral Verilerin Degerlendirilmesi
IR Spektrumlarinmin Degerlendirilmesi

1-[(Heteroaril)tiyoasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin tiirevlerinin IR
spektrumlari, literatiirde benzer bilesikler i¢in verilen bant degerleriyle uyumludur
(Turan-Zitouni ve ark., 2005; Palaska ve ark., 2008; Ozdemir ve ark., 2008;
Kaplancikli ve ark., 2009; Sahin ve ark., 2010; Sentiirk ve ark., 2012).

Bilesiklerin IR spektrumlarinin incelenmesi sonucu, bilesiklerin ana iskelet yapisi,
stibstitiientler diginda aynidir. Bu nedenle spektrumlar birbirine benzemektedir. OH
gerilim band1 3601 cm!; aromatik C-H gerilim bantlar1 3134-3078 cm!; alifatik C-
H gerilim bantlar1 2983-2920 cm™'; C=0 gerilim bantlar1 1670-1641 cm™; C=N ve
C=C gerilim bantlar1 1548-1408 cm™'; C-N ve C-O gerilme bantlar1 1398-1008 cm™
I; 1,4-disiibstitiie benzen C-H diizlem dis1 egilme bantlar1 968-817 cm™! araliginda
gorilmiistiir.

TH-NMR Spektrumlarinin Degerlendirilmesi

Sonu¢ maddeleri olan 1-[(heteroaril)tiyoasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-
pirazolin tiirevlerinde (1-12), pirazolin halkas1t ABX spin sistemine uyan bir yapidir
(Sekil 104). Bu sistem, kimyasal kayma degerleri birbirine yakin iki ayr1 proton (A
ve B) ile kimyasal kayma degeri oldukca farkli olan ii¢lincii bir protondan (X)
olugmaktadir. Bdyle bir sistem ii¢ farkli kimyasal kayma ile {i¢ farkli etkilesme
sabitinden (JaB, Jax, JBx) olusmaktadir (Vijayabaskar ve ark., 1999; Balci, 2000).
3.16’dan 3.24 ppm’e kadar degisen bolgede Ha protonu (Jas= 17.60-18.40 Hz’e
kadar degisen geminal eslesme sabiti, Jax= 4.00-4.80 Hz’e kadar degisen visinal
eslesme sabiti) iki dublet seklinde, 3.89°dan 3.94 ppm’e kadar degisen bolgede Hs
protonu (Jap= 17.60-18.40 Hz’e kadar degisen geminal eslesme sabiti, Jex= 11.20-
12.00 Hz’e kadar degisen visinal eslesme sabiti) iki dublet seklinde ve 5.57’den
5.63 ppm’e kadar degisen bolgede Hx protonu (Jax=4.00-4.80 Hz’e ve Jsx= 11.20-
12.00 Hz’e kadar degisen visinal eslesme sabiti) iki dublet seklinde rezonans
vermektedir.

HA Ar1
Hp
Ar N
O
Hy

Sekil 104. Pirazolin Halkasindaki ABX Spin Sistemi

Sonu¢ maddeleri olan 1-[(heteroaril)tiyoasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-
pirazolin tilirevlerinde, pirazolin halkasinin birinci konumuna bagli olan asetil
yapisinin metilen (-CHz-) protonlari, 4.32’den 4.83 ppm’e kadar degisen bolgede
(J= 15.20-16.40 Hz) iki adet dublet olarak goriilmiistiir. Bu geminal yarilmanin
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nedeni; molekiiliin sterik yapisindan kaynaklanmaktadir. Protonlarin hareket
serbestliginin  engellenmis olmasi sebebiyle olusan farkli iki olasi
konformasyondan dolay1 bu geminal protonlar iki adet dublet olarak gézlenmistir.

Pirazolin halkasinin 1 nolu konumunda bulunan tiyoasetil grubuna bagli olan
triazol, tetrazol, tiyadiazol ve fenil halkas1 tizerindeki metil (CH3) protonlar1 2.38-
3.95 ppm bolgesinde singlet olarak goézlemlenmislerdir. Alkil zincirine bagl
bulunan dimetilamino (N(CH3)2) grubunun metil protonlart 2.13 ppm bolgesinde
singlet olarak elde edilmistir. Fenil halkasi iizerindeki metoksi (OCH3) protonlari
ise 3.84 ppm’de singlet olarak goriilmiistiir. Pirazolin halkasinin 3 nolu konumunda
bulunan tiyofen halkasinin aromatik protonlarindan, C3-H protonu 7.47-7.51 ppm
bolgesinde dublet (J= 3.60 Hz), iki adet dublet (J= 0.80-1.20 Hz, 3.60-4.00 Hz)
veya multiplet olarak, Cs-H protonu 7.15-7.18 ppm bolgesinde iki adet dublet (J=
3.20-4.00 Hz, 4.80-5.20 Hz) olarak, Cs-H protonu 7.77-7.80 ppm bolgesinde dublet
(J=4.80-5.20 Hz) , iki adet dublet (J=0.80-1.20 Hz, 4.80-5.20 Hz) veya multiplet
olarak elde edilmiglerdir.

1-[(Heteroaril)tiyoasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin tiirevlerinin 'H-
NMR spektrumlarinda, fenil protonlar1 6.87-7.93 ppm arasinda dublet (J= 8.00-
9.20 Hz) veya multiplet olarak gézlemlenmistir. Fenil halkas1 {izerindeki aromatik
hidroksil protonu, 9.35 ppm’de singlet olarak kaydedilmistir. Tiim protonlar uygun
integral degerlerine sahip bulunmustur.

3C.NMR Spektrumlarinin Degerlendirilmesi

1-[(Heteroaril)tiyoasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin tiirevlerinin (1-
12) BC-NMR spektrumlarinda, hedeflenen 2-pirazolin halkasinin olustugunu,
pirazolinin Cs, Cs ve Cs karbonlar1 ispatlamaktadir. Sentezi gerceklestirilen
bilesiklerin eslesmemis (decoupled) '*C-NMR spektrumlarinda, 2-pirazolin
halkasina ait Cs4 karbonu alifatik karakterinden dolay1 43.36-43.42 ppm’de, Cs
karbon atomu ise azot atomuna ve aromatik fenil halkasina komsulugu sebebiyle
etrafindaki elektron yogunlugunun artmasindan dolayr 60.04-60.24 ppm’de
rezonans vermektedir. 2-Pirazolin halkasina ait C3 karbonu ise sp? hibridizasyonu,
ayrica azot atomuna komsu olmasi ve 2-tiyenil yapisina komsulugu sebebiyle
151.47-152.38 ppm’de gozlemlenmistir.

Sonug bilesiklerinde ortak olarak bulunan S-CH2 karbonlar1 34.30-39.72 ppm’de;
C=0 karbonlar1 163.92-166.37 ppm’de; aromatik karbonlar 115.54-170.99 ppm’de
gbzlemlenmistir.

1 Nolu bilesikte triazol halkasina 4 nolu konumdan bagli bulunan CH3 karbonu
31.49 ppm’de; 2 nolu bilesikte tetrazol halkasina 1 nolu konumdan bagli bulunan
CHs karbonu 34.32 ppm’de; 5 nolu bilesikte tetrazol halkasina 1 nolu konumdan
bagli bulunanan etil yapisina ait olan metilen (tetrazol-CH2) karbonu 45.99 ppm’de
ve dimetilamino grubunun bagli oldugu metilen (CH2-N(CH3)2) karbonu 57.84
ppm’de; 6 nolu bilesikte tiyadiazol halkasina 5 nolu konumdan bagli bulunan CH3
karbonu 15.85 ppm’de; 11 nolu bilesikte oksadiazol halkasina 5 nolu konumdan
bagli bulunan fenil yapisinin para konumunda bulunan CH3 karbonu 21.80 ppm’de;
12 nolu bilesikte oksadizol halkasina 5 nolu konumdan bagli bulunan fenil yapisinin
para konumunda bulunan OCH3 karbonu 56.23 ppm’de gézlemlenmistir.
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Sentezleri gergeklestirilen sonug bilesiklerinin 'H-NMR ve '3C-NMR spektrum
sonuclarint desteklemek ve tasarlanan 2-pirazolin tiirevlerinin meydana geldigini
kanitlamak amaciyla tez kapsaminda sectigimiz 11 nolu bilesigin DMSO-ds
icerisinde HSQC teknigi kullanilarak iki boyutlu spektrumu alinmis ve hangi
protonun hangi karbon ('H - 13C) ile etkilestigi gosterilmistir.

2-Pirazolin yapisinda; Hx protonunu iizerinde tasiyan Cs karbonu 60.22 ppm’de,
Hx ile 5.61 ppm’de etkilesmektedir (EK 59).

2-Pirazolin yapisinda; Ha ve Hs protonlarini {izerinde tasiyan Cs karbonu 43.41
ppm’de, Ha ile 3.22 ppm’de, Hs ile 3.93 ppm’de etkilesmektedir (EK 60).

2-Pirazolin yapisina ait Cs karbonunda H bulunmadigi i¢cin HSQC teknigi ile alinan
spektrumda gozlemlenememistir.

2-Pirazolin halkasinin birinci konumuna bagli olan karbonil grubuna komsu (CHa-
S) grubunun, 36.09 ppm’de rezonans veren C atomu tizerindeki iki adet proton ile
4.60 ppm’de Hy ile 4.73 ppm’de ise Hz ile etkilesimde bulundugu (Sekil 105)
gozlemlenmistir (EK 60).

2-Pirazolin yapisinin 1 nolu konumunda bulunan tiyoasetil grubuna bagli olan
oksadiazol halkasinin, 5 nolu konumundan bagli olan fenil yapisinin para
konumunda bulunan CH3; grubunun 21.80 ppm’de rezonans veren C atomu
tizerindeki Ui¢ proton ile 2.38 ppm’de etkilesimde bulundugu gézlemlenmistir (EK
61).

2-Pirazolin yapisinin 5 nolu konumunda bulunan 4-klorofenil halkasinin 2 ve 6
numarali C atomlar1 tizerindeki iki proton 7.81 ppm’deki pikleri, 127.00 ppm’deki
C atomlarina ait pikle eslesmektedir. 4-Klorofenil halkasinin 3 ve 5 numarali
pozisyonlarinda bulunan C atomlar1 ise tagidiklari iki proton ile 129.29 ppm ve 7.33
ppm’de eslesmisglerdir (EK 57).

4-Metilfenil halkasinin 3 ve 5 numarali C atomlar tlizerindeki iki proton 7.26
ppm’deki pikleri, 128.24 ppm’deki C atomlarina ait pikle eslesmektedir. 4-
Metilfenil halkasinin 2 ve 6 numarali pozisyonlarinda bulunan C atomlar: ise
tagidiklari iki proton ile 130.59 ppm ve 7.36 ppm’de eslesmislerdir (EK 57).

11 numarali bilesigin aromatik halkalarina ait C-H etkilesimleri spektrumu
verilmistir (EK 58).

11 numarali bilesigin HSQC yontemine gore alinan spektrumunda gézlemlenen C
piklerine ait kimyasal kayma degerleri (ppm), Sekil 105°de belirtilen kimyasal
formiil iizerinde belirtilmistir.
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128.24

Sekil 105. 11 Nolu Bilesigin HSQC Spektrumundaki C Piklerinin Kimyasal Kayma Degerleri
(ppm)

Kiitle Spektrumlarinin Degerlendirilmesi

Sonug bilesiklerinin kiitle spektrumlari, ESI yontemi ile alinmis ve olusan yiiklii
atom veya gruplar kiitle/yiik (m/z) oranina gore saptanmustir.

1-12 Nolu bilesiklerin kiitle spektrumlarinda, [M+H]", [M+2H]", [M+3H]",
[M+4H]" pikleri saptanmustir.

Biyolojik Etki Testlerinin Degerlendirilmesi

Yeni pirazolin tiirevlerinin (1-12) ve cisplatinin AsPC-1 insan pankreatik
adenokarsinoma, U87 ve U251 glioblastoma hiicre dizileri antikanser etkileri 10-
500 uM konsantrasyonlarinda MTT yontemi ile belirlenmistir (Sekil 106 ve
Cizelge 2). Cisplatin, bir¢cok insan kanser tiiriiniin tedavisinde kullanildig1 i¢in
pozitif kontrol olarak secilmistir.

Test edilen bilesiklerin aktivitesi biiylik Olclide aril gruplarinin varligindan
etkilenmistir. 1, 10, 11 ve 12 nolu bilesiklerin {i¢ hiicre tipine kars1 da 500 uM’dan
daha diisiik ICso degerlerine sahip olduklar1 goriilmektedir. Triazol siibstitiie 1 nolu
bilesik aktifken, tetrazol siibstitiic 2 nolu bilesik ise aktivite gdstermemistir. Genel
olarak, oksadiazol siibstitiie 10, 11 ve 12 nolu bilesikler iyi aktivite gostermislerdir.
AsPC-1 ve U251 Kanser hiicrelerine karsi en sitotoksik bilesik, sirastyla 16.8 uM
ve 11.9 uM ICso degerleriyle 11 nolu bilesik olarak belirlenmistir. Bu bilesigi,
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sirastyla 62.1 uM ve 70.1 uM ICso degerleriyle 12 nolu bilesik izlemektedir.
Bununla birlikte, bu Dbilesikler U887 hiicre dizisine karsi kullanilan
konsantrasyonlarda belirgin bir sitotoksisite gostermemistir.
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(b)

U87 Hiicre Hatt1

140

0

o O
O <

(%) 131[1ue) 210N

120
100
8
0
0

%,
%,
S O
>
s
Q/ ~
=
& I
< 5
>
W
s
4 =
3
o=}
S
P-S
&
ﬂV
2

US87 Hiicre Hatt1

140

o O O O
0 O <

(%) 181I[Ue) 2I0nH

0

o
(g}
—

100

%,
oA
0%
S O
TN
O
6
=
® 3
Y
< g
>
W
© s
5
g
g
P3
&
qv
2

91



U87 Hiicre Hatt1

140

120

100
80
60
40
20

0

(%) 131[1ue) 2100

%,
o4
0%
S O
N
O
Q/ ~~
=)
% (e}
2
c =
o
>
wn
o £
o)
<
2
$ S)
v/
P
&
%
2

U87 Hiicre Hatt1

140

120

o O o o o o
m00642

(%) 181rue) 2100y

Konsantrasyon (200 pM)

U87 Hiicre Hatt1

140

o O o o o
0 O <

(%) 131[1[UR) 210NH

o
(o}
—

100

%
o4
02
S O
N
O
Q/ ~~
=)
&v (e}
(=)
N
< =
o
>
wn
o £
o)
<
2
$ S)
M
P.3
&
%
P

92



U251 Hiicre Hatt1
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Sekil 107. Sonug¢ Bilesiklerinin ve Cisplatinin (a) AsPC-1, (b) U87 ve (c¢) U251 Hiicrelerine
kars1 Farkh Konsantrasyonlarda Antikanser Etkileri
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Cizelge 2. Sonug Bilesiklerinin AsPC-1, U87 ve U251 Hiicre Dizilerine Karsi Sitotoksik Etkileri

ICso (M)
Bilesik
AsPC1 Hiicre Dizisi U87 Hiicre Dizisi U251 Hiicre Dizisi
1 166.7 £ 10.6 112.2 £ 8.8 1269 £ 15.6
2 >500 >500 >500
3 >500 >500 >500
4 65.0+5.4 >500 >500
5 215.7+£29.7 >500 >500
6 1993 £32.8 >500 >500
7 236.2+36.4 >500 >500
8 139.3 £26.8 >500 393.1 £ 60.4
9 108.1 +£30.1 >500 >500
10 110.5+20.4 250.6 +£30.4 166.6 = 25.1
11 16.8 £2.1 127.4 +12.8 119+ 1.1
12 62.1+7.8 159.2 £20.7 70.1 + 8.8
Cisplatin 22.5+£2.0 148+14 49+1.0

Test edilen 2-pirazolin tlirevi bilesikler arasindan 11 nolu bilesik, en umut vaat eden
antikanser ajan olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu bilesigin konsantrasyon degerleri
(0.1 uM-1000 uM), AsPC-1, U87 ve U251 hiicre dizilerine kars1 ¢calisilmistir (Sekil
107a). AsPC-1 ve U251 hiicre dizilerinin ylikselen oran egrileri, 11 nolu bilesigin
bifazik mekanizmasini belirtmektedir. Bununla beraber; 11 nolu bilesigin PBMC
(ICso = ~1000 uM) ve Jurkat insan 16semik T hiicrelerine (ICso= 90 uM) karst
aktivitesi, Sekil 107b’de gosterildigi gibi kan hiicrelerindeki belirgin timor
selektivitesini (10 kattan fazla) isaret etmektedir. Bu sonug, 11 nolu bilesigin
yapisindaki 5-(4-metilfenil)-1,3,4-oksadiazol grubunun antikanser etki icin
Oonemini vurgulamaktadir.

95



(@)

120

100
2 50
5
O 60 -
® AsPC-1
(2}
= 40
= us7
S 5 U251

0 ‘
0 01 1 10 100 1000
Bilesik 11 (uM)
(b)

120 +

100
5 80 -
=
5 60 -
@ PBMC
:g 40 n
T Jurkat
J
= 90 -

0 T T T T T 1
0 0.1 1 10 100 1000

Bilesik 11 (uM)

Sekil 107. 11 Nolu Bilesigin (a) AsPC-1, U87, U251 Hiicre Dizilerindeki ve (b) PBMC, Jurkat
Hiicre Dizilerindeki Hiicre Canlihg iizerine Etkileri

MTT testi sonuglarina gore; en etkili antikanser ajan olan 11 nolu bilesik, U251
hiicrelerindeki apoptozun ve nekrozun, anneksin V/etidyum homodimer III boyama
yontemi araciligi ile belirlenmesi i¢in seg¢ilmistir. U251 hiicreleri, 11 nolu bilesik
veya cisplatin ile ICso konsantrasyonlarinda inkiibe edilmistir. U251 hiicreleri
boyanmistir ve bu boyanma floresan mikroskobu ile gézlenmistir (Sekil 108). Eger
hiicreler, anneksin V ile yesil renk alirsa ve etidyum homodimer III ile kirmizi renk
almazsa, hiicreler apoptotik olarak degerlendirilir. Diger taraftan; tamamen ters
sonuglar nekrozu isaret etmektedir. 11 Nolu bilesigin, apoptotik ve nekrotik etkileri
cisplatinin etkileri ile karsilastirilmistir. Tersine, 11 nolu bilesikle 24 saat muamele
edilmis U251 hiicreleri ge¢ donem apoptotik veya nekrotik etkiler gostermistir
(neredeyse biitlin hiicreler sar1 renk almistir). Bu nedenle, 11 nolu bilesigin
apoptotik/nekrotik etkileri U251 hiicre dizisine kars1 erken zamanda (3 saat), ICso
(11.9 uM) ve diisiik (1.5 pM) konsantrasyonlarinda test edilmistir. 11 nolu bilesik
yiiksek  konsantrasyonlarda nekrozu indiiklerken (Sekil 109d), diisiik
konsantrasyonlarda apoptozu indiiklemektedir (Sekil 108e).
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(a) Kontrol (24 saat)

HEE

- Annexin V  Etidyum homodimer III Hoechst33342 Cakisma

(b) Cisplatin (4.9 pM — 24 saat)

»
#

- Annexin V. Etidyum homodimer III Hoechst33342 Cakisma

(¢) Kontrol (3 saat)

- Annexin V  Etidyum homodimer III Hoechst33342 Cakisma

(d) Bilesik 11 (11.9 uM - 3 saat)

- Annexin V. Etidyum homodimer III Hoechst33342

(e) Bilesik 11 (1.5 pM — 3 saat)

- Annexin V  Etidyum homodimer III Hoechst33342 Cakisma

Sekil 108. U251 Hiicrelerinin (a) 24 saat Kontrol; (b) Cisplatin (4.9 pM); (c) 3 saat Kontrol;
(d) 11 nolu Bilesik (11.9 pM); (e) 11 nolu Bilesik (1.5 pM) ICso Konsantrasyonlardaki Hiicresel
ve Niikleer Morfolojik Degisiklikleri
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11 Nolu bilesigin ve cisplatinin DNA kirilma aktiviteleri, su ve Tris/borik asit
tampon icerisinde demir kompleksi varliginda ve yoklugunda, H202 ve askorbik
asit  aktivatorleri ile stipersartm pUC19 DNA  kullanilarak  ICso
konsantrasyonlarinda ¢alisilmistir (Sekil 109). Reaksiyon karisimi 37 °C, 1.5 saat
inkiibe edilmistir ve daha sonra agaroz jel elektroforezi 100 V, 40 dakika
uygulanmistir. DNA, UV aydinlaticist altinda interkalar etidyum bromiiriin
floransinin fotograflanmasi ile gorsellestirilmistir. 11 Nolu bilesik kullanilarak
FeSO4, H202 ve askorbik asit varliginda veya yoklugunda yapilan kontrol
deneyleri, demir (II) kompleks sistemi varliginda DNA kirilma etkisinin bariz bir
sekilde arttigin1 gostermektedir (Sekil 109b). Boylece DNA kirilmasinin oksijen
aktivasyonu nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir. 11 nolu bilesigin DNA kirilma
etkisi cisplatinden fazladir. 11 Nolu bilesik, pUC 19 DNA yapisim1 parcalara
ayirmistir. Bu sonug, DNA kirilmast ve hiicre oliimii arasindaki iligkiyi
belirtmektedir.

(a)
Form Il a. FeSOq4
Form ITT b. Hx02
c.  Askorbik asit
Form I d. Hepsi
pUC19  Kesilmis pUC19  Ligandsiz+d Bilesik 11+d  Cisplatin+d
(b)
Form IT
Form II
FormI

pUC19  Kesilmis
pUCI19

11 11+a 11+b 11+c I1+atb  ll+atc  1l+btc 11+d

Sekil 109. 11 Nolu Bilesigin ve Cisplatinin Fe(I) Komplekslerinin (a) Demir (II) Kompleks
Varhginda DNA Kirilma Kapasitesi ve (b) 11 Nolu Bilesik Kullanilarak FeSO4, H202 ve
Askorbik asit Varhginda ve Yoklugunda Yapilan Kontrol Deneyleri



SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda, 2-pirazolin halkasinin bir numarali konumunda, asetil
grubuna bagl siibstitlie heteroaril tiyol tasiyan on iki adet yeni 1-[(aril)tiyoasetil]-
3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-pirazolin tiirevi bilesigin sentezi
gerceklestirilmistir. Sentezi gerceklestirilen bu bilesiklerin, safliklar1 ITK ile
kontrol edilmistir. Bu bilesiklerin kimyasal yapilari; elementel analiz, IR, 'H-NMR,
BC-NMR, HSQC ve kiitle spektroskopisi teknikleri kullanilarak aydinlatilmustir.

Sentezlenen bilesiklerin AsPC-1 insan pankreatik adenokarsinoma, U87 ve U251
insan glioblastoma hiicre dizilerindeki antiproliferatif etkileri MTT yontemi
kullanilarak arastirilmistir. Bu bilesikler arasinda, 11 nolu bilesik AsPC-1 ve U251
kanser hiicrelerine karsi en etkili antikanser ajan olarak belirlenmistir. 11 nolu
bilesigin kan hiicreleri (normal PBMC ve Jurkat T hiicreli [6semi) {izerindeki timor
selektivitesi de incelenmis ve belirgin tiimor selektivitesi gosterdigi tespit
edilmistir.

En etkili ve secici bilesik olarak bulunan 11 nolu bilesik, U251 hiicrelerine karsi
apoptotik/nekrotik etkilerinin belirlenmesi ve ayrica DNA kirilma analizleri igin
secilmistir. 11 Nolu bilesik ile muamele edilen U251 hiicreleri, diisiik
konsantrasyonlarda (1.5 uM) apoptoz gostermistir. Ilging bir sekilde, bu bilesigin
DNA kirilma etkisi cisplatinden daha belirgin bulunmustur. Bu sonug, DNA
kirilmasi ve hiicre 6limii arasindaki iliskiyi isaret etmektedir. Tiim bu sonuglar
dikkate alindiginda, 11 nolu bilesigin daha ileri testlere tabi tutulmasi ve 11 nolu
bilesigin farkl: hiicre dizilerine kars1 da antikanser aktivitesinin arastirilmasi yararl
olabilir.

Sentezi gerceklestirilen 1-[(heteroaril)tiyoasetil)-3-(2-tiyenil)-5-(4-klorofenil)-2-
pirazolin tiirevleri arasinda, heteroaril grubu olarak oksadiazol pargacig tasiyan
bilesiklerin daha etkin antikanser aktivite gosterdikleri tespit edilmistir. Ayrica en
etkin tlirevler olarak tespit edilen 11, 12 ve 10 nolu bilesiklerin ortak 6zelliklerinin;
yapilarinda oksadiazol halkasi tagimalar1 ve oksadiazol halkasinin 5 nolu konumuna
bagli fenil halkasinin para konumunda klor, metil, metoksi gruplarinin olmasidir.
Daha sonra yapilacak ¢alismalarda, para konumunda farkli siibstitiientler tagiyan
tiirevlerin sentezi gerceklestirilip bu tiirevlerin antikanser etkileri aragtirilabilir.
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Single point threshold : 0.999981 200 300 400 500 600 700
Minimum peak purity index : 18 i
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EK 6. Bilesik 2’ye ait IR Spektrumu
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EK 7. Bilesik 2’ye ait '"H-NMR Spektrumu (integral Degetleri ile)
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EK 8. Bilesik 2’ye ait '*C-NMR Spektrumu
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EK 9. Bilesik 2’ye ait Kiitle Spektrumu

Formula Pradicior Report - YL-2_2led Paga 1af1

Drata Fie CoLabSohsions DatatAnslizAOrdeminvL-2_2 lod

Ebnt | Val| Ml WMax Bt | Vsl | Min Max Bl | val | Ml Max Lz Adduct

TH (1 " @™ o (2] 1 3 o [+r] 1 2 W
c 4 17 F 1 0 o B | 1 a 1
N 3| 4 7 s | 2 A 3 1 3 o 0

Emor Margin (ppm); 10 DBE Rangs: 5.0-18.0 Electron lons: both

HC Raticc unlimited Aopiy N Rule: yes Uise MSn Info: no
M Isotopes: 3 Isctope RI (%) 1.00 Isoiope Res: 10000

MSnlsa Rl (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resubs: 500

Eventd: 1 MS[E+) Rel Time - 7453 -> 7533 Scand - 1110 - 1131

160067
1.400e7]
120067
1.000e7] 413pE15
800008 41,0480
B.000e8]
420.0837
4.000ea]
4220511
2.000eg] { m‘rimn
P T N R T N Y N —
100.0 200.0 300.0 400.0 B00.O B00.0 7000 BD0.0 900.0
Messured region lor 4100615 miz
419.0515
1000
471 0400
50.04
220,517
)A 4220611
. , s | |,
4185 4180 4185 4200 4206 arn 476 4220
C17 1B NE 0 52 O [M4+H]s : Pradicted rapion for 410.0610 miz
4190810
100.0
B0 471 D4B3
4200535
437 0606
" ] A
41R5 4180 21hE azh.o 42hE 4.0 [ 420
Renk  Soorel Fomuta (M) lon | Meas. miz|  Pred méz| DL {mDs) D4 ipom) lso DBE
1 7478 CI7HIGNGD S2Q1 | [ 418.0515 418.0510 [T 1194 7B 13D
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EK 10. Bilesik 2’ye ait LC Analiz Raporu

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====
C:\LabSolutions\Data\Project\atzdemifYL-2_02.lcd

Acquired by : Admin
Sample Name JYL-2
Sample ID s
Tray# 51
Vail # i1
Injection Volume :20uL
Data File Name :YL-2_02.led
Method File Name cyl-2.lem
Batch File Name :
Report File Name : Default.lcr
Data Acquired 1 29.06.2015 09:28:22
Data Processed :29.06.2015 16:00:15
<Chromatogram>
mAU RN .
| R PDA Multi 1
300 |=
200 [
] ||
100+ |l
] | g
] [4] o
o o sg o 2 s ameguoe H e g
e —— T T i T T
0.0 2.5 5.0 10.0 125

7.5
PeakTable
PDA Chl 254nm 4nm

Peak  Ret. Time Area |  Height | Area% Height %
1 9.390 21897781 320240| 96.333 96,372
—l 12.062 83367 12054 | 3667 3.628
Total 2273146/ 3322941 100.000 | 100.000
Purity Spectrum
D# . 4 1D# 01
Retention Time  : £.380 Retention Time :9.390
Compound Name @ YL-2 Compound Name L YL2
Spectrum Operation : None
0.4
| F750  mAU
0.3 !
] f | 500
0.2 | !
] ! i |
1 i : | [
o] | | 250
] 1 /
00 ra—
T
9.25 9,|5l]
min
Impurity :Not Detected
Peak purity index - 1.0
Single point threshold :0.999976

Minimum peak purity index  : 23
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EK 11. Bilesik 3’e ait IR Spektrumu
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1220,94—
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696,30~
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EK 12. Bilesik 3’¢ ait '"H-NMR Spektrumu (integral Degetleri ile)
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EK 13. Bilesik 3’e ait '>’C-NMR Spektrumu
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EK 14. Bilesik 3’e ait Kiitle Spektrumu

Formula Pradicior Report - YL-3_3led

Paga 16f 1
Data Fie: CALabSohions\Dats\Analiz\ADzdeminYL-3_3 lod
_Emt | val| M Max Bt Vel Min M Eimt | Val | Min Max Ll Adduct
W 1 H T o |2 I 3 o[ 1 - 2 W
c | 4| 1§ M F |1 0 0 B |1 o1
N |3| 4 7 8 |2 4 3 ] 3 o0
Errer Margin (ppm): 5 DEE Range: 5.0-18.0 Edesctron lons: both
WG Fiatir unfimited RApply W Fude: yes Ulse MSn Info: no
Ty r— Isotope Rl (%) 1.00 Isciogpe Fes: 10000
MEn s RI (%) 10.00 MESn Logic Moda: AN Max Results: 500
Eventh: 1 MSE+) Rt Time: B.307 - 400 Scand : 1247 - 1261
1.0007]
£.000e5]
B.000es]
7.000e8]
£.000eE] 481.9650
E.000ed] A
4.000e6]
30006 482 D686
2 000 434 0658
1.000e5 :nﬁfma
i ) ) | 1 -~ I, - I
100.0 200.0 300.0 400.0 B00.O B00.0 7000 BD0.0 900.0
Messured region for £81.0858 miz
481.0658
1000
483.0645
50.04
21
484 065D
i3 : . - : i : - e —J\\ :
4810 4B16 4820 4R3I 6 4EAD 4B3 5 a5 0 4R4 6
72 H17 NE 0 52 Ol [M4+H]s : Pradicted rapion for 451 0867 miz
4E1.0667
100.0
B0 453 0643
482 DEGI
A4 (B4
o
4510 4E1E ) 4EDE 450 AEAE [T 4E4E
Renk  Soorel Fommita (M) lon | Mieas. miz|  Pred méz| DL | D lso] DBE
1 6879 CZHITNGD S2C1 | | 4810650 481.0867 -0H .68 709§ 7.0
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EK 15. Bilesik 3’e ait LC Analiz Raporu

Acquired by
Sample Name
Sample ID

Tray#

Vail #

Injection Volume
Data File Name
Method File Name
Batch File Name

Shimadzu LCsolution Analysis Report

C:ALabSolutions\Data\Projecti\atzdemir\YL-3_04.|cd

- Admin
1 YL-3
1

-1
120 ul

1 YL-3_04.lcd
: test_GRAD.Ilem

Default.lcr

Report File Name
Data Acquired :29.06.2015 09:47:01
Data Processed 128.06.2015 13:32:18
<Chromatogram> A B
mAU B .
S PDA Multi 1
|
I
|
500 |
250+ }
|
I
] i
[
1l U ST S 3 - BN
—r——7 — — ——T - e
0.0 25 50 7.5 10.0 12,6
PeakTable
PDA Chl 254nm 4nm__ . B
i Ret, Time Area Height = Area% | Height%
1 12.890 4174123 623601 100.000| 100.000
Tota 4174123| 623601 100000 100.000
Purity Spectrum
D# 1 ID# |
Retention Time - 12.880 Retention Time :12.890
Gompound Name @ YL-3 Compound Name :YL-3
Spectrum Operation  : None
0.4 ] { mAU
] ! ?
0.3 ; \ Iw ff 000
L
0z { | t
S [ heoo
01 | i / E
el Sert g ‘L:
1235 13.00
min
Impurity :Not Detected
Peak purity index : 1,000000
Single point threshold : 0.999982

Minimum peak purity index

118
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EK 16. Bilesik 4’¢ ait IR Spektrumu
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EK 17. Bilesik 4’¢ ait '"H-NMR Spektrumu (integral Degetleri ile)
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EK 18. Bilesik 4’¢ ait '>’C-NMR Spektrumu
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EK 19. Bilesik 4’¢ ait Kiitle Spektrumu

Formuta Pradicior Report - YL-4_4.led

Paga 16f 1
Data Fie: CALabSohtions\Dats\Analiz\ADzdeminYL-4_d lod
_Emt | val| M Max Bt Vel Min M Eimt | Val | Min Max Ll Adduct
W 1 H T o |2 I 3 o[ 1 - 2 W
c | 4| 1§ M F |1 0 0 B |1 o1
N |3 4 7 8 |2 4 3 ] 3 o0
Errer Margin (ppm): 5 DEE Range: 5.0-18.0 Edesctron lons: both
WG Fiatir unfimited RApply W Fude: yes Ulse MSn Info: no
T 3 Isotope Rl (%) 1.00 Isciogpe Fes: 10000
MEn s RI (%) 10.00 MESn Logic Moda: AN Max Results: 500
Eventh: 1 MSE+) Rt Time : 7.627 - 7.707 _ Scandl : 1145 - 1167
B.000ed
7.000ea]
B.000ed]
E.000ea] g
4.000e5]
400.0688
3.000e5]
4980635
£000 BO0L0E13
1.000e8]
u.............l'........ N R —
100.0 200.0 300.0 400.0 B00.O B00.0 7000 BD0.0 900.0
Messured region lor 437.0603 miz
457.0603
1000
4900688
50.04
408 DE3S
k A N
il 3 o S S, SN, . 2 e - S _ffk_
4965 4570 4975 48R0 4985 4980 45 BODL
72 H17 NG 012 52 O [MeH]+ - Praficted region for 4970616 miz
4070618
100.0
B0 4500801
4980642
EO0L0G13
) A
4965 4070 4075 agh0 40k5 4000 B )
Renk  Soorel Fommita (M) lon Meas. miz|  Pred. miz| DI (mDa) D4 ipom) Iso] DBE
1 72l CEHITNG0Z2520 [MeH] 4370603  497.0616 13 262 8151 170
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EK 20. Bilesik 4’¢ ait LC Analiz Raporu

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====
CilLabSolutionsiDate\Project\adzdeminYL-4_04.lcd

Acquired by : Admin
Sample Name SYL-4
Sample ID g
Tray# |
Vail # i1
Injection Volume 120Ul
Data File Name 1 YL-4_04 lcd
Method File Name : test_GRAD.lcm
Baich File Name :
Report File Name : Default.ler
Data Acquired :29.06.2015 10:03:59
Data Processed :29.06.2015 13:36:26
<Chromatogram>
mAU
] = PDA Multi 1
2
500 !
1 |
J i
I
250 | !
|
1 |
o |
J [
4 | |4
1 i
== 3 .
o P S —
———— — e
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5
PeakTable
PDAChl 254nmdnm i S
Peak# Ret. Time Area Height Area% | Height% |
1 9.934 6771919 599250 100.000] Ioo.ﬂ
Total 6771919 599250 100,000 100.000
Purity Spectrum
ID# 71 ID# =]
Retention Time 1 9.934 Retention Time - 0934
Compound Name  : YL-4 Compound Name - YL-4
Spectrum Operation : None
1 1000
1 I mAU
| [
] | L
0504 || I s
1 | i [ 1500
111 500
L 1000+
250
. — 0 500+
10 1"
min
Impurity :Not Detected
Peak purity index : 1.000000 -0
Single point threshold : 0.999982 ! T
Minimum peak purity index : 17 200 300
nm
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EK 21. Bilesik 5’¢ ait IR Spektrumu
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EK 22. Bilesik 5’¢ ait '"H-NMR Spektrumu (integral Degetleri ile)
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EK 23. Bilesik 5’¢ ait '>*C-NMR Spektrumu
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EK 24. Bilesik 5’¢ ait Kiitle Spektrumu

Farmuta Pradicior Report - YL-5_5led Paga 1af1

Drata Fie ColabSohsions Dt AnslizAOrdeminvL-5_5lod

Ebnt | Val| Ml WMax Bt | Vsl | Min Max Bl | val | Ml Max Lz Adduct

TH (1] " ® o (2] 1 3 o [+r[] 1 2 W
c 4 17 F 1 0 o B | 1 a 1
N 3| 4 7 s | 2 A 3 1 3 o 0

Emor Margin (ppm): 5 DBE Rangs: 5.0-18.0 Electron lons: both

HC Raticc unlimited Aopiy N Rule: yes Uise MSn Info: no
M Isotopes: 3 Isctope RI (%) 1.00 Isoiope Res: 10000

MSnlsa Rl (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resubs: 500

Eventd: 1 MS[E+) Rel Time - 4680 > 4.720 Scand - 703 -> 708

1.800e7
1.600e7]
1.400e7]
120067
PR £78.g0a7
B.000e5] ATR 1083
B.000ea]
&77.1106
4 000w £79.1002
335 [0BS
2000w {
e
100.0 200.0 300.0 400.0 B00.O B00.0 7000 BD0.0 900.0
Messured region lor 4761087 miz
4761087
1000
4781083
50.04
AT7.1105
L J §
i3 ; : L — ; b —Jk——— -
4TED 4TRE 4770 aT75 4780 4TAE 4780 4Ta6
20 M2 NT 0 52 Ol [M4H]s : Pradicted rapion for 4761089 miz
4761088
100.0
50 4781083
4771114
k 4791084
o
4780 4TBE 4710 4T1E 8.0 4ThE 4780 47hE
Renk  Scorel Fomita (M) lon | Meas. miz]  Pred. méz| DL (mDa) D4 ipom) Iso DBE
1 745 C2OHZNTOS2C | | 4761087 4761080 0.2 042 7481 130
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EK 25. Bilesik 5’¢ ait LC Analiz Raporu

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report

Acquired by
Sample Name
Sample ID

Tray#

Vail #

Injection Volume
Data File Name
Method File Name
Batch File Name
Report File Name
Data Acquired
Data Processed

<Chromatogram>

C:\LabSolutions\DatatProject\adzdeminYL-5_05.lcd

: Admin
:YL-5
1

01
120Ul

:YL-5_05.lcd
: test_GRAD-2.lcm

: Default.ler
:129.06.2015 15:58:03
:29.08.2015 16:13:06

mAU

500+

400

300+

200+

100+

ol - -

PDA Multi 1

0.0

Peak# | Ret'lime |

5.
PeakTahle

Area [ Tleight

[ Area%

1| 3.490

3267103

Purity

D# 21
Retention Time : 3490
Compound Name @ YL-5

00—

[~1000

Impurity

Peak purity index

Single point threshold
Minimum peak purity index

T
3.50

:Not Detected
: 1.000000
:0.999992

b

419063
1103 419063

100.000,
100.000/

1D#

Retention Time
Compound Name
Spectrum Operation

Height %
100.000
100.000

Spectrum

=1

:3.490
:YL-5
: None
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EK 26. Bilesik 6’ya ait IR Spektrumu
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FTIR Measurement 1/cm
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EK 27. Bilesik 6’ya ait '"H-NMR Spektrumu (integral Degetleri ile)
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EK 28. Bilesik 6’ya ait '>*C-NMR Spektrumu
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EK 29. Bilesik 6’ya ait Kiitle Spektrumu

Formula Pradicior Report - YL-8_8.led

Paga 16f 1
Data Fie: CALabSohtions\Dats\Analiz\ADzdeminYL-8_f lod
_Emt | val| M Max Bt Vel Min M Eimt | Val | Min Max Ll Adduct
W 1 H % o |2 I 3 o[ 1 - 2 W
c | 4| 1§ M F |1 0 0 B |1 o1
N |3| 4 7 8 |2 4 3 ] 3 o0
Errer Margin (ppm): 5 DEE Range: 5.0-18.0 Edesctron lons: both
WG Fiatir unfimited RApply W Fude: yes Ulse MSn Info: no
Ty r— Isotope Rl (%) 1.00 Isciogpe Fes: 10000
MEn s RI (%) 10.00 MESn Logic Moda: AN Max Results: 500
Eventh: 1 MSE+) Ret Time: 7.733 - T.767 Scand : 1161 -> 1163
90005
B000w6]
700065
A.O00wE]
A/
000w
4 000w6] 437.0140
3.000ea]
438.0100
2000 438.0168 456 poEn
10006 i : Ea:_rrsa
R S S S | S S—
100.0 200.0 300.0 400.0 B00.O B00.0 7000 BD0.0 900.0
Messured region for £35.0TH miz
430171
1000
4370140
50.04
4380199
k«,_« gl R s n
[ = —— 3 —— . L S A _._)ITL
4345 4350 4365 436.0 4366 4370 4376 4380
C18 H1E N4 0 53 O [M+H]s : Pradicted rapion for 436 0169 miz
4350188
100.0
so 37,0141
4350105
4380184
" J A
4UE a3E0 4355 4350 43kE 4370 431 4380
Renk  Soorel Fomita (M) lon | Meas. miz|  Pred méz| DL (mDs) D4 ipomi Iso] DBE
1 8618 CIBHIEN4D S3 Q1 | | 4350171 4350160 0.2 048 861§ 130
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EK 30. Bilesik 6’ya ait LC Analiz Raporu

Acquired by
Sample Name
Sample ID

Tray#

Vail #

Injection Volume
Data File Name
Method File Name
Batch File Name
Reporl File Name
Data Acquired
Data Processed

== Shimadzu LCsolution Analysis Repo

C:\LabSolutions\Data\Project1\adzdeminYL-6_01.lcd

: Admin
:YL-6

4

-1

120 ul

1 YL-6_01.lcd

: test_GRAD lcm

 Default ler
:29.06.2015 10:57:12
1 29.06.2015 13:39:58

<Chromatogram>
mAU
- PDA Multi 1
¢
1
500- ‘x
‘1
|
250 | \
1 |
] i
d |
| | i
Iy 1A
ot e e iz
——— T T T i
00 25 5.0 75 10.0 125
Peaklable
PDAChl 254nmdnm .
| Peakd Ret. Time | Area Height | Arca% Height %
| [} 10.291 | 5277605 707872 100.000 100.000
| Total 5277603 707872 100,000 100.000
Purity Spectrum
ID# . . &1 ID# i3 |
Retention Time - 10291 Retention Time :10.291
Compound Name : YL-8 Compound Name L YL-6
Spectrum Operation : None
0.50- | r mAU
] i | Hi000 1500
0.25- o | "
I | peoo L00EY
H | { 1 [ ]
| |
1 !
0.00H——= - o 0 3001
I T T
10.00 1025 10.50
min 1
[mpurity :Not Detected 1
Peak purity index : {1) 000000 -U"I ; p—
Single point threshold : 0.999986 S !
Minimum peak purity index  : 14 200 300
nm
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EK 31. Bilesik 7’ye ait IR Spektrumu

120
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. €3 332
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50 2 o
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FTIR Measurement 1/cm
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EK 32. Bilesik 7’ye ait '"H-NMR Spektrumu (integral Degetleri ile)
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EK 33. Bilesik 7’ye ait '*C-NMR Spektrumu
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EK 34. Bilesik 7’ye ait Kiitle Spektrumu

Formula Pradicior Report - YL-7_7led

Drata Fie CoLabSohsions DataAnslizAOrdemicvL-7_T lod

Pags 1af 1

_Emt | val| M Max Bt Vel Min M Eimt | Val | Min Max Ll Adduct
W 1 H % o |2 I 3 o[ 1 - 2 W
c | 4| 1§ M F |1 0 0 B |1 o1
N |3| 4 7 8 |2 4 3 ] 3 o0
Errer Margin (ppm): 5 DEE Range: 5.0-18.0 Edesctron lons: both
WG Fiatir unfimited RApply W Fude: yes Ulse MSn Info: no
T 3 Isotope Rl (%) 1.00 Isciogpe Fes: 10000
MEn s RI (%) 10.00 MESn Logic Moda: AN Max Results: 500
Eventh: 1 MSE+) Rt Time : 7.973 - 7.867 Scandl : 1187 = 1161
2.200e7
2.000e7
1.80087
1.600e7
1AD0eF ) 415 Jass
120067
1.000e7 4170425
B.000e8]
B 000 B8
418.0449
400068 P
2 000es
o .
100.0 200.0 300.0 400.0 BO0.O B00.0 7000 BD0.0 900.0
Messured region lor 4150458 miz
415.0458
1000
417
50.04
216,
L N
i : et / ——t e -
4145 4150 4166 416.0 4185 4170 4175 4180
18 H1E N4 0 52 O [M4+H]s : Pradicted rapion for 416 0449 miz
415,049
100.0
B0 4170422
26,0478
\ A1E.0445
" | A
4148 1o 4165 418.0 1hs 4110 415 4180
Renk  Scorel Fomita lon | Meas. miz|  Pred méz| DL {mDa) D4 ipom) Iso] DBE
1 6188 CIBHIEN4D S2Q | [ 4150456 415.0440 o7 169 6298 140
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EK 35. Bilesik 7’ye ait LC Analiz Raporu

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report

Acquired by
Sample Name
Sample ID

Tray#

Vail #

Injection Volume
Data File Name
Method File Name
Batch File Name
Report File Name

CiLabSolutions\Data\Project1\adzdemirtYL-7_01.lcd

T Admin
1YL-7

1

o1

20 uL

1 YL-7_01.led
: ykB.lem

: Default.ler

Data Acquired :29.06.2015 11:14:01
Data Processed :129.06.2015 16:06:53
<Chromatogram>
mAU - .
o PDA Multi 1
f'n.
) =
500 i
J ‘!
| !
250+ ‘ ‘
] |
|
1 |
| | [t
b S Wires) 775‘_\-’ m—— —
T T T . T T
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5
PeakTable
PDA Ch1 254nm 4nm
Peal# | RetTime  Area Height | Area% | Height%
1 10.515 4958363 662616 100.000 100.000
Tota 4958363 662616 100.000 100.000
Purity Spectrum
D# # ID# {5
Retention Time :10.515 Retention Time 1 10.515
Compound Name  : YL-7 Compound Name SYL-7
Spectrum Operation : None
] | | _ mAU
] i | 750 313.01
0.504 ;oA | 9007 221.53246.65
[ | 800 1 i
1 {0 f 500 700
02 || 6001 Y
] | -250 500+ ¢
1 ) / [ 400
0.00-— A — s 300
1050 10.75 11.00 200
min 100
Impurity :Not Detected
Peak purity index : 1.000000 -0 ‘ K
Single point thresheld : 0.899970 e ' ! '
Minimum peak purity index  : 30 200 300

nm
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EK 36. Bilesik 8’¢ ait IR Spektrumu
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1465,90~
1450,47—
1408,04~"
1197,79—
775,38—

827,46—

713,66—

1670,35

4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 50C

FTIR Measurement
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EK 37. Bilesik 8’¢ ait '"H-NMR Spektrumu (integral Degetleri ile)
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EK 38. Bilesik 8’¢ ait '>’C-NMR Spektrumu
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EK 39. Bilesik 8’¢ ait Kiitle Spektrumu

Formula Pradicior Report - YL-E_8.led

Paga 16f 1
Data Fie: CALabSohtions\Dats\Analiz\ADzdeminYL-8_8 lod
_Emt | val| M Max Bt Vel Min M Eimt | Val | Min Max Ll Adduct
W 1 H % o |2 I 3 o[ 1 - 2 W
c | 4| 1§ M F |1 0 0 B |1 o1
N |3| 4 7 8 |2 4 3 ] 3 o0
Errer Margin (ppm): 5 DEE Range: 5.0-18.0 Edesctron lons: both
WG Fiatir unfimited RApply W Fude: yes Ulse MSn Info: no
Ty r— Isotope Rl (%) 1.00 Isciogpe Fes: 10000
MEn s RI (%) 10.00 MESn Logic Moda: AN Max Results: 500
Eventh: 1 MSE+) Rt Timwe : 453 -= EEE0 Scand : 1280 - 1285
7000w
B.000ea]
£ 000w6]
481 {656
4.000e5]
3.000e8] 4E1 0622
S 482 0BT
484 0547
1.000e8] |
50T 0381 i
100.0 200.0 300.0 400.0 B00.O B00.0 7000 BD0.0 900.0
Messured region lor 481.0655 miz
4B1.0655
1000
a3,
50.04
4R3 DEET
J\ 484 06547
1 N N ||
4RO 6 4810 4516 2830 4R3I 4F10 4F1E 454.0
23 W17 N4 002 52 Cf W H]+ - Presfictss region for 481.0654 miz
4510654
100.0
B0 4530830
452 05E2
4R4 (GE4
c A
4E0E 4B1.0 485 aghp 4E0E 4E10 481 E 484.0
Renk  Soorel Fommita (M) lon Meas. miz|  Pred. méz| DI (mDa) D4 ipomi lso DBE
1 7314 CIAHITNAOZE20 | | 4810658 481.0554 o 0z 7244 170
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EK 40. Bilesik 8’¢ ait LC Analiz Raporu

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

C:\LabSolutions\Data\Project1\adzdeminYL-8_01 lcd

Acquired by : Admin
Sample Name 1 YL-8
Sample ID :
Tray# 1
Vail # 11
Injection Volume :20uL
Data File Name 1 YL-8_01.lcd
Method File Name :test_ GRAD.Iem
Batch File Name 1
Report File Name : Default.lcr
Data Acquired :29.06.2015 11:34:55
Data Processed :29.08.2015 13:44:49
<Chromatogram>
mAU )
FEA Multiﬂ
|3
i "
750 |
1 |
i
250+ i ‘
] |
o S e s ST .F_J_j
— — T : —— -
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 125
PeakTable
PDAChl 254nm4nm .
Peakit Ret. Time Area Height Area % _ Height%
1 13.498 6204930 912769 100.000 100.000
Toto| 6204930 912769 100.000 100.000
Purity Spectrum
ID# a1l ID# .1
Retention Time 1 13.498 Retention Time - 13.498
Compaund Naa: 2 YL Compound Name :YL-8
Spectrum Operation : None
—_— 1 | mAU
[ I Fiooo 2000
025 oo ! 1500
! [500 !
| L 1000-]
000-——=" e
: ———— 0 500
13.50 1375
min ]
Impurity :Not Detected E
Peak purity index : 1000000 07 ; : .
Single point threshold : 0999885 3
Minimum peak purity index  : 15 200 300
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EK 41. Bilesik 9’a ait IR Spektrumu
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EK 42. Bilesik 9’a ait '"H-NMR Spektrumu (integral Degetleri ile)
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EK 43. Bilesik 9’a ait '>’C-NMR Spektrumu
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EK 44. Bilesik 9’a ait Kiitle Spektrumu

Formuta Pradicior Report - YL-0_9.led Paga 1af1

Dt File ColabSohsions DatatAnslizAOrdeminvL-9_Sod

Ebnt | Val| Ml WMax Bt | Vsl | Min Max Bl | val | Ml Max Lz Adduct

TH (1] " ® o (2] 1 3 o [+r[] 1 2 W
c 4 17 F 1 0 o B | 1 a 1
N 3| 4 7 s | 2 A 3 1 3 o 0

Emor Margin (ppm): 5 DBE Rangs: 5.0-18.0 Electron lons: both

HC Raticc unlimited Aopiy N Rule: yes Uise MSn Info: no
M Isotopes: 3 Isctope RI (%) 1.00 Isoiope Res: 10000

MSnlsa Rl (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resubs: 500

Eventd: 1 MS[E+) Rel Time - 7.600 > 7.747 Scand 1141 -> 1163

1. 3007
1-200a7
1. 1007
1.000e7
B.000E
B.000eEH 452 DEO0
700065
ELOCH e 434 0471
B0 e
4 000eE 4E1.0525
3000k 4850600
2 000
1000

i — ————

100.0 200.0 3000 a0 5000 E00.0 7000 BOD.0 ‘200.0

Measured region for 482 0600 miz
452 0500

100,04

484.0471

4E3.0525
b / . i - A
0 482 5 4830

436 4H4D 4B 4BED

4815 482

72 W16 NG 012 52 O [MeH]+ - Praficted region for 482 0607 miz
4E2 0607

100.0n

50.04 434 0482

485 0505

A

15 ) 4gh s 4510 4HLE 4840 4EAE 48k

Rank_ Score Formuls (M) o | Meas miz|  Pred oz DF {mDa) D (ppm) Iso  DBE
1

v,
TOE CZHIGNS0Z2E20 | (M) | 4220800 4E20807 0.7 -1.45 7086 170
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EK 45. Bilesik 9’a ait

Acquired by
Sample Name
Sample ID

Tray#

Vail #

Injection Volume
Data File Name
Method File Name
Batch File Name
Report File Name
Data Acquired
Data Processed

LC Analiz Raporu

Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

C:\LabSolutions\Data\Project1\aézdeminYL-9_01.lcd
1 Admin
1YL-9

11

-1

:20uL
:YL-9_01.led

: test_GRAD Icm

 Default.lcr
:29.06.2015 11:56:00
:129.06.2015 14:02:39

<Chromatogram>
mAU i
7504 = PDA Multi 1
"2
500 “
250+ ‘ !
4 1
4 |
]
04— e B By —— e
— — — T —T
0.0 25 5 7.5 10.0 12.5
PcakTable
PDA Chl 254nm 4nm . N - N _
Peal# | Ret Time Area |  Height Area% | Height%
1 9.814 5449859 717844 100.000 100,000
Lotal 5449859 717844 100.000 100.000
Purity Spectrum
D# ) | 1D# il
Retention Time  : 9.814 Retention Time :9.814
GCompound Name  : YL-9 Compound Name LYL9
Spectrum Operation  : None
| F1000 Ay
0.50- [ It ¥
[ F750 1500
! “ “" | E
1 | ! | | 500
0251 | i \ i 1000+
1 ! [
] | ! 250
000 — === et 500
T .
9.50 9.75 10.00 il
min 1l
Impurity :Not Detected i|
Peak purity index : 1.000000 -0 . : |
Single point threshold :0.999985 ' d
ngle po reshol 200 300

Minimum peak purity ind

ex @14
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EK 46. Bilesik 10’a ait IR Spektrumu
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1082,07—
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840,96~
711,737
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723,31~
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N
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L1 I 1 1
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FTIR Measurement 1/cm
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EK 47. Bilesik 10°a ait '"H-NMR Spektrumu (integral Degetleri ile)
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EK 48. Bilesik 10°a ait '*C-NMR Spektrumu
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EK 49. Bilesik 10°a ait Kiitle Spektrumu

Formula Pradictor Report - YL-10_100ed

Paga 16f 1
Data Fie: CALabSohtions\Dats\Analiz\ADzdeminYL-10_10icd
_Emt | val| M Max Bt Vel Min M Eimt | Val | Min Max Ll Adduct
W 1 H % o |2 I 3 o[ 1 - 2 W
c | 4| 1§ M F |1 0 0 B |1 o1
N |3| 4 7 8 |2 4 3 ] 3 o0
Errer Margin (ppm): 5 DEE Range: 5.0-18.0 Edesctron lons: both
WG Fiatir unfimited RApply W Fude: yes Ulse MSn Info: no
Ty r— Isotope Rl (%) 1.00 Isciogpe Fes: 10000
MEn s RI (%) 10.00 MESn Logic Moda: AN Max Results: 500
Eventh: 1 MSE+) Ret Time : 0.013 -= 160 Scard : 1353 - 1375
4.000ea]
3500
3.000ea]
o EiEf43
EI7.0M22
2 000wA]
1.500e8
staniss | 5160188
1.000e8] 519.0108
538.9060
E.000e5] I B01.9787
|538.8942 4 sosTm
e
100.0 200.0 300.0 400.0 B00.O B00.0 7000 ED0.0 900.0
Messured region for 5150743 miz
5160143
S E17.0122
50.04
518.0188
J\ E1R054
G145 B0 6166 FIRD F6G 6170 E175 SR
1 H16 N4 017 52 CI2 [M4H]+ : Praicted ragion for 6150164 mix
515.0184
100.0
517.0138
B0
518.0183
E1R.0184
o t
E14E FET E16E E1ED E1ES E17.0 E1T5 siho
Renk  Soorel Fommita (M) lon | Meas. miz|  Pred miéz| DL (mDs) D4 ipom) Iso] DBE
1 6072 CZAHIEN4 0252 C2 | | 5160143 5150164 21| 408 6678 170
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EK 50. Bilesik 10’a ait LC Analiz Raporu

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====
C:\LabSolutions\Data\Project1\aézdeminYL-10_02.lcd

Acquired by : Admin
Sample Name :YL-10
Sample ID Y
Tray# i
Vail # i1
Injection Volume 1200l
Data File Name 1 YL-10_02.lcd
Method File Name - test_GRAD.lcm
Batch File Name 5
Report File Name : Default.fer
Data Acquired :29.06.2015 13:31:50
Data Processed : 20.06.2015 14:05:29
<Chromatogram>
mAU,
100 T PPA Multi 1
750 ‘;
] ‘
500+ |‘
1 ‘|
250+ |
Il
Il
oH—'— o N . o A _T__lr_
— ————— T —
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0
PeakTable
PDA Chl 254nm 4nm i s
Peak# Ret. Time | Area Height Arca % Height %
1 15.142] 6341432 950158 | 100.000 100.000
Total 6341432 950158 100.000 100.000
Purity Spectrum
ID# | ID# 2
Retention Time  :15.142 Retention Time :15.142
Compound Name @ YL-10 Compound Name : YL-10
Spectrum Operation  : None
075
] I3 |
4 |
0.50- I [ ~1000
- |
0257 | O 500
000 - e E—=== s
15.00 16.258 15.50
min
[mpurity :Not Detected
Peak purity index : 1.000000 I
Single point threshold : 0.999985 ! )
Minimum peak purity index : 14 200 300

nm
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EK 51. Bilesik 11°¢ ait IR Spektrumu
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EK 52. Bilesik 11’¢ ait "H-NMR Spektrumu (integral Degetleri ile)
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EK 53. Bilesik 11°¢ ait '*C-NMR Spektrumu
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EK 54. Bilesik 11°¢ ait Kiitle Spektrumu

Formuta Pradictor Report - YL-11_11.led Paga 1af1

Diata File ColabSohsions \DatatAnslizAOrdemicvL-11_11.0ad

Ebnt | Val| Ml WMax Bt | Vsl | Min Max Bl | val | Ml Max Lise Adduct

TH (1] " ® o (2] 1 3 o [+r[] 1 2 W
c 4 17 F 1 0 o B | 1 a 1
N 3 4 7 s 2 A 3 1 3 o 0

Emor Margin (ppm): 5 DBE Rangs: 5.0-18.0 Electron lons: both

HC Raticc unlimited Aopiy N Rule: yes Uise MSn Info: no
M Isotopes: 3 Isctope RI (%) 1.00 Isoiope Res: 10000

MSnlsa Rl (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resubs: 500

Event#: 1 MS[E+) Rel Time : B.813 -> B850 Scand : 1323 -> 1335

10007
B.000eE
E000et]
000t
G000
E.000ed 5T
4 000t
3000
20006
10006

w000 2o00 3000 a0 5000 E00.0 7000 BOD.0 ‘200.0

Messured region for 495 0716 miz
405.0716

100,04

4970588

495.0733

L A A
b ey ~ o = o i i s J\
495 5 A98.0 408

5 457.0 4975 498.0 458 5

i3

4560

24 M8 N4 012 52 O [MeH]+ - Praficted region for 4950711 miz
406 0711

100.0n

50LH 497 0687

H58 0711

5 A

o5 405 E 4080 4055 4070 A01E 4080 4oh s

Renk__ Soore Formula (M} Jon | Mess miz|  Pred. miz] Df(mDs)| Of (pomi  Isel  DBE
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Abstract: New pyrazolme denvatives were synthesized and evaluated for their cytotoxic effects
on AsPC-1 human pancreatic adenocarcinoma, U87 and U251 human ghioblastoma cell lines.
1{((5-(4 Methylpheny)-1.3.4-oxadiazol-2-yl)thio)acetyl]-3-(2-thieny1)- 5-(4-chlorophenyl)-
2-pyrazoline (11) was found to be the most effective anficancer agent against AsPC-1 and
U251 cell bnes. with ICso values of 16.8 pM and 11.9 pM. respectively. Tumor selectivity
of compound 11 was clearly seen between Jurkat human lenkemme T-cell line and human
peripheral blood monomuclear cells (FBMC). Due to its promising anficancer activity,
compound 11 was chosen for apoptosismecrosis evalnation and DNA-cleavage anabysis m U251
cells. Compound 11-treated U231 cells exhubited apoptotic phenotype at low concentrabion
(1.5 pM). DNA-cleaving efficiency of this lizand was more significant than cisplatin and was
clearly enhanced by Fe(Il}-Hx0:-ascorbic acid systems. This result pointed out the relationship
between the DNA cleavage and the cell death.
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Keywords: pyrazoline; oxadiazole; anticancer activity; apoptosis; DINA cleavage

1. Introduction

Cancer is not a single disease, but a large group of diseases characterized by uncontrolled, rapid, and
pathological proliferation of abnormally transformed cells. Despite recent advances m cancer therapy,
cancer is 5fill the second leading canse of death after cardiovascular disorders throughout the world [1-4].

Resistance to chemotherapeutic agents remains a key challenge in the fight against cancer. Another
challenge for chemotherapy is lack of selectivity. Generally anticancer dmigs destroy normal cells as
well as cancer cells and often cause senious adverse effects. Therefore, new antineoplastic agents are
contimally mnder development to selectively destroy tumour cells or at least linnt their proliferation [1-4].

Diversely substituted pyrazolines embedded with a vanety of fimctional groups are found in many
important biclogically-active compounds and considerable research on this class of agents has been camed
out. They exhibit a wide spectrum of biological activifies such as antimicrobial, anb-inflammatory,
antidepressant_and anticancer effects. Among the reported activities, 1t is Important to note that pyrazolnes
are not only useful in treatment of various cancer types, including bramn bone, mouth, esophagus,
stomach, liver, bladder, pancreas, cervix, lung, breast, colon, rectum and prostate cancers, but also some
of them act as cancer chemoprevenfive agents [523]. In many studies, pyrazoline denvatives were
reported as epidermal growth factor receptor tyrosme kinase (EGFR-TK) mhubitors [19], aurora kinase
mhibitors [20], COX-2/B-Raf mhibitors [21], telomerase mhibitors [22], tubulin assembling mhibitors [23].
Additionally. 13 4-oxadiazole has emerged as an important scaffold owing to its metabolic profile and ability
to engage in hydrogen bonding with receptor site. Becent studies have indicated that 1.3 4-oxadiazole
denivatives exhibit potent anticancer activity against different cancer cell lines through the inhibition of
different growth factors, enzymes and kinases inchuding telomerase, histone deacetylase (HDAC),
methionine aminopeptidase (MetAP), thymidylate synthase (TS), glycogen synthase kinase-3 (GSE),
epidermal growth factor (EGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), and focal adhesion kinase
(FAK) [24-26]. Tnazoles [27]. tetrazoles [28], thiadiazoles [29], and pyrinndmes [4] have also been reported
to show anticancer activity.

Prompted by the aforementioned findings and in the continmation of our ongoing research in the field
of design, synthesis, and biological evalnation of pyrazoline derivatives [30-35], herein we described
the synthesis and evaluation of a new senies of heteroaryl substituted pyrazolines as potential anticancer
agents agamst AsPC-1 human pancreatic adenocarcinoma and two glioblastoma cell lines, TT87 and 1251
cell lines. Furthermore, tumor selectivity test on blood cells (PBMC and Jurkat cells) and the apoptotic,
necrotic, and DNA-cleavage analysis against U251 cells were camed out usmg the most effective compomumd

2. Resulis and Discussion

The synthesis of new pyrazoline denvatives (1-12) was camed out according to the steps shown in
Scheme 1. In the initial step, 1-(2-thienyl}-3-(4-chlorophenyl)-2-propen-1-one was synthesized via the
base-catalyzed Claisen-Schmidt condensation of 2-acetylthiophene with 4-chlorobenzaldehyde. The
ring closure reaction of the chalcone with hydrazme hydrate afforded 3-(4-chlorophenyl)-3-(2-thiemyl)-
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2-pyrazoline. 1-{Chloroacetyl)-3-(2-thiemyl)-5-(4-chlorophenyl)-2-pyrazoline was obtained by the reaction
of 5-{4-chlorophenyl)-3-(2-thiemyl}-2-pyrazoline with chloroacetyl chloride in the presence of tnethylamme.
The reaction of 1-(chloroacetyl)-3-(2-thienyl}-5-(4-chlorophenyl)-2-pyrazoline with aryl thiols afforded
1-[(aryDthioacetyl]-3-(2-thienyl)-5-(4-chlorophenyl)-2-pyrazolines (1-12). Thus, the synthetic procedure
was shown to be versatile, applicable to the preparation of mamy denvatives.

Sy

HE
1-12 CH.

HoCopy

Hal
mr-—élhl 2 A = —(NT”' she=— I 4= kh‘ﬁ 5= 45"?'1

P

& Ar= —(N‘TJ 7 = —{L sm_~< g A= \p
\g s Sl 1
o o
10 Ar=—f | 11 ar=—ip | 12 pr=—d, |
e Ty Ry

Scheme 1. The synthesizs of compoumds 1-12. Reagemis and condifions: (1)
4-Chlorobenzaldehyde, 10% aqueous sodium hydroxde solution, ethanol. rt, 68 b (i) 80%
Irydrazine hydrate, ethanol. reflux, 5 h; (i) CICOCH:zCL TEA, toluene, rt, 1 b; (1v) Ar-SH,
acetone, rt, 8 h

The structures of the compounds were elucidated by IR, "H-NMF., “C-NMR, mass spectral data, and
elemental analyses. In the TF. spectra of compounds 1-12, all denvatives had a strong, charactenishic
band in the region 1670-1641 cm™ due to C=0 stretching vibration. The asymmetric and symmetric
stretching bands for aliphatie C-H group mcun‘ed at 29832920 cm™'. The aromatic C-H stretching
vibrations gave rise to a band at 3134-3078 cm ! The C=C, C=N and C-N stretching bands appeared
in the region of 15481408 and 13981012 cm™, respectively.
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In the "H-NMR. spectra of the compounds, the CHz protons of the pyrazoline ring resonated as a pair
of doublets at & 3.16-3 24 ppm (Cs-Ha), 3.89-3 94 ppm (Cs-Hg). The CH proton appeared as a doublet
of doublets at & 5.57-5.63 ppm (Hx) due to the vicinal coupling with two magnetically non-equivalent
protons of the methylene group at position four of the pyrazoline ring (Jag = 17.60-18.00 Hz, Jax =
4 004 80 Hz, Jax = 11.20-12.00 Hz). The CH: protons of the acetyl group at position 1 of the pyrazoline
ring were observed at 4.32—4.83 ppm as a doublet (F=15.20-16.40 Hz). This geminal coupling resulted
from the steric structure of the compomd. These geminal protons were ohserved as a doublet due to two
different possible conformations since ngid protons ocomrred (Figure 1) All the other aromatic and
aliphatic protons were observed at expected regions.

Figure 1. ABX system of the pyrazoline nng.

In the C-NME. spectra of the compounds, the signal due to the carbomyl carbon appeared at
163.92-166 37 ppm. The BC-NME. chemical shift values of the carbon atoms at 43 3443 42 ppm (Cs),
60.04-60.24 ppm (Cs) and 151 47-152 38 ppm (C3) corroborate 2-pyrazoline character deduced from
the "H-NMR data. The signal due to the 5-CH: carbon was observed in the region 34.30-39.72 ppm.
The other aromatic and aliphatic carbons were observed at expected regions. The mass spectral data of
the synthesized compounds were foumd in fll agreement with the proposed structures. All compounds
gave satisfactory elemental analysis.

The anticancer effects of new pyrazoline denivatives (1-12) and cisplatm (pesitive control) in the
range of 10500 pM concentrations were tested. Since only linited choice of dmgs are available for
pancreatic cancer and ghoma AsPC-1 luman pancreatic adenocarcinoma, UB7T and U251 ghoblastoma
cell lines were used (Figure 2). Cisplatin was chosen as a control, considening its wide use in the treatment
of several types of human cancer.

Compounds 1-12 were evaluated for their cytotoxic effects on these cell lmes by MTT assay (Figure 2
and Table 1}, to determine their anticancer potential and selectivity. The activity of the tested compounds
was influenced considerably by the nature of the aryl group. Compounds 1, 10, 11, and 12 were found
to possess ICs values lower than 500 pM agamst all three cell Imes. Tetrazole-substituted compound 2 did
not show activity, whereas tnazole-substituted compound 1 was active. Generally, oxadiazole-substituted
compounds 10, 11, and 12 exhibited good activity. The most effective cytotoxic agent agamst AsPC-1
and U251 cancer cell lines was found to be compound 11 with ICs5 values of 168 pM. and 11.9 pM
respectively, followed by compound 12 with respective ICs; values of 62.1 pM, and 70.1 pM. On the
other hand these compounds showed no signifieant eytotoxicity at the concentrations used for the US7
cell line.
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Figure 1. Anticancer effects of compounds 1-12 and cisplatin at varymg concentrations
(10 pM. 50 pM, 100 pM, 200 pM, and 500 pM) against AsPC-1 (a); UST (b); and U251

(i) cells.
Table 1. The cytotoxic effects of the compounds 1-12 on the AsPC-1, U7, and U251
cell ines.
1Css (M)
Compound = ] Cell Line US7 Cell Line U251 Cell Line
1 166.7= 10.6 1122288 1269156
2 =500 =500 =500
3 =500 =500 =500
4 650254 =500 =500
5 21572297 =500 =500
6 1993+328 =500 ~500
7 2362+ 364 =500 ~500
8 1393 =268 =500 393.1+604
9 108.1 301 =500 ~500
10 11055204 25064304  1666+251
11 16821 12742128 119+11
12 62178 15923207  701+88
Cisplatin 25220 148+14 49210

Among the tested compounds, compound 11 can be identified as the most promising anticancer agent.
Thus, detail of concentration dependency of this compound (0.1 pM-1000 ph) was examined against
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AsPC-1, UBT and U231 cell lines (Figure 3&). Swelling ratio curves of AsPC-1 and U251 cell lines suggested
biphasic mechamism of compound 11. Moreover, the activity of compound 11 agamst penipheral blood
momonuclear cells (FBMC) (ICs0 = ~1000 uM) and Jurkat buman lenkemic T-cells (ICs0 =90 ph) ndicated
significant tumor selectivity in blood cells {more than 10 times) as shown in Figure 3b. This cutcome
pointed out the importance of 5-(4-methylphenyl)-1.3 4-oxadiazol-2-yl molety for anticancer activity.

{a) {b)
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u d L ] 1 U] o ] 1 ] ]
wotigand 11{pr) Lampotind 11 |ja1)

Figure 3. Effects of compound 11 on cell viability of AsPC-1, UB7, U251 cell lines (a) and
PBMC, Jurkat cell limes ().

According to the MTT assay results, the most active anticancer compound 11 was chosen for the
evaluation of apoptosis and necrosis in U251 cells, which was camed out with annexin Vethidinm
homodimer 1T staming method. U231 cell lines were meubated with compound 11 eor cisplatin at the
ICso concentrations. U251 cells were stamed and observed by fluorescence microscope (Figure 4). If the
cells are colored green with annexin V', and not stamed red with ethidivm homodimer ITT the cells are
judged to be apoptotic. On the other hand the completely opposite results indicate necrosis. The apoptotic
and necrotic effects of compound 11 were compared with cisplatm The results indicate that cisplatin
has only apoptotic effects at 24 h (Figure 4b). In contrast. U251 cell lines treated with compound 11 at
24 h showed late stage apoptotic or necrotic effect (almost all cells were colored yellow, data not shown).
Therefore, the apoptohic/necrotic effects of compound 11 were tested agamst 17251 cell line in earhier time
(3h) at ICs0 (11.9 pM) and low (1.5 pM) concentrations. While compound 11 mamly mduced necrosis at
high concentration (Figure 4d), it induced apoptosis at low concentration (Figure 4e).

{a) Control (24h)

=
4 i

bright ennexim V. ethudium honadineer 1110 Heechst33342 overlap

Figure 4. Cont.
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(b) Cisplatin (4.9 p3-24n)

hright mrexTm ¥ vibodian: bocwdize 11 Tleechst3%342 wvechep

(e} Comtral (k)

bizghil annzin Y etlvidivee Bozodize 1 Hreaha 11342 ol

(e} Compound 11 (11.9 phi-3h)

br aht annexin ¥ ethidicm hemedimer 771 Iaechs13342 averlop

() Compound 11 {1.5 ¥l - 3h)

hright elhidium hemadiner LU Hoechslid 342 overlap

Figure 4. Cellular and muclear morphological changes of U231 cells following exposure to
ICs0 concentrations of control (a); cisplatn (4.9 pM) (b); for 24 b and control (¢); compound
11 (11.9 phd) (d); and (1.5 ph) (&) for 30

The DNA cleavage activities of compound 11 and cisplatin at the ICs concentrations in water and
Tnsbone acid buffer in the presence and absent of the wron complex, H202 and ascorbic acid as
an activator were studied using supercoiled pUC19 DNA (Figure 5). The reaction mixture was mcubated
at 37 °C for 1.5 b and then agarose gel electrophoresis was performed at 100 V for 40 mm DNA was
visualized by photographing the fluorescence of intercalated ethidium bromide under a UV illuminator.
Control expenments using compound 11 with and without FeS0s, H20:2, and ascorbic acid showed that
the DINA cleavage efficiency was clearly enhanced in the case of iron (II) complex system (Figure 3b).
Thus, it 15 considered that DNA-cleavage was caused by oxygen activation The DNA-cleaving
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efficiency of compound 11 was much greater than cisplatin. Compound 11 disintegrated pUC 19 DNA
and these results suggest the relationship between the DNA cleavage and the cell death.

(a)

n, — PR,
b - HilL
€.~ A hic wsid

d vAL

Aowres 1

pLCLE pLC I o ligend roompound  Cisplatim
il il 11d A

(k)

Farm 1
Form 11

Vams |

Fl b pla Ll Cmly I+ 148 o= L=l 1134 L1tk I+
ot i

Figure 5. The DNA cleaving capability of the Fe(II) complexes of compound 11 and cizplatin
m the presence of the won (IT) complex (a) and control expenments usmg compound 11 m the
presence and absence of FeS04, Hx0:, and ascorbic acid (b). It was studied by the relaxation
of the supercoiled pUC19 DNA and analyzed by agarose-gel electrophoresis.

3. Experimental Section
3.1 Chemistry

All reagents were purchased from commereial suppliers and were used without further purification.
Melting pomts were determimed on an Electrothermal 9100 melting point apparatus (Weiss-Gallenkamp_
Loughborough, UK) and were uncomected. IR spectra were recorded on a Shimadzn 8400 FT-IR
spectrophotometer (Shimadzn. Tokyo, Japan). 'H-NMP. and “C-NME. specira were recorded on a Varian
Mercury-400 FT-NME. spectrometer (Aglent, Palo Alto, CA USA). Mass spectra were recorded on an
Agilent TC-MSD-Trap-SL Mass spectrometer (Amlent Technologies). Elemental analyses were performed
on a Pedan Elmer EAT 240 elemental analyzer (Perkin-Elmer, Norwalk, CT., USA). Thin Layer
Chromatography (TLC) was performed on TLC silica gel 60 Fis4 ahominium sheets (Merck, Darmstadt,
Gemmany) using petrolenm ether-ethyl acetate (3:1 v%) as an eluent.

General Procedures for the Synthesis of Compounds
1-¢2-Thienyl)-3-(4-chlorophenyl)-2-propen-1-one

A mixture of 2-acetylthiophene (0.04 mol), 4-chlorobenzaldehyde (0.04 mol) and 10% aqueous
sodium hydroxide solution (10 ml) in ethanol (30 mL) was stirred at room temperature for 6-8 b The
progress of the reaction was checked by TLC. Upon completion, the reaction mixture was poured into
from ethanol [36].

187



Molecules 2015, 20 19075

J-{4-Chlorophenyl)-3-(2-thiemyl)-2-pyrazoline

A mixtore of 1-(2-thienyl})-3-(4-chlorophenyl)-2-propen-1-one (0.01 mol) and hydrazime hydrate (80%)
(0.02 mol) n ethanol (30 mL) was refluxed for 5 h. The reaction mixture was cooled and kept at 0 °C
overnight The resulting solid was filtered and dried. The product was crystallized from ethanol [36].

1-{Chloroacetyl)-3-(2-thienyl)-J—4-chlorophenyll-2pyrazoline

5-(4-Chlorophenyl)-3-(2-thienyl)-2 -pyrazolme (0.01 mol) and tnethylamme (0.01 mol) were dissolved
in toluene (30 mL). The reaction mixture was cooled in an ice bath, and chloroacetyl chlonide (0.01 mol)
was added dropwise with constant stimng. The mixture thus obtained was further agtated for 1 h at room
temperature. The solvent was evaporated to dryness under reduced pressure. The residue was washed with

water, and the product was recrystallized from ethanol [36].
I-[{Arylithioacetyl]-3-{ 2-thisnyl)-3-(4-chlorophenyl)-2-pyrazolines (1-12)

A mixture of 1-{chloroacetyl)-3-(2-thienyl)-5-(4-chlorophenyl)}-2-pyrazoline (0003 mol) and aryl thiol
(0.005 mol) was treated in acetone (30 mL) at room temperature for 8 h. The solvent was evaporated, the
residue was washed with water and recrystallized from ethanol [37].

1-f(4-Methyl-4H.1,2 4 triazol-3-ythioacetyl]-3-(2-thienyl)-5-(4-chlorophenyl)-2-pyrazoline (1). Yield:
83%: M.p. 165.1 °C. IR (KBr) vemx(cm™): 3124 (aromatic C-H), 2922 (aliphatic C-H asymmetric), 1666
(C=0). 1490, 1458, 1417 (C=N and C=C), 1375, 1203, 1085, 1026 (C-N), 952, 817 (C-H out of plane
deformation). "H-NMR (400 MHz, & ppm, DMSO-de): 3.16 (1EL dd, Jax = 4.40 Hz, Jas = 17.60 Hz,
pyrazoline C+Hx), 3.58 (3H, CH), 3.89 (1H. dd, Jax = 11.60 Hz, Jaa = 18.00 Hz, pyrazoline Cs-Hs),
433 (1H, d. J=15.20 Hz, geminal proton. CO-CH), 4.46 (1H, d, J= 15.60 Hz. geminal proton. CO-CH),
5.57 (1H, dd, Jax = 4.80 Hz, Jax = 11.60 Hz, pyrazoline Cs-Hx), 7.16 (1H, m), 7.26 (2H. d, J=8.80 Hz),
738 (2H, d. J=8.80 Hz), 7.48 (1HL dd. J=1.20 Hz, 4.00 Hz. thiophene C3-H), 7.78 (1H, dd, J= 120 Hz,
5.20 Hz, thiophene C5-H), 8.52 (1H. s, triazole). *C-NMR. (100 MHz, DMSO-de) 5 (ppm): 31.49 (CH,
triazole), 39.72 (CHz, S-CHz), 43.36 (CHz, pyrazoline C1), 60.04 (CH, pyrazoline Cs), 128.27 (2CH,
aromatic), 128 81 (CH, aromatic), 129.28 (2CH, aromatic), 130.83 (C, aromatic), 131.73 (CH., aromatic),
132,61 (CH. aromatic), 134.23 (C, aromatic). 141.05 (C, aromatic), 146.94 (CH. aromatic), 149.16 (C.
aromatic), 151.95 (C, pyrazoline C3), 164.96 (C, C=0). Anal Caled. for C1sHisCIN5OS2: C, 51.73: H,
3.86: N, 16.76. Found: C, 51.66; H. 3.89: N, 16.81. MS (ESI) (m/z): 418 [M +HJ".

I-f(1-Methyl 1H-tetrazol-5-ylithioacetyl]-3-(2-thiemyl)-5-(4-chlorophenyl)-2-pyrazoline (2). Yield: 86%:
M.p. 108.2 °C. IR (KBr) vamsx(cm™"): 3107 (aromatic C-H), 2941 (aliphatic C-H asymmetric), 1658 (C=0),
1463, 1417 (C=N and C=C), 1396, 1278, 1219, 1089, 1026 (C-N), 968, 837, 819 (C-H out of plane
deformation). "H-NMR. (400 MHz, § ppm, DMSO-ds): 322 (1H, dd, Jax = 4.80 Hz, Jas = 18.40 Hz,
pyrazoline C+Ha), 3.91 (1H, dd. Jax = 11.60 Hz, Jaa = 18.00 Hz, pyrazoline C+Hg), 3.95 (3H, CHz), 4.57
(1H., d, J=15.60 Hz, geminal proton, CO-CH), 4.71 (1H, d. J= 16.00 Hz, geminal proton, CO-CH), 5.59
(1H, dd, Jax = 4.80 Hz, Jax = 12.00 Hz. pyrazoline Cs-Hx), 7.17 (1H, m), 7.26 (2H, d, J = $.40 Hz),
738 (2H. d. J=8.80 Hz), 7.50 (1H. dd, J=1.20 Hz, 3.60 Hz, thiophene C3-H). 7.79 (1H, dd, J=0.80 Hz,
5.20 Hz, thiophene Cs-H). *C-NMR. (100 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 34.32 (CH, tetrazole), 37.15 (CHz,
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S-CHb), 43.40 (CH, pyrazoline Cs), 60.16 (CEH. pyrazoline Cs), 128.26 (2CH, aromatic), 128.84 (CH,
aromatic), 129.29 (2CH, aromatic), 130.96 (C, aromatic), 131.90 (CH, aromatic), 132 66 (CH. aromatic).
134.14 (C. aromatic), 140.96 (C, aromatic), 152.29 (C, pyrazoline C3), 153.97 (C, aromatic), 164.19 (C,
C=0). Anal. Calcd. for C17H1sCINsOS2: C, 48.74: H, 3.61: N, 20.06. Found: C, 48.65; H. 3.68; N, 19.95.
MS (ESI) (m/z): 419 [M+ HJ", 420 [M + H[ ™.

1-[(1-Phenyl-1H-tetrazol-5-yl)thioacetyl]-3-(2-thienyl)-5-{4-chlorophemyl)-2-pyrazoline (3). Yield: $4%:
M.p. 1833 °C. IR (KBr) Vanex (cmn™): 3107 (aromatic C-H), 2933 (aliphatic C-H asymmetric), 1656 (C=0),
1498, 1462, 1423 (C=N and C=C), 1388, 1220, 1089, 1012 (C-N), 831 (C-H out of plane deformation).
'HNMR (400 MHz, § ppm, DMSO-ds): 3.23 (1H. dd, Jax = 4.40 Hz, Jas = 18.00 Hz, pyrazoline C+Ha),
3.94 (1H, dd, Jex = 11.60 Hz, Jaa = 18.00 Hz. pyrazoline C+Hs), 4.69 (1H, d, J= 16.00 Hz, geminal
proton, CO-CH), 4.83 (1H, d, J= 16.40 Hz, geminal proton, CO-CH), 5.60 (1H. dd, Jax = 4.00 Hz,
Jox = 11.20 Hz, pyrazoline Cs-Hx), 7.18 (1H. m), 7.27 (QH, d. J= 8.40 Hz), 7.38 (2H, d. J = 8.80 Hz),
7.51 (1H, dd, J=1.20 Hz. 3.60 Hz, thiophene C2-H), 7.64-7.68 (SH. m), 7.80 (1HL, dd, J=1.20 Hz, 4.80 Hz,
thiophene C5-H). *C-NMR. (100 MEz, DMSO-ds) 5 (ppm): 37.35 (CHz, 5-CHu), 43 41 (CHz, pyrazoline
C), 60.21 (CH, pyrazoline Cs), 125.10 (2CH., aromatic), 128.27 (2CH., aromatic), 128.87 (CH, aromatic),
129.29 (2CH, aromatic), 130.75 (2CEHL aromatic), 131.01 (CH, aromatic), 131.34 (CH, aromatic), 131.98
(CH, aromatic), 132.65 (C, aromatic), 133.70 (C, aromatic), 134.13 (C, aromatic). 140.96 (C, aromatic).
152.38 (C, pyrazoline Cs), 154.65 (C, aromatic), 163.92 (C, C=0). Anal. Caled. for CzH17CINsOSz: C,
54.94: H, 3.56: N, 17.47. Found: C, 54.99; H. 3.58; N, 17.51. MS (ESI) (m/2): 481 [M+ HJ".

I-{(1-(4-Hydroxyphenyl)-1H-tetrazol 5-ylithioacetyl]- 3-(2-thienyl)- 5-(4-chlorophenyl)-2pyrazoline (4).
Yield: 71%: Mp. 145.7 °C. IR (KBr) ve (cm™): 3601 (O-H), 3107 (aromatic C-H), 2932 (aliphatic
C-H asymmetric), 1641 (C=0), 1516, 1454, 1415 (C=N and C=C). 1278, 1228, 1087 (C-N), 837, 823
(C-H out of plane deformation). ‘H-NMR. (400 MHz, 5 ppm, DMSO-ds): 3.22 (1H. dd, Jax = 4.80 Hz,
Jas = 18.00 Hz, pyrazoline C+Ha), 3.93 (1H, dd. Jex = 11.60 Hz, Jas = 18.00 Hz, pyrazoline Cs-Hs),
4.65 (1H, d, J=16.00 Hz, geminal proton, CO-CH), 4.77 (1H, d. J= 16.00 Hz, geminal proton. CO-CH),
5.60 (1EL dd. Jax =4.40 Hz, Jax = 11.60 Hz, pyrazoline Cs-Hx), 6.87 (2EL d.J=8.80 Hz), 7.17 (1H, m),
7.26-733 (4EL m), 7.37 (HL d. J= 8.40 Hz), 7.51 (1H., d, J=3.60 Hz, thiophene Cs-H). 7.79 (1H. d.
J =520 Hz, thiophene Cs-H), 9.35 (1H, 5). BCNMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 37.04 (CHz,
S-CHz), 43.40 (CHz, pyrazoline Cs), 60.20 (CH, pyrazoline Cs), 117.35 (2CH, aromatic), 122.57 (C,
aromatic), 126.65 (2CH, aromatic), 128.27 (2CH, aromatic), 128 85 (CH. aromatic), 129.29 (2CH.
aromatic), 130.96 (CH, aromatic), 131.90 (CH, aromatic), 132.64 (CH, aromatic), 134.16 (C, aromatic),
140.98 (C, aromatic), 152.28 (C, pyrazoline Cs), 154.65 (C, aromatic), 163.04 (C, aromatic), 164.05
(C, C=0). Anal Caled. for CHi7CINsO2Sz: C, 53.17- H, 3.45; N, 1691. Found: C, 53.21; H, 3.54: N,
16.96. MS (ESI) (m/z): 497 [M + HJ", 498 [M + H]™.

1-[(1-(2-{Dimethylamino)ethyl)- 1H-tetrazol- 3yl thicacetyl]-3-( 2-thienyl-5-(4-chlorophenyl)-2-pyrazoline
(5). Yield: 76%; M.p. 112.1 °C. IR (KBr) vansx (cm™)): 3091 (aromatic C-H), 2043, 2827 (aliphatic C-H
asymmetric), 1654 (C=0), 1452, 1413 (C=N and C=C), 1394, 1220, 1093, 1029 (C-N), 831, 817 (C-H
out of plane deformation). 'H-NMR. (400 MHz, 5 ppm, DMSO-de): 2.13 (6H., 5), 2.64 (2H. t, J=6.40 Hz,
12.00 Hz), 3.22 (1H, dd, Jax = 4.80 Hz, Jas = 18.00 Hz, pyrazoline C+Ha), 3.92 (1H, dd, Jax=11.60 Hz,
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Jaa = 17.60 Hz, pyrazoline CsHs), 4.38 (2EL t, J = 6.00 Hz, 12.00 Hz), 4.57 (1H, d, J= 15.60 Hz,
seminal proton, CO-CH), 4.71 (1H, d, J= 16.00 Hz, geminal proton, CO-CE), 5.59 (1H, dd, Jax=4.80 Hz,
Jax = 12.00 Hz, pyrazoline Cs-Hx), 7.17 (1H. m), 7.26 (2EL d.J=8.80 Hz), 7.38 2H. d. J=8.80 Hz),
7.49 (1H. dd, J = 0.80, 3.60 Hz. thiophene Cs-H), 7.79 (1H, dd, J = 5.20, 0.80 Hz, thiophene Cs-H).
BC_NMR (100 MEz, DMSO-ds) & (ppm): 3746 (CHz, S-CHz), 43 38 (CHz, pyrazoline C2), 45.65 (2CH,
H:C-N-CH), 45.99 (CH:z, CHa-tetrazole). 57.84 (CH:, CHx-N(CH:)), 60.15 (CH. pyrazoline Cs),
128 25 (2CH, aromatic), 128 84 (CH, aromatic), 129 29 (2CH, aromatic), 130.97 (CH, aromatic), 131.91
(CH. aromatic), 132.64 (C, aromatic), 134.15 (C, aromatic), 140.99 (C, aromatic), 152.25 (C, pyrazoline
C3), 154.19 (C, aromatic), 164.23 (C. C=0). Anal_ Calcd for CooHnCINZOSz: C, 50.46; L 4.66: N 20.60.
Found: C, 50.42: H, 4.69: N, 20.57. MS (ESD) (m/z): 476 [M], 477 M+ HJ", 478 M + HI™.

1-f(5-Methyl-1,3 4-thiadiazol- 2-yl thioacetyl] -3-(2-thienyl)-5-(4-chlorophenyl)-2-pyrazoline (6). Yield:
82%: M.p. 140.9 °C. IR (KBr) Vs (cmiY): 3103 (aromatic C-H), 2920 (aliphatic C-H asymmetric), 1645
(C=0), 1456, 1417 (C=N and C=C), 1398, 1325, 1219, 1072, 1029 (C-N), 840, 819 (C-H out of
plane deformation). "H-NMR. (400 MHz, & ppm, DMSO0-de): 2.66 (3L 5), 3.22 (1H, dd, Jax=4.80 Hz,
Jas = 18.00 Hz, pyrazoline C+Ha), 3.92 (1H, dd, Jox = 11.60 Hz, Jaa = 17.60 Hz, pyrazoline C+Hs),
454 (1H, d, J = 16.00 Hz, geminal proton, CO-CH), 4.67 (1H, d, J = 16.00 Hz, geminal proton,
CO-CH), 5.60 (1H. dd. Jax = 4.40 Hz, Jax = 11.60 Hz, pyrazoline Cs-Hx), 7.17 (1H. m), 7.27 H. d,
J=8.40 Hz), 7.38 (?H. d J= 8.80 Hz), 7.50 (1H, dd, J=0.80 Hz, 3.60 Hz, thiophene C3-H), 7.79 (1H,
dd, J = 1.20 Hz, 5.20 Hz, thiophene C:-H). “C-NMR (100 Mz, DMSO-ds) & (ppm): 15.85 (CHs,
thiadiazole), 3733 (CHy, S-CHz), 43.36 (CHo, pyrazoline Cs), 60.13 (CH. pyrazoline Cs), 128.29 (2CH,
aromatic), 128 83 (CH, aromatic), 129.29 (2CH, aromatic), 130.93 (CH, aromatic), 131 83 (CH, aromatic),
132.63 (C. aromatic), 134.20 (C, aromatic), 141.05 (C, aromatic), 152.08 (C, pyrazoline C3), 164.40 (C,
aromatic), 164.98 (C, aromatic), 166.37 (C, C=0). Anal. Calcd. for C1sHisCIN:OS3: C, 49.70; H. 3.48:
N, 12.88. Found: C, 49.72: H, 3.49; N, 12.83. MS (ESD) (m/z): 434 [M], 435 [M + HJ", 436 M+ HJ™,
437 M +H]™.

1-[iPyrimidin-2-ylthioacetyl]-3-( 2-thisnyl)-3-{4-chlorophenyl)-2-pyrazoline (T). Yield: 78%; M.p.
126.6 °C. IR (KBr) Vs (con"): 3109 (aromatic C-H), 2929 (aliphatic C-H asymmetric), 1653 (C=0),
1548, 1448 1409 (C=N and C=C), 1379, 1201, 1176, 1089, 1016 (C-N), 821 (C-H out of plane
deformation). "H-NMR. (400 MHz, § ppm, DMSO-ds): 3.19 (1H, dd, Jax = 4.40 Hz, Jas = 18.00 Hz,
pyrazoline Cs-Ha), 3.92 (1H, dd, Jex = 12.00 Hz, Jea = 17.60 Hz. pyrazoline C+Hs), 4.32 (1H, d,
J=16.40 Hz, geminal proton, CO-CH), 4.60 (1H, d, J= 16.00 Hz, geminal proton, CO-CH), 5.61 (1H,
dd, Jax = 4.80 Hz, Jox = 11.60 Hz, pyrazoline Cs-Hx), 7.13-7.18 (1H, m), 7.22 (1H, t, J=4.80 Hz,
5.20 Hz, pynimidine), 7.28 (2H, d, J=8.00 Hz), 7.40 (2H, d, J=8.00 Hz), 7.47-7.49 (1H, m, thiophene
Ca-H), 7.77 (1H, dd, J=0.80 Hz, 4.40 Hz, thiophene C=H), 8.63 (2H, d, J = 4.80 Hz, pynmidine).
BC_NMR (100 MHz, DMSOQ-ds) 5 (ppm): 34.30 (CHz, S-CHz), 43.34 (CHz, pyrazoline Cs), 60.09 (CH,
pyrazoline Cs), 118.01 (CH, aromatic), 128.13 (2CH, aromatic). 128.81 (CH, aromatic), 12927 (2CH,
aromatic), 130.68 (CH, aromatic), 131.58 (CH, arcmatic), 132.54 (C, aromatic), 134 43 (C, aromatic),
141.33 (C, aromatic), 151.47 (C, pyrazeline Cs), 158.42 (2CH. aromatic), 165.28 (C, C=0), 170.99 (C,
aromatic). Anal Caled. for CisHisCIN4OS2: C, 55.00; H, 3.64; N, 13.50. Found: C, 55.11; H, 351: N,
13.43. MS (EST) (miz): 414 [M], 415 M+ HI, 16 M+ H "
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I-[{5-Phenyl-1,3 4-oxadiazol-2-yl)thioacetyl]-3-(2-thieny)-5-(4-chlorophenyl)-2-pyrazoline (8). Yield:
74%; M.p. 1623 °C. IR (EBr) Vs (e 1) 3107 (aromatic C-H), 2983 (aliphatic C-H asymmetric), 1670
(C=0), 1463, 1450, 1408 (C=N and C=C). 1238, 1197, 1068, 1012 (C-N), 827 (C-H out of plane
deformation). "H-NMR (400 MHz, & ppm, DMSO-ds): 3.23 (1H. dd, Jax = 4.40 Hz, Jas = 18.00 Hz,
pyrazoline C+-Ha), 3.93 (1H, dd, Jex = 11.60 Hz, Jsa = 18.00 Hz, pyrazoline C+-Hs), 4.63 (1H, 4,
J=16.00 Hz, geminal proton, CO-CH), 4.77 (1H, d J= 16.00 Hz, geminal proton, CO-CH), 5.62 (1H,
dd, Jax = 4 80 Hz Jax = 11.60 Hz, pyrazoline Cs-Hx), 7.16-7.19 (1H, m), 7.26 (2H, d, J= 840 Hz),
7.34 (2H, 4. J= 880 Hz), 7.51-7.64 (4H, m), 7.78—7.80 (1H, m, thiophene Cs-H), 7.92-7.95 (2H, m).
BC NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 36.11 (CHz, 5-CHz), 43 40 (CHz, pyrazoline C+), 60.19 (CH,
pyrazoline Cs), 123.66 (C, aromatic), 127.03 (2CH, aromatic), 128 24 (2CH, aromatic), 128.85 (CH,
aromatic), 12929 (2CH, aromatic), 130.07 (2CH. aromatic), 131.00 (CH, aromatic), 131.95 (CH,
aromatic), 132.66 (C, aromatic), 132.69 (CH, aromatic), 134.12 (C, aromatic), 140.99 (C, aromatic),
152 .35 (C, pyrazoline Cz), 164.02 (C, aromatic), 164.13 (C, aromatic), 1635.77 (C, C=0). Anal Caled.
for CxHi7CINaO:82: C, 57.43; H, 3.56; N, 11.65. Found: C, 57.47; H. 3.55; N, 11.61. MS (ESI) (m/z):
481 M+ H].

1-[(5-(Pyridin-3-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-yl)thicacetyl] - 3-{2-thienyl)-5-(4-chlorophenyl)-2-pyrazoline (9).
Yield: 70%: Mp. 1569 °C. IR (KBr) vz (cmn™): 3080 (aromatic C-H), 2981 (aliphatic C-H asymmetric),
1668 (C=0), 1456, 1417 (C=N and C=C). 1199, 1076, 1016 (C-N), 833 (C-H out of plane deformation).
'H.NMR (400 MHz, 5 ppm. DMSO-ds): 3.24 (1H, dd, Jax = 4.80 Hz, Jas = 18.00 Hz, pyrazoline
Cs+-Hx), 3.94 (1H. dd. Jax = 11.60 Hz, Jaa = 18.40 Hz, pyrazoline CsHs), 4.65 (1H. d, J= 16.00 Hz,
seminal proton, OO-CH), 4.79 (1H, d..J= 16.00 Hz, geminal proton, CO-CH), 5.63 (1H, dd, Jax=4.80 Hz,
Jex=12.00 Hz, pyrazoline C3-Hx), 7.16-7.18 (1H, m), 7.28 (H, d..J=8.40 Hz), 735 (OH, d, J=8.40 Hz),
7.50 (1H, dd. J = 1.20 Hz, 4.00 Hz, thiophene Cs-H). 7.58-7.62 (1H., m. pyridine Cs-H), 7.78 (1H, dd.
J=10.80 Hz, 4.80 Hz, thiophene C3-H), 8.29-8 32 (1H, m, pyridine), 8.79 (1H, dd.J=1.60 Hz, 4.80 Hz,
pyridine), 9.12 (1H, d, J= 1.60 Hz, pyridine). *C-NMR. (100 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 36.28 (CHz,
S-CHz), 43.42 (CHz, pyrazoline Cs), 60.23 (CH., pyrazoline Cs), 12031 (CH, aromatic). 124.98 (C,
aromatic), 12827 (2CH, aromatic), 128.85 (CH, aromatic), 12931 (2CH, aromatic), 130.99 (CH.
aromatic), 131.93 (CH, aromatic), 132.69 (CH, aromatic), 134.12 (C, aromatic), 134.64 (C, aromatic),
140.99 (C, aromatic), 147.74 (CHL aromatic), 152.37 (C, pyrazoline C), 153.16 (CH. aromatic), 164.04
(C, aromatic), 164.08 (C, aromatic), 164.76 (C, C=0). Anal Caled for CxHisCINsOS:: C, 54.82: H, 3.35:
N, 14.53. Found: C, 54.83; H. 3.33; N, 14.60. MS (ESI) (m/z): 481 [M], 482 [M + HT', 483 [M + HJ™.

1-[(5-{4-Chlorophenyl)-1,3, 4-oxadiazol-2-yl) thioacetyl]-3-(2-thienyl)-3-(4-chlorophenyl)-2-pyrazoline
(10). Yield: 77%: Mp. 176.5 °C. IR (KBr) vVamax (cm™): 3099 (aromatic C-H), 2981 (aliphatic C-H
asymmetric), 1643 (C=0), 1463, 1417 (C=N and C=C), 1392, 1188, 1174, 1082, 1008 (C-N), 952, 840,
819 (C-H out of plane deformation). "H-NMR. (400 MHz, 5 ppm, DMSO-ds): 3.23 (15, dd. Jax=4.80 Hz,
Jan = 18.40 Hz, pyrazoline Cs-Ha), 3.93 (1H, dd, Jox = 11.60 Hz, Jaa = 18.00 Hz, pyrazoline Cs-Hs),
462 (1H, d, J= 16.00 Hz, geminal proton, CO-CH), 475 (1H, d, J = 16.00 Hz. geminal proton.
CO-CH). 5.62 (1H, dd. Jax = 4.80 Hz, Jax = 11.20 Hz, pyrazoline Cs-Hx), 7.17 (1H, dd. J=3.60 Hz,
5.20 Hz thiophene C+H), 727 QH. d. J= 8.40 Hz), 7.35 (H, d J=8.40 Hz), 7.50 (1H. dd. J= 0.80 Hz,
3.60 Hz, thiophene C3-H), 7.62 (2H. d, J = 8.80 Hz), 7.7 (1H, dd. J= 0.80 Hz, 5.20 Hz, thiophene
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Cs-H), 7.93 (2H, d J= 840 Hz). BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 36.16 (CHz, 5-CHz), 43 41
(CHz, pyrazoline Cs), 60.23 (CH, pyrazoline Cs), 122.55 (C, aromatic), 128.25 (2CH, aromatic), 128 81
(3CH. aromatic), 12920 (2CH, aromatic). 130.21 (2CH, aromatic), 130.93 (CH, aromatic), 131.82 (CH,
aromatic), 132.71 (C, aromatic), 134.15 (C, aromatic), 137.42 (C, aromatic), 140.96 (C, aromatic), 152.32
(C, pyrazoline C3), 164.12 (C, aromatic), 164.30 (C, aromatic), 165.03 (C, C=0). Anal. Caled. for
CuaHisClNe0:52: C, 53.59; H, 3.13; N, 10.87. Found: C, 53.4%; H_ 3.17; N, 10.75. M5 (ESD (m/z): 513
. 516 M+ HJ, 517 M + HI

I-[(5-(4-Methylphenyl)-1, 3, 4-oxadiazol-2-yl)thioacetyl]-3-(2-thienyl)-5-(4-chlorophenyl)-2-pyrazoline
(11). Yield: 79%: M.p. 194.0 °C. IR (KBr) vmax (cm™): 3078 (aromatic C-H), 2926 (aliphatic C-H
asymmetric), 1668 (C=0), 1469, 1450, 1409 (C=N and C=C), 1197, 1072 (C-N), 829 (C-H out of plane
deformation). "H-NMR. (400 MHz, 5 ppm, DMSO-ds): 2.38 (3H. s, CHz), 3.22 (1H. dd, Jax = 4.80 Hz,
Jas = 18.00 Hz, pyrazoline C+Ha), 3.93 (1H, dd, Jax = 11.60 Hz, Jaa = 18.00 Hz, pyrazoline Cs+Hs),
4.60 (1H, d. J= 15.60 Hz, geminal proton, CO-CH), 4.73 (1H, d, J= 15.60 Hz, geminal proton, CO-CH),
5.61 (1H. dd, Jax = 4.80 Hz, Jax = 11.20 Hz. pyrazoline Cs-Hx), 7.15-7.18 (1H, m, thiophene Cs-H),
7.6 (H, d, J=8.80 Hz), 7.33 (QH, d..J = 8.80 Hz), 7.36 (2H, d, J = 8.40 Hz), 7.49 (1H. m, thiophene
C1-H), 7.77 (1H. d, J = 4.80 Hz, thiophene C5-H), 7.81 (2H, d, J= £.00 Hz). BC-NMR (100 MHz,
DMSO-dé) & (ppm): 21.80 (CH:), 36.09 (CHz, S-CHz), 43.41 (CHx, pyrazoline C4), 60.22 (CH. pyrazoline
Cs), 12097 (C, aromatic), 127.00 (2CH, aromatic), 12824 (2CH, aromatic), 128.81 (CH. aromatic),
129.29 (2CH, aromatic), 130.59 (2CEHL aromatic), 130.93 (CH, aromatic), 131.82 (CH, aromatic), 132.69
(C. aromatic), 134.16 (C, aromatic), 140.98 (C, aromatic), 142 84 (C. aromatic), 152.29 (C. pyrazoline
C3), 163.60 (C, aromatic), 164.17 (C, aromatic), 165.91 (C, C=0). Anal. Calcd. for Ca+HisCIN:O:52: C,
58.23: H, 3.87; N. 11.32. Found: C, 58.19; H, 3.92: N, 11.25. MS (ESI) (m/z): 495 [M], 496 [M + HT'.
497 M+ HJ™.

I1-f(5-(4-Methoxyphemyl)-1,3,d-oxadiazol- 2-yl)thioacetyl] - 3-(2-thienyl)-5-(4-chlorophemyl)-2-pyrazoline
(12). Yield: 72%: Mp. 146.8 °C. IR (KBr) vmax (cm™): 3082 (aromatic C-H), 2933 (aliphatic C-H
asymmetric), 1670 (C=0), 1504, 1477, 1452, 1413 (C=N and C=C), 1251, 1178, 1026 (C-N), 840 (C-H
out of plane deformation). "H-NMR. (400 MHz, 5 ppm. DMSO-ds): 3.21 (1H, dd, Jax = 4.80 Hz,
Jus = 18.00 Hz, pyrazoline C+Ha), 3.84 (3H. s, OCH3), 3.92 (1H, dd, Jax = 11.60 Hz, Jsa = 17.60 Hz,
pyrazoline C+H), 4.57 (1H, d, J= 16.00 Hz, geminal proton, CO-CH), 4.71 (1 d, J= 15.60 Hz,
geminal proton, CO-CH), 5.61 (1H, dd. Jax =4.80 Hz, Jex = 11.60 Hz. pyrazoline Cs-Hx), 7.08 QH. d,
J=9.20 Hz), 7.16 (1H, J= 3.60 Hz, 4.80 Hz, thiophene C+-H), 7.25 (?H. d. J=8.80 Hz), 7.34 QH. d,
J=28.80 Hz), 7.50 (1H. dd. J=1.20 Hz, 4.00 Hz, thiophene C3-FD), 7.77 (1H. dd. J=1.20 Hz, 4.80 Hz,
thiophene Cs-H), 7.86 (2H. d, J = 8.80 Hz). “C-NMR (100 MHz, DMSO-de) & (ppm): 36.03 (CHz,
S-CHz), 43.42 (CHx, pyrazoline C4), 56.23 (CHs, methoxy), 60.24 (CH, pyrazoline Cs), 115.54 (2CH,
aromatic), 116.10 (C, aromatic), 12824 (2CH. aromatic), 128.80 (CH, aromatic), 128.92 (2CH.
aromatic), 129.29 (2CH, aromatic), 130.89 (CH, aromatic), 131.74 (CH. aromatic), 132.70 (C, aromatic),
134.19 (C, aromatic), 140.98 (C. aromatic), 152.25 (C, pyrazoline C3), 162.77 (C, aromatic), 163.11 (C,
aromatic), 164.26 (C, aromatic), 165.80 (C, C=0). Anal. Calcd. for C2+HieCIN+0:S2: C, 56.41; H. 3.75;
N, 10.96. Found: C, 56.39; H. 3.73; N, 10.98. MS (ESD (m/): 511 [M], 512 M + HI', 513 [M + H[™.
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3.2. Biochemistry
321 Cell Culture and Dmg Treatment

U251 and UE7 human glicblastoma cells were incubated in Dulbecco’s-modified Eagle’s medium
(DMEM) (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS) (Equitech-Bio, Kerrville, TX USA). AsPC-1 human pancreas adenocarcinoma and Jurkat buman
lenkemic T-cells were incubated FPMI 1640 (Wako Pure Chemical Industries), supplemented with 10%:
FBS. Peripheral blood monomuclear cells (PBMC) (Precision Bioservices, Fredenick, MD, USA) were
incubated BEPMI 1640 and supplemented with 10% uman serum AB (HS) (Gemini, Woodland, CA,
USA). All media were supplemented with 89 pg/ml. streptonnycin (Meiji Seika Pharma Tokyo, Japan)
and cells were incubated at 37 °C in a hunmdified atmosphere of 95% air and 5% COz. Growing cells were
plated at 1 * 107 cells/ml. into 24-well microtiter tissue culture plates (Twaki brand Asahi Glass Co., Chiba,
Japan) and incubated for 24 h before the addition of the dmgs (the optimal cell number for cytotoxicity
assays was determined m prelimmary expeniments). Stock solutions (1 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM, and
50 mM) of compounds and cisplatin (Sigma-Aldnich, 5t. Lows, MO, USA) were prepared m dimethyl
sulfoxide (DMS0; Wako Pure Chemical Industries) and m dimethylformamide (DMF;, Wako Pure
Chemical Industries) respectively, then were added to fresh eulture medinm . The concentration of DMSO
and DMF m the final culture medm was 1%.

3.2.2 MTT Assay for Cytotoxcity of Compounds

The level of cellular reduction of 344, 3-dimethylfnazol-2-y1)}-2, 5-diphenyltetrazoliom broemide (MTT)
(Dojindo Melecular Technologies, Kumamoto, Japan) was quantified as previously descnbed in the
literature with small modifications [38]. The tested compounds were incubated with cells to give a final
concentration in the range 30-500 pM for 24 h. At the end of this peniod, MTT was added to cells m
culture to give a final concentration of 0.275 mg/ml. and incubated fimther for 4 h at 37 °C. The medium
was removed and the formazan erystals were solibilized by addition of 100 pL. DMSO0 to each well After
the solubilized crystals were diluted (1:10) with DMSO, 100 pL was transferred to wells of 96-well
microtiter plates (Twaki brand Asahi Glass Co.) and the absorbance at 550 nm was measured using a
microplate spectrophotometer Infinitive M1000 (Tecan, Groding, Austnia) Every concentration was
repeated m three wells and ICs0 values were defined as the dmg concentrations which reduced absorbance
to 50 % of control values.

3.23. Detection of Apoptotic and Necrotic Cells

U251 cells were incubated with compound 11 at ICs: concentration for 3 h and 24 h Then,
apoptotic/necrotichealthy cells detection kit protocol was applied according to the manufacturer’s
instruction mamal (PromeKine, Heidelberg, Germany) [39,40]. After the cells were washed twice with
1 = binding buffer, a staining solution contaming 50 pL of 1 * bindmg buffer, 2 p. of FTIC-Annexin V
solution, 2 pl. of ethidinm homodimer ITT sclution and 2 pL. of Hoechst 33342 solution was added and
the cells were incubated for 15 min at BT, protected from hight Cells were washed with 1 »* binding
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buffer and analyzed by all-in-one fluorescence mictoscope Biorevo Fluorescence BZ-9000 (Keyence,
Osaka Japan).

324 DNA Cleavage Assay

The DNA cleavage activities of the compounds were studied using supercoiled pUC12 DNA and
analyzed by agarose (Takara, Kyoto, Japan) gel electrophoresis Mupid-2x (Mupid, Tokyo, Japan). pUC19
DNA (2 pg) was treated with compounds in water and Tns/bonic acid (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan)
buffer (10 mM, pH & 5) in the presence and absence of mwon (II) sulfate heptahydmate (FeS0s- TH20; 30 pM)
{(Wako Pure Chemical Industries), hydrogen peroxide (Hz02; 30 pM) (Tokyo Chemical Industry Co.,
Tokyo, Japan) and ascorbic acid (30 uM) (Tokyo Chemical Industry Co.) as an activator. The reaction
mixture was incubated at 37 °C for 1.5 hbefore the addition of EDTA (Dojimdo Molecular Technologies)
and loading buffer (Takara, Kyoto, Japan). Agarose gel electrophoresis of pUC 19 DNA was performed
at 100 V for 40 mmn m 1% slab gels containing ethidiom bromade (Wako Pure Chemical Industries) in
TnsBorome acid EDTA buffer. DNA was visualized by photographing the fluorescence of mtercalated
ethudium bronude under a UV illuminator (Mippon Genetics Co., Tokyo, Japan).

4. Conclusions

In the present paper, new pyrazoline denvatives were synthesized and mvestigated for their
antiproliferative effects on AsPC-1 luman pancreatic adenocarcmona, 187, and U251 human ghoblastoma
cell lmes. Detailed mvestigation of compound 11 agamst AsPC-1, UB7, U251 cell hines and tumor
selectivity of this compound on blood cells (PBMC and Jurkat cells) were also camed out. Among these
compomnds, compound 11 was the most effective anticancer agent agamst AsPC-1 and U251 cancer cell
lines and exhibited sigmificant tumer selectivity. Therefore, compound 11 was chosen for apoptosismecrosis
evaluation and DNA-cleavage analysis in U251 cells. Compound 11-treated U251 cells showed apoptotic
activity at low concentration (1.5 pM). Interestingly, DNA-cleaving efficiency of this ligand was more
significant than cisplatin. This cutcome pointed out the relationship between the DNA cleavage and the
cell death.

In the view of this study, further research can be carried out on the development of new effective
anticancer agents by the modification of compound 11.
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