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OZET

Bazi indol Tiirevi Bilesiklerinin Sentezi, Yapilarimin Aydinlatilmasi ve Biyolojik Etkileri
Uzerindeki Calismalar

Tiimor hiicresinin biiyiimesi, gelismesi ve tiimor metastazi olaylar1 ekstraseliiler
matriks bilesenleri ile saglanmaktadir. Ozellikle tiimér hiicrelerinde endotel tabakasi
¢ok hizh degismektedir. Hiyaluronik asitin endotel hiicrelerin yapisinda yer aldigi ve bu
hiicrelerde onemli roliiniin oldugu bilinmektedir. Hiyaluronik asitin viicutta sentezi
hiyaluronan sentetaz (HAS) enzimi tarafindan yapilmaktadir. Ayrica yapilan
caliymalarda, tiimor metastazinin sadece hiyaliironidaz bulunan hiicrelerde meydana
geldigi ancak hiyaliironidaz bulunmayan hiicrelerinde ise gerceklesemediginin tespit
edilmesi, bu enzimin inhibisyonunun yeni bir kanser tedavi yaklasimi olabilecegi fikrini
giiclendirmektedir.

Tiimor metastazi iizerinde yapilan calismalarda arastiricilarin dikkatini ¢eken
heterosiklik halkalardan birisi de indol halkasidir. Indol halkasi yasam icin gerekli olan
baz1 biyolojik molekiillerin yapisinda yer almaktadir.

Heniiz giiniimiizde antimetastazik etkili yeni bir indol tiirevi bilesik tedaviye
girmemisse de, son yillarda indol tiirevi bilesiklerin antitiimor aktiviteleri iizerine
bir¢cok arastirmanin yapildig: goriilmektedir.

Bu calismada, indol halkasimin 1, 2, 3 ve 5 numaralhi konumunda degisik
siibstitiientler tasiyan 7 adet indol tiirevi bilesik, hiyaluronidaz enzim inhibitor etkileri
karsilastirilmak amaciyla sentezlenmistir. Sentezlenen indol tiirevi bilesikler ve standart
madde olarak kullanilan askorbik asidin palmitat tuzu pH 3.5 ve 7°de “Morgan-Elson”
ve “Stains-all” testleri kullanilarak antihiyaluronidaz etkileri tespit edilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin 100 mM konsantrasyonda % inhibisyon degerleri
incelendiginde, Bilesik 1-7 pH 7°de %16-86 arasinda pH 3.5’te ise %8-103 araliginda
oldugu goriilmektedir.

Bu ¢alismada sentezlenen 4-(3-fenil-1H-indol-2-il)fenol (Bilesik No: 4) bilesiginin
en yiiksek antihiyaluronidaz etkiye sahip oldugu bulunmustur. Diger bilesiklerin ise
protonizasyondan dolay1 ICs, degerleri belirlenememistir. Antihiyaluronidaz aktiviteye
sahip bilesiklerin in vitro antihiyaluronidaz etkilerinin daha ileri calismalar ile
desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar Sozciikler: Indol, hiyaluronidaz, hyaluronik asit, metastaz ve anjiyojenez
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ABSTRACT

Studies on Synthesis, Identification of Their Structure and Biologic Activities of Some
Indol Derived Compounds

Components of extracellular matrix support growth and development of tumor
cells and tumor metastasis. The endothelium layer especially in tumor cells changes very
rapidly. It is well known that hyaluronic acid exists and plays an important role in the
endothelium cells. Synthesis of hyaluronic acid in the organism is performed by
hyaluronidase enzyme. Furthermore, a strong assumption can be made that inhibition
of this enzyme may be a new approach for cancer treatment, as it was determined in the
related studies that tumor metastasis occurs only in the cells having hyaluronidase, but
not in those lacking this enzyme.

One of the significant heterocyclic rings in the studies carried out on tumor metastasis is
indole ring. This ring exists in the structure of some essential biological molecules that
are necessary for life.

Although a new indole derived compounds with antimetastatic activity have not
been used in treatment yet, in recent years, a numerous study has been carried out on
anti-tumor activity of indoles.

In this study, seven indole derived compounds, which have different substitutes at
the 1, 2, 3 and 5 positions of the indole ring were synthesized, in order to compare their
hyaluronidase enzyme inhibitory effects. The anti-hyaluronidase effects of the
synthesized indole derived compounds and palmitate salt of ascorbic acid the reference
substance, was investigated at pH 3.5 and 7 using “Morgan-Elson” and “Stains-all”
tests.

The percent inhibition values for the synthesized compounds at a concentration
of 100 mM, were found to be in the range of % 16-86 at pH 7, in the range of % 8-103
at pH 3.5 for compound 1-7.

In this study, it was determined that the newly synthesized compound of 4-(3-
phenyl-1H-indol-2-il)phenol (Compound: 4) exhibited the highest anti-hyaluronidase
activity. 1Csg values of other compound were not determined due to protonization of
these compounds. In vitro anti-hyaluronidase effect of the compounds should be
investigated by further studies.

Key words: Indole, hyaluronidase, hyaluronic asit, metastasis ve angiogenes
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1. GIRIS

Tlimor metastazi tam olarak aydinlatilamamis karmasik bir olaydir. Tiimor hiicresinin
bliyliylip gelismesi, tiimori besleyecek olan yeni damarlarin olusmasina; kan destegi ve
oksijene baglidir. Bu olaylarin tamami ekstraseliiler matriks bilesenleri ile saglanmaktadir.
Fibroblastlari, makrofaj hiicrelerini, mast hiicrelerini barindiran ekstraselliiller matriks
icinde yiiksek miktarda hiyaliironik asitin de (HA) bulundugu glikozaminoglikanlar
(GAG) da yer almaktadir. HA lineer polisakkaritlerden olusan bir GAG’dir (1-3). HA’nin
sentezi hiyaluronan sentetaz enzimleri tarafindan gerceklestirilirken HA’nin viicutta
yikimma neden olan enzim ise hiyaluronan sentetaz enzimleridir (2,4-6). Bu enzimler
iizerinde yapilan c¢alismalar 1928 yillarina kadar dayanmaktadir. Tiimor hiicrelerinin
kemoterapiye direngli oldugu durumlarda devreye hiyaluronidaz enziminin girmesi ile
timor hiicrelerinin duyarliligi artmaktadir. Bu enzimin timor i¢i basincini azaltti§i bu
sayede verilen ilacin tiimor hiicresi igine girmesini kolaylagtirdigi disiinilmektedir.
Literatlire gore goglis, akciger, prostat kanserlerinin ilerlemesinde hiyaliironidaz
enziminin rol oynadig1 goriilmektedir (4,5,7,8).

Ayrica yapilan ¢aligmalarda, metastazin sadece hiyaliironidaz bulunan hiicrelerde
meydana geldigi, hiyaliironidaz bulunmayan tiimor hiicrelerinde ise gergeklesemediginin
tespit edilmesi, bu enzimin inhibisyonunun yeni bir kanser tedavi yaklasimi olabilecegi
fikrini giiclendirmektedir.

Tiimoér metastazinin tedavisinde yararlanmak {iizere arastiricilarin dikkatini ¢eken
heterosiklik halkalardan biri de indol halkasidir. Indol halkas1 yasam igin gerekli olan baz
biyolojik molekiillerin (triptofan, serotonin ve melatonin) yapisinda yer almaktadir. Hentiz
giinlimiizde antimetastazik etkili yeni bir indol tiirevi bilesik tedaviye girmemisse de son
yillarda indol tiirevi bilesiklerin antihiyaluronidaz aktiviteleri tizerinde yeni ¢aligmalara
literatiirde rastlanmaktadir (9,10).

2007 yilinda Olgen ve ark. lart (9) tarafindan yaymlanan bir ¢alismada, indol-2- ve
indol-3-karboksamit tiirevlerinin antihiyaluronidaz aktiviteleri arastirilmis ve indol
azotuna bagli p-floro veya klorobenzil grubu tasiyan bilesiklerin yiiksek aktiviteye sahip

olduklar bildirilmistir (Formiil 1).
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2008 yilinda Kaesler ve ark. lar1 (10) tarafindan yapilan bir ¢aligmada indol tiirevi bazi
bilesiklerin antihiyaliironidaz aktiviteleri belirlenmistir. Bu molekiillerde indol halkasina 1. ,
3. ve 5. konumlardan degisik siibstitiisyonlar yapilarak karboksamit ve asetamit tiirevlerinin

aktiviteleri aragtirilmistir (Formiil 2).

Karboksamit tiirevleri
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R;= metil, p-florobenzil
R,= piridil-2-il, piridil-4-il
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R1= hidrojen, etil, benzil, p-florobenzil
R,= pridil-2-il, piridil-4-il
Rs= hidrojen
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Bu ¢alismada hiyaluronidaz inhibisyon degerleri Morgan-Elson (pH = 7) ve Stains-All
(pH = 3.5) testinde iki farkli pH’da degerlendirilmistir. pH 7’de en aktif indol tiirevi
bilesigi %86 inhibisyon degeri ile 2-(4-Bromofenil)-5-metil-3-fenil-1H-indol, pH 3.5°te
ise en aktif indol tiirevlerinin %103 inhibisyon degeri ile 4-(5-Metil-3-fenil-1H-indol-2-
il)fenol ve 2-(4-Klorofenil)-5-metil-3-fenil-1H-indol bilesiklerinin oldugu bulunmustur.

Literatiirde apigenin, biryoantratiyofen, 1,8-dihidroantrakinon, SU5416, cis-
hinokiresol gibi molekiiller ile ¢alisma grubumuzun benzimidazol, benzoksazol, indol
tiirevi bilesiklerin hiyaliironidaz enzim inhibitdrii etkilerinin incelendigi bilesiklerde yer
almaktadir (10-15). Bu calismada da 1., 2., 3. ve 5. konumlarda di veya tri siibstitiiec indol
tiirevi bilesiklerin sentezi ve hiyaluronidaz enzim inhibisyonu etkilerinin arastirilmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. indol Halkasmin Genel Ozellikleri

Indol sbzciigii indigo (civit) ve oleum (yag) sozciiklerinin bilesiminden meydana
gelmistir. Civit boyasinin yag ile muamelesi sonucu elde edilmistir.

Indol halkasi, pirol ve benzen halkalarmin kaynasmasindan olusmus bir halka
sistemidir. Bu halka sisteminde numaralandirmaya pirol halkasinda yer alan azot atomundan
baslanir. Numaralandirmaya pirol halkas: {izerinden devam edilir (Formiil 3). Indol yapust;
2,3-benzopirol; 1-benzazol; 1-H indol; 1-benzol beta pirol seklinde de isimlendirilmektedir
(16).

C-4 Cc-3

C-5
N oo

C-6 N
C-7 H

Formiil 3

CgH/N kapali formiiliine ve 117.15 g/mol molekiil agirligina sahip olan indol (17),
dogada bolca bulunan aromatik bir heterosiklik halkadir. indol halkasi, 5 iiyeli pirol halkas1 ve
6 iiyeli benzen halkasinin kondenzasyonundan olusan bisiklik bir yapidir. Indol halkasinda
yer alan azot atomunun sahip oldugu elektron ¢ifti aromatik halkaninin elektron sistemine
katilmasindan dolayi1 basit amin yapilar1 gibi gii¢lii baz 6zelligi gostermez.

Indol halkas1 oda sicakliginda katidir. 52-54 °C’de (326 °K) erir; 253-254 °C’de
(526°K) kaynar. indoller sicak suda ¢ok iyi ¢dziiniirler. 20 °C’deki sudaki ¢oziiniirliikleri 0.19
g/ 100 mL dir (17).

Dimetilsiilfoksit (DMSO) iginde indoliin asitligi (pKz) 16.2 iken bazikligi (pKp)
17.6’dir (17).



Siibstitiie indoller, norotransmitter seratonin ve melatonin gibi triptamin iceren
hormonlarin yapisinda yer alirlar. Bitki hormonu olan  Auksin (indolil-3-asetik asit),
antienflamatuar bir ilag olan indometazin ve betablokor pindolol diger indol tasiyan
bilesiklere 6rnek olarak verilebilir.

Indol halkasindaki azot atomunun ortaklanmamis bir ¢ift elektronu bulunmaktadir. Bu
nedenle indol, amin ve anilinler kadar bazik 6zellik gostermez. Ciinkii indol yapisindaki
ortaklanmamis elektron ciftleri halkaya delokalize olmaktadir. Indoliin HCI ile protonlanmis
formunun pKa’st 3.6’dir. Bircok indol yapist tasiyan bilesiklerin (triptamin gibi) asidik
ortamda kolayca protonlandiklari bilinmektedir.

Indol halkasinda yer alan N-H protonunun DMSO igerisindeki pKa degeri 21’dir.
Susuz ortamda NaH ve LiAlH,4 gibi giiclii bazlarla deprotonize edilebilir. Deprotonizasyon
sonucu elde edilen indol anyonu tuzlarla iki farkli yolla reaksiyona girmektedir. Na ve K
bilesiklerinin gii¢lii iyonik tuzlari ile 1. konumdan elektrofilik reaksiyonlar verme egiliminde
iken magnezyum bilesikleri ile (Grignard reajanlar1) ve oOzellikle Zn kompleksleri ile 3
numarali karbon atomu lizerinden reaksiyon vermektedirler (Reaksiyon Denklemi 1). Ayni
sebepten dolay1 polar aprotik ¢oziiciilerle (dimetilformamit (DMF) ve DMSO gibi) 1. konuma
atak ederken, nonpolar ¢oziiciilerle yapilan reaksiyonlarda (toluen gibi) 3. konumu tercih

ederler (18).
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M-aldlasyon C-3 a';lﬁrlfgsyon

Reaksiyon Denklemi 1


http://en.wikipedia.org/wiki/Auxin

Indol halkasinin azot hidrojeninden sonra 2. konuma bagli H atomu en asidik
protondur. Indol halkasinin 1. numarali azot atomu n-LiBu veya Li diisopropilamid ile
kapatilmasinin ardindan reaksiyonlar 2. konumdan yiiriir (Reaksiyon Denklemi 2). Daha
sonra giiclii niikleofiller diger elektrofiller gibi bu reaksiyonda kullanilabilmektedir. Bunun
yaninda Bergman ve Venemalm siibstitiic olmayan indollerin 2. konumdan lityumlanarak elde

edilebildigi yontem gelistirmislerdir (19) .
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Reaksiyon Denklemi 2

2.2. Indol Sentez Yontemleri ve Reaksiyon Mekanizmalari

Indol kimyasi, indigo boyasi ile yapilan calismalarla gelismeye baslamistir. Bu
oncelikle izatin’e daha sonra da oksiindol’e gevrilmistir (20). 1866°’da Adolf von Baeyer
¢inko tozu kullanarak oksiindolu indole indirgemistir.1869’da indoliin bugiin kabul edilen
formiliinii 6Gnermistir (21).

Baeyer’in indol halkasi i¢in orjinal yapisi; 1869 yilinda ortaya konmustur.

Stiphesiz, 19. ylizyilin sonlarina kadar indol tlirevleri énemli birer boyar madde
olmustur. 1930’lu yillarda indol ¢ekirdeginin bircok ©Onemli alkaloidlerde, triptofanda,
auksin’de bulundugu belirlendikten sonra indole ilgi artmig ve bugiinkii arastirmalar igin aktif
bir arastirma sahas1 haline doniismiistiir (22). Indol komiir katraninin major bilesenidir ve
220-260 °C’deki distilasyon fraksiyonu materyallerin temel endiistriyel kaynagidir. Indol ve
tirevleri birgok metodla sentez edilebilmektedir (23-25).


http://en.wikipedia.org/wiki/Adolf_von_Baeyer

2.2.1. Sigmatropik rearanjman reaksiyonlari

2.2.1.1. Fischer indol Sentezi

1883 yilinda Emil Fischer tarafindan siibstitiie indol tiirevlerini sentezlemek igin
gelistirilen en eski ve en giivenilir yontemdir. Buna ragmen nonsiibstitiie indol sentezlemekte
tercih edilmeyen bu yontem, genelde 2. ve 3. konumlardan siibstitiie indolleri sentezlemekte

kullanilmaktadir (Reaksiyon denklemi 3) (26) .

R;
R, ”
NH, ¥ — SR,
N 07 "R, H
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Ri, Ry =aril veya alkil gruplari

Reaksiyon Denklemi 3

Bu sentez yonteminde asit katalizor se¢imi ¢ok 6nemlidir. HCI, H,SO,, polifosforik
asit ve p-toluensiilfonik asit gibi bronsted asitleri basariyla kullanilabilmektedir. Bor trifolriir,
¢inko kloriir, demir kloriir ve alliminyum kloriir gibi katalizorler de kullanilabilmektdir (26-
28).

Reaksiyon Mekanizmast:

Siibstitiie veya nonsiibtitiiefenilhidrazin tiirevleri ugyun aldehit veya ketonla reaksiyon
girerek basglangicta enamin (veya en-hidrazin) izomeri olan fenilhidrazonu olusturur. Ortamda
bulunan asidik hidrojenin enamini protonlanmasindan sonra, imin olusturmak tizere bir siklik
[3,3]-sigmatropik rearanjmanlar meydana gelir. Sonug¢ {irlinii imin siklik bir amino asetal
formu olusturur ki; bu da asit katalizorii varliginda NH3 ortamdan c¢ikar, uygun aromatik

indollerin olusmasiyla sonuglanir (Reaksiyon Denklemi 4).


http://en.wikipedia.org/wiki/HCl
http://en.wikipedia.org/wiki/Sulfuric_acid
http://en.wikipedia.org/wiki/Sigmatropic_rearrangement
http://en.wikipedia.org/wiki/Ammonia
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Reaksiyon Denklemi 4

2.2.1.2. Gassman indol Sentezi

Gassman indol sentezi anilinden siibstitiie indolleri sentezlemek i¢in kullanilan bir

kimyasal reaksiyondur (Reaksiyon Denklemi 5) (29, 30).
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Reaksiyon Denklemi 5

Tek basamakli bir reaksiyon olan Gassman indol sentezinde higbir ara iiriin izole
edilememektedir. R; siibstitiisyonu hidrojen veya alkil, R siibstitiisyonu aril veya alkil iken
bu reaksiyon yiiksek verimle yiiriimektedir. Ancak, 4-metoksianilin bu reaksiyonu
vermemektedir. Bu reaksiyonda 3. konumda tiyometil grubu uzaklastirilmak istenirse raney

nikeli kullanilmakta ve 3H-indol elde edilmektedir.



Reaksiyon Mekanizmast:

Gassman indol sentezinin reaksiyon mekanizmasi 3 basamaktan olusmaktadir.

Ilk basamak kloramin (2) olusturmak iizere tert-biitil hipoklorit kullanilarak anilinin
(1) oksidasyonudur.

Ikinci basamak, siilfonyum iyonu (3) vermesi igin keton ilave edilmesidir. Bu tipik
olarak diisiik sicakliklarda yapilir (-78 °C).

Ucgiincii ve son basamak bir baz olan trietilamin eklenmesidir. Oda sicakligina kadar
1sitmayla baz, siilfonyum iyonunu deprotonize eder ve siilfonyumilid (4) olusur ve bu madde
¢ok hizli birsekilde keton (5) olusturmak tizere [2,3]-sigmatropik rearanjmana girer. Keton
(5) tasarlanan 3-tiyometilindolu (6) olusturmak iizere kondenzasyon reaksiyonuna girer
(Reaksiyon Denklemi 6 ) (31, 32).


http://en.wikipedia.org/wiki/Sigmatropic_reaction
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Reaksiyon Denklemi 6

2.2.1.3. Bartoli indol Sentezi

Bartoli indol sentezi veya Bartoli reaksiyonu siibstitiie indol olusturmak iizere, o-
slibstitiie nitroarenlerin ve vinil grignard reaktiflerinin reaksiyonu ile indol sentezinin

yapildig1 kimyasal bir tepkimedir (Reaksiyon Denklemi 7) (33-35).
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Reaksiyon Denklemi 7

Baslangic bilesiginde orto konumunda nitro grubunun yer almasi reaksiyonun
gerceklesmesi igin gereklidir. Siibstitlisyonu olmazsa reaksiyon basarisiz olmaktadir. Vinil
grignard reaktifinin 3 kat kullanilmasi ytiksek verimde iiriin elde edilebilmesi i¢in gereklidir.

Bartoli reaksiyonu, 7-siibstitiie indoller i¢in en kisa ve en kolay uygulanabilir bir
sentez yontemidir (36, 37). Leimgruber-Batcho indol sentezi de indol tiirevleri i¢in ayni
ozellige sahiptir. Bartoli indol sentezinin bir avantaji; hem karboksilik halkadan hem de pirol
halkasindan siibstitiient tasiyan tlirevlerin sentezini gergeklestirilebilirken bu Leimgruber-
Batcho indol sentezinde zordur.

Reaksiyon Denklemi:

Bartoli Indol sentezinin reaksiyon mekanizmasi (38) asagida orneklenmistir. O-
nitrotoluen (1) ve propenil grignard (2) kullanilarak 3,7-dimetilindole (13) sentezlenmistir
(Reaksiyon Denklemi 8).

11
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Reaksiyon Denklemi 8

Mekanizma ara lriin (3)’t4 olusturmak {izere grignard reaktifinin (2) nitroaren (1)
iizerine siibstitiisyonu ile baslar. Ara iiriin (3) kendiliginden nitrozoaren (4) ve magnezyum
tuzu (5) olusturmak iizere ayrisir. Daha sonra karbonil bilesigi (6) ayrilir. Nitrozoarenin (4) 2.
grignard reaktifiyle (2) reaksiyona girmesiyle ara {irin (7) olusur. Orto grubunun neden
oldugu sterik engelden dolay1 [3,3]-sigmatropik rearanjman ara iiriin (8)’i meydana getirir.
Siklizasyon ve tautomerizasyon sonucu ara iiriin (10) olusur. Bu ara iiriin de 3. es grignard
reaktifiyle (2) dimagnezyum indol tuzunu (12) vermek {izere reaksiyona girer. Reaksiyon
izerinde ¢alisildiktan sonra su ortamdan ayrilir ve tasarlanan indoliin (13) sentezi gergeklesir.

Bu nedenle, grignard reaktifinin 3 kat kullanilmasi gereklidir. Birincisi karbonil
bilesigi olur. (6) Ikincisi alken (11) olusturmak iizere protonlanir. Ugiinciisii de indol
halkasina dahil olur.

Nitrozo ara tirlinii (4) reaksiyondan izole edilir. Ayrica nitrozo ara iirliniin (4) iki esdeger

grignard reaktifiyle tepkimesi sonucu istenilen indol olusur.

12
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2.2.1.4. Thyagarajan indol Sentezi

Thyagarajan ve ark.lar1 indol halka yapisi elde edilen yeni bir reaksiyon bulmuslardir.
Bu mekanizma aril propanilaminin azotunun okside edilmesiyle sirali olarak [2,3]- ve [3,3]-

sigmatropik rearanjmanlar icerir ( Reaksiyon Denklemi 9 ) (39).

R
]
|| MCFPBEA ]
L) e Oy
- e "
W Mg Cl

Reaksiyon Denklemi 9

Calismalarin devaminda Majudar ve ark.lar1 bu reaksiyonu iki indol birimi igeren
siklik biesterler (Reaksiyon denklemi 10) ve dihidro-1H-pirano[3,2-e]indol-7- on tiirevleri
elde etmek tiizere gelistirmislerdir. Bu mekanizma 3-metilenindolinin dimerizasyonunu

igermesi lizerine kurulmustur (40).
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Reaksiyon Denklemi 10

Birbiri ardina gergeklesecek olan [2,3]- ve [3,3]- sigmatropik rearanjmanlarin
diizeninin, N — alkil- N-allenmetilanilinden N-alkil-2—vinilindollerin olusumunu agiklayacagi

soylenmektedir ( Reaksiyon Denklemi 11 ) (41).

\©\NJ MeOH N| =
63-82% Ly
R' = Me, Et, Bn

B2 = H,CI

Reaksiyon Denklemi 11
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2.2.1.5. Julia indol Sentezi

Julia ve ark.lar1 [3,3]- sigmatropik rearanjmani igeren ve kiikiirt kullanimina hazir yeni
bir indol halkas1 sentez yontemi ortaya ¢ikarmislardir (Reaksiyon Denklemi 12). Yakin bir
tarihte, bu aragtirmacilar kendi calisma alanlartyla ilgili biitiin bilgileri ve bircok etkili

reaksiyonlari iceren dokiimanlar vermislerdir (42).

110 °C
—_—
loluen |
M

Th9% i

Reaksiyon Denklemi 12

2.2.2. Niikleofilik Siklizasyon Reaksiyonlari
2.2.2.1. Madelung indol Sentezi
Madelung indol sentezi, yiiksek sicaklikta, giiglii bir baz kullanilarak N-fenilamitlerin

intramolekiiler siklizasyonuyla siibstitlie veya nonsiibstitiie indollerin sentezlendigi bir

kimyasal reaksiyondur (Reaksiyon Denklemi 13) (43).
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Reaksiyon Denklemi 13

Elektrofilik aromatik siibstitliisyon reaksiyonlarinin bu metodla yiiriitiilmesinin zor
olmasi1 nedeniyle esas olarak 2-alkinildollerin senteziyle sinirlanmaktadir. Fosfonyum tuzu
uygun benzil metil eterden tiretilebilmektedir. Bu reaksiyon 6zellikle 2-perfloroalkilindollerin
sentezlenmesi i¢in degerlidir ki elde edilen iiriinler de 6nem tagimaktadir. Bu reaksiyonun baz
katalizli sekli kat1 faz sentezine uygun hale getirilmistir. Piridinden hareketle sentezlen ara
iiriin olan dianyon amitlerle doyurulur. Sonugta azaindol triinii elde edilir ki bu da Madelung-
Houlihan degisimi ile tanimlanmaktadir (Reaksiyon Denklemi 14) (44). Bu reaksiyon etkili
yeni dopaminerjik ajanlar olan pirano [2,3-e] indollerin sentezinde ilk olarak Clarck ve ark.

lar1 tarafindan kullanilmistir (45).

_ | Me 1. Buli THF = | |
X 2. R'CONMeR? x> 1
N7 N7 R
N™ “NHBoc 5 g smHCH H
22 63-84% R' = H, Me, Ph
R® = Me, OMe

Reaksiyon Denklemi 14

Ayrica fenil izosiyanat iiriinlerine batirilian karboimidler, baz ile 2-anilinindole siklize
olurlar.,  Bu metot 2-aril-3-(arilsiilfonil)indol  ve  2-anilino-3-(arilsiilfonil)indollerin
hazirlanmasinda ¢ok iyidir (Reaksiyon Denklemi 15). Fenilasetat imidlerinin siklizasyonu baz

etkisi altinda meydana gelir (Reaksiyon Denklemi 16) (46).
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Reaksiyon Denklemi 16
Imin tiirevlerini lityum amitlerle triflorometilaril keton ve o-toluidinlerle siklize etmek
basarili bir sonu¢ vermemekte, sadece amidin iiriinleri olusmaktadir (47).
2.2.2.2. Wender Indol Sentezi

Wender indol sentezi, N-fenilamitin orto konuma lityum eklenmesi ile devam eden bir

reaksiyondur (Reaksiyon Denklemi 17) (48).
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Reaksiyon Denklemi 17

2.2.2.3. Smith indol Sentezi

N-trimetilsilil-o-toluidinin yapilan bir seri reaksiyon sonucu olan non-enabolize esterle
yapilan siibstitiie indol sentez yontemi, Smith indol sentezi adin1 alir (Reaksiyon Denklemi
18) (49).
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Reaksiyon Denklemi 18

2.2.2.4. Kihara indol Sentezi

Khiara ve ark. lar1 fenil ve alkil N-(2-iyodofenil)-N-metilaminometil ketonla yapilan

intramolekiiler Barbier reaksiyonunu iceren bir indol halkasi formasyonu tanimlamigtir
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(Reaksiyon Denklemi 19). Hidroksiindol eger elde edilirse, sulu HCI ile indole gevrilebilir

(50).
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Reaksiyon Denklemi 19

2.2.2.5. Nenitzescu indol Sentezi

Nenitzescu indol sentezi, benzokinondan ve p-aminokrotonik esterlerden 5-
hidroksiindol tiirevlerinin sentezlenmesini saglayan bir kimyasal reaksiyondur (51).
Gegen 5 yilda Nenitzescu indol sentezinde bir canlanma goriilmeye baslanmistir. Bu
klasik diizen, antitiimor etkili indolkinon sentezinde anahtar rol almaktadir. Bu reaksiyon
ayn1 zamanda bir seri olan N-aril-5-hidroksiindollerin sentezi ile etkili ve segici s-PLA2

inhibitorlerinin sentezinde kullanilmaktadir (Reaksiyon Denklemi 20) (52).

o CO,Me HO CO,Me
. /[ MeN |
o HNT Et eNO, N7 Et
| 69% |
Bn Bn

Reaksiyon Denklemi 20
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2.2.2.6. Engler indol Sentezi

Engler ve ark.lar1 lewis asitine dayali yeni bir indol sentez reaksiyonu agiklamiglardir.
Bu reaksiyonda enol eterleri ve stirenler ile benzokinon iminler kullanilmistir. Asagida verilen
reaksiyon denkleminde de goriildiigii gibi (Reaksiyon Denklemi 21) bu sentez ydntemi
Nenitzescu indol halka sentezine benzerlik gostermektedir. Engler indol yerine benzofuranlar

elde edilebilmesi i¢in reaksiyonu lewis asitlerini degistirerek c¢ok giizel yonlendirmektedir
(53).

0 o
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Y, i
m@o: : rlu @\ 2. DDQ PhH  refluks
SO,Ph ]
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Reaksiyon Denklemi 21

Kita ve ark. lar1 Engler sentezine benzer bir indol sentez yontemi aktarmiglardir. Kita
yonteminin degisimleri alfa metil stiren ve fenil vinil siilfitin, feniliyodinyum bistrifloroasetat
etkisi altinda p-metoksi-N-tosilanilinle reaksiyonunu i¢ermektedir. Benzokinon ara {irliniinii

veren ortam sartlar1 Engler yontemindeki ara iirlin olugsma sartlarina benzerlik gostermektedir.
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2.2.2.7. Saegusa Indol Sentezi

o-Tolilizosiyanitin siklizasyonu Saegusa ve ark. lar tarafindan 1977 yilinda
gelistirilen kuvvetli bir indol sentez yontemidir (Reaksiyon Denklemi 22) (54). Genel bir
reaksiyondur ve Makosza ve ark. larinin 1,3,4,5-tetrahidrobenzo[cd]indol ¢alismalarinda
kullanilmak igin 5-aliloksi-3-(4-tolisiilfonil)-1H-indol sentezinde de bu ydntemden
yararlanilmigtir. Gerekli olan izosiyanit prekiirsorii Makozsa tarafindan gelistirilen degisik bir

niikleofilik stibstitiisyonla sentezlenmistir.
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Reaksiyon Denklemi 22

2.2.3. Elektrofilik Siklizasyon Reaksiyonlari

Indol halkasindaki 3. konumda yer alan karbon atomu elektrofilik aromatik
siibstitiisyon reaksiyonlari i¢in en aktif konumdur. Indol halkasi, benzene gore 10" kat daha
reaktiftir. Indol halkasmin 3. konumunun reaktifligi indol halkasmin formillenmesi
reaksiyonu olan Vilsmeier-Haack formiilasyon reaksiyonunun oda sicakliginda 3. konumdan

gerceklesmesi ile orneklenebilir (Reaksiyon Denklemi 23) (55).
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Reaksiyon Denklemi 23

Yine indolin dimetilamin ve formaldehitle yapilan Mannich reaksiyonu sonucu ¢ok
kullanilan bir sentetik ara {iriin olan Gramin bilesigi eldesindeki reaksiyon da 3. konumdan

elektrofilik aromatik siibstitiisyon reaksiyonu ile ger¢eklesmektedir (Reaksiyon Denklemi 24).

Me,NH, N\
CH-0
O s O
N EtOH N
H H
Gramin

Reaksiyon Denklemi 24

2.2.3.1. Bischler indol Sentezi

Bischler-Mahlau Indol sentezi a-bromo-asetofenondan ve anilinden 2-aril-indol olusturan

bir kimyasal reaksiyondur (Reaksiyon Denklemi 25) (56).

o L
NH, *HBr
* g -
NH, N

Reaksiyon Denklemi 25
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Baslangi¢c materyalleri ¢cok basit maddeler olmasina ragmen, reaksiyon mekanizmast
sasirtict derecede karmasiktir. Ilk iki basamak 4 ara {iriiniinii olusturmak icin alfa-
bromoasetofenonla anilin molekkiillerinin reaksiyonunu igerir. Yiklii anilin formlar1 5 ara
irtiniinii meydana getirmek icin elektrofilik siklizasyonla bir grup birakir. Bu da hizli bir

aromatizasyon ve tautomerizasyonla tasarlanan indolii (7) verir (Reaksiyon Denklemi 26).

. My Oyt
Il ﬂp (5/@

Hi
O =000 =000
7 6 5

Reaksiyon Denklemi 26

2.2.3.2. Nitren Siklizasyonu
2.2.3.2.1. Cadoan-Sundberg Indol Sentezi

Bu sentez yontemi ile o-nitrostirenler veya o-nitrostilbenlerin  trietil fosfit ile
deoksijenasyonlarini ve Siklizasyon sonucu indol halkasi elde edilmektedir. Holzapfel ve
Dwyer bu metodu birgok karbazol ve 2-metoksikarbonilindolleri sentezlemek igin
kullanmiglardir. Bir baska grup ise 2-(o-nitrostiril)indollerin deoksijenasyon-siklizasyonuyla
bir ¢ok 2.2-biindolilleri sentezlemislerdir. 0-Nitrostilbenlerden elde edilen nitrenlerin CO ve
Se yardimiyla 2-arilindolleri sentezlemek igin kullanildig etkili bir yontemdir (Reaksiyon
Denklemi 27). Arastirmacilar, dekarboksilasyon ajani olan karbonil selenidin (COSe)
formasyonunu ortaya koymuslardir. Hem 2- hemde 3-metilindol uygun o-nitrostirenlerden
%70 ve %69 verimle sentezlenebilmektedirler. Indol halkasi ise %55 verimle elde

edilmektedir (57).
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Reaksiyon Denklemi 27

2.3.2.2. Sundberg Indol Sentezi

Molina ve ark. lar1 0-azidostirenlerin termolizini ve 2-(2-azidoetil)indol sentezlemek
icin nitrendenden siklizasyonla indol olusumunu igeren Sundberg indol sentezini
kullanmaktadir ( Reaksiyon denklemi 28 ) (58).

N N
(:I“\/\/ 180 °C @U\)NH
M B1% H

3

Reaksiyon Denklemi 28
Bu aragtirma grubu ayrica bu metodu ortak baslangi¢c {iirlinii olan azitten indol
alkoloitleri olan kriptosanguin olentin ve tiirevlerini Sentez etmek i¢in kullanmiglardir

(Reaksiyon Denklemi 29) (59). Denklemin sonucundaki alkoloitleri sentezlemek ig¢in

kullanilan benzer bir yontem ise daha dnce aciklanan Timari ve ark. larinin yontemidir.
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Reaksiyon Denklemi 29

Coziiciiye bagl olarak 2-amino-2-azidofenil {iriiniiniin fotolizi sonucu iki non-indolik
tirtin olan 4-aminokarbazol ve 4,10-dihidroazepino[2,3-b]indol meydana gelmektedir (60). 1-
benzopiroliin termolizi alfa-karbolini ana iiriin yapmaktadir. Reaksiyon bir piridilnitren
icermek tlizere planlanmistir. Sundberg indol sentezi, 2-(2-azidofenil)nitroetilenden %54

verimle 2-nitroindol elde etmek i¢in kullanilmaktadir.

2.2.3.2.3. Hemetsberger Indol Sentezi

Hemetsberger indol sentezi veyam Hemetsberger-Knittel sentezi, 3-aril-2-azido-
propanoik esterini, indol-2-karboksilik esterine doniistiiren bir kimyasal reaksiyondur (61)
(Reaksiyon Denklemi 30).
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Reaksiyon Denklemi 30

Yukaridaki reaksiyonun ortalama verimi % 70 olmasina ragmen tercih edilen bir
reaksiyon degildir. Cilinkii hem stabilizasyon problemi s6z konusudur hem de baslangic
maddelerini sentezlemek olduk¢a zordur.

Mekanizma belirsizdir. Ancak aziridin (62) ara {riinii izole edilebilmektedir.

Mekanizmanin nitren ara iiriinii lizerinden yiiriidiigii tahmin edilmektedir.

2.2.3.5. lwao indol Sentezi

Iwao halka formasyonunun isitya bagli oldugu yeni bir indol sentez yontemi
gelistirmistir (Reaksiyon Denklemi 31) (63). 2-Tiyoindolinin MCPBA ile oksidasyonu uygun
indolleri meydana getirir. (R1=R,=H, %100) Bu rearranjmana benzer bir sentez yontemini de

Fukuyama indol sentez yontemidir (64).
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Reaksiyon Denklemi 31

2.2.3.6. Magnus Indol Sentezi

Magnus ve Mitchell triizopropilsililprop-2-inilanilinlerin metansiilfonik asit ile
muamelesi sonucu 3-metilindolleri olusturdugunu ortaya koymustur (Reaksiyon Denklemi
32) (65).

TIPS
| | e
/©\ e /@j/
MeO r~|.| CHCl: MeaO I;J
Ms Ba9g Ms

{+7% of the C-4 metoksiindal)

Reaksiyon Denklemi 32
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2.2.3.7. Feldman indol Sentezi

Feldman ve ark.lari fenil(propinil)-iyodonyumun N-fenil-p-toluensiilfonamitle
reaksiyonundan bir basamakta indol olusturdugunu bulmuslardir (66). Reaksiyonun indol
olusturmak iizere bir vinil karbazolun elektrofilik siklizasyonunu igerdigine diisiiniilmektedir

(Reaksiyon Denklemi 33) (67).

@\ 1. BuLi THF
NHTs 2. THF : N “Me

+ I
Mg ———I—Fh Ts

Y

66% O™

Reaksiyon Denklemi 33

2.2.4. Rediiktif Siklizasyon Reaksiyonlari
Fischer indol sentezi, Madelung siklizasyonu ve sonucunda indol elde edilen birgok
elektrofilik siklizasyonlar gibi, rediiktif siklizasyonlarin da indol sentezinde 6nemli bir yeri
vardir. Bu siklizasyon reaksiyonlariyla ilgili son yillarda ¢ok sayida gelismeler olmustur.
2.2.4.1. o, B- Dinitrostiren Rediiktiv Siklizasyonu
O, beta-dinitrostiren rediiktif siklizasyonu ¢inko kontroliinde yapilamakta ve olduk¢a

stabil olan 5,6-dihidroksiindollerin elde edilmesinde kullanilan bir reaksiyondur (Reaksiyon
Denklemi 34) (68).
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Reaksiyon Denklemi 34

2.2.4.2. Reissert indol Sentezi

Reissert indol sentezi o-nitrotoluenden ve dietil oksalattan indol veya siibstitiie indol
(4 ve 5) sentezlemek i¢in kullanilan kimyasal bir reaksiyondur (69).

Bu reaksiyonda potasyum etoksidin sodyum etoksite gore daha iyi sonu¢ verdigi
goriilmiistiir (70).

Reissert indol sentezinde ilk basamak, etil o-nitrofenilpiruvat (3) olusturmak iizere; o-
nitrotoluenle (1) dietil oksalatin (2) kondenzasyonudur. (3)’lin asetik asit i¢indeki ¢inkoyla
indirgenme siklizasyonu indol-2-karboksilik asiti (4) verir. Eger istenirse, (4) 1s1 ile
dekarboksile edilerek indol (5) elde edilebilir (Reaksiyon Denklemi 35).

0 1S1

OH

bz

Reaksiyon Denklemi 35

Ayrica Reissert indol sentezi Shin ve ark.lar tarafindan o-nitrofenilpiriivik asitin
indol-2-karboksilik asite rediiktif siklizasyonunu igeren bir dizi 2-etoksikarbonil-4-
alkoksimetilindol sentezlemekte kullanilan bir reaksiyondur. Ayn1 zamanda Taga ve ark.lari
da trisiklik indol tiirevleri sentezlemek icin bu reaksiyon mekanizmasindan yararlanmistir

(71).
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o-Nitrofenilasetik asitin veya oksiindol esterlerinin rediiktif siklizasyonalar1 Williams

ve ark.lar1 tarafindan 6-hidroksi-7-metoksiindole sentezlemek i¢in kullanilmistir (72).

2.2.4.3. Leimgruber-Batcho Indol Sentezi

Bu metod indol ve tiirevlerini sentezlemek i¢in etkili bir yoldur. Patenti 1976 yilinda
alinan bu metodla indol tiirevleri yiiksek verimle elde edilmektedir. Bu yontem o6zellikle ilag
endistrisinde kullanilmakta olup, bir¢cok farmasotik ilag 6zel siibstitiie indolleri senezi igin
kullanilmaktadir.

The Leimgruber-Batcho indol sentezi, o-nitrotoluenden indol sentezlemek igin
kullanilan organik reaksiyondur (73). ilk basamakta, N,N-dimetilformamit dimetil asetal ve
pirolidin kullanarak enamin olugmakta (74) ve tasarlanan indol ikinci basamak olan

indirgenme siklizasyonu reaksiyonu ile elde edilmektedir (Reaksiyon Denklemi 36).

@ N . NO Raney- Nikel %
—>.
N""O H m NH,NH, N
3 N 8 H20 N
; 3

1 2

Reaksiyon Denklemi 36

Yukarida verilen reaksiyonda indirgenme siklizasyon reaksiyonu raney nikeli ve
hidrazin ile tamamlanmstir. Ayrica palladium—karbon ve hidrojen, kalay kloriir, sodyum
ditionit (75) veya asetik asit (76) icindeki demir de etkili indirgeme ajanlar1 olarak

kullanilabilir.
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2.2.4.4. Makosa indol Sentezi

Makosa bu sentez yontemini bir dizi N-hidroksiindolleri ve indolleri sentezlemek igin
ve piroloiminokinolin alkaloitlerinin sentezinde kullanmak i¢in birgok pirolo[4,3,2-
de]kinolinler elde etmede kullanmistir (Reaksiyon Denklemi 37) (77, 78).

N NO
2 1. PHOCH,CN ?
i
KOBU' DMF -
2. {Me0),S0,
MeO ND MeO NO
2 NaHCOs aseton ¢
OH OMe
6%
BrCH,CO,E
69%
K,COz MeCN
o)
N NO, COLEL
He
\' - oM
PdCl,—Fe
el N .
H EIOH HOoAc  MeO NG,
OMe
A8% Oivle

Reaksiyon Denklemi 37

Makosza ayni zamanda m-nitroanilinin 4- ve 6-nitroindolleri sentezlemek igin giiglii

bazik sartlar altinda ketonlarla yogunlasmasini agiklamistir (79).
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2.2.5. Oksidatif Siklizasyon Reaksiyonlari
2.2.5.1. Watanebe indol Sentezi

Watanabe indol sentezi metal katalizorli olup, anilin ve glikolden ya da
etanolaminlerden ve o-aminofenetil alkollerden indol sentezleyen bir yontemidir (Reaksiyon
Denklemi 38). Watanabe, Shim ve ¢alisma ark.lar1 bu reaksiyonu genisletmis ve RuCly(PPh)3
katalizorlii ortamda N-alkilanilinlerin trietanolaminle reaksiyonu sonucu N-alkilindolleri

sentezlemislerdir. Bu N-alkilindollerden N-metilindol %78 ile sentez edilebilmistir (80,81).

OH
i N
NH H

2 KzCOg MesBr
DMF 150 °C
78%

Reaksiyon Denklemi 38

2.2.6. Radikal Siklizasyon Reaksiyonlar:
2.2.6.1. Kalayh Ortamda Siklizasyon

Boger kalay aracili radikal siklizasyon reaksiyonlarina ilk onciiliik eden kisi olmustur.

Ozellikle CC-1065 bélgesinde ve diiokarmisinin sentetik ¢alismalarinda bunu elde etmistir

(Reaksiyon Denklemi 39) (82,83).
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Reaksiyon Denklemi 39

2.2.6.2. Fukuyama indol Sentezi

Fukuyama indol sentezi alkentiyoanilinlerden 2,3-disiibsitiiie indolerin sentezinde
kullanilan bir reaksiyondur (Reaksiyon Denklemi 40) (84,85). Tributilhidrazin ve indirgenme

ajan1 azobisisobutironitril (AIBN) genellikle reaksiyonda kullanilir.

R R,
| BusSnH
S .
I AIBN N
N" R
H 2 H

Reaksiyon Denklemi 40

Polisiibstitiie indollerin sentezi igin en kolay ydntemlerden birisidir. Ozellikle dogal

tirtinlerin sentezinde (aspidofitin (86), vinblastin (87), sitriknin (88) gibi) kullanilmaktadir.
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2.2.6.3. Murphy Indol-indolin Sentezi

Murphy ve ark. lar1 indolin veya indol elde etmek i¢in tetahiyafulvalen veya sodyum
iyodiir kullanilan radikal-polar capraz gegis kimyasi igceren yeni bir radikal siklizasyon
yontemi bulmuslardir (Reaksiyon Denklemi 41) (89, 90).

NH, Br 1. NOBF,; GH.Cly

o e B ey
NT TR NT R

I 2 Mal aseton |
S0:Me 44-839, S50:Me

R'=H, Me: A®=H, Me, Ph

Reaksiyon Denklemi 41

2.2.7. Palladyumlu Ortamda Kimyasal Reaksiyonlar

2.2.7.1. Hegedus-Mori-Heck Indol Sentezi

Indol, oksiindol ve indolin sentezi Heck reaksiyonu adi verilerek ortaya konmustur
(91). Bu arastirmada paladyumun o-allilanilinlerin ve N-allil-o-haloanilinlerin indollere

siklizasyonlari iizerine etki ettigi bulunmustur (Reaksiyon Denklemi 42,43) (92-95).

=
R q\‘/ PACL(MeCN), go_I7 ]
. - e
MHR' henzokinon M Me
LiCl THF R

74-B8% ;
R =H, Me, Ac

R* = H, 5-Me, 5-CO.Ft, 6-OMe

Reaksiyon Denklemi 42
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Reaksiyon Denklemi 43

2.2.7.2. Yamanaka-Sakamoto indol Sentezi

Yamanaka-Sakamoto indol sentezi paladyum katalizorliigiinde bir alken ile bir o-

haloanilinin indol olusturmak f{izere o-alkinilanilin elde etme yontemidir (Reaksiyon

Denklemi 44) (96).

A
Br R—— =
: :NHGDEL-’[ Pd(PPha),Cla NHCO,E¢
151
E5-77%
1. NaDEt
| R = H (TMS), Bu, Ph
2. H{)
L N7 TR
H
74-95%

Reaksiyon Denklemi 44
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2.2.7.3. Larock indol Sentezi

Larock indol sentezi o-haloanilinler ve aklenlerden hareketle indol elde eden
paladyum katalizorlii bir basamakta gergeklesen sentez yontemidir (Reaksiyon Denklemi 45)
97).

| TMS————TMS TMS
> |
@ Pd(OAC), LICI

NH N
2 KOAc DMF H
54%

Reaksiyon Denklemi 45

2.2.8. Bakirh Ortamda Kimyasal Reaksiyonlar

2.2.8.1. Castro indol Sentezi

Castro ve ark. lar1 (98) indol elde etmek i¢in metal katalizorli o-alkinilanilinlerin

siklizasyonunu igeren bunu da bakir kullanarak yapan bir reaksiyondur (Reaksiyon Denklemi
46).

Reaksiyon Denklemi 46

36



2.2.9. Jaap-Klingemann indol Sentezi

Japp-Klingemann reaksiyonu p-keto-asitlerden (f-keto-esterler) ve aril diazonyum
tuzlarindan hidrazon sentezlemekte kullanilan bir kimyasal reaksiyondur (Reaksiyon
Denklemi 47) (99-102). Reaksiyon, Francis Robert Japp ve Felix Klingemann

kimyacilarindan sonra adlandirilmistir.

O O 0
+ “OH
R1MOH + N=N-Ar g RH\//N*N'A'V + CO,
R H
2 Ro
O O 0 o
+ "OH
F{1)J\T)LOF{3 + N=N-Ar — 3 Ar\N’Nﬁ)LORe, + )]\

Reaksiyon Denklemi 47

Japp-Klingemann reaksiyonunun hidrazon iiriinleri genelde daha kompleks organik
molekiillerin sentezlenmesinde ara iiriin olarak kullanilmaktadir. Ornegin, bir fenilhidrazon
iiriinii kuvvetli bir asit varliginda 1sit1larak Fischer Indol sentezi iizerinden indol elde etmekte

kullanilabilir (Reaksiyon Denklemi 48) (103, 104).

Reaksiyon Denklemi 48
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Reaksiyon Mekanizmast:

I1k basamak beta-keto-esterlerin deprotonizasyonudur. Enolat anyonunun 2 diazonyum
tuzuna niikleofilik katilmasi azo bilesigini 3 sentezletir. Ara iiriin 3 nadir durumlarda izole
edilebilmektedir. Cogu durumda ara {iriin 3’ {in hidrolizi tetrahedral bir ara {iriin 4 meydana
getirmekte, bu da hizlica karboksilik asite 6 dekompoze olmaktadir. Hidrojen degisiminden

sonra da son {iriin hidrazon 7 elde edilmektedir (Reaksiyon Denklemi 49).

0 0 0O ﬁ—\ NEI':I—Ar O O
OH v S R1M0Ra
R+ OR3 —» R; OR4 JN
Ra Rz N,
1 2 3 Ar

0 0 o
o Rzﬁ)\ORS o Rgm)LORS (O, OH
R1)_LO + HN,|N - R1)_LOH _N’N R1 R2 N 0R3
| 7 Chj’
Ar Ar “Ar
8 7 6 5 4

Reaksiyon Denklemi 49

2.2.10. Baeyer-Emmerling indole Sentezi

Baeyer-Emmerling indol sentezi, kuvvetli bazik bir ¢ozeltide siibstitiie veya
nonsiibstitliie 0—nitrosinamik asitten ve demir tozundan hareketle indol elde etmekte kullanilan
bir yontemdir (Reaksiyon Denklemi 50). Bu reaksiyon 1869 yilinda Adolf von Baeyer ve A.
Emmerling tarafindan bulunmustur (105).

Demir ile o-nitrosinnamik asitin reaksiyonunda ilk olarak siibstitiie hidroksilamin elde

edilir. Daha sonra ara {iriin olan hidroksilamin, indol-2-karboksilik asit tirliniinii vermek lizere
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birinci konumdaki 2 numarali karbon atomuna kondense olur. Bu esnada su disar1 verilir.

Olusan bu karboksilik asit indol elde etmek iizere dekarboksile olabilir.

Reaksiyon Denklemi 50
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2.3. Hiyaluronik Asitin Ozellikleri, Sentezi ve Yikimi

HA (hiyaluronik asit, hiyaluronan, hiyaluronat,) parlak ve transparan goriintiisiinden
dolay1 Yunanca cam anlamina gelen “hyalos” kelimesinden tiiretilmis bir terimdir. HA lineer
polisakkaritlerden olusan bir GAG’dir. Bu polisakkaritler tekrarlanan boliimler halinde
birbirine baglanmis D-glukuronik asit (GIcA) ve N-asetil-D-glukozamin (GlcNac)

monosakkaritlerinin birbiri ardi1 sira dizilmesiyle olusur (Formiil 4) (1, 4) .

OH OH
> 0
10 HO
HO 0
OH

0
NH |
o%\

n

Formiil 4

Hiyaluronik asitin molekiil agirhigi 2x10°~10x10” Da kadardir. Uzunlugu 2-25 pm dir
(4). Distik molekiil agirlikli olanlar1 sayisiz biyolojik olaylarda rol almakta ve seviyeleri
embriyojenez sirasinda (106), hiicre goclerinde, yara 1iyilesmesinde (107), timor
baslangicinda (108), malin goclerde ve doku kayiplarinda artmaktadir. Diger GAG’lardan
fark; siilfatlanmamig olmasi ve proteinlere kovalan olarak bagli olmamasidir. HA proteinlere
iyonik olarak baglanir. Ayrica diger GAG’lardan bir farki da sentezinin plazma membraninin
i¢ yliziinde olmasidir. Serbest bir polimerdir ve higbir protein zarfina ihtiya¢ duymaz. Oysaki
GAG’larin sentezi golgi enzimleriyle gerceklesir ve protein zarflarina kovalan olarak
baglanirlar.

Morfolojik baslangicin ilk asamalarinda, hiicre biiylime ve gelisiminin ilerledigi
durumlarda HA’in seviyesi artmaktadir (109).

Viicudumuzda birgok biyolojik olaydan sorumlu olan HA eklemlerin sinoviyal
stvilarinda, goziin hiimor akoziinde, kordon kaninda ve gevsek bag dokusunda bulunur. Genel
olarak sinir doku, bag doku, epitelyum dokularinda genisge yayilmistir.

Tiikiirikte de bulunan HA’in paratiroid sivisinda yiiksek molekiil agirlikli formlari

(2>200.000 kDa) bulunur (110).
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HA, eklemlerde kayganligi saglayan, darbelerin etkisini azaltan ve organizmay1
bakteri ile diger mikroorganizmalara karsi koruyan bir yap1 olup, ekstraseliiler matriksin en
biiyiik  bilesenlerinden Dbiridir. Hiicrenin adezyon, migrasyon ve proliferasyonunda,
inflamasyon cevaplarinda rol alirken, ayni zamanda bazi malign tiimoérlerin gelismesiyle de
iliskilidir.

Ortalama 70 kg agirliginda bir bireyin viicudunda 15 gram HA bulunur Saglhikli bir
bireyde bu miktarin tigte biri her giin yikilip yeniden sentezlenir (111).

HA cildi gergin tutucu ve gerdirici 6zelliklerinden dolayi, en ¢ok tercih edilen dolgu
maddesidir. Ayrica ciltteki kolojen iiretimi ve yeniden yapilanma da HA sayesinde hizlanir.
Kendi hacminden bin kat fazla su tutabildigi i¢in enjeksiyon edildigi yerde uzun siire seklini
muhafaza edebilir.

Ayrica HA, dokularin onariminda da rol oynayan derinin major bir komponentidir.
Deri, UV 1sinlaria asir1 derecede maruz kalinca olusan deri yaniklari; hiicrelerdeki dermis
tabakasinin HA sentezlemesini durdururken ayni zamanda yikim hizin1 da arttirmaktadir.
Yikim tiriinleri UV 1ginlarina maruz kalinca da artis gostermektedir (112).

HA’in molekiiler diizeyde ii¢ gorevi vardir (4). Ilki hiicre yiizeyinde HA reseptérlerini
otokrin tarzda ayni hiicre gibi etkilerken, ikinci gorevi komsu hiicreleri ekstraseliiler matriks
(ECM) molekiillerinin gesitliligi ile parakrin tarzda etkilemektir. Bir HA polimeri yiizlerce
ECM proteinine baglanabilir. Uciincii gérevi ise; depolanan HA’in daha sonra bir¢ok hiicre
ylizey reseptorleri ile etkilesebilmesidir. Bu reseptdrler CD44, hiyaluronan aracili motilite
reseptoric (RHAMM), lenfatik damar endotelyal HA resptorii (LYVE-1), endositozis igin
reseptor (HARE), karaciger endotelyal hiicre reseptorii (LEC) ve TLR-4. Bu etkilesimler ii¢
fizyolojik olay1 yonetmektedir. Sinyal transdiiksiyonu, periseliiler tabakanin formasyonu ve
reseptor aracili internalizasyondur (113-118).

Hayvanlar iizerinde yapilan bircok deneyde epitelyal ve bag doku kanserlerinin HA’in
yiiksek seviyesiyle iliskilendirilmektedir (116, 119, 120). Insan kanserlerinde, HA
konsantrasyonlart genelde normal hiicrelerdekine oranla daha yiiksek seviyelerdedir. Gogiis,
akciger, prostat, over, nefroblastom ve kolon kanserlerinin HA ile kuvvetlendigi dikkate
almmalidir (116, 121, 122). Bu tiimorlerde HA hiicre biiylimesini; timor hiicrelerinin
cogalmasin1 uyarmakla siirdirmektedir. Ayrica tiimor metastazini da ilerleten HA, bunu
timor hiicrelerinin adhezyon ve gogiinii tetiklemekle yapmaktadir (120, 123).

HA’nin sentezi, hiicrelerdeki endoplazmik retikulum ve golgide gerceklesir. Bir
integral membran protein sinifina ait olan HAS enzimi tarafindan sentezlenir. Bu enzimin 3

formu vardir: HAS1, HAS2, HAS3. Bunlar glikoziltransferaz izoenzimleridir. Bu enzimlerin
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aktif kisimlari plazma membraninin i¢ yiiziinden c¢ikintt yapmis durumdadir. HA,
sentezlendigi sirada plazma membranindan hiicre yiizeyine veya ECM’in igine ¢ekilir. Bu
olayda bu izoenzimler tektir ve iki enzimatik bilesene sahiptirler. Bunlardan biri GIcUA’ya
eklenirken; digeri de GIcNAc’ye eklenmektedir. Bu izoenzimlerin amino asit dizilim siralari
%50-71 kadar aymidir, fakat genlerin kromozom siralari farkli kromozomlar {izerine
yerlesmistir (hnCh19-HAS1, hCh8-HAS2, hCh16-HAS3). Bunlar farkli proteini kodlar ve farkli
enzimatik 6zelliklere sahiptirler. HAS3, HA’in daha kisa formlarin1 (< 3x10° Da) sentezler ve
HAS1 ile HAS2’den daha aktif oldugu diisiiniilmektedir. HAS1 ve HAS2 daha yiiksek
molekiil agirlikl ( 3.9 x 10° Da) HA molekiillerini sentezlerler.

HA, endoglikozidaz, hiyaliironidaz ve iki ekzoglikozidaz olan beta-glukoluronidaz ve beta-N-
asetilglukozamidaz ile yikilir (124). Bunlardan en 6nemlisi hiyaliironidaz enzimidir.

Hiyaluronidaz enzimi, p-1-4-endoglukozamidaz enzim ailesinin ekstraseliiler matriks
degredasyon enzimidir. HA y1 kiigiik molekiil agirlikli sakaritlere par¢alamaktadir (125).

Hiicre diizeyinde HA’y1 yikan iki enzim vardir. Hiyaluronidaz 1 (Hyal 1) ve
Hiyaluronidaz 2 (Hyal 2). Hyal 1’in kayitlarda bulunan alti pargasi vardir. Bunlarin {igii
3p21.3, diger ii¢ii 7q31.3 kromozomlari lizerinde yerlesmislerdir (126, 127). Bir ¢ok memeli
tiriintin Hyal 1 aktivitesini yok ettigi bildirilmektedir (128). Bu da Hyal 1’in 6nemli bir
enzim olmadigr fikrini getirmistir ve diger hiyaliironidazlarin Hyal 1’in yerini tutabilecegi
sanilmaktadir.

Hyal enzimleri baskin olarak HA’y1 yiktiklart gibi, kondroitin ve kondroitin siilfatlart
da belirli bir seviyede yikma kabiliyetleri vardir. Vertebral dokularda diisiik
konsantrasyonlarda belirirler. Insan serumunda seviyeleri 60 ng/ml gibi diisiik bir degerde
olmasina ragmen yiiksek, se¢ici aktivitelere sahiptirler (6). Hyal 2 aktivitesi hiicre yiizeyinde
normal, saglikli hiicrelerle sinirlanmistir. Bu durum ECM’nin biitiinliigiinii korumaktadir.
CD44, Hyal 2 ve Na* H™ doniisiimii kombinasyonu hiicre yiizeyindeki lipit tabakalariyla
kompleks olusturmasi sonucu yiiksek molekiil agirliklit HA’ya baglanabilmektedirler (129).

Hyal 2’nin baskilanmasi, astrositoma hiicrelerinde tiimor olusumunu hizlandirir (130).
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2.4. Hiyaluronik Asitin Medikal Kullanimlari

HA bir¢ok organizmada 6nemli, fizyolojik rol oynar. Biyomedikal uygulamalarda
kullanimlar1 yaygindir (131-134).

HA tercih edilen bir polimer materyaldir. Ciinkii basit sekerlere yikilabilen dogal bir
iriindiir. Nem ¢ekici ve viskoelastik dogasi ile HA, medikal ve farmasétiik uygulamalarda
kullanilmaktadir (4).

HA osteoartritte, cerrahide ve yara iyilesmesinde, embriyo implantasyonlarinda ve
hastalik belirteci olarak medikal ve farmasétik alanda kullanilmaktadir. Ayrica, dizdeki
osteoartrit tedavisinde kullanilmaktadir (135).

Osteoartritli hastalarda etkilenen eklemlerde HA azalmis konsantrasyonlarda
bulunmaktadir. Oral yoldan iyi absorbe edilemedigi i¢in intraartikiiler yoldan uygulanan
HA’nin degisik yollarla etki ettigi dusiiniilmektedir. HA’in viskoelastikligi eklemlerin
kayganligi ve mekanik desteginden sorumludur. Osteoartritik eklemlerde, HA’in molekiil
agirlig1 ve konsantrasyonu pro-inflamator sitokinlerin ve serbest radikallerin sonucu olara
azalabilmektedir (136,137). Sinoviyal sividaki elastikligin degisimi eklemlerdeki
problemlerle sonuglanmaktadir. HA’in eklem igine enjeksiyonu bir¢ok iilkede (Amerika,
Kanada, Japonya ve bazi Avrupa iilkeleri) uygun bulunmaktadir. Kullanilan iirtinler
uygulamada degisik molekiil agirlikli sodyum HA icermektedirler. Ornek olarak Hyalgan
(Fidia, Italya), Artz (Sekagaku, Japonya) ve Orthovisc (Arika, Amerika) verilebilir.

HA’in enjeksiyonluk preparatlarinin osteoartritik eklemlerdeki terapotik etkileri in
vitro, in vivo ve kliniksel olarak yaygin sekilde yapilmaktadir (138,139,140). Bu
calismalarin sonucu HA’in kikirdak bozulmasini baskiladigina, eklem kikirdaginin
ylizeyini koruduguna, sinoviyal sivinin Ozelliklerini normale dondiirdiigiine ve act
duyusunu azalttigina isaret etmektedir. Osteoartritte HA’in analjezik etkisinin
kortikosteroitlerle ve nonsteroidal antienflamatuar ilaglarla karsilastirilabilir diizeyde
oldugu veya daha {istiin oldugu literatiirde kayithidir (138,141). Buna ragmen HA’in
buradaki etki mekanizmasi tam olarak agiklanmamistir (142). Birgok arastirmaci HA’in
mekanik ve kayganlastirict destek verdigini ve eklem dokularini molekiil agirligindan
bagimsiz olarak viskozluk (viscosupplementation, viscoaugmentation, viscoprotection)
ozellikleri sayesinde korudugunu sdylemektedirler. HA’in farmakolojik o6zelligi de

antienflamatuar ve immiin sistemi koruyucu etkisiyle iligkilendirilebilir.
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HA’nin ilk tibbi rtini 1970 ve 1980 yillarinda Pharmacia firmasi tarafindan
gelistirilen HEALON® adli miistahzardir. Bu; gdz cerrahisinde doku iyilesmesini tesvik
etmek amaciyla tiretilmistir.

HA goz cerrahisinde yapay intraokiiler lenslerin ve diger ticari tirlinlerin goziin igine
yerlestirilmesinde birlestirici olarak kullanilmaktadir. Ayrica HA, cerrahi prosediirlerde
viskoelastik jel olarak cerrahi yaralarin iyilesmesine yardimci olmak ic¢in de
kullanilmaktadir. Katarakt ameliyatlarinda HA jelleri ameliyat boslugunu siirdiirmek,
korneanin endotelyal tabakasim1 ve diger dokulari fiziksel hasardan korumak (bunu
kaydiric1 olarak davranmalartyla saglarlar) icin kullanilmaktadirlar (143). Bunun yaninda
HA’nin korneal, diyabetik ayak, tendon, kemik, nazal mukozal ve vendz bacak iilser yara
iyilesmelerinde de 6nemi bulunmaktadir (134, 144). Miyazaki ve ark. (145) 1996 yilinda
yayinladiklar1 bir ¢alismada HA’in korneal yara iyilesmesini hizlandirdigini, bunu da
korneal epitelyumal hiicrelerin biiyiimesini ilerletme kabiliyetine baglanmaktadirlar.
Bunun yaninda HA genel cerrahide yapismayr ve hasart oOnleyici ilag olarak
kullanilmaktadir. Inflamasyonlu viicut hiicreleri iizerine antioksidan olarak etki eder,
viicut hiicrelerini serbest radikallerin hasarindan korur, immiin sistemi germ ve viriislerin
hiicreler arasit hareketini ve hiicreler icine girislerini engelleyerek giiclendirir. Ayrica
HA’nin alveoler yaralanmanin ardindan yapilan inhalasyonda nétrofil elestazlarinin
miktarini azalttigi da rapor edilmektedir (134). Bu koruma mekanizmasinin HA ve akciger
elastik fibrilleri arasindaki spesifik baglanmasina dayandigi disiiniilmektedir.  Etki
mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber ozetle HA kornea transplantasyonu,
katarakt ameliyati, glokom ameliyatt ve retinal ayirmalarda yaygmn olarak
kullanilmaktadir.

HA’in oviilasyon sirasindaki yliksek konsantrasyonu embriyonik gelisimin dollenme
onceki déneminde fonksiyonu oldugu gériisiinii ortaya koymustur. In vivo déllenme igin
kiiltiir ortaminda HA’in albuminle yer degistirme i¢in uygun oldugu goriilmiistiir (146).

Dis hekimliginde de kullanim alan1 olan HA, temporomandibular eklemde baglanti
yerlerindeki semptomlar1 azaltmada injeksiyon yoluyla verilerek kullanilmaktadir (147).

Prostat ve goglis kanserinde tiimor marker olarak kullanilmaktadir. Hastaliklarin
gelisiminin izlenmesinde rol oynamaktadir. HA bir¢ok sekilde kan dolagiminda ve lenfatik
sistemde serbestce dolagsmakta ve ECM ile gevsek olarak karsilikli etkilesmektedir.
Normalde HA diisiikk konsantrasyonlarda kan dolagiminda bulunmaktayken dokularda
miktar: artmaktadir. Yara iyilesmesinin ¢ok erken asamalarinda ortaya ¢ikmaktadir (148,

149). HA’in dolasimda hizla yiikselmesi strese bagli olarak, kan kaybinda, soklarda,
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iskemik darbelerde ve agir travmayi takiben goriilen kan zehirlenmelerinde, biiyiik cerrahi
girisimlerde ve genis yaniklarda belirir (150, 151, 152). HA’in serumda artis1 karaciger
sirozu ve fibrozunun, diz osteoartritinin ve karaciger transplantasyon reddinin en erken
belirteglerinden biridir. HA artis1 biiyiik yaralanmalarda ve bir¢ok hastalikta hayati bir
mekanizmayla hizli bir cevap saglamaktadir (151). Bir biyomarker olan HA goriintiileme
ilaglarinin  kullanildig1 hastaliklarda ve yaralanmalarda ortaya ¢ikan degisimleri
belirlemede etkin olarak klinikte kullanilmaktadir.

Diger bir kullanim alan1 kozmetik {riinlerdir. HA nin kozmetik tiriinlerde kullanimi
nemlendirici, kirisiklik giderici, gerdirici 6zelliginden dolayidir. Gozle goriiliir derecede
cildin iist katmanlarinin sikilasmasini saglar. ince cizgiler hemen diizgiinlesir ve ince
dudaklarin dolgunlastirilmasinda kullanilir. Ayn1 zamanda da antienflamatuar etkisi ile
g0z torbalarini yok eder. Botoksta kullanilan botulinum toksini yerine tercih edilen
HA’nin enjeksiyon formlar1 vardir. HA nin tiim canli organizmalarda bulunan bir madde
olmasi da tercih edilme nedenidir.

2003 yilinda yumusak doku hasarlarini doldurmak i¢in hiyaluronik asit enjeksiyon
formu olarak piyasaya ¢ikan RESTYLANE® son yillarda siklikla kullaniimaktadur.
Hiyaluronik asit iceren diger kozmetik iiriinler ise; PERLANE®, HYALOFORM?®,
PURAGEN" dir.
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2.5. Hiyaluronidaz Enzimi, Biyolojisi ve Tedavi Edici Ozellikleri

Hiyaluronidaz enzimi, ilk kez 1928 yilinda insan ve hayvanlarin testikular ekstraklarinda
viral ajanlarin yayilmasini arttirici etkisi tizerine yapilan bir ¢alisma ile tespit edilmistir (153).

Daha sonra hiyaluronan enzimi olarak tanimlanmis, giiniimiizde ise hiyaluronidaz adim
almustir.

1947 yilinda Fishman ve ark. lar testislerde bulunan bu enzim ile tiimdr hiicrelerinde ayni
enzimin bulundugunu gostermislerdir (154).

1971 yilinda Meyer (155) hiyaliironidaz enzimini biyokimyasal analizlerine ve iiretilen
son iriinlerine gore ii¢ gruba ayirmaktadir.

1. Memeli hiyaluronidazi (testis tipi): Bu endo-beta-N-asetilhekzoaminidaz’dir.

2. Hiyaluronat-3-glikanohidrolaz: Bu endo-beta-D-glukuronidaz’dir.

3. Mikrobiyal hiyaluornidaz: Bu sinftaki enzimler bir ve ikinci gruptakilerden farkli olarak
aktivitelerini gosterirken hidroliz asamasini kullanmazlar.

Hiyaluronidaz enzimi pH’larina gore de siniflandirilabilirler:

_Asit aktif hiyaluronidazlar pH 3-4 arasinda aktiftir. Bu insan karacigeri ve serum

hiyaluronidazini igemektedir.

_Notral aktif hiyaluronidazlar pH 5-8 arasinda aktiftir. Ph 20 de de aktiflik vardir. Bunlar

yilan ve ar1 venomu hiyaluronidazlaridir (111, 156, 157).

Transforme biiyiime faktori-f (TGF-B) proteinleri, embriyojenez, ekstraseliiller matriks
protein sentezi, hiicre ¢ogalmasi ve 6liimii, immiin hiicrelerinin fonksiyonlarinin yenilenmesi
gibi ¢ok sayidaki biyolojik olaylarla hiyaluronidaz enzimi iliskilidir (158-160).

Hiyaluronidaz enzimi, hiyaluronik asitin hiicre yiizeyine baglanmasi i¢in gerekli olan ve
kanserli hiicrelerin metastazinda rol oynayan CD44 proteinini de modiile etmektedir.

Hiyaluronidaz enzimi endometriyum, ovaryum, meme kanserlerinin metastazini
arttirirken, prostat kanserinin ilerlemesine neden olmaktadir. Ayrica timdr hiicrelerinde in

VIVO anjiyojenezini tetikledigi bildirilmektedir (7, 8, 161).
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2.6 Hiyaluronidaz Enziminin Kanser Gelisimi Uzerindeki Rolii

Timor uzun yillardir ¢are aranan klinik bir olgudur. Tarih boyunca insanlar diger
hastaliklara kars1 oldugu gibi kansere karsida ilag gelistirmek i¢in ugras vermisler ve vermeye
de devam etmektedirler. Tedaviye giren ilaglar ile bazi kanser tiirlerine kars1 basarili sonuglar
elde edilmesine ragmen kanser metastazi 6nemini hala devam ettirmektedir.

Metastaz; normal konakei hiicrelerinin kii¢iik lenfatik veya wvaskiiler kanallardaki
invazyon ve infiltrasyonu penetrasyon ile olmaktadir. Tiimor hiicrelerinin yayilmasi tek ya da
kiime halindeki hiicrelerin sirkiilasyona girmesi ile gergeklesir. Yayilma islemi
sirkiilasyondan kurtularak devam eder. Bu hiicreler uzak organlar tarafindan yakalanir.
Lenfatik veya kan damar hiicre duvarlarina penetrasyona bagli olarak da tiimor hiicrelerinin
yayilmasi gergeklesir. Bu bilgiler 1s18inda, kanser tedavisinde ve teshisinde hiyaluronidaz
enziminin varligiin goz oniinde tutulmasi gerektigi fikri ileri siirtilebilir.

Sonug olarak, hiyaluronidaz inhibitorlerinin kanser tedavisi i¢in yeni terapotik ajanlar

olarak kullanilmasi miimkiin gériilmektedir.
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2.7. Dogal ve Sentetik Hiyaluronidaz Enzim Inhibitorii Bilesikler

TNP-470, Marimastat, SU5S416 gibi dogal ve sentetik bilesiklerin antihiyaluronidaz
aktiviteye sahip olduklari ¢esitli ¢alismalarla gésterilmistir (11-13).

Apigenin’in, dogal kaynakli hiyaluronidaz inhibitorii ve anjiyojenez inhibitorii oldugu
literatiirde bildirilmektedir (14,15).

Heparin de HA’y1 yarismasiz bir mekanizmayla inhibe ederken enzimin katalitik
kismma baglanmayan bir hiyaluronidaz enzim inhibitoriidiir. Diisiik konsantrasyonlarda
heparin, venom hiyaluronidazini kemik hiyaluronidazina oranla daha fazla inhibe etmektedir
(162). Aym zamanda heparin siilfat ve dermatan siilfat da insan serum ve venom
hiyaluronidazini inhibe eden bilesikler arasindadir (163-165). Ayrica polisakkaritler, aljinik
asit, pektin, kumarin, kurkumin (166), GAG’lar, flavonoitler (167-169), antioksidanlar (164 ),
glisirizin, alkaloitler (164,170), saponinler hiyaluronidaz enzimini inhibe etmektedirler.

Antiallerjik bilesik olan tranilast, trakson, baikalein fosfat ve sodyum kromoglikat,
kortizon ve dezoksikortikosteron asetat, kortikotropin, kikorik asit, dekstran siilfat gibi
bilesiklerinde antihiyaluronidaz aktiviteye sahip olduklari literatiirde kayithdir (171, 172).

Polidietilstilbestrol fosfat ve polimerik fosfatlardan olan dinesterol, hekzasterol ve
benzasteroliin de antihiyaluronidaz aktiviteye sahip olduklar1 bilinmektedir (173).

CHR (cis-Hinokiresinol)’de hiyaluronidaz enzim inhibitorii etkiye sahip bir bilesiktir
(174).

Briyoantratiyofen, 5,7- dihidroksi-1-metoksikarbonil-6- okso-6H-antra(1,9-bc)tiyofen
ve 1,8-dihidroksiantrakinon dogal bilesiklerinin anjiyojenez inhibitorii aktiviteye sahip
olduklar1 ve bu bilesiklerden 1,8-dihidroksiantrakinon bilesiginin Bovin Aortic Endothelial
Cell (BAEC) kanser hiicrelerinde en Onemli antianjiyojenik aktiviteye sahip oldugu

bilinmektedir (175).

48



Cizelge 1: Dogal ve sentetik hiyaluronidaz enzmi inhibitorii bazi bilesikler

Ol
I
(]
% [
Iz

Marimastat SU5416

OH OH (o} OH

o

Apigenin Briyoantratiyofen 1,8-dihidroksiantrakinon

o
HyCO HOOC, Oﬁ/\o o
HO. o} OH
2Na
HaCO C=—=C—N ‘ ‘ ‘
H H H
H,0;P0 HooC o o

COOH

OH o}

Tranilast Baikalein fosfat Sodyum kromoglikat

OH
HO\@\\j “\\\\\©/

3S-CHR Cis-Hinokiresinol

49




Kanser tedavisi i¢in ¢ok ciddi miktarda biitgelerin harcandigr bilinmektedir. Ayrica biitiin
bu biiylik harcamalara karsin kanser, kesin tedavi ile sonuglanan hastaliklar arasinda yer
almamaktadir. Cok sayida arastirma gruplart yeni ilag molekiilii gelistirme c¢abalarini
stirdiirmektedir.

Calisma grubumuzda bu konuda iizerinde yaptigi ¢aligmalarda indol ana yapisi tasiyan
bilesikler iizerinde arastirmalar yapmaktadir.

Bu arastirmalarin indol ana yapisi iizerinde siirdiiriilme nedenleri,

- Bu yapilarin yasam icin gerekli olan biyolojik molekiillerin yapisinda yer almasi ve
bu molekiillerin biyolojik fonksiyonlarin yiiriitiilmesinde anahtar rolii oynadiginin belirlenmis
olmasidir.

- Uzerinde bir¢ok calisma yapilmis olan ve halen antineoplastik (vinblastin siilfat,
vinkristin ~ stilfat, vinorelbin ditartarat, lanreotid), antiemetik (tropisetron HCI),
antihiperkolesterol (fluvastatin  sodyum), antihipertansif (indapamit), antienflamatuar
(indometazin, asemetazin,), antiaritmik (pindolol), antimigren (eletriptan HBr, naratriptan
HCI, rrizatriptan, sumatriptan), etkileri nedeni ile kullanilmakta olan bazi ilaglarin da (176)
yapisinda yer alan indol halka sisteminin canli organizmanin tanidigi bir yapi olmasidir.

2007 ve 2008 yillarinda grubumuz tarafindan, 2-siibstitiie benzimidazol (Formiil 5),
benzimidazol, benzotiyazol ve indol tiirevi bir grup bilesigin in vitro antihiyaluronidaz

aktivitesi arastirilmistir.

N
N\
H%R

Formiil 5

R= Hidrojen, metil, etil, hidroksimetil, merkaptometil, aminometil

R’=Hidrojen, metil, klor
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Daha sonra 2-aril siibstitiie tiirevleri sentezlenip (Formiil 6) aktivitelerine bakilmis ve

aktivitenin 2-alkil siibstitlisyonuna gore daha fazla oldugu gézlenmistir (10,177).

Formiil 6
R= Hidrojen, fluor, metoksi
Aktivitenin ana halkadan m1 yoksa hetero atomdan mi kaynaklandigini tespit etmek

icin benzotiyazol (Formiil 7) ve benzoksazol (Formiil 8) tiirevi bilesiklerin aktivitelerine

bakilmus fakat 2-aril siibstitiisyonundaki aktiviteden yiiksek aktivite gozlenmemistir (10, 177).

-0 DO

Formiil 7 Formiil 8
R= Hidrojen, metoksi

Bunlara paralel olarak siirdiiriilen bisbenzimidazol tiirevlerinde ise (Formiil 9) aradaki
karbon kopriisiine bagli oldugu diisiiniilen yiiksek aktivite gozlenmistir. Bu aktivitenin
Ozellikle n= 1 tirevlerinde olmasi, halkalar arasindaki bir tane karbonun 6nemini

diistindiirmektedir (10).

N N

/>f(CH2)n4<\

N N
Formiil 9
n=0,1,2
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2. konuma bagl alkil kopriisii lizerinden baglanan benzil tiirevi bilesiklerin de ytiksek
aktivite gosterecegi fikrinin savunulmasini saglamistir. Fakat 2-benzil tiirevinde aktivitenin

diistik olmasi1 bu yaklagimin dogru olmadigini géstermistir (Formiil 10) (177).

Iz

R= Hidrojen, metoksi
R’= Hidrojen, metoksi

Formiil 10

Sonra biyoizoster olan indol {izerinde ¢alismalar yapilmistir (Formiil 11). Bu

molekiillerin bisbenzimidazollerden daha diisiik olmakla birlikte aktivitelerinin oldugu

gozlenmistir (177).
Rs
Ry \
N
\
Ry

R1= Hidrojen, metil
R,= Hidrojen, hidroksil
Rs= Hidrojen, metil , fenil

R4= Hidrojen, metil

Formiil 11
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Yine indol halkasinin 1,2 ve 1,3 disiistitiie tiirevlerinde antihiyaluronidaz aktiviteye
bakilmistir (Formiil 1) . Indol-2- ile indol-3-karboksamit tiirevlerinin antihiyaluronidaz
aktiviteleri aragtirllmig ve indol azotuna bagli p-fluoro veya klorobenzil grubu tasiyan

bilesiklerin en aktif bilesikler oldugu bildirilmistir (10).

R
Ry
0
I -
5 I-.4<\_f>7llz / A k!
iy = "
/4 \ .
X Il g
X R1 R2
H, F H, F, CI H, F, CI

Formiil 1
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kimyasal Calismalar
3.1.1. Materyal

Calismada kullanilan tiim ¢oziiciiler (Merck) teknik ya da analitik niteliktedir. Sentez
baslangici maddeleri olarak fenilhidrazin hidrokloriir (Merck), propiyofenon (Aldrich),
trikloroasetik asit (Aldrich), p-toluenhidrazin hidrokloriir (Merck), 1-metil-1-tolilhidrazin
(Merck), benzil-4-hidroksifenilketon (Merck), benzil-4-bromofenilketon (Merck), p-Tolil-
hidrazin HCI (Merck), 4’-kloro-2-fenilasetofenon (Merck), Etanol (Merck), Metanol (Merck),
HCI (Merck) kullanildi.

Bilesiklerin "H NMR spektrumlarinin almmasinda DMSO (Merck), ince tabaka
kromotografisi (ITK) ¢alismalarinda Kieselgel 60 F 254 ile 0.2 mm kalinliginda kaplanmis
hazir aluminyum plaklar (Merck) kullanildi. Lekelerin belirlenmesi amaciyla UV 15181,

metalik iyot (Merck) ve Dragendorff belirtecinden yararlanildi.
3.1.2. Yontem
3.1.2.1 Di veya Trisiibstitiie indol Tiirevi Bilesiklerin Genel Sentez Yontemi:

Di veya Trisiibstitlie indol tiirevi bilesiklerin sentezinde iki yontem izlendi.

A) Her bilesik, 4 mmol hidrazin tiirevi ve 4 mmol uygun keton tiirevlerinin 12 mmol
trikloroasetik asit i¢inde yag banyosu ilizerinde, geri ¢eviren sogutucu altinda 100 °C’de 2-4
saat arasinda degisen siirelerde magnetik karistiricili 1sitici ile 1sitilmasiyla elde edildi.
Reaksiyonun tamamlanmasi ITK ile izlendi. Hazir plaklar kullanilarak yapilan ITK
caligmalarinda, lekelerin belirlenmesinde ultraviyole 15181, metalik iyot ve Dragendorff
belirtecinden yararlanildi. Reaksiyonun karigimi oda 1sisina kadar sogutuldu ve iizerine soguk
su eklendi. Olusan ¢okelek siiziildii. Daha sonra elde edilmek istenen bilesige gore segilen
uygun bir ¢oziiciiden kristallendirildi. Olusan kristal halindeki bilesik siiziiliirek alindi ve

vakum desikatoriinde kurutuldu.
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B) Her bilesik, elde edilmek istenen bilesige gore secilen 1 mmol keton tiirevi 10 mL
etanol icerisinde ¢o6ziildii. Ayr bir balonda 1mmol p-tolilhidrazin hidrokloriir 0.8 ml HCI ve
10 ml etanol igersinde ¢oziildii ve magnetik 1sitichi karistirict iizerinde geri ¢eviren sogutucu
altinda 100 °C’de refraks olana kadar 1sitilmaya baslandi. Sonra keton tiirevi igceren balon
icerisindeki ¢ozelti p-tolilhidrazin hidrokloriir tizerine damla damla ilave edildi. Daha sonra
20 ml etanol ilave edilerek 1sitilarak karistirildi. Reaksiyonun tamamlanis1 iTK ile izlendi. 24-
48 saat siireler sonunda reaksiyona son verildi. Hazir plaklar kullanilarak yapilan ITK
caligmalarinda, lekelerin belirlenmesinde ultraviyole 15181 ve Dragendorff belirtecinden
yararlanildi. Reaksiyon karisimi buz banyosu i¢ine alinarak, diklorometan ile ekstre edildi ve
doyumus NaCl ¢ozeltisi ile yikandi. Cozelti kuruluga kadar ugurulduktan sonra, elde edilmek
istenen bilesige gore segilen uygun bir ¢oziiciiden Kristallendirildi. Olusan kristal halindeki

bilesik siiziilerek alind1 ve vakum desikatoériinde kurutuldu.

3.2. Analitik Calismalar

3.2.1. Erime Noktasi Tayini
Sentezleri yapilan bilesiklerin erime dereceleri, Electrothermal 9200 erime derecesi

tayin cihazi ile saptandi.

3.2.2. ITK ve Kolon Kromotografisi ile Yapilan Kontroller

3.2.2.1. Materyal

Plaklar: ince tabaka Kromotografisi ¢alismalarinda Kieselgel 60 F254 ile 0.2 mm
kalinliginda kaplanmis hazir aluminyum plaklar (Merck) kullanildu.

Coziicii sistemleri: Sentezlerini yaptigimiz bilesiklerin kromatografik kontrollerinde
asagidaki ¢oziicii sistemleri kullanildi. Kolon kromatografisinde ise silika jel kullanildi.

C-1: Kloroform-metanol (90:10)

C-2: Heksan-etilasetat (70:30)

Lekelerin belirlenmesi: Kromotogramlarda sentez {iriinleri ve baslangi¢ maddelerine

ait lekelerin belirlenmesinde UV 15181, Dragendorff belirteci, iyot buharindan yararlanildi.
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3.2.3. Spektroskopik Kontroller

3.2.4.1. IR Spektrumlari

Spektrumlar, sentezlenen bilesiklerinin Varian 1000 FT-IR spektrofotometresinde

alind1 ve dalga sayis1 (cm™) cinsinden degerlendirildi.
3.2.4.2. '"H NMR Spektrumlari
Bilesiklerin *H NMR Spektrumlari, DMSO (Merck) i¢indeki ¢ozeltileri ile Varian

Mercury 400 FT-NMR spektrofotometrisinde alinip kimyasal kayma degerleri 6 skalasinda

degerlendirildi. Eslesme sabitleri Hz olarak verildi.
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3.3. BIYOLOJIK CALISMALARI

3.3.1. Metod

3.3.1.1. Morgan-Elson Testi

0.1 M sodyum format igceren tampon g¢ozeltisi ve 0.1 M NaCl inkiibasyon tamponu
hazirlanarak ve formik asit ile pH 3.5’ e ayarlandi. Bovine serum albumin (BSA), 0.2 mg/mL
lik konsantrasyonda kullanildi. Borik asit ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 4.94 g borik asit ve 1.98 g
KOH 100 mL su iginde karigtirildi. 6.25 mL 10 N HCl i¢indeki 5 g dimetilamino benzaldehit
(DMAB) 50 ml’ye glasiyel asetik asit ile seyreltildi.

Stok ¢ozelti karanlikta ve soguk ortamda saklandi. Hiyaluronidaz enziminin saf tozu
(3110 U/mg), 800 U/ml hiyaluronidaz ¢6zeltisi hazirlamak igin inkiibasyon tamponunda
¢ozildi ve inhibitér maddeler, son konsantrasyon 100 mmol/ml olacak sekilde DMSO i¢inde
¢oziiliip seyreltilerek hazirlandi.

HA’nm 5mg/ml’lik stok ¢ozeltisi, HA’nin su iginde ¢dziilmesiyle hazirlandi. Inhibitor
/ enzim ¢Ozeltisi, inhibitdr ¢ozeltilerin enzim ¢ozeltisine eklenmesiyle 25 uM, 75 uM ve 100
uM’lik konsantrasyonlarda hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin 37 °C de 1 saatlik inkiibasyonlarindan
sonra santrifiijleme yapildi.

Sonraki asamada, 100 ml BSA ¢ozeltisi, 100 ml inkiibasyon tamponu, 150 ml su, 50
ml inhibitér / enzim ¢ozeltisi bir reaksiyon tiipiinde karistirilip analiz, 50 ml HA ¢ozeltisi
ilavesiyle baslamis oldu.

Sifirinct dakikada ilk veriyi almak i¢in, bu karisimdan 45 pL mikrofiij tlipline pipetle
aktarildi ve 10 ml borik asit ¢ozeltisi eklendi. Daha sonra mikrofiij tiipti 100 °C’de 4.5 dakika
1s1tildi. Bu 1sitilan ¢6zeltinin tamami, buz {izerine yerlesmis bulunan mikroplate i¢ine transfer
edildi.

300 ml stain ¢ozelti, stain yontemine baslamak igin her hiicreye ilave edilerek ve
37°C’de 20 dakika mikroplate inkiibasyona birakildu.

Absorpsiyon 590’nm de microplate reader (Mithras LB940, Berthold, Germany) ile
izlendi.

Inhibitér bilesik iceren ve kontrol ¢dzeltileri, inkiibasyon oncesi ve sonrasi

absorpsiyon farklar1 kaydedilip standardizasyon egrisi yoluyla enzim aktiviteleri
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degerlendirildi. Ayrica inhibitor ¢ozeltisi yerine saf DMSO ile yapilan aktivite kontrolleri %
100 olarak kabul edildi.

3.3.1.2. Stain-all Testi

0.2 M ve 50 M’lik iki fosfat tampon ¢ozeltisi hazirlanip pH’lar1 hidroklorik asit ile
7.0’a ayarlandi. 3310 U/mg hiyaluronidaz enzimi tozu 50 nM fosfat tamponu i¢inde ¢oziliip
50 U/ml hiyaluronidaz konsantrasyonuna tamamlandi. inhibitor bilesikler, DMSO iginde 10
mmol/ml ¢oziintirliigiinde hazirlanip HA’nin 2mg/ml’lik stok ¢ozeltisi suda ¢oziinerek
hazirlandi. Enzim/inhibitor ¢ozeltisi; 50 uM, 75 pM ve 100 pM konsantrasyonlardaki
inhibitor ¢ozeltilerinden, enzim ¢ozeltisine katilarak hazirlandi 37 °C de 1 saat inkiibe edildi.
Daha sonra saydam bir ¢ozelti elde etmek i¢in santrifiij edildi.

22.4 mg stains-all karisimi, 35.2 mg askorbik asit, 23 mL glasiyel asetik asit ve 1.3 mg
biitillenmis hidroksi toluen; 100 ml dioksan ve 100 mL su karisimi iginde c¢oziilerek
hazirlanan stok ¢ozeltisi karanlikta saklandi.

Ana ¢ozelti 0.2 M’lik 390 ml fosfat tamponu, 110 mL HA ¢ozeltisi ve 500 ml su
karisimindan hazirlandi, sonra bu ¢ozelti 37°C de 10 dakika 1sitildi. Inhibitér / enzim
¢ozeltisinden 12.5 uL, bir mikroplate iginde 12.5 pL ana ¢ozelti ile karistirild1 ve reaksiyon
112.5 mL stain ¢ozeltisi ve 62.5 pL su ilavesiyle baslamis oldu.

Absorpsiyon 650’nm de microplate reader (Mithras LB940, Berthold, Germany) ile
izlendi.

Inhibitér bilesik igeren ve kontrol ¢ozeltileri, inkiibasyon &ncesi ve sonrasi
absorpsiyon farklar1 kaydedilip standardizasyon egrisi yoluyla enzim aktiviteleri
degerlendirildi. Ayrica inhibitor ¢ozeltisi yerine saf DMSO ile yapilan aktivite kontrolleri %
100 olarak kabul edildi ve ICsy hesaplanmadi. Molekiillerin protonize olmalarindan dolay1

ICsp degerlerinin haesaplanmasi miimkiin olmamaktadir.
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4. BULGULAR

4.1. KIMYASAL BULGULAR
4.1.1. 3-Metil-2-fenil-1H-indol (Bilesik No: 1)

CHj

0.578 g (4 mmol) Fenilhidrazin hidrokloriir, 0.53 mL (4 mmol) propiyofenon ve 1.960 g (12
mmol) trikloroasetik asit azot gazi altinda 100°C’de 2 saat siire ile 1sitilarak, genel sentez
yontemi A gore yliriitillen reaksiyonu ile elde edildi. Elde edilen ham iiriin, metanolden
kristallendirilerek 0.571 g saf bilesik elde edildi.

Verim : % 70

Erime Noktasi: 88 °C (Lit: 91-91.5 °C ) (178)

IR spektrumu (cm™), 3420 (N-H gerilim), 3000 (aromatik =C-H gerilimleri), 1600 (C=N
gerilim), 1460 (aromatik C=C gerilimleri, N-H egilim plan dis1) bantlar1 goriildi.

'H NMR spektrumu (DMSO- dg) & ppm, 2.39 (s, 3H), 6.97-7.14 (m, 2H), 7.36-7.38 ( m, 3H),
7.47-7.54 (d, 2H), 7.67 (d, 2H), 11.16 (yayvan s, 1H, -NH) pikleri griildii.
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4.1.2 3,5-Dimetil-2-fenil-1H-indol ( Bilesik No: 2)

CHj

H5;C

0.634 g (4 mmol) p-toluenfenilhidrazin hidrokloriir, 0.53 mL (4 mmol) propiyofenon ve
1.960 g (12 mmol) trikloroasetik asit azot gaz1 altinda 100°C’de 2 saat siire ile 1sitilarak, genel
sentez yontemi A gore yiiriitiilen reaksiyonu ile elde edildi. Elde edilen ham {iriin, metanolden

kristallendirilerek 0.620 g saf bilesik elde edildi.

Verim : % 78

Erime Noktasi: 105°C (Lit: 105-108 °C) (178)

IR spektrumu (cm™), 3395 (N-H gerilim), 3049 (aromatik =C-H), 1454 (aromatik C=C
gerilimleri, N-H egilim, alifatik —C-H egilim), 718 (benzen =C-H plan-dis1 egilim) bantlar1

goriildii.

'H NMR spektrumu (DMSO- dg) 5 ppm, 2.5 ( s, 3H, -CH3), 6.95-6.97 (dd, 1H), 7.29-7.57
(m, 3H), 7.49 (t, 2H), 7.66 (d, 2H), 10.91 (s, 1H, -NH) pikleri goriildii.
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4.1.3 1,3-Dimetil-2-fenil-1H-indol (Bilesik No: 3)

CHj

CHj

0.469 mL (4 mmol) 1-metil-1-fenilhidrazin, 0.53 mL (4 mmol) propiyofenon ve 1.960 g (12
mmol) trikloroasetik asit azot gazi altinda 100°C’de 3 saat siire ile 1sitilarak, genel sentez
yontemi A gore yliriitillen reaksiyonu ile elde edildi. Elde edilen ham iiriin, metanolden

kristallendirilerek 0.431 g saf bilesik elde edildi

Verim : % 70

Erime Noktasi: 69 °C (Lit: 66-67.5 °C) (178)

IR spektrumu (cm™), 3409 (N-H gerilim), 3050 (aromatik = C-H), 1445 (aromatik C=C
gerilimleri, N-H egilim, alifatik -C-H egilim), 739 (benzen =C-H plan-dis1 egilim) bantlar1

goriildil.

'H NMR spektrumu (DMSO- dg) & ppm, 2.21 (s, 3H, N-CHs), 3.59 (s, 3H, -CHs), 7.03-7.21
(m, 3H), 7.42-7.60 (m, 6H) pikleri goriildii.
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4.1.4 4-(3-Fenil-1H-indol-2-il)fenol (Bilesik No: 4)

0.578 g (4 mmol) fenilhidrazin hidrokloriir, 0.849 g (4 mmol) benzil-4-hidroksifenilketon ve
1.960 g (12 mmol) trikloroasetik asit azot gaz1 altinda 100°C’de 4 saat siire ile 1sitilarak, genel
sentez yontemi A gore yiriitilen reaksiyonu ile elde edildi. Elde edilen ham iiriin,

metanol/sudan kristallendirilerek 0.685 g saf bilesik elde edildi

Verim : % 75

Erime Noktasi: 147 °C (Lit: 147 °C) (178)

IR spektrumu (cm™), 3395 (N-H gerilim), 3450-3020 (O-H gerilim, =C-H gerilim, aromatik
=C-H gerilim), 1454 (aromatik C=C gerilimleri, N-H egilim, alifatik -C-H egilim), 718 cm™

(benzen =C-H plan-dis1 egilim).

'H NMR spektrumu (DMSO- dg) & ppm, 4.85 (yayvan s, 1H), 6.74 (d, 2H), 7.28 - 7.47
(m, 9H), 6.97-7.15 (m, 2H), 11.38 (s, 1H, -NH) pikleri goriildii.
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4.1.5 4-(5-Metil-3-fenil-1H-indol-2-il)fenol (Bilesik No: 5)

H3C

0.158 g (1 mmol) p-Tolilhidrazin HCI ve 0.212 g (1 mmol) benzil-4-hidroksifenil keton 0,8
mL HCI ve 16 mL etanol igerisinde geri ¢eviren sogutucu altinda isitilarak, genel sentez
yontemi B gore yiiriitiilen reaksiyonu ile 24 saatte elde edildi. Elde edilen ham firiin,

etanolden kristallendirilerek 0.185 g saf bilesik elde edildi.

Verim : % 61

Erime Noktasi: 148-150°C

IR spektrumunda (cm™), 3446 (O-H gerilim), 3374 (N-H gerilim), 3051 (aromatik = C-H),
2922 (alifatik -C-H gerilimleri), 1597-1439 (aromatik C=C gerilimleri, N-H egilim, alifatik -

C-H egilim), 767 (benzen =C-H plan-dis1 egilim) bantlar1 gortildii.

'H NMR spektrumu (DMSO) & ppm, 2.43 (s, 3H, -CH3), 4.90 (yayvan s, 1H), 6.75-6.77
(d, 2H), 7.03-7.06 (1H, dd), 7.25-7.44 (m, 9H), 8.06 (s, 1H, -NH) pikleri goriildii.
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4.1.6 2-(4-Klorofenil)-5-metil-3-fenil-1H-indol (Bilesik No: 6)

HsC

0.158 g (1 mmol) p-tolilfenilhidrazin HCI ve 0.230 g (1 mmol) 4’-kloro-2-fenilasetofenon 0.8
mL HCI ve 20 mL etanol igerisinde geri ¢eviren sogutucu altinda isitilarak, genel sentez
yontemi B gore ylriitiilen reaksiyonu ile 24 saatte elde edildi. Elde edilen ham iiriin,

etanolden kristallendirilerek 0.250 g saf bilesik elde edildi.

Verim: % 78

Erime Noktasi: 131-133 °C

IR spektrumunda (cm™), 3395 (N-H gerilim), 3021 (aromatik = C-H), 2917 (alifatik -C-H
gerilimleri), 1598-1401 (aromatik C=C gerilimleri, N-H egilim, alifatik -C-H egilim), 766

(benzen =C-H plan-dis1 egilim) bantlar1 gorildi.

'H NMR spektrumu (DMSO) & ppm, 2.43 (s, 3H, -CHs) 7.06-7.08 (1H, dd), 7.24-7.43
(m, 11H), 8.09 (1H, s, -NH) pikleri goriildii.
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4.1.7 2-(4-Bromofenil)-5-metil-3-fenil-1H-indol (Bilesik No: 7)

0.158 g (1 mmol) p-tolilfenilhidrazin HCI ve 0.275 g (1 mmol) benzil-4-bromofenilketon 0.8
mLI HCI ve 20 mL etanol igerisinde geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitilarak, genel sentez
yontemi B gore yiiriitiilen reaksiyonu ile 48 saatte elde edildi. Elde edilen ham {iriin,

etanolden kristallendirilerek 0.260 g saf bilesik elde edildi.

Verim: % 71

Erime Noktasi: 139-141°C

IR spektrumunda (cm™), 3370 (N-H gerilim), 3050 (aromatik = C-H), 2942 (alifatik -C-H
gerilimleri), 1597-1439 (aromatik C=C gerilimleri, N-H egilim, alifatik -C-H egilim), 767

(benzen =C-H plan-dis1 egilim) bantlar1 goriildii.

NMR spektrumunda (DMSO) 6 ppm, 2.43 (s, 3H, -CH3) 7.06-7.09 (dd, 1H), 7.25-7.32
(m, 5H), 7.39-7.40 (m, 6H), 8.09 (s, 1H, -NH) pikleri goriildii.
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4.2. BiYOLOJIK BULGULAR

Bu calismada indol halkasinin 1, 2, 3 ve 5 numarali konumlarinda —H/ -CHj3 / -fenil
veya p-siibstitiiefenil gruplar: tasiyan 7 adet indol tiirevi bilesik hiyaluronidaz enzim inhibitor
etkileri karsilastirilmak amaciyla sentezlenmistir. Sentezlenen indol tiirevi bilesikler ve
standart madde olarak kullanilan askorbik asit palmitat tuzu pH 3.5 ve 7°de uygulanan
modifiye edilmis “Morgan-Elson” ve “Stains-all” testleri kullanilarak elde edilen in vitro

hiyaluronidaz inhibitor etki sonuglart Cizelge 2’de verilmektedir.

Cizelge 2: Sentezlenen Bilesiklerin Hiyaluronidaz Inhibitér Etkileri

% inibisyon

(100 pM) 1Cs0 [nM]
Bilesik No

pH7 35 pH7 35

1 17 14 te te

2 16 8 t.e t.e

3 16 9 t.e t.e

4 48 42 107 107

5 84 103 te te

6 83 103 te te

7 86 98 te te

Askorbi_k asit 99%  99% 18 8

Palmitat
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5. TARTISMA

Bu caligmada 1 numarali konumlarinda hidrojen atomu, metil gruplari, 2 numarali
konumlarinda fenil, p-hidroksifenil, p-klorofenil, p-bromofenil
konumlarinda metil ve fenil gruplari ile 5 numarali konumlarinda hidrojen atomu veya metil

tasiyan 7 adet indol tiirevi bilesik sentezlenmistir. Elde edilen bilesiklerin formiilleri Cizelge

3’de verilmistir.

Cizelge 3: Sentezlenen Bilesiklerin Formiilleri

R4
R>
N\ .
\
R
Cizelge 3: Sentezlenen Bilesiklerin Formiilleri
Bilesik No R R; R, R3
1 -H -CHj3 -H -H
2 -H -CHjs -CH; | -H
3 -CH;3 | -CH3 -H -H
5 -H : : -CH;z | -OH
6 -H @ -CH; | -ClI
7 -H @ -CH; | -Br
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Sentezi yapilan bilesiklerden 1-4 daha Once sentezlenmis, literatiirde kayith
bilesiklerdir (178). Bilesik 5-7 ise ilk kez sentezlenmis bilesiklerdir. Bilesiklerin sentezi indol
tiirevlerinin eldesi i¢in kolayligi, sentez veriminin yiiksek olusu gibi nedenler ile ¢ok
kullanilan bir yontem olan Fischer indol sentezi modifiye edilerek yapilmistir. (Sema (1)’de

bu ¢alismada sentezlenen bilesiklerin sentez semasi verilmektedir.

o O

NHNH, . HCI CHZ—C—@& HC1 / EtOH R
—_—
/@/ ) [ j/ |O \ O R,
N
R

H

R =H, CH, R, =H,OH
T1 (|)| CHy
NNH, C CCl,COOH R
CHCH, ————— \
+ 100°C
N
" |
Ry
R,R, =H, CH;

Sekil 1: Bilesiklerin Sentez Semasi

Sentezlenen bilesiklerinden literatiirde kayitli olanlarin erime dereceleri, IR ve H-
NMR spektrumlari literatiir verileri ile uygunluk géstermektedir.

Bilesiklerin IR spektrumlari FT-IR spektrofotometresi ile ATR yardimiyla toz veya
kristal drnek iizerinde almmustir. Bilesiklere ait spektrumlarm 3500-2300 cm™ bélgesinde
kuvvetli, yayvan multiplet absorbsiyon bandlar1 goriilmektedir. Bu bolgede bilesiklerin 2
numarali konumlarindaki stibstitiitiiente bagli olarak O-H gerilim, N-H gerilim, aromatik
=C-H gerilim ve alifatik C-H gerilim bandlar1 yer almaktadir. Bu bandlarin yerlerini her
zaman tam olarak belirlemek zordur (144).
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Bilesiklerin IR spektrumlarinda incelenen ikinci bolge 1700-1300 bolgesidir. Bu
bolgede bilesiklerin C=N gerilim, C=C gerilim, N-H egilim ve 2 numarali konumlarinda
—CH; grubu tasiyan bilesikler i¢in, C-H egilim bandlar1 goriilmektedir.

Elde edilen bilesiklerin ‘H-NMR spektrumlari DMSO-ds iginde almmmustir. Indol
halkasina ait N-H protonu spektrumlari & 8.06 ile 9.38 ppm arasinda bir singlet halinde
gorilmektedir.

Indol halkas1 ve aromatik siibsitiie fenil halkalarmin protonlar1 ¢ok yakin yerlede pik
vermelerinden dolay1 bu hidrojenlere ait pikler multipletler halinde 6.95-7.67 ppm araliginda
gorilmektedir.

Bilesik 4 ve 5 yer alan p-hidroksifenil halkasindaki OH grubuna ait pikler 4.85 ve 4.90
ppm’de yayvan pikler halinde goriilmektedir.

Ayrica Bilesik 1-3’iin 1., 3. ve 5. konumlarinda yer alan CHj3 gruplarina ait piklerde
2.21-3.59 ppm araliinda singlet pikler halinde goriilmektedir.

Coziicli olarak kullanilan DMSO-ds iginde H,O’ya ait 3.34 ppm civarinda ve
kullanilan DMSO-ds’nin en iyi sartlarda % 99.9 oraninda dotéryum igermesi nedeni ile

CD3SOD,H’a ait 6 2.50 ppm’de gozlenen pikler tiim spektrumlarda vardir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada sentezlenen 7 adet indol tiirevi bilesiklerin in vitro antihiyaluronidaz
aktivite calismalarinda baslica ii¢ konunun arastirilmasi amaglanmastir.

1. Sentezlenen indol tiirevi bilesiklerin in vitro antihiyaluronidaz etkiye sahip olup
olmadiklarinin belirlenmesi

2. Indol halkasinin 2 numarali konumundaki fenil grubunun para konumudaki
stibstitiitentler ile indol halkasindaki 5 numarali konumlarindaki siibstitlientlerin
aktivite lizerindeki roliiniin arastirilmasi

3. Indol halkasinin 3 numarali konumunda yer alan alifatik ve aromatik gruplarin aktivite

iizerindeki roliiniin arastirilmasi

Bu amagcla sentezlenen 7 adet indol tiirevi bilesiklerin “Morgan-Elson” ve “Stains-all”
testleri kullanilarak pH 3.5 ve 7’°de in vitro hiyaluronidaz inhibitor etki ¢alismasi sonuglari
Tablo 2’de verilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin 100 pM konsantrasyonda % inhibisyon degerleri
incelendiginde, Bilesik 1-7 pH 7’de %16-86 arasinda pH 3’te is % 8-103 araliginda oldugu
goriilmektedir.Aktivite ¢alismasi sirasinda BSA’nin ortama eklenmesinin ardindan BTH’1n
aktivitesinin gerek pH 7'de gerekse pH 3.5'de beklenenin ¢ok lizerine ¢ikmasi hiyaluronidaz
inhibitorii bilesiklerimizin inhibisyon degerlerini etkileyebilecegi, %100'ln iizerinde bir
inhibisyon goriilmesine neden olmaktadir (1).

Indol halkasmin 3 numarali konumunda aromatik bir siibstitiisyon aktivitenin
artmasina neden olmaktadir. 3 Numarali konumlarinda aromatik stibstitiient tasiyan tiirevlerin
(Bilesik 4-7) metil siibstitiisyon tasiyanlara gore (Bilesik 1-3) daha aktif oldugu
goriilmektedir. Ayrica indol halkasindaki N atomuna bagli hidrojen atomunun veya

stibstitiisyonunun aktivitede 6nemli bir degisime neden olmadig: belirlenmistir.
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Indol halkasinin 5 numarali konumundaki metil siibstitiisyonunun aktivitede énemli
degisikliklere neden oldugu goriilmektedir. Indol halkasinin 5. konumda siibstitiisyon
olmamasi1 durumunda aktivite ¢ok yiiksek olmadigi halde, metil siibstitiisyonun aktivite
yiikselmektedir. Ancak bu aktivite artisinin metil siibstitiientine mi bagli oldugu sadece bu
calismanin sonuglarina dayali olarak yorumlamak miimkiin goériinmemektedir.

Indol halkasiin 2. konumundaki fenil halkasinin para pozisyonundaki OH, Br veya Cl
stibstitiisyonunun aktivitede onemli bir degisiklik meydana getirmedigi, ancak her {ig
slibstitiienti tasiyan bilesiklerin 6nemli aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla bu
konumlardaki siibstitiisyonun aktiviteye biiylik bir katkisinin olup olmadiginin ancak farkli
stibstitiisyonlar1 tasiyan bilesiklerin sentezlenerek aktivitelerinin net olarak belirlenmesiyle
ortaya konulabilir.

Bu ¢alismada sentezlenen bilesiklerden sadece Bilesik 4’iin ICsp degeri belirlenmistir.
Diger bilesiklerin protonizasyonundan dolayr bu calismalar yapilamamis ve degerlere
ulagilamamustir. Bilesikler aktivite calismalar1 sirasinda protonlanmaya ugramalarindan dolay1
uzun siire BTH 1n aktif kismima bagli kalmaktalar. Bu durumda inhibisyon degerlerinin
Ol¢limiinde beklenmedik sonuglara sebeb olmaktadir. Bu beklenmedik sonuglara literatiirde de
rastlanmakta olup, bu durumun aktivite deney ortamindan kaynaklandigi seklinde
yorumlanabilir (1). Ancak elde edilen bu sonuglarin antihiyaluronidaz aktiviteye sahip
bilesiklerin in vitro antihiyaluronidaz etkilerinin belirlenmesi konusunda yapilacak daha ileri
caligmalar1 destekleyecegi kansindayiz. Indol ana yapisi tasiyan antihiyaluronidaz aktivite
calismalarinin devami niteliginde olan bu c¢aligmanin bundan sonraki c¢alismalara yol
gosterecegine inanmaktayiz. Ayrica arastirma grubumuzun bundan sonraki caligmalarinin
daha etkin bilesiklerin bulunmasinin yani sira kanser metastazinin etki mekanizmalarinin
aciklamas1 ve antihiyaluronidaz-metastaz iligkinin ortaya konulmasinda katkida bulunacagi

kanisindayiz.
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OZGECMIS
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