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BOLUM I

GENEL BILGILER

1.1. Kanserin Dogasi

Kanser kalp-damar sistemi hastaliklarindan sonra ikinci 6lim nedeni
olarak bilinmektedir(1). Dinya Saghk Orglti verilerine gére her yil ortalama
11 milyon kigiye kanser teshisi konulmakta ve yilda ortalama 7 milyon 6lum
(dinyadaki 6lumlerin ortalama %12,5’i) kanser nedeniyle olmaktadir (2).

Dokular ve organlar, kollagen gibi hucreler arasi salgilanan maddeler
ile bir arada tutulan hucre topluluklarindan olusur. Doku ve organ
bdyumesinin, hidcre sayisinda artma, hicre boyutunda artma ya da her ikKi
islevin birden gerceklesmesi sonucunda ortaya ¢iktigi bilinmektedir. insanda
hicre sayisindaki artig gelismede en Onemli etkendir (3). Bir yetiskin
ddllenmis tek bir hiicreden 10" hiicreye kadar biiyiir. Yeni dogandan yetiskin
bir insan olana dek hicre boyutu 3-4 kat artsa bile buyime buyuk Olgude
hiicre sayisindaki artisa baghdir. insanlar olguniuga ulastiktan sonra hiicre
sayisi temelde sabit kalir. Ancak yetigkinlerde bile hicre bolinmesi aktif bir
hizla devam eder. Her giin yaklasik 10'? hiicre 6lir ve bu hiicrelerin
yenilenmesi gerekir. Olen hicrelerin blyUk bir kismi gastrointestinal kanal,
deri, kemik iligi gibi doku ve organlarda bulunur. Uretilen hiicre sayisi dlen

hicre sayisina esgittir. Bu basit esitligin bozulmasi normal ve anormal
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bldylumenin anlasiimasi igin esastir (3). Herhangi bir zaman diliminde, yapilan
hlcre sayisi 6len hlcre sayisini asarsa buyume vardir.

Kanserin sebebi ve olus mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.
Kanser bulasici bir hastalik degildir. Goérilme sikligi cografi dagilim, cins, irk,
genetik yapi ve gevresel karsinojenlere maruz kalmakla iligkilidir. Nedeni ne
olursa olsun kanser, hlcre c¢ogalmasi ve farklilasmasini yoneten kontrol
mekanizmalarinda bir sapma ile karakterize edilen bir hiicre hastahgidir (4).
Kanser acgisindan en dnemli hicre iglevleri, cevreden gelen mesajlara gore
¢ogalma, farklilasma ve apoptosis (6nceden programlanmis 6lim olgularinin
dizenlenmesi) dir. Sdrekli yapiimasi gereken c¢ogalma-farklilagsma-olim
programlari, sayilari ylzun Uustinde olan degisik proteinler tarafindan
dizenlenmektedir. Bu proteinler ¢ gruba ayrilabilir:

(h Hucrenin ¢gogalmasini saglayan,
(I)  Hucre ¢ogalmasini durduran,

(Il Hucrenin d6mrand noktalayan yaslanma ve 6lum proteinleridir.

Kanser olgusunun baglangici bu proteinleri kodlayan genlerden birinin
bozulmasina (mutasyona ugramasi) dayanmaktadir. Mutasyona ugramis

genler ise;

» Kalitim yolu ile gegebilir,
» Kanserojen maddeler ve gevresel faktorler (gunes 1s1d1) ile olusabilir,
» VirUslere (6rnegin papilloma virtsul, hepatit B virisu, Epstein-Barr virtsu

vb.) bagl olarak gelisebilir,
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> Ozellikle yashlarda gérilen kanserlerde hiicre yaslanmasi sirasinda
hlcrelerde biriken toksik maddelerden kaynaklanabilir ya da kendiliginden

olugabilir.

Buradan kanserin tek bir nedene degil, bircok nedene bagli olarak

gelisen bir hastalik oldugu sonucuna varilabilir.

Her hicre, hdcre yazgisi (cell fate) olarak tanimlanan ¢ogalma
(proliferation), yabancilagma/ farklilagsma (differentiation), sbnme / yaslanma
(senescence) ve oOlum (apoptosis, programmed cell death) secgeneklerini

belirleyen genetik programlarla dogar.

Hlcre c¢ogalma mekanizmasi dokudan dokuya ve zamana gore
degisen genlerle ayarlanir. Cogalmakta olan bir hicrenin yeni bir yavru hucre
vermesi i¢in gegirdigi evrelerin timine hicre déngusu (siklusu) adi verilir.
Hucre déngusu 4 ayri evreden olusur:

e S (sentez) evresi
e M (mitoz) evresi
e G1 evresi: M evresinden S evresine dogru ilerleyen ara evre

e G2 evresi: S evresinden M evresine dogru ilerleyen ara evre

Degisen gevre kosullarinda ayakta kalabilmek igin gerekli olan bu hizl
¢ogalma sistemi, insanin kansere karsi en zayif halkalarindan birini olusturur.
Normal hdcrelerle kanserli hucreler kargilastirildiginda bu doért evreden

ucu (S, G2 ve M) arasinda onemli bir degigiklik gozlenmez. En buyuk fark G1
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evresinde gozlenir. Hucre bu evrede bolinme ile bolunmeme arasindaki
secimini yapar. Normal bir hucre i¢in aslinda se¢im s6z konusu degildir;
komsu ya da daha uzaktaki hicreler tarafindan gonderilen '¢cogal' ya da
'cogalma’ mesajina uymak zorundadir. Kanserli hudcrelerin en onemli
Ozellikleri isyanci olmalari ve 'cogalmayi durdur' buyrugunu dinlememeleridir.
Hucreye ¢ogal / gogalma mesaijlarini getiren proteinler 3 grupta toplanabilir:

» Siklinler: Cogalma igin gereken enerjiyi saglarlar.

» Sikline bagli kinaz enzimleri (cdk) : Cogalmayi ydneten enzimlerdir.

» Sikline bagh kinaz enzimi susturuculari (cdki) : Yavaslatici/durdurucu

gOrevi yaparlar.

Kanserli htcreler surekli bdlinme egdilimindedirler. Proteinler
tarafindan iletilen ¢gogalmama emrini dinlemezler. Siklinlerin etkinligi artmis,
cdki molekullerinin etkinligi azalmis ya da tamamen ortadan kalkmistir.

Kansere yol agan bozukluklari tagiyan genler onkogenler ve bunlarin
tersi islevi yapan tiumor baskilayici genlerdir. Kanserli hicreler, normal
hicrenin dogal islevinden sapmasini 6nleyen tumor baskilayici genlerin
g6revini yapmasini engelleyerek onkogenleri salan hicrelerdir.

Normal hlcrede gerektii zaman meydana gelen apoptosis
durumunun kontrol edilemedidi kanser hucrelerinde c¢ogal / c¢odalma
emrinden bagska, makrofajlar ve T-lenfositleri tarafindan gergeklestirilen "0l “
emri de yerine getirilmez.

Neoplazmanin benign ve malignant olmak Gzere iki biyolojik davranis

bigimi vardir. Bu tipteki dokularin ayirici 6zellikleri su sekilde 6zetlenebilir (1).



Benign Malignant
Genellikle enkapsulli Enkapsulsiuz
Genellikle noninvaziv invaziv
Yuksek derecede farklilagsma Zayif farkhlagsma
Ender mitoz Yaygin mitoz
Anaplazi gorilmez ya da ¢ok azdir | Degisen oranda anaplazi gorultr
Metastazik dedgildir Metastazik

ideal olarak kanser kemoterapisinde kullanilan ilaglarin sadece malign
hicreleri etkilemesi amagclanir. Ancak kullanimda olan ilaglar kanser
hicrelerine spesifik etki gosterememekte ve prolifere olan tim normal ve
anormal hdcreleri etkilemektedirler. Bir antineoplastik ilacin spesifik etki
yoresine ulagsmasi ve bu yorede segici olarak kanserli hicreler Gzerinde etki
gostermesi, normal hucrelere karsi nontoksik olmasi yani “selektif’ olmasi
gerekir. Selektivite, bir ilacin yan yana iki komsu hulcre olsalar bile diger
hicre Uzerinde herhangi bir etki yapmaksizin belirli tirdeki hicre grubunu
kuvvetli bicimde etkileyebilmesi demektir (5). Yeni antineoplastik ilag
gelistirmede normal hdcrelerin gelismesi etkilenmeksizin kanserli hicreleri
kodlayan DNA'nin selektif olarak etkilenmesi amaglanir. Bir ilacin toksisitesi
ancak selektif oldugu zaman degerlidir. Selektif toksisiteyi gelistirebilmek icin
normal ve neoplastik hicreler arasindaki biyokimyasal ve sitolojik farkhliklarin
belirlenmesi blyuk énem tasir. Bu hicreler arasinda saptanan kimi farkliliklar

soyle 6zetlenebilir:



6

1. Malignant hucreler normal doku hucrelerine gore daha asit olup,
timoral dokularda ortalama pH degeri 6.5 olarak kabul edilmektedir.
Buna gbre Mannich bazlarinda oldugu gibi, asidik ortamda sitotoksik
bilegsiklere donusebilen bir On-ilag normal dokuda toksisite
olusturamazken, timoér hicrelerinde biyoaktif metabolitler tretmek
suretiyle selektif letalite sagdlayabilir.

2. Kanser hducrelerinin redoks potansiyeli, normal hicrelerden daha
kUguktar.

3. Larinks, dil, 6zefagus, mesane, kolon ve prostat karsinomlari gibi
belirli epitel timorlerinde y-glutamil transferaz (GGT) enzim aktivitesi
normal hucrelere gore daha ¢ok artmigtir (6). GGT aktivitesindeki bu
artis, aminoasit miktarinin artigina ve bdylece kanser hucrelerinin
normal hucrelere gore hizli blUyumelerine, proliferasyon artigina ya da

glutatyon hidrolizine neden olabilir

1.2.Antikanser ilaglar
Kemoterapi, kanserin U¢ ana tedavi yonteminden biridir. Diger iki
yontem ise cerrahi girisim ve i1sin-tedavisi yontemleridir. Dogal veya sentetik
kimyasal maddeler, biyolojik ajanlar ve hormonlarla yapilan tedavilerin timu
kemoterapinin kapsami i¢indedir. Antikanser ilaglar, hucre siklusunda etki
ettikleri fazlara gore (hiucre siklusuna spesifik olanlar ve olmayanlar)
siniflandirilabileceg@i gibi kimyasal yapilarina ve genel etki mekanizmalarina

gore de 6 grupta siniflandirilabilir (7, 8).



1.2.1. Alkilleyici Bilesikler

Alkilleyici bilegikler, malignant neoplazma tedavisinde klinik yarari ilk
kez saptanan ve bugln de en yaygin kullanilan ilag grubudur (9). Faza 6zgu
olmayan sitotoksik maddeler olmalarina karsin, hiicre siklusunun ge¢ G1 ve
S fazlarina en duyarh olup G2 fazinda blokaj yaparlar (4).

Alkilleyici bilesikler serbest elektron cifti ya da eksi yuk tasiyan
nukleofilik merkezlerle tepkimeye girebilen elektrofilik alkil katyonu Gretmek
suretiyle etki gosterirler. Alkilleme diye bilinen tepkime, alkil katyonu ile
molekuler yapi arasinda kovalent bag olusumu ile sonuglanir. Klinik énemi
olan bazi alkilleyici ajanlar bis(2-kloroetil)amin, etilenimin veya nitrozolre
gruplari iceren kimyasal yapilari tasirlar (Sekil 1).

Antikanser ilag gelistirme g¢alismalari kapsaminda, alkilleyici 6zellikteki
farmakofor gruplarin aminoasitler, nikleik asit bazlari, hormonlar, nitroksil
radikalleri veya seker parcalari gibi gesitli tasiyici gruplara baglanmak
suretiyle molekullin, etki ydresine optimum konsantrasyonda tasinmasina
yonelik tasarim ve sentez galismalari sturdiriimektedir. Ancak tam anlamiyla
yoreye 6zgu alkilasyon basarilamamistir (4, 10).

Bir azotlu hardal olan mekloretaminin etki mekanizmasi (Sekil 2),
alkilleyici bilegiklerin etki mekanizmasinin daha iyi anlagilabilmesi igin

orneklenmistir (11).



Sekil 1
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Sekil 2. Mekloretaminin etki mekanizmasi
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Tepkime baglangicinda, alkali ya da notral pH'da kloroetil yan
zincirlerinin birinden bir klorur anyonu ayrilarak halkalagsmis imonyum iyonu
seklinde tanimlanan bir ara Urun olugur. Bu u¢ Uyeli, gergin halka birinci
dereceden nukleofilik substitisyon (SN1) tepkime mekanizmasina gore
acilarak bir karbokatyon verir. Olusan karbokatyon genellikle nikleik asitlerin
guanin bazindaki ‘N azotunu alkilleyerek sitotoksik aktivite gdsterir. Ayni
sekilde ikinci kloroetil grubu da o6nce halkalasir, daha sonra diger bir
nikleofile ya da vyine guaninle tepkimeye girer. Bu tepkime DNA
molekulinde heliks giftindeki capraz baglanmayi koparir (Sekil 3). Boylece
DNA replikasyonu ve RNA transkripsiyonu etkilenerek hicre boélinmesi
blyuk 6l¢ude onlenir.

DNA (zerinde esas alkilasyon konumu guanin bazinin N-7 konumu
olmakla birlikte, DNA ile iliskili proteinler ve fosfor atomlari kadar guaninin
0O-6, sitozinin N-3, adeninin N-1 ve N-3 konumlari da duisUk derecelerde
alkillenirler (4).

Alkilleyici bilesikler kendi aralarinda su sekilde siniflandirilabilir:

a) Azotlu hardallar: Mekloretamin, melfalan, klorambusil, siklofosfamit
b) Etileniminler: Trietlenmelamin (TEM), trietilentiyofosforamit (tiyo-
TEPA), hekzametilenmelamin (HMM)

c) Nitrozolireler: Karmustin (BCNU), kloretilsiklohekzilnitroztire (CCNU),
semustin (metil-CCNU).

d) Siilfonik asit esterleri: Busulfan
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S=Riboz
P=Fosfat
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G= Guanin
C=Sitosin

A = Adenin
T= Timin

Sekil 3. DNA’nin azotlu hardallar tarafindan ¢apraz alkillenmesi
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1.2.2. Antimetabolitler
Bu grup ilaglar, hucre icinde ya ¢esitli enzimleri inhibe ederek purin
ve pirimidin sentezini durdurur ya da onlarin gerekli nukleozid ve nukleik asit
kompleksleri icine girmelerine engel olarak DNA ve RNA sentezini

engellerler. Bu grup bilesikleri (Sekil 4) baslica G¢ grup altinda inceleyebiliriz:

1.2.2.1. Niikleotid Antagonistleri

PUrin ve pirimidin nukleotidlerine benzer maddelerdir. Klinikte
kullanilan antimetabolit ilaglar arasinda purin antagonistlerinden en ¢ok
kullanilan  6-merkaptopurin, azotiyopurin ve tiyoguanin;  pirimidin
antagonistlerinden ise 5-florourasil (5-FU) dir. 5-FU, timidilat sentetazi bloke

ederek urasilin timidine déonisimunu ve bdylece DNA sentezini engeller.

1.2.2.2. Nikleozid Antagonistleri

Bu grup bilesiklere 6rnek olarak sitarabin, tegafur ve pentostatin
verilebilir. Sitarabin, seker kisminin 2 numaral konumundaki konfiglirasyon
ile sitinden farkhdir ve nUkleozit riboz yerine arabinozdan olusmustur.

Sonugcta DNA sentezi igin gerekli DNA-polimerazi inhibe ederek etki gosterir.

1.2.2.3. Folik Asit Antagonistleri
Antimetabolit ilaclar arasinda en eskisi folik asit antagonistleridir.
Folik asit DNA/RNA sentezinde nukleotid ve bunlardan da DNA/RNA polimer
olusmasinda 6nemli rol oynar. Bu ilaglara 6érnek olarak metotreksat,
aminopterin ve ametopterin verilebilir. Ametopterin, purin halkasi i¢in gerekli

olan bir karbon transferini inhibe etmek suretiyle etki gosterir.
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Sekil 4. Antimetabolit bilesikler
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Antimetabolit ilaglar, kanser hucresinin DNA sentezi ile normal
hidcrenin DNA sentezini ayiramamaktadir. Bu nedenle bu grup bilesiklerin
sitostatik etkileri selektif olmayip toksisiteleri yliksek ve klinikte kullanimlari

sinirhidir.

1.2.3. Antibiyotikler
Bu grup ilaglar arasinda aktinomisin-D, daunorubidomisin, bleomisin
sayllabilir. Antibiyotikler, hiicre kromozomu ile hlicreye verilen metabolik ve
islevsel emirler zincirini bozar. Bu ya haberci-RNA, ya ribozomal-RNA ya da

¢ozlunebilir-RNA’y! etkileyerek olur.

1.2.4. Vinka Alkaloidleri
Hucre ¢cogalmasinin mitoz fazinda etkiledikleri i¢cin mitostatik ajan da
denebilir. Kanser tedavisinde en ¢ok kullanilan mitostatik ilaglar vinkristin ve

vinblastin alkaloidleridir.

1.2.5. Steroid Hormonlar
Steroid hormonlardan &strojen, androjen ve progesteronlar genellikle
gelisme ve buyumeleri hormonal etkilere bagli kanser turlerinde kullanilirlar.
Etkilerini dogrudan kanserli dokuyu inhibe etmek veya dolayl olarak diger
hormon salgilarini azaltmak suretiyle gosterirler.
1.2.6. Diger Bilesikler
Metilhidrazin, hidroksitre, kolsemid, karboksimit (DTIC), L-
Asparaginaz, streptonigrin ve cis-platin bu grup ilaglara 6rnek olarak

verilebilir.
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1.3.Urasil ve Tirevlerinin Kanser Tedavisindeki Yeri

Urasil ve turevleri kanser tedavisinde onemli yere sahip bilegiklerdir.
Tarevlerin bir kismi antimetabolit etki goOsterirken bir kismi da alkilleyici
Ozelliktedir (Sekil 5). Urasilin kendisi tek basina kanser tedavisinde
kullaniimaz. Tegafur ile kombine edildiginde, wurasilin 5-FU’nun
katabolizmasini inhibe etmek suretiyle timorli dokuda 5-FU’nun dizeyini ve

etkisini arttirdigi bilinmektedir.

o) o o
F
F
1 ‘ 1 ‘ ;\ ‘
N
)\ N )\
o N J N O e CH,OH

TZ

Urasil 5-Fluorourasil Floksuridin "

CH,CI

e

o o) H,C

v ™~

HN HN

P

O N o H

CH,CI

Tegafur Urasil Mustard

Sekil 5. Tedavide kullanilan urasil ve tiirevleri
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1.3.1. 5-Florourasil (5-FU)

5-FU, 1962’de FDA tarafindan onaylanip tedaviye girmis bir bilesiktir.
Yarilanma omru kisadir (0,5-1 saat) ve eliminasyonu bdbrekler aracihgiyla
olur. Doneme 6zgu bir antimetabolit etkili bir ilag olan FU timidilat sentetaz
enzim inhibisyonu ile DNA sentezini inhibe eder (S fazinda maksimum
aktivite gosterir).

5-FU, timidin nlkleobaz biyosentezinde etki gosterir. Urasilin timidine
degisiminde ©n basamak deoksilridin monofosfattir (dUMP). dUMP
molekiiliiniin 5 konumundan °N, !°N-metilentetrahidrofolat ve timidilat
sentetaz enzimleri ile metillenmesi sonucunda DNA sentezi igin gerekli
deoksitimidilat monofosfat (dTMP) olusur. 5-FU’'nun 5 konumunda bulunan
flor atomu ile urasildeki 5 konumundaki hidrojen Van-der Waals etkilesmede
benzerlik gosterir. 5-florotridin monofosfat (F-UMP) substrat olarak 5-floro-2’-
deoksiuridindifosfata (F-UDP) doénutsur. F-UDP’den bir fosfat koparak
sitotoksik 5-fluoro2’-deoksiuridinmonofosfat (F-dUMP) olusturur. F-dUMP’nin
timidilat sentetaz enzimine afinitesi dUMP’nin afinitesinden daha fazla
oldugundan, F-dUMP enzime stabil bir sekilde baglanarak enzimi bloke eder
(Sekil 6) ( F-UMP ayni zamanda RNA nin igleyisini yavaglatan aktiviteye de
sahiptir).

1.3.2. Urasil Mustard

Oral yoldan kullanilan azotlu hardal tarevi alkilleyici antineoplastik bir
ajandir. Kronik lenfositik [6semi, histiositik veya lenfositik tipte non-Hodgkin
lenfoma ve kronik miyelojen I16seminin palyatif tedavisinde, erken donemdeki
polisitemi vera ve mikozis fungoides tedavisinde de kullanilir. Sekil 5’te

goruldugu gibi hardal yapisi pirimidin halkasina dogrudan baglanmistir.
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1.3.3. Tegafur
Bir on-ilag olan Tegafur, vicutta kademeli olarak aktif metaboliti olan
5-FU’ya dénusur. Tedavide urasil ile kombinasyonu (1:4 oraninda) 5-FU’nun
metabolizmasini  azaltarak daha yuksek konsantrasyon saglanir.
Kombinasyon, kolon/rektum, meme, mide, bas ve boyun, karaciger, safra
kesesi, safra kanali, pankreas, mesane ve serviks kanserlerinin tedavisinde

ekilidir.

1.3.4. Floksuridin
5-FU’nun deoksiribontiikleozid tiirevidir. intrahepatik uygulamada 5-FU’
ya tercih edilmesinin nedeni, karacigerden gegiste sistemik dolagimdan daha
yuksek oranda uzaklastiriimasi ve sistemik toksisite potansiyelinin daha

dusuk olmasidir. Antimetabolit olarak etki gosterir.

1.4. Urasil-Mannich Bazlar Uzerinde Yapilmis Calismalar

Urasil-Mannich bazlari Uzerine c¢alismalar 1960’ yillara kadar
uzanmaktadir.  Yapilan ilk calismalarin bazilarinda urasil molekulinun
aminometillemesi Mannich tepkimesi yoluyla degil, alkilleme vyoluyla
yapiimistir. Ornedin Ross ve arkadaslari 5-bis(2-kloroetil)aminometilurasil’in
sentezini, 5-klorometilurasilin dietanolamin ile tepkimesinden elde ettigi
5-bis(2-hidroksietil)Jaminometilurasili tiyonil klorlr ile klorlayarak elde etmigtir
(12). Urasil molekllinin Mannich tepkimesi yolu ile hazirlanan 5-bis(2-
kloroetil)Jaminometilurasil Elderfield ve arkadaslari tarafindan (13);
5-(dimetilamino)metilurasil Delia ve arkadaslarni tarafindan (14),

5-morfolinometilurasil ve 5-piperidinometilurasil Burckhalter ve arkadaslari
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tarafindan (15) sentez edilmistir. Farkas ve arkadaslari, bu bilesiklerden 5-
bis(2-kloroetil)aminometilurasilin anlamli sitotoksik aktivite gdésterdigini rapor
etmislerdir (16). Diger urasil-Mannich bilesiklerinin biyolojik aktiviteleri Gzerine

calismalar yapilmamigtir.

1.5.illag Tasarlamada Molekiillerin Fizikokimyasal Ozelliklerinin

Onemi

Genel olarak biyolojik aktivite, ilaglarin fizikokimyasal (yapisal, fiziksel
ve kimyasal) 6zelliklerinin bir fonksiyonu seklinde dusunuldiginden, bir ilag
molekulinde bu &zelliklerin  herhangi birinin  degismesi biyoaktivitede
degisikliklere neden olur. Nicel yapi-etki iliskisi (QSAR) bilesiklerin biyolojik
aktivitelerini nicel ve sistematik kaliplar icerisinde kendi fizikokimyasal

Ozellikleri ile aciklar (17).

llag tasarlamada QSAR yaklagimlarindan yararlanilir. Bunlar:
a) Hammett Korelasyonu,
b) Hansch Analizi,
c) LogP,
d) iyonlagsma Degismezi (Ka),

e) Topliss Yaklagsimi
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a) Hammett Korelasyonu

Bu korelasyon homolog bir seride aromatik halka Uzerindeki bir
substitientin elektronik yapisi (elektron-verme ya da elektron-cekme
Ozellikleri) ile kimyasal tepkinligi arasindaki nicel iliskiyi aciklar (18).

Hammett degismezi (o) bir aromatik halkanin meta ve para
konumlarindaki substitientlerinin indUktif ve rezonans etkilerinin toplami olan
elektronik etkisinin nicel ifadesidir. o elektron veren gruplar igin (-), elektron
ceken gruplar igin (+) isaretini alir. Pek c¢ok substitientin Hammett
degismezleri gesitli calismalarla deneysel olarak belirlenmistir (19, 20).

Yeterli sayida sentez yapildiktan sonra bulunan degerlerin
standart sapmalari ve hata oranlari saptanir. Boylece istenildigi zaman artik
baska sentez yapilmadan belirli molekul etkisini yonlendirecek ya da nicel
olarak degistirecek gruplar icin bilgi edinilmis olur. Bu tdr incelemelerde
fizikokimyasal parametreler kullanilir. Asagidaki formulde goérilen genel
yapida Y yan zincirinin etkinligi ile X substitlentinin 6zelligi ve yeri arasinda

bir iliski vardir.

S

Bu iligki asagidaki denklemle verilir:

Po= k*/k"

Bu denklemde k" nonsiibstitiie bilesigin reaksiyonlari igin denge
degismezidir. k* sibstitie olmus bilesigin reaksiyonlari i¢in denge

degismezidir. o, yalniz X substitlentinin Ozelligine ve yerine bagli bir
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degismezdir. Sonug olarak siibstitlie olmus bilesigin etkinligi (log K* olarak
verilen deger) dogrusal olarak o ile iligkilidir. P ise substitientin etkisini

simgeler.

b) Hansch Analizi

Hansch kavramina gore ilagc etkisi iki etkene baglidir. Biyolojik
bakimdan aktif bilesiklerin uygulandigi yerden etkili olduklari yere tasinimi
bilesigin dagihm (partisyon) katsayisi ile ilgilidir. Etkili olduklari yoredeki ilag
ve reseptor etkilesmesi molekulde bulunan aktif iglevsel gruplarin
tepkinliklerine baghdir. Hansch modeline gore; bilesiklerin hidrofobik,
elektronik ve sterik 6zellikleri nicel biyolojik yanitini belirler.

Herhangi bir bilesigin X substituentinin ¢oézunarlik Uzerine etkisini

arastirmak igin,

7= Iog Px/PH

esitliginden yararlanilir.

Bu esitlikte Py, nonsubstitiie bilesigin, Px substitie bilesigin partisyon
katsayisini, © ise Hansch hidrofobik substitlent degismezini gosterir. =
degerinin pozitif bulunmasi incelenen X sulbstitientinin molekulin yagdaki
¢Ozunurltgund ana bilesigin yagdaki ¢ozunurligtine gore arttirdigini gosterir.
n de@erinin negatif bulunmasi ise bunun aksini ifade eder. Hansch hidrofobik
substituent degismezinde gozlenen farklliklarin o ile ifade edilen elektronik
etkilesmeden kaynaklandigi kanitlanmistir (21). Optimum dagihm katsayili

(log P) bir bilesik, bu degerden daha buylk ya da daha kiguk log P'ye sahip
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bilesiklerden daha yuksek konsantrasyonda etki yoresine ulagir. Bilesiklerin
hem = degeri, hem de log P degeri ile biyolojik aktivite arasinda bir
korelasyon kurulabildigi igin = degerinin literatir bilgileri arasinda
bulunmadigi durumlarda log P degeri ve bundan yararlanarak © degeri

deneysel olarak saptanabilir.

c) Dagilim (Partisyon) Katsayisi (P )

Kimyasal yapi ve biyoaktivite arasinda iliskiyi yonlendiren baskin
parametrenin secilmesi ilag tasariminda o6nemlidir. Biyolojik agidan aktif
bircok bilesigin biyoaktivitelerini yonlendiren en onemli Ozelliginin onlarin
lipofiliteleri oldugu anlagiimigtir. Lipofilite genellikle oktanol-su ¢ozucu sistemi
kullanilarak partisyon katsayisinin hesaplanmasi yoluyla odlculebilir.

Bir ilacin dagilim katsayisi, o ilacin organik ¢ozucu-su karigsiminda

calkalandiginda organik ¢ozucu ile suya gegen niceliginin oranidir.

P= C1 / Cz
C1 : Organik faza gecen madde miktari

C, :Su fazinda bulunan madde miktari

Dagihm katsayisi bir ilacin yapi-etki iligkisinin arastirilmasinda, ve
kemoterapotik bilesiklerin gelisgtiriimesinde onemlidir (22). Yapi-etki iligkisi
calismalarinda sik kullanilan parametreler kargilastirildiginda, regresyon
analizi, biyoaktivite korelasyonunda log P (oktanol-su) degerinin calisilan

diger parametrelerden daha onemli oldugunu gostermigtir (23).
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d) iyonlagma Degismezi (Ka)

Her asit ya da baz sulu ortama alindiginda, yapisina bagl olarak
degisik iyonizasyon oranlarinda dissosiye olur. Asitlerin ya da bazlarin
dissosiyasyonunu etkileyen nedenlerden birisi de icinde bulunduklari ortamin
pH'sidir. Eger ortam asidik ise bazik ilaglar katyonik durumda, eger ortam
bazik ise asidik ilaglar anyonik durumda olmay tercih ederler. Her iki pH
derecesinde de s6z konusu bilegsikler iyonize durumdadir.

Zayif asit ya da zayif baz niteliginde olan ilaglarin lipoid nitelikteki
zarlardan gegcisleri ne kadar iyonize olduklarina baghdir. Bu nedenle; bu tip
ilaglarin yuzde kacginin iyonize yuzde kaginin noniyonize oldugunun
hesaplanmasi gerekir. Noniyonize durumda olanlar, lipoid nitelikteki
zarlardan kolay gecerler. Bdylece olusan konsantrasyonun biyolojik etki
Uzerindeki rolt bayuktar.

ilaclar bilindigi gibi iyonize, noniyonize, kismen iyonize ve kismen
noniyonize olmak Uzere Ug¢ sekilde bulunabilirler. Belirli pH da bir ilacin
iyonize ya da noniyonize sekillerinin bagil konsantrasyonu Henderson-

Hasselbach denklemi ile hesaplanabilir.

[iyonize olmamis ilag]

Zayif asitler igin : log = pKa-pH

[iyonize ilag]

[iyonize olmamis ilag]

Zayif bazlar icin: log = pH-pKa
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[iyonize ilag]

Bu denklemlerden c¢ikarak her zaman zayif asit ya da zayif baz
Ozellikteki bir ilacin belirli bir pH’ da iyonize ya da noniyonize kisimlarinin

konsantrasyonunu hesaplamak mumkundur.

(B)

Zayif asit iceren ¢ozeltinin pH'si yukseldikge, asidin iyonik seklinin
konsantrasyonu da yUkselir. Zayif bir baz iceren ¢ozeltinin pH'I yukseldikge
bazin molekller seklinin konsantrasyonu yukselir.

Hendersen-Hasselbach  denklemiyle zayif asit molekdlinin
iyonizasyon yuzdesi ya da fraksiyonu hesaplanabilir. YUzde iyonize sekil

asagidaki denklem ile bulunur.

ix 100
% Iyonize gekil= -----------

i+ N

i: ilacin iyonik seklinin konsantrasyonu

N: ilacin noniyonik (molekiiler) seklinin konsantrasyonu

Asitler, disuk pH degerinde yani asit pH'da daha gugclu biyolojik etki
gOsterir. pH arttikca etki dismeye baslar. Clnkd bu sahada iyonizasyon

artmaktadir. Bunun tam tersi zayif bazlar igin dogrudur.
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Molekuller genellikle hucre zarlarini pargalanmamis ve dissosiye
olmamis sekilde gecerler. Zayif asitler, dusuk pH'larda nondissosiye
durumda bulunacaklari i¢in bu pH'larda hucre zarlarini kolay gegerler. Ayni
bilegikler yuksek pH degerinde iyonize olmaya baslarlar. Bu ise hucre
zarlarini en zor gecgebilecekleri durumdur. Bu nedenle daha dusuk etki
gosterirler. Bunun tam tersi durum da zayif bazik bilesikler igin s6z

konusudur.

e) Topliss Yaklagimi

Topliss yaklasimi Hansch analizine benzer bir ydntemdir. Hansch
yonteminden farki komputerize olmamasidir. Bu yaklasim model bilesigin
aktivitesini optimize etmek icin kullanilan nispeten basit ve matematiksel
olmayan bir yoldur. Topliss’in “Karar Agac1” yaklasimi aromatik halkalari ve
yan zincirleri modifiye etmek icin kullanilir (24). Bu yontem aromatik tirev
serilerinin hazirlanmasini ve adim adim sentez edilmesini igerir. Aril halkal
bilesiklerde 6nce 4-kloro analogu hazirlanir ve bunun biyolojik aktivitesi
nonsubstitlie bilesikle karsilastirihr. Eger 4-kloro tlrevi daha aktifse bir
sonraki basamakta 3,4-dikloro tlrevi sentezlenir. Bdylece hem 1 hem de o
degerleri 6nemli olgtide arttiriimis olur. Eger 4-kloro turevi ana bilesikten
daha az aktifse T ve o degerlerini ana bilesige goére daha diusurmek
amaciyla 4-metoksi tlrevi hazirlanir. 4-kloro tlrevi ana bilesikle esit aktiviteye
sahipse 4-metil analogu hazirlanir. 1 ve o deg@erleri g6z éninde tutularak bu
sistematik basamaklandirma iglemine optimum aktivite elde edilinceye kadar

devam edilir.
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Sekil 7. Topliss’in karar agaci




27

1.6.Sentez Tepkimeleri

1.6.1. Mannich Tepkimesi

Klasik Mannich tepkimesi birincil ve ikincil aminlerin veya ender olarak
amonyagin genellikle hidroklortr tuzlari seklinde bir aldehit (genellikle
formaldehit) ve en az bir aktif hidrojen tagiyan bir bilesikle kondensasyonunu
kapsar (25-27). Tepkimenin ana O6zelligi aktif hidrojen atomunun birincil,
ikincil veya ucglUncul amin turevlerini yani Mannich bazlarini vermek Uzere
aminometil ya da substitie aminometil gruplari ile yer degdistirmesidir. Eger
substratta birden c¢ok aktif hidrojen varsa birden ¢ok aminometilleme

gerceklesecektir (sekil 8).

FtOH H,
R—C—CH,+ H—C—H + RNH.HC —— R—ﬁ—C —C —NR, .HCl + H0

I |
o O 0

HZ
G T NR
EtOH R—C—CH
R—C—CH, + 2H—C——H + 2R,NH.HC e i \ HCl + 21,0

|| || DN
¢ ¢ H,

R = Alkil veye aril

R, = H veya alkil

Sekil 8. Monoaminometilleme sonucu olugsan mono-Mannich bazi ve
diaminometilleme sonucu olugsan bis-Mannich bazi
Ayni molekulde farkl yerlerde aktif hidrojenler varsa birincil amin ya da
amonyakla yudratulen Mannich tepkimeleri ile halkalasmig Mannich bazlari

elde edilir (28) (sekil 9).
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R
| I R,C._ _CR,
o] o)
II
R = Alkil veya aril O
R, = Hidrojen veya alkil

Sekil 9. Halkalagmig Mannich Bazi

Mannich tepkimesi asidik veya bazik kosullarda uygun c¢ozuculer
(genellikle alkoller ve prolitik ¢ozuculer) kullanilarak (geri ¢eviren sogutucu
altinda) yurur. Asetofenonun asit ve baz katalizli aminometilleme tepkime

mekanizmasi asagida 6zetlenmistir (sekil 10).

HaC HsC, HsC, HaC
3 N\ Al + - Ny -
N—H * H—C—H —— N—C—OH N—CH, . A<—— N=CH2 A

| / H /

H3C O H3C H3C H3C

ﬁ <|)H o
Q\C—CH3 =©\c=CH2 —_— Q\(!_;=CH2 + H*
o
C N, o
Cc=CH; 4+ HzC N A—» C C— —
\ Hy H, AN
CH3
0
I /CH3
C_S_CH:_N\ . HA
2 T2 CHs

Sekil 10. Asit Katalizli Amino Metilleme
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Asidik kosullarda amin buyuk Olgude tuz seklinde bulunacagi igin
tepkime iminyum iyonu Uzerinden yurur. Bununla birlikte bazik kosullarda
mekanizma, iminyum iyonu yerine sadece dimetilaminometanol ara
driinindeki hidroksilin, olusan asetofenon karbanyonu ile yer degistirmesi

seklinde agiklanabilir. Tepkime mekanizmasi SN2'dir (sekil 11).

o o)
(I /N I & 5 -
C=CH, + H2(|3—OH —_— C—CH,— — CH, -OH
|

/N\ N(CHs)2
H3C CH3 l

Sekil 11. Baz Katalizli Amino Metilleme

Bifonksiyonel aminlerle ya da substratlarla yurutilen Mannich
tepkimeleri polimerik makromolekulleri verir (29). NH-amitler Mannich
tepkimelerinde amin reaktifi gibi davranan substratlardir.

Mannich tepkimelerinde genellikle formaldehit kullanilir. Bununla
birlikte amino alkileme amaciyla arilaldehitlerin de kullanilmasi olanaklidir.
Aktif hidrojen bilesigi olarak ketonlarin kullanildigi bazi durumlarda molekul
ici aminoalkilleme gerceklegerek halkali tirevlerin olustugu bilinmektedir (30).

Mannich sentezinde birden ¢ok yerde aminometillemeye elverigli
merkezler tasiyan substratlarla ¢alisildigi zaman kemoselektiviteyi saglamak
olanaklidir. Ornegin alkil keton grubunun bagli oldugu fenollerde tepkime

ortaminin pH'sina gore aminoalkilleme kemoselektivite gosterebilir. Asidik
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kosullarda alkil-keto gruplarindan, nétral ya da bazik kosullarda aromatik

halkadan Mannich tepkimesi yurtr (31) (sekil 12).

R H, H
HOOC:CHZ + HZS—NR2—> HOOC—Cz—CZ—NRZ
[~ |
¢}

O—H

HsC—C o +

o) [S)

H2C—NR2

Sekil 12. Yan zincirden ve halkadan aminometilleme

Asimetrik ketonlarin a- ya da o’-CH' in hangisinden, fenollerde orto-,
ya da para- konumlarinin hangisinden veya heterosiklik molekullerde CH ya
da NH gruplarinin hangisinden aminometillemenin gerceklesecegi sorusu
Mannich tepkimelerinde regioselektivite bakimindan yanit verilmesi gereken
onemli bir sorudur. Bis-Mannich bazlarinin sentezinde Mannich tepkimesi
yavas yurur. Bu tip tepkimelerde buyuk oranda mono-Mannich bazlarinin ve

piperidinol tlrevlerinin olugsmasi nedeniyle verim dusuk olmaktadir .

1.6.2. Mannich Reaktifi

Klasik  Mannich  tepkimesinin  yeterli olmadigi  durumlarda
aminometilleyici olarak onceden hazirlanmis iminyum tuzlari kullanilir. Bu
tuzlara Mannich reaktifi adi verilir. Metilen iminyum tuzlarini en uygun
hazirlama yontemi uygun metilen-bisaminlerin asetil halojenurlerle
tepkimesini igerir (32). Metilen iminyum tuzlar susuz ortamlarda ve dusik
sicaklikta ylksek verimle olusur. Mannich reaktifinin olusumuna ait tepkime

mekanizmasi asagida (sekil 13) 6rneklenmistir.
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Sekil 13. Mannich reaktifinin olusumu
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1.7.Biyoaktivite Testleri
1.7.1. Topoizomeraz | Enzim inhibisyonu Testi
1.7.1.1. DNA Topolojisinin ve Topoizomeraz Enzimi Hakkinda Genel
Bilgiler
Prokaryotik DNA ve Okaryotik hucre organellerindeki DNA
molekulerinin ¢odu, kapali halkasal ve cift iplikli molekillerden meydana
gelmektedir. Bu, iki adet tamamlayici tek ipligin bir halka icinde kaynasmasi
ve DNA'nin sarmal yol ile birbirleri etrafinda buikulmeleri anlamina gelir.
Halkasal cift iplikli DNA igin, bir ipligin digeriyle ka¢c kez baglandigina goére
birden fazla izomerik sekil mevcut olup, bu da bagdlanti sayisi (Lk) olarak
ifade edilir. Topolojik bir parametre olan badglanti sayisi, molekulln iki
geometrik 6zelligi ile ilgilidir. Bunlar; sarmal eksen etrafinda ipligin dénmesi
yani bukulme (Tw), uzayda sarmal eksen yolunun oélgtsu yani kivrilma (Wr)
dir. Bu oOzellikler Lk= Tw+Wr formulu ile iliskilendirilir. DNA'nin bu zorunlu
halkasal yapisindaki bikutlme stper sarmallik olarak bilinir. Eger, DNA’daki
bakim (Tw), iki iplik ile ayni yonde olursa, yani heliks kapanmadan énce
bikulmusse super sarmallik pozitif, heliks kapandiktan sonra bikulmusse

super sarmallik negatif olarak ifade edilmektedir (Sekil 14) (33).
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Poaif (Sag) Normal DNA Negatif (Sol)
Séparsarmal Slipersarmal

Sekil 14. Normal ve sliper sarmal DNA’lar

Kapal halkasal bir DNA'nin baglanti sayisi topolojik bir 6zelliktir, bu
Ozellik, DNA omurgasini olusturan iplikgiklerden biri ya da ikisi kirllmadan
degistirilemez. Birbirinden farkli baglanti sayisina sahip DNA molekulleri
birbirlerinin izomerleri olarak adlandirilir. Bir bagska deyigle topoizomerler,
ayni cift yapili, DNA molekullerinin farkli konformasyonlaridir. Hicrelerdeki
DNA molekullerinin hemen hepsi ortalama olarak stper sarmaldir. DNA,
super sarmallik sayesinde ¢ok kuguk bir hacim icersinde oldukg¢a yodun bir
sekilde bulunabilir. Belki daha da 6nemlisi, belirli proteinlerin DNA ile karsilikl
etkilesimini iceren pek ¢ok in vivo DNA iligkili sureclerin Gzerinde DNA super
sarmalinin direk etkisinin olmasidir. Proteinlerin DNA’ya baglanmasi siklikla
super sarmalliga bagimhdir. Negatif super sarmal DNA, sinirlandiriimamis
DNA'yla kiyaslandiginda yuksek enerjili bir sekle sahiptir. Buradaki fazla
enerjinin protein baglamasi sonucu ortaya ¢iktigi dustinulmektedir. DNA'nin
sarmal yapisi ve onun kapali-halkasal dogasi replikasyon ve transkripsiyon
gibi sureglerde bir dizi soruna neden olabilmektedir. Bu sorunlarin ¢ézimu
icin 6zel mekanizmalara gerek vardir. Topoizomerazlar, DNA’daki bu

konformasyonel degisiklik sorununu ¢ézmek icin gelismis olabilirler.
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DNA'nin replikasyonu sirasinda bu tur super sarmallarin olusmasi
DNA topoizomerazlar adi verilen bir grup enzim tarafindan énlenmektedir.
DNA molekulunun uzaydaki U¢ boyutlu geometrik seklini degistirdigi icin DNA
topoizomeraz olarak adlandirilan ve ilk olarak 1971 yilinda Wang tarafindan
kesfedilmis olan bu enzimler, butin bakteri ve o6karyotik hicrelerde
bulunmaktadir. DNA topoizomerazlar hicre boélinmesinde trankripsiyon,
rekombinasyon, kromatin toplanmasi ve kromozom ayrilmasini iceren degisik
hicresel suregler sirasinda ortaya g¢ikan topolojik problemleri ¢dzecegi iddia
edilen ve her yerde mevcut olan enzimlerdir. E. Coli topoizomeraz ['inin
kesfinden beri arastirmacilar prokaryot ve 6karyotlardan bagka bircok DNA
topoizomerazlari izole etmislerdir. Topoizomerazlar DNA metabolizmasi ve
kromozom vyapisinda 6nemli role sahiptirler, bundan dolayi da hucre
doéngusunin hemen hemen tim asamalarinda énemlidirler. Topoizomerazlar
DNA’ya baglanirlar ve bir yarik kompleksi olustururlar. Enzimatik aktiviteleri
DNA’nin  katenasyon (birbirinin icine geg¢me), dekatenasyon ve
relaksasyonuna olanak sadlar (34, 35, 36, 37).

Super sarmal olusturan, uzaklastiran veya her ikisini de yapan bu enzimlerin
Tip | ve Tip Il olmak Uzere iki tara vardir:

Tip | DNA topoizomerazlar: DNA molekulinin bir zincirini gegici
olarak koparan ve tekrar birlestiren bu enzimlerin hem nukleaz (zincir
koparan) hem de ligaz (zincir baglayan) aktiviteleri vardir. Bu islem igin
herhangi bir enerjiye ihtiya¢g duymazlar. Enzim, DNA'ya baglanir ve bir zinciri
keser. Kesilmis DNA zinciri, kesilmemis DNA zincirinin alt kismindan gecer
ve kiriimis olan iplik tekrar kapatilir. Bu islem sonunda negatif stper sarmal

sayisinda bir tane eksilme olur. Bu islemden sorumlu enzim ailesi tip |
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topoizomerazlar olarak adlandirilir. E. Coli topoizomeraz | enzimi, sUper
sarmal DNA'yi relaks (gevsek) haldeki DNA’ya donustlrirken, oOkaryotik
topoizomeraz | enzimleri, hem negatif hem de pozitif stiper sarmal DNA’yi
relaks forma doénuasturebilirler (38).

Topoizomeraz |, DNA'da gegici tek iplik kirilmalarini baglatir ve
Kirllmanin tekrar kapanmasindan once diger ipligi ayrida dodru gegirir. Cift
iplik DNA ile topoizomeraz | arasindaki reaksiyon genellikle ayrilabilen
kompleks olarak tanimlanan bir kovalent bag ile baglanmis 3'-fosfotirozil
arlnunu olusturur. Fizyolojik kosullarda enzim tarafindan katalizienen DNA
ayrilma ve baglanma reaksiyonlari siki bir sekilde koordine edilmekte olup,
kovalent ara urunidn tespiti ise oldukca zordur. Yarik, DNA ciftini surekli
yenilemek igin tekrar u¢ uca gelerek cift olusturur. Kamptotekin gibi birgok
ilagc, hicre olimunden sorumlu kalici DNA kiriklarinin = sekillenmesini
arttirarak religasyon (yeniden u¢ uca gelme) basamaginin dnlenmesiyle
topoizomeraz I'i bir hicre zehrine donusturebilir. Yeterli ve duzenli
onarilabildikleri icin tek iplik kirilmalarina, hucrelerde non-toksik oldugu
dusunulen topoizomeraz | neden olmaktadir. Ancak, cift iplik kiriklarindaki
doénusum, ayrilmis kompleksin hareketli bir replikasyon c¢ataliyla karsilastigi
zaman olusur ki bu da potansiyel olarak élimcul doku harabiyeti meydana
getirmektedir (39). Topoizomeraz | enzimi ile DNA'nin replikasyonu asagida

sematize edilmistir (Sekil 15) (33).
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Negatif siipersarmal DNA

Tek iplikten
baglanmis DNA

—CPT

Kismi relaksasyonu saglanmis
DNA iiriinii

E = Topoizomeraz |
CPT = Kamptotekin

Sekil 15. Topoizomeraz | enzimi ile DNA’nin replikasyonu

Topoizomerizasyon dongusu, enzimin ¢ift iplikli stiper sarmal DNA’ya
baglanmasiyla bagslar. Bu noktada etkilesim buyUk dlgide reaksiyona giren iki
tiirlin ylizey ve yiik dengelenmesiyle kontrol edilir. iki kismin konformasyonel
adaptasyonu siki  bir kompleks olusumu ile sonuglanirken, insan
topoizomeraz | enzimindeki tirozin aktif bolgesi (Y723) DNA pargasinin
saldiracagl uygun bir pozisyona gelip kovalent baglanma ile sonlanir.

Topoizomeraz I'deki yarikk DNA’da ancak kontrolli dénme adi verilen bir
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mekanizma ile gevsetilebilinen super sarmal gerginligin salinimini azaltir.
DNA bir kez kismi olarak gevserse kovalent ara urun, yapisma ve yarik agma
katalitik sirkulasyonu igin hazir olan Y723 artigini etkilesmek Uzere birakarak
u¢ uca birlestirilir . Yarik olusumunun Oncesi ve sonrasinda ilacin rol
oynayacag! reaksiyon dongusundeki noktaya bagl olarak topoizomeraz |
inhibitorleri DNA yarilmasinin dl¢isunu azaltir veya arttirir (39).

Tip Il DNA topoizomerazlar: DNA cift zincirine sikica baglanarak her
iki zincirde de gegici kiriklar olustururlar. Sonra ikinci bir gerilime yol agarak
gerilimin bu bdlgeden c¢ikmasini saglarlar. En sonunda kopuk uglari tekrar
birlestirerek hem negatif hem de pozitif siper sarmallarin birikimini énlerler.
Bu islem icin ATP hidrolizi gereklidir. ilk olarak, E. Coli'den izole edilmis olan
enzim, E. Coli DNA topoizomeraz Il ya da Jayraz (Gyrase) olarak
isimlendirilmigtir. Bu enzim, pozitif siper sarmal DNA'y1 6nce relaks haldeki
DNA’ya, sonra da ATP hidrolizi ile tekrar negatif stiper sarmalli DNA'ya
dénlsimini kataliziemektedir. Okaryotik DNA topoizomeraz Il enzimi ise,
ATP hidrolizin gerektiren bir reaksiyonla hem pozitif hem de negatif stper
sarmal DNA’nin relaks forma doénudsumuint katalizlemektedir. Tip I
topoizomerazlar, her iki DNA zincirini de kesebildikleri i¢cin, bu islem sonunda
negatif siper sarmal sayisinda iki tane eksilme olmaktadir. Bu enzimlerin
etkisi agaroz jel elektroforezi kullanilarak gdsterilebilmektedir. Lk degeri 1
deger kadar farkli olan DNA’lar jelde farkli hizda hareket edecedi i¢in bunlar
ayristirilabilir (38).

1.7.1.2. Topoizomeraz | Enziminin inhibisyonu
DNA topoizomeraz | ve Il, antikanser, antiviral ve antimikrobiyal

aktiviteler icin, 6nemli enzimlerdir (39). Topoizomerazlar, hicresel genetik
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materyallerin replikasyonunun transkripsiyonu sirasinda super sarmal
DNA’nin ¢ift zincirinin topolojisini  kontrol eden DNA enzimleridir.
Topoizomeraz | enzimi, kanser hucresinde DNA replikasyonunu durdurarak
hicrenin 6limine sebep olur (40). Topoizomeraz | inhibitdért ilaglar
topoizomeraz | baskilayicilar ve topoizomeraz | zehirleri olarak
siniflandirilirlar (39).

I. Topoizomeraz | baskilayicilar; enzimi inhibe eden ancak DNA-
topoizomeraz | kovalent kompleks ara Grinund stabilize etmeyen bilesiklere
kargilik gelir. Bu grup bilesiklerin serbest enzimlerle etkilesimleri, DNA yarik
bdlgesine topoizomeraz I'in baglanmasini inhibe ederek katalitik dongudeki
geri kalan tim basamaklari engellemek suretiyle gerceklesmektedir.

Il. Topoizomeraz | zehirleri; bu grup bilesiklere “zehir” denmesinin
sebebi, enzimi gucli bir hicresel toksine doénustirmeleri nedeniyledir.
Bilesikler enzim yoluyla DNA’da yarik acilmasindan sonra etki ederek
ligasyonu inhibe ederler. Bu durumda ilag, topoizomeraz I-DNA kompleksini
u¢ yolakla dondurabilir. Bunlar su sekilde 6zetlenebilir;

1. Enzim, olusmus ilag-DNA kompleksine baglanir,

2. lilac, enzim-DNA ikili kompleksini spesifik olarak tanir,

3. ilag-enzim birlesimi, DNA ile etkilesir.

1.7.1.3. Topoizomeraz | Enzimini inhibe Eden Bazi Bilesikler

Kamptotekin (CPT), Camptoteka acuminatadan izole edilmis ilk
topoizomeraz | inhibitdérd ilagtir. CPT gunUmuzde genis spektrumlu bir
antineoplastik ilag olarak kullaniimaktadir (41). CPT’de bulunan lakton

halkasinin acilmis turevi ise topoizomeraz I'e karsi inaktif olarak
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bulunmustur. insan DNA topoizomeraz I'in, antikanser bir ilag olan CPT igin
molekuler bir hedef olarak tanimlanmasi yeni topoizomeraz | hedefli ilaglarin

arastiriimasinda tetikleyici olmustur (42).

Kamptotekin

CPT'’in yarisentetik tlrevi olan Topotekan ginimuzde akciger, gogus,
dzafagus ve over kanseri, irinotekan da kolon ve akciger kanseri
kemoterapisinde basariyla kullaniimaktadirlar (40). Non-CPT inhibitorleri olan
intoplisin, Saintopin, indolokarbazol ve benzeri bilesiklerin yakin gelecekte
kanser tedavisinde onemli bir yere sahip olabilecekleri mumkin olarak

gorulmektedir.

OO

irinotekan
Netropsin ve Distomisin gibi diger DNA mindr oluk baglayicilari, A

(Adenin)-T (Timin) icerigi yuksek olan ilagla induklenmis bolunebilir bolgelere
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secicilik gosterirler, ancak, topoizomeraz | tarafindan DNA bdélinmesini
stimule edemezler. Distomisin DNA'nin topolojik durumuna bakmaksizin
topoizomeraz I'in DNA’ya baglanmasini engeller ancak, CPT benzeri zehir

olarak davranmaz (39).

1.7.2. Sitotoksik Aktivite Tayini Amaciyla Kullanilan Biyoaktivite
Testleri

Sitotoksik aktivite tayini amaciyla kullanilan aktivite testleri in vivo ve in

vitro ydntemler olmak Uzere ikiye ayrilir. En yaygin kullanilan in vitro ydntem,

hicre kultirinde bilesiklerin referans bilesik kullanilarak c¢esitli htcre
hatlarina karsi test edilmesidir (43).

in vivo testler, cesitli deney hayvanlarinin (fare, sican, tavsan gibi)

cesitli  vicut doku veya sivilarindaki ilgili parametrelerin  OlgUllp

degerlendiriimesi ile yapilir (44).

1.8.Planlanan Calisma

1.8.1. Giris

Daha o6nceki arastirmalardan elde edilen veriler, yapi-etki iligkisi
kurallari igerisinde degerlendirilerek Uzerinde galisiimaya deder bilesik grubu
belirlendikten sonra, bu bilesik serisi Uzerinde sistematik yapisal
modifikasyon c¢alismalari yuratular. Amag, aday bilesiklerin biyoaktivitesini
arttirmak ve farmakolojik-biyokimyasal etki mekanizmalarini aydinlatmaya
yardimci olmaktir. Yapisal modifikasyon c¢alismalarindan beklentiler genel
anlamda asagida 6zetlenmistir:

» Daha gugcll biyoaktiviteye sahip analoglarin gelistiriimesi
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» Belirli yan etkilerden sorumlu toksisitenin en aza indirilmesi
veya tamamen ortadan kaldiriimasi

» Etki spektrumu incelenerek biyoaktivitenin ve toksisitenin
molekuler kaynaklarinin belirlenmesi (selektif toksisite)

» Farkh dokularda spesifik etki olusturan analoglarin
gelistiriimesi

» Doz-etki veya zaman-konsantrasyon arasindaki iliskiyi
degistirmek amaciyla bilesigin farmakokinetik 6zelliklerinin

belirlenmesi

1.8.2. Tez Kapsaminda Planlanan Caligsmalar

Daha 6nce de anlatildigi gibi kanser hucrelerinin normal hucrelere
oranla daha asidik yapida olmasindan ve urasil molekulinin asidik ortamda
laktim (pirimidindiol) yapisini tercih etmesinden yararlanarak, asit ortamda
urasilin aminometil turevlerinin (Mannich bazlarinin) alkilleme yetenegi
oldukga yuksek kinon-metid yapilarina dénisur. Bu durum selektif toksisite
anlamina gelir. Moleklltin antikanser etkisi kanserli hicrelerde daha yuksek
beklenmektedir. Urasil-Mannich bazlarinin asit ortamda kimyasal davraniglari
sekil 16’da verilmistir.

1) Mannich bazlarinin biyoaktif par¢calanma Uurlnleri vermeseler bile

kendilerinin de antikanser aktivite gdsterdikleri bilinmektedir

(45 - 48).
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Sekil 16. Urasil-Mannich bazlarindan asit ortamda olasi kinon-metid

olusum mekanizmasi

2)ilag bulma ve gelistrme calismalarinda aday molekiiller
belirlenirken biyoaktif birden ¢ok maddenin ayni molekilde
birlestiriimesi yéntem olarak uygulanir. Bu molekdllerin in vivo
ortamda ardigik olarak sitotoksik maddeler uUretmesi malignant
dokuda daha buyulk toksisite olusumuna yol agar (sekil 17) (49).
Planlanan ¢aligmada antikanser tedavide yaygin olarak kullanilan,
antimetabolit etki mekanizmasina sahip urasil ile kuvvetli alkilleme

yetenedi olan bis(2-kloroetil)amin (azotlu hardal, nor-mustard)
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yapisi ayni molekulde birlestiriimesi planlanmistir (sekil 18).
Bilindigi gibi azotlu hardallar DNA bazlarini ardisik olarak

alkilleyebilecek elektrofilik merkezler Uretebilirler.

R OH
R, OH 1
\ N GSH \E\ o
[ i
R/ P R/
2 o 2 GS H O
N(CH3), N(CH3),
Ry OH R, OH
[\ S 2HCI _>GSH [\ \
Vs NP P
R; N(CHj3), Rz/ N(CHj),
O GS H O
N(CHj3), l N(CH3),
R, OH R, OH
[\ N GSH [\ X
-
Z F
Rz/ SG Rz/ O
GS H O GS HO

Sekil 17. Ardisik sitotoksik bilesiklerin olugumu (50)

3) Molekullerin alkilleme yetenekleri hakkinda fikir sahibi olabilmek igin
yapilabilecek in vitro testler vardir. Bunlardan en uygunu biyolojik
ortamin sicaklik (37 °C) ve pH (7,4) degerlerini koruyarak
molekullerin in vitro ortamdaki davranigi arastirilir. Bu ¢alismada
secgilecek ornek bir molekulun pH 7,4 olan tampon icerisindeki
cozeltisi sicakhgi 37 °C olan bir su banyosunda calkalanarak
stabilitelerinin incelenmesi planlanmistir. Ortama ayrica glutatyon

veya 2-merkaptoetanol gibi hiicre nukleofillerini taklit eden tiyoller
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ilave edilerek ana molekullerin ya da pargalanma Urunlerini
nakleofillere karsi kimyasal ilgileri arastirilacaktir.

4) Mannich bazlarinda deaminasyon oranlari etki bakimindan
onemlidir. Bu nedenle farkli baziklikteki dimetilamin, morfolin,
piperidin, piperazin gibi aminlerin Mannich bazlarinin sentezi

disuntlmustar.

Amin pKa
Dimetilamin 10,73
Piperazin 5,68, 9,82
Morfolin 8,33
Piperidin 11,22

5) llaglarin topik kullanimi sistemik toksisitesinin ve kullanilan
yardimci maddelerin (6r. Propilen glikol) toksisitesinin 6nlenmesi
acgisindan onemlidir. Etkin bigcimde topikal membranlardan gececek bir
ilac molekull igin yuksek lipofilite gereklidir. Ayni zamanda hazirlanan
on-lac  kolayca ana bilesije doénisebilmelidir.  On-ilaglarin
hazirlanmasinda polar ve yuksek erime dereceli heterosiklik yapidaki
ilaglarin lipofilik etkinligini arttirmak igin basvurulan baslica yollar N-
aciloksialkil tarevleri (51) veya N-Mannich bazlari (aminometil tirevler)
dir. Yapilan galismalar N-Mannich bazlarinin NH asidik bilegikler icin iyi
prodruglar olduklarini (52) ve sulu ortamda kolaylikla ana bilesige
donustigunt gostermistir (53). Aralarinda 5-FU’nun da bulundugu bir
grup biyoaktif molekulin morfolin, piperidin, dimetilamin, dietilamin,
dipropilamin, pirolidin gibi ¢esitli aminlerle aminometil turevleri
hazirlanmis ve bu turevlerin membranlardan gecisinin ana bilegige gore

dikkate deger oranda arttigi bulunmustur (54). Bu c¢alismada
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sentezlenmesi dusunulen bilegiklerin topik membranlardan gegiglerinin

artmasi planlanmigtir.

R1=R2=CH2CH2C|
/R1 R1=R2=CH3

HN | N R+1,R2=(CH>CH.),NH (piperazin)
)\ I|? R1,R2=(CH2CH2)QO (morfolin)

0 N R+,R.=(CH,)s (piperidin)

Sekil 18. Sentezlenmesi Planlanan Bilesikler



BOLUM II

GEREC VE YONTEM

2.1.GERECLER

Sentez calismalarinda kullanilan baslangi¢ maddelerinden urasil
Acros firmasindan; bis(2-kloroetillJamonyum klorir, morfolin, piperidin,
piperazin, dimetilamin, 2-merkaptoetanol Merck firmasindan, %35-37
formaldehit ¢ozeltisi UPARC firmasindan, paraformaldehit Riedel de Haen
firmasindan, potasyum dihidrojen fosfat Panreac firmasindan, sodyum
hidroksit Horasan Kimya firmasindan temin edilmistir. Kullanilan ¢ézuculerin

tamami ise Merck firmasina aittir.
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2.2. YONTEMLER
2.2.1. Kromatografik Analizler

2.2.1.1. ince Tabaka Kromatografisi (iTK)

Sentez tepkimeleri esnasinda tepkime yurlyusunu izlemek, tepkime
arnlerinin  safliklarint ~ kontrol  etmek, sutun  kromatografisinde
fraksiyonlamayi yapabilmek amaciyla yararlanildi. iTK calismalarinda 0.25
mm kalinhdinda, 20X20 cm boyutlarindaki Kieselgeal 60F2s4 (Merck 5715)
hazir kromatografi plaklari kullanildi. Calismalar oda sicaklidinda yapildi ve
developman iglemi kromatografi tanklarinin  ¢éziclu buhari ile
doyurulmasindan sonra gercgeklestirildi. Surtkleme isleminden sonra agik
havada kurutulan plaklar Gzerindeki lekelerin belirlenmesinde 254 nm dalga
boyundaki UV 1s1d1 ile iyot tankindan faydalanildi. Kullanilan hareketli faz
sistemi A1 ve A3 icin kloroform:metanol:amonyak (4:2:0,1), A2, A4 ve A5

icin kloroform:metanol:amonyak (4:1:0,1) tir.

2.2.1.2. Situn Kromatografisi
Sutun kromatografisinde adsorban olarak Silikajel 60H (Merck)
kullanildi. Ayirima tabi tutulan tepkime Urlnlerinin 1 g ' i¢in 20 g adsorban
ve bu miktara uygun boyutlara sahip cam situnlar segildi. Sutun
kromatografisinde yararlanilan ¢6ztcu sistemi kloroform:metanol ( 4:2 ) dir.
2.2.1.3. Preparatif iTK
Preperatif iTK'da Silikajel G (Merck) ve Silikajel HF254 (Merck) ile
hazirlanan 0.5 mm kalinliginda 20x20 cm boyutlarindaki cam plaklardan

yararlanildi. Cézlicli sistemi olarak ITK'da en iyi sonucu veren ¢ozici
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sistemleri kullanildi. Developman sonrasinda plaklar UV 1g1g1 altinda
incelendi. Belirlenen bantlar kloroform:metanol (8:2) karisimi ile elte edildi.

Cozucunln algak basingta distillenmesiyle bilesikler saf halde elde edildi.

2.2.2. Spektral Analizler
2.2.2.1. Ultraviyole (UV) Spektroskopisi
Spektrumlar Shimadzu 160-A spektrofotometresinde 1 cm’lik kuartz

klvetlerde maddelerin metanoldeki ¢ozeltileri halinde alindi.

2.2.2.2. infrared (IR) Spektroskopisi
IR spektrumlari , analitik safliktaki potasyum bromur (Merck) pelletleri

halinde Jasco FT/IR-430 Spektrofotometresinde alindi.

2.2.2.3. Niikleer Magnetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi
Bilesiklerin 'THNMR ve *CNMR spektrumlari CD;0D, DMSO-dg, D,O
ve CDCl; c¢ozeltileri igcinde Varian AS 400 Mercury Plus NMR
Spektrometresinde, standart kullaniimadan alindi. Degerler & skalasina goére

verilmigtir.

2.2.2.4. Kiitle Spektroskopisi (MS)

Katle spektrumlari analitik safliktaki metanol (Merck) c¢ozeltisi
icerisinde; A1, A2 ve A3 bilesikleri Waters 2695 Alliance Micromass ZQ
marka LC/MS cihazinda, A4 ve A5 bilesiklerinin spektrumlari ise Agilent
Technologies 1100 Series marka LC/MS cihazinda elektrosprey iyonizasyon

yontemi ile direkt inlet olarak alindi.
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2.2.3. Diger Gerecgler
Bilesiklerin erime derecesi Buchi 510 marka erime derecesi tayin aleti
ile yapilmistir. Stabilite calismasinda termostatli ve calkalayicii Memmert
marka su banyosu ve fosfat tamponunun pH’sinin élgiiminde ino-lab pH

level 1 pH metresi kullanildi.

2.2.4. Bilesiklerin Sentezi ve Spektral Bulgular

2.2.4.1. 5-((bis(2-kloroetil)amino)metil)pirimidin-2,4(1H,3H)-dion
hidroklorur (A1)
Bilesik Mannich tepkimesine uygun olarak 1,12 g (0,01 mol) urasil, 3,5
g (0,02 mol) bis(2-kloroetil) amonyum klorir ve 0,6 g (0,02 mol)
paraformaldehitin 30 ml tetrahidrofurandaki suspansiyon seklindeki
cozeltisi oda sicakliginda 24 saat karistirildi. Daha sonra 70 °C’lik yag
banyosunda geri ceviren sogutucu altinda 72 saat isitildi. Tepkime iTK ile
izlendi. Tetrahidrofuran algak basingta damitildi. Kalinti metanolden iki kez
kristallendirildi (%20 verim, erime derecesi 222 °C) [lit. 224-226 °C

(dekompoze)(12)].

HCl

Cl
5-((Bis(2-kloroetil)amino)metil)pirimidin-2,4(1H,3H)-dion hidroklortr
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UV Spektrum (Spektrum No 1)

MeoH

L (log e) 211 (3,921), 263 (4,066) nm

maks

IR Spektrumu ( Spektrum No 2)

Umaks cm™” (KBr) 2978 (=C-H gerilme), 1714, 1675 (-C=0 gerilme),
1638 (-C=C- gerilme), 1464 (-C-H egilme), 918
(=C-H duzlem disi egilme)

'"H NMR Spektrumu (CD;OD) ( Spektrum No 3)
5: 7,79 (1H, s, H-6)

5. 4,25 (2H, s, H-a)

5: 4,04 (2H, t, 3= 5,9 Hz, H-c)

5: 3,66 (2H, t, 3= 5,9 Hz, H-b)

3C NMR Spektrumu (D20) ( Spektrum No 4)
166,2 (C-4)

152,6 (C-2)

146,8 (C-6)

101,6 (C-5)

55,0 (C-c)

52,0 (C-a)

37,7 (C-b)

MS Spektrumu ( Spektrum No 5)
m/z (% bagdil bolluk) : 266,1 (26,3), 268,1 (17,5), 169,2 (100), 147,2
(71,3), 137,2 (25,0), 119,1 (28,1)
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2.2.4.2. 5-((dimetilamino)metil)pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (A2)

Bilesik literatlrde belirtilen yonteme gore sentez edildi (14). 1,1 g (0,01
mol) urasilin 15 ml etanoldeki stspansiyonu Uzerine sirasiyla damla damla
0,6 g (2 ml, 0,02 mol) %35-37’lik formaldehit ¢ozeltisi ve 0,9 g (2,5 ml, 0,02
mol) % 40 dimetilamin ¢ozeltisi ilave edildi. Tepkime ITK ile izlenmek
suretiyle oda sicakliginda 48 saat karistirildi. 48 saat sonunda tepkime
balonunun igeriginin tamamen ¢6zundugu gozlendi. 72 saat sonra tepkimeye
son verilerek ¢o6zlcu algcak basingta ucuruldu ve kalintt metanol-eter
karisimindan kristallendirildi (550 mg, %35 verim, erime derecesi 155° C) [lit.

203-206 ° C (dekompoze) (55)].

5-((Dimetilamino)metil)pirimidin-2,4(1H,3H)-dion

UV Spektrum (Spektrum No 6)

MeoH

A (log €) 262 (3,964 ) nm

maks

IR Spektrumu ( Spektrum No 7)

Umaks M (KBr) 3113 (-N-H gerilme), 2971-2947 (-C-H gerilme),
1730, 1702 (-C=0O gerilme), 1674 (-C=C-
geriime), 1450 (-C-H egilme) 818, 781 (=C-H
dizlem disi egilme)

'"H NMR Spektrumu (DMSO-d6 ve CD;0D) ( Spektrum No 8 )

0: 7,22 (1H, s, H-6)

o: 3,01 (2H, s, H-a)

0: 2,08 (6H, s, H-b)
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3C NMR Spektrumu (DMSO-d6 ve CD;0D) ( Spektrum No 9)
164,9 (C-4)

151,8 (C-2)

140,8 (C-6)

109,2 (C-5)

54,3 (C-a)

45,2 (C-b)

MS Spektrumu ( Spektrum No 10)
m/z (% bagdil bolluk) : 170,2 (12,5), 169,2 (53,1), 147,2 (98,8), 137,1
(68,8), 119,1 (100), 105,0 (45)

2.2.4.3. 5-(piperazinometil)pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (A3)

Bilesik klasik Mannich tepkimesine gore sentezlendi. Buna goére 0,9 g
(0,01 mol, 1 ml) piperazin ve 0,03 g (0,01 mol, 1 ml) %35-37 formaldehit
cozeltisi Uizerine 1,014 g (0,01 mol) urasil azar azar ilave edildi. Tepkime ITK
ile izlenmek suretiyle oda sicakliginda 48 saat karistirildiktan sonra son
verilerek ¢ozucu algak basingta uguruldu ve kalinti metanol-eter karigimindan
kristallendirildi. (220 mg, %11 verim, erime derecesi 222 °C (dekompoze))
Ayni madde 25 ml etanol igerisinde 1,9 g (0,02 mol, 2 ml) piperazin, 0,06 g
(0,02 mol, 2 ml) %35-37 formaldehit ¢cozeltisi, 1,014 g (0,01 mol) urasil geri
ceviren sogutucu altinda 75-80 °C’de 12 saat karistirilarak da elde edildi.

(500 mg, %25 verim)



5-(piperazinometil)pirimidin-2,4(1H,3H)-dion

UV Spektrum (Spektrum No 11)

MeoH

L (log €) 207 (3,005), 263 (2,547) nm

maks

IR Spektrumu ( Spektrum No 12)

Umaks cm’”’ (KBr) 3415 (-N-H gerilme), 2935 (-C-H gerilme), 1705
(-C=0 gerilme), 1660 (-C=C- gerilme), 1455 (-C-H
egilme), 831 (=C-H duzlem digi egilme)

3C NMR Spektrumu (CD;0D) ( Spektrum No 13)

165,6 (C-4
152,4 (C-2
141,8 (C-6
108,5 (C-5
54,3 (C-a)
52,4 (C-b)
51,3 (C-c)

MS Spektrumu ( Spektrum No 14)
m/z (% badil bolluk) : 211,2 (11,2), 169,2 (85), 147,2 (100), 137,1 (21),
131,1 (21,9), 119,1 (34,4), 112,0 (11)
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2.2.4.4, 5-(Morfolinometil)pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (A4)

Bilesik literattrde belirtilen yonteme gére sentezlendi (54). Buna gore 2
ml (0,02 mol) morfolin, buz banyosunda 0,06 g (2 ml, 0,02 mol) %35-37’lik
formaldehit ¢cozeltisi Uzerine ilave edilerek karistirildi ve 15 ml tetrahidrofuran
ile seyreltildi. 1,07 g (0,01 mol) urasil 30 dakika icinde kiguk porsiyonlar
halinde tepkime ortamina ilave edildi. Tepkime yuriylsi ITK ile izlenerek oda
sicakhginda 48 saat karistirildi. Tepkime balonuna 25 ml aseton eklendi,
¢ozlcu algak basing altinda uzaklastirildi. Bu islem iki kez tekrarlandi. Kalinti
desikatorde kurutuldu ve metanolden kristallendirildi (300 mg, %15 verim,

erime derecesi 208° C) [lit. 217 ° C (dekompoze) (15)].

5-(Morfolinometil)pirimidin-2,4(1H,3H)-dion

UV Spektrum (Spektrum No 15)

MeoH

L (log €) 207 (4,295 ), 263 (3,972) nm

maks

IR Spektrumu ( Spektrum No 15)

Umaks M~ (KBr) 3215 (-N-H gerilme), 3039-2813 (-C-H gerilme), 1722
(-C=0 gerilme), 1670 (-C=C- gerilme), 1450 (-C-H
edilme), 1111 (-C-O-C gerilme), 867 (=C-H duzlem
disi egilme)
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'H NMR Spektrumu (CD;0D ve DMSO-d6) ( Spektrum No 17)
5: 7,39 (1H, s, H-6)

5: 3,67 (4H, t, J= 4,8 Hz, H-c)

5: 3,23 (2H, s, H-a)

5: 2,47 (4H, t, J= 4,8 Hz, H-b)

3C NMR Spektrumu (CD;0D) ( Spektrum No 18)
5: 165,5 (C-4)
5: 152,2 (C-2)
5: 141,4 (C-6)
5: 108,4 (C-5)
5: 66,6 (C-c)
5: 53,3 (C-a)
5: 53,2 (C-b)

MS Spektrumu ( Spektrum No 19)
m/z (% bagdil bolluk) : 213,0 (13,6), 212.1 (100), 203,1 (41,5), 198,2
(10,2), 180,2 (17,2), pargalanma Urunleri 125,0

(16,7), 88.3 (100)

2.2.4.5. 5-(Piperidin-1-il-metil)pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (A5)

Bilesik literatirde belirtilen yonteme goére sentezlendi (54). Buna gore
2 ml (0,02 mol) piperidin buz banyosunda 0,06 g (2 ml, 0,02 mol) %35-37’lik
formaldehit ¢cozeltisi Uzerine ilave edilerek karistirildi. 15 dakika sonra 1,01 g
(0,01 mol) urasil eklendi. Olusan slspansiyon oda sicakliginda ITK ile
izlenerek 72 saat karigtirildi. 72 saat sonunda tepkimeye son verildi. Balon
icerigi 100 ml diklorometan ile ekstre edildi. Diklorometan tabakasi ayrildi,
susuz sodyum sulfat Uzerinde kurutuldu. Daha sonra ¢6zlclu algak basing

altinda uguruldu. Yagimsi sari renkli kalinti Gzerine 5 ml susuz eter eklenerek
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buzdolabinda bir gece bekletildi. Olusan ¢okelek stzlldi ve eterle yikandi
(3 x 5 ml). Cokelek desikatorde kurutuldu ve metanolden kristallendirildi.

(210 mg, %10 verim, erime derecesi 149° C) [lit. >320° C (dekompoze) (15)]

5-(piperidin-1-il-metil)pirimidin-2,4(1H,3H)-dion

UV Spektrum (Spektrum No 20)

MeoH

L (loge) 208 (4,013), 263 (3,752) nm

maks

IR Spektrumu ( Spektrum No 21)

Umaks M (KBr) 3282 (-N-H gerilme), 2938 (=C-H gerilme), 1732,
1706 (-C=0 gerilme), 1669 (-C=C- gerilme), 1447 (-
C-H gerilme) 1067 (=C-H duzlem disi egilme)

'"H NMR Spektrumu (CD;OD) ( Spektrum No 22)
5: 7,39 (1H, s, H-6)

5: 3,24 (2H, s, H-a)

5. 2,46 (4H, t, J= 4,8 Hz, H-b)

5: 1,62-1,44 (6H, m, J= 4,9 Hz, H-c, H-d)

3C NMR Spektrumu (CD;0D) ( Spektrum No 23)
5. 165,7 (C-4)

152,5 (C-2)

142,3 (C-6)

108,2 (C-5)

53,8 (C-b)
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5: 53,2 (C-a)
5: 25,6 (C-d)
5: 25,3 (C-b)

MS Spektrumu ( Spektrum No 24 )
m/z (% bagdil bolluk) : 211,0 (13,6), 210,0 (100), 203,0 (26,4),
parcalanma urunleri 125,0 (11,4), 86.3 (100)

2.2.5.Biyoaktivite Caligmalari ve Bulgular
2.2.5.1. Stabilite ve Katim Tepkimesi
Fizyolojik kosullara benzer kosullari saglamak amaci ile katim
tepkimesi pH’si 7.4 olan tampon ¢ozeltisinde 37 °C de gergeklestirildi ve bu
amag icin termostatli ¢alkalayicili su banyosu kullanildi. A1 bilesiginin (100
mg, 0,005 mol) tampon igerisindeki ¢ozeltisine nukleofillere kimyasal ilgisini
belirlemek amaciyla 2 damla 2-merkaptoetanol ilave edildi. 37 °C de ,tepkime
yurlylsi ITK ile izlenerek, 72 saat calkalandiktan sonra inkiibasyona son
verildi. Kloroform ile ekstre edildi. Kloroform fazi susuz sodyum sulfat
uzerinde kurutulduktan sonra ¢ozucu algak basing altinda distillendi. Kalinti,
sutun kromatografisi ile saflastirildi.  Solvan sistemi olarak klorofom:
metanol:amonyak (4:1:0,1) kullanildi. Elde edilen bilesik iTK'da karsilastiridi,
erime derecesi (222°C) tayin edildi ve baslangic maddesi ile ayni oldugu

tespit edildi.

Fosfat tamponu ¢ozeltisinin hazirlanig:
A : 0,68 g Potasyum dihidrojen fosfat ( KH2,PO4 ) su ile 25 ml ye

tamamlandi (0,2 M)



58

B : 0,1 g Sodyum hidroksit ( NaOH ) su ile 25 ml ye tamamlandi
(0,1 M)
10 ml A c¢ozeltisinden alinip pH-metrede pH 7.4’ e gelene kadar B

cozeltisinden eklendi (son hacim ortalama 17 ml).

2.2.5.2. Topoizomeraz | Enzim inhibisyonu Testi

Biyolojik aktivite c¢alismalarinda kullanilan pUC19 plazmit DNA
substrati ve BSA (Bovine serum albumine) Takara firmasindan, Tris-HCI
(Tri[hidroksimetil] aminometan hidroklortr), borik asit, magnesyum klorur,
spermidin ve DTT (ditiyoeritrol) Sigma firmasindan, Etidyum Bromur (EtdBr)
Fluka firmasindan, potasyum klorir ve sodyum hidroksit pelleti Atabay
firmasindan, EDTA Appli Chem firmasindan, agaroz Proza firmasindan,
DMSO (Dimetilsulfoksit) Merck firmasindan saglanmistir. Yatay agaroz jel
dizenegi olarak Thermo EC250 kullaniimigtir.

Memeli DNA topoizomeraz l'in in vitro plazmid supersarmal
relaksasyon deneyleri Topcu ve Castora tarafindan tanimlandigi sekilde
yapilmistir. (33) Bunun igin, 20 ul reaksiyon hacmi 1 Unite enzim, 500 ng
pUC19 plazmid DNA substrati 35 mM Tris-HCI, (pH :8.0), 72 mM KCI, 5 mM
MgCl,, 5 mM DTT, 5 mM spermidin ve % 0.1 BSA varliginda test
bilesiklerimizle inklbe edilmis ve reaksiyon Urunleri TBE tamponu (45 mM ftri
borat ve 1 mM EDTA pH :8.0) igerisinde %1’lik yatay agaroz jel duzenegi (5
V/cm) ile aynstinimistir. Agaroz jeli, EtdBr (0.5 pg/ml ) ile 30 dakika
boyandiktan sonra UV i1s1d1 altinda goruntulenmistir. Elde edilen fotograflara

gore test bilesiklerinin konsantrasyonlarina karsilik DNA bant yogunluklari
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incelenmis ve kalitatif olarak yorumlanmistir. Test edilen bilesigin etkisi
benzer konsantrasyonda CPT’nin etkisi ile kiyaslanmistir.

Reaksiyonlarin tamami DNaz ve RNaz'dan temizlenmis mikrosantrifij

tupleri icerisinde gergeklestirilmigtir.

Tez galismasi sirasinda sentezlenen bilesiklerin enzim aktiviteleri tayin
edilirken ¢dzicu olarak DMSO kullaniimistir. Kontrol amaciyla, topoizomeraz
| enzimi ile DMSO karigtirilarak test bilesikleri ile ayni anda ekim yapilmis ve
¢ozlcuden kaynaklanan herhangi bir inhibisyon olup olmadigi arastiriimistir.
Bunun sonucunda, DMSO ile enzim arasinda bir etkilesme olmadigi

belirlenmigtir.

2.2.5.2.1. Topoizomeraz | Enzim inhibisyonu Testi Bulgulari

A1, A2 ve A3 bilesiklerinin biyolojik aktivite testleri memeli DNA
topoizomeraz | enzimi Uzerideki etkilerinin arastiriimasi ile yapilmistir.
Sekil19da A2 ve A3 bilesiklerinin topoizomeraz | enzimi reaksiyonlari
uzerindeki etkileri verilmistir. Referans olarak kullanilan kamptotekin (CPT)'in
ayni kosullarda topoizomeraz | enzimi Uzerindeki etkisi de sekil 20’de

verilmigtir.



Sekil 19. A2 ve A3 bilesiklerinin topoizomeraz enzimi tzerindeki etkileri

form II—>

—>
form I - - O e e e e e

Sekil 20. CPT’nin topoizomeraz enzimi lizerindeki etkisi
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2.2.5.3. Androjene Bagimhi Olmayan Prostat Kanseri Hlicre Dizisi
(PC-3) ile Sitotoksisite Testi

Androjene bagimh olmayan prostat kanseri hicre dizisi (PC-3)
kullanilarak sitotoksisite testi yapilmistir. Hicreler 10.000 Unite/ ml penisilin,
10 mg/ ml streptomisin eklenen fosfat tamponu ¢dzeltisi (PBS) ve %1 L-
glutamin  ve % 10 inaktif fotal sigir serum (FBS) eklenen RPMI-1640
besiyeri ortaminda 37 °C ve %95 nem ve %5 CO2'li humudifiye edilmis
ortamda inkUbatorde cogaltiimistir. Hucre Kkaltiri ve sitotoksisite testi
calismalarinda tripan mavisi (trypan blue) (Sigma Chemical), Tripsin-EDTA
solisyonu (Biological Industries), XTT Cell proliferation kit I-XTT (Roche
Diagnostics) steril hicre kultir kaplari, flasklar, ¢ok kuyucuklu plateler,
santrifij cihazi, vorteks cihazi, laminar hava akimli kabin, CO;’ li inkUbator,
IStk mikroskobu, inverted mikroskop, sayim lami ve Elisa okuyucu
(spektrofotometre) kullanildi.

Sitotoksisite testinde reaktif madde olarak sentezledigimiz bilesikler
den A1 ve A4 kullanildi. Reaktif maddelerin stok solisyonu uygun sekilde
besiyeri ile hazirlandi.

Hucre serisinin pasajlama iglemleri laminar hava akimli kabinde, steril

bir ortamda yapildi. Pasajlar hlcrelerin ikilenme zamanina uygun olarak 72
saatte bir gercgeklestirildi. Her pasaj sirasinda hucreler, énce 5 ml Tripsin-
EDTA solusyonu ile 10 dakika 37 °C’de inkube edildi ve flaskin ylzeyine
yapismis hucrelerin kalkmasi saglandi. Daha sonra 5 ml besiyeri ilave edilerek
Tripsin-EDTA solusyonunun etkisi nétralize edildi ve bu karisim tipe alinarak
(1200 rpm’de, 5 dakika santrifuj edildi). Santrifij sonunda tupun dibinde

toplanan hucreler Uzerindeki besiyeri aktarilarak taze 10 ml besiyeri kondu ve
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2 ayr flaska bolindu. 5’er ml besiyeri igindeki hlicre suspansiyonu Uzerine
5’er ml besiyeri eklenerek son hacmin 10 ml olmasi saglandi. Flask inkubatore
konmadan Once kapagi hafif gevsetildi ve hiicreler 37 °C’ de %5 CO;
ortaminda cogaltildi. Hlcrelerin sayimi tripan mauvisi ile (trypan bleu dye)
boyanarak hemositometre yontemi ile yapildi. Hucre sayisi bir kulturin o
andaki durumunun bir gdstergesidir. Hlcre sayimi pasaj yaparken ve deneysel
islemlerin htcrelere etkisinin saptanmasi i¢in gereklidir. En ¢ok kullanilan
Neubauer hemositometresidir. Mevcut hlcre sayisi, lamin Uzerindeki ¢izgili
bdlmelerde sayilarak hesaplandi. Canli hilcreler tripan mavisi boyasina
gecirgen olmayip, 6lu hicreler bu boyayi hicre igine aldiklarindan mikroskopta
mavi renkte goérinmektedirler. Flakslar inverted mikroskop kullanilarak gunlik
olarak sitotoksisite, ¢ogalma ve enfeksiyon yoninden degerlendirildi. Bu
islemlerden sonra sitotoksisite testine gegildi.

Sitotoksisite testi icin, tripan mauvisi ile canlihgr dogrulanan hucreler,
Neubauer laminda sayilarak her bir kuyucuga ortalama 2x10* hiicre/ml
disecek sekilde ayarlandi. 96 kuyucuklu platete her kuyucuk igine 180 ul
hicre suspansiyonu konuldu. Hicrelerin kuyucuklarin tabanina yapisabilmesi
icin 24 saat inkibasyona birakildi. 24 saat sonra son hacim 200 ul olacak
sekilde kontrol disindaki kuyucuklara 20 ul reaktif maddeden, belli
konsantrasyonlarda (100 uM, 10 uM, 1 uM, 0,1 M, 10 nM, 1 nm ve 0,1 nm)
eklendi. Kontrol olarak reaktif madde igermeyen 200 pl hicre suspansiyonu
kullanildi. Hdacreler, nemli, 37 °C’de %5 CO, ortaminda inkiibasyona
birakildi. Her olgim asamasi (24., 48., 72. saat) icin ayri bir mikroplate
hazirlandi ve her bir plate uygun glnlerde her bir kuyucuga 50uL XTT

solusyonu [Cell Proliferation Kit Il (XTT) (Roche, Cat. No. 11 465 015 001)]
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eklenerek dort saat inkiibe edildi. Daha sonra plateler 490 nanometre dalga
boyunda ve 630 nm referans araliginda Elisa okuyucusu (spektrofotometre)
kullanilarak absorbanslar olguldt. XTT suda ¢dzunen bir tetrazolyum tuzudur.
Kitin caligma prensibi bu tetrazolyum tuzunun canli htucre mitokondrilerindeki
dehidrogenaz enzimi ile parcalanarak formazan tuzuna dénidsmesine ve
formazan  tuzundan  kaynaklanan  turuncu renk  reaksiyonunun
spektrofotometrik olarak kantite edilmesine dayanmaktadir. Boyanin
yogunlugu, metabolik olarak aktif hicrelerin sayisi ile orantilidir. Okunan
degerler Excel programina iglendi, ortalama absorbans degerleri bulundu ve
medyumun ortalamasi tim degerlerden cikarildi. Platedeki hucrelerin %
canlihgt;
% Sitotoksisite = [1-(Ornek absorbansi / Kontrol absorbansi)] * 100

formulu ile hesaplandi.

2.2.5.3.1. Sitotoksisite Testi Bulgulari

Sitotoksisite  deneyinde, A1 ve A4 maddelerinin azalan
konsantrasyonda (10-107'%) besiyeri igindeki cozeltilerinin 24., 48. ve 72.
saat sonunda canli kalan hdcrelerin ylzdesi bulundu. Bu c¢alismada
uygulanacak doz ile ilgili literatur bilgisi bulunmadigindan doz araliklari genis
tutulmustur. Calisma sonucunda elde edilen degerlerin standart sapmasi
hesaplanmis ve konsantrasyona karsi (konsantrasyonlar sirasiyla 10, 107,
10°, 107 , 10%, 10° ve 10" M) vyiizde sitotoksisite olarak grafige

gecirilmigtir.
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Spektrum No 24. AS Bilesiginin Kiitle Spektrumu




BOLUM Il

TARTISMA ve SONUC

3.1. 5-(Bis(2-kloroetil)Jamino)metil)pirimidin-2,4(1H,3H)-dion
hidroklorur (A1 Bilesigi)

A1 bilesiginin sentezinde klasik Mannich tepkimesi yerine kosullari
degistiriimis Mannich Tepkimesi uygulanmigtir. A1 molekulinin sentezinde
kullanilan bis(2-kloroetil)Jamin baz sekli Sekil 2'de gosterildigi gibi oldukca
reaktiftir ve uygun laboratuar kosullari saglanmadik¢a kuvvetli alkilleyici
Ozellikte bir sivi olmasi nedeniyle kullaniimamasi gerekir. Bu nedenle bis(2-
kloroetil)amin baz yerine kati bir madde olan hidroklorir tuzu ile tepkime
yuratulmastar. 1961 yilinda Ross ve  arkadaslarn  (5-((bis(2-
kloroetil)amino)metil)pirimidin-2,4(1H,3H)-dion hidroklorur) bilesigini Mannich
tepkimesinden farkli bir yol izleyerek elde etmislerdir (12). Buna gore 5-
(klorometil)urasil 6nce dietanolamin ile etkilestirilerek dietanolamin grubu
metilen koprusu ile urasil halkasina baglanmis, daha sonra tiyonil klorur ile

hidroksil gruplari klorlarla degistirilmistir. Sonug¢ bilesigin kimyasal yapisi
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elementel analiz sonuglari degerlendirilerek Onerilmigtir. Ayni makalede
bilegikle ilgili biyoaktivite gcalismasi rapor edilmemistir.

Elderfield ve Wood, 1961 yilinda A1 bilesigini Mannich Tepkimesinden
yararlanarak elde etmislerdir (13). Buna gore urasil, bis(2-kloroetil)amin
hidroklortr ve paraformaldehit glasiyel asetik asit icinde 110° C'de 2 saat
sureyle isitilmigtir.  Sonug  bilesik  5-(bis(2-kloroetil)Jamino)metil-2,4-
pirimidindiol olarak rapor edilmistir. Molekll yapisi erime derecesi, elementel
analiz verileri degerlendirilerek aciklanmis ve IR spektrumunun bir g¢ok
bakimdan ilging oldugu belirtimesine kargin spektral veriler agiklanmamistir.
Farkas ve Sorm 5-hidroksimetilurasili tiyonilklorlr ile klorlayip, elde edilen 5-
klorometilurasili bis(2-kloroetil)amin ile etkilestirerek A1 maddesini sentez
ettiklerini  bildirmigler, bu maddenin anlamli sitotoksisite gdsterdigini
belirtmiglerdir (16). Bu ¢alismada da molekile iliskin herhangi bir spektral
veriye rastlaniimamigtir. 1966 yilinda Werner, NH-asit grubu tasiyan bir seri
heterosiklik molekll Uzerinde tumor-inhibe edici 6zelliklerini test etmek
amaciyla Mannich bazlarini hazirlamak istemisg, ancak 4-metilurasil ve 2-
tiyourasilden cikilarak duzenlenen Mannich Tepkimelerinin ytrimedigini
bildirmistir (56).

Margot ve arkadaslari, 1969 yilinda A1 bilesiginin HeLa hucreleri
Uzerindeki etkisini incelemis, maddenin DNA ile yaptigi katim tepkimesi ve
mitotik prosese verdigi zarar ile hlcre g¢ogalmasini durdurdugunu rapor
etmistir (57).

Fabrissin ve arkadaslari, A1 bilesigini ve bunun 'N-metil ve 'N, °N-
dimetil tlrevlerini Elderfield’in belirttigi yonteme goére sentez ederek in vivo

Ehrlich karsinoma ve in vitro KB hicreleri Uzerine olan aktivitelerini
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arastirmiglardir (58). Denenen bilesikler arasinda hem in vivo hem de in vitro
testlerde en iyi aktivite 5-((bis-(2-kloroetil)amino)metil)-6-propilurasil
maddesinde saptanmistir. Molekul yapilarinin aydinlatiimasinda bilesiklerin
¢ozunurlik sorunu nedeniyle tatmin edici NMR spektrumu vermediklerini,
spektrumlarda N-H protonlarini gormediklerini ve deneysel kosullarin UV
spektrumlarinin alinmasini sinirladigini bildirmislerdir.

A1 Maddesinin sentezi Bolum II'de acgiklandigi gibi 6nce oda
sicakhginda, daha sonra 70 °C’ de yapilmistir. Bu galisma planlanirken bis(2-
kloroetilJamino yapisindaki azotlu hardal grubunun urasilin pirimidin
azotundan/azotlarindan baglanmasi planlanmistir. Bdylece hardal yapisinin
in vivo ortamda daha kolay ayrilarak ardisik alkileme yapmasi
disundlmustir. Bu nedenle tepkime kosullari ylksek sicaklik yerine oda
sicakliindan baslanarak ayarlanmis, deney IiTK ile izlenmek suretiyle
tepkimenin yurimedigi durumlarda sicaklik artisina gidilmistir. Caligilan
kosullarda denenen tim aminlerle aminometilleme pirimidin halkasinin 5
konumumdan gergeklesmigstir. Laktam formundaki pirimidindion yapisinin 4
konumunu olusturan karbonil fonksiyonunun 5 konumundaki hidrojeni
aktiflestirdigi goérulmektedir. Bu nedenle Mannich bazlari pirimidin halkasinin
6 konumu yerine 5 konumundan olugsmustur.

Bilegigin proton ve karbon NMR spektrumlari Bednarek ve
arkadaslarinin belirttigi degerlerle uyusmaktadir (59). "H-NMR spektrumunda
(Spektrum no. 3) 7.79 ppm de gorulen singlet pirimidin halkasindaki H-6
protonuna isaret eder. SUbstitlisyon azotlar Uzerinden gergeklesmis olsaydi
aromatik bolgede H-5 ve H-6 protonlarina karsilik gelen iki ayri dublet

gbrmemiz gerekirdi. Maddenin proton NMR spektrumunda c¢alisilan
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kosullarda asidik N-H protonlari saptanamamistir. Spektrumda 4.25 ppm de
metilen koprusune ait 2 proton degerinde singlet mevcuttur. Klor atomlarinin
elektronegativiteleri nedeniyle klorlara bagli yan zincir metilen protonlari (c
protonlari) diger metilen protonlarina gére daha asagi alanda (4.04 ppm)
ikiser protona karsilik gelen ve bolunmeleri J=5,9 Hz de@erinde bir triplet
olarak gorlilmektedir. Azota bagli yan zincir metilen protonlari (b protonlari)
ise beklenildigi gibi 3.66 ppm de triplet olarak saptanmistir.

Maddenin ">C-NMR spektrumunda (Spektrum no. 4) 166,2 ve 152,6
ppm de gorilen pikler sirasiyla C-4 ve C-2 karbonil karbonlarina aittir. Urasil
halkasinin diger pikleri de 146,87 ve 101,60 (C-6 ve C-5) ppm de goérulmekte
ve literatlr bilgilerine uygunluk gdstermektedir (59). Klor atomlarinin bagh
oldugu karbonlar (C-a), yan zincirdeki diger karbonlara goére daha asagi
alanda, 55,0 ppm de, singlet seklinde goértlmektedir. Metilen karbonu (C-a)
52,0 ppm de, azota komsu karbonlar ise (C-b) 37,7 ppm’de gorulmektedir.

IR spektrumunda (Spektrum no. 2) énerilen yapiya uygun olarak 1714
ve 1675 cm™ de karbonil gruplarina ait (-C=0) gerilme sinyalleri ,1638 cm™
de olefinik karbon (-C=C-) gerilme titresim bandi saptanmistir.

Maddenin UV spektrumunda (Spektrum no.1) molekilde bulunan

konjuge karbonilen yapisindaki 1-1m* elektron gecislerinden kaynaklanan K
bantlari belirgin pikler halinde Amaks 211 ve 263 nm lerde gorilmektedir.

Yukarida acgiklanan spektrofotometrik verilere ek olarak, A1 bilesiginin
kitle spektrumunda (Spektrum no.5) onerilen molekile uygun m/z’de M+1
(266,1) ve M+2 (268,1) pikleri belirlenmigtir.

A1 bilesigi daha oOnce elementel analiz sonuglarina dayanilarak

bildiriimesine kargin, ilk kez bu calisma ile sistematik spektral analizler
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degerlendirilerek rapor edilmektedir. Bilesigin saptadigimiz erime derecesi ile

literatlirde bildirilen erime dereceleri arasinda farkliliklar vardir.

3.2. 5-((dimetilamino)metil)pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (A2 Bilesigi)

A2 Dbilesigi Farkas ve Sorm tarafindan vyapilan c¢aligmada
5-hidroksimetilurasilin tiyonil klorurle klorlanmasindan sonra dimetilaminin
sudaki ¢ozeltisi ile tepkimesi sonucu elde edilmistir (16). Delia ve arkadaglari
urasil, paraformaldehit ve dimetilamin gibi birincil ve ikincil alkilaminlerin
etanoldeki ¢ozeltisini geri geviren sogutucu altinda 6-18 saat isitarak karsilik
geldikleri Mannich bazlarini sentez ettiklerini bildirmiglerdir (14). Bilegiklerin
karakterizasyonunda elementel analiz sonuclarindan ve 60 MHz 'H NMR
bulgularindan yararlanmiglardir. Dimetilaminometil tlrevinin D20 igerisinde
alinan "H NMR spektrumunda asidik N-H protonlari rapor edilmemistir. Ayni
bilesigin, L1210 lenfoid 16semi hlcresi Uzerindeki sitotoksiteleri incelenmis,
ancak antitumor aktivite saptanmamistir.

Yapilan baska bir calismada 2,4-diamino-5-benzilpirimidinler ve
analoglari antibakteiyal amagla sentez edilirken pirimidinlerin Mannich
bazlari ile C-alkilenmeleri sirasinda 5-(dimetilaminometil)urasil'in de sentez
edildigi bildirilmig, ancak olustugu dugunulen Mannich bazi ile ilgili herhangi
bir saflagtirma ve karakterizasyon galismasi yapilmadan ham Uran Uzerinden
sentezin ileri basamaklarina gecilmistir (60).

Asherton ve arkadaslarinin 1980 vyilinda yaptiklari kapsamli bir
calismada polisiklik heteroaromatik bilesikler sentez edilirken  5-(N,N-
dimetilaminometil)urasil yapisindaki Mannich bazi ara urun olarak

hazirlanmistir (55). Sentezde susuz dimetilamin, formaldehit c¢ozeltisi ile
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sogukta etkilegtirilerek dimetilaminometanol olusturulduktan sonra oda
sicakliginda urasil ile tepkimeye girmistir. Elde edilen bilesigin erime derecesi
buldugumuz erime derecesi ile uyusmamaktadir. Molekulin kimyasal yapisi
belirlenirken, elementel analiz sonuglari, UV, IR ve NMR bulgular
degerlendirilmigtir.  Ayni  calismada  5-morfolinometilurasil  sentezinin
Burckhalter ve arkadaslari (15) ile Bombardieri ve Taurins (61) tarafindan
bildirilen yonteme goére yapildigi, ancak yapinin Bombardieri ve Taurins’in
belirttigi sekilde N-1 ve N-3 Uzerinden degil de Burckhalter ve arkadaslarinin
belirttigi C-5 Uzerinden tepkimeye girdigini belirtmiglerdir. Bu calismada 5-
(piperidinometil)urasil ve 5-(morfolinometil)urasil yapisindaki Mannich
bazlarinin  anilin ile  tepkimelerinden anilin artigi tasiyan  5-
(fenilaminometil)urasil yapisinda yeni Mannich bazlari elde edildigi
bildirilmigtir. Bu durum yorumlanarak sentez mekanizmasi agiklanirken
Mannich bazlarinin énce eliminasyonla kinon metid yapilarina donustiga,
teorik anlamda olustugu dusinilen kinon metidlerin anilin katimi yaparak
sirasiyla %59 ve % 80 verimle yeni Mannich bazlarini verdigi belirtilmigtir.
Elde edilen bu sonug¢ Tez ¢alismasi planlanirken disindiglimuz molekullerin
alkileme potansiyellerine iligkin mekanizma Onerimizi desteklemesi
bakimindan énemlidir (Sekil.16). Ayrica tezimizde A2 olarak kodlandigimiz 5-
(dimetilaminometil)urasil  bilesiginin  beklemekle urasile donustigunin
saptanmasi son derece dnemli bir veridir. Clnku, Tez ¢alismasi planlanirken
disundugumiz birden ¢ok biyoaktif molekulin ayni molekilde birlestiriimesi
kavrami dikkate alinarak tasarlanan A1 bilesiginin potansiyel sitotoksik
etkisini destekler niteliktedir. Bu durumda urasil ve aminin ardisik sitotoksik

etki olusturmasi beklenebilir.
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A2 maddesinin  spektral verileri Onerilen kimyasal yapiyi
dogrulamaktadir. "H NMR spektrumunda (Spektrum no.8) aminometillemenin
azotlar yerine karbonlardan oldugunu gosteren 7.22 ppm de bir proton
degerinde bir singlet vardir. 3.01 ppm de gorulen iki proton degerindeki
singlet metilen protonlarina, 2.08 ppm de gorulen alti proton degerindeki
singlet ise metil protonlarina aittir. Bu degerler Asherson ve arkadaslarinin
verileriyle de uyusmaktadir (sirasiyla 7,50, 3,85, 2,75 ppm) °C NMR
spektrumunda (Spektrum no.9) urasil halkasindaki karbonil gruplarina ait
sinyaller 151.8 ve 164.9 ppm’de (sirasiyla C-2 ve C-4) gorulmektedir. Ayrica,
140.8 ve 109.2 ppm’lerde olefinik karbonlara, 54.3 ppm’de metilen
karbonuna, 45.2 ppm’de metil karbonlarina ait sinyaller mevcuttur. Maddenin
katle spektrumunda (Spektrum no.10) m/z 169 da % 53,1 bagil bollukta
gérulen pik M+1 piki olarak degerlendirilmigtir. Molekulin UV ve IR bulgulari
(Spektrum no.6 ve 7) A1 molekulinde tartigildidi gibi, 6nerilen yapi ile

uyumludur.

3.3. 5-(Piperazinometil)pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (A3 Bilesigi)

A3 Bilesigini sentez etmek icin urasil:formaldehit:piperazin (1:1:1)
oraninda alinarak oda sicakhginda karistirildi. Ayrica ortama ¢dzlcu ilave
edilmedi. Tepkime ITK ile izlendiginde plak Uzerinde
kloroform:metanol:amonyak (4:2:0.1) ¢6zlcu sisteminde UV lambasi altinda
iki leke belirdi. Bu kromatogram piperazin azotlari tGzerinden mono ve bis-
Mannich bazlarinin olustugunu dusundurdi. Kristallendirme yontemi ile

maddelerin saflastirlamamasi (izerine preparatif ITK yontemi ile daha
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kuvvetli 1Isima yapan alt leke kazanildi. Ayni tepkime sadece bis-Mannich
bazinin olugsmasini saglamak amaciyla bu kez urasil:formaldehit:piperazin
(1:2:2) oraninda etanol igerisinde geri g¢eviren sogutucu altinda isitilarak
incelendiginde iTK de ayni lekeler belirdi.

Preparatif iTK ydntemi ile kazanilan bilesigin UV spektrumunda
(Spektrum no.11) Amaks 207 ve 263 nm lerde urasil halkasindan kaynaklanan

K bantlari, IR spektrumunda (Spektrum no.12) 3415 cm™ frekansinda
piperazinin mono-Mannich bazini verdigini disundiren N-H gerilme titresim
bandi ve diger beklenen karbonil ve olefinik gerilme bantlari mevcuttur. Ayni
maddeden cekilen 'H NMR spektrumlarinda farkli sinyaller alinmasi
nedeniyle bu spektrumlar Tez kapsamina alinmamigtir. Maddenin 3C NMR
spektrumunda (Spektrum no.13) gorilen 165.6 ve 152.4 ppm degerlerinde
karbonil karbonlari, 141.8 ve 108.5 ppm degerlerinde olefinik karbonlar, 52.4
ve 51.3 ppm degderlerinde ise piperazin halkasini olusturan metilen karbonlari
Onerilen kimyasal yapiyl kanitlamaktadir. A3 bilesiginin kutle spektrumunda
(Spektrum no.14) M+1 iyonunu gdsteren m/z 211 piki saptanmistir.
Piperazinin urasil ile verdigi mono-Mannich bazi yapisindaki A3

bilesigi ilk kez bu galisma ile rapor edilmektedir.

3.4. 5-(Morfolinometil)pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (A4 Bilesigi)

Bilesigin ilk kez 1960 yilinda Burckhalter ve arkadaslari tarafindan
klasik Mannich Tepkimesi kosullarinda sentez edildigi bildirilmistir (15).
Etanolden kristallendirilen bilesik icin bildirilen erime derecesi 217 °C dir. Bu

calismada piperidinometil ve morfolinometil tlrevleri hazirlanarak hidrojenoliz
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ile timin molekllli sentez edilmistir. Sentez islemleri sonucunda timinin
olusmasi Mannich bazlarinin da 5 konumundan olustuguna kanit olarak
gosterilmistir.  5-(Morfolinometil)urasil ve 5-(piperidinometil)urasil yapilari
erime dereceleri ve elementel analiz verileri ile dogrulanmak istenmistir. Bu
durum yapisal izomerlerde ve stereoizomerlerde yaniltici olabildigi igin
bilegiklerin ayrintili spektral veriler ile kimyasal yapilarinin aydinlatilmasi
gerekir. Nitekim 1955 yilinda Bombardieri ve arkadaslarinin (61) urasil,
formalin ve morfolini 0° C'de karistirarak etanolden kristallendirildikten sonra
erime derecesi 208-209 °C olan 1-(morfolinometil)urasili elde ettiklerini rapor
etmelerine karsin, Burckhalter ve arkadaslari (15) bilesiklerin erime
derecelerindeki yakinhgl da g6z onudne alarak substitisyonun N-1 azotu
yerine kendi galismalarinda oldugu gibi, 5 konumundan gercgeklestigini 6ne
surmasglerdir.

Tez kapsaminda yapilan calismalarda bilesige ait UV, IR, '"H NMR, *C
NMR ve kitle spektrumlari A4 maddesinin 5-(morfolinometil)urasil yapisinda
oldugunu, 0° C de calisilsa bile aminometillemenin azotlardan
gergeklesmedigini kanitlamaktadir. Aminometillemenin azotlardan
gerceklesmediginin en dnemli kaniti urasil halkasinin 5 ve 6 konumlarinin
serbest olmasi durumunda gdreceg@imiz birer proton degerindeki iki dubletin
tiim bilesiklerin '"H NMR ve "*C NMR spektrumlarinda bulunmamasidir.

A3 maddesinin erime derecesi Bombardieri ve arkadaslarinin (61)
rapor ettikleri erime derecesi ile ayni ancak Burckhalter ve arkadaslarinin
(15) rapor ettigi erime derecesi ile farklidir. Urasil halkasinin 5 konumunun

kapali oldugu 5-florourasil 6rneginde oda sicakhginda calisilarak urasil
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azotlarindan substitisyonun gergeklestigi ve 1,3-bis(morfolinometil)-5-

florourasilin sentez edildigi bildirilmistir (54).

3.5. 5-(piperidin-1-il-metil)pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (A5 Bilesigi)

Bilesik A4 maddesinde aciklandigr gibi, ilk kez Burckhalter ve
arkadaslari tarafindan klasik Mannich Tepkimesine gore sentezlenmistir (15).

Ayrica A5 maddesi Carbon tarafindan 5-(hidroksimetil)urasilden
cikilarak sentez edilmistir (62). 5-(Hidroksimetil)urasilden 5-
(bromometil)urasil elde edilmis daha sonra da piperidinin alkilleme iglemi
gerceklestiriimistir. Bilesigin yapisi elementel analiz bulgulari ile dogrulanmis
ve rapor edilen erime derecesi buldugumuz erime derecesi ile
uyusmamaktadir.

Diger bilesiklerde oldugu gibi, A5 bilesigi icin de UV, IR, 'H NMR, *C
NMR ve kutle spektrum verileri ilk kez bu ¢alisma ile rapor edilmektedir. Elde
edilen bulgular 5-(piperidinometil)urasil kimyasal yapisi ile uyumludur.
Bilesige ait bulgular Bolum II'de verilmis, bulgularin degerlendirilmesi A1, A2
ve A3 bilesiklerinde ayrintili olarak yapiimigtir.

3.6. Stabilite Calismasi

Planlanan c¢alismanin amacina uygun olarak segilen 5-(Bis(2-
kloroetil)amino)metil)pirimidin-2,4(1H,3H)-dion hidroklorir (A1) maddesinin
biyolojik kosullara benzer kosullar altindaki (37 °C, pH 7.4) stabilitesi
incelendi. Molekulin eliminasyona ugrayabilecedi dusunulerek ortama
biyomimetik bir niikleofil olan 2-merkaptoetanol ilave edildi. inkiibasyon ITK
ile izlendi. 72 saat sonunda ITK verilerine gére, baslangic maddesinden farkli

R¢ degerine sahip yeni bir bilegigin olugsmadigi saptandi.



96

3.7. Biyoaktivite Caligsmalari
3.7.1. Topizomeraz | Enzim inhibisyon Testi

A2 ve A3 bilesiklerinin memeli DNA topoizomeraz | enzimi Uzerindeki
etkilerinin arastiriimasi sonucu elde edilen bulgular, Sekil 19'da verilmistir.
Bolum 1I'de agiklandidi gibi, stipersarmal formdaki plazmid DNA’si, pUC19,
%71’lik agaroz jelinde form 1 gseklinde gosterilen bir hareketlilik gdsterirken
(sekil 19, uyg 1), enzim etkisi ile supersarmallik relaks forma (form 2)
donusmastur (sekil 19, uyg 2). Bilesikleri ¢bézmede kullanilan DMSO
reaksiyon Uzerinde etkili olmamistir(sekil 19, uyg 3). A3 bilesiginin
konsantrasyona bagiml etkisi ayni seklin 4-8 nolu uygulamalarinda
gosterilmistir. A3 bilesigi, 1 mg/ml konsantrasyonda dikkate deger bir
inhibisyon gdstermekte (uyg 4), bu inhibitér etki 0,50 mg/ml’den baslayarak
(uyg 5) 0.25 mg/ml (uyg 6) ve 0,13 mg/ml konsantrasyonlarda daha az géze
carpar hale gelmigtir. A3 bilesiginin 0,06 mg/ml konsantrasyonda ise
herhangi bir etkisi gézlenmemistir (uyg 8). A2 bilesigi 1 mg/ml ile 0,25 mg/ml
konsantrasyon araliginda A3 bilesigine benzer etki géstermisken (uyg 9-11)
A3 bilesiginden farkh olarak inhibitor etkisi 0,13 mg/ml’de sona ermistir (uyg
12). Fizyolojik olarak anlamlihdi tartigilabilir olmakla beraber sonuglar A3
bilesiginin memeli topoizomeraz | enzimi Uzerindeki etkisinin daha fazla
oldugunu godstermektedir. Ayni deney kosullarinda A1 bilesiginin de etkisi
incelenmis ancak alinan sonuglarda tekrarlanabilir tutarli bir inhibitor etki
g6zlenmemisgtir.

Deneylerimizde referans olarak kullanilan kamptotekin (CPT)’in ayni

kosullarda topoizomeraz | enzimi Uzerindeki etkisi sekil 20’de verilmistir. Saf
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bir bilesik olmasi bakimindan beklenildigi gibi CPT etkisi daha seyreltik

konsantrasyonlarda da devam etmektedir.

3.7.2.Canlilik Testi Caligmalari

Androjene bagimli olmayan prostat kanseri hicreleri olan PC- hiicre
hatti kullaniimistir. Canllik testlerinde istenen, uygulanan ilacin 1Csy degerini
uygun konsantrasyonda vermesidir; bu nontoksik konsantrasyondur.

Canllik testi ile A1 ve A4Gn U¢ ayri zaman igerisinde farkl
konsantrasyonlarda goOsterdidi sitotoksisite, 6rnegin absorbansinin kontrolun
absorbansina orani ile yasayan hicrelerin yuzdesi hesaplanarak
bulunmustur. Bu ¢alismada en anlamh sonu¢ A1 bilesiginin 48 saat sonra
elde edilen sonuctur. Diger sonuglar anlamli bulunmamistir. Bu galismada
doz arahiginin yiksek olusu (10*-107"°) daha sonra yapilacak olan ICsg
dozlarinin bulunmasina yoénelik calismalarda kullanilacak 6nemli bilgiler

vermigtir.
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