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OZET

5-Metil-2-izopropilfenol’iin Mannich Bazlarinin Sentezi ve Sitotoksik
Aktivitelerinin Incelenmesi

Amag: Bu ¢alismanin amaci, 5-metil-2-izopropilfenol (timol)’iin ¢esitli Mannich
bazlarinin sentezi ve Sitotoksik aktivitelerinin bazi kanserli hiicre hatlar1 ve normal
hiicrelere kars1 incelenmesidir.

Materyal ve Metot: 5-Metil-2-izopropilfenol bilesiginin Mannich baz: tiirevleri
konvansiyonel yontem ile sentezlenmistir. Timol, formalin solusyonu ve amin karigimi
1:1:1 mol oraninda methanol igerisinde 1sitilmistir. Elde edilen viskoz madde kolon
kromatografisi ile saflastirilmistir. Bilesiklerin kimyasal yapilar1 spektral analiz
yontemleri ile aydinlatilmistir. Bilesiklerin sitotoksik aktiviteleri kanserli ve normal
hiicre hatlarina karsi test edilmistir. Kullanilan hiicre hatlari; kanser hiicre hatlar1 [Ca9-
22 (dis eti), HSC-2 (agiz), HSC-3 (dil), HSC-4 (dil)] ve normal hiicreler [HGF (dis eti
fibroblast), HPC (pulpus hiicreleri), HPLF (periodontal ligament fibroblastlar1)]’dur.

Bulgular: Bilesiklerin kimyasal yapilari *"H NMR, **C NMR ve HRMS yardimi
ile aydinlatilmistir. Bilesiklere ait NMR verileri Tablo 4.1.” de, sitotoksik aktivite
sonuglart Tablo 4.2. ve Tablo 4.3.” de sunulmustur.

Sonug: Sentezlenen bilesikler (1-4) %6-15 verimle basariyla sentezlenmistir. 2
ve 3 nolu bilesikler yenidir. Bilesiklerin sitotoksisiteleri ve tiimdr selektiviteleri ilk kez
bu calisma ile rapor edilmistir. Dipropilamino grubu tasiyan 2 nolu bilesik kanserli
hiicre hatlarina diisiitk konsantrasyonda segicilik gostermistir. Bilesik 2 kanserli hiicre
hatlarinin biiyiimesini 7.8-15.6 ng/ml konsantrasyon araliginda azaltirken, normal hiicre
hatlarinin biiyiimesini 16-31 kat daha fazla konsantrasyonda (250 pg/ml) azaltmistir. Bu
durum bilesik 2’nin sitotoksik bir bilesik olarak ileri arastirmalarda kullanilabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Antikanser, Mannich bazi, sitotoksisite, timol



ABSTRACT

Synthesis of Mannich Base Derivatives of 5-Methyl-2-Isopropylphenol and
Investigation of Their Cytotoxicity Activities

Aim: The aim of this thesis is to synthesize of Mannich bases of 5-methyl-2-
isopropylphenol and to investigate their cytotoxicity aginst on some cancer cell lines
and normal cells.

Material and Method: A series of Mannich base derivatives of 5-methyl-2-
isopropylphenol synthesized by the conventional heating method. The mixture of
thymol, formalin solution and amine was refluxed in methanol in 1:1:1 mole ratios. The
obtained compounds were purified by coloumn chromatography. The cytotoxicity of the
compounds were tested against a series of cancer cell line and normal cells. The cancer
cell lines used were in Ca9-22 (gum), HSC-2 (mouth), HSC-3 (tongue), HSC-4
(tongue), and normal cells were HGF (tooth ethyl fibroblast), HPC (pulpus cells) HPLF
(periodontal ligament fibroblasts).

Results: The chemical structures of the compounds were confirmed by *H NMR,
13C NMR and HRMS. The results of the NMRs were presented in Table 4.1 and results
of the cytotoxic activities of the compounds were presented in Table 4.2 and Table 4.3.

Conclusion: The compounds 1-4 were successfully synthesized in the range of
6-15% yield. Compounds 2 and 3 are reported here for the first time. The cytotoxicities
and tumour selectivities of the compounds (2 and 3) were reported here for the first
time. Compound 2 which is carring dipropylamino group showed some selectivity
against human oral squamous cell lines, especially at lower concentration. The growth
of all four OSCC cell lines declined at 7.8~15.6 pug/ml, whereas the growth of all three
normal cells declined at 16~32-fold higher concentration (250 pug/ml). This suggests
that compound 2 can be considered as cytotoxicity enhancing drug candidate for further
investigations

Key Words: Anticancer, Mannich base, cytotoxicity, thymol.
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1. GIRIS

Kemoterapi, kanserli hiicre ve/veya dokularin tedavisinde kullanilan, genellikle
¢ok sayida ilacin kombine edilerek uygulandigi en yaygin tedavi yontemlerden biridir.
Kemoterapide kullanilan ilaglarin hastada ciddi yan etkiler olusturmasi kanser
hastaliginin tedavisinde karsilagilan en onemli sorundur. Ciinkii tedavide kullanilan
ilaglar sistemik etki gostererek tiim kanser hiicrelerine sitotoksik etki ederken bazi
normal hiicreleri de yok eder. Bu sebeplerden dolayr hem seg¢ici toksisitesi olan hem de
tedavi slireci ve sonrasi ortaya ¢ikan yan etkileri azaltan, hastanin yasam standardini
tyilestiren yeni bilesiklere ihtiyag vardir.?

Alkilasyon ajanlar1 kanser tedavisinde kullanilan 6nemli bir gruptur. Ticari
olarak kullanimi olan en 6nemli alkilasyon ajanlarindan biri, bis(kloretilamin) grubu
tastyan Melfalan molekiiliidiir. Alkilasyon ajanlari hiicre dongiisiine spesifik ilaglar
olmadigr i¢in normal hiicrelerdeki niikleik asit ve protein artiklarini da alkilleyerek
istenmeyen yan etkilere yol agmaktadir. Bu nedenle yeni alkilasyon ajanlarinin
gelistirilmesi ile ilgili ¢alismalar devam etmektedir.?

Medisinal kimyada ilag/aday ila¢c molekiillerinin farmakodinamik ve
farmakokinetik ozelliklerini iyilestirmek ve/veya aktif ilag molekiillerinin tasarim ve
sentezinde kullanilan tepkimelerden birisi Mannich tepkimesi olup bu tepkime ile
molekiile alkilamin grubu takilmaktadir.®

Mannich bazlar selektif toksisite a¢isindan ¢ok 6nemli bilesiklerdir. Soyle ki, bu
bilesikler niikleik asitlerde bulunan amin ve hidroksil gruplariyla ¢ok az veya hig
etkilesmezken, tiyol gruplarimin alkilasyonunda ¢ok basarili bulunmuslardir. Bu nedenle

Mannich bazlarinin genotoksik dzelliklerden yoksun oldugu diisiiniiliir.”



Mannich bazlarmm antimikrobiyal®, antifungal®, antiviral’, antikonvulzan®,
antiinflamatuvar®, analjezik™, antioksidan®*, asetilkolinesteraz inhibisyonu®?, karbonik
anhidraz inhibisyonu™® gibi genis bir biyoaktivite spektrumu vardir. Bu aktivitelere ilave
olarak Mannich bazlarinin sitotoksik®***?*? ve antikanser*™® aktiviteleri de kayitli
olup, boliimiimiiz tarafindan da uzun yillardir konu ile ilgili ¢alismalar yapilmis ve
yapilmaya devam edilmektedir.

Bu tez kapsaminda alkilleyici ajanlar olarak tasarlanan ve sitotoksik etki umulan
cesitli mono Mannich baz1 bilesiklerinin sentezi gergeklestirilerek ve bunlarin
sitotoksisiteleri Ca9-22 (dis eti), HSC-2 (agiz), HSC-3 (dil), HSC-4 (dil) kanser hiicre
hatlarina ve HGF (dis eti fibroblast), HPC (pulpus hiicreleri) ve HPLF (periodontal
ligament fibroblastlar1) gibi kanser olmayan normal hiicrelere karsi referans bilesik

Melfalan ile karistirilarak arastirilacaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin denetimden ¢ikip bagimsiz ve kontrolsiiz olarak biiyiimeye
basladig1r bir hastaliktir. Kanserli hiicrelerin aniden g¢ogalmasinin birgok kompleks
nedeni vardir ve bunlar heniiz tam anlamiyla anlagilamamistir. Bu durum, kisinin ruhsal
durumu, beslenmesi, hormonal dengesi gibi i¢ faktdrlerle ve radyasyon, ¢evre kirliligi
gibi dis faktor kaynakli olabilir."?

Kanserde Once hastalikli hiicreler biliylimeye baslar, ¢evrelerindeki dokulara
niifuz ederek viicudun belli bir bdlgesine yerlesir. Kanserin bagladigi bu evreye primer
kanser evresi denilir. Kanserin ikinci evresinde hastalikli hiicreler viicudun bagisiklik,
ya da savunma sisteminin bir parcasi olan en yakin bezlerden birine sigrayarak viicudun
diger kisimlarina dogru yola ¢ikarlar (metastaz). Yerlestikleri bu ikinci bolgede tekrar

biiyiimeye baslar ve ¢ogu kez gevrelerini biiyiik bir siiratle istila ederler.®

Kanserin tedavi plani hastalifin evresine, metastaz olup olmadigina ve hastanin
performans durumuna gore belirlenir. Kanser tedavisinde cerrahi tedavi, radyasyon

tedavisi ve kemoterapi olmak iizere ii¢ temel yontem kullanilmaktadir.*?

Kemoterapi, kanserli hiicrelerin ¢ogalmasin1 dnleyen ve sitotoksik etkiye sahip
ve bu hiicreleri oldiirebilen ilaglarla uygulanan bir tedavi bigimidir. Kemoterapi
sistemik etkiye sahiptir ve tiim kanser hiicrelerine etki eder. Farkli ilaglar gelistirildikce

degisik ilaclarin kombine edilerek kullanilmas1 zamanla yaygin hale gelmi§tir.l'2



2.1.1. Kemoterapide Kullanilan Ilaclarin Siniflandiriimasi

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar kimyasal yapilarina ve genel etki
mekanizmalarina gore alkilleyici ajanlar, antimetabolitler, sitotoksik antibiyotikler,
vinka alkaloitleri, bitkisel kaynakli ilaglar, hormonlar ve hormon antagonistleri ve diger
kemoterapétik ilaglar olmak tizere siniflandirilabilir.

2.1.1.1. Alkilleyici Ajanlar

Kanser tedavisinde kullanilan en eski ilaglardir. Bu grupta bulunan azot mustard,
klinik olarak 6nemli antitimor aktivite gosteren ve hormonal olmayan ilk kimyasal
maddedir. Insan ve deney hayvanlarinin hematopoietik ve lenfatik sistemlerinde
depresyona neden oldugu goriilmiistiir. Daha sonra daha az toksik ve klinik olarak daha
etkin azotlu bilesikler ve baska tiirde alkilleyici ajanlar gelistirilmistir.'?

Klinikte kullanilan alkilleyici ajanlar yapilarinda, bis(kloroetil)amin, etilenimin
veya nitrozoiire siibstitiienti tasir. Bis(kloroetil) amin iceren ilaclar arasinda
mekloretamin, melfalan ve klorambusil en ¢ok kullanilan ilac;lardlr.z’16 Degisik

alkilleyici ajanlarin kimyasal formiilleri Sekil 2.1°de Verilmis‘[ir.2
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Sekil 2.1 Alkilleyici Ilaglar



Alkilleyici ilaglar, sitotoksik etkilerini molekiildeki alkil gruplarmi gesitli
hiicresel yapilara transfer etmek suretiyle gosterir. Cekirdek icerisindeki DNA’nin
alkilasyonu hiicre Oliimiine yol agan major etkilesimleri ortaya cikartir. Once
etilenimonyum iyonunu olusturacak sekilde intramolekiiler bir siklizasyon gergeklesir.
Bu mekanizma, hiicresel bir yapiya alkil grubunun transferini saglayacak karbonyum
iyonunun olusumu ile sonug¢lanir. DNA igerisinde major alkilasyon yoresi guanin
bazinin 7 numarali azotudur. Ayrica daha az 6ncelikli olmak {izere adenin bazinin 1 ve
3, sitozinin 3 numarali azot ve guaninin 6 numarali oksijen atomu da alkillenebilir. Bu
etkilesimler, ¢capraz bagli DNA heliksinin tek bir veya her iki dizisinde gerceklesebilir.
Her iki dizide alkillemeyi gergeklestiren ilaglar bifonksiyonel ilaglardir. Guaninin
alkilasyonu yanlis kodlamaya veya guanin kisminin kesilip ¢ikartilmast yoluyla
depurinasyon ile sonuglanabilir. Diger bir etki, DNA’nin seker-fosfat omurgasinin
boliinmesi vasitasiyla DNA dizisinin kirilmasidir. Alkilleyici ajanlarmn sitotoksik etkisi
icin DNA’nin ¢apraz baglanmasi major 6neme sahiptir ve bu ilaglara en duyarli hiicreler
replikasyonu saglayan hiicrelerdir.*"®

Alkilleyici ajanlar hiicre dongiisiine spesifik ilaclar degildir. DNA lezyonlarin
onarma kapasitesinin artmis olmasi, hiicrenin alkilleyici ajana gegirgenliginin azalmasi

ve glutatyon {retiminin artig1 alkilleyici ajanlara rezistans kazanilmasina neden

olabilir.*®



Alkilleyici bir bilesik olan mekloretaminin etki mekanizmasi (Sekil 2.2), bu grup

ilaglarin etki mekanizmalarina bir 6rnek olmasi amaciyla asagida g('is‘[erilmistir.19
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Sekil 2.2 Mekloretaminin etki mekanizmasi



Antikanser ilag gelistirme ¢alismalar1 kapsaminda, alkilleyici 6zellik gosteren
farmakofor gruplarin hormonlar, aminoasitler, niikleik asit bazlar1 veya seker pargalari
gibi ¢esitli tasiyict  gruplara baglanarak molekiiliin  etki y0resine optimum
konsantrasyonda tasinmasi i¢in tasarim ve sentez ¢alismalar1 devam etmektedir. Ancak
bugiine dek yoreye 6zgii alkilasyon tam anlamiyla basarilamamugtir. "%

2.2. Mannich Bazlan

Klasik Mannich reaksiyonu, ii¢ komponentin kondensasyonudur. En az, aktif bir
hidrojen tasiyan madde, aldehit ve amin gerekir. Mannich reaksiyonu ile olusan bilesige
Mannich bazi denir. Mannich bazlarima aminoalkilasyon reaksiyonu ile elde
edildiginden substrat tiirevleri olarak bakilir. Aldehit eger formaldehitse
aminometilasyon gerceklesir. Primer aminler, hatta amonyak (amonyum tuzu
formunda) da amin bilesigi olarak kullanilabilir. Sekonder alifatik aminler (R,NH) en
sik kullanilan aminlerdir.?

Mannich Reaksiyonunda, aktive edici fonksiyonel gruplar substrati aktive ettigi
icin hayati 6neme sahiptir. Ketonlarda karbonil, fenollerde fenolik hidroksil, alkinlerde
terminal karbon-karbon tglii bagi, heterosikliklerde heteroatom, karboksilatta a-

konumunda ki elektron ¢ekici grup siibstitiie karbon atomu, alifatik karboksilik asitlerin

esterleride uygun substrat tagiyanlar aktive edici gruplamdlr.3



2.2.1.Mannich Bazlarmin Simiflandirilmasi
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(@]
I NN \C\) \;NRZ

H NR,

Amitlerin Mannich bazlari Siilfonamitlerin Mannich bazlari

Sekil 2.4. N-Mannich bazlar1

NH-Mannich bazlari

NR,



S NR,
Tiyollerin Mannich bazlari

Sekil 2.5. S-Mannich bazlari

OR1

Dialkil fosfitlerin Mannich bazlar1

Sekil 2.6. P-Mannich bazlari

Normal kosullarda substratin tek aminometil ile siibstitiisyonu mono-Mannich
bazi olusumu ile sonuglanir. Uygun kosullarda substratta birden fazla aktif hidrojen
atomu varsa ¢ift (double) Mannich bazlar1 olusabilir. Substrat X-H’1 sekonder aminler
disinda NHj3 gibi ii¢ reaktif hidrojen atomu azot {izerinde oldugu ya da R-NH, tipindeki
gibi iki reaktif hidrojen atomunun azot iizerinde oldugu durumlarda tris ve bis Mannich

bazlari olusur.3

OH
9 @)

NR,

X
)
z

NR,

Double (¢ift) Mannich bazlari

Sekil 2.7. Double (¢ift) Mannich bazlar
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T
vax (N\/X
X

Bis Mannich bazlari Tris Mannich bazlar1

Sekil 2.8. Bis ve Tris Mannich bazlar

2.2.2. Mannich Bazlarinin Rapor Edilen Biyoaktiviteleri
Mannich bazlarmin antimikrobiyal®, antifungal®, antiviral’, antikonvulzan®,
antiinflamatuvar®,  analjezik’®,  antioksidan', antiiilser'®,  asetilkolinesteraz

K34 14 2123 e antikanser’®

inhibisyonu'?, karbonik anhidraz inhibisyonu®®, sitotoksi
aktiviteleri kayithidir.

2.3. Tla¢ Tasariminda Fizikokimyasal Parametrelerin Onemi

Biyolojik aktivite, ilaglarin fizikokimyasal parametrelerinin bir fonksiyonudur.
Bu nedenle bir ila¢ molekiilinde bu 06zelliklerin herhangi birinin degismesi
biyoaktivitede degisikliklere neden olur. Nicel yapi-etki iliskisi (QSAR) bilesiklerin
biyolojik ~aktivitelerini nicel ve sistematik kaliplar igerisinde aciklar.*?*
llag tasarlamada QSAR kapsaminda muhtelif korelasyon ve yaklasimlardan
yararlanilir. Bunlar; Hammett korelasyonu, log P, Hansch analizi, Topliss
yaklaslmldlr.2

Hammett korelasyonu homolog bir seride aromatik halka iizerindeki bir
stibstitlientin elektronik yapist (elektron verme ya da elektron ¢ekme ozellikleri) ile
kimyasal reaksiyonlara olan yatkinliginin arasindaki kantitatif iliskiyi agiklar.>®

Hansch korelasyonu ilk kez 1964 yilinda in vivo biyolojik sistemlere

uygulanmlstlr.z'26 Biyolojik bakimdan aktif bilesiklerin uygulandigi yerden etkili

olduklar1 yere taginimi bilesigin dagilim (partisyon) katsayisi ile ilgilidir. Herhangi bir
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bilesigin X siibstitiientinin ¢6ziiniirliikk tizerine etkisini aragtirmak icin © = log(Py/Ph)

esitliginden yararlanilir. Bu esitlikte Py nonsiibstitiie bilesigin, Px siibstitiie bilesigin
dagilim katsayisini, m ise Hansch hidrofobik siibstitiient degismezini gosterir. w
degerini pozitif bulunmasi incelenen X siibstitiientinin molekiiliin yagdaki
¢Ozimiirliigiinii ana bilesigin yagdaki ¢oziiniirliigiine gore arttirdigim gosterir.>?°
Biyolojik ac¢idan aktif bircok bilesigin en O©nemli o6zelliklerinden biri
lipofiliteleridir. Lipofilite oktanol-su ¢6ziicli sistemi kullanilarak dagilim katsayisi
yoluyla 6lgiilebilir. Bir ilacin dagilim katsayisi, o ilacin organik ¢oziicii-su karigiminda
calkalandiginda organik ¢oOziicii ile suya gegcen niceliginin orantisidir. Dagilim

katsayis1 bir ilacin yapi-etki iligskisinin arastirilmasinda, kemoterapotik bilesiklerin

gelistirilmesinde Snemlidir.??’

Topliss yontemi Hansch analizine benzer bir yontemdir. Bu yaklagim model
bilesigin aktivitesini optimize etmek i¢in kullanilanan basit ve matematiksel olmayan
bir yoldur. Topliss’in “Karar Agaci1” yaklasimi aromatik halkalar1 ve yan zincirleri

modifiye etmek igin kullanilir.??®
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasallar ve Yontemler

3.1.1. Sentez Caliymalarinda Kullanilan Kimyasallar

Bilesiklerin sentezinde timol (Merck, Germany), dimetilamin (Fluka, Germany),
dipropilamin (Merck, Germany), benzilamin (Acros, Belgium), dibenzilamin (Merck,

Germany), formalin 37% (J.T. Baker, Holland), methanol (Sigma, USA) kullanilmistir.

3.1.2. Yontemler

Kromatografik Analizler

Sentez c¢alismalar1 sirasinda tepkimeyi izlemek ve sentezlenen bilesiklerin
safliklarin1 kontrol etmek amaciyla ince tabaka kromatografisinden (ITK) yararlanildi.
ITK igin 0.25 mm kalinliktaki silikajel 60 HF254 (Merck Art 5715) hazir kromatografi
plaklar1 kullanildi. Kromotografi islemi oda sicakliginda yapildi. Siiriikleme isleminden
sonra agik havada kurutulan plaklar tizerindeki lekelerin belirlenmesinde 254 nm dalga
boyundaki UV 1s1gindan (Mineralight Lamp UVGL-58) faydalanildi.

Spektral Analizler

'"H NMR (400 MHz) ve *C NMR (100 MHz) spektrumlari Varian Mercury Plus
spektrometre (Varian inc., Palo Alto, California, U.S.) cihazi ile alinmistir. Kimyasal
kaymalar (8) ppm olarak verilmistir. Bilesiklerin HRMS spektrumlar1 Shimadzu's
LCMS-TOF-ESI (Shimadzu, Kyoto, Japan) cihazi ile alinmstir.

3.2. 5-Metil-2-izopropilfenol (Timol) *iin Mannich Bazlarimin Genel Sentez

Yontemi (1-4)

Timol (6.6 mmol), formalin (6.6 mmol, 37%) ve amin (6.6 mmol) [dimetilamin
(1), dipropilamin (2), benzilamin (3), dibenzilamin (4)] metanolde (15 ml) geri ¢eviren

sogutucu altinda 1sitild1 [1 (20 saat), 2 (20 saat), 3 (21 saat), 4 (16 saat)]. Tepkime
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ilerleyisi ITK ile takip edildi. Reaksiyon sonunda ¢oziicii algak basingta uzaklastirildi.
Elde edilen viskoz karisim, bilesik (1-4) elde edebilmek i¢in silika iizerinden kolon
kromatografisi yontemi ile kloroform ¢oziiciisii kullanilarak saflagtirildi.?®

Bilesiklerin kimyasal yapilart *H NMR (bilesik 1-4), *C NMR (bilesik 2,3) ve
HRMS (bilesik 2,3) spektrumlar1 ile aydinlatilmistir. Bilesiklere ait spektral veriler
asagida, bilesiklere ait spektrumlar ise bulgular boliimiinde sunulmustur. Bilesiklerin

genel sentez semast Sekil 3.1°de verilmistir.

OH CHj
A CHg
OH CHj, Hs¢
B 0 2,3,4
3 4 /|]\ +  Amin Metanol
H3C H H 1S1
OH CHj
CHs
H3C
A
1

} N
N
_CHy
A= NZ
1 2 3 4

Amin: A grubuna karsilik gelen aminlerdir. 1 (dimetilamin), 2 (dipropilamin), 3

(benzilamin), 4 (dibenzilamin).

Sekil 3.1. 5-Metil-2-izopropilfenol’iin Mannich bazlariin genel sentez semasi
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3.2.1. 5-Metil-4-[(dimetilamino)metil]-2-(propan-2-il)fenol, Bilesik 1%

OH

Sekil 3.2. 5-Metil-4-[(dimetilamino)metil]-2-(propan-2-il)fenol
Viskoz, verim 15 %. *H NMR (400 MHz, CDCls) &: 6.99 (s, 1H), 6.37 (s, 1H), 3.33 (s,

2H), 3.20-3.15 (m, 1H), 2.31-2.20 (m, 9H), 1.23-1.20 (m, 6H).

3.2.2. 3-Metil-2-[(dipropilamino)metil]-6-(propan-2-il)fenol, Bilesik 2

1)

N

OH

Sekil 3.3. 3-Metil-2-[(dipropilamino)metil]-6-(propan-2-il)fenol

Viskoz, verim 6 %. 'H NMR (400 MHz, CDCl3) &: 6.99 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 6.60 (d, J =
7.7 Hz, 1H), 3.75 (s, 2H), 3.33-2.26 (m, 1H), 2.49-2.45 (m, 4H), 2.21 (s, 3H), 1.62-1.53
(m, 4H), 1.21 (d, J = 7.2 Hz, 6H), 0.90 (t, J = 7.2 Hz, 6H). 3C NMR (100 MHz, CDCls)
o: 156.1, 133.7, 133.5, 124.5, 120.6, 119.9, 55.7, 54.4, 26.6, 22.9, 19.8, 12.1. HRMS

(ESI-MS) Hesaplanan C17H2NO [M+H]" 264.2322; bulunan 264.2346.
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3.2.3. 3-Metil-2-[(benzilamino)metil]-6-(propan-2-il)fenol, Bilesik 3

HN

Sekil 3.4. 3-Metil-2-[(benzilamino)metil]-6-(propan-2-il)fenol

Viskoz, verim 10 %. *H NMR (400 MHz, CDCl3) &: 7.39-7.28 (m, 5H), 7.01 (d, J = 8.1
Hz, 1H), 6.72 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 3.91(s, 2H), 3.89 (s, 2H), 3.28-3.25 (m, 1H), 2.08 (s,
3H), 1.23 (d, J = 6.6 Hz, 6H). *C NMR (100 MHz, CDCls) &: 151.6, 138.6, 133.9,
133.7, 129.3, 128.7, 127.6, 123.8, 121.8, 118.4, 81.6, 56.2, 48.8, 26.5, 22.9, 18.3.
HRMS (ESI-MS) Hesaplanan C1gH23sNO [M+H]* 270.1852; bulunan 270.1855.

3.2.4. 3-Metil-2-[(dibenzilamino)metil]-6-(propan-2-il)fenol, Bilesik 4

N

Sekil 3.5. 3-Metil-2-[(dibenzilamino)metil]-6-(propan-2-il)fenol

Viskoz, verim 6 %. *H NMR (400 MHz, CDCls) &: 11.40 ( brs, 1H, -OH), 7.38-7.27 (m,
10H), 7.00 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 6.63 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 3.76 (s, 2H), 3.62 (s, 2H), 3.58
(s, 1H), 3.49 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 3.35-3.33 (m, 1H), 2.24 (s, 2H), 1.24 (d, J = 6.6 Hz,

6H).
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3.3. Biyoaktivite Calismalar

3.3.1. Gere¢ ve Yontem

Materyal

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Invitrogen, Carlsbad, CA,
ABD); fetal bovine serum (FBS, SAFC Biosciences, St. Louis, MO, ABD); RPMI11640
medium, 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromide (MTT) dimetil
stilfoksit (DMSO, Wako Pure Chemical, Osaka, Japonya), melfalan (Sigma-Aldrich
Inc., St. Louis, MO, ABD) kullanilmistir.

Yontem

Bilesiklerin sitotoksisiteleri kanserli hiicre hatlarmna (Ca9-22, HSC-2, HSC-3,
HSC-4) ve normal hiicrelere karsi (HGF, HPLF, HPC) literatiirde verilen modifiye
yontem ile dlciilmiistiir.®* Biitiin hiicreler, DMEM icerisinde 10% fetal bovin serum
(FBS) ile inkiibe edilmistir. Dimetiksiilfoksit icerisindeki (DMSO) bilesikler asagida
belirtilen konsantrasyonlardaki medyuma ilave edildikten sonra 37°C sicaklikta 48 saat
inkiibe edildi. (Bilesik 1-4, 0.32, 1, 3.2, 10, 31.6, 100, 316, 1000 uM ve Melfalan, 3.12,
6.25,12.5, 25, 50, 100, 200, 400 uM). Medyumla birlikte, belirtilen konsantrasyonlarda
DMSO (0.0078, 0.156, 0.03125, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5 veya 1%) kontrol grubu
olarak kullanilmigtir. Canli hiicre sayist MTT yontemi ile belirlenmistir. CCso degerleri

doz-yanit egrisinden elde edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Deneysel ve Spektral Bulgular

Tez kapsaminda sentezi tasarlanan bilesikler basartyla sentezlenmis ve
saflastirilmustir. Bilesiklere ait 'H NMR, *C NMR, HRMS spektrum degerleri sirasiyla
Tablo 4.1.” de sunulmustur. Bilesiklere ait spektrumlar ve degerlendirmeleri deneysel

boliimde detayli bir bigimde verilmistir.
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Tablo 4.1. Sentezlenen bilesiklerin *H NMR ve *C NMR verileri

Bilesik

1
Kodu H NMR (400 MHz, CDCls), &

1 6.99 (s, 1H), 6.37 (s, 1H), 3.33 (s, 2H), 3.20-3.15 (m, 1H), 2.31-2.20 (M, 9H), 1.23-1.20

6.99 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 6.60 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 3.75 (s, 2H), 3.33-2.26 (m, 1H),
2.49-2.45 (m, 4H), 2.21 (s, 3H), 1.62-1.53 (m, 4H), 1.21 (d, J = 7.2 Hz, 6H), 0.90 (t, J = 7.2 Hz, 6H).

7.39-7.28 (m, 5H), 7.01 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.72 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 3.91(s, 2H), 3.89 (s, 2H),
3.28-3.25 (m, 1H), 2.08 (s, 3H), 1.23 (d, J = 6.6 Hz, 6H).

11.40 ( brs, 1H, -OH), 7.38-7.27 (m, 10H), 7.00 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 6.63 (d, J = 7.9 Hz, 1H),
4 3.76(s, 2H), 3.62 (s, 2H), 3.58 (s, 1H), 3.49 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 3.35-3.33 (m, 1H), 2.24 (s, 2H), 1.24 (d, J
= 6.6 Hz, 6H).

Bilesik

13
Kodu C NMR (100 MHz, CDCls), 6

2 156.1, 133.7, 133.5, 124.5, 120.6, 119.9, 55.7, 54.4, 26.6, 22.9, 19.8, 12.1

3 151.6, 138.6, 133.9, 133.7, 129.3, 128.7, 127.6, 123.8, 121.8, 118.4, 81.6, 56.2, 48.8, 26.5, 22.9, 18.3
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4.2. Biyoaktivite Bulgulari

Bu tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerin 1-4 sitotoksisiteleri Ca9-22 (dis eti),
HSC-2 (agiz), HSC-3 (dil), HSC-4 (dil) kanser hiicre hatlarina ve HGF (dis eti
fibroblast), HPC (pulpus hiicreleri) ve HPLF (periodontal ligament fibroblastlari) gibi
kanser olmayan normal hiicrelere kars1 referans bilesik olarak Melfalan kullanilarak test

edilmistir. Bilesiklere ait sitotoksisite sonug¢lari Tablo 4.2° de verilmistir.
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Tablo 4.2. Bilesik 1-4’{in sitotoksik aktivite sonuglar1

CCso (nM)
Kanser hiicre hatlan Saghikh oral hiicreler
Ca9-22 HSC-2 HSC-3 HSC-4 T HGF HPLF HPC Ortalama TS TS
CCso CCso
Bilesik (A) (B) (©) (D) (D/B) (C/IA)
1 734 698 632 719 696+45 726 785 791 76736 11 1
2 125 250 54 281 178+106 271 417 276 321483 1,8 2,2
3 98 150 102 99 112425 220 207 203 210+9 19 2,2
4 467 >1000 >1000 >1000 >867+267 >1000 >1000 >1000 >1000 ><1.2 >2.1
Melfalan 27,8 11,2 10,9 111 15.3+8.4 144 168 198 170427 111 5,2

Kanser hiicre hatt1 olarak HSC-2 (agiz), HSC-3 (dil), HSC-4 (dil) hiicreleri; kanser olmayan normal hiicre hatt1 olarak HGF (dis eti fibroblast),
HPC (pulpus hiicreleri) ve HPLF (periodontal ligament fibroblastlar1) kullanilmistir. CCs, : Hiicrelerin %50’ sini 6ldiiren konsantrasyon (uM).

TS: Tumor selektivitesi.
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Tablo 4.3. Bilesik 2’nin kanserli ve saglikli hiicrelere karsi sitotoksisite sonuglari

Canh hiicre sayis1 (%)

Kanser hiicre hatlan Safhkh oral
hiicreler
Konsantrasyon

M Ca9-22 HSC-2 HSC-3 HSC-4 | HGF HPLF HPC

0 100 100 100 100 100 100 100
7,8 72 107 58 73 94 100 98
15,6 68 80 55 72 94 98 109
31,3 63 61 58 67 103 99 127
62,5 54 58 43 60 99 102 103
125 50 54 48 62 94 105 107
250 40 50 45 57 54 125 55
500 4 1 1 0 6 13 7

1000 3 3 1 0 2 5 7




5.TARTISMA

Tez kapsaminda timolden tiirevlenen mono Mannich bazlan tiirevi bilesikler (1, 2, 3
ve 4); timol: formalin ¢ozeltisi: amin bilesiklerinin mol oranlar1 sirasiyla 1:1:1 seklinde
almarak metanol igerisinde konvansiyonel yontemle 1sitilmak suretiyle sentezlenmistir.
Sentezlenen bilesikler (1, 2, 3 ve 4) siitun kromatografisi yontemi ile sabit faz olarak SiO;
mobil faz olarak CHCI3 kullanilarak saflagtirilmistir. Uriin verimleri %6-15 [1(15%) , 2(6%),
3 (10%), 4(6%)] olarak degismektedir. Bilesikler oda 1sisinda viskoz karakterde oldugu igin
erime derecelerine bakilamamustir. Bilesiklerin kimyasal yapilari 'H NMR (1, 2, 3 ve 4), B¢
NMR (2 ve 3) ve HRMS (2 ve 3) ile aydinlatilmistir. 2 ve 3 nolu bilesikler ilk kez bu

calismayla rapor edilmistir.

Bilesiklere ait spektral veriler incelendiginde 2, 3 ve 4 nolu bilesiklerde
aminometilasyon reaksiyonunun fenol grubunun orto konumundan gergeklestigi; 1 nolu
bilesikte ise aminometilasyon reaksiyonunun fenol grubunun para konumundan gergeklestigi
goriilmiistiir. Fenolik Mannich reaksiyonlarinda hidroksil grubu 1. smif yani orto-para
yonlendirici oldugu i¢in elektrofilleri halkanin orto veya para pozisyonlarina yonlendirdigi
bilinmektedir. Sentezlerde dipropilamin (2), benzilamin (3), dibenzilamin (4) kulllanildiginda
fenol grubuna gore orto pozisyonundan, dimetilmin (1) kullanildiginda fenolun para

pozisyonundan gergeklestirilmistir.

Kullanilan bazlar primer amin (benzilamin) ve sekonder amin (dimetilamin,
dipropilamin, dibenzilamin) olarak degistirilmistir. Sekonder amin olan Dimetilamin’in
kullanildig1 reaksiyonda aminometilasyon para konumunu tercih ederken, diger sekonder
aminler olan dipropilamin ve dibenzilamin’in kullanildig1 reaksiyonda aminometilasyon fenol

slibstitusyonu grubunun orto konumunu tercih etmistir. Sonug¢ olarak kullanilan aminin
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sekonder veya primer amin olmasindan ziyade halkaya baglanmada baska faktorlerin etkili

oldugu anlagir.

Amin tiirevleri sterik ve serbest rotasyonel 6zellikleri bakimindan incelenecek olursa,
dimetilamin tilirevi azot atomu iizerinde iki kiiciik hacimli metil grubu tasirken; dipropilamin,
benzilamin ve dibenzilamin tlirevleri azot atomu iizerinde genis hacimli ve serbest rotasyona
sahip gruplar tagimaktadir. Bu da siibstitiientlerin hacmi ve serbest doniise elverisli olup
olmamasinin fenol grubuna gére aminometil grubunun baglanacagi pozisyonunu etkilemis

olabilecegini diisiindiiriir.

Bilesiklerin "H NMR verileri incelendiginde, aminlerin orto konumundan halkaya
baglandigi durumlarda fenil halkasinin 4 ve 5 nolu karbonlarina bagli olan protonlarin iki
dublet vermesi gerekir. 2, 3 ve 4 nolu bilesiklerin spektrumlari incelendiginde bu durum
dogrulanmustir. Bilesik 2 i¢in [6.99 ppm (J=7.7 Hz) ve 6.60 ppm (J=7.7 Hz)], bilesik 3 igin
[7.01 ppm (J=8.1 Hz) ve 6.72 ppm (J=8.1 Hz)] ve bilesik 4 i¢in [7.00 ppm (J=7.9 HZz) ve
6.63 ppm (J=7.9 Hz)] seklinde 4 ve 5 nolu aromatik protonlara ait sinyaller dublet seklinde
goriilmiistiir. Fenol grubunun para yonlendirici etkisinin gozlendigi 1 nolu bilesikte ise [6.99
ppm ve 6.37 ppm] 3 ve 6 nolu aromatik protonlara ait sinyaller beklendigi gibi singlet

seklinde goriilmiistiir.

Biyoaktivite ¢calismalarinda kanser hiicre hatt1 olarak Ca9-22 (dis eti), HSC-2 (ag1z),
HSC-3 (dil), HSC-4 (dil) hiicreleri kullanilirken, kanser olmayan normal hiicreler olarak HGF
(dis eti fibroblast), HPC (pulpus hiicreleri) ve HPLF (periodontal ligament fibroblastlari)

kullanilmistir. Bilesiklere ait sitotoksisite sonuglar1 Tablo 4.2 ve Tablo 4.3°de verilmistir.

Bilesiklerin tiimor selektivitesi (TS) normal hiicrelere kars1 gosterilen sitotoksisitesinin
ortalama CCsp degerinin (Kolon D, Tablo 4.2), bilesiklerin tiimor hiicrelerine karsi gosterilen

sitotoksisitesinin ortalamast olan CCsy degerine (Kolon B, Tablo 4.2) bdliinmesiyle (D/B)
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hesaplanmistir (Tablo 4.2). Bu deger bilesiklerin tiimor hiicrelerine karsi segiciligi hakkinda
fikir verir. TS degeri en yiiksek olan bilesik 3 ve 1.9 olan bilesik calisilan bilesikler i¢inde

tiimor hiicrelerine karsi en segici bilesiktir.

Ca9-22 insan diseti karsinom hiicresidir. HGF ise insan normal diseti fibroblast
hiicresidir ve Ca9-22’ye karsilik gelen kanser olmayan yani saglikli hiicrelerdir. Bu sebeple
her bir bilesikte HGF hiicrelerine kars1 gozlemlenen CCsy degerlerinin (Kolon C, Tablo 4.2),
Ca9-22 hiicrelerine karsi gozlemlenen CCsp degerine (Kolon A, Tablo 4.2) béliinmesiyle
(C/A) bulunan TS degerleri de ¢ok anlamli olacaktir (Tablo 4.2) Bu yolla hesaplanan tiimor
selektivite degerleri goz oniinde bulunduruldugunda bilesik 2 ve 3 diger tiirevlere kiyasla
kanserli hiicre hattina kars1 2.2 olan TS degeri ile daha fazla segiciligi olan bilesikler olarak

ortaya ¢ikmaktadir.

Bilesikler tiimor selektivitesi ac¢isindan referans bilesik olan Melfalan ile
kiyaslandiginda bilesiklerin, Melfalan’dan daha diisiik tiimor selektivitesine sahip oldugu
goriiliir. Dipropilamin grubu tasiyan 2 nolu bilesik ¢ok diisiik konsantrasyonlarda kanserli
hiicre hatlarma kars1 diger tiirevlere kiyasla daha fazla segicilik gostermistir, bu durum Tablo

4.2 ve Tablo 4.3’den anlasilabilir.

Bilesik 2, kanserli hiicre hatlarinin biiylimesini 7.8-15.6 pg/ml konsantrasyon
araliginda azaltirken, normal hiicre hatlarinin biyiimesini 16-31 kat daha fazla
konsantrasyonda (250 pg/ml) azaltmistir (Tablo 4.3). Bu durum bilesik 2’nin sitotoksik bir

bilesik olarak ileri arastirmalarda kullanilabilecegini gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Timol bilesiginden hareketle sentezlenen Mannich bazlarindan 2 ve 3 nolu bilesikler
ilk kez bu calisma ile rapor edilmistir. Fenolik Mannich bazlarinin sitotoksisite ¢aligmalari

sonucunda bilesik 2 tiimor selektif bir bilesik olarak ileriki ¢alismalarda kullanilabilir.
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EK-3. SPEKTRUMLAR

5-Metil-4-[(dimetilamino)metil]-2-(propan-2-il)fenol, Bilesik 1
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Bilesik 1-'H NMR spektrumu

3-Metil-2-[(dipropilamino)metil]-6-(propan-2-il)fenol, Bilesik 2

Bilesik 2-'"H NMR spektrumu
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Bilesik 2-"*C NMR spektrumu

3-Metil-2-[(benzilamino)metil]-6-(propan-2-il)fenol, Bilesik 3

Bilesik 3-'"H NMR spektrumu
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Bilesik 3-*C NMR spektrumu

3-Metil-2-[(dibenzilamino)metil]-6-(propan-2-il)fenol, Bilesik 4

Bilesik 4-'"H NMR spektrumu
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