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OZET
1-[3,5-Bis (aminometil) -4-hidroksifenil]-3- (aril) -2-propen-1-on’ larin Sentezi,
Sitotoksisitesi, Selektivite Indekslerinin Arastirilmasi

Amag: Bu tez c¢alismasinda amag 1-[3,5-bis (aminometil) -4-hidroksifenil]-3-
(aril) -2-propen-1-on kimyasal yapisindaki hidroksi salkonlarin ve onlarin Mannich
bazlarmin ve sitotoksik/antikanser etkili yeni Dbilesikler gelistirmek amaciyla
sentezlenmesi amaglanmigtir. Bu amaca uygun olarak 3- konumundaki aril grubu
benzen (F1) ve tiyofen (F2) olarak farkli rezonans enerjili halkalar olarak
degistirilmigtir. Mannich bazlarindaki amin grubu FYI1-FY12 bilesikleri igin
dimetilamin (FY1, FY7), dietilamin (FY2, FY8), pirolidin (FY3, FY9), piperidin (FY4,
FY10), morfolin (FY5, FY11), N-metil piperazin (FY6, FY12) olarak degistirilmistir.
Bu degisimin gerekg¢esi aminlerin farkli pKa degerlerinin sitotoksik aktiviteye etkisini

gozlemlemektir.

Materyal ve Metot: FY1-FY12  bilesikleri, salkonlardan hareketle
paraformaldehit ve baz formda amin ve ¢oziicii olarak asetonitril kullanilarak, 1:4:4 mol
oranlarinda reaksiyona sokularak 120°C’ de mikrodalga cihazinda basingli ortamda
gerceklestirilmigtir. Bilesiklerin sitotoksisiteleri kanserli [Ca9-22 (dis eti), HSC-2
(ag1z), HSC-3 (dil), HSC-4 (dil) ] hiicre hatlar1 ve normal hiicre hatlarina [HGF (dis eti
fibroblast), HPC (pulpus hiicreleri) ve HPLF (periodontal ligament fibroblastlari) ] karsi
MTT yontemi ile test edilmistir.

Bulgular: Reaksiyonlarin verimleri % 11-95 degismektedir. Bilesiklerin
kimyasal yapilar1 "H-NMR, BC-NMR ve TOF-MS ile aydinlatilmistir. Bilesik FY2 ve
FY8 viskoz siv1 halde, diger bilesikler ise kat1 halde elde edilmislerdir. Tiim bilesiklerin
test edilen hiicre hatlarina karsi sitotoksisiteleri ve bilesiklerin selektivite indeksleri

tablo halinde sunulmustur.

Sonug: Bilesiklerin tiimii tiimor selektiftir. Bilesiklerin tiimii test edilen hiicre
hatlarina kars1 genelde tiirevlendirildikleri salkonlarindan daha az sitotoksiktir. F1° den
tirevlenen FY5 bilesiginin gosterdigi genel timor selektivitesi (3.5), spesifik timor
selektivitesi (8.7) ve PSI (37.2) degerleri ile ileriki galigmalar i¢in model olabilecek
bilesik olarak kabul edilebilir.

Anahtar Kelimeler: Ca9-22, HSC-2, HSC-3, HSC-4, HGF, HPC, HPLF,
Mannich reaksiyonu, sitotoksik aktivite.
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ABSTRACT

1 - [3,5-Bis (aminomethyl)-4-hydroxyphenyl]-3-(aryl)-2-propen-1-ones Synthesis,
Cytotoxicity, Selectivity Indices Investigation

Aim: In this thesis purpose 1-[3,5-bis(aminomethyl)-4-hydroxyphenyl]-3-(aryl)-
2-propen-1-one in the chemical structure chalcones hydroxy and their Mannich bases
and cytotoxic / anticancer effective develop new compounds aimed to synthesize. For
this purpose, 3 - position on the aryl group benzene (F1) and thiophene (F2) was
changed to rings of different resonance energy. In Mannich bases amine groups for the
compounds of FY1- FY12 dimethylamine (FY1, FY7), diethylamine (FY2, FY8),
pyrrolidine (FY3, FY9), piperidine (FY4, FY10), morpholine (FY5, FY11), N-methyl
piperazine (FY6, FY12), as amended. Reason for this change is to observe the effect of
amines with different pK a values of cytotoxic activity.

Material and Method: FY1-FY12 compounds from chalcones motion
paraformaldehyde and amine base form and acetonitrile as the solvent, by reacting a
molar ratio of 1:4:4 was pressurized medium 120°C’ de microwave device. The
cytotoxicity of compounds in cancer [CA9-22 (gum), HSC-2 (mouth), HSC-3 (fluent),
HSC-4 (language)] cell lines and normal cell lines [HGF (gum fibroblasts), HPC
(pulpus cells) and HPLF (periodontal ligament fibroblasts)] was tested by MTT assay
against.

Results: Reactions ranged from 11 to 95% vyields. The chemical structures of
compounds *H-NMR, *C-NMR, and TOF-MS is illuminated by. Compound FY2 and
FY8 viscous liquid, while other compounds are obtained in solid form. The cytotoxicity
of the compounds and the compounds were tested against all cell lines selectivity
indices presented as tables.

Conclusion: All of the compounds are selective tumor. All of the compounds
tested against cell lines are usually less cytotoxic from chalcones derivatived. Derived
from F1 compound FY5 tumor selectivity of the shown by the general (3.5), specific
tumor selectivity (8.7) and PSI (37.2) with the values acceptable for further studies can
be a model compound.

Key Words: CA9-22, HSC-2, HSC-3, HSC-4, HGF, HPC, HPLF, Mannich
reaction, cytotoxic activity
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1. GIRIS

Kanser, yas, cinsiyet, milliyet, etnik koken farki gozetmeden, herkesi
etkileyebilen bir hastaliktir. Uluslararasi Kanser Enstitlisii’ ne gore diinyada 6liim orani
yiiksekligi ile 6lim nedenleri arasinda ikinci sirada yer alan bir hastaliktir. Kanserde
kontrolsiiz asir1 hiicre cogalmasi s6z konusudur. Bu alanda maliyeti yiiksek arastirmalar
ve yeni tedavi segenekleri hizla artsa da kanserli hastalarin iyilesme oranlar1 ancak %20-
25 oraninda saglanabilmektedir.1

Tedavide asil amag, kanseri tiimiiyle iyilestirmektir. Ancak, bu hedefe halen
ulagilamamustir. Giliniimiizde kanserin tedavisinde cerrahi ve 1sin tedavisi siklikla
kullanilmaktadir. Bu tedavilere ek olarak hastanin agrilarini azaltma, yasama kalitesini
artirmak ve sonra olusabilecek metastazlar1 dnlemeye ve sistemik tedavi saglamak
amaciyla kemoterapi uygulanmaktadir. ideal bir antikanser ilacin normal hiicrelere zarar
vermeden sadece kanser hiicrelerini Oldiirmesi yani selektivitesinin yliksek olmasi
beklenir. Ancak, malin kanser hiicresi ile normal insan hiicresi arasinda nicelik olarak
cok fark olmadigindan kanser tedavileri sirasinda siklikla saglikli hiicre ve dokular da
hasar goriir ve yan etkilere rastlanir. Gozlenen yan etkiler tedavinin tipine ve kisiden
kisiye degisir. Hatta ayni kiside bir seanstan digerine degisebilir. Sitotoksik ilaglarla
gerceklestirilen tedavi siklikla bulanti, kusma, istah kaybi, zayiflama, halsizlik, kellik ve
kansizlik ile enfeksiyon riski artis1 seklinde olmaktadir. Kanser tedavisinde karsilasilan
diger bir sorun da ilaca karsi gelisen rezistanstir. Sonug¢ olarak gilinlimiizde kanserin
herhangi bir seklini tamamen tedavi edecek kimyasal bir bilesik heniiz bulunamamustir’.
Bu sebeple, sitotoksik/antikanser etkili ve selektivite indeksi yiiksek yeni bilesiklerin
tasarim ve sentezine halen ihtiya¢ duyulmaktadir.

a,B-doymamis ketonlarin ve Mannich bazlarinin sitotoksik, antikanser bilesikler

gelistirmedeki {stlinliik ve avantajlar bilinmektedir.? Bu amagla, bu tez kapsaminda



1,3-diarilpropen-1-on kimyasal yapisindaki hidroksi salkonlar ve onlarin farkli pKa
degerine sahip aminlerle Mannich bazlarinin sentezi ve sentezlenen bilesiklerin kanserli
ve saglikli hiicre hatlarina karsi sitotoksisitelerinin arastirilmasi amaclanmistir. Zira
daha oOnceki ¢alismamizda ayni iskelete sahip salkon mono Mannich bazlar1 giiglii
sitotoksik etki gostermislerdir.>

Calismanin ana mantig1 biyolojik niikleofiller i¢in daha fazla alkilasyon merkezi
iiretebilecek bis Mannich bazlarinin daha giiglii sitotoksisite ve selektivite indeksi
gosterebilecegini kurgusu tizerine gelistirilmis ve farkli rezonans enerjili benzen (36
kcal/mol) ve tiyofen (29 kcal/mol) halka degisimleri uygulanmistir. Ayrica, farkli pKa
degerine sahip farkli aminlerin kullaniminin deaminasyon oranini ve buna bagli olarak
alkilasyon oranini etkileyerek biyolojik aktiviteyi yonlendirme potansiyeline sahip

olacag diisiiniilmiistiir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser kompleks bir hastaliktir. Molekiiler ve hiicre biyolojisine gore kanser
anormal bir gen ekspresyonu hastaligidir. Bu durum, degisen gen ekspresyonu, anormal
gen transkripsiyonu, mutasyonu ve translokasyonunu iceren bir dizi mekanizmayla
meydana gelir. * Kanser genelde normal olmayan hiicre cogalmasina verilen isimdir.

Hizli hiicre ¢ogalmasi her zaman timdr gelisimi olarak nitelenemez. Viicut
dokularinin normalden daha hizli biyiidiigii iki normal durum s6z konusudur. Bu
durumlardan ilki; tek bir hiicreden insan viicudunun olustugu 9 aylik evre, ikincisi ise;
viicudun 16 yila yakin bir siiregte normal ergin boyutta yetiskin insani olusturdugu
gelisme donemidir. Ayni1 zamanda viicutta meydana gelen yaralanmalarda ve tahrip olan
dokularin hizla yenilenmesi sirasinda viicudumuzda ¢ok sayida yeni hiicre kisa zamanda
tiretilir. Bahsedilen bu siireglerin (iyilesme ve gelisme) sonunda genler viicuttaki hiicre
¢ogalmasini durdurma komutunu verirler. Kanserli hiicre ise bu “dur” komutuna uymaz.
Genetik kodundaki degisiklik hiicre ¢ogalmasini durdurucu etkiyi ortadan kaldirir. Bir
kere bu ¢ogalma basladi m1 kanserli hiicreler artik kontrolsiiz bir sekilde biiylimeye
baslarlar.

Kanser dnce anormal bir hiicrede baslar. Bir anormal hiicre 6nce 2 anormal
hiicreye sonra 4 anormal hiicreye doniisiir. Hiicrelerin birgok kez bdliinmeye
bagladiklar1 bu safhaya mitoz dénemi denir. Hizli ilerleyen kanserler 1-4 haftada 2 kat
olurlar. Yavag gelisen kanserlerde ise bu katlanma 2-6 ay arasinda olur. 5 yilda 20 kez
bu duplikasyon olur ve bu siire sonunda sadece toplu igne basi biiyiikliigiinde olan
ancak milyonlarca anormal hiicre igeren tiimor olusmus olur. > Son caligmalar herhangi
bir kanser tipi i¢in viicuttaki 300-500 arasi normal genin modifikasyona ugramasi

sonucu kanserin ortaya ¢iktigina isaret etmektedir. °
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Sekil 2.1. A) Normal hiicre boliinmesi B) Tiimorlii hiicre boliinmesi

Bazen aylar, genellikle yillar siiren duplikasyon siireci sonunda viicutta olugan
beze artik elle hissedilebilecek biiylikliikte, X-ray’ de goriilebilen, agr1 ve kanama gibi
semptomlara sebep olabilecek duruma gelir. Sekil 2.1’ de normal ve tiimorlii hiicre
boliinmesi 6rnek olarak verilmistir.

Timor kelimesi kanser olusumu ve yeniden olusum diye tabir edilen neoplazm

olarak da tanimlanir. Neoplazmlar temelde ikiye ayrilir;*



1- Bening (iyi huylu) neoplazmlar: Sigil veya papilloma gibi

2- Malin (kotii huylu) neoplazmlar: Kati tiimorler veya 16semi gibi

Tlimorler her zaman kot huylu degildirler. Bening tiimorler viicudun herhangi
bir yerinde olusabilirler. Birgogumuzda ben, ¢il veya yag bezeleri gibi bening tiimorler
vardir. Ancak bunlar bir noktada kalirlar ve etraflarindaki dokuya zarar vermezler.
Diger taraftan malin tiimorler 2 6nemli 6zellik tagirlar;

a- Malin tiimor hiicrelerinin smirlar1 yoktur. Koklerini salar ve diger dokulara
saldirirlar.

b- Viicuttaki diger boliimlere sigrama kabiliyetleri vardir. Malin hiicreler timorii
olusturduktan sonra diger dokulara yol alirlar ve benzer bir biiyiimeye o dokularda
baslarlar ki bu olaya metastaz denir. Malin hiicreler kanserin tipine bagl olarak ¢ok 6zel
yollarla biiyiirler.

Kanser kétii huylu neoplazmlar i¢in ortak bir terimdir. Iyi huylu ve kotii huylu

neoplazmlar arasinda bazi genel farkliliklar Tablo 2.1” de 6zetlenmistir;

Tablo 2.1. Bening ve malin tiimérler arasindaki farkliliklar

Ozellik Malin Bening
Kapsiilli Nadiren Genellikle
Ayrim Zayif Kismen
Metastaz Siklikla Yapmaz
Biiylime Modu Niifuz edip genisleyen Genisleyen
Biiytime Orani Hizl Yavas

Hiicre Karakterleri

Kromozom Anormal Normal
Nukleus (Cekirdek) Coklu Tekli

Adherence (Yapiskanlik) Yok Mevcut
Bigim -boyut Diizensiz Diizenli




2.2. Karsinogenez

Bir veya daha fazla hiicrenin hiicresel DNA’ s1 genetik materyale zarar
verebilecek maddelere ve kanserojenlere maruz kaldiginda hiicrenin kotli huylu
transformasyonlar sonucu genetik degisiklige ugramasi karsinogenez olarak
adlandirilir®,

Her ne kadar kanser genellikle tek bir hastalik gibi diistiniilse de kanser yirmiden
fazla farkli hastaliktan kaynaklanabilir. Birgok kanserin ise neden oldugu halen
bilinmemektedir. Fakat ipuglar1 arastirmacilar tarafindan ¢oziildiikce kanseri daha iyi
anlamak miimkiin olabilecektir.

Calismalar gosteriyor ki genetik faktorler tiim insan kanserlerinin olusumunda
9%5-10 etkiye sahip iken, geri kalan % 85-90° lik risk tamamen yasays ile alakalidir. °
Kimyasal ajanlar, viriisler, iyonize ve ultraviyole radyasyon belli basli kanserojenlerdir.

Kanseri olusturan sebeplerden baslicalar1 Sekil 2.2° de 6zetlenmistir
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Sekil 2.2. Kanser risk faktorleri ve yiizdeleri



2.3. Kanser Insidansi ve Oliim Oram

Kanser, hiicrelerin kontrolsliz anormal biiyiimesinin ve yayilmasinin neden
oldugu bir hastaliktir. Kanser insan saghgini ciddi sekilde tehdit edebilir ve 6liimlerin
onde gelen sebeplerindendir.7 1990-2002 yillar1 arasinda, Amerika Birlesik Devletleri’
nde 16 milyon yeni kanser vakasi tespit edilmistir. Hem kanser olan kisi i¢cin hem de
biitiin toplum i¢in kanserin finansal maliyeti olduk¢a yiiksektir. Ulusal Saglik Enstitiisii
tarafindan Amerika Birlesik Devletleri’ nde, kanserin 2010 yili toplam maliyetinin
263.8 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir. Bu yil yaklasik 571.950 Amerikalinin
kanserden Olecegi tahmin edilmektedir, bu da bir giinde 1600 kisiden fazla insan
demektir. Kanser, ABD’ de kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci 6liim nedenidir.
Kanser ABD’ de her 4 éliimden birinin sebebidir. ®

Tiirkiye’ de de ayn1 sekilde, 1998 yilinda en sik goriilen 6liim sebepleri arasinda
kanser %15’ e yiikselmis ve %38 ile 1. sirada olan kalp ve damar hastaliklarini takip
ederek en ¢ok dldiiren 2. 6liim sebebi olmustur. Tiirkiye’ de 2004-2008 yillar1 arasinda
elde edilen bulgulara gore, erkeklerde akciger, mesane ve larinks gibi sigara kullanimi1
ile iligkili kanserler ilk siralarda yer almaktadir. Kadinlarda ise meme kanseri en sik
goriilen kanserdir. Kolorektal kanserler, hem erkeklerde hem de kadinlarda iist siralarda
bulunmaktadir (Sekil 2.3). Bu bulgular, iilkemizde en yaygin goriilen kanserlerin

onlenebilir nitelikteki kanserler oldugunu ortaya koymaktadur. °
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Sekil 2.3. En Sik Goriilen kanserler, yasa standardize insidans hizlart
* (Tiirkiye, 2004-2008)
* Yiiz binde, Diinya Standart Niifus
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Sekil 2.4. Yillara gore tiim kanserler icin yasa standardize insidans hizlar
*Tiirkiye
*Yiiz binde, Diinya Standart Niifusu, **M.Melonom dis1

Sekil 2.4. incelendiginde, yasa standardize kanser insidans hizlarinin yillara gore
her iki cinste de arttig1 goriilmektedir. ° Tiirkiye’ de kanser vakasi sayis1 1999 yilinda
58.1 iken 2008 yilina gelindiginde bu say1 280.5 olmustur. °

Her ne kadar kanserin olusum ve yayilmasmin mekanizmasi hala ¢ok 1iyi
bilinmese de, bunda dis faktorlerin (sigara, kimyasallar, radyasyon ve enfeksiyonlar
gibi) ve i¢ faktorlerin (metabolizma mutasyonlari, hormonlar ve immiin kosullar gibi)
ilgili oldugu diistiniilmektedir. Bu faktorler tek basina veya birlikte karsinojen olarak rol
alabilirler. Hiicre, mutasyonunun baslamasindan saptanabilir ve kanser hiicresinin
olusumuna kadar 10 yildan fazla zaman gecebilir.

Kanser yashlik hastalig1 olarak da tanimlanabilir. Tiimdr olusumu 20’ 1i yaslarda
baslaylp 50 yas ve sonrasinda, kanserin ortaya g¢ikmasiyla gecen bir siire¢ oldugu
tahmin edilmektedir. Yani inkiibasyon siirecinin yaklasik 20-30 yil civart oldugu
diisiiniilmektedir.® Sekil 2.5° te Tiirkiye’ de kadinlarda en sik goriilen kanser tipleri

goriilme dagilimi gosterilmistir. °
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Sekil 2.5. Tiirkiye’ de kadinlarda en sik goriilen kanser tipleri dagilimi

Cesitli kanser nedenlerini tanimlamanin bir yolu da toplumlar1 ve toplumlardaki
insan davraniglarini incelemektir. Degisik faktorlerle karsilagsmis veya degisik davranig
aliskanliklar1 olan insanlardaki kanser goriilme hizlar1 karsilastirilmistir. Toplum
calismalarindan ¢ikarilan Onemli sonug¢ kanserlerin degisik toplumlarda degisen
sikliklarda goriilmesi olmustur. Mide kanserinin Japonya’ da, kalin barsak kanserinin
ABD’ de ve deri kanserlerinin Avustralya’ da yiiksek oranda goriilmesi 6rnek olarak

verilebilir.

2.4. Kanser Kemoterapisi

Neoplastik hastaliklarin kemoterapisinde modern dénem nitrojen mustardlarin
(azotlu hardallar) kullanimiyla baslar. Kemoterapdtik ajan olan azotlu hardallar halen
antineoplastik ilag olarak kullanilmakta ve farkli analoglar gelistirilmektedir.* Kanser
tedavisinde son yillarda gelisen teknoloji sayesinde daha basarili sonuglar alinsa da;

heniiz kanserin tamamen nasil tedavi edilecegi ve kemoterapi uygulanan hastalarda

10



olusan bir¢ok istenmeyen yan etkinin nasil Onlenecegi hususunda daha etkili ve
giivenilir tedaviler i¢in ¢ok kapsamli ¢calismalar halen yapilmaktadir.

Kanser arastirmalarinda ilerleme U.S. FDA’ in (Amerikan Gida ve Ilag¢ Dairesi)
yillar i¢inde verdigi onay sayilariyla belirlenmektedir. FDA 1970 yilinda birgok,
1987°de 7 adet, 1996’ da 16 adet, 1998 de 21 adet ve 2006 da 28 adet kanser
arastirmasina onay vermistir. FDA’ in onay verdigi antikanser bilesiklerin % 70 inden
fazlas1 eski Roma Donemi’ nde rahatsizliklarin tedavisinde kullanilan geleneksel,
kaynag bitki tiirevi olan dogal bilesikler olmustur. °

Kanser, ¢cok basamakli hiicre sinyal yolaklarindaki diizensizlik sonucu olarak da
ortaya cikabilir. Giiniimiizde mevcut antikanser tedavileri ¢ogunlukla tek hedeflidir. Tek
hedefli tedavilerin etkisizligi, giivenirliliginin azalmasi ve yiiksek maliyeti bu tedavi
yaklagimina egilimi azaltmistir. Sonug olarak bircok ilag sirketi coklu hedefli tedavilerin
gelismesine artan bir ilgi duymaktadir.

Kanser i¢in kemoterapi, dar anlamda, kanser hiicrelerini yok etmek veya kontrol
altinda tutmak icin kullanilan kemoterapotik ajanlari ifade etmektedir. Bu ajanlar
aslinda genellikle toksik veya hayati tehdit eden maddelerdir. Kanser kemoterapisi ilk
olarak 1950°li yillarda, savas gazi olarak kullanilan nitrojen mustardin, timor
hiicrelerinin biiylimesini etkili sekilde inhibisyonunun kesfedilmesiyle basarili sekilde
uygulanmistir. Antikanser ilaglarla kemoterapi etkili olmasina ragmen bu ilaglarin asirt
toksik etkilerinden dolayr 1960’11 yillara kadar yaygin sekilde kullanilmamaistir.
1970’lerin basinda kemoterapi diger tedavi yontemleriyle birlikte hizla gelisim
gostermis ve bazi kanser tipleri tedavi edilebilir hale gelmis veya en azindan hastalarin
omrii uzatilmistir. Bazilar1 sentetik kimyasallar bazilar1 da dogal ekstraktlar olmak iizere

yiizlerce antikanser ajan bugiine kadar klinik kullanim i¢in uygun hale gelmistir. !
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Kanser olgusunu ve antikanser ilag¢ gruplarinin 6zelliklerini agiklayabilmek i¢in
hiicre boliinmesiyle ilgili olarak hiicre donemleri asagidaki gibi 6zetlenebilir. Hiicrenin
yasam ¢evriminde 5 evre vardir (Sekil 2.6) :

1. Ggevresi (dinlenme evresi) : Hiicre heniiz béliinmeye baglamamustir.

2. Gy evresi: DNA senteziyle ilgili enzimlerin ve RNA’ nin sentezlendigi
dénemdir.

3. S evresi: DNA igerigi kopyalanir. Boylece olusan her iki yeni hiicre ayni
DNA igerigine sahip olur.

4. Gy evresi: Hiicre DNA kopyalarini kontrol eder ve boliinmeye hazirlanir.

5.  Mitoz evresi (M) : Hiicre igindeki biitiin bilesenler ciftlenmistir ve

boliinmeyle iki yavru hiicre olusur.

Sekil 2.6. Hiicrenin Yasam Evreleri

12



2.5. Antikanser Ilaclarin Smiflandirilmasi

Giliniimiizde klinige girmis ilaglar etkilerine gore sekize ayrilir 10,
e  Mitoz inhibitérleri

e Alkilleyici bilesikler

e  Antimetabolitler

e Sitostatik antibiyotikler

e Hormon ve hormon antagonistleri

e  Diger sitostatikler

e Radyoaktif izotoplar

e Interferon

Bazi antikanser ilaglarin kimyasal formiilleri Sekil 2.8 ve Sekil 2.9’ de,

antikanser ilaglar ve etki mekanizmalarini 6zetleyen sema Sekil 2.7’ te sunulmustur.

2.5.1. Mitoz Inhibitorleri

Dogal kaynakli bazi alkaloitler bu grup i¢inde degerlendirilirler. Kolsisin ve
vinka alkaloitleri, hiicre ¢ekirdeginin boliinme fazina etki gosterirler ve hiicrede
poliploit ¢ekirdek olusumuna sebep olurlar. Vinblastin ve vindesin vinka alkaloitlerine
ornek olarak gosterilebilirler. Tedavide yaygin olarak kullanilan taksanlar (Grnegin

taksol) da bu grupta degerlendirilirler. *°

2.5.2. Alkilleyici Bilesikler

Bu bilesikler niikleik asitleri alkilleyerek etkilerini gosterirler. Bu yolla DNA
degisimine neden olurlar ya da capraz baglanmay1 gergeklestirirler. Boylece niikleik asit
reduplikasyonunu engelleyerek hiicre béliinmesini inhibe ederler. *°

Kimyasal yapilarina gore yedi grupta incelenirler:

e Azotlu hardallar: siklofosfamit, melfalan, klorambusil

¢ Etilenimin tiirevleri: tiyotepa
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e Alkil siilfonatlar: busulfan, treosulfan

e Nitrozoiire tiirevleri: karmustin, lomustin, nimustin
e Karbazin grubu bilesikler: prokarbazin, dakarbazin
e Platin kompleksleri: sisplatin, karboplatin

e Diger organometal bilesikler: spirogermanyum

2.5.3. Antimetabolit Bilesikler

Bu grup bilesikler, genellikle niikleik asitlere veya bunlarin yapisina katilan
koenzimlere yapisal olarak benzerler. Bu yolla niikleik asitlerin polimerizasyonunu
veya polimeraz enzimlerin aktivitesini durdurarak antikanser etki gosterirler.
Metabolizma faaliyetleri yoniinden bu bilesikler kanser hiicreleri yaninda normal
hiicreleri de etkilerler, yani sitostatik Ozellikleri se¢imli degildir. Dolayisiyla ¢ok
toksiktir ve klinik kullanimlar1 simirhidir. *° Uge ayrilarak incelenirler:

e Substrat analoglari: fluorourasil, merkaptopiirin

e Niikleozit analoglari: sitarabin, tegafur

e Folik asit analoglari: metotreksat, aminopterin

2.5.4. Sitostatik Antibiyotikler

Antibiyotikler hiicre kromozomu ile hiicreye verilen emirler zincirini bozarak
veya DNA bagimli RNA sentezini inhibe ederek etkilerini gosterirler.’® Dért grupta
incelenirler:

e Polipeptit antibiyotikler: aktinomisin, bleomisin

e Antrasiklin grubu antibiyotikler: daunorubisin, epirubisin

e Antrakinon ve akridin grubu: mitoksantron, amsakrin

e Mitomisin
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2.5.5. Hormon ve Hormon Antagonistleri

Bu grup bilesiklerin sitostatik etkileri yoktur. Bunlardan 6strojen, progesteron ve
androjenler genellikle, biliylimesi hormonal etkilere bagli olan kanser tiirlerinde
kullanilirlar. Daha ¢ok prostat, meme ve uterus korpus karsinomlarinda tedavide
kullanilirlar. Etkilerini dogrudan kanserli dokuyu inhibisyon veya hormon salgilarini
inhibisyon yoluyla etkilerini gosterirler. Klorotrianisen, tamoksifen formestan ve

mifepriston 6rnek olarak verilebilir. 10

2.5.6. Diger Sitostatik Bilesikler

Asparajinaz, mopidamol, kolsemid, retinoitler, miltefosin bu gruptadir.

2.5.7. Radyoaktif izotoplar
Isin tedavisine yardimei bir tedavi seklidir. Kullanilan izotoplar radyoaktif fosfor

ve radyoaktif iyottur.

2.5.8. Interferon

Tiimor hiicre gelisimini antiproliferatif olarak inhibe eder.Biitiin bu ilaglara
ragmen kanserde tam tedavide eksiklik vardir. Her ne kadar kanser hiicreleri varligin
korusa da biitiin klinik belirtiler kayboldugu zaman kanserin hafifledigi séylenir.
Kanserde etkili tedavi yontemleri; cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, hormon terapisi ve
immunoterapidir. Bu tedavi yontemlerinin her birinin avantajlar1 ve dezavantajlari
vardir. En etkili sonuglar i¢in bunlarin kombinasyonuna gerek vardir.” Erken teshis, tam
cerrahi operasyon ve etkili radyoterapi hastanin prognozunun belirlenmesi agisindan
kritik faktorlerdir. Biitlin bunlara ragmen en Onemlisinin erken teshis oldugunu
belirtmek gerekir.

Kanserli dokunun ve etrafindaki etkilenen dokunun cerrahi olarak ¢ikarilmasi,
yeterince biiyiik tiimorler i¢in etkili ve birincil olarak tercih edilmesi gereken

prosediirdiir. Ancak cerrahi girisimin, daha hizli metastatik siireci tetikleyerek kanser

15



hiicrelerinin biiyiimesi gibi istenmeyen yan etkiye sahiptir.™ ** Multimodel terapi
(radyoterapi, kemoterapi, immunoterapi ve diger tedavi yontemleri) metastatik kanser
hiicrelerini yok etmek veya en azindan kontrol altinda tutmak igin iyi bir yontemdir.
Kanser tedavisi i¢in yeni yontem ve teknikler gelismektedir ve bu, modern tip, bilim ve

teknolojinin odak noktasidir.*? 3
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Sekil 2.9. Bazi antikanser ilaglarin etken madde formiilleri (2)

2.6. Alkilleyici Ajanlar

Kanser tedavisinde kullanilan en ©nemli ilag gruplarindan biri alkilleyici
bilesiklerdir. Ik basta savas gazlari olarak gelistirilen alkilleyici ajanlar kanser
kemoterapisinin modern doneminde kullanilmaya baslanan ilk bilesiklerdir. Azotlu
hardallar kanserin klinik tedavisine girmis ilk alkilleyici bilesiklerdir. Bunlarin yiiksek
reaktif Ozellikte olan analogu olarak bilinenlerine siilfiirlii hardal denir. Bunlarda
savaglarda kullanilmis g6z, deri ve solunum sistemine zarar verici 6zellikte olan bir
bilesiklerdir. Ilk klinik ve deneysel hayvan calismalarinda siilfiirlii hardalin hem insanda
hem hayvanda tiimor olusumunu yavaslattig1 ancak sistemik kullanim ig¢in asir1 toksik

oldugu bildirilmistir. **
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Azotlu hardallarin kanser kemoterapotik ajani olarak kullanimi 1946’ da Gilman
ve Phillips tatafindan rapor edilmistir. Ik azotlu hardallardan biri olan Mekloretamin
klinik olarak etkili bir antikanser ajandir. Bu bulus daha sonradan bu bilesigin

analoglariin senteziyle devam etmistir.

2.6.1. Alkilleyici Ajanlarin Etki Mekanizmasi

Alkilleyici antikanser ajanlar farkli yapilarda bilesiklerdir. Kanser tedavisinde
yaygin olarak kullanilir. Tiim alkilleyici ajanlarin oksijen, azot, fosfor veya siilfiir
atomlarina alkil gruplarini eklemek suretiyle bir¢ok hiicresel bilesenin elektronca zengin
niikleofilik bdlgelerine saldirma ozellikleri ortaktir. Alkilleyici bilesikler faza 6zgii
olmayan sitotoksik maddeler olmalarina ragmen hiicre siklusunun G; ve S fazlarma

15 16 Hiicreler iizerindeki sitotoksik

duyarli olup, G, fazinda da blokaj gosterirler.
etkilerini hiicre yasam dongiisii boyunca gosterirler fakat daha hizli ¢ogalan hiicrelere
karst kantitatif olarak daha fazla aktivite gosterirler.’’ Alkilleyici ajanlarin
kemoterapotik yararliligt DNA yapist ve/veya fonksiyonunu degistirebilme ile sahip
oldugu sitotoksik etkilerindendir. *8

Alkilleyici ajanlarin kullanimindaki bir sinirlama da farkli mekanizmalarin sebep
oldugu ilac¢ rezistans1 gelisimidir. Bu grup bilesiklere diren¢ gelismesi, ilaca kars
gecirgenligin degismesi ve hiicrede Glutatyon (GSH) ve glutatyon transferaz (GT)
seviyelerinin artmasi ile iligkilendirilmistir. GSH ve Glutatyon-S-Transferaz (GST)
seviyeleri bir¢ok kanserli dokuda normal dokulara kiyasla yiiksek bulunmustur.® %
Hiicrede bol miktarda bulunan GSH, L-sistein, L-glutamik asid ve glisin gibi 3
aminoasitten olugmus tiyol igeren bir tripeptitdir. Viicutta, 30 uM’ dan (plazmada) 3.0

mM’ lara kadar (bobrek proksimal tiibiillerinde) degisen konsantrasyonlarda bulunur.

Bu miktarlarin cesitli organlarin timorlerinde 10 mM’ a kadar yiikseldigi bildirilmistir.

21, 22
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Alkilleyici antikanser ajan olan Mekloretamin’ in etki mekanizmas1 Sekil 2.10°
da gosterilmistir. Ilk basamakta kloroetil yan zincirlerinden biri pH bazik veya nétral
ortamda halkalagsmaya gider. Klor anyonu salinir ve ortamda amonyum iyonu olusur.
Bu 3 iiyeli gergin halka, niikleofilik gruplara saldirabilir. Reaktivitesi yiiksektir. Bazi
sebeplerden reaksiyon amonyum iyonu halkasinin agilarak ortamda imonyum iyonu
olusturmasiyla devam edebilir. Niikleik asitler ve proteinlerdeki amin, karboksil,
stilfidril veya imidazol yapilar1 gibi niikleofilik gruplar alkillenebilirler. Guanin’ in N-7
pozisyonunu DNA alkilasyonu i¢in en uygun bélgesidir. Guanin’ in N-1 ve O-6
pozisyonlarma; Adenin’ in N-1, N-3 ve N-7 pozisyonlarmma; Sitozin’ in N-3
pozisyonuna ve de Timidin’ in O-4 pozisyonunda daha az katim meydana gelir. *

Iki reaktif kloroetil yan zinciri tastyan bifonksiyonel gruplu alkilleyici ajanlar bir
yan zinciri kovalent bag olusturduktan sonra diger kloroetil yan zinciri de benzer
asamalar1 gecirir. Bu ikinci reaksiyon baska bir Guanin’ in 7 numarali azotu veya bagka
bir niikleofilik yapiyla olur. Diger Guanin ile reaksiyon meydana geldiginde DNA
sarmallar1 arasinda ¢apraz baglanma gergeklesir. DNA’ nin ayni sarmalindaki bazlar
arasinda baglanma da miimkiindiir. DNA’ nin ¢apraz baglanmasi DNA replikasyonunu
(ikilesme) , tamirini ve transkripsiyonunu (yazilim) engelleyebilir. * Monoalkillenmis
DNA Guanin birimlerinin tiretmek i¢in 2. zincir su gibi zay1f bir niikleofille reaksiyona

girebilir.
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Sekil 2.10. Mekloretaminin etki mekanizmasi
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2.7. Salkonlar

Salkonlar kimyasal olarak 1,3-diaril-2-propen-1-on yapisindaki bilesiklerdir
(Sekil 2.11). 4 Salkon ismi ilk olarak Kostanecki tarafindan verilmistir. Salkon kimyasal
yapisindaki o,f- doymamis keton yapisi igerir. Aril halkasindaki siibstitiisyona bagl
olarak ¢ok genis biyolojik aktiviteye sahiptirler. Antibakteriyel, antimalaryal,
antifungal, antiallerjik ve antitiimor etkileri bu biyolojik etkilerine Ornek olarak

verilebilir. 2*

0]

Ar/\)K

Ar

Sekil 2.11. Salkonlarin genel kimyasal yapisi

Salkonlarin genel sentez reaksiyonu olan Claisen Schmidt kondensasyonu,
modifiye edilmis bir aldol kondensasyonudur. Bu metod seyreltik asidik veya bazik
ortamda o hidrojeni olan bir keton veya bir aldehitin reaksiyonu ile bir B-hidroksi
aldehit veya B-hidroksi ketonun olustugu ve ardindan genellikle dehidrasyon ile a,f-
doymamis ketonun olustugu bir reaksiyondur. Oysa ki Claisen Schmidt reaksiyonu a
hidrojeni olmayan bir aldehit ile bir keton arasindaki kondensasyon reaksiyonudur.
Reaksiyon hem bazik hem de asidik kosullarda gergeklesebilir.

Salkonun bazik kosullarda olusum mekanizmasi Sekil 2.12” de verilmistir. Buna
gore ilk basamakta alkoksit (CoHsO") iyonu ketonun a protonunu kopararak karbanyon
olusturur (I) . Bu karbanyon enolat anyonu ile rezonans durumdadir. Diger basamakta
karbanyon arilaldehitin elektropozitif karbonil karbonuna saldirarak bir alkoksit
olusturur. Ardindan bu alkoksit sudan bir hidrojen kopartarak [B-hidroksi ketonu

olusturur. Son basamakta B-hidroksi keton dehidrasyona ugrayarak salkon adi verilen
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a,B-doymamis keton artig1 iceren yapiyr olusturur. Salkonun asidik kosullarda olusum
mekanizmasi Sekil 2.13’ te gosterilmistir.

Enon sisteminin c¢ifte bagi salkonlarim antitimor ajanlar olarak etki
gostermesinde gerekli bolgesidir. Calismalarda C-C ¢ifte bagimin hidrojenlenmesi,
bromlanmasi veya epoksit hale doniisiimii salkonlarin aktivitelerini diistirdiigii rapor
edilmistir. ®

Antitiimor etki gosteren bazi salkon tiirvelerine 6rnek olarak; 3'-, 4'- ve 2'-metil-
3-hidroksisalkon tlirevleri HelLa hiicrelerine karst antitimor aktivite gostermeleri
verilebilir. % Ayrica, butein, 2'-hidroksisalkon, 2',6'-dihidroksi-4'-metoksisalkon, 2',4-
dihidroksisalkon tiirevleri insan kolon adenomkarsinoma hiicre hatlarina kars1 yiiksek
sitotoksik aktivite gostermistir. 2 4,4'-dihidroksisalkon tiirevinin de CEM-C1 ve CEM-
C7 insan 16semi hiicre hatlarina karsi biiylimeyi inhibe edici 6zellik gdsterdigi rapor
edilmistir. %8 Bu Srnekler cogaltilabilir. Antikanser etkili bazi salkon bilesikleri Sekil

2.14° te sunulmustur.
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Sekil 2.14. Bazi salkon tiirevleri

2.8. Mannich Reaksiyonu

a — Karbonuna en az bir H atomu bagl olan ketonlar (a-H tasiyan bilesikler) ,
primer amin veya sekonder amin veya amonyak bir aldehit ile reaksiyona girerek [3-
amino ketonlar1 verirler. Bagka bir deyis ile aktif hidrojen atomunun birincil, ikincil
veya tliglinciil amino tiirevlerini (Mannich bazlari)) vermek {izere aminometil ya da
slibstitiie aminometil gruplar1 ile yer degistirmesidir (Sekil 2.15).2 Sayet substratta
birden ¢ok aktif hidrojen atomu bulunuyorsa birden ¢ok aminometilleme
gerceklesecektir (Sekil 2.16) . Iste bu tiir reaksiyonlara Mannich reaksiyonu, elde edilen
tirtinlere de Mannich bazi denir. Bu safhada ilk ¢alismalar 1912 yilinda kimyaci Carl
Mannich tarafindan gergeklestirildiginden olusan bilesiklere Mannich bazi

denilmektedir. %°
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Sekil 2.15. Monoaminometilasyon sonucu olusan mono-Mannich bazi
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Sekil 2.16. Diaminometilasyon sonucu olusan bis-Mannich baz1

Mannich tepkimesi asidik veya bazik kosullarda uygun c¢oziiciiler (genellikle

alkol) kullanilarak geri ¢eviren sogutucu altinda yiiritilir.
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Sekil 2.17. Siklohekzanonun asit katalizli aminometilleme tepkime mekanizmasi
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Asidik kosullarda aminin biiyiik 6lclide tuz seklinde bulunmasi tepkimenin
iminyum iyonu tizerinde yiriimesini saglar (Sekil 2.17). Bazik kosullarda ise
mekanizma, sadece dimetilaminometanol ara {riiniindeki hidroksilin, olusan
siklohekzanon karbonyonu ile yer degistirmesi seklinde agiklanabilir (Sekil 2.18).

Tepkime mekanizmasi SN’ dir.

H” O H N
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‘)/\ o .
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H,C-OH = — ij ‘‘‘‘‘ (I) ---OH —OH 'Tl/
7
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Sekil 2.18. Siklohekzanonun baz katalizli aminometilleme tepkime mekanizmasi

Mannich reaksiyonlarinda genellikle formaldehit kullanilir (aminoalkilleme
amaciyla arilaldehitler de kullanilabilmektedir) . Aktif hidrojen bilesigi olarak ketonlar
kullanilmakta ve bazi durumlarda molekiil i¢i aminoalkilasyon ile halkali tiirevler de
olusabilmektedir.

Mannich bazlar1 Michael akseptorii olan a,B-doymamis ketonlarin prodruglari

33, 34

olarak dizayn edilirler.*®* Mannich bazlarinin sitotoksik *" %, antikanser ** *, analjezik

35, 36 43, 44
)

, antienflamatuar *" *, diiiretik ¥ *°, antimikrobiyal *** **, antikonvulzan

I 45, 46 I 47 I 47, 48

antimalarya , antiviral ™" ve antifunga gibi ¢esitli biyolojik aktiviteleri rapor

edilmistir.
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Antikanser ve sitotoksik ajan olarak stiril ketonlarin konjuge Mannich bazlari
hazirlanmistir.* Mannich bazlar1 selektif toksisite agisindan ¢ok dnemli bilesiklerdir.
Soyle ki, bu bilesikler niikleik asitlerde bulunan amin ve hidroksil gruplariyla ¢ok az
veya hi¢ etkilesmezken, tiyol gruplarinin alkilasyonunda ¢ok basarili bulunmuslardir. %0
Bu sebeple Mannich bazlarinin genotoksik 6zelliklerden yoksun oldugu diistiniiliir.
Sekil 2.19” da bir stiril keton Mannich bazinin tiyollerle olan reaksiyonu 6rnek olarak
sematize edilmistir. Goriildiigii gibi tiyol tarafindan ilk atak olefinik baga yapilmis,
ardindan mono tiyol gruplu ara iirlin A deaminasyona ugrayarak iiriin B’ yi olusmustur.
2. Tiyoliin, deaminasyonla olusan ¢ifte baga katilmasiyla iiriin C olusur. Bu kademeli
olaylarin neoplastik hiicrelere normal dokulardan daha fazla zarar verdigi ve olusan

sitotoksisitenin sebebi olabilecegi ifade edilmektedir. >
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Sekil 2.19. o,B-Doymamis bir Mannich bazinin tiyollerle reaksiyonu
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Enonlarin Mannich bazlarinin hazirlandigi bir calismada bu bilesiklerin P388 ve
L1210 hiicre hatlarina kars1 prekiirsor keton bilesiginden daha fazla sitotoksik aktivite
gosterdigi rapor edilmistir. 52

Sitotoksik aktivite artist Mannich bazlarinin fizikokimyasal ve biyokimyasal
ozelliklerinden kaynaklanabilir.

Bu 6zelliklerden bazilari;

1. Sudaki ¢oziiniirliikk arttirildigindan aktif bilesiklerin daha iyi tasinmasiyla bir
veya birden fazla bolgede aktivite meydana gelebilir.

2. Mannich bazlarinin toksisitesi, mitokondrideki elektron tasima zincirine ya
kismen ya da tamamen miidahale etmesiyle goriiliir.

3. Farkli Mannich bazlarinin bir tiyolle reaksiyonunun analog ketonlarin tiyolle

reaksiyonundan daha hizli oldugu bulunmustur. >

2.9. o,p-Doymams Ketonlar

a,B-doymamis ketonlarin (Sekil 2.20), amin ve hidroksil gruplarina kars1 ilgisi az
ya da yok denecek kadar az, tiyollere karsi ilgisi ise ¢ok fazladir.>* Bu 6zellik niikleik
asitlerle etkilesmeyi engeller. Bundan dolay1 bu bilesiklerde alkilleyici bilesiklerin
kullaniminda gdzlenen kanserojenik *° ve mutajenik *® yan etkiler gozlenmez.

Tiyollere karst o,f-doymamis ketonlarin tercihli afinitesi daha Onceki

calismalarda bildirilmistir. >" %8

Hiicre boliinmesinden hemen 6nce artmis glutatyon
seviyeleri daha Once rapor edilmistir. * Bu yiizden normal dokulardan ziyade timorli
dokulara kars1 bagaril bir segici sitotoksisite a,-doymamis ketonlarla miimkiin olabilir.
Ayrica bazi segici tiyol alkilleyicilerin tiimérlii dokulara normal dokulardan daha fazla
etki gosterdikleri tespit edilmistir. Bu tespit, genellikle kanserli dokulardan daha ¢ok
normal dokulardaki makromolekiillere baglanmay: tercih eden geleneksel alkilleyici
ajanlara ve antimetabolitlere karsin, tercihen tiimorli dokulardaki DNA, RNA ve
proteinlerin farkli prekiirsorlerine baglanan secici tiyol alkilleyicilerin yetenegine
atfedilir. ® Tiyol alkilleyicilerin bu yetenegi, bir sekilde GSH (Glutatyon) ile ilgili
oldugu bilinen Sekil 2.21° de gosterilen, kompleks biyokimyasal iligkilerle

giiclendirilmis olabilir. 61 Sekil 2.21° deki veriler GSH’ in tek kontrol ajani olarak
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diistiniilemeyecegini gostermekle birlikte, GSH’ 1n diger bir¢ok biyokimyasal sistemde

direkt ya da indirekt yolla bir sekilde rol aldigini diisiindiiriir. Bu yiizden a,p-doymamis

ketonlarin tiyollere karsi tercihli afinitesi tiimorlii dokuda DNA, RNA ve protein

sentezlerinde normal dokulara gore daha etkili olabilecegi savunulabilir.

Sekil 2.20. o,B-Doymamis keton
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Sekil 2.21. GSH’ 1n biyokimyasal iliskileri
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2.10. Aktif Karbon-Karbon Cift Baglarina Michael Katim Tepkimesi

Michael katim tepkimesi aktif a-hidrojeni tasiyan bir vericinin bazik kosullarda
konjuge bir sistemin parcasini olusturan aktif karbon-karbon doymamisligina (Sekil
2.22) katim yapmasi demektir. 62 Tepkimenin bu tanimi tiyol, amin ve hidroksil gibi
elektron verici niikeofilik gruplarin a,3-doymamis keton sistemi ile tepkimeye girebilme
yetenegine sahip oldugunu agiklar. Niikleofilik atak ic¢in karbon-karbon arasinda =n
elektronlarmin varligi ve rezonans ya da indiktif etkilerle B-karbonunun elektron
yogunlugunu azaltan aktiflestirici gruplarin bulunmas1 gerekir. Tepkimenin

gerceklesmesine katkida bulunan rezonans yapilar Sekil 2.22” de gosterilmistir. 63

A H A, H
>:;7 - >+_$7
¥
H R A\
C H r R
0
R=H, Alkil, Aril

Sekil 2.22. o,3-Doymamis sistemlerde rezonans yapilar (R: H, Alkil, Aril)

Ancak Michael tepkimesi sadece konjuge enonlarla sinirli olmayan genel bir
tepkime niteligindedir. Konjuge aldehitler, esterler, nitriller, amitler ve nitro bilesikleri

de elektrofilik akseptor olarak davranarak Michael tipi tepkimelerde yer alabilirler. o4

2.10.1. Michael Katim Tepkimesinin Mekanizmasi
Dissosiye olmus (RS’) ve dissosiye olmamis (RSH) tiyol niikleofilleri ile a.,f3-
doymamig ketonlarin verdikleri tepkime mekanizmalar1 Sekil 2.23 ve Sekil 2.24° te

verilmistir.
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Sekil 2.23. Dissosiye tiyollerin michael katim mekanizmasi
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Sekil 2.24. Nondissosiye tiyollerin michael katim mekanizmasi

Katim tepkimelerine iliskin kinetik ¢alismalarda su noktalar vurgulanmaktadir:

1. En yavas tepkime basamagi niikleofilin [B-karbonuna atak yaptigi
basamaktir.

2. P-karbonunun elektrofilligi ve verici grubun niikleofilligi arttik¢a tepkime
hizlanir.

3. Sterik ve elektronik etkiler, ¢oziicliler ve pH gibi diger etkenler de tepkime

hizin1 6nemli 6l¢lide degistirirler. 65, 66

2.11. Ardisik Sitotoksisite
Dimmock ve arkadaslar1 tarafindan 6nerilen bir kavram olan ardisik sitotoksisite;

normal hiicrelerden daha ¢ok malign hiicrelere karsi daha yiiksek toksisiteye sebep olan
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bir veya daha fazla sitotoksik bilesigin basarili salinimi seklinde tanimlanabilir " Bu
teorinin temeli su gozlemlerden ileri gelir:

a) Bir¢ok durumda radyasyon ve birgok terapétik ilacin etkisiyle duyarli timor
hiicrelerinde hiicresel GSH diizeyinde azalma goriilmiistiir. 68, 69 Diger bir deyisle,
kemoterapotik ajanlar kimyasal duyarlilik sonrasi tiimorlii dokulara karsi tercihli
toksisite olusturabilirler. Ornegin y-Glutamilsistein Sentetaz’ mn geri doniisiimsiiz secici
inhibitorii olan Butiyonin Stilfoksimin’ in (BSO) kullanimi ile hem hiicre kiiltiirii hemde
in vivo ¢alismalarda hiicre i¢i GSH seviyelerinde % 95’ in tizerinde azalma goriilmiistiir.
7% Klinik ncesi calismalarda BSO’ nun kritik 6neme sahip saglikli dokulara kars1 ilacin
toksisitesini artirmaksizin Melfalan’ 1n ovaryum kanserine karsi toksisitesini gelistirdigi
goriilmiistiir. /n vitro galigmalarda da Butiyonin Siilfoksimin’ in, Melfalan, Sisplatin,
Adriyamisin ve radyasyonun insan ovaryum kanseri hiicre hatlarina kars1 gosterdikleri
sitotoksisiteyi arttirdig1 goriilmiistir. 68, 71, 72

b) GST’ nin izoenzimlerinin normal ve malignant hiicrelerde farkli seviyelerde
bulunduguna isaret eden ¢aligmalar vardir. ”® Bu yiizden alkilleyici ajanin ilk salinimi
GST’ nin bir veya daha fazla izoenzimlerini inhibe edebilir ve ardindan ikinci
alkilleyicinin salimimi malign olmayan dokulara kiyasla tiimorlii hiicrelere karsi daha
fazla sitotoksisite meydana getirebilir. Klinikte diiiretik ajan olarak kullanilan o,f-
doymamis keton tiirevi olan etakrinik asit yukaridaki duruma iyi bir 6rnektir. [

c) Bir grup Mannich bazi, ilgili enonlari deaminasyona ugramaktan kurtaran

mitokondrial inhibitérlerdir. ™ "
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2.12. Mikrodalga Yontemi ve Kimyasal Sentezlerde Kullaninm

2.12.1. Mikrodalga Teorisi

Elektromanyetik enerji, 1sinladig1 bir ortamda bulunan maddelerin yapilariyla
etkilesime girerek maddenin i¢ine dalarak onun molekiiler yapisiyla titresime girer. Bu
titresim sonucu, elektromanyetik enerji 1stya doniisiir. Elektromanyetik enerjinin 1s1
enerjisine doniistimii, maddenin elektromanyetik o6zelliklerine ve ayni zamanda
maddenin sicakligina ve frekansa bagli olarak gerceklesir.

Elektromanyetik alanla madde arasindaki etkilesim, maddenin molekiiler
yapisina baglidir. Polar molekiiller veya asimetrik molekiiler yapilar (6rnegin su)
mikrodalga enerjisini tutarak 1sinir. Polar molekiillerin mikrodalga frekanslarinda
titresime rotasyona zorlanmalariyla elektromanyetik enerji 1siya doniismektedir. Is1
gradyani icten disartya dogru olan mikrodalga 1sitma islemlerinin, klasik 1sitma
yontemlerine gore 6nemli avantajlar1 vardir. ”’

Yiiksek frekansa sahip bir elektromagnetik dalganin etkisi altinda bulunan bir
maddenin 1siabilecegi uzun zamandir bilinmektedir. Bu 1sinma etkisi, madde i¢indeki
yiklii parcaciklar ile mikrodalganin elektrik saha komponentinin etkilesiminden
kaynaklanir. Bu etkilesim sonucu ortaya ¢ikan 1sinmaya 2 6nemli etki sebep olur. Eger
yiikli parcaciklar madde icinde serbestce hareket edebiliyorlarsa, bu saha iginde
serbestce hareketlenmeye sebep olacak bir akim olusacaktir. Eger bu yiiklii pargaciklar,
mikrodalga 1s1ma altinda bulunan madde igerisinde bagli ise, bu durumda
mikrodalganin elektrik saha komponenti, bu ytiklii parcaciklarin hareketlenmesini tesvik
edecektir. Yiiklii par¢acigl bir arada materyal icerisinde tutan bag, bu hareketlenmeye
zit bir kuvvet olusturacaktir. Bu durum elektrik sahasinin olusturmus oldugu kuvvetin,
bagin olusturdugu zit kuvvetlerle dengelenmesine kadar siirer ve materyal igerisindeki

dipolar polarizasyon olarak tanimlanir. Neticede, yiiklii partikiiller 6telenme, donme ve
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titresim hareketleri yapmaya zorlanirlar. Y{klii partikiillerin hareketlenmesinden dolay1
polar partikiillerin polarizasyon derecesi artar. Mikrodalgalarin elektrik ve magnetik
alanlar etkisi ile birlikte olusturulan bu ¢ok hizli hareketlilik (saniyede 2.4 x 109 kez)
partikiiliin 1smnmasma yol acacaktir. Partikiilii olusturan molekiillerin bir arada
bulunmasi bu hareketlenmeye ¢cok cabuk cevap veremeyecektir. Bu gecikmeden dolay1
hareketlenmeyi engelleyici zit bir kuvvet olusacak ve partikiil igerisinde meydana gelen
bu siirtinme sonucunda belirli bir 1s1 olusacaktir. Bu olay literatiirde mikrodalga

dielektrik 1sitma olarak ge¢mektedir.

2.12.2. Mikrodalga Isimadan Kaynaklanan Uriin Segciciligi

Mikrodalga 1s1ma sonunda olusan iriin segiciligi birka¢ reaksiyonla
incelenmistir. 6-Dimetoksi-p-dihidrohebin ile asir1 metilvinilketonun vermis oldugu
Diels-Alder reaksiyonu klasik sartlar altinda yapilmis ve yaygin olan polimerizasyon
tiriinleri elde edilmistir. Ayni reaksiyon mikrodalga 1sima altinda yapilinca daha az
polimerik madde elde edilmistir.

Mikrodalga sentez yonteminin avantajlart su sekilde 6zetlenebilir:

1. Islem hiz1 klasik metotlardan daha hizlidir.

2. Kimyasal maddeleri direkt olarak 1sitir.

3. Kanigimlarda segici 1sitma saglar. Mikrodalga ekipmanlari otomatik
sistemlerle kolaylikla adapte edilebilir ve gii¢ seviyesi elektronik olarak goriilebilir.

4. Klasik 1sitmanin aksine, sicaklik gradyeni iireten volumetrik bir iglemdir.

5. Kayip faktorii, sicaklik belirli bir kritik sicakliga ulastigi zaman hizla
yiikselir ve bu durum mikrodalga ile 1sitilan maddenin sicakliginda ani bir yiikselme
meydana getirir.

6. Isitma dogrudan ve merkezdendir.
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7. Enerji elektromagnetik dalgalarla tasindigindan ortamda enerji kaybi
meydana gelmez, maddede sicaklik gradienti minimum olur.

8. Enerji maddenin igine kadar niifuz ederek endiistriyel islemin daha aktif ve
hizl1 yapilmasini saglar.

9. Sistemler kolaylikla otomatize edilebilir.

10. Optimum sartlarda klasik sistemlere nazaran enerji ve zaman tasarrufu
saglanir ve bunun sonucunda enerji kayb1 minimum olur.

11. Uzaktan etki yapar, enerjiyi malzemeye tasiyan dogrudan bir arag
bulunmaz.

12. Kullanilan ortamda kirlenme olmadigindan sistemin daha saglikli ve temiz
olarak kullanilabilmesini ve sistemlerin kesikli ve siirekli olacak sekilde esnek olarak
uygulanabilmesini saglar. ”’

Mikrodalga sentez yonteminin dezavantajlari ise su sekilde 6zetlenebilir:

1. Isinin ve basincin aniden artmasi nedeniyle patlama tehlikesi bulunmaktadir.

2. Insan saghg acisindan radyasyon sizintisiin Onlenmesi gerektiginden
tamamen kapal1 bir sistem olmas1 zorunludur.

3. Kullanilan kaplarin, ambalaj malzemelerinin mikrodalga ortamina uygun
olmasi1 gerekmektedir.

4. Tletken maddeler mikrodalga etkisi ile ark olusmasina neden olmakta iiriin
ve ekipmana hasar verebilmektedir. Kuartz cam, porselen, plastik, mikrodalga i¢in

uygun malzemeler olarak bilinmektedir. ®
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2.12.3. Mikrodalga Reaksiyon Teknikleri

2.12.3.1. Coziiciisiiz Reaksiyonlar

Bu reaksiyonlarda reaktifler ya mikrodalga geg¢iren bir maddeyle (silika,
alimina, kalay) sarilir ya da giiglii adsorbe edici 6zelligi olan inorganik bir destek
kullanilir. Ozellikle ilk yillarda bu teknoloji, evde bulunan mikrodalga firmnlarla giivenli
bir sekilde uygulanabileceginden ¢ok popiiler olmustur. Homojen i1sitmanin olmayisi,
karigtirma, reaksiyon sicaklifinin kesin olarak belirlenememesi gibi problemler

mevcuttur. "

2.12.3.2. Faz-Transfer Katalizleri

Coziciisiz uygulamalara ek olarak faz transfer katalizi (PTC) kosullar1 da
mikrodalga destekli organik sentez tekniklerinde yaygin olarak uygulanmaktadir. Faz
transfer katalizlerinde reaktantlar iki ayr1 fazda bulunur; bunlar sivi-sivi veya sivi-kati
olabilir. Stvi-sivi PTC’ de fazlar birbiri i¢inde ¢6ziinmediginden, iyonik reaktifler sulu
fazda ¢Oziinmiis halde bulunurken, substrattan kalanlar organik fazdadir. Ote yandan
kati-sivi PTC’ de iyonik reaktifler organik ortamda siispansiyon halinde kati halde
kalabilirler. Sulu veya kati fazdan organik faza anyonlarin transferi faz transfer
katalizorleri ile kolaylastirilir. Bunlar kuarterner amonyum tuzlart veya katyon
kompleks ajanlaridir. Organik sentezlerdeki bu transferler genellikle atmosferik basingta

ve acik kaplarda gerceklestirilir. 8

2.12.3.3. Coziiciilii Reaksiyonlar

Acik Kap-Kapalh Kap Sartlari: Organik ¢o6ziiciiler kullamilarak yapilan
mikrodalga destekli sentezler ya agik ya da kapali kaplarda gergeklestirilir. Eger acik bir
kapta ve atmosfer basincinda ¢oziicliler mikrodalga 1s1ma ile 1sitiliyorsa, ¢oziiciilerin

kaynama noktasi reaksiyon sicakligini kisitlar. Yiiksek reaksiyon hizlarina ulagsmak i¢in,
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dimetil stlfoksit, 1-metil-2-pirolidon, 1,2-diklorobenzen veya etilen glikol gibi yiiksek
kaynama noktasina ve mikrodalga absorblama giiciine sahip ¢oziiciiler kullanilir. Ancak
bu ¢oziiciilerin kullanimi iirliniin ayrilmasi sirasinda ciddi zorluklar ortaya ¢ikarir. Bu
yaklasim toluen gibi diisiik kaynama noktal1 ¢oziiciiler i¢in 1sitmanin periyodik olarak
kesilmesi ile ayarlanmistir. Bu yontem modifiye edilmemis ev tipi mikrodalga
cihazlarinm  kullaniminda ciddi yangin tehlikesi olusturmaktadir. Son yillarda
bilgisayardan sicaklik ve basing kontrolleri sayesinde kapali kaplarda gercgeklestirilen
mikrodalga destekli organik sentezler yeniden 6nem kazanmaistir.

Basinch Reaksiyon Kaplari: Diger yontemlere nazaran kapali kaplarda gaz
halindeki ¢oziiciilerle daha az mikrodalga deneyleri yapilmistir. Her ne kadar gesitli
yayinlarda endiistriyel islemler icin heterojen gaz fazi katalitik reaksiyonlarinin énemli
oldugu vurgulansa da, basingli reaksiyon kaplarinin mikrodalga destekli organik
sentezlerde kullanimi yaygin degildir. Modern tek modlu mikrodalga reaktorlerin ve
reaksiyon kaplarinin tasarimi nedeniyle basinglandirma miimkiin degildir. Ancak bazi
aragtirmacilar deney boyunca bir miktar (2-3 bar) basinci artirarak gaz reaktiflerin
deneylerde kullanimini tarif etmislerdir. &

Mikrodalga ile sentez yontemine roziglitazonun sentezi drnek olarak verilebilir.
Tip II diyabette antihiperglisemik bir ajan olan rosiglitazonun basit, hizl, yiliksek
verimde ve cevreye zararli olmadan mikrodalga destekli total sentezi gelistirilmistir bu
bilesik Mikrodalga yonteminde su ile 140 °C’ da 10 dk’ da % 90 verimle, ¢o6ziiciisiiz
ortamda 140°C” da 20 dk’ da % 92 verim elde edilirken, klasik yontemle ayni ¢oziicii ve

sicakliklarda sirasiyla 12 ve 15 dk’ da % 82 ve % 85 verimle sentezlenmistir. "
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2.13. Biyoaktivite Testleri

2.13.1. Sitotoksik Aktivitenin Tayini Amaciyla Kullanilan Biyoaktivite
Testleri

Sitotoksik aktivite tayini amaciyla kullanilan aktivite testleri in vivo ve in vitro
yontemler olmak iizere ikiye ayrilir. En yaygin kullanilan in vitro yontem hiicre
kiiltiirtinde bilesiklerin referans bilesik kullanilarak cesitli hiicre hatlarina karsi test
edilmesidir. ® In vivo testler ise cesitli deney hayvanlar1 (fare, sican, tavsan gibi)
kullanilarak yapilir. Hayvanlarin c¢esitli viicut doku veya sivilarindaki ilgili

biyokimyasal parametreler deney sonunda degerlendirilir. 8l
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2.14. 4-Hidroksi Salkonlar Uzerine Bu Giine Kadar Yapilmis Calismalar

Bu konu iizerinde mevcut en detayli ¢alisma arastirma ekibimizden Dr. Kadir
Ozden Yerdelen tarafindan yapilmustir. ° Yerdelen, 4-hidroksi asetofenon ve 4-siibstitiie
benzaldehitleri kullanarak bir seri salkon bilesigi (A1-A7) hazirlamistir. Bu salkonlarda
benzaldehitten gelen 4- konumundaki siibstitient degistirilmistir. Nonsiibstitiie fenil
salkon bilesigi (Al), 4-Cl tirevi (A2), 4-CH30 tiirevi (A3), 4-NO, tiirevi (A4), 4-CHj3
tirevi (Ab), 4-Br tiirevi (A6), 4-F tirevi (A7)’ dir. Aril halkasmin tiyofen oldugu,
benzaldehit yerine tiyofen 2-karbaldehit kullanilarak hazirlanan salkon tiirevi A8 olarak
adlandirilmistir. ® Bu calismada salkonlardan hareketle salkon yapisindaki alkilasyon
merkezine ilaveten yeni alkilasyon merkezini deaminasyona ugrama yetenegi ile
iiretebilecek olan ¢esitli mono Mannich bazlari hazirlanmustir (Sekil 2.25).% Bu Mannich
bazlarinda amin grubu morfolin (B serisi) , pirolidin (C serisi) , N-metil piperazin (D
serisi) , dimetilamin (E serisi) , dietilamin (F serisi) ve dipropil amin (G serisi) olarak
degistirilmistir. Hazirlanan bilesiklerin human hepatoma hiicre hatt1 Huh7 ve
kanseri hiicre hatti T47D’ ye karsi sitotoksisiteleri test edilmistir. Bu bilesiklerin bu

hiicre hatlarina karsi saptanan sitotoksisiteleri Tablo 2.2’ de sunulmustur.

HO

Sekil 2.25. Dr. Yerdelen’ in sentezledigi mono Mannich bazlarmin genel formiilii
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Tablo 2.2. Salkonlarin (A1-A8) , Onlarin Mono Mannich Bazlarinin Huh7 ve T47D Hiicre Hatlarina Kars: Sitotoksik Aktivite Sonuclari >

A SERISI B SERISI C SERISI D SERISi E SERISI F SERISI G SERISi
Siibs. Huh7 T47D Huh7 T47D Huh7 T47D Huh7 T47D Huh7 T47D Huh7 T47D Huh7 T47D
H 1 2274 8.96 - 15.15 1431 1268 13.10 1545 1403 504 1147 442 1496 6.51
Cl 2 17.39 15.30 - - 0.58  3.65 25.6 10.78 1393 617 465 319 814  4.30
OCH; 3 1769 16.12 - - 90.39 6.22 1036 11.73 1509 1589 2292 1190 9.79  3.23
NO, 4 891 575 1004 1112 581 4.68 1.54 2.75 263 383 344 634 512 781
CH; 5 2140 22582 - 10.37 1275 090 0.0057 430 10.83 11.84 4200 896 623  8.33
Br 6 1484 1293 - - 8.02  8.93 5.05 6.13 707 596 1854 3476 516  6.19
F 7 1857 8.66 - 229.94 1229 399 1072 00056 1636 7.88 7.33 1069 6.33  7.76
Tiyofen 8 3257 16.50 - - 13.72 1403 1153 1211 1531 1426 3446 16.26 21.22 22.65
5-FU 4212 7.00 4212 7.00 4212 7.00 4212 700 4212 7.00 4212 7.00 4212 7.00

SERILER: A SERISI (A1-A8) Salkonlar; B SERISI (B1-B8) Morfolinli Mannich Bazlar; C SERISI (C1-C8) Pirolidinli Mannich Bazlari; D
SERISI (D1-D8) N-Metilpiperazinli Mannich Bazlari; E SERISI (E1-E8) Dimetilaminli Mannich Bazlari; F SERISI (F1-F8) Dietilaminli

Mannich Bazlari; G SERISI (G1-G8) Dipropilaminli Mannich Bazlari

*Yesilyurt’ un tezindeki F1, tablodaki A1 bilesigine ve F2 bilesigi de tablodaki A8 bilesigine karsilik gelmektedir.



Tablo 2.2° den da goriildiigii tizere salkonlardan hareketle elde edilen mono
Mannich bazlarinda Huh7 ve T47D hiicre hatlarina kars1 dramatik, kayda deger, asiri
sitotoksisite artis1, baslangictaki hipotezimizi s6z konusu ¢alismada dogrulamistir.

Yerdelen’ in bilesiklerinin biiyiikk bir kismi (A, B, C ve D serileri) Mekai
Universitesi’ nde Ca9-22 (dis eti), HSC-2 (agiz), HSC-3 (dil), HSC-4 (dil) gibi kanserli
hiicre hatlar1 ve HGF (dis eti fibroblast), HPC (pulpus hiicreleri) ve HPLF (periodontal
ligament fibroblastlar1) gibi normal hiicre hatlarina kars1 test edilmistir. Bu hiicre hatlar1
bu c¢alismada kullanilanlar ile aynidir ve tiim bilesikler aymi kisi tarafindan test
edilmistir. Henliz yaymlanmamis olan bu sonuclara gore salkonlar karsilastirildiklar
mono Mannich bazlarindan daha sitotoksik bulunmustur. Salkonlarda, tiimor
selektivitesi pek ¢ok durumda karsilik gelen mono Mannich bazlarindan daha yiiksek
bulunmustur.

Ayrica, yine aragtirma ekibimizden Dr. Sinan Bilginer tarafindan hetereosiklik
aldehitler kullanilarak bazi heterosiklik salkon bilesikleri (bilesik 1 ve 3)
sentezlenmistir.®* Bu calismada 4-hidroksi asetofenondan hareketle elde edilen
salkonlarda piridin-2-karboksaldehit (bilesik 1) ve piridin-3-karboksaldehit (bilesik 3)
kullanilmistir. Bu salkonlardan 1° den hareketle Mannich bazlar1 2a-2f bilesikleri, 3’ten
hareketle Mannich bazlar1 4a-4e bilesikleri hazirlanmistir (Sekil 2.26). Bu bilesiklerin
kanserli hiicre hatlar1 HL-60 (insan promiyelositik 16semi hiicreleri), HSC-2 (agiz),
HSC-3 (dil), HSC-4 (dil) kanserli hiicre hatlar1 ve HGF (dis eti fibroblast), HPC (pulpus
hiicreleri) ve HPLF (periodontal ligament fibroblastlari) gibi normal hiicre hatlarina

kars1 elde edilen sitotoksisiteleri degerlendirilmis ve Tablo 2.3’te sunulmustur.
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Sekil 2.26. Dr. Bilginer’ in sentezledigi mono Mannich bazlarinin genel formiili
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Tablo 2.3. Salkon bilesikleri 1, 3 ve mono Mannich bazlari 2a-f ve 4a-e bilesiklerinin sitotoksisitesi 2

Tiimor hiicre hatlar:

Non-malignant hiicreler

Bilesik HL-60 HSC-2 HSC-3 HSC-4 HGF HPC HPLF PSE
Ave Ave Ave
CCs | CCs Sl CCx | CCx g1 CCwo Sl CCx CCs CCs CCso
1 57+12 544 11.0+44 282 55421 564  89+2.7 348 7.78 435 23.7+1.1 = 39.2+43 30.041.1 310 55.9
2a 12.04£2.9 537 343+75 1.88 133+0.6 4.84 243+45 265 21.0 3.69 41.9+44  88.246.2 63.0+4.4 644 17.6
2b 7542.6 799 273423 219 13.5+1.1 443 134405 447 154 477 383499  80.0+6.9 61.3+7.2  59.9 31.0
2c 103+1.1 4.68 22.6+4.6 213 6.8+0.9 7.09 10.5+2.2 459 12.6 4.62 29.0+7.8  70.3+18.0  453+11.0 482 36.7
2d 95.6428.9 4.05 177.0440.7 2.19 164.048.7 2.36 117.3432.7 3.30 139 298 320.2+2.9 459.0+28.8 381.0+38.2 387 2.14
2e 54404 504 16.0+2.6 170 95422 286  6.4+1.5 425 933 346 183464  37.0+7.0 263432 272 371
2f 10.9+0.7 3.86 28.0402 150 17.3+4.0 243 11.740.6 3.60 17.0 2.85 22.9+0.9  52.3+189  51.1+1.5 421 16.8
3 10.6+0.8 473  14.0420 358 89+13 563  7.0£04 7.16 101 528 363403  58.1+22  56.0418.0 50.1 52.3
4a 17.141.0 655 42.046.9 2.67 183+1.5 6.12 23.8+43.8 471 253 501 88.7+0.4 151.3+10.7 96.2420.9 112 19.8
4b 214+0.7 6.03 443435 291 243+0.6 531 253440 510 288 4.84 856488  159.7+3.1  141.4+12 129 16.8
4c 8.4+27 994 251434 333 143421 584 143449 584 155 624 62.0+17.5 11274372 75.7+11.9 835 40.3
4d 13.241.1 7.44 29.1+6.1 3.38 15.0+44 655 187440 525 19.0 5.66 74.0+10.1 142.3+19.0 78.349.1 982 29.8
de 10.6£0.9 6.16 21.3+50 3.07 13.4+0.8 487 12.640.8 518 145 4.82 43.1£1.9  88.7+7.6 64.046.2 653 33.2
Ortalama 17.6 5.95 37.9 2.57 24.9 4.92 22.6 458 258 451 68.0 118 90.0 92.2 300
Melfalan  1.4+12 150  8.7+42 241 25+7.7 84 32488 656 16.8 47.3 161427 269+153 199460 210 282

1%

CCsy : Hiicrelerin %50’ sini 6ldiiren bilesiklerin mikromolar (um) olarak konsantrasyonu, SI : Selektivite Indeksi, PSE : Selektivite Gii¢ Indeksi
1 numarali salkondan bilesik 2a-f, 3 numarali salkondan bilesik 4a-e sentezlenmistir. Amin grubu dimetilamin (2a, 4a), dietilamin (2b, 4b), pirolidin (2c, 4c),
piperidin (2d, 4d), N-metil piperazin (2e, 4e) ve morfolin (2f) amin olarak degistirilmistir. *



2.15. ila¢ Tasariminda Fizikokimyasal Ozelliklerin Onemi

QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship, Kantitatif Yapi Aktivite
Calismasi) yaklasimi, ilacin fizikokimyasal 6zelliklerini inceleme ve tanimlamaya ve bu
Ozelliklerin ilacin biyolojik aktivitesi iizerinde herhangi bir etkisi olup olmadigini
anlamamizi saglar. Son yiizyilda QSAR igin ilk yaklasim kimyasal yap1 ve biyoaktivite
arasindaki iliskileri kantitatif olarak ifade etmek olmustur 2. Bununla birlikte kantitatif
metodlar ilk kez modern medisinal kimyaya Corwin Hansch tarafindan tamitilmustir.2*"
% QSAR yaklagimut ile bir¢ok fiziksel, yapisal ve kimyasal 6zellikler ¢alisilmistir. Fakat
cogunlukla birgok arastirmaci ortak olarak bu c¢alismalar1 hidrofobik, elektronik ve

sterik parametreler lizerinde yogunlastirmistir.

2.15.1. Hidrofobisite

Bir ilacin lipofilik karakteri o ilacin canli hiicre membranlarindan gegmesinde ve
ilacin reseptorle etkilesmesinde ¢ok Onemlidir. Bir ilag molekiiliinde farkli
stibstitiientlerin  kullanirm1 o ilacin lipofilik 6zelligini dolayisiyla da ilacin

biyoaktivitesini de degistirecektir.

2.15.2. Partisyon Katsayis1 (P)

Yag / su partisyon katsayilarinin (dagilim katsayisi) , genis bir bilesik grubunun
narkotik etkisi izerinde 6nemli bir rolii oldugu rapor edilmistir. 8 Bir ilacin hidrofobik
0zelligi deneysel olarak oktanol / su karigiminda ilacin dagilimi test edilerek Sl¢iilebilir.
8 Hidrofilik molekiiller bu ikili faz sisteminin su tabakasinda, hidrofobik molekiiller ise
oktanol tabakasinda ¢oziinecektir. Bu degisken dagilim partisyon katsayisi olarak
tanimlanmaktadir ve asagidaki esitlikle hesaplanir:

(Oktanolde ¢oziinen ilag konsantrasyonu)

(Suda ¢dzlnen ilag konsatrasyonu) x (1-o)

a = lyonizasyon derecesi
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Hidrofobik bilesikler yiiksek P degerine, hidrofilik bilesikler ise diisik P
degerine sahiptirler. Bir ilag serisinde lider bir molekiile degisik siibstitiientler takilarak
farkli hidrofobisite dolayistyla farkli P degerleri hesaplanir. Bu da P degeriyle biyolojik
aktivite arasinda bir iliski olup olmadigin1 gérmemizi saglar. Biyolojik aktivite 1/C
olarak tanimlanir. Buradaki C degeri, ilacin biyolojik etkinlik gdsterebilmesi icin

gerekli konsatrasyonunu ifade etmektedir. *

2.15.3. Siibstitiient Hidrofobiklik Sabiti ()

Bir molekiildeki farkl siibstitiientlerin varligi, bilesigin hidrofobikligine katkida
bulunur ve bu katki kullanilarak partisyon katsayisi hesaplanabilir. Bu katki
siibstitiientin hidrofobiklik sabiti () olarak bilinir. ® X siibstitiienti igin hidrofobiklik
sabiti (my) asagidaki esitlikle elde edilir.

log Py
[I=log Py- log Py=
log Py

Bu esitlikte Py standart bilesigin partisyon katsayisini ve Px ise siibstitiie
bilesigin partisyon katsayisini ifade etmektedir. Bu esitlikten ¢ikan © degerinin pozitif
olmas1 siibstitlientin hidrojenden daha hidrofobik oldugunu, negatif deger ise

stibstitiientin hidrojenden daha hidrofilik oldugunu gosterir.

2.15.4. Elektronik Etkiler

Elektronik etki, bir bilesigin biyoaktivitesinin bagl oldugu bir¢ok fizikokimyasal
parametreden biridir. Bir ilacin iyonizasyonu ve polaritesi degisik siibstitiientlerin
elektronik etkilerinden etkilenir. Elektronik etkiler, ilacin reseptorle nasil kuvvetli
baglanabilecegini veya hiicre membranlarindan nasil kolayca gecebilecegi tizerindeki
etkiyi aciklar. Hammett siibstitiient sabiti (o) bir siibstitiientin elektron alic1 veya
elektron verici 6zelliginin bir dl¢iistidiir. 88

Bir siibstitiient i¢cin Hammett siibstitiient sabiti (ox) asagidaki esitlikle

hesaplanabilir:
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Kx

o,=log log Ky - log Ky

Kn
Kinon-siibstitiie bilesigin denge veya disosiasyon sabitidir ve Ky ise siibstitiie
bilesigin denge veya disosiasyon sabitidir. Elektron ¢eken siibstitiientler (NO,, F, Br,
Cl, CN, CFj3,vs.) pozitif o degerleri, elektron veren siibstitiientler (CH3, OCHgs, vs.)

negatif o degerleri alirlar. Hidrojen atomu i¢in Hammett sabiti ise sifirdir.

2.15.5. Sterik Faktorler
[lacin etkisini gdsterebilmesi igin etki edecegi bolgeye baglanmasi gereklidir.
Bundan dolay1 ila¢ molekiiliiniin biiyiikliigii, sekli ve hacmi bu baglanmada 6nemli bir

rol oynar.

2.7.5.1. Taft’ in Sterik Faktorii
Taft’ in Es parametresi, siibstitiientlerin sterik 6zelliklerinin hesaplamasinda

kullanilan ortak bir parametredir. Asagidaki esitlik ile alifatik esterlerin asit hidrolizi ile

K
Es=log
Ko

K = Sibstitiie esterin asidik hidroliz orani

Es degeri bulunabilir.

Ko= Esterin hidroliz orani

2.7.5.2. Molar Refraktivite (MR)
Molar refraktivite, sterik faktorlerin Olglimii i¢in kullanilan diger bir
parametredir. Molar refraktivite bir atom veya atom grubu tarafindan isgal edilen

hacmin 6lgiisiidiir. Molar refraktivite asagidaki esitlik yardimiyla hesaplanabilir.

(n?-1) MA
MR= X
(n%+2) d

n = Refraksiyon indeksi
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M.A = Molekiil agirlig:

d = Yogunluk

M.A / d hacmi tanimlar iken, (n?-1) / (n*+2) ise siibstitiientin  nasil  kolay
polarize olabilecegini tanimlamak iizere dogrulama faktoriinii ifade eder. Eger
stibstitlient pi elektronu veya ortaklasmamis elektron cifti tasiyorsa molar refraktivite
olduk¢a onemlidir. Bahsedilen parametrelere ilaveten Van der Waals etkilesimi,
molekiil agirligi ve hatta uzaysal konumlanma modelleri biyoaktiviteye sterik katkiy1

aciklamakta kullanilan diger parametrelerdir.

2.15.6. Hansch Esitligi

Eger bir bilesigin biyolojik aktivitesi sadece bir fizikokimyasal 6zellige bagl
olsayd1 basit bir esitlik olusturulabilirdi. Ancak bunun tam aksine ¢ogu ilacin biyolojik
aktivitesi bir¢ok fizikokimyasal parametre ile iliskilidir. Bundan dolayr esitliklerde
siklikla biyolojik aktivite ile iliskilendirilebilecek birden fazla parametre kullanilir.
Hansch esitligi gibi esitlikler genellikle biyolojik aktivite ile bir¢ok ortak fizikokimyasal
ozellikleri iliskilendirir. Asagidaki esitlikte oldugu gibi eger lipofilik degerler orani

kiiciik bir oranda tutulabilirse esitlik lineer olacaktir.

1
|Og< > =k1X|OgP+k2X(X+k3XES+k4
C

Eger P degeri yliksek bir oranda c¢ikarsa, esitlik parabolik olacaktir. Asagidaki

esitlikte oldugu gibi;

1
log <_> = k¢ x (log P)? + ky x log P+ kax o + k4 X Es + kg
C

C = Spesifik etki olusturmak i¢in gereken ilag konsantrasyonu
P = Partisyon katsayis1 degeri
o = Hammett siibstitiient sabiti

Es = Taft’ in sterik faktori
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2.15.7. Iyonlasma Sabiti (Ka)

Her asit ya da baz sulu ortama alindiginda, yapisina bagli olarak degisik
iyonizasyon oranlarinda dissosiye olur. Asitlerin ya da bazlarin dissosiyasyonunu
etkileyen nedenlerden birisi de i¢inde bulunduklar1 ortamin pH’ sidir. Eger ortam asidik
ise bazik ilaglar katyonik durumda, eger ortam bazik ise asidik ilaglar anyonik durumda
olmay1 tercih ederler. Her iki durumda s6z konusu bilesikler iyonize durumdadir. Zayif
asit ya da zayif baz niteliginde olan ilaglarin lipoid nitelikteki zarlardan gecisleri ne
kadar iyonize olduklarina baglidir. Noniyonize durumda olanlar, lipoid nitelikteki
zarlardan kolay gegerler. Boylece olusan konsantrasyonun biyolojik etki tizerindeki rolii
biiyiiktiir.

Maclar bilindigi gibi iyonize, noniyonize, kismen iyonize ve kismen noniyonize
olmak iizere {i¢ sekilde bulunabilirler. Belirli pH’ da bir ilacin iyonize ya da noniyonize
sekillerinin bagil konsantrasyonu Henderson-Hasselbach denklemi ile hesaplanabilir.

[iyonize olmamis ilag]
Asitler icin: log = pKa - pH
[iyonize ilac]

[iyonize olmamis ilag]
Bazlar icin: log = pH - pKa
[iyonize ilac]

Bu denklemlerden ¢ikarak her zaman zayif asit ya da zayif bazik 6zellikteki bir
ilacin iyonize ya da noniyonize kisimlarinin konsantrasyonunu hesaplamak

mumkindiir.

pH=log + pKa

(BH")
Zayif asit iceren c¢oOzeltinin pH’> s1 ylikseldikce, asidin iyonik seklinin
konsantrasyonu ylikselir. Zayif bir baz igeren ¢ozeltinin pH’ s1 yiikseldik¢e bazin

molekiiler seklinin konsantrasyonu ytikselir.
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Henderson-Hasselbach denklemiyle zayif asit molekiiliiniin iyonizasyon yiizdesi
ya da fraksiyonu hesaplanabilir. Yiizde iyonize sekil asagidaki denklem ile bulunur.

ix 100
i +N

% iyonize sekil=

i: Ilacn iyonik seklinin konsantrasyonudur.

N: Noniyonik (molekiiler) seklinin konsantrasyonudur.

Asitler diisiik pH degerinde yani asit pH’ da daha giiclii biyolojik etki gosterir.
pH arttik¢a etki diismeye baslar. Ciinkii bu sahada iyonizasyon artmaktadir. Bunun tam
tersi zayif bazlar i¢in dogrudur.

Molekiiller genellikle hiicre zarlarin1 pargalanmamig ve dissosiye olmamis
sekilde gecerler. Zayif asitler, diisiik pH’ larda nondissosiye durumda bulunacaklari i¢in
bu pH’ larda hiicre zarlarin1 kolay gecerler. Ayni bilesikler yiiksek pH degerinde
iyonize olmaya baglarlar. Bu ise hiicre zarlarin1 en zor gegebilecekleri durumdur. Bu

nedenle daha diisiik etki gosterirler. Bunun tam tersi durumda zayif bazik bilesikler i¢in

s0z konusudur.

2.16. fla¢ Tasarlamada Topliss Yaklasim

Topliss yontemi Hansch analizine benzer bir yontemdir. Hansch yonteminden
farki kompiiterize olmamasidir. Bu yaklasim model bilesigin aktivitesini optimize
etmek i¢in kullanilan nispeten basit ve matematiksel olmayan bir yoldur. Topliss’ in
“Karar Agac1” yaklasimi aromatik halkalar1t ve yan zincirleri modifiye etmek i¢in
kullanilir. % Bu yontem tlirev serileri hazirlanmasin1 ve adim adim sentez edilmelerini
icerir. Aril halkali bilesiklerde 6nce 4-kloro analogu hazirlanir ve bunun biyolojik
aktivitesi nonsiibstitiie ana bilesikle karsilastirilir. Eger 4-kloro tiirevi daha aktifse bir
sonraki basamakta 3,4-dikloro tiirevi sentezlenir. Bdylece hem ©, hem de o degerleri
onemli Olctlide arttirilmis olur. Eger 4-kloro tiirevi ana bilesikten daha az aktifse © ve ¢

degerlerini ana bilesige gore daha diisiirmek amaciyla 4-metoksi tiirevi hazirlanir. 4-
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kloro tlirevi ana bilesikle esit aktiviteye sahipse 4-metil analogu hazirlanir. © ve c
degerleri goz Oniinde tutularak bu sistematik basamaklandirma islemine optimum

aktivite elde edilinceye kadar devam edilir.

2.17. Planlanan Bilesiklerin Genel Yapis1i ve Antikanser Ajan Olarak
Tasarlanmalarindaki Gerekceler

Bu tez calismasinda amag 1-(4-hidroksifenil)-3-aril-2-propen-1-on kimyasal
yapisindaki hidroksi salkonlar ve onlarin bis Mannich bazlarinin sentezlenmesidir.
Diger bir amag ise, bu bilesiklerin sitotoksik aktivitelerinin Ca9-22 (dis eti), HSC-2
(ag1z), HSC-3 (dil), HSC-4 (dil) kanserli hiicre hatlarma ve HGF (dis eti fibroblast),
HPC (pulpus hiicreleri) ve HPLF (periodontal ligament fibroblastlari) gibi normal hiicre
hatlarina kars1 test edilmesi, elde edilen sonuclarin o,f-doymamis ketonlar yani
salkonlar ile karsilastirilmasi ve biitiin bilesikler icin tiimor selektivitelerinin
belirlenmesidir.

Salkonlarin sentezlenme nedeni yapisinda biyolojik olarak aktivitesi bilinen a,3-
doymamis keton farmakoforunu igermesidir. a,f-doymamis ketonlar tiyol alkilatorii
olarak bilinir. Salkonlardan hareketle Mannich bazlarinin sentezlenmesinin nedeni
Dimmock tarafindan 6nerilen ardisik sitotoksisite °’ teorisine gore Mannich bazlarinda
artmig sitotoksisite gozlemleme beklentisidir. Bu teori Dimmock ve arkadaslari
tarafindan Onerilmistir. Normal hiicrelerden daha ¢ok malin hiicrelere kars1 daha yiiksek
toksisiteye sebep olan bir veya daha fazla sitotoksik bilesigin basarili salinimi olarak
tanimlanmustir. 67

Ardisik sitotoksisite geregi beklentiler su sekildedir (Sekil 2.27) : Salkonlar GSH
gibi hiicresel tiyollerle reaksiyon sonucu tiyol katim {iriinii A’ y1 olusturur. Diger
taraftan Mannich bazlari da baslangigta tiyoller ile reaksiyona girerek tiyol katim tiiriinii
B’ yi sonra deaminasyona ugrayarak siklohekzadienon yapisinda iiriin C’ yi olusturur.
Reaktif ara tiriin C tiyollerle tekrar reaksiyona girerek c¢ift katim {iriinii D’ yi olusturur.
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Reaksiyon E ve F iirlinleri i¢inde ayni sekilde gergeklesir. Eger bilesiklerin s6z konusu
hiicre hattinda etki mekanizmas tiyol alkilasyonu ise bu teoriye gore sentezlenecek
Mannich bazlarmin tiirevlendirildikleri salkonlarindan daha giiclii sitotoksisite
gostermesi beklenir. Bunun tersi bir durum séz konusu ise bilesiklerin sitotoksik etki
mekanizmasinin tiyol alkilasyonundan farkli bir mekanizma olabilecegi ya da

deaminasyonla {iretilen aktif merkezlerin optimum stabiliteye sahip olmadigi

diisiiniilebilir.
/@)K/\ J@)?\GS)<H
NR (6]
2 GS_ H NR, O@s H
Ar Deaminasyon
- 5 Ar
HO o
NR,
Mannich bazi B C
GSH
OGs H O Gs_ H NR OGs_ H
Ar Deaminasyon Ar
o} HO
SG SG
F E D

Sekil 2.27. Salkonlarin ve Onlarin Mannich Bazlarmin Hiicresel Tiyollerle (GSH)
Muhtemel Reaksiyonlari
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasallar ve Yontemler

3.1.1. Sentez Cahsmalarinda Kullanilan Kimyasallar

Bilesiklerin sentezinde 4-hidroksiasetofenon (Merck, Hohenbrunn, Germany),
tiyofen-2-karboksaldehit (Fluka, Buchs, Switzerland), benzaldehit (Fluka, Buchs,
Switzerland), morfolin (Fluka, Buchs, Switzerland), pirolidin (Sigma Aldrich,
Steinheim, Germany), N-metilpiperazin (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany),
dimetilamin (Fluka, Buchs, Switzerland), dietilamin (Merck, Hohenbrunn, Germany),
piperidin (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany), paraformaldehit (Fluka, Steinheim,
Switzerland), sodyum hidroksit (Merck, Darmstadt, Germany), derisik hidroklorik asit
(Merck, Darmstadt, Germany), asetonitril (Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland) ve

etanol (Riedel-de Haen, Hanover, Germany) kullanilmustir.

3.1.2. Yontemler

Kromatografik Analizler: Sentez calismalari sirasinda tepkimeyi izlemek ve
sentezlenen bilesiklerin  safliklari1  kontrol etmek amaciyla ince tabaka
kromatografisinden (ITK) yararlamldi. ITK igin 0.25 mm kalinliktaki silikajel 60 HF 54
(Merck Art 5715) hazir kromatografi plaklari kullanildi. Kromotografi islemi oda
sicakliginda yapild1 ve siiriikleme islemi kromatografi tankinin ¢6ziicii buharlariyla
doyurulmasindan sonra gergeklestirildi. Siiriikleme isleminden sonra ag¢ik havada
kurutulan plaklar iizerindeki lekelerin belirlenmesinde 254 nm dalga boyundaki UV
1s18indan (Mineralight Lamp UVGL-58) faydalanildi. ITK’ da kullanilan hareketli faz
saflagtirma igleminde siitun kromatografisi yontemindede kullanilmistir. Siitun
kromatografisi yonteminde adsorban olarak silikajel 60 (0.063- 0.2 mm) (Merck,

Darmstadt, Germany), sephadex G-50 kullanilmistr.
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Spektral Analizler: Bilesiklerin *H-NMR ve *C-NMR spektrumlart 400 (100)
MHz Varian Spectrometer (Danbury, USA) ile CDCl; (Sigma-Aldrich, ST Louis,
USA)’ da ¢oziilerek alinmustir.

Kiitle Spektroskopisi: Bilesiklerin kiitle spektrumlar1 negatif (-) veya pozitif (+)
Mod’ ta elektron spray iyonizasyon MS (ESI-MS) VG Waters Micromass ZQ (USA)
spektrometresinde alinmustir.

Erime Noktas1 Tayinleri: Bilesiklerin erime dereceleri Electrothermal 9100
(IA9100, U.K) cihaz1 kullanilarak tespit edildi.

pH Metre: Salkon yapimlarinda pH’ nin ayarlanmasinda Crison pH metre

kullanilmustir.

3.2. Salkonlarm; 1-(4-Hidroksifenil)-3-aril-2-propen-1-on; Genel Sentez
Yontemi (F1, F2)

Mannich bazlarinin hazirlanmasi i¢in gerekli olan sentez baslangic maddesi
salkonlarin (F1, F2) sentezinde, uygun arilaldehit (0.02 mol), 4-hidroksiasetofenon
(0.02 mol) ve etanol (6 ml) karisiminin iizerine NaOH sulu ¢ozeltisi (%10, 10 ml) ilave
edildi. Oda sicakliginda 1 gece karistirildi. Karisim bir beherin i¢indeki 100 ml suya
dokiildi. Bu karisgim HCI” in sulu ¢ozeltisi (%10, 8.5 ml) ile nétralize edildi.
Notralizasyon sonucu olusan renkli ¢okelek siiziildii. Etanolden kristallendirildi.*® F1-

90,91

F2 bilesiklerinin yapilar1 ‘H-NMR ve erime dereceleriyle dogrulanmustir. Salkonlara

ait deneysel veriler Tablo 3.1’ de sunulmustur.

OH

H
Ar\C/C\
H

ﬁ
(o}

Sekil 3.1. Sentezlenen salkonlarin genel kimyasal yapisi
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Tablo 3.1. Salkonlarin (F1, F2) deneysel verileri

o . N . Erime Literatiirdeki
B lll\fglk Aril 15, i:‘[l)l?ilill IXI?lelk ul V%;'m Derecesi  Erime Dereceleri
girhgi (0} (0 C) (OC)
F1 CeHs  CisHiO,  224.26 85 174 172-173 %°
F2  2-C4HsS CisH100,S  230.29 90 172 171 %

3.3. Salkonlarim Mannich Bazlarinin Sentezi (FY Serisi) ve Spektrumlar

3.3.1. FY1: 1-[3,5-Bis(dimetilamino)metil-4-hidroksi-fenil]-3-fenil-2-propen-
1-on

Paraformaldehit (0.228 g, 7.6 mmol) ve dimetilaminin (0.113 g, 7.6 mmol)
asetonitrildeki (10 ml) ¢ozeltisi mikrodalga cihazinda (80 °C, 150 W, 13.8 barr) 5
dakika reaksiyona tabi tutuldu. Reaksiyon ortamina salkon bilesiginin (0.426 ¢, 1.9
mmol), 1-(4-hidroksi-fenil)-3-fenil-2-propen-1-on, asetonitrildeki (25 ml) ¢ozeltisi
eklendi. Karisim mikrodalga cihazinda (120 °C, 200 W, 13.8 barr) 30 dakika 1sitildu.
Tepkimenin yiiriiyiisii I.T.K ile izlendi. Reaksiyon ¢oziiciisii alcak basing altinda
damitildi. Reaksiyon kalintis1 lizerine 5 mL EtOH ve 70 mL diisopropil eter ilave
edilerek +4 °C’ de 1 gece birakildi. Olusan kat: etanolden kristallendirildi. % 95.34

verimle 0.6125 g sar1 renkli kat1 elde edildi. Bilesigin erime derecesi 105-107 °C’ dir.

1-[3,5-Bis (dimetilamino) metil-4-hidroksi-fenil]-3-fenil-2-propen-1-on
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'H-NMR (CDClIs) (Sekil 3.2)

5 7.80 (d, 1H, J=15.58 Hz) ; 7.79 (s, 2H) : 7.66 (d, 2H, J=7.3 Hz) ; 7.58 (d, 1H,

J=15.58 Hz) ; 7.41 (m, 3H) ; 3.61 (s, 4H) ; 2.32 (s, 12H)

BC-NMR (CDCIs) (Sekil 3.3)

0 45.17; 60.57; 122.19; 123.72; 128.62; 129.05; 129.11; 130.25; 130.43; 135.45;

143.74; 162.37; 188.93

Kiitle spektrumu (Sekil 3.4)

TOF-MS [ES (+) ] (CH3OH) m/z: M* +1 (339.2076)

10 9 8 7 6 5 a4

Sekil 3.2. FY1 bilesiginin *H-NMR spektrumu
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Sekil 3.4. FY1 bilesiginin kiitle spektrumu
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3.3.2. FY2: 1-[3,5-Bis(dietilamino)metil-4-hidroksi-fenil]-3-fenil-2-propen-1-
on

Paraformaldehit (0.228 g, 7.6 mmol) ve dietilaminin (0.555 g, 7.6 mmol)
asetonitrildeki (10 ml) ¢ozeltisi mikrodalga cihazinda (80 °C, 150 W, 13.8 barr) 5
dakika reaksiyona tabi tutuldu. Reaksiyon ortamina salkon bilesiginin (0.426 g, 1.9
mmol), 1-(4-hidroksi-fenil)-3-fenil-2-propen-1-on, asetonitrildeki (25 ml) c¢ozeltisi
eklendi. Karisim mikrodalga cihazinda (120 °C, 200 W, 13.8 barr) 40 dakika 1sitild.
Tepkimenin yiiriiyiisii I.T.K ile izlendi. Reaksiyon ¢oziiciisii algak basing altinda
damitildi. Reaksiyon kalintis1 sephadex (LH 20) jel filtrasyonu ve MeOH kullanilarak

saflastirildi. % 16.55 verimle 0.124 g sar1 renkli s1vi madde elde edildi.
L
JC

HO

N7

~

1-[3,5-Bis (dietilamino) metil-4-hidroksi-fenil]-3-fenil-2-propen-1-on

'H-NMR (CDClI3) (Sekil 3.5)

5 7.85 (s, 2H) ; 7.80-7.76 (d, 1H, J=15.73 Hz) ; 7.64 (d, 2H, J=7.68 Hz) ; 7.58 (d,
1H, J=15.73 Hz) ; 7.41 (m, 3H) ; 2.62 (q, 8H, J=7.31 Hz) ; 1,1 (t, 12H, J=7.31Hz)

BC-NMR (CDClI5) (Sekil 3.6)

11.62; 46.81; 54.10; 122.43; 124.27, 128.32; 128.54; 129.10; 129.53; 130.32;
135.55; 143.46; 162.30; 189.12

Kiitle spektrumu (Sekil 3.7)

TOF-MS [ES (+) ] (CHsOH) m/z: M* +1 (395.2722)
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Sekil 3.6. FY2 bilesiginin™*C-NMR spektrumu
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Sekil 3.7. FY2 bilesiginin kiitle spektrumu

3.3.3. FY3:1-[ 3,5-Bis(pirolidin-1-il)metil-4-hidroksi-fenil]-3-fenil-2-propen-
1-on

Paraformaldehit (0.228 g, 7.6 mmol) ve pirolidinin (0.540 g, 7.6 mmol)
asetonitrildeki (10 ml) ¢ozeltisi mikrodalga cihazinda (80 °C, 150 W, 13.8 barr) 5
dakika reaksiyona tabi tutuldu. Reaksiyon ortamina salkon bilesiginin (0.426 g, 1.9
mmol), 1-(4-hidroksi-fenil)-3-fenil-2-propen-1-on, asetonitrildeki (25 ml) ¢ozeltisi
eklendi. Karisim mikrodalga cihazinda (120 °C, 200 W, 13.8 barr) 40 dakika 1sitildu.
Tepkimenin vyiiriiyiisii 1.T.K. ile izlendi. Reaksiyon ¢oziiciisii alcak basing altinda
damitildi. Reaksiyon kalintis1 sephadex (LH 20) jel filtrasyonu ve MeOH kullanilarak
saflagtirildi. % 40.44 verimle 0.300 g koyu turuncu renkli kati elde edildi. Bilesigin

erime derecesi 95-97 °C’ dir.
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1-[ 3,5-Bis (pirolidin-1-il) metil-4-hidroksi-fenil]-3-fenil-2-propen-1-on

'H-NMR (CDClIs) (Sekil 3.8)

§7.83 (s,2H) ; 7.79 (d, 1H, J=15.74 Hz) ; 7.66 (d, 2H, J=7.68 Hz) ; 7.58 (d, 1H,
J=15.37 Hz) ; 7.34 (m, 3H) : 3.82 (s, 4H) ; 2.6 (bs, 8H) ; 1.84 (bs, 8H)

BC_NMR (CDCIs) (Sekil 3.9)

0 23.80; 54.04; 56.59; 122,29; 124,06; 128,57; 128,95; 129,08; 129,65; 130,36;
135.48; 143,56; 162,03; 188.95

Kiitle spektrumu (Sekil 3.10)

TOF-MS [ES (+) ] (CHsOH) m/z: M* +1 (391.2394)

Sekil 3.8. FY3 bilesiginin"H-NMR spektrumu
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Sekil 3.9. FY3 bilesiginin™*C-NMR spektrumu
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Sekil 3.10. FY3 bilesiginin kiitle spektrumu
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3.3.4. FY4:1-[3,5-Bis(piperidin-1-il)metil-4-hidroksi-fenil]-3-fenil-2-propen-
1-on

Paraformaldehit (0.228 g, 7.6 mmol) ve piperidinin (0.646 g, 7.6 mmol)
asetonitrildeki (10 ml) ¢ozeltisi mikrodalga cihazinda (80 °C, 150 W, 13.8 barr) 5
dakika reaksiyona tabi tutuldu. Reaksiyon ortamina salkon bilesiginin (0.426 g, 1,9
mmol), 1-(4-hidroksi-fenil)-3-fenil-2-propen-1-on, asetonitrildeki (25 ml) c¢ozeltisi
eklendi. Karisim mikrodalga cihazinda (120 °C, 200 W, 13.8 barr) 40 dakika 1sitild.
Tepkimenin yiiriiyiisii I.T.K. ile izlendi. Reaksiyon ¢dziiciisii alcak basing altinda
damitildi. Reaksiyon kalintis1 lizerine 5 mL EtOH ve 70 mL diisopropil eter ilave
edilerek +4 °C’ de 1 gece birakildi. Olusan kat1 etanolden kristallendirildi. % 57.85
verimle 0.460 g koyu sar1 renkli kat1 elde edildi. Bilesigin erime derecesi 151-153 °C’

dir.

1-[ 3,5-Bis (piperidin-1-il) metil-4-hidroksi-fenil]-3-fenil-2-propen-1-on

'H-NMR (CDClIs) (Sekil 3.11)

§7.82 (s, 2H) ; 7.78 (d, 1H, J=15.69 Hz) ; 7.65 (d, 2H, J=7.32 Hz) ; 7.57 (d, 1H,
J=15.64 Hz) ; 7.41(m,3H) ; 3.66 (s, 4H) ; 2.51 (bs, 8H) ; 1.63 (M, 8H) ; 1.49 (bs, 4H)

BC-NMR (CDClI5) (Sekil 3.12)

0 24.32; 26.03; 54.38; 59.62; 122.35; 128.34; 128.59; 129.12; 129.56; 130.07;
130.38; 135.51; 143.58; 162.26; 189.08

Kiitle spektrumu (Sekil 3.13)

TOF-MS [ES (+) ] (CHsOH) m/z: M* +1 (419.2697)
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Sekil 3.12. FY4 bilesiginin *C-NMR spektrumu
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Sekil 3.13. FY4 bilesiginin kiitle spektrumu

3.3.5. FY5:1-[3,5-Bis(morfolino)metil-4-hidroksi-fenil]-3-fenil-2-propen-1-on

Paraformaldehit (0.228 g, 7.6 mmol) ve morfolinin (0.654 g, 7.6 mmol)
asetonitrildeki (10 ml) ¢ozeltisi mikrodalga cihazinda (80 °C, 150 W, 13.8 barr) 5
dakika reaksiyona tabi tutuldu. Reaksiyon ortamina salkon bilesiginin (0.426 g, 1.9
mmol), 1-(4-hidroksi-fenil)-3-fenil-2-propen-1-on, asetonitrildeki (25 ml) ¢o6zeltisi
eklendi. Karisim mikrodalga cihazinda (120 °C, 200 W, 13.8 barr) 40 dakika 1sitildi.
Tepkimenin vyiiriiyiisii 1.T.K. ile izlendi. Reaksiyon ¢oziiciisii alcak basing altinda
damitildi. Reaksiyon kalintist siitun kromatografisi yontemiyle [silikajel 60 (70-230
mesh) ] kloroform: metanol (90.10) ¢6ziicti sistemi kullanilarak saflastirildi. % 85.74
verimle 0,6882 g acik sar1 renkli kat1 elde edildi. Bilesigin erime derecesi 134-136 °C’

dir.

69



)

o)
1-[3,5-Bis (morfolino) metil-4-hidroksi-fenil]-3-fenil-2-propen-1-on

'H-NMR (CDClI5) (Sekil 3.14)

57.84 (s, 2H) ; 7.79 (d, 1H, J=15.73 Hz) ; 7.65 (d, 2H, J=7.68 Hz) ; 7.54 (d, 1H,

J=15.36 Hz) ; 7.42 (m, 3H) ; 3.75 (bs, 8H) ; 3.07 (s, 4H) ; 2.57 (bs, 8H)

BC-NMR (CDCls) (Sekil 3.15)

0 53.49; 59.40; 67.04; 122.02; 122.63; 128.59; 129.17; 129.56; 130.48; 130.56;

135.36; 144.04; 161.34; 188.85

Kiitle spektrumu (Sekil 3.16)

TOF-MS [ES (+) ] (CHsOH) m/z: M* +1 (423.2274)

Sekil 3.14. FY5 bilesiginin'H-NMR spektrumu
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Sekil 3.15. FY5 bilesiginin**C-NMR spektrumu
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Sekil 3.16. FY5 bilesiginin kiitle spektrumu
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3.3.6. FY6:1-[3,5-Bis(4-metilpiperazin-1-il)metil-4-hidroksi-fenil]-3-fenil-2-
propen-1-on

Paraformaldehit (0.228 g, 7.6 mmol) ve N-metilpiperazinin (0.113 g, 7.6 mmol)
asetonitrildeki (10 ml) ¢ozeltisi mikrodalga cihazinda (80 °C, 150 W, 13.8 barr) 5
dakika reaksiyona tabi tutuldu. Reaksiyon ortamina salkon bilesiginin (0.426 g, 1.9
mmol), 1-(4-hidroksi-fenil)-3-fenil-2-propen-1-on, asetonitrildeki (25 ml) c¢ozeltisi
eklendi. Karisim mikrodalga cihazinda (120 °C, 200 W, 13.8 barr) 30 dakika 1sitildu.
Tepkimenin yiiriiyiisii I.T.K. ile izlendi. Reaksiyon ¢dziiciisii alcak basing altinda
damitildi. Reaksiyon kalintis1 tizerine 5 mL EtOH ve 70 mL diisopropil eter ilave
edilerek +4 °C’ de 1 gece birakildi. Olusan kat1 etanolden kristallendirildi. % 39.07
verimle 0.333 g acik sar1 renkli kat1 elde edildi. Bilesigin erime derecesi 147-149 °C’

dir.

1-[3,5-Bis (4-metilpiperazin-1-il) metil-4-hidroksi-fenil]-3-fenil-2-propen-1-on

!H-NMR (CDCI5) (Sekil 3.17)

57.81 (s, 2H) ; 7.78 (d, 1H, J=15.88 Hz) ; 7.65 (d, 2H, J=7.94 Hz) ; 7.54 (d, 1H,
J=15.58 Hz) ; 7.41 (m, 3H) ; 3.71 (s,4H) ; 2.43 (bs, 16H) ; 2.95 (s,6H)

BC.NMR (CDCls) (Sekil 3.18)

0 46.19; 52.97; 55.14; 58.86; 122.16; 122.92; 128.38; 128.59; 129.14; 130.29;
130.48; 135.42; 143.83; 161.65; 188.93

Kiitle spektrumu (Sekil 3.19)

TOF-MS [ES (+) ] (CHsOH) m/z: M* +1 (449.2900)
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Sekil 3.17. FY6 bilesiginin*H-NMR spektrumu
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Sekil 3.18. FY6 bilesiginin “*C-NMR spektrumu
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Sekil 3.19. FY6 bilesiginin kiitle spektrumu

3.3.7. FYT7:1-[3,5-Bis(dimetilamino)metil-4-hidroksi-fenil]-3-tiyofen-2-il)-2-
propen-1-on

Paraformaldehit (0.228 g, 7.6 mmol) ve dimetilaminin (0.384ml, 7.6 mmol)
asetonitrildeki (10 ml) ¢ozeltisi mikrodalga cihazinda (80 °C, 150 W, 13.8 barr) 5
dakika reaksiyona tabi tutuldu. Reaksiyon ortamina salkon bilesiginin (0.437 g, 1.9
mmol), 1-(4-hidroksi-fenil)-3-(tiyofen-2-il)-2-propen-1-on, asetonitrildeki (25 ml)
¢ozeltisi eklendi. Karisim mikrodalga cihazinda (120 °C, 200 W, 13,8 barr) 40 dakika
wsitildi. Tepkimenin yiiriiylisii I.T.K. ile izlendi. Reaksiyon ¢oziiciisii alcak basing
altinda damitildi. Kalintis1 sephadex (LH 20) jel filtrasyonu ve MeOH kullanilarak
saflagtirildi. % 8.90 verimle 0.075 g ac¢ik sar1 renkli kati elde edildi. Bilesigin erime

derecesi 117-119 °C’ dir.
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1-[3,5-Bis (dimetilamino) metil-4-hidroksi-fenil]-3- (tiyofen-2-il) -2-propen-1-on

'H-NMR (CDClI5) (Sekil 3.20)

§7.91 (d, 1H, J=15.01Hz) ; 7.76 (s, 2H) ; 7.36 (d, 1H, J=15.36 Hz) ; 7.07 (m,3H)
:3.61 (5, 4H) ; 2.32 (s, 12H)

BC-NMR (CDCls) (Sekil 3.21)

0 45.14; 60.55; 120.98; 123.69; 128.46; 128.50; 128.96; 130.17; 131.74; 136.20;

140.92; 162.38; 188.30

Kiitle spektrumu (Sekil 3.22)

TOF-MS [ES (+) ] (CHsOH) m/z: M* +1 (345.1640)

Sekil 3.20. FY7 bilesiginin "H-NMR spektrumu
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Sekil 3.21. FY7 bilesiginin “*C-NMR spektrumu
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Sekil 3.22. FY7 bilesiginin kiitle spektrumu
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3.3.8. FY8:1-[3,5-Bis(dietilamino)metil-4-hidroksi-fenil]-3-(tiyofen-2-il)-2-
propen-1-on

Paraformaldehit (0.228 g, 7.6 mmol) ve dietilaminin (0.555 g, 7.6 mmol)
asetonitrildeki (10 ml) ¢ozeltisi mikrodalga cihazinda (80 °C, 150 W, 13.8 barr) 5
dakika reaksiyona tabi tutuldu. Reaksiyon ortamina salkon bilesiginin (0.437 g, 1.9
mmol), 1-(4-hidroksi-fenil)-3-(tiyofen-2-il)-2-propen-1-on, asetonitrildeki (25 ml)
¢ozeltisi eklendi. Karisim mikrodalga cihazinda (120 °C, 200 W, 13.8 barr) 40 dakika
1sitildi. Tepkimenin vyiiriiyiisii 1.T.K. ile izlendi. Reaksiyon ¢oziiciisii algak basing
altinda damitildi. Reaksiyon kalintist sephadex (LH 20) jel filtrasyonu ve MeOH

kullanilarak saflastirildi. % 11.66 verimle 0.09 g agik sar1 renkli sivi madde elde edildi.

L]

HO
NI

~

1-[3,5-Bis (dietilamino) metil-4-hidroksi-fenil]-3- (tiyofen-2-il) -2-propen-1-on

'H-NMR (CDClIs) (Sekil 3.23)

§ 7.91 (d, 1H, J=15.36 Hz) ; 7.84 (s, 2H) ; 7.35 (d, 1H, j=15.00 Hz) ; 7.08 (m,
3H) ; 3.76 (s, 4H) ; 2.64 (q, 8H, j=6.95) ; 1.11 (t, 12H, j=7.13)

BC-NMR (CDClI5) (Sekil 3.24)

0 11.35; 46.56; 53.86; 121.08; 124.67; 128.13; 128.21; 129.23; 130.96; 131.34;
135.70; 141.28; 161.52; 188.45

Kiitle spektrumu (Sekil 3.25)

TOF-MS [ES (+) ] (CHsOH) m/z: M* +1 (401.2255)

77



T T T T T T T L | L | T V.
10 9 8 7 6 5 B 3 2 1 ppm

Sekil 3.23. FY8 bilesiginin *H-NMR spektrumu

vvvvv

TTTTTTTT T T T T ™ T

I ERE AERR R EEERT Yy
140 120 100 80 60 4 20 ppm

Sekil 3.24. FY8 bilesiginin “*C-NMR spektrumu
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Sekil 3.25. FY8 bilesiginin kiitle spektrumu

3.3.9. FY9: 1-[3,5-Bis(pirolidin-1-il)metil-4-hidroksi-fenil]-3-(tiyofen-2-il)-2-
propen-1-on

Paraformaldehit (0.228 g, 7.6 mmol) ve pirolidinin (0.540 g, 7.6 mmol)
asetonitrildeki (10 ml) ¢ozeltisi mikrodalga cihazinda (80 °C, 150 W, 13.8 barr) 5
dakika reaksiyona tabi tutuldu. Reaksiyon ortamina salkon bilesiginin (0.437 g, 1,9
mmol), 1-(4-hidroksi-fenil)-3-(tiyofen-2-il)-2-propen-1-on, asetonitrildeki (25 ml)
cozeltisi eklendi. Karisim mikrodalga cihazinda (120 °C, 200 W, 13.8 barr) 40 dakika
1sit1ildi. Tepkimenin vyiiriiyiisii 1.T.K. ile izlendi. Reaksiyon ¢oziiciisii alcak basing
altinda damitildi. Reaksiyon kalintisi sephadex (LH 20) jel filtrasyonu ve MeOH
kullanilarak saflastirildi. % 38.84 verimle 0,2923 g koyu turuncu renkli kat1 elde edildi.

Bilesigin erime derecesi 92-94 °C’ dir.
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1-[3,5-Bis (pirolidin-1-il) metil-4-hidroksi-fenil]-3- (tiyofen-2-il) -2-propen-1-on

'H-NMR (CDClIs) (Sekil 3.26)

8 7.91 (d, 1H, J=15.36 Hz) ; 7,8 (s, 2H) ; 7.38 (d, 1H, j=15.36) ; 7.08 (M,3H) :
3.81 (s, 4H) ; 2.64 (bs, 8H) ; 1.84 (bs, 8H)

BC_NMR (CDClIs,) (Sekil 3.27)

0 23.83; 54.07; 56.64; 121.18; 124.08; 128.40; 128.44; 128.90; 129.55; 131.63;
136.05; 141.00; 162.00; 188.40

Kiitle spektrumu (Sekil 3.28)

TOF-MS [ES (+) ] (CH3OH) m/z: M* +1 (397.1957)

Sekil 3.26. FY9 bilesiginin "H-NMR spektrumu
g p
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3.3.10. FY10:1-[3,5-Bis(piperidin-1-il)metil-4-hidroksi-fenil]-3-(tiyofen-2-il)-
2-propen-1-on

Paraformaldehit (0.228 g, 7.6 mmol) ve piperidinin (0.646 g, 7.6 mmol)
asetonitrildeki (10 ml) ¢ozeltisi mikrodalga cihazinda (80 °C, 150 W, 13.8 barr) 5
dakika reaksiyona birakildi. Reaksiyon ortamina salkon bilesiginin (0.437 g, 1.9 mmol),
1-(4-hidroksi-fenil)-3-(tiyofen-2-il)-2-propen-1-on, asetonitrildeki (25 ml) ¢ozeltisi
eklendi. Karisim mikrodalga cihazinda (120 °C, 200 W, 13.8 barr) 40 dakika 1sitild.
Tepkimenin yiiriiyiisii I.T.K. ile izlendi. Bir gece kendi ¢dziiciisiinde bekletildi. Olugan
kristaller siiziildi. % 41.75 verimle 0,3364 g acik sar1 renkli kat1 elde edildi. Bilesigin

erime derecesi 169-171 °C’ dir.

()

N @)

HO
0
1-[3,5-Bis (piperidin-1-il) metil-4-hidroksi-fenil]-3- (tiyofen-2-il) -2-propen-1-on

'H-NMR (CDClI5) (Sekil 3.29)

57.91 (d, 1H, j=15.00 Hz) ; 7.79 (s, 2H) ; 7.37 (d, 1H, j=15.37) ; 7.08 (M, 3H) ;
3.66 (s, 4H) ; 2.50 (bs, 8H) ; 1.63 (bs, 8H) ; 1.48 (bs, 4H)

BC.NMR (CDClIs) (Sekil 3.30)

0 24.35; 26.07; 54.41; 59.63; 121.25; 123.30; 128.39; 128.45; 128.88; 129.83;
131.63; 136.00; 141.04; 162.19; 188.48

Kiitle spektrumu (Sekil 3.31)

TOF-MS [ES (+) ] (CHsOH) m/z: M* +1 (425.2280)
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Sekil 3.31. FY10 bilesiginin kiitle spektrumu

3.3.11. FY11:1-[3,5-Bis(morfolino)metil-4-hidroksi-fenil]-3-(tiyofen-2-il)-2-
propen-1-on

Paraformaldehit (0.228 g, 7.6 mmol) ve morfolinin (0.654 g, 7.6 mmol)
asetonitrildeki (10 ml) ¢ozeltisi mikrodalga cihazinda (80 °C, 150 W, 13.8 barr) 5
dakika reaksiyona birakildi. Reaksiyon ortamina salkon bilesiginin (0.437 g, 1.9 mmol),
1-(4-hidroksi-fenil)-3-(tiyofen-2-il)-2-propen-1-on, asetonitrildeki (25 ml) ¢ozeltisi
eklendi. Karisim mikrodalga cihazinda (120 °C, 200 W, 13.8 barr) 40 dakika 1sitildu.
Tepkimenin vyiiriiyiisii 1.T.K. ile izlendi. Reaksiyon ¢oziiciisii alcak basing altinda
damitildi. Reaksiyon kalintist siitun kromatografisi yontemiyle [silikajel 60 (70-230
mesh) ] kloroform: metanol (9:1) ¢oziicii sistemi kullanilarak saflagtirildi. % 27.53

verimle 0.2239 g sar1 renkli kat1 elde edildi. Bilesigin erime derecesi 152-154 °C’ dir.
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Y

0
1-[3,5-Bis (morfolino) metil-4-hidroksi-fenil]-3- (tiyofen-2-il) -2-propen-1-on

'H-NMR (CDClI5) (Sekil 3.32)

5 7.93 (d, 1H, J=15.37 Hz) ; 7.82 (s, 2H) ; 7.34 (d, 1H, J=15.36 Hz) ; 7.09 (m,

3H) ; 3.76 (bs, 8H) ; 3.70 (s, 4H) ; 2.57 (bs, 8H)

BC-NMR (CDCls) (Sekil 3.33)

0 53.48; 59.38; 67.05; 120,81; 122.62; 128.56; 128.64; 129.46; 130.33; 131.97;

136.47; 140.84; 161.31; 188.23

Kiitle spektrumu (Sekil 3.34)

TOF-MS [ES (+) ] (CHsOH) m/z: M* +1 (429.1810)

Sekil 3.32. FY 11 bilesiginin "H-NMR spektrumu
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3.3.12. FY12:1-[3,5-Bis(4-metilpiperazin-1-il)metil-4-hidroksi-fenil]-3-
(tiyofen-2-il) -2-propen-1-on

Paraformaldehit (0.228 g, 7.6 mmol) ve N-metilpiperazinin (0.113 g, 7.6 mmol)
asetonitrildeki (10 ml) ¢ozeltisi mikrodalga cihazinda (80 °C, 150 W, 13.8 barr) 5
dakika reaksiyona tabi tutuldu. Reaksiyon ortamina salkon bilesiginin (0.437 g, 1.9
mmol), 1-(4-hidroksi-fenil)-3-(tiyofen-2-il)-2-propen-1-on, asetonitrildeki (25 ml)
cozeltisi eklendi. Karisim mikrodalga cihazinda (120 °C, 200 W, 13.8 barr) 30 dakika
1sitildi. Tepkimenin vyiiriiyiisii 1.T.K. ile izlendi. Reaksiyon ¢oziiciisii algak basing
altinda damitildi. Reaksiyon kalintisi tizerine 5 mL EtOH ve 70 mL diisopropil eter
ilave edilerek +4 °C’ de 1 gece birakildi. Olusan katilar etanolden kristallendirildi. %
89.04 verimle 0.7682 g ac¢ik kahve renkli kat1 elde edildi. Bilesigin erime derecesi 169-

171 °C’ dir.

HO

1-[3,5-Bis(4-metilpiperazin-1-il)metil-4-hidroksi-fenil]-3-(tiyofen-2-il)-2-
propen-1-on

'H-NMR (CDClIs) (Sekil 3.35)

8 7.91 (d, 1H, J=15.37 Hz) ; 7.79 (s, 2H) ; 7.34 (d, 1H, J=15.00 Hz) ; 7.08 (m,
3H) ; 3.71 (s, 4H) ; 2.55 (bs, 16H) ; 2.30 (s, 6H)

BC.NMR (CDCls) (Sekil 3.36)

0 46.19; 52.99; 55.17; 58.84; 121.00; 122.93; 128.52; 128.49; 129.23; 130.10;
131.79; 136.25; 140.93; 161.62; 188.32

Kiitle spektrumu (Sekil 3.37)

TOF-MS [ES (+) ] (CHsOH) m/z: M* +1 (429.1810)
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Sekil 3.37. FY 12 bilesiginin kiitle spektrumu

3.4. Biyoaktivite Calismalari

3.4.1. Gerec ve Yontem

Materyal

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Invitrogen, Carlsbad, CA,
ABD); fetal bovine serum (FBS) (SAFC Biosciences, St. Louis, MO, ABD) ;
RPMI1640, medium, 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromide (MTT) ,
dimetil siilfoksit (DMSO) (Wako Pure Chemical, Osaka, Japonya), melfalan (Sigma-
Aldrich Inc., St. Louis, MO, ABD) kullanilmustir.

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan tiim hiicreler %10 1s1 ile inaktive edilmis FBS ve
antibiyotik (100 unite/ml penicillin G ve 100 pg/ml streptomisin siilfat) eklenmis
DMEM ortamunda 37 °C’ de kiltiire edilmislerdir. Insan ag1z ¢ok katli hiicre karsinomu
(OSCC)  hiicreleri (Ca9-22, HSC-2, HSC-3, HSC-4) Japonya’ nin Showa
Universitesinden Prof. Nagumo’ dan saglanmistir. Normal insan agiz hiicreleri, dis eti
(gingival) fibroblast (HGF), pulpus hiicreleri (HPC) ve periodontal ligament
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fibroblastlar1 (HPLF), {iniversite i¢i etik komite rehberine (A0808) uygun olarak ve
kisinin rizas1 alindiktan sonra Meikai Universite hastanesinde 12 yasindaki bir kiz

hastanin periodontal dokularindan hazirlanmistir.

3.4.2. Sitotoksik Aktivite Ol¢iilmesi

Hiicreler 96 kuyucuklu (Becton Dickenson, Flanklin Lakes, NJ, ABD) platelere
(3 x 10° hiicre/kuyucuk, 0.1 ml/kuyucuk) ekilmis ve hiicrelerin tutunmasi i¢in 48 saat
inkiibe edilmistir. Hiicreler alanm1 kaplayacak kadar ¢ogalinca 48 saat boyunca taze
medyumda hazirlanmis degisik konsantrasyonlardaki orneklere maruz birakilmistir.
Relatif tutunmus canli hiicre sayist MTT yéntemi ile belirlenmistir. ° Yiizen hiicrelerin
canliligr ise, %0.15” lik Tripan mavisiyle boyayarak bir hemositometre ile sayma
yoluyla belirlenmistir.”” %50 sitotoksik doz (CCso) doz-yanit egrisinden belirlenmistir.
Timor spesifisite indeksi (S1) su esitlige gore hesaplanmistir:

SI = Normal hiicrelere karsit ortalama CCsp / Tiim tiimor hiicrelerine karsi

ortalama CCsg
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4. BULGULAR

4.1. Deneysel ve Spektral Bulgular

Tez kapsaminda sentezi tasarlanan bilesikler basariyla sentezlenmis ve
saflastirilmistir.  Bilesiklerin sentezine iliskin deneysel veriler Tablo 4.1  de
sunulmustur. Sentezlenen bilesiklerin yapist ‘H-NMR, *C-NMR ve TOF-MS
spektrumlart ile dogrulanmistir. Spektrumlar ve degerlendirmeleri deneysel boliimde
detayli bir bicimde verilmis, bu spektral analizlerin toplu degerlendirmeleri Tablo 4.2,

Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’ te sunulmustur.

Tablo 4.1. 1-[4-Hidroksi-3,5-bis((aminometil)fenil]-3-(aril) -2-propen-1-on bilesiklerinin
salkon bilesiklerinden hareketle sentezine iliskin deneysel veriler

ara Reaksiyon  Erime i
Bilesik (Sr;lr:;g:; Fo rrFr)1aIdehit S‘c(i“c‘;‘k Vzlva\l/t; SiireZi Derecesi V(e(;(') ;n
(mmol) (dk) (°C)

FY1 1.9 7.6 120 200 30 105-107 95.34
FY2 1.9 7.6 120 200 40 - 16.55
FY3 1.9 7.6 120 200 40 95-97  40.44
FY4 1.9 7.6 120 200 40 151-153 57.85
FY5 1.9 7.6 120 200 40 134-136 85.74
FY6 1.9 7.6 120 200 30 147-149  39.07
FY7 1.9 7.6 120 200 40 117-119  8.90

FY8 1.9 7.6 120 200 40 - 11.66
FY9 1.9 7.6 120 200 40 92-94  38.84
FY10 1.9 7.6 120 200 40 169-171 41.75
FY11 1.9 7.6 120 200 40 152-154  27.53
FY12 1.9 7.6 120 200 30 169-171 89.04
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Tablo 4.2. Sentezlenen bilesiklerin *H-NMR verileri

Bilesik 3 (ppm)

FV1 7.80 (d, 1H, J=15.58 Hz) ; 7.79 (s, 2H) ; 7.66 (d, 2H, j]=7.3 Hz) ; 7.58
(d, 1H, J=15.58 Hz) ; 7.41 (m, 3H) ; 3.61 (s, 4H) ; 2.32 (s, 12H)

FY? 7.85 (s, 2H) ; 7.78 (d, 1H, J=15.73 Hz) ; 7.64 (d, 2H, J=7.68 Hz) ; 7.58 (d, 1H,
J=15.73 Hz) ; 7.41 (m, 3H) ; 2.62 (q, 8H, J=7.31 Hz) ; 1,1 (t, 12H, J=7.31 Hz)

£Y3 7.83 (s,2H) ; 7.79 (d, 1H, J=15.74 Hz) ; 7.66 (d, 2H, J=7.68 Hz) ; 7.58 (d, 1H,
J=15.37 Hz) ; 7.34 (m, 3H) ; 3.82 (s, 4H) ; 2.6 (bs, 8H) ; 1.84 (bs, 8H)
7.82 (s, 2H) ; 7.78 (d, 1H, J=15.69 Hz) ; 7.65 (d, 2H, J=7.32 Hz) ; 7.57 (d, 1H,

FY4 J=15.64 Hz) ; 7.41 (m,3H) ; 3.66 (s, 4H) ; 2.51 (bs, 8H) ; 1.63 (m, 8H) ; 1.49
(bs, 4H)

EY5 7.84 (s, 2H) ; 7.80 (d, 1H, J=15.73 Hz) ; 7.65 (d, 2H, J=7.68 Hz) ; 7.54 (d, 1H,
J=15.36 Hz) ; 7.42 (m, 3H) ; 3.75 (bs, 8H) ; 3.07 (s, 4H) ; 2.57 (bs, 8H)

£Y6 7.81 (s, 2H) ; 7.78 (d, 1H, J=15.88 Hz) ; 7.65 (d, 2H, J=7.94 Hz) ; 7.54 (d, 1H,
J=15.58 Hz) ; 7.41 (m, 3H) ; 3.71 (s,4H) ; 2.43 (bs, 16H) ; 2.95 (s,6H)

FY7 7.91 (d, 1H, J=15.01 Hz) ; 7.76 (s, 2H) ; 7.36 (d, 1H, J=15.36 HZz) ; 7.07
(m,3H) ; 3.61 (s, 4H) ; 2.32 (s, 12H)

FY8 7.91 (d, 1H, J=15.36 Hz) ; 7.84 (s, 2H) ; 7.35 (d, 1H, J=15.00 Hz) ; 7.08
(m, 3H) ; 3.76 (s, 4H) ; 2.64 (q, 8H, J=6.95 Hz) ; 1.11 (t, 12H, J=7.13 Hz)

FY9 7.91 (d, 1H, J=15.36 Hz) ; 7,8 (s, 2H) ; 7.38 (d, 1H, J=15.36 Hz) ; 7.08 (m,3H);
3.81 (s, 4H) ; 2.64 (bs, 8H) ; 1.84 (bs, 8H)

FY10 7.91 (d, 1H, J=15.00 Hz) ; 7.79 (s, 2H) ; 7.37 (d, 1H, J=15.37 HZz) ; 7.08
(m, 3H) ; 3.66 (s, 4H) ; 2.50 (bs, 8H) ; 1.63 (bs, 8H) ; 1.48 (bs, 4H)

FY11 7.93 (d, 1H, J=15.37 Hz) ; 7.82 (s, 2H) ; 7.34 (d, 1H, J=15.36 HZz) ; 7.09 (m,
3H) ; 3.76 (bs, 8H) ; 3.70 (s, 4H) ; 2.57 (bs, 8H)

Fy12 7.91 (d, 1H, J=15.37 Hz) ; 7.79 (s, 2H) ; 7.34 (d, 1H, J=15.00 HZz) ; 7.08 (m,

3H) : 3.71 (s, 4H) ; 2.55 (bs, 16H) ; 2.30 (s, 6H)
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Tablo 4.3. Sentezlenen bilesiklerin **C-NMR verileri

Bilesik 6 (ppm)

FV1 45.17; 60.57; 122.19; 123.72; 128.62; 129.05; 129.11; 130.25; 130.43;
135.45; 143.74; 162.37; 188.93

£V 11.62; 46.81; 54.10; 122.43; 124.27; 128.32; 128.54; 129.10; 129.53;
130.32; 135.55; 143.46; 162.30; 189.12

£Y3 23.80; 54.04; 56.59; 122,29; 124,06; 128,57; 128,95; 129,08; 129,65;
130,36; 135.48; 143,56; 162,03; 188.95

EY4 24.32; 26.03; 54.38; 59.62; 122.35; 128.34; 128.59; 129.12; 129.56; 130.07,
130.38; 135.51; 143.58; 162.26; 189.08

EY5 53.49; 59.40; 67.04; 122.02; 122.63; 128.59; 129.17; 129.56; 130.48;
130.56; 135.36; 144.04; 161.34; 188.85

EY6 46.19; 52.97; 55.14; 58.86; 122.16; 122.92; 128.38; 128.59; 129.14; 130.29;
130.48; 135.42; 143.83; 161.65; 188.93

£y7 45.14; 60.55; 120.98; 123.69; 128.46; 128.50; 128.96; 130.17; 131.74;
136.20; 140.92; 162.38; 188.30

£Y8 11.35; 46.56; 53.86; 121.08; 124.67; 128.13; 128.21; 129.23; 130.96;
131.34; 135.70; 141.28; 161.52; 188.45

£V9 23.83; 54.07; 56.64; 121.18; 124.08; 128.40; 128.44; 128.90; 129.55;
131.63; 136.05; 141.00; 162.00; 188.40

EV10 24.35; 26.07; 54.41; 59.63; 121.25; 123.30; 128.39; 128.45; 128.88; 129.83;
131.63; 136.00; 141.04; 162.19; 188.48

V11 53.48; 59.38; 67.05; 120,81; 122.62; 128.56; 128.64; 129.46; 130.33;
131.97; 136.47; 140.84; 161.31; 188.23

Fy12 46.19; 52.99; 55.17; 58.84; 121.00; 122.93; 128.52; 128.49; 129.23; 130.10;

131.79; 136.25; 140.93; 161.62; 188.32
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Tablo 4.4. Sentezlenen Bilesiklerin TOF-MS verileri

- M*+1 M*+1
Bilesik Hesaplanan Olgiilen”
FY1 339.1994 339.2076
FY2 395.2620 395.2722
FY3 391.2307 391.2394
FY4 419.2620 419.2697
FY5 423.2206 423.2274
FY6 449,2838 449.2900
FY7 345.1558 345.1640
FY8 401.2184 401.2255
FY9 397.1871 397.1957
FY10 425.2184 425.2280
FY11 429.1770 429.1810
FY12 455,2402 455.2477

*. MS (ESI-MS) VG Waters Micromass ZQ (USA) spektrometresinde bulunan

4.2. Biyoaktivite Bulgular:

FY1-FY12 bilesiklerin tiimii insan Ca9-22 (dis eti) , HSC-2 (agiz) , HSC-3 (dil) ,

HSC-4 (dil) oral hiicre karsinomalarina kars1 degerlendirilmistir. Ilaveten bu bilesikler

malignan olmayan HGF gingival fibroblastlar, HPC pulp hiicrelerine ve HPLF

peridontal ligament fibroblastlara karsi test edilmistir. Bu veriler Tablo 4.5° te

sunulmustur.
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Tablo 4.5. FY1-FY12 bilesiklerinin sitotoksisitesi

CCs (uM) TS PSi
Oral yassi hiicreli karsinom hiicre hatlar Normal oral hiicreler Normal/ HGF/

Ca9-22 HSC-2 HSC-3 HSC-4 Ortalama HGF HPLF  HPC Ortalama OSCC Ca9-22 JIE

(A) Sl (B) Sl © s (D) SI (E) SI () (F) (G) (H) n (I/E) (FIA) *100

F1 68 936 132 482 79 806 165 3.86 11.1+4.6 5.73 53.6 76.0 61.4 63.7+11.4 5.7 7.9 51.62
F2 63 7.06 124 358 87 511 140 3.17 10.4+3.5 4.27 27.1 60.7 45.8 44.5+16.8 4.3 4.3 41.05
FY-1 120 355 299 143 331 129 384 111 284+114 1.85 50.0 48.3 29.6 42.6£11.3 15 4.2 6.51
FY-2 432 369 707 225 617 258 1224 130 7454339  2.46 236.1 163.9 78.1 159.3£79.0 2.1 55 3.30
FY-3 107 372 176 226 223 178 388 1.03 224+12.0 2.20 48.0 44.4 27.0 39.8+11.2 1.8 4.5 9.82
FY-4 87 515 17.6 255 211 212 16.2 277 15.9+5.2 3.15 49.2 62.5 22.8 44.8+20.2 2.8 5.7 19.81
FY-5 54 730 144 274 115 343 129 3.05 11.1£3.9 4.13 47.2 47.7 23.4 39.4+13.9 35 8.7 37.2
FY-6 121 217 87 301 116 226 16.6 158 12.3+3.3 2.26 22.0 45.6 10.9 26.2+17.7 21 1.8 18.4
FY-7 492 310 581 260 587 260 585 260 @ 56.1+4.6 2.73 180.7 189.5 86.6 152.3£57.0 2.7 3.7 4.87
FY-8 199.7 260 236.1 220 217.9 238 276.0 1.88 232.4+32.6 2.27 538.5 712.3 305.0 518.6+204.4 2.2 2.7 1.17
FY-9 458 3.02 613 226 608 228 823 221 62.6+150 244 167.3 169.6 78.4 138.3£52.0 2.2 3.7 3.90
FY-10 104.2 >9.57 364.6 >2.74 371.8 2.69 496.9 >2.01 334.4+165.0 >4.25 >1000.0 >1000.0 >1000.0 >1000.0 >3.0 >9.6 12.56
FY-11 444 331 427 3.44 487 3.02 482 3.05 46.0£2.9 3.21 189.5 170.3 80.9 146.9+58.0 3.2 4.3 6.98
Fy-12 294 122 270 143 330 117 476 081 343+92 1.16 53.7 47.2 14.6 38.5+21.0 11 1.8 3.38
Melfalan 226 6.50 85 17.29 56 2625 119 1235 122474 12.05 140.0 179.0 123.0 147.0+£29.0 12.0 6.2 98.77
5-FU  >200.0 ><1 283 >7.06 69.0 >2.90 417 >4.80 >84.8+78.7 >3.94 >200.0 >200.0 >200.0 >200.0 ><24  ><1.0 ><4.65

S6

CCs : Hiicrelerin %50’ sini 6ldiiren bilesiklerin mikromolar (uM) olarak konsantrasyonu, SI : Selektivite Indeksi, PSE : Selektivite Giig Indeksi



5. TARTISMA

5.1. Sentez ve Spektral Veriler

Tez kapsaminda biyolojik olarak aktif a,f-doymamis keton artigini igeren 2 adet
hidroksi salkon bilesigi (F1, F2) Bolim 3.2.1° de belirtilen genel sentez yontemiyle
%75-90 verimle sentezlenmistir. Bilesiklerin deneysel verileri Tablo 3.1° de
Ozetlenmigstir. Bilesiklerin kimyasal yapilari 'H-NMR ile dogrulanmistir. Bilesiklerin
erime dereceleri literatiirde ** ® bu bilesikler i¢in verilen erime dereceleriyle biiyiik bir
uyum iginde bulunmustur (Tablo 3.1). Sentezlenen bilesikler literatiirde kayith
bilesikler oldugundan ve erime dereceleriyle dogrulandigindan tez kapsaminda bu
bilesiklerin NMR spektrumlar1 ve analizleri verilmemistir. Sentezlenen hidroksi
salkonlar (F1, F2) hem karsilik gelen bis Mannich bazlarinin sentezlenmesinde hem de
biyoaktivite ¢alismalarinda kullanilmistir. Salkon sentezleri, uygun bir aril aldehit ve 4-
hidroksi asetofenon arasinda Claisen-Schmidt kondensasyonu ile bazik ortamda
gerceklestirilmistir.

Tez kapsaminda o,B-doymamis keton artig1 igeren salkon bilesiklerinden
hareketle, [1- (4-hidroksifenil) -3-fenil-2-propen-1-on (F1) ve 1- (4-hidroksifenil) -3-
(tiyofen-2-il) -2-propen-1-on (F2) ], bunlarin Mannich bazlar1 sentezlenmistir. 1,3-
Diaril-2-propen-1-on yapisindaki hidroksi salkonlarin dimetilamin (FY1, FY7),
dietilamin (FY2, FY8), pirolidin (FY3, FY9), piperidin (FY4, FY10), morfolin (FY5,
FY11) ve N-metil piperazinli (FY6, FY12) olmak {izere 12 adet bis Mannich bazi uygun
amin bilesigi kullanilarak sentezlenmistir. Bunlardan FY1-FY6 bilesikleri F1° den,
FY7-FY 12 bilesikleri ise F2’ den hareketle sentez edilmistir.

Bis Mannich bazlarimin sentezinde salkon: paraformaldehit: amin mol oranlari
sirasiyla 1:2:2 oraninda alinarak asetonitrilde ¢alisildiginda reaksiyon sonunda tek {iriin

oldugu ve mono Mannich baz1 elde edildigi I.T.K. sonuglari ile saptanmistir. Reaksiyon
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mol oranlar1 salkon: paraformaldehit: amin igin sirasiyla 1:3:3 oraninda alinarak
degistirildiginde reaksiyon lriinlerinin mono ve bis Mannich bazi karisimi seklinde
oldugu I.T.K. sonuglar1 ile belirlenmistir. Mol oranlar1 salkon: paraformaldehit: amin
icin sirastyla 1:4:4 oraninda degistirildiginde reaksiyon yalnizca bis Mannich bazi
sentezi ile sonuglanmis, I.T.K. verilerine gdre reaksiyon ortamindaki salkon tiimii ile
tilkenmis, ancak bir miktar reaksiyona girmeden kalan amin bazina ait leke 1.T.K. plag
lizerinde gozlenmistir.

Sentezlerin baslangicinda reaksiyonlar i¢in en uygun ¢oziicliyli belirlemek amaci
ile pilot bir calisma yapilmistir. Bunun icin FY1 maddesinin sentezinde reaksiyon
¢oziiclisii olarak EtOH ve CH3CN gibi 2 farkli ¢oziicii kullanilarak reaksiyonlar
gerceklestirilmistir. Reaksiyon siireleri ve madde verimleri her iki ¢dziicii igin
kiyaslanmistir. CH3CN kullanilarak gergeklesen reaksiyon da verim % 95.34 iken EtOH
kullanilarak gergeklesen reaksiyonda verim % 78.52 seklinde olmustur. Ayrica FY1
bilesiginin sentezinde CH3CN kullanildiginda reaksiyon 40 dakikada gerceklesirken
EtOH kullanildiginda reaksiyon 80 dakikada ger¢eklesmistir. Bu 6n denemeler,
reaksiyon ¢oziiciisii olarak CH3CN kullanilmasini, reaksiyonlarin EtOH’ e gore daha
kisa slirede ve daha yiiksek verimde gergeklesmesi gerekgeleriyle daha avantajh
oldugunu gostermistir. Bu veriden hareketle FY serisindeki diger Mannich bazlarinin
sentezlerinde reaksiyon ¢oziiciisii olarak CH3CN kullanilmistir.

Tez kapsaminda salkonlardan (F1, F2) hareketle sentezlenen Mannich bazlarinin
(FY1- FY12) tamammm 'H-NMR, *C-NMR ve TOF-MS spektrumlari alinmustir.
Bilesiklerin spektral verileri kimyasal yapilari ile tam olarak uyumludur. Bilesiklerin
spektral verileri Tablo 4.2, Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’ te ayrintili olarak verilmistir. NMR
spektrumlarinda karsilik gelen salkon bilesiginden bis Mannich bazi yapisindaki

bilesiklerin sentezlendigini dogrulayan en oOnemli sinyaller alifatik alanda goézlenen
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aminometil grubuna ait proton ve karbon sinyalleridir.

F1 salkon bilesiginden hareketle sentezlenen FY1 Mannich bazi bilesiginin
sentezlendigini dogrulayan en onemli NMR sinyalleri dimetilaminometil grubune ait
proton ve karbon sinyalleridir. FY'1 bilesigi, 1-[4-hidroksi-3,5-bis (dimetilaminometil)
fenil]-3-fenil-2-propen-1-on,  ornek  olarak ele  alimp  spekral  verileri
degerlendirildiginde, FY1’ in 'H-NMR spektrumunda (Sekil 3.2) dimetilamine ait
protonlar & 2.32 ppm’ de 12 protonluk singlet halinde gézlenmistir. Metilen grubuna ait
4 proton degerindeki singlet & 3.61 ppm’ de gozlenmistir. FY1 bilesigindeki salkon
bilesiginden gelen olefinik 2 protona ait sinyal yapiyla uyumlu olarak 6 7.58 ve 67.80
ppm’ de birer proton degerinde dubletler halinde gozlenmistir. Bu protonlara ait J
(jiromanyetik etkilesme sabiti) degeri 15.58 Hz olarak bulunmustur. Bu deger
bilesiklerden beklenen E ve Z izomerlerinden E izomerinin olustugunu gostermektedir
ve bu durum Dimmock ve arkadaslari tarafindan sentezlenen bis Mannich bazlarindan
elde edilen J degerleriyle uyumludur. ® Aromatik halkaya ait protonlar & 7.79 ppm’ de
2 proton degerinde singlet, & 7.66(J=7.3 Hz) ppm’ de 2 proton degerinde dublet ve
07.41 ppm’ de ise 3 proton degerin de multitiplet gozlenmektedir.

FY1 bilesiginin **C-NMR spektrumunda (Sekil 3.3) Mannich bazi yapisma ait
aminometil grubu icin gozlenen karbon kimyasal kayma degerleri dimetilamin i¢in &
45.17 ppm’ de, metilen karbonu igin & 60.57 ppm’ de goézlenmistir ve yapi ile
uyumludur. FY1 bilesigindeki karbonil karbonuna ait sinyal & 188.93 ppm’ de, olefinik
gruba ait karbon sinyalleri ise 6 143.74 ve 6 122.19 ppm’ de gdzlenmistir. Aromatik
halkadaki karbon atomlarina ait sinyaller ise 6 123.72; 128.62; 129.05; 129.11; 130.25;

130.43; 135.45;162.37 ppm’ de sinyalleri gozlenmektedir.
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TOF MS spektrumlarina (Sekil 3.4) bakildiginda FY1 bilesigi igin hesaplanan
M™+1 degeri 339.1994 iken, olgiilen M*+1 degeri 339.2076° dir. Olgiilen bu degerler
kimyasal yapiy1 dogrulamaktadir.

F2 bilesiginden hareketle sentezlenen FY7 bilesigi, 1-[4-hidroksi-3,5-bis
(dimetilaminometil)-fenil]-3-(tiyofen-2-il)-2-propen-1-on, o6rnek alinarak  spekral
verileri degerlendirildiginde *H-NMR spektrumunda (Sekil 3.20) dimetilamine ait
protonlar & 2.32 ppm’ de 12 protonluk singlet halinde gézlenmistir. Metilen grubuna ait
4 proton degerindeki singlet & 3.61 ppm’ de gdzlenmistir. FY7 bilesigindeki salkon
bilesiginden gelen olefinik protonlar yapiyla uyumlu olarak & 7.36 ve 6 7.91 ppm’ de
birer proton degerinde dubletler halinde gozlenmistir. Bu protonlara ait J degeri 15.58
Hz olarak bulunmustur. Yine bu J degeri E izomeri ile uyumludur. 8 7.76 ppm’ de 2
proton degerinde singlet, 6 7.07 ppm’ de 3 proton degerinde multitiplet sinyalleyi
gbzlenmektedir.

FY?7 bilesiginin **C-NMR spektrumunda (Sekil 3.21) Mannich bazi yapisina ait
aminometil grubu icin gozlenen karbon kimyasal kayma degerleri dimetilamin i¢in &
45.14 ppm’ de, metilen karbonu igin & 60.55 ppm’ de goézlenmistir ve yapi ile
uyumludur. FY7 bilesigindeki karbonil karbonuna ait sinyal 188.30 ppm’ de, olefinik
gruba ait karbon sinyalleri ise 6 140.92 ve 6 120.98 ppm’ de gozlenmistir. Aromatik
halkadaki karbon atomlarinin ise 6123.69; 128.46; 128.50; 128.96; 130.17; 131.74;
136.20; 162.38 ppm’ de sinyalleri gdzlenmektedir.

TOF MS spektrumlarina (Sekil 3.22) bakildiginda FY7 bilesigi i¢in hesaplanan
M™+1 degeri 345.1558 iken, dlgiilen M*+1 degeri 345.1640° tir. Olgiilen bu degerler

kimyasal yap1y1 dogrulamaktadir.
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6.2. Biyoaktivite Calismalari

Biyoaktivite ¢alismalarinda kanser hiicre hatti olarak Ca9-22 (dis eti), HSC-2
(ag1z), HSC-3 (dil), HSC-4 (dil) hiicreleri kullanilirken, kanser olmayan normal hiicre
hatt1 olarak HGF (dis eti fibroblast), HPC (pulpus hiicreleri) ve HPLF (periodontal
ligament fibroblastlar1) kullanilmistir. Cevaplanacak asil soru sentezlenen bilesiklerin
antineoplastik 6zelliklerinin olup olmadigidir.

Tablo 4.5 te bilesiklerin CCsy (hiicrelerin %50’ sini O6ldiiren bilesiklerin
mikromolar olarak konsantrasyonu) degerinin genelde diisiik mikromolar araliginda
kanser hiicre hatlarina (Ca9-22, HSC-2, HSC-3, HSC- 4) karsi etkili oldugunu
gostermektedir. Bilesiklerin sitotoksisiteleri kanser hiicre hatlarina kars1 alkilleyici ajan
melfalanin sitotoksisitesi ile karsilastirildiginda; FY1, FY3, FY4, FY5 ve FY6
bilesiklerinin Ca9-22 hiicre hattina kars1 daha giiclii sitotoksisite gosterdigi; FY6
bilesiginin HSC-2 hiicre hattina kars1 ve FY5 bilesigi HSC- 4 hiicre hattina karsi
melfalana benzer sitotoksisite gosterdigi Tablo 4.5 te de goriilmektedir.

Bilesiklerin sitotoksisiteleri diger bir referans bilesik olan 5-Fluorourasilin (5-
FU) sitotoksisitesi ile kiyaslandiginda FY1-FY12 bilesiklerinin tamami1 Ca9-22 hiicre
hattina karsi; FY3, FY4, FY5, FY6 ve FY12 bilesiklerinin HSC-2 hiicre hattina karsi;
FY1- FY7, FY9, FY11 ve FY12 bilesiklerinin HSC-3 hiicre hattina karsi; FY-1, FY3,
FY4, FY5 ve FY6 bilesiklerinin HSC- 4 hiicre hattina kars: referans bilesik 5-FU’ den
daha giiglii sitotoksisiteye sahip oldugu goriilmektedir (Tablo 4.5).

Bilesiklerin tiimor selektivitesi genel ve en yaygin kullanimi ile normal hiicrelere
kars1 gosterilen sitotoksisitenin ortalama CCsp degerinin (I), bilesiklerin timor
hiicrelerine karsi gosterilen sitotoksisitenin ortalamast olan CCsp degerine (E)
boliinmesiyle (I/E) hesaplanabilir (Tablo 4.5). Bu deger genel anlamda tiimor

selektivitesi hakkinda fikir verir. Bu durumda tiimor selektivitesi en yiiksek olan FY5
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bilesigidir (I/E degeri 3.5). Diger yandan Ca9-22 insan diseti karsinom hiicresi, HGF ise
insan diseti fibroblast hiicresidir. Her ikisi de benzer hiicrelerdir. Biri kanserli iken,
digeri normal hiicredir. Bu sebeple her bir bilesikte HGF hiicrelerine kars1 gézlemlenen
CCsy degerlerinin (F), Ca9-22 hiicrelerine karsi gézlemlenen CCsy degerine (A)
boliinmesiyle (F/A) bulunan deger de ¢ok anlamli olacaktir. Bu deger ne kadar yiiksek
ise, sitotoksik bilesigi ¢evreleyen normal dokuya kiyasla belirli kanser dokusuna karsi o
bilesigin selektivitesinin yiliksek oldugu soylenebilir. F/A degerleri goz Oniinde
bulunduruldugunda diseti kanserine karsi calisilan bilesikler i¢inde 8.7’ lik tiimor
selektivitesine sahip F1’ den tiirevlenen FYS5 bilesigi ve F2’ den tiirevlenen FY10
bilesigi her bir serinin lider bilesikleri olarak goriilmektedir.

Bilesiklerin tiimor spesifik sitotoksinler olarak goz oniinde bulundurulup
bulundurulmayacagi, bilesiklerin biyoaktivitesi ile ilgili olarak degerlendirilmesi
gereken diger bir konudur. Zira, tiimor hiicreleri ¢esitli normal hiicrelerle cevrilidir.
Selektivite indeksi (SI) degerleri normal hiicrelere karsi gézlenen CCsy degerlerinin
ortalamasinin, bilesigin belli bir hiicre hattina kars1 gosterdigi CCsg degerine boliimiiyle
hesaplanir. Tablo 4.5° deki sonuglara bakildiginda FY12 bilesiginin HSC- 4 hiicre
hattina kars1 hesaplanan SI degerleri disinda, tiim bilesikler tiim kanser hiicre hatlarina
kars1 1’ den biiyiik SI degerine sahiptir. Bu sebeple sentezlenen biitiin bilesikler tiimor
spesifik bilesiklerdir.

Bilesiklerin ortalama SI degerinin 3 ve iizeri olmasi, neoplazmalara kars1 belirgin
selektif toksisitenin bulgusu olarak segilmistir. Bu bilesikler, selektif sitotoksinler olarak
kabul edilebilir. En biiyiik selektivite indeksi FY 10 (4.25) bilesiginde gozlenirken, daha
sonra FY5 (4.13), FY11 (3.21) ve FY4 (3.15) bilesiklerinde gézlenmistir. Bu bilesikler
selektif sitotoksinler olarak g6z oniinde bulundurulabilir. Neoplazmalarin bilesiklere

duyarhiliklart farklidir. Zira, her bir hiicre hattinda her bir bilesigin ayirt edici etki
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mekanizmasi farklidir. Bu sebeple her bir madde i¢in farkli hiicre hatlarinda gézlenen
sitotoksite degerleri ve selektif indeksleri farklidir.

Lider bilesik, hem belirgin sitotoksik potansiyele hemde tiimorlere karst selektif
toksisiteye sahip olmalidir. Bu tip bilesikleri tanimlamak igin potansiyel selektivite
indeksi (PSI) kavrami kullanilabilir. Bu deger, bilesiklerin kanser hiicrelerine karsi
gosterdikleri SI degerlerinin ortalamasinin (J), bilesiklerin kanser hiicrelerine (E) karsi
gosterdikleri ortalama CCsp degerlerine oraninin yilizde cinsinden ifadesi olarak
tanimlanir. PSI degerinin 30 dan biiyiik olmasi degerli kabul edilir. Bilesik FY5’ in PSI
degeri 37.2 olarak hesaplanmistir. Bu da FY5 bilesiginin analog gelistirmede lider
bilesik olarak goz oniinde bulunmasi gerektigini diisiindiiriir. FY5 bilesigi, benzaldehit
kullanilarak hazirlanan F1 salkonundan sentezlenen morfolinli bis Mannich bazi
yapisindadir.

Salkonlarin, karsilik gelen mono Mannich bazlarinin (heniiz yaymlanmamig
verilerdir) ve bis Mannich bazlariin Ca9-22, HSC-2, HSC-3, HSC- 4 kanser hiicre
hatlarina ve HPLF, HGF, HPC gibi normal hiicre hatlarina kars: sitotoksisiteleri Tablo
5.1. Tablo 5.2. ve Tablo 5.3’ te sunulmustur. Mono Mannich bazlar ile ilgili soz
konusu hiicre hatlarina kars1 veriler elimizde sinirlt sayidadir ve heniiz higbir yerde
yaymlanmamigtir. Bunlar FY5’ in mono Mannich bazi B1, FY11’ in mono Mannich
bazi B8, FY3’ in mono Mannich bazi C1, FY9’ in mono Mannich bazi C8, FY6’ in
mono Mannich bazi D1, FY 12’ in mono Mannich baz1 D8’ dir. B1, FY5, C1, FY3, D1,
FY6 bilesikleri F1 salkonundan; B8, FY11, C8, FY9, D8, FY12 bilesikler1 de F2

salkonundan tlirevlendirilmistir.
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Tablo 5.1. Pirolidin bazi kullanilarak sentezlenen mono Mannich bazi ve bis Mannich bazinin salkonlartyla karsilastirilmasi

CCs (uM)
Oral yass1 hiicreli karsinom hiicre hatlari Insan normal oral hiicreleri
- TS
Cag-22 HSC-2 HSC-3 HSC-4 ortalama+S.D HGF HPLE HPC ortalama+S.D
(A) (B) ©) (D) (D)/B) (C)/(A)
F1 (A1) 6.8 13.2 7.9 16.5 11.1+4.6 53.6 76.0 61.4 63.7+11.4 5.7 7.9
C1 12.2 9.8 9.3 8.0 9.8+1.7 56.8 46.4 29.5 442 +13.8 4.7 4.5
FY-3 10.7 17.6 22.3 38.8 22.4+12.0 48.0 444 27.0 39.8£11.2 1.8 4.5
F2 (A8) 6.3 12.4 8.7 14.0 10.4+3.5 27.1 60.7 45.8 44.5+16.8 4.3 4.3
C8 24.1 17.2 16.0 17.2 18.6+3i7 87.0 76.7 58.5 74.1+£14.4 3.6 4.0
FY-9 45.8 61.3 60.8 82.3 62.6+15.0 167.3 169.6 78.4 138.3£52.0 2.2 3.7
5-FU >200.0 28.3 69.0 41.7 >84.8+78.7 >200.0 >200.0 >200.0 >200.0 ><2.4 ><1.0
Melphalan 22.6 8.5 5.6 11.9 12.2+7.4 140.0 179.0 123.0 147.0+£29.0 12.0 6.2




Tablo 5.2. Morfolin bazi kullanilarak sentezlenen mono Mannich bazi ve bis Mannich bazinin salkonlariyla karsilastirilmasi

CCs (uM)
Oral yassi hiicreli karsinom hiicre hatlar Insan normal oral hiicreleri
- TS
Ca9-22 HSC-2 HSC-3 HSC-4 ortalama+S.D HGF HPLE HPC ortalama+S.D
(A) (B) (©) (D) (D)/(B) (C)/(A)
F1 (A1) 6.8 13.2 7.9 16.5 11.1+4.6 53.6 76.0 61.4 63.7+£11.4 5.7 7.9
Bl 12.2 15.6 11.9 22.6 15.6+5.0 37.0 60.1 52.1 49.7+11.7 3.2 3.0
FY-5 5.4 14.4 115 12.9 11.1+£3.9 47.2 47.7 23.4 39.4+13.9 3.5 8.7
F2 (A8) 6.3 124 8.7 14.0 10.443.5 27.1 60.7 45.8 44.5+£16.8 4.3 4.3
B8 24.6 36.6 29.2 45.0 33.9+8.9 56.3 125.0 202.0 128.0+£73.0 3.8 2.3
FY-11 44.4 42.7 48.7 48.2 46.0+£2.9 189.5 170.3 80.9 146.9+58.0 3.2 4.3
5-FU >200.0 28.3 69.0 41.7 >84.8+£78.7 >200.0 >200.0 >200.0 >200.0 ><2.4 ><1.0
Melphalan 22.6 8.5 5.6 11.9 12.2+7.4 140.0 179.0 123.0 147.0£29.0 12.0 6.2
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Tablo 5.3. N-Metil piperazin bazi kullanilarak sentezlenen mono Mannich bazi ve bis Mannich bazinin salkonlariyla karsilastiriimasi

CCs (uM)
Oral yassi hiicreli karsinom hiicre hatlar Insan normal oral hiicreleri
- TS
Ca9-22 HSC-2 HSC-3  HSC-4 ortalama=S.D. HGF HPLE HPC ortalama+S.D
(A) (B) (©) (D) (D)/(B) (C)/(A)
F1 (Al) 6.8 13.2 7.9 16.5 11.1+4.6 53.6 76.0 61.4 63.7+£11.4 5.7 7.9
D1 115 8.2 7.7 5.9 8.3+2.4 21.7 23.9 18.5 21.44+2.7 1.9 2.6
FY-6 121 8.7 11.6 16.6 12.3+£3.3 22.0 45.6 10.9 26.2+17.7 21 1.8
F2 (A8) 6.3 124 8.7 14.0 10.4+3.5 27.1 60.7 45.8 44.5+£16.8 4.3 4.3
D8 36.4 195 19.9 20.3 24.0+8.3 77.5 80.5 58.2 72.1+£12.1 2.1 3.0
FY-12 29.4 27.0 33.0 47.6 34.349.2 53.7 47.2 14.6 38.5+21.0 1.1 1.8
5-FU >200.0 28.3 69.0 41.7 >84.8+£78.7 >200.0 >200.0 >200.0 >200.0 ><2.4 ><1.0
Melphalan 22.6 8.5 5.6 11.9 12.2+7.4 140.0 179.0 123.0 147.0£29.0 12.0 6.2




Genel olarak tablolara (Tablo 5.1, Tablo 5.2, Tablo 5.3) bakildiginda s6z konusu
hiicre hatlarina kars1 sitotoksisite acgisindan en etkili bilesik grubunun salkonlar, daha
sonra mono Mannich bazlari, daha sonra bis Mannich bazlar1 oldugu goriilmektedir.

Mono Mannich bazlarindan bis Mannich bazlarina gegiste sitotoksisitenin
beklentilerimiz yoniinde arttigi bilesik FY5’ dir. HSC-2 ve HSC- 4 hiicrelerine karsi
FY5 karsilik geldigi mono Mannich bazi B1’ den sirasiyla 1.08 ve 1.75 kat daha giiclii
sitotoksisite gdstermistir. Ote yandan FYS5 bilesiginin normal hiicrelere de sitotoksisitesi
istenmeyen sekilde artmistir. Sitotoksisite HPLF hiicresine kars1 1.26 kat, HPC
hiicresine kars1 2.23 kat artmistir. Diger bir beklentimiz yoniinde sitotoksisite artisi
D8’den FY12’ nin hazirlanmasiyla Ca9-22 hiicre hattina karsi (1.24 kat) gézlenmistir.

Salkonlarin Mannich bazlarinin hazirlanmasi sonucu sitotoksisite artis1 F1’ den
C1 bilesiginin hazirlanmasi ile HSC-2 hiicrelerine kars1 1.35 kat, HSC- 4 hiicrelerine
kars1 2.1 kat iken, F1’ den hazirlanan D1 bilesiginde HSC-2 hiicrelerinde 1.6 kat ve
HSC- 4 hiicrelerinde 2.8 kat, FY6 bilesiginde ise salkona kiyasla 1.5 kat artmis
sitotoksisite gozlenmistir. D1, HSC-3 hiicrelerine karsi, FY6 bilesigi de HSC-4
hiicrelerine kars1 F1 salkonuna benzer sitotoksisite gostermislerdir.

Salkonlar, karsilik gelen mono Mannich bazlar1 ve karsilik gelen bis Mannich
bazlarmin genel tiimor selektivitesi ve Ca9-22 hiicrelerine karsi spesifik timor
selektiviteleri Tablo 4.5 ile karsilastirildiginda, B1 (3.2) ve FY5 (3.5) benzer fakat
karsilik gelen salkonu F1° den (5.7) daha diisiik genel tiimor selektivitesine sahipken,
Ca9-22’ ye karsi olan spesifik timor selektivitesi mono Mannich baz1 B1’ de (3.0)
salkonu F1’ e (7.9) kiyasla diiserken bis Mannich baz1 FY5’ te (8.7) artmistir. Bu durum
beklentimize uygundur.

F2’ den tiirevlenen mono Mannich bazi B8 ve bis Mannich baz1 FY11’ de ise

genel tiimor selektivitesi degerlendirildiginde selektivitesi en yiliksek salkon bilesigi F2
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(4.3), daha sonra mono Mannich baz1 B8 (3.8) ve daha sonra bis Mannich baz1 FY11
(3.2) seklindedir ve genel tiimor selektivitesi giderek azalmustir. Ote yandan F2 salkonu
(4.3) ve bis Mannich baz1 FY11 (4.3) Ca9-22 kanser hiicrelerine kars1 hiicre spesifik
sitotoksisitesi agisindan benzer selektivite gostermistir. Mono Mannich bazi1 B8 (2.3)
salkonuna kiyasla daha diistik tiimor hiicre selektif sitotoksisite gostermistir.

F1 (5.7) salkonundan tiirevlenen mono Mannich bazi C1 (4.7) ve bis Mannich
baz1 FY3 (1.8) genel tiimor selektivitesi agisindan degerlendirildigin de salkondan mono
Mannich bazina ve bis Mannich bazina dogru sirasiyla gittikce azalan bir egilim
gosterirken, hiicre spesifik selektivitesi ise salkona (7.9) kiyasla diismiis hiicre selektif
sitotoksisite gostermekle birlikte mono Mannich bazi C1 (4.5) ve bis Mannich baz1 FY3
(4.5) bilesikleri benzer hiicre selektif sitotoksisite gdstermislerdir.

F2 bilesiginden tiirevlenen mono Mannich bazi1 C8 ve bis Mannich bazi FY9
bilesiklerinde hem genel timor selektivitesi hem de tiimor hiicre selektif sitotoksisitesi
salkon > mono Mannich bazi > bis Mannich bazi1 sirasini izlemistir.

F1’ den tiirevlenen D1 ve FY6 bilesiklerinde de benzer durum olmakla birlikte
D1’ in hiicre selektif sitotoksisitesi FY6’ dan, FY6’ nin genel tiimor selektivitesi D1’
den bir miktar daha yiiksektir.

F2’ den tiirevlenen D8 ve FY 12 bilesiklerinde hem genel, hem de hiicre selektif
sitotoksisiteleri salkon > mono Mannich bazi > bis Mannich bazi sirasini izlemistir.

Sentezlenen mono ve bis Mannich bazlarinda tiirevlendirildikleri ketona kiyasla
sitotoksisitenin beklentimiz yoniinde artmamasi akla 2 olasiligi getirmektedir.
Bunlardan birincisi bilesiklerin Sekil 2.30° da 6nerilen mekanizmaya uygun sitotoksik
merkezler iireterek tiyol alkilasyonu yapmalarinda bir sorun oldugudur. Bu merkezler
ya beklentiler yoniinde herhangi bir sebeple iiretilememekte ya da iiretildikten sonra

stabilitesi diisiik olup, alkilasyon i¢in yeterli siire ortamda bulunamamaktadir.
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Bilesiklerin sitotoksisiteleri log P degerleri ile iliskili olabilir diisiincesi ile tiim
bilesiklerin log P degerleri chemdraw programi (2008) ile degerlendirildiginde herhangi
bir iliski goze carpmamaktadir. Zira, FY5 ile FY11 bilesiklerinin log P degerleri
benzerken genel tiimor selektivitesi ve hiicre selektif sitotoksisitesi oldukg¢a farkli
bulunmustur. Bilesikler ve log P degerleri su sekildedir: Bilesik, log P: (F1, 3.2), (F2,
3.18), (FY1, 3.08), (FY2, 4.43), (FY3, 3.71), (FY4, 4.55), (FY5, 2.28), (FY6, 2.59),
(FY7,3.06), (FY8, 4.41), (FY9, 3.69), (FY10, 4.53), (FY11, 2.26), (FY12, 2.57).

Akla gelen ikinci olasilik ise bilesiklerin s6z konusu hiicre hatlarina karsi
gosterdikleri sitotoksisitelerin beklendigi gibi tiyol alkilasyonunun sorumlu olmadigidir.
Bilesikler etkilerini s6z konusu hiicre hatlarinda daha farkli mekanizmalar ile gosteriyor
olabilir.

Diger yandan Dr. Yerdelen’ in tez calismasinda bu tezdeki bis Mannich
bazlarina karsilik gelen mono Mannich bazlar1 insan karaciger kanseri (Huh7) ve insan
meme Kkanseri (T47D) hiicre hatlarina karsi sitotoksisiteleri test edildiginde, mono
Mannich bazlarinda beklentilerimize uygun olarak tiirevlendikleri salkonlarina kiyasla
artmus sitotoksisite gozlenmistir (Tablo 2.2). * Bu durum s6éz konusu mono Mannich
bazlar1 i¢in test edilen hiicre hattina karsi gosterilen sitotoksisitelerinde tiyol
alkilasyonunun en azindan muhtemel etki mekanizmalarindan biri olabilecegini
diistindiirmiistiir.

Bu tez kapsamindaki sitotoksisite sonuglart ve Dr. Yerdelen’ in tez
caligmalarindaki  sonucglar karsilastirmali  olarak  yukarida Ozetlendigi  gibi
degerlendirildiginde, bilesiklerin sitotoksisitelerinin hiicre hatlarina baglh olarak

PR

degistigi ve sitotoksik etki mekanizmalarininda kimyasal yap1 ve test edilen hiicre

PR

hattina bagl olarak degistigi sonucuna varilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

F1 salkonundan tiirevlenen bis Mannich bazlar1 (FY1-FY6) ve F2 salkonundan
tiirevlenen bis Mannich bazlan (FY7-FY12); Ca9-22, HSC-2, HSC-3, HSC-4 kanser
hiicre hatlar1 ve HGF, HPC, HPLF normal hiicre hatlarina kars1 test edilmis bilesiklerin
genel tiimor selektiviteleri ve hiicre selektif sitotoksisiteleri arastirilmistir.

Bilesiklerin tiimii tiimor selektiftir. Bilesiklerin tiimii test edilen hiicre hatlarina
kars1 genelde tiirevlendirildikleri salkonlarindan daha az sitotoksiktir. F1’den tiirevlenen
FY5 bilesigi gosterdigi genel timor selektivitesi (3.5), spesifik tiimor selektivitesi (8.7)
ve PSI (37.2) degerleri ile ileriki ¢alismalar icin model olabilecek bilesik olarak kabul
edilebilir.

Salkona kiyasla, sentezlenen bis Mannich bazlarinda sitotoksisitenin diisiik
bulunmasi, bilesiklerin sitotoksisitesinde s6z konusu hiicre hatlarinda tiyol
alkilasyonunun rol oynamadigini ya da pek az oynadigim diisiindiiriir. ileriki
caligmalarda bilegiklerin sitotoksisitesinde rol oynayan etki mekanizmalarinin

arastirtlmasi planlanmalidir.
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Sitotoksisiteleri” tez konusu goriistildii;

[lgilinin tez konusunun etik degerlere uygun oldugu meveudun oybirligi ile,

ADI SOYADI GOREVI IMZA

Prof. Dr. Funda BAYINDIR Saglik Bilimleri Enstitiisii

Etik Kurul Baskant ﬁ
Dog. Dr. Ayse OKANLI Saglik Bilimleri Enstitiisii

Etik Kurul Bagkan Yardimcisi

L

Prof. Dr. Samih DIYARBAKIR | Saglik Bilimleri Enstitiisii
Etik Kurul Uyesi W

Prof.Dr.Yavuz Selim SAGLAM | Saglik Bilimleri Enstitiisti

Etik Kurul Uyesi 7 %’7 éV]

Prof. Dr. H. Inci GUL Saglik Bilimleri Enstitiisti
Etik Kurul Uyesi

Do¢.Dr. Ahmet YILDIZ Saglik Bilimleri Enstittisti
Etik Kurul Uyesi /,

Dog. Dr.Abdulkadir YILDIRIM | Saglik Bilimleri Enstitiisii

Etik Kurul Uyesi

Yrd.Dog.Dr.Engin SAYGIN Saglik Bilimleri Enstittisii Katllmadl
Etik Kurul Uyesi

Yrd. Dog. Dr. ilhan SEN Saglik Bilimleri Enstitiist Katilmadx
Etik Kurul Uyesi ve Raportor
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