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OZET

1-Aril-3-(2-hidroksietiltiyo)-1-propanonlarin Sentezi, Sitotoksisitesi, Selektivite
Indeksi ve Olas1 Etki Mekanizmasmin Arastirilmasi

Amag. Bu tez kapsaminda kimyasal yapist 1-aril-3-morfolino-1-propanon hidrokloriir
(A1-A9) ve 1-aril-3-piperidino-1-propanon hidrokloriir (B1-B9) olan bilesiklerden
hareketle kimyasal yapis1 1-aril-3-(2-hidroksietiltiyo)-1-propanon (EU1-EU9) olan
bilesikler sitotoksik/antikanser etkili yeni bilesikler bulmak amaciyla sentezlenmistir.
Materyal ve Metot. EU1-EU9 bilesikleri, karsilik gelen A ve B serisi bilesiklerden
hareketle 2-merkaptoetanol ile pH’1 7.4 olan fosfat tamponda, 1:1 mol oranlarinda
reaksiyona sokularak 37 °C’de sentez edilmistir. Bilesiklerin sitotoksisiteleri kanserli
hiicre hatlar1 (HSC-2, HSC-3, HSC-4, HL-60) ve normal hiicre hatlarina (HGF, HPC,
HPLF) kars1 MTT yontemi ile test edilmistir.
Bulgular. Reaksiyonlarin verimleri A seri igin % 58-89, B seri i¢in % 19-89 arasinda
degismektedir. Bilesiklerin kimyasal yapilari ‘*H-NMR, BC-NMR ve TOF-MS ile
aydmlatilmistir. Bilesik EUL, EU7, EU8 ve EU9 viskoz sivi halde, diger bilesikler ise
kat1 halde elde edilmislerdir. Bilesikler test edilen kanserli hiicre hatlarina karsi
sitotoksisite gostermis. Ancak s6z konusu bilesikler normal hiicre hatlarina karsi da
sitotoksisite gosterdiginden sitotoksisite SI diisiik bulunmustur. SI en yiiksek bilesik
olan EU9 bilesigi PARPI yapigsma testine tabi tutulmus ve bilesiklerin etki
mekanizmasinda PARP1 yapigmasinin rol oynayabilecegi diigiiniilmiistiir.
Sonu¢. Sentez baslangic maddeleri A1-A9 ve B1-B9’larin sitotoksik etki
mekanizmasinda tiyol alkilasyonunun rol oynayabilecegi, EU1-EU9 bilesiklerinin
sitotoksisitesinde PARP1 yapismasinin kismen etkili olabilecegi sonucuna varilmistir.
Sentezlenen bilesiklerin SI'nin diisiik olmasi ileriki sentezlerde farkli molekiiler
modifikasyonlar gerektigini diistindiirmektedir.
Anahtar Kelimeler: HSC-2, HSC-3, HSC-4, HL-60, HGF, HPC, HPLF, PARP1 test,

sitotoksik aktivite, tiyol alkilasyon.



ABSTRACT

Synthesis of 1-Aryl-3-(2-hydroxyethylthio)-1-propanons and the Investigation of
their Cytotoxicity, Selectivity Index and Possible Mechanism of Action

Aim. In this study, to find new comounds with cytotoxic/anticancer effects, a series of
the compounds, which have a chemical structure of 1-aryl-3-(2-hydroxyetylthio)-1-
propanone (EU1-EU9), were synthesized by using the compounds of 1-aryl-3-
morpholino-1-propanone hidrochloride (A1-A9) and 1-aryl-3-morpholino-1-propanone
hidrochloride (B1-B9).
Materials and Methods. EU1-EU9 compounds were successfully synthesized starting
from the corresponding series A and B by reactions at 1:1 mol ratio at 37 °C in
phosphate buffer (pH 7.4) with 2-mercaptoethanol. The cytotoxicity of the compounds
were tested against both malignant and normal cell lines using MTT test.
Results. The yields of the reactions were 58-89 % for series A and 19-89 % for series
B. Chemical structures of the compounds have been identified by *H-NMR, *C-NMR,
and TOF-MS. Compounds EU1, EU7, EU8 and EU9 were obtained in viscous liquid,
while other compounds were obtained in solid form. The compounds tested against
cancer cell lines had cytotoxicity, while they were also cytotoxic against normal cells.
Therefore, SI was found to be low. The compound EU9, which was found to have the
highest selectivity index in series, was tested with PARP1 cleavage assay and the
mechanism of cytotoxicity was partially identified.
Conclusion. In this thesis, all of the compounds designed were synthesized
successfully. Thiol alkylation may play a role in the cytotoxocty of the starting
compounds Al1-A9 and B1-B9. PARP-1 cleavage may play a partial role in the
cyctotoxicity of the compounds EU1-EU9. Low selectivity index of the compounds
synthesized in this thesis suggests that different molecular modifications may be
required for future synthesis studies.
Key Words: HSC-2, HSC-3, HSC-4, HL-60, HGF, HPC, HPLF, PARP1 test, cytotoxic

activity, thiol alkylation.
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1. GIRIS

Kanser, yas, cinsiyet, milliyet, etnik koken farki gozetmeden, herkesi etkileyebilen
bir hastaliktir. Uluslararas1 Kanser Enstitiisii’ne gore diinyada 6liim oran1 yiiksekligi ile
0liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer alan bir hastaliktir. Bu alanda maliyeti yiiksek
arastirmalar ve yeni tedavi secenekleri hizla artsa da kanserli hastalarin iyilesme
oranlar1 ancak %20-25 oraninda sag“glanabilmektedir.l

Tedavide asil amag, kanseri tliimiiyle iyilestirmek olmasi gerekirken, bu
gerceklestirilmesi ¢ok diistik bir ithtimaldir. Ger¢ek¢i amag hastanin yasam siiresi ve
kalitesini artirmak olabilir. Giiniimiizde kanserli bir hastanin tedavisinde cerrahi ve 151
tedavisi oncelikli olarak siklikla kullanilmaktadir. Bu tedavilere ek olarak kemoterapi de
siklikla uygulanmaktadir. Kemoterapi, genellikle ¢ok sayida ilagla gergeklestirilen,
kanser hiicrelerini 6ldiirmek amaciyla uygulanan tedavidir. Kemoterapide kanser
hiicrelerini ortadan kaldiran ilaclar kullanilir. Ideal ilacin normal hiicrelere zarar
vermeden sadece kanser hiicrelerini Oldiirmesi beklenir, ancak bu o0zellik su anda
klinikte kullanilan ilaclarin ¢cogunda bulunmaz. Ciinkii malin kanser hiicresi ile normal
insan hiicresi arasinda nicelik olarak ¢ok fark yoktur. Kanser tedavileri siklikla saglikli
hiicre ve dokulara hasar verir. Yan etkiler temel olarak tedavinin tip ve kapsamina
baghdir ve herkeste ayni sekilde seyretmez, hatta ayni kiside bir seanstan digerine
degisebilir. Ornegin, sitotoksik ilaclarla gerceklestirilen tedavi siklikla bulant;, kusma,
istah kaybi, zayiflama, halsizlik ve kansizlik ile enfeksiyon riski artisina yol agan kan
hiicrelerinde azalmaya neden olur. Kemoterapi yapilan kisilerin ¢ogunun sag1
dokiilirken, diger yan etkiler ilag tipine gore degisiklik gosterir. Sonug olarak
giiniimiizde kanserin herhangi bir seklini tamamen tedavi edecek kimyasal bir bilesik

heniiz bulunamamustir.*



Biitiin bu sebeplerden dolay1 diinyada kanserin kesin tedavisine yonelik ¢alismalar
hizla devam etmektedir. Kanser tedavisinde amag, hem selektif (segici) toksisitesi
artirllarak ¢ok daha etkili bir tedaviye olanak veren hem de tedavi siireci ve sonrasi
ortaya ¢ikan birgok istenmeyen yan etkisi azaltilmis veya olmayan bilesiklerin
gelistirilmesidir. Kismen de olsa bu ihtiyacin karsilanmasi, bu tez kapsaminda yapilan
calismalarimizin amacini olusturmaktadir.

1-Aril-3-morfolino / piperidino-1-propanon hidrokloriir kimyasal yapisina
sahip bilesiklerin sitotoksik etkileri bilinmektedir. Bu bilesikler Mannich bazlaridir.
Mannich bazlarinin etki mekanizmasindan hiicresel niikleofilleri, tiyolleri alkillemeleri
sorumlu tutulmaktadir. Bu amacgla 1-aril-3-morfolino / piperidino-1-propanon
hidrokloriir kimyasal yapisina sahip bilesiklerin etki mekanizmasinin Mannich
bazlarinin etki mekanizmalarindan biri olan tiyol alkilasyonu olup olmadigi
arastirilacak, stabilite calismalar1 ile potansiyel sitotoksik maddeler olabilecegi
distiniilen 1-aril-3-(2-Hidroksietiltiyo)-1-propanonlar1 sentezlenecek, bu bilesiklerin
kanserli hiicre hatlar1 (HSC-2, HSC-3, HSC-4, HL-60) ve normal hiicre hatlar1 (HGF,
HPC, HPLF) {izerinde sitotoksisiteleri degerlendirilecek ve PARP1 testi ile olasi etki

mekanizmasi arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

Coziim bekleyen en onemli sorunlardan biri olan kanser, tam olarak tedavisi
bulunamamis ve diinya da 6liim oraninin yiiksekligi nedeniyle gelismis birgok tilkede
bile 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir.? ® Piyasada mevcut antikanser
ilaglar yan etkileri, kazanilmis direng, selektivitelerinin diisiikliigli gibi nedenlerle
ihtiyaca cevap verememektedir. Bu yiizden s6z konusu problemlerin ¢oziimiine yonelik
olarak sitotoksik etkili yeni bilesiklerin gelistirilmesine acilen ihtiyag duyulmaktadir.
Bu gereksinimin ¢alismamizin temel amacini olusturmaktadir.

2.1. Kanser

Dokular ve organlar, kollagen gibi hiicreler arasi salgilanan maddeler ile bir
arada tutulan hiicre topluluklarindan olusur. Doku ve organ biiyiimesi hiicrelerin
sayisindaki artma, hiicrelerin boyutlarinda artma veya her ikisi birden meydana
gelebilir. Insanda hiicre sayisindaki artis gelismede en 6nemli etkendir.* Bir yetiskin
déllenmis tek bir hiicreden 10™ hiicreye kadar biiyiir. Yeni dogandan yetiskin bir insan
olana dek hiicre boyutu 3-4 kat1 artsa bile, bliylime biiyiik dlclide hiicre sayisindaki
artiga baghdir. Insanlar olgunluga ulastiktan sonra hiicre sayisi temelde sabit kalir.
Ancak yetiskinlerde bile hiicre boliinmesi aktif bir hizla devam eder. Her giin yaklasik
10" hiicre Sliir ve yenilenmeleri gerekir. Olenlerin biiyiik bir kism1 gastrointestinal
kanal, deri, kemik iligi gibi doku ve organlardan kaynaklanir. Uretilen hiicre sayis1 dlen
hiicre sayisina esittir. Bu basit esitligin bozulmasi normal ve anormal biiylimenin
anlasilmasi igin esastir. Herhangi bir zaman periyodunda yapilan hiicre sayisi 6len
hiicre sayisin1 asarsa biiylime vardir.

Nedeni ne olursa olsun, kanser, hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasini yoneten
kontrol mekanizmalarinda bir sapma ile karakterize edilen bir hiicre hastaligidir.

Kanserli dokularda hiicreler normal hiicrelerin uyduklar1 kural ve diizenlemelere



uymadiklari i¢in denetimsiz ve hizli hiicre ¢ogalmasi s6z konusudur. Ancak akciger
kanseri, kolon kanseri ve belirli kronik 16semi tiirleri® yavas biiyiirler. Kanserin sebebi
ve olug mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Goriilme siklig1 cografi dagilim, cins,
ik, genetik yap1 ve ¢evresel karsinojenlere maruz kalmakla iliskilidir.

Bir¢ok kanser tiiriiniin ortaya c¢ikisinda c¢evresel faktorlerin rolii oldugu
diistiniilmektedir. Ancak genetik faktorlerin de kanser olusumunda rol oynadigi
bilinmektedir. Genel olarak genetik faktdrlerin zemininde gevresel karsinojenlerin roli
oldugu ileri siiriilmektedir.?  Cevredeki potansiyel karsinojenlerin identifikasyonu
mutajenik ajanlar i¢in olan ames testinin yaygin kullanimiyla basitlestirilmistir.
Karsinojenlerin % 90’min bu yonteme dayanilarak mutajenik olduklar1 gdsterilebilir.
Iyonize edici radyasyon, ultraviyole isinlari, hava kirliligi, kimyasal karsinojenler,
beslenme faktorleri, sigara, alkol, viriisler, genetik faktorler gibi etkenler kanser
olusumunda etkilidirler.® Buradan kanserin tek bir sebebe degil bircok sebebe bagh
olarak gelisen bir hastalik oldugu sonucuna varilabilir. Neoplazmanin benin ve malin
olmak iizere iki biyolojik davranig bi¢imi vardir. Bu tipteki dokularin ayirict 6zellikleri
Tablo 2.1°de dzetlenmistir.

Tablo 2.1. Benin ve malin hiicrelerin farklan

Benin Malin

Genellikle enkapsiillii Enkapsiilsiiz

Genellikle noninvaziv Invaziv

Yiiksek derecede farklilagma Zay1f farklilagsma

Ender mitoz Yaygin mitoz

Anaplazi goriilmez ya da ¢ok azdir Degisen oranda anaplazi goriiliir
Metatstazik degildir Metastazik




Kanserli ve Normal Hiicreler Arasindaki Bazi Sitolojik Farkhiliklar

Kanserli ve normal doku hiicreleri arasinda saptanan kimi biyokimyasal
farkliliklardan ilag tasarlama g¢alismalarinda molekiillerin selektif etki gostermelerini
saglamak igin yararlanilabilir. Selektivite, bir ilacin yan yana iki komsu hiicre olsalar
bile diger hiicre ilizerinde herhangi bir etki yapmaksizin belirli tiirdeki hiicre grubunu
kuvvetli bigimde etkileyebilmesidir.7 Yeni antineoplastik ila¢ gelistirmede saglikli
hiicrelerin gelismesi etkilenmeksizin kanserli hiicreleri kodlayan DNA’nin selektif
olarak etkilenmesi amaglanir. Bir ilacin toksisitesi ancak selektif oldugu zaman
degerlidir. Toksik etkiler reversibl veya siirekli olabilir. Selektif toksisiteyi
gelistirebilmek i¢in normal ve neoplastik hiicreler arasindaki biyokimyasal farkliliklarin
belirlenmesi biiyiik 6nem tasir. Belirlenen bazi farkliliklar sdyle 6zetlenebilir;

Malin hiicreler normal doku hiicrelerine gore daha asidik olup, tiimoral
dokularda ortalama pH degeri 6.5 olarak kabul edilmektedir. Buna gére Mannich
bazlarinda oldugu gibi, asidik ortamda sitotoksik bilesiklere doniisebilen bir prodrug
normal dokuda toksisite olusturamazken, tiimor hiicrelerinde biyoaktif metabolitler
tiretmek suretiyle selektif letalite gosterebilir. Kanser hiicrelerinin redoks potansiyeli
normal hiicrelerden daha kiigiiktiir. Larinks, dil, 6zefagus, mesane, kolon ve prostat
karsinomu gibi belirli epitel tiimorlerinde y-glutamil transferaz (GGT) enzim aktivitesi
normal hiicrelere gore daha ¢ok artmistir.®

2.1.1. Kanserin Tarihcesi

Bilinen en eski insan kanser vakast M.O. 1517-1500 yillar1 arasinda yazilmis bir
Misir belgesinde bulunmustur. Bulgular gogiis kanserine isaret etmistir. En eski insan
kanseri Ornegi tun¢ cagindan kalma disi insan kafatasindan kalan artiklarda
bulunmusgtur. Malin melanomanin agik lezyonlart 2540 yil Oncesine ait Peru

inkalarindan kalma mumya iskeletinde rastlanmigtir. 1761°de Giovanni Morgagni ilk



kez olarak otopsi sonucu elde edilen patolojik bulgularin hastanin hastaligiyla iliskili
oldugunu bulmustur. 19. yiizyilda modern mikroskopun kullanima girmesiyle onkoloji
bilimi dogmustur. Hiicresel patolojinin bulucusu olan Rudolf Virchov, kanserin modern
patolojik ¢alismasi adina bilimsel bir temel olusturmustur. Bu metot sadece kanserin
yikiciligimi iyi anlatmakla kalmamis, ayni zamanda kanser cerrahisinde Onemli
gelismelere neden olmustur. Ingiliz cerrah Stephen Paget “Tohum ve Toprak Teorisi”
olarak adlandirdig1 kanserin gelisimini bir teoriyle ortaya koymustur. Bu teoriye gore
metastatik tiimorler tohumlardir ve bu tiimorler kan dolasimi vasitasiyla yayilip sadece
organ (toprak) icinde biiyiiyebilirler. Bu yaklasim metastazin dogru anlasilmasi adina
iyi bir temel olusturmustur. 1896 yilinda Alman fizik¢i Prof. Dr. Wilhelm Conrad
Roentgen X-Ray 1simnim1 kesfederek ve oOzellikle hastaligin teshisinde faydalanilmasi
adina ¢ok 6nemli bir gelismeye imza altmlstlr.g'14

2.1.2. Antikanser flaclarin Smiflandiriimasi

Dogal veya sentetik kimyasal maddeler, biyolojik ajanlar ve hormonlarla yapilan
tedavilerin tiimii kemoterapinin kapsami i¢indedir. Antikanser bilesikler hiicre siklusuna
spesifik ilaglar (vinka alkoloidleri) veya hiicre siklusuna spesifik olmayan ilaglar
(alkilleyici bilesikler) olarak hiicre siklusunda etki ettikleri fazlara gore
siniflandirilabilecegi gibi kimyasal yapilarina ve genel etki mekanizmalarina gore de su
sekilde siniflandirilabilir.*®

Alkilleyici Bilesikler

Alkilleyici bilesikler (Sekil 2.1) faza 06zgli olmayan sitotoksik maddeler
olmalarina ragmen hiicre siklusunun G1 ve S fazlarina en duyarli olup G2 fazinda
blokaj gé’)sterirler.17 Sistematik  toksisiteye sahip bu bilesikler su sekilde
siniflandirilabilir:

a) Azotlu hardallar: Mekloretamin, melfalan, klorambusil, siklofosfamit



b) Etileniminler: Trietilenmelamin (TEM), trietilentiyofosforamit (tiyo-
TEPA), hekzametilenmelamin (HMM).

c) Siilfonik asit esterleri: Busulfan

d) Nitrozoiireler: Karmustin (BCNU), kloroetilsiklohekzilnitroiire (CCNU)),
semustin (metil-CCNU).
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Sekil 2.1. Alkilleyici bilesikler

Antimetabolitler

Bu ilaglar hiicre i¢inde ya cesitli enzimleri inhibe ederek piirin ve pirimidin
sentezini durdurur ya da onlarin gerekli niikleozid ve niikleik asit kompleksleri igine
girmelerine engel olarak DNA ve RNA sentezini Onler. Bunlardan bazilar1 farkli
kimyasal yapida olmalar1 nedeniyle niikleozit ve niikleik asit bilesimlerine girmekte ve
sitotoksik etki gostermektedir. Metabolizma faaliyetleri yoniinden antimetabolit ilaglar

kanser hiicreleri kadar belirli bir oranda normal hiicreleri de etkilerler. Kanser hiicreleri



ile normal hiicreler arasinda bugiin bilinen farkliliklardan biri de hiicrenin kalitatif
metabolik farkliligidir. Bu da bazi 16semik hiicrelerin (6zellikle lenfosit ve melanoma
hiicrelerinin) hiicre i¢inde asparajin sentezi yapamamalarindan kaynaklanmaktadir. Bu
Ozellikten yararlanarak L-asparajinaz enzimi verilerek kandaki asparajini yikmak ve
hiicrelere diflizyonunu 6nlemek miimkiindiir. Asparajini yitiren ve onu sentez edemeyen
hiicreler boylece yok edilebilmektedir. Antimetabolit ilaclar icinde en eskisi folik asit
antagonistleridir. Bu ilaglardan aminopterin toksisitesi nedeni ile giinlimiizde yerini
ametopterine birakmistir. Ametopterin piirin halkasinin sentezi igin gerekli olan bir
karbon transferini inhibe etmek suretiyle etki gosterir.'® Piirin antagonistlerinden
klinikte en ¢ok kullanilan 6-merkaptopiirin ve azotiyopiirin genellikle piirinlerin
yeniden yapilanmasinda ilk basamaklarda etkili olduklar1 gibi daha sonraki DNA, RNA
olusumuna kadar olan niikleotit donemlerinde de pek ¢ok noktada etkilidirler. Klinikte
kullanilan pirimidin antagonistleri flor iceren urasil tiirevleridir. 5-Fluorourasil ve

deoksiriboz eklenmesi ile elde edilen 5-Fluorodeoksiiiridin bunlarin onemlileridir.
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Antibiyotikler

Bu grup ilaclar arasinda aktinomisin-D, daunorubidomisin, bleomisin sayilabilir.
Antibiyotikler hiicre kromozomu ile hiicreye verilen metabolik ve islevsel emirler
zincirini bozarlar. Bu ya haberci RNA ya ribozomal RNA ya da ¢oziinebilir RNA’y1
etkileyerek olur.

Vinka Alkoloitleri

Bunlar ¢esitli yapida olabilirler. Kanser tedavisinde en ¢ok kullanilan mitostatik
ilaclar vinkristin ve vinblastin alkaloitleridir. Bunlara hiicreleri mitoz déneminde
etkileyerek mitozu durdurduklar igin mitostatik ajanlar da denebilir.

Steroit hormonlar

Steroit hormonlardan dstrojen, androjen, ve progesteronlar genellikle gelisme ve
biiylimeleri hormonal etkilere bagli kanser tiirlerinde kullanilirlar. Etkilerini dogrudan
kanserli dokuyu inhibe etmek veya dolayli olarak diger hormon salgilarin1 azaltmak
suretiyle ortaya koyarlar.

Diger bilesikler

Metilhidrazin, hidroksiiire, kolsemid, karboksimit (DTIC), L-asparaginaz,
streptonigrin, cisplatinum.

2.1.3. Alkilleyici Bilesikler ve Etki Mekanizmasi

Alkilleyiciler malin neoplazma tedavisinde klinik yarari ilk kez saptanan ve
bugiin de en yaygmn kullanilan ila¢ grubudur.’® Alkilleyici bilesikler serbest elektron
cifti ya da eksi yiik tasiyan niikleofilik merkezlerle tepkimeye girebilen elektrofilik alkil
katyonu liretmek suretiyle etki gosterirler. Alkilleme diye bilinen tepkime alkil katyonu
ile molekiiler yap1 arasinda kovalent bag olusumu ile sonuglanir. Klinik 6nemi olan bazi
alkilleyici ajanlar bis(2-kloroetil)amin, etilenimin veya nitrozoiire gruplart igeren

kimyasal yap1 tasirlar. Antikanser ilag gelistirme calismalar1 kapsaminda alkilleyici



Ozellikteki farmakofor gruplarin aminoasitler, niikleik asit bazlari, hormonlar, nitroksil
radikalleri veya seker pargalar1 gibi cesitli tasiyict gruplara baglanmak suretiyle
molekiiliin etki yoresine optimum konsantrasyonda tasinmasina yonelik tasarim ve
sentez calismalar slirdiiriilmektedir. Ancak bugiine kadar tam anlamiyla yoreye 6zgii
alkilasyon basamlamamlstlr.20

Bir azotlu hardal olan mekloretaminin etki mekanizmasi alkilleyici bilesiklerin
etki mekanizmasinin daha iyi anlagilabilmesi i¢in Verilmistir.17 Tepkime baglangicinda
alkali ya da notral pH’da kloroetil yan zincirinin birinden bir kloriir anyonu ayrilarak
halkalagmis imonyum iyonu seklinde tanimlanan bir ara {iriin olusur. Bu ii¢ iyeli,
gergin halka birinci dereceden niikleofilik siibstitiisyon (SNj) tepkime mekanizmasina
gore agilarak bir karbokatyon verir. Olusan karbokatyon genellikle niikleik asitlerin
guanin bazindaki N-7 azotunu alkilleyerek sitotoksik aktivite gosterir. Ayni sekilde
ikinci kloroetil grubu da 6nce halkalasir, daha sonra diger bir niikleofille ya da yine
guaninle tepkimeye girer. Bu tepkime DNA molekiiliinde heliks c¢iftindeki g¢apraz
baglanmay1 koparir. Boylece DNA replikasyonu ve RNA transkripsiyonu etkilenerek
hiicre boliinmesi biiyiik 6l¢lide 6nlenir.

2.2. Mannich Reaksiyonu

o — 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 [-
amino ketonlar1 verirler. Bagka bir deyis ile aktif hidrojen atomunun birincil, ikincil
veya tgilinciil amino tiirevlerini (Mannich bazlar1) vermek iizere aminometil ya da
siibstitiie aminometil gruplar1 ile yer degistirmesidir (Sekil 2.3).21 Sayet substratta
birden c¢ok aktif hidrojen atomu bulunuyorsa birden ¢ok aminometilleme
gerceklesecektir (Sekil 2.4). Iste bu tiir reaksiyonlara Mannich reaksiyonu, elde edilen

tirlinlere de Mannich bazi denir. Bu safhada ilk ¢alismalar 1912 yilinda kimyact Carl
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MANNICH tarafindan gerg:eklestirilmistir.22 Bu nedenle olusan bilesiklere Mannich

bazi denilmektedir.

O
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Sekil 2.3. Monoaminometilasyon sonucu olusan mono-Mannich bazi

o) o EtOH o NHR,
)J\ + 2 JJ\ > + 2 HoNR, | .HCI >_<: HCI + H,0
R~ “CH, H™ H A R NHR,

R1 =AlkKil veya aril R,=AlKil veya Hidrojen
Sekil 2.4. Diaminometilasyon sonucu olusan bis-Mannich bazi

Mannich tepkimesi asidik veya bazik kosullarda uygun ¢oziiciiler (genellikle

alkol) kullanilarak geri ¢eviren sogutucu altinda yiiriitiiliir.
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Sekil 2.5. Siklohekzanonun asit katalizli aminometilleme tepkime mekanizmasi
Asidik kosullarda aminin biiyiik Ol¢iide tuz seklinde bulunmasi tepkimenin
iminyum iyonu iizerinde yiiriimesini saglar (Sekil 2.5). Bazik kosullarda ise mekanizma,
sadece dimetilaminometanol ara irliniindeki hidroksilin, olusan siklohekzanon

karbonyonu ile yer degistirmesi seklinde agiklanabilir (Sekil 2.6). Tepkime

mekanizmasi SN, dir.
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Sekil 2.6. Siklohekzanonun baz katalizli aminometilleme tepkime mekanizmasi

Mannich reaksiyonlarinda genellikle formaldehit kullanilir (amino alkilleme

amactyla aril aldehitler de kullanilabilmektedir). Aktif hidrojen bilesigi olarak ketonlar
kullanilmakta ve bazi durumlarda molekiil i¢i amino alkilasyon ile halkali tiirevler de

olusabilmektedir.

Mannich bazlar1 Michael akseptorii olan o,B-doymamis ketonlarin prodruglar

k,24-27 28,29 k,30'31

olarak dizayn edilirler.?* Mannich bazlarmnn sitotoksi antikanser,”®* analjezi

38,39

antienflamatuar,®** diiiretik,*** antimikrobiyal ***" antikonvulzan,®®* antimalaryal,**

42 [4243

* antiviral* ve antifunga gibi cesitli biyolojik aktiviteleri rapor edilmistir.
Antikanser ve sitotoksik ajan olarak stiril ketonlarin konjuge Mannich bazlar
hazlrlanmls‘ur.44 Mannich bazlar1 selektif toksisite agisindan ¢ok onemli bilesiklerdir.
Soyle ki, bu bilesikler niikleik asitlerde bulunan amin ve hidroksil gruplariyla ¢ok az
veya hi¢ etkilesmezken, tiyol gruplarinin alkilasyonunda ¢ok basarili bulunmuslard1r.45
Bu sebeple Mannich bazlarinin genotoksik 6zelliklerden yoksun oldugu diisiiniiliir.
Sekil 2.4’de bir stiril keton Mannich bazinin tiyollerle olan reaksiyonu o6rnek
olarak sematize edilmistir. Goriildiigii gibi tiyol tarafindan ilk atak olefinik baga
yapilmis, ardindan mono tiyol gruplu ara iirlin A deaminasyona ugrayarak iiriin B’yi
olugmustur. 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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a,3-Doymamis Ketonlarin Mannich Bazi

1.MICHAEL KATILIMI

%

RSH
SR o)
Qr N7
H |
A
SR O
. +/
NS
H
HN(CHs)»
Mannich Bazinin Deaminasyonu \
SR O
S0
B
RSH
SR O 2. MICHAEL KATILIMI
C

Sekil 2.7. Doymamis bir Mannich bazinin tiyollerle reaksiyonu 6rnegi

Enonlarin Mannich bazlarinin hazirlandig: bir ¢aligmada bu bilesiklerin P388 ve
L1210 hiicre hatlarina kars1 prekiirsor keton bilesiginden daha fazla sitotoksik aktivite
gosterdigi rapor edilmistir.*’

Sitotoksik aktivite artist Mannich bazlarinin fizikokimyasal ve biyokimyasal

ozelliklerinden kaynaklanabilir.
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Bu 6zelliklerden bazilari;

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

2. Mannich bazlariin 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.*®

2.3. 0, p-Doymamis Ketonlar

o,B-Doymamis ketonlarin (Sekil 2.8), amin ve hidroksil gruplarina karsi ilgisi
yok ya da yok denecek kadar az, tiyollere karsi ilgisi ise gok fazladir.”® Bu 6zellik
niikleik asitlerle etkilesmeyi engeller. Bundan dolayr bu bilesiklerde alkilleyici
bilesiklerin kullaniminda gozlenen kanserojenik ve mutajenik yan etkiler gézlenmez.
Tiyollere karst o,f-doymamis ketonlarin tercihli afinitesi daha Onceki ¢alismalarda
bildirilmistir. Hiicre boliinmesinden hemen 6nce artmis glutatyon seviyeleri daha 6nce
rapor edilmistir.”®> Bu yiizden normal dokulardan ziyade timérlii dokulara karsi basarili
bir segici sitotoksisite o,B-doymamis ketonlarla miimkiin olabilir. Ayrica bazi secici
tiyol alkilleyicilerin tiimorlii dokulara normal dokulardan daha fazla etki gosterdikleri
tespit edilmistir. Bu tespit, genellikle kanserli dokulardan daha ¢ok normal dokulardaki
makromolekiillere baglanmayr tercith eden geleneksel alkilleyici ajanlara ve
antimetabolitlere karsin, tercihen tiimorlii dokulardaki DNA, RNA ve proteinlerin farkli

prekiirsorlerine baglanan segici tiyol alkilleyicilerin yetenegine atfedilir.”®

o)
R1/\)J\ R,

Sekil 2.8. o, B-Doymamis ketonlar
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2.4. Aktif Karbon-Karbon Cift Baglarina Michael Katim

Michael katim tepkimesi aktif a-hidrojeni tagiyan bir vericinin (6rnegin RRCH-
COR) bazik kosullarda konjuge bir sistemin parcasini olusturan aktif karbon-karbon
doymamishgma (Sekil 2.9) katim yapmasi demektir.*® Tepkimenin bu tanim tiyol,
amin ve hidroksil gibi elektron verici niikleofilik gruplarin o,-doymamis keton sistemi
ile tepkimeye girebilme yetene8ine sahip oldugunu aciklar. Niikleofilik atak igin
karbon-karbon arasinda 7 elektronlarinin varligi ve rezonans ya da indiiktif etkilerle -
karbonunun elektron yogunlugunu azaltan aktiflestirici gruplarin bulunmasi gerekir.

Tepkimenin ger¢eklesmesine katkida bulunan rezonans yapilar asagida gosterilmistir.

Ar H Ar,  H
— - t
H \(‘ R H o N R
@) o~
R=H, Alkil, Aril

Sekil 2.9. Michael katim tepkimesinde rezonans

Ancak Michael tepkimesi sadece konjuge enonlarla sinirli olmayan genel bir
tepkime niteligindedir. Zira konjuge aldehitler, esterler, nitriller, amitler ve
nitrobilesikler de elektrofilik akseptdr olarak davranarak Michael tipi reaksiyonda yer
alabilirler. Michael katimi ile ayn1 kosullarda yiiriiyen tersinir bir tepkimenin varligi da
(Retro-Michael tepkimesi) bilinmektedir. Retro-Michael tepkimesi, Michael katim
lrlinliniin baz varliginda parcalanarak olefinleri olusturmasidir. Bazi durumlarda
parcalanma bazik katalizor olmaksizin hafif 1sitilmakla da gergeklesebilir.sL >2 Michael

reaksiyonunun en verimli uygulamalar1 dialkil malonat veya (-ketoesterlerden tlireyen

enolat anyonlarinin, sterik olarak engellenmeyen o,-doymamis ketonlara katimidir.
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2.4.1. Michael Katim Tepkimesinin Mekanizmasi
Dissosiye olmus (RS") ve dissosiye olmamis (RSH) tiyol niikleofilleri ile o,[3-

doymamis ketonlarin verdikleri tepkime mekanizmalar1 Sekil 2.10 ve Sekil 2.11°de

verilmigtir.
Ar. H Ar H
— ; k1 = k2
|\ + R _— —c .
H>_§/~R S o—_ RS>_§/~7R AT
@) @)

Sekil 2.10. Dissosiye tiyollerin Michael katim mekanizmasi

Ar. H
RS>_§*R
O
A H Ar H Ar, H
= k1 = k2 <
) + RSH —~ — " .
H>_%7R 1 HSR>_%7R RETa— Rs>_§/—R
@) O 0]
Ar H Ar.  H
. e+ k3
RS R + ~ k3 RS R
0] (0]
Sekil 2.11. Nondissosiye tiyollerin Michael katim mekanizmasi
Kinetik ¢alismalarda ise su noktalar vurgulanmaktadir:
1. En yavas tepkime basamagi niikleofilin B-karbonuna atak yaptig1 basamaktir.
2. B-karbonunun elektrofilligi ve verici grubun niikleofilligi arttik¢a tepkime
hizlanir.
3. Sterik ve elektronik etkiler, ¢oziiciiler ve pH gibi diger etkenler de tepkime
hizin1 6nemli 6l¢lide etkiler.>®
2.5. ila¢ Tasarlamada Fizikokimyasal Ozelliklerin Onemi
Genel olarak, biyolojik aktivite ilaglarin fizikokimyasal (yapisal, fiziksel ve
kimyasal) 0Ozelliklerinin bir fonksiyonu seklinde diisliniilir. Bu nedenle bir ilag
molekiiliinde bu 6zelliklerin herhangi birinin degismesi biyoaktivitede degisikliklere
neden olur. Nicel yapi-etki iligskisi (QSAR) bilesiklerin biyolojik aktivitelerini nicel ve

sistematik kaliplar igerisinde kendi fizikokimyasal 6zellikleri ile agiklar.>
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[lag tasarlamada QSAR kapsaminda muhtelif korelasyon ve yaklasimlardan
yararlanilir. Bunlar:

Hammett korelasyonu

Log P

Hansch analizi

Topliss yaklagimi

2.5.1. Hammett Korelasyonu

Bu korelasyon homolog bir seride aromatik halka iizerindeki bir siibstitiientin
elektronik yapist (elektron verme ya da elektron ¢ekme oOzellikleri) ile kimyasal
tepkinligi arasindaki kantitatif iliskiyi agiklar.”

Hammett degismezi (o) bir aromatik halkanin meta ve para konumlarindaki
stibstitiientlerinin indiiktif ve rezonans etkilerinin toplami olan elektronik etkisinin
kantitatif ifadesidir. o elektron veren gruplar igin (-), elektron ¢eken gruplar igin (+)
isaretini alir. Pek ¢ok siibstitiientin Hammett degismezleri ¢esitli ¢alismalarla deneysel

olarak belirlenmistir.56’ >

Yeterli sayida sentez yapildiktan sonra bulunan degerlerin
standart sapmalar1 ve hata oranlar1 saptanir. Boylece istenildigi zaman artik baska
sentez yapmadan belirli molekiil etkisini yonlendirecek ya da nicel olarak degistirecek
gruplar icin bilgi edinilmis olur. Bu tiir incelemelerde fizikokimyasal parametreler

kullanilir. Asagidaki formiilde goriilen genel yapida Y yan zincirinin etkinligi ile X

stibstitiientinin 6zelligi ve yeri arasinda bir iliski vardir.

A

Bu iliski asagidaki denklemle verilir:

X

K™ _
IogF—Pc
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Bu denklemde K" nonsiibstitiie bilesigin reaksiyonlari icin denge degismezidir.
K* siibstitiie olmus bilesigin reaksiyonlar1 i¢in denge degismezidir. o, yanliz X
stibstitiientinin 6zelligine ve yerine bagli bir degismezdir.

Eger yukaridaki denklem agilarak yeniden yazilirsa,

log K*- log K" = Po

log K* = Ps + log K"
esitligi bulunur. Buradan ¢ikan sonug sudur: Siibstitiie olmus bilesigin etkinligi (log K*
olarak verilen deger) dogrusal olarak o ile iligkilidir. P ise siibstitlientin etkisini
simgeler.

2.5.2. Hansch Analizi

Ilk kez 1964 yilinda Hansch korelasyonu in-vivo biyolojik sistemlere
uygulandl.58 Hansch kavramina gore ilag etkisi iki etkene baglidir. Biyolojik bakimdan
aktif bilesiklerin uygulandigi yerden etkili olduklar1 yere taginimi bilesigin dagilim
(partisyon) katsayisi ile ilgilidir. Etkili olduklar1 yoredeki ilag ve reseptor etkilesmesi
molekiilde bulunan aktif islevsel gruplarin tepkinliklerine baglidir. Hansch modeline
gore; bilesiklerin hidrofobik, elektronik ve sterik ozellikleri kantitatif biyolojik yaniti
belirler.

Herhangi bir bilesigin X siibstitiientinin ¢6ziiniirliik {izerine etkisini arastirmak
i¢in;

| Px
n=log —
P

esitliginden yararlanilir. Bu esitlikte Py nonsiibstitiie bilesigin, Px siibstitiie bilesigin
partisyon katsayisini, © ise Hansch hidrofobik siibstitiient degismezini gosterir. 7
degerini pozitif bulunmasi incelenen X siibstitiientinin molekiiliin  yagdaki

¢cOziinlirliglinii ana bilesigin yagdaki c¢oOziinlirligline gore arttirdigim1 gosterir. 7
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degerinin negatif bulunmasi ise bunun aksini ifade eder. Hansch hidrofobik siibstitiient
degismezinde gozlenen farkliliklarin o ile ifade edilen elektronik etkilesmeden
kaynaklandigi kamitlanmustir.>® Optimum log P’li bir bilesik, bu degerden daha biiyiik
ya da daha kiiciik log P’ye sahip bilesiklerden daha yiiksek konsantrasyonda etki
yoresine ulagir. Bilesiklerin hem 7 degeri hem de log P degeri ile biyolojik aktivite
arasinda bir korelasyon kurulabildigi icin m degerinin literatiir bilgileri arasinda
bulunmadigi durumlarda log P degeri ve bundan yararlanarak © degeri deneysel olarak
saptanabilir.

2.5.2.1. Dagihim (Partisyon) Katsayisi (P)

Kimyasal yap1 ve antikanser aktivite arasinda iliski kurmay1 saglayan birincil bir
parametrenin secilmesi ila¢ tasarimini kolaylastirir. Biyolojik agidan aktif bir¢ok
bilesigin en 6nemli 6zelliginin onlarin lipofilisiteleri oldugu anlasilmistir. Lipofilisite
oktanol-su ¢oziicii sistemi kullanilarak partisyon katsayist yoluyla dlgiilebilir. Bir ilacin
partisyon katsayisi, o ilacin organik ¢oziiciisii karisiminda calkalandiginda organik
¢Oziicii ile suya gecen niceliginin orantisidir. Partisyon katsayisi bir ilacin yapi-etki
iligkisinin aragtirilmasinda, kemoterapéotik bilesiklerin gelistirilmesinde onemlidir.®

Yapi-etki iliskisi ¢aligmalarinda sik kullanilan parametreler karsilastirildiginda,
regresyon analizi, biyoaktivite korelasyonunda log P (oktanol-su) degerinin ¢alisilan
diger parametrelerden daha 6nemli oldugunu gostermistir. o,-Doymamis ketonlarla
yapilan bir arastirmada hidrofilik/hidrofobik 6zelliklerin biyoaktiviteyi degistirdigi
belirlenmis® ve seskiterpen laktonlarda lipofilite ve sitotoksisite arasinda kesin bir iliski
oldugu saptanmlstlr.62 Yine lipoidal pentadesil yan zinciri tasiyan ve tasimayan kinon
tiirevlerinde lipofilligin biyoaktiviteyi olumsuz yénde etkiledigi goriilmiistiir.>® Kanserli
hiicre DNA'sina 6zgli bir ilacin, hiicre membranlarindan gecis seklinden bagimsiz

olarak, sulu ekstraselliiler hiicre cevresi ile uyumlu olmasi1 gerekir. Ayrica oldukca
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hidrofobik membran tabakalarindan gegebilmek i¢in ilag ayn1 zamanda bu hidrofobik

cevre ile de bir dereceye kadar uyumlu olmalidir. Antineoplastik aktivite ile lipofilisite

arasindaki iligkinin lineer oldugunu gosteren logaritmik bir grafik saptanmlstlr.64
2.5.2.2. Iyonlasma Sabiti (Ka)

Her asit yada baz sulu ortama alindiginda, yapisina bagl olarak degisik
iyonizasyon oranlarinda dissosiye olur. Asitlerin yada bazlarin dissosiasyonunu
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 yada zayif baz niteliginde olan ilaglarin lipoid nitelikteki zarlardan gegisleri ne
kadar iyonize olduklarina baglidir. Bu nedenle; bu tip ilaglarin yiizde kaginin iyonize
yiizde kacinin noniyonize oldugunun hesaplanmasi gerekir. Noniyonize durumda
olanlar, lipoid nitelikteki zarlardan kolay gecerler. Bdylece olusan konsantrasyonun
biyolojik etki tizerindeki rolii biiyiiktiir.

[laglar bilindigi gibi iyonize, noniyonize, kismen iyonize ve kismen noniyonize
olmak tizere dort sekilde bulunabilirler. Belirli pH’da bir ilacin iyonize ya da
noniyonize sekillerinin bagil konsantrasyonu Henderson-Hasselbach denklemi ile
hesaplanabilir.

[iyonize olmamis ilag]
Asitler i¢in: 10g -==--=========m=mmmmmmm oo = pKa-pH
[iyonize ilag]

[iyonize olmamis ilag]
Bazlar igin: log ---------==-===m=mmmmm oo = pH-pKa
[iyonize ilag]

Bu denklemlerden ¢ikarak her zaman zayif asit ya da zayif bazik 6zellikteki bir

ilacin iyonize yada noniyonize kisimlarinin konsantrasyonunu hesaplamak miimkiindiir.
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pH = log -------- + pKa
(BH")
Zayif asit iceren c¢ozeltinin pH’s1 yiikseldikge, asidin iyonik seklinin
konsantrasyonu da yiikselir. Zayif bir baz igeren ¢ozeltinin pH’s1 yiikseldik¢e bazin
molekiiler seklinin konsantrasyonu ytikselir.

Henderson-Hasselbach denklemiyle zayif asit molekiiliiniin iyonizasyon ylizdesi

ya da fraksiyonu hesaplanabilir. Yiizde iyonize sekli asagidaki denklem ile bulunur.

% lyonize Sekil = -------------

i+N

i: flacn iyonik seklinin konsantrasyonu

N: Noniyonik (molekiiler) seklinin konsantrasyonu

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

Molekiiller genellikle hiicre zarlarim1 parcalanmamis ve dissosiye olmamig
sekilde gecerler. Zayif asitler, diisiik pH’larda nondissosiye durumda bulunacaklari i¢in
bu pH’lar da hiicre zarlarimi 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.

2.6. Tla¢ 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 halkalar1 ve yan zincirleri modifiye etmek ig¢in

kullamlir.®® Bu yontem tiirev serileri hazirlanmasini ve adim adim sentez edilmelerini
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igerir. 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. Boylece hem w, hem de o degerleri
onemli Olciide arttirilmis olur. Eger 4-kloro tiirevi ana bilesikten daha az aktifse n ve o
degerlerini ana bilesige gore daha diisiirmek amaciyla 4-metoksi tiirevi hazirlanir. 4-
kloro tiirevi ana bilesikle esit aktiviteye sahipse 4-metil analogu hazirlanir. © ve o
degerleri goz Onilinde tutularak bu sistematik basamaklandirma islemine optimum
aktivite elde edilinceye kadar devam edilir.

2.7. Biyoaktivite Testleri

2.7.1. 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 yaygmn kullanilan in vitro yontem hiicre
kiltiiriinde bilesiklerin referans bilesik kullanilarak ¢esitli hiicre hatlarina karsi test
edilmesidir.?® in vivo testler ise ¢esitli deney hayvanlar (fare, sican, tavsan gibi)
kullanilarak yapilir. Hayvanlarin g¢esitli viicut doku veya sivilarindaki ilgili
biyokimyasal parametreler deney sonunda degerlendirilir.®’

2.7.2. PARP1 Yapisma Testi

Bir¢ok sitotoksin biyoaktivitesini apoptosisi indﬁkleyereks’ 16 gosterir. Fakat
DNA ¢ift sarmalinin tekinin kirilmasi poli(ADP-riboz) polimeraz (PARP1) tarafindan
tamir edilebilir.>® Bu yiizden PARP1 yapismasinin normal hiicrelerden ziyade kanserli
hiicrelerde daha biiyiik oranda olmasi kanser tedavisinde faydali bir yaklasim olabilir.

PARP1 yapisma normal hiicrelerde goriilmez iken kanserli hiicrede goriilmesi

bilesiklerin timor seciciligine katki saglayan olasi faktor olarak degerledirilebilir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasallar ve Yontemler

3.1.1. Sentez Cahismalarinda Kullanilan Kimyasallar

Stabilite ¢alismasinda 1-Aril-3-morfolino / piperidino-1-propanon hidrokloriir, 2-
merkaptoetanol (Fluka, Steinheim, Switzerland), sodyum dihidrojen fosfat monohidrat
(Merck, Hohenbrunn, Germany), disodyum hidrojen fosfat (Fluka, Steinheim,
Switzerland), saf su (GFL 2004) kullanilmistir.

3.1.2. Yontemler

Kromatografik Analizler

Sentez calismalar1 sirasinda tepkimeyi izlemek ve sentezlenen bilesiklerin
safliklarin1 kontrol etmek amaciyla ince tabaka kromatografisinden (ITK) yararlanildi.
ITK icin 0.25 mm kalinliktaki silikajel 60 HF2s54 (Merck Art 5715) hazir kromatografi
plaklart kullanildi. Kromotografi islemi oda sicakliginda yapildi ve siiriikkleme islemi
kromatografi tankinin ¢6ziicii buharlariyla doyurulmasindan sonra gergeklestirildi.
Siiriikleme isleminden sonra agik havada kurutulan plaklar {izerindeki lekelerin
belirlenmesinde 254 nm dalga boyundaki UV 1s1gindan (Mineralight Lamp UVGL-58 )
faydalamildi. ITK* da kullamlan hareketli faz saflastirma isleminde siitun kromatografisi
yonteminde de kullanilmistir. Siitun kromatografisi yonteminde adsorban olarak
silikajel 60 (0.063- 0.2 mm) (Merck, Darmstadt, Germany) kullanilmistir.

Spektral Analizler

Bilesiklerin 'H-NMR ve *C-NMR spektrumlar1 400 (100) MHz Varian
Spectrometer (Danbury, USA) ile CDClI; (Sigma-Aldrich, ST Louis, USA)’da ¢oziilerek

alinmastir.
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Kiitle Spektroskopisi

Bilesiklerin kiitle spektrumlar1 negatif (-) veya pozitif (+) modta elektron spray
iyonizasyon MS (ESI-MS) VG Waters Micromass ZQ (USA) spektrometresinde
alinmustir.

Erime Noktasi Tayinleri

Bilesiklerin erime dereceleri Electrothermal 9100 marka (IA9100, U.K) erime
derecesi tayini cihazi kullanilarak tespit edildi.

pH Metre

Fosfat tamponunun pH’ nin ayarlanmasinda Crison marka pH metre
kullanilmustir.

Termostath Calkalayic1 Su Banyosu

1-Avril-3-morfolino / piperidino-1-propanon hidrokloriir kimyasal yapisina sahip
bilesiklerin stabilite calismasi yapilirken Memmert marka su banyosu kullanilmistir.

3.2. Sentez Yontemleri ve Spektrumlar

3.2.1.  1-Aril-3-morfolino-1-propanon hidrokloriir (A1-A9) Kimyasal

Yapisina Sahip Bilesiklerin Genel Sentez Yontemi

0]

M [N
Ar N O .HCI
_/

Ar: CeHs (A1), 4-CHsCeHs (A2), 4-CH;OCeHs (A3), 4-FCeHs (A4), 4-CICsH, (A5),
4-BrCgH,4 (A6), C4H3S(2-il) (A7), C4H30(2-il) (A8), 4-NO,CsH, (A9)
Sekil 3.1. 1-Aril-3-morfolino-1-propanon hidrokloriir kimyasal yapisina sahip
bilesiklerin genel formiilleri

Uygun bir keton, paraformaldehit ve morfolin hidrokloriir 1:1.2:1 oraninda
almarak asetik asit (10 ml) igerisinde 70 Watt’da, 120 °C’de mikrodalga firinda (CEM
3100, Smith Farm Rd. Matthews, N.C.28105 USA) geri ¢eviren sogutucu altinda 5-240
dk 1sitilmistir. Reaksiyonlar ince tabaka kromatografisi (ITK) ile CHCl3:MeOH (8:2

veya 9:1) ¢oziici sistemi kullanilarak izlenmistir. Reaksiyon ¢oziiciisii algak basing
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altinda uzaklastirildiktan sonra elde edilen ¢okelek MeOH, CHCl3/MeOH veya
MeOH/Et,0 ile kristallendirilmistir. Kristallendirme sonrasinda olusan Kkristaller
stizlilerek ayrilmis ve oda sicakliginda kurutulmustur.®®

3.2.2. 1-Aril-3-piperidino-1-propanon hidrokloriir (B1-B9) Kimyasal

Yapisina Sahip Bilesiklerin Genel Sentez Yontemi

O

Ar)v NC> HCI
Ar: CeHs (Bl1), 4-CH3;C¢H, (B2), 4-CH;0C¢H, (B3), 4-FC¢H, (B4), 4-CIC¢H, (B5),
4-BrCeH, (B6), C4HsS(2-il) (B7), CoHs0(2-il) (B8), 4-NO,CeHa (B9)
Sekil 3.2. 1-Aril-3-piperidino-1-propanon hidrokloriir kimyasal yapisina sahip
bilesiklerin genel formiilleri

Uygun bir keton, paraformaldehit ve piperidin hidrokloriir 1:1.2:1 oraninda
almarak asetik asit (10 ml) igerisinde 70 Watt’da, 120 °C’de mikrodalga firinda (CEM
3100, Smith Farm Rd. Matthews, N.C.28105 USA) geri ¢eviren sogutucu altinda 20-65
dk 1sitilmistir. Reaksiyonlar ITK ile CHCI3:MeOH (8:2 veya 9:1) ¢oziicii sistemi
kullanilarak izlenmistir. Reaksiyon c¢oziiciisii alcak basing altinda uzaklastirildiktan
sonra elde edilen ¢okelek MeOH, CHCIl3/MeOH veya MeOH/Et,O ile
kristallendirilmistir. Kristallendirme sonrasinda olusan kristaller siiziilerek ayrilmis ve
oda sicakliginda kurutulmustur.®®

Fosfat Tampon Cozeltisi”

A: Sodyum dihidrojen fosfat monohidrat (NaH,PO4H,0) 15.9 g alinarak distile
su ile 500 ml” ye tamamlanmustir.

B: Disodyum hidrojen fosfat (Na;HPO,) 35.85 g alinarak distile su ile 500 m1’ye
tamamlanmuistir.

19 ml A ¢ozeltisinden, 81 ml B ¢ozeltisinden alinip distile su ile 200 ml’ ye

tamamlanmistir. Hazirlanan c¢ozelti kalibrasyonu yapilan pH metre ile 7.4%e

ayarlanmugtir.
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3.2.3. 1-Aril-3-(2-hidroksietiltiyo)-1-propanon Kimyasal Yapisina Sahip

Bilesiklerin Sentezi

o
Ar)J\/\S/\/ o

Ar: CeHs (EUL), 4-CHsCsH, (EU2), 4-CH;0CeH, (EU3), 4-FCeH, (EU4), 4-CICsH, (EUS),
4-BrCgH, (EUB), C4H5S(2-il) (EU7), CsHs0(2-il) (EUS), 4-NO,CsH, (EU9)
Sekil 3.3. 1-Aril-3-(2-hidroksietiltiyo)-1-propanon kimyasal yapisina sahip bilesiklerin
genel formiilleri

EU1-EU9 bilesiklerinin A1-A9 ve B1-B9 bilesiklerinden hareketle sentezine
iliskin deneysel veriler Tablo 4.1, Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’de sunulmustur. Sentezlenen
bilesiklerin *H-NMR, **C-NMR ve TOF-MS spektrumlari deneysel bsliimde detayli bir
bicimde verilmis, bu spektral analizlerin toplu degerlendirmeleri Tablo 4.4, Tablo 4.5 ve
Tablo 4.6’da sunulmustur. Biyoaktivite bulgulari ise Tablo 4.7’de sunulmustur.

3.2.3.1. 3-(2-Hidroksietiltiyo)-1-fenilpropanon (EU1) Bilesiginin A1
Bilesiginden Hareketle Sentezi

2-Merkaptoetanol  (0.15 g, 1.95 mmol), 1-fenil-3-morfolino-1-propanon
hidrokloriir (0.5 g, 1.95 mmol, Al) ile fosfat tampon (10 ml, pH = 7.4) igerisinde 37
°C’de galkaland1. Reaksiyonun yiiriiyiisii ITK ile izlendi. ITK sonuglarina gére 9 saat
sonunda reaksiyon ortamindaki A1 bilesiginin tiikkendigi gézlendiginden reaksiyona son
verildi. Reaksiyon igerigi kloroform (3x10 ml) ve daha sonra distile su (3x10 ml) ile
ekstre edildi. Organik faz susuz sodyum siilfat {izerinde kurutuldu. Coziicii algak
basingta uzaklastirildi. Ham firiin etilasetat:hekzan (8:2) ¢6ziicii sistemi kullanilarak

kolon kromatografisi ile saflastirildi. 3-(2-hidroksietiltiyo)-1-fenilpropanon (EU1)

bilesigi % 88.01 verimle renksiz viskoz madde olarak elde edildi.

o 0]

/~ \ OH Fosfat tamponu OH
Q)K/\N o HCl L msT N —_——— s
/ pH:7.4 , 37 °C

Sekil 3.4. EU1 bilesiginin A1 bilesiginden hareketle sentezi
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3.2.3.2. 3-(2-Hidroksietiltiyo)-1-fenilpropanon (EU1) Bilesiginin B1
Bilesiginden Hareketle Sentezi

2-Merkaptoetanol (0.031 g, 0.39 mmol), 1-fenil-3-piperidino-1-propanon
hidrokloriir (0.1 g, 0.39 mmol, B1) ile fosfat tampon (5 ml, pH = 7.4) igerisinde 37
°C’de ¢alkaland1. Reaksiyonun yiiriiyiisii ITK ile izlendi. ITK sonuglarma gére 44 saat
sonunda reaksiyon ortamindaki B1 bilesiginin tiikkendigi gozlendiginden reaksiyona son
verildi. Reaksiyon igerigi kloroform (3x10 ml) ve daha sonra distile su (3x10 ml) ile
ekstre edildi. Organik faz susuz sodyum siilfat {izerinde kurutuldu. Coziicii algak
basingta uzaklastirildi. Ham iiriin etilasetat:hekzan (8:2) ¢oziicii sistemi kullanilarak
kolon kromatografisi ile saflastirildi. 3-(2-hidroksietiltiyo)-1-fenilpropanon (EU1)

bilesigi % 82.38 verimle renksiz viskoz madde olarak elde edildi.

O
OH Fosfat tamponu OH
WN< > A Fosfat tamponu @)vsm/
pH:7.4 37 °C

Sekil 3.5. EU1 bilesiginin B1 bilesiginden hareketle sentezi

'H-NMR (CDCls) (Sekil 3.6)

5 7.86-7.84 (A, ABX sistem, d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.49-7.45 (X, ABX sistem, dd, J = 7.5
Hz, 1H), 7.38-7.33 (B, ABX sistem, dd, J = 7.5 Hz, 2H), 3.70 (m, 2H), 3.19 (m, 2H),
2.85 (m, 2H), 2.68 (m, 2H)

BC_NMR (CDCls) (Sekil 3.7)

026.2,35.5,39.1,61.1, 128.2, 128.8, 133.6, 136.6, 198.8

Kiitle spektrumu (Sekil 3.8)

TOF-MS [ES(+)] (CH3OH) m/z: M* +1 (211.0793)
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Sekil 3.6. EU1 bilesiginin *H-NMR spektrumu

160 141 121

Sekil 3.7. EU1 bilesiginin **C-NMR spektrumu
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Sekil 3.8. EU1 bilesiginin kiitle spektrumu



3.2.3.3. 3-(2-Hidroksietiltiyo)-1-(4-metilfenil)propanon (EU2) Bilesiginin A2
Bilesiginden Hareketle Sentezi

2-Merkaptoetanol (0.14 g, 1.85 mmol), 1-(4-metilfenil)-3-morfolino-1-propanon
hidrokloriir (0.5 g, 1.85 mmol, A2) ile fosfat tampon (10 ml, pH = 7.4) igerisinde 37
°C’de calkaland1. Reaksiyonun yiiriiyiisii ITK ile izlendi. 23 saat sonundaki ITK verileri
ile 50 saat 30 dakika sonundaki iTK verilerinin benzer olmas1 nedeniyle reaksiyona son
verildi. Reaksiyon igerigi kloroform (3x10 ml) ve daha sonra distile su (3x10 ml) ile
ekstre edildi. Organik faz susuz sodyum siilfat {izerinde kurutuldu. Coziicii algak
basingta uzaklastirildi. Ham iiriin etilasetat:hekzan (8:2) ¢oziicii sistemi kullanilarak
kolon kromatografisi ile saflagtirildi. 3-(2-hidroksietiltiyo)-1-(4-metilfenil)propanon
(EU2) bilesigi % 77.83 verimle beyaz kati1 madde olarak elde edildi. Bilesigin erime

derecesi 34-36 °C’dir.

O

(0]
/ \ OH Fosfat tamponu OH
Hach o Hol 4 hs NV ———————— > HC sV
/ pH:7.4 ,37°C

Sekil 3.9. EU2 bilesiginin A2 bilesiginden hareketle sentezi

3.2.3.4. 3-(2-Hidroksietiltiyo)-1-(4-metilfenil)propanon (EU2) Bilesiginin B2
Bilesiginden Hareketle Sentezi

2-Merkaptoetanol (0.029 g, 0.37 mmol), 1-(4-metilfenil)-3-piperidino-1-
propanon hidrokloriir (0.1 g, 0.37 mmol, B2) ile fosfat tampon (5 ml, pH = 7.4)
igerisinde 37 °C’de ¢alkalandi. Reaksiyonun yiiriiyiisi ITK ile izlendi. 28 saat
sonundaki ITK verileri ile 96 saat 25 dakika sonundaki ITK verilerinin benzer olmasi
nedeniyle reaksiyona son verildi. Reaksiyon igerigi kloroform (3x10 ml) ve daha sonra
distile su (3x10 ml) ile ekstre edildi. Organik faz susuz sodyum siilfat iizerinde
kurutuldu. Coziicii algak basingta uzaklastirildi. Ham {iriin etilasetat:hekzan (8:2)

¢oziicli sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. 3-(2-hidroksietiltiyo)-
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1-(4-metilfenil)propanon (EU2) bilesigi % 70.49 verimle beyaz kati madde olarak elde

edildi. Bilesigin erime derecesi 34-36 °C’dir.

O

(0]
OH Fosfat tamponu OH
H304©)K/\N: Y HCl MV T Hsc@vs/\/
pH:7.4 ,37°C

Sekil 3.10. EU2 bilesiginin B2 bilesiginden hareketle sentezi

'H-NMR (CDCls) (Sekil 3.11)

§7.79 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.19 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 3.73 (bs, 2H), 3.20 (t, J = 6.8
Hz, 2H), 2.87 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.71 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.34 (s, 3H)

BC-NMR (CDCls) (Sekil 3.12)

021.8,26.2,35.6,38.9,61.0, 128.3, 129.5, 134.1, 144.4, 198.3

Kiitle spektrumu (Sekil 3.13)

TOF-MS [ES(+)] (CH3OH) m/z: M* +1 (225.0947)

Sekil 3.11. EU2 bilesiginin "H-NMR spektrumu
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Sekil 3.12. EU2 bilesiginin **C-NMR spektrumu

TOF MS ES+
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Sekil 3.13. EU2 bilesiginin kiitle spektrumu

33



3.2.3.5. 3-(2-Hidroksietiltiyo)-1-(4-metoksifenil)propanon (EU3) Bilesiginin
A3 Bilesiginden Hareketle Sentezi

2-Merkaptoetanol (0.14 g, 1.75 mmol), 1-(4-metoksifenil)-3-morfolino-1-
propanon hidroklortir (0.5 g, 1.75 mmol, A3) ile fosfat tampon (10 ml, pH = 7.4)
icerisinde 37 °C’de c¢alkalandi. Reaksiyonun vyiirilyiisi ITK ile izlendi. 20 saat
sonundaki ITK verileri ile 50 saat 30 dakika sonundaki ITK verilerinin benzer olmasi
nedeniyle reaksiyona son verildi. Reaksiyon igerigi kloroform (3x10 ml) ve daha sonra
distile su (3x10 ml) ile ekstre edildi. Organik faz susuz sodyum siilfat tizerinde
kurutuldu. Coziicii algak basingta uzaklastirildi. Ham {iriin etilasetat:hekzan (8:2)
¢oziict sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. 3-(2-hidroksietiltiyo)-
1-(4-metoksifenil)propanon (EU3) bilesigi % 89.04 verimle beyaz kati madde olarak

elde edildi. Bilesigin erime derecesi 32-34 °C’dir.

(0]

(e}
/7 \ OH Fosfat tamponu OH
H3C04©)K/\N o .HClI | HS/\/ — = H;CO s/\/
__/ pH:7.4 ,37°C

Sekil 3.14. EU3 bilesiginin A3 bilesiginden hareketle sentezi

3.2.3.6. 3-(2-Hidroksietiltiyo)-1-(4-metoksifenil)propanon (EU3) Bilesiginin
B3 Bilesiginden Hareketle Sentezi

2-Merkaptoetanol (0.027 g, 0.35 mmol), 1-(4-metoksifenil)-3-piperidino-1-
propanon hidrokloriir (0.1 g, 0.35 mmol, B3) ile fosfat tampon (5 ml, pH = 7.4)
ierisinde 37 °C’de ¢alkalandi. Reaksiyonun yiiriiyiisii ITK ile izlendi. 35 saat
sonundaki ITK verileri ile 96 saat 25 dakika sonundaki ITK verilerinin benzer olmasi
nedeniyle reaksiyona son verildi. Reaksiyon igerigi kloroform (3x10 ml) ve daha sonra
distile su (3x10 ml) ile ekstre edildi. Organik faz susuz sodyum siilfat iizerinde
kurutuldu. Coziicii algak basingta uzaklastirildi. Ham {iriin etilasetat:hekzan (8:2)

¢oziicli sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. 3-(2-hidroksietiltiyo)-
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1-(4-metoksifenil)propanon (EU3) bilesigi % 71.75 verimle beyaz kati madde olarak

elde edildi. Bilesigin erime derecesi 32-34 °C’dir.

(0]

O
OH Fosfat tamponu OH
HaCOQ)vNi > Ho L s\ —>HSCO©)VS/\/
pH:7.4 ,37°C

Sekil 3.15. EU3 bilesiginin B3 bilesiginden hareketle sentezi

'H-NMR (CDCls) (Sekil 3.16)

§7.77 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.77 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 3.69 (s, 3H), 3.65 (t, J = 7.2 Hz,
2H), 3.07 (t, = 7.2 Hz, 2H), 2.77 (t, = 7.2 Hz, 2H), 2.62 (t, J = 7.2 Hz, 2H)

BC-NMR (CDCls) (Sekil 3.17)

026.4,35.3,38.7,55.6,61.2,113.9, 129.6, 130.5, 163.7, 197.2

Kiitle spektrumu (Sekil 3.18)

TOF-MS [ES(+)] (CH3OH) m/z: M* +1 (241.0889)

10 J 8

Sekil 3.16. EU3 bilesiginin "H-NMR spektrumu
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Sekil 3.17. EU3 bilesiginin **C-NMR spektrumu
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Sekil 3.18. EU3 bilesiginin kiitle spektrumu
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3.2.3.7. 3-(2-Hidroksietiltiyo)-1-(4-florofenil)propanon (EU4) Bilesiginin A4
Bilesiginden Hareketle Sentezi

2-Merkaptoetanol (0.14 g, 1.83 mmol), 1-(4-florofenil)-3-morfolino-1-propanon
hidrokloriir (0.5 g, 1.83 mmol, A4) ile fosfat tampon (10 ml, pH = 7.4) igerisinde 37
°C’de ¢alkalandi1. Reaksiyonun yiiriiyiisii ITK ile izlendi. ITK sonuglarma gére 20 saat
25 dakika sonunda reaksiyon ortamindaki A4 bilesiginin tiikendigi goézlendiginden
reaksiyona son verildi. Reaksiyon igerigi kloroform (3x10 ml) ve daha sonra distile su
(3x10 ml) ile ekstre edildi. Organik faz susuz sodyum siilfat tizerinde kurutuldu. Coziicii
alcak Dbasingta uzaklastirildi. Ham iriin  etilasetat:hekzan (8:2) ¢oziicii  sistemi
Kullanilarak  kolon kromatografisi ile saflastirildi.  3-(2-hidroksietiltiyo)-1-(4-
florofenil)propanon (EU4) bilesigi % 76.94 verimle beyaz kati madde olarak elde edildi.

Bilesik +4 °C’de kat1, oda sicakliginda viskoz maddedir.

o

(0]
OH Fosfat tamponu OH
F@)VN/ b oHO L s\ _Fosfat tamponu FWSN
_/ pH:7.4 , 37 °C

Sekil 3.19. EU4 bilesiginin A4 bilesiginden hareketle sentezi

3.2.3.8. 3-(2-Hidroksietiltiyo)-1-(4-florofenil)propanon (EU4) Bilesiginin B4
Bilesiginden Hareketle Sentezi

2-Merkaptoetanol (0.028 g, 0.36 mmol), 1-(4-florofenil)-3-piperidino-1-
propanon hidrokloriir (0.1 g, 0.36 mmol, B4) ile fosfat tampon (5 ml, pH = 7.4)
igerisinde 37 °C’de ¢alkalandi. Reaksiyonun yiiriiyiisii ITK ile izlendi. ITK sonuglarma
gore 45 saat 50 dakika sonunda reaksiyon ortamindaki B4 bilesiginin tiikendigi
gozlendiginden reaksiyona son verildi. Reaksiyon igerigi kloroform (3x10 ml) ve daha
sonra distile su (3x10 ml) ile ekstre edildi. Organik faz susuz sodyum siilfat iizerinde
kurutuldu. Coziicii algak basingta uzaklastirildi. Ham {iriin etilasetat:hekzan (8:2)

¢oziicli sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflagtirildi. 3-(2-hidroksietiltiyo)-
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1-(4-florofenil)propanon (EU4) bilesigi % 89.39 verimle beyaz kati madde olarak elde

edildi. Bilesik +4 °C’de kat1, oda sicakliginda viskoz maddedir.

0]

(0]
OH Fosfat tamponu OH
FO)VNC Mo L g\ O Fosfattamponu F@)MS/\/
pH:7.4 ,37°C

Sekil 3.20. EU4 bilesiginin B4 bilesiginden hareketle sentezi

'H-NMR (CDCls) (Sekil 3.21)

§7.90 (dd, J = 5.8 Hz, J =8.2 Hz, 2H), 7.05 (t, J = 8.2 Hz, 2H), 3.71 (q, J = 6.4 Hz, 2H),
3.19 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.86 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.70 (t, J = 6.4 Hz, 2H)

BC_NMR (CDCls) (Sekil 3.22)

0 26.1,35.6,39.0,61.0,116.0, 130.9, 133.1, 167.2, 197.0

Kiitle spektrumu (Sekil 3.23)

TOF-MS [ES(+)] (CH3OH) m/z: M* +1 (229.0696)

11 10 9 8

ekil 3.21. EU4 bilesiginin "H-NMR spektrumu
g P
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Sekil 3.22. EU4 bilesiginin ~°C-NMR spektrumu
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Sekil 3.23. EU4 bilesiginin kiitle spektrumu



3.2.3.9. 3-(2-Hidroksietiltiyo)-1-(4-klorofenil)propanon (EU5) Bilesiginin A5
Bilesiginden Hareketle Sentezi

2-Merkaptoetanol (0.13 g, 1.72 mmol), 1-(4-klorofenil)-3-morfolino-1-propanon
hidrokloriir (0.5 g, 1.72 mmol, A5) ile fosfat tampon (10 ml, pH = 7.4) igerisinde 37
°C’de ¢alkalandi1. Reaksiyonun yiiriiyiisii ITK ile izlendi. ITK sonuglarma gére 20 saat
25 dakika sonunda reaksiyon ortamindaki A5 bilesiginin tiikendigi goézlendiginden
reaksiyona son verildi. Reaksiyon igerigi kloroform (3x10 ml) ve daha sonra distile su
(3x10 ml) ile ekstre edildi. Organik faz susuz sodyum siilfat tizerinde kurutuldu. Coziicii
alcak Dbasingta uzaklastirildi. Ham iriin  etilasetat:hekzan (8:2) ¢oziicii  sistemi
Kullanilarak  kolon kromatografisi ile saflastirildi.  3-(2-hidroksietiltiyo)-1-(4-
Klorofenil)propanon (EUS) bilesigi % 63.08 verimle beyaz kati madde olarak elde
edildi. Bilesigin erime derecesi 56-58 °C’dir.

0]

(0]
/ \ OH Fosfat tamponu OH
_/ pH:7.4 ,37°C

Sekil 3.24. EUS bilesiginin A5 bilesiginden hareketle sentezi

3.2.3.10. 3-(2-Hidroksietiltiyo)-1-(4-klorofenil)propanon (EU5) Bilesiginin
B5 Bilesiginden Hareketle Sentezi

2-Merkaptoetanol (0.027 g, 0.34 mmol), 1-(4-klorofenil)-3-piperidino-1-
propanon hidrokloriir (0.1 g, 0.34 mmol, B5) ile fosfat tampon (5 ml, pH = 7.4)
icerisinde 37 °C’de c¢alkalandi. Reaksiyonun vyiirilyiisii ITK ile izlendi. 25 saat
sonundaki ITK verileri ile 77 saat 20 dakika sonundaki ITK verilerinin benzer olmasi
nedeniyle reaksiyona son verildi. Reaksiyon igerigi kloroform (3x10 ml) ve daha sonra
distile su (3x10 ml) ile ekstre edildi. Organik faz susuz sodyum siilfat tizerinde
kurutuldu. Coziicii algak basingta uzaklastirildi. Ham {iriin etilasetat:hekzan (8:2)

¢oziicli sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflagtirildi. 3-(2-hidroksietiltiyo)-
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1-(4-klorofenil)propanon (EUS) bilesigi % 81.78 verimle beyaz kat1 madde olarak elde

edildi. Bilesigin erime derecesi 56-58 °C’dir.

]

(0]
OH Fosfat tamponu OH
CI—®)VN \ Ho L, ms WV — a@vs/\/
pH:7.4 ,37°C

Sekil 3.25. EUS bilesiginin B5 bilesiginden hareketle sentezi

'H-NMR (CDCls) (Sekil 3.26)

§7.84-7.81 (AA', AA'XX' sistem, d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.38-7.36 (XX', AA'XX' sistem, d,
J =87 Hz, 2H), 3.73 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 3.21 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.88 (t, J = 6.8 Hz,
2H), 2.72 (t, J = 6.8 Hz, 2H)

BC_NMR (CDCls) (Sekil 3.27)

026.0,35.7,39.1, 61.0, 129.2, 129.6, 134.9, 140.0, 197.4

Kiitle spektrumu (Sekil 3.28)

TOF-MS [ES(+)] (CH3:OH) m/z: M*+1 (245.0403)

Sekil 3.26. EUS bilesiginin "H-NMR spektrumu
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Sekil 3.27. EU5 bilesiginin **C-NMR spektrumu
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Sekil 3.28. EUS bilesiginin kiitle spektrumu



3.2.3.11. 3-(2-Hidroksietiltiyo)-1-(4-bromofenil)propanon (EU6) Bilesiginin
A6 Bilesiginden Hareketle Sentezi

2-Merkaptoetanol (0.12 g, 1.49 mmol), 1-(4-bromofenil)-3-morfolino-1-
propanon hidrokloriir (0.5 g, 1.49 mmol, A6) ile fosfat tampon (10 ml, pH = 7.4)
igerisinde 37 °C’de ¢alkaland1. Reaksiyonun yiiriiyiisii ITK ile izlendi. ITK sonuglarma
gore 27 saat 20 dakika sonunda reaksiyon ortamindaki A6 bilesiginin tiikkendigi
gozlendiginden reaksiyona son verildi. Reaksiyon igerigi kloroform (3x10 ml) ve daha
sonra distile su (3x10 ml) ile ekstre edildi. Organik faz susuz sodyum siilfat tizerinde
kurutuldu. Coziicii algak basingta uzaklastirildi. Ham {iriin etilasetat:hekzan (8:2)
¢oziict sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. 3-(2-hidroksietiltiyo)-
1-(4-bromofenil)propanon (EU6) bilesigi % 75.39 verimle beyaz kati madde olarak elde

edildi. Bilesigin erime derecesi 57-59 °C’dir.

(0] (0]
/ \ OH Fosfat tamponu OH
Br N o Ho o, onsNV —— > Br s\
__/ pH:7.4 ,37°C

Sekil 3.29. EUG bilesiginin A6 bilesiginden hareketle sentezi

3.2.3.12. 3-(2-Hidroksietiltiyo)-1-(4-bromofenil)propanon (EU6) Bilesiginin
B6 Bilesiginden Hareketle Sentezi

2-Merkaptoetanol (0.024 ¢, 0.30 mmol), 1-(4-bromofenil)-3-piperidino-1-
propanon hidrokloriir (0.1 g, 0.30 mmol, B6) ile fosfat tampon (5 ml, pH = 7.4)
igerisinde 37 °C’de ¢alkalandi. Reaksiyonun yiiriiyiisii ITK ile izlendi. ITK sonuglarina
gore 22 saat 5 dakika sonunda reaksiyon ortamindaki B6 bilesiginin tiikendigi
gbzlendiginden reaksiyona son verildi. Reaksiyon igerigi kloroform (3x10 ml) ve daha
sonra distile su (3x10 ml) ile ekstre edildi. Organik faz susuz sodyum siilfat tizerinde
kurutuldu. Coziicii algak basingta uzaklastirildi. Ham {iriin etilasetat:hekzan (8:2)

¢oziicii sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. 3-(2-hidroksietiltiyo)-
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1-(4-bromofenil)propanon (EU6) bilesigi % 82.39 verimle beyaz kati madde olarak elde

edildi. Bilesigin erime derecesi 57-59 °C’dir.

O

(6]
OH Fosfat tamponu OH
Br—Q)K/\N Y HCI Hs Y\ - Br~©)vs/\/
pH:7.4 ,37°C

Sekil 3.30. EUG bilesiginin B6 bilesiginden hareketle sentezi

'H-NMR (CDClI,) (Sekil 3.31)

5 7.83-7.81 (AA,, AA'XX' sistem, d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.63-7.61 (XX', AA'XX' sistem, d,
J=8.6 Hz, 2H), 3.78 (0, J = 6.4 Hz, 2H), 3.25 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.94 (t, J = 6.4 Hz,
2H), 2.78 (t, J = 6.4 Hz, 2H)

BC_NMR (CDCIs) (Sekil 3.32)

825.9,36.0,39.0,60.7, 126.6, 129.7, 131.7, 132.2, 197.47

Kiitle spektrumu (Sekil 3.33)

TOF-MS [ES(+)] (CH3OH) m/z: M* +1 (288.9890)

Sekil 3.31. EUB bilesiginin *H-NMR spektrumu
g p
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Sekil 3.32. EUB bilesiginin *>C-NMR spektrumu
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Sekil 3.33. EUG bilesiginin kiitle spektrumu
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3.2.3.13. 3-(2-Hidroksietiltiyo)-1-(tiyofen-2-il)propanon (EU7) Bilesiginin A7
Bilesiginden Hareketle Sentezi

2-Merkaptoetanol (0.15 g, 1.91 mmol), 3-morfolino-1-(tiyofen-2-il)-1-propanon
hidrokloriir (0.5 g, 1.91 mmol, A7) ile fosfat tampon (10 ml, pH = 7.4) igerisinde 37
°C’de calkaland1. Reaksiyonun yiiriiyiisii ITK ile izlendi. ITK sonuglarina gére 9 saat
sonunda reaksiyon ortamindaki A7 bilesiginin tiikendigi gozlendiginden reaksiyona son
verildi. Reaksiyon igerigi kloroform (3x10 ml) ve daha sonra distile su (3x10 ml) ile
ekstre edildi. Organik faz susuz sodyum siilfat {izerinde kurutuldu. Coziicii algak
basingta uzaklastirildi. Ham iiriin etilasetat:hekzan (8:2) ¢oziicii sistemi kullanilarak
kolon kromatografisi ile saflastirildi. 3-(2-hidroksietiltiyo)-1-(tiyofen-2-il)propanon

(EU7) bilesigi % 80.59 verimle renksiz viskoz madde olarak elde edildi.

[e) (@]
/\ OH Fosfat tamponu O)v OH
@)v N o HCl o, hs N Fostattamponu ¢\ sV
S / pH:7.4 , 37°C S

Sekil 3.34. EU7 bilesiginin A7 bilesiginden hareketle sentezi

3.2.3.14. 3-(2-Hidroksietiltiyo)-1-(tiyofen-2-il)propanon (EU7) Bilesiginin B7
Bilesiginden Hareketle Sentezi

2-Merkaptoetanol (0.030 g, 0.38 mmol), 3-piperidino-1-(tiyofen-2-il)-1-
propanon hidrokloriir (0.1 g, 0.38 mmol, B7) ile fosfat tampon (5 ml, pH = 7.4)
icerisinde 37 °C’de calkalandi. Reaksiyonun yiiriiyiisii ITK ile izlendi. ITK sonuglarma
gore 43 saat 15 dakika sonunda reaksiyon ortamindaki B7 bilesiginin tiikkendigi
gozlendiginden reaksiyona son verildi. Reaksiyon igerigi kloroform (3x10 ml) ve daha
sonra distile su (3x10 ml) ile ekstre edildi. Organik faz susuz sodyum siilfat lizerinde
kurutuldu. Coziicii algak basingta uzaklastirildi. Ham {irtin etilasetat:hekzan (8:2)
¢oziicii sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. 3-(2-hidroksietiltiyo)-
1-(tiyofen-2-il)propanon (EU7) bilesigi % 88.81 verimle renksiz viskoz madde olarak
elde edildi.
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OH Fosfat tamponu OH
@K/\N N HCl L, ps _rostattamponti @)K/\S/\/

pH:7.4 , 37 °C S
Sekil 3.35. EU7 bilesiginin B7 bilesiginden hareketle sentezi

'H-NMR (CDClI,) (Sekil 3.36)

§7.68 (dd, J = 1.1 Hz, J = 3.6 Hz, 1H), 7.60 (dd, J = 1.2 Hz, J = 4.8 Hz, 1H), 7.07 (dd,
J=3.6 Hz, J = 4.8 Hz, 1H), 3.71 (bs, 2H), 3.16 (m, 2H), 2.86 (m, 2H), 2.69 (m, 2H)

BC_NMR (CDCIs) (Sekil 3.37)

826.3,35.5,39.7,61.0,128.5, 132.6, 134.4, 143.8, 191.6

Kiitle spektrumu (Sekil 3.38)

TOF-MS [ES(+)] (CH3OH) m/z: M* +1 (217.0356)

g 2 ) 6 4 3 2 1 ppm

Sekil 3.36. EU7 bilesiginin "H-NMR spektrumu
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Sekil 3.37. EU7 bilesiginin “°C-NMR spektrumu
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Sekil 3.38. EU7 bilesiginin kiitle spektrumu
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3.2.3.15. 3-(2-Hidroksietiltiyo)-1-(furan-2-il)propanon (EU8) Bilesiginin A8
Bilesiginden Hareketle Sentezi

2-Merkaptoetanol (0.16 g, 2.03 mmol), 1-(furan-2-il)-3-morfolino-1-propanon
hidrokloriir (0.5 g, 2.03 mmol, A8) ile fosfat tampon (10 ml, pH = 7.4) igerisinde 37
°C’de calkaland1. Reaksiyonun yiirilyiisii ITK ile izlendi. ITK sonuglarina gére 7 saat 10
dakika sonunda reaksiyon ortamindaki A8 bilesiginin tiikkendigi goézlendiginden
reaksiyona son verildi. Reaksiyon igerigi kloroform (3x10 ml) ve daha sonra distile su
(3x10 ml) ile ekstre edildi. Organik faz susuz sodyum siilfat tizerinde kurutuldu. Coziicii
alcak Dbasingta uzaklastirildi. Ham iriin  etilasetat:hekzan (8:2) ¢oziicii  sistemi
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. 3-(2-hidroksietiltiyo)-1-(furan-2-

il)propanon (EU8) bilesigi % 58.41 verimle renksiz viskoz madde olarak elde edildi.

o) O

OH
WK/\N/_\O HO HS/\/OH Fosfattamponu> st/\/

o _/ pH:7.4 ,37°C o
Sekil 3.39. EUS8 bilesiginin A8 bilesiginden hareketle sentezi

3.2.3.16. 3-(2-Hidroksietiltiyo)-1-(furan-2-il)propanon (EU8) Bilesiginin B8
Bilesiginden Hareketle Sentezi

2-Merkaptoetanol (0.032 g, 0.41 mmol), 1-(furan-2-il)-3-piperidino-1-propanon
hidrokloriir (0.1 g, 0.41 mmol, B8) ile fosfat tampon (5 ml, pH = 7.4) igerisinde 37
°C’de galkaland1. Reaksiyonun yiiriiyiisii ITK ile izlendi. 29 saat sonundaki ITK verileri
ile 77 saat 30 dakika sonundaki ITK verilerinin benzer olmas1 nedeniyle reaksiyona son
verildi. Reaksiyon igerigi kloroform (3x10 ml) ve daha sonra distile su (3x10 ml) ile
ekstre edildi. Organik faz susuz sodyum siilfat ilizerinde kurutuldu. Coziiclii algak
basingta uzaklastirildi. Ham iriin etilasetat:hekzan (8:2) ¢oziicii sistemi kullanilarak
kolon kromatografisi ile saflagtirildi. 3-(2-hidroksietiltiyo)-1-(furan-2-il)propanon

(EUB8) bilesigi % 67.11 verimle renksiz viskoz madde olarak elde edildi.
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Sekil 3.40. EUS8 bilesiginin B8 bilesiginden hareketle sentezi

'H-NMR (CDClI,) (Sekil 3.41)

§7.57 (t, J = 1.2 Hz, 1H), 7.19 (m, 1H), 6.52 (g, J = 1.2 Hz, 1H), 3.73 (t, J = 5.6 Hz,
2H), 3.11 (m, 2H), 2.86 (M, 2H), 2.72 (g, J = 5.6 Hz, 2H)

BC_NMR (CDCIs) (Sekil 3.42)

825.8,35.6,38.8,60.8, 112.6, 117.8, 146.9, 152.5, 187.7

Kiitle spektrumu (Sekil 3.43)

TOF-MS [ES(+)] (CH3OH) m/z: M*+1 (201.0580)

Sekil 3.41. EUS bilesiginin "H-NMR spektrumu
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Sekil 3.42. EUS bilesiginin *C-NMR spektrumu
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Sekil 3.43. EU8 bilesiginin kiitle spektrumu
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3.2.3.17. 3-(2-Hidroksietiltiyo)-1-(4-nitrofenil)propanon (EU9) Bilesiginin
A9 Bilesiginden Hareketle Sentezi

2-Merkaptoetanol (0.13 g, 1.66 mmol), 3-morfolino-1-(4-nitrofenil)-1-propanon
hidrokloriir (0.5 g, 1.66 mmol, A9) ile fosfat tampon (10 ml, pH = 7.4) igerisinde 37
°C’de calkaland1. Reaksiyonun yiirilyiisii ITK ile izlendi. ITK sonuglarina gére 7 saat 10
dakika sonunda reaksiyon ortamindaki A9 bilesiginin tiikendigi gozlendiginden
reaksiyona son verildi. Reaksiyon igerigi kloroform (3x10 ml) ve daha sonra distile su
(3x10 ml) ile ekstre edildi. Organik faz susuz sodyum siilfat tizerinde kurutuldu. Coziicii
alcak Dbasingta uzaklastirildi. Ham iriin etilasetat:hekzan (8:2) ¢oziicii  sistemi
kullanilarak  kolon kromatografisi ile saflastirildi.  3-(2-hidroksietiltiyo)-1-(4-
nitrofenil)propanon (EU9) bilesigi % 72.55 verimle sar1 viskoz madde olarak elde
edildi.

O

(0]
/— \ OH Fosfat tamponu OH
02N~©)vN o Hol . ns —— > ON s\
/ pH:7.4 ,37°C

Sekil 3.44. EU9 bilesiginin A9 bilesiginden hareketle sentezi

3.2.3.18. 3-(2-Hidroksietiltiyo)-1-(4-nitrofenil)propanon (EU9) Bilesiginin
B9 Bilesiginden Hareketle Sentezi

2-Merkaptoetanol (0.026 g, 0.33 mmol), 3-piperidino-1-(4-nitrofenil)-1-
propanon hidrokloriir (0.1 g, 0.33 mmol, B9) ile fosfat tampon (5 ml, pH = 7.4)
igerisinde 37 °C’de calkalandi. Reaksiyonun yiiriiyiisii ITK ile izlendi. 24 saat
sonundaki ITK verileri ile 52 saat 30 dakika sonundaki ITK verilerinin benzer olmasi
nedeniyle reaksiyona son verildi. Reaksiyon igerigi kloroform (3x10 ml) ve daha sonra
distile su (3x10 ml) ile ekstre edildi. Organik faz susuz sodyum siilfat tizerinde
kurutuldu. Coziicii algak basingta uzaklastirildi. Ham {iriin etilasetat:hekzan (8:2)

¢oziicli sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflagtirildi. 3-(2-hidroksietiltiyo)-
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1-(4-nitrofenil)propanon (EU9) bilesigi % 19.16 verimle sar1 viskoz madde olarak elde
edildi.
0 0
OH  Fosfatt OH
oZNQ)vN y HCl 4 Y% Bkl OZNAQ)VS/\/
pH:7.4 ,37°C
Sekil 3.45. EU9 bilesiginin B9 bilesiginden hareketle sentezi

'H-NMR (CDClI5) (Sekil 3.46)

§8.33-8.31 (AA', AA'XX' sistem, d, J = 9 Hz, 2H), 8.12-8.10 (XX', AA'XX' sistem, d,
J=9Hz, 2H),3.78 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 3.34 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.97 (t, J = 6.2 Hz, 2H),
2.79 (t, J = 6.2 Hz, 2H)

BC_NMR (CDCls) (Sekil 3.47)

025.8,35.9,39.7,60.9, 124.1, 129.3, 129.7, 141.0, 197.0

Kiitle spektrumu (Sekil 3.48)

TOF-MS [ES(+)] (CH3OH) m/z: M* +1 (256.0643)

Sekil 3.46. EU9 bilesiginin "H-NMR spektrumu
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Sekil 3.47. EU9 bilesiginin **C-NMR spektrumu
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Sekil 3.48. EU9 bilesiginin kiitle spektrumu
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3.3. Biyoaktivite Calismalari

3.3.1. Gerec ve Yontem

Materyal

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

Hiicre kiiltiirtinde kullanilan tiim hiicreler %10 1s1 ile inaktive edilmis FBS ve
antibiyotik (100 unite/ml penicillin G ve 100 pg/ml streptomisin siilfat) eklenmis
DMEM ortaminda 37 °C’de kiiltiire edilmislerdir. Yalniz HL-60 hiicreleri (RIKEN,
Tukuba, Japonya) %10 FBS ve antibiyotik eklenmis RPMI1640 ortaminda kiiltiire
edilmislerdir. Insan agiz ¢ok katli hiicre karsinomu (OSCC) hiicreleri (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 fibroblastlar1 (HPLF), iiniversite i¢i etik komite rehberine (A0808)
uygun olarak ve kisinin rizasi alindiktan sonra Meikai Universite hastanesinde 12
yasindaki bir kiz hastanin periodontal dokularindan hazirlanmistir.

3.3.2. Sitotoksik Aktivite Olciilmesi

Hiicreler 96 kuyucuklu (Becton Dickenson, Flanklin Lakes, NJ, ABD) platelere
(3 x 10° hiicre/kuyucuk, 0.1 ml/kuyucuk) ekilmis ve hiicrelerin tutunmasi icin 48 saat
inkiibe edilmistir. Hiicreler alan1 kaplayacak kadar cogalinca 48 saat boyunca taze
medyumda hazirlanmis degisik konsantrasyonlardaki orneklere maruz birakilmistir.
Relatif tutunmus canli hiicre sayisi (HL-60 hiicreleri hari¢) MTT yontemi’" ile

belirlenmistir. Yiizen hiicrelerin canlilig1 ise, 6rnegin HL60 hiicreleri, %0.15°1ik Tripan
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mavisiyle boyayarak bir hemositometre ile sayma yoluyla belirlenmistir.”* %50
sitotoksik doz (CCsg) doz-yanit egrisinden belirlenmistir. Timor spesifisite indeksi (SI)
su esitlige gore hesaplanmustir:

SI = Normal hiicrelere karsi ortalama CCsp / tiim tiimoOr hiicrelerine karsi
ortalama CCsy

3.3.3. PARP1 Yapisma Testi

Western blot yontemi uygulanmistir. HSC-2 hiicreleri 50 pg/ml ile muamele
edilmistir. PARP1 yapismasi Promega PARP1 (Asp 214) insan spesifik antikoru (Cell
Signaling Technology, Inc. Boston, MA, US) kullanilarak 6l¢tilmiistiir. Kisaca, hiicreler
buz soguklugunda PBS ile yikandi, kazindi ve lizis tamponunda toplanmistir (lizis
tamponu: 20 mM HEPES pH = 7.4, 1% Triton-X 100, 150 mM NacCl, 1.5mM MqgCl,,
12.5 mM B-gliserofosfat, 2 mM EGTA, 10 mM NaF, 2 mM DTT, 1 mM NazVO, 1 mM
PMSF plus 1xproteaz inhibitor). Hiicre lizatlari %8 SDS-PAGE’e uygulanmig ve
jellerdeki protein bantlari poliviniliden diflorid membranlara aktarilmistir. %5°lik
yagsiz kuru siit ile bloklanan membranlar 6nce primer antikorla [anti-cleaved PARP1
(Cell Signaling Technology, Beverly, MA), anti-p-actin antibody (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA)] daha sonra da horseradish peroxidase-conjugated anti-
mouse veya anti-rabbit sekonder antikorlarla inkiibe edilmistir.”” Deneysel veriler Tablo
4.7 ve Sekil 4.49°da sunulmustur.

Istatistiksel Degerlendirme

Iki grup arasindaki fark Student’s t-testi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Deneysel ve Spektral Bulgular

Tez kapsaminda sentezi tasarlanan bilesikler basariyla sentezlenmis ve
saflagtirnlmistir. Bilesiklerin sentezine iliskin deneysel veriler Tablo 4.1, Tablo 4.2 ve
Tablo 4.3°de sunulmustur. Sentezlenen bilesiklerin yapisi 'H-NMR, *C-NMR ve TOF-
MS spektrumlart ile dogrulanmistir. Spektrumlar ve degerlendirmeleri deneysel
boliimde detayli bir bigimde verilmis, bu spektral analizlerin toplu degerlendirmeleri
Tablo 4.4, Tablo 4.5 ve Tablo 4.6’da sunulmustur.

4.2. Biyoaktivite Bulgulari

EUI1-EU9 bilesiklerin tiimii insan HL-60 promiyelositik l6semi hiicreleri ve
insan HSC-2, HSC-3 ve HSC-4 oral hiicre karsinomalarina karsi degerlendirilmistir.
[laveten bu bilesikler malignan olmayan HGF gingival fibroblastlar, HPC pulp
hiicrelerine ve HPLF peridontal ligament fibroblastlara kars1 test edilmistir. Bu veriler
Tablo 4.7°de sunulmustur. EU9 bilesigi 6rnek olarak ele alinarak kanserli (HSC2) ve
normal (HGF) hiicre hatlar1 iizerinde 50 uM konsantrasyonda 24 saatte gergeklestirilen

PARP1 testi sonuglar1 Sekil 4.49’da sunulmustur.
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Tablo 4.1 1-Aril-3-(2-hidroksietiltiyo)-1-propanon bilesiklerinin A1-A9 bilesiklerinden
hareketle sentezine iligkin deneysel veriler

Bilesik Aril Al-A9 2-Merkapto Reaksiyon Verim
(mmol) etanol siiresi (%)
(mmol) (dk)
EU1 CeHs 1.95 1.95 540 88.01
EU2 4-CH3CgH, 1.85 1.85 3030 77.83
EU3 4-CH;0CqH, 1.75 1.75 3030 89.04
EU4 4-FCgH, 1.83 1.83 1225 76.94
EUS 4-CIC¢H, 1.72 1.72 1225 63.08
EU6 4-BrCeH, 1.49 1.49 1640 75.39
EU7 C4H3S(2-il) 191 191 540 80.59
EUS8 C4H30(2-il) 2.03 2.03 430 58.41
EU9 4-NO,CgH,4 1.66 1.66 430 72.55

EU1-EU9 bilesikleri i¢in karsilik gelen A1-A9 bilesikleri kullanmilmistir. Reaksiyonlar fosfat tamponu
icinde (10 ml, pH=7.4, 37 °C) ger¢eklestirilmistir. Bilesiklerin saflastirilmas1 etilasetat:hekzan (8:2)
¢oziicii sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Tablo 4.2. 1-Aril-3-(2-hidroksietiltiyo)-1-propanon bilesiklerinin B1-B9 bilesiklerinden
hareketle sentezine iliskin deneysel veriler

Bilesik Aril B1-B9 2-Merkapto Reaksiyon Verim
(mmol) etanol siiresi (%)
(mmol) (dk)
EU1 CeHs 0.39 0.39 2640 82.38
EU2 4-CH3CsH, 0.37 0.37 5785 70.49
EU3 4-CH;0C¢H, 0.35 0.35 5785 71.75
EU4 4-FCgH, 0.36 0.36 2750 89.39
EUS 4-CICgH, 0.34 0.34 4640 81.78
EU6 4-BrCgH, 0.30 0.30 1325 82.39
EU7 C4H3S(2-il) 0.38 0.38 2595 88.81
EUS C4H30(2-il) 0.41 0.41 4650 67.11
EU9 4-NO,CeH, 0.33 0.33 3150 19.16

EU1-EU9 bilesikleri igin karsilik gelen B1-B9 bilesikleri kullanilmistir. Reaksiyonlar fosfat tamponu
icinde (5 ml, pH=7.4, 37 °C) gerceklestirilmistir. Bilesiklerin saflastirilmas: etilasetat:hekzan (8:2) ¢dziicii
sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir
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Tablo 4.3. 1-Aril-3-(2-hidroksietiltiyo)-1-propanon kimyasal yapisina sahip bilesiklerin
A ve B serisi baslangi¢ maddelerinden hareketle sentezine iligskin reaksiyon siire ve
verimlerinin Karsilastirilmasi

Bilesik Aril Reaksiyon siiresi Reaksiyon Verim
(dk) siireleri oram (%)
A B B/A A B
EUl C.H, 540 2640 4.9 88.01 82.38
EU2 4-CHCH, 3030 5785 1.9 77.83 70.49
EU3 4-CHOCH, 3030 5785 1.9 89.04 71.75
EU4 4-FCH, 1225 2750 2.2 76.94 89.39
EUS5 4-CICH, 1225 4640 3.8 63.08 81.78
EU6 4-BrC H, 1640 1325 0.8 75.39 82.39
EU7 C,H_S(2-il) 540 2595 4.8 80.59 88.81
Eug  C,HO(2-il) 430 4650 10.8 58.41 67.11
EU9 4-NO.C H, 430 3150 7.3 72.55 19.16
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Tablo 4.4. Sentezlenen bilesiklerin *H-NMR sonuglari

Bilesik 6 (ppm)

EU1 6 7.86-7.84 (A, ABX sistem, d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.49-7.45 (X, ABX sistem, dd, J = 7.5 Hz, 1H), 7.38-7.33 (B, ABX sistem,
dd, J =7.5 Hz, 2H), 3.70 (m, 2H), 3.19 (m, 2H), 2.85 (m, 2H), 2.68 (m, 2H)

EU2 87.79 (d,J=8.4 Hz, 2H), 7.19 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 3.73 (bs, 2H), 3.20 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.87 (t, J =6.8 Hz, 2H), 2.71 (t,
J=6.8 Hz, 2H), 2.34 (s, 3H)

EU3 67.77 (d,J =8.8 Hz, 2H), 6.77 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 3.69 (s, 3H), 3.65 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 3.07 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.77 (t, J =
7.2 Hz, 2H), 2.62 (t, J = 7.2 Hz, 2H)

EU4 6 7.90 (dd, J =5.8 Hz, J =8.2 Hz, 2H), 7.05 (t, J = 8.2 Hz, 2H), 3.71 (9, J = 6.4 Hz, 2H), 3.19 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.86 (t, J =
6.4 Hz, 2H), 2.70 (t, J = 6.4 Hz, 2H)

EUS 0 7.84-7.81 (AA', AA'XX' sistem, d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.38-7.36 (XX', AA'XX' sistem, d, J = 8.7 Hz, 2H), 3.73 (t, J = 6.8 Hz,
2H), 3.21 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.88 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.72 (t, J = 6.8 Hz, 2H)

EUG6 6 7.83-7.81 (AA', AA'XX' sistem, d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.63-7.61 (XX', AA'XX' sistem, d, J = 8.6 Hz, 2H), 3.78 (q, J = 6.4 Hz,
2H), 3.25 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.94 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.78 (t, J = 6.4 Hz, 2H)

EU7 67.68(dd, J=1.1Hz, J=3.6 Hz, 1H), 7.60 (dd, J = 1.2 Hz, J = 4.8 Hz, 1H), 7.07 (dd, J = 3.6 Hz, J = 4.8 Hz, 1H), 3.71 (bs,
2H), 3.16 (m, 2H), 2.86 (m, 2H), 2.69 (m, 2H)

EUS8 6 7.57 (t, J=1.2 Hz, 1H), 7.19 (m, 1H), 6.52 (g, J = 1.2 Hz, 1H), 3.73 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.11 (m, 2H), 2.86 (m, 2H), 2.72 (q,
J=5.6 Hz, 2H)

EU9 0 8.33-8.31 (AA', AA'XX'sistem, d, J = 9 Hz, 2H), 8.12-8.10 (XX', AA'XX' sistem, d, J =9 Hz, 2H), 3.78 (t, J = 6.2 Hz, 2H),

3.34 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.97 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.79 (t, J = 6.2 Hz, 2H)




Tablo 4.5. Sentezlenen bilesiklerin **C-NMR Sonuglari

Bilesik 6 (ppm)

EU1 26.2,35.5,39.1,61.1, 128.2, 128.8, 133.6, 136.6, 198.8

EU2 21.8, 26.2, 35.6, 38.9, 61.0, 128.3, 129.5, 134.1, 144.4, 198.3
EU3 26.4,35.3, 38.7,55.6, 61.2, 113.9, 129.6, 130.5, 163.7, 197.2
EU4 26.1, 35.6, 39.0, 61.0, 116.0, 130.9, 133.1, 167.2, 197.0

EU5 26.0, 35.7,39.1, 61.0, 129.2, 129.6, 134.9, 140.0, 197 .4

EUG 25.9, 36.0, 39.0, 60.7, 126.6, 129.7, 131.7, 132.2, 197.47
EU7 26.3, 35.5, 39.7, 61.0, 128.5, 132.6, 134.4, 143.8, 191.6

EUS8 25.8, 35.6, 38.8, 60.8, 112.6, 117.8, 146.9, 152.5, 187.7

EU9 25.8,35.9, 39.7,60.9, 124.1, 129.3, 129.7, 141.0, 197.0

Tablo 4.6. Sentezlenen bilesiklerin TOF-MS sonuglari

M*+1 M*+1
Bilesik Hesaplanan” Olgiilen”
EU1 211.0748 211.0793
EU2 225.0905 225.0949
EU3 241.0854 241.0898
EU4 229.0654 229.0699
EUS 245.0325 245.0403
EUG 288.9820 288.9898
EU7 217.0312 217.0356
EUS 201.0541 201.0580
EU9 256.0599 256.0644

*: ChemDriver 2008 versiyonu ile hesaplanan
#: MS (ESI-MS) VG Waters Micromass ZQ (USA) spektrometresinde bulunan
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Tablo 4.7. EU1-EU9 bilesiklerinin sitotoksisitesi

CCso (uM)
Insan Tiimér Hiicreleri Insan Normal Hiicreleri

HSC-2 HSC-3 HSC-4 HL-60 HGF HPC HPLF Sl
EUl >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 ><1.0
EU2 >400 >400 >400 340458 >400 >400 331432 ><1.0
EU3 >400 >400 >400 338+38 >400 >400 >400 ><1.0
EU4 >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 ><1.0
EU5 337+4 292+8 38046 167+17 328+5  >400  317+12 >1.2
EUG 336£16 302440 >400 158+15 322413 >400 321421 >1.2
EU7 >400 320+20 >400 >400 >400 >400 >400 ><1.1
EUS8 37716 363430 >400 >400 325+41  >400 >400 ><0.97
EU9 49+6 50+8 68+2 15+1 72+2 39+£2.0  64+16 1.3
5-FU 4.9+091 47+£7.2 254025  10+1.1 >100 >100 >100 >6.2
Melphalan ~ 6.2+0.32 19+0.58  36+1.7  1.0+0.04 96+6.4 83+4.5 80+0.58 55

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



Pozitif Kontrol

|
CPARP = -

Aktin "= e = e »

NS 50uM NS 50uM

HSC-2 HGF

EU9S

Sekil 4.49. EU9 bilesiginin kanserli (HSC2) ve normal (HGF) hiicre hatlar tizerinde 50

uM konsantrasyonda 24 saatteki etkisi

NS : Maddesiz (Kor)
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5. TARTISMA

EU1-EU9 bilesikleri, karsilik gelen A ve B serisi bilesiklerden hareketle 2-
merkaptoetanol ile pH’1 7.4 olan fosfat tamponda 37 °C’de bilesikler 1:1 oranlarinda
reaksiyona sokularak basari ile sentez edilmistir.

EU2, EU3, EUS, EU6 ve EUS bilesikleri ilk kez bu ¢alisma ile rapor edilmistir.

EU1,”® EU9,” EU4" ve EU7" bilesiklerine literatiirde rastlanmustir. EU2, EU3,
EUS ve EU6 bilesikleri kat1; EU1, EU7, EU8 ve EU9 bilesikleri viskoz sivi formdadir.
EU4 bilesigi +4 °C’de kat1, oda sicakliginda viskoz sivi formdadir.

A serisi Dbilesiklerden hareketle EU1-EU9 bilesiklerinin sentezi sirasinda
baslangic maddeleri A2 ve A3 ile gerceklestirilen reaksiyonlarda 50 saatlik bir siire
sonunda dahi A2 ve A3 bilesikleri tiikenmemistir.

B serisi bilesiklerden hareketle EU1-EU9 bilesiklerinin sentezi sirasinda
baslangic maddeleri B2, B3, B5, B8 ve B9 ile gerceklestirilen reaksiyonlarda 77-96 saat
gibi uzun reaksiyon siirelerinde dahi B2, B3, B5, B8 ve B9 tiikkenmemistir.

Bilesiklerin kimyasal yapilari *H-NMR, **C-NMR ve TOF-MS spektrumlari ile
aydinlatilmig ve yapi ile uyumlu bulunmustur. Ornek olarak bilesik EU2’nin spektral
verileri degerlendirildiginde:

'H-NMR spektrumunda (Tablo 4.4); & 7.79 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.19 (d, J = 8.4
Hz, 2H), 3.73 (bs, 2H), 3.20 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.87 (t, J=6.8 Hz, 2H), 2.71 (t, J=6.8
Hz, 2H), 2.34 (s, 3H) gozlenmistir. Veriler kimyasal yap1 ile uyumludur.

3C-NMR spektrumunda (Tablo 4.5); 21.8, 26.2, 35.6, 38.9, 61.0, 128.3, 129.5,

134.1, 144.4, 198.3 gozlenmistir. Veriler kimyasal yap1 ile uyumludur.

*: Ambinter, Amb9660255; Ryan Scientific, BBV-27268466; Aurora Fine Chemicals LLC, A01.266.815;
Scientific Exchange, F-396534; Ukrorgsyntez Ltd, BBV-27268466
#: Scientific Exchange, F-396551
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TOF-MS spektrumunda (Tablo 4.6); hesaplanan M*+1 225.0905 degeri iken
olciilen M™+1 degeri 225.0949. Bu sonuglar kimyasal yap1y1 dogrulamaktadir.

EU1-EU9 bilesiklerinin sentezinde uygun A1-A9 baslangic maddelerinden yola
cikilarak gerceklestirilen reaksiyonlar ile uygun B1-B9 baslangi¢c maddelerinden yola
cikilarak gerceklestirilen reaksiyonlar, reaksiyon siiresi a¢isindan karsilastirildiginda
morfolinli A serisinden yola ¢ikilarak elde edilen EU bilesiklerinde reaksiyon siireleri B
serisinden yola ¢ikilarak EU bilesiklerini elde etmeye kiyasla reaksiyon 1.9-10.8 kat
oraninda kisadir. Bu oranlar soyledir: [(Al, 4.9 kat), (A2, 1.9 kat), (A3, 1.9 kat), (A4,
2.2 kat), (A5, 3.8 kat), (A7, 4.8 kat), (A8, 10.8 kat), (A9, 7.3 kat)]. A6 kullanilarak EU6
eldesinde, B6 kullanilarak EU6 eldesine gore reaksiyon siiresinin uzamig olmasi
istisnadir.

A ve B serilerinden yola cikilarak gergeklestirilen EU bilesiklerinin verimleri
acisindan kiyaslandiginda; A serisinden yola ¢ikildiginda [(EU1, %5.6), (EU2, %7.3),
(EU3, %17.3), (EU9, %52.9)] bilesikler parantez iginde gosterilen oranlarda daha
yiiksek verimle elde edilmistir. Ayni durum B serisinden hareketle [(EU4, %12.5),
(EU3, %18.7), (EU6, %7), (EU7, %8.2), (EUS8, %8.7)] bilesiklerinin sentezinde de
gecerli olmustur.

Ozet olarak; A serisinden yola ¢ikilarak EU bilesiklerinin sentezinde reaksiyon
siiresi oldukca kisalmaktadir. Reaksiyon veriminin yiiksekligi kullanilan baslangi¢
maddelerine gore degiskenlik gostermistir. Reaksiyon % verimi agisindan en belirgin
fark nitrolu bilesik EU9’da gozlenmistir. A serisinden yola ¢ikildiginda ~3 kat daha
verimli EU9 bilesigi elde edilmektedir.

Yapilan sitotoksisite testlerinde EU1, EU2, EU3, EU4, EU7 ve EUS bilesikleri
400 uM civart ve lizerindeki konsantrasyonlarda hem kanserli hem de normal hiicre

hattina  karg1  sitotoksisite gOstermistir. Bu  yiizden sitotoksisiteleri  selektif
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bulunmamustir. EU5 ve EUG6 bilesikleri ise kanserli hiicre hattina kars1 bir miktar daha
sitotoksik bulunmustur. Bu bilesiklerin sitotoksisite selektivite indeksleri > 1.2
civarindadir. Bilesiklerden EU9, selektivite indeksi en yiiksek olanidir. Selektivite
indeksi degeri > 1.3 tiir.

Tim bilesiklerin SI degeri referans bilesikler 5-FU ve melfalandan daha
diistiktiir.

Bircok sitotoksinin, etkisini apoptozisi indiikleyerek gdsterdigi bilinir.> ** DNA
¢ift sarmalinin tekindeki kirilmalarin poli(ADP-riboz)polimeraz (PARP1) enzimi
tarafindan tamir edilebilmesi®® yaklagimindan hareketle, segilecek bir temsilci bilesigin
PARP1’e yapisma etkisi test edilerek bilesiklerin etki mekanizmasinda PARPI
yapismasinin rol oynaylp oynamadigi arastirilmistir. 50 pM konsantrasyonda EU9
bilesigi normal hiicreler olan HGF hiicreleri iizerinde etki gdstermezken kanserli
hiicreler olan HSC-2 hiicreleri iizerinde 24 saatte etki gdstermesi bilesiklerin sitotoksik

etki mekanizmasinda PARPI1’in kismen de olsa rol oynayabilecegi diisiiniilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda tasarlanan bilesiklerin tiimii basar1 ile sentezlenmis, kimyasal
yapilart "H-NMR, *C-NMR ve TOF-MS ile aydinlatilmis, literatiire sitotoksik etkileri
rapor edilen birgok yeni bilesik kazandirilmistir. 1-Aril-3-morfolino-1-propanon
hidrokloriir ve 1-aril-3-piperidino-1-propanon hidrokloriir kimyasal yapili mono
Mannich bazlarmin sitotoksisite etki mekanizmasinda tiyol alkilasyonunun etkili bir
mekanizma olabilecegi ortaya konulmustur.

Ayrica,  l-aril-3-(2-hidroksietiltiyo)-1-propanon  bilesiklerinin  sitotoksik
aktivitesinden PARP1 yapismasinin kismen de olsa sorumlu olabilecegi sonucuna
varilmstir.

Sentezlenen bilesiklerin sitotoksik olmasi, ancak selektivitelerinin diisiik olmasi
ileriki sentezlerde farkli molekiiler modifikasyon yontemlerinin kullanilmasinin goéz

oniinde bulundurulmasi gerektigini diisiindtirmektedir.
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