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YAYIMLAMA VE FiKRIi MULKIYET HAKLARI BEYANI
Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi
bir kismini, basih (kagit) ve elektronik formatta argivleme ve agagida verilen kosullarla
kullamma agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle
Universiteye verilen kullanim haklar1 digindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende
kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢alismalarda (makale,
kitap, lisans ve patent vb.) kullanmim haklari bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢aligmam oldugunu, bagkalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif
hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin
yazili izin almarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim
etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik
Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Ag¢imasina Iliskin Yonerge”
kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi /
H.U. Kiitiiphaneleri Agik Erigim Sisteminde erisime agilir.

o Enstitii / Fakiilte yénetim kurulu karar1 ile tezimin erisime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime
agilmas1 mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. @

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir.
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“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Tople , Diizenl i ve Erigime Agil) Iliskin Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmas: veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda,
tez damgmantnmin nerisi ve enstitii anabilim dalimin wygun gériisii iizerine enstiti veya fakitlte yonetim kurulu iki
il siire ile tezin erigime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarm kullamidigi, heniiz makaleye déniismemis veya patent gibi yontemlerle
korunmanng ve internetten paylagily dur da 3. saluislara veya kurumlara haksiz kazang imkam olusturabilecek
bilgi ve bulgulart iceren tezler hakkinda tez damgmantnin onerisi ve enstitit anabilim daltnin uygun goriigii iizerine
enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile alt ay1 agmamak iizere tezin erigime agilmast
engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlar: veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglk vb. konulara
iligkin lisansiistit tezlerle ilgili gizlilik karar, tezin yapidig kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslarla
yapilan isbirligi protokolii gercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karar: ise, ilgili kurum ve
kurulusun onerisi ile enstitii veya fakitltenin uygun goriigii iizerine @iniversite yonetim kurulu tarafindan verilir.
Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Giclilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar: ¢ergevesinde
muhafaza edilir, gizlilik kararimin kaldirilmas: halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir
* Tez damsmantmin Gnerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun goriisi iizerine enstitii veya fakiilte yonetim
kurulu tarafindan karar verilir.
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kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
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OZET

Adak, T., Kojik Asit Tiirevi Bilesiklerin Tasarimi, Sentezi ve Melanoma
Hiicresine Kars1 Sitotoksisiteleri ile Tirozinaz Inhibisyonu Etkilerinin
Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik
Kimya Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara 2019. Tirozinaz; funguslarda,
bitkilerde ve hayvanlarda bulunan, deriye rengini veren melanin pigmentinin
biyosentezinde katalizor olarak gorev yapan bir enzimdir. Melanin pigmentinin asir
iretimi ve birikmesi hiperpigmentasyon, postinflamatuvar pigmentasyon, melazma ve
cilt yaslanmasi gibi durumlara neden olmaktadir. Ayrica gidalarin renklerinin
koyulasarak kalitelerinin diismesine yol agmaktadir. Bu nedenle tip, kozmetik ve gida
endiistrilerinde, melanin olusumunu azaltabilen veya engelleyebilen tirozinaz
inhibitori bilesikler yogun ilgi gérmektedir. Kojik asit (5-hidroksi-2-hidroksimetil-
4H-piran-4-on), antibakteriyel ve antifungal ozelliklerinin yani sira, antitirozinaz
Ozelligi ile bilinen bir bilesiktir. Melaninin biyosentezinde hiz belirleyici, esansiyel
enzim olan tirozinazin katesolaz aktivitesini inhibe etmektedir. Ancak kojik asit ile
¢ogu tlirevinin yagda ¢oziiniirliiklerinin az ve yiiksek sicakliga dayaniksiz olmasi
nedeniyle, kojik asitin fiziksel ozellikleri ile biyolojik aktivitelerini iyilestirmek ve
endiistriyel uygulamalarini arttirmak amaciyla daha giivenli yeni tiirevlerin elde
edilmesi ¢alismalar1 6nem kazanmaktadir. Bu bilgiler 1s18inda tez kapsaminda, kojik
asitten  hareketle 2-(4-(siibstitiiefenil)piperazin-1-il)metil-3-hidroksi-6-(piperidin/
3-metilpiperidin/4-metilpiperidin)metil-4H-piran-4-on yapisinda on iki yeni bilesik
sentezlenmistir. Bilesiklerin yapilar IR, *H-NMR, BC-NMR, kiitle spektroskopisi ve
elemental analiz yontemleriyle kanitlanmigtir. Tirozinaz enzim inhibisyonlari ise
L-DOPA’nin substrat olarak kullanildig1 spektrofotometrik yontemle belirlenmistir.
Bilesikler daha sonra, B16F10 fare melanoma hiicrelerinde sitotoksik etkileri
acisindan Siilforodamin B (SRB) deneyi ile degerlendirilmis ve her bir bilesik igin ICso

degerleri hesaplanmustir.

Anahtar Kelimeler: Kojik asit, klorokojik asit, Mannich reaksiyonu, mantar
tirozinaz, B16F10 fare melanoma

Bu ¢alisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan desteklenmektedir (Proje no: TYL-

2018-17488).
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ABSTRACT

Adak, T., Design, Synthesis and Evaluation of Tyrosinase Inhibition Effects of
Kojic Acid Derivatives with Their Cytotoxicities on Melanoma Cell, Hacettepe
University, Graduate School Health Sciences, MS Thesis in Pharmaceutical
Chemistry, Ankara 2019. Tyrosinase is an enzyme that acts as a catalyst in the
biosynthesis of melanin pigment, which is found in fungi, in plants and in animals.
Overproduction and accumulation of this pigment causes hyperpigmentation, post
inflammatory pigmentation, melasma and skin aging. It also causes to darken the color
of foods and fall their quality. Kojic acid (5-hydroxy-2-hydroxymethyl-4H-pyran-4-
one) is a well-known compound with its antityrosinase property as well as antibacterial
and antifungal properties. It inhibits catecholase activity of tyrosinase, which is the
essential enzyme that determines the rate of melanin biosynthesis. However, kojic acid
and its many other derivatives have low lipid solubility and lack of high temperature-
resistance. Therefore, the studies conducted to obtain safer new derivatives of kojic
acid become important to improve its physical properties and biological activities, as
well increase its industrial applications. In the light of this information in this thesis,
new twelve compounds having structure of 2-(4-(substitutedphenyl)piperazine-1-yl)
methyl-3-hydroxy-6-(piperidine/3-methylpiperidine/4-methylpiperidine)methyl-4H-

pyran-4-one synthesized from kojic acid. Their structures were identified by using
techniques IR, *H-NMR, C-NMR, mass spectroscopy and elementary analysis. Their
tyrosinase enzyme inhibitions were determined by spectroscopic method which uses
L-DOPA as the substrate. The compounds tested as tyrosinase inhibitor were then
evaluated by Sulforhodamine B (SRB) assay for cytotoxic effects in B16F10 murine

melanoma cells and ICsp values were calculated for each compound.

Keywords: Kojic acid, chlorokojic acid, Mannich reaction, mushroom tyrosinase,

B16F10 murine melanoma
This study is supported by Hacettepe University Scientific Research Fund (Project no: TYL-2018-17488).
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ATCC
BAIB
CDCls
COS
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SIMGELER ve KISALTMALAR

Amerikan Tip Kiltiir Koleksiyonu
Bis(asetoksi)iyodobenzen
Doterokloroform

Kitosan oligosakkarit
Dimetilformamit

5,6-dihidroksiindol
5,6-dihidroksiindol-2-karboksilik asit
Dimetilstilfoksit
1,1-difenil-2-pikril-hidrazil

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Elektrosprey Iyonizasyon

Fetal Bovine Serum

Inhibitor Concentration
L-3,4-dihidroksifenilalanin

3-(4,5-dimetil-2-tiyazolil)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir

Scientific Committee on Consumer Safety
Siilforodamin B
2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil
Trikloroasetik asit

Trifloroasetik asit

Tetrahidrofuran

Tetrametilsilan

Tirozinaz Related Protein-1

Tirozinaz Related Protein-2
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SEKIiLLER

Dogal ve sentetik kaynakli bazi tirozinaz inhibitorlerinin yapisi.
Bilesiklerin genel sentez semasi.

3-Hidroksi-4H-piran-4-on’un yapisi.

Pironlarin modifikasyonu i¢in olas1 merkezler.
2,4,6-trioksoheptan-1,7-dioattan hareketle mekonik asit sentezi.
Kojik asitten hareketle mekonik asit sentezi.

Mekonik asitten hareketle komenik asit sentezi.

Kojik asitten hareketle komenik asit sentezi.

Kojik asitten hareketle komenik asitin eldesi.

Mekonik ya da komenik asitten hareketle piromekonik asit sentezi.
Piromekonik asitin eldesi i¢in ¢esitli sentez yontemleri.
Piromekonik asitten hareketle maltol sentezi.

Kojik asit ve mekonik asitten hareketle maltol sentezi.

Kojik asitten hareketle allomaltol sentezi.

Kojik asitin yapisi.

3-Hidroksi-4H-piran-4-on halkasinin tautomerik sekilleri.

Kojik asit ile bazi bilesiklerin asitliklerinin karsilastirilmasi.
Kojik asitin 6nemli reaksiyon merkezleri.

Mannich reaksiyonunun genel gdsterimi.

Cesitli tipteki Mannich bazlari.

Kojik asitten hareketle sentezlenen Mannich bazlari.

Kojik asitin halka i¢i tersiyer azot atomu tasiryan Mannich bazlar1.
Kojik asitin asit ortamdaki Mannich reaksiyonu.

Kojik asitten hareketle ¢esitli Mannich bazlarinin eldesi.

Sicaklik ve Mannich reaksiyonu.

Kojik asitin dimetilamin ile Mannich reaksiyonu.

Kojik asitten hareketle sentezlenen piridinon tiirevi Mannich bazi.
Kojik asit ile 1,4,7-triazasiklononanin Mannich reaksiyonu.

Kojik asitin antikanser etkili Ru komplekslerinin sentezi.

Kojik asitin Mannich reaksiyonu ile indolil tiirevlerinin sentezi.

Kojik asitin indolil tiirevlerinin sentez mekanizmasi.
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Kojik asitin piperazinilkinolon tiirevlerinin sentezi.

Kojik asit ve N,N-dietiletilendiamitin Mannich reaksiyonu.
Kojik asitin demir ile selat yapabilen tlirevlerinin sentezi.

Kojik asitin bromo butenolit ile enolik hidroksilin O-alkilasyonu.

Kojik asit ile 2-hidroksi salkon tiirevlerinin reaksiyonu.

Bromokojik asitten hareketle kojik asitin aminoasit tiirevinin sentezi.

Kojik asitin diaminoasit tlirevinin sentezi.

Kojik asitin salkon yapisindaki ester tiirevlerinin sentezi.

Kojik asit tiirevi tipodal selator bilesigin sentezi.

Kojik asitin ¢esitli metallerle kompleksleri.

Kojik asitin Al*3, Ga*® ve In*3 metalleri ile kompleksleri.

Kojik asitin ¢inko ve kalay kompleksleri.

Kojik asitin ¢inko, kalay ve molibden kompleksleri.

Klorokojik asit ve niikleofilik siibstitiisyon.

Klorokojik asitin N3*, I ve SCN" niikleofilleri ile SN2 reaksiyonu.
Klorokojik asitin protonlanmig sekonder aminlerle reaksiyonu.
Klorokojik asit tiirevi Mannich bazlarinin sentezi.

Klorokojik asitin piperazinilkinolon tiirevlerinin sentezi.

Kitosan oligosakkarit-N-kojik asit Mannich bazinin sentezi.
Fenolik hidroksil grubu iceren kojik asit tiirevi bilesiklerin sentezi.
Klorokojik asit tiirevi tirozinaz inhibitorii bilesiklerin sentezi.
Klorokojik asitin benzoik ve sinnamik asit ester tiirevlerinin sentezi.
Klorokojik asitin adamantan igeren ester tiirevlerinin sentezi.
Klorokojik asitin ¢esitli ester tiirevlerinin sentezi.

Klorokojik asitin kitosanla konjugasyonu.

Klorokojik asit tiirevi ¢esitli sinnamat esterlerinin sentezi.

Kojik asitin 2-merkapto-1-metilimidazol tiirevlerinin sentezi.
Kojik asitin 7-S-glikozit tiirevlerinin sentezi.

Klorokojik asitin aminometil tiirevlerinin sentezi.

Klorokojik asitin aminometil tiirevlerinin sentezi.

Kojik asitin tiyoter tiirevlerinin sentezi.

Klorokojik asitten hareketle sentezlenen yeni demir selatorii.
Klorokojik asitin sitisin ile konjugati.

Antitirozinaz aktiviteye sahip kojik asit tiirevi bilesiklerin sentezi.
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Tiroinaz ihibitori klorokojik asit tiirevi bilesiklerin sentezi.

Kojik ve klorokojik asitin **C-NMR’larina ait kimyasal kayma degerleri.

Kojik asitin molekiiler par¢alanma sekilleri.

Melanogenesiz yolagi.

Kojik asitin sinnamik asit esterinde yapi-etki iliskisi.

Kojik asitin adamantan iceren esterinde yapi-etki iligkisi.
Antioksidan aktiviteye sahip troloks grubu igeren kojik asit tiirevi.
Antitiroinaz aktiviteye sahip kojik asit peptitleri.

Kojik asitin antitiroinaz aktiviteye sahip metimazol tiirevi.
Tirozinaz inhibitorii hidroksipiridinon bilesigi.

Triazol grubu igeren kojik asit tiirevleri.

Tirozinaz inhibitorii kojik asit tiirevi bilesik (KAD?2).

Kojik asit tiirevi bilesigin (KAD2) docking ¢aligmasi.

Tirozinaz enziminin yapisi.
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1. GIRIS

Melanin; deriye rengini veren pigment olup, insanlar diginda hayvanlar,
bitkiler, mantarlar ve bakterilere kadar birgok canlida bulunmaktadir (1). Deriye renk
vermek disinda; UV 15181 gibi gesitli iyonize edici radyasyon tiirleri, farkli gevresel
kirleticiler, toksik ilaglar ve kimyasallardan kaynaklanan strese karsi cildin
korunmasinda ve sitoplazma iginde iretilen serbest radikallerin absorpsiyonunda
onemli bir rol oynamaktadir. Cildi zararli 1sinlardan korumasina ragmen melanin
pigmentinin asir1 derecede iretimi veya anormal dagilimi ciltte melazma,
postinflamatuvar melanoderma, ¢il, lentigo, akne izleri ve yashilik lekeleri gibi
hiperpigmentasyon problemlerine neden olmaktadir. Ayrica son zamanlarda yapilan
arastirmalar, melanogenez ile ilgili birgok bozuklugun, Parkinson ve Alzheimer gibi
norodejeneratif hastaliklar ile baglantili oldugunu ortaya koymaktadir (2, 3). Tarim
endiistrisinde melaninin fazla iiretiminden kaynaklanan enzimatik kararma, ¢cok sayida
sebze ve meyvenin atilmasina yol agmaktadir (4). Ote yandan kozmetik endiistrisinde,
melanin tiretimini inhibe eden cilt beyazlatici iirlinlerin de ekonomik degeri olduk¢a
biiyiiktiir (5). Bu nedenle melanogenez inhibitérlerine biiyiik bir talep vardir (2).

Tirozinaz (EC 1.14.18.1), monofenollerin karsilik gelen katesollere
o-hidroksilasyonunu ve katesollerin karsilik gelen o-kinonlara oksidasyonunu katalize
eden, bakir igeren bir monooksijenaz enzim olup fenolaz, fenol oksidaz, polifenol
oksidaz, katesol oksidaz olarak da adlandirilmakta (6) ve memelilerde, bitkilerde,
bakteri ve mantarlarda yaygin olarak bulunmaktadir. Melanogenez yolaginda anahtar
enzim olan tirozinaz, melanin pigmentinin olugsmasindan sorumlu olmakla birlikte,
sebze ve meyvelerde fenolik bilesiklerin oksidasyonunu saglayarak kararmalara yol
acmakta ve besin degerlerinin diigmesine neden olmaktadir (7).

Melanogenez yolagmin inhibe edilmesinde en yaygin hedef, tirozinazin
katalitik aktivitesinin dogrudan inhibisyonudur ve en yaygin kullanilan hipopigment
ajanlar da tirozinaz inhibitorleridir. Tirozinaz gen ekspresyonlarini veya protein
bozulmalarin1 hedef alan melanogenez inhibitorlerinin, hiicre i¢i sinyal yoluyla
spesifik olmayan etkilerinden dolay1 kullanim alanlar1 sinirliyken, tirozinaz sadece
melanositik hiicreler tarafindan iiretildiginden, tirozinaz inhibitorleri diger hiicrelere
zarar vermeden spesifik olarak melanogenezi inhibe etmektedir (2). Bugiine kadar

bitki, mantar ve alglerden birgok tirozinaz inhibitorii bilesik elde edilmis, bu



bilesiklerin yapis1 aydinlatilarak yapi-aktivite iizerine ¢aligmalar yapilmistir. Elde
edilen antitirozinaz aktiviteye sahip dogal bilesiklerin ¢ogu flavonoit, hidrokinon,
salkon, stilben, kojik asit ve bunlarin tiirevlerinin yapisina sahiptir (8). Dogal ve
sentetik kaynaklardan elde edilen bazi tirozinaz inhibitorlerinin yapisi (9), Sekil 1.1°

de gosterilmistir.
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Sekil 1.1. Dogal ve sentetik kaynakli bazi tirozinaz inhibitorlerinin yapist.



Cilt beyazlatmada kullanilan bilesikler Hindistan, Cin, Japonya ve Kore basta
olmak {izere diinyada genis bir kullanim alanina sahiptir. Bu bilesiklerin, cilt
beyazlatici tirlinlerin yan1 sira yaslanma karsit1 tirtinlerde de kullanimi mevcuttur (10).
Diinya niifusunun yaklasik % 15'inin cilt beyazlatma i¢in yatirrm yaptigi tahmin
edilmekte ve 2020 yilina kadar cilt beyazlatmada kullanilan bilesiklere ait pazarin
diinya ¢apinda yaklasik 23 milyar ABD dolarina ulasacagi ongoriilmektedir (3). En
yaygin olarak kullanilan cilt beyazlatici bilesikler kullanim sirasina gore kojik asit,
askorbik asit, arbutin, laktik asit, glikolik asit, aloesin, salisilik asit, alfa lipoik asit ve
nikotinamidtir. Kortikosteroidler, hidrokinon, monobenzil hidrokinon, tretinoin ve
civa tuzlar gibi bilesikler bu konuda oldukga etkilidir. Civa haricindeki bu bilesikler,
dermatologlar tarafindan postinflamatuvar hiperpigmentasyon, melazma ve giines
lekeleri gibi hiperpigmentli lezyonlar1 tedavi etmek icin siklikla kullanilmaktadir.
Fakat bu bilesikler 1223/2009 tarihli AB Kozmetik Yonetmeligi tarafindan yan
etkilerinden dolay1 yasaklanmistir. Yasaklanmasina ragmen, bu yasadist bilesikleri
iceren kozmetikler hala AB pazarinda bulunabilmektedir (10).

Tirozinaz inhibitorlerinin aktivitesini belirlemek amaciyla referans madde
olarak genellikle kojik asit, hidrokinon ya da arbutin kullanilmaktadir (3). Yapilan
caligmalar kojik asitin, melanin sentezinin birinci ve ikinci basamagimi etkili bir
sekilde inhibe eden cilt beyazlatici bir bilesik oldugunu ortaya koymaktadir (11). The
Scientific Committee on Consumer Safety (SCCS) kojik asitin el ve yiiz i¢in glivenli
kullanim konsantrasyonunu % 1 olarak belirtmesine ragmen, cesitli tiriinlerde % 4’e
kadar kullanildigir goriilmektedir. Etkinligi klinik ¢aligmalarda kanitlanmis olsa da
kizariklik, ciltte hassasiyet ve kontakt egzema gibi yan etkileri bulunmaktadir (10).
Tiroit bezlerine olan yan etkileri (12) ve stabilite problemlerinden dolay1 kozmetikte
kullanimi sinirhidir (5). Bu nedenle arastirmacilar, hem daha etkili hem de daha az
toksik olan kojik asit tiirevi bilesikler gelistirmeye yonelik ¢alismalar yiiriitmektedir
(13-15). C-7 hidroksil grubunun degistirilmesiyle ¢esitli yeni kojik asitleri
sentezlenmis ve kozmetik, gida ve ila¢ endiistrisi i¢in gii¢lil antitirozinaz inhibitorleri
elde edilmistir (16). Buna ragmen, kojik asit tiirevi bilesiklerin melanin biyosentezi
tizerindeki engelleyici mekanizmasim1i  agiklayan yeterli sayida literatiir

bulunmamaktadir (11).



Tirozinaz inhibitor ¢alismalarinda genellikle, ticari olarak saf bir formda temin
edilebildiginden ve memeli tirozinazina benzerlik gosterdiginden Agaricus bisporus
kaynakli mantar tirozinaz kullanilmaktadir (2, 3, 7).

Pek ¢ok arastirmaci, bilesiklerin sitotoksik etkilerini ve antimelanojenik
aktivitelerini B16F 10 melanoma hiicrelerini kullanarak degerlendirmistir (11, 17, 18).
Kiiltiirlenmesinin daha kolay olmas1 ve melanogenezis mekanizmasinin normal insan
melanositlerine benzerlik géstermesinden dolayi in vitro testlerde B16 hiicreleri tercih
edilmektedir (5).

Laboratuvarimizda yirmi yili askin siiredir yiriitilen calismalarda, kojik
asitten hareketle sentezlenen Mannich bazlarinin; antibakteriyel, antifungal, antiviral,
antikonviilsan, antiaging, antidermatofitik ve antitirozinaz gibi ¢ok ¢esitli biyolojik
aktiviteye sahip olduklar1 tespit edilmistir. Elde edilen bu bilesiklerin hem daha etkili
hem de daha az toksik bilesikler olduklart bildirilmistir (19-23).

Bu bilgiler 1siginda tez kapsaminda, klorokojik asitten (5-hidroksi-2-
Klorometil-4H-piran-4-on) hareketle sentezlenmis literatiirde kayitli olan dort farkli
Mannich baziin 6 numarali konumuna piperidin tilirevleri getirilmistir. Boylelikle,
2-(4-(stibstitiiefenil)piperazin-1-il)metil-3-hidroksi-6-(piperidin/3-metilpiperidin/4-
metil piperidin)metil-4H-piran-4-on yapisinda, on iki yeni bilesik sentezlenmistir. IR,
'H-NMR, ¥C-NMR, kiitle spektroskopisi ve elemental analiz yontemleri ile yapilar:
aydmlatilmigtir. Tirozinaz enzim inhibisyonlar1 ise L-3,4-dihidroksifenilalanin
(L-DOPA)’nin substrat olarak kullanildig: spektrofotometrik yontemle belirlenmistir.
Hiicre toksisite deneyi SRB deneyi ile B16F10 fare melanoma hiicre hatlar
kullanilarak yapilmistir.

Tez kapsamindaki bilesikler i¢in ilk olarak kojik asit klorlanarak klorokojik asit
sentezlenmis, ardindan klorokojik asit ile siibstitiiie fenil piperazin tiirevleri tepkimeye
sokularak farkli yapida dort adet literatiirde kayithh Mannich bazi sentezlenmistir.
Sentezlenen Mannich bazlarinin siibstitiie piperidinlerle tepkimeye sokulmasiyla
tirozinaz inhibitor aktivite ve B16F10 fare melanoma hiicre hattina karsi sitotoksik etki
gostermesi beklenen on iki yeni kojik asit tiirevi bilesik elde edilmistir. Bilesiklere ait

genel sentez semast Sekil 1.2.°deki gibidir.
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Sekil 1.2. Bilesiklerin genel sentez semasi.

erime dereceleri ise Tablo 1.1.’de gosterilmistir.

Tablo 1.1. Bilesiklerin yapilari ile kapali formiilleri, molekiil agirliklar1 ve erime

Neeauss

Mannich baz bilesikleri
Bilesik (1a-4a)

dereceleri.
O
OH
L Nk
R N N-R
O \_/
Kapah Molekiil Erime _
Bilesik R R' o Agirhgr  Derecesi
Formiilii

(9/mol) O

la* klor fenil Cl7H190|N203 334,797 155-6
2a* klor 4-florofenil C17H18CIFN,03 352,788 154-5
3a* klor 4-klorofenil Cl7ngc|2N203 369,242 174-5
4a* klor 3,4-diklorofeni| Cl7H17C|3N203 403,687 160-1
1 piperidin fenil Ca22H20N303 383,484 167-9
2 piperidin 4-florofenil C22H28FN3Os 401,474 160-2
3 piperidin 4-klorofenil C22H26CIN303 417,929 154-5
4 piperidin 3,4-diklorofenil C22H27CIN303 452,374 156-8
5 3-metilpiperidin fenil Ca3H31N303 397,511 149-50
6 3-metilpiperidin 4-florofenil Ca3H30FN303 415,501 130-1
7 3-metilpiperidin 4-klorofenil C23H30CIN303 431,956 142-3
8 3-metilpiperidin 3,4-diklorofenil C23H29CIoN303 466,401 169-71
9 4-metilpiperidin fenil Ca3H31N303 397,511 148-9
10 4-metilpiperidin 4-florofenil Ca3H30FN303 415,501 161-3
11 4-metilpiperidin 4-klorofenil C23H30CIN30O3 431,956 161-3
12 4-metilpiperidin 3,4-diklorofenil CasH29CIoN303 466,401 154-5

* Literatiirde kayith Mannich bazi1 bilesikleri. 1la* (19, 23), 2a* (19, 22), 3a* (22), 4a* (22).



2. GENEL BILGILER
2.1. Kimyasal Calismalar

2.1.1. 3-Hidroksi-4H-piran-4-on Tiirevi Bilesikler
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Sekil 2.1. 3-Hidroksi-4H-piran-4-on’un yapisi.

3-Hidroksi-4H-piran-4-on ve tiirevleri, biyolojik olarak aktif bilesiklerin yap1
taglar1 olarak yaygin sekilde kullanilmakta olup, bugiine kadar cesitli amac ve
uygulamalar i¢in sentezlenmistir (24). Hidroksipiron ve hidroksitiyopiron tiirevi
bilesiklerin; anemideki demir dengesinin ayarlanmasi, asirt demir fazlaligina bagh
rahatsizliklar, diyabet, Alzheimer hastaliginda aliiminyum uzaklastirilmasi ve tibbi
goriintlileme gibi biyomedikal uygulamalar ile ilgili ¢aligmalar ¢esitli arastirmacilar
tarafindan bildirilmistir (25). 3-Hidroksi-4H-piran-4-on ve tiirevlerinin oksijen i¢eren
6 lyeli heterosiklik yapisi, ¢esitli reaksiyonlar i¢in elverigli olup modifikasyonlara

olanak saglamaktadir (Sekil 2.2.) (24).

Koordinasyon
Siilfiirlenme
Selenyumlanma
Mannich reaksivonu
Kenetlenme reaksiyvonu
- -
Mannich reaksiyonu
Aldol kondenz asyonu
Piridonlara déniisim Kenetlenme reaksiyonu
Koordinasyon

Sekil 2.2. Pironlarin modifikasyonu igin olas1 merkezler.



4-pironlarin en reaktif konumu, komsulugundaki hidroksil grubunun giiglii
+M etkisi nedeniyle 2 numarali konumdur ve buradan aldol kondenzasyonu ve
Mannich reaksiyonu gibi reaksiyonlar ger¢eklesebilmektedir. 2. konumda maltol ve
etilmaltoldaki gibi alifatik siibstitiientlerin bulundugu durumlarda pironlarin aktif olan
yeri, bir Mannich reaksiyonu ile fonksiyonel hale getirilebilen 5. konumdur (24).
Ayrica, maltoldeki metil grubunun oksitlenerek karboksilli asit haline getirilmesiyle,
yeni fonksiyonel gruplarin yapiya girmesi miimkiin olabilmektedir (26). Yapiya alkil
veya aromatik  siibstitiientlerin  girebilmesi i¢in  diagilperoksitler veya
diarilperoksitlerle reaksiyona sokulmasi kullanilan yontemlerden biridir (27). Takao
ve ark. tarafindan yapilan c¢aligmada ise, fenilboronik asitin palladyum
katalizorligiinde  3-benziloksi-5-bromo-2-metil-4H-piran-4-on  ile  reaksiyona
sokulmasiyla, 3-benziloksi-5-fenil-2-metil-4H-piran-4-on bilesigi elde edilmistir.
Benziloksi grubunun asetik asit ve derisik HCI varliginda uzaklastirilmasiyla, 5-fenil-
3-hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on bilesigine ulasilmis, sonu¢ olarak yapiya bu
yontemle aromatik siibstitiient katilmistir (28). Hidroksipironlar bitkilerde dogal
olarak bulunmakla birlikte, sentezlenebilir ve ticari olarak temin edilebilir bilesiklerdir

(24). Baz1 6nemli hidroksipiron tiirevi bilesikler Tablo 2.1.’de gosterilmektedir.

Tablo 2.1. 3-Hidroksi-4H-piran-4-on yapisina sahip bazi bilesikler.
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Mekonik asit (2,6-Dikarboksilikasit-3-hidroksi-4-piron)

Mekonik asit, Papaveraceae familyas: bitkilerinin opium veya lateks
kismindan izole edilen alkoloitlerden biridir ve % 5-7 oraninda bulunmaktadir (29,
30). Mekonik asitin yapis1 1884 yilinda, pimelik asit olan HO2C(CH2)sCO2H'in
indirgenmesiyle ortaya cikarilmistir (31). FeCls soliisyonu ile olusturdugu koyu
kirmiz1 renk, morfinden farkli olarak, 6zellikle adli vakalarda opium i¢in iyi bilinen
bir dogrulama testidir (30).

1947 yilinda Wibaut ve ark. (32), dietil 2,4,6-trioksoheptan-1,7-dioat1
kloroform varliginda bromlayarak 3-bromo-4-piron-2,6-dikarboksilik asit dietil
esterini elde etmis, potasyum hidroksit ile hidroksil grubunun siibstitiisyonundan

sonra HCl ile hidroliz ederek mekonik asiti sentezlemistir.

0 0
I Br
H,C” \?HZ Br, KJ\/'[ KOH
C2H502C—Ic:2 C—CO,CzHs C,Hs0,C~ "O” "CO,C,Hs
O O
0 0
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Sekil 2.3. 2,4,6-trioksoheptan-1,7-dioattan hareketle mekonik asit sentezi.

Giintzel ve ark.’nin (29), 2019 yilinda yiiriittiikleri ¢alismada, mekonik asitin
sentezi i¢in ilk olarak Kojik asit bazik metanol igerisindeki formadehit ile reaksiyona
sokulmustur. Elde edilen bilesik, benzil bromiir ile reaksiyona sokularak enolik
fonksiyon korunmustur. Oksidasyon i¢in bis(asetoksi)iyodobenzen (BAIB) varliginda
2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil (TEMPO) radikali kullanilmistir. Sonrasinda,
enolik grubun korumasinin MesSiCl ve sodyum iyodiir ile kaldirilmasiyla mekonik

asit elde edilmistir.
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Sekil 2.4. Kojik asitten hareketle mekonik asit sentezi.

Komenik asit (3-Hidroksi-6-karboksilikasit-4-piron)

Komenik asit, mekonik asidin derisik hidroklorik asit igerisinde 1sitilmasiyla
karbon dioksit ¢ikist sonucunda elde edilebilmektedir (32, 33).

O O
OH HC1 OH
] N ]
HOOC 0O~ COOH HOOC™ O

Sekil 2.5. Mekonik asitten hareketle komenik asit sentezi.

Ambre ve ark. (34)’nin 2012 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ise, kojik asit oda
sicakliginda susuz asetonda ¢oziildiikten sonra, iizerine damla damla konsantre H2SO4
icindeki CrOz eklenmis, 2 saat boyunca geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitilarak kojik
asitin komenik aside oksidasyonu saglanmistir. Elde edilen komenik asit sicak etanolle

kristalize edilerek saflagtirilmistir.

0) 0)
— |
o |
o HOOC” ~O

Sekil 2.6. Kojik asitten hareketle komenik asit sentezi.

Giintzel ve ark. (29), 2019 yilinda yiiriittiikleri calismada, mekonik asitin yant
sira komenik asiti de sentezlemistir. Bu sefer sentez, enolik fonksiyon korunmasi
amaciyla, kojik asitin benzil bromiir ile reaksiyona sokulmasiyla baslamaktadir.

Sentez, mekonik asit sentezindeki gibi devam etmektedir.
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o) O o)
OH OBn OBn
| BnBr, Cs,CO; HO | TEMPO, BAIB ||
100 DMF o) CH,CL/H,0  HONANg
o o}
OH

[ ] Me;SiCl, Nal | MeCN
o)

HO

Sekil 2.7. Kojik asitten hareketle komenik asitin eldesi.
Piromekonik asit (3-Hidroksi-4-piron)

Bir¢gok arastirmaci, mekonik ya da komenik asitin bakir ve difenilketon
varliginda dekarboksilasyonu sonucunda piromekonik asiti sentezlediklerini
bildirmistir (35).

O O

HOOC o

0~ "R Q
L)
R=COOH, H

Sekil 2.8. Mekonik ya da komenik asitten hareketle piromekonik asit sentezi.

Yukaridaki yontem haricinde piromekonik asitin sentezi igin farkli yaklagimlar
s6z konusudur. ilki Tate ve Miller tarafindan rapor edilmis olup Ellis ve ark.
tarafindan gelistirilmistir. Ilk olarak benzil kojik asit Jones reaktifi ile okside edilerek
benzil komenik asit sentezlenmistir. Dekarboksilasyon ve ardindan korumanin
kaldirilmasiyla piromekonik asit elde edilmistir (36, 37). Baska bir sentez yontemi
olarak Arnarp ve ark. (38), metanol igerisinde brom ile furfuril alkolii cis/trans-2,5-
dihidro-2,5-dimetoksi-furanilmetanoliin izomerik bir karisimini elde etmek iizere
reaksiyona sokmustur. Karisimin formik asit ile islenmesi halka genislemesine ve altili
halka yapisinin elde edilmesine yol agmistir. Hidrojen peroksit ile oksidasyonu ve

sonrasinda asit ile hidrolizi sonucunda piromekonik asit sentezlenmistir.
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N-metil 1S1
pirolidin

Jones
BnBr Reaktlﬁ

H,CO

OBn
TaMHC
HZOZ/OH
@BQ/MGOH & CH; HCOOH_ ﬁ
0 H,CO H,CO

Sekil 2.9. Piromekonik asitin eldesi i¢in ¢esitli sentez yontemleri.
Maltol (3-Hidroksi-2-metil-4-piron)

Ekmek, bira ve kek gibi gida maddelerinde katki maddesi (E636) olarak
kullanilan maltol (24), ayn1 zamanda parfimlerin i¢eriginde hos kokusundan dolay1
bulunmaktadir (39). Kavrulmus malt, karagam kabugu ve ¢am igneleri gibi gesitli
dogal kaynaklardan izole edilebildigi gibi, bircok farkli  yOntemle
sentezlenebilmektedir (24). ilk olarak 1947 yilinda Spielman ve Freifelder tarafindan
sentezlenmistir. Piromekonik asitin formaldehit ve piperidin ile reaksiyonu sonucu

olusan Mannich bazinin katalitik hidrojenasyonu ile diisiik verimle maltol elde

edilmistir (40).

O

0] 0]
OH OH OH
| __HCHO || | Ni > Pd/H, |
HNC O~ “CH;
Sekil 2.10. Piromekonik asitten hareketle maltol sentezi.

1964 yilinda Tate ve Miller’in yaptigi ¢calismada (36), kojik asit ve mekonik
asitten hareketle komenik asit, komenik asitin dekarboksilasyonu sonucunda

piromekonik asit sentezlenmistir. Piromekonik asit, oda 1sisinda pH 10’da formaldehit
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ile muamele edilmis ve daha sonra ortamin sogutulmasi ve pH’in 5’e ayarlanmasiyla
hidroksimaltol elde edilmistir. Elde edilen bilesigin asidik ortamda ¢inko ile

reaksiyonu sonucunda maltol sentezi tamamlanmustir.

@]

OH
Ho I |

@)

l Oksidasyon

o)

_C02 OH
| |
HOOC COOH HOOC -CO,
0
0~ “CHj

Sekil 2.11. Kojik asit ve mekonik asitten hareketle maltol sentezi.

Allomaltol (5-Hidroksi-2-metil-4-piron)

Allomaltol ilk kez Yabuta tarafindan sentezlenmis olup (33), bu sentez yontemi
basitligi nedeniyle hala giincelligini korumaktadir (24). Yontemde, kojik asitin tiyonil
kloriir ile reaksiyona sokulmasiyla klorokojik asit, sonrasinda hidroklorik asitli

ortamda ¢inko ile rediiksiyonu sonucunda allomaltol sentezlenmistir (33).

o) o)
OH OH
SOCl, o U] Zn/H;0" |
o)

H,c” SO0

Sekil 2.12. Kojik asitten hareketle allomaltol sentezi.
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Kojik asit (5-Hidroksi-2-hidroksimetil-4-piron)

Sekil 2.13. Kojik asitin yapisi.

Kojik asit bir organik asit olup, esas olarak Aspergillus ve Penicillium gibi
mantar tiirleri tarafindan ¢esitli substratlar kullanilarak aerobik fermentasyonla elde
edilmektedir. Aspergillus oryzae, Aspergillus tamarri, Aspergillus parasiticus ve
Aspergillus flavus kojik asit iiretiminde yiiksek verim elde edilen suslar arasinda yer
almaktadir (41). Kojik asit ilk olarak Saito tarafindan 1907 yilinda, buharda pisirilmis
piring lizerinde bulunan Aspergillus oryzae miselinden izole edilmistir. Kimyasal
yapist ise 1924 yilinda Yabuta tarafindan 5-hidroksi-2-hidroksimetil-6-piron olarak
belirlenmistir (42). Her ne kadar kojik asit cesitli substratlarin kimyasal
dontigimiinden sentezlenebilse de, ticari olarak Aspergillus tiirlerinin aerobik
fermantasyonuyla iretilmektedir (42). Ayrica, Eyong ve ark. kojik asiti, “Kigella
African” adl1 bitkiden izole ettiklerini bildirmistir (43).

Kojik asitin molekiil formiilii CeHsO4 olup molekiil agirlig1 142,11g/mol’diir.
Erime derecesi 150-160 °C arasindadir. Kojik asit; su, etanol, etil asetat vb. polar
solvanlarda ¢6ziiniir. Kloroform, eter vb. solvanlarda ise ¢ok az ¢oziiniir (42). Renksiz
ve prizmatik igneler seklinde kristallesir (44). Kojik asit d-piron yapisina sahip, zayif
asit 6zellikte multifonksiyonel bir reaktiftir. 5. konumdaki hidroksil grubu zayif asit
ozellikte olup sodyum, ¢inko ve bakir gibi metaller ile tuz olusturarak daha reaktif hale
gelmektedir (42). Kojik asitin demir iyonlar1 ile reaksiyona girmesi sonucunda,
maksimum absorbansi 500 nm olan kirmizi-mor renkte bir kompleks meydana
gelmektedir. Bu renk degisimi, kojik asitin kantitatif olarak tayin edilmesinde
kullanilan bir yontemdir (42).

Kojik asitinin genel yapisinin, enol ve keto olmak iizere iki tautomerik seklinin
oldugu bilinmektedir. Bunlardan enol sekli, nétral molekiillerde en kararli tautomer
sekli olup, yapiin kararli hale getirilmesinde molekiil i¢i hidrojen baglar1 rol

oynamaktadir. Keto seklinin ise protik ¢oziictilerde, gaz fazindaki konsantrasyonuyla
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karsilagtirildiginda daha ¢ok olustugu goriilmiistiir. Ayrica yapida olast bir
protonlanmanin, halka i¢indeki oksijenin yerine keton oksijeni lizerinden meydana

gelecegi yapilan arastirmalar sonucunda ortaya konmustur (45).

o) @)
OH 0]
| — |
) @)
3-hidroksi-4H-piran-4-on 2H-piran-3,4-dion

Sekil 2.14. 3-Hidroksi-4H-piran-4-on halkasinin tautomerik sekilleri.

Kojik asitin 5 numarali konumundaki hidroksil grubu, molekiile fenol benzeri
ozellik ile birlikte zayif asidik 6zellik saglarken, 2 numarali konumdaki hidroksil
grubu primer alkol gibi davranmaktadir. Kojik asitin, fenole gore daha asidik bir
yapida olmasina karsin, pek ¢ok reaksiyonda fenol gibi davranis gosterdigi
gorilmiistiir (46, 47).

Kojik asitin (I1), I ve 1l numarali bilesiklerle karsilastirildiginda, I numaral
bilesige kiyasla daha asidik, Il ‘e gore ise daha az asidik oldugu saptanmistir. Daha
asidik olmasinin nedeni olarak yapidaki karbonilin, eksi yiikii dagitmastyla molekiilii
daha kararli hale getirmesi, daha az asidik olmasinin nedeni olarak kojik asitin 4. ve 5.
konumlar1 arasinda olusan molekiil i¢i hidrojen bagi gosterilmistir. Kojik asitin
yapisinda dissosiye olma olasilig1 olan 2 hidrojeni olsa da 5. konumdaki hidroksile ait
hidrojenden proton kaybedilmesi tercih edilmektedir (48, 49).

0 OH
OH OH N
HO o, I |
0] (@] 0]
I 1I I

Sekil 2.15. Kojik asit ile baz1 bilesiklerin asitliklerinin karsilastiriimasi.

Kojik asitin karbonil oksijeni, alifatik aldehit ya da ketondaki karbonilden daha
baziktir. Karbonil oksijeninin bazikligi ve hidroksil grubunun asitligi, kojik asitin iyi

bir anyonik bidentat ligand olmasini saglamaktadir (50).
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Kojik asitin de bir iiyesi oldugu 3-hidroksi-4H-piran-4-on halkasi, diizlemsel
olmasindan ve 6z elektronu tasimasindan dolayi aromatik 6zelliktedir. Birgok ¢alisma
sonucunda, enolik hidroksil grubuna gore orto konumundan elektrofilik siibstitiisyona,
para konumundan ise niikleofilik reaksiyona girdigi gozlenmistir (51). 5-hidroksi
grubunun etkisiyle kojik asitin 6 numarali konumu, elektrofilik siibstitiisyon
reaksiyonlari i¢in oldukga reaktiftir (52).

Kojik asit, diger pironlarla ayni yapiya sahip olmasina karsin, alifatik alkol
grubuna sahip olmasi sonucunda farkli fonksiyonel gruplara doniistiiriilebilme
ozelligine sahiptir. Kojik asitin yapisindaki hidroksimetil, Jones reaktifi ile karboksilik
aside oksitlenebilmekte ya da tiyonilkloriir ile reaksiyona sokularak klorokojik aside
doniistiiriilebilmektedir. Klorokojik asit ise azitler, aminler, tiyolatlar ve fenolatlar gibi
cesitli niikleofiller ile reaksiyona sokulabilmektedir (24). Kojik asitin aromatik
ozelliklere, karbonil grubu, enol grubu, primer alkol gibi fonksiyonel gruplara sahip
olmasi; Mannich, Claisen, konjugat katimi, aldol ve diazo esleme gibi gesitli reaksiyon
tirlerine katilmasma olanak saglamaktadir (53). Kojik asitin 6nemli reaksiyon

merkezleri Sekil 2.16.’daki gibidir (54).

selasyon

' katilma
oksidasyon reaksiyonu
rediiksiyon

alkilasyon
0 :
niikleofilik 46 _{( agilasyon
stibstitlisyon
NP
0)

H—O—C
H, elektrofilik
j stibstitlisyon

alkilasyon  halka agilmasi
acilasyon

Sekil 2.16. Kojik asitin 6nemli reaksiyon merkezleri.
Kojik Asit ve Mannich Reaksiyonlart

Aminoalkilasyon olarak da bilinen Mannich reaksiyonu, yapisinda en az bir
aktif hidrojen atomu bulunan bilesik (X-H), aldehit (R:-CHO) ve amin reaktifi

arasindaki kondenzasyon sonucunda meydana gelmektedir (55).
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X-H
+ X<__NR,
R-CHO ——» T
N “H,0 R,
R,NH

Sekil 2.17. Mannich reaksiyonunun genel gosterimi.

Amin olarak ¢esitli primer aminler ve nadir olarak amonyak (amonyum tuzu)
kullanilsa da ¢gogunlukla sekonder alifatik aminler (R2NH) tercih edilmektedir. Aldehit
olarak genellikle formaldehit kullanildigindan, aminometilleme meydana gelmektedir.
Substratta birden fazla aktif hidrojen oldugu durumda, ¢ok sayida aminometilleme

gerceklesebilmektedir (55).

C-Mannich bazlari N-Mannich bazlar
O
O LT ..
R2 N )J\
R1)H/\NR2 (/X A ONR, R NTNR,
R
3 X=NH, O, S
OH S2
S
R P \N/\NR
ROOC ! 2
N NR
Rl_: ~ ’ \}|(/\NR2
X= CORI’ NOz, SOZRI, e NRZ
R———\ CN, COOR LN~
NR,
S-Mannich bazlari P-Mannich bazlari
T
S NR,
R P.__NR
N 2
R,0 (|)|

Sekil 2.18. Cesitli tipteki Mannich bazlart.

Mannich bazlari; deri, kagit ve tekstilde kullanilan dogal makromolekiiler
malzemelerin islenmesi, petrol endiistrisinde kullanilan katki maddeleri, su aritiminda
kullanilan iiriinler, analitik reaktifler, kozmetikler ve boyalar vb. sentetik polimerlerin
tretimi gibi ¢ok sayida pratik uygulama alanina sahiptir (56). Mannich bazlari,

aminometilleme sonucu yapiya polar gruplarin eklenmesiyle bilesiklerin hidrofilik
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Ozelliklerini arttirirken bodylece ilaglarin  viicutta dagilmasinda oOnemli rol
oynayabilmektedir. Ote yandan uygun amin siibstitiisyonu yolu ile Mannich
reaksiyonu tlizerinden ilacin lipofilik 6zelligini de arttirmak miimkiindiir. Dolayisiyla
Mannich reaksiyonu ile sentezlenen antikanser (57), antibakteriyel (58),
antimikobakteriyel (59), antifungal (60), antimalaryal (61), antiviral (62),
antikonviilsan (63), antiinflamatuvar (64), analjezik (65) ve antioksidan (66) gibi
cesitli biyolojik aktivitelere sahip olan Mannich bazlari, medisinal kimyada énemli bir
yere sahiptir (55).

Yirmi yil1 agkin siiredir laboratuvarimizda yapilan ¢alismalar sonucunda, kojik
asit tiirevi Mannich bazlar1 sentezlenmis olup; antibakteriyel, antifungal, antiviral,
antitiiberkiiler, antikonviilsan, antioksidan, antidermatofitik, antiaging ve antitirozinaz
aktiviteleri degerlendirilmistir (19-23, 67, 68).

0]
OH _ MeOH OH .
| siibstitiie |
HO + HCHO + sekonder amin HO N

@) )

Sekil 2.19. Kojik asitten hareketle sentezlenen Mannich bazlari.

Bu bilesikler igerisinde kojik asite kiyasla alt1 kat yiiksek mantar tirozinaz
inhibisyonu gosterdigi saptanan Mannich bazi ile Tiirk Patent (TR2015 07653 B),
Uluslararas1 Patent (PCT/TR2016/000070), Amerika Patent (Patent No: US 9,975,884
B2) ve Avrupa Patent (EP 16 732 363.3) bagvurular tescillenmistir (68).

Takip eden calismada, piron halkasinin 6 numarali konumunda morfolin,
piperidin ve pirolidin gibi halka i¢i tersiyer azot atomu tasiyan Mannich bazlar
sentezlenmis ve bu bilesiklerin sitotoksisite ¢alismalari ile antitirozinaz aktiviteleri
yapilmistir (15). Elde edilen yiiksek aktivite sonuglart, 13.12.2017 tarihinde Aytemir
M, Karakaya G, Ercan A, Onciil S, “Kojik asit Tiirevi Bilesiklerin Antikanser ve
Antitirozinaz Aktiviteleri” ile Tiirk Patent (TR2017/20155) ve Uluslararas1 Patent
(PCT/TR2018/050724) basvurular1 yapilmistir.
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Sekil 2.20. Kojik asitin halka i¢i tersiyer azot atomu tasiyan Mannich bazlari.

1946 yilinda Woods (69) tarafindan yiiriitillen bir ¢aligmada, asit ortamda
(derisik hidroklorik asit) kojik asitten hareketle, formalin ve arilaminler ile gerceklesen

Mannich reaksiyonu sonucunda, reaksiyonun 3 ve 6 numarali konumlardan yiiridigii

bildirilmistir.
o) R - O
OH TN
=K = B8 e
mo I & HzN@ HCHO_ HO NH@
0 HCI 0
R= -H,-CH,,-Br

Sekil 2.21. Kojik asitin asit ortamdaki Mannich reaksiyonu.

O’Brien ve ark. (70)’nin 1960 yilinda yaptiklart ¢alismada, oda sicakliginda
kojik asitten hareketle formaldehit ve sekonder aminle ger¢eklesen Mannich
reaksiyonu sonucunda I numarali bilesigin, primer amin kullanildiginda ise, azota
bagli iki hidrojenin de kojik asitle yer degistirerek 2 mol kojik asitle reaksiyona girdigi
ve Il numarali bilesigin olustugu saptanmistir. Her iki durumda da reaksiyon 6
numarali konumdan yiirimiistiir. Kojik asidin fenol benzeri 6zelliginden dolay1, 6
numarali konumundaki hidrojenlerden en az birinin Mannich gruplariyla yer
degistirdigi, hidroksilin orto yonlendiriciligi nedeniyle yer degistirmenin sadece 6

numarali konumdan meydana geldigi diisiintilmiistiir.
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Sekil 2.22. Kojik asitten hareketle ¢esitli Mannich bazlarinin eldesi.

Ichimoto ve ark. (71) 1964 yilinda, asidik ve bazik ortamin Mannich
reaksiyonunu nasil etkiledigine dair bir ¢alisma yiiriitmiistiir. Kojik asitin 6 numarali
konumundan yiiriiyen reaksiyonlarin bazik ortamda, asit ortama kiyasla daha ytiksek
verimle ve daha kisa siirede elde edildigi rapor edilmistir.

Woods ve ark. (72)’nin yaptiklari ¢alismada, absolii etanol igerisindeki kojik
asitin, paraformaldehit ile potasyum bikarbonat ya da potasyum karbonat varliginda
oda sicakligindaki reaksiyonu sonucunda 3-hidroksi-2,6-bis(hidroksimetil)-4H-piran-
4-on bilesigi elde edilirken, ayni reaksiyon 75 °C’de gergeklestirildiginde 3-hidroksi-
2,5,6-tris(hidroksimetil)-4H-piran-4-on bilesigi elde edilmistir.

O

1. HCHO, KHCO;, 1.HCHO, KHCO;,
2. EtOH, oda sic. 2. EtOH, 75°C

HO

H
no M| 0

OH

Sekil 2.23. Sicaklik ve Mannich reaksiyonu.

Fox ve Taylor (73) tarafindan 1998 yilinda yapilan ¢alismada, formaldehit ve
etanol varliginda, kojik asit ve dimetilaminden, Mannich reaksiyonu ile oda
sicakliginda  sentezlenen  bis(5-hidroksi-2-hidroksimetil-piran-4-on-6-il)metan
bilesiginin, memeli hepatosit hiicre sisteminin kullanildig1 in vitro test sonucunda,

ferritine bagli demirin mobilizasyonu i¢in uygun bir selatdr oldugu gorilmiistiir.
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Sekil 2.24. Kojik asitin dimetilamin ile Mannich reaksiyonu.

Dehkordi ve ark. (74) tarafindan 2008 yilinda yapilan g¢alismada, oda
sicakliginda kojik asitten hareketle formaldehit ve % 95 sulu etanol igerisindeki
sekonder amin ile Mannich reaksiyonu gerceklestirilmistir. Fenolik hidroksil grubu,
benzil bromiirle korunduktan sonra metilamin ile muamele edilerek piron halkasindan
piridinon halkasina gecilmistir. Asidik hidroliz sonucunda koruyucu grup kaldirilarak

hedeflenen bilesiklere ulasiimistir.

@)
OH
HO 0 P1per1d1n BnBr
yada
morfolin
O
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OBn OBn
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’ —/ 0 s
OH
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Sekil 2.25. Kojik asitten hareketle sentezlenen piridinon tiirevi Mannich bazi.

Yang ve ark. (75)’nin 2008 yilinda yaptiklar1 diger bir ¢alismada, yiiksek
sicaklikta ve formaldehit varliginda, 3 mol kojik asitin 1 mol 1,4,7-triazasiklononan
ile, enolik hidroksil grubuna gore orto konumundan yiiriiyen Mannich reaksiyonu
sonucunda, yiiksek verimle elde edilen makrosiklik selatoriin; Ga, Fe, Cu ve In

metalleriyle kompleks yaptig1 belirlenmistir.
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Sekil 2.26. Kojik asit ile 1,4,7-triazasiklononanin Mannich reaksiyonu.

Kasser ve ark. (76) tarafindan 2010 yilinda yapilan bir ¢alismada, Ru (II)-aren
fragmanlarina baglanmak {izere, piperidin tiirevleriyle kojik asit formaldehit
varhiginda reaksiyona sokulmustur. Mannich reaksiyonu sonucunda elde edilen

tirtinlerin rutenyum ile olusturduklar gelatlayici 6zellige sahip kompleks bilesiklerin

@

antikanser aktiviteye sahip olduklari goriilmiistiir.

Ru "’/CI
j\ N [RuClz(cyrn)
I R1 >|< R, Ry >,< R,
3 R3 R

Sekil 2.27. Kojik asitin antikanser etkili Ru komplekslerinin sentezi.

Reddy ve ark. (77)’nin 2010 yilinda yuriittiigii baska bir ¢alismada, ¢oziicii
icermeyen kosullar altinda InCls katalizorliigiinde aldehit, indol ve kojik asitin
Mannich reaksiyonu sonucunda yiiksek secicilige sahip 2-siibstitiie aril (indolil) kojik
asit tiirevi bilesikler yiliksek verimle sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin giiclii
antifungal 6zellikler gosterdigi bulunmustur. Hem alifatik (propanaldehit) hem de

aromatik aldehit (p-metoksi, m-fenoksi, o-kloro, 2,4,6-trimetilbenzaldehit ve
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2-naftaldehit) kojik asit ile reaksiyona sokuldugunda yiiksek verimle nihai tiriinler

elde edilirken, InCls yoklugunda verimin oldukea diistiigii gozlenmistir.

CHO 0
OH 11'1C13
| | e
N HO 120°C
H )

Sekil 2.28. Kojik asitin Mannich reaksiyonu ile indolil tiirevlerinin sentezi.

Bu reaksiyonun kojik asit ve aldehitten enon olusumu {izerinden yiiriidiigii

diistiniilmektedir. Reaksiyonun olast mekanizmasi Sekil 2.29°da gosterilmistir (77).
@
ﬁ InCl,

R H
Hoﬁ_) HO
A\ OH

@)

Sekil 2.29. Kojik asitin indolil tiirevlerinin sentez mekanizmasi.

Emami ve ark. (78) tarafindan 2013 yilinda yiritilen bir c¢aligmada,
N-siibstitiie piperazinilkinolon tiirevi bilesikler elde etmek amaciyla, kojik asitin
metanol igerisindeki formaldehit varhiginda 7-piperazinilkinolon tiirevi bilesiklerle
yiiriitilen Mannich reaksiyonu sonucunda Mannich bazlar1 sentezlenmistir. Elde
edilen bilesiklerin, gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi antibakteriyel

aktiviteleri saptanmustir.
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Sekil 2.30. Kojik asitin piperazinilkinolon tiirevlerinin sentezi.

2014 yilinda Nurchi ve ark. (79), oda sicakliginda kojik asit, formaldehit ve
N,N-dietiletilendiamitin Mannich reaksiyonu sonucunda sentezledikleri bilesigin,

potansiyel bir terap6tik demir selasyon ajani oldugunu bildirmistir.

HCHO

0] HZNV\ N

0 EtOH, oda sic.

Sekil 2.31. Kojik asit ve N,N-dietiletilendiamitin Mannich reaksiyonu.

Li ve ark. (80) 2016 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, kojik asitin 2 numarali
konumuna, formaldehit varliginda Mannich reaksiyonunun uygulanmasi sonucunda
cesitli primer ve sekonder aminler ile siibstitiie edilmis, Fe™ ile selat yapabilen

tridentat ve heksadentat yapidaki tiirevlerini sentezlemistir.
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@)
0 HO )
OH o ~OH

O O HN o
PNONH,  HOTY)
MeHNR OH OH
(0]
o R=CH2C02H
OH R= CH2CH2NM62

HO » NMeR
O
Sekil 2.32. Kojik asitin demir ile selat yapabilen tiirevlerinin sentezi.

Kojik Asit ve Diger Reaksiyonlar

Mwakaboko ve Zwanenburg (81) tarafindan 2011 yilinda yapilan ¢alismada,
kojik asit ve bromo butenolit, kuru dimetilformamit (DMF) igerisinde susuz potasyum
karbonat varliginda oda sicakliginda reaksiyona sokularak % 37 verimle
2-(hidroksimetil)-5-[(4-metil-5-okso-2,5-dihidro-2-furanil)oksi]-4H-piran-4-on
bilesigi elde edilmistir.

@) @)

HO > |

Sekil 2.33. Kojik asitin bromo butenolit ile enolik hidroksilin O-alkilasyonu.

Bingi ve ark. (82)’nin 2015 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, 2-hidroksi salkon
tiirevleri kojik asit ile reaksiyona sokularak, 3-hidroksi-6-(hidroksimetil)-2-(2-fenil-
4H-kromen-4-il)-4H-piran-4-on yapisinda bilesikler sentezlenmistir. Elektron ¢eken
gruplarin siibstitiient oldugu bilesiklerin veriminin, elektron salanlara goére daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Elde edilen bilesiklerin antimikrobiyal ve antibiyofilm

aktiviteleri incelenmistir.



25

0 (0]
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= | R' . | | Toluen
N _—-—-m—M e, -
~N
/ OH 0 151, 8 saat
R OH
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Sekil 2.34. Kojik asit ile 2-hidroksi salkon tiirevlerinin reaksiyonu.

Balakrishna ve ark. (83), 2015 yilinda yaptiklar1 baska bir calismada,
potansiyel antitirozinaz aktiviteye sahip olan, kojik asitin dogal olmayan a-aminoasit
tiirevini sentezlemistir. Ilk olarak kojik asitin fenolik hidroksil grubu benzil bromiir ile
korunmus, daha sonra elde edilen bilesigin bromlu tiirevine gecilmistir.
K2CO3/CH3CN igerisindeki N-(difenilmetilen) glisin metil esteri ile alkilasyonu
sonrasinda BBr3/CH2Cl> yardimiyla koruma kaldirilmis ve elde edilen bilesigin 1 N

HCl/dietil eter ile hidroliziyle kojik asitin aminoasit tiirevi sentezlenmistir.

0] O
|o| OH  BnBr, NaOH OH  pBr; CH,CI, |o| Br
MeOH, 110°C oda sic.
O
BnO
K,CO
BBI':)’, CH2C12 H3COZC N 2ISl ’

l oda sic. II J\ II
H
HCl, Et,0 (@) | | CO,CH;
oda sic.
o C e

Sekil 2.35. Bromokojik asitten hareketle kojik asitin aminoasit tiirevinin sentezi.



https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/glycine
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/ester
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Ayni g¢alismada kojik asitin diaminoasit tiirevi de benzer bir protokol ile

sentezlenmistir (83).

O O

HO HCHO, NaOH HO BnBr, NaOH BnO
| | OH MeOH, HO | | OH MeOH, 1s1
(0] (0]

oda sic.

I‘

O CH2C1
H3C02C>\/\fjj\)c\02CH3
D )
CH3CN cho3

oda sic.

oda sic.

:f

BBI’:;,, CH2C12

H3C02C GO2CH;
HCl, Et,0

oda sic.
‘)\‘ HN coch3

Sekil 2.36. Kojik asitin diaminoasit tiirevinin sentezi.

CO,CH;

Sie ve ark. (84)'min 2018 yilinda yaptiklari ¢alismada, kojik asitin

antibakteriyel aktiviteye sahip salkon yapisinda ester tiirevleri sentezlenmistir.

@)
0] X
OH
HO . +
(0] DCC, DMAP, DCM
HO (O
O N X=H, Br, CI
HO o

Sekil 2.37. Kojik asitin salkon yapisindaki ester tiirevlerinin sentezi.
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Nurchi ve ark. (85)nin 2019 wyilinda yirittikleri ¢alismada,
tris(2-aminoetil)amin ile koordine edilmis {i¢ kojik asit grubu i¢eren tipodal selator

bilesik yiiksek verimle (% 98,5) sentezlenmistir.
0 0
W H o[ |
; )
HN
C,H;OH
| | OH + N(CH2CH2NH2)3 5 >

O oda sicaklif1 =0
1 saat 0=
OH

Sekil 2.38. Kojik asit tiirevi tipodal selatdr bilesigin sentezi.

Katesol yapisi tasiyan kojik asit ve tiirevlerinin; ¢inko, bakir, kalay, mangan,
krom, berilyum, nikel, kobalt, demir, altin, palladyum, indium, gallium, vanadyum ve
aliminyum gibi +2 ve +3 degerlikli bircok metal ile selasyon yaparak dayanikli
kompleksler olusturdugu bildirilmistir (86).

Sekil 2.39. Kojik asitin ¢esitli metallerle kompleksleri.

Zhang ve ark. (87) tarafindan 1989 yilinda yapilan galismada; Al*®, Ga*™ ve
In*®{in N-siibstitiie tris(6-hidroksimetil-3-hidroksi-4-piridinato) kompleksleri % 21-

63 verimle sentezlenmistir.
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0 o) OH 19 OH
jj/OH 3+ Mf/ TN M., TN
| | M 3RNH, O\
HO 0N\ 1) N\

0) R
L 3

M= Al Ga, In ) M= Al Ga, In
R=CH3’ C2H5

Sekil 2.40. Kojik asitin Al*3, Ga* ve In*® metalleri ile kompleksleri.

2001 yilinda Barret ve ark. (88) tarafindan kojik asitin ¢inko ve kalay ile

kompleksleri sentezlemis olup, kristal yapilar1 X-1s1n1 kristalografisi ile belirlenmistir.

o OH
OH @)
O Zn(OAc),, EtOH / H,0 ya da = Y
HO -~
e} Sn(OBu"),, toluen SN 0
2

M =Zn, Sn

Sekil 2.41. Kojik asitin ¢inko ve kalay kompleksleri.

2007 yilinda Emami ve ark. (89), kojik asitin radyoprotektif aktivite gdsteren
cinko ve mangan komplekslerini; Lord ve ark. (90) ise molibden kompleksini

sentezlemis ve glukoz ve serbest yag asit seviyesini diisiiriicii etkisini rapor etmistir.

0
OH
ao. A
0
[Mo,0, 1> | Mn(OAc),-4H,0
H,0 OH Zn(OAc), 2H,0
OH EtOH, oda sic.
o, O 0.
o’ ~ '///,/// 1\4/ —0 o —~
o — A —0
O~ \ \O o— M
9) / O _ O
[ M=Mn"2, Zn"?
OH
0 HO

Sekil 2.42. Kojik asitin ¢inko, kalay ve molibden kompleksleri.
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Klorokojik asit (5-Hidroksi-2-klorometil-4H-piran-4-on)

@)

OH
c. A

@)

Klorokojik asitin formiilii CeHsO3Cl ve molekiil agirligi 160,5 g/mol’diir.
Beyaz renkli, toz kristaller seklindedir ve erime derecesi 166-7 °C’dir. Su, siklohekzan
ve dietileterde c¢oziinmezken; etil asetat, benzen, metanol ve etanolde ¢6ziinir.
Kloroform ve asetonda ise kolay ¢oziiniir (13).

Klorokojik asit niikleofilik stibstitiisyonlar i¢in oldukca iyi bir liganttir.
Klorokojik asitin, sahip oldugu Klor atomu ile kolayca niikleofilik reaksiyonlara girdigi
bilinmektedir. Bazi sekonder amin niikleofilleri ise, klorokojik asit ile beklendigi
yerden siibstitiisyon reaksiyonu vermemistir (91). Konopikowa ve ark. (92),
klorokojik asit ile dietilamin, morfolin, piperidin ve N-fenilpiperazini reaksiyona
soktugunda, niikleofilik siibstitiisyon sonucu Kkojik asitin 2-aminometil tiirevlerinin
yant sira 2-amino-6-metil tiirevlerini de elde etmistir. 5. konumdaki hidroksil grubu
stibstitiient igerdigi zaman ise, sadece 2-aminometil tiirevleri kazanilmistir. Bagka bir
calismada, klorokojik asit N3, I" ve SCN™ niikleofilleri ile 2-CH>CI grubundaki CI
atomuyla yer degistirirken, protonlanmis sekonder aminlerle (elektrofil) reaksiyona
girdiginde ise, Cl atomu yerine 6. konumdan reaksiyona girerek 6-siibstitiie allomaltol

tiirevleri meydana gelmektedir (91).

3 4?}1
cl 21 | p:
071
o) 0
8 o
H:C” 07 Nu o)

Sekil 2.43. Klorokojik asit ve niikleofilik siibstitiisyon.
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Klorokojik asitin ¢esitli niikleofillerle olan siibstitiisyon reaksiyonlarinin olasi

sentez mekanizmalar1 Sekil 2.44 ve Sekil 2.45’te gosterilmistir (91).

Nu
Nu >
o {n H

o 0 H,C._O_ M

Cl —_—

| (| . J(,| Sy Nu QI/%\\EFSI\UV
on oo Y

Co

H

Nu—H,C.__O Nu—H,C.__O0._H
| Nu ||
P ]
O OH
H-0 Nu: Ny, I, SCN- 0

Sekil 2.44. Klorokojik asitin N3°, I" ve SCN™ niikleofilleri ile SN2 reaksiyonu.

(Nu i H,C+_O H
O H O Nu
cl | A — (ilj | Nu 0
Ol CNo-n \&
( OH °) @ H_O
O 10
Hzgj 0] Nu H,C.__0._Nu
o | 1
OH OH

Sekil 2.45. Klorokojik asitin protonlanmis sekonder aminlerle reaksiyonu.
Klorokojik Asit ve Mannich Reaksiyonlar:

Anabilim dalimizda klorokojik asitten hareketle, oda sicakliginda ve
formaldehit varliginda gergeklestirilen Mannich reaksiyonu sonucunda ¢ok sayida

Mannich bazi sentezlenmistir (19, 21, 23).
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Sekonder amin tiirevleri
(Piperazin/piperidin)

Sekil 2.46. Klorokojik asit tiirevi Mannich bazlarinin sentezi.

Emami ve ark. (78) tarafindan 2013 yilinda yiiriitiilen ¢alismada, kojik asitin
yant sira, kojik asitin tiyonil kloriir ile reaksiyonundan elde edilen klorokojik asitin,
metanol igerisindeki formaldehit varliginda 7-piperazinilkinolon tiirevi bilesiklerle
yiiriitiilen Mannich reaksiyonu sonucunda, N-siibstitiie piperazinilkinolon tiirevi

bilesikler sentezlenmistir.

o

X=CH, COCH;, N
R! =Siklopropil, C,Hj
R?=H, CH,4

Sekil 2.47. Klorokojik asitin piperazinilkinolon tiirevlerinin sentezi.

Biyouyumlulugu ve memeli hiicrelerine karsi diisiik toksisitesi nedeniyle,
eczacilik, gida, biyoteknoloji, kozmetik, tekstil endiistrisi, atik su aritma ve tarim
alanlar1 gibi farkli alanlarda genis uygulamalara sahip katyonik bir polimer olan
kitosan oligosakkarit (COS)’in (93-95), antibakteriyel aktivitesi iizerine yapilan
caligmalar son yillarda 6nem kazanmistir (96). Antibakteriyel aktiviteyi arttirmak igin
yapilan modifikasyonlarin baslicalar1 arasinda, 2.karbonuna bagli amino grubu
iizerinde yapilan modifikasyonlar yer almaktadir (97, 98). Ote yandan klorokojik asitin

bakteriyel ve fungal biiylimeyi inhibe ettigi bilinmektedir (99). Litaratiirde kayitl olan
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birgok ¢aligmaya gore de piperazin halkasinin varligi antibakteriyel aktivite igin
onemlidir. Bu nedenle ¢aligmalarda, yeni antibakteriyel ajanlarin sentezi i¢in piperazin
ile yapilan modifikasyonlar 6nemli bir yer tutmaktadir (22, 99).

Bu bilgiler 1s181inda Liu ve ark. (100), 2018 yilinda yapmis olduklari1 ¢alismada,
klorokojik asitin piperazin grubuyla Mannich bazini sentezlemis, COS ile alkilasyonu
sonucu kitosan oligosakkarit-N-kojik asit Mannich bazin1 (COS-N-MB) elde etmistir.
Sentezlenen (COS-N-MB)’nin gram pozitif ve gram negatif bakterilere
(Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Bacillus subtilis, Salmonella
typhimurium, Shigella dysenteriae ve Escherichia coli) karsi etkili oldugu
goriilmiistiir. 5-Hidroksi-piran-4-on grubu, piperazin halkasi ve COS grubu sinerjik
etki gostererek, mikroorganizmalarin metabolizmasini inhibe etmis ve 6lmelerine

neden olmustur. COS-N-MB, COS/KA’e kiyasla ¢ok daha fazla antibakteriyel aktivite

gostermistir.
HO Cl
o/, soch, HCHO HN N-CH, oL
=/ 250C MeOH N N-cH,
HO HO \ ;
KA CKA MB
OH
R=H
(@)
NH, R=0
CoS N CH,
DMF, aseton NHR

COS-N-MB
Sekil 2.48. Kitosan oligosakkarit-N-kojik asit Mannich bazinin sentezi.

Klorokojik Asit ve Diger Reaksiyonlar

Vitamin E ve arbutin gibi dogal tirozinaz inhibitérii bilesiklerin fenolik
hidroksil gruplari igermesinden yola ¢ikarak 2003 yilinda Kadokawa ve ark. (101),
fenolik hidroksil grubu igeren kojik asit tiirevi bilesikler sentezlemistir. Morisaki ve
Ozaki’nin yontemiyle (102), kojik asitin 5 numarali konumundaki hidroksil grubunun

korunmasiyla benzil eter hali elde edilmis, sonrasinda CCls ve PPhs varhiginda


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/staphylococcus-aureus
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/streptococcus-pyogenes
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bacillus-subtilis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/salmonella-enterica-serovar-typhimurium
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/salmonella-enterica-serovar-typhimurium
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/shigella-dysenteriae
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klorlama gergeklestirilmistir. Elde edilen Bilesik 3’lin, K2CO3 ve DMF varliginda
Bilesik 4 ile niikleofilik siibstitiisyonu sonucunda, sirasiyla tetrahidrofuran (THF) ve
metanol igerisinde % 10 Pd-C ile katalitik hidrojenasyon sonucu benzil gruplar

uzaklastirilarak, fenolik Bilesik 2a sentezlenmistir (101).

0]
T o cal, pon_ )
|
HO o BnCl, NaOH HO CCl PPh cl
MeOH -H,O
(0]
OBn Bn
|| K2C03
Cl + HO OBn
(0]
3 4 H, Pd- CJ THF
0]
OH
ool
0 MeOH
2a

Sekil 2.49. Fenolik hidroksil grubu i¢eren kojik asit tiirevi bilesiklerin sentezi.

Ayni calismada, Bilesik 3’iin K2COs ve DMF varliginda Bilesik 7 ile
siibstitlisyonu sonucunda Bilesik 8 elde edilmistir. Benzil korumasi, metanol
icerisindeki Pd-C varliginda katalitik hidrojenasyonla, sikloheksiliden asetal korumasi

ise asidik hidrolizle uzaklastirilarak Bilesik 2b sentezlenmistir (101).

O o8 OBn
n
£y o K0 o (Vo [l ]
Cl o + DMF i/ O

H, Pd-C | MeOH

0]
e e )
|
HO O\/(j/ el ? ° (@)
0] EtOH/H,0O
HO 2b 0 9

Sekil 2.50. Klorokojik asit tiirevi tirozinaz inhibitorii bilesiklerin sentezi.
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Rho ve ark. (103)’nin 2011 yilinda yiiriittiikkleri ¢alismada, oda sicakliginda
kojik asitin tiyonil kloriir ile reaksiyonu sonucunda klorokojik asit (Bilesik 2) elde
edilmis, aseton igerisindeki dimetilsiilfat ve potasyum karbonat ile geri g¢eviren
sogutucu altinda gerceklesen reaksiyon ile Bilesik 3 sentezlenmistir. Bilesik 2 ve 3’iin,
DMF igerisindeki benzoik asit ve sinnamik asitlerin potasyum tuzlariyla
110-120 °C’deki reaksiyonlari ile ester tiirevleri hazirlanmistir. Elde edilen bilesikler

antitirozinaz aktivite agisindan degerlendirilmistir.

0)

oy Sk CIM
OH DMF, oda sic. OH
0 O
Cl IOI 110-120°C 4aaY CH,
4b, Y=CH,CH
on DMEF, b, Y=C 2C 5

9] benzoik ve sinnamik

asitlerin potasyum
2 tuzlar /\Kr)\
DMS K2C03 4C, Y= CHZ
aseton 4d, Y=CH,CH,
Cl ©
| _110-120°C_ 1zo°c
OCHj,4
O s1nnam1k OCH;
3 asitlerin potasyum
tuzlari

Sekil 2.51. Klorokojik asitin benzoik ve sinnamik asit ester tiirevlerinin sentezi.

Ayni ¢aligmada benzoik ait tiirevi Bilesik 5a ve 5b, trifloroasetik asit (TFA)
icerisindeki 1-adamantanol ile geri ¢eviren sogutucu altinda reaksiyona sokulmus ve
Bilesik 6a ve 6b elde edilmistir. Elde edilen bilesiklerin metanol i¢erisindeki potasyum
hidroksit ile potasyum tuzlar1 hazirlanmis, 110-120 °C* de DMF varliginda klorokojik

asit ile reaksiyonu sonucunda hedeflenen bilesikler sentezlenmistir (103).
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Sekil 2.52. Klorokojik asitin adamantan igeren ester tlirevlerinin sentezi.

2011 yilinda Ahn ve ark. (104) tarafindan, klorokojik asitten hareketle troloks,

4-hidroksibenzoik asit ve 6-hidroksinaftoik asit ester tirevleri elde edilmistir.

O 0)
J;)/\OH sOCl, Ma
DMF, oda sic.
HO i HO DMF,
asitlerin potasyum
Me,S0O,4 | 4 | tuzlari
| K,CO;, 110-120°C |
0) aseton 0
] O N0
0) HO 3a OH

5 0)

DMF, 0]
110-120°C | asitlerin potasyum @)

tuzlar | O OO
. Q o HO 3b OH
@)
(0]
H;CO OH 0] o
O 3d /EJ/\
HO 3¢ OH

Sekil 2.53. Klorokojik asitin ¢esitli ester tiirevlerinin sentezi.
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Liu ve ark. (93) tarafindan 2014 yilinda yapilan ¢alismada, antibakteriyel
aktiviteye sahip bilesikler sentezlenmek iizere, 6nce kitosanin amino grubu korunmus,
elde dilen bilesik ile klorokojik asitin alkilasyon reaksiyonu sonrasinda asidik hidroliz

ile koruma kaldirilmistir.

Cl
“CH,
OH
Do ﬁ .o
0]
5 6
"o 32 1On MeOH "
NH, € DMSO
COS Piridin
N-Benziliden COS |
R=Hyada O or OR
0
RO O
EtOH N§CH n

COS/KA @

N-Benziliden COS/KA

Sekil 2.54. Klorokojik asitin kitosanla konjugasyonu.

Rho ve ark. (105) tarafindan 2014 yilinda yapilan ¢aligmada, klorokojik asitten
hareketle kojik asitin sinnamat esterleri sentezlenmistir. Elde edilen bilesiklerin foto
yaslanmaya kars1 antiaging aktivitesinin oldugu bildirilmistir. Ayrica bu bilesiklerin

insiilin hassasiyetini arttirarak antidiyabetik aktivite gosterebilecegi diistiniilmiistiir.
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Sekil 2.55. Klorokojik asit tiirevi gesitli sinnamat esterlerinin sentezi.
Chen ve ark. (16) 2016 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, potasyum karbonat

varliginda DMF igerisinde klorokojik asit ile 2-merkapto-1-metilimidazolii reaksiyona

sokarak, mantar tirozinazina karsi kojik asitten daha aktif bilesikler elde etmistir.

0
Lo QEt
H;C H,C
TINTON +C1Afj\/|L K,CO; DMF  ° \N/*N 0~ “OR
\—=/ 0~ “OR \—/

R=H, CH,

Sekil 2.56. Kojik asitin 2-merkapto-1-metilimidazol tiirevlerinin sentezi.

Wu ve ark. (106)’nin 2016 yapmis oldugu ¢aligmada, 7-O-glikozitlerin suda

¢oziinlirliiglini ve stabilitesini artirmak amaciyla, kojik asitin 7-S-glikozit tiirevleri
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sentezlenmistir. Alkilasyon ajani olarak klorokojik asit kullanilmig ve ara iiriin
S-glikozil izotiyoronyum tuzu ile reaksiyonu sonucu one-pot reaksiyon yaklagimiyla

hedeflenen bilesikler elde edilmistir.

OAc OAC
éo I & 0 CH;CN, 60°C
/ - .o
RO OAc Et;SiH Ro/‘fﬁ tiyoiire
OAc |

OAc
4/0
ﬁAC \fj\l( \fjj\/ RO/ \fNH
0
/vﬁ/ Ac  NH
TEA, TBAB ya da TBAI 2

R= OAc, parasetillenmis seker
R'=Bn, H

Sekil 2.57. Kojik asitin 7-S-glikozit tiirevlerinin sentezi.

Credille ve ark. (107) tarafindan 2016 yilinda yiiriitiilen ¢alismada, kojik asitin
fenolik oksijeni, 80 °C'de DMF igindeki potasyum karbonat varliginda benzil bromiir
ile muamele edilerek segici olarak korunmustur. Elde edilen bilesigin tiyonil kloriir
ile reaksiyonuyla Bilesik 78 sentezlenmistir. Cesitli primer ve sekonder aminlerin
niikleofilik eklenmesi, ardindan benzil eterin TFA, konsantre HC1 ve buzlu asetik asit

karisimi i¢inde se¢ici hidrolizi, aminometilpironlart meydana getirmistir.

@)

HO/\EJ\ BnBr SOCIZ
OH K,CO;, DMF T CHCL,
o) 20°C oda sic.
R,R,NH | DMF
EuN | 75°C
R~ | © | Ry~ O
| HOAc/HCI/TFA Nl
Re OH = |
oda sic.- 40°C Ry OBn
o 0
21-27
32-42 R;= Alkil ya da aril

R,=H ya da metil

Sekil 2.58. Klorokojik asitin aminometil tiirevlerinin sentezi.
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Calismanin devaminda, sodyum azidin Bilesik 78'e niikleofilik ilavesiyle
Bilesik 79 sentezlenmis olup, ardindan trifenilfosfin ile indirgenerek Bilesik 80 elde
edilmistir. Bilesik 80’in, siilfonil kloriir ve c¢esitli asit kloriirler ile reaksiyona
sokulmasinin ardindan, bor trikloriir ile korumanin kaldirilmasindan sonra Bilesik 28-

31’in sentezi tamamlanmustir (107).

@) ) @)

Tl NaN,, DMF "l P(C¢Hs)s N
OBn > oBn — > >, OBn

0 oda sic. 0] (}"HF 0

78 79 oda Si1cC. 80

asit kloriir | CH,CI,
ya da SOC12 oda sic.

RS\ O
Rom N
H | BCl; CHyCly H
H ~— OBn
OH 0°C 30 dk 0
O oda sic. 30 dk . .
28-31 R;=Amit, siilfonamit

Sekil 2.59. Klorokojik asitin aminometil tiirevlerinin sentezi.

Xie ve ark. (108) tarafindan 2017 yilinda yiiriitiilen ¢alismada, kojik asitin
tiyoeter tiirevleri hazirlanmis ve bu bilesiklerin tirozinaz inhibitor aktiviteleri
incelenmistir. 1 numarali 5-siibstitiiie-3-merkapto-4-amino-1,2,4-triazol bilesiginin
susuz etanol varliginda ve TSOH Kkatalizorliigiinde, hidroksibenzaldehit ile
kondenzasyon reaksiyonu sonucu 2 numarali Schiff baz1 bilesikleri sentezlenmis,
ardindan bu bilesikler metanol i¢inde NaBHa ile amine indirgenmistir. Trietilamin ve
DMF varliginda 3 numarali tiirevlerin, klorokojik asitle reaksiyona sokulmasiyla
niikleofilik siibstitiisyon meydana gelmis ve yiiksek verimle 4 numarali bilesikler
sentezlenmistir. 2 numarali bilesik direkt olarak klorokojik asit ile reaksiyona
sokuldugunda ise 5 numarali bilesik elde edilmistir. Sentezlenen bilesiklerin hepsinin,
mantar tirozinaz iizerinde kojik asitten daha yiiksek inhibitor aktivite sergiledigi

goriilmiistiir.
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Sekil 2.60. Kojik asitin tiyoter tiirevlerinin sentezi.

Vallejos ve ark. (109)’nin 2016 yilinda yaptiklart baska bir calismada,
klorokojik asitten hareketle sentezlenen bilesigin demir ile kompleks olusturmasi

saglanarak, demirin miktar1 kolorimetrik olarak hesaplanmistir.

@)
0 0 %OK i
OH
OH so0cCl, OH
| OOC—4> | 2-pentanon O- .0 |
t
HO o ,4saat o 100°C , 2 saat l 0

Sekil 2.61. Klorokojik asitten hareketle sentezlenen yeni demir selatorii.

Muzychuk ve Garazd (110) tarafindan 2017 yilinda yapilan ¢alismada, kojik
asitin tiyonil kloriirle reaksiyonundan elde edilen klorokojik asitin, N-alkilasyon

sonucunda yiiksek verimle sitisin konjugati sentezlenmistir.
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Sekil 2.62. Klorokojik asitin sitisin ile konjugati.

Chen ve ark. (11) 2019 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, piron ve schiff bazi iceren
antitirozinaz aktiviteye sahip kojik asit tiirevi bilesikler sentezlemistir. Klorokojik asit,
kojik asitin tiyonil kloriir ile buz banyosunda gerceklestirilen reaksiyonundan elde
edilmistir. Karigim 12 saat karistirildiktan sonra diklorometan ile yikanmistir.
Trietilamin ile Bilesik 3a ve 3b, DMF igerisinde ¢oziildiikten sonra iizerine damla
damla klorokojik asit eklenmis ve 80 °C’de 12 saat 1sitildiktan sonra hedeflenen

bilesiklere ulasilmistir.

0 0 N—N
HO I B Na
o OH o Cl NH,
3a, R=H R
3b, R=CH;0
DMF
N—N
/Q >\N/N\
T 0
= NH,
o< © K
-H
HO R=CH;0

Sekil 2.63. Antitirozinaz aktiviteye sahip kojik asit tiirevi bilesiklerin sentezi.

Ashooriha ve ark. (111) 2019 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, tiroinaz ihibitorii

klorokojik asit tiirevi bilesikler sentezlemistir. Kojik asitin oda sicakliginda tiyonil
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kloriir ile klorokojik aside doniistiiriilmesinin ardindan, elde edilen klorokojik asit
DMF varligindaki sodyum azitle reaksiyona sokularak azidokojik asit elde edilmistir.
Diger yandan, fenolik bilesikler 4a-p, alkin eterleri 5a-p'yi vermek lizere geri ¢eviren
sogutucuda aseton ve potasyum karbonat varliginda propargil bromiir ile reaksiyona
sokulmustur. Son olarak iki anahtar ara madde 3 ve 5a-p, oda sicakliginda tert-BuOH:
H20: THF (1:3:10), katalitik miktarda bakir siilfat pentahidrat ve sodyum askorbat

varliginda reaksiyona sokulmus ve Bilesik 6a-p elde edilmistir.

O 0
HO HO
| | OH SOC|2 \(J}\/ NaN3
0 rt o Cl DMF, it
1 2

HO—Ar  + = KoCOs | e
Br aseton Z
4a-p S5a-p
O 0
OH Ar CuS04.5H,0, Ho N=N
| Nj + ///\O/ Na askorbat | l\i Py O\Ar
(@) 5 THF: H,0: +-BuOH (@)
3 ap (10:3:1) 6a-p

Sekil 2.64. Tiroinaz ihibitorii klorokojik asit tiirevi bilesiklerin sentezi.
2.2. Spektral Ozellikler
2.2.1. IR Spektrumlari

IR spektrumunda kojik asite ait O-H gerilim band1 3250-3100 cm™ arasinda
yayvan bir pik olarak gézlenmistir. Piron halkasina ait C=O gerilim band1 1685, C=C
gerilimi 1655, 1610 ve 1575 cm™’de keskin pikler seklinde goriiliirken, aromatik
C-O-C gerilim band1 1240 cm™’de gozlenmektedir (114). Baska bir calismada ise C=0
gerilim bandmin 1648 cm™’de, C=C geriliminin 1503 cm™’de ve C-O gerilim bandinin
1113 cm™’de gozlendigi bildirilmistir (67).

IR spektrumunda klorokojik asite ait 3200-3230 (O-H, gerilim), 1680, 1645
(C=0 gerilim), 1610, 1580 (C=C gerilim), 1235 (C-O, gerilim, aromatik) ve 750-767
cm®’de (C-CI gerilim) piklerinin gozlendigi bildirilmistir (112, 113). C-H gerilme
titresimleri 3700-2800 cm™**de gériilmiistiir. Yaklasik olarak 3200 cm™’de goriilen OH



43

pikinin, lantanitlerle yaptiklari selatlarda kayboldugu gézlenmistir (112). Hidrojen
bagi olusumu nedeniyle O-H gerilmelerinin daha diisiik frekanslara kaydigi ve daha

genis bantlarin olustugu bildirilmistir (113).
2.2.2. 'H-NMR Spektrumlar:

Kojik asit ile klorokojik asitin dotero dimetilsiilfoksit (DMSO-ds) icerisinde
alman 'H-NMR spektrumlarinda, protonlarm kimyasal kayma degerleri sirasiyla
5 4,50; 4,67 (2H; s; CHy); 6,60; 6,70 (1H; s; H®); 8,10; 8,13 (1H; s; H®); 5,68; 9,09
ppm (1H; s; OH) olarak rapor edilmistir (67, 114).

2.2.3. 3*C-NMR Spektrumlari

Literatiirlerde Kojik asit ve diger hidroksi-4H-piran-4-on yapisi tasiyan
bilesiklerin 3 C-NMR spektrumlarinda kimyasal kayma degerleri 139, 145, 110, 161-
168 ve 173 skalasinda verilmistir (115). Kojik asit ve klorokojik asitin *C-NMR
spektrumlarina ait kimyasal kayma degerleri agagidaki gibidir (67, 114, 115).

1736, O 44 134, O 1458
109.6\—/fJ]/OH 113,0\_/fj]/0|'|
HO Cl
\ O™ 300 / \ O \139.8
59.3 167.8 412 1615

Sekil 2.65. Kojik ve klorokojik asitin 3C-NMR’larina ait kimyasal kayma degerleri.
2.2.4. Kiitle Spektrumlar:

1967 yilinda Nakata ve Tatematsu’nun yaptig1 calismada, kojik asitin kiitle
spektrumuna gore parcalanma sekilleri agiklanmuistir (Sekil 2.66). Pargalanma
sirasinda ilk olarak, oksonyum iyonu olusturmak iizere kojik asitin primer alkol
grubundan -CHO grubu ayrilmaktadir. Molekiiliin kendi igerisinde diizenlenmesinin
ardindan gergeklesen dekarboksilasyonun sonucunda, m/z degeri 85 olan pargalanma
irlinli meydana gelmektedir. Molekiil i¢i hidrojen gogiiyle halkanin kapanmasiyla
olusan trlinden sirasiyla -CO ve -CzHs gruplariin ayrilmasiyla diger pargalanma

tirtinii olugmaktadir (116).
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Sekil 2.66. Kojik asitin molekiiler pargalanma sekilleri.

Kojik asit ve Fe* kloriir ile yaptig1 selatlarin yapis1 Elektrosprey Iyonizasyon
(ESI) yontemiyle ¢ekilmis kiitle spektrumlari ile kanitlanmustir. Kojik asitin (M+H)*
molekiiler iyon piki i¢in m/e degeri 143 olarak gdzlenirken, 4 ligant olarak bulundugu
kompleksin yapisinda klor atomunun da bulunmasindan dolayr izotop pikler

gorilmistiir (117).
2.3. Biyolojik Aktivite Calismalari

3-Hidroksi-4H-piran-4-on yapisina sahip olan kojik asit ve klorokojik asit
tirevi bilesiklerin bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip olduklart bilinmektedir.
Literatiirde, kojik asit ve klorokojik asit tiirevi bilesiklerin antibakteriyel (99, 118,
119), antifungal (120, 121), antidermatofit, antiaging (68), antiviral (21),
antioksidan (104), antikonviilsan (20, 67, 114), antineoplastik (122-125),
antidiyabetik (126-129), radyoprotektif (88, 89) ve cilt beyazlatict (130-132)

aktiviteleri tizerine yapilmis ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.
2.3.1. Antitirozinaz Aktiviteleri

Melanin, cildin en dig tabakasi olan epidermisin bazal tabaka hiicrelerinde yer
alan melanosit hiicrelerinde {iretilmektedir (2, 133). Melanositler tarafindan
sentezlenen melaninin dagilimi cildin rengini belirlemektedir. Melanin, melanogenez
adr verilen enzimatik ve kimyasal reaksiyonlar1 iceren yolak ile olusturulmaktadir.

Melanogenez, melanositlerde yer alan melanozomlardaki 6zel organellerde
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gerceklesmektedir (2). Melanositler ahtapot kollar1 seklinde uzantilara sahip olup bu
uzantilar dentrit ismini almaktadir (133). Melanogenez sirasinda melanin,
melanozomlardaki melanositlerin igerisinde depolanmakta ve dendritler yoluyla
keratinositlere tasinmaktadir (3). Bazal tabakada yer alan keratinosit, melanosit orani
viicudun farkli bolgelerine gore degismekle birlikte yaklagik her 4-10 keratinosite 1
melanosit digmektedir. Epidermiste melanosit ve keratinositlerden olusan ve derideki
pigmentasyonu saglayan yapiya “epidermal melanin {initesi” adi verilmektedir. Bu
tinitede yaklasik 1:36 oraninda melanosit:keratinosit bulunmaktadir (133).
Melanogenez sonucunda eumelanin (kahverengi-siyah veya koyu ¢éziinmeyen
polimer) ve feomelanin (kirmizi-sart ¢oziiniir polimer) adi verilen iki tiir melanin
olugsmaktadir (2, 3). Melanin sentez yolagi, kompleks enzimatik reaksiyonlar ile
biyokimyasal katalizli reaksiyonlardan meydana gelmektedir. Tirozinaz, tirozinaz
related protein-1 (TRP-1) ve dopakrom tautomeraz olarak da bilinen tirozinaz related
protein-2 (TRP-2), melanogenezi diizenleyen {ii¢ enzimdir. Melanogenezin ilk
basamagi, L-tirozin ve/veya L-DOPA’nin dopakinona oksidasyonu ile baglamaktadir
(3). Ik basamak aym zamanda, reaksiyonun geri kalam fizyolojik bir pH’ta
kendiliginden devam edebileceginden, melanogenezin tek hiz sinirlayici basamagidir.
Bu basamakta melanogenezin anahtar enzimi olan tirozinaz enzimi gorev almaktadir
(2). Dopakinon siklize olarak dopakromu olusturmakta, olusan dopakrom
kendiliginden dekarboksile olarak 5,6-dihidroksiindol (DHI)’ii, daha sonra TRP-2
varliginda DHI-2-karboksilik asit (DHICA)’i meydana getirmektedir. Son olarak
olusan DHI ve DHICA okside ve polimerize olarak eumelanini olusturmaktadir. Bu
stirecte DHICA'nin oksidasyonunu TRP-1 Kkatalize etmektedir (3). Sistein veya
glutatyon varliginda ise dopakinon, sisteinildopa veya glutatiyonildopaya
doniistiiriilmekte ve sonugta kirmizi-sar1 ¢Oziiniir feomelanin pigmentleri elde
edilmektedir (2, 3). Melanogenez yolaginda tirozinaz, TRP-1 ve TRP-2 olmak iizere
lic enzim gorev almakla birlikte kilit enzim tirozinazdir ve melanin sentezi i¢in sarttir

(2). Melanogenezis yolagi Sekil 2.67°de gosterildigi gibidir (134).
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Literatiire kayitli arbutin, hidrokinon, azeleik asit, ellajik asit, L-askorbik asit
ve kojik asit gibi pek cok dogal ve sentetik tirozinaz ihibitorii ajan bulunmaktadir.
Fakat bunlarin ¢ok azinin kullaniminin giivenli ve etkili oldugu bildirilmistir (5, 111).
Ornegin bunlardan hidrokinonun mutajenik ve sitotoksik etkilerinin oldugu (135),
deride kuruluk ve irritasyon yaparak post-inflamatuvar hiperpigmentasyona (111),
16kodermi, ciltte kizariklik, yanma ve hassasiyete neden oldugu bilinmektedir (136,
137). Hidrokinonun dogal bir formu olan arbutin ise kimyasal olarak stabil degildir ve
hidrokinonu agiga ¢ikarabilmektedir (5). L-askorbik asit 1s1ya kars1 hassas ve kolayca
bozulabilirken (138), ellajik asitin suda ¢oziiniirliligliniin az olmasindan dolay1
biyoyararlanimi diigiiktiir (139). Kullanimi en yaygin olan tirozinaz inhibitorlerinden
biri olan kojik asitin ise karsinojen etkileri, stabilite ve deriden emilimindeki
problemler ile ciltte hassasiyet, kontakt dermatit gibi yan etkileri bulunmaktadir (5,
111, 140). Ayrica hidrofilik bir molekiil olmasi nedeniyle tirozinaz inhibitorii etkisi
yeterli degildir. Bu nedenle daha etkili, daha stabil ve daha giivenli kojik asit tiirevi
bilesiklerin elde edilmesi igin ¢alismalar devam etmektedir (141). Kojik asitin
2-hidroksimetil grubunun esterlestirilmesi ve 4-piron yapisinin 4-piridinon yapisina
dontistiiriilmesi, aragtirmacilar tarafindan yapilan ana modifikasyonlardir (111).

Rho ve ark. (103)’nin 2011 yilinda yaptiklari ¢alismada, sentezlenen kojik
asitin  2,4-dihidroksibenzoik  asit  turevlerinin  antitirozinaz  aktiviteleri
degerlendirilmis, hidrofobik benzoat ve sinnamat gruplarmnin aktiviteyi arttirdig
gorilmiistiir. Kojik asitin 3,4-metilendioksi sinnamik asit esterinin ise kojik asite gore

14 kat daha fazla antitirozinaz aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir.

O
<() N o1 | O
o ¢
Hidrofobik kisim
Selat yapic1 kisim

Sekil 2.68. Kojik asitin sinnamik asit esterinde yapi-etki iligkisi.
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Bahsi gegen bilesigin enolik hidroksil grubunun bir metil grubuyla
korundugunda elde edilen diger bir bilesikte ise aktivitenin tamamen ortadan
kaybolmasi, kojik asitin tirozinazin aktif bolgesinde bulunan bakir atomuyla
etkilestigini gostermektedir. Diger yandan ayni ¢alismada 2-hidroksi benzoik asit ve
adamantan tiirevleri ile meydana getirdikleri ester tiirevlerinde antitirozinaz aktiviteye
rastlanmamistir. Aragtirmacilar tarafindan adamantan grubunun, sterik engel
olusturarak  bilesigin  tirozinazin aktif bolgesiyle etkilesimini engelledigi

distintilmustiir (103).

Selat yapici kisim

HO

Selat yapici kisim

Hidrofobik kisim

Sekil 2.69. Kojik asitin adamantan igeren esterinde yapi-etki iliskisi.

2011 yilinda Ahn ve ark. (104), kojik asit ve troloks bilesiklerinin ester baglari
ile konjugasyonunu saglayarak (+)-5-hidroksi-4-okso-4H-piran-2-ilmetil-6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilat bilesigini sentezlemistir. Bilesigin antioksidan
ve antitirozinaz aktiviteleri degerlendirilmis olup, gliclii radikal siipiiriicii aktivite ile
antitirozinaz aktivite gosterdigi gorilmiistiir. Tirozinaz aktivite kisminin kojik asit,

antioksidan aktivitesinin ise troloks yapisindan kaynaklandig1 diistiniilm{istiir.

/LJ/\O
HO OH

O

Sekil 2.70. Antioksidan aktiviteye sahip troloks grubu i¢eren kojik asit tiirevi.
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Singh ve ark. (142)’nin 2016 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, Fmoc-Rink amit
aminometil-polistiren reginesi kullanarak elde ettikleri kojik asit peptitlerinin
antitirozinaz aktiviteleri, in vitro test ile mantar tirozinazi kullanilarak belirlenmis,
sonuglar kojik asitinkiyle karsilastirilmistir. Bes bilesikten ikisi tirozinaz aktivitesini
sirastyla % 81 ve % 82 oraninda inhibe ederken, kojik asitte bu oran yaklasik % 50°dir.
Bu iki bilesigin doza bagli inhibisyon yaptiklari, konsantrasyonlarinin artik¢a mantar

tirozinaz aktivitelerinin diistiigli goriilmiistiir.

O

0
/@J/\ O)J\NH (-A.A-),-OH
HO

0)

Sekil 2.71. Antitiroinaz aktiviteye sahip kojik asit peptitleri.

Ayni caligmada, sentezlenen bilesiklerden diisitk molekiil agirlikli KA-PS
bilesiginin, BI16F10 melanoma hiicre hattinda melanin inhibisyonu yaptig
goriilmiistir. 5 mM konsantrasyonda, B16F10 melanom hiicresindeki melanin
igeriginin % 42 azaldig1 saptanirken, inhibisyonun doza bagimli ve down-regiilasyon
seklinde oldugu gozlenmistir. MTT testi kullanilarak B16F10 hiicre hattinda yapilan
sitotoksisite ¢aligma sonuglarina gore kojik asit peptitlerinin 5 mM konsantrasyonda
toksik olmadig1 rapor edilmistir (142).

Chen ve ark. (16)’nin 2016 yilinda yaptiklar1 ¢alismada elde ettikleri kojik asit
metimazol tiirevlerinden 5-hidroksi-2-{[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tiyo]metil }-4H-
piran-4-on bilesiginin, mantar tirozinaz enzimiyle yapilan ¢aligma sonucunda, kojik
asitten (ICso= 0,23 mM) 6 kat daha aktif oldugu (ICso= 0,03 mM) goriilmiistiir.
Hidroksil grubu yerine metoksi tiirevine sahip bilesigin ise tirozinaz ihibitor 6zellik
gostermedigi gozlenmistir. Bu nedenle antitirozinaz aktivite i¢in enolik hidroksi
grubunun O6nemli olabilecegi diistiniilmiistiir. Aktif c¢ikan bilesik iizerinde ileri
arastirmalar yapilmistir. MTT testi ile BI6F10 hiicrelerinde gergeklestirilen teste gore

bu bilesik, 2 mM konsantrasyonda sitotoksik etki gostermemistir.
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Sekil 2.72. Kojik asitin antitiroinaz aktiviteye sahip metimazol tiirevi.

Zhao ve ark. (143) 2016 yilinda, kojik asitten hareketle yeni hidroksipiridinon
tirevi bilesikler sentezlemistir. Tirozinazin difenolaz aktivitesi iizerinde 1Cso
degerlerinin 8,33 uM ve 26,20 uM oldugu belirlenmistir. En aktif olan bilesigin bakir
ile selasyon yapma kapasitesinin, kojik asitten daha fazla oldugu bulunmustur. Bakirla

selasyon yapma kapasitesinin antitirozinaz aktivite i¢in 6nemli oldugu diistinlilmiistiir.

O

OH
O
Ao L
O N N
H O  H

Sekil 2.73. Tirozinaz inhibitorii hidroksipiridinon bilesigi.

Yeni potent tirozinaz inhibitorii kojik asit tiirevlerini elde etmek i¢in Ashooriha
ve ark. (111), 2019 yilinda yiiriittiikleri ¢alismada, ariloksimetil 1H-1,2,3-triazol-1-il
grubu igeren bilesikler sentezlemistir. Bilesiklerin hepsi, antitirozinaz aktivite
acisindan kojik asitten daha etkili bulunmustur. Ozellikle naftiloksi gruplarimi
tasiyanlar 31-155 kat daha fazla etki gostermistir. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
serbest radikal siipiiriicii aktivite tayinine gore ise dnemli bir antioksidan aktivite
saptanmamustir.  Arastirmacilar, antioksidan ile antitirozinaz aktivite arasinda

dogrudan bir iliski olmadig1 sonucuna varmistir.
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Sekil 2.74. Triazol grubu igeren kojik asit tiirevleri.
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Chen ve ark. (11)’nin 2019 yilinda yaptiklar1 ¢calismada sentezledikleri kojik
asit tlirevi bilesiklerin tirozinaz inhibisyon 6zellikleri incelenmis, doza bagimli olarak
monofenolaz ve difenolaz activiteyi giiglii bir sekilde inhibe ettikleri goriilmistiir. Elde
edilen bilesiklerin inhibitor etkisinin kojik asitten daha fazla oldugu gézlenmis olup,
bilesiklerin mantar tirozinazindaki difenolaz aktivitesi i¢in ICso degerleri 8,33 ve 7,50
uM; kojik asitin ise 19,50 uM olarak bulunmustur. Ayrica en aktif bilesigin (KAD2),
insanlara benzer organ sistemleri ve gen sekanslarina sahip poptiler bir omurgali model
organizmasi olan zebra balig1 lizerinde pigmentasyon etkileri incelendiginde, MITF ve
TYR ekspresyonunu baskilayarak pigment iiretimini etkili bir sekilde inhibe ettigi
goriilmistiir. KAD2 bilesiginin yapisi Sekil 2.75’teki gibidir.

Cxxww

H,CO

Sekil 2.75. Tirozinaz inhibitorii kojik asit tlirevi bilesik (KAD2).

Aynmi caligmada KAD?2 bilesiginin, MTT testi ile B16F10 hiicrelerinde
sitotoksisitesi arastirilmis ve 0-200 uM konsantrasyonlarinda bilesigin sitotoksik
olmadig1 belirtilmistir. B16F10 hiicrelerinde gerceklestirilen melanogenezis
caligmalar1 sonuglarina gore, 0-120 uM konsantrasyonlarinda melanogenezisi doza
bagimli olarak inhibe ettigi gézlenmistir. 72 saat igerisinde melanin igerigi 60 uM
KAD2 varliginda % 33’e, 60 uM ve 120 uM kojik asit varliginda sirastyla % 90 ve
% 78’¢ diistliriilmiistiir.

Ayni arastirmacilar bu calismanin devami olarak 2019 yilinda baska bir
calismada, docking araciligiyla sentezledikleri bilesiklerin tirozinaz inhibisyon
mekanizmasini aydinlatmaya ¢alismistir. Docking i¢in mantar tirozinaz enzimi olarak
Agaricus bisporus PPO3 (PDB: 2Y9W) kullanilmistir. Docking sonuglarinda, en aktif
bilesik olan KAD2’nin tirozinaz enzimi ile sadece hidrojen baglari ile degil, aym
zamanda enzimin aktif bolgesinde yer alan bakir iyonu ile selat yaparak direkt olarak

etkilestigi goriilmistiir. Ayrica, Met280’in hidroksilin hidrojen atomuyla, His61’in
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ketonun oksijen atomuyla, amino grubundaki hidrojenlerin Glu256 ve His244 ile, fenil
halkasinin ise Arg268 ile etkilestigi gézlenmistir (144).
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Sekil 2.76. Kojik asit tiirevi bilesigin (KAD2) docking ¢alismas.

Calismanim devaminda, farkli konsantrasyonlardaki Cu*? ortama eklendikten
sonra L-DOPA ve KAD2’nin relatif tirozinaz aktiviteleri degerlendirilmistir. Relatif
tirozinaz aktivite DOPA i¢in neredeyse degismezken KAD2’de 2 kat artmistir. Bakir
selatin, tirozinaz aktivitesini etkilemedigi ve KAD2 i¢in tirozinaz aktivitesinin
artmasinin, selat olusumunun neden oldugu mevcut inhibitér konsantrasyonunun
azalmasindan kaynaklandigi diistinilmiistir (144). Aym sekilde Cui ve ark. (145)
2017 yilinda yaptiklar ¢calismada, antitirozinaz aktivitenin enzimin aktif bolgesindeki

Cu*? atomu ile selat olusturulmasiyla bir ilgisinin olmadig1 sonucuna varmistir.
2.3.2. Diger Biyolojik Aktiviteleri

Kojik asitin de bir iiyesi oldugu pironlar; monoanyonik, gii¢lii oksijen donorii
bilesikler olup, metallerle bes liyeli selat halkalar1 olusturabilmektedir (146). Kojik
asit ve gesitli tiirevlerinin metallerle selat yapma 6zelligi, yapilan bircok calismayla
kanitlanmistir (146, 147).

Klinikte, hastalari agir1 demir yiikiinden korumak igin kullanilan demir
selatorler olsa da, ideal demir selat ajanlarini elde etmek i¢in ¢calismalar devam etmekte

olup, bu konudaki ¢alismalar, son yirmi yilda artis gostermistir (148-151). Demir igin
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kullanilan liganlar ayni zamanda Parkinson, Alzheimer gibi ¢esitli norodejeneratif
hastaliklarda ve diyaliz ensefalopatisinde rol oynayan bir metal iyonu olan aliiminyum
(152-154) i¢in de kullanilabilmektedir (155).

Nurchi ve ark. (155), 2010 yilinda yaptiklari ¢alismada, Fox ve Taylor’in (73)
kojik asitten Mannich reaksiyonu ile elde ettigi bis(5-hidroksi-2-hidroksimetil-piran-
4-0n-6-il)metan bilesigini sentezlemis ve bu bilesigin Fe*3 ve Al*2 ile komplekslesme
dengesini arastirmustir. Bilesik Fe*® ile giiclii kompleks (pFe23.1) meydana getirirken,
bilesigin aliiminyumla yaptig1 kompleksin (pAl 12.8) ise demire oranla daha az giiclii
oldugu goriilmiistiir (155).

Kojik asitin alifatik hidroksil grubunun, karbobenzoksi grubu ile korunmasiyla
elde edilen bilesikten sentezlenen aminoasit ve peptit tiirevlerinin Pythium
graminicola, Fusarium oxysporum ve Rhizoctonia solani’ye karst antifungal
aktiviteleri incelenmistir. Pythium graminicola ve Rhizoctonia solani’ye karsi en
yiiksek aktivitenin izoldsin tiirevine ait oldugu bildirilmistir. Antifungal aktivitenin
kojik asite oranla daha fazla olmasinimn, hidrofobikligin artmasindan kaynakli
olabilecegi diigiiniilmustiir (156).

Baska bir c¢alismada kojik asitin akrilat monomerleri sentezlenmis ve
bilesiklerin gram pozitif (Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis) ve gram negatif
(Escherichia coli ve Salmonella typhi) bakterilere ve Candida kefyr mantarina karsi
antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirilmistir. Bilesiklerden tigli, Amfoterisin B’ye
kiyasla iyi ve orta derecede antifungal aktivite gosterirken, Gentamisin’le
karsilastinlldiginda gram pozitif bakterilere karsi orta derecede, gram negatif
bakterilere karsi ise zayif antibakteriyel aktivite gostermistir (119).

Diger bir ¢alismada kojik asitin klor, brom ve iyot i¢eren halojen tiirevlerinin
dermatofit ve/veya mikromiset tiirlerine karsi belirgin antifungal aktiviteye sahip
olduklar1 rapor edilmistir. Kojik asitin halojen tiirevlerinin Cu*? tuzlarinin, halojen
tiirevlerine kiyasla daha aktif olduklar1 gézlenmistir (44).

Kojik asitten hareketle sentezlenen allomaltol tiirevi Mannich bazlarinin,
referans madde olarak flukonazolun kullanildig: in vitro testin sonucuna gore, Candida
albicans, C. krusei ve C. parapsilosis’e karsi antifungal aktiviteye sahip olduklari
bildirilmistir (114).



54

Anabilim dalimiz laboratuvarinda sentezlenen kojik asit, klorokojik asit ve
allomaltol tiirevlerinin antikonviilsan aktiviteleri, maksimal elektrosok (MES) ve
subkutan Metrazol (scMet) tarafindan indiiklenmis nobet testleri uygulanarak
arastirlmustir. ilaglarin, beyin omurilik sivisina ve beyne gecebilmesi icin lipofilik
karaktere sahip olmasi gerektigi bilgisinden yola ckilarak, piperazinin 4 numarali
konumuna cesitli siibstitiie fenil halkalar1 getirilerek elde edilen tiirevlerde lipofilik
karakter arttirilarak kan-beyin engeline penetrasyon amaclanmistir. Yapilan ¢alisma
sonucunda kojik asit tlirevlerinin allomaltol tilirevlerine kiyasla daha fazla

antikonviilsan aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir (67, 114).
2.4. Biyolojik Aktivite Tayin Yontemleri
2.4.1. Mantar Tirozinaz inhibisyonu

Tirozinaz inhibitorlerinin aktivitelerinin degerlendirilmesinde en sik kullanilan
yontemlerin basinda, in vitro mantar tirozinazi inhibisyon deneyi yer almaktadir (157).
Pek cok arastirmaci tirozinaz aktiviteyi belirlemek i¢in caligmalarinda bu yontemi
kullanmistir (2). Tirozinaz; bakteri, mantar, bitki ve memeli gibi ¢esitli kaynaklardan
elde edilebilmekle beraber saflastirilabilme orani diisiik bir enzimdir (158). Mantar
tirozinazi, ticari olarak satin alinabilir ve ucuz olmasinin yani sira tirozinaz enziminin
ozelliklerinin aydinlatilmasina yonelik ¢alismalardaki kullanim kolayligindan dolay1
aragtirmacilar tarafindan tercih edilmektedir (9). Tirozinaz enzimi ile ilgili ilk
biyokimyasal ¢alismalar 1895 yilinda Russula nigricans mantar1 {izerinde
gerceklestirilmistir (9). Yapilar en iyi sekilde karakterize edilebilen tirozinazlarin ise
Streptomyces glausescens, Agaricus bisporus ve Neurospora crassa’a ait oldugu
bildirilmistir (158). Bu mantar tiirleri arasindan ¢aligmalarda en fazla kullanilan ise
Agaricus bisporus’tur (9). Ote yandan ¢esitli goriislere gore de, mantar tirozinazin bir
sitozol enzimiyken ve tetramer yapisina sahipken, insan tirozinazin membrana bagl
ve monomer yapida bir enzim olmasi gibi farkliliklardan dolayi, mantar tirozinaz
inhibisyonu ¢alismalarindan elde edilen sonuglar, insan kullanimma yd6nelik
gelistirilen tiriinler i¢in her zaman paralellik gostermeyebilmektedir (2).

Tirozinaz enziminin aktif bolgesi, 6 histidin aminoasiti ile cevrelenmis 2 bakir
atomundan olusmaktadir. Bu bakir atomlar1 da, atmosferik oksijen ve fenolik substrat

ile etkilesmektedir (158, 159).
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Sekil 2.77. Tirozinaz enziminin yapisi.

Tirozinaz, monofenolaz (monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonu) ve
difenolaz (o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonu) olmak iizere baslica iki basamakta
melanin sentezini gergeklestirmektedir (160). Tirozinaz enzimi oksi, deoksi ve met
olmak iizere ii¢ formda bulunmaktadir. Monofenolaz aktivitede, monofenol sadece
oksi form ile reaksiyona girebilirken, bu asamada L-tirozin L-DOPA’ya okside
olmakta, enzim deoksi forma doniismektedir. Sonrasinda deoksitirozinaz oksijenle
baglanarak oksitirozinazi olusturmaktadir. Difenolaz aktivitede, hem oksi hem de met
formu o-difenolle reaksiyona girmekte ve L-DOPA dopakinona doniismektedir. O-
difenol enzimin oksi formu ile baglanarak okside olurken, enzimin bir oksijen atomu
kaybetmesiyle met-tirozinaz meydana gelmektedir. Met-tirozinaz L-DOPA
katalizlendikten sonra, oksijen atomunu kaybederek deoksi tirozinazi olugturmaktadir

(2). Tirozinaz enziminin 6ngoriilen katalitik mekanizmas1 Sekil 2.78deki gibidir (3).
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Sekil 2.78. Tirozinaz enziminin katalitik mekanizmasi.

Tez kapsaminda, mantar tirozinaz enzim inhibisyon yiizdesini belirlemek i¢in,
L-DOPA ’nin substrat olarak kullanildig: spektrofotometrik bir yontem (161) modifiye
edilerek uygulanmugtir. Inhibisyon, tirozinazin o-difenolaz aktivitesini temel

almaktadir.
2.4.2. In vivo zebrafish modeli

Son yillarda zebra baligi, antimelanojenik bilesiklerin aktivitesinin
degerlendirilmesi igin in vivo bir model olarak kullanilmaktadir (162). Zebra baligi,
insana benzer organ sistemleri ve gen sekanslar1 nedeniyle olduk¢a avantajli bir
omurgali model organizmasidir (163). Deneysel olarak, mikrotitre plakalarda
yetistirilebilmektedir. Zebra baligi, in vitro ve memeli model sistemlerine gore birgok
avantaja sahip olsa da, zebra balig1 ve insanlar arasindaki cilt yapisindaki belirgin

farklilik nedeniyle potansiyel problemleri vardir. Bu nedenle, zebra baligi kullanilarak



57

elde edilen sonuglar yol gosterici olmakla beraber, memeli sistemi ve/veya insan klinik

deneyleri kullanilarak dogrulanmalar1 gerekmektedir (162).

2.4.3. Sitotoksisite Calismalari
MTT testi

3-(4,5-Dimetil-2-tiyazolil)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir (MTT) testi,
proliferasyona ugrayan hiicrelerin dehidrojenaz enzim aktivitesi ile tetrazolyum
tuzlarini kullanarak formazan {iriinleri olusturmasi sonucu gozlenen renk degisiminin,
absorbans olarak spektrofotometre ya da Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) okuyucu ile 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Heterosiklik organik yapida
olan tetrazolyum tuzlarinin elektron alarak indirgenmeleri sonucunda formazan adi
verilen mor renkli bir yap1t meydana gelmektedir. Tetrazolyum halkas1 sadece aktif
mitokondri tarafindan kirilabildiginden, bu reaksiyonu yalnizca canli hiicreler
meydana getirebilirken, 6li hiicrelerde bu reaksiyon ger¢eklesmemekte ve renk
degisimi olmamaktadir. Hiicre sayis1 ile orantili sekilde degisen formazan miktarindan

hiicre canliligi tespit edilmektedir (164, 165).

NADH NAD'
Br Q . Q

I o
< S N
N < S
W g s N \\/ ) CH,
CH; CH,
MTT (Sarn) Formazan (Mor)

Sekil 2.79. MTT deneyinin prensibi.

Sulforodamin B (SRB) deneyi

Sulforodamin B (SRB) deneyi 1990 yilinda gelistirilen, hiicre canliliginin
Ol¢timiinde yaygin olarak kullanilan ve yiiksek maliyetli taramalarda tercih edilen in
vitro bir yontemdir (166, 167). Birkag¢ giin i¢inde ¢ok sayida ornegin test edilmesini
saglamakla birlikte, ayn1 zamanda basit ekipman ve ucuz reaktifler gerektirmesinden

dolay1 oldukg¢a az maliyetli bir yontemdir (167). MTT gibi metabolik aktivitenin



58

Ol¢iilmesine dayanmadigindan, spesifik bir hiicre hatt1 i¢in protokolii optimize etmek
i¢in gereken adimlar biiyiik 6l¢iide basitlestirilmistir (168). SRB deneyi, aminoksanten
yapida renkli bir boya olan SRB’nin, sitokiyometrik olarak temel aminoasitlere
baglanmasi sonucunda, boyanmis hiicrelerden elde edilen boya miktar: ile direkt
olarak total protein kiitlesi ve dolayisiyla da hiicre sayis1 hakkinda bilgi vermektedir

(165). SRB’nin kimyasal yapisi Sekil 2.80’de sematize edilmistir.

Sekil 2.80. SRB’nin kimyasal yapisi.

Tez calismasinda sentezlenen bilesiklerin sitotoksisite deneyi, SRB deneyi ile

B16F10 fare melanoma hiicre hatlar1 kullanilarak yapilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Kimyasal Calismalar
3.1.1. Gerecg

Bilesik 1-12’nin sentezinde kullanilan kojik asit Acros Organics; formaldehit
ve dimetilformamit Merck; tiyonil kloriir, metanol, piperidin, 3-metilpiperidin ve
4-metilpiperidin Sigma Aldrich; piperazin tiirevleri ise Sigma Aldrich ve Fluka

firmalarindan temin edilmistir.
3.1.2. Sentez Yontemleri
5-Hidroksi-2-klorometil-4H-piran-4-on (Klorokojik asit) Sentezi

50 g (0,35 mol) kojik asit 200 mL tiyonil kloriir igerisinde ¢oziiliir. Oda
1s1sinda, sar1 renkli kati olusuncaya kadar yaklasik 1 saat karistirilir. Coken kisim
stiziilerek alindiktan sonra petrol eteri (60-70 °C) ile yikanir. Su ile kristallendirilir,

renksiz igne seklinde kristaller elde edilir (23).

3-Hidroksi-6-klorometil-2-siibstitiie-AH-piran-4-on  tiirevlerinin  sentezi

(Sentez yontemi I)

Siibstitiie sekonder amin tiirevinin (1 mmol) tizerine formaldehit ilave edilerek
karistirilir. Cozeltiye klorokojik asit (1 mmol) ile 20 mL metanol eklenir, oda 1sisinda
karistiritlir. Coken kati, vakumda siiziiliirek soguk metanol ile yikanir ve uygun

¢oziciilerle kristallendirilir (21).

2-((4-(Siibstitiiefenil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(piperidin/3-metil
piperidin/4-metilpiperidin-1-ilmetil)-4H-piran-4-on sentezi (Sentez yontemi I1)

Piperidin/3-metilpiperidin/4-metilpiperidin (0,74 mmol) 0,5 mL DMF
icerisinde ¢oziildiikten sonra buz banyosunda karistirilmaya baslanir. Bu karisima 4
mL DMF’te ¢6zlinmiis Mannich bazi (0,74 mmol) damla damla eklenerek karistirilir.
Daha sonra potasyum karbonat (K2CO3) (0,74 mmol) eklenerek karistirilmaya devam
edilir. 36 saat sonra karisim buzlu suya dokiildiikten sonra diklorometan ile ekstrakte

edilir. Organik faza sodyum siilfat (Na2SOs) eklenerek kalan su uzaklagtirilir, stiziiliir.
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Organik faz ugurulduktan sonra kalan kati metanolle yikanir ve uygun ¢oziiciilerle

kristallendirilir (169).
3.1.3. Analitik Yontemler
Erime Derecesi Tayinleri

“Thomas Hoover Capillary Melting Point Apparatus” erime derecesi tayin
cihaz1 ile sentezlenen bilesiklerin erime dereceleri saptanmistir. Verilen erime

dereceleri diizeltilmemis degerlerdir.
3.1.4. Spektrometrik Kontroller
IR Spektrumlar

IR spektrumlar1 Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya
Anabilim Dal1 Arastirma Laboratuvari’nda, “Perkin Elmer FT-IR System Spectrum

BX” spektrofotometresinde alinmig, dalga sayis1 (cm™) cinsinden degerlendirilmistir.
'H-NMR Spektrumlar

Bilesiklerin 'H-NMR spektrumlari; “Varian Mercury (Agilent)” (400MHz)
spektrometresinde, doterokloroform (CDClIz) solventi ile tetrametilsilan (TMS)
internal standart1 kullanilarak gergeklestirilmis olup, sonuglar & (ppm) skalasinda

degerlendirilmistir. J degerleri Hz cinsinden verilmistir.
13C-NMR Spektrumlar

Bilesiklerin 3 C-NMR spektrumlari; “Varian Mercury (Agilent)” (100MHz)
spektrometresinde, CDCIs solventi ile TMS internal standarti kullanilarak

gerceklestirilmis olup, sonuglar 6 (ppm) skalasinda degerlendirilmistir.
Kiitle Spektrumlar:

Kiitle analizleri, Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez
Laboratuvari’nda, “Waters Alliance HPLC ve ZQ Mikromass LC-MS” spektrometresi
kullanilarak ESI yontemi ile gergeklestirilmistir.



61
3.1.5. Elemental Analizler

Bilesiklerin karbon, hidrojen ve azot elementlerinin analizleri, Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda “Leco CHNS-932

Analyzer” cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.
3.2. Biyolojik Aktivite Calismalar:

Bilesiklerin antitirozinaz aktivitesini belirlemek amaciyla, mantar tirozinaz
inhibisyon yiizdelerini saptamak ic¢in substrat olarak L-DOPA’nin kullanildigi
spektrofotometrik bir yontem (161) modifiye edilerek uygulanmistir. Gézlemlenen
inhibisyon tirozinaz enziminin o-difenolaz aktivitesine goredir.

Tirozinaz inhibitorii olarak test edilen bilesikler daha sonra B16F10 fare
melanoma hiicrelerinde sitotoksik etkileri agisindan SRB deneyi ile degerlendirilmis
ve her bir bilesik i¢in ICso degerleri hesaplanmustir (167).

Tez kapsamindaki biitlin istatistiksel analizlerde Microsoft Office Excel ve
Graphpad Prism 5.0 yazilim programlarindan yararlanilmistir. ICso degerleri non-
lineer regresyon ile hesaplanmistir. Hiicre canlilik diizeyinde kontrole kiyasla
gozlenen farkliligin anlamli olup olmadigi Mann Whitney-U testi ile incelenmistir.
p degerinin 0,05’ten daha kiiclik olmasi durumunda, gozlenen farkin istatistiksel
acidan anlamli oldugu kabul edilmis ve bu yonde degerlendirme yapilmistir. Hiicre
toksisite deneyinde her bir test en az 4 tekrar (n=4) olacak sekilde ¢aligilmistir.

Tez kapsaminda degerlendirilen biyolojik aktivite g¢alismalari, Hacettepe
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilimdali’nda ve MAIA Saglik
Danismanlik Ith. Thr. San. ve Tic. Ltd. Sti.’de gerceklestirilmistir.

3.2.1. Mantar Tirozinaz Enzim Inhibisyonunun Ol¢iilmesi

Kullanilan mantar tirozinazi (EC 1.14.18.1) Sigmadan (T3824) temin
edilmigtir. Enzim 50 mM (pH 6,5) fosfat tamponunda ¢oziilmistiir. Bilesiklerin
tirozinaz enzimi iizerine etkisini belirlemek {izere 96 kuyucuklu plakalarin igerisine
sirastyla 100 puL (pH 6,8) 50 mM fosfat tamponu, 10 pL inhibitér, 20 uL 3 mM
L-DOPA (Sigma, D9628) eklenmistir. Deney kontrolii gruplarinda 6rnek ¢ozelti
yerine ayni hacimde DMSO kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak tirozinazi inhibe
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ettigi bilinen kojik asit, referans madde olarak tercih edilmistir. Karigim 37 °C'de 10
dakika siire ile pre-inkiibasyona tabi tutulup 20 pL enzim eklenerek tepkime
baslatilmis ve 37 °C'de 15 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda 492
nm'de BioTek PowerWawe HT ELISA Plaka okuyucuda absorbans degerleri
kaydedilmistir. Her bir maddenin % inhibisyonlar1 kontrol ¢ozeltilerine kiyaslanarak
asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.
% inhibisyon = [(A-B)/A]x 100
Formiilde sirasiyla A, DMSO'nun; B ise 6rneklerin 492 nm'de vermis oldugu

absorbansi gostermektedir.
3.2.2. Hiicre Sitotoksisitesinin SRB Deneyi ile Ol¢iilmesi

SRB deneyi igin ilk olarak B16F 10 hiicreleri steril 96 kuyucuklu plakalara, her
kuyucukta 5000 hiicre olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler kuyucuklarda % 90 doluluga
ulastiginda, farkli dozlarda dakarbazin veya yeni sentezlenen kojik asit tiirevi ajanlar
ile muamele edilmistir. Hiicrelerin 48 saat siiresince inkiibatorde bekletilmelerini
takiben SRB deneyi gergeklestirilmistir.

Deney igin 6ncelikle hiicreler, % 10 (w/v) trikloroasetik asit (TCA) ile 1 saat
stiresince 4 °C’de inkiibe edilerek plakaya fikse edilmistir. Hiicreler plakaya fikse
olduktan sonra plaka distile H>O ile yikanarak TCA ortamdan uzaklastirilmistir.
Plakanin kurutulmasinin ardindan her bir kuyucuga % 0,06 (w/v) SRB ¢ozeltisi
eklenmis ve oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Boylelikle boyanin hiicresel
proteinlere baglanmasi saglanmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda, plaka % 1 (V/v)
asetik asit ile yitkanmis ve baglanmamis boya uzaklastirilmistir. Plaka kurutulduktan
sonra her kuyucuga Tris baz1 (10 mM, pH 10,5) eklenip homojen hale getirilmistir.
Son olarak ELISA plaka okuyucuda (PowerWave XS, Biotek, ABD) her bir kuyucuk
icin 510 nm dalga boyunda absorbans Olclilmiis ve kaydedilmistir. Hi¢ ajan
eklenmemis, sadece hiicre bulunan kuyucuklarda hiicre canliligi % 100 kabul edilerek,
diger kuyucuklardaki hiicre canlig1 da absorbansa gore orantili olarak belirlenmis ve
grafik ¢izilerek her bir ajan i¢in ICso degerleri hesaplanmistir. Bu deney en az n= 4

olacak sekilde tekrarlanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kimyasal Calismalar

5-Hidroksi-2-klorometil-4H-piran-4-on (Klorokojik asit)

@)

o
Cl |

0)

50 g (0,35 mol) kojik asit 200 mL tiyonil kloriir igerisinde ¢oziilmiis, oda
1s1sinda, sar1 renkli kat1 olusuncaya kadar yaklasik 1 saat karistirilmistir. Coken kisim
stiziilerek alindiktan sonra petrol eteri (60-70°C) ile yikanmistir. Su ile
kristallendirilerek renksiz igne seklinde kristaller elde edilmistir. Erime derecesi: 166-

7°C. Verim: 425 g (% 75,9).

3-Hidroksi-6-klorometil-2-((4-fenilpiperazin-1-il)metil)-4H-piran-4-on

(Bilesik 1a)
@)
OH
| /N
Cl N N
(@) _/

15 g (0,00934 mol) klorokojik asit, 1,5156 g (0,00934 mol)
fenilpiperazin ve formaldehit varliginda sentez yontemi I’¢ gbre sentezlenmistir.
Erime derecesi: 155-6 °C. Verim: 2,5268 g (% 80,5).

3-Hidroksi-6-klorometil-2-[(4-(4-florofenil)piperazin-1-il)metil]-4H-

0
OH
| /N
Cl N N F
0 /

piran-on (Bilesik 2a)
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0,8090 g (0,00504 mol) klorokojik asit, 0,9077 g (0,00504 mol)
1-(4-florofenil)piperazin ve yaklasik 2 ml formaldehit varliginda sentez yontemi I’e

gore sentezlenmistir. Erime derecesi: 154-5 °C. Verim: 1,2843 g (% 72,22).

3-Hidroksi-6-klorometil-2-[(4-(4-klorofenil)piperazin-1-il)metil]-4H-

piran-4-on (Bilesik 3a)
0]
OH
| /N
Cl N N Cl
(0) _/

0,9762 g (0,00608 mol) klorokojik asit, 1,1963 g (0,00608 mol)
1-(4-klorofenil)piperazin ve yaklasik 2 ml formaldehit varliginda sentez yontemi I’e
gore sentezlenmistir. Erime derecesi: 174-5 °C. Verim: 1,7971 g (% 80,02).

3-Hidroksi-6-klorometil-2-[(4-(3,4-diklorofenil)piperazin-1-il)metil]-4H-
piran-4-on (Bilesik 4a)

O

OH Cl
| /N

Cl N N Cl
0 __/

1 g (0,00623 mol) klorokojik asit, 1,44 g (0,00623 mol)
1-(3,4-diklorofenil)piperazin ve yaklasik 2 ml formaldehit varliginda sentez yontemi

I’e gore sentezlenmistir. Erime derecesi: 160-1 °C. Verim: 2,167 g (% 86,16).
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2-((4-Fenilpiperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(piperidin-1-ilmetil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 1)

O
OH
(LI
O s

0,2063 g (0,001493 mol) potasyum karbonat varliginda; 0,5 g (0,001493 mol)
Bilesik 1a ve 0,12712 g (0,001493 mol) piperidinden sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 167-9 °C, Verim: 0,279 g (% 49).

IR spektrumunda 2935 (C-H, gerilim, alifatik), 1620 (C=0, gerilim), 1597 (C-
C (halka igi), gerilim), 1503 ve 1455 (C=C, gerilim), 1239, 1200 (C-N, gerilim) ve
1010 cm™*de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

!H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 1,44 (2H; m; piperidin-H*); 1,60
(4H; m; piperidin-H®°); 2,46 (4H; t; J= 4,2; piperidin-H?%); 2,77 (4H; t; J= 5,2;
piperazin-H?%); 3,22 (4H; t; J=5,2; piperazin-H*°); 3,38 (2H; s; piran-CH.-piperidin);
3,74 (2H; s; piran-CHy-piperazin); 6,50 (1H; s; piran-H°); 6,86 (1H; t; J= 7,2; Ar-H%);
6,91 (2H; d; J=7,2; Ar-H?®) ve 7,26 (2H; m; Ar-H3%) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda & (CDCls, 100 MHz) 23,89 ve 25,87 (piperidin-C34%);
49,11 ve 52,90 (piperazin-C>358): 54,56 (piperidin-C?®); 54,99 (piperazin-C); 60,23
(piperidin-C); 111,36 (piran-C®); 116,22; 119,97 ve 129,13 (benzen-C?34>); 143,86
(piran-C?); 145,36 (piran-C%); 151,08 (benzen-Ct); 165,80 (piran-C®); 173,96 (piran-
).

Kiitle spektrumunda (MS:ESI"); m/e 163 (temel pik, % 100), 384 [M+H]"’te

pikler goriiliir.

Analiz . C22H29N303 (M.A.: 383,484 g/mol)
% C %H % N
Hesaplanan : 68,90 7,62 10,96

Bulunan : 68,63 7,57 10,88
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2-((4-(4-Florofenil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(piperidin-1-ilmetil)
-4H-piran-4-on (Bilesik 2)

O
OH
I s
O

0,1174 g (0,00085 mol) potasyum karbonat varliginda; 0,3 g (0,00085 mol)
Bilesik 2a ve 0,07237 g (0,00085 mol) piperidinden sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 160-2 °C, Verim: 0,1525 g (% 43).

IR spektrumunda 2938 (C-H, gerilim, alifatik), 1618 (C=0, gerilim), 1598 (C-
C (halka igi), gerilim), 1509 ve 1455 (C=C, gerilim), 1238, 1198 (C-N, gerilim) ve
1010 cm™*de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 1,43 (2H; m; piperidin-H*); 1,58
(4H; m; piperidin-H®®); 2,45 (4H; t; J= 4,2; piperidin-H?%); 2,75 (4H; t; J= 5,2;
piperazin-H?%); 3,13 (4H; t; J=5,2; piperazin-H®); 3,36 (2H; s; piperidin-CH.-piran);
3,72 (2H; s; piran-CH.-piperazin); 6,48 (1H; s; piran-H®); 6,83 (H; dd; Ji= 2,4;
Jo=17,2, Ar-H?); 6,85 (H; dd; J1= 2,4; Jo= 6,8, Ar-H°®) ve 6,94 (2H; m; Ar-H3®°) ppm’de
pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda & (CDCls, 100 MHz) 23,90 ve 25,88 (piperidin-
C34%): 50,10 ve 52,87 (piperazin-C>3>%): 54 57 (piperidin-C2°); 54,86 (piperazin-C);
60,28 (piperidin-C); 111,27 (piran-C®); 115,53 (d, J= 20, 4-florobenzen-C*%); 117,97
(d, J=10, 4-florobenzen-C?%); 143,83 (piran-C?); 145,36 (piran-C%); 147,74 (d, J=1,
4-florobenzen-Ct); 157,27 (d, J= 250, 4-florobenzen-C*); 165,92 (piran-C°®); 173,96
(piran-C%).

Kiitle spektrumunda (MS:ESI*); m/e 181 (temel pik, % 100), 402 [M+H]" ’te

pikler goriiliir.

Analiz . C22H2sFN3O3 (M.A.: 401,474 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 65,82 7,03 10,47

Bulunan : 65,40 7,09 10,38
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2-((4-(4-Korofenil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(piperidin-1-ilmetil)
-4H-piran-4-on (Bilesik 3)

0
OH
| /N
N N N Cl
0 _/

0,1119 g (0,00081 mol) potasyum karbonat varliginda; 0,3 g (0,00081 mol)
Bilesik 3a ve 0,06897 g (0,00081 mol) piperidinden sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 154-5 °C, Verim: 0,0649 g (% 19).

IR spektrumunda 2936 (C-H, gerilim, alifatik), 1618 (C=0, gerilim), 1597
(C-C (halka i¢i), gerilim), 1495 ve 1454 (C=C, gerilim), 1236, 1199 (C-N, gerilim) ve
1010 cm™*°de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 1,43 (2H; m; piperidin-H?); 1,58
(4H; m; piperidin-H®%); 2,45 (4H; t; J= 5,2; piperidin-H?%); 2,74 (4H; t; J= 4,2;
piperazin-H?%); 3,18 (4H; t; J= 4,2; piperazin-H>°); 3,36 (2H; s; piperidin-CH-piran);
3,72 (2H; s; piran-CH:-piperazin); 6,49 (1H; s; piran-H®); 6,81 (2H; dd; Ji= 2,4;
Jo=6,8; Ar-H2%) ve 7,19 (2H; dd; Ji= 2,4; Jo= 6,8 Ar-H35) ppm’de pikler gériiliir.

13C-NMR spektrumunda & (CDCls, 100 MHz) 23,90 ve 25,88 (piperidin-
C345): 49,09 ve 52,73 (piperazin-C>3>6): 54,59 (piperidin-C?%); 54,81 (piperazin-C);
60,30 (piperidin-C); 111,20 (piran-C®); 117,36; 124,77 ve 128,97 (4-klorobenzen-
C23458): 143,80 (piran-C?); 145,27 (piran-C®); 149,70 (4-klorobenzen-C?); 165,99
(piran-C®); 173,93 (piran-C%).

Kiitle spektrumunda (MS:ESIY); m/e 418 (temel pik, % 100), 418 [M+H]" ve
420 [M+H+2]"’te pikler goriiliir.

Analiz : C22H28CIN3O3 (M.A.: 417,929 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan X 63,22 6,75 10,05

Bulunan : 62,78 6,72 9,98
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2-((4-(3,4-Diklorofenil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(piperidin-1-
ilmetil) -4H-piran-4-on (Bilesik 4)

O
OH Cl
| /N
N N N Cl
(@) _/

0,10227 g (0,00074 mol) potasyum karbonat varliginda; 0,3 g (0,00074 mol)
Bilesik 4a ve 0,0630 g (0,00074 mol) piperidinden sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 156-8 °C, Verim: 0,061 g (% 18).

IR spektrumunda 2938 (C-H, gerilim, alifatik), 1620 (C=0, gerilim), 1596
(C-C (halka i¢i), gerilim), 1484 ve 1454 (C=C, gerilim), 1240, 1202 (C-N, gerilim) ve
1010 cm™*de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 1,43 (2H; m; piperidin-H?); 1,58
(4H; m; piperidin-H®®); 2,45 (4H; t; J= 5,6; piperidin-H?%); 2,72 (4H; t; J= 5,2;
piperazin-H?%); 3,18 (4H; t; J=5,2; piperazin-H*°); 3,36 (2H; s; piperidin-CH-piran);
3,71 (2H; s; piran-CHy-piperazin); 6,49 (1H; s; piran-H®); 6,71 (1H; dd; J= 2,8;
Jo=9,2; Ar-H®); 6,93 (1H; d; Ar-H?) ve 7,25 (1H; d; Ar-H®) pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda & (CDCls, 100 MHz) 23,88 ve 25,85 (piperidin-
C34°); 48,57 ve 52,52 (piperazin-C124°): 54,57 (piperidin-C2%); 54,60 (piperazin-C);
60,30 (piperidin-C); 111,20 (piran-C®); 115,40; 117,34; 122,36; 130,44 ve 132,78
(3,4-diklorobenzen-C23458): 143,81 (piran-C?); 145,30 (3,4-diklorobenzen-C?);
150,46 (piran-C2); 166,00 (piran-C®); 173,96 (piran-C%).

Kiitle spektrumunda (MS:ESI"); m/e 222 (temel pik, % 100), 452 [M+H]", 454
[M+H+2]" ve 456 [M+H+4]"te pikler goriiliir.

Analiz . C22H27CI2N3O3 (M.A.: 452,374 g/mol)
% C %H % N
Hesaplanan : 58,41 6,02 9,29

Bulunan : 57,98 6,13 9,30
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2-((4-Fenilpiperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(3-metilpiperidin-1-ilmetil)-
4H-piran-4-on (Bilesik 5)

CH; O
OH
| A
N N N
0 N

0,2063 g (0,001493 mol) potasyum karbonat varliginda; 0,5 g (0,001493 mol)
Bilesik 1a ve 0,14806 g (0,001493 mol) 3-metilpiperidinden sentez yontemi II’ye gére
elde edilmistir. Erime derecesi: 149-50 °C, Verim: 0,28214 g (% 47).

IR spektrumunda 2928 (C-H, gerilim, alifatik), 1620 (C=0, gerilim), 1597 (C-
C (halka igi), gerilim), 1503 ve 1455 (C=C, gerilim), 1238, 1200 (C-N, gerilim) ve
1003 cm™*°de (C-O, gerilim) pikler goriilir.

'H-NMR spektrumunda § (CDCls, 400 MHz) 0,85 (3H; d; -CHs); 1,57-1,76
(5H; m; piperidin- H34®): 2,04 (1H; td; J= 3,2; J= 10,8; piperidin-H®); 2,75-2,82 (7H;
m; piperidin- H>% ve piperazin-H?®); 3,22 (4H; t; J= 4,2; piperazin-H3®): 3,39 (2H; s;
piran-CHa-piperidin); 3,74 (2H; s; piran-CH.-piperazin); 6,50 (1H; s; piran-H°); 6,86
(1H; t; 1= 7,2; Jo= 14,4; Ar-H*); 6,91 (2H; d; J= 8; Ar-H?®) ve 7,26 (2H; t; J1= 6,4;
Jo=10; Ar-H>®) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda & (CDCls, 100 MHz) 19,53 (CHa); 25,39; 31,11 ve
32,47 (piperidin-C>*%); 49,12 ve 52,90 (piperazin-C*?%%); 54,02 (piperidin- C®); 54,99
(piperazin-C); 59,97 (piperidin-C); 61,83 (piperidin-C?); 111,33 (piran-C%); 116,22;
119,97 ve 129,13 (benzen-C?3458); 143,86 (piran-C?); 145,35 (piran-C%); 151,08
(benzen-C1); 165,81 (piran-C°®); 173,96 (piran-C%).

Kiitle spektrumunda (MS:ESI"); m/e 163 (temel pik, % 100), 398 [M+H]"’te

pikler goriiliir.

Analiz : C23H31N30O3 (M.A.: 397,511 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan X 69,49 7,86 10,57

Bulunan : 69,50 7,72 10,56
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2-((4-(4-Florofenil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(3-metilpiperidin-1-
ilmetil) -4H-piran-4-on (Bilesik 6)

CH, 0
OH
N N N@F
0 \__/

0,1958 g (0,001417 mol) potasyum karbonat varliginda; 0,5 g (0,001417 mol)
Bilesik 2a ve 0,1405 g (0,001417 mol) 3-metilpiperidinden sentez yontemi II’ye gore
elde edilmistir. Erime derecesi: 130-1 °C, Verim: 0,1627 g (% 27).

IR spektrumunda 2937 (C-H, gerilim, alifatik), 1627 (C=0, gerilim), 1510 ve
1455 (C=C, gerilim), 1244, 1199 (C-N, gerilim) ve 1003 cm™°de (C-O, gerilim) pikler
goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 0,85 (3H; d; -CH3); 1,57-1,76
(5H; m; piperidin-H3%%); 2,03 (1H; td; J1= 3,2; Jo= 11,8 piperidin- H®); 2,75-2,82 (7H;
m; piperidin-H>% ve piperazin-H?%); 3,12 (4H; t; J= 5,2; piperazin-H>®); 3,38 (2H; s;
piran-CHa-piperidin); 3,72 (2H; s; piran-CH.-piperazin); 6,49 (1H; s; piran-H°); 6,86
(2H; m; Ar-H?%) ve 6,95 (2H; m; Ar-H>%) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda & (CDCls, 100 MHz) 19,51 (CHs); 25,36; 31,08 ve
32,46 (piperidin-C3*%); 50,10 ve 52,88 (piperazin-C*?*%); 54,02 (piperidin-C®); 54,88
(piperazin-C); 59,99 (piperidin-C); 61,83 (piperidin-C?); 111,34 (piran-C®); 115,54 (d,
J= 20, 4-florobenzen-C3°); 118,00 (d, J= 10, 4-florobenzen-C25); 143,82 (piran-C?);
145,27 (piran-C%); 147,74 (d, J= 1, 4-florobenzen-CY); 157,29 (d, J= 250,
4-florobenzen-C*); 165,79 (piran-C®); 173,95 (piran-C*).

Kiitle spektrumunda (MS:ESI"); m/e 416 (temel pik, % 100), 416 [M+H]"’te

pikler goriiliir.

Analiz : C23H30FN303.1/2 CH30H (M.A.: 415,501 g/mol)
% C %H % N
Hesaplanan : 65,76 7,41 9,86

Bulunan : 65,88 7,25 10,05
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2-((4-(4-Klorofenil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(3-metilpiperidin-1-
ilmetil)-4H-piran-4-on (Bilesik 7)

CH, O
OH
S otve
N N N Cl
0

0,1871 g (0,001354 mol) potasyum karbonat varliginda; 0,5 g (0,001354 mol)
Bilesik 3a ve 0,13427 g (0,001354 mol) 3-metilpiperidinden sentez yontemi II’ye gore
elde edilmistir. Erime derecesi: 142-3 °C, Verim: 0,2016 g (% 34).

IR spektrumunda 2931 (C-H, gerilim, alifatik), 1626 (C=0, gerilim), 1598 (C-
C (halka igi), gerilim), 1497 ve 1455 (C=C, gerilim), 1244, 1201 (C-N, gerilim) ve
1000 cm™**de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 0,84-0,88 (3H; d; -CH3); 1,57-
1,73 (5H; m; piperidin-H3%%); 2,02 (1H; td; J1= 3,2; J,= 11,2; piperidin-H®); 2,74-2,82
(7H; m; piperidin-H?% ve piperazin-H?®); 3,18 (4H; t; J= 5,2; piperazin-H>®); 3,38
(2H; s; piran-CH2-piperidin); 3,73 (2H; s; piran-CH2-piperazin); 6.50 (1H; s; piran-
H®); 6,82 (2H; dd; Ji= 2; Jo= 7,2; Ar-H?®) ve 7,19 (2H; dd; Ji= 2; Jo= 7,2; Ar-H3®)
ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda & (CDCls, 100 MHz) 19,51 (-CHs); 25,36; 31,08 ve
32,46 (piperidin-C3*%); 49,10 ve 52,73 (piperazin-C?*%); 54,03 (piperidin-C®); 54,82
(piperazin-C); 59,98 (piperidin-C); 61,83 (piperidin-C?); 111,27 (piran-C®); 117,37,
124,78 ve 128,97 (4-klorobenzen-C%345%): 143 82 (piran-C?); 145,27 (4-klorobenzen-
C1); 149,69 (piran-C®); 165,86 (piran-C®); 173,93 (piran-C*).

Kiitle spektrumunda (MS:ESI*); m/e 217 (temel pik, % 100), 432 [M+H]* ve
434 [M+H+2]"’te pikler goriiliir.

Analiz : C23H30CIN303.1/2 CH30H (M.A.: 431,956 g/mol)
% C %H % N
Hesaplanan : 63,01 7,20 9,38

Bulunan : 62,86 6,89 9,57
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2-((4-(3,4-Diklorofenil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(3-metil
piperidin-1-ilmetil)-4H-piran-4-on (Bilesik 8)

CH; (@)
OH Cl
| 7N\
N N N Cl
O __/

0,1711 g (0,001238 mol) potasyum karbonat varliginda; 0,5 g (0,001238 mol)
Bilesik 4a ve 0,1227 g (0,001238 mol) 3-metilpiperidinden sentez yontemi II’ye gore
elde edilmistir. Erime derecesi: 169-71 °C, Verim: 0,4504 g (% 77).

IR spektrumunda 2932 (C-H, gerilim, alifatik), 1628 (C=0, gerilim), 1596 (C-
C (halka igi), gerilim), 1485 ve 1453 (C=C, gerilim), 1237, 1199 (C-N, gerilim) ve
1000 cm™**de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

!H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 0,85 (3H; d; -CHs); 1,60-1,74
(5H; m; piperidin-H3%°); 2,03 (1H; td; J1= 3,2; J>= 10,8; piperidin-H°®); 2,72-2,82 (7H;
m; piperidin-H>% ve piperazin-H?%); 3,19 (4H; t; J= 5,2; piperazin-H3®); 3,39 (2H; s;
piran-CHa-piperidin); 3,72 (2H; s; piran-CH.-piperazin); 6,50 (1H; s; piran-H®); 6,71
(1H; dd; J= 2,4; J= 8,8; Ar-H®); 6,93 (1H; d; J= 2,4; Ar-H?) ve 7,25 (1H; d; J= 2,4;
Ar-HO) pikler goriilir.

13C-NMR spektrumunda & (CDCls, 100 MHz) 19,51 (CHas); 25,33; 31,07 ve
32,43 (piperidin-C3*%); 48,60 ve 52,53 (piperazin-C?*%); 54,30 (piperidin-C®); 54,66
(piperazin-C); 59,98 (piperidin-C); 61,82 (piperidin-C?); 111,24 (piran- C®); 115,40;
117,35; 122,38; 130,45 ve 132,80 (3,4-diklorobenzen-C>3456): 143 80 (piran-C?);
145,24 (3,4-diklorobenzen-Ct); 150,46 (piran-C®); 165,88 (piran-C®); 173,90 (piran-
c4).

Kiitle spektrumunda (MS:ESI"); m/e 234 (temel pik, % 100), 466 [M+H]", 468
[M+H+2]" ve 470 [M+H+4]"te pikler goriiliir.

Analiz : C23H20CI2N303 .1/2 CH30H (M.A.: 466,401 g/mol)
%C % H % N
Hesaplanan X 58,51 6,48 8,71

Bulunan : 58,37 6,18 8,98
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2-((4-Fenilpiperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(4-metilpiperidin-1-ilmetil)-
4H-piran-4-on (Bilesik 9)

O
H,C OH
GO0
O

0,2063 g (0,001493 mol) potasyum karbonat varliginda; 0,5 g (0,001493 mol)
Bilesik 1a ve 0,14806 g (0,001493 mol) 4-metilpiperidinden sentez yontemi II’ye gére
elde edilmistir. Erime derecesi: 148-9 °C, Verim: 0,2656 g (% 44).

IR spektrumunda 2915 (C-H, gerilim, alifatik), 1617 (C=0, gerilim), 1597
(C-C (halka i¢i), gerilim), 1503 ve 1455 (C=C, gerilim), 1240, 1201 (C-N, gerilim) ve
1001 cm™*°de (C-O, gerilim) pikler goriilir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 0,92 (3H; d; -CHs); 1,21-1,37
(3H; m; piperidin-H34®): 1,62 (2H; d; piperidin-H**’); 2,11 (2H; t; J= 11,2; piperidin-
H2); 2,77 (4H; t; J=5,2; piperazin-H?®); 2,85 (2H; d; J= 11,2; piperidin- H?*%); 3,22
(4H; t; J= 5,2; piperazin-H>°); 3,40 (2H; s; piran-CHz-piperidin); 3,74 (2H; s; piran-
CHz-piperazin); 6,49 (1H; s; piran-H%); 6,87 (1H; t; J= 6,8; Ar-H*); 6,92 (2H; d;
J=8,4; Ar-H?%) ve 7,26 (2H; t; J= 9,2; Ar-H*®) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda & (CDCls, 100 MHz) 21,76 (-CHs); 30,36 ve 34,16
(piperidin-C34%): 49,11 ve 52,89 (piperazin-C124%); 53,98 (piperidin-C2); 55,02
(piperazin-C); 59,87 (piperidin-C); 111,39 (piran-C®); 116,22, 119,98 ve 129,13
(benzen-C23458): 143,86 (piran-C?); 145,30 (piran-C?); 151,07 (benzen-Cl); 165,78
(piran-C®); 173,93 (piran-C%).

Kiitle spektrumunda (MS:ESI"); m/e 163 (temel pik, % 100), 398 [M+H]"’te

pikler goriiliir.

Analiz : C23H31N30O3 (M.A.: 397,511 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan X 69,49 7,86 10,57

Bulunan : 69,11 7,75 10,48
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2-((4-(4-Florofenil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(4-metilpiperidin-1-
ilmetil)-4H-piran-4-on (Bilesik 10)

O

H,C OH
\@ . NmN@F
(@) _/

0,1174 g (0,00085 mol) potasyum karbonat varliginda; 0,3 g (0,00085 mol)
Bilesik 2a ve 0,08429 g (0,00085 mol) 4-metilpiperidinden sentez yontemi II’ye gore
elde edilmistir. Erime derecesi: 161-3 °C, Verim: 0,1198 g (% 33).

IR spektrumunda 2929 (C-H, gerilim, alifatik), 1619 (C=0, gerilim), 1597
(C-C (halka i¢i), gerilim), 1509 ve 1455 (C=C, gerilim), 1240, 1200 (C-N, gerilim) ve
999 cm™*’de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda § (CDCls, 400 MHz) 0,92 (3H; d; -CHs); 1,24-1,35
(3H; m; piperidin-H34®): 1,61 (2H; d; piperidin-H3*7"); 2,10 (2H; t; J= 9,6; piperidin-
H25); 2,76 (4H; t; J= 4,2; piperazin-H?%); 2,85 (2H; d; J= 12; piperidin-H>*%); 3,14
(4H; t; J= 4,2; piperazin-H>%); 3,39 (2H; s; piran-CHz-piperidin); 3,73 (2H; s; piran-
CHa-piperazin); 6,49 (1H; s; piran-H®); 6,84-6,87 (2H; m; Ar-H?®) ve 6,93-6,97 (2H;
m; Ar-H>°) ppm’de pikler gbriilir.

13C-NMR spektrumunda & (CDCls, 100 MHz) 21,76 (-CHs); 30,37 ve 34,17
(piperidin-C34°): 50,13 ve 52,88 (piperazin-C%3°6); 53,99 (piperidin-C%®); 54,94
(piperazin-C); 59,879 (piperidin-C); 111,362 (piran-C%); 115,56 (d, J= 20,
4-florobenzen-C3®%); 118,01 (d, J= 10, 4-florobenzen-C?®); 143,85 (piran-C?); 145,29
(piran-C3); 147,74 (d, J= 1, 4-florobenzen-C?); 157,30 (d, J= 250, 4-florobenzen-C*);
165,82 (piran-C®); 173,93 (piran-C*).

Kiitle spektrumunda (MS:ESI"); m/e 416 (temel pik, % 100), 416 [M+H]"’te

pikler goriiliir.

Analiz : C23H30FN3O3 (M.A.: 415,501 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan X 66,49 7,28 10,11

Bulunan : 66,10 7,25 10,01
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2-((4-(4-Klorofenil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(4-metilpiperidin-1-
ilmetil)-4H-piran-4-on (Bilesik 11)

0
H,C OH
| N
N N N Cl
0 s

0,1119 g (0,00081 mol) potasyum karbonat varliginda; 0,3 g (0,00081 mol)
Bilesik 3a ve 0,08033 g (0,00081 mol) 4-metilpiperidinden sentez yontemi II’ye gore
elde edilmistir. Erime derecesi: 161-3 °C, Verim: 0,1114 g (% 31).

IR spektrumunda 2919 (C-H, gerilim, alifatik), 1628 (C=0, gerilim), 1599
(C-C (halka i¢i), gerilim), 1497 ve 1455 (C=C, gerilim), 1242, 1200 (C-N, gerilim) ve
1005 cm™*de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

!H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 0,91 (3H; d; -CH3); 1,22-1,34
(3H; m; piperidin-H34°); 1,61 (2H; d; J= 12,8; piperidin-H**7); 2,08 (2H; t; piperidin-
H25); 2,74 (4H; t; J= 4,2; piperazin-H*®); 2,83 (2H; d; J= 12,8; piperidin-H?*?); 3,17
(4H; t; J=4,2; piperazin-H3®); 3,37 (2H; s; piran-CHz-piperidin); 3,72 (2H; s; piran-
CHz-piperazin); 6,48 (1H; s; piran-H%); 6,79-6,81 (2H; dd; Ji= 2,4; J.= 6,8; Ar-H?9)
ve 7,18 (2H; dd; J1= 2; Jo= 4,4; Ar-H>®) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda & (CDCls, 100 MHz) 21,75 (-CHs); 30,374ve 34,18
(piperidin-C34°): 49,07 ve 52,72 (piperazin-C>>°5); 54,01 (piperidin-C25); 54,78
(piperazin-C); 59,97 (piperidin-C); 111,26 (piran-C°); 117,35; 124,51 ve 128,96
(4-klorobenzen-C23456): 143,83 (piran-C?); 145,31 (4-klorobenzen-Ct); 149,69
(piran-C2); 165,95 (piran-C®); 173,95 (piran-C*) ppm’de pikler goriiliir.

Kiitle spektrumunda (MS:ESI*); m/e 432 (temel pik, % 100), 432 [M+H]* ve
434 [M+H+2]"’te pikler goriiliir.

Analiz : C23H30CIN303 .1/2 CH30H (M.A.: 431,956 g/mol)
% C %H % N
Hesaplanan : 63,01 7,20 9,38

Bulunan : 63,07 6,89 9,60
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2-((4-(3,4-Diklorofenil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(4-metil
piperidin-1-ilmetil)-4H-piran-4-on (Bilesik 12)

O

H,C OH Cl
| /N
N N N Cl
0 N,

0,10227 g (0,00074 mol) potasyum karbonat varliginda; 0,3 g (0,00074 mol)
Bilesik 4a ve 0,07338 g (0,00074 mol) 4-metilpiperidinden sentez yontemi II’ye gore
elde edilmistir. Erime derecesi: 154-5 °C, Verim: 0,2304 g (% 66).

IR spektrumunda 2916 (C-H, gerilim, alifatik), 1631 (C=0, gerilim), 1596
(C-C (halka ici), gerilim), 1485 ve 1453 (C=C, gerilim), 1237, 1198 (C-N, gerilim) ve
1001 cm™*de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

!H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 0,91 (3H; d; -CH3); 1,22-1,34
(3H; m; piperidin-H34°); 1,60 (2H; d; piperidin-H***); 2,08 (2H; td; J1= 11,6; Jo= 2,4;
piperidin-H2%); 2,72 (4H; t; J= 5,2; piperazin-H?%); 2,83 (2H; d; J= 12,4; piperidin-
H2°%); 3,18 (4H; t; J= 5,2 piperazin-H®%); 3,37 (2H; s; piran-CH.-piperidin); 3,71 (2H;
s; piran-CHg-piperazin); 6,48 (1H; s; piran-H°); 6,71 (1H; dd; Ji= 3,2; Jo= 9,2;
Ar-H®):; 6,93 (1H; d; J= 2,8; Ar-H?) ve 7,24 (1H; d; J= 9,2; Ar-H®) pikler gériiliir.

13C-NMR spektrumunda & (CDCls, 100 MHz) 21,75 (-CHs); 30,38 ve 34,18
(piperidin-C34°): 48,58 ve 52,52 (piperazin-C124°); 54,01 (piperidin-C25); 54,61
(piperazin-C); 59,97 (piperidin-C); 111,20 (piran-C°); 115,40; 117,34; 122,35; 130,44
ve 132,78 (3,4-diklorobenzen-C23456): 143 80 (piran-C?); 145,26 (3,4-diklorobenzen-
C1); 150,46 (piran-C®); 166,05 (piran-C®); 173,93 (piran-C*).

Kiitle spektrumunda (MS:ESI"); m/e 466 (temel pik, % 100), 466 [M+H]", 468
[M+H+2]" ve 470 [M+H+4]"te pikler goriiliir.

Analiz : C23H29CI2N303.CH30H (M.A.: 466,401 g/mol)
% C %H % N
Hesaplanan : 57,83 6,67 8,43

Bulunan : 57,96 6,29 8,87
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4.2. Biyolojik Aktivite Calismalari

Tez kapsaminda sentezlenen Bilesik 1-12 ile klorokojik asit ve Mannich
bazlar1 Bilesik la-4a’nin tirozinaz enzim inhibisyon yiizdesini belirlemek igin,
L-DOPA nin substrat olarak kullanildig1 spektrofotometrik bir yontem (161) modifiye
edilerek uygulanmigtir. Kontrol grubu olarak kojik asit kullanilmistir.

In vitro mantar tirozinaz inhibisyon deneyinin ardindan SRB deneyi ile, Bilesik
1-12°nin B16F10 fare melanoma hiicrelerindeki sitotoksik etkileri incelenmis ve her
bir bilesik i¢in 1Cso degerleri hesaplanmistir (167). Bu deneyde kontrol grubu olarak
dakarbazin kullanilmigtir.

Istatistiksel analizler icin, Microsoft Office Excel ve Graphpad Prism 5.0
yazilm programlari kullanilirken, 1Cso degerleri non-lineer regresyon ile
hesaplanmigtir. Mann Whitney-U testinden yararlanilarak, hiicre canlilik diizeyinde
kontrole kiyasla gézlenen farkliligin anlamli olup olmadig1 incelenmistir. P degerinin
0,05’ten daha kiiciik olmas1 durumunda, gozlenen farkin istatistiksel agidan anlamli
oldugu kabul edilmistir. Hiicre toksisite deneyinde her bir test en az 4 tekrar (n= 4)

olacak sekilde ¢alisilmistir.

4.2.1. Mantar Tirozinaz inhibisyonu

10014

90- . Kojik Asit
804 uM % Inhibisyon
= 701 500 | 744 76,6 822
> 60- 333672 769 71,2
I;E 504 250 | 54,5 59,1 49,8
E 404 166,5 346 374 366
2 304 125 32,8 346 33,6
204 83192 276 228
107 ° 44 | 21,8 20,6 16,4
3 T : T n 22[124 202 154

uM

Sekil 4.1. Kojik asitin mantar tirozinazi iizerine inhibitor etkisi.



% Inhibisyon

Klorokojik Asit
% inhibisyon

85,4 84,9 86,0
81,3 79,4 81,7
69,3 67,6 70,3
54,4 54,7 58,4
46,5 411 41,9
24,9 21,0 28,5
17,2 11,5 13,7
15,2 7,3 3,8

Bilesik 2a
% Inhibisyon

41,7 41,5 43,1
38,1 38,6 41,4
23,4 16,7 24,0
22,8 16,6 25,4
13,2 8,9 18,2
154 10,3 17,1
7,9 11 79

Bilesik 1

uM % Inhibisyon

1000 | 49,1 42,6 498
500 | 37,8 352 36,6
250 | 23,2 186 255
125 20,3 196 21,9
625 151 91 168
31,25 85 57 175
15,625 | 6,4 21 95

1001
90+
80+ pM
701 1000
604 666
501 500
404 333
30+ 250
204 166
10+ [1C50 1296 | 88
0 1 T 1 1
0 1 2 3 4 44
uM
Sekil 4.2. Klorokojik asitin mantar tirozinazi tizerine inhibitor etkisi.
60+
50+
= . ”M
S 404 1000
= 500
= 304
£ 250
= 201 125
[ 1 62,5
17 31,25
[ 1C50 [ 1494 ] '
0 15,625
1.5 2.0 2.5 3.0 3.5
uM
Sekil 4.3. Bilesik 2a’nin mantar tirozinazi lizerine inhibitor etkisi.
80~
T0+
g 60
Z 50
= 40-
= 304
S
20+
10+
ﬂ 1 L 1 L]
0 i 2 3 4 7812536 7.1 8,7
uM

Sekil 4.4. Bilesik 1’in mantar tirozinazi {izerine inhibitdr etkisi.
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70+ Bilesik 2
60- uM % Inhibisyon
1000 | 55,4 59,7 54,5
§ 301 500 | 39,4 423 42,7
Z 40+ 250 | 292 359 296
= 125 1 22,3 27,0 234
= 30 625 196 222 195
= 20- 31,25 11,6 159 109
1o- 15,625 | 8,9 143 87
ICs0 | 7714 | 7,8125 | 51 4,9 2,7
0 . . . .
0 1 2 3 4
uM
Sekil 4.5. Bilesik 2’nin mantar tirozinazi tizerine inhibitor etkisi.
Bilesik 3
80+ uM % Inhibisyon
704 1000 | 47,3 453 457
50- 500 | 32,8 49,3 34,2
gﬁu_ 250 | 31,6 482 27,0
= 125,218 278 219
£ 407 625 210 227 231
= 30+ 3125113 16,0 139
= 20- . 15625 1 96 171 97
104 78125 51 68 39
) 4
0 1 2 3 4
uM
Sekil 4.6. Bilesik 3’lin mantar tirozinazi lizerine inhibitdr etkisi.
80~
70+
60- ]_3ile§ik5
s 504 uM % Inhibisyon
£ 666 | 40,1 533 434
z 407 / 500 37,1 37,9 431
3 30 250 | 356 291 343
=" 204 166 | 33,0 256 31,0
104 881291 260 27,0
"|.5 2.0 2.5 3.0

Sekil 4.7. Bilesik 5’in mantar tirozinazi {izerine inhibitdr etkisi.
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4.2.2. Sitotoksisite Calismalar:

1204
3
1004 X
X 801
& 60-
© 3
= 404
»
20+
IC50 1108
.D.
1.2 14 1.6 1.8 20 22 24
M
Konsantrasyon Yiizde Canlhilik
uM %
150 31,3 285 29,7 26,8
100 59,6 49,7 43,4 43,7
75 91,1 100,2 95,5 88,8
50 96,8 102 94,8 108,1
25 107,6 1012 99 115,9

Sekil 4.8. Dakarbazinin B16F10 hiicrelerindeki % canlilik grafigi.

150 uM 100 uM
75 uM 50 uM

Sekil 4.9. Dakarbazinin B16F10 hiicrelerine etkisinin mikroskop goriintiileri.
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100-

80- T N "
x
= 604
c
3 40-
32
L ]
204
0 [1Cs0 Ta777 |
T rrroamr e TNy ey v v
0.0 0.5 1.0 1.5 20 25
uM
Konsantrasyon, Yiizde Canlhilik
pM %
150 31,2 27,2 26,0 31,2
100 39,0 33,3 47,9 51,0
50 77,3 85,2 83,2 83,3
25 79,1 79,8 79,3 73,2
12,5 77,6 78,7 83,7 87,5

Sekil 4.10. Bilesik 1’in B16F10 hiicrelerindeki % canlilik grafigi.

150 uM 100 uM

50 uM 25 uM
Sekil 4.11. Bilesik 1’in B16F10 hiicrelerine etkisinin mikroskop goriintiileri.
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804
604

x

540-

RS

204

[TCE0 [ 7887 |
'D-—l—l-l-rrrn]—l—l-rrnrq—l—l-rrrnq—l—l-rrrrrq—l—l-rrrm]
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
M

Konsantrasyon Yiizde Canlhihik
uM %
150 34,9 33,2 351 323
100 55,5 40,3 432 454
50 66,4 75 65,3 68
25 69,2 64,8 71,2 69,1
12,5 62,9 64 63,2 658

Sekil 4.12. Bilesik 2’nin B16F10 hiicrelerindeki % canlilik grafigi.

150 uM 100 uM

50 uM 25 uM
Sekil 4.13. Bilesik 2’nin B16F 10 hiicrelerine etkisinin mikroskop goriintiileri.
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804

60

x

5 1 ;

ES

204

[1C50 T 1935 |
'D-—I—I-l'l'ﬂ'rﬂ—l—l-l'l'ﬂ'rr'—l—l-l'l'l'rrr'—l—l-l'l'l'rﬂ"
0.0 0.5 1.0 1.5 20
pM

Konsantrasyon Yiizde Canlhihik
uM %
75 31,7 33,5 341 34,7
50 41,0 46,9 40,6 38,1
37,50 40,4 38,3 396 37,3
12,50 46,3 56,0 615 651

Sekil 4.14. Bilesik 3’lin B16F10 hiicrelerindeki % canlilik grafigi.

100 uM

50 uM 25 uM
Sekil 4.15. Bilesik 3’lin B16F10 hiicrelerine etkisinin mikroskop goriintiileri.



100+
80+
= '\‘_{\:\,
= 604 -
(1]
;’E 40-
20+
[TC50 [ 50379 |
01.2 1.4 1.6 1.8 2.0 22 24
uM
Konsantrasyon Yiizde Canhhk
uM %
150 59,8 58,3 60,3 64,3
100 71,1 61,8 60,2 55,5
75 59,8 56,4 59,0 51,7
50 57,9 71,2 65,0 50,0
25 78,4 75,0 69,2 66,9

Sekil 4.16. Bilesik 4’tin B16F10 hiicrelerindeki % canlilik grafigi.

100+
80+

60+

% Canlik

40

20+

IC50 61.24
. | N

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

pM
Konsantrasyon Yiizde Canlihk

pM %

150 16,3 25,5

100 36,3 31,3 20,8
75 51,7 32,9
50 69,9 70,6 54,8
25 77,5 84,0 85,7

12,5 94,5 87,9 76,6

Sekil 4.17. Bilesik 5’in BI6F10 hiicrelerindeki % canlilik grafigi.
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150 uM 100 uM 75 UM

50 uM

25 uM

Sekil 4.18. Bilesik 5’in B16F10 hiicrelerine etkisinin mikroskop goriintiileri.

1404
1204
x i )
S 100-
o
32 =
804
[1C50 T 1931
Gﬂ-—l—rrrrm—l—nwnq—l—rrrmq—l—rrmq—l-rrrmq—ﬁ-rrm
1.2 14 1.6 18 20 22 24
pM
Konsantrasyon Yiizde Canlhihik
uM %
150 67,1 74,1 76,1 774
100 86,3 82,5 88,9 89,7
75 98,7 98,1 100,0 110,2
50 121,4 1179 1117 1021
25 125,6 1226  108,1

Sekil 4.19. Bilesik 6’nin B16F10 hiicrelerindeki % canlilik grafigi.



80-
704
x "
= 604 .
]
< 50-
L $
40-
| ICA0 | 98 22 |
30+,

1.2 14 1.6 1.8 2.0 2.2 24

pM
Konsantrasyon Yiizde Canhhk
uM %
150 39,2 42,9 434 489
100 49,2 447 48,4 42,3
75 57,7 57,9 57,2 60,3
50 64,7 65,2 54,3
25 64,5 65,6 63,1

ekil 4.20. Bilesik 9’un ucrelerindeki % canlilik grafigi.
Sekil 4.20. Bilesik 9’un B16F10 hiicrelerindeki % canlilik grafigi

120-
100+

X 80

G 60-

[§]

32 40
204
0 [TC50 6079

00 05 10 15 20 25
pM
Konsantrasyon Yiizde Canlhihk

uM %
150 16,6 15,8 18,4 19,6
100 26,6 36,2 26,2 36,7
75 43,5 40,5 45,2 51,0
50 52,1 56,0 51,8 70,2
25 77,7 70,2 74,4 88,3
12,5 78,8 101,7 98,8 89,7

Sekil 4.21. Bilesik 10’un B16F10 hiicrelerindeki % canlilik grafigi.
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75 uM 50 uM

Sekil 4.22. Bilesik 10’ un B16F10 hiicrelerine etkisinin mikroskop goriintiileri.

Tablo 4.1. Bilesiklerin mantar tirozinaz inhibisyonlari ile BI6F10 melanoma hiicre
hatlarina kars1 sitotoksisite 1Cso degerleri (uM)’nin karsilastirilmasi.

Mantar
.Tirozinaz Sitotoksisite
Bilesik Yapisi Inhibisyon 1Cs0 (uM)
1Cs0 (uM)
(0]
OH
la | I\ - -*
Cl N N
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Tablo 4.1. (Devami) Bilesiklerin mantar tirozinaz inhibisyonlari ile BI6F10
melanoma hiicre hatlarina kars1 sitotoksisite 1Cso degerleri (uM)’nin

karsilastirilmasi.
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Tablo 4.1. (Devami) Bilesiklerin mantar tirozinaz inhibisyonlar1 ile BI6F10
melanoma hiicre hatlarina kars1 sitotoksisite 1Cso degerleri (WM)’ nin
karsilastirilmasi.

0]
H;C OH ]
* OO0
0)

(0]
H,C OH
H Mfi/ - _
N N N@Cl
(0) _/

O
Cl
OO ™
N N N Cl
O

Kojik asit 218,8 -*
Klorokojik asit 296,6 -*
Dakarbazin -* 110,8

-: inhibisyon gozlenmedi, -*: yapilmadi.



90
5. TARTISMA
5.1. Kimyasal Kisim

Tez calismasinda, ticari olarak tedarik edilen kojik asitin klorlanmasi sonucu
klorokojik asit sentezlenmis, elde edilen klorokojik asitin farkli halojen gruplarini
iceren fenil piperazin gruplariyla reaksiyona sokulmasi sonucunda, literatiirde kayitl
dort farkli Mannich bazi (Bilesik 1a-4a) sentezlenmistir. Ardindan dort farklt Mannich
bazinin 6 nolu konumundaki klor atomu piperidin tiirevleri ile substitiie edilmis ve
2-(4-(suibstitiiefenil)piperazin-1-il)metil-3-hidroksi-6-(piperidin/3-metilpiperidin/4-
metilpiperidin)metil-4H-piran-4-on yapisinda on iki yeni bilesik kazanilmistir.

Tez c¢alismasinda elde edilen klorokojik asit, literatiire kayitli bilgiler
dogrultusunda kojik asitin tiyonil klortiirle klorlanmasi sonucunda sentezlenmistir (23).
Sentez, niikleofilik i¢ siibstitiisyon reaksiyonuna (Sni) uygun olarak
gerceklesmektedir. Sentezin ilk basamaginda, kojik asitin primer alkol grubundaki
oksijen, kiikiirt atomuna niikleofilik atak yaparak kloriirii ¢ikarmakta ve alkil stlfit
olugsmaktadir. Sonrasinda, molekiilden kiikiirt dioksit ¢ikmasiyla, siilfit grubuna bagh

olan klor atomu oksijen atomuyla yer degistirmektedir (Sekil 5.1) (170).

0 . 0
HO _S~ HO
23l
Ve o8 Ty s
0" C-OH —— 0" c—0,
H H& S=0
O Cl
HO
|l H
HCL + SO, + 0~ ~Cc—al
|
H

Sekil 5.1. Klorokojik asitin sentez mekanizmas.

Kojik asitin 5. konumundaki hidroksil grubu ile 2. konumdaki primer alkol
grubunun yiiksek reaktivitesi, kojik asitin 5 ve 2 numarali konumlardan
tiirevlendirilmesine olanak saglamaktadir. Kojik asit hidroksil siibstitiisyonunun yani
sira, 5. konumdaki hidroksil grubunun aktivasyonuyla elektrofilik siibstitiisyon
reaksiyonlar1 i¢in oldukga reaktif hale gelen 6. konumdan da tiirevlendirilebilmektedir

(171). Piron yapisina sahip olan kojik asitin 5. konumundaki hidroksilin, elektrofilik
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siibstitlisyonu aktive etmesinden dolayr Mannich reaksiyonunun o&zellikle 6.
konumundan gergeklestigi bildirilmistir (71). Yapilan bir c¢alismada, hidroksil
grubunun serbest halde bulunmadigi 5-metoksi-2-hidroksimetil-4H-piran-4-on
bilesiginde, 6. konumdan Mannich reaksiyonu gergeklesmemistir (92). Ayrica, kojik
asitin 6. konumuna siibstitiient takilmis tirevlerinin; dimetilamin, dietilamin,
laurilamin, stearilamin, pirolidin, morfolin ve piperidin gibi aminlerle reaksiyona
sokuldugunda Mannich reaksiyonunun yiiriimedigi bildirilmistir (70).

Tez calismasinda sentezlenen Mannich bazlarinda, sekonder amin olarak
halojen substitue fenil piperazin tiirevleri kullanilmistir. Sentez yontemi I’e gore,
Klorokojik asitin formaldehit ve piperazin tiirevleri ile oda 1sisinda Mannich
reaksiyonuna girmesi sonucu Mannich bazi yapisindaki bilesikler (Bilesik 1a-4a) elde
edilmistir.

Ik olarak siibstitiie fenilpiperazin tiirevleri formaldehitle reaksiyona girerek
aminometilol bilesigi (I) meydana gelmektedir. Reaksiyon; kojik asitin fenolik
hidroksil grubundan hidrojenin uzaklastiriimasiyla meydana gelen fenoksit iyonunun
(11) keto-enol totomerizasyonu sonucunda olusan keto (111) sekli iizerinden devam
etmektedir. Bazik ortamda, 2 numarali konumdaki eksi yiikk tasiyan anyonun
aminometilol grubuna saldirmasiyla olusan reaksiyonlarin SN2 mekanizmasina gore
gerceklestigi ve bu sirada ara tirtin (IV)’ iin olustugu varsayilmaktadir (13). Olusan ara
tirinden OH™ anyonunun ayrilmast sonucunda 2 numarali konumdan Mannich

reaksiyonu gercekleserek Bilesik 1a-4a sentezlenmistir (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2. Mannich bazlarinin sentez mekanizmasi.

Son olarak, elde edilen klorokojik asit tiirevi Mannich bazlarmin 6 nolu
konumuna piperidin tiirevleri getirilerek, mantar tirozinaz enzim inhibitorii etkisi
gostermesi beklenen 2-(4-(siibstitiiefenil )piperazin-1-il)metil-3-hidroksi-6-(piperidin/
3-metilpiperidin/4-metilpiperidin)metil-4H-piran-4-on yapisinda, on iki yeni bilesik
(Bilesik 1-12) sentezlenmistir.

Klorokojik asit tiirevi Mannich bazlarina piperidin tiirevlerinin eklenmesi,
niikleofilik stibstitusyon reaksiyonudur. Potasyum karbonat, ortamin daha bazik
olmasimi saglayarak klor atamonun daha elektronegatif olmasina, dolayisiyla da
karbon atomunun polarize olmasina neden olmaktadir. Ardindan, piperidin
tirevlerindeki aminin ortaklasmamis elektronlari, polarize olmus karbon atomuna

saldirarak gegis kompleksini olusturmaktadir. Polar aprotik bir ¢oziicii olan DMF ise
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niikleofilin daha reaktif kalmasini ve gecis kompleksinin olusmasini hizlandirmaktadir

(13). Klorun yapidan ayrilmasiyla hedeflenen bilesikler sentezlenmistir (Sekil 5.3).

0 - _
H NG N cl
Al _KoCO; i+ .
A—¢ O DME S
H) P
R LN ] OH
S i |

OLEs —

Bilesik 1-12

Sekil 5.3. Mannich bazlarindan hareketle Bilesik 1-12’nin sentez mekanizmasi.
5.2. Spektral Kisim

Bilesiklerin yapilar1 IR, *H-NMR, *C-NMR, kiitle spektroskopisi ve elemental
analiz ile aydmlatilmistir. Literatiirde kayitli olan Mannich bazlarinin (Bilesik 1a-4a)
ise sadece erimeleri dereceleri tayin edilmis ve literatiirde yer alan bilgilerle

karsilagtirma yapilarak uyumlu olduklar1 goriilmiistiir.

5.2.1. IR Spektrumlar:

Bilesiklerin IR spektrumlarinda, 2915-2938 cm™’de alifatik C-H gerilim,
1617-1631cm™’de C=0 gerilim, 1596-1599 cm™’de C-C halka ici gerilim, 1484 ve
1455 cm™*de C=C gerilim, 1236-1198 cm™’de C-N gerilim ve 999-1010 cm™*’de C-O
gerilim pikleri saptanmustir.

Piron halkasinin 3 numarali konumundaki fenolik hidroksil grubu, bilesiklerin
timiinde olmasina ragmen higbirinde bu gerilim piki gorilmemistir. Bu durumun,
hidroksil grubunun Kketo-enol totomerizasyonu sonucunda keton grubuna
dontismesinden kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kojik asit ¢ekirdegindeki hidroksil grubunun hem molekiil i¢i hem de
molekiiller aras1 hidrojen bag1 yapmasindan dolayi, bilesiklerin halka i¢indeki C=0O
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grubuna ait gerilme titresimleri 1700 cm™ civarinda beklenirken, bu gruba ait pikler
1620 cm civarinda goriilmektedir.

Bilesik 11’in IR spektrumu incelediginde, 2919 cm™’de alifatik C-H gerilim,
1628 cm™*de C=0 gerilim, 1599 cm™’de C-C halka i¢i gerilim, 1497 ve 1455 cm™°de
C=C gerilim, 1242-1200 cm™°de C-N gerilim ve 1005 cm™*’de C-O gerilim pikleri

gozlenmistir.

H;iC OH

™1 [l a 1
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Sekil 5.4. Bilesik 11’in FT-IR spektrumu.
5.2.2. H-NMR Spektrumlari

Bilesik 1-12°nin CDClIs i¢inde alman *H-NMR spektrumlari incelendiginde
integral degerleri bu protonlarin varligint dogrulamaktadir. Bilesiklerin tiimiinde ortak
yapi olan hidroksipiron ¢ekirdegine ait hidrojenlerin *H-NMR spektrumunda gézlenen
degerleri birbiriyle eslesmekte, halkanin 5 numarali konumunda bulunan karbona
bagl hidrojen 6,48-6,50 ppm araliginda singlet olarak gortilmektedir. Bilesiklerin
higbirinde piron halkasinda bulunan OH piki, heteroatoma bagli hidrojenlerin

solvandaki dotero atomla kolayca degisebilir olmasindan dolay1 goriilmemistir.
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Bilesiklerin tiimiinde, piperazin halkasinin piron halkasina yakin olan
karbonlarina bagli hidrojenlere ait piklerin 2,72-2,82 ppm araliginda, daha uzaktaki
hidrojenlerin ise kimyasal ¢evrelerindeki perdeleme etkisinin azalmasindan dolay1
3,12-3,72 ppm araliginda pik verdikleri gorilmustir. Genel olarak piperazin
halkasinda bulunan her iki hidrojen grubu da 4H integraline sahipken, Bilesik 5-8’deki
piron halkasina yakin ¢ikan hidrojen gruplari, piperidin halkasina ait hidrojenlerin bir
kismu ile i¢ ige gecerek 7H integralinde ve multiplet yarilma seklinde gézlenmistir.
Piperazin halkasina ait protonlarin teorikte iki triplet pik olarak yarilmasi beklenirken,
Bilesik 5-8’¢ ait spektrumlarda bir triplet yarilma gozlenmistir. Diger iki protona ait
pikler ise multiplet olarak yarilmigtir. Triplet yarilmay1 gosterebilen bilesiklerde
genellikle J degeri 4,8-5,2 olarak elde edilmistir.

Bilesiklerin fenil halkasina ait protonlar 6,71-7,26 ppm arasinda gézlenirken,
yapisinda yalnizca para konumunda siibstitiient bulunan Bilesik 2, 3, 6,7, 10 ve 11’in
Bilesik 2 hari¢ aromatik protonlarinin her birinin 2H integraline sahip oldugu, simetrik
protonlarin varligindan dolayr dublet olarak yarildigi goriilmiistiir. Bunlar arasindan
piperazin halkasina yakin konumda bulunan protonlarin daha diisiik ppm’de pik
verdigi gozlenmistir. Bilesik 4, 8 ve 12 gibi fenil halkasinin meta ve para
konumlarinda iki siibstititient iceren 3,4-dikloro tiirevlerinde fenil halkasina ait
protonlar 3 farkli pik seklinde, dublet ya da dubletin dubleti olarak yarilirken,
nonsiibstitiie fenil halkasi tagiyan Bilesik 1, 5 ve 9’un spektrumlarinda 3 farkli pikin
triplet, dublet ve multiplet seklinde yarildig1 saptanmistir.

Bilesiklerin tiimiinde ortak olarak bulunan, Mannich reaksiyonu ile olusan
piperazin ve piron halkasi arasindaki metilen kopriisii 3,71-3,74 ppm araliginda 2H
integralinde singlet olarak, piron ile piperidin halkas1 arasindaki -CH> grubuna ait
protonlar ise 3,36-3,40 ppm’de yine 2H integralinde ve singlet seklinde goriilmektedir.

Piperidin halkasinin 4 numarali konumunda metil grubu igeren Bilesik
9-12’nin spektrumlar1 incelendiginde, -CHs grubunun bagli oldugu karbona ait
hidrojenlerin 1,21-1,37 ppm araliginda ve multiplet olarak yarildig1 goriilmiistiir.
Piperidin halkasinda azot atomuna yakin olan karbonlar iizerinde bulunan hidrojenlere
ait pikler, kimyasal kayma degerleri arttigindan dolay1 daha diisiik alanda gézlenmis

olup 2,02-2,83 ppm arasindadir.
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Bilesik 11’in *H-NMR spektrumuna baktigimizda, piperazin halkasinin 2. ve
6. konumlarindaki simetrik hidrojenlere ait pikler 2,74 ppm’de, 3. ve 5.
konumlarindaki simetrik hidrojenlere ait pikler ise 3,17 ppm’de 4H integalinde ve
triplet olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Fenil halkasina daha yakin bulunan 3 ve 5
numarali konumlardaki simetrik hidrojenler, perdeleme etkisinin azalmasi nedeniyle
daha diisiik alanda pik vermistir. Her iKi triplet pikin J degerleri ayn1 ve 4,8 Hz’dir.

Piperazin ve piron halkas1 arasindaki -CH> grubuna ait protonlarin ve piron ile
piperidin halkas1 arasindaki -CH> grubuna ait protonlarin, 2H integralinde ve singlet
olarak sirasiyla 3,72 ve 3,37 ppm’de pik verdikleri goriilmiistiir.

Piron halkasimin 5 numarali konumunda bulunan hidrojenin piki ise singlet
seklinde ve 1H integralinde gézlenmis olup 6,48 ppm’dedir. 3 numarali konumunda
bulunan OH grubuna ait proton ise spektrumda goriilmemistir.

Piperazin halkasina 4 numarali konumdan bagli olan fenil halkasinin 2. ve 6.
konumlarindaki hidrojenler simetrik oldugundan 2H integralinde; 6,79-6,81 ppm
arasinda gozlenmistir. Komsuluklarindaki tek hidrojen ile kendi protonlarindan dolay1
da dubletin dubleti seklinde yarilmistir. Halkanin 3. ve 5. konumlarindaki simetrik
hidrojenler de 2H integralinde yine dubletin dubleti olarak 7,18 ppm’de saptanmustir.
Halkanin 4 numarali konumunda bulunan CI atomunun elektronegatif etkisinden
dolay1 perdeleme etkisi azalmis ve buna yakin hidrojenlere ait kimyasal kayma
degerleri de daha diisiik alanda gozlenmistir.

Piperidin halkasinin 4 numarali konumundaki metil grubunun hidrojenlerine
ait pik 3H integralinde ve 0,91 ppm’de saptanmis olup dublet yarilma gostermistir.
Metil grubuna baglh olan karbon iizerindeki hidrojenin 1,22-1,34 ppm arasinda pik
verdigi ve yarilmanin multiplet oldugu gdzlenmistir. Azot atomunun yakinindaki
karbonlar {izerindeki hidrojenlere ait piklerin, daha yiiksek ppm’de pik verdigi
gorilmistir (2,08-2,83 ppm). Halkanin 3 ve 5. konumlarindaki karbonlara bagl
hidrojenler 1,22-1,61 ppm arasinda pik vermistir.
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Sekil 5.5. Bilesik 11’in CDClsiginde alinan *H-NMR spektrumu.
5.2.3. 3C-NMR Spektrumlari

Bilesik 1-12°nin CDCls iginde, “proton decoupled” yontemi ile alinan
13C-NMR spektrumlarmin arasindan Bilesik 1’inki incelendiginde, piron halkasinin
2. ve 3. konumundaki karbonlara ait pikler sirasiyla 143,83 ve 149,69 ppm’de
gozlenirken, 4 numarali konumdaki keton karbonununki 173,95 ppm’de
kaydedilmigtir. Halkanin 5. ve 6. konumundaki karbonlarin ise sirasiyla 111,26 ve
165,95 ppm’de pik verdikleri goriilmiistiir. Fenil halkasina ait piklerin 117,35-145,32
ppm; piperazin halkasina bagli karbonlarmn 49,07-54,78 ppm; piperidine ait
karbonlarmn ise 30,37-59,97 ppm araliginda pik verdikleri gozlenmistir. Piperidin
halkasina bagli -CH3s grubunun karbonu ise 21,75 ppm’de goriilmektedir. Mannich
reaksiyonu sonucu olusan metilen kopriisiiniin karbonu 54,78 ppm’de, piperidin ile
piron halkas1 arasindaki karbon ise 59,97 ppm’de pik vermistir. Son olarak ¢oziicii
olan dotero atomlu kloroforma ait pik, 77 ppm civarinda multiplet seklinde

gorilmektedir.
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Sekil 5.6. Bilesik 11’in CDClsiginde alman *C-NMR spektrumu.

5.2.4. Kiitle Spektrumlari

Bilesik 1-12’nin metanolde c¢oziildikkten sonra, ESI teknigi kullanilarak
spektrumlarunin alinmast sonucunda molekiiler iyon pikleri saptanmis olup, klor

atomuna ait izotop pikleri gozlenmistir.
Bilesik 11’in kiitle spektrumunda m/z 432,62 olan molekiiler iyon piki ile

yapidaki klor atomundan gelen molekiiler iyon pikinin ii¢te bir oraninda izotop piki

m/z 434,63 te goriilmektedir (Sekil 5.7). Ongériilen par¢alanma iiriinleri, Sekil 5.8.’de

gosterilmektedir.
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Sekil 5.7. Bilesik 11’in ESI-MS teknigi ile alinan kiitle spektrumu.
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Sekil 5.8. Bilesik 11’in ESI-MS teknigi ile alinan kiitle spektrumunda dngoriilen
parcalanma iiriinleri.
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5.3. Biyolojik Aktivite Calismalar:

Anabilim dalimizda gerceklestirilen daha onceki ¢alismalarda kojik asit,
klorokojik asit ve allomaltolden hareketle elde edilen Mannich bazlarinin
anitirozinaz, antikonviilsan, antibakteriyel ve antifungal gibi pek cok aktivite
calismasi yapilmis; sentezlenen bilesiklerin aktivite ve sitotoksisite agisindan
baslangic maddelerine kiyasla daha etkili ve daha az toksik bilesikler olduklari
goriilmistiir. 2017 yilinda tamamlanan “Kojik Asit Tiirevi Mannich Bazlarinin
Sentezi ve Insan Melanoma Hiicrelerine Etkisi ile Antitirozinaz Aktivitelerinin
Aragstirilmasit” basliklt doktora tez ¢alismasinda, kojik asit tiirevi Mannich bazlarinin
hidroksilmetil grubuna morfolin, piperidin ve pirolidin siibstititientleri getirilerek
sentezlenen bilesilerde 6zellikle piperidin siibstitlienti tasiyan bilesiklerin yiiksek
antitirozinaz aktivite gosterdigi bilgisinden yola ¢ikilarak bu tez kapsaminda,
3-hidroksi-6-klorometil-2-((4-(siibstitiiefenil )piperazin-1-il)metil)-4H-piran-4-on
yapisindaki Mannich bazlarinin hidroksilmetil grubunun yerine heterosiklik
sekonder amin olarak piperidin tiirevleri getirilmistir.

Baslangi¢ bilesikleri olan kojik asit, klorokojik asit, literatiirde kayitli olan
Mannich bazlar1 Bilesik 1a-4a ile yeni sentezlenen Bilesik 1-12’nin antitirozinaz
aktiviteleri in vitro mantar tirozinaz inhibisyon deneyi ile degerlendirilmistir. 500
uM’da klorokojik asitin (ICso: 296,6 uM) kojik asite (ICso: 218,8 uM) gore, daha
diisiik tirozinaz inhibisyonu gosterdigi tespit edilmistir. Klorokojik asitten hareketle
sentezlenen 3-hidroksi-6-klorometil-2-((4-(florofenil)piperazin-1-il)metil)-4H-piran-
4-on yapisindaki Mannich bazi Bilesik 2a’nin da kojik asit ve klorokojik asite kiyasla
¢ok daha diisiik tirozinaz inhibisyon gosterdigi goriilmiistiir (ICso: 1494 uM). 500 uM
konsantrasyonda kojik asit, klorokojik asit ve Bilesik 2a’nin, mantar tirozinazi
tizerindeki inhibisyon yiizdeleri ortalama olarak sirasiyla % 77,7 ; % 69,1 ve %
39,4’tiir. 1000 uM konsantrasyonda klorokojik asit ve Bilesik 2a’nin inhibisyon
yiizdesinin ise % 85,4 ve % 42,1 oldugu tespit edilmistir.

Tez ¢alismasinda sentezlenen bilesiklerden Bilesik 4 ve 8-11 i¢in mantar
tirozinaz1 lizerinde inhibisyon gozlenmemistir. Bilesik 6 ve 7’nin ICso degerleri
sirasiyla 1837 ve 1870 uM iken, Bilesik 12°nin ise 2000 uM’n tizerindedir. Tirozinaz
inhibisyon gosteren Bilesik 1-3 ve 5’ten higbiri kojik asit ve klorokojik asitten daha

fazla tirozinaz inhibisyon yiizdesine sahip degildir. Mantar tirozinazi lizerindeki
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inhibisyon ytizdeleri 500 pM konsantrasyonda ortalama olarak sirasiyla % 36,5; %
41,5; % 38,8 ve % 39,4’tiir. 1000 uM konsantrasyonda ise Bilesik 1-3 i¢in bu yiizdeler
sirastyla % 47,2; % 56,5 ve % 46,1 dir.

Bilesik 1-12’nin sitotoksisiteleri, Amerikan Tip Kiiltir Koleksiyonu
(ATCC)’ndan temin edilen B16F10 fare melanoma hiicre hatt1 kullanilarak SRB
deneyi ile incelenmistir. Standart olarak dakarbazin tercih edilmistir. 150, 100, 75, 50,
25 ve 12,5 uM konsantrasyonlarda ¢alisilmistir. Bilesik 1-3, 5, 9 ve 10’un B16F10
hiicrelerine kars1 sitotoksisite 1Cso degerleri uM olarak sirasiyla 87,8; 78,9; 19.4; 61,2;
98,2 ve 60,8 olup; bu bilesiklerin dakarbazinden (ICso: 110,8 uM) daha diisiik dozlarda
B16F10 fare melanoma hiicre hattina sitotoksik oldugu gorilmistiir. Bilesik 3,
sitotoksisite yoniinden en etkili bilesik olup, en disiik 1Cso degerine sahiptir
(Sekil 5.9). ICso degerleri sirasiyla 503,9 uM ve 193,1 uM olan Bilesik 4 ve 6’nin
dakarbazine gore daha az sitotoksik oldugu saptanirken, Bilesik 7, 8, 11 ve 12’de ise

inhibisyon gozlenmemistir.

N NH, 0
< \ N OH
N N\ CHs || /"
H N=N_ N N N@Cl
CH, @) _/
Dakarbazin Bilesik 3
1Cs0: 110,8 uM 1Cs0: 19,4 uM

Sekil 5.9. Dakarbazin ile serinin en yiiksek sitotoksik etki gosteren bilesigin yapisi.

Mantar tirozinaz inhibisyon deneyi sonuglar1 incelendiginde, antitirozinaz
aktivite gosteren bilesiklerden 1, 2 ve 3 numarali bilesiklerin ortak olarak piperidin
halkasinda siibstitiient icermedigi goriilmektedir. Bu bilesiklerden en yiiksek
aktiviteye sahip olan, yapisinda 4-florofenilpiperazin grubunu tasiyan Bilesik 2’dir
(Sekil 5.10). Bu ii¢ bilesikten farkli olarak nonsiibstitiie piperidin halkasi igerip
tirozinaz inhibisyonu gostermeyen Bilesik 4 yapisinda 3,4-diklorofenilpiperazin

grubu bulundurmaktadir.
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Kojik asit Bilesik 2
1Cs0: 218,8 uM 1Cs0: 771,4 uM

Sekil 5.10. Kojik asit ile serinin en yiiksek tirozinaz inhibisyon goésteren bilesigin
yapisl.

Mantar tirozinaz inhibisyonu gdsteren diger bilesik ise Bilesik 5°tir. Bilesik 5
piperidin halkasinin 3. konumunda metil grubu icermekteyken, fenil grubunda
stibstitiient bulunmamaktadir. Piperidin halkasinin 3. konumunda metil grubu ve fenil
halkasinda sirasiyla 4-floro ve 4-kloro siibstitiienti igeren Bilesik 6 ve 7 ile piperidin
halkasinin 4. konumunda metil grubu ve fenil halkasinda 3,4-dikloro siibstitiienti
igeren Bilesik 12’nin ise ICso degerleri oldukea diisiiktiir. Fenil halkasina mezomerik
yolla elektron sunan gruplarin girmesiyle aktivitenin arttigi, 6te yandan bilesiklere
sterik engeli arttiracak gruplarin girmesiyle aktivitenin diistiigii diisiiniilmektedir.

Sitotoksisite calismalar1 ile mantar tirozinaz inhibisyon deneyi sonuglari
karsilastirildiginda, genel olarak mantar tirozinaz inhibisyonu gdstermeyen ya da az
gosteren bilesiklerin B16F10 fare melanoma hiicre hattina karsi daha az sitotoksik
oldugu goriilmektedir. Fakat 1Csgo degeri dakarbazinden daha diisiik olan Bilesik 9 ve
10’un, beklenenin aksine mantar tirozinazi iizerinde inhibisyon etkisi Yyoktur.
Sitotoksisite agisindan en aktif bilesigin nonsiibstitiie piperidin halkasi igeren seriden
oldugu saptanmistir. Bu durum mantar tirozinaz inhibisyon deneylerinin sonuglarina
paralellik gostermektedir. Yap1 etki iliskisi incelendiginde; en fazla sitotoksik etki
gosteren Bilesik 3, fenil halkasmnin 4. konumunda Klor atomu tasirken, mantar
tirozinaz inhibisyon yoniinden en etkili olan Bilesik 2 fenil halkasinin 4. konumunda
flor atomu tasimaktadir. Her iki deney sonucunun verilerine gére fenil halkasinda
3,4-dikloro siibstitiienti i¢eren bilesikler aktif degildir ya da aktivitesi diisiiktiir.

2017 yilinda tamamlanan “Kojik Asit Tiirevi Mannich Bazlarinin Sentezi ve
Insan Melanoma Hiicrelerine Etkisi ile Antitirozinaz Aktivitelerinin Arastirilmas:”
baslikli doktora tez calismasi kapsaminda, nonsiibstitiie piperidin halkasi tasiyan,

fakat yapisinda fenilpiperazin yerine benzilpiperazin grubu bulunduran yapica benzer
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bilesikler sentezlenmis ve ayn1 yontemle mantar tirozinaz inhibisyonuna bakilmistir.
Sonu¢ olarak s6z konusu Dbilesiklerden 4-florobenzilpiperazin ve 3,4-
diklorobenzilpiperazin yapisin1 tagiyan bilesiklerin kojik asitten daha yliksek
antitirozinaz aktiviteye sahip olduklar1 saptanmistir (13). Bu sonug piperazin ile fenil
halkas1 arasindaki -CH> grubunun aktivite i¢in 6nemli oldugunu diisiindiirmiistiir.
Gergeklestirdigimiz tez calismasinda bilesikler icerisinde en c¢ok aktif olan,
nonsiibstitlie piperidin halkasina sahip seriden 4-florofenilpiperazin yapisini tasiyan
bilesik olup, bu bilesigi 4-klorofenilpiperazin ve fenilpiperazin yapisina sahip
bilesikler takip etmektedir. 3,4-diklorofenilpiperazin yapisini tagiyan bilesikte ise hic
aktivite gozlenmemistir. Doktora tez c¢alismasinda ise bu siralama 3.,4-
diklorobenzilpiperazin, 4-florobenzilpiperazin ve 4-klorobenzilpiperazin seklindedir.

Sonug olarak Bilesik 1-3, 5-7 ve 12 mantar tirozinazini, referans madde olarak
kullanilan kojik asit kadar olmamakla birlikte inhibe etmektedir. B16F10 fare
melanoma hiicrelerine kars1 Bilesik 1-6, 9 ve 10 sitotoksik etki gosterirken, bunlardan
Bilesik 4 ve 6 haric digerlerinin hepsi referans madde dakarbazinden daha

sitotoksiktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Melanin pigmenti, cildi UV 1simanin zararh etkilerinden korusa da asiri
iiretimi ve birikmesi; hiperpigmentasyon, postinflamatuvar pigmentasyon, melazma
ve cilt yaslanmasi gibi durumlara neden olmaktadir. Bunlarin yam sira gidalarin
renklerinin koyulasarak kalitelerinin diismesine de yol agmaktadir. Funguslar, bitkiler
ve hayvanlar olmak iizere bir¢cok organizmada bulunan ve deriye rengini veren
melanin pigmentinin biyosentezinde anahtar enzim olarak tirozinaz enzimi yer
almaktadir. Melanin olusumunu azaltabilen veya engelleyebilen tirozinaz inhibitor
ajanlar tip, kozmetik ve gida endiistrilerinde yogun ilgi gérmektedir.

Tirozinaz inhibitorleri arasinda en yaygin olarak kullanilanlarin basinda kojik
asit gelmektedir. Fakat kojik asitin stabilite problemleri ile ciltte irritasyon, hassasiyet,
dermatit gibi yan etkileri ve karsinojen etkilerinden dolay1 kullanimi sinirlidir. Bu
nedenle daha giivenli ve stabilite problemi olmayan yeni gicli tirozinaz
inhibitorlerine ihtiyag vardir. Kojik asitin yapisinda ¢esitli modifikasyonlar yapilarak
daha etkili ve giivenli tiirevlerinin sentezlenmesi uzun yillardir ilgi ¢eken bir ¢calisma
alanidir. Bu modifikasyonlardan 6zellikle Mannich reaksiyonlar1 ile elde edilen
tiirevlerinin antitirozinaz aktiviteleri disinda antioksidan, antikonviilsan, antiaging,
antibakteriyel ve antidermatofitik aktiviteleri saptanmistir. Bu nedenle bu tez
kapsaminda da kojik asitten hareketle sentezlenen dort Mannich bazi piperidin
tiirevleri ile reaksiyona sokularak on iki yeni bilesik sentezlenmistir.

Elde edilen aktivite sonuclarma bakildiginda, sentezlenen on iki bilesigin
yedisinde mantar tirozinaz inhibisyonu gozlenmistir. Bununla birlikte bilesiklerin
antitirozinaz aktivitelerinin kojik asit ve klorokojik asitten diisiik olmasi, s6z konusu
aktivitenin iyilestirilmesi amaciyla bu bilesikler {izerinde c¢esitli yapisal
modifikasyonlar yapilmasi gerektigini gdstermektedir. Ote yandan bu bilesiklerin
B16F10 fare melanoma hiicre hattina kars1 sitotoksisiteleri referans madde olarak
kullanilan dakarbazin ile karsilastirilmis, alt1 bilesigin dakarbazinden daha sitotoksik
oldugu goriilmiistiir.

Gelecek caligmalarda bu tez kapsaminda sentezlenen bilesikler kullanilarak,
farklt melanoma hiicreleri iizerinde sitotoksik calismalarin yapilmasi ve docking

caligmalar1 araciligiyla yapi-etki iligkisinin aydinlatilmasi hedeflenmektedir.
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