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OZET

Karakaya, G., Kojik Asit Tiirevi Mannich Bazlarmin Sentezi ve insan Melanoma
Hiicrelerine Etkisi ile Antitirozinaz Aktivitelerinin Arastirilmasi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Kimya Programm Doktora
Tezi, Ankara, 2017. Malign melanom; cilt, géz ve sacin rengini belirleyen melanin
pigmentini iireten melanositlerin malign timori olup goriilme sikligi hizla artis
gosteren ve mortalitesi yiiksek olan bir kanser tiiriidiir. Tirozinaz ise melanositlerde
melanin olusumundan sorumlu enzim olup ciltteki pigmentasyon ile meyve ve
sebzelerdeki kararmalardan sorumludur. Anormal diizeyde melanin olusumu, malign
melanom basta olmak tizere hiperpigmentasyon, postinflamatuvar pigmentasyon,
melazma ve cilt yaslanmasi siireci gibi sorunlarin nedenidir. Tirozinazin inhibisyonu
melanin  Uretimini  biiyiik  Olgiide etkilemektedir. Kojik asit (5-hidroksi-2-
hidroksimetil-4H-piran-4-on) antitirozinaz 6zelligi ¢ok iyi bilinen ve yaygin olarak
kullanilan bir bilesiktir. Ancak dayaniklilik ve ciltte tahris sorunlarindan dolay1, uygun
hidrofilik ve lipofilik dengeye sahip tiirevlerin ve daha iyi endiistriyel uygulamalarin
elde edilmesi bir gereksinim olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu amagla, tez kapsaminda
kojik  asit lizerinde modifikasyonlar yapilarak  2-siibstitiie-3-hidroksi-6-
hidroksimetil/klorometil/metil/morfolinometil/piperidinilmetil/pirolidinilmetil-4H-
piran-4-on yapisinda kirk sekiz adet yeni bilesik sentezlenmis, IR, *H-NMR,
BC-NMR, kiitle spektroskopisi ve elemental analiz yontemleriyle yapilari
aydmlatilmistir. Ayrica, bu bilesiklere yapica benzer ve daha 6nce yaym haline
getirilen bilesikler de ilave edilerek toplamda altmis adet bilesigin mantar tirozinaz
inhibisyonlar1 ile A375 insan melanoma hiicreleri, HGF-1 gingival hiicre hatt1 ve
MRC-5 hiicre hatt1 tizerinde sitotoksik etkileri arastirilmigtir. Etkin olan bazi
bilesiklerin A375 hiicrelerinde melanogenez iizerine etkilerini belirlemek i¢in
spektrofotometrik yontem kullanilarak hiicrede melanin igerigi incelenmistir.
Boylelikle antitirozinaz etki, antikarsinojen etki ve melanogenez inhibisyonu
arasindaki iliski aydinlatilmaya ¢aligilmistir.

Anahtar kelimeler: Kojik asit, Mannich reaksiyonu, mantar tirozinazi,

melanogenez, sitotoksisite

Bu ¢alisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi (Proje No: THD-2015-7392) ve TUBITAK
(Proje No: 3158067) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Karakaya, G., Synthesis of Mannich Bases of Kojic Acid and Research of Their
Antityrosinase Activity and Effects on Human Melanoma Cells. Hacettepe
University Health Sciences Institute Ph.D. Thesis in Pharmaceutical Chemistry,
Ankara, 2017. Malign melanoma is malign tumour of melanin pigment, which gives
colour of skin, eyes and hair. It has an increasing rate of incidence and high mortality.
Tyrosinase is the enzyme responsible for melanin production in melanocytes and
thereby pigmentation of skin and browning of fruits and vegetables. Abnormal
production of melanin causes many problems, especially malign melanoma,
hyperpigmentation, post-inflammatory pigmentation, melasma and skin aging.
Inhibition of tyrosinase effects melanin production on a large scale. Kojic acid (5-
hydroxy-2-hydroxymethyl-4H-pyran-4-one) is a commonly used compound and well
known with its antityrosinase property. However, there is need for better industrial
applications and derivatives having optimal hydrophilic and lipophilic balance.
For this purpose, within the scope of the thesis new fortyeight compounds having
structure of 2-substituted-3-hydroxy-6-hydroxymethyl/chloromethyl/methyl/
morpholinomethyl/piperidinylmethyl/pyrrolidinylmethyl-4H-pyran-4-one were
synthesized by modifying kojic acid, their structures were identified by using
techniques IR, *H-NMR, 3C-NMR, mass spectroscopy and elementary analysis. Also,
some compounds having similar structure and published as a manuscript before, were
included the study and totally sixty compounds examined for their mushroom
tyrosinase inhibition and cytotoxic effects on A375 human melanoma cells, HGF-1
gingival cell line and MRC-5 cell line. Some of active compounds were also examined
for indicating their effects on melanogenesis via intra-cellular melanin content in A375
cells by using a spectrophotometric method. Hereby, the relationship between
antityrosinase activity, anticarcinogenic activity and melanogenesis inhibition was
tried to clarified.

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

cytotoxicity

This study is supported by Hacettepe University Scientific Research Fond (Project no: THD-2015-
7392) and TUBITAK (Project No:3155067).
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1. GIRIS ve AMAC

Melanin, cilt renginden sorumlu pigment olup ultraviyole (UV) isinlarinin
hasarmna karsi cildin korunmasinda onemli bir rol oynamaktadir. Insanlar disinda
mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlara kadar bircok canlida bulunan &nemli
pigmentlerden biridir. Melanosit adli hiicrelerde {retilip melanozomlarda
depolanmakta ve keratinosit adli hiicrelerin ¢ekirdekleri tizerinde toplanmaktadirlar.
Cildi, giines 1s1inlarin1 absorbe ederek ve reaktif oksijen tiirlerini (ROS) uzaklastirarak
fotokarsinogeneze karsi korumaktadirlar (1-4). Dolayisiyla bu pigmentler, giines
1s1igimin UV 1gimasina asirt maruziyet sonucu meydana gelen melanin iiretiminde
patolojik artig gibi zararh etkilere kars1 onemli savunma rolii tistlenmektedir (5).

Pek ¢ok hastalik durumunda, melanositlerin fonksiyonlarinin bozulmasi
sonucu melanin biyosentezinde degisiklikler meydana gelmektedir. Buna bagli olarak
hiperpigmentasyon veya depigmentasyon denilen durumlar olusabilmektedir. Melanin
pigmentasyonunun asir1 diizeyleri, hiperpigmentasyon iceren yasa bagli lentigo,
melazma, postinflamatuvar melanoderma, ¢il ve yaglilik lekeleri gibi estetik sorunlari
da beraberinde getiren gesitli dermatolojik bozukluklara neden olmaktadir (4, 6).

Malign melanom, melanositler ve neviis (ben) hiicrelerinin malign tiimérii olup
deri kanserlerinin yaklasik %2’sini olusturmaktadir. Tiim diinyada goriilme siklig
hizla artis gosteren ve mortalitesi yiiksek olan bir kanser tiirlidiir. Giiniimiizde
melanomun standart tedavisinde dakarbazin, temozolomit, fotemustin, sisplatin,
karboplatin, vinka alkaloitleri ve taksanlar gibi kemoterapotik —ajanlar
kullanilmaktadir. Ancak bu ilaglarin hem smirli etkileri hem de 6nemli yan
etkilerinden dolayi, son zamanlarda bunlarin yani sira interlokin-2 ve interferonlar da
tedavi rejimlerinde yer almaktadir (7). Avrupa ilag Dairesi-European Medicines
Agency (EMA) 2011 yilinda ipilimumab, 2012 yilinda da vemurafenib etkin
maddelerini iceren ilaglari, melanomun tedavisinde kullanilmak tizere onaylamistir
(Sekil 1.1.). Ayrica, ileri diizeydeki melanomlarin tedavisi i¢in genetik olarak
modifiye edilmis herpes simplex viriisii “talimogene laherparepvec (T-VEC)” de 2015

yilinda FDA tarafindan onaylanmis ilk ve tek onkolitik viral tedavi tirtiniidiir (8).
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Sekil 1.1. Malign melanomun tedavisinde kullanilan bazi ilag etkin
maddeleri.

Cografi konumu nedeni ile lilkemizde giinese maruziyetin yiiksek oldugu ve
ozellikle kirsal kesimde agik alanda calismanin (tarim/ciftcilik vb.) yogun oldugu
dikkate alinirsa niifusun melanom ag¢isindan 6nemli bir risk tasidigi sdylenebilir.
Melanom ile miicadelede hastalik hakkinda toplumda farkindalik yaratmak ve riskli
gruplari, koruyucu 6nlemleri tanimlamak ve halka tanitmak gereklidir.

Tirozinaz (EC 1.14.18.1, polifenol oksidaz) bakteriler, funguslar, yiiksek yapili
bitkiler (6zellikle mantar, muz, elma, armut, patates, avokado ve seftali gibi) ve
hayvanlar dahil olmak tizere dogada yaygin olarak bulunan ve melanin adli pigmentin
biyosentezinden sorumlu enzimdir (9). Insanlarda pigmentasyon bozukluklar1 ve diger
melanin ile ilgili saglik sorunlarinin 6nlenmesi ve tedavisinde, gerek sentetik gerekse
doga kaynakl1 olmak {izere giivenli ve etkili tirozinaz inhibitorleri kullanilmasi bilinen
bir yontemdir (2).

Hiperpigmentasyonu gidermek amaciyla kullanilan tirozinaz inhibitérlerinin
¢ogu, yapisal olarak tirozin veya L-3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA)’ya benzeyen
fenol veya katesol tiirevleridir (Sekil 1.2.) (2, 4).
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Sekil 1.2. Doga kaynakli ve sentetik bazi tirozinaz inhibitorleri.

Tirozinaz inhibisyonu c¢alismalarinda mantar (mushroom) tirozinazi,
arastirmacilar tarafindan, ticari olarak kolay erisilebilir oldugundan yaygin olarak
kullanilmaktadir. Agaricus bisporus adli mantardan elde edilen bu enzim kolaylikla
saflastirilabilmektedir. Inhibisyon giicli, mekanizmasi, kimyasal yapilar1 veya
inhibitorlerin kaynaklari agisindan ayirt edilmeksizin ¢ok farkli tiirde inhibitor, mantar
tirozinazi lizerine yapilan ¢alismalarla arastirilmaktadir (10-12).

Melanin sentezinde meydana gelen degisiklikler, hizla artan sikliga sahip
malign melanoma 6zgii, klinik ve histopatolojik 6zelliklerden sorumlu olabilmektedir.
Bu nedenle cilt kanserlerinin ve melanin hiperpigmentasyonuyla iligkili bazi
dermatolojik bozukluklarin tedavisinde tirozinaz inhibitdrlerinin klinik olarak faydali

olabilecegi diisliniilmektedir.



Endistrideki 6nemine bagli olarak kojik asit (5-hidroksi-2-(hidroksimetil)-
4H-piran-4-on) tretimi giderek artmakta, biyosenteziyle ilgili kayda deger sayida
caligma yiiriitilmekte ve bir¢cok yayinda, kojik asitin kimyasal ve biyolojik 6zellikleri
incelenmektedir. Kozmetik, tip, gida, tarim ve kimya endistrilerinde ¢ok genis bir
alanda kojik asitin uygulamalari bulunmaktadir. Kozmetik sektoriinde hem
antioksidan isleviyle hem de UV 1simadan koruyan ve pigmentasyona neden olan
tirozinaz enziminin aktivitelerini dnleyen bir inhibitér madde olarak kullanilmaktadir
(13). Ozellikle yiiz ve boyun kremleri, pudralar ve losyonlar gibi durulanmayan {iriin
formiilasyonlarinda bulunan kojik asit i¢in Kozmetik Bilesenleri Derleme Uzman
Paneli-Cosmetic Ingredient Review (CIR) Expert Panel tarafindan belirtildigi tizere
bitmis tirtinde %0,1 ile %2 konsantrasyonlarinda kullanilmaktadir (14). Tip alaninda
ise giiclii bir antibakteriyel, antimikrobiyal, antiviral, antilésemik ve antifungal
aktivite gosterdigi kaydedilmistir (15-23).

Kanser tedavisinde A375 insan malign melanom hiicreleri kullanilarak kojik
asitin genotoksisitesi ve s6z konusu hiicrelerin biiyiime inhibisyonu iizerine etkisi
incelenmistir. Kojik asit konsantrasyonunun artmasiyla bu hiicrelerin biiylimelerinin
de direkt olarak inhibe oldugu gosterilmistir (24). Baska bir ¢alismada ise A375 hiicre
hattinda kojik asitin antikanserojen etkisini incelemek amaciyla proteomik analiz
yapilmis ve kojik asit uygulanan hiicrelerde bazi proteinlerin kanser progresyonunda
onemli rol oynadigi, dolayisiyla malign melanomun tan1 ve tedavisinde onemli
belirleyiciler olarak kullanilabilecegi onerilmistir (25). Ancak kojik asit ve bir¢cok
tiirevinin yagda ¢oziinlirligiiniin yani lipofilisitesinin diisiik olmasi ve uzun siireli
saklama kosullarinda yiiksek sicakliga karsi dayaniksiz olmalari gibi stabilite
problemleri bulunmaktadir. Lipofilisitesi yiiksek bilesikler elde etmek amaciyla
bilesiklerin Mannich bazlarinin sentezlenmesi organik kimyada bilinen bir yontemdir.
Elde edilen hidrofobik yapi1 ile hiicre i¢ine permeabilitenin artmasi saglanmistir.
Ayrica antikanserojen Ozellikteki Mannich bazlarinin hiicresel hidroksil ve amin
gruplarini alkillememelerinden dolay1 klinik olarak kullanilan alkilleyici ajanlara gore
mutajenisite ve genotoksisiteye neden olmamalart agisindan stiinlikkleri oldugu
bilinmektedir (26). Fenolik Mannich bazlarinin ise meme, bobrek, prostat, akciger,

kolon kanseri ve melanom gibi cesitli kanser tiirleri ilizerinde etkili olduklar



saptanmustir (27). Dolayisiyla literatiirde antikanserojen aktivitesi ¢alisilan ¢ok sayida
Mannich bazi mevcuttur (28-32).

Onemli farmakoforlar veya biyoaktif éncii molekiiller olarak aminoalkil zincir
tagiyan ve yiiksek tibbi degere sahip olmasi beklenen ¢esitli molekiillerin sentezinde
Mannich bazlarinin, kullanilmas1 amaglanmaktadir. Klinik olarak kullanimi bulunan
ve aminoalkil zincir tagiyan Mannich bazlarina ise kokain, fluoksietin, atropin,
etakrinik asit, triheksilfenidil, prosiklidin, ranitidin ve biperiden 6rnek olarak
verilebilir (33).

Laboratuvarimizda baslatilan ve yirmi yili askin siiredir kojik asit, klorokojik
asit (5-hidroksi-2-(klorometil)-4H-piran-4-on) ve allomaltol (5-hidroksi-2-metil-4H-
piran-4-on) den hareketle sentezledigimiz hidroksipiron tiirevi Mannich bazlar
lizerinde yiritilen calismalarda, bu maddelerin antikonviilsan, antibakteriyel,
antifungal ve antiviral aktiviteler dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli biyolojik aktiviteleri
incelenmistir. S6z konusu ¢alismalarin sonucunda elde edilen Mannich bazlari, gerek
aktivite gerekse sitotoksisite bakimindan baslangi¢c maddelerinden daha etkili ve daha
az toksik bilesikler olarak kaydedilmistir (18-23, 34-39).

Birgok c¢aligmada antikanserojen oOzellik gosteren bilesiklerin yapisinda
morfolin, piperidin, piperazin, pirol, piridin, pirolidin gibi heteroatom tasiyan siklik
gruplar bulundugu bilgisinden yola ¢ikilarak, tez ¢alismalar1 kapsaminda, kojik asitin
6 numarali konumunda bulunan alkolik hidroksil grubunun biyoizosteri olarak amin
gruplar1 hedeflenmistir. Bu dogrultuda, kojik asit, klorokojik asit ve allomaltolden
hareketle sentezlenen Mannich bazlarinin yan1 sira 2-siibstitiie-3-hidroksi-6-
morfolinometil/piperidinilmetil/pirolidinilmetil-4H-piran-4-on yapis1 tasiyan Yyeni
kirk sekiz adet Mannich bazinin sentezlenmesi amaglanmistir. Calismada biitiinliik
saglamasi amaciyla yapica benzer, daha once yayin haline getirilmis bilesikler de tez
kapsamina alinip yeniden sentezlenerek toplam altmis adet bilesigin ve baslangig
maddeleri olan kojik asit, klorokojik asit ve allomaltoliin A375 insan melanoma
hiicreleri {izerine sitotoksik etkileri ve tirozinaz enzim inhibisyonlar1 arastirilmistir.
Melanom hiicreleri iizerinde en fazla sitotoksik etki gdsteren yirmi bes bilesigin,
saglikli insan hiicre hatlar1 olan HGF-1 (insan gingival fibroblast) ve MRC-5 (insan
akciger fibroblast) iizerindeki etkileri ¢alisilmistir. Sentezi yapilan bilesiklerin yapilari
IR, 'H-NMR, ®C-NMR ve kiitle spektroskopisi yontemleri ve elemental analiz



sonuglari ile kanitlanmistir. Bu bilesiklerin hiicre canliligi tizerine etkileri, A375 insan
melanom hiicrelerinde (ATCC CRL-1619) 48 saat inkiibasyon sonrasinda ELISA
Plaka okuyucu ile sitotoksisite diizeyi spektrofotometrik olarak Siilforodamin B (SRB)
testi ile belirlenmistir. Tiim deneyler dort tekrar olacak sekilde ¢alisilmis, non-lineer
regresyon grafikleri ve istatistik degerlendirme GraphPadPrism v. 5.03 kullanilarak
yapilmistir. Tirozinaz enzim inhibisyonlar1 ise L-DOPA’nin substrat olarak
kullanildig1 spektrofotometrik yontemle tayin edilmistir. Ayrica segilen bilesiklerin
A375 hiicrelerinde melanogenez etkinligini belirlemek i¢in spektrofotometrik yontem
kullanilarak hiicrede melanin igerigi incelenmistir.

Calismadaki sentezin ilk basamagi; kojik asidin klorlanmas1 sonucu klorokojik
asidin sentezlenmesi ve klorokojik asitin ¢inko tozu ve hidroklorik asitle
indirgenmesiyle allomaltoliin elde edilisini kapsamaktadr. ikinci basamak olarak, elde
edilen hidroksipiron tiirevi baglangi¢ maddelerinin her biri (kojik asit, klorokojik asit
ve allomaltol), on adet farkli yapidaki halojen substitiic benzil piperazin tiirevleri ile
tepkimeye sokularak Mannich bazlar1 sentezlenmistir. En son asama olarak da
klorokojik asit tiirevi Mannich bazlarinin klor atomlarinin morfolin, piperidin veya
pirolidin  gruplartyla yer degistirmesiyle yeni tiirevlerin  sentezlenmesi
gerceklestirilmistir. Bilesiklerin genel sentez semasi asagida verilmistir (Sekil 1.3.).
Sentezi yapilan bilesiklerin yapilari, bilesiklere ait kapali formiil, molekiil agirlig1 ve

erime dereceleri ise Tablo 1.1.’de gosterilmistir.
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Tablo 1.1. Bilesiklerin yapilari, kapali formiilleri, molekiil agirliklar1 ve erime

dereceleri.
0]
OH
| .
R N0 N N-R
Kapali Molekiil Erime _
Bilesik R R' o Agirhgr  Derecesi
Formiilii o
(9/mol) (O
1 -CHzOH 3-klorobenzil C18H21C|N204 364.82 170-1
28 -CHzOH 4-klorobenzil C18H21C|N204 364.82 Dek.
3b -CHzOH 3,4-dik|0robenzi| C13H20C|2N204 399.27 180-1
4b -CHzOH 2,6-dik|0robenzi| C13H20C|2N204 399.27 196-7
5 -CHzOH 4-florobenzil C13H21FN204 348.37 187-8
6 -CHzOH 2,5—dif|0robenzi| C18H20F2N204 366.36 176-7
7 -CH,0OH 3-triflorometilbenzil Ci9H21F3N204 398.38 183-4
82 -CH,OH 4-triflorometilbenzil Ci9H21F3N204 398.38 186-7
9 -CH,OH 2-floro-6-klorobenzil C18H20CIFN2O4 382.81 184-5
10 -CH,OH 2-floro-4-bromobenzil ~ CisH20BrFN,O4 427.26 Dek.
11¢ -CHzCl 3-klorobenzil C13H20C|2N203 383.27 147-8
12d -CHzCl 4-klorobenzil C13H20C|2N203 383.27 168-9
13¢ -CHzCl 3,4-dik|0robenzi| C13H19C|3N203 417.71 147-8
14—d -CHzCl 2,6-dik|0robenzi| C13H19C|3N203 417.71 167-9
15¢ -CHzCl 4-florobenzil C18H20C|FN203 366.81 157-8
16d -CHzCl 2,5—dif|0robenzi| C13H19F2N203 384.81 151-2
174 -CH,CI 3-triflorometilbenzil C19H20CIF3N203 416.82 161-2
184 -CH,CI 4-triflorometilbenzil C19H20CIF3N203 416.82 150-1
19 -CHzCl 2-floro-6-klorobenzil C13H19C|2FN203 401.26 158-9
20 -CH,CI 2-floro-4-bromobenzil ~ C;sH19BrFN,O3 44571 167-8
21f -CH3 3-klorobenzil ClgH21CIN203 348.82 158-9
229 -CH3 4-klorobenzil ClgH21CIN203 348.82 165-7
23 -CH3 3,4-dik|0robenzi| C18H20C|2N203 383.27 160-2
24 -CH3 2,6-dik|0robenzi| C18H20C|2N203 383.27 165-6
25 -CH3 4-florobenzil C18H21FN203 332.37 168-70
26 -CH3 2,5—dif|0robenzi| ClaHzonNzog 350.36 163-5
27 -CHs; 3-triflorometilbenzil C19H21F3N,03 382.38 171-2
28 -CH; 4-triflorometilbenzil C19H21F3N,03 382.38 171-2
29 -CH3 2-floro-6-klorobenzil C18H20CIFN2O3 366.81 153-5
30 -CH3 2-floro-4-bromobenzil ~ CisH20BrFN,O3 411.27 180-1
31 morfolinometil 3-klorobenzil C22H25CIN3O4 433.93 137-8
32 morfolinometil 4-klorobenzil C22H25CIN3O4 433.93 143-5
33 morfolinometil 3,4-diklorobenzil C2H27CIoN3O4 468.37 142-4
34 morfolinometil 2,6-diklorobenzil C2H27CIoN3O4 468.37 158-9
35 morfolinometil 4-florobenzil C2H28FN30, 417.47 156-7
36 morfolinometil 2,5-diflorobenzil C2H27F2N30, 435.46 107-8
37 morfolinometil 3-triflorometilbenzil Ca23H2sF3N30, 467.48 142-4
38 morfolinometil 4-triflorometilbenzil Ca23H2sF3N30, 467.48 162-3
39 morfolinometil 2-floro-6-klorobenzil C2H2;CIFN30, 451,92 144-5
40 morfolinometil 2-floro-4-bromobenzil ~ CyH27BrFN3O4 495,11 159-61

2 (40),  (41), ©(42), 9(23), © (22), f Ticari olarak satilmaktadir, CAS registry number: 1324058-46-9,

9 (43)



Tablo 1.1. (Devami) Bilesiklerin yapilari, kapali formiilleri, molekiil agirliklar1 ve
erime dereceleri.

Kapal Molekiil  Erime _
Bilesik R R’ F - Agirhgr  Derecesi
ormiilii

(9/mol) O

41 piperidinilmetil 3-klorobenzil C23H30CIN3O3 431.96 145-7
42 piperidinilmetil 4-klorobenzil C23H30CIN3O3 431.96 165-6
43 piperidinilmetil 3,4-diklorobenzil C23H29CIoN305 466.40 151-2
44 piperidinilmetil 2,6-diklorobenzil C23H29CIoN305 466.40 160-1
45 piperidinilmetil 4-florobenzil Ca3H30FN303 401.47 159-60
46 piperidinilmetil 2,5-diflorobenzil CasH29F2N303 433.49 102-4
47 piperidinilmetil 3-triflorometilbenzil Ca24H30F3N303 465.51 156-7
48 piperidinilmetil 4-triflorometilbenzil Ca24H30F3N303 465.51 160-1
49 piperidinilmetil 2-floro-6-klorobenzil C23H29CIFN303 449.95 140-2
50 piperidinilmetil  2-floro-4-bromobenzil ~ CysH2oBrFN3zOs3 494.40 163-4
51 pirolidinilmetil 3-klorobenzil C22H28CIN3O3 417.93 134-5
52 pirolidinilmetil 4-klorobenzil C22H28CIN3O3 417.93 168-9
53 pirolidinilmetil 3,4-diklorobenzil C22H27CIoN305 452.37 143-4
54 pirolidinilmetil 2,6-diklorobenzil C22H27CIoN305 452.37 147-9
55 pirolidinilmetil 4-florobenzil C22H28FN3O3 401.47 147-9
56 pirolidinilmetil 2,5-diflorobenzil CaoH27F2N303 419.46 108-10
57 pirolidinilmetil 3-triflorometilbenzil Ca3H2gF3N303 451.48 154-5
58 pirolidinilmetil 4-triflorometilbenzil Ca3H2gF3N303 451.48 154-6
59 pirolidinilmetil 2-floro-6-klorobenzil Cy2H27CIFN303 435.92 120-1
60 pirolidinilmetil  2-floro-4-bromobenzil ~ Cy»Hy;BrFNzO; 480.37 157-8

3 (40),  (41), ©(42), 9(23), ¢ (22), " Ticari olarak satilmaktadir, CAS registry number: 1324058-46-9,

9 (43)
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2. GENEL BILGILER
2.1. Kimyasal Calismalar
2.1.1. Kojik Asit ve Tiirevlerinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Kojik asit, sahip oldugu ¢ok fonksiyonlu heterosiklik yapisi ve fizikokimyasal
ozellikleri ile birgok reaksiyona olanak saglayan, degisik biyolojik aktivitelere sahip
ve 6nemli merkezler igeren fungal bir metabolittir (17, 44). Bu yiizden 20. yiizyilin
baslarindan beri, kojik asit ilgi ¢eken arastirma konularindan biri olmus ve bir¢ok
tiirevi sentezlenmistir.

Kojik asitin ana iskeleti, yapisinda iki adet ¢gifte bag tasiyan karbon halkasindan
olusan monosiklik piron halkasidir (Sekil 2.1.). Fiziksel oOzellikleri agisindan
bakildiginda beyaz kristaller veya acik sar1 kristal yapidaki tozlardan olusan ve
kokusuz 6zellikteki bir maddedir. Erime derecesi 153-4°C, pKa degeri ise 7,90 ve 8,03
olarak verilmektedir. Su (43,85 g/L), aseton, etil asetat ve piridinde ¢6ziiniir, etanolde
az ¢Oziiniir, dietil eter, kloroform veya benzende ise ¢Oziinmez Ozelliktedir. Piron
halkasinin 5 numarali konumunda bulunan hidroksil grubu zayif asidik 6zellik
gostermektedir. Coklu isleve sahip heterosiklik yapisindan dolayi, katim, alkilasyon,
acilasyon, oksidasyon, halka agilmasi, niikleofilik ve elektrofilik substitiisyon gibi ¢ok

cesitli reaksiyon tiirlerini kapsayan 6nemli reaksiyon merkezlerini igermektedir (9).

Sekil 2.1. Kojik asitin yapisi.

Kojik asit, 1907 yilinda Saito tarafindan, buharda pisirilmis piring tizerindeki
Aspergillus oryzae miselleri tizerinde kesfedilmis, bundan sonra da yapis1 1924 yilinda
Yabuta tarafindan aydinlatilmistir. 1930°da D-glukozdan kimyasal sentez yoluyla elde
edilmistir. Kojik asit; klorokojik asit, allomaltol ve piromekonik asit (5-hidroksi-4H-
piran-4-on) gibi potent tiirevlerin gelistirilebildigi, modifikasyonlara uygun bir yapiya
sahiptir (45).
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0 0 0 O
ﬂOH OH OH OH
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Kojik asit Klorokojik asit Allomaltol Piromekonik asit
Sekil 2.2. Cesitli hidroksipiron tiirevleri.

3-Hidroksi-4H-piran-4-on halkasinin diizlemsel olmasi ve 6w elektronu
tasimas1 nedeniyle aromatik 6zellige sahip oldugu, cesitli elektrofilik bilesiklerle
yapilan reaksiyonlar sonucunda hidroksil grubuna gore orto konumundan elektrofilik
stibstitiisyona ugradigi, disiik elektron yogunlugu nedeniyle para konumundan
niikleofilik reaksiyona girdigi bildirilmistir (46).

Kojik asitin genel iskeletinin iki adet tautomerik sekli vardir. Notral
molekiillerde en kararli tautomer sekli, enol seklinin oldugu ve bu yapilarin molekiil
i¢ci hidrojen bagiyla kararl hale getirildigi bulunmustur. Keto sekillerinin ise gaz
fazindaki konsantrasyonuna kiyasla protik ¢oziiciilerde daha ¢ok olustugu gozlenmis,
bunun nedeni olarak da ¢oziiciiyle molekiil arasinda olusan etkilesimlerin, molekiilii
daha dayanikli kilmasi olarak belirtilmistir. Eger yapida bir protonlanma olacak ise de
bunun halka ic¢i oksijen yerine, keton oksijeni iizerinden gerceklesecegi teorik

calismalar sonucu agiklanmustir (47).

O
OH 0
| — |
0 )
3-hidroksi-4H-piran-4-on 2H-piran-3,4-dion

Sekil 2.3. 3-Hidroksi-4H-piran-4-on halkasinin tautomerik sekilleri.

Kojik asitin yapisinda iki farkli hidroksil grubu vardir. Biri 5 numaral
konumda bulunan ve molekiile fenol benzeri 6zellik ve zayif asidik karakter saglayan
hidroksil grubu, digeri ise 2 numarali konumdaki primer alkol gibi davranan hidroksil
grubudur. Asitligi fenolle (pKa=9,82) kiyaslandiginda daha asidik bir yapi oldugu,
bunun nedeninin de yapidaki karbonil grubu oldugu 6ne siiriilmiistiir, ancak bir¢cok

reaksiyonda fenol gibi davrandigi saptanmistir (48, 49).



12

Kojik asitin (II) asitligi, 4-hidroksimetil fenol (1) ve 4-hidroksi-2H-piran-2-on
(ITI) bilesikleri ile kiyaslandiginda I’e gore daha asidik oldugu ve bunun da karbonil
grubunun eksi ylikii dagitarak molekiilii daha kararli hale getirmesinden kaynaklandigi
One siirlilmiistiir. Ancak III numarali bilesige gore daha az asidik oldugu ortaya
¢ikmistir. Bu durum, kojik asitte 4. ve 5. konumlar arasinda molekiil i¢i hidrojen
bagimin olusmasiyla agiklanmustir. Kojik asitin dissosiye olma ihtimali olan 2 tane
hidrojeni vardir ancak proton kaybedilmesi sirasinda tercih edileni halkaya dogrudan

bagli olan 5. konumdaki hidroksile ait hidrojendir (47, 50).
O H
\/©/ " \/fjj/ i )
|| |
HO HO 0 o Xo
| 1 Il

Sekil 2.4. Kojik asitin asitliginin bazi bilesiklerle karsilastirilmasi.

Kojik asit, iki adet protolitik denge olusturabilecek oksijene sahiptir.
Katyondan nétral forma gecgerken olusan denge sabiti pKai -1,50 dir. Bu deger,
karbonil oksijeninin alifatik keton ya da aldehitteki esdeger karbonilden daha bazik
oldugunu gostermektedir. pKaz ise 7,80 olup tropolon (pKa6,69) ve asetilaseton (pKa
8,86) ile kiyaslanabilir. Kojik asitin iyi bir anyonik bidentat ligand olmasinin nedeni

karbonil oksijeninin bazikligi, hidroksil grubunun da asitligidir (51).

+
OH O O

OH H 0
H O\/fjj/ &; \/fjj/ O p Ka2 \/fjj/ 0]
0 HO 0 HO 0

Sekil 2.5. Kojik asitin pKa degerleri.

Bir bilesigin yagda ¢oziinme egiliminin 6l¢iisii yani lipofilisitesinin gostergesi
olan partisyon katsayisinin logaritmik degeri log P degeri ise kojik asitte -0,66 olarak
kaydedilmistir (52).

Katesol yapisi tasiyan kojik asit tiirevlerinin, +2 ve +3 degerlikli ¢ok sayida
metalle selasyon yaptig1 ve dayanikli sekillerde M(Kojik asit)n (n= 2, 3) kompleksleri
olusturdugu bildirilmistir (53-56).
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Kimya endiistrisinde, kojik asitin nétral ya da hafif asidik ortamda eser
miktardaki Fe** iyonlar1 ile koyu kirmizi, Cu®* ile agik yesil renkli kompleks
olusturmasi 6zelligi ile katyonlarin tespit edilmesinde kullanildigindan dolay1 kojik
asit, analitik bir arag olarak da kabul edilmektedir. Au®* ile verdigi kompleks pH=5,7-
6,8 araliginda mavi-gri floresan verdigi, bu 6zelliginden dolay1 altinin florometrik

tayininde kullanildig1 bildirilmistir (49, 51).

HO
(@]
b < 2
\0 \ O 1 874§ O—H
2.07A°
HO™
O
H-O [
OH
O
o) \ O—H
\
HO O

Sekil 2.6. Kojik asitin molekiiller arast hidrojen baglar1 ve bag uzunluklari.

Kojik asitin yapisinin X-1sinlar1 analizi ile aydinlatilmasiyla molekiiller
arasinda iki tiir hidrojen bagiyla diizlemsel yapinin korundugu belirtilmistir (57).

Kojik asitin sahip oldugu polifonksiyonel halkanin farkli reaktiviteleri
bulunmaktadir. Bu fonksiyonel gruplar arasinda karbonil grubu, enol grubu, primer
alkol fonksiyonel grubu, dien ve ayrica aromatik o6zellikler bulunmaktadir. Bu
cesitlilik sayesinde aldol, Mannich, diazo esleme, Claisen, konjugat katimi gibi ¢cok
cesitli reaksiyon tiirlerine katilmaktadir. Kojik asitin en 6nemli reaksiyonlarindan biri
ise piridon ve piridin heterosiklik yapilarinin sentezleridir. Ayrica primer alkol grubu
lizerinden yiiriiyen halojenasyon, oksidasyon ve diger doniisiimler gibi tepkimeler
sayesinde de yeni maddelerin sentezlenmesine elverisli tiirevlerin kazanilmasi
saglanmaktadir (45).

Bir¢ok arastirmaci tarafindan yapilan sentez islemlerinde kojik asitin
2-hidroksimetil grubunun oda sicakliginda tiyonil kloriir ile klorlanmasi sonucu
klorokojik asit halka hidroksili etkilenmeden elde edilmistir. Klorokojik asitin, derisik
hidroklorik asit igerisindeki ¢inko tozu ile indirgenmesi sonucu allomaltol

kazanilmistir (18, 19, 39, 58).
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o) o 0
OH OH o
| SOCL | ] _ZwHC |
HO_ Cl 0 HsC™ O
Kojik asit Klorokojik asit Allomaltol

Sekil 2.7. Kojik asitten hareketle klorokojik asit ve allomaltoliin eldesi.

Klasik Mannich reaksiyonu, li¢ bilesenli bir kondenzasyon reaksiyonu olup en
az bir aktif hidrojen atomu tasiyan bir bilesik, aldehit ve amin bilesiginin Mannich
bazlar1 olarak bilinen bilesikleri meydana getirdikleri reaksiyon tiirleridir. Mannich
bazlarinin pratikte sayisiz uygulamalari vardir. En 6nemlisi medisinal kimya olmak
lizere, deri, kagit ve tekstil sanayi gibi dogal materyallerin islenmesi, petrol endiistrisi
tarafindan katki maddesi olarak kullanilan sentetik polimerlerin iiretimi, analitik
belirtegler, kozmetikler ve boyalar gibi ¢ok c¢esitli alanlarda kullanima sahiptirler.
Mannich bazlar1 ¢ok c¢esitli biyolojik aktiviteleri gostermelerinin yani sira
aminometilasyon islemi sayesinde ilaglarin viicuda dagilmasinda 6nemli olup 6zellikle
kontrollii hidrolitik kosullarda deaminometilasyon ve deaminasyon gibi islemlerle 6n-
ilag olarak tasarlanabilir. Ayrica Mannich bazlari, yapiya polar fonksiyonel gruplarin
eklenmesiyle bilesikleri hidrofil haline getirirken ayni zamanda uygun amin
substitiisyonuyla daha lipofilik hale de getirilebilir. Iste tiim bu avantajlarindan dolay1
Mannich bazlar ile ilgili her yil ¢ok sayida ¢alisma yapilmaktadir (27).

Laboratuvarimizda kojik asitten hareketle ¢esitli Mannich bazlar1 hazirlanmis
antikonviilsan, antibakteriyel, antifungal, antiviral, antitiiberkiiler, yaglanma karsiti
antioksidan, antitirozinaz ve antidermatofitik aktiviteleri incelenmis, elde edilen
sonuglar 1s18inda umut vadeden maddelerin oldugu saptanmistir (18-23, 39, 59, 60).
Yiksek biyolojik aktivite goriilen ve tez kapsaminda da incelenen bazi bilesikler ise

Tiirk Patent Enstitiisii’'nde patent korumasi altindadir (41).

0]
ﬂOH OH
substitue |
HO | 0 ' + HCHO + sekonder amin MeOH  HO 0 N ;

Sekil 2.8. Kojik asit tiirevi Mannich bazlarinin sentezi.
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Bir ¢alismada hem kojik asit hem de klorokojik asit, oda sicakliginda 7-
piperazinilkinolon tiirevleri ve formaldehitle metanol varliginda Mannich
reaksiyonuna girmis ve elde edilen Mannich tiirevlerinin antibakteriyel aktivite

gosterdikleri saptanmustir (54).

0
O F COOH
|| N XN
+
¥ 0) HN\H R,
R2 O
Fex COOH
HCHO 0 B

MeOH ||

|
@)
T
{}
b
Z

R; =Et, c-Pr; R, = H, Me; X=CH, COMe, N; Y=0H, Cl

Sekil 2.9. Kojik asitin piperazinilkinolon tiirevleri ile Mannich reaksiyonu.

Nurchi ve ark. (61) tarafindan yapilan ¢alismada, kojik asit, formaldehit ve
N,N-dietiletilendiamidin reaksiyonu sonucu elde edilen tiirevin ise potansiyel bir

terap6tik demir selasyon ajani oldugu saptanmigtir.

Q OH
OH HCHO O HO 0
HO 0 2 EtOH, oda sic. N\ ¢ H 6 .

HO NEt, OH

Sekil 2.10. Kojik asitin N,N-dietiletilendiamit ile Mannich reaksiyonu.

Kojik asitin aminoasitler ve formaldehitle reaksiyonu O’Brien ve ark. (62)
tarafindan bildirilmis olup aminoasitlerin yapilarindaki ve ¢oziiniirliiklerindeki
farkliliklardan dolayr diger amin tiirleriyle olan reaksiyonlar kadar basit
coziimlenememistir. Kojik asit birka¢ aminoasitle formaldehit varliginda su/etanol
karisiminda reaksiyona sokulmustur. Glisin, taurin, DL-16sin ve DL-izolosin

varhiginda amin grubundaki her iki hidrojen atomu yer degistirerek bis-Mannich
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tirevleri elde edilmistir. DL-valin, sarkozin, DL-metiyonin ve L-prolin
aminoasitleriyle gerceklestirilen reaksiyonda ise aminin sadece bir hidrojen atomu
kojik asitle yer degistirmektedir. Ayrica ayni aragtirmacilar tarafindan yiiriitiilen bir
bagka calismada, kojik asit; dimetil ve dietil amin, pirolidin, morfolin, piperidin, N-
metilpiperazin gibi sekonder aminlerle reaksiyona girdiginde, tek kojik asitli Mannich
tiirevine benzer yapinin, lauril ve stearilamin gibi aminlerle reaksiyonu sonucu ise bis-

Mannich tiirevlerinin elde edildigi bildirilmistir (63).

1 on (a)
\/J[%H/ NH, HCHO
+ _ veya
HO o RKLTDOH su, EtOH y
0 0
| |
HO_, /i o ~OH

HOOC™ R,
(b)

(a) R;: DL-valin, sarkozin, DL-metiyonin ve L-prolin

(b) Ry: Glisin, taurin, DL-16sin ve DL-izoldsin

Sekil 2.11. Kojik asitin gesitli aminoasitlerle Mannich reaksiyonu.

Kojik asitin, 1,4,7-triazasiklononan ve formaldehitin fazlasiyla, etanol
varliginda yiiksek sicaklikla muamelesi sonucunda asagidaki yap1 elde edilmis vermis

ve bu yapinin daha sonra gesitli metallerle kompleksleri hazirlanmigtir (64).
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Sekil 2.12. Kojik asitin 1,4,7-triazasiklononan Mannich reaksiyonu.

Kojik asit karigimi ile paraformaldehitin, potasyum bikarbonat ya da potasyum
karbonat varliginda absolii etanol i¢erisinde reaksiyonunun farkli sicaklik kosullarinda

yuritildiigiinde farkli tiirevlerin elde edildigi gortilmistiir (65).

0O

o

HO | . |

1.HCHO, KHCO; 1.HCHO, KHCO;
2. EtOH, oda sm./ XEtOH, 75°C

O O

HO HO
] | oH

HO o OH HO o OH

Sekil 2.13. Sicakligin Mannich reaksiyonuna etkisi.

Kojik asitin 2-etilhekzanal ile etanol igerisinde sodyum karbonat varliginda
reaksiyonu sonucu elde edilen aldol tiirevi bilesik ise Ochiai ve ark. (66) tarafindan

sentezlenmis olup yapist asagida gosterilmistir.

o HO OH
OH Z0 O
2-etilhekzanal, Na,CO Y NS
HO || etilhekzanal, Na, 3> o 0
0 EtOH, 95°, 24 sa HO OH
CH;4
CH;

Sekil 2.14. Kojik asitin 2-etilhekzanal ile reaksiyonu.
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Kojik asitin aliiminyum oksit kullanilarak aromatik ve alifatik aldehitlerle aldol
reaksiyonu yiliksek verimde gerceklesmis olup elde edilen {iriine niikleofilik
stibstitiisyonla indol yapisi siibstitiie edilerek insiilin-mimik etkiye sahip bilesikler

sentezlenmistir (67, 68).

0 O
OH RCHO, ALO;, OH 4 dol
| | > | | —_—
HO 0 dioksan/su, oda sic. HO o) R
OH
0 0
OH
OH Nu, Silika-H,SO, |
HO | > HO 0
O CH;5CN, 80° C, 2 sa Nu
OH

Sekil 2.15. Kojik asitten aldol reaksiyonu sonucu elde edilen iiriinler.

Kojik asitin piridinon tiirevinden hareketle Mannich bazlar1 elde etmek
amaciyla kojik asitin metilaminle reaksiyonunu takiben formaldehit ve piperidinle
muamelesi saglanmis ve Mannich trtinleri kazanilmistir. Bu tiirevlerin metal iyonlari

icin yliksek afiniteli bidentat ligandlar olarak davrandiklart saptanmistir (69).

O

OH
ﬂ 1 MeNHZ ji/ Q
HO

O 2. piperidin, HCHO, EtOH/su

Sekil 2.16. Kojik asitten piridinon tiirevi Mannich bazinin sentezi.

Antikanserojen aktivite gosteren bir bilesik sentezlemek amaciyla kojik asitten
hareketle piridin-2-karbaldehit yapisindaki bilesigin sentezi dort basamakli olarak
gerceklestirilmistir. Bu sentez yolaginin piridine gecis yapilan kisminda ise kojik asit,
potasyum hidroksit varliginda dimetil siilfat kullanilarak metillenmis, daha sonra
sicakta amonyum hidroksit ile piridin yapis1 elde edilmistir (70).

0] 0]

ﬂOH OMe
| [ 1.Me,S0,, %10 KOH |
HO_, > HO N

2.NH,OH , 90°C

Sekil 2.17. Kojik asitten piridinon tiirevlerinin sentezi.
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Farkli bir ¢alismada, giiclii bir endotelin doniistiiriicii enzim (Endothelin
Converting Enzyme, ECE) inhibitorii ve antihipertansif bilesik olarak tasarlanan
piridin tiirevinin eldesi i¢in kojik asit, baglangi¢c maddesi olarak segilmistir. Sodyum
metilat varliginda, enolik hidroksil grubu benzilkloriir ile korunmus, olusan tiriindeki
hidroksimetil grubu Jones reaktifi ile karboksilik asite oksitlenmis ve piridon yapisi
elde edilmistir. Karboksil ve fenolik hidroksil gruplari, trimetilsilildiazometan
kullanilarak, metillenmis ve daha sonra benzil eter grubunun Pd/C ile uzaklastirilmasi

sonucu piridin karboksilat tiirevi sentezlenmistir (71).

O

0]
OH 1.BnCl, NaOMe OBn [-TMSCHN, OMe
|| - | MeOH _ OH
HO 0 2.CrO5 HO _— |

3.NH3 90°C E 2.H, Pd/C  MeO,C N

Sekil 2.18. Kojik asitten hareketle piridin karboksilat tiirevinin sentezi.

Piridinon elde etmek i¢in yapilan bir bagka ¢alismada ise, benzille korunmus
kojik asit tiirevi metil aminle reaksiyona sokulmus, elde edilen tiirev tiyonil kloriirle

muamele edilerek yiiksek verimle piridinon elde edilmistir (72).

0 0
vfjj/OBn 1.MeNH, EtOH/su vﬁlj/OBn
> |
HO | o | 2. SOCl, CH,Cl, Cl N

CH,

Sekil 2.19. Kojik asitten piridinon sentezi.

Kojik asitten piridintiyonlara gegis ise bes basamakli olup Sakurai ve ark.
tarafindan aciklanmistir. Oncelikle kojik asitin 5 numarali konumunda bulunan
hidroksil grubu korunarak sodyum hidriir varliginda alkil iyodiirlerle muamele
edilmis, boylelikle 0-alkillenmis iirtinler elde edilmistir. Elde edilen {iriinler, aminlerle
reaksiyona sokulduktan sonra, hidrojen gazi altinda Pd/C ile benzil grubu
uzaklastirilarak piridinonlar elde edilmistir. Bu tiirevlerin HMDSO varliginda P2Ss ile

reaksiyonu sonucu C=0 ¢ifte bagi C=S bagina doniistiiriilmiistiir (73).
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jjj/OH 1.BnCl, NaOH jjj/OBn 1. R,NH, jjj/
P,S5 HDMSO ﬂOH
> |
RO

R;: metil, etil, n-propil, n-butil, R,: n-propil, n-butil, n-pentil, n-heksil

Sekil 2.20. Kojik asitten hareketle piridintiyon tiirevlerinin sentezi.

Zirak ve Eftekhari-Sis (45) tarafindan belirtilen ve kojik asitin hidrazinlerle
reaksiyonu arastirildigi bir ¢alismada kojik asit, 6nce hidrazin, sonra tiyonil kloriir ile
reaksiyona sokularak once 4-0kso-3,6-dikloro-1,4-dihidropiridazin elde edilmis,

bilesigin Pd/C ile rediiksiyonu sonucu 3,6-dimetil-4-okso-1,4-dihidropiridazin elde

edilmistir.
0] 0) 0]
ﬂ OH 1.NH,NH, N H, Pd/C fj\l(CHs
HO Y _— /N
0 2. S0Cl, ChaAs N H,C N

H

Sekil 2.21. 4-Okso-1,4-dihidropiridazin tiirevinin sentezi.

Kojik asit, NaOH varliginda formaldehitle reaksiyona sokularak, bunu takiben
NaOH ve Pd/C varliginda hava ile oksitlenerek 3-hidroksi-4-okso-4H-piran-2,6-
dikarboksilik asit yapisindaki bilesik sentezlenmistir (74).

O O

ﬂOH 1.HCHO, NaOH, MeOH, 4sa ﬁOH
HO o

2. NaOH, hava, Pd/C HOOC™ O COOH

Sekil 2.22. Kojik asitten dikarboksilik asit tiirevlerinin sentezi.

Wang ve ark. (75) tarafindan gelistirilen enansiyoselektif Michael katimi

reaksiyonunda, kojik asit tiirevi, nitro olefinlerle bifonksiyonel kiral tiyotire-tersiyer



21

aminin katalizor olarak kullanilarak iiriin elde edilmistir. Bu reaksiyonda kojik asit
tiirevi ile nitro olefinden yiiksek verim ve iyi enansiyoselektif 6zellikteki tiirevler elde

edilmistir (76).

o)
OH katalizor
TBSO | 0 | MeOH, -10°C

R: XCgHy (X: H, 4-F, 4-Cl, 4-Br, 4-NO,_4-Me, 4-MeO, 2-Cl, 2-Br, 2-NO, 3-Br)

Sekil 2.23. Kojik asitten kiral tiirevlerin sentezi.

Bir bagka calismada indolil-kojik asit tiirevleri hazirlanarak antidiyabetik
aktiviteleri incelenmistir. Kojik asitteki hidroksimetil grubu tetrahidropiran ile
korunarak indol tiirevi ile tepkimeye sokulmus, daha sonra yiiksek sicaklikta

hedeflenen bilesikler elde edilmistir (77).

0]
OH
ﬂ @_/ 1.Cs,CO; DMF, odassic., 12sa
THPO 0 N

2.Amberlist 15, MeOH, oda sic., 3 sa

&302M€
0
toluen OH
THPO ——— o M
-COMe  190°C, 30 dk =
~ N 0 N-CO,Me

Sekil 2.24. Kojik asitten hareketle antidiyabetik etkili indolil tlirevlerinin
sentezi.

Baslangic maddesi kojik asit olan funikon tiirevi bilesikler sentezlenmis ve bu

bilesiklerin sitostatik etkileriyle birlikte antiproliferatif 6zellikleri aragtirilmistir (78).
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0 0

OH  s0cl, CH,Cl, OTf gn,Meq Pd(OAC),

o, M| 2. PhyP, THF | >
0 > 1,00

3.CH;CHO, CH;CN, Ph;P, LiCl
K,CO;
4. TF,0

O O CO,Me

0]
SnMes
|| . ||
H;C" ™" O H;C™ ™

O MeO OMe

Sekil 2.25. Kojik asitten funikon tiirevlerinin sentezi.

Bu calisma devaminda ayni arastirmacilar tarafindan elde edilen diger bir
tirozinaz inhibitorii ise aldehit tiirevinden pironil akrilik asitle esterlestirilmesi sonucu

ester tiirevlerine gegilerek sentezlenmistir (79).

| + LU NaH |
0) 0 OMe —_—
& THF  MeO,C X0
0]

1. LiOH(aq), THF OH
2. Rl veya ROTs, K,CO3; DMSO |
o RO,C" X" O

3.TFA, CH,Cl,

Sekil 2.26. Kojik asitin pironil akrilik asitle esterlestirilmesi.

Kojik asitin 5 numarali konumundaki enolik 6zellikteki hidroksil grubu pek
¢ok ¢alisma i¢in hedef olmustur. Kojil-APPA olarak isimlendirilen ve in vivo tirozinaz
inhibitor etkisi tespit edilen molekiil, kojik asit ve 2-kloro-[1,3,2]oksazafosfafinan 2-
oksit bilesiginin trietilamin varliginda reaksiyona girmesi ve bunu takiben asidik
kosullarda hidroliz sonucu elde edilmistir. Ancak bu molekiiliin ayni1 aktivitede in vitro

etkinligi tespit edilememistir (80).
0 1.Et;N, CHCL,, 0 o
EtOH . .
ﬂol—i <:O\P/<O 0 > ﬂo ,}I)I\O/\/\NH3
HOo NHC! 2.HY su,EOH HOL_ -, O

Sekil 2.27. Kojil-APPA tiirevlerinin sentezi.
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Enolik hidroksil grubunun O-alkilasyonu ise, kojik asit ile bromo butenolitlerin
kuru dimetil formamit (DMF) iginde susuz potasyum karbonat varliginda reaksiyonu
sonucu gerceklestirilmistir. Elde edilen {iriiniin, parazit 6zellikteki yabani bitkilerin

tohumlari i¢in ¢imlenme uyarici etkiye sahip oldugu bulunmustur (81).

(0] O
ﬂ OH  Br g K,CO; DMF ﬂo\ 0]
0 - ="
HO 0 + 18: odasic., 18sa. HO 0 Eg:
CH; CH;

Sekil 2.28. Enolik hidroksil grubunun O-alkilasyonuna 6rnek.

Etil ve benzil S-diazopropiyonatlar potasyum hidroksit varliginda kojik asit ile

oda sicakliginda tepkimeye sokulmus ve asagidaki tiirevler elde edilmistir (82).

0 0
0
HO_~g KOH, McOH HO o

Sekil 2.29. Enolik hidroksil grubunun fs-diazopropiyonatlar O-alkilasyonu.

Cho ve ark. (83) tarafindan 2012 yilinda yapilan bir ¢alismada kojik asitin

sinnamat tiirevleri sentezlenerek, bu bilesiklerin depigmente edici Ozellikleri

Saptanmaistir.
HOOC. -~ Ar O o “ Ar
veya O
HO o o
O ClIOC o~ Ar

OH
HO | + ve 0
ya _ OH
Ar O
—
PhSO )J\AAr AN O

3

0]
veya
0O O O O
EtO)J\O)J\/AAI' ATA)J\O)J\/AAI'

Sekil 2.30. Sinnamat tlirevi depigmentasyon bilesikleri.
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Kojik asitin MnO: ile yiiriitilen oksidasyonunda N,N-dimetilhidrazin ile
reaksiyonu sonucu N,N-dimetilhidrazon yapisi elde edilmistir. Elde edilen bu molekiil
meta-kloroperoksibenzoik asit ile reaksiyona sokularak %53-69 verimlerde nitriller

sentezlenmistir (84).

0O 0 O
OR OR
& 1.MnO, OR MicBPA |
HO PR N . P
0 2.NH,NMe, MeoN™ N0 CH,Cl, NC O

Sekil 2.31. Kojik asitten hareketle nitril tiirevlerinin sentezi.

Bir ¢alismada, bir grup kojik asit tiirevinin Cu (II) kompleksleri hazirlanarak
bu maddelerin He-La hiicre dizilerine kars1 antiproliferatif etki gosterdikleri
bulunmustur. Brom igeren tiirevler, potasyum karbonat varliginda 8-hidroksikinolin
ve rezorsinol ile muamele edilerek istenen tiirevlere ulagilmistir. Ayrica, yapisinda
benzil tasiyan bromo tiirevinin, DMF igerisinde potasyum karbonat varliginda
arilsiilfonil piperazinle reaksiyona sokulmasini takiben, BBr3 kullanilarak yapilan

deproteksiyon sonucu piperazin yapisi tasiyan tiirev elde edilmistir (85).

0

ijj/ "
||
HO OH | 1.K,COs3 aseton
\©/ 2.BBr;, DCM OH

Ny 0
o | — v %\] ﬂOH
OR
] - S o
Br 0 1.K,CO3 aseton
2.TFA, DCM, oda sic.

/9
HN  N-S=0 | 1.K,CO; aseton
/¢ ’
Ph 1 2 BBr; DCM
02

i \\/ijj/

Sekil 2.32. Antikanser etkili kojik asit tiirevlerinin sentezi.
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Lee ve ark. (86) tarafindan melanin sentezi ve tirozinaz inhibitorii aktiviteye
sahip kojik asit tiirevi, iki piron halkasinin birlestirilmesiyle elde edilmistir. Fosfonat
bilesigi aldehitle sodyum hidriir varliginda oda sicakliginda reaksiyona sokulmustur.
Enolik hidroksil grubunun korunmasi ve bunu takiben MnOz2 ile oksidasyon sonucu
komenik aldehit sentezlenmistir. Bu yapi, elde edilen diger halka ile birlestirilerek
amaclanan bilesik kazanilmistir. Bu bilesigin kojik asite gore sekiz kat daha giiclii
tirozinaz inhibitori etkiye sahip oldugu bulunmustur. BI6F10 melanoma hiicrelerine

kars1 da daha etkili melanin sentez inhibitori aktivite gosterdigi saptanmustir.
Q 0

OH 1. MSCI, Et3N, CH2C12
N PMBCI, K,CO; OPMB 2 NaBr, DMF
HO o o, M| > (A)

DMF 3.P(OMe); toluen

(@)
Ml’lOz’ CHC13 '

0 0
ij/OPMB OPMB | w1 THE
ol | n [ - -
Meo,llpl 0 O 0 2. TFA, CH,Cl,
MeO H
(A) 0
HO
[
=
© 3
OH
0

Sekil 2.33. Tirozinaz inhibitorii kojik asit tiirevlerinin sentezi.

Iskelet kas1 gevsetici ve civciv spinal kord noronlarinda kismi agonist etkilere
sahip 3-benzil-6-tosil kojik amin tiirevleri Atkinson ve ark. (87) tarafindan daha 6nce
sentezlenmistir. Kojik asitin amonyak ile reaksiyonu sonucu kojik aminle birlikte
dimerleri de elde edilmistir. Korunan kisimlar asidik ortamda deproteksiyon ile

uzaklastirilmustir (45).
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0 0 0 0
OBn OBn BnO OBn
s 0 CHCl, 2 0 0 0

HBr-HOAc

(0] 0)
| |
o NH o

Sekil 2.34. Kojik amin dimerlerinin sentezi.

Kojik asitin stabilite ve ¢oOziiniirliik sorunlarimi iyilestirmek amaciyla ¢ok
sayida ester tiirevleri sentezlenmistir. Bu sentezler, gerek enzimatik gerekse kimyasal
yolaklarla gerceklestirilmistir. Fenolik ve alkolik hidroksil gruplarmin her birinden
ayr1 ayri ve ikisinden de olmak iizere ti¢ farkli tiirde ester tiirevleri vardir. Fenolik
hidroksil grubunun ise daha kolay esterlestigi bildirilmistir (88-90). Bu ester
tirevlerinde depigmente edici etkiler arastirtlmis ve bu bilesiklerin daha etkili
olduklar1 bulunmustur. Giiniimiizde piyasada mevcut kojik asit esterleri kojik
dipalmitat ve kojik izopalmitat adli maddeler kozmetik tiriinlerde kojik asite oranla

daha giivenle kullanilan, herhangi bir kisitlama kosulu bulunmayan bilesiklerdir.

5 numarali konumun esterleri

RO HO 7-0-vinil adipoil
| | 7-O-hekzanoil
0 OH O O R [zopalmitat

O
Monooleat
Monopalmitat 7 numarali konumun esterleri
Monolaurat

o

RO Her iki konumun esterleri
g O._R Dipalmitat
o

O

Sekil 2.35. Kojik asit esterleri.

Tirozinaz inhibitdrii aktivite gosteren kojik asit-tripeptit yapisindaki bilesikler

ise benzer yontemlerle farkli arastirmacilar tarafindan sentezlenmistir. Bu amagla
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kojik asit, karbonildiimidazol (CDI) ile oda sicakliginda reaksiyona sokulmus, diger
bir taraftan da 2-klorotritil reginesine tripeptitler kati-faz yontemiyle tutturulmustur.
Elde edilen bu aminoasitli yapi, kojik asit tiireviyle birlestirilerek %49-95 oraninda

degisen verimlerle antitirozinaz bilesikler elde edilmistir (91).

O

HOo 51, 24 saa 0

THF, oda sicakligi, 24 saat
O

Cl O () —— H-AA7AAAA-0—()

AA3-AAy-AA,-OH

T

Sekil 2.36. Kojik asit-tripeptit yapisindaki bilesiklerin sentezi.

Kwak ve ark. (92) kojik asitten hareketle kojik asit-fenilalanin amit yapisindaki
bilesigi sentezlemis ve bunun cok iyi antitirozinaz etki gosterdigini bulmuslardir.
Ayrica daha sonra bu yapmin CuClz ve Zn(OAc): ile metal komplekslerini

hazirlayarak bu tiirevlerin de antitirozinaz etkileri incelenmistir (93).

Sekil 2.37. Kojik asit-fenilalanin amit yapisindaki bilesiklerin sentezi.

Giincel bir calismada, kojik asit tirevi dogal olmayan o-aminoasit
sentezlenmistir. Oncelikle kojik asit, benzil bromiir kullanilarak korunmus, daha sonra

elde edilen tiirev tiyonil kloriirle diklorometan igerisinde klorokojik asit tiirevine
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dontstiirilmiistiir. Esterle reaksiyona sokulan madde, asidik ortamda hidrolize
ugratilmis, ancak son basamakta benzil grubu uzaklastirilamamistir. Klorokojik asitle

basarili olamayan arastirmacilar bromokojik asitle yiiriitiilen yolakta istedikleri {irtinii

moom moom

‘ HCI, Et,O
0

sentezlemiglerdir (94).

CH;CN, K,CO; N—.(c'iifenil.rnetilen)
glisin metil ester

0 HO
| o | B 0) NH,

PBI'3

O

HO i
& BnBr, NaOH BnO soc12 CH,Cl, BnO
OH — | 1
o MeOH, 181,16 sa 0 C

oda sicakligl, 6 sa

N-(difenilmetilen) BnO COOMe HCI, Et,0 COOMe
glisin metil ester
CH;CN, K,CO;

R *

0 NH,

Sekil 2.38. Kojik asit tiirevi dogal olmayan a-aminoasitin sentezi.

@)

Kasser ve ark. (95) tarafindan yiiriitilen bir ¢alismada kojik asit, siklik
sekonder amin ve %35’lik formaldehit ¢ozeltisinin reaksiyonu agsagidaki semada

gosterilen Mannich {rliniini  vermistir. Bu iirliniin rutenyum ile hazirlanan
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kompleksinin ise yapilan arastirmalarda antikanser ajan ve antitimor aktivitelere sahip

olduklar1 bulunmustur.

0
R; x R, " Meon | HO 0
L
Ry XR,

1. NaOMe

-
Y

2. [Ru C12 (Cym)]2

il

X R,

Ry, Ry: H, Me; X: CH, CHMe, O

Sekil 2.39. Kojik asitin Ru komplekslerinin sentezi.

Heterosiklik yapida bir¢ok bilesik, diisiik molekiil agirligina sahip olmalari,
kolay sentezlenebilmeleri, cesitli siibstituentlerle hidrofilik lipofilik dengeleriyle
ayarlanabilir olmalar1 nedenleriyle iyi birer ligand olarak diisiiniilebilir.
3-Hidroksipironlar, kojik asit de dahil olmak {izere, ¢inko ve vanadyum ile bidentat
kompleks yapabilmektedirler. Bu komplekslerin kandaki glukoz miktarini diisiirmesi
nedeniyle Tip II (insiiline diren¢ ve anormal insiilin salgilanmas: ile karakterize)
diyabet tedavisinde kullanilabilirligi arastiritlmistir. Vanadium sulfat (VOSOa) kandaki
glukoz miktarimi diisiirmekte ancak biriken metal toksisiteye neden olmaktadir. Bu
nedenle metalin bir selat iginde verilmesi tasarlanmaktadir. Bu amacla 3-hidroksipiron
bilesigi kullanilarak, selasyon nedeniyle metalin polarligi azaltilmis ve boylece hiicre
zarindan gegebilir duruma getirilmistir (96). Vanadyum bilesikleri oral diyabet
tedavisinde tamamlayici olarak biiyiik 6neme sahiptir. Inorganik tuzlari bagirsaktan
cok az emildiginden, kojik asit ve maltol gibi hidroksipiron yapisindaki ligandlarla
kompleksleri olusturularak insiilin mimetik aktiviteleri iyilestirilmeye c¢alisiimas,
yapilart da X iginlart ile aydinlatilmistir (97). Diyabet hastalarinda vanadyum
komplekslerinin insiilin mimetik aktiviteleri oldugu igin (VO)*? esash tedavide kojik

asit kompleksleri kullanmaktadir (53, 98).
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OH

= \H/O/O

Ao s

OH

Sekil 2.40. Kojik asit vanadyum kompleksinin yapisi.

Kojik asitin fenolik yapisindan dolay1 ¢ok sayida metalle kompleksleri
hazirlanmis, bu bilesiklerin radyoprotektif etki ve glukoz diisiiriicii insiilin mimetik
etki gibi ¢ok cesitli biyolojik aktiviteleri incelenmistir. Ayrica piron halkasindan

piridinon halkasina gegis yapildiktan sonra da metal kompleksler hazirlanmistir (54,
56, 58, 99-101).

M: Mn +2, Zn+2 Sn+2

M(OAc),

0 |O| OH . L (j\ D

M: VO, Zn
(0] OH
/
A OH | 3rNH, MT TN
M\ \ \N \ N
‘O \ O H \R
3 3
M: Al Ga, In M: Al Ga, In

Sekil 2.41. Kojik asitin ¢esitli metallerle komplekslerinin sentezi.

Kojik asitin selasyon yapma yeteneginden faydalanilarak kojik asitle uygun
bilesikler kombine edilerek yeni makrosiklik selatorler sentezlenmis ve bunlarin tibbi
Oneme sahip metallerle yaptig1 selatlarin, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi
amaglanmistir. Sentezlenen bu yeni selat yapicilarin, talasemi hastalarindaki demir
detoksifikasyonunda da etkili olabilecegi diistiniilmiistiir. Ayrica ileri goriintiileme

tekniklerinde, hedefe 0zgli radyodiagnostiklerin gelistirilmesi i¢in metalik
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radyoniiklitlere ilgi  biiyiliktiir. Biyomolekiillerin, metalik radyontiklitlerle
isaretlenmesi igin ise giiglii kovalent bag yapabilecek, saglam kompleksler
olusturabilecek inert ve dayanikli selatdrlere ihtiya¢ vardir. Bu amagla sentezlenen
makrosiklik selatoriin galyum ve demirin yaninda indiyum ile de kompleks yaptigi
belirtilmistir (64).

Kojik asit metallere kars1 yiiksek affinite tasimasi 6zelliginden yararlanilarak
bir calismada [RuNO]J® ile birebir oranda, metal-nitrozil kompleksleri hazirlanmustir.
Bu kompleksler, NO (nitrik oksit) dagitici ajanlar olarak, kararli bilesiklerden
biyolojik hedeflere fotokimyasal NO salinimi saglar. NO; noral sinyalizasyon,
kardiyovaskiiler kontrol, kanser azaltma gibi biyolojik olaylarda énemli rol oynar. Bu

ylizden NO’in organizmada regiilasyonu 6nemlidir (102).

Q S)
%"
o N g
,,"Ru“‘\\\\\\
/
Q /\CI
0]
|
HO o
:

Sekil 2.42. Kojik asitin NO dagitict 6zellikteki kompleksi.

Radyoprotektdr maddeler, iyonize radyasyonun toksik etkilerine karst koruma
saglayan bilesiklerdir. Bu bilesikler, kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in normal dozda
alinandan daha yiiksek dozda radyasyon uygulanmasina olanak verirler. Emami ve
ark., kojik asit ve kojik asitin mangan ve ¢inko komplekslerinin radyoprotektor

aktivitelerini ¢alismuslardir (54).

0 Mn(OAc), .4H,0
OH veya OH O.. 0
| | Zn(OAc), .2H,0 72t \‘M’/ = 0
HO 0 O O/ \O/ —
EtOH
OH

M: Mn(Il), Zn

Sekil 2.43. Kojik asitin radyoprotektor 6zellikteki kompleksleri.



32

2.1.2. Klorokojik Asit ve Tiirevlerinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Kojik asitteki alkolik hidroksil grubunun klorlanmasi sonucu elde edilen
klorokojik asit, aragtirmacilar tarafindan tercih edilen 6nemli bir baslangic maddesi ve
ara iirlin olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Kojik asidin tiyonil kloriirle reaksiyonu sonucu olusan klorokojik asit ilk kez
1924 yilinda Yabuta tarafindan sentezlenmistir (Sekil 2.44.) (103). Daha sonra birgok
arastirmaci tarafindan ayni sentez yontemi kullanilarak cesitli calismalar yapilmistir

(18, 20, 22, 23, 58, 104).

O 0
OH
\/J[%H/ socl, = OH
HO 0 Cl o
Kojik asit Klorokojik asit

Sekil 2.44. Klorokojik asitin sentezi.

Beyaz renkte, toz kristaller seklinde morfolojiiye sahip olup erime derecesi
166-7 °C dir. Su, dietileter ve siklohekzanda ¢oziinmez. Metanol, etanol, etil asetat ve
benzende ¢oziiniir. Aseton ve kloroformda kolay ¢oziinir.

Klorokojik asitin antimikrobiyal, antidermatofitik ve antifungal etkiye sahip
oldugu bilinmektedir (22, 36). Ayrica bu bilesik, reaksiyona giren reaktiflere bagh
olarak sahip oldugu Kklor atomu sayesinde farkli niikleofilik siibstitiisyon
reaksiyonlarma girebilmektedir. Klorokojik asit I-, N3- ve SCN- gibi niikleofillerle
reaksiyona girdiginde molekiildeki klor atomu séz konusu niikleofillerle yer
degistirmektedir. Bundan farkli olarak protonlanmis sekonder aminlerle
reaksiyona girdiginde 6 numarali konumdaki karbon hedef alinarak 6-siibstitiie

allomaltol tiirevleri olusmaktadir (105).
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Sekil 2.45. Klorokojik asitin niikleofilik siibstitiisyonu.

Notral ya da protonlanmis bilesiklerin kararsiz protonlar1 oldugundan degisik
totomerik sekillerde bulunabilirler (47). Yapilan c¢alismalar sonucunda notral
klorokojik asit ve azidokojik asitin enolik (I) formlarinin en dayanikli sekiller oldugu
bildirilmistir. Azidokojik asit ve klorokojik asitin tautomerleri incelendiginde ise {i¢
adet en distik enerjili yap1 saptanmistir. Yapilarin enerjileri kiyaslandiginda, I en
diisiik enerjiye sahiptir; keto formu (III), II’den daha az dayaniklidir. N6tral keto formu
harig, tiim katyonik ve nétral totomerlerde molekiil i¢i hidrojen bagi mevcuttur. Notral
molekiillerdeki hidrojen baginin katyonlarda bulunan hidrojen baglarina gére daha

giiclii oldugu bildirilmistir (106).

Sekil 2.46. Klorokojik asitin tautomerleri.

Kojik asit ve klorokojik asidin, farkli sekonder amin tiirevleri kullanilarak
Mannich bazlart hazirlanmistir.  Klorokojik asit i¢in morfolin ve piperidin
kullanilirken, kojik asit i¢in bunlarin yaninda dimetilamin ve dietilamin gibi halkal
yapida olmayan tirevler de kullanilarak 6 numarali konumdan mono-Mannich
tirevleri sentezlenmistir. Ayrica kojik asidin 5 numarali konumundaki hidroksil
grubunun korundugu tiirevlerde ise Mannich reaksiyonunun yiiriimedigi saptanmistir

(63, 107).
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Sekil 2.47. Mannich bazi yapisi tastyan tiirevler.

Anabilim dalimizda tarafimizca klorokojik asitten hareketle cok sayida
Mannich bazi sentezlenerek ¢esitli biyolojik aktiviteleri incelenmistir. Literatiirlerde
“one pot reaction” (tek kapta reaksiyon) olarak tanmimlanan bu reaksiyon tiirii
klorokojik asit, formaldehit ve uygun sekonder amin yapisindaki bilesigin ayn1 kap
icerisinde tepkimeye sokulmasiyla oda sicakliginda, hizli ve yiiksek verimlerle

gerceklestirilmistir (20, 22, 23).

0 X 2 X
MeOH Cl N ~ -
.
R R
Sekonder amin tiirevleri Mannich bazlar

(Piperazin/piperidin)
Sekil 2.48. Klorokojik asitten hareketle Mannich bazlarinin sentezi.

Atkinson ve ark., klorokojik asiti dimetilformamit icerisinde sodyum azit ile
reaksiyona sokarak 2-metilazit tiirevini, bu bilesigin hidrobromik asit ile hidrolizi

sonucu ise 2-aminometil-5-hidroksi-4H-piran-4-on (kojik amin) elde etmislerdir (87).

0 0 0
OH OH OH
| NaN; O @ | HBr |
Cl o) pMF  N=N=N 0~ CH,COOH/CgH:0H 2N o)

Sekil 2.49. Klorokojik asitten hareketle kojik aminin sentezi.

Bir galismada N,N-dialkilditiyokarbamik asit ve ditiyofosforik asitin O-alkil ve
O,S-dialkil esterlerinin sodyum tuzlari ile 5-siibstitiie-2-klorometil-4H-piran-4-on
tiirevleri iizerinden yeni klorokojik asit tiirevleri sentezlenmis ve bu bilesiklerin

pestisit ve insektisit aktiviteleri gézlenmistir (108).
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Sekil 2.50. Klorokojik asitten hareketle pestisit/insektisit tiirevlerin sentezi.

Bagka bir ¢alismada ise tiyoeter, stilfoksit ve siilfon kopriileri tagiyan kojik asit
tiirevleri sentezlenmis, bunlarin antitirozinaz ve antiinflamatuvar aktiviteleri
aragtirtlmistir. Kojik asitin tiyonil kloriirle reaksiyonunu takiben klorokojik asit elde
edilmis, tiyollerin potasyum tuzlartryla muamele edilmis ve kojil tiyoeter tlirevleri
sentezlenmistir. Stlfoksit tiirevleri ise kojil tiyoeterlerin m-kloroperbenzoik asit
(MCPBA) ile oda sicakliginda reaksiyonu sonucu olugmustur. Daha sonra kojil
tiyoeter tiirevleri oksidasyonla siilfon yapilarina doniistiirilmiistiir. Stilfoksit ve siilfon
tiirevlerinde tirozinaz inhibitorii aktivite diiserken lipofilik, cesitli alkil zincirler

tasiyan kojil tiyoeter tiirevlerinde s6z konusu aktivite artmustir (109, 110).

O

MCPBA 0 OH
—. Ré‘ | |
0 0 CH,Cl, 0
ﬂOH OH
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——
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 MeOH,su R

Sekil 2.51. Klorokojik asitten hareketle kiikiirtlii tiirevlerin sentezi.
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Klorokojik asitteki klor atomunun azit grubuyla siibstitiisyonu sonucu
azidokojik asit sentezlenmistir. Klorokojik asit ve azidokojik asit niikleofilik
stibstitlisyon reaksiyonlar i¢in iyi ligantlardir. Klorokojik asit sodyumtiyosiyanat ve
sodyum iyodiir ile de 6 numarali konumdaki klor atomunun niikleofilik siibstitiisyonu

sonucu hedeflenen iiriinler meydana gelmistir (105).

(0)
NaN; ﬂOH
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Sekil 2.52. Klorokojik asitin ¢esitli niikleofillerle reaksiyonu.

Klorokojik asidin N-bromosiiksinimit ile 6-bromoklorokojik asit olusturdugu
bildirilmigtir (111).

(0] 0]
|| Benzen ||
Cl 0 Cl o Br

Sekil 2.53. 6-Bromoklorokojik asitin sentezi.

Rho ve ark. tarafindan yapilan bagka bir ¢aligmada iki mol klorokojik asitin
ester, amit ve tiyoeter gibi ¢esitli kdpriilerle baglanmasiyla cesitli kondanse bilesikler
hazirlanmistir. Klorokojik asitin DMF igerisinde sodyum azit ile muamelesini takiben
stiksinil kloriir ile reaksiyonu sonucu ilk siradaki madde elde edilmistir. Diger bir yolla
ise klorokojik asit kojil siiksinik asitle tepkime vererek ikinci siradaki madde
sentezlenmistir. Son olarak klorokojik asit, trietilamin varliginda ditiyollerle
reaksiyona sokularak bis tiyoeter kopriisiine sahip bilesiklerin sentezlendigi
bildirilmistir (112).
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Sekil 2.54. Klorokojik asit tiirevi kondanse bilesiklerin sentezi.

2012 Yilinda yapilan bir c¢aligmada; kojik asit tiirevlerinin imidazol ve
benzimidazol tuzlari, N-heterosiklik karben ve iyonik sivilar elde etmek amaciyla
sentezlenmistir. Klorokojik asit ve enolik hidroksil grubu benzille korunmus olan
tiirevi, N-metilimidazol ve N-alkilbenzimidazollerle reaksiyona sokularak amaglanan

bilesikler kazanilmigtir (113).
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Sekil 2.55. Klorokojik asit tiirevi imidazol ve benzimidazol tuzlarinin sentezi.
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Giincel bir ¢alismada klorokojik asit, yapisinda tiyol igeren bir bilesikle
reaksiyona sokularak antitirozinaz ve melanogenez inhibitorii yeni bilesikler elde
edilmistir. 2-Merkapto-1-metilimidazol ile klorokojik asit, potasyum karbonat
varliginda DMF igerisinde reaksiyona sokulmustur Elde edilen maddenin mantar
tirozinazina kars1 kojik asitten daha aktif ve B16F10 malign melanom hiicrelerine karsi

daha az toksik oldugu saptanmistir (114).

0
H HO
HO 1
& ¢ NonCHs  KCO; DMF ms
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Sekil 2.56. 2-Merkapto-1-metilimidazol tiirevlerinin sentezi.

Kojik asit ¢ekirdegini temel alarak yeni, etkili ve giivenilir tirozinaz inhibitéri
maddeler gelistirmek amaciyla yapilan bir c¢alismada 1,2,4-triazol kullanilarak
hidroksibenzaldehit ve kojik asit iskeleti bir araya getirilerek mantar tirozinazi
tizerindeki  etkisi  incelenmistir.  5-Siibstitiie-3-merkapto-4-amino-1,2,4-triazol
yapisindaki bilesik hidroksibenzaldehit ile kondenzasyon reaksiyonuna tabi tutulmus,
elde dilen Schiff baz, sodyum borohidriir ile amine indirgenmistir. Elde edilen bilesik,
kojik asitle muamele edilerek trietil amin karsisinda niikleofilik siibstitlisyona ugramis
ve yliksek verimle istenilen bilesige ulasilmistir. 2 Numarali bilesik dogrudan
klorokojik asitle reaksiyona girdiginde ise 5 numarali bilesige ulasilmistir. Elde edilen
tiim 4 ve 5 yapisindaki yeni maddeler, standart kojik asitten daha yiiksek inhibisyon
gostermislerdir (115).
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Sekil 2.57. Cesitli tirozinaz inhibitorlerinin sentezi.

Kojik asitteki hidroksimetil grubu iizerinden yiiriitiilen reaksiyonlarla da
tiirevler elde edilmistir. Bu fonksiyonel grup tizerinden kojik asitin benzoat esterleri
hazirlanarak  bunlarin  tirozinaz inhibitor ve depigmentasyon aktiviteleri
degerlendirilmistir. Kojik asit, dimetilformamit igerisinde tiyonil kloriirle muamele
edilmis, bunu takiben benzoik asitin potasyum tuzlariyla reaksiyona sokulmustur.
Benzoat tiirevleri yiiksek verimlerle elde edilmistir. Ileriki asamalarda klorokojik asit;
sodyum benzoat ve sodyum salisilatla tepkimeye sokularak (5-hidroksi-4-okso-4H-
piran-2-il)metil  2-metilbenzoat ve (5-hidroksi-4-okso-4H-piran-2-il)metil  2-
hidroksibenzoat iyi verimlerle elde edilmistir. Bu sekilde sentezlenen maddelerin
vanadil siilfatla kompleksleri hazirlanarak yiiksek hipoglisemik etki gosteren

antidiyabetik ajanlar oldugu tespit edilmistir (83, 116-118).
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Sekil 2.58. Hipoglisemik etkili tiirevlerin sentezi.

Klorokojik asitin ¢esitli metallerde 2-merkapto-1-metilimidazol kompleks
olusturabildigi bilinmektedir. Aliiminyum ve galyumla yaptig1 kompleksler suda
¢oziinebilir 6zelliktedir. Alliminyum, Alzheimer hastaliginda 6énemli yer tutmaktadir
¢linkii hastaligin neden oldugu tahribat, organizmada aliiminyum birikmesine yol agar.
Galyumun ise tiimorlerin tespitinde kullanilig1 arastirma konularindan biridir. Tibbi
acidan Oneme sahip bu iki metalin noétral ortamda yaptiklari komplekslerin
incelenmesi hastaliklarin tan1 ve tedavisine yonelik olarak dogru bir yaklagimdir.
Aliiminyum  bilesiklerinin ~ suda  ¢oziiniirliikkleri  galyum  komplekslerinin
¢Oziiniirliiklerinin yarisi kadardir. Klorokojik asitin her iki metalle yaptig1 kompleksler
de suda ¢o6ziinmemektedir (119). Klorokojik asit ve allomaltoliin diger biitiin
hidroksipironlar gibi bir¢ok metalle (demir, aliiminyum, vanadium) olusturdugu
kompleksler, diyabet ve anemi tedavisinde yeni bilesikler olarak test edilmistir (120,
121).
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Sekil 2.59. Klorokojik asitin Fe ile kompleksi.

Metal katyonlarina segici olarak baglanabilme yetenegi sayesinde kitosan,
kontamine sularin agir metallerden arindirilmasinda kullanildigi gibi ayrica dis
macunu, sampuan, viicut kremi gibi kozmetik triinlerinin igeriginde, gidalarda
koruyucu amagla, ilag, ziraat ve biyomedikal alanlarda da kullanimi olan dogal
kaynakl1 bir polimerdir. Fe®* iyonuna kars1 affinitesi bilindiginden diger bir selasyon
yapici bilesik olan kojik asitle bir araya getirilerek konjugatlari olugturulmustur. Bu
konjugatlarin sentezlenmesinde iki farkli yaklasim sz konusudur. lkinde, klorokojik
asit ile kitosan serbest amin gruplar1 aracilifiyla kovalent bag olustururken, ikincide
ise subkolloidal Fe(O)OH’in nanopartikiil olarak kitosana bagli Fe(III) metallerinin
kojik asitle kompleks olusturmasidir (45, 122).
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Sekil 2.60. Klorokojik asitin kitosanla konjugasyonu.
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2.1.3. Allomaltol ve Tiirevlerinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Allomaltol, 2-metil-5-hidroksi-4H-piran-4-on yapisinda olup biyolojik a¢idan
dikkat c¢eken, hidroksipiron tlirevi bir bilesiktir. Allomaltoliin organoleptik
ozelliklerine bakildiginda renksiz ve kokusuz toz seklinde oldugu, erime derecesinin
ise 152-3°C oldugu tespit edilmistir.

Allomaltoliin sentezi de klorokojik asit gibi ilk kez Yabuta tarafindan
gerceklestirilmistir (123). Klorokojik asitin asidik ortamda ¢inko tozu ile indirgenmesi
sonucunda elde edilmistir (Sekil 2.3.). Gelistirilen yontem, basit, etkili ve yiiksek
verimlidir. Ancak allomaltol farkli arastirmacilar tarafindan farkli yolaklarla da
sentezlenmistir. Dibenzoil kojik asitin glasiyal asetik asitte indirgenmesiyle elde
edilen yontemin de bilinmesine ragmen halen giiniimiizde tercih edilen ilk yontemdir

(124).

0 0]
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| Zn/HC1 ||
Cl 0 H;C” 0
Sekil 2.61. Allomaltoliin sentezi.

Allomaltol klorokojik asitten sentezlendigi gibi, iyodokojik asitten de
sentezlenmektedir. Klorokojik asitin iyot ile reaksiyona girmesiyle iyodokojik asit
olusmaktadir. Isiktan ve sicaktan bozunan iyodokojik asitin, allomaltola doniistiigii
bildirilmistir (105).
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Sekil 2.62. Iyodokojik asitten hareketle allomaltol eldesi.
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Son yillarda yapilan ¢alismalarda goklu bilesenli reaksiyonlar biyolojik olarak
aktif bilesikler sentezlemek i¢in kullanilan etkili bir arag olarak goriilmektedir. Ciinkii
bu reaksiyonlarin, yiliksek verimlilik, {irlinlerin bir yerde kiimelenmesi ve basit
uygulama gibi avantajlari s6z konusudur. Laboratuvarimizda allomaltolden yola
cikilarak, metanol varliginda formaldehit ve sekonder amin tiirevi maddelerle
Mannich bazlar1 hazirlanmig, sentezlenen tiirevlerde de antikonviilsan ve

antimikrobiyal aktiviteler aragtirtlmigtir (18, 19).

o oH 1.HCHO 0 oH
2.5ek. amin trv. /\
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H,.C” 0 MeOH H,C” 0 /
X=N, C

Sekil 2.63. Allomaltol tiirevi Mannich bazlar1.

Dehkordi ve ark. tarafindan 2008 yilinda yapilan ¢alismada, kojik asit ve
allomaltoliin 2 numarali konumuna formaldehit varliginda Mannich reaksiyonu
uygulanarak piperidin veya morfolin siibstitiie edilmis tiirevleri sentezlenmistir.
Yapilarda bulunan fenolik hidroksil grubu, benzil bromiirle reaksiyona sokularak

korunmustur (125).
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Sekil 2.64. Allomaltol tiirevi ve piridinon tiirevi Mannich bazlart.
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Daha sonra yapilan bir ¢alismada N-heterosiklik karben tarafindan katalizlenen
enansiyoselektif Claisen diizenlemesi kullanilarak yeni allomaltol tiirevleri

sentezlenmistir (126).

0]

OH Q
| +/LH—>
0) R

MeOH HC™ O

HsC

Sekil 2.65. Allomaltol tiirevlerinin Claisen diizenlenmesi.

Bunlarin yaninda, organik kimya sentezlerinde iyonik sivilar ugucu ve yanici
olmamalar1, geri doniistiiriilebilir olmalar1 gibi temel 6zellikleri sayesinde iyi huylu
reaksiyon ortamlar1 olarak dikkat ¢cekmektedirler. Yesil kimyanin, mevcut ¢evreye
kirlilik sorunlarmmi1 ortadan kaldiracak c¢oziimleri kapsayan bir akim oldugu
diisiiniiliirse iyonik sivilar1 da kapsayan bu reaksiyon tiirlerinin, artan reaksiyon hizi
ve seciciligi de géz oniinde bulunduruldugunda organik kimyada bu uygulamalarin
giderek arttig1 net bir sekilde goriilmektedir. Bu prensiple, ayni ¢alisma grubu
tarafindan asagidaki semada belirtilen ¢oklu bilesen reaksiyonlar1 gerceklestirilerek

allomaltol tiirevleri yiiksek verimlerle sentezlenmistir (127-129).
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Sekil 2.66. Allomaltoliin iyonik sivilardaki reaksiyonlarina 6rnekler.
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Allomaltoliin enolik hidroksil grubu benzil bromiirle ve alkolik hidroksil grubu

ise dimetil siilfatla korunarak piridinon tiirevine geg¢ilmistir (130).
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Sekil 2.67. Allomaltolden piridinonlara gegis.

Kojik asitten hareketle elde edilen Mannich bazlar1 disinda da c¢ok sayida
biyolojik olarak aktif bilesik mevcuttur. Anabilim dalimizda yiiriitiilen ¢alismalarda
kojik asitten hareketle piron halkasindan piridinon halkasma gecis saglanarak
1,2,5-tristibstitiie 4(1H) piridinon tiirevleri sentezlenmistir. Bu maddelerin yiiksek
analjezik ve antiinflamatuvar etkiye sahip olduklar1 bulunmustur. Oncelikle tiyonil
kloriir kullanilarak kojik asitten klorokojik asit elde edilmis, daha sonra ¢inko tozu ile
rediiksiyonunu takiben elde edilen allomaltoliin yapisindaki hidroksil grubu, benzil
kloriirle korunarak 4-piron tiirevleri sentezlenmistir. Elde edilen tiirevler, cesitli
aminlerle muamele edilmis, takiben borontribromiir kullanilarak benzil grubu

uzaklastirilmustir (59, 60).
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Sekil 2.68. Analjezik ve antiinflamatuvar etkili piridinon tiirevleri.

Allomaltoliin hidroksipiron halkasinin iyi bir bidentat ligand olabilme 6zelligi
sayesinde galyum, vanadium ve demir metalleriyle kompleksleri hazirlanmistir. Bu

tiirevlerin antikanserojen ve antidiyabetik 6zellikleri aragtirilmustir (131-133).
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Tiimor inhibe edici 6zellige sahip aldol tiirevi rutenyum kompleksleri 2009
yilinda yiiriitiilen ¢alismalarda tamimlanmistir. Kojik asitten hareketle elde edilen
bilesik ii¢ basamakl1 bir yolak ile sentezlenmistir. Oncelikle kojik asitin tiyonil kloriirle
reaksiyonu oda sicakliginda gerceklesmis, sonra 75°C’de Zn/HCI ile rediiksiyonunu
takiben bazik kosullarda formaldehitle ya da benzaldehitle muamele sonucu aldol

tirtinleri elde edilmistir (134).
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Sekil 2.69. Allomaltol tiirevlerinin Ru kompleksleri.

Allomaltoliin Lawessons reaktifiyle tepkimesi sonucu olusan tiyoallomaltoliin
siklik sekonder aminler ve formaldehitle reaksiyonunda Mannich {iriinler yiiksek
verimle elde edilmis ve bu tirlinlerin gesitli metallerle kompleksleri hazirlanarak insan
kanser hiicre haatlarinda 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolyum bromiir

(MTT) deneyi ile sitotoksisiteleri aragtirilmigtir (135).
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Sekil 2.70. Allomaltol ve tiyoallomaltoliin Mannich bazlarinin kompleksleri.

Rodyum metali komplekslerinin insan kanser hiicrelerinde DNA’y1 hiicresel
hedef alarak ¢ift sarmal DNA ile kovalent baglar araciligiyla stabil yap1 olusturarak

kanser hiicrelerinin biiylimelerini durdurduklar1 bildirilmistir. Bu bilgiden yola
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cikilarak hazirlanan allomaltoliin rodyum komplekslerinde 6zellikle CH1 (over

kanseri) hiicre hattina kars1 sitotoksisite gozlenmistir (136).

Sekil 2.71. Allomaltoliin Rh kompleksleri.

2.2. Spektral Ozellikler
2.2.1. IR Spektrumlari

Kojik asitin IR spektrumunda O-H gerilim band1 3250-3100 cm™ arasinda
yayvan bir pik olarak gdzlenmistir. Piron halkasmin C=0 gerilim band1 1685 cm™’de,
C=C gerilim band1 1655, 1610 ve 1575 cm™’de keskin pikler seklinde gézlenmektedir.
Aromatik C-O-C gerilim band1 1240 cm™’de goriilmektedir (137). Diger bir ¢alismada
kojik asitteki C=0O gerilim band1 1648 cm™’de, C=C gerilim band1 1503 cm™’de, C-O
gerilimi ise 1113 cm™’de gozlenmistir (39).

Klorokojik asitin IR spektrumunda 3200-3230 (O-H, gerilim), 1680, 1645
(C=0 gerilim), 1610, 1580 (C=C gerilim), 1235 (C-O, gerilim, aromatik) ve 750-767
cmde (C-Cl gerilim) pikler gdzlenmistir (137, 138). C-H gerilme titresimleri 3700-

1 civarinda

2800 cm™’de gozlenmistir. Lantanitlerle yaptiklar1 selatlarda 3200 cm’
goriilen OH grubuna ait pikin kayboldugu goriilmistiir (137). O-H gerilmelerinin de
hidrojen bagi olusumu nedeniyle daha diisiik frekanslara kayarak bandin

geniglemesine neden oldugu bildirilmistir (138).
2.2.2. 'H-NMR Spektrumlari

Kojik asit ve klorokojik asitin détoro dimetilsiilfoksit (DMSO-ds) igerisinde
alman 'H-NMR spektrumlarinda, protonlarin kimyasal kayma degerleri sirasiyla
5 4,50; 4,67 (2H; s; CH>); 6,60; 6,70 (1H; s; H®); 8,10; 8,13 (1H; s; H°); 5,68; 9,09
ppm (1H; s; OH) olarak bildirilmistir (18, 39).
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Allomaltoliin DMSO-ds igerisinde alinan spektrumunda, bu piklerden basgka 2
numarali konumdaki —CHs grubundaki protonlar 2,25 ppm’de singlet pik vermistir.
Ayrica 3 numarali konumdaki aromatik hidrojene ait pik, 6,70 ppm civarindan 6,10

ppm’e kaymustir (18).
2.2.3. 3C-NMR Spektrumlari

Kojik asit ve diger hidroksi-4H-piran-4-on yapisindaki bilesiklerin 3C-NMR
spektrumuna ait kimyasal kayma degerleri literatiirlerde 139, 145, 110, 161-168 ve
173 skalasinda verilmistir (139).

2.2.4. Kiitle Spektrumlar:

Kojik asit molekiiliiniin kiitle spektrumunda verdigi pik degerlerine gore
parcalanma sekilleri 1968 yilinda yapilan bir ¢aligmada agiklanmigtir (Sekil 2.72.).
Parcalanmada ilk basamak kojik asitteki primer alkol grubundan oksonyum iyonu
olusturmak icin —CHO grubunun ayrilmasidir. Bu molekiil kendi icerisinde
diizenlendikten sonra dekarboksilasyon sonucu m/z degeri 85 olan pargalanma
tirtiniinii vermektedir. Molekiil i¢i hidrojen gogii sonucunda halka kapanmaktadir. Bu
yapidan da sirasiyla —CO ve —CzHs gruplan ayrilarak diger par¢alanma iiriiniinii

olusturmaktadir (140).

+

0 0 0
H 4 i ;
H OH < )
Py c - QU o
O N LA A

-CHO H ('9 0" H -CO H™ 0" 'H
miz 142 m/z 113 m/z 113 m/z 85
HC—0, 0 c—0 ¥
A H,C—
— LRI — —
HZC_ECE -CO H,C—CH -C,H, CH
m/z 85 m/z 57 m/z 29

Sekil 2.72. Kojik asitin molekiiler par¢calanmasi.

Ayrica, yapilan bir ¢aligmada allomaltole ait molekiiler iyon pikinin ayn

zamanda temel pik oldugu ve m/z degerinin 127 oldugu bildirilmistir (18).
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Klorokojik asitte molekiillerin, O-H-~O tipinde giiclii, allomaltolde ise
C-H-0O tipinde zayif hidrojen baglariyla bir arada bulunduklar1 ag¢iklanmistir (138).
Bu farkliligin selasyon ozelliklerine etki edecegi diisiiniilerek, Fe®" ile yaptigi
oktahedral bidentat komplekslerin kristal yapilart aydinlatilmigtir. Allomaltol ve kojik
asit fac izomer yapisinda kompleks olustururken, klorokojik asitte bunlarin aksine mer
izomeri olusmustur (98, 138).

Bazi Mannich bilesiklerinin yapilari, ayrica X-iginlar1 analizi ile
aydinlatilmistir. Molekiiliin konformasyonu molekiiller arasi ve molekiil i¢i hidrojen
baglariyla saglanmaktadir. Baz1 zayif molekiil i¢i etkilesimler yapiy1 dayanikli hale
getirmeye yardimel olmaktadir. Piperazin halkasinin ise sandalye konformasyonunda

oldugu goriilmiistiir (141-143).
2.3. Biyolojik Aktivite Calismalari
2.3.1. Mantar Tirozinazi Inhibisyonu

Tirozinaz, oksidaz enzim tiirlerinden olup bitki, hayvan, mantar ve
mikroorganizmalarda bulunan, ¢oklu isleve sahip bir enzimdir. Cilt, sa¢ ve
hayvanlarda kiirk rengini belirleyen melanin adli pigmentin biyosentezinden
sorumludur (10).

Yiiksek yapili bitkiler ve mantarlarda tirozinaz enzimleri ii¢ izoform seklinde
bulunmaktadir. Bunlar, olgunlagmamis (immature), olgun latent (mature latent) ve
aktif izoformlardir. Ancak bu formlar arasi iliski ve kinetiklerinin biyokimyasal
karakterizasyonu heniiz tam olarak aydinlatilamamustir. Tirozinazin aktif bolgesinde
iki adet bakir atomunun bulundugu bilinmektedir. Simdiye kadar en iyi karakterize
edilmis tirozinazlar ise Streptomyces glausescens, Neurospora crassa ve Agaricus
bisporus’a aittir (2). Ozellikle A. bisporus’a ait olan tirozinaz, memelilerdeki tirozinaz
ile homolog yapida oldugundan melanogenezle ilgili ¢aligmalarda iyi bir model
olusturmaktadir (10).

Asagidaki sekilde (Sekil 2.73.), tirozinaz enziminin binilikleer bakir aktif
bolgesi (C), oksijenler (O) ve histidin (His-N) (H) aminoasiti ile sematize edilmistir.
Alt1 adet histidinin, enzimin aktif bolgesindeki bakir atomlariyla baglandigi, bu bakir
atomlarinin da molekiiler oksijen ve kendisinin fenolik substrati (6rnegin inhibitorler)

ile etkilestigi bilinmektedir (144).
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Sekil 2.73. Tirozinaz enziminin biniikleer bakir aktif merkezi (C).

Tirozinaz, melanin biyosentez yolaginda anahtar roliindeki iki Onemli
reaksiyonu katalizlemektedir. Bunlardan ilki, daha sonra L-DOPA’ya doniisecek olan
tirozin aminoasitine hidroksil grubunun katilmasi, ikincisi ise L-DOPA’nin o-
dopakinona oksidasyon reaksiyonuyla doniistiiriilmesidir. Bu iki ana basamaktan
sonra ileri enzimatik basamaklarla melanin olusturulmaktadir (Sekil 2.74.) (1). L-
Tirozinin melanine doniistiigii bu enzimatik oksidasyon, melaninin pek c¢ok isleve

sahip olmasindan dolay1 biiylik 6neme sahiptir.
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Sekil 2.74. Melanin pigmentinin biyosentetik yolagi. (DOPA, 3,4-
dihidroksifenilalanin; DHI, 5,6-dihidroksindol; DHICA, 5,6- dihidroksindol-2-
karboksilik asit)
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Tirozinaz enziminin Ongoriillen katalitik mekanizmasi ise asagidaki gibidir
(Sekil 2.75.). Tirozinaz monofenoliin orto-hidroksilasyonunu ve bunu takip eden ilgili

orto-kinonun katesole doniisiimiinii katalizlemektedir (145).
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Sekil 2.75. Tirozinaz enziminin 6ngoriilen katalitik mekanizmasi.

Meyve, sebze ve deniz iirlinleri gibi gidalarda olusan enzimatik kararma,
gidanin renk kalitesi ile aromalarinin bozulmasit ve besin degerlerinin kaybiyla
iliskilendirilmektedir. Enzimatik kararma, hiicre yapisinin par¢alanmasina neden olan
firgalama, soyma ve parcalama islemleri sonrasinda oksijen varliginda; tirozinaz ve
onun polifenolik substratlarinin karismasiyla olusmaktadir (146). Enzimatik kararma
orant; tirozinaz ve fenolik substratlarin konsantrasyonu, oksijen miktar1, pH, sicaklik
vb. faktorlere baghdir (12). Bu yiizden, gida endiistrisinde Kalitenin ve ekonomik
degerin kontrol edilmesinde tirozinaz enziminin inhibisyonu ¢ok onemlidir. Ayrica
boceklerdeki tirozinaz; melanogenez, yara iyilestirme, parazit enkapsiilasyonu ve
sklerozizasyon proseslerinde gerekli oldugundan, tirozinaz inhibitorleri insektisit
olarak ve bocek kontrol ilaglarinda da kullanilmaktadir (2).

Kozmetik iiriinlerde, tirozinaz inhibitorleri cilt beyazlatici etkilerinden, ¢il
olusumunun engellenmesi ve giines yanigi sonrasi ciltte depigmentasyon ozellikleri
sayesinde kullanilmaktadir. Gerek dogal gerekse sentetik kaynaklardan ¢ok sayida

tirozinaz inhibitorii madde kaydedilmesine ragmen 6ncelikli olarak giivenlilik ile ilgili
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sorunlardan dolay1 (6rnegin, hiicrelere karsi yiiksek toksisite, oksijen ve suya karsi
diisiik stabilite) sadece birkagi cilt beyazlatici ajan olarak kullanilmakta ve bu da
kullanimlarint sinirlandirmaktadir. Tirozinaz inhibitdrlerinin endiistri ve ekonomideki
onemlerinden dolayr pek ¢ok arastirmact bu inhibitorlerin yeni smiflarinin
kesfedilmesi amaciyla ¢alismaktadir (2, 79).

Melanin sentezinde meydana gelen herhangi bir degisiklik pek ¢ok hastalik
durumuyla sonuglanabilmektedir. Tibbi a¢idan bakildiginda, tirozinaz inhibitdrlerinin
melazma, postinflamatuvar hiperpigmentasyon, giinese bagli lentigo ve Addison
hastalig1 gibi hastaliklarin giincel tedavilerinde yer aldiklar1 bilinmektedir (147).

Dolayisiyla tirozinaz inhibitorlerinin, gida, kozmetik ve tip alanlarinda
onemleri giderek artmakta, 6zellikle ¢esitli depigmentasyon bilesiklerinin aragtirilmasi
icin tirozinaz 6nemli bir hedef haline gelmektedir.

Tirozinaz inhibitorleri deneysel gozlemler sonucu yapilan ¢alismalara gore su

sekilde siniflandirilmistir (10).

I.  Rediikleyici bilesikler: 0-Dopakinonu DOPA’ya geri rediikleyerek
dopakrom ve melanin olusumunu engellerler. (Ornegin askorbik asit)

ii.  0-Dopakinon temizleyiciler: Dopakinonla reaksiyona girerek renksiz

bilesikler meydana getirirler. Ortamdaki temizleyici tiiketilene kadar
melanin olusumu yavaglar ve tiikenince tekrar eski hizina doner.
(Ornegin tiyo iceren bilesiklerin ¢ogu)

iii.  Alternatif enzim substratlari: Bazi fenolik bilesiklerin kinoit reaksiyon

iirtinleri, dopakromunkinden farkli spektral aralikta absorblama
yaparlar. Bu maddeler, tirozinaza iyi affinite gostererek dopakrom
olusumunu oOnler.

iv.  Spesifik olmayan enzim inaktivatorleri: Asitler ya da bazlar gibi,

enzimi denatiire ederek aktiviteyi inhibe ederler.

V.  Spesifik enzim inaktivatorleri: Bu bilesikler, mekanizmaya dayali

inhibitorler olup “intiharci (suicide)” olarak da nitelendirilirler.
Enzimle kovalent bag yaparak ona tersinmez olarak baglanirlar.

vi.  Spesifik tirozinaz inhibitérleri: Tirozinaz enzimiyle tersinir bag

olusturarak enzimin katalitik kapasitesini azaltirlar.
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Bu smiflandirmalar sonucu sadece son iki grupta bulunan maddeler “gercek
inhibitorler” olarak tanimlanmaktadir.

Tirozinaz inhibisyonunu tespit eden birkac tip deney vardir. Literatiirlerde
temel olarak iki ana yontem kullanilmaktadir. Bunlardan ilki ve daha sik kullanilani
ticari olarak temin edilen mantar tirozinazimn kullanildig1 in vitro deneydir. ikincisi
ise hiicresel test olup tirozinaz aktivitesini, melaninin hiicre i¢inde birikimini 6lgerek
veya bir tirozinaz substratinin doniislim oranini tanimlayarak dlgmektedir. Enzime
dayal1 olan yontem daha kolay yiiriitiilmesi, dogru sonuglar vermesi ve enzimle ilgili
yaklagimlar agisindan c¢alismaya olanak saglamasi agisindan daha c¢ok tercih
edilmektedir (148).

Giincel tirozinaz inhibitdrlerinin ¢ogunun toksisitesi ve yetersiz etkinlik gibi
sorunlart mevcuttur. Ornek verilecek olursa, giincel tedavilerin en yaygin olanlari,
tirozinaz inhibitorii olarak hidrokinonu i¢ermektedir. Hidrokinon da yapisal olarak
tirozin analogu olup oksidasyona ugramaktadir. Bu reaksiyonun iirlinii olan
benzokinon ise mutajen bir madde olarak bilinmekte ve DNA’ya zarar
verebilmektedir. Ayrica hepatosit ve melanosit hiicrelerine sitotoksik oldugundan
karsinojenik de olabilir. Bu nedenlerden dolay1, hidrokinonun cilt aydinlatic1 bilesik
olarak kozmetik iiriinlerde kullanim1 Avrupa’da yasaklanmis, Amerika’da Ila¢ ve Gida
Dairesi-Food and Drug Administration (FDA) tarafindan ise giderek artan siki ve
detayli incelemelere tabi tutulmaktadir. Ulkemiz gibi Avrupa Birligi mevzuatini ulusal
yasalarla uyumlastiran {iilkelerde de hidrokinonun bu amagla kozmetik tiriinlerde
kullanimi da giincel Kozmetik Yonetmeligi kapsaminda yasaklanmistir. Hidrokinona
alternatif olarak arbutin de gosterilebilir ancak onun da hidrokinon glikoziti oldugu

diisiniilirse giivenlilikle ilgili siipheler yine olusmaktadir (147).

OH
OH OH O
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H0%0 ¢ O Hovfoj]/
OH OH
Hidrokinon Arbutin Kojik asit

Sekil 2.76. Giincel sentetik tirozinaz inhibitorleri.
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Kojik asit, tirozinaz inhibitorii olarak 20. yiizyilin baslarindan beri, deniz
mahsulleri ve taze sebzelerde kararmay1 onlemek ve tazeligini koruyarak renginin
bozulmasim1 engellemek amaciyla gida endiistrisinde katki maddesi isleviyle
kullanilmaktadir. Mantar tirozinazinda monofenolaz aktivitesini yarigmali olarak
inhibe edici ve difenolaz aktivitesine karsi karisik inhibitor etki gostermektedir. Kojik
asitin gozlemlenen yarigsmali inhibitdr etkisi ise enzimin aktif bolgesindeki bakirla
selasyon yapmastyla agiklanmaktadir (13, 114).

Tirozinazin aktif merkezinde iki bakir iyonu ve aktif merkezin yakininda da
lipofilik uzun-dar gegit bulunmaktadir. Kojik asitin tirozinazin aktivitesini, 5-hidroksil
ve 4-karbonil gruplari araciligtyla tirozinazdaki bakir iyonu ile selat olusturarak inhibe
ettigi ¢esitli calismalarda kaydedilmistir (86, 149, 150).

Bir ¢alismada kojik asitin kurbaga tirozinazinin katesolaz aktivitesini klasik
olmayan bir davranigla yavas baglayici olarak inhibe ettigi belirtilmistir (13).

Kojik asit, insan melanosit tirozinazini yavas, etkili ve tersinir yarismali olarak
kararma i¢in gerekli olan oksijenin geri alimin1 ve enzimin aktif merkezindeki bakir
iyonuyla selasyon sonucu inhibe ederek melanin olusumunu 6nlemektedir. Bu yiizden,
kojik asit hiicresel melanin olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir (151).

Kojik asit ve arbutin, cilt bakim {irinlerinde genellikle aydinlatic1 bilesikler
olarak kullanilmaktadir. Topikal olarak kullanimlarinin belirli sinirlamalarla giivenli
ve etkili olduklart gosterilmistir (9). Son yillarda, bibenzil analoglarinin kojik asitten
20 kat daha giiclii antitirozinaz aktiviteye sahip olduklari bulunmustur. Ancak kojik
asitin inhibitor aktivitesinin kozmetiklerde kullanimi igin yeterince etkili olmamasi,
saklama kosullarinda dayaniksiz olmasi gibi 6zellikleri s6z konusudur. Literatiirlerde
kojik asit tek basina veya tropolon ve L-mimozin ile birlikte yeni sentezlenen
inhibitorlerin gii¢lerinin kiyaslanmasinda referans madde olarak kullanilmaktadir (4,
10, 11, 144). Bu ti¢ madde, yapisal olarak fenolik substratlara benzemekte ve
kompetetif inhibisyon 0Ozelligi gostererek yavas baglanma inhibitorleri olarak

adlandirilmaktadirlar (12).
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Sekil 2.77. Glincel doga kaynakl tirozinaz inhibitorleri.

Giizellik endiistrisinin de katildig1 yaklasima gore kojik asit simdiye kadarki
en iyi dogal bazli losyon igeriklerinden biridir. Baz1 kiiltiirlere gore giizelligin tanima,
acik tondaki ve neredeyse soluk beyaz ten rengine dayandigindan pek ¢ok kadin daha
acik renkli bir tene sahip olmak i¢in kojik asit gibi cilt beyazlatma 6zelligi olan
maddeleri igeren cilt aydinlatict kozmetik iiriinleri tercih etmektedir. Ozellikle Uzak
Dogu iilkelerinde yillar boyunca cilt rengini agmak icin kullanilmasina ragmen, ¢ok
sayida insanda giines lekeleri, ciller gibi giizellikle iligkili pigmentasyon
problemlerinin tedavisinde kullanmaktadir. Beyazlatici losyonlarin biiyiik cogunlugu,
kojik asitin yaninda C vitamini (askorbik asit), ay1 tizlimii ekstresi, meyan kokii veya
karadut gibi bitkisel kaynaklarin yaninda glikolik asit gibi alfahidroksiasit (AHA)
tiirevlerini de icermektedir.

Kojik asit igeren losyonlar1 kullanan kadinlar, yashlik lekeleri, hamilelik ve
dogum kontrol haplar1 gibi hormon diizeyini etkileyen durumlarda olusan
hiperpigmentasyon gibi nedenlerle de bu {iriinleri kullanmaktadirlar. Bu tiir
losyonlarin tercih edilmesinin bir diger nedeni ise krem veya sabunlara gore ciltten
daha 1yi absorbe olmalaridir. Giinese maruz kalmadan 6nce bu losyon kullanildiginda
ayrica kirigiklik olusumunun azalmasini saglamaktadir. Bu 6zelliklerinden dolay1 s6z
konusu {iriinler iyi birer yaglanma karsit1 {iriin olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Sonug
olarak kojik asit, tirozinaz inhibe edici 6zelligi sayesinde ¢ok sayida kozmetik
formiilasyonun igeriginde yer almakta ve pek cok iirlin kendi i¢inde ayr1 bir yetenek
kazanmaktadir. Bazi iirlinler vitamin A ve E gibi ¢esitli vitaminleri kombine
etmektedirler, buradaki temel amag, kojik asitle meydana gelebilecek cilt tahrislerini
yatistirmaktir. Diger bir krem kombinasyonu 6rnegi ise, retinol, vitamin C, kojik asit
ve glikolik asittir. Bu hammaddelerin eklenmesindeki amag da yine kojik asitin uzun

stireli kullanimina bagli olasi cilt hassasiyetini gidermektir. Kojik asit igeren ve FDA
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tarafindan onaylanan bazi ticari {irtinlerin isimleri ise s0yledir: AEC Kojic acid, Kojic
acid SL, Melanobleach-K, Oristar KA, Rita KA, Tonelite Kojic acid, Botacenta SLC
175, Dermawhite HS, Melarrest A, Melarrest L ve Vegewhite (14).

Kojik asit i¢in kaydedilen kozmetik dis1 uygulamalar ise melazma tedavisi,
gidalarda koruyucu ve antioksidan amagli, antibiyotik, kimyasal ara madde, metal
selasyonu, pestisit ve antimikrobiyal maddeler olarak ge¢cmektedir. Iyi bilinen bu
ozelliginden dolay1 pek cok ¢aligmada pozitif kontrol olarak kullanilmaktadir. Mantar,
patates, elma, beyaz karides ve dikenli 1stakozun tirozinaz inhibisyonlarinin, enzimatik
kararma igin gerekli olan oksijenin aliminin Onlenip melanin  olusumunun
engellenmesiyle gerceklestigi bulunmustur (149).

Kojik asitin gii¢lii inhibitor etkisine ragmen sitotoksisite kaynakli cilt
iritasyonu ve saklama kosullarindaki diisiik stabilitesinden dolayr kozmetiklerde
kullanimi sinirhidir. Kojik asit tizerinde yapilan modifikasyonlar, daha {istiin tirozinaz
inhibitorleri gelistirmek amaciyla izlenmesi gereken bir yoldur. Birgok yar1 sentetik
kojik asit tiirevi, kojik asitin yapisint modifiye ederek farmakokinetik 6zelliklerini ve
selasyon yetenegini iyilestirmek amaciyla sentezlenmistir. Bu baglamda kojik asitin
daha iyi endiistriyel uygulamalarini elde etmek amaciyla arastirmacilar daha lipofilik

yapiya sahip olan bilesikler tizerine odaklanmislardir (Sekil 2.78.)
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Sekil 2.78. Antitirozinaz etkili bazi kojik asit tiirevleri.
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Kojik asitin daha dayanikli tlirevlerini elde etmek amaciyla yapilan bir
calismada Kim ve ark. (80), 3-aminopropan fosforik asit adli madde ile ¢alismislardir.
Bu madde, insan fibroblast kiiltiirlerinde kolajen yapimini stimule eden, ayrica ciltle
uyumlu oldugu i¢in kozmetik firiinlerde de tercih edilen bir bilesiktir. 5-[(3-
Aminopropil)fosfinooksil]-2-(hidroksimetil-4H-piran-4-on (Kojil-APPA) yapisindaki
bilesigin in situ kosullarda tirozinaz inhbisyon etkisi géstermesine ragmen in Vitro
olarak gostermedigi goriilmiistiir. Bu da Kojil-APPA’nin hiicrelerde enzimatik olarak
kojik asit ve 3-aminopropan fosforik asite doniistiiriildiigii anlamina gelmektedir.
Kojil-APPA’nin fare melanoma hiicreleri ve normal insan melanositlerinde melanin

sentezi iizerine kojik asit gibi inhibitor aktivite gosterdigi bulunmustur.
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Sekil 2.79. Kojil-APPA.

Stabilite ve giivenlilik ile ilgili sorunlarin ¢6ziilmesi adina yapilan ¢aligmalarin
biri de kojik asitin peptit tiirevlerinin sentezlenmesidir. Bu amagla sentezlenen
bilesiklerin bazilarinin kojik asitten ¢ok daha yiiksek antitirozinaz aktiviteye sahip
oldugu ve saklama kosullarindaki stabilitelerinin on bes kat daha iyi oldugu tespit
edilmis, ayrica toksisitelerinin de kojik asitten daha diisiik oldugu bulunmustur (91).
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Sekil 2.80. Kojik asit-peptit tiirevi.

Iki piron halkasinin etilen kopriisiiyle birlestirilerek olusturuldugu yapiya sahip
bir bilesigin kojik asite gore sekiz kat daha giiclii tirozinaz inhibitorii etkiye sahip
oldugu bulunmustur. B16F10 melanoma hiicrelerine karsi da daha etkili melanin

sentez inhibitorii aktivite gosterdigi saptanmustir (86).
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Sekil 2.81. Etilen kopriisii iceren tirozinaz inhibitori.

Bir bilesigin beyazlatici etkisi genellikle hiicreden bagimsiz sistemlerde mantar
tirozinaz inhibisyonu veya hiicresel tirozinaz aktivitesinin inhibisyonu seklinde
olgiiliir (152, 153). Ornegin, kojik asit, arbutin ve elajik asit gibi cogu melanin sentez
inhibitorleri tirozinaz aktivitesini inhibe ederek melanogenezi baskilarlar. Ancak,
mantar tirozinaz inhibisyonu ile hiicresel tirozinaz aktivitesi veya hiicresel melanin
olusumunun inhibisyonu arasindaki korelasyonu gostermek i¢in ¢ok az kanit
bulunmaktadir. Bir galismada; in vitro mantar tirozinaz aktivitesi inhibisyonu, hiicresel
tirozinaz aktivitesi inhibisyonu ve A2058 melanoma hiicre dizisinde hiicresel melanin
olusumunun inhibisyonu arasindaki korelasyon arastirilmistir. Ayrica son iki sistem
arasindaki korelasyonu ¢alismak i¢in UVA radyasyonu da uygulanmistir. Ciinkii UV-
indiiklenmis melanogenez UV radyasyonuna maruz kalan insan cildinde iyi bilinen bir
fizyolojik cevaptir. Calisma sonucu elde edilen bilgilere gore, mantar tirozinaz
aktivitesi inhibisyonu veya hiicresel tirozinaz aktivitesi inhibisyonu hiicresel melanin
olusumu i¢in faydali bir gosterge olusturmamistir. Melanoma hiicrelerindeki melanin
igerigi ve tirozinaz aktivitesini arttirmak i¢in UVA radyasyonunun kullanimi, dogal ve
bitkisel triinlerin olas1 beyazlatma etkilerinin degerlendirilmesi i¢in daha uygun
oldugu bulunmustur. Ancak, herhangi bir iiriinlin beyazlatici etkisi i¢in en son kanit
insan veya hayvan ¢alismalarinin gézlenmesi gerektigi 6ne siiriilmiistiir (151).

Tirozinaz inhibitorii o6zelligi bilinen farkli yapida bilesiklerin bir araya
getirilerek yeni tiirevlerin olusturulmasi da daha etkili bilesikler tasarlamada kullanilan
bir yontemdir. Buradan yola ¢ikilarak bir ¢alismada kojik asit ve hidroksillenmis
sinnamik asit yapilar1 bulusturularak bazi esterler sentezlenmistir. Kojik asitten daha

iyi aktiviteye sahip tiirevler bulunmustur (79).
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Sekil 2.82. Tirozinaz inhibit6rii tasarimina ornek.

Ayni yaklasimla kojik asit ve melanogenez inhibitdrii 6zelligi bilinen tiyol
bilesikleri bir araya getirilerek hazirlanan kojik asit-metimazol tiirevi bilesiklerin
mantar tirozinazina karsi inhibisyonlar1 ile B16F10 murin melanoma hiicrelerinde
hiicre i¢i melanin olusumuna karsi inhibitor etkileri aragtirtlmistir. Fenolik hidroksil
grubunun metil ile kapatildig: tiirevde inhibitor aktivite gozlenmezken, diger bilesigin
kojik asitten daha iyi antitirozinaz aktivite gosterdigi, bunun yaninda da yapilan

deneylerde sitotoksisite ve iritasyon gostermedigi tespit edilmistir (114).
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Sekil 2.83. Kojik asit-metimazol tiirevi.

Yapilan bir ¢aligmada kojik asit-tripeptit amitlerin, kojik asit-tripeptit serbest
asitler ile benzer tirozinaz aktivite gosterdikleri, ancak saklama kosullari stabilitesi
acisindan hem kojik asitten hem de tripeptit amitli tiirevden daha tistiin olduklar tespit
edilmistir (154). Daha yiiksek tirozinaz inhibitorii aktiviteye, dayaniklilik ve sentetik
etkinlige sahip kojik asit tiirevleri sentezlemek amaciyla bir grup kojik asit-aminoasit
amit (KA-AA-NH2) tiirevi sentezlenmis ve aktiviteleri incelenmistir. Kojik asit-

fenilalanin amit yapisindaki bilesigin melanin olusumu sirasinda dopakrom iiretim
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miktarin1 azalttigi goriilmiistiir. Buradan yola ¢ikilarak bu yapidaki bilesiklerin,
bilesigin yan zinciri ile tirozinazin aktif bolgesi arasindaki hidrofobik etkilesimler
sayesinde tirozinaz inhibisyonu yaptigi bir docking programi ile agiklanmaya

calisilmigtir (155).
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Sekil 2.84. Kojik asit-aminoasit amit tiirevi.

\”/NH_AA3 .AAz.AA]_NHz

O

Bir diger ¢aligsmada ise, tiyoeter, siilfoksit ve siilfon kopriileri tasiyan kojik asit
tiirevleri sentezlenmistir. Antitirozinaz etki, siilfoksit ve siilfon tiirevlerinde azalirken,

uygun lipofilik zincirleri tasiyan kojil tiyoeter tiirevlerinde aktivite artmigtir (109).

Sekil 2.85. Kiikiirt igeren tirozinaz inhibitorleri.

Alkolik hidroksil grubunun esterlestirilmesinin hedeflendigi bir ¢alismada,
kojik asitin lipofilisitesi; divinil adipat, vinil hekzanoat, vinil oktanoat veya vinil

dekanoat ile Bacillus subtilis proteazi kullanilarak esterlestirilmesi sonucu

arttirilmustir (90).
0 Bacillus 0)
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Sekil 2.86. Bacillus subtilis ile elde edilen kojik asit esteri.

Ester tiirevlerinin hazirlandig1 bir ¢alismada, kojik asitin 3,4-metilendioksi
sinnamik asit esterinin (I) kojik asitten daha yiiksek antitirozinaz aktiviteye sahip

oldugu bulunmustur. Ester tiirevlerinde enolik hidroksil grubu bir metil grubuyla
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korundugunda aktivitenin tamamen ortadan kayboldugu gorilmiistir. Bu durum,
kojik asitin tirozinazin aktif bdlgesindeki bakir atomuyla etkilestigini
dogrulamaktadir. Ayrica hidrofobik kisminda tirozinaz ile etkilesimde énemli oldugu
One sirilmiistir. Ancak yine aynmi c¢alisma grubunun 2-hidroksi benzoik asit
tirevleriyle olusturduklar1 kojik asit esterlerinde (II) antitirozinaz aktivite
gozlenmemistir. Bu sonug calismacilara, ya adamantan grubunun olusturdugu sterik
engelin ya da kojik asit ile 2-hidroksi benzoik asit grubu arasindaki bakir selasyonu

yapma lizerine yeterli egilimlerinin oldugunu diisiindiirmiistiir (156).

Selat yapict kisim

i (019
<o oy 0 X0 |O
0 & o o -
Hidrofobik kisim "!
Selat yapict kisim

Selat yapici kisim

Hidrofobik kisim
I 11

Sekil 2.87. Baz ester tiirevlerinde yapi-etki iligkisi.

Ahn ve ark (157). tarafindan sentezlenen ve yapisinda troloks grubu tasiyan
kojik asit tiirevinin giiglii tirozinaz inhibitdrii ve radikal siipiiriicii aktivite gosterdigi
belirtilmistir. Ayn1 bilesigin hiicre dayali deneyde, hiicrenin melanin igerigini hiicre

sitotoksisitesi olmadan diisiirdiigii bulunmustur.

Sekil 2.88. Troloks grubu igeren kojik asit tlirevi.

Kojik asit ve kojik asitin monooleat, monolaurat ve monopalmitat esterlerinin
depigmente edici Ozellikleri B16F1 melanoma hiicrelerinde a-MSH-(alpha-
stimulating hormone-) tarafindan indiiklenen melanin sentezi iizerinde melanin

olusumu ve tirozinaz aktivite inhibisyonlar1 incelenerek degerlendirilmistir. Kojik asit
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ve esterleri, ayrica depigmente edici Ozelliklerini arttiran antioksidan aktivite
gostermislerdir. Anilan calismada kojik asit esterlerinin kojik asitten daha diisiik
sitotoksik etkiye sahip olmalarindan dolay1 hiperpigmentasyon tedavisinde daha

giivenli olduklarindan alternatif bilesikler olarak diistiniilmiistiir (89).
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Sekil 2.89. Kojik asit monooleat.

Bir ¢aligmada, biyoizosterlik prensibinden yola ¢ikilarak piranon halkasindaki
oksijen atomu azot ile degistirilerek piridinon halkasi elde edilmis, piridinon
tirevlerinde de antitirozinaz ve antioksidan aktivite incelenmis olup sentezlenen

tirevlerin birinde kojik asitten yiiksek aktiviteler elde edilmistir (158).

O

Sekil 2.90. Piridinon tiirevi tirozinaz inhibitorii.

Kojik asitten hareketle elde edilen piridinon tiirevlerinin aminoasit ve dipeptit
konjugatlar1 sentezlenerek tirozinaz inhibitdr aktiviteleri ve etki mekanizmalar
arastirilmistir. Monofenolaz aktivite i¢in ICso (sistemin %50 cevabina karsilik gelen
doz) degerlerinin kojik asitten daha iyi oldugu belirlenen bilesiklerin difenolaz
aktiviteleri de incelenmistir. Inhibitér mekanizmalarinin ise tersinir ve karisik
(yarismali olan ve olmayan) tipte oldugu bulunmustur. Ozellikle yapisinda benzil
grubu tasiyan bilesigin kojik asitten daha 1yi bakir selasyonu yapma kabiliyeti oldugu
tespit edilmistir (159).
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Sekil 2.91. Piridinon tiirevinin aminoasit konjugati.
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Kojik asitle aymi yapisal iskelete sahip allomaltoliin ise pigmentasyon
bozukluklari, giines yaniginin 6nlenmesi ve yaglar i¢in antioksidan olarak kullanildigi,
ester tiirevlerinin ise yeni tirozinaz inhibitorleri olarak tamimlandigi bir patent

¢alismas1 mevcuttur (160).
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Sekil 2.92. Allomaltol tiirevi esterler.

Kojik asit-fenilalanin amit yapisindaki bilesigin metal komplekslerinin hem in
vitro enzim testinde hem de hiicre bazli deney sisteminde yiiksek antitirozinaz aktivite
gosterdigi saptanmistir. Bu sonuglara gore, hiicrelere diisiik gecis yetenegi olan
hidrofilik molekiillerin tasinmasi i¢in metal kompleks olusumunun iyi bir tasiyici
sistem olabilecegi gosterilmistir. Ek olarak, bu yeni bilesikler, kozmetik endiistrisinde
etkili bir beyazlatici ajan olarak veya diizensiz hiperpigmentasyonda kullanilabilecegi

goriisii One striilmiistiir (92).

Sekil 2.93. Kojik asit-fenilalanin amit yapisindaki bilesigin metal kompleksi.

Biyolojik acidan verimli ara lriinlerin eldesinde arastirmacilarin siklikla
kullandiklar1 morfolin ve 5(4H)-oksazolon halkalar1 tasiyan yeni bilesikler
sentezlenerek, bunlarin tirozinaz inhibitdri aktiviteleri arastirilmistir. Elde edilen tim
maddelerin mantar tirozinazina kars1 yliksek inhibitor etki gosterdikleri saptanmistir
(161).

Giincel bir calismada ise 4-florobenzilpiperidin tasiyan indol tlirevi bilesigin

antitirozinaz etkisi arastirilmis, hem monofenolaz hem de difenolaz aktivitelerinde
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standart olarak kullanilan kojik asitten daha giiclii oldugu bulunmustur. Ayni
calismada mantar tirozinazi ve bakteriyal tirozinazin katalitik cepleriyle etkilesimleri
docking caligmalariyla incelenmistir. Burada flor atomunun varliginin, sonuglar
dramatik sekilde etkileyebilecek kadar dnemli oldugu bulunmustur (162).

Bu calismalar 1s1ginda ve dogrultusunda Kojik asit, klorokojik asit ve
allomaltolden hareketle hazirlanan lipofilisitesi arttirilmis halojen tasiyan Mannich
bazi1 yapisindaki bilesikler ile bunlara substitiie edilmis, morfolin, piperidin ve
pirolidin gruplar1 tasiyan bilesiklerin yiiksek antitirozinaz aktiviteye sahip olmasi

ongoriilerek tez caligmalart yiirtitilmiistiir.
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2.3.2. Melanogenez ve Malign Melanom

Melanogenez, melanin adli pigmentin, epidermisin bazal tabakasina
konumlanmig melanosit adli hiicreler tarafindan iretilmesini takiben, cilt ve sag
folikiillerine dagitilmasi siireclerini kapsayan islem olup enzimatik olarak katalizlenen
kimyasal reaksiyonlarla olusturulmaktadir (2, 144). insanlarda cilt renginin temel
belirleyicisi melanin pigmenti olup cildin UV 1s1imay1 absorblayarak koruyucu bariyer
olusturmasi ve dolayistyla cilt hiicrelerinin bu hasara kars1 korunmalarinda 6nemli rol
oynamaktadir (10).

Keratinosit hiicreleri, derideki epidermis tabakasinin temel hiicre tipini
olusturan, cildi ¢evresel faktorlere karst korumak amaciyla kendi kendini
yenileyebilen epitelyal bariyer olusturan hiicrelerdir. Melanosit hiicreleri ise,
epidermisin bazal tabakasinda yer alan ve dentritik 6zellikteki hiicrelerdir (Sekil 2.94.)
Urettikleri melanin pigmenti ile keratinositleri, UV-B 1s1manin DNA’ya hasar verici
etkilerine kars1 korumaktadir. Dentritik yapis1 sayesinde bir melanosit, birden ¢ok
keratinositle temas kurarak uzun mesafelere ulagmaktadir. Melanozomlar ise
melanositlerdeki pigment graniilleridir. Bu yapilar1 keratinositler, hiicre iglerine
almakta ve melanozomlar, keratinositlerin ¢ekirdeklerini UV 1sinlarina karsi
korumaktadirlar. Melanositler ayrica keratinosit biiylime faktorleri (KGFs) ve

interlokin (IL)-1, IL-6 ve IL-8 gibi sitokinleri salgilayan hiicrelerdir (163).

Sekil 2.94. Melanosit ve keratinosit hiicrelerinin derideki gosterimi.
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Melanogenez islemininde, hiz kisitlayici basamaklarda tirozinaz enzimi gorev
aldigindan siireci kontrol eden de bu enzim olarak bilinmektedir. Melanogenezde
meydana gelen degisiklikler, hizla artan sikliga sahip malign melanom olarak bilinen
kanser tiiriinlin klinik ve histopatolojik 6zelliklerinin bir pargast olabilir. Dolayisiyla
tirozinaz inhibitorlerinin, malign melanom ve melanin hiperpigmentasyonu ile iligkili
baz1 dermatolojik hastaliklarin tedavilerinde klinik olarak yararli olabilecegi
bildirilmistir (164).

Malign melanom, melanositler ve neviis hiicrelerinin malign timorii olup
melanomun en 6nemli yerlesim yeri deridir. Malign melanom, tiim deri kanserlerinin
yaklasik %2’sini olusturmakla beraber deri kanserlerine bagli 6liimlerin 6nde gelen
nedenidir. Tiim diinyada goriilme siklig1 hizla artis gosteren ve mortalitesi yiiksek olan
bir kanserdir. Riskli gruplar1 tanimlamak, toplumun ve saglik c¢alisanlarinin
farkindaliginm arttirmak, 6zellikle korunmaya yonelik egitim ve erken tani i¢in uygun
tarama programlar1 belirlemek ve hastalikla miicadeleyi artirarak morbidite ve
mortaliteyi azaltmak miimkiindiir (165).

Melanomun epidemiyolojisi incelendiginde diinyada yeni melanom vakasi her
100 000 kiside 2,8; melanoma bagli Gliimler ise her 100 000 kiside 0,6 olarak
bildirilmektedir. Genel popiilasyonda beklenen yasam siiresinde artis olmasi nedeniyle
melanom sikligindaki artis ozellikle yash niifusu etkilemektedir. Melanom
insidansinin diger kanser formlarina kiyasla daha hizli bir artis gosterdigi (son 30 yilda
%237 kadar) bildirilmektedir (165).

Tiim cilt kanserlerinin yalnmizca %4’iinden sorumlu olan melanom, cilt
kanserine iligkin 6liimlerin ise %75 ’inden sorumlu goriilmektedir. Ayrica, melanomun
erkekleri kadinlardan daha fazla etkiledigi bildirilmektedir. SEER (Surveillance,
Epidemiology, and End Results) ¢alismasinin sonuglarina gore erkeklerde yasam boyu
melanom gelisme riski %2,67 iken kadinlarda bu oran %1,79 olarak belirlenmistir.
Ancak, UV 1sinlarina maruziyetin artisi ve solaryum kullanimlari nedeniyle geng
kadinlarda melanom goriilme sikliginda artis olabilecegi bildirilmektedir (165).

Malign ~ melanom, genellikle  melanositlerin,  transformasyon ve
proliferasyonundan gelismektedir. Ayrica, hiicresel biliylimenin normal kontrol
mekanizmalarina cevap vermemesiyle de ortaya c¢ikmaktadir. Melanositler, bunun

sonrasinda yakin ¢evresindeki yap1 ve organlara sigrama denilen metastaz yapmakta
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ve s0z konusu organi istila ederek islevini gérmesine engel olmaktadir. Melanomun
ilerlemesine dair molekiiler ve hiicresel mekanizmalar1 anlamak i¢in in vitro
calismalarda melanom cilt modelleri olusturmak amaciyla insan malign melanom
hiicreleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Yiksek tekrarlanabilirlige sahip ve
uygulamasi kolay yontemlerdir. /n vivo melanomun ilerlemesine yapica paralellik
gostermesinin yaninda, hayvan ve insan klinik deneylerine oranla maliyeti daha diisiik
deneylerdir (166).

Melanomun geleneksel tedavisinde kullanilan ilaglar arasinda dakarbazin,
temozolomit, fotemustin, sisplatin, karboplatin, vinka alkaloitleri ve taksanlar gibi
kemoterapétik ajanlarin yani sira interlokin-2 ve interferonlar da yer almaktadir (7).
Melanom tedavisinde kullanilmak iizere EMA, 2011 yilinda ipilimumab, 2012 yilinda
da vemurafenib etkin maddelerini igeren ilaglart da onaylamistir (167).
Immunoterapétikler olarak adlandirilan bu ilaglardan vemurafenib BRAF inhibitorii
iken, ipilimumab, T-hiicrelerinin yiizeyinde bulunan CTLA4 proteini bloke ederek
kanser hiicrelerine saldirmasini saglayan monoklonal bir antikordur. Ayrica malign
melanomun ileri evrelerinde dabrafenib ve trametinib adli molekiillerin kombine
tedavisi 2014 yilinda, 2015°te ise vemurafenib ile kobimetinib kombinasyon tedavisi
FDA tarafindan onaylanmuistir.

Dakarbazin ¢ok yiiksek olmayan aktivitesine ragmen kombine ilag¢ tedavilerine
kaynak olusturmustur. Temozolomit ise yapisal olarak dakarbazine benzeyen ve oral
yolla kullanilan bir diger ilagtir. Her iki ilag arasinda sag kalim agisindan belirgin bir
fark olmamasina ragmen temozolomit daha iyi tolere edilebilmektedir. Temozolomite
FDA tarafindan melanom tedavisi i¢in endikasyon verilmemesine ragmen iilkemizde
Temodal ve Temomid ticari isimleriyle mevcut ilaglar, ¢esitli beyin tiimorleri ve
metastatik malign melanom tedavisinde endikedir. Diger tekli ilaglar ise platinler
(karboplatin, sisplatin) ve nitroziireler (karmustin (BCNU), lomustin, semustin,
fotemustin) olarak bilinmektedir. Tekli ajanlarin yanit oranin1 arttirmak amaciyla ¢ok

sayida c¢oklu ilag tedavisi de degerlendirilmistir (168).
2.3.3. Melanom Hiicrelerine Sitotoksik Etkiler

A375 amelanositik melanoma hiicreleri melanogenez icerigini belirlemek i¢in

uygun bir modeldir. Bu hiicrelerin proliferasyon yetenegi cok yiiksektir ve bu
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hiicrelerde melanogenez yolaginin baslica proteinlerinden olan tirozinaz ve tirozinaz
iliskili proteinler fonksiyon bozukluklar1 géstermektedir. ROS igerikleri ve metastaz
yapma egilimleri yiiksektir. Ayrica, bir onkoprotein olan RAF transkripsiyon faktorii
geninin altiyiiziincii kodonundaki nokta mutasyonu ile karakterizedir. Bu 6zelligi ile
ticari olarak satilan insan kaynakli malign melanom hiicreleri arasinda ayricalikli bir
konumdadir (169).

Kojik asitin cilt beyazlatma etkisinin diginda ayrica, A375 insan malign
melanom hiicreleri kullanilarak kanser tedavisinde genotoksisitesi arastirilmustir.
A375 melanom hiicrelerinin hiicre biiylime inhibisyonu tizerine kojik asitin etkisi
incelendiginde, kojik asit konsantrasyonunun artmasiyla bu hiicrelerin biiytimelerinin
de direkt olarak inhibe oldugu gosterilmistir. DNA mikrogip ile A375 melanom
hiicrelerinde kojik asite cevap olarak farkli eksprese olan genlerin analizi yapilmistir.
Bu genler, hiicresel bilesen (hiicre, hiicre dis1 bolge), molekiiler fonksiyon (baglanma,
katalitik aktivite, sinyal doniistliriicii aktivite) ve biyolojik islemler (fizyolojik
islemler, hiicresel islemler, biyolojik islemlerin diizenlenmesi, gelisim) kategorilerine
gore smiflandirdlmigtir.  Bu  bilgiler sayesinde kojik asite karst melanom
karsinogenezinin diizenlenmesi hakkinda degerli veriler elde edilmistir. Ayrica bu 7
down-regiile gen, A375 hiicrelerine kojik asit muamelesinden sonra belirgin ayrimsal
ekspresyon gostermistir. Bu genler, malign melanomda tiimér olusumunun
diizenlenmesinde deaktive edici 6zellik olarak tiimor baskilayicr etki gostermistir. Bu
genlerin ileriki ¢alismalarda, tam1 ve tedavi i¢in faydali belirtecler olabilecegi
diistiniilmiistiir (24). Ayni ¢aligma grubunun yiiriittiigii baska bir ¢alismada ise A375
insan malign melanom hiicre dizilerinde kojik asitin antikanser etkisini incelemek
amaciyla proteomik analiz yapilmis ve kojik asit uygulanan hiicrelerde bazi genlerin
kanser progresyonunda 6nemli rol oynadiklari tespit edilmistir. A375 hiicrelerinin
proteomik profilleri, kontrol grubu ve kojik asit uygulamasiyla karsilastirilmis, 30
ayrimsal proteinin eksprese edildigi tespit edilmistir. Bu proteinlerden 16’sinin, kojik
asitle muamele edilen A375 hiicrelerinde tiimér olusumu ve melanogenezi baskilayan
pS3 tiimor supresor proteini ve hiicre apopitozu ile baglantili oldugu saptanmistir. Is1
sok proteinlerinin stres sirasinda hiicre yasamini saglamasi ve hiicresel
metabolizmanin kontrol edilmesinde Onemli fonksiyonlar1 olmalari agisindan

onemlidir. Kanser biyolojisinde 1s1 sok proteinlerinin, timdr hiicresinin biiylimesi ve
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yasamasini saglamak i¢in yiiksek oranlarda eksprese edildigi bulunmustur. Kojik
asitin, tiimor biliyiimesine ve antiapopitoz etkiye neden olan 1s1 sok proteinlerinin
ekspresyonunu baskiladigr gozlenmistir. Bu etki antitiimor aktivitede 6nemli rol
oynamaktadir. Ayrica bu c¢aligmada, melanogenezde molekiillerin sinyalizasyonun
baskilanmasina yol acan ve tiimor baskilayict 6zellikte bir proteinin kojik asitle
muamele edilen A375 hiicrelerinde up-regiile oldugu gozlenmistir. Sonug olarak bu
calismada, apopitozun regiilasyonundan sorumlu proteinler de ortaya ¢ikarilmistir. Bu
proteinlerin, malign melanom kanserinin tani ve tedavisinde énemli biyobelirtegler
olarak kullanilabilecegi 6nerilmistir (25).

Is1 sok proteinleri, tiim canli hiicrelerde bulunan bir grup protein olup, ¢esitli
patolojik durumlarda rol oynamaktadirlar. Apopitoz gibi antikanser mekanizmalari
baskilamaktadirlar. Dolayistyla bunlarin inhibitdrleri, kanser tedavisinde dikkat
¢ekmektedirler (170). Kojik asit ve arbutinle muamele edilmis A375 insan malign
melanom hiicrelerinin molekiiler profillerinin incelendigi bir ¢alismada ise, kojik
asitin tiimor bilylimesini destekleyen ve antiapopitoz etkiye yol agabilen 1s1 sok
proteinlerinin ekspresyonunu baskilayabilecegi bildirilmistir. Kojik asitin bu etkisinin
antitimor aktivitesinde 6nemli bir rol oynayacagi one siiriilmistiir (166).

Kojik asitin melazma gibi hiperpigmentasyon hastaliklarinin tedavisinde
etkinligi bilinmesine ragmen memeli melanosit kiiltiirlerinde antimelanojenik
aktivitesinin yeterli olmadigi, pigmentasyonu azaltmadigi c¢alismalarda tespit
edilmistir (6, 148). Bunun nedenini arastirmak i¢in baska bir ¢alisma yapilmustir.
Burada kojik asitin insan cildindeki antimelanojenik aktivitesinin farmakolojik
mekanizmasi in vivo olarak degerlendirilmeye ¢aligilmistir. Melanosit ve keratinositin
her ikisini de igeren hiicre kiiltiiriinde kojik asitin IL-6 ve IL-8 iiretimini arttirdig1
bulunmustur, ancak IL-6 dogrudan melanogenezi inhibe etmesine ragmen IL-8
etmemistir. Sadece melanosit iceren kiiltiirde kojik asit IL-6 iiretimini arttirmazken,
sadece keratinosit igeren kiiltiirde belirgin olarak IL-6 gen ve protein ekspresyonunu
arttirmigtir. Sonug olarak, kojik asitin klinikteki etkili antimelanojenik aktivitesi,
keratinositlerdeki IL-6 {iretimi ile iliskilendirilmistir (171).

Baska bir ¢alismada ise kojik asitin, insan keratinositlerinde bir transkripsiyon

faktori olan NF-kB’nin aktivasyonunun potansiyel inhibitorii oldugu bulunmus,
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boylece “NF-kB’nin aktivasyonunun, kojik asit tarafindan indiiklenmis
antimelanojenik aktiviteye dahil oldugu” hipotezi ortaya konulmustur (172).

Kojik asit, a-arbutin ve B-arbutinin melanogenez ile fare melanoma hiicreleri
(B16-4A5) ve insan melanoma hiicreleri (HMV-II) ilizerinde tirozinaz aktivitesi ve
tirozinaz protein ekspresyonunun inhibitor etkileri aragtirilmistir. Kojik asitin HMV-
II hiicrelerinde diger maddelerden daha gii¢lii inhibitor oldugu bulunmustur (173).

Bir ¢aligmada, melanospesifik antikarsinojenik aktivitenin tirozinaz aktivitesi
ile baglantili oldugu bulunmustur (144). Boylece tirozinaz aktivitesini hedef alan olast
tedavi yontemlerinin malign melanoma tedavisinde baslica 6neme sahip oldugu
goriilmektedir.

Son yillarda melanogenez sirasinda melanositleri yiiksek derecede oksidatif
strese maruz birakan hidrojen peroksit ve diger reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olustugu gosterilmistir. Ayrica, ROS siipiiriiciiler ve ROS inhibitorlerinin, UV-
indiiklenmis melanogenezi baskiladigi bulunmustur (174). UV-A i1sinlarinin A2058
melanoma hiicre hattinda hiicresel tirozinaz inhibisyonu ve melanin olusumu
arasindaki korelasyonu belirgin bigimde arttirdigi saptanmistir (151). UV 1s1ma, metal
iyonlar1, serbest radikaller ve reaktif tiirlere asir1 maruziyet, tirozinaz geninin
transkripsiyonunu belirgin sekilde uyararak hiperpigmentasyona neden olmaktadir. C
vitamini gibi antioksidanlarin da serbest radikal siipiiriicii etkileriyle tirozinaz
aktivitesini inhibe ettikleri bilinmektedir (89). Melanin biyosentezini takiben UV
1stmaya maruziyet, ciltte ¢ok miktarlarda ROS olusturmaktadir. Bu yiizden
antioksidan triinlerin deri iizerine yararh etkileri mevcuttur (175).

Kojik asitin 1yi bir metal selatorii, dolayisiyla da giiclii bir tirozinaz inhibitori
ve antioksidan madde oldugu ¢ok iyi bilinmektedir. Bu 6zellikleri sayesinde iyi bir
antimelanojenik bilesik olarak goriilmektedir. Bunlarin yaninda terapdtik endikasyon
acisindan incelendiginde bakir selatorlerinin antikanser Ozellik gosterdikleri
bilinmektedir (176-179). Kojik asit, tirozinaz ile bakir selasyonu yapmasi 6zelligiyle
ele alindiginda bu 06zellige sahip yeni nesil antiproliferatif ajanlar gelistirilmesi
acisindan giiclii bir aday olarak goriilmektedir. Bu amagla yapilan bir ¢alismada kojik
asitin tilirevleri sentezlenerek He-La hiicrelerine kars1 antiproliferatif etkileri
incelenmis ve yapisinda stiril ve kinolin yapisi tagiyan bilesiklerin gii¢lii apopitoz

yeteneklerinin oldugu bulunmustur (85).
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Sekil 2.95. Kojik asitin stiril ve kinolin tiirevleri.

Yapilan caligmalarda kojik asidin deri karsinogenezinde baglatict ya da
ilerletici aktivitesinin olmadigy, glivenli bir sekilde kozmetik preparatlarinin igeriginde
kullanilabilecegi agiklanmigtir (180).

Ayrica, insan melanom hiicre kiiltiirlinde hardal gazinin sitotoksik etkilerini
kojik asitin diistirdiigii bulunmustur (181).

Klorokojik asit, bromokojik asit ve iyodokojik asit gibi kojik asidin halojen
tiirevlerinin neoplastik hiicre hatlar1 tizerinde biyolojik etkileri incelenmistir. L1210
(murine leukemia) ve GH4C: (rat pinitary) hiicrelerinin kullanildigi ¢alismada
neoplastik hiicre biiyiimesi, DNA, RNA ve protein sentezlerine etkisi, sitoplazmik
fosforilasyon ve hiicre kiiltiirinde cAMP birikimi incelenmistir. Klorokojik asit ve
bromokojik asitin DNA, RNA ve protein sentezlerinin inhibe ettikleri, ayrica L1210
hiicrelerinde diisik molekiil agirlikli sitoplazmik proteinlerin elektroforetik
profillerinin belirgin olarak etkilendigi tespit edilmistir (182).

Yapisinda morfolin ve piperidin gruplar1 tasiyan keto Mannich bazlarinin
sitotoksik ve antikanser etkileri oldugu bildirilmistir (27).

Kojik asit ve bir¢ok tiirevinin yagda ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmas1 ve uzun
siireli saklanmalarinda yiiksek sicakliga kars1 stabilite problemleri bulunmaktadir. Bu
ozellikleri, yag-bazli {irlinlerde kullanimlarii kisitlamaktadir. Dolayisiyla daha

dayanikli, etkin ve giivenli tiirevlerin arastirilmasi kaginilmaz bir ihtiyagtir.
2.3.4. Diger Biyolojik Aktiviteler

Kojik asit, Aspergillus oryzae, Penicillium veya Acetobacter spp. gibi fungal
ya da bakteriyel zincirlerin, ¢ok genis karbon kaynagindan aerobik prosesle
sentezlendikleri biyolojik olarak 6nemli dogal bir antibiyotiktir (9, 17, 44). Kojik asit,
demir baglayici etkisi sayesinde B-talesemi veya anemi gibi demir yiiklemesi ile iligkili

hastaliklarda 6nemli rol oynamaktadir (17, 47, 53, 55, 183).
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Kalay, berilyum, ¢inko, bakir, nikel, kobalt mangan, krom, altin, palladyum,
indium, galyum, vanadyum ve aliiminyum gibi metallerin asetat tuzlariyla dayanikli
metal kojat kompleksleri olusturmaktadir (51, 53, 54, 64, 96-98, 101, 119, 138, 183,
184). Bu kompleksler diyabet, anemi, fungal enfeksiyonlar ve neoplazi gibi bazi
hastalik durumlarmin tedavisinde kullanilabilecek bilesikler olarak karsimiza
cikmaktadirlar (17, 185). Ozellikle tris(kojik asit) aliminyum(l11) ve galyum(lll)
komplekslerinin yagda ¢oziiniirliikleri oldugundan bu maddeler, kan-beyin bariyerini
belirgin bir yetenekle asabilmektedirler (119).

Akut, kronik, tireme ve genotoksisite ¢aligmalar1 sonucunda, kojik asitin
zehirleyici 0zellikte olmadigi tespit edilmistir. Sican karacigerinde genotoksisite ve
karsinojenite ile fare derisinde karsinojeniteye neden olmadig1 yapilan ¢alismalarda
bulunmustur (25). insan cildinden dolasima yavas absorbsiyonundan dolay1, timor
olusum esigine ulasamamaktadir. CIR uzman panelinin kararina gore kozmetik
tirlinlerde %1 konsantrasyonlara kadar kullanimi giivenli olarak tespit edilmistir.
Erisilebilir insan duyarlilastirma verileri, kojik asitin durulanmayan kozmetik
tiriinlerde %2’ye kadar giivenli oldugu sonucuna ulastirmaktadir. Dolayistyla %2
limitin uygun olabilecegi goriisiindedirler. Giincel kullanim konsantrasyonlarinin
kullanildig1 endiistriyel bir arastirmada, kojik asitin kozmetik tiriinlerde kullanim
konsantrasyonunun %0,1 ile %2 arasinda degistigi saptanmistir. Avrupa Komisyonu
Tiiketici Uriinleri Bilimsel Komitesi (SCCP), kojik asitin en yiiksek %l
konsantrasyonda kullanildig1 bir cilt bakim formiilasyonunda giivenlilik sinirinin
hesaplanmasina gore, olasi sistemik etkilerinden (6zellikle tiroitteki yan etkiler) dolay1
insan sagligi i¢in bir risk olusturdugunu tespit etmistir. Ayrica bu komite tarafindan,
olast bir cilt duyarlilastiricisi oldugu da bulunmustur (14).

Tiiysiiz fareler lizerinde yapilan bir ¢caligmada kojik asitin foto-hasar ve bunu
takip eden cilt kirigikligini 6nledigi gézlemlenmistir. Gegis metal iyonlari i¢in iyi bir
selator ve serbest radikal tutucu 6zelligi oldugu i¢in 1518a kars1 korunmada etkin bir
ajan olarak belirlenmistir. Kronik giines 1ginlarina maruziyet sonucu deride agiga ¢ikan
demir kirigikliga neden olmaktadir. Kojik asitin tiiysiiz fareler iizerinde yapilan
deneyler sonucunda UV isinlarina maruz birakilan farelerde gozlenen kirigiklarin,

kojik asit uygulanmayan farelerin derilerindeki kirisikliklara gére daha az bulundugu
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belirtilmistir. Boylece kojik asitin 151n kaynakli hasarlar1 6nledigi, bu nedenle
kozmetikte kirigiklik giderici bir bilesik olarak kullanilabilecegi diistiniilmiistiir (186).

Kojik asitin ge¢mis antimikrobiyal aktivite c¢aligmalarinda, gram negatif
bakterilere karst gram pozitiflerden daha aktif oldugu bulunmustur (44). Baz1 kojik
asit tiirevlerinin ise Candida albicans ve C. krusei’ye kars1 belirgin antifungal 6zellik
gosterdigi bulunmustur (17, 18, 36). Kojik asit, sahip oldugu antifungal ve
antibakteriyel nitelikler sayesinde, 6zellikle sabun, krem, losyon ve jel gibi kozmetik
tirtin tiplerinde avantajli bir hammadde olarak tercih edilmektedir (9).

Bir ¢alismada kojik asitin halojen tiirevlerinin (klorokojik asit, bromokojik asit
ve iyodokojik asit) dermatofit veya mikromiset tiirlerine karsi belirgin antifungal
aktiviteye sahip olduklar1 belirtilmistir. Ozellikle bu bilesiklerin Cu(Il) tuzlarmin
halojen tiirevlerinden daha aktif olduklar1 saptanmistir. Buradan yola ¢ikilarak bu
bilesiklerin insanlar ya da hayvanlar i¢in dermatolojide kullanilabilecek yapilar oldugu
ileri stiriilmistiir (17).

Allomaltoliin hidroksipiron halkasinin bidentat ligand olabilme o6zelligi
sayesinde Ga(Ill) kompleksi hazirlanarak tanimlanmis ve antikanser etkileri
aragtirilmigtir (131).

Vanadium metaliyle uygun ligandlar olusturularak in vivo glukoz distirticii
etkinin arastirildig1 bir ¢alismada allomaltol igeren kompleksin en iyi sonucu verdigi
gorilmistiir (132).

Allomaltol tiirevlerinin ayrica antimalaryal ve demir selasyonu etkileri de
bulunmustur (133, 187).

Kojik asitin antikonviilsan etkisi de yillar 6nce kaydedilmis, pentilentetrazol ve
striknin ile indiiklenen konviilsiyonlara kars1 etilmaltolden daha zay1if aktiviteye sahip
oldugu saptanmustir. Bir ilacin yagdaki ¢oziiniirliigliniin, o ilacin omurga sivisi ve
beyine transferinde dnemli bir faktor oldugu kabul edilmektedir. 2-Alkil-hidroksipiron
yapisina sahip bilesiklerin 2 numarali konumdaki alkil grubunda artan karbon sayisiyla
birlikte pentilentetrazol ile indiiklenmis konviilsiyonlara karsi inhibitdr etkilerindeki
artig, yagdaki ¢Oziiniirligiin artisi ile iliskilendirilmektedir (188, 189).

Kojik asitin antioksidan etkisi sayesinde siganlarda yapilan lokal uygulama ile

yara iyilestirmesini hizlandirdigi bulunmustur (190).
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Kojik asit ve palm yag1 bazli yag asitlerinin esterlestirilmesi sonucu olusan
ester tiirevlerinin de antioksidan 6zellikte oldugu tespit edilmistir (89).

Anabilim  dalimizda yiiriitilen ¢aligmalarda  kojik  asit/klorokojik
asit/allomaltol tiirevi hidroksipiron yapisinda ¢ok sayida Mannich bazi sentezlenmis
ve bunlarin ¢ok ¢esitli alanlarda biyolojik aktiviteleri taranmistir. Reaksiyonlar; hizli,
kolay ve yiiksek verimle gerceklesirken bu tlirevler aktivite agisindan da giiglii adaylar
olarak bulunmustur (18-23, 34-39).

Laboratuvarimizda sentezledigimiz Kkojik asit, klorokojik asit ve allomaltol
tiirevlerinin  antikonviilsan aktiviteleri arastirilmis, elektrosok ve subkutan
pentilentetrazol tarafindan indiiklenmis nébet testleri uygulanmustir. Farkli lipofilik
fenil halkalarinin piperazinin 4 numarali konumuna substitiisyonuyla elde edilen
tiirevlerde kan-beyin engeline penetrasyon hedeflenmistir. Substitiientlerin etkilerinin
aragtirilmasimin yam sira ana g¢ekirdegin etkisi de incelenmis ve sonugta kojik asit
tiirevlerinin allomaltol tiirevlerine gore daha etkili olduklar1 gériilmiistiir. Dolayisiyla
kojik asitteki biri keto ve hidroksil grubu, digeri de hidroksimetil grubu ve halka ici
oksijen atomu arasinda olmak iizere iki adet hidrojen baginin 6nemli oldugu tespit
edilmistir (18, 38, 39).

Bir diger ¢alismamizda ise, Mannich bazlar1 Herpes Simplex Virus-1 (HSV-1)
ve Human Parainfluenza Virus tip 3 (PI-3) e kars1t Madin Darby si1gir bobregi ve Vero
hiicre dizileri kullanilarak antiviral etkileri arastirilmistir. Asiklovir ve oseltamivirin
kontrol ilaglar olarak kullanildiklar1 ¢alismada 4-metoksifenil piperazin yapisi tagiyan
tirevin en giigli aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Sentezlenen bilesiklerin
antibakteriyel ve antifungal aktivite profilleri de incelenmis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis ve Bacillus subtilis tiirleri
ve bunlarin ilaca rezistan izole suslarma karsi aktiviteleri degerlendirilmistir.
Antifungal aktivite i¢inse Candida albicans ve C. parapsilosis ve bunlarin izole suslari
test edilmistir. Ampisilin, vankomisin, gentamisin, ofloksazin, levofloksazin,
antibakteriyel; ketokonazol ve flukonazol ise antifungal deneylerde kontrol ilaglar
olarak kullanilmistir. Sonuglara goére 1-64 pg/mL aralifinda minimum inhibitor

konsanstrasyon (MIK) degerlerine rastlanmistir (20, 21).
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2010 yilinda sonuglandirilan yiiksek lisans tezinde klorokojik asitten hareketle
cok sayida Mannich bazi sentezlenerek cesitli biyolojik aktiviteleri de incelenmistir.
Oncelikle tez kapsaminda antikonviilsan, antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri
incelenmistir. Antikonviilsan aktivite agisindan ¢ok etkili olmasa da bilesiklerin
antibakteriyel ve antifungal etkileri oldukca gii¢lii bulunmustur. S6z konusu
bilesiklerin ayrica antitiiberkiilar aktiviteleri de incelenerek yayin haline getirilmistir
(23). Bilesiklerin ozellikle Mycobacterium avium a karst 4-32 pg/mL araliginda
degisen MIK degerlerine sahip olarak yiiksek etkili olduklar goriilmiistiir.

Ayni yilda, laboratuvarimizda yiiriitilen bagka bir calisma sonucunda da
substitue piperazin ve piperidin gruplar1 tasiyan klorokojik asit tiirevlerinin
antibakteriyel, antifungal ve antiviral aktiviteleri sitotoksisiteleri ile birlikte
arastirilmig, Ozellikle 3,4-diklorobenzil piperazin iceren bilesigin dikkat c¢ekici
aktiviteye sahip oldugu gortlmistiir (20).

Elde edilen tiim bu bilgiler 1s181inda, tarafimizca sentezlenen klorokojik asit
tiirevi Mannich bazlari ile ilgili yiiriitilen TUBITAK projesi sonucu (Proje numarast:
SBAG-111S311) sentezlenen maddelerin Microsporum gypseum, Trichophyton
mentagrophytes var. erinacei ve Epidermophyton floccosum tiirii dermatofitlere kars1
antidermatofitik aktiviteleri incelenmis, He-La ve MRC-5 hiicre hattina karsi
sitotoksisiteleri degerlendirilmistir (22).

Klorokojik asit tiirevi Mannich bazlarinda karsimiza ¢ikan bu potansiyel

aktivite durumu sonraki ¢aligmalarimiza da 151k tutmustur.
2.4. Biyolojik Aktivite Tayin Yontemleri
2.4.1. Mantar Tirozinaz inhibisyonu

Tirozinaz inhibitorlerinin degerlendirilmesinde ilk ve en sik kullanilan yontem,
in vitro mantar tirozinazi deneyidir (148). Bu yontem uygulamasi basit ve kesin
sonuglar saglayan bir yontemdir. Ancak insan kullanimina yonelik gelistirilen
tirtinlerde sonuglar her zaman dogru orantili olmayabilir.

Mantar tirozinazinin 3 formda bulundugu gésterilmistir. Bunlar oksi-tirozinaz,
deoksi-tirozinaz ve met-tirozinaz olarak isimlendirilmistir. Deoksitirozinaz oksijenle
baglanarak oksitirozinazi meydana getirir. Monofenolaz aktivitede, L-tirozin

L-DOPA’ya déniisiir, bu asamada enzim deoksi-tirozinaz olarak geri dontstiiriiliir.
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Difenolaz aktivitede L-DOPA dopakinona doniisiir ve enzim sadece bir oksijen atomu
kaybederek met-tirozinaz olusur. Met-tirozinazin, L-DOPA’ya kars1 diger tiirlerden
daha c¢ok affinitesi oldugu diisliniilmektedir. Bu yiizden tirozinaz inhibitérlerinin
arastirilmasi i¢in 6zellikle docking caligsmalarinda ana hedef olarak goriilmektedir.
L-DOPA katalizlendikten sonra, met-tirozinaz, deoksi-tirozinazi olusturmak i¢in aktif
cebinde yer alan oksijen atomunu kaybetmektedir (191).

Tez ¢aligmasinda, mantar tirozinaz enzim inhibisyon ylizdesini belirlemek
amaciyla substrat olarak L-DOPA’nin kullanildig1 spektrofotometrik bir yontem (192)
modifiye edilerek uyarlanmistir. Izlenecek olan inhibisyon, tirozinazin o-difenolaz

aktivitesini temel almaktadir.

0) 0]
HODA‘)J\OH Mantar tirozinazi + O, OWOH
HO NH, o NH,

L-DOPA Dopakinon

Sekil 2.96. Dopakinonun eldesi.
2.4.2. Hiicre Kiiltiirii ve Sitotoksisite Calismalari

Tez kapsaminda kullanilan hiicre hatlari, A375 malign melanom hiicre hatti,
HGF-1 gingival fibroblast hiicre hatt1 ve MRC-5 akciger kaynakli fibroblast hiicre hatt
Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC) satin alinmistir. Hiicrelerin her biri
insan kaynakli olup A375 hiicre hatti, malign melanom hastasi, 54 yasinda kadin
bireye ait cilt dokusundan alinmis epitelyal hiicrelerdir. HGF-1 hiicre hatt1 ise saglikl1,
28 yasinda erkek bireyin dis eti dokusundan alinmis fibroblast hiicrelerdir. MRC-5
hiicre hatt1, 14 haftalik saglikli erkek bebegin akciger kaynakli fibroblastlarindan
olusmaktadir.

Hiicrelerin morfolojik 6zellikleri ve cogalma siireci 151k mikroskobu ile
(NIKON Eclipse TS100, ABD) gozlemlenmistir.

Sulforodamin B (SRB) deneyi, 1990 yilinda gelistirilen, hiicre canliliginin in
vitro 6l¢iimiinde sik kullanilan bir yontemdir. SRB, aminoksanten yapida bir boya
olup, zayif asidik ortamda yapisindaki iki adet siilfonik grup ile proteinlerin bazik
amino asit kalintilarina baglanmaktadir. SRB’nin sitokiyometrik bir boya olmasindan

kaynakli olarak, boyanmig hiicrelerdeki boya miktari, direkt olarak hiicre kiitlesi ile
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orantili kabul edilmektedir (193). Tez kapsaminda yiiriitiilen ¢alismalarda, dncelikle
HGF-1 hiicreleri steril 96 kuyucuklu plakaya, her bir kuyucukta 5000 hiicre olacak
sekilde ekilmistir. Hiicreler kuyucuklarda doluluga ulastigi zaman, dnceden belirlenen
dozlarda, Mannich bazlar1 ile ayr1 ayr1i muamele edilmistir. Hiicrelerin 48 saat

siiresince inkiibatorde inkiibe edilmesinin ardindan SRB deneyi ger¢eklestirilmistir.
2.4.3. Melanogenez Ol¢iim Yontemi

Melanogenez dl¢timii Huang ve ark. (194) tarafindan gergeklestirilen yontem
esas alinarak ve tlizerinde kiiclik degisiklikler uygulanarak gerceklestirilmistir. Buna
gore 6 kuyucuklu plakalara ekilen A375 insan melanoma hiicreleri kuyucuk basina
5x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler %80 yogunluga ulastiklar1 vakit
melanogenez etkinligi 6l¢iilmek istenen bilesikler eklenmis ve 48 saat sonra hiicreler
tripsinize edilerek toplanmistir. 1200 x g’de 5 dakika oda sicakliginda santrifiij edilen
hiicrelerin lizerinde olusan siipernatan atildiktan sonra pellet %0.5 Triton X100 igeren
0.2 M Fosfat tamponunda (pH 7,4) homojenize edilmis ve vortekslenmistir. Daha
sonra 10000 x g’de 5 dakika oda sicakliginda santrifiij edilerek yine siipernatan
uzaklagtinnlmigtir. Pellet sirasiyla % 10 TCA ve %70 etanol ile yikanmistir. %20
DMSO igeren 1IN NaOH icgerisinde ¢oziinen pellet 1 saat boyunca 80°C’de inkiibe
edilmistir. Ornekler 470 nm’de odl¢iilmiis ve kontrolle kiyaslanarak melanogenez
etkinligi hesaplanip sonuclar bar diizleminde grafiklenmistir. Her 6rnek, bagimsiz 3
deneyin ortalamasi alinarak grafiklenmis ve istatistik analizi GraphPad 5.0

kullanilarak yapilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Kimyasal Calismalar
3.1.1. Gerecg
2-((4-(Substitiiebenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(morfolino/
piperidino/pirolidinometil)-4H-piran-4-on tiirevlerinin tiirevi bilesiklerin sentezinde
kullanilan kojik asit, formaldehit, sodyum hidroksit ve dimetil formamit Merck; tiyonil

kloriir, metanol, morfolin, piperidin ve pirolidin Aldrich, piperazin tiirevleri de Aldrich

ve Fluka firmalarinin trtinleridir.
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. Sar1 renkte
kat1 liriin olusana kadar oda 1s1sinda 1 saat karistirilir. Coken kisim siiziilerek alinir ve
petrol eteri (60-70°C) ile yikanir. Klorokojik asit su ile kristallendirilerek (42,5 g,
%75,9) renksiz igne seklinde kristaller elde edilir (Erime Derecesi: 166-7°C) (23).

5-Hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on (Allomaltol) Sentezi

Klorokojik asit, 100 mL suda siispande edilir ve 50°C'ye kadar karistirilarak
wsitilir. Cinko tozu yavas yavas ilave edilir. Is1 70°C 'ye ¢ikarilarak karigtirmaya devam
edilir. Damla damla derisik hidroklorik asit ilave edilerek 70-80°C 'de 1sitmaya {i¢ saat
devam edilir. Cinko tozunun asirist siiziilerek uzaklagtirillir. Cozelti 200 mL
diklorometan ile ti¢ kez ekstre edilir, organik ¢o6ziiciiler birlestirilerek susuz sodyum
stilfat ile kurutulur ve vakumda ugurulur. Kati kisim izopropanol ile kristallendirilerek
(%62,8) agik sar1 tabaka seklinde kristaller elde edilir (Erime Derecesi: 152-3°C) (19).

3-Hidroksi-6-klorometil/metil-2-siibstitiie-4H-piran-4-on tiirevlerinin

sentezi (Genel sentez yontemi I)

Stibstitiie sekonder amin tiirevi (I mol) lizerine formaldehit ilave edilip

karistirilir. Cozeltiye kojik asit/klorokojik asit/allomaltol (1 mol) eklenir ve 20 mL
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metanol eklenerek oda 1sisinda kanistirilir. Coken kati vakumda siiziiliip soguk

metanolle yikanip uygun ¢6ziiciilerle kristallendirilir (20).

2-((4-(sitbstitiiebenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(morfolino/
piperidino/pirolidinometil)-4H-piran-4-on tiirevlerinin sentezi (Genel sentez

yontemi I1)

Morfolin/piperidin/pirolidin (0,7x107 mol) 0.5 mL dimetilformamit icerisinde
¢oziiliir. Buz banyosundaki bu karisima 2 mL dimetilformamitte ¢6ziinmiis Mannich
bazi (1,4x10° mol) damla damla eklenerek karistirilir. Potasyum karbonat (K2CO3)
(0,7x10°% mol) bu karisima eklenerek karistirilmaya devam edilir. 36 saat sonunda
karistm buzlu suya dokiiliir, organik ¢o6ziicii ile ekstre edilir. Organik faz

ucuruldugunda kalan kat1 metanolle yikanip uygun ¢oziciilerle Kristallendirilir (195).
3.1.3. Analitik Yontemler
Erime Derecesi Tayinleri

Bilesiklerin erime dereceleri “Thomas Hoover Capillary Melting Point
Apparatus” erime derecesi tayin cihazi ile saptanmistir. Verilen erime dereceleri

diizeltilmemis degerlerdir.
cLog P Tayinleri

Bilesiklerin clog P degerleri ChemDraw® Ultra 8.0.3 programinda teorik

olarak hesaplanmistir.
3.1.4. Spektrometrik Kontroller
IR Spektrumlar:

IR  spektrumlari, “Perkin Elmer FT-IR System, Spectrum BX”

spektrofotometresinde alinmis ve dalga sayisi (cm™) cinsinden degerlendirilmistir.
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'H-NMR Spektrumlar

Bilesiklerin 'H-NMR  spektrumlar1  détorokloroform (CDCls) veya
dotorodimetilsiilfoksit (DMSO-ds) igerisindeki yaklasik %10’luk ¢ozeltileri ile
“Varian Mercury 400” NMR spektrometresinde alinmis, & (ppm) skalasinda

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

Bilesiklerin 3 C-NMR decoupled spektrumlar1 détorokloroform (CDCl3) veya
dotorodimetilsiilfoksit (DMSO-ds) igerisindeki yaklasik %10’luk ¢ozeltileri ile
“Varian Mercury 400” NMR spektrometresinde alinmig, 6 (ppm) skalasinda

degerlendirilmistir.
Kiitle Spektrumlari

Bilesiklerin Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nde yapilan kiitle
spektroskopileri, metanol igerisindeki ¢ozeltilerinden pozitif iyon elektrosprey
iyonizasyon (ESI-MS) teknigi ile “Micromass ZQ MS Spectrometer” cihazi ve
“MassLynx 4.1” yazilimi kullanilarak alinmistir. Cihazda kapiller voltaji 3,92 kV,
koni voltaji 42,37 kV; kaynak sicakligi 120°C, desolvasyon sicakligi 180°C, koni gaz
akig1 50 L/saat, desolvasyon gaz akisi olarak ise 500 L/saat ayarlar1 kullanilmustir.

Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda yapilan
kiitle spektroskopileri ise Waters Micromass ZQ (Micromass UK, Manchester, UK)
cihazinin pozitif iyon modunda, yiiksek performanslt sivi kromatografisi ise Waters

Alliance cihazinda C18 kolon kullanilarak yapilmustir.
3.1.5. Elemental Analizler

Bilesiklerin karbon, hidrojen ve azot elementlerinin analizleri Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda Leco CHNS-932 analyzer
(Leco, St. Joseph, MI, USA) cihazi ile yapilmistir.
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3.2. Biyolojik Aktivite Calismalar:

Sentezlenen bilesiklerin A375 malign melanoma, HGF-1 gingival fibroblast ve
MRC-5 akciger kaynakli fibroblast hiicre hatlarina karsz sitotoksisiteleri hiicre canlilig
Olgiilerek degerlendirilmistir. S6z konusu hiicreler, ATCC’den ticari olarak temin
edilmistir.

Bilesiklerin antitirozinaz aktivitesini belirlemek i¢in, mantar tirozinaz
inhibisyon yiizdesini belirlemek amaciyla substrat olarak L-DOPA’nin kullanildig:
spektrofotometrik bir yontem (192) modifiye edilerek uyarlanmistir. Bu ¢alismada
kullanilan mantar tirozinazi Sigmadan tedarik edilmistir.

Ayrica aktif bulunan bazi bilesiklerin, A375 hiicrelerinde melanogenez
etkinligini belirlemek i¢in spektrofotometrik yontemle hiicre i¢i melanin igerigi tespit
edilmistir.

Tez kapsaminda degerlendirilen biyolojik aktivite ¢aligmalarinin timi
Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda

yiriitilmustir.
3.2.1. Mantar Tirozinaz Enzim Inhibisyonunun Olciilmesi

Mantar tirozinazinin enzimatik aktivitesi inhibisyon kinetigi kullanilan
substrata gore 6zgiilliilk gostermektedir. Bu sebeple inhibisyon yiizdesini belirlemek
amaciyla substrat olarak L-DOPA’nin kullanildig1 spektrofotometrik bir yontem (192)
modifiye edilerek uyarlanmistir. izlenecek olan inhibisyon, tirozinazn o-difenolaz
aktivitesini temel almaktadir.

Bu calismada kullanilan mantar tirozinazi (EC 1.14.18.1) Sigmadan (T3824)
tedarik edilmistir. Enzim 50 mM (pH 6,5) fosfat tamponunda ¢oziilmiistiir. Tez
kapsaminda sentezlenen bilesiklerin, tirozinaz enzimi tizerine etkisini belirlemek tizere
96 kuyucuklu plakalarin igerisine sirastyla 100 uL (pH 6,8) 50 mM fosfat tamponu,
10 uL inhibitor (Bilesik 1-60 ve baslangi¢ maddeleri), 30 uL 5 mM L-DOPA (Sigma,
D9628) eklenmistir. Deney kontrolii gruplarinda 6rnek ¢ozelti yerine ayni hacimde
DMSO kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak tirozinazi inhibe ettigi bilinen kojik asit,
referans madde olarak kullanilmistir. Karigim 37°C’de 10 dakika siire ile pre-

inkiibasyona tabi tutulmustur. 10 pL enzim eklenerek tepkime baglatilmig ve 37°C’de
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15 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda 492 nm’de BioTek
PowerWawe HT Elisa Plaka Okuyucuda absorbans degerleri kaydedilmistir. Tiim
ornek ve kontrol ¢ozeltileri 3’er defa Ol¢iilmiis ve degerleri kaydedilmistir. Her bir
maddenin % inhibisyonlar1 kontrol c¢ozeltilerine kiyaslanarak asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmustir.
% inhibisyon = [(A-B)/A] x 100

Formiilde sirasiyla A, DMSO’nun; B ise 6rneklerin 492 nm’de vermis oldugu
absorbansi gostermektedir.

Elde edilen inhibisyon ylizdeleri nonlineer regresyon yontemiyle istatistik ve
¢izim programi GraphPad Prism 5.03 kullanilarak ¢izilmis, standart sapmalar1 ve ICso

degerleri elde edilmistir.
3.2.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalari ve Siilforodamin B (SRB) Deneyi

Her biri insan kaynakli olan A375 Malign melanoma hiicre hatti, HGF-1
gingival fibroblast hiicre hatt1 ve MRC-5 akciger kaynakli fibroblast hiicre hatti
ATCC’den satin alinmustir. Hiicreler 1s1 ile inaktive edilmis %10 FBS, %1 L-glutamin
ve %1 penisilin/streptomisin iceren DMEM besin ortaminda, T75 hiicre flaskinda
37°C sicaklikta ve %5 COz2 igeren inkiibatdrde cogaltilmistir. Hiicrelerin morfolojik
ozellikleri ve ¢ogalma siireci, 151k mikroskobu ile (NIKON Eclipse TS100, ABD)
gbzlemlenmistir (Sekil 3.1 ve 3.2.).

’."t-‘l

AL ‘¢ 2
§ <I"‘|. o o : X
AN - )
N R s L AN fﬁ?.‘z’*?i?
P A1 AN 7 PR
PNE NS~ \\’*k»‘f.’.l'.\“.’ :

1. Giin

5. Giin

Sekil 3.1. Isik mikroskobunda goriintiilenen A375 hiicreleri (10X).
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3. Giin 5. Giin 7. Giin

Sekil 3.2. Isik mikroskobunda goriintiilenen HGF-1 hiicreleri (10X).

SRB deneyi i¢in, dncelikle HGF-1 hiicreleri steril 96 kuyucuklu plakaya, her
bir kuyucukta 5000 hiicre olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler kuyucuklarda doluluga
ulastig1 zaman, onceden belirlenen dozlarda, Mannich bazlari ile ayr1 ayrt muamele
edilmistir. Hiicrelerin 48 saat siiresince inkiibatorde inkiibe edilmesinin ardindan SRB
deneyi gergeklestirilmistir.

I1k olarak hiicreler, 100 pL %10 (a/h) TCA ile 1 saat siiresince 4°C’de inkiibe
edilerek plakaya fikse edilmistir. Daha sonra plaka dH20 ile yikanarak TCA’nin
ortamdan uzaklastirilmast saglanmistir. Plaka kurutulduktan sonra her bir kuyucuga
100 pL %0,06 (a/h) SRB ¢ozeltisi eklenerek 30 dakika siiresince oda sicakliginda
inkiibe edilmis ve bdylece boyanin hiicresel proteinlere baglanmasi saglanmistir.
Inkiibasyon siiresinin bitiminde, plaka %1 (h/h) asetik asit ile yikanarak baglanmamis
boya uzaklastirilmigtir. Plakanin kurutulmasinin ardindan her bir kuyucuga 200 puL
Tris baz1 (pH 10.5) eklenip boyanin tamamen ¢6ziinmesi saglandiktan sonra Elisa
plaka okuyucuda (PowerWave XS, Biotek, ABD) her bir kuyucuk i¢in 510 nm dalga
boyunda absorbans degeri 6l¢tilmiistiir. Hi¢ madde eklenmemis, sadece hiicre bulunan
kuyucuklarda hiicre canlilifi %100 kabul edilerek, diger kuyucuklardaki hiicre
canliligi da absorbansa gore orantili olarak belirlenmistir. Her bir bilesigin HGF-1
hiicreleri i¢in ICso degerleri Graphpad Prism 5.0 yazilim programi yardimiyla non-
lineer regresyon ile hesaplanmistir. Bu deney en az n=3 olacak sekilde tekrarlanmistir

(193).
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3.2.3. Melanogenez Ol¢iim Yéntemi

Melanogenez 6lglimii Huang ve ark. nin (194) yontemi esas alinarak ve kii¢iik
degisiklikler uygulanarak gergeklestirilmistir. Buna gore 6 kuyucuklu plakalara ekilen
A375 insan melanoma hiicreleri, kuyucuk basina 5x10° hiicre olacak sekilde
ekilmistir. Hiicreler %80 yogunluga ulastiklar1 vakit melanogenez etkinligi 6l¢iilmek
istenen bilesikler eklenmis ve 48 saat sonra hiicreler tripsinize edilerek toplanmustir.
1200xg’de 5 dakika oda sicakliginda santrifiij edilen hiicrelerin iizerinde olusan
slipernatan atildiktan sonra pellet %0,5 Triton X100 i¢eren 0,2 M Fosfat tamponunda
(pH 7,4) homojenize edilmistir ve vortekslenmistir. Daha sonra 10000xg’de 5 dakika
oda sicakliginda santrifiij edilerek yine siipernatan uzaklastirilmistir. Pellet sirasiyla
%10 TCA ve %70 etanol ile yikanmistir. %20 DMSO igeren 1N NaOH igerisinde
¢oziinen pellet 1 saat boyunca 80°C’de inkiibe edilmistir. Ornekler 470 nm’de
Olciilmiis ve kontrolle kiyaslanarak melanogenez etkinligi hesaplanip sonuclar bar
diizleminde grafiklenmistir. Her Ornek, bagimsiz ii¢ deneyin ortalamasi alinarak

grafiklenmis ve istatistik analizi GraphPad 5.0 kullanilarak yapilmstir.
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4. BULGULAR
4.1. Kimyasal Calismalar

2-((4-(3-Klorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(hidroksimetil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 1)

0,6 g (0,0042 mol) Kojik asit, 0,89 g (0,0042 mol) 1-(3-klorobenzil)piperazin
ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir. Erime
derecesi 170-1°C. Verim: 1,397 g (%91), clog P: 1,306.

IR spektrumunda 3338 (O-H, gerilim), 2976 (C-H (alifatik), gerilim), 1653
(C=0, gerilim), 1456 (C=C, gerilim) ve 1088 cm™°de (C-O, gerilim) pikler gériilir.

'H-NMR spektrumunda & (DMSO-ds, 400 MHz) 2,37 (4H; brs; piperazin);
2,47-2,51 (4H; m; piperazin); 3,46 (2H; s; -CH2-); 3,51 (2H; s; -CH2-Ar); 4,29 (2H; s;
-CH20H); 5,61 (1H; brs; -CH20H); 6,30 (1H; s; H®) ve 7,23-7,36 (4H; m; Ar-H)
ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (DMSO-ds, 100 MHz) 52,41; 53,56; 59,59; 61,08;
108,94; 126,85; 127,35; 128,34; 130,02; 132,90; 140,94; 143,5; 146,53; 167,58 ve
173,58 ppm’de pikler goriiliir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 365 (temel pik, %100, (M+H)"), 367
(M+H+2)* ve 387 (M+Na)*’de pikler goriiliir.

Analiz : C18H21CIN204 (M.A.: 364,82 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 59,26 5,80 7,68

Bulunan : 59,08 5,76 7,81
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2-((4-(4-Klorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(hidroksimetil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 2)

O
OH

HO L NmN@CI
O N

0.6 g (0,0042 mol) Kojik asit, 0.89 g (0,0042 mol) 4-klorobenzilpiperazin ve
formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir. Erime Derecesi:
Dekompoze (Ref. 203-4°C), Verim: 1.474 g (%96), clog P: 1,306 Bkz. (40).

IR spektrumunda 1654 (C=0, gerilim), 1456 (C=C, gerilim) ve 1051 cm™*’de
(C-0, gerilim) pikler gortliir.

'H-NMR spektrumunda § (DMSO-ds, 400 MHz) 2,36-2,51 (8H; m; piperazin);
3,43 (2H; s; -CH2-); 3,51 (2H; s; -CH2-Ar); 4,28 (2H; s; -CH20H); 5,61 (1H; brs;
-CH20H); 6,30 (1H; s; H%); 7,30 (2H; d; J=10,8; Ar-H?, H®) ve 7,36 (2H; d; J=12,8;
Ar-H¥, H>) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (DMSO-ds, 100 MHz) 52,30; 53,45; 59,48; 60,87;
108,83; 130,25; 131,25; 137,12; 143,54; 146,42; 167,46 ve 173,47 ppm’de pikler
gortliir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 365 (temel pik, %100, (M+H)"), 367
(M+H+2)* ve 387 (M+Na)*’de pikler goriiliir.

Analiz : C18H21CIN204 (M.A.: 364,82 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan X 59,26 5,80 7,68

Bulunan : 59,39 5,76 7,91
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2-((4-(3,4-Diklorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(hidroksimetil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 3)

O
OH Cl
| ] /~ \
HO N N Cl
(@) _/

0,5 g (0,0036 mol) Kojik asit, 0,86 g (0,0036 mol) 1-(3,4-diklorobenzil)-
piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir.
Erime derecesi 180-1°C (Ref. 180-1°C), Verim: %90, clog P: 1,899 Bkz. (41).

IR spektrumunda 1607 (C=0, gerilim), 1455 (C=C, gerilim) ve 1196 cm™*’de
(C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (DMSO-ds, 400 MHz) 2,37 (4H; brs; piperazin);
2,47 (4H; brs; piperazin); 3,45 (2H; s; -CH2-); 3,51 (2H; s; -CH2-Ar); 4,28 (2H; s;
-CH20H); 5,61 (1H; brs; -CH20H); 6,31 (1H; s; H®); 7,28 (1H; dd; J= 8; J= 2; Ar-
H®); 7,51 (1H; d; J=2; Ar-H?); 7,56 (1H; d; J=8; Ar-H>) ve 8,89-8,98 (1H; br; -OH)
ppm’de pikler goriliir.

13C-NMR spektrumunda & (DMSO-ds, 100 MHz) 52,27; 52,32; 53,46; 59,51;
60,24; 108,85; 128,84; 129,24, 130,24; 130,33; 130,74; 139,56; 143,59; 146,41,
167,49 ve 173,49 ppm’de pikler goriiliir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 399 (temel pik, %100, (M)*), 401 (M+2)*
ve 421 (M+Na)*’de pikler goriiliir.

Analiz : C18H20CI2N204 (M.A.: 399,27 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 54,15 5,05 7,02

Bulunan : 54,01 5,10 7,27
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2-((4-(2,6-Diklorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(hidroksimetil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 4)

O
OH Cl
SO
HO N N
O —/
Cl

0,5 g (0,0036 mol) Kojik asit, 0,86 g (0,0036 mol) 1-(2,6-diklorobenzil)-
piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir.
Erime derecesi 196-7°C (Ref. 196-7°C), Verim: %93, clog P: 1,899 Bkz. (41).

IR spektrumunda 1607 (C=0, gerilim), 1435 (C=C, gerilim) ve 1197 cm™'de
(C-0O, gerilim) pikler goriiliir.

!H-NMR spektrumunda & (DMSO-ds, 400 MHz) 2,41 (4H; brs; piperazin);
2,49 (4H; brs; piperazin); 3,50 (2H; s; -CH2-); 3,66 (2H; s; -CH2-Ar); 4,28 (2H; s;
-CH20H) ; 5,60 (1H; brs; -CH20H); 6,30 (1H; s; H®); 7,31 (1H; t; J= 8; J=2; Ar-H*);
7,44 (2H; d; J=8; Ar-H*, H) ve 8,89-8,98 (1H; br; -OH) ppm’de pikler goriiliir.

1BC-NMR spektrumunda § DMSO-ds, 100 MHz) 52,28; 52,41; 53,43; 55,79;
59,49; 108,84; 128,48; 129,73; 133,54; 135,99; 143,58; 146,36; 167,48 ve 173,46
ppm’de pikler goriiliir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 399 (temel pik, %100, M*), 401 (M+2)* ve
421 (M+Na)™de pikler goriiliir.

Analiz : C18H20CI2N204 (M.A.: 399,27 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 54,15 5,05 7,02

Bulunan : 54,04 4,87 7,35
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2-((4-(4-Florobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(hidroksimetil)-4H-piran-

4-on (Bilesik 5)
(0]
OH
| /N
HO N N F
O _/

0,5 g (0,0036 mol) Kojik asit, 0,7 g (0,0036 mol)1-(4-florobenzil)piperazin ve
formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir. Erime derecesi:
187-8°C, Verim: %98, clog P: 0,736.

IR spektrumunda 3245 (O-H, gerilim), 1605 (C=0, gerilim), 1454 (C=C,
gerilim) ve 1224 cm™'de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

!H-NMR spektrumunda & (DMSO-ds, 400 MHz) 2,36 (4H; brs; piperazin);
2,47 (4H; brs; piperazin); 3,43 (2H; s; -CH2-); 3,52 (2H; s; -CH2-Ar); 4,31 (2H; s;
-CH20H); 5,60 (1H; brs; -CH20H); 6,34 (1H; s; H°); 7,12 (2H; t; J=9,2; J=8,4; Ar-
H¥, H%) ve 7,31 (2H; m; Ar-H?, H®) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda & (DMSO-ds, 100 MHz) 52,36; 52,43; 53,58; 59,61;
61,07; 108,95; 114,73; 114,95; 130,55; 130,63; 134,30; 134,31; 143,69; 146,54,
160,03; 162,44; 167,60 ve 173,62 ppm’de pikler goriiliir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 349 (temel pik, %100, M+H)*, 350 (M+2)*
ve 371 (M+Na)*’de pikler goriiliir.

Analiz : C18H21FN204 (M.A.: 348,37 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 62,06 6,08 8,04

Bulunan : 62,14 6,10 8,11
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2-((4-(2,5-Diflorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(hidroksimetil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 6)

0,5 g (0,0036 mol) Kojik asit, 0,76 g (0,0036 mol) 1-(2,5-diflorobenzil)-
piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir.
Erime derecesi: 176-7°C, Verim: %72, clog P: 0,879.

IR spektrumunda 3330 (O-H, gerilim), 1617 (C=0, gerilim), 1457 (C=C,
gerilim) ve 1179 cm™'de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

H-NMR spektrumunda & (DMSO-ds, 400 MHz) 2,41 (8H; brs; piperazin);
3,49 (2H; s; -CH2-); 3,50 (2H; s; -CH2-Ar); 4,29 (2H; s; -CH20H); 5,66 (1H; brs;
-CH20H); 6,34 (1H; s; H®) ve 7,09-7,23 (3H; brs; Ar-H) ppm’de pikler goriiliir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 367 (temel pik, %100, (M+H))" ve 389
(M+Na)*""de pikler goriiliir.

Analiz : C18H20F2N204 (M.A.: 366,36 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan X 59,01 5,50 7,65

Bulunan : 58,96 5,41 7,83



92

2-((4-(3-Triflorometilbenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(hidroksimetil)-
4H-piran-4-on (Bilesik 7)

O
OH CF;
[ /N
HO N N
O _/

0,57 g (0,0040 mol) Kojik asit, 0,99 g (0,0040 mol) 1-(3-triflorometilbenzil)-
piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir.
Erime derecesi 183-4°C (Ref. 183-5°C). Verim: 1,2523 g (%78), clog P: 1,476 Bkz.
(40).

IR spektrumunda 1609 (C=0, gerilim), 1456 (C=C, gerilim) ve 1198 cm™"de
(C-0O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (DMSO-ds, 400 MHz) 2,48-2,51 (8H; m; piperazin);
3,51 (2H; s; -CHz2-); 3,55 (2H; s; -CH2-Ar); 4,29 (2H; s; -CH20H); 5,66 (1H; brs;
-CH20H); 6,32 (1H; s; H®) ve 7,54-7,62 (4H; m; Ar-H) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (DMSO-ds, 100 MHz) 52,32; 53,47; 59,56; 59,50;
60,96; 108,85; 122,86; 129,03; 132,71; 139,75; 143,56; 146,44; 167,49 ve 173,49
ppm’de pikler goriiliir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS)m/z 399 ((M+H)*, temel pik, %100) ve 421
(M+Na)*de pikler goriiliir.

Analiz : C19H21F3N204 (M.A.: 398,4 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 57,28 5,31 7,03

Bulunan : 57,12 5,51 7,14
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2-((4-(4-Triflorometilbenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(hidroksimetil)-
4H-piran-4-on (Bilesik 8)

0
OH
| /N
HO N N CF,
(o) N

0,57 g (0,0040 mol) Kojik asit, 0,9 g (0,0040 mol) 1-(4-triflorometilbenzil)-
piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir.
Erime derecesi 186-7°C (Ref. 186-8°C), Verim: 1,517 g (%95), clog P: 1,476 Bkz.
(40).

IR spektrumunda 1620 (C=0, gerilim), 1463 (C=C, gerilim) ve 1085 cm™’de
(C-0O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (DMSO-ds, 400 MHz) 2,39-2,52 (8H; m; piperazin);
3,52 (2H; s; -CHz2-); 3,55 (2H; s; -CH2-Ar); 4,29 (2H; s; -CH20H); 5,66 (1H; brs;
-CH20H); 6,32 (1H; s; H°); 7,51 (2H; d; J=8,4; Ar-H?, H%) ve 7,67 (2H; d; J=7,6;
Ar-H*', H>) ppm’de pikler goriilir.

13C-NMR spektrumunda § (DMSO-ds, 100 MHz) 52,36; 53,46; 59,50; 61,09;
108,85; 124,92; 127,31; 127,63; 129,22; 143,24, 146,42; 167,49 ve 173,49 ppm’de
pikler gortliir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 155 (temel pik, %100), 399 (M+H)* ve 421
(M+Na)*’de pikler goriiliir.

Analiz : C19H21F3N204 (M.A.: 398,4g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 57,28 5,31 7,03

Bulunan : 56,96 5,38 7,11
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2-((4-(2-Floro-6-klorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(hidroksimetil)-
4H-piran-4-on (Bilesik 9)

0,3 g (0,0021 mol) Kojik asit, 0,48 g (0,0021 mol) 1-(2-floro-6-klorobenzil)-
piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir.
Erime derecesi: 184-5°C, Verim: 0,69 g (%85), clog P: 1,449.

IR spektrumunda 3274 (O-H, gerilim), 2820 (C-H (alifatik), gerilim), 1607
(C=0, gerilim), 1454 (C=C, gerilim) ve 1198 cm™’de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda § (DMSO-ds, 400 MHz) 2,48-2,50 (8H; m; piperazin);
3,47 (2H; s; -CH2-); 3,56 (2H; s; -CH2-Ar); 4,27 (2H; s; -CH20H); 6,29 (1H; s; H°) ve
7,16-7,37 (3H; m; Ar-H) ppm’de pikler goriiliir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 177 (temel pik, %100), 383 (M)*, 385
(M+2)*, 405 (M+Na)* ve 407 (M+Na+2)*’de pikler goriiliir.

Analiz : C18H20CIFN204 (M.A.: 382,81 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 56,47 5,27 7,32

Bulunan : 56,07 5,33 7,40
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2-((4-(2-Floro-4-bromobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(hidroksimetil)-
4H-piran-4-on (Bilesik 10)

OH K
| /N
HO N N Br
O _/

0,3 g (0,0021 mol) Kojik asit, 0,58 g (0,0021 mol) 1-(2-floro-4-bromometil-
benzil)piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde
edilmistir. Erime derecesi: Dekompoze, Verim: 0,831 g (%90), clog P: 1,599.

IR spektrumunda 3282 (O-H, gerilim), 2825 (C-H (alifatik), gerilim), 1608
(C=0, gerilim), 1464 (C=C, gerilim) ve 1089 cm™’de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda § (DMSO-ds, 400 MHz) 2,37-2,51 (8H; m; piperazin);
3,47 (2H; s; -CH2-); 3,49 (2H; s; -CH2-Ar); 4,28 (2H; s; -CH20H); 5,75 (1H; brs;
-CH20H); 6,30 (1H; s; H®) ve 7,32-7,49 (3H; m; Ar-H) ppm’de pikler goriiliir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 177 (temel pik, %100), 427 (M)* ve 449
(M+Na)*’de pikler goriiliir.

Analiz : C18H20BrFN204 (M.A.: 427,26 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 50,60 4,72 6,56

Bulunan : 49,98 475 6,84
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2-((4-(3-Klorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(klorometil)-4H-piran-4-
on (Bilesik 11)

0,6 g (0,0037 mol) klorokojik asit, 0,79 g (0,0037 mol) 1-(3-klorobenzil)-
piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir.

Erime derecesi 147-8°C (Ref. 147-8°C), Verim: 1,08 g (%76), clog P: 2,906 Bkz. (42).

2-((4-(4-Klorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(klorometil)-4H-piran-4-

on (Bilesik 12)
)
OH
a M Iy Nv@d
) _/

0,6 g (0,0037 mol) klorokojik asit, 0,79 g (0,0037 mol) 1-(4-klorobenzil)-
piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir.

Erime derecesi 168-9°C (Ref. 168-9°C), Verim: 1,31 g (%92), clog P: 2,906 Bkz. (23).

2-((4-(3,4-Diklorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(klorometil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 13)

[ /N
Cl N N Cl
(@] N

0,6 g (0,0037 mol) klorokojik asit, 0,91 g (0,0037 mol) 1-(3,4-diklorobenzil)-
piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir.
Erime derecesi 147-8°C (Ref. 147-8°C), Verim: 1,40 g (% 90), clog P: 3,499 Bkz.
(20).
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2-((4-(3,4-Diklorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(klorometil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 14)

0]
OH cl
a L) NWN@
©)
Cl

0,6 g (0,0037 mol) klorokojik asit, 0,91 g (0,0037 mol) 1-(2,6-diklorobenzil)-
piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir.

Erime derecesi 167-9°C (Ref. 167-9°C), Verim: 1,40 g (%90), clog P: 3,499 Bkz. (23).

2-((4-(4-Florobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(klorometil)-4H-piran-4-
on (Bilesik 15)

@

0,6 g (0,0037 mol) klorokojik asit, 0,71 g (0,0037 mol) 1-(4-florobenzil)-
piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir.

Erime derecesi 157-8°C (Ref. 157-8°C), Verim: 0,96 g (%68), clog P: 2,336 Bkz. (20).

2-((4-(2,5-Diflorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(klorometil)-4H-piran
-4-on (Bilesik 16)

0,6 g (0,0037 mol) klorokojik asit, 0,79 g (0,0037 mol) 1-(2,5-diflorobenzil)-
piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir.

Erime derecesi 151-2°C (Ref. 151-2°C, Verim: 1,1 g (%75), clog P: 2,479 Bkz. (23).
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2-((4-(3-Triflorometilbenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(klorometil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 17)

OH CFy
oM« N\/©
0 __/

0,6 g (0,0037 mol) klorokojik asit, 0,91 g (0,0037 mol) 1-[3-(triflorometil)-
benzil|piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 161-2°C (Ref. 161-2°C), Verim: 1,21 g (%78), clog P:
3,076 Bkz. (23).

2-((4-(4-Triflorometilbenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(klorometil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 18)

o)

OH
oA N/_\N\/Q—CF
0 __/ 3
0,6 g (0,0037 mol) klorokojik asit, 0,91 g (0,0037 mol) 1-[4-(triflorometil)-
benzil|piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde
edilmistir. Erime derecesi 150-1°C (Ref. 150-1°C), Verim: 1,29 g (%83), clog P: 3,076
Bkz. (23).
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2-((4-(2-Floro-6-klorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(klorometil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 19)

O
OH K
[ 7\
Cl N N
O N
Cl

0,3 g (0,0019 mol) Klorokojik asit, 0,48 g (0,0019 mol) 1-(2-floro-6-kloro-
benzil)piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 158-9°C, Verim: 0,60 g (%80), clog P: 3,049.

IR spektrumunda 3020 (C-H (aromatik), gerilim), 2951 (C-H (alifatik),
gerilim), 1602 (C=0, gerilim), 1462 (C=C, gerilim) ve 1200 cm™*’de (C-O, gerilim)
pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda § (DMSO-ds, 400 MHz) 2,44-2,51 (8H; m; piperazin);
3,54 (2H; s; -CH2-); 3,58 (2H; d; J=1,6; -CH2-Ar) ; 4,65 (2H; s; -CH20H); 6,54 (1H;
s; H°) ve 7,18-7,40 (3H; m; Ar-H) ppm’de pikler gériiliir.

13C-NMR spektrumunda § (DMSO-ds, 100 MHz) 41,37; 51,84; 52,20; 52,33;
53,32; 112,37; 114,18; 114,41; 123,25; 123,43; 125,51; 129,99; 130,09; 135,57;
135,62; 144,00; 147,59; 160,21; 161,13; 162,67 ve 173,39 ppm’de pikler goriiliir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 401 (temel pik, %100), 403 (M+H)*, 423
(M+Na)* ve 425 (M+Na+2)*’de pikler goriiliir.

Analiz : C18H19CI2FN203 (M.A.: 401,26 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 53,88 4,77 6,98

Bulunan : 53,73 494 7,13
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2-((4-(2-Floro-4-bromobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(klorometil)-
4H-piran-4-on (Bilesik 20)

0
OH K
| /N
Cl N N Br
0 N,

0,5 g (0,0031 mol) Klorokojik asit, 0,85 g (0,0031 mol) 1-(2-floro-4-bromo-
benzil)piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 167-8°C, Verim: 0,91 g (%80), clog P: 3,199.

IR spektrumunda 3020 (C-H (aromatik), gerilim), 2951 (C-H (alifatik),
gerilim), 1602 (C=0, gerilim), 1462 (C=C, gerilim) ve 1200 cm™’de (C-O, gerilim)
pikler gortliir.

'H-NMR spektrumunda § (DMSO-ds, 400 MHz) 2,46-2,50 (8H; m; piperazin);
3,47 (2H; s; -CHz-); 3,54 (2H; d; -CH2-Ar); 4,64 (2H; s; -CH20H); 6,53 (1H; s; H°) ve
7,31-7,49 (3H; m; Ar-H) ppm’de pikler goriiliir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 195 (temel pik, %100), 445 (M)*, 447
(M+2)*, 467 (M+Na)* ve 469 (M+Na+2)*’de pikler goriiliir.

Analiz : C1s8H19BrCIFN203 (M.A.: 445,71 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 48,51 4,30 6,29

Bulunan : 4811 4,34 6,52
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2-((4-(3-Klorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-metil-4H-piran-4-on
(Bilesik 21)

OH Cl
S ve
HyC” 0

0,2 g (0,0016 mol) Allomaltol, 0,33 g (0,0016 mol) 1-(3-klorobenzil)piperazin
ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir. Erime
derecesi: 158-9°C, Verim: 0,3875 g (%63), clog P: 2,843.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 160 (temel pik), 349 (M+H)* ve 371
(M+Na)*’de pikler goriiliir (C1sH21CIN20s (M.A.: 348,82 g/mol)).

Ticari olarak piyasada mevcuttur (CAS Registry Number: 1324058-46-9).

2-((4-(4-Klorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-metil-4H-piran-4-on
(Bilesik 22)

O
OH

Ve
H;C™ 0

0,2 g (0,0016 mol) Allomaltol, 0,33 g (0,0016 mol) 1-(4-klorobenzil)piperazin
ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir. Erime
derecesi: 165-7°C (Ref. 159-9°C), Verim: 0,4111 g (%75), clog P: 2,843 Bkz. (43).

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 160, 349 ((M+H)", temel pik), 351
(M+H+2)" ve 371 (M+Na)*’de pikler goriiliir (C1sH2:CIN203 (M.A. : 348,82 g/mol)).
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2-((4-(3,4-Diklorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-metil-4H-piran-4-on
(Bilesik 23)

0
OH Cl
LN N@Cl
H,C” 0 \_/

0,2 g (0,0016 mol) Allomaltol, 0,39 g (0,0016 mol) 1-(3,4-diklorobenzil)-
piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir.
Erime derecesi: 160-2°C, Verim: 0,365 g (%60), clog P: 3,436.

IR spektrumunda 2849 (C-H, gerilim, alifatik), 1641 (C=0, gerilim), 1497
(C=C, gerilim), 1233 (C-N, gerilim) ve 1179 cm™’de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (DMSO-ds, 400 MHz) 2,25 (3H; s; -CHs); 2,37 (4H;
brs; piperazin); 2,47 (4H; brs; piperazin); 3,46 (2H; s; piran-CHz-piperazin); 3,49 (2H;
s; -CH2-Ar); 6,22 (1H; s; piran-H%); 7,28 (1H; dd; J=8,2; J=1,6; Ar-H®); 7,52 (1H; d;
J=2,0; Ar-H%) ve 7,56 (1H; d; J=8,0; Ar-H*) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda & (DMSO-ds, 100 MHz) 19,39; 52,33; 52,40; 53,54;
60,30; 111,16; 128,94; 129,31; 130,32; 130,41; 130,81; 139,67; 143,29; 146,53;
164,65 ve 173,51 ppm’de pikler gdzlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 383 (temel pik, %100, (M)*) ve 385
(M+2)*’de pikler gorliir.

Analiz : C18H20CI2N203 (M.A.: 383,27 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 56,41 5,26 7,31

Bulunan : 56,15 5,34 7,55
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2-((4-(2,6-Diklorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-metil-4H-piran-4-on

(Bilesik 24)
OH Cl
| N
H;C™ O _/

0,2 g (0,0016 mol) Allomaltol, 0,39 g (0,0016 mol) 1-(2,6-diklorobenzil)-
piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir.
Erime derecesi: 165-6°C, Verim: 0,3617 g (%60), clog P: 3,436.

IR spektrumunda 2829 (C-H, gerilim, alifatik), 1618 (C=0, gerilim), 1435
(C=C, gerilim), 1196 (C-N, gerilim) ve 1002 cm™’de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda § (DMSO-ds, 400 MHz) 2,41 (3H; s; -CHs); 2,51 (4H;
brs; piperazin); 2,51 (4H; m; piperazin); 3,48 (2H; s; piran-CHz-piperazin); 3,66 (2H;
s; -CH2-Ar); 6,21 (1H; s; piran-H%); 7,30-7,34 (1H; m; Ar-H*) ve 7,45 (2H; d; Ar-
H3"%) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda & (DMSO, 100 MHz) 19,38; 52,36; 52,50; 53,51;
55,87; 111,16; 128,56; 129,83; 133,62; 136,08; 143,29; 146,52; 164,66 ve 173,50
ppm’de pikler gézlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 383 (temel pik, %100, (M)*) ve 385
(M+2)*de pikler goriiliir.

Analiz : C18H20CI2N203 (M.A.: 383,27 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 56,41 5,26 7,31

Bulunan : 56,22 5,19 7,57
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2-((4-(4-Florobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-metil-4H-piran-4-on
(Bilesik 25)

LN A
H;C”™ 0

0,2 g (0,0016 mol) Allomaltol, 0,31 g (0,0016 mol) 1-(4-florobenzil)piperazin
ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir. Erime
derecesi: 168-70°C, Verim: 0,40 g (%66), clog P: 2,273.

IR spektrumunda 2944, 2816 (C-H, gerilim, alifatik), 1622 (C=0, gerilim),
1600 (C-C (halka i¢i), gerilim), 1511, 1456 (C=C, gerilim), 1222 (C-N, gerilim) ve
1147 cm™°de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 2,25 (3H; s; -CH3); 2,46 (4H;
brs; piperazin); 2,60 (4H; brs; piperazin); 3,44 (2H; s; piran-CHz-piperazin); 3,62 (2H;
s; -CH2-Ar); 6,16 (1H; t; piran-H®); 6,95 (2H; t; Ar-H*">") ve 7,22 (2H; m; Ar-H?"%)
ppm’de pikler gorliir.

13C-NMR spektrumunda § (CDCls, 100 MHz) 20,13; 52,81; 55,23; 62,23;
111,31; 122,82; 123,96; 125,60; 128,23; 128,67; 129,18; 130,11; 130,43; 130,75;
131,07; 132,32; 139,10; 143,51, 145,22; 165,22 ve 173,95 ppm’de pikler gozlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 332 (temel pik, %100, (M)*)’de pik

goriiliir.
Analiz : C18H2:FN203 (M.A.: 332,37 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan X 65,05 6,37 8,43

Bulunan : 65,00 6,66 8,53
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2-((4-(2,5-Diflorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-metil-4H-piran-4-on

(Bilesik 26)
OH F
| N
H,C” 0 _/

0,2 g (0,0016 mol) Allomaltol, 0,34 g (0,0016 mol) 1-(2,5-diflorobenzil)-
piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir,
Erime derecesi: 163-5°C, Verim: 0,3875 g (%70), clog P: 2,416.

IR spektrumunda 2812 (C-H, gerilim, alifatik), 1641 (C=0, gerilim), 1496,
1460 (C=C, gerilim), 1233 (C-N, gerilim) ve 987 cm™’de (C-O, gerilim) pikler
goriliir.

'H-NMR spektrumunda § (DMSO-ds, 400 MHz) 2,22 (3H; s; -CHa); 2,43 (4H;
brs; piperazin); 2,48 (4H; t; piperazin); 3,47 (2H; s; piran-CHz-piperazin); 3,48 (2H;
s; -CH2-Ar); 6,18 (1H; s; piran-H®) ve 7,09-7,22 (3H; m; Ar-H) ppm’de pikler gériiliir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 351 (temel pik, %100, (M)*) ve 353
(M+2)*’de pikler goriiliir.

Analiz : C1s8H20F2N203 (M.A. : 350,36 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 61,71 5,75 8,00

Bulunan : 61,58 591 8,20
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2-((4-(3-Triflorometilbenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-metil-4H-piran-4-
on (Bilesik 27)

OH CF;
S¥aVWy
Hy,C” 0

0,2 g (0,0016 mol) Allomaltol, 0,31 g (0,0016 mol) 1-(3-triflorometilbenzil)-
piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir.
Erime derecesi: 171-2°C, Verim: 0,40 g (%66), clog P: 3,013.

IR spektrumunda 2937, 2763 (C-H, gerilim, alifatik), 1626 (C=0, gerilim),
1596 (C-C (halka igi), gerilim), 1484, 1460 (C=C, gerilim), 1233 (C-N, gerilim) ve
1185 cm™°de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 2,27 (3H; s; -CHs); 2,50 (4H;
brs; piperazin); 2,63 (4H; brs; piperazin); 3,54 (2H; s; piran-CHz-piperazin); 3,64 (2H;
s; -CH2-Ar); 6,18 (1H; s; piran-H®); 7,40 (1H; t; Ar-H®); 7,48 (2H; d; Ar-H*"®) ve 7,56
(1H; s; Ar-H?) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (CDCls, 100 MHz) 20,13; 52,81; 55,23; 62,23;
111,31; 122,82; 123,96; 125,60; 128,23; 128,67; 129,18; 130,11; 130,43; 130,75;
131,07; 132,32;139,10; 143,51, 145,22; 165,22 ve 173,95 ppm de pikler gozlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 382 (temel pik, %100, (M)*)’de pik

goriiliir.
Analiz : C19H21F3N203 (M.A.: 382,38 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan X 59,68 5,54 7,33

Bulunan : 59,60 5,75 7,46
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2-((4-(4-Triflorometilbenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-metil-4H-piran-4-
on (Bilesik 28)

O
OH

LN N@*Cﬂ
H,C” 0 \__/

0,2 g (0,0016 mol) Allomaltol, 0,39 g (0,0016 mol) 1-(4-triflorometilbenzil)-
piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir.
Erime derecesi: 171-2°C, Verim: 0,43 g (%71), clog P: 3,013.

IR spektrumunda 2820 (C-H, gerilim, alifatik), 1621 (C=0, gerilim), 1453
(C=C, gerilim), 1321 (C-N, gerilim) ve 1198, 1116 cm™’de (C-O, gerilim) pikler
gortliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 2,26 (3H; s; -CHa); 2,49 (4H;
brs; piperazin); 2,62 (4H; brs; piperazin); 3,53 (2H; s; piran-CHz-piperazin); 3,63 (2H;
s; -CH2-Ar); 6,18 (1H; s; piran-H%); 7,41 (2H; d; Ar-H?"%) ve 7,53 (2H; d; Ar-H3")
ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda & (CDCls, 100MHz) 20,12; 52,82; 55,18; 62,22;
111,31; 120,14; 122,84; 125,14; 128,25; 129,18; 142,25; 145,28; 165,22 ve 173,97
ppm’de pikler gézlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 382 (temel pik, %100, (M)*)’da pik

goriliir.
Analiz : C19H21F3N203 (M.A.: 382,38 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 59,68 5,54 7,33

Bulunan : 59,30 5,58 7,41



108

2-((4-(2-Floro-6-klorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-metil-4H-piran-
4-on (Bilesik 29)

0
OH F
| NN
HyC” Y0 N
Cl

0,16 g (0,0013 mol) Allomaltol, 0,39 g (0,0013 mol) 1-(2-floro-6-klorobenzil)-
piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde edilmistir.
Erime derecesi: 153-5°C, Verim: 0,092 g (%20), clog P: 2,986.

IR spektrumunda 3222 (O-H, gerilim), 2938, 2811 (C-H, gerilim, alifatik),
1612 (C=0, gerilim), 1588 (C-C (halka igi), gerilim), 1449 (C=C, gerilim), 1317
(C-N, gerilim) ve 1212 cm™°de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda § (DMSO-ds, 400 MHz) 2,24 (3H; s; -CHa); 2,43 (4H;
brs; piperazin); 2,50 (4H; m; piperazin); 3,47 (2H; s; piran-CHz-piperazin); 3,58 (2H;
s; -CH2-Ar); 6,20 (1H; s; piran-H®); 7,20 (1H; m; Ar-H*) ve 7,31-7,40 (2H; m; Ar-
H*®") ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (DMSO-ds, 100 MHz) 19,29; 51,77; 52,24; 53,39;
111,06; 114,11; 114,33; 123,22; 123,40; 125,41; 125,44; 129,90; 130,00; 135,50;
135,56; 143,18; 146,43; 160,15; 162,61; 164,56 ve 173,40 ppm’de pikler gozlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 367 (temel pik, %100, (M)*) ve 469
(M+2)""da pikler goriiliir.

Analiz : C18H20CIFN203 (M.A.: 366,81 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 58,94 5,50 7,64

Bulunan : 58,61 5,73 7,70
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2-((4-(2-Floro-4-bromobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-metil-4H-piran-
4-on (Bilesik 30)

O
OH F
5 N/_\N@*Br
H,C~ "0 __/

0,06 g (0,0049 mol) Allomaltol, 0,13 g (0,0049 mol) 1-(2-floro-4-bromo-
benzil)piperazin ve formaldehitten hareketle genel sentez yontemi I’e gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 180-1°C, Verim: 0,092 g (%47), clog P: 3,136.

IR spektrumunda 2818 (C-H, gerilim, alifatik), 1626 (C=0, gerilim), 1460
(C=C, gerilim), 1233 (C-N, gerilim) ve 999 cm™’de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (DMSO-ds, 400 MHz) 2,24 (3H; s; -CHs); 2,39 (4H;
brs; piperazin); 2,51 (4H; brs; piperazin); 3,32 (2H; s; piran-CHz-piperazin); 3,49 (2H;
d; -CH2-Ar); 6,21 (1H; s; piran-H®); 7,33-7,40 (2H; m; Ar-H>"%) ve 7,48 (1H; d; Ar-
H*) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda & (DMSO-ds, 100 MHz) 19,29; 52,15; 52,28; 53,44;
53,83; 111,06; 118,27; 118,52; 120,06; 120,16; 124,10; 124,24; 127,22; 127,25;
132,87; 132,92; 143,18; 146,46; 159,30; 161,78; 164,56 ve 173,40 ppm’de pikler
gozlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 411 (temel pik, %100, (M)*) ve 413
(M+2)*"de pikler goriiliir.

Analiz : C18H20BrFN203 (M.A.: 411,27 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan X 52,57 4,90 6,81

Bulunan : 51,84 5,05 7,00
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2-((4-(3-Klorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(morfolinometil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 31)

0]
OH Cl
DS
@) —/

0,5 g (0,0013 mol) Bilesik 11 ve 0,226 g (0,0026 mol) morfolinden 0,180 g
(0,0013 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 137-8°C, Verim: 0,1517 g (%13), clog P: 2,091.

IR spektrumunda 2951, 2808 (C-H, gerilim, alifatik), 1618 (C=0, gerilim),
1595 (C-C (halka igi), gerilim), 1456 (C=C, gerilim), 1195, 1117 (C-N, gerilim) ve
867 cm™’de (C-0, gerilim) pikler gériiliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCIs, 400 MHz) 2,49-2,52 (8H; t; piperazin-H);
2,62 (4H; brs; morfolin-CH2-N); 3,37 (2H; s; morfolin-CH2-piran); 3,47 (2H; s; piran-
CHa-piperazin); 3,66 (2H; s; -CH2-Ar); 3,70 (4H; t; morfolin-CH2-0); 6,46 (1H; s;
piran-H®); 7,15-7,25 (3H; m; Ar-H) ve 7,30 (1H; s; Ar-H) ppm’de pikler gériiliir.

13C-NMR spektrumunda § (CDCls, 100 MHz) 52,76; 52,86; 53,47; 55,37;
59,78; 62,16; 66,80; 111,68; 127,13; 127,31; 128,97; 129,49; 134,19; 140,11; 143,94;
145,44; 164,49 ve 173,83 ppm’de pikler gdzlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 218 (temel pik, %100), 434 (M)" ve 436
(M+2)*’da pikler goriiliir.

Analiz : C22H28CIN304 (M.A.: 433,93 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 60,89 6,50 9,68

Bulunan : 60,33 6,83 9,80
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2-((4-(4-Klorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(morfolinometil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 32)

O
OH
O —/

0,5 g (0,0013 mol) Bilesik 12 ve 0,226 g (0,0026 mol) morfolinden 0,180 g
(0,0013 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 143-5°C, Verim: 0,068 g (%6), clog P: 2,091.

IR spektrumunda 2811 (C-H, gerilim, alifatik), 1625 (C=0, gerilim), 1595
(C-C (halka igi), gerilim), 1490, 1454 (C=C, gerilim), 1193, 1114 (C-N, gerilim) ve
1004 cm™de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (DMSO-ds, 400 MHz) 2,43-2,51 (12H; brs;
piperazin-H ve morfolin-CH2-N); 3,40 (2H; s; morfolin-CHz-piran); 3,45 (2H; s;
piran-CHz-piperazin); 3,54 (2H; s; -CH2-Ar); 3,57 (4H; t; morfolin-CH2-0); 6,34 (1H;
s; piran-H®) ve 7,26-7,36 (4H; m; Ar-H) ppm’de pikler goriiliir.

B3C-NMR spektrumunda & (DMSO-ds, 100 MHz) 52,21; 52,37; 52,74; 53,31,
58,58; 60,88; 66,10; 111,80; 128,00; 130,41; 131,32; 137,14; 143,60; 146,98; 163,67
ve 173,29 ppm’de pikler gdzlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 211 (temel pik, %100) ve 213 (temel
pik+2)’de pikler goriiliir.

Analiz : C22H28CIN304. 1/2 H20 (M.A..: 433,93 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 60,06 6,72 9,34

Bulunan : 60,00 6,36 9,51
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2-((4-(3,4-Diklorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(morfolinometil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 33)

0]
OH Cl
O A

0,5 g (0,0012 mol) Bilesik 13 ve 0,208 g (0,0024 mol) morfolinden 0,165 g
(0,0012 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 142-4°C, Verim: 0,070 g (%12), clog P: 2,684.

IR spektrumunda 2956, 2803 (C-H, gerilim, alifatik), 1618 (C=0, gerilim),
1457 (C=C, gerilim), 1116 (C-N, gerilim) ve 1003 cm™’de (C-O, gerilim) pikler
goriliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 2,53 (8H; t; J=4,2; piperazin-H);
2,64 (4H; brs; morfolin-CH2-N); 3,39 (2H; s; morfolin-CH2-piran); 3,45 (2H; s; piran-
CH2-piperazin); 3,68 (2H; s; -CH2-Ar); 3,72 (4H; t; J=4,6; morfolin-CH2-0); 6,48 (1H;
s; piran-H®); 7,14 (1H; dd; J=8,4; J=2; Ar-H®); 7,36 (1H; d; J=8,0 Ar-H*) ve 7,42
(1H; d; J=2; Ar-H?) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (CDCls, 100 MHz) 52,76; 52,83; 53,47; 55,24;
59,74; 61,51; 66,80; 111,64; 128,24; 130,18; 130,70; 130,99; 132,33; 138,46; 143,94;
145,51; 164,56 ve 173,84 ppm’de pikler gdzlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 234 (temel pik, %100), 235 (temel pik+H),
468 (M)* ve 470 (M+2)*"’de pikler goriiliir.

Analiz : C22H27CI2N3O4 (M.A.: 468,37 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 56,42 5,81 8,97

Bulunan : 55,79 5,93 9,27
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2-((4-(2,6-Diklorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(morfolinometil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 34)

0,5 g (0,0012 mol) Bilesik 14 ve 0,208 g (0,0024 mol) morfolinden 0,165 g
(0,0012 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 158-9°C, Verim: 0,080 g (%14), clog P: 2,684.

IR spektrumunda 2937, 2813 (C-H, gerilim, alifatik), 1621 (C=0, gerilim),
1454, 1435 (C=C, gerilim), 1194, 1114 (C-N, gerilim) ve 1003 cm™*de (C-O, gerilim)
pikler goriliir.

'H-NMR spektrumunda § (CDCls, 400 MHz) 2,51 (4H; t; morfolin-CH2-N);
2,60-2,63 (8H; brs; piperazin-H); 3,36 (2H; s; morfolin-CHa-piran); 3,64 (2H; s; piran-
CHz-piperazin); 3,70 (4H; t; J=4,4; morfolin-CH2-0); 3,75 (2H; s; -CH2-Ar); 6,45 (1H;
s; piran-H°); 7,12 (1H; t; Ar-H*) ve 7,27 (2H; t; Ar-H*">") ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (CDCls, 100 MHz) 52,66; 53,00; 53,48; 55,61;
56,20; 66,79; 111,81; 128,35; 128,87; 134,08; 136,94, 143,95; 145,34, 164,33 ve
173,80 ppm’de pikler gézlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 235 (temel pik, %100) ve 468 (M)*’de

pikler gortliir.

Analiz : C22H27CI2N304. CH3OH(M.A.: 468,37 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan X 55,20 6,24 8,40

Bulunan : 55,61 5,71 9,19
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2-((4-(4-Florobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(morfolinometil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 35)

O

0,5 g (0,0014 mol) Bilesik 15 ve 0,238 g (0,0028 mol) morfolinden 0,187 g
(0,0014 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 156-7°C, Verim: 0,280 g (%45), clog P: 1,521.

IR spektrumunda 3018 (O-H, gerilim), 2950, 2793 (C-H, gerilim, alifatik),
1618 (C=0, gerilim), 1457 (C=C, gerilim), 1327 (C-N, gerilim) ve 1117 cm™’de
(C-0O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCIs, 400 MHz) 2,50 (8H; t; piperazin-H); 2,61
(4H; brs; morfolin-CH2-N); 3,36 (2H; s; morfolin-CH2-piran); 3,45 (2H; s; piran-CHo-
piperazin); 3,65 (2H; s; -CH2-Ar); 3,69 (4H; t; morfolin-CH2-0O); 6,45 (1H; s; piran-
H®); 6,97 (2H; t; Ar-H>"") ve 7,24 (2H; t; Ar-H?"®") ppm’de pikler goriiliir,

13C-NMR spektrumunda § (CDCls, 100 MHz) 52,67; 52,87; 53,46; 55,35;
59,73; 61,99; 66,79; 111,70; 114,91; 115,12; 130,56; 133,53; 143,97; 145,53; 160,79;
163,22; 164,45 ve 173,85 ppm’de pikler gdzlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 418 (temel pik, %100, (M+H)*)’de pik

goriiliir.
Analiz : C22H28FN3O4 (M.A.: 417,47 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 63,29 6,76 10,07

Bulunan : 63,15 6,56 10,16
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2-((4-(2,5-Diflorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(morfolinometil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 36)

(@)
OH F.
VLT
O _/
F

0,5 g (0,0013 mol) Bilesik 16 ve 0,226 g (0,0026 mol) morfolinden 0,180 g
(0,0013 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 107-8°C, Verim: 0,1517 g (%27,7), clog P: 1,664.

IR spektrumunda 3341 (O-H, gerilim), 2816 (C-H, gerilim, alifatik), 1632
(C=0, gerilim), 1596 (C-C (halka igi), gerilim), 1496, 1448 (C=C, gerilim), 1112
(C-N, gerilim) ve 998 cm™°de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 2,50-2,53 (8H; brs; piperazin-
H); 2,62 (4H; s; morfolin-CH2-N); 3,37 (2H; s; morfolin-CHz-piran); 3,54 (2H; s;
piran-CHz-piperazin); 3,65 (2H; s; -CH2-Ar); 3,70 (4H; t; morfolin-CH2-0O); 6,44 (1H;
s; piran-H°); 6,86-7,1 (3H; m; Ar-H) ve 7,26 (1H; brs; -OH) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda & (CDCls, 100MHz) 52,48; 52,87; 53,48; 54,66;
55,07; 59,86; 66,69; 111,80; 144,95; 145,53; 155,96; 157,42; 158,36; 159,80; 164,30
ve 173,84 ppm’de pikler gdzlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 218 (temel pik, %100), 436 (M+H)"* ve 458
(M+Na)*de pikler goriiliir.

Analiz . C22H27F2N304. 2CH30H (M.A.: 435,46 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan X 57,70 7,06 8,41

Bulunan : 57,58 6,24 9,29
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2-((4-(3-Triflorometilbenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(morfolinometil)-
4H-piran-4-on (Bilesik 37)

0]
OH CF;
LS
O /

0,3 g (0,00072 mol) Bilesik 17 ve 0,126 g (0,00144 mol) morfolinden 0,099 g
(0,00072 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 142-4°C, Verim: 0,181 g (%50), clog P: 2,261.

IR spektrumunda 3293 (O-H, gerilim), 2952, 2824 (C-H, gerilim, alifatik),
1635 (C=0, gerilim), 1462 (C=C, gerilim), 1328 (C-N, gerilim) ve 1117 cm™’de
(C-0O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 2,38-2,44 (8H; brs; piperazin-
H); 2,48-2,51 (4H; m; morfolin-CH2-N); 3,39 (2H; s; morfolin-CHz-piran); 3,54 (2H;
s; piran-CHz-piperazin); 3,55 (2H; s; -CH2-Ar); 3,57 (4H; m; morfolin-CH2-0); 6,34
(1H; s; piran-H®) ve 7,52-7,60 (4H; m; Ar-H) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (CDCls, 100 MHz) 52,23; 52,39; 52,76; 53,31;
58,60; 61,00; 66,09; 111,83; 120,18; 122,89; 123,56; 123,60; 124,80; 124,84; 124,88;
125,59; 128,30; 128,47; 128,78; 129,09; 129,13; 129,40; 132,69; 139,65; 147,00,
163,66 ve 173,33 ppm’de pikler gdzlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 468 (temel pik, %100, (M%), 469
(M+H)*da pikler goriiliir.

Analiz : C23H2sF3N304 (M.A.: 467,48 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 59,09 6,04 8,99

Bulunan : 58,83 6,08 9,06
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2-((4-(4-Triflorometilbenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(morfolinometil)-
4H-piran-4-on (Bilesik 38)

O
OH
0 __/ 3

0,4 g (0,00096 mol) Bilesik 18 ve 0,167 g (0,00192 mol) morfolinden 0,133 g
(0,00096 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 162-3°C, Verim: 0,197 g (%55), clog P: 2,261.

IR spektrumunda 2954, 2812 (C-H, gerilim, alifatik), 1620 (C=0, gerilim),
1458(C=C, gerilim), 1118 (C-N, gerilim) ve 1066 cm™’de (C-O, gerilim) pikler
goriliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 2,52 (8H; m; piperazin-H); 2,63
(4H; brs; morfolin-CH2-N); 3,38 (2H; s; morfolin-CH2-piran); 3,55 (2H; s; piran-CHo-
piperazin); 3,66 (2H; s; -CH2-Ar); 3,71 (4H; t; morfolin-CH2-0O); 6,47 (1H; s; piran-
H®); 7,43 (2H; d; J=8; Ar-H%"®") ve 7,56 (2H; d; J=8; Ar-H*"*") ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (CDCls, 100 MHz) 52,86; 53,47; 55,16; 59,78;
62,19; 66,79; 111,44; 117,56; 122,02; 122,83; 125,16; 125,54; 129,12; 129,35; 129,67;
142,23; 143,82; 145,39; 164,67 ve 173,73 ppm’de pikler gdzlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 235 (temel pik, %100) ve 468 (M+H)"de

pikler goriiliir.

Analiz : C23H2sF3N304 (M.A.: 467,48 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 59,09 6,04 8,99

Bulunan : 58,78 5,68 9,18
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2-((4-(2-Floro-6-klorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(morfolinometil)-
4H-piran-4-on (Bilesik 39)

(@)
OH F.
VLT
(@) __/
Cl

0,3 g (0,00075 mol) Bilesik 19 ve 0,130 g (0,00150 mol) morfolinden 0,133 g
(0,00075 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 144-5°C, Verim: 0,097 g (%30), clog P: 2,234.

IR spektrumunda 2820 (C-H, gerilim, alifatik), 1624 (C=0, gerilim), 1597
(C-C (halka igi), gerilim), 1453 (C=C, gerilim), 1198 (C-N, gerilim) ve 1113 cm™’de
(C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (DMSO-ds, 400 MHz) 2,40-2,41 (8H; brs; piperazin-
H); 2,48 (4H; m; morfolin-CH2-N); 3,37 (2H; s; morfolin-CH2-piran); 3,49 (2H; s;
piran-CHz-piperazin); 3,53 (4H; t; morfolin-CH2-0O); 3,56 (2H; s; -CH2-Ar); 6,31 (1H;
s; piran-H®); 7,18 (1H; t; Ar-H*) ve 7,28-7,37 (2H; m; Ar-H**") ppm’de pikler gériiliir.

13C-NMR spektrumunda & (DMSO-ds, 100 MHz) 51,77; 52,11; 52,30; 52,71;
53,16; 58,52; 66,05; 111,77; 114,10; 114,33; 123,17; 123,35; 125,41; 125,44, 129,91,
130,00; 135,49; 135,55; 143,59; 146,94; 160,14; 162,60; 163,61 ve 173,28 ppm’de
pikler gézlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 226 ve 452 (temel pik, %100, (M)*)’de

pikler gortliir.

Analiz : C22H27CIFN304 (M.A.: 451,92 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 58,47 6,02 9,30

Bulunan : 58,21 6,17 9,50
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2-((4-(2-Floro-4-bromobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(morfolino-
metil)-4H-piran-4-on (Bilesik 40)

(0)
OH F
O /

0,3 g (0,00067 mol) Bilesik 20 ve 0,118 g (0,00134 mol) morfolinden
0,0932 g (0,00067 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore
elde edilmistir. Erime derecesi: 159-161°C, Verim: 0,183g (%52), clog P: 2,384.

IR spektrumunda 2942, 2815 (C-H, gerilim, alifatik), 1620 (C=0, gerilim),
1580 (C-C (halka igi), gerilim), 1453 (C=C, gerilim), 1195 (C-N, gerilim) ve
1004 cm™’de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda § (DMSO-ds, 400 MHz) 2,36 (4H; brs; morfolin-CH:-
N); 2,41 (4H; t; piperazin); 2,49 (4H; m; piperazin); 3,38 (2H; s; morfolin-CHa-piran);
3,45 (2H; s; piran-CHz-piperazin); 3,50 (2H; s; -CH2-Ar); 3,54 (4H; t; morfolin-CH2-
0); 6,32 (1H; s; piran-H°); 7,28-7,36 (2H; m; Ar-H*"®") ve 7,45 (1H; d; Ar-H*) ppm’de
pikler gortliir.

13C-NMR spektrumunda § (DMSO-ds, 100 MHz) 52,18; 52,72; 53,23; 53,81;
58,54, 66,07;111,77; 118,27, 118,52; 120,07; 120,17; 124,03; 124,18; 127,21, 132,87;
143,64; 146,94; 159,28; 161,76; 163,64 ve 173,31 ppm’de pikler gézlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 496 (temel pik, %100, (M)*) ve 498
(M+2)*"’de pikler goriiliir.

Analiz : C22H27BrFNsO4. 2CH3OH (M.A.: 495,11 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 51,43 6,29 7,50

Bulunan : 51,70 5,33 8,54
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2-((4-(3-Klorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(piperidin-1-ilmetil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 41)

O

OH Cl

(A LI
O

0,3 g (0,00078 mol) Bilesik 11 ve 0,133 g (0,00156 mol) piperidinden 0,108 g
(0,00078 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 145-7°C, Verim: 0,196 g (%58), clog P: 3,371.

IR spektrumunda 3018 (O-H, gerilim), 2937, 2786 (C-H, gerilim, alifatik),
1619 (C=0, gerilim), 1596 (C-C (halka ig¢i), gerilim), 1455 (C=C, gerilim) ve
1192 cm™de (C-N, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda § (CDCls, 400 MHz) 1,43-1,44 (2H; m; piperidin®-H);
1,56-1,61 (4H; m; piperidin®®-H); 2,43-2,45 (4H; t; J=5,2; piperidin®®-H); 2,65 (8H;
brs; piperazin); 3,34 (2H; s; piperidin-CHz-piran); 3,49 (2H; s; piran-CHz-piperazin);
3,68 (2H; s; -CH2-Ar); 6,46 (1H; s; piran-H°); 7,18-7,27 (4H; m; Ar-H) ve 7,32 (1H;
s, Ar-H) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (CDCls, 100 MHz) 23,91; 25,87; 52,75; 52,81;
54,55; 55,36; 60,25; 62,13; 111,50; 127,15; 127,33; 129,45, 134,20; 140,04, 143,81
ve 145,14 ppm’de pikler gdzlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 217 (temel pik, %100) ve 432 (M)"’de

pikler goriiliir.

Analiz : C23H30CIN3O3 (M.A.: 431,96 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 63,95 7,00 9,73

Bulunan : 63,56 6,92 9,77
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2-((4-(4-Klorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(piperidin-1-ilmetil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 42)

0
OH
| /N
N N N Cl
o) -

0,3 g (0,00078 mol) Bilesik 12 ve 0,133 g (0,00156 mol) piperidinden 0,108 g
(0,00078 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 165-6°C, Verim: 0,80 g (%80), clog P: 3,371.

IR spektrumunda 2937, 2808 (C-H, gerilim, alifatik), 1623 (C=0, gerilim),
1594 (C-C (halka igi), gerilim), 1456 (C=C, gerilim), 1229, 1200 (C-N, gerilim) ve
1006 cm™’de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda § (CDCls, 400 MHz) 1,41-1,44 (2H; m; piperidin®-H);
1,55-1,61 (4H; m; piperidin®®-H); 2,44 (4H; t; J=5; piperidin®-H); 2,48 (4H; m;
piperazin); 2,63 (4H; m; piperazin); 3,34 (2H; s; piperidin-CHz-piran); 3,47 (2H; s;
piran-CH:-piperazin); 3,67 (2H; s; -CH2-Ar); 6,46 (1H; s; piran-H®) ve 7,22-7,28 (4H;
m; Ar-H) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda & (CDCls, 100 MHz) 23,90; 25,88; 52,74; 52,83;
54,53; 55,23; 60,22; 62,01; 111,52; 127,35; 130,35; 132,78; 136,49; 143,90; 145,43;
165,53 ve 173,98 ppm’de pikler gozlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 217 (temel pik, %100), 432 (M)* ve 434
(M+2)*"’de pikler goriiliir.

Analiz : C23H30CIN3O3 (M.A.: 431,96 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 63,95 7,00 9,73

Bulunan : 63,52 7,39 10,01
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2-((4-(3,4-Diklorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(piperidin-1-ilmetil)-
4H-piran-4-on (Bilesik 43)

0
OH Cl
|| /N
N N N Cl
O /

0,3 g (0,00072 mol) Bilesik 13 ve 0,122 g (0,00122 mol) piperidinden 0,099 g
(0,00078 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 151-2°C, Verim: 0,181 g (%32), clog P: 3,964.

IR spektrumunda 2936, 2808 (C-H, gerilim, alifatik), 1620 (C=0, gerilim),
1595 (C-C (halka igi), gerilim), 1456 (C=C, gerilim), 1195 (C-N, gerilim) ve
1006 cm™’de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 1,41-1,43 (2H; m; piperidin®-H);
1,54-1,60 (4H; m; piperidin®-H); 2,42 (4H; t; J=5; piperidin®6-H); 2,47 (4H; brs;
piperazin); 2,62 (4H; brs; piperazin); 3,33 (2H; s; piperidin-CH2-piran); 3,43 (2H; s;
piran-CH2-piperazin); 3,67 (2H; s; -CH2-Ar); 6,44 (1H; s; piran-H°); 7,12 (1H; dd;
J=8,4; J=2; Ar-H®); 7,35 (1H; d; J=8; Ar-H*) ve 7,40 (1H; d; J=14; Ar-H?") ppm’de
pikler goriiliir.

BBC-NMR spektrumunda & (CDCls, 100 MHz) 23,89; 25,85; 52,77; 54,55;
55,14; 60,26; 61,51; 111,52; 128,24; 130,16; 130,70; 138,54; 143,86; 145,36; 165,54
ve 173,95 ppm’de pikler gozlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 233 (temel pik, %100), 466 (M)" ve 468
(M+2)*"de pikler goriiliir.

Analiz : C23H20CI2N303 (M.A. : 466,40 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 59,23 6,27 9,01

Bulunan : 58,74 6,75 9,21
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2-((4-(2,6-Diklorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(piperidin-1-ilmetil)-
4H-piran-4-on (Bilesik 44)

0]
OH Cl
| /N
N N N
(0) /
Cl

0,3 g (0,00072 mol) Bilesik 14 ve 0,122 g (0,00143 mol) piperidinden 0,099 g
(0,00078 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 160-1°C, Verim: 0,186 g (%33), clog P: 3,964.

IR spektrumunda 3064 (O-H, gerilim), 2934, 2810 (C-H, gerilim, alifatik),
1620 (C=0, gerilim), 1596 (C-C (halka i¢i), gerilim), 1454, 1435 (C=C, gerilim), 1196
(C-N, gerilim) ve 1006 cm™°de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 1,40-1,44 (2H; m; piperidin®-H);
1,54-1,60 (4H; m; piperidin®®-H); 2,42 (4H; t; J=5,2; piperidin®°-H); 2,59-2,63 (8H;
m; piperazin); 3,32 (2H; s; piperidin-CH2-piran); 3,63 (2H; s; piran-CH2-piperazin);
3,75 (2H; s; -CH2- Ar); 6,43 (1H; s; piran-H®); 7,12 (1H; t; Ar-H*) ve 7,27 (2H; t; Ar-
H3"%") ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (CDCls, 100 MHz) 23,91; 25,87; 52,66; 52,83;
54,53; 55,57; 56,20; 60,24, 111,65; 128,33; 128,83; 134,14, 136,95; 143,85; 142,21,
165,38 ve 173,91 ppm’de pikler gézlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 234 (temel pik, %100), 466 (M)" ve 468
(M+2)*"de pikler goriiliir.

Analiz : C23H29CI2N303 (M.A.: 466,40 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 59,23 6,27 9,01

Bulunan : 58,72 6,41 9,17
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2-((4-(4-Florobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(piperidin-1-ilmetil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 45)

o)
OH
| /N
N N N F
0 N

0,3 g (0,00082 mol) Bilesik 15 ve 0,139 g (0,00164 mol) piperidinden 0,13 g
(0,00082 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 159-60°C, Verim: 0,20 g (%60), clog P: 2,801.

IR spektrumunda 2938, 2808 (C-H, gerilim, alifatik), 1623 (C=0O, gerilim),
1595 (C-C (halka igi), gerilim), 1496 (C=C, gerilim), 1219 (C-N, gerilim) ve
1006 cm™’de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda § (CDCls, 400 MHz) 1,40-1,43 (2H; m; piperidin®-H);
1,54-1,60 (4H; m; piperidin®°-H); 2,42 (4H; t; J=5,2; piperidin®6-H); 2,62 (8H; brs;
piperazin); 3,24 (2H; s; piperidin-CH2-piran); 3,47 (2H; s; piran-CHz-piperazin); 3,65
(2H; s; -CH2-Ar); 6,44 (1H; s; piran-H®); 6,45-6,49 (2H; m; Ar-H>"*") ve 7,23-7,27
(2H; m; Ar-H?"%") ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (CDCls, 100 MHz) 23,89; 25,83; 52,65; 52,82;
54,55; 55,27; 60,27; 61,94, 111,57, 114,92; 115,13; 130,61; 143,86; 145,29; 160,81,
163,24; 165,46 ve 173,93 ppm’de pikler gdzlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 233 (temel pik, %100), 466 (M)" ve 468
(M+2)*"’de pikler goriiliir.

Analiz : C23H30FN3Os3 (M.A.: 401,47 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 65,82 7,03 10,47

Bulunan : 66,06 7,04 10,26
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2-((4-(2,5-Diflorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(piperidin-1-ilmetil)-
4H-piran-4-on (Bilesik 46)

O
OH E
(LA
N N N
O
F

0,3 g (0,00078 mol) Bilesik 16 ve 0,133 g (0,00156 mol) piperidinden
0,108 g (0,00078 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore
elde edilmistir. Erime derecesi: 102-4°C, Verim: 0,180 g (%54), clog P: 2,944.

IR spektrumunda 3344 (O-H, gerilim), 2941, 2816 (C-H, gerilim, alifatik),
1632 (C=0, gerilim), 1595 (C-C (halka i¢i), gerilim), 1496, 1447 (C=C, gerilim), 1181
(C-N, gerilim) ve 996 cm™°de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda § (CDCls, 400 MHz) 1,43-1,44 (2H; m; piperidin®-H);
1,55-1,61 (4H; m; piperidin®®-H); 2,44 (4H; t; J=5,2; piperidin-CH2-N); 2,55-2,65
(8H; brs; piperazin); 3,35 (2H; s; piperidin-CHz-piran); 3,56 (2H; s; piran-CHo-
piperazin); 3,67 (2H; s; -CH2-Ar); 6,46 (1H; s; piran-H®); 6,88-7,12 (3H; m; Ar-H) ve
7,27 (1H; brs; -OH) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (CDCls, 100 MHz) 23,89; 25,87; 52,56; 52,80;
54,53; 54,67; 55,20; 60,23; 111,45; 143,82; 145,28; 155,96; 157,42; 158,37; 159,82;
165,61 ve 173,92 ppm’de pikler gézlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 218 (temel pik, %100), 435 (M+H)* ve 457
(M+Na)*’de pikler goriiliir.

Analiz - C23H20F2N303. 1/2CH30OH (M.A.: 433,49 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 62,79 6,95 9,35

Bulunan : 62,79 7,01 9,62



126

2-((4-(3-Triflorometilbenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(piperidin-1-il-
metil)-4H-piran-4-on (Bilesik 47)

O
OH CF;
(LI )
O

0,3 g (0,00072 mol) Bilesik 17 ve 0,123 g (0,00144 mol) piperidinden 0,099 g
(0,00072 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 156-7°C, Verim: 0,147 g (%45), clog P: 3,541.

IR spektrumunda 2949, 2808 (C-H, gerilim, alifatik), 1618 (C=0, gerilim),
1596 (C-C (halka igi), gerilim), 1456 (C=C, gerilim), 1195 (C-N, gerilim) ve
1117 cm™de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 1,41-1,46 (2H; m; piperidin®-H);
1,56-1,61 (4H; m; piperidin®°-H); 2,45 (4H; t; J=5; piperidin®6-H); 2,52 (4H; brs;
piperazin); 2,65 (4H; brs; piperazin); 3,34 (2H; s; piperidin-CHz-piran); 3,56 (2H; s;
piran-CH:-piperazin); 3,67 (2H; s; -CH2-Ar); 6,45 (1H; s; piran-H°); 7,41 (1H; t; Ar-
H®); 7,50 (2H; d; Ar-H*®) ve 7,57 (1H; s; Ar-H?) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (CDCls, 100 MHz) 23,88; 25,86; 52,76; 54,52;
55,04; 60,22; 62,16; 111,30; 122,81, 123,97; 125,57; 130,56; 130,88; 132,26; 139,03;
143,77; 145,22; 165,67 ve 173,84 ppm’de pikler gézlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 234 (temel pik, %100) ve 466 (M+H)"da

pikler goriiliir.

Analiz : C24H30F3N303 (M.A.: 465,51 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 61,92 6,50 9,03

Bulunan : 61,80 6,80 9,19
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2-((4-(4-Triflorometilbenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(piperidin-1-il-
metil)-4H-piran-4-on (Bilesik 48)

0
OH
@\I . N/_\NV©*CF
@) N 3

0,4 g (0,00096 mol) Bilesik 18 ve 0,163 g (0,00192 mol) piperidinden 0,132 g
(0,00096 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 160-1°C, Verim: 0,188 g (%58), clog P: 3,541.

IR spektrumunda 2939, 2809 (C-H, gerilim, alifatik), 1621 (C=0, gerilim),
1596 (C-C (halka igi), gerilim), 1457 (C=C, gerilim), 1320 (C-N, gerilim) ve
1119 cm™°de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 1,41-1,46 (2H; m; piperidin®-H);
1,55-1,61 (4H; m; piperidin®°-H); 2,44 (4H; t; J=5,4; piperidin®6-H); 2,50 (4H; brs;
piperazin); 2,63 (4H; brs; piperazin); 3,34 (2H; s; piperidin-CHz-piran); 3,55 (2H; s;
piran-CH:-piperazin); 3,66 (2H; s; -CH2-Ar); 6,45 (1H; s; piran-H®); 7,43 (2H; d;
J=7,6; Ar-H?®") ve 7,55 (2H; d; J=8; Ar-H>">") ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (CDCls, 100 MHz) 23,89; 25,86; 52,83; 54,56;
55,28; 60,27; 62,19; 111,49; 122,84, 125,19; 125,56; 129,17; 129,57; 142,22; 143,81,
145,18; 165,57 ve 173,90 ppm’de pikler gézlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 234 (temel pik, %100) ve 466 (M+H)"da

pikler goriiliir.

Analiz : C24H30F3N303 (M.A.: 465,51 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 61,92 6,50 9,03

Bulunan : 61,80 6,67 9,21
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2-((4-(2-Floro-6-klorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(piperidin-1-il-
metil)-4H-piran-4-on (Bilesik 49)

O
OH F
QLIS
N N N
O
Cl

0,3 g (0,00075 mol) Bilesik 19 ve 0,127 g (0,00150 mol) piperidinden 0,103 g
(0,00075 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 140-2°C, Verim: 0,153 g (%58), clog P: 3,514.

IR spektrumunda 3233 (O-H, gerilim), 2935, 2811 (C-H, gerilim, alifatik), 1620
(C=0, gerilim), 1578 (C-C (halka igci), gerilim), 1453 (C=C, gerilim), 1197 (C-N,
gerilim) ve 1007 cm™®’de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

H-NMR spektrumunda & (DMSO-ds, 400 MHz) 1,34 (2H; d; piperidin*-H) ;1,46
(4H; t; piperidin®°-H); 2,37 (4H; t; piperidin®®-H); 2,43 (4H; brs; piperazin); 2,51 (4H;
brs; piperazin); 3,35 (2H; s; piperidin-CHz-piran); 3,52 (2H; s; piran-CH2-piperazin);
3,59 (2H; s; -CH2-Ar); 6,30 (1H; s; piran-H°); 7,20 (1H; t; Ar-H*) ve 7,32-7,40 (2H;
m; Ar-H*®") ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda & (DMSO-ds, 100 MHz) 23,55; 25,47; 51,76; 52,10;
52,28; 53,12; 53,46; 59,00; 111,54; 114,08; 114,32; 123,13; 123,32; 125,42; 129,95;
135,54; 143,56; 146,83; 160,14; 162,61; 164,35 ve 173,37 ppm’de pikler gozlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 226 (temel pik, %100) ve 450 (M)*’de pikler

goriliir.
Analiz : C23H29CIFN3O3 (M.A.: 449,95 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 61,40 6,50 9,34

Bulunan : 61,44 6,83 9,46
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2-((4-(2-Floro-4-bromobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(piperidin-1-il-
metil)-4H-piran-4-on (Bilesik 50)

0
OH F
|| /N
N N N Br
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0,3 g (0,00075 mol) Bilesik 20 ve 0,115 g (0,00150 mol) piperidinden 0,093 g
(0,00075 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 163-4°C, Verim: 0,134 g (%55), clog P: 3,664.

IR spektrumunda 2936 (C-H, gerilim, alifatik), 1625 (C=0, gerilim), 1484,
1460 (C=C, gerilim), 1233 (C-N, gerilim) ve 1040 cm™’de (C-O, gerilim) pikler
goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (DMSO-ds, 400 MHz) 1,33-1,34 (2H; m;
piperidin®-H); 1,42-1,48 (4H; m; piperidin®°-H); 2,36 (4H; t; J=5; piperidin®®-H); 2,43
(4H; brs; piperazin); 2,48 (4H; m; piperazin); 3,33 (2H; s; piperidin-CHz-piran); 3,46
(2H; s; piran-CH:-piperazin); 3,50 (2H; s; -CH2-Ar); 6,28 (1H; s; piran-H®); 7,29-7,37
(2H; m; Ar-H>"%) ve 7,46 (1H; d; Ar-H*) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (DMSO-ds, 100 MHz) 23,56; 25,48; 52,14; 53,19;
53,47; 53,80; 59,01; 111,47; 118,26; 118,52; 120,09; 120,18; 123,94; 124,09; 127,18;
132,93; 143,56, 146,84, 159,30; 161,77; 164,42 ve 173,31 ppm’de pikler gézlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 494 (temel pik, %100, (M)*) ve 496
(M+2)*"’da pikler goriliir.

Analiz : C23sH20BrFNsOs (M.A.: 494,40 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 55,88 5,91 8,50

Bulunan : 55,91 6,11 8,54
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2-((4-(3-Klorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(pirolidin-1-ilmetil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 51)

0
OH Cl
CI\\IllNN@
0 N

0,3 g (0,00078 mol) Bilesik 11 ve 0,111 g (0,00156 mol) pirolidinden 0,108 g
(0,00078 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 134-5°C, Verim: 0,144 g (%44), clog P: 2,812.

IR spektrumunda 3332 (O-H, gerilim), 2943, 2809 (C-H, gerilim, alifatik),
1626 (C=0, gerilim), 1595 (C-C (halka i¢i), gerilim), 1497, 1454 (C=C, gerilim), 1189
(C-N, gerilim) ve 1006 cm™°de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda § (CDCls, 400 MHz) 1,79 (4H; brs; pirolidin®4-H);
2,49 (4H; brs; pirolidin®®-H); 2,58 (4H; brs; piperazin); 2,63 (4H; brs; piperazin); 3,47
(2H; s; pirolidin-CHz-piran); 3,49 (2H; s; piran-CHa-piperazin); 3,66 (2H; s; -CHo-
Ar); 6,42 (1H; s; piran-H®); 7,16-7,26 (4H; m; Ar-H) ve 7,31 (1H; s; Ar-H) ppm’de
pikler gortliir.

13C-NMR spektrumunda § (CDCls, 100 MHz) 23,61; 52,76; 52,85; 54,14;
55,47, 57,07, 62,15; 111,44, 127,14, 127,30, 134,22; 140,12; 143,88; 145,19; 165,62
ve 173,98 ppm’de pikler gdzlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 210 (temel pik, %100) ve 419 (M+H)"da

pikler goriiliir.

Analiz : C22H28CIN30O3 (M.A.: 417,93 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 63,22 6,75 10,05

Bulunan : 62,46 6,80 10,08
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2-((4-(4-Klorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(pirolidin-1-ilmetil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 52)

O
OH
QL
N N N Cl
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0,3 g (0,00078 mol) Bilesik 12 ve 0,111 g (0,00156 mol) pirolidinden 0,108 g
(0,00078 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 168-9°C, Verim: 0,220 g (%68), clog P: 2,812.

IR spektrumunda 2949, 2809 (C-H, gerilim, alifatik), 1620 (C=0, gerilim),
1594 (C-C (halka igi), gerilim), 1456 (C=C, gerilim), 1197, 1118 (C-N, gerilim) ve
1004 cm™’de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 1,79-1,82 (4H; m; pirolidin®*-
H); 2,49 (4H; brs; pirolidin®®-H); 2,57-2,63 (8H; brs; piperazin); 3,47 (2H; s; pirolidin-
CHa-piran); 3,50 (2H; s; piran-CH2-piperazin); 3,67 (2H; s; -CH2-Ar); 6,43 (1H; s;
piran-H%); 7,22-7,29 (4H; m; Ar-H) ve 7,31 (1H; s; Ar-H) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (CDCls, 100 MHz) 52,73; 52,88; 54,15; 55,50;
57,10; 62,01; 111,44; 128,38; 130,35; 132,82; 136,46; 143,87; 145,15; 165,61 ve
173,98 ppm’de pikler gézlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 210 (temel pik, %100) ve 419 (M+H)"da

pikler goriiliir.

Analiz : C22H28CIN3O3 (M.A.: 417,93 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 63,22 6,75 10,05

Bulunan : 62,80 6,86 10,28
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2-((4-(3,4-Diklorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(pirolidin-1-ilmetil)-
4H-piran-4-on (Bilesik 53)

O
OH Cl
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N N N Cl
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0,3 g (0,00078 mol) Bilesik 13 ve 0,102 g (0,00156 mol) pirolidinden 0,099 g
(0,00078 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 143-4°C, Verim: 0,074 g (%20), clog P: 3,405.

IR spektrumunda 2806 (C-H, gerilim, alifatik), 1621 (C=0, gerilim), 1592
(C-C (halka igi), gerilim), 1456 (C=C, gerilim), 1196, 1117 (C-N, gerilim) ve
1006 cm™°de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 1,79-1,82 (4H; m; pirolidin®4-
H); 2,49 (4H; brs; pirolidin®°-H); 2,57-2,63 (8H; m; piperazin); 3,44 (2H; s; pirolidin-
CHa-piran); 3,49 (2H; s; piran-CH2-piperazin); 3,67 (2H; s; -CH2-Ar); 6,42 (1H; s;
piran-H%); 7,13 (1H; dd; J=8,4; J=1,2; Ar-H%); 7,36 (1H; d; J=8,4; Ar-H®) ve 7,41
(1H; d; J=1,6; Ar-H®) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (CDCls, 100 MHz) 23,60; 52,78; 54,15; 55,38;
57,12;61,50; 111,40; 128,24, 130,19; 130,71, 131,00; 132,35; 138,48; 143,84, 145,11,
165,62 ve 173,95 ppm’de pikler gdzlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 453 (temel pik, %100, (M+H)*) ve 455
(M+H+2)"de pikler goriiliir.

Analiz : C22H27CI2N3Os (M.A.: 452,37 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 58,41 6,02 9,29

Bulunan : 57,99 6,04 9,41
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2-((4-(2,6-Diklorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(pirolidin-1-ilmetil)-
4H-piran-4-on (Bilesik 54)

O
OH Cl
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0,3 g (0,00078 mol) Bilesik 14 ve 0,111 g (0,00156 mol) pirolidinden 0,108 g
(0,00078 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 147-9°C, Verim: 0,220 g (%68), clog P: 3,405.

IR spektrumunda 2952, 2825 (C-H, gerilim, alifatik), 1634 (C=0, gerilim),
1462 (C=C, gerilim), 1199 (C-N, gerilim) ve 1000 cm™¥’de (C-O, gerilim) pikler
goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (DMSO-ds, 400 MHz) 1,64-1,67 (4H; m;
pirolidin®4-H); 2,39-2,50 (12H; brs; pirolidin®°-H ve piperazin); 3,45 (2H; s; pirolidin-
CHa-piran); 3,49 (2H; s; piran-CH2-piperazin); 3,63 (2H; s; -CH2-Ar); 6,27 (1H; s;
piran-H%); 7,28 (1H; t; Ar-H*) ve 7,42 (2H; t; Ar-H>"*") ppm’de pikler goriiliir.

B3C-NMR spektrumunda & (DMSO-ds, 100 MHz) 23,20; 52,25; 42,47; 53,14;
53,35; 55,77; 111,08; 128,47; 129,70; 133,57; 136,04; 143,59; 146,75; 164,89 ve
173,44 ppm’de pikler gézlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 227 (temel pik, %100), 453 (M+H)* ve 455
(M+H+2)"de pikler goriiliir.

Analiz : C22H27CI2N30s. CH3OH (M.A.: 452,37 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 57,03 6,45 8,67

Bulunan : 56,77 6,19 9,29
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2-((4-(4-Florobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(pirolidin-1-ilmetil)-4H-
piran-4-on (Bilesik 55)

O
OH
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0,3 g (0,00078 mol) Bilesik 15 ve 0,116 g (0,00156 mol) pirolidinden 0,113 g
(0,00078 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 147-9°C, Verim: 0,074 g (%20), clog P: 2,242.

IR spektrumunda 2957, 2875, 2812 (C-H, gerilim, alifatik), 1624 (C=0,
gerilim), 1596 (C-C (halka igi), gerilim), 1507, 1447 (C=C, gerilim), 1201 (C-N,
gerilim) ve 1007 cm™®’de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 1,77-1,80 (4H; m; pirolidin®4-
H); 2,48 (4H; brs; pirolidin®°-H); 2,56-2,63 (8H; m; piperazin); 3,46 (2H; s; pirolidin-
CHa-piran); 3,49 (2H; s; piran-CH2-piperazin); 3,65 (2H; s; -CH2-Ar); 6,41 (1H; s;
piran-H%); 6,96 (2H; t; Ar-H*®") ve 7,23-7,27 (2H; m; Ar-H?"®") ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (CDCls, 100 MHz) 23,59; 52,62; 52,80; 54,13;
55,35; 57,09; 61,92; 111,47; 114,92; 115,14, 130,65; 133,38; 143,93; 145,28; 160,81,
163,25; 165,51 ve 174,02 ppm’de pikler gdzlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 402 (temel pik, %100, (M+H)")’de pik

gortliir.
Analiz : C22H28FN3O3 (M.A.: 401,47 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 65,82 7,03 10,47

Bulunan : 65,58 7,44 10,54
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2-((4-(2,5-Diflorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(pirolidin-1-ilmetil)-
4H-piran-4-on (Bilesik 56)

(0]

OH E
Q] NﬁN@
(0) _/

F

0,3 g (0,00078 mol) Bilesik 16 ve 0,111 g (0,00156 mol) pirolidinden 0,108 g
(0,00078 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmeye ¢alisilmistir. Erime derecesi: 108-10°C, Verim: 0,180 g (%55), clog P: 2,385.

IR spektrumunda 3360 (O-H, gerilim), 2813 (C-H, gerilim, alifatik), 1632
(C=0, gerilim), 1496 (C=C, gerilim), 1190 (C-N, gerilim) ve 1000 cm™’de (C-O,
gerilim) pikler goriliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 1,66-1,69 (4H; m; pirolidin®*-
H); 2,40 (4H; brs; pirolidin?°-H); 2,47-2,51 (8H; brs; piperazin); 3,47 (2H; s; pirolidin-
CHz-piran); 3,50 (2H; s; piran-CH2-piperazin); 3,52 (2H; s; -CHz-Ar); 6,31 (1H; s;
piran-H°) ve 7,09-7,23 (3H;m; Ar-H) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (CDCls, 100 MHz) 23,22; 52,26; 52,29; 53,22;
53,38; 54,01; 55,84; 111,17; 115,06; 115,15; 115,30; 115,39; 116,41; 116,50; 116,66;
116,75; 116,97; 117,02; 117,21; 117,26; 143,70; 146,82; 15,57; 155,59; 156,84;
156,86; 157,96, 157,98; 159,24, 164,97 ve 173,53 ppm’de pikler gbzlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 420 (temel pik, %100, (M+H)")’de pik

goriiliir.
Analiz : C22H27F2N303. H20 (M.A.: 419,46 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 60,40 6,68 9,61

Bulunan ; 60,34 6,72 9,73
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2-((4-(3-Triflorometilbenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(pirolidin-1-il-
metil)-4H-piran-4-on (Bilesik 57)

0
OH CF;
CI\\I LN N@
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0,3 g (0,00072 mol) Bilesik 17 ve 0,102 g (0,00144 mol) pirolidinden 0,099 g
(0,00072 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 154-5°C, Verim: 0,181 g (%50), clog P: 2,982.

IR spektrumunda 2949, 2795 (C-H, gerilim, alifatik), 1617 (C=0, gerilim),
1596 (C-C (halka igi), gerilim), 1457 (C=C, gerilim), 1156 (C-N, gerilim) ve
1117 cm™de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 1,78-1,82 (4H; m; pirolidin®*-
H); 2,51 (4H; brs; pirolidin®®-H); 2,60 (4H; t; piperazin); 2,64 (4H; t; piperazin); 3,50
(2H; s; pirolidin-CHz-piran); 3,55 (2H; s; piran-CHz-piperazin); 3,67 (2H; s; -CHo-
Ar); 6,43 (1H; s; piran-H°); 7,41 (1H; t; Ar-H*); 7,50 (2H; d; Ar- H*®) ve 7,57 (1H;
s; Ar-H?) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (CDCls, 100 MHz) 23,60; 52,80; 54,14; 55,43;
57,09; 62,19; 111,42; 122,82; 123,99; 125,58; 128,23; 128,69; 130,17; 130,49; 130,81;
132,30; 139,06; 143,85; 145,11; 165,60 ve 173,95 ppm’de pikler gézlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 227 (temel pik, %100) ve 452 (M)"’de

pikler goriiliir.

Analiz : C23H2sF3N3Os (M.A.: 451,48 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 61,19 6,25 9,31

Bulunan : 60,90 6,58 9,51
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2-((4-(4-Triflorometilbenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(pirolidin-1-il-
metil)-4H-piran-4-on (Bilesik 58)

0
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0,4 g (0,00096 mol) Bilesik 18 ve 0,163 g (0,00192 mol) pirolidinden 0,137 g
(0,00096mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 154-6°C, Verim: 0,122 g (%33), clog P: 2,982.

IR spektrumunda 2787 (C-H, gerilim, alifatik), 1626 (C=0, gerilim), 1595
(C-C (halka igi), gerilim), 1458 (C=C, gerilim), 1322 (C-N, gerilim) ve 1066 cm™’de
(C-0O, gerilim) pikler gortiliir.

'H-NMR spektrumunda & (CDCls, 400 MHz) 1,78-1,81 (4H; m; pirolidin®*-
H); 2,50 (4H; brs; pirolidin®®-H); 2,59 (4H; t; piperazin); 2,62 (4H; t; piperazin); 3,49
(2H; s; pirolidin-CHz-piran); 3,54 (2H; s; piran-CHz-piperazin); 3,66 (2H; s; -CHo-
Ar); 6,42 (1H; s; piran-H®); 7,42 (2H; d; J=8; Ar-H?"®") ve 7,55 (2H; d; J=8; Ar-H3")
ppm’de pikler goriliir.

13C-NMR spektrumunda § (CDCls, 100 MHz) 23,60; 52,83; 54,14; 55,38;
57,10; 62,20; 111,41; 122,84, 125,17; 129,17, 129,23; 129,55; 142,25; 143,88; 145,21,
165,64 ve 173,99 ppm’de pikler gdzlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 227 (temel pik, %100) ve 452 (M+H)""de

pikler goriiliir.

Analiz : C23H2sF3N3Os (M.A.: 451,48 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 61,19 6,25 9,31

Bulunan : 61,05 6,50 9,52
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2-((4-(2-Floro-6-klorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(pirolidin-1-il-
metil)-4H-piran-4-on (Bilesik 59)

O
OH F
QUL
N N N
O
Cl

0,3 g (0,00075 mol) Bilesik 19 ve 0,106 g (0,00150 mol) pirolidinden 0,137 g
(0,00075 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore elde
edilmistir. Erime derecesi: 120-1°C, Verim: 0,120 g (%35), clog P: 2,955.

IR spektrumunda 2942, 2814 (C-H, gerilim, alifatik), 1620 (C=0, gerilim),
1579 (C-C (halka igi), gerilim), 1452 (C=C, gerilim), 1195 (C-N, gerilim) ve
1004 cm™°de (C-O, gerilim) pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda § (DMSO-ds, 400 MHz) 1,66-1,69 (4H; m;
pirolidin®4-H); 2,43 (4H; brs; pirolidin®®>-H); 2,51 (8H; m piperazin); 3,49 (2H; s;
pirolidin-CHz-piran); 3,50 (2H; s; piran-CHz-piperazin); 3,58 (2H; s; -CH2-Ar); 6,30
(1H; s; piran-H%); 7,18-7,23 (1H; m; Ar-H*) ve 7,31-7,40 (2H; m; Ar-H*®) ppm’de
pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (DMSO-ds, 100 MHz) 23,19; 51,83; 52,28; 53,18;
53,32;55,77;111,13; 114,18; 114,41, 123,22; 123,41; 125,49; 125,52; 129,98;130,08;
135,57; 135,63; 143,62; 146,80; 160,21; 162,67; 164,95 ve 173,49 ppm’de pikler
gozlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 219 (temel pik, %100) ve 436 (M)"’da

pikler goriiliir.

Analiz : C22H27CIFN303 (M.A.: 435,92 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 60,62 6,24 9,64

Bulunan : 60,08 6,48 9,61
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2-((4-(2-Floro-4-bromobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-(pirolidin-1-il-
metil)-4H-piran-4-on (Bilesik 60)

O
OH F.
QLI
N N N Br
O M

0,3 g (0,00075 mol) Bilesik 20 ve 0,096 g (0,00150 mol) pirolidinden
0,0932 g (0,00075 mol) potasyum karbonat varliginda genel sentez yontemi II’ye gore
elde edilmistir. Erime derecesi: 157-8°C, Verim: 0,154 g (%45), clog P: 3,105.

IR spektrumunda 2940, 2786 (C-H, gerilim, alifatik), 1626 (C=0, gerilim),
1485, 1460 (C=C, gerilim), 1233 (C-N, gerilim) ve 1005 cm™*de (C-O, gerilim) pikler
goriiliir.

'H-NMR spektrumunda § (DMSO-ds, 400 MHz) 1,67 (4H; m; pirolidin®4-H);
2,36 (4H; brs; pirolidin?°-H); 2,44 (4H; brs; piperazin); 2,48 (4H; m piperazin); 3,46
(4H; s; pirolidin-CHz-piran ve piran-CHz-piperazin); 3,50 (2H; s; -CH2-Ar); 6,27 (1H;
s; piran-H°); 7,30-7,37 (2H; m; Ar-H>®) ve 7,44 (1H; d; Ar-H*) ppm’de pikler
goriiliir.

13C-NMR spektrumunda § (DMSO-ds, 100 MHz) 23,21; 52,21; 53,14; 53,37;
53,83; 55,76; 111,05; 118,27, 118,52; 120,08; 120,18; 124,06; 124,21; 127,20; 127,24;
132,90; 143,56; 146,76; 159,32; 161,80 ve 173,42 ppm’de pikler gézlenmistir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) m/z 241 (temel pik, %100), 480 (M)* ve 482
(M+2)*"’de pikler goriiliir.

Analiz : C22H27BrFNsOs (M.A.: 480,37 g/mol)
% C % H % N
Hesaplanan : 55,01 5,67 8,75

Bulunan : 54,67 5,92 9,05



4.2. Biyolojik Aktivite Cahismalari

4.2.1. Mantar Tirozinaz inhibisyonu

1004

% Inhibisyon

Kojik Asit

I1+—rrmm——rrrr——rrro—T7T™M

102

102

102
M

104 10=
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Kojik Asit %

uM inhibisyon

50 7,2 4,6 11
75 10,7 94 120
100 142 205 18,6
150 276 209 287
210 353 383 328
330 450 50,1 545
412 690 624 56,5
660 795 753 778
825 81,7 78,0 750
1650 84,6 854 838
3300 89,3 888 88,0
6600 91,7 918 920

Sekil 4.1. Mantar tirozinazinin artan kojik asit dozlarina kars1 inhibisyon grafigi

100+
904
80+
704
60
50
40+
304
204

10+

*ainhibisyon

Mantar Tirozinaz Inhibisyonu

- 3

& Kojik Asit

[ ]

pM

3

Kojik asit

I1Cso

86.15

418.2

Sekil 4.2. Bilesik 3 ve kojik asitin mantar tirozinazi lizerine inhibitor etkisi
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Mantar Tirozinaz inhihis;mnu

100~
90 = 43
80— - 45
S 70- / - 53
= 60+ 55
= 507 C— = Klorokojik Asit
S 404
S 30- r/-/
20+
104
0 T T T 1
1 2 3 4
TRY I
43 45 53 55 Klorokojik Asit
1Cs 204.1 2323 94.05 2255 413.7

Sekil 4.3. Bilesik 43, 45, 53, 55 ve klorokojik asitin mantar tirozinazi iizerine
inhibitor etkisi

Mantar Tirozinaz inhibisyonu
21
23

23

Allomaltol

TER

% Inhibisyon
3

204

21 23 25 Allomaltol
1Csx0 198.7 123.7 362.1 411.6

Sekil 4.4. Bilesik 21, 23, 25 ve allomaltoliin mantar tirozinazi lizerine inhibitor
etkisi
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Mantar Tirozinaz inhihis;mnu

1004

00- - 3
80 = 23
T 707 = 53
£ 601 = Kojik Asit
= 50
£ 401
= 301
20-
10-
0 —rrr— T
0 1 2 3 4
TRY I
3 23 53 Kojik asit
1Cs0 86.15 1237 94.05 418.2

Sekil 4.5. Mantar tirozinaz inhibisyonu yiiksek olan Bilesik 3, 23, 53’{in kojik
asit ile inhibisyon etkisinin kiyaslanmasi

Tablo 4.1. Bazi bilesikler, klorokojik asit ve allomaltoliin 492 nm’de dl¢iilen
absorbans, %inhibisyon ve ortalama degerleri

Bilesik 3

pM Absorbans % Inhibisyon Ortalama
1000 0,171 0,169 0,188 61,1 61,6 57,2 60,0
666 0,204 0,188 0,224 53,6 57,2 49,1 53,3
500 0,2 0,203 0,209 54,5 53,8 52,5 53,6
333 0,203 0,202 0,211 53,8 54,1 52,0 53,3
250 0,203 0,212 0,213 53,8 51,8 51,6 52,4
166 0,156 0,198 64,5 55,0 59,7
88 0,205 0,229 0,228 53,4 47,9 48,1 49,8

44 0,238 0,238 45,9 45,9 45,9
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Bilesik 23
uM Absorbans % Inhibisyon Ortalama
1000 0,259 0,249 0,275 43,7 45,9 40,2 43,3
666 0,232 0,233 0,229 49,6 49,3 50,2 49,7
500 0,237 0,226 0,23 48,5 50,9 50,0 49,8
333 0,207 0,231 0,233 55,0 49,8 49,3 51,4
250 0,239 0,221 0,236 48,0 52,0 48,7 49,6
166 0,228 0,23 0,227 50,4 50,0 50,7 50,4
88 0,254 0,24 0,238 448 47,8 48,3 47,0
44 0242 0,243 47,4 472 473
Bilesik 53
nM Absorbans nM %Inhibisyon Ortalama
1000 0,24 0,255 0,259 2000 63,2 60,9 60,3 61,5
666 0,241 0,244 0,236 1332 63,1 62,6 63,8 63,2
500 0,255 0,254 0,252 1000 60,9 61,1 61,4 61,1
333 0,268 0,267 0,266 666 58,9 59,1 59,2 59,1
250 0,276 0,275 0,275 500 57,7 57,9 57,9 57,8
166 0,291 0,29 0,293 332 55,4 55,6 55,1 55,4
88 0,306 0,306 0,305 176 53,1 53,1 53,3 53,2
44 0,322 0,326 0,331 88 50,7 50,1 49,3 50,0
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Bilesik 21

uM Absorbans %]Inhibisyon Ortalama
1000 0,136 0,126 0,131 69,1 71,3 70,2 70,2
666 0,162 0,155 0,152 63,2 64,7 65,4 64,4
500 0,183 0,182 0,177 58,4 58,6 59,7 58,9
333 0,198 0,198 0,201 55,0 55,0 54,3 54,7
250 0,221 0,22 0,222 49,7 50,0 49,5 49,7
166 0,238 0,238 0,224 45,9 45,9 49,1 46,9
88 0,494 0,494 0,463 -12.4 -12,4 -5,3 -10,0
44 0,274 0,274 37,7 37,7 37,7

Bilesik 43

nM Absorbans nM % Inhibisyon Ortalama
1000 0,311 0,297 0,326 2000 52,3 54,5 50,1 52,3
666 0,271 0,275 0,274 1332 55,5 54,8 55,0 55,1
500 0,269 0,264 0,264 1000 55,8 56,7 56,7 56,4
333 0,273 0,274 0,253 666 55,2 55,0 58,5 56,2
250 0,278 0,285 0,284 500 54,4 53,2 53,4 53,6
166 0,285 0,298 0,293 332 53,2 51,1 51,9 52,1
88 0,309 0,315 0,307 176 49,3 48,3 49,6 49,0
44 0,334 0,328 0,33 88 45,2 46,1 45,8 45,7

Bilesik 45

nM Absorbans % Inhibisyon Ortalama
1000 0,186 0,186 0,187 71,5 71,5 71,3 71,5
666 0,236 0,239 0,238 63,8 63,4 63,5 63,6
500 0,317 0,299 0,309 51,4 54,2 52,7 53,4
333 0,352 0,347 0,341 46,1 46,8 47,8 46,9
250 0,396 0,378 0,373 39,3 42,1 42,8 41,4
166 0,398 0,411 0,385 39,0 37,0 41,0 39,0
88 0,463 0,462 0,466 29,1 29,2 28,6 29,0
44 0,504 0,491 0,508 22,8 24,8 22,2 23,2



145

Bilesik 55
uM Absorbans % Inhibisyon Ortalama
1000 0,179 0,173 0,175 72,6 73,5 73,2 73,1
666 0,227 0,214 0,22 65,2 65,2 67,2 65,9
500 0,255 0,26 0,255 60,9 60,2 60,9 60,7
333 0,289 0,29 0,289 55,7 55,6 55,7 55,7
250 0,317 0,316 0,32 514 51,6 51,0 51,3
166 0,367 0,35 0,356 43,8 46,4 45,5 45,2
88 0,401 0,411 0,414 38,6 37,0 36,6 37,4
44 100,0 100,0 100,0 100,0
Bilesik 25
uM Absorbans %Inhibisyon Ortalama
1000 0,133 0,141 0,143 70,2 68,4 68,0 68,9
666 0,167 0,16 0,17 62,6 64,2 61,9 62,9
500 0,195 0,182 0,22 56,3 59,3 50,7 55,4
333 0,249 0,239 0,246 44,3 46,5 449 45,2
250 0,262 0,223 0,264 41,3 50,1 40,9 44,1
166 0,291 0,271 0,284 34,9 39,3 36,4 36,9
88 0,336 0,314 0,331 24,8 29,7 25,9 26,8
44 0,393 0,392 12,0 12,2 12,1
Klorokojik asit
M Absorbans % nhibisyon Ortalama
1000 0,071 0,07 0,07 83,9 84,1 84,1 84,0
666 0,075 0,083 0,083 82,9 81,1 81,1 81,7
500 0,107 0,106 0,11 75,7 75,9 75,0 75,5
333 0,117 0,133 0,137 73,4 69,7 68,8 70,7
250 0,173 0,179 0,179 60,7 59,3 59,3 59,7
166 0,192 0,222 0,229 56,3 49,5 47,9 51,3
88 0,32 0,357 0,365 27,2 18,8 17,0 21,0
44 0,428 0,413 0,424 2,7 6,1 3,6 4,1
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Allomaltol

pM Absorbans % Inhibisyon Ortalama
1000 0,152 0,149 0,149 69,1 69,7 69,7 69,5
666 0,193 0,196 0,189 60,7 60,1 61,6 60,8
500 0,249 0,237 0,243 49,4 51,8 50,6 50,6
333 0,277 0,273 0,272 43,7 44,5 44,7 443
250 0,299 0,293 0,293 39,2 40,4 40,4 40,0
166 0,333 0,309 0,328 32,3 37,2 33,3 34,2

88 0,379 0,382 0,384 22,9 22,3 21,9 22,4

44 0,426 0,432 0,429 13,4 12,1 12,7 12,7

Tablo 4.2. Sentezlenen bilesiklerin mantar tirozinaz enzim inhibisyonu 1Cso
degerleri (uM) (¢oktan aza dogru sirasiyla).

Bilesik 1Cs0 (M) Bilesik 1Cso (uM) Bilesik (I Cl:\?lo)
Numarasi Numarasi Numarasi "

3 86,15 38 1503 18 *nd
53 94,05 56 1616 24 *nd
23 123,7 59 1688 28 *nd
21 198,7 32 1759 30 *nd
43 204,1 35 1847 34 *nd
55 225,5 12 1900 37 *nd
45 232,3 36 1900 39 *nd
25 362,1 16 >2000 45 *nd
22 438,8 19 >2000 47 *nd
41 493,8 20 >2000 52 *nd
51 588,2 33 >2000 Allomaltol 411,6
15 618,6 40 >2000 Klorokojik asit 413,7
42 746 46 >2000 Kojik Asit 418,2
26 760,9 44 >2000
11 990,7 49 >2000
31 1105 54 >2000
57 1115 60 >2000
50 1216 14 *nd
27 1270 13 *nd
29 1408 17 *nd

*nd: belirlenemedi (not determined).
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4.2.2. Hiicre Kiiltiirii ve Sitotoksisite Calismalari

Tablo 4.3. Bilesiklerin A375 hiicrelerine karst sitotoksisite 1Cso degerleri (uM)

Bilesik  1Cso (uM) Bilesik 1Cs0 (uM) Bilesik 1Cs0 (M)
Numarasi Numarasi Numarasi

1 73,74 24 88,63 47 87,5
2 78,01 25 93,48 48 49,98
3 43,81 26 93,63 49 103
4 84,5 27 97,23 50 57,72
5 92,01 28 91,41 51 95,9
6 87,56 29 93,66 52 56,05
7 89,87 30 82,51 53 27,75
8 66,35 31 85,36 54 87,45
9 95,59 32 50,3 55 100,9
10 77,33 33 78,64 56 91,42
11 32,77 34 88,04 57 104,3
12 71,27 35 81,97 58 47,27
13 11,26 36 92,53 59 101,2
14 21,41 37 86,86 60 63,27
15 52,46 38 62,04 K'Og‘;ﬁc’"k 71,74
16 59,65 39 91,05 Allomaltol 93,14
17 35,07 40 68,58 Kojik Asit 98,77
18 25,12 41 92,37 Vemurafenib 4,58
19 63,48 42 68,15 Dakarbazin 69,57
20 33,84 43 19,4 Temozolomid 95,58
21 98,72 44 84,24 Lenalidomid 143,1
22 90,28 45 89,55 Fotemustin Inh;'/”;f(yon

23 47,28 46 93,7
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Tablo 4.4. Bilesiklerin A375, HGF-1 ve MRC-5 hiicre hatlarina karsi

sitotoksisite 1Cso degerleri (uM)

Sira No Bilesik No A375 HGF-1 MRC-5

1 Vemurafenib 4,58 2319 inhibisyon yok
2 13 11,26 inhibisyon yok inhibisyon yok
3 43 19,4 487,9 127,2

4 14 21,41 325,3 254,5

5 18 25,12 239,8 259

6 53 27,75 199,5 138,4

7 11 32,77 234,7 185,5

8 20 33,84 1012 99,9

9 17 35,07 507,1 263,5

10 3 43,81 200,1 209,5

11 58 47,27 203,6 189,8

12 23 47,28 4104 120,4

13 48 49,98 212,2 150,5

14 32 50,26 inhibisyon yok 168,4

15 15 52,46 565,5 2295

16 52 56,05 734,7 174,1

17 50 57,72 189 152,8

18 16 59,65 157,9 inhibisyon yok
19 38 62,04 328,5 2245

20 60 63,27 471,1 148,5

21 19 63,48 344,2 96,87

22 8 66,35 190,9 inhibisyon yok
23 42 68,15 180,1 inhibisyon yok
24 40 68,58 182,5 120,4

25 Dakarbazin 69,57 230,6 230,3

26 12 71,27 2301 inhibisyon yok
27 Klorokojik Asit 71,74 1958 inhibisyon yok
28 1 73,74 927,9 inhibisyon yok
29 Allomaltol 93,14 inhibisyon yok inhibisyon yok
30 Temozolomid 95,58 inhibisyon yok inhibisyon yok
31 Kojik Asit 98,77 193,9 2123

32 Lenalidomid 143,1 4353 inhibisyon yok
33 Fotemustin inhibisyon yok inhibisyon yok inhibisyon yok
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Sekil 4.6. Vemurafenibin A375 hiicreleri tizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

75 um

25uM 12,5 uM 6,25 uM

Sekil 4.7. Vemurafenibin HGF-1 hiicreleri tizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

125. A375 . HGF-1

4 450 -
100 I

123
76+

Y Canlihik
2
»
%% Canhiliks
b
}

Sekil 4.8. Vemurafenibin A375 ve HGF-1 hiicrelerindeki % canlilik grafikleri.
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40 uM 20 um 10 um

Sekil 4.9. Bilesik 13’iin A375 hiicreleri iizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

150 uM 100 um

6,25 uM

Sekil 4.10. Bilesik 13’iin HGF-1 hiicreleri {izerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

A375 HGF-1

1264 126

100+ 100 ]
E - g ..—-ﬂ.—'_.-____l-_—
£ 75 z 7 « =t
o m
= 50 ; 501

25+ oo¥ 25

o .

U T T T T 1 /]

N LA B L BN L AL BN LR B R ]
0.0 0.5 1.0 1.5 0 2.5

Sekil 4.11. Bilesik 13’tin A375 ve HGF-1 hiicrelerindeki % canlilik
grafikleri.
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25y 17,5 pM 625 pM

Sekil 4.12. Bilesik 43’iin A375 hiicreleri iizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

150 um 75 um 50 umM

25 uM 12,5 um 6,25 uM

Sekil 4.13. Bilesik 43’iin HGF-1 hiicreleri iizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

A375 HGF-1

129
124,
100+
.§= T+ Ng‘"
3
2 ™
254

A I Y R T e o e Te 1o I8

Sekil 4.14. Bilesik 43’tin A375 ve HGF-1 hiicrelerindeki % canlilik grafikleri.
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40 um 20 um 10 um

Sekil 4.15. Bilesik 14’tin A375 hiicreleri {izerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

50 um

L

25 um 12,5 um 6,25 uMm

Sekil 4.16. Bilesik 14’{in HGF-1 hiicreleri {izerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

A375 HGF-1
125- 126~
100- 100=
E E
= 754 = 784 *_!_!_i_{_!
5 3 :
2 50+ 2 50—
25+ 25
0= h L L ——
0.0 0.5 1.0 15 a0 25 0.0 0.5 1.0 1.6 2.0 256

Sekil 4.17. Bilesik 14’tin A375 ve HGF-1 hiicrelerindeki % canlilik grafikleri.
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40 uM 20 uM 10 um

Sekil 4.18. Bilesik 18’in A375 hiicreleri lizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

25 um 12,5 um 6,25 uM

Sekil 4.19. Bilesik 18’in HGF-1 hiicreleri {izerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

A375 HGF-1
125+ 125-
100+ 1004 - *
= = \
E 754 g 75 -
2 g “ e
e #
254 25
04 hd o
0.0 0.5 10 15 20 25 0.0 0.5 1.0 1.5 20 26

Sekil 4.20. Bilesik 18’in A375 ve HGF-1 hiicrelerindeki % canlilik grafikleri.
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75 puM 50 um

25 uM 12,5umM 6,25 uM

Sekil 4.21. Bilesik 53’iin A375 hiicreleri {izerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

100 umM 75 uM 50 uM

25 um 12,5 um 6,25 uM

Sekil 4.22. Bilesik 53’in HGF-1 hiicreleri tizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

A375 HGF-1

)
100+ 1004 .

= =
= 78 . » = 78
5 &
o0 Q

604 50 <
3 #

254 254

4
o S —
0.0 0.5 1.0 18 20 25 0.0 0.5 1.0 18 2.0 25

Sekil 4.23. Bilesik 53’tin A375 ve HGF-1 hiicrelerindeki % canlilik grafikleri.
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40 um 20 um 10 um

Sekil 4.24. Bilesik 11’in A375 hiicreleri iizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

12,5 um

Sekil 4.25. Bilesik 11’in HGF-1 hiicreleri iizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

A3TS5 HGF-1

126+ 125+

100+ 1004
= z
= 764 = 751 :
L#] L]
-2 504 = 50

26- - 25+

- el
0- 0-
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5i 0.0 0.5 1.0 16 2.0 2.5

Sekil 4.26. Bilesik 11’in A375 ve HGF-1 hiicrelerindeki % canlilik grafikleri.
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5 um 12.56M €25 ura

Sekil 4.27. Bilesik 20°nin A375 hiicreleri iizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

-

12,5 uM 6,25 uM

Sekil 4.28. Bilesik 20°’nin HGF-1 hiicreleri tizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

A375 HGF-1
i 125+
"o 4 100+ [ ]
! 78 3 75+ . o
Q o 4
2 % e = %
1 ™ 25+
ﬂ e p— e ,1.,. T 01— e T
66 084 1o 18 20 24 o0 o5 18 15 20 28

Sekil 4.29. Bilesik 20’ nin A375 ve HGF-1 hiicrelerindeki % canlilik grafikleri.
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40 uM 20 um

Sekil 4.30. Bilesik 17°nin A375 hiicreleri iizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

25uM 12,5 uM 6,25 uM

Sekil 4.31. Bilesik 17°nin HGF-1 hiicreleri {izerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

A375 HGF-1
126 125-
100- 100- ¢
4 =
= = J ;! f
S 8 = 76 i,
] o
e 80 = 50
25- 26-
0 ol 0
E +—r T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 .o 0.6 1.0 1.6 2.0 2.5

Sekil 4.32. Bilesik 17°nin A375 ve HGF-1 hiicrelerindeki % canlilik
grafikleri.
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12,5 uM 6,25 uM

Sekil 4.33. Bilesik 3’tin A375 hiicreleri tizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

25uM 12,5 uM 6,25 uM

Sekil 4.34. Bilesik 3’tin HGF-1 hiicreleri iizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.
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Sekil 4.35. Bilesik 3’iin A375 ve HGF-1 hiicrelerindeki % canlilik grafikleri.
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125um 6,25 p\

Sekil 4.36. Bilesik 58’in A375 hiicreleri tizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

25 um 12,5 uM 6,25 uM

Sekil 4.37. Bilesik 58’in HGF-1 hiicreleri lizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.
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Sekil 4.38. Bilesik 58’in A375 ve HGF-1 hiicrelerindeki % canlilik grafikleri.
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100 uma 50 pna

12,5 um 6,25 uM

Sekil 4.39. Bilesik 23’tin A375 hiicreleri {izerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

25 um 12,5 um

Sekil 4.40. Bilesik 23’iin HGF-1 hiicreleri iizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

A3T5 HGF-1
2%+ 1254
100

- h . =
= ? . = 754 W‘i\i\t\
5 . .
2 40 4 2 504

18- 254

L]
"m n_m

@ o5 W 18 W 28 00 05 10 15 20 25

Sekil 4.41. Bilesik 23’tin A375 ve HGF-1 hiicrelerindeki % canlilik grafikleri.
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Sekil 4.42. Klorokojik asitin A375 hiicreleri tizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

25uM 12,5 uM 6,25 UM

Sekil 4.43. Klorokojik asitin HGF-1 hiicreleri {izerine etkisinin mikroskop
(10X) goriintiileri.
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Sekil 4.44. Klorokojik asitin A375 ve HGF-1 hiicrelerindeki % canlilik
grafikleri
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100 uM 50 uM 25 um

12,5 pM 8,25 um

Sekil 4.45. Kojik asitin A375 hiicrelerindeki sitotoksisite goriintiileri

136

1464

5 Canlilek

Hojik Asit [Log pM)

Sekil 4.46. Kojik asitin A375 hiicrelerindeki % canlilik grafigi.
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29 um 12,5 pM 0,25 um

Sekil 4.47. Allomaltoliin A375 hiicreleri iizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.
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Sekil 4.48. Allomaltoliin A375 hiicrelerindeki % canlilik grafigi.
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150 M

12,5 uM 6,25 UM

Sekil 4.49. Dakarbazinin A375 hiicreleri tizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

Dakarbazin
100-

80' ! [ . [
=<
= 601
=
S

40-
N ]

20- |

0-—!—I-!-rnn|—!—!-!-rnn|—!—!-rrnn|—!—!-rrnn|—I—!-rrrnl|

0.0 0.5 1.0 15 2.0 25
uM

Sekil 4.50. Dakarbazinin A375 hiicrelerindeki % canlilik grafigi.
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Sekil 4.51. Temozolomidin A375 hiicreleri iizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.
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Sekil 4.52. Temozolomidin A375 hiicrelerindeki % canlilik grafigi.
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25 uM 12,5 uM 6,25 uM

Sekil 4.53. Lenalidomidin A375 hiicreleri tizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.

25 uM 12,5 uM 6,25 uM

Sekil 4.54. Fotemustinin A375 hiicreleri tizerine etkisinin mikroskop (10X)
goriintiileri.
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4.2.3. Melanogenez Calismalar:

Melanin Icerigi

Bilesikler

Sekil 4.55. Baz1 bilesiklerin A375 hiicrelerinde melanin igeriginin kontrol
grubu ve vemurafenible kiyaslanmasi.
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5. TARTISMA
5.1. Kimyasal Kisim

Tez kapsaminda, ticari olarak temin edilen kojik asitten hareketle klorokojik
asit ve allomaltol gibi hidroksipiron tiirevleri sentezlenmis, bu {i¢ baslangi¢
maddesinden hareketle farkli halojen gruplarinin substitue edildigi benzil piperazin
gruplariyla Mannich bazlar1 hazirlanmistir. Klorokojik asit tiirevi Mannich bazlarinda
ise bir basamak daha ileri gidilerek altt numarali konumdaki klor atomu morfolin,
piperidin veya pirolidin gibi doymus siklik aminlerle substitiie edilerek yeni tlirevler
kazanilmistir. Bu maddelerin kirk sekiz adeti yeni bilesikler iken yapi etki biitiinliigii
olusturmasi agisindan ayni substitiientleri tagiyan ve tarafimizca sentezlenen ancak
daha Once yaymn haline getirilmis maddeler veya ticari olarak temin edilebilir
durumdaki bir madde de c¢aligma kapsamina alinarak biyolojik aktiviteleri
degerlendirilmistir. Sentezi yapilan bilesiklerin beklenen biyolojik etkilerini
degerlendirmek amaciyla, sitotoksisite ¢alismalart yapilip antitirozinaz etkileri
incelenmistir.

Bilesiklerin yapilar1 IR, H-NMR, *C-NMR ve kiitle spektroskopisi ile
aydinlatilmis ve elemental analizleri ile kanitlanmastir.

Bu tez caligmasinda, kaynaklarda baslangi¢ maddesi ya da ara iiriin olarak
kullanilan klorokojik asit, bildirilen yontemler 1s1ginda kojik asitten hareketle
sentezlenmistir (20, 22, 23, 58).

Alkollerin tiyonil kloriirle klorinasyonu sonucu alkil kloriirler meydana
gelmektedir. Kojik asitteki primer alkol grubunun tiyonil kloriirle mekanizmasi
niikleofilik i¢ siibstitlisyon reaksiyonu (Sni) olup asagidaki mekanizmaya gore

yiirimektedir (Sekil 5.1.) (196).
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Sekil 5.1. Klorokojik asitin sentez mekanizmasi

Ilk basamakta alkoldeki oksijen, kiikiirt atomuna niikleofilik atak yaparak
kloriirii ¢ikarir ve alkil stlfit olusur. Daha sonra siilfit grubuna bagli klor atomu
molekiilden kiikiirt dioksit ¢ikmasiyla oksijen atomuyla yer degistirir. Reaksiyon
oksijen atomu tizerinden yiiriir ve klor atomu ¢ikan grubun ayrildig: taraftan molekiile
saldirdigr i¢in molekiilde konfigiirasyon degisimi olmaz. Sni ve Sn1 tepkimeleri
arasindaki fark Sni de gercek bir karbokatyonun olugmamasi, dolayisiyla
rasemizasyonun da gézlenmemesidir.

Tiyonil kloriir sahip oldugu kiikiirt atomunun iizerinde, elektron cifti iceren
piramidal yapida bir reaktiftir. Su ile tepkimeye girdiginde HCl ve SOz firiinlerini
meydana getirmektedir. Bu iriinler gaz formunda oldugu i¢in ortamdan
uzaklastirilmasi kolaydir. Bu yiizden PCls gibi diger klorlayict bilesiklere gore tercih
edilir.

Calismamizin  devaminda klorokojik asitten hareketle allomaltoliin
sentezlenmesi  amaglanmistir.  Bunun i¢in  asidik ortamda rediiksiyon
gerceklestirilmistir. Derisik hidroklorik asit ve ¢inko tozunun kullanildigi reaksiyonda
kullanilan reajanlar itibariyle cagristirsa da tam bir Clemmensen rediiksiyonu olmayip
keton ya da aldehit yerine alkil halojeniiriin hidrokarbona doniistiigii bir reaksiyondur.
Klorokojik asitte 6 numarali konumdaki karbonun oksidasyon sayist -1 iken

allomaltolde -3’e dontismiistiir.
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Sekil 5.2. Klorokojik asit ve allomaltoliin oksidasyon sayilari.

Sentetik organik kimyada ¢oklu bilesenli reaksiyonlar; kisa reaksiyon siiresi,
diisiik sicaklikta gerceklesebilmesi, yiiksek verimli olmasi gibi avantajlarindan dolay1
dikkat c¢ekmektedirler. Mannich tipi reaksiyonlar keto-enol totomerik sekilleri
gosteren karbonil bilesikleri, formaldehit ve primer veya sekonder aminden olusan ii¢
bilesenli kondenzasyon reaksiyonlaridir. Tez kapsaminda sentezlenen Mannich
bazlarinda sekonder amin tiirevi olarak halojen substitue benzil piperazin tiirevleri
tercih edilmistir. Klorokojik asitin formaldehit ve piperazin tiirevleri ile Mannich
reaksiyonuna gore oda 1sisinda reaksiyona girmesi sonucu Mannich bazi yapisindaki
bilesikleri elde edilmistir.

1960 yilinda, O’Brien ve ark. kojik asidin Mannich reaksiyonlarindaki
reaktivitesinin serbest enolik hidroksil grubunun varligina bagli oldugunu bildirmistir.
Kojik asitin fenolden daha asidik olmasina bagli olarak sahip oldugu genis anyon
konsantrasyonundan dolay1 fenole gore daha aktiftir. 4H-Piran-4-on halkasimin 2
numarali konumdan Mannich reaksiyonu gergeklestigi ortaya konmustur (63).

Stibstitue benzilpiperazin tiirevlerinin, formaldehitle verdigi reaksiyondan
primer alkol tiirevi olan aminometilol bilesigi (1) elde edilmistir. Keto-enol
totomerizasyonu sonucu olusan keto (111) sekli tizerinden reaksiyon gergeklesir. Kojik
asit c¢ekirdegindeki fenolik —OH grubundan hidrojenin uzaklastirilmasiyla olusan
fenoksit iyonunun (I1) bu reaksiyonda katkis1 oldugu diisiiniilmektedir. Bazik ortamda,
2 numarali konumunda eksi yiik tagiyan anyonun aminometilol grubuna saldirmasiyla
meydana gelen reaksiyonlarin SN2 mekanizmasina gore ara iiriin (1V) olusturdugu
varsayilir. Bu ara {irlinden hidroksil anyonunun kopmasi sonucu 2 numarali
konumundan Mannich reaksiyonu gercekleserek tez kapsamindaki bilesikler (Bilesik
1-30) sentezlenmistir (Sekil 5.3.). Mannich tiirevlerinin diisiik alkali ortamda daha

etkili bi¢imde sentezlenebilecegi dnceki arastirmalarda bildirilmistir (63, 107).
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Sekil 5.3. Mannich bazlarinin sentez mekanizmasi

Tez calismamizin devaminda klorokojik asit tiirevi Mannich bazlarinin
yapilarinda modifikasyon yapilarak klorometil grubundaki klor atomu morfolin,
piperidin veya pirolidin gruplarindan biriyle yer degistirerek yeni tlirevler
sentezlenmistir. Onceki calismalarda (27) yapisinda morfolin ve piperidin tastyan
Mannich bazlarinin antikanser aktivite gosterdigi kaydedildiginden tez kapsaminda bu
gruplar tercih edilmistir. Yapisal biitiinliik olusturmas1 amaciyla bes lyeli siklik
yapidaki pirolidin grubu da calismaya eklenerek toplam otuz adet yeni tiirev

sentezlenmistir.
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Sekil 5.4. Morfolin, piperidin ve pirolidin tiirevlerinin sentezi.

Klorokojik asit tiirevi Mannich bazlarina sekonder amin tiirevi olan morfolin,
piperidin ve pirolidin gruplarmnin eklenmesi, niikleofilik siibstitusyon reaksiyonudur.
Bu reaksiyonda elektronegatif bir atom olan klor atomu molekiilden ayrilarak bunun
yerine s0z konusu siklik amin gruplar1 baglanmaktadir. Klortir iyonu nispeten kararl
ve zayif bazik Ozellikte oldugundan iyi bir ¢ikan grup, amin gruplartysa
niikleofillerdir. Bu gruplarin niikleofilik gii¢leri yani polarize olmug karbon atomuna
saldir1 giicleri yiiksektir. Ayn1 zamanda 1iy1 birer baz olduklar1 da bilinmektedir. pKa
degerleri morfolin, piperidin ve pirolidin i¢in sirasiyla soyledir: 8,36; 11,22; 11,27.
Ortaklasmamis elektronlarini pozitif ¢ekirdeklerle paylasarak bag yapmayi tercih
etmektedirler.

Niikleofilik reaksiyonlar, kullanilan ¢Oziicliniin polaritesinden
etkilenmektedirler. Dielektrik sabiti yiikksek olan polar ¢oziiciilerin kullanilmast,
reaksiyon sirasinda olusan iyonlar1 kararl kilmakta ve gec¢is kompleksinin olusmasini
hizlandirmaktadirlar.

Son yillarda DMF gibi bircok polar aprotik ¢oziicii, kimyacilar tarafindan
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Aprotik c¢oziiciiler, molekiilleri kuvvetli bir
elektronegatif atoma baglanmis hidrojen atomu icermeyen c¢oziiciilerdir. Bu
coziiclilerin hepsi iyonik bilesikleri ¢ozmekte ve katyonlar1 ¢ok iyi bir sekilde
sarabilmektedirler. Ayrica bu ¢oziiciiler, hidrojen bagi yapamadiklarindan dolay1
negatif yliklii ayrilan grubu solvatasyona ugratamamakta dolayisiyla niikleofiller daha
reaktif kalmaktadirlar.

Bir niikleofilik siibstitiisyon reaksiyonunun mekanizmasini etkileyen birden
¢ok faktor bulunmaktadir. Bunlara reaktantin yapisi, niikleofilin giici ve
konsantrasyonu ve ¢oziiciiniin yapist 6rnek olarak verilebilir. Calismamizda yer alan

reaktantin yapisi ve kullanilan ¢oziicii itibariyle reaksiyonun mekanizmasi SN2 olarak
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distiniilmektedir. Primer alkil halojeniirler genellikle SN2 mekanizmasina gore
yuriirken bu reaksiyonlarin hizlari DMF gibi polar aprotik ¢oziiciiler iginde
gerceklestirildiginde son derece artmaktadir (197).

Potasyum karbonat ile bazik hale getirilen ortamda daha elektronegatif olan
klor atomu sayesinde polarize olmus baga sahip olan karbon atomuna, ortaklasmamis
elektronlartyla siklik sekonder amin gruplari saldirarak gecis kompleksini olustururlar.
Daha sonra klorun ayrilmasiyla istedigimiz bilesikler elde edilmis olur. Ongériilen

reaksiyon mekanizmasi ise agsagidaki gibidir (Sekil 5.5).
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Bilesik 31-60

Sekil 5.5. Morfolin, piperidin ve pirolidin tiirevlerinin sentez mekanizmasi
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5.2. Spektral Kisim
5.2.1. IR Spektrumlar:

Tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerin IR spektrumlari, her dalga boyunu tek
tek taramay1 gerektirmeyen, hiz ve duyarlilik agisindan iistiin sistemler olan FT-IR
(Fourier Transform-InfraRed) yontemiyle alinmistir.

IR spektrumlarinda, 3100-3000 cm™’de aromatik, 3000-2800 cm™’de alifatik
C-H gerilim, 1200-1195 cm™*de C-O gerilim, 1125-1115 cm™*de C-N gerilim ve 735-
750 cm™*de C-Cl gerilimine ait pikler ve bu pikler disinda aromatik ve heteroaromatik
yapilara ait diizlem dis1 C-H deformasyon pikleri gézlenmistir.

Kojik asitten hareketle sentezlenen Mannich bazlarinda bunlarin yaninda
alkolik hidroksil grubuna ait O-H gerilimine ait pikler 3200-3000 civarinda yayvan
olarak gorilmiistiir. Ancak piron halkasinin 3 numarali konumundaki fenolik
hidroksilde ise durum biraz farklidir. Bu grup sentezlenen tiim bilesiklerde olmasina
ragmen hepsinde bu gerilim piki gozlenmemistir ¢iinkii keto-enol totomerizasyonu
sonucu hidroksil grubunun keton grubuna doniistiigii diistiniilmektedir.

Bilesikler, sahip olduklar1 hidroksil gruplart ile hem molekiil i¢i hem de
molekiiller arast hidrojen bag1 yapmaktadirlar. Bu nedenle serbest olmayan O-H
bagina ait IR gerilme bandi, diisiik frekansa kayar ve genisler. Clinkii hidrojen bagi
olusumu, bagin uzunlugunu arttirir. Ayni etki halka ici C=0O grubuna ait gerilme
titresiminde de gozlenmektedir. 1700 cm™ civarinda gozlenmesi beklenen pik 1620

cm’de goriilmektedir.

|
I

|"Jlm |\'

AR 1 e S .v.\“"\ |
1Y, |
f | w |\\ |\|
H\

||Ili7 ”}‘ m|1|‘ J\I]
| \ )

OH ' N
] NmN@c1 | __!
H;C™ O s : '

\
-

Sekil 5.4. Bilesik 23’¢ ait FT-IR spektrumu.
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5.2.2. 'H-NMR Spektrumlari

Bilesiklerin DMSO-ds ve CDCIz iginde alman H-NMR spektrumlar
incelendiginde integral degerleri bu protonlarin varligin1 dogrulamaktadir. Piperazin
halkasindaki azot atomlarimin yarilmalar1 ¢ok zor saglandigi i¢in spektrum alinmasi
sirasinda bazi maddeler 1siya tabii tutulmustur. Piperazin halkasina ait protonlar
idealde iki triplet pik olarak saptanmasi beklenirken ¢ogu spektrumda bu yarilma
gozlenememistir. Pikler yayvan singlet ya da multiplet olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Tiim bilesiklerde ortak olan hidroksipiron ¢ekirdeginin hidrojenlerinin *H-
NMR spektrumunda gézlenen degerleri birbirini dogrulamakta, halkanin 5 numarali
konumundaki karbona bagli hidrojen 6,20-6,40 ppm araliginda singlet yarilma
seklinde gozlenmektedir. Yine tiim bilesiklerde ortak yapi olan substitiie fenil
protonlari, 7,10-7,50 ppm dolaylarinda, substitiientin konumuna ve sayisina bagh
olarak degisik yarilmalar gostererek yapilar1 dogrulamaktadir.

Piperazin halkalarinin piron halkasina daha yakin olan karbonlarma baglh
hidrojenlerin verdigi pikler 2,40 ppm civarinda gbzlenirken daha uzaktaki hidrojenler
kimyasal ¢evrelerinde perdeleme etkisi azaldigindan daha yiiksek ppm’de (2,50 ppm)
pik verirler. Bu durum, sentezlenen biitiin bilesiklerde goriilmektedir. Piperazin
halkasindaki bu iki grup hidrojen tiirii genellikle 4H integrallerinde saptanabilirken
bazi1 bilesiklerin spektrumlarinda yeterince ayristirllamadigindan, st {iste ¢akisarak
8H integralinde yayvan singlet olarak gozlenmistir.

Ayni spektrum skalasina yapisinda morfolin grubu tasiyan bilesikler dahil
oldugunda (Bilesik 31-40) elektronik g¢evre agisindan birbirine benzer daha g¢ok
hidrojen devreye girdiginden bazi bilesiklerde 12H integralinde pikler gézlenmistir.
Morfolin halkasimin azota yakin olan karbon atomuna bagli hidrojenler, piperazin
hidrojenleriyle ayni bélgede ¢ikmaktadir. Yine morfolin halkasinin oksijene bagli olan
karbonunun hidrojenleri ise 3,70 ppm civarinda gézlenmektedir. Piperazin halkasinin
yapisinda bulunan protonlarin triplet yarilmalar1 sonucu etkilesme sabitleri (J)
hesaplanmis, genelde 4,5 Hz degeri elde edilmistir. Ancak aromatik fenil halkasina ait
protonlarin J degerleri 7,5 Hz civarindadir.

Piperidin grubu igeren Bilesik 41-50 maddelerinin *H-NMR spektrumlarinda
ise piperidin halkasinin 4 numarali konumunda bulunan, yapiya en uzakta

konumlanmig karbon atomunun hidrojenlerinin 1,33-1,46 ppm araliginda goézlendigi
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goriilmiistiir. Cevresindeki ¢oklu hidrojen komsulugundan dolayr piklerdeki
yarilmalar multiplet seklindedir. Piperidinin 3 ve 5 numarali konumunda yer alan
hidrojenler 4H integralinde 1,55-1,60 ppm civarinda yine multiplet olarak
gozlenmistir. 2 ve 6 numaradakiler ise azot atomuna dogrudan bagli karbonun
tizerinde olduklarindan piklerinin gozlendigi ppm degerleri TMS’e (tetrametilsilan)
gore kimyasal kaymalar1 artma gostermis ve 2,45 ppm’e kadar ¢ikmistir. Triplet olarak
yarilan bu piklerde J degerleri ise 5, 5,2 ve 5,4 Hz olarak kaydedilmistir.

Yapisinda pirolidin grubu tasiyan bilesiklerde ise (Bilesik 51-60) en diisiik
ppm’de gozlenen hidrojenler, pirolidin halkasinin 3 ve 4 numarali konumlarinda yer
alan ve 1,65-1,80 ppm gozlenenlerdir. Pirolidinin diger hidrojenleri ise 2,40 ppm
dolaylarinda gorilmektedir. Triplet olarak yarilmasi beklenen bu pikler,
spektrumlarda ¢ogu kez yayvan singlet ya da multiplet olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Piperazin halkasinda yer alan hidrojenlerle ¢ok yakin alanda kaydedilmelerinden
dolay1 integralleri birlikte toplu olarak kaydedilmistir.

Sentezlenen bilesiklerden sadece para konumunda substitiie benzil piperazin
tiirevi olan 3 farkli grup mevcuttur. Bilesik 3, 13, 23, 33, 43, 53 p-Cl, 6, 16, 26, 36,
46, 56 p-F, 8, 18, 28, 38, 48 ve 58 ise p-CFs tasiyan bilesiklerdir. Bu bilesiklere ait
fenil halkasindaki simetrik protonlarin dublet yarilmalar1 gézlenmektedir. p-CFs
tirevlerinde s6z konusu simetrik dublet yarilmalar eslesme sabitleriyle de
dogrulanirken ayni durum diger tiirevlerin baz1 maddelerinde goriilmemistir.

Bazi bilesiklerde (Bilesik 3, 4, 36 ve 46) piron halkasinin 3 numarali
konumundaki —OH grubuna ait proton 7,3 veya 8,9 ppm civarinda yayvan bir pik
seklinde gozlenebilmistir. Diger bilesiklerde bu pikin goriilememesinin nedeni
heteroatoma bagli hidrojenlerin ¢oziiciideki dotoro atomla kolaylikla degisebilir
olmasidir.

Mannich bazlar1 olmalar1 agisindan, 3,4-diklorobenzil piperazin yapisini ortak
olarak igeren ve biyolojik aktivite bakimindan 6nemli olan seriye (Bilesik 3, 13, 23,
33, 43 ve 53) ait *H-NMR spektrumlar1 bu béliimde ayrintili olarak incelenecektir.
Bilesik 13’e ait spektrum tez ¢aligsmasi dncesinde kaydedilmis verilerdir (20).

Serideki tiim bilesiklerde sahip olunan hidrojen sayisi integral degerleriyle
uyumlu bulunmustur. Piranon halkasinin 5 numarali konumundaki karbona bagh

hidrojen sirasiyla 6,31; 6,22; 6,54; 6,48; 6,44 ve 6,42 ppm’de singlet olarak
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gbzlenmistir. Sadece Bilesik 3 ve 13’te pik veren 3 numarali konumdaki —OH grubu
ise sirasiyla 8,89-8,98 ve 9,0-9,20 aralifinda yayvan singlet olarak goriilmektedir.
Tiim bilesiklerde ortak bulunan bir diger grup ise Mannich reaksiyonuyla olusturulan
metilen kopriisii olup o da 3,43-3,49 degerleri arasinda singlet seklinde kaydedilmistir.
Piperazin ve fenil gruplar arasindaki —CHa- ise daha diisiik alana kaymakta ve 3,49-
3,68 ppm’de goriilmektedir. Bir diger singlet metilen ise allomaltol tiirevleri harig
hepsinde goriillen pironun 6 numarali konumunda yer almaktadir. Burada takilan
substituentin de farkli olmasindan dolay1 degerler 3,33 ile 4,65 ppm arasinda
degismektedir.

Piperazin halkalarinin yarilmas1 daha once de belirtildigi gibi tam
saglanamamustir. Allomaltol tlirevi olan Bilesik 23’e ait spektrumda metil grubu 2,25
ppm’de 3H integralinde ve singlet olarak go6zlenirken piperazine ait hidrojenler tam
olarak yarilamadigindan yayvan singlet olarak 2,37 ve 2,47 ppm’de goriilmektedir.

Coziicli olan dotoro DMSQO’ya ait multiplet pik ise 2,5 ppm’de karsimiza ¢ikmaktadir.

£ Agilent Technologies
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Sekil 5.7. Bilesik 23’iin DMSO-ds i¢inde alinan *H-NMR spektrumu.

Fenil halkasinda yer alan aromatik hidrojenleri inceledigimizde, 6 numarali

konumdaki karbona bagli olan bir adet orto bir adet de meta komsulugunda proton
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bulundugundan dubletin dubleti olarak yarilmig ve 7,28 ppm’de pik vermis, 2
numaradaki karbona bagli olan ise meta komsulugundaki protondan dolay1 dublet pik
vermis ve eslesme sabiti J degeri 2 Hz olarak kaydedilmistir. 7,56 ppm’deki pik ise 5.

konuma ait olup orto komsulugundaki proton nedeniyle yine dublet ve J degeri 8
Hz’dir (Sekil 5.8.).

Sekil 5.8. Bilesik 23’iin fenil hidrojenlerine ait pikler ve yarilmalari.

Ayni serinin morfolin, piperidin ve pirolidin tiirevleri olan Bilesik 33, 43 ve
53’¢ ait spektrumlarda da paralel sonuglar gézlenmistir. Ancak fenil halkasindaki
aromatik protonlarda allomaltol tiirevinden farkli olarak 2 ve 5 numarali konumdaki
protonlarin yeri degismistir. Yarilmalar ise ayni sekildedir. Ayrica s6z konusu
spektrumlar détoro kloroform igerisinde alindigindan, ayn1 alanda her {i¢ spektrumda

da ¢oziicii piki goriilmektedir (Sekil 5.9.).
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Sekil 5.9. Bilesik 33, 43 ve 53’¢ ait 'H-NMR spektrumlarindaki aromatik
bolgeler.

5.2.3. 3C-NMR Spektrumlar

Sentezlenen bilesiklerdeki karbon iskeletini tanimaya yonelik olarak tiim
bilesiklerin DMSO-ds ve CDCls iginde alman C-NMR spektrumlar1 “proton

decoupled” (proton eslesmemis) yontemiyle alinmistir. Ancak bazi bilesikler,
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kendileri de birer aktif c¢ekirdek olan flor atomu igerdiginden bu bilesiklere ait
spektrumlar1 yorumlanamamastir.

Spektrumlarini  inceledigimiz 3,4-diklorobenzil piperazin tiirevlerinden,
allomaltolden hareketle sentezlenen Bilesik 23’iin 3 C-NMR spektrumunda piranon
halkasmin 2 numarali konumundaki karbona bagli ve yapidaki tek —CHs karbonu
19,39 ppm’de gozlenmistir. Mannich reaksiyonuyla olusturulan metilen gruplar ile
piperazinin ve benzilin yapisindaki metilen gruplar ise 52,33-60,30 ppm araliginda
kaydedilmistir. Piron halkasinin 3 numarali konumundaki karbon 111,16 ppm’de pik
verirken fenil halkasindakiler 128,94 ile 139,67 ppm araliginda goriilmektedir. Piron
halkasinin 5 ve 6 numarali konumundaki karbonlara ait pikler ise sirasiyla 146,53 ve
143,29 ppm’de gozlenmistir. Piron halkasindaki keton grubunun karbonu olan 4
numarali karbon ise 164,65 ppm’de, son olarak da 2 numarali konumdaki karbon
173,51 ppm’de pik vermistir. Coziicliye ait pik ise 39,5 ppm de giiglii bir multiplet
olarak goriilmektedir (Sekil 5.10. ve 5.11.).

i% Agilent Technologies
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Sekil 5.10. Bilesik 23’iin DMSO-ds i¢inde alinan **C-NMR spektrumu.
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Sekil 5.11. Bilesik 23’iin DMSO-ds i¢inde alinan *C-NMR spektrumundaki
kimyasal kayma degerleri.

5.2.4. Kiitle Spektrumlari

Sentezlenen bilesiklerin yapilarinin Elektrosprey Iyonizasyon (ESI) teknigi ile
metanolde ¢oziilerek spektrumlar1 alinmast sonucu molekiiler iyon pikleri
saptanmigtir. Bu yontem, polar ve ugucu olmayan bilesikler i¢in ideal olup 6zellikle
buharlastirilmas1 ve iyonlastirilmast zor olan protein, peptit, niikleik asit ve ilag
molekiilleri gibi biiyiik yapilarin tayininde tercih edilmektedir.

3-Klorobenzil piperazin substitiieni tagiyan kojik asit tiirevi Mannich bazi olan
Bilesik 1’in kiitle spektrumu incelendiginde m/z 365 olan (M+H)* pikinin ayni
zamanda temel pik oldugu goriilmektedir. 367°deki pikin ise yapidaki *'Cl
izotopundan kaynaklanan ve temel pikin {igte bir siddetindeki pik mevcuttur.
Spektrum asagida olup (Sekil 5.10.), 6ngoriilen pargalanma ftriinleri ise sekilde yer
almaktadir (Sekil 5.11.). Uriinlerin bazilarinda analiz sirasinda cihazdan kaynaklanan

Na* pikleri mevcuttur.
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Sekil 5.12. Bilesik 1'in ESI-MS teknigi ile alinan kiitle spektrumu.
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Sekil 5.13. Bilesik 1’in ESI-MS kiitle spektrumunda 6ngoriilen parcalanma
triinleri.

Yapisinda 3,4-diklorobenzil piperazin tasiyan Bilesik 23’tn kiitle
spektrumunda ise m/z 248, 383 ve 385’te pikler goriilmektedir (Sekil 5.14.). Molekiil
agirhigi 383 g/mol olan bilesigin spektrumunda temel pik m/z 383 te gdzlenen pik olup
izotop piki olan 385’in bagil bolluk orani da %73 olarak hesaplanmistir. Bu serinin
pirolidin tasiyan tiirevi olan Bilesik 53’te ise molekiiler iyon piki olan temel pik m/z
452 olarak gozlenmektedir. Bir bilesikte birden fazla klor atomu oldugunda izotop

piklerinin bagil bolluklarinin (a+b)" formiiliiyle bulundugu bilinmektedir. Klor igin
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a=3, b=1 ve bu bilesikte n=2dir. Dolayisiyla (a+b)?=a?+2ab+b? denklemine gore
(M)*, (M+2)* ve (M+4)* piklerinin bagil bolluklari oran sirasiyla 9:6:1°dir.
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Sekil 5.14. Bilesik 53'iin ESI-MS teknigi ile alinan kiitle spektrumu.

Allomaltol tiirevi Mannich bazlarindan Bilesik 30, 2-floro-4-bromobenzil

substitlienti tasidigindan kiitle spektrumunda Br atomuna ait izotop piklerinin

gbzlendigi diger maddelerden biridir. Dogada brom atomunun °Br ve 8'Br olmak

tizere iki adet stabil izotopu mevuttur ve bunlarin sirastyla bagil bolluklar1 %50,69 ve

%49,81 olarak bilinmektedir. Dolayisiyla spektrumda gozlenen piklerin siddetleri

yaklagik olarak ayni goriinmektedir. Morfolin tiirevi olan Bilesik 40’ta ise siddetli

molekiiler iyon pikinin yani sira 2-floro-4-bromobenzil grubunun ayrilmasiyla olusan

m/z=186 piki ve izotoplarini iceren m/z=188 piki de goézlenmektedir (Sekil 5.13.).
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Sekil 5.15. Bilesik 30 ve 40'in ESI-MS teknigi ile alinan kiitle spektrumlari.
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5.3. Biyolojik Aktivite Calismalari

Hiperpigmentasyon, tirozinaz enziminin asir1 melanin {iretmesinden
kaynaklanan bir olgudur. Melanin her ne kadar canlilarda UV 1simaya karsi
koruyuculuk saglasa da bu pigmentin asir1 iiretimi ve birikmesi ciltte yaslanma
lekelerine ve melazmaya yol acarken, gidalarda rengin koyulasip kalitenin diismesine
neden olmaktadir. Bu sebeple gida ve kozmetik endiistrisinde melanin iiretimini
azaltan tirozinaz enzimi inhibitorleri yogun ilgi ¢ekmektedir. Kojik asit, tirozinaz
inhibitorii  6zelliginden dolayr ozellikle kozmetikte beyazlatict  kremlerin
formiilasyonlarinda siklikla kullanilmaktadir. Ancak yiiksek dozda toksik ozellik
gostermesi ve stabilite problemlerinden dolay1 yeni molekiillerin sentezine ihtiyag

duyulmaktadir.

OH

N N—CH,—R
R™ 0 N 2

Sekil 5.16. Tez kapsamindaki bilesiklerin genel yapisi.

Tez kapsaminda R’ grubu olarak on farkli substitiie halojen grubu tagiyan fenil
tirevi kullamilmigtir. Calismada R grubu, morfolinometil, piperidinometil ve
pirolidinometil olarak tasarlanmistir. Ayrica, yap1 etki iligkilerini incelemek agisindan
tez kapsaminda hidroksimetil, klorometil, metil yapist tastyan Mannich bazlar1 da
calismaya eklenmistir. Tablo 5.1.de yapisi verilen altmis adet Mannich bilesiginin hem
mantar tirozinaz enzim inhibisyonu hem de sitotoksisite ¢caligmalar1 tamamlanmistir.
Sitotoksisite c¢alismalart A375 malign melanom, saglikli hiicre modeli olarak da
HGF-1 insan gingival fibroblast ve MRC-5 akciger fibroblast hiicre hatlarinda artan
dozlarda 6,25-150 uM doz araliginda galisilmistir. Etkili oldugu belirlenen bilesiklerin
hiicre tlizerine farkli dozlardaki fenotipik etkileri, morfolojik degisimleri mikroskop
altinda hiicre bitiinligi gozetilerek incelenmistir. A375 ve HGF-1 mikroskop
goriintiileri  birbirleriyle kiyaslanmistir.  Sentezlenen bilesiklerin —sitotoksisite
caligmalar1 i¢in hiicrenin oksidatif kapasitesini 6l¢meyi esas alan MTT testi yerine
maddelerle birlestiginde kompleks olusturmayacak ve canli hiicrelerin proteinlerini

gercek zamanli Olgmeyi hedefleyen SRB yontemi modifiye edilerek deneylerde
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kullanilmigtir. Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) 2008 yilindan bu yana SRB
yontemini sitotoksisite tarama testlerinin validasyon yontemi olarak kabul etmistir.
Sitotoksisite testi sonucunda hesaplanan ICso degerlerinin mikroskop goriintiileri ile
paralel ve tutarli oldugu saptanmustir. Standart ilag olarak melanoma tedavisinin farkli
evrelerinde tekli veya kombine olarak uygulanan vemurafenib, dakarbazin,
temozolomid, lenalidomid ve fotemustin kullanilmistir. Ayrica, melanom hiicre
hattina kars1 etkin olan bazi bilesiklerin yine A375 malign melanom hiicrelerindeki
melanin iceriklerine etkisi Huang ve ark. nin gelistirdigi yontem kullanilarak in vitro
Ol¢iilmiistiir (194). Bu galismada tercih ettigimiz insan A375 amelanositik melanoma
hiicreleri melanogenez igerigini belirlemek icin uygun bir modeldir. Bilesiklerin hem
antitirozinaz hem de sitotoksik aktivite gosterenleri, A375 hiicresinde uygulanarak
melanogenez yolagina etkisi saptanmustir.

Mantar kaynakli tirozinaz enziminin inhibisyonunun incelenmesinde kojik asit
standart bilesik olarak kullanilmistir. Tirozinaz enzim inhibisyonlar1 ise L-DOPA’nin
substrat olarak kullanildig1 spektrofotometrik yontemle tayin edilmistir. Elde edilen
inhibisyon yiizdeleri nonlineer regresyon yontemiyle istatistik ve ¢izim programi
GraphPad Prism 5.03 kullanilarak c¢izilmis, standart sapmalar1 ve ICso degerleri
hesaplanmistir. Tablo 4.1.’de etkin tirozinaz inhibisyonu yapan bazi Mannich bazlari
ile birlikte klorokojik asit ve allomaltoliin L-DOPA’ya kars1 44 ila 2000 uM doz
araligindaki 492 nm’de goriilen absorbans degerleri gosterilmistir. Bu degerler esas
aliarak her bir doza karsilik gelen %inhibisyon degerleri saptanmistir. Bilesiklerin
mantar tirozinaz enzim inhibisyonu 1Cso degerleri Tablo 4.2.’de topluca verilmistir.

Kojik asitin 1Cso degeri 418,2 uM iken en yiiksek inhibisyona sahip Bilesik 3
(3-hidroksi-2-(3,4-diklorobenzilpiperazinmetil)-6-hidroksimetil-piran-4H-on)’in 1Cso
degeri 86,15 uM dir (Tablo 4.2.). Daha 6nceki tirozinaz inhibisyonu ¢alismalarimizda
Bilesik 3’iin yiiksek aktiviteye sahip oldugu saptanmis ve Tiirk Patent Enstitiisii ve
Uluslararas1 Patente bagvuru yapilmistir.

Tez igeriginde bu Mannich bazinin 6 numaradaki konumunda bulunan
hidroksilmetil grubunun yerine siklik amino tasiyan morfolin (Bilesik 31-40),
piperidin (Bilesik 41-50) ve pirolidin (Bilesik 51-60) gibi siklik halkalar getirilerek
aktivite lizerindeki rolii arastirilmistir. Ancak sentezlenen otuz yeni bilesikte (Bilesik

31-60) Bilesik 3’ten daha diisiik tirozinaz inhibisyonu gostermistir. Tez kapsaminda
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yeni sentezlenen kirk sekiz bilesik icerisinde de Bilesik 3 kadar etkin inhibisyon yapan
bilesik saptanamamistir. Bununla birlikte, ilk bes sirada 3,4-diklorobenzilpiperazin
yapisi tastyan Bilesik 3, 23, 43 ve 53 en yiiksek inhibisyon degerlerine sahip olmast,
Mannich bazi yapisinda bulunun 3,4-diklorobenzilpiperazin grubunun aktivite
tizerinde etkili oldugunu gostermistir. Bu dort bilesik hem baslangic bilesigi hem de
referans bilesik olan kojik asitten (ICso: 418,2 uM) yiiksek inhibisyon degerlerine
sahiptirler. Buna ragmen morfolinometil tasiyan Bilesik 33 ise ¢ok diisiik bir

inhibisyon gozlenmistir.

@)
OH Cl
L N N@Cl
X0 N
X Bilesik
hidroksimetil 3
metil 23
piperidinilmetil 43
pirolidinil 53

Sekil 5.17. Tirozinaz inhibisyonunda en aktif bilesikler.

Bilesik 21 (2-((4-(3-klorobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-metil-4H-
piran-4-on), Bilesik 55 (2-((4-(4-florobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-
(pirolidin-1-ilmetil)-4H-piran-4-on), Bilesik 45 (2-((4-(4-florobenzil)piperazin-1-
il)metil)-3-hidroksi-6-(piperidin-1-ilmetil)-4H-piran-4-on), ve Bilesik 25 2-((4-(4-
florobenzil)piperazin-1-il)metil)-3-hidroksi-6-metil-4H-piran-4-on)  sirasiyla 1Cso
degeri 198,7 uM, 225,5 uM, 232,3 uM, ve 362,1 uM dir (Tablo 4.2.). Bu dort bilesik
de baslangic bilesikleri olan kojik asit, klorokojik asit (ICso: 413,7 uM) ve
allomaltolden (I1Cso: 411,6 uM) daha yiiksek inhibisyon gostermistir. Baslangi¢
maddelerinin tirozinaz enzim inhibisyonlar1 birbirine ¢ok yakin iken yapiya Mannich
reaksiyonu ile eklenen 3,4-dikloro ve 4-floro benzilpiperazin yapisi tasiyan bilesikler
ile inhibisyon artmustir. Sonug olarak; 3,4-dikloro ve 4-floro benzilpiperazin yapisi
tagiyan bilesikler en yiiksek inhibisyondan diistige dogru sirasiyla Bilesik 3, 53, 23,
21, 43, 55, 45 ve 25, referans bilesikten bile aktif olarak bu serinin en yiiksek mantar

tirozinaz enzim inhibisyonunu gostermistir (Sekil 5.18.). Morfolin halkasi tasiyan
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Bilesik 33 ve 35’de beklenen inhibisyon gostermediginden bu yapinin aktivite lizerine
olumsuz etkisinden bahsedilebilir. Bu ¢alismada sekiz adet Mannich bazinin mantar

tirozinazina kars1 gostermis oldugu ytiksek inhibisyon degerleri, iimit vericidir.
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Sekil 5.18. Sentezlenen bilesiklerin mantar tirozinaz enzim inhibisyonu ICso
degerlerinin grafikle gosterimi (LM).

Tez kapsaminda gergeklestirilen sitotoksisite ¢alismalarinda, her biri insan
kaynakli olan A375 malign melanoma hiicre hatti, HGF-1 gingival fibroblast hiicre
hatt1 ve MRC-5 akciger kaynakli fibroblast hiicre hattt ATCC’den kullanilmistir. Kirk
sekizi orijinal bilesik olmak iizere toplam altmig adet Mannich bazinin A375
hiicrelerindeki sitotoksisitesi ¢alisilmistir. Melanom hiicresi {izerinde en yiiksek
sitotoksik etki gosteren yirmi bes bilesik, saglikli insan hiicre hatlar1 olan HGF-1 ve
MRC-5 iizerinde, test edilen bilesiklerin saglikli hiicreye olan etkilerini
degerlendirmek amaciyla denenmistir. Piyasada malign melanom tedavisinde
kullanilan vemurafenib, dakarbazin, temozolomid, lenalidomid ve fotemustin kontrol
ila¢ olarak kullanilmistir. Dozlar 150 puM’dan baglayarak besiyerinde seyreltme
yoluyla sirasiyla 100, 75, 50, 25, 12,5 ve 6,25 uM konsantrasyonlarda caligilmistir.
Bilesiklerin 3 ayr1 hiicre hattina olan sitotoksisitesi SRB testi araciligiyla
belirlenmistir. Bu test, hiicresel protein i¢erigini kolorimetrik olarak belirleyip 6lgmek

esasina dayanmaktadir. Diger sitotoksisite testlerinden farkli olarak elektrokimyasal
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potansiyel iizerinden degil de canli hiicrelerdeki protein igerigi iizerinden olgiim
yapmasindan dolayi elde edilen sonuglar canlilik ile dogrusal, tekrarlanabilir ve genis
Olcekli ilag¢ taramalarina uygundur. Bu nedenle NCI, yiiksek islem hacimli maddelerin
taramasinda SRB testini standart protokol olarak kullanmaktadir. Bilesiklerin A375
hiicrelerine kars1 sitotoksisite 1Cso degerleri (uM) Tablo 4.3.’de topluca verilmistir.
Bilesiklerin sitotoksisitesinin belirlenmesinin yani sira hiicrelerin morfolojisi tizerinde
yapmis olduklar1 degisiklikler de 151k mikroskobu ile her dozda incelenmis ve etkileri
kaydedilmistir. Yirmi dort adet Mannich bazi, baslangi¢ bilesiklerinden (kojik asit,
klorokojik asit ve allomaltolden), ayrica vemurafenib hari¢ denenen tiim kontrol
ilaglarindan da diisiik dozlarda A375 malign melanom hiicre hattina sitotoksik iken,
HGF-1 ve MRC-5"ye kars1 yiiksek dozlarda sitotoksisite gostermektedir (Tablo 4.4).
Ornegin; Bilesik 43 A375 hiicrelerine uygulandiginda ICso degeri 19,4 uM iken HGF-
1 hiicrelerinde bu deger 487,9 uM’dir; s6z konusu bilesik saglikli hiicrelerde ancak
25,1 kat daha fazla uygulandiginda hiicrelerin %50 sini oldiirmektedir. Bu bulgu
mikroskop gortntiisii (Sekil 4.11. ve Sekil 4.12.) ile paraleldir. Bilesik 43 ile
vemurafenibin (Sekil 4.6.) mikroskop goriintiileri kiyaslandiginda daha diisiik doz
uygulamasinda hiicrenin biitlinliiglinlin kayboldugu buna karsilik ayni dozlarda
Bilesik 43’1in 6zellikle saglikli HGF-1 hiicrelerinde hiicre morfolojisini (Sekil 4.12.)
bozmadig1 gézlenmistir.

Vemurafenib, bir protoonkogen olan B-raf enziminin inhibitoriidiir ve gec evre
melanomlarin tedavisinde kullanilmaktadir. B-raf, hiicre biiyiimesi ile dogrudan
iligkili olan bir sinyal iletimi proteinidir ve aralarinda malign melanomun da oldugu
birgok kanserde mutasyona ugramis halde bulunmaktadir. Sinyal iletimi bozulmus
olan hiicreler siirekli bliylimekte, boliinmekte ve boylelikle kanser basta olmak iizere
patolojik olusumlar hizlanmaktadir. B-raf geninin 600 numarali kodonunda olusan
mutasyon sonucunda valin, glutamat ile yer degistirir. V60OE olarak adlandirilan bu
nokta mutasyon, bazi ge¢ evre metastatik melanomlarin bir kisminda bulunur.
Vemurafenib, V60OE mutasyonu tasiyan melanomlarda etkili olmasi i¢in tasarlanmig
FDA onayl1 bir ilagtir. Bu ¢alismada kullanilan A375 hiicreleri V600E mutasyonunu
tasimaktadir. Vemurafenib, V600E mutasyonunu tagimayan melanom hiicrelerinde
herhangi bir sitotoksik etki gostermedigi gibi, aksine B-raf yolagini uyararak timor

bliylimesine katkida bulunmaktadir. Bu ¢alismada tasarlanan bilesiklerin,
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vemurafenibden daha az etkili ama daha yaygin olarak kullanilan dakarbazinden ¢ok
daha sitotoksik olmasi bu nedenle 6nemlidir. Yirmi dort adet bilesik, V600E
mutasyonunu tasiyan ge¢ evre metastatik melanom hiicrelerinde, melanom tedavisinde
kullanilan dort farkli ilagtan daha aktif sonu¢ vermistir. Ancak, sitotoksisite
testlerinden de daha 6nemlisi, tasarlanan bu bilesiklerin saglikl hiicrelerin morfolojisi
tizerindeki etkileridir; yirmi dort bilesigin on dort tanesi HGF-1 hiicrelerinde
vemurafenibden daha yiiksek 1Cso degerine sahiptir. Bu bilesikler sirastyla 13, 43, 14,
18, 11, 20, 17, 23, 32, 15, 52, 38, 60 ve 19’dur. Bunun anlami, bu bilesikler saglikli
hiicrelerde vemurafenibin yarattig1 sitotoksisitenin ¢ok altinda hiicrelere zarar
vermektedirler. Diger taraftan her ne kadar vemurafenibin 1Cso degeri 231,9 uM olsa
da hiicrelerin morfolojisi incelendiginde sadece 50 puM’da hiicrelerin membran
biitiinliiklerini kaybettikleri ve fibroblast karakteristiginin bozuldugu gézlenmektedir.
Oysa sunulan 151k mikroskobisi sekillerinde sirastyla 13, 43, 14, 18, 53, 11, 20, 17, 3,
58 ve 23 numarali bilesiklerin HGF-1 hiicrelerinin morfolojisinde membran
biitiinligiinii bozmadan 1Cso dozunda hiicreleri 6ldiirdiikleri gozlemlenmistir.

Mannich bazlarinin, baslangi¢ bilesikleri olan kojik asit, klorokojik asit ve
allomaltolden daha etkili olduklar1 saptanmustir. Ozellikle 3,4-diklorobenzilpiperazin
yapisi tasityan Bilesik 3, 13, 23, 43 ve 53; referans bilesik dakarbazinden daha etkili
bulunmus ve ¢aligmada en aktif seri olarak saptanmistir. Ayrica bu serideki Bilesik 3,
53 ve 23’lin mantar tirozinazina karsi yiiksek inhibitor etkinligi de belirlenmistir. Bu
iki biyolojik etki arasinda benzil piperazin gruplari agisindan saglanan paralellik, 6
numarali konumdaki substitiientlerde saglanamamustir.

Daha once yiiksek lisans tez ¢aligmasinda sentezlemis oldugumuz Bilesik 11,
14, 16-18 ve yayin haline getirilmis bir caligmamizda (20) yer alan klorokojik asit
tiirevi Mannich bazlar1 (Bilesik 13 ve 15) da yapisal benzerlik bakimindan yapi-etki
iliskisini yorumlamak amaciyla ¢alismaya dahil edilmistir. Bu bilesikler, A375
hiicrelerine yiiksek sitotoksisite gosterirken saglikli fibroblast hiicresi olan HGF-1 ve
MRC-5’ye kars1 ancak yiiksek dozlarda diisiik sitotoksisite gostermistir. Malign
melanom tedavisinde en yaygin kullanilan kemoterapdtiklerden olan dakarbazinden
daha aktif ¢ikan bilesiklerden en giiglii aktiviteye sahip ilk bes bilesik ise sirasiyla
Bilesik 13, 43, 14, 18 ve 53’tiir. Yeni sentezlenen tlirevlerden ayrica Bilesik 20, 58,
48, 32, 50, 38, 60, 19, 8, 42 ve 40 dakarbazinden daha yiiksek inhibisyon gostermistir.
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Bu sonuglar 1s18inda devam etmekte olan melanogenez sonuglarimiz ile birlikte
degerlendirerek yeni bir patent bagvurusunun yapilmasi planlanmustir.

Melanogenez sonuglari ile tiim deneyler degerlendirildiginde bilesiklerin hem
mantar tirozinazini hem de insan tirozinazini, dopamin yolagi ile inhibe ettigi
gosterilmistir. Ozellikle Bilesik 3, vemurafenib kadar melanogenezi inhibe etmistir.
Bilesik 13, 20, 23, 43, 53 ve 58 kontrol grubundan daha ¢ok fakat vemurafemid kadar
etkin inhibisyon gostermemistir.

Ozet olarak, Bilesik 3, 23, 13, 43, 53, 20 ve 58 mantar tirozinazini standart
bilesik kojik asite kiyasla ¢ok daha etkili inhibe etmektedir. Bu bilesikler, saglikli insan
hiicreleri olan HGF-1 ve MRC-5’ye karsi toksik degil iken A375 melanoma
hiicrelerine kars: sitotoksik etki gdstermektedir. Ilave olarak, s6z konusu yedi bilesik
A375 hiicrelerinde melanogenez yolagini baskilamaktadir.

Elde edilen sonuclar 1s18inda; gelecek c¢alismalarimizdaki hedefimiz
Vemurafenib sadece V600OE mutasyonuna sahip melanoma hiicrelerine etkin iken daha
genis spektrumlu farkli evrelerdeki malign melanom hiicrelerini hedef alan bilesikleri
sentezlemektir. Ayrica, melanogenezi inhibe eden bu yedi bilesigin etki
mekanizmasinin apopitoz tizerinden yiirliylip yiirimedigi, varsa apopitozun kaspaz
enzimlerini inhibe edip etmedigi, hiicre profilasyonunu ve siklusunu baskilayip

baskilamadig: arastirilacaktir.
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Tablo 5.1. Tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerin yapilarinin ve numaralarinin toplu

gosterilisi.
(0]
OH
LN Neon,-r
R0 \__/ 2
R
T O
[ ] - - - 7C -
R CHOH -CHCl -CHs [ Ny, [ x-cn,
Cl
@ 1 11 21 31 41 51
OC' 2 12 22 32 42 52
Cl
‘@C' 3 13 23 33 43 53
Cl
@ 4 14 24 34 44 54
Cl
OF 5 15 25 35 45 55
F
@ 6 16 26 36 46 56
F
C 7 17 27 37 a7 S7
OCFS 8 18 28 38 48 58
F
Z; 9 19 29 39 49 59
Cl
F
@Br 10 20 30 40 50 60




194

6. SONUC ve ONERILER

Giiniimiizde, diinya ¢apinda pek ¢ok arastirmaci, yeni tirozinaz inhibitorlerini
kesfetmek i¢in birlikte ¢aligmalar yiiriitmektedir. Bu inhibitorlerin ¢ogunda yiiksek
toksisite, zayif cilt penetrasyonu, formiilasyonlarda diisiik stabilite gibi c¢esitli
sinirlandirmalar karsimiza ¢ikmaktadir. Bundan dolayi, giiclii aktiviteye sahip, diisiik
yan etkili yeni ve giiglii inhibitorlerin kesfi ¢ok 6nemlidir.

Kojik asit, tirozinaz inhibitorii 6zelligi iyi bilinen bir madde olup bu 6zelligiyle
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak, saklama siiresindeki dayaniksizligindan dolay1
kullanimin1 simirlanmakta ve kozmetik endiistrisinde yeni tirozinaz inhibitorlerine
ihtiya¢ duyulmaktadir. insanlarin kullanimi i¢in daha uygun tirozinaz inhibitdrlerinin
tasarlanmasinda daha genis ¢alismalar gerekmektedir.

Kojik asitin sahip oldugu polifonksiyonel halkanin farkli reaktiviteleri
bulunmaktadir. Bu gesitlilik sayesinde aldol, Mannich, diazo esleme, Claisen,
konjugat katim gibi ¢ok ¢esitli reaksiyon tiirlerine katilmaktadir. Mannich
reaksiyonlarr, Farmasotik Kimya’da oOzellikle azot iceren bilesiklerin yeniden
yapilandirilmasinda siklikla kullanilmaktadir. Ayrica kojik asitin primer alkolik
grubunda yiiriiyen halojenasyon ve redoks gibi tepkimeler sayesinde yeni maddelerin
sentezlenmesi saglanmaktadir. Kimyasal avantajlarinin yani sira kojik asit ve
tiirevlerinin ¢ok cesitli biyolojik aktiviteleri bilinmektedir. Giiclii biyolojik etkilere
ragmen mevcut stabilite ve toksisite sorunlarindan dolay1 yeni tiirevlere ihtiyag
duyuldugundan dolay1 daha etkili, giivenli ve dayanikli molekiillerin ve komplekslerin
sentezlenmesi i¢in farmasotik kimyanin uzun zamandir ¢alisilan bir konusu haline
gelmistir. Antitirozinaz 6zelligi gliglii olan kojik asitin yapisi lizerinde yapilacak
modifikasyonlar, o6zellikle daha istiin molekiiller gelistirmek amaciyla izlenmesi
gereken bir yoldur. Bu tez kapsaminda elde edilen bilgiler 1s1¢1nda, mantar ve insan
tirozinazini yiiksek aktivitelerle inhibe eden, A375 insan malign hiicre hattina kars1
melanom tedavisinde kullanilan dakarbazinden daha sitotoksik iken saglikli hiicre
hatlarina (HGF-1 ve MRC-5) kars1 toksik etki gostermeyen bilesikler sentezlenmistir.

Gelecek calismalarimizda daha genis spektrumlu farkli evrelerdeki malign
melanom hiicrelerini hedef alan bilesiklerin sentezlenmesi ve yapi-etki iliskileriyle

birlikte molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasi hedeflenmektedir.
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