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OZET

KINAZOLIN TEMELLI KiRAL TiYOURE TUREVLERININ SENTEZI,
KARAKTERIZASYONU VE MCF-7 KANSER HUCRE HATTINDAKI
SITOTOKSIK VE APOPTOTIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Kardelen Damla ALKIM

Yiksek Lisans Tezi, Erzincan Binali Yildirim Universitesi,

Fen Bilimleri Enstitist, Kimya Anabilim Dah

Danisman: Prof. Dr. Ahmet ALTAY
2026, 93 sayfa

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser tiirlerinden biri olup 6nemli bir saglik sorunu
olusturmaktadir. Mevcut kemoterapotik ajanlarin tedavi sirasinda yan etki ve toksisiteye neden
olabilmesi, yeni ve daha etkili antikanser bilesiklerin gelistirilmesine yonelik arastirmalari
gerekli kilmaktadir. Bu calismada, biyolojik aktivite gosterdigi bildirilen tiyoiire yapisindan
yararlanilarak yeni kinazolin temelli kiral tiyoiire bilesiklerinin sentezlenmesi ve biyolojik
aktivitelerinin arastirilmas: amaclanmustir. L-alanin, L-valin ve L-fenilalanin tirevlerinden
hareketle kinazolinon tiirevleri sentezlenmis; klorlama, indirgenme ve koruyucu grup
uzaklastirma reaksiyonlarmin ardindan kiral kinazolin aminler elde edilmistir. Son asamada
aminlerin aril izotiyosiyanatlarla reaksiyonu sonucunda hedef kinazolin temelli kiral tiyoure
bilesikleri %80'in lizerinde verimlerle sentezlenmistir. Bilesiklerin yapilar1 'H NMR, 3C NMR
ve IR spektroskopileri ile karakterize edilmistir. Antiproliferatifaktiviteler, MCF-7 insan meme
kanseri ve HUH-7 hepatoseliiler karsinom hiicre hatlarinda MTT yontemi kullanilarak
degerlendirilmistir. Ozellikle 8a grubu bilesiklerin MCF-7 hiicrelerinde karboplatin ve
dosetaksel ile karsilastirildiginda daha diisiik ICso degerleri gosterdigi belirlenmistir. 8a serisi
bilesiklerin HUH-7 hiicrelerinde MCF-7 hiicrelerine gore daha yiiksek ICso degerlerine sahip
olmasi, hiicre modelleri arasinda farkli duyarlilik bulundugunu gostermistir. Ancak HUH-7
hiicrelerinin normal karaciger hiicrelerini temsil etmedigi dikkate alinmalidir. Serinin en aktif
bilesigi 8a2'nin apoptotik etkisi Annexin V-FITC/PI ¢ift boyama ve akis sitometrisi ile

incelenmis; 24 saatlik uygulama sonrasinda apoptotik hiicre oraninda konsantrasyona bagli artis



gozlenmistir. Elde edilen bulgular, 6zellikle 8a serisi bilesiklerin MCF-7 hucrelerindeki
antiproliferatif etkilerinin ileri ¢aligmalar agisindan degerlendirilmesini desteklemektedir. Bu
bilesiklerin antikanser adaylar1 olarak degerlendirilmesi i¢in farkli kanser ve normal hiicre
modellerinde segicilik ve molekiiler mekanizma ¢alismalarinin yani sira in vivo aragtirmalara

ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: MCF-7, kinazolin, kiral tiyoure, asimetrik sentez, meme kanseri.



ABSTRACT

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF QUINAZOLINE-BASED CHIRAL
THIOUREA DERIVATIVES AND INVESTIGATION OF THEIR CYTOTOXIC AND
APOPTOTIC EFFECTS ON THE MCF-7 CANCER CELL LINE

Kardelen Damla ALKIM

Master’s Thesis, Erzincan Binali Yildirnm University,

Institute of Science and Technology, Department of Chemistry

Advisor: Prof. Dr. Ahmet ALTAY
2026, 93 pages

Breast cancer is one of the most common cancer types in women and represents a major health
concern worldwide. The adverse effects and toxicity associated with existing chemotherapeutic
agents necessitate the development of new and more effective anticancer compounds. In this
study, the synthesis of novel quinazoline-based chiral thiourea compounds and the investigation
of their biological activities were aimed based on the thiourea scaffold, which has been reported
to exhibit various biological activities. Quinazolinone derivatives were synthesized from L-
alanine, L-valine, and L-phenylalanine derivatives, followed by chlorination, reduction, and
deprotection reactions to obtain chiral quinazoline amines. In the final step, the amines were
reacted with aryl isothiocyanates to afford the target quinazoline-based chiral thiourea
compounds in yields above 80%. The structures of the synthesized compounds were
characterized by *H NMR, 3C NMR, and IR spectroscopy. Their antiproliferative activities
were evaluated against MCF-7 human breast cancer and HUH-7 hepatocellular carcinoma cell
lines using the MTT assay. In MCF-7 cells, particularly the 8a series compounds exhibited
lower 1Cso values than carboplatin and docetaxel. The higher 1Cso values of the 8a series in
HUH-7 cells compared with MCF-7 cells indicated differential sensitivity between the two cell
models. However, HUH-7 cells should not be considered representative of normal liver cells.
The apoptotic effect of the most active compound, 8a2, was further investigated using Annexin
V-FITC/PI double staining and flow cytometry. A concentration-dependent increase in the

proportion of apoptotic cells was observed after 24 h of treatment. These findings support



further investigation of the antiproliferative effects of the 8a series, particularly in MCF-7 cells.
Further studies involving selectivity assessment in different cancer and normal cell models,
molecular mechanism investigations, and in vivo studies are required to evaluate these
compounds as potential anticancer candidates.

Keywords: MCF-7, quinazoline, chiral thiourea, asymmetric synthesis, breast cancer
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1. GIRIS

Kanser, gliniimiizde yiiksek hastalik ve 6liim yiikii nedeniyle 6nemli bir halk saglig1 sorunu
olmay1 siirdiirmektedir. Kanser gelisiminin ¢ok sayida hiicresel ve molekiiler mekanizmanin
etkilesimiyle sekillenmesi, hastaligin tedavisinde farkli molekiiler hedeflere yonelik yeni
yaklagimlarin arastirilmasini gerekli kilmaktadir. Mevcut tedavilerin toksisite, yan etkiler ve
tedavi direnci gibi sinirliliklar1 ise daha etkili ve segici antikanser bilesiklerin gelistirilmesine

yonelik caligmalar1 desteklemektedir.

Bu gereksinim dogrultusunda, farkli farmakoforik yapilarin ayni molekiiler sistem igerisinde
bir araya getirilmesi yeni bilesiklerin tasariminda kullanilan yaklasimlardan biridir. Kinazolin
ve tiyolire gruplarmin biyolojik agidan tasidigi potansiyel, bu yapilarm antikanser 0zelliklerinin
arastirilmasina yonelik ilgiyi desteklemektedir. Bununla birlikte, kinazolin temelli kiral tiyotire
bilesiklerinin sentezi, karakterizasyonu ve meme kanseri hiicreleri iizerindeki antiproliferatif
etkilerinin birlikte ele alindig1 ¢alismalarin sinirli olmasi, bu alanda arastirilmasi gereken bir

konuya igaret etmektedir.

Bu tez c¢alismasinda, kinazolin ve tiyoiire yapilarinin ayni molekiiler c¢at1 altinda
birlestirilmesiyle olusturulan kiral bilesiklerin sentezlenmesi ve yapisal 6zelliklerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Dogal amino asitlerden tiiretilen kiral yapilarin molekiiler tasarima
dahil edilmesiyle elde edilen bilesiklerin kimyasal karakterizasyonlar1 gerceklestirilmis ve
biyolojik etkileri MCF-7 meme kanseri hiicreleri tizerinde degerlendirilmistir. Boylece
sentezlenen kinazolin temelli kiral tiyoiirelerin yapisal 6zellikleri ile antiproliferatif aktiviteleri
arasindaki iliskinin incelenmesi hedeflenmistir. Calismadan elde edilen veriler, bu bilesiklerin
meme kanseri arastirmalarmdaki potansiyelinin degerlendirilmesine yonelik bir temel

olusturmasi acisindan ele alinmastir.

1.1 Kanser ve Onemi

Kanser, uzun siireli tedavi gerektirmesi ve hastalarin yasam kalitesi {izerindeki etkileri
nedeniyle bireysel ve toplumsal agidan 6nemli bir saglik sorunu olusturmaktadir. Hastaligin
fiziksel sonuglarinin yani sira psikolojik, sosyal ve ekonomik agidan da uzun siireli sonuglar
dogurabilmesi, kanserle miicadeleyi yalnizca klinik tedaviyle sinirli olmayan bir arastirma alani

haline getirmistir. Meme kanseri ise diinya genelinde en sik goriilen kanser tiirleri arasinda



bulunmakta ve 6zellikle kadinlarda kanser kaynakli hastalik yiikiiniin 6nemli bir bolimiinii
olusturmaktadir (Tong ve ark., 2018). Meme kanserinin kiiresel 6l¢cekteki yayginligi, hastaligin
toplum sagligi agisindan tasidigi yiikii agik bicimde gostermektedir. Diinya genelinde 2020
yilinda yaklagik 2,3 milyon yeni meme kanseri vakasi bildirilmis ve ayni y1l yaklasik 685 bin
Olim meme kanserine baglanmistir (Sung ve ark., 2021). Kanser insidansi ve buna bagh
mortalitedeki artig egilimi, hastaligin biyolojisinin daha iyi anlagilmasina yonelik arastirmalarin
yani sira erken tani, tarama ve tedavi segeneklerinin gelistirilmesini de gerekli kilmistir (World
Health Organization [WHO], 2021). Kanserin kiiresel saglk ytikiindeki pay1 géz Oniine
alindiginda, hastaligin onlenmesi ve tedavisine yonelik arastirmalarmn siirdiiriilmesi 6nem
tagimaktadir. Kanser tedavisinde cerrahi girisimler, radyoterapi, kemoterapi ve hedefe yonelik
tedaviler gibi farkli yaklagimlardan yararlanilmaktadir. Bununla birlikte, 6zellikle geleneksel
kemoterapotik ajanlarin tiimor hiicreleri ile normal hiicreler arasindaki seciciliginin sinirh
olmasi, tedavi sirasinda ¢esitli istenmeyen etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir.
Sistemik toksisite, doz sinirlayict yan etkiler, tedaviye bagh yasam kalitesindeki diisiis ve
ekonomik  yik, mevcut tedavi yaklasimlarmin bashica kisithliklar1  arasinda
degerlendirilmektedir (Peer ve ark., 2007; Wefel ve Schagen, 2012; Vera-Badillo ve ark.,
2013). Bu nedenle kanser hicreleri Uzerinde daha secici etki gosterebilen ve normal
dokulardaki toksisiteyi azaltmayi1 hedefleyen yeni terapdtik ajanlarin arastirilmasi 6nem
kazanmistir. Yeni antikanser bilesiklerin gelistirilmesinde temel amacglardan biri, terapotik
etkinligi artirirken istenmeyen etkilerin miimkiin oldugunca smirlandirilmasidir. Hedefe
yonelik tedavi yaklasimlari, kanser hiicrelerinde degisime ugrayan belirli molekiiler yapilarin
veya sinyal yolaklarinin hedeflenmesine dayanmakta ve bu yoniiyle geleneksel sitotoksik
tedavilere alternatif veya tamamlayic1 secenekler sunmaktadir (Allen, 2002; Davis ve ark.,
2008). Bu tiir ajanlarin tasariminda hiicre ylizey reseptorleri, hiicre i¢i sinyal iletim
mekanizmalar1 ve kanser gelisiminde rol oynayan diger molekiiler hedefler dikkate
alinmaktadir (Hynes ve Lane, 2005; Sinha ve ark., 2006). Kanser biyolojisinin molekiiler
diizeyde daha iyi anlasilmasi, yeni hedeflerin belirlenmesine ve bu hedeflere ydnelik

bilesiklerin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalarin temelini olusturmaktadir.
1.2. Kanser Hucrelerinin Ozellikleri
MCEF-7 hiicre hatti, meme kanserinin hiicresel ve molekiiler 6zelliklerinin arastirilmasinda uzun

yillardir kullanilan deneysel modellerden biridir. insan meme adenokarsinomundan kken alan

bu hiicre hatti, 1970 yilinda 69 yasidaki bir kadin hastanin metastatik meme karsinomuna bagl



olarak gelisen plevral eflizyonundan elde edilen hiicrelerden gelistirilmistir (Soule ve ark.,
1973). MCF-7 hiicrelerinin meme epiteline 6zgii bazi 6zellikleri korumasi, bu hiicrelerin meme
kanseri arastirmalarinda tercih edilmesinin temel nedenleri arasinda yer almaktadir. Hiicre
kiiltiirii kosullarinda epitel hiicrelerine benzer morfolojik 6zellikler gostermeleri ve belirli
kosullarda karakteristik hiicresel yapilar meydana getirmeleri, MCF-7 hucrelerinin timor
hiicrelerinin biyolojik davraniglarinin incelenmesine olanak saglamaktadir. Soule ve ark.
(1973), MCF-7 hiicrelerinde sitoplazmik Ostrojen reseptoriiniin bulundugunu ve uygun kiiltiir
kosullarinda kubbe benzeri yapilarin olusabildigini bildirmistir. Bu 6zellikler, hiicre hattinin

meme epiteli ile iliskili fenotipik 6zelliklerinin belirli 6l¢iide korundugunu gostermektedir.

MCF-7 hucrelerinin karakteristik 0zelliklerinden biri de 0&strojen reseptori  (ER)
ekspresyonudur. Daha sonraki arastirmalarda MCF-7 hiicrelerinin ER pozitif 6zellik tagidigi
dogrulanmis ve bu hiicre hatt1 hormon reseptdrii pozitif meme kanserinin biyolojik
ozelliklerinin arastirilmasinda yaygin bi¢imde kullanilmistir (Levenson ve Jordan, 1997; Subik
ve ark., 2010). Ostrojen reseptdrlerinin varligi, hiicrelerin dstrojen aracili sinyalizasyon
mekanizmalarina yanit verebilmesini miimkiin kilmaktadir. Bu nedenle MCF-7 modeli, hormon
bagimli meme kanseri hiicrelerinin proliferasyon 6zelliklerinin, hiicresel yanitlarinin ve farkli
bilesiklere karsi duyarhiliklarinin  degerlendirilmesinde uygun bir deneysel sistem
saglamaktadir. Bununla birlikte, bir hiicre hattinin belirli molekiiler 6zelliklere sahip olmasi,
meme kanserinin tamamini temsil ettigi anlamina gelmemektedir. Meme kanserinin farkl alt
tipler iceren heterojen bir hastalik grubu olmasi nedeniyle, elde edilen deneysel sonuglarin

hiicre hattinin biyolojik 6zellikleri dikkate alimarak degerlendirilmesi gerekmektedir.

Meme kanserinde tiimorlerin molekiiler yapilar1 ve klinik davranislar1 arasinda belirgin
farkliliklar bulunabilmektedir. Hormon reseptorlerinin, biiyiime faktorii reseptorlerinin ve
hiicre i¢i sinyal iletiminde gorev alan cesitli molekiillerin ekspresyon diizeyleri tiimorler
arasinda degiskenlik gosterebilmektedir. Bu molekiiler farkliliklar, tiimor hiicrelerinin
proliferasyon Ozelliklerini ve dis uyaranlara verdikleri yanitlar1 etkileyebildigi gibi tedavi
seceneklerinin belirlenmesinde de dikkate almmaktadir. MCF-7 hicreleri, ER pozitif
ozelliklerinin yani sira Luminal A grubu ile iligskilendirilen molekuler 6zelliklere sahip bir
meme kanseri hiicre hatt1 olarak smiflandirilmistir (Subik ve ark., 2010). Bu simiflandirma,
MCF-7 hcrelerinin 6zellikle hormon reseptérii pozitif meme kanserlerinin biyolojik

ozelliklerinin incelenmesinde kullanilmasini desteklemektedir. Hiicre hattiin reseptor profili,



arastirilan bilesiklerin hiicresel proliferasyon iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesinde de

dikkate alinmas1 gereken 6zelliklerden biridir.

Meme kanseri biyolojisinin anlasilmasinda hormon reseptorlerinin yani sira bliylime faktori
reseptorleri tarafindan diizenlenen sinyal yolaklar1 da arastirilmaktadir. Bu yolaklar igerisinde
fibroblast biiyiime faktorii reseptorii (FGFR) sinyal sistemi, hiicre proliferasyonu, farklilagmasi
ve tiimor hiicrelerinin biyolojik davraniglariyla iligkili mekanizmalar agisindan incelenmistir.
FGEFR sinyal yolunda meydana gelen degisikliklerin meme kanserinin bazi alt tiplerinde timor
biyolojisi ve tedavi yanit1 ile iliskili olabilecegi bildirilmistir (André ve Cortés, 2015). Meme
kanserinde goriilen molekiiler ¢esitlilik g6z oniinde bulunduruldugunda, timér hiicrelerinin
reseptor profili ve iligkili sinyal mekanizmalarmin birlikte degerlendirilmesi, hiicresel
yanitlarin yorumlanmasina katki saglamaktadir. Bu nedenle deneysel ¢alismalarda kullanilan
hiicre modelinin molekiiler 6zelliklerinin bilinmesi, elde edilen biyolojik aktivite sonuglarmnin

dogru bicimde degerlendirilmesi agisindan gereklidir.

Kanser tedavisinde cerrahi miidahale, kemoterapi ve radyoterapi gibi farkli tedavi
yaklagimlarindan yararlanilmaktadir. Tedavi se¢imi tiimoriin 6zelliklerine, hastaligin evresine
ve hastaya ait cesitli klinik faktorlere gore degisebilmektedir. Ozellikle sistemik tedaviler,
tiimor hiicreleri lizerindeki etkilerinin yaninda normal hiicre ve dokular iizerinde de istenmeyen
sonuclara yol acabilmektedir. Meme kanserinde adjuvan sistemik tedavinin belirlenmesi
sirasinda tiimoriin biyolojik 6zellikleri ile hastanin tedaviden yarar saglama olasilig1 birlikte
degerlendirilmektedir. Tedaviden fayda gorme olasiligi diisiik olan hastalarin gereksiz
toksisiteye maruz birakilmamasi, tedavi kararlarinin temel unsurlarindan biri olarak ele
alinmaktadir (Hernandez-Aya ve Gonzalez-Angulo, 2013). Bu yaklasim, meme kanserinde
tiimor Ozelliklerinin ayrintili bicimde degerlendirilmesinin tedavi planlamasi agisindan neden

gerekli oldugunu gostermektedir.

Sistemik kanser tedavileri sirasinda ortaya ¢ikabilen yan etkiler, hastalarm giinliik yagsamini ve
tedavi siirecine uyumunu olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Kullanilan ilaglarin hedef dis1
hucreler tizerindeki etkileri; tedavinin  dozunu, siiresini ve uygulanabilirligini
sinirlayabilmektedir. Bunun yaninda tiimdr hiicrelerinin tedaviye karsi direng gelistirmesi,
kanser tedavisinde karsilagilan diger 6nemli sorunlardan biridir. Baglangigta tedaviye duyarl
olan hiicrelerin zaman igerisinde segilerek direncli bir hiicre popiilasyonunun olugmasi,

tedavinin etkinliginin azalmasma ve hastaligm ilerlemesine katkida bulunabilmektedir. Bu



nedenle antikanser ilag gelistirme g¢aligmalarinda yiiksek sitotoksik veya antiproliferatif

aktivitenin yani sira hedef hiicrelere yonelik seciciligin artirilmasi da dikkate alinmaktadir.

Kanser tedavisindeki mevcut sinirliliklar, yeni molekiiler yapilarin arastirilmasini ve farkl
kimyasal smiflara ait bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin incelenmesini desteklemektedir.
Ozellikle kanser hiicrelerinin proliferasyonunu baskilayabilen, buna karsilik normal hiicreler
izerindeki istenmeyen etkileri miimkiin oldugunca azaltilmis bilesiklerin gelistirilmesi, yeni
antikanser ajanlarm arastirilmasinda temel yaklagimlardan biridir. Bu kapsamda farkh
fonksiyonel gruplar ve farmakoforik yapilar igeren bilesiklerin sentezlenmesi, yap1 ile biyolojik
aktivite arasindaki iligskinin incelenmesine olanak saglamaktadir. Elde edilen yeni molekiillerin
farkli kanser hiicre modellerinde test edilmesi ise bilesiklerin antiproliferatif potansiyelinin

belirlenmesine ve yapi-aktivite iliskilerinin degerlendirilmesine katkida bulunmaktadir.

Meme kanseri arastirmalarinda MCF-7 gibi karakteristik molekiler dzellikleri bilinen hiicre
hatlarinin kullanilmasi, yeni bilesiklerin hiicresel proliferasyon iizerindeki etkilerinin kontrollii
deney kosullarinda degerlendirilmesine olanak vermektedir. Ozellikle ER pozitif meme kanseri
modeli olarak MCF-7 hiicrelerinin kullanilmasi, sentezlenen bilesiklerin bu hiicrelerin canliligi
ve proliferasyonu lizerindeki etkilerinin arastirilmasina uygun bir zemin olusturmaktadir. Bu
yaklagim dogrultusunda farkli kimyasal yapilara sahip yeni antikanser adaylarinin
sentezlenmesi, karakterizasyonlarinin gergeklestirilmesi ve hiicresel modeller {izerindeki
biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi, meme kanserine yonelik deneysel arastirmalarin temel

asamalarmi olusturmaktadir

1.3. Meme Kanseri

MCF-7 hiicre hatti, meme kanserinin hiicresel ve molekiiler 6zelliklerinin arastirilmasida uzun
yillardir kullanilan deneysel modellerden biridir. Insan meme adenokarsinomundan kdken alan
bu hiicre hatt1, 1970 yilinda 69 yasindaki bir kadin hastanin metastatik meme karsinomuna bagl
olarak gelisen plevral eflizyonundan elde edilen hiicrelerden gelistirilmistir (Soule ve ark.,
1973). MCF-7 hiicrelerinin meme epiteline 6zgii baz1 dzellikleri korumasi, bu hiicrelerin meme
kanseri arastirmalarinda tercih edilmesinin temel nedenleri arasinda yer almaktadir. Hiicre
kiiltiirti kosullarinda epitel hiicrelerine benzer morfolojik 6zellikler gdstermeleri ve belirli
kosullarda karakteristik hiicresel yapilar meydana getirmeleri, MCF-7 hucrelerinin tumaor

hiicrelerinin biyolojik davraniglarinin incelenmesine olanak saglamaktadir. Soule ve ark.



(1973), MCF-7 hiicrelerinde sitoplazmik &strojen reseptoriiniin bulundugunu ve uygun kiiltiir
kosullarinda kubbe benzeri yapilarin olusabildigini bildirmistir. Bu 6zellikler, hiicre hattinin

meme epiteli ile iliskili fenotipik 6zelliklerinin belirli 6l¢iide korundugunu gostermektedir.

MCF-7 hucrelerinin  karakteristik 0zelliklerinden biri de 0&strojen reseptori  (ER)
ekspresyonudur. Daha sonraki arastirmalarda MCF-7 hiicrelerinin ER pozitif 6zellik tasidigi
dogrulanmig ve bu hiicre hattt hormon reseptorii pozitif meme kanserinin biyolojik
Ozelliklerinin arastirilmasinda yaygin bi¢imde kullanilmistir (Levenson ve Jordan, 1997; Subik
ve ark., 2010). Ostrojen reseptdrlerinin varligi, hiicrelerin dstrojen aracili sinyalizasyon
mekanizmalarina yanit verebilmesini miimkiin kilmaktadir. Bu nedenle MCF-7 modeli, hormon
bagimli meme kanseri hiicrelerinin proliferasyon 6zelliklerinin, hiicresel yanitlarinin ve farkl
bilesiklere karsi duyarhiliklarinin  degerlendirilmesinde uygun bir deneysel sistem
saglamaktadir. Bununla birlikte, bir hiicre hattinin belirli molekiiler 6zelliklere sahip olmasi,
meme kanserinin tamamini temsil ettigi anlamina gelmemektedir. Meme kanserinin farkl alt
tipler iceren heterojen bir hastalik grubu olmasi nedeniyle, elde edilen deneysel sonuglarin

hicre hattinin biyolojik 6zellikleri dikkate alinarak degerlendirilmesi gerekmektedir.

Meme kanserinde tiimorlerin molekiiler yapilar1 ve klinik davraniglari arasinda belirgin
farkliliklar bulunabilmektedir. Hormon reseptorlerinin, biiyiime faktorii reseptorlerinin ve
hiicre i¢i sinyal iletiminde gorev alan cesitli molekiillerin ekspresyon diizeyleri tiimorler
arasinda degiskenlik gosterebilmektedir. Bu molekiiler farkliliklar, tiimor hiicrelerinin
proliferasyon Ozelliklerini ve dis uyaranlara verdikleri yanitlar1 etkileyebildigi gibi tedavi
seceneklerinin  belirlenmesinde de dikkate almmaktadir. MCF-7 hicreleri, ER pozitif
Ozelliklerinin yani sira Luminal A grubu ile iligskilendirilen molekiiler 6zelliklere sahip bir
meme kanseri hiicre hatt1 olarak smiflandirilmistir (Subik ve ark., 2010). Bu siniflandirma,
MCF-7 hcrelerinin 06zellikle hormon reseptérii pozitif meme kanserlerinin biyolojik
Ozelliklerinin incelenmesinde kullanilmasini desteklemektedir. Hiicre hattmin reseptor profili,
arastirilan bilesiklerin hiicresel proliferasyon iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesinde de

dikkate alinmasi gereken 6zelliklerden biridir.

Meme kanseri biyolojisinin anlagilmasinda hormon reseptorlerinin yani sira bliylime faktorii
reseptorleri tarafindan diizenlenen sinyal yolaklar1 da arastirilmaktadir. Bu yolaklar icerisinde
fibroblast biiyiime faktorii reseptorii (FGFR) sinyal sistemi, hiicre proliferasyonu, farklilagmasi

ve tiimoOr hiicrelerinin biyolojik davranislariyla iligkili mekanizmalar agisindan incelenmistir.



FGFR sinyal yolunda meydana gelen degisikliklerin meme kanserinin bazi alt tiplerinde timdr
biyolojisi ve tedavi yanit1 ile iliskili olabilecegi bildirilmistir (André ve Cortés, 2015). Meme
kanserinde goriilen molekiiler ¢esitlilik g6z onlinde bulunduruldugunda, tiimér hiicrelerinin
reseptor profili ve iliskili sinyal mekanizmalarinin birlikte degerlendirilmesi, hiicresel
yanitlarin yorumlanmasina katki saglamaktadir. Bu nedenle deneysel ¢alismalarda kullanilan
hiicre modelinin molekuler 6zelliklerinin bilinmesi, elde edilen biyolojik aktivite sonuglarinin

dogru bicimde degerlendirilmesi agisindan gereklidir.

Kanser tedavisinde cerrahi miidahale, kemoterapi ve radyoterapi gibi farkli tedavi
yaklagimlarindan yararlanilmaktadir. Tedavi se¢cimi tiimoriin 6zelliklerine, hastaligin evresine
ve hastaya ait cesitli klinik faktorlere gore degisebilmektedir. Ozellikle sistemik tedaviler,
tiimOr hiicreleri tizerindeki etkilerinin yaninda normal hiicre ve dokular iizerinde de istenmeyen
sonuclara yol acabilmektedir. Meme kanserinde adjuvan sistemik tedavinin belirlenmesi
sirasinda tiimoriin biyolojik 6zellikleri ile hastanin tedaviden yarar saglama olasilig1 birlikte
degerlendirilmektedir. Tedaviden fayda gorme olasilig1 diisiik olan hastalarin gereksiz
toksisiteye maruz birakilmamasi, tedavi kararlarinin temel unsurlarindan biri olarak ele
alinmaktadir (Hernandez-Aya ve Gonzalez-Angulo, 2013). Bu yaklasim, meme kanserinde
timor 6zelliklerinin ayrintili bigimde degerlendirilmesinin tedavi planlamasi agisindan neden

gerekli oldugunu gostermektedir.

Sistemik kanser tedavileri sirasinda ortaya ¢ikabilen yan etkiler, hastalarin giinlik yasamini ve
tedavi siirecine uyumunu olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Kullanilan ilaglarin hedef dis1
hiicreler iizerindeki etkileri; tedavinin dozunu, siiresini ve uygulanabilirligini
siirlayabilmektedir. Bunun yaninda tiimor hiicrelerinin tedaviye karsi direng gelistirmesi,
kanser tedavisinde karsilagilan diger dnemli sorunlardan biridir. Baslangigta tedaviye duyarli
olan hiicrelerin zaman icerisinde secilerek direngli bir hiicre popiilasyonunun olusmasi,
tedavinin etkinliginin azalmasina ve hastaligin ilerlemesine katkida bulunabilmektedir. Bu
nedenle antikanser ila¢ gelistirme c¢alismalarinda yiiksek sitotoksik veya antiproliferatif

aktivitenin yani sira hedef hiicrelere yonelik segiciligin artirilmasi da dikkate alinmaktadir.

Kanser tedavisindeki mevcut sinirliliklar, yeni molekiiler yapilarin arastirilmasini ve farkl
kimyasal smiflara ait bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin incelenmesini desteklemektedir.
Ozellikle kanser hiicrelerinin proliferasyonunu baskilayabilen, buna karsilik normal hiicreler

tizerindeki istenmeyen etkileri miimkiin oldugunca azaltilmig bilesiklerin gelistirilmesi, yeni



antikanser ajanlarin arastirilmasinda temel yaklagimlardan biridir. Bu kapsamda farkli
fonksiyonel gruplar ve farmakoforik yapilar iceren bilesiklerin sentezlenmesi, yapi ile biyolojik
aktivite arasindaki iligkinin incelenmesine olanak saglamaktadir. Elde edilen yeni molekiillerin
farkli kanser hiicre modellerinde test edilmesi ise bilesiklerin antiproliferatif potansiyelinin

belirlenmesine ve yapi-aktivite iligkilerinin degerlendirilmesine katkida bulunmaktadir.

Meme kanseri arastirmalarinda MCF-7 gibi karakteristik molekuler 6zellikleri bilinen hiicre
hatlarinin kullanilmasi, yeni bilesiklerin hiicresel proliferasyon tizerindeki etkilerinin kontrollu
deney kosullarinda degerlendirilmesine olanak vermektedir. Ozellikle ER pozitif meme kanseri
modeli olarak MCF-7 hiicrelerinin kullanilmasi, sentezlenen bilesiklerin bu hiicrelerin canliligi
ve proliferasyonu Uzerindeki etkilerinin arastirilmasina uygun bir zemin olusturmaktadir. Bu
yaklagim dogrultusunda farkli kimyasal yapilara sahip yeni antikanser adaylarinin
sentezlenmesi, karakterizasyonlarinin gerceklestirilmesi ve hiicresel modeller iizerindeki
biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi, meme kanserine yonelik deneysel arastirmalarin temel

asamalarmi olusturmaktadir.



2. KAYNAK OZETLERIi

Kanser, genetik ve molekiiler diizeyde Oonemli farkliliklar gdsteren heterojen bir hastalik
grubunu ifade etmektedir. Tumor dokusunda gozlenen genetik degisimler ve bunlarin protein
ifadesine yansimasi, hastaligin biyolojik davranisinin ve tedaviye karsi gosterdigi yanitin
kisiden kisiye degismesine yol acabilmektedir. Tedavi planlamas1 yapilirken hastaligin tipi,
evresi ve hastaya 0zgu klinik 6zellikler g6z oniinde bulundurularak cerrahi girisim, radyoterapi

ve sistemik tedavi seceneklerinden faydalanilmaktadir (Verma, 2012).

Hastaligi tanis1 ve yayilim derecesinin belirlenmesinde biyopsi, endoskopik incelemeler ve
ultrasonografi gibi tan1 yontemlerine bagvurulmakta, baz1 durumlarda cerrahi eksplorasyona
ihtiya¢ duyulabilmektedir. Cerrahi tedavinin oncelikli amaci, tiimor kiitlesinin olabildigince
eksiksiz sekilde uzaklastirilmasidir. Ancak operasyon esnasinda gozle goriilemeyen
mikrometastazlar ya da viicudun farkli bolgelerine yayilmis tiimor hiicreleri kalabilmektedir.
Bu hiicrelerin operasyon sonrasinda yeniden ¢ogalmaya baslamasi, hastaligin niiks etmesine ya
da ilerlemesine sebep olabilir. Bu durum, cerrahi tedavinin hastanin durumuna gore radyoterapi
veya sistemik tedavi yontemleriyle desteklenmesini gerekli kilmaktadir (Sudhakar, 2009; Pucci

ve ark., 2019; Schirrmacher, 2019).

Radyoterapi, tiimor dokusundaki hiicrelerin iyonlastirici 1smlara maruz birakilmasi prensibine
dayanmaktadir. Bu amagla baslica X-iginlari, gama i1sinlar1 ve yiikli pargaciklardan
yararlanilmaktadir (Baskar ve ark., 2012). Radyasyonun hiicreler iizerindeki 61diiriicii etkisinin
temelinde bliyiik oranda DNA molekiillerinde meydana gelen hasar yatmaktadir. Meydana
gelen hasarin hiicrenin kendini onarma kapasitesinin iizerine ¢ikmasi, ozellikle aktif boliinen
hiicrelerde iireme yeteneginin ortadan kalkmasina ve hiicre dliimiine yol acabilmektedir. Bunun
disinda, radyasyona bagl olarak agiga ¢ikan reaktif oksijen tiirleri (ROS) hiicresel yapilarda
oksidatif hasar olusumuna zemin hazirlayabilmektedir. Tiimor hiicrelerinde DNA hasarini
artirict yonde isleyen bu siireg, saglikli dokularda goriilebilecek benzer oksidatif etkilerle

birlikte degerlendirilmektedir (Calvaruso ve ark., 2019; Kim ve ark., 2019).

Kanser tedavi yaklagimlarindan bir digeri immiinoterapidir. Bu yontemde temel hedef,
organizmanin bagisiklik sisteminin tiimor hiicrelerine yonelik yanitini kuvvetlendirmek veya

bu yanit1 diizenleyici yonde etkilemektir. Uygulanan tedavi stratejisine gore interferon,



interlokin, ¢esitli sitokinler, endojen anjiyoinhibitorler ve antijen gibi biyolojik ajanlar

kullanilabilmektedir (Sudhakar, 2009).

Kemoterapi ise sistemik yoldan uygulanan antikanser ilaglar araciliiyla kanser hiicrelerinin
cogalmasimin engellenmesini veya bu hiicrelerde 6limdin tetiklenmesini hedefleyen bir tedavi
bigcimidir. Tumorin 6zelliklerine ve belirlenen tedavi protokoliine gore kemoterapi, cerrahi
oncesinde ya da sonrasinda klinik uygulamaya alinabilmektedir (Shewach ve Kuchta, 2009).
Kemoterapotik ajanlar farkli etki mekanizmalarina sahip olsa da, genel olarak hizli boliinen
hiicrelerin ¢ogalmasinin durdurulmasi ve hiicre 6 liimiiniin uyarilmasi bu ilaglarm ortak 6zelligi
olarak one ¢ikmaktadir. Ne var ki bu ilaglarn etki gosterdigi biyolojik yolaklarin saglikl
dokulardaki hizli ¢ogalan hiicrelerde de aktif olmasi, tedaviye bagli yan etkilerin ortaya
c¢tkmasma neden olmaktadir. Ayrica tiimor hiicrelerinin tedavi silirecinde ilaglara direng
gelistirmesi, kemoterapinin klinik basarisini smirlayan 6nemli sorunlardan biridir (Yadav ve
ark., 2017; Akkol ve ark., 2020).

Kemoterapide karsilasilan toksisite ve direng sorunlari, kanser hiicrelerini daha spesifik
bicimde hedef alabilen yeni molekiillerin gelistirilmesine yonelik arastirmalar1 tesvik
etmektedir. ideal bir antikanser aday molekiilde aranan 6zellikler arasinda tiimor hiicrelerine
kars1 yiiksek etkinlik gostermesi ve saglikli hiicreler iizerindeki olumsuz etkilerinin en aza
indirilmesi bulunmaktadir. Bu nedenle yeni bilesiklerin gelistirilmesinde etkinlik ve secicilik
arasindaki dengenin saglanmasi aragtirmacilarin tizerinde durdugu temel konulardan biri haline

gelmistir (Moghaddam ve ark., 2012; Hong ve ark., 2018).

Yeni antikanser ajanlarin kesfinde dogal kaynakli biyoaktif bilesikler de 6nemli bir yer
tutmaktadir. Bitkisel kaynaklardan, bakterilerden, mantarlardan ve deniz canlilarindan elde
edilen cok sayida dogal molekiiliin antikanser ilag gelistirme caligsmalarinda kullanildig1 rapor
edilmistir (Mondal ve ark., 2012; Cragg ve Pezzuto, 2016). Bu tiir sekonder metabolitlerin farkl
biyolojik hedeflerle etkilesim kurabilme 6zelligi, s6z konusu yapilarin yeni ilag tasarimi
calismalarinda baglangi¢ noktasi olarak kullanilmasina imkan tanimaktadir. Farmasotik kimya
alaninda bu dogal yapilar iizerinde gerceklestirilen kimyasal modifikasyonlar araciligiyla
bilesiklerin biyolojik ve farmakolojik profillerinin gelistirilmesi hedeflenmektedir. Yapi-
aktivite iliskisi (SAR) ¢aligmalari, hangi yapisal unsurlarin biyolojik etkinlige katk:
sagladigmin belirlenmesinde yol gosterici olmaktadir. Yar1 sentetik veya tam sentetik yollarla

molekiiler yapida yapilan degisiklikler, hem biyolojik aktivitenin artirilmasma hem de
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biyoyararlanim ve toksisite gibi farmakokinetik Ozelliklerin 1iyilestirilmesine katk1

saglayabilmektedir (Moghaddam ve ark., 2012; Hong ve ark., 2018).

Antikanser potansiyele sahip yeni molekiillerin gelistirilmesinde heterosiklik yapilar ve
bunlarin gesitli fonksiyonel gruplarla olusturulan tiirevleri de arastirma konusu olmaya devam
etmektedir. Bu yapilarda kiralite 6zelliginin bulunmasi, molekiiliin biyolojik sistemlerle
kurdugu etkilesimi etkileyebilecek dnemli bir yapisal parametre olarak kabul edilmektedir. Bir
molekiiliin stereoizomerleri, ayn1 molekiiler formiile ve bag dizilimine sahip olsalar dahi, {i¢
boyutlu uzaysal yapilarindaki farklilik nedeniyle biyolojik hedeflerle farkli derecelerde
etkilesime girebilmektedir. Bu nedenle kiral yapili bilesiklerde stereokimyanin biyolojik
aktiviteye olan etkisinin incelenmesi, yeni ilag adaylarinin degerlendirilmesinde kritik bir

asama olarak goriilmektedir.

Bu baglamda, kiral merkez tasiyan heterosiklik bilesiklerin kontrollii sentez yontemleriyle elde
edilmesi ve farkli fonksiyonel gruplarla modifiye edilmesi, yeni antikanser aday molekiillerin
arastirtlmasinda kullanilan stratejilerden biridir. Asimetrik sentez teknikleri, hedeflenen
molekiiliin ~ belirli  bir stereokimyasal konfigiirasyonda iiretilmesini  saglayarak
stereoizomerlerin  biyolojik 6zelliklerinin  bagimsiz olarak incelenebilmesine olanak
tanimaktadir. Elde edilen kiral yapilarm in vitro hiicre kiiltiirii modelleri iizerinde test edilmesi,
molekiiler yapi1 ile antiproliferatif etkinlik arasindaki iliskinin ortaya konmasi bakimindan

Onemli bir basamak olusturmaktadir.

W‘(C' "0 Oy O
Shel d

N

Afatinib O ! Vandetanib leurklnazol

NH
/
MeOZS/// (@) \

Albaconazole \QN Lapatinib N

SN

J

Sekil 2.1. Anti-kanser, antifungal ve antibakteriyel aktivite gosteren kinazolin(on) tirevleri
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Biyolojik aktivite tagiyan yeni molekiillerin tasarlanmasi ile mevcut bilesiklerin etkinlik ve
toksisite yoniinden gelistirilmesi, ilag arastirmalarinin odaklandig1 baslica alanlar arasinda yer
almaktadir. Molekiiler tasarim stratejilerinden biri, farkli biyolojik etkilere sahip farmakofor
gruplarmin tek bir molekiil iskeleti igerisinde birlestirilmesi esasina dayanan hibrit farmakofor
yaklagimidir. Bu dogrultuda, farkli farmakolojik 6zellikler sergileyebilen heterosiklik sistemler
arasinda yer alan kinazolin tiirevleri de literatiirde genis sekilde incelenmistir. Sekil 2.1'de baz1
kinazolin tiirevlerinin yapilar1 ve biyolojik kullanim alanlar1 verilmistir. Bu bilesiklerden
Afatinib, Lapatinib, Vandetanib ve Anastrozol antikanser ajanlar arasinda sayilirken,
Albaconazole antifungal, Nifurkinazol ise antibakteriyel amacla kullanilan kinazolin tiirevleri

arasinda yer almaktadir (Bilyi ve ark., 2015).

Tiyoiire grubunun farkli biyolojik etkinliklere sahip bilesiklerin yapisinda bulunmasi, bu
fonksiyonel grubun farmasotik kimya arastirmalarinda dikkat cekmesine neden olmustur.
Literatlir incelendiginde tiyolire tiirevlerinin antibakteriyel, antifungal, antiviral ve
antitiiberkiiloz etkiler gosterebildigi, bazi tiirevlerin ise antikanser aktivite acisindan da
degerlendirildigi goriilmektedir (Abbas ve ark., 2013; Tatar ve ark., 2016; Chen ve ark., 2009).
Tiyotire grubunun peptit yapili molekiillere eklenmesi, bilesigin yapisal 6zelliklerinin yani sira
biyolojik hedeflerle kurdugu etkilesim bicimini de degistirebilmektedir. Ozellikle enzim-
substrat etkilesiminin konusu s6z oldugu sistemlerde, tiyoiire grubunun sundugu ek baglanma
noktalar1 molekiiliin hedef bolgeyle etkilesiminde belirleyici olabilmektedir. Gegis durumu
konformasyonunda meydana gelebilecek bu tiir etkilesimler, tiyolire iceren bilesiklerin
biyolojik 6zelliklerinin degerlendirilmesinde g6z oniinde bulundurulan unsurlar arasinda yer

almaktadir (Huang ve ark., 2016; Achilefu ve ark., 2002).

Tiyolre grubunun elektronik yapist ve hidrojen bagi olusturma kapasitesi de biyolojik
hedeflerle etkilesim acisindan 6nemli bir parametredir. Tiyoiire yapisindaki kiikiirt atomunun
hidrojen bag1 kabul etme egilimi, lirede yer alan karbonil oksijenine kiyasla daha zayif olsa da,
grubun hidrojen bagi verici ve alic1 Ozellikleri molekiiler tanima mekanizmalarma katki
sunabilmektedir. Bununla birlikte tiyoiire protonlarinin nispeten daha asidik karakter tagimasi,
bu grubun farkli molekiiler ortamlarda ¢ok yonlii hidrojen bag etkilesimleri kurmasina olanak
saglamaktadir. Bu 6zellikler, tiyolire grubu igeren bilesiklerin biyolojik hedeflerle etkilesim

seklinin belirlenmesinde yapisal agidan 6nemli goriilmektedir (Doyle ve Jacobsen, 2007).
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Tablo 2.1. Bazi tiyolrelerin gesitli anti-kanser aktiviteleri icin 1IC50 (UM) degerleri (IC50, hiicre

proliferasyonunda %50 azalmaya neden olan inhibitdr konsantrasyonu).

s OMe H
\
g” H ”J\H/H??Ph

N
la (Mushtaque 2016) 1b (Hu 2017) 1c (Rohini 2018)
MCF-7 ICso = 160.97 uM MCF-7 ICso = 5.16 uM MCF-7 ICs50 = 18.9 uM
HepG2 ICs0= 1.42 uM Hela ICso = 27.2 uM
gl g
- saahieN el
OH
NJ\N
H H
1d (Alsaid 2016) le (Ghorab 2017)
MCF-7 ICs0 = 16.6 uM MCF-7 ICs50=41.9 uM
HepGZ IC50 = 12.0 HM HepG2 ICs0=18.8 }J.M

Bu ¢ergevede yiiriitiilen tez calismasinda, kinazolin ¢ekirdegi tagiyan kiral tiyotire tlirevlerinin
tasarimi gergeklestirilmis ve bu bilesikler asimetrik sentez yoluyla elde edilmistir. Sentezlenen
bilesiklerin yapilar1 ¢esitli spektroskopik ve analitik yontemler kullanilarak aydinlatilmistir.
Bilesiklerin biyolojik etkinlikleri, MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatt1 tizerinde in vitro
kosullarda antiproliferatif aktivite agisindan incelenmistir. Hiicresel etkinligin belirlenmesinde
MTT testi uygulanmis olup, elde edilen bulgular sentezlenen kiral kinazolin turevi tiyolre
bilesiklerinin potansiyel antikanser adaylar olarak degerlendirilmesine temel olusturacak

veriler sunmaktadir.

2.1. Amag

Tiyotire tiirevlerinin g¢esitli biyolojik aktiviteler gdsterebildigi bilinmesine ragmen, 6zellikle
kiral tiyoiirelerin biyolojik 6zelliklerini inceleyen c¢aligmalarin sayist siirlidir. Bu nedenle
farkli yapisal 6zelliklere sahip yeni kiral tiyoiire tlirevlerinin hazirlanmasi ve bu bilesiklerin
antikanser aktivitelerinin degerlendirilmesi, yeni biyoaktif yapilarin arastirilmasi agisindan ele
alinabilecek bir konudur. Kinazolin ve tiyoiire gruplarint ayn1 molekiiler yapi igerisinde tasiyan

kiral bilesiklere iliskin ¢aligmalarin da smirli olmasi, bu yapilarin sentezlenmesine ve biyolojik
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aktivitelerinin incelenmesine yonelik arastirmalar1 gerekli kilmaktadir. Bu ¢alismanin temel
amaci, dogal amino asitlerden hareketle kinazolin temelli kiral tiyoiire bilesiklerinin
sentezlenmesidir. Sentezlenen bilesiklerin  kimyasal yapilarinin  aydinlatilmas:  ve
karakterizasyonlarinin NMR ve IR spektroskopileri kullanilarak gerceklestirilmesi de
calismanin amaglar1 arasinda yer almaktadir. Elde edilen kiral tiyoiire tiirevlerinin insan meme
kanseri hiicre hatti MCF-7 ve karaciger hiicre hattt HUH-7 Uzerindeki antiproliferatif
aktiviteleri MTT yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Tez kapsaminda sentezlenen Kiral
tiyotire bilesiklerinin genel yapilar1 Sekil 2.2'de gosterilmistir. Calismanin bir diger amaci,
kinazolin ve tiyolire yapilarmm ayni molekiil igerisinde bulunmasiyla birlikte, molekiiler
yapidaki farkli siibstitiientlerin MCF-7 hicreleri Gzerindeki antikanser aktiviteye etkisini
incelemektir. Bu kapsamda, tiyoiire yapisindaki R grubunu olusturan siibstitiientler ile tiyotire
fonksiyonel grubuna bagli aromatik halkada bulunan sibstitientlerin hicresel aktivite
iizerindeki etkilerinin karsilastirilmasi amaglanmistir. Béylece molekiiler yapidaki degisiklikler
ile gézlenen biyolojik aktivite arasindaki iliskinin degerlendirilmesine yonelik verilerin elde

edilmesi hedeflenmistir.

SN
H “ c j\©\ @
— N F3
N \n/ Ar CFs F OMe
R 8 FsC J

R = Me, iPr, Bn \ Y

Ar

Sekil 2.2. Calisma kapsaminda kullanilan Kiral tiyourelerin genel semasi
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3. GEREC VE YONTEM

Calismada, dogal amino asitlerden hareketle kinazolin temelli kiral tiyoiire tiirevlerinin sentezi
gerceklestirilmis ve elde edilen bilesiklerin kimyasal yapilar1 ¢esitli spektroskopik yontemler
kullanilarak karakterize edilmistir. Sentez asamasinda baslangi¢c maddeleri olarak L-alanin, L-
valin ve L-fenilalanin gibi dogal amino asitlerden yararlanilmistir. Bu amino asitlerden
hareketle oncelikle (S)-kinazolinon amin tirevleri (4a-c) hazirlanmistir. Elde edilen (S)-
kinazolinon aminlerin (4a-c) yapilarinda sirasiyla klorlama, indirgeme ve Boc grubunun
uzaklastirilmasi islemleri uygulanarak (S)-kinazolin amin tirevleri (7a-c) elde edilmistir.
Hazirlanan (S)-kinazolin amin tlrevleri (7a-c), farkli aril izotiyosiyanatlarla reaksiyona
sokularak hedeflenen kinazolin temelli kiral tiyoiire bilesklerinin (8al-8c4)  sentezi
gerceklestirilmistir. Bu  kapsamda  2-(triflorometil)fenil izotiyosiyanat, 3,5-
bis(triflorometil)fenil  izotiyosiyanat, 4-florofenil izotiyosiyanat ve 4-metoksifenil
izotiyosiyanat kullanilmis. Bu sentezler sonucunda toplam 8 yeni kiral tiyoiire bilesigi elde
edilmistir. Sentez yolunda kullanilan baslangic maddeleri, ara iiriinler ve hedef bilesiklerin
yapilar1 ilgili sekillerde gosterilmistir. Sentezlenen kiral tiyoiire bilesiklerinin biyolojik
aktiviteleri de deneysel olarak incelenmistir. Bilesiklerin insan meme kanseri hiicre hatlari
MCF-7 ve HUH-7 JU(zerindeki antiproliferatif etkileri MTT yontemi kullanilarak
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda daha yliksek antiproliferatif aktivite
gosteren kiral tiyoiire tiirevleri belirlenmis ve secilen bilesiklerin hiicrelerde meydana getirdigi

apoptotik ve nekrotik etkiler ayrica aragtirilmistir.

R ©\)L =N
—_—
)\rNHBoc )\/NHBOC
5a-c

NHBoc

NHBoc
2a-c 3a-c

l
XN ~N
CQagh, o O O

8a1-8c4
R = Me, iPr, Bn

Ar = Ph-2-CF3, Ph-3,5-bis(CF3),
Ph-4-F, Ph-4-OMe

Sekil 3.1. Kiral tiyolrelerin genel olarak sentez basamaklari
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3.1. Amino Asitlerden (1a-c) Amit 3 ve Kinazolinon 4a-c Bilesiklerinin Elde Edilmesi

Kinazolinon tlrevleri (4a-c) i¢in baslangigc maddesi olarak L-alanin (1a), L-valin (1b) ve L-
fenilalanin (1c) kullanilmistir. S6z konusu amino asitlerin kolay temin edilebilir ve ekonomik
baslangi¢ maddeleri olmasi nedeniyle sentez siirecinde tercih edilmistir. L-alanin (1a), L-valin
(1b) ve L-fenilalanin (1c), THF igerisinde Na-COs ve (Boc):O ile reaksiyona sokularak ilgili
(S)-NHBoc-amino asit turevleri (2a-c) hazirlanmistir. Bu asamada 2a, 2b ve 2c¢ bilesikleri
strastyla %90, %95 ve %96 verimle elde edilmistir. Bir sonraki sentez basamaginda, elde edilen
2a-Cc bilesikleri THF igerisinde etil kloroformat (CICO:Et) varliginda 2-aminobenzamit
(antranil amit) ile kondenzasyon reaksiyonuna tabi tutulmustur. Literatiirde bildirilen
yontemden yararlanilarak gergeklestirilen bu islem sonucunda (Chen vd., 2008), ilgili amit
tirevleri (3a-c) sirastyla %85, %75 ve %75 verimlerle sentezlenmistir. Kinazolinon halkasmin
olusturulmasi amaciyla 3a-c bilesikleri etanol igerisinde 10 M NaOH igeren kuvvetli bazik
ortamda halkalagma reaksiyonuna tabi tutulmustur. Literatiirde belirtilen yonteme gore
gergeklestirilen reaksiyon sonucunda (Fekner vd., 2006) hedeflenen kinazolinon tiirevleri (4a-
¢) elde edilmistir. 4a, 4b ve 4c bilesikleri sirasiyla %93, %94 ve %95 verimle elde edilmis olup,
kolon kromatografisi uygulanmaksizin saf beyaz katilar seklinde izole edilmistir. Bu sentez

asamalarinda gergeklestirilen kimyasal dontistimler Sekil 3.1.1'de sematik olarak gosterilmistir.
NH i
o) 0 2 NH
Rj)k a R\‘)J\ NH,
OH —— 2
OH b NH )\rNHBoc

Sekil 3.1.1. Kinazolinonlar 4’iin sentezi
Reaksiyon sartlari: (2) Na.COz (1.2 ekiv.), (Boc)20 (1.2 ekiv), (b) CICOzEt (1 ekiv.), NEt3

(1 ekiv), 2-aminobenzamid 9 (1.5 ekiv.), oda sicakligi (0s), THF; (c) 10 M NaOH (4 ekiv.), os,
EtOH.
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3.2. Aminokinazolin Bilesikleri 7a-c’nin Sentezleri

\ \
—’ [ I —> [ I NH
4 )\KNHBOC NHBoc )\r 2

6a-c 7a-c

Sekil 3.2.1. Kinazolin aminler 7a-c’nin sentezi

Reaksiyon sartlar: (c) PhNEt. (2 ekiv.), POClL (3 ekiv.), 0 °C; (d) (1.7 ekiv.), Pd(PPhs)s (%3
mol), NaBHa4 (1.7 ekiv), THF, 60 °C; (e), TFA (10 ekiv.), DCM, os.

Kinazolinon turevlerinden (4a-c) klorokinazolin bilesiklerinin (5a-C) hazirlanmasi amaciyla,
literatiirde Cakici ve arkadaglari tarafindan bildirilen sentez yontemi esas alinmistir (2011). Bu
islemde 4a-c bilesikleri, N,N-dietilanilin (PhNEtz) ve POCl;s igeren benzen ortaminda 80 °C'de
reaksiyona tabi tutulmustur. Reaksiyonlarin tamamlanmasiyla 5a-c kodlu klorokinazolin
tirevleri elde edilmistir ve her ii¢ bilesik i¢in %95 verim saglanmistir. Elde edilen
klorokinazolinlerin (5a-c) bekletilmesi sirasinda agik hava kosullarinda stabilitelerinin diisiik
oldugu gozlenmistir. Bilesiklerin zaman igerisinde hidrolize ugrayarak baslangic maddeleri
olan Kkinazolinonlara (4a-c) doniisebilmeleri nedeniyle, sentez sonrasinda uzun siire
bekletilmeden bir sonraki reaksiyon asamasinda kullanilmalar1 tercih edilmistir.
Klorokinazolinlerden (5a-c) kinazolin tlrevlerinin (6a-c) hazirlanmasinda Chelucci (2010)
tarafindan klorlanmis piridin ve kinolinlerin indirgenmesi i¢in bildirilen ydntemden
yararlanilmistir. Bu yontemin ¢alisilan kinazolin tiirevlerine uyarlanmasiyla 5a-c bilesikleri;
TEMED, Pd(PPhs)s ve NaBH4 varliginda THF igerisinde 60 °C'de reaksiyona almmustir.
Uygulanan reaksiyon sonucunda 6a, 6b ve 6¢ bilesikleri sirasiyla %75, %70 ve %90 verimlerle
elde edilmistir. Sentez dizisinin devaminda, bilesiklerinde bulunan Boc koruyucu grubunun
molekiilden uzaklastirildi. Bu amagla 6a-c bilesikleri TFA ile DCM igerisinde ve oda
sicakliginda muamele edilmistir. Boc grubunun uzaklastirilmasi sonucunda aminokinazolin
tirevleri (7a-c) elde edilmistir ve bilesikler sirasiyla %75, %78 ve %81 verimlerle izole
edilmislerdir. Boylece sentez dizisi, kinazolinon tiirevlerinden (4a-c) klorokinazolinlere (5a-c),
ardindan kinazolin tiirevlerine (6a-c) ve son olarak aminokinazolinlere (7a-c) ulasacak sekilde

tamamlanmuistir.
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3.3. Aminokinazolinlerin Arilizotiyosiyanatlar le Etkilestirilmesi ve Hedef Kiral Tiyoiire

Bilesiklerinin Sentezlenmesi

Kiral amino kinazolin turevlerinden (7a-c) hedef tiyoiire bilesiklerinin hazirlanmasinda aril
izotiyosiyanatlar kullanilmistir. Bu amagla 7a-c kodlu aminokinazolinlerin her biri, farkli
elektronik 6zelliklere sahip dort aril izotiyosiyanat tiirevi ile ayr1 ayr1 reaksiyona almmustir.
Reaksiyonlarda 2-(triflorometil)fenil izotiyosiyanat, 3,5-bis(triflorometil)fenil izotiyosiyanat,
4-florofenil izotiyosiyanat ve 4-metoksifenil izotiyosiyanat kullanilmistir. Aminokinazolinlerin
ilgili izotiyosiyanatlarla asetonitril ortaminda gerceklestirilmesi sonucunda kinazolin temelli
kiral tiyolre turevleri (8al-8c4) sentezlenmistir. Sentezlenen bilesikler toplam 8 yeni kiral
tiyotire tiirevinden olusmaktadir. Elde edilen triinlere ait yapilar Sekil 3.3.1'de gosterilmistir.

Her bir bilesige iliskin izole edilen verim degerleri ise Bulgular boliimiinde verilmistir.

@C f @? e
8a3 R = Me F
XN 8b3 R = iPr
8c3 R=Bn
/)\rNHz
N
R
N
©\/\N H 7
> N a-c
N)\f 4_/ L»
8a4 R = Me OMe

CFs 8b4 R = iPr
8c4 R =Bn

Sekil 3.3.1. Kiral tiyoureler 8’in sentezi.

Reaktifler ve reaksiyon sartlari: (f) 2-(triflorometil)fenil izotiyosiyanat, os, ¢oziici; (g) 3,5-
(triflorometil)fenil izotiyosiyanat, os, ¢ozlcu; (h) 4-florofenil izotiyosiyanat, os, ¢ozucd; (i) 4-

metoksifenil izotiyosiyanat, os, ¢cozicd.

3.4. Sentezlenen Tiyourelerin (8al-8c4) Karakterizasyonlarinin Yapilmasi

Sentezlenen kiral tiyoiire tiirevlerinin kimyasal yapilarinin dogrulanmasi amaciyla *H NMR,
13C NMR ve IR spektroskopik analizlerinden yararlanilmistir. Bilesiklerin fiziksel ve kiral
ozelliklerinin belirlenmesi kapsaminda erime noktalar1 Olgiilmiis, optik safliklar1 HPLC

analizleriyle incelenmis ve spesifik optik ¢evirme agilari polarimetre kullanilarak tayin
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edilmistir. 8al bilesiginin *H NMR spektrumunda, molekiil yapisinda bulunan gruplarla
iliskilendirilebilen karakteristik proton sinyalleri belirlenmistir. 1.2 ppm'de g6zlenen dublet,
kiral merkeze bagli metil grubuna ait protonlarla iligskilendirilmistir. Kiral merkezde bulunan
protonun sinyali 5,78 ppm'de genis singlet olarak gozlenmistir. Kinazolin halkasinin 4-
pozisyonundaki protona ait sinyal ise 9.35 ppm'de singlet seklinde ortaya ¢ikmistir. Aromatik
bolgedeki sinyallerin integrasyon toplaminin 8 protona karsilik gelmesi, elde edilen spektrumun
onerilen 8al yapisiyla uyumlu oldugunu desteklemistir. 3C NMR spektrumunda 8al yapisinda
bulunan alifatik ve aromatik karbonlara karsilik gelen sinyaller belirlenmistir. 27.1 ve 56.8
ppm'deki rezonanslar alifatik karbonlara ait sinyaller olarak degerlendirilirken, 180.1 ppm'de
gozlenen sinyal tiyoiire grubundaki C=S karbonuna atanmistir. Kinazolin halkasinin 4.
konumundaki karbon ile izotiyosiyanat bileseninden kaynaklanan aromatik karbon sinyalleri
de spektrumda goézlenmistir. Ayrica 127.5 ppm'de CFs grubuna bagli karbonun rezonans
vermesi, triflorometil substitiientinin molekiiler yapida bulundugunu desteklemistir. Elde
edilen *H ve *C NMR verileri birlikte degerlendirildiginde, 8al i¢in 6nerilen yapiyla uyumlu
bir spektroskopik profil elde edilmistir. 8a4 bilesiginin spektral verileri incelendiginde, 4-
metoksifenil grubunun varhigma isaret eden sinyal mevcuttur. *H NMR spektrumunda 3.87
ppm'de gozlenen metoksi protonlarina ait sinyalin yani sira, *C NMR spektrumunda 55.8
ppm'de ayni gruba karsilik gelen karbon rezonansi tespit bulunmaktadir. Bu sinyallerin
g6zlenmesi, 8a4 bilesiginin yapisinda metoksi siibstitiientinin bulundugunu desteklemekte ve
kullanilan 4-metoksifenil izotiyosiyanat bileseninin hedef iirtin yapisma dahil oldugunu
dogrulamaktadir. Diger taraftan, hedef kiral tiyotire bilesiklerinin (8) tiimii i¢in (8 adet) alinan
yuksek ¢ozundrlikli kuitle spetrometresi (HRMS) sonuglar1 Onerilen tiyotire yapilari ile

tamamen uyumludur (Ekler).

3.5. Hicre Proliferasyon Testi (MTT Testi)

Sentezlenen Kkinazolin temelli kiral tiyolre tdrevlerinin (8al-8c4) hucre proliferasyonu
Uzerindeki etkileri MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromdiir] yéntemi
kullanilarak degerlendirilmistir. MTT analizi, canli hiicrelerin metabolik aktivitesinin
kolorimetrik olarak belirlenmesine dayanmaktadir. Metabolik olarak aktif hiicrelerde bulunan
enzimlerin MTT'yi indirgemesi sonucunda hicre igerisinde mor renkli ve suda ¢6ziinmeyen
formazan kristalleri olusmaktadir. Olusan formazan miktar1 hiicrelerin metabolik aktivitesiyle
iliskili oldugundan, meydana gelen renk yogunlugunun Olgiilmesiyle hiicre canliligi ve

proliferasyonundaki degisimler degerlendirilebilmektedir. Deney baslangicinda kiiltiirdeki
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hicrelerin %70-80 konfluens diizeyine ulagsmasi beklendi. Hiicreler kiiltir ortamindan
uzaklastirilarak hemositometre yardimiyla sayildi ve 96 kuyucuklu plaklara, her kuyucukta 200
pL kiltiir ortami igerisinde 10.000 hiicre bulunacak sekilde ekildi. Hiicrelerin plak yiizeyine
tutunmasini saglamak amaciyla ekim yapilan plaklar 37 °C sicaklikta ve %5 CO: igeren
inkiibatorde bir gece bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda kiiltiir ortami uzaklastirildr ve
kuyucuklar DPBS tamponu ile yikandi. Sentezlenen kiral tiyoiire bilesikleri komple besiyeri
icerisinde 3, 6, 12, 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda hazirlandi. Her konsantrasyon i¢in
ti¢ tekrarli kuyucuk kullanildi ve hazirlanan bilesik ¢ozeltilerinden kuyucuklara 100 pL ilave
edildi. Kontrol grubuna 100 pL komplet besiyeri, negatif kontrol grubuna ise %0,5 DMSO
iceren besiyerinden 100 pL uygulandi. Pozitif kontrol olarak karboplatin ve dosetaksel
kullanildi. Bilesik uygulamasindan sonra hiicreler 37 °C ve %5 CO: kosullarinda 24 ve 48 saat
stireyle inkiibe edildi. Belirlenen uygulama siirelerinin tamamlanmasinin ardindan
kuyucuklardaki ortam uzaklastirild: ve hiicreler 100 uLL. DPBS ile yikandi. Daha sonra MTT
cozeltisi kuyucuklara uygulanarak hiicrelerin  MTT ile inkiibasyonu gerceklestirildi.
Inkiibasyon sonunda canli hiicrelerin metabolik aktivitesi sonucunda meydana gelen mor renkli
formazan kristalleri DMSO icerisinde ¢6zundirildi. Elde edilen cozeltilerin absorbans
degerleri 570 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu spektrofotometre kullanilarak 6l¢iildi.
Elde edilen absorbans degerleri iizerinden bilesiklerin hiicre proliferasyonu iizerindeki
inhibisyon etkileri belirlendi. Her bir kiral tiyoure turevi igin hiicre proliferasyonunu %50
oraninda inhibe eden konsantrasyon (ICso) degerleri GraphPad Prism Software (GraphPad
Software, San Diego, CA) programi kullanilarak hesaplandi. Elde edilen ICso degerleri, sonraki
deneylerde uygulanacak bilesik konsantrasyonlarinin belirlenmesinde referans olarak
kullanildi. Hiicre proliferasyonundaki inhibisyon yiizdesi asagidaki esitlik kullanilarak
hesaplandi:

9% inhibi 1 Abs(numune) - Abs(hﬁcresiz ortam) % 100
o Inhibisyon = |1 -
Abs(kontrol) - Abs(hﬁcresiz ortam)

3.6. Flow Sitometri Analizleri
Hiicre Oliimiiniin degerlendirilmmesi MCF-7 hiicrelerinde meydana gelen hiicre dliminin

karakterizasyonu i¢in Annexin V-FITC/Propidium lodide (Pl) c¢ift boyama yontemi
kullanilmistir. Analizlerde Muse® Annexin V & Dead Cell Kit (MCH100105) {iretici protokolii
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dogrultusunda uygulanmistir. Yontemin temelinde, apoptotik hiicrelerde hiicre membraninin i¢
yiizeyinde yer alan fosfatidilserinin (PS) membranin dis yiizeyine taginmasi esas alinmaktadir.
Dis membran yiizeyinde bulunan PS, FITC ile isaretlenmis Annexin V tarafindan baglanma
bdlgesi olarak taninmaktadir. Boylece Annexin V sinyali, apoptotik hiicrelerin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Apoptotik ve nekrotik hiicrelerin birbirinden ayrilabilmesi i¢cin Annexin V
boyamasma PI analizi eslik etmistir. PI, membran biitiinligiinii koruyan canli hiicrelere
giremezken, membran gecirgenliginin arttig1 hiicrelerde hiicre igine gegerek niikleik asitlerle
etkilesmektedir. Annexin V ve PI sinyallerinin birlikte degerlendirilmesiyle hiicreler dort farklh
popiilasyona ayrilmistir. Her iki boya acisindan negatif olan hiicreler canli, Annexin V
pozitif/Pl negatif hicreler erken apoptotik, Annexin V ve Pl pozitif hiicreler ge¢ apoptotik,
Annexin V negatif/Pl pozitif hiicreler ise nekrotik hiicreler olarak degerlendirilmistir. Kiral
tiyoure turevlerinin MCF-7 hiicrelerinde olusturdugu apoptotik ve nekrotik hiicre dlimiiniin
belirlenmesi amaciyla hiicreler, deney planinda belirlenen inkiibasyon siireleri boyunca kiiltiire
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin tamamlanmasmin ardindan kontrol ve uygulama gruplarma ait
hiicre kiiltiir ortamlar1 Falcon tiiplerine alinmistir. Kuyucuklarda kalan hiicrelerin
toplanabilmesi amaciyla her bir kuyucuk 0.5 mL DPBS ile yikanmis ve elde edilen yikama
stvilart ilgili tliplere aktarilmistir. Hiicrelerin kiiltiir yilizeyinden uzaklastirilmasi igin
kuyucuklara 0.3-0.5 mL tripsin eklenmis ve hiicreler 37°C sicaklikta, %5 CO: igeren
inkiibatorde 3-5 dakika inkiibe edilmistir. Hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi tamamlandiktan sonra
komplet besiyeri ilave edilmis ve olusan hiicre siispansiyonlar1 Falcon tiiplerinde
birlestirilmistir. Hiicre siispansiyonlar1 1300 rpm'de 5 dakika santrifiij edilerek hiicrelerin
coktiiriilmesi saglanmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirilmis ve elde edilen hiicre
pelletleri 0.5 mL soguk DPBS i¢erisinde yeniden siispanse edilmistir. Hafif pipetajin ardindan
ornekler ayni santrifiij kosullarinda tekrar santrifiijlenmistir. Hiicrelerin DPBS ile yikanmasi
ayni kosullarda bir kez daha gerceklestirilerek toplam iki yikama islemi uygulanmistir. Yikama
islemlerinin ardindan her bir hiicre 6rnegine 100 pL Annexin V Binding Buffer eklenmistir.
Bunu takiben 2,5 pL FITC-konjuge Annexin V ve 5 uL Propidium Iodide ilave edilmis,
boyalarin hiicre siispansiyonu icerisinde homojen sekilde dagilmasi i¢in 6rnekler nazikce
karigtirilmigtir. Boyama isleminin gergeklesmesi amaciyla 6rnekler 1siktan korunarak 15 dakika
inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinin sonunda her bir tiipe 400 pL Annexin V Binding Buffer
eklenmis ve drnekler akis sitometrik analize hazir hale getirilmistir. Hazirlanan hiicre 6rnekleri
Cytek® Guava® Muse® Cell Analyzer akis sitometri cihazi kullanilarak analiz edilmistir. Elde
edilen veriler Annexin V ve PI sinyalleri temelinde degerlendirilmis; canli, erken apoptotik, gec

apoptotik ve nekrotik hiicre popiilasyonlarinin yiizdesel dagilimlar1 belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Bu boliimde, tez caligmas1 kapsaminda tasarlanan ve asimetrik sentez yoluyla elde edilen kiral
kinazolin tiirevi tiyolire bilesiklerine iliskin sentez sonuglar1 ve yapisal karakterizasyon verileri
sunulmustur. Sentezlenen bilesiklerin yapilar1 *H-NMR, *C-NMR ve FT-IR spektroskopik
analizlerinin yani sira optik ¢evirme agis1 ve kiral HPLC olglimleri ile incelenmistir.
Karakterizasyon ¢aligmalarinin ardindan, elde edilen bilesiklerin MCF-7 insan meme kanseri
ve HUH-7 hiicre hatlar1 iizerindeki antiproliferatif aktivitelerini degerlendirmek amaciyla
gergeklestirilen in vitro ¢alismalari sonuglar: verilmistir. Elde edilen biyolojik aktivite verileri,

sentezlenen bilesiklerin hiicre canlilig1 lizerindeki etkileri temelinde degerlendirilmistir.

4.1. Genel YOontemler

Sentezlenen bilesiklerin yapisal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla proton ve karbon nikleer
manyetik rezonans (*H-NMR ve *C-NMR) analizlerinden yararlanilmistir. NMR spektrumlari,
400 MHz calisma frekansina sahip Varian Mercury ve Bruker marka cihazlar kullanilarak elde
edilmistir. Spektrumlarda gézlenen kimyasal kaymalar (&) kloroform referans alinarak ppm
cinsinden ifade edilmistir. Elde edilen *H-NMR ve *C-NMR verileri, sentezlenen bilesiklerin

yapisal 6zelliklerinin degerlendirilmesinde kullanilmistir.

Sentezlenen kati iirlinlerin erime noktalar1 Gallenkamp MPD 350 erime noktasi tayin cihazi ile
belirlenmistir. Erime noktasi degerleri, elde edilen iirlinlerin fiziksel 6zelliklerinin belirlenmesi
ve karakterizasyon verilerinin desteklenmesi amaciyla degerlendirilmistir. Bilesiklerin
fonksiyonel grup 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla FT-IR spektrumlar1 Thermo Scientific
Nicolet 6700 FT-IR spektrofotometresi kullanilarak kaydedilmistir. Olgiimler ATR (Attenuated
Total Reflectance) aksesuari ile gergeklestirilmis ve elde edilen absorpsiyon bantlari cm™
cinsinden verilmistir. FT-IR analizlerinden elde edilen karakteristik bantlar, bilesiklerin

yapilarinda bulunan fonksiyonel gruplarin degerlendirilmesinde kullanilmistir.

Optikge aktif bilesiklerin enantiyomerik safliklar kiral yiliksek performansh sivi kromatografisi
(HPLC) yontemiyle incelenmistir. Kromatografik analizler Thermo Scientific Dionex Ultimate
3000 HPLC sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Enantiyomerlerin ayrilmasi i¢in kiral OB
ve OD-H kolonlarmmdan yararlanilmis, hareketli faz olarak n-heksan/izopropanol karigimi

kullanilmistir. Kromatografik 6l¢timler 240-270 nm dalga boyu araliginda gerceklestirilmistir.
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Bu analizler, sentezlenen optik¢e aktif bilesiklerin enantiyomerik 06zelliklerinin
degerlendirilmesine yonelik olarak gergeklestirilmistir. Bilesiklerin optik donme degerleri ise
20 °C'de ¢alisan Bellingham + Stanley ADP220 polarimetre cihazi kullanilarak belirlenmistir.
Uriinlerin saflastirilmasi kolon kromatografisi yontemiyle gerceklestirilmistir. Bu islemlerde
sabit faz olarak Merck Silika Jel 60 (70-230 mesh) kullanilmistir. Reaksiyonlarm ilerleyisi ve
elde edilen iiriinlerin saflig1 ince tabaka kromatografisi (TLC) yontemiyle takip edilmistir. TLC
analizlerinde Merck Silika Jel 60 PF254 kapli, 20 x 20 ¢cm boyutlarinda aliiminyum plakalar
kullanilmistir. Plakalar tizerinde ayrilan bilesikler, 254 ve 356 nm dalga boylarinda UV 15181
altinda incelenerek degerlendirilmistir. Kolon kromatografisi ve TLC analizleri, sentez

asamalarinda tiriinlerin saflastirilmasi ve reaksiyonlarin ilerleyisinin kontrol edilmesi amaciyla

kullanilmastir.

HRMS (ylksek ¢ozunirltklu kitle spektrometresi) analizleri, Agilent 6530 AB-Sciex 4600 Q-
TOF cihazi ile yapilmistir.

4.2. Deneyler

4.2.1 (S)-AlaninNHBoc (2a) Sentezi

0

M
o Ao

HN\BOC
L-alanin (1a) (3,71 g, 41,7 mmol), 250 mL’lik balon igerisinde 50 mL su ve 5 mL THF
karisiminda ¢oziindiiriildii. Cozelti 0 °C’ye sogutulduktan sonra sirasiyla Na.COs (8,84 g, 83,4
mmol) ve (Boc):0 (10,01 g, 45,9 mmol) ilave edildi. Reaksiyon karisimi oda sicakligina
getirildikten sonra 15 saat siireyle karistirildi. Reaksiyon tamamlandiginda karisim yeniden buz
banyosunda sogutuldu ve %10’luk hidroklorik asit ¢ozeltisi kullanilarak ortamin pH’1 2’ye
ayarlandi. Asitlestirme isleminin ardindan reaksiyon karisimi etil asetat (3 x 100 mL) ile
ekstrakte edildi. Birlestirilen organik fazlar doymus tuzlu su ile yikandi ve susuz Na.SOa
iizerinde kurutuldu. Kurutma islemi sonrasinda ¢oziicli, doner buharlastiric1 kullanilarak
uzaklastirildi. Saflastirma islemi sonucunda (S)-alaninNHBoc (2a), 7,10 g (37,53 mmol)
miktarinda ve %90 verimle elde edildi. Beyaz kat1, en 79-81°C; 'H NMR (400 MHz, DMSO-

d6, ppm) & 12.36 (bs, 1H), 7.05 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 3.91 (p, J = 7.5 Hz, 1H), 1.34 (s, 9H), 1.18
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(d, J = 7.5 Hz, 3H); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6, ppm) & 175.3, 155.9, 78.5, 49.3, 28.8,
17.6; IR (KBr, cm™) 3384, 2988, 1731, 1691, 1521, 1455, 1372, 1293, 1233, 1165; [a]D =-26
(c 2, AcOH); ee %909.

4.2.2 (S)-ValinNHBoc (2b) Sentezi

0]
MOH

HN.

L-valinin (1b) Boc ile korunmasi, Boliim 4.2.1°de agiklanan genel prosediir esas almarak
gerceklestirildi. Reaksiyonda L-valin (1b) 4,88 g (41,7 mmol), Na.COs 8,84 g (83,4 mmol) ve
(Boc)20 10,01 g (45,9 mmol) miktarlarinda kullanildi. Reaksiyonun tamamlanmasinin ardindan
(S)-valinNHBoc (2b), 8,61 g (39,6 mmol) miktarinda ve %95 verimle elde edildi. Beyaz kati,
en 77-80 °C;'H NMR (400 MHz, DMSO-d6, ppm) & 12.44 (bs, 1H), 6.91 (d, J = 8.6 Hz, 1H),
3.75 (dd, J = 8.6, 6.1 Hz, 1H), 2.06-1.90 (m, 1H), 1.35 (s, 9H), 0.85 (d, J = 6.5 Hz, 3H), 0.83
(d, J = 6.5 Hz, 3H); *C NMR (100 MHz, DMSO-dg, ppm) & 174.1, 156.3, 78.5, 59.7, 30.1,
28.7,19.8, 18.7; IR (KBr, cm™) 3331, 2970, 2933, 1714, 1661, 1513, 1395, 1369, 1163; [a]D
=-6 (c 1, AcOH); ee %99.

4.2.3 (S)- FenilalaninNHBoc (2c) Sentezi

0O
OH

HN .
Boc

L-fenilalaninin (1c) Boc ile korunmasi, Bolim 4.2.1°de verilen prosediir dogrultusunda
gerceklestirildi. Reaksiyonda L-fenilalanin (1¢) 6,88 g (41,7 mmol), Na.COs 8,84 g (83,4
mmol) ve (Boc)0O 10,01 g (45,9 mmol) miktarlarinda kullanildi. Reaksiyonun
tamamlanmasinin ardindan (S)-fenilalaninNHBoc (2¢), 10,62 g (40,03 mmol) miktarinda

ve %96 verimle elde edildi. Beyaz kat1, en 87-89 °C; 14 NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) 6
12.58 (bs, 1H), 7.36- 7.14 (m, 5H), 7.09 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 4.06 (ddd, J = 10.3, 8.4, 4.5 Hz,

(1H), 3.01 (dd, J = 13.7, 4.5 Hz, 1H), 2.81 (dd, J = 13.7, 10.4 Hz, 1H), 1.31 (s, 9H); 13
C NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm) & 174.1, 156.1, 138.7, 129.7, 128.6, 126.8, 78.6,
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55.7, 37.0, 28.7: IR (KBr, cm) 3418, 3331, 2978, 2931, 1716, 1646, 1498, 1403, 1368,
1165, 1056; [a]p = +26 (C 1, EtOH); ee %99.

4.2.4 (S)- Amit (3a) Sentezi

@)

o
NH

CH
o) y 3

NHBoc

(S)-AlaninNHBoc (2a) (5,67 g, 30 mmol), 250 mL’lik balon igerisinde 50 mL THF kullanilarak
¢ozildu ve ¢ozelti 0 °C’ye sogutuldu. Bu sicaklikta NEts (3,04 g, 30 mmol) damla damla ilave
edildi. Ardindan, 10 mL THF icerisinde hazirlanan EtOCOCI (3,25 g, 30 mmol) ¢ozeltisi
reaksiyon ortamina yavasga aktarildi ve karisim 10 dakika siireyle karistirildi. Bu islemin
ardindan, THF (40 mL) icerisinde ¢Oziindiiriilmiis antranil amid (6,13 g, 45 mmol) reaksiyon
karisimma ilave edildi. Reaksiyon, oda sicakliginda 12 saat siireyle devam ettirildi. Reaksiyon
stiresinin sonunda ¢oziiciiniin biiyiik bolimii diisiik basing altinda uzaklastirildi. Kalan karisim
etil asetat icerisine alarak sirasiyla su, 3 M HCI (2 x 60 mL) ve doymus tuz ¢ozeltisi ile
yikama iglemine tabi tutuldu. Organik faz susuz Na.SOs {izerinde kurutuldu ve ¢6ziicli diistik
basing altinda uzaklastirildi. Ham {iriin olarak (S)-amit (3a), 7,83 g (25,5 mmol) miktarmda
ve %85 verimle elde edildi. Uriin, hekzan/CH-Cl karisimindan kristallendirilerek beyaz kati
halinde elde edildi. en 107-109 °C; *H NMR (400 MHz, DMSO-d6, ppm) § 12.00 (bs, 1H), 8.51
(d, J =8.4 Hz, 1H), 8.19 (bs, 1H), 7.75 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.57 (bs, 1H), 7.52-7.38 (m, 2H),
7.17-7.01 (m, 1H), 3.94-3.90 (m, 1H), 1.38 (s, 9H), 1.26 (d, J = 7.3 Hz, 3H); 3C NMR (100
MHz, DMSO-d6, ppm) 8172.6, 171.0, 156.1, 140.1, 131.6, 129.21, 122.8, 120.4, 120.4, 79.0,
52.1, 28.7,18.0; IR (KBr,cm™) 3416, 3332, 3224, 2977, 2932, 1691, 1626, 1587, 1503, 1451,
1392, 1293, 1248,1163,1062; [a]lp = -66.3 (c 1, EtOH); ee %99; Kiral HPLC Analizi

Alikonma siresi:18.6 dk, Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/i-PrOH (90:10), akis hizi: 1.0
mL/dk, 254 nm.
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4.2.5 (S)-Amit (3b) Sentezi

(S)-ValinNHBoc (2b) kullanilarak gergeklestirilen sentezde, Boliim 4.2.4°te agiklanan prosediir
esas alindi. Reaksiyonda (S)-valinNHBoc (2b) 6,49 g (30 mmol), NEts 3,04 g (30 mmol),
EtOCOCI 3,25 g (30 mmol) ve antranil amid 6,13 g (45 mmol) miktarlarinda kullanildi.
Reaksiyonun tamamlanmasimin ardindan (S)-amit (3b), 7,55 g (22,5 mmol) miktarinda ve %75

verimle elde edildi. Hekzan/CH2CI2 tizerinden kristallendirilerek beyaz kat1 olarak elde edildi,

en 115- 117 °C; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6, ppm) & 11.91 (bs, 1H), 8.51 (d, J = 8.0 Hz,
1H), 8.21 (bs, 1H), 7.76 (d, J = 7.8 Hz,1H), 7.59 (bs, 1H), 7.51-7.38 (m, 1H), 7.25 (d, J = 7.2
Hz, 1H), 7.17-7.02 (m, 1H), 3.73 (t, J = 6.5 Hz, 1H), 2.27-2.01 (m, 1H), 1.37 (s, 9H), 0.88 (d, J
= 6.8 Hz, 3H), 0.87 (d, J = 6.6 Hz, 3H); *C NMR (100 MHz, DMSO-d6, ppm) 6 171.3, 171.1,
156.5, 139.8, 132.6, 129.1, 123.1, 120.6, 120.5, 78.8, 62.5, 30.1, 28.8, 19.7, 18.6; IR (KBr, cm’
1)3411, 3340, 3213, 2964, 2932, 1672, 1624, 1521, 1451, 1392, 1282, 1240, 1172, 1044;
[a]D = -62.0 (c 1, EtOH); ee %99; Kiral HPLC Analizi Alikonma siiresi: 11.2 dk, Chiralcel
OD-H kolon, n-hekzan/iPrOH (90:10), akis hizi: 1.0 mL/dk, 254 nm.

(0) NH,
H
N Yy
NHBoc
(0]

(S)-FenilalaninNHBoc (2c) kullanilarak gerceklestirilen sentezde, Boliim 4.2.4’te agiklanan
prosediir esas alindi. Reaksiyon i¢in (S)-fenilalaninNHBoc (2¢) 7,96 g (30 mmol), NEts 3,04 g
(30 mmol), EtOCOCI 3,25 g (30 mmol) ve antranil amid 6,13 g (45 mmol) miktarlarinda

4.2.6 (S)-Amit (3c) Sentezi

kullanildi. Reaksiyonun tamamlanmasiyla (S)-amit (3c¢), 8,63 g (22,5 mmol) miktarinda ve %75
verimle elde edildi. Elde edilen iiriin, hekzan/EtOAc karisimindan kristallendirilerek beyaz kat1
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seklinde izole edildi. en 174-175 °C,; IHNMR (400 MHz, DMSO-d6, ppm) 6 12.06 (bs, 1H),
8.51 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.17 (bs, 1H), 7.76 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.58 (bs, 1H),7.47 (t, J = 7.7
Hz, 1H), 7.40 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.27-7.23 (m, 4H), 7.21- 7.12 (m, 1H),7.10 (t, J = 7.7 Hz,
1H), 4.88-3.53 (m, 1H), 3.15 (dd, J = 13.7, 4.0 Hz, 1H), 2.85 (dd, J = 13.6, 10.7 Hz, 1H), 1.30
(s, 9H); *C NMR (100 MHz, DMSO-d6, ppm) & 171.4, 171.0, 156.1, 139.8, 139.0, 132.6,
129.6, 129.1, 128.7, 126.8, 123.1, 120.7, 120.5, 79.0,58.4, 37.3, 28.8; IR (KBr, cm™) 3420,
3346, 2981, 2930, 1698, 1628, 1588, 1503, 1448,1387, 1296, 1251, 1159, 1048; [a]D =-48.0
(c 1,EtOH); ee %99; Kiral HPLC Analizi Alikonma stiresi: 30.8 dk, Chiralcel OD-H kolon, n-
hekzan/i-PrOH (90:10), akis hiz1: 1.0 mL/dk, 254 nm.

4.2.7 (S)-KinazolinonNHBoc (4a) Sentezi

@)

NH
/)\rNHBoc
N

Me

(S)-Amid (3a) (6,15 g, 20 mmol), 100 mL’lik balon i¢erisinde 40 mL etanolde ¢6ziindiiriildi
ve reaksiyon ortami buz banyosu kullanilarak 0-3 °C’ye sogutuldu. Bu sicaklik korunarak 10
M NaOH c¢ozeltisi (8 mL, 3,2 g, 80 mmol) yavasca ilave edildi. Reaksiyon karigimi 30 dakika
boyunca karistirildi. Siirenin sonunda reaksiyonun seyri TLC ile kontrol edildi ve reaksiyonun
tamamlandigi belirlendi. Reaksiyon karisimi bir erlene aktarilarak buz banyosunda sogutuldu.
Ardindan derisik hidroklorik asit ¢6zeltisi kontrollii sekilde ilave edilerek ortamin pH’17,2’ye
getirildi. Notrlestirme islemi tamamlandiktan sonra karisima 50 mL saf su ilave edildi ve
riiniin ¢okelmesi beklendi. Olusan kati, vakum altinda siiziilerek ayrildi. Boylece (S)-
kinazolinonNHBoc (4a), beyaz renkli kat1 olarak 5,38 g (18,60 mmol) miktarinda ve %93
verimle elde edildi. En 196-197 °C; *H NMR (400 MHz, CDCls, ppm) & 11.75 (bs, 1H), 8.31
(d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.80-7.72 (m, 1H), 7.72-7.67 (m, 1H), 7.51-7.41 (m, 1H), 5.69 (bs, 1H),
5.01-4.68 (m, 1H), 1.61 (d, J = 7.0 Hz, 3H), 1.41 (s, 9H); **C NMR (100 MHz, CDCls, ppm) &
163.6, 156.8, 155.6, 149.0, 134.8, 127.6, 126.8, 126.5, 121.1, 80.5, 50.1, 28.4, 20.2; IR (KBr,
cm?) 3357, 3181, 3133, 2980, 2931, 1690, 1611, 1512, 1448, 1366, 1328, 1248, 1167, 1054;
[alo = -58.0 (c 1, 189 EtOH); ee %99; Kiral HPLC Analizi Alikonma siiresi: 19.1 dk,
Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/i-PrOH (90:10), akis hizt: 1.0 mL/dk, 254 nm.
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4.2.8 (S)-KinazolinonNHBoc (4b) Sentezi

O

NH
/)),\NHBOC
N

(S)-KinazolinonNHBoc (4b) sentezi, Bolim 4.2.7°de agiklanan prosediir dogrultusunda
gerceklestirildi. Baslangic maddesi olarak (S)-amit (3b) 6,70 g (20 mmol) ve 10 M NaOH
cozeltisi 8 mL (3,2 g, 80 mmol) miktarmda kullanildi. Reaksiyonun tamamlanmasinin ardindan
(S)-kinazolinonNHBoc (4b), beyaz renkli kat1 halinde 5,97 g (18,8 mmol) miktarinda ve %94
verimle elde edildi. En 145-147 °C; *H NMR (400 MHz, CDCI3, ppm) § 11.91 (bs, 1H), 8.30
(dd, J=8.0, 1.0 Hz, 1H), 7.81-7.73 (m, 1H), 7.72-7.70 (m, 1H), 7.47 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 5.74
(bs, 1H), 4.64-4.55 (m, 1H), 2.37-2.27 (m, 1H), 1.40 (s, 9H), 1.02 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 1.02 (d,
J=6.2 Hz, 3H): 13C NMR (100 MHz, CDCI3, ppm) 5 163.6, 156.0, 155.8, 149.1, 134.8, 127.6,
126.7,126.5,121.0, 80.1, 59.6, 32.5, 28.4, 19.7, 18.1; IR (KBr, cm™) 3378, 3176, 3131, 2974,
2927, 1688, 1614, 1512, 1468, 1365, 1334, 1235, 1166, 1088; [a]D = -69.0 (c 1, EtOH);
ee %99; Kiral HPLC Analizi Alikonma siresi: 6.5 dk, Chiralcel OD-H kolon, n-
hekzan/iPrOH (90:10), akis hizi: 1.0 mL/dk, 254 nm.

4.2.9 (S)-KinazolinonNHBoc (4c) Sentezi

0]

NH
/)\ENHBOC
N

Ph

(S)-KinazolinonNHBoc (4c) sentezi, Bolim 4.2.7°de belirtilen prosediir esas alinarak
gergeklestirildi. Reaksiyonda (S)-amit (3c) 7,28 g (19 mmol) ve 10 M NaOH c¢o6zeltisi 7,6 mL
(3,04 g, 76 mmol) miktarinda kullanildi. Reaksiyonun tamamlanmasmin ardindan (S)-
kinazolinonNHBoc (4c), beyaz renkli kat1 halinde 6,60 g (18,05 mmol) miktarinda ve %95
verimle elde edildi. En 223-225 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCI3, ppm) § 11.21 (bs, 1H),

8.31(d, J=7.7Hz, 1H), 7.78 (t, J= 7.6 Hz, 1H), 7.72 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.51 (t, J = 7.1 Hz,
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1H), 7.32-7.08 (m, 5H), 5.52 (bs, 1H), 5.04 4.81 (m, 1H), 3.34 (dd, J = 13.8, 5.6 Hz, 1H), 3.26-
3.12 (m, 1H), 1.37 (s, 9H); *C NMR (100 MHz, CDCI3, ppm) & 163.2, 155.4, 149.0, 136.1,
134.8, 129.6, 128.7, 127.7, 127.2, 127.0, 126.7, 121.2, 80.7, 55.4, 40.0, 28.4; IR (KBr, cm™)
3360, 3175, 3029, 2981, 2917, 1701, 1685, 1610, 1518, 1467, 1365, 1336, 1242, 1171, 1047,
[a]D =-41.0 (c 1, CH2CI2); ee %99; Kiral HPLC Analizi Alikonma siiresi: 22.3 dk, Chiralcel
OD-H kolon, n-hekzan/iPrOH (90:10), akis hiz1: 1.0 mL/dk, 254 nm.

4.2.10 (S)-4-KlorokinazolinNHBoc (5a) Sentezi

Cl

N)\r

Me

(S)-KinazolinonNHBoc (4a) (3,00 g, 10,4 mmol), 50 mL benzen icerisinde ¢ozlldi. Cozeltiye
N,N-dietilanilin (3,10 g, 20,8 mmol) ve POCL (4,78 g, 31,2 mmol) ilave edilerek reaksiyon
karisimi hazirlandi. Karisim 30 dakika boyunca refliikks kosullarinda 1sitildi. Reaksiyon
stiresinin tamamlanmasinin ardindan ortam oda sicakligma sogutuldu ve 50 mL EtOAc ilave
edildi. Elde edilen karigim sirasiyla buzlu su (35 mL), 1 M HCl ¢6zeltisi (2 x 35 mL) ve doymus
NaCl cozeltisi (35 mL) ile yikandi. Organik faz susuz Na.SOs tizerinde kurutulduktan sonra
stizlildii. Coziicti diisiik basing altinda uzaklastirilarak ham {iriin elde edildi. Ham iiriin kolon
kromatografisi ile saflastirildi. Petrol eteri/EtOAc (4:1) eliient sistemi kullanilarak
gerceklestirilen saflastirmada, ilk fraksiyondan (S)-4-klorokinazolinNHBoc (5a) 3,04 g (9,8
mmol) miktarinda ve %95 verimle beyaz kat1 olarak izole edildi. En 80-82 °C; *H NMR (400
MHz, CDCI3, ppm) & 8.24 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.02 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.94 (t, J = 7.7 Hz,
1H), 7.69 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 5.84 (bs, 1H), 5.14-4.98 (m, 1H), 1.57 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 1.45 (s,
9H); 13¢ NMR (100 MHz, CDCI3, ppm) & 166.0, 163.2, 155.3, 151.2, 135.2, 128.6, 128.5,
126.1, 122.6, 79.5, 52.4, 28.5, 22.1; IR (KBr, cm™) 3424, 3346, 2976, 2930, 1714, 1615, 1571,
1482, 1458, 1365, 1250, 1166, 1051; [a]D =-54.1 (c 1.6, CH2CI2).
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4.2.11 (S)-4-KlorokinazolinNHBoc (5b) Sentezi

Cl

I
Pz NHBoc
Y

(S)-KinazolinonNHBoc (4b) kullanilarak gergeklestirilen sentezde, Boliim 4.2.10°da agiklanan
yontem esas alindi. Reaksiyon igin (S)-kinazolinonNHBoc (4b) 3,17 g (10 mmol), N,N-
dietilanilin 2,98 g (20 mmol) ve POCls 4,60 g (30 mmol) miktarlarinda kullanildi. Reaksiyonun
tamamlanmasinin ardindan (S)-4-klorokinazolinNHBoc (5b), 3,19 g (9,5 mmol) miktarinda
ve %95 verimle renksiz, yagimsi bir madde olarak izole edildi. *H NMR (400 MHz, CDCI3,
ppm) & 8.24 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.01 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.93 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.69 (t, J =
7.5 Hz, 1H), 5.67 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 4.94 (dd, J =8.9, 5.2 Hz, 1H), 2.48-2.21 (m, 1H), 1.44
(s, 9H), 0.97 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.85 (d, J = 6.8 Hz, 3H); *C NMR (100 MHz, CDCI3, ppm)
0 165.0, 162.5, 156.1, 151.0, 135.1, 128.7, 128.5, 125.8, 122.5, 79.3, 61.2, 33.7, 28.5, 19.8,
17.6; IR (KBr, cm™) 3438, 3366, 2966, 2930, 1713, 1615, 1570, 1498, 1481, 1391, 1365, 1302,

1251, 1170; [a]D =-52.9 (c 1.1, CH2CI2).

4.2.12 (S)-4-KlorokinazolinNHBoc (5c¢) Sentezi

Cl

N)\E

Ph

(S)-KinazolinonNHBoc (4c) kullanilarak gerceklestirilen reaksiyonda, Bolim 4.2.10°da
agiklanan prosediir uygulandi. Baslangi¢ maddesi olarak (S)-kinazolinonNHBoc (4c) 4,02 g (10
mmol), N,N-dietilanilin 2,98 g (20 mmol) ve POCls 4,59 g (30 mmol) miktarlarinda kullanildi.
Reaksiyonun tamamlanmasinin ardindan (S)-4-klorokinazolinNHBoc (5c¢), 3,64 g (9,5 mmol)
miktarinda ve %95 verimle renksiz, yagimsi bir madde olarak elde edildi. *H NMR (400 MHz,
CDCI3, ppm) 6 8.23 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.01-7.85 (m, 2H), 7.68 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 7.24-7.08
(m, 3H), 7.03-6.97 (m, 2H), 5.71 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 5.37-5.30 (m, 1H), 3.44 (dd, J = 13.6, 5.2
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Hz, 1H), 3.25 (dd, J = 13.5, 6.7 Hz, 1H), 1.42 (s, 9H); *C NMR (100 MHz, CDCI3, ppm) &
164.4, 162.8, 155.5, 151.0, 137.1, 135.0, 129.8, 128.6, 128.6, 128.2, 126.5, 126.1, 122.5, 79.5,
57.2,41.0, 28.5; IR (KBr, cm™) 3424, 3347, 3027, 2975, 2931, 1710, 1614, 1570, 1495, 1482,
1456, 1391, 1365, 1308, 1251, 1167, 1051; [a]D =-46.5 (c 1.3, CH2CI2).

4.2.13 (S)-KinazolinNHBoc (6a) Sentezi

~N
/)\rNHBoc
N

Me

(S)-4-KlorokinazolinNHBoc (5a) (923 mg, 3 mmol), 100 mL’lik yuvarlak dipli balona aktarild1
ve 30 mL THF igerisinde ¢oziildii. Oda sicakligindaki reaksiyon ortamma TEMED (627 mg,
5,4 mmol), Pd(PPhs)4 (104 mg, 0,09 mmol) ve NaBH4 (204 mg, 5,4 mmol) sirasiyla ilave edildi.
Reaktiflerin tamaminin eklenmesinden sonra reaksiyon karigimi, 70 °C’de geri sogutucu altinda
1 saat siireyle karistirildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra karisim oda sicakli§ina getirildi ve
¢Oziicl diisiik basing altinda uzaklastirildi. Geride kalan kalint1 100 mL DCM ile ¢oziildii.
Organik faz ii¢ kez 20 mL su ile yikandiktan sonra 50 mL doymus NaCl ¢ozeltisi ile yikama
islemi gergeklestirildi. Organik faz susuz Na>SOa iizerinden kurutuldu ve siiziildii. Coziiciiniin
vakum altinda uzaklastirilmasiyla ham Grln elde edildi. Ham Uriin, kolon kromatografisi
kullanilarak saflastirildi. Hekzan/etil asetat (2:1) karigimi eliient olarak kullanildiginda, ilk
fraksiyondan (S)-kinazolinNHBoc (6a) 678 mg (2,25 mmol) miktarinda izole edildi ve %75
verim elde edildi. Son olarak iiriin, hekzan/etil asetat karisimindan kristallendirilerek beyaz
renkli kat1 formunda saflastirildi. Rf0.64 Hekzan/EtOACc, 1:1); en 46-48 °C *H NMR (400 MHz,
CDCls, ppm) 6.9.35 (s, 1H), 8.01 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.94-7.83 (m, 2H), 7.61 (t, J = 7.5 Hz,
1H), 6.04 (bs, 1H), 5.20-5.02 (m, 1H), 1.58 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 1.45 (s, 9H); *C NMR (100
MHz, CDCls, ppm) & 166.7, 160.8, 155.4, 150.0, 134.3, 128.2, 127.5, 127.2, 123.7, 79.3, 52.7,
28.5,22.3; IR (KBr, cm™) 3420, 2976, 2930, 1711, 1621, 1586, 1571, 1492, 1456, 1405, 1365,
1247, 1167, 1050; Kiral HPLC Analizi Alikonma siiresi: 9.7 dk, Chiralcel OD-H kolon, n-
hekzan/i-PrOH (75:25); [a]o = -61 (c 1, CH2Cl).
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4.2.14 (S)-KinazolinNHBoc (6b) Sentezi
[ :[ SN
/)INHBOC
N

(S)-KinazolinNHBoc (6b) sentezi, Bolim 4.2.13’te agiklanan prosediir temel alinarak
gerceklestirildi. Reaksiyonda baslangic maddesi olarak (S)-4-klorokinazolinNHBoc (5b) 1,22
g (3,63 mmol) kullanild1. Reaksiyon ortamina TEMED (717 mg, 6,17 mmol), Pd(PPhs)s (127
mg, 0,11 mmol) ve NaBHa4 (233 mg, 6,17 mmol) ilave edildi. Reaksiyonun tamamlanmasinin
ardindan (S)-kinazolinNHBoc (6b), 766 mg (2,54 mmol) miktarinda ve %70 verimle elde
edildi. Elde edilen iriin, hekzan/EtOAc karisimindan kristallendirilerek beyaz renkli kati
halinde saflastirildi. Rf 0.72 (Hekzan/EtOAc, 1:1) en 117-119 °C; *H NMR (400 MHz, CDCI3,
ppm) 6 9.34 (s, 1H), 8.01 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.93-7.83 (m, 2H), 7.61 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 5.85
(d, J =8.4 Hz, 1H), 4.98 (dd, J = 8.4, 5.2 Hz, 1H), 2.41-2.26 (m, 1H), 1.47 (s, 9H), 0.98 (d, J
= 6.8 Hz, 3H), 0.85 (d, J = 6.8 Hz, 3H); *C NMR (100 MHz, CDCI3, ppm) & 165.6, 160.2,
156.2, 150.1, 134.1, 128.3, 127.4, 127.1, 123,6, 79.1, 61.4, 34.1, 28.5, 19.8, 17.5; IR (KBr, cmv

1) 3345, 2964, 2933, 1697, 1621, 1583, 1571, 1513, 1487, 1365, 1297, 1234, 1166, 1014. [a]p

=-0.73 (c 1, CH2CI2), Kiral HPLC Analizi Alikonma suresi: 5.5 dk, Chiralcel OD-H kolon,
n-hekzan/iPrOH (75:25) [a]D =-73 (c 1, CH2CI2).

4.2.15 (S)-KinazolinNHBoc (6¢) Sentezi
L
/)j,NHBoc
N

Ph
(S)-KinazolinNHBoc (6¢) sentezi, Bolim 4.2.13’te verilen prosediir esas alinarak
gergeklestirildi. Baslangig maddesi olarak (S)-4-klorokinazolinNHBoc (5¢) 974 mg (2,54
mmol) miktarinda kullanildi. Reaksiyon ortamina TEMED (502 mg, 4,32 mmol), Pd(PPhs). (88

mg, 0,076 mmol) ve NaBH4 (168 mg, 4,32 mmol) ilave edildi. Reaksiyonun tamamlanmasiyla
(S)-kinazolinNHBoc (6¢), 798 mg (2,01 mmol) miktarmnda ve %90 verimle elde edildi. Uriin,
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hekzan/EtOAc karigimindan kristallendirilerek beyaz renkli kat1 halinde izole edildi. Rf 0.69
(Hekzan/EtOAc, 1:1); en 92-94 °C; *H NMR (400 MHz, CDCI3, ppm) & 9.35 (s, 1H), 7.97-
7.81 (m, 3H), 7.64 (t, J = 7.31 Hz, 1H), 7.24-7.06 (m, 3H), 6.93 (m, 2H), 5.90 (d, J = 7.3 Hz,
1H), 5.41-5.36 (m, 1H), 3.46 (dd, J = 13.4, 5.3 Hz, 1H), 3.31 (dd, J = 13.4, 6.1 Hz, 1H), 1.43
(s, 9H); *C NMR (100 MHz, CDCI3, ppm) & 165.2, 160.5, 155.3, 150.1, 137.2, 134.3, 129.7,
128.2, 128.1, 127.6, 127.2, 126.4, 123.6, 79.3, 57.4, 41.2, 28.5; IR (KBr, cm™) 3346, 3062,
3023, 2980, 2924, 1690, 1617, 1571, 1528, 1488, 1366, 1251, 1170, 1048; Kiral HPLC Analizi
Alikonma siiresi: 8.8 dk, Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/iPrOH (75:25); [a]p = -0.42 (c 1,

CH2CI2).

4.2.16 (S)-1-(Kinazolin-2-il)etan-1-amin (7a)

\N
[I/ NH
N)\r 2

Me

(S)-KinazolinNHBoc (6a) (547 mg, 2 mmol), 50 mL’lik yuvarlak dipli balona aktarild1 ve 20
mL DCM igerisinde ¢oziildii. Reaksiyon ortami 0 °C’ye sogutulduktan sonra TFA (2,28 g, 20
mmol) kontrollii bicimde damla damla ilave edildi. TFA ilavesinin tamamlanmasmin ardindan
karisim oda sicakligma getirildi ve 24 saat boyunca manyetik karistirma altinda reaksiyona
birakildi. Reaksiyon siiresinin sonunda karigim buz banyosunda sogutuldu ve doymus NaHCOs
cozeltisi ilave edilerek pH 7’ye ayarlandi. Elde edilen karisim DCM (3 x 50 mL) ile ekstrakte
edildi. Birlestirilen organik faz, 50 mL doymus NaCl ¢6zeltisi ile yikandi ve susuz Na:SOa
iizerinde kurutuldu. Kurutma isleminin ardindan organik faz siiziildii ve ¢6ziicii vakum altinda
uzaklastirildi. Ham tirtiniin saflastirilmasi icin DCM/MeOH (19:1) eliient sistemi kullanilarak
kolon kromatografisi uygulandi. Saflagtirma sonucunda (S)-1-(kinazolin-2-il)etan-1-amin (7a),
410 mg (1,5 mmol) miktarinda ve %75 verimle izole edildi. *H NMR (400 MHz, CDCls, ppm)
6 9.36 (s, 1H), 7.99 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.91-7.87 (m, 2H), 7.64-7.60 (m, 1H), 4.53 (q, J=6.8
Hz), 4.33 (bs, 2H), 1.63 (d, J = 6.8 Hz, 3H); 3C NMR (100 MHz, CDCls, ppm) § 168.1, 161.1,
150.1, 134.4, 128.2, 127.6, 127.2, 123.7, 53.3, 22.7, IR (KBr, cm™) 1487, 1556, 1567, 1618,
2866, 2926, 2972, 3059, 3271; [a]p = +39 (¢ 1, CH2CLkL); Kiral HPLC Analizi Alikonma
suresi: 14.4 dk, Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/iPrOH (75:25).
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4.2.17 (S)-2-Metil-1-(kinazolin-2-il)propan-1-amin (7b)
L

(S)-2-Metil-1-(kinazolin-2-il)propan-1-amin (7b) sentezi, Boliim 4.2.16’da agiklanan prosediir
dogrultusunda gergeklestirildi. Reaksiyonda baslangic maddesi olarak (S)-kinazolinNHBoc
(6b) 603 mg (2 mmol) ve TFA 2,28 g (20 mmol) miktarinda kullanildi. Reaksiyonun
tamamlanmasinin ardindan (S)-2-metil-1-(kinazolin-2-il)propan-1-amin (7b), 314 mg (1,56
mmol) miktarinda ve %78 verimle elde edildi. Rf 0.33 (DCM/MeOH, 4:1) ; *H NMR (400
MHz, CDCI3, ppm) 6 9.38 (s, 1H), 8.03-8.01 (m, 1H), 7.92- 7.89 (m, 2H), 7.62 (t, J = 7.3 Hz,
1H), 4.08 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 2.46 (brs, NH2, 2H), 2.37-2.29 (m, 1H), 0.97 (d, J = 6.7 Hz, 3H),
0.94 (d, J=6.7 Hz, 3H), ®°C NMR (100 MHz, CDCI3, ppm) § 168.6, 160.2, 149.8, 134.2, 128.1,
127.2,127.1, 123.5, 63.4, 34.2, 20.2, 17.3; IR (KBr, cm™) 1485, 1556, 1580, 1614, 2867, 2923,
2955, 3058, 3286; [a]o = -27 (¢ 1, CH2CI2), Kiral HPLC Analizi Alikonma siresi: 5.2 dk,
Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/i-PrOH (75:25).

4.2.18 (S)-2- Fenil-1-(kinazolin-2-il)etan-1-amin (7c)

L

pz NH

N)\E 2
Ph

(S)-2-Fenil-1-(kinazolin-2-il)etan-1-amin (7c) sentezi, Boliim 4.2.16’da verilen prosediir esas
alinarak gergeklestirildi. Baslangic maddesi olarak (S)-tert-butil (2-fenil-1-(kinazolin-2-
il)etil)karbamat (6¢) 699 mg (2 mmol) ve TFA 2,28 g (20 mmol) miktarlarinda kullanildi.
Reaksiyonun tamamlanmasinin ardindan (S)-2-fenil-1-(kinazolin-2-il)etan-1-amin (7c), 403
mg (1,62 mmol) miktarinda ve %81 verimle elde edildi. Rf 0.31 (DCM/MeOH, 4:1); 'H NMR
(400 MHz, CDClz, ppm) 6 9.42 (s, 1H), 8.03 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 7.96-7.88 (m, 2H), 7.65 (t, J =
7.4 Hz, 1H), 7.39-7.09 (m, 5H), 4.58 (dd, J = 8.8, 4.8 Hz, 1H), 3.45 (dd, J = 13.4, 4.6 Hz, 1H),
3.01 (dd, J=13.3,9.1 Hz, 1H), *C NMR (100 MHz, CDCls, ppm) & 168.5, 160.6, 150.2, 138.7,
134.2, 129.5, 128.4, 128.2, 127.4, 127.1, 126.4, 123.6, 59.5, 44.3; IR (KBr, cm™) 1484, 1556,
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1585, 1615, 3024, 3053, 3270, 3360; [a]p=-8 (c 0.5, CH2Cl,), Kiral HPLC Analizi Alikonma
stresi: 16.8 dk, Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/i-PrOH (75:25).

4.2.19 (S)-1-(1-(kinazolin-2-il)etil)-3-(2-(triflorometil)fenil)tiyotre (8al)

AN

s

ey
Me S

Rf 0.41 (EtOAc/pet eter, 1:1.5); 'H NMR (400 MHz, CDCI3, ppm) & 9.35 (s, 1H), 7.95-7.87
(m, 3H), 7.83-7.78 (m, 1H), 7.77-7.68 (m, 3H), 7.66-7.62 (m, 2H), 7.56-7.47 (m, 1H), 5.79 (bs,
1H), 1.72 (d, J = 6.9 Hz 3H); 3C NMR (100 MHz, CDCI3, ppm) & 180.1, 165.9, 161.3, 149.7,
134.8,133.4,128.9,128.0, 127.9, 127.6, 126.5, 126.2, 124.8, 123.8, 122.1, 56.8, 27.1; IR (KBr,
cm™) 3281, 3146, 2969, 2157, 2003, 1618, 1574, 1525, 1455, 1292, 1163, 962, 819; [a]p = +42
(c 1, CH2CI2); Kiral HPLC Analizi Alikonma suresi: 15.6 dk, Chiralcel OD-H kolon, n-
hekzan/iPrOH (75:25).

4.2.20 (S)-1-(3,5-bis(triflorometil)fenil)-3-(1-(kinazolin-2-il)etil)tiyodre (8a2)

~N
NN cF
~
Pty 3
Me S
CF;

Rf 0.49 (EtOAc/pet eter, 1:1.5); H NMR (400 MHz, CDCls, ppm) & 9.41 (s, 1H), 8.71 (bs,
1H), 8.45 (bs, 1H), 8.02-7.90 (m, 5H), 7.75-7.65 (m, 2H), 5.90 (bs, 1H), 1.70 (d, J = 5.6 Hz
3H); C NMR (100 MHz, CDCls, ppm) & 179.4, 161.4, 149.9, 139.1, 135.2, 128.3, 128.3,
127.9, 127.8, 127.6, 124.4, 123.9, 123.6, 123.6, 121.8, 119.2, 119.1, 57.0, 21.8; IR (KBr, cm’
1) 3325, 3178, 2967, 2138, 2030, 1738, 1620, 1521, 1380, 1284, 1119, 960, 880; [a],= +26 (C
1, CHyxCl); Kiral HPLC Analizi Alikonma siresi: 9.3 dk, Chiralcel OD-H kolon, n-
hekzan/iPrOH (75:25).
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4.2.21 (S)-1-(4-florofenil)-3-(1-(kinazolin-2-il)etil)tiyotire (8a3)

N
~
N)\fﬁf
Me S
F

Rf 0.39 (EtOAc/pet eter, 1:1.5); 'H NMR (400 MHz, CDCls, ppm) & 9.36 (s, 1H), 7.95-7.90
(m, 3H), 7.81-7.76 (m, 1H), 7.65 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.40-7.34 (m, 2H), 7.20 (t, J = 8.5 Hz,
2H), 5.80 (bs, 1H), 1.72 (d, J = 6.8 Hz 3H); 3C NMR (100 MHz, CDCls, ppm) & 179.8, 166.0,
162.7.9, 161.3, 149.7, 134.8, 128.0, 127.7, 127.6, 127.5, 123.8, 117.2, 116.9, 56.8, 27.1; IR
(KBr, cm™) 3350, 3161, 2924, 2848, 2128, 2040, 1738, 1618, 1503, 1375, 1215, 1152, 961,
834; [a]o = +105 (¢ 1, CH.Clp); Kiral HPLC Analizi Alikonma suresi: 17.6 dk, Chiralcel OD-
H kolon, n-hekzan/iPrOH (75:25).

4.2.22 (S)-1-(4-metoksifenil)-3-(1-(kinazolin-2-il)etil)tiyolire (8a4)

N
@CN N. N
~
N)\r \”/ \©\
M S
© OMe

Rf 0.32 (EtOAc/pet eter, 1:1.5); *H NMR (400 MHz, CDCls, ppm) & 9.36 (s, 1H); 7.93-7.89
(m, 3H); 7.81-7.79 (m, 2H); 7.65 (t, J = 7.2 Hz, 1H); 7.32 (d, J = 8.8 Hz, 2H); 7.03 (d, J = 8.8
Hz, 2H); 5.83 (bs, 1H); 3.89 (s,3H); 1.71 (d, J = 6.8 Hz, 3H); 3C NMR (100 MHz, CDCls,
ppm) & 179.9, 166.1, 161.1, 158.8, 149.7, 134.6, 129.3, 128.0, 127.8, 127.6, 127.5, 123.8, 115.3,
56.7,55.8, 22.0; [a]o= 112 (c 1, CH2CL); IR (KBr, cm™) 33350, 3172, 2924, 2850, 2138, 2014,
1738, 1619, 1506, 1373, 1240, 1177, 1030, 964, 828; Kiral HPLC Analizi Alikonma suresi:
24.8 dk, Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/iPrOH (75:25).
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4.2.23 (S)-1-(4-florofenil)-3-(2-metil-1-(kinazolin-2-il)propil)tiyotre (8b3)

Ly

'H NMR (400 MHz, CDCls, ppm) & 9,34 (s, 1H); 7.94 -7.85 (m, 3H); 7.79 (bs, 1H); 7.67-7.63
(m, 1H); 7.54 (bs, 1H); 7.40-7.35 (m,1H); 7.20 (t, J = 8.3 Hz, 2H); 5.86 (bs, 1H); 2.63-2.46 (m,
1H); 0.90 (d, J = 6.8 Hz 6H); *3C NMR (100 MHz, CDCls, ppm) & 180.9; 164.7; 160.5; 149.8;
134.6; 128.2; 127.9; 127.7; 127.4; 123.8; 117.3; 117.0; 65.5; 34.0; 19.2; 18.6; IR (KBr, cm?)
3182, 3024, 2958, 2926, 2869, 2141, 2014, 1960, 1737, 1618, 1503, 1375, 1215, 1151, 970,
831; [a]p=97 (c 1, CH2Cly); Kiral HPLC Analizi Alikonma suresi: 13.0 dk, Chiralcel OD-H
kolon, n-hekzan/iPrOH (75:25).

4.2.24 (S)-1-(4-metoksifenil)-3-(2-metil-1-(kinazolin-2-il)propil)tiyotire (8b4)

@@N HoH
SeacH

Et.O/siklohekzan uizerinden kristallendirildi, en 131.5-133 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCls,
ppm) 6 9,33 (s, 1H); 7.93 -7.86 (m, 4H); 7.52 (dt, J = 7.8 Hz, 1.7 Hz, 1H); 7.51-7.42 (bs, 1H);
7.33-7.29 (m, 2H); 7.02 (d, J = 8.7 Hz, 2H); 5.87 (bs, 1H); 3.88 (s, 3H); 0.90 (d, J = 6.8 Hz
6H); *C NMR (100 MHz, CDCls, ppm) & 181.1; 164.9; 160.4; 158.9; 149.8; 134.5; 129.2;
129.1; 127.8; 127.7; 127.3; 123.8; 115.3; 65.5; 55.8; 34.0; 19.3; 18.6; IR (KBr, cm™) 3353,
3152, 2958, 2866, 214, 2033, 1948, 1738, 1620, 1507, 1377, 1247, 1165, 973, 829; [a] , = 178.3

(c 1, CH.CL); Kiral HPLC Analizi Alikonma siresi: 17.5 dk, Chiralcel OD-H kolon, n-
hekzan/iPrOH (75:25).

e
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4.2.25 (S)-1-(4-florofenil)-3-(2-fenil-1-(kinazolin-2-il)etil)tiyotre (8c3)

N
/

S [ :l\
Ph F

IH NMR (400 MHz, CDCls, ppm) & 9,35 (s, 1H), 8.02-7.94 (bs, 1H), 7.93-7.85 (m, 2H), 87.70-
7.54 (m, 3H), 7.15-7.04 (m, 5H), 6,05 (bs, 1H), 3.83-3.75 (m, AB sisteminin A kismi, 1H),
3.49-3.44 (m, AB sisteminin B kismi, 1H), *C NMR (100 Hz, CDCls, ppm) § 179.7, 164.1,
162.5, 160.8, 149.5, 136.6, 134.7, 129.8, 128.2, 128.1, 128.0, 127.6, 127.5, 127.5, 126.7, 123.7,
117.0,116.8, 61.0, 39.8; IR (KBr, cm™) 3271, 3166, 3024, 2968, 2921, 2854, 2181, 2036, 1737,
1617, 1502, 1374, 1215, 1152, 963, 833; [a]p = -2.9 (c 1, CH2CL); Kiral HPLC Analizi
Alikonma siiresi: 20.0 dk, Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/iPrOH (75:25).

4.2.26 (S)-1-(4-metoksifenil)-3-(2-fenil-1-(kinazolin-2-il)etil)tiyolre (8c4)

X
7
N)j’ \n/ \©\
S
Ph OMe

Et20/siklohekzan tizerinden kristallendirildi, en 174-176 °C;*H NMR (400 MHz, CDCI3, ppm)
§ 9,33 (s, 1H), 7.90-7.82 (m, 2H), 7.49 (bs, 1H), 7.68 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.61 (t, J = 7.5 Hz,
1H), 7.49 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 7.11-7.03 (m, 5H), 6.91-6.88 (m, 2H), 6,07 (bs, 1H), 3.84 (s, 3H),
3.78-3.73 (m, AB sisteminin A kismi, 1H), 3.47-3.43 (m, AB sisteminin B kismu, 1H), 13C
NMR (100 Hz, CDCI3, ppm) & 180.0, 164.3, 160.7 158.7, 149.6, 136.7, 134.54, 129.7, 129.4,
128.2, 127.9, 127.5, 127.4, 126.8, 123.7, 115.2, 61.0, 55.8, 40.1; IR (KBr, cm™) 3344, 3173,
3016, 2969, 2141, 2011, 1738, 1616, 1510,1365, 1217, 1027, 941, 849; [alp = +27 (c 1,
CH2CI2) Kiral HPLC Analizi Alikonma slresi: 27.2 dk, Chiralcel OD-H kolon, n-
hekzan/iPrOH (75:25).
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4.3 8al-8c4’iin MCF-7 (insan Meme Kanseri) ve HUH-7 (Karaciger Kanseri) Hiicre

Hatlan Uzerindeki Antiproliferatif Aktivitelerinin Belirlenmesi

A) MCF-7 B) MCF-7
= 100+ - sl = 100- - 3
9: 904 & 8a2 é 90 - §hi
.: 80 - 8a3 g 804 =&~ Karboplatin
S, 704 -~ Sad S, 704 =¥ Dosctaksel
z 604 2 60
o :’g 4 Karboplatin g 50
) 4 ]
= - @ Dosctaksel =
3 40 osetakse ',_O 404
304 £ 304
¢ 204 2 204
S o
= 101 = 104
= oV T
1 3125 § 625 10 125 25 1 3125 5 625 10 12,5 2§ S0
Konsantrasyon (uM) Konsantrasyon (uM)
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804 —&—  Karboplatin
704 =¥ Dosctaksel

Hiicre Proliferasyonu (%)
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<

1 3,125 5 6,25 10 12,5 25 50 100
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Sekil 4.3.1. Kinazolin temelli kiral tiyotire bilesiklerinin 8al-a4 (A), 8b1-b4 (B) ve 8cl-c4 (C)
ile kemoterapdtik ilaglar karboplatin ve dosetakselin, MCF-7 hiicreleri tizerindeki farkli

konsantrasyonlardaki (1-100 uM) antiproliferatif etkileri.

HUH-7

1004

90 8a2
8a3
8a4

e

70+
60+
50+
404
304
204
101

0 T T T

T T
25 50 75 100 250

Hiicre Proliferasyonu (%)

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.3.2. Kinazolin temelli kiral tiyoure tlrevlerinden 8a grubu bilesiklerin HUH-7
karaciger kanseri hiicre hatt1 iizerindeki doz bagimli (25-250 uM) antiproliferatif etkileri.
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Kontrol 0,1 puM

0,25 uM

1M

3,125 uM 6,25 uM

Sekil 4.3.3. Kinazolin temelli kiral tiyotire bilesigi 8a2’nin MCF-7 kanser hiicre hatt1

Uzerindeki doz bagimli antiproliferatif etkisine ait mikroskobik goriintiileri.

Tablo 4.3.1. Kinazolin temelli kiral tiyotire bilesiklerinin (8al-c4) ve referans kemoterapotik

ilaglar karboplatin ve dosetakselin farkli kanser hiicre hatlar1 iizerindeki antiproliferatif

aktivitelerinin ICso degerleri (uM).

Test bilesikleri MCF-7 HUH-7

8al 0,68+0,02 96,63+1,34
8a2 0,63+0,04 67,83+0,85
8a3 1,89+0,23 108,04+1,26
8a4 3,82+0,12 111,57+2,05
8b3 68,63+1,15 NA

8b4 >100 NA

8c3 >50 NA

8c4 >100 NA
Karboplatin 7,77x0,09 NA
Dosetaksel 12,65+0,36 NA

NA: Tatbik edilmedi.
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4.4 8a2 Bilesiginin MCF-7 Hucrelerinde Hucre Olumi ve Apoptoz Uzerine EtKisi

A) Kontrol 3,125 pM 6,25 pM 25 uM
i APOPTOSIS PROFILE i APOPTOSIS PROFILE i APOPTOSIS PROFILE % APOPTOSIS PROFILE
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Sekil 4.4.1 Kinazolin temelli kiral tiyotire bilesigi 8a2’nin MCF-7 hicreleri tGizerindeki doz

bagimli apoptotik etkisi. A) Annexin V-FITC/PI ¢ift boyama sonuglarmnmn akis sitometrik analizine ait dot-

plot grafikleri. B) Erken apoptoz oranlarina iligkin istatistiksel sonuglar. Deneyler {i¢ tekrarli olarak

gerceklestirilmis ve veriler ortalama + standart sapma (SD) seklinde ifade edilmistir. p < 0,05 (anlamli), p < 0,01

(¢cok anlamli), p < 0,001 (¢ok anlamli), p < 0,0001 (asir1 anlamli).

Kisaltilmis bicimde verilerin bir gostergesi olarak, grafiksel ilgili gorsel asagidaki sekilde
Ozetlenmistir.
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5. TARISMA VE SONUC

Kanser, diinya ¢apinda yiiksek 6liim oranlarina yol acan ve insidansi siirekli artis gosteren
hastalik gruplarmin basinda gelmektedir. Her alt1 6liimden birinin kanserle iliskilendirilmesi ve
yeni tant konulan olgu sayisindaki ytikselis, hastaligin altinda yatan biyolojik mekanizmalarin
daha derinlemesine kavranmasini ve tedaviye yonelik Ozgiin stratejilerin gelistirilmesini
zorunlu kilan bir tablo ortaya koymaktadir (WHO, 2021). Klinik uygulamada halihazirda ¢ok
sayida kemoterapotik ajan kullaniliyor olsa da, tedavi siirecinde karsilasilan ilag direnci,
sistemik toksisite ve tiimor dokusuna yonelik yetersiz segicilik gibi sorunlar agilamamaistir. Bu
tablo, farkli kimyasal iskeletlere sahip ve 6zgiin biyolojik etki mekanizmalari tagiyabilecek yeni
bilesiklerin kesfini, antikanser ila¢ arastrmalarinin giincelligini koruyan baslica ugras

alanlarindan biri haline getirmektedir.

Tiyoiire fonksiyonel grubunu biinyesinde barindiran bilesikler, gosterdikleri cok yonli
biyolojik etki profili nedeniyle farmasotik kimya literatiiriinde uzun siiredir ilgi géren yapilar
arasinda yer almaktadir. Bu bilesiklerin antibakteriyel, antifungal, antiviral ve antitiiberkiiloz
etkinliklerinin yan1 sira antikanser potansiyel de sergileyebildigi ¢esitli ¢alismalarda ortaya
konmustur (Abbas ve ark., 2013; Tatar ve ark., 2016; Chen ve ark., 2009). Tiyoiire grubunun
molekiiler iskelete katilmasi, hidrojen bagi verici/alici 6zelliklerin ¢esitlenmesine ve bunun
sonucunda bilesigin biyolojik hedeflerle kurdugu etkilesim Oriintiisiiniin farklilasmasina zemin
hazirlayabilmektedir. Nitekim peptit yapilara tiyoiire biriminin eklenmesinin yapisal kararlilig
etkileyebildigi ve enzim-substrat iliskisinde alisilmigin disinda baglanma modlarmin ortaya
¢ikmasina yol acabildigi bildirilmistir (Huang ve ark., 2016; Achilefu ve ark., 2002). Kikdrt
atomunun karbonil oksijenine kiyasla zayif bir hidrojen bagi alicis1 olmasi, tiyolire
protonlarmin nispeten yiiksek asiditesi ve grubun ¢ift yonlii hidrojen bagi kurabilme
kapasitesiyle bir arada degerlendirildiginde, bu yapinin biyomolekiiler tanima siire¢lerinde

avantaj saglayabilecegi one siiriilmiistiir (Doyle ve Jacobsen, 2007).

Literatiirde tiyolire tiirevlerinin antikanser etkinligine iliskin kayda deger birikim bulunmasina
karsin, kiralite tagiyan tiyoiire bilesiklerinin biyolojik aktivitesini konu alan ¢aligmalarin halen
siirlt sayida kaldigr goriilmektedir. Molekiil biinyesindeki kiral merkezin ii¢ boyutlu
geometriyi belirleyici bigimde etkilemesi, biyolojik hedeflerle kurulan etkilesimin de biiyiik

Olcide stereokimyasal oOzelliklere bagli olabilecegini disiindiirmektedir. Kinazolin
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¢ekirdeginin antikanser bilesik tasariminda siklikla basgvurulan bir heterosiklik iskelet olmasi
ile tiyolire grubunun genis bir biyolojik aktivite yelpazesine sahip olmasi bir arada
degerlendirildiginde, bu iki yapisal unsurun tek bir molekiilde birlestirilmesi arastirilmaya
deger bir yaklasim olarak 6ne c¢ikmaktadir. Mevcut tez ¢alismasi, tam da bu gerekceyle
kinazolin temelli kiral tiyoiire bilesiklerinin hazirlanmasini ve antikanser potansiyellerinin

hiicresel diizeyde ortaya konmasini amaglamistir.

Sentetik ¢alismalarda baslangic maddesi olarak dogal kiral amino asitler olan alanin (2a), valin
(2b) ve fenilalanin (2c) tercih edilmistir. Izlenen sentetik yol dahilinde dnce kinazolinon
tirevleri (4a-c) elde edilmis, bu bilesiklerin 4-pozisyonundan klorlanmasiyla 4-
klorokinazolinler (5a-c) hazirlanmistir. S6z konusu ara firiinlerin Pd katalizli NaBHa
indirgemesine tabi tutulmasi sonucunda 6a-c bilesikleri %90'a yaklagan verimlerle elde edilmis,
koruyucu grubun ayrilmasmin ardindan kiral kinazolin aminler (7a-c) %75-81 araliginda
verimle hazirlanmistir. Sentetik dizinin son basamaginda 7a-c bilesiklerinin farkli aril
izotiyosiyanatlarla (ArNCS) muamele edilmesiyle hedef bilesikler olan kinazolin temelli kiral
tiyoureler (8al-8c4) %80'in lizerinde verimle sentezlenmistir. Basamaklar boyunca elde edilen
verimlerin genel olarak yiiksek seyretmesi, izlenen sentez stratejisinin hedef bilesik ailesinin

hazirlanmasi i¢in uygulanabilir bir yontem oldugunu gostermektedir.

Yapisal dogrulama asamasinda 'H ve '*C NMR ile IR spektroskopisinden yararlanilmis, erime
noktasi tayinlerine ek olarak kiral bilesiklerin optik saflig1 kiral HPLC ile, spesifik ¢evirme
acilar1 ise polarimetrik Olclimlerle belirlenmistir. Elde edilen bulgularm biitiinciil
degerlendirilmesi, sentezlenen bilesiklerin onerilen kimyasal yapilarla uyum i¢inde oldugunu
ortaya koymaktadir. Ornek olarak 8al bilesigine ait 'H NMR spektrumunda 1,72 ppm'de
gbzlenen dublet sinyal metil protonlarina, 5,78 ppm'deki genis singlet kiral merkeze bagh
protona, 9,35 ppm'deki singlet ise kinazolin halkasinin 4-pozisyonundaki protona karsilik
gelmektedir; aromatik bolgede sekiz protona karsilik gelen integrasyon degerleri de onerilen
yapiy1 desteklemektedir. *C NMR spektrumunda 180,1 ppm civarinda gdzlenen sinyal tiyotire
grubuna ait tiyokarbonil karbonuna atfedilirken, alifatik ve kinazolin halkas1 karbonlari,
izotiyosiyanattan gelen aromatik sinyaller ile 127,5 ppm'deki CFs karbonu 8al yapisini
dogrulayan tamamlayici kanitlar sunmaktadir. Benzer sekilde 8a4 bilesiginde '"H NMR'de 3,87
ppm ve B3C NMR'de 55,8 ppm'de gozlenen sinyaller, molekiilde bulunan metoksi (OMe)

grubunun varligiyla ortiismektedir.
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Yapisal karakterizasyonun tamamlanmasinin ardindan sentezlenen bilesiklerin MCF-7 insan
meme kanseri hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkileri degerlendirilmistir. Hiicre canliligina
dayal1 kolorimetrik testler yeni sentezlenen bilesiklerin  biyolojik etkinliginin
karsilastirilmasinda siklikla tercih edilen yontemlerdendir; bu ¢alismada da elde edilen ICso
degerleri bilesiklerin molekiiler yapisal 6zellikleriyle birlikte yorumlanmistir. Segilen bazi
bilesiklerin ayrica HUH-7 hiicrelerinde test edilmesiyle, iki farkli hiicresel model arasindaki
duyarlilik farklar1 da karsilastirmali olarak incelenmistir. MCF-7 hiicrelerine ait bulgular Sekil
4.3.1'de, HUH-7 sonuglar1 Sekil 4.3.2'de, ICso degerleri ise Tablo 4.3.1'de sunulmustur; en
giiclii etkinligi gosteren 8a2 bilesigine ait doz bagimli morfolojik degisimler ise Sekil 4.3.3'te

gorsellestirilmistir.

8a serisi bilesiklerin 1-25 pM konsantrasyon araliginda 24 saatlik uygulamasi sonucunda,
MCF-7 hiicrelerinde konsantrasyona bagli belirgin bir proliferasyon azalmasi gézlenmis ve
serideki tiim dyeler farkli diizeylerde antiproliferatif etkinlik sergilemistir (Sekil 4.3.1-A). En
diisiik 1Cso degeri 0,65 puM ile 8a2 bilesiginde saptanmis, bunu sirasiyla 8al (0,68 uM), 8a4
(1,89 uM) ve 8a3 (3,82 uM) izlemistir (Tablo 4.3.1). Bu siralama, serinin en etkin iiyesinin 8a2,

en zayif etkinlige sahip liyesinin ise 8a3 olduguna isaret etmektedir.

Bilesiklerin aril halkasinda tasidigi siibstitiientler dikkate alindiginda, bu gruplarin aktivite
iizerinde belirleyici bir rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. CFs veya F gibi elektron gekici
gruplar tastyan 8al, 8a2 ve 8a3 bilesiklerinin ICso degerleri birbirinden farklilik gosterse de,
Uctiniin de MCF-7 hiicrelerinde diisiik mikromolar veya bu diizeyin altinda etkinlik sergiledigi
goriilmektedir. Elektron verici OMe grubu tasiyan 8a4 ise 8al ve 8a2'ye kiyasla daha yiiksek
bir ICso degerine sahiptir; bununla birlikte 1,89 uM diizeyindeki bu deger, s6z konusu bilesigin
de MCF-7 hiicreleri iizerinde gboz ardi edilemeyecek bir antiproliferatif etki tasidigini

gostermektedir.

8a2'nin 8al'e kiyasla daha diisiik bir ICso degeri sergilemesi, iki bilesik arasindaki ince yapisal
farkliliklarla iliskilendirilebilir. 8a2 yapisinda yer alan iki adet CFs grubunun molekiiliin
elektronik dagilimint ve fizikokimyasal ozelliklerini degistirmesi, bilesigin hiicre i¢i
davranisini veya olasi biyolojik hedeflerle kurdugu etkilesimi etkilemis olabilir. Elektron ¢ekici
stibstitiientlerin bazi antikanser aday bilesiklerde etkinligi artirdig1 yoniinde bulgular literatiirde
de bildirilmistir (El Hassani ve ark., 2025). Bununla birlikte bu ¢alismada gozlenen aktivite

farkinin tek bir molekiiler mekanizmaya indirgenerek aciklanmasi temkinli bir yaklasim
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gerektirmektedir; hiicresel ICso degerleri bilesiklerin genel antiproliferatif kapasitesini
yansitmakla birlikte, etkiden sorumlu spesifik molekiiler hedeflerin aydinlatilmasi i¢in ileri

diizey deneysel ¢alismalara gereksinim vardir.

8a4 bilesiginin de diisik mikromolar diizeyde etkinlik gdstermesi, elektron verici OMe
grubunun bu seri igerisindeki antiproliferatif potansiyeli ortadan kaldirmadigini
distindirmektedir. Elektron verici sibstituentlerin aromatik sistemin elektronik dzelliklerini
degistirerek molekiiliin biyolojik hedeflerle olan etkilesimlerini etkileyebildigi bilinmektedir
(Rouzi ve ark., 2024). Bununla birlikte, 8a4 bilesiginde gozlenen etkinligin yalnizca
Siibstitiientin elektron verici veya elektron cekici karakteri {izerinden aciklanmasi yeterli
olmayabilir. Molekiiliin lipofilik 6zellikleri, sterik hacmi ve hedef bdlgeyle olusturabilecegi
olas1 etkilesimler de bilesigin antiproliferatif aktivitesini etkileyebilecek diger yapisal 6zellikler

olarak degerlendirilmelidir.

8al-8a4 bilesiklerinin MCF-7 hiicrelerindeki ICso degerleri, klinikte kullanilan karboplatin ve
dosetaksel ile karsilastirildiginda da dikkat ¢ekici bir tablo ortaya ¢ikmaktadir. Sirasiyla 0,68,
0,63, 3,82 ve 1,89 uM olarak belirlenen bu degerler, karboplatin (7,77 uM) ve dosetaksel (12,65
uM) icin elde edilen degerlerin belirgin bigimde altinda kalmaktadir. Bu bulgu, incelenen deney
kosullar1 ¢er¢evesinde 8a serisinin MCF-7 hiicrelerine karsi gii¢lil antiproliferatif adaylar
olabilecegine isaret etmektedir. Ancak farkli bilesiklere ait ICso degerlerinin
karsilagtirilmasinda hiicre yogunlugu, inkiibasyon stiresi, uygulama kosullar1 ve kullanilan
analiz yontemi gibi deneysel degiskenlerin etkisi gbz ardi edilmemelidir; dolayisiyla bu
karsilagtirma, s6z konusu bilesiklerin klinik kullanimdaki ilaglardan iistiin oldugu bi¢ciminde

yorumlanmamalidir.

8b serisine ait bulgular 8a serisiyle karsilastirildiginda belirgin bigcimde daha diisiik bir aktivite
profili ortaya koymaktadir. 3,125-100 uM araliginda 24 saat uygulanan 8b1-8b4 bilesikleri
konsantrasyon artisina bagli olarak proliferasyonda azalma saglamistir (Sekil 4.3.1-B). En
diisiik ICso degeri 13,50 uM ile 8b2'de bulunurken, 8b3 i¢in bu deger 68,63 uM olarak
hesaplanmis, 8b1 ve 8b4 bilesiklerinde ise ICso 100 uM'm {izerinde kalmustir (Tablo 4.3.1). Bu
veriler, 8b serisinin genel etkinliginin 8a serisine kiyasla belirgin 6l¢iide zayif kaldigini

gostermektedir.
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8b serisi kendi i¢inde incelendiginde, aril siibstitlientine iligkin benzer bir egilimin tekrarlandig1
goriilmektedir: iki CFs grubu tasiyan 8b2 serinin en aktif {iyesi olurken, F grubu i¢eren 8b3
ikinci sirada yer almis, 8bl ve 8b4 ise daha yiiksek ICso degerleriyle geride kalmistir. Bu diizen,
aril halkasindaki elektron ¢ekici gruplarm etkinlige olumlu katki saglayabilecegi yoniindeki
gozlemi bir kez daha desteklemektedir. Bununla birlikte 8a ve 8b serileri arasindaki genel
aktivite farki gz Oniine alindiginda, aril siibstitiientinin tek basina agiklayici bir parametre

olmadig1 anlagilmaktadir.

Iki seri arasindaki temel yapisal ayrim, kinazolin ve tiyoiire gruplari arasinda konumlanan
stibstitiienttir: 8a serisinde metil, 8b serisinde ise daha hacimli izopropil grubu bulunmaktadir.
Bu farkliligin molekiiliin sterik 6zelliklerini ve olasi konformasyonel tercihlerini etkilemesi
beklenebilir. Izopropil grubunun daha biiyiik hacme sahip olmasi, hedef biyomolekiillerle
kurulan etkilesimlerde sterik acidan sinirlayici bir unsur olusturabilir; ancak elde edilen
deneysel veriler bu yorumu dogrudan kanatlar nitelikte degildir. Bu bakimdan iki seri arasindaki
aktivite farkinin molekiiler hacim, konformasyon ve fizikokimyasal 6zelliklerin biitiinciil bir

degerlendirmesiyle ele alinmas1 daha isabetli olacaktir.

8c serisinin MCF-7 hiicrelerindeki etkinligi de ayn1 konsantrasyon araliginda (3,125-100 pM)
incelenmis, 24 saatlik uygulama sonrasinda konsantrasyona bagl bir antiproliferatif yanit artis
gozlenmistir (Sekil 4.3.1-C). Bu seride en diisiik ICso degeri 34,69 uM ile 8c2'de belirlenmis,
8cl ve 8c3 yaklasik 50 uM diizeyinde benzer degerler gdostermis, 8c4'te ise ICso 100 uM'in
iizerine ¢ikmistir (Tablo 4.3.1). Bu sonuglara gore 8c serisinin genel etkinlik diizeyi hem 8a

hem de 8b serisinin gerisinde kalmistir.

8c serisini diger iki gruptan ayiran temel yapisal 6zellik, kinazolin ve tiyolire gruplar1 arasinda
yer alan fenil siibstitiientidir. Fenil grubunun metile kiyasla daha hacimli ve daha rijit bir yap1
sunmasi, molekiiliin ti¢ boyutlu geometrisini degistirmis olabilir; 8c serisinin 8a serisine gore
daha diisiik etkinlik gdstermesi bu yapisal farklilikla iligkilendirilebilir. Ote yandan 8c ve 8b
serilerinin birbirine yakin aktivite diizeyleri sergilemesi, molekiiler hacmin tek basmna
belirleyici bir parametre olmadigini diisiindiirmektedir. Bu baglamda one siiriilen yapi-aktivite
iliskisinin, daha genis kapsamli bir bilesik serisi ve molekiiler modelleme calismalariyla

desteklenmesi gerektigi agiktir.
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En yiiksek etkinligi gosteren 8a2 bilesiginin MCF-7 hucreleri Uzerindeki etkisi mikroskobik
gOzlemlerle de teyit edilmistir. Kontrol grubunda hiicrelerin 24 saat sonunda yiizeye tutunarak
normal morfolojik goriiniimlerini korudugu izlenirken, 8a2 uygulanan gruplarda konsantrasyon
arttik¢a hiicre sayisinda azalma ve morfolojik bozulmalar gozlenmistir. En diisiik doz olan
3,125 uM'de hiicre popiilasyonunda azalma ve sekil bozuklugu goriilmiis, 25 uM'lik en yiiksek
dozda ise hiicrelerin yaklasik %70'inin yiizeyden ayrilarak slispansiyon haline gectigi ve normal
morfolojisini yitirdigi belirlenmistir (Sekil 4.3.3). Mikroskobik bulgularin hiicre canlilig
verileriyle ortlismesi, 8a2'nin MCF-7 hiicreleri lizerindeki etkisini destekleyen tamamlayici bir

gozlem niteligi tasimaktadir.

Calismanin planlama asamasinda, sentezlenen on iki kinazolin temelli kiral tiyoiire bilesiginin
hem MCF-7 hem de MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hatlarinda degerlendirilmesi
Ongoriilmiistiir; bu sayede farkli hiicresel 6zellikler tasiyan iki meme kanseri modeli arasinda
aktivite karsilastirmas1 yapilmasi ve olast reseptor kaynakli farkliliklarin ortaya konmasi
hedeflenmistir. Ne var ki biyolojik aktivite deneylerinin yiritiildiigii siiregte laboratuvarda
bulunan MDA-MB-453 hiicrelerinde yiiksek diizeyde kontaminasyon meydana gelmis ve bu
hiicre hattindan giivenilir veri elde edilememistir. Yurt i¢indeki farkli arastirma merkezleriyle
yapilan goriismelere ragmen hiicre hattinin yeniden temini saglanamamig, yurt digindan
temininin ise siire ve biitge kisitlar1 nedeniyle miimkiin olmamasi1 sonucunda MDA-MB-453

hiicreleriyle planlanan deneyler tamamlanamamaistir.

Antikanser potansiyelin degerlendirilmesinde hiicre seciciligi kritik bir parametredir; bu amagla
proje onerisinde MCF-10A hiicrelerinin kullanilmasi planlanmistir. Ancak biyolojik aktivite
calismalarina gecildiginde, MCF-10A hiicrelerinin ¢ogaltilmas1 i¢in gerekli kiiltiir ortaminin
100 ng/ml diizeyinde kolera toksini icermesi gerektigi (ATCC kiiltlir protokolii) ve bu
maddenin temininde ciddi kisitlamalar bulundugu anlasilmistir. Bu nedenle MCF-10A
hiicreleri ¢alismaya dahil edilememis, alternatif bir hiicre modeli olarak HUH-7 hiicre hatt1

tercih edilmistir.

8a serisi bilesiklerin MCF-7 hiicrelerinde sergiledigi giiclii etkinligin ardindan, ayn bilesiklerin
HUH-7 hiicrelerindeki davranis1 da incelenmistir. 25-250 uM konsantrasyon araliginda 24 saat
uygulanan bilesikler, konsantrasyona bagli bir proliferasyon azalmasi meydana getirmistir
(Sekil 4.3.2). HUH-7 hiicrelerinde de en diisiik ICso degeri 8a2 bilesiginde saptanmis olup bu
deger 67,83 uM olarak hesaplanmstir; 8al, 8a3 ve 8a4 icin sirasiyla 96,63, 108,04 ve 111,57
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uM ICso degerleri elde edilmistir (Tablo 4.3.1). MCF-7 hiicrelerinde elde edilen sonuclarla
karsilastirildiginda, 8a grubunun HUH-7 hiicrelerinde etkinlik gostermesi igin ¢ok daha yuksek

konsantrasyonlara ihtiya¢ duydugu goriilmektedir.

Bu fark 6zellikle 8a2 bilesiginde belirgindir: MCF-7 hucrelerinde 0,63 uM olan ICso degeri,
HUH-7 hiicrelerinde 67,83 puM'e yiikselmektedir. Diger 8a bilesiklerinde de benzer bir
orantinin gozlenmesi, serinin genel olarak MCF-7 hiicrelerine HUH-7 hiicrelerinden daha
duyarli oldugunu diisiindiirmektedir. Bununla birlikte HUH-7'nin saglikli bir karaciger hiicresi
degil, hepatoseliiler karsinom kokenli bir hiicre hatti oldugu unutulmamalidir. Dolayisiyla
burada elde edilen sonuglar, bilesiklerin farkli kanser hiicre tiplerine kars1 gosterdigi duyarlilik
farkina dair bir karsilastirma verisi sunmakla birlikte, "normal hiicre segiciligi" ifadesiyle
kesinlestirilebilecek bir sonuca ulagsmak i¢in uygun normal hiicre modelleriyle ayrica ¢alisma

yuriatulmesi gerekmektedir.

Apoptoz, hiicrelerin kontrolli ve diizenli bicimde ortadan kaldirilmasini saglayan temel
hiicresel mekanizmalardan biridir; bu mekanizmadaki bozulmalarin kanser gelisimi ve tedaviye
direng ile iliskilendirilmesi, apoptotik yolaklarin yeniden etkinlestirilmesini antikanser
arastirmalarinda 6ne ¢ikan bir strateji haline getirmistir (Soares ve ark., 2010). Apoptoz siireci
hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 sinyallerle tetiklenebilmekte, mitokondriyal membran
biitlinliigiiniin bozulmas1 ve proteaz aktivasyonu gibi ardigik olaylar zincirini icermektedir
(Asadi ve ark., 2022). Kanser hiicrelerinde apoptotik sinyal diizenlenmesindeki sapmalarin
tedaviye verilen yanit1 dogrudan etkileyebilmesi nedeniyle, yeni bilesiklerin apoptoz indiikleme
kapasitesinin degerlendirilmesi antikanser aday molekiillerin arastirilmasinda yaygin olarak
basvurulan bir yaklagimdir (Shahar ve Larisch, 2020). Nitekim bir¢ok kemoterapdtik ajanin
antitimor etkisinin de biiyiik 6l¢tide apoptoz ile iliskili oldugu bilinmektedir (Yu ve ark., 2022).

Bu dogrultuda, MCF-7 hiicrelerinde en diisiik ICso degerini veren 8a2 bilesiginin apoptotik
hiicre Olimiinii artirip artirmadigini belirlemek amaciyla Annexin V-FITC/PI ¢ift boyama
yontemi uygulanmistir. MCF-7 hiicreleri 8a2'nin ii¢ farkli konsantrasyonuyla 24 saat siireyle
inkiibe edilmis, apoptotik hiicre oranlar1 akig sitometrisiyle belirlenmistir. Kontrol
grubunda %6,10 olan apoptotik hiicre orani, 3,125 uM 8a2 uygulamasinda %21,75'e (p<0,001),
6,25 uM'de %28'e (p<0,0001) ve 25 pM'de %52,50'ye (p<0,0001) yiikselmistir (Sekil 4.4.1).
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Konsantrasyon artigina paralel olarak apoptotik hiicre oranindaki bu ytikselis, 8a2'nin MCF-7
hiicrelerinde olusturdugu antiproliferatif etkinin apoptotik siireglerle iliskili olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ozellikle en yiiksek doz uygulamasinda kontrol grubuna kiyasla gdzlenen
belirgin artis, bilesigin hiicre canliligindaki azalmaya apoptoz iizerinden Kkatki
saglayabilecegine isaret etmektedir. Bununla birlikte Annexin V-FITC/PI yontemi, apoptotik
hiicre oranindaki degisimi ortaya koymakla birlikte, siirecin hangi molekiiler yolak tizerinden
ilerledigini tek basina aydinlatmamaktadir. Bu nedenle 8a2'nin tetikledigi hiicre 6liimiiniin
molekiiler temelinin netlestirilmesi i¢in kaspaz aktivitesi, Bax/Bcl-2 orani, mitokondriyal
membran potansiyeli ve ilgili gen/protein ekspresyon duizeylerini kapsayan ileri dizey

calismalara gereksinim duyulmaktadir.

Genel bir degerlendirme yapildiginda, sentezlenen kinazolin temelli kiral tiyoiire bilesiklerinin
MCF-7 hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkinliginin molekiiler yapidaki degisikliklerden
belirgin bigimde etkilendigi goriilmektedir. Ozellikle 8a serisinde elde edilen diisiik ICso
degerleri, bu grubun diger serilere kiyasla daha yiiksek hiicresel etkinlik sergiledigini ortaya
koymustur. Aril halkasindaki CFs gruplarinin farkli serilerde tutarli bigimde daha diistik ICso
degerleriyle iligkilendirilmesi, bu yapisal unsurun ileride yliriitiilecek tasarim ¢aligmalarinda
dikkate alinmasini destekleyen bir bulgu niteligindedir. Bununla birlikte kinazolin ve tiyoiire
gruplar1 arasindaki siibstitlientin degistirilmesiyle etkinlikte gozlenen belirgin farkliliklar,
molekiiliin kiral merkez ¢evresindeki yapisal 6zelliklerinin de biyolojik yanit1 sekillendirmede

rol oynayabilecegini gostermektedir.

Calismada en giiglii antiproliferatif etkiyi sergileyen 8a2 bilesiginin MCF-7 hiicrelerinde
apoptotik hiicre oranini doz bagimli olarak artirmasi, bu bilesigin hiicre canliligindaki azalmaya
apoptoz araciligiyla katkida bulunabilecegine isaret etmektedir. Mikroskobik incelemelerde
go6zlenen hiicre kayb1 ve morfolojik bozulmalar da hiicresel canlilik verileriyle uyumlu bir tablo
cizmektedir. Bununla birlikte mevcut bulgular, 8a2'nin kesin etki mekanizmasini tam olarak
aydinlatmak i¢in yeterli degildir. Bilesigin molekiiler hedeflerinin ve apoptozla iliskili sinyal
yolaklarinin belirlenmesi, buna ek olarak normal hiicre modellerindeki sitotoksik profilinin
incelenmesi, elde edilen sonuglarin biyolojik agidan daha saglam bir zemine oturtulmasini
saglayacaktir. Bu yondeki ¢aligmalarin gerceklestirilmesi, 6zellikle 8a2 olmak iizere aktif
bilesiklerin yeni antikanser adaylar1 olarak konumlandirilmasi agisindan atilmasi gereken bir

sonraki adimi olusturmaktadir.
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Sonug olarak: Kinazolin ve tiyoiire farmakoforlarmi i¢eren yeni kiral tiyoiire tiirevleri basariyla
sentezlenmis ve yapisal olarak karakterize edilmistir. Sentezlenen bilesiklerin MCF-7 meme
kanseri hiicreleri tizerindeki antiproliferatif aktiviteleri belirlenmis; 6zellikle 8a serisinin diger
serilere gore daha yiiksek aktivite gdsterdigi ortaya konmustur. 8a2 bilesigi, 0,65 uM ICso
degeri ile MCF-7 hiicrelerine karsi en giiglii antiproliferatif aktiviteyi gostermistir. 8a2
bilesiginin hiicre morfolojisinde olusturdugu degisiklikler ve konsantrasyona bagli artan
apoptotik hiicre orani, antiproliferatif etkisini desteklemistir. Elde edilen bulgular, kinazolin-
temelli Kiral tiyourelerin antikanser arastirmalar1 agisindan arastirilmaya deger aday yapilar

oldugunu gostermistir.
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6. ONERILER

o Bagsta 8a2 olmak iizere yiiksek aktivite gosteren bilesiklerin, farkli meme kanseri hiicre
hatlarinda degerlendirilmesi Onem arz etmektedir.

e Bilesiklerin kanser hiicrelerine yonelik segiciliginin belirlenmesi amaciyla uygun normal
meme ve karaciger hiicre modellerinin ¢alismalara dahil edilmesi gerekmektedir.

o 8a2 bilesiginin etki mekanizmasmin aydinlatilmasi amaciyla kaspaz aktivitesi, Bax/Bcl-2
orani, mitokondriyal membran potansiyeli ve apoptozla iligkili gen/protein
ekspresyonlarinin incelenmesi faydali olacaktir.

o Farkli elektron ¢ekici ve elektron verici siibstitiientler iceren yeni tiirevlerin sentezlenerek
yapi-aktivite iliskilerinin (SAR) daha kapsaml: sekilde arastiriimasi gerekmektedir.

e Kinazolin—tiyolire arasindaki baglayict kismin ve kiral merkezin konfigiirasyonunun
degistirilerek biyolojik aktivite lizerindeki etkilerinin incelenmesi 6nerilmektedir.

e Aktif bilesiklerin ileri asamada in vivo etkinlik, toksisite, ¢ozinurlik, metabolik
kararhhk, biyoyararlanim ve farmakokinetik 6zellikler acisindan degerlendirilmesi

gerekmektedir.
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Ek 10. 6a’nin *H-NMR (400 MHz) ve C-NMR (100 MHz) spektrumlar1 (CDCls)
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Ek 11. 6b’nin *H-NMR (400 MHz) ve *C-NMR (100 MHz) spektrumlar1 (CDCI3)
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Ek 12. 6¢’nin *H-NMR (400 MHz) ve 3C-NMR (100 MHz) spektrumlar1 (CDCI3)
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Ek 13. 7a’nin *H-NMR (400 MHz) ve C-NMR (100 MHz) spektrumlar1 (CDCls)
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Ek 14. 7b’nin *H-NMR (400 MHz) ve 13C-NMR (100 MHz) spektrumlar1 (CDCls)
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Ek 15. 7¢’nin tH-NMR (400 MHz) ve *C-NMR (100 MHz) spektrumlari (CDCI3)
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Ek 16. 8al’in 'H-NMR (400 MHz) ve 3C-NMR (100 MHz) spektrumlari (CDCls)
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Ek 17. 8a2’nin *H-NMR (400 MHz) ve 3C-NMR (100 MHz) spektrumlari (CDCls)
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Ek 18. 8a3’iin 'H-NMR (400 MHz) ve *C-NMR (100 MHz) spektrumlar1 (CDCls)
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Ek 19. 8b3’iin H-NMR (400 MHz) ve *C-NMR (100 MHz) spektrumlar: (CDCls)
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Ek 20. 8c3’iin *H-NMR (400 MHz) ve *C-NMR (100 MHz) spektrumlar1 (CDCI3)
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Ek 21. 8a4’iin 'H-NMR (400 MHz) ve *C-NMR (100 MHz) spektrumlar1 (CDCls)
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Ek 22. 8b4’iin H-NMR (400 MHz) ve *C-NMR (100 MHz) spektrumlar1 (CDCls)
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Ek 23. 8c4’iin 'H-NMR (400 MHz) ve *C-NMR (100 MHz) spektrumlar1 (CDCls)
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__ Detector 1-254nm
Boc-Ala-Amid (UDH, IPA/nex 10:490, 1 mL/min)

__ CHIRAL

Boc-Ala-Amid (OUH, IPA/Tex 10:90, 1 mLU/min}
Ratentisa Time
Area Percent

156 10,0

&

Ek 24. 3a’nin kiral HPLC spektrumu

__ Detector 1-254nm

Boc-Ala-Amid (ODH, IPA/hex 10:90, 1 mL/min)
Emenen Time
Arm Percent

__ CHIRAL

Boc-Ala-Amid (ODH, IPA/hex 10:90, 1 mL/min)
Reteation Time
Area Percent

186 1000

14 'Ilﬁl1‘8‘2‘0‘2"2‘2‘*’-‘I
Minutes

Ek 25. 3b’nin kiral HPLC spektrumu
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Ek 26. 3c’nin kiral HPLC spektrumu

Datector 2-254nmi CHIRAL

" Boc-Ala-QH (DD-H, %10 ipalhex, 1 mL)  Boc-Ala-QH (ODH, %10 ipalhex, 1 mL)
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(L3 ]
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Ek 27. 4a’nin kiral HPLC spektrumu
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volts

wvolts

__ CHIRAL

Boc-Val-QH (ODH, %10, 1 ml)
Raauon Twne
Adea Pt

___ Detector 2-254nm
Boc-Val-QH (OD-H, %10, 1 ml)

Retention Time

Arca Percent
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0,0+

CHIRAL
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Ek 28. 4b’nin kiral HPLC spektrumu

___ Detector 2-254nm

Boc-PheAla-QH (OD-H, %10 ipa/hex, 1 mL)
Retention Time
Area Percent

23

0,2+
0

25
Minutes

Ek 29. 4¢’nin kiral HPLC spektrumu
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Ek 30. 6a’nin kiral HPLC spektrumu
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375—f
250;

125

min

Ek 31. 6b’nin kiral HPLC spektrumu

87




600

450

400

350

300

250

200+

100

_YECAMA #14 [modified by elitam] 4 uv Vs 1

mAL WAL:210 nm)|

1-8,813

00 50 100 150 200 250 300 350

VOLKAN #58 [modified by ettam] 8a0

Ek 32. 6¢’nin kiral HPLC spektrumu

UV VIS 1
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Ek 33. 7a’nin kiral HPLC spektrumu
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Ek 34. 7b’nin kiral HPLC spektrumu
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Ek 35. 7¢’nin kiral HPLC spektrumu




3.000 VOLKAN #59 8a1 UV VIS 3
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¢ S |
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Ek 36. 8al’in kiral HPLC spektrumu
450 VOLKAN #73 8a2 2 UV VIS 1
mAU WVL:254 nm
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Ek 37. 8a2’nin kiral HPLC spektrumu
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Ek 38. 8a3’iin kiral HPLC spektrumu
3,000 YOLKAN #52 MCT-5 UV VIS 3
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Ek 39. 8b3’iin kiral HPLC spektrumu
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Ek 40. 8c3’iin kiral HPLC spektrumu
300_YOLKAN #67 [modified by ettam] 8a4 2 UV VIS 3
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Ek 41. 8a4’tin kiral HPLC spektrumu
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Ek 42. 8b4’in kiral HPLC spektrumu
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Ek 43. 8c4’iin kiral HPLC spektrumu
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