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ONSOZ

Anorganik kimyanin énemli bir sinifin1 olusturan fosfazen bilesikleri, yan zincirlerine baglanan
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tizerindeki klor atomlarinin reaktif olmasindan dolayi siibstitiie olan gruplarin gostermis olduklari 6zelliklere
baglh olarak antikanser, antibakteriyel, sensor, biyo-sensor, dielektrik, LED/OLED teknolojisi, yanmaya
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OzET

Yeni Tripeptit Siibstitiie Siklotrifosfazen Bilesiklerinin Sentezi,
Karakterizasyonu ve In Vitro Sitotoksik ve Genotoksik Ozelliklerinin
Incelenmesi

Alpaslan KAPLAN
Doktora Tezi

FIRAT UNIVERSITESI
Fen Bilimleri Enstitiist

Kimya Anabilim Dali

Haziran 2024, Sayfa: xii +99

Bu tez caligmasinda ilk olarak, baglangic bilesigi olarak amin grubu korumali karboksil grubu serbest
olan tirozin aminoasitinin (Boc-Tyr-OH) sirasiyla Glisin ve Alanin metil ester hidrokloriir formlari ile CDMT
yontemi ile asetonitril ortaminda etkilestirilerek 2 adet dipeptit bilesigi (Boc-Tyr-Gly-OCHs ve Boc-Tyr-Ala-
OCHj3) elde edildi. Bu dipeptitler kullanilarak birinci asamada, metil esterli dipeptit bilesiklerinin ester
gruplar karboksil grubuna doniistiiriilerek Boc-Tyr-Gly/Ala-OH dipeptitleri sentezlenmistir. Boc-Tyr-Gly-
OH ve Boc-Tyr-Ala-OH dipeptitleri bilesiklerinden Boc-Tyr-Gly-OH ile Glisin (NH2-Gly-OCHs.HCI) ve
Alanin (NH2-Ala-OCH3.HCI), Boc-Tyr-Ala-OH dipeptiti ile sirasiyla Glisin (NH2-Gly-OCH3.HCI), Alanin
(NH2-Ala-OCH3.HCI), Valin (NH2-Val-OCH3.HCI) ve Fenilalanin (NH2-Phe-OCH3.HCI) metil ester
hidrokloriir aminoasitleri ile asetonitril igerisinde CDMT yontemine kullanilarak etkilestirilmesi ile 6 adet
tripeptit bilesigi elde edilmistir. Ugiincii asamada, elde edilen tripeptit bilesikleri, fosfazen baslangig bilesigi
olan DPP ile etkilestirilerek 6 adet disiibsititiie tripeptit-siklotrifosfazen bilesigi elde edildi. Elde edilen tiim
bilesikler ince tabaka kromatografisi ile takip edilerek sonlandirildi ve aymi hareketli faz gz Oniinde
bulundurularak Flash kromatografisi ile saflastirilmigtir. Saf olarak elde edilen tripeptitlerin yapisal
karakterizasyonlar1 elementel analiz, FT-IR, 'H, *C-APT NMR spektrumlan ile siibstitiie fosfazen
bilesiklerinin ise ek olarak 3P ve HETCOR (2D) NMR ve MALDI-TOF MS spektroskopi yontemleri
kullanilarak gergeklestirildi. Bilesiklerin termal 6zellikleri TGA yontemi ile belirlendi. TGA egrilerinden
bilesiklerin neredeyse tamamimin bozunmaya basladigi sicaklik 400 °C’nin iizerindedir. Bu sonuglar
neticesinde elde edilen siklotrifosfazenlerin termal olarak kararl bir yapida olduklar goriilmektedir.

Saf olarak elde edilen bilesiklerin insan kanser hiicre hatlar1 over (A2780) ve prostat (PC-3) kanser
hiicre hatlarina karsi sitotoksisite 6zellikleri MTT assay yontemiyle belirlenerek % hiicre canliliklari
belirlendi ve bilesiklerin LoglCsy degerleri hesaplandi. Hiicre oliimlerinin DNA hasar1 mekanizmasi
iizerinden olup olmadigi Comet Assay metodu ile belirlendi. Hiicre canliliginda meydana gelen azalmanin

temelinde DNA hasarina bagli olarak ortaya ¢iktigi comet assay deneyleriyle belirlendi (p<0.05).

Anahtar Kelimeler: Siklotrifosfazen, Tripeptit, Sitotoksisite, DNA Hasari, Genotoksisite
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Genotoxic Properties of New Tripeptide Substituted Cyclotrifosphazenes

Alpaslan KAPLAN

Ph.D. Thesis

FIRAT UNIVERSITY
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In this thesis, 2 dipeptide compounds (Boc-Tyr-Gly-OCHs and Boc-Tyr-Ala-OCHjs) were obtained by
interacting the amino acid tyrosine (Boc-Tyr-OH) with Glycine and Alanine methyl ester hydrochloride
forms with protected amine group and free carboxyl group respectively by CDMT method in acetonitrile
medium. Using these dipeptides, Boc-Tyr-Gly-OH and Boc-Tyr-Ala-OH dipeptides were synthesized in the
first step by converting the ester groups of the methyl ester dipeptide compounds into carboxyl groups in
acetonitrile. Boc-Tyr-Gly/Ala-OH dipeptides were synthesized as Boc-Tyr-Gly-OH with Glycine (NH2-Gly-
OCH3.HCI) and Alanine (NH2-Ala-OCHs.HCI), Boc-Tyr-Ala-OH dipeptide with Glycine (NH2-Gly-
OCHz3.HCI), Alanine (NH2-Ala-OCHs;. HCI), Valine (NH2-Val-OCH3.HCI) and Phenylalanine (NH2-Phe-
OCH3.HCI) methyl ester hydrochloride amino acids in acetonitrile using the CDMT method, 6 tripeptide
compounds were obtained. In the third step, the obtained tripeptide compounds were interacted with the
phosphazene starting compound DPP to obtain 6 disubstituted tripeptide-cyclotriphosphazene compounds.
All the compounds obtained were followed by thin layer chromatography and purified by flash
chromatography using the same mobile phase. Structural characterizations of the purified tripeptides were
carried out by elemental analysis, FT-IR, *H, ©*C-APT NMR spectra and substituted phosphazene compounds
were additionally characterized by 3P and HETCOR (2D) NMR and MALDI-TOF MS spectroscopy.
Thermal properties of the compounds were determined by TGA method. From the TGA curves, the
temperature at which almost all of the compounds start to decompose is above 400 °C. These results indicate
that the obtained cyclotriphosphazenes are thermally stable.

The cytotoxicity properties of the pure compounds against human cancer cell lines ovarian (A2780)
and prostate (PC-3) cancer cell lines were determined by MTT assay method, % cell viability was determined
and LoglC50 values of the compounds were calculated. Comet assay method was used to determine whether
cell death was caused by DNA damage mechanism. It was determined by comet assay experiments that the
decrease in cell viability was mainly due to DNA damage (p<0.05).

Keywords: Cyclotriphosphazene, Tripeptide, Cytotoxicity, DNA Damage, Genotoxicity
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1. GIRiS

Siklofosfazenler inorganik heterosiklik halkalardir [1, 2]. Bunlar, iizerinde ¢alisilan en eski
inorganik halkalar arasindadir. Bunlar Liebig ve Wohler tarafindan 1834 gibi erken bir tarihte
hazirlanmigtir. Amerikali kimyager Stokes da 1890'larda bu halkalar1 ayrintili olarak incelemistir.
Ancak, bu ilgi ¢ekici bilesiklerle ilgili daha ileri ¢aligsmalar icin gii¢lii spektroskopik yontemlerin
ortaya ¢ikmasini beklemek gerekmistir. Cok ¢ekirdekli NMR'n ortaya ¢ikisi ve tek kristal X-1gin1
yoéntemlerinin rutin kullanimi, bu inorganik halkalarin sistematik bir sekilde incelenmesine olanak
saglamistir ve sonug¢ olarak siklofosfazenler icin artik zengin bir bilgi mevcuttur. Su anda
siklofosfazenlere yonelik arastirma ilgisi literatiirdeki ¢alismalardan da goriilecegi tizere farkli
uygulama alanlarinda 6zellikler sergilemelerinden kaynaklanmaktadir[3-9].

Siklofosfazenler [N=PR:] tekrar birimini igeren degerlik¢e doymamus bir iskeletten olusur.
Halka, alternatif fosfor ve azot atomlarindan olusur. Bu halkalarda fosfor merkezi pentavalent ve
tetra koordinat iken, nitrojen {i¢ degerlikli ve di koordinattir. Boylece, her fosfor iki komsu halka
azot atomuna ve iki ekzosiklik siibstitiiente baglanir. Buna karsilik, her bir azot atomu iki bitisik
fosfor atomuna baglidir. Azot atomunun herhangi bir ekzosiklik siibstitiienti yoktur (Sekil 1.1).
Dort tiyeli halka yaygin degildir ve bu halkanin stabilizasyonu ancak [NP(Nz'Pr)2]» [10] i¢in oldugu
gibi fosfor lizerinde sterik olarak engellenmis siibstitiientlerin bulunmasi ile miimkiindiir. En
yaygin bilesikler alt1 ve sekiz iiyeli halkalar1 icerenlerdir. [NPF;]n serisi i¢in, hepsi yapisal olarak
karakterize edilmemis olsa da, n = 3 ila 40 arasindaki bilesikler bilinmektedir [11]. Yapisal olarak
karakterize edilmis en biyik halka sistemi 24 diyeli permetil halkasidir [NPMez]io-
Siklofosfazenlerin temsili ornekleri Sekil 1.2'de gosterilmistir. Bu sekillerde gosterilen
orneklerden, ekzosiklik P-N, P O, P-S, P-C ve hatta P-M baglar1 igeren siklofosfazenlerin miimkiin

oldugu anlasilmaktadir.
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Sekil 1.1. Siklofosfazen yapilari ile ilgili baz1 6rnek gdsterimler
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Sekil 1.2. Dort ve Yirmi dort tiyeli siklofosfazen yapilari ile ilgili gosterimler

Ayrica siklofosfazenlerin homojen (tiim fosfor merkezlerinde ayni siibstitiientler) veya
heterojen siibstitiie (farklr siibstitiientler) olabilecegi fark edilecektir. Bu bilesikler igin su anda
kabul edilen isimlendirme sistemi Shaw [12] tarafindan onerilen sistemdir. Boylece, alti iiyeli
halkalar siklotrifosfazatrienler ve sekiz tiyeli halkalar siklotetrafosfazatetraenler (Sekil 1.3) olarak
adlandirilir. Ene, siklik iskeletin degerlik agisindan doymamis dogasini vurgulamak igindir.

Numaralandirma semasi azottan baslar (ilk azot '1' olarak numaralandirilir, ardindan fosfor
'2' olarak numaralandirilir ve bu sekilde devam eder). Bdylece, N3P:Cls 2,2,4,6,6-
heksaklorosiklotrifosfazatrien olarak adlandirilir. Bununla birlikte, tam isimlerle ugragmak
genellikle zorlasir ve bu bilesiklerle ilgili literatiirde, bunlar1 ele almak i¢in daha basit yollarin

gelistirildigi goriilmektedir.
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Sekil 1.3. Dort iiyeli siklofosfazen yapilari ile ilgili gosterimler

Bu nedenle, siibstitiientlerin regio ve stereodispozisyonunu belirtmek i¢in kimyasal
formiilleri uygun 6n eklerle yazmak ¢ok daha basittir. Ornegin, 2,4-nongem-cis--N3sP3Cls(NMey),
iki dimetilamino siibstitiientinin bitisik fosfor atomlar1 {izerinde bulundugu ve birbirlerine goére cis
olduklar1 anlamini tasir (Sekil 1.4). Bu onekten 'nongem' ¢ikarilsa bile yapisal bilgi yeterince

aktarilmus olur. Benzer sekilde, 2,2-gem-N3P3Cli(NHtBuU) bilesigi de 2,2-N3P3sCla(NHtBu), olarak



yazilabilir veya hatta basitge gem-N3sP3Cly(NHtBuU) olarak adlandirilabilir (Sekil 1.4). N3P3Cls ve

N4P4Cls bilesiklerinin 6nemsiz isimleri sirasiyla trimerik kloriir ve tetramerik kloriirdiir.
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Sekil 1.4. Karisik siibstitiient igeren siklofosfazenler

Cogu siklofosfazen nispeten kararlidir ve iyi raf Omiirlerine sahiptir. Bazilar1t neme kars1
duyarhdir. Klorosiklofosfazenler, N3PsCls ve NiP4Clg bile agik havada (iyi havalandirilmis bir
davlumbazda) kolayca islenebilir. Cogu persiibstitiie siklofosfazen ¢gok diisiik dipol momentlerine
sahiptir ve bu durum polar olmayan organik ¢6ziiciilerde bile mitkemmel ¢6ziiniirliik 6zelliklerine
yansimaktadir. Tablo 1.1 siklofosfazen ailesinin onde gelen bazi iiyeleri i¢in erime/kaynama

noktasi verilerini 6zetlemektedir.

Tablo 1.1. Baz1 fosfazen bilesiklerinin erime ve kaynama noktalari

Bilesik Erime (Kaynama) Noktas1 °C
N3P3sClg 114
NsP3Fs 27.8 (50.9)
N3P3Bres 192
N4P4Clsg 124
NaPaFs 30.5 (89.7)
NsP5Clig 41.3
NsPsFo 750 (120)
NaP(NMe2)s 104

NP2 (NMe2)s 238
N3P3(OCH2CF3)s 38
NPa(OCH:CFa)s 65
N3P3(OPh)s 111
N3P3(OPh)s 86

Siklofosfazenlerin halka biiytikliikleri 6nemli 6l¢iide degismekle birlikte, bu g¢aligmada alti
iiyeli halkalar1 ve farkli organik triinler ile reaksiyonlar1 incelenmistir. Bunun nedeni ¢ogunlukla
bu halkalarin kimyasinin daha biiyiik boyutlu halka sistemlerine gére ¢ok daha iyi gelismis ve

anlagilir olmasidir [9].



2. SIKLOFOSFAZENLERIN NUKLEOFILIK REAKSIYONLARI VE
MEKANIZMASI

Klorosiklofosfazenler, siklofosfazen ailesinin en 6nemli tiyeleridir. Bunlar, ¢ok cesitli diger
siklofosfazenlerin hazirlanmasi i¢in oncii ve baglangi¢ malzemeleri olarak kullanilmaktadir. Bu
fosfazenlerin yapilarinda bulunan —Cl1 atomlarinin reaktifliginden dolayi, kolaylikla siibstitiisyon
reaksiyonlar1 verebilmektedir. ilgili halojenosiklofosfazenlerden flor, klor veya bromun baska bir
siibstitiient (bir niikleofil) ile yer degistirmesi, bu halka sistemlerinin kimyasiin 6nemli bir
yoniidiir [10, 13]. ik olarak, bu yol, ekzosiklik P-N, P-O, P-S, P-C, P-H ve P-M baglantilarim
iceren siibstitiientlere sahip siklofosfazenlerin hazirlanmasinin bir yolunu saglar. Bu nedenle, bir
bakima halojen degistirme reaksiyonlarmin en yaygin reaksiyonlar oldugu sdylenebilir. Ikinci
olarak, daha sonra aciklanacagi iizere, bu reaksiyonlarin kii¢iik molekiillii siklofosfazen diizeyinde
anlasilmasi, bu kimyayi polifosfazenlere doniistiirme kabiliyetini biiyiik 6l¢iide artirir. Ugiinciisii,
halojenosiklofosfazenlerin yer degistirme reaksiyonlarinda ¢ok sayida ilgi ¢ekici ayrinti vardir.
Ornegin, olusan iiriinlerdeki regio- ve stereosecicilikler nelerdir? Bagimliliklar1 nedir?

Ucg halka N3P3Fg, N3P3Cls ve NaP3Brg arasinda reaktivite P-Br> P-CI> P-F sirasin1 takip eder.
Bu, P-X baginin boliinmesinin kolayligini yansitmaktadir. Tartismamizin ¢ogu, bu bilesikler igin
mevcut  verilerin  zenginligi  nedeniyle  klorosiklofosfazenlerle  smirli  kalacaktr.
Klorosiklofosfazenlerde sekiz iiyeli N4P4Clg halkasi alti iiyeli N3PsCls halkasindan ¢ok daha
reaktiftir. Klorosiklofosfazenler aminler, alkoller veya fenoller gibi niikleofillere karsi olduk¢a
reaktiftir. Klorlarin tamamen degistirilmesi bir dizi reaktif ile kolayca miimkiindiir. Ornegin,
N3P3Cls veya N4P.Clg'in dimetilamin ile reaksiyonu N3P3(NMez)s veya NsPs(NMe;)s olusumuna
yol agabilir. Bu reaksiyonlar, reaktivitede bireysel farkliliklar olmasina ragmen birincil, ikincil ve
hatta aromatik aminlerle de oldukca iyi ¢alisir. Reaksiyonda olusan hidrojen kloriirii tutmak i¢in
niikleofil dimetilaminin kullanildig1 fark edilebilir. Bunun yerine, trietilamin gibi tersiyer bir baz
bu amag i¢in daha ¢ok tercih edilerek kullanilabilir.

Ekzosilik P-O baglari iceren alkoksi veya ariloksisiklofosfazenleri hazirlamanin en yaygin
yolu, klorosiklofosfazenleri alkol veya fenoliin sodyum tuzu ile reaksiyona sokmaktir [10].

Bu reaksiyon P-S baglar1 iceren siklofosfazenlerin hazirlanmasi i¢in de kullanilabilir. Ancak,
bu kategoriye ait ¢ok fazla siklofosfazen 6rnegi bulunmamaktadir.

Tam stibstitiie alkoksi ve ariloksisiklofosfazenler yaygin iiriinler olmasima ragmen, bazi
durumlarda yararli penta siibstitiie tiirevleri izole etmek miimkiindiir. Boylece, N3PsCls ve NaOR
(R=Ph, -C¢Hs-p-CH3) arasindaki reaksiyonda bir arttk P-Cl bagi igeren pentakis
ariloksisiklofosfazenler izole edilebilir. N3P3(OCH,CF3)s gibi baz1 durumlarda, pentakis tiirevi
N3P3(OCH2CF3)s(Cl) kontrollii bir hidroliz ve ardindan PCls ile bir reaksiyon ile hazirlanabilir
(Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Pentakis alkoksi ve ariloksisiklofosfazenlerin hazirlanmasi

Klorosiklofosfazenlerin niikleofilik siibstitiisyon reaksiyonlarinda ¢esitli mekanistik yollar
tanimlanmustir [13]. Kinetik deneylerin ¢ogu aminlerle klorosiklofosfazenleri i¢eren reaksiyonlarda

gerceklestirilmistir. Bu deneyler, bu reaksiyonlarda calisabilecek ¢esitli mekanistik yollara isaret

etmektedir. Asagida kinetik deneylerin ¢ikarimlarinin bir 6zeti yer almaktadir.

Geminal olmayan triin tercihi dogaldir. Bir aminin bir PCl, merkezi veya bir -P(CI)NRR'
merkezi ile reaksiyonunu diisiiniin. ilkindeki fosfor atomu daha elektrofiliktir ve dolayisiyla bir
niikleofil daha az elektrofilik olan P(C1)(NR>) bolgesine kiyasla bu merkeze saldirmay1 tercih

edecektir (Sekil 2.2). Bu da nongeminal iriinlerin her zaman tercih edilmesi gerektigi anlamina

gelmektedir.
cl NR, . -
AN J/ Daha az elektrofilik (bir niikleofil tarafindan
/P\‘ saldirlya ugrama olasihigl daha diisiik)
N XN
all |
\P\ /P Daha elektrofilik (Bir niikleofil tarafindan
ol N \CI saldiriya ugrama olasihigi daha yiiksek)

Sekil 2.2. N3P3Cls(NR2) ile reaksiyonunda bir niikleofilin olasi saldir1 bolgeleri
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Sekil 2.3. Siklotrifosfazenin niikleofilik yer degistirme reaksiyonlarinda Sn2 reaksiyon yollari

Kinetik deneyler farkli tiirde reaksiyon mekanizmalari olusturmus olsa da,
klorosiklofosfazenlerdeki niikleofilik reaksiyonlar igin en Onemli yollardan biri bimolekiiler
birlesme yolu (Sn2) gibi goriinmektedir. Bu mekanizma igin iki tip gecis durumu tanimlanmigtir
(Sekil 2.3).

(2) Notr bes koordinatli fosfor ara {irliniiniin olusumu ve ardindan ayrilan grubun disari
atilmast

(b) Karbon sisteminde bulunana benzer bir polar ge¢is durumunu igeren uyumlu bir Sn2
mekanizmast (yol B, Sekil 2.3). Her iki durumda da reaksiyon yolu, dort koordinatli
fosforun 6nce bes koordinatli hale dondstiigiinii, ardindan doért koordinatli hale geri
dondigiinii 6ngoriir (Sekil 2.3).

Sn2 yolunun baskinligi NsP4Clg'in daha hizli reaktivitesini agiklamaktadir. Ikincisi
diizlemsel degildir ve bu molekiildeki fosfor merkezinin penta-koordinasyon elde etmesi daha
kolaydir. Ote yandan, diizlemsel N3P3Cls icin geometrinin dort koordinattan bes koordinat
durumuna yeniden ayarlanmasi daha zordur. Bu nedenlerden dolay1 niikleofilik siibstitiisyon
N4P4C1ls ile N3P3Cls'ya gore ¢ok daha hizlidir. Mitkemmel diizlemsel N3P3Fs i¢in bes koordinatl
gecis halinin elde edilmesi daha da zordur. Sonug olarak, N3PsFg'nin reaktivitesi ¢cok daha diisiiktiir.
N3PsFe'nin daha yavag reaktivitesinden sorumlu olan bir diger faktoér de P-F bagimin daha yiiksek
bag kuvvetidir [10, 13].



Dissosiyatif veya Sn1 yollarimin da belirli durumlarda ortaya ¢iktigi bilinmektedir. Cok
reaktif olmayan bazi aminlerle dissosiyatif yollar (Sn1), birlesmeli Sn2 reaksiyonlar ile birlikte
rekabetci de olabilir. Boyle bir mekanizmada, N3P3Cls(NHR) gibi bir primer amino tiirevinden
proton soyutlamasi gerceklesir ve li¢ koordinatl bir P(V) ara iiriiniine yol acar. Daha sonra, geminal
riinler olugur. Boylece, 6rnegin, N3PsClg'nin dort esdeger tBuNH, ile reaksiyonu gem-
N3P3Cl4(HNtBu), olusumuna yol acar [9, 10, 13]. Siklotrifosfazenin niikleofilik yer degistirme

reaksiyonlarinda Sn1 reaksiyon gosterimleri Sekil 2.4’de verilmistir.
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Sekil 2.4. Siklotrifosfazenin niikleofilik yer degistirme reaksiyonlarinda Sn1 reaksiyon gosterimleri

Bu tez ¢alismasinda, termal olarak kararli olan inorganik heterosiklik bilesiklerin 6nemli bir
siifini olusturan halkali fosfazenlerin tripeptit siibstitiientleri hazirlanarak in vitro sitotoksisite ve
genotoksisite 6zelliklerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda;

Baglangi¢ bilesigi olarak amin grubu korunmali karboksil grubu serbest olan tirozin
aminoasitinin (Boc-Tyr-OH) sirasiyla Glisin (NH2-Gly-OCH3.HCI) ve Alanin (NH2-Ala-
OCH3.HCI) metil ester hidrokloriir formlar1 ile CDMT yontemi ile asetonitril ortaminda
etkilestirilerek metil ester grubu bulunan 2 adet dipeptit bilesigi (Boc-Tyr-Gly-OCHjs ve Boc-Tyr-
Ala-OCHs) elde edildi [14, 15].

Ardindan bu dipeptitleri kullanilarak 2 farkhh asamada reaksiyonlar gerceklestirilmistir.
Birinci asamada, metil esterli dipeptit bilesiklerinin ester gruplar1 asetonitril igerisinde %8’lik
NaOH ¢ozeltisinin ilave edilmesi ile karboksil grubuna doniistiiriilerek karboksil gruplari serbest

Boc-Tyr-Gly-OH ve Boc-Tyr-Ala-OH dipeptitleri sentezlenmistir [16]. Birinci asamada,



fosfazen baglangi¢ bilesikleri olarak kullanilan Di ve tetra siibsititiic BPP ve DPP ile aseton
igerisinde K,COj3 varliginda etkilestirilerek di ve tetra siibsititiic 8 adet dipeptit-siklotrifosfazen
bilesigi elde edilmistir. Ikinci asamada, metil esterli dipeptit bilesiklerinin ester gruplari
asetonitril igerisinde %8’lik NaOH ¢6zeltisinin ilave edilmesi ile karboksil grubuna doniistiiriilerek
karboksil gruplar serbest Boc-Tyr-Gly-OH, Boc-Tyr-Val-OH, Boc-Tyr-Ala-OH ve Boc-Tyr-
Phe-OH dipeptitleri sentezlenmistir. Boc-Tyr-Gly-OH dipeptidi ile sirasyila Glisin (NH2-Gly-
OCHj3.HCI) ve Alanin (NH2-Ala-OCH3.HCI) metil ester hidrokloriir aminoasitleri ile asetonitril
icerisinde CDMT yontemi Kullanilarak etkilestirilmesinden 2 adet tripeptit bilesigi elde edildi.
Benzer yontem ile Boc-Tyr-Ala-OH dipeptidi sirasiyla Glisin (NH2-Gly-OCH3.HCI), Alanin
(NH2-Ala-OCH3;.HCI), Valin (NH2-Val-OCHs.HCI) ve Fenilalanin (NHz-Phe-OCHj3.HCI) metil
ester hidrokloriir aminoasitleri ile etkilestirilmesi sonucu 4 adet tripeptit bilesigi olmak iizere
toplamda 6 adet tripeptit bilesigi elde edilmistir [16]. Elde edilen tiim bilesikler ince tabaka
kromatografisi ile takip edilerek sonlandirildi ve ayni hareketli baz gz 6niinde bulundurularak
Flash kromatografisi ile saflagtirilmistir. Saf olarak elde edilen dipeptit ve tripeptitlerin yapisal
karakterizasyonlari elementel analiz, FT-IR, *H, *C-APT NMR spektrumlari ile siibstitiie fosfazen
bilesiklerinin ise ek olarak P ve HETCOR (2D) NMR ve MALDI-TOF MS spektroskopi
yontemleri kullanilarak gergeklestirildi. Bilesiklerin termal &zellikleri TGA yontemleri ile
belirlendi.

Saf olarak elde edilen bilesiklerin insan kanser hiicre hatlar1 over (A2780) ve prostat (PC-
3) kanser hiicre hatlarina kars: sitotoksisite 6zellikleri MTT assay yontemiyle belirlenerek % hiicre
canliliklari belirlendi ve bilesiklerin LogICso degerleri hesaplandi. Tiim hiicrelerde 6zellikle yiiksek
dozlarda hiicre canliliklarinda 6nemli azalmalarin oldugu goézlenmistir. Dordiincii adimda
bilesiklerin etki gdsterdigi yliksek dozda (100 uM), DNA hasar1 incelemesi Comet assay yontemi

kullanilarak incelenmistir.



3. SIKLOTRIFOSFAZEN BILESIKLERI ILE ILGILI LITERATUR
CALISMALARI

Son yillarda fosfazen ve tiirevleri ile ilgili bircok g¢alisma bulunmaktadir. Yapilan bu
calismalar da hem yeni bilesiklerin sentezlenmesi hem de bu yeni bilesiklerin uygulanabilecegi
alanlarin arastirilmasina dikkat ¢ekilerek gergeklestirilmistir. Ayrica uygulama alanina gore de yeni
fosfazen yapilari tasarlanip sentezlenmistir. Boylelikle siklotrifosfazen halkasina baglanmis olan
gruplar ile birlikte sinerjik bir etki sonucu elde dilen triinler dielektrik [17-19], LED/OLED
teknolojisi [5, 20], kimyasal sensorler [7, 21], yanmaya dayanikli ve alev geciktirici malzeme [22,
23] gibi bir¢ok uygulama alaninda kullanilabilecek 6zellikler sergilemislerdir. Bu ¢alismalardan
bazilar1 asagida 6zetlenmistir.

Siklotrifosfazene 350 (MPEG350) molekiil agirligina sahip esdeger hidrofilik metoksi-
poli(etilenglikol) ve tiimore 6zgii bir tetrapeptidin (GlyPhe-Leu-Gly) asilandigi yeni bir biyolojik
olarak pargalanabilir suda ¢oziiniir fosfazen trimer-doksorubisin konjugati sentezlenmistir (Sekil
3.1). Mevcut konjugat, serbest doksorubisinin sitotoksisitesinden daha diigiik (IC50 = 0.10 IM)
ancak 16semi L1210 hiicre hattina kars1 oldukga yiiksek bir in vitro sitotoksisite (IC50 = 1.1 IM)
sergiledigi rapor edilmistir. Bunun nedeni ise enzimatik olarak kontrol edilen salinimdan

kaynaklanabilecegi belirtilmistir [24].
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Sekil 3.1. Suda ¢6ziiniir fosfazen trimer-doksorubisin konjugatinin genel sentez semast

2014 Yilinda yapilmis olan bir calismada hekzaklorosiklotrifosfazen bilesigi ile
tiyosemikarbazon bilesiklerinin sentezinden full siibstitiiye fosfazen bilesikleri sentezlenmis (Sekil
3.2) ve bilesiklerin in vitro antiproliferatif aktiviteleri insan meme ve over kanser hiicre hatlarina
kars1 incelendigi bildirilmistir. Yeni sentezlenen bilesikler test edilen hiicre hatlarina karsi orta ila
iyi aktivite sergilemistir. Ozellikle halo siibstitiie benzoik tiyosemikarbazonlarin antikanser

aktivitesi daha etkili oldugu bulunmustur [25].
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Sekil 3.2. Tiyosemikarbazon siibstitiic fosfazen bilesiklerinin genel sentez semasi

2015 Yilinda yapimis bir ¢alismada 3-oksipiridin gruplar tasiyan iki yeni siklotrifosfazen
ligand1 (2 ve 3) ve ardindan bu liganlar ile Ru(IT) kompleksleri (4 ve 5) elde edilmistir (Sekil 3.3).
Bu ligand ve Ru kompleklerinin sitotoksik aktiviteleri PC-3 (insan prostat kanseri), DLD-1 (insan
kolorektal kanseri), HeLa (insan rahim agzi kanseri) ve PNT1A (normal insan prostat) hiicre
hatlarina kars1 incelenmis. Ayrica yapilarin antimikrobiyal aktiviteleri Gram pozitif ve Gram
negatif bakteriler ve maya kiiltiirlerinden olusan bir panele kars1 arastirilmistir. Bilesiklerin orta ila
yiiksek diizeyde sitotoksik ve antimikrobiyal aktivitelere sahip oldugu bulunmus ve ayrica Ru(Il)
komplekslesmesi, ana bilesiklerle karsilagtirildiginda hem sitotoksik hem de antimikrobiyal

aktiviteyi arttirdig tespit edilmistir [26].
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Sekil 3.3. 3-oksipiridin gruplari tagiyan iki yeni siklotrifosfazen ligandi (2 ve 3) ve Ru(II) komplekslerinin

(4 ve 5) genel sentez gosterimi

2019 Yilinda yapilan bir ¢alismada

4-metil-7-hidroksikumarin

bilesigi ile

hekzaklorosiklotrifosfazen ve mono ve dispiro bifenil gruplar tasiyan fosfazen bilesikleri ile

reaksiyonundan hekza, tetra ve di siibstitiie kumarin-fosfazen bilesikleri sentezlenmis (Sekil 3.4)

ve bu bilesiklerin insan meme kanser hiicre hatlarina (MCF-7, 4T1) kars1 in vitro antikanser

aktiviteleri incelenmistir. Elde dilen sonuglara gore kumarin-fosfazen bilesiklerinin antitumor

aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir [27].
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Sekil 3.4. {lgili literatiirde sentezlenmis olan kumarin-fosfazen bilesiklerinin genel sentez gsterimi
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2021 Yilinda yapilmis olan bir ¢alismada morfolin, piperidin, pyrolidin gruplari tagiyan full
stibstitlie mono ve dispirofosfazen tiirevleri sentezlenmis (Sekil 3.5) ve bu bilesiklerin yapisal,
steorejenik ve antibakteriyel, sitotoksik, plasmid DNA ile etkilesim gibi biyolojik aktiviteleri
incelenmistir. Biyolojik aktivite sonuglari, fosfazenlerin ¢ogunun ameliyat sonrasi kanda,
akcigerde (pnomoni) veya viicudun diger bazi bolgelerinde enfeksiyon yapabilen P. aeruginosa'ya
kars1 etkili oldugu belirtilmigtir. Fosfazenler bakteri ve maya suslarinin gogunun biiylimesini inhibe
ettigi ve ilaglara karsi ¢oklu direngli oldugu bilinen E. coli bakterisi, test edilen tiim fosfazenlere
karsi duyarlilik gosterdigi belirtilmistir. Baglanan siibstitiientlere bagli olarak monospiro-

siklotrifosfazenler ve trans ve cis dispirosiklotrifosfazenlerin bazilarinin diger bilesiklere gore daha

yiiksek bir DNA boliinme aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir belirtilmistir [28].
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Sekil 3.5. 3-oksipiridin gruplari tagtyan iki yeni siklotrifosfazen ligandi (2 ve 3) ve Ru(II) komplekslerinin

(4 ve 5) genel sentez gosterimi
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2022 Yilinda yapilmis olan bu ¢alismada yeni antrakinon gruplari tagiyan siklotrifosfazenler
(7-9) sentezlenmistir (Sekil 3.6). Daha sonra fosfazen bilesiklerinin kii¢iik hiicreli olmayan Akciger
Karsinomu (NSCLC) hiicre hatlar1 ve tlimorsiiz mezotelyal hiicreler (MeT-5A) lizerindeki etkisi
aragtirilmigtir. Sonuglar, 6zellikle bilesik 8'in, kanser hiicrelerinin yasayabilirligini azaltmada ve
apoptozu tetiklemede en etkili bilesik oldugunu gostermis ve ayrica bilesik 8, normal muadilinden

ziyade kanser hiicrelerine kars1 segicilik tagidigi bulunmustur [29].

-

b
T | |HsC—=NH NH—CH,
(2)

Sekil 3.6. Antrakinon gruplar: tastyan siklotrifosfazen (7-9) bilesiklerinin gosterimi

2022 Yilinda yapilmis olan bir calismada ise hetero halkali kalkon bilesikleri ile
hezaklorisklotrifosfazen bilesiginin reaksiyonundan tamamen siibstitiie fosfazen bilesikleri
sentezlenmistir (Sekil 3.7). Insan yumurtalik (A2780) ve insan prostat (PC-3 ve LNCaP) hiicre
hatlarina kars1 1, 5, 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda bilesiklerin hiicre canliligindaki
degisiklikler MTT test yontemi ile aragtirilmistir. Bilesiklerin hiicre canliligi {izerindeki etkilerinin
DNA hasar yoluyla olup olmadigini belirlemek i¢cin comet deneyi gergeklestirilmistir. Comet assay
deneylerinde, bilesiklerin en yiiksek konsantrasyonu (100 uM) 24 saat boyunca hiicrelere
uygulanmis ve kuyruk uzunlugu (TL), kuyruk yogunlugu (TI), zeytin kuyrugu momenti (OTM)

parametreleri incelenmistir. Sonuglar, bilesik 1-4 ve FSC 1-4 bilesiklerinin tiim kanser hiicre
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hatlarina karsi hiicre canliligim azalttigini tespit edildigi belirtilmistir. Aym1 zamanda, bu
bilesiklerin farkli konsantrasyonlari her {i¢ hiicre tipinde de DNA hasarina neden oldugu
bildirilmistir. Sentezlenen bilesiklerin olas1 etkilesimleri ve kimyasal mekanizmalari molekiiler
yerlestirme ile hesaplamali yontemlerle agiklanmistir. Calisma sonuglari, bu bilesiklerin kanser
hiicrelerine karsi sitotoksik etkileri oldugunu gostermis ve bu etkilerin genotoksisite yoluyla

meydana geldigi one strilmistiir [30].
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Sekil 3.7. Hekza siibstitiie kalkon gruplari tagiyan siklotrifosfazen bilegikleri

2023 Yilinda yapilmis olan bir ¢alismada dipeptit yapilari iceren siklotrifosfazen tiirevleri
sentezlenmis (Sekil 3.8) ve bu bilesiklerin in vitro sitotoksik aktiviteleri incelenmistir. Sitotoksik
bilesiklerin DNA hasar1 yoluyla hiicre 6liimiine neden olup olmadigini anlamak i¢in genotoksisite
caligmalart yapilmistir. Bilesiklerin, tiim insan kanser hiicre hatlarina karsi hiicre canliliginda
onemli azalmalar gosterdigi bulunjus ve 6zellikle A2780 hiicre hatlarinda dikkate deger etkiler
sergiledigi tespit edilmistir. Bilesiklerin DNA hasari ¢aligsmalart sonuglart hiicre 6liimiiniin DNA
hasar mekanizmasi yoluyla gerceklestigini gostermistir. Sonug olarak bilesiklerin umut verici
sitotoksik etkiler gostertigi ve farmasotik uygulamalar i¢in gili¢lii aday molekiiller olarak kabul

edilebilir oldugunu ortaya koymuslardir [15].
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Sekil 3.8. Dipeptit yapilari tagtyan siklotrifosfazen bilesiklerinin gésterimi

Sonug olarak literatiir arastirmalar géz oniine alindiginda siklofosfazen g¢ekirdegine farkli

stibstitiietlerin baglandigi ve biyolojik alanlarda énemli sonuglar1 elde edildigi goriilmektedir.
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4. MATERYAL VEMETOT

4.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Hekzaklorosiklotrifosfazen (trimer) Alfa Aesar firmasindan temil edildi ve baslangic
bilesikleri DPP ve BPP’nin sentezinden oOnce n-hekzan da kristallendirilerek kullanilmustir.
Trietilamin (Et3N), N,N’-Disiklohekzilkarbodiimid (DCC), sodyum karbonat (NaHCOs),
Kloroform, tehrahidrofuran, asetonitril, susuz megnezyum karbonat (MgSO.), potasyum karbonat
(K2CO3) ve Tetrahidrofuran (THF), Merck firmasindan temin edildi. K,COj3 kullanilmadan 6nce
etiivde bir gece bekletildi. Sodyum hidroksit (NaOH), n-hekzan, etil asetat (EtOAc), etil alkol
TEKKIM firmasindan, glisin, valin, alanin, fenil alanin ve 16sin metil esterleri, Boc-L-tirozin ve
2-Kloro-4,6-dimetoksi-1,3,5-triazin  (CDMT), Chem-Impex INT’L INC firmasindan,  4-
Metilmorfolin (NMM) ROTH Chemicals firmasindan temin edilmistir. NMR calismalar1 i¢in
doteryumlu ¢oziicii olarak kullanilan DMSO-ds ve CDCls Merck, Euroisotop ve Acros

firmalarindan firmasindan temin edilmistir.

4.2. Spektroskopik Calismalar

Bilesiklerin yapisal ve termal karakterizasyonlarinda, sitotoksisite ve genotoksisite
deneylerinde asagidaki cihazlar kullanilmustir. Kiitle analizleri GTU, Kimya béliimiinde ve Gazi
iiniversitesi Eczacilik Fakiiltesinden, hiicre kiiltiirii ve DNA hasar1 ¢alismalar1 Indnii Universitesi
Tip Fakiiltesi Fizyoloji ABD’da, NMR, FT-IR, elementel analiz, TGA analizleri Firat Universitesi

Kimya boliimii arastirma laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

FT-IR spektrometresi : Termo-Scientific (ATR)

1H, B3C-APT, P-NMR : Bruker DPX—400 High Performance Digital FT-NMR
Kiitle analizleri : Bruker microflex LT MALDI-TOF MS

TGA analizleri : SHIMADZU marka DTA-60 termobalans

Biyolojik emniyet kabini : Niive MN-120

COy’li inkiibator : Panasonic

Mikroplate okuyucu : BioTEK spektrofotometre

Hiicrelerin bakim ve kontrolleri : Inverted Mikroskop SOIF-XDS

Sterilizasyon : Nuve marka Otoklav



4.3. Sentez ve Karakterizasyon Calismalari

4.3.1. Dipeptit Bilesiklerinin Sentezi ve Karakterizasyonu (Boc-Tyr-Gly-OCHs, Boc-Tyr-
Gly-OH, Boc- Tyr-Ala-OCHs, Boc-Tyr-Ala-OH)

Bu basamaktaki sentez prosediirleri ve bilesikleri literatiirde belirtilen yonteme gore
sentezlenmistir [14, 31-34]. 1. Sentez prosediirii dipeptit metil esterbilesiklerinin sentezi ve
karakterizasyonunun II. sentez prosediirii i¢in dipeptit bilesiklerinin metil esterlerinin kirillarak —
karboksil fonksiyonel grubuna doniistiiriilmesi basamaklarim icermektedir.

I. Sentez Prosediirii

Amin grubu korunmus 10.66 mmol Tirozin (Boc-Tyr-OH), 12.792 mmol 2-Kloro-4,6-dimetoksi-
1,3,5-triazin (CDMT), ve 10.66 mmol Aminoasit metil ester hidrokloriir (NH>-Gly-
OCH3.HCI/ NHz-Ala-OCHa3.HCI,) bilesikleri igerisinde 30 mL Asetonitril (MeCN) bulunan tek
boyunlu reaksiyon balonuna ilave edildi ve karigtirildi. Olusan siispansiyona 26.65 mmol 4-
Metilmorfolin (NMM) damlalik kullanilarak yavas yavas eklendi ve oda sicakliginda karistirildi.
TLC (6:4 EtOAc/n-hekzan) ile reaksiyon takip edilerek durduruldu (yaklasik reaksiyon siiresi 48
saat). Reaksiyon durdurulduktan sonra reaksiyonun ¢oziiciisii MeCN bir kismi buharlastirildi ve
iizerine 30 mL su ilave edildi ve karistirildi. Karisimdaki katr kisim hizli bir sekilde ¢oziinerek
berrak goriiniim kazandi. Fakat kisa siire icinde ¢okme basladi. Cokmenin tam olarak gergeklesmesi
icin birka¢ saat karistirildi. Coken kati madde siiziilerek kurumaya birakildi. Coken madde
ortamdan siiziilerek ayrildiktan sonra verim az olan {irlinler etil asetat (EtOAc) ile ekstraksiyon
yapildiktan sonra organik faza gegen kisim sirasiyla %10 sitrik asit, %5 sodyum karbonat (NaCO3)
ve saf su ile ekstraksiyon yapildi. Organik kistm MgSQy ile kurutuldu ve ¢6ziicli uguruldu. Kalan
kisim kloroformda ¢6ziinerek n-hekzan da ¢oktiriildii. Coken kati madde siiziilerek kurutuldu.
Uriin saf olarak elde edildi [15].

I1. Sentez Prosediir

10.67 mmol (1 Eq.) Boc-Tyr-Gly-OCHa/ Boc-Tyr-Ala-OCHjs bilesigi igerisinde 40 mL metanol
(MeOH) bulunan tek boyunlu reaksiyon balonuna ilave edildi ve tamamen ¢o6ziinene kadar
karistirildi. Daha sonra reaksiyon ortaminin sicaklign 0 °C’ye getirildi. Uzerine % 8’lik NaOH (2
M, 21.34 mmol, 10.67 mL, 2 Eq.) ¢6zeltisi 0 °C’de damla damla 30 dakikada ilave edildi. Ardindan
reaksiyon oda sicakliginda karistirildi. TLC (3:5 EtOAc/n-hekzan) ile reaksiyon takip edilerek
durduruldu (yaklasik reaksiyon siiresi 24 saat). Reaksiyon durdurulduktan sonra karigimin pH’1 3
olana kadar 0 °C’de 4N HCI ¢ozeltisi ilave edildi. Bu asamadan sonra MeOH vakum altinda
buharlastirildi. Karisima yaklagik 40 mL EtOAc ilave edilerek karistirildi. Coziinmeyen kisim
stiziilerek ayrildi. Stiziintii MgSOj tizerinden kurutuldu ve EtOAc doner buharlastiricida uguruldu.
Elde edilen yagims1 madde kloroformda tekrar ¢6ziildii ve n-hekzan igerisinde ¢oktiiriildii. Coken

kat1 madde siiziilerek ayrildi ve vakum altinda kurutuldu [16].
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4.3.1.1. Boc-Tyr-Gly-OCH?3 Dipeptit Bilesiginin Sentezi ve Karakterizasyonu

10.66 mmol Boc-Tyr-OH, 10.66 mmol NH2-Gly-OCH3.HCI. Verim : %75. Boc-Tyr-Gly-
OCHjs bilesigine ait karakterizasyon spektrumlar1 ve datalari FT-IR, *H, *C-APT NMR ve
MALDI-TOF MS sirasiyla Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Tablo 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Boc-Tyr-Gly-OCHjs Bilesiginin FT-IR Spektrumu (ATR)
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Sekil 4.4. Boc-Tyr-Gly-OCHs Bilesiginin MALDI-TOF MS Spektrumu (THF)

Tablo 4.1. Boc-Tyr-Gly-OCHjs Bilesiginin karakterizasyon sonuglari

FT-IR (cm™) 'H-NMR (ppm) 1BC —APT NMR (ppm)
VN-H, VOH 1.31 (9H, s, HD), 155.72 Ct , 078.40 C°,
3250, 3366, 3333 2.61-2.64 ve 2.85-2.90 (2H, H%) | 115.25 C? , 028.63 C%°,
VC-H(Aromatik), VC-H(Alifatik) 15 3 11
3016, 2024 2955 3.64 (3H, s, H1), 130.55 C3 , 172.99 C1,
Voo 3.85-3.90 (2H, H), 128.70 C* , 041.06 C%,
1516, 1595, 4.09-4.12 (1H, g, HO), 037.09 C5 , 170.77 C,
veo 6.64-6.66 (2H, d, J=8.8 Hz, H?), | 056.34 C® , 052.17 CIS,
1637 (Amid C=0) 6.89-6.91 (1H, d, H” (-NH)), 156.16 C®
1688 (Boc koruma grubuna ait 3
c=0) 7.05-7.07 (2H, d, J=8.4 Hz, H?), DMSO-ds
1744 (Ester C=0), 8.38 (1H, t, H2(-NH)), 13C _APT : 39

9.19 (1H, s, H8 (-OH)) IH-NMR : 251 ve 3.36
MALDI-TOF MS Elementel Analiz (%)
Teorik C17H2aN206 (Mw: 352.39 g/mol)
Mw + 352.39 g/mol Teorik : C, 57.94: H, 6.87; N, 7.95
Deneysel Deneysel : C, 57.99; H, 6.90; N, 7.9

[M] : 352.306 m/z eneysel - L, 9755 H, 050 N, 7.
[M+Na] 1 374.373 m/z
[M+K] : 390.429 m/z

[M-C(CHs)s] : 296.134

Boc-Tyr-Gly-OCHjs Bilesiginin FT-IR spektrumunda yapiya ait karakteristik pikler Tablo
4.1°de verilmistir. Boc-Tyr-OH’a ait karboksil -OH gerilme titresimi bilesiginin FT-IR
spektrumunda gozlenmemistir (Sekil 4.1). Ayrica 1637 cm™’de amit karbonilinin (-C=0-NH-)
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olustugu goriilmektedir. Ek olarak glisin aminoasitinin yapiya baglanmasi ile yapisindaki ester
karbonili de 1744 cm™ de goriilmektedir.

Boc-Tyr-Gly-OCHjs Bilesiginin *H-NMR spektrumunda Boc-Tyr-OH’a ait karboksilik asit -
OH protonu gorilmemektedir (Sekil 4.2). Amit baginin olugmasi ile birlikte -NH protonu 8.38
(1H, t, H'? (-NH)) spektrumda goriilmektedir. Tirozinin yapisindaki ~NH protonu ise 6.89-6.91
(1H, d, H" (-NH)) de goriilmiistiir. Glisinin yapiya baglanmasi ile birlikte yapisindaki —CH;
protonlar1 3.85-3.90 (2H, H*®) de, ester -C=0-OCHjs protonlari ise 3.64 (3H, s, H'®) gézlenmistir.
Integral yiiksekliklerinin yap1 ile uyumlu olmas1 yapinin olustugunu gostermektedir.

Boc-Tyr-Gly-OCHjs Bilesiginin yapisinda primer, sekonder, tersiyer ve kuarterner (—-CH, -
CHz, -CH; ve —C) karbon atomlarinin olmasi *C-APT NMR spektrumunun alinmasi yapi
karakterizasyonunu kolaylastirmistir. C-APT NMR spektrumu yapidaki primer, sekonder,
tersiyer ve kuaterner karbonlarin kolaylikla belirlenmesinde ve bilesigin desteklenmesinde
onemlidir. Bilesigin *C-APT NMR spektrumu incelendiginde Boc-Tyr-OH’a ait karboksil C=0
karbonunun, bilesigin olusmasi ile amit karboniline doniismesi ile 172.99 ppm’e (C!) kaymustr.
Yapidaki ester karbonili 170.77 (C**) ppm de gdzlenmistir. Glisin aminoasitine ait alifatik —-CH,
karbonu 41.06 ppm’de (C®), ester -OCH; karbonu ise 52.17 ppm’de (C¥) gdzlenmistir.
Bilesiginin yapisindaki 2 ve 3 numarali karbonlar ve —Boc koruma grubunun yapisindaki 3 tane —
CHs karbonunun esdeger ve simetrik karbon atomlar1 oldugundan karbon NMR spektrumunda 17
karbon yerine 13 adet karbon piki goriilmektedir (Sekil 4.3).

Boc-Tyr-Gly-OCHjs bilesiginin teorik olarak hesaplanan molekiil agirhigi 352.39 g/mol diir.
MALDI-TOF MS spektrumunda 352.306 piki bilesige ait piktir (Sekil 4.4). Bunun istiinde ¢ikan
374.373 [M+Na], 390.429 [M+K] dur. Altta gézlenen pik ise yapidan ayrilan grubu gostermektedir.
Bu da hesaplamalara gore Boc koruma grubundaki -C(CHs)s grubunakarsilik gelmektedir 296.134
[M-C(CHa)s].
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4.3.1.2. Boc-Tyr-Ala-OCH3s Dipeptit Bilesiginin Sentezi ve Karakterizasyonu

10.66 mmol Boc-Tyr-OH, 10.66 mmol NH2-Ala-OCH3.HCI. Verim : %65. Boc-Tyr-Ala-
OCHjs bilesigine ait karakterizasyon spektrumlari ve datalari FT-IR, H, *C-APT NMR ve
MALDI-TOF MS sirasiyla Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Tablo 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.5. Boc-Tyr-Ala-OCHs Bilesiginin FT-IR Spektrumu (ATR)
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Sekil 4.7. Boc-Tyr-Ala-OCHj Bilesiginin *C-APT NMR Spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 4.8. Boc-Tyr-Ala-OCHs Bilesiginin MALDI-TOF MS Spektrumu

Tablo 4.2. Boc-Tyr-Ala-OCHps Bilesiginin karakterizasyon sonuglari

FT-IR (cm?) 'H-NMR (ppm) 13C —_APT NMR (ppm)
VNH, VOH 1.26-1.30 (3H, d, HY), 155.70 C! , 078.40 C1°,
3278, 3331, 3402 1.32 (9H, s, H™), 115.26 C> , 028.63 C1,
VC-H(Aromatik), VC-H(Alifatik) 6 3 12
2.56-2. 2.84-2.88 (2H, H°), | 130.57 172.
3005,3028 2933, 2059 56-2.65ve 2.84-2.88 (2H, H), | 130.57C" , 172.33C%,
Ve 3.64 (3H, s, H), 128.63 C* , 047.99 CY,
1514, 1527, 1599, 1614 4.08-4.13 (1H, m, H), 037.06 C® , 173.47 C5,
Voo 4.29-4.32 (1H, g, H), 056.17 C" , 052.32 C6,
1645 (Amid C=0) 6.65-6.67 (2H, d, J=8.4 Hz, H?), | 156.19C? , 017.46 CV,
1685 (Boc koruma grubuna ait 6
c=0) 6.74-6.76 (1H, d, H® (-NH)), DMSO-ds
1742 (Ester C=0), 7.06-7.08 (2H, d, J=8.8 Hz, H®), | 13C —-APT : 39
8.29-8.31 (1H, d, H3 (-NH)), IH-NMR : 251 ve 3.36
9.14 (1H, s, H® (-OH))
MALDI-TOF MS Elementel Analiz (%)
Teorik Ci18H26N206 (Mw: 366.41 g/mol)
Mw : 366.41 g/mol Teorik : C, 59.0; H, 7.15; N, 7.65
Deneysel D l:C,59.07; H, 7.19; N, 7.61
[M] - 366.445 m/z eneysel - &, 99.UL H, L.25 N F
[M-C(CHs5)s] : 310.310 m/z

Boc-Tyr-Ala-OCHs Bilesiginin FT-IR spektrumunda yapiya ait karakteristik pikler Tablo
4.2’de verilmistir. Boc-Tyr-OH’a ait karboksil -OH gerilme titresimi bilesiginin FT-IR

spektrumunda gozlenmemistir. Ayrica 1645 cm™'de amit karbonilinin (-C=0-NH-) olustugu
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goriilmektedir. Ek olarak Alanin aminoasitinin yapiya baglanmasi ile yapisindaki ester karbonili
de 1742 cmde goriilmektedir (Sekil 4.5).

Boc-Tyr-Ala-OCHjs Bilesiginin *H-NMR spektrumunda Boc-Tyr-OH’a ait karboksilik asit -
OH protonu goriilmemektedir. Amit baginin olusmasi ile birlikte -NH protonu 8.29-8.31 (1H, d,
H™ (-NH)), spektrumda gériilmektedir. Tirozinin yapisindaki —NH protonu ise 6.74-6.76 (1H, d,
H8 (-NH)), de goriilmiistiir. Alaninin yapiya baglanmasi ile birlikte yapisindaki —CH protonu 4.08-
4.13 (1H, m, H'%), -CHjs protonlar1 1.26-1.30 (3H, d, H') ve ester -C=0-OCHj protonlari ise 3.64
(3H, s, H*®) gbzlenmistir. Integral yiiksekliklerinin yap1 ile uyumlu olmasi yapinin olustugunu
gostermektedir (Sekil 4.6).

Boc-Tyr-Ala-OCHjs Bilesiginin *C-APT NMR spektrumu incelendiginde Boc-Tyr-OH’a ait
karboksil C=0 karbonunun, bilesigin olugsmasi ile amit karboniline doniismesi ile 172.33 ppm’e
(C*?) kaymustir. Yapidaki ester karbonili 173.47 (C*®) ppm de gdzlenmistir. Alanin aminoasitine ait
alifatik -CH karbonu 47.99 ppm’de (C**), -CH3 karbonu 17.46 ppm’de (C') ve ester -OCHs
karbonu ise 52.32 ppm’de (C®) gozlenmistir. Bilesiginin yapisindaki 2 ve 3 numarali karbonlar
ve —Boc koruma grubunun yapisindaki 3 tane —CHs karbonunun esdeger ve simetrik karbon
atomlart oldugundan karbon NMR spektrumunda 18 karbon yerine 14 adet karbon piki
gortilmektedir (Sekil 4.7).

Boc-Tyr-Ala-OCHzsbilesiginin teorik olarak hesaplanan molekiil agirligi 366.41 g/mol diir.
MALDI-TOF MS spektrumunda 366.445 [M] piki bilesige ait piktir. Bu pikin altinda gézlenen pik
ise yapidan ayrilan gruplardan kaynaklanan bilesigi gostermektedir. Bu da hesaplamalara gore
310.310 daki pik Boc koruma grubundaki -C(CHs)s grubunun kopmasina karsilik gelmektedir
310.310 [M-C(CHz3)3] (Sekil 4.8).
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4.3.1.3. Boc-Tyr-Gly-OH Bilesiginin Sentezi ve Karakterizasyonu

10.67 mmol Boc-Tyr-Gly-OCHs, %8’lik NaOH (2 M, 21.34 mmol, 10.67 mL, 2 Eq.).
Verim: %70. Boc-Tyr-Gly-OH bilesigine ait karakterizasyon spektrumlari ve datalar1 FT-IR, H
ve BC-APT NMR sirastyla Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Tablo 4.3’de verilmistir.
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Sekil 4.10. Boc-Tyr-Gly-OH Bilesiginin *H-NMR Spektrumu (DMSO-d6)
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Sekil 4.11. Boc-Tyr-Gly-OH Bilesiginin *C-APT NMR Spektrumu (DMSO-d6)

Tablo 4.3. Boc-Tyr-Gly-OH Bilesiginin karakterizasyon sonuglari

12.61 (1H, s, H6 (-COOH))

FT-IR (cm?) 'H-NMR (ppm) 1BC —APT NMR (ppm)
VN-H, VOH 1.01 (9H, s, H), 155.70 Ct , 156.14 C°
3317, 3345 2.57-2.63 ve 2.86-2.90 (2H, HE), | 115.23 C2 , 078.38 C1,
'VC-H(Aromatik), VC-H(Alifatik) 14 3 11
.71-3.85 (2H, H 130. 28.
3016 2859, 2932, 2979 3.71-3.85 (2H, HY), 30.55C7, 02883 C7,
vee 4.07-4.13 (1H, g, H), 128.75C* , 172.74 C%,
1515, 1596, 1615 6.63-6.65 (2H, d, J=8.4 Hz, H?), | 037.14 C® , 041.12 C*,
ve=0 6.87-6.85 (1H, d, H8 (-NH)), 056.35 C7 , 171.69 C5,
1656 (Amid C=0) 7.05-7.07 (2H, d, J=8.4 Hz, H?),
1679 (Boc koruma grubuna ait C=0), -
(Boc koruma g )| 822 (1H, H1 (-NH)), DMSO-ds
1720 (Asit C=0), 13C _APT * 39
9.17 (1H, s, H5 (-Ph-OH)), :
IH-NMR :2.51ve 3.36

MALDI-TOF MS

Elementel Analiz (%)

Teorik

Mw : 338.36 g/mol

Ci16H22N206 (Mw: 338.36 g/mol)
Teorik : C, 56.80; H, 6.55; N, 8.28
Deneysel : C, 55.83; H, 6.58; N, 8.33

Boc-Tyr-Gly-OCHjs bilesigine ait 3.64 ppm deki 3 protonluk singlet -OCHs ester proton
pikleri, Boc-Tyr-Gly-OH bilesiginin *H-NMR’inda goriilmemektedir. Benzer sekilde 52.17 ppm
deki -OCHj5 ester karbon piki de Boc-Tyr-Gly-OH bilesiginin *C-APT NMR spektrumunda

goriilmemektedir. Bu sonuglar,
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gostermektedir. Boc-Tyr-Gly-OH bilesiginin *H-NMR spektrumunda 12.61 ppm deki 1 protonluk
karboksilik asit -OH pikinin varligi —CO-OCHj3 ester grubunun —CO-OH grubuna doniistiigiiniin
bir sonucudur. Bilesige ait diger pikler spektrumda goriilmesi ile birlikte integral yiiksekliklerinin

uyumuda yapinin olustugunun gostergesidir.

4.3.1.4. Boc-Tyr-Ala-OH Bilesiginin Sentezi ve Karakterizasyonu

5.46 mmol Boc-Tyr-Ala-OCHs, %8’lik NaOH (2 M, 10.92 mmol, 5.46 mL, 2 Eq.). Verim: %78.
Boc-Tyr-Ala-OH bilesigine ait karakterizasyon spektrumlar1 ve datalar1 FT-IR, 'H ve *C-APT
NMR sirasiyla Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Tablo 4.4’de verilmistir.
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Sekil 4.12. Boc-Tyr-Ala-OH Bilesiginin FT-IR Spektrumu (ATR)
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Tablo 4.4. Boc-Tyr-Ala-OH Bilesiginin karakterizasyon sonuglar1

FT-IR (cm™) !H-NMR (ppm) BC —APT NMR (ppm)
VN-H, VOH 1.26 (3H, d, HT), 155.70 C' , 078.41C™,
3400, 3310, 3212 1.31 (9H, s, HY), 115.24 C? | 028.63 C,
;'ggéfgg;“lk)' ) B%C,‘;g‘;;‘igg? o | 257-263ve2.86-2.90 (2H, HF), | 130.50C* , 172.18C¥,
vewc 4.07-4.13 (1H, H), 128.70 C* , 047.91 C*,
1513, 1532, 1596, 1615 4.21-4.27 (1H, H), 037.05 C® , 174.55 C'S,
Ve=0 6.624-6.66 (2H, d, J=8.4 Hz, H?), | 056.25 C , 017.74 C,
1651 (Amid C=0) 6.75-6.77 (1H, d, H8 (-NH)), 156.17 C?
1688 (Boc koruma grubuna ait
c=0), 7.06-7.08 (2H, d, J=8.4 Hz, H?), DMSO-ds
1711 (Asit C=0), 8.15-8.16 (1H, H3(-NH)), 13C _APT : 39
9.15 (LH, s, H® (-Ph-OH)), IH-NMR : 2.51 ve 3.36
12.58 (1H, s, H!6 (-COOH))
MALDI-TOF MS Elementel Analiz (%)
Teorik C17H24N206 (Mw: 352.39 g/mol)
Mw  352.39 g/mol Teorik : C, 57.94: H, 6.87; N, 7.95

Deneysel
Deneysel : C, 57.99; H, 6.92; N, 7.91

Bilesige ait FT-IR, 'H-NMR ve C-APT NMR spektrumu Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil
4.14’de verilmistir. Karaketerizasyon verileri ise Tablo 4.5’de verilmistir. Boc-Tyr-Ala-OCHjs
bilesigine ait 3.64 ppm deki 3 protonluk singlet -OCHj5 ester proton pikleri ve 52.32 ppm deki -
OCHs ester karbon piki Boc-Tyr-Ala-OH bilesiginin 'H, *C-APT-NMR spektrumunda
goriilmemektedir. Bu sonuglar, -OCH3 grubunun —OH fonksiyonel grubuna donistiigiini
gostermektedir. Boc-Tyr-Ala-OH bilesiginin *H-NMR spektrumunda 12.58 ppm deki 1 protonluk
karboksilik asit —OH pikinin varligi —CO-OCHj3 ester grubunun —CO-OH grubuna donistiigiiniin
bir sonucudur. Bu sonuglar yaninda dipeptitin yapisindaki aromatik alifatik ve —NH pikleri ve
uygun integral yiikseklikleri ve karbon sayilar ile birlikte NMR spektrumlarinda yapiyla uyumlu
oldugu agik¢a goriilmektedir.

4.3.2. Tripeptit Bilesiklerinin Sentezi ve Karakterizastonu

Sentezlenen Boc-Tyr-Gly-OH dipeptit bilesiginden yola ¢ikarak Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHjs
ve Boc-Tyr-Ala-OCHs tripeptleri, Boc-Tyr-Ala-OH dipeptit bilesiginden yola ¢ikarak ise
sirastyla Alanin, Glisin, Valin ve Fenilalanin, metilester hidrokloriir formundaki amionasitlerin
kombinasyonundan Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHs;, Boc-Tyr-Ala-Gly-OCHs, Boc-Tyr-Ala-Val-
OCH3 ve Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHs tripeptit bilesikleri olmak iizere toplamda 6 adet tripeptit
bilesigi sentezlenmistir. Bilesiklerin sentezlerinde CDMT yo6ntemi kullanildi [16]. Ayrintili sentez
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yontemi sadece Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHjs tripeptitinin  sentezinde verilmistir. Diger tripeptit

bilesiklerinde de benzer yontem kullanilmistir.

4.3.2.1. Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHs Tripeptit Bilesiginin Sentezi ve Karakterizastonu

1 g (2.96 mmol, 1 Eqg.) Boc-Tyr-Gly-OH, 0.623 g (3.55 mmol, 1.2 Eq.) 2-Kloro-4,6-
dimetoksi-1,3,5-triazin (CDMT), ve 0.371 mg (2.96 mmol, 1 Eq.) Glisin metil ester hidrokloriir
(Gly-OCHpgs) bilesikleri igerisinde 30 mL Aaetonitril (MeCN) bulunan tek boyunlu reaksiyon
balonuna ilave edildi ve karigtirildi. Olusan siispansiyona 0.747 g (7.39 mmol, 812.33 umL, 2.5
Eq.) 4-Metilmorfolin (NMM) damlalik kullanilarak yavas yavas eklendi ve oda sicakliginda
karistirildi. TLC (6:4 EtOAc/n-hekzan) ile reaksiyon takip edilerek durduruldu (yaklasik reaksiyon
siiresi 48 saat). Reaksiyon durdurulduktan sonra reaksiyonun c¢oziiclisii MeCN bir kismi
buharlagtirildi ve tlizerine 30 mL su ilave edildi ve karistirildi. Karisimdaki kat1 kisim hizli bir
sekilde ¢oziinerek berrak goriiniim kazandi. Fakat kisa siire icinde ¢okme bagsladi. Cokmenin tam
olarak gergeklesmesi i¢in birkag saat karistirildi. Coken kat1 madde siiziilerek kurumaya birakildu.
Verim : %58 (0.7 g). CioH27N307, MA: 409.44 g/mol. Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHps bilesigine ait
karakterizasyon spektrumlari ve datalar1 FT-IR, H, *C-APT NMR ve MALDI-TOF MS sirasiyla
Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18 ve Tablo 4.5’de verilmistir.

'S e

0]
Boc-Tyr-Gly-OH NH,-Gly-OCH,.HCI CDMT Boc-Tyr-Gly-Gly-OCH, \\g
~
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Sekil 4.16. Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHs Bilesiginin *H-NMR Spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 4.17. Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHs Bilesiginin *C-APT NMR Spektrumu (DMSO-de)
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Sekil 4.18. Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHjs bilesiginin MALDI-TOF-kiitle spektrumu
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Tablo 4.5. Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHs Bilesiginin karakterizasyon sonuglari

FT-IR (cm™) 'H-NMR (ppm) 13C —APT NMR (ppm)

VN-H, VOH 1.31 (9H, s, HD), 155.74 C' , 078.50 C°,
3242, 3280, 3311, 3402 2.57-2.63 (2H, HP), 115.25C2 , 028.61 CY,
VC-H(Aromatik), 7 3 12
2.85-2.90 (1H, H), 130.56 C* , 071.90 C%2,

3062, 3092 ( ) ) \ .

Ve nAlai 3.63 (3H, s, HY), 128.66 C* , 040.98 C1477,
2853, 2936, 2953, 2983 3.79-3.91 (2H, H), 036.97 C® , 173.13C™,
vec 4.05-4.11 ve 4.30-4.37 (1H, H7), | 056.43C" , 170.60 C8

1517, 1543, 1583
6.63-6.65 (2H, d, J=8.4 Hz, H?), | 156.16 C°® , 052.16 C*°

ve=o 6.84-6.86 (1H, d, H8 (-NH)),

1610 (Amid C=0)

1638 (Amid C=0) 7.03-7.05 (2H, d, J=8.4 Hz, H°), DMSO-ds
1679 (Boc koruma C=0), 7.97 (1H, H*® (-NH)), BC _APT : 39
1743 (C=0) 8.22-8.25 (1H, d, H13 (-NH)), IH-NMR  : 2.51 ve 3.36
9.15 (1H, s, H5 (-Ph-OH)),
MALDI-TOF MS Elementel Analiz (%)

Teorik C19H27N307 (Mw: 409.44 g/mol)
Mw : 409.44 g/mol Teorik : C, 55.74: H, 6.65: N, 10.26

Deneysel D |- C,55.79: H, 6.67: N, 10.28
[M+K] - 445.569 m/z eneysel - C,55.79; H, 6.67; N, 10.
[M-((CHa)3)] :367.347 m/z
[M--(C(CH3)3)-OCHs] : 323.521
m/z

Boc-Tyr-Gly-OH bilesigine ait 12.61 ppm deki 1 protonluk singlet —CO-OH grubuna ait pik
Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHs bilesiginin *H-NMR’inda goriilmemektedir. Ayrica olusan tripeptit
bilesiginin *H-NMR spektrumunda 3.63 ppm’de 3 protonluk singlet -OCH; piki goriilmektedir.
Yine Gly-OCHs; amino asidinin baglanmasi ile yapida 7.95 ppm de ii¢iincii bir —-NH protonun
varlig1 goriilmektedir. Benzer sekilde amino asidinin baglanmasi ile 4.05-4.11 ve 4.30-4.37 ppm
de 2 protonluk —CH, pikleri de tripeptit bilesiginin *H-NMR spektrumunda goriilmektedir. Integral
yiiksekliklerinin uyumu ve beklenen piklerin gézlenmesi yapinin olustugunun gdstermektedir.
Benzer durumlar *C-APT NMR spektrumunda da yukarida bahsedilen protonlarin karbon
piklerinde de s6z konusudur. Benzer sekilde 52.16 ppm deki -OCH3 ester karbon piki de Boc-Tyr-
Gly-Gly-OCHs bilesiginin **C-APT NMR spektrumunda goriilmektedir. *H-NMR ve C-APT
NMR spektrumlarinda alifatik bolgede kiiciik safsizliklar goriilmektedir. S6z konusu tripeptit
bilesiklerinin ¢6ziiciileri hapsetme kabiliyetleri yliksek olmasi nedeniyle ¢6z ¢oktliirmede kullanilan
¢oziicii safsizliklandir. Bilesige ait FT-IR, *H, ®*C-APT NMR spektrumlart Sekil 4.15, Sekil 4.16
ve Sekil 4.17°de verilmigir. Detayli datalar ise Tablo 4.5’de verilmistir.

Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHjs bilesiginin teorik olarak hesaplanan molekiil agirligi 409.44 g/mol
diir. MALDI-TOF MS spektrumunda 445.569 [M+K] karsilik gelmektedir (Sekil 4.18). Bu pikin
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altinda gozlenen pikler tripeptitin yapisindaki Boc grubunun bir tanesinde tamamen ayrildigi, diger
3 tanesinde ise Boc grubundaki -(CHs); grubunun kopmasina karsilik gelmektedir 367.347 [M-
((CHs)3)]. Ikinci ayrilan grup ise yapidan boc grubunun -C(CHs); kismi ve ester grubunun —
OCHpz’liniin ay1lmasina karsilik gelmektedir 323.521 [M-(C(CHz3)3)-OCHjs].

4.3.2.2. Boc-Tyr-Gly-Ala-OCHs Tripeptit Bilesiginin Sentezi ve Karakterizastonu

1.34 g (3.96 mmol, 1 Eq.) Boc-Tyr-Gly-OH, 0.765 g (4,36 mmol, 1,1 Eq.) 2-Kloro-4,6-
dimetoksi-1,3,5-triazin (CDMT), ve 0.553 g (3.96 mmol, 1 Eq.) Alanin metil ester hidrokloriir
(Ala-OCHs) ve 1 g (9.90 mmol, 1.09 umL, 2.5 Eq.) 4-Metilmorfolin (NMM). Verim: %28. Boc-
Tyr-Gly-Ala-OCHjs bilesigine ait karakterizasyon spektrumlari ve datalar1 FT-IR, *H ve *C-APT
NMR sirastyla Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21 ve Tablo 4.6’de verilmistir.
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Sekil 4.19. Boc-Tyr-Gly-Ala-OCHs Bilesiginin FT-IR Spektrumu (ATR)
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Sekil 4.21. Boc-Tyr-Gly-Ala-OCHs Bilesiginin 3C-APT NMR Spektrumu (DMSO-de)
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Tablo 4.6. Boc-Tyr-Gly-Ala-OCHpg bilesiginin karakterizasyon sonuglari

FT-IR (cm™)

'H-NMR (ppm)

B3C —APT NMR (ppm)

'VN-H, VOH

3233, 3277, 3292
VC-H(Aromatik),
3073,

vc=C

1515, 1529, 1594

VC-H(Alifatik)

vc=0
1615, 1650, 1683, 1739

2933, 2954, 2979

1.29-1.31 (d, J=7.2 Hz, H®)

1.32 (9H, s, HY),

2.59-2.71 (1H, m, H®),

2.87-2.92 (1H, m, H®)

3.64-3.65 (3H, s, J=3.2 Hz, H9),
3.75-3.74 (2H, d, J=5.6 Hz, H),
4.07-4.11 (1H, m, HY),

4.26-4.36 (1H, m, H7),
6.40-6.66 (2H, d, J=8.4 Hz, H?),
6.73-6.80 (1H, d, H8 (-NH)),
7.03-7.05 (2H, d, J=8.4 Hz, H?),
7.84-8.25 (2H, H3ve H® (-NH)),
9.08 (1H, s, H (-Ph-OH)),

155.21 C! , 078.60 C'°,
115.32 C? , 028.63 C!,
130.51 C3 , 172.50 C*,
128.63 C* , 042.23 C*,

037.06 C® , 173.29 C%,

056.55 C7 , 169.03 C'8

156.21C° , 052.32 C™

047.99 CY7 , 017.54 C%°
DMSO-ds

3C _APT : 39

IH-NMR :2.51ve 3.36

MALDI-TOF MS

Elementel Analiz (%)

Teorik
Mw : 423.47 g/mol
Deneysel

C20H29N307 (Mw: 423.47 g/mol)
Teorik : C, 56.73; H, 6.90; N, 9.92
Deneysel : C, 56.78; H, 6.93; N, 9.99

Boc-Tyr-Gly-Ala-OCHgs bilesigine ait FT-IR sepektrumu ve datalari sirasiyla Sekil 4.19 ve
Tablo 4.6’da verilmistir. Boc-Tyr-Gly-OH 12.61 ppm deki 1 protonluk singlet -CO-OH grubuna
ait pik Boc-Tyr-Gly-Ala-OCHjs bilesiginin *H-NMR’inda goriilmemektedir (Sekil 4.20). Ayrica
olusan tripeptit bilesiginin *H-NMR spektrumunda 3.64 ppm’de 3 protonluk singlet -OCHs piki
gortilmektedir. Yine Ala-OCH3 amino asidinin baglanmasi ile yapida 7.84 ppm de {igiincii bir —
NH protonun varligi goriilmektedir. Benzer sekilde amino asidinin baglanmasi ile 4.26-4.36
ppm’de —CH ve 1.29-1.31 ppm de 3 protonluk —CHj3 pikleri de tripeptit bilesiginin *H-NMR
spektrumunda goriilmektedir. Integral yiiksekliklerinin uyumu ve beklenen piklerin gdzlenmesi
yapinin olustugunun gostermektedir. Benzer durumlar *C-APT NMR spektrumunda da yukarida
bahsedilen protonlarin karbon piklerinde de s6z konusudur. Benzer sekilde 52.32 ppm deki -OCHj5
ester karbon piki de Boc-Tyr-Gly-Ala-OCHs bilesiginin  *C-APT NMR spektrumunda

gortilmektedir (Sekil 4.21).
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4.3.2.3. Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHjs Tripeptit Bilesiginin Sentezi ve Karakterizastonu

1.56 g (4.43 mmol, 1 Eq.) Boc-Tyr-Ala-OH, 0.85 g (4,87 mmol, 1,1 Eq.) 2-Kloro-4,6-
dimetoksi-1,3,5-triazin (CDMT), ve 0.62 g (4.43 mmol, 1 Eq.) Alanin metil ester hidrokloriir
(Ala-OCHs) ve 1.12 g (11.07 mmol, 1.22 umL, 2.5 Eq.) 4-Metilmorfolin (NMM). Verim: %47.
Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHs bilesigine ait karakterizasyon spektrumlari ve datalar1 FT-IR, *H ve *C-

APT NMR sirasiyla Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24 ve Tablo 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.22. Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHs Bilesiginin FT-IR Spektrumu (ATR)
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Sekil 4.24. Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHzs Bilesiginin **C-APT NMR Spektrumu (DMSO-ds)
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Tablo 4.7. Boc-Tyr-Ala-Ala-CHs Bilesiginin karakterizasyon sonuglari

FT-IR (cm™) IH-NMR (ppm) 13C —APT NMR (ppm)
VNH, VOH 1.23-1.25 (3H, H%) 155.74 C1 , 078.56 CI°,
3218, 3295 1.29-1.31 (3H, H) 115.29 C2 , 028.62 C11,
"C';g‘;’é“,a“k)’ ) 9;';”(22;;” so7g | 1:32 OH, s, HiD, 130.51 C? , 171.77 C'2,
_ 2.56-2.65 (1H, HO), 128.63 C* , 048.17 C17,
1515, 1541, 1595 2.86-2.89 (1H, HS), 037.06 C® , 172.46 C15,
Ve-o 3.64 (3H, s, H19), 056.41 C7 , 173.29 C18
1616, 1650, 1686, 1741 4.07-4.11 (1H, m, H4), 156.21C° , 052.29 C1®
4.28-4.31 (1H, m, HY7) 017.50 C2L, 017.35 C20
4.32-4.36(1H, m, H7) 047.99 C14
6.64-6.66 (2H, d, J=8.4 Hz, H2),
6.73-6.75 (1H, d, H8 (-NH)), DMSO-ds
7.03-7.05 (2H, d, J=8.4 Hz, H3), | 3C -APT : 39
7.84-7.86 (1H, H16 (-NH)), H-NMR : 2.51 ve 3.36
8.23-8.24 (1H, d, H13 (-NH)),
9.07 (1H, s, H5 (-Ph-OH)),
MALDI-TOF MS Elementel Analiz (%)
Teorik C21H31N307 (Mw: 437.49 g/mol)
Mw + 437.49 g/mol Teorik : C, 57.65; H, 7.14; N, 9.60
Deneysel Deneysel : C, 57.61; H, 7.18; N, 9.64

Boc-Tyr-Gly-Ala-OCHpsbilesigine ait FT-IR sepektrumu ve datalari sirasiyla Sekil 4.22 ve
Tablo 4.7°de verilmistir. Boc-Tyr-Ala-OH bilesigine ait 12.58 ppm deki 1 protonluk singlet —CO-
OH grubuna ait pik Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHj bilesiginin *H-NMR’1inda goriilmemektedir. Ayrica
olusan tripeptit bilesiginin *H-NMR spektrumunda 3.64 ppm’de 3 protonluk singlet -OCHg piki
goriilmektedir. Yine Ala-OCHj3 amino asidinin baglanmast ile yapida 7.84-7.86 (1H, d, H® (-NH))
ppm de iiglincli bir —-NH protonun varligi goriilmektedir. Benzer sekilde Alanin amino asidinin
baglanmast ile 4.28-4.31 (1H, m, H'"), ppm’de —CH ve 1.23-1.25 (3H, d, H®), ppm de 3 protonluk
—CHjs pikleri de tripeptit bilesiginin *H-NMR spektrumunda Sekil 4.23de goriilmektedir. Integral
yiiksekliklerinin uyumu ve beklenen piklerin gézlenmesi yapinin olustugunun gostermektedir.
Benzer durumlar C-APT NMR spektrumunda da yukarida bahsedilen protonlarin karbon
piklerinde de s6z konusudur. Benzer sekilde 52.29 ppm deki -OCHs ester karbon piki, 48.17
ppm’de ~CH (CY") ve 17.35 ppm’de —CHs; (C?) karbonlar1 Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHjs bilesiginin
BC-APT NMR spektrumunda Sekil 4.24°de goriilmektedir.
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4.3.2.4. Boc-Tyr-Ala-Gly-OCHs Tripeptit Bilesiginin Sentezi ve Karakterizastonu

480 mg (1.36 mmol, 1 Eq.) Boc-Tyr-Ala-OH, 1.50 mmol (1.1 Eq.) 2-Kloro-4,6-dimetoksi-
1,3,5-triazin (CDMT) ve 1.36 mmol (1 Eq.) Glisin metil ester hidrokloriir (Gly-OCHz) ve
344,45 mg (3.41 mmol, 374.40 umL, 2.5 Eq.) 4-Metilmorfolin (NMM). Verim: %55. Boc-Tyr-
Ala-Gly-OCHpgbilesigine ait karakterizasyon spektrumlari ve datalar1 FT-IR, *H ve °C-APT NMR
sirastyla Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil 4.27 ve Tablo 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.25. Boc-Tyr-Ala-Gly-OCHs Bilesiginin FT-IR Spektrumu (ATR)
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Sekil 4.26. Boc-Tyr-Ala-Gly-OCHs Bilesiginin *H-NMR Spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 4.27. Boc-Tyr-Ala-Gly-OCHs Bilesiginin 3C-APT NMR Spektrumu (DMSO-de)
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Tablo 4.8. Boc-Tyr-Ala-Gly-OCHpg Bilesiginin karakterizasyon sonuglar

FT-IR (cm™)

'H-NMR (ppm)

BC-APT NMR (ppm)

VN-H, VOH

3241, 3304, 3392
VC-H(Aromatik),
3009, 3077

vc=C

1515, 1527, 1593, 1616

VC-H(Alifatik)
2853, 2933, 2977

vc=0
1655, 1687, 1751 (C=0)

1.23-1.24 (3H, d, HT),

1.31 (9H, s, HY),

2.62-2.68 ve 2.85-2.89 (2H, H°),
3.63 (3H, s, HY),

3.80-3-91 (2H, H®)

4.04-4.10 (1H, H),

4.29-4.35 (1H, H),

6.63-6.65 (2H, d, J= 8.4 Hz, H?),
6.88-6.90 (1H, d, H8 (-NH)),
7.03-7.05 (2H, d, J=8.4 Hz, H?),
8.26-8.29 (1H, t, H1® (-NH)),
8.00-8.02 (1H, d, H13 (-NH)),
9.18 (1H, s, H® (-Ph-OH))

155.74 C', 028.61 Cl,
115.24 C2, 173.15C%,
130.57 C®, 048.28 C*4,
128.68 C*, 171.93 C%,
036.95C®, 018.91C",
056.44 C7,  040.97 C',
156.15 C°,  170.63 C°,
078.49 C10, 052.18 C2,
DMSO-ds
3C —APT : 39
IH-NMR :2.51ve 3.36

MALDI-TOF MS

Elementel Analiz (%)

Teorik
Mw 1 423.47 g/mol
Deneysel
[M] :

C27H3sN307 (Mw: 423.47 g/mol)
Teorik : C, 56.73; H, 6.90; N, 9.92
Deneysel : C, 56.77; H, 6.96; N, 9.95

Boc-Tyr-Ala-Gly-OCHzs bilesiginin FT-IR spektrumu ve datalart sirasiyla Sekil 4.25 ve
Tablo 4.8”de verilmistir. Boc-Tyr-Ala-OH bilesigine ait 12.58 ppm deki 1 protonluk singlet —CO-
OH grubuna ait pik Boc-Tyr-Ala-Gly-OCHjs bilesiginin *H-NMR’inda gériilmemektedir. Ayrica
olusan tripeptit bilesiginin *H-NMR spektrumunda 3.63 ppm’de 3 protonluk singlet -OCHg piki
goriilmektedir. Yine Gly-OCHs amino asidinin baglanmasi ile yapida 8.26-8.29 (1H, d, H® (-NH))
ppm de igiincii bir —-NH protonun varligi goriilmektedir. Benzer sekilde Glisin amino asidinin
baglanmas: ile 3.80-3-91 (2H, H*®) ppm’de 2 protonluk —~CH> pikleri de tripeptit bilegiginin *H-
NMR spektrumunda goriilmektedir (Sekil 4.26). Integral yiiksekliklerinin uyumu ve beklenen
piklerin gozlenmesi yapinin olustugunun gostermektedir. Benzer durumlar “C-APT NMR
spektrumunda da yukarida bahsedilen protonlarin karbon piklerinde de s6z konusudur. Benzer

sekilde 52.18 ppm deki -OCHj3 ester karbon piki, 40.97 ppm’de —CH; (C*8) karbonlar1 Boc-Tyr-

Ala-Gly-OCHg bilesiginin *C-APT NMR spektrumunda Sekil 4.27°de goriilmektedir.

44




4.3.2.5. Boc-Tyr-Ala-Val-OCHjs Tripeptit Bilesiginin Sentezi ve Karakterizastonu

480 mg (1.36 mmol, 1 Eq.) Boc-Tyr-Ala-OH, 1.50 mmol (1.1 Eq.) 2-Kloro-4,6-dimetoksi-
1,3,5-triazin (CDMT) ve 1.36 mmol (1 Eqg.) Valin metil ester hidrokloriir (Val-OCHz) ve
344,45 mg (3.41 mmol, 374.40 umL, 2.5 Eq.) 4-Metilmorfolin (NMM). Verim: %60. Boc-Tyr-
Ala-Val-OCHjsbilesigine ait karakterizasyon spektrumlari ve datalar1 FT-IR, H ve *C-APT NMR
sirastyla Sekil 4.28, Sekil 4.29, Sekil 4.30 ve Tablo 4.9’da verilmistir.
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Sekil 4.28. Boc-Tyr-Ala-Val-OCHs Bilesiginin FT-IR Spektrumu (ATR)
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Sekil 4.29. Boc-Tyr-Ala-Val-OCHz Bilesiginin *H-NMR Spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 4.30. Boc-Tyr-Ala-Val-OCHzs Bilesiginin **C-APT NMR Spektrumu (DMSO-ds)
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Tablo 4.9. Boc-Tyr-Ala-Val-OCHjs bilesiginin karakterizasyon sonuglari

FT-IR (cm?) 'H-NMR (ppm) 13C —_APT NMR (ppm)

VN-H, VOH 0.86-0.89 (6H, H??>23) 155.73 C!, 048.19 C%,
3277, 3299, 3376 1.22-1.23 (3H, d, H'Y), 115.23 C?, 172.33 C%,
VCHATTat 1.30 (9H, s, H), 130.55 C3,  019.38 CY7,
3015, 3072 2.62-2.68 ve 2.85-2.89 (1H, m, H?), | 128.69 C*,  057.73 C,
VCH(ATomatio, 2.02-2.07 (1H, m, H2), 036.95C°, 171.98 C¥,
2855, 2874, 2933, 2970 2.55-2.61 ve 2.83-2.87 (2H, H°), 056.44 C",  052.18 C%,
vesc 3.64 (3H, s, H%), 156.16 C°, 030.40 C%,
1515, 1530, 1595, 1616 4.03-4-08 (1H, H) 078.44 CY,  018.78 CZ,
Veo 4.17-4.21 (1H, H), 028.59 C', 018.56 C?%,
1647, 1691, 1714, 1739 (C=0) | 4-3-4:35 (1H, H"), 173.03 C*2,

6.63-6.65 (2H, d, J= 8.4 Hz, H?), DMSO-ds

6.86-6.88 (1H, d, HE (-NH)), 1BC _APT : 39

7.03-7.05 (2H, d, J=8.4 Hz, H3), 'H-NMR :2.51ve 3.36

7.98-8.00 (1H, d, H® (-NH)),

8.15-8.17 (1H, d, H23 (-NH)),

9.17 (1H, s, H® (-Ph-OH)),

MALDI-TOF MS Elementel Analiz (%)
Teorik C23H35N307 (Mw: 465.55 g/mol)
Mw : 465.55 g/mol Teorik : C, 56.34; H, 7.58; N, 9.03
Deneysel : C, 56.38; H, 7.63; N, 8.99

Boc-Tyr-Ala-Val-OCHzs bilesiginin FT-IR spektrumu ve analiz data sonuglar sirasiyla
Sekil 4.28 ve Tablo 4.9°da verilmistir. Boc-Tyr-Ala-OH bilesigine ait 12.58 ppm deki 1 protonluk
singlet —CO-OH grubuna ait pik Boc-Tyr-Ala-Val-OCH; bilesiginin  *H-NMR’inda
goriilmemektedir. Ayrica olusan tripeptit bilesiginin H-NMR spektrumunda 3.64 ppm’de 3
protonluk singlet -OCHj3 piki goriilmektedir. Yine Val-OCHj3 amino asidinin baglanmasi ile yapida
7.98-8.00 (1H, d, H® (-NH)) ppm de iigiincii bir -NH protonun varhigi goriilmektedir. Benzer
sekilde Valin amino asidinin baglanmasi ile 4.03-4-08 (1H, H®) ppm’de ve 2.02-2.07 (1H, m, H%)
1 protonluk —CH, 0.86-0.89 (6H, H??2?*) ppm’de 3 protonluk es deger iki karbon atomuna ait -CHj
pikleri de tripeptit bilesiginin *H-NMR spektrumunda Sekil 4.29°da goriilmektedir. Integral
yiiksekliklerinin uyumu ve beklenen piklerin gozlenmesi yapinin olustugunu gdstermektedir.
Benzer durumlar *C-APT NMR spektrumunda da yukarida bahsedilen protonlarin karbon
piklerinde de s6z konusudur. Benzer sekilde 52.18 ppm deki -OCHa ester karbon piki, 57.73
ppm’de —CH (C®), 30.40 —-CH (C?), 18.78 ppm de —~CH; (C%) ve 18.56 ppm’de —CH (C%)
karbonlar1 Boc-Tyr-Ala-Val-OCHs; bilesiginin *C-APT NMR spektrumunda Sekil 4.30’da

goriilmektedir.
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4.3.2.6. Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHjs Tripeptit Bilesiginin Sentezi ve Karakterizastonu

480 mg (1.36 mmol, 1 Eq.) Boc-Tyr-Ala-OH, 263.07 mg (1.50 mmol, 1.1 Eq.) 2-Kloro-
4,6-dimetoksi-1,3,5-triazin (CDMT) ve 293.78 mg (1.36 mmol, 1 Eqg.) Fenilalanin metil ester
hidrokloriir (Phe-OCH3;) ve 344,45 mg (3.41 mmol, 374.40 umL, 2.5 Eq.) 4-Metilmorfolin
(NMM). Verim: 46. Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHs bilesigine ait karakterizasyon spektrumlari ve
datalar1 FT-IR, *H, **C-APT NMR ve MALDI-TOF MS sirastyla Sekil 4.31, Sekil 4.32, Sekil 4.33,
Sekil 4.34 ve Tablo 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.31. Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHjs Bilesiginin FT-IR Spektrumu (ATR)
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Sekil 4.32. Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHs Bilesiginin *H-NMR Spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 4.33. Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHjs Bilesiginin *C-APT NMR Spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 4.34. Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHs Bilesiginin MALDI-TOF MS Spektrumu

Tablo 4.10. Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHza bilesiginin karakterizasyon sonuglari

FT-IR (cm™)

'H-NMR (ppm)

13C —APT NMR (ppm)

‘VN-H, VOH

3242, 3280, 3311, 3402
‘VC-H(Aromatik),

3062, 3092

VC-H(Alifatik)

2853, 2936, 2953, 2983
vc=C

1517, 1543, 1583

VC=0

1610 (Amid C=0)
1638 (Amid C=0)
1679 (Boc koruma grubuna ait C=0),
1743 (C=0)

1.19-1.20 (3H, d, HYY),

1.30 (9H, s, H),

2.57-2.60 ve 2.81-2.85 (2H, H®),
2.92-2.98 ve 3.01-3.06 (2H, H2Y),
3.59 (3H, s, HY),

4.03-4-09 (1H, H)

4.31-4.34 (1H, H),

4.45-4.50 (1H, H),

6.63-6.65 (2H, d, J= 8.4 Hz, H?),
6.83-6.85 (1H, d, H8 (-NH)),
7.02-7.04 (2H, d, J=8.4 Hz, H?),
7.21-7.28 (5H, m, H%327),
7.89-7.91 (1H, d, H (-NH)),
8.32-8.34 (1H, d, H13(-NH)),
9.14 (1H, s, H® (-Ph-OH)),

155.71 C, 171.85C%,
115.24 C%?, 018.90 CY,
129.50 C®, 054.05 C,
128.70 C*,  172.72 C%°,
037.02 C%, 052.30 C?%,
056.38 C’", 037.02 C%,
156.16 C°,  137.46 C?%,
078.47 C¥, 130.53 C#?7
028.60 Ct, 128.73 C?428
172.19 C'2, 127.04 C%,
048.19 C*,

DMSO-ds
13C -APT : 39
!H-NMR :2.51ve3.36

MALDI-TOF MS

Elementel Analiz (%)

Teorik C27H35N307 (Mw: 513.59 g/mol)
: 513,59 g/mol Teorik : C, 63.14; H, 6.87; N, 8.18
Deneysel Deneysel : C, 63.21; H, 6.93; N, 8.14
:513.767 m/z
[M+Na] : 535.904 m/z

Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHs bilesiginin FT-IR spektrumu ve analiz datalar sirasiyla Sekil 4.31

ve Tablo 4.10’da verilmistir. Boc-Tyr-Ala-OH bilesigine ait 12.58 ppm deki 1 protonluk singlet —
CO-OH grubuna ait pik Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHj3 bilesiginin 'H-NMR’inda Sekil 4.32°de
goriilmemektedir. Ayrica olusan tripeptit bilesiginin *H-NMR spektrumunda 3.59 ppm’de 3

protonluk singlet -OCHs piki goriilmektedir. Yine Phe-OCH3 amino asidinin baglanmasi ile
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yapida 7.89-7.91 ppm de {igiincii bir —-NH protonu goriilmektedir. Phe-OCH3; yapisindaki aromatik
pikler de 7.21-7.28 ppm de (5H, m, H*?%') goriilmektedir. Phe-OCHj; yapisindaki alifatik-CH,
(H#) grubunun proton pikleri sirasiyla 2.92-2.98 ve 3.01-3.06 ppm’de (2H, H*) ve —-CH (H%®)
grubuna ait protonun piki 4.31-4.34 ppm’de (1H, H*®) goriilmektedir. Aymi gruplarin karbon pikleri
de sirasyila 37.02 ve 54.05 ppm’de goriilmektedir. 52.30 ppm deki -OCHj5 ester karbon piki de
Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHjs bilesiginin *C-APT NMR spektrumunda Sekil 4.33’de goriilmektedir.
Integral yiiksekliklerinin ve karbon piklerinin yap1 ile uyumu ve beklenen piklerin gozlenmesi
yapinin olustugunu gostermektedir.

Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHjsbilesiginin teorik olarak hesaplanan molekiil agirligi 513.59 g/mol
diir. MALDI-TOF MS spektrumunda Sekil 4.34’de 513.767 [M], 535.904 [M+Na] Kkarsilik
gelmektedir. Bu piklerin altinda go6zlenen pikler tripeptitin yapisindan ayrilan gruplardan
kaynaklanmaktadir. 481.706 ester grubunun —OCHz’linlin ayilmasia karsilik gelmektedir [M-
OCHea]. 457.693 Boc grubunun yapisindaki -C(CHs); grubunun ayrilmasina karsilik gelmektedir
[M-C(CHa)s]. 447.687 yapidan fenilalanin kisminin fenil grubunun ayrilmasma karsilik
gelmektedir [M-Ph-4H]. 429.538 yapidan yapidan Boc grubunun ayrilmasina karsilik gelmektedir
[M-Boc]. 402.529 Boc ve ester —-CHs gruplarimin yapidan ayrilmasina karsilik gelmektedir [M-
Boc-CHg.

4.3.3. Tripeptit Siibstitiie Fosfazen Bilesiklerinin Sentezi ve Karakterizastonu

Dioksibifenil  grubu tasiyan dikloro spiro  siklotrifosfazen  bilesigi  (DPP)
hekzaklorosiklotrifosfazenin  (HCCP), bifenil-2,2'-diol ile 1:2 stokiyometrik oranlarda
etkilestirilmesi ile literatiirdeki yonteme benzer yolla sentezlenerek karakterize edilmistir [35]. Tez
kapsaminda sentezlenen 6 adet tripeptit bilesikleri DPP ile distibstitiie siklotrifosfazen bilesikleri
bagarili bir sekilde sentezlendi. Ayrintili sentez yontemleri DPP-Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHs

bilesiginde verilmistir. Diger bilesiklerde benzer prosediir kullanilmustir.

4.3.3.1. Baslangic Bilesigi Dispirosiklotrifosfazen Bilesiginin Sentezi ve Karakterizastonu
(DPP)

Argonlu havasiz ortam reaksiyon sistemi hazirlandiktan sonra 144.80 mmol K,COs
icerisinde 150 mL aseton bulunan ii¢ agizli balona ilave edildi. Uzerine 57.49 mmol 2,2'-bifenol
eklenerek reaksiyon ortami buz ile 0 °C’ye sogutuldu. Karigim 5-10 dk. karistirildi ve 29.38 mmol
hekzaklorosiklotrifosfazen (HCCP) eklenerek reaksiyon baslatildi. Reaksiyon oda sicakliginda ve
argon atmosferinde 2 saat devam ettirilerek durduruldu. Reaksiyonun ¢oziiciisii aseton donerli
buharlastiric1 ile ortamdan vakum uygulanarak uzaklastirildi. Balon da kalan kati madde

diklormetan ile ekstrakte (5*50 mL) edilerek alindi. Diklormetan doner buharlastirici ile ortamdan
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uzaklastirilmasiyla beyaz katt madde elde edildi. DPP bilesigi asetonda kristallendirildikten sonra
14.32 g (DPP) bilesigi elde edildi (verim %85). Elde edilen DPP bilesiginin (C24H1604CI>N3P3)
molekiil agirhg 574.23 g/mol’diir. DPP bilesiginin FT-IR, 3P, *H, *C-NMR ve analiz verileri
sirastyla Sekil 4.35, Sekil 4.36, Sekil 4.37, Sekil 4.38 ve Tablo 4.11°de ayrintili olarak

gosterilmistir.
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Sekil 4.35. DPP Bilesiginin FT-IR Spektrumu (ATR)
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Sekil 4.36. DPP Bilesiginin 3P-NMR Spektrumu (Kloroform-d)
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Sekil 4.37. DPP Bilesiginin *H-NMR Spektrumu (Kloroform-d)

53



O MmO Wwwom
1 Qinmmo
~N OO~
< NN AN NN
i ™ o o
GRS

MmO O ™M

IRH 8 3

(e 2l e lve) O —

N NN ~N (o]

- i i

o0 |

c27
€26 (g
c28
c25 J
‘
132 130 128 126 124 122 120
c28
c23
|
210 190 170 150 130 110 90 70 50 30 10 -10

Sekil 4.38. DPP Bilesiginin **C-NMR Spektrumu (Kloroform-d)

Tablo 4.11. DPP bilesiginin karakterizasyon sonuglari

SIP-NMR (ppm)

'H-NMR (ppm)

1BC —APT NMR (ppm)

28.71-29.69

(1P, t, PB((PCLY)),

19.22-19.71

(2P, d, PA((P(O2C12Hs))2),
A2X Spin Sistemi

7.35-7.55 (16H, m, C12Hg),
Kloroform-di: 7.29 ve 77 ppm

147.56 C%,
126.36 C%,
128.38 C%,
129.59 C%,
129.83 C%,
121.63 C*

Elementel Analiz (%)

FT-IR (cm)
VC-H(Aromatik) vc=Cc
3030, 3061, 1436, 1474,
1499
VP=N

1160, 1175, 1223,
VP-0-C

949

N3P3C2sH16C204 (Mw: 574.23 g/mol)
Teorik : C, 50.20; H, 2.81; N, 7.32
Deneysel : C, 50.23; H, 2.84; N, 7.36
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4.3.3.2. Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHs  Tripeptit bilesiginin  2,2-dikloro-4,4,6,6-bis[spiro(2’,2"-
dioksi-1',1"-bifenilil)]siklotrifosfazenin (DPP) reaksiyonu ve karakterizasyonu

Argonlu havasiz ortam reaksiyon balonu (100 mL) hazirlandiktan sonra igerisine 50 mL
aseton ilave edildi. Uzerine 0.44 mmol (0.25 g) DPP eklendi ve ¢oziinene kadar karistirildi. Daha
sonra reaksiyon balonuna 1.52 mmol (0.21 g) K>COs ilave edildi ve 10 dk. karigtirildi. Bu
asamanin ardindan reaksiyon karigimima 1.31 mmol (0.57 g) Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHjs tripeptit
bilesigi ilave edildi. Bu sekilde reaksiyon 5 dk. Karigtirildi ve geri sogutucu altinda 1sitildi.
Reaksiyon ince tabaka ile takip edildi ve yaklasik 24 saat sonra durduruldu. Reaksiyon karigimi
dogrudan icerisinde saf su bulunan 250 mL behere ilave edildi ve karistirildi. Bu sirada karisima
az miktarda tuz ilavesi yapildi. Coken kat1 madde siiziilerek ayrildi ve kurutuldu. Daha sonra {iriin
Etilasetat da ¢oziindii ve seyreltik HCI ¢ozeltisi ve doymus sodyumbikarbonat ¢ozeltisi ile birer
defa ekstraksiyon yapilarak MgSO, {iizeride kurutuldu. Etilasetat buharlagtirildi. Ardindan
kloroform’da tekrar ¢oziildii ve n-hekzan igerisinde ¢oktiiriildii. Coken kati madde Flash
kromatografisi (0%—30% Etilasetat:Hekzan) ile saflastirildi. Verim: %62. DPP-Boc-Tyr-Ala-
Ala-OCHs bilesigine ait karakterizasyon spektrumlari ve datalarni FT-IR, 3P, H, B¥C-APT,
HETCOR (2D) NMR ve MALDI-TOF MS sirastyla Sekil 4.39, Sekil 4.40, Sekil 4.41, Sekil 4.42,
Sekil 4.43, Sekil 4.44 ve Tablo 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.39. DPP-Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHs Bilesiginin FT-IR Spektrumu (ATR)
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Sekil 4.41. DPP-Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHs Bilesiginin *H-NMR Spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 4.43. DPP-Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHjs Bilesiginin HETCOR (2D) NMR Spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 4.44. DPP-Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHs Bilesiginin MALDI-TOF MS Spektrumu (DMSO-de)

Tablo 4.12. DPP-Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHjs bilesiginin karakterizasyon sonuglari

SIP-NMR (ppm)

'H-NMR (ppm)

13C —_APT NMR (ppm)

25.08-25.65
(2P, d, PA((-C12Hs02)2),
8.93-10.06
(1P, t, PB((C21H3007N3)2)
AB spin sistemi

1.23 (18H, s, HY),

1.25-1.29 (12H, m, HS, H2),
2.51-2.79 ve 3.01-3.05 (4H, m, HS),
3.62 (6H, s, H1),

4.18-4.21 (2H, m, H®),

FT-IR (cm™)

4.24-4.29 (2H, m, HY),

VN-H,

3244, 3301, 3411
VC-H(Aromatik),

3034, 3069,
VC-H(Alifatik)

2873, 2934, 2979
vc=C

1505, 1538, 1605
Vvc=0

1652, 1691, 1709, 1744 (C=0)
VP=N, VP-O-Ph

1168, 1227 948

4.31-4.37 (2H, m, H3),
6.93-6.95 (2H, d, H’ (-NH)),
7.12-7.14 (4H, d, H2%),
7.22-7.24 (4H, d, H?),
7.41-7.46 (8H, m, H3 H),
7.50-7.56 (4H, m, H?"),
7.67-7.68 (4H, d, H®),
8.03-8.04 (2H, d, H2 (-NH)),
8.33-8.35 (2H, H6 (-NH))

147.69 Ct , 028.49 C°,
120.62 C% , 048.20 C*3,
131.11C® , 171.71 C*¥
128.37 C* , 018.86 C™,
037.06 C® , 047.96 C7,
056.01 C® , 172.56 C*8,
155.75 C® , 052.34 C*°,
078.46 C° , 017.32 C%,
173.37 C!,

149.04 C% , 136.18 C*,
130.31 C*, 127.04 C?%,
130.72C%# | 122.14C?%

DMSO-ds
13C _APT : 40.14
'H-NMR :251ve3.24

MALDI-TOF MS

Elementel Analiz (%)

Mw (Teorik) :1376.30 g/mol
Deneysel
[M+Na+2H*] :1401.423 m/z
[M+H*] : 1377.896 m/z
[M-(C(CHs)3)]  :1323.665m/z

Teorik

CesH76N9O18P3 (Mw: 1376.30 g/mol)
: C,57.60; H,5.57; N, 9.16
Deneysel : C, 57.63; H, 5.61; N, 9.20

Tripeptit siibstitiie siklotrifosfazen bilesiginin (DPP-Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHs) FT-IR
spektrumunda yapiya ait karakteristik pikler Tablo 4.12°de verilmistir. Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHa
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tripeptit bilesiginin yapisinda bulunan —OH gerilme titresimlerinin DPP-Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHj3
bilesiginin FT-IR spektrumunda Sekil 4.39°da gozlenmedigi goriilmektedir. Tripeptit bilesiginin
yapisinda bulunan amit karbonilleri, -NH titresimleride fosfazen bilesigine ait spektrumda
goriilmektedir. P=N gerilme titresimlerine ait olan pikler ise 1168 ve 1227 cm™‘de goriilmektedir.
Yapinin fosfazen halkasina baglanmasi ile olusan P-O-Ph bagina ait pik ise 948 cm™‘de olustugu
goriilmektedir. Halkaya ait P=N gerilme titresimlerinin Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHjs; bilesiginin
reaksiyona girmesiyle diisiik enerjiye kaydigi goriilmektedir. Siibstitiientlerin baglanmasi ile P=N
bag1 zayiflamistir ve diisiik enerjiye kayma olmustur.

Genellikle ayn1 gruplarin bagli oldugu fosfor atomlar1 esdegerdir ve ayni kimyasal kayma
degerinde sinyal vermektedir. Spektrumda bir ikili ve bir tiglii pikin goriilmesi yapida iki farkh
fosfor atomunun oldugunun gostergesidir. Iki fosforun (PA) kimyasal ¢evrelerinin ayn1 oldugunu
ve spin sisteminin ise A:B seklinde oldugunu gostermektedir. Baslangic maddesi olan DPP
bilesiginin *'P-NMR spektrumu incelendiginde DPP bilesigindeki P-CI gruplarinin oldugu ve iiglii
pik olarak goriilen 28.71-29.69 ppm’deki pik (1P, t, PB(PCI,)), tripeptit bilesiginin fosfazen
halkasina baglanmasi ile birlikte 8.93-10.06 ppm’e (1P, t, PB((C21H3007N3)2) kaymustir. P-Cl
gruplarmin oldugu fosfor pikide spektrumda gézlenmemistir. Bifenil gruplarinin bagh oldugu
fosfor pikleri ise (PA), DPP bilesiginde 19.22-19.71 ppm’den (2P, d, PA((-C12HsOy),) tripeptitin
halkaya baglanmasi ile 25.08-25.65 ppm’e (2P, d, PA((-C12Hs05),) kaymustir. DPP bilesigindeki
fosforlara ait olan piklerin, elde edilen bilesigin yani DPP-Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHzs’iin Sekil
4.40°daki 3P-NMR spektrumunda gdzlenmemistir. Ayrica fosfazen halkasina baglanan
stibstitiientin etkisiyle fosfor piki yiiksek alana kaymustir. Bu fosfor atomu iizerinde elektron
yogunlugunun arttigi anlamina gelmektedir. Bu da fosfazen halkasina baglanan siibstitiientin
elektron g¢ekmesi sonucu P=N bagindaki elektronlarin fosfor iizerinde yogunlagsmasina neden
olmasindan kaynaklanmaktadir.

Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHjs Bilesiginin yapisinda olan ve spektrumunda 9.07 ppm deki 1H,
singlet OH protonunun DPP-Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHjs bilesiginin Sekil 4.41°deki 'H-NMR
spektrumu incelendiginde gozlenmedigi goriilmektedir. Baglanmanin meydana geldiginin ilk
kamitidir. Tripeptit bilesiginin 'H-NMR spektrumunda gozlenen ~NH protonlar1 (6.73-6.95 (1H,
d, H8 (-NH)), 7.84-7.86 (1H, d, H*® (-NH), ve 8.23-8.24 (1H, d, H® (-NH))), tirozin yapisindan
gelen aromatik protonlar (6.64-6.66 (2H, d, J=8.4 Hz, H?) ve 7.03-7.05 (2H, d, J=8.4 Hz, H?)),
metoksi protonlar1 (3.64 (3H, s, H') ve tripeptit yapisindaki alifatik pikler (1.23-1.25 (3H, H%,
1.29-1.31 (3H, H?Y), 1.32 (9H, s, H'Y), 2.56-2.65 (1H, H°), 2.86-2.89 (1H, H®), 4.07-4.11 (1H, m,
H), 4.28-4.31 (1H, m, H) ve 4.32-4.36(1H, m, H") ppm’de gozlenmistir. DPP-Boc-Tyr-Ala-
Ala-OCHjs fosfazen bilesiginin olusmast ile bu pikler sirastyla —NH protonlar1 6.93-6.95 (2H, d, H’
(-NH)), 8.03-8.04 (2H, d, H? (-NH)) ve 8.33-8.35 (2H, H® (-NH)) tirozin yapisindan gelen
aromatik protonlar 7.22-7.24 (4H, d, H?), ve 7.41-7.46 (4H, m, H%), ppm’lerde, metoksi protonlari
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3.64 (6H, s, H?Y) ppm’de ve tripeptit yapisindaki alifatik proton pikleri 1.23 (18H, s, H%), 1.25-
1.29 (12H, m, HS, H®), 2.51-2.79 ve 3.01-3.05 (4H, m, H°), 4.18-4.21 (2H, m, H°), 4.24-4.29 (2H,
m, HY'), 4.31-4.37 (2H, m, H'®) ppm’lere kaymistir. DPP bilesiginin yapisinda bulunan 7.35-7.55
(16H, m, Ci2Hsg)) ppm arasindaki bifenil grubuna ait aromatik protonlar ise 7.67-7.68 (4H, d, H?),
7.41-7.46 (4H, m,H%), 7.50-7.56 (4H, m, H?") ve 7.12-7.14 (4H, d, H®) ppm’lere kaymistir. Bunun
akabinde elde edilen integral yiiksekliklerinin yap1 ile uyumlu olmasi ve fosfor atomuna yakin
protonlardaki degisimler yapinin olustugunun gostergesidir.

Tripeptit siibstitiie siklotrifosfazen bilesiginin Sekil 4.42°deki *C-APT NMR spektrumu
incelendiginde tripeptitin 155.74 ppm’de (C') OH-Ph grubundaki ipso karbonu fenol grubunun
fosfor atomuna baglanmast ile birlikte olusan P-O-Ph bag1 sonucu ipso karbonu 147.69 ppm’e (C?)
kaymustir. Bifenol bagli olan DPP bilesiginin yapisindaki aromatik ipso karbonlar1 (147.56 C? ve
126.36 C?*), DPP-Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHjsbilesiginin olugsmasi ile birlikte 149.04 (C%) ve 136.18
(C?) ppm’lere kaymustir. Tripeptit bilesiginin yapisindaki 156.21 (C®), 171.77 (C*?), 172.46 (C™)
ve 173.29 (C'®) ppm’deki ester ve amit karbonil karbon pikleri, tripeptitin fosfazen halkasina
baglanmasi ile 155.75 (C8), 171.71 (C), 172.56 (C**) ve 173.37 (C*®) ppm’e kaymistir. Bu da
yapinin fosfazen halkasina baglandiktan sonraki etkilesmeler ile degisimini gostermektedir. Bunun
yaninda alifatik —~C, -CH, -CH, -CHs ve ~OCHjs karbonlar1 spektrumda 37.06 C5, 56.01 C°®, 78.46
C% 28.49 C™, 48.20 C*3, 18.86 C™°, 47.96 C', 52.34 C*° ve 17.32 C? ppm’de goriilmektedir.
Bunlarin disinda diger karbon atomlarinda da etkilesmelerden dolay1 az da olsa belirgin bir sekilde
karbon piklerinde kaymalarin gozlendigi goriilmektedir. DPP-Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHjs
Bilesiginin yapisindaki 2, 3, 10 numarali ve bifenol yapisindaki karbonlarda esdeger ve simetrik
karbon atomlarida vardir.

HETCOR NMR spekturumu protonlu karbonlarin yerinin net olarak belirlenmesi ve yapinin
kanit1 i¢in 6nemlidir. Bu sebeple tripeptit-fosfazen bilesiginin Sekil 4.43°deki HETCOR spektrumu
yapidaki protonlu karbon atomlarina ait piklerin belirlenmesinde yararlanilmistir. Yapi ile de bire
bir uyumlu oldugu 'H, ®C-APT ve HETCOR spektrumlari birlikte incelendiginde agikca
goriilmektedir.

DPP-Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHs fosfazen bilesiginin teorik olarak hesaplanan molekiil
agirlign 1376.30 g/mol diir. Sekil 4.44’deki MALDI-TOF MS spektrumunda 1377.896
[M+H],1401.423 [M+Na+2H] karsilik gelmektedir. Bunlar yapinin olustugunun gostergeleridir.
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4.3.3.3. Boc-Tyr-Ala-Gly-OCHs  Tripeptit bilesiginin 2,2-dikloro-4,4,6,6-bis[spiro(2',2"'-
dioksi-1',1"-bifenilil)]siklotrifosfazenin (DPP) reaksiyonu ve karakterizasyonu

0.35 mmol (0.2 g) DPP, 1.22 mmol (0.17 g) K.COs, 1.04 mmol (0.44 g) Boc-Tyr-Ala-Gly-
OCHa. Verim: %60. DPP-Boc-Tyr-Ala-Gly-OCHzsbilesigine ait karakterizasyon spektrumlart ve
datalar1 FT-IR, 3P, *H, *C-APT, HETCOR (2D) NMR ve MALDI-TOF MS sirasiyla Sekil 4.45,
Sekil 4.46, Sekil 4.47, Sekil 4.48, Sekil 4.49, Sekil 4.50 ve Tablo 4.13’de verilmistir.
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Sekil 4.45. DPP-Boc-Tyr-Ala-Gly-OCHjs Bilesiginin FT-IR Spektrumu (ATR)
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Sekil 4.49. DPP-Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHj Bilesiginin HETCOR (2D) NMR Spektrumu (DMSO-de)
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Sekil 4.50. DPP-Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHjs Bilesiginin MALDI-TOF MS Spektrumu (DMSO-ds)

Tablo 4.13. DPP-Boc-Tyr-Ala-Gly-OCHs Bilesiginin karakterizasyon sonuglari

SIP-NMR (ppm)

'H-NMR (ppm)

13C —_APT NMR (ppm)

25.08-25.65

(2P, d, PA((-C12Hs02)2),
8.92-10.05

(1P, t, PB((C20H2507Ns)2)

A2B spin sistemi

FT-IR (cm™)

VN-H,

3309, 3423
VC-H(Aromatik),
3034, 3069
VC-H(Alifatik)

2875, 2932, 2969
vc=Cc

1503, 1550, 1607

vc=0
1646, 1689, 1713, 1750
Vp=N, VP-O-Ph

1166, 1227, 946

0.89-0.90 (6H, d, H),

1.23 (18H, s, HY9),
2.77-2.83 ve 3.00-3.04

(4H, m, H5),

3.61 (6H, s, H19),

3.78-3.93 (4H, m, HY),
4.24-4.28 (4H, m, HE, H13),
7.03-7.06 (2H, d, H” (-NH)),
7.12-7.14 (4H, d, H%),
7.22-7.24 (4H, d, H),
7.40-7.46 (8H, m, H3 H),
7.51-7.56 (4H, m, H?),
7.67-7.69 (4H, d, H®),
7.76-7.78 (2H, d, H2 (-NH)),
8.44-8.47 (2H, t, H6 (-NH))

147.69 Ct ,028.47 C'°,
120.63 C? ,171.97 C1,
131.12 C® ,056.16 C*3,
128.37 C* ,171.83 C*4,
036.80 C° , 018.33 C%5,
057.68 C° , 040.94 CY7,
155.78 C® , 170.60 C8,
078.55 C° , 052.09 C*°
148.96 C?® | 136.15 C*
130.32 C%», 127.06 C*
130.72C?", 122.14C?%

DMSO-ds
13C —APT : 40.14
IH-NMR :251ve3.24

MALDI-TOF MS

Elementel Analiz (%)

Mw (Teorik) 1 1348.25 g/mol
Deneysel
[(M] :1348.448 m/z

[M-(C(CH3)3)]  : 1293.260 m/z

CeaH72N9O18P3 (Mw: 1348.25 g/mol)

Teorik

: C,57.02;H,5.38; N, 9.35

Deneysel : C, 57.06; H, 5.41; N, 9.39
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Tripeptit siibstitiie siklotrifosfazen bilesiginin (DPP-Boc-Tyr-Ala-Gly-OCHs) FT-IR
spektrumunda yapiya ait karakteristik pikler Sekil 4.45 ve Tablo 4.13’de verilmistir. Boc-Tyr-Ala-
Gly-OCHj3; Tripeptit bilesiginin DPP fosfazen baslangi¢ maddesi ile reaksiyonu sonucu DPP
bilesigindeki —CI atomlarinin tripeptit yapisindaki fenolik —OH ile yer degistirmesi ile olusan P-O-
Ph bagi FT-IR spektrumunda 946 cm™’de gozlenmistir. —-OH gerilme titresimlerine ait pik ise
goriilmemigtir. Karakteristik aromatik, alifatik, -NH, -C=C-, amit ve ester karbonilleri, -P=N-
pikleri FT-IR spektrumunda goriilmektedir.

Iki fosforun (PA) kimyasal cevrelerinin ayn1 oldugunu ve spin sisteminin ise A,B seklinde
oldugunu goéstermektedir. Baslangic maddesi olan DPP bilesiginin !P-NMR spektrumu
incelendiginde DPP bilesigindeki P-Cl gruplarinin oldugu ve ii¢lii pik olarak goriilen 28.71-29.69
ppm’deki pik (1P, t, PB(PCly)), tripeptit bilesiginin fosfazen halkasina baglanmas ile birlikte 8.92-
10.05 ppm’e (1P, t, PB((C2H2807N3)2) kaymustir. P-Cl gruplarmin oldugu fosfor piki de
spektrumda gozlenmemistir. Bifenil gruplarinin bagli oldugu fosfor pikleri ise (PA), DPP
bilesiginde 19.22-19.71 ppm’den (2P, d, PA((-C12HsO2)2) tripeptitin halkaya baglanmasi ile 25.08-
25.65 ppm’e (2P, d, PA((-C12Hs0-),) kaymustir. DPP bilesigindeki fosforlara ait olan piklerin, elde
edilen bilesigin yani DPP-Boc-Tyr-Ala-Gly-OCHy5’iin Sekil 4.46°daki 3:P-NMR spektrumunda
gozlenmemistir.

Benzer sekilde tripeptit bilesiginin fosfazen halkasina baglanmasi ile birlikte 9.07 ppm’deki
fenolik —OH protonu tripeptit siibstitiie fosfazen bilesiginin Sekil 4.47°deki *H-NMR spektrumunda
gozlenmemistir. Dahasi hem tripeptitin hem DPP fosfazen bilesiginin yapisinda yer alan
karakteristik proton pikleri spektrumda goriilmektedir. Integral yiiksekliklerinin uyumu ve yapida
olmasi gereken proton piklerinin varlig1 yapinin olustugunun dnemli kanitlaridir.

Boc-Tyr-Ala-Gly-OCHg tripeptit bilesiginin DPP  fosfazen baslangic maddesi ile
reaksiyonu sonucu DPP bilesigindeki —CI atomlarinin tripeptit yapisindaki fenolik —OH ile yer
degistirmesi ile olusan P-O-Ph bagina ait ipso karbonu Sekil 4.48’deki *C-APT spektrumunda
147.69 (C1) ppm’de goriilmektedir. Tripeptit bilesiginin NMR spektrumunda HO-Ph piki 155.74
ppm’de (C?) gozlenmistir. Fakat P-O-Ph baginin olusmasi ile bu pik kaybolmustur. Buda yapinin
baglandiginin en 6nemli kanitidir. Hem tripeptitin hem de DPP fosfazen bilesigine ait aromatik
karbonlar, alifatik karbonlar baglanmanm etkisi ile az da olsa kayma gdzlenmis ve C-APT
spektrumunda pikler goriilmektedir. *H, **C-APT ve HETCOR (Sekil 4.49) spektrumlar: birlikte
incelendiginde protonlu karbonlarin yerinin net olarak tespit edilmesi ve spektrumlarin yapi ile de
bire bir uyumlu oldugu spektrumlar incelendiginde agikca goriilmektedir.

[hmal edilebilecek diizeyde ¢ok kiigiik safasizliklar bulunmakadir. Flash kromatografisi ile
yapilan saflagtirma sisteminden geldigi diistiniilmektedir. Ciinkii ne reaktiflere nede baglangic

bilesiklerine aittir. DPP-Boc-Tyr-Ala-Gly-OCHg; fosfazen bilesiginin teorik olarak hesaplanan
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molekiil agirligr 1348.25 g/mol diir. Sekil 4.50’deki MALDI-TOF MS spektrumunda 1348.448

[M], karsilik gelmektedir. Bu da yapi ile uyumlu oldugunun kanitlarindan bir tanesidir.

4.3.3.4. Boc-Tyr-Ala-Val-OCHzs

Tripeptit bilesiginin 2,2-dikloro-4,4,6,6-bis[spiro(2',2"'-

dioksi-1',1""-bifenilil)]siklotrifosfazenin (DPP) reaksiyonu ve karakterizasyonu

0.52 mmol (0.3 g) DPP, 1.83 mmol (0.25 g) K,COs3 1.57 mmol (0.73 g) Boc-Tyr-Ala-Val-
OCHs. Verim: %62. DPP-Boc-Tyr-Ala-Val-OCHsbilesigine ait karakterizasyon spektrumlari ve
datalar1 FT-IR, 3!P, 'H, ®*C-APT, HETCOR (2D) NMR ve MALDI-TOF MS sirastyla Sekil 4.51,
Sekil 4.52, Sekil 4.53, Sekil 4.54, Sekil 4.55, Sekil 4.56 ve Tablo 4.14’de verilmistir.

10
10 10

26
24 19
27 HN 6 NH 17
23 1 N

s %
°\/°
\\ /0 1
Aseton /A N” B\
Q e
N4

cho3

ﬁbﬁ@f

0y
O Q/ggoo

%T

DPP Boc-Tyr-Ala-Val-OCH 3

1024
10iH

e

9 3409,9/

20 3307,7
a5
8
75
TH
65

557

52
AN

3500 1500 1000

Sekil 4.51. DPP-Boc-Tyr-Ala-Val-OCHs Bilesiginin FT-IR Spektrumu (ATR)
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Sekil 4.53. DPP-Boc-Tyr-Ala-Val-OCHs Bilesiginin *H-NMR Spektrumu (DMSO-dg)
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Sekil 4.55. DPP-Boc-Tyr-Ala-Val-OCHjs Bilesiginin HETCOR (2D) NMR Spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 4.56. DPP-Boc-Tyr-Ala-Val-OCHs Bilesiginin MALDI-TOF MS Spektrumu (DMSO-de)

Tablo 4.14. DPP-Boc-Tyr-Ala-Val-OCHjs Bilesiginin karakterizasyon sonuglari

3IP-NMR (ppm) 'H-NMR (ppm) 13C —APT NMR (ppm)
25.07-25.65 0.85-0.89 (12H, m, H?, H?), 147.69 C' , 173.02 C1t,
(2P, d, PA((-C12H502)2), 1.22-1.25 (24H, m, H¥0, H%), 120.63 C? , 048.29 C*3,
8.94-10.08 2.03-2.06 (2H, m, H?), 131.12 C® , 171.77 C*,
(1P, t, PB((C23H3407Ns3)2) 2.73-2.79 ve 3.00-3.04 128.37 C* , 018.74 C%,
A2B spin sistemi (4H, m, H®), 037.06 C® , 057.75 CY7,
FT-IR (cm) 3.64 (6H, s, H9), 056.02 C® , 172.32 C*8,
VNH, 4.18-4.21 (4H, m, H8, HY), 155.74 C® | 052.17 C*,
3307, 3409 4.41-4.45 (2H, m, H'3), 078.44 C° , 030.39 C%,
VC H(Aromatik), Ve HAlifatik) 6.93-6.95 (2H, d, H” (-NH)), 028.48 C*°, 018.57 C%,
3034, 3069, 2875, 2932, 2971 7.11-7.13 (4H, d, H?), 019.37 C%, 149.05C%
Veee 7.22-7.23 (4H, d, H?), 136.15 C?*, 130.30 C?*,
1503, 1546, 1607 741-746 (8H, m, H3' HZG), 12704 C26, 13073 027’
vewo 7.50-7.56 (4H, m, H7), 122.13C*
1650, 1689, 1713, 1741 (C=0) 7.67-7.68 (4H, d, H%), DMSO-ds
- N 8.05-8.07 (2H, d, H2(-NH)), | 13C —APT : 40.14
1170, 1227 946 8.13-8.15 (2H, H¢ (-NH)) 'H-NMR :251ve3.24
MALDI-TOF MS Elementel Analiz (%)
Mw (Teorik) : 1432.41 g/mol C70HssN9O18P3 (Mw: 1432.41 g/mol)
Deneysel Teorik : C,58.70; H, 5.91; N, 8.80
[M+Na+2H*] : 1457.476 m/z
[M*] - 1432.891 m/z Deneysel : C, 58.74; H, 5.95; N, 8.85

Tripeptit siibstitiie siklotrifosfazen bilesiginin (DPP-Boc-Tyr-Ala-Val-OCHas) FT-IR
spektrumunda yapiya spektrum ve karakteristik pikler Sekil 4.51 ve Tablo 4.14’de verilmistir. Boc-
Tyr-Ala-Val-OCHjs Tripeptit bilesiginin DPP fosfazen baslangic maddesi ile reaksiyonu sonucu
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DPP bilesigindeki —Cl atomlarmin tripeptit yapisindaki fenolik —OH ile yer degistirmesi ile olusan
P-O-Ph bagi FT-IR spektrumunda 946 cm™’de gozlenmistir. ~OH gerilme titresimlerine ait pik ise
goriilmemigtir. Karakteristik aromatik, alifatik, -NH, -C=C-, amit ve ester karbonilleri, -P=N-
pikleri FT-IR spektrumunda goriilmektedir.

Iki fosforun (PA) kimyasal gevrelerinin ayn1 oldugunu ve spin sisteminin ise A,B seklinde
oldugunu goéstermektedir. Baslangic maddesi olan DPP bilesiginin *!P-NMR spektrumu
incelendiginde DPP bilesigindeki P-Cl gruplarinin oldugu ve {iglii pik olarak goriilen 28.71-29.69
ppm’deki pik (1P, t, PB(PCly)), tripeptit bilesiginin fosfazen halkasina baglanmas ile birlikte 8.94-
10.08 ppm’e (1P, t, PB((C23H3:07N3),) kaymistir. P-Cl gruplarinin oldugu fosfor piki de
spektrumda goézlenmemistir. Bifenil gruplarinin bagli oldugu fosfor pikleri ise (PA), DPP
bilesiginde 19.22-19.71 ppm’den (2P, d, PA((-C12HgO2)2) tripeptitin halkaya baglanmasi ile 25.07-
25.65 ppm’e (2P, d, PA((-C12Hs0.),) kaymustir. DPP bilesigindeki fosforlara ait olan piklerin, elde
edilen bilesik DPP-Boc-Tyr-Ala-Val-OCHs’iin  Sekil 4.52°deki 3'P-NMR  spektrumunda
gbzlenmemistir.

Benzer sekilde tripeptit bilesiginin fosfazen halkasina baglanmasi ile birlikte 9.17 ppm’deki
fenolik —OH protonu tripeptit siibstitiie fosfazen bilesiginin *H-NMR spektrumunda
gozlenmemistir. Dahasi hem tripeptitin hem DPP fosfazen bilesiginin yapisinda yer alan
karakteristik proton pikleri spektrumda goriilmektedir. Integral yiiksekliklerinin uyumu ve yapida
olmasi gereken proton piklerinin varlig1 yapinin olustugunun énemli kanitlaridir.

Boc-Tyr-Ala-Val-OCHs tripeptit bilesiginin DPP fosfazen baglangic maddesi ile
reaksiyonu sonucu DPP bilesigindeki —Cl atomlarinin tripeptit yapisindaki fenolik —OH ile yer
degistirmesi ile olusan P-O-Ph bagina ait ipso karbonu *C-APT spektrumunda 147.69 (C1) ppm’de
gorillmektedir. Tripeptit bilesiginin NMR spektrumunda HO-Ph piki 155.73 ppm’de (CY)
gozlenmistir. Fakat P-O-Ph baginin olugsmasi ile bu pik kaybolmustur. Buda yapinin baglandigimin
en 6nemli kanitidir. Hem tripeptitin hem de DPP fosfazen bilesigine ait aromatik karbonlar, alifatik
karbonlar baglanmanin etkisi ile az da olsa kayma gdzlenmis ve *C-APT spektrumunda pikler
goriilmektedir. Sirastyla Sekil 4.53, Sekil 4.54 ve Sekil 4.55 'H, 3C-APT ve HETCOR spektrumlari
birlikte incelendiginde protonlu karbonlarin yerinin net olarak tespit edilmesi ve spektrumlarin yap1
ile de bire bir uyumlu oldugu spektrumlar incelendiginde agik¢a goriilmektedir.

DPP-Boc-Tyr-Ala-Val-OCHs fosfazen bilesiginin teorik olarak hesaplanan molekiil
agirlign 1432.41 g/mol diir. Sekil 4.56’daki MALDI-TOF MS spektrumunda 1432.891 [M+],

karsilik gelmektedir. Bu da yapi ile uyumlu oldugunun kanitlarindan biridir.
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4.3.3.5. Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHz Tripeptit bilesiginin 2,2-dikloro-4,4,6,6-bis[spiro(2’,2"-
dioksi-1',1"-bifenilil)]siklotrifosfazenin (DPP) reaksiyonu ve karakterizasyonu

0.52 mmol (0.3 g) DPP, 1.83 mmol (0.25 g) K.COs, 1.57 mmol (0.8 g) Boc-Tyr-Ala-Phe-
OCHa. Verim: %62. DPP-Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHjsbilesigine ait karakterizasyon spektrumlar ve
datalar1 FT-IR, 3P, *H, *C-APT, HETCOR (2D) NMR ve MALDI-TOF MS sirasiyla Sekil 4.57,
Sekil 4.58, Sekil 4.59, Sekil 4.60, Sekil 4.61, Sekil 4.62 ve Tablo 4.15’de verilmistir.
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Sekil 4.57. DPP-Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHs Bilesiginin FT-IR Spektrumu (ATR)
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Sekil 4.58. DPP-Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHs Bilesiginin 3:P-NMR Spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 4.59. DPP-Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHs Bilesiginin *H-NMR Spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 4.60. DPP-Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHs Bilesiginin *C-APT NMR Spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 4.61. DPP-Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHj Bilesiginin HETCOR (2D) NMR Spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 4.62. DPP-Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHj Bilesiginin MALDI-TOF MS Spektrumu (DMSO-de)

Tablo 4.15. DPP-Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHs Bilesiginin karakterizasyon sonuglari

SIP-NMR (ppm)

'H-NMR (ppm)

13C —_APT NMR (ppm)

25.09-25.66
(2P, d, PA((-C12Hs0x)2),
8.95-10.09
(1P, t, PB((C27H3407N53),)
AB spin sistemi

FT-IR (cm?)
VN-H,
3305, 3423
‘VC-H(Aromatik), VC-H(Alifatik)
3030, 3069, 2875, 2934, 2967
Vc=C
1505, 1544, 1607
VCc=0
1646, 1687, 1715, 1739 (C=0)
VP=N, VP-0O-Ph

1168, 1227 948

1.20-1.22 (24H, m, HI, HE),
2.73-2.76 ve 2.92-3.06

(8H, m, HS, H2),

3.58 (6H, s, H™9),

4.17-4.23 (2H, m, HY7),
4.32-4.35 (2H, m, HY),
4.41-4.45 (2H, m, H°),
6.93-6.95 (2H, d, H7 (-NH)),
7.12-7.13 (4H, d, H%),

7.20-7.28 (14H, d, H> H?>-%9),

7.39-7.46 (8H, m, H3 H2),
7.50-7.55 (4H, m, H?),
7.66-7.68 (4H, d, H%),
7.99-8.01 (2H, d, H2 (-NH)),
8.34-8.36 (2H, H6 (-NH))

147.69 Ct , 172.74 C1,
120.67 C% , 048.27 C%3,
131.10 C® , 171.69 C*,
128.37 C* , 018.85 C™,
037.09 C® , 055.97 C/,
054.05C® | 172.21 C%8,
155.74 C® , 052.30 C*°,
078.44 C° , 037.00 C%,
028.48 C'° | 137.46 C%,
149.02 C%, 136.20 C*,
130.31 C#, 127.01 C?%,
130.71C# |, 122.14C?%
129.50 C?938 128.72 C%0:%2
129.64 C3

DMSO-ds
3C _APT : 40.14
IH-NMR :2.51ve3.24

MALDI-TOF MS

Elementel Analiz (%)

Mw (Teorik) : 1528.50 g/mol
Deneysel

[M+Na+2H*] :1552.302 m/z

[M] : 1528.058 m/z

C78HssN9O18P3 (Mw: 1528.50 g/mol)

Teorik

:C,61.29; H,5.54; N, 8.25

Deneysel : C, 61.34; H, 5.59; N, 8.28

Tripeptit stibstitiie siklotrifosfazen bilesiginin (DPP-Boc-Tyr-Ala-Phe-OCH;) FT-IR
spektrumu Sekil 4.57°de ve yapiya ait karakteristik pikler Tablo 4.15’de verilmistir. Boc-Tyr-Ala-
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Phe-OCHs; Triipeptit bilesiginin DPP fosfazen baslangic maddesi ile reaksiyonu sonucu DPP
bilesigindeki —Cl atomlarinin tripeptit yapisindaki fenolik —OH ile yer degistirmesi ile olusan P-O-
Ph bagi FT-IR spektrumunda 948 cm™’de gozlenmistir. -OH gerilme titresimlerine ait pik ise
goriilmemigtir. Karakteristik aromatik, alifatik, -NH, -C=C-, amit ve ester karbonilleri, -P=N-
pikleri FT-IR spektrumunda goriilmektedir.

Iki fosforun (PA) kimyasal gevrelerinin ayn1 oldugunu ve spin sisteminin ise A,B seklinde
oldugunu goéstermektedir. Baslangic maddesi olan DPP bilesiginin *!P-NMR spektrumu
incelendiginde DPP bilesigindeki P-Cl gruplarinin oldugu ve iiglii pik olarak goriilen 28.71-29.69
ppm’deki pik (1P, t, PB(PCly)), tripeptit bilesiginin fosfazen halkasina baglanmas ile birlikte 8.95-
10.09 ppm’e (1P, t, PB((C27H3407N3)2) kaymustir. P-Cl gruplarinin oldugu fosfor pikide spektrumda
gbzlenmemistir. Bifenil gruplariin baglh oldugu fosfor pikleri ise (PA), DPP bilesiginde 19.22-
19.71 ppm’den (2P, d, PA((-C12HsO,).) tripeptitin halkaya baglanmasi ile 25.09-25.66 ppm’e (2P,
d, PA((-C12Hs0.),) kaymistir. DPP bilesigindeki fosforlara ait olan piklerin, elde edilen bilesigi
DPP-Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHjs’iin Sekil 4.58°deki *'P-NMR spektrumunda gézlenmemistir.

Benzer sekilde tripeptit bilesiginin fosfazen halkasina baglanmasi ile birlikte 9.15 ppm’deki
fenolik —OH protonu tripeptit siibstitiie fosfazen bilesiginin *H-NMR spektrumunda
gozlenmemistir. Dahasi hem tripeptitin hem DPP fosfazen bilesiginin yapisinda yer alan
karakteristik proton pikleri spektrumda goriilmektedir. Integral yiiksekliklerinin uyumu ve yapida
olmasi gereken proton piklerinin varlig1 yapinin olustugunun dnemli kanitlaridir.

Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHs tripeptit bilesiginin DPP  fosfazen baslangi¢ maddesi ile
reaksiyonu sonucu DPP bilesigindeki —CI atomlarinin tripeptit yapisindaki fenolik —OH ile yer
degistirmesi ile olusan P-O-Ph bagina ait ipso karbonu *C-APT spektrumunda 147.69 (C1) ppm’de
gorillmektedir. Tripeptit bilesiginin NMR spektrumunda HO-Ph piki 155.73 ppm’de (CY)
gozlenmistir. Fakat P-O-Ph baginin olusmasi ile bu pik kaybolmustur. Buda yapinin baglandiginin
en 6nemli kanitidir. Hem tripeptitin hem de DPP fosfazen bilesigine ait aromatik karbonlar, alifatik
karbonlar baglanmanin etkisi ile az da olsa kayma gdzlenmis ve *C-APT spektrumunda pikler
goriilmektedir. Swrasiyla Sekil 4.59, Sekil 4.60 ve Sekil 4.61°de H, *C-APT ve HETCOR
spektrumlar1 birlikte incelendiginde protonlu karbonlarin yerinin net olarak tespit edilmesi ve
spektrumlarin yapi ile de bire bir uyumlu oldugu spektrumlar incelendiginde agikca goriilmektedir.

DPP-Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHs fosfazen bilesiginin teorik olarak hesaplanan molekiil
agirlig1 1528.5 g/mol diir. Sekil 4.62’deki MALDI-TOF MS spektrumunda 1528.058 [M+] karsilik

gelmektedir. Bu da yapi ile uyumlu oldugunun kanitlarindan biridir.
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4.3.3.6. Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHz  Tripeptit bilesiginin 2,2-dikloro-4,4,6,6-bis[spiro(2’,2"-
dioksi-1',1"-bifenilil)]siklotrifosfazenin (DPP) reaksiyonu ve karakterizasyonu

0.35 mmol DPP, 1.39 mmol (0.21 g) K.CO3 1.04 mmol Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHa. Verim:
%15. DPP-Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHjsbilesigine ait karakterizasyon spektrumlari ve datalar1 FT-IR,
31p, 1H, 3C-APT NMR ve MALDI-TOF MS sirasiyla Sekil 4.63, Sekil 4.64, Sekil 4.65, Sekil 4.66,
Sekil 4.67 ve Tablo 4.16’de verilmistir.
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Sekil 4.63. DPP-Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHs Bilesiginin FT-IR Spektrumu (ATR)
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Sekil 4.64. DPP-Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHs Bilesiginin *:P-NMR Spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 4.65. DPP-Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHs Bilesiginin *H-NMR Spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 4.66. DPP-Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHs Bilesiginin 3C-APT NMR Spektrumu (DMSO-de)
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Sekil 4.67. DPP-Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHs Bilesiginin MALDI-TOF MS Spektrumu
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Tablo 4.16. DPP-Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHs Bilesiginin karakterizasyon sonuglari

3IP-NMR (ppm) IH-NMR (ppm) BC —APT NMR (ppm)
25.08-25.65 1.23 (18H, m, H¥), 147.69 C', 170.63 C,
(2P, d, PA((-C12H502)2), 2.74-2.80 (4H, m, H®) 120.62 C2, 040.98 C6,
8.94-10.08 3.03-3.08 (2H, m, HS), 131.12C%, 171.86CY,
(1P, t, PB((C1oH2607N3),) 3.62 (6H, s, H1), 128.37 C*, 052.15C,
A;B spin sistemi 3.79-3.92 (4H, m, H3), 037.04 C5, 149.04 C%,
FT-IR (cm?) 4.20-4.25 ve 4.32-4.39 (4H, m, H1%), | 056.03 C®, 136.18 C%,
VN-H, VC-H(Aromatik), | 6-94-6.96 (2H, d, H” (-NH)), 155.77 C8, 130.30 C%,
3303, 3415 3036, 3071 7.22-7.24 (4H, m, H?), 078.48 C°, 127.05 C?%,
Ve HAlitatik) 7.41-7.57 (16H, m, H3 H?6, H?7 H?%), | 028.49 C'°, 130.60 C?,
2869, 2934, 2979 7.66-7.69 (4H, m, H%®), 173.17 CH, 122.13 C%,
vee 8.07-8.09 (2H, d, H2 (-NH)), 036.98 C13,
ve=o 13C —APT : 40.14
1654, 1691, 1707, 1748 (C=0) IH-NMR :2.51ve 3.24
VP=N, VP-O-Ph
1166, 1229 946
MALDI-TOF MS Elementel Analiz (%)
Mw (Teorik)  :1320.19 g/mol Ce2HessN9O18P3 (Mw: 1320.19 g/mol)
Deneysel Teorik :C,56.41; H,5.19; N, 9.55
[M]* : 1320.401 m/z
Deneysel : C, 56.46; H, 5.24; N, 9.59

Tripeptit siibstitiie siklotrifosfazen bilesiginin (DPP-Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHs) FT-IR
spektrumu Sekil 4.63’de ve yapiya ait karakteristik pikler Tablo 4.16°da verilmistir. Boc-Tyr-Gly-
Gly-OCHg tripeptit bilesiginin yapisinda bulunan —OH gerilme titresimlerinin DPP- Boc-Tyr-
Gly-Gly-OCHsbilesiginin FT-IR spektrumunda gozlenmedigi goriilmektedir. Tripeptit bilesiginin
yapisinda bulunan amit karbonilleri, -NH titresimleride fosfazen bilesigine ait spektrumda
goriilmektedir. P=N gerilme titresimlerine ait olan pikler ise 1166 ve 1229 cm™*‘de goriilmektedir.
Yapinin fosfazen halkasina baglanmasi ile olusan P-O-Ph bagna ait pik ise 946 cm™‘de olustugu
goriilmektedir. Halkaya ait P=N gerilme titresimlerinin Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHjs bilesiginin
reaksiyona girmesiyle diisiik enetjiye kaydigi goriilmektedir. Siibstitiientlerin baglanmasi ile P=N
bag1 zayiflamistir ve diisiik enerjiye kayma olmustur.

Genellikle ayn1 gruplarin bagli oldugu fosfor atomlar1 esdegerdir ve ayn1 kimyasal kayma
degerinde sinyal vermektedir. Spektrumda bir ikili ve bir ii¢lii pikin goriilmesi yapida iki farkl
fosfor atomunun oldugunun géstergesidir. iki fosforun (PA) kimyasal ¢evrelerinin ayni oldugunu
ve spin sisteminin ise A;B seklinde oldugunu gostermektedir. Baslangi¢c maddesi olan DPP
bilesiginin *!P-NMR spektrumu incelendiginde DPP bilesigindeki P-Cl gruplarinm oldugu ve iiglii
pik olarak goriilen 28.71-29.69 ppm’deki pik (1P, t, PB(PCl,)), tripeptit bilesiginin fosfazen
halkasina baglanmasi ile birlikte 8.94-10.08 ppm’e (1P, t, PB((C1sH2607N3),) kaymustir. P-ClI

gruplarinin oldugu fosfor pikide spektrumda gozlenmemistir. Bifenil gruplarinin bagli oldugu
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fosfor pikleri ise (PA), DPP bilesiginde 19.22-19.71 ppm’den (2P, d, PA((-C12Hs0>)>) tripeptitin
halkaya baglanmasi ile 25.08-25.65 ppm’e (2P, d, PA((-C12Hs05),) kaymustir. DPP bilesigindeki
fosforlara ait olan piklerin, elde edilen bilesi DPP-Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHz’iin Sekil 4.64’deki
$P-NMR spektrumunda gozlenmemistir. Ayrica fosfazen halkasina baglanan siibstitiientin
etkisiyle fosfor piki yiliksek alana kaymistir. Bu fosfor atomu {izerinde elektron yogunlugunun
arttig1 anlamina gelmektedir. Bu da fosfazen halkasina baglanan siibstitiientin elektron ¢ekmesi
sonucu P=N bagindaki elektronlarin fosfor iizerinde yogunlasmasina neden olmasindan
kaynaklanmaktadir.

Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHs Bilesiginin yapisinda olan ve spektrumunda 9.15 ppm deki H,
singlet OH protonunun DPP-Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHjs bilesiginin  Sekil 4.65°deki *H-NMR
spektrumu incelendiginde gozlenmedigi goriilmektedir. Baglanmanin meydana geldiginin ilk
kanitidir. Tripeptit bilesiginin *H-NMR spektrumunda gozlenen —NH protonlari (6.84-6.86 (1H,
d, H® (-NH)), 7.97 (1H, d, H® (-NH)), 8.22-8.25 (1H, d, H'® (-NH)), tirozin yapisindan gelen
aromatik protonlar (6.63-6.65 (2H, d, J=8.4 Hz, H?) ve 7.03-7.05 (2H, d, J=8.4 Hz, H®)), metoksi
protonlar1 (3.63 (3H, s, H®) ve tripeptit yapisindaki alifatik pikler 1.37 (9H, m, H'!), 2.57-2.63 (2H,
H® ve 2.85-2.90 (2H, H’), 3.79-3.91 (2H, H), 4.05-4.11 ve 4.30-4.37 (1H, H'") ppm’de
gozlenmistir. DPP-Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHs fosfazen bilesiginin olusmasi ile bu pikler sirasiyla —
NH protonlar1 6.94-6.96 (2H, d, H” (-NH)), 8.07-8.09 (2H, d, H*? (-NH)) ve 8.31-8.34 (2H, H® (-
NH)) tripeptit ve bifenoliin yapisindan gelen aromatik protonlar 7.22-7.24 (4H, m, H?), 7.66-7.69
(4H, m, H®) ve 7.41-7.57 (16H, m, H3, H%®, H?' H?®) ppm’lerde, metoksi protonlar1 3.62 (6H, s,
H!8) ppm’de ve tripeptit yapisindaki alifatik proton pikleri 1.23 (18H, m, H?), 2.74-2.80 (4H, m,
H®), 3.03-3.08 (2H, m, H°®), 3.79-3.92 (4H, m, H'3) ve 4.20-4.25 ve 4.32-4.39 (4H, m, H'®) ppm’lere
kaymistir. Bunun akabinde elde edilen integral yiiksekliklerinin yap1 ile uyumlu olmasi ve fosfor
atomuna yakin protonlardaki degisimler yapinin olustugunun gostergesidir.

Tripeptit siibstitiie siklotrifosfazen bilesiginin Sekil 4.66’daki *C-APT NMR spektrumu
incelendiginde tripeptitin 155.74 ppm’de (C*) OH-Ph grubundaki ipso karbonu fenol grubunun
fosfor atomuna baglanmast ile birlikte olusan P-O-Ph bag1 sonucu ipso karbonu 147.69 ppm’e (C?)
kaymistir. Bifenol bagli olan DPP bilesiginin yapisindaki aromatik ipso karbonlari (147.56 C* ve
126.36 C**), DPP-Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHgsbilesiginin olugmast ile birlikte 149.04 (C%) ve 136.18
(C*) ppm’lere kaymustir. Tripeptit bilesiginin yapisindaki 156.16 (C®), 171.51 (C*?), 171.84 (C™)
ve 172.12 (C'®) ppm’deki ester ve amit karbonil karbon pikleri, tripeptitin fosfazen halkasina
baglanmas: ile 155.77 (C8), 173.17 (C*), 170.63 (C**) ve 171.86 (C) ppm’e kaymistir. Bu da
yapinin fosfazen halkasina baglandiktan sonraki etkilesmeler ile degisimini gostermektedir. Bunun
yaninda alifatik —C, -CH, -CH,, -CH3 ve —~OCHj; karbonlar1 spektrumda 37.04 C®, 56.03 C5, 78.48
C®, 28.49 C1° 36.98 C3, 40.98 C'° ve 52.15 C® ppm’de goriilmektedir. Bunlarin disinda diger

karbon atomlarinda da etkilesmelerden dolay1 az da olsa belirgin bir sekilde karbon piklerinde
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kaymalarin gozlendigi goriilmektedir. DPP-Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHj5 Bilesiginin yapisindaki 2, 3,

10 numarali ve bifenol yapisindaki karbonlarda esdeger ve simetrik karbon atomlarida vardir.
DPP-Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHs fosfazen bilesiginin teorik olarak hesaplanan molekiil

agirligr 1320.19 g/mol diir. Sekil 4.67°deki MALDI-TOF MS spektrumunda 1320.401 m/z [M]*

karsilik gelmektedir. Bu da yapi ile uyumlu oldugunun en 6énemli kanitlarindan biridir.

4.3.3.7. Boc-Tyr-Gly-Ala-OCH3 Tripeptit bilesiginin 2,2-dikloro-4,4,6,6-bis[spiro(2',2"'-

dioksi-1',1""-bifenilil)]siklotrifosfazenin (DPP) reaksiyonu ve karakterizasyonu

0.35 mmol DPP, 1.39 mmol (0.21 g) K:COs3, 1.04 mmol Boc-Tyr-Gly-Ala-OCHs. Verim:
%12. DPP-Boc-Tyr-Gly-Ala-OCHpgsbilesigine ait karakterizasyon spektrumlari ve datalart FT-IR,
31p, 1H, C-APT NMR ve MALDI-TOF MS sirastyla Sekil 4.68, Sekil 4.69, Sekil 4.70, Sekil 4.71,
Sekil 4.72 ve Tablo 4.17°de verilmistir.
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Tablo 4.17. DPP-Boc-Tyr-Gly-Ala-OCHs Bilesiginin karakterizasyon sonuglart

SIP-NMR (ppm) 'H-NMR (ppm) 13C —APT NMR (ppm)
25.07-25.65 1.23 (18H, s, H9), 147.70 C*, 169.06 C*
(2P, d, PA((-C12H502)2), 1.27-1.30 (6H, m, H), 120.64 C?, 048.01 C'®,
8.91-10.05 2.73-3.06 (4H, m, HY), 131.12 C®, 172.40 CY,
(1P, t, PB((C20H2707N3)z) 3.63 (6H, s, H19), 128.37 C*, 052.37 C'®,
A2B spin sistemi 3.76-3.77 (2H, m, HY), 037.06 C°, 017.51 C%,
FT-IR (cm) 4.21-4.35 (6H, m, H®, H1), 056.16 C®, 149.05 C%,
e ve-Haromatio, | 6:92-7.04 (2H, d, H” (-NH)), 155.75 C® , 136.18 C%,
3288, 3321, 3417 3038, 3069 7.13-7.24 (8H, m, H?, H?8), 078.51 C°, 130.31C?%,
VCH ATt 7.41-7.59 (12H, m, H%, H?, H?), | 028.51 C%°, 127.05 C%,
2934, 2979 7.67-7.69 (4H, m, H%), 173.38 C!1, 130.60 CZ,
vewe 8.03-8.35 (4H, H'2, H1S (-NH)), | 042.13 C'3, 122.14 C%,
1503, 1528, 1607 DMSO-ds
vc=0 13C _APT : 40.14
1658, 1691, 1707, 1741 (C=0) 'H-NMR :251ve3.24
VP=N, VP-O-Ph
1166, 1227 946
MALDI-TOF MS Elementel Analiz (%)
Mw (Teorik)  :1348.25 g/mol CeaH72N9O18P3 (Mw: 1348.25 g/mol)
Deneysel Teorik :C,57.02; H, 5.38; N, 9.35
[M]* - 1348.408 m/z
Deneysel : C, 57.08; H, 5.41; N, 9.39

Tripeptit stibstitiie siklotrifosfazen bilesiginin (DPP-Boc-Tyr-Gly-Ala-OCHs) FT-IR
spektrumu Sekil 4.68’de ve yapiya ait karakteristik pikler Tablo 4.17°de verilmistir. Boc-Tyr-Gly-
Ala-OCHjs Tripeptit bilesiginin DPP fosfazen baslangic maddesi ile reaksiyonu sonucu DPP
bilesigindeki —ClI atomlarinin tripeptit yapisindaki fenolik —OH ile yer degistirmesi ile olusan P-O-
Ph bagi FT-IR spektrumunda 946 cm™’de gozlenmistir. ~OH gerilme titresimlerine ait pik ise
goriilmemistir. Karakteristik aromatik, alifatik, -NH, -C=C-, amit ve ester karbonilleri, P=N- pikleri
FT-IR spektrumunda goriilmektedir.

Iki fosforun (PA) kimyasal gevrelerinin ayn1 oldugunu ve spin sisteminin ise A;B seklinde
oldugunu gostermektedir. Baslangic maddesi olan DPP bilesiginin *!P-NMR spektrumu
incelendiginde DPP bilesigindeki P-Cl gruplarinin oldugu ve iiglii pik olarak goriilen 28.71-29.69
ppm’deki pik (1P, t, PB(PCI)), tripeptit bilesiginin fosfazen halkasina baglanmas ile birlikte 8.91-
10.05 ppm’e (1P, t, PB((C20H2707N3)2) kaymustir. P-Cl gruplarinin oldugu fosfor pikide spektrumda
gozlenmemistir. Bifenil gruplariin bagh oldugu fosfor pikleri ise (PA), DPP bilesiginde 19.22-
19.71 ppm’den (2P, d, PA((-C12HsO5),) tripeptitin halkaya baglanmasi ile 25.07-25.65 ppm’e (2P,
d, PA((-C12Hs0z)2) kaymustir. DPP bilesigindeki fosforlara ait olan piklerin, elde edilen bilesik
DPP-Boc-Tyr-Gly-Ala-OCHg’iin Sekil 4.69°daki *'P-NMR spektrumunda gozlenmemistir.

Benzer sekilde tripeptit bilesiginin fosfazen halkasina baglanmasi ile birlikte 9.08 ppm’deki
fenolik —~OH protonu tripeptit siibstitiie fosfazen bilesiginin Sekil 4.70’deki *H-NMR spektrumunda
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gozlenmemistir. Dahasi hem tripeptitin hem DPP fosfazen bilesiginin yapisinda yer alan
karakteristik proton pikleri spektrumda goriilmektedir. Integral yiiksekliklerinin uyumu ve yapida
olmasi gereken proton piklerinin varlig1 yapinin olustugunun 6énemli kanitlaridir.

Boc-Tyr-Gly-Ala-OCHs tripeptit bilesiginin DPP fosfazen baslangic maddesi ile
reaksiyonu sonucu DPP bilesigindeki —CI atomlarinin tripeptit yapisindaki fenolik —OH ile yer
degistirmesi ile olusan P-O-Ph bagina ait ipso karbonu *C-APT spektrumunda 147.70 (C1) ppm’de
goriilmektedir. Tripeptit bilesiginin NMR spektrumunda HO-Ph piki 155.21 ppm’de (C!)
gozlenmigtir. Fakat P-O-Ph baginin olusmasi ile bu pik kaybolmustur. Buda yapinin baglandiginin
en 6nemli kanitidir. Hem tripeptitin hem de DPP fosfazen bilesigine ait aromatik karbonlar, alifatik
karbonlar baglanmanin etkisi ile az da olsa kayma gdzlenmis ve Sekil 4.71°deki *C-APT
spektrumunda pikler goriilmektedir. Flash kolon sisteminden gelen ¢ok kiiciik 6nemli olmayan
¢Oziicii safsizliklar1 az da olsa bulunmaktadir.

DPP-Boc-Tyr-Gly-Ala-OCHgs fosfazen bilesiginin teorik olarak hesaplanan molekiil
agirhig1 1348.25 g/mol diir. Sekil 4.72’deki MALDI-TOF MS spektrumunda 1348.408 m/z [M]*
karsilik gelmektedir. Bu da yap1 ile uyumlu oldugunun kanitlarindan biridir.

DPP-Boc-Tyr-Gly-Ala-OCHs Bilesiginin karakterizasyon spektrumlari incelendiginde
tripeptite ait piklerin varligi, kiitle spektrumundan molekiil agirliginin bire bir ortiismesi ve ilave
bir safsizligin gdzlenmemesi yapinin olusrugunun en dnemli kanitlaridir. Yinede, proton ve karbon
NMR spektrumlarinda Flash kromatografisinin kolonundan gelen ¢ok kiigliik safsizliklar
bulunmaktadir. Bunlar ihmal edilebilecek boyuttadir.

4.3.4. Bilesiklerin Termal Ozelliklerinin incelenmesi

Bilesiklerin termal bozunmasi DTA cihazi kullanilarak 10 °C/dk 1sitma hiziyla 500/600
9C’ye kadar 1sitilarak TGA egrileri kaydedilerek elde edilmistir. TGA &lgiimlerinin sonucuna gore
500/600 °C’ye kadar bozulmanin basladig1 sicakliklar, bozulmanin %50 oldugu sicaklik degeri ve
500/600 °C’deki atik yiizdeleri Tablo 4.18”de verilmistir.
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Tablo 4.18. Bilesiklerin TGA analiz sonuglar

Bilesikler

Dipeptit Bilesikler Tras (°C) |  Toeso (°C) 500 °C’deki % atik miktari
Boc-Tyr-Gly-OCHz (TG) 204 328.11 16.63
Boc-Tyr-Ala-OCHzs (TA) 199 315.60 10.61
Boc-Tyr-Gly-OH  (TGO) 141 330.05 11.88
Boc-Tyr-Ala-OH (TAO) 142 338.42 19.62

Tripeptit Bilesikleri Tras (°C) |  Toeso (°C) 500 °C’deki % atik miktari
Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHs (TAA) 200 300.58 6.62/-
Boc-Tyr-Ala-Gly-OCHs (TAG) 196 311.25 18.58/ -
Boc-Tyr-Ala-Val-OCHs (TAV) 210 294.73 4.23/-
Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHs (TAP) 206 309.90 10.05/9.01
Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHz (TGG) 197 314.09 20.65/15.39
Boc-Tyr-Gly-Ala-OCHs (TGA) 204 298.15 20.41/ 3.67
Tripeptit-Siklotrifosfazen Bilesikleri Thas (°C) Touso (°C) 600 °C’deki % atik miktar1
DPP-Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHs (DTAA) 212 >600 59.73
DPP-Boc-Tyr-Ala-Gly-OCHs (DTAG) 222 522.10 41.25
DPP-Boc-Tyr-Ala-Val-OCHs (DTAV) 227 482.61 34.77
DPP-Boc-Tyr-Ala-Phe-OCHs (DTAP) 221 492.06 36.60
DPP-Boc-Tyr-Gly-Gly-OCHs (DTGG) 211 531.25 41.13
DPP-Boc-Tyr-Gly-Ala-OCHs (DTGA) 212 >600 78.87

Siklotrifosfazen bilesiklerinde ise %50’sinin bozundugu sicakliklar 400 °C’nin {izerindedir.
DPP-Boc-Tyr-Ala-Ala-OCHs; ve DPP-Boc-Tyr-Gly-Ala-OCHs bilesiklerinde %50 oranindaki
bozunma sicakliklar1 600 °C’nin iizerindedir. Bu bilesiklerin 500/600 °C’ye kadar olan 1sitmalarda
genellikle % atik miktarida %50’ye yakindir. Bu da siibstitiie siklotrifosfazen bilesiklerinin,
siibstitiie olan gruba gore termal olarak daha kararli bir yapiya sahip olduklarini ortaya

koymaktadir.

4.4. Bilesiklerin In Vitro Sitotoksik ve Genotoksik Ozelliklerinin incelenmesi
4.4.1. 1in Vitro Sitotoksisite Aktivite Calismalari

Elde edilen bilesikler i¢in belirledigimiz 1, 5, 25, 50 ve 100 pM’lik konsantrasyonlarinin
hiicre canlilik oranlarinda meydana getirdigi % degisimler MTT assay ile belirlendi [36-39]. Bu
yontem, MTT boyasimin tetrazolium halkasini parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu
yontemde, MTT canli hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve reaksiyon mitokondriyal siiksinat
dehidrogenaz tarafindan katalize edilerek mavi-mor renkli, suda ¢6ziinmeyen formazana indirgenir.
Formazan olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde gézlenmektedir. Bu
da hiicre canliliginin bir belirteci olarak kabul edilir ve spektrofotometrik olarak belirlenen deger,
yasayan hiicre sayisi ile iliskilendirilir. Steril PBS igerisinde hazirlanan stok MTT soliisyonundan,
0,5 mg/mL MTT ¢alisma soliisyonu hazirland1 ve 96 kuyucuklu plaklara ilave edildi. Inkiibatorde
3 saat bekletildikten sonra plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri, ELISA cihazinda (Synergy HT
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ABD) 550 nm dalga boyunda okutuldu. Kontrol kuyucuklar1 okutularak, elde edilen absorbans
degerlerinin ortalamasi alind1 ve bu deger %100 canli hiicre olarak kabul edildi. Coziicii ve ajan
uygulanan kuyucuklardan elde edilen absorbans degerleri, kontrol absorbans degerine oranlandi ve
yiizde canlilik olarak kabul edildi [40, 41].

Caligmamizda hiicre tipi olarak insan yumurtalik kanser hiicre serisi (A2780) ve insan prostat
kanser hiicre serileri (PC-3) kullanildi.

Tiim hiicreler 25 cm? kiiltiir flasklarinda, RPMI-1640 medyum (igerisine %10 FCS,
100U/mL penisilin ve 0.1 mg/mL streptomisin ilave edilerek hazirlanan) ile beslendiler.
Karbondioksitli (%5 COy) inkiibatdr de, 37 °C’de ve nemli ortamda tutulan hiicrelerin medyumlari
haftada iki defa degistirildi. Hiicreler konfluent oldugunda, tripsin-EDTA soliisyonu kullanilarak
flasklardan sokiildi ve 96 kuyucuklu plaklara aktarilarak 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difenil
tetrazolium bromid (MTT) analizlerinde kullanildi.

Maddelerin DMSO (dimetilsiilfoksit) igerisindeki ¢ozeltileri hiicre kiiltiiriinde kullanilmustir.
Bu neden ile ¢ikan sonuglarin karsilastiriimasinda DMSO’ya kars1 maddelerin etkileri istatistiksel
analizi yapilarak tespit edildi. DMSO ORANI %1’in altinda olacak sekilde ¢ozeltiler
hazirlanmigtir. Test edilen bilesiklerin, 1, 5, 25, 50 ve 100 uM’lik konsantrasyonlari ile ayni
miktarlarda ¢6ziici (DMSO) hiicrelerin iginde bulundugu kuyucuklara ilave edildi ve CO:
inkiibatériinde (Panasonic/Japonya) 24 saat siireyle 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonlar
sonrasinda hiicrelerin canlilik oran1 bir hemositometrede % 0.4 tryphan blue kullanilarak belirlendi.

Istatistiksel Analizlerde IBM SPSS Statistics 22.0 (Windows) paket programi kullamldu.
Shapiro Wilk testi ile normal dagilima uygunluk degerlendirildi. Nicel degiskenlerin gruplar arasi
karsilagtirilmalari, Kruskal Wallis H testi ile 6l¢iildi. Gruplar arasinda énemli istatistiksel farklilik
belirlendiginde gruplar arasi ¢oklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi
ile yapildi. Veriler ortalama + standart sapma olarak sunuldu. P<0.05 degeri istatistiksel olarak
onemli kabul edildi. LoglCso degerleri, deneyler sonucunda elde edilen MTT sonuglarina gore,
bilgisayar ortaminda Graphpad prism 6 programi kullanilarak hesaplandi.

Bilesiklerinin 1, 5, 25, 50 ve 100 uM’lik konsantrasyonlarinin hiicre canlilik oranlarinda
meydana getirdigi % degisimleri insan kanser hiicre hatlarina A2780 ve PC-3 karsit MTT assat
metodu ile incelenmis olup % hiicre canlilik sonuglar1 ve LoglCso/ICso degerleri Tablo 4.19°da

verilmistir.
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Tablo 4.19. Tripeptit bilesiklerinin A2780 ve PC-3 hiicre hatlarindaki % hiicre canliliklar1 ve LogICso
(%50 inhibisyona neden olan konsantrasyon) degerleri (uM) (*p<0.05) referans ilag: RD: Docetaksel, RP:

Paklitaksel
A2780 Cell Line
Kontrol Coziicii 1uM 5 uM 25 uM 50 uM 100 pM
DTGG | 100+8.67 95.814£8.09 88.19+7.84 97.029+9.73 66.79+6.44* 68.01+7.29% | 34.54+3.51*
DTGA | 100+8.67 95.81+8.09 88.88+7.86 96.15+1078 91.44+12.06 90.56+8.59 81.46+9.71
DTAA | 100+8.67 95.81+8.09 99.40+11.71 100.82+9.61 94.74+8.22 63.10£5.75*% | 49.55+8.83*
DTAG | 100+8.67 95.81+8.09 97.64+7.99 80.83+9.34 84.55+£9.19 58.72+8.69% | 58.12+5.20*
DTAV | 100£8.67 95.81+8.09 95.18+8.39 98.28+4.09 99.55+1.86 87.67+6,16 54.60+2,27*
DTAP | 100+8.67 95.814£8.09 102.63+8.16 100.01+9.08 93.134+8.88 42.21+4.34* | 37.39+5.06*
RP 100+9.67 91.25+8.16 75.43+3,70* 60.50+4.37* 17.30+4.2% 8.65+2.8* 1.0£1.99*
PC-3 Cell Line
Kontrol Coziicii 1 uM 5uM 25 uM 50 uM 100 uM
DTGG | 10048,77 | 9044985 |8421+10,16 |88,22+1321 | 65,3349,33% | 45,03£9,02% | 24,26+6,84*
DTGA | 100+8,77 90,44+9,85 88,4449 .85 89,89+8,03 64,67+6,30* 49,39+8,43* | 50,59+9,52*
DTAA | 100+8,77 90,44+9,85 92,59+10,28 90,06+£12,53 82,12+10,95 66,10+9,52* | 46,17+9,37*
DTAG | 100+£8,77 90,44+9,85 92,31+8,69 91,76+10,21 88,60+8,65 66,29+9,45*% | 41,61+6,53*
DTAV | 100+8,77 |90,44+9.85 |90,47+9,94 7225+7,56* | 66,027£9,28* | 58,55+7,28* | 41,41£9,70*
DTAP | 100+8,77 90,44+9,85 91,15+7,21 88,03+8,69 63,32+9,30* 39,83+6,16* | 14,13+9,55*
RD 100+8,76 94,22+7,87 80,85+0,61* 80,31+3,46% 52,18+2,45* 32,12+1,60* | 4,02+0,37*
LoglCso/1Cso (uM)
A2780 PC-3
DTGG 1,23/17,27 1,858/72,14
DTGA - -
DTAA 2,06/112,3 1,381/ 24,05
DTAG 2,011/105,5 2,603 /400,7
DTAV 2,282 /191,6 1,334/21,6
RP 0.7516/5.645 -
RD - 1.308/20.33
4.4.2. In Vitro Genotoksisite (DNA Hasar1) Calismalari
Comet Assay

Tek hiicre jel elektroforezi olarak da bilinen Comet Assay, memelilerin DNA hasarini
(Genotoksisite) belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir [42]. Notral comet assay teknigi
Devlin vd. [43] tarafindan tarif edilen metotta kiiciik degisiklikler yapilarak uygulandi. Ilk olarak
rodajli lamlar mikrodalga firinda PBS igerisinde ¢ozdiiriilen %0.65°lik high melting agarose
(HMA) ile kapland1 ve karanlikta 1 giin siireyle kurumaya birakildi. Kiiltiire edilen A2780 ve PC-
3 hiicreleri, test edilecek bilesiklerin etki gosterdigi en yiiksek konsantrasyonda (100 uM) ile 24
saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra hiicreler 42 °C sicakliktaki low melting agarose ile
karistirildi. HMA ile kaplanmig lam iizerine yayilarak ve lamlarin tizeri hizh bir sekilde lamelle
kapatilarak agar katilagincaya kadar 10-15 dakika siireyle +4 °C’de karanlikta tutuldu. Daha sonra
lamlar stok lizis soliisyonundan (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, pH: 10) taze olarak
hazirlanan soguk lizis soliisyonu (stok lizis sollisyonuna, %1 Triton X-100 ve %10 DMSO ilave

edilerek hazirlanacak) igerisine yerlestirildi ve yine karanlikta +4 °C’de 1 saat siireyle bekletildi.
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Elektroforez

Lizis igleminden sonra lamlar igerisi soguk nétral elektroforez tamponu ile dolu yatay bir
elektroforez tankina (Bio-Rad, ABD) ayn1 yonlii olarak yerlestirildi. Lamlar tanka yerlestirilmeden
once tankin voltaji 25 V (0.83 V/cm), amperi de 300 mA’e sabitlendi ve 20 dakika siireyle isleme
devam edildi. Elektroforez sonrasinda lamlar nétralizasyon tamponu (0.4 M Tris, pH 7.5) ile 3 kez
5 dk, +4 °C’de nétralize edildi. Daha sonra lamlar, 50 uL ethidium bromide ile boyand iizerleri
lamel ile kapatilarak karanlikta +4 °C’de yaklasik 20-30 dk. kadar bekletildi.

Skorlama
Skorlama iglemi, bir floresans mikroskop (Leica) ve Comet IV software programi kullanilarak

yapildi. Uygulamalardan sonra hiicreler mikroskopta goériintiilenerek DNA hasarinin derecesi
Comet IV software programi ile degerlendirildi. Her lamdan rastgele en az 25 hiicre sayilarak,
gruplarin Kuyruk Uzunlugu (Tail lenght (TL), Kuyruk yogunlugu (Tail intensity (TI)), Olive
Kuyruk Yogunlugu (Olive Tail Intensity (OTI)), Kafa Cap1 (Head Lenght (HL)), ve Kafa
Yogunlugu (Head intensity (HI)) parametrelerinde meydana gelen degisiklikler ile DNA hasarinin
varligin1 ve oranimi belirlenmistir. Tripeptit siibstitiie siklotrifosfazen bilesiklerinin A2780 ve PC-
3 hiicre kiiltiirlerine uygulanmasindan 24 saat sonra TL, TL, OTI, HD ve HI degerlerinde meydana

gelen degisiklikler Tablo 4.20°de verilmistir.

Tablo 4.20. Tripeptit siibstitiie siklotrifosfazen bilesiklerinin A2780 ve PC-3 hiicre kiiltiirlerine
uygulanmasindan 24 saat sonra TL, TI, OTI, HD ve HI degerlerinde meydana gelen degisiklikler

A2780 Hiicre Hatlarindaki DNA Hasar1
Kuyruk K . o OIIV? Kunyk Kafa Cap1 Kafa Yogunlugu
Uzunlugu (Tail | Kuyrukyogunlugu | Yogunlugu (Head (Head Intensity
lenght (TL) (Tail intensity (T1)) | (Ollye Tail Lenght (HL)) (HI))
Intensity (OTI)
KONTROL | 19,15+1,41 32,54+3,03 6,08+1,49 57,51+11,81 | 531,26+237,48
CcOzZUCU 20,42+5,10 88,42+12,97 5,67+1,99 59,248,59 240,24+79,45
DTGG 37,48+11,07* 100,69+47,22* 17,5549,96* 23,06+8,24* | 120,58+98,08
DTGA - - - - -
DTAA 90,12+68,86* 415,98+356,76* 45,10435,34* 48,25+20,64 | 179,64+135,21
DTAG 172,66+203,33* | 1270,65+1042,32* 81,48+103,53* 76,93+£27,74 1004,53+536,23*
DTAV 66,58+41,72* 341,71+£269,96* 30,74+20,67* 48,07+14,87 299,58+180,17
DTAP 19,24+1,3 89,57+21,53 3,2240,54 99,5+10,24* | 1575,80+300,34*
PC-3 Hiicre Hatlarindaki DNA Hasar1
Kuyruk K - - O“V? Kunyk Kafa Cap1 Kafa Yogunlugu
Uzunlugu (Tail | Kuyrukyogunlugu [ Yogunlugu (Head (Head Intensity
lenght (TL) (Tail intensity (T1)) | (Ollye Tail Lenght (HL)) (HI))
Intensity (OTI)
KONTROL |5,48+2,49 291,28+172,46 2,10+1,74 13,88+5,83 1602,45+1233,35
COZUCU  |5,98+4,57 349,27+429,61 1,95+2,03 15,36+5,82 1933,55+1415,11
DTGG 22,554+27,99* 1433,75+2018,00* 8,86+13,78 17,1745,47 2428,09+1128,00
DTGA 22,56+24,85* 2224,17+4055,12* 9,27+12,10 15,57+7,00 2114,34+1667,86
DTAA 11,23+12,66 674,75+1105,37 4,77+7,22* 11,77+4,37 1080,82+686,96
DTAG 7,18+9,75 362,57+409,90 2,79+5,34 13,23+3,54 1389,78+631,07
DTAV 10,31+£14,13* 646,77+1110,77* 3,85+7,72* 15,65+4,4* 1859,04+1043,81
DTAP 11,99+16,68* 788,36+£1251,52* 4.27+7 54% 17,0542,04 | 2214,44+532,95
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A2780 Hiicre Hatti Uzerindeki DNA Hasar PC-3 Hiicre Hatti Uzerindeki DNA Hasari

Kontrol Coziicii Kontrol Coziicii

DTAA Bilesigi DTAG Bilesigi DTGG Bilesigi DTAP Bilesigi

. \

Sekil 4.73. Bilesiklerin bazilarinin Comet Assay denemeleri kapsaminda A2780 ve PC-3 kanser

hiicrelerinden elde edilen 6rnek goriintiileri (Sar1 ok isaretleri DNA hasari meydana gelen ve comet

goriintiisti elde edilen hiicreleri gostermektedir; X10)

Sitotoksik etki gosteren bilesiklerde A2780 ve PC-3 hiicre hatlar1 iizerindeki hiicre
Olimlerini DNA hasar1 lizerinden yaptig1 comet assay deney sonuclarindan tespit edilmistir. Tablo

4.20 ve Sekil 4.73’de hasar parametreleri ve hiicrelerde meydana gelen degisiklikler gdsterilmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez calismasinda ilk olarak, baslangic bilesigi olarak amin grubu korumali karboksil
grubu serbest olan tirozin aminoasitinin (Boc-Tyr-OH) sirasiyla Glisin (NH.-Gly-OCH3.HCI) ve
Alanin (NH2-Ala-OCHz3.HCI) metil ester hidrokloriir formlari ile CDMT yo6ntemi ile asetonitril
ortaminda etkilestirilerek metil ester grubu bulunan 2 adet dipeptit bilesigi (Boc-Tyr-Gly-OCHj3
ve Boc-Tyr-Ala-OCHs) elde edildi [15].

Ardindan bu dipeptitleri kullanilarak 3 farklh asamada reaksiyonlar gerceklestirilmistir.
Birinci asamada, metil esterli dipeptit bilesiklerinin ester gruplar1 asetonitril igerisinde %8’lik
NaOH ¢ozeltisinin ilave edilmesi ile karboksil grubuna doniistiiriilerek karboksil gruplari serbest
Boc-Tyr-Gly-OH ve Boc-Tyr-Ala-OH dipeptitleri sentezlenmistir [16]. Boc-Tyr-Gly-OH ve
Boc-Tyr-Ala-OH dipeptitleri bilesiklerinden Boc-Tyr-Gly-OH ile Glisin (NH.-Gly-OCH3.HCI)
ve Alanin (NH»-Ala-OCHj3.HCI), Boc-Tyr-Ala-OH dipeptiti ile sirasiyla Glisin (NHx-Gly-
OCH3.HCI), Alanin (NH2-Ala-OCH3.HCI), Valin (NH2-Val-OCH3.HCI) ve Fenilalanin (NH--
Phe-OCH3.HCI) metil ester hidrokloriir aminoasitleri ile asetonitril igerisinde CDMT yo6ntemine
kullanilarak etkilestirilmesi ile 6 adet tripeptit bilesigi elde edilmistir [16]. Uciincii asamada, elde
edilen tripeptit bilesikleri, fosfazen baslangic bilesigi olan DPP ile etkilestirilerek 6 adet
distibsititiie tripeptit-siklotrifosfazen bilesigi elde edildi. Elde edilen tiim bilesikler ince tabaka
kromatografisi ile takip edilerek sonlandirildi ve ayni hareketli faz goz 6niinde bulundurularak
Flash kromatografisi ile saflagtirilmistir.

Saf olarak elde edilen tripeptitlerin yapisal karakterizasyonlari elementel analiz, FT-IR, H,
13C-APT NMR spektrumlar ile siibstitiie fosfazen bilesiklerinin ise ek olarak 3P ve HETCOR (2D)
NMR ve MALDI-TOF MS spektroskopi yontemleri kullamilarak gerceklestirildi. Bilesiklerin
termal 6zellikleri TGA yontemi ile belirlendi. Disiibstitiie siklotrifosfazen bilesiklerinin 600 °C’ye
kadar alinan TGA egrilerinden bilesiklerin neredeyse tamaminin bozunmaya basladig: sicaklik 400
°C’nin iizerindedir. Bu sonuglar neticesinde elde edilen siklotrifosfazenlerin termal olarak kararl
bir yapida olduklar goriilmektedir.

Karakterizasyon ile ilgili sonuglar ve deneysel veriler ayrintili olarak sentez ve
karakterizasyon basliginda belirtilmistir.

Saf olarak elde edilen bilesiklerin insan kanser hiicre hatlar1 over (A2780) ve prostat (PC-3)
kanser hiicre hatlarina kars1 sitotoksisite 6zellikleri MTT assay yontemiyle belirlenerek % hiicre
canliliklan belirlendi ve bilesiklerin LogICso degerleri hesaplandi. Son olarak hiicre dliimlerinin
DNA hasar1 mekanizmasi iizerinden olup olmadigi Comet Assay metodu ile belirlendi. % Hiicre
canliliklarindaki degisimler ve LoclCso degerleri ve Comet Assay parametlerindeki degisimler

deneysel boliimde ayrintili olarak verilmistir.



Tripeptit siibstitiie siklotrifosfazen bilesiklerinin A2780 hiicre hatt1 iizerine sitotoksik etkisi

incelendiginde ve tripeptit bilesiklerinin literatiirdeki sonuglart ile karsilagtirildiginda asagidaki

durumlar gézlenmistir.

Tripeptit bilesiginde doz bagimli olarak etki gosteren TGG, TAG, TAV, TAP bilesikleri di
stibstitiie olarak fosfazen bilesigine baglandiginda, DTGG 25, 50 ve 100 pM’lik dozlarda,
DTAG ve DTAP i¢in 50 ve 100 uM’lik dozlarda, DTAV 100 uM’lik dozda sitotoksik
aktivite gostermislerdir (p<0.05). Benzer sekilde tripeptit TGA bilesigi 50 ve 100 uM’lik
dozda etki gostermisken, DT GA bilesigi hi¢bir dozda istatistiksel olarak anlam tagiyabilecek
bir etki gostermemistir (P>0.05).

Yine de ozellikle DTAA bilesigi 100 uM’lik dozda % hiicre canliligim1 6nemli oranda
azaltmiglardir (p<0.05). DTAA bilesigi tripeptit bilesigi TAA (sadece 100 uM) dan farkl
olarak 50 ve 100 uM’lik dozlarda etki gostermistir (p<0.05). Bilesiklerin LogIC50 grafikleri
ve konsantrasyona kars1 % hiicre canliligindaki degisimleri gosteren grafikler Sekil 5.1 ve

Sekil 5.2°de gosterilmistir.
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Sekil 5.1. PC-3 hiicre hatlarina kars1 LoglC50 grafikleri
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Sekil 5.2. A2780 hiicre hatlarina kars1 bilesiklerin hiicre canliligl (%). Bilesiklerin neden oldugu hiicre
canliligindaki (%) degisiklikler kontrol verileriyle karsilastirilmistir. Her veri noktast 10 canliligin

ortalamasina sahiptir (*p< 0.05).

Tripeptit siibstitiie siklotrifosfazen bilesiklerinin PC-3 hiicre hatt1 {izerine sitotoksik etkisi
incelendiginde ve tripeptit bilesigi ile karsilagtirildiginda asagidaki durumlar gézlenmistir.

o Tripeptit bilesiklerinden TAA, TAG hicbir dozda etki gbstermemistir (p>0.05). Fakat
tripeptit siibstitiie siklotrifosfazen bilesiklerinin hepsi sitotoksik etki gdstermistir (p<0.05).
Ayrica % hiicre canlliginda meydana gelen azalmalar fosfazen bilesiklerinde daha fazla
olmustur. Ek olarak tripeptit bilesiklerinden farkli olarak daha diisiik dozlarda da etki
gostermislerdir.

Tripeptit bilesiginde TGG 50 ve 100 uM’lik dozlarda, TGA ve TAV 100 uM’lik dozda,
TAP ise 5,25, 50, 100 uM’lik dozlarda sitotoksik etkiye sahip iken (p<<0.05). Bu tripeptit bilesikleri
fosfazen halkasina baglandiginda DTGG, DTGA, DTAV bilesikleri 25, 50 ve 100 uM’lik
dozlarda, etki gostermistir (p<0.05). DTAP bilesigi ise 5, 25, 50 ve 100 uM’lik dozlarda etki
gostermistir (p<0.05). Bu sonuglar neticesinde tiim tripeptit-fosfazen bilesikleri tripeptit
bilesiklerine gore daha iyi aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Buda baglanan siibstitiient sayisi
arttikca aktivitenin de artmasi ile agiklanabilir bir sonu¢ oldugunu gostermektedir. Bilesiklerin
LogIC50 grafikleri ve konsantrasyona karst % hiicre canliligindaki degisimleri gosteren grafikler
Sekil 5.3 ve Sekil 5.4’de verilmistir.
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Sekil 5.3. PC-3 hiicre hatlarina kars1 bilesiklerin LoglC50 grafikleri
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Sekil 5.4. A2780 hiicre hatlarina karsi bilesiklerin hiicre canliligi (%). Bilesiklerin neden oldugu hiicre
canliligindaki (%) degisiklikler kontrol verileriyle karsilastirilmistir. Her veri noktasi 10 canliligin

ortalamasina sahiptir (*p< 0.05).
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Bilesiklerinin insan over (A2780) ve prostat (PC-3) kanser hiicre hattindaki DNA hasari
caligmalar1 en yliksek konsantrasyon da gergeklestirildi. 100 pM’lik dozda meydana getirdigi
Kuyruk Uzunlugu (Tail lenght (TL), Kuyruk yogunlugu (Tail intensity (TI)), Olive Kuyruk
Yogunlugu (Olive Tail Intensity (OTI)), Kafa Cap1 (Head Lenght (HL)), ve Kafa Yogunlugu (Head
intensity (HI)) parametreleri incelendi. Yapilan comet deneyleri sonucunda kiiltiir ortamina eklenen
maddelerin hiicrelerin yukaridaki parametre degerleri tlizerinde etkili oldugu istatistiksel olarak
anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05). Detayli sonuglar deneysel boliimde verilmistir. 24 saat
siireyle inkiibasyon sonrasi hiicre canliliginda meydana gelen azalmanin temelinde DNA hasarina

bagli olarak hiicrelerde gelisen 6liimiin ortaya ¢iktig1 comet assay deneyleriyle belirlendi (p<0.05).
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6. SONUCLAR

Bu tez ¢aligmasinda, tirozin amino asitinden (Boc-Tyr-OH) yola ¢ikarak 6nce Glisin
(NH2-Gly-OCHj3.HCI) ve Alanin (NHz-Ala-OCH3.HCI) amino asitleri ile dipeptit bilesikleri
(Boc-Tyr-Gly-OCHs; ve Boc-Tyr-Ala-OCHs;) daha sonra ise Glisin (NH2-Gly-OCHj3.HCI),
Alanin  (NH2-Ala-OCH3.HCI), Valin (NH:-Val-OCH3.HCI) ve Fenilalanin  (NH2-Phe-
OCHj3.HCI) amino asitleri ile 6 adet tripeptit bilesigi sentezlendi. Elde edilen tiim bilesikler ince
tabaka kromatografisi ile takip edilerek sonlandirildi ve ayni hareketli faz goz Oniinde
bulundurularak Flash kromatografisi ile saflagtirilmistir. Saf olarak elde edilen tripeptitlerin yapisal
karakterizasyonlar1 elementel analiz, FT-IR, *H, *C-APT NMR spektrumlari ile gerceklstirilmistir.
Sentezlenen ttipeptit bilesigi dispiro fosfazen bilesigi (DPP) ile 1:2 ekivalent olacak sekilde
etkilestirilerek ilk bu ¢aligma kapsaminda olmak {izere yeni tripeptit siibstitiie fosfazen bilesikleri
elde edildi. Elde edilen fosfazen bilesikleri ince tabaka kromatografisi ile takip edilerek
sonlandirildt ve ayni hareketli faz goz Oniinde bulundurularak Flash kromatografisi ile
saflastirilmistir. Saf olarak elde edilen fosfazen bilesiklerinin yapisal karakterizasyonlar1 elementel
analiz, FT-IR, 3P, *H, BC-APT, HETCOR (2D) NMR, MALDI-TOF MS spektroskopik teknikleri
kullanilarak gerceklstirilmistir. Ayrintili deneysel veriler ve spektrumlar sentez ve karakterizasyon
basliginda belirtilmistir.

Disiibstitiie siklotrifosfazen bilegiklerinin 600 °C’ye kadar alinan TGA egrilerinden
bilesiklerin neredeyse tamaminin bozunmaya bagladigi sicaklik 400 °C’nin iizerindedir. Bu
sonuglar neticesinde elde edilen siklotrifosfazenlerin termal olarak kararli bir yapida olduklarida
belirlenmistir.

Saf olarak elde edilen bilesiklerin insan kanser hiicre hatlar1 over (A2780) ve prostat (PC-3)
kanser hiicre hatlarina kars1 sitotoksisite 6zellikleri MTT assay yontemiyle belirlenerek % hiicre
canliliklan belirlendi ve bilesiklerin LogICso degerleri hesaplandi. Son olarak hiicre 6liimlerinin
DNA hasar1 mekanizmasi iizerinden olup olmadigi Comet Assay metodu ile belirlendi. Elde edilen
sonuglar kanser hiicre hatlarinda meydana gelen azalmalarin DNA hasar1 mekanizmasi iizerinden
oldugunu gostermistir. Bu sonuglar neticesinde bilesiklerin potansiyel bir ilag aday molekiil

olabilecegi sonucunu ortaya koymaktadir.
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