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OZET

YUKSEK LiSANS

Yeni Ferrosenil-kumarin Tiirevlerinin Sentezi ve Biyolojik Aktivitelerinin
Incelenmesi

Aysha Hasan Mahmood Mahmood

Selcuk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Danmisman: Doc¢.Dr.Bilge Taner
2020, 56 Sayfa

Jiiri
Doc. Dr. Bilge TANER
Prof. Dr. Mustafa SAHIN
Dog¢. Dr. Mustafa TOPKAFA

Bu tez cgalismasinda, iki yeni ferrosen bulunduran kumarin tiirevi bilesikler (FcL; ve FcL,)

sentezlendi ve yapilant IR, UV, 'H NMR, **C NMR ve kiitle spektroskopileri teknikleri ile karakterize
edildi. FcL; ve FcL, bilesiklerinin DLD-1 ve saglikli kolon epitel hiicre hattina CCD-18Co karst

sitotoksik ve antiproliferatif etkileri Alamar Blue teknigi kullanilarak arastirildi. Bilesigin hiicrede

lokalizasyonu, floresan mikroskobu ile tespit edildi. FcL; ve FcL,, DLD-1 hiicrelerinin ¢ogalmasini doza

bagl bir sekilde inhibe edildi, 1Cs, degerleri sirasiyla 64.3 ve 67.1 uM olarak hesaplandi. In vitro hiicre

lokalizasyon c¢alismalar1 sonucunda, her iki bilesigin de hem sitoplazmada hem de hiicrenin ¢ekirdeginde

bulundugu goézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyoorganometalik kimya, Ferrosen, insan kolorektal karsinomu, Kumarin,

Sitotoksisite
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MS THESIS

Synthesis and Investigation of New Ferrocenyl-coumarin Derivatives and Their
Biological Activities

Aysha Hasan Mahmood Mahmood
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Two novel ferrocenes-appended coumarin derivatives (FcL; and FclL,) were synthesized and
characterized by IR, UV, '"H NMR, **C NMR and mass spectroscopies. Cytotoxic and antiproliferative
effects of FcL; and FcL, were investigated against metastatic human colorectal carcinoma cell line; DLD-
1 and healthy colon epithelium cell line CCD-18Co by using Alamar Blue. Localization of the compound
in the cell was detected fluorescence microscope. FcL; and FcL, inhibited proliferation of DLD-1 cells in
a dose-dependent manner, ICg, values were calculated as 64.3 and 67.1 pM, respectively. As a result of in
vitro cell localization studies, both compounds were found to be located in both the cytoplasm and the

nucleus of the cell.

Keywords: Bioorganometallic chemistry, Coumarin, Cytotoxicity, Ferrocene, Human colorectal
carcinoma
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1. GIRIS

Giliniimiizde, bircok organometalik bilesik dogal olarak sentezlenir ve 6nemli
biyolojik 6neme sahiptir. Organometalik bilesikler icerisinde ferrosenin; biyokimya,
ila¢c kimyas1 alanlarinda da kullanilmast bu bilesiklerin 6nemini giin gectikce daha da
arttirmaktadir. Ferrosen, sandvi¢ kompleks yapi ile karakterize edilen organometalik bir
bilesigin ilk ornegidir. Ferrosen, siklopentadienil halkasi nedeniyle aromatik bir
benzen halkasindan daha fazla elektrona sahiptir, bdylece aromatik katilma
reaksiyonuna kolayca girebilir. Ferrosenin potansiyel antitumor 6zelliginin kesfedilmesi
ile birlikte yeni ferrosen tiirevlerinin sentezi énem kazanmaktadir. Gilinlimiiziin en
yaygin hastaliklar arasina giren kanser hastaliginin artmasiyla bu bilesiklerin antitumor
Ozelliginin arastirilmasi ile ilgili ¢alismalarin da artmasi, bu calismanin Onemini
kendiliginden ortaya c¢ikarmaktadir. Antitiimor etkilerinin yaninda antimikrobiyal
etkileri de oldukca fazla c¢alisilmis ve bazi ferrosen tiirevli bilesiklerin
mikroorganizmalar iizerine olduke¢a etkili oldugu bulunmustur. Bu sonuglar ferrosen
molekiilii esas alinarak tasarlanan yeni tiirevleri arastirmak konusunda aragtirmacilara
ilham vermektedir.

Tez kapsaminda sentezlenmesi planlanan ferrosen bilesiklerinin yapisinda
bulunan kumarin tiirevleri; kimya, biyoloji, tip ve fizik alaninda farkli uygulamalarda
kullanilmaktadirlar. Kumarin tonka fasiilyesi agaci, meyan kokii, lavanta gibi hos
kokulu bitkilerde bulunan dogal bir iirlindiir. K vitamininin metabolizmay1 etkilemesi
nedeniyle pihtilagma 6nleyici 6zelligi 6n plana ¢ikmistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar
bu tip bilesiklerin iltihap 6nleyici, antikanser ve anti-alzheimer etkilerinin oldugunu da

gostermistir.



1.1. Ferrosen Yapisi ve Sentezi

Metal atomunun iki siklopentadienil (Cp) halkasindan baglandigi formiil M (ns-
CsHs),’ye ait bilesik, organometalik kimyanin gelistirilmesinde ¢ok ©Onemli olan
metalosen olarak adlandirilir. Metalosenlere sandvig tipi kompleksler de denir, ¢iinkii
metal atomlar1 birbirine paralel iki Cp halkasina esit ve paraleldir.

IUPAC adi ile “bis(ns-siklopentadienil)demir(IT)” yada disiklopentadienildemir
Fe(CsHs), olarak bilinen ferrosen, kati formda turuncu renkli ve organik ¢oziiciilerde
rahatlik ile ¢oziilebilen bir bilesiktir. Ferrosen molekiiliindeki siklopentadienil halkas,
siklopentadien molekiiliindeki metilen protonlarindan birinin ¢ikarilmasit ve bir

siklopentadienil anyonunun elde edilmesiyle olusturulur (Abd-Elzaher ve ark., 2014).

Y 1,

—_—

Sekil 1.1. Ferrosen molekiilii olusumu

Bir ¢ift elektron, iki halka ile bir bag olusturur ve demir ile halka arasinda
delokalize bir bag olarak bulunur. Bu bag, her halkada 67 elektronu sahip oldugunu ve
yapiya aromatiklik ekledigini gosterir. Metal ile kovalent bir bag yoluyla her halkada 6n
elektron paylasir ve 18 elektron kuralina uyan kararl bir yap1 olusturmak igin Fe * 2de
6m d elektron ile birlesir. Ferrosen bilesiginde eslesmemis elektronlar bulunmadigi icin
diyamanyetik 6zellik gosterirler. Bu metalin d orbitalleri ile siklopentadien halkalarinin
n orbitalleri dikkate alinarak MO enerji diyagramlarinda kolaylikla gosterilebilir
(Wilkinson ve ark., 1952).
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Sekil 1.2. Ferrosen molekiiliiniin 7 orbital seklili

Kealy ve Pauson isimli bilim insanlar1 1951 yilinda siklopentadienilbromiirden
yola c¢ikarak fulvaren sentezlemek igin, susuz dietileter ortaminda FeCl; tuzu ile
sikopentadienilmagnezyumbromiir (siklo-CsHsMgBr)’ii tepkimeye sokmuslardir (Kealy
ve Pauson, 1951). Ferrosen bilesiginin kesfinden sonra donemin bilim adamlari,
bilesigin yapis1 hakkinda kesin bir goriise varamamis ve divalent demir atomunun
siklopentadienil halkalari ile iki tane Fe-C bagi yaptigimi diisiinmiislerdir (Kealy ve
Pauson, 1951).

1951 yilinda ferrosenin yapisinin aydinlatilmasi, organometalik kimya alaninda
inanilmaz bir gelismenin baslangict olmustur. Wilkinson ve Fischer, metalosenlerin
sentez yontemi ve yapisi lizerine yaptiklar1 ¢aligmalarla 1973 yilinda Nobel 6diiliinii

paylagmislardir (Wilkinson, 1952 )

Siklopentadienil icerecek kompleksler elde edilmeden 6nce siklopentadienil elde
edilmelidir. Bu yontemi disiklopentadienden, 2 mol siklopentadien kraking ile yapilir.
Sonrasinda siklopentadienilden bir hidrojen koparilir. Reaksiyon sonunda elde edilmek
istenen metallosen bilesigi, onun susuz tuzu ile reaksiyon gerceklestirilerek elde edilir
(Rochow ve ark., 1957).



Dietil eter
+ C6H5MgBr —_——

+ FeCly; —mMm Fé + 2ZMgBrCl

Sekil 1.3. Ferrosen sentezi

1.1.1. Ferrosen Bilesiginin Genel Ozellikleri

Ferrosen tiirevleri genelde kirmizi ve turuncumsu bir renktedir bu da Fe(II) nin
yart dolu d orbitallerinin olmasindan kaynaklidir. Ferrosen veya ferrosen iyonlari,
turuncu igne kristallerini vermek i¢in hava siiblimasyonu yaratir. Erime noktas1 173-174
°C, kaynama noktast 249 °C’dir. Organik coziiciilerde kolayca ¢oziiniir ancak suda
¢oziinmez bu nedenle tuz Ozelligi gostermezler. Molekiiler yapilidir. Aromatik
bir bilesiktir. Ferrosen oda sicakliginda monoklinik, 164 K nin altinda sicakliklarda
triklinik ve 110 K nin daha altindaki sicakliklarda ise baklava dilimi bi¢iminde
kristallenir (Ristic-Petrovic ve ark., 2003).

1.1.2. Ferrosen Tiirevlerinin Sentezlenme Metotlari

Bis (siklopentadienil) demir (II), iki n5-siklopentadienil (Cp) ligandina baglh
Fe?* atomlarindan olusan ilk gecis metali organometalik bilesiktir. Ferrosen bir¢ok

reaksiyon yontemiyle sentezlenebilir.



1.1.2.1. Ferrosenil Heterosiklik Bilesiklerin Metal-Katalizli Sentezi

Bu sentez metodunda, Ce(OTf); Kkatalizorligiinde tek bir kap iginde 1-

ferrosenasetilen, benzaldehit ve anilinin reaksiyonundan yiiksek verimle ferrosenil

heterosiklik bilesik elde edilir (Chen ve ark., 2013).

NH, CHO
- Ce(OTF);
F'e \ % 10 mmol
+ + —R 1
Hava, Toliien
<7 7 110 C°-%75

(1) (2) ) (4)

R=4-Me, 4-OMe, 4-F, 2NO,, 2-Cl

\

Sekil 1.4. (4 -Ferrosenil-2-fenilkinolin) tiirevlerinin sentezi

1.1.2.2. Palladyum Katalizorii Birlestirme Reaksiyonlari ile Ferrosen Tiirevlerinin

Sentezi

Vinilferrosen ile kromon tiirevlerinin Pd katalizlenmesi ile Ferrosenilvinil flavon

tiirevi bilesikler sentezlenmistir (Kowalski ve ark., 2013)

R i Pd(AOc),

Fle + | K,CO; BuyNBr . Fle (0]
| DMF 95C° !
(@7 0 R 18h S
50-80 %
(0) R
(5) (6
: ()

R= CH; H, C¢Hs

Sekil 1.5. Ferrosenil-flavon sentezi



1.1.2.3. Ferrosenil Alkilasyon Reaksiyon

Son zamanlarda, ferrosenilallkilmerkaptoazollerin sentezi igin etkili bir yontem
gelistirilmistir. ~ Ferrosenilalkil ~ gruplarinin  g¢esitli  niikleofilik  substratlarla
reaksiyonundan yiiksek verimde ferrosen tiirevi bilesikler sentezlenmistir (Rodionov ve
ark., 2015).

HS
%N
(@) (€D
.\KR /N CF,COOH .g\(N
F:.e OH - SH : r.t., acetone F-:e R
C©> }\I 50-80 % <
H
®) )] (10)

R=H ,CH; ,C,Hs, C4Hj;
Sekil 1.6. Ferrosenilalkililmerkaptoazollerin sentezi
1.1.2.4. Yogusma-Donme Reaksiyonlari

Esit molar ferrosenilsiyaniir ile tiosemikarbazid arasindaki yogunlasma-donme
reaksiyonu ile orta verimde antitiiberkiiloz etkili ferrosenil-1,3,4-tiadiazol (TDZ)

bilesigi elde edilmistir (Quintana ve ark., 2015).

R
N/N\ IlIH
< ] |
(> s
'. NH, /“\ R 1rA, 80C7 '

Fe + N NH >
! | 15-48 %

Fe
— H <

11 (12) (13)

R= CHj;, C;Hs, CcHs

Sekil 1.7. Ferrosenil-1,3,4-tiadiazol sentezi



1.1.3. Ferrosenin Medikal Uygulamalar:

Son yirmi yilda, organometalik kimya ve biyokimya, biyoorganik metal kimyasi
ad1 altinda disiplinleraras1 bir disiplinlerarasi olarak ortaya ¢ikmistir. Bu yeni arastirma
alani; yeni organometalik bilesikleri sentez etmek, kanser ve sitma gibi hastaliklara
kars1 biyolojik ve medikal etkileri arastirmak lizere ayrilmistir (Sharma ve Piwnica-
Worms, 1999).

Metolosenlerin ¢ok cesitli biyolojik aktivitelere sahip olduklart bilinmektedir.
Bunlar ferroseni igerir; bu notr, kararli ve toksik olmadigi i¢in inanmilmaz bir
molekiildiir. Bircok ferrosen bilesigi sitotoksik, antitiimor, antimalarial, antifungal ve
DNA boéliinme aktiviteleri ve sitotoksik aktivite gosterir. (Meunier ve ark., 1991).

Kanser, hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi ve diger dokulara saldirmasi olarak
karakterize bir hastalik tiiridiir. Kanser tedavisinin ana silaht kemoterapidir. kanser
hiicrelerini yok etmek icin anti-kanser ilaglar1 kullanir. Son onbes yilda kanser
tedavisinde devrim organometalik kimya tarafindan aktive edildi. Birgok ferrosen
tiirevleri ilag olarak iyi etkiler gostermistir ve hala klinik kullanimdadir. (Top ve ark.,
2001). Meme kanseri, kadinlar arasindaki en sik goriilen kanserdir. hastaligi tedavi
etmek icin kullanilan ana ilaglar tamoksifen ve hidroksitamoksifendir. Tamoksifen
kullanimi, uzun siireli kanser tedavisinde olumsuz yan etkiler, akcigerlerde kan
pthtilasma riskinin artmas1 ve hormondan bagimsiz tiimorler i¢in etkisizlik nedeniyle
sinirhdir.  (Cuzick ve ark.,, 2003). Jaouen ve caligma ekibi, tamoksifen ve

hidroksitamoksifen bazli bir¢ok ferrosenil tiirevleri hazirlamislardir (Sekil 1.8).

CH,;CH,
O O RU
S O(CH,),N(CH5)
OCH,CH,N(CH;), Q ? 2
R=H;R=OH n=2-5

Sekil 1.8. Tamoksifen (R=H), Hidroksitamoksifen (R=OH); Ruthenosifen tiirevi



Bu ferrosen bazli tiirevlerin, in vitro ve in vivo biyolojik aktiviteleri incelenmis
ve umut edici sonuglar rapor edilmistir (Top ve ark., 1997). Birgok hidroksil igeren
ferrosenil tiirevinin meme kanseri hiicrelerinin iki kanser hiicre dizisi tizerindeki etkileri
arastiritlmistir. Ferrosifenler iki hiicre hattina da antiproliferatif etki gOstermistir. Bu
calismalarin sonuglari, ferrosifenlerin, hem hormon bagimli hemde hormon bagimsiz
meme kanseri hiicrelerine karsi savasan ilk molekiiller oldugunu gostermektedir.
Tamoksifen iskeletine ferrosenil birimilerinin eklenmesi tamoksifen ve hidroksi
tamoksifenin sitotoksik etkisini azaltmak gibi bir¢ok avantaja sahiptir (Top ve ark.,
2003). Ek olarak ferrosenin antitimor etkisinin ferrosen iyonlarinin metabolik

regiilasyonu ile iligkili oldugu bildirilmektedir.
1.1.4. Ferrosen Bilesiginin Diger Uygulama Alanlar

Ferrosen farkli 6zelliklere sahip yeni bir malzemeler sentezlemek i¢in kullanilir.

Bunlardan bazilari asagida listelenmistir (Torres ve ark., 2002).

e Molekiiler miknatislarda

e {laclarm iiretiminde

e Elektrokimyada

e Sivi kristallerde

e Molekiiler sensorlerde

e Asimetrik sentez

e Polimerik malzemelerin mukavemetini artirmak

e Roket yakitinin yanma hizi1 katalizorii olarak kullanildigr belirlenmistir
(Acikalin, 2003).



1.2. Kumarin

Kumarinler bir oksijen atomu ve bes sp2 hibrit karbon atomu igeren bir benzen
halkasina sahip alt1 liyeli heterosiklik bir halkadan olusur. Oksijen atomunun konumuna
bagli olarak, a- ve y pironlar vardir. a-piron halkasinin birlestirilmesiyle olusturulan

bilesige kumarin (2H-1-benzopiran-2-on) denir (Lake, 1999).
0 O 0] O O
(0]

o—piron yY—piron kumarin

Sekil 1.9. o-Piron, y-Piron ve Kumarin Bilesikleri

1822’de kumarin, Vogel'den Tonka fasulyesi (Semen Tonca) ad1 verilen bir ilagla
izole edildi. Drog, Giiney Amerika’da yetisen bir baklagil bitkisi olan Dipteryx odorata
(coumarouna odorata) adli agacin kurutulmus kokulu tohumudur (Camur, 2005).
Kumarin, bitki kralligi boyunca bir bilesik sinifi olusturur. (Refat ve ark., 2009).
Kumarin renksiz olmasina ragmen bazi tiirevleri renkli ve giiglii floresan 6zellikleri
gosterir. Kumarinin giines enerji sistemlerinde ve lazerde de kullanilabilecegi
bilinmektedir (Alghool, 2010).

Kumarin tiirevlerini ylizlerce bitki ve mikroorganizmalardan izole etmek,
bilesigin adlandirmak sorunlara neden olabilir. Bir¢gok kumarin, Ayni zamanda bu
bilesigin birden fazla isme sahip olmasim saglar. Ornegin, 7-hidroksikumarin;
umbelliferone, skimmetin ve hydrangin olarak da bilinmektedir (Camur, 2005).

Kumarin ve tiirevleri dogada yaygin olarak bulunur. kumarin tiirevleri kimya,
biyoloji, tip ve fizik gida, parfiim, kozmetik ve ilag, bocek ilaglarimin ve optik
parlaticilarin hazirlanmasi, fluoresans emisyonu, lazer kaplamalar ve optoelektronik
malzemeler alaninda kullanilmaktadir (Angelescu ve ark., 2006). kumarin ve diger

ligandlar c¢ok cesitli fizyolojik ve biyolojik fonksiyonlara sahip olduklarindan, tibbi
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inorganik kimyada onemli yere sahiptiler. Ayrica bu ligandlarin metal kompleksleri

daha aktif bir biyolojik role sahiptirler.

Sekil 1.10. Tonka fasulyesi ( Dipteryx odorata ), kumarin igeren

1.2.1. Kumarin Tiirevleri
1.2.1.1. Hidroksi Iceren Kumarinler

Umbeliferon 7-hidroksikumarin dogal bir kumarin tiirevidir. Pechmann
indirgeme yontemi kullanilarak sentezlenir, sicak suda orta derecede ¢oziiniirliige ve

oksidasyon direncine sahiptir (Terry ve Schoeppel, 1976).

X

HO O O

Sekil 1.11. Umbeliferon
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1.2.1.2. Furanokumarinler

Organik bilesik bitkiler tarafindan ftretilir. Furan izomerleri farkli sekillerde
birlestirilebilir, ancak en yaygin kullanilan iki izomer c¢ekirdek yapisini olusturan
bilesikler psoralen ve angelicindir. Bu iki ¢ekirdek yapinin tiirevleri sirasila dogrusal ve

koseli furanokumarinler olarak adlandirilir(Arslanbag, 2008).

Psoralen: R1=H, R2=H; Anjelisin
Xanthotoxin:R1= H, R2= OCH3;
Bergapten: R1=OCH3, R2=H;
Isopimpinellli: R1= OCH3, R2= OCH3.

Sekil 1.12. Psoralen ve Angelicin kimyasal yapisi

1.2.1.3. Kumestanlar

Organik kimyasal bilesiklerin bir smifidir. Fitodstrojenin bir ¢esidi olan
kumestan, viicuda dstrojen hormonu etkisi saglamaktadir. Yaygin olarak yiiksek gida
kaynaklar1 boliinmiis bezelye, barbunya fasulye, lima fasulyesi ve 6zellikle yonca ve

yonca filizinde bulunur (Berlin ve ark., 1972).

O
O
Kumestan Kumestrol

Sekil 1.13. Kumestanlar



12

1.2.1.4. Karisik Yapih Kumarin Bilesikleri

Novobiocin bir aminokumarindir, benzoik asit tiirevi ve seker novobiyozne
ayrilabilir (Maxwell, 1993). Farmakolojide albamycin veya cathomycin, antibiyotik
olarak kullanilir .

0 0 0
‘ O
\0 = OH l l N

o
Sekil 1.14. Novobiocin bilesiginin yapisi
Tablo 1.1. Kumarin siniflandirmasi ve yapisal 6zellikleri
Kumarin Alt Tipleri Yapisal ozellikler Ornekler

Hidroksillenmis, alkillenmis

RS veya alkillenmis benzen halkas1

Kumarin 4-hidroksikoumarin

Benzen halkasina bagli furan

Furano kumarinler
halkasi

psoralen Angelicin

Benzen halkasina bagl piran

halkasi Seselin Ksantin

Pyrano kumarinleri

o Subettusson pirone halka )
Piro-lkameli Kumarinler ) Warfarin
tizerinde
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1.2.2. Kumarinin Sentez Yontemleri
1.2.2.1 Knoevenagel Kondenzasyonu ile Kumarin Sentezi

2-Hidroksibenzaldehit ve tiirevlerinin etilasetoasetat gibi, reaktif metilen grubu
bulunduran bilesiklerle piridin veya piperidin gibi organik bazlarin varliginda alkol
¢ozeltisinde 1sitilmasi ile kumarin bilesikleri sentezlenmektedir (EIl-Kemary ve Rettig,
2003).

R;
Piperidin N
—_—_—

COZEt 1{1 O O
R,
R,=H R,=H,OMe R;=CO,ET, COMe, CN

Veya

R
Plperldm X

COzEt
R =CO,ET, COMe, CN

Sekil 1.15. Knoevenagel Kondenzasyonu ile Kumarin Sentezi yontemi

1.2.2.2. Perkin Kumarin Sentezi Yontemi

Fenilasetikasit, farkli siibstitiie fenilasetikasit, fenoksiasetikasit, salisilaldehit ile
ayrt ayrt NaOAc, AcyO kanisimiyla 160-170 °C arahiginda 4-6 saat 1sitilarak

karistirtlirsa, 3-arilkumarin tiirevleri sentezlenir (Sethna ve Shah, 1945).
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CH,COOH

ACzo
NaOAC
160-170 C°

Sekil 1.16. Perkin Kumarin Sentezi YOntemi
1.2.2.3. Fenol ile Kumarin Sentezi
1883 yilinda Von Pechmann tarafindan kumarin i¢inde bulunan konsantre form

stilfiirik asit varliginda fenol, maleik asit veya fumarik asit ile reaksiyona girerek olusur

(Spiith, 1937).

CH;
CH;
| H,SO4
OH OH CﬁI e
COOC,Hj;

Sekil 1.17. Fenol ile Kumarin Sentez Y6ntemi
1.2.2.4. Pechmann-Duisberg Reaksiyonu ile Kumarin Sentezi

Cok miktarda kumarin tiirevlerinin sentezlenmesinde genis uygulama alami
bulmustur (Behrman ve Edwards, 1967). Piron halkasindaki kumarin tiirevleri, fenoliin
beta-ketoesterlerle yogunlastirilmasiyla elde edilebilir.

CH,
+ C,HsOH + H,0

OH/ CH 0

Sekil 1.18. Pechmann-Duisberg Reaksiyonu ile Kumarin Sentezi
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1.2.4. Kumarinlerin Biyolojik ve Fizyolojik Aktiviteleri

Hem dogal olarak olusan hem de sentetik kumarin tiirevleri antikoagiilanlar,
antispazmodikler ve bakteriyostatik ajanlar olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
bilesikler ayrica antibiyotikler, fungisitler, antienflamatuar ajanlar, antikoagiilanlar ve
antitimor ajanlar olarak kullanilan organik bilesiklerin biiytik bir boliimiinii temsil eder.
(Alghool, 2010).

Kumarinler hos kokulu oldugu i¢in parfiim endiistrisinde bir koku olarak
kullanilir. Hos kokular nedeniyle hos olmayan kokular1 bastirmak i¢in disaridan da
kullanilabilir. (Erdogan, 2014). Hos kokusu nedeniyle bir siiredir gida endiistrisinde
kullanilmasima ragmen, hayvan calismalarindaki toksisitesi nedeniyle bu alanda
kullanimdan kaldirilmustir.

Kumarin tiirevleri sahip olduklar1 aneljezik (agr1 kesici ilag), anti-bakteriyel,
antifungal (mantar Onleyici ilag), anti-helminitik (solucan disiiriicii ilag), anti-HIV,
antiinflamator (iltihap ilaci), anti-kanserojen, anti-koagulan (kan sulandirict ilag),
ditiretik, anti-oksidan, ates dusiiriicii, lipit diisiiriicii, Ostrojenik, damar genisletici gibi
biyolojik aktivite 6zelliklerinden dolayr farmakoloji alaninda siklikla kullanilmistir.
2016 yilinda yapilan bir ¢calismada; 7-aminokumarin tiirevleri sentezlenmis Alzheimer
hastaliginin tedavisinde monoamin oxidaz-B ve 8 kolinesteraz inhibitor aktivitesi
gosterdigi bulunmustur (Joubert ve ark., 2017).

4-hidroksikumarin tiirevi olan ve Streptomyces tiirlerinden elde edilen
Novobiosin ve Kumermisin antibiyotik etkili bilesiklerdir. Ayrica 4-hidroksikumarin
tirevlerinin antikoagiilan ve HIV proteaz inhibitorleri olarak biyolojik aktiviteler
gostermektedir (Jung ve ark., 2004). 7-Hidroksikumarin ise antibiyotik ve antifungal
aktiviteleriyle bilinmektedir (Kostova ve ark., 2001). 3-Fenilkumarinler &strojenik
aktiviteye sahiptir. Ayrica monomer ve 6zellikle dimer kumarinlerde antikoagiilan etki
de tespit edilmistir. Son yillarda yapilan caligmalar sonucu bitkilerden Mammein,

Geipavarin, Mikromelin gibi antikanserojen etkili kumarin tiirevleri de izole edilmistir.
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Tablo 1.2. Kumarin ve Tiirevlerinin Biyolojik Aktiviteleri

Tiirevin ad1 Gosterdikleri Biyolojik aktivite
Hemiarin Antienflamature etkili
Dafnetin Romatizmada etkili
Umbelliferon Antibakteriyel etkili
Skopoletin Spazmalitik etkili
Eskuletin Pvitsmini aktivitesi
Fraksetin Ditiretik etkili
Furanokumarinler Vitiligoda C deridek pigment yetersizligi
Bergapten Derinin bronzlagmasinda etkili ve sedef
hastaliginda
Visnadin Antispazmatik etkili
3-Fenilkumarin Ostrojenik etkili
Mammein.Gerpavein ve mikromelin Antikanserojenik etkili
4-OH veya siibstitiie monomer ve dimer Antikoagiilant etkili
kumarinler

Kumarinler 6nemli biyolojik fonksiyonlara sahip bilesikler olup ilag etken
maddesi olarak kullanilmaktadir. Viicuttaki hizla emilildikleri ve metabolize nedeniyle
onemli farmakokinetik aktivite gosterirler (Pelkonen ve ark., 1997). Kumarin fizyoloji,

bakteriyostatik ve anti-tiimor aktivitesinde 6nemli bir role sahiptir.

Tablo 1.3. Kumarinler ve terapdtik rolii

Kumarin Terapotik Rol
Warfarin 4-hidroksikoumarin Koétii huylu melanom
Pyranokumarinleri Bobrek hiicreli karsinom
Pyranokumarinleri Prostat kanseri
Kumarin 7-hidroksikoumarin Losemi
benzopironlar Meme kanseri
psoralenler Servikal Karsinom
psoralenler Mikozis fungoides, Sedef hastaligi,
vitiligo
Warfarin Antikoagiilan
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1.3. Kanser

Bir organizmadaki hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi, ¢ogalmasi ve birikmesidir.
Tek bir organi etkileyebilir veya diger organlara da yayilabilir ve etkisini gosterebilir.
Kanser kelimesi Latince yenge¢ anlamma gelen “canker’” veya ‘’carcinos’’
kelimelerinden tiiremistir. Tiimor terimi ilk defa MO 3.yiizyilda tiiméoriin etrafindaki
sismis damarlar1 bir yengecin bacaklarina benzettigi i¢in Hippokrat tarafindan
kullanilmistir. Yunan doktor Galen ise sisme anlamina gelen “oncos” terimini
kullanmistir. (Baykara, 2016).

Kanser temel olarak gene bagli bir hastaliktir, ¢iinkii hiicre bolinmesi ve
kontrolii genlerin kontrolii altindadir. Kanserde en biiyiik rolii oynayan 3 grup gen
vardir. Bunlar onkogenler, tiimor baskilayici genler ve DNA onarim genleridir
(Blackadar, 2016). Kontrollii ¢ogalan hiicrelerde bu mekanizma onkogenler yani timor
olugsmasina neden olan genler ve tiimoér olusumuna neden olan genler ve timor
baskilayic1 genler arasindaki dengeye baglidir. Denge dengesiz oldugunda ve
onkogenlere neden oldugunda, kanserin olusmasina neden olabilir. (Testa ve ark.,
2003).

Kanser, erkeklerde ve kadinlarda en yaygin 6liim nedenidir, tip akciger kanseridir. Bunu
erkeklerin prostat kanseri, ilk olarak kadinlarin meme kanseri takip edimetedir (Siegel

ve ark., 2015).

W Akciger
M Prostat
m Kolorektal

W Mesane

H Mide
B NHL

Bobrek

Larinks

Tiroid

Beyin Sinir Sistemi
m Diger

2.027
(%2)
2144
(%2)
2.417 AQS
- (%3)
(%3) 5.575

2.807
(%3) (%6)

Sekil 1.19. Erkeklerde en sik goriilen kanserlerin toplam sayis1 ve yiizde dagilimi
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o Meme
m Tiroid

20.088
(%30)

1.548
(%2) 3
1 587
.,y
1.936
(%3) 2.361
3.794

(%4) 2-516 3 368
(%4) (%5) (%6)

M Kolorektal

B Uterus Korpusu

W Akciger
m Mide
Qver
NHL
Beyin Sinir Sistemi

Serviks

Diger

Sekil 1.20. Kadinlarda en sik goriilen kanserlerin toplami ve yiizde dagilimu

1.3.1. Kanser Olusumu ve Gelisimi

Kontrolsiiz ¢ogalma kansere neden olmak i¢in yeterli degildir. Hiicre ayrica
istila (diger saglikli dokularin istilasi) ve metastaz (dolasim ve diger saglikli dokulara
yayilma) gibi diger malign 6zelliklere sahip olmalidir (Ringer ve Schnipper, 2001).

Bu mutajenik etkilerin ¢ogu, hiicre mutasyonlara duyarli oldugunda hiicre
dongiisi sirasinda ortaya ¢ikar. Hiicre dongiisii dort ana agamada, yani DNA sentezinin
gerceklestigi S fazinda, mitozun izlendigi M fazinda ve bu iki temel islem arasindaki,
G1 ve G2 fazlan arasindaki boslugun ara fazlarinda gerceklesir. Insan viicudundaki
hiicrelerin bliylik ¢ogunlugu hareketsizdir ve GO olarak adlandirilir. Stimiilasyon
meydana geldiginde, bu hiicreler genellikle boliinmez, ancak hiicre dongiisiine girer. Bu
tiir hiicrelerin drnekleri, kemik iligindeki kok hiicreler ve cogu karaciger hiicresidir. Ileri

kati tiimor kiitlesindeki hiicrelerin ¢ogu da bu gruptan gelir. (Prensipler, 2000).
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KANSER GELISIMI

Genetik Q A
Degisim ' CROD
O—©-Co-g3-Oge-Ti it
\2{ ) '09&
Normal  Kanserli

Hiicre Hiicre Kontrolstiz Biyume K&t Huylu
(Malign)
Tlimor

Sekil 1.21. Kanser gelisimi

Hiicre dongiisii kontrol noktalarindaki degisiklikler kanser gelisimine yol
acabilir. Timor supresyonu, DNA onarimi ve apoptoz, kanser gelisiminin temel
asamalaridir. Hiicre dongiisiinde siklin ve sikline bagli kinazlar ve bunlarin tiimor
baskilayict genler tizerindeki etkileri hiicre biiylimesine ve ¢ogalmasina ve bazen de

hiicre 6liimiine yol agabilir. (DeVita ve ark., 2008).

1.3.2. Kansere Sebep Olan Bazi Cevresel Etkenler
Obezite

UV Isinlar

Viral Etkenler

Hepatit B ve C viriisler

Adenovirtiisler

Herpesviriisler

Retrovirtsler

© N o g k&~ w0 D P

Papilloma viriisler
1.3.3. Tiimoér hiicrelerinin ¢cogalmasi
Tiimdr biiylime hizi, tiimor hiicresi sayisinin iki katina ¢gikma siiresi olarak ifade

edilir. Ozellikle kat1 tiimérlerin hiicreleri baslangigta geometrik ilerlemede biiyiir ve

cogaldiginda, biliyiime hiz1 zaman gegtikge yavaslar, bazi durumlarda 6lmekte olan ve
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cogalan hiicreleri esitlemek icin bir platform c¢izer. Bu biiylime yontemine Gombertz
egrisi denir. (Dy ve Adjei, 2006).

Hiicre c¢ogalmasi i¢in gerekli sinyal iletim sistemi temel olarak biiylime
faktorleri dedigimiz bir dizi peptitten olusur. Ana olanlar PDGF (trombosit tlirevli
biiyltime faktorii) EGF (epidermal biiyiime faktorii) CSF (koloni uyarici faktoér) TGFa, {3
(doniistiiriicti bliylime faktorii o ve ) IL-2 (interlokin 2) IGF-1 ve 2 (insiilin benzeri)
Biiylime faktorii). Hem proto-onkogen hem de nonprotoonkogen kaynakli biiyiime
faktorleri, hedef hiicrelerdeki spesifik biliylime faktorii reseptorlere (GFR) baglanirlar.
Boylece, bu reseptorler iizerindeki tirozin kinaz enzimler aktiflesir. GFR ve bazi
hormon reseptorleri, bazilar1 zarda ve bazilar1 zarin diginda / i¢inde olan proto-onkogen
proteinleridir. Proteinin hiicre yiizeydesi spesifik hiicre digi biiytime faktorleri igin
spesifik baglanma bolgelerine sahiptir .GFR'ler spesifik biiyiime faktorleri tarafindan
aktive edildiginde, bu reseptorlerin sitoplazmik bolgeleri aktif tirozin kinaz haline gelir

(Kumar ve ark., 1992).

KARSINOGENEZ
Radyasyon

ajanlar  viruslar UV, mineral lifler kimyasal ajanlar

N\

>

P &

g«. \ l Farklilasma defektleri \
X Onkogen aktivasyonu (& (

‘om0 -

E
@ ormal hicre Baglangig hicr
g Buyume kontrolu dE'IE.’r(IIEFI ’
' Tiimor baskilayici gen maktlvasyonu
P i.4
Radyasyon kimyasal ajanlar viruslar
UV, mineral lifler

METASTAZ

Anjiogenez
Cogalma

Malign tamir

Aynima

invazyon
Motilite

°
Ekstravazasyon *}

Adezyon Dolasimda

sagkalim

Agregasyon
Embolizasyon

MMP: matriksmetaloproteinaz, L: lenfosit, NK: natural killer hiicre, M: mekanik faktorler, T: trombosit A: adezyon molekiilleri

Sekil 1.22. Karsinojenezin olusumu
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Son yirmi yilda, organometalik kimya ve biyokimya alanlarinin birlesmesi ile
biyoorganometalik kimya anabilimdali  olusmustur. Birkag yil  boyunca,
biyoorganometalik kimya alaninda, ferrosen tiirevleri, biyolojik aktiviteye sahip
molekiillerin yeni bir kaynagi olarak dikkatleri ¢ekmektedir. Ferrosenin stabil, toksik
olmayan bir bilesik olmasi ve iyi redoks oOzelliklerine sahip olmasi umut verici
uygulama alanlarinin gelistirilmesine sebep olmustur (Abd-Elzaher ve ark., 2014).

Ferrosenyum bilesikleri, tiimorlii hiicre bliylimesinin inhibisyonunda énemli bir
rol oynamaktadir. Ferrosen ikameli tamoksifen analoglari (ferrosen) meme kanseri
hiicreleriyle miicadelede ozellikle etkilidir ve antimalaryal ajanlar olarak bilinen
ferrosen-klorooksipirimidin tiirevleri bu alanda &nemlidir. Ferrosen tiirevleri, sadece
cok cesitli biyolojik aktivitelere degil, ayn1 zamanda cesitli endiistriyel ve malzeme
bilimi uygulamalarina sahip 6nemli bir organometalik bilesik sinifi olusturur (Larik ve
ark., 2017).

Bu tip kompleksler; homojen katalizor, molekiiler sensor, molekiiler magnetik,
stvi kristal polimeri ve optik olmayan maddeler olarak yeni materyel maddeler
hazirlanmasinda kullanilmaktadir.

Ferrosen tiirevlerinin bu alanlarda kullanimasi nedeniyle, bu tez projesinde yeni
anti kanser 6zelligi gosteren ajanlarin sentezlenmesi hedeflenmistir. Bu nedenden dolay1
kumarin iceren ferrosen tiirevleri sentezlenecektir. Kumarinler, benzopyrone ailesinin
bir iiyesi olarak smiflandirilir. Kumarinler renksiz ve kristalli fitokimyasal maddelerdir.
Kumarinler farmakolojik &zelliklerinden dolayr biiyiik ilgi ¢ekmektedir. Ozellikle,
fizyolojik, bakteriyostatik ve anti-tiimor aktiviteleri, bu bilesiklerin fonksiyonel grup
olarak kullanilmasmi ve yeni terapotik ajanlar olarak taranmasini cazip kilmaktadir
(Jain ve Joshi, 2012).

Sitma hastalig1 diinya ¢apinda 6nde gelen en 6liimciil hastaliklardan biri olmaya
devam etmekte ve yilda yaklasik 1 milyon 6liime neden olmaktadir. Kumarin tiirevleri,
tibbi kimyada ¢ok 6nemli bir rol oynar ve ayni1 zamanda sitma tedavisi i¢in umut verici
ilag olarak kullanilmistir (Hu ve ark., 2018).

Ferrosenkarboksialdehit (FCCHO) ve farkli amin tiirevlerinden kondenzasyon
reaksiyonu ile elde edilen c¢ok sayida ferrosen grubu igeren Schiff bazi sentezi

yapilmustir (Sekil 2.1). Sentezlenen bu bilesiklerin optik 6zellikleri incelenmistir
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CHO IQI=N—R

, POCl, :, R-NH, :
Ee Fe > F.e
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Sekil 2.1. Farkli aminlerle sentezlenen ferrosen igeren Schiff bazlari

Ferrocene ve tiirevleri bir¢ok alanda performansi degistirmek ve iyilestirmek
i¢in kullanilmaktadir. Ozellikle, diisiik toksisiteleri tibbi ve pestisit alanlarinda da ¢ok
dikkat ¢ekmektedir. Daha yiiksek biyolojik aktiviteye sahip fungisitleri elde etmek i¢in
ferrosenil gruplari fenil gruplar1 yerine dimetomorfolin iskeletine sokuldu ve bir dizi 3-
ferrosenil-N-akriloilmorfolin bilesigi sentezlenmistir. Mantar 6ldiiriicii  biyo-tahlil
sonuclari, bilesiklerin ¢ogunun 14 g¢esit tarimsal patojenik mantarlara karsi orta
derecede  mantar Oldiriici  aktiviteler  gosterdigini  ve  bazi  bilesiklerin
dimetomorfolin’den daha yiliksek mantar Oldiiriici aktiviteler sergiledigini gosterdi.
(Chen ve ark., 2018).

Kanser diinya ¢apinda 6nde gelen 6liim nedenidir ve yeni kemoterapoétik ajanlar
gelistirmek bilimsel g¢alismalarda 6n plandadir. Kumarinler dogal polifenoliktir ve
farmakolojik aktiviteleri olan bilesik grubudur. Bu caligmada dogal ve sentetik
kumarinleri arastirllmistir ve ii¢ insan kanser hiicre dizisine karsi onemli antikanser
kapasitesine sahip oldugu ortaya koyulmustur. Bu c¢alismada kumarin tiirevi
(cogunlukla 4-metil iceren) sentezlenmistir ve K562 (kronik miyelojendz losemi),
LS180 (kolon adenokarsinomu) ve MCF-7 (meme adenokarsinomu) kanser deneyleri
yapilmistir. Taranan bilesikler arasinda 7-hidroksi-4-metilkumarinler (7-HMC'ler), 7-
asetoksi-4-metilkumarinler (7-AMC'ler) ve farkli dihidroksi-4-metilkumarin (DHMC)
ve diasetoksi-4-metilkumarin (DAMC) tiirevleride vardir. Bu ¢alisma sonucunda, 4-
metilkumarinlerin antikanser ajanlar olarak arastirilmasi gerektigi vurgulanmistir (Miri

ve ark., 2016).
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Kumarinler, benzopyrone ailesinin bir iiyesi olarak siniflandirilir. hepsi bir
pyrone halkaya bagli olan bir benzen halkasidir. Benzopronlar, kumarinlerin ait oldugu
benzoalfa-pironlara ve ana flavonoidlerin {iyesi oldugu benzo-gama-pironlara
boliinebilir. Umbelliferone, esculetin ve scopoletin, dogadaki en yaygin kumarinlerdir.
Bu bilesiklerin sentezi sirasinda, sirastyla p-kumarin, kafeik ve ferulik asit {izerinde
orto-hidroksilasyon gerceklestirilmelidir. Kumarinler farmakolojik o6zelliklerinden
dolay1 biiyiik ilgi cekmektedir. Ozellikle, fizyolojik, bakteriyostatik ve anti-timor
aktiviteleri, bu bilesiklerin omurga kokenli olmasini ve yeni terapdtik ajanlar olarak
taranmasini cazip kilmaktadir (Jain ve Joshi, 2012).

Ftalosiyanin ~ halkasinin ~ B-pozisyonlarindan  3-ferrosenil-7-oksikumarin
baglanarak ligand sentezlenmis ve bu ligandin ¢inko (II) ve kobalt (1) kompleksleri
izole edilmistir (Camur ve ark., 2011).

Yedi yeni ferrosen-kumarin konjugati, FcL;~FcL; sentezlenmis ve yapilart ‘H
NMR, FT-IR, elementel analiz ile aydinlatilmistir.. FcL3 bilesiginin X-1s1n1 kirmnimu ile
belirlenen kristal yapisi, kumarin ve siklopentadienil halkas1 arasindaki dihedral ag¢inin
80.67° oldugunu gostermistir. , FcLij~FcL; bilesiklerinin elektrokimyasal ¢aligmalar
detayli bir sekilde yapilmistir. Ayrica bu bilesiklerin kanser arastirma deneyleri
yapilmistir (Wei ve ark., 2019).

Cc9

C12

Sekil 2.2. Bilesik FcL3'lin ve tiim hidrojen atomlarimin X-1gin1 kristal yapisi,
netlik i¢in ¢ikarildi.

Yedi yeni ferrosen-kumarin konjugati, FcLy~FcL; sentezlenmis ve yapilar1 *H
NMR, FT-IR, elementel analiz ile aydilatilmigtir. FcL3 bilesiginin X-1s11 kirinimi ile
belirlenen kristal yapisi, kumarin ve siklopentadienil halkasi arasindaki dihedral ag¢inin

80.67° oldugunu gostermistir. FcLi~FcL; bilesiklerinin elektrokimyasal calismalar
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detayli bir sekilde yapilmistir. Ayrica bu bilesiklerin kanser aragtirma deneyleri
yapilmistir (King ve ark., 2019).

1,2,3-triazol halkalar1 ile kopriilenmis kumarin ve ferrosen tiirevlerinin sentezi
yapilmistir..Sentezlenen bilesiklerin yapisal ve spektroskopik karakterizasyonu,1H
NMR, UV-Vis ve florimetrik spektroskopi ile gergeklestirildi (Maji¢, 2017).

Bu calismada, antikanser ozelliklerini arastirmak igin kumarin-benzimidazol
melezlerini sentezlemeyi amagladik. Bu amagla alti 6-ikameli-4-klorometilen kumarin
tirevi sentezlendi. On alti1 kumarin ikameli benzimidazolium kloriir, 4-klorometilen
kumarin ve N- benzilbenzimidazol tiirevlerinin reaksiyonuyla sentezlendi . Sentezlenen
bilesiklerin tiimii *H ve *C NMR, IR spektroskopik teknikler ve elementel analizlerle
karakterize edildi (Baykan, 2019).

Sekil 2.3. Alt1 4-klorometilenkumarin tiirevi ve on alt1 kumarin ikameli

benzimidazolium kloriir sentezi

Prasath ve ark. Tarafindan yeni ferrosen tlirevleri sentezlenilmistir. Bu
bilesiklerin elektrokimyasal ve biyolojik calismalar1 yapilmistir. Ayrica Ccu* lyonu i¢in
sensor 0zelligi gosteren ferrosen bilesigi sentezlenmistir. Doniisiimlii voltametri ve kare
dalga voltametrisi teknigi kullanilarak elektrokimyasal caligmalar yapilmistir (Sekil
2.4).
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KOIL,
F10H

1 2a, Ry=H, Ry=l1, Ry=i1
2b, Ry=CH,, Ry=H. Ry=H
2¢, Ry=H. Ry=CHj, Ry=H
2d, R,=H, Ry=H, Ry=CH,
2e, Ry =OCH;, Ry=H, Ry=I
2f, Ry=H, Ry=OCH;,, Ry=H

3a-f

0 Q R,
R
Q H N KOH
+ = EtOH
Fe N
— .
4 5a, Ry=H, R,=Br, Ry=Br Ga-f

5b, Ry=CHy, Ry=H, Ry=H

Sc, Ry=Cells, Ry=Hl, Ry=11

5d, R;=CgHe. Ry=Cl, Ry=H

5¢, Ry=CgHs, Ry=NO,, Ry=H
51, Ry=2-CIC,I1,, Ry=Cl, Ry=I1

Sekil 2.4. Ferrosen tiirevi bilesik sentezi

Grubumuz tarafindan ferrosen grubu ihtiva eden vic-dioksim bilesikleri ve
kompleksleri sentezlenmistir (Sekil 5). Bu c¢alismanin ilk asamasinda; Oncelikle
literatiirden ~ faydalanilarak  B-Ferroseniletilamin  bilesigi  sentezlenmistir.  f-
Ferroseniletilamin  bilesiginin ~ vic-dioksim  tiirevi;  4-klorofenilglioksim ile
reaksiyonundan yeni vic-dioksim ligandi; (1) (Sekil 2.5) elde edilmistir. Sentetik
bilesiklerin yapisini aydinlatmak igin ¢esitli. teknikler kullanilir. Sentezlenen ligandin
metal kloriirleri ile reaksiyonundan Ni(II), Cu(Il), Co(Il), Cd(Il), Zn(I) kompleksleri
sentezlenmistir. Sentezlenen ve yapist aydinlatilan bu bilesiklerin elektrokimyasal
davraniglart  doniisimii  voltametri teknigi ile incelenmistir. Bu bilesiklerin
elektrokimyasal 6zeligini incelemek i¢in ilk olarak bu bilesiklerin 1.10° M’k coOzeltisi
0,1 M TBATFB destek elektroliti igeren dimetilsiilfoksit ortaminda hazirlanmistir.
Calisma elektrodu olarak camsi karbon, referans elektrod olarak Ag/AgCl, karsit
elektrod olarak ta Pt tel kullanilmistir. Potansiyel araligi olarak 1 ile -2.5 V arasinda
calisilmistir (Deveci ve Taner, 2013).
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Sekil 2.5. Ferrosen grubu ihtiva eden vic-dioksim bilesikleri ve komplekslerinin sentezi



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Enstriimental Teknikler

Tablo 3.1°de bu tez calismasinda kullanilan ¢ihazlar goriilmektedir.

Tablo 3.1. Cihazlar ve kullamim alam
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Cihazlar

Kullanim Alani

Biichi erime noktasi tayini

Erime noktasi tayininde

Varian 400 MHz NMR

'H-NMR ve “*C-NMR spektrumlarimin

kaydedilmesinde

ATR problu Perkin EImer 1605 FT-IR

spektrometre

FT-IR spektrumlarinin kaydedilmesinde

Shimadzul160 UV-visible

UV-visible 6l¢iimlerinde

Millipore Milli-Q Plus

Su saflastirmasinda

Laminer akis kabini santrifiijii (Antech)

Hiicre kiiltiirii galigmalarinda

Spektrofotometre (Thermo multiscan-90)

Hiicre canlilik testi i¢in

Karbondioksit inkiibatdrii (yapiskan)

Hiicre ve doku kiiltlirinlin 6nemli faaliyetlerini

stirdiirmesini saglamakta

Otoklav (gekirdek)

Malzemelerin sterilizasyonda

Ters mikroskop (VWR)

Canlt1 hiicre gozleminde




28

3.2. Kimyasal Sentezler ve Karakterizasyon

Bu tez ¢alismasinda ferrosen aldehitten ¢ikarak yapisinda kumarin bulunan iki adet

m
O (@)

ferrosen tiirevi bilesik sentezlenmistir (Sekil 3.1).

—_— Fe
\

(0]
> I R LS-cn=x
CH X Etanol ]
Fe " kil 16 saat
! cekilme ,16 saa 1
—_— NHy, 00 —

RZ-CH3 FCL]; R:—CH3
R:-CF, FcL2; R:-CF5

Sekil 3.1. Ferrosen-kumarin tiirevlerinin sentez semasi

3.2.1. Ferrosenkarboksialdehidin Sentezi

10 mL kuru DMF’ de, POCl; (6.44 g, 42.0 mmol) ¢ozeltisi, kloroform daki (60
mL) ferrosen (5.3 g, 28.0 mmol) karisimina ilave edildi. Karisim, oda sicakliginda 24
saat karistirildi ve ince tabaka kromatografisiyle izlendi, daha sonra 100 mL buzlu suda
dokiildii ve siiztildii. Siiziintii, NaOH (% 10, a / h) kullanilarak pH 8-9'a kadar nétralize
edildikten sonra eter fazina alindi. Organik faz toplandi, Na,SOy ile kurutuldu. Coziicii
iizaklastirihidi, ham iiriin n-heksan ile yeniden kristallendirildi. '"H NMR (500MHz,
CDCl3) 8 (ppm) 9.96 (s,1H, HC=0), 4.80 (d,2H, FcH), 4.61 (d,2H, FcH), 4.28 (s,5H,
FcH). IR v (cm™) 1660 (C=0).

3.2.2. (7-amino-4-metil)kumarin-ferrosenkarboksialdehit Sentez Yontemi (FcL ;)

0.6 g (10 mmol), ferrosenkarboksialdehit 25 mL etanol ilave edilerek ¢oziildii.
Cozeltiye 1.75 g (10 mmol) 7-amino-4-metillkumarinin etanoldeki ¢ozeltisi damlatma
hunisi ile ilave edildi. Karisim geri sogutucu altinda 24 saat boyunca yiiksek sicaklikda
karistirildi. Elde edilen kahverengi-kirmizi kristal siiziilerek ayrildi ve vakumlu etiivde
kurutuldu. Verim: 68%; m.p. 84-85 °C. IR v (cm™): 3028-3087 (Ar-H), 1738 (C=0
lactone), 1678 (-CH=N) ,1452-1604 (C=C), 1216 (C-O-C) . 'H NMR (500 MHz,
CDCl3) 64 9.95 (s,1H, CH=N), 7.46-7.19 (m,2H, Ar-H), 6.59 (s,1H, Ar-H), 6.05 (s,1H,
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Ar-H), 4.80 (s,2H, FcH), 4.61 (s,2H, FcH), 4.37 (s, 5H, FcH), 2.35 (s, 3H,CH3). **C
NMR (500 MHz, CDCls) 5¢ 162.95, 155.35, 153.34, 150.97, 148.26, 125, 36, 112.24,
111.73, 111.05, 101.33, 73.39, 69.68, 18.54. MS (ESI) hesaplanan: CyHi;FeNO, [M*]
m/z: 371.06 bulunan: 371.07.

0]
CH =
S 3 SS-ci=v
F'Ie * 24 saat A
== iy 070 —

Sekil 3.2. (7-amino-4-metil)kumarin-ferrosenkarboksildehit sentez yontemi

3.2.3. (7-amino-4-(triflorometil)kumarin)-ferrosenkarboksaldehit Sentez Yontemi
(FCLz)

0.6 g (10 mmol), ferrosenkarboksialdehit 25 mL etanol ilave edilerek ¢oziildii.
Cozeltiye, 2.29 g (10 mmol) 7-amino-4-(triflorometil)-kumarin etanoldeki ¢ozeltisi
damlatma hunisi ile ilave edildi. Karisim geri sogutucu altinda 24 saat boyunca 150 C°
karistirildi. Elde edilen kahverengi-kirmizi kristal siiziilerek ayrildi ve vakumlu etiivde
kurutuldu. Verim: 51%; m.p. 87°C. IR v (cm™): 3016-3090 (Ar-H), 1739 (C=0
lactone), 1679 (-CH=N), 1452-1598 (C=C), 1219 (C-O-C) . *H NMR (500 MHz,
CDCls) 8 9.91 (s 1H, CH=N), 7.62-6.44 (m, 4H, Ar-H), 4.81 (s,2H, FcH), 4.60 (s,2H,
FcH), 4.31 (s,5H, FcH). *C NMR (500 MHz, CDCls) 8¢ 160.43, 156.37, 151.30,
127.62, 126.62, 112.73, 110.03, 107.65, 105.63, 101, 33, 73.14, 69.68, 69.41. MS (ESI)
hesaplanan CyHi4FsFeNO, [M+1]" m/z: 426.03 bulunan: 426.06.

CH=N
@CH N Etanol
Fe + ————>= [
! 24 Saat I
om0 —Y

Sekil 3.3. (7-amino-4- (triflorometil)kumarin)-ferrosenkarboksaldehit sentez yonetemi
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3.3. Sitotoksisite ve Biyogoriintiileme Caliymalar:

3.3.1. Hiicre Hatlarimin Temini

Insan kolon kanseri hiicre hatt1 (DLD-1) ve saglikli insan kolon epitial hiicre hatti
olan (CCD-18Co) ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, MD)
firmasindan satin alindi. Kumarin tiirevi ferrosen bilesiklerinin insan kanser hiicreleri

tizerindeki sitotoksik etkileri bu hiicre dizileri lizerinde ¢alisildi.

3.3.2. Hiicrelerin Biiyiime Ortamlarimin Hazirlanmasi

Kolon kanseri hiicre dizileri, %10 1s1 ile inaktive edilmis fetal sigir serumu
(FBS) ve 2 mM L-glutamin ve %1 penisilin-streptomisin igeren c¢esitli biliyiime
ortamlarinda 37 °C’de ve %5 CO, ortaminda ¢ogaltilmistir. Bu biiylime ortamlari ayrica
ferrosen tiirevlerini seyreltmek i¢in kullanildi. T-75 biliylime kaplarinda ¢ogalan
hiicreler 10 mM PBS ile yikandi ve sonrasinda hiicreler 0.25 (w/v) tripsin-EDTA
¢ozeltisi kullanilarak biiytime Kkaplarindan kaldirildi. Sonrasinda 6 ve 96 kuyucuklu

biiylime plakalarina yerlestirildi.

3.3.3. Hiicre A¢ma

Buzdolabindan -80 °C’de alinan hiicreler, 37 °C su banyosunda sivi haline
getirildi. Sonrasinda hiicreler, hiicre kabinine koyundu. 37 °C ve %5CO, inkiibatoriinde
24 saat boyunca bir T-75 biiyiime kabina yerlestirildi. Daha sonra ilk bilyiime
ortamindan hiicreleri ¢ikarin ve yeni biiyiime ortami ile degisildi. DLD-1 ve CCD-18
Co i¢in, tiim bu islemler ayni sekilde gerceklestirildi.

3.3.4. Hiicre Kapatma

Hiicreler %75-80°’lik bir biiylime oranina ulastiktan sonra, T-75 biiyiime
kabindaki ortam ¢ikarildi ve 10 mM PPS ile yikandi. Yikamadan sonra tripsin-EDTA
¢Ozeltisi bir T-75 sisesine konuldu ve hiicreler ¢ikarilana kadar 37 °C’de ve % 5CO,’de
bir inkiibatérde tutuldu. Biiylime ortami, T-75 biiylime ortaminin tabanindan hiicreler

tizerine yerlestirildi. Pipetlemeden sonra, 15 inglik steril bir falkona aktarin ve 5 dakika
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boyunca 400 x g’de santrifiijleylendi. Santrifiijden sonra, 15 ml’lik bir Falcon hiicre
kiiltiir kabini alin ve dikkatle dibe ¢oken hiicreler lizerinde biliylime ortamini aspire
edildi . Pipetlemeden sonra, 1 mL yeni ortam eklendi ve dikkatlice bir kriyotiip igine

aktarildi. 100 pL DMSO ¢ozeltisi ilave edildi ve -80 °C’de saklandi.

3.3.5. Hiicre Canlihg1 Calismalar

Calisma i¢in kullandigimiz kolon kanseri hiicre ¢izgileri uygun bir biiyiime
ortaminda biiyiitiildiikten sonra, hiicre ¢ogalmasini izlemek i¢in tripsin-EDTA ¢ozeltisi
ile T-75 biiyiime damarindan ekstrakte edildi. Her kuyucuklu 1 x 10* hiicreye 6 ve 96
kuyucuklu biliyiime plakalar1 aktarildi. Hiicreler 0-200 uM araliginda, 24 saatlik bir
inkiibasyon isleminden sonra kumarin tlirevli ferrosen maddelerinin canliligi,
kolorimetrik bir yontem olan “Alamar Blue” (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, USA) ile olgildi. 1Cso degerleri, FcL; ve FclL, logaritma
konsantrasyona kars1 hiicre inhibisyonunun sigmoidal grafiginden hesaplandi. Deneyler
tic kez tekrarlandi ve sonuglar ortalama + SD (n=3) olarak kaydedildi. Sonuglarin
istatistiksel 6nemi Student's t-testi ile degerlendirildi. P<0.05 istatiksel olarak anlamli
kabul edildi.

3.3.6. Biyo-goriintiileme

DLD-1 hiicreleri %80 doluluk oranina ulastiktan sonra hiicreler Tripsin-EDTA
soliisyonu ile kaldirilarak cam tabanli hiicre goriintiileme insertlerine yerlestirildi ve 24
saat 37 °C, % 5 CO, oraminda inkiibe edildi. 24 h sonra hiicreler %4 paraformaldehid
ile 10 dakika inkiibe edilerek cam yiizeye fikse edildi. Fiksasyondan sonra 10 uM FcL;
ve FcL; iceren FBS’ siz biiylime oratm1 ile 30 dk inkiibe edildi. Hiicre icine girmeyen
bilesikler 10 mM PBS ile yikanarak uzaklastirildi. FcL; ve FcLy’nin hiicre ici

goriintiilenmesi Bio-Red-ZOE floresans mikroskobu ile gergeklestirildi.

3.3.7. istatistiksel analizi

Verilerin istatistiksel analizi GraphPad Prism 8.0 yazilimi ile degerlendiginde

ortalama + SD, n = 3 olarak temsil edildi. Elde edilen sonuglar iki yonlii tekrarlanan
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Olciim varyans analizi (ANOVA) ve Student t-testi kullanilarak analiz edilirken

anlamlilik diizeyi p <0.05 dir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Spektral Analiz Yorumlari

Bu tez c¢alismasinda ferrosen-kumarin tiirevi (FcL; ve FcLp)  bilesikler
sentezlenmistir ve bu bilesiklerin yapisi IR, UV-VIS, *H NMR, *C NMR ve kiitle
spektroskopileri teknikleri ile aydinlatilmastir.

Sentezlenen FclL; ve FcL, bilesiklerinin IR spektrumu incelendiginde;
ferrosenaldehit bilesiginde 1660 cm™ de goriilen C=0 fonfsiyonel grubuna ait titresim
bandinin kayboldugu gézlenmistir. FcL; ve FcL; bilesiklerinde sirasiyla 1678 ve 1679
cm ™’ de -CH=N azometin titresim bandlar gbzlenmistir. Bu degerler benzer schiff bazi
ligandlart igin literatiirde verilen degerlerle uyum icindedir (Sundararajan ve ark.,
2014). Siklopentadienil halkasi ile iliskili otomatik C-H ve C = C gerilme titresim
bantlar1 3065 ve 1440 cm™’de gozlenmistir. 3028-3087 cm™’de gozlenen pik aromatik
C-H gerilme titresimine, 2874-2962 cm™ *deki pik alifatik C-H gerilme titresimine ve
1455-1494 cm™ *de aromatik C=C gerilmelerine aittir (Wei ve ark., 2019).
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Ferrosenil tiirevi bilesiklerinin *"H-NMR spektrumlarinin kaydedilmesinde ¢éziicii
olarak CDCl3 kullamilmustir. Bilesiklerin *H-NMR spektrumu incelendiginde (Sekil
4.1.), CH=N protonlarina ait 9.91 ve 9.95 ppm’de (sirasiyla FcL; ve FcL; bilesikleri
icin) singletin gozlenmesi, kumarin amin bilesiklerinin ferrosen aldehit bilesigine
baglandiginin gostergesidir. Ferrosen biriminin '"H NMR spektrumu yiiksek ¢oziiniirliik
saglayan NMR cihazlarinda incelenecek olursa; siibstitiie olmayan siklopentadienil
halkas1 6 4,07 ppm'de (s., 5H), substitiie halka 4,40 ppm'de (t.,2H, j=1,8 Hz) ve 4,68
ppm'de (t.,H, j=1,8 Hz) (Mochida ve ark., 2006), geleneksel NMR cihazlarinda
incelenecek olursa substitiie olmayan siklopentadienil halkasi 6 4,25'de (s., SH), 4,48'de
(s, 2H) ve 4,80 (s, 2H) sinyallerini vermektedir (Kostova ve ark., 2001). Sentezlenen
bilesiklerdeki siklopentadienil halkasina ait proton sinyalleri literatiir ile uyum igindedir

ve bilesiklere ait NMR sonuglar1 Tablo 4.1 de verilmistir.

Tablo 4.1. FcL, ve FcL, *H NMR spektrum 6l¢iimleri

FclL, FcL,
Grup e Grup Kimyasal Kayma
Kayma (ppm)

CH=N 9.95 (s, 1H) CH=N 9.91 (s, 1H)
Ar-H 7.46-7.19 (m, 2H) Ar-H 7.62-6.44 (m, 4H)
Ar-H 6.59 (s, 1H) FcH 4.81 (s, 2H)
Ar-H 6.05 (s, 1H) FcH 4.60 (s, 2H)
FcH 4.80 (s, 2H) FcH 4.31 (s, 5H)
FcH 4.61 (s, 2H)

FcH 4.37 (s, 5 H)
CHs 2.35 (s, 3H)

FcL; ve FcLy’ nin *C NMR spektrumlari incelenndiginde, sirasiyla 162.95 ve
160.43 ppm’de azometin karbonununa ait pik gézlenmistir. Siibsitiye siklopentadienil
halkasimin karbon atomlar1 69.12-66.02 ppm araliginda gdzlenirken siibsitiye olmayan
siklopentadienil halkasinin karbon atomlar1 69.68-73.39 araliginda gézlenmistir (Tablo
4.2).



Tablo 4.2. FcL, ve FcL, *C NMR spektrum 8lgiimleri

FcL; FcL,
. 162.95, 155.35, 153.34, 150.97, 160.43, 156.37, 151.30, 127.62,
C Kimyasal
148.26, 125,36, 112.24, 111.73, 126.62, 112.73, 110.03, 107.65,
Kayma

111.05, 101.33, 73.39, 69.68, 18.54 105.63, 101.33, 73.14, 69.68,

69.41

]

Sekil 4.2. (a) FcL; ve (b) FcL, *H NMR spektrumlari
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Sentezlenen bilesiklerin kiitle spekturumlari ile yapilari dogrulanmistir. FcL;
bilesigine ait teorik olarak hesaplanan molekiil agirligi 371.06 gmol™ diir. Bu bilesige ait
molekiiler iyon piki [M]'= 371.07° de gézlenmistir (Sekil 4.2a). FcL, bilesigine ait teorik
olarak hesaplanan molekiil agirlhig 426.03 gmol'1 dir.. Bu bilesige ait molekiiler iyon piki
[M]"= 426.05 de belirlenmistir (Sekil 4.2b).
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Sekil 4.3. FcL; (a) ve FcL, (b) kiitle spektrumlart

Sentezlenen bilesiklerinin, 1x10™° M asetonitril ve 1x 10° M etanol ¢dzeltisinde

ultraviyole visible spektrumlar1 200-600 nm araliginda kaydedilmistr. Bazi bilesiklere
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ait ultraviyole visible spektrumlar1 Sekil 4.4’de verilmistir. Spektrum incelendiginde bu
bilesikler icin karakteristik olan —C=N (imin) grubunun © —=n* elektronik gegisine ait

absorbsiyon bandinin 331 (FcL;) ve 364 (FcL,) nm’de gozlendigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.4. FcL; (a) ve FcL, (b) UV-Vis spektrumu
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4.2. Sitotoksisite ve Biyogoriintiileme Arastirmalari

Bu ¢alismada sentezlenen ferrosen-kumarin tiirevi bilesiklerin insan kolon kanseri
hiicrelerinde sitotoksisite ¢alismalar1 gerceklestirildi. Alamar Blue deneyi ile sentezlenen
bilesiklerin sitotoksik giicii belirlendi. Calismada, DLD-1 kolon kanseri hiicre ¢izgisi ve
saglikli insan kolon epitel hatti CCD-18Co, 96 oyuklu plakalara, hiicre sayisinin ve ICsg
degerlerinin optimal inkiibasyon siiresini hesaplamak i¢in li¢ kez ekildi. 1x10* hiicre, 96
kuyucuklu plakalara optimum hiicre sayisint belirlemek amaciyla ekildi. 24 saat 37° C’de,
% 5 CO,’de inkiibe edildi. Hiicrelerin doluluk stiresini belirlemek i¢in optimum hiicre sayisi
ekilmis ve hiicre doluluk oranina% 75-80 ulasana kadar beklenmistir.

Ferrosen-kumarin tiirevi bilesiklerin, DLD-1 ve CCD-18Co hiicrelerinin
proliferasyonu tizerindeki etkileri belirledi. Bu hiicreler daha sonra ICsy degerlerini
hesaplamak icin 0-200 pM’nin farkli konsantrasyonlarinda sentezlenen bilesiklerle
etkilesime girdi (Sekil 4.5). Bu bilesikler, doza bagli bir sekilde DLD-1 ve CCD-18Co
hiicrelerinin proliferasyonunu etkiler ve 1Csy degeri, elde edilen Sigmodial diyagrama
gore hesaplanir (Tablo 4.3). Deney sonuglarina gore sentezlenen bilesiklerin, insan
kolon kanseri hiicrelerinde yiiksek bir sitotoksik etki oranina sahip oldugu bulunmustur.
Ayni zamanda normal epitel hiicresi lizerinde de DLD-1 hiicrelerine oranla oldukca
diistik sitotoksik etkiye sahip oldugu bulundu. Bu maddeler sadece kanser hiicrelerine

etki eder ve secilen konsantrasyonda saglikli hiicrelere zarar vermez.

Tablo 4.3. Kolon kanser hiicrelerisinde anti kanser ajanlarm ICso (uM) degerleri

Hiicre Tipi Fel, FecL,
CCD-18Co 159.3 238.6
DLD-1 64.3 67.1

Ferrosen bazli bilesikler, gogiis, akciger ve bobrek kanserleri de dahil olmak
tizere ¢esitli insan kanserli hiicrelerin ¢ogalmasina karst kullanilmistir (Wais, 2008; Guk
ve ark., 2018). Kansere karsi cisplatin kompleksleri en eski ve en etkili kemoterapotik
ilaglardan biridir (Jamieson, 1999; Siddik, 2002). DLD-1 hiicrelerinin ICsy degeri
cisplatin kompleksi i¢in 30.5 uM oldugu bulunmustur (Hu ve ark., 2015). Cisplatin
komplekslerinin kanser tedavisinde siklikla kullanilmasina ragmen nefrotoksisite,

bagirsak ve hormonal hasar gibi insan saglig {izerinde ¢ok ciddi yan etkileri vardir
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(Pabla ve Dong, 2012) (Ferlay ve ark., 2019). Bu nedenle, ciddi yan etkileri olan yiiksek
derecede toksik bir kimyasal bilesik yerine, sagliklt dokular {izerinde en az toksik etkiye
sahip orta etkili bir madde tercih edilmelidir. Bu tez kapsaminda sentezledigimiz
bilesiklerin, hiicrelerin dis zarindan niifuz edebilecegi ve hem sitoplazmada hem de

¢ekirdegin i¢inde lokalize olabilecegi sonucuna varilmistir. (Sekil 4.5a).
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Sekil 4.5. DLD-1 ve CCD-18Co hiicreleri iizerinde FcL; ve FcL,’nin sitotoksisitesi ve biyo
goriintiilemesi. a) Floresan goriintiiler ve karsilik gelen parlak alan iletim goriintileri: Parlak alan (sol
paneller, (a-1 ve a-4)), (orta, (a-2 ve a-5)) ve parlak alanin ¢akigmasi ve floresan goriintiiler (sag paneller,
(a-3 ve a-6)). Hiicreler, 5 uM bilesik isleme tabi tutuldu. Biiyiitme 20 x ve 6lgek 60 nm'dir. b) FcL; ve
FcL,’ nin DLD-1 ve CCD-18Co hiicreleri, DLD-1 ve CCD-18Co hiicrelerinin canlilig1 ve proliferasyonu
iizerindeki etkileri. Hiicre canliligini belirlemek i¢in Alamar Blue analizi kullanildi ve hiicre canliligina
kars1t FcL; ve FcL, konsantrasyonunun sigmoidal grafiginden ICsy degerleri belirlendi. ¢) FcL; ve FcLy’
nin 1s1 haritas1 analizi. DLD-1 ve CCD-18Co hiicreleri, ¢esitli konsantrasyonlarda bilesiklerleyapildi.
Deneyler li¢ kez yapildi ve sonuglar ortalama = SD (n = 3) olarak bildirildi. Pembe (En Diisiik) ila
Kirmiz1 (En Yiiksek) olarak temsil edilen hiicre yogunlugu.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

» Bu tez ¢alismasinda, ferrosenkarboksialdehit bilesiginden yola ¢ikilarak kumarin
igeren ferrosen tiirevi bilesikler sentezlenmistir.

» Sentetik bilesiklerin, IR, UV, 'H NMR, ¥C NMR ve kiitle spektrometrisinin
yapist ile karakterize edilir.

» Tez kapsaminda sentezledigimiz bilesiklerin kolon kanseri hiicrelerinde
sitotoksik ve antiproliferatif etkileri incelenmistir. Calismada kolon kanseri hiicre
hattt DLD-1 ve insan saglikli kolon epitel hiicre hattt olan CCD-18Co hiicreleri
kullamlmustir. Sentezlenen bilesiklerin biyoaktif &zelliklerinden dolayr saglikli
kolon epitel hiicreleri iizerinde ¢ok az sitotoksik etki gosterirken, metastatik
kolon kanseri hiicreleri iizerinde dnemli bir sitotoksik etki gostermistir.

» Bilesiklerin hiicrede lokalizasyonu, floresan mikroskobu ile tespit edildi. In vitro
hiicre lokalizasyon ¢aligmalar1 sonucunda, her iki bilesigin de hem sitoplazmada
hem de hiicrenin c¢ekirdeginde bulundugu goézlenmistir. Bu nedenle, yeni
sentezlenen bilesiklerin insan kolerektal kanser hiicrelerine sitotoksik etkisi, yeni

bir ila¢ aday1 olmasi agisindan 6nemlidir.
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