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-Bu tez ¢alismasinda ana yap: olarak 6-kloro-kinoksalin ¢ekirdegini igeren toplam 12 adet
bilesik sentez edilmistir. Bu bilesiklerden 6 adedi orijinal olup , diger 6 adedine ise literatiirde
rastlanmistir.  Sentezlenen bilesiklerden orijinal olanlar, rekristalizasyon yontemi ile
saflastinldiktan sonra, spektral ve elementel analiz sonuclarina bakilarak yapilari aydintatilmigtir.
Literatiirde kayith bilesikler igin ise, erime derecesi karsilastirmas: yapilmigtir, Sentezlerde, 1,2-
dikarbonil bilesigi 4-kloro veya 4,5-dikloro-1,2-fenilendiamin ile glasiyel asetik asid’li ortamda
reaksiyona sokularak kinoksalin tiirevlerine gegilmistir.

Sentezlenen 6-kloro ve 6,7-dikloro-2,3-disiibstitiie-kinoksalin tiirevi bilesiklerin MTT
yontemi ile toksisiteleri belirlenmis ve in vitro olarak DNA sentezi analizi gerceklestirilmigtir.
Elde edilen bulgularin isifinda, test edilen bilegiklerin ilag olarak kullanlabilir potansiyelde
olmadrklan saptanmugtir.

Bu aragtirmamin devami olarak, ileride yapilmasi planlanan yapi-etki ¢aligmalarina baz
olusturulmast amact ile, bilesiklerin baz1 fizikokimyasal parametreleri tayin edilmistir.
Caligmalarda, sterik, elektronik ve bazi hidrofobik parametre degerleri, dogrudan tablo
degerlerinden yararlamlarak hesaplanmis, Ry hidrofobik parametre degerleri ise, deneysel
bulgulara dayandirilarak saptanmugtir.

Anahtar Kelimeler: 6-kloro veya 6,7-dikloro-2,3-disiibstitiie kinoksalin, MTT, antikanser,
fizikokimyasal parametreler
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In this thesis, total of 12 compounds were synthesized whose main structures were 6-
chloro-quinoxaline nuclei. Six of the synthesized compounds are reported the first time and the
other six compounds are placed in literature. The original compounds were purified using
recrystallization method and their structure elucidations were performed using spectral methods
and elemantary analysis. Melting points of the reported compounds were compared with melting
point values in literature. Quinoxaline derivates were obtained by the reaction of 1,2-dicarbonyl
compounds with 4-chloro or 4,5-dichloro-1,2-phenylenediamine in the presence of glacial acetic
acid.

Toxicities of 6-chloro and 6,7-dichloro-2,3-disubstituted quinoxaline derivates were
determined by MTT method and their effects on in vitro DNA production were analysed using
cultures of normal and malignant cells. On the basis of findings obtained, tested compounds were
found to have not potential usage as drugs.

Some physicochemical parameters of the compounds were determined to form the basis for
the SAR studies which are planned as the continuation of this study. Steric, electronic and some
hydrophobic parameters values were calculated directly using table values, while Ry hydrophobic

parameter values were determined using experimental data.

Key Words: 6-chloro or 6,7-dichloro-2,3-disubstituted-quinoxaline, MTT, anticancer,

physicochemical parameters
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TERMINOLOJI

Absorbabilite: Emilebilme 6zelligi.

Alzheimer hastaligi: 40-50 yaslan arasinda baglayan serebral kortekste atrofi ve
beyin damarlarinda arteriyoskleroza bagh bunama.

Analjezik: Agny1 ortadan kaldiran; agn kesici ilag.

Analog: Yapilan farkli olmasma ragmen aym o6zellikleri gosteren iki madde veya
bilesikten her biri. |

Antibakteriyel: Bakterilerin gelismesini durduran veya 6nleyen tedavi edici ilag.
Antidepresan: Depresyonu onleyen, kisiye zindelik veren; depresyonu dnleyici
ilag.

Antihelmentik: Bagirsak solucanlarini 6ldiiriici ilag.

Antiinflamatuar: Iltihabi 6nleyici, iltihab1 tedavi edici.

Antikanser: Kotii huylu tiimoreii 6nleyen.

Antimalaryal: Sitmay: onleyen, sitmay: onleyici veya tedavi edici ilag.
Antimikotik: Mantarlarin gelismesini durduran veya onlan 6ldiiren ilag.
Antimikrobiyal: Mikroplarin geligmesini 6nleyen; mikroplan 6ldiiren.
Antispazmodik: Spazm 6nleyen, spazmi ¢dzen; spazm Onleyici veya ortadan
kaldinic ilag.

Atopik dermatit: Allerjik durumla ilgili dermatit.

Bacterisid: Bakterileri oldiiriicii madde.

Crohn’s hastaligi: Genellikle ileum’un son kismm tutan barsak duvarinda
graniillomatdz doku artimimin eglik ettigi derin tlser olugmasiyla belirgin ¢ok kere
fistiil veya tikanmaya uzanan barsak hastalig:.

Dispersiyon: Dagilma, ayrilma, ¢oziilme.

Developman: Siiriiklenerek yiikselme.

Eliminasyon: Atilma, uzaklastirma, 6zellikle metabolizma atiklarimn viicuttan
disan atilmasi.

Endotoksik sok: Bakteri toksinlerinin kana gegmesi ve dokulara yayilmasi sonucu
gelisen sok.

Fibroblast: Kendisinden bag dokusu hiicresinin gelisecegi 6ncii hiicre; fibrosit
onciisii madde.

Fikse etmek: Sabitlegtirmek.
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Fotoinitiasyon: Isik ile hareketle gegirmek, baslatmak.

Fotoliz: Isiga maruz kalma nedeniyle erime, 151k etkisiyle ¢oziilme.
Fotopolimerizasyon: Istk maddesiyle ayn iki maddenin iki veya daha fazla
molekiiliin birlesmesi ile molekiil agirlig: daha yiiksek bilesik olugmas.
Fungusit: Mantarlan 6lduriicii madde.

Germisid: Mikroplan 6lduriicti madde.

Herbisidal: Bitki 6ldurtici.

Hiicre proliferation: Hiicrenin hizla gogalmas:.

Immunoassay: Belli bir hastalik veya allerjik durumun analizi.

Inflamasyon: Enfeksiyon veya harabiyet yaratict etkene karst dokunun kendini
savunma amactyla gosterdigi reaksiyon; enfeksiyon veya harabiyete karst dokuda
meydana gelen agrn, sisme, kizariklik, 1s1 artisi ve eksiidasyonla belirgin durum,
ittihaplanma.

Inhibisyon: Onleme, durdurulma, bask: altinda tutulma.

Inhibitor: Etkiyi gideren.

Inkiibasyon: Etiive koyarak iiremesini saglamak.

In vivo: Canh iginde, canli viicudunda.

In vitro: Cam tiip iginde, test tiibii iginde.

Malarya: Sitma; Plasmodium cinsi parazitlerinsebep oldugu hastalik.
Mitokondriyal dehidrojenaz: Hiicre protoplazmasi iginde serpilmis bulunan kiigiik
tanecikler.

Onkojen: Tiimor olugmasina sebep olucu, timér yapict.

Platelet: Trombosit.

Polarizabilite: Polarlanabilme, birbirine zit etkiye sahip iki kutba sahip olabilme.
Polimerizasyon: Ayni maddenin iki veya daha fazla molekiiliiniin birlegmest ile
molekiil agirhgt daha yiksek bilesik olugmasi.

Radyasyon: Belli bir odaktan gevreye enerji, isin veya dalga yayilmasi.
Refraktivite: Isik 1ginlarim kirmak.

Septik sok: Endotoksik sok.

Seratoninmimetik: Damar duvarlarim biiziicii etkiye sahip bir maddeyi (seratonin)
taklit edebilen.

Sitotoksik: Bakteri veya mantarlarla enfekte bitkisel gida maddeleri.



Stimiilasyon: Uyarma, harekete sevk etme, tembih etme.
Substrat: Enzimin etkiledigi madde, enzim etkisi ile yapis1 degisen bilesik.

Tremor: Titreme

Toksisite: Herhangi bir maddenin zehir etkisi gésterme derecesi.
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1. GIRIS

DNA molekiilii canhmn Ozelliklerini tammlayan bilgileri igerir ve bu
bilgilerin gelecek nesillere iletilmesini saglar. Bunun yaminda DNA, hiicre protein
(RNA) sentezi ile de gorevlidir. Proteinler DNA molekiilinde kayith bulunan
genetik bilgilere gore uretilirler. Hiicre igi protein sentezinin artmasinin hiicre
boliinmesi iizerine stimiile edici bir etkisi vardir. Bu nedenle antikanser etkiye
yonelik ¢alismalarda DNA sentezini durdurucu bir 6zellik aranmaktadir.

Bu amagla secilen kinoksalin yapisi, 1920’li yillardan bu yana sentezlenen
ve yapist aydinlatlmig bir bilesiktir. Bilesik lizerinde giiniimiize dek yapilan
caligmalarda antikanser [1,2], antibakteriyel [3-11], antimalaryal [6,12-15],
antimikotik [11,16], antispazmodik [17], antihelmentik [18] etkiler gozlenmistir.
Antikanser etkiye yonelik olarak literatiire gegen iki g¢aligma vardir. Bu
¢aligmalarda, kinoksalin ve kinoksalinyum bilesiklerinin kimyasal yapilarina bagh
etkilesimleri, tiimoére hasar veren etkileri ve tremor olugturan aktiviteleri gibi daha
once ¢aligilmayan etkileri ¢aligilmugtir.

Tez kapsamunda sentezlenen 6-kloro ve 6,7-dikloro-2,3-disiibstitiie
kinoksalinler’in MTT yontemiyle toksisiteleri belirlenmistir. Antikanser etkiye
yonelik ¢ahgmalarda, SRP7 kanser hiicrelerine verilen bilegiklerin bu hiicreler
iizerindeki olast inhibisyonlan olglilmigtir. Amag, daha ileri seviyede yapilacak
caligmalarin da katkist ile, test edilen bilesiklerin ilag olarak kullamlabilirligi

konusunda bilgi edinmektir.



2. KAYNAK BILGILERIi

Ana yapisim kinoksalin ¢ekirdeginin olugturdugu tireviere ait sentez
caliymalart  1920’li yillarda baglamustir. Sentezlerde genellikle aromatik
diaminlerle benzil tiirevleri kondensasyona sokulmugtur. Daha sonraki yillarda
ise, aromatik 1,2-dikloro ve aromatik 1,2-dinitro tiirevlerinin Raney Ni
kullamlarak indirgenmesine dayanan sentezler gergeklestirilmigtir. Bilesiklerin
biyolojik etkilerine yonelik ¢ahgmalarin baslangict ise 1940°Lh  yillara
rastlamaktadir. Biyolojik etki olarak antikanser [1,2], antibakteriyel [3-11],
antimalaryal [6,12-15], antimikotik [11,16], antispazmodik [17] ve antihelmentik
[18] etki ¢aligmalan yapilmustir.

Bu konuda ilk ¢aligma 1921 yilinda Morgan ve Challenor tarafindan
yapilms ve benzil ile 4-kloro-5-metil-o-fenilendiaminin glasiyel asetik asit iginde
100 °C’de 15 dakika isitilmast sonucunda 6(7)-kloro-2,3-difenil-7(6)-
metilkinoksalin elde edilmigtir [19].

Sekil 1. 6-kloro-2,3-difenil-7-metilkinoksalin

1933 yilinda Mangini ve Deliddo,1-kloro-3,4-dinitrobenzen.2HCI {izerinde
calismuglardir. Bu maddeyi Laubenheimer’in yontemiyle elde ederek Groth ile
Bruni ve Padoa’mn c¢ahgmalanm geligtirmislerdir. Aragtirmalarinda 1-kloro-3,4-
dinitrobenzen.2HCI’i derisik HCl ve kalay iginde renksiz iinin olusana kadar
isitarak 1-kloro-3,4-diaminobenzen’i elde etmiglerdir.Sonugta olusan bu maddeyi,
sodyum asetat ve benzil ile absolii alkol iginde refluks ederek ao,B-difenil 3-

klorokinoksalin’e ulagmuglardir [20].



1945’te Hall ve Turner, 3,3 -dinitrobenzil ve 4-kloro-1,2-fenilendiamin’i
etanol icinde kaynatarak 6-kloro-2,3-bis(m-nitrofenil)kinoksalin’i
sentezlemiglerdir. Daha sonra, bu bilesiklerin yapi ve antimalaryal etkisi
arasindaki iligkiyi incelemiglerdir [12].

NO,
Ci NH, o O EtOH
\ij( + 3saat
kaynatma

NO,

Sekil 2. 6-kloro-2,3-bis(m-nitrofenil)kinoksalin

C. N. Hand adh aragtrmaci 1948 yihnda Vitamin K analoglarinin
Mycobacterium tuberculosis iizerine antibakteriyel etkisini aragtirmugtir. Vitamin
K benzeri maddelerin, Mycobacterium tuberculosis var. hominis metabolizmasi
iizerinde rol oynayabilecegini saptamgtir. Long’s medyumu ortamma Tween 80
ve sigir plazmast eklendikten 8 giin sonra, mikroorganizmalarin kinoksalin-di-N-
oksit, 2-metilkinoksalin-di-N-oksit ve tiirevleri tarafindan inhibe edildigini
gozlemlemigtir. [4].

Yine 1948°’de Hall tarafindan kinoksalin’in S. lactis R’nin bilyiimesi
iizerindeki inhibe edici etkisinin, folik asit ve pteroilglutamik asit tarafindan
tersine gevrildigini bulunmustur [5].

Aym yillarda Haworth ve Robinson 2,3,6-triklorokinoksalin’i p-
kloroanilinin aginistyla 140 °C’  de etkilestirerek  6-kloro-2,3-bis(p-kloro
anilino)kinoksalin’i elde etmiglerdir. Reaksiyon sicakligi 120 °C ‘ye ulagtifinda
olusan Ttriiniin saf olmayan 6-kloro-2,3-bis(2-dietilaminoetilamino)kinoksalin
oldugunu saptamiglardir. Bu maddelerin bazilan1 igin antimalaryal testler yapilmis
ve 2,6-dikloro-3-(2-dietilaminoetilmino)kinoksalin’in etkisinin Mepakrin® 'den
daha yiiksek oldugu gozlenmistir [13].



1949 yilinda, Wolf ve arkadaglan cesitli siibstitiie 2-hidroksikinoksalin’leri
hazirlamiglardir. Bunlardan 6-kloro tiirevinin erime derecesi 156-7 °C ve 120-2 °C
olarak bulunmugtur. Arastirmalarinda siibstitie 2-aminokinoksalin’leri genel
olarak 2-kloro bilesiklerinden yola ¢tkarak hazirlamuslardir. Ayrica bu bilesidin 6-
kloro tirevierini 100 °C ’de sentezlemisler ve erime derecesini 215-17 °C olarak
bulmuglardir [14].

1950°de Crowther ve arkadagslan malarya’ya kars1 etki gosteren 2,6-dikloro-
3-(2-dietilaminoetilamino)kinoksalin’in yan zincirlerindeki cesitliligin artigimn, 2.
konumdaki klorun yerine, bagka gruplarm gelmesi ile digiis gosterdigini
gozlemiglerdir. Yaptiklan galiymada elde ettikleri 6-kloro-2-hidroksikinoksalin’in
erime derecesini 305 °C olarak bulmuslardir [15].

Aym yil  Curd ve arkadaslan, 2,6-dikloro-3-(2-dietilaminoetilamino)
kinoksalin’e uyguladiklan sentezleri, bu bilesik kadar antimalaryal etki
gostermeyen diger 6-siibstitiie kinoksalin bilesiklerini de igine alacak sekilde
genisletmiglerdir [15].

Deliwala ve Rajagopalan 1950 yihinda, alkolde veya alkollii asetik asit
i¢cinde uygun diketon ile fenilendiaminin bir saat boyunca reaksiyonu sonucunda

siibstitiie kinoksalinleri elde etmiglerdir [21].

6-metil-2,3-bis(2-metoksi-5-klorofenil)kinoksalin 165.6 °C

6-kloro-2,3-difenilkinoksalin 123-124 °C
6-kloro-2,3-bis(o-klorofenil)kinoksalin 123-124 °C
6-kloro-2,3-dimetilkinoksalin 91-92 °C

1951 yiinda Davis ve Ross, 1,2-dikloro-4,5-dinitrobenzen veya 4,5-dikloro-
2-nitroanilin’i etanol iginde Raney Ni ile indirgemis ve 4,5-dikloro-1,2-
diaminobenzeni elde etmiglerdir. Bu maddenin erime derecesi 163 °C ‘dir. Elde
ettikleri bu bilesigi % 5’lik KOH’Iu ortamda benzil kloriir ile etkilestirerek IN,N-
dibenzil tiirevlerini, etanollii ortamda benzil ile su banyosunda 1sitmak sureti ile
6,7-dikloro-2,3-difenilkinoksalin’i, veya fenantrokinonla etkilestirerek 11,12-

diklorobenzo[a,c]fenazin’i elde etmislerdir [22].
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Sekil 3. 1,2-dikloro-4,5-dinitrobenzen ve 4,5-dikloro-2-nitroanilin’in indirgenmesi

1952°de Landquist ve Stacey adh aragtirmacilar 2,3-dimetil-6-
klorokinoksalin’i sentezlemisler ve hidrojen peroksitle oksitleyerek N-oksitlerini
elde etmiglerdir. Bu maddenin amip infeksiyonlan ve viriislere karst terapotik

etkisi oldugunu ve tastyictya kars: toksisitesinin disitk oldugunu gozlemiglerdir

[23].
Cl N\ Me
X
N Me
v
0

Sekil 4. 2,3-dimetil-6-klorokinoksalin-1,4-dioksit

1953 yilinda W. R. Jones ve arkadaglan kinoksalin-1,4-dioksit’1 kedi kopek,
maymun ve farelerde amiplere karsi terapotik etkisi agisindan kullanmuglardir. 6-
kloro-2,3-dimetilkinoksalin-1,4-dioksit’in, insanlardaki infeksiyonlarda terapotik
etkisinin olmadigin ve toksik oldugunu bulmuslardir [24].

Yine 1953’te Justus K. Landquist 4-kloro-1,2-fenilendiamini, asetik asit

icinde 1 saat isittiktan sonmra 6-kloro-2,3-dimetilkinoksalin’t elde etmistir.



Caligmada, aym yontemle 4,5-dikloro-1,2-fenilendiamin kuflandarak 6,7-dikloro-
2,3-dimetilkinoksalin de elde edilmigtir [25].

Aynt yil Karl Pfister III ve John Weijlard, 2-amino-6-klorokinoksalin’i
sentezlemisler ve bunun tirevi olan maddeleri bakteriyostatik ve antimalaryal
ajanlanin sentezinde ara maddeler olarak kullanmiglardir [6].

Walter Ovist 1954 yilinda 4,5-dikloro-1,2-dinitrobenzen ile fenantrokinonun
reaksiyonu sonucunda 11,12-diklorodibenzo[a,c]fenazin’i elde etmistir [26].

1956’da R. C. Hirt ve arkadaglan yaymladiklart bir ¢ahsmada ftalazin,
kinoksalin, 6-kloro ve 6-bromokinoksalin’in ultraviyole spektrumunda zayif
bandlar gozlediklerini belirtmiglerdir. [27].

1958’de Margaret G. Kelly ve arkadaglan, kinoksalin ve kinoksalinyum
bilesiklerinin, kimyasal yapilarina bagh etkilegimleri, tiimore hasar veren etkileri
ve tremor olugturan etkileri gibi, bu bilegiklerin daha 6nce galigilmayan etkilerini
caligmuglardir [1].

Joseph J. Ursprung 1959°da 6-kloro-2,3-dimetilkinoksalin-N,N-dioksit ve
buna benzer tirevleri sentezleyerek bu maddelerin hayvanlarda oral yoldan
antihelmentik olarak kullamlabilecegini saptamuglardir [17].

Kazuo Asano ve arkadaglann aym yillarda, bazi kinoksalin tiirevlerinin
antibakteriyel etkileri tizerine g¢aligmuglar ve Mycobacterium tuberculosis
tizerindeki etkilerini 6lgmuglerdir [7].

Yine aym aragtirmacilar, 2,3-diklorokinoksalin’den hareketle 2,3-
dimerkaptokinoksalin’i, benzer yontemle de 6-kloro-2,3-dimerkaptokinoksalin’i
elde etmigler ve bu maddelerin Mycobacterium tuberculosis bakterilerinin
gelisimini inhibe ettigini bulmuglardir [8].

1960 yilinda H. H. Perkampus ve A. Roders yaptiklar1 bir IR spektrumu
cahsmasinda diizlem dig C-H deformasyon titresimlerinin kinoksalin ve 17
tiirevindeki benzen halkalarina ait oldugunu rapor etmislerdir [28].

1963’te Thomas J. Halley ve arkadaglari 2,3-dimetilkinoksalin-1,4-dioksit
ve 6-kloro-2,3-dimetilkinoksalin-1,4-dioksit’in  farelerde radyasyona kars
koruyucu etkisi oldugunu saptamuslardir (250 mg/kg). Radyasyon sonrasinda
farelerin hayatta kalmasma bu maddelerin etkisini, 2-dimetil grubu igeren

kinoksalin- 1,4-dioksit’ten daha zayif bulmuglardir [29].



1966 yilinda G. W. H. Cheeseman ve E. S. G. Torzs yaptiklan caligmada,
kinoksalin-1,4-dioksit’in diliie HCI iginde fotolizinin, 2-klorokinoksalin-1-oksit’i
verdigini gormuslerdir. Yine aym g¢aligmada, 2,3-difenilkinoksalin-1-oksit’in
fosforil kloriirle muamele edilmesiyle 6-kloro-2,3-difenilkinoksalin’i, 1,4-
dioksit’in buna benzer reaksiyonuyla da 5,7-dikloro-2,3-difenilkinoksalin’i elde
etmiglerdir [30].

P. Vetesnik ve arkadaglan tarafindan 1968’de yapilan bir aragtirmada,
siibstitiie kinoksalinlerin bazisiteleri ve tatomerlik dengeleri galigilmigtir [31].

1969 wyiinda Bannore ve ¢aligma arkadaglari, arilsinnolinlerin ve
arilkinoksalinlerin genel par¢alanma 6rneklerini gostermiglerdir [32].

1970 yiinda Karjalainen ve Kriger yaptiklan ¢aligmada, kinoksalinlerin
kiitle parcalanmasinda ilk olarak gorilen durumun HCN veya RCN  kaybi
oldugunu belirtmiglerdir [33].

1971’de Clarence W. Huffman ve arkadaglan, 2,3-bis(bromometil)
kinoksalin ve 2,3-bis(iyodometil)kinoksalin gibi bir veya daha fazla haloalkil
grubu igeren kinoksalinler sentezlemisler ve bunlarin yaprak fungisiti olduklarim
gozlemiglerdir. En yiiksek etki bu iki kinoksalin tiirevinde gozlenmekle beraber 2-
bromometil ve 2-iyodometilkinoksalin’lerin de yiitksek etki gosterdigini
saptamuglardir [34].

Aym yil Richard R. Shaffer adli arastirmaci, 2,3-bis(bromometil)-6-
klorokinoksalin ve tiirevlerini elde etmistir. Bu bilegikler pek c¢ok mantar ve

bakteriye kars: etki gostermistir [9].
N CH,Br
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Sekil 5. 2,3-bis(bromometil)6-klorokinoksalin
Yine 1971°de Guha, Banerji ve Sen, asenaftokinon ve onun 3-Br, 3-Cl, 3,4-

dinitro tiirevleri ile, 3-bromo, 3-kloro veya 4,5-dikloro-o-fenilendiamin’in

reaksiyonu sonucu otuz tg bilesik elde etmiglerdir [35].



~Z

Sekil 6. 1-iyodo-8,9-dinitroasenaftokinoksalin

1972 wyihinda Sigrid Bauer ve arkadaglan, 300-450 nm’de akrilik ve
metakrilik monomerlerin fotopolimerizasyonunun hizlandinlmasinda, kinoksalin
ve azakinoksalin tiirevlerinin diSer baglaticilara gore daha istiin oldugunu
bulmuslardir [36].

Glentworth Lamb 1972°’de 2,3-bis(bromometil)kinoksalin ve 6-kloro, 6-
metoksi, 6-nitro gibi tiirevlerinin bitkilerde fungusit etkisi oldugunu bulmustur
[37].

1972°’de  Gum ve Goralski 2-(dihalonitrometil)kinoksalin’ler iizerinde
¢aligmuglardir. 6,7-dikloro-2-(nitrometil)kinoksalin ve tiirevlerini elde etmigler ve
bu Dbilesiklerin  antimikrobiyal etkili oldugunu ve germisidler gibi
kullamlabilecegini saptamuglardir [16].

Cl N
N
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Sekil 7. 6,7-dikloro-2-(nitrometil)kinoksalin

Kovacik, Fedoronko ve Jezo 1973 yilinda C-2 ve C-3 alkil, aril veya
heterosiklik siibstitiie kinoksalinlerin mass spekiral pargalanmasim g¢ahigmiglar ve

bu mekanizmay tartigmuglardir [38].
1973°te Yusuf Ahmad ve arkadaslann kinoksalin-1,4-dioksit ve tiirevlerinin

asetil kloriir ile olan reaksiyonlarim g¢aligmglardir [39].



1974’te W. Czuba ve H. Poradowska G-bromo veya 6-kloro-2,3-
dimetilkinoksalin’in  aminasyonundan S5-amino ve 6-amino tiirevlerine
ulagmuglardir [40].

1975’te Edward L. Engelhard ve arkadaslan piperazinilkinoksalin’lerin ve
bunlarin tiirevleri olan bazi bilesiklerin antidepresan, istah azaltici ve analjezik

etkilerinin oldugunu saptamiglardir [41].

ooz
Cl NN N
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Sekil 8. 2-fenil-3-piperazinil-6-klorokinoksalin

H

1975te  Schlunke ve Baumann, kinoksalin tuzlammn redoks
potansiyellerinin yiilksek olmasi, renk agartict banyolarda iyi soliisyon
olusturmalan ve iy1 tonlamaya neden olmalarindan dolayr fotografik renk agartica
ajanlar olarak kullamlabilecegini saptamuglardir [42].

Yine 1975-1976 yillarinda H. Paradowska ve W. Czuba adlh arastirmacilar
6-bromo ve 6-klorokinoksalin’lerin nikleofilik siibstitiisyonlarim arastirdiklan
¢aligmalarinda, bu maddelerin KNH,NH; ile degisik yollarla etkilesmesi
sonucunda olusan uriinleri, benzimidazol; 2,3-kinoksalindiamin; 2-kinoksalinamin
ve 6-kinoksalinamin olarak tammlamuglardir Daha ileri kademelerde olusan
tirinleri ise 7-kloro-2-kinoksalinamin ve 6-kloro-2,3-kinoksalinamin olarak
bildirmiglerdir [43].

1977°de Hyun K. Kim ve arkadaglan, N-siibstitiie hidroksilamin ile uygun
karboksi aldehitlerin kondensasyonu sonucu, a-(3,6,7-tristibstitiie-2-kinoksalinil)-
N-metilnitron-1,4-dioksit’leri sentezlemigler ve bu bilesiklerin Gram(+) ve
Gram(-) bakterilere karg1 in vivo ve in vitro etkilerini kargilagtirmuglardir. o-(3-
metil-2-kinoksalinil)-N-metilnitron-1,4-dioksit bilesigi diger tirevlerden farkl
olarak Proteus vulgaris ve Salmonella schottmuelleri ’ye kargt etkili oldugu

gorilmugtar [10].
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Sekil 9. a~(3-metil-2-kinoksalinil)-N-metilnitron-1,4-dioksit

S. Bauer ve arkadaglanmn 1978’de, kinoksalin ana yapili tiirevler iizerinde
yaptiklan bir aragtirmada bu molekiillerin fotopolimerizasyon ozellikleri hakkinda
birtakim bilgilere ulagidmustir [44].

Yine 1978’de Mahajanshetti ve Balse, diamino benzenler ile per asetik asid

turevlerinin halka kondensasyonu sonucunda metil kinoksalin’leri elde etmiglerdir

[45]. Me

cl N

Cl N Me

Sekil 10. 6,7-dikloro-2-metil-3-(p-metilfenil)kinoksalin
Michael Thomas Clark 1979’da herbisidal etkileri olan fenilkinoksalinler
lizerine ¢ahsmugtir. 2-fenil-6,7-distibstitiie kinoksalin, kinoksalin tuzlari, 1-oksit
ve 1,4-dioksit tirevlerini sentezlemislerdir. Sonugta 4,5-dikloro-o-fenilendiamin

ile 1-fenil-1,2-etandion’un  etanoldeki  reaksiyonu  ile  2-fenil-6,7-

diklorokinoksalin’i elde etmislerdir [46].
Ci N
S
) g ®
Cl N
Sekil 11. 2-fenil-6,7-diklorokinoksalin

1979°da Czuba ve Poradowska, 6-klorokinoksalin’in sivi amonyakta

potasyum amid ile az miktarda 6-aminokinoksalin varhginda reaksiyona girmesi
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sonucunda, 3-amino-6-klorokinoksalin ile  2,3-diamino-6-klorokinoksalin’i
sentezlemislerdir {47].

Yine 1979°da Klaus Sasse ve arkadaslan 2-siilfonilkinoksalin ve tiirevleri
iizerinde ¢alignug ve bu bilesiklerin antimikotik ve bakterisid etkileri oldugunu
- g6zlemlemiglerdir [11].

William C. Jr. Lumma ve arkadaglan 1981 yilinda gesitli yontemlerle
hazirladiklant  piperazinilkinoksalin’lerin  seratonin  gerialim  blokajiu  ve
seratoninmimetik etkilerini test etmiglerdir. 6. konuma siibstitiient girdiginde
seratonin gerialm blokaji etkisinin arttiim, seratoninmimetik etkinin azaldigin
gozlemiglerdir [48].

Aym yllarda, Shinzo Kano ve Yoko Yuasa o-fenilendiamin ile
fenagildimetilsilfonyum iyodiiriin reaksiyonundan 2-fenil-6,7-diklorokinoksalin

ve titrevlerini sentezlemiglerdir [49].

ci N

A
=
Cl N

Sekil 12. 2-fenil-6,7-diklorokinoksalin

1982°de Yasukazu Ura ve arkadaglant kinoksalin tiirevleri ve herbisidal
etkileri iizerine c¢ahgmuglardir. Elde edilen bilesiklerden bazilarimn Echinochloa
crus-galla’nin acil kontroliinii saglayan bilesikler oldugunu saptamuslardir [50].

1984’te Hiroshige Maruyama ve Shuji Tsuchiya adli arastirmacilar,
halokinoksalin’lerin diigiik alifatik alkollerdeki peroksitler tarafindan oksidasyonu
ile 2-hidroksi-6-klorokinoksalin’leri elde etmislerdir. Bunlar, beseri ilaglar ve
tanim ilaglan ile boya sentezlerinin ara maddeleri olarak kullandmmgtir [51].

1987°de Georg Pawlowski ve arkadaglani, 6,7-dikloro-2-metil-3-
bromometilkinoksalin ve tiirevlerini Arbusov reaksiyonuyla elde etmisler. Elde

edilen bu maddeden hareketle 6,7-dihalo-2, 3-diariletenilkinoksalin tirevlerine

gecmiglerdir [52].
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Cl N CH,Br Ry N CH=CHR,
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Cl N Me Ry N CH=—CHR;
Sekil 13. 6,7-dikloro-2-metil-3-bromometilkinoksalin ve 6,7-dihalo-2,3-diaril

etenilkinoksalin

1989’da Juka Harada adhi arastumaci kinoksalinlerin beseri ilag ve tarim
ilaci olarak kullanilmalan iizerine gahgmugtir. 2-hidroksikinoksalinlerin klor gazi
ile  klorlanmasi  sonucu,  6-kloro-2-hidroksikinoksalin ve  7-kloro-2-
hidroksikinoksalin’i elde etmigtir [53].

Yine 1989’da, Gerhard Sarodnick ve arkadaglan N-siibstitie -2-
(aminometil)kinoksalin’lerin antiinflamatuar ve analjezik olarak kullammlan
iizerinde c¢alismuglardir Bunlarin farmasotik olarak kabul edilebilir olan tuzlar,

insanlarda analjezik ve inflamasyon inhibitorii olarak yararli bulunmusgtur [54].

cl N
~N
T
N7 SCHNH

Sekil 14. 6-kloro-2-fenilaminometilkinoksalin

J. Nasielski ve arkadaslan 1989°da 2-kloro-, 5-kloro-, ve 6-klorokinoksalin’leri
ve az miktarda 2-siyanokinoksalin’leri elde etmiglerdir [55].
1991°de Albert Escuer ve arkadaglari 6-kloro-2,3-bis(2-piridil)kinoksalin ve

benzeri tiirevleri tammlamuglardir [56].
1991 yilinda Gerhard Stumm ve grubu, benzofuranlan keton ile bir Mg++

tuzu ve amin varh@inda reaksiyona sokarak kinoksalin-N-oksit’leri elde

etmislerdir [57].
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Sekil 15. 6-kloro-2-fenilkinoksalin-1,4-dioksit

1992’de M. Hanmantha Rao ve arkadaglan, izoksazolonlarla 1,2-
diaminobenzenlerin normal kosullar altinda kondensasyonunun ara iiriinleri olarak
6-klorokinoksalin ve tiirevlerini, yan uriinler olarak 2-arilbenzimidazol’leri elde
etmiglerdir [58].

Aym yillarda Yoshihisa Kurasawa ve arkadaglan, 6-kloro-2-(1-
metilhidrazino)kinoksalin-4-oksit’in ~ metil  veya  fenil  izotiyosiyanatla
reaksiyonunun 6-kloro-2-[1-metil-2-(N-feniltiyokarbamoil)hidrazino] kinoksalin-
4-oksit’1 verdigini bulmuslardlr'[59].

1992’de Toshihoru Segawa ve arkadaglan gaz kromatografisinde protein
glioksal bandlarinin 4-kloro-o-fenilendiamin ile muamelesiyle 6-klorokinoksalin
tiirevlerini elde etmiglerdir[60].

1994’te Masato Otsuka ve ekibi 4,5-dikloro-1,2-diaminobenzen ile diasetilin
reaksiyonu sonucu 6,7-dikloro-2,3-dimetilkinoksalin’i elde etmiglerdir [61].

1995°’te Long-Hu Zhou ve arkadaglani 1,2-diketonlar ile o-nitroanilinlerin
reaksiyonlarindan 2,3-dimetilkinoksalin’leri hazirlamislardir [62].

A. Monge ve arkadaglan aym yil 2-siibstitiie-3-metil-6,7-diklorokinoksalin-

1,4-dioksit ve tiirevlerini sentezlemisler ve sitotoksik ajanlara karsi testlerini

yapmuglardir [63].
X
Cl N R
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o

Sekil 16. 2-siibstitiie-3-metil-6,7-diklorokinoksalin-1,4-dioksit
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Aviv Gazit ve grubu tarafindan 1996 yilinda yapilan yapi-etki iligkisi
kapsamuindaki bir ¢aligmada, bazi indol, kinolin ve kinoksalin tiirevleri
sentezlenmis ve bu bilesiklerin Platelet-derived growth factor receptor tyrosine
kinase (PDGF-RTK) enzimini inhibisyonlann test edilmigtir. Alnan sonuglara
gore, inhibisyon potansiyelleri; kinazolin > kinolin > indol seklinde bulunmustur.
Caligmada ayrica bu molekiiller uizerindeki lipofilik gruplann etkiden sorumlu
olduklan kaydedilmistir [64].

1996’da Alfred P. Spada ve arkadaglan 3-klorofenolii tetrahidrofuran iginde
NaH ile etkilegtirerek 4-kloro-6,7-dimetoksikinoksalin’i elde etmiglerdir. Bu
kinoksalin tiirevlerinin PDGF-R hiicrelerinin  serbest otofosforilasyonunu
IC50=0,02-0,05 uM dozda inhibe ettigini gozlemigtir [65].

I. Igikkdag ve c¢ahigma grubu 1996’da yaymladiklan bir ¢alismada 2,3,6-
tristibstitiie kinoksalin tiirevlerini, dikarbonil bilesikleri ile o-fenilendiamin ’i
reaksiyona sokarak sentezlemisler ve bunlarin tiim spektral ve elementel analiz
sonuglanint vererek yapilanm aydinlatmuglardir. Caligmada aynica, farmakolojik
test olarak antispazmodik etki denenmistir [66].

1998°’de J. A. Maroulis ve arkadaglari benzil o-arilamino oksimlerin
oksidatif siklizasyonu ile 2,3-difenilkinoksalin-1-oksit’leri sentezlemiglerdir [67].

Yine aymi yilda D. Thomas Connor ve arkadaglann kinoksalin bilegiklerini
sentezlemigler ve spesifik reseptorlere bagh olarak gergeklesen kanser, atopik
dermatit, astim, Crohn’s hastalii, ulseratif kolit, gastrik ulser, felg, kalp ve
bobrek reperfiizyon zarari, Alzheimer hastaligi, septik sok ve endotoksik sok gibi

rahatsizliklarda kullanilabildiklerini saptamuglardir [2].

14



3.

3.1. Kullamilan Kimyasal Madde ve Aletler

GEREC VE YONTEMLER

3.1.1. Kimyasal Maddeler

Asenaftokinon

Amonyak ¢ozeltisi (% 25°1ik)
Anisil

Asetik asid

Benzil
4,5-dikloro-1,2-fenilendiamin
Dimetil silfoksid-ds

Etanol

Furil
4-kloro-1,2-fenilendiamin
Metil alkol
9,10-fenantrokinon

Silikajel 60 GF2s4

Silikajel 60 G

Toluil

15

(Merck)

(Merck)
(Sentezlendi)

(Merck)
(Sentezlendi)
(Fluka)

(Aldrich)
(Yerli-Tekel)
(Sentezlendi)
(Fluka)
(Merck,Carlo Erba)

(Fluka)
(Merck)

(Merck)

(Sentezlendi)



3.1.2. Aletler

Erime Derecesi

Isitici-Kangtiric

Terazi

Ultraviyole Lambasi

NMR-Spektrometresi

Kiitle Spektrometresi

(Stuart Scientific Melting Point Smpl)

(Heidolph MR 3003, MK 318 Niive,

Elektro-mag mantolu 1siticr)
[(Libror EB-330 HU (Scimadzu)]
(Model UVGL-58 Mineraligth ®
Lamp)
Multiband UV-254/366 nm)
(Bruker 400 MHz NMR
Spektrometresi)

(VG Platform Kiitle Spektrometre)
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3.2.YONTEMLER

3.2.1.GENEL SENTEZ YONTEMI

Hesapli miktar 1,2-dikarbonil bilesigi, mono veya dikloro-1,2-
fenilendiamin ve glasiyel asetik asit iginde 4-5 saat sittip kangtirildi. Bu siirenin
sonunda reaksiyon igerigi su-buz kangimu icine bosaltildi ve amonyum hidroksid
cozeltisi ile notralize edildi. Olusan ¢okelti stiziilerek alindi ve kristallendirildi.

R BN Ry N R
(I:: + CH;COOH _ 7 l
, =0 NS
R° N Cl

R = fenil, toluil, anisil, furil, asenaftil, fenantril R=H, Ci

Sekil 17. Bilegiklere ait genel sentez semas:
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3.2.1.1.REAKSIYON MEKANIZMASI

21"
+ —_
Ci\;\OH

2H = Ry
— |
J~
N Cl

Sekil 18. Bilesiklere ait reaksiyon mekanizmasi



RO N R,
X
R Cl
Bilegik No R R, E.D.°C E.D.°C MA. Verim(%)
Deneysel | Literatiir (g/mol)
1 Ph- H 121-23 123-24 316.773 55
[17,21]
2 Ph-p-Me H 163-65 162 [17] 344.833 53
3 Ph-p-Ome H 143-45 145 [17] 376.83 60
4 2-furil H 122-24 115 [17] 296.705 72
5 Asenaftil H 231-35 - 288.725 78
6 Fenantril H 251-53 - 314.763 85
7 Ph- Cl 157-59 153 [22] 351.218 67
8 Ph-p-Me Cl 140-44 - 379.28 57
9 Ph-p-Ome Cl 160-64 - 411.28 65
10 2-furil Cl 153-57 - 331.154 72
11 Asenaftil Cl 325-27 - 323.174 80
12 Fenantril Cl 271-73 264 {22], 349.21 83
271-72 [26]

Tablo 1. Bilesiklere ait bazi ozellikler
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3.2.2. Fizikokimyasal Parametreler
3.2.2.1. Hidrofobik Parametreler
3.2.2.1.1. Partisyon Katsayisi

Partisyon katsayis1 aktiviteye etki eden faktorlerden birisidir ve ilacin yagda
¢oziinme egiliminin bir ol¢istdir.

Partisyon katsayis1 additif karakterli ve biyokimyasal sistemlerin yapi-etki
caligmalaninda sikhikla kullamlan bir parametre tiriidiir. Belirli bir 1sida birbirleri
ile ¢ok az kangan veya hi¢ kangmayan iki ¢oziicii sistemi arasinda, bir bilesigin
¢oziinmiis konsantrasyonlanmin oram olarak genel tamm yapilir ve “P” ile
gosterilir. Burada ¢oziicii sistemi olarak bir yag, bir de su fazi kullamlir. Bilesigin
yag faz1 igindeki niceliginin, su fazindaki nicelife oram, biyolojik etki ile grafige
gecirildiginde bir parabol elde edilir. Partisyon katsayistmun logaritmas
alindiginda bu iligki dogrusal hale gelir [67,68].

Partisyon katsayisi tizerine ilk g¢aligmalani Meyer ve Overton yapmuglardir.
Bu caligmalarda birgok basit organik bilesigin narkotik aktivitesinin yag/su
partisyon katsayist (P) ile paralel oldugu gosterilmis, bu nedenle organik
bilesiklerin  biyolojik  aktivitesini saptamak igin yagdaki ¢ozinirhikleri
incelenmigtir. Overton ve Meyer'in yaptiklann g¢aligmalardaki amag, organik
bilegiklerin yagh sinir hiicrelerine etkiyen karakteristikleri gelistirmektir. Bunun
icin model sistem olarak yag/su sistemini se¢miglerdir [69]. Yapilan c¢esitli
caligmalar sonucunda biyosistemle etkilesen model, lipofilik maddelere en iyi
uyan solvamn polar, hidrojen bagh solvanlar oldugu saptanmugtir.

Oktanol/su partisyon katsayist kullanidlarak birgok istatistiksel iliski
caligmalan yapilmaktadir. Ancak bu sistemin tiim model organik bilesikler igin
ideal solvan sistemi oldugu kesin degildir [70].

Pratikte uygulanan partisyon katsayisi tayini ¢ahsmalarinda su fazi olarak
pH’s1 7.4 civaninda olan tampon ¢ozeltiler, yag faz1 olarak da, biyolojik ortama en

uygun sistem kabul edilen n-oktanol kullamlmaktadir {71,72].
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Partisyon katsayilan ilaglann (ozellikle zar gegirgenlifinin 6nde geldigi
durumlarda) biyolojik etkinlikleri ve etki sireleri ile ilgilidir. Tiyopental®in
yagda goziniirligii Pentobarbital®den fazladir. Bu yiizden kan plazmasmdan
hizla yok olur ve nétral yag dokularina yerlesir. Onun i¢in etki kisadir, kisa siireli
genel anestezik olarak kullanlir. Ancak yagdaki ¢oziniirliigiiniin fazla olmast
nedeni ile viicutta depolandig1 yerlerden atiimi vzun siireceginden, kullammindan
uzun siire sonra bile uyku verici 6zellik gosterir [67].

Organik molekiiller, partisyon katsayilanmn logaritmas: ile orantit olarak
hiicreler arast yollarina devam ederler. Hansch’a gore [73,74], bir organik
molekiil, yapisal 6zelliklerine bagh olarak, hiicre digindaki seyreltik ¢ozeltiden

hiicre i¢ine yavasca gecer. Bu durumda biyolojik yamit igin su denklem yazlabilir:

d(yanit
02 ek,
dt

kx = Denge degismezi
A = Molekiiliin belli bir yoreye belirli bir zaman biriminde ulagmast igin

olasilik
C = Bilesigin hiicre dis1 konsantrasyonu

Yapi-etki iligkilerine uygulanabilecek herhangi bir model varsa A ve ki
deneysel olgiimlerle bulunabilir olmahdir. A degeri igin serbest enerjiye bagh bir

degismez olan 7 secilmistir. w degeri ile log P arasinda bir bagint1 vardur:
7 = log P substitae - 108 P nonsubstitae

log P degeri molekiiliin tiimiiniin partisyon katsayisimn logaritmasidir. 7 ise
molekillin tek bir pargasina ait bir degerdir [67]. Negatif = degerinin
siibstitilentin ana yaptya gore yagdaki ¢ozinirlik ozelligini azalttifs, pozitif =
degerinin ise siibstitiientin ana yapiya gore yagdaki ¢oziiniirlik 6zelligini arttirdigs
bilinmektedir. Madde ile su arasinda hidrojen bagi meydana geliyorsa, molekiilde
COOH ve OH gibi gruplarin bir arada olmas ile hidrojen bag meydana geliyorsa
log P degeri azalir. = degerleri katiimh (additif) karakter gosterir. Molekiiliin
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pargalarma ait © degerlerinin toplamu molekiiliin log P’sini vermektedir. Bu

Ozellikten hareketle, bir seri bilegigin timiinii deney yapmaksizin yalniz =

degerlerinden faydalanarak gerekli hesaplamalar yapilabilir, ancak burada yan

yana bulunan iki grubun hesaplanmasi swrasinda molekiil igi hidrofobik bag
olusumundan kaynaklanan etkilesimler, apolar gruplarin etkilesimleri, elektronik
etkilesimler, hidrojen bag etkilesimleri goz ardi edilmemelidir.

Bu c¢aligmada, teorik hesaplamalarda Rekker’in sayisal tablo degerleri -
kullamlmistir [75]. Teorik olarak log P degerlerinin hesaplanmasinda bazi 6zel
durumlara dikkat etmek gerekir:

e -OH, -O-, -COOH, -NH; gibi iki elektronegatif grup bir veya iki C atomu ile
aynldiginda diizeltme faktorii 0.861 ve 0.574 katilmalidir.

e H atomu, -COOH, -COOR, -COR, -CONH; gibi elektronegatif gruplara bagh
oldugunda fy= 0.175 yerine fz= 0.462 kullamlmalidir (Burada “fy” Rekker’e
gore hidrojen atomunun lipofilite degeridir.).

e Bifenil gibi konjuge veya benzofenon gibi kros konjuge aromatik halka
sistemlerinde 0.28 degerindeki duzeltme faktorii katiimalidir.

e Kondanse aromatik sistemlerde (naftalen gibi) her bir C atom ¢ifti i¢in 0.31
diizeltme faktori kullamilir.

Diizeltme faktorleri ve alifatik, aromatik f degerleri “magic constant”
denilen ve Cy= 0.28 ile ifade edilen bir degerle agiklanabilmektedir.

Teorik log P hesabina O6mek olarak 6-kloro-2,3-difenil kinoksalin

verilmigtir.

log P = f kinotinil — T (ary ¢ Hiann -2 fu+ fan ct
= -1.794 - (0.155) + (-0.929) — (2x0.182) + (0.924)
=-1.794- 0.155-0.929 - 0.364 + 0.924
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=2.178-1.448

=1.27
logP=127+2x

=1.27 +(2x1.84)

=127+3.68
=495

MOLEKUL log P

CéHs 1.840

H 0.182

CH; 0.701

Imidazolil -0.081

Furil 1.016

OH (Ar) -0.314

Br (Ar) 1.116

Cl (Ar) 0.924

N (Ar) -0.929

NO; (Ar) -0.053

0 (Ar) -0.439

Tablo 2. Baz siibstitiientlerin log P degerleni [75]

3.2.2.1.2. Parakor (Par)

Toksisite ¢aligmalarinda ilk kez Mc Govan tarafindan kullamlan ve
hidrofobik bir parametre olan parakor, molekiilin molar hacmi ile yiizeysel
gerilimini ifade etmektedir. Bir molekiilin biyolojik sistemde etki yoresine
ulagincaya kadar kargisina ¢ikan lipofilik ve hidrofilik engelleri agmasinda
molekiil hacminin, molekiil i¢i gekici ve itici giiglerin bir olgiisii durumunda olan
yiizey geriliminin énemli rolleri iistlenmesi nedeni ile parakor, kantitatif yapi-etki
iliskileri (QSAR) ¢ahigmalarinda kullamlan bir parametre niteligini kazanmgtir
[76].

Bir molekiiliin parakor degeri, molekiil hacmi ve yiizey gerilimi {izerinden
yapilan bir takim deneyler sonucu bulunur. Bunun yamsira Sugden, Mumford ve
Phillips, Vogel ve Quayle’a ait atomik ve yapisal deferleri igeren tablolar
yardimuyla da teorik olarak hesaplanabilmektedir [77,78].
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Tablo 3. Atomik ve yapisal sabiteler

Mumford
Sugden Ve Vogel Quayle
Phillips

CH, 39.0 40.0 40.0 40.0

C 4.8 9.2 8.6 9.0

H 17.1 15.4 15.7 15.5
O 20.0 20.0 19.8 -
O, (ester) 60.0 60.0 54.8 -

N 12.5 17.5 - 14.5
S 48.2 50.0 49.1 -
F 25.7 25.5 - -
Cl 54.3 55.0 55.2 -
Br 68.0 69.0 68.8 -
I 91.0 90.0 90.3 -
Tek bag -11.6 -9.5 - -
_ Cift bag 23.2 19.0 19.9 -
Ucglii bag 46.6 38.0 40.6 -
Ug iiyeli halka 16.7 12.5 - -
Dort iiyeli halka 11.6 6.0 - -
Bes tiyeli halka 8.5 3.0 - -
Alt1 Giyeli halka 6.1 0.8 - -
Yedi iiyeli halka - 4.0 - -

Teorik parakor hesaplamalarinda

vardir;

e Zincir dallanmalan

¢ Etilenik ve karbonil baglanmalan

e Tersiyer dallanmalar

e Semipolar baglar

o)
v V4
N _N\\
o 0

Hidrojen kopriisii

o Halka kapanmast
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e Alkil benzenlerde pozisyon izomerisi
Kritik sicaklik, basing, molekiiler refraktivite ve viskozite gibi agiklamalarin
sabiteleri de bulunmaktadir.

Bu ¢ahigmadaki bilesiklerin parakor degerlei Mumford ve Phillips’in
atomik ve yapisal sabitelerinden faydalamlarak hesaplanmgtir. Parakor degerinin

hesaplanmasina ait bir 6rek asagida gosterilmigtir.

ey

’

o |
H;C—O0 O N cl

Par = (22x9.2) + (17x15.4) + (2x17.5) + (55)+(4x0.8) + [25%(-9.5)] + (11x19) +
(4x20)

=202.4+ 261.8 + 35 + 55 + 3.2+ (-237.5) + 209 + 80

= 608.9
log Par = 2.7845

3.2.2.1.3. Hidrofobik Siibstitiient Katsayisi (7)

P, partisyon katsayisi olarak tamman degismezdir. Belirli bir sicaklikta
birbirleri ile ¢ok az kansan veya hi¢ karigmayan iki ¢oziicli sistemi arasinda, bir
bilesigin ¢oziinmils konsantrasyonlarimn oramdir. Bu degismezin logaritmas: log
P olarak verilir. Bu deger bir molekiilin timinin partisyon katsayisinmn
logaritmasidir.  ise molekiiliin bir grubuna 6zgii olan degerdir [67].

7 degerleri katihimh 6zellik gosterir. Bir molekiiliin pargalanina 6zgii olan ©t
degerlerinin toplam: o molekilin log P’sini verir. Bu nedenle bir seri bilesigin
tiimiinii deneylemeden yalmz 7 degerlerinden yararlanarak gerekli hesaplamalan
yapmak miimkiindiir. Ancak 7 degerlerinin hesaplanmasinda dikkatli olmak

gerekir. Yan yana bulunan iki grubun hesaplanmasi sirasinda, molekil ici
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hidrofobik bag olusumu ile etkilesimler, apolar gruplann etkilegimleri, elektronik
etkilesimler, hidrojen bag: etkilesimleri dikkate alinmalidir [67].
7 degerleri hesaplamalarinda tablo degerlerinden yararlandmstir [72].

GRUPLAR n GRUPLAR s

Ph 1.96 0-N(CHj3), 0.18
2-Furil 1.22 m-N(CHz), 0.18
0-CHs 0.56 p-N(CHs), 0.18
m-CH3 0.56 0-NO, -0.28
p-CH; 0.56 m-NO, -0.28
0-OH -0.67 p-NO, -0.28
m-OH -0.67 0-OCH; -0.02
p-OH -0.67 m-OCHj3 -0.02
o-Cl 0.71 p-OCH; -0.02
m-Cl 0.71 p-Cl 0.71

Tablo 4. Baz siibstitiientlerin n degerlen
Ornek: 6-kloro-2,3-difenil kinoksalin

Bilesigin 7 degeri; ana yap: degeri O oldugu igin 2,3-difenil’in © degerine

esittir.

nt =1.96+1.96
=3.92

3.2.2.2. Sterik Parametreler
3.2.2.2.1. Molekiil Agirhg (MW)
Ornek: C2H;6N2Ch

MW = 26422 + 16.13 + 28.02 +70.91

379.28

log MW = 2.5789
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3.2.2.2.2. Molekiiler Refraksiyon (Molar Kirilma, MR)

Bir ortama gelen igmun, gelme ve kinlma acilannin siniislerinin oranma
“kinlma indisi” denir. Bir stvinin belli bir dalga boyundaki 151n igin kirdma indisi
“n” ise, spesifik kirilma;

021 1
n2+2 d bagmtisiyla gosterilir,

=

d = Cismin kinilma indisinin 6lgaldiigi temparatiirdeki yogunlugu
n = Kirilma indisi

Spesifik kirilmanin mol tartist ile garpimma “Molar Kinlma” denir. MR ile
ifade edilen molar kirima Lorentz-Lorentz denklemi ile agiklanabilir;

n2-1 MW
n2+2 d

n = Kinilma indisi
d = Yogunluk
MW = Molekiil agirligt

Herhangi bir ortamun kirdma indisi, 1518in vakumdaki hizimin ortamdaki hizina
oramdir. Bu “Refraktometre” denilen optik araglarla olgiiliir. Ancak bu yolla
olgillen kirilma indisi sabit degildir. Isigin dalga boyu azaldikga kirilma indisi
artar. Bu yiizden sonuglan kargilagtirabilmek igin sabit frekanslt bir g1k kullanilir.
Bu amagla pratikte sodyum buhan lambasindan yararlanilir.

Molar kirilma (MR), katihmli etki gosteren sterik bir fizikokimyasal
parametredir. Bu katihmh ozelliginden dolayr molekiiliin herbir pargasinin
refraktivitesinin hesaplanmasimna olanak tammig ve bu degerlerle ilgili olarak genis
tablolar hazirlanmugtir. [79] Bu sonuglar kullamilarak herhangi bir grubun o
molekiile katkisi hesaplanabilir ve buradan yola ¢ikarak da o bilesigin biyolojik

etkisi ile korelasyonunu kurmak miimkiin olur.
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MR’m toplamsal ve yapisal 6zelligi su sekilde formiile edilir:
MR = Znr + Zl

r = Atomik kirilma

n = Atom sayist

21 = Yapiya ait deger

MR’m London dispersiyon kuvvetleri ile olan iligkisi su denklemlerle ifade
edilebilir:

E= -3000b LI _ 47N

E = 1ki atom (a ve b atomlart) arasindaki yaklagtiric1 (cohesive) enerji
o = a ve b atomlanmn polarizabiliteleri

r = a ve b atomlan arasindaki uzaklik

I = Iyonizasyon potansiyeli

N = Avagadro sayist

n=3.14

Yapi-etki iligkilerini gelistirmek amaciyla Agin ve arkadaglanmn ortaya
¢ikardiklann MR parametresi [80], molar hacmin tam olarak dizeltilmis formudur

[81].

Bag Sekli Bag Degerleri Bag Sekli Bag Degerleri
C-H 1.676 C=C 5.87
cC . 1.296 C=N 4.82
C-N 1.57 N-H 1.76
C-S 4.61 N-N 1.99
C-O 1.54 N-O 243
C-Cl 6.51 N=N 4.12
C-Br 9.39 N= 4.00
C-F 1.45 S-H 4.80

' snadoiy Universites
28 Merkez Kiitliphane



C1 14.61 S-S 8.11
C=C 417 S-0 4.94
C=N 3.75 0-H (alkol) 1.66
C=S 11.91 0-H (asid) 1.80
C=0 332

Tablo 5. Baz1 baglanin “Molar Refraksiyon” degerleri

Ornek: 6-kloro-asenafto[1,2-b]kinoksalin
MR = [9x(C-H)] + [14x(C-C)] + [8x(C=C)] + [2x(C-N)] + [2x(C=N)] + [2x(C-
Ch]
= (9x1.676) + (14x1.296) + (8x4.17) + (2x1.57) + (2x3.75) + (1x6.51)
=15.084 +18.144 +33.36+3.14+ 7.5+ 6.51
= 83.738
log MR= 1.9229

3.2.2.2.3. Molekiiler Hacim (Mv)

Molar hacim, molekiil tartis1 ile spesifik hacmin (gram bagma hacim)
carpimina esittir. Molar hacim=Mv=Vm=M/d (d=yogunluk)
Molar hacim de toplamsal ve yapisal bir ozelliktir, atomik hacimlerin

toplamna egittir [82].

Atom Hacim (cm”)

H 3.7
C 14.8

Cl 22.2

Br 27
I 37

N 15.6

-O- 74

= 12.0

-S- 15.51

Tablo 6. Atomik hacim degerleri
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Ornek: 6,7-dikloro—2,3-di—(2-ﬁ1ri1)kinoksa1in
Ci16HgCLN;O,
MV =(16x14.8) + (8x3.7) + (2x15.6) + (2x22.2) + (2x7.4)
=2368+296+312+444+148
=356.8
log MV=2.5524

3.2.2.2.4. Molekiiler Konnektivite indeksi (MCI)

Biyolojik sistem aktivasyonunda kimyasal yapi-etki etkilesiminde rol
oynayan klasik termodinamik faktorlerin yam sira molekiillerin topolojik
ozelliklerinin de onemli oldugu ortaya konulmustur [83,84]. Ilaglarm etki
mekanizmalarimn aydinlatilmasmna yeni bir boyut kazandiran ve molekiiler
yapimun rolatif bir olgiitii olarak agiklanan topolojik parametreler, reseptor yapist
s0z konusu olmadigi durumlarda, reseptor tarafindan tamnmay: ya da reseptore
baglanmayi karakterize etmek amaciyla kullanilmaktadir [85].

Molekiiler konnektivite indeksi, topolojik bir parametre olup Randic [86]
tarafindan ¢esitli asamalarla agiklanmis, Kier ve Hall [87] tarafindan da teorisi
geligtirilerek Medisinal Kimya aragtirmalarinda gesitli molekiiler yapilara ve
biyolojik aktivitelere uygulanmugtir [88,89]. Bu parametre molekiiler yapimn
biiyiikliiga, bicimi, bag tipleri, doymamushg, siklizasyonu, dallanmasi ve hetero
element igerigi ile agiklanmaktadir [90,91].

Randic’in ilk gelistirdigi parametre, esas olarak molekiliin dallanma
ozelliklerini ilgilendiren molekiil dallanma indeksi idi. Bu indeksin, homolog
serilerde belli fiziksel ozelliklerle (kaynama derecesi, yiizey alam gibi) 6nemli
istatistiksel iligkiler gostermesi iizerine, bu fiziksel ozelliklerle yakin iligkisi olan
biyolojik 6zelliklerin de bu parametre ile iliskisi olup olmadigim diistindiirmiigtiir.
Cok onemli oldugu diigiincesinden hareketle bu konudaki galigmalarin sayisi
artmug, ayrica kolay hesaplanabilir bir parametre olmasi da konuyu cazip hale

getirmistir [89].
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Molekiiler konnektivite indeksi (X), Kier ve Hall’in heteroatom igerigi goz
oniine alinarak ortaya koyduklan modifiye yontem ile MCI alogaritmas: olarak
hesaplanmgtir [92,93].

Buna gore molekiler iskelet, hidrojen atomlan ihmal edilmek iizere ele
almabilir. Her bir karbon atomu, komsu karbonlara baglanma sayisma gore 1, 2,
3, 4 (6:;) seklinde numaralandiniir. Heteroatoma bagh hidrojen sayismn da
¢ikarilmasindan sonra valans elektron sayisina esit olan deger, heteroatoma ait
olarak ele almr. Daha sonra her bag i¢in, bag: olugturan atomlarin almmg olduklart
sayllanin garpimu ile bir deger bulunur. Bu degerlerin toplanmas: ile de molekiiliin
valans konnektivite indeksi (*X") elde edilir. Bu hesaplar agagidaki formiil ile

gosterilebilir:
N 1
X= 3% Ckx=5%f ———-—
k=1 K T )k

X = Konnektivite indeksi

d; = Molekiil iskeletindeki her bir kdgeyi (atomu) ve bunun diger kogelerle
baglantisimn sayisal degeri

N = Bag (yani iskeletteki kenar) sayist

Cy = Baglantilarin toplamt

Heteroatomlar i¢in almmasi gereken degerler (8") Kier ve Hall tarafindan
tablolar halinde verilmistir [87,92].

Atom b Atom o
-NH, 3 -OH 5
-NH 4 -O- 6
SN— 5 -C=0 6
-C= 5 Furan O 6
-C=NH 4 O=N-O 6
Piridin N 5 H;O 4
Nitro N 6 H30+ 3
NH3; 2 F 7
NH;" 1 Cl 0.690
SR 6 Br 0.254
PN
=NH; 3 1 0.085

Tablo 7. Heteroatomlar igin valans delta degerleri
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Ornek: 6,7-dikloro-2,3-difenil kinoksalin

1 1 1 1 1
1Xv = 8. + 8. 4 5o—— + b 4 2 ———

Jo J12 J16 20 V276
=2.6664 +2.3094 +1.25 +0.8944 + 1.2038
= 8.324
log MCI = 0.9203

3.2.2.3. Elektronik Parametre
3.2.2.3.1. Elektronik Siibstitiient Katsayis1 (c)

c degismezi bir elektronik parametredir. Hammett’in ¢aligmalarindan
yararlanilarak bir ¢ok siibstitiient degismezi bulunmugtur. Bunlar 6zel, elektronik

ve bazen de sterik etkenleri aciklarlar [67].

Reaksiyon merkezleri ile diger siibstitiientlerin dogrudan etkilesimleri igin

o ve ¢ degismezi kullamlmugtir. Bu igaretler reseptoér yoresinin niikleofilik ya
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da elektrofilik olmasina dayanmaktadr. Boylece o degerinin isareti saptanarak
reseptor ile etkilesme mekanizmasi ortaya konulabilir. Ayrica meta ve para’da
bulunan siibstitiientler igin oy, ve G, degismezleri kullanilir [67].

Alifatik seride rezonans ve sterik etkileri Taft’m o* degismezi ile
incelemek mimkindiir. Yine Taft tarafindan ortaya atdan o;, Es ve ogr
degismezleri, polar, sterik ve rezonans etkilerinin ayrilmasim saglar. Es basit
organik molekiiller igin ¢ozelti iginde saptandiginda, bulunan degerlerin enzimatik
reaksiyonlar ile ¢ok iyi korele oldugu bilinmektedir [67].

o degerleri konu ile ilgili tablolardan abtnmugtir [67].

Gruplar o Gruplar o
-0.01 p-N(CHs), -0.83
Ph

0-OH -0.37 Ph-3,4-(0OCH,0) -0.17
m-OH 0.12 0-Cl 0.23
p-OH -0.37 m-Cl 0.37
0-OCH3 -0.27 p-Cl 0.23
m-OCH; 0.12 0-CHj3 -0.17
p-OCHjs -0.27 m-CH3 -0.07
0-NO, 0.78 p-CHs -0.17
m-NO, 0.71 0-Br 0.23
p-NO, 0.78 m-Br 0.39
0-N(CH3), -0.83 p-Br 0.23
m-N(CHs), -0.15 2-Furil -0.044

Tablo 8. Baz siibstitiientlerin o degerleri

Omek:  6-kloro-2,3-di-(2-furil) kinoksalin

Bilesigin ¢ degeri; ana yapr degeri 0 oldugu igin 2,3-bis(2-furil)’in o
degerine egittir.

c =2 x (-0.044)

=-0.088
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Hidrofobik Parametreler Sterik Parametreler Elekt.

Para.

No| logP |logPar |  |Rm(ort)| Log Log |log MV | log MCI o

MW MR

1 | 4950 | 2.7367 |3.92] -0.6345 | 2.5007 | 1.9638 | 2.6337 | 0.8924 | -0.02
2 | 5988 | 2.5773 |5.04{ -0.6515 | 2.5376 | 2.0166 | 2.6760 | 0.9099 | -0.36
32798 | 2.7845 |3.88] -0.6020 | 2.5761 | 2.0033 | 2.6596 [ 0.9265 | -0.56
4 13302 | 26147 |2.44| -0.5555 | 2.4723 | 1.8918 | 2.5293 | 0.8308 | -0.088
5| 4201 | 2.6602 [6.06]| -0.4702 | 2.4604 | 1.9229 | 2.5478 | 0.8586 | -0.04
6 | 4875 | 2.6945 |5.88] -0.5118 | 2.4979 | 1.9540 | 2.5911 { 0.8970 | -0.03
7 | 5692 | 2.7573 |4.63| -0.5862 | 2.5455 | 1.9861 | 2.6190 | 0.9203 0.21
8 | 6.730 | 2.7619 }5.75] -0.5555 | 2.5789 | 2.0259 | 2.6631 | 0.9240 | -0.15
9 | 3.540 | 2.8065 |4.59] -0.5259 | 2.6141 | 2.0402 | 2.6768 | 0.9524 | -0.33
10 ( 4.044 | 2.6454 {3.15] -0.5707 | 2.5200 | 1.9179 | 2.5245 | 0.8629 | 0.142
11] 4943 | 2.6794 |6.77| -0.5406 | 2.5094 | 1.9598 | 2.5700 | 0.8887 0.19
12| 5.617 { 2.7355 {6.59] -0.5406 | 2.5430 [ 1.9572 | 2.6112 | 0.9246 0.20

Tablo 9. Sentez edilen bilegiklere ait fizikokimyasal parametre degerleri
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3.2.3. FARMAKOLOJIK METOD
3.2.3.1. Hiicre Kiiltiirii

F2408 (Normal hiicre, rat embriyo fibroblast benzeri hiicre) ve SRP7 (H-
ras aktive hiicreler) hiicreleri; % 10 foetal calf serum (FCS) (Gibco), 100 iinite/ml
penisilin/streptomisin ve glutamin ile tamamlanan Dulbecco Modified Eagle
Medium (DMEM) (Sigma) igerisinde tek faz halinde muhafaza edilmigtir.
Hiicreler nemli bir atmosferde, % 5 CO; ve % 95 hava altinda 37 5C’de inkiibe

edilmigtir.

3.2.3.2. Toksisite Cahsmasi [MTT Boya Rediiksiyonu (indirgenmesi)

Yontemi}

Bu yontem san renkli ve suda ¢oziinen monotetrazolyum tuzunun [3-(4,5-
dimetiltiyazolil-2-)-2,5-difenil tetrazolyum bromir, (MTT)]; indirgenerek suda
¢oziinmeyen pembe formazon’a cevrilmesine dayanr. Mitokondrial dehidrojenaz,
NAD veya NADP diaforoz’lardan elektron transportu yoluyla MTT
rediiksiyonunu saglarlar. Olii olanlar degil, sadece yasayan hiicreler MTT’ vyi
indirgeyebilir. Hiicreler, MTT boya indirgenmesi, hiicre sayis1 bakimindan lineer
olmaldir. Bu oOnemlidir, ¢inkii optimum hiicre sayist ve yOntemin siresi,
kullanilan her bir hiicre i¢in belirlenir.

F2408 hiicreleri, diiz bir tabaka halinde yetistirildikten sonra, % 80
yogunluga sahip hiicrelerin, % 0.25 tripsin yardimiyla yiizeyle olan baglantilan
kesildi ve % 10 FCS medium ile muamele edildi. 1x10> hiicre/l ml gelecek sekilde
hesaplandiktan sonra 200 pl hiicre soliisyonu 96 gozlii plakalara ekildi. Ekim
islemi tamamlandiktan sonra farkli konsantrasyonlardaki Bil. No. 1, 8 ve 10
maddeleri (8ug, 16ug, 32pg, 64pg) hiicrelere ilave edilip plakalar 24, 48, 72 saat
% 5 CO; atmosferde 37 °C’ de inkiibe edildi.

Plakalann dikey ve yatay ilk siralanindaki 8 gozii, kontrol igin yalnizca 200
ul % 10 FCS ile dolduruldu. Her giiniin sonunda 20 pl MTT boya (steril PBSA-

fosfat tamponu iginde 5 mg/ml stok konsantrasyonu) her bir goz igerisine eklenip
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2 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Bu inkibasyon siiresince MTT canli hiicreler
tarafindan ¢ozilme Ozelligine sahip olmayan mavi renkte bir tiriine doniistiirildi.
MTIT solisyonunu igeren medium dikkatlice ortamdan uzaklagtimldi ve
indirgenmig tetrazol tuzu mavi kristaller halinde gézlerin dibinde kaldi. Bu boya
renk degisimi A = 540 nm dalga boyunda optik dansite cinsinden okundu. Her
kimyasal madde konsantrasyonu 4 kere tekrar edildi. Standart sapma her deney
i¢in daima <% 10 olarak hesaplandi.

3.2.3.3. DNA Sentezi Analizi [94-97]

Hiicrenin gogalma hizlan 96 gozli plakalarda (Nunclon) ve BrdU
kolorimetrik kit (Boehringer Mannheim )yardinuyla tespit edilmigtir. SRP7 (H-ras
geni aktif) kanser hiicreleri kiltirde tutulduktan sonra % 0.25 tripsin/EDTA ile
muamele edildi ve 1x10° hiicre/ml gelecek sekilde % 10 FCS’lik medium icinde
her bir kuyucuga transfer edildi. Maddelerin hepsi DMSO iginde ¢oziindiriiliip,
etkileri iki konsantrasyon tizerinden (8 upg/ml ve 16 pg/ml) arastinldi. Bu
konsantrasyonlar MTT yonteminin sonucuna gore tespit edilmigtir. Her giiniin
sonunda, hiicreler 10 pl BrdU-fliioresan boya soliisyonu ile 37 °C’de 2 saat inkiibe
edilmek suretiyle igaretlenmislerdir. Daha sonra hicreler fikse edilip, 100 pl anti-
BrdU-antibody soliisyonu ile 90 dakika inkiibe edilmistir. PSBA ile yikama
agamalarindan sonra da substrat soliisyonu eklenmis plakalarin, ELISA

(Organum, Technica) yardimyla 492 nm’de optik dansiteleri okunmustur.

B N .
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0.D % Kontrol

201

10 100
Bil.No.1 (xM)

Bil. No. 1’in sitotoksik etkisi Bil. No. 10 ile benzesmektedir. En disik
konsantrasyon’da (0.01 pM ) her ii¢ giinde toksik bir etkiye rastlanmazken en
yitksek konsantrasyon olan 0.20 uyM % 70 oranmda hiicre olimiine neden
olmustur. Yine diger maddelerde oldugu gibi kanserli hiicrelerin cogalmalarina
olan etkilerinin incelenmesi i¢in 0.01 uM - 0.05 pM ve 0.10 pM’luk
konsantrasyornlardan faydalanlmugtir. ICso degeri yine 1. giin igin ICso = 0.02 pM.
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120

100

S0

0.D % Kontrol
1

20 T r T T r T
| 1o 100

Bil. No.8 (M)

Bil. No. 8 “in sitotoksik etkisi tetrazolin yani MTT ydntemi ile materyel ve
metod boéliiminde agiklandigi gibi incelenmistir. MTT, hiicre sayisimn ve canhilik
derecesinin bir gostergesidir. MTT boyasi canli olan hiicrelerin mitokandrial
dehidrojenaz enzimi yardimu ile renkli formazan tiirevine ¢evrilmistir. Ekspantiyal
bliyiime fazma erigmis olan H-ras onkojeni aktif rat embriyo fibroblast kanser
hiicreleri ( SRP7), farkli konsantrasyonlardaki Bil. No.8 (0.01 pM-0.05 uM ve
0.10 uM, 0.20 uM DMSO igerisinde) ile 24, 48 ve 72 saat inkiibe edildiler ve her
giin sonunda toksik etkileri 540 nm’de okundu. Dusiik konsantrasyondaki Bil. No.
8 ozellikle 1. ve 2. giinlerde toksik etki gdstermesine ragmen, 3. giinde bu etkinin
degistigi gozlenmistir. Her ¢ giinde ise 0.20 uM (en yiiksek konsantrasyon) Bil.
No. 8 tamamen hiicrelerin %40 oraninda Slimiine neden olmustur. Bu maddenin
0.05 uM ve 0.10 uM konsantrasyonlan distk toksisiteye (1. ve 2. gtnlerde %10-
%20) sahip olduklarindan dolay:r etki deneylerinde bu konsantrasyonlar
kullanulmustir. ICso degeri 0.03 pM olarak hesaplanmustir. Deneylerde kontrol
olarak ¢oziicliniin (DMSO) etkisi de incelenmistir, fakat maddenin etkisini
degistirici herhangi bir etkisi tespit edilmemistir. Sonuglar iki kez ve her bir
konsantrasyon i¢in aym plak iginde 4 farkh kuyucugun ortalamas: alinarak

degerlendirilmistir.
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0.D % Kontrol

120
—a— 1.Gin
100 % I —+—  2.Gln
—a—  3.Gln
5t
80 3
60
40 A
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l 10 100

Bil. No.10 (y:M)

Bil. No. 10’un toksik etkisi ve madde konsantrasyonlan Bil. No.8 ile aym
sekilde belirlenmistir. Bu maddenin de 0.01 pM, 0.05 pM, 0.10 pM ve 0.20 uM
konsantrasyonlarniun etkileri her u¢ giiniin sonunda UV spektrofotometre ile
olgiilmistir. 0.01 pM, 0.05 uM, 0.10 pM BilNo. 8’in SRP7 kanser hiicreleri
izerine  %20-30°luk  bir toksik etkist oldugu goézlenmistir.  Yiiksek
konsantrasyonda ise (0.20 puM), ozellikle 2. giin sonunda %80’lik bir hiicre kayb
gozlenmistir. Etki deneylerinde de bu maddenin ayn: konsantrasyonlari (0.01 pM,
0.05 pM, 0.10 M) kullamlmustir. 1. giin sonundaki ICso degeri 0.20 uM olarak

gosterilebilir.



Bil. No I'in 5RP7 kanser hiicrelerinin DNA sentezine olan etkileri

0.3
1 Giin
4 2 (Giin
] 3.Gin

0.D Degerleri (492nm)
o
1
!

'

<
1

;'i % % ;

Kontrol Bil. M. 4 0.01uM 811 Ma40.05uM 8= 4 0 10.M

0.0 -

Bil. No l'in 1., 2. ve 3. giinlerde DNA sentezinde artig gbzlenmistir.

Ril. No 8'in SRP7 kanser hiicrelerinin DNA sentezine olan etkisi

0.3

OOD

[ oty oot b
333

-
|

0.D Degierleri (492nm)

. L 7 : |
Kontrol 8ilAle.§  0.0TuVBi| Meg 0.05uNMBH No-§ 0.10uM

0.0 -

Bil.No. 8, 1. ve 2. giinlerde fazla bir degisiklik gozlenmemistir. 3.glinde
ise DNA sentezinde artig gdzlenmistir.
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Bil. No 10'un 5RP7 kanser hiicrelerinin DNA sentezine olan etkisi
0.3
- |

8 1 Giin
2.Giin
| 1 3.Gln

-+

0.D Degierleri (492nm)

0.0 - A8 e -
Kontrol &f. No.10 0.01L81 NojO 0.05.B( {0 0.10uM

Bil. No 10'nun 1., 2. ve 3. giinlerde DNA sentezinde artiy gdzlenmistir.
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3.2.3.4. Farmakolojik Etki Sonu¢lan

Bil. No. 1, 8 ve 10’un toksik olmayan konsantrasyonlart MTT y6ntemiyle
tesbit edildikten sonra bu bilesiklerin antikanser etkilei kolorimetrik
immunoassay yardimyla aragtinldi. Bu metod DNA sentezi sirasinda BrdU ‘nun
hiicre DNA’sina baglanmasma ve buna bagh olarak renk degisiminin ELISA ‘da
Olgiilmesine dayanmaktadr. Radyoaktif olan [3H]-timidin metoduna alternatif
olarak geligtirilmis bir metoddur. Bu deneysel ortamda her ti¢ maddenin de farkh
konsantrasyonlart kullanilmugtir ve bu maddelerin 5SRP7 kanser hiicrelerinin DNA
sentezine olan etkileri incelenmistir. Grafikten de anlasildifi tizere, her giiniin
sonunda yapilan olgiimler sonunda, kontrol hiicreleri beklenen biyiime egrisini
gostermigtir ve her ii¢ maddenin de kanser hiicrelerinin DNA sentezini durdurucu
bir etki yerine, ¢ok kigiik de olsa DNA sentezini arttirnci bir etki gosterdigi
gozlenmigtir. Etki konsantrasyonunun tam olarak tesbit edilebilmesi igin,
kuflamlan doz araliklarmin agilmasimn uygun oldugu disinilmektedir. Aym
zamanda, yapilan ¢6zici kontrol deneylerinde de,  ¢ozicinin (DMSO)

istatistiksel bir etkisinin olmadig gozlenmigtir.
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4. DENEYSEL KISIM
4.1.1.Sentezlenen Bilesikler

4.1.1. 6-kloro-2,3-difenilkinoksalin

Qﬁ, P :I ol

Benzil 0,005 mol 1,5839 ¢
4-kloro-1,2-fenilendiamin 0,005 mol 0,7129 g
Asetik asid 30-40 ml

Benzil, 4-kloro-1,2-fenilendiamin ve glasiyel asetik asid i¢inde 4-5 saat
kanstinlarak geri ¢eviren sogutucu altinda isitiidi. Kromatografi sonucuna gore
reaksiyona son verildi. Balon igerifi su-buz kansimmna bosaltilarak amonyum'
hidroksid ¢ozeltisi ile notralize edildi. Sonugta, olusan gokelti siiziilerek alindi.

Etanolden kristallendirildi.
Verim : % 55

Deneysel erime derecesi : 121-23 °C
Literatiir erime derecesi : 123-24 °C [17,21]

'H NMR (400 MHz), (DMSO-dg) & (ppm) : 7.12-7.26 (10H, m, Ar-H), 7.67-7.70

(1H, d, kinoksalin, 8.C), 7.95-7.97 (1H, d, kinoksalin, 7.C), 8.02 (1H, s,
kinoksalin, 5.C)
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4.1.2. 6-kloro-2,3-di-(p-toluil)kinoksalin

e ey
s Q Q

Toluil 0,005 mol 1,7242 g
4-kloro-1,2-fenilendiamin 0,005 mol 1,7129 ¢
Asetik asid 30-40 ml

Toluil, 4-k10ro-1,2-fenilendiamin ve glasiyel asetik asid ile 4-5 saat
kangtirilarak geri geviren sogutucu altinda isitildi. Kromatografi sonucu goz
Oniine almarak reaksiyona son verildi. Su-buz kangimina bogaltilan balon igerigi
amonyum hidroksid ¢ozeltisi ile notralize edildi. Sonugta, olugan ¢okelti stiziilerek
alindi. Etanolden kristallendirildi.

Verim : % 53

Deneysel erime derecesi : 163-165 °C

Literatiir erime derecesi : 162 °C [17]

'H-NMR (400 MHz) (DMSO-d¢) & (ppm) : 2.00 (6H,s,Ar-CHs), 7.80-8.20
(8H,d,Ar-H), 8.30-8.60 (2H,q,kinoksalin,7. ve 8.C), 9.10 (1H,s,kinoksalin,5.C).
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4.1.3. 6-kloro-2,3-di-(p-anisil)kinoksalin

Cl)=0 +
Anisil : 0,005 mol 1,8842 g
4-kloro-1,2-fenilendiamin 0,005 mol 1,7129 g
Asetik asid 30-40 ml

Anisil, 4-Kloro-1,2-fenilendiamin ve glasiyel asetik asid iginde 4-5 saat
kanigtinlarak geri geviren sogutucu altinda isitildi. Kromatografi sonucu goz
Oniine alinarak reaksiyona son verildi. Su-buz kangimina bosaltlan balon igerigi
amonyum hidroksid ¢ozeltisi ile notralize edildi. Sonugta, olugan ¢okelti siiziilerek
alindi. Etanolden kristallendirildi.

Verim : % 60

Deneysel erime derecesi : 145°C

Literatiir erime derecesi : 143-145°C [17]

'H-.NMR (400 MHz) (DMSO-ds) 8 (ppm) : 3.30 (6H,s,Ar-OCHs), 8.25-8.60
(10H,m,Ar-H), 9.10 (1H,s,kinoksalin, 5.C).
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4.1.4. 6-kloro-2,3-di-(2-furil)kinoksalin

l@o N CH;COOH |
[ ||/(:0 cl
BN
o
Furil 0,005 mol 1,4835 g
4-kloro-1,2-fenilendiamin 0,005 mol 1,7129 g

Asetik asid 30-40 ml

Furil, 4-kloro-1,2-fenilendiamin ve glasiyel asetik asid varliginda geri
geviren sogutucu altinda 4-5 saat 1sitildi. Kromatografi sonucu dikkate alinarak
reaksiyona son verildi. Balon igerii su-buz kangimna bosaltilarak amonyum
hidroksid ¢ozeltisi ile notralize edildi. Sonugta, olusan ¢okelti siiziilerek alindi.
Etanolden kristallendirildi.

Verim : % 72

Deneysel erime derecesi : 115-17 °C

Literatiir erime derecesi : 115 °C [17]

'H-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) 8 (ppm) : 8.10-8.70 (6H,mfuril-H), 9.10
(1H, s,kinoksalin ), 9.40-9.50 (2H,d kinoksalin, 7. ve 8.C)
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4.1.5. 6-kloro-asenafto[1,2-b]kinoksalin

R I, == 00,

Asenaftakinon 0,005 mol 1,4436 g
4-kloro-1,2-fenilendiamin 0,005 mol 1,7129 g
Asetik asid 30-40 ml

Asenaftakinon, 4-kloro-1,2-fenilendiamin ve glasiyel asetik asid ile 4-5
saat kangtinilarak geri geviren sogutucu altinda isitildi. Kromatografi sonucu goz
oniine alinarak reaksiyona son verildi. Su-buz kangimina bosaltilan balon igerigi
amonyum hidroksid ¢ozeltisi ile notralize edildi. Sonugta, olusan gokelti stzilerek
alindi ve kristallendirildi. '

Verim : % 78

Deneysel erime derecesi : 231-35°C

Literatiir erime derecesi : Erime derecesine literatiirde rastlanmadi.

'H-NMR (400 MHz) (DMSO-de) & (ppm) : 7.89-8.62 (9H, m, Ar-H)
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4.1.6. 6-kloro-fenantro [9,10-b] kinoksalin

s@iine e
Z

Fenantrokinon 0,005 mol 1,5738 g
4-kloro-1,2-fenilendiamin 0,005 mol 1,7129 g
Asetik asid 30-40 ml

Fenantrokinon, 4-kloro-1,2-fenilendiamin ve glasiyel asetik asid ile 4-5
saat kanstinlarak: geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitildi. Kromatografi sonucu goz
Ontine almarak reaksiyona son verildi. Su-buz kangimina bogaltilan balon igerigi
amonyum hidroksid ¢ozeltisi ile notralize edildi. Sonugta, olusan ¢okelti siiziilerek

ahind1 ve kristallendirildi.
Verim : % 85

Deneysel erime derecesi : 251-53 °C

Literatiir erime derecesi : Literatiirde erime derecesine rastlanmadi.

'H1-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) & (ppm) : 7.78-8.52 (11H, m, Ar-H)
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4.1.7. 6,7-dikloro-2,3-difenilkinoksalin

Q Oy
c=0 Kjﬁ _CH,COOH_ ]\/;(
&4

a

Benzil 0,005 mol 1,5839g
4,5-dikloro-1,2-fenilendiamin 0,005 mol 0,8851¢g
Asetik asid 30-40 mi

Benzil, 4,5-dikloro-1,2-fenilendiamin ve glasiyel asetik asid i¢inde 4-5
saat kangtirilarak geri ¢eviren sogutucu altinda isitildi. Kromatografi sonucuna
gore reaksiyona son verildi Balon igerigi su-buz kangimina bosaltilarak
amonyum hidroksid ¢ozeltisi ile notralize edildi. Sonugta, olusan g¢okelti siiziilerek

alindi. Etanolden kristallendirildi.

Verim : % 67
Deneysel erime derecesi : 154-56 °C
Literatiir erime derecesi : 153 °C [22]

'H-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) & (ppm) : 7.37-7.49 (10H, m, Ar-H), 8.50 (2H,
s, kinoksalin)
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4.1.8. 6,7-dikloro-2,3-di-(p-toluil)kinoksalin

Oc:o CHz,COOH H?'C N “
PeE_N-I4 0!
() e Y
Toluil 0,005 mol 1,7242 g
4,5-dikloro-1,2-fenilendiamin 0,005 mol 0,8851¢g
Asetik asid 30-40 ml

Toluil, 4,5-dikloro-1,2-fenilendiamin ve glasiyel asetik asid iginde 4-5 saat
kangtinlarak geri ¢eviren sogutucu altinda isitildi. Kromatografi sonucu goz
oniine alinarak reaksiyona son verildi. Su-buz kangimma bogaltilan balon igerigi
amonyum hidroksid gozeltisi ile notralize edildi. Sonugta, olugan ¢okelti siiziilerek

alindi. Etanolden kristallendirildi.
Verim : % 57

Deneysel erime derecesi : 140-44 °C

Literatiir erime derecesi : Erime derecesine literatiirde rastlanmad.

'H.NMR (400 MHz) (DMSO-dq) & (ppm) : 2.28 (6H, s,Ar-CHs), 7.12-7.14 (4H,
d,j; 7.95), 7.32-7.34 (4H, d,j; 8.05), 8.88 (2H, s, kinoksalin)
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4.1.9. 6,7-dikloro-2,3-di-(p-anisil)kinoksalin

- Oho w0 ™ Oy
e O—Q ﬁ O_@ \NIICI

Anisil 0,005 mol 1,8842 g
4,5-dikloro-1,2-fenilendiamin 0,005 mol 0,8851 g
Asetik asid 30-40 ml

Anisil, 4,5-dikloro-1,2-fenilendiamin ile glasiyel asetik asid iginde 4-5 saat
kanstinlarak geri geviren sogutucu altinda isitildi. Kromatografi sonucuna gore
reaksiyona son verildi. Su-buz kangmmuna bosaltilan balon igerigi amonyum
hidroksid gozeltisi ile notralize edildi. Sonugta, olusan gokelti siizillerek alind.

Etanolden kristallendirildi.
Verim : % 65

Deneysel erime derecesi : 160-64 °C

Literatiir erime derecesi : Erime derecesine literatiirde rastlanmadi.

"H-NMR (400 MHz) (DMSO-d¢) 8 (ppm) : 3.73 (6H, s, Ar-OCHs), 6.88-6.90 (4H,
d,j; 8.75), 7.38-7.40 (4H, d,j; 8.73), 8.32 (2H, s, kinoksalin)

EI-MS : m/z : 411 (M, % 28), 135 (% 100), 133 (% 24), 103 (% 15), 77 (% 70),
63 (% 37).
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4.1.10. 6,7-dikloro-2,3-di-(2-furil)kinoksalin

CH3COON
I l =O ‘ CH3COOH

Cl
0
Furil 0,005 mol 1,4835 g
4,5-dikloro-1,2-fenilendiamin 0,005 mol 0,8851 g
Asetik asid 30-40 ml

Furil, 4,5-dikloro-1,2-fenilendiamin ve glasiyel asetik asid varhgmnda geri
geviren sogutucu altinda 4-5 saat 1sitildi. Kromatografi sonucuna dikkate alinarak
reaksiyona son verildi. Balon igerigi su-buz kangimmna bosaltilarak amonyum
hidroksid g¢ozeltisi ile nétralize edildi. Sonugta, olugan ¢okelti siiziilerek alindi.
Etanolden kristallendirildi.

Verim : % 72

Deneysel erime derecesi : 153-57 °C

Literatiir erime derecesi : Erime derecesine literatiirde rastlanmadi.

'H-NMR (400 MHz) (DMSO-de) 8 (ppm) : 6.51-7.73 (6H, m, furil-H), 8.20 (2H,
s, kinoksalin)
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4.1.11. 6,7-dikloro-asenafto[1,2-b]kinoksalin

(X - 0= B

Asenaftakinon 0,005 mol 1,4436 g
4 5-dikloro-1,2-fenilendiamin 0,005 mol 0,8851¢g
Asetik asid 30-40 ml

Asenaftakinon, 4,5-dikloro-1,2-fenilendiamin ile glasiyel asetik asid iginde
4-5 saat kangtirilarak geri geviren sogutucu altinda 1sitildi. Kromatografi sonucu
gbz Oniine alnarak reaksiyona son verildi. Su-buz kangmmna bosaltilan balon
icerigi amonyum hidroksid ¢ozeltisi ile notralize edildi. Sonugta, olusan ¢okelti
siiziilerek alind1 ve kristallendirildi.

Verim: % 80

Deneysel erime derecesi : 325-27°C

Literatiir erime derecesi : Erime derecesi literatiirde rastlanmadi.

"H-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) & (ppm) : 8.04-8.55 (6H, m, Ar-H), 8.61 (2H, s,
kinoksalin)
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4.1.12. 6,7-dikloro- fenantro [9,10-b] kinoksalin

O om0 O N
O ﬁ — O j::(
+ — P

Fenantrokinon 0,005 mol 1,5738 g
4,5-dikloro-1,2-fenilendiamin 0,005 mol 0,8851 g
Asetik asid 30-40 ml

Fenantrokinon, 4,5-dikloro-1,2-fenilendiamin ve glasiyel asetik asid ile 4-5
saat kangtinlarak geri geviren sogutucu altinda 1sitildi. Kromatografi sonucu goz
Ontine alarak reaksiyona son verildi. Su-buz kansimina bosgaltilan balon igerigi
amonyum hidroksid ¢ozeltisi ile notralize edildi. Sonugta, olusan ¢okelti siiziilerek

alind1 ve kristallendirildi.
Verim : % 83
Deneysel erime derecesi : 271-73 °C

Literatiir erime derecesi : 264 °C [22] ve 271-72 °C [26]

'H-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) & (ppm) : 8.03-8.56 (8H, m, Ar-H), 8.65 (2H, s,
kinoksalin)
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Bilesik Kapah Molekiil Elementel Analiz

No Formiil Agirhd (Hesaplanan/Bulunan)
: (g/mol) % C % H %N
1 CaoH;3NoCl 316.773 75.82/75.78 4.13/4.09 8.84/8.90
2 CoHi7N:Cl 344.833 76.62/76.67 4.97/4.91 8.12/8.15
3 C22H17N;0,Cl 376.833 70.11/70.16 4.54/4.60 7.43/7.38
4 C16HoN,O0,Cl 296.705 64.76/64.70 3.05/3.09 9.44/9.50
5 Ci1sHsN,Cl 288.725 74.87/74.80 3.14/3.17 9.70/9.76
6 C20H1:1N2Cl 314.763 76.31/76.39 3.52/3.48 8.90/8.97
7 CooHi12N2Cly 351.23 68.83/68.78 3.44/3.50 7.97/7.92
8 Ca2Hi6N2Cly 379.28 69.66/69.73 4.25/4.32 7.38/7.42
9 Co:Hi1sN20:Cl, 411.28 64.24/64.17 3.92/4.10 6.81/6.87
10 C16HsN,0,Cl 331.154 58.02/58.10 2.43/2.38 8.46/8.54
11 C1sHsN,Clp 323.174 66.89/66.82 2.49/2.43 8.67/8.70
12 CaoH10N2Cly 349.21 68.78/68.84 2.88/2.93 8.02/8.08

Tablo 10. Bilesiklere ait elementel analiz degerleri
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4.2. Ince Tabaka Kromatografisi (I.T.K.) Yontemi ile Calismalar
4.2.1. Ry Degerinin Saptanmasi

Bu aragtirmada, yapilan sentezlerde tiim bilesikler i¢in reaksiyon siiresi ve
reaksiyonlar sonucu elde edilen turinlerin safliklani ince tabaka kromatografisi
ile kontrol edilmigtir. ITXK. ¢aligmalannda asagidaki solvan sistemleri;
Kloroform:Metanol (99:1), Kloroform:Metanol (98:2), Kloroform:Metanol (97:3),
Kloroform: Metanol (95:5) ve Kloroform:Metanol (90:10) denenmis ve denemeler
sonunda bu sistemlerden en uygun olarak Kloroform:Metanol (97:3) sistemi
secilmistir. Cahigmalarda adsorban olarak Silikajel GF 254 ve Silikajel G ¢
(15:25) oramnda kullanilmugtir. Belirli orandaki Silikajel kanigtmi bir erlende
yaklagik 95 ml distile su ile siipanse hale getirildikten sonra bu siispanse jel
kangim, 20x20 cm ve 20x10 cm boyutlarindaki cam plaklara 0.25 ml kalmliginda
cekilip, 110 °C 'de 1 saat etiivde bekletilerek aktive edilmisler ve yukandaki
solvan sistemleri ile doyurulduktan sonra igleme sokulmuslardir.

Madde ¢ozeltileri alkolde hazirlanip adsorban kapli cam plaklara kilcal boru
yardimi ile yaklagtk 0.01 ml civarinda tatbik edilmis ve developman sonrasi

lekelerin belirlenmesi UV 15181 altinda 254 ve 366 nanometrelerde yapilmustir.
4.2.2. Ry Degerinin Saptanmasi
Absorbabilite katsayist Ry hidrofobik  bir  parametre  olup,
kromatografik g¢aligmalarla  bulunan Ry  degerlerinden agagidaki formiil
yardim ile hesaplanabilmektedir:
Ry = log[(1/Re)—-1]
Ry degeri, bilesigin absorbabilitesinin olgiisic durumundadir. Bilesigin etki

yerine baglanmast bir absorbsiyon olayina dayandigindan bu parametre yapi-etki

iliskilerinde kullanim alant bulmustur.
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5. SONUC VE TARTISMA

Tez kapsaminda, ana yapisim kinoksalin gekirdeginin olusturdugu 6-kloro ve
6,7-dikloro-2,3-distibstitiie kinoksalin tirevlerinin sentezleri gergeklestirilmistir.
Sentez edilen 12 adet bilesik kristallendirme yontemi ile saflagtinlmis ve saflik
kontrolleri kromatografik olarak yapilmistir. Aynica tiim bilesiklerin erime dereceleri
saptanmugtir. Literatiirde kaydina rastlanmayan tirevlerin NMR, MASS, elementel
analiz yontemleri ile yapilan aydinlatilmustir. Literatiirde kayith bilesiklerin ise,
deneysel erime derecelerinin, literatiir erime dereceleri ile kargilagtinlmasi
yapumugtir,

Bilesiklerin  sentezlerinde, 4-kloro ve 4,5-dikloro-1,2-fenilendiamin tiirevleri
distibstitiie veya nonsiibstitiie benzil tiirevleri ile asetik asitli ortamda kondensasyona
sokularak kinoksalin tiirevlerine gegilmigtir.

Sentezlenen bilesiklere ait fizikokimyasal parametrelerin saptanmasina yonelik
caligmalarda, bilesiklere ait bazi hidrofobik, sterik ve elektronik parametreler
hesaplama yolu ile veya deneysel olarak bulunmugtur. Calismalarda hidrofobik
parametreler olarak; log P, log Par, m, Ry, sterik parametreler olarak; log MW, log
MR, log My, log MCI, elektronik parametre olarak da & degerleri hesaplanmugtir.

Deneysel . bulgulara dayamlarak sadece hidrofobik Ry degerleri tayin
edilmistir. Kromatografik olarak yapilan galismalarda, aym plak tizerinde bilegiklerin
R¢ degerleri bulunmus ve buradan hesaplama yolu ile Ry degerlerine gegilmistir.

Seri igerisinden segilen 3 adet bilesigin (Bilesik No 1, 8 ve 10) toksik olmayan
konsantrasyonlart MTT yontemi ile saptandiktan sonra bu bilegiklerin antikanser
etkileri kolorimetrik immunoassay yontemi ile arastinlmgtir. Sonugta, secilen her 3
maddeden, kanser hiicrelerinin DNA sentezini durdurucu bir etki gostermesi
beklenirken, ¢ok az da olsa DNA sentezini arttirict bir etki gdzlenmigtir. Alnan
sonug, beklentilerimizin tersi bir durumdur. Bu sonuglar bize, kanserojen etkinin ana
yapidan mi, yoksa buna bagh olarak segilen gruplardan mu kaynaklandig: hakkinda
kesin bir bilgi ‘Vermemektedir. Ileride yapacagmmz c¢ahsmalarda, gerek tiirev
sayisinda ve gerekse DNA analizlerinde artig saglayarak daha detayh sonuglar
alabilecegimiz kanisindayiz.

Bu aragtirmalanimiza yapi-etki ¢aligmalan ile de destek vererek, daha kesin

sonuglara ulasmamiz miimkiin olabilecektir.
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