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Bilimsel Etige Uygunluk Sayfasi

“Bazi Triflorometil Siibstitiie Kalkonlarin Sentezi, Karakterizasyonu Ve Bu

2

Bilesiklerin Antikanser Ozelliklerinin Arastirilmasi > isimli “Yiiksek Lisans” tezim
tarafimca intihal tespit programi ile incelenmistir. Buna gore tezimde bilimsel etik
ihlali ve intihal olarak nitelendirilebilecek herhangi bir durum olmadigini taahhiit

ederim.

Bu ¢aligmadaki tiim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun bir bicimde elde
edildigini; ayn1 zamanda bu kural ve davranislarin gerektirdigi gibi, bu calismanin
0zlinde olmayan tiim materyal ve sonuclar1 tam olarak aktardigimi ve referans

gosterdigimi beyan ederim. 30/06/2025

Esra Keziban CETIN



OZET
Yuksek Lisans Tezi

BAZI TRIFLOROMETIL SUBSTITUE KALKONLARIN SENTEZI,
KARAKTERIZASYONU VE BU BILESIKLERIN ANTIKANSER
OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Esra Keziban CETIN

Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Farmasoétik Kimya Anabilim Dali

Damsman: Dog¢. Dr. Muhammed Fatih POLAT

Amag: Kalkon bilesikleri, 1,3-diaril-2-propen-1-on yapisi tasir ve antikanser aktivite olmak
tizere pek ¢ok biyolojik aktiviteye sahiptir. Bu tez ¢alismasinda 9 adet flor, klor ve brom
substitie 2-triflorometil kalkon bilesiklerinin sentezlenmesi, karakterizasyonu ve in-vitro
aktivite yontemleriyle, A549 ve Hep3B hiicre hatlarinda antikanser aktivitelerinin belirlenmesi
ve degerlendirilmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot: Bu tez ¢aligmasinda bazik ortamda 2-triflorometilasetofenon bilesiginden
baslanarak, 2, 3 ve 4 pozisyonlarinda flor, klor ve brom sibstitie benzaldehit turevleri
kullanilarak Claisen Schmidt kondenzasyon reaksiyonu iizerinden ilgili kalkon bilesiklerinin
sentezi gerceklestirildi. Sentezlenen kalkon tiirevlerinin farkli konsantrasyonlarmin A549 ve
Hep3B hiicre hatlarinda in-vitro aktivite yontemleri ile antikanser aktiviteleri arastirildi.

Bulgular: Elde edilen sonuglar dogrultusunda; 2-triflorometil grubu iceren dokuz adet
sentezlenmis kalkon tiirevi arasinda, 3'-konumunda klor atomu igeren bilesik (15), hem A549
hem de Hep3B kanser hiicre hatlarma karsi en giiglii antiproliferatif aktiviteyi gostermistir.
Genel olarak, klor iceren bilesikler, flor ve bromo iceren tiirevlere kiyasla daha etkili
bulunmus; halojenin konumunun sitotoksik etki iizerinde belirgin bir rol oynadigi
gOzlemlenmistir.

Sonug: Sentezlenen kalkon tiirevleri arasinda, ozellikle 3'-klor igeren bilesigin belirgin
antiproliferatif etkisi, halojen turi ve konumunun biyolojik aktivite Gzerinde 6nemli bir rol
oynadigin1 ortaya koymustur aynm zamanda yapisal modifikasyonlarin hedefe yonelik
antikanser ila¢ tasariminda dikkate alinmasi gerektigi de degerlendirilmektedir.

2025, 96 Sayfa

Anahtar kelimeler: Antikanser, Halojen, Kalkon Bilesikleri, Triflorometil



ABSTRACT

MSc Thesis

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION, AND INVESTIGATION OF THE
ANTICANCER PROPERTIES OF SOME TRIFLUOROMETHYL-
SUBSTITUTED CHALCONES

Esra Keziban CETIN

Erzincan Binali Yildirim University
Graduate School of Health Sciences
Department of Pharmaceutical Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Muhammed Fatih POLAT

Objective: Chalcone compounds possess a 1,3-diaryl-2-propen-1-one structure and exhibit
various biological activities, particularly anticancer activity. This thesis aimed to synthesize
nine fluorine, chlorine, and bromine-substituted 2’-trifluoromethyl chalcone compounds,
characterize them, and evaluate their anticancer activities on A549 and Hep3B cell lines using
in-vitro activity methods.

Materials and Methods: In this thesis study, starting from 2-trifluoromethylacetophenone in
a basic medium, the corresponding chalcone compounds were synthesized via the Claisen-
Schmidt condensation reaction using benzaldehyde derivatives substituted with fluorine,
chlorine, and bromine at the 2, 3, and 4 positions. The anticancer activities of the synthesized
chalcone derivatives were investigated on A549 and Hep3B cell lines using in vitro activity
methods at different concentrations.

Results: Based on the obtained results, among the nine synthesized chalcone derivatives
containing a 2-trifluoromethyl group, the compound (15) bearing a chlorine atom at the 3'-
position exhibited the strongest antiproliferative activity against both A549 and Hep3B cancer
cell lines. Overall, chlorine-containing compounds were found to be more effective compared
to their fluorine- and bromine-substituted counterparts; furthermore, the position of the
halogen was observed to play a significant role in the cytotoxic effect.

Conclusion: Among the synthesized chalcone derivatives, the compound containing a 3'-
chloro substituent showed a significant antiproliferative effect, demonstrating that the type and
position of halogen play an important role in biological activity. It is also considered that
structural modifications should be taken into account in targeted anticancer drugdesign.

2025, 96 Pages

Keywords: Anticancer, Chalcone Compounds, Halogen, Trifluoromethyl
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1.GIRIS

Kalkonlar veya 1,3-diaril-2-propen-1-on iskeletine sahip yapilar, iki aromatik halkanin
iic karbonlu a, B- doymamis karbonil sistemi ile baglandig1 flavonoidlerin analoglaridir
ve flavonoid biyosentezinin dncilleridir ( Katsori ve Hadjipavlou, 2009). Diger bir ifade
ile kalkonlar, reaktif bir ketoetilenik grup ( -CO-CH=CH-) iceren, konjuge ¢ift baglara ve
her iki benzen halkasinda tamamen delokalize edilmis m-elektron sistemine sahip

yapilardir.

Kalkon iceren bir¢ok bitki gegmisten bu yana ¢esitli hastaliklarda terap6tik ajanlar olarak
kullanilmaktadir. Ayrica kalkon igeren bir¢ok bitki kanser gelisime kars1 inhibisyon etki
gOsterdigi ¢alismalarda rapor edilmistir (Rudrapal ve ark., 2021).

Kalkonlar gibi fitokimyasallarin ucuz oldugu, kolayca sentezlenebilmesi, nispeten toksik
olmadig1 antikanser aktivite disinda bir¢cok farmakolojik aktiviteden sorumlu olacagi ve
cok cesitli mekanizmalar1 etkileyebilecegi birgok ¢alismada ortaya konulmustur. Ustelik
metokalkon, sofalkon ve hesperidin metilkalkon klinik kullanim i¢in onaylanmistir
(Ouyang ve ark., 2021). Kalkonlarm bu avantajlar1 ve ila¢ olabilme potansiyelleri, bilim
insanlar1 tarafindan dikkat cekmis ve kanser gibi tedavisi zor hastaliklar i¢cin de daha etkili

potansiyel ilaclar olarak tasarlanmalarini miimkiin kilmistir.

Tez ¢alismamizda, 2-triflorometil kalkon yapisinda; 2, 3 ve 4 pozisyonlarinda flor, klor
ve brom siibstitiie edilmis 9 adet kalkon bilesiginin sentezlenmesi planlanmistir.
Sentezlenen bilesiklerden 3-Cl ve 3-Br daha dnce sentezlenmis olup diger 7 kalkon tiirevi
literaturde ilk kez sentezlenen orjinal molekiillerdir. Ayrica 3-Cl ve 3-Br tirevleri igin
literatlirde daha dnce yapilmis antikanser aktivite caligmasi bulunmamaktadir. Bu tez
calismasinda belirlenen 9 kalkon tiirevi yiiksek verim ve saflikta sentezlenerek insan
hepatoseliiler karsinom hiicre hatt1 (Hep3B) ve insan akciger adenokarsinom hiicre hatt1
(A549) Gzerindeki antikanser aktiviteleri aragtirilmistir. Bu bakimdan triflorometil grubu
ve bununla iliskilendirecegimiz farkli pozisyonlarda halojen atomlar1 igermesi, bu konuda
halojenlerin, kalkon bazli yeni ilag molekiillerinin gelistirme ¢aligmalarindaki yeri ve

etkinliginin anlasilacak olmas1 bakimindan dnemlidir.



2.GENEL BILGIiLER
2.1. Flavonoidler

Flavonoidler, bitkilerden elde edilen sekonder metabolitler olan polifenolik
fiyokimyasallardir (Fu ve ark., 2016). Bitki aleminde genis yer alan flavonoidler
meyvelerde, sebzelerde, cayda, sarapta, geleneksel tibbi droglarda yaygin olarak bulunur

(Constantinescu ve ark., 2021).

Flavonoidler, bitki gelisimi ve savunmasinda 6nemli rol oynarlar. Bitkileri olumsuz ¢evre
kosullarindan koruyan giiglii antioksidanlardir (Kopustinskiene, ve ark 2020). Bitkileri
UV isinlarina, yiiksek karbon diisiik azot oranina, soguk stresi, patojen enfeksiyonlar1 ve
bocek istilalart dahil olmak Uzere biyotik ve abiyotik streslerden kaynaklanan hasara karsi
korurlar. Ayrica sinyal molekiilleri olarak hareket edip tozlanma i¢in bocekleri ¢ekebilir
ve oksin metabolizmasma katabilirler. Bu 6zellikleri ile dikkat ceken flavonoidler,
giiniimiize kadar 9000’ den fazla izole edilmis, tanimlanmis ve sentezleri arastirilmistir.

(Liu ve ark., 2021; Tohge ve ark., 2017; Wang ve ark., 2020).

Flavonoidlerin temel molekiiler yapis1 A, B ve C olarak adlandirilan {i¢ halka ( C6-C3-
C6) halinde diizenlenmis 15 karbon atomuna sahiptir. Flavon ( 2- fenil-3,4- dihidro- 2H-
1- benzopiron) flavonoid yapilarmin temel iskeleti kabul edilir ve flavonoidler arasindaki
smiflandirmalardaki temel fark, ¢ift C2-C3 bagi ve C4’ te bir karbonil grubunun varligidir
(Narog ve ark., 2023).Flavonoidlerin ¢cok sayida olmasi da, farkli pozisyonlarda ikame
edicilerin  (hidroksil, metoksil, metil, prenil ve glikozil) bulunma olasiligindan
kaynaklanmaktadir. Flavonoidler temel iskeletlerindeki degisikliklere gore 7 alt sinifa
ayrilir; flavonlar, flavanonlar, izoflavonlar, flavonoller, kalkonlar, auronlar ve
antosiyanidinleri igerir. Bunlar arasinda kalkonlar, diger flavonoid bilesikleri ve

polifenolik bilesiklerin dnciillerinden biridir (Chen ve ark., 2023).



2.1.1. Flavonoid Biyosentezi

Bitki ikincil metabolizmasmin en iyi karakterize edilmis yolu olan flavonoid biyosentezi,
cok cesitli fenolik bilesiklerin olusumuna yol acan fenilpropanoid yolunun bir parcasidir.
Fenilpropanoid metabolizmasi, fenilalanin amonyak liyaz (PAL) enziminin fenilalanini
alifatik zincirde deamine etmesiyle baslar ve bu islem sonucunda trans-sinnamik asit
olusur. Bu bilesik, daha sonra sinnamat 4-hidroksilaz (C4H) ve 4-kumarat: koenzim A
(CoA) ligaz (4CL) enzimleri tarafindan p- kumaril- CoA’ya doniistiiriiliir. Bu merkezi ara
urun, lignin, fenolik asitler, fenolik glikozitler ve flavonoidler gibi pek cok ikincil
metabolitin biyosentezinde rol alir (Ma ve ark., 2018; Zhang ve ark., 2017).

Bir p- kumaril -CoA ve 3 molekiil malonil-CoA’dan bir poliketid ara maddesinin olustugu
sirali yogusma ve dekarboksilasyon reaksiyonlarin1 kalkon sentaz (CHS) ve kalkon
izomeraz (CH1) katalize eder. Bu asama flavonoid sentezindeki ilk adim olarak kabul
edilir. Poliketid, A halkasinin olusumuna yol acan siklizasyonlara ve aromatizasyonlara
ugrar. Bu reaksiyonlarda ortaya ¢ikan naringenin kalkon (2°,4,4°,6’- tetrahidroksikalkon),
bir 6” hidroksikalkon bitkiler tarafindan sentezlenen ilk flavonoiddir. Meydana gelen ana
bisiklik C6-C3-C6 karbon iskeleti yapisina sahip bilesikler kalkon olarak adlandirilir.
Flavonoidlerin ¢ogunlugu i¢in tipik olan ii¢ halkali fenilkroman omurgasinin olusmasi

i¢in kalkonlar, kalkon izomeraz enzimi tarafindan daha ileri diizeye dontistUrtlir (Berim

ve ark., 2015; Winkel-Shirley, 2001; Yonekura-Sakakibara, ve ark., 2019).

2.2. Kalkonlar

Kalkon kelimesi, Yunanca bronz anlamimna gelen ‘chalcos’ kelimesinden tiiretilmistir
(Sahu ve ark., 2012). Dogal renklendirici bilesiklerin sentezinde oncii ¢alismalar yapan
Kostanecki, ‘kalkon’ terimini ilk ortaya atandir (Padhye ve ark., 2009). Kalkonlar,
flavonoid bilesiklerinin biyosentetik Onciillerini temsil eden lipofilik fitokimyasallardir

(Constantinescu ve ark., 2021).

Genellikle ¢igeklerdeki sar1 pigmentler olarak bilinirler ve ayrica Angelica, Sophora,
Glycyrrhiza, Humulus, Scutellaria, Parartocarpus, Ficus, Dorstenia, Morus, Artocarpus
vb. cinslerinin ¢esitli kisimlarinda (kokler, rizomlar, 6z odun, tomurcuklar, yapraklar,

cigekler ve tohumlar) yaygm olarak dagilmislardir (Rozmer Z., ve ark., 2014, Zhang ve



ark., 2013). Kimyasal olarak kalkonlar veya 1,3- diaril 2-propen-1-onlar, iki aromatik
halkanmn ii¢ karbonlu, a, B- doymamis karbonil sistemi ile birlestigi acik zincirli
yapilardir. Karbonil karbonuna bagli fenil halkast A halkasi, iki karbonlu doymamig
yaptya bagli olan fenil halkasi1 B halkasi olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.1) ( Sahu ve
ark., 2012). iki aromatik halka arasindaki bu konjuge bagm varligy, cis ( Z) ve trans ( E)
izomerlerini saglar (Sekil 2.2 ). Trans izomer termodinamik olarak daha kararlidir ve cis
konformerine gore baskindir (Mphahlele, 2021). Genis yapisal ¢esitlilige sahip olan
kalkonlar kabaca iki kategoriye ayrilir: basit / klasik kalkon ve 1,3- diaril-2- propen-1-
on’un ¢ekirdek iskeletine sahip hibrit kalkonlar (Zhuang ve ark., 2017).

e

Sekil 2.1. 1,3 diaril-2-propen-1-on Yapisina Sahip Kalkonlarin Genel Kimyasal Yapisi.

() &)
Sekil 2.2. Kalkonlarin (1) Trans (E) ve (2) Cis (Z) Izomerleri

2.2.1. Kalkonlarin Kimyasi

Kalkonlar nispeten yuksek lipofilisiteye sahip (log P = 5-7), kiiciik, diisiik molekiil
agirlikli (300-600 g/ mol araliginda), kiral olmayan molekiillerdir. Kromofor -CO-CH cift

bag CH-‘in varliginin bir sonucu olarak, kalkonlar renkli bilesiklerdir (Rudrapal ve ark.,

2021).

Kalkonlar, karbonil grubunda (1,2 - ilavesi ) veya iyi bir Michael akseptorii olan B-
karbonda (1,4- veya Michael katilmasi) niikleofillerle reaksiyona girme egiliminde olan
elektrofillerdir (Halpani ve ark., 2020; Mphahlele MJ. 2021).



Konjuge ketoetilenik iskele ve tamamen delokalize edilmis 7 - elektron sisteminin ayrica

redoks potansiyellerini azalttig1 ve kalkonlar1 elektron transfer reaksiyonlarina yatkin

hale getirdigi bilinmektedir (Singh., ve ark., 2014) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Kalkonlarin Ozellikleri ve Bu Ozelliklerin Kimyasal ve Biyolojik Davranisa

Etkilerinin A¢iklanmasi

Ozellik

Aciklama

Nispeten yiiksek lipofilisiteye sahiptirler.
(log P~ 5-7)
Kiiciik, diisiik molekiil agirhiklidirlar.

(300-600 g/ mol araliginda)

Kiral olmayan molekdllerdir.

Kromofor -CO-CH=CH- mevcuttur.

Kalkonlar, karbonil grubunda veya iyi bir
Michael akseptorii olan p-karbonda
niikleofillerle reaksiyona girme
egiliminde olan elektrofillerdir.

Konjuge ketoetilenik iskele ve tamamen
delokalize edilmis = - elektron sistemine

sahiptirler.

Hiicre zarmi gecebilir ancak ¢oziiniirliik
siirlt olabilir.

Hiicre icine gecisini kolaylastirir.

Farkli  biyolojik  hedeflere kolayca
baglanabilmesini saglayabilir.
Kimyasal olarak kolayca

degistirilebilmesine imkan verir.

Uretim, saflagtrma, maliyet ve analiz
acisindan  kolaylikk  saglar.  Ancak,
biyolojik hedefe 0Ozgiillik gerektiginde
baz1 dezavantajlar1 olabilir.

Renkli bilesiklerdir.

Bu ¢ok yonlii ve reaktif olmasini saglar.

Redoks
kalkonlar1

potansiyellerini
elektron

azalttigi  ve

transfer
reaksiyonlarma yatkin hale getirdigini
gOsterir.

Kalkonlarmn 1,3- dielektrofilik sistemler olmasi, diisiik molekiiler agirligi, uygun verimli

sentezi ve uygun ikame edicilerle lipofilikligin kolay optimizasyonu gibi avantajlartyla

uzun zamandir kombinatoryal ve ¢esitlilik odakli sentezde yapi taslar1 olarak kapsamli

calisilmig ve hastaliklarin ilag kesfinde 6nem kazanmistir (Thapa ve ark., 2021). Ayni



zamanda konjuge sistemleri nedeniyle, aromatik halkalar Gizerinde uygun elektron ¢eken
ve elektron veren fonksiyonel gruplarina sahip kalkonlar floresan 6zellik gosterebilmekte,
bu da onlar1 mekanik incelemeler ve goriintiileme/ teshis i¢in potansiyel kimyasal problar

haline getirebilir ( Ono ve ark., 2010).
2.2.2. Kalkonlarin Sentezi

Kalkonlar, kolay sentezlenmesi ile ¢cok sayida modifikasyona olanak taniyan basit bir
kimyaya sahiptir. Gunlmizde, kalkon tlrevlerinin sentezi i¢in gesitli yontemler
mevcuttur. Bu yontemlerin her birinde, en 6nemli adim, kalkon iskeletini elde etmek
amacityla niikleofilik ve elektrofilik gruplar igeren iki aromatik sistemin

kondenzasyonudur.

Ayrica, kalkonlar ¢ok sayida yer degistirilebilir hidrojene sahip oldugundan, kalkon
tirevlerinin sentezinde c¢esitli yontem ve semalarin kullanilmasma olanak tanir.
Kalkonlarin sentezi i¢in bilinen bir¢ok sentez yontemi vardir. En ¢cok kullanilan yontem
alkol icerisinde alkali varhiginda aril metil keton ve aril aldehitin Claisen Schmidt
kondenzasyonudur.

Kalkonlar, kolay sentezlenebilmelerine ragmen, c¢esitli biyolojik aktivitelerinin agiga
cikmastyla birlikte, cesitli katalizor ve reaksiyon kosullar1 gelistirilerek giderek artan
sayida yeni teknikler ve prosediirler ile sentezlenebilmektedir (Tablo 2.1). Kalkon

iskeletlerinin sentezinde kullanilan sentetik stratejiler, genel metodolojiler, katalizorler

ve kosullar Tablo 2.1.’de 6zetlenmistir (Mahapatra ve ark., 2015; Zhuang ve ark., 2017).



Tablo 2.2. Kalkonlarm Diger Sentez Yontemleri

Reaksiyon Ismi Reaksiyon Semasi
Kat1 Asit o N 0
o mberlyst-1
Katalizorli y +\ amberlyst-15 =
Reaksiyon 1,2-dikloroetan O O
benzaldehit fenilasetilen kalkon
Tek Kademe o)
(One-Pot) O)A\ /\O CrO; _
asetofenon fenilmetanol kalkon
Suzuki—Miyaura 0 Pd (PPhg), ve
Coupling CsCO3 P
Reaksiyonu ~ toluen O O
. r kalkon
benzoil klorir stiril boronik asit
OH 0 Pd (PPhy), ve
CsCO3
B\OH cl = =
toluen
fenil boronik asit sinamoil klorr kalkon
Siirekli Akigla 0 [ 9 D
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Heck Coupling

Halojen O

. - karbon .
Fenil halojenur monoksit stiren kalkon
Claisen-Schmidt baz ya da asit
Kondenzasyonu : ll ll : kataliz I ll P I
asetofenon benzaldehit kalkon

Friedel-Craft

Acilasyonu ©/ +xk/\© AlCl,

(ECG: elektron ¢eken grup.)

2.2.2.1. Claisen-Schmidt Kondenzasyonu

Kalkonlarin sentezinde kullanilan en yaygm yontemdir. Kalkonlar; benzaldehit ve
asetofenon tiirevlerinin, s1vi bir ¢dziicii i¢inde, bazik veya asidik katalizor varliginda, 50—
100 °C’de birkag saat boyunca kondenzasyonu ile elde edilir. Bu reaksiyon, a-hidrojen
iceren bir aldehit veya keton ile a-hidrojen icermeyen aromatik bir karbonil molekuli
arasinda meydana gelir. Gida, ilag ve baz1 6zel amaglh kimyasallar endiistrilerde Claisen
Schmidt reaksiyonu yoluyla sentezlenmektedir. Baz katalizér(i olarak NaOH ile aseton
ve benzaldehitten benzalaseton sentezi buna 6rnek olarak gosterilebilir (Gomes ve ark.,
2017; Sun ve ark., 2022).

2.3. Kalkonlarin Biyolojik Aktiviteleri

Kalkonlar gibi fitokimyasallarin ucuz oldugu, kolayca bulunabildigi ve nispeten toksik
olmadig1 caligmalarda gosterilmistir. Bu durum son yillarda dogal ve sentetik kalkon
tirevlerinin farmakolojik 6zelliklerini kesfetmek i¢in ¢ok sayida ¢aligma yiiriitiilmesine
neden olmustur. Ustelik kalkon bazli bilesikler olan; metokalkon, koleretik/diuretik
olarak, sofalkon, anti-tlser/mukoprotektif ve hesperidin metilkalkon vaskuler koruyucu
olarak klinik kullanim i¢in onaylanmustir (Sekil 2.3). Bu durum kalkonlarin klinik

potansiyellerini 6rneklendirmektedir (Ouyang ve ark., 2021).
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Sekil 2.3. Klinik Olarak Onaylanmis Kalkonlar

Kalkonlar ve tiirevleri lizerinde yapilan klinik oncesi ¢aligmalar, bunlarin antidiyabetik
(Welday Kahssay ve ark., 2021), antiinflamatuar (Guazelli ve ark.,2021) , antibakteriyel
(Amole ve ark., 2019), antifungal (Gupta ve ark., 2015), antiviral (Duran ve ark., 2021),
antitiberkiloz (Gomes ve ark., 2017), antiparaziter (Tajuddeen ve ark., 2018),
antimalaryal ve antileismanial (Liu ve ark., 2003), antioksidan (Jadhav ve ark., 2013)
antialzheimer/noroprotektif (Barber ve ark., 2023), ve antikanser ajanlar (Al Zahrani ve

ark., 2020) olarak yiiksek potansiyele sahip oldugunu gostermistir (Sekil 2.4).



Antidiyabetik Antiparaziter Antimalaryal

T o) / P Antileismanial
Antittberkiloz _
™~ O —» Antifungal
\ - .
Antiinflamatuar % l l Antibakteriyel

Anti-alzheimer/

Antikanser Antioksidan Antiviral Noroprotektif

Sekil 2.4. Kalkonlarin Biyolojik Aktiviteleri

2.4. Kalkonlarin Baz1 Aktivite Mekanizmalar

Cesitli dogal, sentetik veya yar1 sentetik kalkonlar, farkli biyolojik hedeflere karsi
gosterdikleri etkiler sayesinde dnemli tibbi biyolojik aktiviteler sergilemistir (Batovska
ve ark., 2010). Guglu antiinflamatuvar etkilerinin ise lipo-oksijenaz (LOX),
siklooksijenaz (COX), interlokinler (IL), nitrik oksit sentaz, prostaglandinler (PGs) gibi
cesitli hedeflerin inhibisyonuna bagli oldugu 6nerilmektedir ( Kar Mahapatra.ve ark.,
2019). Ayrica kalkon molekiilleri, Dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4), Peroksizom
proliferator-aktive edici reseptor gama (PPAR-y), a-glukozidaz ve doku duyarliligini
module ederek antidiyabetik etkiler gdstermektedir. Potansiyel antiviral aktiviteleri de
gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH), topoizomeraz-I1, fumarat redliktaz, laktat
dehidrogenaz, cesitli protein kinazlar, protein tirozin fosfataz, insan immiin yetmezlik

viriisii (HIV) integraz/proteaz, laktat/izositrat dehidrogenaz gibi ¢esitli hedefler tizerinden

gostermektedir ( Elkhalifa ve ark., 2021; Mahapatra ve ark., 2015).

Kalkon tiirevli bilesiklerin kanserli hiicreler tizerinde ¢esitli etki mekanizmalari
tanimlanmistir. Bu mekanizmalar arasinda apoptozis indiiksiyonu, DNA ve
mitokondriyal hasarin olusturulmasi, anjiyogenezin inhibisyonu, tubulin ve kinaz
inhibisyonu ile ilag effluks proteinlerinin aktivitelerinde degisiklik yer almaktadir (Rizeq
ve ark., 2021). Ayrica, kalkonlar P-glikoprotein (P-gp), aromataz, S5a-rediktaz,
proteazom, vaskiiler endotelyal buyime faktori (VEGF) gibi 6énemli faktorleri hedef
alarak etkilerini gosterir. Bunun yani sira, ATP baglayici kaset alt ailesi G iiyesi 2
(ABCG2), meme kanseri direngli protein (BCRP), aktive edilmis niikleer B hiicresi

blyume faktort (NF-kB), tirozin kinaz reseptorleri (epidermal biiyiime faktorii reseptori
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(EGFR) ve mezenkimal epitelyal gegis faktorii (MET) gibi ¢esitli hedefler iizerinde de
etki gosterir. Bu sayede, kalkon tiirevleri hem tedaviye duyarli hem de direngli kanser
turlerinde in vitro ve in vivo 6nemli antikanser aktiviteler sergiler (Gao ve ark., 2020;
Rizeq ve ark., 2021).

2.5. Antikanser Aktiviteye Sahip Baz1 Dogal ve Sentetik Kalkonlar

Diinyada 6nde gelen 6liim nedenlerinden biri olan kanser, genel olarak insanlik i¢in
biiyiik bir sosyoekonomik tehlike olusturmaktadir. Kanser bir¢ok mekanizma tarafindan
tetiklenen bir hastaliktir ve Onemli bir halk saghgi sorunudur. Kanser tedavisi ve
onlenmesinde ilerlemeler olmasina ragmen, kanserin basarili tedavisi hala zorlu bir istir.
Bu sebeple bilim insanlar1 daha giivenli ve antikanser spektrumu daha genis olan

bilesikleri sentezleme yollarma gitmislerdir.

Ozellikle kalkonlar, antikanser terapétik ajanlarm gelistirilmesi i¢in biiyiik bir ilgi alanina
sahiptir. Bu bilesiklerin avantajlari, sayisiz biyolojik 6zellikleri, yan etkilerinin olmamasi,
kolayca elde edilebilmeleri ve temel yapilarini degistirerek ¢ok sayida biyolojik olarak
aktif bilesik olusturabilmeleri ile ilgilidir. Ayrica kalkonlar, yeni antikanser bilesiklerinin
tanimlanmasi1 i¢in bir baslangi¢ noktasi olusturabilmektedir. Kalkon yapilarinin
antikanser aktivite 6zelligi, aromatik halkalara ve onlara bagl yan gruplarin i¢erigine
bagli olarak degismektedir. Yapilarmna eklenebilen ¢esitli fonksiyonel gruplar (aril,
halojen, hidroksil, karboksil ve fenil gibi) sayesinde farkli molekiiler hedeflere
baglanabilme ve diger molekiillerle etkilesim kurabilme yetenegi gostererek genis bir
biyolojik aktivite spektrumu sergilerler. Dogal ve sentetik kalkonlar, in vivo ve in vitro
antitimor Ozelliklere sahiptir ve ayrica ilaca direngli kanserlerde aktif biyolojik etki

gosterebilmektedir (Constantinescu ve ark., 2021).

Kalkonlarin temel yapisinda bulunan o,B-doymamis karbonil fonksiyonel grubunun,
molekiiliin ¢ok yonlii biyolojik aktivitelerinde kritik bir rol oynadig: diisiiniilmekte olup,
bu yap1 korunarak A ve B halkalarinda gergeklestirilen modifikasyonlarla pek ¢ok yeni
biyoaktif kalkon tiirevi sentezlenmistir. Bu modifikasyonlar arasinda, her iki halkanin
farkli heteroarillerle ikame edilmesi, fenil halkalarinda hidroksi, metoksi, halojen ve amin
gibi ¢esitli fonksiyonel gruplarla yapilan ikameler ile A ve a-karbon halkalarinin fizyonu

gibi yapisal degisiklikler ©ne ¢ikmaktadir. Molekiiler hibridizasyon stratejisi
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cergevesinde, kalkon iskelesinin antitimdr etkili diger farmakoforlarla kombinasyonu;
ila¢ direncinin asilmasi, terapotik 6zgiilliiglin artirilmasi ve biyolojik hedef ¢esitliliginin
saglanmasi1 gibi avantajlar sunarak, antikanser aktivitesi yiiksek hibrit molekiillerin
tasarlanmasina olanak tanimaktadir ( Das ve ark., 2016; Lu ve ark., 2020; Ouyang ve ark.,
2021). Bu dogrultuda, dogal kalkonlarin antikanser etkinligini artirmak amaciyla i¢ ana

yaklagim benimsenmistir:

(1) Kalkonlarin iki aromatik kalintismin (aldehit ve asetofenon), cesitli fonksiyonel

gruplarla (Hidroksi, metoksi, halojenler (F,Cl, Br), aminler vb.) modifikasyonu
(if) Aromatik halkalarin heteroaromatik yapilarla degistirilmesi,

(iii) Antitimor ozelliklere sahip diger molekiillerle konjugasyon yoluyla hibrit

bilesiklerin elde edilmesidir.

Isoliquiritigenin’in (ISL) (Sekil 2.5), hepataseliiler karsinoma (HCC) hiicre hatt1 Hep3B
ve insan oliimstizlestirilmis normal hepatosit hatt1 (LO2) tzerindeki sitotoksik etkilerini
belirlemek amaciyla her iki hiicre hatti, farkli konsantrasyon ve slrelerde ISL ile
muamele edilmistir. Hiicre sagkalim oranlar1 MTT analizi ile degerlendirilmistir.
Sonuglar, ISL’nin Hep3B hiicreleri iizerinde 42,84 + 2,01 uM ICso degeriyle belirgin
sitotoksik etki gdsterdigini ve bu etkinin doz ve zamana bagli oldugunu ortaya koymustur.
Ayni kosullarda LO2 hiicrelerinin sagkalim oran1 ise Hep3B huicrelerine gére 60 uM ’dan
fazla ICs ile daha az etkilendigini ortaya koymuslardir. Bu bulgular, ISL’nin HCC
hiicrelerine kars1t normal hepatositlere kiyasla daha giiclii sitotoksik etki gosterdigini

ortaya koymustur (Huang ve ark., 2020).

OH

HO OH O
(L)
O

Sekil 2.5. Isoliquiritigenin Molekiiler Yapist

SL4'Un (Sekil 2.6 ), insan karaciger kanseri hiicre hatt1 (Hep3B), insan meme kanseri
hiicre hatti1 (MDA-MB-435), insan gobek kordonu endotelyal hticreleri (HUVEC), insan

Oliimsiizlestirilmis meme epitel hiicre hattt (MCF-10A) ve insan primer periferik kan
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lenfositleri (PBL) Uzerindeki sitotoksisitesine bakilmistir. Hiicreler, 72 saatlik strekli bir
SL4 uygulamasina maruz birakildi. Hep3B ve MDA-MB-435 hiicrelerinin SL4 (0.1-100
uM) uygulamasinda 1Csp degerleri swrasiyla 6.1 £ 1.2 ve 8.4 £+ 1.5 uM olarak
belirlenmistir. Normal insan htcreleri olan MCF-10A, HUVEC ve PBL igin ICsg
degerleri sirasiyla 16.9 = 2.4, 17.2 £ 3.5 ve 226.0 £ 9.9 uM olarak 6l¢tilmiistiir. Normal
hlcreler icin ortalama ICso degeri 86.7 uM olup, bu deger kanser hiicrelerine kiyasla 11.9
kat daha yuksektir. Bu veriler, SL4’{in insan malign hiicrelerine kars1 daha toksik, normal

insan hiicrelerine karsi ise daha az toksik oldugunu géstermektedir (Wang ve ark., 2015).

OH O
TCC
0 OCH;

Sekil 2.6. SL4 Molekdiler Yapisi

Pawlak ve arkadaslari, yaptiklar1 bir ¢alisma, 2’-hidroksi-2,5-dimetoksikalkon'un (4,
ICs0: 9.76-40.83 uM) ve 2’-hidroksi-4’,6’-dimetoksikalkon (5, 1Cso: 9.18-46.11 uM), bir
kopek lenfomasi ve 16semi hiicre hatlar1 panelinde antiproliferatif ve proapoptotik aktivite
sergiledigini bulmuslardir (Sekil 2.7). Bu metoksillenmis kalkon c¢alismalari, aromatik
halkalar tlizerindeki metoksi siibstitlisyonlarinin sayis1 ve konumunun sitotoksisitede

onemli roller oynadigini gostermislerdir (Pawlak ve ark., 2020).

e
o) o) ~o o
C ” C @ g @
OH o) OH
O I

2'-hidroksi-2,5-dimetoksikalkon  2'-hidroksi-4',6'-dimetoksikalkon
Sekil 2.7. Metoksikalkon Tiirevi Olan Bilesikler

Molekiliinde bir pirazol bulunan bir dizi kalkon sentezlenmis ve A549 hiicre hatlari
tizerinde antikanser potansiyelleri in vitro olarak degerlendirilmistir. Asetofenon uizerinde
bir trimetoksifenil ile stibstitiie edilen bilesik en aktif olarak raporlanmig, antikanser
potansiyeli mikromolar konsantrasyonlarda mevcut oldugu gosterilmistir (Sekil 2.8).

Elde edilen sonuclarda molekulde bir trimetoksifenil olan pirazollerin antikanser,
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antiproliferatif ve antitubilin 6zellikleri farmakolojik aktivitelerini gosteren literattirdeki

verilerle uyumlu oldugunu raporlamislardir (Prasad ve ark., 2017).

Sekil 2.8. Prasad ve ark. Tarafindan Sentezlenen, A549 Hiicre Hattinda En Aktif Olan
Trimetoksifenil Pirazol igeren Bilesik.

Farghaly ve arkadaslari, bir dizi tiyazol kalkon sentezlemislerdir. Elde edilen bilesiklerin
antiproliferatif aktivitesi, HepG2, A549 ve MCF-7 hiicre hatlarinda incelenmistir.
Sentezledikleri (3-(4-Metoksifenil)-1-(5-metil-2(metilaminotiazol-4-il)prop-2-en-1-on)
bilesigi, doksorubisine gore Ustlin antikanser ve genis bir aktivite yelpazesine sahip
oldugunu gostermislerdir ( Sekil 2. 9). Bu kalkon, HepG2, A549 ve MCF-7 hatlarinda
srastyla ICso = 1.56, 1.39 ve 1.97 uM'ye sahip ve bu degerlerin doksorubisin degerlerinin
yarist oldugunu raporlamislardir (sirasiyla ICso = 3.54, 3.19 ve 4.39 uM) ( Farghaly ve
ark., 2020).

CHs OCH
HsC, S 3
HN—\ \
N XX

3-(4-Metoksifenil)-1-(5-metil-2(metilaminotiazol-4-il)prop-2-en-1-on

Sekil 2.9. Farghaly ve ark. Tarafindan Sentezlenen Tiyazol Kalkon Bilesigi
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2.5.1. Halojen Siibstitiie Yapilarin Ila¢ Tasarimindaki Rolii

Halojenli bilesikler, ilag gelistirme siirecinde uzun bir ge¢mise sahiptir. Bu yaklagima
erken 0rneklerden biri, 1949°da antibiyotik olarak tanitilan kloramfenikoldiir. Daha yakin
donemde ise, kanser tedavisinde insan klinik denemelerine giren flavopiridol (HMR
1275) adli klorlanmis bir CDK2 inhibitorii, bu simifa drnek olarak verilebilir.

Baslangigta halojenlerin (6zellikle Cl, Br ve I) ilag molekiillerine dahil edilmesi genellikle
deneme-yanilma yontemiyle gerg¢eklesmistir. Ancak giliniimiizde, halojenlerin rasyonel
tasarim stratejileri ¢ergevesinde segilerek entegre edildigi goriilmektedir. Bu stratejiler,
molekiilin membran gecirgenligini artrmak, baglanma ceplerindeki bosluklar:
doldurmak ve hedef proteinle etkilesimini gii¢clendirmek gibi amaglara yoneliktir.
Ornegin, promazin ve perazin bilesiklerine klor eklenmesiyle elde edilen klorpromazin

ve klorperazin, hiicre zarindan gegis hizini ortalama iki kat artirmaktadir.

Halojenlerin ila¢ tasarimindaki en dikkat ¢ekici katkilarindan biri ise, halojen baglar1 (X-
baglar1) yoluyla hedef proteinlerle kurulan yonlii ve kararh etkilesimlerdir. Bu baglar,
halojen atomlarmnin anizotropik yiik dagilimi sayesinde elektron bakimindan zengin
bolgelerle gerceklesir. Ozellikle brom ve iyot, X-bag1 olusturmada daha etkilidir. Bu
baglar, ilag-hedef etkilesimlerinin 6zgiilliigiinii ve kararliligini artirmada 6nemli rol oynar

(Ford ve ark., 2016).

Flor hala en yaygm kullanilan halojen olsa da, son yillarda flor igeren bilesiklerin
oraninda azalma goézlenmis, buna karsilik daha agir halojenler olan klor, brom ve iyot
iceren bilesiklerin orani belirgin sekilde artmistir. Bu artis, sz konusu halojenlerin gii¢lii
X-bag1 olusturma kapasiteleriyle iliskilidir. Nitekim, halojenli ilaglarin gelistirme
stirecinin baginda %40 civarinda olan Cl, Br ve I iceren bilesik orani, ilaglarin piyasaya
sunulma agamasinda %60’m {iizerine ¢ikmaktadir (Xu ve ark., 2014). Bu degisim, X-
baglarmin ilag-protein etkilesimlerinde oynadigi aktif roliin giderek daha fazla

benimsenmesiyle agiklanmaktadir.

Florun kimyasal bilesiklerdeki en dikkat ¢ekici 6zelliklerinden biri, halojenler arasinda
en yliksek elektronegatiflige sahip olmasidir. Bu 6zelligi sayesinde flor, bagl bulundugu

molekiillerin baglanma etkilesimlerini, metabolik stabilitesini, fiziksel 6zelliklerini ve
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segici reaktivitesini bilyiik dlciide etkiler. Ozellikle flor atomunun yerine farkli gruplarin
konulmasi, bilesigin biyolojik aktivitesinde belirgin degisimlere yol agabilir. C-F
baginin, C—H bagindan daha gii¢lii olmas1 nedeniyle, bu bag karbon merkezini ¢esitli
niikleofilik saldirilara karsi koruyacak kadar kisadir. Ayni zamanda florun yiiksek
elektronegatifligi, C—F bagma sahip karbon merkezinin oksidasyona karsi direncli
olmasini saglar. Flor atomunun Van der Waals yaricapmin hidrojeninkiyle benzer olmast,
onun molekiiler yapiya entegre edilmesini kolaylastirirken, bilesiklerin farmakokinetik
Ozelliklerini; emilim, dagilim, metabolizma ve atilimi iyilestirir. Bununla birlikte, flor
iceren yapilar yan etki potansiyelini azaltabilir ve hedef reseptorler ile enzimlere
baglanma afinitesini artirarak biyolojik etkinligi giiclendirebilir. Bu nedenlerle flor, ilag
tasarimi ve gelistirme siireglerinde oldukga degerli bir yap1 modifikatorii olarak One
¢ikmaktadir (Burmaoglu ve ark., 2019; Hagmann WK, 2008).

Sonug olarak, halojenlerin ila¢ tasarimindaki kullanimi artik yalnizca pasif katkilarla
smirlt degildir; aktif, yonlii ve hedefe yonelik etkilesim stratejileri cercevesinde
degerlendirilmektedir. Bununla birlikte, halojenlerin neden olabilecegi toksisite ve hedef

dis1 etkiler géz onilinde bulundurulmali ve ilag tasarimi siirecinde dikkatle ele alinmalhidir

(Ford ve ark., 2016).

Bir dizi ¢alismada, insan cathepsin L inhibitdriine halojen baglar1 olusturabilen Cl, Br ve
I gibi halojenlerin eklenmesiyle, hedefe baglanma giiciiniin belirgin sekilde arttigi
gosterilmistir. Bu halojenler, inhibitoriin fenil halkasina yerlestirilmis ve baglanma
bolgesindeki polar S3 cebinde bulunan Gly61’in peptid oksijeniyle uygun geometrilerde
halojen baglar1 kurmustur. Bu yeni etkilesimler sayesinde inhibitoriin ICso degeri, halojen
eklenmemis durumda 0.29 pM iken, Cl ile 0.022 uM, Br ile 0.012 pM ve I ile 0.0065
uM’ye kadar diismiistiir. Buna karsilik, yiiksek elektronegatiflige sahip olan F, Gly61’in
oksijen atomunu iterek baglanmay1 zayiflatmis ve ICso degerini artirmistir. Ayrica,
bromun hacimsel ve hidrofobik 6zelliklerini taklit eden metil grubu eklendiginde ICso
sadece hafif bir sekilde azalmig (0.13 uM), bu da halojen baglarinin sagladigi katkinin
basit sterik ve hidrofobik etkilerden ¢ok daha onemli oldugunu ortaya koymustur
(Hardegger ve ark., 2011).

Hardegger ve arkadaslarinin paralel bir ¢alismasinda, MEK1 kinazinin apolar baglanma

cebi icindeki halojen baglarinin potansiyel etkileri incelenmistir. Caligmada, F igeren
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bilesigin daha yiiksek ICso degerleri gosterdigi ve Cl, Br ve I igeren bilesiklerde 1Cso
degerlerinin sistematik olarak azaldigi gozlemlenmistir. Her durumda, halojenin
Vall127'nin karbonil oksijeniyle yaptigi etkilesim ortogonal H-X bagi tiiriindeydi. Ancak,
Klor icin bu etkinin daha az belirgin oldugu ve ICso'de yaklasik 2 kathik bir azalma
goriildiigii bulunmustur. Bunun, inhibitériin baglanma cebindeki esnekligi ve halojen
bagi i¢in ideal olmayan geometrilere yol agmasi nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir.
Ayrica c¢aligmalar, polar ve apolar ortamlarda, halojen baglarmin geometrisinin,
halojenlerin baglanma afinitesindeki etkilerinde kritik bir rol oynadigin1 géstermektedir
(Hardegger ve ark., 2011).

C—F baglari, biyolojik olarak aktif bilesiklerde siklikla C—H veya C—OH baglarmin yerine
kullanilir. Bu ikameler molekiiliin fizikokimyasal 6zelliklerini degistirirken biiyiik sterik
degisiklik olusturmaz. Bu yiizden biyolojik aktivitelerde olumlu degisiklikler genellikle
bu ikamelerden kaynaklanir. Nakamura ve arkadaslari tarafindan sentezlenen florlanmis
kalkon tirevlerinin RBL-1 Uzerindeki 5-LO inhibe edici etkisi, sican karaciger
mikrozomlarinda Fe**-ADP kaynakli NADPH’ye bagh lipid peroksidasyonunu 6nleyici
etkisi ve 39 insan kanser hiicre hattindan olusan bir panel iizerindeki etkileri analiz
edilmistir. Tim florlu kalkon turevleri, 1.1 puM ile 0.011 puM konsantrasyon araliginda
doza bagli 5-LO inhibisyonu gostermistir. Florlu bilesiklerin ICso degerleri 0.12 uM ile
0.043 UM arasinda degisirken, flor igermeyen bilesik i¢in bu deger 0.04 uM olarak
bulunmustur. Florlanmamis kalkon ve florlanmis tiirevler, test edilen ii¢ hiicre hattinda
hiicre proliferasyonunu baskilamistir. Bu bilesiklerden 6zellikle yedi tanesi, MCF-7 ve

SF-268 hiicreleri lizerinde giiglii antikanser etki gostermistir ( Nakamura ve ark., 2002).
2.5.2. Halojen veya Triflorometil Grubu I¢ceren Kalkonlarin Antikanser Aktiviteleri

Padhy ve arkadaslar1 sentezledikleri florlu kalkonlarm (ICse: 18.67 UM ve 26.43 uM)
(Sekil 2.10), BxPC-3 hiicrelerine ve BT-20 hiicrelerine kars1 hidroksil muadillerinden
(ICs0: 68.62 UM ve 52.92 puM) daha gicli antioksidan ve antiproliferatif aktivite
gosterdigini bildirmislerdir (Padhy ve ark., 2010).
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1-(2-hidroksifenil)-3-(2,4-diflorofenil)prop-2-en-1-on

Sekil 2.10. Padhy ve ark. Sentezledikleri Florlu Kalkonlardan 1-(2-Hidroksifenil)-3-(2,4-
diflorofenil)prop-2-en-1-on Bilesigi.

Baska bir ¢alismada, B halkasinda flor atomu igeren yeni bir dizi kalkon tasarlanmis.
Ozellikle (E)-3-(2,5-diflorofenil)-1-(2,4,6-trimetoksifenil)prop2-en-1-on ve (E)-3-(2,5-
diflorofenil)-1-(2,4,6-trihidroksifenil)prop-2-en-1-on numarali bilesikler, HepG2 (0.060
ve 0.068 uM) hiicre hattina kars1 yiiksek 6zgiilliik ve etki géstermistir (Sekil 2.11 ).
Yapisal analizler, 2,5-diflor substitiientlerinin A549 ve A498 hiicre hatlarinda etkinligi
artirdigini ortaya koymustur. Bu bilesiklerin apoptozu indiikleyerek hiicre dongiisiinii
bozdugu, molekiiler diizeyde ise tiibiilin proteinine baglanarak mitotik ig olusumunu

engelledigi belirlenmistir (Burmaoglu ve ark., 2020).

OMe O =
CC70

MeO OMe
F

(E)-3-(2,5-diflorofenil)-1-(2,4,6-trimetoksifenil)prop-2-en-1-on

OH O F
CCoC
HO OH
F

(E)-3-(2,5-diflorofenil)-1-(2,4,6-trihidroksifenil) prop-2-en-1-on

Sekil 2.11. B Halkasinda 2,5-difloro iceren, A Halkasmda 2,4,6-trimetoksi ve 2,4,6-
trihidroksi Igeren Kalkon Bilesikleri.

Polat ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada, B halkasinin ¢esitli pozisyonlarina CF;
veya F gruplar1 yerlestirilmis yeni bir trimetoksi kalkon serisi tasarlayip
sentezlemislerdir. A549, HEPG2, MCF7 ve normal fare fibroblast (LL929) hiicre hatlarina

karst XTT testi kullanilarak sitotoksisiteleri ac¢isindan test etmislerdir. Sentezledikleri
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bilesiklerden sirasiyla uM cinsinden, bilesik 3-(3-(Triflorometil)fenil) iceren (17.58+0.1,
15.38+1.1, 7.09£1.2 ), bilesik 3-(2-Floro-3-(triflorometil)fenil) iceren ( 13.90+0.9
16.52+0.6 5.91£1.3) ve bilesik 3-Floro-5-(triflorometil)fenil iceren (10.00+1.4,
9.54+0.9, 39.32+1.8) swrastyla A549 ve HEPG2 hiicre hatlar1 i¢in en etkili antikanser
bilesikler oldugu belirlenmistir (Sekil 2.12). Ayrica 3-(3-(Triflorometil)fenil ve 3-(2-
Floro-3-(triflorometil)fenil) iceren bilesikler, MCF7 hiicre hatti icin de en aktif antikanser
bilesikler oldugunu belirtmislerdir (Polat ve ark., 2023).

OMe O

CF3
MeO OMe

(E)-3-(3-(Triflorometil)fenil)-1-(2,4,6-trimetoksifenil)prop-2-en-1-on

OMe O F

O g O b
MeO OMe

(E)-3-(2-Floro-3-(triflorometil)fenil)-1-(2,4,6-trimethoksi-fenil)prop-2-en-1-on

OMe O

MeO OMe
CF

3
(E)-3-(3-Floro-5-(triflorometil)fenil)-1-(2,4,6-trimetoksifenil)prop-2-en-1-on
Sekil 2.12. Polat ve ark. Tarafinfan Sentezlenen Triflorometil ve Flor Substitueli

Bilesikler

Solomon ve arkadasi, sentezledikleri heteroaril kalkonlari MDA-MB468 ve MDA-

MB231 hiicreleri lizerinde test etmislerdir.

Furan kalkonu bilesigi C20H15ClO3 (Sekil 2.13), fenil halkasinda 4-CF3 grubunun 4-kloro
grubu ile biyoizoterik yer degistirmesinden tiiretilen bilesik, hem MDA-MB231 hem de
MDA-MB468 iizerinde dnemli 6l¢iide artan antiproliferatif aktivite gostermis, bununla

birlikte, kanserli olmayan 184B5 meme hiicreleri iizerinde ¢ok diisiik antiproliferatif
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aktivite gostermistir. 3-bromo-4-floro gibi dihalo gruplarin eklenmesi, her iki hiicre
hattinda da aktiviteyi dusiirdiigii ancak 2,4-dikloro igeren bilesigin MDA-MB231

hiicrelerinde hafif bir artis sagladigini gostermislerdir.

Ek olarak, fenil halkasinin dordiincii konumunda floro, kloro ve bromo siibstitiielerini
iceren kalkon bilesikleri, MDA-MB468 kanser hicrelerinde kloro > bromo> floro

seklinde sirayla artan anti-proliferatif aktivite gostermislerdir (Solomon ve ark., 2012).

Sekil 2.13. Sentezledikleri Furan Kalkon Bilesigi C20H15CIO3

Sentezlenmis flavonoid tiirevleri arasindan, 1 pM’den diisiik konsantrasyonda dogrudan
AR bagimli transkripsiyonel aktivasyonu inhibe eden iki flavonoid ve dort kalkon bilesigi
kesfedilmistir. 5'-Kloro-2,2’-dihidroksikalkon ve 5’-bromo-2'-hidroksi-2-metoksikalkon,
androjen bagimsiz prostat kanseri (PCa), akciger, ii¢clii negatif meme kanseri, taksan
diren¢li PCa ve ¢oklu ila¢ direngli bir alt seri dahil olmak iizere gesitli timdr hiicre
hatlarma karst 10 uM konsantrasyonda genis spektrumlu antiproliferatif etkiler
gostermistir (Sekil 2.14). Bilesikler 5'-Kloro-2,2'-dihidroksikalkon ve 5’-bromo-2'-
hidroksi-2-metoksikalkon, diisitk mikromolar seviyelerde AR-bagimli transkripsiyonu ve
bilylime uyarimini baskilamis ve 5-10 pM seviyelerinde AR-bagimsiz olarak
antiproliferatif aktivite sergilemistir. Ayrica, kalkon 5'-Kloro-2,2'-dihidroksikalkon’un

hayvan ¢alismasinda antitimor ajan oldugu gosterilmistir ( Saito ve ark., 2018).

HO MeO
on I on 1)
¢ ¢
Cl Br
0] 0]

5'-Kloro-2,2'-dihidroksikalkon  5'-bromo-2'-hidroksi-2-metoksikalkon

Sekil 2.14. 5'-kloro-2,2'-dihidroksikalkon ve 5’-bromo-2'-hidroksi-2-metoksikalkon
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Bir ¢alismada entezlenen 20 bromlu kalkon tiirevi, dort insan tiimdr hiicre hattinda test
edilmis, H72 adl bilesik 6zellikle mide kanseri hiicre dizilerine (MGC803, HGC27,
SGC7901) kars1 giiglii sitotoksik etki gdstermistir (ICso: 3,57-5,61 uM) (Sekil 2.15). H72,
normal mide epitel hicrelerine (GES-1) karsi diisiik toksisite ile segici davranmustir.
H72'nin in vivo uygulamasi, farelerde MGC803 ksenograft tlimorlerini belirgin sekilde
kiigiiltmiis, toksisite gdzlenmemistir. Yapisal-aktivite iliskileri, B halkasinda 6’-OMe
grubu tastyan bilesiklerin daha etkili oldugunu goéstermistir. A halkasindaki 4-halojenli
tirevler {i¢ hiicre hattinda giiglii etki gosterirken, 2-halojenli turevler sadece EC109
hattinda etkilidir. Bu bulgular, halojen konumu ve elektron ¢ekici 6zelliklerin timor

secici aktiviteyi belirledigini ortaya koymustur (Zhang ve ark., 2016).
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Sekil 2.15. Sentezledikleri Bilesik H72.

Sentezlenen yedi yeni a-triflorometil kalkonlar ve bilinen bilesigin antiproliferatif
aktiviteleri, androjen bagimsiz prostat kanseri hiicre hatlar1t DU145 ve PC-3 Uzerinde
degerlendirilmistir. Aromatik aldehit kismi1 F, CFs, NO- gibi elektron ¢ekici veya NMe:
gibi elektron verici gruplarla siibstitiie edilmistir. a-konumuna CFs grubunun eklenmesi
aktiviteyi belirgin artirmis; 4-NO: ve 3,4-difloro kalkonlar ICso < 0,2 uM ile en giiglii
etkiyi gostermistir. a-CFs grubunun hiicre biiyliimesini baskilayan kritik bir yap1 oldugu

belirlenmistir (Sekil 2.16).

Tiim a-CFs kalkonlar ayrica A549, MDA-MB-231, MCF-7, KB ve ilag direngli KB-VIN
hiicre hatlarinda da test edilmistir. Elektron ¢ekici gruplar tasiyan bilesikler (6zellikle 4-
NO: , 4-CFs3, 3,4-difloro) daha giiclii etki gostermistir. En gii¢clii bilesik olan 3,4-difloro
iceren kalkon, taxan direngli hiicre hatlarinda etkili olmus ve yalnizca 3 mg/kg dozla fare
ksenograft modelinde anlamli antitiimdr aktivite saglamistir. Bulgular, a-CFs grubunun
antiproliferatif kalkonlar i¢in kilit yapisal 6zellik oldugunu ve direngli kanserlerde

terapotik potansiyel tasidigini gostermektedir (Saito ve ark., 2021).
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( E )-3-(4-nitrofenil)-1-fenil-2-(triflorometil)prop-2-en-1-on ( E )-3-(3,4-diflorofenil)-1-fenil-2-(triflorometil)prop-2-en-1-on

Sekil 2.16. 4-NO- ve 3,4-difloro igeren Kalkonlar
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3. MATERYAL VE METOT
3.1.Bilesiklerin Sentez Plam

Genel bilgiler kisminda bahsedildigi iizere, halojenlerin yiiksek elektronegatiflikleri,
kararl1 X-bag1 ve ¢ok yonlii hedef protein etkilesimleri kurabilmesi, hedef baglanma
afinitesinin yiiksekligi, bilesikte oksidatif stabilite saglayabilmesi, niikleofilik saldirilara
H bagma gore daha direng gostermesi, segici reaktivite ve biyolojik aktivitede artis
gOstermesi, fiziksel Ozellikte modifikasyonu ve yapisal stabiliteyi saglayabilmesi,
farmakokinetik davranislarda iyilestirme yapabilmesi ve diisiik yan etki potansiyeli, gibi
davranislarindan dolay1 2-CFs, F, Cl ve Br fonksiyonel gruplarini igeren kalkon
bilesiklerinin sentezlenmesi planlandi. Bilesikler yiikksek verimde ve saflikta
sentezlenmis, Karakterizasyonlar1 yapilmis ve preparatif HPLC ile saflastirilmistir.
Ayrica elde edilen 9 adet kalkon bilesiginin (11-19) A549 ve Hep3B hiicre hatlarinda
antikanser aktiviteleri incelenmis, ICsg degerleri hesaplanmustir. Sentezde kullanilan ilgili

keton (1), aldehit bilesikleri (2-10), reaktant ve solventler ticari olarak satin alinmistir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda 1,3-difenil-2-propen-1-on genel yapisindaki kalkonlarin A
halkasinda 2-pozisyonundaki triflorometil grubuna karsilik, B halkasinda 2, 3 ve 4
pozisyonlarinda F, Cl, Br sibstitie tlrevleri, oda sicakliginda, bazik ortamda Claisen
Schmidt reaksiyonu ile sentezlendi (Sekil 3.1). Elde edilen bu yeni kalkon bilesiklerinin
antikanser aktivitelerini degerlendirmek igin in vitro yontemle hiicre g¢aligmalar

gergeklestirildi.
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Sekil 3.2. Kalkon Bilesiklerinin (11-19) Genel Reaksiyon Mekanizmasi
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3.2. Bilesiklerin Sentezi

Bilesiklerin sentezinde, 2-(triflorometil)asetofenon bilesigi (1) oda sicakliginda (25 ° C)
metanol ¢oziiciisii iginde karistirildi. %50 KOH sulu ¢ozeltisi damla damla ilave edilerek
bazik reaksiyon ortami olusturuldu. ilgili aldehitler (2-10) eklendi. 30 dk araliklarla
numune alinarak %3 etilasetat: hekzan mobil fazinda iTK ile takip edildi ve yaklasik 4
saatin sonunda reaksiyonlar tamamlandi. Reaksiyon sivisi buzlu beher igerisine alindi ve
%10’luk HCI ¢ozeltisi ile Ph=4 ‘e ayarlanarak reaksiyon sonlandirildi. Asitlendirme
sonrasinda herhangi bir ¢6kme gbzlenmedigi i¢in ekstraksiyona gegildi. 5 ml etilasetat ile
3 kez ekstraksiyon yapildi. Etil asetath fazlar birlestirildi. igerisinde kalabilecek su
molekulleri i¢in bir miktar susuz Na:SOs eklendi. Ardindan etilasetat fazi Rotary
evoporatdrde uguruldu. Ardindan ekstra saflastirma iglemi icin %S5 etilasetat: hekzan
mobil fazinda kolon (silika jel) kuruldu. Kolon sonrasi toplanan eliientler tekrar Rotary
evoporatorde ucuruldu. Kolon sonrasi NMR analizi yapilan bilesiklerde ufak
safsizliklarin oldugu tespit edildi. Bunun i¢in maddeler preparatif HPLC ile saflastirilda.
Saflastirma sonrasinda tiip igerisindeki solventler tekrardan evoporatérde konsantre
edildi. Kondenzasyon reaksiyonu sonucu ham drinler yiiksek saflikta ve iyi verimde

kazanildi. Tekrardan NMR analizleri yapild.
Nukleer Magnetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi Analizi

Bilesiklere ait *H NMR ve 3C NMR spektrumlari, DMSO-d6 (Dotorodimetilsiilfoksit,
Merck) icerisinde ¢ozllerek 400 MHz Bruker spektrofotometresinde (Bruker Biospin

AG, Fallanden, Isvigre) almmustr.
Yuksek Cozunurlukli Katle Spektroskopisi (HRMS) Analizi

Bilesiklerin kiitle spektrumlari, elektron sprey iyonizasyon (ESI) kaynagiyla donatilmis
Agilent 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS spektrometresinde alinmustir.
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3.3. Bilesiklerin Saflastirilmasi

Kolon kromatografisi sonucu ufak safsizliklarin goriilmesi tizerine bilesikler; Shimadzu
marka, Reservorr Tray model numarali, SPD-20A UV-VIS dedektorlii Reprospher 100
Si, 5 um, 250 x 20 mm kolonu igeren preparatif HPLC ile saflagtirilmistir.

3.3.1. Bilesik 11’in Saflastirilmasi

Ham iiriin, preparatif HPLC ile 8 mL/dk akis hiz1 ve oda sicakliginda (24 °C) yiiriitiilen
normal faz gradyan eliisyon metodu ile saflastirildi. Eliisyon, 254 nm dalga boyunda takip
edildi, %100 hekzan ile baslatildi ve %7 etilasetat iceren hekzan karisimina gradyen

uygulanmistir. Hedef bilesik, %93 hekzan oraninda 22.5 dakikada elde edilmistir.

V(x1.000)
iDetector AChI256nm

Sekil 3.3. Bilesik 11’in Preparatif HPLC Kromatogrami

3.3.2. Bilesik 12°nin Saflastirilmasi

Ham iiriin, preparatif HPLC ile 8 mL/dk akis hiz1 ve oda sicakliginda (24 °C) yiiriitiilen
normal faz gradyan eliisyon metodu ile saflastirildi. Eliisyon, 254 nm dalga boyunda takip
edildi, %100 hekzan ile baslatildi ve %9 etilasetat iceren hekzan karisimia gradyen

uygulanmistir. Hedef bilesik, %91 hekzan oraninda 21.5 dakikada elde edilmistir.
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Sekil 3.4. Bilesik 12’nin Preparatif HPLC Kromatogrami
3.3.3. Bilesik 13’iin Saflastirilmasi

Ham tiriin, preparatif HPLC ile 8 mL/dk akis hiz1 ve oda sicakliginda (24 °C) ydr(tilen
normal faz gradyan eliisyon metodu ile saflastirildi. Eliisyon, 254 nm dalga boyunda takip
edildi, %100 hekzan ile baslatildi ve %8 etilasetat iceren hekzan karisimina gradyen

uygulanmistir. Hedef bilesik, %92 hekzan oraninda 21.5 dakikada elde edilmistir.
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Sekil 3.5. Bilesik 13’{in Preparatif HPLC Kromatogrami
3.3.4. Bilesik 14’iin Saflastirilmasi

Ham iiriin, preparatif HPLC ile 8 mL/dk akis hiz1 ve oda sicakliginda (24 °C) yiiriitiilen
normal faz gradyan eliisyon metodu ile saflastirildi. Eliisyon, 254 nm dalga boyunda takip
edildi, %100 hekzan ile baslatildi ve %9.4 etilasetat igeren hekzan karisimina gradyen
uygulanmistir. Hedef bilesik, %90.6 hekzan oraninda 22. dakikada elde edilmistir.
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Sekil 3.6. Bilesik 14’{in Preparatif HPLC Kromatogrami
3.3.5. Bilesik 15’in Saflastirilmasi

Ham iiriin, preparatif HPLC ile 8 mL/dk akis hiz1 ve oda sicakliginda (24 °C) yiiriitiilen
normal faz gradyan eliisyon metodu ile saflastirildi. Eliisyon, 254 nm dalga boyunda takip
edildi, %100 hekzan ile baglatildi ve %9 etilasetat iceren hekzan karisimina gradyen

uygulanmistir. Hedef bilesik, %91 hekzan oraninda 27.5 dakikada elde edilmistir.
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Sekil 3.7. Bilesik 15’in Preparatif HPLC Kromatogrami
3.3.6. Bilesik 16’nin Saflastirilmasi

Ham iiriin, preparatif HPLC ile 8 mL/dk akis hiz1 ve oda sicakliginda (24 °C) yiiriitiilen
normal faz gradyan eliisyon metodu ile saflastirildi. Eliisyon, 254 nm dalga boyunda takip
edildi, %100 hekzan ile baslatildi ve %8 etilasetat iceren hekzan karisimina gradyen

uygulanmistir. Hedef bilesik, %92 hekzan oraninda 23. dakikada elde edilmistir.
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Sekil 3.8. Bilesik 16 nin Preparatif HPLC Kromatogrami
3.3.7. Bilesik 17°nin Saflastirilmasi

Ham iiriin, preparatif HPLC ile 8 mL/dk akis hiz1 ve oda sicakliginda (24 °C) yiiriitiilen
normal faz gradyan eliisyon metodu ile saflastirildi. Eliisyon, 254 nm dalga boyunda takip
edildi, %100 hekzan ile baslatildi ve %10 ectilasetat igeren hekzan karisimina gradyen
uygulanmistir. Hedef bilesik, %90 hekzan oraninda 28. dakikada elde edilmistir.
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Sekil 3.9. Bilesik 17°nin Preparatif HPLC Kromatogrami
3.3.8. Bilesik 18’in Saflastirilmasi

Ham tiriin, preparatif HPLC ile 8 mL/dk akis hiz1 ve oda sicakliginda (24 °C) yur(tilen
normal faz gradyan eliisyon metodu ile saflastirildi. Eliisyon, 254 nm dalga boyunda takip
edildi, %100 hekzan ile baslatild1 ve %9.6 etilasetat igeren hekzan karigimina gradyen
uygulanmistir. Hedef bilesik, %90.4 hekzan oraninda 28. dakikada elde edilmistir.
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Sekil 3.10. Bilesik 18’in Preparatif HPLC Kromatogrami

3.3.9. Bilesik 19’un Saflastirilmasi

Ham Urdn, preparatif HPLC ile 8 mL/dk akis hiz1 ve oda sicakliginda (24 °C) yiiriitiilen
normal faz gradyan eliisyon metodu ile saflastirildi. Eliisyon, 254 nm dalga boyunda takip
edildi, %100 hekzan ile baslatildi ve %8 ectilasetat iceren hekzan karisimina gradyen

uygulanmistir. Bilesik, %92 hekzan oraninda 22. dakikada elde edilmistir.
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Sekil 3.11. Bilesik 19’un Preparatif HPLC Kromatogrami
3.4. Antikanser Aktivite Calismasi

Sentezlenen 9 bilesik i¢cin antikanser aktiviteleri, Hep3B ve A549 hiicre hatlarinda
calisildi. Bu ¢alisma boyunca kullanilan hiicre hatlari, besiyerleri, kimyasallar ve sarf
malzemeler ticari olarak satin almmistir. Hiicre hatlarmin ¢ogaltilabilmesi ig¢in
kullanilmis olan besiyerleri Hep3B ve A549 icin, Minimum Essential Medium (MEM,
500 ml) igerisine %10 (50 ml) fotal sigir serumu (FBS), %1 (5 ml) penisilin streptomisin

eklenerek hazirlanmis ve +4°C’de saklanmuistir.

Hiicre ekim islemi MEM (%10 fetal bovine serum, FBS ve %]1 penisilin-streptomisin
iceren) igerisinde 75 cm2 ’lik kiiltiir plaklarina yapilmistir. Sicakligi1 37°C’de olan ve %5
CO2 iceren inkiibatdrde ¢ogaltilmistir. Inkiibatdr icerisinde kiiltiir ortammda bulunan
hucrelerin  2-3 giin araliklarla besiyerleri degistirilmis, pasajlanarak hicreler

cogaltilmistir.
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3.4.1. Uygun Hiicre sayilarinin Belirlenmesi

1. 75 ecm2 ’lik flaskta tutunmus Hep3B ve A549 hicreleri Gzerinden besiyerleri

¢ekilerek uzaklastirilmistir.

2. Tutunan hicreler 3 ml D-PBS ¢ozeltisi ile ikiser kez yikanmustir.
3. Flaska 2,5-3 ml tripsin eklenmis, hiicreler 5 dk inkiibatorde birakilmistir.

4. Hiicrelerin 151k mikroskobu altinda flask tabanindan ayrilip ayrilmadiklar1 kontrol

edilmistir.
5. Tripsinin etkisini bloke etmek i¢in 1:1 oraninda MEM flask {izerine eklenmistir.

6. Tripsin ile kaldirilan hiicreler steril falkon tiipe aktarilip, besiyeri 12 ml’ye

tamamlanmastir.

7. Hiicre siispansiyonu 5 dakika boyunca 1200 devir/dak hizda santrifiij edilmistir.
Santrifiij isleminden sonra tiipteki siipernatan uzaklastirilmistir. Hiicre pelleti 7 ml

besiyeriyle slispande edilmistir.

8. Stispande edilmis hiicre ¢6zeltisinden 100 ul alinarak bir ependorf tiipe aktariimastir.
Uzerine 100 pl %0,4’liik tripan mavisi ¢ozeltisi eklenerek hiicreler stispande hale
getirilmistir.

10. Isik mikroskobu altinda hiicre siispansiyonu Neubauer hiicre sayim lami lizerinde
incelenmistir. Lamin alt ve iist kistmlarinda bulunan dort adet karenin kenar ¢izgileri
Uzerinde bulunan hucreler harig, karelerde yer alan hiicreler sagdan sola ilerleyerek
sayilmistir. Sekiz ayr1 kareden elde edilen hiicre sayilarmin ortalamalar1 alinmis ve 1

ml’deki canli hiicre sayis1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:
Toplam hiicre/ml=Say1lan toplam hiicre sayis1 x (diliisyon faktorii/*8) x 10.000
hucre/ml

*8: hiicre sayim laminda sayilan kareleri ifade eder.

11. Canlr hiicre konsantrasyonlar1 hesaplandiktan sonra hiicre slispansiyonu, A549 i¢in
her bir kuyucukta 3.000 hicre/100 pl; Hep3B igin 3.000 hiicre/100 pl; sekilde
seyreltilmistir. 96 kuyucuklu kiiltlir plagina hiicre ekimi yapilmistir.
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12. Hiicrelerin kuyucuk yiizeyine tutunmasi ve ¢ogalmasi i¢in 24 saat inkiibasyon

saglanmigtir.

3.4.2. Hep3B ve A549 hicrelerinde 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum

Bromir Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi
3.4.2.1. Yontemin Esasi

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromir (MTT) yodntemi, hiicre
canliligmm1 ve dolayistyla bir maddenin sitotoksisitesini belirlemek amaciyla yaygin
olarak kullanilan kolorimetrik bir testtir. Bu yontemin esasina gore, canli hiicrelerde
bulunan mitokondriyal dehidrogenaz enzimleri, sar1 renkli suda ¢oziiniir MTT tuzunu,
mor renkli ve suda ¢6ziinmeyen formazan kristallerine indirger. Olusan bu mor renkli
formazan kristalleri, yalnizca metabolik olarak aktif (canli) hiicreler tarafindan
iretildiginden, maddeye maruz kalan hiicrelerin canlilik diizeyini yansitir. Deney
sonunda formazan Kristalleri uygun bir ¢ozict (genellikle DMSO) ile cozllerek
spektrofotometrede 570 nm’de Olgiiliir. Absorbans degerleri, hiicre canliligi ile dogru
orantili olup, test edilen maddenin sitotoksik etkisini nicel olarak belirlemeye olanak

tanir.
3.4.2.2. Yontemin Uygulanisi

1. Besiyeri steril sartlarda uzaklastirilip, hiicreler ilgili besiyeri (%1 penisilin
streptomisin ve %10 FBS iceren) icinde 25 uM, 50 uM, 100 uM, 250 puM, 500 uM ve

1000 uM konsantrasyonlarda test maddelerine 24 saat maruziyet gerceklestirilmistir.

2. Herhangi bir uygulama yapilmamis hiicre hatlar1 kontrol grubu olarak (Hep3B ve
A549 hiicre hatt1) kullanilmustir.

3. Pozitif kontrol olarak doksorubisin secilmis ve 1,25 uM, 2,5 uM, 5 uM ve 10 uM

konsantrasyonlarda doksorubisin ile hiicreler 24 saat inkiibe edilmistir.

4. Inkiibasyon siiresinin sonunda uygulama c¢ozeltileri uzaklastirilarak her bir
kuyucuga hazirlanmis olan MTT ¢o6zeltisinden (0,5 mg/ml) 30 pl eklenmistir. 3 saat
inkiibasyon gerceklestirilmistir. MTT ¢ozeltisinin 151k ile bozulmasini dnlemek i¢in

karanlik ortamda calisilmistir.
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5. Inkiibasyonun sonunda MTT ¢ozeltisi kuyucuklardan uzaklastiriimistir. Hiicrelerin
olusturdugu formazan kristallerini ¢6zmek ic¢in her bir kuyucuga 120 ul DMSO
eklenmistir. Cozeltiler ¢alkalayicida 15-20 dk siire ile calkalanmistir.

6. Kuyucuklardaki ¢ozelti absorbans degerleri 570 nm’de dlgiilmiistiir.

7. Kontrol grubu olarak kullanilan hiicrelerin absorbans degerleri %100 olarak kabul

edilmistir. ICso degerleri buna gore hesaplanmaistir.

8. Calisma ¢ tekrarli yapilmis ve sonuglar ortalama alinarak hesaplanmaistir.
3.4.2.3. Hiicre Canlihiginin Hesaplanmasi

Kontrol hiicrelerinin canlilig1 %100 kabul edilmis, diger hiicrelerin canlilig1 kontrole
kiyasla % olarak hesap edilerek grafikler olusturulmustur. Graphpad ve Microsoft excel

uygulamasi kullanilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Deneysel Bulgular

Bu Yiiksek Lisans Tezi kapsaminda Farmasotik Kimya ve ilag kesfi icin 6nemli yeri olan
kalkon tiirevi bilesikleri sentezlenmis ve yapi aydinlatmasi amaciyla spektral teknikler
kullanilmistir. Sentezlenen kalkon tiirevlerinin H NMR, *C NMR ve HRMS
spektrumlari, preparatif HPLC kromatogramlar1 ve sitotoksisite testleri sonucunda elde

edilen bulgular bu boliimde sunulmustur.

4.1.1. 1-(2'-triflorometil)fenil-3-(2''-floro)fenil-2-propen-1-on  Bilesiginin  (11)
Sentezi ve 'H NMR, *C NMR ve HRMS Spektrumlar

Ham (rln preparatif HPLC (n-hekzan /etilasetat 93:7, 254 nm, akis hizi: 8 mL/min, 24
°C, major dk: 22.5) ile saflastirildi. Bilesik 11, (139.8 mg) % 81 verimle a¢ik kahverengi

renkli viskoz s1ivi madde olarak elde edilmistir.

Sekil 4.1. Bilesik 11’in Kimyasal Yapisi

IH NMR (400 MHz, CDCls): & 7.77 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.68 — 7.54 (m, 3H), 7.50 —
7.43 (m, 2H), 7.43 — 7.35 (m, 1H), 7.22 — 7.04 (m, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCI3): § 195.20 (C=0), 161.60 (d, JC,F = 254.8 Hz), 140.11 (d,
JC,F = 3.1 Hz), 138.73 (q, JC,F = 2.1 Hz), 132.68 (d, JC,F = 8.8 Hz), 131.81,
130.16,129.26 (d, JC,F = 2.5 Hz), 128.94 (d, JC,F = 6.0 Hz), 128.25, 126.90 (q, JC,F =
4.8 Hz), 126.49 (q, JC,F = 275.4 Hz), 124.75 (d, JC,F = 3.6 Hz), 122.39 (d, JC,F = 11.6
Hz), 116.42 (d, JC,F = 21.9 Hz).

HRMS (ESI-MS) m/z: [M+H]+ CisH10F4O igin hesaplanan: 294.06678; bulunan:
294.06572.
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xjp 4 [C16 H10 F4 O: +ESI Scan (rt: 0.109-0.148 min, 25 scans) Frag=80.0V K&.d

55 205,07294
{[C16 H10 F4 O]+H)+

2.
1.5
‘I.
296 07662
0.5 (IC16 H10 F4 O]+H)+
O W A
292 293 294 295 296 297 298 299

Sekil 4.4. Bilesik 11’in HRMS Spektrumu

4.1.2. 1-(2'-triflorometil)fenil-3-(2"'-kloro)fenil-2-propen-1-on  Bilesiginin (12)
Sentezi

Ham (rln preparatif HPLC (n-hekzan /etilasetat 91:9, 254 nm, akis hizi: 8 mL/min, 24
°C, major dk: 21.5) ile saflagtirildi. Bilesik 12, (110 mg) % 44.41% verimle sar1 renkli

viskoz s1vi madde olarak elde edilmistir.

CFy O Cl

Sekil 4.5. Bilesik 12°nin Kimyasal Yapisi

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 7.77 (d, J = 7.4, 1.0 Hz, 1H), 7.72 (d, J = 16.3 Hz, 1H,
HB), 7.70 — 7.58 (m, 3H), 7.51 — 7.47 (m, 1H), 7.42 — 7.38 (m, 1H), 7.36 — 7.27 (m, 2H),
7.01 (d, J = 16.3 Hz, 1H, Ha).

13C NMR (101 MHz, CDCI3): § 195.13 (C=0), 138.59 (q, JC,F = 2.1 Hz ), 135.55,
133.51, 131.86, 131.77, 130.37, 130.18, 129.14, 128.27, 127.93, 127.70 (q, JC,F = 31.8
Hz), 127.37, 126.89 (q, JC,F = 4.7 Hz), 126.3 (q, JC,F = 274.3 Hz), 124.74 (q, JC,F = 3.6
Hz).

HRMS (ESI-MS) m/z: [M+H]+ Ci6H10CIFsO icin hesaplanan: 310.03723; bulunan:
310.03702.
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w10 3 [C16 HIDCIF3 O: +ES| Scan (rt: 0,175 min) Frag=00.0V K&.d

311.04427
([C16 H10 GI F3 O]+H)+

313.04178
{IC16 H10 CI F3 O]+H)+
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Sekil 4.8. Bilesik 12°nin HRMS Spektrumu

4.1.3. 1-(2'-triflorometil)fenil-3-(2"'-bromo)fenil-2-propen-1-on Bilesiginin (13)
Sentezi

Ham drln preparatif HPLC (n-hekzan /etilasetat 92:8, 254 nm, akis hizi: 8 mL/min, 24
°C, major dk: 21.5) ile saflastirildi. Bilesik 13, (140 mg) % 49.48 verimle sar1 renkli

viskoz s1vi madde olarak elde edilmistir.

CF; O eI

Sekil 4.9. Bilesik 13’1in Kimyasal Yapis1

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 7.77 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.68 — 7.56 (m, 4H), 7.67 (d, J
= 15.7 Hz, 1H) 7.49 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.34 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.26 — 7.20 (m, 1H),
6.95 (d, J = 16.2 Hz, 1H).

13C NMR (101 MHz, CDCI3): § 195.08 (C=0), 146.39, 138.52 (q, JC,F = 2.0 Hz),
134.26, 133.62, 131.99, 131.74, 130.27, 129.34, 128.29, 128.06, 127.99, 127.76 (g, JC,F
=32.4 Hz), 126.88 (g, JC,F = 4.7 Hz), 126.32 (q, JC,F = 264.7 Hz), 126.1.

HRMS (ESI-MS) m/z: [M+H]+ CisH10BrFs0 igin hesaplanan: 353.98671; bulunan:
353.98645.
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%10 3 |G16 H10 Br F3 O +ESI Scan (rt: 0.117 min) Frag=30.0% K7.d

5 154,903897 356,99197
([C16 H10 BrF3 O]+H)+  ([G16H10 Br F3 O+H)+

5] 358.36824
356.35201

0 | I 1

354 355 356 357 358 359

Sekil 4.12. Bilesik 13’iin HRMS Spektrumu

4.1.4. 1-(2'-triflorometil)fenil-3-(3"'-floro)fenil-2-propen-1-on  Bilesiginin (14)

Sentezi

Ham driin preparatif HPLC (n-hekzan /etilasetat 90.6:9.4, 254 nm, akis hizi: 8 mL/min,
24 °C, major dk: 22) ile saflastirildi. Bilesik 14, (106.4 mg) % 64.10 verimle agik sari

renkli, viskoz s1vi madde olarak elde edildi.

Sekil 4.13. Bilesik 14’iin Kimyasal Yapisi

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 7.77 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.68 — 7.58 (m, 2H), 7.47 (d, J
= 6.8 Hz, 1H), 7.39-7.34 (m, 1H), 7.32 — 7.19 (m, 2H), 7.26 (d, J = 16.4 Hz, 1H, Hp),
7.13-7.08 (m, 1H), 7.02 (d, J = 16.4 Hz, 1H, Ha).

13C NMR (101 MHz, CDCI3): § 194.86, 163.12 (d, JC, F = 247.2 Hz), 146.17 (d, JC,F
= 2.6 Hz), 138.70 (d, JC,F = 1.9 Hz), 136.45 (d, JC,F = 7.6 Hz), 131.85, 130.71 (d, JC,F
= 8.2 Hz), 130.19, 128.30, 128.07, 127.84, 126.90 (q, JC,F = 4.8 Hz), 126.46 (q, JC,F =
277.6 Hz), 124.66 (d, JC,F = 3.0 Hz), 118.00 (d, JC,F = 21.5 Hz), 114.86 (d, JC,F = 22.2
Hz).

HRMS (ESI-MS) m/z: [M+H]+ CisH10F4O igin hesaplanan: 294.06678; bulunan:
294.06655.
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w10 3 |[G16 H10 F4 Q: +ESI Scan (rt: 0.126-0.151 min, 16 scans) Frag=20.0Y K3.d
G 295.07354
([C16 H10 F4 Q]+H)+
5
4
34
2 296.07834
1 {IC16 H10 F4 OJ+H)+
0 l . I|I| . ; i

292 293 204 295 296 297 298 299

Sekil 4.16. Bilesik 14’iin HRMS Spektrumu

4.1.5. 1-(2'-triflorometil)fenil-3-(3"'-kloro)fenil-2-propen-1-on  Bilesiginin (15)

Sentezi

Ham drln preparatif HPLC (n-hekzan /etilasetat 91:9, 254 nm, akis hizi: 8 mL/min, 24
°C, major dk: 27.5) ile saflastirildi. Bilesik 15, (61.4 mg) % 33,70 verimle parlak sari

renkli viskoz s1vi madde olarak elde edilmistir.

Sekil 4.17. Bilesik 15’in Kimyasal Yapis1

IH NMR (400 MHz, CDCls): 8 7.78-7.76 (m, 1H), 7.68 — 7.58 (m, 2H), 7.51-7.45 (m,
2H), 7.42 —7.30 (m, 2H), 7.34 (d, J = 7.5 Hz, 1H) 7.23 (d, J = 16.2 Hz, 1H, Hp), 7.03 (d,
J=16.2 Hz, 1H, Ha).

13C NMR (101 MHz, CDCI3): & 194.82, 145.97, 138.70 (q, JC,F = 1.5 Hz), 136.05,
135.21, 131.85, 130.97, 130.39, 130.20, 128.45, 128.18, 128.01, 128.00, 126.73, 126.91
(9, JC,F = 4.7 Hz), 126.40 (g, JC,F = 268.0 Hz).

HRMS (ESI-MS) m/z: [M+H]+ Ci6H10CIFs0O icin hesaplanan: 310.03723; bulunan:
310.03646.
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x10 3 |G16 H10 CIF3 O: +ESI| Scan (rt: 0.114-0.146 min, 20 scans) Frag=20.0Y K5.d

311.04388
([C16 H10 GI F3 O]+H)+

313.04073
([C16 H10 CI F3 OJ+H)+
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Sekil 4.20. Bilesik 15°in HRMS Spektrumu

4.1.6. 1-(2'-triflorometil)fenil-3-(3"'-bromo)fenil-2-propen-1-on Bilesiginin (16)

Sentezi

Ham drln preparatif HPLC (n-hekzan /etilasetat 91:9, 254 nm, akis hizi: 8 mL/min, 24
°C, major dk: 23) ile saflastirildi. Bilesik 16, (175.2 mg) % 61.94 verimle sar1 renkli

viskoz s1vi madde olarak elde edilmistir.

Br

Sekil 4.21. Bilesik 16’ nin Kimyasal Yapisi

'H NMR (400 MHz, CDCl3): & 7.77 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.68 — 7.56 (m, 2H), 7.65 (s,
1H), 7.53 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.47-7.44 (m, 2H), 7.27 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.22 (d, J =
16.2 Hz, 1H, HB), 7.02 (d, J = 16.2 Hz, 1H, Ha).

13C NMR (101 MHz, CDCI3) § 194.76 (C=0), 145.85, 138.6 (q, JC,F =2.0 Hz), 136.31,
133.86, 131.85, 131.40, 130.63, 130.20, 129.69,129.45, 128.17, 128.01, 126.90 (q, JC,F
=4.7Hz), 126.3 (q, JC,F = 261.1 Hz ), 123.26.

HRMS (ESI-MS) m/z: [M+H]+ CisH10BrFs0 igin hesaplanan: 353.98671; bulunan:
353.9858.
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x10 3 C16 H10 Br F3 O: +ESI Scan (rt: 0,180 min) Frag=90.00 K9.d
354 354, 99367
p ([C16 H10 Br F2 O]+H)+
2.5
2.
1.54
1 457 99389
1 ([C16 H10 Br F3 O]+H)+
0.54
0 - : ' | || .
353 354 355 356 57 358 359

Sekil 4.24. Bilesik 16’nin HRMS Spektrumu

4.1.7. 1-(2'-triflorometil)fenil-3-(4""-floro)fenil-2-propen-1-on  Bilesiginin  (17)
Sentezi

Ham Urin preparatif HPLC (n-hekzan /etilasetat 90:10, 254 nm, akis hizi: 8 mL/min, 24
°C, major dk: 28) ile saflastirildi. Bilesik 17, (114.5 mg) % 66.35 verimle agik sar1 renkli

viskoz s1vi madde olarak elde edilmistir.

F
Sekil 4.25. Bilesik 17°nin Kimyasal Yapis1

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 7.77-7.75 (m, 1H), 7.68 — 7.57 (m, 2H), 7.55 — 7.48 (m,
2H), 7.48 — 7.44 (m, 1H), 7.26 (d, J = 16.2 Hz, 1H, Hp), 7.11-7.04 (m, 2H), 6.97 (d, J =
16.2 Hz, 1H, Ha).

13C NMR (101 MHz, CDCI3): § 195.00 (C=0), 164.46 (d, JC,F = 253.0 Hz), 146.48,
138.87 (q, JC,F = 2.1 Hz), 131.80, 130.67 (d, JC,F = 8.8 Hz), 130.47 (d, JC,F = 3.4 Hz),
130.06, 126.85 (g, JC,F = 4.7 Hz), 128.19, 128.02, 126.39 (g, JC,F = 262.0 Hz), 124.65
(d, JC,F = 3.1 Hz), 118.00 (d, JC,F = 21.4 Hz), 116.36 (d, JC,F = 22.1 Hz), 114.86 (d,
JC,F = 21.9 Ha).

HRMS (ESI-MS) m/z: [M+H]+ CisH10F4O igin hesaplanan: 294.06678; bulunan:
294.06596.
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w10 4 |16 H10 F4 Q0 +ESI Scan (rt: 0.115-0.143 min, 18 scans) Frag=80.0V K4.d

1.6 295,07314
1.4 {[C16 H10 F4 O]+H)+

1.24
1
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Sekil 4.28. Bilesik 17°nin HRMS Spektrumu

296.07715
(IC16 H10 F4 O]+H)+

4.1.8. 1-(2'-triflorometil)fenil-3-(4""-kloro)fenil-2-propen-1-on  Bilesiginin (18)

Sentezi

Ham driin preparatif HPLC (n-hekzan /etilasetat 90.4:9.6, 254 nm, akis hizi: 8 mL/min,
24 °C, major dk: 28) ile saflastirildi. Bilesik 18, (129 mg) % 70.82 verimle sar1 renkli,

viskoz s1vi madde olarak elde edildi.

Cl
Sekil 4.29. Bilesik 18’in Kimyasal Yapis1

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 7.77 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.70 — 7.57 (m, 2H), 7.45 (d, J
= 8.6 Hz, 3H), 7.36 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.25 (d, J = 16.2 Hz, 1H, HB), 7.01 (d, J = 16.2
Hz, 1H, Ha).

13C NMR (101 MHz, CDCI3): § 194.89, 146.21, 138.77 (q, JC,F = 2.0 Hz), 137.15,
132.70, 131.82, 130.13, 129.82, 129.44, 128.28 (q, JC,F = 31.5 Hz), 128.19, 127.24,
126.85 (q, JC,F = 275.3 Hz), 126.87 (q, JC,F = 4.7 Hz).

HRMS (ESI-MS) m/z: [M+H]+ Ci6 H10CIF30 igin hesaplanan: 310.03723; bulunan:
310.0365.
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«10 3 |16 H10 CI F3 O: +ES| Scan (rt: 0.113-0.153 min, 25 scans) Frag=90.0V K2.d
] 311.04381

([C16 H10 GI F3 O]+H)+

313.04135
(IC16 H10 CI F3 O]+H)+
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Sekil 4.32. Bilesik 18’in HRMS Spektrumu

4.1.9. 1-(2'-triflorometil)fenil-3-(4"'-bromo)fenil-2-propen-1-on Bilesiginin (19)

Sentezi

Ham (rln preparatif HPLC (n-hekzan /etilasetat 92:8, 254 nm, akis hizi: 8 mL/min, 24
°C, major dk: 22) ile saflastirildi. Kalkon bilesigi 19, (98 mg) % 49.41 verimle sar1 renkli,
viskoz sivi madde olarak elde edildi.

Br

Sekil 4.33. Bilesik 19’un Kimyasal Yapisi

!H NMR (400 MHz, CDCI3): 8 7.77 (d, ] = 7.6 Hz, 1H), 7.68 — 7.59 (m, 2H), 7.54-7.51
(m, 2H), 7.47 — 7.45 (m, 1H), 7.41-7.36 (m, 2H), 7.24 (d, J = 16.3 Hz, 1H, Hp), 7.02 (d,
J=16.3 Hz, 1H, Ha).

13C NMR (400 MHz, CDCI3): § 194.88 (C=0), 146.26, 138.77 (q, JC,F = 2.2 Hz),
133.13, 132.41, 131.83, 131.55 (q, JC,F= 27,4 Hz), 130.14, 130.0, 128.19, 127.33,
125.57, 126.45 (q, JC,F = 275.8 Hz), 126.88 (g, JC,F = 4.7 Hz).

HRMS (ESI-MS) m/z: [M+H]+ CisH10BrFs0 igin hesaplanan: 353,98671; bulunan:
353,98619.
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%10 3 |G16 H10 Br F3 O: +ESI Scan (rt: 0.126-0.212 min, 53 scans) Frag=90.0v K1.d
1.2 354.99385 356,99143
N {[C16 H10 Br F3 O]+H)+ ([C16 H10 Br F3 O]+H)+
0.8
0.6
0.4 -
0.2
o MR S S —
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Sekil 4.36. Bilesik 19°un HRMS Spektrumu

4.2. Sentezlenen Bilesiklerin (Bilesik 11-19) Sitotoksisite Tayini Sonuclar

A549 ve Hep3B hiicreleri 11-19 no’lu bilesiklere 24 saat siire ile farkli dozlara (0-1000
pM) maruz brrakilmistir. Test maddelerinin MTT yontemi ile hiicre canliligi {izerine
etkileri belirlenmistir. Sitotoksisite deneyleri, giin i¢inde iki tekrar ve li¢ farkli zamanda
yapilmistir. Hiicre canliliklar1 negatif kontrol hiicrelerine gore % olarak belirlenmistir.
Kontrol grubuna gore hiicre canliliginda %50 azalmaya neden olan konsantrasyon

(medyan inhibitdr konsantrasyon, 1Cso) degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.1) (Sekil 4.2).

56



Tablo 4.1. Sentezlenen Bilesiklerin ICso Degerleri (ICso UM £SS)

BILESIK FONKSIYONEL A549 (uM) Hep3B (UM)
GRUP

11 2-F 43,16 + 8,9 151,2+5,0
12 2-Cl 42,52 +5,5 31,86 + 5,3
13 2-Br 50,70 + 5,4 79,60 + 4,3
14 3-F 47,05 + 3,2 100,8 +11,0
15 3-Cl 24,16 + 4,2 10,78 £ 13,4
16 3-Br 23,35+4,1 55,54 + 5,8
17 4-F 56,11 + 8,8 85,34 + 9,6
18 4-Cl 56,53 * 6,2 28,24 + 6,5
19 4-Br 31,46 + 4,8 39,53 + 3,7
Doksorubisin 1555+0.6 0.54+£0.3
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Sekil 4.37. Sentezlenen Bilesiklerin (11-19) A549 ve Hep3B Hiicre Hatlarinda
Gosterdikleri ICso uM Degerlerinin Kiimelenmis Siitun Grafigi
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Sekil 4.38. Bilesik 11’in A549 Hiicre Hattinda 0-1000 pM Konsantrasyonda Canliliga
Etkisi
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Sekil 4.39. Bilesik 11’in Hep3B Hiicre Hattinda 0-1000 uM Konsantrasyonda Canliliga
Etkisi
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Sekil 4.40. Bilesik 12°nin A549 Hiicre Hattinda 0-1000 uM Konsantrasyonda Canliliga
Etkisi
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Sekil 4.41. Bilesik 12’ nin Hep3B Hiicre Hattinda 0-1000 uM Konsantrasyonda Canliliga
Etkisi
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Sekil 4.42. Bilesik 13’tin A549 Hiicre Hattinda 0-1000 uM Konsantrasyonda Canliliga
Etkisi
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Sekil 4.43. Bilesik 13’tin Hep3B Hiicre Hattinda 0-1000 M Konsantrasyonda Canliliga
Etkisi
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Sekil 4.44. Bilesik 14’tin A549 Hiicre Hattinda 0-1000 uM Konsantrasyonda Canliliga
Etkisi
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Sekil 4.45. Bilesik 14’tin Hep3B Hiicre Hattinda 0-1000 uM Konsantrasyonda Canliliga
Etkisi

100 ICsy=24.16
R*=0.9736

A
o

Hiicre Canhhg
(Kontrole Gére %)

0 I L] L] L] L] L] L] L] L L] I
0 500
Konsantrasyon (pM)

Sekil 4.46. Bilesik 15’in A549 Hiicre Hattinda 0-1000 pM Konsantrasyonda Canliliga
Etkisi
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Sekil 4.47. Bilesik 15’in Hep3B Hiicre Hattinda 0-1000 uM Konsantrasyonda Canliliga
Etkisi
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Sekil 4.48. Bilesik 16°’nin A549 Hiicre Hattinda 0-1000 uM Konsantrasyonda Canliliga
Etkisi
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Sekil 4.49. Bilesik 16’nin Hep3B Hiicre Hattinda 0-1000 pM Konsantrasyonda Canliliga
Etkisi

100 IC50= 5611
R?=0.8938

Hiicre Canhihgn
(Kontrole Gore %)
a
o
@]

O I L] L] L] L] L] L] L] L L] I
0 500
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.50. Bilesik 17 nin A549 Hiicre Hattinda 0-1000 uM Konsantrasyonda Canliliga
Etkisi
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Sekil 4.51. Bilesik 17°nin Hep3B Hiicre Hattinda 0-1000 uM Konsantrasyonda Canliliga
Etkisi
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Sekil 4.52. Bilesik 18’in A549 Hiicre Hattinda 0-1000 uM Konsantrasyonda Canliliga
Etkisi
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Sekil 4.53. Bilesik 18’in Hep3B Hiicre Hattinda 0-1000 uM Konsantrasyonda Canliliga
Etkisi
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Sekil 4.54. Bilesik 19’un A549 Hiicre Hattinda 0-1000 uM Konsantrasyonda Canliliga
Etkisi

66



100 ICs5=39.53
R?’=0.9868

Hiicre Canhihg
(Kontrole Gére %)
(3]
o

0 I L] L] L] L] L] L] L] L L] I
0 500
Konsantrasyon (pM)

Sekil 4.55. Bilesik 19’un Hep3B Hiicre Hattinda 0-1000 uM Konsantrasyonda Canliliga
Etkisi
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5. TARTISMA
5.1. Bilesiklerin Sentezlerine iliskin Tartisma

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda, kalkon tiirevi 9 bilesik sentezlenmistir. Sentez ve spektral
sonuglar1 bulgular kisminda verilmistir. Bilesiklerden sadece 3-Cl ve 3-Br turevleri
literatrde bilinmekte fakat 3-Cl tiirevinin kayith literatiirii bulunmamaktadir. Rasool ve
ark., (2021) yayinladiklari ¢aligmada 3-Br tlrevi bilesikler sentezlenmis ve somon spermi
DNA’s1 ile etkilesimini incelemiglerdir. Ayrica ayni ¢alisma igerisinde bu bilesiklerin
Ureaz inhibisyonu ve antioksidan potansiyelini degerlendirmislerdir. Rasool ve ark.,
(2023) yayinladiklar1 diger ¢alismada ise 3-Br tiirevi bilesik ¢aligmalarinda baslangig
maddesi olarak kullanilmustir. Tez galismasinda sentezlenen diger 7 bilesik orjinaldir ve

9 bilesigin antikanser aktiviteleri ilk kez bu tez ¢calismasinda raporlanmastir.

Sentezlenen 9 bilesigin (11-19) kimyasal yapilar1 *H NMR, *C NMR ve HRMS spektral
analiz teknikleri kullanilarak aydmlatilmistir. Kalkon tdrevlerinin  sentezi, 2-
(triflorometil)asetofenon ve uygun aromatik aldehit tdrevlerinin Claisen Schmidt
kondenzasyonu ile gerceklestirilmistir. Sentezlenen bilesikler ilk kez bu ¢alismada rapor
edilmistir. Reaksiyonlar %33.70-81 verimle ger¢eklesmistir. Bilesiklerin tamami kolon

kromatografisi ve ardindan preparatif HPLC ile saflastirilmistir.
5.2. Bilesiklerin Biyoaktivitelerine fliskin Tartisma

Flor ve halojen atomlari, kalkon tiirevlerinin antikanser aktivitesini onemli Slgiide
etkileyen yapisal modifikasyonlar arasinda yer almaktadir. Literatiirde yer alan
caligmalarda, 6zellikle B halkasinda flor, klor ve bromo gibi elektron ¢ekici gruplarin
antiproliferatif etkiyi artirdig1 gosterilmistir. Nakamura ve ark. (2002), yayinladiklari
calismada flor iceren kalkon tiirevlerinin 39 farkli insan kanser hiicre hattinda giicli
antiproliferatif etki gosterdigini bildirmis, bazi tiirevlerin I1Cso degerlerinin 10% M
seviyelerine kadar diistiiglinii gostermistir. Burmaoglu ve ark. (2020) ¢caligmalarinda 2,5-

diflorosiibstitiie kalkonlarm A549 ve A498 hiicrelerinde etkinligi artirdigini rapor
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etmislerdir. Kloro siibstitiie kalkonlar lizerine yapilan ¢aligsmalarda ise, 6rnegin Solomon
ve ark. (2012), 4-kloro substitiisyonun 6zellikle MDA-MB468 hiicrelerinde sisplatinden

daha giiglii etki sagladigini gostermistir. Ozellikle fenil halkasinin dérdiincii konumunda

floro, kloro ve bromo siibstitiielerini igeren kalkon bilesikleri, MDA-MB468 kanser
hiicrelerinde kloro > bromo> floro seklindeki sirayla artan anti-proliferatif aktivite
gosterdiklerini raporlamiglardir. Polat ve ark. (2023) yaptiklari ¢alismada, B halkasinin
cesitli pozisyonlarma CFs veya F gruplar1 yerlestirilmis trimetoksi kalkon serisi
icerisinden A549 hiicre hatti lizerinde tek CFs siibstitiiesine kiyasla 2-F ve 3-F
ikamelerinin sitotoksik etkiyi artirdigini1 géstermiglerdir. Ayn1 zamanda Flor atomunun 3.
Pozisyonda bulunmasmin etkiyi bir miktar daha artirdigi goriilmektedir. Saito ve ark.
(2018), yaptiklar1 ¢alismada a-CFs igeren kalkonlar A549, MDA-MB-231, MCF-7, KB
ve ilag direngli KB-VIN hiicre hatlarinda da test etmislerdir. Elektron ¢ekici gruplar
tastyan bilesiklerin (6zellikle 4-NO. , 4-CFs3, 3,4-difloro) daha giiclii etki gosterdigini

raporlamiglardir.

Bu literatiir bulgular1 1s1g1nda, tez ¢alismasinda sentezlenen 2-(triflorometil)asetofenon’a
karsilik, B halkasinda konumu ve tiirii degisen halojen substitiientlerine sahip dokuz
kalkon tirevi A549 ve Hep3B hiicre hatlarinda antiproliferatif etkileri agisindan
degerlendirilmistir. Kalkon yapisindaki halojenlerin tiir ve siibstitiisyon konumlarina gore
A549 ve Hep3B hicre hatlarindaki sitotoksisite karsilastirmalar1 sematize edilmistir
(Sekil 5.1).

A549

Br > Cl1 > F

3-Br > 4Br > 2-Br 3-C1 = 2-C1 = 4-C1 2-F = 3F = 4F
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Hep3B

Cl = Br = F

3-C1 = 4-C1 = 2-C1 4-Br = 3-Br = 2-Br 4+F > 3F > 2F

Sekil 5.1. Kalkon Yapisindaki Halojenlerin Tiir ve Siibstitiisyon Konumlarina Gére A549
ve Hep3B Hiicre Hatlarindaki Sitotoksisite Karsilastirmalar1

Elde edilen sonuglara gore en yiiksek etki, 3'-kloro substitlie olan bilesik 15°te
gozlemlenmis olup, bu bilesik A549 hiicre hattinda 24.16 + 4.2 uM ve Hep3B hattinda
10.78 + 13.4 uM ICso degeri gostermistir. Klor siibstitiie kalkonlar arasinda ayni zamanda
2'-kloro turevi Bilesik 12, A549 hiicre hattinda 42.52 + 5.5 uM ve Hep3B hiicre hattinda
31.86 + 5.3 UM ICso degeri gostermistir. 4’-kloro tlirevi Bilesik 18, A549 hiicre hattinda
56.53 + 6.2 pM ve Hep3B hiicre hattinda 28.24 + 6.5 UM degerleri ile kayda deger
diizeyde antiproliferatif aktivite gostermistir. Kendi aralarinda A549 hiicre hattinda
sitotoksisiteleri 3-Cl (15) > 2-Cl (12) > 4-Cl (18) seklinde siralanirken, Hep3B hiicre
hattinda 3-Cl (15) > 4-Cl (18) > 2-Cl (12) seklindedir. Bu verilerle, klor grubunun B
halkasinda farkli konumlarda da etkili olabildigini ancak siibstitiisyon yeri kadar

uygulandiklar1 hiicre hattmin da sitotoksisitelerindeki 6nemini ortaya koymaktadir.

Flor iceren turevlerin etkisi nispeten diger tiirevlere gore alt diizeyde kalmistir. A549
hiicre hattinda en etkili floro tiirevi 2-floro iceren bilesik 11, 43.16 + 8.9 UM seviyerinde
olmustur. Ancak bilesik 11, Hep3B hiicre hattindaki ICso degeri 151,2 +5.0 uM ile en az
etkili tiirev olmustur. Hep3B hiicre hattinda en iyi sitotoksik etkiyi gosteren 4-floro turevi
bilesik 17, 85.34 + 9.6 uM konsantrasyonlarda etkide bulunurken A549 hiicre hattinda
56,11 + 8,8 UM konsantrasyonlar en az etkili bilesik olmustur. 3- floro tiirevi olan bilesik
14, hem A549 hiicre hattinda 47,05 = 3,2 UM, hem de Hep3B hiicre hattinda 100,8 £ 11,0
ICso degerleri ile orta diizeyde etkinlik gostermistir. Kendi aralarinda A549 hiicre hattinda
sitotoksisiteleri 2-F (11) > 3-F (14) > 4-F (17) seklinde siralanirken, Hep3B hiicre hattinda
4-F (17) > 3-F (14) > 2-F (11) seklindedir. Bu durum, flor grubunun pozisyonunun
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biyolojik etki {izerinde bir etkisinin oldugunu, farkli bolgelerde siibstitliisyonunun farkl
hiicre hatlarina kars1 daha etkili olabilecegini ve literatiir bilgileri 1s181inda flor atomunun
di-siibstitiieli tiirevlerinin ya da baska elektron ¢ekici gruplarla kombine edilmesinin daha

basarili sonuglar dogurabilecegini diisiindiirmektedir.

Benzer sekilde, A549 hiicre hattinda 3’-bromo tiirevi olan bilesik 16, 23,35+ 4,1 uM tim
tirevler arasinda en etkili tiirev olmustur. 2-bromo tirevi olan bilesik 13, A549 hiicre
hattinda 50,70 + 5,4 UM ve Hep3B hiicre hattinda 79,60 + 4,3 uM ile en az etkili bromo
tiirevi bilesik olmustur. 4-bromo tirevi olan bilesik 19 ise bromo turevleri arasinda
Hep3B hiicre hattinda 39,53 + 3,7 uM ile en etkili bilesik olurken A549 hiicre hattinda
31,46 £ 4,8 UM 1Csp degeri ile etkisi orta diizeyde kalmistir. Kendi aralarinda A549 hiicre
hattinda sitotoksisiteleri 3-Br (16) > 4-Br (19) > 2-Br (13) seklinde siralanirken, Hep3B
hiicre hattinda 4-Br (19) > 3-Br (16) > 2-Br (13) seklindedir. Bu durum brom
stibstitiisyonunun 6zellikle kanserli hiicre hatlarinda kayda deger bir antiproliferatif
aktivitesinin oldugunu ve farkli hiicre hatlarinda farkli konumlardaki substitiisyonunun

Onemini ortaya koymaktadir.

Literatiirde klorun flor ve brom’a gore daha giiclii antiproliferatif etki saglayabilecegine
yonelik bulgularla uyumlu olarak, bu ¢alismada da klor substitiientleri genel olarak daha
yilksek biyolojik aktivite sergilemistir. Ozellikle A549 hiicre hattinda brom siibstitiieli
bilesikler daha etkin olurken, klor siibstitiieli tiim bilesikler her iki hiicre hattinda kayda
deger yiiksek aktivite sergilemislerdir. Tez ¢calismamin sonucunda A549 hiicre hattinda
etki guctini Br > Cl > F ve Hep3B hiicre hattinda etki giiciinii CI > Br > F seklinde
siralanabilecegi gosterildi. Elde edilen ICso degerleri literatiirde bildirilen bazi giiclii
bilesiklerle kiyaslandiginda daha yiiksek olmakla birlikte, sentezlenen bilesiklerin
konuma 6zgu etki desenleri, klor ve brom atomlarmin antikanser aktivite ¢alismalarinda
molekiiler yerlestirmelerde kullanilmasi ve potansiyel hiicre seciciligi agisindan yeni

yapisal optimizasyonlar i¢in temel teskil edebilecegi degerlendirilmektedir.
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6. SONUC

Bu tez ¢alismasinda, 2'-triflorometil grubu sabit olan ve B halkasinda flor, klor ve brom
gibi farkli halojen siibstitiientleri farkli konumlara yerlestirilmis dokuz yeni kalkon tiirevi
sentezlenmis ve bu bilesiklerin A549 ve Hep3B hiicre hatlarindaki antiproliferatif etkileri
degerlendirilmistir. Elde edilen biyolojik aktivite sonuglari, halojen grubunun tiirii kadar
B halkasindaki konumunun da antiproliferatif etki iizerinde belirleyici oldugunu ortaya
koymustur. Ozellikle 3-kloro siibstitiie bilesik 15, her iki hiicre hattinda da yiksek
antiproliferatif aktivite gostermistir. Brom gruplarinda ise yine yiksek aktiviteler elde
edilirken, flor substittientleri ise genel olarak daha diisiik aktivite sergilemislerdir. Sonug
olarak, kalkon yapisinda B halkasina 3 konumunda klor ve brom eklenmesinin
antiproliferatif potansiyeli artirabilecegi, bu nedenle bu tiir yapisal modifikasyonlarn
hedefe yonelik antikanser ila¢ tasariminda dikkate almmasi1  gerektigi

degerlendirilmektedir.
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