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OZET

BIS 4-BROMOBENZENSULFONAT BiLESIKLERININ SENTEZI,
KARAKTERIZASYONU, BIYOLOJIK AKTIVITELERININ INCELENMESI VE IN
SILIKO CALISMASI

Tugba USTA

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Kimya Anabilim Dali
Danigmani: Prof. Dr. Yasemin UNVER
2025, 54 Sayfa, 14 Sayfa Ek

Bu tez calismasinda, 7 yeni adet bis 4-bromobenzensiilfonat (2(a-g)) tiirevlerinin
sentezi gergeklestirilmistir. 4-formilfenil-4-bromobenzensiilfonat (1) bilesiginin siras1 ile
1,4-diamino biitan, 1,5-diamino pentan, 1,6-diamino hekzan, 1,7-diamino heptan, 1,8-
diamino oktan, 1,9-diamino nonan ve 1,10-diamino dekan bilesikleri ile kuru kuruya
isitilarak  gergeklestirilen reaksiyon sonucu Schiff bazi icerikli, alkil bis 4-
bromobenzensiilfonat bilesikleri (2(a-g)) elde edilmistir. Sentezlenen bilesiklerin yapi
aydmlatilmas1 FT-IR, 'H-NMR, '3C-NMR (APT) ve kiitle spektroskopik yontemlerle
yapilmistir. Bu bilesikler, 9 adet mikroorganizmaya kars1 antibakteriyel aktiviteleri
arastirilmistir. Ayrica, sentezlenen bilesikler akciger kanseri hiicre hatlar1 Calul (ATCC,
HTB-54), A549 (ATCC, CCL-185) ve H1650 (ATCC, CRL-5883); kemik kanseri hiicre
hatlar1t SW1353 (ATCC, HTB-94), MG63 (ATCC, CRL-1427) ve Saos2 (ATCC, HTB-85)’e
kars1 aktiviteleri incelenmis ve elde edilen sonuglar dogrultusunda 2a bilesiginin in siliko

calismast yapilmaistir.

Anahtar Kelimeler: Bromobenzensiilfonat, Schiff Bazi, Docking Calismasi, Antitumor -

Antimikrobiyal Aktivite.
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ACTIVITIES AND IN SILICO STUDY OF BIS 4-BROMOBENZENESULFONATE
COMPOUNDS

Tugba USTA

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Yasemin UNVER
2025, 54 Pages, 14 Pages Appendix

In this thesis study, seven novel bis(4-bromobenzenesulfonate) derivatives [2(a—g)]
were synthesized. For this purpose, 4-formylphenyl-4-bromobenzenesulfonate (1) was
reacted with 1,4-diaminobutane, 1,5-diaminopentane, 1,6-diaminohexane, 1,7-
diaminoheptane, 1,8-diaminooctane, 1,9-diaminononane, and 1,10-diaminodecane via
solvent-free heating, yielding Schiff base-containing alkyl bis(4-bromobenzenesulfonate)
compounds [2(a—g)]. The structures of the synthesized compounds were elucidated using
FT-IR, '"H-NMR, *C-NMR (APT), and mass spectrometry techniques. These compounds
were tested against 9 microorganisms. Additionally, the synthesized compounds were
evaluated for their cytotoxic effects on lung cancer cell lines Calul (ATCC, HTB-54), A549
(ATCC, CCL-185), and H1650 (ATCC, CRL-5883), as well as bone cancer cell lines
SWI1353 (ATCC, HTB-94), MG63 (ATCC, CRL-1427), and Saos2 (ATCC, HTB-85).

Finally, in silico study of compound 2a having biological activity was conducted.

Keywords: Bromobenzenesulfonate, Schiff Base, Docking Study, Antitumor-Antimicrobial
Activity.
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1.GENEL BIiLGIiLER

1.1. Giris

Birden fazla biyolojik anlamda etkin gruplarm tek bir molekiilde toplandig bilesiklere
hibrit bilesikler denir. Biyolojik reaktivitesi etkili olan gruplarin yer aldigi bu hibrit
molekiillerin tasarlanmasi ve sentezlenmesi daha etkin yeni ila¢c molekiillerinin gelistirilmesi
icin 6nemlidir. Tlag molekiillerinin gelistirilmesinde ki ama¢ daha gii¢lii ve daha az yan

etkiye sahip tirtinler elde etmektir.

Siilfonat gruplar1 hem biyolojik hem de endiistriyel alanlarda kayda deger bicimde
etkili olduklari i¢in son zamanlarda arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Siilfonat grubu igeren
molekiillerin arastirmalarda antibakteriyal, antioksidan, antifungal ve antikanser gibi 6nemli
biyolojik etkileri goriilmektedir. Diger yandan siilfonatlar kagit, elektro kaplama, yangin

sondiiriiciiler gibi ¢esitli endiistriyel islemlerde de kullanilmaktadirlar.

Pueraria thunbergiana ¢igeklerinden elde edilen tektoridinin hipoglisemik, dstrojenik,
antikanser ve antioksidan gibi ¢esitli biyolojik aktiviteler sergiledigi bildirilmistir. Bagirsak
mukozas1 tarafindan emiliminden Once tektoridini aglikon formu olan tektorijenine
dontstiiriir. Tektorijenin tektoridinden ¢ok daha etkili biyolojik aktiviteler sergilemesine
ragmen suda ¢oziiniirligii diisiiktiir. Kimyasal modifikasyon ile tektorijeninin siilfonasyonu
sonucu hem ¢ozliniirliigliniin hem de antioksidan etkisinin oldukga arttig1 bildirilmistir (Han

vd., 2012).
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Androjen ve Ostrojene bagli meme kanseri, prostat kanseri, endometriyal ve
endometriozis de steroid siilfataz (STS) enzimlerinin etkisini inhibe edebilmek i¢in bir¢ok
steroidal ve steroidal olmayan ajanlar bildirilmistir. En gii¢lii steroidal STS inhibit6riine
Estron 3-O-siilfamat bir ornektir ancak Ostrojenik yan etkileri goriilmiistiir. Buna karsilik
siilfonat grubu iceren bir dizi arilamid tiirevi tasarlanmig ve sentezlenmistir. Asagida
gordiigiimiiz bilesik STS enzimi inhibisyonu acisindan digerlerine gore daha iyi ve giiclii

etkinlige sahiptir (EI-Gamal vd., 2016).

Zm

Estron 3-O-siilfamat H,

(n=2)

Senkardes ve arkadaslar1 (Senkardes vd., 2022) MCF-7(meme kanseri), PC-
3(androjenden bagimsiz adenokarsinomu), A549(kiiciik hiicre dis1 akciger kanseri) gibi

kanser hiicrelerine kars1 aril stilfonat kismina sahip hidrazon tiirevleri sentezlemislerdir. Elde



edilen bilesiklerden bazilar1 kanser hiicrelerini olusturan enzimlere karsi ¢esitli sitotoksisite
sergilemistir. Bunlardan MCF-7 {izerinde en umut vaat edici etkiler gosteren iki bilesik

asagida gosterilmistir.
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Nechepurenko ve arkadaslar1 (Nechepurenko vd., 2019) merkezi sinir sistemi ve hatta
bazi durumlarda akcigere ve cilt lezyonlarina zarar veren Cryptococcus neoformans
mantarma karsi berberrubine siilfonat tiirevleri gelistirmigledir. Gelistirilen bilesikler
arasinda Cryptococcus neoformans mantarina karsi yiiksek antifungal aktivite gdsteren yap1

asagidaki gibidir.




Celik (Celik, 2022) yapmis oldugu calisgmada sesamol ve tiirevleri ile siilfonat
esterlerin biyolojik aktivitelerinden yola ¢ikarak sesamol temelli siilfonat esterlerinin
karbonik anhidraz izoenzimlerine (CA) kars1 inhibisyon etkileri iizerine agagidaki 4 bilesigi
sentezlemislerdir. Bu bilesikler iginde hem hCAI hem de hCAII i¢in en etkili olanin 2.
molekiil oldugu ve bu molekiillerin farkli enzimler tizerinde de inhibitor etki gosterebilecegi

bildirilmis ve literatiire kazandirilmistir.

W

0
0
0 O\S 0 \s\
< 7 o 7 o
0 0
1 2
CF, F
0
O O\S 0 \s\
< o/ ko < g o
0] 0
3 4

Cesitli hastaliklara (epilepsi, mide iilseri, tip2 diyabet, nefropati, Alzheimer vb.) sebep
olan AChE, BChE, hCA I-II ve a-Glu enzimlerine kars1 daha baskin inhibit6r etkilerin
arastirilmasi i¢in 18 yeni arilsiilfonat grubu iceren fenamat izosterleri sentezlenmistir. Elde
edilen tiriinlerden asagida sunmus oldugumuz bilesikler sirasiyla hCA I-1I’ya, a-Glu’ya ve
AChE-BChE’ye karst daha olumlu ve daha etkili 6zellikler gostererek hastaliklarin

tedavileri i¢in umut vaat edici ilag bilesenleri olduklar1 6ne siiriilmiistiir. (Tokal1 vd., 2023)



Ghazzali ve arkadaslar1 (Ghazzali vd., 2013) sentezledikleri siilfonat aktif ester
tiirevlerinde sectikleri bilesiklerden asagidaki ilk ikisinin SW756(insan kolon kanseri hiicre
hatt1) tizerinde 50 ve 25 pg/mL IC50 degerinde orta dereceli antiproliferatif etki gosterdigini,
diger yandan tigiincii bilesigin yiiksek konsantrasyonun yani sira 62,5 pg/mL’ de sivrisinek

Culex pipiens larvalarma kars1 yiiksek larvasidal etki gostermistir.



Guo ve arkadaglar1 (Guo vd., 2019) tarim alaninda mabhsiillerin bakteriyel ve viriis
enfeksiyonlarma sebep olup verimi oldukga etkileyen Xanthomonas axonopodis pv. citri
(Xac) , Ralstonia solanacearum (Rs), Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) ve tiitiin mozaik
virlisiine(TMV) karsi etkili olabilecek bir dizi tiyofen siilfonat igeren kalkon tiirevi tasarlayip
sentezlemislerdir. Bu bilesiklerden aldigimiz asagidaki 6rnekler sirasiyla TMV ve Xac’ye

kars1 oldukca giiclii antibakteriyel ve iyilestirici etkileri oldugunu kanitlamislardir.

EVScaacieVionay

Su ve arkadaglar1 da (Su vd., 2021) oncesinde de bahsettigimiz bitki hastaliklarina
sebep olan bakterilere (Xac, Xoo ve Rs) kars1 yliksek verim ve yeni mekanizmalara sahip
antibakteriyel reaktifler gelistirmek i¢in siilfonat grubu tasiyan mirisetin tiirevleri tlizerine
calismalar yiiriitmiislerdir. Calismalarinin sonucunda ilk bilesigin Xac’ye ve digerinin

Xoo’ya kars1 yeni antibakteriyel reaktifler olarak kabul edilebileceklerini 6ne siirmiislerdir.

OMe OMe
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Diinyanin dort bir yaninda biber iiretimini ciddi 6l¢iide etkileyen hatta domates, kavun,
salatalik vb. sebze ve meyveleri de etkileyen biber yaniklig1 ad1 verilen hastaliga sebep olan
Phytophthora capsici ve Fusarium graminearum bitki patojenlerine karst Chen ve
arkadaslar1 (Chen vd., 2023) kinin ve analoglarindan yola ¢ikarak cinchona alkaloid siilfonat
tiirevleri sentezlemislerdir. Sentezlenen 24 tiirev arasinda asagida sundugumuz ikisi ¢ok
daha giiclii anti-oomiset etki gosterdigini ve ilerleyen zamanlarda tarim alaninda ki

calismalar i¢in umut verici sonuglar elde edilebilecegini kanitlamistir.

Lei ve grubu (Lei vd., 2022) pirazol tiirevlerinin ve siilfonat grubu igeren bilesiklerin
zirai, farmasotik ve medikal etkilerinden yola ¢ikarak siilfonat ikameli pirazolkarbamid
tiirevleri sentezlemislerdir. Sentezlenen 27 bilesik bitki patojeni olan C. camelliae, P, theae,
G. zeae, ve R. solani’ ye kars1 antifungal ve antiviral aktiviteleri agisindan incelenmistir.
Asagida verilen bilesigin ticari mantar ilact olan Hymexazol ile kiyaslandiginda énemli

Olciide antifungal aktiviteler sergiledigi gozlenmistir.
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Naftalin siilfonatlar bocek ilaclari, farmasotikler, plastiklestiriciler, optik parlaticilar

gibi ¢ok cesitli endiistriyel alanda ¢6ziicii ve dagitic1 molekiiller olarak kullanilmaktadir.
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Tekstil boyast iiretiminde ¢okca kullanilan naftilamin siilfonik asit tiirevi olan K-asit (2-
naftilamin-3,6,8-tristilfonikasit) biiyiik 6l¢ctide ekonomik 6neme sahiptir. (Arslan-Alaton vd.,
2010)

cl)H
H,N
o o)

\ OO /
_~ ~
HO \\o o// OH
K-Asit

Dogada yaygin olarak bulunan bor elementinin sanayide kullanim alanlar1 arasinda 6n
planda olanlar cam, seramik ve deterjan endiistrisidir. Cevreye, insan ve hayvan saghigina
etkilerinden dolay1 borun atik sulardan geri kazanimi ¢ok onemlidir. Borun atik sulardan
uzaklastirilmasi igin PVA kaplamali siilfonat gruplari iceren yiiksek bor giderimli ters ozmos

membrani gelistirilmistir. (Duan vd., 2022)
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Elektro kaplama endiistrisinde islem sirasinda elektrolit ¢ozeltilerinden kagcan krom
sisi hem is¢i saghini etkilemekte hem de ¢evrede kirlilige sebep olmaktadir. Krom sislerini
baskilamak i¢in per- ve polifloroalkil- maddelerinin en énemli kullanim alanidir elektro
kaplama endiistrisi. Bilinen en yaygimn krom sisi baskilayicilar perflorooktansiilfonat(PFOS)

ve 6:2 klorlu polifloroalkil eter siilfonattir(6:2CI1-PFAES). (Liu vd., 2022)



RISIEVI.
//\

PFOS 6:2 CI-PFAES

//\ c1

Cin’de tekstil, petrol, metal kaplama, deri, yangila miicadele kopiikleri, bocek ilaglar
gibi bircok endiistri de perflorooktansiilfonat(PFOS) ile ilgili kimyasallar yaygm olarak
kullanilmaktadir. PFOS’nin kendisi olan PFOS-tuzlar1 bocek ilaci, havacilik ve metal

kaplama endiistrilerinde kullanilmaktadir. (Xie vd., 2013)

I I
CgF,,——S——OH CsFy7 ﬁ O K7
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@ CaHs A 0 C,H,OH
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C,H
| s C,H,0H
O C2H5 O
Tetraetilamonyum PFOS Dietanolamonyum PFOS

Kagit (Kagit, 2015) yapmis oldugu calismada aril-siilfonat kismi igeren amin
bilesiklerinin Schiff bazi ligandlarini tasarlayip sentezlemistir. Sentezlenen ligandlarin
benzil alkoliin benzaldehite oksidasyonundaki katalitik etkileri gorebilmek icin bu
bilesiklerin Pd(IT) ve Ru(Il) kompleksleri karakterize edilmistir. Calismalar sonucunda
paladyum komplekslerinde K3, rutenyum komplekslerinde K4 bilesiklerinin katalitik

etkisinin ¢ok daha iyi oldugunu gézlemlemistir.
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Betonlarim mukavemetinin arttirilmasi, islenebilirli§inin kolaylastirilmas1 betona
eklenen akigkanlastirici  katki maddeleriyle elde edilmektedir. Akigkanlastiricilar
lignosiilfonat, melamin siilfonat, naftalin siilfonat veya polikarboksilat igerirler.
Lignosiilfonatlar su azaltic1 olarak ilk kullanilan katkilardir. Naftalin siilfonatlar betonun
donmaya kars1 direncini arttirmaktadir. Melamin siilfonatlar kokusuz ve renksiz olmasinin

yani sira termal kararlilig1 iyi olmasi sebebi ile kullanilmaktadir. (Algan, 2019)

OCHj;
OH
H |
HO (Ij—g—CHon
SO;Na
CH,OH SO;Na SO;3;Na
I | 'H [ S
HC—O CcC—C—oO C—C—Lignin
I H I H o
HC—SO;Na Lignin CH,OH
OCH; H;CO
Lignin OCH,4
OH

Lignin Siilfonat Yapisi
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CH,SO;Na

Naftalin Siilfonat Yapisi Melamin Siilfonat Yapist

Birincil amin ve karbonil bilesiklerinin (aldehit ve ketonlar) reaksiyonundan elde
edilen -CH=N- grubu (azometin) igeren bilesikler Schiff bazlar1 olarak adlandirilir. Bu
bilesikler tip da antimikrobiyal, antifungal, antigiardial, antioksidatif ve antikanser olmak
iizere bircok olumlu etkilere sahiptir. Ayrica Schiff bazlar1 neredeyse biitiin metallerle
baglanarak kompleksler olusturabilir ve biyolojik aktivitelerinin etkilerini daha fazla

arttirabilirler.

Sinha ve arkadaslar1 (Sinha vd., 2008) Schiff baz1 ve indol tiirevlerinin gdéstermis
olduklar1 biyolojik aktivitelere dayanarak indol-3-karboksaldehitin Schiff baz tiirevlerini
tasarlayip sentezlemislerdir. Asagida gosterdigimiz ilk iki bilesik Pseudomonas fluorescence
ve Staphylococcus aureus’a Karst ¢ok iyi mikrobiyal aktivite géstermistir. Ayrica naftalin
tiirevi olan ve diger bilesiklere gore daha yiiksek aromatiklige sahip tigiincii bilesik de P.

flourescence ve S. aureus’a karsi 1yi antimikrobiyal aktivite sergilemistir.

NH

e
z

N

0
N OH
OH
N
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Saadeh ve arkadaslar1 (Saadeh vd., 2012) bir dizi metronidazol tiirevi sentezlemis ve
bunlarm anaerobik bakteri ve protozoa enfeksiyonlarma karst biyolojik aktivitelerini
arastirmiglardir. Sentezlenen bilesiklerden asagida sunmus oldugumuz bilesik Giardia

intestinalis’e kars1 referans ilag metronidazolden ¢ok daha yiiksek aktivite gosterdigini

bildirmislerdir.

vl )

Naureen ve arkadaglar1 (Naureen vd., 2021) sentezledikleri Schiff baz liganlari(L1 ve
L2) ve bunlarin demir(IIl) ve ¢inko(II) komplekslerini sentezlemis ve biyolojik aktiviteleri
iizerine ¢aligmalar yapmiglardir. Metal iyon komplekslerinden L2 ’nin demir(III) kompleksi
hem Staphylococcus aureus, Escherichia coli bakterilerine karst umut vaat eden

antibakteriyel aktiviteler hem de Candida albican’a kars1 ¢ok iyi antifungal aktiviteler

sergilemistir.
OCH;4
OCH;,
H3CO—‘ A
HyCO—
/ Fe -« N—
OCH;
OCH;
H;CO OCH; H,CO

OCH,4

Inan ve arkadaglar1 (Inan vd., 2023) Schiff bazlarinin katalitik etkilerini aragtirmak i¢in
bir dizi azo grubu iceren Schiff bazinin rutenyum(Il) komplekslerini sentezlemislerdir.

Kompleks 10 sentezlenen kompleksler iginde D-glikozdan D-sorbitol hidrojenasyonunda en



iyi katalitik aktiviteyi gOsteren bilesik olmustur. Ayrica bazi Ru(Il) komplekslerinin (8,9)

Staphylococcus aureus’a karsi antibakteriyel etkiler gosterdikleri de bildirilmistir.
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Mohamed ve arkadaglar1 (Mohamed vd., 2021) yeni tridentat Schiff bazindan yola

N
[ j XN
CoHs

Kompleks 8

cikarak (H2L; son koronaviriis ¢alismalarindan biri) metal komplekslerini sentezlemislerdir.

Komplekslerin anti-meme kanseri etkilerinin yani sira antimikrobiyal aktiviteleri de
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arastirilmistir. Sentezlenen Schiff bazi ligandinin Cu(IIT) kompleksi serbest liganddan daha
diisiik baglanma enerjisine sahiptir ve bu da giiclii antiviral etkiler gosterecegini

diisiindiirmektedir. Ayni zamanda ilerleyen koronaviriis ¢aligmalar1 i¢inde 151k olmaktadir.

\, §
N =
®/ i / N Cl,.2H,0
o N

T «—HO

2

Dort yeni ve simetrik Schiff bazi ve bunlarin Cu(Il), Fe(Il) ve Zn(II) kompleksleri
sentezlenmis ve elde edilen bilesiklerin biyolojik aktiviteleri incelenmistir. Sentezlenen
bilesiklerden asagida sunmus oldugumuz bilesik ve onun demir kompleksi Staphylococcus
aureus'a karsi antimikrobiyal aktivite gosterirken demir kompleksi ayrica MCF7 hiicre

hattina kars1 da kayda deger antikanser etkiler de sergilemistir. (Al-Shboul vd., 2022)

O,N NO, O,N NO,

OH HO 0 0

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerin sanayi, kimya ve daha bir¢ok alanda kars1
karsiya kaldig1 ve diizeltilebilmesi i¢in ¢ok fazla maliyete sebep olan korozyon sorununun
onlenebilmesi i¢in heterosiklik ve organik Schiff bazlari iizerine birgok ¢alisma yapilmistir.

Bu ¢aligmalarin sonucunda yapilan derleme ile korozyon etkisini azaltmada ve dnlemede
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Schiff bazlarinin 6zellikle de elektron verici gruplara (-OH, -NHz, veya -NMe: ve -SH gibi)
sahip olan bilesiklerin daha etkili olduklarini gozler oniine serilmistir. (Verma & Quraiski,

2021)

SB1: R;: -H, R,: -OMe;

BZ3: R: -OH SB2: R;: -H, R,: -Me;
BZ4: R:-NMe, SB3: R|=R,: -NO,
OH
HOW™
NXN P N

H
S

Cevresel ve biyolojik ortamlarda bulunan kirletici maddelerin (toksinler veya metal

Ol

iyonlar1) belirlenmesi ve tanimlamasi hem insan saghigma hem de g¢evreye verdigi
zararlardan dolay1 biiylik 6neme sahiptir. Metal iyonlarmnin tespiti i¢in ¢esitli spektroskopik
yontemler (alev atomik absorpsiyon spektroskopisi, X-1smi1 floresan spektroskopisi vb.)
kullanilmaktadir. Ancak bu yontemler hem maliyetli hem de numune hazirlamada zahmetli
oldugu i¢in bunlara ek alternatif yontem arayislar1 giiniimiizde devam etmektedir. Yapilan
derleme calismasinda katyon ve anyonlarin belirlenmesinde kullanilan optik sensorlerde

Schiff bazlarinin 6nemi ve etkileri bizlere sunulmustur. (Berhanu vd., 2019)
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2.YAPILAN CALISMALAR

NMR o6lgiimleri, DMSO-ds ¢Oziiciisii ortaminda, Bruker marka 400 MHz’lik cihazda
gerceklestirilmis olup hem 'H hem de '*C c¢ekirdeklerine ait spektrumlar kaydedildi. IR
analizleri, 4000400 cm™* dalga sayis1 araliginda ¢alisan Perkin Elmer FT-IR 1600 model
cthazla yapildi. Kiitle spektrometrik veriler, Thermo Surveyor TSQ Quantum Access model
LC/MS (ESI) sistemi kullanilarak elde edildi. Deneylerde kullanilan tiim c¢oziiciiler ve
kimyasal maddeler Merck, Fluka ve Aldrich firmalarindan tedarik edildi; ¢oziiciiler deney

oncesinde uygun yontemlerle saflastirilip kurutuldu.
2.1. Orijinal Nitelikteki Bilesiklerin Sentezi

2.1.1. 4-formilfenil-4-bromobenzen Siilfonat Sentezi (1)

4-hidroksibenzaldehitin (0.01 mol) 30 mL etil asetatdaki c¢ozeltisine 4-
bromobenzensiilfonil kloriir (0.01 mol) ilave edilip balon igerigi buz banyosuna yerlestirildi.
Damla damla trietilamin (0.01 mol) ilave edildi. Reaksiyon igerigi oda sicakliginda 2 saat
karistirildiktan sonra 4-6 saat geri sogutucu altinda 1sitildi. Reaksiyonun optimum sartlari
ince tabaka kromatografisi (ITK) ile kontrol edilerek belirlendi. Tamamlanan reaksiyon
kapatildi ve sogutuldu. Balon igerigi evapore edildi, olusan kat1 madde etil alkolden
saflastirildi. Sentezlenen bilesik literatiirde mevcut olup, erime noktasi ve spektral veriler

literatiir (Tokali vd., 2021) ile uyumludur.

Et;N
Br —cCl + HO CHO ——> Br

Sekil 1. 4-formilfenil-4-bromobenzen siilfonat sentez semasi

n—0
O—wn—=20

el o

1

O
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2.1.2. AIkil-bis 4-bromobenzen Siilfonat Tiirevlerinin Sentezi 2(a-g)

(0]
e By
I

1

H,N-(CH,),-NH, yag banyosu
160-170 °C

ﬁ 0
- B H |
Br S C\\ P 0—sS Br
| N— (CH,),—N |
O
2(a-g)
Sekil 2. AlKkil-bis 4-bromobenzen siilfonat tiirevlerinin sentez semasi
n|4|5(6[7(8]|9]|10
2lalblc|d|e]|f]|g

e ((1E,1E)-(biitan-1,4-diilbis(azanililiden))bis(metanililidene))bis(4, 1 -

fenilen)bis(4-bromobenzensiilfonat) (2a):

Balona, 4-formilfenil-4-bromobenzensiilfonat (1) (0.02 mol) ve 1,4-diaminobiitan
(0.01 mol) bilesikleri ilave edildi. Reaksiyon, yag banyosunda (ITK ile kontrol edilerek
optimum sartlar belirlendi) 160-170°C’de yaklasik 2 saat devam ettirildi. Olusan kat1 {iriin
etil alkol-su (1:3) ¢oziicli sistemiyle birkac kere kristallendirme yoluyla saflastirildi ve

liyofilizatérde kurutuldu. Verim: %88,45, e.n.: 133-134°C.

Sentezlenen 2a numarali bilesige ait agik formiil asagida verilmistir:

o )
OO OO
” \N_(CH2)4_N/ ”

O
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o ((1E,1E")-(pentan-1,5-diilbis(azanililiden))bis(metanililiden))bis(4, 1 -

fenilen)bis(4-bromobenzensiilfonat) (2b):

Balona, 4-formilfenil-4-bromobenzensiilfonat (1) (0.02 mol) ve 1,5-diaminopentan
(0.01 mol) bilesikleri ilave edildi. Reaksiyon, yag banyosunda (ITK ile kontrol edilerek
optimum sartlar belirlendi) 160-170°C’de yaklasik 2 saat devam ettirildi. Olusan kat1 {iriin
etil alkol-su (1:3) ¢oziicli sistemiyle birka¢ kere kristallendirme yoluyla saflastirildi ve

liyofilizatorde kurutuldu. Verim: %86,35, e.n.: yagh bilesik.

Sentezlenen 2b numarali bilesige ait agik formiil asagida verilmistir:

0 O
Br !_0@78\ g o—|s Br
” \N_(CHZ)S_N/ ”

O

e ((1E,1E")-(hegzan-1,6-diilbis(azanililiden))bis(metanililidene))bis(4, 1 -

fenilen)bis(4-bromobenzensiilfonat) (2c):

Balona, 4-formilfenil-4-bromobenzensiilfonat (1) (0.02 mol) ve 1,6-diaminohegzan
(0.01 mol) bilesikleri ilave edildi. Reaksiyon, yag banyosunda (ITK ile kontrol edilerek
optimum sartlar belirlendi) 160-170°C’de yaklagik 2 saat devam ettirildi. Olusan kat1 iiriin
etil alkol-su (1:4) coziicli sistemiyle birkac kere kristallendirme yoluyla saflastirildi ve

liyofilizatorde kurutuldu. Verim: %85,70, e.n.: 128-129°C.

Sentezlenen 2¢ numaral bilesige ait acik formiil asagida verilmistir:

o 0
Br !_OOE A\ ¢ 0—! Br
| N—(cty—n" |

O
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e ((1E,1E")-(heptan-1,7-diilbis(azanililiden))bis(metanililidene))bis(4, 1 -
fenilen)bis(4-bromobenzensiilfonat) (2d):

Balona, 4-formilfenil-4-bromobenzensiilfonat (1) (0.02 mol) ve 1,7-diaminoheptan
(0.01 mol) bilesikleri ilave edildi. Reaksiyon, yag banyosunda (ITK ile kontrol edilerek
optimum sartlar belirlendi) 160-170°C’de yaklasik 2 saat devam ettirildi. Olusan kat1 {iriin
etil alkol-su (1:4) ¢oziicli sistemiyle birka¢ kere kristallendirme yoluyla saflastirildi ve

liyofilizatorde kurutuldu. Verim: %83,86, e.n.: yagh bilesik.

Sentezlenen 2d numarali bilesige ait agik formiil asagida verilmistir:

O

Q 0
Br !_0@78\ g o—|s Br
” \N_(CHzﬁ_N/ ”

e ((1E,1E")-(oktan-1,8-diilbis(azanililiden))bis(metanililidene))bis(4,1-

fenilen)bis(4-bromobenzensiilfonat) (2¢):

Balona, 4-formilfenil-4-bromobenzensiilfonat (1) (0.02 mol) ve 1,8-diaminoktan (0.01
mol) bilesikleri ilave edildi. Reaksiyon, yag banyosunda (ITK ile kontrol edilerek optimum
sartlar belirlendi) 160-170°C’de yaklasik 2 saat devam ettirildi. Olusan kat {iriin etil alkol-
su (1:4) ¢oziicii sistemiyle birkag kere kristallendirme yoluyla saflastirildi ve liyofilizatdrde

kurutuldu. Verim: %88,85, e.n.: 126-127°C.

Sentezlenen 2e numarali bilesige ait acik formiil asagida verilmistir:

o 0
Br !_OOE A\ ¢ 0—! Br
| | VERSEIN. |

O
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e ((1E,1E"-(nonan-1,9-diilbis(azanililiden))bis(metanililidene))bis(4, 1 -

fenilen)bis(4-bromobenzensiilfonat) (2f):

Balona, 4-formilfenil-4-bromobenzensiilfonat (1) (0.02 mol) ve 1,9-diaminnonan
(0.01 mol) bilesikleri ilave edildi. Reaksiyon, yag banyosunda (ITK ile kontrol edilerek
optimum sartlar belirlendi) 160-170°C’de yaklasik 2 saat devam ettirildi. Olusan kat1 {iriin
etil alkol-su (1:4) ¢oziicli sistemiyle birka¢ kere kristallendirme yoluyla saflastirildi ve

liyofilizatorde kurutuldu. Verim: %81,90, e.n.: yagh bilesik.

Sentezlenen 2f numarali bilesige ait acik formiil asagida verilmistir:

Q 0
Br !_0@78\ g o—|s Br
” \N_(CHz)o_N/ ”

O

e ((1E,1E"-dekan-1,10-diilbis(azanililiden))bis(metanililidene))bis(4,1-

fenilen)bis(4-bromobenzensiilfonat) (2g):

Balona, 4-formilfenil-4-bromobenzensiilfonat (1) (0.02 mol) ve 1,10-diamindekan
(0.01 mol) bilesikleri ilave edildi. Reaksiyon, yag banyosunda (ITK ile kontrol edilerek
optimum sartlar belirlendi) 160-170°C’de yaklagik 2 saat devam ettirildi. Olusan kat1 iiriin
etil alkol-su (1:4) ¢oziicli sistemiyle birkac kere kristallendirme yoluyla saflastirildi ve

liyofilizatorde kurutuldu. Verim: %90,20, e.n.: 124-125°C.

Sentezlenen 2g numarali bilesige ait agik formiil asagida verilmistir:

o 0
Br !_OOE\ ¢ 0—! Br
” \N_(CHz)lo_N/ ”

O
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2.2. DFT Cahsmalan

2a ve 2b bilesiklerinin DFT hesaplamalari, Gaussian 09 (Frisch vd., 2009) paket
programi kullanilarak, DFT/B3LYP yontemi ve 6-311G (d,p) (Becke, 1993; Lee vd., 2014)
temel seti ile gergeklestirildi. Hesaplamalardan elde edilen sonuglar GaussView
(Dennington vd., 2009) programu ile gorsellestirildi. Gaz fazinda hesaplanan anharmonik
titresim frekanslarinin deneysel titresim frekanslariyla (Siileymanoglu vd., 2017) uyumu, 6-
311G(d,p) temel seti i¢in 0,9679 olgeklendirme katsayis1 ile carpilarak saglandi. Iki
molekiiliin kimyasal kayma hesaplamalar1 i¢cin GIAO (Ditchfield, 1972; Wolinski vd., 1990)
yaklagimi kullamldi. "H ve '*C hesaplamalarindan elde edilen veriler, TMS &lgeginde
sirastyla, 31.8821 ve 182.4656 ppm degerleri (Siilleymanoglu vd., 2017) kullanilarak
Olceklendirildi.

2.3. Biyolojik Aktivite Calismalari

2.3.1. Kanser Hiicre Hatlan ve Hiicre Kiiltiirii

Bu arastirmada, akciger kanseri hiicre hatlar1 olarak Calul (ATCC, HTB-54), A549
(ATCC, CCL-185) ve H1650 (ATCC, CRL-5883); kemik kanseri hiicre hatlar1 olarak ise
SW1353 (ATCC, HTB-94), MG63 (ATCC, CRL-1427) ve Saos2 (ATCC, HTB-85)
kullanildi. Kontrol grubu olarak normal akciger hiicresi Beas2B (RRID, CVCL-0168) ile
normal kondrosit hattt HC (Sigma Aldrich, 402-05A) tercih edildi. Tiim hiicre kiiltiirti
islemleri, steril kosullarda, laminar akis kabini icerisinde gerceklestirildi. Hiicreler, %10
fetal bovin serumu (FBS) ve %2 PenStrep iceren DMEM veya RPMI 1640 ortaminda, 37°C
sicaklikta ve %5 CO. atmosferinde kiiltiire edildi. Deney diizeneklerinde, her bir kuyuya
10.000 hiicre olacak sekilde ekim yapilmis; yaklasik 16 saatlik 6n inkiibasyon siirecinden

sonra test bilesikleri eklenmis ve 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda 6l¢iimler alindi.
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2.3.2. Hiicre Proliferasyon Olgiimiiyle Glso, TGI, LCsyp ve ICsp Degerinin

Belirlenmesi

Bu c¢aligmada, sentezlenen yeni bilesiklerin hiicre ¢ogalmasi lizerindeki etkilerini
degerlendirmek ve ICso degerlerini belirlemek amaciyla MTT [3-(4,5-dimetil-tiyazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazolyum bromiir] testi uygulandi (Mosmann, 1983). Kanser hiicre hatlari, test
bilesikleri ile birlikte 24, 48 ve 72 saat boyunca 37 °C sicaklikta ve %5 CO: igeren
inkiibasyon kosullarinda tutuldu. Siire sonunda MTT analizi gerceklestirildi. Uygulamada,;
5 mg/mL konsantrasyona sahip MTT stok ¢ozeltisi, besiyeri ile 1:9 oraninda seyreltilerek
calisma c¢ozeltist hazirlandi. Hiicrelerin bulundugu pleytlerdeki mevcut besiyeri
uzaklastirilarak yerine bu MTT c¢ozeltisi eklenmis ve hiicreler 4 saat daha ayni kosullarda
inkiibe edildi. Ardindan, hiicre metabolizmasi sonucunda olugsan formazan kristallerinin
absorbans Olciimleri yapildi. Elde edilen optik yogunluk verileri kullanilarak Excel®
yazilimi araciliftyla % inhibisyon (Formiil 1), Glso (Formiil 2), TGI (Formiil 3) ve LCso

(Formiil 4) parametreleri hesaplandi.

%lnhlblsyon = [1' (Atest maddesi / Akontro])] X 100 (1)

Glso: Biiylimeyi %50 oraninda azaltan konsantrasyon
=([(Ti- Tz) / (C - Tz)] x 100=50) (2)

TGI: Biiyiimeyi %100 oraninda azaltan konsantrasyon = (Ti = Tz) 3)

LCso: Ortamdaki hiicreleri %50 oraninda 6ldiiren konsantrasyon
= ([(Ti-Tz) / Tz] x 100 =-50) (4)
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2.3.3. DNA Degredasyon/Bantlasma Testi

Apoptozla iliskili DNA degradasyonu ve bantlasma testi, apoptotik DNA’nin
hiicrelerden izole edilip agaroz jel iizerinde goriintiillenmesi yontemiyle gergeklestirildi
(Gong, 1994). Bunun i¢in bir T25 sisesinde, confluent hale gelen hiicrelere DMSO ile
¢coziindiiriilmiis test bilesenleri ve pozitif kontrol maddesi, ICso konsantrasyonunda
eklenerek 24 saat siireyle inkiibe edildi. Sonrasinda, hiicreler flasktan kaziyiciyla alinip
DPBS ile yikanmig ve 15 mL’lik falonlara aktarildi. Bu 6rneklere, -20°C’de 24 saat siireyle
inkiibasyona tabi tutulacak sekilde 5 mL %70 alkol eklendi. Alkol dokiildiikten sonra
ornekler kurutulmus ve Tlzerine fosfat-sitrat tamponu eklenerek 30 dakika, 37°C’de
bekletildi. Bu siirenin sonunda falonlar santrifiij edilerek 6rnekler ependorf tiiplerine
almmis, 5 pL Tween20 ve 5 pl. RNaz ilave edilerek 30 dakika boyunca 37°C’de inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra drneklere, 5 pL proteinaz K ve 5 pL %5°lik SDS eklenmis ve
30 dakika, 37°C’de inkiibe edildi. DNA, etidyum bromid i¢eren %2,5’lik agaroz jel ile analiz
edildi. Ornekler, pozitif kontrol ile birlikte loading buffer eklenerek jel iizerine yiiklenmis
ve marker ile birlikte jelde elektroforez islemi yapildi. DNA’nin degradasyonu ve bantlagma

durumu, jel goriintiileme sistemi kullanilarak incelendi.

2.3.4. DNA Baglanma Testi

DNA baglanma deneyi i¢in UV/Vis-absorbsiyon metodu kullamildi. UV/Vis-
absorbsiyon spektrumundan elde edilen sonuglardan asagidaki Benesi—Hildebrand esitligi
(Formiil 5) geregince her bir DNA konsantrasyonuna (1/[DNA]) karsilik (Ao/(A—Ao))
degerleri grafige aktarildi. Grafikten elde edilen dogrunun kesim noktasi Kb’yi verir. Bu
esitlikte Ao, serbest haldeki bilesigin absorbansini, A, tam bagl bilesigin absorbansini, €1,
serbest haldeki bilesigin molar absorbsiyon katsayisini, Ec, bagli bilesigin molar absorbsiyon
katsayisini ifade eder. Ayrica Wolfe-Shimmer esitligi (Formiil 6) kullanilarak [DNA]/(|eA-
eF|) karsiik [DNA] grafigi cizildi. Absorbans siddetindeki degisim (%H) ise yiizde
oranlartyla verilir ve asagidaki esitlik (Formiil 7) kullanildi. Bu esitlikte ise Ai, DNA
eklenmeden Once bilesigin absorbans siddetini ifade ederken, As ise maksimum
konsantrasyonda DNA ilave edildikten sonra bilesigin absorbans siddetini gdsterir

(Lakowicz & Weber, 1973; Wolfe vd., 1987).
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Benesi-Hildebrand esitligi: (5)
=Ao/(A-Ao) =E1/(Ec-E)+ E1/(Ec-E1) X I/K[DNA]

Wolfe-Shimmer esitligi:
=[DNA]/(|eA-eF|) = [DNA]/(|eB-¢F|) + 1/Kb(|eB—¢F|) (6)

%H= [(Ai-As) / (Ai)] x 100 (7)
2.3.5. Hiicre Migrasyon Testi

Akciger ve kemik kanseri hiicrelerinin migrasyon yetenekleri lizerindeki test
bilesiklerinin etkisini degerlendirmek amaciyla yara iyilesme testi (wound healing assay)
uygulandi. Bu yontem, hiicrelerin test maddesi iceren ortamda ¢ogalma ve go¢ etme
kapasitelerinin izlenmesine dayanmaktadir. Deneyde, iki odacikli silikon tabanl kiiltiir kab1
(pu-Dish) kullanildi; bu sistemdeki bélmeler arasinda 500 pm’lik bir bosluk bulunmaktadir.
Her bir bolmeye 35.000 hiicre / 70 pL olacak sekilde hiicre siispansiyonu eklenmis ve
hiicrelerin yapismasi i¢in 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan silikon ara parga,
steril forsep yardimiyla dikkatlice ¢ikarilmis, mevcut besi ortami uzaklastirilmis ve yerine
yaklagik 2 mL taze besiyeri ilave edildi. Ardindan test bilesikleri, hiicrelerin Glso
konsantrasyonunda ortama eklendi. Bu noktadan itibaren hiicre go¢iiniin izlenebilmesi igin
orneklerin mikroskobik goriintiilemeleri baslatildi. Kontrol grubu olarak kullanilan p-
Dish’teki 500 pm’lik bosluk tamamen kapanana dek, deney gruplarindaki hiicre alanlar1 6

saat araliklarla fotograflandi.

2.3.6. Antimikrobiyal Aktivite Calismalari

Calismada sentezlenen bilesiklerin antimikrobiyal etkileri, bazi hastaliklarla
iliskilendirilen toplam dokuz patojen mikroorganizma iizerinde test edildi. Bu amacla; dort
Gram-negatif bakteri tiirii (Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911, Escherichia coli ATCC
25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 17853),
dort Gram-pozitif bakteri tiirii (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC
6633, Bacillus cereus ATCC 10876 ve Enterococcus faecalis ATCC 29212) ile bir maya tiirii
olan Candida albicans (ATCC 10231) kullanildi. Antimikrobiyal testlerde kullanilan tiim
mikroorganizma suglari, Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC) kaynaklidir.
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Sentezlenen bilesiklerin minumum inhibe edici konsantrasyon (MIC) degerleri
mikrogram cinsinden mililitre basina (pg/mL) ifade edilerek, mikrotitre broth seyreltme
yontemi ve hizli INT renk Olgiim testi ile belirlendi. Analiz, 2012 yilinda Kuete ve
arkadaslar1 tarafindan belirtilen Klinik ve Labarotuvar Standartlari1 Enstitiisii (CLSI)
yonergelerine uygun olarak gerceklestirildi (Kuete vd., 2012). Sentezlenen tiim bilesiklerin
stok c¢ozeltileri dimetilsiilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziilerek hazirlandi. Ardindan, bu stok
konsantrasyonlar1 Mueller-Hinton Broth (MHB) kullanilarak 96 kuyucuklu mikro plaklarda
seri olarak {iretildi. Bakteri siispansiyonlar1, 5x10~ koloni olusturan birim (CFU) olacak
sekilde hazirland1 ve her kuyucuga inokiile edildi. Mikro plaklar daha sonra 37°C’de 24 saat
boyunca inkiibe edildi. 37°C’de ki inkiibasyon siiresinin ardindan mikrobiyal biiyiimenin
gostergesi olarak 0.2 mg/mL p-iyodonitrotetrazolyum kloriir (INT) soliisyonundan 40 pL her
kuyucuga eklendi. Mikro plaklar, MIC degerlerinin gorsel olarak belirlendigi 37°C’de 30
dakika daha inkiibe edildi. MIC degeri, test mikroorganizmasinmn biiylimesinin tamamen
inhibe oldugu en diisiik konsantrasyon olarak tanimlandi, bu da pembe rengin olusmadig1
kuyucuk olarak degerlendirildi. MIC degerlerinin belirlenmesi ii¢ kez tekrarlandi, en az iki
kez tekrarlayan bir deger nihai MIC olarak kabul edildi. Referans olarak, standart ticari
ilaglar ampicilin (10 mg/mL) ve flukonazol (2 mg/mL) sirasiyla bakteri ve maya icin
kullanild1. Coziiciiniin herhangi bir inhibe edici etkisini hesaba katmak i¢in yalnizca DMSO

kullanilarak negatif kontrollii bir deney gerceklestirildi.

2.4. Molekiiler Docking Calismasi

Literatiirde farkli avantaj ve sinirlamalara sahip ¢esitli molekiiler docking yazilimlari
mevcuttur. Elde edilen sonuclarin dogrulugu biiylik dlgiide protein ve kiigiik molekiil
yapilariin kalitesine, ayrica docking hesaplamalarinda kullanilan 6zel parametreler ve
algoritmalara baglhdir (Siileymanoglu vd., 2017; Ditchfield, 1972). Bu arastirmada, ligand-
protein etkilesimlerini incelemek ve kanser karsitti mekanizmalar ile inhibisyon
mekanizmalarini ortaya cikarmak icin molekiiler docking c¢alismalar1 gergeklestirildi.

Calismalarin odak noktasi, 2a bilesigi oldu.

Docking analizlerinde kullanilan proteinlerin (Epidermal Buyume Faktor Reseptori
(EGFR) (Coziinurlik: 2.60 A, PDB ID: 1M17) ve Vaskiler Endotel Bilyiime Faktorii
Reseptorii 1 (VEGFR1) (Coziiniirliik: 2.70 A, PDB ID: 3HNG)) 3B kristal yapilar1 Protein
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Data Bank'tan (PDB) elde edildi. Ik asamada, indirilen kompleks yapilardan su molekilleri,
iyonlar ve diger ligandlar BIOVIA Discovery Studio Visualizer 2021 (Dassault Systémes
BIOVIA, 2017) yazilimi kullanilarak temizlendi. Ardindan reseptor proteinlere polar
hidrojen atomlar1 ve Kollman yiikleri MGL Tools programi araciligiyla eklendi. Ligand-
protein etkilesimlerini belirlemek i¢in AutoDock 4.2 yazilimi (Morris vd., 2009) kullanildi.
2a bilesigi ChemDraw yazilimi ile ¢izildi, referans ilaglar ise PubChem veritabanindan sdf
formatinda indirildi. Bu bilesikler daha sonra Avogadro yazilimindaki UFF kuvvet alani
kullanilarak optimize edildi (Hanwell vd., 2012). Tiim ligandlar MGL Tools'a aktarildi ve
pdbqt dosyalarina doniistiiriildi. Docking islemi sirasinda reseptor molekiiller rijit (sabit)
tutulurken, ligandlarm esnekligi korundu. Docking islemini hizlandirmak amaciyla, reseptor
molekiiliiniin aktif bolgesini kapsayan bir grid olusturuldu. Grid, X, y ve z yonlerinde
50x50x50 koordinatlarmnda olusturulup, grid araligi 0.4 A olarak belirlendi. Docking
calismalari, AutoDock 4.2 yazilimina entegre edilen Lamarckian genetik algoritma yontemi
ile gergeklestirildi. Calismalarda 150 bireyden olusan bir popiilasyon, maksimum 2.500.000
enerji degerlendirmesi ve maksimum 54.000 jenerasyon kullanildi. Docking sonug¢ dosyalari
AutoDock 4.2 yazilimi ile olusturuldu. Ardindan docking sonucunda elde edilen yapilarin
baglanma yonelimleri ve enerji hesaplamalar1 BIOVIA Discovery Studio Visualizer 2021
yazilimi kullanilarak detayli bir sekilde degerlendirilip ve gorsellestirildi. En uygun pozlar,

hedef proteinlere ait baglanma skorlarina gore belirlendi.



3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Bilesiklerin Spektroskopik Sonug¢lar

Calismamizda sentezlenen 2(a-g) numarali bilesiklere ait FT-IR, 'H-NMR , !3C-
NMR(APT) spektroskopik veri degerleri ve kiitle spektral verileri Tablo 1, Tablo 2 , Tablo 3

ve Tablo 4’ de sirastyla sunuldu.

Tablo 1. 2(a-g) bilesiklerinin FT-IR spektral verileri (ATR, cm™, v-)

IR =C-H -C-H C=N C=C S=0
2a 3080 2944 1644 1577 1151, 1376
2b 3089 2931 1644 1599 1148, 1373
2c 3085 2935 1645 1574 1145, 1353
2d 3093 2929 1645 1574 1148, 1375
2e 3096 2930 1643 1574 1146, 1352
2f 3093 2927 1645 1574 1148, 1376
2g 3091 2924 1648 1574 1143, 1352
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Tablo 2. 2(a-g) bilesiklerin *H-NMR spektral verileri (400 MHz, DMSO-ds/ )

=N-CH.- =N-CHo- Br-benzen H O-benzen H N=CH

'H-NMR | (CHz)n -CHo- | (CH2)n
N= -CH>-N=

2a 1.65, bs, 4H 3.59, bs, 4H 7.80 (bs, 4H), 7.13 (d, 4H, J=8 Hz), | 8.33, s, 2H

7.90 (bs, 4H) 7.74 (d, 4H, J=8 H2)

2b 1.35, bs, CHa, | 3.55, bs, 4H 7.89 (bs, 4H), 7.13 (d, 4H, J=8 Hz), | 8.31, s, 2H
2H; 1.63, bs, 7.72-7.81 (m, 4H) 7.72-7.81 (m, 4H)
2CH2, 4H

2c 1.34, bs, 2CH,, | 3.54,t, 4H 7.90 (bs, 4H), 7.13 (d, 4H J=8 Hz), |8.31,s, 2H
4H; 1.60, bs, 7.73-7.80 (m, 4H) 7.73-7.80 (m, 4H)
2CHy, 4H

2d 1.31, bs, 3CH,, | 3.54, bs, 4H 7.89 (bs, 4H), 7.14 (bs, 4H), 8.31,s, 2H
6H; 1.58, bs, 7.76-7.81 (m, 4H) | 7.76-7.81 (m, 4H)
2CH>, 4H

2e 1.30, bs, 4CH., | 3.54,t, 4H 7.90 (bs, 4H), 7.13 (d, 4H J=8 Hz), | 8.31,s, 2H
8H; 1.59, bs, 7.74-7.81 (m, 4H) 7.74-7.81 (m, 4H)
2CH>, 4H

2f 1.26, bs, 5CH,, | 3.51, bs, 4H 7.78-7.88 (m, 8H) 7.13 (bs, 4H), 8.30, s, 2H
10H; 1.56, bs, 7.78-7.88 (m, 4H)
2CH>, 4H

29 1.27, bs, 6CH., | 3.50, t, 4H 7.90 (bs, 4H), 7.13 (d, 4H J=8 Hz), | 8.31,s, 2H
12H; 157, bs, 7.74-7.80 (m, 4H) 7.74-7.80 (m, 4H)

2CHy, 4H




Tablo 3. 2(a-g) bilesiklerin *C-NMR (APT) spektral verileri (100 MHz, DMSO-de/

30

d)
BC-NMR | =N-CH:- =N-CH,- Br-benzenC | O-benzen C N=CH
(APT) (CH2)n- (CH2)n-
CHx-N= CH,-N=
2a 28.68 60.68 128.86 (C), 122.90 (CH), | 159.72
129.92 (CH), | 130.57 (CH),
133.49 (CH), | 133.71(C),
135.77 (C) 150.66 (C)
2b 24.73,30.47 | 60.80 129.88 (C), 122.86 (CH), | 159.64
130.62 (CH), | 133.48(CH),
133.81 (CH), | 150.58 (C)
135.84 (C)
2c 26.76, 30.46 | 60.59 129.89 (C), 122.89 (CH), | 159.65
130.64 (CH), | 133.49 (CH),
133.49 (CH), | 150.19 (C)
135.87 (C)
2d 27.20, 29.09, | 60.90 129.90 (C), 122.87 (CH), | 159.67
30.81 130.63 (CH), | 133.48 (CH),
133.80 (CH), | 150.48 (C)
135.86 (C)
2e 27.20,29.23, | 61.18 129.90 (C), 122.89 (CH), | 159.57
30.82 130.64 (CH), | 133.49 (CH),
133.80 (CH), | 150.58 (C)
135.96 (C)
2f 27.20, 29.24, | 59.93 129.89 (C), 122.86 (CH), | 159.37
29.41, 30.83 130.63 (CH), | 133.47 (CH),
133.82 (CH), | 150.49 (C)
135.87 (C)
29 27.13,29.18, | 60.91 129.77 (C), 122.78 (CH), | 159.36
29.33,30.71 130.72 (CH), | 133.49 (CH),
133.80 (CH), | 150.49 (C)

135.83 (C)
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Tablo 4. 2(a-g) bilesiklerinin kiitle spektral verileri (MS [El] m/z)

Bilesik Kitle Spektrum Verisi (MS [EI] m/z)
2a 734.5 M* (%100)
2b 748.4 M* (%100)
2¢C 763.8 M (%100)
2d 776.3 M (%100)
2e 790.4 M* (%100)
2f 804.6 M* (%100)
29 818.5 M* (%100)

3.2. Sentez Cahsmalarina Ait Verilerin Degerlendirilmesi

Sentez ¢alismasinin ilk basamagimni, sentezi litetatiirde var olan 4-formilfenil-4-
bromobenzen siilfonat bilesigi (1) olusturmaktadir ve senteze iliskin denklem asagida
gosterilmistir. Sentezlenen bilesigin erime noktasi ve spektroskopik verileri literatiirle uyum

icerisindedir. (Tokali vd., 2021)
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Sentezin 2.basamagini ise, Schiff bazi iceren 4-bromobenzen siilfonat bilesiklerinin

(2(a-g)) sentezi olusturmakta. Senteze iligkin mekanizma asagida gosterilmistir.
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2(a-g) bilesiklerinin IR spektrumlar1 incelendiginde, baslangi¢ bilesiklerine ait olan

karbonil (C=0) ve amino (NH;) titresim bantlar1 gozlenmedi. Schiff bazi yapilarini
destekleyen "H-NMR spektrumlari incelendiginde, CH=N imin gruplarinin proton sinyalleri
singlet olarak 8.30-8.33 ppm araliginda gozlemlenirken, karbon sinyalleri 159.36-159.72
ppm’de gozlendi. Alkil gruplar1 i¢in proton ve karbon sinyalleri sirasiyla 1.26-3.51 ppm ve
29.18-60.91 ppm’de beklenen araliklarda goriildii. Bilesiklerin yapisinda yer alan benzen
halkalarinin proton ve karbon sinyalleri ise aromatik bolgede beklendigi sekilde gozlendi.

Bu verilere ilaveten 2(a-g) bilesiklerinin kiitle spektrumlar1 da yapilar1 dogrular nitelikteydi.



3.3. DFT Cahsmalan
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Sekil 3. 2a ve 2b bilesiklerinin DFT/B3LYP/6-311G(d,p) yontemi ile optimize
edilmis molekiiler yapilar1.

2a ve 2b bilesiklerinin IR ve NMR hesaplamalar1 6-311G(d,p) temel setli DFT/B3LYP
yontemi kullanilarak gerceklestirildi. Olceklendirilmis FT-IR ve NMR verileri deneysel
verilerle birlikte sirasiyla Tablo 5 ve Tablo 6'da sunuldu. Tablo 5'den, 2a ve 2b bilesiklerinin
molekiiler yapisini dogrulayan N=C—H, N=C-H ve S=O bantlari, FT-IR spektrumlarinda
sirastyla; 2944/2931 cm™, 1644/1644 cm™ ve 1376 cm™, 1151/1373 ecm™, 1148 cm™! olarak
gozlendi ve bu bantlar N=C-H icin 2921-2848/2874 cm, N=C-H i¢in 1667 cm,
1665/1665 cm, 1664 cm™ ve S=0 igin 1294/1294 cm™ olarak hesaplandi. Dolayisiyla,
teorik verilerin deneysel sonuclarla iyi bir uyum i¢inde oldugu ve DFT hesaplamalarinin

spektral verileri 1yi bir sekilde destekledigi sonucuna varilabilir.
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Tablo 5. 2a ve 2b bilesiklerinin baz1 deneysel ve hesaplanmis titresim frekanslar1 (cm™).

Tayin* Exp. Hesaplama Exp. Hesaplama
IR (cm™) (Olgeklendirme) IR (cm™) (Olgeklendirme)
Bilesik 2a Bilesik 2b
Freq. lir (km/mol) Freq. lir (km/mol)
v(C—H)arom. 3080 3112-3064 1.96-12.23 3089 3112- 2.09-10.53
3066
v(CH2) 2944 2970-2922 66.47-5.40 2931 2973- 95.08-26.39,
2902, 80.07, 45.12
2845,
2845
V(N=C623—Ha952) 2944 2921-2904 40.36-9.49 2931 2874,2874 84.94,80.19
V(N=C46,23—Ha9,62) 2873,2848 80.40, 62.62
V(Ns5,24=Cu.23-H) 1644 1667, 1665 | 58.12, 1644 1665, 10.24, 228.27
148.79 1664
v(C=C)arom. 1577 1590-1560 23.40-72.37 1599 1590- 23.47-41.53
1560
V(0=Se4,63=0) 1376, 1151 | 1294, 1109 | 98.61,118.83 (1373,1148 1294, 39.23, 152.57
1294,1100 | 93.18,128.03 1294

*v; gerilme.

Tablo 6’dan da gériilebilecegi gibi, 2a ve 2b bilesiklerinin '*C-NMR spektrumlarinda

N=CH sinyalleri 159.72/159.64 ppm’de gozlenmis ve sirasiyla 163.94, 160.31/163.55,

163.56 ppm olarak hesaplandi. Ayrica, 2a ve 2b bilesikleri i¢in C—H2 sinyalleri 60.68,
28.68/24.73, 30.47, 60.80 ppm’de gdzlenmis ve sirasiyla 68.40, 33.02, 26.70, 61.587/68.49,
36.42, 29.36, 36.42, 68.50 ppm olarak hesaplandi. Benzer sekilde, 2a ve 2b bilesiklerinin

"H-NMR spektrumlarinda, N=C—H protonlar1 sirasiyla 8.33 ve 8.31 ppm'de gdzlendi. Bunlar

strastyla 8.56, 8.50 ppm ve 8.53, 8.53 ppm olarak elde edildi. Dolayisiyla, bu veriler dikkate

alindiginda, deneysel ve hesaplanan NMR verilerinin birbirleriyle uyumlu oldugu sonucuna

varilabilir.
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Tablo 6. 2a ve 2b bilesiklerinin deneysel ve teorik, *H-NMR ve C-NMR verileri

(Ppm).
Bilesik 2a Bilesik 2b
Atom Exp. Hesaplama Exp. Hesaplama
(DMSO iginde) (DMSO iginde)
(N= Ca34sH) 159.72 163.94, 160.31 159.64 163.55, 163.56
(C12,3.456)arom. 129.92, 133.10, 142.66, 132.89, 129.88, 133.31, 142.80, 133.05,
133.49, 137.38, 163.94, 137.17 133.48, 137.20, 153.99, 137.29
135.77, 135.84
128.86
(Cas3738304143)arom. | 122.90, | 141.72, 136.92, 129.85, 122.86, 141.05, 137.17, 130.75,
130.57, 132.80, 130.62, 129.64, 129.69, 155.53
133.71, 129.47, 155.13 133.81,
150.66 150.58
(C13,141516,18,20)arom. | 122.90, 155.55, 129.73, 129.25, 122.86, 155.52, 129.63, 129.69,
130.57, 137.37, 130.76, 141.02 130.62, 137.18, 130.75,
133.71, 133.81, 141.06
150.66 150.58
(Ca2s,26.27,28—H2)-2a 28.68, 68.40, 33.02, 26.70, 61.58 |24.73,30.47, | 68.49, 36.42, 29.36,
(Co5,26,27,28,63—H2)- 60.68 | = —ememeeeeeeeeee- 60.80 36.42, 68.50
2b
(Cs1,52,53,54,55,56)arom|  129.92, 133.14, 137.39, 160.31, 129.88, 133.04, 137.22, 154.02,
133.49, 137.28, 133.18, 143.01 133.48, 137.30, 133.30, 142.77
135.77 135.84
(N=C—Hags2) 8.33 8.56, 8.50 8.31 8.53,8.53
(CH7,89,10)arom. 7.13, 7.94,7.97,7.79,7.74 7.13,7.72- 7.95,7.96,7.79, 7.77
7.74-7.80 7.81
(CH17,19,21,22)arom. 7.90, 7.55,7.53,7.68,8.42 7.89, 7.72- 7.56, 7.50, 7.64, 8.37
7.74-7.80 7.81
(CHa,42,44,45)arom. 7.90, 7.68, 8.41, 7.56, 7.52 7.89, 7.72- 7.64,8.37,7.56, 7.50
7.74-7.80 7.81
(C—Ha2930) 1.65, 3.49,4.14 1.35, 1.65, 3.41,4.04
(C—Ha132) 3.59 2.05,1.28 3.55 2.01,1.30
(C—Has34) 1.77,1.82 1.49,1.49
(C—Ha7.48) 4.15, 4.10 1.30, 2.01
(CHeps)2b | | e 3.41,4.04
(CHs7,58,59,60) arom. 7.13, 7.92,7.78,7.82,7.97 7.13,7.72- 7.96,7.78,7.77,7.95
7.74-7.80 7.81
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3.4. Antikanser Aktivite

3.4.1. NCI-60 Tarama Metodolojisine Gore Molekiillerin Degerlendirilmesi

Calisma grubumuz tarafindan sentezlenen molekiillerin hiicre proliferasyonu tlizerine
olan antikanser etkilerini NCI-60 tarama metodolojisine gore degerlendirmek icin MTT testi
kullanildi. Buna gore 2a, 2b ve 2g (Glso degerleri 1.01-2.78, TGI degerleri 1.60- >500, ve
LCso degerleri 32.3- >500 pg/mL) molekiilleri biitiin kanser hiicrelerinde kontrol antikanser
ilact olan 5FU’dan daha fazla antikanser etki sergiledi (Tablo 7 ve Tablo 8). Ancak SFU
antikanser ilaciyla karsilastirildiginda bu molekiiller normal akciger Beas2B hiicreleri ve
normal kondrosit HC hiicreleri {izerinde oldukg¢a sitotoksik etkiye neden oldu (Glso: 1.05-
1.35, TGI: 1.30-3.43, ve LCso: 3.99-155.5 pg/mL) (Tablo 9). Aslinda bu 2a, 2b ve 2g
molekiillerinin normal hiicrelere karsi toksik etkileri bu bilesiklerin kimyasal olarak
modifiye edilerek azaltilirsa kanser tedavisinde i1yi bir segenek olabilir. Grubun diger
molekiillerinin akciger kanseri hiicreleri iizerindeki antikanser etkisine bakildiginda SFU
antikanser ilacina benzer oldugu goriildii. Ancak normal Beas2B hiicrelerinde istenmeyen
toksik sonuglar1 SFU'dan oldukca fazlaydi (Glso: 1.00-1.65, TGI: 1.01-4.64, ve LCso: 2.24-
109.2 pg/mL) (Tablo 9). Bu nedenle s6z konusu molekiillerin akciger kanseri tedavisine
uygun olmadig1 anlasildi. 2d, 2f, 2e ve 2¢ molekiillerinin antiproliferatif etkileri normal
hiicrelerdeki HC hiicreleri agisindan incelendiginde bu molekiillerin giivenli oldugu goriildii
(Glso: 1.22-1.99, TGI: 3.71-8.69, ve LCso: >500 pg/mL) (Tablo 9). Ancak Tablo 7
incelendiginde, s6z konusu molekiillerin sergiledigi antikanser aktivitenin, kemik kanseri
hiicrelerinde kontrol antikanser ilac1 5FU'ya benzer veya daha yiiksek diizeyde bulundugu,
bunlarm hiicreler lizerinde daha yiiksek antikanser etkiye neden oldugu tespit edildi (Glso:

1.52-3.97, TGI: 7.08-71.3, ve LCso: > 500 pg/mL) (Tablo 8).

NCI-60 sag kalim parametreleri acisindan one ¢ikan bu molekiillerin etkilerine
bakildiginda hem Glso hem TGI hem de LCso degerlerinin sadece kemik kanseri hiicre
hatlarinda istenilen aralikta oldugu goriildii. Bu bulgular, bu molekiillerin bu kanser tiirleri
icin kansere 6zgii oldugunu gostermekte. Ozellikle uygulama yapilan tiim kemik kanseri
hiicre hatlar1 g6z 6niine alindiginda, 2d, 2f ve 2¢ molekiillerinin ileri klinik 6ncesi ¢aligmalar
icin en uygun oldugu goriilmekte (Glso degerleri 1.52-2.15, TGI degerleri 1.74-71.3, ve LCso
degerleri 40.8- > 500 pg/mL kanser hiicreleri i¢in ve Glso degerleri 1.22 - 1.99, TGI degerleri
3.71 - 8.69, ve LCso degerleri > 500 pg/mL normal hiicreler i¢in).
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Tablo 7. A549, Calul ve H1650'ye karsi test edilen bilesikler i¢in GI50, TGI ve

LC50 degerleri*

Bilesikler A549%* Calul** H1650%*

(ng/mL) GIS0 TGI LC50 GIS0 TGI LC50 GIS0 TGI LC50
2d 3.18 >500 >500 1.24 24.8+1.3 [P>500 1.58 B34.7£1.3 | >500
2f 1.27 >500 >500 1.06 4.37 >500 1.31 11.2+0.6 | >500
2a
2e
2c
2b
2g

5FU 450.4£16 | 1.55

* Belirtilen yiizde inhibisyon, {i¢ bagimsiz dl¢iimiin ortalama degerleri £SD
**Yizde inhibisyon 10'dan kiigiikse SD degeri <0,5'tir.

Tablo 8. MG63, Saos2, ve SW1353’e karsi test edilen bilesikler igin GI50, TGI ve LC50

degerleri*
Bilesikler MG63** Saos2** SW1353**
(ng/mL) | GI50 LC50
2d 2.03 40.84+2.0
2f

42.7+£2.0 [431.2£19

40.5+1.9

47.742.2

409.3+15

* Belirtilen yiizde inhibisyon, {i¢ bagimsiz dl¢limiin ortalama degerleri +SD

**Yiizde inhibisyon 10'dan kiigiikse SD degeri <0,5'tir.
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Tablo 9. Beas2B ve HC’ye karsi test edilen bilesikler i¢in GI50, TGI ve LC50 degerleri*

Bilesikler Beas2B** HC**

(ng/mL) GIS0 TGI LC50 GI50 TGI LCS0
2d 1.00 1.02 2.75 1.92 7.92 >500

2f 1.00 1.01 2.24 1.22 3.71 >500

2a 1.13 1.73 10.0+0.5 1.35 3.43 155.545.7
2e 1.46 2.98 23.4+1.0 1.35 7.73 >500

2c 1.65 4.64 109.2+4.4 1.99 8.69 >500

2b 1.05 1.30 3.99 1.15 2.23 93.5+£3.9
2g 1.29 2.29 14.1£0.6 1.29 3.04 125.0+4.2
SFU 1.50 52.7£2.0 428.9+17 1.66 57.242.3 433.6+18

* Belirtilen yiizde inhibisyon, li¢c bagimsiz dl¢iimiin ortalama degerleri £SD
**Yiizde inhibisyon 10'dan kiiciikse SD degeri <0,5'tir.

3.4.2. Yeni Bilesiklerin Sitotoksik Aktivitesi

Sentezlenen bilesiklerin, hiicre membranlarinda olusturabilecegi deformasyonlar

sonucu hiicre dis1 ortama salmnan sitoplazmik laktat dehidrojenaz (LDH) enziminin

miktariin Olg¢lilmesi, molekiillerin sitotoksik etkileri hakkinda bilgi sunmakta. LDH

aktivitesi, bir LDH sitotoksisite testi ile belirlendi. Bu ¢alismada, test edilen molekiillerin

neden oldugu sitotoksisite, TGI konsantrasyonlar1 kullanilarak degerlendirildi. MTT

proliferasyon testinde etkili oldugu belirlenen 2d, 2f, 2e ve 2c bilesenleri, TGI

konsantrasyonunda HC normal hiicre hatlar1 i¢cin %17.50-19.27 arasinda, kemik kanseri

hiicreleri i¢in ise %5.25-35.91 arasinda degisen orta derecede sitotoksisite degerleri sergiledi

(Tablo 10). Buna karsin, ayn1 molekiillerin akciger kanseri hiicreleri lizerindeki sitotoksik

etkileri, TGI konsantrasyonunda Beas2B normal hiicre hatlar1 i¢in %30.25-35.16 ve akciger

kanseri hiicreleri i¢in ise %4.02-38.64 arasinda degisen degerlerle, pozitif kontrol olan

5FU'yu asan sonuglar gosterdi (Tablo 10).
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Tablo 10. Bilesiklerin TGI konsantrasyonlarinda hiicrelere karsi sergiledigi % sitotoksisite
degerleri*, **

% Sitotoksisite | A549 Calul | H1650 MG63 Saos2 SW1353 Beas2B HC
2d 4.02 18.11 16.15 20.49 21.30 35.17 34.44 19.27
2f 5.36 31.28 21.24 23.27 28.16 31.91 35.15 18.16
2a 6.12 32.30 27.04 21.63 22.31 40.83 31.51 28.41
2e 4.17 34.71 25.16 27.88 5.25 12.94 33.80 17.50
2c 5.41 38.64 18.84 11.04 28.34 29.71 30.25 18.50
2b 4.16 32.57 29.80 32.54 27.42 33.75 39.34 36.16
2g 8.63 35.08 28.19 31.65 26.48 29.35 37.19 31.23
SFU 14.83 16.74 15.30 14.76 15.81 13.46 15.08 15.12

*Sitotoksisite yiizdesi, ii¢ bagimsiz 6l¢limiin ortalama degerleri + SD'leri olarak kaydedildi.
*+Yiizde inhibisyonun SD degeri <3,0'dir.

Bu molekiiller akciger kanseri tizerinde etkili olsa da normal akciger hiicreleri iizerinde
sitotoksik etkileri ¢cok yiiksek oldugundan ileri caligmalar i¢in uygun degildir. Ancak normal
hiicreler tlizerindeki yliksek toksisite, molekiillerde yapilan kimyasal modifikasyonlarla
ortadan kaldirilirsa, o zaman bu molekiiller iyi bir antikanser adayr olabilir. Sirasiyla
terapotik ozelligi gosteren MTT ve sitotoksik 6zelligi ifade eden LDH test sonuglar1 birlikte
degerlendirildiginde 2d, 2f, 2e ve 2¢ pozitif kontrol 5FU ile karsilastirildiginda kemik
kanserine ve normal hiicrelere kars1 en optimal antiproliferatif ve sitotoksik etkiyi gésterdigi
ozellikle vurgulandi (Tablo 8, Tablo 9 ve Tablo 10). Genel olarak, bu 2d, 2f, 2e ve 2¢
molekiilleri kemik kanseri hiicre hatlar1 i¢in yeterince toksik oldugu ancak normal hiicrelere
kars1 da giivenli oldugu ve bu nedenle daha ileri klinik 6ncesi ¢aligmalar i¢in bir firsat

yarattig1 anlagilmakta.

3.4.3. DNA Degradasyon Testi

Bir ajan tarafindan tetiklenen apoptotik siirecte, spesifik bir kaspaz tarafindan aktive
edilen DNaz, DNA'nmn belirli bolgelerinde kesilmelere yol acarak yaklasik 200 baz ¢ifti

biiyiikliigiinde fragmanlarin olugsmasina sebep olur. Bu DNA pargcalari, agaroz jel iizerinde
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merdiven sekline benzer bir yap1 olusturarak, apoptotik siireglerin izlenmesine imkan verir.
Bu c¢alismada, madde uygulanmayan hiicrelerde (kuyu 1) DNA fragmantasyonu
gozlemlenmemis ve genomik DNA bozulmadan kuyunun sonuna kadar ilerledi. Ancak,
madde ile tedavi edilen A549 (A), Beas2B (B) ve MG63 (C) hiicrelerinde DNA
fragmanlarinin olusumu tetiklendi (Sekil 4). Bununla birlikte, kontrol hiicrelerinde
(Beas2B(B)) ve kanser hiicrelerinde (A549(A) ve MG63(C)) daha az DNA parcalanmasi
gozlemlendi. Bu bulgu, molekiillerin akciger ve kemik kanseri hiicrelerinde, akcigerin
normal hiicrelerine goére daha gii¢lii bir antikanser etkisi gosterdigini agikca ortaya
koymakta. Sonug olarak, bu molekiiller hiicrede apoptotik siireci tetikleyebilir ve apoptotik

DNA fragmantasyonunun meydana gelmesine yol agabilir.

Sekil 4. 2g (2), 2b (3), 2c (4), 2e (5), 2a (6), 2f (7), ve 2d (8) molekillerinin A549
(A), Beas2B (B), ve MG63 (C) hiicre hatlarina kars1 sergiledigi DNA degredasyon test
sonucu. Butin hicre hatlarinda kuyu (1) kontroldiir

3.4.4. Test Maddelerinin Hiicre Migrasyonuna Olan Etkisi

Kanser hiicrelerinin migrasyon yetenegi, timor progresyonunun temel 6zelliklerinden
biri olup, ayn1 zamanda yeni farmakolojik ajanlar i¢in dnemli bir hedef olarak kabul
edilmekte. Migrasyon kapasitesine sahip hiicrelerin, apoptoz gibi hiicre O6lim
mekanizmalarindan kacabildigi bilinmekte. Bu baglamda, yeni gelistirilen terapotik
bilesiklerin temel hedeflerinden biri, tlimor hiicrelerinin migrasyon kabiliyetini belirgin
sekilde azaltmaktwr. Zaman serisine dayali olarak gerceklestirilen migrasyon testleri,
uygulanan molekiillerin kontrol grubu hiicrelerine kiyasla migrasyonu belirli diizeylerde
inhibe ettigini ortaya koydu (Sekil 5 ve Sekil 6). A549 hiicre hattinda gerceklestirilen
analizlerde, ImageR yazilimi1 kullanilarak degerlendirilen mikroskobik goriintiiler, 6zellikle

2d numaral1 bilesigin kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde migrasyonu engelledigini



41

gosterdi (bosluk dolum orani: %35.85) (Sekil 5, Tablo 11). MG63 hiicre hattina ait

analizlerde ise yalnizca 2b numarali bilesigin, diger 6rneklerden farkli olarak, sinirli da olsa

gdcli engelleme potansiyeli tagidigi gozlendi (bosluk dolum orant: %25.03) (Sekil 6 ve Tablo

11). Bu bulgular, MG63 hiicreleri agisindan degerlendirildiginde, diger test edilen

bilesiklerin migrasyon iizerinde kayda deger bir etkisinin bulunmadigini ortaya koymakta.

Bu nedenle, bu molekiillerin MG63 hiicrelerinde gosterdigi antikanser aktivitenin temel

mekanizmasinin migrasyon inhibisyonu degil; muhtemelen apoptoz gibi alternatif hiicresel

yollar lizerinden gerceklestigi diisiiniilmekte.

Tablo 11. ImageR ile molekullerin migrasyon analizleri

% A549 hiicre hatti MG63 hiicre hatti
Alan 0.glin 1.gln 2.g0n Bosluk 0.gln 1.gun 2.gUn Bosluk
bosluk bosluk bosluk doldurma | bosluk bosluk bosluk doldurma

orani orani

2f 62.95 26.58 16.62 46.33 75.28 52.37 0 75.28

2a 57.56 37.22 8.79 48.77 81.61 50.95 458 77.03

2b 64.48 80.90 10.22 54.25

2d 73.57 56.76 0 73.57

Kontrol | 57.94 3151 0 57.94 76.56 51.64 0 76.56

1

Kontrol | 56.72 32.47 0 56.72 72.10 49.35 0 72.10

2

Sekil 5. 2f, 2a, 2b, ve 2d molekiillerinin A549 hiicre hatt1 migrasyonuna olan etkileri.
Bar 100 um
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Sekil 6. 2f, 2a, 2b, ve 2d molekiillerinin MG63 hiicre hatt1 migrasyonuna olan
etkileri. Bar 100 pm

3.4.5. Yeni Molekiillerin Hiicre Morfolojisi Uzerindeki Etkileri

Bu c¢alismada, 2a bilesiginin iki farkli dozda (32 ve 64 png/mL) uygulanmasinin
ardindan, akciger kanseri hiicre hatlar1 (A549, Calul ve H1650), kemik kanseri hiicre hatlar1
(Saos2, MG63 ve SW1353), normal akciger hiicresi (Beas2B) ve normal kondrosit hiicresi
(HC) iizerindeki morfolojik etkileri incelendi. Uygulamadan 24 saat sonra hiicrelerde
meydana gelen yapisal degisiklikler mikroskobik olarak gozlemlendi ve kayit altina alindi.
[lgili konsantrasyonlarda 2a bilesigi ile muamele edilen tiim hiicre hatlarinda, morfolojik
degisimlerin belirgin sekilde ortaya ciktigi1 gozlendi. Bu degisiklikler arasinda hiicre
hacminde kiigiilme, zayif yapisma, hiicrelerin siispansiyona ge¢mesi, yuvarlaklagsma,
hiicrelerin toplanmasi, graniiler yapilarin olusumu, hiicresel biliziilme ve hiicre agregalarinin
parcalanmas1 gibi bulgular yer almakta (Sekil 7 ve Sekil 8). Gozlemlenen bu yapisal
degisiklikler, 2a molekiiliiniin apoptoz gibi programlanmis hiicre 6liim mekanizmalarini
aktive ettigini ve bu etkinin MTT, LDH, DNA parcalanmas1 ve migrasyon test sonuglariyla

uyumlu oldugunu desteklemekte.
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64 pug/mL 2a Control |64 ug/mtL
32 pg/mL Y
AS49 Cell Line

2a Cornitrol i

32 pg/mL \
Beas2B Cell Line e Y H1650 Cell Line

Sekil 7. 2a'nin iki farkli konsantrasyonda A549, Beas2B, Calul ve H1650 hiicre
hatlarinin morfolojisi tizerindeki etkisi. DMSO hiicreleri kontrol olarak ele aldi. Olgek 50
pm'dir

64 ug/mL 2a
32 ug/mL

2a

MG63 Cell Line o (S ESW1353 Cell Line

Sekil 8. Iki farkl1 konsantrasyonda 2a'nin HC, MG 63, Saos2 ve SW1353 hiicre
hatlarmin morfolojisi iizerindeki etkisi. DMSO hiicreleri kontrol olarak ele ald1. Olgek 50
pm'dir

3.5. Antimikrobiyal Aktiviteler

Bilesiklerin MIC degerleri degerlendirildiginde, 2a, 2¢, 2d, 2e, 2f ve 2g bilesiklerinin
MIC degerlerinin 625-1250 pg/mL araliginda oldugu ve antimikrobiyal aktivitelerinin ¢ok
iyl olmadiklar1 goriilmekte. Bilesik 2g, tiim test edilen mikroorganizmalara kars1 1250
pg/mL MIC degeri ile bilesikler arasinda en diisiik antimikrobiyal etkiyi gosterdigi
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belirlendi. Sentezlenen bilesikler arasinda, bilesik 2b, test edilen mikroorganizmalara kars1
en diisiik MIC degerlerine (39.1-156 pg/mL) sahip oldugu ve diger sentezlenen bilesiklere
kiyasla 6nemli dl¢tide yliksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Bilesik 2b,
test edilen mikroorganizmalar arasinda B. subtilis ve E. coli'ye kars1 en yiiksek MIC degerini
(156 ng/mL) ve en diisiik antibakteriyal etkiyi gosterirken, K. pneumoniae'ye karsi ortalama
bir MIC degeri (78.1 pg/mL) ve ortalama bir antibakteriyal etki gosterdigi belirlendi. Ancak,
bilesik 2b'nin P. aeruginosa, B. cereus, Y. pseudotuberculosis, S. aureus, E. faecalis ve C.
albicans'a kars1 disik bir MIC degerine (39.1 pg/mlL) sahip oldugu ve yiiksek
antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlendi. 2b'nin P. aeruginosa'ya karst MIC degeri,
standart antibiyotik olarak kullanilan ampicilin'in P. aeruginosa'ya kars1 gosterdigi MIC
degerinden (128 pug/mL) ¢ok daha diisiiktiir. Bu nedenle, bilesik 2b, P. aeruginosa'ya karsi
standart antibiyotikten ¢cok daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlendi. Bu
sonug, bilesik 2b'nin bu bakteriye karsi olumlu bir antimikrobiyal potansiyele sahip

oldugunun gostergesidir.

Tablo 12, sentezlenen bilesiklerin minimum inhibe edici konsantrasyon (MIC) degerlerini,
sekiz bakteri ve fungus susuna yonelik standart antibiyotiklerin MIC degerleri ile birlikte
sunmakta.

Tablo 12. 2(a-g) bilesiklerinin ve antibiyotiklerin test edilen mikroorganizmalara kars1
pug/mL cinsinden minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) degerleri.

Mikroorganizmalar Bilesikler Antibiyotikler
2a 2b 2¢C 2d 2e 2f 29  Ampicillin  Fluconazole

B. cereus 625 39.1 625 625 625 625 1250 | 15 N.T
B. subtilis 1250 | 156 | 1250 | 1250 | 1250 | 1250 1250 | 10 N.T
Y. pseudotuberculosis | 625 39.1 625 | 1250 | 1250 | 1250 1250 | 18 N.T
K. pneumoniae 625 78.1 | 1250 | 625 625 625 1250 | 16 N.T
E. coli 1250 | 156 | 1250 | 1250 | 1250 | 1250 1250 | 8 N.T
P. aeruginosa 1250 | 39.1 | 1250 | 1250 | 1250 | 1250 1250 | 128 N.T
S. aureus 625 39.1 | 1250 | 1250 | 1250 | 1250 1250 | 10 N.T
E. faecalis 1250 | 39.1 625 | 1250 | 1250 | 1250 1250 | 10 N.T
C. albicans 625 39.1 625 | 1250 | 1250 | 1250 1250 | N.T 8

(N.T: test edilmedi)

Sentezlenen bilesikler arasinda, bilesik 2b, test edilen mikroorganizmalara karsi en
diistik MIC degerlerine (39.1-156 pg/mL) sahip oldugu ve diger yeni sentezlenen bilesiklere
kiyasla 6nemli 6l¢lide yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlendi.
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3.6. Molekiiler Docking Calismalar

Molekiiler docking, ilag gelistirme siirecinin erken agamalarinda kritik bir bilesen
olup, ¢ok sayida potansiyel ila¢ adaymin etkin bir sekilde degerlendirilmesini saglar. Bu
yontem, hedef proteinlerle baglanma etkilesimlerinin tahmin edilmesine ve bu etkilesimlerin
giiciiniin nicel olarak degerlendirilmesine olanak tanir. Deneysel taramalara kiyasla hem
zaman hem de kaynak tasarrufu saglayarak, umut vadeden bilesiklerin daha ileri arastirmalar

icin secimini kolaylastirir (Goreci, 2022).

Bu ¢alismada, 2a bilesiginin Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii (EGFR) ve
Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii Resptorii 1 (VEGFR-1) ile etkilesimlerini arastirmak
amactyla molekiiler docking simiilasyonlar1 gerceklestirildi. EGFR, Epidermal Biiylime
Faktorii ailesine ait ekstraseliiler protein ligandlarmin reseptorii olarak islev goren bir
transmembran proteinidir (Herbst, 2004). Cesitli kanser tiirlerinde, EGFR ekspresyonunu
veya fonksiyonunu etkileyen mutasyonlar karsinogeneze yol acabilmektedir (Zhang vd.,
2007). Ayrica, VEGFR-1 kan damarlarinin biiyiimesinde kritik bir rol oynar ve
anjiyogenezle iliskili tedavilerin gelistirilmesi i¢in tibbi arastirmalarin odak noktasidir.
Kanser aragtirmalarinda, tiimorlerdeki damar biiylimesini kontrol etmede Onemli yere

sahiptir (Shibuya, 2006).

Yapilan docking calismalar1 sonucunda, 2a bilesiginin her iki reseptore de giigli
baglanma afinitesi sergiledigi goriildii. Daha diisiik baglanma enerjisi, ligand ve protein
arasindaki daha gii¢lii bir etkilesimi ifade eder. Referans karsilastirmalarinda, EGFR i¢in
erlotinib, VEGFR-1 i¢in ise dovitinib ve axitinib kullanilarak, bu bilesiklerin docking
sonuglar1 2a bilesigi ile paralel olarak degerlendirildi. Erlotinib, EGFR tirozin kinaz
inhibitorii olarak islev goriir ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri ve pankreas kanseri
dahil olmak iizere cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilir (Rocha-Lima vd., 2009). Ote
yandan, dovitinib, vaskiiler endotel biiylime faktorii reseptorii (VEGFR) ve trombosit
kaynakli biliylime faktorii reseptorii (PDGFR) gibi Tip III-V RTK'lar1 hedef alir. Bu
reseptorler, belirli kanser hiicrelerinde tiimor hiicresi proliferasyonu ve canliligimi tesvik
etmede kilit bir rol oynar (Lee vd., 2014). Axitinib ise ikinci nesil bir tirozin kinaz inhibit6rii
olup, vaskiiler endotel biiylime faktorii reseptorlerini (VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3)

secici olarak bloke ederek anjiyogenezi, timdr biiylimesini ve metastazi etkili bir sekilde
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azaltir (Kelly & Rixe, 2009). 2a bilesigi ve referans bilesiklerin dock edilmis pozlari
degerlendirildi ve en diislik baglanma serbest enerjisi ile inhibisyon sabitine sahip poz se¢ildi
(Tablo 13). 2a bilesiginin EGFR ile basarili etkilesimi sonrasi hesaplanan baglanma serbest
enerjisi -10.10 kcal/mol, inhibisyon sabiti ise 39.72 nM olarak Ol¢lilmiistiir. Bu sonug,
referans molekiil Erlotinib'e kiyasla 6nemli Olgiide daha giiclii bir baglanma afinitesi
sergiledi. 2a bilesigi ile EGFR baglanma bolgesi arasindaki etkilesimler incelendiginde, 1.81
ile 2.78 A arasinda atomik mesafelere sahip ii¢ konvansiyonel hidrojen bag1 olusturdugu
gorildii. Ayrica, iki karbon-hidrojen bagy, li¢ Pi-alkil bagy, iki alkil bagi, li¢ Pi-sigma bag,
bir Pi-dondr bagi, bir Pi-anyon bag1 ve bir Pi-siilfiir bagi dahil olmak {izere toplamda yedi
bagm atomik mesafesi 4 A’den kiigiik olarak tespit edildi. 2a bilesigi ile Erlotinib’in ortak
olarak baglandigi dnemli amino asitler incelendiginde, Leu694, Val702, Met769 ve Cys773
gibi amino asitlerin ¢ogunlugunun ortak oldugu gézlemlendi. Buna karsilik, 2a bilesiginin
VEGFR-1 reseptoriine baglanma konfigiirasyonu -11.99 kcal/mol baglanma enerjisi ve 1.61
nM Ki degeri ile daha iistiin bir afinite ortaya koydu. Referans ilaglarla karsilastirildiginda,
bu degerlerin dovitinib ve axitinib’e kiyasla daha avantajli oldugu, dolayisiyla daha iyi bir
baglanma afinitesi sergiledigi goriildii. 2a molekiilii ile referans ilaglarin benzer amino
asitlerle etkilesime girdigi belirlendi. 2a ligandi ile VEGFR-1 arasindaki etkilesimlerde,
Cys912 amino asidine etkili sekilde baglanan bir tanesi referans molekiillere benzer sekilde
olmak iizere bes konvansiyonel hidrojen bagi olustugu gézlendi. Ayrica, dokuz Pi-alkil bagi,
bir Pi-donor bagi, bir Pi-siilflir bag1 ve bir Pi-sigma bag1 basariyla olusturulmustur. Dock
edilen ligand pozisyonlari, etkilesimde bulundugu amino asitler ve meydana gelen
etkilesimler Sekil 9 ve Sekil 10'da ayrintili olarak gosterilmekte. Yapilan in silico analiz
sonucunda, 2a molekiiliiniin hedef proteinleri inhibe etme potansiyeline sahip oldugu
anlagilmakta. Dolayisiyla, bu mevcut bilesik, yenilik¢i ve daha etkili ilaclarin formiilasyonu

ve gelistirilmesi icin 6nem vaat etmekte.
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Tablo 13. 2a bilesiginin EGFR ve VEGFR-1’e kars1 docking skorlarinin 6zeti

Serbest En yakin
Protein Ligand Baglz}_m_na Kidegeri ngerJen amino Etkele.slme. siren
Enerjisi Bagi sayis1 | asitlerin | 6nemli amino asitler
(kcal/mol) sayisl
Leu694, Val702,
Epidermal ) Lys704, Leu768,
bilyime faktori 22 1010 ) 39.72nM ! 9 Met769, Gly772.
reseptord Cys773, Asp776, His781
(EGFR) Leu694, Val702,
1M17, Ala719, Lys721,
(C6z:2.60 A, -~ i Met742, Leu764,
Zincir:A) Erlonitib 7.68 2.35 uM 3 9 Thr766. GIn767,
Met769, Cyc773,
Leu820
Leu833, Val841,
Ala859, Glu878, 11e881,
Leu882, Val892,
2a -11.99 1.61nM 5 14 Cys912. GIy915.
His1020, Leu1029,
Vaskiiler endotel Cys1039, Phel041
bliyime faktori Leu833, Ala859,
reseptoru- Lys861, Glu878,
1(VEGFR-1), AP i 410.99 Leu882, Val892,
3HNG Doigs 1 M 2 E Val909, Tyro11,
(Zincir:A, Cys912, Leul1029,
C6z:2.70 A) Cys1039,
Val841, Lys861,
Glu878, 11e881, Leu882,
Axitinib* | -10.67 | 15.03nM 3 g | ValedL valssz, valsor,

Cys1018, 11€1038,
Cys1039, Aspl1040,
Phel041

*Referans molekiiller

AED
lasag) e
Y @

(D
ez

Sekil 9. 2a bilesiginin, EGFR (1M17) baglanma bolgesindeki temel amino asitlerle
etkilesim halinde 2D ve 3D konformasyonlarindaki baglanma pozisyonlariin gosterilmesi
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Sekil 10. 2a bilesiginin, VEGFR-1 (3HNG) bdlgesindeki temel amino asitlerle etkilesim
halinde 2D ve 3D konformasyonlarinda ki baglanma pozisyonlarmnin gosterilmesi



4. SONUCLAR

Bu tez c¢alismasinda, 7 adet bis 4-bromobenzensiilfonat (2(a-g)) tiirevleri
sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin yapilar1 FT-IR, 'H, '*C-NMR(APT) ve MS
spektroskopik yontemlerle aydinlatilmistir. Ayrica DFT calismalar ile, teorik ve deneysel

verilerinin birbiri ile uyumlu oldugu ortaya konulmustur.

Sentezlenen bilesiklerin, A549 (ATCC, CCL-185), Calul (ATCC, HTB-54) ve H1650
(ATCC, CRL-5883) akciger kanseri hiicre hatlari, SW1353 (ATCC, HTB-94), MG63
(ATCC, CRL-1427) ve Saos2 (ATCC, HTB-85) kemik kanseri hiicre hatlari, Beas2B (RRID,
CVCL-0168) normal akciger hiicre hatt1 ve HC (Sigma Aldrich, 402-05A) normal kondrosit
hiicre hattina kars1 aktiviteleri test edilmistir. Bilesik 2a’nin bu baglamda yapilan testler
degerlendirildiginde, en etkili aktiviteye sahip oldugu sonucuna varilmistir. Bunun yanisira,
antimikrobiyal aktivite testleri de yapilan bilesiklerin, MIC degerleri degerlendirildiginde,
2a, 2¢, 2d, 2e, 2f ve 2g bilesiklerinin MIC degerlerinin 625-1250 pg/mL araliginda oldugu
ve antimikrobiyal aktivitelerinin ¢ok iyi olmadiklar1 ortaya konulmustur. Etkili antitumor
Ozelligini gosteren 2a bilesiginin Docking calismasi1 yapilmistir. Yapilan in silico analiz
sonucunda, 2a molekiiliiniin hedef proteinleri inhibe etme potansiyeline sahip oldugu
anlasilmaktadir. Dolayisiyla, bu mevcut bilesik, yenilik¢i ve daha etkili ilaglarin

formiilasyonu ve gelistirilmesi i¢cin 6nem vaat etmektedir.



5. ONERILER

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, yapilmasi planlanan ve Onerilen katkilar:

degerlendirecek olursak;

e Bu tez caligmasi, Journal of Molecular Structure dergisinde yaymlanmistir. Bu
calismanin sentez asamasi genisletilerek (Br atomu yerine farkli halojen
atomlar1 veya gruplarin yer aldigi yeni molekiiller ve biyolojik aktivite

calismalarininda yer aldig1) yeni yayin ¢alismasi onerilebilir.

e ifade edilen yeni sentez ve biyolojik aktivite ¢aligmalarindan yeni projeler

uretilebilir.

e Bu tez kapsaminda sentezlenen 2a bilesigi, in vitro antikanser arastirmalarinda
etkili sonuglar gosterdiginden, bu bilesigin in vivo ¢alismalar1 desteklenerek,

ilag olma potansiyelinin degerlendirilmesi diisiiniilebilir.
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Ek Sekil 7. 2b bilesiginin '*C-NMR(APT) spektrumu (100 MHz, DMSO-d¢/ )
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