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ONSOZ

Yiiksck lisans tcz ¢alismasinda antikanscr ctkili olabilccck fenotiyazin tiirevi
bilesiklerin sentezlenmesi, yapilarinin aydinlatilmasi, molekiiler doking calismalarinin
yapilmasi ve aktivitelerinin arastirilmasi planlanmistar.

Yiiksek lisans tezimin hazirlanmasi ve c¢alismalarim sirasmda bilgi ve
tecriibesiyle bana her zaman yol gosteren, sorunlarimla yakindan ilgilenen, her zaman,
her konuda destck ve yardimlarim csirgemeyen danigman hocam Sayin Prof. Dr.
Zeynep ATES-ALAGOZ e tiim ictenligimle saygl, sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Farmasotik Kimya Anabilim Dali Bagkani Sayin Prof. Dr. Giilgiin AYHAN
KILCIGIL ¢ ve sentezledigim bilesiklerin 'H-NMR, '3C-NMR ve LC-MS analizlcrini
yapan Sayin Prof. Dr. Ali Hakan GOKER e

Calismalarim sirasinda bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan, her konuda
destck ve yardimer olan Sayin Dr. Fikriyve ZENGIN-KARADAYI’ya,

Her zaman bilgi ve deneyimleriyle yardime1 olan Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali 6gretim {iyesi hocalarima ve galismalarim
sirasinda yanimda olan arastirma gorevlisi arkadaslarima,

) Cesitli hicre hatlarindaki antikanser aktivite caligmalari yiriten Bilkent
Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii’nden Sayin Dog¢. Dr. Ozlen
KONU'"ya ve Dr. Murat Yaman’a,

Son olarak mezuniyetimden itibaren yiiksek lisans slrecimde sevgisini ve
destegini benden esirgemeyen esim Uzm. Ecz. Cemile SAHINIER KISLA’ya sonsuz

scvgi ve tesckkiirlerimi sunarim,

_ Bu tez caligmasi, Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik Aragtirma Kurumu
(TUBITAK Proje No: 1162388) tarafindan desteklenmistir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AChE Asctilkolincstcraz

Akt Protein kinaz B

ATD Alfa-1-antitripsin eksikligi

ATP Adenozin trifosfat

ATZ Antitripsin

BuChE Butirilkolinesteraz

CaM Kalmodulin

CHRNA7 Kolinerjik reseptor nikotinik alfa 7
CPz Klorpromazin

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DNA Deoksiribonukleik asit

DR Dopamin reseptorii

cGFP Enhanced Green Flourcscent Protcin
EMT Epitelyal mezenkimal gecis

ER Ostrojen reseptorii

ESI Elektrospray Iyonizasyon

EtOH Etil alkol

FP Flufenazin

HCC Hepatoselliiler karsinoma

HTC Hepatoma doku kiiltiir

IHHUW [Tiiprin-W

ICs0 inhibisyon konsantrasyonu

IMP Imipramin

ITK Ince tabaka kromatografisi

LC-MS S1v1 kromatografisi-Kiitle Spcktrofotomctresi
MAPK Mitojen ile aktive edilen protein kinaz
MeOH Metanol

MPT Mitokondriyal permeabilite gegisi
MTT 3-(4,5-dimctiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
NMR Niikleer Manyetik Rezonans
PHT.PTZ Fenotiyazin

PI3K Fosfatidilinozitol 3-kinaz

SFB Sorafcnib

SMP30 Scnescns belirteci protein-30

TEA Trietilamin

TFP Trilluoperazin

TFPZ Trifluopromazin

THF Tctrahidrofuran

THIO, TR Tiyoridazin

TMS Tetrametilsilan

TRAIL Tumor nckrozis faktor ile 1liskili apoptoz-indiikicyici ligand
Wnt Wingless-related intcgration site

2D 1ki boyutlu
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1. GIRIS

Kanser (neoplazm, malign (iimdr), anormal hicrelerin kontrolsiiz biiytimesi
olarak tanimlanan ve herhangi bir organ veya dokuda baglayabilen genis hastaliklar
grubudur. Bu kontrolsiiz blyilime sonucunda, viicudun diger kisimlarina ve/veya
uzaktaki organlara yayilma gosterme karakteristigine ise metastaz adi verilir ve kanser
kaynakl Sliimlcrin major scbebidir. Bunun yani sira, diinyadaki 6liim ncdenleri
arasinda kanscr ikinci sirada gelmcktedir. Erkeklerde akciger, prostat, kolorcktal, mide
ve karaciger kanserleri en yaygin goriilmekle birlikte kadinlarda g6giis, kolorektal,

akciger, servikal ve tiroid kanserlerinin insidansi yiiksektir.

Giintimiizde, meveut 1laglar ve kombinasyonlar ile kanser kemoterapisi yctersiz
kalmakta vc birgok kanscr tiiriinde tedavi saglanamamaktadir. Gelismig {ilke
insanlarmin da en 6nemli saglik sorunlarinin basinda kKanser gelmektedir. Tek basina
cerrahi veya radyasyonla tedavi basaris1 % 20 iken, kemoterapi ile tedavi basarisi %
75'lere kadar ulagsmaktadir. Ancak bu gelismelere karsin kanser hala kardiyovaskiiler
sisteme ait hastaliklardan sonra ikinci en biiyiik 6lim nedenidir (Foye, 1995). Mevcut
antikanser ilaclarm cogu diisik biyoyararlanim, toksisite ve ila¢ direnci gibi
istenmeyen yan etkiler gostermektedir. Yogun arastirmalara ragmen etkili, selektif ve

toksisitesi az antikanscr ilaglarm gelisimi miimkiin olamamistir.

Kemoterapi, tiimor hiicrelerini secici olarak yok etmek veya ¢ogalmalarini
sinrlamak amaciyla disiik molckiler agirhikh ilaglarin kullanimina yonclmisgtir,
Sitotoksik ctki gosteren ajanlarin yan ctkileri arasinda kemik iligi supresyonu,
gastrointcstinal 1czyonlar, sac¢ kaybi, mide bulantis1 ve klinik direng yer almaktadir.
Bahsi gegen yan ctkilerin olusmasmin temel nedeni, bu ajanlanin sclektif ctki
gostermemesidir  (Thurston, 2007). Kemoterapinin baglangict 1940’1 yillarda
kullanilmaya baslanan azot hardallarina dayandirilmaktadir. Bu tiirevler oldukea giclii
bir antimetabolit etkiye yol agcmaktadirlar. Baslangi¢ olarak uygulanan bu yontemin

basarisina istinaden cok sayida antikanser ajan gelistirilebilmistir (Shewach ve Kushta,



2009). Bu ilaglar etki mekanizmalarma goére DNA ile etkilesen ajanlar,
antimetabolitler, anti-tiibiilin ajanlar, molekiiler hedefleyici ajanlar, hormonlar,
monoklonal antikorlar ve diger biyolojik ajanlar olarak smiflandirilmaktadir

(Thurston, 2007).

Antikanser ilaclardan antimetabolitlerin etki mekanizmas: viicuttaki temel
biyosentez yolaklar ile iligkilidir. Piirin ve pirimidinin yapisal analoglar1 hiicresel
komponentlerin yerine gecerek niikleik asit sentezini bozarlar. Bu tirevlere 5-
fluorourasil ve merkaptopiirin 6rnek olarak gosterilebilir. Metotreksat gibi diger
antimetabolitler ise metabolizmanin enzimatik islemler1 lizerinde etki gosterirler.
DNA ile etkilesen ajanlar antikanser ilaglarin en genis ve en onemli kismint olusturur.
Bu tiirevler ctkilerini gesitli mekanizmalar araciligiyla gdstermcektedir. Alkilleyici
tiircvler (dakarbazin, prokarbazin ve tcmozolamid), DNA bazlarimin mindr veya major
kivrimlarinin alkillenmesi seklinde etki ederler. Capraz baglayici ajanlar DNA ile
baglanarak iplikler arasi veya iplik i¢inde ¢apraz baglanmalara yol agmaktadirlar. Bu
grup ilaclarin platin kompleksleri (cisplatin, karboplatin, oksaliplatin) ve azot
hardallart (siklofosfamid, ifostamid) olmak iizere iki alt grubu mevcuttur.
Interkalasyon ajanlart baz ciftlerini birbirine baglayarak etki gosterirler. Bu grup
bilesikler, antrasiklinler (doksorubisin, epirubisin), mitoksantron ve aktinomisin-D’ yi
icermektedir. Topoisomeraz inhibitorleri irinotekan ve etopozid, DNA topolojisindeki
cnzimleri inhibe cderck ctkilerini gosterirler. Blcomisin gibi ajanlar DNA ile
ctkileserck ipliklerin ayrilmasina nceden olurlar. Antitiibiilin ajanlar mikrotiibiil
dinamikleri ile etkileserek hilicre boliinmesini inhibe ederler ve hiicre liimiine yol

acarlar. Bu siniftaki bilesikler taksanlar ve vinka alkaloidlerini i¢erir (Thurston, 2007).

Glintimiizde, kanscr insidansimin artmasiyla sitotoksik ilaclart igeren tedavi
yayginlasmistir. Yagslanan ve kanscrc duyarl hale gelen niifusun artmasiyla ve yeni
tedavilerin bulunmasiyla kanser ile ilgili eczacilik hizmetlerinin éniimiizdeki 10 yilda
iki kauna ¢ikacagi ongoriilmektedir (Hoppe-Tichy, 2010). Gelistirilen sitotoksik
tedaviler daima klasik sitotoksik ajanlar ile kombine kullanilmaktadir (Nussbaumera

ve ark., 2011).



Fenotiyazin tiirevi bilesikler, antipsikotik ila¢lar sinifina dahil olmakla birlikte,
son zamanlarda anti-proliferatif ve sitotoksik etkileri kesfedilmistir. Bu kapsamda
yapilan calismalar beyin, melanoma, meme ve akciger kanserinde yogunlagmis
olmakla birlikte, [enotiyazin tiirevlerinin hepatoselliiler karsinoma (HCC) iizerindeki
etkinlikleri ile ilgili calismalar kisitli sayidadir. Ornegin flufenazin, tiyoridazin ve
perfenazinin glioma ve noroblastoma hiicre hatlarinda doza bagimlh olarak DNA
fragmantasyonuna ncden oldugu bulgulanmistir (Gil-Ad ve ark., 2004). Yapilan bir
diger calismada, tiyoridazinin B16 mclanoma hiicrclerindeki apoptozisi artirdig
goriilmistiir (Gil-Ad ve ark., 2006). Akciger kanseri hiicrelerinde flufenazin-N-2-
kloroetan’in TRAIL ile indiiklenen apoptozu destekledigi gosterilmistir (Hwang ve
ark., 2009). Flufenazin, klorpromazin ve trifluoperazinin anti-kanser etkinlikleri,
protein gen ag analizleri ile aydinlatilmis ve bu tirevlerin gen/yolak olarak MATD

kinaz, Wnt ve retinoik asit sinyallerini etkiledikleri bulgulanmustir (Q1 ve Ding, 2013).

Fenotiyazin tiirevleri sz konusu anti-kanser etkinliklerini yukaridaki yolaklara
ek olarak, kolinerjik sistem araciligiyla da gosterebilmektedir. Son yillarda,
asetilkolinin kolinerjik sinapslardaki etkisinin yan1 sira hayatta kalma, farklilasma ve
proliferasyondaki etkisi aciga ¢ikmistir. Bu kolinerjik operator ile birlikte ¢ok sayida
proteinin timorijenezisteki onemi son giinlerde artmistir (Tata, 2008; Catassi ve ark.,
2008). Pérez-Aguilar ve ekibi tarafindan yapilan calismanin sonucunda hepatoselltler
karsinom ile iligkili hiicrc hatlarinda (11D, 1Tuh-7 ve IlepG2) AChE diizeyinde artisa
karsilik AChE aktivitcsindc azalma gorlilmistlir (Pérez-Aguilar ve ark., 2015). Bu
bulgulardan yola ¢ikarak AChLE’nin tiimor baskilayict oldugu ve HCC’de prognostik

marker olarak kullanilabilecegi kanitlanmustir (Zhao ve ark., 2011).

Yukaridaki ¢alismalara ck olarak, flufcnazin ve pirimidin analogunun isc ilag
direncine karst etkili oldugu bulgulanmistir (Cieslik-Boczula vd., 2014). Ayrica amin
ve metilamin substitiientlerinin asetilkolin ile indiklenen akimi farkli dozlarda
etkiledikleri gozlenmistir. Bu bulgular, amin ve alkilamin siibstitiientlerinin Ach
modiilasyonu iizerindeki etkisini kanitlamaktadir (Sadek ve ark., 2012). Flufenazinin
uM’liik konsantrasyonlarda karbakol ile aktive olan potasyum akimini engelledigi

gosterilmistir (Okada ve ark., 2013). Ashoor ve arkadaslar isc flufenazinin 10 uM ik



bir dozda CHRNA7 reseptor ligand baglanmasin1 engelleyebildigini gdstermistir
(Ashoor ve ark., 2011). Darvesh ve ekibi, yeni sentezlenen fenotiyazin tiirevlerinin
farkli ndrotransmitler reseptdrleri (dopamin, serotonin, histamin, muskarik) ile
etkilesebilecegini gosterdigi gibi asetilkolini metabolize eden kolinesteraz aktivitesini
de bloke edebildigini gostermistir (Darvesh ve ark., 2013). Yukaridaki ¢alismalar,
fenotiyazin iceren yeni ila¢g molekiillerinin tasarimi, tanimlanmasi ve antikanser

ctkilerinin gesitli siibstitiisyonlar il artirilmasinm miimkiin oldugunu géstcrmektedir,

Bu tez ¢alismasida antikanser etkinlikleri oldugu ispatlanan fenotiyazin tiirevi
bilesiklerin yeni tiirevlerinin tasarimi ve sentezlenmesi amag¢lanmistir. Tasarlanan
bilesiklerin bazilarinda, fenotiyazin halkasindaki —Cl korunmustur. Zyta ve
arkadaslarini 2014 makalcsindc (Zyta ve ark., 2014) kullanilan scntcz yontemi csas
almarak yeni bilesikler tiirevlendirilmistir. Kolinerjik reseptor ve sinyallerin kanscrle
olan alakasi bilindiginden (Egleton ve ark., 2008) biyolojik aktivite ve molekiiler
doking analizlerinde rasyonel olarak AChE enzimi se¢ilmistir. Darvesh ve arkadaslar
ise fenotiyazinin 10-karbonil tiirevlerinin etkili kolinesteraz inhibitérii oldugunu
gostermistir. Fenotiyazin halkasi ile aminli yapilar arasindaki uzaklikta 1, ve 2 karbon
uzaklik olacak sekilde yeni tiirevlerin sentezi planlanmis ve aradaki karbon uzakliginin
aktiveyi ne yonde etkileyecegi de arastinlmistic. Flufenazinde bulunan piperazin
halkas1 yerine baska amin grubu iceren alifatik ya da flufenazin ve tiyoridazin
molckiillcrinde var olan —F, -Cl, vc -CF; gruplarm igeren aromatik halkalar

getirilmistir.

Tasarlanan bilegiklerin yapi-aktivite iligkilerini aydinlatmak amaciyla molekuler
doking analizleri yiirtitiilmiis ve farmakokinctik profillerini ctkilcyen fizikokimyasal
ozcllikleri hesaplanmistir. Elde edilen verilerin anti-1ICC ctkili fenotiyazinlerin AChE
ile ctkilcsiminde rol oynayan kriterleri  aydmlatacagimi  ve yeni tiirevicrin

tasarlanmasinda bir kilometre tas1 olacagini diisinmekteyiz.



1.1. Fecnotiyazin Tiircvlerinin Farmakolojik EtKileri

Fenotiyazin tiirevi bilesiklerin medisinal kimyada genis bir kullamim alani
mevcutiur. Baglangicta antihelmintik  Ozellikleri nedeniyle t(edaviye giren
[enotiyazinlerin kimyas iistiin terapotik ozelliklerinden dolay1 ilgi odagi olmustur. Bu
bilesiklerin  trankilizan (EI-Said, 1981, Kulkarni ve Fingerman, 1986),
antienflamatuvar (Tilak ve ark., 1998, Zoete ve ark., 1999), antimalaryal (Dominguez
vc ark., 1997, Pinto vc ark., 1979), noroleptik (Lin ve ark., 1991, Luo vc ark., 1995),
antimikrobiyal (Raval ve Desai, 2005, Amaral ve ark., 1992), antitiiberkiiloz (Viveros
ve Amaral, 2001; Amaral ve Kristiansen, 2000; Trivedi ve ark., 2008, Meindi ve
Laske, 1989), antikanser (Mototashi ve ark., 2000; Mototashi ve ark., 1999; Kurihara
ve ark., 1996), antihistaminik (Ledincer ve Mitscher, 1976, Sugimoto ve ark., 1998),
diiiretik (Vorontsov ve ark., 1980), sedatif (Petts ve Pleuvry, 1983), antiviral (Kanzawa
ve ark., 1970), antiemetik (Williams ve Smith, 1999), antihelmentik (Upadhyay ve
Sivastava, 1994), anestezik (Sharma ve ark., 1971), antiparkinson (Li ve ark., 1998),
antipirctik (Heit, 1983) ve analjezik (Acs ve ark., 1995, Borbely ve Locpfe-Hinkkancen,
1979, Bansodc ve ark., 2009) ctkiyc sahip olduklar kcsfedilmistir.

Fenotiyazinlerin kimyasma olan bu ilgi 1950°de Charpentier’in yaptig
trankilizan klorpromazin bulusu ile gergeklesmistir. Ardindan 1963 yilinda Schenker
ve llerbst tarafindan yiirtitiilen (Schenker ve Tlerbst, 1963) bir diger arastirmada
fenotiyazinlerin farkl 6zcllikleri irdelenmistir, Bunun yani sira ¢ok sayida derlemede
(Gordon ve ark., 1964; Gordon ve ark. 1963; Emmerson ve Miya, 1963; Vikhyasy,
1958; Kleinsorge ve Rosner, 1958; Ramage ve ark. 1960; Pearson, 1957) farkl
biyoaktivitelerine deginilmistir. Bodea ve Silberg tarafindan 1968 yilinda fenotiyazin

halka sisteminin kimyasi incelenmistir (Bodea ve Silberg, 1968; Arya ve ark., 2013).

Bu tirevler, merkezi sinir sistemi lizerinde gosterdikleri antiemetik ve sedatil
etki ile iskelet kaslar1 ve endokrin sistemi etkiler. S6z konusu sedatif etki, yan zincirin

n-propilamin ile degistirilmesi sonucunda artnustir. Ik olarak bu bilesikler



analjeziklerin etkisini de artirmaktadir. S0z konusu tlirevlerden en cok bilinenleri

klorpromazin, promazin, asetofenazin, perfenazin ve tiyoridazindir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Ticari olarak kullanilan fenotiyazin tiirevlerinden bazilart.

1.2. Fenotiyazin Tiirevlerinin Adlandirilmasi

Fenotiyazin i1lk defa Bernthsen tarafindan sentez yonteminde kullandig
difenilamin ve siilfiir dolayisiyla tiyodifenilamin olarak adlandirilmistir (Bernthsen,
1883). Glinlimiizde dc gegerli olan bu adlandirma daha sonra yerini daha modem bir
adlandirma metodu olan fenotiyazine birakmustir. Alternatif adlandirmalara Ornek
olarak 2.,3,5,6-dibenzo-1,4-tiyazin ve dibenzoparatiyazin gosterilebilir (Meyer ve

Jacobsen, 1920; Patterson ve Capell, 1940).

Fenotiyazin halkast 1,4-tiyazin halkasimin 2,3 ve 5,6 konumlarindan baglandig:
iki benzen halkasindan olusur. Halka sisteminin adlandirilmasinda yaygin olarak

Chemical Abstracts sistemine basvurulmaktadir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2, Fenotiyazin halka sisteminin Chemical Abstracts metoduna gdre numaralandirimas

Fcnotiyazin halka sistemi, giiniimiizde yaygm olmayan Beilstein adlandirma

mctoduna gdre asagidaki gibi numaralandirilip adlandirilabilmcktedir (Sckil 1.3).
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5 N
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Sekil 1.3. Fenotiyazin halka sisteminin Beilstein metoduna gore numaralandirilmasi

Yaygin olarak gergeklestirilen tiirevlendirmelerden olan amino hidrojeninin
siibstitiisyonu sonucu 10-siibstitiie, siilfiir atomunu igeren siibstitiisyonlar ile ise 5-

substitiie tiirevlere ulagilabilmektedir.

1.3. Fenotiyazinin Fiziksel Ozellikleri

Saf haldeki fenotiyazin, erime noktasit 180-181°C olan a¢ik sari1 renkteki kati
kristaller halinde bulunmaktadir (National Formulary, 1950). Cogu organik ¢éziiciide
¢oziincbilmekle Dbirliktc alkolde zor ¢oziiniir, suda ncrcdeysc hig ¢ozlinmez ve
ncmlenmesi oldukga zordur. Bunun yani sira, glin 15181 ve nem varliginda kolayca

oksitlencbilmektedir. Hafif ac1 bir tada sahiptir.



1.4. Fenotiyazinin Kimyasal Ozcllikleri

Fenotiyazin kimyasinin babasi olarak bilinen Bernthsen, metilen mavisi boyalari
tizerinde yiirittiigli deneyler sirasinda bu bilesiklerin kimyasal yapisinda fenotiyazin
halka sisteminin bulundugunu 6ne stirmiistiir (Bernthsen, 1883)(Sekil 1.4). Ardindan
difenilamin ile sOlfiirii 250-260°C"de reaksiyona tabi tutarak %40 verimle fenotiyazin
maddesine ulagmistir. Sentezledi@i bilesigin metilen mavisinde bulundugunu asagida

anlatilan bir dizi deney ile kanitlamistir (Bernthsen, 1885a).

OB Io0e!
HzN s* NH; (HsC)oN s* N(CHa),

cr Cr
Lauth viyolesi Metilen mavisi
3,7-Diaminofenotiyazonyum klordr 3,7-Tetrametildiaminofenatiyazonyum klorir

Sckil 1.4. Metilen mavisi boyalarmin kimyasal formiili ve TUPAC adlandirmalart

Amino grubunun varhiginr kanitlamak adina metil, etil ve asetilli tiirevlerini
hazirlamistir. Iki fenil halkasin baglayan siilfit kopriisiinii ise 10-metilfenotiyazini
sulfona oksitleyerek tespit etmistir. Fenotiyazinin benzoik asit ve ¢inko kloriir
varlifinda fenilakridine donigtirilmesiyle bu koprinin konumunun orto oldugu

belirlenmistir (Bernthsen, 1885) (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5, Fenotiyazinden harcketle 5-fenilfenotiyazin cldesi

Bernthsen, fenotiyazini konsantre nitrik asitle nitrolayarak a- ve B-izomer olmak
tizere iki dinitrofenotiyazin  siilfoksitlere ulasmistir. a-izomerin rediiklenmesiyle

olusan diaminofcnotiyazin oksidasyon rcaksiyonu ilc Lauth viyolesine (tiyonin)



doniisiir (Bernthsen, 1885). S6z konusu yontemler araciligiyla tiyonin yapisinin

fenotiyazin i¢erdigi kanitlanmastir.

1.4.1. Halkada Gerceklesen Siibstitiisyon Reaksiyonlari

Fenotiyazin halkasinin siibstitlisyonu, nitrolama, halojenasyon, merkiirasyon,

metalasyon ve Friedel-Cralls a¢ilasyonu bagliklari altinda incelenmektedir.

1.4.1.1. Nitrolama Reaksiyonlari

Bernthsen, fenotiyazin ile nitrik asidi 0°C’de muamele ederek iki adet
dinitrofenotiyazin siilfoksit elde etmistir (Sekil 1.6). Bunlardan a-izomerinin 3,7-
dinitrofenotiyazin 5-oksit oldugu tespit edilmis fakat B-izomer tanimlanmamuistir

(Bernthsen, 1885).

H H
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s 0°C  o,N s NO,
0

3,7-Dinitrofenotiyazin-5-oksit
Sekil 1.6. Fenotiyazinden hareketle 3,7-dinitrofenotiyazin-5-oksit eldesi

Y ukaridaki deney kosullart ihmli hale getirildiginde mononitrosiilfoksit yapisina
ulagilmistir (Bernthsen, 1885). Bu nitro tiirevinin rediiksiyonu ile clde cdilen aminin
ferri klorlir ilc oksidasyonu sonucunda mctilen mavisi boyalarindan biri clde
cdilmistir. Bu 6zcllik 3-aminofcnotiyazinlere 6zgii oldugundan mononitro tiircvi 3-

nitrolenotiyazin 5-oksit olarak tanmimlanmuistir.

10-mctilfenotiyazinin nitrolanmast sonucunda 10-mctil-3-nitrofenotiyazin 5-
oksit ve 10-metil-3,7-dinitrofcnotiyazin S-oksit cldc cdilmistir (Kchrmann ve Zybs,

1919). Konsantre nitrik asit ile fenotiyazinin 1sitilmasi sonucunda tctranitrofenotiyazin



5-oksit elde edilmistir (Barnett ve Smiles, 1910, Kehrmann ve Nossenko, 1913).
Barnett ve Smiles (Barnett ve Smiles, 1910), bu bilesigi diaminotiyonine rediiklemistir
(Kehrmann ve Nossenko, 1913). Ek olarak, 10-asetillenotiyazinin nitrik asit ve asetik
asit karigimi ile nitrolanmasi sonucunda 3,7-dinitroflenotiyazin 5-oksit elde edilmistir
(Bernthsen, 1885; Gilman ve Shirley, 1944). Gilman ve Shirley 10-etil-, 10-desil-, 10-
oktadesil-, ve 10-fenilfenotiyazinleri nitrolayarak 3-nitrofenotiyazin 5-oksitlere
ulagmustir (Gilman ve Shirley, 1944). Fenotiyazinin glasiyal asctik asittcki ¢ozcltisine
sodyum nitrit cklendigindc 3,7-dinitrofenotiyazine ulasgilmistir  (Kchrmann  ve
Nossenko, 1913). 4 mol sodyum nitrit ile soguk glasiyal asetik asitte siispande haldeki
1,3-dinitro-fenotiyazin reaksiyona girdiginde 1,3,7-trinitrofenotiyazin olusmustur

(Kehrmann ve Ringer, 1913).

1.4.1.2. Halojenasyon Reaksiyonlar

Floriir fenotiyazine direkt olarak eklenememektedir ve fluorofenotiyazinlerin
sentezi fluorodifenilaminlerin tiyonasyonu ile gerceklestirilir (Roe ve ark., 1953;

Smith, 1950).

Fenotiyazinin dogrudan klorlanmasi sonucu disiik verim ile di- ve
tetraklorofenotiyazinlerin yani sira tetraklorofenotiyazin 5-dioksit elde edilmistir
(Unger ve Hoffman, 1896). Ayni1 arastirmacilar azot tetraoksit varlifinda HCl/eterin
fenotiyazin ile reaksiyonu sonucunda mono-, di-, ve tetraklorofenotiyazinlere
ulasmustir. Elde edilen tetraklorofenotiyazin tiirevinin dogrudan klorlama ile elde
cdilen tiirev ilc aym oldugu tespit edilmistir. Dikloro tlircvinin isc dogrudan
klorlamada cldc cdilen tiirev ile izomer oldugu goriilmiistiir. Monokloro tiircvi

saflastimlamamigtir (Unger ve Ioffman, 1896).

Klor siibstitiisyonu igin ikinci mctod Page ve Smiles tarafindan mercck altina
almmustir (Page ve Smiles, 1910). Bu rcaksiyonun fenotiyazonyum tuzu aracihigiyla

gergeklcsen basamaklar Sckil 1.7.°de verilmistir.,
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Sckil 1.7. Fenotiyazinden hareketle klorlir siibstitiisyon reaksiyonu

Fenotiyazinin bromiir ile muamelesi sonucunda 3,7-dibromofenotiyazonyum
bromiir (Kehrmann, 1902) veya fenotiyazonyum bromiirtin hidrojen bromiir tuzu elde
edilmistir (Kehrmann ve Diserens, 1915; Piimmerer ve Gassner, 1913). Iyodiiriin ise
fenotiyazine  siibstitlisyonu  fenotiyazonyum iyodiiriin - hidroiyodiiriinii  vermigtir
(Pimmcrer ve Gassner, 1913). 10-Etil-4-lityofenotiyazinin iyodiir ile rcaksiyonu
sonucunda iyodun lityumun yerini almasiyla 10-etil-4-iodofenotiyazin olusmustur. Bu
reaksiyondan yola ¢ikarak, iyodiiriin metallerle yer degistirdigi gosterilmistir (Gilman

ve ark., 1954).

1.4.1.3. Civa ile reaksiyon

10-Metil- ve 10-etilfenotiyazinler, merkiri asetatin alkoldeki cozeltisi ile
tepkime vererek 3-asetoksimerkiiri- ve 3,7-diasetoksimerkiiri-10-alkilfenotiyazinleri
olusturmaktadir. Asctoksimerkiiri gruplarmin NaCl ile rcaksiyonu sonucunda olusan
kloromerkdiri tiirevlerinin potasyum iyodiir ile muamelesi iyodiir tiircvini, potasyum
bromiir ile rcaksiyonu bromiir tiircvini vermis ve arscnik trikloriir ilc rcaksiyonu

sonucunda arscn trikloriir tiircvi ¢ldc cdilmistir (Finzi, 1932; Gilman ve ark., 1954).

11



1.4.1.4. Mctaller ile reaksiyonlar

Fenotiyazinin 1’nci konumundan biitillityum ile, ardindan COz ile reaksiyonu

sonucunda %52 verimle fenotiyazin-1-karboksilik asit elde edilmigstir (Gilman ve ark.,

1944a) (Sckil 1.8).

H H COOH
N N
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Fenctiyazin-1-karboksilik asit

Y

Sekil 1.8. Fenotiyazinden fenotiyazin- 1-karboksilik asit eldesi

10-Etil- ve 10-fenilfenotiyazinlerin bu reajan ile reaksiyonu 4’ncii konumdan

diisiik verimle ger¢eklesmistir (Gilman ve ark., 1944b) (Sekil 1.9).
C,Hs CoHs
S 2) COz, H0 S

10-Etilfenotiyazin-4-
karboksilik asit

Y

COOH

Sekil 1.9, 10-TCtilfenotiyazinden harcketle 10-ctilfenotiyazin-4-karboksilik asit cldesi

3-Metoksifenotiyazinin btillityum ile reaksiyonu ve ardindan gelen
karbonasyon ile yine monokarboksilik asit tirevi elde edilmekle birlikte,
siibstitiisyonun konumu tespit edilememistir. Siibstitiie lityum atomunun halojenler ile
yer degistirmesi ile halojenasyon bagliginda bahsedilen 10-etil-4-lityofenotiyazinden

10-etil-4-iyodofenotiyazin elde edilebilmektedir (Gilman ve ark., 1954).

12



1.4.1.5. Fricdcl-Crafts Acilasyonu

Scholl ve Seer tarafindan yapilan ve fenotiyazin halkasinin ilk Friedel-Crafts
Ac¢ilasyonu olan arastirmada, bu halka ftalik anhidrit, AICl3, ve CS; ile reflux altinda
rcaksiyona tabi tutulmustur (Scholl ve Scer, 1911). Diisiik verimle fenotivazin-3,7-
diftaloik asit cldc cdilmistir. Bu bilcsigin siklizasyonu sonucu diizlemscl bis-kinon
tiirevine ulasilmistir. Benzer sekilde, fenotiyazin halkasmnin asetilkloriir ile agilasyonu
gergeklestirilebilmektedir. Bu reaksiyon ile elde edilebilen 10-asetilfenotiyazinin
tekrardan ayni kosullar ile muamelesi sonucunda asetilkloriiriin miktarina gore 2,10-
diasetilfenotiyazin (Baltzly ve ark., 1946) ve 2,8,10-triasetilfenotiyazin (Michels ve
Amstutz, 1950) elde edilmektedir (Sekil 1.10).

CaHs COCHS COCH;
N CH5COCI COCH, H,COC N COCHjy
Cl == "0
S = CSz, AlCl3 s
2,10-Diasetilfenotiyazin 2.8.10-Triasetilfenotiyazin

Sekil 1.10. 10-Etilfenotiyazinden hareketle asetilli fenotiyazin tirevlerinin eldesi

Asetik anhidrit ve AICI/CS: ile  gergeklestirilen  stbstitiisyonda  3,7-
diasetilfenotiyazin elde edilmistir (Massie, 1946). Ek olarak, 10-asetilfenotiyazin ile
B-karbomctoksipropiyonil kloriiriin girdigi rcaksiyonla %58 vcrimle 2-siiksinil-
fenotiyazin  olusmustur  (Baltzly vc ark., 1946). Fricdcl-Crafts rcaksiyonu ilc

alkilasyon, fenotiyazin halkasinda heniiz gergeklestirilmemistir.

1.4.2. Amino Hidrojeninin Siibstitiisyonu

10-Siibstitiic fenotiyazinlerin farmakolojik istiinliiklerinin kesfedilmesi tizering,
amino hidrojeninin degistirilmesi lizerine c¢alismalara yogunlasilmistur. Alkilasyon
reajanlari olarak alkoller, siilfatlar ve halojentirler kullanilirken, a¢ilasyon i¢in aril, agil

ve siilfonil halojendrler kullanilmaktadir.
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1.4.2.1. Alkilasyon reaksiyonlari

1.4.2.1.1. Alkollerle reaksiyon

10-Metilfenotiyazin ve 10-etilfenotiyazinin sentezi fenotiyazin, ilgili alkol ve
diisiik miktarda susuz HCl agz kapali kapta 110-115°C’dc gergeklestirilmistir.
Sonugta %60 verimle metilli tiirev ve %3S verimle ctilli tiirev clde cdilmistir. Mctanol
¢Ozeltisinin metil iyodiir ve fenotiyazin ile reaksiyonu sonucunda 10-metil- tiirevine
ulasilmaktadir. Yiiksek molekiil agirligina sahip alkoller bu reaksiyonu vermemektedir

(Bernstein ve Rothstein, 1944).

1.4.2.1.2. Siilfatlarla reaksiyon

Fenotiyazinin dioksandaki ¢ozeltisinin metil siilfat ve susuz KoCOs ile 24 saat
boyunca reflaksinin ardindan 10-metilfenotiyazin elde edilmistir (Gilman ve Nelson,
1953). 3-Metilfenotiyazin ise dimetilsiilfat/aseton iceren NaOH ile 10. konumdan
metillenmistic (Buu-Hoi ve Hoan, 1951). Fenotiyazinin dietil siilfat ile alkillenme

reaksiyonu basarisizlikla sonu¢lanmistir (Gilman ve ark., 1944b).

1.4.2.1.3. Halojeniirler ile reaksiyon

Rcajan olarak alkil halojeniir kullamildiginda katalizor olarak sodyum amidiir
kullamlmaktadir. Alkil bromdiir, fenotiyazin, NaxCOs, ve bakirn ksilen ortarmindaki
reaksiyonu ile elde edilen 10-Allil-, 10-n-desil, ve 10-n-okiadesillenotiyazinlerin
sallik yiizdesi sirasiyla 62.9 ve 20°dir. LEtil-10-fenotiyazinasetatin sentezi [enotiyazin,
etil bromoasetat, K>COs, ve bakir karisiminin isitilmasiyla gerceklestirilmistir

(Cauquil ve Cassadevall, 1947) (Sekil 1.11).
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Sekil 1.11. Fenotiyazinden harcketle ctil-10-fenotiyazinasctat ¢ldest

Benzer sekilde etil-B-bromopropiyonattan 10-fenotiyazinpropiyonat elde
edilmektedir. Bu iki ester asitlerine hidrolize edildikten sonra 10-fenotiyazinasetik
asidin 10-metilfenotiyazine CO> kaybederek dondstiigii, propiyonik asidin ise bu
kosullarda stabil oldugu gorulmiigtiir. Aril iyodiirlerin de alkillemede kullanildig:
calismalar mevcuttur. Bu amacla fenotiyazin, aril iyodiir, potasyum karbonat ve bakir
bronz ile kaynama noktasi yiiksek ve inert bir solvanda reaksiyona tabi tutuldugunda
stibstitiic  10-fenilfenotiyazinler (karbomctoksi, kloro, mctoksi, mectil, nitro) clde

cdilmistir (Gilman ve Shirley, 1944; Gilman ve ark., 1944b).

Fenotiyazinin azot atomunun NaNH: ile verdigi reaksiyon sonucu elde edilen
sodyum tuzu ile etil bromiriin muamelesi sonucunda 10-etil, benzil kloriiriin
muameclcesi sonucunda isc 10-benzilfenotiyazinlere ulasilmistir (Gilman ve ark., 1952).

Iyodobenzen isc s67 konusu tuz ile firlin olugturmamistir (Gilman ve Nclson, 1953).

Alkilaminoalkil halojeniirleri iceren alkilasyonlarda farkli rearanjmanlar
goriilmls ve izomerler tespit edilmistir. Charpentier fenotiyazini sodyum amidur
varliginda 2-kloro-1-dimctilaminopropan ilc alkillemis ve major final {irtintin 10-(1-
dimctilamino-2-propil)fenotiyazin -~ (I)  yerine  10-(2-dimctilamino-1-propil)-

[enotiyazin (II) oldugunu bulgulamistir (Charpentier, 1947) (Sekil 1.12).
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Sekil 1.12. Fenotiyazinin 2-kloro-1-dimetilaminopropan ile alkilasyonu sonucu olugan {iriinler

Ardindan (11) yapisinin metilasyonu ile elde edilen (111) yapist oksidasyona tabi
tutulunca 10-formilfenotiyazin yapisina ulagilmistir (Charpentier, 1947) (Sckil 1.13).

H\ H\’%O
@[ :@ metllasyon @[ D ok5|dasy0n @[SD

(I (11 10-Formilfenotiyazin

Sckil 1.13. 10-(2-Dimetilamino-1-propil)-lenotiyazinden hareketle 10-formilfenotiyazin eldesi

Fenotiyazin ve tiirevleri sodyum amidir varliZinda propilen veya etilen
oksitlerle reaksiyona girerek 10-(2-hidroksialkil)-fenotiyazinleri verirler (Dahlbom,
1951). Sodyum amidiir yerinc lityum amidiir kullamldiginda da 10-siibstitiic-
fenotiyazinlere  ulagilabilmektedir  (Wright ve  ark., 1950). Dialkilaminoalkil
halojeniirlerin ~ Grignard komplekslerinin  de [enotiyazini alkilleyerek 10-

(dialkilaminoalkil) [enotiyazin olusturdugu bulgulanmistr (Berg ve Ashley, 1953).

2-(Kloromctil)-imidazolin hidrokloriiriin fcnotiyazin ilc o-klorobenzen igeren
ortamda 14 saat rcflaks1 sonucunda 10-(2-imidazolil-mctil)fcnotiyazin hidrokloriir

senlezlenmistir  (Miescher ve  Marxer, 1950). Fenotiyazin ve  2-
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trifluorometilfenotiyazin, siyanoetilasyon adindaki reaksiyon ile sirasiyla [3-(1-
fenotiyazil)-propiyonitril ~ ve  p-(2-trifluorometil-fenotiyazin-1-il)-propiyonitrili

olugturmugtur (Smith, 1950; Smith, 1951).

1.4.2.2. Acilasyon Reaksiyonlar:

Fenotiyazinin ilk agilasyon iirlindi asctik anhidrit ilc reflaks sonucu clde cdilen
10-asetilfenotiyazin’dir (Bernthsen, 1885). Alternatif olarak siiksinik anhidrit (Baltzly
ve ark., 1946) ve ftalik anhidrit (Winnek ve Faith, 1949) de agilasyonda kullanilmastir.

Piridin ¢6zcltisi, hem anhidritler 1l hem de asit klortirler ilc agilasyonda tercih
cdilen bir katalizér olmakla birliktc, asit kloriir il agilasyon nispcten daha kolay bir
sekilde gergeklesmektedir (Hazlet ve Roderick, 1945). Benzer sekilde haloagil
halojeniirler ile benzen veya toluen ortaminda gerceklestirilen reflaks ile 10-
haloagilfenotiyazinler elde edilmistir (Dahlbom ve Ekstrand, 1951; Ekstrand, 1951).
Bu Grinlerin primer ve sekonder aminler ile muamelesi sonucunda 10-

aminoagilfenotiyazinlere ulasilmaktadir.

Esdeger miktarda uzun zincirli yag asitlerinin kloriirleri ve fenotiyazin
isitildiginda 10-acilfenotiyazinlere ulasilmaktadir (Ford, 1937). S6z konusu tiirevler
Na;CO; ve dioksan ortaminda fenotiyazin ve ilgili asit kloriirden de elde

edilebilmektedir (Gilman ve Nelson, 1953).

Silfonil tiirevinin eldesi [enotiyazinlerin benzensiil(onil klorir ile piridin
katalizorliigiindeki reaksiyonuyla gerceklestirilmistir (Hazlet ve Roderick, 1945).
Ayni1  yontemle ilgili Kkloriirler kullanilarak 10-p-nitrobenzensulfonil-, 10-p-
asetamidobenzensiilfonil-, 10-p-toluen-siilfonilfenotiyazinler hazirlanmistir
(Bernstein ve  Rothstein, 1944). Benzoil kloriirin 3-nitrofenotiyazin-5-oksit ilc

rcaksiyonuyla 10-benzoil-3-nitrofenotiyazin - 5-oksit clde cdilmigtir (Hazlet ve
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Roderick, 1945). Fosgen ile fenotiyazin 10-klorokarboksifenotiyazini olusturmustur

(Fraenkel, 1885).

1.4.3. Siilfit Kopriisiiniin Modifikasyonu

Fenotiyazindcki kiikiirt atomunu igeren reaksiyonlar;
1. Kiikiirt atomunun oksidasyonu sonucu siilfoksit vc siilfonlarm olusumu
2. Siilfoksit veya stlfonlarin siilfite rediiksiyonu

3. Siilfiir atomunun yapidan ¢ikartilmasidir.

1.4.3.1. Siilfiir Atomunun Oksidasyonu

Bu amagla yaygin olarak KMnO4 ve H2O; kullanilmaktadir. KMnO4’'1n sudaki
sicak c¢ozeltisi ile 10-metilfenotiyazin ve 10-etilfenotiyazin siilfon tiirevlerine
oksitlenmistir (Bernthsen, 1885). Bu reajanla 10-p-toluensiilfonil tiirevi silfoksitlere
yiikseltgenirken ve 10-asetil- ile 10-p-asetamidobenzensiilfonil tiirevleri reaksiyon
vermemistir.  KMnO4’iin  asetik asitteki  %75°lik  ¢ozeltisi, etil 10-fenotiyazin
karboksilati, sulu permanganat c¢ozeltisi ise CHCIls igindeki 10-fenilfenotiyazini

siilfona oksitlemistir (Bernstein ve Rothstein, 1944; Finzi, 1932).

H>O2’in etil alkol ig¢indeki cozeltisi fenotiyazinleri sulfoksit tiirevlerine
yiikseltgemede aseton icindeki cozeltiye kiyasla biiylik bir tstiinlik saglamistir
(Gilman vc Shirlcy, 1944; Houston ve ark., 1949; Kchrmann ve Discrens, 1915). Sicak
glasiyal asctik asit ¢ozcltisi de 11202 ilc oksidasyonda tercih cdilen bir ¢o7iicii olmustur
(Gilman vc ark., 1954; Gilman ve Nclson, 1953; Michels ve Amstutz, 1950; Smith,
1951). H2O2, Ltanol i¢indeki HCI’nin esliginde [enotiyazini (riklorofenotiyazin 5-

okside doniigtirmiistiir (Brady ve Smiles, 1910).

Konsantre NO2 veya glasiyal asctik asit icindcki NO2 hem nitrolama hem de

oksidasyonu gerceklestirerck stlfoksitleri verir (Bernthsen, 1885; Gilman ve Nelson,
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1953; Gilman ve Shirley, 1944; Kehrmann ve Zybs, 1919). CH;COOH igerisindeki
potasyum hipokloriir ve kromik anhidrit de alternatif oksidatif ajanlar olarak

kullanilmis ve basarili olunmustur (Michels ve Amstuiz, 1950).

1.4.3.2. Siilfoksit ve Siilfonlarin Rediiksiyonu

EtOH vc H2SO4, 3,7-dinitrofcnotiyazin 5-oksidi  3,7-dinitrofcnotiyazine
doniistiirmiistiir (Kehrmann ve Nossenko, 1913). SnCl/HCI ise 3-nitrofenotiyazin 5-
oksidi ve 3,7-dinitrofenotiyazin 5-oksidi ilgili aminofenotiyazinlere rediiklemistir
(99). HCI, rediiktif roliiyle 5-oksit tiirevlerinin klorofenotiyazinlere klorlanmasinda
etkilidir. Bu sayede fenotiyazin 5-oksidi, 10-metilfenotiyazin 5-oksidi, 3-
nitrofenotiyazin 5-oksidi, 3,7-dinitrofenotiyazin 5-oksidi, ve 10-etilfenotiyazin 5-

oksidi rediikledikten sonra 3. ve 7. konumlardan klorlamistir (Gilman ve ark., 1954).

1.4.3.3. Siilfiir Atomunun Eliminasyonu

Fenotiyazin tiirevleri, Cu ile 1sitma sonucunda ilgili karbazolleri verirler

(Charpentier, 1947) (Sekil 1.14).

H H
o0 N
:
Karbazol

Sekil 1.14. Fenotiyazinden Cu katalizorligiinde karbazol eldesi.
Raney-Ni kullanilarak siilfiir yapidan cikartilmis, bu sekilde fenotiyazinden

difenilamin ve 2-karboksifenotiyazinden m-karboksidifenilamin clde cdilmistir (Shah

ve ark., 1948) (Sckil 1.15).
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Sekil 1.15. Ienotiyazin 2-karboksilik asitten m-karboksidifenilamin cldesi.

Benzer sekilde hidroiyodik asidin 10-etil- ve 10-fenil-fenotiyazin-4-karboksilik
asidi sirasiyla m-karboksidifenilamin ve m-karboksitrifenilamine donistirdigi
bulgulanmistir. Ek olarak fenotiyazin molibden oksit ile tepkimeye girerek
difenilamin, anilin, ve benzene donismiustiir (Orlow ve ark., 1931). Dioksan i¢erisinde
230°C ve yiiksek basingta, kobalt siilfit katalizorliigiinde rediiksiyon ile fenotiyazinden

difecnilamin ve o-mcrkaptodifenilamin clde cdilmistir (Signaigo, 1946).
1.5. Fenotiyazinlerin Genel Sentez Yontemleri

1.5.1. Bernthsen Yontemi ile:

Fenotiyazin, bu yonteme gore ilgili difenilaminin kiikiirtle susuz ortamda

1s1t1lmast sonucu clde cdilir (Sckil 1.16).

s
N R, ° N R,
H H

Sekil 1.16. Difcnilaminden fenotiyazin cldesi.

Bu yapiya 10 numarali konumdan sidbstitiisyon, sodyum amidir varliginda

aminoalkil halojeniirler 1lc gergeklestirilir (Sckil 1.17).

CLQ, === X,
H R-] NaNH2
(CH2)3
2

20



Sekil 1.17. enotiyazinden aminoalkil halojeniirler ile 10.konumdan siibstitiisyonu.

Alternatif olarak, difenilamine yan zincir siibstitiisyonu yapildiktan sonra kiikiirt

ile halka kapanmasi reaksiyonu gerceklestirilebilir (Bernthsen, 1883) (Sekil 1.18).

|\ /@\ CI{CHy)5-R, ©\ /@\ s S
—_—
%
” R, NaNH, N Rq A [ INI lm

|
|
R T2 oy (CHa

Sekil 1.18. Ditcnilaminden alkiltenotiyazinlerin cldesi

1.5.2. Difenilaminden hareketle:

Fenotiyazin halka sistemi difenilaminin sdlfir ile Lewis asidi (AICls)

katalizorliiglindeki reaksiyonu sonucunda elde edilir (Ram ve ark., 2019) (Sekil 1.19).

sSasRENsae

Sekil 1.19. Difenilaminden hareketle Lewis asidi katalizorligiinde fenotiyazin eldesi

1.4.3. Smiles rearanjmani ile:

2-Kloronitrobenzenin bazik ortamda 2-aminobenzentiyol ile reaksiyonu, ilgili 2-
amino-2’-nitrodifenilstlfit tiirevini verir. Ardindan bu tiirev karboksilik asitlerle
muamele edildiginde N-asetilli tirevi elde edilir. Olusan 2-asetamido-2’-
nitrodifenilsilfiir tirevi alkali kosullarda Smiles rearanjmanina ugrayarak fenotiyazini

verir (Evans ve Smiles, 1935) (Sckil 1.20).
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NO, §
Sekil 1.20. 2-Kloronitrobenzen ile 2-aminobenzentiyolden fenotiyazin cldesi

Sentetik strateji klorpromazinin prekiirsorii olan 2-klorofenotiyazininin eldesi

yontemine de uyarlanmustir (Sekil 1.21).

NO, NHCOCH;

NO, HoN f) CH3;COOH O\ t j
+ —_—
CI7 : :CI HS™ Cl S

OH-

Smiles rearanjmani

T

Sekil 1.21. Smiles rearanjman ile 2-klorofenotiyazinin eldesi
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1.5.4. Schiff bazlarindan harcketle:
X
T, sy
@ 60-280°C .
H
Sekil 1.22. Schiff bazindan hareketle 2-halofenotiyazin tiirevlerinin eldesi

Alok ve ark. tarafindan yiritillen bu sentez yonteminde kiikirt varliginda
yiiksck sicaklikta siklizasyon rcaksiyonu gergeklesmistir (Alok ve ark., 2012) (Sckil
1.22).

1.5.5. Ullmann tipi sentez ile:

Bu scntez yontemine gére 2-halonitrobenzenin 2-halotiyofenol ile rcaksiyona
sokulmast ilc 2-halo-2-nitrodifenilstlfiir clde cdilir. Ardindan rediiksiyon ile 2-halo-
2’-aminodifenilsiilfide dontstiirilir. Sonucta, benzin ara Urlinid ile Ullmann
reaksiyonu sonucunda fenotiyazin elde edilir (Nodiff ve Hausman, 1966; Bonvicino

ve ark., 1962) (Sekil 1.23).
NO, Nozb
: :x HS: : i ~

Red

H Ullmann NH, X
sesR—Ns¥s
S

Sekil 1.23. Ullmann reaksiyonu ile [enotiyazin eldesi

Bu prosedir ile aymi zamanda 2-klorofenotiyazinin de sentezi

gerceklestirilebilmektedir (Sekil 1.24).
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Sekil 1.24. Ullmann rcaksiyonu ile 2-klorotcnotiyazin cldesi

1.5.6. Ester tiirevi aracihigiyla:

Fenotiyazinlerin fosgen ve aminoalkil tiirevleriyle girdigi reaksiyon sonucunda

10-stibstitie tiirevleri elde edilir (Fraenkel, 1885) (Sekil 1.25).

e

o/ Cl H,

Sekil 1.25. Fenotiyazinlerden 10-siibstitiic tiirevierin cldesi

1.5.7. 10-Fenilfenotiyazin sentezi:

Baska bir yaklasimda 10-fenilfenotiyazin, tck kaptaki bir islemde 2,2'-
dibromofenil siil(it ve anilin arasindaki bir paladyum katalizli tandem C-N bagi

olusturma reaksiyonu yoluyla yiiksek verimle sentezlenir. Bu reaksiyon ilk asamada
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bir niikleofilik aromatik siibstitiisyon ile baslar, ardindan istenen {iriinii elde etmek i¢in

molekiil i¢i siklizasyon ile devam eder (Ram ve ark., 2019) (Sekil 1.26).

Br NH,
C(S\Cj @ Pd,(dba)s, rac-BINAP @[S:Q
. .

NaOBu, toluen N
Br
110°C @

Sekil 1.26. 2,2’ -Dibromofenilsiilfit ve anilin ilc 10-feniltenotiyazin cldesi

1.6. Fenotiyazinlerin Hepatoselliiler Karsinoma (HCC) Tedavisindeki Apoptotik
Etkileri

Belli bir patoloji i¢in onaylanmis ve kullanimda olan ilaglarin bagka patolojilerde
etkinliklerinin aranmasi ‘drug repurposing’ olarak bilinmektedir. Antipsikotik
ilaglardan olan fenotiyazin tiirevleri yakin zamanda antikanser ajanlar olarak giindeme
gelmistir. Yapilan bir dizi calismada bu ilag grubunun yiiksek antikanser etkinligi
bulgulanmistir (Gupta, 1988; Rigas ve ark, 1981; Gupta vc ark., 1993; Rai vc ark.,
1996; Andrcani ve ark., 1991; Al-abdalla ve ark., 1995; ITamadi ve ark., 1998; Nyati
ve ark., 1995). S6z konusu antikanser etkinligin DNA ile olusan kompleksten koken

aliyor olabilecegi bulgulanmistir (Naqi ve ark., 1996).

S
Sekil 1.27. 2-[4-|3-[2-(Trifluorometil)fenotiyazin-10-il[propil [pipcrazin-1-il Jetanol

Sizofreni tedavisinde kullanilan flufenazinin enantat tuzunun (Sekil 1.27)
hepatoselliler yan etkileri oldugu bulunmustur (Schneider ve ark., 1981). Bu ilacin

aym1 zamanda, farc modclindcki hepatik  fibrozda azalmaya neden  oldugu
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bulgulanmastir (Li ve ark., 2014). Ek olarak lipid peroksidasyon ve katalaz aktivitesini

artirdig1 ve superoksit dismutaz seviyesini azalttigr gorillmiistiir (Corte ve ark., 2009).

Alfa-1-antitripsin cksikligi (ATD), cocuklarda vc crigkinlerdcki karaciger
hastaligimin genetik nedeni olarak bilinmcktedir. S6z konusu hastalik fibrozis/sirozis
ile karakterize olup, hepatoselliiler karsinomaya zemin hazirlamaktadir (Perlmutter ve
Silverman, 2011; Perlmutter ve ark., 2007). Vakalarin biiyiik ¢ogunlugu homozigot
ATZ alelini igeren ATD’nin klasik formundan kaynaklanmaktadir. Mutasyona
ugramis ATZ proteini endoplazmik retikulumda ve hepatositlerde miktarca artarak

hiicresel bozulmalara neden olmaktadir (Maurice ve Perlmutter, 2012).

ATD Fare modelinde yapilan ¢alismalara gore, ATZ ekspresyonu, in vivo
karaciger hiicrelerindeki ER’de artiga neden oldugunda otofajinin aktive oldugu
gorilmistir (Kamimoto ve ark., 2006). Bu nedenle, otofajik yolaklar: tetikleyen ilag
molekiillerinin mutant ATZ kaynakli hepatoseliiler yiikii azaltabilecegi hipotezi ortaya
atilmistir. Boylece, major proteotoksik etkisi olan hepatik fibrozis de engellenmis

olabileccktir. Flufcnazinin de bu yolla farc modclindc hepatik fibrozis insidansmi

SO

-~

azalttigr gortilmiistiir.

|

Sekil 1.28. 3-(2-Klorofenotiyazin-10-i1)-N,N-dimctilpropan-1-amin

Ray ve arkadaslar1 tarafindan 2001 yilinda yapilan calisgmada klorpromazinin
(Sckil 1.28) asctaminofcnin hepatotoksisitesini azaltti@r kanmitlanmmigtir (Ray ve ark.,

2001).
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Sekil 1.29. 10-[3-(4-Metilpiperazin-1-il)propil]-2-(trifluorometil)fenotiyazin

Sencsens belirteet protein-30 (SMP30), yaslanma ilc birlikte hepatosit ve renal
tiibiiler epitelde tiretilen bir proteindir (Fujita ve ark., 1992a; Fujita ve ark., 1992b).
Bu proteinin ekspresyonunun azalmasiyla birlikte vyaslilarda karaciger hasar
goriilmektedir. Matsuyama ve arkadaslar1 tarafindan yapilan caligmada, SMP30’nin
antiapoptotik etkisinin, kalmodulin (CaM) tarafindan modiile edilen Akt ile iligkisi
arastirtlmustir. Sonugta, SMP30’un Akt aktivasyonuna yol acarak HepG2 hiicrelerini
apoptozisten korudugu kanitlanmugtir. Trifluoperazin gibi CaM inhibitorlerinin PI3K-
Akt yolagr aracihigiyla SMP30’un olusturdugu anti-apoptotik ctkiyi artirdig
gOriilmistiir (Egca ve ark., 2001; Cheng ve ark., 2003) (Sckil 1.29). Yapilan bu
calismada CaM ve SMP30 arasindaki iliski hala tamamen aydinlatilmamakla birlikte
SMP30 aracili Akt regiilasyonunun olast mekanizmasi agiklanmustir (Matsuyama ve

ark., 2004).

yeee

=z

Sekil 1.30. 10-[2-(1-Metil-2-piperidil)ctil]-2-metiltiyofenotiyazin, THIO

Lu ve arkadaslar1 tarafindan yiiriitilen caligmada, Sekil 1.30.’da kimyasal
formiili verilen THIO nun metastatik inhibisyondaki roli incelenmistir. HCC hiicre
hatlari, hayvan modclleri, dopamin reseptdrii (DR) ve dopaminin HCC dokularindaki
ckspresyon diizeylerine ck olarak THIOnun bu hiicre hatlaninda ve farc tiimor

zenograftlarindaki ctkisi incclenmistir, THIO nun hiicre siklusunu GO/G1 fazinda
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durdurdugu bulgulanmustir. Builag etken maddesinin apoptozisi artirmadigi, sonradan
yapilan Kaspaz-3 testi ile kanitlanmustir. Procaspase-3 ile yarilmis Caspase-3 arasinda
ekspresyon diizeyi [farki gorilmemistir. Aym1 zamanda THIO’nun epitelyal-
mezenkimal gecis (EMT) ile tiimdr hicrelerinin goglinii engelledigi gorilmuistir. Ek
olarak, dopamin antagonistlerinin kemoterapi etkinligini artirip metastazisi énledigini
savim in vitro olarak kanitlamiglardir (Lu ve ark., 2015). Yakin zamanda, THIO nun
mctastatik olabilccck 16semi kanscri kok hiicrelerini sclcktif olarak hedef aldigs tespit

cdilmistir (Sachlos vc ark., 2012).

Haloperidol, flufcnazin ve flupentiksoliin isc néroblastoma ve glioma hiicre
hatlarinda doza bagimli hiicre ¢liimiinii indiikledigi gorilmiistiir (Behl ve ark., 1995;
Silver ve ark., 1994). Baz1 noroleptik ilaglarin insan ndroblastomalarinda, rat C6
glioma hiicreleri ve fare primer beyin dokusunda apoptotik etki gosterdigi de rapor
edilmistir (Vilner ve ark., 1995; Gil-Ad I ve ark., 2004; Gil-Ad I ve ark., 1998).
Perfenazinin, SH-SYS5Y hicre hattimin hiicre siklusunu Gl fazinda durdurarak
antiproliferatif etki gosterdigi belirtilmistir (Silver ve ark., 1994). Calaf’in arastirma
grubu, fizostigmin tarafindan inhibe cdilen AChE’ nin sigan siit bezi epitellerindcki
karsinojenczisi tesvik cttigini bulmustur. Ek olarak, klorpromazin vc tamoksifen
igeren kombinc tcdavinin meme kanseri hiicrelerinde  sincrjistik antitumor ctki

sagladigi goriilmiistiir (Yde ve ark., 2009).

1.7. Fenotiyazinlerin Yapi-Aktivite iliskileri

Dc Faria ve arkadaslar fenotiyazinlerin hepatosclliiler sitotoksisitelerinde rol
oynayan yapi-ctki iliskilerini cle almistir, Bes adet ticari fenotiyazin tiirevinin
hcepatoma doku kiiltiirti (IITC) {izerinde hayatta kalma calismalarim yapmislardir,
Buna ek olarak mitokondriyal permeabilite ge¢isinin apoptozis ile iligskisi One

surilmiistir.
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MPT (Mitochondrial permeability transition), mitokondride gerceklesen enerji
metabolizmasidaki bozukluklara dayali nekrozis ve apoptozis ile yakindan iliskilidir.
Bu yolla gergeklesen hiicre 6liimleri ATP tikkenmesi veya pro-apoptotik proteinlerin
(sitokrom ¢ gibi) sitozole salmmasiyla sonuclanmakitadir. Mitokondriyal membran
proteinlerinin tiyol gruplarindaki oksidasyon, MPT’nin tetiklenmesine yol acar.
Kimyasal maddeler bu grubu oksitleyerek apoptozisi indiikleyebilirler (de Faria ve

ark., 2015).

Bu ¢alisma sonucunda, ticari fenotiyazin tiirevlerinin karaciger hiicrelerindeki
sitotoksik etkilerinin  siralamast  TR>TFP>FP>TFPZ>CPZ>IMP=PHT seklinde
bulgulanmistir. Arastirmacilar, bu siralamadan yola c¢ikarak olast yapi-aktivite

iligkilerini yorumlamigtir.

wn

6

Sekil 1.2, Fenotiyazin halka sisteminin Chemical Abstracts metoduna gdre numaralandiriimasi

S6z konusu aktiviteyi belirleyen yapisal 6zellikler incelendiginde, yan zincirin
sitotoksisiteyi biiyiik olgiide etkiledigi ve 2. Konumdaki siibstitiisyonlarin potensi
etkilemesinin SCH;>CFs>Cl seklinde oldugu gorilmdastir. 10. konumdaki
substitiientlere gore potens siralamasi ise piperidin > piperazin > alifatik seklinde
belirlenmistir. Bu olgulara gore, hidrofobik siibstitiientlerin aktiviteyi artirdig
sOylencbilmektedir. Trifluoperazin’in flufenazinden daha potent gikmasinin nedeni isc
yapida var olan ck hidroksil grubundan ilcri gelmcktedir. Klorpromazindeki kloro ve
trifluopromazindcki trifluorometil gruplan aktivitede artisa neden olmustur (de Faria

ve ark., 2015).

Fenotiyazinler, fenotiyazin kismi hidrofobik, yan zincir hidrofilik kismi
olusturmak fiizere amfifilik yapidadir. Bu karaktere karsm, tcst cdilen ticari

fenotiyazinlerin hepsinin lipofilik karakteri baskindir. Benzer logP degerlerine sahip
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olmalarina karsm, farkli sitotoksik oOzellikler sergilemislerdir. Bu olgu,
sitotoksisitelerinde farkli molekiiler parametrelerin rol oynadigini kanitlamaktadir. Bu
parametrelerden biri, membran lizerindeki uzaysal konumlanmalaridir. Bu calisma,
[enotiyazinlerin HTC hiicre kiiltiirindeki sitotoksik etkileri igin bir yapi-etki
calismasidir. Fenotiyazin ve yan zincir bilesigin amfifilitesinde rol oynar. Yan zinciri
piperidin tiirevi iceren TR (Tiyoridazin, THIO) en potent bilesik olarak tespit
cdilmistir (de Faria ve ark., 2015).

1.8. Asctilkolinesterazlar ile Hepatoselliiler Karsinoma Arasmdaki fliski

Sekil 1.31.’de kimyasal formiilii verilen asetilkolinin kolinerjik sinapslardaki
etkisinin yani sira son yillarda hayatta kalma, farklilasma ve proliferasyondaki etkisi
aciga cikmistir. Bu kolinerjik operator ile birlikte cok sayida proteinin
timdrijenezistckt 6nemi son giinlerde artmistir (Tata, 2008; Catassi ve ark., 2008).
Hiicrelerde asctilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BuChE) olmak tizere iki
tip kolinesteraz sentezlenmektedir. Bu iki enzim, hidrolitik goérevlerinin yani sira
viicutta ¢esitli proteinler ile etkileserek non-katalitik roller de {stlenmektedir.
AChOE nin bu baglamda etkilestigi proteinler: lamininler, kKollajen IV, amiloid B-peptit,
Presenilin-1, Ran-baglayic1 protein, noronal enolaz, protein kinaz-C olarak

orneklendirilebilir.

Q \ {L Cl-
)LO/\/N\

Sekil 1.31. 2-Asetoksi-N, N, N-trimetiletanaminyum kloriir

Pérez-Aguilar ve ekibi tarafindan yapilan ¢alismanin sonucunda hepatoselliler
karsinom ile iligkili hiicre hatlarinda (HD, Huh-7 ve HepG2) AChE diizeyinde artisa
karsilik AChE aktivitesindc azalma goriilmiistiir (Pérez-Aguilar ve ark., 2015). Bu
bulgulardan yola ¢ikarak AChE’ nin tiimd&r baskilayict oldugu ve 1HCC’de prognostik
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marker olarak kullanilabilecegi kanitlanmistir (Zhao ve ark., 2011). AChE ile tiimor

ilerlemesi ve prognoz arasindaki iligski Sekil 1.32.’da gosterilmistir.

Timor
M M

Sekil 1.32, AChFE aktivitesi ile timor iligkisi
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Sentez Edilen Maddelerin Analitik Kontroliinde Kullanilan Yontemler

2.1.1. Kromatograftik Analizler

Scntez calismalar csnasinda rcaksiyonlarin ylirliytisiinii izlemek, clde cdilen
{irinlcrin saflik derceelerini saptamak amaci ile Ince Tabaka Kromatografisinden
(ITK) yararlamlnustir. Bu amagla Kieselgel-60 GF254 kapl aliiminyum plaklar
(Merck) kullanilmugtir. Lekelerin belirlenmesinde 254 nm dalga boyundaki UV
1s1g1ndan (Camag UV Lambasi) yararlamilmistir. Kolon kromatografisi icin silicagel

60 (0,040-0,060 mm; 230-400 mesh) kullanilmigtir.

2.1.2. Erime Noktas1 Tayinleri

Sentezlenen bilesiklerin erime noktasi tayinleri, Buchi B540 cihazi kullanilarak

kapiller yontemle yapilmis ve sonuglar diizeltilmeden verilmistir.

2.1.3. Spektral Analizler
2.1.3.1. Kiitle (MASS) Spektrumlari

Kiitle analizleri, Waters ZQ micromass LC-MS spektrometresinde, elektrospray

iyonizasyon (ESI) yontemi ile gerceklestirilmistir.
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2.1.3.2. Niiklcer Manyctik Rczonans (NMR) Spcktrumlari

'H-NMR ve ’C-NMR spcktrumlari, Varian Mecrcury-400 FT-NMR
spektrometresinde almmistir. I¢ standart madde olarak tetrametilsilan (TMS), ¢6ziicii

olarak CDCl3 ve DMSO-ds kullanilmistir.

2.1.3.3. Elementel Analiz

Elementel analizler, Leco CHNS 932 Elementel Analiz cihaz ile ger¢eklestirilmistir.

2.2. Tasarlanan Bilesiklerin Sentezi

2.2.1. Scentczlenen Ara Bilesikler icin Genel Sentez Yontemi

Sekil 2.1.°de goriildiigii tizere bilesiklerin sentezine ticari olarak satin alinan
nonstubstitiie ve stibstitiie fenotiyazin tiirevleri ile baglandi. Fenotiyazin tiirevi (0.5g, 2
mmol) vc TEA (0.22g, 2.2 mmol) 10 ml kuru TIIF i¢indc karistirlarak ¢oziindl ve
tizcrine kloro asctil kloriir ya da kloro propiyonil kloriiriin 5 ml TIIF igindcki ¢ozcltisi
damla damla ilave edilerek oda sicakliginda 1 hafta karistirildi. Reaksiyon 6:1
hekzan:etil asetat solvan sistemi kullamlarak ITK yontemi ile kontrol edildi.
Reaksiyon bitiminde buzlu suya dokildi ve dietileter ile ekstraksiyon yapildi. Eter
tabakasi once 5% NaHCOs ve ardindan distile suyla yikandi. Eter fazi susuz Na;SO4
ile kurutularak solvan uguruldu. Elde cdilen Urlinler kolon kromatografisi yontemiyle
saflagtimldi. Sentezlenen fenotiyazin tiirevi ara basamaklarin kimyasal dzcelliklerini

igeren tablo Cizelge 2.1.°de verilmistir.
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Cizcelge 2.1. Sentezlenen fenotiyazin tlirevi ara bilegiklerin kimyasal ozellikleri

o) n
Cl
n Ri MS (ESI+) | Erime Noktasi
m/z "0
1 1 -H 276 117
2 1 -Cl 311 118
3 1 -SCIT; 321 124
4 2 -H 290 144
5 2 -Cl 325 113

2.2.2. Siibstitiie Fenotiyazin 10-Karboksamitlerin Genel Sentez Yontemi

15 ml THF igindcki 1.2 mmol amin 600 mg K>CO; ile muamele cdildi. 5 ml
THF ig¢indeki 2-kloro-1-(10H-fenotiyazin-10-il)etan-1-on /2-Kloro-1-(2-kloro-10H-
fenotiyazin-10-il)etanon /3-kloro-1-(10H-fenotiyazin-10-il)propan-1-on (1 mmol)
damla damla ilave edilerek, reaksiyon 6-8 saat reflux edildi. Reaksiyon ITK ile kontrol
edildi, bitiminde solvan ugurulurak etilasetat ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz
suyla yikanarak ve NaxSOz ile kurutuldu. Daha sonra solvan ugurularak iirtin, CHCl3 :
MeOH mobil fazi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. Asagidaki 3.1. ve
3.2, numarali boliimlerde her bir tiirev igin kullanilan baslangic maddcleri, {iriin
saflastirma yontemi, {irlin miktar, crime noktasi ve NMR sonuglar verilmistir.

Sentezlenen tiirevler i¢in genel reaksiyon semasi ise Sekil 2.1."de verilmistir.
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n=12

R, - NH,
THF
KoCO,

n=1.2

Sekil 2.1. Sentezlenen fenotiyazin tiirevi bilesikler i¢in genel reaksiyon semasi

2.2.3. Aromatik Amin Kullanilarak Sentezlenen Siibstitiie Fenotiyazin 10-
Karboksamitlerin Genel Sentez Yontemi

2-Kloro-1-(10H-fenotiyazin-10-il)etan-1-on (5 mmol) ve trietilaminin (0.57 ml)
50 ml etanoldeki karistimina uygun arilaminler (5 mmol) ve Nal (2.5 mmol) oda
sicakliginda eklendi. Karistm 10 saat reflaks edildi ve reaksiyon bitiminde karigim
siiziildi, stizintl ugurularak etilasetatta ¢oziillip, suyla ekstraksiyon yapildi. Etilasetat

ucurularak kolon kromatografisi ile saflagtirldi.

2.3. Sentezlenen Bilesiklerin Biyolojik Aktivite Calismalar

Sentezlenen fenotiyazin tlirevi bilesiklerin biyolojik aktivite galismalar Bilkent
Universitesi Molckiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’ndan Dog. Dr. Ozlen Konu
vc Dr. Murat Yaman tarafindan gergeklcstirilmistir. Bu kapsamda, bilesikler naif 11CC
hatlarindan cn az iki tancsi (Ilep3B, Skllcpl, TlepG2 ve 11Tuh7) ve MCF-7 Himincl
epitel meme kanseri tipinde tarannustir. Ek olarak Hep3B ve SkHepl hatlarmin eGFP
(enhanced Green Fluorescence Protein) ilade eden stabil klonlarmda da taramalar

gerceklesmistir. Hiicreler, 10% fetal bovine serum, 1% penicillin-streptomycin, ve 1%
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non-essential amino acid igeren DMEM/Low-Glucose besi ortaminda biiyiitiilmiis, ve
genel biiyiitme kosullar1 olarak 37 °C ve 5% CO; sartlann kullanilmistir. eGFP
hatlarinin bitytime ortamlarinda ayrica genitisin (geneticin (G418) sullate (ChemCruz,

5c-29065A)) kullanilmustir (Hep3B¢“F™: 500 pug/ml ve skHep1¢“F*: 900 pg/ml).

Sentezlenen S adet ara {irtin ve 12 adet sonug {irtiniin hiicre varligina etkileri
MTT deneyleriyle test edilmistir. 24 saatlik uygulamalar sonucunda ve 3.7 uM, 11.1
uM, 33.3 uM ve 100 uM doz skalasinda onciil taramalarda hiicrelerin varligi, MTT
viyabilite degerleri ile ol¢iilmiistir. Bunu takiben GraphPad (v6.01) progranu ile,
ilaclarin viyabiliteye etkinlikleri doz egrileri lizerinde grafige dokiilmiis, ve 1Csg
hesaplamalar yapilmistir (Cizelge 3.1.). Programin "log(inhibitor) vs response (four
variables) - Nonlincar rcgression” mctodu, bu dogrultuda kullanilmistir. Altcrnatif
olarak, 1Csg ¢ldc cdilemcyen durumlarda "log(inhibitor) vs responsc (four variables) -
Nonlinear regression” metodundan faydalanilmistir. %0.1 DMSO referans degeri
olarak tim uygulamalar i¢in sabitlenirken, sorafenib (SFB) ise kontrol molekiilii

olarak kullanilmusgtir.

2.4. Molekiiler Doking Analizleri

Proteinler, Maestro’daki Protein Preparation Wizard ile ve gridbox, Glide’in
Receptor Grid Generation modiilii ile hazirlannustir. Ligandlar 2D builder ile ¢izilip,
LigPrep modiiliine tabi tutulmus ve ardindan Ligand Docking islemi baslatilmistir.
Ligand interactions iglemi ile etkilesimler goriintiilenmistir. Docking asamasinda belli
cencrji degerinden yiiksck degerle baglananlar program tarafindan climine cdilmigtir.
Yesil ile gosterilen ctkilegimler hidrofobik (Pi-Pi1 veya alkil olmak {izere); mor olanlar,
hidrojen bagr ctkilesimlerini; mavi-kirmizi, tuz kopriisiinii; ve kirmiz isc pi-katyon
ctkilesimlcrini temsil ctmcktedir. Kolinesteraz inhibisyonu i¢in AChE cnzimi (pdb id:
4BDT) ve BuChL enzimi (pdb id: 4BDS) test edilmis olup pozitil kontrol olarak
Huprin W ve Takrin kullanilmistir (Nachon ve ark., 2013).
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3. BULGULAR

3.1. Sentezlenen Siibstitiie Fenotiyazin 10-Karboksamitler ve Analiz Sonuglar:
3.1.1. 2-((4-Fluorobenzil)amino)-1-(10 H-fenotiyazin-10-il)etanon (6)
o
Z >N
o%\
HN

F
5 ml THF igindeki 4-fluorobenzilamine (0.54 mmol, 0.061 ml) K>CO; (218 mg)

eklendi. Uzerine 2.5 ml THF icindeki 2-kloro-1-(10H-fenotiyazin-10-il)etan-1-on
(0.54 mmol, 150 mg) damla damla ilave edildi. Reaksiyon 6-8 saat reflux edildi. ITK
ile rcaksiyonun bitip bitmedigi kontrol cdildi. Reaksiyon bitiminde solvan ugurularak
EtOAc ilc ckstraksiyon yapildi. Organik faz suyla yikanip Na>SOy ile kurutuldu. Daha
sonra solvan ucuruldu. 4:1 CHCls:Hekzan mobil fazi kullanilarak kolon
kromatografisiyle saflastirildi. 40% verimle 60 mg iiriin elde edildi. MS (ES+) m/z:
365. Erime noktasi: 88.1 °C.

"H NMR (400 MHz, CDCls): 5ppm 2.09 (brd s, 1H), 3.48 (s, 2H), 3.66 (s, 2H), 6.92-
6.96 (m, 2H), 7.21-7.32 (m, 6H), 7.43-7.45 (m, 4H). 13C NMR (CDCls) 6 ppm 50.29,
52.35, 115.00, 115.21, 126.89, 127.11, 128.09, 129.85, 129.93, 137.99, 160.76,
163.19.

Elementel Analiz: C21H17FN20S-0,35H20
C H N S

[Tcsaplanan: 68.03 4.81 7.55 8.64

Bulunan: 6834 534 7.17 8.10
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MMK-07 226 (2.279) Cn (Cen,2, 80.00, Hi)
100 365.54

[155.73
P
138.35
365.2
*_
143.29 o
L
) 366.81
387.61
208.43
243,20 30119 324,31
0

150 200 250

Sekil 3.1. 6 no’lu bilcsigin kiitle spektrumu

o7

Sample Hase:
EQT
Data Collected car
Sercurydd-sercuryd00
Archive directorys
/heme/voarl frnzrsys/data
Sazple directory:
1OEIT_20180510_01
ridrile: PROTON_02

Pulse Sequesce: PROTON (s2pull
Solvent: edcld
Data colledted on: Sep 10 2018

Te=p. 35.0 € / I90.1 K
Operator: wesrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Aeg. time 3.559 ses
wWidth €402.0 Hx
# repetitions
OBSERVE W1, 490.174075) MHs
DATA PROCESSING
FT size 32768
Toeal tize § min 31 sec

430.36
P

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

1: Scan ES+
317e7
730.03 751.86
517.45 72077 [753.10

's3227 6284064856

t‘. Agilent Technologies

13 12 11 10 ] 8 7

Sekil 3.2. 6 no’lu bilegigin 'I1 NMR spektrumu
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MMEDT
nt Technologies

Sasple Mame:
0T
Data Collected on:
mercuryd00-mercuryd00
Archive dirsctery:
/home/vesrl /vasseys/data
Bample directory:
MMEDT_20180910_01
FidFile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pull
Bolvent: ecdel)d
Data collected cn: Sep’10 2018 )

Tesp. 25.0 € / 290.1 K
Operator: voarl

Relax. delay 1.000 sec
Fulse 45.0 degress

Acq. time 1.530 sec

Width 31141.6 We |
1512 repstiticns

ORSERVE  C13, 100.613851) MHx

DECOUPLE N1, 400.1760%47 WMHx

Powsr 38 dB ‘

continuously en
WALTZ-16 modulated

DATA FPROCESSING

Line broadsning 0.3 Mx |
FT size 65536

Total time 1 hr, & min |

€0 40 20 0 pp=

180 160 140 120 100 1]

Sekil 3.3. 6 no’lu bilesigin '*C NMR spektrumu



3.1.2. 2-((3,4-Diklorobenzil)amino-1-(10H-fenotiyazin-10-il)ctanon (7)

Cl
Cl

7.5 ml THF i¢indeki 3,4-diklorobenzilamine (0.54 mmol, 0.072 ml) K2COs (270 mg)
eklendi. Uzerine 2.5 ml THF icindeki 2-kloro-1-(10H-fenotiyazin-10-il)etan-1-on
(0.54 mmol, 150 mg) damla damla ilave edildi. Reaksiyon 6-8 saat reflux edildi. ITK
ile reaksiyonun bitip bitmedigi kontrol edildi. Reaksiyon bitiminde solvan u¢urularak
EtOAc ilc ckstraksiyon yapildi. Organik faz suyla yikanip Na>SOq ile kurutuldu. Daha
sonra solvan wucuruldu. 4:1 CHCls:Hckzan mobil faz1  kullamilarak kolon
kromatografisiyle saflastirildi. 20% verimle 30 mg iiriin elde edildi. MS (ES+) m/z:
415. Erime noktast: 145.6 °C.

TH NMR (400 MHz, CDCls): 3ppm 3.46 (s, 211), 3.65 (s, 211), 7.10 (dd, J= 8.0 117, )=
2.0 Hz, 1H), 7.22-7.26 (m, 3H), 7.29-7.33 (m, 2H), 7.38 (d, J= 2.0 Hz, 1H), 7.45 (dd,

J= 8.0 117, 411). 3C NMR (DMSO) dppm 49.58, 50.62, 127.05, 127.10, 127.20,
127.86, 128.10, 128.91, 129.70, 130.11, 130.60, 132.00, 137.85, 141.57, 169.82.

Elementel Analiz: C21H1sC1N20S

C H N S
Hesaplanan: 60.73 3.88 6.74 7.72
Bulunan: 6045 389 691 772
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Sekil 3.4. 7 no’lu bilesigin kiitle spektrumu

MEOS

Sample Name:
HMEDS

Data Collected oni
mareury400-mercuryd00

Archive directory:
Ihome/vamrl frnarays/data

Sample directory:
Ees_I0180911_01

FidFile: PROTON 01

Fulse Sequence: FPROTON (s2pul)
Solvent: cdeld
Data collected on: Sep 11 2018

Te=p. 235.0 C / 298.1 K
Cperater: vnarl

Relax. delay 1.000 sec
Fulme 45.0 degrees

Acg. time 3.559 sec

Wideh §402.0 Mz

16 repstitions

OESERVE H1, 400.1740753 MHx
DATA PROCESSING

FT slze 31768

Total time 1 min 0 sec

1100

1200

En *uilnm Technologies

13 12 11

10 - | B 7 3 5 4 3 2

Sekil 3.5. 7 no’lu bilesigin 'H NMR spekirumu
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MHE- OB

Sample Wame:
MME- 08

pats Collected on:
mercuryd i0-sarcury400

Archive directory:
/heme/voarl /vmersys/data

Sample dizectery:
MME-08_20200810_01

FidPile: current

Pulse Sequence: CARRON (a2pul)

Eolvent: dmso
Data collected oni Aug 10 2020

Temp. 25.0 € / 258.1 K
Operator: voerl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Aeg. time 1.550 sec
Wideh 21141.6 Hz
2000 repatiticas
OBSERVE C13, 100.6341858 MH:z
DECOUFLE E1, 400.1779555 WHz
Fower 18 dB
contimuously on
WALTZI-16 modulated
DATA FROCESSING
Line brosdening 0.5 H=
FT aize 65516
Total tise 1 hr, 18 min

R R B

40

Agilent Technologies

Sekil 3.6. 7 no’lu bilesigin *C NMR spektrumu
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3.1.3. 2-((3,4-Difluorobenzil)amino)-1-(10H-fenotiyazin-10-il)ctanon (8)

F

7.5 ml THF i¢indeki 3,4-difluorobenzilamine (0.54 mmol, 0.063 ml) K,CO3 (270 mg)
eklendi. Uzerine 2 ml THF icindeki 2-kloro-1-(10H-fenotiyazin-10-il)etanon (0.54
mmol, 150 mg) damla damla ilave edildi. Reaksiyon 6-8 saat reflux edildi. iTK ile
reaksiyonun bitip bitmedigi kontrol edildi. Reaksiyon bitiminde solvan ugurularak
EtOAc ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz suyla yikanip NazSOy ile kurutuldu. Daha
sonra solvan ucuruldu. 4:1:2 Hckzan:CHCl3:EtOAc mobil faz1 kullanilarak kolon
kromatografisiylc saflastirildi. 27 % verimle 40 mg {irtin cldc cdildi. MS (ESI+) m/z:
383. LCrime noktasi: 70.4 °C.

"H NMR (400 MHz, DMSO): 6ppm 3.41 (s, 2H), 3.59 (s, 2H), 7.03 (s, 1H), 7.26-7.35
(m, 6H), 7.52-7.59 (m, 4H).

Elementel Analiz: C21H16F2N208-0,45H20
C H N S

Hesaplanan: 64.58 436 7.17 8.21

Bulunan: 64.57 445 705 793
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MMK-09 250 (2.521) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
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Sckil 3.7. 8 no’lu bilesigin kiitle spektrumu

L 1]

Sample Name:
MMEOS
Data Collscted oni
mercuryddt-merocuryd 0o
Arehive directory:
/homa fvnmcl fvnmreys /data
Saaple directory:
MMEOS_20180911_02
PLdFile: PROTON 03

Pulse Sequence: PROTOM (slpul)
Solvent: dmsc

Data collscted on: Bep 11 2018

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Opsrator: vomrl

Relax, delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degress

Aeq. time 3.35% ses

Width £402.0 W

32 repetitions

OBSERVE M1, 400.1755761 WAz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 1 min 57 sec
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C‘.‘ Agilent Technologies
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Sekil 3.8. 8 no’lu bilcsigin '"H NMR spcktrumu
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3.1.4. 2-(Benzilamino)-1-(2-kloro-10H-fenotiyazin-10-il)ctanon (9)

4 ml THF i¢indcki benzilamine (0.312 mmol, 0.034 ml) KoCOs (156 mg) cklendi.
Uzerine 1 ml THF i¢indeki 2-kloro-1-(2-kloro-10H-fenotiyazin-10-il)etanon (0.26
mmol, 100 mg) damla damla ilave edildi. Reaksiyon 6-8 saat reflux edildi. ITK ile
reaksiyonun bitip bitmedigi kontrol edildi. Reaksiyon bitiminde solvan ugurularak
EtOAc ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz suyla yikanip Na>SOy ile kurutuldu. Daha
sonra solvan ucuruldu. 4:1:2 Hekzan:CHCls:Etil asetat mobil fazi kullanilarak kolon
kromatografisiyle saflagtirildi. 43% verimle 43 mg tiriin elde edildi. MS (ESI+) m/z:
382. Erime noktast: 115.8 °C.

TH NMR (400 MHz, DMSO): ppm 2.37 (brd s, 1H), 3.41 (s, 2H), 3.58 (s, 2H), 7.14-
7.24 (m, 511), 7.27-7.31 (m, 111), 7.34-7.38 (m, 2I1), 7.53-7.58 (m, 311), 7.71 (d, J=2.0
[17, 111). *C NMR (DMSO) & ppm 49.76, 52.06, 126.63, 127.01, 127.09, 127.38,
127.54, 127.97, 128.05, 128.08, 129.05, 131.17, 131.52, 131.78, 137.38, 139.17,
140.03, 169.99.

Elementel Analiz: C21H17CIN20S

C H N S
Hesaplanan: 66.22 450 7.35 842
Bulunan: 6631 471 749 838
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MMK-10 216 (2.178) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
381.49

119.94 |

1383.52

384.49
120.93

.126.07 22420

il [ e |,

403.48

445.55521.94 661.05 ?6“91-?3{?3

877.85941.14

1: Scan ES+
1.10e8
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Sekil 3.9. 9 no’lu bilesigin kiitle spektrumu

MME-10

Sazple Name:
ox-10
Data Collected oni
Bercuryd00-nercury40o
Archive directory:
fhome/vezrl/vasseys /data
Sample directory:
MMK-10_20181018_01
PidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: bet 18 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamel

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.539 sec

width €402.0 Hx

8 repstitions

OBSERVE 1, 400.1755761 Mz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 miz 31 sec

700

800

900

1000 1100 1200

miz |

,ﬂ Agilent Technologies

y -

. A N L I L L L LR N B I |

13 12 11 10 9 ]

Sekil 3.10. 6 no’lu bilesigin 'H NMR spekirumu

7

4

3

B B i RN R LA

2 1 o -1

e

PPm

46



oE-10

Sample Wame:
oE-10
Data Collected ocm:
mercusry400-mercuryd 00
Archive directory:
fBose/vaarl/vozceys/data
Sasple directory:
WOE-10_20181018_01
FidFile: curreamt

Agilent Technaologies

Pulse Sequence: CARBOX (sipull
Solvent: daso
Data collected ca: Oct 18 2018

Temp. 35.0 C / IM.1 K
Operator: wvassl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Aeg. time 1.550 sec

Width 21141.6 Ez

1472 repetiticas

CESERVE €11, 100.6243775 Mz
DECOUPLE M1, 400.1779588 mEz
Powasr 38 4B

continuously cn

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Lize broadening 0.5 Hz
FT size 63536
Total time 1 hr, 28 min

L AL

L i e e e B L L B L B L R S R RN AR R AR L LR B

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.11. 6 no’lu bilesigin '>C NMR spektrumu
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3.1.5. 2-(Benzilamino)-1-(10H-fenotiyazin-10-il)ctanon (10)
CL
N
o)j
HN

Benzilamin (0.516 mmol, 0.046 ml) ve K2CO;3 (516 mg) 6 ml THF igindc ¢oziildi.
Uzerinc 2.5 ml THF igindcki 2-kloro-1-(10H-fenotiyazin-10-il)ctanon (0.120 g, 0.43
mmol) damla damla ilave edildi. Reaksiyon 6-8 saat reflux edildi. Reaksiyon ITK ile
kontrol edildi. Bitiminde solvan ugurularak EtOAc ile ekstraksiyon yapildi. Organik
faz suyla yikanip MgSOs ile kurutuldu. Daha sonra solvan uguruldu. 3:1 hekzan-
etilasetat mobil fazi kullanilarak kolon kromatografisiyle saflagtirildi. 41.6% verimle

50 mg iiriin elde edildi. MS (ES1+) m/z: 347. Erime noktasi: 113.5 °C.

I'H NMR (400 MHz, DMSO): 6 ppm 2.39 (brd s, 1H), 3.39 (brd s, 2H), 3.57 (s, 2H),
7.15-7.24 (m, 5H), 7.26-7.29 (m, 2H), 7.33-7.37 (m, 2H), 7.56 (m, 4H). ¥C NMR
(DMSO) & ppm 49.77, 52.08, 126.61, 127.10, 127.17, 127.25, 127.92, 127.96, 128.04,
132.08, 137.92, 140.05, 170.00.

Elementel Analiz: C2:H1sN20S

C H N S
Hesaplanan: 72.80 5.24 8.09 9.25
Bulunan: 72.65 5.54 8.05 9.09
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MMKOS 208 (2.097) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

1: Scan ES+
100, ~119:91 1.23e8
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®
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Sekil 3.12. 10 no’lu bilegigin kiitle spektrumu
¥ME-05 I
Sample Naze: i Agilent Technologies
MME-05 :

Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
{bome/vamsl /vaersys/data
Sa=ple directory:
MME-05_201B1016_01
FidFile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (sipull
Solvent: dmaso
Data collected cn: Det 16 2018

Tesp, 25.0 C / 390.1 F
Opesator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Fulse 45.0 degrees

heq. time 2.559 ses

Wideh §402.0 Hz

® repstiticns

CRSERVE  H1, 400.1759761 MHx
DATA PROCESSING

¥T size 32768

Total time 0 min 31 wee

T
S T T L B B o o I s L BN T
T B A B S B I e B B B T T T T T T T T

13 12 11 10 9 8 7 3 5 4 3 2 1 o -1 ppm

Sekil 3.13. 10 no’lu bilesigin "H NMR spektrumu
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MME-05

Sanple Hame: Agilent Technologies

MME- 05
Data Collected on:
mercuryd00-mercury400
Archive directory:
/home /vnmel fvemrays /data
Sample directory:
MME-05_I0101016_01
FidFile: CARBOM

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected om: Oct 16 2018

Temp. 25.0 € / 290.1 K
Operator: vasrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25129.6 Hz

1512 repetitions

ORSERVE C13, 100.6243781 ME:z
DECOUPLE H1. 400.1779555 Mz
Fower 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.% Hz
FT size 65536
Total tise 1 hr

N

L B s B R L R R S BN R En R AR RARRS RERAE LARAELARAS LARAE AN
100 80 60 40 20 0 ppm

T T T T T T T T T AT T T

220 200 180 160 140 120

Sekil 3.14. 10 no’lu bilegigin *C NMR spektrumu
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3.1.6. 2-((4-Klorobenzil)amino)-1-(10H-fenotiyazin-10-il)etanon (11)
L0
N
o)\ cl
HN

4-Klorobcnzilamin (0.534 mmol, 0.065 ml) ve K2CO; (270 mg) 7.5 ml THF igindc
¢oziildii. Uzerine 2.5 ml THF igindcki 2-kloro-1-(10H-fenotiyazin-10-il)ctan-1-on
(0.150 g, 0.53 mmol) damla damla ilave edildi. Reaksiyon 6-8 saat reflux edildi.
Reaksiyon ITK ile kontrol edildi. Bitiminde solvan ugurularak EtOAc ile ekstraksiyon
yapildi. Organik faz suyla yikanip MgSOy ile kurutuldu. Daha sonra solvan ug¢uruldu.
8:1 kloroform-etilasetat mobil fazi kullanilarak kolon kromatografisiyle saflastirildi.

10.6% verimle 16 mg iiriin elde edildi. MS (ESI+) m/z: 381. Erime noktasi:108.2 °C.

IH NMR (400 MHz, DMSO): 6 ppm 3.38 (brd s, 2H), 3.57 (s, 2H), 7.21 (d, J =8.4
Hz, 2H), 7.28 (m, 4H), 7.37 (m, 2H), 7.56 (m, 4H). 3C NMR (DMSO): § ppm 49.74,
51.25, 127.11, 127.17, 127.27, 127.39, 127.98, 129.72, 131.08, 132.07, 137.91,
139,23, 169.95.

Elementel Analiz: C21H17CIN20S-0,2H20
C H N S

Hesaplanan: 65.59 4.56 7.28 8.33

Bulunan: 65.53 4.64 7.38 8.31
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IMMK-06 220 (2.218) Cn (Cen,2, 80.00, Hf)
381.50
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1: Scan ES+
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Sekil 3.15. 11 no’lu bilesigin kiitle spektrumu

Sample Hame:

WHE- 06
Data Collected on:

Bercurydll-mercury400
Arehive directory:

/home /vomrl fvamreys/data
Sample directory:

MK~ 06_20181016_01
PidFile: PROTON_02

Pulse Sequence:r PROTON (sZpul)
Solvent: dmsc
" Data collected omi Oct 16 2018

Temp. 25.0 C / 398.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.550 sec

Width §402.0 R

8 repetitices

OBSERVE H1, 400.1755761 MHz
DATA FROCESSING

FT aize 32768

Total time 0 min 31 sec
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HME-06
Agilent Technologies

Sample Name:
MK - 06
Data Collected on:
Bmercurydd0-mercury400
Arebive directory:
/home/vnorl fvmarsys /data
Sample directory:
MME-06_20181016_01
FidFile: CARBON_01

Pulee Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Oot 16 2018 2

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax, delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 1.550
Wideh 21141.6 Nz

2000 repetitions
ODSERVE C13, 100.6243775 Mitz
DECOUPLE H1, 400.1779555 Miz
Powss 18 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 2 hr, 12 min

a

TTTT T

R R R R RN R AR RR RS Ra s nan ey sy o A
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Sekil 3.17. 11 no’lu bilegigin *C NMR spektrumu
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3.1.7. 3-(Benzilamino)-1-(10H-fenotiyazin-10-il)propan-1-on (12)

Benzilamin (1.242 mmol, 0.135 ml) ve K2CO; (745.2 mg) 15 ml THF iginde ¢oziildi.
Uzcrine 5 ml THF igindcki 3-kloro-1-(10H-fenotivazin-10-il)propan-1-on (0.300 g,
1.035 mmol) damla damla ilave edildi. Reaksiyon 6-8 saat reflux edildi. Reaksiyon
ITK ile kontrol edildi. Bitiminde solvan ucurularak EtOAc ile ekstraksiyon yapildi.
Organik faz suyla yikanip MgSO; ile kurutuldu. Daha sonra solvan ucuruldu. 13:1
kloroform-hekzan mobil fazi kullanilarak kolon kromatografisiyle saflastirildi. 14%

verimle 42 mg tirtin elde edildi. MS (ESI+) m/z: 361. Erime noktasi: 81.9 °C.

TH NMR (400 MHz, CDCI3): 8 ppm 2.76 (brd s, 3H, CH2+NH), 2.89 (t, 2H), 3.76 (5,
2H), 7.20-7.25 (m, 4H), 7.27-7.30 (m, 4H), 7.31-7.33 (m, 1H), 7.43 (dd,.J =7.6 Hz, J
=1.2 Hz, 2H), 7.49 (d, J =8 Hz, 2H). ¥*C NMR (CDCI3): 3 ppm 34.49, 44.87, 53.74,
126.94,127.01, 127.09, 127.29, 128.02, 128.23, 128,43, 138.45, 139.30, 171.33.

Elementel Analiz: C22H20N20S-0,5H20

C H N S
Hesaplanan: 71.51 5.72 7.58 8.67
Bulunan: 71.67 5.60 7.65 8.82
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MMK-15 305 (3.075) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
61.67
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1: Scan ES+
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Sckil 3.18. 12 no’lu bilesigin kiitle spektrumu

oE-18

Sample Wame:
ME-15
Cata Collected on:
Bercury400-sereury400
Arehive directory:
/bome/vozrl fvoareys /data
Sample directory:
HME-15_20190723_01
FidFile: FROTON_O1

Pulse Sequence: FROTON (sZpul)
Solvent: edell
Data collected co: Jul 23 201%

Tesp. 25.0 C f 298.1 K
Operator: wvomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Wideh 6402.0 Hz

® repatitions

OBSERVE M1, 400.174075) Mux
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total tisme 0 min J1 sec

m/z

- Agilent Technologies

n A —
LT B S S0 S i [ o N O B D B B o R T o D D O B L I O o ) B e B T [ A
13 12 11 10 9 8 7 6 - 4 3 2 1 o -1 ppm

Sekil 3.19. 12 no’lu bilesigin "H NMR spektrumu
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MME-15

Sample Name:
15
Data Collected om:
mercuryd00-mercury4on
Archive directory:
fheme fvaer] fvomrays fdata
Sample directery:
MME-15_20180723_01
FidFile: CARBON 01

Pulse Eequence: CARBON (a2pull
Solvent: edell
Data collected on: Jul 23 2019

Tesp. 25.0 € / 290.1 K
Operatos: wnarl

Relax. delay 1.000 sec
Pulae 45.0 degress

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

1000 repetitions
OBSERVE C13, 1006238513 MHz

LE H1, 400.1760547 Mz

Power 38 4B

centinuously on

WALTZ-1§ modulated

DATA FROCESSING

Line broadening 0.5 Ex

FT size £5536

Total time 40 min

- Agilent Technologies
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Sekil 3.20. 12 no’lu bilesigin '*C NMR spcktrumu
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3.1.8. 3-((4-Klorobcenzil)amino)-1-(10H-fenotiyazin-10-il)propan-1-on (13)

4-Klorobenzilamin (1.242 mmol, 0.151 ml) ve K2COs (745.2 mg) 15 ml THF igindc
¢oziildii. Uzcrine 5 ml THF igindcki 3-kloro-1-(10H-fenotiyazin-10-il)propan-1-on
(0.300 g, 1.035 mmol) damla damla ilave edildi. Reaksiyon 6-8 saat reflux edildi.
Reaksiyon ITK ile kontrol edildi. Bitiminde solvan ugurularak EtOAc ile ekstraksiyon
yapildi. Organik faz suyla yikanip MgSQOy ile kurutuldu. Daha sonra solvan ug¢uruldu.
50:1 diklorometan-metanol mobil faz1 kullanilarak kolon kromatografisiyle
saflagtirildi. 11.6% verimle 35 mg iirtin elde edildi. MS (ESI+) m/z: 395. Erime
noktasit: 95.2 °C.

TH NMR (400 MHz, CDCIl3): 5 ppm 1.9 (brd s, 1H), 2.66 (brd s, 2H), 2.84 (t, 2H),
3.68 (s,2H),7.18-7.33 (m, 8H), 7.46 (m, 4H). *C NMR (CDCls): 6 ppm 34.77,44.84,
53.13, 126.93, 126.99, 127.26, 128.04, 128.43, 129.41, 132.52, 138.51, 138.60,
171.30.

Elementel Analiz: C22H19CIN20S-1,5 CH:2Cl2
C H N S

Hesaplanan: 54.03 4.24 5.36 6.13

Bulunan: 54.13 420 5.69 6.41
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MMK-16 228 (2.299) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

1: Scan ES+

1001 395.72 1.03e8
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Sekil 3.21. 13 no’lu bilegigin kiitle spektrumu

MHE-16

Sasple Hame:
MME-16
Data Collected on:

mercury400-mercury400

Archive direstory:

fhome/vonrl fvonrays/data
Sample directory:

ME-16_20150718_01
FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdeld

Data collected on: Jul 18 2019

Tesp. 25.0 C / 288.1 K

Operator: vomel

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degress
Acq. time 2.550 sec

Width §402.0 Mz

8 repetitions
H1, 400.1740753 MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768

OBSERVE

Total time 0 min 31 sec

s - Agilent Technologies
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Sekil 3.22. 13 no’lu bilesigin "H NMR spektrumu
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MME-16

Sample Name: i .
0o-16 Agilent Technologies
Data Collected om:
mercuryd00-mercury400
Archive directory:
/home/vnarl /vaarays/data
Sample directory:
MME-16_20150718_01
FidPile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: edell
Data collected on: Jul 18 201§

Temp. 25.0 C / 298.1 &
Operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 1.550 mec

Width 21141.6 Hx

2000 repetitions

OBSERVE C13, 100.6238513 MHz
DECOUPLE H1, 400.1760547 MAz
Power 18 4B

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hx

FT size 65536

Total time 1 hr, 28 =in

1 IO

(8 LI T

B0 60 40 20 0 ppm

o L L T
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Sekil 3.23. 13 no’lu bilesigin *C NMR spektrumu



3.1.9. 3-((4-Fluorobenzil)amino)-1-(10H-fcnotiyazin-10-il)propan-1-on (14)

4-Fluorobenzilamin (1.242 mmol, 0.141 ml) ve K2CO3(745.2 mg) 15 ml THF i¢inde
¢oziildii. Uzerine 5 ml THF icindeki 3-kloro-1-(10//-fenotiyazin-10-il)propan-1-on
(0.300 g, 1.035 mmol) damla damla ilave edildi. Reaksiyon 6-8 saat reflux edildi.
Reaksiyon ITK ile kontrol edildi. Bitiminde solvan ucurularak EtOAc ile ekstraksiyon
vapildt. Organik faz suyla yikanip MgSQy i1lc kurutuldu. Daha sonra solvan uguruldu.
EtOAc’da ¢oziilerck hekzan ile kristalizasyon gergeklestirildi. 12.3% verimle 37 mg
{irtin elde edildi. MS (ESI+) m/z: 379. Erime noktas1:87.9 °C.

"H NMR (400 MHz, CDCL): 3 ppm 2.21 (brd s, 1H), 2.68 (s, 2H), 2.85 (1, 2H), 3.69
(s, 2H), 6.96 (t, J=8.8 Hz, 2H), 7.20-7.25 (m, 4H), 7.31 (t, J= 6.8 Hz, 2H), 7.43 (d, J
=7.2 Hz, 2H), 7.49 (d, J =8 Hz, 2H). 3C NMR (CDCL): 5 ppm 34.66, 44.85, 53.08,
115.02, 115.23, 126.95, 127.00, 127.27, 128.03, 129.64, 129.72, 134.23, 135.53,
138.47, 160.69, 163.12, 171.32.

Elementel Analiz: C2:Hi1yFN20S

C H N S
Hesaplanan: 69.82 5.06 7.40 8.47
Bulunan: 69.51 529 731 8.26
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|MMK-17 229 (2.309)
1: Scan ES+
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Sekil 3.24. 14 no’lu bilesigin kiitle spektrumu

sk B
Sanple Bama: <3 Agilent Technologies
1T

Data Collected om:
mareury400-mezcuryddd
Archive directory:
[home fvnmrl fvemreys /data
Bample dizectory:
MMELT_30190718_01
FidFile: PROTON_02

Pules Seguence: PROTON (a2pull
Selvent: cdell
‘Data ecollected en: Jul 18 2015

Tesp. 25.0 € / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pules 45.0 degrees

Acq. time 2.55% sec

Widen §402.0 Hs

# repstiticns

CBSERVE  H1, 400.1740753 etz
DATA PROCESSING

FT size 12768

Total time © =iz 31 sec
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Sekil 3.25. 14 no’lu bilesigin "H NMR spektrumu



MMELT

Sample NWame:

MME17
Data Collected on:
reuryd00-mercury400
Archive directory:

/home fvaarl/vanreys/dats
Sample directory:

MMEL17_20150718_01
FidFile: CARBON_ 01

Agilent Technologies

Fulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: cdell
Data collected ca: Jul 18 2019 Ny

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Fulse 45.0 degress
Aeq. time 1.550
Width 21141.6 Hz
1000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6238513 MHz
DECOUPLE H1. 400.1760547 Mz
Power 38 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Ez

FT size 65536

Total time 44 =min
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Sekil 3.26. 14 no’lu bilegigin *C NMR spektrumu
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3.1.10. 3-((3,4-Difluorobenzil)amino)-1-(10H-fenotiyazin-10-il)propan-1-on (15)

3.4-Difluorobenzilamin (1.242 mmol, 0.15 ml) ve K2CO3 (745.2 mg) 15 ml THF
iginde ¢6ziildii. Uzerine 5 ml THF igindcki 3-kloro-1-(10H-fenotiyazin-10-il)propan-
1-on (0.300 g, 1.035 mmol) damla damla ilave edildi. Reaksiyon 6-8 saat reflux edildi.
Reaksiyon ITK ile kontrol edildi. Bitiminde solvan ugurularak EtOAc ile ekstraksiyon
yapildi. Organik faz suyla yikanip MgSOy ile kurutuldu. Daha sonra solvan uguruldu.
3:1 kloroform-hekzan solvan sistemi mobil faz olarak kullanilarak kolon
kromatografisi ile saflagtirildi. 12% verimle 36 mg triin elde edildi. MS (ESI+) m/z:
397. Erime noktasi: 94.7 °C.

TH NMR (400 MHz, CDCls): 5 ppm 2.32 (s, 1H), 2.67 (brd s, 2H), 2.83 (t, 2H), 3.67
(s, 2H), 6.97 — 7.13 (m, 3H), 7.236 (t, 2H), 7.30-7.34 (m, 2H), 7.43 — 7.50 (m, 4H).

Elementel Analiz: C22H15F2N20S-0,3H20
C H N S

[Tcsaplanan: 65.75 4.66 6.97 7.98

Bulunan: 65.77 4.86 6.81 7.74
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MMK-19 281 (2.833) Cn (Cen.2, 80.00, Ht)
100 397.74

398.80

| 200.40

399.80
198.46

198.26

418.77

420.71

198.09
156.23 242!‘53
f F43.48 :3‘25.84

481.78 63849 gg7 1

794.19

L l..317.29 901.23

1: Scan ES+
1.34e8
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Sekil 3.27. 15 no’lu bilesigin kiitle spektrumu

onc-19

Sanple Name:
HOE-19
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home fvomrl /vomrsys /data
sample directory:
MME-19_2019121% 01
FidFile: PROTON

Pulse Ssquence: PROTON (s2pul]
Bolvent: cdcll
Data collected on: Dec 15 2019

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degress

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Mz

B repestitions

CBSERVE N1, 400.1740753 MHs
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

700 ¢

800

900

1000 1100

1200 1300

— m/z

Q Agilent Technologies

13 12 11 10 9 B8 ]

Sekil 3.28. 15 no’lu bilesigin 'H NMR spektrumu
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3.2. Aromatik Amin Kullamlarak Scntezlenen Siibstitiic Fenotiyazin 10-

Karboksamitler ve Analiz Sonuc¢lar

3.2.1. 1-(10H-Fenotiyazin-10-il)-2-(fenilamino)etan-1-on (16)
L0
N
o)\

2-Kloro-1-(10H-fenotiyazin-10-il)etan-1-on (250 mg, 0.9 mmol) ve trietilaminin (0.10
ml) 50 ml etanoldeki karisimina anilin (0.9 mmol) ve Nal (134.1 mg, 0.9 mmol) oda
sicakhiginda eklendi. Karigim 10 saat reflux edildi ve reaksiyon bitiminde karigim
stizilerck uguruldu. Kalan kisim ctilasctatta ¢oziilerck suyla ckstraksiyon yapildi.
EtOAc’da ¢dziilerck hckzan ile kristalizasyon gergeklestirildi. MS (ESI+) m/z: 333.
Erime noktast: 153 °C.

'H NMR (400 MHz, CDCl3): & ppm 3.98 (s, 211), 6.51-6.54 (m, 2I1), 6.70-6.74 (m,
1H), 7.13-7.17 (m, 2H), 7.26-7.31 (m, 2H), 7.37 (dd, J =8.0 Hz, J =1.6 Hz, 1H) 7.40
(d, J=1.2 Hz, 1H) 7.49 (dd, J =8.0 Hz, J =1.6 Hz, 2H), 7.56 (d, J =7.6 Hz, 2H). '*C
NMR (CDCl) & ppm 46.73, 113.30, 118.24, 126.87, 127.23, 127.41, 128.28, 129.25,
137.69, 146.82, 168.98.

Elementel Analiz: C20H16N208S

C H N S
Hesaplanan: 72.26 4.85 843  9.65
Bulunan: 72.15 5.05 845 9.60
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MMK-02 544 (5.485) Cn (Cen,2, 80.00, HY)
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Sckil 3.29. 16 no’lu bilesigin kiitle spektrumu

MHE-02

Sample Name:
MME-032
Data Collected on:
mercuryd00-mercuryd 00
Archive directory:
fhome/vnorl fvamceys /data
Sample dirsctory:
MME-02_20180327_01
PidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: edell
Data collectsd on: Mar 27 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 see
Pulse 45.0 degress

Aeg. time 2.559 sec

Width £402.0 Hz

8 repatiticns

OBSERVE  H1, 400.1740753 MEz
DATA PROCESEING

FT size 13768
Total time 0 min 31 sae

ok [k

o Agilent Technologies
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Sekil 3.30. 16 no’lu bilesigin 'H NMR spektrumu
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MME-03

Agilent Technologies

Sample Hame:
MK - 02
Data Collected on:
mercury400-mescuryd 00
Archive directory:
B ——
Sample directory:
MR- 02_20180327_01
FidFile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: edeld
Data collected on: Mar 27 2018

Temp. 25.0 ¢ f 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degress

Acg. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

1000 repetitions

OBSERVE C13, 100.623951) iz
DECOUPLE H1. 400.1760547 MMz
Power 18 4B

eentinuously on

WALTZ-16 modulated

DATA FROCESSING

Line broadening 0.5 Hx

FT size 65536

Total time 40 min

R o o e i o R B e B R AN AR AR R R R EEEEEE AR AR LR RAREE

220 200 180 160 140 1z0 100 BO 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.31. 16 no’lu bilesigin *C NMR spektrumu
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3.2.2. 1-(10H-Fcnotiyazin-10-il)-2-((4-(trifluoromectil)fenil)amino)ctan-1-on (17)
CLC
N
o)\
o
F,C

2-Kloro-1-(10H-fenotiyazin-10-il)etan-1-on (250 mg, 0.9 mmol) ve trietilaminin (0.10
ml) 50 ml etanoldeki karisimina p-trifluorometilanilin (0.9 mmol) ve Nal (134.1 mg,
0.9 mmol) oda sicakliginda cklendi. Karigim 10 saat reflux cdildi ve rcaksiyon
bitiminde kansimm siiziilerck uguruldu. Kalan kisim ctilasctatta ¢oziilerck suyla
ekstraksiyon yapildi. Daha sonra solvan uguruldu. 7:2 hekzan:etil asetat solvan sistemi
mobil faz olarak kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. MS (ESI+) m/z:
401. Erime noktasi: 189 °C.

"H NMR (400 MHz, CDCL3): 6 ppm 3.99 (s, 2H), 6.51 (d, J =8.4 Hz, 2H), 7.26-7.42
(m, 6H), 7.51 (d,.J =7.6 Hz, 2H), 7.56 (d, J =7.6 Hz, 2H).

Elementel Analiz: C21Hi5F3N208-0,24H20
C H N S

Hesaplanan: 62.31 3.85 692 7.92

Bulunan: 6231 398 684 7.85
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MMK-03 789 (7.956) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
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Sekil 3.32. 17 no’lu bilegigin kiitle spektrumu

MMk 01
Canple Hame:
MHE- 03
Datas Collected on
mercurydno-sarcuryd00
Archive dirvectory:
fhcme vnarl /voareys/date
Basple directory:
k03 30180705 01
Pidrile: ¥ROTON 03

Fulse Sequence: FROTON (sipull
Colvent: cdeld

Dats collected oni Jul & Joie

Temp. 35.0 C / 390.1 E
Operator: vmarl

Belax. delay 1.000 sec
Fulse 45.0 degrees

Acq. time 3.35% sec

width €492.0 Mz

16 repetitions

COSERVE M1, 400.174075) Mz
DATA PROCESSING
FT size 3376R
Total time 1 min O sec
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Sekil 3.33. 17 no’lu bilegigin 'TT NMR spektrumu
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3.3. Sentezlenen Bilesiklerin Bivolojik Aktivite Tayin Sonug¢lart®

On tarama sonuclari, 24 saatlik ilac uygulamalar1 tizerinden alinmistir. Bu
kapsamda, Hep3B ve SkHepl hatlari taranmigtir (Cizelge 3.1.). Bunlarin yani sira nail
HCC hatlar1 HepG2 ve Huh7 ile HCC olmayan meme kanseri hattt MCF-7 hiicre
hatlar1  da tirevlerin  hicre etkileri  {izerinden

se¢ilen viyabilitesine

dcgerlendirilmislerdir,  Fenotiyazinden ana  yapisindan  daha  ctkin - tlirevier
gozlenmistir. Ara {irtinlerden 1 ve 3 dnc ¢ikmislardir. Diger ara {iriin tiirevleri 2, 4 ve
5’nin fenotiyazin (PTZ) yapisina benzerligi degerlendirildiginde, 1 ve 3 ileri sentez
yolaklar1 i¢in dnciil bilgiler sunmaktadirlar. Ozgiin tiirevler arasindaysa 13 ve 14 ne

cikmislardir.

Cizelge 3.1. 24 saatlik tiirev uygulamalar nihayctinde 1ep3B ve Skllepl hatlarindan clde edilen 1Cso degerleri
(pM)

Llep3B3 Skllepl [lepG2 1luh7 MCL7
PT7Z. 61,05 44,74 71,17 138,51 ns
SFB 5973876 0,258861 11,28758 6,643247 -
1 11,14 12,46 45,43 31,33 17,46
2 33,69 49,44 92,32 82,2 40,17
3 978 10,95 41,49 28,06 492
4 43 44 40,11 - - 42,47
5 56,72 44,72 - - 61,69
6 103,16 405,23 152,01 177,59 4942
7 57.64 ns ns ns -
8 80.87 ns 139,33 7842 -
9 87,5 ns 92,41 105,17 85,14
10 101,67 166,84 ns 36,69 45,78
1 88,81 ns 95,44 101,8 -
12 34,24 91,74 67.51 104,33 64,04
13 30,01 62,9 25,17 22 19,76
14 24,25 53,15 21,48 28,58 20,83
15 23,83 71,51 - - 39,07
16 218,84 ns ns 107,55 -
17 61,3 141,33 99,62 166,96 -

* Biyolojik aktivitc analizleri Bilkent Universitesi Molckiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii’nden Dog.Dr. Ozlen KONU ve Dr.
Murat Yaman tarafindan gerecklestirilmistir.
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3.4. istatistiksel Yapi-Aktivite Analizleri

Sekil 3.34.’te verilen Kruskal-Wallis non-lineer istatistiksel analizinde, 3
numarali bilesigin (R;=-SCH3; Ry=-Cl) diger tiirevlere gore oldukca aktif oldugu
goriilebilmektedir. Fenotiyazinin ikinci konumu non-siibstitiie olunca bu akitivite
dramatik bir sekilde azalmakta ve bu substituent kloro oldugunda ortalama ICso
degerine kadar aktivite digsmektedir. Dunn’in ¢oklu karsilagtirmasina gore, 2. konuma
gelecek bir metiltiyo grubu nonstibstitiie (p=0.0322) ve kloro (p=0.0128) tiirevlerine
gore hiicre hatlarinda daha aktif olabilmcktedir. S6z konusu analizin glivenilirligi

oldukga yiikscktir (p=0.0162).

Kruskal-Wallis, p= 0.0162

Dunn's multiple comparisons:
304 - methylthio vs. H, p=0.0322 *
- methylthio vs. chloro, p=0.0128

Cell_Line
+ Hep3B
# SkHept
C HepG2
O Huh?
<& MCF-T

—ang R2

10g10(ICs0)

4-(2,3 4-trimethoxybenzy}-piperazinyl

| MeaniCy-47.94uM | @8- 5. .. 1. | ) 4-(4-methoxybenzyl)-piperazinyl

[ ’ ® 4-chiorobenzyl
15 — —’7 ®  4-fluorobenzyl

benzyl

chioro

<

R; groups

Sekil 3.34. Scatezlenen fenotiyazin tliircvlerinin hiiere hatlarindaki ICso degerlerinden yola ¢ikarak yapilan R
bazli karsilastirmalt analizi (Mcan ICso  47.94 uM)
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R> siibstitlientleri bazinda n-Way Anova testi yapildiginda ise, asetilli tiirevlerden
(n=1) nonsiibstitiie ara basamaklarin (R>= chloro) diger tiirevlere gore aktif oldugu
goriilmektedir (Sekil 3.35.). Ek olarak, 4-fluorobenzil ve benzil iceren tiirevler bariz
bir gekilde inaktil olarak bulunmustur. Propiyonil ara zincirli tirevlerde (n=2) ise 4-
kloro ve 4-fluorobenzil igeren tirevler rolatif olarak aktif bulunmustur. Aktivite
tzerindeki substituent, n sayist ve bunlarin kolektif etkisi incelendiginde oncelikle R
grubunun, n zincir uzunlugunun vce nxR» ctkilesiminin aktivitedc rol oynadig
sOylencbilmektedir. Bu ctkilerden sonra sirasiyla RixRo, ve Ro ctkisi gelmcektedir.

n: 1 i i n:2

R effect 2.37s-05
2 efiect §.67e-06
n-length effect: 1.75e-04
R xR2 it 5.07e-02 | Hepim
nxR2 int 2.01e-02 # SkHept

s i
:I L Heps?
* ¥ — > Huh?
. | " MCF-7
o] . & |$ +

.
- g ; 2 — R
i ] —— chioro
o = = H
| g mathylthia

Cell_Line

log:eflCez)
i

R groups

Sekil 3.35. Sentezlenen fenotiyavin tirevlerinin hiicre hatlarindaki 1Csq degerlerinden yola ¢ikarak yapilan Rz bazl

karsilasurmali analizi (Mean 1Cso= 47.94 uM)

3.5. Molekiiler Doking Analizleri

3.5.1. Asetilkolinesteraz Enzimi ile Doking Analizleri

Fenotiyazin tiirevlerinin kolinesteraz modiilator etkilerini arastirmak amaciyla,
oncelikli olarak standart bilesik Huprin W'yi igeren AChEL (pdb id:4BDT) ele alindi.
AChE modiilasyonunun 6ngdérilmesi icin bu komplekste var olan etkilesimleri mimik
eden fenotiyazin tirevleri mercek altina alindi. Huprin W ile bu enzimin etkilesimleri
Sckil 3.36. ve Sckil 3.38.°de, tiim ligandlarm bu komplcks ilc gakistiriimig baglanma
modlar1 Sckil 3.37.’d¢ vc ctkilesim diyagramlar Cizelge 3.2.°dc dctayl bir sckilde

sunulmustur,
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Sekil 3.38. ITuprin W — AChE etkilesim profili (Glide score: -14.76)

73



Cizelge 3.2. Test edilen ligandlarn iki-boyutlu etkilesim diyagramlari
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7 (Glide score: -6.059)

8 (Glide score: -7.681)
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Huprin-W ve AChE kompleksinden elde edilen veriler isiginda, baglanma
bolgesinde Tyr337 ve Trp86 ile Pi-Pi stacked etkilesimleri tespit edilmistir. —OH kismu
ve —NHz kisimlari, Tyr124 ile ortamdaki su molekiilleri aracihigiyla hidrojen bagi
etkilesimleri olusturabilmektedir. Buna ek olarak His447 ile halkadaki azot H bagi
ctkilesimi kurabilmistir, Tyr337 ilc 4.37 ve 3.52 A, Trp86ile 3.63 A, Tyr124 ilc 2.14
A, His447 ilc 1.78 A uzaklikta ctkilesimler kurmustur.

Huprin W’den elde edilen gerekli etkilesimler goz 6niine alindiginda, AChE
modiilasyonunun incelendigi fenotiyazin tiirevlerinde bu etkilesimlerin kismi yahut
tamamen gdzlemlendigini sdylemck miimkiindiir. H2O araciligiyla Tyr124 ile kurulan
H-bagi, 7, vc 8’tc gorlilmceklc birliktc stabilizasyonda pozitif bir ctkisine
rastlanmlmamustir. Afinite degerlerine gore 6zellikle PTZ, 3, 5, 6, ve 10 en stabil
kompleksleri olusturmuslardir. Aktif bilesik olan 3, reseptdr kavitesindeki Trp86 ve
Tyr337 ile Pi-Pi etkilesimlerine ek olarak Glh202 ile hidrojen bag: etkilesimleri
olusturmusgtur. Bu etkilesim verisi aktivitesini destekler nitelikte olmustur. Nispeten
daha az aktif olan bilesik 1’in ise bilesik 3’e gore bir hidrojen bagi etkilesimi
gostermedigl goriilmiistiir. Bu karsilastirmadan yola ¢ikilarak, kavite yilizeyindeki
polar bir aminoasitle gerceklesecek olan bir hidrojen bagt etkilesiminin aktiviteyi
artirdigt sdylencbilmcektedir. Bu hipotcz, 13 ve 14 numaral bilcsiklerin reseptorle
ctkilesim sonucu incclendiginde dc kanitlanabilmektedir zira bu iki ligand reseptore

baglanamamustir.
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Cizcelge 3.3. ACKE ligandlar i¢in QikProp ile hesaplanan molekiiler dzellikler

Molckiiler Molckiiler hacim  QPlogp % Oral

agirlik absorbsiyon
HUW 313.829 990.146 2.876 83.916
PTZ 199.270 663.265 3.568 100.000
1 275.752 804.331 3.570 100.000
2 310.197 857.505 4.186 100.000
3 321.839 937.634 4.338 100.000
4 289.779 862.599 4.987 100.000
5 324.224 921.603 4.647 100.000
6 364.436 1126.716 4.490 100.000
7 415.336 1199.044 5.237 100.000
8 382.427 1111.739 4457 100.000
9 380.891 1162.276 4810 100.000
10 346.446 1117.491 4.299 100.000
11 380.891 1161.551 4.793 100.000
12 360.473 1164.140 5.422 100.000
13 394.918 1207.711 5912 100.000
14 378.463 1190.619 5.590 100.000
15 396.4542 1207435 5.729 100.000
16 332419 1051.181 4.604 100.000
17 400.418 1119.542 5.364 100.000

Hesaplanan QikProp Molekiiler Deskriptorlerine gore, bazi ligandlarin reseptore
baglanamamasi molekiler hacimlerinin biiyiikliigliyle aciklanabilmektedir (Cizelge
3.3). Zira baglanabilen ligandlardan PTZ ve 1 diisiik molekiiler hacme sahiptirler. 13
vc 15 numaral bilesikler, ITUW’a gérc asm yiiksck bir log P dcgerinc sahiptir ve
Lipinski kurallarma uymamaktadir. Bu dcgcr, bilcsigin membranlardan gegisini ve
toksisiteyi etkilediginden 3’ten yiiksek olmamalidir ve HUW bu parametreyi
saglamaktadir. Aktif bilesik 3’in Ozellikleri incelendiginde, molekiiler agirligin
HUW’a yakin oldugu fakat molekiiler hacmin yiiksek oldugu goriilmektedir.
Molekiiler hacmin blyiik olmast kaviteyle etkilesimi zorlastirabilmektedir.
Ayrniyetten, kompiitasyonel log P degeri HUW a gore oldukga yiiksck bulunmustur.
llacin bu 6zclligi biyoyararlammda uygun olmayan sonuglar dogurmakla birliktc,

tcknolojik olarak ¢oziimc kavusturulabilmcktedir.
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3.5.2. Biitirilkolinesteraz Enzimi ile Doking Analizleri

Bitirilkolinesteraz’in  da kolinesteraz modilatorii  aktivitede incelenmesi
gercken bir enzim oldugu gergeginden yola ¢ikarak, bu enzimin komplcksi il dc
doking analizi gergeklestirilmistir (pdb id:4BDS). S6z konusu komplckste baglh ligand
Takrin’dir ve fenotiyazin ligandlarimin etkilesimleri bu bilesik ile karsilastirilmastir.
BuChE ile yiiriitiilen docking analizlerine gore, sentezlenen fenotiyazin tiirevi

ligandlarin BuChE ile yeterli afiniteyi gdstermedigi tespit edilmistir,
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4. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda antikanser etkinlikleri oldugu ispatlanan fenotiyazin tiirevi
yeni bilesiklerin tasarumi ve sentezi gergeklestirilmistir. Fenotiyazin tiirevi bilesiklerin
senlezine 500 mg non siibstitiie [enotiyazin veya 2-klorofenotiyazin ile baslandi. 2.2
mmol TEA, 10 ml kuru THF icinde karistirildiktan sonra ilgili acilkloriirlerin 5 ml
THF i¢indeki ¢cozeltisi reaksiyon ortamina damla damla ilave edilerek oda sicakliginda
1 hafta rcaksiyona tabi tutuldu. Eldc cdilen iirinler kolon kromatografisi yontemiyle
saflastirildi. Final firiinler ig¢in, 15 m]l THF igindcki 1.2 mmol amin 6nce 600 mg
K>COs; ile muamele edilerek, daha sonra S ml THF igindeki 1| mmol propiyonilli ve
asetilli ara iirtinler ile 6-8 saat reflaks edildi. Reaksiyon ITK ile kontrol edilerek, solvan
ucurularak etilasetat ile ekstraksiyon yapildi. Daha sonra solvan ugurularak iiriin,
CHCIl3 : MeOH mobil tazi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi.
Substitiient olarak anilin tirevlerini igeren bilegiklerin sentezi i¢in 2-kloro-1-(10H-
fenotiyazin-10-il)etan-1-on (5 mmol) ve trietilaminin (0.57 ml) 50 ml etanoldeki
karistimina uygun arilaminler (5 mmol) ve Nal (2.5 mmol) oda sicakliginda eklendi.
Karigim 10 saat rcflaks cdildi ve rcaksiyon bitiminde karisim sliziildd, siiziintii
ucurularak ctilasctatta ¢67iiliip, suyla ckstraksiyon yapildi. Etilasctat ugurularak kolon

kromatografisi ile saflagtirildi.

Sentezi yapilan bilesiklerin saflik kontrolleri, erime noktalar1 ve ITK
incclemeleri  yapildiktan sonra, yapilarirm kanitlamak {izerc spcktral analizlcri
gereeklestirilmis, clementel analiz, 'TI-NMR ve 'C-NMR analizleri vc kiitle
spekirumu analizleri ile elde edilen bulgularin beklenen yapilart kanitlar nitelikte

oldugu bulunmustur.

Sentezlenen  fenotiyazin  tiirevi  bilesiklerin - biyolojik  aktivite g¢alismalan
kapsaminda, bilcsikler naif [ICC hatlarindan cn az iki tancsi (I1ep3B, Skllcpl, 11epG2
ve Huh7) ve MCF-7 liminel epitel meme kanseri tipinde taranmustir. Bk olarak Hep3B
ve SkHep1 hatlarinin eGFP (enhanced Green Fluorescence Protein) ifade eden stabil

klonlarinda da taramalar gerceklesmistir. Sentezlenen 5 adet ara tirtin ve 12 adet sonug
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lirlinfin  hiicre varligina etkileri MTT deneyleriyle test edilmistir. 24 saatlik
uygulamalar sonucunda ve 3.7 uM, 11.1 uM, 33.3 uM ve 100 uM doz skalasinda 6nciil
taramalarda hiicrelerin varligi, MTT viyabilite degerleri ile 6l¢iilmiistiir. Bunu takiben
GraphPad (v6.01) programi ile ilaglarin viyabiliteye etkinlikleri doz egrileri lizerinde
grafige dokiilmiis, ve ICso hesaplamalar1 yapilmistir. Sorafenib (SFB) ise kontrol

molekiili olarak kullanilmuigtir.

Ara Uriinlerden 2. konumda siistitiient tagimayan 1 no lu bilesik ile 2. konumda
metiltiyo grubu tasiyan 3 no lu bilesik 6ne ¢cikmuslardir. Bu bilesiklerde fenotiyazin
halkasinin azotuna bagli asetil kloriir yapist bulunmaktadir. 2. konumdaki yine
siibstitiient tagimayip sadece fenotiyazin halkasinin azotuna bagh propil klorir yapisi
olan 4 no lu bilcsiktc ctki gériilmesi bu konumda sadcce 2 karbonlu bir yapinin aktivite
igin onemli oldugunu gostecrmektedir. 3 no lu bilcsiktcki metiltiyo grubunun da
aktiviteyi olumlu etkiledigi goriilmiis ama metiltiyo grubu igeren sonug fiiriinler elde
edilememistir. Sentezlenen sonug¢ fenotiyazin tiirevleri arasindaysa 13 ve 14 no Iu
tirevler 6ne ¢ikmuslardir. 13 ve 14°iin MCF-7 hattinda goreceli olarak etkin olmasi bu
tirevlerin meme kanseri i¢in de onciil tiirev olabileceklerinin gdstermektedir. Yine
sentezlenen tiirevlerin zamana bagl etkilerini gérmek amaciyla 48 saatlik tiirev
muameleleri de Hep3B ve SkHep]1 hiicre hatlarinda gerceklesmistir. 48 saatle birlikte
etkide artisa dogru bir yonelim oldugu goriilmiistiir. Yine sentezlenen sonug
fenotiyazin tiirevicri arasindaysa 13 ve 14 no Iu tiirevier onc ¢ikmislardir. Bu tiircvlerin
ikisindc dc 2. konumda siibstitiicnt olmamas1, bu konumdaki herhangi bir siibstitiicntin
reseptorle etkilesim agisindan Onemli olmadigi ve aktiviteye herhangi bir katki
yapmadigt sonucunu gostermektedir. 14 no lu bilesigin p-tluorobenzil, 13 no Iu
bilegigin p-klorobenzil grubunu icermesi, para konumunda halkay1 desaktive eden bir

halojenin varliginin aktiviteyi olumlu etkiledigini gostermektedir.

Molekiiler doking analizlerinde, sentezlenen [enotiyazin tiirevi bilesiklerin
AChE ve BuChE enzimleri ile etkilesim profilleri incelenmis ve siibstitiientlerden
dogan yapi-etki iliskileri biyolojik aktivite ile korele bir sekilde aydinlatilmigtir. Bu
calismalar icin belirlenen reseptorler 3.10 A rezoliisyondaki 4BDT kodlu AChE’nin
Hiiprin W ilc komplcksi ve 2.10 A rezoliisyonlu BuChE nin Takrin ilc komplcksidir.
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HepG2, Hep3B ve Huh7 hiicre hatlarinda en sitotoksik bilesik olan 3 numarali
bilesigin etkilesim &zellikleri ve kaviteye yerlesimi incelenmistir. Baglanma enerjisi -
8.935 kkal/mol olan bu bilesik, cepteki hidroflobik yiizeyle yiiksek uyum gostermis ve
Tyr337 ve Trp86 gibi aminoasitlerle etkilesim gostermistir. Ek olarak, G1h202 ile

hidrojen bagi etkilesimi gostermistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sentezlenen 5 adet ara iiriin ve 12 adet sonu¢ olmak iizere 17 adet fenotiyazin
bilesiginin  antikanser aktivitelert hepatoma hiicre hattt Hep3B, hepatik
adcnokarsinoma hiicre hatti SkHcp1, hepatosclliiler karsinoma hiicre hatlart HepG2 ve
Huh7 ilc memc kanscri hiicre hattt MCF-7"dcki [Cso degerlert tespit cdilerck

incelenmistir.

Hep3B hiicre hattindaki sitotoksisite degerlert incelendiginde, 10. konumda
asctil grubu bulunduran fcnotiyazin ara basamaklarindan 2. konumu non-siibstitiic
olan bilcsik 1 (ICs0= 11,14 uM) vc 2.konumundaki mectiltivo bulunduran bilcgik 3
(ICs0 = 9,78 uM) referans bilesik Sorafenibe (ICso= 5,793876 uM) yakin bir etkinlik
gostermistir. SkHepl hiicre hatt1 ele alindiginda ise, standardin etkinligiyle aradaki
fark artmustir (Bilesik 1 icin ICso= 12,46 uM, bilesik 3 i¢in ICso= 10,95 uM, Sorafenib
icin ICso= 0,258861 uM). HepG2 incelendiginde ise bilesik 1 (ICso = 45,43 uM) ve
bilesik 3 (ICso = 41,49 uM), Sorafenib’e (ICso = 11,28758) uM gore zayif etkinlik
gostermistir. Sentezlenen fenotiyazin tiirevlerinden p-klorofenil siibstitiienti tasiyan
bilesik 13%iin [1ep3B’dcki 1Cso degeri 30,01 uM, TlepG2°daki 1Cso degeri 25,17 uM
vc [Tuh7’daki 1Cso degeri 22 uM olarak bulunmustur. Siibstitiient olarak p-fluorofenil
tasiyan bilesik 14’iin ise Hep3B’deki ICso degeri 24,25 uM, HepG2’daki ICso degeri
21,48 uM ve Huh7’daki ICso degeri 28,58 uM olarak bulunmustur. Sonug olarak p-
fluorofenil siibstitiisyonu, p-klorofenil grubuna nispeten Hep3B ve HepG2 hiicre
hatlarindaki sitotoksik etkiyi artirmis fakat Huh7 deki s6z konusu etkiyi azaltnustir.
Gencl olarak iki bilesik de modifikasyon sonucu fenotiyazin ana yapisindan daha

yiiksck aktivite sergilemistir.

Fenotiyazin tiirevleriyle yapitlan Dunn’in ¢oklu karsilastirma analizlerine gore
fenotiyazinin iskeletinin 2. konumuna gelen metiltiyo grubunun aktivite izerindeki
ctkisi kloro grubuna vc nonsiibstitlic duruma gorce daha fazladir (mcthylthio vs. H,

p=0.0322; mcthylthio vs. chloro p=0.0860; Kruskal-Wallis, p=0.0162). Bilcsik 13 ve
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14’te bulunan 4-fluorobenzil ve 4-klorobenzil siibstitiientlerinin aktiviteyi artirdigi
gOriilmistiir. Yapilan n-Way Anova testi’ne gore, R; grubunun asetil yerine propiyonil
olmasi akiiviteyi artirnustir. Ozet olarak, fenotiyazinin 10. konumundaki ara zincirin
uzunlugunun, 2.konumdaki siibstitiient ve ara zincire siibstitiie olan arilaminin tipinin

(4-klorobenzil, 4-fluorobenzil), aktivite lizerinde énemli rol oynadigi goriillmiistiir.

Sitotoksisitesi en yiiksek bulunan 3 numarali bilesik, AChE enziminin ligand
baglanma bolgesine yiiksek alinite gostererek uyum saglamis ve literatiirdeki onemli
etkilesimleri gostermistir. Elde edilen sonuglar bu bilesigin Hep3B, SkHepl, ve

HepG2 hiicre hatlar1 Gizerindeki aktivitesini destekler niteliktedir.

Sentezlenen bilesiklerin etki sonuglar1 ve destekleyici doking caligsmalari,
fenotiyazin  tiirevlerinin  gelecekte  antikanser ilaclarin  geligtirilmesinde
degerlendirilebilecegi fikrini kamtlamistir. Aktit bulunan bilesiklerin  etki
mekanizmasinin - AChE enziminin modiilasyonu ile olabileceg@i gosterilmistir.
Yapilacak ileri calismalar ile etki mekanizmasi daha da aydinlatilabilecek ve
scntezlenen 67giin fenotiyazin tlirevlerinin in vivo ctkinlikleri kanitlanabilccecktir. Bu

saycdc antikanscr ilag ctken maddc gelistirme galigmalarina katki saglanmig olacaktir,
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OZET

Yeni Fenotiyazin Tiirevi Bilesiklerin  Sentez, Yapn Aydinlatilmalari, Antikanser
Aktivitelerinin Incelenmesi ve Molekiiler Modelleme Calismalari

Bu ¢alismada, fenotiyazin tiirevi bilegiklerin sentezi i¢in non-siibstitiic veya 2-
klorofenotiyazin ile asetil klortir/propiyonil kloriir muamele edilerek fenotiyazin 10-il agil
kloriirler elde edilmistir. Daha sonra uygun aminler ile K,COs ya da Nal varliginda reaksiyona
sokularak fenotiyazin 10-karboksamitler elde edilmigtir. Sentezlenen bilesiklerin yapilari
clementel analiz, 'II-NMR ve PC-NMR spckirumlan ve Mass (ESI+) spekiral verileriyle
kanitlanmustir.

Elde edilen 17 bilesigin (1-17) Hep3B, SkHepl, HepG2, Huh7 ve MCF-7 hiicre
hatlarina karsi in vitro sitotoksik etkileri taranmigtir, Sonugta, fenotiyazin tiirevi bilesiklerden
13 ve 14 ‘c ck olarak ara iiriin bilesikleri 1 ve 3 aktif olarak bulunmustur. Yapi-ctki iliskileri
incelendiginde, fenotiyazin halkasimn ikinei konumundaki metiltiyo grubunun ve sonug
iiriinlerden 13 ve 14’teki p-klorofenil ve p-fluorofenil gruplarinin sitotoksik etkiyi artirdig:
sonucuna ulasilmistir.

Sitotoksisitesi en yiiksck bulunan 3 numaral bilesigin doking analizlerindeki baglanma
modu ve etkilesimleri bu bilesigin Hep3B, SkHepl, ve HepG2 hiicre hatlar iizerindeki
aktivitesini destekler niteliktedir.

Sonugta, sentezlenen 12 adet fenotiyazin tiirevi ve 5 adet ara basamak fenotiyazin
tlircvlerinin arasindan fenotiyazin ana yapisina gorc daha yiiksck antikanscr aktivitcyc sahip
tirevler bulunmug ve bunlardan birkag: standart Soralenib’c yakin dcgerde aktivile
sergilemigtir. Anti-HCC aktivitenin AChE modiilasyonundan kaynaklanabilecegi tezinin
molckiiler doking ¢alismalar ile temellendirilmesi hedeflenmistir. Tiircvlierden en aktif olan
bilesik 3’iin bu enzime yiiksek afinite ve ¢ok sayida etkilesim gostermesi bu tezi ispatlammigtir.
Bu galisma ile antikanser ilag kegif arastirmalarinda fenotiyazin tiirevlerinin drug repurposing
ile kullanilabilecegi vurgulanmistir.

Anahtar Sozciikler: Antikanser, Doking, Fenotiyazin, Sentez, Sitotoksisite.
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SUMMARY

Synthesis, Structurc Elucidation, Anticancer Activity and Molccular Modelling Studics
of Novel Phenothiazine Derivatives

In this study, synthesis of phenothiazine derivatives were carried out by using non-
substituted or 2-chlorophenothiazine derivatives and acetyl/propionyl chlorides, to yield
phenothiazine 10-yl acyl chlorides. Afterwards, the reaction of these intermediates with
appropriate amines and K>COs or Nal yielded phenothiazine 10-carboxamides. The exact
structurcs ol these amides were identificd using clemental analysis, '11-NMR and *C-NMR
spectrums and Mass (ESI+) spectral data.

In vitro cytotoxicities of 17 phenothiazine derivatives (1-17) were screened against
Hep3B, SkHepl, HepG2, Huh7 and MCF-7 cell lines. Consequently, novel phenothiazine
dcrivatives 13, 14 and intcrmediates 1 and 3 were found to be active. SAR studics of these
derivatives suggested that methylthio group at the 2nd carbon of phenothiazine increased the
cytotoxicity. As a conclusion drawn from novel derivatives 13 and 14, p-chlorophenyl and p-
Nuorophenyl groups also causcd rclatively high cytotoxicity valucs.

Binding modc and intcractions of the most cytotoxic compound 3 supports the activity
of this derivatives on hepatic cell lines Hep3B, SkHepl, and Hep(G2.

All of the synthesized 12 phenothiazine derivatives and 5 intermediates were found to
be more cytotoxic than phenothiazine core and some of them exhibited close values to that of
standard Sorafenib. Morcover, we aimed to cvidence the thesis of Anti-HCC activity and
AChL relationship with molccular docking studics. Fortunatcly, the high allinity and beticr
activity profile of compound 3 proved this thesis. With this study, we emphasized the drug
repurposing valuc of phenothiazine in anticancer drug discovery rescarch.

Keywords: Anticanccr, Cylotoxicity, Docking, Phenothiazine, Synthesis.
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