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OZET

FERROSENOIL TiYOFEN TUREVLERININ SENTEZLERI VE BiYOLOJIK
AKTIVITELERININ INCELENMESI
USLU, Faruk
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Mustafa TOMBUL

Subat 2012, 72 Sayfa

Bu tezde, Ferrosenoiltiyofen tlirevlerinin sentezi ve biyolojik aktiviteleri ¢alisiimistir.
Ferrosenin  tiyofenil tiirevleri  Friedel-Crafts acilleme reaksiyonlar1 ile
etilaliiminyumkloriir, EtAICly, katalizorii kullanilarak sentezlenmistir. izole verimler
%43 ile %80 araliginda elde edilmistir. Sentezlenen iiriinlerin saflastirilmalar1 kolon
kromotografisi ile yapildiktan sonra spektroskopik yontemlerle (1H NMR, *C NMR
ve FT-IR) yapilar1 aydinlatilmigtir. Sentezlenen bilesiklerin biyolojik aktivite
calismalarinda WST-1 metodu ile sitotoksisiteleri ve ikili boyama metodu ile
apoptozun ve nekrozun belirlenmesi ¢alisilmigtir. Elde edilen sonuglara bakildiginda
IV Numarali bilesigin yiiksek derecede antikanserojen etkiye sahip oldugu

gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Ferrosen, Biyolojik Aktivite, Tiyofen, Friedel-Crafts,
Antikanserojen



ABSTRACT

THE SYNTHESES OF FERROCENOYL THIOPENE DERIVATIVES AND
INVESTIGATION OF THEIR BIOLOGICAL ACTIVITIES

USLU, Faruk
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry, M.Sc. Thesis
Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Mustafa TOMBUL

February 2012, 72 Pages

In this thesis the syntheses and biological activitiy of ferrocenoyl thiophene
derivatives have been studied. The derivatives of ferrocenoyl thiophene were
synthesised by Friedel-Crafts acylation reactions utilizing ethylaluminiumchloride,
EtAICI,, as catalyst. Isolated yields were obtained in the range between %43 and
%80. After purification with flash colon chromotography, the synthesised products
were characterized by spectroscopic methods (*H NMR, *C NMR and FT-IR).
Biological activity studies conducted on synthesised compounds, WST-1 method
have been used for the determination of cytotoxicities and also binary staining
method have been used for the determination of apoptosis and necrosis. On the basis
of the results obtained so far, compound IV was found to be having the highest anti-

cancerogenic effect.

Keywords: Ferrocene, Biological Activity, Thiophene, Friedel-Crafts,
Anti-cancerogenic



TESEKKUR

Tezimin hazirlanmasi sirasinda essiz bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim, ¢alisma
boyunca karsilagtigim problemlerin ¢oziimiinde, maddi ve manevi destegini benden
esirgemeyen, calismanin sonuglanmasinda gayretleri ¢ok fazla olan danigman hocam

saygideger Dog. Dr. Mustafa TOMBUL’ a sonsuz saygi ve siikranlarimi sunarim.

Tez calismam siiresince bilgi ve tecriibeleri ile beni yonlendiren, bilimsel ¢alisma
yontemini Ogreten, tezimin baslangicindan sonuna kadar biiyiik bir sabir, fedakarlik
ve emekle tezimde bana destek olan, hakkini hicbir sekilde ddeyemeyecegim c¢ok

kiymetli hocam Sayin Dog¢. Dr. Adnan BULUT a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Sentezlenen bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin incelenmesinde yardimlarini
esirgemeyen Sayin Dog. Dr. Mustafa TURK hocam’a en kalbi duygularimla tesekkiir

ederim.
Tez calismam siiresince bana emegi ¢ok fazla gecen ayrica her an yanimda olan ¢ok

degerli arkadasim Biisra UCAR’a sonsuz tesekkiir ederim.

Dokiiman taramasinda yardimlarimi fazlasiyla gordiigiim arkadaslarirm Aykut
BAYKARA, Unal AKSU ve kuzenim Ayse YASAR’a ne kadar tesekkiir etsem

azdir.

Her tiirlii destegini hayatimin hi¢bir agsamasinda birakmayan aileme de ¢alismamin

sonuclanmasinda gosterdikleri emekler i¢in minnet ve tesekkiirlerimi sunarim.
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KISALTMALAR

NMR : Niikleer Manyetik Rezonans

IR : Kiz1l Otesi Spektroskopisi
c : Sigma

Cp : Siklopentadienil

\% > Volt

n : Hapto

Et,O  : Dietileter

HOMO : Dolu en yiiksek enerjili molekiil orbital
LUMO : Bos en diisiik enerjili molekiil orbital

AH : Bag ayrisma enerjisi

B12  : Kobalamin olarak da bilinen B12 vitamini

Dum : Dumanh

0 - Fenil

Me : Metil

o : Kimyasal kayma
Ar - Aromatik Grup
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1.GIRIS

1.1. Ferrosen

Sekil 1. 1. Ferrosenin Sekli

1950’1erin baglarinda Ferrosenin, Fe(CsHs), yapisinin [1] ve karakterizasyonun kesfi,
d blogu metal karbon baglarina olan ilgiyi arttirmis ve bu gelismeler organometalik

kimyanin hélihazirda yapilan ¢alismalarin1 da beraberinde getirmistir [2-3].

1950 yilindan 6nce de birka¢ d blogu organometali sentezlenmis ve karakterize
edilmistir. Bunlardan ilki 1827 yilinda W.C Zeise tarafindan sentezlenen platin(ll)
nin bir etilen kompleksidir [4]. 1890’larda ise Ludwig Mond ve ¢alisma arkadaslari
ilk metal karbonili olan, tetrakarbonilnikelat(2) kompleksini sentezlediler. Ancak, bu
tir komplekslerin yapilarini, kimyasal metotlarla anlamak, 1950’lerde, sivi ve kati
haldeki bilesik yapilarini ¢ozmekte NMR ve tek kristal X-1ginlar1 kirinimi yontemleri

kullanilana kadar ¢ok zordu.

Ferrosen bilesigi, ilk olarak 1951 yilinda iki bagimsiz arastirma grubu; Kealy ile
Pauson [2] ve Miller ile arkadaslar tarafindan sentezlendi [5] ve beklenenin disinda
kararli bulundu. Yapist ve baglanmasi geleneksel baglanma tanimlarina meydan
okumustur. Bu arastirmalar, molekiilde olusan baglarin C-Fe g-baglarinin ve iyonik
etkilesimlerin sonucu oldugu olasiligimni engellemistir. Ertesi yil, ferrosenin dogru

yapist tekrar iki bagimsiz aragtirmaci grup tarafindan bulunmustur. Biitiin karbon



atomlar1 elektronik olarak ayni olduklarindan ve IR spektrumunda sadece bir C-H
bag1 goriildiigiinden, Wilkinson biitiin karbon atomlarinin demir atomuyla yaptigi
baga esit katkida bulundugu sonucuna varmistir [6]. Pfab ve Fischer, X-isinlar
kirinimi  ¢alismalar1  sonucunda, merkez demir atomunun iki siklopentadienil
halkalar1 arasinda kaldigi, sandvig¢ yapisini kabul etmistir [7]. Bilesigin aromatikligi,
aliminyum trikloriir ile Friedel-Crafts agilleme tepkimesi ile (ferrosen tepkimede
benzenden 3x10° kat daha hizli tepki verir) elektrofilik aromatik yer degistirme
reaksiyonlarini gergeklestiren Woodward tarafindan kabul edilmistir [8]. Ferrosen’in
iki siklopentadienil (Cp) halkasi, ¢akisik (Dsp), ¢apraz (Dsg) veya kismen donmiis
(Ds) bigimi olarak iki u¢ noktaya yonelebilir. Fe-Cp ekseninin donme enerjisi ¢ok
kiigiiktir ~ (yaklasik olarak 4 kJ mol™) ve ferrosenin temel hal yapilari bu

konformasyonlardan biri olabilir.

1973 yilinda Ernst O. Fisher ve Geoffrey Wilkinson tarafindan 6nerilen sandvig yapi
[9-10] kimya dalinda organometalik kimya alaninda yaptiklari ¢alismalardan dolay1
Nobel o&diline [11] layik goriilmesi diinya capindaki arastirma gruplarimin
organometalik kimya alaninda ¢alismalar siirdiirmesinde hizli bir artis yaganmasina

sebep olmustur.

Ferrosen, erime noktast 174 °C olan portakal renginde bir katidir [12]. Oldukca
kararl bir bilesiktir. 100 °C de siiblime edilebilir ve 400 °C ye kadar 1sitildiginda
bozunmaz. Ferrosen ¢ogu organik ¢oziiciilerde ¢Oziinebilir, fakat suda ¢oziinmez.
470 °C’ye kadar kararhidir ve Ozellikle asitlerin varliginda kolayca okside olur
(6rnegin %90 etanol/HC104/NaClO,4 ortaminda odlgiilen redoks potansiyeli, normal
hidrojen elektrotta —0,56 V tur). Okside olmus yapisi ferrosenyum katyonudur
((CsHs)2Fe™). Bu ¢ozelti halinde belirgin mavi renge doniisiir ve paramagnetik
yapisindan dolay1 diisiik kararlilikta olmasina neden olur. Bazi basit tuzlari su i¢inde
¢oOziinebildigi gibi (6rnegin halojeniirler, siilfat v.s.) bazi anyonlarla ¢oktiiriilebilir
(triiodiir, hekzaflorofosfat, pikrat v.s). Elektron ¢ekici gruplar ferrosen ¢ekirdeginin

oksitlenmesini engeller [13].

1.1.1. Ferrosenin Kimyasal Yapis1

Siklopentadienil ~molekiilinde metilen protonlarindan birinin  molekiilden

uzaklastirilmasiyla siklopentadienil anyonu elde edilir [14].



Sekil 1. 2. Siklopentadienil Anyonu [14]

Bu anyonik besli halka, ge¢is metallerine koordine olarak son derece 6nemli olan
siklopentadienil metal bilesiklerini olusturur. Siklopentadienil halkas1 metale ;71, 713

ve 5° ligand: olarak baglanabilir [15].

o

n'-CsHs

Sekil 1. 3. Siklopentadienil Halkasinin Metale Baglanmasi

Ik siklopentadienil kompleksi olan Ferrosenin kesfi, organometaller kimyasinin
gelismesinde ve diger m-bagli organik ligant iceren bilesiklerin arastirilmasinda
onemli bir doniim noktas1 olmustur. Siibstitiie siklopentadienil tiirevleri de Cs(CHzs)s

ve Cs(benzil)s gibi ligant olarak bilinmektedir.

7’]1-C5H5 ligand1 normal bir metal alkil bilesigi olusturmaktadir ve bu bilesiklerin
Ozellikleri daha once incelenen metal alkillerinkine benzememektedir. ;73-C5H5
kompleksleri ise pek fazla bilinmemekle birlikte yap1 ve ozellikleri bakimindan
hapto ii¢ alil komplekslerinkine benzemektedir. #°-CsHs ligandi kisaca Cp olarak
gosterilir [16].

Siklopentadien, Fenilmagnezyum bromiirle tepkimeye girerek siklopentadien’in

Grignard bilesigini verir[1]. Bu tepkime beklenmeyen bir tepkime degil, basit bir



asit-baz tepkimesidir. Siklopentadienin metilen hidrojen atomlar1 benzenin hidrojen
atomlarindan ¢ok daha asidiktir (Siklopentadienil iyonunun aromatik olusundan

dolay1) ve bu yiizden tepkime iiriin yoniindedir.

H 2+ _
+ CgHsMgBr —_— MgBr + CgHg
Et,O
H

Siklopentadien Fenilmagnezyum Siklopenta- Benzen
bromiur dienilmagnezyum
bromiir

Sekil 1. 4. Siklopentadienin Grignard Bilesigi [17]

Ferrosenin molekiil orbital diyagramini olusturmak igin, grup orbitalleri ile Fe

tizerindeki uygun simetrili S, p ve d orbitalleri eslestirilmelidir.

Asagida demirin dy, orbitali ile uygun simetrili grup orbitali arasindaki etkilesim
goriilmektedir (Sekil 1.5). Bu grup orbitali 1-digiimlii grup orbitallerinden biridir.

Bu etkilesim sonunda bir bag ve bir kars1 bag molekiil orbitalleri meydana gelir.

Bag Karsi bag Bag orbitalinin gergek
1 2 sekli 1

Sekil 1. 5. Demirin dy, Orbitali [le Uygun Simetrili Grup Orbitali Arasindaki
Etkilesim [18]



Ferrosenin molekiil orbital diyagrami Sekil 1.6 da gosterilmistir. Sekil 1.5 deki

resimde, metalin dy, orbitalinin etkilesmesi ile olusan bag orbitali, Sekil 1.6 da 1 ile

belirtilmistir ve bir elektron ¢ifti icerir; karsi bag orbitali ise 2 ile belirtilmistir ve
bostur. Meydana gelen metal-ligant etkilesim tiirleri Sekil 1.6°daki molekiil

orbitalleri ile eslestirilerek dogrulanabilir.
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Sekil 1. 6. Ferrosenin Molekiil Orbital Enerji Diizeyleri

Ferrosen orbitallerinin ilging bir yani1, biiyiik oranda d orbitali karakterine sahip



olmalaridir. Sekil 1.6 da cergeve iginde gosterilmis olan HOMO ve LUMO
orbitalleride d orbitali karakterine sahiptir. Biiyiik oranda dy, ve dxz'yz karakterine
sahip olan bu molekiil orbitalleri, zayif bag orbitalleridir ve doludur. Bir sonraki
orbital, biiyiikk oranda d,? karakterine sahiptir, aslinda bag yapmayan orbitaldir ve
doludur. Bundan sonraki iki orbital, baslica dy, ve dy, karakterine sahiptir ve bostur
[19-20].

Ferrosenin baglanmasi sdyle ozetlenebilir. 5°-CsHs ligantlarmin dolu orbitalleri,
demir ile etkileserek kararli hale gelmislerdir. Metal ile bag etkilesmesi yapan O-
diiglimli ve 1-diiglimlii grup orbitallerinin enerjilerindeki diismeye 6zellikle dikkat
edilmelidir. Olusan molekiil orbitalleri agirlikli olarak ligant karakterlidir (bu
orbitaller enerjili sirasina gore d? ve s ; p; ; dy; ; dx. ; px ve py orbitalleri olarak

isaretlenmistir)

Sonraki en yiiksek enerjili orbitaller, biiyiik oranda demirin d orbitallerinden
tiiremistir. d° demir(Il) iyonunda bu orbitaller 6 elektron tarafindan doldurulur; bu
molekiil orbitalleri (d,? den olugsmus molekiil orbitali hari¢) daha az ligant karakterine
sahiptir. d,? seklinde isaretlenmis molekiil orbitali hemen hemen hi¢ ligant karakteri
icermez; ¢linkii koni seklindeki diigiim ylizeyine sahip bu orbital, dogrudan grup
orbitallerinin loblaria dogru yonelir. Bu nedenle ¢ok zayif ortiigme meydana gelir;

aslinda demir iizerine yayilmis bag yapmayan molekiil orbitalini olusturur.

Ferrosenin demir atomu 18 degerlik elektronu tasir ve dolayisiyla koordinasyon
bakimindan doymustur. Ferrosenin her bir siklopentadienil (Cp) ligandi demire 6
elektron verdiginden, demirin degerlik elektronlari sayisi 18’dir ve 18 elektron

kuralina uyar [21].

Cizelge 1. 1. Ferrosen, Kobaltosen ve Nikelosen I¢in Karsilastirmali Veriler

Kompleks Elektron | \-c Uzunlugu (pm) M** - CsHs ayrigmast i¢in AH
Sayisi kJ/mol
(°-CsHs)zFe 18 206.4 1470
(n°-CsHs),Co 19 211.9 1400
(1°-CsHs):Ni 20 219.6 1320




Bir metal atomuna bir veya iki tane Cp grubu baglanabilmektedir. iki tane Cp halkasi
iceren M-(°-CsHs) genel formiilii ile gosterilen bilesikler metalosenler olarak
adlandirilir. Metalosenlerin 19. ve 20. elektronlar1 karsibag orbitallerinde yer alir
(bunlar biiyiik oranda dy, ve dy, karakterine sahiptir); sonugta metal-ligant bag1 uzar
ve metal-ligant bag ayrigsma enerjisi AH azalir. Bu durum Ferrosenin, kobaltosen ve
nikelosenden ¢ok daha fazla kimyasal kararliliga sahip oldugunu gosterir.
Kobaltosen ve nikelosenin pek ¢ok kimyasal tepkimesi, 18- elektronlu iiriinlerinin
elde edilme egilimine gore aciklanmistir. Ornegin, Ferrosen, iyot ile tepkime vermez
ve siklopentadienil ligantinin yer degistirme tepkimelerini ¢ok nadiren verir. Buna
karsilik, kobaltosen ve nikelosen asagidaki tepkimelere girerek, 18- elektronlu

urinleri verir.

2(n3-C5Hs),Co + 1, —— 2[(n*-CsHs),Co]" + 2I°
19¢” 18e”

(n°-CsH;),Ni + 4PF; —— Ni(PF3), + Organik iiriinler
20e” 18¢

Kobaltisiniyum, hidriir iyonu ile tepkimeye girerek 18- elektronlu nétr sandvig
bilesigi olusturur, burada siklopentadienil ligantlarindan biri  #*-CsHg’ya

doniismiistiir.

Ferrosenin kimyasal olarak inert oldugu diistinlilmemelidir. Ferrosen, ¢ok cesitli
tepkimeler verir, bazilar1 siklopentadienil halkasi iizerinde gerceklesir. Ornegin Sekil
1.9 da gosterilen elektrofilik yer degistirme tepkimesi, benzen ve tiirevlerinin
tepkimelerine benzer. Genel olarak, ferrosenin elektrofilik aromatik yer degistirme
tepkimeleri, benzeninkinden ¢ok daha hizlidir, bu durum ferrosen halkalarindaki

elektron yogunlugunun daha fazla oldugunu gosterir [22].

1.1.2. Ferrosen Sentezi

Siklopentadienin Grignard bilesigi demir(Il) kloriirle etkilestirildiginde ferroseni

verecek bir tepkime olusur



2+ _
2 MgBr + FeCl, ——= (CgHs5)2Fe + 2 MgBrCl

Ferrosen

Sekil 1. 7. Ferrosenin Sentez Tepkimelerinden Biri

Ferrosen’in hazirlaniginda genellikle ii¢ farkli sentetik yoldan biri kullanilmaktadir.
Bunlarin ilki, disiklopentadien’in kirilmasini igerir ( tersine Diels-Alder reaksiyonu).
Bunu zayif asidik siklopentadien’in alkali metal ile deprotonasyonu (bir molekiilden
hidrojen iyonlarinin ayrigtirilmasi) izler. Demir(I)kloriir ile isleme girer ve ferrosen

elde edilir.

FeCl, + 2NaCsHy —— [(n°- CsHy),Fe]

Ikinci metot ise metal buhar1 sentezi olarak bilinir; iiriinler yiiksek sicakliklara kadar
wsitilir ve hep birlikte soguk bir yiizeye birakilirlar:

Ayrica, siklopentadienil anyonunu dogal ortaminda olusturan yardimci baz

kullanilmasi yoluyla da hazirlanabilir.

FeCl, + 2CsHy + 2CsHsNH —» [(n’- C5Hy),Fe] + 2[CsHsNH;]CI

1.1.3. Ferrosenin Reaksiyonlar:

Ferrosen, yapisinda iki tane ndtral 5-elektronlu CsHs ligandi icinde delokalize olmus
6 m elektron bulundurmaktadir [22], bu yiizden ferrosen elektrofilik yer
degistirmelere benzenden daha ¢ok yatkindir [23].
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Sekil 1. 8. Ferrosenin Organik Reaksiyonlari [24]

Ferrosenil grubu en giiclii elektron veren grup olarak bilinir (aminoferrosin
anilin’den 20 kat daha baziktir). Ferrosenin elektrofilik yer degistirmeleriyle ilgili iki

ana mekanizma Sekil 1.9 da gosterilmistir,

H
2) IJe ;‘ IJe"’ —_— lJe

Sekil 1. 9. Ferrosenin Elektrofilik Yerdegistirme Mekanizmalari [25]



1.1.4. Ferrosenin Uygulama Alanlar:

Ferrosen, glinlimiizde birgok alanda tercih edilen organometalik bir bilesiktir. Petrol
endiistrisinde yogun olarak yakit katkis1 olarak kullanilir. Savunma sanayinde, roket
yakitlarinda yanma hizi katalizorii olarak kullanilmaktadir [26], yanma hizini 1 ila 4
katina ulastirir, ¢ikis borularindaki sicakligin azalmasina yarar ve 1s1 1s1malar1 gibi
durumlar s6z konusu olmaz. Cevreye herhangi bir olumsuz geri doniisiimii olmaz.
Fuel oil’in giiniimiiz kosullarinda yogun tercihi olmasinda Ferrosen’in 6nemli katkis1
bulunmaktadir. Otomotiv sanayinde, dizel oil, fuel oil, agir ve hafif yaglarda
kullanildiginda duman ¢ikisini 6nler, enerjiyi korur ve hava kirliligini azaltir. Dizel
yaga % 0,1 ferrosen ilave edildiginde yag sarfiyatini %10-14, duman ¢ikisin1 %30-70
azaltir ve % 10 daha fazla giiglendirir [27]. Metaliirji ve malzeme miihendisliginde,
karbon nanotiiplerin hazirlanmasinda katalizor olarak yer alir [28]. Koruyucu ve
diizenleyici olarak da kullanilir. Polimerin yumusama noktasini, sicaklhiga
dayanikliligini, plastik ve seliilozik 06zelligini arttirir. Polipropen, poliester gibi
polimerik malzemelerin ultraviyole 1simalarina karst dayanikliligini  arttirir.
Isiklandirma hassasiyetinde olan malzemelerde kullanilir. Film iizerinde giimis ile
yer degistirir. Genis 6lgekli devre tahtalarinin yapiminda kullanilir, 4 kat daha fazla
151k hassasiyeti vardir, dogrulama hassasiyetini arttirir, basit bir teknolojiye sahiptir
ve kirliligi azaltir. Foto hassasiyet katalizorii oldugu icin foto kimyasal plastik
filmlerin ¢0zlinmesini arttirir, beyaz kirlenmeyi azaltir. Tarim alaninda giibre
yapiminda kullanilir. Kaliteli karbonil seliiloz yapiminda kullanilir. Biyokimyasal ve
analitik madde olarak da kullanilir. Biyolojik ve tibbi amaglarda da ¢ok sik kullanilir,
anti kanser, antibiyotik ve kan tonigi gibi ilaglarin ve biyosensorlerin yapiminda

kendisini gosterir [29].

1.1.5. Ferrosenin Biyolojik Aktivitesi

Organometalik kimya, bir yoniiyle organik kimya ve anorganik kimyanin
birlesimidir ve bu bilesimden ¢ok Onemli organik sentezler ortaya ¢ikmistir [30].
Ferrosenin kesfinden sonra, organometalik kimyada baslayan hizli gelisim siireci,
Zeigler tarafindan bulunan bagka bir siirpriz kesifle (organometalik bilesikler

tizerindeki galismasiyla yeni polimerlesme tepkimeleri) devam etmistir [31,32].
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"Biyoorganometalik kimya" terimi sadece 1985 yilinda Gérard Jaouen [33,34]
tarafindan tanitildi. Bugiin ise, biyoorganometalik kimya, bes ana etki alani igeren

onemli bir dal olup etki alanlar1 ise

(1) Organometalik terapotikler

(2) Toksikoloji ve gevre,

(3) Sulu ortamlarda molekiiler tanima,
(4) Enzimler, proteinler ve peptidler,

(5) Biyomolekiillerin izlenmesi igin ilag [35] (sensor olarak) dir.

Organometalik kimyanin 6nemi tiim canli organizmalarin varligi ile fark edilebilir.
En iyi bilinen dogal organometalik kompleksler, B12 vitamininin bazi tiirevleri,
kobalt atomu igeren bir porfirin, bir hidrojen alicist olarak koenzim gorevi yapar ve
cesitli metabolizma faaliyetleri yiriitir. En Onemli islevi belki de gen

kopyalanmasinda koenzim olarak fonksiyon gostermesidir.
Ferrosen’e, metalosenlerin bir prototipi diyebiliriz. Ferrosenil tiirevlerinin; biyoloji,

malzeme bilimi ve bilimin ¢esitli alanlarinda ¢ok sayida kullanim alani vardir [36].

Friedel-Crafts alkilleme ve acillemesi ile Vilsmeier formillemesi ve civalamasina

o, @ $@X
8. O

ugrar [37].

Fe——HgX,

Sekil 1. 10. Ferrosenin Civalanma Mekanizmasi [38]
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Asimetrik siibstitiient igeren ferrosen tiirevleri asimetrik hidrojenasyon katalizorleri
icin ligandlar olarak kullanilir [39].

Ferrosen igeren maddeler biyoorganometalik kimyanin yiikselisiyle biyolojik
aktiviteye sahip molekiillerin yeni bir kaynagi olarak dikkatleri ¢ekmektedir.
Ozellikle gdgiis kanseri hiicrelerine karsi etkisi goriilen ferrosen siibstitue tamoksifen
analoglarinin (ferrosifenlerin) ve anti-sitma ajanlari olarak bilinen ferrosen-

klorokinin tiirevlerinin sentezi bu alandaki 6nemli basarilardir.

Ferrosenyum bilesikleri, tiimorlii hiicre biiyiimesinin inhibisyonunda énemli bir rol
oynamaktadir. Ferrosen suda ¢oziinmez, ¢oziilebildigi disiiniilse bile herhangi bir
biyolojik aktivite gostermez. Literatiirde bu sorunun tstesinden gelmek i¢in bazi
yontemler Onerilmistir. Bunlardan biri, ferrosen kisminin organik bir tortu halinde
tuz bilesigini elde etmektir. Diger bir yontem ise, merkezi demir atomunun

oksidasyon yoluyla tuz formunu elde etmektir. Asagidaki sekilde gosterilen

ferrisenyum tuzlar1 timor sayisinca anti timor etki gosterirler [40-41].

Y
=

X = (PF6= FeCI4, 2,4,6-(N02)3C6H20,
CI;CCO0,.2CI5sCCO,H)

Sekil 1.11. Ferrosenyum Tuzlarmin Bazi Ornekleri [42]

Ferrosenyum tuzlarinin suda ¢oziinebilmesine ragmen tiimorlere gosterdigi inhibitor
etki suda ¢oziinmesiyle alakali degil, antitimor aktivitesi ferrosen kismin merkezi
demir atomunun oksidasyon durumuyla baglantili oldugunu gdstermistir [43].
Ferrosenin anti tiimor etkisi, B-16 melanomanin akciger metaztas: tagiyan farelerde
gorilmiis ve bagisiklik sisteminin uyarilmasi ferrosenin antitiimor etkisi arayicilig

ile oldugu one stiriilmistiir. Maksimum anti tiimor etkisinin 0.05 — 0.2 mg / kg dozda
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elde edildigi, diisiik veya yiiksek dozlarda etkili olmadigi tespit edilmistir. Ferrosenin
bazi bagisiklik uyarict maddeler tizerinde tedavi edici etkiye sahip oldugu
bildirilmistir [44]. Biyolojik ortamda, Ferrosenin gosterdigi biyolojik kararliliktan
dolay1r birgok biyoaktif bilesikler sentezlenmistir. 1970°li yillarda Edwards ve
arkadaglar1 penisiline karsi1 direngli aktif bakteriler i¢in ferrosenil antibiyotik
sentezlemislerdir [45-46]. Ferrosen tiirevleri iizerinde yapilan In vivo toksikoloji
calismalarinda, karaciger ilgili sorunlara ragmen, toksisitesi diisiik seviyelerde
aciklanmistir. Eski SSCB de demir eksikligi anemi tedavisi igin gelistirilen, o-
karboksibenzoil ferrosenin bir sodyum tuzu dis eti hastaliklari i¢in regete edilmistir
[47].

Tamoksifen meme kanserinin dnlenmesinde ve tedavisinde kullanilan bir ilagtir [48].
Tamoxifen ¢ok zayif bir dstrojen olmasina ragmen, tiim hiicreleri gégiis hiicrelerini
etkiledigi sekilde etkilemez. Tamoxifen'in viicudumuzda ki ¢alisma mekanizmasi
Ozetlenecek olursa; gogiis hiicrelerinde secici olarak biiyli ve boliin mesajin1 bloke
ederek kanser hiicrelerinin olugmasini veya gelismesini engeller. OH-Tamoksifen in
vivo tamoksifenin aktif metabolitidir (canlilarda gesitli tepkimeler sirasinda ortaya
cikan ve normal olarak viicutta birikmeyerek baska bilesiklere donilisen kimyasal
bilesikler). Laboratuvar ortaminda OH-Tamoxifendeki fenil grubun ferrosenil grup
ile yer degistirilmesi, hidroksiferrosifen serisi tiirevlerin olusmasiyla sonuglandigi ve
in vitro ortamdaki tiim hiicre dizilerinde etkili oldugu goriilmistiir [49-50]. 1997
yilinda Brocard ve arkadaglari tarafindan organik biyoaktif bilesiklerin yapisini
degistirip klorokin in ferrosenil anologundan ferroquin iretmek icin bir fikir
tiretilmistir [51]. Klorokin, sitma parazitlerine karsi kullanildigi bilinen bir ilagtir ve
sitma parazitine karst direngli bu tiir ilaglar giderek artmaktadir [52]. Brocard ve
arkadaslar1 bir ferrosenil grubunu klorokin yan zinciri igine eklediklerinde, olusan
bilesik ferroquin’in farelerde ¢ok daha giivenli ve etkili oldugunun yansira nonpastel
mutajenik oldugunuda rapor etmislerdir [53]. Ferroquin, sadece klorokine duyarli
bakterilere kars1 aktif degil, ayn1 zamanda klorokin direngli suslar karsisinda da
etkilidir. Ferrosen kullanilarak tiiretilmis bazi ilaglarin kimyasal yapist Sekil 1.12 de

gosterilmistir.
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Demir eksiklidi anemisi
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9, =0
X Fe
w OO
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—

OH-Ferrosifenler n=2-8 ferroquin

Sekil 1. 12. Ferrosenil Tiirevlerinin Baz1 Biyoaktif Bilesikleri [42]

1.2. Heterohalkali Aromatik Bilesikler

Karbon atomlari, halkali molekiillerin hepsinde halka {izerindedir ve bdyle

bilesiklere karbosiklik adi verilir. Gerek dogadan ve gerekse sentetik olarak elde
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edilen Oyle bilesikler vardir ki, halka atomlarindan bir ya da birkag¢1 karbondan baska
atomlardir. BOyle halkalara da heterosiklik adi verilir. Heterosiklik halkalarda
genellikle N, O ve S atomlar1 bulunur ve halkalar degisik biiytikliikte olabilirler [54].
Heterohalkali bilesikler dogada ¢ok yaygin bir sekilde bulunmakta olup biyolojik ve
farmakolojik aktivitelerinin yiiksek olmasi nedeniyle arastirmacilar tarafindan
oldukca fazla ilgi gormektedirler. Son yillarda yapilan arastirmalar sonucunda halka
iyesi olarak kiikiirt, azot ve oksijen atomu igeren tiyazolidinon bilesiklerinin pek
¢ogunun biyolojik aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir [55]. Heterohalkali
bilesiklerden dnemli olan dort tanesinin kekule yapilar1 Sekil 1.13 de verilmistir. Bu

dort bilesigin hepsi aromatiktir.

4
5 = 3 4 3 4 3 4 3
6 | 2 5 || ” 2 5 | | 2 5 “ || 2
N N7y o S
1 | 1 1
H

Piridin Pirol Furan Tiyofen

Sekil 1. 13. Baz1 Aromatik Bilesiklerin Kekule Yapilari [56]

Bu yapilar incelendiginde piridinin yapisinin elektronik olarak benzene; pirol, furan

ve tiyofenin yapilarinin ise siklopentadienil anyonuna benzedigi goriiliir.

Piridin ve pirol molekiillerindeki azot atomlar1 sp> melezlesmesine sahiptir. Piridinde
(Sekil 1.14) sp® melezlenmis azot atomu, bag elektronlarindan birini 7 sistemine

Verir.

: < v b P,

-

Y
n'"k k “H

Sekil 1.14. Piridinin Stilize Edilmis p Orbitalleri
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Bu elektron ve bes karbon atomunun her birisinden gelen birer elektron piridinin
elektron sayisin1 benzende oldugu gibi altiya tamamlar. Piridinde azot atomu
tizerindeki ortaklasilmamus iki elektron, halkadaki atomlarla ayni1 diizlemde bulunan
sp® orbitalindedir. Bu sp? orbitali halkadaki p orbitalleriyle ortiismez. Azot atomunun
ortaklasilmamis elektron ¢ifti 7z sisteminin bir parcasi degildir ve bu elektronlar

piridine zayif baz 6zelligi kazandirirlar.

Pirolde (Sekil 1.15) elektronlar farkli sekilde diizenlenmistir. Pirol halkasinin karbon
atomlar1 dort elektronla katkida bulundugu igin Sp2 melezlenmis azot atomu
tizerindeki iki elektronun da katkisiyla aromatik alti elektronlu yapiya ulasilir. Bu
elektronlar aromatik yapinin bir parcast oldugu i¢in, proton almada kullanilmaz. Bu

bakimdan, sulu ¢ozeltilerde pirol yeterli derecede bazik 6zellik gostermez.

& &

Sekil 1.15. Piroliin Stilize Edilmis p Orbitalleri

Furan ve tiyofen yapisal olarak pirole ¢ok benzerler. Furanda oksijen atomu,
tiyofende kiikiirt atomu sp? hibritlesmesine sahiptir. Her iki bilesikte de
heteroatomun p orbitali, iki elektronunu 7 sistemine verir. Furan ve tiyofende,
oksijen ve kiikiirt atomlar1 ortaklagilmamis birer elektron ciftlerini © sistemine

ortogonal konumda olan sp? orbitalinde bulundururlar [57] (Sekil 1.16).
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Sekil 1.16. Furan ve Tiyofenin Stilize Edilmis p Orbitalleri

1.3. Tiyofen

Tiyofenin kimyasal yapisi

*(bag uzunluklari pm, bag acilari
derece olarak)

Sekil 1.17. Tiyofenin Yapisi

Tiyofen, renksiz, suda ¢oziinmeyen, erime noktas1 -38 °C, kaynama noktas1 84 °C
olan benzen kokusunda bir sividir. Tas komiirii katraninda ve ham petrolde bulunur.
Fraksiyonlu damitmada benzen fraksiyonuna gecer ve saflastirilmis teknik benzende
bulunur. Teknik benzende bulunan tiyofen damitma yoluyla benzenden ayrilamaz,
ayrilmasi i¢in sogukta derisik siilfiirik asitle karistirilir, kisa bir siire bekletilir ve
stlfurik asitli faz ayrilir. Siilfiirik asit tiyofen varliginda maviye doéner. Benzen bu

kosullarda siilfolanamaz, tiyofen ise siilfolanarak benzen fazina geger [58].
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1.3.1. Tiyofenin Kimyasal Y apisi

Tiyofen halka atomlar1 furan da oldugu gibi es diizlemseldir. Kiikiirdiin daha biiyiik
bir atom yarigapina sahip olmasi heteroatom ve a-C atomlarin arasindaki bag
uzunlugunun furan’a oranla 35,2 pm daha uzun olmasma neden olur. Tiyofenin
deneysel rezonans enerji degeri yaklagik 120 kJ mol™ dir. Tiyofenin aromatiklikligi
benzenden daha az, furandan daha biiyiiktir. Furandaki sp? hibritlesmis oksijen
yerine sz hibritlesmis kiikiirt atomu alinarak furan ile benzer 6zellikler gosterir.
Bazik 6zellik gostermeyen tiyofen, asitlere karsi pirol ve furandan daha az reaktivite

gosterir. Tiyofen elektrofilik reaktifler ile reaksiyonlari tercih eder.

1.3.2. Tiyofenin Elde Edilisi

Tiyofen elde etmek icin, alkanlarin, alkenlerin ve asetilenlerin, kiikiirt ya da H,S ile
yiiksek sicakliklarda 1sitilmasini kapsayan birgok endiistriyel yontem vardir.
Laboratuvar kosullarinda elde etmek igin, kat1 sodyum siiksinat, kat1 fosfortrisiilfiir

veya pentasiilfiir ile 1sitilir.

CHZ_CHZ

NaOOC COONa

IS|lPZS3 veya P,Sg

400 °C Isi
C4Hyp+S ——> «————— 2C,H, +H,S
-3H,S Hz

400 °C |-2H,S

—_—

C4H8 +S

Sekil 1.18. Tiyofen Sentezi Tepkimeleri
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1.3.3. Tiyofen Tiirevlerinin Elde Edilisi

1,4-dikarbonil bilesikleri fosfor trisiilfiir veya fosforpentasiilfiir ile 1sitildiginda, veya
1,2-dikarbonil bilesikleri kiikiirde komsu aktif metilen gruplar tasiyan bilesiklerle

uygun bir baz beraberinde 1sitililarak elde edilir.

|IQ ||Q R R
H—C——C—H P,S; veya P,Ss5 / \
180°C
R R R R
OO0 S
1,4-Dikarbonil Tiyofen tiirevi

Sekil 1.19. 1,4-dikarbonil Bilesiginden Tiyofen Tiirevi Eldesi

ya da
R R
R R R HHHH R t-Bu-OK / \
H \ v \Vi { >
+ // \S/ \\ 250C
O 0] (0] 0 R-CO s CO -R
1,2-Dikarbonil a,o'’- Aktif metilenli tiyoeter tiyofen tiirevi

Sekil 1. 20. 1,2-dikarbonil ve a,a- Aktif Metilenli Tiyoeterden Tiyofen Tiirevi Eldesi

1.3.4. Tiyofenin Reaksiyonlar:

1.3.4.1. Proton Baglanmasi

Tiyofen, pirol ve furandan ¢ok daha zayif bir bazdir, ancak giiclii ve derisik asitlerle
proton baglayabilir. Proton baglandiginda olusan katyonlardan ¢ok daha kararlidir.
1H- protonlamis tiirii olusmaz. Protonlanma hizi da buna goredir. Tiyofenin -

protonlanma hizi (3H- olusmasi) yaklasik olarak benzenin protonlanma hizina esittir.
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a- protonlanmasi ise (2H- olugmasi) yaklasik 1000 kat daha hizlidir. Tiyofen
seyreltik asitlerle proton baglamadigi i¢in, bdyle ortamlarda organik bilesiklerin

proton baglama yeteneklerini incelemek i¢in benzen ¢oziicii olarak kullanilabilir.

Tiyofen susuz fosforik asitle etkilestiginde, yalitilabilen bir trimer verir (pirolde
oldugu gibi polimerlesmez). Burada 2H- protonlanmis tiiriin etkin oldugu rapor

edilmistir.

1.3.4.2. Tiyofenin Halojenlenmesi

¢ H 2,3,4,5-Tetraklor-tetrahidro
tiyofen
H H
(¢]] Cl
/ \ 2,5-Diklortiyofen
(o] Cl
S
+
/ \ 2-Klortiyofen
Cl
S
O‘
o
o
Yo
N
o
+

Ac-OH, Isi
/ \ Br2 . / \ . |2 Benzen, MgO / \
0°C
Br I
S

S S

2-Bromotiyofen 2-iyottiyofen

Sekil 1.21. Tiyofenin Halojenlenme Reaksiyonlari

Tiyofen benzenden daha kolay halojenlenir; klor ile katalizore gerek kalmadan 2-

klor; 2,5-diklortiyofen ve klor katilma {irinii olan tetraklortetrahidrojentiyofen
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karisimi meydana gelir. Asetik asitte ¢oziinmiis brom ile 2-bromtiyofen; benzende

¢oziinmiis iyot ile MgO beraberinde 2-iyot tiyofen meydana gelir.

1.3.4.3. Tiyofenin Nitrolanmasi

Tiyofen nitrik asit/siilfiirik asit, hatta daha iliman bir nitrolama araci olan nitrik
asit/asetik asitin karisgimlart ile dahi belirli bir indiiksiyon siiresinden sonra ¢ok
siddetli reaksiyon verir hatta patlama olur. Bunun nedeni eser miktarda meydana
gelen NO ile baglatilan oto-katalitik bir reaksiyon oldugu sanilmaktadir. 5-10 kat
seyreltilmig nitrik asit/aset anhidridi karisimlar ile (asetil nitrat {izerinden) 1liman bir
sekilde nitrolanabilir ve 2-nitro, 3-nitro; 2,4-dinitro, 2,5-dinitro- tiyofenler

sentezlenebilir.

NO,
// \\ Ac-O-NO, 0°C // \\ . / \
NO
s S 2 s
2-Nitrotiyofen, %60 3-Nitrotiyofen, %10

Sekil 1.22. Tiyofenin Nitrolanmasi

1.3.4.4. Tiyofenin Siilfolanmasi

Stlfiirik asitle oda sicakliginda kolaylikla meydana gelir ve tas komiirii katranindan

elde edilen teknik benzenin igerdigi tiyofenden aritilmasi i¢in yararlanilir. Tiyofenin

O,N
Dum,HNO3, 25°C
- - N
NO, O,N NO
S 2 s 2 S NO,
2-Nitrotiyofen 2,5-Dinitrotiyofen 2,4-Dinitrotiyofen

Sekil 1.23. 2-Nitrotiyofenin HNOj3 ile Nitrolanmasi
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yiiksek bir verimle siilfolanmasi, etilenkloriirde ¢oziinmiis kiikiirttrioksit ve piridin
ile oda sicakliginda olur. Olusan tiyofen-2-sulfonikasit baryum tuzuna
doniistiiriilerek yalitilabilir. Bu reaksiyonda, tiyofen-3-siilfonik asit ¢ok az bir

miktarda olusur

// \\ SO, + piridin // \E Ba(OH), // \\ -
> " Ba
Etilenkloriir, 25°C B
SO4H SO3

S S S

Tiyofen-2-siilfonik asit Ba™" Tiyofen-2-siilfonat ,%90

Sekil 1.24. Tiyofenin Siilfolanmasi

Tiyofen, klorsiilfonik asitle sicakta 2 yerinde klorsiilfolanabilir; bu reaksiyonda
verim ancak %40 dolayindadir. Tiyofen siilfokloriir siilfonamit, hidrazit, ester gibi

turevlerin hazirlanmasinda kullanilabilir.

1.3.4.5. Tiyofenin Acillenmesi

Tiyofen, ¢oziicii olarak etilenkloriir i¢inde asetanhidrit ve SnCly ile oda sicakliginda
asetillendiginde baslica 2-asetitiyofen meydana gelir. 3-asetiltiyofen %1 den daha az
olusur. Tiyofen reginelesecegi igin susuz AlCI3 genelde iyi sonu¢ vermez. Bunu
onlemek icin asit kloriirli veya anhidridi, tiyofende ¢oziiliir ve susuz AICl; yavas
yavas eklenir. Asit anhidritleri durumunda, fosforik asit elektrofilik katalizor olarak

kullanilabilir. Bu reaksiyonlarda 2-agiltiyofen olusur.

ACzo, SnC|4

/ \ Etilenklorar, 25°C / \
AC2O R H3PO4
s - CO—CHs,

S

2-Asctiltiyofen

Sekil 1.25. Tiyofenin Ag¢illenmesi
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/ \ J—COCI (¢dz. CS,, 25°C) / \
AICl; (yavas yavas eklenir)
S s co—¢g

3-Benzoiltiyofen

Sekil 1.26. Tiyofenin AICl; Varliginda Agillenmesi

1.3.4.6. Tiyofenin Alkillenmesi

Tiyofenin alkillenmesi oldukg¢a hizli yiiriir. o—, f—, mono-, di-, tri-, ve tetraalkil
tiyofenler ve polimerler olusur. Kontrolii gii¢c olan bu reaksiyon sentez bakimindan

elverisli degildir.

1.3.4.7. Tiyofenin Formaldehit ve Asetonla Asit Katalizli Reaksiyonlari

Formaldehit, siilfiirik asitli ortamda tiyofenle metilen kopriileri ile baglanmis bir

tiyofen polimeri verir. Ayn1 kosullarda aseton ise dimer ve trimer verir.

Lo L MMM

S

Sekil 1.27. Tiyofen Formaldehit Polimeri Eldesi

O rom- O OO0

Aseton 2,2"-Ditiyenilaseton, %50 2,2',2"-Tritienil-diaseton, %20

Sekil 1. 28. Tiyofenin Aseton Varliginda Tepkimesi
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1.3.4.8. Tiyofenin Klormetilleme Reaksiyonu

Tiyofen 1 esdeger klormetilleme karisimi ile (%37 formaldehit ve HCIl gazi ile
doymus derisik hidroklorik asit) 0°C de, 2-klormetiltiyofen (% 40) ve
2,2’-ditiyenilmetan (%40) bilesiklerini olusturur. Klormetilleme karisim1 asir1 alinir

ve oda sicakliginda bekletilirse 2,5-diklorometiltiyofen meydana gelir.

1.3.4.9. Mannich Reaksiyonu

Formaldehit ve NHs ile tiyofen, Mannich reaksiyonunu vererek 2-Aminometiltiyofen

elde edilir.

AN

® S / \
CH,O + NH; =———= OH +CH,——NH, ————>
H S CH,NH,

2-Aminometiltiyofen

Sekil 1. 29. Tiyofenin Mannich Reaksiyonu

1.3.4.10. Diger Reaksiyonlar

Tiyofene yiikseltgenlerin etkisi incelendiginde, tiyofen halkasi, seyreltik nitrik asit
gibi orta yeginlikteki yiikseltgenlere dayanir. Daha giiglii yiikseltgenlerle maleik asit,
okzalik asit gibi triinlere parcalanir. Hidrojen peroksit ve perasitler siibstitiient
tasimayan sade tiyofen halkasini parcalar ama alkil grubunu tasiyan tiyofen

perasitlerle siilfona kadar yiikseltgenebilir.
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Tiyofen kolay civalanir. HgCl, ile oda sicakliginda 2-civaklortiyofen, sicak ortamda
2,5-diklorcivatiyofen; civa asetat ile sicak ortamda ise 2,3,4,5-tetracivaasetattiyofen

meydana gelir.

Tiyofenin indirgenmesi giictiir. Metal-asit ¢ifti gibi asitli ortamlarda veya NaH, Na
gibi bazik kosullarda indirgenemez. Kiikiirt, katalizorii zehirleyecegi i¢in, katalitik
olarak indirgenmeside olanaksizdir. Sadece, alkollii sodyum/s1ivi amonyak sisteminde
indirgenebilir. Hemen hemen esit oranda 2,3-dihidrotiyofen ve 2,5-dihidrotiyofen

meydana gelir [59].
1.3.5. Tiyofenin Kullanim Alanlari

Tiyofen ve tiirevleri, molekiil ve polimer olarak teknolojide yogun olarak
kullanilmaktadir. Bir¢ok teknik cihazda, elektrokatalizde, molekiiler elektronik
aletlerin fabrikasyonunda, kat1 hal bataryalarda, kimyasal yollardan degistirilmis
elektrotlarda, biyosensorlerde, ilag sanayisinde uygulama alanlari vardir. Teknolojide
yaygin olarak kullanildiklarindan dolay1 bu molekiiller son zamanlarda bir¢ok teorik

ve deneysel ¢alismalara konu olmustur [60].
1.3.6. Tiyofenin Biyolojik Aktivitesi

Giliniimiizde, canli metabolizmasinda diren¢ kazanan ¢esitli virlis ve bakterilerin
etkilerini azaltmak, miimkiinse yok etmek i¢in yeni ilaglara ve bunu takiben yeni
sentezlere ihtiyag duyulmaktadir. Kiikiirt igeren bilesiklerin antibakteriyel [61],
antialerjik [62] ve kemoterapetik [63] gibi etkiye sahip oldugu bilindiginden, bu tiir
ligantlarin ve komplekslerin sentezi ilizerine ¢alismalarin oldukca yaygin oldugu
goriilmektedir. Gewald ve arkadaslarinin, primer amin olan 2-aminotiyofen
tirevlerinin hazirlanmasina yonelik ¢alismalar1 sayesinde [64] biyolojik aktivite
ozelligi gosterebilen, yeni bilesiklerin sentezlenmesine 6nemli katki sagladig

goriilmektedir [61-65].

1.4. Friedel-Crafts Alkillemesi ve Acillemesi

1877 yilinda Charles Friedel ve James M. Crafts alkil benzenlerinin (ArR) ve agil
benzenlerin (ArCOR) hazirlanmas1 i¢in yeni yontemler buldular. Bu tepkimeler

Friedel-Crafts alkilleme ve agilleme tepkimeleri olarak bilinir.
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1.4.1. Elektrofilik Aromatik Yerdegistirme Reaksiyonlari

Aromatik bilesikler yapilarindaki n-elektronlari nedeniyle niikleofilik 6zellik tasirlar
ve kendilerine 6zgii aromatik elektrofilik yer degistirme reaksiyonu gerceklestirirler.
Aromatik elektrofilik katilma gerceklestirirken aromatik halkanin 7 elektronlari, bir
elektrofile saldirir. Bu arada benzen halkasinda olusan pozitif yiik, rezonans yoluyla
halkada dolasir. Halkadan bir hidrojen kopmasiyla molekiil, tekrar aromatik
kararlilik kazanir. Benzen halkasinin halojenlenme, nitrolama, siilfonlama, alkilleme,
acilleme reaksiyonlar1 aromatik elektrofilik yer degistirme reaksiyonu ile gergeklesir

[66].

Sekil 1. 30. Elektrofilik Aromatik Yer Degistirme Reaksiyonlari

1.4.2. Friedel-Crafts Alkillemesi

Haloalkanlarin bir alimiinyum halojeniir varliginda benzenle tepkimeye girdiginde,
meydana gelen {iriinlerin alkil benzen ve hidrojen halojeniir oldugunu kesfeden
Friedel ve Crafts, diger Lewis asit katalizorleri varhginda da gergeklestirilebilen bu
tepkimeye, benzenin Friedel-Crafts alkillemesi adini verdiler. Friedel — Crafts

alkillemesi i¢in genel esitlik asagidaki gibidir.

Sekil 1.31. Friedel-Crafts Alkillemesi Genel Esitligi
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Haloalkanin etkinligi, C-X bagmin polarligina bagl olarak, Rl < RBr < RCI| < RF
sirasina gore artar. Tipik Lewis asitleri, BF3, SbCls, FeCls, AICl; ve AlBr3 diir.

H CH,CH,

AICl3, 25°C
CH3CH,CI + BALL RN +  HCl

Etil Benzen

Sekil 1.32. Kloroetan ile Benzenin Friedel-Crafts Alkillemesi

Elektrofilik aromatik halojenlenme tepkimelerinde gordiigiimiiz halojenlerin
etkinlestirilmesine benzer sekilde, Lewis asidi birincil halojeniirlerde haloalkana
baglanir ve alkil karbonunu etkinlestirerek tepkimenin baslamasini saglar. Boyle bir
baglanma, halojeni tasiyan karbon atomu {izerinde kismi pozitif bir yiikke neden
olurlar ki, bu onu daha giiclii bir elektrofil haline getirir. Benzen halkasina saldirty1

proton kaybi izler ve beklenen tiriin olusur [67].

Basamak 1 Haloalkanin etkinlestiriimesi

&t ko
RCH,:X: AlX5

RCH,

X: + AlXg
Basamak 2 Elektrofilik Saldiri

R
6+

+h - CH,R + AIX,
\_/ KA
< H

Basamak 3 Proton Kaybi
+IX——AIXy ————— + HX + AlXg
CH,;R °

Sekil 1. 33. Birincil Haloalkanlar ile Friedel-Crafts Alkilleme Mekanizmasi
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1.4.3. Friedel-Crafts Acillemesi
O

RC— grubuna agil grubu denir ve agil grubunun bir bilesige baglanmasi agilleme
tepkimesi olarak bilinir. iki uygun acil grubu, asetil ve benzoil grubudur.

O
I [
CH 3C — -
Asetil
grubu Benzoil
(etanoil grubu) grubu

Sekil 1.34. Asetil ve Benzoil Gruplari

Friedel — Crafts agilleme tepkimesi, aromatik bir halkaya bir agil grubunun
baglanmasinin etkili bir yoludur. Tepkime genellikle aromatik bilesigin bir agil
halojeniir ile etkilestirilmesiyle yapilir. Aromatik bilesigin etkinligi yiliksek
olmadikga, tepkime en azindan bir esdeger Lewis asidi (AICl; gibi) ilavesini

gerektirir. Tepkime irlinii bir aril ketondur.

0]
. ||
CCH,
” AICI;
+ CH;C——Cl —> + HCI
asiri
benzen
80°C
Asetofenon
Asetil kloriir (metil fenil keton)
(%97)

Sekil 1.35. Benzen ve Asetilkloriiriin Friedel-Crafts Ac¢illeme Tepkimesi

Asit klortirler olarak da bilinen acil kloriirler, karboksilik asitlerin tiyonil kloriir
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(SOCI;) veya fosfor pentakloriir (PCls) ile etkilestirilmesi ile kolaylikla

sentezlenirler.

(@] (@]
80°C
CH3;COH + SOCl, — = CHzCCIl + SO, + HcClI
Asetik Tiyonil Asetil
asit klorar klortar
(2680-90)

Sekil 1.36. Asetikasitin Tiyoniilklorir ile Etkilestirilmesi

COH + PCly —> CCl + POCI; + HCI
Benzoik Fosfor Benzoil
asit pentokloriir Kkloriir
(%90)

Sekil 1.37. Benzoik Asitin Fosforpentaklortir ile Etkilestirilmesi

Friedel — Crafts agillemeleri, karboksilik asit anhidritleri kullanilarak da yapilabilir.

I I
| CeH,

H3;CC
AN AICl,
+ @] > + CH,COH
asir1 benzen

80°C

o

HsCC

o
Asetik anhidrit Asetofenon
(karboksilik (%82-85)
asit anhidrit)

Sekil 1.38. Karboksilik Asit Anhidritleri KullanilarakYapilan Friedel — Crafts
Acillemesi
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Pek c¢ok Friedel — Crafts agillemesinde elektrofil, agilyum iyonudur ve agil

halojeniirden asagidaki verilen mekanizmayla olusur.

'.d' .'O'.

N -
1.Basamak R_C—Ql: + A|C|3 —_— R_C_Q|ZA|C|3

~———

.
2.Basamak R—C_C§|;A|C|3 R—GE=—0 <«—» R—C=0: +AICI4

\#
3.Basamak @

Bir agilyum iyonu
(rezonans melezi)

R
Hoo |
of

Arenyum iyonu

oO—23

O

i
H ¢ C
4 Basamak \O + AICly —» \0 + HCI+ AICI;
R R
| g
C
N\~ N
5.Basamak \Q +AICl; # O+ A|C|3
R R
6. No—g N
Basamak C=—=O0:AlCl +3H,0 —> C==Q. +Al(OH)3 + 3 HCI
C6H5/ ¥ CGH5

Sekil 1.39. Benzenin Friedel — Crafts Agillemesi Mekanizmast
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Son basamakta, aliiminyum kloriir (bir Lewis asidi) keton (bir Lewis bazi) ile bir
kompleks olusturur. Tepkime tamamlandiktan sonra, kompleksin su ile

etkilestirilmesi ketonu verir [57].

1.4.4. Ferrosenin Friedel-Crafts Acillemesi

Bircok Lewis asidi benzenin Friedel-Crafts acillemesinde oldugu gibi ferrosenin

Friedel-Crafts a¢illemesinde de kullanilir.

o O
I

Il
Il AICly
Fe + CH3CCl ———— > Fe + Fe

<&

O

) W

Sekil 1.40. Ferrosenin Friedel - Crafts A¢illemesi

1.5. Biyolojik Aktivitenin Incelenmesinde Kullanilan Testler

1.5.1. Sitotoksisite Testleri

Toksik oldugu tahmin edilen maddelerin, uygun hiicre kiiltiirii ile inkiibe (kulugka)
edilerek, kiiltirde bulunan hiicrelerin biiylime orani ve morfolojisi, biyosentez
membran biitiinligl, genetik yapisi ve enzim aktivitesi tizerindeki etkilerinin pozitif

ve negatif kontrol gruplariyla kiyaslayarak degerlendirildigi testlerdir [68-69].

Sitotoksisite testleri viicutla temas halinde ya da implante olarak kullanilan
biyometaryallerin veya yapay organlarin biyolojik uyumlulugunun degerlendirilmesi
icin bir hayli Onemlidir. Bu testler potansiyel ve mevcut biyomateryallerin

biyouyumlulugunun degerlendirilmesinde baslangi¢ fazini teskil eder [70].

Bu testlerin amaci, test siirecinin erken kisminda giivenli, uygun ve tekrarlanabilir bir
yontem olarak rol almak ve hiicresel fonksiyonlar tizerinde hiicre 6liimii ve diger

negatif etkileri belirlemektir [71].
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Sitotoksisite genel olarak biyomateryallerden ortama salinan maddelerle
ilgilenmektedir. Bu maddeler siklikla degisen diizeyde hiicresel toksisiteden sorumlu
olan, metabolik dengeyi degistiren ya da daha ciddi toksisiteye neden olan diisiik

molekiil agirlikli katt maddeleridir [72-73].

Biyolojik olarak yikima ugrayan sistemler varliginda viicut sivilarinin hareketiyle
materyallerin yikimina neden olan enzimlerin, ¢alismast gereken en 6nemli 6zellik

oldugu belirtilir [73].

Sitotoksisite testlerinde test edilen sistemin morfolojisi materyalin performansini
yiiksek derecede etkiler. Daha biiyiik bir yiizey alan1 degredasyon oraninin artmasina
ve sonu¢ da ortama salinan ve reaksiyona giren Urilinlerin artarak Sitotoksisite

oraninin degismesine neden olmaktadir [74].

Sitotoksisite analizlerinde genellikle memeli hiicre kiiltiirleri tercih edilmesinin
sebebi, insanlarda ve hayvanlarda hastaliklarin ve 6liimiin gelisiminde sorumlulugu

bulunan birincil derecede reaksiyonlar sonucunda olusan metabolitlerdir [75].

Sitotoksisite arastirmalarinda kullanilacak yoOntemin se¢imi, biyolojik olarak
degerlendirilmek i¢in verilerin uygunluguna, testin yapilma rasyonelligine ve test
metaryalinin 6zelliklerine bagli olarak degisiklikler gosterir. Dolayli ve dogrudan
temas olarak iki metot gelistirilmistir. Dolayli metot teknigi genel olarak iki sekilde
yapilir. Birinci yontemde materyal ve hiicre tabakasi arasinda agar gibi bir diifizyon
bariyer olusturularak hiicreler metaryallerden ayrilir. ikinci ydntemde ise hiicre
tabakasi lizerine materyalin kiigiik bir 6rnegi konularak yapilir ki, bu yontem en ¢ok
tercih edilenidir. Dogrudan metot ise genellikle test edilecek materyalin iizerine
hiicre silispansiyonu eklenerek hiicreler metaryalle dogrudan temas haline getirilir
[76].

Sitotoksisite testlerinde invitro (laboratuvar ortam) test yontemleri kullanilmaktadr.
Bu yontemlerin en onemli avantaji ¢ok fazla sayida olan mevcut ve potansiyel
biyometaryal ve modifikasyonlar1 icin yapilan testlerin deneysel kosullarda
standardize edilebilmesi, tekrarlanabilir olmasi, hizli olmas1 ve maliyetinin diisiik

olmasidir.
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Invitro yontemler ayn1 zamanda hayvan deneylerinin azaltilmas: ydniindeki toplum
isteklerini de saglamaktadir. Ayrica bu testlerin ¢ok hassas olmasi, potansiyel olarak
sitotoksik materyallerin, test isleminin erken sathalarinda, arastirmacilar tarafindan

tanimlanabilmesine imkan saglar [75].

Invitro sitotoksisite testleri hassasiyet bakimimdan invivo intrakutandz irritasyon ve
akut sistemik toksisite testlerinden daha istiindiir. Bunun nedeni invitro testlerde
sadece hedef hiicreye yonelik arastirmalarin yapilabilmesidir. Invitro testler ileri
teknoloji sayesinde metabolizma degiskenlerini, dagilmay1 ve absorbsiyonu azaltarak
istenilen hiicreye istenilen diizeyde toksik substansin iletilebilmesini miimkiin

kilmaktadir [71].

In vitro sitotoksisite testlerinin en ©Onemli dezavantaji, Ozellikle insanlara
uygulanacak biyomateryallerin daha kompleks bir mekanizma ile karsilastiginda
olusabilecek toksisitesinin dngériilememesidir [77]. In vitro testlerinin bir diger

dezavantaji materyalin toksik etkisi hakkinda genel bilgi vermesidir.

Materyallerin klinik olarak kullanilmasindan once sitotoksisitelerinin belirlenmesi
icin iretim asamasinda bazi testlerden gegmesi gerekir [78]. Toksik madde
varhiginda hiicre canliligmnin belirlenmesinde Neutral Red (NR) ve MTT

(tetrazolyum tuz rediiksiyon) deneyleri sik kullanilan yontemlerdir [79].

1.5.2. WST-1 Testi

Sitotoksik ve sitotastik bilesiklerin analizinde, hiicre biiylimesine engel olan antikor
ve fizyolojik ortamlarin degerlendirilmesinde kullanilan bir testtir. Bu testte WST-1
tetrazolyum tuzu yalmizca canli hiicrelerde aktif hale gelen ve mitokondrial
respiratuar zincirde yer alan siiksinat-tetrazolyum rediiktaz ile suda ¢oziinen
formazon boyasmna dontstiiriiliir. Bu testte mitokondrial dehidrogenazin toplam
aktivitesi canh hiicre sayisinin artmasiyla yiikselir. Enzim aktivitesinde ki arts,
kiiltiir ortamindaki metabolik olarak aktif halde olan hiicrelerin sayisiyla direkt
olarak iligkili olarak formazon boyasiin iiretiminde ve miktarindaki artisa neden

olmaktadir [80-81].
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1.5.3. Apoptoz

Kanser, cevresel etmenlerden kaynaklanarak olusan genetik hasarlarin birikimiyle
canli hiicrenin engellenemeyen kotii huylu olarak ¢ogalmasidir (Sekil 1.41) . Dogal
ya da yapay kimyasal maddeler, iyonize radyasyon, fiziksel etkenler ve viriisler
kansere neden olan nedenler olarak bilinmektedir. Bu etkenler, genetik mutasyonlara
ve DNA hasarlarina yol agmaktadirlar. DNA’s1 hasar gérmiis hiicreler, organizmanin
zarar gOrmemesi i¢in programlanmig hiicre Oliim mekanizmasin1 (apoptoz)

uyarmaktadirlar.

Programlanmis hiicre 6limii olarak da adlandirilmakta olan apoptozun metabolik
olaylarin devamlilig1 icin gerekli olan yasamsal sinyaller yerine komsu hiicrelerden
Olim sinyali aldigi veya hiicresel hasarin yeterince onarilamadigi durumlarda

uyarildig1 ve bu mekanizmanin genler tarafindan diizenlendigi goriilmustiir [82-83].

Apoptoz icin sinyal alindiktan sonra hiicre iginde bircok biyokimyasal ve morfolojik
degisim gozlenmektedir. Hiicre kiiciilmeye baslar, hiicre iskeleti dagilir, ¢ekirdek
zarmin yer yer eridigi gézlenir. Cekirdek DNA’s1 ise pargalara ayrilmaktadir [84-85].
Apoptotik hiicre sayist kisinin ya da organizmanin saglikli ya da hasta olusunu
belirlediginden, apoptozun fonksiyonel mekanizmalari hiicrede denge unsurudur
[86]. Dengenin olumsuz yonde bozulmasi; Alzheimer ve Parkinson gibi
hastaliklardan {ilseratif kolitler, AIDS gibi kronik hastaliklara hatta immiinolojik
(bagisiklik) hastaliklarina bile neden olabilmektedir [87-88].

Sekil 1. 41. Apoptoza Ugramis Hiicreler
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1.5.4. Nekroz

Patolojik olaylar sonucu olusan hiicre 6liim seklidir. Hiicre hasarin1 gergeklestiren
travma, hiicre kanlanmasi, oksijenlenmenin bozulmasi, enfeksiyon gibi etkenler
sonucu gergeklesir. Organeller siser, hiicre sinirlar1 diizensiz hale gelir bunlarin

sonucunda hiicrenin biitlinliigii kimyasal ve yapisal olarak bozulur (Sekil 1.42).

Enflamasyon (iltihaplanma) ise nekrozun en belirgin 6zelligidir. Dort tip nekroz

¢esidi olup, hepsi farkli histomorfolojik bulgular icermektedir [89].

3
SRR

Sekil 1.42. Nekroza Ugramis Hiicreler

1.5.5. Apoptozisin ve Nekrozun Saptanmasinda Kullanilan Ydntemler

1.5.5.1.Kaspazlar
Apoptozisi belirlemek i¢in gelistirilmis bir yontemdir. 90’11 yillarin ortalarinda
apoptotik hiicrelerde kaspazlarin aktif hale geldigi tespit edilmistir [90].

Kaspazlar niikleeraminleri keserek ¢ekirdegin parcalanmasina yol agmaktadir. Hiicre
iskeleti proteinlerini keserek hiicre iskeletinin tahribine, hiicre zarmin

tomurcuklanmasina ve hiicre par¢calanmasina neden olmaktadirlar [91].
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1.5.5.2. Floresan Mikroskopi

Floresan mikroskopi, floresan igerikli maddelerin kullanilmasiyla yapilan bir boyama
seklidir. Ornegin, Hoechst boyasi, DAPI ‘4,6-diamidin-2-fenilindol’ , propidyum

iyodiir, akridin orange, etidyum bromiir, FITC (floreson izosiyanat) gibi.

Floresan boyalar DNA’ya baglanabilme 6zelliklerinden dolay1 hiicrenin kromatitini,

yani hiicrenin ¢ekirdegini goriiniir hale gelebilir.

Hiicre Kkiiltiiri ¢alismalarinda canli hiicre ile cansiz hiicrenin ayrimina olanak
saglarlar. Canli ve 6lii hiicre ayrimini yapabilmek icin, canli veya 6li hiicrelerinin
biitiiniinii boyayabilen bir boya (6rn. Hoechst boya) ile sadece Olii hiicreleri
boyayabilen bir baska boya (6rn. Propidium iyodiir) birlikte kullanilir. Bu yontemle
hiicrelerin 6lii ya da canli oldugu anlasilabilir fakat 6li hiicrelerin nekroz ya da
apoptozla 6liip 6lmediklerinin farki hematoksilen boyamada oldugu gibi ¢ekirdegin
morfolojisine  bakilarak anlagilir. Kromatin kondesasyonu veya niikleus

fragmentasyonu olan hiicreler apoptotik hiicreler olduklar1 anlasilir [92].
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2. MATERYAL VE YONTEM

Sentezlenen iiriinlerin karekterizasyonu *H NMR, **C NMR ve FT-IR spektroskopik
metotlar ile yapilmistir. NMR igin 400 MHz’lik NMR cihazlar1 (Bruker Ultrashield
Superconducting 400 MHz sivi NMR cihazidir) kullanilmistir. Hetereoaril bilesikleri
Aldrich firmasindan temin edilmistir. Sentez iirlinlerinin saflastirma islemleri flas
kolon kromotografisiyle silika jel 60 da (Merck, 230-400 mesh ASTM) yapildi.
Reaksiyonlarin durumu 250 pm Silica Gel 60 F254 (UV-aktif) plakalariyla yapildi ve
254 nm’de UV lambasi ile ITK’lere bakildi. Cozgenler diisiik basing ve diisiik
sicaklikta altinda donerli buharlastirici ile uguruldu. EtAICI; (1.1 M toluen iginde),
LiAlH; ve acil halojeniirler Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir.
Diklorometan (CH,Cl,) CaH, tizerinden azot ortaminda destillenerek kurutulmustur.
Tetrahidrofuran (THF) ise sodyum benzofenon ile yine azot atmosferinde
destillenerek  Kurutulmustur. Diger ¢ozgenler aksi belirtilmedikleri —siirece

kurutulmadan dogrudan olarak kullanilmislardir.

Biyolojik aktivite incelenmesinde ise, Sodyum bikarbonat (Sigma, ABD), Etil alkol
(Sigma, ABD), Tripan mavisi (Sigma, ABD), FBS (Fotal sigir serumu, Serva,
Israil), Dulbeccos Modified Eagles Medium (DMEM, BD., USA), Tripsin/10 mM
EDTA (Etilendiamintetraasetat) (Sigma, ABD), PBS (fosfat buffer saline) (Sigma,
ABD), Etiiv (Ultralab U-120), Santrifiij (Ultralab), Manyetik karistiric1 (Simsek
Laborteknik), otomatik cell counter (invitrogen, USA), Laminar akis kabin ( klas II
Laminar Flow Cabinet, Labor ildam, Tirkiye), UV sterilator (Phlihips),
Karbondioksitli etiiv (Nive, Tiirkiye), invert mikroskop (Leica, Isveg),
Hemasitometre (Biirker hemositometre, Almanya), 96 gozlii hiicre kiiltiir kab1 (BD,
USA), Hiicre kiiltiirii flasklar1 (BD, USA), 0,2 pum filtreler (Sartorius), Santrifiij
tiipleri (Nunc, Almanya), HeLa hiicre hatti (Human sevix cancer cell line) ( sap
Enstitiisii, Ankara), Mikropipetler (Scaltec, Almanya), Pipetler (Costar steripipette,
ABD), Petri kaplar (Orange Scientific). Cesitli cam malzeme ve gesitli plastik

malzeme analitik diizeyde kullanilmustir.
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2.1. Ferrosenin Tiyofenoil ile Agillemesi Genel Metodu

0.005 mol (460 mg) ferrosen ¢ift boyunlu balona alinip 20 mL DCM i¢inde oda
sicakliginda ¢oziildii. Balon buz banyosu iizerine yerlestirilip, N, gazina baglanip 10
dk. bekletildi. 0,25 mL (0.005 mol) 2-Tiyofenoil kloriir eklendi. 2.5 mL (0.005 mol)
EtAICI, damla damla eklendi. 20 dk. karistirildiktan sonra 25 mL saf su ile hidrolize
edildi. CH,Cl; faz1 su fazindan ii¢ kez ekstraksiyon (3x25) yapilarak ayirma hunisi
ile ayrildi. Organik faz susuz Na,SO; ile kurutuldu. CH,Cl; donerli buharlastiricr ile
ucuruldu. Kolondan (10:1, Hekzan: Etilasetat sistemi ile ) yiiriitiildii. 230 mg madde
izole edildi. Uriin *H NMR,*C NMR ve FT-IR Spektroskopisi ile karakterize edildi.

2.2. Ferrosen Bilesiklerinin Genel Indirgenme Metodu

Ferrosenin agilleme bilesigi (0.00144 mol) kurutulmus THF (10 mL) i¢inde oda
sicakliginda azot gazi altinda ¢oziildii. Karismakta olan ¢ozelti 0 °C dereceye
getirildi ve 10 dk. bekletildi. Uzerine yavas yavas (0.00158 mol) LiAlIH,4 eklendi. 5
dk. bekletildikten sonra ¢ozeltinin kirmizi renginin sar1 renge dondstiigii gorildi.
Yarim saat sonra saf su (20 mL) ile hidrolize edildi. 3 defa CH,CI; ile ekstraksiyon
yapilip CH,Cl, fazi alinip susuz Na,SO, ile kurutuldu. Diisiik basing altinda
konsantre hale getirildi. Flash kolon ve uygun etilasetat-hekzan (4:1) sisteminde
saflastirild. Uriin *H NMR, *C NMR ve FT-IR Spektroskopisi ile karakterize
edildi.

2.3. Biyolojik Aktivite Incelenme Metodu

2.3.1. HeLa Hiicrelerinin Kiiltiirde Cogaltilmasi

HeLa hiicreleri SAP enstitiisinden (Ankara, Tirkiye) temin edilmistir. HeLa
hiicreleri, %1 penisilin-steptomisin, % 10 FCS iceren DMEM-F12 ( L- gulutamin
icermeyen) Dbesiyerinde, 25’lik flasklarda %5 CO, atmosferinde, 37 °C’de,
karbondioksit inkiibatoriinde inkiibe edildi. Yeterli hiicre sayisina ulasincaya kadar
her iki giinde hiicrelerin besi ortamlar1 taze besi yeri ile degistirildi. Dordiincii glinde
Tripsin-etda kullanilarak pasajlama yapildi. Dordiincii gliniin sonunda hiicreler
hemositometre ile sayilarak toksisite, apoptoz ve nekroz deneylerinde

kullanilabilecek sayiya ulasip ulasilmadigi kontrol edildi.
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2.3.2. WST-1 Metodu ile Sitotoksisitenin Tespiti

Bilesik I, Bilesik III, Bilesik IV, Bilesik V ve Bilesik VI’'nin HeLa kanser hiicre hatt1i
tizerindeki sitotoksik etkisi WST-1 metodu ile tespit edilmistir.

Ik asamada HeLa kanser hiicrelerinin 96 well platelere her bir kuyucuga 5x10° hiicre
diisecek sekilde ekimi yapilmustir. Well platelerdeki hiicreler belirli bir sayiya
ulastiginda bilesiklerin her birinden 12.5, 25, 50 ve 100 pg/mL ayni miktarda ve ii¢
kez tekrarli hiicrelere uygulanarak 48 saat inkiibe edilmistir. Kontrol grubu olarak
sadece medium hiicrelere uygulanmistir. 48 saat sonunda her kuyucuga 15 uL WST-
1 c¢ozeltisi ilave edilmistir. 37 °C’de 4 saat inkiibasyondan sonra hiicre
yasayabilirliginin tespiti i¢in 96 kuyucuklu platelerin absorbans yogunluk degerleri
ELISA plate okuyucuda 420-480 nm’de okunmustur. WST-1 toksisite testinde

yasayan hiicreler sar1 renk olustururken, 6lii hiicrelerde renk olusumu gézlenmez.
2.3.3. ikili Boyama Metodu ile Apoptozun ve Nekrozun Belirlenmesi

Farkli oranlarda Bilesik I, Bilesik III, Bilesik IV, Bilesik V ve Bilesik VI ile HeLa
hiicreleri 48 saat siire ile etkilestirilmis ve kanser hiicreleri falkon tiiplere
toplanarak hiicreler santrifiij edilir. Stipernatant1 atilir ve iizerlerine ikili boyama
soliisyonu (RNAse (2 uL/mL)), hoechst 33342 (2 uL/mL), propidium iyodide (2
pl/mL) 10° hiicreye 100 pL soliisyon konuldu ve 20 dk. etiivde inkiibe edildi.
Lam tizerine damlatildiktan sonra lamelle kapatilip ve floresan mikroskopta DAPI
filtresi kullanilarak apoptoza ugramis ve FITC (480-520 nm dalga boyunda)
nekroza ugramis hiicrelerin degerlendirilmesi yapilmistir.  Degerlendirme
Floresan mikroskopta (Leica DMI70, Almanya) 10 farkli alan (yaklasik 1000
hiicre) sayilarak ortalamasi alimip ve Apoptotik indeks yiizde (%) olarak ifade
edilmistir. Degerlendirmede normal apoptotik olamayan hiicrelerin ¢ekirdekleri
soniik mavi, ¢ekirdekte DNA dagilmamis, hiicrede vezikiiller olusmamis olarak
goriilmektedir. Apoptoza girmis hiicre c¢ekirdekleri ise normal hiicre
cekirdeklerine gore ¢ok parlak, cekirdek homojenligi kaybolmus, ¢ekirdek
kenarlar1 diizgiin degil ve DNA pargalanmis parlak mavi goriiniimiindedir.
Kiiltiir kabinda yiizeye tutunan hiicreler kaldirilmadan yukarida belirtilen floresan

boyama soliisyonu 100 plL/kuyucuk hiicrelere uygulanarak da inceleme
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yapilmigtir.  Ikili boyama sonucunda normal ve apoptoza girmis hiicrelerin

cekirdekleri Hoechst 33342 floresan boyasi ile boyanmuistir.

Ikili boyamada kullanilan diger boya propodium iyodid (PI) ise nekroza ugramis
hiicreleri gostermek amaci ile kullanilmigtir. PI floresan boyasi normal de canli ve
hiicre zarlarinda hasar olmayan hiicrelere giremez ve bu hiicreler Pl ile
boyanmazlar. Fakat hiicre nekroza ugradiginda veya hiicre zar1 hasar gordiigiinde
hiicre igerisine girer ve ¢ekirdegi kirmiziya boyar. Floresan 1sik (FITC veya
kirmiz1 floresan 151k) altinda bakildiginda nekroza ugrayan hiicrelerin ¢ekirdekleri
kirmizi renkte goriilen hiicrelerin yilizdesi hesaplanarak nekrotik hiicreler

belirlenmistir [93-94-95].
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

| EtAICI, |
Fe +
CH,Cl, 0°C

Sekil 3. 1. Ferrosenin acillemesinin genel tepkimesi

Cizelge 1. 2. Sentezlenen Ferrosen Agilleme Tiirevlerinin Verimleri

R R, Verim
Bilesik | Ferrosen 2-Tiyofenasetil kloriir %65
Bilesik II Ferrosen | o metiltiyofen-2-karbonil %80
kloriir
Bilesik I11 Ferrosen Tiyofen-3-karbonil kloriir %64
Cizelge 1. 3. Sentezlenen Ferrosen Alkol Tiirevlerinin Verimleri
R R1 Verim
Bilesik IV Ferrosen 2-Tiyofenasetil kloriir %75
Bilesik VV Ferrosen 3-met|Itlyoferw_jz-karbonll 0478
kloriir
Bilesik VI Ferrosen Tiyofen-3-karbonil kloriir %43
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Sekil 3. 2. Sentezlenen Ferrosen Tiyofen Tiirevleri

3.1. Sentezlenen Ferrosenoil Tiyofen Tiirevlerinin Spektroskopik Analiz
Sonuglar

| numarah bilesigin "H NMR spektrumu incelendiginde mono-siibstitue ferrosene ait
sinyaller 4.1, 4.5 ve 4.9 ppm’de tekli (singlet) olarak goriilmektedir. Tiyofene ait
sinyaller ise sirasiyla 6.9, 7.3 ve 7.35 ppm’ de ortaya c¢ikmistir. Tiyofene bagh
metilen grubunun sinyali ise 1.4 ppm’de goriilmistiir. Bilesigin FT-IR spektrumu
incelendiginde klasik C-C, C-H bandlarina ilave olarak karbonil grubunun

karakteristik band1 1655 cm™’de goriilmiistiir.

Il numarali bilesigin *H NMR spektrumu incelendiginde mono-siibstitue ferrosene
ait sinyaller 4.2, 4.5 ve 4.9 ppm’de tespit edilmistir. Tiyofene bagli metil grubu 2.4

ppm’de tekli olarak goriilmistiir. Tiyofen grubuna ait sinyaller ise sirasiyla 6.8 ve 7.3
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ppm’de ikili (dublet) olarak belirmistir. Bilesigin FT-IR spektrumunda karbonil
grubuna ait karakteristik band 1611 cm™ de gériilmiistiir.

Il numaral bilesigin *H NMR spektrumunda mono-siibstitue ferrosen sinyalleri 4.1,
4.5 ve 4.9 ppm’de; tiyofene ait sinyaller dublet olarak 7.2, 7.6 ve 8.1 ppm’de
rezonans olmuslardir. 1.2 ve 2.0 ppm’de goriilen sinyallerin safsizliktan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bilesigin BC NMR spektrumuna bakildiginda
ferrosenin karbonlarinin beklenildigi iizere 70-72 ppm araliginda gorildigi tespit
edilirken tiyofene ait sinyallerin giicii zayif geldigi i¢in goziikmemistir. Karbonil
grubuna ait karakteristik band ise FT-IR spektrumunda 1609 cm™’de keskin bir bant

olarak tespit edilmistir.

IV numarali indirgeme iiriiniine ait ‘H NMR spektrumu incelendiginde mono-
stibstitue ferrosene ait sinyaller 4.0-4.5 ppm arasinda dagilmistir. Tiyofen grubuna
bagli metilen grubundaki hidrojenler 2.1 ppm’de dublet olarak ortaya ¢ikmustir.
Alkol grubuna bagli olan karbon iizerindeki hidrojen oksijenin elektronegatif
etkisinden dolayr 3.2 ppm gibi asag1r alana kaymistir. Tiyofene ait aromatik

hidrojenler ise 6.6, 6.8 ve 7.1 ppm’de iKili (dublet) olarak goziikkmektedir.

V numarali indirgeme triiniine ait bilesigin '"H NMR spektrumunda fazla safsizliklar
oldugundan dolay1 yapis1 tam olarak karakterize edilememesine ragmen beklenen
sinyaller goziikmektedir. Baslangi¢ bilesiginin (Bilesik IT) FT-IR spektrumunda yer
alan keskin karbonil bandinin iirlin olarak sentezlenen alkol tlirevinde olmamasi
indirgenme reaksiyonun tamamlandigini ispatlamaktadir. 3434 cm™’de goriilen

genis yayvan bant hidroksi grubunun varligina ait kuvvetli bir delildir.

VI numarali indirgeme iirliniine ait bilesigin 'H NMR spektrumunda ortaya cikan
sinyaller beklenen integral degerlerine sahiptirler. Tiyofene ait aromatik karakteristik
sinyaller 6.9, 7.1 ve 7.3 ppm’de dublet olarak tespit edilmistir. Ferrosenin aromatik
hidrojenleri ise 4.1-4.3 ppm araliginda goriilmistiir. Alkol grubunun hidrojeni 5.4
ppm’de sinyal verirken alkol grubunun bagl oldugu karbona bagli hidrojen ise 2.25
ppm’de goriilmektedir. Bilesige ait **C NMR spektrumu incelendiginde 66, 67, ve 68
ppm’de ferrosen karbonlari; tiyofen grubuna ait karbonlar ise 119, 124 ve 125

ppm’de; alkol karbonu ise 64 ppm’de belirlenmistir. Karbonil grubunun karakteristik
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keskin bandinin FT-IR spektrumunda goriilememesi ve karakteristik hidroksil

bandinin 3337 cm™de goriilmesi bu varsayimi dogrulamaktadur.

3.2. Biyolojik Aktivite Sonuclari

3.2.1. Toksisite Sonuglar:

Yapilan toksisite ¢alismasina gore, Ferrosen bilesiklerinin diisiikk konsantrasyonda
bile toksik etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Toksisite sonuglar1 Sekil 3.3’de
verilmistir. Sekil 3.3 deki verilere gore bilesiklerden bilesik IV’in 50 pg/mL
konsantrasyonda hiicrelerin % 4443, bilesik V’in 50 pg/mL  konsantrasyonda
hiicrelerin %37+3’6ldiirdiigii gézlenmistir. Bilesik I, Bilesik Il ve Bilesik VI ise
digerlerine oranla daha diisiik toksisteye sahip oldugu gozlenmistir. Bilesik
konsantrasyonunun artirilmasi toksisitenin artmasina neden oldugu goézlenmistir.
Yapilan ¢alisma sonucunda bilesik IV’in 100 pg/mL konsantrasyonda Hela
hiicrelerinin % 64+3 oranda dldiirerek en fazla toksik etkiye sahip olan bilesik olarak

tespit edilmistir.
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Sekil 3. 3. Ferrosen bilesiklerinin HeLLa Hiicrelerine Toksik Etkisi
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3.2.2. Apoptotik ve Nekrotik Etkisi

Yapilan ¢alismadan elde edilen sonuglara gore; bilesiklerin farkli konsantrasyonlarin
hepsinde apoptotik etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Apoptotik indeks sonuglari
Cizelge 1.4 ve apoptotik hiicrelerin floresan mikroskop fotograflari Sekil 3.4 te
verilmistir. Tabloya bakildiginda bilesiklerin apoptotik etkilerinin birbirine yakin
oldugu goriilmektedir. Yiiksek konsantrasyonlarda apoptotik etkinin yiiksek oldugu,
diisiik konsantrasyonda ise apoptotik etkinin azaldig tesbit edilmistir. Ozellikle 100
ng/mL konsantrasyonda en yiiksek oranda bilesik Il HeLa hiicrelerinin % 4143,
bilesik VI ise %42+3 apotozuna neden oldugu gozlenmistir. Kontrol grubunda
(Sekil 3.4.A) hiicre morfolojisinde degisiklik yok iken, hiicre ¢ekirdekleri homojen
ve mat renkte goriilirken Ferrosen bilesikleri ile etkilestirilmis (Sekil 3.4.B)
apoptoza girmis hiicrelerin ¢ekirdekleri parlak mavi ve parcalanmis (oklarin

ucundaki ) goriilmektedirler.

Cizelge 1. 4. Sentezlenen Ferrosen Tirevlerinin Farkli Konsantrasyonda HeLa

Kanser Hiicrelerine Kars1 % Apototik Etkisi

Bilesik
miktari(p | Bilesik I | Bilesik IIT | Bilesik IV | Bilesik V| Bilesik VI
g/mL)
0 1+1 2+1 1+1 3+1 2+1
125 11£2 1442 16+1 14+1 16+1
25 1843 23+2 27+3 19+2 21+2
50 2943 3743 3343 26+3 28+3
100 3443 41+2 3942 38+2 42+2
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Nekrotik indeks sonuglarina bakildiginda ise sonuglar toksisite sonuglart ile yakin
elde edilmistir. Sonuglar Cizelge 1.5 de nekrotik hiicrelerin fotograflar ise Sekil
3.4 de verilmistir. Tabloya bakildiginda en yiiksek, bilesik IV’in 100 pg/mL
konsantrasyonunda  %58+3  oraninda  nekroz  goriiliirken, diistik
konsantrasyonlarda bu etkinin giderek azaldigi gézlenmistir. Diger bilesiklerin
nekrotik indeksleri nispeten daha diisiik elde edilmistir. Sekil 3.4 C’de (kontrol
grubu) nekroza ugramis hiicreler gériinmez iken, sekil 3.4.D’de propodium iyodid
ile nekroza wugramis (ok wucu) hiicrelerin ¢ekirdekleri kirmizi renkte

goriinmektedir.

Cizelge 1. 5. Sentezlenen Ferrosen Tiirevlerinin Farkli Konsantrasyonda HeLa

Kanser Hiicrelerine Kars1 % Nekrotik Etkisi

Bilesik
miktari(pg/ | Bilesik I Bilesik III | Bilesik IV | Bilesik V | Bilesik VI

mL)
0 1+1 3+1 2+1 3+1 3+1

12.5 72 4+2 12+1 8+1 5+1
25 1843 1242 1942 20+2 1342
50 3142 28+2 3243 3643 2242

100 46+2 43+2 5842 45+2 3342
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Sekil 3. 4. HeLa Hiicrelerinin Floresan Mikroskop fotograflari

A) Ferrosen bilesikleri ile etkilestirilmemis HelLa hiicrelerinin (kontrol grubu)

floresan mikroskobu fotografi.

B) 100 pg/mL Bilesik IV ile etkilestirilmis HeLa hiicrelerinin floresan mikroskobu
fotografi (oklar apoptotik hiicre gekirdeklerini gostermektedir).

C) Kontrol grubunun floresan mikroskop fotografi (yesil goriinen hiicreler nekrotik

olmayan hiicreleri gostermektedir)

D) 100 ug/mL Bilesik IV ile etkilestirilmis HeLa hiicrelerinin floresan mikroskobu
fotografi (oklar nekrotik hiicrelerin kirmiziya boyanmis cekirdeklerini gdsterir).

Fotograflar 200 kere biiyiitillerek ¢ekilmistir. Bar 65 um mesafeyi gosterir.
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4. SONUC

Bu tez ile biyolojik aktiviteye sahip Ferrosenoil Tiyofen tiirevleri orta verimle (izole
verimler) sentezlenmistir. Sentezlerinde metot olarak Friedel-Crafts agilleme
reaksiyonu kullanilmistir. Katalizor olarak bir alkil Lewis asiti olan etilaliminyum
kloriir’iin (EtAICl,) kullanilmasi c¢alismaya ayrica bir orijinallik kazandirmaktadir.
Sentezlenen bilesikler spektroskopik yontemlerle (‘*H NMR, *C NMR ve FT-IR)
karakterize edilmistir. Sentezlenen Ferrosenoil Tiyofen tiirevlerinin anti-kanser
aktiviteye sahip olduklar1 yapilan bir dizi biyolojik ¢alismalar ile (toksisite, apoptotik
ve nekrotik etkileri) tespit edilmistir. Ozellikle IV numarali bilesigin yiiksek anti-
kanser etkiye sahip oldugu Sekil 3.3 ve Cizelge 1.4 ile Cizelge 1.5 de gortiilmektedir.
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