SAU Fen Bil Der 20. Cilt, 3. Sayl, s. 425-431, 2016

Kinesin-5 inhibitorii olan Monastrol bilesiginin sentezi ve yiik transferi
kompleks etkilesmelerinin incelenmesi
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Kinesin-5 inhibitérii olarak kullanilan Monastrol, ¢6ziiciisiiz ortamda aliimina siilfonik asit (ASA) katalizorii
varliginda 3-hidroksibenzaldehit, tiyoiire ve etilasetoasetat kullanilarak sentezlenmistir. Elektron verici (Donér, D)
olarak monastrol, elektron alict (Akseptdr, A) olarak tetrasiyanoquinometan (TCNQ) kullanilmis ve 2,3-dikloro-5,6-
disiyano-p-benzokinon (DDQ) bilesikleri arasindaki yiik transfer kompleksleri asetonitril iginde 21 °C'de
spektrofotometrik olarak incelenmistir. Komplekslerin stokiyometrisi, Job yontemi kullanilarak incelenmis, elektron
verici ve alicilar arasinda TCNQ ile 742 nm ve DDQ ile 546 nm dalga boyunda maksimum absorbsiyon bandinda 1:1
oraninda oldugu bulunmustur. Komplekslerin denge sabiti Benesi-Hildebrand ve termodinamik parametreleri Van't
Hoff denklemi ile belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Spektrofotometre, yiik transfer kompleksleri, monastrol, TCNQ, DDQ

Synthesis of Monastrol, Kinesin-5 inhibitor and investigation of its charge
transfer complexes

ABSTRACT

Monastrol which is a kinesin-5 inhibitor have been synthesized using 3-hydroxybenzaldehyde, thiourea and
ethylasetoasetate in the presence of Alumina Sulphonic Acid (ASA) catalyst in solvent free system. Charge transfer
complexes between monastrol as a donor and acceptors such as tetracyanoquinomethane (TCNQ) and 2,3-dichloro-
5,6-dicyano-p-benzoquinone (DDQ) have been studied spectrophotometrically in acetonitrile at 21 °C. The
stoichiometry of the complexes was found to be 1:1 ratio by the Job method between donor and acceptors with the
maximum absorption band at a wavelength of 742nm and 546nm respectively. The equilibrium constants were
determined by Benesi-Hildebrand and thermodynamic parameters of the complexes by Van’t Hoff equation.
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1. GiRiS (INTRODUCTION)

Ayni ortamda, ¢ok bilesenli ve tek basamakli tepkimeler
ilag kimyast ve organik kimya i¢in ¢ok oOnemlidir.
Dihidropirimidin (DHPM) bilesikleri ilk olarak 1893
yilinda Biginelli tarafindan aldehit, B-keto ester ve iire

(tiyoiire)  kullanilarak  asit  katalizorii  esliginde
sentezlenmistir [1]. Dihidropirimidin (DHPM) ve
tiirevleri, farmakolojik  ozelliklerinden  dolay1

kullanilmaktadir. DHPM bilesikleri kalsiyum kanali
modiilatorleri, anti-hipertensif ajanlar, a-la -adrenerjik
reseptOr antagonistleri [2,3], antiviral, anti-tiimor, anti-
bakteriyel ve anti-inflamatuvar aktivitelerinden dolay1
kimya alaninda olduk¢a 6nemli bir yer olusturmaktadir
[4,5]. Monastrol, dihidropirimidinlerin bir smifi olup
antikanser  ila¢  potansiyeline  sahip  etil-4-(3-
hidroksifenil)-6-metil-2-tiyokso-1,2,3,4-tetrahidropiri-m
idin-5-karboksilat yapisina sahip bir molekiildiir [6].
Monastrol, insan mitotik kinesin Eg5 enzimi ile
etkilegsmesinin aragtirtlmasi {izerine detayli arastirmalar
vardir [7].

Fizikokimyasal oOzellikleri ve ilag bilesiklerin etki
mekanizmalarinin ~ ¢ozelti  igerisinde  incelenmesi
farmakokinetikte Onemlidir. Canli sistemlerde, ilag
bilesikleri ile mevcut olan diger maddelerinin etkilesmesi
veya baglanmasi spektroskopik ve termodinamik
yontemlerle ol¢tilmiistiir [8].

Elektron Donér ve Akseptor (EDA) kompleksleri,
biyokimyasal ve biyoelektrokimyasal enerji transferi
stirecinde 6nemli bir olgudur [9]. Molekiiller arasinda
elektron transferi ilk olarak Mulliken tarafindan
aciklanmisgtir  [10]. Elektron vericiler ve alicilar
arasindaki molekiiler etkilesimler cogunlukla goriilebilir
bolgede 15181 absorplanmasi sonucunda koyu renkli yiik
transferi kompleks olusumu ile iliskilendirilmektedir
[11]. Genellikle, yiik transfer kompleks olusumu bir
iyon-radikal ¢iftler halinde iyonik bir bag olarak olusur.

Kovalent olmayan etkilesimler ve yapisal tanimalar
biyolojik sistemlerde énemli siireclerdir. Ornegin, ilag
etkilesmesi ve lipofilik membranlar yoluyla iyon
transferi kompleks olusumu bu siireglerden biridir [12].
Kovalent olmayan etkilesimin 6zelligi birgok biyo-
kimyasal reaksiyonda hiz kontroli ve geridoniisiim
tepkimelerinin temel yontem alinmasidir [13].

Tlaglarm kalitatif tayinleri, elektron verici (n veya m) ve
elektron alicis1 (8 veya m) arasinda olusturulan renkli yiik
transferi komplekslerine gore spektrofotometre ile
belirlenebilir. Cogu ilaglarin bu analizleri, UV
spektrofotometre [ 14-22], kalorimetre [23] ve HPLC [24]
kullanilarak gergeklestirilmistir. Ayrica, daha o6nce
yapmis oldugumuz c¢aligmalarimiz yiik transferi
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komplekslerinin iyi bir dogrusal olmayan (non-lineer)
optik ozelliklere ve elektriksel iletkenliklere [25-27]
sahip oldugunu gdstermistir.

Calismamizda, ila¢ aktif maddesi olan monastroliin
sentezi ve TCNQ, DDQ gibi bazi1 elektron alicilart ile
monastrol arasindaki etkilesmelerin tayini i¢in basit,
dogru ve hassas spektrofotometrik  yontemleri
gostermektedir. Etkilesme sonucu olugsan komplekslerin

stokiyometrisi, denge sabitleri ve termodinamik
parametreleri ilgili denklemler kullanilarak
belirlenmistir.

2. DENEYSEL BOLUM (EXPERIMENTAL PART)

Bu calismada kullanilan malzemeler  yerel
tedarikgilerden temin edildi (TCNQ (Sigma-Aldrich),
DDQ (Sigma-Aldrich), Asetonitril (Merck)).
Kimyasallar kullanilmadan 6nce saflastirilmistir.

2.1. Monastrol Sentezi (Synthesis of Monastrol)

Monastrol literatiirde belirtilen ydntem gelistirilerek
sentezlenmistir [28]. 3-hidroksibenzaldehit (3 mmol,
0.366 g), etil asetoasetat (3 mmol, 0.39 g), tiyoiire (4.5
mmol, 0.342 g) ve aliimina siilfonik asit (ASA), katalizor
(% 7 mmol) ihtiva eden karigim bir test tiip i¢inde 90
°C’de bir saat boyunca karistirildi. Sogutulduktan sonra,
tepkime karisimi ufalanmis buz (50 g) icine dokiilerek 10
dakika karistirildi. Olusan ¢okelti, vakumda siiziildii ve
tepkimeye girmeyen iirenin giderilmesi i¢in soguk su (50
ml) ile yikandi. Daha sonra kati, etanol i¢inde ¢6ziildii ve
katalizor  siiziilerek  ayrigtirildi.  Uriin  etanolde
kristallendirme ile saflagtirildi. 0.658 gr (2.25 mmol)
iriin elde edildi. Verim % 75 ve e.n. 183-184 °C.
Tepkime sema 1°de verilmistir.

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6, ppm): & 1.10 (3H, t,
CH;CH,0), 2.25 (3H, s, CH3), 3.97 (2H, q, CH;CH,0),
5.06 (1H, s, CH), 6.60-6.64 (3H, m, Ar CH), 7.08 (1H, t,
Ar CH), 9.42 (1H, s, -OH, 9.57 (1H, s, NH), 10.27 (1H,
s, NH),). 3C NMR (75 MHz, DMSO-d6, ppm): & 14.70,
17.82, 54.61, 60.27, 101.44, 113.89, 115.28, 117.68,

130.16, 145.47, 145.50, 158.11, 165.85, 174.83.
OH
/o 0
0O O S
. M ~ I ASA  H,CH,CO | NH
0" N HN" NH, Eon e NN
OH ISI ¥

Sema 1. Monastrol molekiiliiniin sentezi (Synthesis of monastrol
compound)
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2.2. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi (Preparation
Of Standard Solutions)

Elektron Alicilar: 5.10° M konsantrasyonda ¢dziicii
asetonitril kullanilarak elektron alicilara (TCNQ, DDQ)
ait stok ¢ozeltiler farkli voliimetrik balonlarda hazirlandi.

Monastrol: monastroliin standart bir ¢dzeltisi (5.10- M)
asetonitril kullanilarak 10 ml hacimli voliimetrik balonda
hazirlandi.

Absorbsiyon Spektrumlari: monastrol ve elekron alicilar
(2° ser ml) maksimum absorpsiyon dalga boyunda UV-
Goriiniir bolge (Shimadzu 2401) spektrofotometresi ile
ayr1 ayri tarandi. 2 ml elektron alic1 ¢ozeltisi ve 2 ml
elektron donor ¢dzeltisi karigtirildiginda renkli bir yiik
transfer kompleksi olustu. Elde edilen ¢o6zeltinin
maksimum absorbsiyon dalga boyu spektrofotometre ile
belirlendi.

2.3. Komplekslerin Stokiyometrileri (Stoichiometries of
the Complexes)

Komplekslerin stokiyometrilerini belirlemek igin Job
yontemi kullanilmistir [29]. Bu deneyde elektron verici
monastrol ve elektron alicinin (TCNQ veya DDQ)
asetonitril ¢ozeltisinin esit molar konsantrasyonlardaki
ana ¢ozeltileri kullanildi. 1 ml’ lik siringa kullanilarak
kiivet i¢cinde toplam hacim 1 mL olacak sekilde elektron
verici ve alic1 ¢ozeltiler 0.8 ml” den 0.2 ml’ ye kadar
doniistimlii olarak degistirildi. Ortalama absorbans, ayni
numune de ii¢ Ol¢liim yapilarak hesaplandi ve 790-800
nm’deki ortalama degerler maksimumdaki ortalama
degerlerinden ¢ikarildi. Her bir tepkime karigimindaki
kompleks, UV o6l¢iimlerinden 6nce kararli kompleksler
olusturmak i¢in 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

2.4. Denge Sabitlerinin Belirlenmesi (Determination Of
Equilibrium Constants)

Komplekslerin denge sabitlerinin belirlenmesi i¢in
Benesi-Hildebrand denklemi [30] kullanilmigtir. 4.08 mg
TCNQ ve 4.54 mg DDQ farkli UV-kiivetlere tartildi ve
elektron verici olarak 3.10* M monastrol ¢dzeltisinden
2’ser ml her bir kiivete ilave edildi. Daha sonra, 3.10* M
monastrol ¢ozeltisinden her seferinde 0.2 ml elektron
alicilarin bulundugu kiivetlere ilave edildi ve belirlenen
maksimum absorpsiyon dalga boyunda 10 kez 6l¢lim
alindi. Her ilaveden sonra kararli kompleks olusumu i¢in
Olgtimden 6nce 10 dakika bekletildi. Her 0.2 ml ilave
edildikten sonra UV-goriiniir bolge spektrumlari alindi.
Her bir numune i¢in yaklagik 10 defa ekleme yapilarak
seyreltme ¢aligmalari gergeklestirildi.
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2.5. Termodinamik Sabitler  (Thermodynamic
Constants)

Elektron verici ve alict arasindaki komplekslerin
termodinamik sabitleri Van't Hoff denklemi ile

belirlenmistir. 1.5 ml, 5.10* M monastrol ve 1.5 ml 5.10
3 M elektron verici (TCNQ ve DDQ) stok ¢dzeltilerinden
almarak karigtirildt ve maksimum absorbsiyon dalga
boyunda 7, 14, 21, 28 ve 35 °C gibi bes farkli sicaklikta
Olciimler gergeklestirildi. Ayni1 sicaklikta {i¢ kez 6l¢iim
alindi ve grafiklerde ortalama degerler kullanildi.
Termodinamik sabitler In(Abs)/ € — In(Do-Abs/ €)(Ao-
Abs/€) karst 1/T(K) grafigi ¢izilerek hesaplanmustir.
Sicakliklar termostatli bir su banyosunda tepkime
karisimlarini tutarak muhafaza edilmistir.

3. SONUCLAR VE TARTISMA (CONCLUSIONS
AND DISCUSSION)

Elektron dondr ve akseptorler arasinda yiik transferi
kompleks olusumu alict ve vericilerin yalniz baslarina
verdikleri absorbsiyondan farkli dalga boyunda yeni bir
absorbsiyon bandi gosterir. Monastrol, TCNQ ve
DDQ’nun tepkime Oncesi asetonitrildeki spektrumlari
Sekil 1’de verilmistir.
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Sekil 1. Monastrol (1), DDQ(2) ve TCNQ (3) molekiillerinin ayr1 ayr1
21 9C’ de asetonitrilde absorbsiyon spektrumlari. (Absorption spectra
of monastrol (1) and acceptors DDQ(2), TCNQ (3) alone in acetonitrile
at 21 °C)

DDQ ve TCNQ yogun bir band gosterir ve bu nedenle
bir¢ok c¢alismada yaygin olarak kullanilmaktadir [31].
Asetonitrilde renksiz olan monastrol, TCNQ ve DDQ ile
tepkimesinden sonra yesil ve sarimsi renkli {iriin yiik
transfer kompleks olustugunu gostermistir. 200 ve 800
nm arasinda gorliniir bdlge araliginda yapilan
kompleksin Sl¢iimiinde maksimum pikler 742 nm de
TCNQ ile ve 546 nm de DDQ ile oldugu gézlemlenmis
ve spektrumlar Sekil 2°de verilmistir.
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Sekil 2. Monastrol’iin asetonitrilde 21 °C’de DDQ(1) ve TCNQ(2) ile
yik transfer kompleks olusum spektrumlari. (Charge transfer
complexes of monastrol with DDQ(1) and TCNQ(2) in acetonitrile at
21°C)

Kompleks olusumu sirasinda, Yik transfer gecisleri
elektron vericiden elektron alicinin bos orbitaline bir
elektronun uyarilmasi ile olusur. Bu olay, elektron
alicistnin HOMO’sundan elektron vericinin LUMO’suna
bir elektron transferi ile gergeklesir. Baslangig
maddelerinin 6zellikleri biiyiik 6l¢lide korunur olmasina
ragmen, EDA kompleksleri elektron alict ve vericiden
daha farkli olarak 15181 absoblar. EDA kompleksinin
temel hali, 15181 absorbladiginda uyarilmis hal olusur ve
bu durumda HOMO’dan LUMO’ya bir elekron transferi

ile bir iyon ¢ifti meydana gelir (D **, A°*7).

Komplekslerin stokiyometrileri Job yontemi kullanilarak
belirlenmistir [29]. Elektron alict ve verici arasindaki
etkilesmelerin 1:1 oraninda oldugu Job yoOntemi
grafiginden (Sekil 3) belirlenmistir ve asagidaki gibi
gosterilebilir.

D+A —~  [DA] (1

Burada D= donodr(monastrol), A = akseptor (elektron

alicilar TCNQ ve DDQ) ve [D,A] ise olusan yiik transfer
kompleksini temsil eder.
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Sekil 3. Monastrol’iin DDQ(+) ve TCNQ(L)) ile Job yontemi grafigi.
(The plot of Job’s method for monastrol with DDQ(+) and TCNQ()).)

1:1 oranindaki komplekslesme monastroliin elektron
yogunlugu iceren sadece bir merkezinin oldugu ve
buradan da kolayca elektron akseptorlere elektronlarin
verilecegini belirtir.

Komplekslerin denge sabitleri asagida verilen Benesi-
Hildebrand denklemine gore hesaplanmustir [30].

1
Abs Ke[4o| ’ Eveya

Burada, [Ao] = akseptoriin konsantrasyonu, [Do]=
donér’iin - konsantrasyonu, Abs=kompleksin absorb-
siyonu, € = kompleksin molar absorblama katsayist ve
K= kompleksin denge sabiti

[Do] / Abs ‘e karst 1/[Ao] veya [Ao] / Abs ya karsi
1/[Do] grafikleri sekil 4’te verilmistir. Regresyon
cizgilerinin egimi ve kesisimi Tablo 1’ de verilen molar
absorblama, korelasyon katsayisi ve denge sabiti
degerlerini elde etmek i¢in kullanilmigtir.

0.45
038 %MGM-M—
» Q30
<
x4
_ 0231
0.15 ///
0.08 L L . .
100 120 140 160 180 200

1/[D]

Sekil 4. Monastrol’iin DDQ(+) ve TCNQ([) ile Benesi-Hildebrand
grafigi. (Benesi-Hildebrand plots for monastrol with DDQ(+) and

TCNQ(1).)
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Tablo 1. 21 °C de monastrolin TCNQ ve DDQ ile asetonitrildeki
komplekslerin denge sabitleri (Formation constants of the complexes of
monastrol with TCNQ and DDQ in acetonitrile at 21 °C)

Akseptor-  Kpy Sitokiyometri 2 Amax
Monastrol (nm)
TCNQ 87 1:1 0,990 742
DDQ 39 1:1 0,985 546
DDQ’nun elektron alma yetenegi, TCNQ ve

tetrasiyanoetilen (TCNE)’den yiiksek olmasina ragmen
[32], Tablo 1’ deki sonuglar TCNQ ile yiik transfer
kompleks olusumu denge sabiti DDQ ile olusan
kompleksin denge sabitinden daha yiliksek oldugunu
gosterir. Bu durum elektron verici ile alict arasinda
olusan orbital ortiismesinin TCNQ da DDQ’ dan daha iyi
olmasi ile agiklanabilir.

Monastroliin, akseptorler ile yik  transfer
komplekslerinin termodinamik sabitleri Van’t Hoff ve
Beer-Lambert esitlikleriyle hesaplanmistir.

ln(Abs)

AH AS IH(DO - Absj(Ao - Absj 3)
& &

Sekil 5’de verilmis olan grafigin egimi, entalpilerin (AH)
hesaplanmas1 ve kesisim noktasinda relatif entropi
degerlerinin hesaplanmasinda kullanilmustir.

-1.10
M
% -130f
o
<
<
£
& 180
M
w
w
e}
< 170
£

-190

0.32 0.33 0.34 0.34 0.35 0.36

(E-2)
1TEK)

Sekil 5. Monastrol’iin DDQ(+) ve TCNQ(0) ile Van’t Hoff grafigi
(7,14,21,28, ve 35 °C). (Van’t Hoff plot for monastrol with DDQ(+) and
TCNQ(Q) at 7,14,21,28, and 35 °C.)

Komplekslerin AG® degerleri ise agagida verilen Gibbs
Serbest Enerji esitligine gore hesaplanmistir.

AG®=-RT In K¢r 4)

Burada AG°® = komplekslerin Gibbs serbest enerjisi, R:
gaz sabiti(1,987 cal mol! °C); T= Kelvin olarak derece,
KCT = kompleksin denge sabiti (L mol"). AS, AH ve AG®
degerleri Tablo 2°de verilmistir. Bu sonuglardan olusan
kompleksin ekzotermik ve kendiliginden olusan bir
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tepkime oldugu belirlenmistir. Bu sonuglarin da literatiir
ile uyumlu oldugu goézlemlenmistir [33].

Tablo 2. Manostrol’iin TCNQ ve DDQ ile olusturdugu komplekslerin
termodinamik parametreleri (AS igin 7, 14, 21, 28, 35 °C ve AG°21 °C
) (Thermodynamic parameters of the complexes of monastrol with
TCNQ and DDQ in acetonitrile at 7, 14, 21, 28, 35 °C for AS, AH and
21 °C for AG®)

Akseptor-  AH(cal.mol AS(Eu)  AG(cal.mol
Monastrol 1) D)

TCNQ -3209 -13.98 -8.86
DDQ -440 -4.1 -7.2

4. SONUCLAR (CONCLUSION)

Monastrol, basit ve yeni bir kati asit katalizorii (ASA)
kullanilarak yiiksek verim ile sentezlenmistir. Bu
yontem, yiiksek verim, ¢evre dostu proses, kisa reaksiyon
siiresi ve basit tepkime islemleri de dahil olmak {izere
bircok avantaj sunmaktadir. Kullanilan spektroskopik
yontem basit, hassas, dogru ve laboratuvarlarda rutin
analizler i¢in miisait olma avantajina sahiptir. Bu yontem
tek basamak ve tek c¢oziiciiliidiir. Elektron alici ve
vericiler ile etkilesmelerden kaginmak i¢in ¢6ziicii olarak
asetonitril kullanilmistir. Bu yontem ilaglarin etki
mekanizmalarinda spektrofotometrik belirlemeleri igin
genel yontem olarak kullanilabilir.

Komplekslerin stokiyometrisi, Job yontemi kullanilarak
incelenmis, elektron verici ve alicilar arasinda TCNQ ile
742 nm ve DDQ ile 546 nm dalga boyunda maksimum
absorbsiyon bandinda 1:1 oraninda oldugu bulunmustur.
Komplekslerin denge sabiti Benesi-Hildebrand denklemi
kullanilarak hesaplanmig ve TCNQ ile yiik transfer
kompleks olusumu denge sabiti DDQ ile olusan
kompleksin denge sabitinden daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Termodinamik parametreleri ise Van't Hoff
denklemi ile belirlenerek olusan komplekslesmenin
ekzotermik oldugu agiklanmustir.
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