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KARBAZOL TEMELLI POTANSIYEL YENi TELOMERAZ
INHIBITORLERIN SENTEZI

0z

Kanser, yiizyillardir tim diinya iilkeleri arasinda 6nemli saglik sorunu olarak
giiniimiize kadar gelmistir.

Kanser, organlarin ve dokularin igerisindeki hiicrelerin gelisigiizel boliiniip
¢ogalmastyla olusan kotii huylu tiimor yapilardir. 2015 yilinda kanserden dolay: 8,8
milyon insan hayatini kaybetmistir. Giiniimiizde durumun ciddiyetini belirtmek
istersek eger her alt1 6liimden biri kanser sebebiyle gerceklesmektedir.

Son yillarda gerceklestirilen ¢aligmalarda G4-DNA yapilart telomerlerde
bulunmustur. Bu yapilar guanin igerigi olarak zengin niikleik asit gruplar1 olup G-
dortlii yapilar olarak adlandirilmaktadir. Karbazol temelli telomeraz inhibitérleri,
telomerik DNA'nin katlanarak olusturdugu G- kuadrupleks yapilari stabilize eden,
DNA ile n-n etkilesimi yapan; poliaromatik yapinin iiglincii veya dordiincii halka
tizerinde protonlanabilir bir aromatik azot veya aromatik yapiya sahip protonlanabilir
molekiillerdir.

Bu tez ¢alismasinda 9-metil-9H-karbazol-3-karbaldehit ve 4-Piridinkarboksilik
asit hidrazit bilesiklerinden yola ¢ikarak telomeraz inhibitorii olabilecek yeni trisiklik
yapidaki karbazol tiirevli bilesikler sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin yapisal
analizi (FT-IR) ve proton (*H-NMR) manyetik rezonans spektroskopisi ile

gerceklestirilmistir.

Anahtar kelimeler: Karbazol, g-kuadrupleks, kanser, telomeraz inhibitérleri



SYNTHESIS OF POTENTIAL NEW CARBAZOLE BASED
TELOMERASE INHIBITORS

ABSTRACT

Nowadays, cancer is counted as one of the most significant health issues in every
countries, especially developed countries. Cells which are taken place in organs or
tissues are divided irregularly. At the end of this reproduction, malignant tumors
named cancer are generated. In 2015, approximately 8.8 millions of people lost
organs owing to cancer. To understand the importance of the circumstance, we can
say that cancer is responsible for every single deaths out of 6 nowadays.

According to recent studies, G4-DNA structure have been found on telomerases.
These structures which are categorized in nucleic acid groups and are rich in terms of
guanine, named G-quadruplex. Carbazole based telomerase inhibitors, which
stabilizes G-quadruplex structures consists of overlaping of telomer’s DNA, which
interacts with DNA in n-nm way, are protonatable molecules that have aromatic
nitrogen or aromatic structure and are taken place in the third or fourth circle in
polyromantic structure.

In this thesis study, on the basis of hydrazide compounds, 9-methyl-9H-carbazole-
3-carbaldehyde and 4-Pyridinecarboxylic acids are used to synthesize new carbazole-
derived compounds that have tricyclic structure. These new compounds can become
telomerase inhibitors. The analysis of structure of synthesized compounds carried out

by (FT-IR) and the spectroscopy of proton (1IH-NMR) magnetic resonance.

Keywords: Carbazole, g-quadruplex, cancer, telomerase inhibitors
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BOLUM BiR
GIRIS

1.1 Kanser

Insanlik tarihinde kanser neredeyse tiim canlilarda ciddi bir sekilde gériilen
problem olmaktadir. Kanser, milattan 6nce tanimlanan ve kelime anlami Yunanca da
"karkinos" (yengec¢) kelimesi, latince de ise “carcinos” kelimesinden tiiretilen bir
hastalik c¢esitidir. Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde boliiniip ¢ogalmasi ile
meydana gelen genetik faktorlerinde etkili oldugu bir hastaliktir. Kanser dliimciil
etkiye yol agan kotii huylu tiimorlere sebep olmaktadir. Bir tiimére mutlaka kanser
denilmesi dogru degildir. Timdor "benign” (iyi huylu) denilen basit bir kitle iken,
kanser "malin" (kotii huylu) olarak adlandirilan son derece 6liimciil bir timor tiiriidiir
(Fitzmaurice, 2015).

Kanser ve timor terimlerinin tibbi olarak tanimlanmasi "neoplazm™ seklinde
olmaktadir. Neoplazm vyapilar normal hiicrelere kiyasla hizli biyiir. Tedavi
edilmedigi siirece hiicre biiylimesi devam eder ve bu da dokunun kiitlesinin anormal
derecede artmasini saglar.

Antikanserojen ajanlar antineoplastikler olarak tanimlanmaktadir.
Antineoplastikler neoplazmin biiyiimesini 6nlemek, engellemek veya durdurmak
amaciyla kullanilan bilesiklerdir. Iyi huylu bir timér ve kotii huylu tiimér arasinda
baz1 spesifik farklar bulunmaktadir. Iyi huylu tiimér yalmzca olustugu dokuda
biiytirken, kotii huylu tiimorler metastaz yetenegi sayesinde baska dokulara ulasir ve
etkinlik gosterir. Metastaz, primer olarak tiireyen ve diger dokularda sekonder
sekilde gelisir ve anormal biiyiime etkisi yaratir. Kanser, kan veya lenf sistemi
iginden gegerek viicudun diger bolgelerinde yeni tiimorler olan "metastatik timor"
olustururlar (Onciioglu, 2018).

Oliimle sonuclanan hastaliklarm ilk sirasini kardiyovaskiiler hastaliklar alirken ,
ikinci siray1 kanser tiirleri almaktadir. 2015 yilinda kanser kaynakli 8,8 milyon 6liim
gerceklesmistir.  Ayrica diinya genelinde her 6 Olimden biri kanserden
gerceklesmektedir. (WHO, 2018).



Birincil Tumér

ikincil bolgede kanser hiicresinin tutulmasi

Sekil 1.1 Metastatik siire¢ (Chambers ve ark., 2002)

1.2 Kanser Tedavisinde Kullanilan Yontemler

Kanser tedavisinde kullanilan yontemler; kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi
tedavi olarak 3 boliimde incelenmektedir.

1.2.1 Cerrahi Yontem

Kanser siirecinde, cerrahin viicuttaki kanseri cerrahi islemle temizledigi bir
islemdir. Eger hiicre metastaz yapmamigsa bu prosediir oldukca yararlidir. Ancak
kanser hiicresi metastaz yapmisg ise bu islemin faydasi olmayacaktir. Cerrahi
miidahale kanser 6nlemenin bir pargasi olarak evresini 6grenme, tekrarlama sansini

azaltma gibi durumlari ortaya koyar (Baykara, 2015).

1.2.2 Radyoterapi Yéntem

Radyoterapi yontemi, kanserli hiicrelerin iyonize 1simn yardimiyla yok etmeyi
saglayan bir tedavi yontemidir. Calisma prensibi DNA’s1 hasar goren kanser
hiicrelerinin béliinmesinin inhibe edilmesi ile hasarli hiicreler viicut tarafindan yok
edilerek atilirlar. Bu yontem viicutta tek bir bolgeye uygulanabildigi gibi tiim viicut
tizerinde de tedaviler yapilabilmektedir Viicudun sadece belli bir bolgesini hedef
alarak yapilabildigi gibi, tim viicudu hedef alan tedaviler de uygulanmaktadir.
Hastaligin durumununa gore 3 farkli radyoterapi yontemi onerilmektedir. Bunlar 3
Boyutlu Konformal Radyoterapi, Konformal Proton Isin Radyasyon Terapi yontemi

ve Yogunluk Aracili Radyoterapi olmaktadir. Elektrik yiiklii pargaciklar i¢inden



gectigi doku hiicrelerinde enerji biriktirir. Ayrica radyoterapi, biiyiik tiimorlerin
kiiciiltilmesinde, tekrarlama olasiligi ve metastaz olayir sansini azaltmak igin de
kullanilmaktadir. Bu yontem ameliyata kiyasla daha verimli sonuglarin alindigi bir

yontemdir (Baskar ve diger., 2012).

Radyasyon yontemi de diger kanser yontemlerine benzer olarak hem normal
hiicreleri hem de kanser hiicrelerine zarar verse de, radyasyon tedavisinin amaci,
radyasyon dozunu anormal kanser hiicrelerine maksimize etmek ve kanser
hiicrelerine veya radyasyon bolgesine bitisik olan normal hiicrelere maruz kalmayi
en aza indirmektir. Cerrahi miidahaleden once kullanilmasi tiimér boyutunu
Kiigtiltecek diger yandan cerrahi miidahaleden sonra kullanilmasi ise mikroskobik

boyuttaki tiimorlerin temizlenmesinde rol oynayacaktir.

1.2.3 Kemoterapi Yéontem

Kemoterapi, kanser tedavisinde mevcut olan yontemlerden bir digeridir.
Kemoterapinin temel hedefi kanser hiicrelerini kemoterapétik ilaglar yardimi ile yok
etmektir. Antineoplastik ilaglar kemoterapik tedavide kullaniimaktadir.

Kemoterapi, tipki radyoterapi yontemindeki gibi dncesinde timdriin kiigiilmesi
icin yalniz bagina uygulanabilir. Neoplastik hiicreler, cerrahi miidahale ve radyasyon
tedavisi ile azaltildiktan sonra c¢esiti kemoterapi, immiinoterapi yontemlerinin
kullanilmasiyla devam eder. Bu yontemin amaci, olusan tiimoriin ilag tedavisi ile
biiytimesini engellemek ve tiimoriin tamamen yok olmasini saglayacak sitotoksik etki
saglamaktir. Kemoterapétik ilag tedavisinde kullanilan ajanlar alkilleyici yapilar
kortikosteroidler ajanlar, anti-metabolitler yapilar, anti tiimor ajanlar ve telomeraz

inhibisyonu saglayan ajanlardir (Mian ve diger., 2016).
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Sekil 1.2 Kemoterapi tedavisinin yan etkileri (Can G., 2003)

1.2.4 Hormon Tedavisi

Gunimiizde kanser tedavisinde hormon ilaglarirda umut vermektedir. Seks
hormonlari;  prostat,  gogis(meme), endometriyum  kanser  tedavisinde
kullanilabilmektedir. Kemoterapiden en biiyiik farki ise viicutta dogal olarak iiretilen
hormonun hiicreye baglanarak kanser hiicresinde etkinliginin 6nlenmesini

saglamasidir (Baykara, 2015).
1.2.5 Immunoterapi Yontem

Bu yontem viicudun bagisiklik sisteminden yararlanarak yapilan bir yontemdir.
Sitokinler, hiicreler ve antikorlar bu tedavi yonteminde kullanilan 3 temel molekiil
grubudur. Tedavinin ¢alisma prensibinde bagisiklik sistemi uyarilip harekete gegirilir

devaminda ise kanserli hiicreyle savagmasi saglanir (Baykara, 2015).
1.3 Antineoplastik Ilaclar
Antineoplastik ilag insan viicuduna girdikten sonra viicut sivilar1 vasitasiyla pek

cok doku hiicreleriyle etkilesime girer. Antineoplastik ajanlarin ¢ogunlugu hiicre

bolinmesini ve niikleotit sentezi yapan enzimlerin inhibisyonunu saglayarak



engeller.En biiyiik dezavantajlarindan biri ise kanser hiicrelerini yok etmeleri ile
birlikte saglikli, normal hiicreleride yok edebilirler. Bu nedenle kanser hiicrelerini
oldiirme girisimi sirasinda genellikle saglikl hiicrelere de zarar vermektedir.

Antineoplastik ilag¢larin kanser hiicrelerine karsi selektiflikleri azdir. Bazilarmin
Immiinosiipresif etkileri vardir ve toksisiteleri olduk¢a fazladir. Bu sebepler
dogrultusunda hekimler tarafindan dikkatli bir sekilde uygulanmalidirlar.
Antineoplastik ajanlarin baslica sistematik yan etkileri radyoterapi ile ayni olan;
kemik iligi baskilanmasi, bulanti, kusma ve alopesidir.

Spesifik antineoplastik ajanina bagli olarak, hastanin kalp, akcigerler, sinir
dokusu, bobrekler, iireme hiicreleri ve mesane bolgeleri toksik risk altindadir

(Karaer, 2018).

1.3.1 Antineoplastik fla¢ Gruplar:

Antineoplastik ilaglar, doneme 6zgii olanlar ve doneme 6zgii olmayanlar olarak

iki gruba ayrilir.

ANTINEOPLASTIK
iLACLAR

DONEME OZGU
OLMAYAN
iLACLAR

DONEME 0ZGU
iLACLAR

Mikrotubul

Antimetabolitler mhibitorler

Sekil 1.3 Antineoplastik ilaglarin smiflandirilmasi (Onciioglu, 2015)

1.3.1.1 Antimetabolit

DNA, RNA gibi temel yapilarin ve diger hiicresel yapilarin sentezinde farkli

basamaklarinda koenzim veya substrat olarak etkinlik gosteren natiirel metabolitlerin



analoglaridir. Antimetabolit ilaglar, folik asit piirin ve pirimidinlerin yapisal analogu
olan ilaglardir. Bilinen en etkili kemoteropotik ajanlardan biridir. Bu ajanlar, 16semi,
meme gibi c¢esitli kanser tedavileri igin etkili bir yontemdir. Antimetabolitler
prekiirsorlerin sentezinin inhibisyonunu saglarlar devaminda ise DNA veya RNA
sentezini inhibe ederek gorevini tamamlar. Maksimal sitotoksik etkilerini hiicre
siklusunun S fazinda gosterirler (Lisa, 2015).

Folik asit tiirevleri: Insanlarda koryokarsinomunda vyer aldig1 ¢esitli
neoplazmalarda kullanilir. Di hidrofolat rediiktaz enziminin aktif bélgesine etkin bir
sekilde baglanarak enzimi inhibe eder.

» Metotreksat; 16semi tedavisinde kullanilir.

Pirimidin analoglari:

¢ Floksuridin; mide-bagirsak kanseri tedavisinde kullanilir.

% Gemstabin; Pankreas kanseri tedavisinde kullanilir.

+«»+ Sitarabin; lenfomatedavisinde kullanilir.

%+ 5-fluorourasil; meme ve kolon kanseri tedavisinde kullanilir.

Piirin analoglart:

e Fludarabin; lenf kanseri tedavisinde kullanilir.

e 6-Merkaptopiirin (6-MP); lenfositik tedavisinde kullanilmaktadir (Lisa ve

Kristine, 2015).

1.3.1.2 Mikrotubul inhibitorieri:

Bu grupta yer alan antineoplastik ilaglar genellikle Vinca Rosea bitkisinden elde
edilmektedir. Mitozun metafaz donemine yonelik olan ilaglar mitoz veya metafaz
zehirleri olarak adlandirilmaktadir. Mitoz inhibitorleri, etkin tasima ile hiicrelere
girip metafazi dolayisiyla hiicre boliinmesini durdururlar. Mitotik inhibitérler meme,
akciger kanserleri, miyelom, 16semi ve lenfoma tedavisinde kullanilir (Lisa ve
Kristine, 2015).

¢ Vindesin; lenfoma ve AIDS tedavisinde kullanilir.

e Vinorelbin; akciger ve gogiis kanseri tedavisinde kullanilir

e Vinkristin; lenfoma ve 10semi tedavisinde kullanilir.

e Vinblastin; lenfoma tedavisinde kullanilir.



1.3.2 Antineoplastik Ajanlarin Siniflandirilmasi
Sitotoksik Ajanlar:

. Alkilleyici inhibitorler

. Mitoz ajanlar (vinka tiirevleri, kolsisin, taksanlar)
. Antitiiméor antibiyotikler

o Antimetabolitler

. Topoizomeraz inhibitor tiirevleri

. Platin tirevleri

. Protein Kinaz inhibe ajanlari

Hormonlar ve Hormon antagonist ajanlar:

o Glukokortikoidler

. Androjenler

. Gonadotropin hormon analog

. Estrojenler

. Estrojen reseptor antagonis

. Antiestrojenler

. Progestinler

o Somatostatin

Kanser tedavisinde kullanilan diger yontemler:
++ Radyoterapi (radyoizotoplar

< Immiinoterapi

1.4 Telomer ve Telomeraz Enzimi

Telomerler, kromozomlarin igerisinde bulunan DNA ve protein gibi yapilar
iceren ug bolgelerdir. Viicutta yer alan farkli kromozomal DNA serilerinden yapisal
ve fonksiyon bakimindan farklilik gosterir. Telomer sentezinde goérevli olan enzim

telomer transferaz veya revers transkriptaz olarak bilinmektedir (Atli, 2002).



Insan telomerik DNA’s1, ¢ift iplikli bir DNA (5' TTAGGG 3/3' AATCCC 5
150-300 niikleotidlik diziyi takip eden, guanince zengin, tek iplikli 3' ¢ikintisindan

olusur.
Telomerler, iki temel gorevi yerine getirmekten sorumludur.
e Kromozom uglarinin replikasyonlarinin tamamlanmasina saglamak.

e Kromozom uglarmin karismasini ve i¢ kisimlarla reaksiyona girmesini
onlemek.

P
[’ g'\ kROMOZOM

2| ] ]

Sekil 1.4 Telomer lokasyonu

Telomeraz yardimiyla gergeklestirilen telomer yapilari kromozomlarin terminal
bolgesinin  biitlinliigliniin  korunmasinda rol almaktadir. Telomerlerin normal
kromozom uglarinda bulunmadigi durumlarda kromozomlarin dayaniksiz oldugu
gozlemlenmistir. Telomeraz, kromozomal wuglardaki “TTAGGG” dizisinin
sentezinden sorumlu riboniikleoprotein yapida olan bir polimerazdir. Telomerazin
aktivitesi, kromozomlarin (telomerik DNA) lineer uglariyla iligkilidir. 1930 yilinda
Barbara McClintock ve Hermann Muller yaptiklar1 arastirmalar sonucunda
kromozom uglarmin telormerler ile korundugunu belirtmislerdir (Chuaire, 2006).
1961 yilinda ilk kez Leonard Hayflick, telomerlerin kisalmasi ile hiicre

yaslanmasinin baglantili oldugunu 6ne stirmiistiir (Hayflick, 1961).



Son zamanlarda telomeraz ile kanser iliskisi tizerine yapilan ¢alismalar hizla
yuritiilmektedir. Embriyonik hiicrelerde aktiflik gésteren enzim, somatik hiicrelerde
goriilmemektedir. Kanser hiicrelerinde aktiflik gostermektedir.

Telomeraz 3 ana bilesenden olusmaktadir.

% TERT (telomeraz ters transkriptaz)
% TERC (telomeraz RNA komponenti)
+« TERC bagli protein diskerin

5!
Protein (hTERT
? rotein ( ) "Parmaklar"-Telomeraz
y - : proteini
=y 4 .
W/ \X RNA (TERC)
Telomer

3 "Aya"-Telomerazin
aktif bolgesi

"Bagparmak”  wieotid

Sekil 1.5 Telomeraz enzim bilesenleri

1.5 Antikanser fla¢ Tasarimna Yénelik Hedefler Olarak G-Kuadropoller

DNA G-dortlileri, ard arda guanin sekanslarinin bir araya gelerek olusturdugu
yapilardir. G-dortliileri, Hoogsten hidrojen bagi ile baglanan dort guanin diizlemsel
siralanmasiyla olusan DNA’nin ikincil yapisidir. G-dortlii yapidaki guaninler

glikozidik bag etrafinda anti veya sin konformasyonlarinda bulunurlar.
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Sekil 1.6 Guanin bazlarinin Hoogsten hidrojen bagi ile baglanma diyagrami.
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Sekil 1.7 G-dortli yapilarda paralel ve antiparalel baglanma.

G-dortli yapilardaki kararlilik, molekiilde sahip oldugu hidrojen baglarina ve G-
dortlii yapilarin metal-ligand kompleks etkilesimiyle saglanir. Anyonik iskelet ve G-
kuadropolun negatif elektrostatik merkezi arasindaki etkilesimler, katyonik

ligandlarin baglanma afinitesini artirmada rol oynar.

1.5.1 Telomeraz Inhibitérii Olarak Kullanilmas: Planlanan Ilaglar

Gunumiizde kanser tedavisinde kullanilan bir¢ok molekiil G-dortliisiiniin
afinitesini artirmak amaciyla sentezlenmektedir. Antikanserojen ajanlar olarak,
topoizomeraz | ve topoizomeraz Il enzim inhibitorleri kullanilmaktadir.
Topoizomeraz enzimi DNA transkripsiyonu ve duplikasyonunda gorevlidir.
Topoizomeraz enzimleri saglikli ve kanser hiicrelerinde de etkinlik gosterdigi igin
kanser tedavi siirecinde saglikli hiicrelerde risk tasimaktadir. Telomeraz enzimi,
topoizomeraz enziminden farkli olarak kanser hiicrelerinde etkinlik gosterir. Birgok
somatik hiicrede etkinliginin olmamasi, giinimiiz kanser tedavisinde telomeraz
enzim inhibitorlerinin 6nemini oldukga artirmistir (Holt ve Shay, 1999).

Bu nedenle DNA’nin G-dortlii yapist hedeflerenelerek afinitesi yiiksek, sadece
kanser hiicrelerine etki ederek hiicre par¢alanmasi i¢in telomeraz enzim inhibitorleri
gelistirilmektedir. G-dortli yapilardaki kararlilik azot atomuna bagli yan grubun
bazikligiyle baglantilidir. Telomeraz inhibitorii olarak sentezlenen birgok madde
ciddi bir sekilde aktivite gostermektedir. Kullanilan bazi ajanlar; Kurkumin,
Rapamisin, Imetelstat, G\VV1001, BMVC.

10



¢ Kurkumin; birgok kanser ¢esitinde (meme, I6semi) telomeraz inhibisyonunu

saglamgtir.

CHj O OH CH;

Sekil 1.8 Kurkumin molekiil yapist.

+ Rapamisin; lenf kanseri ve pankreas kanserinde telomeraz aktivitesini inhibi

ettigi bildirilmistir.

Sekil 1.9 Rapamisin molekiil yapisi

< Imetelstat (GRN163L); klinik denemelerde kullanilan tek ilag olmakla birlikte
telomerazin Katalitik bolgesine baglanarak inhibisyonu saglar. Losemi ve
prostat kanserinde etkili oldugu bildirilmistir (R6th, 2010).

11
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Sekil 1.10 imetelstat, telomeraz inhibisyonu (R6th, 2010)

% Tertomotit (GV1001); pankreas kanserinde telomeraz aktivitesini inhibe ettigi

gosterilmistir. GV1001 in klinik ¢alismalart devam etmektedir.

Sekil 1.11 GV1001 molekiil yapisi

% Allisin; Mide kanserinde telomeraz enzimi inhibisyonu sagladigi

gozlemlenmistir.

%
/\/S_S\/\

Sekil 1.12 Allisin molekiil yapisi
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1.6 Karbazol Tiirevli Bilesiklerin Tiimér Tedavisinde Onemi

Karbazol, aromatik heterosiklik organik bilesiktir. Bes tiyeli azot igeren bir
halkanin her iki tarafindan baglanmis iki benzen halkasindan olusan trisiklik yapiya
sahiptir. DNA ya baglanma yetenegine sahip olan bu yapilar Alzheimer hastaliginda
da kullanilmaktadir. Huang ve digerlerinin 2008 yilinda yaptigi arastirmada karbazol
tirevlerinin telomerlerde bulunan G-dortlii yapilarini tanimlayarak telomerazi inhibe
ettigini gostermistir. Huang ve digerleri yaptigi arastirmada, 3,6-bis(1-metil-4-
vinilpiridinyum)karbazoldiiyodiir (BMVC) molekiilinii sentezlemistir, bir ¢esit
karbazol tiirevi olan BMVC, DNA G-kuadropol yapisini stabilize etmektedir.
Calismalar sonucunda G-kuadropol erime sicakliginda 13°C'lik bir artis ve telomeraz
aktivitesi tizerinde etkili bir inhibisyon saglandi. Kanser hiicrelerinin BMVC ile
yapilan tedavisinde (<10 umol/L) ciddi diizeyde hiicre toksisitesine rastlanmamis ve
0.5 pumol/L konsantrasyonla denendiginde ihmal edilebilir sitotoksik etki yarattigi
gosterilmigtir. Ayrica DNA eslenmesi etkilenmemistir; bununla birlikte, BMVC
molekiiliiniin timor aktivitesini  baskilayarak, BMVC nin hiicresel etkilerinin

telomerlerle sinirlandirilmadigin 6ne siirmiislerdir (Huang ve diger., 2008).

Br, Br
w 2-Vinilpiridin
———

] HECK Reaksiyonu

1

0-BMVC

Sekil 1.13 BMVC sentez basamagi ve molekiil yapis1 (Huang ve diger., 2008
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1.7 Telomeraz inhibisyonu

Telomerlerde bulunan G-dortli yapilar stabilize edilerek telomerazin inhibisyonu

saglanmaktadir.

5 G-quadruplex
@ 1T I
e — Telomeraz kisalmasi,
G-4 Stabilizer A == Hiicre 6limu gecikmesi
Ajan
Telomeraz- ON Telomeraz-OFF

ﬂ G-4 Stabilizer
Ajan

3 ¥,
5 TTAGGG)n = ) :

gHizli Hiicre Olimii

@3@ ;J@MI

Sekil 1.14 Telomeraz Inhibisyonu

G-dortlii ligandlar, G-dortlii yapiyr stabilize ederek telomerarazin telomerlere
ulagmasini engellemektedir. Telomeraz inhibisyonunda; hTER veya hTERT’nin
transkripsiyonu engellenerek, hTER veya hTERT mRNA’st yok edilerek ya da
hTERT’in sentezi sonrasi diizenlenmesi engellenerek, enzim kompleksinin ¢ekirdege
transferi ya da substrati olan telomerlere baglanmasi engellenir (Dikmen, 2006).

Ligandlarin ortak 6zelligi, pozitif yiikler i¢eren, birbiriyle kaynasmis halkalardan
olusan artirilmis poliaromatik yapida olmalaridir. Telomeraz inhibitorlerini Dikmen

ve digerleri 2006 yilinda gruplara ayirarak belirtmistir.
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1. Telomeraz katalitik alt birimini (hTERT) hedef alanlar
“Dominant” negatif hTERT
hTERT transkripsiyon inhibitorleri
Revers transkriptaz inhibitorleri
“Hammerhead” ribozimler

2. Telomerazin RNA komponentini hedef alan inhibitorler
“Hammerhead” ribozimler
Peptid niikleik asitler (PNA)
Antisense oligonikleotidler
2,5-oligoadenilat antisense oligoniikletidler
2-ucu modifiye edilmis RNA analoglan

N3'=P5’ fosforamidatlar, N3'=P5' tiyofosforamidat
oligoniikleotidler

3. Telomeraza yonelik immiin tedavi

4. Telomeraza yonelik gen tedavisi

Sekil 1.15 Telomeraz Inhibitérleri (Dikmen ve diger., 2006)

Literatiirde potansiyel telomeraz inhibitori olarak birgok molekiil yer almaktadir.
Bu yonde yapilan ilk bilesikler Antrakinonlar, akridinler olmustur. Sonrasinda,
fluorenonlar, katyonik porfirinler, fenantrolinler, triazinler, siklik oligo-okzasoller
telomeraz enziminin inhibisyonunu sagladigi bulunmustur.

S6z konusu bilesiklerin DNA ile etkilesimi genel olarak enterkalasyon ile
aciklanmaktadir. Heteroatomlardan olusan halkali bilesikler DNA da bulunan baz
ciftleri ile etkileserek baglanirlar. Etkilesim sonrasinda DNA replikasyon zinciri

bozulur ve yeni DNA larin polimerazlarin etkinligini degistirmektedir.
1.8 Literatiirde Ajanlar

Telomeraz enzim inhibisyonunda giintimiize kadar bir¢ok bilesik sentezlenmistir.
Genel olarak gruplandirildiginda; N-metillenmis ligandlar, protonlanabilir ligandlar,

alkaloid bazli ligandlar, katyonik metallo organik ligandlar, piridin tiirevleri,

etidyumtiirevleri, notral ligandlar yiiksek 6neme sahiptir.
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1.8.1 N-Metillenmig Ligandlar

N-metillenmis ligandlar, disiik elektron yogunluguna sahip olmakla birlikte
katyonik yan zincirlere gerek duymaksizin suda ¢6ziinebilir yapida olmalar1 ve =-
etkilesimi yapabilmesi nedeniye G-dortlii yapiy: stabilize etmekte etkilidir (Agarwal
ve Maiti, 2010).

N-metillenmis ligand sinifi molekiillerinden biri olan TMPyP4, katyonik porfirin
halkasindan olusan G-dortlii yapiya yiiksek afinitesi bulunan ve telomeraz enzim
aktivitesini 6nemli 6l¢lide azaltan bir bilesik oldugu gézlemlenmistir.

Shi ve digerlerinin 2001 yilinda yaptiklar1 ¢alismada TMPyP4 molekiiliiniin
uygun sartlarda 1-25 uM timor hiicresi ile etkilesmesi ile telomerlerde kisalma

gbzlenmesi ve hiicre apoptosizini uyardigi sonucuna varmiglardir (Shi, 2001).

/l\é\ /N\

Sekil 1.16 TMPyP4 molekiil yapis1 (Shi, 2001)

1.8.2 Protonlanabilir Zincire Sahip Ligandlar

Protonlanabilir ligandlar, hidrofobik merkezden uzakta bulunan yiiklerle amin
gruplari ile birlikte protonlanan yan zincir olusturan molekiillerdir. Bu alanda yapilan
caligmalarda bisamidoantrakinon bilesiginin telomer inhibitori gorevi yaptigi
bulunmustur. G-kuadrupleks yapisi ile yiiksek afiniteye sahip olmasiyla birlikte G-
kuadropolu inhibe ettigi aciklanmistir. (Sun ve diger., 1997). Seciciligi artirmak
amaciyla bu sinif ligandlarda birgok modifikasyonlar yapilmistir. Niedle ve digerleri
antrakinondan fluorenona (Perry ve diger., 1999), akridona ve akridin ligandlarinin

modifikasyonlarini gelistirmistir.
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Perry ve digerlerinin 1998 de yaptigi ¢alismada, 1,4 ve 2,6-diamidoantrakinon
tirevlerini hazirladi ¢esitli aktivite arastirmalarini sonucunda piperidin ile siibstitiie
edilen bilesiklerin inhibisyon yeteneklerinin daha kuvvetli oldugunu ortaya
koymustur (Perry ve diger., 1998).

Bu alanda yapilan farkli bir ¢aligmada ise temel etkilesimler (m-istiflenme
etkilesimleri, elektrostatik etkilesimler) gbéz oOniine alinarak BRACO19 ligandi
sentezlenmistir. BRACO19, trisiibstitiie akridin tiirevi olmakla birlikte telomeraz
inhibitort olarak bilinmektedir. Kanser hiicresi ¢ogalmasini (proliferasyon) inhibe
ettigi Taetz ve digerlerinin 2006 yilindaki ¢calismasiyla kanitlanmistir (Taetz, 2006).

Martins ve digerlerinin 2007 de yaptigi ¢alismada BRACO19 molekiiliiniin
modifikasyonuna yer verilmistir. BRACO19 ligandinin hiicre igerisine alinmasi
problemini  ¢dozmek amaciyla 9-amino siibstitiienti anilin  degistirilerek
diflorobenzilamin grubu baglanmistir. BRACOI19 ligandinin telomer DNA ya
baglanma seklinini 2:1 olarak Fu ve Keppler 2009 yilindaki arastirmalarinda ortaya
koymustur (Fu, 2009).

Bu ligand alaninda yapilan bir diger arastirma ise 1998 yilinda Fedoroff ve
Salazar tarafindan gergeklestirilmistir. PIPER adimi verdikleri bilesigin telomerazi
orta diizeyde inhibe ettigi kanisina varmislardir. Calismalarin devaminda ise PIPER
bilesiginin pH 7.0-8.5 de G-kuadrupleks segiciliginin 42 kat oldugu bulunmustur.
(Kern ve diger.,, 2002). Pentasiklik akridin tiirevi olan RHPS4 bilesigi telomer
uglarindaki G-kuadropol yapisini hedefleyen bir ligandtir. in vitro ve in vivo
deneyleri  sonucunda RHPS4 ligandinin  potansiyel kanser tedavisinde

uygulanabilirligi agiklanmistir (Kelland, 2007).
|

o
N
0 ~ 0
/\)L = )J\/\
G
BRACO-19

Sekil 1.17 BRACO19 molekiil yapis1 (Kelland, 2007)
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Sekil 1.18 PIPER molekiil yapisi (Kern ve diger.,2002)

Sekil 1.19 RHPS4 molekiil yapist (Kelland, 2007)

1.8.3 Alkaloid Ligandlar

Alkaloid bazli ligandlar bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Kanser
tedavisinde telomeraz inhibitorii olarak kullanilan ligandlara 6rnek olarak; kindolin,
indigotin, berberin tiirevleri verilebilir. Neidle ve digerlerinin 2000 yilinda yaptiklar
arastirmada 2,10-disiibstititie edilmis kinolin tiirevinin telomeraz enziminin
inhibisyonunu saglamasinin yani sira kabul edilebilir derecede sitotoksik etkiye sahip
oldugunu ortaya koymustur. Sonrasinda yapilan ¢alismalarda 2,7-distibstitiie edilmis
tirevlerin daha disiik dozajda 2,10 tiirevlerinden daha fazla aktiviteye sahip oldugu
aciklanmustir (Caprio ve diger., 2000).

Isaindigoton tiirevleri, isatis indigo bitkisinden izole edilmistir. Tan ve
digerlerinin 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada isaindigoton ligandindaki reaktif
halkalarin g-dortli yapisi ile baglanmasinin miimkiin oldugunu belirtmistir. G-dortlii
yapisi ile 4:1 oranda baglanma gostermesi yani sira 7,8 umol dozajinda telomeraz
aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (Vy Thi Le ve diger., 2012).

Berberin tiirevleri yapilan aragtirmalar sonucunda zayif telomeraz inhibitori
olarak bildirilmesine karsin berberin tiirevlerinin modifikasyonu sonucu telomeraz
inhibisyon aktivitesi 6nemli oOlgiide artirilmistir. 9-N-siibstitiieli tirevlerinin c-
myc'nin promotor bolgesindeki G-kuadrupol DNA ile etkilesimi incelenmistir. 9

konumundan siibstitiie edilmis berberin tiirevleri amino grubu ve yan gruplar
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sayesinde G-kuadrupola baglanma afinitesinin 6nemli diizeyde arttigi arastirmalar

sonucu ortaya konulmustur (Franceschin ve diger., 2006).

Sekil 1.20 Berberin molekiil yapisi (Franceschin, 2006)
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Sekil 1.21 9-N siibstitiie berberin tiirevi molekiil yapis1 (Franceschin, 2006)

1.8.4 Etidyum Tiirevli Ligandlar

Mergny ve digerleri 2001 yilinda yaptiklar1 arastirmada etidyum tiirevlerinin G-
kuadrupleks kararliligi ve telomeraz enzim inhibisyonu saglamasinin haricinde
dubleks DNA ya kars1 da segicilik gosterdigini sonucuna varmiglardir. Etidyum
bromiir ligandinin yiiksek toksisiteye sahip olmasi ve mutajenik etki yaratmasindan
dolay1 arastirmacilar yeni, giivenli triazin tiirevlerilerine yonelmistir. Triazin ligand
serilerinden biri olan 12459 numarali ligandin G-kuadrupleks secici stabilizasyon
gosterdigi ve telomeraz aktivitesini kuvvetli bir sekilde inhibe ettigi bulunmustur.
Sonrasinda triazin tiirevlerine yapisal olarak benzeyen piridodikarboksiamidler
sentezlenmistir. Sentezlenen bu ligandlar hiicrenin  Kkontrolsiiz  biiyiimesini
engellemekle birlikte apoptosisizinide gerceklestirmektedir (Pennarun ve diger.,
2005).

Piridodikarboksiamid ligand serisi genisletilerek fenantrolin tiirevleri elde
edilmistir. Fenantrolin-DC molekiili G-kuartet yapi ile miikemmel geometrik
eslesmesinin yan1 Sira imetelstat ligandindan daha ¢ok segicilik gosterdigi
bulunmustur (Delemos ve diger., 2007).

Ligandlarin katyonik ve yiiksek oranda polarize olmast G-kuadruplekse

baglanmasinda biiytik bir avantaj saglamaktadir (Evans ve Mendez, 2007).
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Sekil 1.22 a) Etidyum tiirevleri yapisi b) Etidyum bromiir yapisi
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Sekil 1.23 Triazin bazli 12459 ligand1 molekiil yapis1 (Pennarun, 2005)
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Sekil 1.24 Piridodikarboksiamid (PDC) molekiil yapisi (Delemos ve diger., 2007)

Sekil 1.25 Fenantrolin tiirevi (PhenDC3) molekiil yapisi (Delemos ve diger., 2007)

1.8.,5 Metallorganik Kompleks Ligandlar

G-kuadrupleks yapilar yiiksek z-etkilesimine sahiptir. Diger niikleik asitlerde de
oldugu gibi yapisal olarak yiiksek negatif yiik tasidigindan dolayr dolay1 katyonik
ligandlar olduk¢a kuvvetli baglanir. Neidle ve digerlerinin 2006 yilinda yaptigi
arastirmalar sonucunda metal-organik komplesklerinin miitkemmel bir kuadrupleks

stabilizorii oldugunu gostermislerdir (Neidle ve diger., 2006).
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Heteroaramotik ligandlar ile metallerin kare diizlemsel geometride koordine
edilmesiyle sentezlenen ligandlarin klasik DNA baglayici ligandlara gore daha segici
oldugu bulunmustur. Metal komplekslerin diger bir avantaji ise elektron c¢ekici
ozelliklerinden dolay1r ligand fizerindeki elektron yogunlugunu azaltmayi
saglamasinin yani sira giiglii 7z- 7 etkilesimi saglar (Arnall ve diger., 2008).

Bu ligand sinifinda sentezlenen molekiillerden ilki TMPyP4 olmakla birlikte
cesitli metallerle olusturdugu koordinasyon bilesiklerinin telomeraz enzim aktivitesi
tizerindeki etkileride arastirilmistir. TMPyP4  ligandinin  gesitli  metallerle
modifikasyon yapilip aktivitesi kontrol edildiginde en iyi G-kuadrupleks segiciligin

Mn (mangan) kompleksinde oldugu bulunmustur (Prince ve diger., 1993).

Sekil 1.26 Cu-TMPyP4 kompleks yapisi (Fu ve diger., 2008)

Koroller, tetrapirolik makrosiklik bilesiklerdir. Zhou ve digerlerinin 2007 yilinda
yaptig1 arastirmalarda bazi katyonik korollerin telomeraz aktivitesini inhibe ettigini
bildirmistir. Yiiksek oksidasyon seviyelerine sahip metallerle (Cu(lll)), (Mn(lll))
elde edilen korol ligandlart miikemmel diizeyde g-kuadrupleks yapisindaki c-
MY C’nin stabilitesini sagladig1 agiklanmistir (Fu ve diger., 2008).
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M=Cu
Mn

Sekil 1.27 Metal-korol kompleks yapisi (Fu ve diger 2008)
Nikel(Il)-Salphen komplekslerinin delokalize 7z-etkilesimi ile kuadrupleks
yapisina kuvvetli bir sekilde baglanip G-dortlii yapiyi stabilize ettigi ve segiciliginin
50 kat fazla oldugu Neidle ve Vilar gruplan tarafindandan rapor edilmistir (Vilar ve
diger., 2008).

go
O
X=HyadaF

Sekil 1.28 Nikel(11)-Salphen kompleksi yapis1 (Vilar ve diger., 2008)

Oz/\\/o

Vilar ve digerlerinin 2008 yilinda arastirmalarda disiibstitiie piridin ligandinin
paladyum metali ile kompleks olusturmasi sonucu g-kuadrupleks kararligi
sagladigim1 bulmuslardir. 1 pmol/L konsantrasyonunda yapilan g¢alismada kabul
edilebilir diizeyde sitotoksik etki gosterdigi rapor edilmistir (Vilar ve diger., 2008).
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Sekil 1.29 Paladyum(l1)-bis-karboksiamidopiridin kompleksi yapis1 (Vilar ve diger., 2008)

1.8.6 Nétral Ligandlar

Bu ligand smifinda pek ¢ok bilesik olmamakla birlikte grubunun en gii¢lii ligandi
Streptomyces anulatus bakterisinden izole edilen telomestatin bilesigidir. Giiglii bir
telomeraz inhibitorii olan telomestatin diger g-kuadrupleks stabilizor ligandlardan 70
kat daha yiiksek segicilige sahiptir (Arora ve Maiti, 2010).

Telomerlerin konformasyonunu ve uzunlugunu degistirerek, telomerlerle ilgili
proteinlerin telomerlerden ayrilmasini ve telomeraz-pozitif hiicrelerin ¢ogalmasini
inhibe ettigi rapor edilmistir. Bununla birlikte, telomestatinin iki biiyiik dezavantaji,
elde edilmesi zor oldugu ve suda ¢ozinirligi zayif oldugu yonindedir.
Telomestatinin tam sentezi oldukga karmasik goziikkmektedir (Arora, Kumar,
Agarwal ve Maiti, 2010).

Sekil 1.30 Telomestatin molekiil yapis1 (Arora ve diger., 2010)
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1.9 Literatiirde Diger Yaklasimlar

Hampel ve digerlerinin 2012 yilinda yaptig1 ¢alismada tetra siibstitiie naftalen
diimid tiirevlerinin giiglii  G-kuadrupleks stabilizoérii oldugu agiklanmistir. Bu
ligandlardan biri olan BMSG-SH-3, pankreas kanserinde aktivite gostermistir.
Yapilan arastirmada DNA hasarin1 ve hiicre yaglanmasinin azaltmasinin yani sira
protein sentezini de inhibe ettigi bulunmustur. Daha sonrasinda bu bilesik ¢esitli
modifikasyonlarla segiciligi yiiksek molekiil haline getirilmistir. Dimetilamin ve
pirolidin ile yeniden tiirevlendirilmis ligandlarin FRET erime noktas1 analiziyle G-
kuadrupleks seciciliginin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Sonya, Hampel,
Antonella, 2012).

A

BMSG-5SH-3: n = 5, R =N-Metilpiperazin
BMSG-SH=-4: n = 3, R = Dimetilamin
BMSG-SH-5: n = 3, R = Pirolidin

Sekil 1.31 BMSG-SH ligand tiirevleri (Hampel ve diger., 2012)

Rapor edilmis antrakinon tiirevi BSU-1051 bu bilesik grubunda kullanilan ilk
tirevlerden biri olmakla birlikte telomeraz aktivitesini  1Cso:  23uM
konsantrasyonunda inhibi ettigi bulunmustur (Sun ve diger., 1997).

Daha sonrasinda antrakinon tiirevi 2-7 konumundan siibstitiie edildiginde
sitotoksisitesinin  6nemli Olglide azaldigit (10 kata kadar) ve daha diisiik

konsantrasyonda aktivite gosterdigi bildirilmistir. 2,7-dinitrofluorenondan baslayarak
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elde edilen amidofluorenon tiirevi 1Cso: 8 uM ve 12 uM araliginda telomeraz

inhibisyonu gerceklestirmistir.

CHzOH

HT,':';‘E@ -

Sekil 1.32 BSU-1051 molekiilii (Sun ve diger., 1997)
2 2 0 r//’-\ — g
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Sekil 1.33 a) Dinitrofluorenon tiirevi b) diamidofluorenon tiirevi (Sun ve diger., 1997)

Kinolin tiirevleri telomeraz inhibisyonunda 6nemli rol almakla birlikte kinolin
molekiil yapisina benzerlik gosteren furan tiirevleride telomeraz inhibitorii olarak
bilinmektedir. 11 konumundan siibstitiie edilmis kinolin tiirevleri c-MYC yapisini
stabilize etmesinin yaninda telomeraz aktivitesini miikkemmel bir sekilde inhibe ettigi
ve bunu ICsp 0,44 ve 12,3 uM arasinda gergekletirdigi bildirilmistir (Zhou ve diger.,
2008).

Farkli  bir c¢alisma ise bu ligand smifinda  sentezlenen  8-[2-
(trimetilamonyum)etoksi]benzo[b]nafta[2,3-d]furan bilesigi pozitif yiikli amonyum
koluna sahip olmasiyla birlikte G-dortli yapiyla etkilesime girerek telomeraz

aktivitesini ICso 7 uM de konsantrasyonunda inhibe etmistir (Perry ve diger., 1999).

S~
! N

X=NH veya O e
\\_,-ff/'/ ‘x -0 NM93
b

Sekil 1.34 a) 11-Siibstitiie kinolin tiirevi b) Benzo furan tiirevi (Perry ve diger., 1999)
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Stephen Neidle ve digerlerinin 2006 yilinda yaptigi aragtirmalarda bistriazol
ligandlarmin G-kuadrupleks yapisimi stabilize FRET analizleri ile agiklamistir.
BRACO-19 bilesigi ile karsilastirildiginda hiicre sicakligi artirma konusunda farkin
¢ok az oldugunu ancak G-kuadrupleks yapisi igin segiciligin oldukga fazla oldugu
belirtlilmistir. FRET analiz ¢alismalar1 ile bistriazol ligandlarinin 1Cso degerleri 13 ve
24 uM arasinda oldugu gozlemlenmistir (Neidle, 2006).

! A
R,N(CH,),OCHN NHCO(CH,),NR;

Sekil 1.35 Bistriazole tiirevi ligandlar (Neidle, 2006)

Pirolkarbazol tiirevlerinin, telomeraz inhibitorii olarak kullanma diisiincesi ilk
olarak Warabi ve digerlerinin 2003 yilindaki calismalar sonucunda bulunmustur. Ik
olarak Dictyodendrillidae den izole edilen pirolkarbazol tiirevleri 50 pM
konsantrasyonda telomeraz aktivitesini %100 oraninda inhibe ettigi gézlemlenmistir
(Warabi, 2003).
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Sekil 1.36 Diktiyodendrin tiirevleri (Warabi, 2003)
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Tian ve digerlerinin 2010 yilinda yaptig1 ¢alismada fonksiyonel amid (-NHCO-)
veya azometin (-C=N-) gruplar barindiran ligandlarin telomeraz enzimin alt grubu
olan hTERT aktivitesini inhibe ettigi belirtilmistir (Tian, 2010).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda benziliden hidrazon tiirevlerinin antikanser
aktivite gosterdigi bulunmustur. 2015 yilinda Alam’in yaptig1 arastirmada benziliden
hidrazon tiirevinin telomerazin aktif merkeziyle hidrofobik, elektrostatik, Van der
Waal’s etkilesimi yaptigin1 belirtmistir. Sitotoksik c¢alismalarda etkisinin kabul

edilebilir diizeyde oldugu gosterilmistir (Alam ve diger., 2015).

Sekil 1.37 Benziliden hidrazon tiirevi molekiil yapisi (Alam ve diger., 2015)

2019 yilinda sinnamik-antranilik tarevlerinin efektif telomeraz inhibitorii oldugu
bulunmustur. 4-kloroantranilik asit ve 4-klorosinnamik asitten yola c¢ikarak elde
edilen ligand farkli sekilde modifiye edilmis ve aktivitelerine bakilmis en iyi sonucu
N-(4-klorosinnamoyil)-4-kloroantranilik asit (KU-39) tiirevinin verdigi belirtilmistir
(Sridhar ve diger., 2019).

0 0
N \\)\OH 1.SOCl. DME ‘ \\'f/\\\)\w
—>
‘ / o 1 /K/CO;H
. & 2

J\.x;co; X F /( ‘
N |
X=CH; OCH: ¢l [ J\ cl N

N

“NH,
T X=CH; KU-30

COH X=0CH: KU-36
X=Cl  KU39

Sekil 1.38 sinnamik-antranilik tirevlerinin sentezi (Sridhar, 2019)
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Fuggetta ve digerlerinin 2016 yilinda yaptig1 ¢alismada ise spiroketal tiirevlerinin
potansiyel telomeraz inhibisyonu gergeklestirecegi yoniinde olup hekzalakton
bilesiginden yola ¢ikarak sentezledikleri ligandin in vitro testlerinde oldukc¢a basarili

sonuglar elde edilmistir (Fuggetta ve diger., 2016).

70 A
60 -
50 A
40 -
30 -
20 -
10 -
0 =
12a-d
m 2dh 36.8
48h 56.1

m72zh 614

Sekil 1.39 Spiroketal tiirevinin tiimér inhibisyon yiizdesi (Fuggetta ve diger., 2016)

o)
Sekil 1.40 Spiroketal molekiil yapisi
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BOLUM iKi
MATERYAL VE YONTEM

2.1 Sentez Planlan

Sentez calismasinda ilk olarak karbazol aldehit 1 bilesigi ve benzoil glisin 2
bilesiginden yola ¢ikarak 3 numarali karbazol feniloksazolon bilesigi elde edildi.
Molekiildeki elektron yogunlugunu azaltip telomeraz afinitesini artirmak amaciyla
tek basamakta 4 numarali dietilamino karbazol fenilimidazolon tiirevi elde edilmek
istendi ancak imidazolon halkasinin agik oldugu yapi elde edildi. Tekrarlanan sentez
planinda 3 numarali karbazol feniloksazolon bilesiginden yola ¢ikarak 6 numarali
karbazol fenilimidazolon tiirevi elde edildi. Daha sonra imidazalon halkasina
potansiyel telomeraz inhibitorii olabilecek yan zincir olarak 3-aminopropil grubu

olan 7 numarali bilesik elde edilmek istendi ancak basarili olunmadi.

2.1.1 Sentez Plani 1

o e T

CHs
/}#/ llll
O
o = NH
~ i QS+
S >~ D

N 6  CHj
4 CHs
(Elde edilemedi) AF/

O

“N @ ?%?Ni £ . { ”b

|
5  CH,

1

(Elde edildi)

Sekil 2.1: Plan 1 reaktif ve kosullar i) NaOAc, Ac,0, 80°C, karistirma, 4 saat; ii) NNdietil
etanamin, AcOH, NaOAc, reflaks, 12 saat; iii) Etanol, NHs, K,COgs, reflaks, 3 saat; iv)

asetonitril, K,COs, aminoalkilhalojeniir, reflaks, 6 saat.
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2.1.2 Sentez Plani 2

N

7

H =
CHO Q » <~y
+ H —_—
N~
N N
1 CHs, 8 9 CHs

i ‘ii
,CHs
N+
7 \} I
N < N-N
=\ )\
o) o) | A
N _N
N

) H5;C
12 CH, 10

N—N
P
DAA®
N
N 7+ "CHs

i
H i
€ 1 '

Sekil 2.2 Plan 2 Reaktif ve Sartlar: i) Etanol, reflaks, 12 saat; ii) KMnQ,, aseton, reflaks, 6 saat; iii)
DMF, metil iyodiir, karigtirma, 6 saat.

Sentez plani 2 de ise 1 numarali karbazol aldehit tiirevi ve 8 numarali piridin-4-
karbohidrazit bilesiginden yola ¢ikarak 9 numarali karbazol izonikotinhidrazit tiirevi
elde edildi. Daha sonra potansiyel telomeraz inhibitorii olarak gorev yapabilmesi i¢in
molekiilde azot atomu tizerindeki elektron yogunlugunu azaltmak ve telomeraz aktif
merkezine yiiksek secicilik gostermesi amaciyla metillenerek tuzu olusturuldu.
Sonrasinda 9 numarali karbazol izonikotinhidrazit bilesiginden yola ¢ikarak 10
numarali karbazol piridinoksadiazol bilesigi elde edildi. Aynmi sekilde azot atomu

tizerindeki elektron yogunlugu azaltmak igin metillenerek 11 numarali bilesik elde
edildi.
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2.2 Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Tez calismasinda kullanilan ¢oziicli ve kimyasallar Merck, Fluka sirketlerinden
almmistir.  Kromatografi calismalarinda silika jel 60 mesh Fass kolon
kromatografisinde ise 70-230 mesh silika kullanilmistir.

FT-IR analizinde PERKINELMER FTIR (spectrum BX-II) cihazi kullanilmistir.
'H-NMR analizi ise yiiksek ¢oziiniirliiklii(high resolution) Bruker WH-400 NMR

ile gerceklestirilmistir.
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2.3 Deneysel Boliim

2.3.1 9-metil-9H-karbazol-3-metilen-2-feniloksazolon Bilesiginin Sentezi

CHC.+ 0 H/\CﬂfOH% @3

|
| -
CHs CHs

Sekil 2.3 9-metil-9H-karbazol-3-metilen-2-feniloksazolon sentezi

9- metil-9H- karbazol- 3-karbaldehit (2.5 g, 11,96 mmol) bilesigine oncelikle
esdeger mol (1,62 g 11.96 mmol) NaOAc ve (2,14 g 11,96 mmol) benzoil glisin
eklendi daha sonrasmda 5 ml (= 50 mmol) Ac,O eklenerek sicaklik 80 C°
gegmeyecek sekilde 4 saat karistirildi. Gegen siire sonunda elde edilen bilesik
etanolden kristallendirildi (Diaz, Villacampa, Lopez-Calahorraa ve Velasco, 2002).
Verim: 3.58 g (%85)
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2.3.2 2-dietilaminoetil- 9-metil-9H-karbazol-3-metilen-2-fenil-1H-imidazol-4H-on

Bilesiginin Sentezi

I
CHs
C

v ? .
- . — NN
LI ™o
N
CH;

Sekil 2.4 2-dietilaminoetil-9-metil-9H-karbazol-3-metilen-2-fenil-1H-imidazol-4H-on sentezi

Karbazol feniloksazolon bilesigi (1,12 g, 2,48 mmol) esdeger mol NaOAc 2,48
mmol (= 0,21 g) ve 1,2 kat1 (2,98 mmol = 0,42 ml) N,N-Dietiletilendiamin 100 mL
balona alinip iizerine 10 ml (174 mmol) glasiyal asetik asit eklenerek geri sogutucu
altinda 12 saat siireyle reflaks edildi. Oda sicakligina getirildikten sonra reaksiyon
karigimi kloroform ile seyreltilerek (200 ml) %10 HCI ve Na,COs ile ekstraksiyon
yapildi. Organik faz kism1 MgSOs ile kurutularak evaporatorde ¢oziicii uzaklastirild.
Elde edilen bilesigin FTIR analizine bakildiginda  bilesigin ~ 3-(2-
dietilamino)etilamino-9-metil-9H-karbazol-3-oksopropenilbenzamid oldugu
gbzlemlendi.

Verim: 0.49 g (% 43)
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2.3.3 9-metil-9H-karbazol-metilen-2-fenil-1H-imidazol-4H-on Bilesiginin Sentezi

j i
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Sekil 2.5 9-metil-9H-karbazol-metilen-2-fenil-1H-imidazol-4H-on sentezi

Karbazol feniloksazolon tiirevinden 1 g alinarak (= 2,84 mmol) iizerine esdeger
mol etanol (2,84 mmol = 0,2 ml) ve 0,5 ml NHz (25 mmol) eklenerek 30 dakika
boyunca oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra tizerine 0,40 g (2,84 mmol) K.CO3
eklenerek 3 saat boyunca reflaks edildi. Reaksiyon sonunda elde edilen bilesik oda
sicakligina getirilerek HCI ile asitlendirildi. Son olarak olusan {iriin etanolle
yikanarak vakumlu siizme diizenegi ile siiziildii.
Verim: 0.53 g (% 61)
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2.3.4 3-aminopropil - 9-metil - 9H-karbazol-3-metilen-2-fenil-1H-imidazol-4H-on

Bilegiginin Sentezi

i
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WU I > ) x s i ) N _\\
Ly ) {},r \:} = . ,-}'"-f’ A ‘:}\
CH \= Y o/
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Sekil 2.6 3-aminopropil-9-metil-9H-karbazol-3-metilen-2-fenil-1H-imidazol-4H-on sentez semasi

Imidazolon tiirevine (0,219, 0,59 mmol) 10 ml asetonitril bilesigi eklenerek oda
sicakliginda 30 dakika karistirildiktan sonra 0,4 g, (2,89 mmol) K>COz ve imidazolon
tirevine esdeger mol (0,59 mmol) 3-Bromopropilamin eklenerek 6 saat siire ile geri
sogutucu altinda kaynatildi. Oda sicakligina getirilen bilesik asitlendirildi daha sonra
etanol ile saflastirildi ve ¢oziicii evaporatorde uzaklastirildi. FTIR analizi sonucunda
aminopropil zincirinin imidazolon tiirevine azot atomu {izerinden baglanmadigi

gozlemlendi.
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2.3.5 9-metil-9H-karbazol-3-metilenizonikotinhidrazit Bilesiginin Sentezi
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Sekil 2.7 9-metil-9H-karbazol-3-metilenizonikotinhidrazit sentez semasi

Karbazol aldehit tirevi (5g, 0,024 mol) 150 ml etanolde c¢oziilerek iizerine
esdeger 4-piridinkarboksilik asit hidrazit (0,024 mol 3,32 g) bilesigi eklendi. Cozelti
tizerine 3 damla glasiyal asetik asit eklenerek 12 saat boyunca reflaks edildi. Gegen
stire sonucunda elde edilen bilesik siiziilerek ¢oziictisii evaporatorde uzaklastirildi.
Kalint1 soguk metanol muamele edildi tekrar siiziilerek vakum altinda kurutulduktan
sonra sar1 renkli toz halinde elde edildi.

Verim: 4.01 g (% 51)

2.3.6 9-metil-9H-karbazol-5-piridin-4-il-1,3,4-oksadiazol Bilegiginin Sentezi
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Sekil 2.8 9-metil-9H-karbazol-5-piridin-4-il-1,3,4-oksadiazol bilesigi sentez semasi

Balona 1.68 g, (0,005 mol) izonikotin hidrazit tiirevi ve 1,68 g, KMnO4 Alinarak
tizerine 15 ml aseton eklendi. 6 saat boyunca reflaks edildi. Reaksiyon sonunda,
karisima ortam sicakligina gelene kadar sogutma islemi uygulandi. Bilesik ¢ift kath
stizgeg kagidi ile siiziildiikten sonra aseton evaporator ile uzaklastirildi. Kalintiya
doygun Na>CO3 ¢ozeltisi eklendi ve diklorometan ile ekstrakte edildi. Daha sonra etil
asetat ile ekstrakte edildi. Susuz MgSOg ile kurutulup siiziildii sar1 renkli kristal elde
edildi.

Verim: 1.01 g (% 62)
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2.3.7 9-metil-9H-karbazol-3-metilen-4-metil-izonikontinyum-hidrazit-iyodat

Bilegiginin Sentezi
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Sekil 2.9 9-metil-9H-karbazol-3-metilen-4-metil-izonikontinyum-hidrazit-iyodat bilesigi sentez

semasi

Balona 1 g, (0,003 mol) izonikotin tiirevi 1 g, (0,003 mol) 0.85 g (0,006 mol)

metil iyodir alinarak 10 ml DMF varliginda 6 saat boyunca oda sicakliginda

karistirildi.  Reaksiyon sonucunda olusan bilesik siizge¢ kagidi yardimi ile

stiziildiikten sonra evaporator yardimi ile ¢oziicti uzaklastirildi. Kirmizi renkli kristal

bilesik elde edildi (Diaz, Villacampa, Lopez-Calahorraa ve Velasco, 2002).
Verim: 1.087 g (% 77)
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2.3.8 9-metil - 9H-karbazol-5-piridinyum-4-il-1,3,4-oksadiazol iyodat Bilesiginin
Sentezi

0,83 g (0,0025 mol) 9-metil-9H-karbazol-5-piridin -4- il-1,3,4- oksadiazol bilesigi
balona alinarak 1:2 oraninda 0,75 g (0,005 mol) metil iyodiir eklenerek DMF
igerisinde 4 saat karistirildi. Reaksiyon sonucunda olusan bilesik slizge¢ kagidi
yardimu ile siiziildii. Olusan bilesik oda sicakliginda kurutuldu kiremit renkli kristal
bilesik elde edildi.

Verim : 0,84 g (% 74)
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Sekil 2.10 9-metil-9H-karbazol-5-piridinyum-4-il-1,3,4-oksadiazol iyodat bilesigi sentez semasi
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3.1 Yapisal Analiz Sonuglar

Sentezlenen oksadiazol ve karbazol tabanli bilesiklerin yapisal analizleri FT-IR ve

'H-NMR ile gerceklestirilmistir.
3.1.1 9-metil-9H-karbazol Bilesiginin FT-1R Spektrumu

IR (KBr) Uy 3044 cm Aromatik (C-H), 2715-2900 cm™* Allifatik (C-H), 1625
cm?(C=0)
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Sekil 3.1 9-metil-9H-karbazol Bilesiginin FT-IR Spektrumu
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3.1.2 9-metil-9H-karbazol-3-metilen-2-feniloksazolon Bilesiginin FT-IR
Spektrumu

IR (KBr) Umax: 1783 cm't (C=0, ester), 1595 (C=N, imin)

20000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1500 1400 1200 1000 300 600 4000
carl

Sekil 3.2 9-metil-9H-karbazol-3-metilen-2-feniloksazolon Bilesiginin FT-IR Spektrumu
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3.1.3 3-(2-dietilamino) etilamino -9- metil-9H-karbazol-3-oksopropenilbenzamid
Bilesiginin FT-IR Spektrumu

IR (KBr) Umax: 3329 cm? (N-H, amin) 3254 cm™ (N-H, amin) 2927 cm™ (C-H,
alifatik) 1671 cm™ (C=0, amit)

100,0
95
90
85
80
75
70
65

60
1019 ‘ 817 ‘
55 2117 899 785
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|
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4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400,0
cm-1

Sekil 3.3 3-(2-dietilamino)etilamino-9-metil-9H-karbazol-3-oksopropenilbenzamid Bilesiginin FT-IR

Spektrumu
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3.1.4 9-metil-9H-karbazol-metilen-2-fenil-1H-imidazol-4H-on Bilegiginin FT-IR
Spektrumu

IR (KBr) Upnac 3298 (N-H) cm?, 2978 (C-H, alifatik) cm™ 1677 cm? (C=0,

amit)
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1248

1677
35
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4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600,0
cm-1

Sekil 3.4 9-metil-9H-karbazol-metilen-2-fenil-1H-imidazol-4H-on Bilesiginin FT-IR Spektrumu
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3.1.5 9-metil-9H-karbazol-3-metilenizonikotinhidrazit Bilesiginin FT-IR
Spektrumu

IR (KBr) Upax: 3251 cm? (N-H), 2930 cm? (C-H, alifatik), 1709 cm™ (C=0,
amit), 1652 cm™ (C=N, imin)
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Sekil 3.5 9-metil-9H-karbazol-3-metilenizonikotinhidrazit Bilesiginin FT-IR Spektrumu
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3.1.6 9- metil - 9H — karbazol — 5 — piridin — 4 —il - 1,3,4 - oksadiazol Bilesiginin
FT-IR Spektrumu

IR (KBr) Upac 3428 cm? (O-H, nem) 3045 cm™ (C-H, aromatik) 1628 cm
(C=N, imin) 1595 cm™ (C=C, alken)
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Sekil 3.6 9-metil-9H-karbazol-5-piridin-4-il-1,3,4-oksadiazol Bilesiginin FT-IR Spektrumu
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3.1.7 3-(2-dietilamino)etilamino-9-metil-9H-karbazol-3-oksopropenilbenzamid *H-
NMR Spektrumu

IH-NMR (400 MHz, DMSO, & ppm): 0,94 (s, 6H, CHa), 2,45-2,59 (m, 6H,
NCHy), 3,41-3,49 (m, 2H, CH), 3.84 (s, 3H, NCHs), 7,16 (t, 1H, J= 7,6 Hz, =CH2),
7,51 (t, 1H, J= 7,2 Hz, ArH), 7,57 (d, 1H, J= 8,4 Hz, ArH), 7,59 (d, 1H, J= 8,0 Hz,
ArH), 7,62 (d, 1H, J= 7,2 Hz, ArH), 7,64 (d, 1H, J= 8,0 Hz, ArH), 7,67 (d, 1H, J=7,2
Hz, ArH), 7,70 (d, 1H, J= 8,0 Hz, ArH), 7,71 (d, 1H, J= 7,6 Hz, ArH), 7,74 (d, 1H,
J=7.2 Hz, ArH), 7,81 (t, 1H, J= 7,6 Hz, CONH) 7,84 (d, 1H, J=8,0 Hz, ArH), 8,32
(d, 1H, J=7,6 Hz, ArH), 8,35 (s, 1H, J=8,0 Hz, Ar-CH=), 9,85 (s, 1H, CONH)

(Sekil 3.7).
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3.1.8 9-metil-9H-karbazol-metilen-2-fenil-1H-imidazol-4H-on Bilesiginin *H-NMR
Spektrumu

IH-NMR (400 MHz, DMSO, § ppm): 3,85 (s, 3H, NCHz), 7,20 (t, 1H, ArH J=7,6
Hz), 7,47 (m, 1H, ArH J=7,6 Hz), 7,55 (d, 1H, ArH J= 7,2 Hz), 7,57 (s, 1H, ArH),
7,60 (M, 1H, J= 8,0 Hz, ArH), 7,62 (s, 1H, ArH), 7,65 (s, 1H ,ArH) 7,67 (s, 1H,
ArH), 7,68 (m, 1H, J= 7,2 Hz ArH), 7,86 (d, 1H, J=8,4 Hz, ArH), 7,95 (d, 1H, J= 8,0
ArH), 8,03 (d, 1H, J=7,2 Hz, ArH), 8,51 (s, 1H, Ar-CH=), 10,05 (s, 1H, CONH)
Sekil (3.8).
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3.1.9  9-metil-9H-karbazol-5-piridin-4-il-1,3,4-oksadiazol Bilesiginin 'H-NMR
Spektrumu

IH-NMR (400 MHz, DMSO, § ppm): 3,90 (s, 3H, NCHs), 4,39 (s, 3H, NCHs),
7,27-7,29 (m, 1H, ArH), 7,51-7,53 (m, 1H, ArH), 7,57-7,59 (m, 1H, ArH), 7,74 (d,
1H, J= 8,8 Hz, ArH), 8,15 (d, 1H, J= 8,4 Hz, ArH), 8,26 (d, 1H, J = 7,2 Hz ArH),
8,61 (d, 2H, J=5,2 Hz, ArH), 8,91 (s, 1H, ArH), 9,11 (d, 2H, J=7,2 Hz, ArH)

Sekil (3.9).
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BOLUM DORT
TARTISMA VE SONUCLAR

Telomeraz inhibitorleri bashgi altinda gergeklestirilen tez ¢alismasinda 2 farkli
sentez plani ile potansiyel telomeraz inhibisyonunu saglayacak bilesikler elde
edilmistir. Sentezlenen bu bilesiklerin karakterizasyonu FT-IR ve H-NMR
spektroskopi yontemleri ile gerceklestirilmistir. Ik sentez planinda; 9-metil-9H-
karbazol-3-karbaldehit bilesiginden baslayarak sodyum asetat ve asetik asit ¢ozelti
ortaminda benzoil glisinle gerg¢eklesen tepkimesi sonucunda 9-metil-9H-karbazol-3-
metilen-2-feniloksazolon bilesigi elde edildi. Elde edilen bilesigin FT-IR analizi
sonucunda 1783 cm? (C=0, ester), 1595 cm™* (C=N, imin) gerilme bantlar
gozlemlenmistir. Feniloksazolon tiirevine ikinci basamakta 1:1,2 oraninda N,N-
Dietiletilendiamin ve glasiyal asetik asit varliginda geri sogutucu altinda kaynatilda.
Yapilan saflastirma islemlerinden sonra olusan {iriiniin FT-IR analizi gergeklestirildi
ve 3329 cm™ (N-H, amin) 3254 cm™ (N-H, amin) pikleri *H-NMR spetrumunda 0.94
ppm’de 6 protonluk CHs pikleri 2,59 ppm’de 6 protonluk NCH. pikleri gozlemlendi.
Bu verilerden yola ¢ikarak olusan bilesigin halka acik yapisi olan 3-(2-
dietilamino)etilamino-9-metil-9H-karbazol-3-oksopropenilbenzamid bilesigi oldugu
gozlemlendi. Sentez planin diger basamaginda feniloksazolon bilesigine NHz eklendi
protik ¢oziicii olan etanol ve inorganik baz K.COs ortaminda gergeklesen yiiksek
verimli reaksiyon sonucunda 9-metil-9H-karbazol-metilen-2-fenil-1H-imidazol-4H-
on bileigi elde edildi. Elde edilen bilesigin karakterizasyonunda 3298 (N-H) cm™,
1677 cm™ (C=0, amit) gerilme titresim bantlar;, *H-NMR spektrumunda ise 10,05
ppm’de bir protonluk singlet C(O)NH piki gozlemlendi. Sentez planin 4.
basamaginda fenilimidazolon bilesigine telomeraz inhibisyonu etkinligini artirmak
amaciyla asetonitril ¢oziicii ortaminda 3-bromopropilamin eklenerek geri sogutucu
altinda kaynatildi. Olusan bilesik asitlendirildi etanol ile saflastirma islemi
gerceklestirdikten sonra yapilan FT-IR karakterizasyon analizi ile aminopropil
zincirinin imidazolon tiirevine azot atomu izerinden baglanmadigi goézlemlendi.
Ikinci Sentez plamnin ik basamaginda 9-metil-9H-karbazol-3-karbaldehit
bilesiginden yola ¢ikarak etanol ¢oziici ortaminda 4-piridinkarboksilik asit hidrazit

bilesigi ile geri sogutucu altinda kaynatildi olusan iirtin metanolden kristallendirildi.
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Gergeklesen imin tepkimesi sonunda 9-metil-9H-karbazol-3-
metilenizonikotinhidrazit bilesigi elde edilmistir. FT-IR analizinde 3251 cm™ (N-H)
gerilme titresimi ve 1652 cm™ (C=N) gerilme titresimi bantlar1 gdzlemlenmistir.
Yapilan arastirmalarda molekiildeki pozitif yiik orani1 ve yan zincir etkilesimlerin
artirtlmasi ile g-dortlii yapilarin stabilizasyonu arasinda dogrudan bir iligki oldugu
gozlemlenmistir. Bu bilgiden yola ¢ikarak sentez planinin ikinci basamaginda 9-
metil-9H-karbazol-3-metilenizonikotinhidrazit bilesigi DMF ¢oziicii varliginda metil
iyodiir ile geri sogutucu altinda kaynatildi. Gergeklestirilen saflagtirma islemlerinden
sonra kirmizi renkli 9-metil-9H-karbazol-3-metilen-4-metil-izonikontinyum-hidrazit-
iyodat bilesik tuzu elde edildi. Yapilan arastirmalarda oksadiazol bilesiklerin de
telomerlerdeki g-dortlii yapilari da stabilize ettigi sonucundan yola ¢ikarak bilesikleri
tirevlendirmek amaciyla oksadiazol 9-metil-9H-karbazol-3-metilenizonikotinhidrazit
bilesigi aseton ¢oziicli ortaminda KMnOs bilesigi ile geri sogutucu altinda kaynatildi
ekstraksiyon islemleri yapildiktan sonra 9-metil-9H-karbazol-5- piridin -4il-1,3, 4-
oksadiazol bilesigi elde edildi. FT-IR analizinde 1628 cm™ (C=N, imin) gerilme
titresim band1 ve 1595 cm™ (C=C, alken) gerilme titresim bandi gozlemlendi.
Sentezlenen oksadiazol bilesigini tiirevlendirmek amactyla DMF ¢oziicii ortaminda
1:2 oraninda metil iyodiir geri sogutucu altinda kaynatildi. Reaksiyon sonucunda
olusan bilesik saflastirma islemlerine tabi tutulduktan sonra kirmizi kiremit renkli
kristal elde edildi. Yapisal analizi FT-IR ve NMR ile gerceklestirildi NMR
analizinde 3,90 ppm ve 4,39 ppm’de toplam da 6 protonluk singlet N-CHz pikleri
gozlemlendi.

Sonug olarak karbazol aldehit bilesiginden yola ¢ikarak 2 farkli sentez planina
gore telomeraz inhibisyonunu saglamasini amagladigimiz bilesikler sentezlendi.
Birinci sentez planinda karbazol aldehit bilesiginden yola ¢ikarak 2-3 basamakta
oksazolon ve imidazolon tiirevleri elde edildi. Ikinci sentez planinda ise yine
karbazol aldehit bilesiginden yola ¢ikarak tek basamakta izonikotinhidrazit tiirevi
elde edildi molekiil iizerindeki yiik yogunlugunu azaltmak igin elde edilen
piridinoksadiazol telomeraz afinitesini artirmak amaciyla bilesik metillendi ve tuzu
elde edildi.
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