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ONSOZ

Kanser, baz etkilerle degisime ugramis hiicrelerin, gerek yerel ve gerek uzak noktalarda
kontrolsiiz olarak c¢ogalip biiyiimelerinin sonucu olusan hastaliklar grubudur. Kanser
onemi giderek artan bir saglik ve yasam sorunu durumundadir. Bu ¢alismada; bugiine
kadar yaptigimiz ¢alismalar ve mevcut bilgi ve deneyimlerimizle, son zamanlarda
yapilan c¢alismalarla HDAC inhibitor 6zelligi gozlemlenen, antikanser farmakofor grup
olabilecek flavon ile bulundugu ana molekiiliin antikanser oOzelligini artirici yoni
saptanan piperazin halkasinin, bir tek molekiilde birlestirilmesi sonucunda, HDAC
enzimlerine kars1 6zgiin inhibitdr aktiviteye sahip, yeni bazi siibstitiie benzamid / asetik
asid / asetik asid etil ester yapilarini tasiyan piperazinil flavon tlirevi bilesikler
tasarlanarak sentez edilmesi ve sentez edilen bu bilesiklerin ¢esitli kanser hiicreleri

tizerinde antikanser ve HDAC inhibit6r aktivitelerinin incelenmesi amaglanmustir.

Yiiksek Lisans egitimim boyunca kisiligi, deneyimi, bilgi birikimi ile daima yanimda
olan ve bu ¢aligmanin ortaya ¢ikarilmasinda biiyiik emegi gecen tez danismanim degerli
hocam Sayin Prof. Dr. Oya BOZDAG DUNDAR’ a,

Laboratuvar c¢alismalarim sirasinda Ozverili ve sabirli davraniglariyla yardimlarini
benden esirgemeyen, bana destegini sunmaktan kaginmayan Saym Dr. Meltem
CEYLAN UNLUSOY’ a,

Sentezledigim bilesiklerin *H-NMR ve MASS spektral analizlerinde yardimim aldigim
Sayin Prof. Dr. Hakan Goker’e ve elemental analizlerimi yapan Dr. Ecz. Mehmet Alp’e,
Bilkent Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimiinde bilesiklerin antikanser
aktivite deneylerini yapan Sayin Prof. Dr. Mehmet Oztiirk ve ekibine,

Yiiksek lisans egitimim siiresince ilgi ve desteklerini gordiigiim, Ankara Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali gretim {iiyesi hocalarima,
arastirma gorevlilerine ve tiim c¢alisanlarina,

Bu giinlere ulasmami saglayan, maddi manevi her tiirlii destekle yanimda olan ve bana

hep giivenen canim aileme,

Sonsuz tesekkiirler. ..
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1. GIRIS

Kanser, birden fazla genetik ve epigenetik faktoriin etkisiyle ¢ok asamali olarak ve
kalitsal ya da sonradan kazanilmis mutasyonlarin hiicrelerde birikmesiyle ortaya ¢ikan

bir somatik genetik hastaliktir (Ekmekgi ve ark., 2008).

Kanser, giiniimiizde diinya genelindeki en Onemli saglik problemleri ve Olim
nedenlerinin basinda gelmektedir (Abraham, 2003). Diinya Saglk Orgiiti (WHO)
raporlarina gore, 2000-2020 yillar1 arasinda kanser vakalarinin 2 katina yiikselecegi
belirtilmektedir. Kanser olgularindaki bu hizli artigin, toplum saghigi ve diinyadaki
saglik sisteminde de biiyiik Olgiide krize neden olabilecegi diisiintilmektedir (World
Cancer Report, 2008).

Kanser vakalarinda, deoksiriboniikleik asit (DNA)’de olusan hasar ve genetik
mutasyonlar ile hiicreler kontrolsiiz veya anormal sekilde cogalir ve biiylir. Cevresel
faktorler ve kimyasal etmenler DNA’da hasara yol acar. Kansere neden olan karsinojen
bilesikler; hiicrede DNA’ya baglanarak, DNA replikasyonunun bozulmasina ve

hiicrenin farklilagsmasina neden olurlar (Abraham, 2003).

Kanser tedavisinde uygulanan yontemler baslica dort ana baslik altinda toplanabilir:
- cerrahi girisim

- ilagla tedavi ( kemoterapi )

- 1s1nla tedavi

- immunoterapi (Gilman ve Goodman, 1991; Kayaalp, 2009; Kar, 2010).

Neoplastik hiicreler, oncelikle cerrahi olarak veya radyasyon tedavisi ile azaltilir veya
gelisimi yavaslatilir. Bunu kemoterapi, immunoterapi veya bu tedavi yontemlerinin
birlikte kullanilmasi takip eder.

Kanser kemoterapisinde amag, ila¢ etkisiyle timor biiyiimesini yavaglatmak veya
engellemek, hizli gelisen tiimorlerde hedeften farkli doku ve organlarda birincil

tiimorden kaynakli yeni tiimorlerin gelisimini yani metastazi engellemek, hatta cerrahi



miidahaleye gerek kalmadan hedef tiimoriin tlimiiyle ortadan kaldirilmasini saglamaktir
(Kayaalp, 2009).

Antineoplastik ilaclarin ¢ogu antitiimér etkilerini dogrudan DNA iizerine etki ederek ya
da hiicre bdliinmesini Onleyerek gosterirler. Ideal bir kanser ilaci sadece tiimor
hiicrelerini hedef almali, sitotoksik veya sitostatik etki ile tiimor cogalmasini

azaltmalidir (Kintzel, 2001; Viale ve Minetti, 2003).

Diinyada her yil bir milyon yeni kanser hastasi teshis edilmektedir. Bu hastalarin
%25’ten daha az1 tek basina cerrahi ve/veya radyoterapi ile tedavi edilebilmektedir.
Geriye kalan hastalarin biiyiikk bir boliimiine, hastaligin herhangi bir evresinde
kemoterapi uygulanmaktadir (Dhanabal ve ark., 2005). Giiniimiizde, kanserin tipine de
bagli olmak iizere, kemoterapi ile tedavi sonucunda yasam siiresini uzatmak veya
hastaligin tekrarlama riskini disiirmek miimkiin olabilmektedir. Genel olarak
irdelendiginde solid tiimorle ortaya ¢ikan kanser vakalarinda tek basina cerrahi veya
radyasyon tedavisinde basari oran1 % 20 iken, kemoterapi ile kombine yiiriitiilen tedavi
sonucunda basar1 oran1 % 75’lere kadar ¢ikabilmektedir. Ancak biitiin bu gelismelere

karsin, kardiyovaskiiler sisteme ait hastaliklardan sonra kanser, hala liimlerin en sik

ikinci nedenidir (Roche ve ark., 2007).

Son yillarda Histon deasetilaz (HDAC) inhibitorlerinin, kanser tedavisinde yeni bir
umut 15181 olusturdugu goriilmektedir. Yapilan in vivo c¢alismalar, HDAC
inhibitdrlerinin tiimor biliylimesini ve metastazr 6nemli dl¢lide azalttigin1 gostermistir.
Ayrica HDAC inhibitorlerinin, tiim organ sistemlerini etkilemedigi, toksik etkilerinin

sadece tlimor hiicreleri lizerinde oldugu da gosterilmistir.

Antikanser bilesik gelistirme cabalart icinde etkin bilesiklere ulagilma zorunlulugu
giinimiizde de devam eden bir gercektir. Bu yiiksek lisans tez kapsaminda, bugiine
kadar yaptigimiz ¢alismalar ve literatiir verilerine dayanarak, ayrica mevcut bilgi ve
deneyimlerimizle, son zamanlarda yapilan calismalarla HDAC inhibitdr ozelligi

saptanan antikanser farmakofor grup olabilecek flavon ile bulundugu ana molekiiliin



antikanser Ozelligini artirict 6zelligi saptanan piperazin halkasinin bir tek molekiilde
birlestirilmesi sonucunda HDAC enzimlerine karsi 6zgiin inhibitdr yeni bilesiklere

ulasilmasi hedeflenmektedir.

1.1. Kemoterapotiklerin Etki Mekanizmalar:

Kemoterapotik ilaglar genel anlamda

- Doneme 0zgii ilaclar ve

- Doneme 6zgii olmayan ilaglar olarak siniflandirilmaktadir. Doneme 6zgii ilaglar,
sadece ¢ogalmakta olan hiicrelere etkili olan kemoterapdtik ilaglardir. Doneme 6zgii
olmayan ilaglar ise ¢ogalmakta olan hiicrelere daha etkili olmalarina karsin biiyiime hizi

diisiik olan tiimorlerin tedavisinde etkilidirler.

Kanser tedavisinde yararlanilan ilaclar;

a-) Piirin ve pirimidin niikleotid prekiirsorlerinin sentezini engelleyerek ya da DNA ve
riboniikleik asit (RNA) sentezinde bunlarin yerlerini alarak,

b-) DNA fonksiyonlarini bozarak,

C-) Hiicre yapisindaki niikleofilik gruplara kovalent baglarla baglanarak,

d-) Mikrotiibiillerin polimerize ve depolimerize sekilleri arasindaki dengeyi bozarak,

e-) Hormon uyarisi ile sitoplazmik reseptorlere baglanip gelisme ve biiylime hizini

yavaslatarak etki gosterirler (Kayaalp, 2009; Kar, 2010).

Farkli etki mekanizmalarina sahip kanser ilaglar1 genel olarak asagidaki gibi

siiflandirilirlar (Kar, 2010):



A. Sitotoksik ilaclar

[EEN

. Alkilleyici ilaglar
. Antimetabolitler
. Antibiyotikler

2
3
4. Dogal antineoplastik bilesik gruplari
5. Platin bilesikleri

6. Taksanlar

7. Enzim inhibitorleri

- Protein kinaz inhibitorleri

- Topoizomeraz I inhibitorleri

- Matriks metalloproteinaz inhibitorleri
- Siklooksijenaz-2 inhibitorleri

- Proteazom inhibitdrleri

- Histon deasetilaz inhibitorleri

- Diger enzim hedefleri

8. Monoklonal antikorlar

9. Diger sitotoksik antineoplastik ilaglar

B. Hormonlar ve hormon antagonistleri



1.2. Antineoplastik ilaglar

1.2.1. Sitotoksik ilaclar

1.2.1.1. Alkilleyici Ilaclar

Alkilleyici ilaglar, niikleofile bagli alkilleyici grubun, tam doymus karbon atomunun
niikleofilik merkeziyle kolaylikla birlesir (Kar, 2010).
Bu bilesikler dort gruba ayrilir:

a) Azotlu Hardallar
b) Alkilsiilfonatlar
c) Etileniminler
d) Nitroziireler
a) Azotlu Hardallar
Azotlu hardallar neoplazma tedavisinde klinik uygulamalarda kullanilir. Bu grupta
mekloretamin, melfalan, siklofosfamit ve klorambusil yer almaktadir.
-Mekloretamin (Sekil 1.1): Hodgkin lenfoma’da etkilidir. Mantar hastaligi ve lenfoma

tedavisi i¢in kullanilir (Kayaalp, 2009; Kar, 2010).

Ch G
|

Sekil 1.1. Mekloretamin formiilii

-Melfalan (Sekil 1.2): On menapoz déneminde, meme kanseri gegirmis kadinlarda
kanserin niiksetmesini engellemek i¢in kullanilan ¢ok etkili bir ilagtir (Kayaalp, 2009;

Kar, 2010).
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Sekil 1.2. Melfalan formiilii



-Siklofosfamid (Sekil 1.3): Kemik iligi kanseri, kronik lenfositik 16semi (KLL) ve akut
16semiye kars1 kullanilir (Kayaalp, 2009; Kar, 2010).
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Sekil 1.3. Siklofosfamid formiilii

-Klorambusil (Sekil 1.4): Hodgkin lenfoma’da, KLL’de, primer mikroglobulin
hastaliginin tedavisinde kullanilir. Yavas aktivite ve diisiik toksisite gosterdiginden,
diger azotlu hardallara gore daha etkilidir (Kayaalp, 2009; Kar, 2010).

Cl

N
HO

Sekil 1.4. Klorambusil formiilii
b) Alkilsiilfonatlar

Indirgeyici ester gruplarini ayiran uzun alkil zincirleri, reaktif ara halka yapilarinin
olusumu olasiligin1 ortadan kaldirmak i¢in kullanilan 6zel bir yapidir.
Bu gruptaki en 6nemli alkilleyici ajan busulfan’dir.
-Busulfan (Sekil 1.5): Kemik iligi disinda, géz ardi edilen hizla ¢ogalan dokular
lizerine uygulanir. Ilacin lenfopoez iizerinde ¢ok az etkisi oldugu icin, lenfositik 16semi
ve malign lenfoma iizerinde higbir degeri yoktur (Kayaalp, 2009; Kar, 2010).
O\\ //O
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Sekil 1.5. Busulfan formiilii



c) Etileniminler

Bu grupta trietilenmelamin (TEM) ve trietilentiofosforamid (tiyotepa) yer almaktadir.
-Trietilenmelamin (TEM) (Sekil 1.6): Malign neoplazmanin palyatif tedavisinde
kullanilmaktadir (Kayaalp, 2009; Kar, 2010).

N7/
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Sekil 1.6. Trietilenmelamin formiilii

-Trietilentiofosforamid (Tiyotepa) (Sekil 1.7): Kolon, meme, yumurtalik ve kalin
bagirsak kanser gesitlerinin tedavisine 6zgiidiir. Malign lenfoma ve brons kanserilerinde
de etkili oldugu tespit edilmistir (Kar, 2010).
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Sekil 1.7. Trietilentiofosforamid formiilii
d) Nitroziireler

Bu gruptaki bilesikler oldukga iyi lipofilik 6zelliktedir. Bu nedenle kan-beyin engelini
asmalar1 ve merkezi sinir sistemine gecisleri iyidir (Kar, 2010).

Bu gruptaki en 6nemli bilesikler; karmustin ve lomustin’dir.



-Karmustin (Sekil 1.8): Karmustin 6zellikle beyin tiimorlerinde kullanilir. Kemik iligi

kanseri tedavisinde prednizon ile kombinasyonu kullanilir (Kayaalp, 2009; Kar, 2010).

O

Cl Cl
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Sekil 1.8. Karmustin formiilii

-Lomustin (Sekil 1.9): Primer ve metastatik beyin tiimoérlerinin tedavisinde etkilidir.
Ayrica Hodgkin hastaliginin ikincil tedavisinde de kullanilir (Kayaalp, 2009; Kar,
2010).

_0

N/
H I
N N
Y \/\CI
0]
Sekil 1.9. Lomustin formiilii

1.2.1.2. Antimetobolitler

Normal hiicresel metabolitlerin biyosentezini 6nemli dlciide engelleyen bilesiklerdir.
Genel olarak kanser tedavisi i¢in uygulanan antimetobolitler dort kisima ayrilir (Kar,
2010):

a) Folik asit antimetabolitleri

b) Piirin antimetabolitleri

c) Primidin analoglar

d) Aminoasit antagonistleri

a) Folik asit antimetabolitleri

Tetrahidrofolikasitin dihidrofolik aside doniisiimiinii ve piirinlerin ve timidinlerin
sentezini inhibe etmesinden dolayr dihidrofolat rediiktaza kuvvetli bir sekilde
baglanirlar. Antifolik asit bilesimleri, hiicre dongiisiiniin S fazinda DNA sentezine etki

ederek hiicreleri 6ldirtir. Etkisinin en fazla biiytime fazinda oldugu bulunmustur.



Bu gruptaki en 6nemli ilag “metotreksat™tir (Sekil 1.10) (Kayaalp, 2009; Kar, 2010).

-Metotreksat (Sekil 1.10): Dihidrofolat rediiktaz enziminin inhibisyonunu saglar ve
deoksiiiridilatin timidilata doniistimiinii etkili bir sekilde 6nler. Sonu¢ olarak hiicre

replikasyonu i¢in gerekli olan yeni DNA sentezini engeller (Kayaalp, 2009; Kar, 2010).

Sekil 1.10. Metotreksat formiilii

b) Piirin antimetabolitleri

-Merkaptopiirin (Sekil 1.11): Bir on-ilagtir. Dogal inosinatin, adenin ve guanin
niikleotidlerine doniigiimiinii bloke eder. Membran permeabilitesini artirarak dogal
guanozin difosfat tiirevlerinin hiicre disina ¢ikmasina neden olur. Boylece kanser

hiicrelerinde DNA ve RNA sentezini bozarak sitotoksik etki yapar (Kayaalp, 2009; Kar,

2010).
S
N
WA
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Sekil 1.11. Merkaptopiirin formiilii
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-Azatiyopiirin  (Sekil 1.12):  Azatiyopiirinin  temel  kullamimi  bdbrek

homotransplantlarinin reddine yonelik denetimi ve korumasinda yardimei olmasidir

(Kar, 2010).
N NO,
{1
N
/
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Sekil 1.12. Azatiyopiirin formiilii

c) Pirimidin analoglar

Pirimidin analoglari, pirimidin niikleozit sentezi ve dolayisiyla DNA sentezine engel
olma kapasitesine sahiptir. Bu grupta fluorourasil (Sekil 1.13) ve sitarabin (Sekil 1.14)
yer almaktadir (Kayaalp, 2009; Kar, 2010).

NH;
H SN
O N O HO | )\
Y N 9]
0
HNI HO
F
OH
Sekil 1.13. Fluorourasil formiilii Sekil 1.14. Sitarabin formiilii

d) Aminoasit antagonistleri

Aminoasit antagonistleri, glutamin antagonisti olarak etki gosterirler. Bu grupta
azaserin (Sekil 1.15) yer almakatadir (Kar, 2010).

-Azaserin (Sekil 1.15): Antitimdr aktivite gosterebilmesi ve dzellikle piirin

biyosentezini inhibe etmesinden dolay1 glutamin antagonisti olarak degerlendirilir (Kar,

2010).
N O O

>t
NH,

Sekil 1.15. Azaserin formiilii
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1.2.1.3. Antibiyotikler

Antibiyotiklerin antineoplastik ilaglarin 6nemli bir sinifi olarak taninmasi oldukga
yenidir. Cesitli mikroorganizmalarin kiiltiirlerinden elde edilirler. Bu bilesiklerin
sitostatik etkilerinin saptanmasindan sonra antikanser olarak kullanilabilecekleri
distintilmustir (Kayaalp, 2009; Kar, 2010).

-Daktinomisin (Sekil 1.16): Ozellikle DNA-bagimli RNA-polimerazi inhibe ederek
DNA ve mRNA sentezini bozar. Ayrica, radyoterapinin etkinligini artirici 6zelligi
vardir. Ikincil immiinosupresif bir bilesik olarak da kullanilir (Kayaalp, 2009; Kar,
2010).
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Sekil 1.16. Daktinomisin formiilii

-Daunorubisin (Sekil 1.17): Topoizomeraz II’yi inhibe eder. Oksijen radikalleri tiretir
ve boylece DNA sentezi bloke edilir. Doneme 6zgii olmayan bir ilactir ve hiicre

dongiisiiniin S doneminde etkinligi daha fazladir (Kayaalp, 2009; Kar, 2010).

NHz
Sekil 1.17. Daunorubisin formiilii

1.2.1.4. Dogal antineoplastik bilesik gruplar
Dogal bilesikler, uzun yillardan beri 6liimciil hastaliklarin tedavisinde etkin bir sekilde

kullanilir. Fakat dogal antineoplastik ilaglarin arastirilmasi kolsisinin (Sekil 1.18)
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sitotoksitesinin gézlenmesi tizerine 1938 yilindaki galismalarla baglamistir. Giintimiizde
dogal tirtinlerden elde edilen kimyasal bilesenlerin, antitiimor ilag olarak etkili olduklari
kanitlanmistir (Kar, 2010).
Dogal antineoplastik bilesik gruplar1 asagidaki gibi siniflandirilirlar:

a) Imid ve amidler

b) Tersiyer aminler

¢) Heterosiklik aminler

d) Laktonlar

e) Glikozitler

a) Imid ve amidler

-Kolsisin (Sekil 1.18): Ilacin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte,
16kosit hareketliligini, fagositozu ve laktik asit liretimini minimalize ettigi diigiiniiliir.
Bu sekilde, enflamatuvar yanit ve iirat kristallerinin birikimi azalir (Kar, 2010).
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Sekil 1.18. Kolsisin formiilii

-Narsiklazin  (Sekil 1.19): Narsiklazinin antitimor aktiviteye sahip oldugu

gosterilmistir. Beyin tiimorlerinin tedavisinde potansiyel bilesik olarak goriilmektedir
(Kar, 2010).

OH

i __OH
<O “ OH
0 NH
OH O
Sekil 1.19. Narsiklazin formiilii
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b) Tersiyer aminler

Dimerik, asiklik ve fenantro bilesenleri igermesine gore asagidaki gibi siniflandirilir:

i.
ii.
iii.
iv.

V.

i. Dimerik indol alkoloidler: Vinca rosea’dan giiniimiize kadar yaklasik 72 alkoloid
izole edilmistir. Bunlarin sadece alti1 tanesi antineoplastik etkiye sahiptir ama 6zellikle

vinblastin (Sekil 1.20) ve vinkristin (Sekil 1.21) insan neoplazmasinda klinik olarak

Dimerik indol alkoloidler: Vinblastin, Vinkristin
Dimerik tetrahidroizokinolinler: Talikapin, Talidasin
Asiklik tersiyer aminler: Solapalmitin, Solapalmitenin
Fenantrokinolizidinler: Kriptolorin

Fenantroindolizidinler: Tiloforin, tilokrebrin, tiloforinin (Kar, 2010).

kullanilir. Bunlar hiicre dongiisiine spesifik alkaloidlerdir (Kar, 2010).

-Vinblastin (Sekil 1.20): Genellikle tiibiilinle etkili bir sekilde birlesen mikrotiibiillerin
birlesmesine miidahale eder. Bu nedenle metafazda mitozu engeller. Bunun yaninda

vinblastin, antitimor etkisini onemli Olclide glutamat ve aspartat metabolizmasi

tizerinden gosterir (Kayaalp, 2009; Kar, 2010).

Sekil 1.20. Vinblastin formiili
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-Vinkristin (Sekil 1.21): Protein tibilinleri ile birlestikten sonra mikrotiibiillerin

birlesimini saglar. Bu da 6zellikle mitozda ¢esitli islevsel hiicrelerin parcalanmasina

neden olur (Kayaalp, 2009; Kar, 2010).

Sekil 1.21. Vinkristin formiilii

Ii. Dimerik Tetrahidroizokinolinler
Talikarpin (Sekil 1.22) ve talidasin (Sekil 1.23) adlariyla sistematik siniflandiriimig bu

iki alkaloid Thalictrum dasycarpum, Thalictrum minus, Thalictrum revoluctum ve

Hermandia ovigera'dan izole edilmislerdir (Kar, 2010).

CHs

Sekil 1.22. Talikarpin formiilii Sekil 1.23. Talidasin formiilii

ii. Asiklik tersiyer aminler
Bolivyada yetisen bir bitki olan Solanum tripartitum’dan solapalmitin (Sekil 1.24) ve

solapalmitenin (Sekil 1.25) olmak iizere iki alkoloid izole edilmistir (Kar, 2010).

\N/
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Sekil 1.24. Solapalmitin formiilii Sekil 1.25. Solapalmitenin formiilii
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iv. Fenantrokinolizidinler

Kriptolorin (Sekil 1.26) Boechmeria cylindrica’dan izole edilmistir ve epidermoid
karsinomaya kars1 yiiksek spesifik sitotoksik etkiye sahip oldugu goézlenmistir. Ancak
pek ¢ok deneysel tiimorlere karsi inaktiftirler (Kar, 2010).

R

Sekil 1.26. Kriptolorin formiili

v. Fenantroindolizidinler

Tiloforin, tiloforinin, tilokrebrin (Sekil 1.27) adli alkaloidler Tylophora crebriflora’dan
izole edilmistir.

Tiloforin C-755 ve W-256’ya, tilokrebrin C-755, P-388, lenfositik 16semi ve L-1210’a
kars1 etkilidir (Kar, 2010).

Tiloforin Tiloforinin

Tilokrebrin

Sekil 1.27. Fenantroindolizidin alkaloidlerinin formiilleri
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c) Heterosiklik aminler
Kamptotesin, hidroksikamptotesin, metoksikamptotesin (Sekil 1.28) adli alkoloidler
Cin’de yetisen Camptotheca acuminata’dan izole edilmistir. Bu alkaloidlerin 16semi ve

solid tiimorlere kars1 aktif oldugu bulunmustur (Kar, 2010).

CH;0.
mé;
0 OH ¢

Kamptotesin Hidroksi kamptotesm Metoksi kamptotesin

Sekil 1.28. Heterosiklik aminlerin formiilleri

d) Laktonlar
Podofilotoksin (Sekil 1.29) ve deoksipodofilotoksin (Sekil 1.30) Podophyllam emodi ve
Podophyllum peltatum’dan izole edilmis iki alkaloiddir (Kar, 2010).

o o
g I
o
c’-ﬁ\ %

H o
H300/©\OCH3 “JL”QUL”'
OCHj, OCH,
Sekil 1.29. Podofilotoksin formiili Sekil 1.30. Deoksipodofilotoksin formiilii
e) Glikozitler

Mitramisin antineoplastik 6zellige sahip bir glikozittir.

-Mitramisin (Sekil 1.31): Guanince zengin DNA’ya baglanarak DNA bagimli RNA-
polimerazi inhibe eder. Agirlikli olarak hiicre dongiisiiniin S fazinda etkisini gosterir
(Kar, 2010).
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Sekil 1.31. Mitramisin formiilii

1.2.1.5. Platin bilesikleri
Sentetik ve dogal kokenlere bagli olan bazi platin bilesikleri antineoplastik aktiviteye
sahiptir. Sisplatin (Sekil 1.32), karboplatin (Sekil 1.33), oksaplatin (Sekil 1.34) bu grup
bilesiklerdir (Kar, 2010).

-Sisplatin (Sekil 1.32): Bu ilag DNA’ya ¢apraz baglanir. Bundan dolay1 antineoplastik
bilesikler gibi davranir. Genellikle platin kompleksi, DNA-polimeraz inhibitori gibi
etki gosterir (Kayaalp, 2009; Kar, 2010).

CI//,I Pt\\\\ NH3
CI”  NH,

Sekil 1.32. Sisplatin formiili
-Karboplatin (Sekil 1.33): Sisplatin kadar giiglii antineoplastik etkinlige sahiptir.

Emetik etkisi, renal toksisitesi, ototoksisitesi ve ndrotoksisitesi Sisplatinden daha
distiktiir (Kayaalp, 2009; Kar, 2010).

Sekil 1.33. Karboplatin formiili
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-Oksaplatin (Sekil 1.34): Toksisitesi azaltilmis bir sisplatin analogudur (Kayaalp,
2009).

N o AP
N/
PN

""""" N~ 0
H, 0

Sekil 1.34. Oksaplatin formiili

1.2.1.6. Taksanlar

Taksanlar, Taxus brevifolia bitkisinden elde edilmis olan taksan tiirevi kompleks
diterpen esterleridir.Tedaviye ilk giren taksan grubu ilag paklitaksel (Sekil 1.35), digeri
dosetaksel (Sekil 1.36) dir. Taksanlar tiimor hiicrelerinde oligomerik veya polimerik
substratlara baglanarak tiibiilin sentezini artirirlar. Boylece hiicrede mikrotiibiil olusumu
artar. Olusan mikrotiibiiller mevcut olan normal mikrotiibiillere baglanarak onlari

stabilize eder. Sonugta tiibiilin- mikrotiibiil dengesi bozulur ve sitotoksik etki ortaya

cikar (Kayaalp, 2009).

-Paklitaksel (Sekil 1.35): Paklitaksel bir mikrotiibiil inhibitériidiir. Ozellikle over ve
meme kanserinde etkilidir (Kayaalp, 2009).

@ e o

O

:OHO }_

Sekil 1.35. Paklitaksel formiili

.....

mikrotiibiil stabilizasyonuna neden olarak hiicre bdliinmesini durdurup hiicrenin
apoptozise gidisini saglar. Dosetaksel meme, prostat ve mesane kanserinde sik

kullanilan bir ilagtir (Coban ve ark., 2012).
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Sekil 1.36. Dosetaksel formiilii
1.2.1.7. Enzim inhibitorleri

Enzim inhibitori bilesikler, ¢esitli enzimlerin inhibisyonunu yaparak apoptoz, metastaz
ve anjiyogeneziste rol oynarlar.

Bu grup bilesikler:

a) Protein kinaz inhibitorleri

b) Topoizomeraz I inhibitorleri

) Matriks metalloproteinaz inhibit6rleri

d) Siklooksijenaz-2 inhibitorleri

e) Proteazom inhibitorleri

f) Histon deasetilaz inhibitorleri

g) Diger enzim hedefleri seklinde siniflandirilabilirler.

a) Protein kinaz inhibitorleri

Normal durumda hiicre siklusunun siirdiiriilmesinde ve hiicre ¢ogalmasinda, cesitli
biliylime faktorlerinin kendilerine 6zgii reseptorler iizerinden yaptiklart uyarici etki
onemli rol oynar. Bu reseptorlerin ¢ogu reseptor tirozin kinaz adi verilen reseptorlerdir.
Bu sinif ilaglarin ilk kullanima gireni imatinib adli kii¢iik molekiillii bir tirozin kinaz
inhibitoriidiir. Daha sonra dasatinib, erlotinib, nilotinib, sorafenib ve sunitinib (Sekil

1.37) kullanima girmistir (Avendano ve Menendez, 2008; Kayaalp, 2009).
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Sekil 1.37. Protein kinaz inhibitérlerinin formiilleri

Kronik myeloid I6semi (KML) tiirinde kromozom translokasyonu sonucu
“philadelphia” ad1 verilen kromozomu, bir mutant kromozom olusturmaktadir. Bunun
sonucu losemi hiicrelerinde, anormal ABL tirozin kinaz tiirii olan BCR-ABL filizyon
proteini asir1 derecede iiretilir ve bu hiicreler asir1 derecede ¢ogalir. Imatinib BCR-ABL
proteinini ifade eden hiicrelerin ¢ogalmasini, bu proteinin tirozin kinaz etkinligini,
giiclii ve 0zgiil bir sekilde inhibe ederek durdurur. Ayrica sunitinib gibi c-KIT adh
reseptor tirozin kinazi da inhibe eder. Dasatinibin baslica hedefleri, BCR/AbI, Src, c-
KIT, eprin reseptorleri ve pek c¢ok tirozin kinazlardir. Nilotinip, BCR-ABL, KIT, LCK,
EPHA3, EPHAS, DDR1, DDR2 ve ZAK kinazlarini inhibe eder. Erlotinib protein kinaz
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molekiiliinde sitoplazma igindeki katalitik noktayi, sorafenib reseptor alti diizeyde
RAS-MAPK yolagin1 RAF basamaginda inhibe ederek bu yolagi bloke eder (Avendano
ve Menendez, 2008; Kayaalp, 2009).

b) Topoizomeraz I inhibitorleri

Topoizomeraz [ inhibitorleri, mitoz arasi donemde siipersarmal seklinde birbirine
dolanmis iki DNA ipligini mitoz Oncesi replikasyona hazirlamakla gorevli iki
topoizomeraz enzimden biri olan topoizomeraz [’e baglanarak inhibe eder.
Topoizomeraz I, iki iplikten birini kopartarak siiper sarmalin sarmalligin1 gegici olarak
diizeltir. Boylece DNA’nin kopyasini c¢ikartan replikasyon enzimlerinin iplige
yanagmasini ve islevini yapmasimi miimkiin kilar. Kopyalama tamamlandik¢a, kopan
DNA ipliginin kopma sonucu olusan iki ucu birbiri ile birlesir, iplikler tekrar birbirine
dolanarak normal siipersarmal durumlarina gegerler. Cammpotheca acuminata
bitkisinden elde edilen bir alkaloid olan kamptotesin’in yari-sentetik tiirevleri olan
irinotekan ve topotekan (Sekil 1.38) bu grupta yer alir. Bunlar, topoizomeraz I enzimini
inhibe ederek, tiimor hiicrelerinin boliinmesini ve ¢ogalmasint durdurarak timori

kiigiiltiirler (Avendano ve Menendez, 2008; Kayaalp, 2009).

Irinotekan Topotekan

Sekil 1.38. Topoizomeraz I inhibitorlerinin formiilleri
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¢) Matriks metalloproteinaz (MMP) inhibitorleri

Matriks metalloproteinler, kanser hiicrelerinin metastaz ve yayiliminda 6nemli rol
oynayan c¢inko (Zn) bagimli enzimlerdir. MMP’ler ekstraselliiler matriksin ya da
baglayic1 dokularin ve normal hiicrelerin isleyisinde gorevli yikici enzimlerdir. Bu
isleyis genellikle dogal protein inhibitorleri ile kontrol edilir. Ancak, asir1 aktivitesi
timor yayilimi, enflamasyon ve kronik hastaliklara neden olan cesitli problemlerle
sonuglanabilir. MMP’ler; kollajenazlar, jelatinazlar, stromelisin ve membran tip (MT)
olmak iizere 4 ana grupta siniflandirilirlar. Matriks metalloproteinaz inhibitorleri
(MMPI), ekstraselliiler matriksin bozulmasini inhibe eder ve tiimor hiicrelerinin hizla
yayllmasina engel olur. Ayn1 zamanda, ekstraselliiler matriksin deposundan vaskiiler
endotelyal biiylime faktori (VEGF)'niin salimimimi bloke ederek anjiyogenezisin
inhibisyonuna neden olurlar. Marimastat (Sekil 1.39) bu grupta yer alan bilesiktir
(Patrick, 2005; Avendano ve Menendez, 2008; Kar, 2010).

-Marimastat (Sekil 1.39): Meme ve prostat kanserinde faz III klinik ¢aligmalar1 devam
eden sentetik MMP inhibitorii bir bilesiktir (Patrick, 2005).

H
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SN0 0 0 N,OH
H H

Sekil 1.39. Marimastat formiili

d) Siklooksijenaz-2 inhibitorleri

Siklooksijenaz, prostaglandin sentezinde gorevli bir enzimdir ve iki izoenzime sahiptir:
- COX-1

- COX-2

COX-1, hemen her dokuda bulunur ve hiicre i¢i bir ¢ok olayda énemli rol oynar.

COX-2 ise normal dokularda bulunmaz fakat kanser hiicrelerinde ya da hastalikli

hiicrelerde prostaglandin sentezinde olusabilecek mitojenik ve enflamatuvar uyaricilar
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ile indiiklenir. COX-2 anjiyogenezis, apoptoz ve timor yayilimi gibi karsinogenezin
bir¢ok 6nemli mekanizmasinda etkilidir (Patrick, 2005).
-Selekoksib (Sekil 1.40): Bir COX-2 inhibitoriidiir. Ozellikle kolon ve prostat

kanserlerinin tedavisinde kullanilir (Patrick, 2005).
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Sekil 1.40. Selekoksib formiilii

e) Proteazom inhibitorleri

Proteazom hiicrenin atik kismi olan kompleks bir yapidir. Proteazomlar, protein
yikimidan sorumlu ATP-bagimli multi-katalitik hiicre i¢i bir proteazdir. Esas gorevi,
hasarli ya da yanlis katlanmis proteinleri ortadan kaldirmaktir. Proteazomlar hatali
proteinleri isaretler ve bu proteinlerin taninmasini saglar. Isaretlemede gdrevli olan
protein ubikutindir. Proteazomlarin inhibisyonu hiicre igi proteinlerin degradasyonunu
bozar (Patrick, 2005; Kayaalp, 2009).

-Bortezomib (Sekil 1.41): Boronik asit tiirevi proteazom inhibitorii bir bilesiktir.
Multipl myelomanin tedavisi i¢in onaylanan ilk proteazom inhibitoriidiir (Patrick, 2005;
Kayaalp, 2009).
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Sekil 1.41. Bortezomib formiilii
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-Aklarubisin (Sekil 1.42): Antrakinon halka sistemi igeren proteazom inhibit6rii bir
ilactir (Patrick, 2005).

Sekil 1.42. Aklarubisin formiili

e) Histon deasetilaz inhibitorleri

DNA, histon proteinleriyle sarilmistir ve histonlar tarafindan paketlenir. Kromatini
olusturan histonlarin lizin rezidiilerine asetil grubu, histon asetilazlar tarafindan tasinir.
Asetilasyon, transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanmasini saglayarak gen
transkripsiyonunu saglar. Histon deasetilazlar ise asetil gruplarini kaldirirlar. Kanserli
hiicrelerde bu enzimler diizensiz ¢alismaktadirlar. Histon deasetilazlarin inhibisyonu,
kanser tedavisinde yeni yolak olarak goriilmektedir ve bu grup bilesiklerin klinik
caligmalar1 devam etmektedir (Ververis ve ark., 2013). Konu ile ilgili detayli bilgi sayfa

35’ de verilecektir.

f) Diger enzim hedefleri

Giinlimiizde, cesitli enzimler, antikanser tedavi i¢in potansiyel hedefler olarak
goriilmektedir. Ornegin, telomeraz enziminin inhibisyonu gibi. Ancak klinikte
kullanilan telomeraz inhibitdrii bilesik heniiz gelistirilememistir.

Tirozin hidroksilaz enziminin inhibisyonu, c¢ok aktif olan biyosentetik yolaklarin
durdurulmasinda yararl olabilir.

Metiyonin aminopeptidaz, anjiyogenezis inhibisyonu yapabilen, endotelyal hiicrelerin
proliferasyonunda ve durdurulmasinda rol oynayan bir enzimdir. TNP-470 (Sekil
1.43), antianjiyogenezis ila¢ olarak iizerinde ¢alisilan ve metiyonin amino peptidaz
enziminin inhibisyonunu saglayan fungal iriin olan fumagillinin (Sekil 1.44)
analogudur (Patrick, 2005).
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Sekil 1.43. TNP-470 formiili Sekil 1.44. Fumagillin formiilii

Apoptozu saglayan kaspaz da antikanser aktivite igin iizerinde ¢alisilan diger bir
enzimdir (Patrick, 2005).

1.2.1.8. Monoklonal antikorlar

Monoklonal antikorlar, hiicre yiizeyinde yer alan reseptorleri birbirleriyle
baglantilandirarak aktive edebilme yetenegine sahiptirler. Bu yolla olusan sinyalizasyon
farkli nitelikte olabilir. Ornegin, anti-CD20 monoklonal antikoru apoptozisi
indiiklerken, epidermal biiytime faktorii reseptorii (EGFR) baglayan antikor, dogal

ligantlarin baglanmasini engelleyerek reseptor blokajina neden olur (Demirelli, 2005).

-Rituksimab: B tipi lenfositlerin CD20 antijenine baglanarak bu hiicreleri liziz yapmak

suretiyle yok eden B hiicrelerine 6zgii bir monoklonal antikordur (Kayaalp, 2009).

-Alemtuzumab: CD52 olgun lenfositlerin yiizeyinde bulunan proteindir. Kok hiicre
yiizeyinde bulunmamaktadir. Alemtuzumab anti-CD52 etkinlikte bir monoklonal
antikor olup niiks KLL hastasini igeren bir ¢alismada % 33 oraninda etkinlik gostermis

ve bu endikasyon ile klinik kullanima girmistir (Demirelli, 2005).
-Transtuzumab: Humanize monoklonal antikor olup, HER2/neu (erbB2) reseptorii
tizerinde aktive olmaktadir. Asil kullanim alan1 HER2/neu reseptdrii pozitif olan meme

kanserli olgulardir (Demirelli, 2005).

-Setuksimab: EGFR’ye kars1 gelistirilmis bir monoklonal antikordur (Kayaalp, 2009).
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-Bevasizumab: Timor neoanjiogenezisinde Onemli rol oynayan VEGF’e karsi

gelistirilmis bir antikordur (Demirelli, 2005).

-Panitumumab: EGFR’yi baglayip bloke eden bir monoklonal antikordur (Kayaalp,
2009).

Radyoimmiinokonjugatlar: Radyoizotopla isaretlenmis monoklonal antikorlardir.
Tiimor hiicrelerini yok edecek radyoizotopun bu hiicrelere baglanmasini saglarlar.

Ibritumomab (Sekil 1.45) bu amagla kullanilmaktadir (Kayaalp, 2009).
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Sekil 1.45. Ibritumomab formiilii
1.2.1.9. Diger sitotoksik antineoplastik ilaclar
-Amsakrin (Sekil 1.46): Amsakrin aminoakridin tiirevi bir ilagtir. DNA’nin

interkalasyonu yoluyla yeni DNA sentezini inhibe eder. Doneme 6zgli olmayan bir

ilagtir (Kayaalp, 2009).
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Sekil 1.46. Amsakrin formiilii
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-Beksaroten (Sekil 1.47): Hiicre farklilasmasi ve c¢ogalmasinda rol oynayan

sitoplazmik bir transkripsiyon faktorii olan retinoid X reseptoriinii aktive eder (Kayaalp,

2009).
I

O OH

Sekil 1.47. Beksaroten formiilii

-Hidroksikarbamid (Sekil 1.48): DNA sentezinin 6n basamaklarinda rol oynayan
riboniikleozid rediiktaz enzimini inhibe ederek deoksiniikleotid olusumunu engeller

(Kayaalp, 2009).
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Sekil 1.48. Hidroksikarbamid formiilii

-Pipobroman (Sekil 1.49): Alkilleyici ajan gibi davranan bir antikanser ilagtir (Kar,
2010).

)’k/\
BI\/\H/ ‘I\)

0]
Sekil 1.49. Pipobroman formiili
-Asparajinaz: Metotreksat ve ara-C gibi bilinen antimetabolitlerden olusan asparajinaz,

belirli hastaliklar1 ve malign timdrleri dnlemektedir. Tiimor hiicreleri asparajin sentez

edemezler. Asparjinaz ile timor gelismeleri inhibe edilir. Bu enzim, asparjini
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asparajinik aside doniistiiriir. Kan asparajince fakirlesir ve timor hiicresinin
metabolizmasi bozulur. Bu da hiicre 6liimii, hiicre bliylimesinin engellenmesi ve timor

gerilemesine etki eder (Kayaalp, 2009; Kar, 2010).

1.2.2. Hormonlar ve hormon antagonistleri

Hormonlarin lenfositlerdeki mitozu baskilama yetenegi vardir. Bu etkisi neoplastik
hastaliklarin tedavisinde yarar saglar. Adrenokortikosteroidler 6zellikle ¢ocuklarda
l6seminin tedavisinde etkilidir. Palyatif etkilerinin kisa siireli olmasina ragmen,
hormonlarin, meme kanseri ve diger karsinomlarda yararli etkileri vardir (Kayaalp,

2009; Kar, 2010).

Glukokortikoid hormonlar

Lenfoid dokuda proliferasyonu inhibe ederler. Boylece lenfolitik etki yaparlar. Ayrica
mezenkimal dokunun proliferasyonunu engellerler. Bu grup ilaglar iginde en sik
kullanilan prednizon (Sekil 1.50)’dur (Kayaalp, 2009). Prednizon sentetik
antienflamatuvar bir kortikosteroittir. Lenfomalarin tedavisinde kullanilmaktadir (Kar,
2010).

Sekil 1.50. Prednizon formiilii

Ostrojenler

Ozellikle meme kanserinin tedavisinde tamoksifen ve selektif aromataz inhibitdrleri,
prostat kanserinde ise gonadorelin analoglari kullanilmaktadir. Bugilin prostat
kanserinde tedavi igin etinil Ostradiol hala mevcuttur. Testislerde androjen sentezini
azaltarak ya da luteinlestirici hormon salgisin1 engelleyerek etki yapmaktadir. Etinil
ostradiol ve dietilstilbestrol bu grupta yer alan bilesiklerdir (Sekil 1.51) (Kayaalp, 2009;
Kar, 2010).
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Antiostrojenler

Bunlar; hedef hiicrelerde strojen reseptorlerini bloke eden ve selektif dstrojen reseptor
modulatorleri olarak da adlandirilan tamoksifen sitrat ve toremifen ile androjenik
nitelikteki Ostradiol prekiirsorlerinin Ostradiole doniisiimiinii katalize eden aromataz
enzimini inhibe eden formestan, eksemestan, anastrol ve letrozol’dur (Sekil 1.51)
(Kayaalp, 2009; Kar, 2010).
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Sekil 1.51. Ostrojen ve antidstrojen bilesiklerin formiilleri
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Projestinler
Kanser tedavisinde en sik kullanilan projestinler, megestrol asetat, noretisteron ve

medroksiprogesteronasetat’ tir (Sekil 1.52) (Kayaalp, 2009).

Noretisteron

Medroksiprogesteron asetat

Sekil 1.52. Projestinlerin formiilleri

Projestinler, progesteron benzeri etkisi olan sentetik hormonal ilaglardir. Antidstrojenik
etkileri nedeniyle, endometriyum kanserinin tedavisinde kullanilirlar. Endometriyumda
ostrojenler proliferatif etki yaptiklari halde, projestinler proliferasyonu inhibe ederler ve

hiicrelerin olgunlagmasini ve apoptozu tesvik ederler (Avendano ve Menendez, 2008).

Gonadorelin analoglar:

Dekapeptid yapili bir hormon olan gonadotropin saliverici hormon (GnRH),
hipotalamustan salinir ve 6n hipofize tagiarak oradan gonadotropinlerin yani folikiil
uyarict hormon (FSH) ve luteinize hormon (LH) saliverilmesine neden olur (Avendano
ve Menendez, 2008).
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Antiandrojenler

Hedef hiicrelerde testosteron reseptorlerini bloke ederek testis veya adrenal kaynakli
androjenlerin hedef hiicrelerdeki etkisini ortadan kaldirirlar. Bunlar siproteron asetat,
flutamid, bikalutamid ve nilutamid’dir (Sekil 1.53) (Kayaalp, 2009; Kar, 2010).
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Sekil 1.53. Antiandrojen bilesiklerin formiilleri

Gegmisten giiniimiize kanser tedavisinde kullanilan ilaglar ¢esitli gruplar halinde
yukarida verilmistir. Ancak kanserin; ¢esitli dokularda olusumu ve gelisiminin
molekiiler mekanizmalarinin, teshis ve hedeflendirilmis yeni tedavi yontemlerinin daha
ileri diizeyde anlagilmis olmasina ragmen, tedavisinde halen yeterince basari
saglanamamistir. Dolayisiyla, bu alanda etkin bilesiklerin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir.

Giliniimiizde “yeni-etkin antikanser ila¢” gelistirme yoniinde yapilan g¢aligsmalarin
onemli bir kismi epigenetik mekanizmalar {izerine odaklanmistir. Dolayisiyla

epigenetik yaklagimlar kanser tedavisinde yeni bir yolak olarak goriilmektedir.
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1.3. Epigenetik Mekanizmalar ve Kanser Tedavisinde Epigenetik Yaklasimlar

Epigenetik terimi; DNA dizisindeki degisimlerle agiklanamayan, gen fonksiyonunda
meydana gelen degisiklikler olarak ifade edilmektedir (Nian ve ark., 2009). Terim ilk
kez 1942 yilinda, viicuttaki tiim hiicrelerin aynt DNA dizilimine sahip olmasina
ragmen, farkli genleri ifade etmelerini agiklamak amaciyla kullanilmistir (Sweatt,
2009).

Epigenetik degisiklikler, 6zellikle canlilarin embriyodan yetiskin bireye dogru ilerleyen
gelisim siirecinde gozlemlenen, hiicre faklilagmalar1 sirasinda ortaya ¢ikan gen
ifadesindeki degisikliklerde onemli rol oynamaktadir. Gen ifadesinde goriilen bu
degisiklikler, DNA’nin secici olarak, farkli epigenetik durumlarda bulunan farkli
kromatin yapilarina paketlenmesiyle ortaya ¢ikmaktadir (Murrell ve ark., 2005).
Epigenetik degisiklikler oldukg¢a dengelidir (Kouzarides, 2007). Bu dengeli yapilarina
ragmen, epigenetik degisiklikler ayn1 zamanda geri ¢evrilebilir niteliktedir (Metivier ve
ark., 2008). Bunun yani sira epigenetik degisiklikler kalitilabilir, yani g¢evresel
kosullarin gen ifadesi {izerinde yarattigi etki, bunun o bireye sagladigi avantaj veya
dezavantaj sonraki nesillere aktarilabilir niteliktedir (Richards 2006; Kaminsky ve ark.,
2009).

1.4. Epigenetik mekanizmalar

Epigenetik mekanizmalar, DNA’lar1 ¢ekirdege sigdirmak iizere siki bir paket haline
getiren kromatin yapisi ile yakindan iligkilidir. DNA’nin paketlenmesinde histon
proteinleri kilit rol oynar (Kogak ve Ertugrul, 2012). Histonlar, DNA’nin
paketlenmesinde, paketlenmenin ilk ve temel diizeyi olan niikleozom yapisinin
olusumundan sorumludur (Alberts, 2002). Niikleozom yapisinin sikiligi, ¢ekirdekte gen
ifadesini diizenleyen transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya erisimini, dolayisiyla genin
ifade edilip edilmemesini belirler. Epigenetik mekanizmalar, niikleozomun sikiligini
kontrol ederek genlerin ifadelerini diizenler. Kromatin siki, dolayisiyla gen ifadesine
izin vermeyen yapidaysa heterokromatin; agik yani gen ifadesine izin veren yapidaysa

okromatin adini1 alir (Felsenfeld ve Groudine, 2003).
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Epigenetik diizenlemeler DNA metillenmesi ya da histon modifikasyonlari ile saglanir
(Egger ve ark., 2004):

Histon modifikasyonlari, histon-histon ve histon-DNA arasindaki etkilesimlerde rol
alarak kromatin yapisin1 degistirmektedir. Ozgiil histon modifikasyonlari, genomun
transkripsiyonel olarak sessiz olan heterokromatin ve transkripsiyonel olarak aktif olan
okromatin bolgelerinin olusumuna katkida bulunmaktadir (Kouzarides, 2007).

Bir genin ifade edilebilmesi i¢in kromatinin gevsemesi ve transkripsiyon faktorlerinin
baglanmas1 gerekmektedir. Gen ifadesinin transkripsiyonel seviyede diizenlenmesi,
kromatinin yeniden modellenmesi ve histon modifikasyonlar ile saglanmaktadir (Klung
ve Cummings, 2002).

Onemli histon modifikasyonlar1 arasinda metilasyon, asetilasyon, fosforilasyon,
ubikutinasyon, sumoilasyon ve ADP ribozilasyonu yer almaktadir (De Ruijter ve ark.,
2003). Niikleozomu olusturan histon proteinlerinin amino kuyruk bolgeleri
niikleozomun disinda kalarak diger proteinler i¢in etkilesim yiizeyi olusturmakta ve
cesitli  post-translasyonel modifikasyonlar gecirirek biyolojik olaylarda gorev
almaktadir (Sekil 1.54) (Strahl ve Allis, 2000). Bu modifikasyonlarin, kromatine
degisik gorevler yiiklemesine histon kod hipotezi adi verilmektedir (Lunke ve El-Osta,
2009). Boylece histon-DNA ve histon-histon iligkisi etkilenmekte, DNA paketlenmesi,
replikasyon, transkripsiyon, tamir, apoptoz ve gen ifadesinin kontrolii gibi bircok
biyolojik olay kontrol edilebilmektedir (Jenuwein ve Allis, 2001; Lunke ve EI-Osta,
2009).

Histon kuyruklar

/ Modifikasyonlar
DNA cift sarmahi e 3 icin uygun lizin
[ sy amino asidi

/

Sekil 1.54. Histon proteinleri amino ucu kuyruklar1 ve kor niikleozom yapisi (Campbell ve
Reece, 2002).
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1.5. Epigenetik ve Kanser
Kanser, genetik ve sitogenetik bir hastalik olmasinin yaninda ayrica epigenetik bir
hastaliktir. DNA metilasyonu ve histon deasetilasyonu ile timor baskilayici genlerin
susturulmasi kanser patogenezinde 6énemli yer tutar. Epigenetik anomalilerin potansiyel
olarak geri dondiriilebilir olmasi, DNA metilasyon ve histon asetilasyon
inhibitorlerinin kanser tedavisi i¢in kullanimini anlamlilandirmaktadir. Kanser
hiicrelerindeki epigenetik degisiklikler timor gelisimi ile ilgili hemen hemen tim
yolaklar1 etkiledigi i¢in, epigenetik ilaglarin hiicre siklusu kontrolii, apoptozis, hiicre
sinyalizasyonu, tiimor hiicre invazyonu ve metastaz, anjiyogenez ve immiin farkindalik
ile ilgili defektif gen ifadesini diizeltmesi sasirtict degildir (Ata, 2009).
Son yillarda, insanlarda goriilen ¢ogu hastaligin epigenetik temellerinin oldugunun
anlasilmasi lizerine, epigenetik hatalarin diizeltilmesi amaciyla yiiriitiilen ilag arastirma-
gelistirme ¢alismalar1 hiz kazanmistir (Egger ve ark., 2004).
Epigenetik diizenlemelerde gorev alan:

- DNA metiltransferaz (DNMT)

- Histon asetilaz (HAT)

- Histon metiltransferaz (HMT)

- Histon deasetilaz (HDAC) enzimlerinden o6zellikle DNMT ve HDAC

inhibitorlerinin preklinik ve klinik ¢caligmalarinin sonuglart umut vericidir (Ata, 2009).

Tez kapsaminda HDAC’lar ve inhibitorleri detayl1 bir sekilde incelenecektir:
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1.6. Histon Proteinleri ve Transkripsiyonun Diizenlenmesi

DNA’nin en 6nemli gorevi, bir organizmay1 olusturan proteinleri ve her proteinin ne
zaman, hangi hiicre tipinde ve ne kadar {iiretilecegini belirlemektir (Alberts, 2002).
Okaryotik hiicrelerde DNA, histon ve histon olmayan proteinlerle paketlenmis halde
bulunur. Bu yapiya kromatin adi verilir (Marson, 2009). Kromatinin temel proteinleri
histonlardir. H1, H2A, H2B, H3 ve H4 olmak {izere bes tip histon proteini vardir
(Cizelge 1.1) (Cooper ve Hausman, 2004). Histonlarin kromatindeki toplam kiitleleri
yaklasik olarak DNA’nin kiitlesine esittir (Thiagalingam ve ark., 2003). Histonlar lizin
ve arjinin amino asitlerince zengin olup, bazik yapida, 102-135 amino asit i¢eren kiiciik
proteinlerdir (Cooper ve Hausman, 2004). Pozitif yiikleri sayesinde DNA’nin negatif
yikli olan fosfat gruplarina kolayca baglanip, Okaryotik DNA’nin ¢ekirdege
sigdirlacak sekilde paketlenmesini saglamaktadir. Histon proteinleri 6karyotik canlilar
arasinda yapisal benzerlik gostermektedir ve en yliksek diizeyde korunmus okaryotik
proteinlerdir (Thiagalingam ve ark., 2003). Tiirler arasinda en ¢ok korunmus olanlar H3

ve H4, en az korunmus olan ise H1 proteinidir (Cooper ve Hausman, 2004).

Cizelge 1.1. Histonlarin Tipleri ve Ozellikleri

% olarak bazik

Amino asit amino asit
_ Molekiiler icerigi miktar
Histon Agirhk sayisl Lys Arg
H1 21,130 223 29.5 25
H2A 13,960 129 10.9 9.3
HZ2B 13,774 125 16.0 6.4
H3 16,273 135 9.6 13.3
H4 11,236 102 10.8 13.7

Histon proteinleri, kromatinin birincil olusumu olan niikleozom yapisinin olugsmasinda
gorevlidirler. Niikleozomlar yaklasik 200 niikleotitte bir tekrarlayan birimler halinde
bulunur (Alberts, 2002) ve 30 nm c¢apinda iplik formunda olduk¢a diizenli diziler
halinde paketlenir (Marson, 2009). Niikleozom oktameri, 6zdes histonlar olan H2A,
H2B, H3 ve H4’den birer ¢ift olmak iizere sekiz histon molekiiliinden ve bunlarin
etrafina sarilmis yaklasik 146 DNA baz ¢iftinden olusmustur (Conley ve ark., 2006).
H1 ise yaklastk 80 baz ciftinden olusan baglagc DNA ile oktamer arasinda
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bulunmaktadir. DNA histon proteinleriyle paketlenerek alt1 kat kisaltilir. Hiicre
boliinmesi sirasinda kromatin kisalip kalinlasarak, iskelet proteinlerinin de devreye
girmesiyle kromozomlar1 olusturmaktadir (Sekil 1.55) (Alberts ve ark., 2002; Cooper
ve Hausman, 2004; Strachan ve Read, 2004).
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Sekil 1.55. Histon proteinleri ve DNA paketlenmesi (Bottomley, 2004).

Histon proteinleri, diger histonlarla ve DNA ile etkilesime giren, histone fold motifi
iceren globular yapida karboksil ve amino kuyruk bdlgelerini icermektedir (Sekil 1.56)
(Marmorstein ve Roth, 2001; Khorasanizadeh, 2004). DNA ile niikleozomdaki histonlar
arasinda hidrojen baglar1 olusmakta ve ¢ok sayida hidrofobik etkilesim ve tuz kopriisii
de DNA ile proteinlerin bir arada tutulmasini saglamaktadir (Macdonald ve Roskams,
2009).
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Sekil 1.56. Histon proteinleri: A) Histon proteinlerinin yapisi
B) Oktamer olusumu

1.7. Histon Asetilasyonu

Histon asetilasyonu histon modifikasyonlari i¢inde en ¢ok ilgi ¢eken islemlerden biridir
ve geri doniisiimlii bir olaydir (Bartova ve ark., 2008). Histon asetilasyonu, HAT ve
HDAC enzimleri ile kontrol edilir (Marson, 2009). Normal kosullarda, niikleozomda
pozitif yiiklii ve diisiik asetilasyon seviyesine sahip histonlar, DNA’nin negatif yiikli
fosfat omurgasia sikica baglanmislardir. Bu baglanma transkripsiyon faktorlerinin,
transkripsiyon diizenleyici komplekslerin ve RNA polimerazlarin DNA’ya gegislerini
engelleyerek transkripsiyonel olarak aktif olmayan bir kromatin olusmasini saglar
(Vigushin ve Coombes, 2002). Asetilasyon, 0zdes histonlarin N-terminal kuyruk

bolgeleri arasindaki lizin rezidiilerinde olusur. Histon asetiltransferazlar, asetil
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gruplarin1 (CH3CO), asetil koenzim A (acetyl-CoA)’dan 6zdes histonlar arasinda
korunmakta olan lizin rezidiilerinin ®-amino gruplar1 {izerine transfer ederler.
Asetilasyon; histonlarin pozitif yiikiinii ndtralize ederek, DNA’nin negatif yikli yapisi
ile olan iliskilerini kopartir. Boylece, aktif gen transkripsiyonu i¢in gerekli olan
transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanmasina izin veren daha “acik™ bir kromatin
yapist olugsmasini saglar (Sekil 1.57) (Pan ve ark., 2007). Normal bir hiicre i¢in HDAC
ve HAT aktivitesinin dengeli olmasi gerekmektedir (Marsoni ve ark., 2008).
Aralarindaki denge, normal hiicre ¢ogalmasi i¢in olduk¢a dnem tasirken; bu dengenin
bozulmasi karsinogeneze yol agabilir. Genom agirlikli bir¢ok kanser tiirliniin, histon

asetilasyon seviyesinin diismesinden kaynaklandigi kesfedilmistir (Hrzenjak ve ark.,
2006).

Gen ekspresyonunun inaktivasyonu
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Sekil 1.57. HDAC ve HAT larin histon iizerinde etki mekanizmasi
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1.8. Histon Deasetilazlar

Histon deasetilaz enzimleri ile katalize edilen Ozdes histonlarn amino-terminal
uclarinin tekrar pozitif yiikk kazanmalari, histonlar ile DNA’nin etkilesimini artirir.
Boylece, promotor iizerindeki baglant1 bolgeleri bloke edilerek gen transkripsiyonu
inhibe edilir (Pan ve ark., 2007).

Memelilerde histon deasetilazlar, Saccharomyces cerevisiae mayasi’'nin HDAC
enzimleri (Rpd3, Hdal ve Sir2) ile gosterdikleri primer homolojiye gore
siiflandirilirlar (Chittur ve ark., 2008). Bu giline kadar tanimlanmig 18 adet insan
HDAC enzimi vardir. Bu enzimler dizi benzerlikleri ve kofaktoér bagimliliklarina gore
I, Ila., IIb., IIL., IV. olmak iizere smiflandirilmistir (Cizelge 1.2) (Kazantsev ve
Thompson, 2008).

Cizelge 1.2. HDAC enzimlerinin siniflandirilmasinin sematik gosterimi (Bolden ve ark., 2006).
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Tip | histon deasetilazlar: HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDACS gruplarini igerirler ve
maya transkripsiyon diizenleyici geni Rpd3 ile homoloji gosterirler. Bu enzimler
genellikle niikleusta bulunurlar, ¢ogu hiicre tipinde ifade edilebilirler ve hiicre siklusu
progresyonunun diizenlenmesine katilirlar (Papeleu ve ark., 2005).

Tip Il histon deasetilazlar: Siif Ila ve IIb olmak ftizere iki alt gruba ayrilirlar.
HDAC4, HDACS, HDAC7, HDAC9 enzimleri sinif Ila i¢inde yer almaktadir. HDACS
ve HDACY yiiksek miktarda kasta, kalpte ve beyinde, HDAC4 beyin ve iskeletin
biiyiime plaginda ve HDAC?7 ise endotel hiicreler ile lenfositlerde ifade edilmektedir
(Kazantsev ve Thompson, 2008; Haberland ve ark., 2009).

Sinif IIb i¢inde ise HDAC6 ve HDAC10 enzimleri yer almaktadir. HDACG6 alisilmisin
disinda bagimsiz fonksiyon gosteren iki Katalitik bolge ve bir karboksil ucu Zn*?
baglama bolgesi icermektedir (Kazantsev ve Thompson, 2008). Oncelikli olarak
sitoplazmada bulunmakla birlikte ¢ekirdekte de gdzlemlenmistir. Sitoplazmik HDACS6,
a-tiibiilini deasetile etmekte ve mikrotiibiil stabilitesini degistirmektedir. HDAC10’un
da HDACG6 gibi iki katalitik bolgesi olmasmna ragmen C terminal katalitik bolgesi
islevsel degildir (Morrison ve ark., 2007; Hahnen ve ark., 2008; Kazantsev ve
Thompson, 2008).

Tip 111 histon deasetilazlar: Sirtuinlerdir. Yapisal olarak insan Tip I ve Tip I HDAC
enzimleri ile bir iligskisi olmayip maya Sir2 proteinleri’nin homologlarini tasirlar.
Sirtuinler, deasetilaz aktivitesi i¢in Tip I ve Tip II HDAC’lar tarafindan kullanilan Zn
bagimli mekanizmanin aksine; nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) kullanirlar. Tip I
ve Tip Il HDAC enzimleri kisa zincirli yag asitleri ve hidroksamik asitler ile inhibe
edilebilirken; Tip Il HDAC enzimleri bu tiir bilesikler ile inhibe edilemezler (Vigushin
ve Coombes, 2002).

Tip IV histon deasetilazlar: Bu grup igerisinde yer alan tek enzim HDACI 1 dir.
Yapisal olarak I. ve II. simf HDAC’lardan farklidir. Beyin, kalp, bobrek, kas ve
testislerde varligi bilinmekle birlikte fonksiyonu tam olarak agiklanamamistir

(Haberland ve ark., 2009).
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1.9. Histon Deasetilaz inhibitérlerinin Kanser Hiicreleri Uzerindeki Etkileri
HDAC inhibitérleri:

- Tiimor hiicresinin hiicre siklusunu G1 veya G2/M fazinda durdurarak hiicrenin
proliferasyonunu bloke ederler- Hiicre siklusunun regiilasyonu ve kontrolii

- Internal ve eksternal apoptotik yolaklar1 indiikleyerek hiicre o6liimiinii
saglarlar- Apoptozisin tetiklenmesi

-Anti-anjiyogenetik molekiillerin upregiilasyonu, vaskiilogenezisi saglayan
molekiillerin downregiilasyonu ile antianjiyogenetik etki gosterirler- Anjiyogenezisin
inhibisyonu (Xu ve ark., 2007).
HDAC inhibitérlerinin, histon asetilasyonunun sadece belli genlerin transkripsiyonunu
(eksprese edilmis genlerin ~ %2’si) aktive etmesi ve ekspresyonun tiimdr biiylimesini
inhibe etmesi antitiimor aktiviteleri bakimindan ilgingtir. En ¢ok uyarilmig genlerden
biri hiicre siklusu kinaz inhibitérii olan p21"VA™ genidir (Butler ve ark., 2003). HDAC
inhibitorleri ile muamele sonrast p21 promotor bolgesindeki H3 ve H4 histonlarin
asetilasyonu sonucu p21 geninin ekspresyonu artar (Lagger ve ark., 2003; Mehnert ve
Kelly, 2007). Normal hiicreler, DNA hasari veya DNA tamir hatalar1 gibi apoptotik
sinyallere kars1 duyarhidirlar. HDAC inhibitorleri, kanserde bloke edilmis veya suprese
edilmis apoptotik yollarin tekrar kazanilmasini saglayabilirler (Liu ve ark., 2003). Tiim
bu nitelikler, HDAC inhibitorlerini kemoterapotik miidahaleler i¢in umut verici hale

getirmektedir (Chittur ve ark., 2008).

1.10. Histon Deasetilaz Enzim Inhibitérii Bilesikler

HDAC inhibitorleri, histon asetilasyonunda artisa yol acgarak transkripsiyonu ve
kromatin yapisin1 diizenleyen kanser tedavisinde kullanilabilecek ilaglarin yeni bir
siifinin liyeleridir (Richon ve O’Brien, 2002; Eot-Houllier ve ark., 2009).

HDAC inhibitorleri’nin  yapisal farkliliklart dolayisiyla HDAC’1  bloke edici
potansiyelleri birbirinden farklidir (Mehnert ve Kelly, 2007).
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Yapisal ozelliklerine gore HDAC inhibitorleri bes sinifa ayrilmaktadirlar (Carew ve
ark., 2008):

1. Kisa zincirli yag asitleri

2. Hidroksamatlar

3. Benzamidler

4. Siklik tetrapeptidler

5. Elektrofilik ketonlar

1.10.1. Kisa-Zincirli Yag Asitleri: Bu siniftaki bilesikler sodyum fenil butirat (Sekil
1.58), sodyum butirat (Sekil 1.59) ve valproik asittir (Sekil 1.60) (Frew ve ark., 2009).
Butiratlar ilk tanimlanan HDAC inhibitérleri olup, sadece HDAC’lara degil,
DNA/protein metilasyonu ve fosforilasyonu tlizerine de etkilidir (Marks ve ark., 2004).
Zayif inhibitorlerdir ve mM konsantrasyonda etki gostermektedir (Balasubramanian ve
ark., 2009). Kisa zincirli yag asitlerinin toksisiteleri az olmakla birlikte yar1 omiirleri
kisadir. Kanser arastirmalart i¢in, plazmadaki yar1 Omiirlerinin kisa olmasi ve yiiksek
konsantrasyonda etki gostermeleri nedeniyle diger inhibitdr gruplart kadar uygun
bilesikler degildir (Kramer ve ark., 2001; Marks ve ark., 2003; Lindemann ve
Johnstone, 2004). Valproik asit ve fenil butiratin I. ve II. Stmif HDAC enzimlerini
inhibe ettigi bilinmektedir. ila¢ arastirmalarinda faz I ve II ¢alismalar1 yapilmustir. Kan
beyin bariyerini gegebildigi, kanser tedavisi disinda AIDS, spinal miiskiiler atrofi,
alzheimer, amyotrofik lateral skleroz (ALS) gibi hastaliklarin tedavisinde de
kullanilmak iizere arastirma asamasindadir. Birgok karboksilik asit tiirevinin HDAC
inhibisyonu sagladigi, modelleme ve aktivite tayini g¢aligmalar1 ile gdsterilmistir
(Dokmanovic ve ark., 2007; Bora-Tatar ve ark., 2009; Chuang ve ark., 2009).

-Sodyum fenil butirat (Sekil 1.58): Sodyum fenil butirat, in vitro ortamda mM
konsantrasyonda etki gosteren histon deasetilazlarin zayif inhibitoriidiir. Radyasyondan

sonra normal hiicrelerin hayatta kalmasini ve DNA onarmmini saglar (Chung ve ark.,

2009).
O Na
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Sekil 1.58. Sodyum fenil butirat formiilii
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-Sodyum butirat (Sekil 1.59): Cesitli kanser hiicrelerinde farklilasmaya, hiicre
dongiistinii durdurmaya ve apoptoza sebep olan kisa zincirli bir yag asididir (Kim ve

ark., 2004).

@
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Sekil 1.59. Sodyum butirat formiilii

-Valproik asit (Sekil 1.60): Valproik asit, histon deasetilazlarin katalitik merkezine
baglanarak HDAC aktivitesini inhibe eder. Tip I deasetilazlar1 inhibe edici etkisi daha
fazladir (Bi ve Jiang, 20006).

HO

Sekil 1.60. Valproik asit formiili

1.10.2. Hidroksamatlar: Bu sinifta trikostatin A (TSA) (Sekil 1.61), suberoylanilid
hidroksamik asit (SAHA) (Sekil 1.62), oksamflatin (Sekil 1.63), PXD101 (Sekil 1.64),
NVP-LAQ824 (Sekil 1.65), NVP-LBH589 (Panobinostat) (Sekil 1.66), CRA-026440
(Sekil 1.67) bilesikleri yer alir (Frew ve ark., 2009). Hidroksamatlar en kuvvetli
inhibitér grubunu olusturmaktadir. Bu grup inhibitérlerin zayif farmakokinetik
ozellikleri, oOzgiil aktivite gosterememeleri ve yiiksek derecede toksik olmalar
kullanimlar1 sirasinda problemlere neden olmaktadir (Bora-Tatar ve ark., 2009).
Hidroksamat yapidaki TSA tanimlanan ilk HDAC inhibitoriidiir. SAHA yapisal olarak
TSA ya benzeyen kuvvetli bir inhibitordiir ve her iki bilesik de nM konsantrasyonda
HDAC inhibisyonu saglanmaktadir (Dokmanovic ve ark., 2007; Marsoni ve ark., 2008;
Stimson ve La Thangue, 2009).
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-Trikostatin A (Sekil 1.61): Bilinen en kuvvetli HDAC inhibitoriidiir (Marson, 2009).

Sekil 1.61. Trikostatin A (TSA) formiilii

- Suberoylanilid hidroksamik asit (SAHA) (Sekil 1.62): SAHA 1. ve II. simf HDAC
enzimleri i¢in pan-HDAC inhibitoriidiir ve ilag arastirmalarinda faz 1, II, III ¢calismalari
yapilmistir. Food and Drug Administration (FDA) tarafindan klinik olarak kullanimina
izin verilen ilk hidroksamik asittir (Dokmanovic ve ark., 2007; Marsoni ve ark., 2008;
Stimson ve La Thangue, 2009). SAHA, DNA’nin radyasyona maruz kaldiktan sonra
onarimi ve antiproliferatif etkilerini igeren bir¢ok mekanizma ile timor radyasyon
tedavisini gelistirmek igin sentez edilmistir. SAHA’nin, miyelodisplastik sendrom
(MDS), akut myeloid 16semi (AML), akut lenfositik 16semi (ALL), KML, KLL, multipl

myelomlu hastalarda faz I ¢alismalari yapilmistir (Marson, 2009).

Nk/\/\/\ﬂ/ “OH
H

@)
Sekil 1.62. Suberoylanilid hidroksamik asit (SAHA) formiilii

-Oksamflatin (Sekil 1.63): Oksamflatin, epigenetik durum ve gen ifadesi iizerinde
degisiklik yapar. Ayrica blastosist kalitesini artirir ve ¢ekirdegin yeniden modellenmesi,

somatik hiicre ¢ekirdek transferi ve embriyo gelisimini artirir (Marson, 2009).
O
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Sekil 1.63. Oksamflatin formiilii
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-Belinostat (PXD101) (Sekil 1.64): PXD101, HDAC’1 inhibe ederek histon
asetilasyonunda artisa neden olur. Meme, yumurtalik, prostat kanserli ¢esitli hiicrelerde

antiproliferatif etki gosterir ve apoptoza neden olur (Marson, 2009).

P i
N,S SN N,OH
H H

Sekil 1.64. Belinostat (PXD101) formiilii

-NVP-LAQ824 (Sekil 1.65): NVP-LAQ824 transkripsiyonel olarak p21"VAFC1PL genini
aktive eder. Hiicre siklusunu G2/M kontrol noktasinda durdurur. Proteazomu inhibe

eder ve kaspaz bagimli apoptoza neden olur (Marson, 2009).

of Qe

Sekil 1.65. NVP-LAQ824 formiilii

-NVP-LBH589 (Panobinostat) (Sekil 1.66): Birgok metabolik yolak vasitasiyla kotii
huylu hiicreleri apoptoza yonlendirerek, histon deasetilaz enzimlerini inhibe eder
(Marson, 2009).
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Sekil 1.66. NVP-LBH589 formiilii
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-CRA-026440 (Sekil 1.67): CRA-026440 antitimdr ve antianjiyogenik etki gOsteren,
genis spektrumlu bir hidroksamik asittir. Tiimor bilylimesinin inhibisyonu a-tiibilinin
asetilasyonundaki artigla saglanir. Bununla birlikte hiicre biiylimesi, apoptoz ve
anjiyogenezise engel olan potansiyel antitimdr aktiviteye sahip yeni bir HDAC

inhibitoridir (Marson, 2009).

s :
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Sekil 1.67. CRA-026440 formiilii

1.10.3. Benzamidler: Bu smiftaki bilesikler entinostat (MS-275) (Sekil 1.68),
MGCDO0103 (Sekil 1.69) ve CI-994 (Sekil 1.70) ‘tiir (Frew ve ark., 2009). Benzamidler
I. simif HDAC enzimleri lizerinde uM konsantrasyonlarda aktivite gostermektedir
(Riester ve ark., 2007). Benzamidler ile in vitro arastirmalarin yani sira faz | ve faz Il

calismalar1 da yiiriitiilmektedir (Marsoni ve ark., 2008).

-Entinostat (MS-275) (Sekil 1.68): In vivo ortamda hiicre gelisimini, farklilagmasini ve
hiicre biiylimesini yavaslatarak siklin-bagimli kinaz 1A (p21/CIP1/WAF1) inhibitoriini
indiikler ve HDAC1 ve HDAC3’i inhibe eder. Hsp90 ya da PARP inhibitorii olan
adriamisin gibi ilaglarla kombine kullanimi ile antineoplastik ila¢ olarak faz I ve faz II

calismalar1 devam etmektedir (Marson, 2009).

Sekil 1.68. Entinostat (MS-275) formiilii
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-MGCDO0103 (Sekil 1.69): MGCDO0103, HDACI1’i inhibe eder. Ayn1 zamanda in vivo
HDAC2, HDAC3 ve HDAC11 enzimlerine kars1 da inhibe edici etkiye sahiptir. ilacin
yok olmasi siirecinde daha uzun dmiirlii etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. MGCDO0103,
histonlarin hiper asetilasyonunu indiikler, hiicre siklusunu G2/M fazinda durdurur ve

kanser hiicrelerini apoptoza siiriikler (Marson, 2009).
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Sekil 1.69. MGCDO0103 formiilii

-C1-994 (Sekil 1.70): Ozellikle antikanser ilaglara direngli tiimor hiicrelerinde etkili
genis spektrumlu bir bilesiktir (Marson, 2009).

H HN
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Sekil 1.70. CI-994 formiili

1.10.4. Siklik tetrapeptidler: Bu sinifta depsipeptid (FK-228) (Sekil 1.71) ve apisidin
(Sekil 1.72) bilesikleri yer alir (Frew ve ark., 2009). Yapisal olarak en kompleks
inhibitor grubunu olusturmaktadir. nM konsantrasyonda etkili, kuvvetli inhibitor
grubudur (Marks ve ark., 2004).

-Depsipeptid (FK-228) (Sekil 1.71): FK228 Chromobacterium violaceum’dan izole
edilmis dogal bir {riindiir. Hiicre biiylimesi inhibisyonu, hiicre farklilagsmasinin
indiiklenmesi, apoptotik hiicre 6liimii ve anjiyojenez inhibisyonu ile baglantili genlerin

ifadesine sebep olur (Marson, 2009).

Sekil 1.71. Depsipeptit (FK-228) formiilii
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-Apisidin (Sekil 1.72): Cesitli kanser hiicrelerine karsi antiproliferatif etki gdsteren
fungal bir metabolittir. Apisidin, hiicre morfolojisi ve hiicre dongiisiinii kontrol eden

gelsolin ile p21WAFYC"P ifadesi i¢in segici degisimleri saglar (Marson, 2009).
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Sekil 1.72. Apisidin formiilii
1.10.5. Elektrofilik Ketonlar: Bu siniftaki bilesikler triflorometil keton (Sekil 1.73), a-

ketoamid (Sekil 1.74)’dir. uM konsantrasyonda etki gosterirler ve diger siniflara gore
daha az etkilidirler (Marks ve ark., 2004; Frew ve ark., 2009).
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Sekil 1.73. Triflorometil keton formiilii Sekil 1.74. a-ketoamid formiilii



49

1.11. Histon Deasetilaz Enzimi ve Inhibitor Etkilesimi

HDAC ve HDAC inhibitorleri arasindaki yapisal iliski ilk olarak, Aquifex aeolicus
bakterisinden elde edilen ve HDAC homologu olan Histone deacetylase-like protein
(HDLP)’nin TSA ve SAHA inhibitorleri ile etkilesiminden yararlanilarak agiklanmuistir.
Bu ¢alismanin ardindan 2004 yilinda insan HDACS enziminin yapist agiklanabilmis ve
ilk olarak hidroksamat grubu inhibitorler ile HDACS etkilesimi arastirilmistir (Buggy
ve ark., 2000).

Kristal yapist ilk aydinlatilan enzim olan HDLP, 16 tane a heliks ve 8 tane paralel
dizilmis B tabakadan olusan bir proteindir. o heliks ve [ tabakalarin katlanmalari
sonucunda bir ucu kapali, dar ve tiip seklinde bir yap1 olusmaktadir. Tiipiin u¢ kism1 en
dar bolgesidir ve ¢inko atomunun bulundugu kisimdir (Grozinger ve Schreiber, 2002).
Son 15 yil igerisinde cesitli HDAC inhibitorleri tanimlanmistir. Yapilarinin farkh
olmasina ragmen bu inhibitorler ortak ii¢ bilesene sahiptir:

-Bu bilesenlerden ilki HDAC enzimin aktif bolgesinde Zn*? ile baglanmay1 saglayan
metal baglayici fonksiyonel grup,

-Ikinci bilesen dar tiineli dolduran hidrokarbon baglayici grup,

-Ugiincii bilesen de aktif bdlgenin yakinindaki amino asitlerle etkilesimi saglayan, dar

tiinelin giris kisminda yiizey tanimadan sorumlu cap grubudur.

Yeni inhibitorlerin molekiiler tasarimlar1 metal baglayici fonksiyonel grubun, cap
grubunun ve hidrokarbon baglayici grubun modifikasyonlari ile belirlenir. Katalitik
bolgede bulunan ¢inko atomu ile inhibitériin direkt etkilesiminin oldugu ve
inhibisyonun gerceklesmesi igin ¢inko atomunun gerekliligi gosterilmistir (Sekil 1.75)

(Finnin ve ark., 1999; Somaza ve ark., 2004; Bora-Tatar ve ark., 2009).
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Sekil 1.75. HDAC ve inhibitor etkilesimi
A) HDAC inhibitorii ortak yapisi (Bora-Tatar ve ark., 2009).
B) HDAC- inhibitdr baglanma bdlgesi (Vannini ve ark., 2007).
C) HDLP-TSA etkilesiminin ti¢ boyutlu goriintiisii (Space-filling model)-

(Somoza ve ark., 2004).
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1.12. Flavonoidler

Flavonoidler, polifenolik bilesiklerdir (Martinez ve ark., 2010) ve bugiine kadar
tanimlanmis yaklasik 9000 farkli yapiya sahip ikincil bitki metabolitlerinin 6nemli bir
sinifidir. Bu bilesikler bazi yosunlarda ve biitiin tohumlu bitkilerde bulunurlar. Hatta
ayni tiirde farkli flavonoidler birlikte bulunabilir. Bitki biyolojisinde flavonoidler

Oonemli yer tutar (Walle ve ark., 2007).

Flavonoid yapilarinda gozlenen en yaygin siibstitiientler hidroksil gruplaridir ve
genellikle yapinin 3, 5, 7, 3’, 4’ve/veya 5’ pozisyonlarinda bulunur. Bu hidroksil
gruplarinin ¢cogunlukla bir veya birden fazlas: metillenir veya asetillenir (Rijke ve ark.,
2006).

Biitiin flavonoidler 15 karbonlu iki temel metabolit olan malonil-CoA ve p-kumaroil-
CoA’nin kondensasyonu ile baslayan biyosentetik yolakla olusurlar (Martens ve
Mithofer, 2005).

Flavonoidler; asagida belirtildigi gibi yedi alt sinifa ayrilir (Sekil 1.76) (Araujo ve ark.,
2011):

- flavonlar

- flavonoller,

- flavanonlar,

- antosiyanidinler,

- flavan-3-oller,

- izoflavonlar

- salkonlar.
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Sekil 1.76. Flavonoidlerin sentez yolaklari. CHS, salkon sentaz; CHKR, salkon poliketit
rediiktaz; CHI, salkon izomeraz; FHT, flavanon 3-B-hidroksilaz; DFR, dihidroflavonol 4-
rediiktaz; ANS, antosiyanidin sentaz; FGT, flavonoid glikosiltransferaz; FNS, flavon sentaz;
FLS, flavonol sentaz; LAR, I6koantosiyanidin rediiktaz; ANR, antosiyanidin rediiktaz; IFS,
izoflavon sentaz; IFD, izoflavon dihidrataz (Araujo ve ark., 2011).

Flavonoidlerin temel bilesigi olan flavonlar, fitokimyasallarin genis bir kismini
olustururlar (Corcoran ve ark., 2013). Cogunlukla meyve, sebze, tibbi ve aromatik
bitkilerle, findik, fistik gibi sert kabuklular, kirmiz1 sarap, ¢ay (Cooray ve ark., 2004;
Gibellini ve ark., 2011) ve bitkilerin kok, govde, yaprak gibi kisimlarinda bulunan
bilesenlerdir (Kizilkegili, 2007).

Flavonlar (Sekil 1.77), benzo-y-piron (kromon) halkasinin, 2. konumunda bir fenil

halkasi igeren polifenollerdir (Gibellini ve ark., 2011).
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Sekil 1.77. Flavon halkasi
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Flavonun iskelet yapis1 15 karbon igerir ve heterosiklik (C) bir halde bulunan karbon-3
kopriisiiyle baglanmis iki fenolik halkadan (A,B) olusur (Cutler ve ark., 2008).
Flavonlar, C2-C3 arasinda tasidigi ¢ifte bag ile A ve B halkalar1 arasinda saglanan
konjugasyon nedeniyle diger flavonoidlerden daha dayanikli bir yapiya sahiptir
(Havsteen, 2002).

1.12.1. Flavonoidlerin Biyolojik Etkileri

Flavonoidler, son yillarda o6zellikle halk sagligi ilizerine olumlu etkilerinin ortaya
cikmasiyla 6nem kazanmistir (Capanoglu ve ark., 2010). Flavonoidler, antioksidan ve
serbest radikal yakalama fonksiyonlariyla, koroner kalp hastaliklarindan ve cesitli
kanser tiirlerinin engellenmesine kadar gesitli biyolojik etkilere sahiptir (Chen ve ark.,
1996; Serafini ve ark., 2006).

Flavonoidlerin gosterdigi biyolojik etkiler agagidaki basliklar halinde verilebilir:

1.12.1.1. Enzimler Uzerine Etki

Yiiksek aktiviteye sahip flavonoidler, Na’-K* ATPaz (Hirano ve ark., 1989),
hyaliironidaz (Kuppusamy ve ark., 1990; 1996), DNA ve RNA polimeraz (Shinozuka
ve ark., 1998; Ono ve Nakane, 1990), kinon akseptoér oksidorediiktaz (Liu ve ark.,
1990), laktat-dehidrogenaz (Matagne ve Hamoir, 1975), pirolin hidroksilaz (Lonati-
Galligani ve ark., 1979), sialidaz (Nagai ve ark., 1989), lens aldoz rediiktaz (Varma ve
ark., 1975; Varma ve Kinoshita, 1976; Okuda ve ark. 1982; 1984; Chaudry ve ark.,
1983; Rosler ve ark., 1984; linuma ve ark., 1989), katesol-O-metiltransferaz
(Backstrom ve ark., 1989), riboniikleaz (Mori ve Noguchi, 1970), cAMP fosfodiesteraz
(FDE) (Graziani ve Chayoth, 1977; 1979; Beretz ve ark., 1978; Beretz ve ark., 1979;
Picq ve ark., 1982; Nikaido ve ark., 1988), cGMP FDE (Rucksthul ve ark., 1979;
Rucksthul ve Landry, 1981), protein kinaz (Hagiwara ve ark., 1988; Geahlen ve ark.,
1989; Pica ve ark.,, 1989; Cushman ve ark., 1991) gibi bircok enzimle
etkilesebilmektedir.
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1.12.1.2. Hipoglisemik EtkKi

Dogal kaynakli baz1 flavonoid tiirevlerinin, hipoglisemik etki gosterdigi kaydedilmistir
(Hii ve Howell, 1985; Basnet ve ark., 1993; Ragunathan ve Sulochana, 1995; Bozdag
ve ark., 1999; 2000; Bozdag-Diindar ve ark., 2008).

1.12.1.3. Santral Sinir Sistemine (SSS) Etki
Flavonoidler  SSS'ni  etkileyerek analjezik (Viswanathan ve ark., 1984,
Thirugnanasambantham ve ark., 1990; Cardenas ve ark., 1993) ve analeptik (Setnikar ve

ark., 1960) etkiler gostermektedir.

1.12.1.4. Otonom Sinir Sistemine (OSS) Etki

Flavonoidler, OSS'ni etkileyerek (3-adrenerjik blokér (Da Re ve ark., 1972; Da Re ve
ark., 1975) ve spazmolitik (Bradley ve Cazort, 1970; Ertan ve Goker, 1987; 1987a;
Ertan ve ark., 1987; 1989; Nardi ve ark., 1993) aktivite gdstermektedir.

1.12.1.5. Kardiyovaskiiler Sistemdeki Etkileri

Flavonoidlerin, kardiyovaskiiler sistem {izerine etkileri sonucu koroner dilatér (Lochner
ve Hirche, 1963; Nitz ve Potzsch, 1963), kapiller rezistansi artirici (Gabor, 1981) ve
kolesterol diizeyini diisiiriici (Baraona ve Lieber, 1970) etkilere yol agtig1

kaydedilmistir.

1.12.1.6. Antiallerjik Etki

Cesitli  ¢alismalarda birgok flavonoid bilesiginin antiallerjik etki gosterdigi
belirtilmektedir (Augstein ve ark., 1976; Augstein ve ark., 1977; Fewtrell ve Gomperts,
1977; lijima ve ark., 1980; Bennett ve ark., 1981; Middleton ve Dryzewiecki, 1982;
1984; Pearce ve ark., 1984; Amella ve ark., 1985).

1.12.1.7. Gastrointestinal Bolgedeki Etki
Flavonoidler, gastrointestinal bolgeyi etkileyerek antiiilser (Parmar ve Ghosh, 1981;

Cristoni ve ark., 1989), antihepatotoksik (Hahn ve ark., 1968; VVogel, 1968; Wagner ve
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ark., 1968; Wagner, 1986) ve antidiyareik (Galvez ve ark., 1993) aktiviteler

gostermektedir.

1.12.1.8. Antineoplastik Etki

Flavonoidlerin 6zellikle antineoplastik aktivitelerine ait bir¢ok bulguya rastlanmakta ve
bu konu lizerinde ¢aligmalar yogun bir sekilde devam etmektedir (Edwards ve ark.,
1979; Fujiki ve ark., 1986; Plowman ve ark., 1986; Zaharko ve ark., 1986; Ching ve
Baguley, 1987; 1989; Bissery ve ark., 1988; Evelhoch ve ark., 1988; Giavazzi ve ark.,
1988; Hayashi ve ark., 1988; Hornung ve ark., 1988; Ueoka ve ark., 1988; Viltrout ve
ark., 1988; Baguley ve ark., 1989; Desoize ve ark., 1989; Hill ve ark., 1989; Hirano ve
ark., 1989; Murray ve ark., 1989; Cutler ve El-Kabbani, 1990; De Neve ve ark., 1990;
Harvey ve ark., 1990; Larocca ve ark., 1990; Li ve ark., 1990; Mahadevan ve ark.,
1990; Thomsen ve ark., 1990; Yamashita ve ark., 1990; Wei ve ark., 1990; Wurm,
1990; Cutler ve ark., 1993; Martens ve Mithofer, 2005; Choi, 2007; Walle ve ark.,
2007; Martinez ve ark., 2010; Gibellini ve ark., 2011; Lee ve ark., 2011; Sghaiera ve
ark., 2011).

Flavonoidlerin yukaridaki etkilerine ilaveten antiviral (Beladi ve ark., 1977; Musci ve
ark., 1977; Wacker ve Eilmes, 1978; Tsuchiya ve ark., 1985; Middleton ve ark., 1986;
Selway, 1986; Vlietinck ve ark., 1986; Vrijsen ve ark., 1988; Wleklik ve ark., 1988;
Ono ve ark., 1989; Ono ve Nakane, 1990; Spedding ve ark., 1989; Conti ve ark., 1990;
Perry ve Foster, 1994), antienflamatuvar (Yoshimoto ve ark., 1983; Landolfi ve ark.,
1984; Yamamoto ve ark., 1984; Alcaraz ve Hoult, 1985; Horie ve ark., 1986; Alcaraz ve
Fernandiz, 1987; Mascolo ve ark., 1987; Fawzy ve ark., 1988; Moroney ve ark., 1988;
Ratty ve ark., 1988; Tubaro ve ark., 1989; Fuchs ve Milbradt, 1993), antifungal (Perry
ve Foster, 1994), antitrombositer (Bekemeier ve ark., 1990), antioksidan (Das ve Ray,
1988; Larson, 1988; Miura ve Nakatani, 1989; Faure ve ark., 1990), antiproliferatif
(Hirano ve ark., 1989), antibakteriyel (Amella ve ark., 1985), dopaminerjik (Jaen ve
ark., 1991), platelet agregasyonunun inhibisyonu (lijima ve ark., 1980; Bourdillat ve
ark., 1988; Ertan ve ark., 1991), eritrosit agregasyonunun inhibisyonu (Robbins ve

ark., 1971), tiroid hormon 5'-deiyodinaz inhibisyonu (Spanka ve ark., 1990; Wasana
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ve ark., 1990), lipid peroksidasyonu iizerine etki (Mora ve ark., 1990) gibi bir¢ok
aktivite gosterdikleri kaydedilmektedir.

1.12.2. Flavonlarin Sentez Yontemleri

Flavonlarin sentezleri agagida verilen baslica dort yontemle gerceklestirilmektedir:

I. Flavanon ve salkonlarin dehidrojenasyonu
Il. Baker-Venkataraman rearanjmant
I11. Allan-Robinson kondensasyonu

IV. Diger yontemler

1.12.2.1. Flavanon ve Salkonlarin Dehidrojenasyonu ile Flavon Sentezi
A. Salkonlardan hareketle:

A;) Salkonlardan flavon eldesi ilk defa Kostanecki ve ark. tarafindan etilenik baga
brom katildiktan sonra alkollii KOH ile muamelesi sonucu gergeklestirilmistir (Kesselkaul
ve Kostanecki, 1896).

Ay) Salkonlarin etilenik baginin kalsiyum karbonat varliginda bromlanmasi sonucu
olusan a,B-dibromo yapisinin, metanolle muamelesi sonucu a-bromo salkon tiirevleri elde
edilmistir. Bu tiirevlerin, termal siklizasyon ve kismi demetilasyonla ilgili flavon

bilesigini verdigi gézlemlenmistir (Sekil 1.78) (Farkas ve ark., 1963; 1969).
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Sekil 1.78. Salkonlardan hareketle flavon sentez denklemi
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Asz) 2'-Hidroksisalkon dibromiir tiirevleri ile piridinin reaksiyonundan 6(8)
monobromoflavonlarla 6, 8-dibromoflavonlar (Sekil 1.79) elde edilmistir (Reddy ve
ark., 1981).
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Sekil 1.79. 2’-Hidroksisalkonlardan hareketle flavon sentez denklemi (1)

Ay) linuma ve arkadaslar1 (1984; 1984a) salkonlarin H3PO, ile muamelesi sonucu
olusan flavanonlari, kuru dioksan iginde 2,3-dikloro-5,6-disiyano-2,4-benzokinon

(DDQ) ile okside ederek flavonlara doniisiimiinii gergeklestirmistir (Sekil 1.80).
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Sekil 1.80. Salkonlarin oksidasyonuyla flavon sentez denklemi

B. Flavanonlardan hareketle

B1) Flavanonlar 3. konumdan, UV 15181 varliginda (Kostanecki ve ark., 1899; Zemplen
ve Bognar, 1943; Lorette ve ark., 1951) veya N-bromosiiksinimid veya
piridinyumbromiir/perbromiir (Lorette ve ark., 1951; Rodriguez ve Orjales, 1979) ile
once bromlanip sonra alkollii potasyum hidroksit ile reaksiyona sokuldugunda

dehidrohalojenasyon sonucu flavona doniismektedir (Sekil 1.81).
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Sekil 1.81. Flavanonlardan hareketle flavon sentez denklemi (1)

B,) Flavanonlarin amilalkol i¢inde selenyum dioksit ile muamele edilmesiyle
gerceklesen dehidrojenasyonu sonucu flavonlar elde edilmektedir (Sekil 1.82) (Mahal
ve Venkataraman, 1933; 1936; Stout ve Stout, 1961; Horhammer ve ark., 1965).
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Sekil 1.82. Flavanonlardan hareketle flavon sentez denklemi (2)

Bs) Flavanon halkasinin glasiyal asetik asit i¢inde potasyum asetat, asetik asit anhidriti
ve 1iyot kullanilarak olusturulan iyotlu flavanon tiirevinden, hidroiyodik asit
eliminasyonu ile flavonlara ulasilmistir (Sekil 1.83) (Mahesh ve Seshadri, 1956;
Wagner ve ark., 1968).
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Sekil 1.83. Flavanonlardan hareketle flavon sentez denklemi (3)

B4) Diger bir yontemde ise flavanonlarin dimetil siilfoksit (DMSO) iginde, iyot veya
stilfuirik asit-iyot varliginda dehidrojenasyonu ile flavonlar elde edilmektedir (Sekil 1.84)
(Kapoor ve ark., 1991).
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Sekil 1.84. Flavanonlardan hareketle flavon sentez denklemi (4)

1.12.2.2. Baker-Venkataraman Rearanjmam ile Flavon Sentezi

Baker ve Venkataraman kendi isimleri ile anilan flavon sentez yontemini 1933 yilinda
gerceklestirmiglerdir. Bu yoOnteme gore, o-hidroksiasetofenon tiirevi bilesigin, bir
aromatik asit kloriirii veya asit anhidriti ile agillendikten sonra aseton veya piridin
icinde gii¢lii bir bazin (K,C0;, KOH, NaOH, NaH, NaNH,) katalizorliigiinde
intramolekiiler Claisen rearanjmani ile verdigi diketonlarin, etanol-siilfiirik asit veya
asetik asit i¢cinde sodyum asetat ile 1sitilarak halka kapanmasi sonucu flavon tiirevlerine

doniistigii belirtilmistir (Sekil 1.85).
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Sekil 1.85. Baker-Venkataraman rearanjmani ile flavon sentez denklemi

Bu reaksiyon i¢in en uygun ¢oziiciiniin piridin oldugu belirtilmistir (Doyle ve ark.,
1949). Reaksiyon mekanizmasimin intramolekiiler 6zelligi dnce Gowan ve Wheeler
(1950) sonra Schmid ve Banholzer (1954) tarafindan agiklanmistir. Baker-
Venkataraman rearanjmani giinimiizde flavon tiirevlerinin sentezlerinde en ¢ok
uygulanan yontemlerden birisidir (Gaydou ve Bianchini, 1978;.Iinuma ve ark., 1984;
1984a; Ertan ve Goker, 1987; 1987a; Ertan ve ark., 1989; 1991; Ayhan-Kilcigil ve ark.,
1998; Tungbilek ve Ertan, 1998; Bozdag ve ark., 1999; Bozdag ve ark., 2000; Bozdag-
Diindar ve ark., 2001; Bozdag-Diindar ve ark., 2003; Bozdag-Diindar ve ark., 2005;
Bozdag-Diindar ve ark.,2008).

1.12.2.3. Allan-Robinson Kondensasyonu ile Flavon Sentezi

Allan ve Robinson'un (1924) kendi isimleriyle adlandirilmis olan yontem, Baker-
Venkataraman  sentezinin  degisik  bir uygulamasidir. Bu yontemde o-
hidroksiasetofenon, bir aromatik asitin sodyum tuzu ve anhidriti ile yiiksek sicaklikta
wsitilip alkali hidrolize tabi tutularak flavon halkasi elde edilmektedir (Sekil 1.86). Bu
sentez tek basamakta ger¢eklesmektedir ve sentez sirasinda olusan o-ariloksiasetofenon

ve 0-hidroksidibenzoilmetan tiirevleri izole edilememektedir.
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Sekil 1.86. Allan-Robinson kondensasyonu ile flavon sentez denklemi

Bu yontemle ® pozisyonunda alkoksi ya da ariloksi seklinde bir oksijen atomu igeren
ketonlar da iyi sonug verdiginden 3-alkoksi veya 3-hidroksi flavonlarin sentezleri i¢in
tercih edilmektedir (Farkas ve ark., 1966). Bunun yanisira 2,5-dihidroksi-6-metoksi
asetofenondan yola c¢ikarak ilgili flavon bilesiginin sentezi yapilmak istendiginde
reaksiyon sonucu disinda beklenmedik demetilasyon iirliniiniin (5,6-dihidroksi flavon)

de olusabilecegi bildirilmektedir.

1.12.2.4. Diger Yontemler

a) o-Klorofenilbenzoilasetilenin, morfolin ile muamelesiyle 6nce B-morfolino-2-
klorosalkon elde edilmekte daha sonra bu halkanin isitilmasiyla halka kapanmasi
sonucu olusan 4-morfolinoflavilium kloriiriin kolayca hidrolizi ile flavon sentezi

yapilabilmektedir (Sekil 1.87) (Southwick ve Kirchner, 1957).
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Sekil 1.87. o-Klorofenilbenzoilasetilenin, morfolin ile muamelesiyle flavon sentez denklemi

b) 2'-Hidroksisalkonlardan hareketle NaBH, varliginda 2-fenil-2H-I-benzopiranlar,
ardindan da KMnQy ile flavonlar elde edilmistir (Sekil 1.88) (Ashihara ve ark., 1977).

O Or TG
MaBH,4
E — = R
@%‘A\\ //
E
k 9]

l KMnOy

TQ,

O
Sekil 1.88. 2’-Hidroksisalkonlardan hareketle flavon sentez denklemi (2)
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c) Flavon sentezlemek amaciyla talyum(llDnitrat (TTN) reaktifinden de
yararlanilabilmektedir. TTN ile Meyer- Dyan ve ark. (1978) flavilium tuzlar (), 2'-
hidroksi-salkon (I1), Hatam ve Nacy (1983) de flav-2-en (I11) ve flav-3-en (I1V)'den yola
c¢ikarak flavonlar elde etmislerdir (Sekil 1.89).
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Sekil 1.89. TTN kullanimu ile flavon sentez denklemi
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Yeni antikanser ilag gelistirmede potansiyel hedef olarak flavonlar, dogada yaygin
olarak bulunan, sebze ve meyvelerin, renk ve kokularini olusturan, benzopiran
yapisinda bilesiklerdir. Cin’de flavon igerigi zengin olan bitkiler, yiiksek tansiyon,
enflamatuvar hastaliklar ve kanser gibi gesitli hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
tiikketilmektedir. Bu amagla kullanilan bitkilerin, flavonoid yapisindaki luteolin (Sekil
1.90) igerdigi ve luteolinin de HDAC inhibitoér etki ile kanser tedavisinde klinik
kullanim i¢in giivenilir bir molekiil oldugu gdsterilmistir (Attoub ve ark.; 2011). Formiil
1.90°da goriildiigli gibi luteolin, 3°, 4°, 5 ve 7. konumlarinda hidroksil grubu igeren
flavon bilesigidir. Baska bir calismada da nonsiibstitiie flavonun (Sekil 1.77) da smif I
HDAC enzimini inhibe ettigi gosterilmistir (Bontempo ve ark.; 2007).

OH O

Sekil 1.90. Luteolin formiilii

Flavonlarin HDAC enzimini, diger HDAC inhibitérleri i¢in dnerilen etkilesim yoresinin
(Marson, 2009) (sayfa; 50; sekil: 1.75) disinda bir bolgeyle etkileserek inhibe etmis
olabilecegi belirtilmektedir (Bontempo ve ark., 2007). Calismalar ayrica flavonoidlerin,
apoptozisi stimiile ettigini, proliferasyonu inhibe ettigini gostermistir (Ramos, 2008;
Anso’ ve ark.; 2010).

Yapilan caligmalardan yola c¢ikilarak flavonlarin; potansiyel, iimit verici antikanser
bilesikler olabilecegi onerilebilir.

Diger taraftan, yapisal ve tedavi cesitliligi nedeniyle, ticari durumu ile birlikte,
piperazin tiirevleri, organik ve medisinal kimyacilar agisindan dikkat cekicidir.
Piperazin yapisi igeren bilesiklerin antibakteriyal, antidepresan ve antitiimor gibi bir¢ok
biyolojik aktiviteye sahip olduklar1 gosterilmistir (Abdel-Jalil ve ark., 2010). Ayrica,
bilesiklerin {izerinde piperazin halkasi tagimasinin antitiimor aktivite i¢in dnemli oldugu

ve aktiviteyi artirdig1 gosterilmistir (Naito ve ark., 2005).
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Bu yiiksek lisans tez c¢alismasinda, bugiine kadar yaptifimiz ¢alismalar ve literatiir
verilerine dayanarak, mevcut bilgi ve deneyimlerimizle, son zamanlarda yapilan
calismalarla HDAC inhibitér 06zelligi gozlemlenen, antikanser farmakofor grup
olabilecek flavon ile bulundugu ana molekiiliin antikanser Ozelligini artiric1 yonii
saptanan piperazin halkasinin, bir tek molekiilde birlestirilmesi sonucunda, HDAC
enzimlerine kars1 6zgiin inhibitdr aktiviteye sahip, yeni bazi siibstitiie benzamid / asetik
asid / asetik asid etil ester yapilarini tasiyan piperazinil flavon tiirevi bilesikler (3FP1-
11 ve 4FP1-11) (Cizelge 1.3) tasarlanarak sentez edilmesi ve sentez edilen bu
bilesiklerin ¢esitli kanser hiicreleri iizerinde antikanser ve HDAC inhibitor

aktivitelerinin incelenmesi amaglanmaistir.
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Cizelge 1.3. Antikanser ve HDAC inhibitér aktivite i¢in tasarlanan piperazinil flavon bilesikleri
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC
2.1.1. Sentez Edilen Maddelerin Analitik incelemelerinde Uygulanan Yontemler

2.1.1.1. Kromatografik Analizler

Sentez caligmalar sirasinda reaksiyonlardaki gelismeyi izlemek, elde edilen bilesiklerin
saflik kontroliinii yapmak ve Rf degerlerini saptamak amaciyla ince tabaka
kromatografisinden (ITK) yararlanilmistir. Bu amagla adsorban olarak Kieselgel-60
GF254 (Merck) kapli aliminyum plaklar kullanilmis ve lekelerin belirlenmesi igin 254
nm dalga boyundaki UV 1s1gindan (Camag UV Lambasi) yararlanilmistir.

Elde edilen iiriinlerin saflastirilmasi amaciyla gerektiginde kolon kromatografisi
yontemi kullanilmistir. Bu amagla sabit faz olarak Silicagel 60, 0.040-0.063 mm (230-
400 mesh ASTM, Merck) hareketli faz olarak da ITK igin belirlenen solvan sistemi
kullanilmastir.

ITK ve kolon kromatografisi ydntemlerinde kullanilan solvan sistemleri:

Solvan A: n-hekzan: etil asetat (3:1)

Solvan B: diklorometan: izopropanol (10:1)

Solvan C: kloroform: izopropanol: amonyak (10:1:0.3)

Solvan D: n-hekzan: etil asetat (1:1)

2.1.1.2. Erime Noktasi Tayinleri

Sentezlenen bilesiklerin erime noktalar1 Electrothermal 9100 cihazinda, kapiller
yontemle tayin edilmistir.

2.1.1.3. Elemental Analizler

Elemental analizler, Leco CHNS 932 Analyzer cihazi ile yapilmistir.

2.1.1.4. Spektral Analizler

2.1.1.4.1. Niikleer Manyetik Rezonans Analizleri (*H-NMR Spektrumlari)

NMR  Spektrumlari,  Varian = Mercury-400 FT-NMR  Spektrometresinde
gerceklestirilmistir.
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2.1.1.4.2. Kiitle Analizleri (MASS Spektrumlari)
Kiitle (Mass) analizleri, Waters ZQ mikromass LC-MS Spektrometresinde,
Elektrospray iyonizasyon (ESI) yontemi ile gergeklestirilmistir.

2.1.2. Sentez, Saflastirma ve Analiz Islemlerinde Kullamlan Kimyasal Maddeler
o-Hidroksi asetofenon, p-toluil kloriir, m-toluil kloriir, piridin, susuz sodyum siilfat,
sodyum karbonat, 4-(metiltiyo)benzoil kloriir (Aldrich), 1-boc-piperazin, Benzoil
kloriir, 2-metoksibenzoil kloriir, 3-metoksibenzoil kloriir, 4-metoksibenzoil kloriir, 3,4-
dimetoksibenzoil kloriir, 3,5-dimetoksibenzoil kloriir, 2,6-dimetoksibenzoil kloriir,
3,4,5-trimetoksibenzoil kloriir, benzoil peroksit (Alfa Aesar), N-Bromosiiksinimid
(NBS), potasyum hidroksit, siilfiirik asit, karbontetrakloriir, toluen, hidroklorik asit,
kloroform, izopropil alkol, etanol, amonyak, hekzan, etil asetat, NaH, asetik asit,
asetonitril, diklorometan, tetrahidrofuran, trietilamin, dioksan, KOH, etil bromoasetat
(Merck).
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2.2. YONTEM

2.2.1. Tasarlanan Tiirevlerin Sentezi
Tasarlanan bilesiklerin sentezi 2 genel basamak altinda gerceklestirilmistir:
- Baslangi¢ maddelerinin sentezi (Sekil 2.1)

- Baslangig maddelerinden hareketle sonug bilesiklerinin sentezi (Sekil 2.2)

2.2.1.1. Baslangi¢c Maddelerinin Sentezi (Sekil 2.1)

a) 2-asetilfenil-3(veya 4)-metil benzoat (la-b) sentezi
Agil Kloriir ile o-hidroksiasetofenon arasinda piridinli ortamda dehidrohalojenasyon

reaksiyonu ile kaynar su banyosunda kapali sistemde 1sitilmasiyla gerceklestirilmistir.

b) 1-(2-hidroksifenil)-3-(3(veya 4)-metilfenil)propan-1,3-dion (Il1a-b) sentezi
2-asetilfenil-3(veya 4)-metil benzoat (la-b)’in piridin ve KOH varliginda baz katalizli
intra-molekiiler Claisen rearranjmani’na dayali reaksiyonu takiben 6N HCI ile

coktiirtilmesiyle elde edilmistir.

c) 2-(m(veya p)-toluil)-4H-kromen-4-on= 3’(veya 4°)- metil flavon (Il1la-b) sentezi
1-(2-hidroksifenil)-3-(3(veya 4)-metilfenil)propan-1,3-dion (l1a-b)’un konsantre H,SO,

icinde oda sicakliginda reaksiyonu ile sentez edilmistir.

d) 2-(3(veya 4)-(bromometil)fenil)- 4H-kromen-4-on= 3’(veya 4’)-(bromometil)
flavon (IVVa-b) sentezi
3’(veya 4’)-metil-flavon (l1l1a-b) katalitik miktarda benzoil peroksit varliginda N-

bromosiiksinimid ile muamele edildiginde ilgili tiirevlere ulagilmistir.
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e) 2-(3(veya 4)-((4-(tert-butiloksikarbonil)piperazin-1-il)metil)fenil)-4H-kromen-4-
on= 3’(veya 4’)-(4-(tert-butiloksikarbonil)piperazin-1-il)metil) flavon (3B/4B)
sentezi

3’(veya 4’)-bromometil-flavon (IVa-b) ile 1-(tert-butiloksikarbonil)piperazin (1-boc-
piperazin)’in Na,CO3; ve asetonitril iginde oda sicakliginda muamelesiyle elde

edilmistir.

f) 2-(3(veya 4)-(piperazin-1-ilmetil)fenil)-4H-kromen-4-on= 3’(veya 4’)-(piperazin-
1-ilmetil) flavon (3H/4H) sentezi

3’(veya 4’)-(4-(tert-butiloksikarbonil)piperazin-1-il)metil) flavon (3B/4B)’un tert-
butiloksikarbonil grubunun dioksan i¢inde ve 4M HCI ile oda sicakliginda hidroliz

edilmesiyle elde edilmistir.
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Sekil 2.1. Baslangi¢c maddelerinin sentezi
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2.2.1.2. Baslangi¢c maddelerinden hareketle sonug bilesiklerinin sentezi (Sekil 2.2)

a) 3FP1-3FP9/4FP1-4FP9 bilesiklerinin sentezi
Flavon 3’(veya 4’)-il-metil-piperazin (3H/4H) ile ilgili fenagcilkloriir’iin, Na,CO3 ve

asetonitril i¢inde oda sicakliginda reaksiyonu ile elde edilmistir.

b) 3FP10/4FP10 bilesiklerinin sentezi
Flavon 3’(veya 4°)-il-metil-piperazin (3H/4H) ile etilbromoasetat’in, NaH ve asetonitril

icinde oda sicakliginda muamelesiyle sentez edilmistir.

¢) 3FP11/4FP11 bilesiklerinin sentezi
Etil 4-(3(veya 4)-(4-okso-4H-kromen-2-il)benzil)piperazin-1-karboksilat
(3FP10/4FP10) ile glasiyal asetik asit ve kons. HCI i¢inde ester grubunun hidroliz

edilmesiyle elde edilmistir.
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Sekil 2.2. Tasarlanan bilesiklerin sentezi
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2.3. Biyolojik Deneyler

2.3.1. HDAC inhibitor aktivite tayini

HDAC inhibitorlerinin anti-HDAC aktiviteleri asetillenmis Histon 4 proteininde
western blot yontemi ile incelenecektir (Vigushin ve ark., 2001). Kisaca, hiicreler (10
hiicre) 2 uM TSA veya aym konsantrasyonda aday HDAC inhibitorii ile 24 saat
muamele edilecektir. Daha sonra, hiicreler dogrudan 200 pl Lemmli tamponunda liz
edildikten sonra 20 pg total protein SDS-PAGE (12%) ile aynistirilacak ve
elektrobloting yontemi ile Immobilon (Millipore) kagidina transfer edilecek ve
asetillenmis histon H4 molekiilleri, poliklonal tavsan anti-asetillenmis H4 antikoru
(Millipore) kullanilarak teshis edilecektir. Baglanan antikor anti-tavsan antikoruna
konjuge edilmis HRP (Dako) antikoru ile baglanacak ve protein bantlari
kemiliiminesans Kkiti (Pierce) kullanilarak ortaya ¢ikarilacaktir. Otoradyografi ile
goriintililer x-ray filimleri kullanilarak elde edilecektir. Bu yontemle, HDAC inhibitorii
ile muamele edilen hiicrelerde, kontrol hiicrelerle karsilastirildiginda artan bir sinyal
elde edilmektedir. Gerektiginde, HDAC inhibitorleri gittikge artan dozlarda

kullanilarak, asetillenmeyi bariz olarak artirabilen ek kii¢lik doz tanimlanacaktir.

2.3.2. Anti-kanser aktivite tayini

Huh7 karaciger, MCF-7 meme ve HCT116 kolon kanser hiicreleri ilk analizlerde
kullanilacaktir. Bunun igin hiicreler % 10 serum igeren ortamda 96 kuyulu plakalarda
24 saat birakilacak, sonra ayni hiicreler farkli konsantrasyonlarda (10%2-10° M) TSA
veya aday HDAC inhibtorii iceren kiiltiir ortaminda 96 saata kadar birakilacak ve hiicre
¢ogalmasi sulforhodamine B kolorimetrik yontemi ile test edilecektir (Vigushin ve ark.,
2001). Inhibitér etki gdzlendigi takdirde bunun mekanizmasini anlamak icin hiicreler

hiicre dongiisii analizine tabi tutulacaktir.
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Bunun i¢in, hiicreler DAPI ile boyandiktan sonra akim sitometresi ile test ediecek ve
subG1 (apoptotic), G1, S ve G2/M fazlarindaki hiicre dagilimi incelenecektir (Senturk
ve ark., 2010). HDAC inhibitorleri hiicre 6liimiine yol agtiklari takdirde subG1 fazinda,
hiicre ¢ogalmasmin durmasina yol actiklar1 takdirde ise G1 veya G2/M fazinda artma
gozlenecektir. Bu yontemle aktivite gosteren molekiillerin etkileri HepG2 karaciger,

SKBR3 meme ve HT29 kolon kanseri hiicreleri kullanilarak da test edilecektir.

2.3.3. Sulforhodamine B (SRB) yontemi

5 mM DMSO iginde, test edilecek kimyasal bilesik soliisyonlar1 taze olarak
hazirlanmistir. Bilesiklerin asir1 seyreltileri, her bir hiicre dizini i¢in kullanilan uygun
ortam i¢inde hazirlanmistir. 2 adet hepatoseliiler karsinoma (HCC) hiicreleri Huh7 ve
Plc/Prf/5 (Plc), tiim bilesiklerin ilk taramasi i¢in kullanilmistir. 5 adet hepatoseliiler
karsinoma (HCC) hiicreleri [Huh7, Hep3B, Snu449, Plc (Plc/Prf/5) ve HepG2] ve 2
adet meme kanseri hiicresi [Mcf7, SK-BR3] ve 2 adet izogenik kolon kanser hiicresi
[HCT116 ve eksik HCT116 p53], ICsy degerlerini saptamak igin ikinci taramada
kullanilmistir. RPMI 1640 icine hazirlanip kiiltiire edilen Snu449 hari¢, HCC hiicre
hatlar1 ve Mcf7 tamamlanmis 10% FBS, 1x NEA, 2 mM L-Glutamin ve 100 {inite
penisilin/streptomisin ile DMEM ortaminda %5 CO; atmosfer 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir. SK-BR3 ve HCTI166 hiicresi de McCoy ortaminda inkiibasyona
birakilmstir.

Hiicreler 96 kuyucuklu plaga 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyondan sonra
sonra test edilen bilesikler, hiicrelerin iizerine eklenmistir. Hiicrelerin 72 saat boyunca
inkiibasyonundan sonra besiyerleri atilmistir. Hiicreler 1xPBS ile yikanmis ve %10
triklorik asit (TCA) eklenerek 4°C’de 1 saat sabitlenmistir. Gece boyunca kurutulan
plaklar % 1 asetik asit icinde 10 dakika % 0.4 SRB ile boyanmistir. SRB boya plaklari
% 1 asetik asit icinde 5 kez yikanmis ve her bir kuyucuga 10 mM tamponlanmamis Tris
baz ¢ozeltisi ilave edilmistir. Her kuyucugun optik yogunlugu i-Quant micro okuyucu
ile 405-515 nm dalga boyunda olgiilmiistiir. Bilesiklerin her konsantrasyonu ii¢ kopya
halinde test edilmistir. Biiylime inhibisyonu yiizdesi ve ICso degerlerinin hesaplanmasi

icin optik yogunluk degerlerinin ortalamasi kullanilmistir.



75

3. BULGULAR
3.1. Baslangic Maddelerinin Sentezi

3.1.1. 2-asetilfenil-3-metil benzoat (la) sentezi

CHy

o——0

8.93 ml (0.074 mol) o-hidroksiasetofenon ile 9.91 ml (0.075 mol) m-toluil kloriir, 50 ml
piridin i¢inde 100 °C’de 1 saat 1sit1ld1. Oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra, buz
banyosunda reaksiyon ortamina 250 ml %15’lik HCI ilave edildi ve olusan ¢okelek
distile su ile 3 defa yikanarak siiziildii.

Ham iriin kurutulduktan sonra etanolden kristallendirildi. 18.22 g beyaz kristalize
madde elde edildi.

Verim %97.63 E.N:63°C (62.5°C, Cramer ve Elsching, 1956)

3.1.2. 2-asetilfenil-4-metil benzoat (Ib) sentezi

C——CHy
u
8.93 ml (0.074 mol) o-hidroksiasetofenon ile 9.91 ml (0.075 mol) p-toluil kloriir, 50 ml
piridin iginde 100 °C’de 1 saat 1sitildi. Oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra, buz
banyosunda reaksiyon ortamina 250 ml %15’lik HCI ilave edildi ve olusan ¢okelek
distile su ile 3 defa yikanarak siiziildi. Ham iriin kurutulduktan sonra etanolden
kristallendirildi. 18.24 g beyaz kristalize madde elde edildi.
Verim %97.70  E.N : 100°C (101°C, Cramer ve Elsching, 1956)
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3.1.3. 1-(2-hidroksifenil)-3-(3-metilfenil)propan-1,3-dion (l1a) sentezi

OH
c—2 ¢
| |
o o

CH,
18.22 g (0.072 mol) 2-asetilfenil-3-metil benzoat (la) ile 7.95 g (0.142 mol) havanda
toz haline getirilen KOH 65 ml piridin i¢inde 60 °C’de 30 dakika 1s1tildi. Siire sonunda
reaksiyon ortami sogutulduktan sonra buz i¢ine bosaltildi. Reaksiyon ortamina pH=5
oluncaya kadar 6N HCI ilave dildi. Elde edilen ¢okelek distile su ile 3 defa yikanarak
stiziildii. Ham {irin kurutulduktan sonra etanolden kristallendirildi. 15.53 g sar1 renkli
madde elde edildi.
Verim %86.12 E.N : 65°C (63°C, Cramer ve Elsching, 1956)

3.1.4. 1-(2-hidroksifenil)-3-(4-metilfenil)propan-1,3-dion (I1b) sentezi

OH
C_ELC@CHS
| [

o O

18.24 g (0.072 mol) 2-asetilfenil-4-metil benzoat (Ib) ile 7.95 g (0.142 mol) havanda
toz haline getirilen KOH 65 ml piridin i¢inde 60 °C’de 30 dakika isitildi. Siire sonunda
reaksiyon ortami sogutulduktan sonra buz icine bosaltildi. Reaksiyon ortamina pH=5
oluncaya kadar 6N HCI ilave dildi. Elde edilen ¢okelek distile su ile 3 defa yikanarak
stizildi. Ham iirtin kurutulduktan sonra etanolden kristallendirildi. 15.75 g sar1 renkli
madde elde edildi.

Verim %87.35 E.N:112°C (109-110°C, Cramer ve Elsching, 1956)
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3.1.5. 2-(m-toluil)-4H-kromen-4-on= 3’- metil flavon (I11a) sentezi

O O

CH,

o]
15.53 g (0.061 mol) 1-(2-hidroksifenil)-3-(3-metilfenil)propan-1,3-dion (lla) 40 ml
konsantre H,SO;, i¢inde oda sicakliginda 15 dakika karistirildi. Reaksiyon ortami buz
icine bosaltildi. Cokelti distile su ile 2 defa yikanarak siiziildii. Ham {irtin kurutulduktan
sonra etanolden kristallendirildi. 12.18 g krem renkli kristalize madde elde edildi.
Verim %86.01 E.N : 105°C (107°C, Cramer ve Elsching, 1956)

3.1.6. 2-(p-toluil)-4H-kromen-4-on= 4’-metil flavon (I11b) sentezi

O

o]
15.75 g (0.062 mol) 1-(2-hidroksifenil)-3-(4-metilfenil)propan-1,3-dion (I1b) 40 ml
konsantre H,SO, iginde oda sicakliginda 15 dakika karigtirildi. Reaksiyon ortami buz
icine bosaltildi. Cokelti distile su ile 2 defa yikanarak siizldii. Ham iiriin kurutulduktan
sonra etanolden kristallendirildi. 12.45 g krem renkli kristalize madde elde edildi.
Verim %87.92 E.N : 110°C (116°C, Cramer ve Elsching, 1956)



78

3.1.7. 2-(3-(bromometil)fenil)- 4H-kromen-4-on= 3’-(bromometil) flavon (IVa)

O O

CH,—Br

sentezi

o

1.0 g (0.004 mol) 3’-metil flavon (I11a), 0.98 g (0.005 mol) N-bromosiiksinimid (NBS)
ve katalitik miktarda benzoil peroksit 50 ml CCly iginde geri ¢eviren sogutucu altinda
12 saat 1sitildi. Reaksiyon ortami sicakken siiziildi ve CCl; doner buharlastiricida
uguruldu. Ham {iriin etil asetattan kristallendirildi. 0.83 g agik krem renkli medde elde
edildi.

Verim %65.87 E.N : 154°C (137°C, Tungbilek ve Ertan, 1998)

3.1.8. 2-(4-(bromometil)fenil)- 4H-kromen-4-on= 4’-(bromometil) flavon (1Vb)

sentezi
o
‘ CHE —EBr

1.0 g (0.004 mol) 4’-metil flavon (111b), 0.98 g (0.005 mol) N-bromosiiksinimid (NBS)
ve katalitik miktarda benzoil peroksit 50 ml CCly iginde geri ¢eviren sogutucu altinda
12 saat 1sitildi. Reaksiyon ortami sicakken siiziildi ve CCl; doner buharlastiricida
ucuruldu. Ham {iriin etil asetattan kristallendirildi. 0.87 g agik krem renkli medde elde
edildi.

Verim %69.04  E.N : 158°C (137°C, Tungbilek ve Ertan, 1998)



3.1.9. 2-(3-((4-(tert-butiloksikarbonil)piperazin-1-il)metil)fenil)-4H-kromen-4-on=
3’-(4-(tert-butiloksikarbonil)piperazin-1-il)metil) flavon (3B) sentezi

O

/N
5 S

0.5 g (1.58 mmol) 3’-bromometil flavon (IVVa), 0.29 g (1.56 mmol) 1-boc-piperazin ve

CHy

0.16 g (1.51 mmol) Nay,COsz, 10 ml asetonitril icinde oda sicakliginda 48 saat
karigtirildi. Siire sonunda reaksiyon ortami siiziildi, siizlintii doner buharlastiricida
ucuruldu. Ham iiriin, n-hekzan:etil asetat (3:1) solvan sistemi kullanilarak kolon
kromatografisi ile saflagtirildi. Viskoz sivi iiriin, etil asetat ilave edildikten sonra
karistirilarak katilastirildi. 0.48 g acik krem renkli madde elde edildi.

Verim %72.72  E.N:113°C

R¢ Degeri: Rf=0.1 (Solvan A)
Rf=0.375 (Solvan B)

Molekiil Agirhigi: 420,500
Elemental Analiz (CzsH25N20,)

%C  %H %N
Hesaplanan 7141 6.71 6.66
Bulunan 7149 6.65 6.62

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 421.3 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz,5, ppm): 1.46(s, 9H, tert-but), 2.43(yayvan s,
4H, piperazin-CH,), 3.46(yayvan s, 4H, piperazin-CH,), 3.60(s, 2H, flI-CH,), 6.85(s,
1H, 3-H), 7.41-7.52(m, 3H, 6,4°,5’-H), 7.60(d, 1H, js7=8.00 Hz, 8-H), 7.71(td, 1H, 7-
H), 7.83-7.85(m, 1H, 6’-H), 7.90(s, 1H, 2’-H), 8.24(dd, 1H, j5¢=8.40 Hz, js;=1.60 Hz,
5-H).
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Archiwe diractery: fexport/bome/vesel/vamcoys/datn
Sassgle lirectory: 38 30Jan201d
File: FIOTON

Pulss Sequencer alpul

Solwent: CDC13
Temp. 2.0 € / 29B.1 B
Hercury-l008B  “mercury40n®

Relax. Selay 1.000 ses
TFulss 450 degrees

;3 fk’i
A il

M Jk_M JU ULJJ j| -
I ‘1_;’—; T ‘_'_e.lﬂl . 7.8 'F.‘ﬁ a 7.4 7.‘2 " T:O I o . GTrpplﬂ—lr

a |

_l_hﬂ_l“ ‘ . UL_____JL__,J
1_.'_-|—'_|_|_'_7_|_'_|:_|_Y"l_'_ll' l_|i1_|_|_’_|:|_|'. T T T T T || |.||I!II[|_|_'I‘I
13 12 11 10 g a8 7 & 5 4 3 2 1 -0 -1 ©ppm

Sekil 3.1. 3’-(4-(tert-butiloksikarbonil)piperazin-1-il)metil) flavon (3B) bilesiginin ‘H-NMR
spektrumu

[Default file
|3-B 292 (2.925) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES#+
: 462.3 1.33¢8
‘ 100
365.2
% 421.3
463.3
Vi
362.2|
.2
366 422.3 54|1_4
|
321.3
] 44331464 3
| 3224 ||367.2 i
|
|39 1082 21247 z A Pasz 783 63738511 evas 7295 7733
0 3 Thrr ey (MR RARK ity T | r i T miz
| 7150 200 | 250 300 350 | 400 450 500 550 €00 650 700 750 800

Sekil 3.2. 3’-(4-(tert-butiloksikarbonil)piperazin-1-il)metil) flavon (3B) bilesiginin kiitle
spektrumu



3.1.10. 2-(4-((4-(tert-butiloksikarbonil)piperazin-1-il)metil)fenil)-4H-kromen-4-on=
4’-(4-(tert-butiloksikarbonil)piperazin-1-il)metil) flavon (4B) sentezi

0 CHj

0 we /N |

N——C——0——C——CH,

S |

O

CHj

0.5 g (1.58 mmol) 4’-bromometil flavon (1Vb), 0.29 g (1.56 mmol) 1-boc-piperazin ve

0.16 g (1.51 mmol) Nay,COsz, 10 ml asetonitril icinde oda sicakliginda 48 saat

karistirildi. Siire sonunda reaksiyon ortami siiziildii, siizlintii doner buharlastiricida

ucuruldu. Ham iiriin, n-hekzan:etil asetat (3:1) solvan sistemi kullanilarak kolon

kromatografisi ile saflagtirildi. Viskoz sivi {iriin, etil asetat ilave edildikten sonra

karistirilarak katilastirildi. 0.49 g agik krem renkli madde elde edildi.

Verim %74.24 E.N:138°C
Rt Degeri: Rf=0.2 (Solvan A)
Rf=0.3 (Solvan B)
Molekiil Agirhigi: 420,500
Elemental Analiz (CzsH25N20,)
%C  %H %N

Hesaplanan 7141 6.71 6.66
Bulunan 7166 6.85 6.63

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)=421,1 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz,5, ppm): 1.46(s, 9H, tert-but), 2.41-2.43(m,
4H, piperazin-CH,), 3.44-3.47(m, 4H, piperazin-CHy), 3.59(s, 2H, flI-CH,), 6.83(s, 1H,
3-H), 7.43(td, 1H, 6-H), 7.50(d, 2H, j,=8.80 Hz, 3°,5>-H), 7.58(d,1H, js 7=8.80 Hz, 8-H),
7.71(td, 1H, 7-H), 7.90(d, 2H, j,=8.00 Hz, 2°,6>-H), 8.24(dd,1H, js5=8.00 Hz, j5,=1.60

Hz, 5-H).
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Archive direstery: fexport/home/vnmrl/vinrays/data
Sample directoryr dpih_283ep20ll
File: PROTON

Fulm# Seguence! sipul

Mercury-400B8  mercuryd00*

Relax. delay 1.000 sec
Fulae 45.0 degrees
heg. time 1,582 seo g
Width 6402.0 Mz

1§ ropetiticas

CBERAVE  H1, 400.1740697
DATA PROCESSTNG

FT miza 32763

Tetml time 0 min, 25 sec

LLJJH hﬁ,

|||||||||||||||||||-|l|||||-|-||1|||||1—|—|—

13 1z 11 10 9 8 7 [ 5 4 3 2 =0 -1  ppm

Sekil 3.3. 4’-(4-(tert-butiloksikarbonil)piperazin-1-il)metil) flavon (4B) bilesiginin *H-NMR
spektrumu

L s s e e A

[Detaultfile e T T T e e e s Y/ e e o
4B 268 (2. 684) Cn (Cen,2, 80.00, HY) |San55o|
4211 1.33c8
' 100, |
|

e M e i i

| 3662
4622
| 4061 ‘
3212 l
3209
3
‘I oss
217 389
| 1825 2005 2499 ?“‘2000] l:e:s 2a843  sar2 $2spa o

| 1752(”2252502753003253503754&4254504755005255605750@82

Sekil 3.4. 4’-(4-(tert-butiloksikarbonil)piperazin-1-il)metil) flavon (4B) bilesiginin kiitle
spektrumu
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3.1.11. 2-(3-(piperazin-1-ilmetil)fenil)-4H-kromen-4-on= 3’-(piperazin-1-ilmetil)
flavon (3H) sentezi

H,C——N NH

0.48 g (2.58 mmol) 3’-(4-(tert-butiloksikarbonil)piperazin-1-il)metil) flavon (3B), 5 ml
dioksan ve 5 ml 4M HCI iginde oda sicakliginda 5 saat karistirildi. Reaksiyon ortami
%10’luk NayCOg3 ¢ozeltisi ile alkali yapildi. Daha sonra su ilave edilerek kloroformla
tilkketildi. Kloroformlu faz susuz sodyum siilfat ilesuyundan kurtarilip siiziildii ve doner
buharlastiricida yogunlastirildi. Ham {irtin, Kloroform: izopropanol: amonyak (10:1:0.3)
solvan sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. Viskoz sivi iiriin, etil
asetat ilave edildikten sonra karistirilarak katilastirildi. 0.30 g beyaz renkli madde elde
edildi. Verim %81.08 E.N:95°C

R¢ Degeri: Rf;=0.1 (Solvan C)
Molekiil Agirhgr: 320,385

Elemental Analiz (C,H20N20,-0.5 H,0)

%C  %H %N
Hesaplanan 7291 642 850
Bulunan 7265 6.00 8.26

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 321.2 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz,8, ppm): 2.49(yayvan s, 4H, piperazin-CH,),
2.93-2.95(m, 4H, piperazin-CH,), 3.59(s, 2H, fI-CH,), 6.85(s, 1H, 3-H), 7.41-7.52(m,
3H, 6,4°,5-H), 7.60(d, 1H, jg;=8.40 Hz, 8-H), 7.71(td, 1H, 7-H), 7.82-7.84(m, 1H, 6’-
H), 7.90(s, 1H, 2°-H), 8.24(dd, 1H, j56=8.00 Hz, js;=1.20 Hz, 5-H).



Archive directery: [seport/hemevenslfronreys/date
sawgle dirscfory: 3E_fdFeh20l3
File: FROTON

Fulme Sequence: sipul

Solvant: CDO13
Tasp. 23.0 € / 296.1 K
Meroury- 40080  “Hescurrd

Ralae. dalay 1.000 seo
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—6.854
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Sekil 3.5. 3’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (3H) bilesiginin *H-NMR spektrumu
[Default file T
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Sekil 3.6. 3’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (3H) bilesiginin kiitle spektrumu
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3.1.12. 2-(4-(piperazin-1-ilmetil)fenil)-4H-kromen-4-on= 4’-(piperazin-1-ilmetil)
flavon (4H) sentezi

H

c’—N NH
__/

O

0.49 g (2.63 mmol) 4’-(4-(tert-butiloksikarbonil)piperazin-1-il)metil) flavon (4B), 5 ml
dioksan ve 5 ml 4M HCI i¢inde oda sicakliginda 5 saat karistirildi. Reaksiyon ortami
%10’luk Na,COj3 ¢ozeltisi ile alkali yapildi. Daha sonra su ilave edilerek kloroformla
etiiketildi. Kloroformlu faz susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarilip siiziildii ve
doner buharlastiricida yogunlastirildi. Ham iiriin, kloroform: izopropanol: amonyak
(10:1:0.3) solvan sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. Viskoz sivi
tirlin, etil asetat ilave edildikten sonra karistirilarak katilagtirildi. 0.31 g beyaz renkli
madde elde edildi. Verim %83.78  E.N : 100°C

Rt Degeri: Rf=0.14 (Solvan C)
Molekiil Agirhgr: 320,385
Elemental Analiz (CyoH20N20,-H,0)
%C  %H %N

Hesaplanan 7097 655  8.28
Bulunan 70.61 6.36  8.03

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 321.2 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz,8, ppm): 2.46(yayvan s, 4H, piperazin-CH,),
2.90-2.93(m, 4H, piperazin-CHy), 3.57(s, 2H, fl-CH,), 6.82(s, 1H, 3-H), 7.42(td, 1H, 6-
H), 7.50(d, 2H, j,=8.40 Hz, 3°,5’-H), 7.57(d, 1H, jg7=8.40 Hz, 8-H), 7.70(td, 1H, 7-H),
7.88(d, 2H, jo=8.40 Hz, 2°,6°-H), 8.23(dd,1H, j56=7.60 Hz, j57=1.60 Hz,5-H).
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Archive directory: fexport/homs/vomrcl/vmrsys/data
Sample direscory: dFP_J0Jan2013
File: FROTON

Fulse Seguences a2pul

folvant: €21l
Tasp. 25.0 C 4 2841 E
Hercury-40088 “mercuryi00*
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Sekil 3.7. 4’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (4H) bilesiginin ‘*H-NMR spektrumu

—————— ——— ——— e — . ——————e— e — e —

Defaullfile
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Sekil 3.8. 4’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (4H) bilesiginin kiitle spektrumu
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3.2. Baslangic maddelerinden hareketle sonug bilesiklerinin sentezi

3.2.1. 2-(3-((4-(benzoil)piperazin-1-il)metil)fenil)-4H-kromen-4-on= 3’-((4-
(benzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP1) sentezi

0

/ \ ﬁ
H,C——N N—-C 4"

5 __/
0.15 g (0.468 mmol) 3’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (3H), 0.05bml (0.431 mmol) benzoil
kloriir ve 0.04 g (0.377 mmol) Na,C03 5 ml asetonitril i¢inde oda sicakliginda 8 saat
karistirildi. Reaksiyon ortami doner buharlastiricida kuruluga kadar ugurulduktan sonra
su ilave edilerek kloroform ile 3 kez tiiketildi. Kloroformlu faz susuz sodyum siilfat ile
suyundan Kurtarildi ve siiziilerek ayrilan Kloroformlu faz doner buharlastiricida
ucuruldu. Ham iirtin, diklorometan:izopropanol (10:1) solvan sistemi B kullanilarak
kolon kromatografisi ile saflagtirildi. Viskoz sivi {iriin, etil asetat ilave edildikten sonra

karistirilarak katilastirildi. 0.09 g iiriin elde edildi. Verim: %47.36 E.N : 105°C

R¢ Degeri: Rf=0.448 (Solvan B)
Rf=0.24 (Solvan D)

Molekiil Agirhgi: 424,491
Elemental Analiz (C,7H24N2053)

%C  %H %N
Hesaplanan 76.39 570  6.60
Bulunan 76.35 570 6.65

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 425.2 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz,5, ppm): 2.43-2.58(m, 4H, piperazin-CH,),
3.47(yayvan s, 2H, piperazin-CH,), 3.64(s, 2H, flI-CH,), 3.83(yayvan s, 2H, piperazin-
CH,), 6.85(s, 1H, 3-H), 7.40-7.51(m, 8H, 6,4°,5’,2>°,3>’,4>°,5"°,6’’-H), 7.60(d, 1H,
js7=8.00 Hz, 8-H), 7.71(td, 1H, 7-H), 7.83-7.86(m, 1H, 6’-H), 7.91(s, 1H, 2’-H),
8.24(dd, 1H, j56=8.40 Hz, js 7=2.00 Hz, 5-H).
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IFPL_O06HaxIvll

Arehive direcrory: Jespert/hoss/wriacl/vosrsys/data
Sawple directorys 3FPL_O6Harzoll
File: PROTON

Fulse Sequences sdpul

Solvent: CDO13
Tomp. 23.0 C / I85.1 K
Meroury-400B8  “nercucyd00c H

|
Relaw. delay 1.000 sec |
Fulse 45.0 degsees
hog. time 1.992 aes
Width 6402.0 Hz
16 zepetitions -
CHSERVE  HI, 400.1740693 Mz g
DATA PROCESIING T
Pr aiza 32788 EREE
Tetal tima © min, 50 =ec T '\:K'

1 I h Jﬂ’\\ J‘;
| UL W | WA

8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 ppm

503

Y
I A

| !
|

N S

L L Y I L L e L B e I B B L L R I B B

13 iz 11 10 ] 8 7 [ 5 4 3 2 1 -0 -1 ppm

Sekil 3.9. 3°-((4-(benzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP1) bilesiginin ‘H-NMR spektrumu

Default file T " !
AFP1 357 (3.576) Cn (Cen,2, 80.00, Ht} 1: Scan ES+
425.2 8.04e7
100 :
|
! i
|
! |
|
|
| |
LT
426.3
130.4
I ,7235:
9595 1177.7 13451 1545;2458-‘,”1?40'4 18480
N TF T i T T T r =T T 3
800 1000 1200 1400 1600 1800

Sekil 3.10. 3°-((4-(benzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP1) bilesiginin kiitle spektrumu
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3.2.2. 2-(4-((4-(benzoil)piperazin-1-il)metil)fenil)-4H-kromen-4-on= 4’-((4-
(benzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP1) sentezi

w /N
/

o
C —N

0
0.15 g (0.468 mmol) 4’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (4H), 0.05 ml (0.431 mmol) benzoil

kloriir ve 0.04 g (0.377 mmol) Na,C0z 5 ml asetonitril i¢cinde oda sicakliginda 8 saat
karistirildi. Reaksiyon ortami doner buharlastiricida kuruluga kadar ugurulduktan sonra
su ilave edilerek kloroform ile 3 kez tiiketildi. Kloroformlu faz susuz sodyum siilfat ile
suyundan kurtarildi ve siiziilerek ayrilan kloroformlu faz, doner buharlastiricida
ucuruldu. Ham iirlin, diklorometan:izopropanol (10:1) solvan sistemi B kullanilarak
kolon kromatografisi ile saflastirildi. Viskoz sivi {iriin, etil asetat ilave edildikten sonra
karistirilarak katilagtirildi. 0.1 g {iriin elde edildi.

Verim: %52.63  E.N: 140°C

R¢ Degeri: Rf=0.408 (Solvan B)
Rf=0.104 (Solvan D)

Molekiil Agirhgi: 424,491
Elemental Analiz (C,7;H24N,03-0.4 C4HgO,(Etilasetat))

%C  %H %N
Hesaplanan 7470 596  6.09
Bulunan 7438 556 6.49

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 425.3 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz,5, ppm): 2.43-2.57(m, 4H, piperazin-CH,),
3.46(yayvan s, 2H, piperazin-CHy), 3.82(yayvan s, 2H, piperazin-CH,), 3.63(s, 2H, fl-
CH,), 6.83(s, 1H, 3-H), 7.41-7.45(m, 6H, 6, 2°*, 3>, 4>, 5°*, 6>>-H), 7.50(d, 2H, j,=8.00
Hz, 3°,5’-H), 7.57(d, 1H, js7=8.80 Hz, 8-H), 7.71(td, 1H, 7-H), 7.90(d, 2H, j,=8.00 Hz,
2°, 6’-H), 8.24(dd, 1H, j56=8.00 Hz, j57=1.60 Hz, 5-H).
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Arohive direcbory: Sexport/homsfvmmel/vamesya /data
Sample directory: 4FPL 04¥ebI013-09:47:03
File: FROTON

Pulae Sequencar sZpul
#elwants COCLA

Temp. 23.¢ & ¢ 256.1 K P17
Hercury-400B8 ‘mercuryd00*

Aelax. delay 1.000 sec
Pul=e 45.0 dagress
Aog. time 1.990 mec
Width 6402.0 Hz 2
2l

|

8 repetitions .
DESERVE  EL, 400.1740701 boiz ;;’:'::f a 3
ve atra 3760 § Ik !
Total tine O min, 2% sec ‘ HM | | ‘\
1 M b ) rujk
M M e M e
e e
P
- i VA .
|.-||-.-.|||||.|.r|--.—:|-—|—|-||--|||...|.|--[.---I-..--|r-..|||||...|---|-..
13 iz 1i io a 8 7 6 5 4 3 2 -1 -0 =1 ppm
. . . . . . . e o1
Sekil 3.11. 4’-((4-(benzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP1) bilesiginin "H-NMR spektrumu
pefeuttiie I B _
|4FP1 329 (3.295) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 425.3 6.18e7
1 |
|
%_
46?.3
426.3
212.4
467.4
188.5
k 427.3
L || [2138 468.3 659.5 .
0| . 3405 ; 659.2.|560.8 |
o bbilbb s 2o g S, 3695 3843 L_ bod,. 288358 ... 1288 78g4s215
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 ]

Sekil 3.12. 4’-((4-(benzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP1) bilesiginin kiitle spektrumu
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3.2.3. 2-(3-((4-(2-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil)fenil)-4H-kromen-4-on= 3’-
((4-(2-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP2) sentezi

H4CO

0.15 g (0.469 mmol) 3’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (3H), 0.07 ml (0.470 mmol) 2-
metoksibenzoil kloriir ve 0.03 g (0.283 mmol) Na,C03; 5 ml asetonitril i¢inde oda
sicakliginda 12 saat karistirildi. Reaksiyon ortami doner buharlastiricida kuruluga kadar
ucurulduktan sonra su ilave edilerek kloroform ile 3 kez tiiketildi. Kloroformlu faz
susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarildi ve siiziilerek ayrilan kloroformlu faz doner
buharlastiricida u¢uruldu. Ham {iriin, diklorometan:izopropanol (10:1) solvan sistemi B
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. Viskoz sivi lriin, etil asetat ilave
edildikten sonra karistirilarak katilastirildi. 0.08 g iirtin elde edildi.

Verim: %38.09  E.N:132°C

Rt Degeri: Rf=0.32 (Solvan B)
Rf=0.14 (Solvan D)

Molekiil Agirhgi: 454,517
Elemental Analiz (CzsH26N,04-0.1 C4HgO,(Etilasetat))

%C  %H %N
Hesaplanan 73.60 583 6.05
Bulunan 73.36 6.03 6.17

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)=455.3 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz,8, ppm): 2.52(yayvan s, 4H, piperazin-CH,),
3.41(yayvan s, 2H, piperazin-CH,), 3.68-3.83(m, 7H, fI-CH,, OCH3, piperazin-CH,),
6.85(s, 1H, 3-H), 6.90(d, 1H, j3»4-=8.00 Hz, 3°’-H), 6.98(td, 1H, 5’’-H), 7.26(td, 1H,
6’’-H), 7.35(td, 1H, 4°’-H), 7.42-7.55(m, 3H, 6,4°,5’-H), 7.61(d, 1H, js 7=8.00 Hz, 8-H),
7.72(td, 1H, 7-H), 7.84-7.95(m, 2H, 2°,6°-H), 8.23(d, 1H, js6=7.20 Hz, 5-H).



Arokive
Sam@le directorys
File: PROTON
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Sekil 3.13. 3’-((4-(2-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP2) bilesiginin "H-NMR

spektrumu

|Default file

|3FP2 385 (3.857) Cn (Cen 2, 80.00, HY)
4

)

1: Scan ES+
1.34e8

456.3
| 457 .4
101.2
478.3
454.5 5?5 ] 809.5
| JJ‘2126 — |/I /555 9746.3 ; r932&3 11598 1235.7 az1.4 150_4_4 . 18582 19810
| 200 400 soo 800 1000 1200 1400 1600 1800

Sekil 3.14. 3’°-((4-(2-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP2) bilesiginin kiitle

spektrumu
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3.2.4. 2-(4-((4-(2-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil)fenil)-4H-kromen-4-on= 4°-
((4-(2-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP2) sentezi

AnUand

0
0.15 g (0.469 mmol) 4’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (4H), 0.07 ml (0.470 mmol) 2-

metoksibenzoil kloriir ve 0.03 g (0.283 mmol) Na,C0; 5 ml asetonitril i¢inde oda

H,CO

sicakliginda 12 saat karistirildi. Reaksiyon ortami doner buharlastiricida kuruluga kadar
ucurulduktan sonra su ilave edilerek kloroform ile 3 kez tiiketildi. Kloroformlu faz
susuz sodyum siilfat ilesuyundan kurtarildi ve siiziilerek ayrilan kloroformlu faz doner
buharlastiricida u¢uruldu. Ham {iriin, diklorometan:izopropanol (10:1) solvan sistemi B
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. Viskoz sivi iriin, etil asetat ilave
edildikten sonra karigtirilarak katilastirildi. 0.12 g iiriin elde edildi.

Verim: %57.14  E.N :115°C

R¢ Degeri: Rf=0.316 (Solvan B)
Rf=0.085 (Solvan D)

Molekiil Agirhg: 454,517
Elemental Analiz (C,gH2sN,04-0.4 C4HgO,(Etilasetat))

%C  %H %N
Hesaplanan 7257 6.01 572
Bulunan 72.26 5.86 6.05

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 455.3 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz,5, ppm): 2.33-2.60(m, 4H, piperazin-CH,),
3.29(yayvan s, 2H, piperazin-CH,), 3.80-3.89(m, 5H, OCHjs, piperazin-CH,), 3.61(s,
2H, fI-CHy), 6.82(s, 1H, 3-H), 6.90(d, 1H, j3»4-=8.00 Hz, 3°’-H), 6.98(td, 1H, 5’’-H),
7.24(td, 1H, 6°°-H), 7.34(td, 1H, 4°’-H), 7.43(td, 1H, 6-H), 7.50(d, 2H, j,=8.40 Hz, 3’,
5°-H), 7.57(d, 1H, js7=8.00 Hz, 8-H), 7.71(td, 1H, 7-H), 7.89(d, 2H, j,=8.00 Hz, 2’, 6’-
H), 8.23(dd, 1H, j56=8.00 Hz, j57=1.60 Hz, 5-H).



Archive dirsstary: [oepart/hone fvmscl/voneeys /date
sampls dlractory: 4FPI_0AFebl0Oll
File: PROTON

Pulme Seguence: alpul

Selvant: CDC13
Temp. 23.0 C f 296.1 E
Mercury-400BB  “meronrrd 00"

94

—5.824

\
EERE W‘ [ M % 3t J
Relax. delay 1.000 sec RE R | B8 H i
Fulse 45.0 degrees 157 L3 = |J |
Aog. time 1,993 ses
width €402.0 me | 1o
% repeticicns i ‘ |
OESERVE W1, 400.1740673 Mz | | ; |
DATA PROCESSING . 1 \\! ‘l | ’ ﬂ Il |
FT size 32768 r |b |
zeeal time 0 min, 235 sec _)M\J MJ J \_'_JU‘| ! L)}Ll‘ J\JUL,_JN . | f UL -
T T T T B R
8. 8.0 7.8 7.6 .4 7.2 7.0 6.8 Ppm
- LJ_JJI“U‘ l L\_)\_/\qu
T | T 1—1—v—|—v— ----- R B 1'|—|—|—r T | T | T 5 T | T | T T [ L B e e e
iz 10 =0 -1

Sekll 3.15. 4’- ((4 (2- metok5|ben20|l)p|perazm 1 |I)met|I) flavon (4FP2) b11e51g1n1n H- NMR

spektrumu
Defaultfile T
4FP2 310 (3.105) Cn (Cen.2, 80.00, HY)
| 100} 455.3
I
| |
|
%
456.3
212.3
477.2496.2
497.3
09 (2152, 317. 545.0
! ) 4 518.4 -
29? 3 B11.2 694, 2
| 0 s .'1.-‘-f.-1"' — SN o P! W IO P ST RS- S e o
200 250 300 350 | 400 | 450 500 550 600 650 700

04.3
_L‘_ 7485
e

750

1: Scan ES+
B.40e7

797.1
e Mz |
00

Sekil 3.16. 4’-((4-(2-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP2) bilesiginin kiitle

spektrumu



95

3.2.5. 2-(3-((4-(3,5-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil)fenil)-4H-kromen-4-on=
3’-((4-(3,5-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP3) sentezi

o)
OCH,

H,C——N

OCH,4
0.15 g (0.469 mmol) 3’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (3H), 0.1 g (0.499 mmol) 3,5-

dimetoksi benzoil kloriir ve 0.03 g (0.283 mmol) Na,C03; 5 ml asetonitril iginde oda
sicakliginda 8 saat karistirildi. Reaksiyon ortami doner buharlastiricida kuruluga kadar
ucurulduktan sonra su ilave edilerek kloroform ile 3 keztiiketildi. Kloroformlu faz susuz
sodyum siilfat ile suyundan kurtarildi ve siiziilerek ayrilan kloroformlu faz doner
buharlastiricida uguruldu. Ham iiriin, diklorometan:izopropanol (10:1) solvan sistemi B
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. Viskoz sivi lriin, etil asetat ilave
edildikten sonra karistirilarak katilastirildi. 0.06 g iirtin elde edildi.
Verim: %26.08 E.n :135°C
R¢ Degeri: Rf=0.357 (Solvan B)

Rf=0.227 (Solvan D)
Molekiil Agirhgi: 484,543
Elemental Analiz (Cy9H2sN,05-0.2 C4HgO,(Etilasetat))

%C  %H %N
Hesaplanan 71.26 594 558
Bulunan 71.13 629 5.64

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 485.1(M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz,5, ppm): 2.43-2.57(m, 4H, piperazin-CH,),
3.47(yayvan s, 2H, piperazin-CHy), 3.63(s, 2H, fl-CH,), 3.80(yayvan s, 8H, OCHs,
piperazin-CHy), 6.48-6.52(m, 3H, 2°,4”°,6”’-H), 6.85(s, 1H, 3-H), 7.42-7.50(m, 3H,
6,4’,5°-H), 7.60(d, 1H, js;=8.40 Hz, 8-H), 7.72(td, 1H, 7-H), 7.84-7.85(m, 1H, 6’-H),
7.90(s, 1H, 2°-H), 8.24(d, 1H, j56=8.00 Hz, 5-H).
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ai fexport/sh Sfvnnreysfdata
Samwgle directory: 335A_1SNoviOLl
Files FROTON

Fulse Baguance: sdpul

Selwent: CDC1l
Ambient temperature
Hercury-40088 "mercoryd00t

Ralax. delay 1.000 aec
False 453.0 degrees
hog. time 1.992 gec

LIUU!J ULL L—_JilL UHL_. _.,_JIU:k_L)IL_JJ]\_Jll

L e e e B B I e | L B e T L B BB B B

13 iz ii 10 E] 8 7 & 5 4 3 . 2 1 -0 -1 ppm

Sekil 3.17. 3°-((4-(3,5-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP3) bilesiginin
'"H-NMR spektrumu

Default file
3FP2 281 (2.815) Cn (Cen,2, 80.00, HY) 1: Scan ES+
485.1 1.16e8
100} i
| |
%_
4/85.1
325.4 1487.1 |
1459 325.8 507.1
‘ﬁl “}86.2 32?,3 2794 t/ 393'0 434.1T l 5430538.3 E']U.S 686.9 746.4 30}92 B7T5.4 999.3 ] |
femy T ™ SSBLAARAN ARARAR} e T RARARRRARS| T ) RS A e ThrT et e e MIZ
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900

Sekil 3.18. 3’-((4-(3,5-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP3) bilesiginin kiitle
spektrumu



3.2.6. 2-(4-((4-(3,5-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil)fenil)-4H-kromen-4-on=

4’-((4-(3,5-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP3) sentezi
OCH4

OCHj

0

0.15 g (0.469 mmol) 4’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (4H), 0.1 g (0.499 mmol) 3,5-
dimetoksi benzoil kloriir ve 0.03 g (0.283 mmol) Na,C03; 5 ml asetonitril iginde oda
sicakliginda 8 saat karistirildi. Reaksiyon ortami doner buharlastiricida kuruluga kadar
ucurulduktan sonra su ilave edilerek kloroform ile 3 kez tiiketildi. Kloroformlu faz
susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarildi ve siiziilerek ayrilan kloroformlu faz doner
buharlastiricida u¢uruldu. Ham {iriin, diklorometan:izopropanol (10:1) solvan sistemi B
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. Viskoz sivi lriin, etil asetat ilave
edildikten sonra karistirilarak katilastirildi. 0.08 g iirtin elde edildi.
Verim: %34.78 E.N :190°C
R¢ Degeri: Rf=0.316 (Solvan B)

Rf=0.056 (Solvan D)
Molekiil Agirhgi: 484,543
Elemental Analiz (Cy9H2sN,05-0.2 C4HgO,(Etilasetat))

%C  %H %N
Hesaplanan 71.26 594 558
Bulunan 71.30 5.61 5.68

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 485.2 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz,5, ppm): 2.42-2.55(m, 4H, piperazin-CH,),
3.46(yayvan s, 2H, piperazin-CH,), 3.61(s, 2H, flI-CH,), 3.80(yayvan s, 8H, OCHs,
piperazin-CH,), 6.48-6.52(m, 3H, 2°°,4°°,6°’-H), 6.83(s, 1H, 3-H), 7.43(td, 1H, 6-H),
7.50(d, 2H, jo=8.00 Hz, 3°,5°-H), 7.58(d, 1H, jg7=8.80 Hz, 8-H), 7.71(td, 1H, 7-H),
7.90(d, 2H, j,=8.00 Hz, 2°,6°-H), 8.24(d, 1H, j56=8.00 Hz, 5-H).
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Archive direstons: fexport/homs/ mmrl/vanesys/data
Sample directory: 435a_L3Nev2012
Pller PROTON

Pulse feguenca: I2pul

Eelvenk: CDO13 |
Imbient £emperatare
Hereury-40030  Umsrouryd00®

Belax. delay 1.000 sec
Pulss 45.0 degreas

T
e
s
522
— “s.518

LML_JLJ 'lL M

L LA LA L D s

13 12 11 10 9 8 7 13 5 4 3 2 1 -0 -1

Sekil 3.19. 4’-((4-(3,5-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP3) bilesiginin
'"H-NMR spektrumu

[Defaultfile —
FP2 407 (4.077) Cn (Cen,2, 80.0D, H) {: Soan ES+
485.2 0.26e7
100, :
|
| 1 485.0
%_
325.1 486.1
‘ 3253 -
324.8
526.0
326.2 .
50?_1[5283
326.8
3g0.5 414.3 4.45%49 579'1\ 738.7749.4759.1620.7 757 9007
o - hr".-.“%-'.‘*é“v‘-":‘kﬁ—fﬂﬁ",ﬁ—-—.‘llrﬂ-...rlv- i uﬂh-.ﬁ_g Al j.liLg Mo b b iz
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900

Sekil 3.20. 4’-((4-(3,5-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP3) bilesiginin kiitle
spektrumu
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3.2.7. 2-(3-((4-(2,6-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil)fenil)-4H-kromen-4-on=
3’-((4-(2,6-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP4) sentezi

H,CO

0.15 g (0.469 mmol) 3’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (3H), 0.1 g (0.499 mmol) 2,6-
dimetoksi benzoil kloriir ve 0.03 g (0.283 mmol) Na,C03; 5 ml asetonitril iginde oda
sicakliginda 8 saat karistirildi. Reaksiyon ortami doner buharlastiricida kuruluga kadar
ucurulduktan sonra su ilave edilerek kloroform ile 3 kez tiiketildi. Kloroformlu faz
susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarildi ve siiziilerek ayrilan kloroformlu faz doner
buharlastiricida u¢uruldu. Ham {iriin, diklorometan:izopropanol (10:1) solvan sistemi B
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. Viskoz sivi lriin, etil asetat ilave
edildikten sonra karistirilarak katilastirildi. 0.1 g iirtin elde edildi.

Verim: %43.47 E.N:117°C

R¢ Degeri: Rf=0.382 (Solvan B)
Rf=0.1 (Solvan D)
Molekiil Agirhigi: 484,543

Elemental Analiz (C29H23N205-0.2 C4H802(Etilasetat))

%C  %H %N
Hesaplanan 71.26 594 558
Bulunan 7092 580 5.65

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 485.2 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz,8, ppm): 2.40(yayvan s, 2H, piperazin-CH,),
2.57-2.58(m, 2H, piperazin-CH,), 3.28-3.30(m, 2H, piperazin-CH,), 3.63(s, 2H, fl-
CH,), 3.80(s, 6H, OCHj3), 3.87(yayvan s, 2H, piperazin-CH,), 6.55(d, 2H, 3*°,5’-H),
6.85(s, 1H, 3-H), 7.25(td, 1H, 4°’-H), 7.42-7.53(m, 3H, 6,4’,5’-H), 7.60(d, 1H, js;=8.00
Hz, 8-H), 7.72(td, 1H, 7-H), 7.83-7.85(m, 1H, 6°-H), 7.91(s, 1H, 2°-H), 8.24(dd, 1H,
j5,6=8.00 Hz, j57=1.60 Hz, 5-H).



100

Archive directory: [export/hops/vwsrl/vomrsys/data
Airsctory: 426A_2INowIolZ
File: PROTON
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Sekil 3.21. 3’-((4-(2,6-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP4) bilesiginin 'H-
NMR spektrumu
[Dofauitfile e = == )
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Sekil 3.22. 3’-((4-(2,6-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP4) bilesiginin kiitle
spektrumu
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3.2.8. 2-(4-((4-(2,6-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil)fenil)-4H-kromen-4-on=

4’-((4-(2,6-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP4) sentezi
H,CO

H4CO

o]
0.15 g (0.469 mmol) 4’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (4H), 0.1 g (0.499 mmol) 2,6-
dimetoksi benzoil kloriir ve 0.03 g (0.283 mmol) Na,C03; 5 ml asetonitril iginde oda
sicakliginda 8 saat karistirildi. Reaksiyon ortami doner buharlastiricida kuruluga kadar
ucurulduktan sonra su ilave edilerek kloroform ile 3 kez tiiketildi. Kloroformlu faz
susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarildi ve siiziilerek ayrilan kloroformlu faz déner
buharlastiricida u¢uruldu. Ham {iriin, diklorometan:izopropanol (10:1) solvan sistemi B
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. Viskoz sivi lriin, etil asetat ilave
edildikten sonra karistirilarak katilastirildi. 0.15 g iirtin elde edildi.
Verim: %65.21 E.N : 160°C
Rt Degeri: Rf=0.376 (Solvan B)

Rf=0.042 (Solvan D)
Molekiil Agirhgi: 484,543
Elemental Analiz (Cz9H25N,05)

%C  %H %N
Hesaplanan 71.88 582 578
Bulunan 7163 591 584

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 485.2 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz,5, ppm): 2.38-2.55(m, 4H, piperazin-CH,),
3.28(yayvan s, 2H, piperazin-CHy), 3.80(s, 6H, OCHj3), 3.86(yayvan s, 2H, piperazin-
CH,), 3.61(s, 2H, fl-CH,), 6.54-6.56(d, 2H, 3°°,5”>-H), 6.82(s, 1H, 3-H), 7.26(td, 1H,
4°°-H), 7.43(td, 1H, 6-H), 7.50(d, 2H, j,=8.40 Hz, 3°,5°-H), 7.57(d, 1H, j57=8.80 Hz, 8-
H), 7.70(td, 1H, 7-H), 7.89(d, 2H, jo=8.00 Hz, 2°,6’-H), 8.24(d, 1H, j56=8.00 Hz, 5-H).
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hrchive directornyr /export/heme/vamel/wnmrsys/data
Bample directory: 436A_2INovi0lz-17:37:51
File: FROTON |

Fulme Bequince: sipul
Solvent: DO13
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Sekil 3.23. 4’-((4-(2,6-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP4) bilesiginin
'"H-NMR spektrumu

[Default file i
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Sekil 3.24. 4’- ((4 (2,6- dlmetok5|ben20|I)plperazm -1- |I)met|I) flavon (4FP4) bilesiginin kutle
spektrumu
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3.2.9. 2-(3-((4-(3-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil)fenil)-4H-kromen-4-on= 3’-
((4-(3-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP5) sentezi

o

OCH3
0.15 g (0.469 mmol) 3’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (3H), 0.07 ml (0.470 mmol) 3-
metoksi benzoil kloriir ve 0.03 g (0.283 mmol) Na,C03; 5 ml asetonitril iginde oda
sicakliginda 8 saat karistirildi. Reaksiyon ortami doner buharlastiricida kuruluga kadar
ucurulduktan sonra su ilave edilerek kloroform ile 3 kez tiiketildi. Kloroformlu faz
susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarild1 ve siiziilerek ayrilan kloroformlu faz déner
buharlastiricida u¢uruldu. Ham {iriin, diklorometan:izopropanol (10:1) solvan sistemi B
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. Viskoz sivi lriin, etil asetat ilave
edildikten sonra karigtirilarak katilagtirildi. 0.13 g iirtin elde edildi.
Verim: %61.91 E.N:98°C
R¢ Degeri: Rf=0.375 (Solvan B)

Rf=0.18 (Solvan D)

Molekiil Agirhgr: 454,517
Elemental Analiz (C,gH26N20,)

%C  %H %N
Hesaplanan 73.99 577 6.16
Bulunan 73.62 578 6.21

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 455.4 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz,5, ppm): 2.44-2.59(m, 4H, piperazin-CH,),
3.47-3.64(m, 4H, piperazin-CH,), 3.82(s, 5H, fl-CH2, OCH3), 6.86(s, 1H, 3-H), 6.94-
6.97(m, 3H, 2,5,6"-H), 7.30(td, 1H, 47°-H), 7.43-7.52(m, 3H, 6,4’,5’-H), 7.61(d,
1H, js-=8.00 Hz, 8-H), 7.72(td, 1H, 7-H), 7.85-7.92(m, 2H, 2°,6’-H), 8.24(dd, 1H,
j56=8.00 Hz, j57=2.80 Hz, 5-H).
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Sekil 3.25. 3’-((4-(3-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP5) bilesiginin ‘H-NMR
spektrumu

Default file ' ’ S
3FPS 226 (2.264) Cn (Cen 2, 80.00, HY) 1. Scan ES+
| 100 4554 9.15e7|

! \
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Sekil 3.26. 3’-((4-(3-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP5) bilesiginin kiitle
spektrumu
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3.2.10. 2-(4-((4-(3-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil)fenil)-4H-kromen-4-on= 4°-
((4-(3-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP5) sentezi

o)
0 w /N |

C —N N—-2 C 4"

__/

6" Sl'l

OCH,4

0
0.15 g (0.469 mmol) 4’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (4H), 0.07 ml (0.470 mmol) 3-

metoksi benzoil kloriir ve 0.03 g (0.283 mmol) NayC03; 5 ml asetonitril i¢inde oda
sicakliginda 8 saat karistirildi. Reaksiyon ortami doner buharlastiricida kuruluga kadar
ucurulduktan sonra su ilave edilerek kloroform ile 3 kez tiiketildi. Kloroformlu faz
susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarild1 ve siiziilerek ayrilan kloroformlu faz déner
buharlastiricida u¢uruldu. Ham {iriin, diklorometan:izopropanol (10:1) solvan sistemi B
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. Viskoz sivi {riin, etil asetat ilave
edildikten sonra karistirilarak katilastirildi. 0.16 g iiriin elde edildi.

Verim: %76.19 E.N: 143°C

R¢ Degeri: Rf=0.317 (Solvan B)
Rf=0.086 (Solvan D)

Molekiil Agirhgr: 454,517

Elemental Analiz (CzsH25N20,)

%C  %H %N
Hesaplanan 7399 577 6.16
Bulunan 7375 590 6.18

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 455.4 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz,5, ppm): 2.45-2.59(m, 4H, piperazin-CH,),
3.49-3.64(m, 4H, piperazin-CH,), 3.82(yayvan s, 5H, OCHjs, fI-CH,), 6.83(s, 1H, 3-H),
6.94-6.97(m, 3H, 2°,5”,6”>-H), 7.31(td, 1H, 4°’-H), 7.43(td, 1H, 6-H), 7.53-7.59(m,
3H, 8,3°,5-H), 7.71(td, 1H, 7-H), 7.91(d, 2H, j,=8.40 Hz, 2°,6>-H), 8.24(dd, 1H,
j5,6=8.40 Hz, j57=1.60 Hz, 5-H).
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archive direstorys fexport/home/vomrl/vomzeys/dsta
Sameple diTestery: 43A_037an2013
Tile: PAOTON

Fulme Sequesce: sZpul
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Sekil 3.27. 4’-((4-(3-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP5) bilesiginin H NMR
spektrumu

Default file

|
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Sekll 328 4’- ((4 (3- metok3|ben20|l)p|perazm 1-il)metil) flavon (4FP5) blleslgmlh kutle
spektrumu



3.2.11. 2-(3-((4-(4-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil)fenil)-4H-kromen-4-on= 3’-
((4-(4-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP6) sentezi

o

H,C— /—\N—
\__/

0.15 g (0.469 mmol) 3’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (3H), 0.07 ml (0.470 mmol) 4-
metoksi benzoil kloriir ve 0.03 g (0.285 mmol) Na,C0; 5 ml asetonitril i¢inde oda
sicakliginda 9 saat karistirildi. Reaksiyon ortami doner buharlastiricida kuruluga kadar
ucurulduktan sonra su ilave edilerek kloroform ile 3 kez tiiketildi. Kloroformlu faz
susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarildi ve siiziilerek ayrilan kloroformlu faz doner
buharlastiricida u¢uruldu. Ham tiriin, diklorometan:izopropanol (10:1) solvan sistemi B
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. Viskoz sivi iiriin, etil asetat ilave
edildikten sonra karistirilarak katilastirildi. 0.15 g iirtin elde edildi.
Verim: %71.42 E.N:97°C
Rt Degeri: Rf=0.362 (Solvan B)

Rf=0.12 (Solvan D)
Molekiil Agirhgr: 454.517
Elemental Analiz (C,sH26N,04-0.1 C4HgO,(Etilasetat))

%C  %H %N
Hesaplanan 73.60 583 6.04
Bulunan 73.50 5.67 6.13

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 455.4 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz,8, ppm): 2.51(yayvan s, 4H, piperazin-CH,),
3.64-3.82(m, 9H, flI-CH,, OCHjs, piperazin-CH,), 6.85(s, 1H, 3-H), 6.90(d, 2H, j,=8.40
Hz, 37°,5°°-H), 7.39(d, 2H, j,=8.40 Hz, 2,6°*-H), 7.42-7.51(m, 3H, 6,4°,5°-H), 7.60(d,
1H, js7=8.00 Hz, 8-H), 7.71(td, 1H, 7-H), 7.84-7.86(m, 1H, 6’-H), 7.91(s, 1H, 2’-H),
8.24(dd, 1H, j56=8.00 Hz, js 7=1.60 Hz, 5-H).
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Archive direstesy: /expore/honsvassl foecsys/data
Gample dirsctory: I4&_30Janzdil
File: PROTON

Pulae Seguence: sZpol

Solvent: CRO1Y
Temp. 35.0 ¢ ¢ I9B.1 K
HMercury-400EE  “mezsusyali”

e
‘ !
. i : ! ’
PR . d LHH\ T L
(I | 1
T ﬂ( “ il [;A
M M | ‘jl in ‘ “L
M _J\J "LJU kd W - M
| |
U-l (18] A
L S AL RO N LN R B S . B B B [ B LA L S B N B B A B [ B |
i3 12 11 10 -] 8 7 6 5 4 3 2 1 -0 =1 ppm
Sekil 3.29. 3’-((4-(4-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP6) bilesiginin 'H-NMR
spektrumu
Defauit file T T
3FP6 256 (2.564) Cn (Cen,2, 80.00, HE) 1: Scan ES+
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Sekll 3 30. 3’-((4-(4-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP6) bilesiginin kiitle
spektrumu
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3.2.12. 2-(4-((4-(4-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil)fenil)-4H-kromen-4-on= 4°-
((4-(4-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP6) sentezi
0 635"

0 v, / \ |

C——N N—=C OCH,

__/

o)
0.15 g (0.469 mmol) 4’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (4H), 0.07 ml (0.470 mmol) 4-

metoksi benzoil kloriir ve 0.03 g (0.283 mmol) Na,C03; 5 ml asetonitril i¢inde oda
sicakliginda 9 saat karistirildi. Reaksiyon ortami doner buharlastiricida kuruluga kadar
ucurulduktan sonra su ilave edilerek kloroform ile 3 kez tiiketildi. Kloroformlu faz
susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarildi ve siiziilerek ayrilan kloroformlu faz doner
buharlastiricida u¢uruldu. Ham {iriin, diklorometan:izopropanol (10:1) solvan sistemi B
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. Viskoz sivi {riin, etil asetat ilave
edildikten sonra karistirilarak katilastirildi. 0.17 g iiriin elde edildi.

Verim: %80.95 E.N :170°C

Rt Degeri: Rf=0.317 (Solvan B)
Rf=0.086 (Solvan D)

Molekiil Agirhgr: 454.517

Elemental Analiz (CzsH25N20,)

%C  %H %N
Hesaplanan 7399 577 6.16
Bulunan 7397 579 6.05

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 455.4 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz,5, ppm): 2.50(yayvan s, 4H, piperazinCH,),
3.62(yayvan s, 6H, fl-CH,, piperazin-CH,), 3.83(s, 3H, OCHg), 6.83(s, 1H, 3-H),
6.90(d, 2H, j,=8.40 Hz, 3°°,5°’-H), 7.39(d, 2H, j,=8.80 Hz, 2’°,6’’-H), 7.43(td, 1H, 6-
H), 7.50(d, 2H, j,=8.00 Hz, 3°,5’-H), 7.57(d, 1H, jg7=8.00 Hz, 8-H), 7.71(td, 1H, 7-H),
7.90(d, 2H, jo=8.00 Hz, 2°,6°-H), 8.24(dd, 1H, j56=8.00 Hz, j57;=1.16 Hz, 5-H).
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Arehive directosyr fexport/home/vanel/vemcsys/data
Eample dzactory: 4FPS_0SMaxIlll

Fulae Baguesce: aipal
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Sekil 3.31. 4°-((4-(4-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP6) bilesiginin 'H-NMR
spektrumu
[Default file _
4FP6 296 (2.965) Cn (Cen,2, 80,00, HY) 1: Scan ES+
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Sekil 3.32. 4’-((4-(4-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP6) bilesiginin kiitle
spektrumu
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3.2.13. 2-(3-((4-(3,4-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil)fenil)-4H-kromen-4-on=
3’-((4-(3,4-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP7) sentezi

o

~

[ 7 P
NIV

—C OCH,4
o} N/

OCHg

0.15 g (0.469 mmol) 3’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (3H), 0.1 g (0.499 mmol) 3,4-
dimetoksi benzoil kloriir ve 0.1 g (0.094 mmol) Na,C03 5 ml asetonitril i¢inde oda
sicakliginda 9 saat karistirildi. Reaksiyon ortami doner buharlastiricida kuruluga kadar
ucurulduktan sonra su ilave edilerek kloroform ile 3 kez tiiketildi. Kloroformlu faz
susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarildi ve siiziilerek ayrilan kloroformlu faz doner
buharlastiricida u¢uruldu. Ham tiriin, diklorometan:izopropanol (10:1) solvan sistemi B
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. Viskoz sivi iiriin, etil asetat ilave
edildikten sonra karistirilarak katilastirildi. 0.1 g {iriin elde edildi.
Verim: %43.47 E.N:129°C
Rt Degeri: Rf=0.36 (Solvan B)

Rf=0.113 (Solvan D)
Molekiil Agirhgi: 484,543
Elemental Analiz (C29H25N205)

%C  %H %N
Hesaplanan 71.88 582 578
Bulunan 7169 582 581

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 485.4 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz,8, ppm): 2.51(yayvan s, 4H, piperazin-CH,),
3.64-3.90(m, 12H, fI-CH,, OCHg, piperazin-CH,), 6.85-6.86(m, 2H, 3,5’’-H), 6.97-
7.00(m, 2H, 2°°,6”-H), 7.42-7.51(m, 3H, 6,4°,5’-H), 7.60(d, 1H, js7=8.00 Hz, 8-H),
7.71(s, 1H, 7-H), 7.84-7.86(m, 1H, 6’-H), 7.90(s, 1H, 2’-H), 8.24(d, 1H, j5=8.00 Hz,
5-H).
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Areshive cizeetory: /esport/home/vimrl/vemesys/dSnts
gample dircotoryt 334A_30Janipll
File: PREDON

Pulse Sequence: aipul
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Sekil 3.33. 3’-((4-(3,4-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP7) bilesiginin 'H-
NMR spektrumu

Default file : |
3FET 271 (2.714) Cn (Cen 2, B0.00, HY) 1: Scan ES+ |
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1007 4854 e7
| |
%-101.2
105.0 L4864
115.3
1303
485057 4
1y |22923225
| 1 [ 344.5 ‘ 58T:95.7 763.6 8337 9914 10645 1808.9 1954.4 |
MMM b o e T S L g 12856 154885915  TTTN 18758 /7
200 400 600 500 1000 1200 1400 1600 1800 |

Sekil 3.34. 3’-((4-(3,4-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP7) bilesiginin kiitle
spektrumu
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3.2.14. 2-(4-((4-(3,4-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil)fenil)-4H-kromen-4-on=
4’-((4-(3,4-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP7) sentezi

OCH,

O

0.15 g (0.469 mmol) 4’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (4H), 0.1 g (0.499 mmol) 3,4-
dimetoksi benzoil kloriir ve 0.1 g (0.094 mmol) Na,C03; 5 ml asetonitril i¢ginde oda
sicakliginda 9 saat karistirildi. Reaksiyon ortami doner buharlastiricida kuruluga kadar
ucurulduktan sonra su ilave edilerek kloroform ile 3 kez tiiketildi. Kloroformlu faz
susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarildi ve siiziilerek ayrilan kloroformlu faz doner
buharlastiricida u¢uruldu. Ham {iriin, diklorometan:izopropanol (10:1) solvan sistemi B
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. Viskoz sivi {riin, etil asetat ilave
edildikten sonra karistirilarak katilastirildi. 0.08 g iirtin elde edildi.
Verim: %34.78 E.N:75°C
R¢ Degeri: Rf=0.345 (Solvan B)

Rf=0.069 (Solvan D)
Molekiil Agirhgi: 484,543
Elemental Analiz (Cz9H25N,05)

%C  %H %N
Hesaplanan 71.88 582 578
Bulunan 7175 553 579

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 485.4 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz,8, ppm): 2.50(yayvan s, 4H, piperazin-CH,),
3.63(yayvan s, 6H, fl-CH,, piperazin-CH,), 3.90(s, 6H, OCHgs), 6.83(s, 1H, 3-H),
6.85(d, 1H, js»¢=8.00 Hz, 5’-H), 6.97-7.00(m, 2H, 2°°,6’-H), 7.43(td, 1H, 6-H),
7.51(d, 2H, jo=8.00 Hz, 3°,5°-H), 7.57(d, 1H, jg7=8.00 Hz, 8-H), 7.71(td, 1H, 7-H),
7.90(d, 2H, jo=8.00 Hz, 2°,6°-H), 8.24(dd, 1H, j56=8.00 Hz, j57;=1.16 Hz, 5-H).
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Archive dizFestory: /export/homes vomel/vimesys/dats
Swemple directory: 4FPT_04FebI013
File: PROTON

Pulss Sequesce: aZpul

Solvent: CBC1I
Temep. 33.0 C ¢ 296.1 K
Mareury-400BB  *mercoryd 000

7986

Balae. delay 1.000 sec
Fulse 45.0 degress
Aog. time 1,933 sec
Width S402.0 H=

8.253
248
8.233
0.230
7,738
7 T3

[
111-

B xepetitions

OBEERVE M1, 400.1740605 Mz
DATA. PROCESSING

FT mize 31768

Total time 0 min, 25 see

/.

[r

L

4

j

lf.

H_J k_Jb W

T T
7.

8.0 7.8

_L_.Lmtd

I

\ u UL_JL )

6330

7.267
7.001
6998

\g.ars

| |I!H

7.4 T.2 7.0

[ S S

13

iz i1

10 ] E: 7 3

LA B B e e e

Sekil 3.35. 4’-((4-(3,4-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP7) bilesiginin

'H-NMR spektrumu

1; Scan ES+
5.2De;‘
l

m/z

Default file
FP7 288 (2.885) Cn (Cen,2, 80.00, HY)
100 | 48ij'4
| .
| |
"
MB6.4
100.8 L
115 5 87.4
151.6 5266
ill ?82 7 365.1 L5787 7700 P725 96979930 12085 1380614893 __ 1684.81720.9 19309
299 200 800 556 " 1000 1200 | 1400 1800 1800

Sekil 3.36. 4’-((4-(3,4-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP7) bilesiginin kiitle

spektrumu
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3.2.15. 2-(3-((4-(4-metiltiyobenzoil)piperazin-1-il)metil)fenil)-4H-kromen-4-on=
3’-((4-(4-metiltiyobenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP8) sentezi

S——CHj,4

T "

Fa

0.15 g (0.469 mmol) 3’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (3H), 0.09 g (0.482 mmol) 4-
(metiltiyo) benzoil kloriir ve 0.03 g (0.283 mmol) Na,C03 5 ml asetonitril i¢inde oda
sicakliginda 6 saat karistirildi. Reaksiyon ortami doner buharlastiricida kuruluga kadar
ucurulduktan sonra su ilave edilerek kloroform ile 3 kez tiiketildi. Kloroformlu faz
susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarildi ve siiziilerek ayrilan kloroformlu faz doner
buharlastiricida u¢uruldu. Ham iiriin, diklorometan:izopropanol (10:1) solvan sistemi B
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. Viskoz sivi {riin, etil asetat ilave
edildikten sonra karistirilarak katilastirildi. 0.16 g iirlin elde edildi.
Verim: %72.72 E.N:113°C
Rt Degeri: Rf=0.36 (Solvan B)

Rf=0.25 (Solvan D)
Molekiil Agirhgi: 470,582
Elemental Analiz (CygH25N203S-H,0)

%C  %H %N %S
Hesaplanan 68.82 578 574 6.55
Bulunan 6891 565 589 6.55

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)=471.4 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz,8, ppm): 1.65(yayvan s, 2H, piperazin-CH,),
2.49(yayvan s, 7H, SCH3, piperazin-CH,), 3.52(yayvan s, 2H, piperazin-CH,), 3.63(s,
2H, fl-CHy), 6.85(s, 1H, 3-H), 7.26(d, 2H, j,=2.00 Hz, 3*°,5°’-H), 7.35(d, 2H, j,=8.40
Hz, 2°°,6’-H), 7.42-7.51(m, 3H, 6,4°,5’-H), 7.60(d, 1H, js 7=8.40 Hz, 8-H), 7.72(td, 1H,
7-H), 7.84-7.86(m, 1H, 6°-H), 7.90(s, 1H, 2’-H), 8.24(dd, 1H, j56=8.00 Hz, j5s,=1.60
Hz, 5-H).
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Archive directory: /expart/hems/visel/vnmesys/dats
Sample directory: IFEA_15Hariald
File: PROTON

Tt o Bmmnmem s 4t

L

—v—r|-|||--|-||||||||;|...|....l...-|-|||||||-|--|||||1-||||||||||||...|...-!-||

i3 iz i1 i0 9 8 7 6 5 4 3 2 1 =0
Sekil 3.37. 3’-((4-(4-metiltiyobenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP8) bilesiginin H NMR
spektrumu
Default filo
SFP8301 (3.015) Cn (Cen2. 8000, Hy 1: Scan ES+
100, 5.05¢7,
s
4724
r
105.3
1154 4714
110 1405 J
| UL g m‘tﬁ."" rag) ORTE 1005 1uqy 31 53, U070 yggy, 10527
€ 200 800 1obo'1zoo'17oo'1sooﬂw'oo l

Sekll 3.38. 3 ((4 (4- metlltlyobenzmI)plperazm -1-il)metil) flavon (3FP8) bilesiginin kiitle
spektrumu
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3.2.16. 2-(4-((4-(4-metiltiyobenzoil)piperazin-1-il)metil)fenil)-4H-kromen-4-on= 4°-
((4-(4-metiltiyobenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP8) sentezi

8]
0 Hy / \ |

C—N N—0°C

El” 5-|

o}
0.15 g (0.469 mmol) 4’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (4H), 0.09 g (0.482 mmol) 4-

(metiltiyo) benzoil kloriir ve 0.03 g (0.283 mmol) Na,C0; 5 ml asetonitril i¢inde oda
sicakliginda 6 saat karistirildi. Reaksiyon ortami doner buharlastiricida kuruluga kadar
ucurulduktan sonra su ilave edilerek kloroform ile 3 kez tiiketildi. Kloroformlu faz
susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarildi ve siiziilerek ayrilan kloroformlu faz déner
buharlastiricida u¢uruldu. Ham {iriin, diklorometan:izopropanol (10:1) solvan sistemi B
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. Viskoz sivi {riin, etil asetat ilave
edildikten sonra karistirilarak katilagtirildi. 0.17 g tirtin elde edildi.
Verim: %77.27 E.N : 180°C
R¢ Degeri: Rf=0.425 (Solvan B)

Rf=0.071 (Solvan D)
Molekiil Agirhgi: 470,582
Elemental Analiz (C,gH25N,03S)

%C  %H %N %S
Hesaplanan 7146 557 595 6.81
Bulunan 7157 536 596 6.84

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)=471.4 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz35, ppm): 2.49(yayvan s, 7H, SCHs,
piperazin-CHy), 3.65(yayvan s, 6H, fl-CH,, piperazin-CH), 6.82(s, 1H, 3-H), 7.25(d,
2H, jo=5.20 Hz, 3°°,5”’-H), 7.34(d, 2H, j=8.40 Hz, 2°*,6°*-H), 7.43(td, 1H, 6-H), 7.53-
7.58(m, 3H, 8, 3°,5’-H), 7.71(td, 1H, 7-H), 7.91(d, 2H, j,=8.40 Hz, 2’,6’-H), 8.23(dd,
1H, j56=8.00 Hz, j57=1.60 Hz, 5-H).
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Archive dfrectory: fexpert /homs/vamsl/vanrsya/datn
Sample dimectoryi sMS_03Jami013-18:00:13
File=: PROTON

L'J“ll S

L L B B B B B L B e S L N B
13 1z 11 10 9 8 7 L] 5 4 3 2 1 -a -1 ppm

Sekil 3.39. 4’-((4-(4-metiltiyobenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP8) bilesiginin "H-NMR
spektrumu

Default file
4FP8 315 (3.155) Cn (Cen,2, 80.00, Hi) 1: Scan ES+
1004 a4 4.67e7
%_
101.4 f'?“ ‘
) .
1105.0 |
1155 3124
|,146 7
13.4
[ 212.5 1as -
. 4 728,
ol s fee s sty 102 2 s s,
i 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 |

Sekil 3.40. 4°-((4-(4-metiltiyobenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP8) bilesiginin kiitle
spektrumu
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3.2.17. 2-(3-((4-(3,4,5-trimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil)fenil)-4H-kromen-4-
on= 3’-((4-(3,4,5-trimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP9) sentezi

0
OCHj

O—0

H?C—N/jn —_—
/

OCH;
0.15 g (0.469 mmol) 3’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (3H), 0.1 g (0.433 mmol) 3,4,5-

trimetoksi benzoil kloriir ve 0.03 g (0.283 mmol) Na,C03 5 ml asetonitril iginde oda

sicakliginda 24 saat karistirildi. Reaksiyon ortami doner buharlastiricida kuruluga kadar
ucurulduktan sonra su ilave edilerek kloroform ile 3 kez tiiketildi. Kloroformlu faz
susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarildi ve siiziilerek ayrilan kloroformlu faz doner
buharlastiricida u¢uruldu. Ham {iriin, diklorometan:izopropanol (10:1) solvan sistemi B
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. Viskoz sivi lriin, etil asetat ilave
edildikten sonra karistirilarak katilastirildi. 0.09 g iiriin elde edildi.

Verim: %37.57 E.N:78°C

R¢ Degeri: Rf=0.349 (Solvan B)
Rf=0.159 (Solvan D)

Molekiil Agirhigi: 514,569
Elemental Analiz (C3H3oN,O6-0.4 C4HgO,(Etilasetat))

%C  %H %N
Hesaplanan 69.01 6.08 5.09
Bulunan 69.21 643 522

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 515.3 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz,5, ppm): 2.47-2.58(m, 4H, piperazin-CH,),
3.52(yayvan s, 2H, piperazin-CH,), 3.65(s, 2H, fl-CH;), 3.85-3.87(m, 11H, OCHg,
piperazin-CHy), 6.64(s, 2H, 2°,67-H), 6.85(s, 1H, 3-H), 7.42-7.51(m, 3H, 6,4’,5°-H),
7.60(d, 2H, j57=8.00 Hz, 8-H), 7.72(td, 1H, 7-H), 7.84-7.86(m, 1H, 6’-H), 7.91(s, 1H,
2°-H), 8.24(d, 1H, j5=7.60 Hz, 5-H).
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trohive directory: /export/home/vemel fesnrays/data
Sample directory: 3345_2lFaniii)
File: PROTON

Pulae Sequnce: 82l

K i
L o
i ba b J’U t | | A
_M SN W N
! ’
el JV Mol hh
-v—v"l_l—':_'_l_'_'_l_l_l_rl'—!_.'llll LI S B S [ B B B S N N RN N M N S B S S St S S S S S R B N S B S I R B B N B S S S B B e
13 iz 11 3.I0 BI llz 7| ; ; :l ; ; .II. —ID -Il PRm

Sekil 3.41. 3°-((4-(3,4,5-trimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil)flavon (3FP9) bilesiginin
'"H-NMR spektrumu

Default file
3FPY? 408 {4.114) Cn (Cen,2, 80.00, Hi) 1+ Scan ES+
' §15.2 1.34e8|
100
]
| |
]
|
516.2
-
517.3 |
g |
|
537.1 ;
1466 578.1
/2124 3303 3592 4504 5075 7032
ol 2 R d2an 3323 77 F R [ [F_G'g4_2 7230 7932 8593 94469849
200 300 400 500 600 700 BOO 800 1000

Sekil 3.42. 3°-((4-(3,4,5-trimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil)flavon (3FP9) bilesiginin kiitle
spektrumu
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3.2.18. 2-(4-((4-(3,4,5-trimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil)fenil)-4H-kromen-4-
on= 4’-((4-(3,4,5-trimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP9) sentezi

OCH4

o
0.15 g (0.468 mmol) 4’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (4H), 0.1 g (0.433 mmol) 3,4,5-
trimetoksi benzoil kloriir ve 0.03 g (0.283 mmol) Na,C03 5 ml asetonitril iginde oda
sicakliginda 24 saat karistirildi. Reaksiyon ortam1 doner buharlastiricida kuruluga kadar
ucurulduktan sonra su ilave edilerek kloroform ile 3 kez tiiketildi. Kloroformlu faz
susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarildi ve siiziilerek ayrilan kloroformlu faz doner
buharlastiricida u¢uruldu. Ham iiriin, diklorometan:izopropanol (10:1) solvan sistemi B
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. Viskoz sivi lriin, etil asetat ilave
edildikten sonra karistirilarak katilastirildi. 0.1 g {iriin elde edildi.
Verim: %41.66 E.N:170°C
R¢ Degeri: Rf=0.312 (Solvan B)

Rf=0.053 (Solvan D)
Molekiil Agirhgi: 514,569
Elemental Analiz (C3oH3oN2Og)

%C  %H %N
Hesaplanan 70.02 588 544
Bulunan 69.94 595 544

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 515.3 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz,5, ppm): 2.46-2.55(m, 4H, piperazin-CH,),
3.51-3.63(m, 4H, piperazin-CHy), 3.87(s, 11H, fl-CH,, OCH3), 6.63(s, 2H, 2°°,6’’-H),
6.82(s, 1H, 3-H), 7.42(td, 1H, 6-H), 7.50(d, 2H, jo=8.40 Hz, 3°,5°-H), 7.57(d, 1H,
j27=8.00 Hz, 8-H), 7.71(td, 1H, 7-H), 7.89(d, 2H, jo=7.60 Hz, 2°,6’-H), 8.23(d, 1H,
j56=7.60 Hz, 5-H).
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Archive direstory: fesport/home/vomel fvanesys/data
directary: 4345 21Fan201l3
Filer DROTIN

JJL\ S\ N ]

L B L B B O I S S s B B
13 1z i1 10 g 3 7 ] 5 4 3 -0 =1 ppm

2 1
Sekil 3.43. 4’-((4-(3,4,5-trimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP9) bilesiginin 'H-
NMR spektrumu

L B B

Dofaull fllo

LUFPO 408 (4.414) Cn (Cen.2, 80.00, Hi) 1: Scan ES+
208 515.2 1.34
17.3
142.8 gra
1954 514, [ 2 ;
kLo 203 300 N3 TR | (oTems  wora TPATOAS 8245 gpas 3208
200 300 400 500 600 700 900 1000

Sekil 3.44. 4’-((4-(3,4,5-trimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP9) bilesiginin kiitle
spektrumu
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3.2.19. Etil 2-(4-(3-(4-0kso-4H-kromen-2-il)benzil)piperazin-1-il)asetat (3FP10)
sentezi

0]
o) H,C——CHy
N/
cC—0
/
H,C——N N——CH,
o]

0.2 g (0.625 mmol) 3’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (3H), 0.07 ml (0.633 mmol) etil
bromoasetat ve 0.0165 g (0.688 mmol) NaH 5 ml asetonitril i¢inde oda sicakliginda 4
saat karistirildi. Reaksiyon ortami doner buharlastiricida kuruluga kadar ugurulduktan
sonra su ilave edilerek kloroform ile 3 kez tiiketildi. Kloroformlu faz susuz sodyum
silfat ile suyundan kurtarildi ve siiziilerek ayrilan kloroformlu faz doner
buharlastiricida uguruldu. Ham iiriin, diklorometan:izopropanol (10:1) solvan sistemi B
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. Viskoz sivi iiriin, etil asetat ilave
edildikten sonra karigtirilarak katilastirildi. 0.151 g {iriin elde edildi.
Verim: %60.4 E.N:107°C
R¢ Degeri: Rf=0.456 (Solvan B)

Rf=0.872 (Solvan D)
Molekiil Agirhgr: 406,474
Elemental Analiz (Cz4H26N20,)

%C  %H %N
Hesaplanan 7092 6.45 6.89
Bulunan 70.65 6.40 6.95

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 407.2 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCl;, 400 MHz,5, ppm): 1.27(td, 3H, OCH,CHj), 2.60-
2.65(m, 8H, piperazin-CH,), 3.23(s, 2H, CH,CO), 3.63(s, 2H, fl-CH,), 4.19(q, 2H,
OCH,CHs), 6.85(s, 1H, 3-H), 7.42-7.52(m, 3H, 6,4’,5’-H), 7.61(d, 1H, js;=8.40 Hz, 8-
H), 7.72(td, 1H, 7-H), 7.83-7.85(m, 1H, 6°-H), 7.92(s, 1H, 2°-H), 8.24(dd, 1H, j5=8.00
Hz, js,=1.20 Hz, 5-H).
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Archive directary: /expest/homs/vaerl/vmmrsys/fdaca
sample a_i.:aer_nry AEBA_21J2n2013

IJMLh_____. L_ﬁ_gu L

L L L Ly N e e L I e
13 iz 11 10 g B 7 6 5 4 3 2 1 -0 -1 ppm

Sekil 3.45. Etil 2-(4-(3-(4-okso-4H-kromen-2-il)benzil)piperazin-1-il)asetat (3FP10) bilesiginin
'"H-NMR spektrumu

[Default file :
|3FP1I] 267 (2.692) Cn {Cen,2, 80.00, HE) 1: Scan ES+
| 100, 40|7-2 1.34e8
|
laps.3
%..
l409.3 81348354 i
470.4 336'4 |
171.2212.4 , 471.4 531.3 691.0 812.6 l§37-4 |
ooy 230 s || | [T B0 esog 107N BT s2050ars |
200 300 400 500 600 700 800 900 1000

SekT3.46. Etil 2-(4-(3-(4-okso-4H-kromen-2-il)benzil)piperazin-1-il)asetat (3FP10) bilesiginin
kiitle spektrumu
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3.2.20. Etil 2-(4-(4-(4-okso-4H-kromen-2-il)benzil)piperazin-1-il)asetat (4FP10)
sentezi

0\\0_:/2C_CH3
mUanle

C—N N——CH,
| \__/

0

0.2 g (0.625 mmol) 4’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (4H), 0.07 ml (0.633 mmol) etil
bromoasetat ve 0.0165 g (0.688 mmol) NaH 5 ml asetonitril i¢cinde oda sicakliginda 3
saat karigtirildi. Reaksiyon ortami doner buharlastiricida kuruluga kadar ugurulduktan
sonra su ilave edilerek kloroform ile 3 kez tiiketildi. Kloroformlu faz susuz sodyum
stilffat ile suyundan kurtarildi ve siiziilerek ayrilan kloroformlu faz doner
buharlastiricida u¢uruldu. Ham {iriin, diklorometan:izopropanol (10:1) solvan sistemi B
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. Viskoz sivi lriin, etil asetat ilave
edildikten sonra karistirilarak katilagtirildi. 0.145 g iriin elde edildi.
Verim: %58 E.N:102°C
R¢ Degeri: Rf=0.432 (Solvan B)

Rf=0.792 (Solvan D)
Molekiil Agirhgr: 406,474
Elemental Analiz (C,4H26N20,)

%C  %H %N
Hesaplanan 7092 6.45 6.89
Bulunan 7051 6.30 6.95

Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 407.2 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (CDCls;, 400 MHz,5, ppm): 1.28(td, 3H, OCH2CH3), 2.58-
2.64(m, 8H, piperazin-CH,), 3.22(s, 2H, CH,CO), 3.60(s, 2H, fl-CH,), 4.19(q, 2H,
OCH,CHs), 6.83(s, 1H, 3-H), 7.43(td, 1H, 6-H), 7.50(d, 2H, j,=8.00 Hz, 3’,5’-H),
7.58(d, 1H, jg7=8.40 Hz, 8-H), 7.71(td, 1H, 7-H), 7.89(d, 2H, j,=8.00 Hz, 2°,6’-H),
8.23(d, 1H, js 6=7.20 Hz, 5-H).
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Sekil 3.47. Etil 2-(4-(4-(4-okso-4H-kromen-2-il)benzil)piperazin-1-il)asetat (4FP10)
bilesiginin ‘H-NMR spektrumu
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Sekil 3.48. Etil 2-(4-(4-(4-okso-4H-kromen-2-il)benzil)piperazin-1-il)asetat (4FP10)
bilesiginin kiitle spektrumu
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3.2.21. 2-(4-(3-(4-okso-4H-kromen-2-il)benzil)piperazin-1-il)asetik asit (3FP11)
sentezi

O
O
\\C—-OH
/
H,C——N N——CH,
O

0.1 g (0.246 mmol) Etil 4-(3-(4-okso-4H-kromen-2-il)benzil)piperazin-1-karboksilat
(3FP10), 4 ml glasiyal asetikasit ve 1 ml konsantre HCI i¢inde 100 °C’de 2 saat 1s1tild1.
Siire sonunda asetik asit ve HCI doner buharlastiricida kuruluga kadar uguruldu. Ayni
miktarlarda asetik asit ve HCI ilave edilerek islem tekrarlandi. Reaksiyon ortami doner
buharlastiricida kuruluga kadar ugurulduktan sonra, etanol eklendi ve olusan ¢okelek
stiziilerek alindi. 0.030 g {iriin elde edildi.

Verim: %33.33 E.N :245°C

R¢ Degeri: Rf=0.105 (Solvan B)
Rf=0.166 (Solvan D)
Molekiil Agirhigi: 378,421
Elemental Analiz (C,,H22N,04-1.4 HCI)
%C  %H %N
Hesaplanan 61.60 550 6.54
Bulunan 61.57 566  6.63
Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 379.2 (M+H, %100)
'H-NMR Spektrumu (DMSO-dg, 400 MHz, 6, ppm): 2.49(yayvan s, 4H, piperazin-
CHy), 2.67(yayvan s, 4H, piperazin-CH), 3.15(s, 2H, CH,COOH), 3.60(s, 2H, flI-CHy),

7.03(s, 1H, 3-H), 7.50-7.56(m, 3H, 6,4°,5’-H), 7.80-7.88(m, 2H, 7,8-H), 7.99-8.02(m,
2H, 2°,6>-H), 8.07(dd, 1H, js6=7.60 Hz, js7=1.20 Hz, 5-H).



128

Archive &lrsctory: [esport/home/vemel/vesssys/data
Sample directory: JEH_35Feb20ll
Filer EROTON

Pulae Seguence: sipul
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Sekil 3.49. 2-(4-(3-(4-okso-4H-kromen-2-iI)benzil)piperazm-l-lI)asetlk aS|t (3FP11) bilesiginin
'"H-NMR spektrumu

Dofault file
JFP11310 (3.100) Cn (Cen,2, 80.00, Hi) 1: Scan S5+
100 3792 1.3408

[
341602 2208 2725 «ij 4420
([, 1932 298 494 2 33,5 3624 R 46515053 ses.1 S'11  geaz 7003 7923

TMNo g0 2 3% 3 b0 as 60 5 " 680 " 680 760
Sekil 3.50. 2-(4-(3-(4-okso-4H-kromen-2-il)benzil)piperazin-1-il)asetik asit (3FP11) bilesiginin
kiitle spektrumu
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3.2.22. 2-(4-(4-(4-okso-4H-kromen-2-il)benzil)piperazin-1-il)asetik asit (4FP11)
sentezi

0
\\C—OH
o} Hy
C—N N——CH,
o}

0.1 g (0.246 mmol) Etil 4-(4-(4-okso-4H-kromen-2-il)benzil)piperazin-1-karboksilat
(4FP10), 4 ml glasiyal asetikasit ve 1 ml konsantre HCI i¢inde 100 °C’de 2 saat 1sitildi.
Siire sonunda asetik asit ve HCI doner buharlastiricida kuruluga kadar uguruldu. Ayni
miktarlarda asetik asit ve HCI ilave edilerek islem tekrarlandi. Reaksiyon ortami doner
buharlastiricida kuruluga kadar ugurulduktan sonra, etanol eklendi ve olusan ¢okelek
stiziilerek alindi. 0.065 g iiriin elde edildi.

Verim: %72.22 E.N :230°C

R¢ Degeri: Rf=0.132 (Solvan B)
Rf=0.173 (Solvan D)
Molekiil Agirhgi: 378,421
Elemental Analiz (C;,H2,N,0,-0.8 HCI-H,0)
%C  %H %N
Hesaplanan 62.12 588 6.59
Bulunan 62.23 6.26 6.70
Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 379.2 (M+H, %100)

'H-NMR Spektrumu (DMSO-dg, 400 MHz, 8, ppm): 2.46-2.66(m, 8H, piperazin-
CH»), 3.15(s, 2H, CH,COOH), 3.57(s, 2H, fl-CHy), 7.03(s, 1H, 3-H), 7.49-7.53(m, 3H,
6.3°,5"-H), 7.78-7.86(m, 2H, 7,8-H), 8.05-8.09(m, 3H, 5,2°.6°-H).
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Sekil 3.51. 2-(4-(4-(4-okso-4H-kromen-2-il)benzil)piperazin-1-il)asetik asit (4FP11) bilesiginin
'"H-NMR spektrumu

‘D'chullmo
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100 3792 1.34¢8
%.
1300,3420.2
4
421.2
i 12 [
522.3
. J (22123 2490 2805 ma 3624 | 402 7 3544 sonz sa1a S0%s010 125 es1s 70027208
150 200 250 300 350 400 450 ~ 500 550 600 650

Sekil 3.52. 2-(4-(4-(4-okso-4H-kromen-2-il)benzil)piperazin-1-il)asetik asit (4FP11) bilesiginin
kiitle spektrumu
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3.3. Biyolojik Deney Sonuclari

Huh7 hiicrelerinde “histon deasetilaz aktivitesi”, ilac tatbiki sonrasinda asetilli tiibiilin
diizeylerinin tespiti western blot teknigi ile yapilmistir. Ilag uygulanmayan Huh?7
hiicreleri negatif kontrol olarak kullanilirken, TSA ve entinostat pozitif kontrol olarak

kullanilmistir. Her western blot deneyinde, Calnexin esit yiikleme i¢in kullanilmustir.

llag uygulanmayan Huh7 hiicrelerinde (ctrl) asetilli tiibiilin protein miktar1 tespit
edilmezken, TSA tatbik edilen Huh7 hiicrelerinde asetilli tiibiilin proteini biiyiik oranda
tespit edilmistir. 3H, 4H, 3B ve 4B bilesikleri de asetilli tiibiilin proteini ihtiva etmezler
bu da onlarn tiibiilin asetilasyonundan sorumlu HDAC aktivitesine etki etmedigi

anlamina gelir (Sekil 3.53).

Calnexin

Acetyl tubulin
30sec exp

Acetyl tubulin
5 min exp

55kDa

Sekil 3.53. Ana bilesikler ve TSA muamelesinden sonra Huh7 hiicrelerindeki tiibiilin
asetilasyon seviyelerinin karsilastirilmasi

11 aday ilag Entinostat ile birlikte tiibiilin asetilasyonu agisindan test edilmistir.
Entinostat pozitif kontrol olarak kullanilmis ve ilaglanmamis 6rnege gore daha giiclii
sinyale sahip oldugu goriilmiistiir. Entinostatla benzer olarak, 3FP1, 3FP5, 3FP6 ve
3FP8 bilesikleri biiyilik oranda asetilli tiibiilin seviyelerini arttirmistir (Sekil 3.54).
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55kDa Acetyl tubulin

Sekil 3.54. 3FP grup ilag tedavileri sonrasinda Huh7 hiicrelerindeki tiibiilin asetilasyonunun
tespiti
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90kDa Calnexin

Acetyl tubulin

55kDa
30 sec exp

Acetyl tubulin

55kDa
2 min exp

Sekil 3.55. 4FP grup ilaglarinin tedavisi sonrasinda Huh7 hiicrelerindeki asetilasyon seviyesi

Yukarida goriildiigii gibi, pozitif entinostat kontrolii asetilli tiiblilinde ayni belirtileri

vermistir. 3FP gruptakilerin aksine, 4FP gruplarmin higbiri tiibiilin asetilasyonunda

artisa sebep olmamistir (Sekil 3.55).

22 adet FP bilesiginin 10 uM konsantrasyonda iki adet karaciger kanser hiicre tiiriindeki
sitotoksik potansiyelleri arastirilmistir. Elde edilen bulgulara gére 3’-flavonil piperazin
bilesikleri 4’-flavonil piperazin bilesiklerine gore daha toksik bulunmustur. 22 adet FP
bilesiginden flavonun B halkasinin 3’ konumdan siibstitiie olanlarin daha yiiksek

antikanser aktivite gosterdikleri saptanmustir (Sekil 3.56).
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Sekil 3.56. Calismada test edilen bilesiklerin 10uM konsantrasyonda Huh7 ve Plc hiicrelerinde
gosterdigi ylizde biiyiime inhibisyonu degerleri

Huh7 ve Plc hiicrelerinde histon deasetilaz inhibisyonu agisindan test edilen biitiin
bilesiklerde, Plc hiicrelerinde enzim aktivitesinde azalma gozlenmezken, Huh7
hiicrelerinde 3’ konumdan siibstitiie FP bilesiklerinden 3FP1, 3FP5, 3FP6, 3FP8, histon
deasetilaz inhibisyonuna neden olmustur (Sekil 3.54). Bu nedenle bu 4 bilesik ve
yiiksek antikanser etkisi olan 3FP7 bilesigi 9 adet kanser hiicrelerinde taranmis ve
hiicrelerin  %50’sini  6ldiirdiigli doz (ICsg) degerleri hesaplanmustir. 1Cso degerleri
asagidaki tabloda gosterilmistir. Ayrica her bilesigin 9 kanser hiicresindeki hayatta
kalma grafikleri de agagida gosterilmistir (Sekil3. 57).

Cizelge 3.1. Test edilen FP tiirevlerinin 9 hiicre i¢in hesaplanan ICs, degerleri

3FP1 3FP5 3IFP§ 3FPT 3FP8 Entinostat

Cellline Cellswell (uM) B2 (uM) R!  (ub) RB®  (uM) R® (M) R®  (uM) R?
Mef? 2000 79 10 84 10 55 09 37 10 40 09 - -

Huh? 2000 75 10 80 10 53 10 30 10 34 09 15 10

HepG2 4000 66 09 51 08 03 09 0010 08 01 07 - -
Hep3B 6000 115 10 80 10 60 10 49 10 47 08 - -
Pl 6000 109 10 84 10 79 10 61 10 61 09 18 10
Smudd0 2000 311 10 163 09 410 10 140 09 T24 08 - -
SKBR3 10000 106 10 116 10 140 08 76 10 97 10 - -
HCT116 4000 128 10 109 10 141 10 84 10 101 09 - -
HCT116p53
deficient 4000 180 095 142 0% 120 10 52 10 113 09
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Survival after 3FP1 Survival after 3FPS
00,0 100.0 —a—Huh?
90,0 1 ——Huh? 0,0
800 - 80.0 7 —m—Heph2
700 4 —B=Hepis? T0.0
600 60,0 - —i—Hep3B
50,0 - —i—HéplB 50.0
40,0 - 40,0 - =i
30,0 - —— P 30,0
20,0 - 20,0 - ===5nudad
10,0 - ——5nudd9 10,0
0,0 4 00 - ) ) - —a—5K-BR3
000 1000 20,00 30,00 40,00 000 10,00 20,00 30,00 40,00
Cell survival after 3FP6 Cell survival after 3FP7
100,0 100,0
90,0 == Hiih 7
50,0 | —+—Huh? a0
o —=—Hep2
60,0 - =B=HepG2 80,0 -
50,0 —i—Hep3B
40,0 - —a—Hep3B 0.0 4
00 4 —Fi
20,0 - P 20,0 -
00 - ':'3 . . . T
000 10,00 20,00 30,00 40,00 000 10,00 20,00 30,00 40,00
Cell survival after 3FP8 (uM) treatment
100,0
90,0 —+—Huh7
80,0
70,0 == HepG2
60,0
50,0 —4—Hep3B
40,0
30,0 —=—Plc
20,0
10,0 —f=Snu449
0,0 ‘ : ‘ ‘
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00

Sekil 3.57. Her bilesige ait yiizde hayatta kalma grafikleri
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4. TARTISMA

Kanser, belirli bir etiyopatolojiye sahip olmadan viicudun g¢esitli organlarinda ve
sistemlerinde ortaya ¢ikabilen, kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ve anormal hiicre yapilarinin
organizmaya yayilmasi ile karakterize olmus progresif bir hastaliktir. Cerrahi ve
radyoterapi gibi yontemlerin yan1 sira, kanser tedavisi igin tercih edilen bir diger etkili
yol da kemoterapdtiklerin kullanimidir. Bu nedenle, ¢esitli kanser tiirleri tizerine
etkinlik gosterme olasiligi bulunan, yeni kemoterapotik bilesikler gelistirmek igin
calismalar hala devam etmektedir.

Flavonoidler, genel olarak bakildiginda hiicre proliferasyon inhibitérleri olarak
anilmaktadirlar. Bir¢ok c¢alismada  flavonoid bilesiklerinin kanser hiicrelerinde
antiproliferatif etkisi gosterilmistir. Epidemiyolojik ¢aligmalar, antikanser bilesik olan
flavonoid bilesiklerini i¢eren diyetle beslenmenin, kansere yakalanma riskini diistirdiigii
yoniinde sonuglarin oldugunu vurgulamaktadir. Flavonoidlerin kanser hiicrelerindeki
antiproliferatif etkileri ¢esitli mekanizmalarla anlatilmistir. Bu bilesikler 6zellikle hiicre

siklusunun durdurulmasi ve apoptozisi indiiklemesi yoniiyle dikkat ¢ekmektedir.

Bu tez kapsaminda, devam eden g¢alismalarin bir pargasi olarak, antikanser aktivitesi
bilinen flavon ile antikanser aktiviteyi desteklemesi amaciyla piperazin halkasi da
icerecek bicimde tasarlanmis yeni bir seri piperazinil flavon bilesiklerinin (3FP1-

11/4FP1-11) sentezi gergeklestirilmistir.

Bilesiklerin sentezi igin Oncelikle Baker-Venkataraman yontemi kullanilarak metil
flavon (lll1a-b)’lar elde edilmistir. Buna gore oOncelikle ester bilesikleri (la-b) 2-
hidroksiasetofenon ile para veya meta konumundan metil siibstitiie benzoil kloriiriin
kuru piridin igerisinde reaksiyonu ile olusturulmus, daha sonra bu esterlerden piridinli
ortamda KOH varliginda 1,3-diketonlar elde edilmistir (Ila-b). Diketonun konsantre
H,SO4 ile muamelesinden ilgili metil flavonlara (I111a-b) ulasilmistir. Flavonun metil
grubu, N-bromosiiksinimid ve katalitik miktarda benzoil peroksit varliginda bromometil

grubuna dontstiirilmistiir (IVa-b).
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Flavona piperazin yarisinin eklenmesi igin 1-boc-piperazinden yararlanilmistir.
Reaksiyon, tert-butil piperazin-1-karboksilat ile 3’/4’-bromometil flavon (IVa-b)
arasinda Na,CO; varliginda, asetonitril i¢inde gergeklestirilmistir. Elde edilen Tert-
butil 4-(3 veya 4-(4-okso-4H-kromen-2-il)benzil)piperazin-1-karboksilat (3B, 4B)
bilesiklerinin asidik ortamda hidrolizi ile ilgili piperazinil flavonlar (3H,4H) elde
edilmistir. Benzamido siibstitiie piperazinil flavon tiirevleri (3FP1-9 ve 4FP1-9), ilgili
fenagilkloriir ile Na,COj3 varliginda, asetonitril i¢inde 3H veya 4H bilesiklerinden
hareketle sentez edilmistir. Piperazin-ester bilesiklerinin (3FP10, 4FP10) sentezi i¢in
3H,4H; etilbromoasetat ile asetonitril i¢cinde, NaH varliginda muamele edilmesiyle elde
edilmistir. Baz olarak kullanilan NaH, reaksiyonun ger¢eklesmesinde Na,CO3‘dan daha
iyi sonu¢ alinmasini sagladigi i¢in tercih edilmistir. Piperazin-ester bilesiklerinin asidik

ortamda hidroliziyle de 3FP11 ve 4FP11 bilesikleri sentez edilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin yapisi elemental analiz, "H-NMR ve mass spektral verileriyle
aydinlatilmistir. Bu spektral veriler, beklenen yapilar1 kanitlar nitelikte bulunmustur.
'H-NMR spektrumunda flavon protonlar1 6.82-8.24 ppm araliginda gozlemlenmistir.
Bilesiklerin mass analizleri ESI (+) metodu kullanilarak gerceklestirilmis olup tiim

bilesikler M+H iyon pikine sahiptir.

Sentezi gergeklestirilen, yapilari aydinlatilan piperazinil flavon bilesiklerinin (3FP1-
11,4FP1-11) antikanser ve HDAC inhibitor aktiviteleri incelenmistir. Biyolojik aktivite
sonuglar1 flavonun 3° konumunda yapilan siibstitiisyonlarla elde edilen bilesiklerin daha
etkili oldugunu gostermistir. Bunlardan da fenil halkasinin meta ya da para
pozisyonunda metiltiyo, metoksi ve nonsiibstitiie benzamido tasiyan piperazin tiirevi 5
adet bilesik en aktif olanlaridir. Biitiin bu 5 adet 3’-flavon tiirevleri (3FP1, 3FP5, 3FP6,
3FP7, 3FP8)’nin 0.1-14.1 pM 1n ortalama ICsy degerinde pek c¢ok kanser hiicresine
kars1 etkili oldugu gosterilmistir. Bu 3’-flavon tiirevlerinden 3FP8, 0.1- uM 1n ICs
degerinde Hep G2 hiicre dizisine karsi en etkili olanidir. Bu 5 bilesige kars1 kullanilan
hiicre tiirlerinden Hep G2 (primer kanser) en duyarli olaniyken, Snu449 (direngli
kanser) en ¢ok direng gdsteren hiicre dizileri oldugu goriilmiistiir. Sonuglar gosteriyor

ki, 3’-flavon tiirevleri birincil tiimorlere karsi ilerlemis tiimorlerden daha fazla toksiktir.
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Benzamido grubuna alternatif olusturulan asetik asit ester grubu bilesikleri (3FP10) ve

asetik asit bilesikleri (3FP11) kayda deger aktivite gostermemislerdir.
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5. SONUC VE ONERILER

Gliniimiizde giderek yayginlasan kanser, bircok arastirma gruplari tarafindan
incelenmekte, 6nlenmesi-tedavisi i¢in neler yapilmasi gerektigi dikkat ¢ekmeye devam
etmektedir. Kanser, ¢evresel veya genetik faktorler ve mutasyonlar nedeni ile hiicre
siklusu sirasinda meydana gelen degisiklik sonrasi, kontrolsiiz hiicre gogalmasi olarak
tanimlanmaktadir. Bundan daha kritik olarak komsu dokulara ve viicudun diger
boliimlerine yayillma ve metastaz nitelikleri ile karakterize edilmektedir. Kanserde
tedavi siirecini zorlastiran en Onemli etken, biiyliyen ve yayilan bu hiicrelerin
“Oltimsliz” olmalaridir. Kanser tedavisinin temel hedefi, kontrolsiiz biiyiiyen timor

hiicresinin biiylimesini yok etmek, durdurmak veya yavaglatmaktir.

Bu tez kapsaminda, siibstitiie piperazin iceren flavon tiirevlerinin yeni bir serisi
sentezlenmistir ve antikanser aktiviteleri agisindan degerlendirilmistir. Bu amacla 4 adet
orijinal ara iriin (3H, 4H, 3B, 4B) ve 22 adet orijinal sonug iriin (3FP1-11, 4FP1-11)

olmak tizere toplam 26 adet bilesigin sentezi gergeklestirilmistir.

22 farkli FP bilesiklerinin (3FP1-11, 4FP1-11) potansiyel antikanser etkileri iki farkli
HCC hiicrelerinde (Huh7 ve PIc) arastirilmistir. Bilesiklerin 10 uM konsantrasyonlari
Sulforhodamin B yontemi (SRB) ile birinci tarama i¢in kullanilmistir. Hesaplanan canli
kalma oranma gore, flavonun 3’-konumundan siibstitiie bilesikler kanser hiicrelerine
kars1 4’-siibstitiie bilesiklere gore daha sitotoksik bulunmustur. Ayni sekilde tiim
bilesiklerin Huh7 hiicrelerine kars1 Plc’den daha sitotoksik oldugu goriilmiistiir.

Huh7 hiicrelerinde histon deasetilaz aktiviteleri i¢in, ilag tatbiki sonrasinda asetilli
tiibiilin  diizeylerinin tespiti “western blot” teknigi ile takip edilmistir. Ilag
uygulanmayan Huh7 hiicreleri negatif kontrol olarak kullanilirken, TSA ve entinostat
pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

lag uygulanmayan Huh7 hiicrelerinde (ctrl) asetilli tiibiilin protein miktar: tespit
edilmezken, TSA tatbik edilen Huh7 hiicrelerinde asetilli tiibiilin proteini biiyiik oranda
tespit edilmistir. 3H, 4H, 3B ve 4B bilesikleri de asetilli tiibiilin proteini ihtiva
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etmezler. Bu da onlarin tiibiilin asetilasyonundan sorumlu HDAC aktivitesine etki
etmedigi anlamina gelmektedir.

11 aday ila¢ entinostat ile birlikte tiiblilin asetilasyonu acisindan test edilmistir.
Entinostat pozitif kontroldiir ve ilaglanmamis 6rnege gore daha gii¢lii sinyale sahiptir.
Entinostatla benzer olarak, 3FP1, 3FP5, 3FP6 ve 3FP8 bilesikleri biiyiik oranda asetilli
tiibiilin  seviyelerini arttirmistir. Pozitif entinostat kontrolii asetilli tiibiilinde ayn1
belirtileri verirken, 3FP’lerin aksine, 4FP’lerin higbiri tiibiilin asetilasyonunda artisa

sebep olmamastir.

Histon deasetilaz inhibisyonundan dolay1 dort bilesik (3FP1, 3FP5, 3FP6, 3FP8) ve
yiiksek sitotoksitesi nedeniyle 3FP7 bilesigi ile arastirmaya devam edilmistir. Bu bes
bilesigin dokuz farkli kanser hiicre serisinde ICso degeri SRB yontemiyle belirlenmistir
(Cizelge 3.1) (sayfa 132). Bilesiklerin canli kalma gostergesi Sekil 3.57 (sayfa 133)’de
goriilebilir. Buna gore bilesiklerin ICso degerleri 0.1-14.1 uM arasinda elde edilmistir.
Flavonun 3’ konumundan, p-metiltiyo benzamido piperazinil metil grubunun siibstitiie
edilmesiyle elde edilmis olan 3FP8 bilesiginin, Hep G2’ya kars1 0.1 uM 1Csq degeri ile
seride en etkili tiirev oldugu goézlenmistir. Diger etkili bilesiklerden 3FP5, 3FP6 ve
3FP7 piperazinin benzoil grubu lizerinde metoksi siibstitiienti icerenlerdir. Diger
taraftan 3FP1 bilesiginde benzoil grubu siibstitiie edilmemis durumdadir.

Flavonun biyolojik aktivitesini artirmak amaciyla ilave edilmis olan piperazinin
slibstitiie olmamis hali (3H,4H)’nde herhangi bir aktivite gozlenmemistir. Ayrica
benzoil yerine piperazin tizerinde siibstitiient olarak asetik asit (3FP11/4FP11) yada
asetik asit etil esteri (3FP10/4FP10) tasiyan bilesiklerde de aktivite gdzlenmemistir.
Sonug olarak; flavonun bilinen antikanser aktivitesini artirmak amaciyla tasarlanan
piperazinil flavon bilesiklerinden, flavonun 3’ konumundan siibstitiie edilmis
benzamido grubu tasiyan piperazin bilesikleri ile kayda deger aktivite artisi
gorilmektedir. Buradan elde edilen veriler, sonraki ¢alismalarda flavonun 3’
konumundan siibstitiisyonun daha anlamli oldugunu gdstermektedir. Ancak flavon
halkasinin diger konumlarinin benzamido piperazin ile siibstitisyonunun aktiviteyi nasil

yonlendirecegi de bilinmemektedir. Bu bilinmeyenlere ek olarak flavon halkasina
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“benzamido piperazin” siibstitiisyonunun aktiviteylr artirdigt gercegi, ileride

tasarlanacak bilesikler i¢in yonlendirici olacaktir.
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OZET

Biyolojik Etkili Yeni Bazi Flavon Tiirevleri Uzerinde Sentez Cahsmalar

Yeni bir seri siibstitiie piperazin i¢eren flavon tiirevlerinin sentezi gerceklestirilmis ve
antikanser aktiviteleri degerlendirilmistir.

Bu amagla 4 adet orijinal ara iiriin ve 22 adet orijinal sonug {iriin olmak {izere toplam 26
adet bilesik sentez edilmistir. Sentezi gergeklestirilen bilesikler agagida listelenmistir.

. 3’-(4-(tert-butiloksikarbamoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3B)

. 4’-(4-(tert-butiloksikarbamoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4B)

. 3’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (3H)

. 4’-(piperazin-1-ilmetil) flavon (4H)

. 3’-((4-(fenilkarbonil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP1)

. 4’-((4-(fenilkarbonil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP1)

. 3’-((4-(2-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP2)

. 4’-((4-(2-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP2)

. 3’-((4-(3,5-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP3)

10. 4°-((4-(3,5-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP3)

11. 3’-((4-(2,6-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP4)

12. 4°-((4-(2,6-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP4)

13. 3’-((4-(3-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP5)

14. 4°-((4-(3-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP5)

15. 3’-((4-(4-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP6)

16. 4°-((4-(4-metoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP6)

17. 3°-((4-(3,4-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP7)

18. 4°-((4-(3,4-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP7)

19. 3’-((4-(4-metiltiyobenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP8)

20. 4°-((4-(4-metiltiyobenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP8)

21. 3°-((4-(3,4,5-trimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP9)

22. 4°-((4-(3,4,5-trimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (4FP9)

23. Etil 2-(4-(3-(4-okso-4H-kromen-2-il)benzil)piperazin-1-il)asetat (3FP10)
24. Etil 2-(4-(4-(4-okso-4H-kromen-2-il)benzil)piperazin-1-il)asetat (4FP10)
25. 2-(4-(3-(4-okso-4H-kromen-2-il)benzil)piperazin-1-il)asetik asit (3FP11)
26. 2-(4-(4-(4-okso-4H-kromen-2-il)benzil)piperazin-1-il)asetik asit (4FP11)

O©CoOo~NoolhWwWwN -

Antikanser aktivite sonuglar1 en etkin bilesiklerin 3’-flavon tiirevleri oldugunu ve
bunlardan en aktif olan 5 bilesigin, benzamido piperazin siibstitiientli fenil halkasinin
meta ya da para pozisyonundaki metiltiyo, metoksi ve nonsiibstitiie olanlar1 oldugunu
gostermistir. 5 adet 3°-flavonil piperazin tirevleri (3FP1, 3FP5, 3FP6, 3FP7, 3FP8)
0.1-14.1 uM 1n ortalama ICsy degerinde pek ¢ok kanser hiicresine karsi etkili oldugu
gosterilmistir. Bu 3’-flavon tiirevleri arasinda 3FP8, 0.1- uM 1Csq degeri ile Hep G2
hiicre dizisine karsi en etkili olanidir. Bu 5 bilesik kullanilan kanser hiicrelerinden Hep
G2 (primer kanser)’ya karsi en etkili olurken, en diisiik aktiviteyi Snu449 (direngli
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kanser)’a kars1 gostermistir. Bulgular, 3’-flavon tiirevlerinin birincil tiimorlere karsi
ilerlemis tiimorlerden daha fazla toksik oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Flavon, piperazinil flavon, histon deasetilaz, histon deasetilaz
inhibitorleri, antikanser aktivite, sentez.
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SUMMARY
Synthesis Studies on Some Novel Flavone Derivates with Biologic Effect

A new series of substituted piperazine containing flavone derivatives were synthesized
and evaluated for their anticancer activities.

For his purpose, 4 intermediate product ve 22 original product with a total of 26
compouns were synthesized. Synthesized derivates are listed below.

. 37-(4-(tert-butyloxycarbamoyl)piperazin-1-yl)methyl) flavone (3B)

. 4’-(4-(tert-butyloxycarbamoyl)piperazin-1-yl)methyl) flavone (4B)

. 3’-(piperazin-1-ylmehyl) flavone (3H)

. 4’-(piperazin-1-ylmethyl) flavone (4H)

. 3’-((4-(phenylcarbonyl)piperazin-1-yl)methyl) flavone (3FP1)

. 4’-((4-(phenylcarbonyl)piperazin-1-yl)methyl) flavone (4FP1)

. 3’-((4-(2-methoxybenzoyl)piperazin-1-yl)methyl) flavone (3FP2)

. 4’-((4-(2-methoxybenzoyl)piperazin-1-yl)methyl) flavone (4FP2)

. 3’-((4-(3,5-dimetoksibenzoil)piperazin-1-il)metil) flavon (3FP3)

10. 4°-((4-(3,5-dimethoxybenzoyl)piperazin-1-yl)methyl) flavone (4FP3)

11. 3’-((4-(2,6-dimethoxybenzoyl)piperazin-1-yl)methyl) flavone (3FP4)

12. 4°-((4-(2,6-dimethoxybenzoyl)piperazin-1-yl)methyl) flavone (4FP4)

13. 3’-((4-(3-methoxybenzoyl)piperazin-1-yl)methyl) flavone (3FP5)

14. 4°-((4-(3-methoxybenzoyl)piperazin-1-yl)methyl) flavone (4FP5)

15. 3’-((4-(4-methoxybenzoyl)piperazin-1-yl)methyl) flavone (3FP6)

16. 4’-((4-(4-methoxybenzoyl)piperazin-1-yl)methyl) flavone (4FP6)

17. 3’-((4-(3,4-dimethoxybenzoyl)piperazin-1-yl)methyl) flavone (3FP7)

18. 4°-((4-(3,4-dimethoxybenzoyl)piperazin-1-yl)methyl) flavone (4FP7)

19. 3’-((4-(4-methylthiobenzoyl)piperazin-1-yl)methyl) flavone (3FP8)

20. 4°-((4-(4-methylthiobenzoyl)piperazin-1-yl)methyl) flavone (4FP8)

21. 3°-((4-(3,4,5-trimethoxybenzoyl)piperazin-1-yl)methyl) flavone (3FP9)

22. 4°-((4-(3,4,5-trimethoxyibenzoyl)piperazin-1-yl)methyl) flavone (4FP9)
23. Ethyl 2-(4-(3-(4-ox0-4H-chromen-2-yl)benzyl)piperazin-1-yl)acetate (3FP10)
24. Ethyl 2-(4-(4-(4-ox0-4H-chromen-2-yl)benzyl)piperazin-1-yl)acetate (4FP10)
25. 2-(4-(3-(4-oxo-4H-chromen-2-yl)benzyl)piperazin-1-yl)acetic acid (3FP11)
26. 2-(4-(4-(4-ox0-4H-chromen-2-yl)benzyl)piperazin-1-yl)acetic acid (4FP11)

O©CoOo~NoolhWwWwN -

The anticancer activity results indicated that the most preferred pharmacophore is
flavone-3’-yl and five of the most active benzamido piperazine substituents are
nonsubstituted or methoxy and methylthio groups at meta or para position of the phenyl
ring. All the five 3’-flavone derivatives (3FP1, 3FP5, 3FP6, 3FP7, 3FP8)
demonstrated significant activity against several cancer cell lines with an average 1Cs
value of 0.1-14.1 uM. Among these 3’-flavone derivatives, 3FP8 was the most active
against the HepG2 cell line with a 1Cs value of 0.1-uM. According to cell survival
plots of all five compounds (Figure 5), it was found that HepG2 (primary cancer) was



144

the most sensitive and Snu449 (advance cancer) was the most resistant cell line. This

finding suggests that flavones-3’-yl derivatives were more toxic against primary tumors
than advance ones.

Key words: Flavone, piperazinyl flavone, histone deacetylases, histone deacetylase
inhibitors, anticancer activity, synthesis.
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