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OZET

Bu ¢alismada, histondeasetilaz inhibitorlerinin antikanser ozellikleri wsiginda benzotiyazol yapisi
iceren benzamid tirevi olan benzo[d]tiyazol-2-ilmetil 4-(2-aminofenil)karbamoil) benzilkarbamat bilesigi
sentez edilmistir. Sentezi gerceklestirilen benzotiyazol yapisi iceren benzamid bilesigi antikanser
ozellikleri ve histon deasetilaz inhibisyon aktiviteleri kapsaminda inceleme altindadir.

Anahtar  kelimeler: antikanser; benzamid; benzotiyazol; histondeasetilaz (HDAC);
histondeasetilaz inhibitorleri (HDACIS); sentez
ABSTRACT

In this study, in the light of anticancer properties of histone deacetylase inhibitors, benzo[d]thiazol-
2-ylmethyl 4-(2-aminophenylcarbamoyl)benzylcarbamate compound which is derivative of benzamide
containing benzothiazole structure has been synthesized. Synthesized benzamide compound containing
benzothiazole structure is under investigation within the scope of anticancer properties and histone
deacetylase inhibition activities.
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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 [1,2]. Kanser, giinimiizde diinya genelindeki en 6nemli saglik problemleri ve &liim
nedenlerinin basinda gelmektedir [1]. GLOBOCAN 2012 verilerine gore 2012 yilinda diinyada
toplam 14,1 milyon yeni kanser vakasi gozlenmis ve 8,2 milyon kansere bagl 6liim olmugtur. 2008
yilinda bu rakamlar, sirasiyla, 12,7 ve 7,6 milyondu. Diinyada en ¢ok tan1 konulan kanserler; akciger
(%13,0), meme (%11,9) ve kolon (%9,7) iken kanserden &liimlerin en ¢ok akciger (%19,4), karaciger
(%9,1) ve mide (%8,8) kanseri nedeniyle gerceklestigi belirtilmektedir [3].

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

DNA replikasyonunun bozulmasina ve hiicrenin farklilagsmasina neden olurlar [4].

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

- ilagla tedavi ( kemoterapi)

- 1simnla tedavi

- immunoterapi [5-7].

Epigenetik ve Kanser

Epigenetik; genotipik degisikliklerden kaynaklanmayan gen ifadesindeki farkliliklar1 inceleyen
bilim dalidir [8].Epigenetik, en basit ifadeyle ¢evre ve genetik arasindaki etkilesimdir; ayni genotipin
nasil olup da farkli fenotiplere yol actiginin en iyi agiklamasidir[9]. Kalittm materyali olan DNA
molekiilii, niikleotid olarak adlandirilan kiigiik yap1 taglarmin birlesmesiyle olusmaktadir. DNA’nin
yapist Ve niikleotidlerin dizilisi bir canlinin tiim hiicrelerinde ayni1 olmakla birlikte, hiicreler arasi
farkliliklar, gen ifadesindeki degisikliklerden kaynaklanmaktadir. DNA dizisinden bagimsiz olarak gen
ifadesinde meydana gelen kalitsal degisiklikler epigenetik olarak adlandirilmaktadir [10]. Epigenetigin
gen ifadesi kontroliindeki en temel etkisi, transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya ulasmasini engelleyecek
mekanik degisiklikler olusturmasidir. Bu mekanik etki, geri doniislii olmasi ile DNA dizisinde

gozlemlenen mutasyonlar agisindan farklilik gostermektedir [11].

Epigenetik terimi; DNA dizisindeki degisimlerle agiklanamayan, gen fonksiyonunda meydana
gelen degisiklikler olarak ifade edilmektedir [12]. Terim ilk kez 1942 yilinda, viicuttaki tiim
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hiicrelerin ayn1t DNA dizilimine sahip olmasina ragmen, farkli genleri ifade etmelerini acgiklamak

amactyla kullanilmistir [13].

Epigenetik degisiklikler, ozellikle canlilarin embriyodan yetigskin bireye dogru ilerleyen
gelisgim siirecinde gozlemlenen, hiicre faklilagsmalar1 sirasinda ortaya c¢ikan gen ifadesindeki
degisikliklerde 6nemli rol oynamaktadir. Gen ifadesinde goriilen bu degisiklikler, DNA’nin segici
olarak, farkli epigenetik durumlarda bulunan farkli kromatin yapilarina paketlenmesiyle ortaya
cikmaktadir [14].

Epigenetik degisiklikler oldukga dengelidir [15]. Bu dengeli yapilarina ragmen, epigenetik
degisiklikler ayn1 zamanda geri gevrilebilir niteliktedir [16]. Bunun yani sira epigenetik degisiklikler
kalitilabilir, yani cevresel kosullarin gen ifadesi iizerinde yarattig1 etki, bunun o bireye sagladigi

avantaj veya dezavantaj, sonraki nesillere aktarilabilir niteliktedir [17].

DNA’nin en 6nemli gorevi, bir organizmayi olusturan proteinleri ve her proteinin ne zaman,
hangi hiicre tipinde ve ne kadar iiretilecegini belirlemektir [18]. Okaryotik hiicrelerde DNA, histon
ve histon olmayan proteinlerle paketlenmis halde bulunur. Bu yapiya kromatin adi verilir [19].
Okaryotik hiicrelerde kromatinin temel proteinleri histonlardir. H1, H2A, H2B, H3 ve H4 olmak
tizere bes tip histon proteini vardir [20]. Histonlarin kromatindeki toplam kiitleleri yaklasik olarak
DNA’nin kiitlesine esittir [21]. Histonlar, lizin ve arjininamino asitlerince zengin olup, bazik yapida,
102-135 amino asit igeren kiigiik proteinlerdir ve pozitif yiikleri sayesinde DNA’nin negatif yiikli
olan fosfat gruplarina kolayca baglanip, okaryotikDNA’nin ¢ekirdege sigdirilacak sekilde
paketlenmesini saglamaktadir. Histon proteinleri okaryotik canlilar arasinda yapisal benzerlik

gostermektedir ve en yiiksek diizeyde korunmus 6karyotik proteinlerdir [20, 21].

Histonasetilasyonu histon modifikasyonlari iginde en ¢ok ilgi ¢ekenlerden biridir ve geri
doniisiimli bir olaydir [22]. Histonasetilasyonu, Histonasetiltransferaz (HAT) ve Histondeasetilaz
(HDAC) enzimleri ile kontrol edilir [19]. Asetilasyon, 6zdes histonlarin N-terminal kuyruk bolgeleri
arasindaki lizinrezidiilerinde olusur. Histonasetiltransferazlar, asetil gruplarimi (CH3CO),
asetilkoenzim A (acetyl-CoA)’dan 6zdes histonlar arasinda korunmakta olan lizinrezidiilerinin -
amino gruplart iizerine transfer ederler. Asetilasyon; histonlarin pozitif yiikiinii notralize ederek,
DNA’nin negatif yiiklii yapisi ile olan iliskilerini kopartir. Béylece, aktif gen transkripsiyonu igin
gerekli olan transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanmasina izin veren daha “agik™ bir kromatin
yapist olugsmasini saglar[23]. Asetilasyon geri doniisiimlii olarak gerceklesen bir olaydir. Lizin
aminoasitinden asetil grubunun ¢ikartilmasiyla kromatin tekrar kondanse olmakta ve transkripsiyon

baskilanmaktadir. Kromatinin belli bir bdolgesinde histonlarin asetile olmasi, 0 bdlgenin
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transkripsiyonel agidan aktif oldugunu gosterirken, deasetile olmasi transkripsiyonun baskilandigini

gostermektedir [24].

HDAC enzimleri ¢ok ¢esitli fizyolojik ve patolojik sistemlerde 6nemli transkripsiyonel ko-
reseptorler olarak ortaya ¢ikmistir. 18 adet insan HDAC enzimi tespit edilmis ve Saccharomyces
cerevisiae mayasi’nin HDAC enzimleri (Rpd3, Hdal ve Sir2) ile gosterdikleri primer homolojiye

gore siniflandirilmis ve 4 gruba ayrilmstir:

Smmif | HDAC enzimleri (HDAC 1,2,3 ve 8) maya transkripsiyonel regiilatér RPD3 ile yiiksek
homoloji gosterir, simif 11 HDAC enzimleri HDAC1 (HDAC 4,5,6,7,9 ve 10) ile yakin iligkilidir,
sinif 111 HDAC enzimleri, ayn1 zamanda sirtuinler, Sir2 (SIRT 1,2,3,4,5,6 ve 7) ile homologdur ve
smif 1V HDAC enzimleri, simif | ve 11 ile homologdur. Sinif 11 HDAC enzimleri simif Ila (HDAC
45,7 ve 9) ve simf IIb (HDACG6 ve 10) formlar1 seklinde iki alt sinifa ayrilir [25, 26]. Histon
deasetilaz enzimleri ile katalize edilen 6zdes histonlarin amino-terminal uglarinin tekrar pozitif yiik
kazanmalari, histonlar ile DNA’nin etkilesimini artirir. Boylece, promotor iizerindeki baglanti

bolgeleri bloke edilerek gen transkripsiyonu inhibe edilir [23].

Histon deasetilazlar kanserli hiicrelerde asir1 ifade edilmektedir. Histon deasetilazlarin
inhibisyonu, kanser tedavisinde yeni yolak olarak goriilmektedir ve bu grup bilesiklerin Klinik

calismalar1 devam etmektedir[27].
HDAC inhibitorleri:

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

- Internal ve eksternalapoptotik yolaklari indiikleyerek hiicre &liimiinii saglarlar-
Apoptozisin tetiklenmesi

- Anti-anjiyogenetik molekiillerin upregiilasyonu, vaskiilogenezisi saglayan molekiillerin

down regiilasyonu ile antianjiyogenetik etki gosterirler- Anjiyogenezisininhibisyonu [28].

Bu ¢alismada; benzamid yapisi ile ulasilmaya calisilan segici, etkin HDAC inhibitérleri
arastirmalar1 kapsaminda, HDAC inhibitérleri i¢in olusturulan farmakoforik modelde, “cap grubu”
olarak tanimlanan yoéreye ‘“benzotiyazol” halkasinin getirilmesiyle tasarlanmis yeni benzamid
bilesigi (BTBA)’nin sentez edilmesi ve yeni benzamid yapisindaki bu bilesigin, HDAC enzimini
inhibe etme potansiyelinin ve antikanser aktivitesinin, cesitli kanser tiirleri {izerinde incelenmesi,

bdylece etkin molekiile ulagilmasi hedeflenmistir.
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MATERYAL VE YONTEM

Sentez caligmalari 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 GFzs: (Merck) kapli aliminyum plaklar
kullanilmig ve lekelerin belirlenmesi igin 254 nm dalga boyundaki ultraviyole (UV) 1sigindan (Camag
UV Lambasi) yararlanilmistir. Elde edilen iriinlerin saflagtirilmasit 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 icin belirlenen solvan sistemi kullanilnustir. iTK
ve kolon kromatografisi yontemlerinde kullanilan solvan sistemi: diklorometan: metanol (100:2) diir.
Sentezlenen bilesiklerin erime noktalari Biichi Melting Point B-540 cihazinda, kapiller yontemle tayin
edilmistir. Sentezlerde kullanilan kimyasal maddeler E. Merck (Darmstadt, Germany) ve Aldrich
(Milwaukee, MI, USA) firmalarindan temin edilmistir. Enstriimantal analizlerin timi Ankara

Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda yapilmstir.

Bilesiklerin Sentezi
Benzo[d]tiyazol-2-ilmetanol (BTOH) sentezi

2,5 g (0,020 mol) 2-merkaptoanilin ile 4,6 g (0,061 mol) glikolik asit kapali tiip iginde kuru kuruya
130°C de 12 saat 1sitildi. Seyreltik HCI ile ekstre edildi ve %20’lik NaOH ile notrallestirildi. Ham Kkati
madde stiziilerek alindi, kurutuldu ve diklorometan: metanol (100:2) solvan sistemi kullanilarak kolon
kromatografisi ile saflastirildi.1,8023 g tiriin elde edildi. Verim: % 54,94 ; E.N : 95,3°C (Kaynak 29: E.N :
90-100°C ). 'H-NMR (CDCls, 400 MHz,5, ppm): 5.08 (s, 2H, CH.),5.29 (s, 1H, OH), 7.39 (td, 1H, Ar-H),
7.48 (td, 1H, Ar-H), 7.89 (d, 1H, Ar-H), 7.98 (d, 1H, Ar-H). MS (ESI+) m/z (%bagil bolluk) : 165.81
(M+H, %100)

4-(((Benzo[d]tiyazol-2-ilmetoksi)karbonilamino)metil)benzoik asid (BTCA) sentezi

0,796 g (4,90 mmol) 1,1’-karbonildiimidazol (KDI) 10 ml susuz tetrahidrofuran (THF) de
¢oziildii ve buz banyosunda 10 °C’ye sogutuldu. Uzerine 10 ml susuz THF da ¢dziilen 0,450 g (1,14
mmol) benzo[d]tiyazol-2-ilmetanol ilave edildi ve reaksiyon ortami (A) oda sicakliginda 2 saat
stireyle karistirildi. 0,824 g (5,45 mmol) 4-(aminometil)benzoik asit 10 ml susuz THF de ¢oziildii.
Uzerine 0,760 ml (5,45 mmol) trietilamin, sonra 0,814 ml (5,44mmol) 1,8-diazabisiklo[5.4.0]undes-
7-en (DBU) ilave edildi (B).



Ankara Ecz. Fak. Derg. 40(1): 16-24, 2016 Bozdag-Diindar ve Buldu 21

A reaksiyon ortamu, B siispansiyonu iizerine ilave edilip oda sicakliginda 5 saat siireyle karigtirildi.
Susuz THF, 50 °C de doner buharlastiricida uguruldu. Kalintrya su ilave edilip, 6N HCI ile pH=5 yapildi.
Olusan ¢okelek siiziilerek alindi. Elde edilen ham iiriin, diklorometan: metanol (100:2) solvan sistemi
kullamlarak kolon kromotografisi ile saflagtirildi. 0,310 g {iriin elde edildi. Verim : %33,05 ; E.N : 195°C
. Spektroskopik analizler: tH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz,5, ppm): 4.29 (d, 2H, NH-CH,), 5.45 (s, 2H,
OCHy), 5.65 (s, 1H, OH), 7.36 (d, 2H, jo=8.00Hz, Ar-H), 7.52 (td, 1H, Ar-H), 7.48 (td, 1H, Ar-H), 7.88
(d, 2H, jo=8.00Hz, Ar-H), 7.98 (d, 1H, Ar-H), 8.12 (d, 1H, Ar-H), 8.22 (t, 1H, NH).

Benzo[d]tiyazol-2-ilmetil 4-(2-aminofenilkarbamoil)benzilkarbamat (BTBA) sentezi

0,3 g (0,88 mmol) 4-(((benzo[d]tiyazol-2-ilmetoksi)karbonilamino)metil)benzoik asid
(BTCA) 15 ml toluende ¢éziildii. Uzerine, 6nce 20 pl dimetilformamid (DMF) sonra 175 pl okzalil
klortir ilave edildi. Reaksiyon oda sicakliginda 4 saat karistirildi. Siire sonunda toluen 100 °C de
doner buharlastiricida uguruldu, kalinti dietileterden yikandi, kurutuldu. Cokelek 10 ml susuz
THF’de ¢6ziildii, tizerine 5 ml susuz THF de ¢6ziilmiis 0,178 g (2,61 mmol) imidazol ilave edildi.
Reaksiyon ortami oda sicakliginda 1 saat karistirildi. Olusan ¢okelek siiziildii. Stiziintii izerine 0,562
g (5,20 mmol) ortofenilendiamin, sonra 67 ul trifluoroasetikasit ilave edildi. Reaksiyon oda
sicakliginda 15 saat karigtirildi. THF doner buharlastiricida uguruldu. Kloroform ile ekstre edildi.
Kloroform doéner buharlastiricida uguruldu. Elde edilen ham iiriin diklorometan: metanol (100:2)
solvan sistemi kullanilarak kolon kromotografisi ile saflastirildi.0,052 g iiriin elde edildi.Verim :
%13,75; E.N : 193,3°C. *H-NMR Spektrumu (DMSO-d6, 400 MHz.5, ppm): 4,31 (d, 2H, NH-CH,),
4.87 (s, 2H, NHy), 5,46 (s, 2H, OCH,), 6,58 (t, 1H, a-H), 6,77 (d, 1H, jo=8.00 Hz, b-H), 6,95 (t, 1H,
c-H), 7,15 (d, 1H, jo=7.60 Hz, d-H), 7,40 (d, 2H, j,=8,00Hz, a'-H), 7,93 (d, 2H, j,=8.00 Hz, b'-H),
8,24 (t, 1H, NH), 9,61 (s, 1H, CONH), 7,44 (t, 1H, a"-H), 7,52 (t, 1H, b"-H), 7,99 (d, 1H, j,=8,00 Hz,
c"-H), 8,12 (d, 1H, jo=8,00 Hz, d"-H). Kiitle Spektrumu (ESI+) m/z (%X)= 433,25 (M+H, %100).

SONUC VE TARTISMA

Kanser, belirli bir etiyopatolojiye sahip olmadan viicudun c¢esitli sistemlerinde ortaya ¢ikabilen,
kontrolsiiz hiicre bilyiimesi ve anormal hiicre yapilarinin organizmaya yayilmast ile karakterize olmus
ilerleyici bir hastaliktir. Kemoterapétiklerin kullanimu, cerrahi ve/veya radyoterapi gibi yontemlerin yani
sira, kanser tedavisi icin tercih edilen etkili yontemlerden biridir. Histondeasetilaz inhibitorlerinin,
kanser hiicresi iizerinde proliferasyonun engellenmesi, apoptozis ve anjiogenezisin hibisyonu gibi
etkileri bilinmektedir. Bu ¢alismada, benzamid tiirevlerinin antikanser o6zellikleri 1s18inda bilesiklerin
aktivitelerinin arttirilmasi1 amaciyla yeni bir benzo[d]tiyazol tiirevi bilesik (BTBA) sentez edilmistir
(Sekil 1). Bunun i¢in once 2-merkapto anilin ile glikolikasitin kuru kuruya isitilmasi sonucu
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benzo[d]tiyazol-2-ilmetanol (BTOH) sentez edilmistir. BTOH’in KDI ile reaksiyonunu takiben DBU
ve trietilamin varliginda 4-(aminometil)benzoik asit ile muamelesi sonucu 4-(((benzo[d]tiyazol-2-
ilmetoksi)karbonilamino)metil)benzoik asid (BTCA) sentez edilmistir. BTCA’ nin okzalil kloriir ile
acilasyonunu takiben imidazol ile olusturdugu ara {iriiniin o-fenilendiamin ile amidifikasyonu sonucu
benzo[d]tiyazol-2-ilmetil 4-(2-aminofenilkarbamoil) benzilkarbamat (BTBA) bilesigi sentez edilmistir.
Elde edilen BTBA bilesiginin yapisi, *H-NMR ve Mass verileri ile aydmlatilmgtir.

SH .\ 0 A s
<INH2 HOJK/OH @iN/>/\OH

BTOH
(a
s ﬁ <|3|
@ />/\O_C_NH—CH2¢©7C o
N
BTCA
(b-d)
d
" S O 0 d a
a Il l
/ O—C—NH—CH, C—NH C
b" N
g a b b
HoN
BTBA

(a) KDI/susuz THF / p-aminometil benzoik asit/trietilamin/DBU
(b) Okzalil kloriir / DMF

(¢) THF / imidazol

(d) THF / o-fenilendiamin

Sekil 1. Benzo[d]tiyazol-2-ilmetil 4-(2-aminofenilkarbamoil)benzilkarbamat (BTBA) bilesiginin sentezi

Sentezi gergeklestirilen benzamid bilesigi BTBA’ nin antikanser ve histondeasetilaz enzim

inhibisyonu yapma potansiyeli test edilmektedir.
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