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1. GIRIS

Kanser, hiicresel fonksiyonlarim1 yerine getiremeyen anormal hiicrelerin
kontrolsiiz biiyiimesi ve yayilmasi ile karakterize, yayillmanin kontrol edilemedigi
durumlarda 6liimciil olabilen bir dizi hastalik grubu i¢in kullanilan genel bir terimdir
(American Cancer Society, 2020). Genellikle lezyondan tiimore ilerleyen ¢ok
asamal1 bir siire¢ icerisinde, normal hiicrelerin tiimor hiicrelerine doniisiimiinden
kaynaklanir. Bu doniisiime, kisinin genetik faktorlerinin fiziksel, kimyasal veya
biyolojik karsinojen maddeler ile etkilesimi sebep olur (Plummer ve ark., 2016).
Diinyadaki en ciddi klinik sorunlardan biri olan kanserin, gelismekte olan iilkelerde

oldugu gibi, gelismis iilkelerde de goriilme siklig1 artmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2020 Diinya Kanser Raporu’na gore kanser,
diinya capinda 183 iilkenin 134’linde 30-69 yas aralifindaki 6liimlerin birinci veya
ikinci nedenidir. 2018 yilinda diinya genelinde 18,1 milyon yeni kanser vakas1 ve 9,6
milyon kansere bagli 6liim vakast meydana gelmistir. 2040 yilina kadar tahmini
olarak %50 artigla her yil 27 milyon yeni kanser vakasinin meydana gelmesi
ongoriilmektedir (Wild CP ve ark., 2020). Kanser olgularindaki bu hizli biiyiimenin
bireyi, toplumu, saglik sistemlerini; fiziksel, duygusal ve finansal agidan zorlayarak
biiyiik 6l¢iide krize neden olabilecegi 6ngoriilmektedir (World Health Organization,
2020).

Piirin yapist timor hiicresinin biyokimyasal bilesenlerinden olup, timor hiicre
biiylimesini dogrudan etkileyen kimyasal yapilardir. Kanser kemoterapisinde
kullanilan piirin tiirevi ilaglar kanser hiicresinin DNA sentezini engelleme veya
hiicresel fonksiyonlarin1 bozma yoluyla etkisini gosterir ve hiicreyr oldiiriir
(Vardanyan ve Hruby, 2016). Kanser tedavisinde kullanilan en eski piirin tiirevleri
FDA tarafindan 1953 yilinda onaylanan 6-merkaptopiirin (Sekil 1.1) ve 1966 yilinda
onaylanan 6-tiyoguanin (Sekil 1.1)’dir (Abraham ve Denny, 2010). Her iki bilesik de

hiicreye kolayca girer, de novo piirin sentezini inhibe eder ve DNA'ya yanlig



baglanan aktif formlara hiicre i¢cinde metabolize edilir. Bu bilesikler bagirsaktan

oldukga iyi emilir ve genellikle oral yoldan kullanilirlar (Lind, 2020).
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Sekil 1.1. Antikanser piirin tiirevleri

Piirin niikleozit analoglar1 (PNA), giicli immiin baskilayict ozellikleri ile
kanser kemoterapisinde yer alan Onemli ilag gruplarindan biridir. Bu grup
bilesiklerden Fludarabin ve Kladribin (Sekil 1.2), ozellikle alkilleyici bilesiklere
yanit vermeyen kronik B-hiicreli lenfositik I0semili hastalarin tedavisinde
kullanilmak tizere FDA tarafindan onaylanmistir. Diger piirin niikleozitlerinden
Klofarabin, pediyatrik hastalarda tekrarlayan ya da diger tedavilere yanit vermeyen
akut lenfoblastik 16semi (ALL) tedavisi amaciyla 2004 yilinda, nelarabin ise 2005
yilinda T-hiicreli ALL ve tekrarlayan ya da tedavi takibiyle yanit alinamayan T-
hiicreli lenfoblastik lenfoma hastaliklarinin tedavisi i¢cin onaylanmistir. Pentostatin de
diger bilesikler gibi kronik/akut 16semi i¢in endikasyona sahiptir (Chabner ve Longo,
2019). Forodesin (Immucillin H, BCX-1777) ise B ve T hiicreli 16semi hastalarinin
tedavisi i¢in faz II klinik calismalara tabi tutulan bir diger ilagtir (Avendafio ve
Menéndez, 2015). Forodesin ve 8-Kloroadenozin halen gelistirme asamasinda olan
ilaglardir. Bu smiftaki bilesikler yapisal olarak adenozin veya guanozin’e benzerlik
gosterip, antitimor aktiviteleri lizerinde farklilik yaratan farkli metabolik 6zelliklere
sahiptirler (Vardanyan ve Hruby, 2016). Forodesin, insan, fare, sigan, maymun ve
kopek dahil gesitli tiirlerde ICsp = 0.48 - 1.57 nM arasinda degisen degerlerle etkili
olan giiclii bir piirin niikleozit fosforilaz (PNP) inhibitoriidiir. Piirin niikleozit
fosforilaz eksikligi olan hastalar, 6zellikle g¢ocuklar, selektif T-hiicreli immiin
yetersizligi gosterirler. PNP inhibitorleri potansiyel T-hiicreli segici immunosupresif
bilesikler olarak tedavide ilgi ¢ekici bir ilag grubudur. Oral yoldan aktif olan
Forodesin bilesigi model alinarak gesitli T-hiicreli bozukluklarda kullanilabilecek
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yeni bir smif segici immunosupresif bilesikler sentezlenmesi hedeflenmektedir
(Bantia ve ark., 2001). 8-Kloroadenozin ile yapilan galismalar, bilesigin g¢esitli solid
tiimorlere ve hematolojik malignitelere karsi in vitro, kronik lemfositik 16semi
hastalarinda Faz I klinik caligmalarinda uygun farmakokinetik ve farmakodinamik
profil ile in vivo etkinligi oldugunu gostermistir. 8-Kloroadenozin, AML
hiicrelerinde doza bagimli olarak RNA sentezini %20-80 arasinda inhibe eder ve
AML tedavisinde kullanilan diger niikleozit analoglarina goére adenozin kinaz ve
onlarin trifosfat tiirevleri ile metabolize edilir. Yapilan klinik caligmalarda 8-
Kloroadenozin’in AML hiicrelerini 72 saatlik tedavinin ardindan ICsp = 0.2 — 1.4

uM degeri ile inhibe ettigi bulunmustur (Buettner ve ark., 2015).
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Sekil 1.2. Antikanser aktivite gosteren bazi piirin niikleozit analoglar

Heat Shock Proteinleri (Hsp), stres ve hiicre hasarina karsi hiicreyi koruyan,
hiicre antioksidan sistemlerinin ayrilmaz bir pargast olan protein grubudur
(Venojérvi, Oksala, Kinnunen ve Atalay, 2013). Hsp’ler, hiicrelerin normal
isilarindan  daha yiliksek 1silara maruz kalmalar1t sonucunda {iretilen spesifik
proteinlerdir. Hiicresel stres ya da zararli kimyasallara maruziyet sonucunda da

uretilebilen Hsp’lere stres proteinleri de denir. Is1 artisim1 takiben bu proteinleri
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kodlayan genlerin indiiklenmesi ile sentezlenirler (Miller, 2001). Hsp ailesi; Hsp27,
Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90 ve biiyliik molekiil agirlikli Hsp'ler olmak iizere

molekiiler agirliklarina gore gruplandirilirlar (Wu ve ark., 2017).

Proteinlerin dogru zamanda dogru sekilde katlanmalar1 hiicresel faaliyetler
acisindan Onemlidir. Proteinlerin katlanip ii¢ boyutlu hale gelmesini saglayan
proteinlere saperonlar denir. Saperonlar, proteinlerin hedeflerine ulasmadan yanlig
zamanda katlanmasin1 engelleyerek hedefe ulastiginda katlanmalarin1 saglarlar,
yanlig katlanan (misfolding) proteinleri diizeltirler ve diizeltilmesi miimkiin olmayan
proteinlerin ise par¢alanip uzaklastirilmasini saglarlar. Saperonlar ayn1 zamanda stres
uyaranlarina cevap olarak da iretilirler. Hsp’ler, yiiksek 1siya karsi iretilen
saperonlardir ( Fink, 1999).

Hsp70 proteinleri normal kosullar altinda, yeni sentezlenen polipeptitlerin
katlanmasina, coklu protein komplekslerinin birlestirilmesine ve proteinlerin
hiicresel zarlar boyunca tasinmasma yardimci olan ATP-bagimli molekiiler
saperonlar olarak islev goriir. Peptid baglanma bolgesi (PBD) ve ATPaz bolgesi
(ABD) olmak tizere iki fonksiyonel bolgesi vardir. PBD, substratlarin baglanma ve
yeniden katlanmasindan sorumlu bir karboksil terminali; ABD ise ATP hidrolizinden
sonra alict proteinin salinmasini kolaylastiran bir amino terminalidir. HSp70’in
yiiksek ekspesyonu, bir¢ok kanser hiicresinin yasamasi i¢in gereklidir. Yapilan klinik
caligmalar Hsp70’in kanserde kotii bir prognoz faktorii oldugunu gostermektedir
(Jego, Hazoumé, Seigneuric ve Garrido, 2013). Hsp70, protein substratlarina
baglanarak stres kosullar1 diizelinceye kadar bu proteinleri denatiirasyon veya
agregasyona kars1 stabilize eder (Christopher G. Evans, Lyra Chang ve Gestwicki,
2010).

Hsp70, 7 ile 8 amino asidin uzunlugunu tanir, katlanmamis protein zincirlerinin
acikta kalan hidrofobik bolgelerine baglanabilir. Substrat proteinlerinin baglanmasi
ve salinmasi ile iliskili sekil degisikliklerine enerji saglamak amaciyla ATP'yi bir

enerji kaynag olarak baglar ve kullanir (Miller, 2001).



Steroid hormon reseptorleri (progesteron ve androjen reseptorii), protein
kinazlar (ERB-B2, BCR-ABL, c-RAF-1, AKT/PKB ve CDK4), mutant p53 ve
telomeraz ters transkriptazlar kanser i¢in Onemli substrat proteinlerdendir. Bu
substrat proteinlerin Hsp90 ile stabilizasyonu ve diizenlenmesi, ATP'nin Hsp90 N
terminaline baglanmasina ve hidrolizine baghdir. Bu aktivitenin inhibisyonu, substrat
proteinlerinin ubikitin proteazom yolag1 tarafindan bozulmasina yol acar (Banerji ve
ark., 2005). Hsp70 proteinlerine benzer sekilde Hsp90 proteinleri de; p53, Akt, Raf-
1, JNK gibi ¢esitli apoptozis faktorlerini diizenleyerek apoptozis lizerinde 6nemli bir

rol oynar (Saini ve Sharma, 2017).

Hsp90 proteinleri hedeflenerek sentezlenen piirin yapidaki PU3 (Sekil 1.3.)
bilesiginin, meme kanser hiicrelerinde G1’in biiylimesini ve Her2, Rafl ve dstrojen
reseptorliniin par¢alanmasini durdurarak etki ettigi gézlemlenmistir. Hsp90’a diisiik
affiniteyle baglanan bilesigin ICsy degeri yiiksek olmasindan dolayi klinikte kullanim
yeri bulamamustir. Daha aktif bilesikler elde etmek igin PU3 bilesiginden hareketle
sentezlenen bilesiklerden PU24FCl bilesiginin Her2’yi par¢alamada PU3’e gore 30
kat daha gii¢lii oldugu yapilan in vivo deneyler ile ispatlanmistir (ICso = 1-2 uM)
(Chiosis ve ark., 2003; Vilechik ve ark., 2004).
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Sekil 1.3. Piirin yapidaki bazi Hsp90 inhibitorleri

Tirozin protein kinazlar, kanser kemoterapisinde hedef alinabilecek bir diger
protein grubudur. Yapilan ¢alismalarda tiimorlii hiicrelerde bu proteinlerin sentezinin
arttigi goriilmistir (Paul ve ark., 2004). Bu amagla sentezlenen Src kinaz (non-

reseptor protein tirozin kinaz) inhibitorii bilesiklerin iskelet metastazli kanserlerde ve



kemik kaybina sebep olan osteoporoz gibi hastaliklarda kullanilabilecegi

Ongorilmiistiir (Wang ve ark., 2003).

Src inhibitorii piirin yapidaki NVP-AAK980 (Sekil 1.4) ile yapilan in vitro
calismalarla kolon kanser hiicrelerine karsi 5-Fluorourasil’e benzer antikanser
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Rucci ve ark., 2008). Yine piirin yapidaki
AP23464 (Sekil 1.4) *iin hem Src hem de Abl tirozin kinaz enzim inhibitorii oldugu
ve KML (kronik myeloid 16semi) hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi goriilmiistiir.
Klinik oncesi yapilan ¢alismalarda insan myeloid hiicrelerinde giiglii bir Src kinaz
inhibitorii olan PP1 ile kiyaslandiginda tiimor hiicrelerinin yayilmasini 6nlemede

daha etkili oldugu goriilmistiir (Legraverend ve ark., 2006).

N W\l OH
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Sekil 1.4. Piirin yapidaki baz1 Src inhibitorleri

Siklin bagimli kinazlar (Cdk) hayati hiicresel fonksiyonlart diizenleyen
proteinlerdir. Apoptozisi de diizenleyen bu proteinlerin, kanserli hiicrelerde
islevlerini yitirdiginin goriilmesi lizerine Cdk inhibitdrlerinin kanser kemoterapisinde
kullanilabilecegi fikri ortaya c¢ikmistir. Bu inhibitorler, kanserli hiicrelerin
bolinmesini G1 ya da G2/M asamalarinda durdurarak hiicre ¢ogalmasini
engellerken, normal hiicrelerin apoptozisten korunmasini sagladiklar1 goriilmiistir.
Timor hiicrelerinin selektif inhibisyonunu saglayan bu ilag grubunun, ayn1 zamanda
saglikli hiicreleri kemoterapinin yarattigi olumsuz etkilerden de korumak {izere
kullanilabilecegi dusiiniilmiistiir (Knockaert ve ark., 2002). Bu amagla sentezlenen
2,6,9-trisiibstitiie piirin tiirevlerinden Roskovitin’in Olomusin (Sekil 1.5) ‘e gore on

kat daha etkili oldugu goriilmiistiir (De Azevedo ve ark., 1997).
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Sekil 1.5. Piirin yapidaki bazi Cdk inhibitdrleri

Tiim diinyada goriilen kanser olgularindaki hizli biiytimenin bireyi, toplumu ve
saglik sistemlerini; fiziksel, duygusal ve finansal agidan zorlayarak biiyiikk Slgiide
krize neden olabilecegi dngoriilmektedir. Bu alanda yapilan ¢aligmalarin fazlaliginin
yant sira halen kesin olarak basarili bir tedavi bulunamamistir. Etkili bulunan bir¢ok
bilesigin toksik etkilerinin fazla olmasi antikanser tedavideki en biiyiik
zorluklardandir. Tim bu bilgiler 1s181nda, selektif sitotoksik etkili ve genel toksisitesi

bulunmayan antikanser etkili bilesiklerin sentezlenmesi amaglanmaktadir.

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda 6-(4-siibstitiie fenil amino)-8,9-difenil-piirin
ve 6,9-(4-siibstitiie difenil)-8-[5-(4-klorofenil)-1,2-oksazol/4-siibstitiie fenil] piirin
tirevlerinin (Sekil 1.6) sentezi, sitotoksik aktivitelerinin in vitro olarak MCF7 meme,
HepG2 karaciger, PC3 prostat ve K562 kronik myeloid 16semi hiicre hatlarinda test
edilmesi, etki mekanizmalarinin belirlenmesi, kanser hiicresi ve apotoziste onemli
olan Hsp70 ve Hsp90 proteinleri lizerinde inhibitdr aktivitelerinin ve bu proteinler ile
docking caligmalarinin yapilmasi hedeflenmistir. Hsp apoptozu engelledigi igin
kanser hiicrelerinin en 6nemli silaht haline gelmistir. Bu nedenle Hsp inhibitorleri
antikanser aktivite calismalarinda c¢ok calisilan molekiiller olarak goriilmektedir.
Daha sonraki agamada ise en aktif tiirev {izerinden gidilerek etki mekanizmasinin

belirlenmesi i¢in ¢aligmalarin yiiriitilmesi amaglanmistir.
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Sekil 1.6. Sentezlenen piirin tlirevleri

1.1. Piirinlerin Tarihcesi

Piirinler, yapisinda pirimidin ve imidazol halkalarin1 iceren dogada en ¢ok
bulunan N-heterosiklik yapidaki bilesiklerdendir. Piirin yapisinda Kkesfedilen ilk
bilesik safra taslarindan izole edilen iirik asit (Sekil 1.7)’dir. 1844 yilinda Alman
Kimyager Emil Fischer, Latince purum uricum soézciigiinden tiireterek bu yapiya

piirin ismini vermistir (Rosemeyer, 2004).
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Sekil 1.7. Urik asit


http://tr.wikipedia.org/wiki/Emil_Fischer

Piirin yapis1 1830’1u yillarda sentetik olarak sentezlenmeye calisilsa da basarili
olunamamistir. Piirin halkasinin ilk sentezi, halkaya ismini veren Emil Fischer

tarafindan 1898 yilinda gercgeklestirilmistir (Olsson, 2003; Rosemeyer, 2004).

Piirin yapisinin sentezi i¢in ilk olarak iirik asidi sentezleyen Fischer, iirik
asitten hareketle oncelikle piirin halkasin1 daha sonra teofilin, kafein ve guanin
halkalarin1 (Sekil 1.8) sentezlemis; adenin, ksantin, kafein, {irik asit ve guanin dogal
maddelerinin piirin ana yapisinin farkli hidroksil ve amino tiirevlerine karsilik
geldigini gostermistir. Yaptigi bu ¢alisma ile piirinin insan metabolizmasindaki son
parcalanma triiniiniin iirik asit oldugunu ispatlayarak, 1902 yilinda kimya dalinda

Nobel odiilii kazanmistir (Legraverend ve Grierson, 2006; Olsson, 2003).
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Sekil 1.8. Piirin halkasi tagiyan bazi yapilar

Pilirin sentez semasinda baslangic maddesi olan {irik asit 6nce PCls ile
reaksiyona sokularak 2,6,8-trikloro-piirin elde edilmis ve ardindan HI/PHy4l’iin
reaksiyona ilave edilmesiyle 2,6-diiyodopiirin sentezlenmistir. 2,6-Diiyodopiirin’in
cinko tuzu ile muamelesi sonucunda piirin (Sekil 1.9) yapisi elde edilmistir. Piirin
halkasinin TUPAC adlandirilmas1  imidazo[4,5-d]pirimidin  olarak yapilmistir
(Rosemeyer, 2004).


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Fosfonyum_tuzu&action=edit&redlink=1
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Sekil 1.9. Piirin sentezi

1928 Yilinda, Levene ve London tarafindan guanin, hipoksantin, timin ve
sitozin niikleozitleri izole ederek DNA yapisinda deoksiriboz sekerinin oldugu
bulunmustur. Levene’nin niikleik asitlerin yapist ile ilgili devam ettigi ¢alismalar
sonucunda AMP (adenozin monofosfat) niikleozit yapisinin (Sekil 1.10) adenin,
seker ve fosfat gruplarindan olustugunu kanitlanmistir (Levene ve London, 1929;
Olsson, 2003).
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Sekil 1.10. Adenozin monofosfat ve Adenozin Kimyasal Yapilari

Piirin ve pirimidin yapilarinin niikleik asitlerin biyosentez yolagindaki rollerini
aragtirmak lizere ¢aligmalar yapan Hitchings ve ark., piirin yapisinin niikleik asitlerin
temel yap1 tasi olmasi ve hiicre ¢ogalmasinda niikleik asitlerin 6nemini goz Oniinde
bulundurarak, piirin antagonistlerinin hiicre ¢ogalmasini engelleyecegi ve kanser
hiicrelerinin de ¢ogalmasin1 engelleyecegi diistincesiyle ilk sitotoksik piirin

bilesiklerini sentezlemislerdir (Burchenall ve ark., 1953).

1960’1 Yillarda, adenozin’in hipoksi koroner vazodilatasyona sebep oldugu
kesfedilmistir. 1985 Yilinda ise, adenozin’in doku korunmasinda biiyiik bir roli
oldugu ve enflamatuar hiicrelerin aktivasyonunu degistirdigi bulunmustur (Berne,
1963; Cronstein ve ark., 1985).
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ATP, kimyasal enerjinin %95'nin depolandig1 piirin yapidaki 6nemli
molekiillerden biridir. Sayisiz reaksiyonu tetikleyen ATP molekiilii, ikincil ulak olan
cAMP'nin olusum reaksiyonlarinda da yer alir. cAMP transkripsiyon, hiicre
potasyum miktarinin ayarlanmasi, protein kinazlarin aktivasyonu gibi birgok

metabolik olayda gorev alan sinyal iletim molekiillerinden biridir.

Hiicre yasamsal faaliyetlerini diizenleyen niikleik asitler DNA ve RNA da
yapilarinda piirin halkasini tasirlar. Hiicreler arasi elektron transferi yapan koenzim
bilesiklerinden NAD" (nikotinamid adenin diniikleotit) ve FAD (flavin adenin
diniikleotit) de yapisinda piirin sistemini tasir (Abd-Elfattah ve ark. 1996;
Rosemeyer, 2004).

1.2. Piirin’lerin Yapisi

Piirin, pirimidin ve imidazol halkalarinin kaynasmasiyla olusan bisiklik
yapidaki halka sistemidir. Piirin halkasinin elektronlar1 biiyiik olgiide delokalize
haldedir. Halka protonu molekiiliin durumu ve bulundugu ortama gore halkadaki dort
azot atomundan herhangi birine baglanip farkli pozisyonlarda bulunabilir. Piirin ve
tiirevleri cogunlukla 9H formunda gosteriliyor olsa da bu protonun halkadaki farkli
pozisyonlari, farkli tautomerik formlara yol acar. Piirin halkasinin rezonans limit
formiillerine bakilarak (Sekil 1.11) 2, 6 ve 8. konumlardan niikleofilik gruplarin; 3.
ve 7. konumlart iizerinden de elektrofillerin atagina agik oldugu soylenebilir (Shaw,
1984; Ouellette ve Rawn, 2018).

- - AN AN
Eﬁ> — ﬁ> — 1@3 — L

Sekil 1.11. Piirin halkasi rezonans limit formiilleri
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1.3. Piirin Tiirevlerinin Biyolojik Aktiviteleri

Piirin yapidaki bilesiklerin HspP70, Hsp90, Src kinaz, p38a MAP kinaz,
stilfotransferazlar, fosfodiesterazlar ve CDK’larin inhibitérleri oldugu gibi; interferon
inhibitorleri, adenozin reseptoér agonist ve antagonistleri, kortikotropin salgilatici
hormon reseptdr ligandlari olarak da tedavide kullanim alanlar1 vardir ve biyolojideki
bu uygulamalarin heniiz kesfedilmemis bir¢ok yonii bulunmaktadir (Legraverend ve
Grierson, 2006). Piirin analoglarinin sitotoksik, antiprotozoal, antimikobakteriyel,

antifungal, antibakteriyel ve antiviral biyolojik aktivite gosterdikleri bilinmektedir

(Dinesh ve ark., 2012).

1.3.1. Antikanser Etkili Piirin Tiirevleri

Tiim diinya tizerinde yillardir etkisini gdsteren kanser, genetikle gelen ve ¢esitli
karsinojen maddelerin tetiklemesiyle birlikte hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir
sekilde cogalip biiylimesi olarak ifade edilen en 6nemli saglik problemlerinin basinda
gelmektedir. Karsinojen bilesiklerin DNA’ya tutulmasi sonrasinda DNA
replikasyonunda hatali eslesme ve dolayisiyla hiicrenin farklilagsmasi durumu

gerceklesmis olur (Abraham, 2003).

Ik sitotoksik etki gdsteren piirin analogu 8-azaguanin (Sekil 1.12), Roblin
tarafindan 1945 yilinda sentezlenmistir. Yapilan in vivo deneyler sonucu ilacin kot
farmakodinamik 6zellik gosterdigi goriilmiistiir ve bu yiizden klinikte kullanim alanm
bulamamistir. 1962 yilinda Hall ve ark. tarafindan yapilan caligmalarda, 8-
azaguanin’in bas ve boyun bélgesindeki kiiciik infiizyonlarla ilerleyen tiimorlerde

etkili oldugu bulunmustur (Roblin ve ark, 1945; Sartorelli ve Johns, 1975).
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Sekil 1.12. 8-Azaguanin Yapisi

Kanser tedavisinde kullanilan ilk piirin tiirevi bilesikler 1953 yilinda
sentezlenen 6-merkaptopiirin (Sekil 1.13) ve 1966 yilinda sentezlenen 6-tiyoguanin
(Sekil 1.13) “dir (Abraham, 2003). 6-merkaptopiirin, FDA tarafindan ¢ocukluk ¢ag1
l16semisinin erken tedavisinde kullanilmak ftizere onay almistir. Yetigkinler ve
cocuklarda akut lenfoblastik losemi (ALL) tedavisinde birincil tedavi olarak

kullanilmaya devam edilmektedir.

6-Tiyoguanin; akut lenfolastik 16semi (ALL), akut myeloid 16semi (AML) ve
kronik myeloid l6semi (CML) tedavilerinde yillardir kullanilan piirin analogu

antikanser bir bilesiktir.

S S
N HN N
HN \
o D s
X N
N ” HoN N H
6-Merkaptopiirin 6-Tiyoguanin

Sekil 1.13. 6-Merkaptopiirin ve 6-Tiyoguanin Kimyasal Yapilari

Antikanser etkili pilirin analoglarinin kesfi ve tedavide kullanim1 1991 yilinda
Fludarabin (Sekil 1.14) ve 1992 yilinda Kladribin (Sekil 1.15) ile devam etmistir
(Abraham, 2003). Adenozin monofosfat analogu olan Fludarabin, kronik lenfositik
16semi’nin (CLL) birinci basamak tedavisinde, kemik iligi transplantasyonunda ve

nadiren de tekrarlayan B hiicreli lenfomalar i¢in kullanilir.
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Sekil 1.14. Fludarabin

Kladribin (Sekil 1.15); lenfoproliferatif hastaliklarda, 6zellikle tiiylii hiicreli
16semisi tedavisinde, ¢ocukluk cagi l6semisi ve multipl skleroz tedavilerinde
kullanilan antineoplastik aktivitede olan piirin niikleozit analogudur. Kronik
lenfositik 16semi, non-Hodgkin lenfomalar, kutandz T hiicreli lenfomali hastalar da

Kladribin tedavisine yanit vermistir.

Cl N N
HO—~_O

HO

Sekil 1.15. Kladribin

Klofarabin (Sekil 1.16); Fludarabin veya Kladribin’den potansiyel olarak daha
Iyi aktiviteye sahip bir piirin niikleozit analogudur. Kladribin kimyasal yapisinda
bulunan 2-kloro adenozin iskeleti, Klofarabin yapisinda da bulunur; bu sayede
molekiiliin  Adenozin Deaminaz tarafindan inaktive edilmekten korundugu
diisiiblilmektedir. Ayn1 zamanda, 2' konumunda, aktiviteyi artirdigi diisliniilen bir
flor atomu tasir. Klofarabin, once en az iki baska kemoterapi tedavisinin
uygulanmas1 kosuluyla, tekrarlayan veya tedavisi giic ALL'li pediyatrik hastalarin
tedavisi i¢in 2004 yilinda FDA tarafindan onaylanmistir. AML’ye karsi, sitarabin ile

kombine halde kullanimi 6nerilmektedir.
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Sekil 1.16. Klofarabin

Nelarabin (Sekil 1.17), 2005 yilinda FDA tarafindan onaylanmis piirin
analogudur. En az iki kemoterapi tedavisinden sonra yanit vermeyen veya
tekrarlayan T-hiicreli akut 16semi (T-ALL) ve T-hiicreli lenfoblastik lenfoma (T-
LBL) hastalarinin tedavisinde kullanilir. FDA tarafindan sadece T-ALL ve T-LBL
tedavilerinde onaylanmistir, tedavide yanit oranlar1 distiktiir (%23 pediatrik ve %31

yetigkin hastalar) (Chabner ve Longo, 2019).

OCH;
NN
JI\ t~ N\>

HoN™ N

HO-~_©O
HO
HO

Sekil 1.17. Nelarabin

Forodesin (Immucilin H) (Sekil 1.18), T-hiicreli akut lenfoblastik 16semi (T-
ALL) ve kiitanoz T-hiicre lenfomada kullanilan piirin niikleozit fosforilaz (PNP)

inhibitériidiir (Robak, 2013).

0
H
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N
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Sekil 1.18. Forodesin
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8-Kloroadenozin (Sekil 1.19), ¢esitli solid tiimdrlere ve hematolojik
malignitelere kars1 ve kronik lenfositik 16semi hastalarin tedavisinde kullanilir. 8-
Kloroadenozin, AML hiicrelerinde doza bagimli olarak RNA sentezini %20-80

arasinda inhibe ederek etkisini gdsterir (Buettner ve ark., 2015).

NH,
NN

S

N
0]

Ho  OH

Sekil 1.19. 8-Kloroadenozin

Guadesitabin (SGI-110) (Sekil 1.20), desitabin’in 6n ilac1 olan diniikleotit
yapidaki antikanser bilesiktir. Deaminasyona karsi direngsiz olan desitabin’in aksine
guadesitabin, CDA tarafindan inhibasyona olduk¢a dayaniklidir. MDS/AML
hastaliginda Faz I/II ve III ¢aligmalari, ¢esitli solid timoérlerde ise Faz I/I ¢alismalari

devam etmektedir (Yoo ve ark., 2007)
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Sekil 1.20. SGI-110

Hocek ve ark., 6,9-dislibstitiie piirin tiirevleri (Sekil 1.21) sentezlemisler ve
ICs0 degeri 0,25 — 8,3 uM arasinda degisen bilesikler elde etmislerdir. 6. konumdaki
fenil halkasinin 4. konumundaki R; siibstitiisyonu ile aktivitede artmaya, 3. konumda

yapilan R, siibstitiisyonlarin ise aktivitede azalmaya neden oldugu belirlenmistir

(Hocek ve ark., 2000).
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Sekil 1.21. 6-(2,3,4-Siibstitiie fenil)piirin riboniikleozit tiirevleri

Mohan ve ark., C5’-N-siklopropilkarboksamido-C6-amino-C2-alkillenmis
purin niikleozit analoglar1 (Sekil 1.22) iizerine c¢alismiglar ve meme kanser hiicre
hatt1t MDA-MB-231 ve kolon kanser hiicre hattt Caco-2’ye karsi sirasiyla 6,8 uM —
23,4 uM ve 7.5 uM — 20,9 uM ICsg degerlerini elde etmislerdir (Mohan ve ark.,
2017).

NH,
N
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0 —
N
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Ho  OH
Sekil 1.22. C5’-N-Siklopropilkarboksamido-C6-amino-C2-alkillenmis piirin niikleozit tiirevleri

Tungbilek ve ark., cesitli 6-(4-siibstitiie fenil piperazin)piirin niikleozit
tiirevlerinin (Sekil 1.23) sentezi lizerinde ¢alismislar, fenil halkasinin 4. konumunda -
CF;3 siibstitlienti tasiyan bilesik i¢in Huh7 (karaciger), HCT116 (kolon) ve MCF7
(meme) kanser hiicre hatlarina kars1 sirasiyla 6,7 uM, 7,5 uM ve 7,8 uM ICsp
degerlerini elde etmistir. Ayrica, piirin halkasinin 2. konumunda klor atomu tasiyan
bilesik kanser hiicre hatlarinda sirasiyla 2 uM, 1 uM ve 4 uM ICso degerleri ile
sitotoksik aktivite gostermistir (Tuncbilek ve ark. 2018).
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Sekil 1.23. 2-Siibstitiie-6-[(4-(4-triflorometil)fenil)piperazin-1-il] -9-(8-D-ribofuranozil)piirin

Tungbilek ve ark., 6-siibstitiie amino-9-(#-D-ribofuranozil)piirin analoglari
(Sekil 1.24) iizerinde ¢alismislar ve sentezlenen tiirevler arasinda piirin halkasinin 6.
konumunda (2-siklohekzeniletil)amino tastyan bilesik i¢in insan kolon kanser hiicre
hatt1t HCT116 ve insan meme kanser hiicre hatt1t MCF7’ye karsi sirasiyla 6 uM ve 3
uM ICsq degerlerini elde etmistir (Tuncbilek ve ark. 2018).

oA

N | N/)
HO fe)
Ho  OH

Sekil 1.24. 6-(2-Siklohekzeniletil)amino-9-(f-D-ribofuranozil )piirin

Zhang ve ark.,, yeni baz1 2,6,9-trisiibstitiie piirin tiirevleri (Sekil 1.25)
sentezlemis ve tlirevlerin tiibiilin polimerizasyon inhibitorleri  olduklarinm
kanitlamislardir. Bu yeni tiirevler, kolorektal karsinom hiicre hatlarinda yapilan
aktivite testlerinde, 44.5 ile 135.5 nM arasinda degisen 1Csp degerleriyle antitimor
aktivite gostermislerdir (Zhang ve ark., 2019).
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5a: Y=N, R;=2-Pr, R,=6-(piperazin-1-il)

HN™ ™S 5b: Y=N, R,=3-pentil, Ry=6-(piperazin-1-il)
= 5c: Y=N, R;=siklopentil, R,=6-(piperazin-1-il)
O 5d: Y=C, R;=H, R,=4-OCF,

Se: Y=C, R,=H, R,=2-F
5f: Y=C, R;=H, R,=4-morfolino
5g: Y=C, R;=H, R,=3-morfolino

HN
N)j:N\
| > 5h: Y=C, R,=H, R,=4-morfolinometil
= N~ N 5i: Y=C, R,=H, Ry=4-(4-metilpiperazin-1-il)
Ra ~ | Ry 5j: Y=N, R;=H, R,=6-(4-metilpiperazin-1-il)
Y 5k: Y=N, R,=H, R,=6-(piperazin-1-il)

5a-5k

Sekil 1.25. 2,6,9-Tristibstitiie piirin tiirevleri

1.3.1.1. Hsp Inhibitérii Piirin Tiirevleri

Hsp’ler, etkilerini 1s1 soku veya diger stres faktorleri tarafindan indiiklenerek
gosteren, polipeptid zincirlerinin katlanmasinda gorev alan genis bir protein ailesidir
(Wu ve digerleri, 2017). Stres faktorlerine maruz kalindiginda protein yapisint ve
fonksiyonunu korurlar (Wu ve digerleri, 2017). Kismen katlanmamis proteinlerin
coziinmeyen kompleksler olusturmak iizere birikmesini de onleyen Hsp’ler, bu
ozellikleri ile molekiiler saperon olarak da anilirlar (Miller, 2001). Hsp’ler molekiil
agirliklarina gére Hsp27, Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90 ve biiyiik Hsp'ler seklinde

gruplandirilir.

Hsp'ler hiicresel ¢ogalma, farklilasma ve karsinogenezde 6nemli roller oynar.
Anjiyogenez, hiicre proliferasyonu, migrasyon, invazyon ve metastazin
diizenlenmesi yoluyla karsinogenezde de 6nemli rolleri bulunur. Hsp'ler ayrica bazi
antikanser ilaglara kars1 direnci ve apoptozu da diizenler. Bunlara ek olarak Hsp'ler,
terapotik hedefler oldugu gibi kanser teshis ve prognozu i¢in biyobelirte¢ olarak da

potansiyel klinik kullanima sahiptir.
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Hsp70 ve Hsp90 proteinleri, kanserdeki 6nemli rolleri g6z oniine alinarak diger
Hsp’lere gore daha yaygin incelenmistir. Hsp70'in artan ekspresyonu, meme,
akciger, yumurtalik, kolorektal ve pankreatik kanserler ve glioblastom dahil olmak
lizere ¢esitli kanserler i¢in zayif bir prognostik belirteg olarak gosterilmistir.
Hsp90'n artan ekspresyonu, JAK2/STAT3, PIBK/AKT ve MAPK onkojenik protein
kinazlarin aktivasyonunu tesvik eder ve boylece kanser hiicre biiylimesini destekler
(Yun, Kim, Lim ve Lee, 2019). Hsp90 inhibitorleri preklinik ve klinik ¢alismalarda
yeni antikanser ajanlar olarak arastirilmistir. Biiyiik molekiil agirligina sahip Hsp'ler
agilarda kanser immiinoterapisi i¢in kullanilmaktadirlar. Hsp tyelerinin bir sinyal
aginda hiicresel fonksiyonlar1 diizenleme amaciyla birbirleriyle isbirligi yaptiklart
goriilmiistiir, bu durumun gozlenmesi farkli Hsp inhibitérlerinin kombine
kullanimiyla antikanser aktivitenin artabilecegi yoniinde ¢alismalara yon vermistir

(Wu ve digerleri, 2017).

1.3.1.1.1. Hsp70 ve Kanser

Hsp70; protein katlanmasi, protein homeostazinin diizenlenmesi ve yiiksek
stres etmenlerine maruziyetin ardindan hiicre sagkaliminin arttirilmasinda 6nemli
fonksiyonlart olan, HspA (Hsp70) genleri tarafindan kodlanan 13 iiyeli bir protein
ailesidir. Hsp70'ler, genellikle kanser hiicrelerinde anormal derecede yiiksek
seviyelerde bulunurlar. Timérle iliskili ekspresyonlari ve anti-apoptotik etkileri
nedeniyle hayatta kalma faktorleri olarak hareket ederek karsinogenezi tesvik
ederler. Yapilan baz1 c¢alismalar Hsp70'in kanser hiicrelerini TNF kaynakli
sitotoksisiteden korudugu ve bazi kanser hiicrelerinin onkojenik potansiyelini
immiinolojik ~ savunmadan  kacis  mekanizmasi  yoluyla  arttirabilecegini

gostermektedir (Jaattelal, Wissing, Bauer ve Li, 1992).

Tiim bu 6zellikleri goz 6niine alindiginda Hsp70'in antikanser tedavide ideal
bir hedef oldugu diistiniilmektedir. Birkag Hsp70 inhibitorii bilesik sitotoksik etkili
olarak bildirilmis olsa da in vivo c¢alismalarda ¢ok azi1 degerlendirilmistir. Etki

mekanizmasi kesin olarak bilinmeyen 15-deoksispergualin (Sekil 1.26), ayni
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zamanda zayif oral biyoyararlanim gostermesi sebebiyle de klinikte yaygin kullanimi
yoktur, parenteral olarak kullanilmaktadir (Sprangers, Pirenne, Mathieu ve Waer,
2019). Daha sonra yapilan ¢alismalarla PES-CI (Sekil 1.26), MKT-077 (Sekil 1.27)
ve Ver-155008 (Sekil 1.27) 'in Hsp70 inhibit6rii olarak énemli antikanser aktiviteye
sahip oldugu bildirilmistir. Bu bilesiklerden sadece PES-Cl’nin digerlerinin aksine
G2/M fazmi indiikleyebildigi bulunmustur (Lianos ve ark., 2015).
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Sekil 1.26. 15-Deoksispergualin ve PES-CI
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Sekil 1.27. MKT-077 ve Ver-155008

VER-155008, Hsp70 ailesinin giiglii bir inhibitoriidiir. VER-155008"in, BT474
insan meme tiimor hiicre hattinda apoptozu indiikledigi yapilan caligmalar sonucunda
bulunmusur. Bilesigin adenozin kismimnin, Hsp70/Bag-1 ATPaz bdlgesine baglanarak
ATP’nin adenozin kismina karsilik gelen protein etkilesimlerini benimsedigi yapilan
X 1g1m kristallografisi caligmalari ile goriilmiistiir. Insan meme ve kolon kanseri
hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda, VER-155008in Glsp = 5,3-14,4 uM araliginda
bu hiicrelerin ¢ogalmasini inhibe ettigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda HCT116 ve
BT474 hiicrelerinde Hsp90 substrat protein yikiminmi indiikledigi anlasilmistir
(Massey ve ark., 2010).
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Williamson ve ark. sentezledikleri 9-siistitiie adenozin tiirevlerinin (Sekil 1.28)
Hsp70 inhibisyon yoluyla antikanser aktivitelerini ve in silico molekiillerin proteine
baglanma deneylerini gerceklestirmislerdir. Sentezlenen tiirevlerden molekiil 2, 4 ve
12’nin Hsp70 proteinine diisiik Kq degerleri ile baglandig1 goriilmiistiir. Insan kolon
kanser hiicre hattinda (HCT116) yapilan aktivite ¢alismalarinda bilesik 4 ve 12°nin
sirasiyla 9.4 ve 0.5 uM 1Cs degerleri ile etki ettigi gortilmustir (Williamson ve ark.,,
2009)
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= Cl
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Sekil 1.28. 8,9-Disiibstitiie adenozin tiirevleri

1.3.1.1.2. Hsp90 ve kanser

Hsp90, ¢esitli sayidaki proteinlerin katlanmasina ve stabilizasyonuna yardimeci
olarak hiicre koruma ve bakiminda yer alan saperon molekiilleridir. Kinazlar gibi
kanser ve enflamasyonda onemli rol oynayan transkripsiyonel faktorler de dahil
olmak {tizere yaklasik 400 proteinin aktivitesinin Hsp90 saperon aktivitesine baglh
olmasi, kanser ve enflamasyon ile iliskili hastaliklarin tedavisi i¢in bu protein

ailesinin hedef alinmasina yol agmistir (Zhang ve ark., 2004).

Hsp90 homodimer yapida bir proteindir ve her monomer bir amino (N-)
terminali, bir orta bolge ve bir karboksi (C-) terminali icerir. N-terminali bir ATP
baglanma bolgesi; orta bolge, substrat proteinler ve ko-saperonlar i¢in baglanma
bolgesi; C-terminali de dimerizasyon alan1 ve Kko-saperonlar igin baglanma

bolgesidir. N-terminalinin Hsp90 inhibitorleri ile etkilesmesi, Hsp90’in katladigi
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proteinlerin pargalanmasina sebep oldugu yapilan caligmalarla kanitlanmistir

(Mcalpine, 2016).

Klinik ¢alismalarda Hsp90 inhibitorlerinin melanom, akut miyeloid 16semi,
kastrasyona direngli prostat kanseri, kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri ve
multipl miyelomda etkili sonuglari bulunmustur. Cok sayida ikinci kusak Hsp90
inhibitorii bilesigin bahsi gecen klinik calismalar1 yapilmis olsa da, bugiine kadar
FDA onayli higbir inhibitér veya Hsp90 inhibisyonunu belirlemek i¢in standart bir

test onaylanmamustir (Jhaveri ve ark., 2012).

Bilinen ilk Hsp90 inhibitorii Streptomyces hygroscopicus’dan izole edilen
Geldanamisin (Sekil 1.29)’dir. Bu dogal inhibitor madde Hsp90 aktivitesini,
saperonun Ve Ko-saperonun farkli fonksiyonel bolgelerine baglanarak inhibe eder.
Geldanamisin’in istenmeyen yan etkilerini azaltarak ve etkinligini arttirarak yeni
sentetik/yar1 sentetik HSp90 inhibitorleri sentezlenmeye calisilmistir. Herbimisin
(Sekil 1.29), Geldanamisin’den tiiretilerek sentezlenen Hsp90 inhibitorlerindendir.
Bu dogal bilesikler giiglii sitotoksik aktivite gostermelerine ragmen hepatotoksik
olduklar1 igin klinikte kullanilamamiglardir (Zhang ve ark., 2004; Neckers ve
Workman, 2012) Geldanamisin’den tiiretilen ve 1999 yilinda klinik ¢alismaya
katilan ilk Hsp90 inhibit6rii olan 17-AAG (Sekil 1.30), Hsp90’in N-terminaline
baglanmak icin ATP ile rekabet ederek etkisini gosterir (Banerji ve digerleri, 2005).

Geldanamisin Herbimisin

1.29. Geldanamisin ve Herbimisin
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17-AAG

Sekil 1.30. 17-AAG

Sentezlenen piirin yapidaki ilk aktif Hsp90 inhibitori bilesik PU3’tiir (Sekil
1.31). Hsp90’a diisiik afinite ile baglanan PU3, meme kanser hiicrelerinde Her2, Raf-
1 ve Ostrojen reseptoriiniin par¢alanmasini sagladigi ve G1’in  biiyiimesini
durdurdugu goriilmiistiir. Kanser hiicrelerini ICso = 50-75 puM ile inhibe eden PU3,
farmakokinetik oOzellikleri nedeni ile klinikte kullanim alani bulamamistir. Ancak

PU3 bilesiginden tiirevlendirilerek ¢ok sayida bilesik sentezlenmistir.
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Sekil 1.31. PU3

PU3 bilesiginde piirin halkasinin 9. konumundaki alkil siibstitiisyonunun
sitotoksik Ozelligi arttirdiginin belirlenmesi ilizerine, aynt konuma getirilen ¢esitli
stibstitiisyonlarla etkinin degisimi incelenmek istenmistir. Biitil zinciri yerine, pent-
4-inil veya 2-izopropoksi-etil zincirleri getirildiginde etkinin en yiiksek oldugu
belirlenmistir (ECsp = 1.5-1.7 uM). Ayn1 konuma getirilen aromatik halka yapisinin
antikanser aktiviteyi azalttigi goriilmiistiir. Piirin halkasinin 2. konumuna —F atomu

getirildiginde sitotoksik etkinin PU3’lin etkisine gore 2 kat fazla oldugu; alkoksi
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grubu veya -1 atomu getirildiginde ise etkinin azaldig1 goriilmiistiir (Chiosis ve ark.,
2003).

Yapilan galismalar sonucu edinilen tim bu bilgilere dayanarak sentezlenen
PU24FCl (Sekil 1.32) bilesigi ile yapilan in vivo deneylerde, bilesigin Her2’yi
parcalamada PU3’ten 30 kat daha gii¢lii oldugu (ICsp = 1-2 uM) ve meme kanser
hiicrelerini %72 oraninda azalttig1 gozlenmistir (Vilenchik ve ark., 2004).
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PU24FCl bilesiginde, piirin ve fenil halkalar1 arasindaki —CH; kopriisii yerine

Sekil 1.32. PU24FClI

—S atomu getirilmesi ile olusan 8-siilfonil adenin tiirevi bilesik (Sekil 1.33) daha

giiclii sitotoksik etki gdstermistir.

Sekil 1.33. 8-Siilfonil adenin tiirevi bilesik

Bahsedilen bu ii¢ bilesigin de oral biyoyararlanimlari ¢ok diisiik oldugundan
Klinikte oral kullanim sekli yoktur. Farmakokinetik 6zelliklerini iyilestirmek
amaciyla piirin halkasmin 9. konumundaki alkil zincirine primer/sekonder amin
grubu getirilmesiyle suda ¢oziiniirliigiin ve ayn1 zamanda sitotoksik aktivitenin de

arttig1 gorilmiistiir.
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Piirin halkasmin 9. konumunda tersiyer biitil bulunan (Sekil 1.34) (ICso = 0,14
uM) ve neopentilamin bulunan (Sekil 1.35) (ICso = 0,14 uM ) bilesiklerin meme
kanser hiicrelerinde Her2 proteinini parcaladiklari goriilmiistiir. Her iki bilesigin de
fosforik asit tuzlarinin suda ¢éztinme 6zellikleri iyidir. Yapilan in vivo deneylerde 9.
konumda neopentilamin grubu igeren bilesigin (Sekil 1.23) hasta farelere giinde 200
mg/kg dozlamasi ile 30 gilinlik uygulamasi sonucunda, tiimor hiicre ¢ogalmasinin

%70 oraninda inhibe oldugu goriilmiistiir (Biamonte ve ark., 2006).

Sekil 1.34. 6-Amino- 8-(2-iyodo-5-metoksifeniltiyo)-9-[3-(tert-butilamino)propil)-9H-piirin
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Sekil 1.35. 6-Amino- 8-(2-iyodo-5-metoksifeniltiyo)-9-[2-(neopentilamino)etil]-9H-piirin

MPC-3100 (Sekil 1.36), Faz I klinik ¢alismalarin1 basariyla tamamlayan piirin
yapidaki sentetik Hsp90 inhibitoriidiir. Yapilan klinik ¢alismalar ile bilesigin yetersiz
¢cozliniirlik ozellikleri ve formiilasyon sorunlari oldugu goriilmiis ve klinikte
kullanim alan1 olabilmesi icin bilesigin suda ¢oziiniir bir 6n ilacinin gelistirilmesi

tasarlanmistir (Kim ve ark., 2015).
MPC-3100 bilesigi ile yapilan Faz I ¢aligmalarinda tedavisi gii¢ ve tekrarlayan

kanserli hastalarda 28 giinliik bir déngiide 21 giin boyunca 50, 100, 165 mg/m? oral
MPC-3100 dozu degerlendirilmistir. Zayif biyoyararlanim 6zelliklerine ragmen etkili
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inhibisyon aktivitesi olan MPC-3100"un (ICso = 0,14 uM) 6n ilac1 olarak MPC-0767
(Sekil 1.36) gelistirilmistir (Jhaveri ve ark., 2012)
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Sekil 1.36. MPC-3100 ve MPC-0767

PU-H71 (Sekil 1.37); solid tiimorleri, lenfoma ve miyeloproliferatif
bozukluklar1 olan hastalarda Faz 1 klinik calismalar1 ile degerlendirilen Hsp90
inhibitoriidiir. Usmani ve ark. (2010), insan miyelom hiicre hatlarinda yaptigi
calismalara gore PU-H71’in G2/M fazindaki hiicre oranlarinda ve protein sentez
asamasinda siklin D1 ekspresyonunda azalmaya yol ag¢tigini bulmuslardir. Bu
sonuglara dayanarak PU-H71'in hiicre dongiisii ilerlemesini inhibe ettigi gorilmiistiir
(Jhaveri ve digerleri, 2012; Usmani, Bona, Chiosis ve Li, 2010) Ambati ve ark.
(2013), Ewing sarkoma hiicrelerinde yaptiklart galigmalara gore, PU-H71 Ewing
sarkom hiicre hatlarinda ve hasta Orneginden tiiretilen hiicre kiiltiirlerde
proliferasyonu inhibe ederek ve hiicre 6liimiinii indiikledigi bulunmustur. Test edilen
Ewing sarkom hiicre hatlar1 igin ortalama ICsy degeri 0,23 puM bulunmus ve

maksimum hiicre 6limii 48. saatte kaydedilmistir (Ambati ve ark., 2013).
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B1IB021 (CNF2024) (Sekil 1.38), Faz | ve Faz II klinik ¢aligsmalar1 bulunan, in
vitro ve in vivo olarak ¢esitli tiimor hiicrelerinin apoptozunu indiikledigi kanitlanan
oral yoldan kullanilabilen yeni bir Hsp90 inhibitériidiir. Wang ve ark. (2014),
BI1IB021'in, tek bir ajan olarak veya radyasyon ile kombine kullanimi ile 6zofagus
yasst epitel hiicreli karsinom (ESCC) hiicre hatlarinda giiclii sitotoksik aktivite
gosterdigini tespit etmiglerdir. BIIB021 (ICsp= 0,053-0,66 uM)’in, ESCC hiicre
hatlarinin radyosensitif EGFR, Akt ve Raf-1 proteinlerini, artan apoptotik hiicrelerini
ve G2 fazindaki hiicreleri azaltarak diizenledigi yapilan ¢alismalarla bulunmustur
(Wang ve ark., 2014). BI1IB021, piirin halkasmin 9. konumunda bulunan heteroaril
stibstitiienti ile diger HSp90 inhibitdrlerinden farkli kimyasal yapidadir. Kronik
lenfositer 16semili hastalarda 3 haftalik siire boyunca BIIB021’in oral yoldan haftada
2 kez maksimum 800 mg dozu ile tedavi semasi izlenmistir. Yapilan ¢aligsmalar
sonucunda, senkop, bag donmesi, yorgunluk, hiponatremi ve hipoglisemi gibi yan

etkiler gortlmiistiir (Jhaveri ve ark., 2012).
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Sekil 1.38. BI1B021

BIIB028 (Sekil 1.39), ikinci kusak Hsp90 inhibitorlerindendir. Faz 1 klinik

calismalar1 yapilmistir. Klinik ¢alisma sonuglarina gore, tekrarlayan metastatik veya
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lokal ileri evre solid tiimorleri olan hastalarda pozitif sonug verdigi gériilmiistiir (Wu

ve ark., 2017).
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Sekil 1.39. BI1B028

Debio 0932 (CUDC-305) (Sekil 1.40), ikinci kusak Hsp90 inhibitorlerindendir.
Ileri evre solid tiimérler ve lenfoma tedavisinde sitotoksik olarak etkili olacag
diistiniilen bilesigin Faz I klinik ¢aligmalar1 2010 yilinda tamamlanmistir (ICso = 0,1
uM). Oral kullanilabilen molekiiliin kii¢iik hiicreli akciger kanserli hastalarda Faz II
calismasi baglamis ancak doz siirlayici toksisitelerin ortaya c¢ikmasi nedeniyle

sonlandirilmistir (Chatterjee ve Burns, 2017).

Sekil 1.40. Debio 0932 (CUDC-305)

Llauger ve ark., antikanser aktivitede olabilecek bir dizi 8-aril siilfonil adenin
tirevi (Sekil 1.41) bilesik sentezlemislerdir. Sentezlenen bilesiklerden 11v (Ar = 4,5-
(OCH,0-Ph), X, = Br)’nin, insan meme kanser hiicre hattt HER2’yi 1Csp = 300 nM
degeri ile; Hsp90a proteinini ECso = 30 nM degeri ile inhibe ettigi aktivite tayin

caligmalar ile gosterilmistir (Llauger ve ark., 2005).
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11v: Ar = 4,5-(OCH,0)-Ph, X, = Br

Sekil 1.41. 9-(Pent-4-inil)-8-arilsiilfanil adenin tiirevleri

Zhang ve ark., Hsp90 inhibitorii olabilecek 7’-siibstitiie-benzotiyazolo /
piridinotiyazolo piirin yapida (Sekil 1.42) bir dizi bilesik sentezlemislerdir.
Bilesiklerden bazilar1 28-150 nM ICso degerleri ile insan meme kanser hiicre hatti
Her-2’yi  inhhibe etmis, iyi c¢Oziiniirlik Ozelllikleri gostererek farelerde
gerceklestirilen in vivo deneylerde ral biyoyararlanim gostermistir. Sentezlenen
tiirevlerden (8-(7-klorobenzotiyazol-2-ilsiilfanil)-9-(2-siklopropilamino-etil)-9H-
purin-6-ilamin) yapisindaki bilesik, insan kolon kanser hiicre hatt1 N87’de kanserli

hiicre hatlarinin biiytimesini engellemistir (L. Zhang ve ark., 2006)

Cl
NH; ] R3 = -morfolino n= 1,

>—/N -NHC(CHa)3 n= 1,
-NHCH,C(CHa)3 n= 1,
k -NH(CH,CH,)CH n= 1
-NHCH(CHg), n= 2,
)(7\ -NHC(CHs); n= 2
n R3

Sekil 1.42. 8-(7°-Kloro-benzotiyazolo)siilfanil-9-(siibstitiie alkil))adenin tiirevleri

Biamonte ve ark., yeni bazi oral olarak aktif Hsp90 inhibitorlerinin sentezi
lizerine ¢alismiglardir. Daha Once sentezi gergeklestirilen bazi aktif ancak oral
biyoyararlanim1 disiik olan 8-benziladenin ve 8-siilfaniladenin tiirevlerinden yola
cikarak, piirin halkasinin N-9 konumunda alkil zincir siibstitiisyonu ile bu diisiik oral
biyoyararlanimi iyilestirmeye calismislardir. Sentezlenen tiirevlerden bilesik 42

(Sekil 1.43), insan meme kanser hiicre hatt1 Her-2’ye kars1 ICsg = 90 nM degeri ile
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aktivite gostermistir. Bilesik 38 ve 39 (Sekil 1.43)’un 200 mg/kg/gilin dozu ile insan
gastrik epitel N87 hiicre hatlarinda tiimor hiicre biiylimesini inhibe ettigi
bulunmustur. Bilesik 38, 39 ve 42 oral kullanim ile hiicre biiylimesini inhibe eden ilk

Hsp90 tiirevleridir (Biamonte ve ark., 2006)

| s R ]
_— N 38: R = EtMeCH- n= 3,
N )S‘\ 39: R = j-Pr- n=3,
42: R =t-BuCH, n=2,
n N\H
R

Sekil 1.43. 8-((2-Iyodo-5-metoksifenil)siilfanil)-9-(siibstitiie-alkil)adenin

Kasibhatla ve ark., Hsp90 inhibitorii olabilecek, 2-Amino-6-kloro-9-(siibstitiie-
piridin-2-il-metil)piirin tiirevleri (Sekil 1.44) sentezlemislerdir. Bilesiklerden 2-
Amino-6-kloro-9-(4-iyodo-3,5-dimetilpiridin-2-ilmetil)piirin ~ yapisinda olan 30
numaralt molekiil, insan meme kanser hiicre hattt HER2’ye kars1 ICso = 0,009 uM
degeri ile; MCF7’ye kars1t 1Csp = 0,03 uM degeri ile aktvite gOstermistir. Ayni
zamanda bilesiklerin Hsp90 proteinine yiiksek afinite degerleri ile baglandigi
belirtilmistir (Kasibhatla ve ark., 2007)

Cl R = 4-OMe,
1-oksa-4-OMe,
4-Cl,
)I\ P \> 4-Br,
N 4,
N 4-Me,
| R 4-SMe,
_ 4-S(0)Me,
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Sekil 1.44. 2-Amino-6-kloro-9-(siibstitiie-piridin-2-il-metil)piirin tiirevleri
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1.3.1.2. Protein Kinaz inhibitorii Piirin Tiirevleri

Protein kinazlar, sinyal iletiminde anahtar molekiiller olarak iglev goriirler ve
kinazlar1 inhibe eden ila¢ molekiilleri cesitli kanserlerin tedavisinde rutin olarak
kullanilmaktadir. Kinaz inhibitdrlerinin diger sitotoksik kemoterapotiklere gore daha
az toksik ve daha c¢ok aktif olduklar1 yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir. Kinazlar
fosforilasyon olarak da bilinen, yiiksek enerjili fosfat grubunun efektor bir proteine
ya da lipit yapidaki bir liganda transferini katalizleyen enzimlerdir. Fosforilasyon;
hedef substratin aktivitesini; proteinin  enzimatik aktivitesinin  dogrudan
modiilasyonu, protein-protein etkilesimlerini destekleyen doking bdlgelerinin
olusturulmasi veya hiicre i¢i lokalizasyonu degistirmek dahil gesitli mekanizmalarla
degistirebilir. Sinyal iletimindeki maddelerin fosforilasyonu veya defosforilasyonu,
sinyallerin hiicre ylizeyinden ¢ekirdege iletiminde rol oynar. Sinyal iletim
mekanizmasinda meydana gelen diizensizlikler, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina,

hiicrelerin hayatta kalmasinda ve kanser fenotipinin diger 6zelliklerine yol agabilir.

Kinazlar proteinler veya lipitleri fosforile edip etmediklerine gore; protein
kinazlar da fosforile ettikleri spesifik proteinlere (6kary6tik hiicrelerde, serin/treonin
veya tirozin kinazlar) gore siniflandirilirlar. Kinazlar ayrica hiicrede bulunduklari
yere gore de siniflandirilabilirler. Reseptor tirozin kinazlar (RTK), memranda
lokalize halde bulunan, biiyiime faktorleri (PDGF, NGF, EGF, VEGF, FGF),
sitokinler veya hormonlar i¢in hiicre yilizeyi reseptorleri olarak sinyalleri hiicre i¢ine
ileterek hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasinda gorev alan proteinlerdir (DeVita ve ark.,
2018; Bennasroune ve ark., 2004). Non-reseptor tirozin kinazlar (NRTK) hiicre
icinde sitoplazma ve ¢ekirdekte lokalize halde olup, RTK tarafindan iletilen
sinyallerin hiicre i¢inde dagilmasim saglar (Krause ve Van Etten, 2005). Abl, Jak,
Fak ve Src proteinleri non-reseptor tirozin kinazlar grubu igerisinde yer alir. Src gibi
non-reseptor tirozin kinazlar sitoplazmada bulunurken, diger NRTK’lar hiicre

¢ekirdeginde bulunur (DeVita ve ark., 2018; Bennasroune ve ark., 2004).
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Tiim protein kinazlar, yiiksek enerjili fosfat grubunun bir adenosin trifosfat
(ATP) molekiiliinden kinaz substratina transferinden sorumlu yapisal olarak korunan
katalitik bir kinaz alanina sahiptir (DeVita ve ark., 2018). Cogu protein kinazin asir1
ekspresyonu veya c¢ok aktif olmasi hiicrenin proliferasyon, hayatta kalma ve
metastazini tegvik ettiginden kanser ile iliskilidir. Kinaz mutasyonlarinin genom
boyu yapilan g¢aligmalari, belirli kinazlarin genetik olarak kalitsal varyantlarinin;
kanser baslangici, biiyiimesi, ilerlemesi ve tekrari ile iliskili oldugunu ortaya

koymustur (Bhullar ve digerleri, 2018).

Sarkoma tirozin kinazlar (Src), insan genomundaki diger NRTK’lara gore en
biiyiik ve tiyelerinin birbiriyle en ¢ok baglantili oldugu protein ailesidir. Yapisinda
bir katalitik tirozin kinaz bolge (SH1), non-katalitik bir fosfotirozin aracili protein-
protein etkilesimlerinde yer alan bolge (SH2) ve yine non-katalitik prolin acisindan
zengin protein-protein etkilesimlerinde yer alan bolge (SH3) igerir. Mutasyona
ugramis ve/veya siirekli aktif halde bulunan Src, in vitro olarak hiicreleri malign bir
fenotipe doniistiirme ve in vivo olarak da tiimorlere neden olma yetenegine sahiptir.
Bu tiir mutasyonlar insan kanserlerinde kesin belgelenememis olsa da, normal
Src’nin bazi tiimorlerde asirt eksprese edildigi ve bazi EGFR ailesi gibi reseptor
tirozin kinazlarla isbirligi yaptigi gorilmistiir. Src, sitotoksik ila¢ gelistirme
calismalarinda 6nemli bir hedef molekiil olarak diisiiniilmiistiir. Insan kolon, meme
ve akciger kanseri, Src aktivitesindeki ve ekspresyonundaki degisikliklerle en giiglii
sekilde iliskilidir. Src substrati cortactin, insan meme kanseri hiicrelerinden
kaynaklanan kemik metastazlarin1 gli¢lendirir ve insan kolorektal karsinomda Src'nin
aktivasyonu zayif bir klinik prognoza isaret eder (Fabbro ve McCormick, 2006). Src
olgun osteoklastlarin islevini diizenlemede rol oynadiklari i¢in, kemik hedefli Src-

kinaz inhibitorlerini bulmaya odaklanilmistir (Legraverend ve Grierson, 2006).

Src inhibitorleri tirozin kinaz aktivitesinin inhibitorleri (ATP baglanma alani
aracill) ve protein-protein (SH2-, SH3- veya substrat baglanma alani aracil)
etkilesimlerinin inhibitorleri olmak {izere iki sinifa ayrilir. Hiicresel aktivitesi olan
heterosiklik ATP analoglar1 (pirazolo-, pirido- ve pirolopirimidinler) en giiglii ve

secici bilesiklerdendir. Piirin tiirevleri de yine etkili bilesiklerdendir. Bu inhibitorlerle
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ilgili kritik olan konu, oral uygulamadan sonra yiiklii fosfonat kismi1 nedeniyle diisiik
olabilen hiicre penetrasyonu ve biyoyararlanim sorunudur. Yapilan kristalografik
caligmalar, inhibitor bilesik ile kinazin omurgasi arasinda hidrojen bagi ciftleri
olustugunu ve ATP tarafindan isgal edilmeyen hidrofobik bolge ile bir etkilesim

oldugunu gostermistir.

Piirin yapidaki NVP-AAK980’in (Sekil 1.45) Src'yi enzimatik ve hiicresel
deneylerde sirasiyla 1Csp =0,003 ve 0,2 uM degerlerinde ve ayrica kemik rezorpsiyon
deneylerinde submikromolar konsantrasyonlarda inhibe ettigi goriilmiistiir. NVP-
AAK980’in ovariektomi islemi uygulanan ve retinoid ile tedavi edilen si¢anlarda
oral yoldan 10/30-100 mg/kg dozlamasi ile kemik kaybini 6nlemede aktif oldugu
yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir (Fabbro ve McCormick, 2006).

Sekil 1.45. NVP-AAK980

CGP79883 (Sekil 1.46), kemik kaybr ile ilgili yapilan in vivo deneylerinde 4
giin boyunca giinde 30-75 mg/kg dozlamasi ile yapilan tedavi sonucunda yan etki
olarak doza bagimli anemi ve karaciger iizerinde istenmeyen etkiler gostermistir

(Fabbro ve McCormick, 2006).
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Sekil 1.46. CGP79883
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Yapisinda fosfin oksit iceren AP-23464 (Sekil 1.47) hem Src hem de Abl
kinazlarin segici ve giiglii (ICsp < 1 nM) bir inhibitoriidiir. KML (kronik miyeloid
16semi) tedavisi i¢in terapotik potansiyeli vardir. Ayrica sistemik mastositoz (SM) ve
akut miyeloid 16semi (AML) tedavisinde klinik gelisim i¢in umut verici bir aday

olarak kabul edilir (Legraverend ve Grierson, 2006).
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Sekil 1.47. AP-23464

ARIAD Pharmaceuticals tarafindan sentezlenen bisfosfonat grubu igeren Src
inhibitorleri (Sekil 1.48) kemik hiicrelerini hedefleyen giiglii (sirasiyla ICsq = 0,041
ve 0,01 uM) bilesikler oldugu goriilmistiir. Piirin halkasinin 6. konumunda bulunan
anilino siibstitlientinin para pozisyonunda bulunan bisfosfonat grubu sayesinde
proteinin ATP-baglama bolgesine kolayca yerlestigi yapilan kristalografik
caligmalarda bulunmustur. Bu 2 bilesigin osteosarkom ve osteoporoz gibi kemikle
iliskili hastaliklara kars1 uygulama alani bulabilecegi diisiiniilmekedir (Legraverend
ve Grierson, 2006)
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Sekil 1.48. Molekiil 101 ve AP23236
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Piirin yapil1 bisfosfonat grubu igeren bir diger bilesik olan AP23451 (Sekil
1.49), ile yapilan in vitro ¢alismalara goére bilesigin Osteoklast olusumunu inhibe

ettigi, in vivo ¢alismalarda ise hiperkalsemiyi 6nledigi bulunmustur ( Rucci ve ark.,
2008).

Sekil 1.49. AP23451

Siklin bagimli kinazlarin (Cdks) kontrolsiiz hale gelen aktivitesi, hiicre
cogalmasi ve kanser ile iliskilendirilir. Cdks’in inhibisyonu, potansiyel yeni
sitotoksik bilesiklerin sentezi i¢in 6nemli bir hedeftir. Piirin yapidaki giiglii bir Cdk
inhibitori olan Olomoucin’in kesfinden sonra, ¢ok sayida tri-siistitiie piirin tiirevi
bilesik sentezlenmistir. Bu piirin tiirevi bilesikler ATP ile yarisarak, proteinin ATP
cebine baglanir ve etkisini gosterirler. Yapilan ¢alismalar piirin halkasinin C-2, C-6
ve N-9 konumlarinda tri-siibstitiisyonu olan bilesiklerin aktif Cdk inhibitorleri

oldugunu gostermistir (Haesslein ve Jullian, 2005).

Cdk inhibitorleri, timor hiicrelerinin boliinmesini hiicre dongiisiinde G1 veya
G2/M asamalarinda engelleyerek hiicre ¢cogalmasini durdururlar ve apoptozise yol
acarlar. Normal hiicrelerin ise apoptozisden korunmasimi saglarlar. TUmor
hiicrelerinin selektif inhibisyonunu saglayan bu durum ayni zamanda normal
hiicreleri kemoterapi tedavisinin yan etkilerinden korumak i¢in de kullanilabilecegini

gostermistir (Knockaert ve ark., 2002).

Cdk inhibitorii olarak tasarlanan bilesikler ATP ile yarigsarak, ATP baglanma
bolgesine baglanirlar. ATP molekiiliiniin kimyasal yapis1 gz 6niinde bulundurularak

sentezlenen 6-dimetilaminopiirin (Sekil 1.50) (ICsp= 120 um) ve izopenteniladenin
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(Sekil 1.50) (ICsp= 55 um) ilk Cdk inhibitorleridir. Zayif etki gosteren bilesikler
klinikte kullanim alan1 bulamamislardir (Haesslein ve Jullian, 2002).
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N \> NT \>
l Z ”\ =z
N~ N NZ N
H H
6-Dimetilaminopiirin [zopenteniladenin

Sekil 1.50. 6-Dimetilaminopiirin ve izopenteniladenin

Piirin halkasinin 2, 6, ve 9. konumlarindan mono/di-/tri-siibstitiie piirinlerin

en etkili tiirevler oldugu yapilan aktivite ¢aligmalariyla bulunmustur. Orta derecede
aktif olan Olomoucine’in (Sekil 1.51), selektif olarak Cdk1/B, Cdk2/A, Cdk5/p35

proteinlerini inhibe ettigi (ICso=7um) bulunmustur (Haesslein ve Jullian, 2002).

NH
NN
HO\/\N)l\)NINf
H

Sekil 1.51. Olomousin

Olomousin’den hareketle sentezlenen Roskovitin bilesigi (Sekil 1.52)
Olomoucine ile kiyaslandiginda Cdk1/B proteinine karsi on kat daha etkili (ICso=
0,65um) ve tasidigi kiral merkezi sayesinde bulunan R izomerinin, S izomerine gore
Cdk1/B inhibisyonunda 2 kat daha gii¢liidiir (De Azevedo ve ark., 1997).

~

NH
Dei0r
Ho ANRLA 2
N” N7 "N
H T
Sekil 1.52. Roskovitin
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Piirin yapisindaki Cdk inhibitorlerinden Purvalanol A (Sekil 1.53), Purvalanol
B (Sekil 1.53) ve Amino-purvalanol (Sekil 1.54) aktif sitotoksik bilesikler olarak
bulunmuslardir (Chang ve ark., 1999).

COOH

[ Cl ¢ i :0|
NH NH
\_/ N)j:N\> N N)\IN\>
HOG A~ A P Ho S~ AL A
H 1‘ H 1—
IC50 =4 nM (Cdk1/B) ICs0= 6 NM (Cdk1/B)

ICsq = 35 NM(Cdk2/E) ICs0 = 9 NM(Cdk2/E

Sekil 1.53. Purvalanol A ve Purvalanol B

NH,

ICs0 = 33 nM (Cdk1/B)
ICs0 = 28 NM(Cdk2/E

Cl
NH
NTNTYN
HoZ ~ AL 2 ’
\-/\H N N}_

Sekil 1.54. Amino-purvalanol

Yapilan sentez ve aktivite ¢aligmalarinda, piirin halkasinin 2. konumundaki
azot grubunun aktiviteye katki saglamadigi, ti¢ bag yapan alkil zincirlerinin, tek/iki
bagli zincirlere gore on kat daha aktif olduklart goriilmiistiir. Bu bilesiklerden
OL567’nin (Sekil 1.55) 1C5,=0,23 uM degeri ile Cdk1l/B proteinini inhibe ettigi

bulunmustur (Legraverend ve ark., 2000).

OCH;

NH
NN

Sekil 1.55. OL567
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1.4. Piirinlerin Genel Sentez Yontemleri

Piirin halkasi, cesitli ve hayati biyoaktif bilesiklerin yapisinda bulunan 6nemli
bir heterosiklik ¢ekirdek, niikleik asitler ve enzimlerin sentez ve islevleri ile etkilesen
onemli bir farmakofordur. Sentetik olarak modifiye edilmis piirinler; protein kinaz,
fruktoz bifosfataz, adenilasyon enzimi ve adenosin reseptér modiilatorlerinin

inhibitorleridir.

Siibstitlie edilmis piirin tiirevleri fizikokimyasal 6zellikleri bakimindan, tirozin
kinazlar, siilfatazlar ve fosforilazlar gibi bir hastaligin ilerlemesini etkileyen bu

proteinlerin hidrofobik kivrimlarina segici olarak baglanma potansiyeli kazanir.

Piirin halkasinin 2, 6 ve 9. pozisyonlarinda bulunan siibstitiisyonlarin timor
hiicrelerinin ¢ogalmasinda, timor dokusunun yasaminda ve metastazinda Kritik rol
tistlenen kinaz protein ailesinin, hem baglanma afinitesini hem de seciciligini
arttirdi@1 goriilmiistiir. 2-asetilenil-6,9-distibstitiie piirin analoglarinin CDK 1-siklin B
lizerine segici bir inhibisyon etkisi gézlenmistir. Bu enzim inhibitorlerinin 6zellikle
kanserde, hiicre dongiisii diizenlemesinde Onemli bir rolii oldugu ve timor
baskilayici olarak etkili oldugu bilinmektedir. Piirin halkasinin 2 ve 6.
pozisyonlarindaki bazi siibstitiientlerin, adenozin agonistlerinin farkli reseptor alt
tipleri i¢in hem afinitesini hem de se¢iciligini diizenledigi bilinmektedir (Kowalska,
Pluta ve Latocha, 2018).

Piirinlerin di-, tri- veya tetra- siibstitiie edilmeleriyle biyolojik aktiviteye sahip
oldugu ve etkili sitotoksik aktivitede molekiiller oldugu yapilan c¢alismalarla
kanitlanmis ve ilag olarak piyasada yer almistir. Giinlimiizde ¢ok sayida piirin tiirevi

ilag olarak kullanilmaktadir.

Piirin analoglarinin sentezi i¢in genellikle iki yol izlenir; bunlar reaktif piirin

halkasiin dogrudan siibsitiiisyonu, bu sayede 2, 6, 8 ve 9. pozisyonlarda rejiokontrol
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saglanarak, ya da stibstitiie pirimidin/imidazol halkalarnin kaynastirilarak 1, 3, 7 ve

9. konumlarda daha iyi rejiokontol ile sentezidir (Legraverend, 2008).

Piirin sentezi i¢in Traube tarafindan sunulan yolda, 4,5-diaminopirimidin ve
formik asit veya dietoksimetil asetat ile siklizasyon saglanir. Diaminopirimidin’den
hareketle gereklestirilen sentezlerde 8.konumda siibstitilisyonlar, kaynastirilan
imidazol kismindan gelebildigi gibi 7 ve 9. konumlardan da gelebilir. Ancak
cogunlukla 7 ve 9. konumlardaki siibstitiisyonlarin pirimidin halkasindan geldigi

goriilmistiir (Shaw, 1984).

1.4.1. 6. Konumdan Siibtitiie Piirinlerin Sentezi:

6-Aminopiirinler inosinden hareketle tek basamakta (Sekil 1.56) sentezlenirler
(Wang ve ark., 2005).

(@] NH-R
N N
CA" sy api
_ ekivalan _
HO N N > HO N N
o R-NH, (1.2- 5 ekivalan) o)
DMF/EtOH
(65-99 %) % 98 verim
OH OH OH OH

BOP: Benzotriazol-1-il-oksi-tri-(dimetilamino)-fosfonyum-hekzafluorofosfat
DIPEA: N,N-diizopropiletilamin

Sekil 1.56. inosinden hareketle 6-aminopiirin sentezi

C-6 haloniikleozit yapilari, Suzuki-Miyaura ¢apraz baglama yontemi ile (Sekil
57) arilboronik asitlerden hareketle paladyum katalizorliigiinde sentezlenmistir.
Halojen olarak Cl ve Br kullanilmis, kloroniikleozitlerin daha yiiksek verimlerle elde
edildigi goriilmiistiir (Lakshman ve ark., 2001).  Arilboronik asit olarak
fenilboronik asit kullanildiginda verimin maksimum (% 91) oldugu gorilmistiir

(Legraverend, 2008).
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X
N 1.5 ekivalan arilboronik asit
a SN 2 ekivalan K5PO, </N | N
N N /) 10 mol% Pd(OAc), \ \ /)
RO - RO
(@) 15 mol% ligand 0
susuz dioksan
OR OR
| Ligand: O O
R= /O—Si
| PCYQ

tert-butildimetilsilileter
PCy,= 2-(disiklohekzilfosfino)bifenil

Sekil 1.57. C-6-Atrilpiirin-2’-deoksiriboz tiirevlerinin sentezi

6-Kloropiirinden harekele 6-aminopiirin tiirevleri, reaksiyon ortaminda
basglangic bilesigine amin grubu, trietilamin ve absolii etanol ilavesiyle
sentezlenmistir (Sekil 1.58, Sekil 1.59) (Strappaghetti ve ark., 1998).

/ \ -
Cl HN N \ (6]
— N—NH
N — Et);N / absoll etanol
(XS WO -0
P4 N L =
N"H NN

N—NH 80-90 °C / 20 saat % 30 verim
Sekil 1.58. 6-[4-(Piridazin-3(2H)-on-6-il)pipezin-1-il]-9H-piirin sentezi

&

N
07 N7

(CHy),

I % 60 verim

NH

Cl 0
i N
N N\> ©fi\N/\/NH2 (Et)sN / absoli etanol - [\Ijl\\ \>
| + \ > z
kN/ N N 80-90 °C / 20 saat NT N
H

Sekil 1.59. 6-[2-(Ftalazin-1(2H)-on-2-il)-aminoetil]-9H-piirin sentezi
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6-Kloropiirin ve 2-amino-6-kloropiirin yapilari ile yapilan niikleofilik yer
degistirme reaksiyonlar1 (Sekil 1.60) mikrodalga 1sin1 altinda gergeklestirilmistir
(Huang ve ark., 2007).

Cl
niikleofil, R
N)\/EN\> solvan N7 N>
| . > \
)\ z mikrodalga I
R7NT TN troceld NHZJ\ NZ N
111 H

R=H veya NH,

Sekil 1.60. 2-Amino-6-siibstitiie piirin tiirevlerinin sentezi

1.4.2. 8. Konumdan Siibstitiie Piirinlerin Sentezi

8-Arilpiirin sentezi amaciyla siklizasyon ajanlari olarak serbest aromatik
asitlerin kullanildig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte, 8-fenilguanin sentezi igin 4,5-
diamino-6-okso-l,6-dihidropirimidin'den hareketle olifosforik asit i¢cinde benzoik asit
ve siklizasyon ajani olarak fosforil kloriir kullanilmistir. Oksopirimidinlerle, fosforil
kloriir kullanimi1 kloropiirinlerin olusumuna yol agtig1 i¢in, bu sentez yoluyla da 2-
amino-6-kloro/bromo-8-(siibsititiie fenil) piirin tiirevleri (Sekil 1.61) hazirlanmistir.
Bu sentez semasindan da anlasilacagi iizere halojenasyon, siklizasyon

reaksiyonundan once gerceklesirilmistir.

o] X
: H
N NH2 | HN N
1§ | s | -
N™ "NH; H,N” N” N R
X =Cl, Br

i, (@) POCI; (b) siibstitiie benzoik asit

Sekil 1.61. 2-Amino-6-kloro/bromo-8-(siibsititiie fenil) piirin tiirevleri
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Arilpiirin eldesi i¢in pirimidinlerin aldehitlerle bir oksitleyici ajan varliginda
reaksiyonu da kullanilabilir. Bu sekilde 8-fenilteofilin; diaminourasil, benzaldehit,
oksijen ve paladyum katalizorliigiinde yiiksek 1sil1 reaksiyonla (Sekil 1.62) kolayca
elde edilebilir. Aldehit fazlas1 kullanilmasi durumunda 8-aril-7-benzil piirin tiirevleri

elde edilir (Shaw, 1984).

R__Ph
0 0 T e
~ NH, i - N i - H
L 2, = IO
V
07NNk, o%\rr NH, O)\N N
|

R=H, CHchZEt

i, (@) PhCHO, (b) PhCOCH,CO,Et; i, O,/Pd, 230 °C
Sekil 1.62. 8-Fenilteofilin eldesi

8-Avril piirin eldesi i¢in; 4,5,6-triaminopirimidin siilfat, karboksilik asit ve PPA
(polifosforikasit) karisimina katilarak 150°C’de 2 saat 1sitilmistir (Sekil 1.63).
Reaksiyon ortami soguduktan sonra su ve sodyum bikarbonat karisimindan nétralize
edilip, solvan evaporasyonu ardindan kristalizasyon ile bilesik elde edilmistir (Young

ve ark., 1990).

NH,

NH,
NH R-COOH
N7 2 PPA NI N\
L L J
N~ “NH, N ”

R= metil, tert-butil, piridin, naftalen, n-pentil

Sekil 1.63. 8-Siibstitiie piirin tiirevlerinin sentezi

Llauger ve ark., iki farkli yontemle (Sekil 1.64) 8-arilsiilfanil tiirevleri elde
etmislerdir. ilk yontemde (1) 2,4,5,6-tetraaminopirimidin baslangic bilesiginden

hareketle 8-tiyopiirin tiirevi bilesik sentezlenmis, buradan hareketle de aril iyodiir
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grubu ile 8-arilsiilfanil tiirevleri elde edilmistir. Pilirin halkasinin 2. konumuna F

atomunu baglamak i¢in HF/piridin ve NaNO; ile -40°C’de reaksiyona sokulmustur.

Ikinci ydntemde ise (2) 6-amino-2-floroadenin baslangic bilesiginden
hareketle N-bromosiiksinimid (NBS) ile 8. konuma Br atomu getirilmistir. 8.
Konumdaki tiyoarilasyon i¢in ArSH, K,CO3 ve DMF 130°C’de reaksiyona sokularak
cok sayida farkl 8-arilsiilfanil-piirin tiirevleri elde edilmistir (Llauger ve ark., 2005).

NH, NH,
1) N7 NH> CS,, NaHCO, N7 N\
A S W et
H,N” “N” “NH, H,0/EtOH, refluks H,N” N7 N

H

NH,
N 1- 4-siibstitiie benzen siilfonat, NH,
N Cs,CO;3, DMF 80°C, %50 R=butil, pent-4-inil
@ )l\ > \> > N| N N\>—Br =2-izopropiletileter
F7N" N 2- NBS, DMF, . )\N/ N
rt, % 80 R

Sekil 1.64. 6-Amino-2-fluoro-9-alkil-8-arilsiilfanil-piirin tiirevlerinin sentezi

Young ve ark., 6-8-diaminopiirin sentezi igin, 8-bromoadenine(1) baslangic
bilesiginden hareket etmislerdir. Reaksiyon ortamina benzil amin ilavesi ile 8-
benzilaminadenin(2) elde edilmistir. Buradan hareketle Na/NHj katalizorliigiinde

sonug iirlin olan 6-8-diaminopiirin (3) bilesigi elde edilmistir (Sekil 1.65).
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NH, NH, NH,
PRCHNHz (AN Na/NH;

NTS N\ \
lN/ H)—Br - ENI B—PhCHNH ~— — > K >—NH2

Iz

Sekil.1.65. 6,8-Diaminopiirinin sentezi

Biamonte ve ark., iki farkli yontemle 8,9-disiibstitiic piirin tiirevleri
sentezlemislerdir. ilk yontemde 4,6-dikloro-5-aminopirimidinden hareketle, 9-butil-
6-amino-8-(2,5-dimetoksibenzil)-9H-piirin  yapist  (Sekil 1.66) elde etmislerdir
(Biamonte ve ark., 2006).

Cl Cl
BuNH, n-BuOH
N )\IN H2 2, _ N \ N H2
| r |
N NS Et;N, 90°C, 16 saat L NZ > NH

(%383 verim)

2,5-(MeO)2C6H3CH2C02H

TsCl, Et;N, DCE
40 °C, 16 sa. (%71)

OCHs NH,
OCHs
NH;, MeOH N N\
I\ o II\ “~N
NH 120°C, 3 giin N
OCHj; ( %80 verim)

OCHj

Sekil 1.66. 9-Biitil-6-amino-8-(2,5-dimetoksibenzil)-9-H-piirin sentezi
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Biamonte ve ark. uyguladigi 2. yontemde ise; 4,5,6-triaminopirimidinden
hareketle  9-butil-6-amino-8-(3-metoksibenzil)-9H-piirin ~ yapis1  sentezlenmis,
ardindan benzil halkasia g¢esitli halojenlerin siibsitiisyonu ile halojenli tiirevler
(Sekil 1.67) elde edilmistir (9-butil-6-amino-8-(2-kloro-3-metoksibenzil)-9H—piirin
veya 9-butil-6-amino-8-(2-bromo-3-metoksibenzil)- 9H —piirin veya 9-butil-6-amino-
8-(2-iyodo-3-metoksibenzil)- 9H —piirin) (Biamonte ve ark., 2006).

NH, NH,
3-MeOC4H,CH,CO,H .HCl
N)ﬁ:NHZ 6H4LHL L0, _ NJENK\Q/OCHS
| ' |
I\N/ NH, NMP, 40-50°C, I\N/ NH 20
(%98 verim)
CH;0Na, n-BuOH, C,4Hyl, Cs,CO3, DMF,
2 saat refluks (% 75) rt, 16 saat (% 54)
Y
NH,
N R S0,Cl,, Br, veya NIS NH;
I\IJI\\ N\ (% 31-57) N7 N\
Z=N - "\ Z

N N

R=Cl, Brveya I

Sekil 1.67. 9-Biitil-6-amino-8-(2-kloro/bromo/iyodo-3-metoksibenzil)- 9H-piirin sentezi

1.4.3. 9. Konumdan Siibstitiie Piirinlerin Sentezi

Niikleofilik yer degistirme reaksiyonlari ile (Sekil 1.68). 5-amino-4-anilino-6-
kloropirimidin’den hareketle 6-kloro/hidroksi-9-aril/fenil tiirevleri sentezlenmistir
(Greenberg ve ark., 1959). 5-amino-4,6-dikloro pirimidinden hareketle, 6ncelikle
HCl varhiginda anilin siibstitiisyonu gergeklestirilmistir.  6-kloro-9-aril/fenil
tiirevlerinin sentezi i¢in asetik anhidritler ve etil ortoformat katalizorliiglinde

siklizasyon reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir.
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1 2
R cl
NN NN
\ - | \
LA LAy
4 3

Sekil 1.68. 6-Siibstitiie-9-aril/fenil analoglarinin sentezi

9-alkil piirin tiirevleri sentezlemek i¢in genellikle 6-kloropiirin baglangic
bilesiklerinden hareket edilmistir. 6-kloropiirinden hareketle, 9-alkil-6-kloropiirin
(Sekil 1.69) sentezlenmeye c¢alisilmis ancak, 7/9-alkil-6-kloropiirin izomerleri
birlikte elde edilmistir. Sadece 2-(6-kloro-9H-piirin-9-il)etil asetat bilesigi
sentezlenirken 9 izomer, 7 izomerden bagimsiz elde edilmistir. Sentezlenen izomer

bilesikler ¢esitli izolasyon yontemleri kullanilarak birbirlerinden ayrilmistir.

cl Cl o
NN RX N)\/EN NN
I)j: A\ > | \> +
kN/ ”> K,CO kN/ R tN/ N/>

DMSO

Sekil 1.69. 9-Alkil-6-kloropiirin sentezi

Bakkestuen ve ark., piirin halkasinin N-9 konumunda aril siibstitiisyonu igin;

6-kloropiirin veya 2,6-dikloropiirin baglangic bilesiklerinden hareketle DMF iginde
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benzil hlojeniirler ile azot gazi varliginda (Sekil 1.70.) reaksiyona sokulmustur

(Bakkestuen ve ark., 2005).

Cl
cl N
PP,
N7 XN ArCH,X RN N Ry
PP S _ Rz
R™ 'N ﬂ K,CO;, DMF
Rs R3
R4
X=CI, F, Br
R=H,Cl +
Ry, Ry, Ry, Ry Rs= Cl, F, OCH3, NO,, H
R4
Rs Rs
Cl R,

Sekil 1.70. 9-Alkil piirin tiirevlerinin sentezi
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Tasarlanan Tiirevlerin Sentezleri

2.1.1. 6-(4-Siibstitiie fenil amino)-8,9-difenil-piirin Tiirevlerinin Sentezi

Tez kapsaminda sentezi tasarlanan bilesiklerden 6-(4-Siibstitiie fenil amino)-
8,9-difenil-piirin  tiirevlerini  (5-12) sentezlemek lizere 4,6-dikloro-5-nitro-
pirimidin’den (1) hareketle Sekil 2.1°de verilen sentez yontemine gore oncelikle 6-
kloro-8,9-difenil-piirin tiirevinin (4) sentezi yapilmistir. Buna goére baslangic
maddesinin (1) SnCl, ile rediiksiyonunu takiben elde edilen 5-amino-4,6-
dikloropirimidin bilesiginin (2) anilin ile aromatik niikleofilik siibstitiisyonu ile
sentezlenen ara triiniin (3) p-TSOH katalizorliiglinde siibstitiie benzaldehitler ile
siklizasyonu sonucu piirin halkasi (4) elde edilmistir. Bu bilesik (4), siibstitiie anilin
tiirevleri ile reaksiyona tabi tutularak sonug piirin bilesikleri (5-12) sentezlenmistir
(Sekil 2.1). Boylece toplam 8 yeni piirin tlirevinin sentezi gerceklestirilmis ve bu
bilesiklerin saflik kontrolleri ITK, Erime noktasi ile yapilmis ve 'H ve C NMR,

Mass spektral analizleri ile beklenen kimyasal yapilar1 kanitlanmistir.
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Cl
4

CH(CHa),
OH

9 OCH,

10 OCHF,

11 SCH,

e

5
6 ClI
7
8

Sekil 2.1. 6-(4-Siibstitiie fenil amino)-8,9-difenil-piirin tiirevlerinin sentezi. Reajanlar: (a) SnCl,.2H,0, EtOH; (b)
anilin, konst HCI, EtOH, H,O (c) benzaldehit, p-TsOH, DMF; (d) 4-siibstitiie anilin, EtsN, EtOH.
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2.1.2. 6,9-(4-Siibstitiie difenil)-8-[5-(4-klorofenil)-1,2-oksazol/4-siibstitiie fenil]

piirin Tiirevlerinin Sentezi

Tasarlanan 6,9-(4-Siibstitiie difenil)-8-[5-(4-klorofenil)-1,2-oksazol/4-siibstitiie
fenil] piirin tiirevlerini (20-24) sentezlemek tizere boliim 2.1.1°de verilen yontem ile
elde edilen 5-amino-4-(4-siibstitiiec fenil)amino-6-kloropirimidin  (3,13,14) ara
tirtinlerinin 5-(4-klorofenil)-1,2-oksazol-3-karboksaldehit ve 4-siibstitiie
benzaldehitler ile p-TsOH katalizorliigiinde siklizasyonu sonucu piirin halkas1 (15-
19) elde edilmistir. Bu bilesiklerin, Suzuki Coupling reaksiyonu ile toluen i¢inde
K,COg3 varliginda ve Pd(PPhj)4 katalizorliigiinde 4-siibstitiie fenil boronik asitler ile
reaksiyona tabi tutulmasi ile sonu¢ piirin tirevlerinin (20-24) sentezi
gerceklestirilmistir (Sekil 2.2). Boylece toplam 5 yeni piirin tlirevinin elde edilmis ve
bu bilesiklerin saflik kontrolleri ITK, Erime noktas ile yapilmis ve 'H ve ¥C NMR,

Mass spektral analizleri ile beklenen kimyasal yapilar1 kanitlanmistir.
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cl cl cl R

L~ - L — L

N~ ~cl N~ cl N" 'NH 13 cl

1 2 3,13,14 \©\R 14 o/\©

C

NN
N\

N|)\/EN\ 9 E;/EN%@&
kN/ N N’O O
Q 16-19

15

R
Cl R R,
16 H Cl
d
17 H OCHg

18 Cl o@
CF,
19 0A© N )
cl

20
Cl

R
R R4 R,

21 H cl CF,

22 H OCH; CF,

23 Cl 0@ cl
24 OA©N ) CFs

Sekil 2.2. 6,9-(4-Siibstitiie difenil)-8-[5-(4-klorofenil)-1,2-oksazol/4-siibstitiie fenil] piirin tiirevlerinin sentezi.
Reajanlar: (a) SnCl,.2H,0, EtOH; (b) anilin, 4-(kloro)anilin, 4-(benziloksi)anilin, konst HCI, EtOH, H,O (c) 5-
(4-klorofenil)-1,2-oksazol-3-karboksaldehit, 4-siibstitiie benzaldehit, p-TsOH, DMF; (d) 4-siibstitiie fenil boronik
asit, Pd(PPhs),, K,COs3, toluen.
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Cizelge 2.1. Sentezlenen 6-(4-siibstitiie fenil amino)-8,9-difenil-piirin tiirevi sonug bilesikler

R

NH

5-12
Bilesik R
5 -H
6 -Cl
7 -CH(CHj3);
8 -OH
10 -OCHF,
11 -SCH3
/N
12 NP




Cizelge 2.2. Sentezlenen 6,9-(4-Siibstitiie difenil)-8-[5-(4-klorofenil)-1,2-oksazol/4-siibstitiie fenil] piirin tiirevi
sonug bilesikler (20-24)

CF3 RZ

Cl

Cl
20 21-24
Bilesik R Rl R2
21 -H -Cl -CF;
22 -H -OCH3; -CF3

23 -Cl -0 -Cl
24 -0A© ) -CF3

2.2.  Sentezlenen Bilesiklerin Analitik Incelemelerinde Uygulanan Yéntemler

2.2.1. Kromatografik Analizler

Sentez reaksiyonlar1 esnasinda reaksiyonlarin ilerleyisini takip etmek igin ince
Tabaka Kromatografisi yontemi (ITK) kullanilmustir. Kieselgel-60 GF254 (Merck)
kapli aliiminyum plaklar kullanilarak, lekelerin belirginlestirilmesinde 254 ve 366
nm dalga boylarinda UV 15181 veren Camag UV Lambasi kullanilmigtir. Sentezlenen
bilesiklerin saflagtirllmasinda kolon kromatografisi yontemi, Silicagel 60, 0.040-
0.060 nm (230-400 mesh) (Merck) kullanilarak uygulanmstir.
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Cizelge 2.3. ITK calismalarinda kullanilan solvan sistemleri

Solvanlar Oran
1 Diklorometan:Metanol 30:1, 50:1, 100:1
2 Hekzan:Etil asetat 10:1,5:1,6:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2
3 Hekzan:Etil asetat:Izopropanol 10:10:1, 20:10:1
4 Kloroform:Hegzan:Etil asetat 5:4:1

2.2.2. Erime Noktasi Tayinleri

Sentezlenen her bilesigin erime noktasi tayinleri Buchi B450 Erime Noktasi

Tayin Cihazi ile bakilmistir.

2.2.3. Elementel Analiz *

Sentezlenen bilesiklerin Elementel Analizleri, Leco CHNS932 Elementel

Analiz cihazi ile bakilmistir.

2.2.4. Spektral Analizler

NMR Spektrumlari (*H, °C) *

Sentezlenen bilesiklerin NMR Spektrumlar1 Varian Mercury-400 FT-NMR ve
Bruker Avance NEO-500 NMR spektrometresine bakilmistir. I¢ standart madde
olarak tetrametilsilan (TMS), ¢oziicii olarak DMSO-ds ve CDClI; kullanilmistir.

* Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
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Kiitle (MASS) Spektrumlar: *

Sentezlenen bilesiklerin Kiitle Spektrumlari, Waters ZQ Mikromass LC-MS

spektrometresinde, Elektrospray Iyonizasyon (ESI) yontemi ile gerceklestirilmistir.

2.3. Sentez islemlerinde Kullanilan Kimyasal Maddeler

5-amino-4,6-dikloropirimidin (Aldrich), benzaldehit  (Merck), p-
klorobenzaldehit (Aldrich), 4-metoksibenzaldehit (Merck), 4-izopropilanilin (Acros
Organics), 4-metiltiyoanilin (Acros Organics), 4-Morfolinoanilin (AcrosOrganics),
4-Difluorometoksianilin - (Aldrich), 4-benziloksianilin hidrokloriir (Fluka), 4-
kloroanilin  (Merck), 4-hidroksianilin  (Aldrich), 4-(piperidin-1-il)benzaldehit
(Aldrich), 4-fenoksibenzaldehit (Aldrich), 5-(4-klorofenil)izoksazol-3-karbaldehit
(Aldrich), p-toluensiilfonil Kkloriir (Aldrich), Trietilamin (Riedel-de Haen),
diklorometan (R Aldrich), n-hekzan (Aldrich), susuz Na,SO, (Riedel-de Haen),
anhidr DMF (Fluka), (4-triflorometil)fenil boronik asit (Aldrich), 4-klorofenil
boronik asit (Aldrich), DMF (Merck), etilasetat (Aldrich), metanol (Aldrich), absolii
etanol (Aldrich), kloroform (Aldrich), toluen (Merck).

2.4. Sentezlenen Bilesiklerin Antikanser Aktivitelerinin Saptanmasi

Sentezi gerceklestirilen piirin analoglarinin hiicre hatlarinda yarattig1 sitotoksik
etki, nonradyoaktif, kolorimetrik bir metod olan XTT hiicre canlilik testi ile
incelenmistir. Biitiin piirin tirevleri MCF7, HepG2, PC3, K562 hiicreleri iizerine tek
doz 10 uM uygulanmis ve hiicreler bilesikler ile 48 saat inkiibasyondan sonra elde
edilen sonuglar yiizde canlilik degerleri olarak gosterilmistir. 48 saatlik inkiibasyon
sonunda bilesik 7 MCF7 hiicrelerinde % 66 6liim saglamistir. Bu tiirevin (7) MCF7

* Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
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hiicreleri tizerindeki ICsq degeri 10 puM’ 1 altinda gozlenmistir. Diger hiicre
hatlarinda piirin tlirevlerinin hemen hemen hepsi de 10 pM’lik dozda etki
gostermemistir. Sentezlenen piirin analoglarina ait % canlilik degerleri Bulgular

boliimiinde verilen tablolarda gosterilmistir.

Daha sonraki asamada % hiicre canliligini 50°nin altina diisiiren ve en aktif
plrin tiirevi olan bilesik 7 i¢in MCF7 hiicre hattinda 1Csy degeri hesaplanmustir.
MCF7 hiicreleri tizerine sirasiyla 40, 20, 10, 5 ve 2.5 uM konsantrasyonlarda
uygulanmig ve 48 saatin sonunda bilesik 7°nin MCF7 hiicreleri iizerindeki 1Cs
degeri 8.88 uM olarak hesaplanmistir (Sekil 2.3).

MCF7, Bilesik 7, 48 saat
1Cs0 = 8.88 uM

150+

100

50+

2.0

-50-

Sekil.2.3. Bilesik 7°nin ICsq grafigi

2.5. Apoptozisin Flow Sitometri Yontemi ile Degerlendirilmesi

Calismada apoptozun tespit edilmesi i¢in Muse™ Hiicre Analiz Sistemi ve bu
sistem ile uyumlu sekilde etkinlik gdsteren Muse ™ Annexin V & Hiicre 6liim kiti
kullanilmistir. Bu kit Annexin V boyas: ile apoptotik hiicrelerin fosfotidil serin
rezidiilerini boyadig1 gibi ayn1 zamanda 7-ADD boyasi ile hiicre membraninin
yapisal biitiinliiglinli degerlendirmektedir. Boylece bu kit sayesinde 4 farkli hiicre
popiilasyonu tespit edilebilmektedir (Sekil 2.4).

1. Canli hiicreler: Annexin V (-) ve 7-ADD (-)

2. Erken donem apoptotik hiicreler: Annexin V (+) ve 7-ADD (-)
3. Geg donem apoptotik hiicreler: Annexin V (+) ve 7-ADD (+)
4. Niikleer debrisler: Annexin V (-) ve 7-ADD (+)
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4 4
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Hon-#pop. ANNEXIN Y #poptotic Mon-#pop. ANNEXIN V' Apoptotic

Sekil 2.4. Canli, erken/ge¢ donem apoptotik hiicrelerin ve 6lii hiicrelerin gosterilmesi

Protokol kisaca su sekilde gergeklestirilmistir: MCF7 hiicreleri 1Cs
konsantrasyonda (8.88 uM) bilesik 7 ile muamele edilmis ve hiicreler 48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler tripsin ile kaldirilmis, DMEM besi
yeri ile tripsin inaktif hale getirildikten sonra hiicreler 800 x rpm de 5 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonunda siipernatan atilmis ve dipteki pellet 1 ml, en az %1 fetal
bovine serum igeren PBS ile resuspande edilerek hiicreler thoma laminda sayilmistir.
Uygun hiicre sayisi elde edildiginde ise hiicreler lizerine 100 pL. Annexin V Cell
Reagent eklenmis ve hiicreler oda sicakliginda ve karanlikta 20 dk inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda ise muse cihazi yardimiyla apoptoz belirlenmistir.

Istatistiksel Analiz

Testler i¢in istatistiksel anlamlilik GraphPad Prism 7.0 (GraphPad) kullanilarak
belirlenmistir. Deneylerden elde edilen veriler ortalama + Standart Sapma (SD)
olarak ifade edilmis ve kontrol karsilastirmalari i¢in post hoc Dunnett testi ve

ANOVA testi uygulanmistir.

2.6. Molekiiler Docking Calismalari

Molekiiler docking ¢alismalari, PyRx kullanilarak gerceklestirilmistir.
Sentezlenen tiirevlerin molekiiler yapilar1 ChemSketch programi ile c¢izilmis ve

Pymol programu ile gorsellestirilmistir. Kristal yapis1 belirlenmis ligand igeren insan
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Hsp90a (PDB kodu:1YC4), Hsp90B (PDB kodu: 6N8Y), Hsp70 ATPaz bolgesi
(PDB kodu: 1S3X) ve Hsp70 SBD bolgesi (PDB kodu: 4WV5) yapilart pdb
formatinda protein data banktan (PDB) indirilmistir. Protein data bankta kompleks
halde bulunan poteinlere bagli molekiiller silinmistir. PyMol programina proteinlerin
pdb dosyalar1 yiiklenerek, sentezlenen tiirevleri ile insan Hsp90 ve HSP70 bolgeleri
arasindaki etkilesim web tabanli ¢alisan Pymol programi ile belirlenmistir.
Hesaplama sonucu sentezlenen piirin tiirevleri ile Hsp90a, Hsp90B, Hsp70 ATPaz,
Hsp70 SBD arasindaki baglanma enerjileri ve etkilesime giren kritik amino asitler
tespit edilmistir. Molekiiler docking sonuglari PYMOL goriintiileme programi ile

gorsellestirilmistir.

2.7. Hsp70 Baglanma Deneyleri

Baglanma deneyleri inhibitérlerin proteinin fonksiyonuna etkisini belirlemek
icin yapilmaktadir. Hsp70, ATP’yi hidroliz ederek elde ettigi enerjiyi SBD’in
kapaginin ac¢ilip kapanmasini saglamak i¢in kullanmaktadir. Sentezlenen piirin
analoglarinin baglanma deneylerini gerceklestirmek i¢in MCF7 hiicre hattinda
oldukga aktif bulunan bilesik 7 se¢ilmis ve bilinen Hsp70 inhibitorii PES ve Tutar Y.
ve ark., tarafindan patentlenen KBR1307 bilesikleri pozitif kontrol olarak
kullanilmigtir. Ligand baglanmasini 6lgmek igin ANS (8-anilino-1-naftalen siilfonik
asit) azo boyar maddesi (ekstrinsik prob) kullanilmistir. Bilesik 7 ve KBR1307
protein ¢ozeltisine ardisik artiglarla ilave edilerek, Kd degerleri hesaplanmistir.
Deneyler 1 uM Hsp70 ve 10 pM ANS ve inhibitorler ile oda sicakliginda titrasyon
yapilarak gergeklestirilmigtir. Proteinin  ANS probu ile floresansi Shimadzu

Spectrofluorometrede sirasiyla 340 nm ve 520 nm dalga boylarinda 6l¢iilmiistiir.

59



2.8. Hsp70 Agregasyon Deneyleri

Katlanma deneyleri i¢in liiminesans 6zellik gosteren liisiferaz (ates bocegi)
enzimi agrege edilmistir. Degisen Hsp-kosaperon-inhibitér konsantrasyonlarinda
agregasyon, liminometrik sinyal sondiirmesi ile bilesik 7 inhibitdriiniin Hsp70’e
kars1 etkinligi tespit edilmistir. Hsp proteinleri birbirleri ile kooordineli ¢alistiklar
icin farkli kombinasyonlarininda protein agregasyon etkisi olglilmistiir. Deneyler

Macherey-Nagel Biofix Lumi 10 ile gergeklestirilmistir.
Lisiferaz peptit denatiire edilmis ve lisiferazin Hsp tarafindan yeniden

katlanmasi farkli kosullarda izlenmistir. Piirin tiirevinin (7) inhibe edici 6zelliklerini

anlamak i¢in pozitif kontrol grubu olarak KBR1307 kullanilmustir.
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3. BULGULAR

3.1.  6-(4-Siibstitiie fenilamino)-8,9-difenil-piirin Tiirevlerinin Sentezi:

3.1.1. 5-Amino-4,6-dikloropirimidin (2)

Cl
N™ NH,
L

N Cl

6 g (30.93 mmol) 4,6-Dikloro-5-nitropirimidin (1) 135 ml absolii EtOH’de
¢ozilip 27.9 g (123.7 mmol) SnCl,.2H,0 ilave edildi ve 6 saat geri ¢eviren sogutucu
altinda 1s1tild1, reaksiyon ortami evaporatdrde konsantre edildikten sonra doygun
NaHCO; cozeltisi ile pH=8’e¢ ayarlanip EtOAc ile 3 kez ekstraksiyon yapildi,
Na,SOy; ile kurutuldu. %84 Verimle 4.26 g beyaz renkli madde elde edildi.

E.N: 143-145 °C (147 °C) (Brown, 1954).

Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 164.34 (%100) (M+H), 166.30 (%58) (M+H+2),
168.12 (%10) (M+H-+4).
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1: Scan ES+

PMT-31 415 (4.185) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
100, 164.34 2.16e7
166.06
166.30
Rl63.65
i
|
‘ 168.12
213.61
251.71  339.70
‘ 44879514 o8 629.44 758.75 786.12 1171.33
o N T YN P P TR AR N N PRAN)FTROPT IV | PRSOPPY TR PHRTD) W T » [ ¥ m/z
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Sekil 3.1. Bilesik 2’in kiitle spektrumu



3.1.2. 5-Amino-4-(fenil)amino-6-kloropirimidin (3)

Cl
N NH;
L

N NH

&

1 g (6.1 mmol) 5-Amino-4,6-dikloropirimidin (2) ve 0.35 g (7.56 mmol)
anilin’in 17 ml H,O ve 3 ml absolii EtOH igindeki ¢6zeltisi 0.096 g (3.05 mmol)
konsantre HCI varliginda 80 °C’de 1sitildi. Coken kristaller reaksiyon ortamindan

slizlildii, once distile su ardindan Hegzan ile yikandi. % 67 Verimle 0.9 g madde elde
edildi.

E.N: 173-176 °C (175-176 °C) (Greenberg ve ark., 1959)

'H-NMR Spektrumu (DMSO-ds) 8ppm:
5.41 (br s, 2H), 7.01 (t, 1H, J, = 7.6 Hz), 7.31 (t, 2H, J, = 8 Hz), 7.66 (d, 2H, J, = 8.8
Hz), 7.84 (s, 1H), 8.56 (s, 1H).

Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 221.33 (%100) (M+H), 223.37 (%40) (M+H+2).
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Sample Name:

MP-6

‘4 Agilent Technologies

Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmr1/vnmrsys/data
sample directory:
MP-6_20180727_01
FidFile: FROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)

Solvent: dmso

Data collected om: Jil 27 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamel

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 2.559 sec
Width 6402.0 Hz

16 repetitions

OBSERVE

400.1759761 MHz

DATA PROCESSING

PT size 32768
Total time 1 min 0 sec

L J\L_J SR, S

13

T LIS N W e e LI B e e e

12 11 10 9 8 i 6 5 4 3 2 1 o -1 ppm

Sekil 3.2. Bilesik 3’in *H-NMR spektrumu

1: Scan ES+ ‘

MP-5 549 (5.536) Cn (Cen2, 80.00, Ht) nES+
100, : |
|
|
®
223.37 |
‘
12217 [224.51 |
‘ m 256.32 369 8940740 55129 601.37624.51  797.48 879.33 98575 107823 113544 128228 139500
Go0 200 300 | 400 | 500 600 700 800 900 1000 _ 1100 _ 1200 1300

Sekil 3.3. Bilesik 3’in kiitle spektrumu



3.1.3. 6-Kloro-8,9-difenil-piirin (4)
Cl
NN
-0
N NO

1 g (4.52 mmol) 5-Amino-4-(fenil)amino-6-kloropirimidin (3) ve 0.17 g (0.9
mmol) p-TsOH’in 10 ml DMF i¢indeki ¢6zeltisine oda sicakliginda 0.96 g (9 mmol)
benzaldehit ilave edildi. Reaksiyon karisimi 80 °C’de 1 gece isitildi. Reaksiyon
ortam1 oda sicakligina kadar sogutuldu. Sulu Na,CO3 (0.2 mmol) ve 20 ml doygun
NaCl ¢ozeltisi ilave edildikten sonra reaksiyon ortami 3 kez 100 ml EtOAc ile ekstre
edildi. Organik faz Na;SO, tizerinden kurutuldu. Kloroform:Hegzan:Etil asetat
(5:4:1) solvan sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. % 60

Verimle 0.84 g madde elde edildi.
E.N: 175-178 °C

'H-NMR Spektrumu (DMSO-ds) 5ppm:
7.38 (t, 2H, J, = 8 Hz), 7.45-7.56 (m, 8H), 8.71 (s, 1H) .

3C NMR Spektrumu (DMSO-ds) dppm:
127.94, 128.30, 128.52, 129.47, 129.55, 129.61, 130.69, 130.86 (C-fenil), 134.30,

148.49, 151.85, 154.41, 154.80 (C-piirin).

Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 307.44 (%100) (M+H), 309.48 (%38) (M+H+2).
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wp-8

Sample Name:
up-8
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vomrl /vamrsys/data
sample directory:
MP-8_20180803_01
FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Aug 3 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degr
Acg. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

PT size 32768

Total time 0 min 31 sec

- Agilent Technologies

Sekil 3.4. Bilesik 4’iin ‘H-NMR spektrumu

Sample Name:
He-8
Data Collected on:
mercury400-mercuryd00
Archive directory:
/home/vmmrl /vnmrsys /data
Sample directory:
MP-8_20180803_01
FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Aug 3 2018

Temp, 25.0 C / 298.1 K
Operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degress

Aeq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

2368 repetitions

OBSERVE Cl3, 100.6243766 Mz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536
Total time 1 hr, 59 min

Agilent Technologies

220 200 180 160 140

Sekil 3.5. Bilesik 4’in **C-NMR spektrumu
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MP-8 651 (6.564) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES#*
100 307.44 5.80e7

%

309.25
309.48

125.84
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0 gl ol i dosiai bl " T R O PR " "

1157.40 1257.64 1380.17
| J m/z
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Sekil 3.6. Bilesik 4’iin kiitle spektrumu
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3.1.4. 6-(4-Siibstitiie fenilamino)-8,9-difenil-piirin Tiirevlerinin (5-12) Genel

Sentez Yontemi

0.30 mmol 6-Kloro-8,9-difenil-piirin (4) iizerine 0.30 mmol 4-siibstitiie anilin,
0.90 mmol EtsN ve 10 ml absolii EtOH ilave edilerek 80-90 °C’de geri ceviren
sogutucu altinda 6-12 saat 1sit1ld1, EtOH evaporatorde uguruldu. Elde edilen tiriin Etil
asetat:hegzan (1:10)/(1:5)/(1:3) solvan sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile

saflastirildi.

3.1.4.1. 6-(Fenilamino)-8,9-difenil-9H-piirin (5)

NH
&

Genel sentez yontemine gore 0,10 g baslangic maddesinden hareketle % 49

Verimle 0,06 g madde elde edildi.
E.N: 193-197 °C

Elementel Analiz: C»3H17N5.0,2H,0
%C %H %N

Hesaplanan: 75.25 4.78 19.09

Analiz: 75.11 455 19.21

'H-NMR Spektrumu (CDCls) 8ppm:
7.13 (t, 1H, Jo = 7.2 Hz), 7.32-7.56 (m, 12H), 7.87 (d, 2H, J, = 8.8 Hz), 7.99 (br s,
1H), 8.56 (s, 1H).
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3C NMR Spektrumu (CDCls) 8ppm:

120.17, 120.30, 123.53, 127.41, 128.60, 128.99, 129.07, 129.23, 129.74, 130.01 (C-

fenil), 134.94, 138.76, 150.43, 151.96, 153.23 (C-piirin).

Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 364.51 (%100) (M+H).

Sample Name: " Agilent Technologies

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 x 0 -1  ppm

Sekil 3.7. Bilesik 5’in *H-NMR spektrumu
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MP-3

Sample Name: - Agilent Technologies
MP-3

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomrl/vomrsys/data

Sample dirsctory:
MP-3_20180716_01

FidFile: curremt

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: edcl3
Data collected cn: Jul 16 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

1024 repetitions

OBSERVE €13, 100.6238513 M
DECOUPLE H1, 400.1760547 Mz
Power 38 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 1 hr

L]

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
Sekil 3.8. Bilesik 5’in **C-NMR spektrumu
MP-3 1871 (18.866) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
1.34e8
364.61
100
365.65
<
366.38
126.12
|167.08 21530 (3806347325 60033 75022 81237 907.80 107450111628 154975 1284.42

T m/z
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Sekil 3.9. Bilesik 5’in kiitle spektrumu
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3.1.4.2. 6-(4-Klorofenilamino)-8,9-difenil-9H-piirin (6)

Cl

NH
&

Genel sentez yontemine gore 0,10 g baslangic maddesinden hareketle % 85

Verimle 0.11 g madde elde edildi.

E.N: 227-230 °C

Elementel Analiz: Co3H16CIN5.1,1H,0
%C %H %N

Hesaplanan: 66.19 4.39 16.79

Analiz: 66.33 4.13 16.89

'H-NMR Spektrumu (DMSO) &ppm:
7.34-7.53 (m, 12H), 8.04 (d, 2H, J, = 8.8 Hz), 8.36 (s, 1H), 10.20 (s, 1H).

3C NMR Spektrumu (DMSO) &ppm:
119.71, 122.20, 126.16, 127.92, 128.25, 128.34, 128.90, 129.22, 129.27, 129.41,

129.84 (C-fenil), 134.85, 138.77, 149.96, 151.57, 152.23 (C-piirin).

Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 398.61 (%100) (M+H). 400.77 (%38) (M+H+2).
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MP-3

Sample Name:
up-3

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home /vome1 /vnmreys/data

Sample directory:
MP-9_20180807_01

FidFile: PROTON 01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Aug 7 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 2.559
Width €402.0 Hz
8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz

DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

o

13 12 11

10

Sekil 3.10. Bilesik 6’nin *H-NMR spektrumu

MP-3

sample Name:
-9
Data Collected en:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnarl/vmmrsys/data
Sample directory:
MP-5_20180807_01
dFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Aug 7 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

1216 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243751 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65516

Total time 50 min

%~ Agilent Technologies

Agilent Technologies

T

220 200

IBRERERI

Sekil 3.11. Bilesik 6’nin *C-NMR spektrumu
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'MP-9 553 (5.576) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 1 398.61 1.15e8

400.77
1401.72
167.25 ‘
402.76
4 0814, 220,09 258,41 507 g ‘24833 46361 506.41  573.94587.78 661.44715.84 744.96757.25 819.16

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 |

Sekil 3.12. Bilesik 6’nin kiitle spektrumu
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3.1.4.3. 6-(4-1zopropilfenilamino)-8,9-difenil-9H-piirin (7)

Genel sentez yontemine gore 0,10 g baslangic maddesinden hareketle % 66
Verimle 0.088 g madde elde edildi.

E.N: 137-139 °C.

Elementel Analiz: CysH;3N5.1H,0
%C %H %N

Hesaplanan: 73.72 5.95 16.54

Analiz: 7346 5.68 16.78

'H-NMR Spektrumu (DMSO) 8ppm:

1.22 (d, 6H, J= 6.8 Hz), 2.87 (m, 1H), 7.21 (d, 2H, J, = 8.8 Hz), 7.36-7.55 (m, 10H),
7.86 (d, 2H, J, = 8.4 Hz), 8.33 (s, 1H), 9.97 (s, 1H).

3C NMR Spektrumu (DMSO) &ppm:

24.0 (CHg3), 32.89 (CH), 119.48, 121.23, 126.08, 127.90, 128.30, 128.82, 129.15,

129.37, 129.71, 134.94 (C-fenil), 137.27, 142.86, 149.52, 151.95, 152.43 (C-piirin).

Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 406.70 (%100) (M+H).
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Data Collected om:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vomr1 /vomrsys/data
Sample directory:
MP-10_20180816_01
FidFile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)

Solvent: dmso
©  Data collected on: Aug 16 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Req. time 2.555 sec

Width 6402.0 Hz

® repetitions

CBSERVE K1, 400.1759658 Mz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

] - Agilent Technologies

Sekil 3.13. Bilesik 7°nin *H-NMR spektrumu

MP-10

Sample Name:
wP-10

Data Collected on:
mereuryd00-mereuryd00

Archive directory:
/home/vumrl/vasceys/data

sample directory:
MP-10_20180816_01

PidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)

Solveat: dmso
Data collected on: Aug 16 2018

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degre
Acq. time 1.304
Wideh 25125.6 Hz
384 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243774 Mz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB
contiauousty on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536
Total time 1 hr, 59 min

1L

Agilent Technologies

T
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Sekil 3.14. Bilesik 7°nin *C-NMR spektrumu

T

ppm
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MP-10 698 (7.038) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
406.70

1: Scan ES+
1.34e8

100
407.75
3
1408.75
126.18
215.20 428.73 5317
[ T aoaas | [46935 53175 anrriges 8341287412455 oo 119647 156055 132083
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300

m/z

Sekil 3.15. Bilesik 7’nin kiitle spektrumu
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3.1.4.4. 6-(4-Hidroksifenilamino)-8,9-difenil-9H-piirin (8)

OH
NH

Genel sentez yontemine gore 0,10 g baslangic maddesinden hareketle % 45

Verimle 0.055 g madde elde edildi.

E.N: 265-268 °C.

Elementel Analiz: C;3H17N50.0,3C6H14.0,4H,0
%C %H %N

Hesaplanan: 72.20 5.37 16.98

Analiz: 7212 523 16.64

'H-NMR Spektrumu (DMSO-dg+D,0) Sppm

6.73 (d, 2H, Jo = 8.4 Hz), 7.33-7.51 (m, 10H), 7.65 (d, 2H, Jo = 9.2 Hz), 8.24 (s, 1H),
9.17 (s, 1H), 9.75 (s, 1H).

3C NMR Spektrumu (DMSO) &ppm:

114.83, 119.25, 123.13, 127.90, 128.31, 128.79, 129.12, 129.37, 129.45, 129.66,

130.98, 135.01 (C-fenil), 149.21, 151.78, 152.13, 152.56, 153.32 (C-piirin).

Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 380.55 (%100) (M+H).
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Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
MP-13_20181013_01

PidPile: PROTON 01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)

Solvent: dmso

Data collected on: Oct 13 2018 *

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degr
Acg. time 2.559 sec
Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

PT size 32768

Total time 0 min 31 sec

s

T T T T T

T T

11 10 9 8 T

Sekil 3.16. Bilesik 8’in H-NMR spektrumu

MP-13

Sample Name:
MP-13
Data Callected on:
mercury400-mercuryd00
Archive directory:
/home /vomr1 /vnmrsys/data
Sample directory:
MP-13_20181013_01
PidPile: CARBON 01

Pulse Sequence: CAREON (s2pul)

Solvent: dmso
Data collected on: Oct 13 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

1256 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243758 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 50 min

6

5
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Agilent Technologies

Agilent Technologies
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Sekil 3.17. Bilesik 8’in **C-NMR spektrumu
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100-

%

MP-13 476 (4.800) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
380.55

1: Scan ES+
1.34e8

Sekil 3.18. Bilesik 8’in kiitle spektrumu
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3.1.45. 6-(4-Benziloksifenilamino)-8,9-difenil-9H-piirin (9)

¢

e

Genel sentez yontemine gore 0,10 g baslangic maddesinden hareketle % 44
Verimle 0.067 g madde elde edildi.

E.N: 139-141 °C.

Elementel Analiz: C3,H,3N50.1,1H,0
%C  %H %N

Hesaplanan: 73.61 5.19 14.31

Analiz: 7357 499 1394

'H-NMR Spektrumu (DMSO-ds+D,0) dppm
5.08 (s, 2H), 6.99 (d, 2H, Jo= 9.2 Hz) 7.29-7.53 (m, 15H), 7.82 (d, 2H, J, = 9.6 Hz),
8.28 (s, 1H), 9.89 (s, 1H).

3C NMR Spektrumu (DMSO) &ppm:

69.27 (CH,), 114.51, 119.27, 122.60, 127.53, 127.64, 127.82, 128.22, 128.30,
128.72, 129.05, 129.28, 129.32, 129.60, 132.74, 134.87, 137.20 (C-fenil), 149.31,
151.78, 151.88, 152.40, 154.04 (C-piirin).
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Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 470.66 (%100) (M+H).

MP-14
Agilent Technologies

Sample Name:
Mp-14
Data Collected om:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vnmrl /vomrsys/data
sample directory:
MP-14_20181015_01
FidFile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)

Solvent: dmso
Data collected on: Oct 15 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1755761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time O min 31 sec

Sekil 3.19. Bilesik 9’un 'H-NMR spektrumu

Agilent Technologies

MP-14

Sample Name:
MP-14
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vomrl fvasrsys/data
Sample directory:
MP-14_20181015_01
FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Oct 15 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

1472 repetitions
OBSERVE €13, 100.6243855 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 4B

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 1 hr

|
I L e

T T T T

L B B B R B N N R R E s R R R
220 200 180 160 140 120 100

Sekil 3.20. Bilesik 9’un **C-NMR spektrumu
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MP-14 660 (6.655) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 470.66 8.03e7

=
471.85
101.51
122.32
| 125.97 (472.68
143.21 73.26 940.13
O_MUALMI (21516 336.82 4524 56.10636.49 719.08 702,38 909.53 | 94208 103820111970 104575
. 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

Sekil 3.21. Bilesik 9’un kiitle spektrumu
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3.1.4.6. 6-(4-Difluorometoksifenilamino)-8,9-difenil-9H-piirin (10)

OCHF,
NH
N
“mﬁ )

Genel sentez yontemine gore 0,10 g baslangic maddesinden hareketle % 88

Verimle 0.123 g madde elde edildi.
E.N: 127-130 °C.

Elementel Analiz: Co4H17F>N50.1H,0
%C %H %N

Hesaplanan: 64.40 4.28 15.65

Analiz: 64.26 4.21 15.57

'H-NMR Spektrumu (DMSO-dg+D,0) Sppm
7.17-7.19 (m, 3H), 7.35-7.55 (m, 10H), 8.03 (d, 2H, J, = 8.8 Hz), 8.36 (s, 1H), 10.15
(s, 1H).

3C NMR Spektrumu (DMSO) &ppm:
113.96, 116.52 (C-fenil), 119.19 (OCHF,), 119.48, 122.20, 127.84, 128.24, 128.79,
129.11, 129.30, 129.71, 134.81, 136.97 (C-fenil), 145.88, 149.74, 151.66, 152.03,

152.26 (C-piirin).

Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 430.74 (%100) (M+H).
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Agilent Technologies

MP-12

Sample Name:
MP-12

Data Collected on:
mercury400-mercury400

PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Sep 17 2018 * *

Temp. 28.0 C / 301.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000
Pulse 45.0 degre
Acq. time 2.559 sec
Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1, 400.1760393 MHz
DATA PROCESSING

PT size 32768

Total time 0 min 31 sec

©
©
K]

o

13 12 11 10

Sekil 3.22. Bilesik 10’un 'H-NMR spektrumu

Agilent Technologies

MP-12

Sample Name:
MP-12

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomrl /vomrsys/data

Sample directory:
MP-12_20180917_01

PidPile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)

Solvent: dmso
Data dollected on: Sep 17 2018 N

Temp. 28.0 C / 301.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acqg. time 1.550 sec
Width 21141.6 Hz
1000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6244025 Miz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536
Total time 44 min

w Wy aaa)
~~~~~~ L e

140 120 100

L] T T
20 0 ppm

Sekil 3.23. Bilesik 10’un **C-NMR spektrumu
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IMP-12 662 (6.675) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

100

o
| 100

1: Scan ES+ |
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Sekil 3.24. Bilesik 10’un kiitle spektrumu
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3.1.4.7. 6-(4-Metiltiyofenilamino)-8,9-difenil-9H-piirin (11)

SCH;

NH

Genel sentez yontemine gore 0,10 g baslangic maddesinden hareketle % 59
Verimle 0.086 g madde elde edildi.

E.N: 123-126 °C.

Elementel Analiz: Cy4H19NsS.1,2H,0

%C %H %N %S
Hesaplanan: 66.86 5.00 16.25 7.42
Analiz: 66.64 4.69 16.44 7.41

'H-NMR Spektrumu (DMSO-dg+D,0) dppm
2.47 (s, 3H), 7.29 (d, 2H, J, = 8.8 Hz), 7.35-7.55 (m, 10H), 7.98 (d, 2H, J, = 8.4 Hz),
8.36 (s, 1H), 10.07 (s, 1H).

3C NMR Spektrumu (DMSO) &ppm:

15.77 (CHs), 119.55, 121.44, 127.06, 127.83, 128.24, 129.78, 129.10, 129.26,
129.30, 129.69, 130.93, 134.82 (C-fenil), 137.27, 149.64, 151.65, 151.99, 152.28
(C-piirin).

Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 410.63 (%100) (M+H).
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MP-13

Sample Name:
Mp-13
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vnmrl /vnmrsys /data
Sample directory:
MP-13_20180917_01
FidFile: PROTON_02
Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Sep 17 2018°

Temp. 28.0 C / 301.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 2.559 sec

Width §402.0 Hz

8 repetiticns

OBSERVE  HL, 400.1760377 Mz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

Agilent Technologies

13 12 11

Sekil 3.25. Bilesik 11°in *H-NMR spektrumu

MP-13

Sample Name:
MP-13

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmr1/vomrsys/data

sample directory:
MP-13_20180917_01

FidFile: current

Pulse Sequence: CAREON (s2pul)

Solvent: dmso
Data collected on: Sep 17 2018

Temp. 28.0 C / 301.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.550 sec
Width 21141.6 Hz

256 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243877 MHz

DECOUPLE K1, 400.1779555 Muz
Power 38 B
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536
Total time 44 min

R e o B e e
180 160

Sekil 3.26. Bilesik 11’in *C-NMR spektrumu

- Agilent Technologies
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IMP-13 757 (7.633) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

1: Scan ES+
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Sekil 3.27. Bilesik 11’in kiitle spektrumu
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3.1.4.8. 6-(4-Morfolinefenilamino)-8,9-difenil-9H-piirin (12)
)
N

t@
oy

Genel sentez yontemine gore 0,10 g baslangic maddesinden hareketle % 53

Verimle 0.078 g madde elde edildi.
E.N: 213-215 °C.

Elementel Analiz: C,7H24N60.0,3H,0
%C %H %N

Hesaplanan: 71.42 5.46 18.52

Analiz: 71.37 5.16 18.55

'H-NMR Spektrumu (DMSO-dg+D,0) Sppm
3.07 (t, 4H, J= 4.8 Hz), 3.75 (t, 4H, J= 4.8 Hz), 6.94 (d, 2H, J,= 8.8 Hz), 7.36-7.54
(m, 10H), 7.79 (d, 2H, J, = 9.2 Hz), 8.29 (s, 1H), 9.80 (s, 1H).

3C NMR Spektrumu (DMSO) &ppm:

49.04, 66.06 (C-morfolin), 115.24, 119.30, 122.25, 127.82, 128.22, 128.70, 129.04,
129.27, 129.39, 129.58, 131.71 134.94 (C-fenil), 147.04, 149.22, 151.77, 151.95,
152.45 (C-piirin).

Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 449.71 (%100) (M+H).
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MP-11

Sample Name:
Mp-11

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomrl /vamrsys/data

sample directory:
MP-11_20180908_01

Fidpile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)

Solvent: dmso
Data collected on: Sep 8 2018

Temp. 35.0 C / 308.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1l, 400.1759665 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

- Agilent Technologies

Sekil 3.28. Bilesik 12’nin *H-NMR spektrumu

MP-11

Sample Name:
Mp-11

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:

/home/vnmrl/vomrsys/data

sample directory:
MP-11_20180908_01
Pidrile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)

Solvent: dmso
Data tollected on: Sep

Temp. 35.0 C / 308.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.550 sec
Width 21141.6 Hz

1408 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243839 Miz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz

Power 38 4B
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536

Total time 1 hr, 28 min

8 2018

- Agilent Technologies
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Sekil 3.29. Bilesik 12’nin *C-NMR spektrumu
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£ —

MP-11 501 (5.052) Cn (Cen,2, 80.00, HY) 1: Scan ES+
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Sekil 3.30. Bilesik 12’nin kiitle spektrumu
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3.2. 6,9-(4-Siibstitiie  difenil)-8-[5-(4-klorofenil)-1,2-oksazol/4-siibstitiie ~ fenil]

piirin Tiirevlerinin Sentezi
3.2.1. 5-Amino-4-(4-klorofenil)amino-6-kloropirimidin (13)
Cl

I
L7 NH

N

Cl

0.35 g (2.14 mmol) 5-Amino-4,6-dikloropirimidin (2) ve 0.36 g (2.79 mmol) 4-
kloroanilin’in 6 ml H,O ve 1 ml absolii EtOH igindeki ¢ozeltisi 0.0372 g (1.02
mmol) konsantre HCl varhiginda 80 °C’de 1sitildi. Coken kristaller reaksiyon

ortamindan siiziildli, once distile su ardindan Hegzan ile yikandi. % 70 Verimle
0.383 g madde elde edildi.

E.N: 218-220 °C (222 °C) (Greenberg ve ark., 1959).

'H-NMR Spektrumu (DMSO-dg+D,0) dppm
5.43 (br s, 2H), 7.34 (d, 2H), 7.72 (d, 2H), 7.85 (s, 1H), 8.67 (s, 1H)

Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 255.74 (%100) (M*), 257.61 (%65) (M+2),
259.77 (%12) (M+4).
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w4

Sample Name:
P-4
Data Collected on:
mercuryd00-mercury400
Archive directory:
/home /vomr1/vomrsys/data
sample directory:
MP-4_20180720_01
Fidrile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jul 20 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0'min 31 sec

J

:_- Agilent Technologies

13 12 11 10 9 8 7 6 {1 4 3 2 1 0 -1 ppm
Sekil 3.31. Bilesik 13’iin *H-NMR spektrumu
PMT-11 267 (5.384) 1: Scan ES+
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Sekil 3.32. Bilesik 13’iin kiitle spektrumu
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3.2.2. 5-Amino-4-(4-benziloksifenil)amino-6-kloropirimidin (14)

0.32 g (1.96 mmol) 5-Amino-4,6-dikloropirimidin (2) ve 0.61 g (2.55 mmol) 4-
benziloksianilin.HCI1 ’in 6 ml H,O ve 1 ml absolii EtOH i¢indeki ¢ozeltisi 0.036 g
(0.99 mmol) konsantre HCI varhginda 80 °C’de 1sitildi. Coken kristaller reaksiyon
ortamindan siiziildii, 6nce distile su ardindan Hegzan ile yikandi. % 68 Verimle

0.436 g madde elde edildi.

E.N: 163-165 °C

'H-NMR Spektrumu (DMSO-dg+D,0) dppm

4.59 (br s, 2H), 5.09 (s, 2H), 7.01 (d, 2H), 7.31-7.46 (m, 5H), 7.58 (d, 2H), 7.38 (s,
1H), 8.88 (s, 1H).

B3C NMR Spektrumu (DMSO) &ppm:

69.87 (OCH,), 115.29, 123.37, 125.08, 128.12, 128.25, 128.88, 132.98, 137.40 (C-

fenil), 137.68, 144.74, 149.68, 154.93 (C-pirimidin).

Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 327.58 (%100) (M+H), 329.56 (%33) (M+H+2).
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BRUKER
(>

Current Data Parameters
NAME Pl

MT-16
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20200609
Time 14.15 h
INSTRUM Avance
PROBHD ~ 2151574_0038
PULPROG T zg
™ 65536
SOLVENT DMSO
NS 16
DS 2
WH 10000.000 Hz

St
FIDRES 0.305176 Hz

AQ 3.2767999 sec
RG 101

DW 50.000 usec
DE 11.14 usec
TE 298.1

D1 1.00000000 sec
TDO

SFOL 500.1330883 MHz
NUC1 1H

PO 2.67 usec
Pl 8.00 usec
PLW1 24.04299927 W

F2 - Processing parameters
3 6553

SF 500.1300000 MHz
WOW EM
SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

T T T T
15 14 13 12 1 10 9 8 7 6 5 4 3 2

Sekil 3.33. Bilesik 14’iin 'H-NMR spektrumu

Current Data Parameters

NAME FNT-16
EXPNO 2
PROCNO 1

FZ = Acquisition Parameters
20200609

Date_ 200609
Tine 15,0
INSTRUM Avance
FPRUEHD

PULPROG

sec
sec

Mhz

usec
usec
85.18099976 W
500.1320005 MHz

80.00 usec

-12093000 ¥
FZ - Processing parameters
32768

sF 125.7577865 Miz
wow no

PC 1.40

200 180 160 140 120 100 80 60

Sekil 3.34. Bilesik 14’iin *C-NMR spektrumu

40 20 0 ppm
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PMT-16 477 (4.810) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
100 327.58

ae
‘ 329.56
143.41 G073
, 227.54 417.39 5337557284  716.56 760.05 860.35 906.91 1017.96 1147.57 1207.48
0 m“-—“—*-‘-‘ - Ak, b . A TN Z e .4.; 128243 z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

Sekil 3.35. Bilesik 14’1in kiitle spektrumu

1: Scan ES+

3.63e7
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3.2.3. 6-Kloro-8-[5-(4-klorofenil)izoksazol-3-il]-9-(4-klorofenil)-piirin (15)

Cl
Cl
N™ N S
P W
NN N7

Cl

0.15 g (0.59 mmol) 5-Amino-4-(4-klorofenil)amino-6-kloropirimidin (13) ve
0.02 g (0.118 mmol) p-TsOH’in 10 ml DMF i¢indeki ¢6zeltisine oda sicakliginda
0.25 g (1.18 mmol) benzaldehit ilave edildi. Reaksiyon karisimi 80 °C’de 1 gece
1sitildi. Reaksiyon ortami oda sicakligina kadar sogutuldu. Sulu Na,CO3 (0.03 mmol)
ve 3 ml doygun NaCl ¢ozeltisi ilave edildikten sonra reaksiyon ortami 3 kez 100 ml
EtOAc ile ekstre edildi. Organik faz Na,SQO, tizerinden kurutuldu. Hegzan:Etil asetat
(6:1) solvan sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflagtirildi. % 35 Verimle
0.90 g madde elde edildi.

E.N: 247-249 °C.

'H-NMR Spektrumu (CDCl3) ppm
7.31 (s, 1H), 7.41 (d, 2H, Jo = 8.8 Hz), 7.47 (d, 2H, J, = 8.4 Hz), 7.59 (d, 2H, Jo= 8.4
Hz), 7.73 (d, 2H, J, = 8.8 Hz), 8.79 (s, 1H).

3C NMR Spektrumu (CDCl3) 8ppm:

100.64 (C-izoksazol), 124.73, 127.22, 129.07, 129.60, 129.99, 131.38, 132.13,
136.52 (C-fenil), 137.17, 145.12, 151.91, 153.51, 154.09, 155.16 (C-piirin, C-
izoksazol), 169.76 (C-izoksazol).

Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 442,55 (%100) (M), 444.53 (%72) (M+2),
44657 (%30) (M+4).
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FMT-13

Bample Name:
PWT-13
Data Colleceed ca:
mercuryd00 -meroury4 00
Archive directory:
Fhema jvomel fenarays fdate
Bumpla dlrestssy:
FMT-13_20200610_01
Fidrilas Pm_02

Pulse Sequencs: PROTON |alpull
Solvent: cdeld
Data collected on: Jus 10 2030

Tenp. 35.0 @ / 238.1
Gparators wmmsl

Relax. delay 1,909 sed
Pulse 43,0 degress

heg. time 2.559 aec

width 6402.0 s

B repatiticos

CBSERVE  H1, 4001740753 HHz
DATA PROCESSING

FI size 32768

Total time 0 min 31 wew

ilent Technologies

S B L e B o

L] B 7 5

Sekil 3.36. Bilesik 15’in *H-NMR spektrumu

BT-13

Sasple Hama:
PHT-13

Data Collscted on:
mercurydio-sarcurydid

Archive directorys
/bome/vearl fveaTeys /data

Sample dizectorys
HI-13_20200610_01

FidFile: current

Pulss Sagusnce: CARBON (mlpul)
Solvent: cdcls
Data solleatsd s Jum 10 3030

Temp. ¥5.0 € / 298.1 K
Operator: vemel

Rolax. delay 1.000 sec
Pules 45.0 degress

Acq. cime 1.550 sso

Wideh 71141.6 s

764 repatitions

GRSERVE €13, 100.6238513 NHz

DECOUFLE 1. 490.17T60347 Witz

Powar 38 am

continususly oo

WALTZ-16 modulated

BATA PROCESETNE

Line broadening 0.5 Hx I
FT size 63536 |
Total tise 3 br, 30 min

i

LB e B e |

4

3

e

D

L e B B B B e e

1 1] -1  ppm

- Agilent Technologies

120

180 1E0 140 100

Sekil 3.37. Bilesik 15’in *C-NMR spektrumu

&0

40
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1: Scan ES+

PMT-13 668 (6.736) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
44255 5.60e6
100 T
. 442,30
44453
N |
152.06
446 57
227.38 o ! 908.66
220.64 2.0 911.90
279.36 30573 | 46652 822 907.57
389.81
692.44 759.04 900 1017.03 1063.33
. 1093.78 1283.51
0 | T R TR LT TR VI PR ST T s
100 200 300 400 500 800 700 800 900 1000 1100 1200

Sekil 3.38. Bilesik 15’in kiitle spektrumu
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3.2.4. 6-Kloro-8-(4-klorofenil)-9-fenil-piirin (16)

Cl

0.43 g (1.95 mmol) 5-Amino-4-(fenil)amino-6-kloropirimidin (3) ve 0.075 g
(0.4 mmol) p-TsOH’in 10 ml DMF i¢indeki ¢6zeltisine oda sicakliginda 0.55 g (3.9
mmol) 4-klorobenzaldehit ilave edildi. Reaksiyon karistmi 80 °C’de 1 gece 1sitilda.
Reaksiyon ortami oda sicakligina kadar sogutuldu. Sulu Na,COj3 (0.083 mmol) ve 9
ml doygun NaCl ¢ozeltisi ilave edildikten sonra reaksiyon ortami 3 kez 100 ml
EtOAc ile ekstre edildi. Organik faz Na;SO, iizerinden kurutuldu. Hegzan:Etil asetat
(5:1) solvan sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflagtirildi. % 27 Verimle
0.178 g madde elde edildi.

E.N: 208-210 °C.

'H-NMR Spektrumu (DMSO-dg+D,0) Sppm
7.50-7.59 (m, 9H), 8.75 (s, 1H).

B3C NMR Spektrumu (DMSO-ds) Sppm:
127.69, 128.41, 129.22, 130.18, 130.20, 131.16, 131.73, 134.57 (C-fenil), 136.35,

149.13, 152.51, 154.57, 154.86 (C-piirin).

Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 341.66 (%100) (M), 343.82 (%70) (M+2),
34553 (9%12) (M+4).
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Current Data
NAME

EXPND
PROCNO

PRO
PULPROG
™

SOLVENT

0l
1

- Acquisition

2181578_003%

50

Parameters

Paraneters
200609
15

20,

10 h

10000.000
0.305176 Kz
3.2767999

32
50.000
11

0.1330863
1R
2.67 usec

00 usec

4.04299927 W

r2 Proceasing parameters
s1 65536
SF -1300000 MHz
wow EM
SSB (4]
18 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
1 - - -
T T L) ) L) I T T T L) | T T U ) T 1 l ) T
1 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2 ppm
. il 160 L
Sekil 3.39. Bilesik 16’nin "H-NMR spektrumu
=
Current Data Paramet
NAME PMT
EXPNO
PROCNO
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20200609
Time 15
INSTRUM Aval
P 3 Z151574_ 0039
29p
65
DNS
30120.48
0.919
1.0878
16.
6.
29
2.00000
0,0300000
. 1
125.7703643 MHz
usec
. usec
18099976 W
«1320005 MHz
NUC2 X
CPDPFRG(2
PCPD2 usec
PLW2 04299927 W
PLW12 0 w
PLW13 +12093000 W
F2 - Processing paraneters
s1 32768
SF 125.7577885 MHz
wWou no
SsB o
U | L8 0 He
L o
PC 1.40
T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.40. Bilesik 16’nin **C-NMR spektrumu
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PMT-25 305 (6.151) Cn (Cen.,2, 80,00, Ht) 1: Scan ES+

100, 341.66 3.69e7
343.82
$.
345.53
144.88 22063
207.45 .
m s i 382.75 40587 45908 51007  564.20 57824 669.48 684.87 742.05
0 Miatheabdl b Bt e ot g FarL TR 7 N ol 1 frig w2
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

Sekil 3.41. Bilesik 16’nin kiitle spektrumu
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3.2.5. 6-Kloro-8-(4-metoksifenil)-9-fenil-piirin (17)

Cl
NN
O

0.43 g (1.95 mmol) 5-Amino-4-(fenil)amino-6-kloropirimidin (3) ve 0.075 g
(0.4 mmol) p-TsOH’in 10 ml DMF i¢indeki ¢6zeltisine oda sicakliginda 0.55 g (3.9
mmol) 4-klorobenzaldehit ilave edildi. Reaksiyon karistmi 80 °C’de 1 gece 1sitildi.
Reaksiyon ortami oda sicakligina kadar sogutuldu. Sulu Na,COj3 (0.083 mmol) ve 9
ml doygun NaCl ¢ozeltisi ilave edildikten sonra reaksiyon ortami 3 kez 100 ml
EtOAc ile ekstre edildi. Organik faz Na;SO, iizerinden kurutuldu. Hegzan:Etil asetat
(5:1) solvan sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. % 27 Verimle
0.178 g madde elde edildi.

E.N: 178-180 °C.

'H-NMR Spektrumu (CDCl3) 8ppm
3.81 (s, 3H), 6.84 (d, 2H, J, = 8.8 Hz) 7.34-7.58 (M, 7H), 8.69 (s, 1H).

3C NMR Spektrumu (CDCl3) 8ppm:
55.36 (OCHj3), 114.06, 120.40, 127.39, 129.56, 129.99, 130.23, 131.43, 131.65, (C-

fenil), 134.64, 149.76, 151.82, 154.66, 161.73 (C-piirin).

Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 337.77 (%100) (M+H), 339.79 (%38) (M+H+2).
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PNT-04

Sample Mame:
PHT-04
Data Collected on:
Bercury400-mercury400
Archive direstory:
/home /voazl/veazsys/data
Sample dizectory:
PHT-04_20200505_01
PidPile: PROTON 03

Pulse Sequence: PROTON (spul)
Solveat: edel)
Data collected on: Jus 9 2020

Temp. 25.0 € / 298.1 %
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 wes
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.553 sec

Width 6402.0 nz

& repeiticas

OBSERVE  B1. 400.1740753 MEx
DATA PROCESSING

¥7 alze 32768

Total time O min 31 seo

Agilent Technologies

Sekil 3.42. Bilesik 17°nin *H-NMR spektrumu

PNT-04

Sample Name:
HT-048

Data Collected oa:
Bercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnnzl/vancays/data

Sasple directory:
FXT-04_20200605_01

PidPile: current

Pulse Sequence: CARBOM (aZpul)
Selvent: odelld
Data collected on: Jun 3 2020

Teay. 12.0 € 7/ 0 x
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Aog. time 1.550 sec

wWidth 21141.6 M2

768 repetitions
OBSERVE C13, 100.6238513 MRz
DECOUPLE M1, 400.1760547 MMs
Power 38 @B

contisuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCE3SING

Line broadening 0.5 Wz

T mize €5536

Total time 1 hr, 2§ min

TN,

Agilent Technologies

T

T

Sekil 3.43. Bilesik 17’nin **C-NMR spektrumu

40

20

0 ppm
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PMT-04 276 (5.566) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
7

100
337.47
el
339.79
340.73
101.03
213.68 134198 50820 696.07 738,81 892,75 1004.07
o e ol

1258.60 131966148850 166383 1807.76

200 400 600

Sekil 3.44. Bilesik 17’nin kiitle spektrumu

1: Scan ES+
1.34e8

miz

1800
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3.2.6. 6-Kloro-8-(4-fenoksifenil)-9-(4-klorofenil)-piirin (18)

Cl
IO

Q

Cl

0.35 g (1.372 mmol) 5-Amino-4-(4-klorofenil)amino-6-kloropirimidin (13) ve
0.06 g (0.288 mmol) p-TsOH’in 10 ml DMF igindeki ¢ozeltisine oda sicakliginda
0.55 g (2.75 mmol) 4-fenoksibenzaldehit ilave edildi. Reaksiyon karisimi 80 °C’de 1
gece 1sitildi. Reaksiyon ortami oda sicakligina kadar sogutuldu. Sulu Na;CO; (0.06
mmol) ve 6 ml doygun NaCl ¢ozeltisi ilave edildikten sonra reaksiyon ortami 3 kez
100 ml EtOAc ile ekstre edildi. Organik faz Na,SO, iizerinden kurutuldu.
Hegzan:Etil asetat (3:1) solvan sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile
saflastirildi. % 37 Verimle 0.21 g madde elde edildi.

E.N: 213-215°C.

1

H-NMR Spektrumu (DMSO-d6+D,0) dppm

7.01 (d, 2H, Jo= 8.6 HZ), 7.10 (d, 2H, Jo= 7.9 Hz), 7.23 (t, 1H, J= 7.3 Hz), 7.41-
7.61 (m, 6H), 7.68 (d, 2H, J,= 8.5 Hz), 8.73 (s, 1H).

3C NMR Spektrumu (DMSO) &ppm:

118.06, 120.12, 122.99, 124.83, 125.14, 130.03, 130.71, 131.11, 131.25, 133.73,

134.20, 134.70 (C-fenil), 148.67, 152.23, 154.86, 155.48, 159.91 (C-piirin).

Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 433.56 (%100) (M"),435.64 (%68) (M+2),
437.69 (%15) (M+4).
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’ an
(>

Currant Data Parametera
MAME

= EMT-26

EXPNO 1
FROCKO 1
FZ - Requisitien Parameters
Date_ 20200603
Time 15.45 n
IHSTRIM Avance
PROBMD I1%1374_D0O38 |
FULFAOG 2g30
TD £5536
SOLVENT CHsC =
HS 16
ns 2
3WH 10000, 000 He
FIORES a.305176 Hz
AQ
RG
o
DE
TE 299,72
ol 1.00000000
TDQ 1
5FOL E00.1330883 MHz
HUC 1H
PO 2.67 usec
FL 8.00 usec
FLW1 Z24.04Z9992T7 W
F? - Processing parameters
5L B5536
aF 5001200000 MHz
WOW EM
528 Q

| LE Q.30 He
GB 1]
BC 1.00

Sekil 3.45. Bilesik 18’nin "H-NMR spektrumu

C><)
BIL!%R

Current Data Paraneters
RAME FNT-26

EXPNO
PROCNO

F2 - Acquisiti
Da

Parameters

00609

INSTRUM

PROBHD

PULFROG
0

TD
SOLVERT
NS

4
Hz

MKz

%

- Processing parameters
s 32768
SF 125.757788% NHz
WOR EM
| 588 ]
I l H, d J L 1,00 Hz
" " o 0
PC 1.40
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.46. Bilesik 18’nin *C-NMR spektrumu
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PMT-26 714 (7.200) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

1: Scan ES+

Tod 433.56 3.60e7
{
43564
* {
\
" 437.69
145,99 438.20
: 279.39 301.28 ;
e 34259 39413 I 47445 520.93 579.83 62548 690.21707.13
0 .ul "\ || A ) ) A A L OO aT mz
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

Sekil 3.47. Bilesik 18’nin kiitle spektrumu
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3.2.7. 6-Kloro-8-[(4-piperidin-1-il)fenil]-9-(4-benziloksifenil)-piirin (19)

20

0.205 g (0.63 mmol) 5-Amino-4-(4-benziiloksifenil)amino-6-kloropirimidin
(14) ve 0.024 g (0.126 mmol) p-TsOH’in 10 ml DMF i¢indeki ¢ozeltisine oda
sicakliginda 0.24 g (1.26 mmol) benzaldehit ilave edildi. Reaksiyon karigimi 80
°C’de 1 gece 1s1t1ldi. Reaksiyon ortami oda sicakligia kadar sogutuldu. Sulu Na,CO3
(0.027 mmol) ve 3 ml doygun NaCl ¢ozeltisi ilave edildikten sonra reaksiyon ortami
3 kez 100 ml EtOAc ile ekstre edildi. Organik faz Na,SO, iizerinden kurutuldu.
Hegzan:Etil asetat (3:1) solvan sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile
saflastirildi. % 44 Verimle 0.138 g madde elde edildi.

E.N: 156-158 °C.

'H-NMR Spektrumu (CDCl3) ppm

1.58 - 1.70 (m, 6H), 3.27 (t, 4H, J= 5.6 Hz), 5.12 (s, 2H), 6.78 (d, 2H, J, = 9.2 H),
7.12 (d, 2H, Jo = 9.2 Hz), 7.27 (t, 2H, J= 8.8 Hz), 7.34-7.47 (m, 5H), 7.53 (d, 2H, Jo =
9.2 Hz), 8.63 (s, 1H).

3C NMR Spektrumu (CDCls) 8ppm:
24.27, 25.39, 48.69 (C-piperidin), 70.42 (OCH,), 114.07, 116.05, 116.53, 127.56,
127.82, 128.27, 128.68, 128.70, 130.97, 131.72, 136.24, 148.82 (C-fenil), 151.32,

152.93, 154.81, 155.65, 159.34 (C-piirin).

Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 496.74 (%100) (M*), 497.72 (%38) (M+2).

109



Gata Collscted en:
Beroary 408 -BeToury 490
Archive direstarys
Fhosen/vomel fvescaya fdats
Bample Aizectory:
FMT-22_20200610_01
PidPile: PROTCH 03

Pulss Sequence: FPROTON (s2pul)
Solvant: odeld
Data collscted omi Jun 10 2030

Temp. 25.0 € / 198.1 E
Operator: vomrl

Ralax. delay 1.000 see
Palge 45.0 degress

Aog. tims 2.559 mes

widek £402.0 He

8 rapatitions

OBIERVE W1, 490.1740751 Wiz
DATA PROCESSING

PT size 321768

Total tizs § mim 31 mec

_—

|

- Agilent Technologies

| |‘|_
J W

.

Sekil 3.48. Bilesik 19’nin *H-NMR spektrumu

PNT-23

Bample Nams
FHT-33
bata Callected oam:
mercury4@0 -mercury40a
Archive directory:
Shema/ vamel fvnneays /data
Sample dizectory:
FT-11_10200610_01
FidFile: CARBON 01

Pulss Ssquemce: CARBON (s2pul)
Selvesk: edell
Bata esllected en: Jus 10 2010

Temp. 25.0 £ 7 2981 K
Oparater: vemrl

Bolax. delay 1000 wec
Fulas 45.0 degrees

Aeq. kime 1.550 sea

Widsh 31341, B=

2000 reparicicas
GBSERVE 13, 100.6338513 Wz
DECOUPLE W1, 400.1T40347 Mz
Powar 38 45

sonrinocusly on

WALTI-18 modulated

DATA PROCESSING

Lime brcadening 0.5 Hz

PT size 65336

Total time 1 hr, 28 mis |

L e e e e

3 2 1 [ -1 ppm

gilent Technologies

L ‘
T o

UJL |_Ei

T T L

180 160 140 120

Sekil 3.49. Bilesik 19°nin *C-NMR spektrumu

100
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60 40 20 0 ppm
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PMT-22 825 (8.319) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

100+ 496,74
ES
497.72
499,71
131.47 500.84
""" 171.16248.76 277.56 333.79110932 483.06 559.99 67221 75357 788.35

150 200 250 300 350 400 450 i 500 S50 600 650 700 750 800

Sekil 3.50. Bilesik 19’nin kiitle spektrumu

863.88
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3.2.8. 6-[4-(siibstitiie)fenil]-8,9-(4-siibstitiie difenil)piirin (20-24) Genel Sentez

Yontemi

3 mmol 6-Kloro 8,9-(4-siibstitiie difenil)piirin tizerine 6 mmol K,CO3, 6 mmol
4-siibstitiie fenilboronik asit ve 0.15 mmol Pd(PPhs), ve 20 ml toliien ilave edilerek
100°C’de geri ¢eviren sogutucu altinda 20-46 saat 1s1tildi. Solvan evaporasyonundan
sonra elde edilen {iriin Etil asetat:hegzan (1:10)/(1:5)/(1:3) kolon kromatografisi ile
saflastirildi.

3.2.8.1. 6-[4-(triflorometil)fenil]-8-[5-(4-klorofenil)izoksazol-3-il]-9-(4-
klorofenil)-9H-piirin (20)

CF3
Cl
N™ N <
I 70
NN N~

Cl

Genel sentez yontemine gore 0,08 g baslangic maddesinden hareketle % 10
Verimle 0.01 g madde elde edildi.

E.N: 303-305 °C.

Elementel Analiz: C>7H14Cl5F3N50.0,26CH3;COOC,Hs.1,7CgH14
%C %H %N

Hesaplanan: 63.70 557 9.71

Analiz: 64.07 521 9.31
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'H-NMR Spektrumu (CDCl3) Sppm
7.28 (s, 1H), 7.44 — 7.49 (m, 4H), 7.60 (d, 2H, Jo = 8.4 Hz), 7.77 (d, 2H, Jo = 8.4 H2),
7.87 (d, 2H, Jo = 8.4 Hz), 9.06 (d, 2H, J, = 8.4 Hz), 9.08 (s, 1H).

3C NMR Spektrumu (CDCls) 8ppm:
10059 (C-izoksazol), 124.82, 125.62 (q, CFs), 127.23, 129.22, 129.57, 129.95,
130.29, 130.95, 132.41, 132.60, 136.25, 137.13 (C-fenil), 138.60 144.58, 153.80,

154.02, 155.17, 155.52 (C-piirin, C-izoksazol), 169.62 (C-izoksazol).

Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 552.39 (%100) (M*), 554.84 (%38) (M+2).

FE Agilent Technologies

Sample dirmctory:
FMT-17_20200608_01

FidPile: PROTON_02

Pulpe Sequence: FROTON [aZpal)

Solvent: cdell

Bata eollected on: Jus & 3030

13 12 11 10 3

ekil 3.51. Bilesi nin "H- spektrumu
il 3.51. Bilesik 20’nin "H-NMR spek
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PNT-17

Sample Name:
PNT-17
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vemr] [vemcays/data
Sample directory:
PMT-17_20200609_03
7idrile: CAmnON 03

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: odell
Data collected oni Jun § 2020

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Wideh 25125.6 Hx

2000 repetiticas
ODSERVE C13, 100.6238513 iz
DECOUPLE M1, 400.1760547 Mz
Power 38 d8

continuously on

WALTZ-16 sodulated

DATA FROCESSING

Line broadening 9.3 Ex

T wize 65536

Total time I br, 20 min [

T T T T [T T T T T Tr—v—r—v—rr'r—"'rllrl"‘ T TTTTTY
220 200 180 160 140 ' 120 100 80 60 40 20 0 ppm
ekil 3.52. Bilesik 20°nin **C-NMR spektrumu
S
1: Scan ES+
Ph:;’-ﬂ 1159 (11.686) s S Zach
1
554.70
|
i
2
213.69
\ 554.84
21333 2206124473
18532 | | 41718 39564 571.11
‘ 25142 289,15 387.80 '
343.01 425.67 652.91
‘ 469 16483.20 532.31 582 64 652.48
621.08
0 A
i1 TN G 0L L A W L MLAHA. oy

175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650

Sekil 3.53. Bilesik 20’nin kiitle spektrumu
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3.2.8.2. 6-[4-(triflorometil)fenil]-8-(4-klorofenil)-9-fenil-9H-piirin (21)

CF3

Genel sentez yontemine gore 0,15 g baslangic maddesinden hareketle % 18
Verimle 0.036 g madde elde edildi.

E.N: 228-230 °C.

Elementel Analiz: Co4H14CIF3N4
%C %H %N

Hesaplanan: 63.98 3.13 12.44

Analiz: 64.38 3.40 12.34

'H-NMR Spektrumu (DMSO-ds+D,0) dppm
7.52 - 7.64 (m, 9H), 8.03 (d, 2H, J, = 8.3 Hz), 9.01 (s, 1H), 9.11 (d, 2H, J, = 8.2 Hz)

B3C NMR Spektrumu (DMSO-ds) Sppm:
126.14 (q, CF3), 128.04, 128.53, 129.18, 129.97, 130.14, 130.46, 131.03, 131.75,

134.76, 136.27 (C-fenil), 139.67, 151.09, 152.87, 154.03, 155.83 (C-piirin).

Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 451.63 (%100) (M+H), 453.62 (538) (M+H+2).
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Current Data Parameters
NAME PNT-27
EXPNO 1
PROCNO 1
sisition Parameters

20200610

ime
INSTRUM
VIUBHD
PULPROG
™

SWH 10000.0¢
FIDRES 0.305

PLHL
2 - Processing parameters
65536
500,1300000 MHz
£
0.30 Hz
o
1.00

I. l ! |

T T T

T T T T
1 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Sekil 3.54. Bilesik 21°in *H-NMR spektrumu

C><)
BRUKER

Current Data Paranater:
HAME PNT-2
EXPNO
PROCNO

-

Date 20200610
5

INSTRUM
PROBED
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

NOCc2

CPDPRG([2 waltzbs
PCPD2 £0.00 usec
| pLwz 24.04299927 W
PLN12 0.24043000 W
PLM13 0.12093000 w

F2 - Processing paraneters
oy

1.00 Hz

m L L L

1.40

T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.55. Bilesik 21’in *C-NMR spektrumu
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PMT-27 886 (8.934) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+ |
45163 2.82e7
100
\
\
3
|
\
453.62
454,61
| 1454.83
145.19 55.53 49276
T ‘207"?3 24427 307.22 33142 35734 429.85} : 56391 61172 63217 68689 74925
byl o \ Y i \ A TN miz
150 200 250 300 350 450 500 550 600 650 700 750

Sekil 3.56. Bilesik 21’in kiitle spektrumu
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3.2.8.3. 6-[4-(triflorometil)fenil]-8-(4-metoksifenil)-9-fenil-9H-piirin (22)

CF;

Genel sentez yontemine gore 0,055 g baslangi¢ maddesinden hareketle % 51
Verimle 0.037 g madde elde edildi.

E.N: 223-225 °C.

Elementel Analiz: C;5H17F3N40.0,3CgH14.0,7CH3COOC;H5
%C %H %N

Hesaplanan: 66.56 5.06 10.49

Analiz: 66.72 5.03 10.57

'H-NMR Spektrumu (CDCl3) ppm
3.78 (s, 3H), 6.98 (d, 2H, Jo = 9.2 Hz) 7.50-7.60 (m, 7H), 8.02 (d, 2H, Jo = 8.4 Hz)
8.95 (s, 1H), 9.12 (d, 2H, Jo = 8 Hz)

3C NMR Spektrumu (CDCl3) 8ppm:
55.39 (OCHg), 109.54, 114.07, 120.67 (C-fenil), 125.69 (CF3), 128.14, 129.40,
129.66, 129.89, 130.65, 131.16, 134.71, 139.35 (C-fenil), 149.67 151.89, 154.50,

155.57, 161.18 (C-piirin).

Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 447.9 (%100) (M+H).
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FNT-05

Sample Name:
PHT-05
Data Collected oa:
mercury400 -meroury400
Archive directory:
/home /vamed [raaceys/data
Sample directory:
PNT-05 20200218 01
7idPile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (#2pul)
Solvent: dmso
Data colleoted omi Peb 18 2020

Temo. 25.0 C / 298.1 X
Operator: wamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 43,0 degrees

Acq. time 2.559 mec

Width §402.0 Hx
 repetitions

oBSERVE  H1, 400.1759675 MMz
DATA PROCESSING

FT wize 32768

Total time 0°min 31 sec

Ll

10 9 8

| [ o B o s o

13 12 11 2 6

Sekil 3.57. Bilesik 22’nin *H-NMR spektrumu

PHT-05

Bample Mama:
ENT- 05

Dats Collected oms
sarcuryl0d-marcusyd0d

Archive directory:
Jbone,vmarl fmereye/data

Sample directory:
PHT-05_20200218_01

FidFile: CARBON 01

Fules Geguences CARBON {mipul)

Temp. 35.0 C / 90,1 K
Sperater: vamcl

Eelax. delay 1.000 sec
Fulme 45.0 degress

Aeg. tims 1.304 ses

Widch 15135.6 Hz

2512 Tepstitican
GBSERVE £13, L00.SR437SL MHr
DECOUFLE  H1. 400.1T79555 MHz
Fawor 38 48

contimuoualy eo

WALTZ-16 modulatsd

DATA FROCESEING

Line brosdsning ©,% Hx

PT aizae 65536

Total time 1 he, 40 min

bl Ll

(Y

Agilent Technologies

i Agilent Technologies

MRANER SM.

140

180 120

220 160

Sekil 3.58. Bilesik 22’nin **C-NMR spektrumu

100

&0

TV

40
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PMT-05 415 (8.374) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
447.90

147626 4666.85

100
=
448,91
108.35
| 145.01 149.90
5 Li 1, 32919 | 488.83650,75808.67909.53 95621106304 1189.05 136747
200 400 600 800 1000 1200 1400

Sekil 3.59. Bilesik 22’nin kiitle spektrumu

1600

1: Scan ES+
7.79e7

1850.46
rer—mifz

1800
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3.2.8.4. 6,9-di(4-klorofenil)-8-(4-fenoksifenil]-9H-piirin (23)

Cl

Genel sentez yontemine gore 0,18 g baslangic maddesinden hareketle % 8

Verimle 0.02 g madde elde edildi.

E.N: 188-190 °C.

Elementel Analiz: Cy9H15CI,N4O.0,5H,0
%C  %H %N

Hesaplanan: 67.29 3.70 10,83

Analiz: 67.38 359 10.92

'H-NMR Spektrumu (CDCl3) 8ppm

6.97 (d, 2H, Jo= 8.8 Hz), 7.06 (d, 2H, Jo= 8 Hz), 7.21 (t, J= 7.6 Hz), 7.34-7.41 (m,
4H), 7.51-7.56 (M, 4H), 7.62 (d, 2H, J,= 8.8 Hz), 8.92 (d, 2H, J, = 8.4 Hz), 8.95 (s,
1H).

3C NMR Spektrumu (CDCl3) 8ppm:

117.79, 120.11, 122.71, 124.57, 128.79, 128.92, 129.02, 130.04, 130.19, 130.90,
131.17, 131.39, 133.33, 134.20, 135.36, 137.21 (C-fenil), 152.51, 153.30, 155.14,
155.49, 160.16 (C-piirin).

Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 509.64 (%100) (M*) 511.64 (%70) (M+2),
513.64 (%10) (M+4).
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FMT-28

Sample Nams:
PHT-30
Sata tollected s
BoTouEPd0 ] - merouEyd 00
Arohive directoryi
[home fraast S vaseys /data
Sasple directery:
PHT-2E_20200505_01
FidPils: PROTON 02

Pulss Sequence: FROTOH |a2pull
Solvent: cdeld _—
Tata colleckted ocmi Jun B 2020

TEND. 3.0 € / 8.1 K
Operator; wmmsl

Relax. dolay 1.000 soc
Fulse 43.0 degress

Acq. time 2.559 sse

Width §402.0 Hs

B repetitions

CHEESVE  H1, 400.1740753 Mz
DATA PROCESSING

¥T wize 33788

Total time & min 31 see

Sekil 3.60. Bilesik 23iin *H-NMR spektrumu

HT-28

Sarple Name:
r-28
Data Collected oca:
mercury400 - nercury400
Archive directorys
/home /vamrl /veasuys/date
Sample directory:
#XT-28_20200609_01
PidPile: CARBON 01

Pulse Sequence: CAREON (s2pul)
Solveat: edeld
Data collected om: Jun § 2020

Temp. 25.0 € / 2981 K
Operatos: Vessl

Relax. delay 1.000 sec
Pulne 45.0 degress

Acq. tizme 1.304 gec

Width 25125.6 Mz

2000 repetitions
OBSERVE C13, 100.5238513 MHz
DECOUPLE K1, 400.1760347 Wiz
Power 38 4B

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Lice brosdening 0.5 Hs

¥ size 65536

Total time 1 hr, 20 mim

T

220 200 180 160 140

Sekil 3.61. Bilesik 23’iin *C-NMR spektrumu

T T T

120

Agilent Technologies

Agilent Technologies

TTTTTTrTT TITTTTTTTT

100 80 60 40 20 0 ppm
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PMT-28 1183 (11.929) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
| 100 509.64 4.98e6

511.64

%

107.42
173.30
512.60
513.64
Al 738.31 89801  1013.86 1162.33
616.48 840.77
1265.51
I At gl ALl 00 L i HATR il s
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

Sekil 3.62. Bilesik 23’iin kiitle spektrumu
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3.2.8.5. 6-[4-(triflorometil)fenil]-8-(4-(piperidin-1-il)fenil)-9-(4
(benziloksi)fenil)-9H-piirin (24)

CF3

NN
L~
N N
Re
Genel sentez yontemine gore 0,12 g baslangic maddesinden hareketle % 32

Verimle 0.048 g madde elde edildi.
E.N: 231-235 °C.

Elementel Analiz: C35H30F3N50.0,7H,0.0,1CH3;COOC;Hs
%C  %H %N

Hesaplanan: 69.70 5.17 11.17

Analiz: 69.73 4.77 10.82

'H-NMR Spektrumu (CDCl3) ppm

1.58-1.70 (m, 6H), 3.29 (t, 4H, J= 5.2 Hz), 5.13 (s, 2H), 6.82 (d, 2H, Jo = 9.2 HZ),
7.14 (d, 2H, J, = 8.8 Hz), 7.31-7.48 (m, 7H), 7.59 (d, 2H, J, = 8.8 Hz), 7.83 (d, 2H,
J,=8.8 Hz), 8.95 (s, 1H), 9.08 (d, 2H, Jo = 8 Hz).

3C NMR Spektrumu (CDCls) 8ppm:

24,29, 25.40, 48.84 (C-piperidin), 70.42 (OCH.,), 114.26, 116.04, 117.21, 125.40 (q,
CF3), 127.42, 127.57, 128.09, 128.25, 128.70, 128.85, 130.01, 130.86, 131.58,
132.63, 136.34, 139.47, 150.75 (C-Fenil), 151.86, 152.87, 155.10, 156.04, 159.22
(C-Piirin).
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Kiitle Spektrumu: MS (ESI+) m/e 606,87 (%100) (M+H).

owr-25
sample Name:
¥T-29

Data Collected om:
Bercury400-sercuryd00
Archive directory:
/hoe/vemr /vamrsys/data
Sample directory:
#MT-29_20200609_01
PidPile: PROTON 02

Pulse Soquence: PROTON (slpul)
Solvent: cdold -
Data collected ca: Jun 9 2020

Texm, 23.0 C / 398.1 X
Operator: wvamel

Relax. dolay 1.000 sec
Pulss 45.0 degress

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Ez

8 repetitions

OBSEXVE M1, 400.1740753 Mz
DATA PROCESSING

¥T wize 32768

Total time § min 31 sec

43 Agilent Technologies

Sekil 3.63. Bilesik 24°iin *H-NMR spektrumu

Par-29

Sample Fame:
w29
Data Collected om:
Rercury400-mercury400
Archive direcrory:
/Mome /vonsl /vimroys /dats
Sample directory:
PMT-39_20200609_0%
yidrile: CARBON 01

Pulse Sequence: TARBON (s2pul)
Solvent: cdold
Data collected on: Jun § 2020

Temp. 33.0 € / 398.1 K
Operator: vnarl

Belax. delay 1.000 sec
.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

width 25125.6 Hx

3000 repetitiocas
OBSERVE C13, 100.6238513 jeix
DECOUPLE H1, 400.1760547 Mix
Power 18 dB

continucusly oca

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 8z

PT size 65536
Total time 1 hr,

20 min

ppm

Agilent Technologies

T T

140 120 80

Sekil 3.64. Bilesik 24”iin *C-NMR spektrumu

60
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PMT-29 1483 (14.954) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

1: Scan ES+
1.31e7

1125.90 1212.61 1247.01

606.87
100
&
607.87
107.78
608.93
108.06 g 33 30424
11728 22955 304.49
: 537.92
: 798.93 85747
| | 367.06 536'3‘| L Sorta 90823 996.22
0 Al L PINTTEL Ll X Alho il sl
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Sekil 3.65. Bilesik 24’{in kiitle spektrumu

1200

bbb myz
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3.3.  Sentezlenen Tiirevlerin Sitotoksik Etkilerinin Saptanmasi

Sentezlenen piirin tiirevlerinin (5-12, 20-24) sitotoksik aktiviteleri, MCF7,
HepG2, PC3, K562 hiicreleri tizerinde XTT (2,3-bis(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-
5-[(fenilamino)karbonil]-2H-tetrazolyum  hidroksit) hiicre canlilik testi ile

arastirilmastir.

Hiicre Kiiltiirii

MCF7, HepG2, PC3 ve K562 hiicreleri steril kosullar altinda 37°C ve %5
CO2’li ortamda, 25 cm2’lik flasklarda, %1 L-glutamin, %1 penisilin-streptomisin ve
%10 fetal sigir serumu igeren DMEM hiicre kiiltiir besi yerinde g¢ogaltildi. K562
hiicreleri i¢in farkli olarak RPMI besi yeri kullanildi. Hiicreler %80 yogunluga

ulastiklarinda pasaj yapildi ve ligiincii pasajin ardindan ¢alismalara baslandi.

XTT Hiicre Canlilik Testi

Oncelikle her kuyuda 10x103 hiicre olacak sekilde hiicre alinip steril 96
kuyucuklu mikro plakaya ekildi ve hiicrelerin yapigsmasi i¢in bir gece beklendi (K562
hiicreleri siispanse hiicreler oldugu i¢in ayn1 giin kimyasal uygulamasi yapilmistir).
Ertesi giin hiicreler iizerindeki besi yeri uzaklastirildi, kuyucuklar PBS ile yikand1 ve
plirin tiirevleri (5-12, 20-24) sabit konsantrasyonda (10 puM) hiicreler iizerine
uygulanip 48 saat inkiibasyon gerceklestirildi. 48 Saatin sonunda bilesikleri iceren
besi yerleri uzaklastirild1 ve hiicreler li¢ defa PBS ile yikandi. Daha sonra her bir
kuyucuga 100 pL seffaf (renksiz) RPMI 1640 ve bununda iizerine 50 pL XTT
soliisyonu eklenerek CO2’li etiivde 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
optik dansite degeri mikroplaka okuyucuda 450 nm’de okundu. Kontrol grubunun
hiicre canlilik oran1 %100 olarak kabul edilip % Hiicre canlilik = (Konsantrasyon
0.D. / Kontrol O.D.) X 100 formiiliinden yararlanarak hesaplandi(Cizelge 3.1,
Cizelge 3.2). Hiicre canlilik degerini 50 nin altina indiren bilesik 7 i¢in IC50 degeri
hesaplandi. Bu amagla 7 bilesigi MCF7 hiicreleri iizerine 40, 20, 10, 5 ve 2.5 uM

konsantrasyonlarda uygulandi ve 48 saat inkiibe edildi. Sonrasinda yukaridaki
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protokoller takip edilerek bilesik 7’¢ ait 1Cso degeri hesaplandi(Sekil 3.66).

Konsantrasyona bagimli hiicre canlilik grafikleri GraphPad Prism 7 programi

yardimiyla ¢izildi ve Kimyasallara ait ICsy degerleri aymi program yardimiyla

hesaplandi.

Cizelge 3.1 6-(4-Siibstitiie fenil amino)-8,9-difenil piirin tirevlerinin (5-12) sitotoksik aktiviteleri

NH

5-12
% Hiicre Canlihg (+ Standart Hata)

Bilesikler R MCF7 HepG2 PC3 K562

5 H 96 +3.12 EG EG EG

6 Cl 90 +2.17 EG EG EG

7 CH(CHs), 34+1.09 81+274 97+211 99+287

8 OH EG EG EG EG

9 O‘CH2© 60 +3.32 EG 9+195 96+1.11

10 OCHF, 71 +£2.96 EG EG EG

11 SCH;3 87 +1.96 EG EG EG

12 N O EG EG EG 98 £ 4.07

/

Fludarabin 59 +3.36 63+2.85 49+396 45+3.27

Maddeler ve Fludarabin 10 uM’lik tek doz uygulandiktan sonra 48 saatlik inkiibasyon sonunda XTT analizi ile

% hiicre canlilik degerleri hesaplandi.
EG: Etki Goriilmedi
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Cizelge 3.2. 6-[4-(Triflorometil)fenil]-8,9-(4-siibstitiie difenil)piirin tiirevlerinin (20-24) sitotoksik aktiviteleri

CF3 CF3
Cl
N N S N N
S T
N N N~ N N
Cl R1
20 21-24

% Hiicre Canlihg: (+ Standart Hata)

Bilesikler R, R, MCF7 _ HepG2  PC3 K562
20 5 - 01 +421 961345 984342 92:2.74
21 H cl 804327 EG 97+2.18 EG
22 H OCH, EG EG EG EG
23 Cl o@ 934385 974423 EG 95 + 1.98
24 O—CHZO N )  89+448 EG 95+341 EG
Fludarabin 59+336 63+£285 49+£396 45+327

Maddeler ve Fludarabin 10 uM’ lik tek doz uygulandiktan sonra 48 saatlik inkiibasyon sonunda XTT analizi ile
% hiicre canlilik degerleri hesaplandi.
EG: Etki Goriilmedi

100- +» MCF-7, 48 Saat

* %

7

2]
o
a—l

* %

(=2}
o
—l

* %

% Hucre Canhhig
F =Y
3

20+

1 2.5 5 10 20 40

Konsantrasyon (uM)

Sekil 3.66. Bilesik 7°’nin, MCF7 meme kanser hiicre hattindaki % inhibisyon grafigi. **P <0.01.
yon gratig
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APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE

4+ 45
i Dead Late Apop./Dead i Dead Late Apop./Dead
13.84 % -3.24 % 19.68 % 41.47 %
34 ® . 34 ®
> >
= =
— —
o 24 o
< <
> >
1 L L
191.04 % 1.88 % 0.42 %
0 Live Early Apop. 0 Live Early Apop.
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic
Kontrol Bilesik 7

Bl Erken Apoptotik

100 B canl
= 2 g oo
@ Bl Gec Apoptotik
?S 60 * %
[« 3 * %
o
[~ %
o 401
3]
:Js:
° 204 *%

0-
Kontrol 7

Sekil.3.67. Bilesik 7°nin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MCF7 hiicreleri tizerindeki apoptotik etkisi. MCF7
hiicreleri, Bilesik 7’nin 1Csy konsantrasyonu ile muamele edildi, ardindan 48 saat siireyle inkiibe edildi ve
apoptoz, Muse hiicre analizorii (Millipore) ile tespit edildi. Ge¢ apoptotik ve 6lii hiicre yiizdesi, Bilesik 7
uygulamasini takiben 6nemli dlgiide artmistir (P < 0.01). Tiim deneyler ii¢ tekrarli olarak gergeklestirildi. ** P <

0.01'dir.

3.4.  Molekiiler Docking Calismalari

Sentezlenen piirin tiirevlerinin docking ¢alismalart Hsp70 ATPaz (PDB:
1S3X), Hsp70 SBD (PDB: 4WV5), Hsp90a (PDB: 1YC4) ve Hsp90p (PDB: 6N8Y)
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bolgelerinde gerceklestirilmistir. Baglanma enerjisi, inhibisyon degeri ve molekiiller
arast etkilesimler, Docking Sunucusu web sitesi
(http://www.dockingserver.com/web)  kullanilarak  hesaplanmistir.  Dockingler
yapilirken ticari PES ve Tutar Y. ve ark. tarafindan patentlenen KBR1307

molekiilleri i¢in de yapilmustir.

Bilesiklerin Hsp90 ve Hsp70 ATPaz ve SBD bdélgelerindeki tahmini baglanma
konformasyonunu bulmak ve antikanser aktivitelerindeki farkliliklar1 tahmin etmek

icin molekiiler doking calismalar1 yapilmistir.

Elde edilen sonuglara gore tiim bilesikler, Hsp70 proteinin ATP baglanma
cebine (PDB: 1S3X) -8.5 ile -10.8 kcal/mol; Hsp70 substrat baglanma bdlgesine
(PDB: 4WV5), -6.5 ile -7.7 kcal/mol; Hsp90a (PDB: 1YC4) bolgesine -7.3 ile -8.6;
Hsp90p bolgesine (PDB: 6N8Y) -8.5 ile -10 arasinda degisen baglama enerjileri ile

baglanmustir.

Bilesik 23, Hsp70 ATPaz baglanma cebine (PDB: 1S3X) (Sekil 3.68); Bilesik
6 ve 24 Hsp90o (PDB: 1YC4) bolgesine (Sekil 3.69, Sekil 3.70) Bilesik 5 ve 24
Hsp90pB bolgesine (PDB: 6N8Y) (Sekil 3.71, Sekil 3.72) iyi baglanma enerjileri ile

baglandig1 goriilmiistiir.

Sekil 3.68. Bilesik 23’iin Hsp70 ATPaz baglanma cebindeki goriiniimii
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Sekil 3.70. Bilesik 24’iin Hsp90a baglanma cebindeki goriintimii

Sekil 3.71. Bilesik 5’in Hsp90 B baglanma cebindeki goriiniimii
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Sekil 3.72. Bilesik 24°iin Hsp90 B baglanma cebindeki goriiniimii

Bilesik 7’°nin (Sekil 3.73) Hsp inhibisyon mekanizmasinin aydinlatilmasi igin;
insan Hsp90 o domain (PDB kodu:1YC4), Hsp90 3 domain (PDB kodu: 6N8Y),
Hsp70 ATPaz domain (PDB kodu: 1S3X) ve Hsp70 SBD (PDB kodu: 4WV5) kristal
yapilar ile Bilesik 7 inhibitorii molekiiler docking metodu ile etkilestirilmistir (Sekil
3.74) ve 7 inhibitoriiniin bu yapilarla baglanma enerjisi hesaplanmistir. Kontrol
grubu olarak, ayni etkilestirmeler ve hesaplamalar insan Hsp90 a domain (PDB
kodu:1YC4), Hsp90 B domain (PDB kodu: 6N8Y), Hsp70 ATPaz domain (PDB
kodu: 1S3X) ve Hsp70 SBD (PDB kodu: 4WV5) ve PES ile de gergeklestirilmistir
(Sekil 3.75).

Sekil 3.73 ChemSketch programiyla ¢izilen bilesik 7 nin Pymol programinda goriintiilenmesi.
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Sekil 3.74. (a) lyc4 ile Bilesik 7’nin etkilesimi (b) 6n8y ile bilesik 7’nin etkilsimi (c) 153X ile bilesik 7’nin
etkilesimi (d) 4wv5 ile bilesik 7’nin etkilegimi

Sekil 3.75. (a) lyc4 ile PES etkilesimi (b) 6n8y ile PES etkilesimi (c) 1s3x ile PES etkilesimi (d) 4wv5 ile PES
etkilesimi

Molekiiler docking sonuglarina gore, Bilesik 7, Hsp70 ATPaz domain
bolgelerine yiliksek bir afinite ile baglanmistir. Bilesik 7 inhibitdriiniin baglanma
enerjisi -8.8 kcal/mol, PES’in baglanma enerjisi -6.4 kcal/mol olarak hesaplanmistir.
Bu sonuclara gore Bilesik 7°nin Hsp70 ATPaz bdlgesi ile olan etkilesimi, PES’e
kiyasla daha yiiksek bir afiniteyle gerceklesmistir ve bu bolgedeki Aspl1 amino asiti
ile etkilesmistir. Ayrica Bilesik 7;

¢ Hsp90 a domain bolgesinde Asn 51, Asp 54, Gly 97, Gly 135, Thr 184 amino

asitleri,

¢ Hsp90 B domain bolgesinde Leu 102, Gly 130 amino asitlert,

e Hsp70 ATPaz domain bolgesinde Asp69, Glu 231, Glu268 amino asitleri,

eHsp70 SBD bolgesinde Serd400, Met410, Glu446 amino asitleri ile

etkilesmistir.

Bilesik 7’nin MCF7 meme kanser hiicre hattinda 6nemli antikanser akivite
gosterdigi yapilan aktivite tayin ¢alismalar1 ile bulunmustur. Sentezlenen tlirevlerin

secilen proteinlerdeki konumu ve baglanma enerjileri goz Oniinde bulundurularak,
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bilesiklerin ortak iskeletinin g¢ikarilmasi ve ileri ¢alismalarimizda antikanser ilaglar

icin potansiyel ana yap1 olabilecegi diistiniilmektedir.

3.5.  Hsp70 Baglanma Deneyleri

Sentezlenen piirin analoglarinin baglanma deneylerini ger¢eklestirmek igin
MCF7 hiicre hattinda 1Cs degeri 8.88 uM ile kaydadeger sitotoksik aktivite gosteren
bilesik 7, bilinen Hsp70 inhibitérii PES ve Tutar Y. ve ark., tarafindan patentlenen
KBR1307 bilesikleri pozitif kontrol olarak kullanilarak Hsp70 baglanma deneyleri
yapilmis sonuglar Sekil 3.76 ve Cizelge 3.3’de verilmistir.
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3,0 1
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2,6 1

2,4 1
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T T T 1
-2 1 0 1
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Sekil 3.76. Bilesik 7’in 1 uM ATP varliginda, Hsp70’e baglanma grafigi

Bilesik 7 ve KBR1307 i¢in Kd degeri sirasiyla 0.82 uM ve 3.16 uM olarak
bulunmustur. Bilesik 7 goreceli iyi baglanmakta ve potansiyel olarak
konformasyonel degisimi perturbe edici 6zellik gdstermektedir. Dolayisi ile inhibitor

olarak kullanilmasi oldukc¢a potansiyeldir.
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Cizelge 3.3. Bilesik 7’nin baglanma sabitinin KBR1307 ve ticari olarak kullanilan PES ile kargilagtirilmasi.

Hsp70 + ATP Hsp70
KBR1307 3.16 uM 0.8 uM
PES 1.00 uM -
7 0.82 uM ND

3.6.  Hsp70 Agregasyon Deneyleri

Hsp proteinlerinin en onemli Ozelligi substrat proteinlerin dogal haline

erismelerini saglamaktir. Gelistirilen inhibitdrlerin fonksiyonelligini indirek olarak

anlamanin yolu substrat proteinleri katlamasinin derecesi olarak dl¢iilebilir. Lusiferaz

liminometrik sinyal verdigi i¢in iyi bir substrattir. Liisiferazin dogal halindeki

liiminesans 100 denature oldugu haldeki sinyal sifir alimarak Hsp yapilarinin

liisiferaz1 katlama dereceleri hesaplanabilir. Denature edile liisiferaz Hsp70 in farkli

formlar1 ile muamele ederek substrat katlama seviyesi belirlenirken inhibitoriin bu

fonksiyonu engellemesi sentezlenen yapinin etkinligi i¢cin dnemli bir Slgiittiir. Bilesik

7 inhibitér olmadig1 durum ile karsilastirildiginda Hsp70 in katlanmasinin 6nemli

Olciide engelledigi i¢in iyi bir inhibitor olup patentli KBR1307 yapisina benzer bir

etki gostermektedir (Sekil 3.78).

o0 - Bilesik 7

% Aggregation

+ Bilesik 7

+EKBR1307

H3PTO A

ATP T T
DNAJ ot
INHIBITOR -

Sekil 3.78. Bilesik 7°nin % agregasyon grafigi.
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4. TARTISMA

Bu c¢alismada 6-(4-stibstitiic fenil amino)-8,9-difenil-piirin ve 6,9-(4-siibstitlie
difenil)-8-[5-(4-klorofenil)-1,2-oksazol/4-siibstitiie fenil] piirin tirevlerinin (5-12,
20-24) sentezi, yapilarinin aydinlatilmasi ve sitotoksik aktiviteleri in vitro olarak
MCF7, HepG2 PC3 ve K562 hiicre hatlarinda test edilmistir. Daha sonra en aktif
tiirev olan 6-(4-Izopropilfenilamino)-8,9-difenil-9H-piirin (7) bilesigi ile etki
mekanizmasina yonelik caligmalar yapilmistir. Ayrica bu tiirevin MCF7 meme
kanser hiicresi ve apotozisinde onemli yeri olan Hsp70 proteini ile baglanma ve
agregasyon deneyleri yapilmistir. Bu deneylere ilave olarak Hsp70 proteini ile bilesik

7’nin docking ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

Tasarlanan 6-(4-siibstitiie fenil amino)-8,9-difenil-piirin tiirevlerini (5-12)
sentezlemek tizere 4,6-dikloro-5-nitro-pirimidin’den hareketle SnCl; ile rediiksiyon,
anilin ile aromatik niikleofilik siibstitiisyon reaksiyonlarini takiben elde edilen ara
iriintin  p-TsOH katalizorliigiinde stibstitiie benzaldehitler ile siklizasyonu
yapilmustir. Elde edilen piirin halkas1 siibstitiie anilin tilirevleri ile reaksiyona tabi

tutularak sonug piirin bilesikleri (5-12) sentezlenmistir.

Piirin halkasiin 6.konumunda 4-siibstitiie fenil amino grubu yerine direk 4-
slibstitiie fenil siibstitiientinin yer aldig1 6,9-(4-siibstitiie difenil)-8-[5-(4-klorofenil)-
1,2-oksazol/4-siibstitiie fenil] piirin analoglarini (20-24) sentezlemek {izere boliim
2.1.1’de verilen yontem ile elde edilen 5-amino-4-(4-siibstitiie fenil)amino-6-
Kloropirimidin ~ (3,13,14) ara  frinlerinin  5-(4-klorofenil)-1,2-oksazol-3-
karboksaldehit ve 4-siibstitiie benzaldehitler ile p-TsOH katalizorliiglinde
siklizasyonu sonucu piirin halkas1 (15-19) elde edilmistir. Bu bilesiklerin, Suzuki
Coupling reaksiyonu ile toluen iginde K,COjz varhiginda ve Pd(PPhs)s
katalizorliigiinde 4-siibstitiie fenil boronik asit ile reaksiyona tabi tutulmasi ile sonug

piirin tiirevlerinin (20-24) sentezi gergeklestirilmistir.
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Bu sekilde 5 orijinal ara {iriin, 13 adet orijinal sonug iiriin olmak iizere toplam
23 adet bilesigin sentezi gergeklestirilmistir. Sentezlenen bilesiklerin saflik
kontrolleri ITK ve erime noktasi tayini ile yapilmis ve *H, *C NMR ve Mass

spektral analizleri ile beklenen kimyasal yapilar1 kanitlanmustir.

Sentezlenen bilesiklerin *H NMR ve *C NMR spektrumlar ¢dziiniirliiklerine
gore DMSO-dg ve CDClIj3 ¢oziiciilerinde alinmistir. 6-(4-siibstitiie fenil amino)-8,9-
difenil-piirin tiirevlerinin (5-12) *H-NMR spektrumu incelendiginde piirin halkasinin
2. konumunda yer alan protonlar 856 — 10.20 ppm araliginda singlet olarak
gozlenmistir. Bu bilesiklerin 6. konumunda yer alan amino grubuna bagl fenil
halkas1 4. konumdan siibstitiie oldugundan halka protonlar1 karakteristik A;X;
boliinme sistemi ile izlenmektedir. Yapida 2 adet daha nonsiibstitiie fenil halkasi
bulunmasi ve bu halkalarin protonlarinin yakin ppm’lerde pik vermesi nedeniyle

aromatik protonlarin bir arada pik verdigi gozlenmistir.

Sentezi gergeklestirilen 2.grup bilesikler olan 6,9-(4-siibstitiie difenil)-8-[5-(4-
klorofenil)-1,2-oksazol/4-siibstitiic fenil] piirin tirevlerinin (20-24) 'H-NMR
spektrumlarinda piirin halkasinin  2.konumundaki protonlar 8.92 — 9.08 ppm
araliginda goriilmiistiir. Bu piirin tiirevlerinde 6, 8, 9. konumlarda p-siibstitiie fenil
gruplarinin yer almasi yine halka protonlariin AyX,; bdliinme sistemi ile

goriilmesine neden olmaktadir.

Sentezlenen bilesiklerin kiitle spektrumlari Elektrosprey Iyonizasyonu (ESI)
yontemi ile alinmustir. Pozitif iyonizasyon teknigi ile biitiin bilesikler iyonize olmus
ve %100 bagil bolluk ile molekiiler iyon (M*+H) piki gdzlenmistir. Klor atomu
iceren bilesiklerin izotoplarinin bagil bolluklar1 3:1 oraninda M™+H ve M*+H+2
pikleri seklinde gézlenmistir. 2 Adet klor atomu tasiyan bilesiklerde izotoplarin bagil
bolluklar1 9:6:1 oraninda gdzlenmis, M*, M*+2, M*+4 pikleri seklinde goriilmiistiir.

Sentezi gergeklestirilen orijinal sonu¢ piirin tiirevlerinin (5-12, 20-24)
antikanser aktiviteleri oncelikle MCF7 meme, HepG2 karaciger, PC3 prostat ve
K562 kronik myeloid 16semi kanser hiicre hatlarinda XTT hiicre canlilik testi ile
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aragtirtlmistir. Ayni1 zamanda bu kanser hiicre hatlarinda yiiriitiilen sitotoksik aktivite
calismalarinda, bilinen antikanser ilaglardan niikleozit analogu Fludarabin de pozitif

kontrol olarak kullanilmustir.

6-(4-Siibstitiie  fenil amino)-8,9-difenil-piirin  (5-12) tiirevlerinden 6.
konumdaki amino yapisinda 4-izopropilfenil grubu tasiyan piirin analogunun (7)
MCF7 meme kanser hiicre hattinda ICsp= 8.88 uM degeri ile en aktif piirin tiirevi
olarak belirlenmis ve bu ICsy degerinin ilag olarak kullanilabilecek etkin doz
araliginda oldugu (<10 uM) saptanmistir. Ayrica bu bilesik ile ayn1 hiicre hattinda %
34 + 1.09 hiicre canlilig1 tespit edilirken bu deger Fludarabin igin % 59 + 3.36 olarak
goriilmiistiir. Buna gore bilesik 7, MCF7 kanser hiicresinde piirin niikleozit analogu
Fludarabin’den daha aktif bulunmustur. Buna ilave olarak 6. Konumda 4-
benziloksifenilamino grubu tasiyan piirin tiirevinin (9) MCF7 meme kanser hiicre
hattinda hiicre canliigi % 60 + 3.32 olarak bulunmus ve Fludarabin ile

karsilastirilabilir kaydedeger aktivite gozlenmistir.

MCF7 hiicreleri, bilesik 7°’nin ICso konsantrasyonu ile muamele edilerek
Sekil.3.67°de gorildiigii lizere kontrol grubu ile karsilastirildiginda 7 nolu bilesigin
ozellikle gec¢ apoptoz olmak iizere apoptozu anlamli olarak indiikledigi belirlenmistir
(P <0.01). Kontrol grubunda % 1.88 + 0.12 olan ge¢ apoptotik hiicre degeri, Bilesik
7 grubunda % 41.47 + 1.39 olarah hesaplanmistir. Bilesik 7 uygulamasi ayrica
kontrol grubunda % 3.84 + 0.27 olan 6li hiicre popiilasyonunun % 9.68 + 1.07° ye
yiikselmesine neden olmustur (P < 0.01).

Hsp70 inhibitorii bilesikler, proteinin ATP baglanma bdlgesine baglanir.
Inhibitdriin baglanmasiyla uygun {ic boyutlu yapiya gegemeyen karsinojenezle
iliskili bu protein bloke olur ve tiimor olusumu engellenir. Hsp70 inhibit6rii olarak
sentezlenen piirin tiirevlerinin yapi-aktivite iliskileri, yenilik¢i ilag tasarimi igin bir
ana iskelet saglar. Hsp70, ozellikle kanser hiicrelerinde ¢ok fazla eksprese edilen
proteinlerden biri oldugundan, piirin tiirevlerinin bu proteini inhibe edici etkileri,

kanser tedavisi ve ila¢ tasarim aragtirmalarina biiylik fayda saglamaktadir.
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Hsp70 yap1 fonksiyon etkisinin incelenmesi i¢in sentezlenen molekiiller ilk
once in silico ortamda taranarak en etkin molekiil 7 olarak belirlenmistir. Bu yapi
Hsp70 ve Hsp90’in iki ayr1 alt {initesinde bu etkilesim incelenmistir. Substrat
baglanma bolgesi off-target etkileri minimize ettigi i¢in Ozellikle hedeflenen
bolgedir. Ayrica Hsp90 inhibisyonu ile Hsp90’a komplementer yap1 olan Hsp70 in

ve izoformlarinin indiiklenmesi dual inhibitor arayislarint hizlandirmistir.

Bilesik 7 bu anlamda olduk¢a uygun bir inhibitordiir. Hsp70 substrat
baglanma bolgesine etkin bir sekilde baglanmasi Hsp70 in koopere ve koordine
oldugu diger Hsp yapilariin etkilesimlerini perturbe edebilecegini 0Ozellikle
agregasyon deneyleri ile gostermistir. Hsp70 antiapoptotik 6zelligi bu yapr ile
engellenmesi antikanser ila¢ aday1 potansiyel olarak umut vericidir. Bu yapinin farklh
hiicre hatlarinda ve direng gosteren hiicrelerde denenmesi ayrica klinik ilaglar ile
sinerjetik etki gostermesi kullanim alanlarini arttiracag igin 6nemlidir. Ilerleyen
caligmalarda in vivo etkilerinin belirlenmesi klinik ilag olarak degerlendirilmesi igin

onemlidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Diinyadaki en ciddi klinik sorunlardan biri olan kanserin tedavisine yonelik
caligmalar yillardan beri devam etmesine ragmen giinlimiizde hala ¢ok basarili
sonuglar elde edilememistir. Aktivitesi yiiksek bilesikler sentezlense dahi; toksisite,
biyoyararlanim gibi sorunlar yiiziinden tedavi alaninda biiyiikk bosluklar
bulunmaktadir. Son yillarda 6zellikle kanser hiicresine selektif etkili ve normal
hiicrelere karsi sitotoksik olmayan aktif kimyasal bilesiklerin sentezlenmesine
odaklanilmistir. Sentez asamasini takiben yapilan bilesiklerin etkileri 6nce in vitro
ardindan ilk asamay1 gegen bilesikler igin detaylandirilan in vitro ¢alismalar ile

molekiiler mekanizmalarin agiga ¢ikarilmasi hedeflenmektedir.

Bu calismada, sentezi yapilan orijinal piirin analogu bilesiklerin sitotoksik
aktiviteleri, MCF7 meme hiicre, HepG2 karaciger hiicre, PC3 prostat ve K562 kronik
myleoid 16semi hiicre hatlarinda Fludarabin pozitif Kontroliine karsi incelenmis,
farkli konsantrasyonlarda yol agtiklari inhibisyon yiizdeleri hesaplanmis, sonuglar

yiizde canlilik degerlerini gosterecek sekilde verilmistir.

Elde edilen sitotoksisite sonuglarina gore piirin halkasinin 8. konumunda 4-
(izopropil)anilin bulunan bilesik 7, bilinen MCF7 meme hiicre hattinda piirin
niikleozit analogu Fludarabin’den daha yiiksek, timit verici sitotoksik aktivitede

oldugu goriilmiistiir.

Hsp inhibitorii olarak su ana kadar kullanilan yapilarin Hsp90 inhibitori
olmas1 Hsp90’ komplementer fonksiyon gosteren Hsp70 yapilarindan dolay: etkinligi
istenilen seviyede olmamistir. Hsp70 ATPaz bolgesine gelistirilen inhibitorlerinde
farkli ATPaz bolgelerine baglanmalar1 inhibitor ¢aligmalarini daha spesifik bir hedef
olan Hsp70 substrat baglanma bolgesine yonlendirmistir. Bu ¢alismada sentezlenen

plrin tiirevi bilesik 7 bu kapsamda potansiyel bir ilag aday1r molekiildiir.
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Bundan sonraki ¢alismalarimizda timit verici aktiviteye sahip bilesik 7’nin etki
mekanizmalarima yonelik calismalar, ilaveten sitotoksisite g¢alismalart ve yeni
modifikasyonlar ile daha aktif sitotoksik etkili bilesiklerin tasarlanmasi ve in vivo

calismalar hedeflenmektedir.
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OZET

Yeni Bazi Piirin Tiirevi Bilesiklerin Sentez, Yapi Aydmnlatilmasi ve Biyolojik
Aktiviteleri Uzerinde Calismalar

Bu caligmada yeni bazi 6,8,9-trisiibstitiie piirin tiirevlerinin sentezi yapilmistir (5-12,
20-24). 6-(4-Siibstitiie fenil amino)-8,9-difenil-piirin tirevlerinin (5-12) sentezi igin,
baslangi¢c maddesi 4,6-dikloro-5-nitro-pirimidin’den hareketle SnCl; ile rediiksiyon, anilin
ile aromatik niikleofilik siibstitiisyon, p-TsOH katalizorliigiinde siibstitiic benzaldehitler ile
siklizasyon yapilmistir. Elde edilen piirin halkasi siibstitiie anilin tiirevleri ile reaksiyona tabi
tutularak sonug piirin bilesikleri (5-12) sentezlenmistir.

6,9-(4-stibstitiic  difenil)-8-[5-(4-klorofenil)-1,2-oksazol/4-stibstitiie ~ fenil]  piirin
tirevlerini (20-24) sentezlemek {izere basglangic maddesi 4,6-dikloro-5-nitro-pirimidin’den
hareketle SnCl, ile rediiksiyon, 4-siibstitiic anilinler ile aromatik niikleofilik siibstitiisyon ile
elde edilen 5-amino-4-(4-siibstitiie fenil)amino-6-kloropirimidin (3,13,14) ara iirtinlerinin 5-
(4-Klorofenil)-1,2-oksazol-3-karboksaldehit ve 4-siibstitiie benzaldehitler ile p-TsSOH
katalizorliigiinde siklizasyonu sonucu piirin halkasi (15-19) elde edilmistir. Bu bilesiklerin,
Suzuki Coupling reaksiyonu ile toluen i¢inde K,COj3 varliginda ve Pd(Phj), katalizorliigiinde
4-(siibstitlie)fenil boronik asitler ile reaksiyona tabi tutulmasi ile sonug piirin tiirevlerinin
(20-24) sentezi gerceklestirilmistir.

Sentezlenen piirin tiirevlerinin (5-12, 20-24) MCF7 meme hiicre, HepG2 karaciger
hiicre, PC-3 prostat ve K562 kronik myleoid 16semi hiicre hatlarinda yarattig1 sitotoksik etki,
bilinen antikanser ila¢ Fludarabin pozitif kontroliine kars1 incelenmistir. Farkli
konsantrasyonlarda yol agtiklari inhibisyon yiizdeleri hesaplanmis, sonuglar yiizde canlilik
degerlerini gosterecek sekilde verilmistir.

Elde edilen sitotoksisite sonuglarna gore piirin halkasinin 8. konumunda 4-
(izopropil)anilin bulunan bilesik 7, MCF7 meme kanser hiicre hattinda Fludarabin’den daha
aktif oldugu goriilmiistiir.

Ayrica en aktif tiirev olan bilesik 7 ile yapilan docking ve Hsp70 baglanma ve
agregasyon ¢alismalarinda, Hsp70’in antiapoptotik 6zelliginin bilesik 7 ile inhibe edilmesi,

bilesigin potansiyel antikanser ila¢ aday1 olarak umut verici oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: 6,8,9-Tri siibstitiie piirin, sitotoksik aktivite, Hsp70 inhibitor
aktivite
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SUMMARY

Studies on the Synthesis, Structure Elucidation and Biological Activitiy of Some Novel
Purine Derivatives

In this study, we designed and synthesized novel 6,8,9-trisubstituted purine derivatives
(5-12, 20-24). The synthesis of 6-(4-Substituted phenyl amino)-8,9-diphenyl purine
derivatives (5-12) was carried out starting from reduction with SnCl, of commercially
available starting material 4,6-dichloro-5-nitro-pyrimidine, aromatic nucleophilic
substitution with aniline, cyclization with substituted benzaldehydes under the catalyst of p-
TSOH. The resulting purine ring was reacted with substituted aniline derivatives to produce
the resulting purine compounds (5-13).

The synthesis of the 6,9-(4-subsituted diphenyl)-8[5-(4-chlorophenyl)-1,2-oxazole/4-
substituted phenyl] purine derivatives (20-24) was carried out starting from reduction with
SnCl, of commercially available starting material 4,6-dichloro-5-nitro-pyrimidine, aromatic
nucleophilic substitution with 4-substituted anilines, cyclization with 5-(4-chlorophenyl)-1,2-
oxazole-3-carboxaldehyde and 4-substituted benzaldehydes under the catalyst of p-TSOH.
The resulting purine ring (15-19) was reacted with 4-(substituted) phenyl boronic acids in the
presence of K,COj; in toluene with catalysis of Pd(Phs),, by the Suzuki Coupling reaction.

The synthesized purine derivatives (5-12, 20-24) were evaluated for their cytotoxic
activity over human breast carcinoma MCF7, human liver carcinoma HepG2, human
prostate carcinoma PC-3 and human chronic myleoid leukemia K562 cell lines against
positive control of known anticancer drug Fludarabine. The inhibition percentages of the
synthesized purine derivatives at different concentrations were calculated, results were given
to show the percent cell viability values.

According to the cytotoxicity results, compound 7 which has 4-(Isopropyl)aniline
substitution at position 8 of the purine ring showed comparable, promising activity in the
MCF7 breast cancer cell line with Fludarabine.

In addition; the docking, Hsp70 binding and aggregation studies with the most active
derivative, compound 7, showed that the antiapoptotic property of this compound for Hsp70
was evaluable and that compound 7 was promising as a potential anticancer drug candidate.

Key Words: 6,8,9-Tri substituted purine, cytotoxic activity, Hsp70 inhibitory
activity
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