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1.GIRIS

Kanser, sik goriilmesi ve oldiiriiciiliigliniin yiiksek olmasi nedeniyle ¢cagimizin
en onemli saglik sorunlarindan biridir. Diinya ¢apinda kansere bagl 6liim orani, kalp
hastaligina bagli oliimlerden sonra ikinci sirada yer almaktadir. Hatta, gelismis
tilkelerde, kanser nedenli 6liimler artik kardiyovaskiiler hastaliklara bagli 6limlerden
daha yaygin goriilmeye baglamistir (Hulvat, 2020). 20. ylizyilin biiylik bolimiinde
kansere bagl 6liim oranlarinda artis gozlenmistir. Bu durum, artan tiitiin kullanimina
bagh olarak gozlenen akciger kanserinin hizli artis1 ile iliskilidir. Bununla birlikte,
sigara kullanimindaki azalma ve bazi kanserlerin erken teshisi ve tedavisindeki
geligsmeler, 1991 yilindan bu yana kanser 6liim oraninda siirekli bir diigiise neden
olmustur. Buna ragmen, 2021 yilinda, yalnizca Amerika’da 608.570 kisinin
kanserden 6lecegi tahmin edilmektedir ve bu da giinde 1600'den fazla 6liime karsilik
gelmektedir (Siegel ve ark., 2021). Kansere bagh oliimler, erkeklerde sirasiyla
akciger, prostat ve kolorektum kanserlerinden, kadinlarda ise akciger, meme ve
kolorektum kanserlerinden kaynaklanmaktadir (Hulvat, 2020 ve Siegel ve ark.,
2021). Tiim bu verilen bilgiler goz 6niine alindiginda, biiyiik bir halk sagligi sorunu
olmaya devam eden kanser ve kanserin tedavisi ¢ok sayida arastirmanin yapildig: bir

alan haline gelmistir.

Ilag kesfindeki hizli ilerlemeye ragmen, mevcut antikanser ilaclarda etkinlik,
giivenlik ve segicilik eksikligi hala ¢dziilememis, baslica sorun olmaya devam
etmektedir. Benzersiz bir kemoterapi tiirii olan hedeflendirilmis tedavi ile belirli
genler veya proteinler hedeflenerek kanser hiicrelerinin biiylimesi ve yayilmasi

durdurulmaktadir (Bansal ve Malhotra, 2020).

Protein kinazlar ve kanser iliskisi, kanser arastirmalarinin 6nemli bir kisminda
yer almaktadir. Bir protein tirozin kinaz olan Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii

(EGFR), son yillarda kanser tedavisi i¢in bir hedef haline gelmistir (Cohen, 2002).



Hiicre proliferasyonu, motilitesi ve adezyonu, invazyon, hiicre sagkalimi ve
anjiyogenez gibi normal fizyolojik siireglerde rol oynayan EGFR’nin, kanserli
dokularda anormal davramis gosterdigi bulunmustur. Bu nedenle hiicrelerde,
mutasyona ugramis veya asirl eksprese edilmis oldugu gozlenen EGFR, siklikla
timor biiylimesi ile iliskilendirilmektedir (Woodburn, 1999). Akciger, meme,
yumurtalik, kolon, pankreas, mesane kanserleri gibi kanser tiirlerinde EGFR’nin
yiiksek diizeyde goriildiigii ve bu durumun hastaligin ilerlemesi, metastaz1 ve kotii
prognozuyla baglantili oldugu bulunmustur (Salomon ve ark., 1995). Bu iliski goz
onlinde bulunduruldugunda, kanser tedavisi i¢in, artmis seviyelerde goriillen EGFR
iyi bir hedef olusturmakta ve EGFR’yi hedef alarak inhibe edebilen bilesikler
bulunmasi igin ¢aba harcanmaktadir (Chang ve ark., 2017 ve Cohen, 2002).

EGFR'yi inhibe etmek i¢in enzim inhibitorleri, antikorlar, antikor-toksinler,
antisens gibi ¢esitli yaklasimlar benimsenmektedir. Bunlar arasinda antikorlar ve
Ozellikle de kiigiik molekiillii enzim inhibitérleri 6n plana ¢ikmistir. Kiigiik
molekiillii enzim inhibitérleri araciligiyla EGFR'nin tirozin kinaz aktivitesinin
inhibisyonu ve boylelikle EGFR fonksiyonunun inhibisyonu amaglanmaktadir
(Woodburn, 1999).

1990’1 yillarin basinda 4-anilinokinazolinlerin Epidermal Biiyiime Faktorii
Reseptorii Tirozin Kinaz Inhibitérii (EGFR TKI) etkiye sahip oldugunun
kesfedilmesi ve PD153035 bilesiginin (Fry ve ark.,, 1994) etkinliginin
gosterilmesinin ardindan bu tip ajanlarla ilgili ¢alismalar hizlanmistir ve pek cok
kiiciik molekiillii tirozin kinaz inhibitori gelistirilmistir. Bu bilesikler arasinda, Gida
ve Ila¢ Idaresi (FDA) tarafindan onaylanmis ve kanser tedavisi icin kullanilmakta
olan gefitinib, erlotinib, lapatinib, afatinib, dacomitinib ve osimertinib bilesikleri
(Sekil 1.1) yer almaktadir (Acar ve Altuntas, 2019; Ismail ve ark., 2016 ve Shah ve
Lester, 2020).
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Sekil 1.1. FDA onayli EGFR TKI bilesikler

EGFR TKI kullanimiin, bazi EGFR mutasyonlarin1 barindiran kanser
hastalarinda hayatta kalma oranina fayda sagladigi gozlenmistir (Ayati ve ark., 2020
ve Bikker ve ark., 2009). Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK)’ne bagh
Olimlerin son yillarda azalmasinda, KHDAK yaygin mutasyonlarma kars
hedeflenmis EGFR TKTI’lerinin kullanimi1 ve bu inhibitorlerin kanser hastalarinin
yasam siiresine sagladigir katkinin 6nemli seviyede payr oldugu diisiiniilmektedir
(Siegel ve ark., 2021). Klinik ¢alismalarla ¢ok sayida EGFR TKI degerlendirilmistir,
ancak bu inhibitorlerin uzun siireli kullanimlari sonucu EGFR'nin tirozin kinaz
alaninda ortaya c¢ikan genetik mutasyonlar (T790M ve C797S mutasyonlari)
ilaglardan beklenen etkinin elde edilmesi oniinde biiyiik engel olusturmustur. Bir¢ok
yeni ¢aligma ile, EGFR'nin tirozin kinaz alanindaki spesifik mutasyonlar1 hedefleyen
kiiciik molekiiller tasarlanmaktadir. Bu amagla, ¢ok sayida bilesik sentezlenmis,
EGFR TKI olarak degerlendirilmis ve hem in vitro hem de in vivo deneylerde umut
verici sonuglar elde edilebilmistir, ancak daha verimli ajanlar bulmak igin bu

alandaki ¢alismalar devam etmektedir (Ayati ve ark., 2020).

EGFR’yi inhibe eden belirli bilesikler bulunmus olmasina ragmen kanserin
olduk¢a komplike bir hastalik olmasi ve EGFR’nin bulunan ilag molekiillerine kars1
direng gelistirmesi nedeniyle tedavide istenen fayda saglanamamistir. Kanser tedavisi
icin EGFR’yi tam ve etkili sekilde inhibe edecek yeni ilag molekiillerine gereksinim

vardir.



1.1. Kanser

Yasamin devamliligt; hiicre ¢ogalmasi, hiicre Sliimii gibi hiicrenin yasamsal
faaliyetlerinin diizenli sekilde devam etmesine baglidir. Normal hiicreler araliksiz
isbirligi ic¢inde c¢alisirlar ve ¢evrelerindeki diger hiicreler tarafindan talimat
verildiginde ¢ogalirlar. Canli organizmada bulunan biitiin hiicreler belirli bir yasam
stiresine sahiptir ve bu siire sonunda 6lmeye programlanmislardir. Organizmadaki
Omiirlerini tamamlayan hiicrelerin, 6liimlerini kontrol eden mekanizmalar bulunur.
Ancak meydana gelebilecek bir molekiiler sorun sonucunda, bu kontrol
mekanizmalart ve diizenli isleyen sistem bozulabilmektedir. Bu durum, hiicrelerin
kontrolsiiz ve asir1 ¢ogalmasi ile sonuglanabilmekte ve bu da tiimdr olusumuna ve
ilerleyen siiregte tiimoriin ¢evre dokulara zarar vermesi sonucu kanser olusumuna
sebep olmaktadir. Kisaca kanser, hiicrelerin metabolik degisiklikler sonucu asir1 ve
diizensiz ¢ogalmalarina, viicudun kontrol mekanizmalarindan ve immiin sistemden
ka¢malarina ve ilerleyen siiregte daha uzak dokulara metastaz olusturmalarina sebep

olan ¢ok asamal1 bir stirectir (Weinberg, 1996).

Tlimorlerin metastatik yayilmasi, biiylime faktorlerinin dahil oldugu bir dizi
olaym sonucudur. Oncelikle tiimor hiicreleri g¢ogalirlar, hiicre disi matriksle ve
komsu hiicrelerle temaslarina olan bagimliliklarin1 kaybederler, ardindan damar
duvarindan gegip kan dolasimina girer ve hedef organa varip yeni bir koloni

olustururlar (Khazaie ve ark., 1993).

Normal hiicrelerin kanser oncesi bir lezyondan, kotii huylu tiimér hiicrelerine
dontisiimii, bir kisinin genetik faktorleri ile {i¢ kategoride toplanabilen dis etkenler
arasindaki etkilesimin sonucudur. Bu dis etkenler: 1) ultraviyole ve iyonlastirici
radyasyon gibi fiziksel kanserojenler 2) asbest, tiitiin dumani bilesenleri, aflatoksin
ve arsenik gibi kimyasal kanserojenler  3) belirli viriisler, bakteriler veya
parazitlerden kaynaklanan enfeksiyonlar gibi biyolojik kanserojenlerdir (WHO,
2021).



Kansere neden olan genetik degisiklikler kalitimsal olarak aktarilabildigi gibi,
hiicre boltinmesi sirasinda ortaya ¢ikan hatalarin bir sonucu olarak veya ¢evresel bazi
maruziyetlerin neden oldugu DNA hasar1 nedeniyle de ortaya ¢ikabilir. Tiitlin
kullanimi, alkol kullanimi, sagliksiz beslenme, fiziksel hareketsizlik ve hava kirliligi

kanser i¢in risk faktorleridir (WHO, 2021).

Kanserlerin ortaya ¢ikmasinda, hiicre dongiisii ilerleme hizi1 (hiicre boliinmesi),
hiicre biiylimesi (hiicre kiitlesi) ve programlanmis hiicre 6liimii (apoptoz) arasindaki
kritik denge oOnemlidir. Kanser hiicreleri apoptoz islemini baglatan sinyalleri
algilamayabilir ve kontrolsiiz bolinme siirecine girebilirler (Blume-Jensen ve

Hunter, 2001).

Iki gen smnifi, kanseri tetiklemede biiyiik rol oynamakta ve kanserde gériilen
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasimin biiyiik ¢ogunu agiklamaktadir. Normal bir hiicrenin
yagsam dongiisii siirecinde Protoonkogenler biiyiimeyi tesvik ederken, timor
baskilayici genler inhibe etmektedirler. Protoonkogenler mutasyona ugradiklarinda,
asirt gogalmaya neden olan kanserojen onkogenler haline gelebilmektedir. Timor
baskilayic1 genler ise, mutasyonlarla etkisiz hale getirildiklerinde, hiicredeki
uygunsuz biiylimeyi engelleyen mekanizmanin kaybolmasi ile kansere katkida

bulunmaktadirlar (Weinberg, 1996).

Belirli sinyal proteinleri ve yolaklari, onkogenik mutasyonlar tarafindan
digerlerine gore ¢ok daha sik hedeflenmektedirler. Ozellikle hiicre dist biiyiimeyi,
farklilasmayr ve gelisim sinyallerini yoneten molekiiller, kanserlerde siklikla
mutasyona ugrarlar. Ornegin, reseptdr protein tirozin kinazlar yapisal olarak
mutasyona ugradiginda veya degistirildiginde, onkogenler tarafindan kodlanan giiclii
onkoproteinler haline gelebilir ve hiicresel doniisiime neden olabilirler (Blume-

Jensen ve Hunter, 2001).

Iyi huylu tiiméorler kanserli degildir. Genellikle cerrahi miidahale ile
cikarilabilirler ve ¢ogu durumda tekrarlamazlar. Iyi huylu tiimérlerdeki hiicreler

viicudun diger bolgelerine yayilmazlar. Ancak kot huylu tiimérler kanserlidir. Bu



tiimorlerdeki hiicreler c¢evresindeki dokulart istila edebilir ve viicudun diger
bolgelerine yayilabilirler (Mitra ve ark., 2018). Tiimér tipinin dogru sekilde tahmin
edilmesi, tedavinin daha iyl yapilabilmesi ve toksisitenin en aza indirilebilmesi
acisindan Onemlidir. Tiimoriin dogru tanimlanmasi, tiimorlii dokunun morfolojik

ozelliklerine dayanmaktadir.

Kanserler, kanserin kaynaklandig1 doku tipine gore (histolojik tip) veya viicutta
kanserin ilk gelistigi yere gore iki sekilde simiflanmaktadir. Ik siniflandirma
yontemine gore kanseri histolojik ag¢idan; karsinom, sarkom, miyelom, I6semi,

lenfoma ve karisik tipler olmak tizere alt1 ana kategoriye ayirmak miimkiindiir.

e Karsinom, epitel kokenli malign bir neoplazmadir, baska bir degisle derinin
veya i¢ organlarin, bezlerin ylizeyini kaplayan dokunun kanseri anlamina gelir.
Epitel dokusu viicudun her yerinde bulunur ve epitel dokusunun maligniteleri
olan karsinomlar, tiim kanser vakalarinin % 80-90'mi1 olusturmaktadirlar.
Karsinomlar iki ana alt tipe ayrilir: bir organ veya bezde gelisen
adenokarsinom ve skuamoz epitelden kaynaklanan skuamoz hiicreli karsinom.
Karsinomlar genellikle kati tiimoérler olustururlar. Karsinomlarin 6rnekleri
arasinda prostat kanseri, gogiis kanseri, akciger kanseri ve kolorektal kanser
yer almaktadir.

e Sarkom, kemikler, tendonlar, kikirdak, kas ve yag gibi destekleyici ve bag
dokularindan kaynaklanan kanseri ifade eder. Sarkom tiimoérleri genellikle
iginde biiylidiikleri dokuya benzerler. Osteosarkom (kemikte), Kondrosarkom
(kikirdakta), Leiomyosarkom (diiz kasta), Fibrosarkom (lifli dokuda),
Liposarkom (yag dokusunda), Gliom (beyinde bulunan ndorojenik bag
dokusunda) gibi tiirleri bulunmaktadir.

e Miyelom, kemik iliginin plazma hiicrelerinden kaynaklanan kanserdir.

e Losemi (kan Kkanseri), kemik iligi kanseridir. Hastalik genellikle
olgunlasmamis beyaz kan hiicrelerinin asir1 tretimi ile iliskilidir. Bu
olgunlasmamis beyaz kan hiicreleri gerektigi sekilde performans
gosteremezler, bu nedenle hastalar genellikle enfeksiyona yatkindirlar. Losemi
ayrica kirmizi kan hiicrelerini de etkilemekte ve anemi nedeniyle zayif kan

pihtilasmasina ve yorgunluga neden olabilmektedir.



e Lenfoma, bagisiklik sistemi hiicrelerinden kaynaklanir. Viicut sivilarimi
saflagtiran ve enfeksiyonla savasan beyaz kan hiicreleri veya lenfositler iireten
damarlar, diiglimler ve organlardan (6zellikle dalak, bademcikler ve timus)
olusan lenfatik sistemin bezlerinde veya diigiimlerinde gelisir. Bazen "sivi
kanserler" olarak adlandirilan l6semilerin  aksine, lenfomalar "kati
kanserlerdir".

e Karigik tipler, farkli kategoriden kanser tiirlerini igeren kanserlerdir.
Adenoskuamdz karsinom veya karsinosarkomda oldugu gibi farkl: tip kanserler

bir arada bulunmaktadir.

Kanserin ikinci smiflandirma yonteminde, viicutta ortaya ¢iktigi yer baz
alinmaktadir. Akciger, gogiis, prostat, bas-boyun, agiz ve beyin kanseri gibi spesifik
yiizlerce farkli kanser bulunmaktadir (Cooper, 2000; Mitra ve ark., 2018 ve National
Cancer Institute, 2021).

1.1.1. Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK)

Akciger kanseri, diinya c¢apinda kansere bagli 6limlerin 6nde gelen nedeni
olup her iki cinsiyette de en ¢ok 6liime sebep olan kanser tiiriidiir (Bray ve ark.,
2018). Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) (2021) verilerine gore, akciger
kanseri Amerika, Kanada, Cin, Rusya gibi pek ¢ok iilkenin yani sira Tiirkiye’de de
kanser tiirleri arasinda 6liim oran1 en yiiksek olan kanserdir. Diinya Saglik Orgiitii
(DSO)’niin ilk 10 6liim nedenini agikladig: rapora gore ise, trakea, brons ve akciger
kanseri nedenli dliimler, diinya ¢apinda tiim 6liim sebepleri arasinda 6. sirada yer

almaktadir (WHO, 2020).

Akciger kanserlerinin biiyiik bir cogunlugunu epitel hiicrelerden koken alan
karsinomlar olusturmaktadir. Akciger kanserleri geleneksel olarak kii¢lik hiicreli
akciger kanseri (vakalarin yaklasik % 15-20'si) ve kiigiik hiicreli dig1 akciger kanseri
(vakalarin yaklasik % 80-85'1) olarak ikiye ayrilmaktadir (Inamura, 2017 ve Zheng,
2016). DSO’niin 2015 yilinda yaptigi siniflandirmada (Travis ve ark., 2015),
KHDAK histolojik farkliliklar1 ve akciger kanserinde hedeflenebilir genetik



degisikliklerine dayali olarak adenokarsinom, skuamoz hiicreli karsinom ve biiyiik
hiicreli karsinomu igeren alt tiplere ayrilmis olsa da genel bir terim olarak hala

kullanilmaktadir.

Kiigiik hiicreli akciger kanseri, akciger kanserinin en Olimciil alt tipi olup
belirlenebilmis molekiiler hedefli bir tedavi yontemine sahip degildir (Inamura,
2017). KHDAK tedavisi ise olduk¢a komplike olup, ameliyat, radyoterapi ya da
kemoterapiyi igeren tedavi yOntemleri hastaya ve kanserin evresine bagli olarak
degismektedir (Duma ve ark., 2019). KHDAK hastalarinin, dortte ii¢iinden fazlasi,
bolgesel olarak ilerlemis veya metastaz yapmis kansere sahiptir. Tedavi i¢in cerrahi
rezeksiyon uygulanan hastalarin biiylik bir kisminda hastalik yeniden niiksetmekte ve

kanser metastaz yapmaktadir (Evans, 2005).

KHDAK'nin onkogenezinin ve ilerlemesinin altinda yatan molekiiler olaylarin
derinlemesine arastirilmasiyla, KHDAK vakalarinin ¢ogunda, bir tiir tirozin kinaz
reseptorii olan EGFR’nin asir1 ekspresyonu oldugu goriilmiis (Pao ve Miller, 2005)
ve boylelikle EGFR, KHDAK tedavisinin doniim noktasi hedeflerinden biri haline
gelmistir (Lin ve ark., 2014).

KHDAK 2 yillik bagil sagkalimi, 2009'dan 2010'a kadar tan1 konulan kisiler
icin % 34'ken, 2015'ten 2016'ya kadar tan1 konulan kisiler i¢in % 42'ye yiikselmistir.
Akciger kanserine karsi iyilestirilmis tedavi yontemleri sayesinde kansere bagh

oliimlerde son yillarda diisiis meydana gelmistir (Siegel ve ark., 2021).

Goriilme sikligr goz oniine alindiginda ve kansere baglh o6liimlerin biiyiik bir
kismini olusturdugu diisiiniildiigiinde 6nemli bir saglik problemi olan KHDAK ig¢in,

etkili tedavi yontemleri bulma ¢alismalar1 devam etmektedir.



1.2. Protein Tirozin Kinaz

Kinazlar, adenozin trifosfat (ATP)’in terminal y-fosfatin1 (Sekil 1.2), gesitli
protein, lipid veya karbonhidrat substratlarinin bir veya daha fazla hidroksil grubuna
aktararak fosforilasyon reaksiyonlarimi katalize eden, enzimatik aktiviteye sahip
biiyiik bir protein siifin1 temsil etmektedir. Bu nedenle kinazlar, fosforilasyon igin
hedeflenen ilgili molekiil sinifina gore protein kinazlar, lipid kinazlar ve karbonhidrat

kinazlar olarak tanimlanirlar (Tridente, 2017, s:9-56).
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Sekil 1.2. ATP yapis1

Proteinlerin tersinir fosforilasyonu, hiicre sinyalizasyonu ve bir dizi 6nemli
fonksiyonun hiicre i¢i aktivasyonunu tetiklemek ve kontrol etmek icin gerekli bir
mekanizmadir. Protein fosforilasyonu igin gerekli degisiklikler, tirozin, serin veya
treonin amino asitlerinden birinin yan zincirine ATP’nin terminal fosfat grubunu
kovalent olarak baglayan (fosforilasyon) protein Kinazlar ve ters aktivite
(defosforilasyon) gosteren protein fosfatazlar tarafindan diizenlenir. Bir proteine
fosfat gruplarinin baglanmasi ve uzaklagtirllmasi, enzimin Kkatalitik bdolgesinin
alternatif aktivasyonu / blokajina ve protein-protein etkilesimleri yoluyla ilgili
yapisal ve fonksiyonel degisikliklere (biiylime, farklilasma, yapisma, hareketlilik,
6liim) neden olur (Tridente, 2017, s:9-56).

Protein kinazlar, hiicre biyolojisinin hemen hemen her alaninda 6nemli bir
diizenleyici rol oynar. Bu enzimler apoptoz, hiicre dongiisii ilerlemesi, hiicre
boliinme ve biiylimesi, hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi, hiicre farklilasmasi,

gelismesi, bagisiklik tepkisi, sinir sistemi dinamikleri, metabolizma ve transkripsiyon



dahil olmak {izere bir¢ok hiicresel siireci diizenler. Protein fosforilasyonu ayrica
gelisim sirasinda hiicreler arasi iletisimde, fizyolojik tepkilerde ve homeostazda
kritik bir rol oynamaktadir (Hunter, 2000; Manning ve ark., 2002 ve Roskoski Jr,
2019).

Protein Kkinazlar, insanda var olan tiim genlerin yaklastk % 1,7'sini
olusturmakta olup, bu durum protein kinaz ailesini en biiyiik gen ailelerinden biri
yapmaktadir. Insan viicudundaki protein kinaz ailesi 518 iiyeden olusmaktadir.
Fosforilasyonda yer alan spesifik substratlar olan amino asit kalintilarinin dogasina
bagli olarak, bu enzimler; protein serin / treonin kinazlar, protein tirozin kinazlar ve
tirozin kinaz benzeri proteinler (atipik kinazlar) olarak siiflandirilmaktadirlar
(Manning ve ark., 2002 ve Roskoski Jr, 2019).

Protein kinazlar substratlarina gore alt aileler halinde gruplandirildiginda:
a. Tirozin Kinazlar (TK): 90 iiye
I. Reseptor Tirozin Kinazlar (RTK): 58 {iye

RTK alt gruplari (20 alt aile): ALK/LTK, TAM, CCK4, DDR, EGFR/HER,
EPH, FGFR, INSR/IGF1R, LMR, MET/RON, MUSK, PDGFR, RET, ROR, ROS,
RYK, SURTK106, TIE/TEK, TRK, VEGFR

ii. Reseptor Olmayan Tirozin Kinazlar (NRTK): 32 iiye

NRTK alt gruplar1 (10 alt aile): ABL, CSK, FAK, FES, FRK, JAK, SRC,
SYK, TEC, TNK

b. Serin / Treonin Kinazlar: 385 iiye
I. Reseptor Serin / Treonin Kinazlar
Il. Reseptdr Olmayan Serin / Treonin Kinazlar

c. Tirozin kinaz benzeri proteinler (atipik kinazlar): 43 iiye (Roskoski Jr, 2019 ve
Tridente, 2017, s:9-56).
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Protein tirozin kinazlar, reseptor ve reseptor olmayan tirozin kinazlar olarak iki
ana gruba ayrilmaktadirlar. Reseptdr olmayan tirozin kinazlar, transmembran
alanlardan yoksundurlar; sitozol, g¢ekirdek ve plazma membraninin i¢ ylizeyinde
bulunurlar. Reseptor tirozin kinazlar ise; hiicre disi alanda bir ligand baglama
bolgesi, bir transmembran sarmal ve hiicre i¢i alanda bir protein tirozin kinaz alanina
sahiptirler, ayrica ek olarak hiicre i¢i alanda diizenleyici bolgeler icermektedirler.
(Krause ve Van Etten, 2005 ve Lemmon ve Schlessinger, 2010). Tim RTK'lerin
kinaz alanlar1, bir N-terminal lobu, bir C-terminal lobu olmak tizere iki loplu yapiya
sahiptir. Loblar arasinda ise, ATP’nin baglanma bdlgesi olan bir yarik bulunmaktadir
(Roskoski, 2019 ve Stamos ve ark., 2002 ).

Ligandin yoklugunda, RTK'ler fosforile edilmemis ve monomerik haldedirler
ve ayrica kinaz alanlarinin konformasyonu inaktiftir. RTK'ler, ligand hiicre dis1 alana
baglandiginda aktive olurlar, bu da reseptér dimerizasyonuna, otoinhibitor
etkilesimin ~ bozulmasina ve kinaz alaninda diizenleyici bir tirozinin
otofosforilasyonuna neden olmaktadir (Sekil 1.3). Bu degisiklikler, kritik amino asit
kalintilarinin yeniden diizenlenmesine sebep olur ve meydana gelen aktivasyon ile
cesitli sinyal proteinleri zara toplanir ve sinyal yollar1 aktif hale gelir (Krause ve Van
Etten, 2005).

hiicre dis1 B 1igand
alan
)
hiicre membran

tirozinin
otofosforilasyonu

hiicre ici P

alan

\\ substrat proteinin

N fosforilasyonu

substrat P

protein fosforillenmis
protein

>x>

Sekil 1.3. Reseptor tirozin kinazin otofosforilasyonu
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RTK’lerin fosforilasyonu sayesinde, hiicre disi sinyaller hiicre i¢i bolmeye
aktarilmaktadir, boylece hayatta kalma, proliferasyon, farklilagsma, yer degistirme ve
anjiyogenez gibi temel hiicre fonksiyonlar1 bu membran proteinler araciligiyla

diizenlenmektedir (Lemmon ve Schlessinger, 2010 ve Tridente, 2017, s:9-56).

Normal fizyolojik kosullar altinda, kinazlarin diizenlenmesi siki bir sekilde
kontrol edilmektedir. Ancak patolojik kosullar altinda kinaz aktiviteleri diizensiz
olabilir ve bu enzimler tarafindan yonetilen hiicre i¢i sinyal aglarinin bozulmasi,
kanser, diyabet, otoimmiin, kardiyovaskiiler, enflamatuvar hastaliklar ve sinir
bozukluklar1 dahil bir¢ok hastaliga yol agmaktadir (Hunter, 2000 ve Roskoski Jr,
2019).

Mutasyona ugramis, diizensiz bir formda bulunan veya anormal derecede
yiiksek seviyelerde eksprese edilen belirli TK'lerin, normal hiicrelerin bir timor
hiicresine doniismesine sebep oldugu bulunmustur. Anormal isleve sahip TK’ler
timor gelisimi i¢in olduk¢a dnemlidir, 6yle ki tanimlanmis protoonkogenlerin ¢ogu,

TK aktivitesine sahip proteinleri kodlamaktadir (Hunter, 1991).

1.3. Epidermal Biiyiime Faktorii

Stanley Cohen isimli bir biyokimyagerin, kanserli hiicrelerde biiylimeye neden
olan mekanizmay1 bulmak i¢in 1950°li yillarda baglayan arastirmalari, 1960’1l
yillarda Epidermal Biiylime Faktorii (EGF)’niin kesfedilmesine olanak saglamistir.
Gergeklestirdigi deneylerde, fare submaksiller bezlerinden izole edilen bir proteinin
yeni dogan hayvanlarda erken dis gelisimine sebep oldugu ve goz kapagi acilmasini
hizlandirdigr gorilmistiir (Cohen, 1962). Ayrica bir diger ¢alismada, farelerden
alman tiimor hiicrelerinin civciv embriyolarina aktarildiginda embriyolarda
epidermal proliferasyonu ve keratinizasyonu belirgin sekilde uyaran bir maddenin
salindiginin gdzlemlenmesi lizerine kesfedilen bu maddeye Epidermal Biiylime
Faktorii adi verilmistir (Cohen, 1965). Cohen, yaptigi hayvan deneyleri ile EGF'nin

embriyonel gelisim {izerinde ve viicudun normal dengesinin saglanmasinda 6nemli
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rol oynadigini kanitlamistir. EGF'nin kesfinden sonra, molekiiler yapisint da
aciklamasiyla birlikte, bu calismalar1 onun 1986 yilinda Nobel Odiilii’nii almasini

saglamistir (Nobel Prize, 2021).

EGF'nin glikoz ve amino asit tasinmasinin uyarilmasi, protein sentezinin
aktivasyonu ve DNA sentezinin ve hiicre replikasyonunun baslatilmasi dahil olmak
lizere bir dizi olayr artirdig1 kesfedildikten sonra, daha ileri ¢aligmalarda, EGF'nin
fibroblastlar, karaciger hiicreleri ve vaskiiler hiicrelerin yani sira endokrin hiicreleri,
tiroid, yumurtaliklar ve hipofiz bezleri de dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli hiicrelerin

biiyiimesini uyardig1 belirlenmistir (Nobel Prize, 2021).

Hedef hiicrelerin yiizeyinde reseptorler olarak adlandirilan spesifik baglanma
bolgelerinin varligi, EGF'nin faaliyeti i¢in bir on sarttir. Bu reseptorler EGF'yi
yakalamakta ve EGF reseptor kompleksi hiicre igine ¢esitli sinyaller
yollamaktadir. EGF'nin biyolojik etkisinin goriilebilmesindeki en onemli asama,
EGF reseptorii iizerindeki spesifik bir tirozin amino asidinin fosforilasyonudur.
Reseptoriin tirozine 6zgli otofosforilasyon gerceklestirdiginin bulunmasi, disaridan
gelen bir sinyalin hiicrenin i¢ine nasil ulagtiginin anlasilmasinda olduk¢a 6nemli bir
adimdir (Carpenter ve ark., 1978). Daha sonra bu olayin, bir¢ok biiylime faktoriiniin

etkilerine aracilik ettigi genel bir yol oldugu gosterilmistir.

Tiim bu kesifler, malformasyon ve gelisim hatalari, gecikmis yara iyilesmesi,
kas distrofisi ve tlimor hastaliklarr gibi ¢esitli klinik bozukluklarin patogenezinin

anlasilmasi ve tedavisinde oncii olmustur (Nobel Prize, 2021).

1.4. Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii

Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) (ErbB-1 veya HER-1) dort tiye
iceren ErbB (HER) reseptdr tirozin kinaz ailesinin bir iiyesidir. Ailenin diger iiyeleri,
ErbB-2 (HER-2/Neu), ErbB-3 (HER-3) ve ErbB-4 (HER-4)’dir (Janmaat ve
Giaccone, 2003; Mendelsohn ve Baselga, 2000 ve Yarden ve Sliwkowski, 2001).
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EGFR’ye yapt ve fonksiyon agisindan benzerlik gosteren bu flyeler de,

transmembran yapili RTK’lerdir (Herbst, 2004).

EGFR, hiicre yiizeyinde yer alan 170 kDa agirliginda bir glikoproteindir
(Karunagaran ve ark.,, 1996). 28 c¢kson iceren EGFR geni tarafindan
sentezlenmektedir (Lynch ve ark., 2004). EGF, doniistiiricii biiyiime faktorii-o
(TGF-a), amfiregulin, heparin baglayict EGF ve betaseliilin dahil olmak iizere birgok
ligand EGFR'ye baglanmakta ve onu aktive etmektedir. EGF ve TGF-o’nin, EGFR
icin en O6nemli ligandlar oldugu distiniilmektedir (Herbst, 2004). EGFR, ayrica
hormonlar, lenfokinler ve stres faktorleri gibi reseptdre dogrudan baglanmayan
uyaranlar tarafindan da aktive edilebilmektedir. EGFR'nin bu sekilde aktive
olmasinin, bazi hiicresel yanitlar i¢in gerekli oldugu diisiiniilmektedir (Carpenter,

1999).

Tiim reseptor kinazlarin ortak yapisi gibi, EGFR de hiicre dis1 bir ligand
baglama alani, bir transmembran bolge ve tirozin kinaz aktivitesi olan bir hiicre i¢i
alandan olugmaktadir. Reseptor aktive edilmediginde, inaktif monomerler seklinde
bulunmaktadir (Khazaie ve ark., 1993). Reseptoriin aktivasyonu, TGF-a veya EGF
gibi spesifik bir ligand, hiicre dis1 ligand baglama alanindan reseptore baglandiginda
olugsmaktadir. Bu konformasyonel degisiklige bagli olarak, baska bir EGFR proteini
veya genellikle ErbB-2 olmak iizere baska bir ErbB reseptorii ile reseptor
dimerizasyonu (Sekil 1.4) meydana gelmektedir (Graus-Porta ve ark., 1997,
Karunagaran ve ark., 1996 ve Schlessinger, 2002). Iki EGFR arasindaki
dimerizasyon homodimerizasyon, EGFR’nin ErbB ailesine ait baska bir reseptorle
yaptig1 dimerizasyon ise heterodimerizasyon olarak adlandirilmaktadir (Mendelsohn

ve Baselga, 2000).
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Sekil 1.4. EGFR ve dimerik kompleksin yapisi. EGFR (mavi), hiicre dis1 alan, transmembran alan ve
hiicre i¢i kinaz alanindan olugmaktadir. Sekilde, hiicre dis1 alanla etkilesen ligand (pembe) ve kinaz
alaninda ATP baglanma bolgesine baglanan ATP (kirmizi) gosterilmektedir (Han ve Du, 2017).
Dimerizasyonla birlikte, reseptoriin hiicre i¢i kinaz alaninin aktivasyonu ve
kinaz alaninda bulunan tirozin kalintilarinin otofosforilasyonu meydana gelir
(Mendelsohn ve Baselga, 2000 ve Yarden ve Sliwkowski, 2001). Bu
otofosforilasyon, kinaz alanindaki tirozin kalintilarina, ATP’den bir fosfat transfer
edilmesi yoluyla gergeklesmektedir (Schlessinger, 2002). Otofosforilasyonla birlikte,
sitoplazmik tirozin kinaz alanlar1 ve sinyal akisi tetiklenmektedir. Sitozolden bir dizi
protein ve lipid yapili ikincil haberci toplanmakta ve boylece hiicre igi sinyal iletimi
baslatilmaktadir (Mendelsohn ve Baselga, 2000 ve Tridente, 2017, s:9-56).

Sinyal iletiminden sorumlu c¢esitli yolaklar bulunmaktadir (Sekil 1.5). Bu
sinyalleme yolaklarindan biri, hiicre proliferasyonunun artmasina neden olan Ras-
Raf- mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolagidir. Diger bir ana yolak,
hiicre dongiisii ilerlemesini ve ayn1 zamanda hiicre sagkalimini diizenleyen fosfatidil
inositol 3-kinaz (PI3K)-Akt yolagidir (Mendelsohn ve Baselga, 2000 ve Yarden ve
Sliwkowski, 2001). Hiicrenin hayatta kalmasi i¢in dnemli olan bir baska yolak da
sinyal dontistiiricti ve transkripsiyon aktivatoriic (STAT) yolagidir (Schlessinger,
2002). Normal hiicresel sinyal iletimlerinin yani sira, malignite gelisimine katkida

bulunan gen ekspresyonu, hiicresel proliferasyon, anjiyogenez ve apoptozun
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inhibisyonu gibi biyolojik siirecler de bu yolaklarla diizenlenmektedir. Ayrica,
yolaklarin aktivasyonunun tiimor hiicresi hareketliligini ve metastaz1 tesvik ettigi

gosterilmistir (Herbst, 2004).

Ligagnd — >
EGFR
(HER1)

Hiicre Sagkalimi

Hucre Proliferasyonu

Sekil 1.5. EGFR sinyal iletim yolaklar1 (Pao ve Miller, 2005).

EGFR'nin hiicresel sinyallemede yer alan bir protein TK oldugu bulunduktan
sonra, ErbB 1983 yilinda tavuklarda eritroblastoz ve sarkomlarin nedeni olarak
tanimlanmis  (Yamamoto ve ark., 1983) ve EGFR'nin anormal davranig gosterdigi
durumlarda kanseri indiikleyebilen bir onkogen oldugu belirlenmistir. Daha
sonrasinda ise, EGFR'nin normal dokulara gére pek ¢ok kanser tipinde daha yiiksek
seviyelerde eksprese edildigi ve kati tiimor biiylimesini tesvik ettigi gosterilmistir

(Nicholson ve ark., 2001).

EGFR’de meydana gelen bu diizensizlik, g¢esitli hiicresel siireclerin
aktivasyonu yoluyla tiimdr olusumuna sebep oldugu gibi sitotoksik ila¢ direncini de
artirabilir ya da metastaza yol agabilir ve bu durum genellikle k&tii prognozla

iliskilendirilmektedir (Krause ve Van Etten, 2005 ve Nicholson ve ark., 2001).
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EGFR, en az ii¢ ana mekanizma yoluyla kanseri indiiklemektedir: EGFR
ligandlarinin asir1 ekspresyonu, EGFR amplifikasyonu ve EGFR'nin mutasyonel
aktivasyonu. Olusan mutasyonlar sonucu, liganddan bagimsiz yapisal reseptor
aktivasyonu, alternatif sinyal yolaklarinin aktivasyonu ve apoptotik mekanizmalarin

ortadan kaldirilmasi goriilebilmektedir (Pao ve Miller, 2005).

EGFR’nin aktive edici mutasyonlar1 ve asir1 ekspresyonu, meme karsinomlari,
glioblastomalar, yumurtalik ve KHDAK dahil olmak {izere ¢esitli kanserlerde rol
oynamaktadir (Blume-Jensen ve Hunter, 2001). EGFR genellikle epitel orijinli
timorlerde ve 6zellikle bas ve boyun kanserinde (% 80-100), KHDAK’de (% 40-80),
kolorektal kanserinde (% 25-100), mide (% 33-80), pankreas (% 30-50), yumurtalik
(% 35-70), meme (% 15-37) ve prostat (% 40-90) kanserlerinde ve glioblastoma
multiformede (% 40-92) anormal sekilde bulunmaktadir (Tridente, 2017, s:123-
144).

Hiicresel proliferasyon, hayatta kalma ve metastazi yonetmedeki onemli rolii,
EGFR'yi ¢ekici bir molekiiler hedef haline getirmektedir. EGFR’nin faaliyetlerine
miidahale edilmesiyle sinyal iletiminin kesintiye ugratilmasi hedeflenmektedir.
Reseptoriin  aktivitesi inhibe edilerek biiyiime faktorlerinin sinyal yollar1 bloke
edilebilir ve tiimor biiytimesi etkili bir sekilde onlenebilir. Ayni zamanda, EGFR’nin
asir1 ekspresyonu, tiimor hiicrelerini normal hiicrelerden ayirarak EGFR inhibe edici
molekiillerin tiim6r hiicreleri {izerinde daha segici davranmasini ve agresif
proliferasyonunu azaltmasini miimkiin kilabilir. Bu nedenle EGFR, sinyal akisini
durdurmak ve kanserle bas edebilmek amaciyla bir ara¢ olarak goriinmekte ve

antikanser ajanlarin tasarimi i¢in degerli bir hedefi temsil etmektedir (Herbst, 2004).

1.5. Kanser Tedavisinde EGFR Hedefli Yaklasim

Kanser ile miicadelede giiclii saglik sistemleri, erisilebilir erken teshis, kaliteli
tedavi ve bakim hizmetlerinin dogru saglanmasi, birgok kanser tiirlinde hayatta

kalma oranlarini artirmaktadir. Kanser tedavisinde oncelikli amaclar; kanseri

17



iyilestirmek, yasami Onemli Olglide uzatmak ve hastanin yasam Kkalitesini
iyilestirmektir. Tedavi genellikle radyoterapi, kemoterapi ve/veya cerrahi girisim
seklindedir (WHO, 2021).

1960'l1 yillardan beri KHDAK kemoterapisi igin, alkilleyici ajanlar basta
olmak {izere birgok ilag kullanilmigtir. 2000°li yillara kadar klinik aragtirmalar,
metastatik KHDAK i¢in mevcut standart kemoterapiyi platin bazli tedavi olarak
tamimlamustir. Geleneksel olarak ifosfamid, vindesin, sisplatin, karboplatin ve
mitomisin dahil sadece birka¢ ajanin KHDAK igin aktiviteye sahip oldugu kabul
edilmistir. Bunlardan sisplatin, % 20'den daha az yanit oranlarina sahip olmasina
ragmen, ilerlemis KHDAK'de sagkalimi artirma olasiligi en yiiksek ilag olarak
goriilmiistiir. Bununla birlikte, bu tedaviler genellikle kemik iligi baskilanmasi dahil
olmak tlizere istenmeyen toksisitelerle iligkilidir ve hastalik tizerine spesifik

degildirler (Evans, 2005).

Geleneksel sitotoksik kemoterapinin aksine, normal hiicrelerin isleyisini biiyiik
Olciide bozulmadan birakirken, kanser hiicrelerinin olusumunu, ¢cogalmasini ve/veya
metastazin1 kesintiye ugratmak amaciyla yeni ila¢ gelistirme calismalar1 6nem
kazanmistir (Herbst, 2004). Kanser tedavisi igin, son yillarda molekiiler diizeyde

hedefe yonelik kanser tedavi yontemleri gelistirilmistir (Pao ve Miller, 2005).

Protein kinazlarin mutasyonlart ve diizensizligi, bir¢ok hastalikta nedensel rol
oynadigi ig¢in, bu enzimlerin agonistlerinin ve antagonistlerinin gelistirilmesi
hastaliklarin tedavisi i¢in olanak saglamaktadir (Manning ve ark., 2002). Kontrolsiiz
EGFR aktivitesinin beyin, bas boyun, yumurtalik, uterus, rahim agzi, mesane,
akciger kanserleriyle, KHDAK ve kanserin metastatik potansiyeliyle ve koti
prognozla iliskili oldugunun (Janmaat ve Giaccone, 2003; Pao ve Miller, 2005;
Sainsbury ve ark., 1985 ve Veale ve ark., 1987) bulunmasi iizerine, EGFR‘yi
hedeflemenin kanser tedavisinde benzersiz bir yol olabilecegi diisliniilmiistiir

(Janmaat ve Giaccone, 2003).
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EGFR aracili hiicresel olaylara miidahale etmek amaciyla reseptorii spesifik
olarak hedefleyen birkag yaklagim gelistirilmistir. Tirozin kinazi inhibe etmek
amaciyla gelistirilen ilaclarin temel prensipleri, ATP veya substratlarin reseptore
baglanmasina miidahale ederek kinazin katalitik aktivitesini dogrudan inhibe etmek
ya da reseptorlerin dimerizasyonlarin1 bloke ederek aktivasyonu inhibe etmektir
(Krause ve Van Etten, 2005). Bu amagla, bugiine kadar en kapsamli olarak incelenen
iki yaklasim, hiicre dis1 reseptor alanina yonelik monoklonal antikorlarin kullanimi
ve hiicre i¢i EGFR tirozin kinaz (EGFR TK) aktivitesine miidahale eden kiigiik
molekiillii bilesikler olan tirozin kinaz inhibitorlerinin (TKI) kullanimidir (Herbst,
2004).

Monoklonal antikorlar, reseptoriin hiicre dis1 alanina baglanmak igin,
reseptoriin endojen ligandlariyla rekabet ederek ligand baglanmasini kisitlar ve
EGFR TK inhibitor etki gosterirler. EGFR TK aktivitesini dogrudan inhibe eden
kiictik molekdiller ise kinazin hiicre i¢i ATP baglanma bolgesine baglanmak i¢cin ATP

ile rekabet ederek etki gostermektediler (Ismail ve ark., 2016).

Geleneksel — sitotoksik  yaklagimlar, radyasyon ve kemoterapi ile
karsilastirildiginda bu ajanlar farkli etki mekanizmasina ve farkli toksisite
profillerine sahiptirler. Kanser tedavisinde, bu ajanlarin tek basina ya da geleneksel
sitotoksik tedaviler ile aditif veya sinerjistik etki elde etmek igin kombinasyon
halinde kullanimini igeren yaklagimlar s6z konusudur (Herbst, 2004 ve Janmaat ve
Giaccone, 2003).

1.6. EGFR TKU’lerin Tarihsel Gelistirilme Asamalari

Antikanser bilesik arastirmalari i¢in, yalnizca EGFR’yi hedef alan ve EGFR
kinaz1 segici olarak inhibe edebilecek ilaglarin bulunmasi 6nemli bir konu haline
gelmistir. Protein kinaz inhibisyonuna yonelik kesif yaklasimlarinda ilk baglarda,
EGFR’nin kinazlarla ve 0Ozellikle ErbB ailesinin diger iiyeleriyle olan yapisal

benzerlikleri nedeniyle yalmizca EGFR’yi inhibe etmenin olast olmadigi
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diistiniilmiistiir. Ancak arastirmalar molekiillerde yapilan ¢esitli siibstitiisyonlarin
sagladig1 cesitliligin, kinazlar ve ErbB ailesinin iiyeleri i¢in farkli segiciliklerle
sonuglandigini ve yalniz bir kinazi inhibe etmenin miimkiin oldugunu gostermistir

(Fry, 2003).

Yaish ve ark. (1988) tarafindan gergeklestirilen calismada, insiilin reseptor
tirozin kinaz aktivitesini etkilemeden EGFR tirozin kinaz aktivitesini etkili bir
sekilde inhibe edebilen kii¢iik molekiiller bulmanin miimkiin oldugu bildirilmis ve
EGF ile uyarilan tiimor hiicresi biiylimesini se¢ici olarak inhibe eden yeni bir

inhibitor serisinin 6zellikleri agiklanmistir.

1990’lh yillarin basinda EGFR TK'nin yapisi ve katalitik mekanizmasinin
arastirilmasiyla, inhibitér etki gosteren yeni bir TKI smifi olarak anilinokinazolin

yapisi tastyan bilesiklerin tanimlanmasina yol agmistir.

Barker ve Davies (1992) tarafindan yapilan c¢alismayla ilk kez,
4-anilinokinazolinlerin EGFR inhibitorleri olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.
Tasarlanan 4-(3-kloroanilino)kinazolin, 4-(3-bromoanilino)kinazolin ve 4-(3-metil
anilino)kinazolin bilesiklerinin (Sekil 1.6) EGFR tirozin kinazi, sirastyla 40, 20 ve
180 nM ICs degerleriyle inhibe ettikleri bildirilmistir. Bulunan bu bilesikler, o tarihe

kadar bulunmus inhibit6rlere oranla ¢ok daha fazla aktivite gostermislerdir.

Sekil 1.6. a) 4-(3-kloroanilino)kinazolin, b) 4-(3-bromoanilino)kinazolin, c¢) 4-(3-metilanilino)
kinazolin

EGFR TKI ile yapilan ilk aragtirmalar sirasinda, inhibitdrlerin EGFR
aktivitesini bloke edebilmesinin, EGF'ye bagli proliferasyonu bloke etme

kabiliyetlerine bagl oldugu diisiiniilmiistiir. EGFR’ye baglanan ve onu aktif hale
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getiren EGF molekiilii genel hedef olarak goriilmiis ve reseptore baglanmak i¢in EGF
ile yarigsan segici blokerlerin rasyonel tasarimla gelistirilebilecegi hipotezi
giiclenmistir. Inhibitérlerin ATP ile yarismali olarak EGFR’ye baglanmasmin,
kinazlarin ATP baglanma alanindaki yiliksek sekans benzerliginden dolay1
secicilikten yoksun olacagi diisiiniilmiistiir. Ayrica, ¢ogu kinazin ATP i¢in baglanma
sabiti (Km) genellikle mikromolar aralikta oldugundan, ATP baglanma yerinin
inhibitorler i¢in uygun olmadigr distiniilmistir. Bu diisiince, kinazlarin ATP
ceplerine nanomolar hatta pikomolar afinitelerle baglanan pek cok inhibitoriin

kesfiyle degismistir (Fry, 2003).

Ward ve ark. (1994), tarafindan gergeklestirilen arastirma ile giliglit EGFR TKI
etkiye sahip oldugu bulunan 4-(3-kloroanilino)kinazolin (CAQ) yapisindaki yeni
bilesigin, bu etkisini hangi mekanizma iizerinden gerceklestirdigi incelenmistir. /n
vitro ortamda konsantrasyona bagli bir sekilde EGF ile uyarilan biiyiimeyi inhibe
ettigi goézlenmistir. Inhibisyon mekanizmasmin ATP ile iliskili oldugu, molekiiliin
EGFR’ye muhtemelen ATP baglanma bdlgesinden ve ATP ile yarigmali olarak

baglandig1 bulunmustur.

Barker (1993) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada, anilinokinazolin ana
yapisina sahip daha genis bir seri incelenmistir. Kinazolin halkasinin 6. ve 7.
pozisyonlarinda elektron veren siibstitiientlerin yer almasiyla inhibitor aktivitenin
olumlu yonde etkilendigi gozlenmistir. Sentezlenen ve incelen seride, 4-(3-
metilanilino)-6,7-dimetoksikinazolin bilesiginin, 4-(3-metilanilino)kinazolin
bilesigine (Sekil 1.7) gore EGFR tirozin kinaz aktivitesi yoniinden ¢ok daha giiclii
oldugu gosterilmistir.

H,CO

H,CO N

Sekil 1.7. a) 4-(3-metilanilino)kinazolin, b) 4-(3-metilanilino)-6,7-dimetoksikinazolin
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Fry ve ark. (1994), tarafindan 4-(3-bromoanilino)-6,7-dimetoksikinazolin
(PD153035) (Sekil 1.8) bilesiginin yiiksek potens ve segicilige sahip olan bir EGFR
tirozin kinaz inhibitorii (1C50=29 + 5,1 pM) oldugu ve pikomolar konsantrasyonlarda

uygulanabilir oldugu bulunmustur.

HNO\Br
SN
7

Sekil 1.8. 4-(3-bromoanilino)-6,7-dimetoksikinazolin (PD153035) bilesigi

H,CO

H,CO

PD153035 bilesigi, daha dnce kesfedilmis inhibitorlere gore, dort/bes kat daha
fazla EGFR TK inhibisyonuna ve iki/ii¢ kat daha fazla hiicresel fosforilasyon
inhibisyonuna sahiptir. Etkisini, ATP ile yarismali olarak EGFR’nin ATP baglanma
bolgesine baglanarak gosterdigi bulunmustur. Bu kesif, arastirmacilarin baslardaki
EGFR hedefleme hipotezlerini degistirmistir. Protein kinazlarin ATP baglayici
bolgelerinin hedef segilmesinin EGFR i¢in spesifiklik saglamayacagi diisiincesi
yerini, en yiiksek se¢icilige sahip ve en aktif bilesiklerin ATP bolgesini hedefledigi
goriisiine birakmustir (Fry, 1996).

Yapi etki ¢alismalar1 en giiglii 4-anilinokinazolin tiirevlerinin, anilin halkasinin
meta konumunda kiigiik, lipofilik siibstitiientlere sahip olan bilesikler oldugunu
gostermistir. Kinazolin halkasiin, aktivite i¢in kesinlikle gerekli oldugu, ancak
kinazolin tizerindeki siibstitiientlerin aktiviteyi oldukca etkiledigi goriilmiistiir. NO»,
NH; ve OCHjs siibstitiientlerine sahip tiirevler karsilastirilmis ve kinazolin halkasina
elektron verici gruplar bagli oldugunda aktivitenin daha yiiksek oldugu bulunmustur.
En giiclii aktivite ise kinazolin halkasi 6. ve 7. konumlardan disiibstitiie edildiginde

gortiilmistiir (Denny ve ark., 1996).

Wakeling ve ark. (1996), tarafindan yapilan calismada, EGFR TK ile
4-anilinokinazolinlerin hiicre biiylimesini Onleyici giicli arasinda basit bir iliski

olmadig1 belirtilmistir. Stibstitiientlerin  yapisi ve anilin halkas1 {izerindeki
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konumlarinin, aktiviteyi biiyiik oranda etkiledigi bildirilmistir.
4-(3-kloroanilino)kinazolin bilesiginde (Sekil 1.6) oldugu gibi, klor grubunun meta
konumunda bulunmasi, orto veya para konumlarina gére aktiviteye daha fazla katki

saglamistir.

Bridges ve ark. (1996), tarafindan 4-anilinokinazolin yapisina sahip bilesikler
ile yapilan bir ¢alismada, anilinin 3. pozisyonunda bulunan elektron g¢ekici lipofilik
stibstitiientlerin aktiviteye katkis1 oldugu ve optimum aktivitenin klor ve brom ile
saglandig1 belirtilmistir. 4-(3-bromoanilino)-6-metoksikinazolin (Sekil 1.9 a) bilesigi
30 nM ICsy degerine ve 4-(3-bromoanilino)-7-metoksikinazolin (Sekil 1.9 b) bilesigi
10 nM ICsq degerine sahipken 4-(3-bromoanilino)-6,7-dimetoksikinazolin (Sekil 1.9
c) bilesiginin 0,025 nM ICsy degerine sahip oldugu belirtilmistir. Kinazolin halkasina
elektron veren siibstitiientler 6. ve 7. konumlardan baglandiginda aktivite artarken,
stibstitiientlerin 5. ve 8. konumlardan baglanmasiyla aktivitenin ciddi anlamda

azaldig bildirilmistir.

HN : Br HN : Br HN : Br

HsCO H3CO

~N ~N ~N
N/) H,CO N/) H,CO N/)
a b c

Sekil 1.9. a) 4-(3-bromoanilino)-6-metoksikinazolin b) 4-(3-bromoanilino)-7-metoksikinazolin
¢) 4-(3-bromoanilino)-6,7-dimetoksikinazolin

Rewcastle ve ark. (1995), gergeklestirdikleri  ¢alismada  4-(3-
bromoanilino)kinazolin, 4-(3-bromoanilino)kinolin, 1-(3-bromoanilino)izokinolin, 4-
(3-bromoanilino) sinnolin, 4-(3-bromoanilino)ftalazin, 2-(3-bromoanilino)kinoksalin
ve 4-(3-bromo anilino)benzotriazin tiirevlerinin (Sekil 1.10) inhibitor etkinliklerini
incelemis ve aralarinda 4-anilinokinazolin yapisinin bu EGFR inhibitérleri sinifi i¢in
birincil farmakofor oldugunu gdstermistir. 4-anilinokinazolin tiirevleri anilin
grubunun 3. konumundan kii¢iik lipofilik elektron cekici siibstitiientler ile siibstitiie
edildiginde, yukarida verilen arastirmalara benzer sekilde, aktivitenin arttig

belirtilmistir. Sentezlenen seride, anilin grubunun azot atomuna bagl hidrojen bir
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stibstitiient ile degistirildiginde aktivitenin azaldigi gézlenmistir. Anilin grubu yerine
benzilamino ya da fenetilamino getirildiginde (Sekil 1.11) ise bilesiklerin genellikle

daha az etkili oldugu bildirilmistir.

HN~ i “Br HN~ i “Br HN” i “Br
Qﬁ ©§N @ j g\
N" %% N”N HN Br
a b c ©\)\

Br
Q. J O
HN Br HN Br
\'Tl Nj/NH \'Tl
_N N/ N/,N
d e

f

Sekil 1.10. a) 4-(3-bromoanilino)kinolin, b) 1-(3-bromoanilino)izokinolin,
¢) 4-(3-bromoanilino)sinnolin,  d) 4-(3-bromoanilino)ftalazin, e) 2-(3-bromoanilino)kinoksalin,
f) 4-(3-bromoanilino)benzotriazin, g) 4-(3-bromoanilino)kinazolin

—R
HN X

HN/\© HN/\©R

SN ~N = ~N

L) J 2
a b

C

Sekil 1.11. a ve b) 4-(benzilamino)kinazolin tiirevleri ¢) 4-(fenetilamino)kinazolin tiirevleri

Gibson ve ark. (1997), tarafindan yapilan c¢aligmada 4-amino-6,7-
dimetoksikinazolin yapist amino grubu iizerinden ¢esitli gruplarla tiirevlendirilmistir.
Ancak bilesikler bu amino grubundan tiirevlendirildiginde ve azot iizerinde hidrojen
bulunmadiginda, EGFR TK inhibe edici etkilerinin azaldig: bildirilmistir, bu durum
amin yapisi tizerindeki hidrojenin enzimle etkilesim ve aktivite i¢in dnemli oldugunu
diistindiirmiistiir. Sentezlenen tiirevler arasinda en etkili bilesik, 0,0064 uM ICs
degeri ile N-(izokinolin-4-il)-6,7-dimetoksikinazolin-4-amin (Sekil 1.12 a) olarak
bulunmustur. Benzer yapiya sahip N-(izokinolin-1-il)-6,7-dimetoksikinazolin-4-amin
(Sekil 1.12 b) ve N-(kinazolin-4-il)-6,7-dimetoksikinazolin-4-amin (Sekil 1.12 c)

24



bilesiklerinin 1Csp degerleri ise sirasiyla 0,2 uM ve >1 uM olarak bulunmus ve amin
grubuna para konumda bulunan bir azot atomunun aktiviteyi azaltacak yonde etkisi

olabilecegi belirtilmistir.

= = Z >N
N . s
HN HN N HN N
H5CO \)N H;CO \)N H;CO \j‘
~ ~ ~
H5CO N H;CO N H;CO N
a b c

Sekil 1.12. a) N-(izokinolin-4-il)-6,7-dimetoksikinazolin-4-amin  b) N-(izokinolin-1-il)-6,7-

dimetoksikinazolin-4-amin ¢) N-(kinazolin-4-il)-6,7-dimetoksikinazolin-4-amin

Kinazolinlerle yapilan ¢aligsmalar, imidazolokinazolinler, pirolokinazolinler ve
pirazolokinazolinler gibi trisiklik tiirevleri de igerecek sekilde genisletilmistir. Tim
bu bisiklik veya trisiklik yapilarin, EGFR ile etkilesiminin, ATP'nin adenin bazi igin
baglanma bolgesine karsilik gelen dar bir hidrofobik cebe geri doniisiimlii baglanarak

gerceklestigi bildirilmistir (Fry, 1999).

Kinazolinlerle elde edilen etkilere benzer sekilde, piridopirimidinler ile de
EGFR tirozin kinaza karsi oldukga giilii etkiler gdzlenmis ve piridopirimidinlerden
olusan bir inhibitér siifi ortaya ¢ikmustir. Ornegin piridopirimidin yapisina sahip
ajanlardan biri olan PD 158780 kodlu bilesigin (Sekil 1.13) EGFR tirozin kinazi
(IC50=8 pM) inhibe ettigi belirtilmistir (Rewcastle ve ark., 1996). Benzer sekilde,
pirolopirimidin yapisina sahip tiirevlerle yapilan ¢aligmalar ATP ile yarigsmali olarak
EGFR tirozin kinazi inhibe ettigini gdstermektedir. Ornegin pirolopirimidin yapisina
sahip ve in vivo ortamda aktivite ¢alismalari gerceklestirilen CGP 59326 kodlu
(Traxler ve ark., 1997) bilesigin (Sekil 1.13) EGFR TK inhibe edici etkiye
(I1C50=0,027 uM) sahip oldugu belirtilmistir (Traxler ve ark., 1996). Pirolopirimidin
yapisindaki CGP 59326 kodlu bu bilesikte, 4-(3-kloroanilino)kinazolin bilesiginde
(Wakeling ve ark., 1996) oldugu gibi, anilin yapis1 iizerinde meta konumda yer alan
klor grubunun, orto ya da para konumuna taginmasi ile etkinin azaldig1 gézlenmistir.

Bu durum anilin grubunun 3. konumunda yer alan siibstitiientin enzimle etkilesim
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i¢in 6nemli oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica, sentezlenen bu tiirevler, yine EGFR
TKI olabilecek sekilde etkinlikleri gosterilmis pirazolopirimidin yapilarinin

tasarlanmasi i¢in de 6ncii olmuslardir (Traxler ve ark., 1997).

HN : Br HN : Cl

H HsC
_N
AR ) ne— 1)
3
H
PD 158780 CGP 59326

Sekil 1.13. PD 158780 (Piridopirimidin yapist) ve CGP 59326 (Pirolopirimidin yapisi) kodlu
bilesikler

Cok farkli yapilarda EGFR TKI’leri tasarlanmis ve inhibitor etkinlige sahip
olduklar1 gosterilmis olsa da, bu yapilar arasinda en etkili inhibitorler,
4-anilinokinazolinleri,  4-[ar(alk)ilamino]piridopirimidinleri ~ ve  4-fenilamino
pirolopirimidinleri igeren iic kimyasal seriden tiiretilmistir. Bu temel yapilar
arasinda, 4-anilinokinazolin yapisi, EGFR TKI etkinligi ile 6n plana ¢ikmis ve bu

yapiya sahip pek ¢ok tiirev sentezlenmistir (Fry, 1999).

1.6.1. FDA Onayh ilk EGFR TKD’lerin Kesfi

Yapi aktivite calismalari ile 4-anilinokinazolin yapisi tastyan bir bilesigin sahip
olmast gereken ana kriterler belirlenmistir. Bunlar, kinazolinin 6. ve 7.
pozisyonlarinda elektron veren siibstitiientler; 2, 5 ve 8. pozisyonlarinda serbest bir
-CH; anilinin meta konumunda kiigiik bir lipofilik stibstitiient; N-4 pozisyonunda
serbest bir hidrojenden olugsmaktadir. Bu 6zellikleri tasiyan ve in vitro olarak EGFR
tirozin Kkinaza karsi en giclii oldugu diisliniilen 4-anilinokinazolin tiirevleri
belirlenmistir. Bu tiirevlerden biri olan 4-(3-metilanilino)-6,7-dimetoksikinazolin
bilesigi (Sekil 1.14 a), giiglii bir EGFR TKI (ICso = 5 nM) etkiye sahiptir. Bu bilesik,
farelerde A431 insan tiimor ksenograftlarina karsi antitimor aktivite gostermistir,
ancak hizla metabolize edildigi goériilmiistiir. Yarilanma 6mrii yaklasik 1 saat olup

oksidasyona ugrayarak iki ana metabolit vermektedir. Metil grubunun oksidasyonu,
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benzil alkol tiirevini (Sekil 1.14 b) ve anilin grubunun para pozisyonundan
oksidasyonu ise fenol metabolitini (Sekil 1.14 c¢) olusturmaktadir (Barker ve ark.,
2001).

/@ C :OH
HN oH HN CHj
HsCO

SN
HsCO N/) H,CO N/) 5 7
a b c

H,CO

Sekil 1.14. a) 4-(3-metilanilino)-6,7-dimetoksikinazolin bilesigi b ve c) metabolitleri

EGFR TKI etkisi (IC5=9 nM) olduk¢a yiiksek olan, 4-(3-kloro-4-
florofenilamino)-6,7-dimetoksikinazolin  (Sekil 1.15 a) bilesigi, belirtilen
metabolizma yolagina direngli olup fareler {izerine yapilan calisgmada bilesigin
yarilanma omrii 3 saat bulunmustur. Bilesigin lipofiliklik ve ¢oziiniirliik gibi fiziksel
ozelliklerini degistirmek ve in vivo aktivitesini gelistirmek amaciyla, metoksi yan
zincirlerindeki alkil gruplarinin modifikasyonu yapilmistir. Bu sekilde tasarlanan ilag
adayr ZD1839 (Sekil 1.15 b) in vitro olarak bildirilen en gii¢lii bilesik olmamasina
ragmen (1C50=23 nM) 24 saatlik siire boyunca in vivo olarak yiiksek ve stirekli kan

seviyelerine ulasabilmektedir (Barker ve ark., 2001 ve Gibson, 1996).

H5;CO
H3CO N H5;CO N
Sekil 1.15. a) 4-(3-kloro-4-florofenilamino)-6,7-dimetoksikinazolin bilesigi b) ZD1839: N-(3-kloro-4-
florofenil)-7-metoksi-6-(3-morfolin-4-ilpropoksi)kinazolin-4-amin

Diger EGFR TKI olarak tasarlanan bilesikler gibi ZD1839 kodlu bilesik de,
EGFR tirozin kinazi inhibe edici etkisini, ATP ile yarigmali olarak EGFR’ye ATP
baglanma bolgesinden baglanarak gosterdigi bildirilmistir. Bu bilesik, daha kapsamli

in vitro ve in vivo degerlendirmelere tabi tutulmustur. /n vivo deneyler, bilesigin
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oldukga iyi bir oral biyoyararlanima sahip oldugunu ve 4 ay kadar tedavi edilen
farelerde ¢ok az toksisiteye sahip oldugunu gostermistir. Akciger, kolon ve prostat
karsinomlar1 dahil olmak {izere bir¢ok insan tiimor ksenograft modeline karsi da

onemli in vivo aktivite gostermistir (Fry, 1999 ve Wakeling ve ark., 2002).

Yapi etki ¢alismalarinda belirlenmis kriterlere uygun olarak tasarlanmis, bir
diger 4-anilinokinazolin tiirevi CP-358,774 kodlu bilesiktir. Bu bilesik de fiziksel
Ozellikleri degistirmek amaciyla kinazolin halkasinin 6. ve 7. konumlarindan
modifikasyona tabi tutulmustur. N-(3-etinilfenil)-6,7-bis(2-metoksietoksi)kinazolin-
4-amin yapisina (Sekil 1.16) sahip bilesigin, EGFR tirozin kinaz1 giiglii (IC50=2 nM)
ve secici bir sekilde inhibe ettigi bildirilmistir. EGFR TKI etkisini, ATP ile yarigmali
olarak EGFR’nin ATP baglanma bolgesine geri donilisimlii  baglanarak
gostermektedir (Moyer ve ark., 1997 ve Schnur ve Arnold, 1996). Insan timor
ksenograft modellerine karsi 6nemli in vivo aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir

(Pollack ve ark., 1999).

Sekil 1.16. CP-358,774 kodlu bilesik: N-(3-etinilfenil)-6,7-bis(2-metoksietoksi)kinazolin-4-amin

Bilesikler tizerine gergeklestirilen klinik ¢alismalarla birlikte, ZD1839 kodlu
bilesik, FDA tarafindan EGFR TKI olarak ilk onaylanan bilesik olup, gefitinib
jenerik adiyla kanser tedavisinde kullanilmaya baglanmistir. Kisa bir stire sonra, CP-
358,774 kodlu bilesik de EGFR TKI olarak kullanimi i¢in erlotinib jenerik adiyla
FDA’dan onay almistir.
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1.6.2. EGFR Mutasyonlarmin Bulunmas1 ve EGFR TK[’ler ile iliskisi

Antikanser amagla kullanilmaya baslanan EGFR TKI’lerin bir siire sonra,
etkinlik c¢alismalar1 sonuglarinin birbirinden farklilik gosterdigi ve bazi hasta
gruplarinin (sigara igmeyenler, kadinlar ve Asyalilar) bu inhibitérlerden daha fazla
yarar sagladigi gozlenmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda, bu hasta gruplarinin
timorlerinde mutasyona daha sik rastlandigi ortaya ¢ikmistir (Mitsudomi ve ark.,
2005 ve Pao ve Miller, 2005).

Inhibitérlerle tedaviye olumlu yanit veren tiimérlii hastalarin cogunda tiimér,
EGFR geninin somatik mutasyonlarini igermektedir. Bu mutasyonlar, ekzon 19
bolgesinde 746-759 kodonlar1 arast amino asitleri etkileyen E746, L747, E749,
AT750, T751, S752 gibi silinme mutasyonlar1 veya ekzon 21’de goriilen L858R (858
kodonunda 16sin amino asidinin arginin amino asidi ile yer degistirmesi) ile ekzon
18’de goriilen G719S (719 kodonunda glisin amino asidinin serin amino asidi ile yer
degistirmesi) nokta mutasyonlaridir (Bikker ve ark., 2009 ve Kobayashi ve ark.,
2005).

EGFR geninin kinaz alaninda somatik mutasyonlara sahip KHDAK
hastalarinin, kiigiik molekiilli EGFR inhibitorleriyle yapilan tedaviye daha duyarli
oldugu bulunmustur. Kristalografik caligmalar, mutasyonlarin, EGFR’nin ATP yarigi
yakininda bulunan amino asit kalintilarinin yeniden diizenlenmesine sebep oldugunu
gostermektedir. Ayrica mutasyonlarin, hem ATP’nin hem de yarismali inhibitorlerin
EGFR’ye baglanmasii etkiledigi bildirilmektedir. Bu mekanizma, hem ligand
baglanmasindan sonra artan reseptor aktivasyonunu hem de inhibitorler tarafindan
indiiklenen artmig inhibisyonu agiklamaktadir (Lynch ve ark., 2004). Kinaz alaninda
goriilen ve aktive edici mutasyonlar olarak bilinen bu mutasyonlar, enzimin daha ¢ok
calismasina sebep olmakta, sinyal akisint ve antiapoptotik mekanizmalari
degistirerek onkogenik etkilere aracilik etmektedirler (Bikker ve ark., 2009 ve
Kobayashi ve ark., 2005).
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Mutasyon barindiran EGFR’lere sahip hiicre hatlari ile yapilan ¢alismalarda,
gefitinib ve erlotinibin ekzon 21°de ve ekzon 18’de nokta mutasyonuna, ekzon 19°da
silinme mutasyonuna sahip hiicre hatlarimi daha diisiik konsantrasyonlarla inhibe
ettigi gozlenmistir. Gefitinibin dogal tip EGFR’yi inhibe etmesi i¢in gereken
konsantrasyon yaklagik 10 uM iken, bu belirli mutasyonlara sahip hastalarda plazma
konsantrasyonlarinin 10 kat ve daha fazla artmis oldugu goriilmiistiir. Belirli
mutasyonlar1 barindiran hiicre hatlarinda enzime duyarlilik artmakta ve inhibitoriin

daha diisiik konsantrasyonlarinda etki gézlenmektedir (Johnson ve Jéanne, 2005).

Dogal tip EGFR yapist ile yapilan karsilastirmalar, L858R mutasyonu ve
G719S mutasyonunun, inaktif konformasyonu stabilize eden etkilesimleri bozarak
kinaz1 aktive ettigini gostermektedir. Gefitinibin dogal tip kinaza ve mutant kinazlara
baglanma afinitelerinin 6l¢timi, LS8R ve G719S mutantina, dogal tip kinaza gore
daha biiyiik afinite ile baglandigini ortaya ¢ikarmaktadir. L858R mutantinin dogal tip
EGFR kinazdan 50 kat daha aktif oldugu, G719S mutantinin ise dogal tip EGFR
kinazdan yaklasik 10-20 kat daha aktif oldugu bulunmustur (Bikker ve ark., 2009 ve
Yun ve ark. 2007).

KHDAK’de bilinen tiim mutasyonlarin yaklasik % 80'ini olusturan en yaygin
EGFR kinaz alan1 mutasyonlari, ekson 19°da goriilen silinme mutasyonlar1 ve ekson
21'deki L858R nokta mutasyonudur. Bu mutasyonlarla EGFR kinaz, gefitinib ve
erlotinib inhibitorlerine daha duyarli hale gelmektedir. Calismalar, gefitinib tedavisi
uygulandiginda EGFR kinaz alan1 mutasyonlarin1 barindiran KHDAK hastalarinin,
dogal tip EGFR'ye sahip hastalara kiyasla tedaviye 6nemli 6lglide daha yiiksek yanit
verdiklerini ve daha uzun yasam siiresine sahip olduklarin1 gostermistir (Ji ve ark.,
2006).

EGFR'nin tirozin kinaz alani i¢indeki spesifik aktive edici mutasyonlari,
Avrupa merkezli ¢alismalarda % 10-15'lik, Orta Dogu merkezli ¢alismalarda % 21-
37'lik, Asya popiilasyon merkezli ¢alismalarda % 27-62'lik mutasyon sikligina
sahipken, Tiirk popiilasyonuyla gergeklestirilen bir c¢alismada EGFR mutasyon
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sikliginin % 16,6 oldugu gosterilmistir ve en yaygin mutasyonlar, ekson 19 ve 21'de

tespit edilmistir (Calibasi-Kocal ve ark., 2020).

1.6.2.1. Birinci Nesil inhibitorlere Karsi Kazamlmis Diren¢: T790M

Mutasyonu

Akciger adenokarsinomuna sahip bir hastada, gefitinibe duyarli oldugu
tamimlanmis bir EGFR mutasyonuna benzer bir mutasyon tespit edilmis ve
gefitinible tedaviye baslanmistir. Ancak 24 aylik tedavi sonrasinda hastanin durumu
kotlilesmistir. Hastaligin tekrarlamasinin, EGFR'nin tirozin kinaz alaninda olusan ve
gefitinibe direng kazandiran ikincil bir mutasyona bagl oldugu ortaya c¢ikmistir.
Gefitinibe direng olusumuna sebep olan bu mutasyon, T790M (790 kodonunda
treonin amino asidinin yerine metiyonin amino asidinin gelmesi) mutasyonudur
(Kobayashi ve ark., 2005).

Gefitinib veya erlotinib ile tedavi edildiginde belirgin klinik iyilesme gosteren
neredeyse tiim hastalarda bir siire sonra, kazanilmis veya ikincil ila¢ direnci

nedeniyle hastaligin ilerledigi goriilmiistiir (Pao ve Miller, 2005).

T790M mutasyonu, EGFR TKTI’lerine karsi gelisen en yaygin direng
mekanizmasidir (Kim ve ark., 2012). EGFR TKI ile tedavi aldiktan sonra hastalig
ilerleyen hastalarin %50-60’inda goriilmektedir (Han ve Du, 2017 ve Proto ve ark.,
2017).

Yapisal modelleme ¢alismalar1, metiyonin amino asidinin daha hacimli olmas1
nedeniyle, gefitinib veya erlotinib ile EGFR T790 arasindaki 6nemli bir hidrojen
bagi olusumunu bozdugu ve EGFR'nin ATP baglanma cebine inhibitoriin
baglanmasin1 Onleyen sterik bir engel olusturdugunu gostermektedir. Ayrica
biyokimyasal c¢alismalar, T790M mutasyonu varliginda gefitinibin, EGFR'nin
fosforilasyonunu inhibe edemedigini gostermektedir (Han ve Du, 2017 ve Pao ve

ark., 2005). T790M mutasyonu, kinazin ATP’ye olan afinitesini yaklasik bes kat
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artirtr, bu da gefitinib ve erlotinib gibi ATP ile geri doniisiimlii olarak yarisan

inhibitdrlere duyarlilig1 azaltir (Han ve Du, 2017).

Bu durum, inhibitér yanitlarinin spesifik mutasyonlara olan bagimliligini
gostermektedir. Inhibitdrlere duyarli mutant yapilarina 6zgii ilag molekiillerinin
tasarlanmas1 ya da hastalarin mutasyon varligi durumlarma gore uygun tedaviyi

almas1 yoniinden 6nemlidir.

Ekzon 19 silinme
mutasyonlan

E746

L747 EGFR TKI'lere

E749 __ hassasivet ile

A750 G713s iliskili

T751 veya mutasyonlar
L858R s752 G719A

y y Voo

{ EKZON 21 H EKZON 20 I—{ EKZON 19 )—Q EKZON 18 ]

/]\ EGFR TKI'lere
T790M direng ile iliskili
mutasyon

Sekil 1.17. EGFR mutasyonlar1

1.6.3. Geri Déniisiimsiiz Inhibitorlerin Gelistirilmesi

Gefitinib ve erlotinibe karsi olusan diren¢ mutasyonu, bu inhibitorlerin
kullanimini kisitlayan 6nemli bir problem haline gelmistir. Direng mutasyonu, yeni
bilesiklerin tasarlanmasini gerekli kilmistir. Arastirmacilar, ATP baglanma bolgesine
geri donilisiimlii olarak baglanan gefitinib ve erlotinib yerine, bu boélge ile geri

dontistimstiz sekilde baglanacak yeni ajanlar tasarlamaya baslamistir.

Geri doniisiimsiiz inhibitorlere ihtiyag duyulmasinin bir diger nedeni, in vitro

ortamda giiglii aktivite gdsteren bazi inhibitdr bilesikler ile yapilan in vivo deneylerde
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beklenen etkilerin gézlenememesidir. Bu durum bazi molekiillerin plazma yarilanma
siirelerinin ¢ok kisa olmasi nedeniyle ortaya ¢cikmaktadir. ilag plazma veya tiimorden
temizlendikten sonra da ilacin etkisinin devam etmesi istenmis ve uzun siireli etkinin

geri doniisiimsiiz inhibitorlerle miimkiin olabilecegi disiiniilmiistiir (Discafani ve

ark., 1999).

Geri doniistimsiiz bir inhibitor geri doniistimlii bir inhibitore gore, hedefin daha
uzun stire inhibe edilmesini sagladigi igin ¢oklu dozlama gereksinimini de
azaltmaktadir. Ancak geri doniisiimsiiz ajan elde etmek i¢in molekiil {izerinde
yapilan modifikasyonlar, molekiiliin daha toksik hale gelmesine sebep olabilmekte
ve hedefe olan segicilik i¢in engel olusturabilmektedir. Geri doniigiimsiiz EGFR
inhibitorii elde etmek ve molekiiliin ATP baglanma cebine geri dondiiriilemez bir
sekilde baglanabilmesi i¢in molekiile alkilleyici bir grubun veya Michael
akseptoriiniin eklenmesi gerekmektedir. EGFR, geri doniisiimsiiz bag olusumu
saglayabilecek sistein kalintis1 (Cys773, Cys797) ve Lys721 gibi amino asitler
icermektedir. Inhibitdrlerde yapilan modifikasyonlarla, ATP baglanma alani i¢indeki
spesifik sistein kalintilar1 hedeflenmekte, EGFR tirozin kinazin segici geri

doniisiimsiiz inhibitorleri EGFR'nin inaktivasyonuna yol agmaktadir (Fry, 1999).

EGFR’yi geri doniistimsiiz bir sekilde inaktive etmek i¢in akrilamid yapisi
tastyan kinazolin tiirevleri tasarlanmistir. Bu bilesikler, ATP baglanma bolgesi iginde
yer alan sistein amino asidi tarafindan hizli bir niikleofilik saldiriya maruz
kalmaktadir ve alkilasyon yoluyla amino asitler iizerinden EGFR’ye kovalent olarak
baglanmaktadirlar. Akrilamid grubunun, hedeflenmis molekiil {izerinde dogru
konumlandirildiginda, yalnizca hedef sistein amino asidi ile reaksiyona girdigi ve bu
molekiillerin diger herhangi bir niikleofil ile neredeyse hi¢ reaksiyona girmedigi

belirtilmektedir (Fry ve ark., 1998 ve Mendelsohn ve Baselga, 2000).

Kinazolin bilesiklerinin 6. veya 7. pozisyonlarinin, reseptoriin Cys773
kalintisina ulasabilecegi one stiriilmistiir. Kinazolin halkasinin 6. veya 7.

pozisyonlarinda akrilamid tasiyan inhibitorlerin, EGFR ic¢in geri doniisiimsiiz
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alkilleyici ajanlar olabilecekleri, nanomolar diizeyde inhibe edici etkiler ve in vivo

antitiimor aktiviteler ile gosterilmistir (Bridges, 1999).

Tasarlanan geri doniistimsiiz inhibitorlerin T790M mutasyonuna karsi aktif
olabilecekleri bildirilmistir. Gefitinibe veya erlotinibe direngli tiimorler, geri
doniistimsiiz  EGFR inhibitorlerine, anilinokinazolin veya benzer yapilarda

olmalarina ragmen duyarlilik gosterebilmektedirler (Kwak ve ark., 2005).

Arastirmalar sirasinda, EGFR’nin yani sira ErbB ailesinin bagka tiyelerinin de
es zamanl olarak inhibe edilmesiyle antitiimor etkinin artirilmasi amaglanmistir.
Kinazolin halkasinin veya benzer halka sistemlerinin (Wissner ve ark., 2003) 6. veya
7. pozisyonuna Michael akseptor gruplarin yerlestirildigi yapisal modifikasyonlar
yapilarak EGFR ile birlikte ErbB-2’yi de spesifik olarak inaktive eden, gesitli
inhibitorler bulunmustur. Calismada sentezlenen CL-387,785 kodlu bilesigin (Sekil
1.18) 6. konumunda bulunan ii¢lii bag ile ATP baglanma bdlgesinde bulunan bir
amino asit kalintisinin alkilasyon yoluyla kovalent bag olusturdugu diisiiniilmektedir
(Discafani ve ark., 1996). Bunun sonucu olarak, T790M mutasyonunun, CL-387,785
bilesigi tarafindan etkin bir sekilde engellenebilecegi belirtilmektedir (Kobayashi ve

ark., 2005).
H,C HN" : “Br
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CL-387,785

Sekil 1.18. CL-387,785 kodlu bilesik, N-[4-[(3-bromofenil)amino]-6-kinazolinil]-2-butinamid

1.7. EGFR TKU/P’lerin Simiflandirmasi

EGFR tirozin kinaz inhibitorleri, aktiviteleri, EGFR'ye karst segicilik

dereceleri, etkinin geri doniisimli olusu ve biyoyararlanimlar1 agisindan
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birbirlerinden farklilik gostermektedirler. Cogu kinazolin halka yapisina sahiptir ve
genellikle hepsi oral yoldan kullanilmaktadirlar. Tiim bilesikler, EGFR tirozin kinaz
icin oldukga segici olup, ATP baglanma bolgesinin rekabet¢i inhibitorleridir
(Mendelsohn ve Baselga, 2000).

Farkli 6zelliklere sahip EGFR TKI’leri {i¢ nesil altinda toplamak miimkiindjir.
Birinci nesil (gefitinib, erlotinib ve lapatinib) geri donisiimlit EGFR TKI'lerden,
ikinci (afatinib ve dacomitinib) ve fligilincii nesil (osimertinib) geri doniisiimsiiz
EGFR TKTI’lerden olusmaktadir (Acar ve Altuntas, 2019 ve Shah ve Lester, 2020).
EGFR TKTI’ler ile ilgili yapilan son c¢aligmalarda, mutasyonlarla bas edebilmek
amactyla geri doniislimsiiz inhibisyon saglayan dordiinci nesil inhibitorlerin

tasarlandig1 belirtilmektedir (Ayati ve ark., 2020).

Kanser tedavisi i¢in EGFR’ye kars1 segici inhibitdr arayisina onciiliikk eden
4-anilinokinazolinler, 6zellikle birinci ve ikinci nesil EGFR inhibitorleri i¢in énemli
bir iskelet yapisi olusturmaktadir (Han ve Du, 2017). Birinci nesil EGFR TKI’ler
olan gefitinib ve erlotinib, reseptoriin hiicre i¢i kinaz alaninda ATP ile yarigmal
olarak rekabet etmekte, ATP baglanma bdlgesine geri doniistimli olarak
baglanmakta, otofosforilasyonu inhibe edip hiicre i¢i sinyal iletimini zayiflatarak
EGFR sinyallemesini kesintiye ugratmaktadirlar. Aktive edici mutasyonlarla yapisal
olarak aktif hale gelmis EGFR’yi gii¢lii bir sekilde inhibe eden ajanlardir. Ayrica,
dogal tip EGFR'yi de bir miktar inhibe etmektedirler. Hem gefitinib hem de erlotinib,
EGFR aktive edici mutasyonlarina sahip KHDAK’nin birinci basamak tedavisi i¢in
onaylanmistir. Bununla birlikte, zamanla ¢ogu hastada gelisen diren¢ mutasyonu
EGFR’nin ATP afinitesini artirarak ATP ile rekabet eden TKI'lerin giiciinii
azaltmakta ve kullanimlarmi kisitlamaktadir. Birinci nesil EGFR TKI'lere karsi
kazanilmis diren¢ mekanizmalari, EGFR’ye geri doniisiimsiiz sekilde baglanma
mekanizmasina sahip ve ayni anda birden fazla ErbB reseptoriinii inhibe edebilen
ikinci nesil EGFR TKI'lerin gelistirilmesine yol agcmistir. Bu ajanlar, afatinib ve
dacomitinibi igermektedir. ikinci nesil ajanlar, EGFR'nin ATP baglanma bdlgesinde
bulunan Cys797 veya Cys773 ile kovalent bag olusturmak amaciyla yapilarinda

elektrofilik akrilamid yapisi tasimaktadirlar. Calismalar afatinibin, hem dogal tip
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EGFR hem de L858R veya ekzon 19 silinme mutasyonu barindiran EGFR'ye karsi,
birinci nesil EGFR TKl'lere kiyasla lstiin in vitro aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir. Ancak, ikinci nesil inhibitorler, klinik kullanimlarini biiylik olgiide
smirlayan doz sinirlayici toksisiteye sahiptirler. Ayn1 zamanda dogal tip EGFR’ye
olan etkileri de kullanimlarint sinirlamaktadir. Son veriler, tipki birinci nesil EGFR
TKI'lerde oldugu gibi, T790M mutasyonunun afatinibe karsi en baskin direng
mekanizmasi oldugunu ve pek ¢ok vakada tespit edildigini gostermistir. Kazanilmis
direng sorunu, T790M mutasyonu barindiran tiimorleri giiglii bir sekilde inhibe eden
ve dogal tip EGFR’yi inhibe etmeyecek kiigiik molekiillerin arayigsina yol agmustir.
Gelistirilen ti¢iincii nesil inhibitérler, genellikle aminopirimidin iskeletine sahip olup
reseptordeki Cys797 ile kovalent bag yapmak ftizere elektrofilik akrilamid yapisi
tasimaktadirlar. Klinik olarak en gelismis tiglincii nesil EGFR TKI, hem reseptoriin
dogal tip formu tizerinde segicilige sahip hem de T790M mutasyonunun geri
doniistimsiiz inhibitdrii olan osimertinibdir. Timdrleri T790M mutasyonunu
barindiran hastalarda klinik basarilar saglanabilmistir (Ayati ve ark., 2020; Han ve
Du, 2017 ve Shah ve Lester, 2020).

1.8. Ugiincii Nesil Inhibitorlere Karsi Gelisen Diren¢: C797S Mutasyonu

Son yillarda yapilan ¢alismalar, {igiincii nesil ajanlarin kullanimi sonucu
gelisen ve bilesigin enzimle kovalent bag olusturmasmni onleyen bir C797S
mutasyonunun (797 kodonunda sistein amino asidinin yerine serin amino asidinin
gelmesi) gelistigini gostermektedir (Thress ve ark., 2015 ve Wang ve ark., 2016).
Osimertinib ile tedavi sirasinda gelistigi bildirilen bu diren¢ mutasyonu, ekzon 20’de
EGFR’nin 797 kodonunda bulunan sistein amino asidi ile osimertinib arasindaki
kovalent bagi zayiflatmaktadir. Bu durum, ilacin terapétik etkisini kisitlamakta ve
arastirmacilart yeni ilag kesiflerine yonlendirmektedir (Proto ve ark., 2017). T790M
ve C797S diren¢ mutasyonlariyla bas edebilmek i¢in dordiincii nesil ajanlar

gelistirilmektedir (Wang ve ark., 2016).
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Birinci nesil inhibitorlerin etkinliklerini Cys797°dan bagimsiz olarak
sergiledikleri gosterilmistir (Wang ve ark., 2017). Bu nedenle, C797S mutasyonunu
barindiran hastalarda birinci ve ikinci nesil EGFR TKI'lere karsi yanit oranlarini
arastiran ¢alismalar bulunmaktadir (Proto ve ark., 2017). T790M ve C797S direng
mutasyonlarini  barindiran hastalarda birinci ve {g¢ilincii nesil EGFR TKI
kombinasyonlarinin kullanimi arastirilmistir. T790M ve C797S mutasyonlarinin
konfigiirasyonunun tedavide hiicresel yamit1 etkiledigi bulunmustur. ki EGFR
mutasyonu farklt DNA zincirlerinde yer aldiginda, hiicrelerin ii¢ilincii nesil EGFR
TKTI'lere direngli oldugunu, ancak birinci ve iiglinci nesil EGFR TKI'lerin
kombinasyonuna duyarli oldugu ve EGFR sinyallemesinde inhibisyona yol agtigi in

vitro galigmalarla gosterilmistir (Niederst ve ark., 2015).

T790M ve C797S mutasyonlarin1 farkli DNA zincirlerinde bulunduran
KHDAK hastalar1 ile yapilan birinci ve lglincii nesil kombinasyon tedavisinin
uygulanmaya baslamasinin ardindan hizli ancak kisa stireli iyilesme goriilmiistiir, bir
slire sonra hastalik ilerlemeye devam etmistir (Arulananda ve ark., 2017 ve Wang ve
ark., 2017). Birinci ve tgiincli nesil ajanlarin kombine kullanimini igeren tedavi
seklinin umut verici bir yontem oldugu disliniilmektedir, ancak ¢alismalarla

etkinliginin degerlendirilmesi gerekmektedir.
1.9. FDA Onayh EGFR TKI Bilesikler

1.9.1. Gefitinib

0™ HN/©:CI
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o

Sekil 1.19. Gefitinib: N-(3-kloro-4-florofenil)-7-metoksi-6-(3-morfolin-4-ilpropoksi)kinazolin-4-amin
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7ZD1839 koduyla kesfedilen ve EGFR tirozin kinazi inhibe ettigi (IC5,=23 nM)
bildirilen gefitinib (Barker ve ark., 2001), Faz II ¢alismalar1 (Fukuoka ve ark., 2003
ve Kris ve ark., 2003) ve Faz III ¢alismalar1 (Giaccone ve ark., 2004 ve Herbst ve
ark., 2004) sonucu 5 Mayis 2003 tarihinde FDA’dan, hem platin bazli hem de
dosetaksel kemoterapilerinin basarisizligindan sonra lokal olarak ilerlemis veya
metastatik KHDAK olan hastalarin tedavisinde monoterapi olarak kullanilmasi igin
onay almistir (Cohen, 2003 ve FDA, 2021).

Gefitinib, in vivo aktiviteyi ve stabiliteyi iyilestirmek i¢in 4-anilinokinazolin
yapisinda gergeklestirilen yapisal modifikasyonlar ile elde edilmistir (Barker ve ark.,
2001). Akciger kanserinin tedavisi i¢in molekiiler hedefle tasarlanmis ve FDA onayi
alan ilk ajandir, ancak aktivitesi KHDAK olan bir hasta alt grubuyla sinirhidir. Klinik
caligmalarda, gefitinib ile tedavi edilen hastalarin sagkaliminda artis gozlenememesi
nedeniyle FDA onay1 geri ¢ekilmistir. Ardindan tiimorlerdeki mutasyonlarin
anlasilmas1 ve bu mutasyona sahip hasta grubu dikkate alinarak yapilan faz III
calismalar1 (Maemondo ve ark., 2010 ve Mok ve ark., 2009) sonras: Standart
kemoterapiye olan iistiinliigii gosterilmistir ve gefitinib 2015 yilinda FDA tarafindan,
timorleri EGFR ekson 19 silinme mutasyonuna veya ekson 21 (L858R)
mutasyonuna sahip olan metastatik KHDAK hastalariin birinci basamak tedavisi
icin yeniden onaylamustir (Tridente, 2017, s:123-144 ve FDA, 2021).

1.9.2. Erlotinib

Sekil 1.20. Erlotinib: N-(3-etinilfenil)-6,7-bis(2-metoksietoksi)kinazolin-4-amin

CP-358,774 kodu ile kesfedilen ve EGFR tirozin kinaz1 giiglii (IC5=2 nM)
sekilde inhibe ettigi gozlenen erlotinibin (Moyer ve ark., 1997), gerceklestirilen Faz
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Il ¢alismasi ile (Pérez-Soler, 2004) klinik fayda saglamasi muhtemel bir aktif ajan
oldugu gosterilmistir. Faz III ¢alismalarinda ise (Gatzemeier ve ark., 2004 ve Herbst
ve ark., 2005) standart kemoterapiye gore ustiinliigli gozlenmemis ancak bazi hasta
gruplarinda etkili oldugu belirlenmistir. Bir diger faz III g¢alismasi ile erlotinib
kullaniminin KHDAK hastalarinda hayatta kalma siiresini uzattiginin gosterilmesi
tizerine (Shepherd ve ark., 2004), 18 Kasim 2004'te FDA tarafindan en az bir 6nceki
kemoterapi rejiminin bagarisizligindan sonra lokal olarak ilerlemis veya metastatik
KHDAK hastalarinin tedavisi i¢in monoterapi olarak onay almistir (Cohen, 2005 ve
FDA, 2021). EGFR'nin aktive edici mutasyonlarina sahip hastalarla yapilan daha
ileri ¢aligmalarda erlotinibin etkinligi gosterilmistir (Zhou ve ark., 2011). FDA
tarafindan 2013 yilinda, tiimorleri EGFR ekson 19 silinme mutasyonu veya ekson 21
(L858R) mutasyonuna sahip olan metastatik KHDAK hastalarinin birinci basamak
tedavisi i¢in onay1 genisletilmistir (Tridente, 2017, s:145-164 ve FDA, 2021).

1.9.3. Lapatinib

0L _
/

Sekil 1.21. Lapatinib: N-[3-kloro-4-[(3-florofenil)metoksi]fenil]-6-[5-[(2-metilsulfoniletilamino)
metil]furan-2-il]kinazolin-4-amin

Gefitinib ve erlotinib, EGFR {izerine yiiksek segicilige sahipken diger ErbB
tiyelerine karsi1 diisiik aktiviteye sahiplerdir. Oysaki lapatinib hem EGFR hem de
ErbB-2’ye kars1 yiiksek aktivite sergilemektedir (Roskoski Jr, 2019). EGFR’ye kars1
10,2 nM ve ErbB-2'ye kars1 9,8 nM ICsq degerlerine sahip giiclii bir inhibitordiir.
Geri doniisiimlii olarak hem EGFR hem de ErbB-2'nin inhibitorii olmasi nedeniyle,
tek basima EGFR veya ErbB-2'yi hedefleyen tedavilerden daha genis bir kanser
hastas1 popiilasyonuna fayda saglayabilecegi diisiiniilmektedir (Rusnak ve ark.,

2001). ErbB-2 ve EGFR ekspresyonunun diizensiz oldugu meme kanserinin tedavisi
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icin aktivitesi degerlendirilmis ve etkili bir ajan olabilecegi belirtilmistir (Konecny
ve ark., 2006). 13 Mart 2007°de FDA tarafindan, tiiméorleri ErbB-2'yi asir1 eksprese
eden ilerlemis veya metastatik meme kanseri olan ve daha onceden antrasiklin,
taksan ve trastuzumab ile tedavi gormiis hastalarin tedavisinde kapesitabin ile

kombine halde kullanimi onaylanmigtir (FDA, 2021).

1.9.4. Afatinib

Sekil 1.22. Afatinib: (E)-N-[4-(3-kloro-4-floroanilino)-7-[(3S)-oksolan-3-ilJoksikinazolin-6-il]-4-
(dimetilamino)biit-2-enamid

Afatinib, EGFR C797 ile kovalent bir bag olusturarak L858R mutantin1 geri
dontisimsiiz bir sekilde inhibe etmektedir. Kinazolin halkasimin 6. konumundaki
slibstitiienti lizerinde af-doymamig karbonil grubuna sahip olan afatinibin bu gift
bagi ile niikleofil (C797'de bulunan -SH) arasinda kovalent bir bag olusmaktadir
(Roskoski Jr, 2019).

Ikinci nesil geri doniisiimsiiz bir ajan olan afatinib, EGFR yan1 sira ErbB-2"yi
de inhibe etmektedir. EGFR’ye karsi 0,5 nM 1Csq degeri ve ErbB-2’ye kars1 14 nM
ICso degerine sahip inhibe edici aktivitesiyle gii¢lii bir inhibitordiir (Bordoni, 2011).

Klinik arastirmalardan elde edilen umut verici sonuglar ile (Sequist ve ark.,
2013 ve Wu ve ark., 2014), KHDAK tiimoérlerinde EGFR ekson 19 silinme
mutasyonu veya ekson 21 (L858R) mutasyonuna sahip metastatik KHDAK
hastalarinin birinci basamak tedavisi i¢in 7 Aralik 2013 tarihinde FDA tarafindan
onaylanmistir (FDA, 2021).
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Ozellikle son verilerle, EGFR T790M ile elde edilen diren¢ mutasyonunun
ortaya ¢ikmasinin, erlotinib veya gefitinib ile tedavi edilen hastalarda oldugu gibi
afatinib ile tedavi edilen hastalarda da yaygin oldugu gosterilmistir (Wu ve ark.,
2016).

Afatinib, potansiyel olarak gefitinibe gore daha iyi bir etkinlik sergilemekle
birlikte daha yiiksek / siddetli toksisitelerle, 6zellikle kizariklik ve ishale neden
olmaktadir (Tridente, 2017, s:123-144).

1.9.5. Dacomitinib

F
G 0 HN/@@
o @

Sekil 1.23. Dacomitinib: (E)-N-[4-(3-kloro-4-floroanilino)-7-metoksikinazolin-6-il]-4-piperidin-1-
ilbiit-2-enamid

EGFR otofosforilasyonunu, A431 insan skuamoz hiicreli karsinomlarinda 15,1

NM ICsg degeri ile inhibe etmektedir. EGFR’nin yani sira ErbB-2 ve ErbB-4 iizerine

de aktiviteye sahiptir. EGFR'nin ATP baglanma bolgesindeki amino asit Cys773,

ErbB-2 ve ErbB-4'teki benzer kalintilar olan sirasiyla Cys784 ve Cys778 sistein

kalintilart ile kovalent bag yaparak etkilesime girebilen geri doniisiimsiiz bir

inhibitordiir (Gonzales ve ark., 2008).

Ikinci nesil geri doniisiimsiiz bir ajan olan dacomitinibin, EGFR mutasyonuna
sahip KHDAK hastalari ile yapilan Faz III ¢alismasi ile birinCi nesil ajanlara gore
etkinligi degerlendirilmistir (Wu ve ark., 2017). 27 Eyliil 2018'de, FDA tarafindan
EGFR ekson 19 silinme mutasyonu veya ekson 21 (L858R) mutasyonuna sahip
metastatik KHDAK hastalarinin birinci basamak tedavisi i¢in onaylanmistir (FDA,
2021).

41


http://www.fda.gov/
http://www.fda.gov/

1.9.6. Osimertinib

Sekil 1.24. Osimertinib: N-[2-[2-(dimetilamino)etil-metilamino]-4-metoksi-5-[[4-(1-metilindol-3-
il)pirimidin-2-ilJamino]fenil]prop-2-enamid

Ugiincii nesil ajanlardan biri olan osimertinib anilinopirimidin yapisindadir. Bu
bilesik tagidigi elektrofilik akrilamid yapisi sayesinde, C797 ile kovalent bir bag
olusturarak hedef enzimi geri doniisiimsiiz sekilde inhibe etmektedir. T790M
mutasyonuna sahip hastalarin tedavisi i¢in onaylanan ilk ilagtir (Roskoski Jr, 2019).
FDA tarafindan 2015 yilinda, daha once baska EGFR TKI tedavisi almis ancak
hastaligi ilerleme gostermis ve EGFR T790M mutasyonuna sahip metastatik
KHDAK hastalarinda kullanimi i¢in onaylanmistir. 2018 yilinda, EGFR aktive edici
mutasyonlara sahip metastatik KHDAK hastalarinin birinci basamak tedavisi igin;

2020 yilinda ise, timor rezeksiyonu sonrasi adjuvan tedavi i¢in onay genisletilmistir
(FDA, 2021).

1.10. Kinazolin Bilesiklerinin Enzimle Olas:1 Etkilesimleri

Kinazolin yapisi tasiyan inhibitorler i¢in afinite ve secicilik, bir dizi hidrojen
bagi ve hidrofobik etkilesim tarafindan saglanmaktadir. Erlotinib ile yapilan
kristalografi ¢aligmalar ile belirlendigi tizere; Kinazolinler N1-C8 kenari, ¢oziiciiye
dogru yonlendirilmis C6 ve C7 konumlarindaki siibstitiientler ve hidrofobik cebe

yerlesen anilin grubu lizerinden enzimle etkilesmektedir (Fry, 2003).

Enzimde bulunan Met769’un amid NH' ile erlotinibin kinazolin halkasinin

N1'i arasinda hidrojen bagi olusturulur. N1'in karbon atomu ile degistirilmesi,
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inhibitor etkide 3700 kattan fazla bir diisiise neden olmaktadir, bu durum N1 ile olan
etkilesimin, kinazolin inhibitorleri ile EGFR arasindaki en dnemli etkilesimlerden
biri oldugunu gostermektedir. N3'in karbon atomu ile degistirilmesi ise aktiviteyi
yaklasik 200 kat azaltmaktadir, bu da afinite i¢cin 6nemli oldugunu ancak, N1’e gore
daha kii¢lik bir katki sagladigimi gostermektedir (Fry, 2003). Kinazolin halkasinin
N3'i ve Thr766'nin yan zinciri arasinda muhtemelen bir hidrojen bagi olusmaktadir
(Palmer ve ark., 1997). C8'in azot ile siibstitiie edilmesinin etkiyi azaltmasi1 nedeniyle
C8 konumuyla enzim arasinda van der Waals gibi ¢ekici giiclerin etkili olabilecegi
onerilmistir (Fry, 2003). Anilin kismu ile birlikte asetilen grubu, Lys721, Leu764 ve
Thr766 amino asit kalintilari ile ¢evrili bir cepte kalir (Stamos ve ark., 2002).

Gefitinibin kristalografik yapisi, kinazolin halkasinin N1 azotu ile Met793’{in
NH’1 arasinda bir hidrojen bagi olusumunu gostermektedir. 3-Kloro-4-florofenil
grubu, enzim ile hidrofobik etkilesim kurmaktadir. Kinazolinin 7-metoksi grubu
enzimle van der Waals etkilesimi yaparken, 6-propilmorfolino grubu ¢oziicii igine

uzanmaktadir (Roskoski, 2019).

Afatinib ve dacomitinib i¢in kinazolin halkasinin N1’i, enzimin Met793’1 ile
etkilesime girmektedir, Met793'in amid NH’1 ile afatinib ve dacomitinibin kinazolin

cekirdegi arasinda bir hidrojen bagi olusturulmaktadir (Han ve Du, 2017).

Geri doniisiimsiiz

inhibitorler tarafindan /@ Ro
Cys773'in alkilasyonu C :5
HN R Enzimle hidrofobik
Ry A3 3 etkilesimler
6 N S
Coziicii icine @ R N/) 2 Thr766'nin yan zinciri ile
uzanan gruplar 4 8 muhtemel hidrojen bagi

)
Enzimle Van der Met769 veya Met793
Waals etkilesimleri ile hidrojen bag1

Sekil 1.25. Kinazolinlerin enzimle olasi etkilesimleri

43



1.11. Kinazolin Yapisinin Genel Ozellikleri

Gliniimiizde kullanilan pek c¢ok ilacin yapisinda heterosiklik halka sistemleri
bulunmaktadir. Yapisinda en az bir heteroatom (karbon disinda, genellikle oksijen,
nitrojen ve siilfiir) bulunduran siklik bilesikler, heterosiklik bilesikler olarak
adlandirilmaktadir (Tiwary ve ark., 2015).

Kinazolin (1,3-diazanaftalen / benzo-1,3-diazin / benzopirimidin) ¢ift halkali
bir yap1 olup pirimidin halkasina, iki bitisik karbon atomu {izerinden kaynasmis bir
benzen halkasi iceren heterosiklik bir bilesiktir (Alagarsamy ve ark., 2018).
Kinazolin halkasi, pirimidin halkasinin kaynagmis kenarina komsu olan azot
lizerinden numaralandirilmaya baglanir (Sekil 1.26), 6nce pirimidin sonra benzen

halkasi olacak sekilde tiim kenarlar numaralandirilir.

5 4
7 N/)2
8 1

Sekil 1.26. Kinazolin yapis1 ve halka numaralandirmasi

Kaynagmis bir benzen halkasinin varligi, pirimidin halkasinin 6zelliklerini
onemli olciide degistirmektedir. Iki azot atomu esdeger degildir ve bu durum
kinazolin reaksiyonlarina yansimaktadir. Kinazolinlerin o6zellikleri biiyiik olgtide,
tagidiklar1 siibstitiientin dogasina, siibstitiientin pirimidin halkasinda veya benzen

halkasinda olusuna ve pirimidin halkasinda konjugasyon olup olmamasina baglhdir
(Asif, 2014).

Kinazolinler, biyolojik aktivitelerinin ¢ok c¢esitli olmasi nedeniyle Onemli
Olclide ilgi ¢eken bilesiklerdir. Kinazolin ve kinazolinon tiirevleri, antimalaryal,
antikanser, antimikrobiyal, antifungal, antiviral, antiprotozoal, antiinflamatuar,
diiiretik, kas gevsetici, antitiiberkiiloz, antidepresan, antikonviilsan gibi genis bir

biyoaktivite yelpazesine sahiptir (Asif, 2014 ve Ravez ve ark., 2015).
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1869'da Griess (Griess, 1869 ve Griess, 1878) tarafindan, ilk kinazolin tiirevi
olan 2-siyano-3,4-dihidro-4-oksokinazolin (Sekil 1.27) hazirlanmistir (Ravez ve ark.,
2015).

Sekil 1.27. 2-Siyano-3,4-dihidro-4-oksokinazolin

Kinazolinon, bitki aleminin ¢esitli familyalarindan, hayvanlardan ve
mikroorganizmalardan izole edilmis yaklasik 150 dogal alkaloidin yapi tasidir
(Mhaske ve Argade, 2006). Kinazolinon 6nemli bir farmakofordur, 2. ve/veya 3.
konumundan siibstitiie edilmis dogal kaynakli veya sentetik ¢ok sayida kinazolinon
mevcuttur (Abbas, 2020 ve Mhaske ve Argade, 2006).

4-Hidroksikinazolin, 4(3H)-kinazolinon ile tautomerik olup (Sekil 1.28)

kinazolin halkasinin siibstitlie edilmesi i¢in siklikla kullanilan bir ara trlindiir

(Abbas, 2020).
o) OH o)
r— ) —CL
A v .

Sekil 1.28. Kinazolinon halka sisteminin tautomerisi

Kinazolin halkasmin 4. pozisyonunda amin veya siibstitiie amin igeren ve 6.
pozisyonunda halojen veya elektron bakimindan zengin siibstitiientler igeren
kinazolin tiirevleri antikanser aktiviteleri igin tercih edilen yapilardir (Wang ve Gao,
2013). Kinazolin tiirevleri, ozellikle 4-anilinokinazolinler, pek ¢ok biyolojik
aktivitesinin yani sira O6zellikle EGFR inhibitorleri olarak yillardir ilgi ¢eken

yapilardir (Zhang ve ark., 2017).

4-Anilino (veya fenoksi) kinazolin bilesiklerine yonelik en yaygin sentez
yaklasimi, 4(3H)-kinazolinon ara iiriinii iizerinden 4-klorokinazolinlerin hazirlanmasi

ve ardindan anilinler veya fenollerle reaksiyona sokulmasidir (Jin ve ark., 2018).
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1.11.1. Kinazolin Yapisinin Genel Sentez Yontemleri

Kinazolin tiirevlerinin sentezi igin baglangic maddesi olarak cogunlukla
antranilik asit ya da antranilik asidin bir tirevi kullanilmaktadir.
4(3H)-kinazolinonlarin sentezlerine yonelik bir¢ok sentetik yontem bildirilse de en

yaygin yontem, Niementowski reaksiyonudur (Jin ve ark., 2018).

Niementowski  Sentezi’'nde (Von Niementowski, 1894), 4-okso-3,4-
dihidrokinazolinleri elde etmek igin siibstitiie edilmis ya da siibstitiic edilmemis
antranilik asit ve amid (formamid veya siibstitiic amid) 125-130°C'de reaksiyona
sokulmaktadir (Sekil 1.29). Bir su molekiiliiniin eliminasyonu Ve halka kapanmasi
meydana gelmektedir. Bu yontem, kinazolinlerin sentezinde siklikla kullanilan klasik

bir yontemdir (Bansal ve Malhotra, 2020 ve Tiwary ve ark., 2015).

o)
R - * + R
PN
NH, N~ R

Sekil 1.29. Niementowski sentezi

Antranilik  asidin  primer  aminlerle  kondenzasyonuyla, reaksiyon
gerceklestirilebilmektedir (Sekil 1.30). Antranilik asit, formik asit ile agillenmekte ve
amonyak ya da siibstitic amin tirevi ile 1sitilarak 4(3H)-kinazolinon yapisi

olusturulmaktadir (Tiwary ve ark., 2015).

0
COOH ©5LN/R1

©: + HCOOH + RyNH, — )
NH, N

Sekil 1.30. Antranilik asidin primer aminle kondenzasyonu

Niementowski reaksiyonunun, daha yiiksek verimlerle daha kisa siirede
tamamlanabilmesi i¢in reaksiyonun mikrodalgada ¢oziiclisiiz olarak gergeklestigi

caligmalar yapilmigtir. Mikrodalga yontemiyle (Sekil 1.31), 3-siibstitiie-4(3H)-
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kinazolinon tiirevleri ve 2,3-disiibstitiie-4(3H)-kinazolinon tiirevleri antranilik asit,

slibstitiie asit ve amin varliginda elde edilebilmistir (Kidwai ve ark., 2003).

o)
o BN
+ RCOOH + RNH, ——————>
/
NH, N)\R'

Sekil 1.31. Mikrodalga altinda 4(3H)-kinazolinon sentez yontemi

Kinazolin halkasinin mikrodalga ile kisa siirede olusturulabildigi bir diger
yontemde ise (Sekil 1.32), antranilik asit ve asetik anhidrit mikrodalga altinda
reaksiyona sokulmus ve 3,1-benzoksazinon yapisi elde edilmistir. Ardindan olusan
ara uriin, formamid ile mikrodalga altinda reaksiyona girdiginde %84 verimle

2-metilkinazolin-4-on bilesigine ulasiimaktadir (Nouira ve ark., 2008).

(0] O (0] (0]
[ :[ MW (200W) N/)\CH3 MW (200W) N/)\CH 5

Pl 130°C, 10dk 200°C, 10dk

Sekil 1.32. Mikrodalga yontemiyle 3,1-benzoksazinon ara iriinii iizerinden 3-metilkinazolin-4-on

sentezi

Grimmel, Guinther ve Morgan Sentez yontemine (Sekil 1.33) gore,
N-agilantranilik asitler, toluen iginde fosfortrikloriir ve primer bir amin ile
isitildiginda,  2,3-disiibstitiie-3,4-dihidro-4-oksokinazolin ~ yapist  olugsmaktadir
(Grimmel ve ark., 1946).

o]
COCH ©\)‘\N,R'
3©: + 3RNH, + PCly —> 3 /)\ + HsPO, + 3HCI + 3H,0
NHCOR N~ R

Sekil 1.33. Grimmel, Guinther ve Morgan sentez yontemi

Metil 2-aminobenzoat ve formamidin asetat etanol varliginda isitildiginda
4(3H)-kinazolinon tiirevleri elde edilebilmektedir (Sekil 1.34) (Chang ve ark., 2017).
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c” "0 NH, H™ NH, 6saat "o N

Sekil 1.34. Metil 2-aminobenzoat’tan hareketle 4(3H)-kinazolinon sentezi

Etil 2-asetamido-5-nitrobenzoat, alkol varliginda uygun aminlerle 1sitildiginda
2-etil-3,4-dihidro-6-nitro-4-oksokinazolin yapisin1 vermektedir (Sekil 1.35) (Asif,
2014).

0]
OZN\©:COOC:2H5 C,HsOH  OoN CONHR' O,N : %LN/R.
R'NH
NHCOR 2 NHCOR N/)\R
R=CzH5
Sekil 1.35. Etil 2-asetamido-5-nitrobenzoat’tan hareketle 4(3H)-kinazolinon sentez yontemi
Sen ve Ray Sentezi olarak bilinen yonteme (Sekil 1.36) gore, siibstitiie

anilidlerin ksilen i¢inde iiretan ve fosfor pentoksit ile 1sitilmasi, 3,4-dihidro-4-

oksokinazolinleri vermektedir (Asif, 2014 ve Brown, 1996).

R*@\ o) O P20s R NH
+  Eto-C,
NJ\R' NH,  Ksilen N/)\R‘

H

Sekil 1.36. Sen ve Ray Sentez yontemi

2-Aminobenzofenonlar ve benzilik aminlerden tert-butil hidroperoksit
varhginda 4-fenilkinazolin tiirevleri yiiksek verimlerle elde edilebilmektedir (Sekil

1.37) (Zhang ve ark., 2010).

0] Ph
Ph lo, TBHP
T a2
2 Ar

Sekil 1.37. 2-Aminobenzofenonlardan hareketle 4-fenilkinazolin tiirevlerinin sentezi
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1.12. Amidin Yapisinin Genel Ozellikleri

Organik kimya sentez yontemlerinde siklikla yer alan amidin grubu
antihistaminik, antiinflamatuvar, antibakteriyel, antifungal ve antikanser olarak

kullanilan pek ¢ok ilag molekiiliiniin yapisinda bulunmaktadir (Greenhill ve Lue,
1993).

Iki azot atomu igeren amidin yapisi, azot atomlar1 iizerinde monosiibstitiie ve
distibstitiie gruplarin varliginda tautomerizm sergilemektedir (Sekil 1.38). Siibstitiic
amidinler igin iki farkli izomerik formiil yazmak miimkiindiir (Shriner ve Neumann,
1944).

H H R\ R\
N R_<N H ) R_<N H
R N R N
N—H N N—H N
/ W/ 7 /
R R Rll R

Sekil 1.38. Amidin grubunun tautomer yapisi

Siibstitiie edilmemis amidinler gliclii bazlardir, baziklik dereceleri siibstitiisyon
ile degismektedir (Aly ve Nour-El-Din, 2008). Azotlardan birine elektron gekici bir
grubun baglanmasi, baziklik derecesini 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir (Greenhill ve
Lue, 1993).

Imidamidler olarak da adlandirilan amidin grubu, her iki azot iizerinde de
stibstitiiec grup tasidiginda azotlar N ve N’ olarak adlandirilmaktadir (Shriner ve
Neumann, 1944).

1.12.1. Amidin Yapisinin Genel Sentez Yontemleri

[k kez 1877 yilinda Pinner ve Klein tarafindan bulunan yénteme gore (Pinner

ve Klein, 1877 ve Pinner ve Klein, 1878), imidik esterler yoluyla nitrillerden
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stibstitiie edilmemis amidinlerin sentezi yapilabilmektedir. Pratik ve kullanisgli olan
bu yontemde; nitril, susuz bir alkol iginde ¢oziiliir veya siispanse edilir ve kuru
hidrojen kloriir ile muamele edilerek bir imidik ester hidrokloriir olusturulur. Bu ara
madde daha sonra alkol iginde ¢6ziinmiis amonyak ile reaksiyona girerek amidin

hidrokloriirii olusturmaktadir (Shriner ve Neumann, 1944).

Muhtemel reaksiyon mekanizmasi, nitrilin giiglii bir asit olan hidrojen kloriir
ile protonlanmasi ile baglamaktadir. Béylece olusan oldukc¢a aktif nitrilyum katyonu
ortamdaki alkol tarafindan ataga ugrar. Son olarak meydana gelen proton transferi ile
imidat hidrokloriir olusur. Pinner reaksiyonunda en iyi sonuglar birincil veya ikincil
alkoller ve alifatik veya aromatik nitriller ile elde edilmektedir (Sekil 1.39) (Pfaff ve
ark., 2013).

Hocl HOH o
N~ proton transferi “N”
HCI ®  R*-OH | |
1.~= 1. =N— ©)] R2 R2
R'-C=N R'-C=N—H R1J\?/ R1J\O/
H

Sekil 1.39. Pinner reaksiyonunun mekanizmasi

Imidat tiirevleri olduk¢a dayaniksiz ve reaktiftirler, izole edilmeleri zordur.
Farkli iiriinlerin olusumu igin ara basamak olarak yararlanilirlar. Imidat
hidrokloriirlerle gesitli yapilar elde edilebilmektedir. Diisiik pH'da hidroliz ile ester
yapisi, bazik pH’da hidrolizle imidat yapisi olusmaktadir. Aminler ile reaksiyona
girerse, amidinyum bilesiklerini vermektedir. Alkollerle reaksiyon, orto esterleri
olusturur. Piroliz edilmeleri ise amid yapisin1 meydana getirmektedir (Sekil 1.40)
(Pfaff ve ark., 2013).
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Sekil 1.40. Imidat hidrokloriiriin reaksiyonlar

Cornell  (1928) tarafindan bildirilen yonteme (Sekil 1.41) gore, siibstitiie
edilmemis amidinleri elde etmek miimkiindiir. Benzamidin hidrokloriir ve alifatik
amidinler, karsilik gelen nitrillerin sivi amonyak i¢inde amonyum Kkloriir ile
isitilmasiyla olusturulabilir, ancak bu yontemde diisiik verimler elde edilmektedir
(Shriner ve Neumann, 1944).

NH
@—CN + NH,o _NHs @—/{ HCI
NH,

Sekil 1.41. Cornell yontemiyle benzamidin sentezi

Siibstitiie amidinler; N-siibstitiie amidlerin 6nce fosfor pentakloriir ile imidoil
kloriire doniistiiriilmesi, ardindan amonyak ile reaksiyona sokulmasiyla da elde
edilebilmektedir (Sekil 1.42). Olusan imidoil klortirler primer aminlerle reaksiyona
sokuldugunda disiibstitiie amidinleri, sekonder aminlerle reaksiyona sokuldugunda
trisiibstitiie amidinleri verirler. Imidoil kloriirlerin sentezinde fosfor oksikloriir veya
tiyonil kloriir gibi reaktifler de kullanilabilir, ancak genellikle daha diigiik verimler

elde edilmektedir (Aly ve Nour-El-Din, 2008 ve Shriner ve Neumann, 1944).
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Sekil 1.42. N-siibstitiic amidlerden hareketle amidin sentezi

Nitrillerden, AICl; veya ZnCl, gibi Lewis asitleri varliginda ve 150-200°C gibi
yiksek sicakliklarda amidinler hazirlanabilmektedir. Trimetil aliminyum ve
amonyum Kloriirlerden {iretilen alkilkloroaliiminyum amidlerin, toluen iginde
nitrillere eklenmesiyle aliiminyum tiirevleri elde edilir. Bu ara triinlerin hidroliziyle

amidinler sentezlenmektedir (Sekil 1.43) (Aly ve Nour-ElI-Din, 2008).

N AlChMe
MeAI(Cl) NR'R", PhMe | H,O
g R)\NR‘R“ R)J\NR'R"

Sekil 1.43. Nitrillerden lewis asidi varliginda amidin sentezi

Adams ve Beebe (1916)  tarafindan gergeklestirilen yonteme gore,
dialkilsiyanamid (veya dibenzilsiyanamid) ve alkil- veya aril-magnezyum
bromiirlerin reaksiyonuyla olusturulan {irin hidroliz edildiginde amidinler elde
edilmektedir (Sekil 1.44).

RoNCR'
R,NCN + RMgBr — > 2
NMgBr
NH
R,NCR' Vi HCl
+ e . gBr
I 2HCI R'C\ + MgBrCl
NMgBr NR2

Sekil 1.44. Dialkilsiyanamid’den hareketle magnezyum bromiir varliginda amidin sentezi
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1.13. 4-Aminokinazolin Yapis1i Tasiyan Bilesikler ile Yapilmis Baz

Antikanser Calismalar:

AST1306 (Sekil 1.45), dogal tip EGFR, ErbB-2 ve mutant EGFR
T790M/L858R'"yi inhibe eden ¢ok hedefli TKI'dir. Farkli kinaz tiplerini inhibe etme
potansiyeli arastirtlmis ve diger kinaz tiplerine etki gostermezken EGFR
(I1C50=0,5+0,2 nM), ErbB-2 (1C50=3,0+1,5 nM) ve EGFR T790M/L858R (IC50=12+2
nM)’yi spesifik olarak inhibe ettigi goézlenmistir. Bu inhibitor yapisal olarak,
akrilamid grubu bulundurmaktadir, EGFR'de bulunan sistein kalintis1 Cys797 ile bir
alkilasyon reaksiyonu gerceklestirerek enzimi geri doniisiimsiiz sekilde inhibe

etmektedir (Xie ve ark., 2011).

Sekil 1.45. AST1306

He ve ark. (2012), tarafindan yapilan ¢alismada, bir dizi 4-tiyosemikarbazid
kinazolin tiirevi (Sekil 1.46) sentezlenmis, bes insan kanser hiicre hattina karsi
antitimor aktiviteleri 5-florourasil ile karsilastirilarak degerlendirilmis ve yapi-
aktivite iligkileri elde edilmistir. Bilesikler uM aralikta, 5-florourasile benzer veya
daha yiiksek sitotoksisite gostermislerdir. Genel olarak, kinazolin halkasinin 6. ve 7.
pozisyonlarina metoksi gruplarinin eklenmesi, esdeger veya azalmis sitotoksisiteye
yol agmistir. Benzen halkasi iizerindeki siibstitiientler sitotoksisiteyi dnemli 6l¢iide
etkilemektedir. Benzen iizerinde siibstitiient olmadiginda ya da 4. konumda klor veya
flor bulundugunda daha yiiksek sitotoksisite gozlenirken, halkaya metil ve metoksi

gruplarinin eklenmesi sitotoksisiteyi azaltmistir.
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Sekil 1.46. 4-Tiyosemikarbazidkinazolin tiirevleri

Zheng ve ark. (2017), tarafindan insan hepatoseliiler karsinoma hiicresi
HepG2'ye karsi antiproliferatif etki gosteren bir dizi 4-anilinokinazolin-amino asit
tirevi sentezlenmistir. Sekil 1.47°de verilen bilesik, HepG2'ye kars1 in vitro orta
derecede (I1C50=8,3 uM) aktiviteye sahipken, inhibitor etkinlik ¢alismasinda diger
kinazlara kiyasla 2000 katin tizerinde spesifiklik gosterdigi EGFR'yi (ICso = 0,0032
uM) giiclii bir sekilde inhibe etmektedir.

(0] H HN/©\Br
)(O)J\N/\H/N N
"o A

N

Sekil 1.47. 4-Anilinokinazolin-amino asit tiirevi bilesik

Tu ve ark. (2017), tarafindan aril semikarbazon yapisi tasiyan kinazolin
tirevleri sentezlenip, ICso degerleri A549, HepG2, MCF-7 ve PC-3 kanser hiicre
hatlarina kars1 afatinib ile karsilastirilarak test edilmistir. Sentezlenen seri arasinda,
nanomolar aralikta 1Csy degerleri ile giiglii sitotoksisite ve segicilik gosteren
bilesikler bulunmaktadir. Sekil 1.48’de verilen bilesik, en umut verici bilesik olup
A549 (ICs=1,32 +0,38 uM), HepG2 (IC5,=0,07 0,01 uM), MCF-7 (IC5,=0,91
+0,29 uM) ve PC-3 (IC5=4,89 +0,69 uM) kanser hiicre hatlarina karsi afatinibe
(sirastyla 1,40 + 0,83 uM; 1,33 £ 1,28 uM; 2,63 = 1,06 uM ve 3,96 = 0,59 uM)
kiyasla daha yiiksek etkinlik gostermistir. EGFR kinaza kars1 aktivitesi (1Cs5p=56 nM)
ise, referans bilesik afatinibe (IC50=1,6 nM) gore daha diisiik bulunmustur.
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Sekil 1.48. Aril semikarbazon yapisi tastyan kinazolin tiirevi

Chilin ve ark. (2010), tarafindan 4-anilinokinazolin yapisinin 6. ve 7.
pozisyonlarina dioksolan, dioksan ve dioksepin gibi cesitli dioksijenlenmis halkalarin
getirildigi tiirevler sentezlenmistir. Bu tiirevlerin antiproliferatif ve EGFR inhibitor
aktiviteleri incelenmistir. Anilin halkasinin 3. konumunda bir brom atomu, metil
veya triflorometil gruplari tasiyan bilesikler, 2,4 ve 3,4 konumlarinda iki halojen
atomu ile siibstitiie edilen tiirevlerden daha aktif bulunmustur. Sentezlenen seri
icinde, bir dioksan halkas1 ve 3. konumunda triflorometil grubu ile siibstitiie edilmis
4-anilin yapisi tasiyan bilesik (Sekil 1.49), EGFR fosforilasyonunu inhibe etme giicii
ve A431 (IC5p=0,77 uM) hiicre hattina karsi gosterdigi sitotoksisite ile en aktif

bilesik olarak bulunmustur.
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Sekil 1.49. Dioksolan, dioksan ve dioksepin halkalar1 tagiyan 4-anilinokinazolin tiirevleri

Shao ve ark. (2016), tarafindan oksooksazolidin halkasi ig¢eren kinazolin
tiirevleri sentezlenmis, EGFR ve EGFR’nin mutant formlarina karsi inhibitor

aktiviteleri degerlendirilmistir. Tiirevlerin ¢ogu, A431 hiicre hattina ve gefitinibe
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direngli NCI-H1975 hiicre hattina karst uM degerlerde antiproliferatif aktivite
sergilemiglerdir. Segilen bilesiklerin farkli EGFR kinaz tiirlerini (EGFR dogal tip,
EGFR L858R ve EGFR T790M) inhibe edici aktiviteleri gefitinibe kars
degerlendirilmistir. Test edilen bilesiklerden bazilari, o6zellikle EGFR T790M
mutant1 iizerinde, gefitinibden daha giiclii aktivite gostermislerdir. Ozellikle,
kinazolin halkasinin 4. pozisyonunda 3-kloro-4-floroanilin yapisina sahip bilesikler
(IC5<100 nM), EGFR T790M mutant1 iizerine gefitinibden (ICs=173 nM) daha
yiikksek inhibe edici aktivite sergilemektedirler. 4. pozisyondaki hacimli
stibstitiientler, EGFR T790M inhibitér aktivitesinde 2-5 kat azalmaya Yol
agmaktadir. Tiirevler arasinda en giiglii bilesik (Sekil 1.50), EGFR L858R (1C5=0,31
nM) ve EGFR T790M mutantina karsi (1Cs50=26,33 nM) giiclii inhibisyon

QP
o HN Cl
0= lw
N SN
H o5 P
o N

CH3

gostermistir.

Sekil 1.50. Oksooksazolidin halkasi i¢eren kinazolin tiirevi

Mowafy ve ark. (2016), tarafindan 6. konumda iireido veya tiyoiireido yan
zincirleri tagiyan ve 4-anilin yapisi {izerinden siibstitiie edilmis 4-anilinokinazolin
tirevleri sentezlenmis, dogal tip EGFR ve mutant EGFR’nin inhibitorleri olarak
degerlendirilmistir. Bilesiklerin ¢ogu, diisiik nanomolar aralikta (<0,495-9,05 nM)
ICso degerleri ile EGFR kinaz dogal tipi inhibe etmislerdir. Bilesikler,
L858R/T790M mutantina karst onemli inhibisyon (ICs50=1,76-2,38 uM)
gostermiglerdir. Ayrica, lapatinibe (1C5=60,1 nM) kiyasla onemli ErbB-2 enzim
inhibisyonuna (1C5=19,2-40,6 nM) sahip olduklari bulunmustur. SAR ¢alismalari
ile, kinazolinin 6. pozisyonunda etil piperidino iire / etil piperidino tiyoiire ve 4.
pozisyonunda (3-kloro-4-(3-florobenziloksi)fenil)amino hacimli grubuna sahip Sekil
1.51°de verilen bilesiklerin, L858R/T790M mutantina kars1t en giiglii ve en umut
verici yapilar oldugu belirtilmektedir.
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Sekil 1.51. Ureido veya tiyoiireido yan zincirleri tasiyan 4-anilinokinazolin tiirevleri

Chang ve ark. (2017), tarafindan yapilan ¢alismada, anilin halkasinin 2., 3.
veya 4. konumundan siyano ile siibstitiie edilmis, kinazolin halkasmnin 7.
konumundan hidrofilik amino alkil zincirleri ile tiirevlendirilmis 4-aminokinazolin
bilesikleri sentezlenmistir. Seri arasinda, kinazolin halkasmin 7. pozisyonuna bir
propil grubuyla baglanmis 4-fenilpiperidinil siibstitiienti tasiyan Sekil 1.52’de verilen
bilesik, HepG2, A549, DU145, MCF-7 ve SH-SY5Y hiicre hatlarina kars1 yaklasik
5-10 uM ICso degerleri ile gefitinibe gore giiglii sitotoksisite gostermistir. Ayrica,
bilesigin EGFR TKI aktivitesi (IC50=3,62 nM), gefitinib (I1C5=2,21 nM) ile
karsilastirilabilir seviyede bulunmustur. Bilesiklerle yapilan SAR ¢alismalari, anilin
halkasi iizerindeki belirli siibstitiientlerin, amino asit kalintilar1 ile hidrojen bagi
yapmalart nedeniyle, meta konumuna kiyasla orto veya para pozisyonlarinda

konumlanmasiyla daha umut verici aktiviteler elde edilebilecegi belirtilmistir.

Sekil 1.52. Hidrofilik amino alkil zinciri ile tiirevlendirilmis 4-anilinokinazolin tiirevi

Chen ve ark. (2017), kinazolin halkasinin 6. ve 7. pozisyonlarinda benzer
hidrofilik gruplara sahip 4-(4-(E)-(propen-1-il)fenilamino)kinazolin tiirevleri
gelistirmislerdir. Bilesikler arasinda, 6. ve 7. konumda morfolinopropoksi
bulunduran tiirev (Sekil 1.53), test edilen dort A431, A549, NCI-H1975 ve SW480
timor hiicre hattina karst (1C50=1,35-8,83 uM) yiiksek antiproliferatif aktivite
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gostermistir. Ayrica bu bilesik (IC50=20,72 nM), lapatinibe (1C5,=27,06 nM) kiyasla
daha iyi EGFR inhibitor aktiviteye sahip bulunmustur.
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Sekil 1.53. 4-(4-(E)-(propen-1-il)fenilamino)kinazolin tiirevi

Zhang ve ark. (2015), tarafindan bir dizi 6,7-dislibstitlie-4-
(arilamino)kinazolin tiirevi sentezlenmis ve EGFR inhibitor aktiviteleri afatinib ile
karsilastirilarak  degerlendirilmistir. Ozellikle, Sekil 1.54’de verilen 3-kloro-4-
floroanilin yapisi tasiyan bilesik (IC50=6,5 nm) ve 3-etinilanilino yapisi tasiyan
bilesik (IC50=5,6 nm), afatinib (IC5=1,0 nm) ile karsilastirilabilir EGFR
inhibisyonuna sahip bulunmustur. EGFR'ye direngli H1975 hiicrelerine kars1
Glso degerleri sirasiyla 10,2 ve 16,1 nM bulunmus olup afatinibden (Gls=107,1 nm)
daha giiglii inhibisyon goéstermislerdir. Kinazolin halkasinin 6. konumunda, primer
amin siibstitiienti tasiyan Michael akseptoriine sahip bilesiklerin, afatinib ile
karsilastirildiginda T790M mutantina karst daha yiiksek aktivite gosterdikleri
belirtilmistir.

Sekil 1.54. 6,7-Disiibstitiie-4-(arilamino)kinazolin tiirevleri

Hou ve ark. (2018), tarafindan 6. pozisyonda siibstitiie benzamid gruplari

tagiyan bir dizi 4-aminokinazolin tiirevi sentezlenmis ve EGFR inhibitorii olarak
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degerlendirilmistir. Sekil 1.55’de wverilen bilesik (ICs50=5nM), giigli EGFR
inhibisyonu sergilemistir. Ayrica farkli EGFR mutasyonlarini barindiran hiicre
hatlarina kars1 etkili oldugu bulunmus, dogal tip EGFR'ye sahip hiicre hatlarina karsi
neredeyse hi¢ antiproliferatif aktiviteye sahip olmadigi gézlenmistir. Bu sayede
dogal tip EGFR inhibisyonu sonucu goriilen toksik etkilerin beklenmedigi

belirtilmistir.
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Sekil 1.55. 6-Benzamid-4-aminokinazolin tiirevi

Qin ve ark. (2021), tarafindan EGFR inhibitorleri olarak bir dizi yeni
[1,4]dioksino[2,3-f]kinazolin tiirevleri sentezlenmistir. Incelenen bilesikler, EGFR
kinaza kars1 10,29-652,3 nM araliginda 1Csy degerleri ile inhibisyon gostermislerdir.
Sekil 1.56°da verilen bilesigin (IC5=10,29 nM), doking calismalarinda EGFR'nin
ATP baglanma cebine uyumlu bir sekilde baglanabilecegi gosterilmistir. Ayrica,
A549 (1C5=9,95x10° nM) ve NCI-H157 hiicrelerine (ICs5,=11,66x10° nM) karsi

antiproliferatif aktivite gosterdigi belirtilmistir.

Sekil 1.56. [1,4]Dioksino[2,3-f]kinazolin tiirevi

De Castro Barbosa ve ark. (2014), tarafindan EGFR’nin yani sira Vaskiiler
endotelyal biiylime faktori-2 (VEGFR-2)’yi de inhibe eden 2-kloro-4-anilino-
kinazolin tiirevleri sentezlenmistir. En aktif tiirevler Sekil 1.57’de verilen benzamid

ve N-metilbenzensiilfonamid yapisi tasiyan bilesikler olup, EGFR’yi sirasiyla 0,90

59



uM ve 1,63 uM ICsy degeriyle, VEGFR-2’yi sirasiyla 1,17 uM ve 0,85 uM ICs
degeriyle inhibe etmislerdir. SAR c¢alismalari, kinazolin halkasinda 6,7-dimetoksi
stibstitiientlerinin dioksalan halkas1 ile degistirilmesinin aktivite kaybina sebep
oldugunu, doking c¢alismalari metoksi gruplarinin yerine getirilen dioksalan
halkasimin enzim ile etkilesim i¢in elverigsiz oldugunu gostermistir. Ayrica, anilin
grubunun para pozisyonunda bulunan bir hidrojen bagi dondriiniin, EGFR ve
VEGFR-2 baglanma boélgelerinde korunmus glutamin ve aspartat amino asitleri ile

etkilesim i¢in onemli oldugu belirtilmistir.
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Sekil 1.57. 2-Kloro-4-anilinokinazolin tiirevi

Chen ve ark. (2016), tarafindan bir dizi yeni kinazolinil-diaril {ire tiirevi
sentezlenmis ve in vitro antiproliferatif aktiviteleri ii¢ kanser hiicre hattina (HepG2,
MGC-803 ve A549) kars1 degerlendirilmistir. Bilesikler, 6. ve 7. konumdan siibstitiie
edilmemis kinazolin tiirevlerini ve 6,7-dimetoksikinazolin tiirevlerini igerecek
sekilde tasarlanmigtir. Sonuglar karsilastirildiginda, dimetoksi tiirevlerinin 6zellikle
A549 hiicrelerine kars1 daha giiglii antiproliferatif aktiviteler sergiledigi gézlenmistir.
Sentezlenen seri iginden Sekil 1.58’de verilen bilesigin, HepG2 (1Cs50=6,85+0,35
uM), MGC-803 (ICs50=6,79+0,53 uM) ve A549 (I1C5,=5,21+0,47 uM) hiicre hatlarina
kars1 gefitinib (ICsp degerleri sirasiyla 18,22+1,84 uM; 26,19+1,49 uM; 8,28+0,66
uM) ile karsilastirildiginda oldukga giiclii antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu
belirtilmistir.

Sekil 1.58. Kinazolinil-diaril iire tiirevi
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Verilen literatiir bulgulariin dogrultusunda, bu tez ¢alismasinda; 4-amino-6,7-
dimetoksikinazolin yapis1 tagiyan ve ila¢ aday1 olabilecek yeni molekiillerin (Sekil
1.59) tasarlanip sentezlenmesi, sentezlenen bilesiklerin kimyasal yapilarinin H-
NMR, *C-NMR, 2D-COSY, 2D-HSQC, 2D-HMBC, 2D-NOESY, 2D-ROESY,
Kiitle Spektroskopisi, Elementel analiz yontemleri kullanilarak aydinlatilmasi, in
vitro ortamda EGFR kinaz aktivitesini inhibe etme potansiyellerinin referans bilesik
olan erlotinib ile kiyaslanarak arastirilmasi ve molekiiler doking c¢alismalarmin

yapilmas1 hedeflenmistir.
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Sekil 1.59. Sentezlenen 4-amino-6,7-dimetoksikinazolin tiirevleri
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Tasarlanan Tiirevlerin Sentezi

2.1.1. Benzonitril Yapis1 Iceren 4-Amino-6,7-dimetoksikinazolin

Tiirevlerinin Sentez Yontemi

Baslangi¢ maddesi olan metil 2-amino-4,5-dimetoksibenzoat iizerine DMF,
metanol, formamid ve %25°’lik NaOCHj; eklenerek halka kapanmasi ve kinazolin
yapisinin olusumu saglanmigtir. Elde edilen 6,7-dimetoksikinazolin-4-ol (1) bilesigi
tiyonil kloriir ve DMF ile reaksiyona sokulmustur. Niikleofilik siibstitiisyon
reaksiyonu ile bilesikteki hidroksil grubu klor ile yer degistirmis ve 4-kloro-6,7-
dimetoksikinazolin (2) bilesigi elde edilmistir. Benzonitril yapisi tasiyan 4-amino-
6,7-dimetoksikinazolin tiirevlerinin (3a, 3b, 3c) sentezlenmesi igin, 4-kloro-6,7-
dimetoksikinazolin (2) bilesigi sirasiyla 4-aminobenzonitril ve 3-aminobenzonitril ile
2-propanol varliginda, 4-(aminometil)benzonitril ile asetonitril varliginda reaksiyona
sokulmustur (Sekil 2.1). Elde edilen 1, 2, 3a, 3b ve 3c kodlu bilesiklerin saflik
kontrolleri ince Tabaka Kromatografisi (ITK) ile yapilmis, erime noktalar1 tayin

edilmis, '"H-NMR, *C-NMR ve kiitle analizleri ile kimyasal yapilar1 kanitlanmistir.
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H3cojdkocm3 HCONH,  HsCO N N socl, HsCO SN
—_—
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Sekil 2.1. Benzonitril yapisi tasiyan 4-amino-6,7-dimetoksikinazolin tiirevlerinin (3a, 3b, 3c) sentezi
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2.1.2. Bilesik 4, 5 ve 6’nin Sentez Yontemi

Bilesikler 4, 5 ve 6’y1 elde etmek i¢in, sentezlemis oldugumuz 4-kloro-6,7-
dimetoksikinazolin (2) uygun amin tiirevi (bilesik 4 i¢in 2,3,4-trikloroanilin, bilesik 5
igin 3-amino-2-kloropiridin ve bilesik 6 i¢in 4-floro-3-(triflorometil)anilin) ile 2-
propanol igerisinde reaksiyona sokulmustur. Reaksiyon tamamlandigi zaman ¢ozelti
stiziilmiis ve ¢okelegin lizerine potasyum karbonat ¢ozeltisi eklenerek karigtirilmis ve
baziklesen bilesik siiziilmistiir. Kristalizasyon yapilarak sonug {iiriinler saf olarak
elde edilmistir. Gerekli oldugunda, bilesiklerin HCI tuzlar1 etanol iginde HCl gazi
gecirilmesiyle hazirlanmigtir. Erime noktalari tayin edilmis, 'H-NMR, *C-NMR ve

kiitle analizleri ile kimyasal yapilar1 kanitlanmigtir.

2.1.3. Amidin Yapis1 Tasiyan Tiirevlerin (7a-7e, 8a-8e, 9a-9e) Sentez

Yontemi

Bilesiklerde amidin yapisim1 elde etmek i¢in, daha Onceden sentezlenmis
tirevlerdeki nitril grubu Oncelikle, Pinner reaksiyonu ile imidat esteri haline
doniistiiriilmiistiir. Ardindan amonyak ya da amin ilavesiyle imidat esterlerinden,
amidin grubu olusturulmustur. Bu amagla 3a, 3b ve 3c kodlu bilesiklere, kuru HCI1
gazi ile doyurulmus mutlak etanol eklenerek agzi kapatilmis balon i¢inde 2 giin oda
isisinda  karistirtlmistir.  Ardindan  lizerine petrol eteri ilave edilerek vakum
yardimiyla siiziilmiis ve oda sicakliginda vakum varliginda kurutulmustur. Béylece
3a, 3b ve 3c kodlu bilesiklerdeki nitril gruplar1 imidat esterlerine doniistiiriilmistir.
Stabil olmayan imidat esterleri yapt aydinlatmasi yapilmaksizin, absolii etanol ve
sonu¢ bilesigi i¢in uygun amin tireviyle, amidin elde etmek igin reaksiyona
sokulmustur (Sekil 2.2). Reaksiyon sonlandiginda solvanlari ugurulmustur.
Uzerlerine potasyum karbonat ¢ozeltisi eklenerek karistirilip siiziilmiistiir (Goker ve
ark., 2005 ve Ozden ve ark., 2005). ITK ile kontrol edilip gerekli oldugu durumlarda
kolon kromatografisi ile CHCl3: MeOH: NH; (100:20:0,5) solvan sistemi yardimiyla
madde saf olarak elde edilmistir. Bilesiklerin HCI tuzlar1 etanol i¢inde HCl gazi

gecirilmesiyle hazirlanmigtir. Elde edilen sonug bilesiklerin (7a-7e, 8a-8e, 9a-9e)

63



erime noktalar tayin edilmis, *H-NMR, *C-NMR ve kiitle analizleri ile kimyasal

yapilart kanitlanmastir.

NH
R1
ey feg e}
HN HN HN
EtOH / HCI (gaz,
HsCO | SN Pinner Reak(g. ) HsCO | \J\] Amin tiirevi sCO | \J\]
P
H5CO N/) H3CO Nig H3CO N
3a Ta-e
HN/©\CN HN/CYNH HN/©\R2
HsCO X EtOH / HCI ( HACO
N 9az) H,co OC,H . Hy
\ ) Pinner Reaks. 3 | \)N 215 Amin tirevi | \J\l
- . —_— B
HaCO™ N H,CO N HsCO N
8a-e
HN/\©\ HN HN/\©\
HsCO EtOH/HCl (gaz)  H.co NH . HsCO ' .
:@\)\)N CN  Pinner Reaks. N ‘ SN Amin tirevi ‘ J‘ R
" " =ES e _
HaCO N7 HaCO N/) OC;Hs HaCO N
3c 9a-e
NH NH

Ri= )L )TNH N‘/I\> )TNH )N‘\N
Py H

Sekil 2.2. Amidin yapisi tasiyan tiirevlerin sentezi

2.1.4. Amidoksim Yapisi1 Tasiyan Tiirevlerin (7f, 8f, 9f) Sentez Yontemi

Amidoksim tiirevlerini elde etmek i¢in, dncelikle hidroksilamin hidrokloriir
tizerine dimetil siilfoksit (DMSO) ilave edilerek ¢oziindiirilmistiir. Cozelti lizerine
potasyum tert-biitoksit yavasca eklenmis, sicaklik 5°C’nin altinda tutularak
karistirtlmistir. Ardindan 3a, 3b ve 3c kodlu bilesiklerden uygun olan ara bilesik de
¢ozeltiye eklenerek karigmaya birakilmistir. Reaksiyon sonlandiginda maddelerin su
ile ¢okmesi saglanmis ve siiziilmistir (Hu ve ark., 2013) (Sekil 2.3). Gerekli
oldugunda, bilesiklerin HCIl tuzlar1t etanol i¢inde HCI gaz1 gegirilmesiyle
hazirlanmistir. Elde edilen sonug bilesiklerin (7f, 8f, 9f) erime noktalar1 tayin

edilmis, *H-NMR, *C-NMR ve kiitle analizleri ile kimyasal yapilar kamtlanmustir.
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H,CO NH-OH
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Sekil 2.3. Amidoksim yapisi tasiyan tiirevlerin sentezi

H;CO

HsCO

H;CO

HN/\©\
HyCO Sy N
| N/)

3c

NH,OH HCI
KOt-Bu
DMSO

HN

B

.

NH-OH

of

Sentezlenen 4-amino-6,7-dimetoksikinazolin tiirevleri Cizelge 2.1. de yer

almaktadir.

Cizelge 2.1. Sentezlenen 6,7-dimetoksikinazolin tirevleri

R1
X R
HNTYY 2
H,CO
3 SN R,
J
H,CO N
Bilegik
X Y R, R, Rs
no
4 - C cl cl cl
5 - N cl H H
6 - C H CF; F
NH
7a - C H H
NH,
NH J\
7b - C H H N
H
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8e

8f
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9c CH, C H H /Nl\/,}
H

9d CH, C H H M

9%e CH, C H H )J\N
H

of CH, C H H M on

2.2. Materyal ve Yontem

2.2.1. Sentezlenen Bilesiklerin Analitik Incelemelerinde Kullamlan

Yontemler

2.2.1.1. Kromatografik Analizler

Sentez caligmalar1 sirasinda reaksiyonlarin ilerleyisini izlemek, elde edilen
iiriinlerin saflik derecelerini saptamak amaci ile ince Tabaka Kromatografisinden
(ITK) yararlamilmistir. Bu amagla Kieselgel-60 GFjs4 kapli aliiminyum plaklar
(Merck) kullanilmis ve plak tizerinde lekelerin belirlenmesinde 254 nm dalga
boyundaki UV isigindan (Camag UV Lambasi) yararlanilmistir. Sentezlenen
bilesiklerin saflastirilmas1 igin silicagel 60 (0,040-0,063 mm; 230-400 mesh)

yardimiyla kolon kromatografisi kullanilmigtir.
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2.2.1.2. Erime Noktas1 Tayinleri

Erime noktas1 tayinleri, Biichi B-540 cihaz1 ile kapiller yontem uygulanarak

yapilmustir.

2.2.1.3. Elementel Analiz *

Elementel analizler, Leco 932 CHNS Elementel analiz cihaz1 ile

gerceklestirilmistir.

2.2.1.4. Spektral Analizler

Kiitle (MASS) Spektrumlar *

Kiitle analizleri, Waters ZQ Mikromass LC-MS spektrometresinde,

elektrosprey iyonizasyon (ESI) yontemi ile ger¢eklestirilmistir.

Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektrumlar * (1H, 13C, 2D-COSY,
2D-HSQC, 2D-HMBC, 2D-NOESY, 2D-ROESY)

NMR spektrumlari, Varian Mercury-400 Agilent FT-NMR spektrometresinde
almmistir. ¢ standart madde olarak tetrametilsilan (TMS), ¢oziicii olarak CDCls,
CD3;0OD ve DMSO-dg kullanilmustir. Belirtilen ¢oziiciiler ile net NMR spektrumu
elde edilemedigi durumlarda NMR tiipii igcine D,O ilave edilmis ve sonra

spektrumlar tekrar alinmistir.

* Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
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2.2.2. Sentez islemlerinde Kullamlan Kimyasal Maddeler

Metanol (Riedel-de Haen), etanol (Merck), 2-propanol (Riedel-de Haen),
diklorometan (Sigma-Aldrich), metil 2-amino-4,5-dimetoksibenzoat (Sigma-
Aldrich), N,N-dimetilformamid (Fluka), formamid (Sigma-Aldrich), %25’lik sodyum
metoksit  soliisyonu  (Sigma-Aldrich),  tiyonil  kloriir  (Sigma-Aldrich),
4-aminobenzonitril (Sigma-Aldrich), 3-aminobenzonitril (Sigma-Aldrich),
4-(aminometil)benzonitril (Sigma-Aldrich), asetonitril (Riedel-de Haen), 4-floro-3-
(triflorometil)anilin  (Merck), 2,3,4-trikloroanilin  (Sigma-Aldrich), 3-amino-2-
Kloropiridin (Sigma-Aldrich), petrol eteri (Merck), hidroklorik asit %37 (Riedel-de
Haen), izopropilamin  (Sigma-Aldrich), siklopropilamin  (Sigma-Aldrich),
siklohekzilamin (Sigma-Aldrich), etilendiamin (Sigma-Aldrich), kloroform (Sigma-
Aldrich), amonyak (Merck), potasyum karbonat (Merck), hidroksilamin hidrokloriir
(Merck), potasyum tert-biitoksit (Sigma-Aldrich), dimetil siilfoksit (Sigma-Aldrich),
toluen (Merck), hekzan (Sigma-Aldrich), etilasetat (Riedel-de Haen), aseton (Sigma-
Aldrich).

2.2.3. Sentezlenen Bilesiklerin Antikanser Aktivitelerinin Saptanmasi

Kinaz Enzim Sistemleri; rekombinant kinaz enzimi, enzim i¢in uygun bir
substrat, reaksiyon tamponu ve tamamlayici reaktifler igermektedir. ADP-Glo™ Test
kiti, Kinaz Enzim Sistemi ile birlikte, kimyasal bilesiklerin kinaz aktivitesi

tizerindeki etkisini gézlemlemek i¢in uygun bir yontem saglamaktadir.

ADP-Glo™ Kinaz Testleri, kinaz reaksiyonu sirasinda tiretilen ADP miktarinin
Olciilerek kinaz aktivitesinin saptandigi, liiminesans bazli ADP tespit deneyleridir.
Duyarli ve hassas bir test olan ADP-Glo™ Kinaz Testinde, yiiksek saflikta ATP ve

kinaz reaksiyonu i¢in uygun bir substrat kullanilmaktadir.

EGFR testi, EGFR Kinaz Enzim Sistemi (Promega; V3831) ve ADP-Glo™
Kinaz Test kiti (Promega; V9101) kullanilarak gerceklestirilmistir. ADP-Glo™
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Kinaz Testi birka¢ asamali olarak gergeklestirilir. Oncelikle, kinaz reaksiyonundan
sonra, kinaz reaksiyonunu sona erdirmek ve kalan ATP'yi tiiketmek igin ortama bir
ATP tiikketme reaktifi (ADP-Glo™ Reaktifi) eklenir ve geriye yalnizca ADP kalir.
Sonrasinda, es zamanli olarak ADP'yi ATP'ye doniistirmek ve yeni sentezlenen
ATPnin lusiferaz / lusiferin reaksiyonu ile 1s1ga doniistiiriilmesi i¢cin bir Kinaz
Saptama Reaktifi eklenir. Uretilen 151k, bir liiminometre kullanilarak olciiliir. Bu
liminesans, tretilen ADP konsantrasyonu ile orantilidir ve kinaz aktivitesi ile

iliskilidir (Promega, 2019a ve Promega, 2019b) (Sekil 2.4).

Kinaz Reaksiyonu

Q00

=
Edam © Pidys

Reaksiyon sonrasi Reaksiyon sirasinda
kalan ATP uretilen ADP

/ + ADP-Glo™ Reaktifi Eklenir \

ATP Tiiketilir ( \
\He® O
Reaksiyon sonrasi

kalan ATP

+ Kinaz Saptama Reaktifi Eklenir

: ADP i Dénugtlrdlir \ ATP i Tespit Isik
oo oo Lusiferaz/Lusiferin
\ Yeni Sentezlenmis ATP j

Sekil 2.4. ADP-Glo™ Kinaz Testi

Kullanilacak EGFR kinaz enzimi miktari, ATP konsantrasyonu ve substrat
miktari, sentezlenen bilesiklerin inhibitor etkinligi test edilmeden Once optimize
edilmistir. 25 ng rekombine insan EGFR kinazi ve 5 puM ATP kullanilmistir. Ortama,
EGFR substrat1 olarak 1 pg PolyE4Y1 ve sentezlenen bilesiklerden 10 uM ilave
edilmis ve toplam hacim 25 pL olacak sekilde kinaz reaksiyonu gerceklestirilmistir.

Reaksiyonu sonlandirmak ve kullanilmayan ATP'yi tiikketmek i¢in 25 pL ADP-Glo™
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reaktifi eklenmistir. Kinaz reaksiyonu sirasinda iiretilen ADP'yi ATP'ye doniistiirmek
icin bir Kinaz Saptama Reaktifi eklenmistir. Yeni sentezlenmis ATP miktar1 da

lusiferaz / lusiferin reaksiyonu ile belirlenmistir.

Maksimum kinaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in, yalmiz EGFR kinaz,
PolyE4Y1, ATP, seyreltici ajan ve % 5 DMSO'nun bulundugu reaksiyon ortaminda
(inhibitér eklenmeden) gergeklesen kinaz reaksiyonundan elde edilen liiminesans
Olclilmiistiir. Sentezlenen bilesiklerin ve referans bilesigin inhibe edici etkinligi,
inhibitor varligindaki enzim aktivitesi ile maksimum enzim aktivitesi karsilagtirilarak
belirlenmistir. Yiizde inhibisyon degerleri, maksimum aktivitenin liiminesansina
bagli olarak hesaplanmistir. Deney kosullarinin dogrulanmasi igin, sentezlenen
bilesiklerin inhibe edici etkinlikleri daha sonra, EGFR inhibit6rii oldugu bilinen

referans bilesik erlotinib ile karsilagtirilarak degerlendirilmistir.

2.2.4. Molekiiler Doking Calismalari

Molekiiler doking c¢alismalari, Schrodinger Small-Molecule Drug Discovery
Suite  2021-2 (Schrodinger, LLC, New York, NY, 2019) kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Bilesiklerin kimyasal yapilar1 ChemDraw 16.0 kullanilarak ¢izilmistir.
Ligantlarin hazirlanmast i¢in “LigPrep” modiilii kullanilarak {i¢ boyutlu yapilari
minimize edilerek hazirlanmistir. Alan kuvvetleri olarak OPLS4 tercih edilmistir.
Iyonizasyon ~ durumlar1  7,00+2,00 pH arahginda  Epik  kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Protein hazirlanmasi, “Protein Preparation Wizard” modilii kullanilarak ii¢
asamada gerceklestirilmistir. Birinci asamada, protein yapisi Protein Data Bank
(PDB) veri tabanindan (PDB kodu: 1M17) indirilmis ve yapiya hidrojenler
eklenmistir. Metallerle bag olusturulmamasi i¢in tanimlanmis, disiilfit baglarinin

olusturulmasi, heteroatom gruplarindan 5 A uzakliktaki su molekiillerinin silinmesi
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ve Epik kullanilarak 7,00+£2,00 pH olast durumlarin olusturulmasi ile 6n hazirliklar
yapilmustir. Ikinci asamada, uygun zincir segilerek su molekiilleri ve ligant disindaki
diger yapilar silinmistir. Ugiincii asamada, hidrojen bagi belirlenmesi ve su numunesi
oryantasyonu ile PROKA 7,00 pH kullanilarak optimize edilmistir. Sonunda OPLS4

alan kuvvetleri kullanip minimize edilerek protein hazirlanmistir.

Grid kutusu (ligant baglanma bolgesi), protein ligant kompleksindeki ligant
atomlarindan herhangi biri aracilifiyla 20x20x20 Al boyutunda olacak sekilde
“Receptor Grid Generation” modiilii ile olusturulmustur. 1M17 i¢in aktif bolge
koordinatlar1 kristal yapidaki erlotinib baz alinarak x: 21,32; y: 0,51; z: 52,45 olarak

belirlenmistir.

Daha onceden hazirlanan ligant, protein ve grid kutusu kullanilarak, Extra
Precision (XP) algoritmas1 ile enzimin aktif bolgesine doking islemi
gerceklestirilmistir. Protein yapisi sabit, ligantlar ise esnek 6zellikte olacak sekilde
tercih edilmistir. Tiim bilesiklerin doking skoru, glide skoru ve glide emodel skoru

hesaplanmis ve iki/li¢ boyutlu ligant-protein etkilesimleri belirlenmistir.

Protein ve ligant etkilesimi sonucunda olusan enerjinin Ol¢iimii Prime
“molecular mechanics-generalized born surface area” (MMGBSA) metodu
kullanilarak hesaplanmistir. Ligantlar ve protein yapisi daha once yapilan XP’den
secilmistir. Solvatasyon modeli olarak VSGB ve alan kuvveti olarak OPLS4 tercih
edilerek gerceklestirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Baslangic Maddelerinin Sentezi

3.1.1. 6,7-Dimetoksikinazolin-4-ol (1)

OH

HsCO SN
|

HsCO N/)

Metil 2-amino-4,5-dimetoksibenzoat (2 g, 9,5 mmol) tizerine DMF (16 ml),
metanol (4 ml), formamid (1,6 ml) ve %25’lik NaOCHj3 (5,6 ml) eklenerek 130°C’de
10 saat kaynatildi. 10 saat sonunda reaksiyon sonlandirildi ve ¢dzelti iizerine Once
soguk su, ardindan nétrallesene kadar 1IN HCI c¢ozeltisi eklendi. Coken madde
stiziildii (Bridges ve ark., 1996 ve Furuta ve ark., 2006). Sonugta % 88 verimle 1,72 g
beyaz renkli iirlin elde edildi.

Erime noktasi: 293-295°C (295,5-297°C, Sun ve ark., 2018).

Kiitle m/z (ESI+): 207 [M+H] (%100) (Molekiil formiilii: C10H10N203).

IH-NMR (DMSO-dg) & ppm : 3,88 (s, 3H, 6-OCHs); 3,91 (s, 3H, 7-OCHs);
7.13 (s, 1H, H-8); 7,44 (s, 1H, H-5); 8,00 (s, 1H, H-2); 12,03 (brs, 1H).

NOESY (DMSO-dg) & ppm : [6-OCH3: H-5], [7-OCHs: H-8].
BC.NMR ve HSQC (DMSO-ds) & ppm : 160,05; 154,42; 148,52; 144,75;

143,84 (CH-2); 115,57; 107,92 (CH-8); 104,89 (CH-5); 55,89 (-OCHa); 55,66
(-OCHa).
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Cemre 2209 (2.30%) Cn (Cen 2, 80.00, Ht)
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Sekil 3.1. Bilesik 1’in Kiitle Spektrumu

§-7-dimathoxy-4-quinazolone

campla Bamo:
£-7-dimathoxy-4-quinazolona
Data Collaected on:
marouryd00-mercuryd00
Archive directory:
/home fvomr] fvnnreys fdata
gample dirsctory:
£-7-dimethoxy-4-quineselone 20161124 01
PidPila: PROTON_O1

Fulss Sequence: PROTON (slpul)
solvent: dmso
Data collected on: MWov 18 2016

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Oparator: wvmmrl

selax. delay 1.000 ses
Pulse 45.0 degroas

Acg. time 2.559 mec

width 5402.0 ==

8 zopatiticms

cBSEEVE  HI. 400.1758503 MEz
DAT2 PROCESSING

FT size 3274E

Total time 0 min 31 sec

SRESRREEAE BAN
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00 s00
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S |

Agilent Technologies
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Sekil 3.2. Bilesik 1’in "H-NMR Spektrumu

7

6 5 4

3

2

1

0

-1 ppm
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6-7-dimethoxy-4-quinazolone

Sample Name:
6-7-dimethoxy-4-quinazolone
Dpata collected on:
mercury400-mercury400
archive directory:
/home/vnmrl/vimrsys/data
sample directory:
£-7-dimethoxy-4-quinazolona_20161124_01
Fidrile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
solvent: dumso
Data collected on: Nov 26 2016

Temp. 25.0 € / 298.1 K
operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulsa 45.0 degrees

Acg. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

320 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243749 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536
Total time 55 min

"

Agilent Technologies

20

180 160 140 120

Sekil 3.3. Bilesik 1’in *C-NMR Spektrumu

6-7-dimethoxy-4-quinazolone

Sample Name:
6-7-dimethoxy-4-quinazolone
Data Collactad on:
mercury400-mercury400
Archive directory:

100

80

60

40

0 ppm

Agilent Tecinologies

g

/home /vomr1/vnmrsys/data
sample directory:

6-7-dimethoxy-4-quinazolone ididemm—
FidFile: gHSQC 01

Pulse Sequence: gHSQC
solvent: dmso
Data collected on: Nov 26 2016 —¥ .}

Temp. 25.0 C / 288.1 K
operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.150 sec
Width 6402.0 Hz 80
2D width 19115.9 Hz
% repetitions

2 x 128 increments
OBSERVE  H1, 400.17595%4 MHz 90
DECOUPLE C13, 100.6328828 MHz 2

Power 41 dB

on during acquisition

off during delay

GARP-1 modulated

DATR PROCESSING

causs apodization 0.06% sec
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.006 sec
PT size 2048 x 2048

Total time 43 min

100

110

120

130

140

150

o

§
§

Fi -]

Sekil 3.4. Bilesik 1’in HSQC Spektrumu

6.0
F2 (ppm)
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6-7-dimethoxy-4 -quinazolone

Sample Name:
6-7-dimethoxy-4-quinazolone

pata Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory: I I {
/home/vrmr1/vnmrsys/data

sample directory:
6-7-dimethoxy-4-quinazolone 20161124 01

FidFile: NOESY 01

Agilent Technologies

ol
s

~ (ppm

pulse Sequence: NOESY
solvent: dmso
Data collected on: Nov 26 2016

[

Temp. 25.0 ¢ / 298.1 K
operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec

Acq. time 0.150 sec

wWidth 3935.5 Hz

2D Width 3935.5 Hz

2 repetitions -
2 x 200 increments

OBSERVE Hl, 400.1759603 MHz j
DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.069 sec
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.047 sec
FT size 2048 x 2048

Total time 1 hr, 18 min

w

~ o n -

]
L b b b b b Do b b c i B

©

F2 (ppm)

Sekil 3.5. Bilesik 1’in NOESY Spektrumu

3.1.2. 4-Kloro-6,7-dimetoksikinazolin (2)

H,CO

HsCO N

6,7-Dimetoksikinazolin-4-ol (1) (1,8 g, 8,7 mmol) iizerine tiyonil kloriir (10
ml) ve DMF (0,2 ml) eklenerek 80°C’de 4 saat karistirildi. Reaksiyon bitiminde
rotavapor yardimiyla SOCI; ucuruldu. Elde edilen kati madde, potasyum karbonat
¢ozeltisi ile bazik hale getirildi. Siiziildii ve su ile yikandi (Boyer ve ark., 2009).
Ardindan madde kurutuldu ve toluen ile kristalizasyon yapildi. Sonugta % 70 verimle

1,36 g sarims1 renkli iiriin elde edildi.

Erime noktasi: 187-188°C (186-188°C, Tran ve ark., 2013).
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Kiitle m/z (ESI+): 225,3 [M+H] (%100); 227,3 [M+H+2] (%33) (Molekiil
formili: C]_ngNzOzCl).

'H-NMR (CDCl3) & ppm : 4,05 (s, 3H, -OCHs); 4,06 (s, 3H, -OCH3); 7,32 (s,
1H, H-5 veya H-8); 7,37 (s, 1H, H-5 veya H-8); 8,85 (s, 1H, H-2).

3C.NMR (CDCls) 8 ppm : 159,04; 156,76; 152,46; 151,43; 149,02; 119,54;
106,86; 102,64; 56,61 (-OCHs); 56,42 (-OCHs).

Cemre sample 574 (5.788) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1. Scan ES+ |
100 22I5.3 . T.DBGB%
235.0
™
i
|
ae_:
- i
2273 :
s . . |
224.1 ’
X |
223.5227.7 i
: |
222.8 228 8 |
| > 368.2 |
RN ... M35 5111 es19 7546 85378796 907 11083 12497 131'“-1; é
et . T ey S — e T 7 |

i ; HorptrTrt | et - |
L 200 300 400 5&]_0____500 700 SUO_____BQQ_I_]_OO{} 1100 1200 1300 |

Sekil 3.6. Bilesik 2’nin Kiitle Spektrumu
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4-Chloro-6-7-diMeoquinazoline-Base

Sample Name:
4-Chloro-6-7-diMeoquinazoline-Base
Data Collacted on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vimrsys/data
sample directory:
4-chloro-6-7-diMeoquinazol ine-pase_20170409_01
FidFile: PROTON 01

Agilent Technologies

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdell
Data collected on: Apr 9 2017

Temp. 25.0 C / 298.1
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 2.559 sec
width 6402.0 Hz
8 repetitions
OBSERVE H1l, 400.1740753 MHz
DATR PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min 31 sec

Sekil 3.7. Bilesik 2’nin 'H-NMR Spektrumu

4-chl 7.di 24

Sanple Mame:
1

- Agilent Technologies
7.1 5
Data Collected on:
mercuryd00-mercury400
Archive directory:
/bome/venrl/vonrays/data
Sample directory:

4-Chl 6-7-3iM: i 14

FicFile: CARBON_OL

_20170408_01

Pulse Sequence: CARBON {s2pul)
Solvent: cdclld
Data collected on: Apr § 2017

Teap. 25.0 € / 258.1 K
Cpezatos; vwaarl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
heq. time 1,550 sec )
Width 21141.6 He
1000 repotitions

ONSERVE €13, 100.6230513 Wiz

DECOVPLE H1. 400.1760547 Miiz
Powar 38 4B
centinuously on
WALTZ-16 modulated

DATA PROCRSSING
Line broadening 0.5 Hx

T size 65536

Total timo 44 min

e .ll{l .,

LI 2 L

e il

180 160 140 120 100 80 €0

T T T T T T

40 20 0 ppm

Sekil 3.8. Bilesik 2’nin *C-NMR Spektrumu
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3.1.3. 4-[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]benzonitril (3a)

HsCO

H,CO N

4-Kloro-6,7-dimetoksikinazolin (2) (200 mg, 0,89 mmol) 2-propanol igerisinde
¢ozildi. 4-aminobenzonitril (210 mg, 1,8 mmol) eklenerek 80°C’de karistirildi.
Reaksiyon, iTK ile (hekzan:etil asetat 1:1) solvan sistemi kullanilarak takip edildi.
Reaksiyon sonlandiginda solvani uguruldu. Elde edilen kati madde, potasyum
karbonat ¢ozeltisi ile bazik hale getirildi. Siiziildii ve su ile yikandi (Yang ve ark.,

2011). % 69 verimle 188 mg {iriin elde edildi.

Erime noktasi: >300°C

Kiitle m/z (ESI+): 307,2 [M+H] (%100) (Molekiil formiilii: C17H1aN4O5).

'H-NMR (DMSO-dg) & ppm : 3,95 (s, 3H, -OCH); 3,98 (s, 3H, -OCHs); 7,24
(s, 1H, H-8); 7,84 (d, 3H, J=8Hz, H-2,6’ ve H-5); 8,11 (d, 2H, J=8,8Hz, H-3,5");
8,58 (s, 1H, H-2); 9,79 (s, 1H, -NH).

BC-NMR (DMSO-ds) & ppm : 155,67; 154,63; 152,31; 149,20; 147,34;

144,15; 132,71; 121,14; 119,21; 109,21; 107,17; 104,12; 101,76; 56,23 (-OCHy);
55,85 (-OCHs).
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Cemre-306 394 (3.973) Cn (Cen.2, 80.00, HY)
100- 307.2

a08.4

%

305.6)

305.2.
309.0
"

308.3
-

304.8

3042 1309.9
126.0 303,

1: Scan ES+
1.34e8

. 112 7
[ 1504 T W18 8200 e1a1 7426 5225200 10040 qogpp 1155912017 13792 4408

(VR T RN RIIPI | (TR
200 300 400 500 600 700

8OO

Sekil 3.9. Bilesik 3a’nin Kiitle Spektrumu

Cenre-4-CH-andline

Eample Hame:
Coxra-4-CH-anilina
Data Collected ang
nereuryd8t-norzuryd 50
Arthive direstosys
fhowe fonrl fnceys fdata
Sanple direciorys
Cexra-4=CH-2niline_20170704_01
Pidpile: FROTON 03

Pulse Sequence: PROTON [=2pul)
Solvant: diso
Data collected ome Jul 4 2017

Temp. 37.0 C f 310.1 K
Aperatori veRrl

Bolme, delay 1.000 ses
Puloe 45.0 degrocs

Aog. time I.55% mec

Widkh 6402.0 Bz

§ repetitions

OBSERVE  EH1, 400.1755G62 MEz
DATA PROCIEEING

FT size 317EE

Total time O mia 31 ées

__ 800

T T T ¥ Ty ) T
1000 1100 1200 1300 1400

)"-}\ Agilent Technologies

Sekil 3.10. Bilesik 3a’nin *H-NMR Spektrumu

4 3 2 1 o -1 ppm
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Cenra-4-C¥-aniline

Sample Wame;
Camra-4-CH-aniling

i
Fidrile; rent

Pulas Sequence: CARROM (aZpul)
Solvent; dmso
Data ¢ollested en; Oet 24 2017

Temp, 37.0 € / 30,1 K
Operatori vomrl

Relax, delay 1,000 sec
Pulge 45.0 dagrees
Acg, time 1.
Wideh 211
1152 repotiticns
DBSERVE C£13, 100.6243181% itz
DECOURLE  H1, 4001773588 iz
Power 3G dBb

sontinuously on
WALTZ-16 medulated
DATA PEOCEZAING

Line broadening 0.5 Hz
FT siza S5536

Total time 2 hr, 34 min

.; Agilent Technalogies

|

T T
hE:11) 160

140

T T T T
120 100 &0 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.11. Bilesik 3a’nin *C-NMR Spektrumu

3.1.4. 3-[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]benzonitril (3b)

CN

HN

H,CO Sy
|

H,CO N/)

4-Kloro-6,7-dimetoksikinazolin (2) (200 mg, 0,89 mmol) 2-propanol igerisinde

¢oziildi. 3-aminobenzonitril (105 mg, 0,89 mmol) eklenerek 80°C’de karistirildu.

Reaksiyon, ITK ile (hekzan:etil asetat 1:1) solvan sistemi kullanilarak takip edildi.

Reaksiyon sonlandiginda solvami uguruldu. Elde edilen kati madde, potasyum

karbonat ¢ozeltisi ile bazik hale getirildi. Siizlildii ve su ile yikandi. % 78 verimle

213 mg tirlin elde edildi.

Erime noktasi: 283-285°C
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Kiitle m/z (ESI+): 307,4 [M+H] (%2100) (Molekiil formiilii: C17H14N405).

'H-NMR (DMSO-dg) 8 ppm : 3,93 (s, 3H, 7-OCHs); 3,96 (s, 3H, 6-OCHs);
7,19 (s, 1H, H-8); 7,52 (d, 1H, J=7,6Hz, H-4’ veya H-6"); 7,58 (t, 1H, J=8Hz, H-5");
7,78 (s, 1H, H-5): 8,13 (d, 1H, J=9,2Hz, H-4" veya H-6"); 8,35 (t, 1H, J=1,6Hz,
H-2"); 8,53 (s, 1H, H-2); 9,62 (s, 1H, -NH).

COSY (DMSO-dg) 6 ppm : [H-5" : H-4"], [H-5 : H-67].
NOESY (DMSO-dg) & ppm : [H-5 : -NH], [H-5 : 6-OCHg], [H-8 : 7-OCHj].

BBC.NMR ve HSQC (DMSO-ds) 8 ppm : 155,86; 154,44; 152,49 (CH-2);
149,06; 147,15; 140,53; 129,79 (CH-5"); 126,29; 126,17; 124,43 (CH-2); 118,87;
111,22; 108,87; 107,19 (CH-8); 101,59 (CH-5); 56,19 (-OCHs); 55,81 (-OCHy).

_—
CA-16 338 (3.408) Cn (Cen,2, 80.00, H) ' 1: Scan ES+
100 307.4 1.03e8

308.4
|
i
125.9 309.5
ol d 167.2150 L 307 5928 sses 358511 7297 8430025.40432%73 10195 4151 1199.3
: . - ; 5365 63586511 7. 5. 1121.8
100 200 300 400 500 600 700 ' 800 900 1000 1100

Sekil 3.12. Bilesik 3b’nin Kiitle Spektrumu
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CA-16_3cN

sample Hame:
CA-16_3cN

Data Collected om:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vomrsys/data

Sample directory:
CA-16_3CN 20180411 01

PidFile: PROTON 01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
solvent: dmso
Data collected on: Apr 11 2018

Temp. 25.0 ¢ / 298.1 K
operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sac

Width £402.0 Hz

repetitions

OBSERVE HL, 400.1759692 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

Agilent Technologies

Sekil 3.13. Bilesik 3b’nin *H-NMR Spektrumu

CA-16_3CN

Sample Name:
CA-16_3CN

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmr1/vnmrsys/data

sample directory:
CA-16_3CN_20180411 01

FidFile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 11 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

width 21141.6 Hz

1000 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243762 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT size 65536

Total time 44 min

’1 | )

Agilent Technologies

LI L

180 160 140 120 100

Sekil 3.14. Bilesik 3b’nin **C-NMR Spektrumu

80

60

40

20 0 ppm
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CA-16_3CN
Data Collected on:

mercury400-mercury400
Archive directory:

/home /vnmr1/vomrsys/data
sample directory:

CR-16_3CN_20180411 01
FidFile: gcosY 01

Pulse Sequence: gCOSY
solvent: dmso
Data collected on: Apr 11 2018

Temp. 25.0 ¢ / 298.1 K
operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.150 sec

width  4214.1 Hz

2D Width 4214.1 Hz

4 repetitions

128 increments

OBSERVE H1, 400.1759692 MHz
DATRA PROCESSING

5q. sine bell 0.075 sec

F1l DATA PROCESSING

sq. sine bell 0.030 sec

FT size 2048 x 2048

Total time 11 min

Sekil 3.15. Bilesik 3b’nin COSY Spektrumu

ca-16_3cN

Sample Wame:
CR-16_3CN
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vnmr1/vomrsys/data
sample directory:
CR-16_3CN_20180411 01
FidFile: NOESY 01

pulse Sequence: NOESY ]
solvent: dmso
Data collected on: Apr 11 2018

Temp. 25.0 ¢ / 298.1 K
operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.150 sec

Width  4214.1 Hz

2D Width 4214.1 Hz

8 repetitions

2 x 128 increments

OBSERVE H1l, 400.1759692 MHz
DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.069 sec
Pl DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.018 sec
FT size 2048 x 2048

Total time 50 min

|

Sekil 3.16. Bilesik 3b’nin NOESY Spektrumu

Agilent Tdchnologies

8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2
F2 (ppm)

Agilent Technologies

m O )
1 ]
. C :
10—
e L e e s e s e
9 8 7 6 5 4 3
F2 (ppm)
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CA-16_3CN

sanple Name: ~%i Agilent Technologies
CA-16_3cH :

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory: { ‘“ “ L

/home/vrmr1/vnnrsys/data
sample directory:

CA-16_3CN_20180411 01
FidFile: gHSQC_01 F1

(PPmE

Pulse Sequence: gHSQC

Solvent: dmso

Data collected on: Apr 11 2018 ]
207
Temp. 25.0 € / 298.1 K 4
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec 40
Acg. time 0.150 sec 3
Width  6402.0 Hz E

2D Width 17105.0 Ez E ’v

4 repetitions 60—

2 x 128 increments B
OBSERVE ~ H1, 400.1759693 MHz 3
DECOUPLE €13, 100.§318760 MHz 3

Power 45 dB 803

on during acquisition E

off during delay

GRRP-1 modulated 3
DRTR PROCESSING j

Gauss apodization 0.069 sec 100 E .

F1l DATA PROCESSING | L

Gauss apedization 0.007 sec
FT size 2048 x 2048 E
Total time 23 min 120

140

L B O L L O O L L L L R R A R SRR
14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 o -1

Sekil 3.17. Bilesik 3b’nin HSQC Spektrumu

3.1.5. 4-[[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]metil]benzonitril (3c)

HN/\©\
HsCO
3C SN CN

H5CO N

Ticari olarak satin alinmis 4-(aminometil)benzonitril hidrokloriir maddesi
oncelikle potasyum karbonat ¢ozeltisiyle karistirilarak bazik hale getirildi. Ardindan
¢Ozeltinin suyu ucuruldu ve madde, etanol ilavesiyle ¢oziildii. Cozelti siiziildii ve

sliziintli ugurularak 4-(aminometil)benzonitril elde edildi.

4-Kloro-6,7-dimetoksikinazolin ~ (2) (583 mg, 2,6 mmol) ve
4-(aminometil)benzonitril (344 mg, 2,6 mmol) asetonitril (12 ml) igerisinde 80°C’de
karistirild1. Reaksiyon, ITK ile CH,Cl, : MeOH (10:0,4) solvan sistemi kullanilarak
takip edildi. Solvani uguruldu ve elde edilen kati madde, potasyum karbonat ¢ozeltisi
ile bazik hale getirildi. Siiziildii ve su ile yikandi. CH,Cl, : MeOH (10:0,4) solvan
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sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi. % 39 verimle 324 mg iiriin
elde edildi.

Erime noktasi: 117-120°C

Kiitle m/z (ESI+): 321,3 [M+H] (%100) (Molekiil formiilii: C1gH16N405).

'H-NMR (DMSO-dg) 6 ppm : 3,90 (s, 6H, -OCH3 x2); 4,85 (d, 2H, J=6Hz,
-CH,); 7,12 (s, 1H, H-8); 7,54 (d, 2H, J=8,4Hz, H-2°,6"); 7,67 (s, 1H, H-5); 7,78 (d,
2H, J=8,4Hz, H-3",57); 8,30 (s, 1H, H-2); 8,57 (t, 1H, J=6Hz, -NH).

COSY (DMSO-dg) 6 ppm : [H-2°,6" : H-37,57].

ROESY (DMSO-dg) 6 ppm : [-CH; : H-2°,6°], [H-5 : -NH].

BC.NMR, HSQC ve HMBC (DMSO-dg) 6 ppm : 158,10 (C-4); 153,88 (C-6
veya C-7); 153,29 (CH-2); 148,44 (C-6 veya C-7); 146,07 (C-8a); 145,90 (C-1");

132,16 (CH-3",5"); 127,91 (CH-2",6"); 118,82 (-CN); 109,37 (C-4"); 108,37 (C-4a);
107,03 (CH-8); 101,81 (CH-5); 55,94 (-OCHj); 55,64 (-OCH3); 43,23 (-CH,).
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Aminomethyl-CN-quinazolin 374 (3.771) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
321.3
‘EDG—l

322.3

320.0
322.9

323.3
323.9

319.7

319.3
318.3.
317.8

125.5

214.7 4245

489.6 537.4 559.2 576.0

B632.7

B87.7 7595 8199

1: Scan ES+
1.34e8

9845
m/z

870.3 916.5
T

300

L
[ PR

500

200 400

600

Sekil 3.18. Bilesik 3c’nin Kiitle Spektrumu

aminc¥e_CN_quinazolin-DMsd

Sample Nane:
ZminoMe_CH_quinazolin-DMSO
Data Collactad omt:
mezrcury100-mercurydoo
Archive directory:
/home femmed fvanzsys/date
Sample directory:
RninoMe_CN_quinazolin-DMSO 20170505 01
FidFile: PROTON 01

Pulse Seguanca: PROTON (c2pul)
Solvent: dmso
Data collected ont Jun 6 2017

Temp. 34.0 C / 307.1 K
Operator: vmorl

Relax, delay 1.000 mec
Pulse 45.0 degrees

Req. time 2.559 sec

Width €402.0 Hz

16 repotitions

OBSERVE B, 400,1759670 MHz
DATA PROCESSING

FT aize 32753

Total time 1 min 0 sec

il

J!

_700

1000

800 900

Agilent Technologies

2

. |

L\

oot 51 (R R R e e o [ e

S b [ ot i

PSR B R o i e e | T
13 12 11 10 9 B 7

Sekil 3.19. Bilesik 3c’nin *H-NMR Spektrumu

T

6

5

2o L o e oy e P

4

e

3 2 1 0 =1 ppm
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Aoincis_CH_guinazalin-OMIO

Sanple Hama:
AmineMa CH_quinazolin-TRIEQ
Data Collocted onr
merzuzy100-mercury400
archive direstorys
#home/ermr] frmmraye /daks
Sample direckeosy:
nminoMe_tN_quinazolin-TMS0_20170605_01
Fidriler CARDON_01

Puloe Soquance! CARBON (slpull
Solventr dose

Data colleoted an: Jun 6 2017

Tamp. 34.0 € f 307.1 K
cperator: vomrl

Aelax. delay 1.000 mac
Fulea 45.0 degreas

Acg. tina 1,550 aes

width 21141.6 Hs

5000 repetitions

CRSERVE C13, 100.5243826 MEz
TECOOPLE N1, 400.1775555 Mz
Powar 33 4B

santinucusly oo

WALTZ-15 modulated

DATA PROCESEING

Lina broadening 0.5 Hz
FT piza 5536
Total time 3 br, 4¢ =in

Agilent Technalogies

L

180 160 140 1z0

L e B B

100 &0 60 40

Sekil 3.20. Bilesik 3¢’nin *C-NMR Spektrumu

Amincua_cH_quinazolineIMS0

Sample Nawe: ‘
AmineMe_CN_quinazolin-oME0

Data Collected oa:
mercurytil-percury4nn

archive directory: .l I
/romo/vomrl fvnmrays fdata

LI e e e

20 0 ppm

Agilent Technologies

J

Sample direckary:

Aminoke CN_quinazolin-OHSO_20170E06_01 ]
FidFile: goosT_Dl F1
n — tppmy] @ o
s Sequencer GOOSY 5.0
Solvents dmec LE ST
DPALA COLleCcLed oni Jun & 2017 -
Tep. 34.0 C f 307.1 K 5.5"
Cperater: vnmrl :
Belax. dolay 1,000 ses

AS. CIMO 0.150 Eeg 6.0

wideh 4210.5 Hz ] 1

2D Width 4210.5 ¥z ] |

4 reperitions
128 incramenta 6.5
CBSERVE  ¥1, 400.1759761 Wiz 7]
DATR PROCESSING ]
2q. sine ball 0.075 mec i
¥1 BATA PROCESEING 4 7.05
Sq. sine bell 0,030 sec ] [
FT Rize 2043 x 2048 ]
Total tize 11 min 3
7.5
)
-} b
{ 8.07]
1 ] a
—_— ] ] a
I I B O LRI B L L
B.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0
F2 (ppm}

Sekil 3.21. Bilesik 3c’nin COSY Spektrumu
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AincMe CN_quinazolin-OMSO
Sample N \ Agilent Technologies
ample Neme:
AninoNa CH_gquinazolin-DNao
Daka Collected on:
mercury400-marcury400
Archive directory: l |
Mhowa/vaerl fvazroys/data e
Sampla diractory: — -
Anioctie_CN_quinazolin-D¥SO_20170506 01
FidFile: ROESY_01

il
s

(ppm):

Pulpe Sequence: RORSY
Solvent: émao
Data collected om: Jun 7 2017

E '“
Taeep. 34.0 C / 307.1 K [

=Y

La:

Operater: ynarl

| R )

Relax. delay 1.000 sac
Acq. tima 0.150 sac ——  — T O
wWidth 4205.2 Hz

2D wideh 4205.2 A=

8 repetitiona

2 x 128 incramenta

CBSERVE  H1, 400.1759761 Mtz
TATA PROCESIING

Gause apodization 0,063 ses
Fl DATA PROCE3SING

Qausa apedization 0,018 eec
FT ocize 2048 x 2048

Total time 50 ain

S

|
|

|

Sekil 3.22. Bilesik 3c’nin ROESY Spektrumu

2ninoa_CH_guinaselin-GHEs

Aminoba_UR_quisazelin-DHEG
Data Collactad om:
TerourydCo-marcuryd tl

Archive dirsctosy: _,IJL J-
Ahama fvenel fvooraya fdasn EE—

Zample directory: . —
Amincbla_CH_guinazolin-DHEQ_20170606_01 - H

PidFile: gRSQE_01

Sampla Wana: |

Tulse Saquanca: gESQC
Solvent: dosc
pata ¢ellected cn: Jum & 2017 a

Tamp. 34.0 C J 307.1 E T 1
Cperator: vomrl g0

Ralax. delay 1.000 sac ]
Azq. time 0.150 amec E 70—
wideh  §402.0 W= 1
2@ Width 1T7105.0 Hz
3 repetitiana B0
2 % 200 lncresents 3

OZEERVE H1, #400.1753530 MHZ . .

TECOUFLE <13, 1046318760 Miz 1 907
Fownz 41 4B E ] B
on during acquinitien . _
off during delay — 4 10 -
GARE-1 modulared

DATA PREDOCESSING
davcs apodizatiom 0.0G3 mec

Pl DATA PROCESSING
Grups apadization 0,011 fec

FT sizae 2048 x 2048

Total kime 1 hz, 8 min o 3

Sekil 3.23. Bilesik 3c’nin HSQC Spektrumu
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rndncie_CH_guinazolin-DHSO oy
i Agi
e o ‘ 4 Agilent Technolbgies
AmincHe CH_quinazclin-DHAo | )
Data Collaoctad aat ]
meroury400-marouryd 00 {
nochive dizescory | | ]
Mhemavairel Mmeayadata
Bample dirackery: § S — —
Animoba_CN in-OpE0_ 20170504 41 i -
Fidrila: gmeEco 01 1 F2 1
Fulsa Gaquencer mome | 5Pph
Solvent: dmac A ]
TFata oolleated omi dun 6 3017 ———————— :
AR
Temp. 34.9 © F 107.1 B _:I | 0— - -
‘_ 3 . E - —
Cporator: vamc 3 4.0 g -
Relax. delay L.000 aac |
Rheq. tiwe 0,150 mec 4.5
width 6402.0 Hz ]
ID Width 24147.31 Hz _— 1e L] - -
& ropatitions 5.0
2 x 256 increments 1
OESERVR L, 400_1TEDEEE MMz u
DATA PROCESETHG 5.5
Bg. aine ball 0.075 gec 7
71 DATA FROCES3ING | =
Hauss apodization 0.910 eeo L 8.0 B
¥T size 2048 x 2048 4
Total time L heo 30 min £ .5
i 7.0 e - -
1
i
e — 7, 5] N ® e
[ —————— Jo & aa
_— ] E]
J 2.0
- 6
__=J1 859,
-[';|||||..||||||.|.||.|||"|:'|;|||||:||::|"'—|_|—|—. T L L e e

180 150 140 130 120 110 100 50 80 70 &0 50 40

F1 (ppm)

Sekil 3.24. Bilesik 3c’nin HMBC Spektrumu

3.2. 4,5, 6 Kodlu Sonuc Bilesiklerinin Sentez Yontemi

3.2.1. 6,7-Dimetoksi-N-(2,3,4-triklorofenil)kinazolin-4-amin (4)

Cl
Cl Cl

H,CO
HsCO N

4-Kloro-6,7-dimetoksikinazolin (2) (225 mg, 1 mmol) 2,3,4-trikloroanilin (196

mg, 1 mmol) 2-propanol (5 ml) igerisinde 80°C’de karistirildi. Reaksiyon

sonlandiginda ¢ozelti siiziildii ve potasyum karbonat ¢6zeltisi ile karistirilip siiziildii.

Diklorometan ile kristallendirildi. % 47 verimle 180 mg iiriin elde edildi.
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Erime noktasi: 253-255°C

Elementel Analiz: C15H1,CI5N30O,
Hesaplanan : %C: 49,96 %H: 3,14 %N: 10,92
Bulunan :%C: 49,65 %H: 3,13 %N: 10,90

Kiitle m/z (ESI+): 384,3 [M+H] (%100); 386,4 [M+H+2] (%98); 388,3
[M+H+4] (%33); 390,1 [M+H+6] (%4).

'H-NMR (CDCls) & ppm : 4,04 (s, 3H, 7-OCHs); 4,05 (s, 3H, 6-OCHj3); 7,02
(s, 1H, H-5); 7,28 (s, 1H, H-8); 7,45 (d, 1H, J=9,2Hz, fenil protonu); 7,72 (brs, 1H,

-NH); 8,69-8,71 (m, 2H, H-2 ve fenil protonu).

NOESY (CDCls) & ppm : [H-5 : -NH], [6-OCHs : H-5], [7-OCHs : H-8].

BBC-NMR (CDCls) & ppm : 155,21; 155,20; 153,02; 150,14; 147,82; 135,72;
131,34; 128,41; 127,41; 123,16; 120,31; 109,47; 108,14; 98,39; 56,33 (-OCHs3);
56,22 (-OCHs).
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r
CO07 484 (4.880) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

1DD~‘

384.3
~

383.5]

%

388.3

167.1

413.1 4905

515.4 5525

609.6 o731 68477027 7500

PRRTTNR ST H‘-H Jlf.nllu.;l_. Dl bosgtosst stz

1: Scan ES+
2.76e7
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Sekil 3.25. Bilesik 4’iin Kiitle Spektrumu

A-07

184ilgpt Technologies
Ch-A7T
Data Cellisked ea:
awreary 09-neroaryd 00
archive direotory:
Fhega fermel frams eyn /date
Sample directoryi
CR-0T_20170422_01
PidlFilaz FROTGH_O1

Fulse Sequence: TROTON (aZpel)
Balvank: edall
Tate sellected omi Apr 32 2017

Tanp. 30.0 € F 303.1 K
fperatec: wmmrl

Relax, delay L.000 aac
Tuloe 45.0 degseas

heg, bime 2.%5% poo

Width 640Z.0 Br

B repeiiiloas

CHSERWE KL, 900,1730753 MEs
DATA FROCIZEING |
FT siza 3276R

Tokal tima @ min 31 Eoc

L L s i p ST
3.8 8.4

8.0 7.8 T

I NI

A TEH RUSU S
.2 ppm

[

"

Ll

11

[T
1c % 8 T 3

Sekil 3.26. Bilesik 4’tin *H-NMR Spektrumu
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CR-07

Sample Nanot
CA-07
Data Collecsed on:
sareurydD0-nereuzyd00
Rrchiva direscory:
fhome/vemrl fynnraya/data
Sample directory:
CR-07_20170422_01
PidPiler CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON {s2pul}
Solvent: cdell
Data collected omi Apr 22 2017

Temp, 30.0 € / 303.1 X
Cparator: vnarl

Relax. delay 1.000 sec
Pulae 45.0 dugze
heq, time 1.550 nec

Width 21141.6 Bz

1512 rapatitions

CBSERVE €13, 100,6218513 Mz
DECOUPLE ML, 400.1760547 Milz
Powar & dB

contiouously oo

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESEING

Line broadening 0.5 Hx

PT ciza £5535

Total time 1 hr, & min

L:|l

o

Agilent Technologies

[T LI B e

160 140

L

180 120

Sekil 3.27. Bilesik 4*iin “*C-NMR Spektrumu

Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
sample directory:
CA-07_20170422_01
FidFile: NOESY 01

|V

Pulse Sequence: NOESY
Solvent: cdel3
Data collected on: Apr 22 2017

Temp. 30.0 C / 303.1 K
Operator: vomel

Relax. delay 1.000 sec

Aeq. time 0.150 sec

Width  4344.0 Hz

20 Width 4344.0 EHz

8 repetitions

2 x 128 increments

OBSERVE  H1, 400.1740753 MHz
DATA PROCESSING
Gauss apodization
F1 DATA PROCESSING
Gauss apodization 0.018 sec
FT size 2048 x 2048

Total time 50 min

0.069 sec

Sekil 3.28. Bilesik 4’iin NOESY Spektrumu

L e

T

100
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60

mea |

LIS L L L e
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3.2.2. N-(2-Kloropiridin-3-il)-6,7-dimetoksikinazolin-4-amin (5)

Cl N
I AN
HN™ N
HsCO Sy
HsCO N/)

4-Kloro-6,7-dimetoksikinazolin  (2) (187 mg, 0,83 mmol) 3-amino-2-
Kloropiridin (107 mg, 0,83 mmol) 2-propanol (5 ml) igerisinde 80°C’de karistirildi.
Reaksiyon sonlandiginda ¢ozelti siiziildii ve potasyum karbonat ¢ozeltisi ile
karistirtlip stiziildi. Hekzan ve etil asetat ile kristallendirildi. % 72 verimle 190 mg

uriin elde edildi.

Erime noktasi: 218-220°C

Elementel Analiz: C15sH13CIN4O,
Hesaplanan : %C: 56,87 %H: 4,13 %N: 17,68
Bulunan  :%C: 56,65 %H: 4,32 %N: 17,38

Kiitle m/z (ES1+): 317,4 [M+H] (%100); 319,4 [M+H+2] (%33).

'H-NMR (CDCls) & ppm : 4,03 (s, 3H, 7-OCHs); 4,05 (s, 3H, 6-OCHs); 7,01
(s, 1H, H-5); 7,27 (s, 1H, H-8); 7,32 (g, 1H, H-5°); 7,77 (brs, 1H, -NH): 8,09 (dd, 1H,
J=4&1,2Hz, H-4> veya H-6"); 8,71 (s, 1H, H-2); 9,18 (dd, 1H, J=8&1,6Hz, H-4’
veya H-6).

COSY (CDCl3) 6 ppm : [H-5" : H-4’], [H-5" : H-6"].

NOESY (CDCls) & ppm : [H-5 : -NH], [6-OCHs : H-5], [7-OCHs : H-8].
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3C-NMR ve HSQC (CDCls) 6 ppm : 155,18; 152,88; 150,14; 147,73; 142,62
(CH-4’ veya CH-6"); 140,20; 132,90; 129,11 (CH-4> veya CH-6"); 123,33 (CH-5");
109,47; 108,09 (CH-8); 98,28 (CH-5); 56,34 (-OCHj); 56,18 (-OCH3).

|CA-11 342 (3.448) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
| 100- 317.4

%

319.4

126.0

320.5

3216 . 454867

306.5
-

565.9
/ T

651.8 8

85.8 ° 7902 8456 8736 gsg 1

1 1066.9.1091.9 1193.7
miz

1: Scan ES+ |
2.47e7

500

e

1442
¢, 2152
il L

100 200

300 400

8

00

900

000

1100

Sekil 3.29. Bilesik 5’in Kiitle Spektrumu

cA-11

Sample Name:
ca-11
pata cellscted on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vomrsys/data
sample directory:
CA-11 20171130 01
FidFile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
solvent: cdcll
Data collected on: Nov 30 2017

Temp. 25.0 € / 298.1 K
operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degraes

Req. time 2.559 sac

width §402.0 Hz

rapatitions

OBSERVE  H1, 400.1740753 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

J_J_LUU

ad

"

‘i Agilent Technologies

13 12 11 10 9 8 7

Sekil 3.30. Bilesik 5’in "H-NMR Spektrumu
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Ca-11

Sampla Name:
Cr-11

Data Collected om:
mereuryd0i-mercuryd 00

Archive directory:
/home/vnmrl/vrarsys/data

Sample directory:
CA-11_20171130_01

FidFile: cuzrent

Pulse Sequence: CAREON (s2pul)
Solvent: cdeld

Data collected om: Nov 30 2017

Tomp. 25.0 C / 288.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degraes

Acg. bime 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

1984 repetitions

OBSERVE C13, 100.6238513 MHz
DECOUPLE H1, 400.1760547 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 1 hr, 50 min

N |

- Agilent Technologies

o
L L e e 5 e L B B L B B B
180 160 140 120 100 80 §0 40 20 0 ppm
. . . N 13
Sekil 3.31. Bilesik 5’in “"C-NMR Spektrumu
Ch-11
sample Name: | Agilent Technologies
CA-11
Data Collected on:
mercury400-mercury400 n '
Archive directory: | J“ [ V,“. .,‘
/home /vnmrl/vomrsys/data i o
sample directory:
cA-11 20171130 01
Fidrile: gcosy 01 F2
Pulse Seguence: gCOSY (ppm @
solvent: cdcl3
Data collected on: Nov 30 2017 7.0 .
Temp. 25.0 C / 298.1 K 7.2
operator: vmmrl B g
Relax. delay 1.000 sec 7.4 u
Acg. time 0.150 sec °
width  4510.6 Hz 7.6
2D Width 4510.6 Hz
4 repstitions
126 increments 7.8
OBSERVE H1, 400.1740663 MHz
DATA PROCESSING 8.0
sq. sine bell 0.075 sec —— -
Fl DATA PROCESSING n n
5g. sine bell 0.028 sec 8.2
FT size 2048 x 20
Total time 11 min 8.4
8.6
8.8 .
9.0
9.2 =] =]
9.45
LU st L UL ML) L e ) W e Lt M W ) U e e
9.2 8.8 8.4 8.0 7.6 7.2 6.8
Fl (ppm)

Sekil 3.32. Bilesik 5’in COSY Spektrumu
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Agilent Technologies

pata collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vmrl/vomrsys/data
sample directory:
CA-11 20171130 01
Fidrile: gHSQC 01 4

Pulse Sequence: gHSQC
solvent: cdcl3
Data collected on: Dec 1 2017

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vmmrl

relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.150 sec

width  6402.0 Hz

2D Width 18111.8 Hz

16 repstitions

2 x 96 increments

OBSERVE H1, 400.1740753 mMEz
DECOUPLE C13, 100.6319017 MHz
Power 45 dB

on during acquisition

off during delay

GARP-1 modulated

DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.069 sec -
F1 DATAR PROCESSING

Gauss apodization 0.005 sec
FT slze 2048 x 2048

Total time 1 hr, 4 min

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

F2 (ppm)

Sekil 3.33. Bilesik 5’in HSQC Spektrumu

CAR-11
Sample Name: Agilent Technologies
CA-11
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmr1/vomrsys/data
sample directory:
CR-11_20171130_01
FidFile: NOESY 01

ry
i

vl
@

Pulse Sequence: HOESY (ppm)y

solvent: cdcl3 ¢
Data collected on: Dec 1 2017 1 .
Temp. 25.0 € / 298.1 K P 0 s

operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.150 sec 3
Width  4510.6 Hz

2D width 4510.€ Hz

8 repetitions

2 x 128 increments

OBSERVE H1l, 400.1740668 MHZ
DATR PROCESSING

causs apodization 0.069 sec 5
Fl1 DATA PROCESSING

causs apedization 0.018 sec
FT size 2048 x 2048

Total time 50 min €

i

'S
e b e i b b b s

o l

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

F2 (ppm)

Sekil 3.34. Bilesik 5’in NOESY Spektrumu
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3.2.3. N-[4-Floro-3-(triflorometil)fenil]-6,7-dimetoksikinazolin-4-amin (6)

CF3
@F
HN
H3CO SN
) HCI
~
H4CO N

4-Kloro-6,7-dimetoksikinazolin (2) (190 mg, 0,85 mmol) ve 4-floro-3-
(triflorometil)anilin (152 mg, 0,85 mmol) 2-propanol (5 ml) igerisinde 80°C’de
karistirildi. Reaksiyon sonlandiginda ¢ozelti siiziildii ve potasyum karbonat ¢ozeltisi
ile karistirilip siiziildii. Etanol ile kristallendirildi. Etanol iginde HCI gaz1 gegirilerek
HCI tuzu haline getirildi. % 73 verimle 250 mg {iriin elde edildi.

Erime noktasi: 285°C

Elementel Analiz: C17H13F4N3O, . HCI
Hesaplanan : %C: 50,57 %H: 3,49 %N: 10,40
Bulunan 1 %0C: 50,49 %H: 3,70 %N: 10,38

Kiitle m/z (ESI+): 368,3 [M+H] (%100).

'H-NMR (DMSO-dg) 8 ppm : 3,42 (brs, HCI); 3,98 (s, 3H, 7-OCHs); 4,03 (s,
3H, 6-OCHj3); 7,37 (s, 1H, H-8); 7,63 (t, 1H, J=9,6Hz, H-6"); 8,14-8,18 (m, 1H,
H-5°); 8,22 (dd, 1H, J=6,4&2,4Hz, H-2"); 8,48 (s, 1H, H-5); 8,88 (s, 1H, H-2); 11,89
(s, 1H, -NH).

'H-NMR (DMSO-dg + D,O) & ppm : 3,97 (s, 3H, -OCHs); 3,99 (s, 3H,

-OCH3); 7,16 (s, 1H, H-8); 7,50 (t, 1H, J=9,6Hz, H-6"); 7,95 (s, 1H, H-5); 7,97-7,99
(m, 1H); 8,01 (m, 1H); 8,71 (s, 1H, H-2).
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COSY (DMSO-dg) 6 ppm : [H-5 : H-6"].

NOESY (DMSO-ds) & ppm : [H-5 : -NH], [6-OCH3: H-5], [7-OCHs: H-8].

CAO6 457 (4.608) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Sean ES+

100 368.3 | 9.87e7
367.7,
a“a_
359.0
359.3
e
366.5[369.9
126.1 N
366.2/370.3
N - .
1282.3 '
2152 38501 3711 476 8 407.0556 8 673.3 1117.61143.2 1318.4
DI"Ll'l"l‘j‘wliu f S BAASE RNy - t Hpptrlnpn g T T T T et U bt Y2
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300

Sekil 3.35. Bilesik 6°’nin Kiitle Spektrumu
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CA06

sample Name: - Agilent Technologies
CAO6

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

sample directory:
CA06_20170430_01

FidPile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
solvent: dmso
Data collected on: Apr 30 2017

Temp. 35.0 C / 308.1 K
oOperator: vmmrl

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

PT size 32768
Total time 0 min 31 sec

Sekil 3.36. Bilesik 6’nin *H-NMR Spektrumu

CA-06_D20

Agilent Technologies

Sample Name:
CA-06_D20

pata collected om:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmr1/vomrsys/data

Sample directory:
CR-06_D20_20210712_01

FidFile: PROTON 02

Pulse sequence: PROTON (s2pul
Solvent: dmso
Data collected om: Jul 12 2021

Temp. 35.0  / 308.1 K
operator: vrmrl

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
DATR PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 mim 31 sec

JI\. J A

Sekil 3.37. Bilesik 6’nin *H-NMR (DMSO-ds + D,0) Spektrumu
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CROE

Sample Name:
CRO&
pata collected on:
mercury400-mercury400
Archive diractory:
/home/vimrl/vomrsys/data
sample directory:

Agilent Technologies

8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2

8.4

F2 (ppm)

+ Agilent Technologies

CAOE_ 20170430 01
FidFile: gCOSY 01
Pulse Sequence: gCOSY ]
Solvent: dmso |
Data collected on: Jul 12 2021 7.3
Temp. 35.0 C / 308.1 K 7.4
Operator: vomrl |
Relax. delay 1.000 sec 7. 57:
Acq. time 0.150 sec |
width  5614.0 Hz 7.6
2D Width 5814.0 Hz E
single scan 7.7
128 increments B
OBSERVE  H1, 400.1759745 MHz 7.8
DATA PROCESSINC * .
8q. sine bell 0.075 sec B
F1 DATA PROCESSING 7.9
5q. sine bell 0.022 sec B
FT size 2048 x 2048 8.0
Total time 4 min 13 sec B
8.1
8.2
8.3
8.4
8.5
. . . 5
Sekil 3.38. Bilesik 6’nin COSY Spektrumu
CAO6
Sample Name:
ca0é
pata collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vomrl/vomrsys/data
sample directory:
CAOE 20170430 01 |
FidFile: NOESY 01 F1 -
Pulse Sequence: NOESY (pr ):
solvent: dmso 4—
Data collected on: Jul 12 2021 |
Temp. 35.0 C / 308.1 K 5
Operator: vomrl -
Relax. delay 1.000 sec ]
Acq. time 0.150 sac 67
width 5214.0 Hz |
2D width 5814.0 Hz -
repatitions b
2 x 200 increments 7f
OBSERVE H1l, 400.1759761 MHz —
DATR PROCESSING 1
Gauss apodization 0.069 sec 8;
F1l DATA PROCESSING —_— —
causs apodization 0.032 sec S— b
PT size 2048 x 2048 ]
Total time 1 hr, 18 min 9—
10
117
—_— 1
12

<
Vv

Sekil 3.39. Bilesik 6’nin NOESY Spektrumu

11.5

10.5

T IBAREEEE
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5

F2 (ppm)
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3.3. Amidin Grubu Tasiyan 6,7-Dimetoksikinazolin Tiirevlerinin (7a-7e,
8a-8e, 9a-9¢) Genel Sentez Yontemi

Mutlak etanol buz banyosuna alindi ve 40 dakika boyunca kuru HCl gazi
gecirildi. HCI gazina doyurulmus mutlak etanol, sonug bilesigini elde etmek i¢in 3a,
3b ve 3c bilesiklerinden uygun olan tiirev ile agz1 kapatilmis balon i¢inde 2 giin
boyunca oda sicakliginda karistirildi. Petrol eteri ilavesiyle yags1 madde ¢oktiiriildi,
vakum yardimiyla siiziildii ve oda sicakliginda vakum varliginda kurutuldu. Elde
edilen imidat esteri derhal mutlak etanol ve uygun amin tlireviyle (veya amonyakla)
bir gece 25-30°C’de karistirldi. Reaksiyon sonlandiginda solvan uguruldu. Uzerine
potasyum karbonat ¢ozeltisi eklenerek karstirilip siiziildii. ITK ile kontrol edilip
gerekli oldugu durumlarda kolon kromatografisi ile CHClz: MeOH: NH;3
(100:20:0,5) solvan sistemi yardimiyla madde saf olarak elde edildi. Etanol iginde
HCI gaz1 gegirilmesiyle bilesiklerin HCI tuzlar1 hazirlandi.

3.3.1. 4-[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]benzimidamid (7a)

NH

AN HCI
HsCO SN
~
HsCO N)

4-[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]benzonitril (3a) (240 mg) imidat esteri
olusturmak i¢in 3.3’de verilen yonteme gore reaksiyona sokuldu. Olusan imidat
esteri, amonyak gazi ile doyurulmus 5 ml mutlak etanol i¢inde oda sicakliginda bir
gece karistirildi. Siire sonunda madde eterle ¢oktiiriildii, siiziildii. Potasyum karbonat
¢ozeltisi ile karistirtlip tekrar siiziildii. Etanol iginde HC1 gaz1 gegirilerek HCI tuzu
haline getirildi. % 61 verimle 202 mg {iriin elde edildi.
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7a kodlu bilesigin sentezi sirasinda Pinner reaksiyonun dogru ilerleyip

ilerlemedigini gézlemlemek icin, dncelikle ara {irin olan 4-[(6,7-dimetoksikinazolin-

4-il)amino]benzonitril (3a) bilesiginin IR Ol¢iimii alinmistir. IR spektrumu Agilent

Technologies Cary 630 FTIR spektrometre kullanilarak elde edilmistir. Bu IR

spektrumunda CN bagma ait band belirgin sekilde goézlenmektedir. Ardindan

reaksiyon ortamindan alinan numune ile yapilan IR Ol¢iimiinde CN bandinin

kayboldugu, reaksiyonun ilerledigi gozlenmistir.

7, s, %

Transmittance
1
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|

2215 3. (a.3e5

| T
3500

| T | ) !
2500 2000
Wavenumber (cm-1}

S (|
3000

Sekil 3.40. 4-[(6,7-dimetoksikinazolin-4-il)Jamino]benzonitril (3a) bilesigine ait IR spektrumu
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Sekil 3.41. Imidat esterine ait IR spektrumu
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Erime noktasi: 278-280°C

Elementel Analiz: C;7H;7Ns0O,. 2HCI . 1,5H,0
Hesaplanan : %C: 48,24 %H: 5,24 %N: 16,54
Bulunan :%C: 48,17 %H: 5,34 %N: 16,73

Kiitle m/z (ESI+): 324,5 [M+H] (%25).

'H-NMR (DMSO-dg) & ppm: 3,99 (s, 3H, -OCHs); 4,06 (s, 3H, -OCHs3); 7,48
(s, 1H, H-5 veya H-8); 7,95 (d, 2H, J=9,2Hz, H-2°,6’); 8,13 (d, 2H, J=9,2Hz,
H-3°,5%); 8,66 (s, 1H, H-5 veya H-8); 8,87 (s, 1H, H-2); 9,23 (s, 2H); 9,45 (s, 2H);
12,01 (s, 1H).

'H-NMR (DMSO-dg + D,O) & ppm : 4,01 (s, 3H, -OCHjs); 4,03 (s, 3H,
-OCHa); 7,39 (s, 1H, H-5 veya H-8); 7,97 (d, 2H, J=9,2Hz, H-2’,6); 8,09 (d, 2H,
J=9,2Hz, H-3",5"); 8,38 (s, 1H, H-5 veya H-8); 8,85 (s, 1H, H-2).

COSY (DMSO-dg) & ppm : [H-2,6" : H-3",5].

BC-NMR (DMSO-dg) & ppm : 164,90; 157,96; 156,36; 150,22; 148,46;

142,39; 136,57; 128,51; 124,14; 123,95; 107,85; 104,59; 100,02; 57,28 (-OCHs):
56,37 (-OCHs).
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CA-12_HCI 295 (2.974) Gn (Cen 2, 80.00, H)
162.7

100
162.9

162.4

%

3245 :

4,
163.3 52

1259 | 1833 325.5

1: Scan ES+

6.19e7

1z

0 kot
i T T T T 13 T R T
500 600 700

100 200 300 400

800

900

1000

3075 : Y N i
PB“ 2 [3266 3853 o5 5 517.1 5550 478 7120 7967 8625 930.1945.61031.2 1163.61187.0
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- 1100

Sekil 3.42. Bilesik 7a’nin Kiitle Spektrumu

CA12HCL-DMSO

Swaple Name:
CAL2HC1.DMIO

Data Collected omi
Dorcury400-mercurys00

Azchive directory:
fhook/vamel fyaneays /data

Sample directory:
CA12BC1-D¥50 20171110 01

Fid?ilo: PROTON 01

Puloe Sequence: FROTON (s2pul)
Solvent: dmeo
Data oollected oni Nev 10 2017

Temp. 35.0 ¢ / 308.1 R
Oporators vanssl

Relax. delay 1.000 sec
Pulaa 45.0 degrees

Acq. time 2.55% gec

Width 6402,0 Bz

& repatitions

CBSERVE K1, 400.1753550 MKz
DXTA FROCESSING

FT size 32768

Total time O min 31 sec

i ,L,L_L U

P N

 FSLEELEGEL T L 2 G i 2 i oy o ) R P [ ) [ 7 T e S ) e

13 12 1l 10 9 8 7 6

Sekil 3.43. Bilesik 7a’min *H-NMR Spektrumu

Agilent Technologies
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CA12EC1-D20_exchange

Sample Name:
CA121HC1-D20_exchanga

Data Collected oa:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/homo/vrmxl /vnmeeys/data

sample directory:
CA12HC1-D20_exchange_20171111 01

Fidrile: PROTON 01

Pulse Sequenca: PROTON (a2pul)
Solvent: dnso
Data collected on: Kov 11 2017

Tezp. 35.0 C / 308.1 K
Operator: vanrl

Rolax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degress

heg. tizme 2.559 sec

Width §402.0 Hz

8 repetitions

OBEERVE  H1, 400.1759537 Miz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sac

Agilent Technologies

Sekil 3.44. Bilesik 7a’nin H-NMR (DMSO-d; + D,0) Spektrumu

CA12HCL-DME0

Sample Name:
CR1ZHCL-DMSO

Data Collected on:
mercury400-mercuryd0o

Archive directory:
/heme/vomrl/vanrsys/data

sample directory:
CAL2HCL-DMSO_20171110_01

Fidrile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data esllected on: Nov 10 2017

Temp. 35.0 € / 308.1 K
operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 soc

wWidth 21141.6 Hz

856 repetitions
CBSERVE €13, 100.6243833 MEz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

BT size 65536

Total time 3 hxr, 40 min

L \

Agilent Technologies

L e e L B B A
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Sekil 3.45. Bilesik 7a’nin *C-NMR Spektrumu
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CALZEHCL-DHED

Sample Hame:
CALZACL-0ME0
bata Collected omi
mereuryd 00 -nereuryd 40
Archive directory:
fhoms/vomrd fvancsye fdata
samplo directory:
¢R1ZHEL-DHE0_20171310_0L
FidFile: gCOSY_D1

Fulse Sequence: goOSY
Solvent: dmso
Data collected omi Kov 10 2017

Terp. 380 & / eg.1 R
tperator: vomrl

Relax. delay 1.000 sac
acg. time 0.180 cec
widsh  5872.0 Hz

D Wideh 5873.0 Hx

4 repetiticns

128 increments

OBSERVE  H1, 400.175962% MHz
DALTA FROCRISING

5g. sine boll 4.075 mec
FL DATA PROCESSING

Sq. mine bell 0.022 ses
FT oi=e 2003 x 2042
Total time 12 min

L %% Agilent Technologies
i ‘I l \ i
DL, W U W I | .

Fl
{ppmj-
6.0
6.5
7.0
] 7.5 o
_— ae
S 8.0 g
1 ]
2 a
} 9.0
B — =
1 ]
- 5.5 =
10.0-
10.57
o T
9.5 2.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5
FZ (ppm)

Sekil 3.46. Bilesik 7a’min COSY Spektrumu

3.3.2. 4-[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]-N-izopropilbenzimidamid (7b)

NH CH,
N~ “CH
H 3
HN
HsCO Ny Hol
~
HsCO N)

4-[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]benzonitril (3a) (300 mg) imidat esteri

olusturmak i¢in 3.3’de verilen yonteme goére reaksiyona sokuldu. Olusan imidat

esterine 0,25 ml izopropilamin ve 5 ml mutlak etanol eklenerek oda sicakliginda bir

gece karigtirildi. Siire sonunda solvan uguruldu. Potasyum karbonat ¢ozeltisi ile

karistirilip siiziildii. Etanol i¢inde HCI gaz1 gegirilerek HCI tuzu haline getirildi.

% 36 verimle 163 mg iiriin elde edildi.

Erime noktasi: 286-288°C
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Elementel Analiz: C20H23N502. 2HCI . Hzo
Hesaplanan : %C: 52,63 %H: 5,96 %N: 15,35
Bulunan  :%C: 52,19 %H: 6,05 %N: 15,41

Kiitle m/z (ESI+): 366,5 [M+H] (%65).

'H-NMR (DMSO-ds + D;0) & ppm : 1,33 (d, 6H, J=6,8Hz, -CHs); 3,97 (s,
3H, -OCHj3); 4,02 (s, 3H, -OCHs); 4,04-4,07 (m, 1H, -CH); 7,34 (s, 1H, H-5 veya
H-8); 7,84 (d, 2H, J=9,2Hz, fenil protonlar1); 8,01 (d, 2H, J=8,8Hz, fenil protonlari);
8,22 (s, 1H, H-5 veya H-8); 8,81 (s, 1H, H-2).

BC-NMR ve HSQC (DMSO-ds + D,O) & ppm : 161,66; 158,41; 157,18;
150,92; 148,71; 141,58; 136,16; 129,21; 126,29; 124,64; 107,83; 103,84 (CH-5 veya
CH-8); 100,18 (CH-5 veya CH-8); 57,34 (-OCHjs); 57,08 (-OCHj3); 45,59 (-CH);
21,41 (-CHj3).

CA13-HCI 239 (2.410) Cn (Cen 2, 80.00, Ht) 1: Scan Esti
6 2.08e7
100-
|
|
183.7 ‘
‘ ) 366.5 \
‘
" |
|
| 184.5
4 367.6
| 245 | |
i 125.8 : | . |
/
| | 204.0 : 3256
" l 1’205_6 253.2 SOJM 3 4086 4364 5184  573.0 605.1634.6 648.7 .732.3 753.8 775.4
| o pbiacabant sl L et ki b erforerty e o e e e o MY |
| 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 |

Sekil 3.47. Bilesik 7b’nin Kiitle Spektrumu
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CALIHCL-D20

Sample Mame:
CALIHCL-D20

Data Collected on:
mercuryl00-merouryd00

Archive directory:
/home/vnmrl /vnnrays/data

Sampla directory:
CAL3HC1-D20_20171113_01

FidPile: DROTON_01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data cellected on: Nov 13 2017

Temp. 35.0 C / 308.1 R
Operator: vmmzl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 dogrees

Acg. time 2.559 sec

Width £402.0 Hz

8 repetitiona

OBSERVE ~ H1, 400.175§435 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

Agilent Technologies

Sekil 3.48. Bilesik 7b’nin *H-NMR Spektrumu

CAL3HC1-D20

Samplo Name:
CA13HC1-D20

pata Collected ont
mereury400-nercury400

Archive directory:
Jheme/vanrl fynmesys/data

sample directory:
CR13HC1-D20 20171113 01

FidFile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBOM (s2pul)
solvent: dmsa

Data collected on: Nov 13 2017

Temp. 35.0 € / 308.1 K
Oparator: wnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degroes

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

2512 repetitions
OBSERVE <13, 100,6243282 Mia
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHEZ
Bower 3B dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 1 hr, 50 min

e

- Agilent Technofogies

s L
d o W i TR sl

L L L B N B
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Sekil 3.49. Bilesik 7b’nin **C-NMR Spektrumu

40 20 0 ppm

109



CRLINCL-T3D -
e o -
Samle Numa: =i Agilent Teshnofogies
CALIECL-DZD :
Data Collectod ono:
mnrTusyd DD-mereury400
Avchlve diractary:
JSbomo/vorl fvorrayafdata
samplo dizectoryt -
CALIKCL-D20_20171113_01
Fidrile: gHIQE_O1

_

Tuloo Soguonca: QHEGC
Eolvant: doso
Data collacted ooi Nov 13 2017

40

po e Tk

Temp. 15.0 € / 3.1 %
Qperator; vemel

tn
i

Relax. delay 1.000 aez

Acg. time 0.150 aec

Width 4020 Nz

20 Width 17105.0 H=

& ropatitions

I x 128 incremen! ks

OBSERVE  H1. 400,1750435 MHz
DECOUPLE C13, 100.63187E0 MHZ

-3
<
|

=]
il

Powar 45 4B B0
on daring acquisition

off during Selay

CRRP-1 modulated

20
CATR FROCESSING -
Gauss apcdization 0.06% seo
Fl DATA FROCESSING —% 100 . ¥
Gauss apodization 0,007 aec
FT fize 2048 x 2048 —_— 4
Total time 44 min 110

120

F 130 °

F2 (ppm)

Sekil 3.50. Bilesik 7b’nin HSQC Spektrumu

3.3.3.  N-[4-(4,5-Dihidro-1H-imidazol-2-il)fenil]-6,7-dimetoksikinazolin-4-
amin (7c)

)
y

HCI
HsCO

H,CO N

4-[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]benzonitril (3a) (250 mg) imidat esteri
olusturmak igin 3.3’de verilen yonteme gore reaksiyona sokuldu. Olusan imidat
esterine 0,25 ml etilendiamin ve 5 ml mutlak etanol eklenerek oda sicakliginda bir
gece karigtirildi. Siire sonunda solvan uguruldu. Potasyum karbonat ¢ozeltisi ile
karistirtlip siiziildii ve su ile yikandi. Etanol iginde HCI gazi gegirilerek HCI tuzu

haline getirildi. % 41 verimle 147 mg {iriin elde edildi.
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Erime noktasi: 276-277°C

Elementel Analiz: C1gH19NsO,. 2HCI . H,O
Hesaplanan : %C: 51,82 %H: 5,26 %N: 15,90
Bulunan  :%C: 51,39 %H: 5,63 %N: 15,75

Kiitle m/z (ESI+): 350,5 [M+H] (%47).

'H-NMR (DMSO-ds + D-O) & ppm : 3,92 (s, 3H, -OCHs); 3,93 (s, 3H,
-OCHy); 3,96 (s, 4H, -CHy); 7,17 (s, 1H, H-5 veya H-8); 7,85 (d, 2H, J=8,8Hz, fenil
protonlari); 7,92 (s, 1H, H-5 veya H-8); 7,94 (d, 2H, J=8,8Hz, fenil protonlar1); 8,67
(s, 1H, H-2).

BC-NMR ve HSQC (DMSO-ds + D,0) & ppm : 164,86; 158,23; 157,27;
150,95; 148,53; 142,62; 136,28; 129,37; 124,42; 119,03; 107,90; 103,27 (CH-5 veya
CH-8); 100,20 (CH-5 veya CH-8); 57,12 (-OCHz); 57,06 (-OCHs); 44,67 (-CHy).

o o - .
. |

CA14 241 (2.430) Cn (Cen.2, 80.00, HY) o 1:Scan ES+ |
100 17|5? ) . 3.03e7

39‘

350.5
176.3
_ 351.6
16841 196.4 R

kel | |197.1256.6 8464024 4914 570.7 6284 °%07 7219 8388 9342920  qin3011457

O Y T T f 1 | B e ey RS - e T e e e V2

100 200 300 400 500 800 700 800 900 1000 1100 )

Sekil 3.51. Bilesik 7¢’nin Kiitle Spektrumu
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Ch-14-DK30-_D20

Sample Mame:
Ca-14-DMSO-_D20

pata Collected on:
mercuryd00-morouryd 00

Archive directory:
fhome/vnnrl /vomrsys /data

gample directozy:
CA-14-DNSO-_D20_20171125_01

FidFila: PROTON_01

Pulse gequenca: PROTON (s2psl)

Solvent: dmso
Data collected on: Now 26 2017

Temp. 45.0 C / 318.1 K
Operater: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
pulge 45.0 degrses

Acg. time 2.559 sec

width 6102.0 Hz

8 repatiticms

OBSERVE ~ H1, 400.175970& MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 ses

N

Agilent Technologies

Sekil 3.52. Bilesik 7¢’nin *H-NMR Spektrumu

CA-14-DMS0-_D20

Sample Name:
CA-14-DMSO-_D20
Data Collected on:
mercurys00-marcuryido
Archive directory:
/home fvmnrl fvrmrays/date
Sample directory:
CA-14-DUS0-_D20_20171126_01
FidFile: CAREON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Zolvent: dmso

Data collected on: Nov 26 2017

Temp. 45.0 C / 31B.1 K
Cperator: vomrl

Relax, delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.550 ssc
Width 21141.5 Hz
2000 repetitions
OBSERVE (13, 100.6243292 MHz
DECOUPLE H1, 400.1775555 Mz
Pewer 38 dB
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broademing 0.5 Hz
FT eizme 65536
Toral time 1 hr, 28 min

Agilent Technologies

I S

L L i e R BRI

140 120 100

180 1s0

Sekil 3.53. Bilesik 7¢’nin **C-NMR Spektrumu
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CA-14-DM30- D20 H
Sanple Nawe: wi Agile t Technologies
CA-14-DM30-_D20 !

Data Collected on:

nercury400-mercury100 l’

archive directory: U i e . y
————

bt

fbcma/vamrl fvnoe ays fdata
Samplo directory: ) SR =

CA-14-DMSO-_D20_20171126_01 A ]

FLarila: gHSQC 04 - F1 5 &
Fulze Soguence: gISGC (ppm} “
Selvess: Ansa %
Data collocted omi Xav 27 2017 ] .
. g

- G

Temp. 45,0 C / 318.1 % 60 1y
Cparator: vnorl 1 o
] )

Relax. delay 1.000 gec 70 73

R2g. tima 0.150 cec 1 g
width  6402.0 Uz a,
2D Width 1$115.5 Ez 5 e
8 repotitions 807 o,

2 x 128 ineramanta
OESERVE  H1, 400.1738701 Mz ] o
DECOVPLE C13, 100.6320828 M= 90 st
Power 45 4B - RE
on during acquisition ] e
off during delay = 4 :,'
GARP-1 modulated 100 ] s
DATA PROCESSING z) [] :-o.
Gauan apodizaticn 0.06% ses 3 A
PL DATA PROCESEING sE %
Jauss apodization 0.006 ses = ] b
PT size 2048 x 2048 1 b
Total time 44 mia ‘Aa
120

o W

— — (-] 1

130 b

1 o3

3 i g

1 3

I e Fam me e R [ T T I T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
F2 (ppm)

Sekil 3.54. Bilesik 7¢’nin HSQC Spektrumu

3.3.4. N-Siklopropil-4-[(6,7-dimetoksikinazolin-4-il)amino]benzimidamid
(7d)

NH
N
H
HN
HsCO SN HCI
—
H4CO N)

4-[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]benzonitril (3a) (350 mg) imidat esteri
olusturmak i¢in 3.3’de verilen yonteme gore reaksiyona sokuldu. Olusan imidat
esterine 0,25 ml siklopropilamin ve 5 ml mutlak etanol eklenerek oda sicakliginda bir
gece karigtirildi. Siire sonunda solvan uguruldu. Potasyum karbonat ¢ozeltisi ile
karistirtlip siiztildi. CHCIl3: MeOH: NHj3; (100:20:0,5) solvan sistemi yardimiyla
kolon kromatografisi ile saflastirildi. Etanol iginde HCl gaz1 gegirilerek HCI tuzu
haline getirildi. % 39 verimle 206 mg iriin elde edildi.
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Erime noktasi: 272-274°C

Elementel Analiz: C,oH,1Ns0O,. 2HCI . 1,5H,0
Hesaplanan : %C: 51,84 %H: 5,65 %N: 15,11
Bulunan  :%C: 51,80 %H: 5,91 %N: 15,09

Kiitle m/z (ESI+): 364,6 [M+H] (%100).

IH-NMR (CD;OD) & ppm : 0,89-0,91 (m, 2H, -CH,); 1,04-1,07 (m, 2H,
-CHy); 2,80-2,82 (m, 1H, -CH); 4,08 (s, 3H, -OCHj3); 4,10 (s, 3H, -OCHj3); 7,28 (s,
1H, H-5 veya H-8); 7,84 (d, 2H, J=8,4Hz, fenil protonlar1); 8,10 (d, 2H, J=8,8Hz,
fenil protonlari); 8,13 (s, 1H, H-5 veya H-8); 8,78 (s, 1H, H-2).

B3C-NMR (CD;0D) & ppm : 167,12; 160,06; 159,49; 153,19; 149,39; 143,41
137,22; 129,81; 126,98; 125,57; 109,32; 104,24; 100,45; 57,77 (-OCHj); 57,59
(-OCHs); 25,41; 7,39.

CA21HCl-saf 249 (2.511) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
) 364,61 7.09e7
100
307.49
5\57_
365.72
182.56
101.29
183.45
203,46 404.63
o 05.10 488.78 727.89 862.88 1202.04
o il ‘l':-w;L“‘*'u‘.w.-.\-; " ‘F‘ ol onn §2§16 o0ss PETeses  ttzses TEROE rsr27e
100 200 300 400 500 8O0 700 800 900 1000 1100 1200 1300

Sekil 3.55. Bilesik 7d’nin Kiitle Spektrumu
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CA-21-HCL

Sample Wame:
CR-21-HCl

Data collected om:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/bome/vnmrl/vomrsys/data

sample directory:
CA-21-HC1_20180724_01

Fidrile: prOTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)

Solvent: cdlod

Data collected on: Jul 24 2018

Temp. 25.0 ¢ / 298.1 K
operator: vomrl

Rrelax. delay 1.000 sec
pulse 45.0 degrees

Req. time 2.55% sec

width €402.0 Hz

8 repatitions
OBSERVE H1l, 400.1756519 MHz
DATR PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

Agilent Technologies

Sekil 3.56. Bilesik 7d’nin "H-NMR Spektrumu

CR-Z1-HCL

Sample Name:
CR-21-HCl
Data collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vImrl/vomrsys/data
Sample directory:
CA-21-HC1 20180724 01
FidFile: CAREON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
solvent: cdlod
Data collected on: Jul 25 2018

Temp. 28.0 ¢ / 301.1 K
operator: vnmrl

Rrelax. delay 1.000 sec
pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

width 21141.6 Hz

3000 repetitions
OBSERVE €13, 100.5241001 MHz
DECOUPLE H1, 400.1776314 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATR PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 2 hr, 12 min

w‘nl llM J nl

1

e

Agilent Technologies

180 160 140 120

Sekil 3.57. Bilesik 7d’nin **C-NMR Spektrumu
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3.3.5.  N-Siklohekzil-4-[(6,7-dimetoksikinazolin-4-il)amino]benzimidamid
(7e)

ye
leg
H
HN

Ny He

P

HsCO N

HsCO

4-[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]benzonitril (3a) (300 mg) imidat esteri
olusturmak i¢in 3.3’de verilen yonteme gore reaksiyona sokuldu. Olusan imidat
esterine 0,25 ml siklohekzilamin ve 5 ml mutlak etanol eklenerek oda sicakliginda
bir gece karistirildi. Siire sonunda solvan uguruldu. Potasyum karbonat ¢ozeltisi ile
karistirilip siiziildi. CHClz: MeOH: NHs (100:20:0,5) solvan sistemi yardimiyla
kolon kromatografisi ile saflastirildi. Etanol iginde HC1 gaz1 gegirilerek HCI tuzu
haline getirildi. % 28 verimle 142 mg {iriin elde edildi.

Erime noktasi: 266-267°C

Elementel Analiz: C»3H,7Ns0O,. 2HCI . 2,5H,0
Hesaplanan : %C: 52,77 %H: 6,55 %N: 13,37
Bulunan 1 0%0C: 53,09 %H: 6,70 %N: 13,57

Kiitle m/z (ESI+): 406,7 [M+H] (%85).

'H-NMR (CD;0D) & ppm : 1,27-1,29 (m, 1H, siklohekzil -CH,); 1,46-1,54
(m, 4H, siklohekzil -CH,); 1,72-1,75 (m, 1H, siklohekzil -CH); 1,86-1,89 (m, 2H,
siklohekzil -CH,); 2,08-2,10 (m, 2H, siklohekzil -CHj); 3,71-3,72 (m, 1H,
siklohekzil -CH); 4,07 (s, 3H, -OCHg); 4,10 (s, 3H, -OCHj3); 7,30 (s, 1H, H-5 veya
H-8); 7,83 (d, 2H, J=8,4Hz, fenil protonlar1); 8,11 (d, 2H, J=8,4Hz, fenil protonlari);
8,16 (s, 1H, H-5 veya H-8); 8,77 (s, 1H, H-2).
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BC-NMR (CD;0D) & ppm : 164,10; 160,11; 159,49; 153,21; 149,45; 143,18;
137,26; 129,96; 128,11; 125,65; 109,34; 104,33; 100,54; 57,87 (-OCHj); 57,66

(-OCHs); 54,18; 32,66; 26,26; 25,89.

CA22-HCI 266 (2.682) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

100+ 162.80
406.73
203.82
°
324.54
204.50 407.74
004 72
325.30
204.98 1108.95
| | 493,33 6442857 5o
bt el di sl i Db i

812.39
1

89050 98469

1157.08 1191.66

1: Scan ES+

5.57e7

0 f i
100 200 300 400 500 600 700

Sekil 3.58. Bilesik 7e’nin Kiitle Spektrumu

ca_22-HCL

Sample Name:
CA_22-EHC1

Data collected on:
mercury400-mercury400

archive directory:
/home/vnarl/vomrsys/data

sample diractory:
cA_22-HC1 20180829 01

PidPile: PROTON 01

Pulse sequence: PROTON (s2pul)
solvent: cdiod
Data collected on: Aug 29 2018

Tamp. 30.0 ¢ / 303.1 K
oOperater: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

wWidth §402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1756519 Mz
DATA PROCESSING

PT size 32768

Total time 0 min 31 sec

800
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|
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.+~ Agilent Technologies
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Sekil 3.59. Bilesik 7e’nin "H-NMR Spektrumu
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CA_22-HC1
sample Name: %% Agilent Technologies

ca 22-Hcl
Data collected on:

mmmmm ry400-mercury400
Archive directory:

/home /¥Imrl/vomrsys/data
sample directoery:

cA 22-HCl 20180829 01
FidFile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: cdlod
Data collected on: Aug 29 2018

Temp. 30.0 € / 303.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

wWidth 21141.6 Hz

2512 repetitions

OBSERVE €13, 100.6240965 MHI
DECOUPLE H1, 400.1776314 MHz
Powar 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DRTR PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size €5536

Total time 1 hr, 50 min

T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Sekil 3.60. Bilesik 7e’nin *C-NMR Spektrumu

3.3.6. 3-[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]benzimidamid (8a)

NH
HN
HsCO SN NH,
—
HsCO N) HCl

3-[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]benzonitril (3b) (240 mg) imidat esteri
olusturmak igin 3.3’de verilen yonteme gore reaksiyona sokuldu. Olusan imidat
esteri, amonyak gazi ile doyurulmus 5 ml mutlak etanol i¢inde oda sicakliginda bir
gece karigtirildi. Siire sonunda solvan uguruldu. Potasyum karbonat ¢ozeltisi ile
karistirtlip siiziildii ve su ile yikandi. Etanol iginde HCI gazi gegirilerek HCI tuzu

haline getirildi. % 58 verimle 196 mg {iriin elde edildi.

Erime noktasi: 263-265°C

118



Elementel Analiz: C17H17N502. 2HCI . 2H20
Hesaplanan : %C: 47,23 %H: 5,36 %N: 16,20
Bulunan  : %C: 47,61 %H: 5,38 %N: 15,85

Kiitle m/z (ESI+): 324,6 [M+H] (%63).

'H-NMR (CD;OD) & ppm : 4,08 (s, 3H, -OCHs); 4,11 (s, 3H, -OCHs); 7,29
(s, 1H, H-5 ve H-8); 7,70-7,76 (m, 2H); 8,11-8,14 (m, 1H); 8,18 (s, 1H, H-5 ve H-8);
8,28-8,29 (m, 1H); 8,75 (s, 1H, H-2).

BBC.NMR ve HSQC (CD;OD) & ppm : 168,40; 160,45; 159,61; 153,32;
149,61; 139,50; 137,17; 131,34; 131,24; 130,72; 127,06; 125,11; 109,19; 104,49;
100,57 (CH-5 veya CH-8); 57,94 (-OCH3); 57,68 (-OCHj).

A8 258 (2.702) Cn (Cen,2, 80.00, HY : ' 1: Sean ES+ |
100 25 . : 3.32¢7
}' 1628 ‘|
| | | ]
|| 1624 _ _ .
.
[ l
. 324.6 |
g | |
[
l
L 1
’ ]
{ ’ 163.4 »
3256 |
‘ 1545 1834 |
125.7 lwg,g 3076 34|5'73534 : : 647.9 6699
' 2070 2082 | | 24017 gagsarer 5289 5540 5748 gun | 71007359
0 d <l -t ottt syl R Rt T TS A A SPROCH TV SO Ao TS SR " e Mz
L4 150 200 . 250 300 350 400 450 500 550 600 850 700

Sekil 3.61. Bilesik 8a’nin Kiitle Spektrumu
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CALgHCL

Sample Name:
CA18HCL
Data Cecllected on:
mercury400-mercury400
archive directory:
/home/vimrl/vomrsys/data
Sample directory:
CALgHCL 20180523 01
FidFile: PROTON_ 01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
solvent: cd3od
Data collected on: May 23 2018

Temp. 30.0 € / 303.1 K
Operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulsa 45.0 degreas

Acg. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

16 repetitions

OBSERVE K1, 400.1756519 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 1 min 0 sec

Agilent Technologies

Sekil 3.62. Bilesik 8a’nin *H-NMR Spektrumu

cA18HCL

Sample Name:
ca18HCL

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/homa/vnnrl/vonrsys/data

sample directory:
CAL8HCL_20180523_01

FidrFile: CARBON_02Z

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
solvent: cdlod
Data collected on: May 23 2018

Temp. 30.0 € / 303.1 K
operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

5000 repatitions
OBSERVE C13, 100.6240845 MHz
DECOUPLE H1l, 400.1776314 MHz
Power 38 dB

continucusly on

WALTEZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 3 hr, 40 min

Agilent Technologies

20 ppm

180 160 140 120

Sekil 3.63. Bilesik 8a’nin *C-NMR Spektrumu
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CALEECL

Sazpla Kames 44+ [Apilent Technologies
CA1BEC1 .

Data Collactad ons
maroury400-mercurydon

Archive directory: i l.\ l l |
/homa fyemr) jyemrsys faata - e —— - o e
Sample directorys
CA1EC1 20180523 01
FidFila: gEEQC 0L Fl

(ppm

Tulse Sequanca: gESOC
Solvant: cdisd
Data collactod ome May 24 2018

B0
Temp. 30.0 € J 303.1 K
operator: wmmri

Relax. dalzy 1.000 sac 70
Acq. time 0.150 sec

Width  £402.0 Ex

ID W14tk 17105.0 Bz 30
16 reperiticms

I x 200 incremencs
OEEESWE  E1, 400.1756534 MHz
DE0OTRLE €13, 100.6317345 MHE ap
Dowar 45 aE

on during acquisition

aff guring dalay

CARD-1 modulated 100
DATA PROCESEINC

Gauss spodization 3.06% mec

F1 DATA PROCESEING

Gauss spodization 9.011 sec 110
FT mize 048 X 2048
Total time 2 hr, 14 min

120

130

FARIRVINN ANTN S S VA OY U N 1

Sekil 3.64. Bilesik 8a’nin HSQC Spektrumu

3.3.7. 3-[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]-N-izopropilbenzimidamid
(8b)

NH
HN
H,CO N )N HN\l/CHs
7 CH
HsCO N"  Hcl ®

3-[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]benzonitril (3a) (230 mg) imidat esteri
olusturmak i¢in 3.3’de verilen yonteme gore reaksiyona sokuldu. Olusan imidat
esterine 0,25 ml izopropilamin ve 5 ml mutlak etanol eklenerek oda sicakliginda bir
gece karigtirildi. Siire sonunda solvan uguruldu. Potasyum karbonat ¢ozeltisi ile
karistirtlip siiztildi. CHCIls: MeOH: NH; (100:20:0,5) solvan sistemi yardimiyla
kolon kromatografisi ile saflastirildi. Etanol iginde HC1 gaz1 gegirilerek HCI tuzu
haline getirildi. % 25 verimle 86 mg iiriin elde edildi.
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Erime noktasi: 285-286°C

Elementel Analiz: CyoH»3Ns0,. 2HCI . H,O
Hesaplanan : %C: 52,63 %H: 5,96 %N: 15,34
Bulunan  :%C: 52,21 %H: 6,16 %N: 15,27

Kiitle m/z (ESI+): 366,6 [M+H] (%2100).

'H-NMR (CDsOD) & ppm : 1,40 (d, 6H, J=6,4Hz, -CH3); 4,02-4,07 (m, 1H,
-CH); 4,08 (s, 3H, -OCHy); 4,11 (s, 3H, -OCHa); 7,29 (s, 1H, H-5 veya H-8); 7,65
(dt, 1H, J=8&1,6Hz, H-4* veya H-6"); 7,71 (t, 1H, J=8Hz, H-5’); 8,12 (dt, 1H,
J=8&1,2Hz, H-4" veya H-6"); 8,18 (t, 1H, J=2Hz, H-2"); 8,20 (s, 1H, H-5 veya H-8);
8,75 (s, 1H, H-2).

BBC.NMR ve HSQC (CD;OD) & ppm : 164,45; 160,25; 159,40; 153,13;
149,46; 139,20; 137,02; 131,76; 131,04; 130,41; 126,96; 124,93; 109,03; 104,35;
100,41 (CH-5 veya CH-8); 57,81 (-OCHs3); 57,50 (-OCH); 47,19; 21,58 (-CHs).

|CA-19 231 (2.329) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1 Scan ES+
| 100 366.66 2.55e7
183.59
184.05
|
sl
i
367.74
184.50
| 204.42
408.81
324.61
l 212.52 (:09.00 3210
Jﬂ Bl ; |a46.87 50887565 g4 733.05 oo 2094075 110196 1550 55 129256
5 . R LAl b i b 5 ey s Ly W] , ; rili

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300

Sekil 3.65. Bilesik 8b’nin Kiitle Spektrumu
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CA-15_HCL

Samplo Wam.
CA-15_HCL
Data Collacted oms

Agilent Technologies
Eerouryd il -marcurys oo
Archive diractorys
/bome fvamrl/vamrsys fdata
Sample directorye
CA-15 HC1 201820710 01
PiaPila: PEOTON 01
Pulsa Soguanca: PROTON (sZpul)
Solventa: cdiod
Data collacted ome Jul 10 2018
Temp. 5.0 C f 298.1 K
Operator: vomrl
Relax. Galay 1.000 sac
Pulse 45.0 degress
Acq. tima 1.3550 mac
Width £402.0 Ex
& rapatitions
QREERVE H1, 400.1TS56
DATA PROCESEINC
FT siza 32768
Total tima 0 min 31 sac
LI e e e e e e B e L e e
13 12 11 10 @ 8 7 1 4 3 2 1 0 -1 ppm
. . 9 S
Sekil 3.66. Bilesik 8b’nin "H-NMR Spektrumu
CA-19_HCL
sample Name: Agilent Technologies
CA-19 HCl
Data collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vrmrl/vomrsys/data
Sample directory:
CA-19_HC1_20180710_01
FidFile: CARBON 01
Pulse Sequence: CAREON (s2pul)
golvent: cdlod
Data collected on: Jul 10 2018
Temp. 25.0 ¢ / 298.1 K
operator: vomrl
Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 1.550 sec
wWidth 21141.6 Hz
4000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6241008 MHz
DECOUPLE H1, 400.1776314 MHz
Power 38 4B
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz
PT size 65536
Total time 2 hr, 56 min
L e e B
180 160 140 120 100 80 60 40

Sekil 3.67. Bilesik 8b’nin **C-NMR Spektrumu

20 ppm
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CR-13_HCL

sample Wame. :]:i‘j:- Agilent Technologios
CA-15_HC1 v

Data Collactad om:
marourydn0-sarcurydon
Archiva dfrootory. [ i
/homa/vEmE] fymmrsys fdata - - el e

Sampla Aircotory:
CA-15_HCL_20120710_01
Fi4Fila: gESQC 0L Fl

(ppm

Tulsa Saguanca: gESQC
Solvent: cdisd
Data collected em: Jul 10 2018

20

Temp. 25.0 0 f 256.1
Operators voarl

Relax. oelay 1.000 suc 0
Acq. time 0.150 sec

Width  §40Z.0 Ex

7D Width 17105.0 Hx

8 Tepatiticns &0
7 x 128 incremants

OSEESVE  H1, 400.1756504 MHEZ
DECO0UPLE €13, 109.6317345 MEZ
Powar 45 B

on during scquisition

@
=]

INRERTTRTA AR TR CRRRACTRTARRATINA RN TR ARNTIRRARR R ARARRATINNRARRTINANARTINNuRARTIN!

off guring dalay
GARP-1 modulatad

DATA FROCESSING

Gauss spodization 0.065 seo
F1 DATA PROCESSING

Causs apodization 0.007 seo
FT siza 2048 X 2048

Total timo 44 min

"
=
=1

-
%)
=

-
s
o

-

@

o
|

L L L I B L B I L L N LR S RN N AR L
14 13 12 11 10 @ ] 7 g 4 4 3 2 1 o -1

Sekil 3.68. Bilesik 8b’nin HSQC Spektrumu

3.3.8. N-[3-(4,5-Dihidro-1H-imidazol-2-il)fenil]-6,7-dimetoksikinazolin-4-
amin (8c)

b )
HaCO \)N HN
~
HCO N HCl

3-[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]benzonitril (3b) (200 mg) imidat esteri
olusturmak i¢in 3.3’de verilen yonteme gore reaksiyona sokuldu. Olusan imidat
esterine 0,25 ml etilendiamin ve 5 ml mutlak etanol eklenerek oda sicakliginda bir
gece karigtirildi. Siire sonunda solvan uguruldu. Potasyum karbonat ¢ozeltisi ile
karistirilip siiziildii. Etanol iginde HCI gaz1 gegirilerek HCI tuzu haline getirildi.

% 59 verimle 170 mg {iriin elde edildi.

Erime noktasi: 259-261°C
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Elementel Analiz: C19H19N502. 2HCI . Hzo
Hesaplanan : %C: 51,82 %H: 5,26 %N: 15,90
Bulunan  :%C: 51,59 %H: 5,64 9%N: 15,73

Kiitle m/z (ESI+): 350,6 [M+H] (%45).

'H-NMR (DMSO-dg) 8 ppm : 3,82 (s, 4H, -CH,); 3,93 (s, 3H, -OCHs); 3,98
(s, 3H, -OCHs); 7,19 (s, 1H, H-5 veya H-8); 7,52 (t, 1H, J=8Hz, H-5"); 7,61 (d, 1H,
J=7,6Hz, H-4> veya H-6"); 8,01 (s, 1H, H-5 veya H-8); 8,08 (dd, 1H, J=7,2&1,2Hz,
H-4’ veya H-6"); 8,41 (t, 1H, J=2Hz, H-2); 8,47 (s, 1H, H-2); 9,90 (s, 1H, -NH).

COSY (DMSO-dg) 8 ppm : [H-5" : H-4’], [H-5" : H-67].

BC-NMR ve HSQC (DMSO-ds) & ppm : 164,57; 156,31; 154,35; 152,67
(CH-2); 148,98; 147,04; 140,03; 128,72 (CH-5’); 126,43; 126,18; 122,50; 121,61
(CH-2°); 108,98; 107,06 (CH-5 veya CH-8); 102,33 (CH-5 veya CH-8); 56,43
(-OCHs); 55,78 (-OCHs); 46,88 (-CH,).

CA-20 270 (2.722) 1 Scan ES+
| 100 17|5‘5 _ _ 1.34e8|
i
I
|
|
|
|
-
° 3506
!
351.7
i 1680 |
1 699.9 :
1 ) 1 |
0Lt i Pt bt T T 1 T e iz
150 200 . 250 300 350" 400 450 500 550 600 850 700

Sekil 3.69. Bilesik 8c’nin Kiitle Spektrumu
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Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/bome/vnmrl/vnmrsys/data
sample directory:
CA-20_20180520_01
FidFile: PROTON 01

Pulse Sequence:
solvent: dmso
Data collected on: May 20 2018

PROTON (s2pul)

Temp. 37.0 € / 310.1 K
operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

width 6402.0 Hz

16 repetitions

OBSERVE H1l, 400.1759719 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 1 min 0 sec

Agilent Technologies

Sekil 3.70. Bilesik 8¢’nin *H-NMR Spektrumu

cA-20

sample Name:
CA-20
pata cCollected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vnmr1/vomrsys/data
sample dirsctory:
©A-20_20180520_01
FidFile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: May 24 2018

Temp. 37.0 € / 310.1 K
oOperator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

width 21141.§ Hz

1000 repatitions
OBSERVE C13, 100.£243781 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Ez

PT size 65536

Total time 44 min

LU

Agilent Technologies

180 160

140

120 100

Sekil 3.71. Bilesik 8¢’nin *C-NMR Spektrumu

8

60 40

20 0 ppm
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CA=20
sanple Hame: Agilent Technologics
CA-20 I {
Data Collectad om: | |
maTcuryd (0=nercurrdon # »
Azchive dissctosy: { [}
/howa fvoocl fvnersyafdata - T
Eanple directory:
CA-!O_ZD!.EOS')D_D!
Fidfile: gosY_01 2 =

1

Pulne Eequence: gIOEY
Solvent: duso
Data collected on: May 20 2016 ——

fanp. 37.0 C / 30.1 K
Oparater: vanrl

Relax. dolay 1.000 sea 3
Acq. tima 0.150 sec

Widkh 43403 He

0 Midth 4340.3 Nz

4 repetiticns

130 increments

OBEERVE  EHL, 400.175578E MAz
DATR PROCESHING

Sg. sine beld 0.073 sag

T1 DRTA FROCESIING

2g. sine bell 0.023 sec

TT size 2048 % 2043 —— =————
Total tima 11 nin —

Sekil 3.72. Bilesik 8c’nin COSY Spektrumu

CR-20

sanple Name: Agilent
CA-20
Data Collected om:
mercury400-mercury400 J ‘
Archive directory: l
/home /vnmr1/vnmrsys/data (" ik S
sample diractory:
CA-20 20180520 01 ——

FidFile: gHSQC_02

Pulse Sequence: gHSQC
solvent: dmso
Data collected on: May 24 2018 — 4

60

Temp. 37.0 C / 310.1 E
oOperator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.150 sec
Width 6402.0 Hz 80
2D Width 17105.0 Hz
8 repetitions
2 x 128 increments 30

OBSERVE H1, 400.1759716 MHz

DECOUPLE C13, 100.6318760 MHz
power 45 dB
on during acquisition
off during delay
GARP-1 modulated

DATA PROCESSING
Gauss apodization 0.069 sec

F1 DATA PROCESSING
Gauss apodization 0.007 sec

FT size 2048 x 2048

Total time 44 min

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5

F2 (ppm)

Sekil 3.73. Bilesik 8c’nin HSQC Spektrumu
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3.3.9. N-Siklopropil-3-[(6,7-dimetoksikinazolin-4-il)amino]benzimidamid

(8d)
L
HN

H3CO Ny AN
DoV

H,;CO N HCI

3-[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]benzonitril (3b) (300 mg) imidat esteri
olusturmak i¢in 3.3°de verilen yonteme goére reaksiyona sokuldu. Olusan imidat
esterine 0,25 ml siklopropilamin ve 5 ml mutlak etanol eklenerek oda sicakliginda bir
gece karigtirildi. Siire sonunda solvan uguruldu. Potasyum karbonat ¢ozeltisi ile
karistirtlip siiztildi. CHCI3: MeOH: NHj3 (100:20:0,5) solvan sistemi yardimiyla
kolon kromatografisi ile saflastirildi. Etanol i¢inde HCI gaz1 gegirilerek HCI tuzu

haline getirildi. % 51 verimle 217 mg {iriin elde edildi.

Erime noktasi: 270-272°C

Elementel Analiz: CooH21Ns0,. HCI . 2H,0
Hesaplanan : %C: 55,11 %H: 6,01 %N: 16,06
Bulunan  :%C: 55,52 %H: 5,69 %N: 15,66

Kiitle m/z (ESI+): 364,5 [M+H] (%90).

'H-NMR (CD;0OD) & ppm : 0,88-0,93 (m, 2H, -CH,); 1,05-1,10 (m, 2H,
-CHy); 2,82-2,85 (m, 1H, -CH); 4,08 (s, 3H, -OCHj3); 4,11 (s, 3H, -OCHj3); 7,30 (s,
1H, H-5veya H-8); 7,65 (dt, 1H, J=8&1,2Hz, H-4" veya H-6): 7,70 (t, 1H, J=8Hz,
H-5); 8,11 (dt, 1H, J=8&2Hz, H-4’ veya H-6); 8,19 (t, 1H, J=2Hz, H-2"); 8,21 (s,

1H, H-5 veya H-8); 8,73 (s, 1H, H-2).

COSY (CDsOD) & ppm : [H-5" : H-4’], [H-5" : H-6"].
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B3C-NMR (CD;0D) & ppm : 167,58; 160,30; 159,46; 153,18; 149,43; 139,27;
137,02; 131,09; 130,81; 130,78; 126,93; 124,95; 109,06; 104,51; 100,46; 57,89

(-OCHs3); 57,54 (-OCHs3); 25,50 (-CH); 7,36 (-CHs).

CA-23 303 (3.055) Cn (Cen,2, 80.00, HY) 1: Scan ES+
307.48 6.67e7
100+ ‘
| 364,58
Q\EL
183.02
182.83.
1365.63
‘ 404.74
L 203.36 05.00 728.04
’ | ’ 486.73 729.00
0 R L 80179 % L 89959 101141 113425  1261.25 -
Y R D T Tt -y ] | B LA U S B T M) T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

Sekil 3.74. Bilesik 8d’nin Kiitle Spektrumu
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CA23-HC1-cd3od

Sample Hame:
ca23-gcl-cdlod

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomrl/vomrsys/data

sample directory:
ca23-Ecl-cdlod_20181211 01

FidFile: PROTON 01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdlod
Data collected on: Dec 11 2018

Temp. 33.0 ¢ / 306.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

width 6402.0 Hz

32 repetitions

OBSERVE H1, 400.1756519 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 1 min 57 sec

n

Agilent Technologies

Sekil 3.75. Bilesik 8d’nin *H-NMR Spektrumu

CA23-HCl-cdlod

Sample Name:
cR23-HC1-cd3od
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vimrsys/data
sample directory:
cr23-ECl-cdlod_20181211 01
FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
solvent: cdlod
Data collected on: Dec 11 2018

Temp. 33.0 ¢ / 306.1 K
operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

4736 repetitions

OBSERVE C13, 100.5240988 MHz
DECOUPLE H1, 400.1776314 MHzZ
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATR PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT size 65536

Total time 3 hr, 40 min

Agilent Technologies

180 160 140 120

Sekil 3.76. Bilesik 8d’nin **C-NMR Spektrumu

100

80

60

40

20 ppm
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CA23-ECL-cdiod

Sazple Hame: -4+ Agilent Tdehnologies
CA23-ECL-cd3cd N
Data Collacted ons

marcarydil-marc ury4on

Archiva diractorys Il # A JLM |
/bome/vERrl/vaRCsys/data _—t L -l Jllu_ - ."1 _— .

Sampla Aircetory:
CA23-BC1-cd3od 20181211 01
FidPila: goOEY_o1

Tulse Sequance: goOSY
Solvant. cdlsd —

1
£
1 E
—' 3
Data collected oa: Dec 11 2018 )l 3 t'ﬂ

Temp. 33.0 € 4 6.1 K ! E
Operator: woaTl J 3

Relax. dalay 1.000 sac

Acg. tima 0.150 sac R E
Width  4206.3 Ex —_— E
30 Width 4286.3 Ex 1 E

4 repatiticms
128 incramcnts

OESESVE  HL, 400.175E510 MEx l 3
DATA PROCESEING b=
8g. sime ball 0.075 mac I oe.0g
F1 DATA PROCESEING } E
8g. sime bell 0.030 sac — E
FT aiza 2048 T 2048 —_— E
Total tima 11 min ——  g.2-
) 8.4

i E

| oB.e

] 8.8+

LI B O L L B B I N L R R N REE RRRRE
8.4 8.2 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2

F2 (ppm)

Sekil 3.77. Bilesik 8d’nin COSY Spektrumu

3.3.10. N,N*-Disiklopropil-3-[(6,7-dimetoksikinazolin-4-il)amino]
benzimidamid (8e)

N
HN 2
H4CO Ny HN 4
Y
HsCO N~ .HCI

3-[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]benzonitril (3b) (300 mg) imidat esteri
olusturmak i¢in 3.3’de verilen yonteme gore reaksiyona sokuldu. Olusan imidat
esterine 0,4 ml siklopropilamin ve 5 ml mutlak etanol eklenerek oda sicakliginda bir
gece karistirildi. Siire sonunda solvan uguruldu. Potasyum karbonat ¢ozeltisi ile
karistirtlip siiziildii. Metanol ve aseton ile kristallendirildi. Etanol iginde HCI gazi
gegirilerek HCI tuzu haline getirildi. % 42 verimle 207 mg iiriin elde edildi.

Erime noktasi: 256-257°C
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Elementel Analiz: C23H25N502. 2HCI . 1,5H20
Hesaplanan : %C: 54,87 %H: 6,00 %N: 13,91
Bulunan  :%C: 54,60 %H: 6,17 %N: 14,03

Kiitle m/z (ESI+): 404,5 [M+H] (%100).

'H-NMR (CD3OD) & ppm : 0,74-0,79 (m, 4H, -CH,); 0,86-1,11 (m, 4H,
-CHy); 2,79-2,82 (m, 1H, -CH); 2,99-3,03 (m, 1H, -CH); 4,06 (s, 3H, -OCHs); 4,10
(s, 3H, -OCHa); 7,28 (s, 1H, H-5 veya H-8); 7,58 (dt, 1H, J=7,6&1,2Hz): 7,71 (t, 1H,
J=7,6Hz, H-5"); 8,09 (dd, 1H, J=8&2,2Hz); 8,21-8,22 (m, 2H); 8,73 (s, 1H, H-2).

BBC.NMR ve HSQC (CD;OD) & ppm : 169,01; 160,16; 159,29; 153,03;
149,41; 138,92; 136,90; 130,90 (CH-5"); 130,42; 129,51; 127,34; 125,75; 108,98;
104,52; 100,40; 57,95 (-OCHs); 57,55 (-OCHs); 28,80 (-CH); 25,34 (-CH); 8,97
(-CH,); 7,66 (-CHs).

CA-23a 26 (0.262) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+

100 404.56 8.32¢7
‘ | 404.73 \
|
|
|
E
405.68 1
202.78 307.31 |
| | |
143.11 ; 2330;%12, 20778 i
143.63 : 406.75 |
. 32580
. mi l229.56 i~ 407.04 5007756057 694.95 76220 807_l.97 bocs7 99020 iossositsssT
o1 1L s S O O SO o N AR -2
400 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Sekil 3.78. Bilesik 8e’nin Kiitle Spektrumu
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cA23a-ECl-cift_cyclopropyl-cdlod

Sample Wame:
ca23a-Ecl-cift cyclopropyl-cdlod
Dpata collected on:
mercury400-mercury400
archive directory:
/home/vomr1/vimrsys/data
sample directory:
ca23a-Ecl-cift cyclopropyl-cdlod 20180728 01
FidPile: PROTON 01

Pulse Sequence: PROTON (sZpul)
solvent: cdlod
Data collected on: Jul 29 2018

Temp. 30.0 ¢ / 303.1 K
operator: vmmrl

relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

¢ repetitions

OBSERVE H1, 400.1756519 MEHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

Agilent Technologies

Sekil 3.79. Bilesik 8e’nin "H-NMR Spektrumu

cR23a-Ecl-cift cyclopropyl-cdlod

Sample Name:
cAz3a-HCl-cift cyclopropyl-cdiod
pata collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /VImrl/vOmrsys/data
Sample directory:
cA23a-Hcl-cift cyclopropyl-cdlod 20180729 01
FidFile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: cdlod
Data collected on: Jul 2§ 2018

Temp. 30.0 ¢ / 303.1 K
Operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

width 21141.6 Hz

2000 repetitions

OBSERVE €13, 100.6241020 MEz
DECOUPLE H1, 400.1776314 MEz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATR PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 1 hr, 28 min

N |

Agilent Technologies

|

20 ppm

180 160 140 120

Sekil 3.80. Bilesik 8e’nin **C-NMR Spektrumu
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CA233-HC1-eift cyrlopropyl-cdisd

Sampla Kama:
CA23a-BCl-cift cyclopropyl-cdlod
Data Collacted om:

BArcury40-mercuryso L
Archive diractory:
/boma /vemrl/vemrsysfoata —J—— i P

S2=ple AiTECLOry:

CA233-HC1-cift ryclopropyl-cdiod 20180725 0L
FldFila: gESQC 01 Fil
Pulsa Sequanca: gEEOC {ppmg

‘3 Agilent Technologies

_—

S TPUPUR R

>

Solvant: cdiod *

Data collactod om: Jul 28 2018 20 .
— E i

Tomp. 30.0 € f 303.1 K E— 10

Oporator: vmari 7 .

Ralax. dalay 1.000 sac 40 H

Acg. time 0.150 sec *

WidthE  £40Z.0 Ez —— T .

ID Width 17195.0 Ex = s

4 repatitioms —————— u .

% x 128 increments E0J

QBEERVE  H1, 400.1756503 MHEZ 7

DECOUPLE €13, 100.6317945 MHZ 70

Powar 45 dB E

on during soquisition 7
off guring dalay 80
CARP-1 modulatad 7
DATA PROCESEING 903
Causs apodization 0.069 soo 7
F1 DATA PROCESEING 7
Ganss apodization ©.007 seo — 1007 Ld

WO e R T E S S T WIS S TR 3 e _FidGes -l s
¥

FT siza 2048 x 2048 ju -
Total tima 23 minm — 110_:
120
E * .
1307 " .
7 n
3 B k]
140y — | | - 0 —_ |
9 8 7 3 5 4 3 2 1

Sekil 3.81. Bilesik 8e’nin HSQC Spektrumu

3.3.11. 4-[[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]metil]Jbenzimidamid (9a)

H,CO NH

J NH,

H3CO N HCl

4-[[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]metil]benzonitril (3c) (185 mg) imidat
esteri olusturmak igin 3.3°de verilen yonteme goére reaksiyona sokuldu. Olusan
imidat esteri, amonyak gazi ile doyurulmus 5 ml mutlak etanol i¢inde oda bir gece
karistirildi. Siire sonunda solvan uguruldu. Potasyum karbonat ¢6zeltisi ile karistirilip
stiziildi. Etanol icinde HCI gaz1 gecirilerek HCI tuzu haline getirildi. % 27 verimle
69 mg iirlin elde edildi.

Erime noktasi: 281-283°C
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Elementel Analiz: C13H19N502. 2HCI . 2H20
Hesaplanan : %C: 48,44 %H: 5,64 %N: 15,69
Bulunan  : %C: 48,63 %H: 5,36 9%N: 15,49

Kiitle m/z (ESI+): 338,5 [M+H] (%40).

'H-NMR (CD3OD) & ppm : 4,03 (s, 3H, -OCHy); 4,04 (s, 3H, -OCH3); 5,11
(s, 2H, -CHy); 7,21 (s, 1H, H-5 veya H-8); 7,71 (d, 2H, J=8Hz, fenil protonlari);
7,79 (d, 2H, J=8Hz, fenil protonlar1); 7,89 (s, 1H, H-5 veya H-8); 8,65 (s, 1H, H-2).

BBC.NMR ve HSQC (CD;OD) & ppm : 168,12; 161,40; 158,76; 152,64
149,82; 145,76; 135,97; 129,84; 129,37; 128,64; 108,30; 104,06 (CH-5 veya CH-8);
100,44 (CH-5 veya CH-8); 57,51 (-OCHs); 57,38 (-OCHs); 45,90 (-CH5).

CA28-HCI 352 (3.549) Cn (Cen,2, 80.00, HY) 1: Scan ES+
169.70 1.34e8

e
338.57
170.35
<
190.50 .
161.25 321.51
| [p39.63
J 190.99 t
215.28 ‘ 340.30 422,57 496.66 876.10 833.51952.01 1127.27
Al ) ; . - } .04 5% 983.48 1083.54
o-hidiy JL.«‘.J‘..‘. OO 7SN U S5 s B L L D N e L 2
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Sekil 3.82. Bilesik 9a’nin Kiitle Spektrumu

135



CA26-HCl-cd3od

Sample Name:
CA26-HC1-cd3od

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmr1/vnmrsys/data

sample directory:
CA26-HC1-cdlod 20181130 _01

Fidrile: PROTON 01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
solvent: cd3od
Data collected on: Nov 30 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1, 400.1756519 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

Agilent Technologies

Sekil 3.83. Bilesik 9a’nin *H-NMR Spektrumu

CR26-HCl-cd3od

Sample NWame:
cA26-Hcl-cdlod
pata collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vnnrl/vimrsys/data
Sample directory:
CAZ6-HC1-cd3od 20181130 01
FidFile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
solvent: cdlod
Data collected on: Hov 30 2018

Temp. 25.0 ¢ / 238.1 K
operator: vnmrl

Rrelax. delay 1.000 sec
pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.550 sec

width 21141.6 Hz

4000 repetitions
OBSERVE €13, 100.6241008 MHz
DECOUPLE H1, 400.1776314 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DRTR PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 2 hr, 56 min

N j ‘ { | "

"

"

Agilent Technologies

180 160 140 120

Sekil 3.84. Bilesik 9a’nmin “*C-NMR Spektrumu

100

80

60

40

20

Ppm

136



CA26-EC1-cd3od

CA2E-EC1-odisd
Data Collacted om:

sazpla Hama. A ‘4 Agilent Technolagies

marcuryddl-marcury4dl

acomve dizectory: T B A S

Sampla A1rGCtory:

CAZG-EC1-oddod 20181130 01 ] e
FidPila: gEBQC 01 F1

Pulse Sequence: gESQC
Solvants cdiod
Data collactsd om: Bov 30 2018 —

7
i

Ll
=)

Temp. 25.0 € f 256.1 K
Oporator: womri

Rolax. dalay 1.000 sac T0
Acg. time 0.150 sec
Width  5402.0 Ex
ID Width 17105.0 Hx
@ rapatiticms B
% x 300 imcrements

QBEERVE  H1, 400.1756507 MEz
DECOUPLE £13, 100.8317345 MEz
Powar 45 OB

on during scquisition

off guring dalay

QARD-1 modulated

DATA PROCESEING

Gauss spodization ©.069 seo
F1 DATA PROCESEING

Causs apodization ©.011 soo
FT siza 2048 x 2048

Total time 1 br, § miz

)
=

L
= =
= (=]
B =
Lovvar bvwv s bvvvn bvwn s by v bwv v by v baas

-
B
=]

—_— 130 -a

Sekil 3.85. Bilesik 9a’nin HSQC Spektrumu

3.3.12. 4-[[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]metil]-N-izopropil
benzimidamid (9b)

HN
HsCO NH

H,;CO N/) HNY

.HCI CHj

CHs

4-[[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]metil]benzonitril (3c) (240 mg) imidat
esteri olusturmak igin 3.3’de verilen yonteme goére reaksiyona sokuldu. Olusan
imidat esterine 0,25 ml izopropilamin ve 5 ml mutlak etanol eklenerek oda
sicakliginda bir gece karigtirildi. Siire sonunda solvan uguruldu. Potasyum karbonat
cozeltisi ile karistirilip siiziildii. CHCl3: MeOH: NH; (100:20:0,5) solvan sistemi
yardimiyla kolon kromatografisi ile saflastirildi. Etanol i¢inde HC1 gaz1 gegirilerek

HCI tuzu haline getirildi. % 17 verimle 65 mg iiriin elde edildi.
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Erime noktasi: 248-250°C

Elementel Analiz: C,1H,5Ns0,. 2HCI . 3,5H,0
Hesaplanan : %C: 48,93 %H: 6,65 %N: 13,59
Bulunan :%C: 49,08 %H: 7,07 %N: 13,45

Kiitle m/z (ESI+): 380,7 [M+H] (%100).

IH-NMR (CD;OD) & ppm : 1,36 (d, 6H, J=6,4Hz, -CHs); 3,97-4,02 (m, 1H,
-CH); 4,03 (s, 3H, -OCHy3); 4,04 (s, 3H, -OCHj3); 5,10 (s, 2H, -CHy); 7,21 (s, 1H, H-5
veya H-8); 7,68 (d, 2H, J=8,4Hz, fenil protonlar1); 7,71 (d, 2H, J=8,4Hz, fenil
protonlar1); 7,89 (s, 1H, H-5 veya H-8); 8,65 (s, 1H, H-2).

BC-NMR ve HSQC (CD;OD) & ppm : 164,57; 161,46; 158,87; 152,74;
149,80; 144,98; 135,89; 130,02; 129,78; 129,44; 108,32; 104,16 (CH-5 veya CH-8);
100,43 (CH-5 veya CH-8); 57,59 (-OCHs); 57,45 (-OCHs); 47,11; 45,99; 21,62
(-CHs).

—_—
CA-27 261 (2.632) Cn (Cen,2, 80.00, Hi) 1: Scan ES+
100 380.75 5.11a7

| |

| | |

| |
| |

| |
|

| | |

' 169.89 | ~

| ‘

~ | \. |
o | .
191.04 '

. 381.81 '
[

‘ .

191,52 .
i 338.58
.215.34 422.74
; 74 48352 ,
ol bt L l [ 7 S73.34 6145753551 75086 w28.48 91163 949 15 97972 107037
itbadtobibaddste b sttt L SN G DT itz
200 300 400 500 &0 700 800 800 1000 |

Sekil 3.86. Bilesik 9b’nin Kiitle Spektrumu
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CA27-HC1

gample Mame: Agilent Technologies
CA27-HC1

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vrmrl/vnmrsys/data

sample directory:
CA27-HC1_ 20190329 01

FidPile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
solvent: cd3od
Data collected on: Mar 29 2019

Temp. 30.0 C / 303.1 K
operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

width 6402.0 Hz

8 repetitions
OBSERVE H1l, 400.1756519 MHz
DATA PROCESSING

PT size 32768
Total time 0 min 31 sec

Sekil 3.87. Bilesik 9b’nin *H-NMR Spektrumu

CAZT-HC1

sample Name: Agilent Technologies
‘CA27-HC1
Data collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vnmr1/vanrsys/data
sample directory:
CA27-HCL 20180328 01
FidFile: CARBON 01

Pulse sequence: CAREON (s2pul)
Solvent: cd3od
Data collected on: Mar 29 2019

Temp. 30.0 ¢ / 303.1 K
operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

2000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6240959 MHZ
DECOUPLE H1, 400.1776314 MHz
Power 38 dB

continuocusly on

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT size 65536

Total time 1 hr, 20 min

L W,

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.88. Bilesik 9b’nin **C-NMR Spektrumu
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CA27-ECL

Sazpla Kames

CA27-EC1
Data Collected om:

zarcurydi0-mercury4on
Archive diractorys

/homa fvomrl /vImrsysfeata
Sawpla dircctorye

CA27-BEC1 20150325 01
PidPile: gESQC 0L

Tulsa Saguanca: gESOC
Solvent: cdiod
Data collected oo: Mar 30 2019

Temp. 30.0 C f 303.1 K
Operator: vmeri

Relax. dalay 1.000 sac
Ang. tima 0.150 sac

Width  £402.0 Ex

ID Widtk 17105.0 Hx

4 repatiticos

7 x 128 iocramants

OEEEEVE  H1, 400.1756521 MEx
DECOUPLE C13, 100.6317845 MEX
Dowar 45 4B

on during scquisition

off curing dalay

GARP-1 modulatad

DATA PROCESEING

Causs apodization 0.06% soo
F1 DATA FROCESEING

Gauss apodization 9.007 seo
FT sira 2048 x 2048

Total tima 23 min

‘4 Agilent Tochnologios

I

[ R
4 i
F1 hy .
(ppmi] .
30—: 5
40
E ®
S0 v
60 :
B .
70 )
80 ?
a0 .
E )
100 . .
1104 :
120 :
1 i
130 ] b
B i
140 T T T T
7 & 4 2

Sekil 3.89. Bilesik 9b’nin HSQC Spektrumu

3.3.13. N-[4-(4,5-Dihidro-1H-imidazol-2-il)benzil]-6,7-dimetoksikinazolin-

4-amin (9c)

HsCO

H,CO

4-[[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]metil]benzonitril (3c) (230 mg) imidat

esteri olusturmak i¢in 3.3’de verilen yonteme goére reaksiyona sokuldu. Olusan

imidat esterine 0,25 ml etilendiamin ve 5 ml mutlak etanol eklenerek oda

sicakliginda bir gece karistirildi. Siire sonunda solvan uguruldu. Potasyum karbonat

¢ozeltisi ile karistirthip siiztildii. Etanol iginde HC1 gazi1 gegirilerek HCI tuzu haline

getirildi. % 26 verimle 80 mg iiriin elde edildi.

Erime noktasi: 298-299°C
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Elementel Analiz: CooH1NsO, . 1,5HCI
Hesaplanan : %C: 57,45 %H: 5,42 %N: 16,75
Bulunan 1 %C: 57,44 %H: 5,85 %N: 16,68

Kiitle m/z (ESI+): 364,5 [M+H] (%57).

'H-NMR (DMSO-ds) & ppm : 3,89 (s, 3H, -OCH3); 3,91 (s, 3H, -OCHs); 3,97
(s, 4H, 2-imidazolin-CH,); 4,85 (d, 2H, J=5,6Hz, -CH); 7,10 (s, 1H, H-8); 7,60 (d,
2H, J=8,4Hz, H-2",6°); 7,79 (s, 1H, H-5); 7,95 (d, 2H, J=8Hz, H-3’,5°); 8,29 (s, 1H,
H-2); 8,84 (t, 1H, J=6Hz, -NH); 10,66 (brs, 1H, 2-imidazolin-NH).

COSY (DMSO-dg) 6 ppm : [H-2°,6" : H-37,57].

NOESY (DMSO-dg) & ppm : [H-5: -NH], [H-2",6" : -CH,].

BC-NMR, HSQC ve HMBC (DMSO-dg) & ppm : 164,92 (C-1); 158,39
(C-4); 154,10 (CH-2); 153,50 (C-6 veya C-7); 148,66 (C-6 veya C-7); 147,56 (C-1°);
146,14 (C-8a); 128,76 (CH-3’,5); 127,89 (CH-2",6"); 120,68 (C-4’); 108,67 (C-4a);

107,12 (CH-8); 102,34 (CH-5); 56,30 (-OCHs); 55,90 (-OCHs); 44,47 (2-imidazolin-
CHy); 43,46 (-CH).
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CAZ28HCI 298 (3.005) Cn (Cen,2, 80.00, H)
1004 1BZI.76

364.59

%

183.45

365.33

163.03 |52 gg

366.63
204.30 241

448.64

567.95

1: Scan ES+

728.00

657.30 60,70

729.01772.15
4 miz

1.34e8

l.42 25%37 333.88
b gl T by s T

ob i : ‘
200 250 300 350 400

| 150

" 450

500

550

600

650

700

750

Sekil 3.90. Bilesik 9¢’nin Kiitle Spektrumu

cA28HCL

Sample Wame:
‘CA28HC1
pata Collected on:
marcury400-mercuryd00
Archive directory:
/home/vImrl/vnmrsys/data
Sample directory:
CA2BHC1_20190214_01
Fidrile: PROTON 03

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
solvent: dmso
Data collected on: Feb 14 2019

Temp. 25.0 ¢ / 298.1 K
operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

width 6402.0 Hz

16 repetitions

OBSERVE H1, 400.1759731 MHz
DATR PROCESSING

PT size 32768

Total time 1 min 0 sec

ol

M)

|
[N

Agilent Technologies

13 12 11 10 9 8 7

Sekil 3.91. Bilesik 9¢’nin *H-NMR Spektrumu
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CA28HCL

Sample Mame:
CA28HCL
Data collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vomrsys/data
sample directory:
CA28HCL_20180214_01
FidFile: CAREON 02

Pulse Sequence:
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 15 2018

CARBON (s2pul)

Temp. 25.0 C / 298.1 K
operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

width 21141.6 Hz

4000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243573 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT siza 65536

Total time 2 hr, 56 min

Agilent Technologies

b

80

180 160 140 120

100

Sekil 3.92. Bilesik 9¢’nin *C-NMR Spektrumu

CAZSHCL

sample Name:
CA28HCL
Data collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vrmr1/vmrsys/data
sample diractory:

60

40 20 0 ppm

Agilent Technologies

CA28HC]_20190214_01 i |
FidFile: gcosY_01 F1 ]
m)
Pulse Sequence: gcOSY (ppm)] 9
Solvent: dmso 5.0
Data collected on: Feb 17 2019 ]
Temp. 25.0 C / 298.1 K 5 54:
operator: vnmrl =
Relax. delay 1.000 sec b
Acg. time 0.150 sec 6 0:
width  3353.5 Hz -]
2D width 3353.5 Hz B
2 repetitions 7
128 increments 7
OBSERVE HL, 400.1759731 MHz 6.5
DRTAR PROCESSING -
8q. sine bell 0.075 sec B
F1l DATA PROCESSING __
sq. sine bell 0.038 sec 4 7.0
FT size 1024 x 1024 g L
Total time § min 41 sec b
1 7.57
e —— i
J i o g
-] 8.0 e o
-~ 1 o
} 8.57]
— 7
1] )
L L I e
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5
F2 (ppm)

Sekil 3.93. Bilesik 9¢’nin COSY Spektrumu
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cA28HC1

Sample Name:
CA2BHCL

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomrl/vomrsys/data

sample directory:
CA2BHC1_20190214_01

FidFile: gHMBC 01

Pulse Sequence: gHMBC
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 17 2019

Temp. 25.0 ¢ / 298.1 K
operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.150 sec

width  6402.0 Hz

2D Width 19622.3 Hz
repetitions

2 x 200 increments

OBSERVE H1, 400.1759792 MEz
DATA PROCESSING

8g. sine bell 0.075 sec

F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.009 sec
FT size 2048 x 2048

Total time 1 hr, 11 min

‘Agllent Technologies

Lo

°
o 'Y o -
.
b . . .
] . we .
B ° s .
i s w s
s . ®

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

Fl1 (ppm)

Sekil 3.94. Bilesik 9¢’nin HMBC Spektrumu

CA28HCL

sample Name:
CA28HCL
pata collected on:
mercury400-mercury400
Rrchive directory:
/home/vnmrl/vimrsys/data
sample directory:
CcAZBHCL 20150214 01
FidPile: gHSQC 01

Pulse Sequence: gHSQC
solvent: dmso
Data collected on: Feb 16 201§

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Req. time 0.150 sec

width  §402.0 Hz

2D Width 17105.0 Hz
repetitions

2 x 128 increments

OBSERVE H1, 400.1759761 MHzZ
DECOUPLE C13, 100.8318760 MHz
Power 45 dB

on during acquisition

off during delay

GARP-1 modulated

DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.069 sec
Pl DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.007 sec
FT size 2048 x 2048

Total time 44 min

Fl
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Agilent Technologies

T
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F2 (ppm)

Sekil 3.95. Bilesik 9¢’nin HSQC Spektrumu
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CA28HCL

sample Name:
CAZBHCL
pata collected on:

Archive directory:
/home/vimrl/vomrsys/data

sample directory:
CAZBHCL_20190214_01

Fidrile: NoEsY 01

Pulse Sequence: NOESY

solvent: dmso

L

0

I

\ + S —

Data collected on: Feb 17 2019

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
ACq. time 0.150 sec
Width  3353.5 Hz

2D Width 3353.5 Hz b
4 repetitions 6
2 x 128 increments B
OBSERVE H1, 400.1759731 MHZ
DATA PROCESSING

causs apodization 0.069 sec
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.018 sec
FT size 2048 x 2048

Total time 26 min

L L B N B LI I
9.5 8.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5

F2 (ppm)

Sekil 3.96. Bilesik 9¢’nin NOESY Spektrumu

3.3.14.
benzimidamid (9d)

N-Siklopropil-4-[[(6,7-dimetoksikinazolin-4-il)amino]metil]

HN
H3CO SN NH
~ HN
H;CO N)

4-[[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]metil]benzonitril (3c) (140 mg) imidat
esteri olusturmak i¢in 3.3°de verilen yonteme gore reaksiyona sokuldu. Olusan
imidat esterine 0,25 ml siklopropilamin ve 3 ml mutlak etanol eklenerek oda
sicakliginda bir gece karistirildi. Siire sonunda solvan uguruldu. Potasyum karbonat
¢ozeltisi ile karistirihp siiziildii. CHClz: MeOH: NH3 (100:20:0,5) solvan sistemi
yardimiyla kolon kromatografisi ile saflastirildi. Etanol i¢cinde HCI gazi gegirilerek

HCI tuzu haline getirildi. % 33 verimle 66 mg iiriin elde edildi.
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Erime noktasi: 284-286°C (bubling)

Elementel Analiz: C,;H»3NsO,. HCI . 2,5H,0
Hesaplanan : %C: 54,96 %H: 6,37 %N: 15,26
Bulunan  :%C: 54,88 %H: 6,26 9%N: 14,89

Kiitle m/z (ESI+): 378,7 [M+H] (%60).

'H-NMR (CD;OD) & ppm : 0,86-0,88 (m, 2H, siklopropil-CH,); 1,02-1,05
(m, 2H, siklopropil-CHy); 2,78-2,79 (m, 1H, siklopropil-CH); 4,02 (s, 3H, -OCHj3);
4,03 (s, 3H, -OCHg); 5,09 (s, 2H, -CHy); 7,22 (s, 1H, H-5 veya H-8); 7,68 (d, 2H,
J=8,4Hz, fenil protonlar1); 7,72 (d, 2H, J=8Hz, fenil protonlar1); 7,92 (s, 1H, H-5
veya H-8); 8,64 (s, 1H, H-2); 9,05 (brs, 1H, -NH); 9,54 (brs, 1H, -NH); 9,80 (brs,
1H, -NH).

B3C-NMR (CDs0D) & ppm : 167,50; 161,33; 158,71; 152,59; 149,72; 145,23;
135,78; 129,83; 129,33; 128,91; 108,24; 104,19; 100,37; 57,62 (-OCH3); 57,43
(-OCHsy); 45,88; 25,35; 7,34.

‘ - - -
|CA-20HCI 272 (2.743) Cn (Cen,2, 80.00, HE) 1: Scan ES+ |
100 189.97 32158 1.34e8|
i g '
189.70
|
378.73 \
S | | |
|
| \
! |
i 322,66
210.07 ‘
| ‘ 379.75
| 210,56 ‘[ 41881
| |
| 161.23 |
. l2r57 bosrs o 41083 459.94 |
e ‘ U .| 23462 200,03 : ‘459.66 . 506.92 522 07 621.20632.97 674.82 705 5
okl il el bl M iosciine 220 b i Ly 5089 522 o2 20e32.97 7T 77 70525
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 850 700

Sekil 3.97. Bilesik 9d’nin Kiitle Spektrumu
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CA29-HCL

Sample Nama:
CA29-HC1
pata collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vnmr1/vimrsys/data
sample directory:
cA29-EC1 20191214 01
Fidrile: PROTON_02
Pulse Sequence: PROTON (sZpul)
solvent: cdlod
Data collected on: Dec 14 2019

Temp. 25.0 ¢ / 298.1 K
operator: vimrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width §402.0 Ez

16 repatitions

OBSERVE H1, 400.1756519 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 1 min 0 sec

Agilent Technologies

Sekil 3.98. Bilesik 9d’nin "H-NMR Spektrumu

CA29-HCL

Sample Name:
CA29-HC1
pata collected onm:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnnrl/vonrsys/data
Sample directory:
caA29-HCl 20191214 01
FidFile: CARBON 01
Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
solvent: cdlod
Data collected on: Dec 14 2019

Temp. 25.0 c / 298.1 K
operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

5000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6241025 MHz
DECOUPLE H1, 400.1776314 MHz
power 38 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT size 65536

Total time 3 hr, 40 min

Agilent Technologies

140 120

180 160

Sekil 3.99. Bilesik 9d’nin **C-NMR Spektrumu
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80
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3.3.15. N-Siklohekzil-4-[[(6,7-dimetoksikinazolin-4-il)amino]metil]
benzimidamid (9e)

4-[[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]metil]benzonitril (3c) (130 mg) imidat
esteri olusturmak igin 3.3’de verilen yonteme gore reaksiyona sokuldu. Olusan
imidat esterine 0,25 ml siklohekzilamin ve 3 ml mutlak etanol eklenerek oda
sicakliginda bir gece karistirildi. Siire sonunda solvan uguruldu. Potasyum karbonat
cozeltisi ile karistirihip siiziildii. CHCl3: MeOH: NHz (100:20:0,5) solvan sistemi
yardimiyla kolon kromatografisi ile saflastirildi. Etanol iginde HCl gazi gegirilerek
HCI tuzu haline getirildi. % 36 verimle 82 mg iiriin elde edildi.

Erime noktasi: 255-257°C

Elementel Analiz: C»4H29Ns0,. 2HCI . 4H,0
Hesaplanan : %C: 51,06 %H: 6,96 %N: 12,40
Bulunan 1 0%0C: 51,09 %H: 6,93 %N: 12,68

Kiitle m/z (ESI+): 420,9 [M+H] (%100).

'H-NMR (CD;0OD) & ppm : 1,26-1,28 (m, 1H, siklohekzil -CH,); 1,43-1,50
(m, 4H, siklohekzil -CH,); 1,69-1,73 (m, 1H, siklohekzil -CH); 1,84-1,86 (m, 2H,
siklohekzil -CH,); 2,04-2,06 (m, 2H, siklohekzil -CH,); 3,68-3,70 (m, 1H,
siklohekzil -CH); 4,03 (s, 3H, -OCHj3); 4,04 (s, 3H, -OCHj3); 5,09 (s, 2H, -CHy); 7,22
(s, 1H, H-5 veya H-8); 7,68 (d, 2H, J=8,4Hz, fenil protonlar1); 7,71 (d, 2H, J=9,2Hz,
fenil protonlari); 7,90 (s, 1H, H-5 veya H-8); 8,63 (s, 1H, H-2).
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BC-NMR (CD;0D) & ppm : 164,49; 161,37; 158,80; 152,67; 149,69; 144,90;
135,80; 129,98; 129,77; 129,41; 108,26; 104,28; 100,44; 57,65; 57,45; 54,09; 45,95;

32,55; 26,18; 25,80.

CA-30HCI 273 (2.753) Cn {Cen,2, 80.00, Hi) 1: Scan ES+
420.99 4 4667
100 |
|
420.81
211.13
R
210.77
|
-114 25 10998 |
’ 1421.86
169.36
‘ 17045 (21166
140.86 321.92333 329 o 422.77
231.74 321.49 7Y 37852 | 503.80 665.40 709.67
‘ ] (| L1 486.19|  544.04 55717 593,24 ©994Y 590,73 70
bl ath dityel 3 b sl gl ki il 1y iy ! i . L mfz
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 |

Sekil 3.100. Bilesik 9e’nin Kiitle Spektrumu

CA20-HCL

sample Name:
CA20-HCL
Data collected on:
mercury400-mercury400
Archive diractory:
/home /vmrl/vomrsys/data
sample directory:
CA20-HCL_20200209_01
FidFile: PROTON 01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdlod
Data collectad on: Feb 9 2020

Temp. 40.0 C / 313.1 K
Operater: vmmrl

Rrelax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degress

Acq. time 2.559 sec

width £402.0 Hz

¢ repetitions

OBSERVE  H1, 400.1756519 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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r‘J\AJL\

Agilent Technologies
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Sekil 3.101. Bilesik 9¢’nin *H-NMR Spektrumu
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CA20-HC1
sanple Name: %5~ Agilent Technologies
CA30-HC1l

Data collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:

/home/vnmrl/vmrsys/data
sample directory:

CA30-HCL_20200209_01
Fidrile: CA.RBOH70]

Pulse Sequenca: CAREON (s2pul)
solvent: cdiod
pata collected on: Feb § 2020

Temp. 40.0 ¢ / 313.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

width 21141.€ Hz

2000 repetitions
OBSERVE €13, 100.6241015 MEz
DECOUPLE H1, 400.1776314 MEz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT size £5536

Total time 1 hr, 28 min

A1 il

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Sekil 3.102. Bilesik 9¢’nin *C-NMR Spektrumu

3.4. Amidoksim Grubu Tasiyan 6,7-Dimetoksikinazolin Tiirevlerinin (71,
8f, 9f) Genel Sentez Yontemi

Hidroksilamin hidrokloriir (1,38 g, 20 mmol), DMSO (4,5 ml) i¢inde
¢Oziindiiriildii. Sicaklik 5°C’nin altinda tutularak karistirildi. Cozelti {izerine
potasyum tert-biitoksit (2,24 g, 20 mmol) yavasga ecklenerek 30 dakika daha
karistirildi. Ardindan sonug iiriin eldesi i¢in uygun olan 3a, 3b ve 3c kodlu bilesik
(1 mmol) de ¢ozelti igine eklenerek bir gece karismaya birakildi. Reaksiyon
sonlandiginda maddelerin su ile ¢okmesi saglandi ve siiziildi. Gerekli oldugunda,

etanol iginde HCI gaz1 gegirilmesiyle bilesiklerin HCI tuzlari1 hazirlandi.
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3.4.1. 4-[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]-N'-hidroksibenzimidamid

(7f)
NH,
N
HN
HsCO SN
HsCO N/)

4-[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]benzonitril (3a) (306 mg, 1 mmol),
3.4’de verilen yonteme gore ¢ozeltiye eklendi ve sonug iiriin belirtilen yontemle

% 82 verimle 280 mg olarak elde edildi.

Erime noktasi: 289-290°C

Elementel Analiz: C17H17N503
Hesaplanan : %C: 60,16 %H: 5,04 %N: 20,63
Bulunan  :%C: 59,95 %H: 5,41 %N: 20,28

Kiitle m/z (ESI+): 340,7 [M+H] (%40).

'H-NMR (DMSO-dg) & ppm : 4,00 (s, 3H, -OCHs); 4,06 (s, 3H, -OCHs); 7,46
(s, 1H, H-5 veya H-8); 7,84 (d, 2H, J=8,8Hz, fenil protonlari); 8,08 (d, 2H, J=9,2Hz,
fenil protonlari); 8,64 (s, 1H, H-5 veya H-8); 8,90 (s, 1H, H-2); 9,14 (brs, 1H); 11,28
(brs, 1H); 12,02 (s, 1H).

BC.NMR (DMSO-dg) & ppm : 156,13; 154,24; 152,72; 150,59; 148,88;

146,99; 140,09; 128,03; 125,43; 121,37; 108,90; 107,17; 101,88; 56,19 (-OCHy);
55,74 (-OCHj).
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Sekil 3.103. Bilesik 7f’nin Kiitle Spektrumu

CA-15_4-oxime
sample Hame: Agilent Technologies
CA-15_4-oxime

Data Cellected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomrl/vamrsys/data

Sample directory:
CA-15_4-oxime_20180113_01

Fidrile: PRM‘OH701

Ppulse Sequence: PROTON (s2pull
Solvent: dmso
Data collected om: Jam 13 2018

Temp. 35.0 ¢ / 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 H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

PT size 32768

Total time 0 min 31 sec

e J J I J g_ﬂJL___._JL n L

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

Sekil 3.104. Bilesik 7f’nin "H-NMR Spektrumu

152



CR-15_4-oxime
sample Name: %% Agilent Technologies
CA-15_4-oxime
Data collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/bome/vnmrl/vomrsys/data
sample directoery:
CA-15 4-oxime 20180113 01
FidFile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jan 13 2018

Temp. 35.0 ¢ / 308.1 K
Operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

wWidth 21141.6 Hz

2000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243826 MHZ
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHzZ
Powar 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated
DRTR PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size €5536

Total time 1 hr, 28 min

) “ . L

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.105. Bilesik 7f’nin *C-NMR Spektrumu

3.4.2. 3-[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]-N’-hidroksibenzimidamid
(8f)

NH,

HsCO SN Noon

HsCO N

3-[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]benzonitril (3b) (306 mg, 1 mmol),
3.4°de verilen yonteme gore ¢ozeltiye eklendi ve sonug iiriin belirtilen yontemle

% 55 verimle 196 mg olarak elde edildi.

Erime noktasi: 218-219°C
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Elementel Analiz: C17H17N503. Hzo

Hesaplanan : %C: 57,13 %H: 5,35 %N:
Bulunan 1 %C: 57,54 %H: 5,60 %N:

19,59
19,57

Kiitle m/z (ESI+): 340,5 [M+H] (%75).

'H-NMR (DMSO-dg) 6 ppm : 3,93 (s, 3H, -OCHj3); 3,96 (s, 3H, -OCHj3); 5,76
(s, 2H, -NHy); 7,18 (s, 1H, H-5 veya H-8); 7,36-7,41 (m, 2H, fenil protonlari); 7,87-
7,91 (m, 2H, fenil protonlar1); 8,05 (s, 1H, H-5 veya H-8); 8,45 (s, 1H, H-2); 9,52 (s,

1H); 9,60 (s, 1H).

BC-NMR (DMSO-d¢) & ppm :

56,17 (-OCH3); 55,74 (-OCHs).

156,34; 154,20; 152,77; 150,90; 148,86;
146,93; 139,26; 133,67; 128,05; 122,91; 120,48; 119,43; 108,84; 107,14; 101,91,

———

CA-17 334 (3.368) Cn (Cen12, 80.00, Ht)
100] 170.8 :

|
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ES

424'74995 5546
e -

7018 747.9 gpa.7 ‘ : ' e
79.5. !
6 W N 887.9 9501 1056.81078.0° ~1177.2

e — —. -
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Sekil 3.106. Bilesik 8f’nin Kiitle Spektrumu
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cA-17

Sample Wame:
CA-17

Data collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vomrsys/data

sample directory:
CA-17_20180409_01

FidFile: PROTON 01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)

Solvent: dmso

Data collected on: Apr 9 2018

35.0 C/ 308.1 K
vomrl

Temp.
operator:

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1, 400.1759692 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

Agilent Technologies

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmr1/vomrsys/data

sample directory:
CA-17_20180409_01

Fidrile: current

Pulse Sequence: CAREON (s2pul)
Solvent: dmso

Data collected on: Apr 11 2018

35.0 ¢ / 30B.1 K
vomrl

Temp.
operator:

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

192 repatitions
OBSERVE C13, 100.6243813 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT size 65536

Total time 1 hr, 28 min

J )

" o

el

Agilent Technologies

W Wy

u " - i

180 160 140 120 100

Sekil 3.108. Bilesik 8f’nin *C-NMR Spektrumu

80
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3.4.3. 4-[[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]metil]-N'-hidroksi

benzimidamid (9f)
HN
HSCO@N I NH,
@

Pz N.
H,CO OH

.HCI

4-[[(6,7-Dimetoksikinazolin-4-il)amino]metil]Jbenzonitril  (3c) (320 mg,
1 mmol) 3.4°de verilen yonteme gore ¢ozeltiye eklendi. Yonteme gére hazirlanan
tirtin, etanol i¢inde HCI gaz1 gegirilerek HCI tuzu haline getirildi. Sonug {iriin % 67

verimle 293 mg olarak elde edildi.

Erime noktasi: 259-261°C

Elementel Analiz: C1gH19Ns0O3. 2HCI . 0,5H,0
Hesaplanan : %C: 49,66 %H: 5,09 %N: 16,08
Bulunan  : %C: 49,51 %H: 5,49 %N: 15,72

Kiitle m/z (ESI+): 354,6 [M+H] (%55).

'H-NMR (DMSO-dg + D;0) & ppm : 3,92 (s, 3H, -OCHz); 3,93 (s, 3H,
-OCHg); 4,97 (s, 2H, -CHy); 7,19 (s, 1H, H-5 veya H-8); 7,57 (d, 2H, J=8Hz,
H-2°,6"); 7,64 (d, 2H, J=8,4Hz, H-3°,5°); 7,91 (s, 1H, H-5 veya H-8): 8,67 (s, 1H,
H-2).

COSY (DMSO-dgs + D,O) & ppm : [H-2°,6" : H-3",5"].

NOESY (DMSO-ds + D,O) 6 ppm : [H-2",6" : -CH3].

BC-NMR, HSQC ve HMBC (DMSO-d¢ + D,O) & ppm : 160,09
(C-amidoksim); 159,95 (C-4); 156,85 (C-7); 150,75 (C-6); 149,23 (CH-2); 144,04

(C-1°): 134,56 (C-8a); 128,67 (CH-3,5"); 128,62 (CH-2",6"); 124,76 (C-4’); 107,06
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(C-4a); 103,84 (CH-5 veya CH-8); 100,05 (CH-5 veya CH-8); 57,27 (-OCHs); 57,18
(-OCHy): 42,27 (-CH.).

- |
‘CAZSHCI 264 (2.662) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1. Scan ES+
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Sekil 3.109. Bilesik 9f’nin Kiitle Spektrumu
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CA25HCL-D20

sample Name:
CA25HC1-D20

Data collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vimr1/vonrsys/data

sample directery:
CA25HC1-D20_20181111 01

FidFile: PROTON_01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
pata collected on: Nov 11 2018

Temp. 25.0 € / 288.1 K
operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

width 6402.0 Ez

8 repetitions

OBSERVE H1l, 400.1759708 MHz

Total time 0 min 31 sec

Agilent Technologies

Sekil 3.110. Bilesik 9f’nin "H-NMR Spektrumu

CA25HC1-D20

sample Name:
CR25HCL-D20
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vnmr1/vomrsys/data
sample directory:
CA25HCL-D20_20181111_01
FidFile: CAREON 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Nov 11 2018

Temp. 25.0 ¢ / 298.1 K
oOperator: vomrl

Relax. delay 1.000 sac
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

3000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243076 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
pover 38 ds

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 1 hr, 59 min

Agilent Technologies

er————————— i soroml s l,.,l,.mm

220 200 180 160 140 120

Sekil 3.111. Bilesik 9f’nin *C-NMR Spektrumu
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CA25HC1-D20

sample Name:
CA25HC1-D20
pata collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vomr1/vnmrsys/data
sample directory:
CA25HC1-D20_201!
FidFile: gcosy 01

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: dmso
Data collected on: Nov 11 2018

Temp. 25.0 € / 298.1 K
operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.150 sec

width  387%.0 Hz

2D width 3879.0 Hz

4 repetitions

128 increments

OBSERVE H1, 400.1759719 MHz
DATA PROCESSING

8q. sine bell 0.075 sec

F1 DATA PROCESSING

sq. sine bell 0.033 sec

FT size 2048 x 2048

Total time 11 min

Sekil 3.112. Bilesik 9f’nin COSY Spektrumu

CcA25HC1-D20

sample Name:
CA25HC1-D20
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vnmrl/vomrsys/data
sample directory:
CA25HC1-D20_20181111_01
FidFile: gHMBC_01

Pulse Sequence: gHMBC
solvent: dmso
Data collected on: Nov 11 2018

Temp. 25.0 € / 298.1 K
oOperator: ymmrl

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.150 sec

width  €402.0 Hz

2D width 20125.8 Hz

8 repetitions

2 x 200 increments

OBSERVE H1l, 400.1759731 MHz
DATA PROCESSING

5q. sine bell 0.075 sec

F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.009 sec
FT size 2048 x 2048

Total time 1 hr, 11 min

‘ Agilent Technologies
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Sekil 3.113. Bilesik 9f’nin HMBC Spektrumu
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CA25HC1-D20

sample Name:
CA25HC1-D20

Data Collected om:
mercury400-mercury400

Agilent Technologies

Archive directory: “ /' J

/home /vomr1/vimrsys/data e L ~ . —
Sample directory:

CA25HC1-D20_20181111_01 |
FidFile: gHSQC_01 F1 -
pulse Sequence: gHSQC (ppm)_ .
Solvent: dmso ]
Data collected on: Nov 11 2018 E ©

50
Temp. 25.0 C / 288.1 K ]
Operator: vomrl
[ 4

Relax. delay 1.000 sec

Acq. time 0.150 sec

Width 6402.0 Hz

2D Width 17105.0 Hz

2 repetitions

2 x 128 increments

OBSERVE H1l, 400.1759703 MHz
DECOUPLE €13, 100.6318760 MHz
Power 45 dB

on during acquisition

off during delay

GARP-1 modulated

DATR PROCESSING

Gauss apodization 0.069 sec 100
Fl DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.007 sec
FT size 2048 x 2048

Total time 44 min

=
w
o

8.0

Sekil 3.114. Bilesik 9f’nin HSQC Spektrumu

CA25HC1-D20

sample Wame:
CA2Z5HCL-D20
pata collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vnmr1/vnmrsys /data
sample directory:
CA25HCL-D20_ 20181111 01
Fidrile: NOESY 01

Pulse Sequence: NOESY

Solvent: dmso —

Data collected on: Nov 11 2018

Temp. 25.0 € / 298.1 K
operator: wnmrl

Relax. delay 1.000 sec

Acq. time 0.150 sec —

Width  3879.0 Hz
2D Width 3879.0 Hz

9 repetitions D ———
2 x 12¢ increments

OBSERVE H1l, 400.1759739 MHz

DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.069 sec

F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.018 sec

FT size 2048 x 2048

Total time 50 min

Sekil 3.115. Bilesik 9f’nin NOESY Spektrumu
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3.5. Bilesiklerin Fizikokimyasal Parametrelerinin incelenmesi

Lipinski Kurallar1, kimyasal bir bilesigin oral biyoyararlanimini tahmin etmek
icin, test edilen bilesikleri fizikokimyasal 06zelliklerine (emilim, dagilim,
metabolizma, eliminasyon) gore Kkantitatif olarak degerlendiren kurallardir.
Degerlendirme 6lgegine dayanan Lipinski kurallari, ¢cok sayida ila¢ etken maddesi
kullanilarak formiile edilmistir ve test edilen bilesiklerin ilag olarak oral uygulama

i¢in uygunluklarini degerlendirmektedir (Lipinski ve ark., 1997).

Oral olarak alinabilecek aktif bir molekiiliin fizikokimyasal parametreleri genel
olarak su kurallara uymalidir: molekiil agirligi 500°lin altinda, lipofilisite katsayisi
(logP) 5 ve 5’in altinda olmali; hidrojen bagi yapan (hidrojen donérii, HBD)
atomlarin sayist 5 ve 5’ten az ve molekiildeki hidrojen bagi kabul eden (hidrojen
akseptorli, HBA) atomlarin sayis1t 10 ve 10°dan az olmalidir. Lipinski’ye gore, bu

kurallarda bir taneden fazla ihlal yapilmamas1 gerekmektedir.

Veber kurallar1 olarak bilinen kurallara gore de, bir kimyasal bilesik 10 veya
daha az donebilen baga ve 140 A? veya daha az kutuplasmis (polar) ylizey alanina
sahip oldugunda oral biyoyararlaniminin iyi olma olasilig1 yiiksektir. Donebilen
baglarin molekiiler esnekligi yansittigt ve membran gegisini kontrol ettigi

diisiiniilmektedir (Veber ve ark., 2002).

Sentezlenen bilesiklerin internet {izerinden Molinspiration programi
(Molinspiration Cheminformatics, 2020) kullanilarak molekiiler o6zellikleri
hesaplanmistir. Bilesiklerin polar yiizey alani, molekiil agirligi (MA), donebilen bag
sayisi, hidrojen bag1 akseptorii sayist (HBA), hidrojen bagi donérii sayisi (HBD) ve
lipofilisite (logP) parametreleri hesaplanmistir (Cizelge 3.1). Tiim bilesikler Lipinski
ve Veber kurallarina hidrojen bag1 akseptorii sayis1 <10, hidrojen bag1 donorii sayisi
<5, rotasyon yapabilen bag sayis1 <10, polar yiizey alan1 <140 A?ve logP i¢in 0,85-
4,26 (bilesik 4 hari¢), molekil agirligt icin 316,75-419,53 araligindaki degerlerle
uymaktadir. Kurallardan sapan bir deger (bilesik 4’iin logP degeri 5,17) bulunmustur,
ancak bir tek sapan deger olmasi durumunda kurallarin bozulmadig: belirtildigi ig¢in

tiim bilesiklerin kurallara uydugu sdylenebilir.
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Cizelge 3.1. Sentezlenen tiirevlerin molekiil agirliklari, hidrojen bagi dondr ve akseptor sayilari,

donebilen bag sayilari, polar ylizey alanlari ve logP degerleri

Bilesik MA Polar yiizey | Donebilen HBA HBD logP
no alani bag sayisi
<500 <140 A? <10 <10 <5 <5
4 384,65 56,28 4 5 1 5,17
316,75 69,17 4 6 1 3,01
6 367,30 56,28 5 5 1 4,26
7a 323,36 106,15 5 7 4 1,66
7b 365,44 92,16 7 7 3 2,71
7c 349,39 80,67 5 7 2 2,14
7d 363,42 92,16 7 7 3 2,40
7e 405,50 92,16 7 7 3 3,94
7f 339,36 114,89 5 8 4 1,59
8a 323,36 106,15 5 7 4 1,64
8b 365,44 92,16 7 7 3 2,69
8c 349,39 80,67 5 7 2 2,12
8d 363,42 92,16 7 7 3 2,38
8e 403,49 80,67 8 7 2 2,99
8f 339,36 114,89 5 8 4 1,56
9a 337,38 106,15 6 7 4 0,93
9b 379,46 92,16 8 7 3 1,97
9c 363,42 80,67 6 7 2 1,41
9d 377,45 92,16 8 7 3 1,67
9e 419,53 92,16 8 7 3 3,21
of 353,38 114,89 6 8 4 0,85

3.6. Sentezlenen Bilesiklerin Antikanser Aktivitelerinin Saptanmasi

Sentezlenen bilesiklerin EGFR kinaz inhibitor aktiviteleri, materyal ve yontem
boliimiinde belirtildigi sekilde, ADP-Glo™ test kiti kullanilarak in vitro olarak
Ol¢iilmiistiir. Uygulanan deney, Kitlerde bulunan EGFR kinazin, substrat (PolyE4Y1)
ve ATP varliginda fosforilasyon reaksiyonu meydana getirmesi ve bu reaksiyon
sonucu olusan liiminesansin, luminometre cihazi yardimiyla belirlenmesi esasina

dayanir. Sentezlenen bilesikler (4, 5, 6, 7a-7f, 8a-8f, 9a-9f) deney ortamina
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eklenerek, bilesiklerin varliginda olgiilen enzim aktivitesi maksimum aktivite ile
karsilastirilmis ve inhibisyon degerleri bulunmustur. Bilesikler EGFR kinazi, Sekil
3.116°de gosterildigi lizere, degisen derecelerde (% 0 - % 95) inhibe etmislerdir.
Sentezlenen bilesiklerin inhibisyon degerleri referans bilesik olan erlotinib (% 93) ile
karsilastirilarak degerlendirilmistir.

100 4 o9 95 93

93
90 -
80 - 74 74
70 -
o | 58
50 -
40 -
30 -
20 -
10 1 o 0o o o o 0o 0 0 [ o 0O 0 0 0 0 0 O
0 -
8

% inhibisyon

1Y © A2 LY SR SN 3 L oD 2 & o2 C oo o2 o O
° A% A% AL A AT AY o P ¢ o o B o P of o of &8
\-°_\§°
Bilesikler S
§ &

Sekil 3.116. Sentezlenen bilesiklerin EGFR kinaz i¢in inhibisyon degerleri

3.7. Molekiiler Doking Calismalari

Molekiiler doking caligmalari, ligant ve proteinin baglanma pozunu ve
olusturulan baglarin belirlenmesi i¢in giiniimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
calismada sentezlenen tiim bilesiklerin molekiiler doking islemi gergeklestirilmis ve
doking skorlar1 degerlendirilmistir. Aktivite ¢alismalarinda en etkili bulunan 4, 6 ve
8f bilesiklerinin enzimle iki boyutlu etkilesimleri ve ii¢ boyutlu protein-ligant

baglanma konformasyonlar1 belirlenmistir.

Gergeklestirilen doking isleminin validasyonunun saglanmasi amaciyla X 151n1
kristal yapisinda bulunan PDB: 1M17 kodlu yapidan erlotinib bilesigi ¢ikarilmis ve
ayni bolgeye re-doking islemi yapilmistir. Elde edilen baglanma pozu ile kristal
yapida bulunan erlotinibin baglanma pozu arasinda RMSD= 1,5 A olarak
bulunmustur. Doking islemi sonucu, erlotinibin -9,232 glide skoruna ve -72,493

glide emodel skoruna sahip oldugu gozlenmistir. Sentezlenen bilesiklere ait degerler
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Cizelge 3.2°de verilmistir. Doking analizlerinin sonuglarina gére bazi bilesiklerin (4,
7a, 7b, 7d, 7f, 8a, 8b, 8d, 8f, 9b), -8’den daha kiiciik glide skorlar1 ile erlotinibe

benzer degerlere sahip oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 3.2. Sentezlenen bilesiklerin doking skorlari

Bilesik Glide Score Glide Emodel
4 -8,318 -61,868
5 -7,934 -59,003
6 -6,652 -48,432

7a -9,209 -68,036
7b -8,262 -57,135
7c -7,207 -57,337
7d -9,232 -75,065
7e -6,604 -62,074
7f -9,252 -65,094
8a -8,102 -64,593
8b -8,018 -57,005
8c -7,407 -61,087
8d -8,278 -65,902
8e -6,348 -60,261
8f -8,142 -76,210
9a -7,890 -62,140
9b -8,231 -64,588
9c -6,221 -55,069
9d -6,509 -59,715
%e -5,461 -63,930
of 7,752 -64,407
Erlotinib -9,232 -72,493

EGFR kinaz inhibitor aktivite caligmalarinda en etkili oldugu bulunan
bilesikler, bilesik 4 (aktivitesi %89), bilesik 6 (aktivitesi %95) ve bilesik 8f
(aktivitesi %93)’nin molekiiler doking islemleri sonucu elde edilen konformasyonlari

erlotinib ile iist liste cakistirllmustir (Sekil 3.117).
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Sekil 3.117. EGFR aktif bolgesinde erlotinib (koyu vesil), bilesik 4 (pembe), bilesik 6 (vesil) ve
bilesik 8f (mavi)’nin iist iiste cakigmis goriintiisii

Bilesik 4’iin kinazolin halkasindaki N1 azot atomu ile EGFR’nin aktif
bolgesinde Met769 (2,06 A) arasinda bir hidrojen bagi olusmaktadir. Asp831 (2,78 A
ve 3,32 A) ve Thr830 (2,49 A) ile bilesigin anilin halkas: {izerindeki klor gruplart
arasinda halojen baglar1 olusmaktadir. Ayrica Val702, Leu764, Leu820, Leu768,
Pro770, Phe771, Leu694, Met742, 11e720 ve Ala719 ile hidrofobik etkilesimler
meydana gelmektedir (Sekil 3.118).

L
o} LEU
TR =7 694
766 I\
o Ny o
7 N ' |
S ver
) Charged (negative) Polar = Distarce —e Plcation 769 m—
W) Charged (positive) ) Urspecified residue - Hbond —  Sak bridge LEU :;‘]’
Giycine Water * Habgen bond Solvent exposure i
Hydrophobie Hydration ske ~—— Metalcoordination \
o Metl X Hydration ske (dsplaced) e Pi-Pistackng e

Sekil 3.118. Bilesik 4 (pembe)’iin EGFR’nin aktif bolgesindeki baglanma pozu (solda) ve PDB:
IM17 enzimi ile etkilesiminin 2 boyutlu gdsterimi (sagda)
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Bilesik 6’nin  6-metoksi grubundaki oksijen atomu ile EGFR’nin aktif
bolgesinde Met769 (2,24 A) arasinda bir hidrojen bag1 olusmaktadir. Ayrica Pro770,
Leu768, Val702, Ala719, 11e720, Leu764, Met742, Leu820 ve Leu694 ile hidrofobik
etkilesimler meydana gelmektedir (Sekil 3.119).

s 631
/B

) Charged (negative) Polar Distance —e Pi<ation

) Charged (positive) ) Unspecified residue - H-bond — Salt bridge i
Glyche Water # Halogen bond Solvent exposure 4
Hydrophobic Hydraton ske —  Metal coordiation

) Metal X Hydration ske (displaced) e Pi-Pistacking

772 s )

Sekil 3.119. Bilesik 6 (vesil)’nin EGFR’nin aktif bélgesindeki baglanma pozu (solda) ve PDB: 1M17
enzimi ile etkilesiminin 2 boyutlu gdsterimi (sagda)

Bilesik 8f’nin kinazolin halkasindaki N1 azot atomu ile EGFR’nin aktif
bolgesinde Met769 (2,08 A) arasinda bir hidrojen bagi ve bilesigin amidoksim
grubundaki hidroksil grubu ile Ala719 (1,83 A) arasinda bir hidrojen bag
olugmaktadir. Ayrica Phe771, Pro770, Leu768, Leu820, Ile765, Leu764, 1le720,
Met742, Leu753, Val702 ve Leu694 ile hidrofobik etkilesimler meydana
gelmektedir. Kinazolin halkasina bagli 6,7-dimetoksi gruplarinin ise ¢oziicli igine

uzandig1 gortilmektedir (Sekil 3.120).

Charged (negative) ~-  Distance —e Pi~cation

9
) Charged (positive) W Unspecified residue -+ H-bond — Sak bridge PRO

Glyche Water » Halogen bond Solvent exposure L

Hydrophobic Hydration site —  Metal coordination \ o v
o Metal X Hydration site (displaced) - Pi-Pistacking 771 =172

Sekil 3.120. Bilesik 8f (mavi)’nin EGFR’nin aktif bolgesindeki baglanma pozu (solda) ve PDB: 1M17
enzimi ile etkilesiminin 2 boyutlu gosterimi (sagda)
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4. TARTISMA

Bu galismada, yeni 4-amino-6,7-dimetoksikinazolin tlirevlerinin tasarlanmasi,
sentezlenmesi, in vitro EGFR tirozin kinaz aktivitesini inhibe etme potansiyellerinin
incelenmesi ve enzimin aktif yoresine baglanma Ozelliklerinin arastirilmasi

amaglanmstir.

Bilesikler tasarlanirken, literatiirde sik¢a calismalar1 yapilmis ve genellikle
nanomolar konsantrasyonlarda in vitro olarak giiglii inhibit6r aktiviteler sergileyen,
ayni zamanda mevcut EGFR tirozin kinaz inhibitorlerinin temel yapisini olusturan

4-aminokinazolin yapisi (Chang ve ark., 2017) tercih edilmistir.

Kinazolin tiirevleriyle yapilmis ¢alismalar, halkaya elektron veren
stibstitiientlerin 6. ve 7. konumlardan baglanmasiyla EGFR kinazi inhibe edici
aktivitenin arttigini, siibstitiientlerin 5. ve 8. konumlardan baglanmasiyla aktivitenin
ciddi anlamda azaldigin1 gostermektedir. En yiiksek aktiviteler ise kinazolin halkasi
6. ve 7. konumlarindan metoksi ile tiirevlendirildiginde elde edilmistir (Barker, 1993;
Bridges ve ark., 1996 ve Denny ve ark., 1996). Bildirilen bu ¢alismalarin sonuglarina
uyumlu sekilde, sentezlenen tiim bilesikler kinazolin halkasinin 6. ve 7.

konumlarinda metoksi siibstitiientleri tasiyacak sekilde tasarlanmislardir.

Amino grubu fiizerinden tiirevlendirilmis 4-aminokinazolin yapisina sahip
bilesiklerle yapilan ¢aligmalarda, amin yapisi {izerindeki serbest hidrojenin enzimle
etkilesim icin Onemli oldugu ve azot lizerinde hidrojen tasimayacak sekilde
hazirlanan tiirevlerde EGFR tirozin kinazi inhibe edici etkinin azaldig: bildirilmistir
(Gibson ve ark., 1997). Bu nedenle ¢aligmadaki tiim bilesikler amino grubu iizerinde

serbest hidrojene sahip 4-amino-6,7-dimetoksikinazolin tiirevlerinden olugsmaktadir.

Bu caligmada, amidin yapisi ile tlirevlendirilen bilesikler {ic seri halinde
tasarlanmiglardir. Ilk seri anilin halkasinin 4. konumundan tiirevlendirilmis, ikinci

seri  anilin  halkasimin 3. konumundan tiirevlendirilmis  4-anilino-6,7-
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dimetoksikinazolin bilesiklerinden olusmaktadir. Ugiincii seri ise, fenil halkasinin 4.
konumundan tiirevlendirilmis N-benzil-6,7-dimetoksikinazolin-4-amin

bilesiklerinden olusmaktadir.

Sonug bilesiklere (4, 5, 6, 7a-7f, 8a-8f, 9a-9f) ulagmak i¢in, baglangi¢ maddesi
olarak metil 2-amino-4,5-dimetoksibenzoat kullanilmis ve formamid ile halka
kapanmasi sonucu 6,7-dimetoksikinazolin-4-ol (1) bilesigi elde edilmistir. Ardindan
bu bilesikten, tiyonil kloriir ile niikleofilik siibstitiisyon reaksiyonu sonucu 4-kloro-

6,7-dimetoksikinazolin (2) bilesigi olusturulmustur.

4-Kloro-6,7-dimetoksikinazolin (2) bilesigi sirasiyla 2,3,4-trikloroanilin, 3-
amino-2-kloropiridin ve 4-floro-3-(triflorometil)anilin ile reaksiyona sokularak sonug

bilesikler 4, 5 ve 6 sentezlenmistir.

Amidin grubu tasiyan tiirevlerin sentezi igin, Oncelikle 4-kloro-6,7-
dimetoksikinazolin (2) bilesigi sirasiyla 4-aminobenzonitril, 3-aminobenzonitril ve
4-(aminometil)benzonitril ile reaksiyona sokularak benzonitril yapisi tasiyan
4-amino-6,7-dimetoksikinazolin tiirevleri (3a, 3b, 3c) sentezlenmistir. Bu
tirevlerdeki nitril gruplari, Pinner reaksiyonu ile imidat esterleri lizerinden uygun
amin tiirevleriyle birlikte amidin yapisi tagiyan sonug bilesiklere (7a-7e, 8a-8e, 9a-

9e) doniistiirilmiistiir.

Amidoksim yapisi tasiyan tiirevlerin sentezi i¢in, benzonitril yapisi tasiyan 4-
amino-6,7-dimetoksikinazolin tiirevleri (3a, 3b, 3c) hidroksilamin hidrokloriir,
DMSO ve potasyum tert-biitoksit ile reaksiyona sokulmus ve sonug bilesikler 7f, 8f,
of elde edilmistir.

Bu sekilde 5 adet ara iirin ve 21 adet sonu¢ bilesigin sentezi
gerceklestirilmistir. Bilesik 6 ve 7f hari¢ diger tiim sonug iriinler orijinal
bilesiklerdir. Sentezi yapilan tiim bilesiklerin saflik kontrolleri, ITK ve erime
noktalarinin tayini ile yapildiktan sonra, yapilarmi kanitlamak iizere spektral

analizleri gerceklestirilmistir. Bu amagla kiitle analizleri (Mass spektral analizleri),

168



elementel analizleri, *H-NMR, *C-NMR ve COSY, NOESY, ROESY, HSQC,
HMBC gibi 2 boyutlu NMR analizleri yardimiyla elde edilen bulgularin beklenen

yapilar1 kanitlar nitelikte oldugu bulunmustur.

Bilesiklerin kiitle analizleri Elektrosprey iyonizasyon (ESI) yontemi, pozitif
iyonizasyon teknigi kullanilarak gergeklestirilmis ve sonug bilesikler (M+1)" iyonlari

halinde gozlenmistir.

Sentezlenen bilesiklerin *H-NMR ve *C-NMR spektrumlari ¢dziiniirliiklerine
gore CDCl3, CD3OD veya DMSO-ds ¢oziiciilerinde alimmistir. Sentezlenen ara
iiriinlerin ve sonug bilesiklerin *H-NMR spektrumlar1 incelendiginde literatiirde
bildirilenlere benzer sekilde (Ashok ve ark., 2016; Bridges ve ark., 1996 ve Yang ve
ark., 2011); 6,7-dimetoksi gruplarinin her ikisi de 3,88-4,11 ppm araliginda
genellikle art arda iki singlet olarak gdzlenmektedir. Kinazolin halkasinin 5 ve 8
numarali konumlarinda bulunan protonlar, spektrumlarda genellikle 7,02-7,48 ppm
ve 7,28-8,66 ppm araliginda 1H singlet olarak gozlenmislerdir. Kinazolin halkasinin
2 numarali konumunda bulunan proton, 5 ve 8 numarali konumlara gore daha diisiik

alanda genellikle 8,00-8,90 ppm araliginda 1H singlet olarak gézlenmistir.

9a-9f bilesikleri ve 3c bilesiginde benzamidin yapisi ile amin yapisi arasinda
bulunan metilen kopriisii spektrumlarda 4,85-5,11 ppm araliginda 2H olarak
goriilmiistiir. 7a-7f ve 9a-9f bilesiklerinde bulunan 1. ve 4. konumundan
tiirevlendirilmis benzen halkasina ait pikler, H-2°,6" ve H-3",5" protonlar1 i¢in A2X;
sistemine uygun sekilde 2H dubletler halinde gozlenmistir. 7b, 8b, 9b bilesiklerinde
izopropil yapisina ait metil gruplarimin protonlart 1,33-1,40 ppm aralifinda 6H
degerinde dublet, -CH protonu ise 3,97-4,07 ppm araliginda 1H multiplet vermistir.
7¢, 8c, 9c bilesiklerinde bulunan 2-imidazolin yapisinda bulunan -CH, gruplarina ait
protonlar 3,82-3,97 ppm araliginda 4H singlet olarak gortilmektedir. 7d, 8d, 9d
bilesiklerinde bulunan siklopropil yapisina ait protonlar 0,86-2,85 ppm araliginda 2H
multiplet yapida iki pik ve daha diisiik alanda 1H multiplet bir pik vermistir.
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Bilesiklerin NMR spektrumlarindaki pikler net olarak ayirt edilemediginde
analiz sirasinda NMR tiipii i¢ine D0 ilave edilmistir. Ornegin bilesik 6 nin *H-NMR
analizlerinde gosterildigi lizere, heteroatoma bagli protona ait pikin ve HCI tuzu
yapisina sahip bilesiklerde gézlenen HCI’ye ait pikin diger piklerden ayriminin kesin
olarak yapilabilmesi amaciyla DO kullanilmistir. D,O ilavesiyle HCI’ye ait broad
singlet olarak gozlenen pikin ve 11,89 ppm’de singlet olarak gézlenen NH’a ait pikin

kayboldugu goriilmektedir.

2D-NMR teknikleri yardimiyla bazi bilesiklerin tiim proton ve karbonlarina ait
kimyasal kayma yerleri belirlenebilmistir. Bilesik 9c¢ iizerinden bu iki boyutlu NMR
teknikleri degerlendirilecek olursa, NOESY spektrumu yardimiyla belli bir mesafe
(4-5 A) uzaklikta uzaysal olarak etkilesen protonlar belirlenebilmistir (Sekil 4.1).
'H-NMR spektrumunda 4,85 ppm’de goriilen, benzil yapisina ait -CH, grubunun
NOESY spektrumunda yaptigi etkilesimler H-2°,6’ protonlarina ve 4. konumdaki
-NH protonuna ait piklerin belirlenebilmesine yardimcidir. 3,89 ve 3,91 ppm’de
gozlenen -OCHj gruplarina ait piklerin, NOESY spektrumunda H-5 ve H-8 ile
etkilestigi gozlenmektedir. -NH pikinin ise H-5 ile etkilestigi gozlenmektedir. Bu
sayede singlet olarak gézlenen H-5 ve H-8 pikleri ayirt edilebilmektedir. Bu durum
singlet olarak 8,29 ppm’de gozlenen pikin H-2’e ait oldugunun belirlenmesinde de

yardimci olur.
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Sekil 4.1. Bilesik 9¢’nin kismi NOESY spektrumu

COSY spektrumu yardimiyla aym tiir ¢cekirdeklerin birbirleriyle komsu olma

durumu belirlenebilmektedir. Etkilesen protonlar spektrumda bir kare diizeninde yer

alirlar. Bilesik 9c’de, birbiriyle orto konumunda bulunan H-2’,6° ve H-3°,5

protonlarinin etkilesimi COSY spektrumundan goriilebilmektedir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Bilesik 9¢’nin kismi COSY spektrumu

HSQC spektrumu, molekiildeki protonlar ile bagh olduklar1 karbonlar
arasindaki etkilesimi gostermektedir. Spektrumun eksenlerinde proton pikleri ve
karbon pikleri yer almaktadir. Bu piklerin kesistigi yerlerde olusan ve etkilesimlerini
gosteren piklerden hangi protonun hangi karbona bagli oldugunun anlasilmasinda
yararlanilmaktadir. Bilesik 9¢c’ye ait HSQC spektrumu incelendiginde H-5, H-8,
H-2°,6> ve H-3’,5" protonlarimin baglh olduklar1 karbonlara ait pikler ayirt
edilebilmektedir (Sekil 4.3). Benzer sekilde diger piklerin tanimlanmasi bolim

3.3.13’te verilmistir.
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Sekil 4.3. Bilesik 9¢’nin kismi HSQC spektrumu

HMBC spektrumu yardimiyla, karbonlar ve protonlar arasindaki 2, 3 ve hatta
bazen 4 baga kadar olan etkilesimler belirlenebilmektedir. Spektrumun bir ekseninde
karbon pikleri ve diger ekseninde proton pikleri bulunmaktadir. Bilesik 9¢’ye ait
HMBC spektrumu incelendiginde (Sekil 4.4) 158,39 ppm’de bulunan 4 numarali
karbon atomunun 2 ve 3 bag uzakliktaki -CH,, H-5, H-2 ve -NH ile etkilestigi
goriilmektedir. Benzer sekilde diger piklerin tanimlanmas: bolim 3.3.13°te

verilmistir.
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Sekil 4.4. Bilesik 9¢’nin kismi HMBC spektrumu

Sentezlenen bilesiklerin elementel analiz sonuglar1 ve teorik olarak hesaplanan
yiizde degerleri kiyaslandiginda, sonuglarin kabul edilebilir sapma degeri sinirlar
igerisinde kaldig1 belirlenmistir. Bu sekilde, sentezlenen tiirevlerin kimyasal yapilar

ve safliklar1 kanitlanmistir.

Sentezlenen tiirevler, Lipinski ve Veber kurallarina, logP i¢in 0,85-4,26;
molekiiler agirhik icin 316,75-419,53 araligindaki degerlerle ve hidrojen bagi
akseptorii sayis1 <10, hidrojen bag1 dondrii sayis1 <5, rotasyon yapabilen bag sayisi
<10 degerleriyle uymaktadir. Yalniz bilesik 4; 5,17 bulunan logP degeri ile
belirlenen kriterlerden sapma gostermektedir. Ancak birden fazla sapan deger olmasi
durumunda kurallarin bozulacagi belirtilmistir. Bu nedenle, sentezlenen tiim
bilesiklerin gerekli kriterleri sagladigi ve bilesiklerin oral yoldan alimiyla iyi bir

biyoyararlanima sahip olabilecegi sdylenebilir.

Bilesiklerin EGFR tirozin kinaz inhibitor aktivitelerinin degerlendirilmesi igin,

ADP-Glo™ Test kiti ve EGFR Kinaz Enzim Sistemi kullanilmistir. Substrat ve ATP
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varliginda EGFR tarafindan gerceklestirilen kinaz reaksiyonu sonrasi ortamdaki
ATP, lusiferaz/lusiferin reaksiyonu ile 1s18a doniistiiriilmiis ve Tretilen 151k
liiminometre kullanilarak Slgiilmistiir. Tim islemler test protokoliine uygun olarak
gerceklestirilmistir.  Olgiilen liiminesans, reaksiyon sirasinda iiretilen ADP
konsantrasyonu ile orantilidir ve kinaz aktivitesi ile iligkilidir. Bilesiklerin EGFR
kinazi inhibe etme aktiviteleri ylizde olarak hesaplanmis ve referans bilesik erlotinib

ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Elde edilen aktivite sonuglaria gore, 6 bilesigin EGFR tirozin kinazi inhibe
etme potansiyeline sahip oldugu gozlenmistir. 4, 5, 6, 8c, 8e ve 8f kodlu bilesikler
% 58 ile % 95 araliginda degisen aktivitelere sahip bulunmuslardir. Referans bilesik
olan erlotinibin aktivitesi % 93 olarak bulunmustur. Bilesik 4 (% 89), bilesik 6 (%
95) ve bilesik 8f (% 93) en etkili bilesiklerdir.

Sentezlenen bilesikler arasindan, yapisinda amidin grubu bulunan tiirevlerin
EGFR kinaz inhibitorii aktivite sonuclart degerlendirildiginde, amidin grubu meta
konumunda bulunan tiirevlerin, para konumunda bulunanlara kiyasla daha aktif
olduklar1 sdéylenebilir. Bu durum daha onceden yapilmis ¢alismalarla (Bridges ve
ark., 1996; Traxler ve ark., 1996 ve Wakeling ve ark., 1996) uyumlu sonug vermis
olup, meta konumundaki siibstitiientlerin enzimle etkilesim i¢in dnemli oldugunu

diistindiirmektedir.

Sentezlenen bilesiklerin EGFR ile etkilesim enerjilerinin ve etkilesim gosteren
amino asitlerin belirlenmesi icin EGFR inhibitorii oldugu bilinen erlotinib, referans
bilesik olarak alinmis ve molekiiler doking c¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Glide
doking etkilesim enerjileri -8’den kiigiik olan bilesiklerin (4, 7a, 7b, 7d, 7f, 8a, 8b,
8d, 8f, 9b) erlotinibe benzer (-9,232) etkilesim enerjilerine sahip olduklar1 ve EGFR

ile etkilesebilecekleri sonucuna varilmistir.

Sentezlenen tiirevlerin etkilesim skorlar1 gbz oniine alindiginda, 2-imidazolin
grubu tasiyan bilesiklerin (7c, 8c, 9c) ve N-sikloheksilbenzimidamid grubu tasiyan
bilesiklerin (7e, 9e) etkilesim enerjilerinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Sentezlenen seride, 4-anilino-6,7-dimetoksikinazolin yapisindaki ve N-benzil-6,7-
dimetoksikinazolin-4-amin yapisindaki bilesiklere benzen halkasi iizerinden

baglanan hacimli gruplarin aktiviteyi azalttig1 soylenebilir.

EGFR kinaz inhibitor aktivite sonuglarina gore en etkili bulunan {i¢ bilesigin
(4, 6, 8f) EGFR ile yaptig1 etkilesimler incelenmistir. Ug bilesigin de enzimde
bulunan Met769 ile hidrojen bagi olusturarak ve gesitli amino asitlerle hidrofobik

etkilesimler gostererek EGFR aktif bolgesine baglandigi gézlenmistir.

Literatiirde belirtildigi tizere (Fry, 2003), erlotinibin kinazolin halkasindaki N1
azot atomu ile enzimde bulunan Met769 arasinda hidrojen bag1 olusmaktadir. Anilin
grubu enzimle hidrobik etkilesimler yapmakta ve erlotinibin C6 ve C7
konumlarindaki siibstitiientler ¢6ziiciiye dogru yonlendirilmis halde enzimle
etkilesmektedir. Bilesik 4 ve 8f, enzimde bulunan amino asitlerle erlotinibe benzer
sekilde etkilesim gostermislerdir. Her ikisi de Met769 ile kinazolin halkasinin N1
azot atomu tlizerinden hidrojen bagi olusturmaktadir. Enzimle gesitli amino asitler
tizerinden hidrofobik etkilesimler yapmaktadirlar. Ayrica bilesik 8f, erlotinibe benzer
sekilde C6 ve C7 konumlarindaki siibstitiientler iizerinden ¢oziiciiye dogru

yonlendirilmis sekilde etkilesim gostermektedir.

En diisik doking skorlarina sahip olan bilesiklerin, en yiiksek EGFR kinaz
inhibitor aktivitesine sahip bilesikler olmadigi gorilmiistir. Bu durum
fizikokimyasal parametrelerin aktivitede onemli rol oynadigini diisiindiirmektedir.
Doking sonuglart ile in vitro EGFR inhibitor etkileri arasinda dogrusal bir iligki
goriilmese de, aktif olan bilesiklerin enzimin aktif bolgesi ile etkilesime girdigi ve

hidrojen bag1 yaptig tespit edilmistir.

Spesifik protein kinaz inhibitorii olarak tasarlanmis ve sentezlenmis bir¢ok
bilesik bulunmaktadir. Bu bilesikler toksisite veya c¢oziiniirliikleri nedeniyle ilag
olarak kullanilamasalar dahi son derece yararli aragtirma ajanlar1 olabilmektedirler
(Cohen, 2002).
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Calismada sentezlenen bilesiklerin EGFR kinaz inhibitorii olarak aktivite
degerleri goz Oniine alindiginda, yararli bilesikler olabilecekleri diisiiniilmektedir.
Bilesiklerin, EGFR mutasyonu barindiran hiicre hatlarinda calisilmasiyla degerli
sonuglar elde edilebilir. Aktive edici EGFR mutasyonlari {izerindeki etkinliklerinin

in vivo olarak degerlendirilmesi, belirli EGFR mutasyonlarini1 barindiran timor

hiicreleri iizerine 6nemli sonuglar verebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kanserin goriilme siklig1 ve kansere bagli 6liim oranlar1 géz 6niine alindiginda,
kanser tedavisi ¢agimizda onemli bir arastirma konusu durumundadir. Kanseri etkin
bir sekilde tedavi edebilmesinin yani sira kanserli olmayan normal viicut hiicrelerini
etkilemeyecek hedefe yonelik olarak tasarlanan yeni bilesiklerin kesfi 6nemlidir. Bir
protein tirozin kinaz reseptorii olan EGFR’nin kanserli hiicrelerde, normalden farkli
davranig gosterdigi bilinmektedir. Bu zamana kadar gelistirilmis ilag molekiillerinde
¢Oziiniirlikk, yan etki, direng gibi problemlerle karsilagiimasi nedeniyle, potent ve
selektif etkili yeni antikanser bilesiklere hala ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle bu
calismada, EGFR’yi hedef alarak kanser tedavisinde etkin olarak kullanilmasi

amagclanan yeni bilesikler tasarlanmustir.

Bu c¢alismada, 6,7-dimetoksi-4-aminokinazolin yapisina sahip 21 adet bilesik
tasarlanmis ve sentezlenmistir. Elde edilen bilesiklerin (4, 5, 6, 7a-7f, 8a-8f, 9a-9f)
safliklart ve yapilan kiitle analizleri, elementel analizleri, 'H-NMR, ®C-NMR ve
COSY, NOESY, ROESY, HSQC, HMBC gibi 2 boyutlu NMR analizleri yardimiyla

kanitlanmustir.

Sentezlenen 21 adet bilesigin, in vitro EGFR tirozin kinaz inhibit6r etkinlikleri
ADP-Glo™ Test kiti kullanilarak ve referans bilesik erlotinib ile karsilastirilarak
degerlendirilmistir. EGFR kinaz inhibitér aktivite sonuglar1 yiizde olarak elde
edilmistir. Referans bilesik olan erlotinibin EGFR inhibitor aktivite sonucu % 93
olarak bulunmustur. Aktivite sonuglari, amidin grubu tagimayan 4-aminokinazolin
tiirevlerinden bilesik 4 igin % 89, bilesik 5 i¢in % 74 ve bilesik 6 igin % 95
bulunurken, amidin grubu tasiyan tiirevlerde bilesik 8¢ i¢in % 58 ve bilesik 8e i¢in %
74, amidoksim grubu tasiyan bilesik 8f i¢in % 93 bulunmustur. Sentezlenen diger
bilesiklerde aktivite gozlenmemistir. Referans bilesik erlotinib ve sentezlenen
bilesiklerin aktivite sonuglar1 karsilastirildiginda, bilesik 8f’nin erlotinibe esdeger

etkiye sahip oldugu, bilesik 6’nin ise erlotinibden daha aktif oldugu bulunmustur.
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Caligmada, 4-aminokinazolin yapisi ve benzamidin grubu tasiyan bilesikler ii¢
farkli konumdan tiirevlendirilecek sekilde hazirlanmistir. Amidin grubunu anilin
halkasinin 4. konumunda veya 3. konumunda bulunduran tiirevler ve amidin grubunu
fenil halkasinin 4. konumunda bulunduran 4-(benzilamino)kinazolin yapisina sahip
tirevler sentezlenmistir. Bu {i¢ serinin aktivite sonuclart degerlendirildiginde, en
aktif tlirevlerin amidin grubunu anilin halkasinin 3. konumunda tasiyan bilesikler

oldugu soylenebilir.

Sentezlenen tiim bilesiklerin doking analizleri gerceklestirilmis ve doking
skorlar1 hesaplanmigtir. Referans bilesik olan erlotinibe ait doking skoru -9,232
olarak bulunmustur. Sentezlenen bilesiklerden bazilarmin (4, 7a, 7b, 7d, 7f, 8a, 8b,
8d, 8f, 9b) -8,018 ile -9,252 araliginda degisen ve erlotinibe benzer seviyede doking

skorlarina sahip oldugu goriilmiistiir.

EGFR kinaz inhibitor aktivite sonuglarina gore inhibitor etkinlige sahip oldugu
gozlenen bilesiklerden (4, 5, 6, 8c, 8e, 8f) en etkili olan ve inhibisyon degeri %80’in
iistiinde olan ti¢ bilesik (4, 6, 8f) ile EGFR arasindaki etkilesimleri gézlemlemek i¢in
doking caligsmalar1 yapilmistir. Bilesik 4, 6 ve 8f EGFR’nin aktif bolgesinde Met769
ile hidrojen bag1 yapmakta ve cesitli amino asitlerle hidrofobik etkilesimler kurarak

enzime baglanmaktadirlar.

Sentezlenen bilesikler arasinda, referans bilesik erlotinibe kiyasla esdeger ve
yiiksek aktiveye sahip bilesikler oldugu goz Oniine alindiginda yapilan g¢alisma
kanser tedavisine katki saglamasi bakimindan 6nemlidir. Elde ettigimiz sonuglara
gore aktif bulunan molekiillerin etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi, sitotoksisite
caligmalarinin yapilmasi ve 6zellikle EGFR mutasyonlar iizerindeki etkinliklerinin

arastirilmasi bu konudaki ila¢ etken madde arayisina katki saglayacaktir.
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OZET

Bazi Yeni 4-Aminokinazolin Karboksamidin Tiirevlerinin Sentezi, Yapilarimn
Aydinlatilmasi ve Antikanser Aktivitelerinin Incelenmesi

Epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR), kanser aragtirmalart i¢in dnemli bir
hedeftir. Kanserli dokularda artmis seviyelerde gozlenen EGFR’nin inhibe edilmesi ile tiimor
hiicrelerinin bilylimesi engellenebilir. Kinazolin tiirevleri, EGFR kinazin hedeflenmesinde
yaygin olarak yararlanilan inhibitorlerdir ve yapisal optimizasyonlar: ile etkili antikanser
ilaglar gelistirilebilir. Bu ¢alismada, bir dizi 4-amino-6,7-dimetoksikinazolin tiirevinin
tasarlanip sentezlenmesi, yapilarinin aydinlatilmasi, molekiiler doking ¢alismalarinin
yapilmasi ve in vitro EGFR kinaz inhibitor aktivitelerinin degerlendirilmesi amaglanmustir.

Sentez c¢aligmalarinda, formamid ve metil 2-amino-4,5-dimetoksibenzoatin
reaksiyonu ile 6,7-dimetoksikinazolin-4-ol (1) bilesigi elde edilmistir. Ardindan bilesik 1,
tiyonil kloriir ile reaksiyona sokularak 4-kloro-6,7-dimetoksikinazolin (2) sentezlenmistir.
Bu bilesigin (2) swrasiyla 2,3,4-trikloroanilin, 3-amino-2-kloropiridin ve 4-floro-3-
(triflorometil)anilin ile reaksiyonu sonucu bilesikler 4, 5 ve 6 elde edilmistir. Daha sonra
4-kloro-6,7-dimetoksikinazolin (2), sirasiyla 4-aminobenzonitril, 3-aminobenzonitril ve
4-(aminometil)benzonitril ile reaksiyona sokularak benzonitril yapisi tagiyan 4-amino-6,7-
dimetoksikinazolin tiirevleri (3a, 3b, 3c) sentezlenmistir. Bu bilesikler, uygun amin
tiirevleriyle Pinner reaksiyonuna sokularak amidin yapisi tasiyan 7a-7e, 8a-8e, 9a-9e
bilesikleri elde edilmistir. Benzonitril yapisi tasiyan 4-amino-6,7-dimetoksikinazolin
turevleri (3a, 3b, 3c), hidroksilamin hidrokloriir, DMSO ve potasyum tert-biitoksit ile
reaksiyona sokularak amidoksim yapisi tasiyan 7f, 8f, 9f bilesikleri elde edilmistir.

Sentezlenen 21 adet bilesigin (4, 5, 6, 7a-7f, 8a-8f, 9a-9f) kiitle analizleri, elementel
analizleri, 'H-NMR, *C-NMR ve 2D-COSY, 2D-NOESY, 2D-ROESY, 2D-HSQC,

2D-HMBC analizleri yardimiyla yapilar1 kanitlanmustir.

Bilesiklerin in vitro EGFR kinaz inhibitor aktivite ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
Referans bilesik olan erlotinibin aktivitesi % 93 olarak bulunmustur. Erlotinib ile
karsilagtirlldiginda, bilesik 4 (% 89), bilesik 5 (% 74), bilesik 6 (% 95), bilesik 8c (% 58),
bilesik 8e (% 74) ve bilesik 8f (% 93)’nin EGFR kinaz inhibit6r aktiviteye sahip imit verici
bilesikler olduklari bulunmustur.

Doking ¢alismalar ile tiim bilesiklerin doking skorlar1 elde edilmistir. EGFR kinaz
inhibitér aktivite ¢alismalar1 sonucu en etkili bulunan bilesikler 4, 6 ve 8fnin doking
calismalari ile enzimle baglanma etkilesimleri degerlendirilmis ve enzimin aktif bolgesine
baglandiklar1 gdsterilmistir.

Anahtar Sozciikler: 4-Aminokinazolin, Amidin, Antikanser Aktivite, EGFR, Tirozin Kinaz
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SUMMARY

Synthesis, Structure Elucidation and Anticancer Activities of Some New
4-Aminoquinazoline Carboxamidine Derivatives

The epidermal growth factor receptor (EGFR) is an important target for cancer
research. The growth of tumor cells can be prevented by inhibiting EGFR, which is observed
at increased levels in cancerous tissues. Quinazoline derivatives are widely used inhibitors
for targeting EGFR kinase, and effective anticancer drugs can be developed with their
structural optimization. In this study, it was aimed to design and synthesize a series of
4-amino-6,7-dimethoxyquinazoline derivatives, to elucidate their structures, to conduct
molecular docking studies and to evaluate their in vitro EGFR kinase inhibitory activities.

In synthesis studies, 6,7-dimethoxyquinazolin-4-ol (1) was obtained with the reaction
of formamide and methyl 2-amino-4,5-dimethoxybenzoate. Then, compound 1 was reacted
with thionyl chloride to synthesize 4-chloro-6,7-dimethoxyquinazoline (2). As a result of the
reaction of this compound (2) with 2,3,4-trichloroaniline, 3-amino-2-chlorpyridine and
4-fluoro-3-(trifluoromethyl)aniline, respectively, compounds 4, 5 and 6 were obtained. Then,
4-chloro-6,7-dimethoxyquinazoline  (2) is reacted  with  4-aminobenzonitrile,
3-aminobenzonitrile and 4-(aminomethyl)benzonitrile, respectively, to form 4-amino-6,7-
dimethoxyquinazoline derivatives (3a, 3b, 3c) which have benzonitrile structure. These
compounds were reacted (Pinner reaction) with appropriate amine derivatives to obtain
compounds 7a-7e, 8a-8e, 9a-9¢ having the amidine structure. 4-amino-6,7-
dimethoxyquinazoline derivatives having benzonitrile structure (3a, 3b, 3c) were reacted
with hydroxylamine hydrochloride, DMSO and potassium tert-butoxide to obtain
compounds 7f, 8f, 9f having amidoxime structure.

The chemical structures of 21 compounds (4, 5, 6, 7a-7f, 8a-8f, 9a-9f) were
elucidated with their Mass spectral data, elemental analysis and, 'H-NMR, *C-NMR,
2D-COSY, 2D-NOESY, 2D-ROESY, 2D-HSQC, 2D-HMBC spectra.

In vitro EGFR kinase inhibitory activity studies of the compounds were performed.
The activity of the reference compound, erlotinib was 93%. Compared to erlotinib,
compound 4 (89%), compound 5 (74%), compound 6 (95%), compound 8c (58%),
compound 8e (74%), and compound 8f (93%) were found to be promising compounds with
EGFR kinase inhibitor activity.

Docking scores of all compounds were obtained by docking studies. Compounds 4, 6
and 8f, which were found to be the most effective in EGFR kinase inhibitory activity studies,
were evaluated by docking studies their binding interactions with the enzyme, and they were
shown to bind to the active site of the enzyme.

Keywords: 4-Aminoquinazoline, Amidine, Anticancer Activity, EGFR, Tyrosine Kinase
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