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OZET

GLIKOJEN SENTAZ KiNAZ-3 BETA iNHIBIiTORU OLABILECEK YENI
MALEIMID TUREVLERININ SENTEZI

Elif Basak ERSOY

Kimya Anabilim Dal

Yuksek Lisans Tezi

Tez Danigsmani: Prof. Dr. Cigdem YOLACAN

Son vyillarda, cok cesitli heterohalkali bilesikler sentezlenmekte ve bunlarin 6zellikle
kanser hiicrelerine karsi davranislari incelenmektedir. ilag hammaddesi olarak
kullanilabilmeleri nedeniyle piperidin, piridin, piperazin, oksazol, tiyazolidin, ve pirol gibi
bes ve alti Uyeli heterohalkal bilesikler ve tirevleri, 20.ylizyilin baslarindan itibaren
farmasotik kimyacilar tarafindan tzerinde énemle durulan bir konu haline gelmistir. Bu
tir heterohalkali bilesiklerin yuzyillik tarihinin incelenmesi sonucunda azot ve oksijen
iceren yapi iskeletinin biyolojik olarak aktif bilesiklerin modellenmesinde kullaniimasi
durumunda buyuk bir gesitliligin ortaya c¢iktigi gérilmistir. Bunun yanisira, maleimid,
bircok organik maddenin dnemli yapi tasidir ve tirevleri, organik sentez, tibbi kimya ve
ilag gelistirme konusundaki arastirmacilardan giderek daha fazla ilgi ¢ekmektedir.
Maleimid tlrevlerinin, cesitli biyolojik aktivite tlrleri sergiledikleri bilinmektedir.
Maleimid sinifinin bir¢ok bilesigi antibakteriyel, antifungal, antitimor, antitiiberkiiloz,
analjezik, antiprotozoal, sitotoksisite ile ilgili calismalar icin sentezlenmis ve karakterize
edilmistir. Ayrica, bakterilerde coklu ilag direncinin 6nlenmesine yonelik maddeler
olarak tanimlanmistir. Bu tirevlerin oldukca onemli biyolojik ve fizyolojik aktivite
gostermelerinin nedeninin karakteristik olarak N-C-O grubuna sahip olmalarindan
kaynaklandigi bilinmektedir.
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Bazi maleimid tlrevleri ise, insanlar dahil tim canli organizmalarda hiicre ici sinyal
yollarinda kilit rol oynayan protein kinazlar gibi gesitli enzimlerin yiksek dizeyde aktif
inhibitérleri olarak tanimlanmistir. Ozellikle, GSK-3 inhibitérii olarak gelistirilen
molekdllerin igerisinde de maleimid tiirevlerinin etkili oldugu goérilmustir. Literatlrdeki
heterohalkali bilesik sentezlerinin temelini gesitli halka kapanmasi reaksiyonlari
olusturmaktadir.

Bu calismada; birinci asama ana iskelet olan indazol ve pirol substitue maleimid
bilesiginin sentezlenmesini icermektedir. ikinci asamada ise sentezlenen indazol ve pirol
substitue maleimid iskeletinin azot atomlarindan alkil zincirleri ile kombine edilerek
cesitli gruplarla tiirevlendiriimesini ve glikojen sentaz kinaz-3B inhibitorleri ve anti-
kanser ajanlari olarak incelenebilecek bir dizi indazol ve pirol substitue maleimid
turevlerinin sentezlenmesini kapsamaktadir. Literatlirde yer almayan bilesiklerin
yapilari, sirasiyla FTIR, 'H NMR, 3C NMR (APT), LC-MS (Q-TOF) gibi spektral verilere
dayanarak karakterize edilmistir.

Son asamada ise elde edilen yeni molekiillerin biyolojik aktivite calismalari (anti-
kanser/MTT testi) gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Heterohalkal bilesikler, maleimid tlrevleri, anti-kanser aktivite,
GSK-3.
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XVi



ABSTRACT

SYNTHESIS OF NOVEL MALEiMIDE DERIVATIES MAY BE GLYCOGEN
SYNTHASE KiNASE-3 BETA iNHIBIiTORS

Elif Basak ERSOY

Department of Chemistry

MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Cigdem YOLACAN

In recent years, a wide variety of heterocyclic compounds have been synthesized and
their behavior against cancer cells has been examined. Five and six-membered
heterocyclic compounds and derivatives, such as piperidine, pyridine, piperazine,
oxazole, thiazolidine, and pyrrole, have become a subject of considerable importance by
pharmaceutical chemists since the beginning of the 20th century, since they can be used
as pharmaceutical raw materials. As a result of examining the century-old history of such
heterocycle compounds, a large variety of nitrogen and oxygen-containing structural
skeletons were found to be used in the modeling of biologically active compounds. In
addition, maleimide is an important building block of many organic substances, and its
derivatives are increasingly attracted from researchers in organic synthesis, medical
chemistry and drug development. Maleimide derivatives are known to exhibit various
types of biological activity. Many compounds of the maleimide class have been
synthesized and characterized for studies on antibacterial, antifungal, antitumor,
antituberculosis, analgesic, antiprotozoal, cytotoxicity. In addition, it has been defined
as substances for prevention of multiple drug resistance in bacteria. It is known that the
reason for these derivatives to exhibit significant biological and physiological activity is
due to their N-C-O group.
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Some maleimide derivatives have been identified as highly active inhibitors of various
enzymes, such as protein kinases, which play a key role in intracellular signaling
pathways in all living organisms, including humans. In particular, maleimide derivatives
have been found to be effective in molecules developed as GSK-3 inhibitors. The basis
of the synthesis of the heterocycle compound in the literature forms various ring closing
reactions.

In this study, the first stage consists of synthesizing the indazole and pyrrole substituted
maleimide compound, which is the main skeleton. In the second step, the synthesis of
the indazole and pyrrole substituted maleimide derivatives which are synthesized by
various groups in combination with the alkyl chains from the nitrogen atoms of the
indazole and pyrrole substituted maleimide skeleton, and which can be examined as
glycogen synthase kinase-3B inhibitors and anti-cancer agents are included in the
second stage. The structures of the compounds not included in the literature were
characterized based on spectral data such as FTIR, *H NMR, 3C NMR (APT), LC-MS (Q-
TOF), respectively.

In the last stage, biological activity studies (anti-cancer / MTT test) of the new molecules
were carried out.

Keywords: Heterocyclic compounds, maleimide derivaties, anti-cancer activity, GSK-3p.

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Organik kimyanin yaygin ve klasik dallarindan biri olan heterohalkal bilesikler, genis bir
biyolojik aktiviteye ve endistriyel 6neme sahiptir [1]. Heterohalkal bilesikler icerisinde
azoticerenlerin biyolojik ve farmasotik uygulamalarda 6nemli bir yeri vardir. Bu nedenle,
bu atomu iceren heterohalkali bilesiklerin sentezi son yillarda ilgi cekmektedir [2].

Diinyanin en ¢ok satan ilaglari azot iceren heterohalkalilar olmustur (Sekil 1.1) [3].
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Sekil 1.1 ilag olarak kullanilan heterohalkali bilesikler

Biyolojik molekiillerin ve farmasétik Urinlerin bircogunun temel iskeletleri dogada

bulunmaktadir. Béylece, diinyanin her yerinden bircok kimyager motive olmus ve bu



heterohalkalilarin sentezi igin farkli yontemler gelistirmeye devam etmektedir. Genis
bir biyolojik aktivite spektrumu gosteren substitue indazol ve pirol bilesikleri de biyuk
bir calisma alani olusturmustur. indazol ve pirol tiirevlerinin antibiyotik, anti-inflamatuar

ve anti-kanser aktivite gosterdikleri rapor edilmistir (Sekil 1.2) [4], [5], [6], [7].

by
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Sekil 1.2 indazol ve pirol yapisi iceren biyolojik aktif bilesikler

imid fonksiyonu iceren yapilar, gosterdikleri cok cesitli biyolojik 6zelliklerden dolayi
biyoaktif bilesikler icerisinde &6nemli bir sinifi  olustururlar. Yapilan kaynak
arastirmalarinda, ozellikle azot atomunda substituent iceren halkal yapidaki imid
tlrevlerinin farmasoétik alanda yaygin kullanimlarina rastlanilmaktadir. N-Aril maleimid
analoglarinin sentezi ve biyolojik aktivitesi kapsamli bir sekilde arastirilmistir. N-Aril
maleimidler, polikrin, camphorataimidler, rebeccamycine ve staurosporine gibi bir¢cok
dogal uriin icin iskelet olusturur. Bu bilesikler anjiyogenez inhibisyonu, protein kinaz
inhibisyonu ve antiproliferatif aktiviteler sergiler [8], [9], [10], [11], [12], [13], [14], [15],
[16], [17], [18]. Ornegin, N-substitue maleimid bilesiklerinin antifungal, antimikrobiyal
aktivitelere sahip olduklari bilinmektedir [19]. Maleimid tiirevleri son zamanlarda 6nemli
farmakoforlar olarak ortaya cikmakta ve antibakteriyel, analjezik, antistres ajanlar,
antiprotozoal, antianjiyojenik sitotoksik, DNA baglanmasi ve apoptotik indiikleyici
aktivite gibi bir dizi biyolojik aktiviteye sahip tibbi ajanlar olarak hayati bir rol
oynamaktadir [20], [21], [22], [23], [24].



Bazi maleimid tiirevleri, monogliserit lipaz, GSK-3, Cdc25B, Bfl-1 ve DNMT-1etc'nin secici

inhibitorleri olarak kullanilirlar (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3 Dogal/dogal olmayan biyolojik aktif N- substitue maleimid tiirevleri

GSK-3 enziminin 1990’larda hiicre proliferasyonu, apoptoz, inflamasyon ve pek ¢ok
hicresel surecle iliskili oldugu saptanmistir [25], [26]. Uzun yillar boyunca yapilan
calismalar GSK-3B’nin diyabet, inflamasyon, kanser, psikiyatrik ve nérodejeneratif
hastaliklar (Bipolar bozukluk, Parkinson ve Alzheimer Hastaligi vb.) ile iliskisi oldugunu
gostermistir. Buna gore yeni ve secici GSK-3f inhibitorlerinin arastirilmasi hem akademik

merkezlerde hem de ilag sirketlerinde ¢ok aktif bir alan olmustur [27].

Cesitli 3,4-disubstitue maleimidler, literatiire bakildiginda GSK-3 enzim inhibisyonunda
etkili ve genis yer tutan 6nemli bir bilesik sinifini olusturur. Bu bilesikler uzun yillardan
beri GSK-3B inhibitorleri olarak cesitli yollardan yapilabilen sentezleriyle ve aktivite
calismalariyla detayh incelenmektedir [28], [29]. Glinimiizde kullanilan bazi GSK-3f3

inhibitorlerinin yapilari Sekil 1.4’de verilmistir [30].
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Sekil 1.4 GSK-3B inhibitorleri olarak kullanilan bisindolmaleimid tiirevleri

1.2 Tezin Amaci

Protein kinazlar, cesitli hiicresel fonksiyonlari diizenler ve ila¢ kesif programlarinda
siklikla kullanilirlar. Anahtar proteinlerdeki serin, treonin ve tirozin birimlerini fosforize
ederek sinyal iletim islemlerini diizenlerler. Hatali protein sinyali, bir¢cok insanda
patolojik durumuna neden olabilir. Bu nedenle, son yillarda, protein kinazlari hedef alan

ilag tasarimi girisimlerinin sayisi stirekli artmaktadir.

Glikojen sentaz kinaz 3 (GSK-3), bir sitosolik serin/treonin protein kinazdir ve glikojen
metabolizmasindan gen transkripsiyonuna degisen gesitli fizyolojik streglere katilir.
Gunlmuzde sizofreni ve duygu durum bozukluklarini kapsayan bircok psikiyatrik
hastalikta GSK-3 hiperaktivitesine isaret edilmektedir. Yapilan galismalarda antipsikotik,
antidepresan ve bipolar bozuklukta kullanilan lityum tuzu iceren bazi ilaglarin GSK-3
aktivitesini azalttigi rapor edilmistir. Ayrica, GSK-3 inhibitorii olarak gelistirilen
molekillerin diyabetik 6zelliginin yani sira s6z konusu hastaliklarda etkili olabilecegine
iliskin bircok deneysel calisma mevcuttur. Bu molekiller icerisinde yapilan ¢alismalarda

en etkili grup maleimid tirevleri olmustur.



Kanser yaygin, karmasik ve o6luimcil bir hastaliktir; yeni antikanser ajanlarinin
arastirilmasi aktif bir alan olmustur. Hem dogal ve hem de sentetik maleimid halkasi

iceren ¢ogu bilesik iyi antikanser aktiviteye sahiptir.

Bu galismada; bu tir bilesikler sinifina katkida bulunulmak amaciyla GSK-3f inhibitor
Ozelligi gosterebilecek ya da anti-kanser ajanlari olabilecek yeni indazol ve pirol substitue
maleimid tlrevlerinin sentezini amaglanmistir. Sentezlenen maleimid tirevlerinin

yapilarinin aydinlatilarak aktivite ¢alismalarinin yapilmasi hedeflenmistir.

1.3 Hipotez

Azot iceren heterohalkal bilesikler dogada ¢okca bulunmalari ve biyolojik aktif 6zellik
gostermeleri nedeniyle ilag etken maddelerinin yapisinda yer almaktadirlar. Glikojen
sentaz kinaz-3 (GSK-3), cok sayida hiicresel siire¢ ve hastalikta rol oynayan c¢ok islevli
serin/treonin protein kinazidir. GSK-3B, yumurtalik kanseri, pankreas kanseri, kolon
kanseri gibi bir¢cok kanser tiirlinde asiri bastirilir. Bu ylizden, GSK-3pB, ¢esitli hastaliklarla
micadele i¢cin hedef olarak segilmistir. GSK-3B inhibitori olarak ¢ok sayida organik
molekul gelistiriimektedir. Bunlar arasinda maleimid tirevleri yliksek potansiyelleri ve

segicilikleri ile ilk siralarda yer almaktadirlar.

Bu veriler dogrultusunda, sentezlenecek yeni indazol ve pirol substitue maleimid
tlrevlerinin, GSK-3B inhibitori olarak secici olmasi ve antikanser aktivite gostermesi

beklenmektedir.



BOLUM 2

HETEROHALKALI BILESIKLER

IUPAC Altin Kitabi heterohalkal bilesikleri soyle tanimlar: “Halka Uyelerinin atomlari en

az iki farkli element olan halkah bilesiklerdir” [31].

Bagka bir klasik referans kitabi olan Britannica ansiklopedisi ayni zamanda heterosiklik
de denen heterehalkali bilesigi su sekilde tanimlamistir: “Bir veya daha fazla halka iceren
bir organik bilesik sinifindan, en az bir atomu karbondan baska bir element olan

(genellikle oksijen, azot veya kiikirt) halkal bilesiklerdir” [32].

2.1 Pirol

Pirol (1), sp? hibritlesmis azot atomunu iceren bes tyeli heterohalkal bir molekildir.
Pirol heme, klorofil, klorinler vb. daha karmasik makromolekiillerin temel bir bilesenidir.
Basit N-heterohalkali bilesik olan pirol, biyolojik 6zellikleri ve farmakofor olarak 6nemli
rolleri nedeniyle biyiik ilgi gérmistiir. ilk olarak 1834 yilinda F.F Runge tarafindan kémiir
katraninin bir bileseni olarak tespit edilmistir. 1857'de, kemik pirolizatindan izole
edilmistir. Pirol, havaya maruz kaldiginda kolayca koyulasan ve isikta polimerize olan
renksiz bir ugucu sividir [33]. Son derece ayricalikli bir molekil olan pirol aromatiklige
sahiptir; alti m-elektronu, her atomun her bir bos p orbitalinin etrafina delokalize olabilir,
bunlarin hepsi de ayni diizlemdedir. Pirol halkasinin, aminler ve piridinler gibi diger
aromatik bilesiklerden daha diisik baziklige sahip olmasi aromatik halkadaki azot
atomunun vyalniz elektron ciftinin delokalizasyonundan kaynaklanmaktadir. Pirol

yaklasik 3 pKa degerine sahip cok zayif bir bazdir ve protonasyonu aromatik 6zellik



kaybina neden olur. Hem “NH” hem de “CH” pirol protonlari orta derecede asidiktir ve

pirol gli¢lt bazlar ile deprotonlanabilir.
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Sekil 2.1 Pirol

Karbon-karbon ve karbon-azot bag uzunluklari, tek baglarin veya cift baglarin tipik
Ozelliklerini gdstermez. Bu nedenle pirol asagida gosterildigi gibi hibrid rezonans yapilar

(1-1d) ile ele alinmahdir.
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Sekil 2.2 Piroliin rezonans yapilari

Pirol halkasinin elektrofilik substitlisyon reaksiyonunda A formu, B formuna gore daha
secicidir. Bunun sebebi azot atomu Ulzerindeki pozitif ylikin A formunda, B formuna gore
daha delokalize olmasidir. Bununla birlikte, bu model pirol halkasindaki substituentlere

bagl olarak da degismektedir (Sekil 2.3) [34].
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Sekil 2.3 Piroliin A ve B formlari

2.1.1 Pirol igeren Heterohalkali Bilesikler

Pirol ve tirevleri dogada mevcuttur. Pirol alt birimi, mantar 6ldiriciler, antibiyotikler,
antienflamatuar ilaglar, kolesterol diistriict ilaglar, antitimor ajanlar ve daha birgok gibi
terapotik olarak aktif bilesiklerde farkh uygulamalara sahiptir. Ters transkriptazi [insan

immin yetmezlik virlisi tip 1 (HIV-1)] ve hiicresel DNA polimeraz protein kinazlari inhibe



ettigi bilinmektedir. Ayrica; polimer, indigoid boya ve daha biiylik aromatik halkalarin bir
bilesenidir [35]. Pirol dogal Urinler, ilaglar, katalizorler ve ileri materyallerde yaygin
olarak kullanilan 6nemli ve temel bir heterohalkalidir. Pirol iceren dogal olarak Uretilen
ortak molekdller arasinda vitamin B12, bilirubin ve biliverdin gibi safra pigmentleri,
hemoglobin, klorofil, klorinler, bakterioklorinler ve porfirinojenler bulunur. Pirol igeren
molekilin ilk sentezlerinden biri, 1929'da H. Fischer tarafindan sentezlenen hemindir.
H. Fischer bu senteziyle 1930 yilinda Kimya dalinda Nobel Odiilii almistir [36]. Temel bir
kan solunum pigmenti olan hemoglobin (2) ve temel fotosentez pigmenti olan klorofil
(3) pirol molekull icermektedir.

~
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Sekil 2.4 Pirol iceren temel bilesikler

Pirol tlirevi atorvastatin (4), kolesterol tedavisi icin yaygin olarak kullanilan bir ilacin
biyoaktif bir maddesidir [37]. Pirol motifi, deniz organizmalarindan elde edilen dogal
alkaloidler olan lamellarinlerde de bulunmaktadir. Lamellarinlerin sitotoksisite, hiicre
bolinmesi inhibisyonu, HIV-1 integraz inhibisyonu ve antibiyotik aktivitesi gibi ¢esitli

biyolojik aktivitelere sahip oldugu bilinmektedir [5].

—
F
4 5 6
Atorvastatin Lamellarin D triasetat Lamellarin a-20-silfat

Sekil 2.5 Biyolojik aktif pirol tlirevleri



Roseofilin (7) genis bir aktivite yelpazesi sergileyen dogal pirol-alkaloid Grlntdir.
Furstner, roseofilinin cesitli kanser hiicrelerine karsi daha vyiksek sitotoksisite
sergiledigini bildirmistir [38]. Bilesik 8, oldukca aktif bir antikanser ajani olarak bulunmus
ve su anda RAS farnesil transferaz (FTase) inhibitori olarak preklinik ¢calismalara devam
edilmektedir [39]. Benzer sekilde, Siddiqui ve ¢alisma grubu tarafindan MTT yontemi ile
insan lI6semi hiicre hattina (HL-60) karsi Gimit verici antikanser aktivitesi gosteren bilesik

9 sentezlenmistir [40].
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Sekil 2.6 Antikanser aktivite gésteren pirol tiirevleri

Boichuk ve calisma grubu etil-2-amino-pirol-3-karboksilat (EAPK) tlirevlerinden 10'un, in
vitro ¢oklu yumusak doku kanseri hiicre soylarina karsi gicli bir sitotoksik oldugunu
bildirmistir. EAPK'nin sitotoksik etkinligi, mikrotlbul hiicre ¢cogalma tahlili kullanilarak
farkli kanser hiicresi gizgilerinde degerlendirilmistir. EAPK 10 ve EAPK 11’e ait
bilesiklerin, tubulin polimerizasyonunun inhibisyonu ve G2/M hiicre donglsu
durmasinin indiiksiyonu yoluyla in vitro kanser hicresi proliferasyonunu inhibe ettigi ve

boylece M fazinda timor hiicrelerinin birikmesi ile sonuglandigl gérilmustir [41].

0 CO,Et 0 CO,Et

/
Ph(O)CHN

/
MeO Ph(O)CHN EtO

EAPK-10 EAPK-11

Sekil 2.7 EAPK 10 ve 11 bilesikleri

Pirolonitrin (12), pirolomisin A, B (13, 14) ve pyoluteorin (15), pirol sinifina ait

bilesiklerdir. Bu bilesikler cesitli yapisal modifikasyonlar sonucu elde edilmistir.

9



Trikostatinin Okaryotik hicrelerde biyime evresinin baslangicinda hicre siklusunu
inhibe etmekte ve histonlardan asetil gruplarinin uzaklasmasini engelleyerek yine gen
ekspresyonunu degistirebilmektedir. Trikostatinin icine pirol motifi dahil edilerek

antibiyotiklerin antimikotik potansiyelini arttirmak icin calismalar yapilmistir [42].

Cl
O,N cl
NO, cl o y
cl O,N cl 0,N cl HO \ q
8S :
]\ cl H
7\ . 7\ o
N cl
N H HO N
H H
12 13 14 15
Pirolonitrin Pirolomisin A Pirolomisin B Pyoluetorin

Sekil 2.8 Cesitli trikostatinin analoglari

Pirol pargasi iceren ilaglarin bazilari halihazirda pazarda mevcuttur ve bazilari klinik

calismalar altindadir [35].

N \ [Nj @Ovtnj/
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07 “HN N N
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L
7" NH HN
HN TN = ):o
=~ Br
19 20 21
Obatoklaks Ageliferin Aloracetam

Sekil 2.9 Klinik calismalar altindaki pirol iceren ilaglar
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2.2 indazol ve Tirevleri

Heterohalkali aromatik organik bir bilesik olan indazol, bir pirazol halkasi ve bir benzen
halkasindan olusan, bisiklik halka yapisi tasiyan azot iceren heterohalkali bilesiklerin
oénemli siniflarindan biridir. indazol, karbon, hidrojen ve azot atomlar iceren azol
ailesine aittir. indazoller ayrica iki azot atomuna sahip olan benzopirazol veya

izoindazolon heterohalkali organik bilesikler olarak da adlandirilir [43].

indazol bilesigi Sekil 2.10’da gosterildigi gibi 3 farkli tautomerik yapiya sahiptir.
indazollerin tautomerizasyonu, hem teorik hem de sentetik bir bakis acisiyla kapsamli
bir sekilde incelenmistir. Bunun sonucunda 1H tautomeri 2H tautomerden (15.1 kJ/mol)
daha kararli oldugu (termodinamik olarak) ve bu kararlihgin su ya da formik asitin ¢ozlici

etkileri ile tersine cevrilmedigi gortlmustar [44].

H
N
o O CLy
N N
H
1H- indazol 2H- indazol 3H- indazol
22 22a 22b

Sekil 2.10 indazol tautomer yapilari

indazol ilk kez 1883’te E. Fischer tarafindan orto-hidrazin sinnamik asidin isitilmasiyla

elde edilmistir. indazol ile ilgili calismalarin cogu 1920'lerde Karl Von Auwers tarafindan

yapilmistir.
o
o OH g
Isb, N+ =C,H,0,
NH.NH, N
H
23 22

Sekil 2.11 indazol’lin E. Fischer tarafindan ilk sentezi

indazol dogada nadir olarak bulunmaktadir. Bugiine dek indazol halkasina sahip 3 dogal
Urlin izole edilmistir. Bunlar nigellisin (24), nigeglanin (25) ve nigellidindir (26). Alkaloid
olan Nigellisin, 6,7,8,9-tetrahidropiridazino [1,2-a]indazolyum-11-karboksilat,
Guneybati Asya'ya 6zgl yillik cicekli bir bitki olan ve yaygin olarak bulunan Nigella sativa

L.'den (halk arasinda bilinen adiyla ¢érek otu) sari kristaller olarak izole edilmistir [45].

11



Alkaloid Nigeglanine, Nigella glandulifera'nin ekstraktlarindan izole edilmistir [46].
Basta Nigellisin olmak Uzere Nigeglanin ve Nigellidin (Nigella sativa), zwitteriyonik ve

notr formull Sekil 2.12'de gosterilmistir.

A
~

Sekil 2.12 indazol alkoloidler Nigellisin, Nigeglanin, Nigellidin

2.2.1 1H-indazollerin Sentezi

1H-indazoller, cok cesitli biyolojik ve farmasétik aktiviteler sergileyen &nemli bir
heterosiklik bilesik sinifini temsil eder. 1H-indazoller, hidrazin hidroklorir ile substitue
salisilaldehitlerden (27) refluks kosullari altinda cesitli sentetik yontemlerle elde

edilebilmektedir [47].

OH
R@L NH,-NH,.HCl R Y
= CHO Etanol, refluks

27 R=H, CH, 28

_|_
\
=z /g

Sekil 2.13 Hidrazin hidrokloriir ile indazol tlirevlerinin sentezi

Orto-floro benzaldehitlerin (29) ve orto-floro metiloksimlerinin (30) hidrazinle
reaksiyonu, indazollerin (22) sentezi icin kullanilmaktadir. Benzer sekilde hidrazin hidrat
ile orto-floro benzaldehitten 31 ve 32 arairinleri Gzerinden ayni Uriin elde edilmistir

[48].
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NH-NH,
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29
Sekil 2.14 Hidrazin hidrat ile indazol tlrevlerinin sentezi

indazol sentezinde kullanilan yaygin yollardan biri, diazo gruplarinin o-metil gruplariyla

molekdller arasi birlesmesidir.

©)
A [NO™] N Baz N
NG X N=N X H

W ~F "NH,

33 34 35

Sekil 2.15 indazollerin diazo gruplariyla sentezi

Bir baska genel yol ise N-asetil tlirevlerinin nitrojenasyonudur. (Jacobsen modifikasyonu)

B RONO, CHCl, @\/

36

KOAG, Isl1,
18-krown-6

oo — Uy

COMe

22 38

Sekil 2.16 indazollerin N-asetil tiirevlerinden sentezi

o-Hidroksi asetofenonun (39), hidrazin hidrat ile silika sulfirik asit (SSA) katalizérligiinde
reaksiyona girmesi iyi verimlerle 1H-indazollerin (40) sentezine olanak saglamaktadir

[43].
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39 40
Sekil 2.17 indazol tiirevlerinin hidrazin hidratlarla sentezi

1H-indazollerin (42) arilhidrazonlardan (41) [bis(trifloroasetoksi)iyodo]benzen (PIFA)
gibi bir oksidan kullanilarak dogrudan aril C-H aminasyonu ile sentezi Zhang ve

arkadaslari tarafindan ¢alisiimistir [49].

R R
SN PIFA
HN.;  HFIP, oda sicakligi N
R
41 42

Sekil 2.18 PIFA varliginda 1H-indazol sentezi

Peng ve c¢alisma arkadaslari CsF varliginda a-diazometilfosfonatlarin (43) orto-
(trimetilsilil) fenil triflat (44) ile 1,3-dipolar siklokatilma reaksiyonundan 3-aril/alkil-1H-

indazollerin (45) sentezini iyi verimlerle gergeklestirmislerdir [50].

0 R*
Rl\n/IFI’(OMe)z RJ@TMS CsF,CH4CN,40 °C. R:@E\(N
N, " oTf R H
43 44 45

Sekil 2.19 1H- indazollerin o -diazometilfosfonatlarindan sentezi

2.2.2 indazol Tiirevlerinin Biyolojik Aktiviteleri

indazol halka sistemi biyolojik aktif bilesikler arasinda yogun ilgi cekmektedir. 2005
Yilinda indazoliin farmakolojik 6zellikleri gbzden gecirilmistir [51]. Molekiller sekil ve
elektrostatik dagilim, enzim ve reseptdr tanimada 6nemli bir rol oynadigindan ve
baglanma afinitesine genis 6l¢lide katkida bulundugundan, ila¢ kesfine yardimci olmak
icin indazol dahil olmak Uzere molekillerin elektroformlari Uizerine calismalar

yapilmaktadir [52].
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indazol tiirevleri, dogada nadiren olusur, ancak cesitli sentetik bilesiklerdeki bu &zel
cekirdek, anti-inflamatuar, antiaritmik, antitimor, antifungal, antibakteriyel ve anti-HIV
aktiviteleri gibi genis bir farmakolojik aktiviteye sahiptir [53]. indazol tirevleriyle ilgili
daha onceki bulgularin 6zellikle protein kinaz inhibitorleri, kanser hiicresi proliferatif
hastaliklari, Alzheimer hastaligi, viral enfeksiyonlar, oto bagisiklik ve néro dejeneratif
hastaliklar olarak aktif oldugu bilinmektedir. Son yillarda, bazi indazol halka sistemleri,
klinik kullanim igin onaylanmis en az birkag bilesik ile gesitli fizyolojik aktiviteler igin

potansiyel ilaclar olarak degerlendirilmektedir [43].

Cesitli substitue indazol iceren bilesikler, 6Gnemli farmakolojik aktiviteleri temsil eder ve
ilac molekiillerinde yapisal motifler olarak gorev yapar. Ornegin, niraparib (46)
tekrarlayan epitelyal over, fallop tipl veya primer peritoneal, meme ve prostat
kanserinin tedavisi icin yaygin olarak antikanser ilag olarak kullanilmistir. Pazopanib (47),
FDA tarafindan renal hiicreli karsinom icin onaylanmis bir tirozin kinaz inhibitoridr.
Bendazac (48) ve Benzidamin (49), 1H-indazol iskeletini iceren ticari olarak temin

edilebilen iki antiinflamatuar ilagtir [54], [55], [56].

}OH J_/
jon ° y
/N_
N N
M 9
N Gl
= NH N/)\N s NH2
H g0
46 47 48 49

Sekil 2.20 indazol halkasi iceren ilaglarin kimyasal yapilari

Farmakolojik olarak ilging 6zellikler gosteren cok sayida N(1)-C(3) distibstitue indazol
ornekleri yayinlanmistir. Secici 5-HTs reseptor antagonisti Granisetron (50), kanser
kemoterapotik ajanlarin neden oldugu bulanti ve kusmayi 6nlemek icin klinik olarak

kullanilmistir [57].

50
Sekil 2.21 Granisetron bilesigi
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indazol tiirevi YC-1 (51), kardiyovaskiiler ve merkezi sinir sisteminde bir sinyal molekili
olan nitrik oksit, sGC i¢in fizyolojik reseptoriin aktivatori olarak rapor edilmistir. YC-1,
anjiyogenik faktorler in vitro ve anjiyogenez in vivo tarafindan indiklenen endotelyal

hicre fonksiyonlarinin inhibisyonu gibi diger bazi biyolojik aktiviteleri de gosterir [58].

Sekil 2.22 indazol tiirevi YC-1 bilesigi

(indolil-indazolil) maleimidler (52), cesitli substituentlerle protein kinaz C-B inhibitorleri

olarak test edilmistir [59].

Ar= Vinil, Fenil,2-tiyazolil, 2-naftil, 3-kinolil
X= Me,N, morfolinil

Sekil 2.23 indazol tiirevi protein kinaz C-B inhibitérleri

Bir dizi 2-(4,5-dihidroimidazol-2-il)indazolin (53) (indazim) 12/a2-adrenoseptér
baglanma profilleri tarif edilmistir. Bunlar psikiyatrik bozukluklar, Parkinson, Alzheimer

hastaliklari ve Huntington koreasi gibi cesitli hastaliklarda yer almaktadir [60].
Cl H
C@H ]
N N
53
Sekil 2.24 2-(4,5-Dihidroimidazol-2-il)indazol bilesigi

ikinci nesil hedefli bir ilag olan Aksitinib (54), vaskiiler endotelyal biiyiime faktori

reseptori (VEGFR) tirozin kinaz 1, 2 ve 3'Un gicli ve yiksek oranda secici bir
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inhibitoradir. Pfizer tarafindan gelistirilmis olan indazol tlrevi bu kigik molekilin

antikanser aktivite gosterdigi bilinmektedir [7].

54

Sekil 2.25 ikinci nesil hedefli bir ilag olan Aksitinib bilesigi

Diger bir anti-timor ilag olan Lonidamin (LND) (55), tiimorlerin kemoterapi, hipertermi

ve radyoterapiye secici olarak duyarli hale getirilmesinde etkili bir molektldir [6].

0
OH

Cl
cl

55

Sekil 2.26 Antitliimor ilag olan Lonidamin

C. Cheekavolu ve M. Muniappan calismalari sonucu indazol ve indazol tlrevlerinin (56,

57) potansiyel antiinflamatuar etkisini ortaya koymuslardir [61].
H,N
N N
H 0N H

56 57

Sekil 2.27 Antiinflamatuar etki gdsteren indazol bilesikleri

2.3 Maleimid ve Tiirevleri

Organik kimyada 6nemli bir yapitasi olan maleimid, a,3-doymamis bir imid bilesigidir ve
adlandirilmasi maleik asit ve imidin kaynasmasindan gelmektedir. Bu o,-doymamis
bag, nukleofillerle reaktivitesi sayesinde kolay islevsellesmeye izin vermektedir.
Maleimid molekdlleri, -CO-N(R)-CO- genel vyapisini icerdiklerinden hidrofobik ve

notrdirler, bu nedenle biyolojik membranlara nifuz edebilirler [62].
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Mezomerik yapi

Sekil 2.28 Maleimidin genel yapisi ve tautomer yapilarinin goésterimi

Rezonans yapisina bakildiginda cift baglarin (Sekil 2.28) bir taraftan digerine tasinmasi,
hem anyonik hem de radikal ilaveler igin maleimid fonksiyonel grubuna elektron alici ve
dienofil ozellikleri vermektedir. Maleimidler hem bilimsel hem de endistriyel

topluluklarda buyuk ilgi gormektedir.

2.3.1 Maleimid Tirevlerinin Sentezi

Genel olarak maleimid ve tlirevleri, maleik anhidritlerin aminlerle dehidrasyonu sonucu
olusurlar. Aminlerden N-susbstitue maleimid bilesiklerinin sentezi, iki asamada
gerceklestirilir. ilk adim, en kolay olani, maleik anhidrit (59) ve bir birincil amin arasindaki
halka agma reaksiyonu ile maleamik asit (60) olusumundan olusur. ikinci adim, en zor
olani, maleamik asidin (60) molekdl ici siklizasyonudur. Amid ve karboksilik asit grubu
arasindaki yogunlasma, genellikle belirli bir katalizor ile gergeklestirilir. Ayrica, bu son
adimin dogasi sentezlenmis maleimid ve yan Urin olarak olusan isomaleimid (62)

arasindaki oranin kontrol edilmesini saglar.
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H
R—N
R-NH, + ﬂ . |
070”70 HO
59 0
60
Maleamik asit
Yuksek Disik
sicaklik sicaklik
\
R-N_ | o |
(0] 0]
61 62
Maleimid Isomaleimid

Sekil 2.29 Maleimidlerin genel sentezi

N-Substitue maleimidlerin sentezindeki yontemlerden biri karbon-karbon c¢ift baginin

furan ile tersinir bir Diels-Alder reaksiyonu ile olusumunu igerir [63].

0 0]
Elé C e L%/( RN, ﬂ%ﬁo GLD. QN—R " @o
80°C O s,0°C N. 10s =
J 0
65

61 63

Sekil 2.30 N-substitue maleimidlerin tersinir Diels-Alder reaksiyonundan furanla sentezi

N-Substitue maleimidleri olusturmak Gizere Mitsunobu reaksiyonu genel ve dogrudan bir
sentetik yoldur [64]. Maleimidi bir nikleofil olarak kullanan Mitsunobu reaksiyonu,
esasen notr kosullar altinda ve ortam sicakhginda gergeklestirilebilir ve maleimidlerin
sentetik Onclsli olarak aminler yerine alkollerin kullanilmasini saglar. Sekil 2.31’de
gosterildigi  gibi, tipik reaksiyon kosulu, THF'de trifenilfosfin ve diizopropil

azodikarboksilat (DIAD) varliginda, alkol ve maleimidin reaksiyonunu icermektedir. [63]

0 o)
Ph,P, DIAD
| NH + R-OH —=——  » | N-R + H.O
THF, 24s 2
0 0
58 61

Sekil 2.31 N-substitue maleimidlerin Mitsunobu reaksiyonu ile sentezi
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Kondo ve galisma arkadaslari 3,4-distbstitie maleimidleri izosiyanatlar, alkinler ve
karbon monoksitin, intermolekiiler [2+2+1] kosiklizasyonu ile sentezlemislerdir. Bu
yontem tek basamakta simetrik olmayan polisubstitue maleimidlerin sentezi igin

ekonomik ve hizli bir yaklasim saglamaktadir [65].

R, 33mol-%Ru(CO)y, g 0

R-N=c0 ¢ || CO (1 atm) _ " N-R
3 eq mesitilen Rs
R, 130°C, 3-48 s o]
66 67 68

Sekil 2.32 Polisubstitue maleimidlerin alkin ve izosiyanatlardan baslayarak sentezi

Aromatik aminlerin varliginda, alkinlerin karbonilasyonu ile substitue maleimidlerin

eldesi yliksek verimlerle gerceklestirilmistir [66].

Rh(acac); (1 mol %) 0
NH, R1 R
: 2 ‘ | CO, acac (3 mol %) 1 | —
R + > N Y
Z DMF R; \_7R
Ry 120°C, 24s 0
69 67 70

Sekil 2.33 Polisubstitue maleimidlerin alkin ve aromatik aminlerle sentezi

1998 vyilinda Margaret Faul tarafindan kesfedilen yontem, o-keto asitlerle (72)
asetamidlerin (71) kondenzasyonunu icermektedir. Bu yodntemde asetamidlerle
glioksilat esterlerinin kondenzasyonuyla substitue maleimidlerin sentezi yiksek

verimlerle gerceklestirilmistir [29].

NH X
Ojg 2 M‘;ngo t-BuOK 0
v 0
R ? R, HF Rj;(&
1 2 -5°C-Odasicakligl, 2 R
71 72 3s 73

Sekil 2.34 Faul yontemi ile maleimid sentezi

Heteroaril asetamit tlrevlerinin (76), Faul yontemine benzer kosullar altinda dimetil

oksalat (75) ile reaksiyonundan disubstitue maleimid tirevleri (77) elde edilmistir [67].
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NH;  MeQ PhNHZ

0 N :2:0 _t-BuOK _
0 THF, 0°C AcOH,100°C
N OMe NHPh

75
74 76

Iz

77

Sekil 2.35 Disubstitue maleimid tiirevlerinin sentezi

Cesitli polisubstitue maleimid turevleri (77), izonitriller (78) ile alkinlerin (67) paladyum
katalizorli intermolekiler halkalanma reaksiyonu Uzerinden sentezlenmistir. Bu
proseste, izonitriller C ve N kaynagi olarak oynamakta ve C-C, C=0 ve C-N baglar tek

basamakta olusmaktadir (Sekil 2.36) [68].

S R 0 0
1 R R
Pd(OAc),, KBr, H,0 1 HCI 1
oN |l - | N-R,g — | N-R,
' PhMe 80°C
R R; RJ
5 e; R, 80-100°C, 12s NR, 1s 0
) 79 80
78 67 _ -

Sekil 2.36 Pd katalizorliiglinde maleimid halkasi olusumu

1972'den beri bilinen Baylis-Hillman reaksiyonu organik kimyada C—C bag olusumuna
yonelik bir ydontem olarak birgok uygulama bulmustur. Elektron geken nitril grubu iceren
Baylis-Hillman Grinin (82), Fe katalizorligiinde maleimidlere (83a) donustirilebildigi
bildirilmistir. Bu Grlin daha sonra metansiilfonik asit varliginda benzen igerisinde refluks

edilerek 3-benzilmaleimid (83b) tiirevine donistirilebilir [69].

0 H
0 CH H O N
PR HCZCN g 2 AOH Os_N PhH, MeSO,H N o
R “COOH R W) 70 T si5s oS
1 cooH 'e+sl%e€d Ri
isi,5s Ry
0
=0
RZ
81 82 83a 83b

Sekil 2.37 Fe katalizorliigiinde Baylis-Hillman Griiniinden maleimid olusumu
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2.3.2 Maleimid ve Tiirevlerinin Reaksiyonlari

2.3.2.1 N- Substitue Maleimidlerin Aldehitlerle Kondenzasyonu

N-Arilmaleimidlerin (84), PhsP varliginda benzaldehit veya alifatik aldehitler ile
kondenzasyonu sonucu 3-alkilidinstksinimidler (85) olusmaktadir. Sonrasinda
bilesiklerin, THF iginde NaH varhginda alkil ve benzil halojenirlerle alkilasyonu, 4-
substitue 3-alkilidin siksinimidleri (86) vermektedir. Bu bilesiklerin trietilamin ile
isitilmasi stksinimid izomerizasyonuna neden olur ve 3,4-dialkilmaleimidler (87)
meydana gelir. Bu bilesiklerin bazik hidrolizi ve sonrasinda HCl ile muamele maleik

anhidrid turevlerinin (88) olusmasina neden olur [70].

0 0 0
NaH, R,X =
Ar—N | PhP3 RCHO ' i) AR — Ar—N Ry .
THF, 1s1,10's THF, 0°C, 35 R,
o 0O 85 0
86
84 1.KOH,H,0
0 MeOH, THF 0O
Isl, 2's
Et,N, THF Ar—N;j(\Rl o;j(\Rl
Isl, 48 s 2. HCI
’ R R
0 2 0 2
87 88

Sekil 2.38 N-Substitue maleimidlerin aldehitlerle kondenzasyonu

2.3.2.2 N- Niikleofillerle Reaksiyonu

3,4-Dikloromaleimidlerin 2-aminofenollerle kondenzasyonu sonucunda benzoksazin

tirevleri elde edilmistir [71].

0 H O
cl R, NHy  ciom e R2 N
| NR, + 10—> | NR;
cl OH > 0
o) o)

89 90 91

Sekil 2.39 3,4-Dikloromaleimidlerin 2-aminofenollerle kondenzasyonu

4-Substitue 3-(indol-1-il) maleimidler, DMF icinde diizopropiletilamin varliginda 3-

bromo-4-(indol-1-il) maleimidin, aminler veya NH-heterosiklikler ile isitilmasiyla bilesik
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93 elde edilmistir. Oda sicakliginda metanol igerisinde amonyak ile 92’nin etkilesimi 3-

amino-4(indol-1-il) maleimidin (94) olusumuna neden olmaktadir [72].

N B
N DMF N MeOH N
/ 60 °C @i/) oda sicakligi, 4 s@l/)

Sekil 2.40 Maleimidin N-niikleofillerle reaksiyonu

2.3.2.3 Cross-Coupling Reaksiyonlari

1-Siklohekzil-3-fenilmaleimidler (97), etilen karbonat varliginda potasyum asetat veya
bikarbonat kullanilarak 1-sikloheksilmaleimid (96) ve iyodobenzen (95) tirevleri

arasindaki Heck reaksiyonundan elde edilmistir [73].

Pd(OAc),
dppf (5 mol %)
TN ! 0=N_0 KOAc(3eq)
LR =
— Etilen karbonat

60°C, 12 s

95 926

Sekil 2.41 Maleimid bilesiginin Pd katalizérliglinde gerceklestirilen Heck reaksiyonu

Guclu antikanser aktivitesi ile bilinen ve insandaki bagisiklik yetersizligi virGistine karsi
aktivite gosteren Camforataimid (101) bilesiginin stereoselektif sentezi Stille reaksiyonu
ile gerceklestirilmistir. TribGtil [4-(3-metillbitil-2-eniloksi)fenil]lkalay etkisiyle Pd(PPhs)a
varliginda Stille reaksiyonu kosullari altinda brom atomunun degistiriimesi sonucu

maleimid tlirevi sentezlenmistir [74].

n-Buli, Bn o N
N /©/Br Bu,SnCl /@/5”3“3 Pd(PPhs), </ ©
o] THF, F Diokean

-78°C- oda sicakhig 145°C,5s

98
101 o

g
Sekil 2.42 Stille reaksiyonu ile maleimid tiirevi Camfortamidin sentezi
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2.3.2.4 Diels-Alder Reaksiyonu ([4+2] Siklokatiima)

Diels-Alder reaksiyonu tim furan ve maleimid tlrevleri arasinda verimli bir sekilde
gerceklesir. Ayrica, kinetik (irlin olan endo orani her zaman daha yliksektir, ancak sicaklik
arttikca, ekzo orani ayni anda artmaktadir. Furan ya da maleimid tirevlerinde elektron

cekici bir grup varsa endo uriin orani artabilir [75].

o

25°C - wa/o
f

. NH
Endo /|
(o)

(0]

-

E>0+| NH ——————

= 102
(0]

63 58

90°C

NH
Ekzo

103

Sekil 2.43 Diels-Alder reaksiyonu

2.3.2.5 1,3-Siklokatilma Reaksiyonu ([3+2] Siklokatilma)

PPhs ile etkili bir sekilde katalizlenen reaksiyonda allenlerle (105) maleimidlerin (104)

[3+2] siklokatilma reaksiyonu gerceklestirilmistir [76].

? H
PPh; (5 mol%)

N-R, * ==\ - NR
| ' COR, toluen oda sicakhgi !
o 9s R,oc H 0

104 105 106

Sekil 2.44 PPhs-katalizli maleimidlerin allenlerle [3+2] siklokatiimasi

N-Substitue maleimidlerin, aril nitriloksitlerle EtsN baz varliginda 1,3 dipolar siklokatiima
reaksiyonu sonucunda 5-lyeli izoksazol halkasi olusmaktadir. Olusan diastereomerlerin

orani maleimid iskeletine bagl gruplara gore degismektedir [77].

(0] @ 0
R Ar—C=N-0 N0| \ R
N
| —<cooz co0z
Ar (0]
107 108

Sekil 2.45 Maleimidlere nitriloksit siklokatilmasi
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Cizelge 2.1 Maleimidlerle nitriloksitlerin 1,3-dipolar siklokatilmasinin stereoselektivitesi

Bilesik R Z Ar endo/ekso
108a CH3 Et Mst 75:25
108b (CHs),CH Et Mst 70:30
108¢ (CH3)2CHCH, Me Mst 64:36
108¢c (CH3)2CHCH- Me Ph 59:41
108d CH20H Et Mst 59:41
108e CH,COOEt Et Mst 71:29
108e CH,COOEt Et Ph 71:28
108f 3-indolilmetil Me Mst 60:40

2.3.2.6 Michael Katilmasi Reaksiyonu

o,B-Substitue Michael alicisi olan maleimid bilesigi, optik olarak aktif bilesiklerin
Uretilmesi icin cok yonlu ve cekici yaklasimlardan birini saglar. Sekil 2.46'da 1,3-
dikarbonil bilesiklerinin asimetrik organokatalitik ylksek verimli katalizérler olan

cinchona alkaloidler varliginda maleimidlere katilma reaksiyonu yer almaktadir [78].

0O o 0
adaQD
A, [éN‘B" Qredacn,
R, S
110

109

Q ve QD= dogal cinchona alkaloidler

Sekil 2.46 Dogal cinchona alkaloidleri varliginda maleimidlere 1,3-dikarbonil
bilesiklerinin stereoselektif konjuge katilmasi

2.3.3 Maleimid Tirevlerinin Biyolojik Aktiviteleri

Maleimid tlirevlerinin, gesitli biyolojik aktivite tirleri sergiledikleri bilinmektedir. Bazi
maleimidler, insanlar dahil tim canli organizmalarda hiicre ici sinyal yollarinda kilit rol
oynayan protein kinazlar gibi ¢esitli enzimlerin yliksek diizeyde aktif inhibitorleri olarak
tanimlanmistir. Maleimid sinifin bircok bilesigi antibakteriyel, antifungal, antitimor ve

antitiberkiiloz, analjezik, antiprotozoal, sitotoksisite ile ilgili olarak elde edilmis ve
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karakterize edilmis, ayrica bakterilerde ¢oklu ilag direncinin 6nlenmesine ydnelik
maddeler olarak tanimlanmistir [79], [80]. Maleimidlerin gesitli tiirevleri, monogliserit
lipaz, GSK-3a, Cdc25B, Bfl-1 ve DNMT-1'lerin segici inhibitorleri olarak rapor edilmistir
(81, [9], [10], [11], [12], [81], [17], [18].

H H
o= N0 o= N0
s O
N N
| g 113 j\

Enzastaurin [ j Himanimid C \( 0 SB-216763

Antineoplastik N sitotoksik Antifungal GSK-3
N
112 S 0 114 H 116
% N >/:\< R o N_0 <«
1 02N — /O/OH
o R, R, HN
Antifungal
115 SB-415286
GSK-3
117

Sekil 2.47 Biyolojik aktif olarak bilinen bazi maleimid tiirevleri

S. Zacchino ve grubu, N-substitue maleimid tiirevlerinin Candida spp’ye karsi gigli
antifungal aktivitelerini bildirmis ve maleimid halkasinin mikemmel aktiviteler igin
gerekli oldugu sonucuna varmistir [82]. Sortino ve grubu, maleimid halkasinda 3- ve 4-
pozisyonundaki stibstituentlerin antifungal aktivite lizerinde degisken etki gosterdigini
calismalariyla ispatlamistir. Bu calismada antifungal davranisin alkil zincirinin

uzunluguna bagh oldugu gorilmustir [18].

O
e
0]

118

)
e
)

119

Sekil 2.48 Antifungal aktivite gosteren maleimid tlrevleri

Himanimid bilesikleri yakin zamanda Sili'deki basidomisit kiltlriinden izole edilerek

bakteri ve mantarlarin blylimesini engelleyen yeni maleimid tlrevleri olarak
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spektroskopik yoéntemlerle tamamen tanimlanmistir. Ozellikle Himanimid C (113)

miikemmel antimikrobiyal aktivite sergilemektedir [17].

0]

Himanimid B

. L. 0]
Himanimid C Himanimid D Himanimid A
121
113 y 120 p y 122 OH
HO

Sekil 2.49 Antimikrobiyal 6zellik gésterdigi bilinen Himanimid tirevleri

Bazi maleimid tlirevleri segici protein kinaz inhibitorleri olarak rapor edilmistir. 1977'de
Streptomyces cinsi bakterilerinden izole edilen Staurosporine bilesigi protein kinaz
inhibitorlerinin 6nde gelen molekillerinden olmustur. Fakat farmasotik uygulamalarda
segici olmadigi gortlmustir. Bu bilesigin kesfi ile daha segici inhibitorlerin sentezi igin

calismalar yapilmis ve maleimid tirevi olan bilesikler literatire kazandiriimistir [27].

g H
N0 o N
' 1 /
~
0 NC
NHMe
indolokarbozol sinifi
Staurosporine 124

.CH,SO,H
125 126

127 128
bisindolmaleimid sinifi

Sekil 2.50 GSK-3 inhibitoru olarak maleimid tlrevleri

Nocardia aerocolonigenes bakterisinden izole edilmis bir baska antibiyotik

rebeccamycin (129), yalnizca protein kinazlara karsi degil, ayni zamanda topoizomeraz |
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enzim inhibitdéri olarak da tanimlanmistir ve bazi timor hicrelerine iliskin dnemli
aktivite gostermistir. Sonraki galismalarda Arcyriarubinler ve Arcyriaflavineler (130,

131), gliclu protein kinaz C inhibitérleri olarak bulunmustur.

07/ on Arcyriaflavin Arcyriarubin
HO 130 131
OH
OMe
Rebeccamycin
129

Sekil 2.51 Protein kinaz inhibitori olarak maleimid tirevleri

Sekil 2.52’de yapilari gosterilen, protoonkojenik serin/treonin protein kinaz PIM1'in (ICso
degerleri sirasiyla 0.2 ve 10 nM) gliclii inhibitorleri olan indolilmaleimid tlrevleri 132 ve
133 kanser hicrelerinin blylimesini ve goclini engelleyebilmektedir ve benzer
molekilleri antikanser ilaglar icin potansiyel model bilesikler olarak distiniimektedir.
Bir topoizomeraz | inhibitéri olan maleimid tiirevi (134) edotecarin, glioblastoma (beyin
timori) karsi aktivite gostermistir. Substitue maleimid tlirevlerinin bazilari, diyabet
gelisimi ile iliskili inaktivasyonu olan ylksek derecede aktif glikojen sentaz kinaz

inhibitorleri olarak tanimlanmustir. ICso degeri bilesik 135 icin 20 nM kadardir [83].

N
s vlls e
NN
Ho Ho OH NO,
HO 1OH

HO OH Glikojen sentaz kinaz
inhibitor
Edocatarin
PIM1 kinaz inhibitorleri Topoizomeraz | inhibitér
132
133 134 135

Sekil 2.52 Maleimid tilirevi bilesikler
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Protein kinazlarin aktivitesini de etkileyen klinik olarak énemli lityum tuzlarina benzeyen
maleimid tilrevlerinin, manik-depresif psikoz gibi bipolar bozukluklarin tedavisi igin
psikotropik ilaglarin gelistiriimesinde temel teskil etme potansiyeline sahip oldugu

anlasiimaktadir [83], [84].

2.3.4 Maleimid Tiirevlerinin Diger Uygulamalari

Maleimid ve tlrevleri kimyasal sentezde 6nemli yapi taslaridir ve bazilari biyolojik
aktivite gosterir. Maleimidlerin reaktivitesinin bir 6zelligi, Michael katilmasi veya Diels-
Alder reaksiyonlari yoluyla c¢ift bag boyunca katilmalara karsi duyarliliklaridir.
Maleimiddeki karbon karbon cift bagi ayrica, yari iletken endistrisindeki yapistiricilar
gibi ylksek sicaklik uygulamalarinda kullanilan fonksiyonel polimerler Uretmek igin
serbest radikal veya anyonik polimerizasyon veya kopolimerizasyon kabiliyetine sahiptir.
Maleimid tlirevlerinin  biyolojik uygulamalari  onlarin  yiksek ve spesifik
reaktivitesi/biyolojik substratta tiyol gruplarina baglanmalari (6r: kimyasal problar),
protein ve peptidler icin yer yonlendirmeli modifikasyonlari, biyokonjugatlar ve 6n

ilaglardan kaynaklanmaktadir.

Sekil 2.53’de ¢esitli heterosiklik boyalar ve pigmentler, fenilmaleimid veya N-
propilmaleimidin halojenr tirevlerinin birincil aminler, fenoller ve heterohalkalilar gibi
mono-nikleofiller ve o-aminotiyofenol, o-fenilendiamin, ditiyoksamit, vb. gibi iki islevli
niikleofiller ile niikleofilik stbstitlisyon reaksiyonlari ile sentezlenmistir. Bu maleimid

tirevleri, yeni boyarmadde kimyasinda potansiyel olabilecek yogun renkler gbstermistir

[85].
o) 0 H (o] (0]
Nu N N S
@'N ( ph—N_ || :@ ph—N. | > [ N-Ph
Nu S S N
0 0 0 0
37

136 1
Alkol, fenol
Nu=

primer aminler 0 o
heterohalkalilar Nu Nﬁ ;

N

= l H O NN N
0 N 5
139
Sekil 2.53 Maleimid temelli gesitli heterohalkali boya ve pigmentler
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Literatlirde yer alan yeni kiral ve optikge aktif N-subsitliie maleimid tirevleri, Sekil
2.54’de gosterilmektedir [63]. Bu molekillerden, maleimid halkasinda polimerize olabilir

bir ¢ift bag icerdikleri icin optik olarak aktif polimerler ve kopolimerler Uretebilir.

0 0 0
0
HN _>/*NH
0 0 0 O
141 142 143

Sekil 2.54 Kiral ve optikge aktif N-substitue maleimid tiirevleri

Sekil 2.55’de gosterilen fluorosein, akridin ve eosin gibi floresan organik bilesikler ticari
olarak temin edilebilen spesifik floresan isaretleme reaktifleri Gretmek igin maleimid
kismi ile islevsellestirilmistir. Ornegin eozin-5-maleimid, kalitimsal sferositoz gibi
membran rahatsizliklarina yénelik bir teshis tarama araci olarak kirmizi hiicre zarindaki
anyon tasima proteini lizin-430'ya spesifik olarak baglanmak icin kullanilmistir. Benzer
sekilde eozin-5-maleimid, insan eritrosit bandinin 3 oryantasyonunu floresan
polarizasyon mikroskobu ile belirlemek, sistein kalintilarini ve mitokondriyal ADP/ATP
tasiyicisinin tasima aktivitesini karakterize etmek icin kullanilmistir [86], [87].
N HO ¢ 0 Br Br
\ SOCEINTSEY
g g )
Br = Br

N COOH
o ® o
N-(9-akridinil)maleimid N
0 0]

Florosein-5-maleimid
Eosin-5-maleimid

144 145 146

Sekil 2.55 Maleimid temelli ticari floresan goriintileme reaktifleri

ThioGlo® reaktifleri, biyolojik molekillerde tiyol gruplarinin tirevlendirilmesi,
saptanmasi ve belirlenmesi icin tiyol reaktif floresan problari olarak ticarilestirilmistir.
Tiyol gruplariyla reaksiyondan once floresanslari ¢ok az veya hi¢ yoktur; proteinler,
enzimler ve basit peptidlerdeki aktif -SH gruplariyla hizli reaksiyondan sonra yiksek tiyol

duyarhligi ve reaksiyon verimi ile sonuclanan yiksek kuantum verimleri olusur.
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Sekil 2.56 ThioGlo® floresans problar

Sekil 2.57'de gosterildigi gibi, ThioGlo®3, arteriyel hipertansiyonun tedavisi icin iyi
bilinen bir anjiyotensin donustiirlici enzim inhibitdri olan kaptoprilin stereospesifik
olarak tiirevlendirilmesi ve belirlenmesi igin kullanilmistir. Ek olarak, ThioGlo®3, biyolojik
numunelerdeki N-(2-merkaptopropionil)-glisin ve 2-merkaptoetan silfonat gibi

maddelerin eser miktarini 6lgmek icin de kullanilmistir [88], [89], [90].

0]
H,CO
COOH COOH O
H ®
EéN\[H\/SH ThioGlo® 3 N\H/k/s O
H (0]
(0]
150
151

Sekil 2.57 Kaptoprilin ThioGlo® 3 ile streospesifik tiirevlendirilmesi

Maleimid gruplari iceren benzoksazin tiirevleri ¢alismalari son yillarda literatlirde yer
almistir. Hem maleimidler hem de benzoksazin, polimerlestirilebilir monomerlerdir ve
polimerler iyi termal, mekanik ve elektriksel 6zelliklerin yani sira molekiler tasarimda
cok yonlulugi sergiler. Bu iki fonksiyonel grubun bir monomerde birlesmesi, yiksek

performansli kompozitler icin yeni adaylar sunmaktadir [91], [92].
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CH,0+Ph NH,

0 - . 0
| N@OH | NQO>
0 0 N
Ph\l\t/\)N/Ph @
N HPM-Ba
Ph
152 153

Sekil 2.58 Benzoksazin iceren maleimid tirevleri

Maleimid bilesikleri, 6zellikle de bismaleimid bazli regineler, 1960'lardan bu yana yiiksek
performansl termoset regineler olarak bilinmektedir. Isi ve kimyasal direng, ylksek
mekanik stabilite, yliksek ¢apraz bag yogunlugu, diisiik nem emilimi ve iyi yapistirici ve

elektriksel 6zellikler gibi ¢cok gesitli miikemmel fiziksel 6zelliklere sahiptirler.

Bununla birlikte, genel olarak, sertlesmeden sonra zayif parcalanabilirlik sergilerler; bu
bozunabilir, geri donusturilebilir ve yeniden islenebilir polimerlerin tercih edildigi
uygulamalarda kullanimlarini sinirlar. Termal olarak kirilabilir asetal ester baglantilarinin
maleimid bilesiklerine yerlestirilmesiyle yeniden yapistirilabilir yapiskan uygulamalari

icin yeni termoset malzemeleri gelistirilmistir [93], [94].

0 0
o o 0 0
. R
| N_R)LOH . |L - J 80°C N—Rl)J\OJ\O’ ZOJ\O)le—N |
! 020

0 0 120°C 0

154 155 Geri kazanilabilen 196

asetal ester bagl polimerler

Sekil 2.59 Geri kazanilabilen asetal ester bagi iceren multifonksiyonel maleimid
turevleri

Yapistirici ve ambalajlama enddstrilerindeki genis bismaleimid regineleri uygulamalari
mikemmel 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir [63]. Reaktif bir sivi vinil seyreltici ile foto
kiirleme icin cesitli maleimid ve bismaleimid bilesikleri incelenmistir. Bunlar sadece
hidroksialkilmaleimidler ve alifatik veya aromatik-baglh bismaleimidleri icerir. Ticari
olarak temin edilebilir maleimid bilesiklerinin 6rnekleri, Sekil 2.60'da gosterilmektedir

[63].
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Sekil 2.60 Reaktif seyreltici ile foto kirlesebilen ticari maleimid bilesikleri
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BOLUM 3

Glikojen Sentaz Kinaz-3 (GSK-3 ENZiMI)

Protein kinazlar, cesitli hiicresel fonksiyonlari diizenler ve bu nedenle ila¢ kesif
programlarinda siklikla kullanilir [95]. Anahtar proteinlerdeki serin, treonin ve tirozin
kalintilarini fosforile ederek sinyal iletim islemlerini dizenler. ilgili sinyal yollari, birgok
hastalikta patolojiye katkida bulunur [96], [97]. Glikojen Sentaz Kinaz-3 (GSK-3),
1970'lerin sonlarinda kesfedilen ve glikojen metabolizmasindan gen transkripsiyonuna
kadar cesitli fizyolojik islemlere katilan, cesitli sinyal yollarindaki cok yonli roll nedeniyle
“cok gorevli kinaz” olarak adlandirilan bir serin/treonin protein kinazdir [98], [99], [100].
Fosfotransferaz ailesinin altina giren kinaz sinifina aittir. Baslangigta, glikojen sentazini
dizenledigi bilinmektedir, ancak buglin birkag biyolojik islemi diizenleyen ¢ok cesitli
substratlari fosforile ettigi bilinmektedir. GSK-3, Wnt, Hedgehog sinyal yolu, ndéronal
gelisim, transkripsiyon, insilin yolu, hicre bélinmesi, hlicre sagkalimi ve hiicre 6limi
vb. gibi cesitli hiicresel olaylarda yer almaktadir [101], [102], [103]. 100'den fazla
substrat ile bircok hiicre i¢i diizenleyici mekanizmada yer alan genis spektrumlu bir
enzim olarak kabul edilir. Cesitli hiicresel olaylardaki ¢cok cesitli uygulamalari nedeniyle,
GSK-3'lin anormal bir aktivitesi, Alzheimer, kanser, diyabet, kardiyovaskiler bozukluklar,
norodejenerasyon ve psikiyatrik bozukluklar gibi ¢esitli rahatsizliklara yol agmaktadir. Bu
nedenle GSK-3, bu hastaliklarin tedavisinde arastirilmakta olan en uygun hedeflerden

biridir [104], [105], [106], [107], [108], [14], [109], [110], [111], [112].

Memelilerde GSK-3 ile iliskili iki izoform bulunur, katalitik alanlarda %98 homoloji

paylasan ve benzer biyokimyasal 6zelliklere sahip olan iki izoform GSK-3a ve GSK-3p’dir.
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izoformlar, katalitik alanlarinda benzer, ancak N-terminal bolgelerinde énemli dlgiide

farkhlik gosterir (Sekil 3.1).

Gly Kinaz yapisi
o 51402
A A
S21 Y279
Bl 703
r'\ A
S9 Y216

Sekil 3.1 GSK-3 izoformlari: GSK-3a ve GSK-3 (Gly: glisince zengin bolge, S9 ve S21: N-
terminal serin fosforilasyon bélgeleri, Y279 ve Y216: tirozin fosforilasyon bdlgeleri, kDa:
kilodalton)

Her iki izoform da beyinde ve pek ¢cok dokuda yaygin olarak bulunmakla birlikte 6zellikle
beta izoformu tim beyin bolgelerinde bulunmaktadir. Beyin dokusu ile ilgili
arastirmalarda, GSK-3B'nin beynin hipokampus ve neokorteks bolgelerinde yogunlastigi

bilinmektedir.

GSK-3 hiicresel cogalma, gog, iltihap ve bagisiklik gibi olaylarda pro-inflamatuar sitokin
ve interlokin Uretimi de dahil olmak Uzere, gesitli protein kinazlar aracihigiyla adaptif
degisiklikler, hiicre cogalmasi, ve hiicre ici sinyal yollarini etkileyerek glukoz regilasyonu
ve apoptoz basta olmak lizere hem periferde hem de santral sinir sisteminde etkilidir
[113], [114], [115], [116], [117], [118]. GSK-3 enzimi hlicrede yapisal olarak aktif yani
defosforile edilmis halde bulunur. Diger protein kinazlarla fosforile edilme suretiyle
inhibe edilir (Sekil 3.2). GSK-3B, Ser9 (inhibe edici) ve Tyr216'nin (aktive edici)
translasyon sonrasi fosforilasyonuyla diizenlenir. GSK-3a ise sirasiyla Ser21 ve Tyr279'un
fosforilasyonuyla diizenlenir. Bu inhibitor fosforilasyon yolaklarina ragmen, protein
fosfataz 2A (PP2A) ve protein fosfataz 1 (PP1) gibi protein fosfatazlar tarafindan
defosforilasyonu GSK-3’lin aktivitesini arttirir ve néronal dejenerasyon siireci baslar.
Fosfatidilinozitol-3-kinaz (PI13K) dnemli hiicresel siireclerin reglilasyonunda rol oynayan
bir lipit kinazdir. Bu kinaz, Akt aktivatoridir ve GSK-3B aktivitesini enzimin serin-9

rezidlslinden fosforilasyonla inhibe eder [119].
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2
Substrate

GSK3p P-Ser9-GSK3p

Sekil 3.2 GSK-3B enziminin substrat baglanma bolgesinin fosforilasyon sonucu
inhibisyonunun goriinimd
Hayvan modelleri ve/veya hiicresel calismalar yoluyla GSK-3 alanindaki 6nemli arastirma
ilerlemeleri, GSK-3'lUin islevsel yonleri hakkinda derinlemesine bilgi saglamistir. Ayrica,
GSK-3’Un kristal yapisi, cesitli terapotik potansiyeli olan birka¢g GSK-3 inhibitoriinin
gelistirilmesine de yardimci olmustur [120], [121].

Sekil 3.3 GSK-3 Yapisi

3.1 GSK-3 Enzim inhibisyonu

Uzun yillar boyunca yapilan ¢alismalar GSK-3'lin diyabet, inflamasyon, kanser, psikiyatrik
ve norodejeneratif hastaliklar (bipolar bozukluk, Parkinson hastaligi ve Alzheimer
hastaligl, vb.) ile iliskili oldugunu gostermistir. Bu nedenle GSK-3, bu hastaliklarin
tedavisinde arastirilmakta olan en uygun hedeflerden olmustur. GSK-3, Alzheimer
hastaligi ile iliskili tim ana anormallikler ile iliskilendirilmistir. GSK-3 enzim

inhibitorlerinin  gelistiriimesi, norodejeneratif hastaliklarin, 06zellikle Alzheimer
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hastaliginin tedavi stratejisinde dnemli bir yaklasim olmustur. GSK-3 enzim inhibitorleri

dopaminerjik néron hasarina sebep olan farkli patolojik yolaklara karsi pozitif etkilere

Tip2 ’
Diyabet Paraziter
Nérolojik Hastaliklar
Hastaliklar \ l /
Hastaliklar ‘
Rejeneratif
Tip

Sekil 3.4 GSK-3 inhibitérlerinin etkili oldugu diisiiniilen hastaliklar

sahiptir.

Sirkadiyan
Ritm
Bozukluklar

Gecmis calismalara bakildiginda lityum tuzu, dogrudan enzime baglanan ve bipolar
bozukluklarin tedavisinde kullanilan GSK-3'lin ilk farmakolojik inhibitoridir. O
zamandan beri, canli hicrelerde GSK-3'lU etkilemek icin gerekli olan milimolar
konsantrasyonlara ragmen lityum tuzu, GSK-3'iin farmakolojik inhibitori olarak yaygin
bir sekilde kullanilmistir [122]. Lityum tuzu deneysel ve klinik olarak oldukca yaygin
kullanilmaktadir. Lityum tuzu ve BIP-135 gibi farkli GSK-3B inhibitorleri ile yapilan
calismalarin oksidatif hasari yok ettigi gosterilmistir [123]. Lityum tuzlarinin kullanilmasi
ve GSK-3 inhibitorlerinin umut verici etkileri son 10 yilda daha selektif inhibitorlerin

gelistirilmesine yol agmistir [25].

AKTIF GSK-3 iNAKTIF GSK-3

Sekil 3.5 Lityum’un GSK-3 aktivitesini inhibe etmesi: (GSK-3: glikojen sentaz kinaz 3, Li:
Lityum, PP2A: protein fosfotaz 2A, P: fosfor)
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3.2 GSK-3 inhibitorlerin Klinik Calismalar Altinda incelemeleri

Birkag GSK-3 inhibitorli, GSK-3'lin ¢ok islevli oldugunu gosteren gesitli bozukluklar igin

klinik denemelerden gegmektedir.

Tideglusib (161), hafif ila orta dereceli progresif supranikleer palsi tedavisi i¢in Faz 2
denemeleri altindadir. Ayni zamanda Alzheimer hastaliginin (AD) tedavisi igin
Tideglusib'in Faz lla calismasi vyapilmistir. ileri/metastatik kanserli hastalarda
Bevacizumab ile kombinasyon halinde oral Enzastaurin (162) Faz 1 ¢alismasi yapilmistir.
67 hasta (31, yumurtalik kanseri) glivenlik ve etkinlik agisindan degerlendirilmis, tolerans

edilen maksimum Enzastaurin dozu bulunmustur.

Ayrica, 6-BIO (indirubinler-163), hymenialdisine (164), paullones (165),
arilindolemaleimidler (166) preklinik calismalar kapsamindadir [124], [125], [126].

Tideglusib Enzastaurin 6-BIO (Indirubins)
161 162 163
2 H
HN N
| / Br H
N X=
0 N
Y N / (0] 0] "
R — 2
HNTNH NH Ho@NH
NH2 o) |
Hymenialdisine Paullones Arilindolmaleimidler
164 165 166

Sekil 3.6 Klinik inceleme altindaki GSK-3 inhibitorler

3.3 GSK-3 inhibitor Aktivite Sergileyen Maleimid Bilesikleri

Maleimid yapisal motifi, hem kara kaynaklarindan hem de deniz kaynaklarindan elde

edilen cok cesitli dogal lirtinlerde bol miktarda bulunur. Bu kismi iceren dogal riinlerin
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GSK-3 inhibitor aktivite dahil olmak Uzere gesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu
bildirilmistir [13], [127], [128]. Farkh gruplar tarafindan sentezlenen maleimid
turevlerinin aktivasyonlari incelenmistir. Zhang ve arkadaslari, GSK-3'Un segici
inhibitorleri olarak bir dizi 3-(7-azaindolil)-4-arilmaleimid sentezlemistir. Bu ¢alismada
bilesik 167 ve 168'nin, ICso degerleri sirasiyla 0.007 ve 0.026 mM'yi gosteren en glicli
inhibitorler oldugu bulunmustur. Baska bir ¢alismada, ayni grup, bir dizi
bisindolilmaleimid olan piridinofani, segici bir GSK-3 inhibitéri olarak sentezlemis ve
bilesik 169'un, 0.003 mM ICsp degeri ile en aktif GSK-3 inhibitori oldugu bulunmustur.
Bu alandaki arastirmalarina devam eden ayni grup, bir dizi makrosiklik
bisindolilmaleimidin bir gift GSK-3 ve Protein Kinaz C inhibe edici aktivitesini rapor
etmistir ve bu seride, bilesik 170'in 0.004 mM'lik bir 1Cso degeri gosteren en gilicla

molekil oldugu bulunmustur.

Benzer sekilde, Ye ve calisma arkadaslari, GSK-3B inhibitorleri olarak bir dizi 4-
azaindozolilindolmaleimid tirevleri sentezlemistir. Sentezlenen maleimid tirevleri
arasinda en gli¢ll aktivite gdsteren bilesik 171, 0.14 mM'lik bir ICso degeri sergilemistir.
Bunun vyaninda bilesik 171, GSK-3B'yi inhibe ederek AB-kaynakh tau
hiperfosforilasyonunu énemli 6lglide azaltmistir. Baska bir ¢alismada, ayni grup GSK-3f3
inhibitorleri olarak bir dizi 7-azaindazolilindolilmaleimid bilesigini (172) sentezlemistir.
Bilesik 172, 0.36 mM ICso degeri ile Gmit verici bir aktivite sergiledigi bulunmustur. Ayrica
bilesik 171 gibi AB-kaynakli tau hiperfosforilasyonunu 6nemli dlclide azaltarak, hiicre
diizeyinde GSK-3B'yi inhibe ettigi bulunmustur. Hiicresel aktivite, dnceki calismalardaki
gibi serin 396'da Tau fosforilasyonunu inceleyen hiicre bazli bir deney kullanilarak

Olcllmustdr.

Ote yandan, Engler ve calisma arkadaslari bir dizi bisarilmaleimid sentezlemistir.
Sentezledikleri seri iginde 1Cso degeri 0.0007 mM gosteren ve GSK-3 inhibisyonu

potansiyeli en mikemmel sonuglar veren bilesik 173 olmustur.

Gunosewoyo ve ¢alisma arkadaslari, steroidojenezi uyaran GSK-3p inhibitorleri olarak
benzofuran-3-il-(indol-3-il)maleimidleri bildirdiler. Bu bilesikler dizisinden, bilesik 174 ve

175, MA-10 fare timorinde progesteron Uretimini 6nemli bir toksisite gostermeden
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steroidogenezin Leydig hiicre modelinde basariyla uyarmigstir. Bilesik 174 ve 175 igin I1Cso
degerleri sirasiyla 0.0211 ve 0.0198 mM’2dir.

Buna karsilik, Schmole ve ¢alisma arkadaslari insan sinir progenitdr hicre hattinda
arastirilmis olan GSK-3B inhibitorleri olarak bir dizi asimetrik substitue edilmis
indolilmaleimid sentezlemistir. Bunlar arasinda bilesik 176, 0,053 mM ICso degeri ile en

aktif bulunmustur [129], [130], [131], [132], [133], [134], [135], [136].

176

Sekil 3.7 Maleimid iceren GSK-3 inhibitori kiictik molekdller
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BOLUM 4

DENEYSEL CALISMALAR ve BULGULAR

4.1 Materyal ve Yontem

4.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Gizelge 4.1 Kullanilan kimyasal maddeler

MADDE ADI FIRMA ADI KATALOG NO
1,4-Dibromobiitan Merck 803275
2-(1-piperazinil)pirimidin Alfa easer L15884
i;((er,oEBIQIEC))irIBI(:rofeniI)piperazin Aldrich 679135
N-metilpiperazin Aldrich 130001
Morfolin Fluka 69880
Sodyum azid Aldrich S2002
Fenil asetilen Merck 117706
Bakir iyodir Merck 818311
Raney-Nikel Merck 820876
Triizopropilklorir Merck 241725
Sodyum Hidrir Aldrich 452912
Pirol Merck 807492
Dietil eter Merck 100926
Diklorometan Merck 106049
Etil alkol Merck 818760
Etil asetat Merck 100864
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Cizelge 4.1 Kullanilan kimyasal maddeler (devami)

Aseton Merck 1.00014
Formik asit Merck 822254
Metanol Merck 822283
N,N-Dimetilformamid Merck 103034
n-Hekzan Merck 101782
Kloroform Merck 1.02431
Potasyum permanganat Teknik -
N,N'-Disiklohekzilkarbodiimid Aldrich D80002
1-Hidroksibenzotriazol Aldrich 54802
Amonyak ¢ozeltisi (%28-30) Merck 105423
Silikajel 60 Merck 107739
Alliminyum oksit 90 notral Merck 101077
Sodyum Merck 822284
Sodyum bikarbonat Teknik -
Sodyum hipoklorit Aldrich 425044
Sodyum karbonat Merck 106393
Sodyum kloriir Merck 106404
Tetrahidrofuran Merck 108114
Sodyum siilfat Merck 106649
Potasyum karbonat Teknik -
2-Nitro benzaldehit Merck 822293
Malonik asit Aldrich M1296
i{.j(;M THF igerisindeki t-BuOK Aldrich 328650
Amonyum format Aldrich 156264
:izc;razin hidrat ¢ozeltisi (%78- Aldrich 18412
Piridin Merck 107462
Etil oksalil klorur Aldrich E43101
Dikloroetan Merck 100955
Hidroklorik asit (%37) Merck 320331
Potasyum hidroksit Merck 105012
Sodyum hidroksit Merck 106462
Etil asetat Teknik -
Hekzan Teknik -
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4.1.2 Kullanilan Cihaz ve Yardimci Geregler

Bilesiklerin elde edilmesi ve kolondan ayirma islemleri sirasinda ¢ozicilerin
uzaklastiriimasinda, "“Heidolph” marka “Laborota 4000” model doner buharlastiric
kullanild.

Elde edilen saf maddelerin erime noktalari acik kapiler tiplerle "Gallenkamp" dijital
termometreli erime noktasi cihazinda tayin edildi.

Flash kromatografisindeki ayirma islemleri Isco CombiFlash RF 200 UV/VIS
kromatografi cihazi kullanilarak yapildi. Redisep Rf Silica Gel Gold kolon kullanildi.
Kolon kromatografisinde "Merck Silikajel 60" (70-230 mesh), fluoresans indikatorli
Merck 5554 silikajel tabakalar ile "Camag" (254/366 nm) UV lamba kullanildi.

Infrared spektrumlari ATR cihazi kullanilarak, Yildiz Teknik Universitesi Enstriimantel
Analiz Laboratuari’nda "Perkin Elmer, FT-IR" spektrofotometresinde alindi.

Nukleer magnetik rezonans spektrumlari (*H NMR ve '3C NMR) Yildiz Teknik
Universitesi’'nde "Bruker-500 MHz NMR" cihaziyla, DMSO-dg¢ ve CDCl3, standart olarak
TMS kullanilarak alindi.

Kitle spektrumlar Yildiz Teknik Universitesi Enstriimantel Analiz Laboratuvari’nda,
Agilent 6890N GC-System-5973 IMSD cihazi ile 6lctldi. QTOF olglimleri Yildiz Teknik
Universitesi Analiz Laboratuvari’nda, Agilient 6200 series TOF/6500 series Q-TOF
B.05.01 cihazi ile yapildi.

4.1.3 Schlenk Sistemi

Tim inert atmosfer gerektiren reaksiyonlar Schlenk sistemi kullanilarak gergeklestirildi.

4.1.4 Susuz N,N-Dimetilformamid Hazirlanmasi

25 g CaS04, 100 mL N,N-dimetilformamid icerisine konuldu. Bes saat kaynatildiktan
sonra vakum destilasyonu uygulanarak kurutma islemi gerceklestirildi (Kaynama noktasi

76°C/39 mmHg, 153°C/760 mmHg).

4.1.5 Susuz Piridinin Hazirlanmasi

100 mL piridinin icerisine KOH konulup azot atmosferi altinda bekletilerek kullanildi.
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4.1.6 Susuz Diklorometanin Hazirlanmasi

CaCl; (50 g) 250 mL Diklorometan icerisine konarak 24 saat bekletildi, stizlildiikten sonra

25 g CaS04 eklenerek azot atmosferi altinda basit destilasyonla hazirland.

4.1.7 Susuz Dikloroetanin Hazirlanmasi

CaCl; (50 g) 250 mL Diklorometan icerisine konarak 24 saat bekletildi, stiztildiikten sonra

25 g CaS04 eklenerek azot atmosferi altinda basit destilasyonla hazirland.

4.1.8 Susuz Tetrahidrofuran Hazirlanmasi

Tetrahidrofuran, azot atmosferi altinda ve Na metali ile benzofenon varliginda yaklagik

6 saat kaynatildiktan sonra destillenerek taze olarak kullanildi.

4.1.9 Susuz Etanoliin Hazirlanmasi

100 mL Etanol CaO ile azot atmosferi altinda kaynatilarak destillendi ve 3A molekiler

sieve’de muhafaza edilerek kullanildi.

4.1.10 Susuz Aseton Hazirlanmasi

250 mL aseton CaH ile azot atmosferi altinda kaynatilarak destillendi ve 4A molekiiler

sieve’de muhafaza edilerek kullanildi.

4.1.11 Renk Reaktifinin Hazirlanmasi

Sodyum karbonat (3.75 g) ve potasyum permanganat (0.75 g) 150 mL suda ¢ozilerek

hazirlandi.
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2)Etil oksalil klorir, piridin,susuz DKE

refluks

@ 1)TIPSCI, susuz THF,0°C
N
H

Sekil 4.1 Genel sentez semasi

45



4.2 Baglangic Maddesi Olarak Kullanilan  1-(Triizopropilsilil)-1H-pirol’iin
Hazirlanmasi (Bilesik 1, C13H25NSi)

/ \ NaH, TIPSCI @

N~ THF,0°C

S

1
3 mmol (120 mg) %60’lik NaH cift boyunlu balona tartildi. Azot atmosferi altinda susuz
THF’da (3 ml) ¢ozulerek 0°C’ye getirildi. 1 mmol Pirol (67.09 mg, 0.07 ml) damla damla
reaksiyon ortamina ilave edildi ve ayni sicaklikta 1.5 saat karistinldi. 1 mmol
Triizopropilsilil kloriir (192.8 mg, 0.214 ml) damla damla reaksiyon ortamina ilave edildi.
Reaksiyon 1.5 saat daha sogukta karistirilarak oda sicakhgina alindi ve bir gece boyunca
karistirilmaya devam edildi. Reaksiyon sonlandirildiktan sonra buza dokuldi, eter-su ile
ekstraksiyon yapildi. Eter fazi Na;S0a ile kurutularak ¢ézticlisi uguruldu. Agik sari yagimsi

sivi elde edildi [137].

Acik sari yagimsi sivi; Re= 0.85 (1:10 etil asetat/n-hekzan); verim= % 99

4.2.1 Bilesik 1’in Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 2955, 2929, ve 2857 (alifatik, C-H gerilimleri), 1472 ve 1463 (alifatik,
duzlem ici C-H egilimleri), 1362 (CHs egilimi), 1257 (C-N salinimi) cm™.
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Sekil 4.2 Bilesik 1’in FTIR Spektrumu (ATR)
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4.3 Baglangic Maddesi Olarak Kullanilan Etil 2-okso-2-(1H-pirol-3-il)asetat’in
Hazirlanmasi (Bilesik 2, CsHoNO3)

0]

0] 0]
Cl)J\[(Ov _\
0]

[/N\§ o I\

Susuz C,H,Cl N

P S A
A

1

2
Cift boyunlu balona 3.07 mmol piridin (0.243 ml) ve 3.07 mmol etil oksalil kloriir (0.336
ml) susuz dikloroetan’da (3 ml) ¢oziilerek ilave edildi. Uzerine 1 mmol (324.42 mg) Bilesik
1 susuz dikloroetan igerisinde ¢ozilerek ilave edildi ve sicaklik 83°C'ye getirildi.
Reaksiyon bir gece boyunca refluks edildi. Tuzlu su- etil asetat ile ekstrakte edilip organik
faz ayrildi. Na;SOgile kurutuldu, stizildi ve ¢oziiclsi uzaklastirildi. Yagimsi madde 3:7

etil asetat/n-hekzan ¢6zicl karisimi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirildi.
Kahverengi kati; en. 92-95°C; Rr= 0.18 (3:7 etil asetat/n-hekzan), verim= %60

Lit. en. 91-92°C [137].

4.3.1 Bilesik 2’in Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3237 (N-H gerilimi), 3141 ve 3121 (aromatik, =C-H gerilimleri), 2990 ve
2962 (alifatik, C-H gerilimleri), 1727 (C=0 gerilimi), 1422 ve 1382 (alifatik, dizlem i¢i C-H
egilimleri), 1257 (C-N salinimi), 1064 (C-O gerilimi) cm™.

4 NMR (500 MHz, CDCls): 6= 1.41 (t, J= 7.1 Hz, 3H, CHs), 4.38 (q, J= 7.1 Hz, 2H, CH2),
6.82-6.86 (m, 2H, ArH), 7.86 (brds, 1H, ArH), 8.95 (brds, 1H, NH) ppm.
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4.4 Bagslangic Maddesi Olarak Kullanilan 3-Amino-3-(2-nitrofenil)propanoik asit’in
Hazirlanmasi (Bilesik 3, CoH10N204)

0 NH, O
H 0 0 Q Formik asit OH
o NI e
NO, HO OH H o} 45-95°C NO
® NH, 2
3

1 mmol 2-Nitrobenzaldehit (151.12 mg), 1.3 mmol malonik asit (135.2 mg) ve 4.02 mmol
formik asit (0.15 ml) tek boyunlu balona alindi ve 45°C’ye isitildi. 2.5 mmol Amonyum
format (163 mg) ilave edilerek 65°C’ye isitildi ve bir saat bu sicaklikta karistirildi. Daha
sonra reaksiyon sicakligi 95°C’ye cikarildi ve dort saat karistirildi. Reaksiyon karisimina
0.4 mL %37’lik HCl ilave edilip bir saat daha karistirildi ve oda sicakligina alindi. Karisima,
etil asetat-su ile ekstraksiyon yapildi. Su fazi alinarak pH’1 %50’lik KOH ¢ozeltisi ile 4.2’ye
ayarlandi ve krem-sari renkli maddenin ¢oktligi gozlendi. Coken kati madde siizilerek

ayrildi.
Krem rengi kati; en. 208-210°C; R¢= 0.6 (MeOH); verim=%72

Lit. en. 217-218°C [138].

4.4.1 Bilesik 3’lin Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3183 (N-H gerilimi), 3108 (aromatik, =C-H gerilimi), 2994, 2899 ve 2809
(alifatik, C-H gerilimleri), 1715 (C=0 gerilimi), 1516 ve 1337 (N-O gerilimleri), 1246 (C-N

salinimi), 1065 (C-O gerilimi) cm™.
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4.5 Baslangic Maddesi Olarak Kullanilan 2-(1H-indazol-3-il)asetik  asit’in
Hazirlanmasi (Bilesik 4, CoHgN20)

OH
NH; O %5 NaOH 5
- N
NO, Raney-Ni, 80°C ”

4

1 mmol Bilesik 3 (209 mg) tek boyunlu balona tartildi. %5’lik NaOH ¢ozeltisi (1.25 mL) ile
¢6zildii. Karisim 1 mmol hidrazin hidrat (0.05 ml) ilave edilerek 80°C’ye isitildi. igerisine
raney-nikel (0.66 mg) ilave edildi ve ayni sicaklikta 1 saat daha karistirildi. Reaksiyon
karisimi oda sicakhgina getirildikten sonra 6N HCl ile pH:2’ye ayarlandi ve krem-kahve

renkli maddenin ¢oktlgi gozlendi, stizildl, ¢oken kati su ile yikandi ve kurutuldu.
Krem rengi kati; e.n. 158- 160°C; Re= 0.27 (1:5 metanol/dietil eter); verim= %58.

Lit. en. 168°C [138].

4.5.1 Bilesik 4’iin Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3248 (N-H gerilimi), 3066 (aromatik, =C-H gerilimi), 2971 ve 2922 (alifatik
C-H gerilimleri), 1719 (C=0 gerilimi), 1622 (C=N gerilimi), 1576 ve 1499 (aromatik, C=C
gerilimleri), 1445 ve 1376 (alifatik, dizlem ici C-H egilimleri), 1241 (C-N salinimi), 1044
(C-O gerilimi) cm™.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6= 3.86 (brds, 2H, CH>), 7.07 (t, J= 7.1 Hz, 1H, ArH), 7.31
(t, J= 7.5 Hz, 1H, ArH), 7.46 (d, J= 8.3 Hz, 1H, ArH), 7.69 (d, J= 7.7 Hz, 1H, ArH), 12.75
(brds, 1H, NH) ppm.

APT (125 MHz, DMSO-d¢): 6= 39.0 (CH,), 115.3 (CAr), 124.8 (CAr), 125.7 (CAr), 127.3
(Cq), 131.1 (CAr), 145.1 (Cq), 146.0 (Cq), 177.3 (C=0) ppm.

GC-MS (El, 70 eV): m/z= 176 [M*], 132 [M*-C0O2]12, 104 [M*-C,0s].
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4.6 Baslangi¢ Maddesi Olarak Kullanilan 2-(1H-indazol-3-il)asetamid’in Hazirlanmasi

(Bilesik 5, CoaHaN30)

OH NH,
o0  DCC, HOBt 0
% NH,OH AW
N Susuz CH,Cl, N
H Susuz DMF H
4 5

1 mmol Bilesik 4 (176 mg) cift boyunlu balona tartildi. Azot atmosferi altinda igerisine
susuz DCM (4 mL) ve susuz DMF (1 mL) ilave edilip ¢oziildii. Uzerine 1.06 mmol N,N’
disiklohekzilkarbodiimid (DCC) ve 1.1 mmol hidroksibenzotriazol (HOBt) ilave edilip 1
saat oda sicakhginda karigtirildi. 1.46 mmol NH4OH (%28’lik) 5 dakika igerisinde damla
damla ilave edildi. ilave islemi devam ederken reaksiyon ortaminda beyaz kati olustu.
Reaksiyon 16 saat devam ettirildi. Olusan beyaz kati stizlildii ve 3 kez diklorometan ile
yikandi. Sizinth %5’lik NaHCOs-etil asetat ile ekstrakte edildi (6x30 mL) ve su fazi
toplandi. Su fazina NaCl (30 gr) ilave edilerek 3 kez etil asetat ile ekstrakte edildi. Organik
faz alinarak Na;SQ;s ile kurutulup sizildikten sonra ¢ozliclsli ucuruldu. Elde edilen

yagimsi madde petrol eteri ile yikandi, ultrasonik banyo yardimiyla eter ile ¢coktlrildi.
Krem rengi kati; en. 148.5-151°C; Rf: 0.6 (1:5 metanol/dietil eter); verim= %40.

Lit. en. 157.5-158.5°C [138].
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4.6.1 Bilesik 5’in Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3271 (NH gerilimi), 3149 (aromatik, =C-H gerilimi), 2994 ve 2941 (alifatik
C-H gerilimleri), 1699 (C=0 gerilimi), 1618 (C=N gerilimi), 1498 (aromatik, C=C gerilimi),
1433, 1378, 1367 ve 1346 (alifatik, diizlem ici C-H egilimleri), 1254 (C-N salinimi), 1069

(C-O gerilimi) cm™.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 5= 3.75 (s, 2H, CH.), 6.98 (brds, 1H, NH), 7.08 (t, J= 7.4
Hz, 1H, ArH), 7.33 (t, J= 7.6 Hz, 1H, ArH), 7.46 (d, J= 8.4 Hz, 1H, ArH), 7.54 (brds, 1H, NH),
7.76 (d, J= 8.1 Hz, 1H, ArH), 12.76 (brds, 1H, NH) ppm.

APT NMR (125 MHz, DMSO-d¢): 5= 39.7 (CH,), 115.2 (CAr), 124.8 (CAr), 125.7 (CAr),
127.3 (Cq), 131.1 (CAr), 145.6 (Cq), 146.1 (Cq), 176.3 (C=0) ppm.

GC-MS (El, 70 eV): m/z= 175 [M*], 131 [M* - CO2], 104 [M* - C203].
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4,7 3-(1H-indazol-3-il)-4-(1H-pirol-3-il)-1H-pirol-2,5-dion Bilesiginin Sentezi
(Bilesik 6, C15sH10N402)

o O—/ NH,

O 1.0 M THF icindeki
o) .
t-BuOK ¢éoz.
7\ N \,N uOK ¢oz _

N N Susuz THF, 0°C
H H

2 5

1 mmol Bilesik 5 (175 mg) ve 1.3 mmol bilesik 2 (217 mg) ¢ift boyunlu balona tartilip azot
atmosferi altina alindi, 0°C’de 3 mL susuz THF'te ¢6ziildii. Uzerine 1.0 M THF igerisindeki
3 mmol t-BuOK (3 mL) yavasca damla damla ilave edildi ve oda sicakligina alinarak 2 saat
karistirildi. TLC kontroll sonucunda baslangic maddesinin tikenmedigi gbzlemlendi ve
oda sicakhginda 1 gece birakildi. Reaksiyon sonlandirilmadan 6nce 12 mL derisik HCI
ilave edildi ve oda sicakhginda yarim saat daha karistirildi. Reaksiyon %10’luk NaHCO3
¢Ozeltisine dokuldu, etil asetat ile 3 kez ekstrakte edildi. Organik faz tuzlu su ile yikandi.
NazS0q ile kurutuldu, ¢ozlicist vakumda uguruldu. Ham Grin 10:1 etil asetat/n-hekzan

sisteminde kolon kromatografisi uygulanarak saflastirildi.

Turuncu renkli kati; en. 190°C (bozunma); R= 0.74 (10:1 etil asetat/n-hekzan);

verim=%40.
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4.7.1 Bilesik 6’'nin Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3306 (N-H gerilimi), 3076 (aromatik, =C-H gerilimi), 1708 ve 1691 (C=0
gerilimleri), 1618 (C=N gerilimi), 1467 (aromatik, C=C gerilimi), 1473, 1371, 1337 ve 1317
(alifatik, diizlemigi C-H egilimleri), 1275 ve 1247 (C-N gerilimleri), 1158 (C-O gerilimi) cm"
1.

14 NMR (500 MHz, DMSO-ds): 8= 6.29 (s, 1H, ArH), 6.72 (s, 1H, ArH), 7.10 (t, J= 7.6 Hz,
1H, ArH), 7.39 (t, J= 7.9 Hz, 1H, ArH), 7.53 (d, J= 8.2 Hz, 1H, ArH), 7.59 (d, J= 8.5 Hz, 1H,
ArH), 7.74 (s, 1H, ArH), 10.98 (s, 1H, NHmaieimid), 11.37 (s, 1H, NHpirol), 13.52 (s, 1H,
NHindazol) ppm.

APT (125 MHz, DMSO-ds): &= 108.9 (CAr), 110.3 (CAr), 112.4 (Cq), 119.4 (CAr), 120.6
(CAr), 121.0 (Cq), 121.3 (CAr), 122.1 (Cq), 123.5 (CAr), 126.2 (CAr), 135.3 (Cq), 135.5 (Cq),
140.5 (Cq), 172.2 (C=0), 172.5 (C=0) ppm.

LC-MS (ESI-QTOF): m/z= Hesaplanan: [CisH10N4O2]: 278.0804, bulunan 279.0886
([C15H10N402]+H)+.
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4.8 1-(4-Bromobiitil)-4-(1-(4-bromobiitil)-1H-indazol-3-il)-1H,1'H-[3,3'-bipirol]-2,5-

dion Bilesiginin Sentezi (Bilesik 7, C23H24Br2N40>)

Br

Br/\/\/Br K,CO3

Susuz aseton,
55°C

1 mmol Bilesik 6 (278 mg) tek boyunlu balona tartildi. Azot atmosferi altinda 10 mL susuz
asetonda ¢ozlldi ve Ulzerine 6 mmol kizdirilmis K,COs (829 mg) ilave edilip oda
sicakhginda 1 saat karistinildi. Ardindan, 3 mmol 1,4-dibromobitan (0.536 mL)
reaksiyona damla damla ilave edildi, reaksiyon 55°C’ye getirildi ve gece boyunca refluks
edildi. TLC (1:1 etil asetat/n-hekzan) sonucuna gore baslangic maddesinin tiikendigi
gozlendi. Tuzlu su/etil asetat ile ekstrakte edildi. NaxSOs ile kurutulup ¢o6zliclisi
ucuruldu. Ham rtin 1:1 etil asetat/n-hekzan sisteminden kolon kromatografisi yontemi

ile saflastirildi.

Sari parlak yagimsi sivi; Re= 0.78 (1:1 etil asetat/n-hekzan); verim= %25.
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4.8.1 Bilesik 7’nin Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3277 (N-H gerilimi), 3070 (aromatik, =C-H gerilimi), 2959, 2930, 2868 ve
2853 (alifatik, C-H gerilimleri), 1697 (C=0 gerilimi), 1537 ve 1514 (aromatik, C=C
gerilimleri), 1628 (C=N gerilimi), 1402, 1365, 1309 ve 1300 (alifatik, duzlemigi C-H
egilimleri), 1259 (C-N salinimi), 1149 (C-O gerilimi) cm™.

1H NMR (500 MHz, CDCls): 6= 1.83-1.87 (m, 2H, CHy), 1.91-1.95 (m, 4H, CHy), 2.16-2.20
(m, 2H, CHy), 3.42-3.47 (m, 4H, Br-CHa), 3.69 (t, J= 6.7 Hz, 2H, N-CH,), 4.51 (t, J= 6.9 Hz,
2H, N-CH,), 6.50 (brds, 1H, ArH), 6.69 (brds, 1H, ArH), 7.14 (t, J= 7.4 Hz, 1H, ArH), 7.40
(m, 2H, ArH), 7.59 (d, J= 8.2 Hz, 1H, ArH), 7.93 (brds, 1H, ArH), 8.57 (brds, 1H, NHpiro)

APT (125 MHz, CDCls): 6= 27.3 (CHa), 28.5 (CH2), 29.8 (CH2), 29.9 (CH,), 33.0 (CH,), 33.1
(CH,), 37.2 (CH2), 48.4 (CH,), 109.1 (CAr), 110.1 (CAr), 113.4 (Cq), 113.5 (Cq), 118.9 (CAr),
121.8 (CAr), 122.5 (CAr), 123.4 (Cq), 124.0 (CAr), 126.8 (CAr), 134.6 (Cq), 134.7 (Cq),
140.4 (Cq), 171.4 (C=0), 171.7 (C=0) ppm.

LC-MS (ESI-QTOF): m/z= Hesaplanan 548.0246 [Ca3H24Br2N4O2], bulunan 549.0312
([C23H24BraN4O2]+H)".
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Cpd 13: C23 H24 Br2 N4 02; 0.402 549.03120 546.02577 3.95: +ESI MFE Spectrum (rt: 0.306-0...
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Sekil 4.22 Bilesik 7’nin LC-MS (Q-TOF) spektrumu
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4.9 1-(4-(4-(2,3-Diklorofenil)piperazin-1-il)bitil)-4-(1-(4-(4-(2,3-diklorofenil)
piperazin-1-il)bitil)-1H-indazol-3-il)-1H,1'H-[3,3'-bipirol]-2,5-dion Bilesiginin Sentezi
(Bilesik 8, CazHasClaNgO2)

o Cl <\l;~>

HNﬂ cl

K2C03’ susuz asetor?
55°C

7

0.1 mmol (55 mg) Bilesik 7 tartilarak reaksiyon balonuna alindi ve azot atmosferi altinda
2 mL susuz aseton icerisinde ¢éziinmesi saglandi. Uzerine 0.4 mmol K2COs (55 mg) ve 0.2
mmol N-(2,3-diklorofenil)piperazin hidroklorir (54 mg) ilave edildi. 55°C'de bir gece
boyunca refluks edildi. TLC (10:1 kloroform/metanol) kontrolii sonucunda baslangig
maddelerinin tikendigi gézlemlendi ve reaksiyon sonlandirildi. Etil asetat icerisinde
¢ozulerek tuzlu su ile ekstrakte edildi. Na;SO4 lGzerinden kurutuldu. Ham Griin 10:1

kloroform/metanol sisteminden kolon kromatografisi uygulanarak saflastirildi.

Turuncu yagimsi madde; Rg= 0.35 (10:1 kloroform/metanol); verim= %15.
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4.9.1 Bilesik 8’in Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3149 ve 3062 (aromatik, =C-H gerilimleri), 2938, 2874 ve 2820 (alifatik, C-
H gerilimleri), 1694 (C=0 gerilimi), 1577 (aromatik, C=C gerilimi), 1489 ve 1372 (alifatik,
duzlem ici C-H egilimleri), 1240 (C-N salinimi) cm™.

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6= 1.25-1.26 (m, 2H, CHy), 1.59-1.68 (m, 6H, CH>), 1.80 (m,
16H, N-CHapip), 3.05 (brds, 4H, N-CH3), 3.70 (t, J= 6.9 Hz, 2H, N-CH,), 4.53 (t, J= 6.9 Hz,
2H, N-CHa), 6.58 (brds, 1H, ArH), 6.70 (brds, 1H, ArH), 6.94-6.96 (m, 2H, ArH), 7.13-7.16
(m, 5H, ArH), 7.39=7.42 (m, 1H, ArH), 7.45-7.47 (m, 1H, ArH), 7.62 (d, J= 8.19 Hz, 1H,
ArH), 8.00 (m, 1H, ArH), 8.92 (brds, 1H, NHpirol) ppm.

APT (125 MHz, CDCls): &= 23.9 (CH,), 24.1 (CH,), 26.6 (CH,), 27.8 (CH,), 38.0 (N-CH,),
49.1 (N-CH,), 51.0 (2xN-CHy), 51.2 (2xN-CHy), 53.0 (2xN-CH,), 53.2 (2xN-CH), 57.8 (N-
CHa), 57.9 (N-CH2), 109.1 (CAr), 110.1 (CAr), 113.4 (Cq), 117.2 (Cq), 118.5 (CAr), 118.6
(CAr), 121.2 (CAr), 121.4 (Cq), 122.5 (CAr), 123.3 (Cq), 124.0 (CAr), 124.4 (CAr), 124.6
(CAr), 126.5 (CAr), 127.4 (2xCAr), 127.5 (CAr), 133.9 (Cq), 134.0 (Cq), 134.4 (2xCq), 140.2
(2xCq), 151.3 (Cq), 164.1 (Cq), 171.4 (C=0), 171.6 (C=0) ppm.

LC-MS (ESI-QTOF): m/z= Hesaplanan: [Ca3sHasCl2NgO3]: 848.2468, bulunan 849.2542
([Ca3zH46CI4NgO2]+H)" .
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Cpd 1: C43 H46 Cl4 N8 O2: + FBF Spectrum (rt: 0.244-0.394 min) EF28.d Subtract

849.p542
([C43H46CIAN8O2]+H)+

871.2409
([C43H46CI4N8O2]+Na)+
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Sekil 4.26 Bilesik 8’in LC-MS (Q-TOF) spektrumu
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4.10 1-(4-(4-(Pirimidin-2-il)piperazin-1-il)biitil)-4-(1-(4-(4-(pirimidin-2-il)piperazin-1-
il)batil)-1H-indazol-3-il)-1H,1'H-[3,3'-bipirol]-2,5-dion Bilesiginin Sentezi (Bilesik 9,
C39HasN1203)

. )

HN™Y
QNIb

K,CO3 susuz aseton
55°C

7 9
0.1 mmol (55 mg) Bilesik 7 tartilarak reaksiyon balonuna alindi ve 2 mL susuz aseton
icerisinde ¢éziinmesi saglandi. Uzerine 0.4 mmol K2COs3 (55 mg) ve 0.2 mmol 1-(2-
pirimidil)piperazin (33 mg) ilave edildi. Azot atmosferi altinda 55°C’de bir gece boyunca
karismasi saglandi. Yapilan TLC (10:1 kloroform/metanol) kontrolleri sonucunda
baslangic maddelerinin tikendigi gozlemlendi ve reaksiyon sonlandirildi. Etil asetat
icerisinde ¢oziilerek tuzlu su ile ekstrakte edildi. Organik faz Na,;SOs ile kurutuldu,
stzuldl, ¢o6zuclsli vakumda wuzaklastirildi. Ham Grin 10:1  kloroform/metanol

sisteminden kolon kromatografisi uygulanarak saflastirildi.

Turuncu yagimsi madde; Rs= 0.46 (10:1 kloroform/metanol); verim= %22.
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4.10.1 Bilesik 9’un Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3390 (N-H gerilimi), 3191 ve 3025 (aromatik, =C-H gerilimleri), 2920,
2850, 2814 ve 2775 (alifatik, C-H gerilimleri), 1695 (C=0 gerilimi), 1583 ve 1546
(aromatik, C=C gerilimleri), 1443, 1393 ve 1357 (alifatik, diizlem i¢i C-H egilimleri), 1258
(C-N salinimi), 1004 (C-O gerilimi) cm™.

1H NMR (500 MHz, CDCls): 6= 1.59-1.76 (m, 6H, CH,), 2.00-2.03 (m, 2H, CH,), 2.48 (t, J=
7.5 Hz, 2H, N-CHy), 2.52 (t, J= 7.8 Hz, 2H, N-CHy), 2.54-2.57 (m, 8H, N-CHy-pjp), 3.69 (t, J=
6.9 Hz, 2H, N-CH,), 3.84-3.88 (m, 8H, N-CH,), 4.53 (t, J= 6.9 Hz, 2H, N-CH,), 6.47 (dt, J=
4.7; 11.9 Hz, 2H, ArH), 6.62-6.63 (m, 1H, ArH), 6.70-6.72 (m, 1H, ArH), 7.15 (t, J= 7.8 Hz,
1H, ArH), 7.40 (t, J= 8.5 Hz, 1H, ArH), 7.44 (d, J= 8.5 Hz, 1H, ArH), 7.64 (d, J= 8.2 Hz, 1H,
ArH), 8.00 (s, 1H, ArH), 8.29 (d, J=4.72 Hz, 4H, ArH), 9.31 (brds, 1H, NH) ppm.

APT (125 MHz, CDCls): &= 23.5 (CH,), 23.7 (CH2), 26.6 (CHa), 27.7 (CH,), 37.9 (N-CH),
43.0 (2xN-CHy), 43.3 (2xN-CHy), 49.0 (N-CHy), 52.6 (2xN-CH,), 52.8 (2xN-CHy), 57.7 (N-
CHa), 57.9 (N-CH,), 109.1 (CAr), 109.8 (CAr), 110.1 (CAr), 113.3 (Cq), 118.8 (CAr), 121.2
(CAr), 121.3 (Cq), 122.5 (CAr), 123.4 (Cq), 124.2 (CAr), 126.6 (CAr), 134.6 (Cq), 134.7 (Cq),
140.2 (Cq), 157.7 (6xCAr), 161.5 (Cq), 171.5 (C=0), 171.7 (C=0) ppm.

LC-MS (ESI-QTOF): m/z= Hesaplanan: [C3gHaeN120;]: 714.3867, bulunan 715.3910
([C39H46N1202]+H)".
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Sekil 4.28 Bilesik 9’un *H NMR spektrumu (CDCls)
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Sekil 4.30 Bilesik 9’un LC-MS (Q-TOF) spektrumu
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4.11 1-(4-Bromobiitil)-3-(1-(4-bromobiitil)-1H-indazol-3-il)-4-(1-(4-bromobiitil)-1H-
pirol-3-il)-1H-pirol-2,5-dion Bilesiginin Sentezi (Bilesik 10, C27H31Br3N40>)

Br

Susuz Aseton
55°C

1 mmol Bilesik 6 (278 mg) tek boyunlu balona tartildi. Azot atmosferi altinda 10 mL susuz
asetonda ¢ozlldi ve Uzerine 9 mmol kizdirilmis K,COs (1.106 g) ilave edilip oda
sicakhginda 1 saat karistirildi. Ardindan 6 mmol 1,4-dibromobiitan (1.072 mL) reaksiyona
damla damla ilave edildi, reaksiyon 55°C’ye getirildi ve gece boyunca refluks edildi. TLC
(1:1 etil asetat/n-hekzan) sonucuna gére baslangic maddesinin tiikendigi gézlendi. Tuzlu
su/etil asetat ile ekstrakte edildi. Na;SOas ile kurutulup ¢6zlcusl uguruldu. Ham trin etil

asetat/n-hekzan (1:1) sisteminden kolon kromatografisi yontemi ile saflastirildi.

Sari parlak yagimsi sivi; Re= 0.84 (1:1 etil asetat/n-hekzan); verim= %30.
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4.11.1 Bilesik 10’un Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3132 (aromatik, =C-H gerilimleri), 2960 ve 2870 (alifatik C-H gerilimleri),
1733 ve 1697 (C=0 gerilimleri), 1526 (aromatik, C=C gerilimi), 1437, 1395 ve 1362

(alifatik, dizlemici C-H egilimleri), 1256 (C-N salinimi) cm™.

1H-NMR (500 MHz, CDCls): 6= 1.82 — 1.95 (m, 10H, CH,), 2.08 — 2.10 (m, 2H, CH,), 3.28
(t, J= 6.30 Hz, 2H, N-CHy), 3.34 (m, 2H, N-CH,), 3.62 (t, J= 6.62 Hz, 2H, N-CH,), 3.83 (t, J=
6.93 Hz, 2H, Br-CH,), 4.17 (t, J= 6.3 Hz, 2H, Br-CH,), 4.45 (t, J= 6.93 Hz, 2H, Br-CH,), 6.37
(brds, 1H, ArH), 6.44 ( brds, 1H, ArH), 7.08 (t, J= 2.52 Hz, 1H, ArH), 7.33 (m, 2H, ArH),
7.52 (d, J= 8.19 Hz, 1H, ArH), 7.71 (t, J= 1.89 Hz, 1H, ArH) ppm.

APT (125 MHz, CDCls): 6= 27.3 (CHa), 28.5 (CHa), 29.5 (CH,), 29.6 (CH,), 29.8 (CH,), 29.9
(CH2), 32.7 (CH2), 33.0 (CHa), 33.1 (CH2), 37.1 (CH>), 48.3 (CH,), 49.2 (CH,), 109.1 (CAr),
110.6 (CAr), 113.3 (Cq), 120.3 (Cq), 121.3 (CAr), 121.7 (CAr), 122.4 (CAr), 123.3 (Cq),
126.5 (CAr), 126.7 (CAr), 134.5 (Cq), 134.8 (Cq), 140.3 (Cq) 171.4 (C=0), 171.7 (C=0) ppm.

LC-MS (ESI-QTOF): m/z= Hesaplanan: [Ca7H31BrsN4Oz]: 683.9956, bulunan 685.0032
([C27H31BrsN4O2]+H)*.
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x10 4 |Cpd 1: C27 H31 Br3 N4 O2: +ESI MFE Spectrum (rt: 0.307-0.506 min) Frag=200.0V EF17 UZ nc2..

685.0032
5] (IC27 H31 BrB N4 O2]+H)+
4,
3,
2,
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Sekil 4.34 Bilesik 10’un LC-MS (Q-TOF) Spektrumu
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4.12 1,1'-Bis(4-(4-(2,3-diklorofenil)piperazin-1-il)bitil)-4-(1-(4-(4-(2,3-
diklorofenil)piperazin-1-il)biitil)-1H-indazol-3-il)-1H,1'H-[3,3'-bipirol]-2,5-dion
Bilesiginin Sentezi (Bilesik 11, Cs7He4ClsN1002)

Br. N <\L_>
HU Cl

Cl

>

K,CO3 susuz Aseton

55°C
N
<N3 NI
N ¢
Cl cl
Cl

0.1 mmol (68 mg) Bilesik 10 tartilarak reaksiyon balonuna alindi ve azot atmosferi altinda
2 mL susuz aseton icerisinde ¢dziinmesi saglandi. Uzerine 0.9 mmol K,CO3 (124 mg) ve
0.3 mmol N-(2,3-diklorofenil)piperazin hidroklorir (80 mg) ilave edildi. 55°C’de bir gece
boyunca refluks edildi. TLC (10:1 diklorometan/metanol) kontroli sonucunda baslangig
maddelerinin tikendigi gozlemlendi ve reaksiyon sonlandirildi. Etil asetat icerisinde
¢ozulerek tuzlu su ile ekstrakte edildi. Na;SO4 lizerinden kurutuldu ve ¢ozliclisii vakum
altinda ucuruldu. Ham urtin 10:1 diklorometan/metanol sisteminden kolon

kromatografisi uygulanarak saflastirildi.

Turuncu yagimsi madde; Rs= 0.33 (10:1 diklorometan/metanol); verim= %17.
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4.12.1 Bilesik 11’in Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3140 ve 3062 (aromatik, =C-H gerilimleri), 2939, 2878 ve 2817 (alifatik, C-
H gerilimleri), 1694 (C=0 gerilimi), 1577 ve 1525 (aromatik, C=C gerilimleri), 1488 ve
1372 (alifatik, diizlem ici C-H egilimleri), 1240 (C-N salinimi), 1043 (C-O) cm™.

1H-NMR (500 MHz, CDCls): 5= 1.52—1.59 (m, 2H, CH,), 1.64-1.69 (m, 2H, CH2), 1.72-1.78
(m, 4H, CHy), 1.78-1.84 (m, 2H, CHz), 2.08 (pent, J= 7.1 Hz, 2H, CH;), 2.43-2.50 (m, 2H, N-
CHa), 2.55-2.62 (m, 4H, N-CH), 2.65-2.87 (m, 12H, N-CHapip), 3.11 (brds, 12H, N-CHapip),
3.68 (t, J= 6.8 Hz, 2H, N-CH), 3.90 (t, J= 7.0 Hz, 2H, N-CH,), 4.53 (t, J= 6.9 Hz, 2H, N-CH>),
6.38 (brds, 1H, ArH), 6.51 (t, J= 2.5 Hz, 1H, ArH), 6.93 — 6.96 (m, 3H, ArH), 7.12 — 7.18 (m,
7H, ArH), 7.39-7.41 (m, 1H, ArH), 7.46 (d, J= 8.5 Hz, 1H, ArH), 7.57 (d, J= 8.2 Hz, 1H, ArH),
7.82 (brds, 1H, ArH) ppm.

APT (125 MHz, CDCls): 6= 23.8 (CHa), 23.9 (CHa), 24.1 (CHa), 26.6 (CH,), 26.7 (CH2), 27.9
(CH2), 29.1 (CH2), 29.7 (CH2), 37.9 (CHa), 49.2 (CH), 49.9 (CHs), 51.2 (4xCH2), 53.2 (CH.),
53.3 (4xCH,), 57.8 (CH2), 57.9 (CH,), 58.0 (CH,), 65.4 (CH2), 109.2 (CAr), 110.4 (CAr), 113.2
(Cq), 118.6 (2xCAr), 120.2 (Cq), 121.1 (CAr), 121.7 (CAr), 122.4 (CAr), 123.3 (Cq), 124.6
(2xCAr), 126.5 (CAr), 126.6 (CAr), 127 (CAr), 127.5 (2xCAr), 127.7 (CAr), 128.6 (CAr),
133.9 (Cq), 134.0 (2xCq), 134.5 (2xCq), 134.7 (2xCq), 140.3 (2xCq), 140.9 (Cq), 151.1 (Cq),
151.2 (Cq), 171.5 (C=0), 171.9 (C=0) ppm.

LC-MS (ESI-QTOF): m/z= Hesaplanan: [Cs7He4ClgN1005]: 1132.3315, bulunan 1133.3410
([Cs7He4CleN1002]+H)*.
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4.13 1,1'-Bis(4-(4-(pirimidin-2-il)piperazin-1-il)bitil)-4-(1-(4-(4-(pirimidin-2-il)
piperazin-1-il)bitil)-1H-indazol-3-il)-1H,1'H-[3,3'-bipirol]-2,5-dion Bilesiginin Sentezi
(Bilesik 12, Cs1HeaN1602)
\ N
W
N
Br O

HN

M

(UNNG
>

K,COj3 susuz aseton
55°C

10

12

0.1 mmol (68 mg) Bilesik 10 tartilarak reaksiyon balonuna alindi ve azot atmosferi altinda
2 mL susuz aseton icerisinde ¢6ziinmesi saglandi. Uzerine 0.9 mmol K,CO3 (124 mg) ve
0.3 mmol 1-(2-pirimidil)piperazin (50 mg) ilave edildi. 55°C'de bir gece boyunca
karismasi saglandi. TLC (10:1 diklorometan/metanol) kontroli sonucunda baslangi¢
maddelerinin tiikendigi gézlemlendi ve reaksiyon sonlandirildi. Etil asetat igerisinde
¢Ozllerek tuzlu su ile ekstrakte edildi. Na;SO4 Ulzerinden kurutuldu ve c¢ozicilsi
ucuruldu. Ham drun 10:1 diklorometan/metanol sisteminden kolon kromatografisi

uygulanarak saflastirildi.

Turuncu yagimsi madde; Rs= 0.35 (10:1 diklorometan/metanol); verim= %35.
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4.13.1 Bilesik 12'nin Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3132 ve 3028 (aromatik, =C-H gerilimleri), 2938, 2864 ve 2809 (alifatik, C-
H gerilimleri), 1694 (C=0 gerilimi), 1544 (aromatik, C=C gerilimi), 1440 ve 1394 (alifatik,
duzlem igi C-H egilimleri), 1258 (C-N salinimi), 1028 (C-O gerilimi) cm™.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): 5= 1.48 (pent, J= 7.5 Hz, 2H, CH,), 1.58-1.67 (m, 4H, CH,),
1.71 (pent, J= 7.2 Hz, 2H, CH,), 1.78 (pent, J= 7.2 Hz, 2H, CH;), 2.04 (pent, J= 7.5 Hz, 2H,
CHa), 2.36 (t, J= 7.5 Hz, 2H, CHa), 2.41-2.47 (m, 12H, N-CHa-pip), 2.51-2.52 (m, 4H, N-CHa),
3.68 (t, J= 7.0 Hz, 2H, N-CH,), 3.80-3.83 (m, 12H, N-CH2-pip), 3.89 (t, J= 7.0 Hz, 2H, N-CH,),
4.52 (t, J= 7.0 Hz, 2H, N-CH,), 6.41-6.42 (m, 1H, HAr), 6.45-6.48 (m, 3H, HAr), 6.49-6.51
(m, 1H, HAr), 7.12 (t, J= 7.5 Hz, 1H, HAr), 7.38 (t, J= 7.5 Hz, 1H, HAr), 7.47 (d, J= 8.5 Hz,
1H, HAr), 7.59 (d, J= 8.2 Hz, 1H, HAr), 7.82 (bt, 1H, HAr), 8.29 (dt, J= 0.9 Hz, 6H, HAr) ppm.

APT (125 MHz, CDCls): 6= 23.9 (CH,), 24.0 (CH2), 24.1 (CHa), 26.7 (CH2), 27.9 (CHa), 29.1
(CH,), 37.9 (N-CHa), 43.6 (6xN-CH3), 49.2 (N-CH2), 49.9 (N-CH>), 53.1 (6XN-CH,), 57.9 (N-
CH,), 58.0 (N-CH,), 58.2 (N-CH3), 109.2 (CAr), 109.7 (CAr), 109.8 (CAr), 110.4 (CAr), 113.2
(Cq), 120.2 (Cq), 121.0 (CAr), 121.7 (CAr), 122.4 (CAr), 123.3 (Cq), 126.4 (CAr), 126.5
(CAr), 134.5 (Cq), 134.7 (Cq), 140.3 (Cq), 157.7 (9xCAr), 161.6 (Cq), 171.5 (C=0), 171.9
(C=0) ppm.

LC-MS (ESI-QTOF): m/z= Hesaplanan: [CsiHeaN1602], 933.5432, bulunan 933.5438
([Cs1HeaN1602]+H)" .
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x10 3 |Cpd 1: C51 H64 N16 O2: +ESI EIC(933.5471, 934.5499, 955.5290, 956.5318) Scan Frag=150.0V..
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Sekil 4.42 Bilesik 12’nin LC-MS (Q-TOF) spektrumu
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4.14 1-(4-(4-Metilpiperazin-1-il)bitil)-3-(1-(4-(4-metilpiperazin-1-il)biitil)-1H-indazol-
3-il)-4-(1-(4-(4-metilpiperazin-1-il)biitil)-1H-pirol-3-il)-1H-pirol-2,5-dion Bilesiginin
Sentezi (Bilesik 13, Ca2HsaN1003)

Br.

K2C03I susuz aseton
55°C

10 13

0.1 mmol Bilesik 10 (68 mg) tartilarak reaksiyon balonuna alindi ve azot atmosferi altinda
2 mL susuz aseton igerisinde ¢éziinmesi saglandi. Uzerine 0.9 mmol kizdirilmis K2CO3
(124 mg) ve 0.3 mmol N-metilpiperazin (29 mg) ilave edildi. 55°C’de bir gece boyunca
refluks edildi. TLC (10:1 Diklorometan/metanol) kontroli sonucunda baslangi¢
maddelerinin tikendigi gozlemlendi ve reaksiyon sonlandirildi. Etil asetat icerisinde
cozilerek tuzlu su ile ekstrakte edildi. Na;SO4 tizerinden kurutuldu ve ¢oziictsii vakumda
ucuruldu. Ham uriin 30:1 diklorometan/metanol sisteminde kolon kromatografisi

(alumina) uygulanarak saflastirildi.

Turuncu yagimsi madde; Ri= 0.64 (30:1 Diklorometan/metanol); verim= %31.
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4.14.1 Bilesik 13’iin Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3141 (aromatik =C-H gerilimi), 2933, 2873 ve 2792 (Alifatik C-H
gerilimleri), 1696 (C=0 gerilimi), 1525 (aromatik, C=C gerilimi), 1445, 1395 ve 1369
(alifatik, dizlem i¢i C-H egilimleri), 1282 (C-N salinimi), 1012 (C-O gerilimi) cm™.

'H-NMR (500 MHz, CDCI3): 6= 1.43-1.49 (m, 2H, CH>), 1.52-1.60 (m, 4H, CH,), 1.67 (pent,
J=7.6 Hz, 2H, CH3), 1.74 (pent, J= 7.2 Hz, 2H, CH;), 1.99-2.05 (m, 4H, CH;), 2.27-2.28 (m,
11H, CH, ve 3xCHs), 2.30-2.64 (m, 26H, CHa), 3.66 (t, J= 7.2 Hz, 2H, N-CH,), 3.86 (t, J= 6.9
Hz, 2H, N-CH,), 4.49 (t, J= 7.2 Hz, 2H, N-CH), 6.40 (dd, J= 1.6; 2.8 Hz, 1H, ArH), 6.48 (t, J=
2.5 Hz, 1H, ArH), 7.13 (t, J= 7.9 Hz, 1H, ArH), 7.37-7.40 (m, 1H, ArH), 7.44-7.46 (m, 1H,
ArH), 7.58 (d, J= 8.2 Hz, 1H, ArH), 7.80 (t, J= 1.9 Hz, 1H, ArH) ppm.

APT (125 MHz, CDCls): & = 23.9 (CHa), 24.2 (CHa), 24.3 (CHa), 26.7 (CH2), 28.0 (CH,), 29.1
(CH,), 38.0 (N-CH5), 46.0 (CHs), 46.1 (2xCHs3), 49.2 (N-CH,), 49.9 (N-CHs), 53.2 (6XxN-CH,),
55.1 (6xN-CHa), 57.8 (N-CH3), 57.9 (N-CH,), 58.1 (N-CH), 109.2 (CAr), 110.4 (CAr), 113.2
(Cq), 120.2 (Cq), 121.0 (CAr), 121.6 (CAr), 122.4 (CAr), 123.3 (Cq), 126.4 (CAr), 126.5
(CAr), 134.5 (Cq), 134.7 (Cq), 140.3 (Cq), 171.5 (C=0), 171.9 (C=0) ppm.

LC-MS (ESI-QTOF): m/z: Hesaplanan: [Ca2HeaN1002]: 740.5214, bulunan 741.5257
([C27H31N1302]+H)" .
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x10 3 |Cpd 1: C42 H64 N10 O2: + FBF Spectrum (rt: 0.5422-0.6915 min) EF34.d Subtract

741.5257
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Sekil 4.46 Bilesik 13’iin LC-MS (Q-TOF) spektrumu
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4.15 1-(4-Morfolinobiitil)-3-(1-(4-morfolinobiitil)-1H-indazol-3-il)-4-(1-(4-
morfolinobitil)-1H-pirol-3-il)-1H-pirol-2,5-dion  Bilesiginin Sentezi (Bilesik 14,
C39H55N705s)

Br &W

K,CO; susuz aseton
55°C

10 14

0.063 mmol (43 mg) Bilesik 10 tartilarak reaksiyon balonuna alindi ve azot atmosferi
altinda 2 mL susuz aseton icerisinde ¢6ziinmesi saglandi. Uzerine 0.63 mmol kizdiriimis
K2COs (87 mg) ve 0.19 mmol morfolin (17 mg) ilave edildi. 55°C’de bir gece boyunca
refluks edildi. TLC (10:1 diklorometan/metanol) kontrolii sonucunda baslangig
maddelerinin tikendigi gozlemlendi ve reaksiyon sonlandirildi. Etil asetat icerisinde
¢ozulerek tuzlu su ile ekstrakte edildi. Na;SOs Uzerinden kurutuldu ve ¢ozliclsi
ucuruldu. Ham Uriin 10:1 diklorometan/metanol sisteminde kolon kromatografisi

uygulanarak saflastirildi.

Turuncu yagimsi madde; Ri= 0.4 (10:1 diklorometan/metanol); verim= %90.
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4.15.1 Bilesik 14’iin Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v=3139 (aromatik C-H gerilimi), 2938, 2853 ve 2806 (alifatik, C-H gerilimleri),
1694 (C=0 gerilimi), 1525 (aromatik, C=C gerilimi), 1440, 1395 ve 1358 (alifatik, diizlem
ici C-H egilimleri), 1263 (C-N salinimi), 1114 (C-O gerilimi) cm™.

1H-NMR (500 MHz, CDCls): 6= 1.43 (pent, J= 7.6 Hz, 2H, CH2), 1.53-1.61 (m, 4H, CH>),
1.69 (pent, J= 7.2 Hz, 2H, CH,), 1.76 (pent, J= 6.9 Hz, 2H, CH;), 2.00 (pent, J= 7.6 Hz, 2H,
CHa), 2.30 (t, J= 7.2 Hz, 2H, N-CH>), 2.36-2.40 (m, 12H, N-CH>), 2.45 (brds, 4H, CH), 3.65-
3.72 (m, 14H, 6xO-CH; ve N-CHa), 3.86 (t, J= 7.2 Hz, 2H, N-CH,), 4.49 (t, J= 7.2 Hz, 2H, N-
CH,), 6.38 (dd, J= 1.6; 2.8 Hz, 1H, Ar-H), 6.47 (t, J= 2.2 Hz, 1H, Ar-H), 7.11 (t, J= 7.9 Hz,
1H, Ar-H), 7.38-7.41 (m, 1H, Ar-H), 7.44-7.46 (m, 1H, Ar-H), 7.57 (d, J= 8.2 Hz, 1H, Ar-H),
7.80 (t, J= 1.9 Hz, 1H, Ar-H) ppm.

APT (125 MHz, CDCls): 6= 23.5 (CH,), 23.7 (CHa), 23.8 (CHa), 26.6 (CH), 27.8 (CH,), 29.0
(CH2), 37.9 (N-CHy), 49.1 (N-CHy), 49.9 (N-CHy), 53.6 (6xN-CH), 58.2 (N-CH), 58.3 (N-
CHa), 58.4 (N-CH,), 66.9 (6xO-CHs), 109.2 (CAr), 110.4 (CAr), 113.2 (Cq), 120.2 (Cq), 121.0
(CAr), 121.6 (CAr), 122.4 (CAr), 123.3 (Cq), 126.4 (CAr), 126.5 (CAr), 134.5 (Cq), 134.7
(Cq), 140.3 (Cq), 171.5 (C=0), 171.8 (C=0) ppm.

LC-MS (ESI-QTOF): m/z: Hesaplanan: [C3gHssN7Os]: 701.4265, bulunan 702.4329
([C39H55N705]+H)".
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105 Cpd 9: C39 H55 N7 O5: + EIC(351.7203, 352.2221,... 105 Cpd 9: C39 H55 N7 O5: + ECC Scan EF31.d
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4.16 1-(4-Azidobiitil)-3-(1-(4-azidobiitil)-1H-indazol-3-il)-4-(1-(4-azidobiitil)-1H-pirol-
3-il)-1H-pirol-2,5-dion Bilesiginin Sentezi (Bilesik 15, C27H31N1303)

Br

NaN3

N
DMF, H,0
80°C, 24 s

B

10 15
0.3 mmol (200 mg) Bilesik 10, 4 mL DMF’te ¢ozilerek reaksiyon balonuna alindi. 2.26
mmol (147 mg) NaNs, 0.4 mL destile su igerisinde ¢6zuldu ve reaksiyon balonuna ilave
edildi. Reaksiyon 80°C’de 20 saat karistirildi. TLC (1:1 etil asetat/n-hekzan) sonucuna
gore baslangic maddesinin bittigi gézlemlendi. Soguduktan sonra buzlu suya dokilerek
eter-tuzlu su ile ekstrakte edildi. Organik faz Na;SO; ile kurutuldu, stizlldl, ¢ozlclsa

vakumda uguruldu. Sari yagimsi madde elde edildi.

Sari yagimsi madde; Re= 0.65 (1:1 Etil asetat/n-hekzan); verim= %89.
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4.16.1 Bilesik 15’in Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3138 (aromatik, =C-H gerilimi), 2929 ve 2868 (alifatik, C-H gerilimleri),
2091 (N=N gerilimi), 1696 ve 1674 (C=0 gerilimleri), 1526 ve 1489 (aromatik, C=C
gerilimi), 1396 ve 1361 (alifatik, diizlem igi C-H egilimleri), 1256 (C-N salinimi), 1096 (C-

O gerilimi) cm™.

1H-NMR (500 MHz, CDCls): 8= 1.44-1.49 (m, 2H, CHy), 1.56-1.61 (m, 4H, CH,), 1.68-1.77
(m, 4H, CH,), 1.99 (pent, J= 7.2 Hz, 2H, CH,), 3.19 (t, J= 6.6 Hz, 2H, N-CH,), 3.22-3.28 (m,
4H, N-CHy), 3.61 (t, J= 6.9 Hz, 2H, N-CH,), 3.82 (t, J= 6.9 Hz, 2H, N-CH), 4.44 (t, J= 6.9 Hz,
2H, N-CHa), 6.35 (dd, J= 1.9; 3.1 Hz, 1H, Ar-H), 6.43 (t, J= 2.5 Hz, 1H, Ar-H), 7.08 (t, J= 6.6
Hz, 1H, Ar-H), 7.32-7.39 (m, 2H, Ar-H), 7.51 (d, J= 8.2 Hz, 1H, Ar-H), 7.71 (t, J= 1.9 Hz, 1H,

Ar-H) ppm.

APT (125 MHz,CDCl3): 6= 25.9 (CH), 26.0 (CH3), 26.2 (CH,), 26.3 (CHy), 27.2 (CH,), 28.3
(CH2), 37.4 (N-CH2), 48.6 (N-CH2), 49.5 (N-CH), 50.8 (N-CH), 50.9 (N-CH2), 51.0 (N-CH2),
109.1 (CAr), 110.6 (CAr), 113.3 (Cq), 120.3 (Cq), 121.2 (CAr), 121.7 (CAr), 122.4 (CAr),
123.3 (Cq), 126.5 (CAr), 126.7 (CAr), 134.5 (Cq), 134.8 (Cq), 140.3 (Cq), 171.4 (C=0),
171.8 (C=0) ppm.

LC-MS (ESI-QTOF): m/z= Hesaplanan: [C7H31N130;]: 569.2724, bulunan 570.2787
([C27H31N1302]+H)" .
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105 Cpd 7: C27 H31 N13 O2: + EIC(570.2879, 571.2825,... 10 5 Cpd 7: C27 H31 N13 O2: + ECC Scan EF32.d
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4.17 1-(4-(4-Fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)bitil)-3-(1-(4-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-
il)batil)-1H-indazol-3-il)-4-(1-(4-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)biitil)-1H-pirol-3-il)-1H-
pirol-2,5-dion Bilesiginin Sentezi (Bilesik 16, Cs1HasN1303)

Cul, THF
oda sicakhgi

15
16

0.138 (79 mg) Bilesik 15, 0.5 mmol (51.05 mg) fenil asetilen ve 1.24 mmol (240 mg) Cul
3 mL THF'te ¢oziilerek reaksiyon balonuna alindi. Reaksiyon 1 gece boyunca oda
sicakhiginda karistirildi ve TLC (10:1 etil asetat/n-hekzan) kontroli yapilarak sonlandirildi.
Reaksiyon sonunda madde selitten siizildi ve ¢6zicl vakumla uzaklastirildi. Ham Griin

10:1 etil asetat/n-hekzan kolon kromatografisi yontemiyle saflastirildi.

Turuncu kati madde; e.n: 105.5-108.5; Ri= 0.3 (10:1 etil asetat/n-hekzan); verim= %30.
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4.17.1 Bilesik 16’nin Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3130 (aromatik, =C-H gerilimi), 2939 ve 2876 (alifatik, C-H gerilimleri),
1694 (C=0 gerilimi), 1525 (aromatik, C=C gerilimi), 1463, 1436 ve 1397 (alifatik, diizlem
ici C-H egilimleri), 1221 (C-N salinimi), 1077 (C-O gerilimi) cm™.

1H-NMR (500 MHz, CDCls): 6= 1.23-1.35 (m, 2H, CHy), 1.70-1.78 (m, 4H, CH,), 1.82-1.88
(m, 2H, CHy), 1.97-2.05 (m, 4H, CH2), 3.72 (t, J= 6.6 Hz, 2H, N-CH2), 3.82 (t, J= 6.6 Hz, 2H,
N-CH,), 4.30 (t, J= 6.9 Hz, 2H, N-CH,), 4.37 (t, J= 6.3 Hz, 2H, N-CH,), 4.45 (t, J= 6.9 Hz, 2H,
N-CHy), 4.53 (t, J= 6.0 Hz, 2H, N-CH,), 6.37-6.40 (m, 2H, Ar-H), 7.11 (t, J= 6.6 Hz, 1H, Ar-
H), 7.29-7.34 (m, 3H, Ar-H), 7.37-7.43 (m, 8H, Ar-H), 7.56 (d, J= 8.2 Hz, 1H, Ar-H), 7.70-
7.72 (m, 2H, Ar-H), 7.73 (t, J= 1.9 Hz, 1H, Ar-H) 7.76-7.82 (m, 7H, Ar-H) ppm.

APT (125 MHz, CDCls): 6= 25.6 (CHa), 26.6 (CH2), 27.3 (CHa), 27.5 (2xCH2), 27.9 (CH,),
37.0 (N-CHa), 48.3 (N-CH,), 49.2 (N-CH,), 49.5 (N-CHs), 49.6 (2xN-CH,), 109.1 (CAr), 110.7
(CAr), 113.3 (Cq), 119.5 (CAr), 119.6 (CAr), 119.7 (CAr), 120.3 (Cq), 121.4 (CAr), 121.9
(CAr), 122.4 (CAr), 123.2 (Cq), 125.6 (2xCAr), 125.7 (2xCAr), 125.8 (2xCAr), 126.4 (CAr),
126.9 (CAr), 128.0 (CAr), 128.1 (CAr), 128.2 (CAr), 128.8 (2xCAr), 128.9 (2xCAr), 129.0
(2xCAr), 130.5 (Cq), 130.6 (Cq), 130.7 (Cq), 134.6 (2xCq), 134.7 (Cq), 140.3 (Cq), 147.8
(Cq), 147.9 (Cq), 171.5 (C=0), 171.7 (C=0) ppm.

LC-MS (ESI-QTOF): m/z= Hesaplanan: [CsiHagN130;]: 875.4132, bulunan 876.4193
([Cs1HaoN1302]+H)" .
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BOLUM 5

MTT ASSAY YONTEMI ve ANTIi-KANSER CALISMALARI

MTT  (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5difeniltetrazolyumbromiir) analizi, MTT'nin
mitokondriyal aktiviteyi belirleyen canli hicreler tarafindan formazan kristallerine
donistiridlmesine dayanir. Cogu hiicre popilasyonu icin, toplam mitokondriyal aktivite,
canli hiicrelerin sayisti ile iliskili oldugundan bu analiz, ilaglarin hiicre gizgileri veya primer
hasta hicreleri Uzerindeki in vitro sitotoksik etkilerini 6lgmek icin yaygin olarak

kullanilmaktadir.

N
N ‘}
‘2/1\ s N
s~ N-N Mitokondriyal rediiktaz yN \>_®
I+ \>—<: > -

N:N

o vl

MTT

Formazan

Sekil 5.1 MTT’nin formazana donlsimu

Uygulanabilir hiicre sayisindaki herhangi bir artis veya azalma, 540 ve 720 nm'de bir
plaka okuyucu kullanilarak optik yogunlukta yansiyan formazan konsantrasyonunun
dlctilmesiyle tespit edilebilir. ilac duyarliigi élciimleri icin, ilaglarla inkiibe edilmis
hiicrelere sahip oyuklarin optik yogunluk degerleri, ilaclara maruz kalmayan hiicrelere

sahip oyuklarin optik yogunluklari ile karsilastirilir.

Primer pediatrik akut lenfoblastik I6semi hiicreleri icin, in vivo ila¢ duyarliigini tahmin

etmek icin in vitro MTT tahlili kapsaml olarak uygulanmistir. Bu ¢alismalarda in vitro
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duyarlilik ile klinik sonug arasinda nispeten iyi bir iliski oldugu gézlenmistir. Bu ve diger
pozitif sonuglara ragmen, MTT testi klinik igin 6ngoériict test olarak yaygin sekilde
kullanilmamaktadir. Bunun yerine yeni ilaclarin veya ilag kombinasyonlarinin potansiyel
antitimor aktivitesini belirlemek icin in vitro bir ara¢ olarak kullanilir. Ek olarak, MTT

testi ilaclara karsi direnci arastirmak icin uygun bir aractir [139].

5.1 MTT Assay Yonteminin Uygulanmasi

Hastalardan alinip uygun besi yeri ve steril kosullarda ¢ozelti haline getirilip uygun
yasama kosullarinda (37°C. %5 CO;) cogaltilan kanser hiicreleri Capa Tip Fakiltesinden
hibe olarak saglanmis ve istanbul Bilgi Universitesi Hiicre Kiltiirii Laboratuvarinda

cogaltilmistir. Calisilan Loésemi hiicre tipleri:

-Nalm-6

-REH

-Molt-4

-K-562

-Jurkat

Kullanilan Besiyeri: Kanser hiicresinin biylime 06zelligine bagli olarak iki besi yerinden
biri segilmistir: RPMI-1640 Medium (Modified with 20 mM HEPES and L-glutamine,
without sodium bicarbonate liquid, sterile, filtered) ya da DMEM (High Glucose with
Glutamine and Sodium Pyruvate). Uzerine bakteriyel etkilerden koruyucu olarak %1
penisilin-streptomisin karisimi ve insan viicuduna benzer 6zellik tagimasi i¢in %10 bovin

serum alblmin ilave edilmistir. Nalm-6, REH ve K-562 icin RPMI; Jurkat ve Molt-4 igin de
DMEM besi yeri kullanilmistir.

Hiicrelerin Kiiltlir Kabindan Transferi Ve Hiicre Sayimi: Hucrelerin canlihigini
surdirebilmeleri igin belirli strelerde steril bir ortamda, bulunduklari kaptan baska bir
steril kaba yeni besi yeri eklenerek aktarilmalari gerekir. Aksi halde hiicreler belirli bir

¢ogalma gosterip hiicre besini bittiginde o kaba sigamaz ve 6lmeye baslar.
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Oncelikle I6semi hiicreleri serolojik pipetle karistirilip steril bir falkon tiipiine alinir, 1500
rom’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicrelerin dibe ¢cokmesi saglanir ve eski besi yeri geri

cekilerek 10 ml yeni besi yeri ilave edilip tlpln igerisinde pipetle iyice karistirilr.

Transfer icin 25 cm?3 yeni bir kiltir kabina steril bir ortamda 5 ml yeni besi yeri ve 0.5 ml
kanser hicresi c¢ozeltisi konulup, kiltiir kabi dikey olacak sekilde kapak hafif acgik

birakilarak inkiibatorde yeniden ¢ogaltilir.

Hiicre Sayimi ve 96’lik Plate’e Hiicre Ekimi: Steril bir ependorf tiiplin igine, hazirlanan
kanser hiicreli ¢ozeltiden 10uL alinip 10uL Trypan Blue (Bio-Rad 1450013) ile boyanip
otomatik hiicre sayma makinesi (Bio-Rad TC20) ile hiicre sayimi yapilir. Buradaki amag

hiicreleri boyayarak cihazin canl hiicreleri tanimasini saglamaktir.

En son konsantrasyon 50x10%/ml olacak sekilde besi yeri ile seyreltme islemi yapilir ve
¢Ozelti konsantrasyonu ayarlandiktan sonra elde edilen kanser ¢ozeltisi bir rezervuara
alinip homojen hale getirilip 96’lik klltir plate’ine ¢oklu pipet yardimi ile 100’ pL hiicre
ekimi yapilip 24 saat 37°C'lik etlivde inklbe edilir.

ila¢ Yiiklenmesi: Bilesigin molekiil agirhgina bagl olarak tartilan miktarlar DMSO’da
¢Ozlllp stok cozeltiler hazirlanmistir. DMSO’nun kuvvetli bir oldlriict etkiye sahip
oldugundan dolayi hiicreye zarar vermemesi igin ilag ylklemesi yapilirken DMSO’nun
besi yerindeki orani %2’yi asmayacak sekilde olmasi 6nemlidir. DMSO’nun %2’nin
altindaki konsantrasyonlarinda hiicreler Gzerinde oldiirlici etki gorilmez, boylece

DMSO toksik etkisi minimuma indirilir.

Bir glin 6nceden 100 L hiicre yiklenmis 96 lik plate’e 6 tekrarl olacak sekilde 100’er
uL ilag ¢ozeltisi yiklenir. Kontrol olarak ayni plate lzerinde 12 tekrarl olacak sekilde
sadece 100 pL besi yeri ilave edilir. Bir giin de bu sekilde inkiibatérde (37°C, %5C03)

bekletilir.

MTT (Cozeltisinin Uygulanmasi ve Mikroplate Reader Cihazi'nda Sonuglarin
Okutulmasi: Oncelikle ilagh olarak 24 saat bekletilmis hiicrelerin bulundugu 96’hik
plateler (5 dk, 1500 rpm, 25°C) santriflij edilerek htcrelerin kabin dibine ¢okmesi
saglanir. Ardindan her bir delikten 100 pL besi yeri geri ¢cekilir ve 10 uL MTT ¢ozeltisi (5

mg/ml) ilave edilip 4 saat boyunca inkiibatérde tutulur.
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4 Saat sonra tekrar ayni kosullarda santrifiij yapilarak her bir delikten 50 L ¢ozelti geri
cekilip yerine 100 uL DMSO ilave edilerek MTT’nin ¢dzliinmesi saglanir ve 45 dakika
boyunca karanlikta 300 rpm’de calkalanir. Thermo VarioSkan Flush Multimode Reader
Quantum ST5-1100 cihazinda 570 nm’de absorbans degerleri okunarak Excel’de

konsantrasyon-optik yogunluk grafigi cizillir.

%inhibisyon deéer‘i: [OYkontrol'OYnumune]/OYkontroI x 100

OY: Optik yogunluk

Hicrelerin blylimelerinin hangi konsantrasyonda ne kadar durduruldugu ve ne kadar
hiicrenin 06ldigl yukandaki formille hesaplanmis, Graphpad Prism-5 programi

kullanilarak da ICso degerleri hesaplanmistir.

Sekil 5.2 MTT ilave edilmis 96’lik plate
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5.1.1 Nalm-6 Tipi L6semi Kanser Hiicreleri igcin MTT ASSAY Calismasi

Nalm-6

0,6
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Sekil 5.3 Nalm-6 tipi kanser hiicresinde ¢alisilan bilesiklerin konsantrasyon-optik
yogunluklari
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Sekil 5.4 Nalm-6 tipi kanser hiicresinde ¢alisilan bilesiklerin konsantrasyon-canli hiicre
ylzdeleri
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5.1.2 REH Tipi Losemi Kanser Hiicreleri icin MTT ASSAY Calismasi
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Sekil 5.5 REH tipi kanser hiicresinde calisilan bilesiklerin konsantrasyon-optik

yogunluklari
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Sekil 5.6 REH tipi kanser hiicresinde calisilan bilesiklerin konsantrasyon-canli hiicre

ylzdeleri
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5.1.3 K-562 Tipi Losemi Kanser Hiicreleri icin MTT ASSAY Galismasi
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Sekil 5.7 K-562 tipi kanser hiicresinde calisilan bilesiklerin konsantrasyon-optik
yogunluklari

K-562
140
120
X
% 100
[}
IS
5 80 —
>
I
S 60
S
_C —
= \
= 40
m©
o
20
0
0 50 100 150 200 250
Konsantrasyon pM
Bilesik 6 Bilesik 7 Bilesik 10 Bilesik 13 Bilesik 14
Bilesik 15 Bilesik 11 Bilesik 12 Bilesik 9 Bilesik 16

Sekil 5.8 K-562 tipi kanser hiicresinde calisilan bilesiklerin konsantrasyon-canli hiicre
ylzdeleri
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5.1.4 Molt-4 Tipi Losemi Kanser Hiicreleri icin MTT ASSAY Calismasi
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Sekil 5.9 Molt-4 tipi kanser hiicresinde calisilan bilesiklerin konsantrasyon-optik
yogunluklari

Molt-4
120
_ 100
§ T e —
g 80
©
N
ES
o 60
(S}
S
< 40
c
S
20
0
0 50 100 150 200 250
Konsantrasyon uM
Bilesik 6 Bilesik 10 Bilesik 7 Bilesik 14
Bilesik 15 Bilesik 16 Bilesik 13 Bilesik 9
Bilesik 12 Bilesik 11 Bilesik 8

Sekil 5.10 Molt-4 tipi kanser hiicresinde calisilan bilesiklerin konsantrasyon-canl hiicre
ylzdeleri
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5.15

Jurkat Tipi Losemi Kanser Hiicreleri icin MTT ASSAY Calismasi
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Sekil 5.11 Jurkat tipi kanser hiicresinde ¢alisilan bilesiklerin konsantrasyon-optik

yogunluklari
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Sekil 5.12 Jurkat tipi kanser hiicresinde ¢alisilan bilesiklerin konsantrasyon-canli hiicre

ylzdeleri
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Sekil 5.13 Tiim kanser hiicre tiplerinde (Nalm-6, REH, K-562, Jurkat, Molt-4) calisilan
bilesiklerin inhibisyon ylzdeleri
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Sekil 5.14 ICso degerleri
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

Farmasotik ve tarim kimyasallarinin yaklasik %70’inden fazlasi en az bir heterosiklik
halka icermektedir. Bunun iki nedeni vardir: Birincisi, heterosiklik yapilarin sentetik
olarak elde edilebilirligi ve bu vyapilarin fizikokimyasal ozelliklerinin lipofillik ve
¢Ozlinlrlugl biyolojik alim ve dolasim acisindan optimum aralikta tutabilmesidir; ikincisi
ise heterosiklik sistemlerin diger iso- ve heterosiklik halkalarla ve bazi farkh fonksiyonel
gruplarla mikemmel bir sekilde yer degistirerek benzer yapilar ve elektronik dagilimlarla
esdeger ve hatta daha iyi biyolojik etkinlikler gosterebilmeleridir. Bu nedenle,
heterosikliklerin sentezi igin yeni sentetik prosedurlerin gelisimi organik kimyacilarin

ilgilerinin en 6nemli noktasini olusturmaktadir.

Maleimid; antibakteriyal, antifungal, antikanser, antistres, antiinflamatuar,
antidiyabetik, fotodinamik aktivite, COX-2 inhibitér, monogliserid lipaz inhibitor, GSK-3
inhibitor gibi neredeyse tim biyolojik aktivitelere sahip dnemli bir aktif iskelet olarak
kabul edilebilir [140]. Bu ylizden maleimid ve tilirevlerinin sentezi organik sentez, tibbi
kimya ve ila¢ gelistirme konusunda calisan arastirmacilar tarafindan daha fazla ilgi

cekmektedir [141].
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HO

Polisitrin A Polisitrin B Antrosinnamomin B Arcyriarubin A

Sekil 6.1 Biyolojik aktif maleimid tirevleri

indazoller; antitiimér, antibakteriyal, antiinflamatuar, antidepresan ve antihiperstansif
gibi cesitli biyolojik aktivitelere sahip ©6nemli bir heterosiklik bilesik sinifini
olusturmaktadirlar. Son bes yil igerisinde kanser, bakteriyel enfeksiyonlar,
norodejeneratif gibi hastaliklarda terapotik uygulamalara sahip indazol iskeleti tasiyan
turevleri tanimlayan 42’den fazla patent yayinlanmistir. Son yillarda, antikanser ilaglarin
gelisimi, bazilari gesitli timor tiplerine karsi olaganistii aktivite sergileyen ¢ok sayida

indazol tlrevinin ortaya ¢ikmasina yol agmistir [142].

? H
O/CONHMe

Aksitinib

Sekil 6.2 Antikanser ajanlar olarak indazol tirevleri

GSK-3 hiicresel cogalma, gog, iltihap ve bagisiklik gibi olaylarda pro-inflamatuar sitokin
ve interlokin Uretimi de dahil olmak Uzere, cesitli protein kinazlar araciligiyla adaptif
degisiklikler, hiicre cogalmasi, hiicre ici sinyal yollarini etkileyerek glukoz regililasyonu ve

apoptoz basta olmak lizere hem periferde hem de santral sinir sisteminde etkilidir. Uzun
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yillar boyunca yapilan ¢alismalar GSK-3'lin diyabet, inflamasyon, kanser, psikiyatrik ve
norodejeneratif hastaliklar (Bipolar bozukluk, Parkinson hastaligi ve Alzheimer hastaligi,
vb.) ile iligkili oldugunu gostermistir. Bu nedenle GSK-3, bu hastaliklarin tedavisinde
arastiriilmakta olan en uygun hedeflerden olmustur. GSK-3 enzim inhibitorlerinin
gelistirilmesi, norodejeneratif hastaliklarin, ozellikle Alzheimer hastaliginin tedavi

stratejisinde 6nemli bir yaklasim olmustur [113], [114], [115], [116], [117], [118].

Tez galismasinda kilit asama, maleimid iskeletini iceren bilesik 6’nin sentezidir. Bilesik 6,

bilesik 2 ve bilesik 5’in halka kapanmasi reaksiyonundan elde edilmistir (Sekil 6.3).

Sekil 6.3 Bilesik 6’nin eldesinin genel gdsterimi

Bilesik 2 ve bilesik 5’in hazirlanmasinda kullanilan sentez asamalari deneysel kisimda
detayl olarak verilmistir. Bilesik 6 literatiirde yer almamaktadir ve yapisi FTIR, *H NMR,
13C NMR ve LC-MS (QTOF) gibi spektral verilere dayandirilarak aydinlatilmistir.

Bilesik 6’nin FTIR spektrumunda NH (3306 cm™) ve karbonil grubuna ait bandlar (1708
ve 1691 cm™) beklenilen bdlgede yer almaktadir. *H NMR spektrumunda bilesik 2’ye ait
NH piki 8.95 ppm, bilesik 5’e ait NH piki 12.76 ppm’de gozlenmektedir. Bilesik 6’da ise
10.98maleimid), 11.37 pirol) V& 13.52(indazo) ppm’de U¢ adet NH pikinin yer almasi maleimid
halkasinin olustugunun kanitidir. Ayrica, bilesik 2’de alkoksi grubuna ait piklerin, bilesik
5’te ise NH, ve CH, grubuna ait piklerin spektrumda yer almamasi halkalanmanin
olustugunu desteklemektedir. 3C NMR spektrumu incelendiginde, baslangic

maddesinde yer alan alifatik karbonlara ait piklerin kaybolmasi, maleimid halkasinda
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bulunan karbonil gruplarinin ve diger karbonlarin beklenilen yerlerde rezonans olmasi

bilesik 6’nin yapisi ile uyum saglamaktadir.

Tezin bir sonraki asamasinda ise bilesik 6’nin 1,4-dibromobitan ile alkilasyonu
gerceklestirilmistir. Alkilasyon reaksiyonu sonucunda literatiirde yer almayan bilesik 7
ve bilesik 10 ayni reaksiyon ortaminda elde edilmistir. Kolon kromatografisi ile ayrilan iki
bilesigin spektral verileri incelendiginde bilesik 7’nin indazol ve maleimidin azot
atomlarindan, bilesik 10’un ise tim azot atomlarindan alkilasyonunun gergeklestigi
gorltlmustir. Hem bilesik 7 ve bilesik 10 hem de bu bilesiklerden tiireyecek maddeler
literatlirde yer almadigindan, reaksiyon verimini arttirmak igin farkli baz oranlari ile

cahisilarak bilesik 7 ve bilesik 10 ayri reaksiyon ortamlarinda sentezlenmistir.

Br Br.

Sekil 6.4 Bilesik 7 ve bilesik 10’un yapisi

Bilesik 7’nin FTIR spektrumunda 3277 cmYde NH bandinin gézlenmesi ve 'H NMR
spektrumunda pirol grubuna ait NH pikinin 8.57 ppm’de rezonans olmasi, indazol ve
maleimid halkalarindaki azot atomu (zerinden alkilasyonun gercgeklestigini
gostermektedir. Bilesik 10’un FTIR ve 'H NMR spektrumlarinda bahsedilen pikler
bulunmamaktadir. Bu veriler, tim azot atomlar lzerinden alkilasyon gerceklestigini

gostermektedir.

Bilesik 7’nin, N-(2,3-diklorofenil)piperazin ve 1-(2-pirimidil)piperazin ile reaksiyonu

sonucu literatiirde yer almayan bilesik 8 ve 9 sentezlenmistir.
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Sekil 6.5 Bilesik 8 ve bilesik 9’un yapisi

Bilesik 8 ve 9’un 'H NMR spektrumlari incelendiginde alifatik ve aromatik bélgede pik
sayllarinda artis meydana gelmesi alkilasyonun beklenen bdlgelerde gergeklestigini

gostermektedir.

Bilesik 10’un sirasiyla N-(2,3-diklorofenil)piperazin, 1-(2-pirimidil)piperazin, N-metil

piperazin ve morfolin ile alkilasyonu sonucu bilesik 11, 12, 13, 14 elde edilmistir.

Bilesik 11, 12, 13 ve 14’in 'H NMR spektrumlari incelendiginde, bilesik 10’da
gozlemlenen CH2-Br gruplarina ait 3.83, 4.17 ve 4.45 ppm’de gozlenen triplet piklerin
kaybolmasi, yerine yeni N-CH; grubuna ait piklerin gézlenmesi yapilarin dogrulugunu
kanitlamaktadir. Ayrica, bilesik 13’de piperazin halkasina bagh metil gruplarinin 2.27
ppm’de 9H olarak gozlenmesi bu grubun iskelet yapiya baglandigini gostermektedir.
Tum yapilarin 3C spektrumlarinda yeni baglanan gruplarin karbon atomlari beklenen
bolgelerde rezonans olmuslardir. Ayrica, tim yeni bilesiklerin LC-MS (Q-TOF)
spektrumlarindaki molekiler iyon pikine ait sinyaller yapilarin dogruluguna netlik

kazandirmistir.
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Sekil 6.6 Bilesik 10, bilesik 11, bilesik 12 ve bilesik 13’(in yapilari

Bilesik 10’un, sodyum azid ile reaksiyonu sonucu bilesik 15‘in sentezi gerceklestirilmistir.
Bilesik 15‘in fenil asetilen ve Cul katalizorligiindeki reaksiyonu sonucu bilesik 16 elde

edilmistir.

15 16

Sekil 6.7 Bilesik 15 ve bilesik 16’nin yapisi
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Bilesik 15’in FTIR spektrumu incelendiginde, 2091 cm™de azid grubuna ait bandin
gozlenmesi, bilesik 16’da ise bu bandin kaybolmasi iki bilesigin de olustugunun ilk
kanitlari olmustur. Bilesik 15’in 'H NMR spektrumu incelendiginde, 3.83, 4.17 ve 4.45
ppm’deki CH2-Br pikleri yerine 3.61, 3.82, 4.44 ppm’de yeni N-CH; piklerinin olusmasi
yapiyla uyum icerisindedir. Buna ek olarak bilesik 16'nin 'H NMR spektrumunda
aromatik bolgede triazol halkasindan dolayi pik sayilarinda artis gézlenmektedir. 3C
spektrumlarinda ise yeni baglanan gruplarin karbon atomlari beklenen bdlgelerde

rezonans olmuslardir.

Bilesik 15 ve bilesik 16’nin LC-MS (Q-TOF) spektrumlarindaki molekiiler iyon pikine ait

sinyaller yapi ile uyum saglamaktadir.

Sentezlenen bilesiklerin Losemi (Nalm-6, REH, Molt-4, K-562 ve Jurkat) hiicre tiplerine
karsi anti-kanser aktivite calismalari MTT assay yontemi ile Bilgi Universitesi

Biyomuhendislik boliminde yapilmistir.

Sentezlenen tim bilesiklerin  Nalm-6 tipi kanser hicreleri (zerindeki etkisi
incelendiginde bu bilesikler icerisinde bilesik 9, 10, 12 ve 14’ln etkili sonuglar verdigi
saptanmistir. 100uM konsantrasyonda bilesik 12’nin %61.3 inhibisyon, bilesik 14’ln
%58.4 inhibisyon, bilesik 9’un %57.5 inhibisyon, bilesik 10 ise %57.3 inhibisyon gosterdigi
belirlenmistir. Calisilan bilesikler arasinda Nalm-6 hiicre tipi Gzerinde en etkili bilesik

12’nin oldugu saptanmistir.

Sentezlenen tim bilesiklerin REH tipi kanser hiicreleri lzerindeki etkisi incelendiginde
bilesik 9, 10, 12 ve 14’te oldirici etkinin yiksek oldugu goézlemlenmistir. 100uM
konsantrasyonda bilesik 9’un inhibisyon glici %59.21, bilesik 10’un inhibisyon glicu
%57.4, bilesik 12’'nin inhibisyon glicli %45.9 ve bilesik 14’(in inhibisyon glicii %73 olarak
bulunmustur. Bilesik 14, calisilan bilesikler arasinda REH kanser hiicre tipine karsi en

etkin molekil olarak belirlenmistir.

Sentezlenen bilesiklerin K-562 tipi kanser hiicreleri tizerinde yapilan ¢alismalarda bilesik
9, 10 ve 14’e ait 6ldirlci etkinin yiksek oldugu gozlemlenmistir. Bilesik 10, ¢alisilan K-
562 hiicrelerinde 100uM konsantrasyonda %69.8 inhibisyonla en vyiksek etkiyi

gostermistir.
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Sentezlenen tim bilesikler igin Jurkat tipi kanser hicrelerinde yapilan galismalar
sonucunda bilesik 14’Gin distk konsantrasyonda bile oldiricl etkisinin bulundugu ve
tim bilesikler icerisinde en fazla etki ettigi goriilmustiir. Sirasiyla bilesik 13, 9, 12’ye ait
oldarich etkilerin de yiksek oldugu gozlemlenmistir. Bilesik 14’Gn Jurkat hiicrelerine
karsi 100uM konsantrasyonda inhibisyon glicii %77.8 olarak belirlenmistir. Ayni hiicre
tipinde bilesik 9; %58.1, bilesik 12; %57.6 ve bilesik 13 ise %64.1 inhibisyon géstermistir.

Sentezlenen tum bilesiklerin Molt-4 tipi kanser hicrelerinde yapilan galismalar
sonucunda bilesik 10 ve 12’nin diisiik konsantrasyonda oldiriici etkisinin bulundugu
gorulmustir. Bilesik 10°un 100uM konsantrasyonda %59.4 inhibisyon, bilesik 12'nin ise
%56.4 inhibisyon gosterdigi saptanmistir.

Tim grafiklere bakildiginda sentezlenen bilesiklerin ¢esitli hiicre tiplerindeki 1Cso
degerleriincelendiginde bilesik 9, 10, 12 ve 14’(in dlisiik konsantrasyonlarda iyi sonuglar
verdigi gozlenmistir. Bilesiklerin diger hiicrelere oranla Jurkat hicrelerini éldirmede

daha basarili oldugu gérulmustir.
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Sekil 6.8 Bilesik 9, 10, 12, 14’Uin I1Cso degerleri

Sonuc olarak;

e Tez kapsaminda literatlirde yer almayan 11 adet yeni indazol ve pirol substitue
maleimid tlrevi sentezlenmis ve spektroskopik yontemlerle yapilar

aydinlatimistir.

e Elde edilen yeni tirevlerin anti-kanser aktivite calismalari yapilmistir. Ozellikle

bilesik 9, 10, 12, 14’0in iyi sonuglar verdigi gbzlemlenmistir.

e Ayrica sentezlenen yeni bilesiklerin GSK-3B inhibitori olma potansiyellerinden
dolayi bu konuya yonelik calismalar devam etmektedir.
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