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OZET

BAZI YENI 8-PIPERAZINILKSANTIN TUREVLERININ SENTEZI VE
FARMAKOLOJIK OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Erol AKGUN
Farmasotik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2023
Danisman: Prof. Dr. Leyla YURTTAS

(Ikinci Damigman: Prof. Dr. Seref DEMIRAY AK)

Ksantin (1H-pirin-2,6(3H,7H)-dion) tiirevi Dbilesikler dogada kafein, teofilin,
teobromin gibi bilesikler halinde veya sentetik tiirevler halinde elde edilebilmektedir. Bu
bilesikler antikanser, antiastmatik, antiparkinson, anti-Alzheimer, analjezik, didretik,
antitssif, antimikrobiyal, antidiyabetik etki gibi gesitli farmakolojik etkinliklere sahiptir.
Antidiyabetik etkili ksantin tiirevi bilesik olan linagliptin bilesigi dipeptidil peptidaz 4 (DPP-
4) enzimi tizerinde diger DPP-4 inhibitor bilesiklere gore daha yiiksek seviyede inhibitor
Ozellige sahiptir. Linagliptin bilesiginin sahip oldugu bu yiiksek etkinlik diistiniilerek ksantin
tirevi 15 yeni bilesik sentezlenmistir. Bu bilesikler lzerinde yapilan fiziksel analiz ve
spektral ¢alismalar ile elde edilen verilerin incelenmesi sonucu yap1 aydinlatma ve saflik
analizi saglanmistir. Sentezlenmis bilesiklere DPP-4 enziminin aktif yoresi Uzerinden
molekiiler docking islemi gergeklestirilmis ve elde edilen pozlar ve skorlar
degerlendirilmistir. Bilesiklerin DPP-4 enzim kiti araciligiyla in vitro DPP-4 inhibitor
etkinlikleri degerlendirilmis, elde edilen veriler 1s1ginda 6b ve 6¢ bilesiklerinin bu enzime

kars1 en yliksek inhibitor etkinlige sahip olduklar1 belirlenmistir.

Anahtar Sozcukler: Ksantin, Pirin, Teofilin, Tiyazol, DPP-4 inhibisyonu.



ABSTRACT

SYNTHESIS AND DETERMINATION OF PHARMACOLOGICAL PROPERTIES OF
SOME NOVEL 8-PIPERAZINYLXANTHINE DERIVATIVES

Erol AKGUN
Department of Pharmaceutical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2023
Supervisor: Prof. Dr. Leyla YURTTAS
(Co-Supervisor: Prof. Dr. Seref DEMIRAY AK)

Xanthine (1H-purine-2,6(3H,7H)-dione) derivative compounds can be obtained in
nature as compounds such as caffeine, theophylline, theobromine or as synthetic derivatives.
These compounds have various pharmacological activities such as anticancer, antiasthma,
antiparkinson, anti-Alzheimer, analgesic, diuretic, antitussive, antimicrobial, antidiabetic
effects. Linagliptin, a xanthine derivative compound with antidiabetic effects, has a higher
inhibitory activity on the dipeptidyl peptidase 4 (DPP-4) enzyme than all other DPP-4
inhibitory compounds. Based on this high efficiency of the linagliptin compound, 15 new
xanthine derivative compounds were synthesized. As a result of the examination of the data
obtained by the physical analysis and spectral studies on these compounds, the structure
illumination process was performed and the purity was examined. The molecular docking
process was performed on the synthesized compounds over the active site of the DPP-4
enzyme and the obtained poses and scores were evaluated. The in vitro DPP-4 inhibitory
activities of the compounds were evaluated by means of the DPP-4 enzyme kit, and the data
obtained showed that 6b and 6¢c compounds had the highest inhibitory activity against this

enzyme.

Keywords: Xanthine, Purine, Theophylline, Thiazole, DPP-4 inhibition.
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1. GIRIS

1.1. Ksantin Bilesigi Ve Yapisal Ozellikleri

Ksantin  (1H-pirin-2,6(3H,7H)-dion) tiirevleri piirin ¢ekirdegine sahip dogal
heterosiklik alkaloidlerdir. Ik kesfi 1817 yilinda Alman kimyager Emil Fisher tarafindan
yapilmustir. Ribonukleik asit (RNA) ve deoksiribonukleik asit (DNA) yapisinda bulunan
plirin tiirevleri olan adenin ve guanine yap1 benzerligi, ksantini 1yi bir terapotik molekiil

haline getirmektedir [1,2].

Ksantin bilesigi (Sekil 1.1) biri alt1 digeri bes iiyeli olmak {izeri iki halkanin
kaynagmasi sonucu olugsmaktadir. Teorik olarak ksantin tlirevlerinde iki tip tautomerizm
gortlmektedir (Sekil 1.2). Ik tautomerizm N7 ve N9 pozisyonlar1 arasinda protonun
transferi, ikinci tautomerizm ise laktim-laktam tautomerizmi olup N1, N3 ve C2’ye bagh
olan karbonil oksijeni arasindaki proton transferidir. 7H formu 9H formuna gore agirlikli
olarak bulunmaktadir. Ksantin tiirevlerinde bes tip monosiibstitiisyon (1-, 3-, 7-, 8-, 9-), sekiz
tip disubstitiisyon (1,3-; 1,7-; 1,8-; 1,9-; 3,7-; 3,8-; 3,9- ve 7,8-), (¢ tip trisubstitlisyon (1,3,7-
; 1,3,8-; 1,3,9-) meydana gelebilmektedir. Bu siibstitiisyonlarin bir ¢ogu kolayca elde
edilebilmesine ragmen, N9 pozisyonundaki substitiisyon N9 pozisyonunun diisiik niikleofilik

ozelliginden dolay1 6zel kosullarda miimkiin olabilmektedir [3].
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Sekil 1.1. Ksantin bilesigi ve numaralandiriimasi
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Sekil 1.2. Ksantin bilesiginin tautomerik formlar

1.2.  Tedavide Kullanilan Dogal Ksantin Bilesikleri Ve Farmakolojik Ozellikleri
Ksantin ve tiirevlerinin dogal kaynaklar1 arasinda cay, kahve, kakao cekirdekleri

bulunmaktadir. Bu tiirevler arasinda en bilinen bilesikler kafein, teobromin, teofilin

bilesikleridir.

Kafein (1,3,7-trimetilksantin) (Sekil 1.3) bilesigi ilk olarak 1820 yilinda kahveden
izole edilmistir [4]. Kafein bilesigi dogal pestisit, santral sinir sistemi (SSS) stimiilatorii
Ozelliklerine sahiptir. Kafein bilesiginin temel etkisi adenozin reseptori ve fosfodiesteraz
enziminin inhibisyonudur [5]. Adenozin aktivitesinin azalmasi sonucu ndrotransmiter
dopamin aktivitesinde artis meydana gelmektedir. Kafeinin adenozin Aza reseptdriine
baglanmasi ile néroprotektif etki ortaya kondugu gozlemlenmistir [6]. Kafein bilesigi ayrica
prematiire dogumlarda pulmoner komplikasyonlarn 6nlenmesi ve tedavi edilmesinde

kullanilmaktadir [7].
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Sekil 1.3. Kafein



Teofilin (1,3-dimetilksantin) bilesigi (Sekil 1.4) mekanistik olarak fosfodiesteraz
inhibitorii, adenozin reseptor blokorti, histon deasetilaz aktivatorii olarak davranmaktadir [8].
Diiiretik, kardiyak stimiilator, diiz kas relaksani, bronkodilatér, santral sinir sistemi
stimilatori ve mast hucre stabilizatoru gibi farmakolojik Ozelliklere sahiptir. Teofilin
bilesigi, antienflamatuvar, antitlmor, immiinomodiilator aktivitelere sahip olup ayrica

alkalen fosfataz (ALP) aktivitesini inhibe edebilmektedir [9].
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Sekil 1.4. Tedfilin

Teobromin (3,7-dimetilksantin) bilesigi (Sekil 1.5) diretik, vazodilatér, miyokardiyal

stimalan, antitussif, antianjiyogenik ve antitumor 6zelliklerine sahiptir [10-14].
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Sekil 1.5. Teobromin

1.3.  Tedavide Kullanilan Sentetik Ksantin Bilesikleri Ve Farmakolojik Ozellikleri
Ksantin tiirevi bilesiklerde antikanser, antiastim, antiparkinson, anti-Alzheimer,
analjezik, diliretik, antitiissif, antimikrobiyal etki gibi c¢esitli farmakolojik etkinlikler

gbzlemlenmis olup bu bilesiklerden bir kismi tedavi amagli kullanilmaktadir.



Pentoksifilin bilesigi (Sekil 1.6), sentetik bir dimetilksantin tiirevi olup kan akismni
diizenler, antioksidan ve antienflamatuvar etkinlige sahiptir. Efor sonucu meydana gelen
bacak agris1 ile olusan aralikli topallamaya karsi kullanilmakta, bunun disinda
osteoradyonekroz, diyabetik bobrek hastaligi gibi fibroz ile baglantili hastaliklarda
potansiyel kullanimi arastirilmaktadir [15,16].
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Sekil 1.6. Pentoksifilin

Doksofilin bilesigi (Sekil 1.7) metilksantin tiirevi bir bilesik olup 7. konumunda
dioksolan grubu icermektedir. Teofilin ile benzer etkiye sahip olup yan etkilerinin insan ve

hayvan ¢alismalarinda daha az oldugu gézlemlenmistir [17].
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Sekil 1.7. Doksofilin

Bamifilin (Sekil 1.8) selektif A: adenozin reseptor antagonisti olup tedavide

bronkospazm ile iliskili durumlarda kullanilir [18,19].
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Sekil 1.8. Bamifilin

Fenetilin bilesigi (Sekil 1.9) amfetamin ve teofilinin kodrug hali ve her iki bilesigin 6n

ila¢ formudur. Psikostimiilan amaciyla kullanilmaktadir [20].
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Sekil 1.9. Fenetilin

Asefilin (Sekil 1.10); antiastmatik, kardiyak stimilan, dilretik etkinliklere sahip bir

bilesiktir ve piperazin ile tuz formu halinde kullanilmaktadir [21].
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Sekil 1.10. Asefilin



Kafedrin ve teodrenalin bilesiklerinin (Sekil 1.11) 20:1°lik kombinasyonu Almanya'da
anestezi sirasinda ve acil tipta hipotansif durumlarin tedavisinde yaygin olarak

kullanilmaktadir [22].
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Sekil 1.11. Kafedrin ve teodrenalin bilesikleri

Difilin (diprofilin) (Sekil 1.12), antiastmatik, diuretik, kardiyotonik etkinliklere sahip
bir bilesiktir [21].
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Sekil 1.12. Difilin (diprofilin) bilesigi.

Istradefilin bilesigi (Sekil 1.13), selektif adenozin A reseptéril inhibitoridir. Motor
kontrol ile alakali olan bazal ganglion bolgesinde bulunan bu reseptorlerin inhibisyonu
Parkinson hastalig1 tedavisinde etkindir. Istradefilin, Parkinson hastalarinda standart terapiye

ek olarak kullanilmaktadir [23].
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Sekil 1.13. Istradefilin

Linagliptin bilesigi (Sekil 1.14), dipeptidil peptidaz 4 (DPP-4) enziminin kompetitif
reversibl inhibitori olup tedavide tip 2 diyabet (T2D) hastaligina karsi kullanilmaktadir
[24,25].

Sekil 1.14. Linagliptin

1.4, Ksantin Bilesiginin Sentez Ydntemleri

Dogal ksantin bilesikleri tizerinden tiirevlendirme disinda Sekil 1.15’de 6rnegi verilen
Traube sentez yontemi [26] ile yaygin olarak ksantin tirevi bilesiklerin eldesi

gergeklestirilebilmektedir [27].
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Sekil 1.15. Traube sentez yontemi ile 1,3-distibstitiie ksantin tiirevlerinin eldesi

Zajac ve digerleri urasilden hareket ile kafein sentezini (Sekil 1.16) gerceklestirmistir.
Bu sentez isleminde urasil bilesigi metil iyodiir ve sodyum hidriir ile dimetil stlfoksitli
ortamda metillenir, daha sonra H2SO4 ve HNOz’li ortamda 5. konumundan nitrolanmis, daha
sonra nitro kismi1 Fe/HCI ile indirgenmistir. Elde edilen 5-amino-1,3-dimetilurasil bilesigi
formik asit ile 1sitilmis, elde edilen formamit bilesigi nitrolanmistir. Bu ara tiriin Fe/asetik
asit ile reaksiyona girdikten sonra teofilin bilesigi elde edilmistir. Teofilin bilesiginin metil
iyodur, sodyum hidrir ile dimetil stlfoksitli ortamda 7. konumundan metillenmesi sonucu
kafein elde edilmistir [28].
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Sekil 1.16. Teofilin ve kafein bilesiklerinin Zajac ve digerleri tarafindan sentezi



Burbiel ve digerlerinin gelistirdigi mikrodalga metodu ile 1,3-dialkil-5,6-diaminourasil
bilesigi ve trietil ortoformatin 160 °C’de 5 dakika boyunca 1sitilmasi sonucu halka kapanmasi

gercekleserek 1,3-dialkilksantin turev eldesi (Sekil 1.17) saglanabilmektedir [29].
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Sekil 1.17. Burbiel ve digerlerinin gelistirdigi mikrodalga ile 1,3-dialkilksantin bilesigi eldesi

Mizuno ve digerleri 2-aminobenzonitril bilesiginden hareketle yiiksek basing altinda
DBU (1,8-diazabisiklo[5.4.0]undek-7-en) katalizorliigiinde ksantin bilesigini  elde
etmislerdir (Sekil 1.18) [30].
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Sekil 1.18. Mizuno ve digerilerinin DBU katalizorliigiinde 2-aminobenzonitrilden ksantin elde yontemi

Goswami ve digerleri, %70 perklorik asitte guanin bilesigini ¢oziindiiriip 15 dakika
boyunca 70-80 °C’de 1sitmis, boylece ksantin bilesigini elde etmislerdir (Sekil 1.19) [31].
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Sekil 1.19. Goswami ve digerlerinin guanin bilesiginden hareketle perklorik asitli ortamda ksantin eldesi

Raux ve digerleri 7. konumundan sbstitlie guanin turevlerini asetik asit ve sulu
¢Ozeltisine NaNOz’nin sulu ¢ozeltisini 50 °C’lik sicaklik ortaminda ekleyerek ksantin bilesigi
ve tiirevlerini elde etmislerdir (Sekil 1.20) [32].

0O R o R
/ /
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)\ > AcOH/H,0, 50 °C' O&I\N
H

Sekil 1.20. Raux ve digerilerinin guanin tirevlerinden hareketle ksantin tirevi elde yontemi

Itaya ve Harada, 1. konumundan substitie 5-(metilamino)imidazol-4-karboksamit
bilesiginden hareketle 9. konumundan siibstitiie 3-metilksantin tiirevleri elde etmislerdir. 9.

konumda glikozil bulundugunda hidroliz islemi sonucu 3-metilksantin bilesigini elde

etmislerdir (Sekil 1.21) [33].
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Sekil 1.21. Itaya ve digerierinin 9. konumdan slbstitlie 3-metilksantin ve 3-metilksantin tirev elde yontemi

Fischer ve digerleri 5-stilfaminourasil ve formamit bilesiklerinin 200 °C’lik ortamda

isitilmasiyla ksantin bilesigini elde etmislerdir (Sekil 1.22) [34].
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Sekil 1.22. Fischer ve digerlerinin 5-sulfaminourasil ve formamit bilesiklerinden hareketle ksantin elde

yontemi

Sariri ve Khalili, 6-amino-2,4-dihidroksi-5-nitrozopirimidin bilesiginin sicak sudaki
¢ozeltisine sodyum ditiyonit eklenmesi ve daha sonrasinda siilfiirik asit ile muamelesi sonucu
5,6-diamino-2,4-dihidroksipirimidin siilfat bilesigini elde etmis, bu bilesigi de formamit ile
reaksiyona sokarak ksantin bilesigini elde etmislerdir (Sekil 1.23) [35].

NH, OH H Y
N o ~_ NH, o H,N" Y0 N
O’/ = N 1. Na25204 N Hzo, 90 °C j\ | HO—SI—OH 2 HN | />
| o ~ I 180 °C
HO \NJ\OH 2.H,S0, H,0,2100 °C 167 SN~ Sy, o o)\H N

Sekil 1.23. Sariri ve Khalili'nin 6-amino-2,4-dihidroksi-5-nitrozopirimidin bilesiginden hareketle ksantin elde

yontemi

Beaman, 2-hidroksi-6-merkaptopiirin bilesigini %25 HNOs i¢eren ortamda isitarak
ksantin yapismi elde etmistir (Sekil 1.24) [36].

SH (0}
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NN N> 25% HNO, HN N>
I 7 7
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H
Sekil 1.24. Beaman 'tn 2-hidroksi-6-merkaptopiirin bilesiginden ksantin elde yontemi

1.5. Farmakolojik Aktiviteye Sahip Ksantin Tiirevi Bilesik Elde Calismalar
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Ksantin tlrevi bilesik eldelerinde ¢esitli ¢alismalar yapilmis ve elde edilmis olan bu
tirevler Uzerinde antikanser etki, adenozin reseptor antagonizmi, antimikrobiyal etki,

antioksidan etki, DPP-4 inhibitor etki gibi etkinlikler degerlendirilmistir.

1.5.1. Antikanser etki

Shahzadi ve digerleri asefilin bilesiginden hareketle ¢esitli asefilin-1,2,4-triazol
tirevleri sentezlemis (Sekil 1.25) ve bu turevleri MCF-7 (meme) ve A549 (akciger) hiicre
hatlarma kars1 etkinliklerini degerlendirmistir. Sentezlenen bu bilesikler arasinda 2,4-
dimetilfenil ve 4-metilfenil tirevlerinin A549 hiicre hattina kars1 6nemli sitotoksik etkinlige
sahip oldugu (2,4-dimetilfenil tirevi igin 1Cso = 7.39 + 1.86 uM; 4-metilfenil tiirevi igin I1Cso
=1.25 £ 1.60 uM) goriilmistiir [37].
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Sekil 1.25. Shahzadi ve digerleri tarafindan sentezlenen asefilin-1,2,4-triazol tiirevi bilesikler
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Abu-Zied ve digerleri kalkon kismi tasiyan yeni ksantin tiirevleri sentezlemis (Sekil
1.26) ve bu bilesiklerin insan epidermal biiylime faktori (EGFR) inhibitor etkinligi
degerlendirilmistir. Bilesikler arasinda bir tanesinin hedef enzime karsi 0.3 uM’lik ICso
etkinlige sahip oldugu goriilmiistiir. Bu deger 0.4 uM’lik ICso staurosporin referans bilesigine
gore daha iyi bir aktivite degeridir [38].
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Sekil 1.26. Abu-Zied ve digerleri tarafindan sentezlenmis kalkon tasyyan ksantin tiirevieri

Kowalska ve digerleri tarafindan 8. konumunda aminobutiniltiyo iceren ksantin
tirevleri sentezlenmis (Sekil 1.27) ve elde edilen bilesikler glioblastoma SNB-19, melanoma
C-32, adenokarsinoma MDA-MB-231 hiicre hatlarina karsi test edilmistir. Sentezlenen tim
bilesiklerde SNB-19, MDA-MB-231 ve C-32’ye kars1 aktivite gdzlemlenmis, piperidin ve
morfolin tiirevi olan bilesiklerin SNB-19’ye kars1 sirasiyla 1.69 ve 1.48 pg/mL’ye sahip ICso

degerleri tespit edilmistir [39].
13
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Sekil 1.27. Kowalska ve digerleri tarafindan sentezlenmis aminobiitiniltiyo tiirevieri

Elkaeed ve digerleri tarafindan yapilan calismada, bir dizi teobromin tiirevi
sentezlenmis ve bu tiirevlerin EGFR inhibitor etkinlikleri degerlendirilmistir. Sentezi Sekil
1.28’de verilen en etkili bilesigin EGFR’ye kars1 17.23 nM’lik ICso’lik degere sahip oldugu
goriilmiistiir. Ayrica bu bilesigin A549 ve HCT-116 hiicre hatlarina karsi sirasiyla 21.99 ve
22.02 uM’lik ICso sitotoksisite degerine, saglikli W138 hiicre hatlarina kars1 49.44 uM’lik
ICso sitotoksisite degerine sahip oldugu gozlemlenmistir. W138’e karsi elde edilen I1Csg
degeri erlotinib bilesiginin ayni1 hiicre hattina kars1 sahip oldugu ICso degerinden (21.99 uM)
biiyiik olmasi erlotinibe karsi daha giivenli oldugunu gostermesine karsin EGFR’ye karsi

inhibitor etkinligi erlotinibe (ICso = 5.91 nM) gére daha diisiiktiir [40].
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Sekil 1.28. Elkaeed ve digerleri tarafindan elde edilen en etkin bilesigin sentezi

Tiumor gelisimi, progresyonu ve terapiye dirence katkida bulunan p53 tiimor baskilayici gen
mutasyonuna karsi p53 fonksiyonunu tekrar kazandirma islevini saglayacak kiiclik molekiil
tespit etme amaciyla Hernandez-Borrero ve digerleri  biyoluminesans-temelli
transkripsiyonal veri ¢iktilar1 elde etmistir. Elde edilen veriler sonucunda mutant p-53
eksprese eden kolorektal kanser hiicrelerinin fonksiyonlarini diizenleyen ve normal insan
fibroblastlara kars1 toksisite géstermeyen CB002 (Sekil 1.29) bilesigini tespit etmislerdir. Bu
bilesigin endojen p53 hedef genleri olan NOXA, DRS5 ve p21°’de ekspresyon artisi
saglamakta oldugu gozlemlenmistir. CB002 bilesigi bununla beraber RFX393 kanser
hicrelerindeki mutant p53 stabilitesini ve HCT116 hicrelerinde ekzojen olarak eksprese

edilen R175 p53 mutantinin ekspresyonunu azaltmaktadir [41].
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Sekil 1.29. CB002 bilesiginin molekiil formiilii

El-Kalyoubi ve Agili yeni 8-arilksantin tiirevleri sentezlemis (Sekil 1.30) ve bu
bilesikler arasinda akciger kanseri A549 hiicre hattina kars1 in vitro test sonucu aktiviteye
sahip olduklarmi gozlemlemistir. Bu bilesiklerden 2-OH tiirevi olan bilesigin diger tiirevlere
gore daha yuksek aktiviteye sahip olup 23.1 £ 0.6 uM’lik ICso degerine sahip oldugu
goriilmiistiir. 4-Cl ve 4-NOg tlirevlerinin de A549 hiicre hattina karsi etkinligi yiiksek (4-Cl
icin 1ICs0=27.0 £ 1.1 uM, 4-NO3 icin ICso = 26.3 + 1.3 uM) bulunmustur [42].
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Sekil 1.30. El-Kalyoubi ve Agili tarafindan sentezlenmis 8-arilksantin tiirevleri
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Borowiecki ve digerleri tarafindan proksifilin bilesiginden hareketle ¢esitli proksifilin
karbamat, karbonat, tiyoester, ester, 1,2,3-triazolik eter tiirevleri sentezlenmistir (Sekil 1.31-
Sekil 1.34). Sentezlenen bilesiklere 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromur (MTT) hiicre canlilik testi uygulanmus, tiim bilesiklerin CCRF-CEM hiicrelerinde
orta-yiiksek derecede sitotoksisite etki olusturdugu goézlemlenmistir. 1,2,3-triazolik eter
tlrevlerinden 4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazol ve 4,5,6,7-tetrabromo-1H-
benzo[d][1,2,3]-triazol tiirevi bilesiklerin uygulanan dozlarda (25 uM, 50 uM, 100 uM, 200
uM) hiicre canliligini tamamen sona erdirdigi gozlemlenmistir. Buna karsim MCF-7
hiicrelerine kars1 hiicre canliligina etki sadece 3 bilesikte goriilmiistiir. Bu bilesikler 1,2,3-
triazolik eter tlrevlerinden 4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazol ve 4,5,6,7-tetrabromo-1H-
benzo[d][1,2,3]-triazol tiirevi bilesikleri ve karbonat tiirevi olan (10H-fenotiyazin-10-
il)propan-2-ol tiirevi bilesiktir. Geri kalan bilesiklerin MCF-7 hiicrelerine karsi sitotoksik

etkisi 6nemsiz seviyededir [43].
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Sekil 1.31. Proksifilin karbamat, karbonat, tiyoesterlerinin sentezi
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R; O 36 saat 0-5 °C, 24 saat 35°C )\f 30 dakika -30°C, ! o 36 saat kaynatma
OH 4 saat \CHs
H;C. H;C
. 306~

(0] LiOH, metanol, 24 saat SOCl, benzen, 0

R o o) 2 saat kaynatma (N, gazi) (0]
! %36 HCI, 0-5 °C 4 saat, R,
“CH; OH Cl
R, = 1-naftil
2-naftil

4-tert-butilfenil

O SOCl,, benzen

! OH

SOCl,, benzen

6 saat kaynatma (N, gazi)

24 saat kaynatma (N, gazi) O a
(0]

2.

o

Sekil 1.32. Proksifilin ester sentezindeki ara triinlerin sentezi
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Sekil 1.33. Proksifilin esterlerinin sentezi

i. Sodyum askorbat, NaOH, NaN;, DMSO/H,0, oda sicakhgi, 20 dakika (Ar gazi), daha sonra Cul, 24 saat 70°C.

Br N3
Br
H H Br //// ) Br ////
N Br N

N ii \ i Br N, v Br N,
Ry — Ry —— Ry - R,
N Br N N '

Br
Br Br Br

ii. 60% HNO;/100% HNOj; (17:1, v/v), Br, 1 saat 80 °C, 48 saat 60 °C
iii. CH;CN/MeOH (3:1 v/v), DBU, 5 dakika, oda sicakhg1, daha sonra 1,3-dibromopropan, 7 giin oda sicakhg
iv. NaN; DMF, 48 saat oda sicakhg

Sekil 1.34. Proksifilin 1,2,3-triazolik eterlerin sentezinde gerekli azid tlirevlerinin sentezi
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Hisham ve digerleri ¢esitli 1,3-disubstitlie ve 1,3,8-tristibstitlie iceren ksantin tirevi
bilesik sentezlemis (Sekil 1.35) ve bu bilesikleri insan memeli bez epitelyal hiicre hattina
karst (MCF-10A) sitotoksisite testi gerceklestirmis, sentezlenen bilesiklerde sitotoksisite
gozlemlenmemistir. Oksim iceren tiirevlerin oksim igermeyen tiirevlere gore daha iyi
antiproliferatif etki gosterdigi, oksim tiirevi bilesiklerden hidroksimino-fenetil tirevi
bilesiklerin hidroksimino-etil fenil asetamit tiirevi bilesiklere gore daha iyi aktiviteye sahip
oldugu goriilmiistiir. Hidroksiimino-fenetil tiirevi bilesiklerden bazilarmin EGFR inhibisyon
ICs0 degerinin 0.32 — 2.88 uM arasinda oldugu, bu deger araliginin erlotinibin ICso degerine
(0.08 M) yakin bir deger oldugu gozlemlenmistir [44].

o (0}
—_—
Br
NHZ ]NIJJ\/

o
R,\ i %\J} />\S 0
>: s 4 o CH, b
)\ Br\)J\N HN 0o
R, H

CH,
0
d | B
r é/\ /)\S
0
R3
HN\©\(N~OH
2

CH;
H [0
A N H N-OH
(0]
Ri— \ W/ c N S I
1 ] i My
)/‘N Ri—N N
\ R; )\
0 R, o N\ R;
R,
= CH;
a= BrCOCH,Br , CH,Cl, K,CO; H,0 EZ g g‘é% -
b = CH;CN, TEA, kaynatma, 8 saat 3 3, r
¢ = NH,OH.HC], CH;COONa, etanol, kaynatma, 12 saat
d=1% NaOH

Sekil 1.35. Hisham ve digerieri tarafindan sentezienmiy 1,3-disubstitlie ve 1,3,8-tristibstitiie tiirevi bilesikler
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Mohamed ve digerleri bir dizi dogal ksantin tiirevi bilesikler olan kafein, teofilin,
teobrominden hareket ile ¢esitli giimiis (I)-N-heterosiklik karben tiirevi bilesik sentezlemis
(Sekil 36); bu bilesiklerin A357, HCT116, HT-29, LN229, Panc-1, SiHa, U87MG, U-251
hiicre hatlarina kars1 sitotoksik analizlerini gergeklestirmistir. Elde edilen veriler sisplatin ile
kiyaslanmustir. Bu hiicre hatlarma karsi ortalama olarak en yiiksek aktivite degeri 1-metil-7-

fenil tiirevi bilesikte ortaya ¢ikmustir [45].

CH, Y CH3

0 0 cH,
N N> cug  MiCog N>® 1° 2ag040 HSC\NJEEN%
- > Ag-OA
)\ N/ él\ 7 Metanol veya O)\N N/ # ¢
CH

| | solvan Kkarisimi,
oda sicakh@

R
7

/ H.C ! H;C
~ N CH,I N N®T 2 Ag(OAc) by N
RX B N 3
)\Jj[ > = )\)K/[ /> 41\ | /> Metanol veya 41\ | />—Ag-OAc
N N N y o) 1}] N
CH;

O N .. .
| | solvan Karisimi,
CH; CH; oda sicakhg
e
o HyC-NSN ! Ag-OAc
1\5 HO(CH,),I — Hsc%/%N N
(CHy), CH;I B 2 Ag(OAQ) H,Co Ny
)\ /> ~ o N-CH; ——> _ 2Ag0A9 -
o N-CH;  Metanol veya
CH3 o N solvan karisimi, Y N_§N—CH3
o) oda sicakhigz
(0]
HO g
HO
HO

R = Benzil, n-biitil, fenil

Sekil 1.36. Mohamed ve digerleri tarafindan elde edilen cesitli giimiis (I)-N-heterosiklik bilesiklerin sentez
yolagi

Ruddarraju ve digerleri tarafindan teofilin i¢eren asetilen bilesikleri ve teofilin igeren
1,2,3-triazol ile ¢esitli niikleozit yapilar1 bulunan bilesikler elde edilmistir. Elde edilen bu
bilesiklerle akciger (A549), kolon (HT-29), meme (MCF-7) ve melanoma (A375) kanser
hucre hatlart lizerinde antikanser aktivite arastirtlmasi yapilmis olup iki adet Onemli

sitotoksik aktiviteye sahip bilesik (Sekil 1.37) tespit edilmistir [46].
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A549 =2.56 M A549 =3.57 uM

HT-29 =2.19 pM HT-29 =2.90 uM

MCF-7 = 1.89 uM MCF-7 = 2.10 pM

A375 = 4.89 M A375=5.81 uM

Sekil 1.37. Ruddarraju ve digerleri tarafindan elde edilmis ve onemli antikanser etkinliklere sahip iki bilesik

Ma ve digerleri tarafindan LSD1 inhibitor etkili bilesik elde etme amaciyla ligand-bazli
tasarim gergeklestirilmis ve ksantin tiirevi gesitli bilesikler sentezlenmis olup en etkin
bilesiklerin LSDI1 inhibitor etkinlik degerleri 6.45-80.67 uM 1Cso arasinda oldugu
goriilmiistlir. Histon lizin spesifik demetilaz 1 (LSD1) ilk kesfedilen histon demetilaz olup
iyi korunan flavin adenin dinlikleotid (FAD) temelli amino oksidazdir. Bu enzimin normal
fizyolojik fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde etkili olmasmin yani sira timor immiin kagis,
virus enfeksiyonlari, kanser, ndrodejeneratif bozukluklar gibi cesitli patolojik durumlarin
ilerlemesinde rol alir. Bu bilesiklerden iki tanesi (Sekil 1.38) in vitro antiproliferatif etki
0lgme amaciyla MGC-803 ve LSD1 knock-down MGC-803 hiicrelerine karsi test edilmistir
[47].
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|
CH,
LSD1 ICsy = 14.20 M

MGC-803 ICs, = 0.687 pM
LSD1 Knock-down MGC-803 ICs) = 2.02 yuM

Sekil 1.38. Ma ve digerleri tarafindan elde edilmis bilesiklerden antiproliferatif etkinligi test edilen iki bilesik

1.5.2. Adenozin reseptor antagonist etki
Zaluski ve digerleri tarafindan yeni ksantin tiirevleri sentezlenmis ve bu bilesikler
radyoligand baglayic1 tahlil yontemi ile adenozin Aza reseptoriine karsi test edilmistir. Elde
edilen bilesiklerin yiliksek selektiviteye sahip oldugu gézlemlenmis, en etkili iki bilesigin K
degerleri Sekil 1.39’de verilmistir [48].

CH3
O
/
\/CH3
H3C H3C
H;C-0 F
K; insan A,,AR : 68 nM K; insan A, AR : 71.1 nM

Sekil 1.39. Zaluski ve digerleri tarafindan sentezlenmis A2pAR reseptorine karsi en iyi Ki degerlerine sahip
bilesikler

Yadav ve digerleri 8-(p-stbstitlie-fenil/benzil)ksantin tiirevleri sentezlemis (Sekil
1.40) ve bu bilesiklerin in vitro adenozin reseptor baglanma ozellikleri ve in vivo
bronkospazmolitik etkileri incelenmistir. 8-fenilksantin tlrevlerinde iyi Aza etkinlik ve
bronkospazmolitik etki goriilmesine karsin 8-benzilksantin tlrevlerinde bu etki dnemli

Olglide azalma gostermistir [49].
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Sekil 1.40. Yadav ve digerleri tarafindan sentezlenen 8-(p-substitlie-fenil)ksantin turevleri

Berk ve digerleri gesitli 1,3-dimetilksantin tiirevleri sentezlemis (Sekil 1.41) ve
bronkodilatdr etkinliklerini histamin ve asetilkolin ile kontrakte edilmis izole Guinea pig
trakeleri iizerinde test etmiglerdir. Ayrica insan adenozin reseptorlerine karsi potenslerini
CHO (Cin hamster yumurtaligi) hiicrelerinde eksprese edilen adenozin reseptorleri Gizerinde
radyo ligand baglanma tahlil ve cAMP (siklik adenozin mono fosfat) fonksiyonel tahlil ile

test etmiglerdir. Tim bilesikler iizerinde ayrica Azg ile iliskili NECA (5'-N-

24



etilkarboksamidoadenozin) ile iligkili indiiklenmis cAMP akiimiilasyon testi yapilmstir.
Sentezlenmis bilesiklerde adenozin Az reseptor alttipine karst selektif aktivite

gozlemlenmistir [50].

(0}
H;C.
SN NH, CHO-R H,C N\\ R NalO, N
07 °N NH, AcOH/MeOH Amin tiirevleri
|
C

1,‘1 H,
C

N

\

N har

H

H;

o (o]
H
HS’C‘N/UEENHZ HOOC-R Jt[ _ NaOH__ H3C\NJ€[N>_
R
A Twa L2
0 1]\1 NH, EDAC/MeOH 41\ 041\171 N
H3C CH3
Sekil 1.41. Berk ve digerleri tarafindan elde edilen 1,3-dimetilksantin tiirevlerinin sentez yolag

Gumber ve digerleri yeni 1,3-dipropil ksantin tiirevleri sentezlemis ve bu bilesiklerin
histamin aerosolii ile indiiklenmis astiml1 guinea pig’e karsi iyi seviyede bronkospazmolitik
aktiviteye sahip oldugu gozlemlenmistir. Bilesiklerin bir¢ogu adenozin Aza reseptoriine karsi
daha yiiksek afinite gostermistir. Aoa reseptoriine karsi en yliksek afinite gésteren bilesigin

(Sekil 1.42) K degeri 0.036 uM olarak tespit edilmistir [51].

0o
3C\/\N H3C\O (CHs
NH CH
o él\ | P N—/

H,C

Sekil 1.42. Gumber ve digerleri tarafindan sentezlenmis adenozin Az reseptoriine karst en yiiksek aktivite

gosteren bilesik
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Van der Walt ve Terre’Blanche tarafindan 1,3,7-trietil-stbstitiie ksantin tlrevleri
sentezlenmis ve bu bilesiklerin adenozin A; ve Aoa reseptorlerine karsi etkinlikleri
radyoligand baglanma tahlil ile degerlendirilmistir. Bu bilesiklerin adenozin A1 reseptorine
kars1 yiiksek selektiviteye ait oldugu goriilmiis, bilesiklerin adenozin Ai reseptorine
nanomolar seviyede K degerine sahip oldugu, en yiiksek aktiviteye sahip olan bilesigin
(Sekil 1.43) 0.164 uM K degerine sahip oldugu tespit edilmistir [52].

e,
L

CH,

Sekil 1.43. Van der Walt ve Terre 'Blanche tarafindan elde edilen A1 reseptiriine karsi en etkin bilegik

Jiang ve digerleri gesitli ksantin-8-il-benzenstlfonamit turevlerini iki farkli yontem ile
sentezlemis (Sekil 1.44) ve elde edilen bu bilesiklerin insan adenozin A2g reseptoriine karsi
etkinlikleri diger adenozin alttipleri ile kiyasla degerlendirilmistir. Elde edilen bilesiklerin
pikomolar seviyede K; degerlerine sahip oldugu, en iyi Ki degerine sahip olan bilesigin 83.5
pM degerine sahip oldugu (Sekil 1.45) gbzlemlenmistir. Ayrica bu bilesigin diger adenozin
reseptor alttiplerine oranla Azg’ye 10000 kattan fazla selektiviteye sahip oldugu belirtilmistir
[53].
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a. Dietilenglikol monometileter, 20 saat, 150 °C

b. 4-(klorosiilfonil)benzoik asit, V,N-diizopropiletilamin, diklorometan, 36 saat, oda sicakhg
¢. EDC.HCI, DMF, 18 saat, oda sicakhg

d. P,O5 DMF, 10 dakika, kaynatma

Sekil 1.44. Jiang ve digerleri tarafindan elde edilen ksantin-8-il-benzensilfonamit tirevlerinin eldesi
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Sekil 1.45. Jiang ve digerleri tarafindan elde edilmis Ki degeri 83.5 pM olan bilesik

o

Elgaher ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada gesitli 8. konumdan siibstitiie ¢esitli
teofilin amit tiirevleri sentezlenmis (Sekil 1.46), sentezlenen bu bilesikler asetilkolin ile
bronkospazma sahip ve anesteziye ugramis Guinea pig’ler lizerinde denenmistir. Bu
bilesikler arasinda en etkin bilesigin (R grubu CHs olan) IDso degeri 5 mg/kg olarak
bulunmustur ve bu deger aminofilinin sahip oldugu IDsg degerinden daha yiiksektir [54].
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Sekil 1.46. Elgaher ve digerleri tarafindan elde edilen 8. konumdan siibstitiie ¢esitli teofilin tiirevieri
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1.5.3.  Antimikrobiyal etkinlik

Kadi ve digerleri kafein bilesiginden hareketle ¢esitli 8-(stbstittie)ariloksikafein
bilesikleri sentezlemis (Sekil 1.47) ve bu bilesikleri cesitli bakteri suslarina karsi disk
diftizyon metodu ile test etmistir. Bu bilesikler ayrica Salmonella enteridis ve Bacillus
subtilis bakterileri tiirlerine karsi minimum inhibitor konsantrasyon (MIC) degerine
belirlemek amactyla mikrodiliisyon metodu ile test uygulanmistir. Mevcut bilesikler arasinda
5-kloropiridin-3-il tiirevi bilesigin Salmonella enteridis’e kars1 15.6 pg/mL degerinde MIC
degerine sahip oldugu gozlemlenmistir. Bu bilesikler ayrica topoizomeraz Il enzimine kars1
test edilmis, kinolin-8-il tiirevinin en gii¢lii inhibitdr aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir

[55].

Q  cHy o CH3 ArOH ?  cH,
H3C\N)‘j[N> Brz, AcONa H3 | >—B K2C03 H3C\N | N>_()/Ar
4 — p—Br T /
Oél\N N AcOH, 60°C él\ MF 041\N N
| 1 saat 100- 110°C,

|
CH; Hs 2-3 saat CH;

Ar = Siibstitiie aromatik halkalar

Sekil 1.47. Kadi ve digerleri tarafindan elde edilmis 8-(stibstitiie)ariloksikafein tiirevi bilesikler

Rudarraju ve digerlerinin yaptigi calismada elde edilmis bilesikler ile ayrica
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli ve Pseudomonas Aureginosa
bakteri tiirlerine karsi1 referans bilesik olarak siprofloksasin kullanilmis, elde edilen MIC
degerleri sonucu ti¢ adet 6nemli seviyede etki gosteren bilesik (Sekil 1.48) tespit edilmistir
[46].
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Sekil 1.48. Ruddarraju ve digerlerinin sentezledigi ve ¢esitli bakteri tiirlerine karst onemli etki gosteren ii¢

bilesik ve siprofloksasin bilesigi

Elgaher ve digerlerinin yaptigi calismada ayrica antibakteriyel etki de
degerlendirilmistir. Bu bilesiklerin MIC degerlerini 6lgme amaciyla metisilin rezistans
Staphylococcus aureus (MRSA), Bacillus cereus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae
bakterilerine karsi test yapilmistir. R grubunda broma sahip bilesigin MRSA’ya karsi
ampisilinden daha 1iyi bir aktiviteye sahip olduklar1 goriilmiistiir. Bacillus sereus’a karst R
grubunda brom ve flor igeren tirevlerin, Escherichia coli’ye karst R grubunda flor i¢eren
tirevin, Klebsiella pneumoniae’ye kars1 R grubunda metoksi igeren tiirevin diger tiirevlere

kars1 daha iyi MIC degerlerine sahip oldugu (Sekil 1.49) gozlemlenmistir [54].
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Sekil 1.49. Elgaher ve digerleri tarafindan elde edilmis ve test edilen bakteri tiirlerine karsi en etkin
bilesikleri

Voynikov ve digerleri amino asit metil ester hidrokloriir bilesikleri ile teofilin-7-asetik
asit bilesiginin kondenzasyonu sonucunda amit tiirevleri elde etmis, ve daha sonra bu
bilesiklerin bir kismini hidroliz ederek amido-asit tlrevleri elde etmislerdir (Sekil 1.50).
Sentezlenen bu bilesikler Mycobacterium tuberculosis H37Rv’ye kars1 test edilmis minimum
inhibitér konsantrasyon (MIC) degerleri elde edilmistir. Elde edilen bilesiklerin yarisi 0.26-
0.46 uM arasinda MIC degerine sahip olup etambutol bilesiginin MIC degerine (7.22 uM)
gore oldukca yiiksektir. Sentezlenen bu bilesiklerin ayrica insan embriyonal bobrek hiicre
hatt1 293T’ye kars1 sitotoksisitesi 6l¢iilmiis, bilesiklerin bu hiicre hattina karsi sitotoksik
etkinlige sahip olmadigi tespit edilmistir [56].
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Sekil 1.50. Voynikov ve digerleri tarafindan elde edilen 7-substitle teofilin tiirevierinin sentez yolag

(0]

Ayn1 calisma grubunun daha sonra yaptig1 c¢alismada daha oOnce elde edip
antitiberkiiloz etkinliklerini test ettikleri bilesikler tizerinden bir model olusturmus ve model
sonucunda antitiiberkiiloz etki potansiyeli yiiksek olan 3 bilesik tespit etmislerdir (Sekil
1.51). Sentezlenmis bu bilesiklerin ti¢ii de ilk sentezlenmis bilesiklere gore Mycobacterium

tuberculosis H37Rv’ye kars1 daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir [57].
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Sekil 1.51. Voynikov ve digerlerinin daha dnce sentezledikleri bilesikler tizerinde olusturduklart model

yardimiyla elde ettikleri Mycobacterium tuberculosis H37Rv ye daha etkili ii¢ bilesik

Borowiecki ve digerleri tarafindan yapilmis olan ¢alismada elde edilmis bilesikler
antikanser etki disinda ayrica Candida albicans 'a karsi test edilmistir. Bu mantar tiiriine karsi

en yiksek aktivite gosteren bilesikler Sekil 1.52°te verilmistir [43].
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Sekil 1.52. Borowiecki ve digerieri tarafindan elde edilmis ve Candida albicans’a karsi en yiiksek etkili
bilesikler

Insuasty ve digerleri kafein ¢ekirdegi iceren aldehit bilesigi ve asetofenon
tirevlerinden hareket ile kalkon tiirevleri sentezleyip bu bilesikleri hidrazin hidrat ile
reaksiyona sokup pirazolin tiirevleri elde etmislerdir, daha sonra bu tiirevleri asetik anhidrit

ve formik asit ile reaksiyona sokarak N-asetil ve N-formil pirazolinler elde etmiglerdir.
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Ayrica elde edilmis olan kalkon tiirevlerinin 4,5-diaminopirazol ile reaksiyonu sonucu

diazepin tiirevleri elde edilmistir (Sekil 1.53).

Tiim bilesikler antiplazmodial aktiviteyi 6lgme amaciyla Plasmodium falciparum’un
klorokine hassas NF54 susu iizerinde denenmistir. Mevcut bilesiklerden siibstitiie olmayan
pirazol tiirevleri arasindan -H tiirevi, oldukea iyi parazit bliylime inhibitorii degerine (ICso =
13.7 + 2.1 pg/mL) sahip olmustur. Bu deger ayrica klorokin bilesiginin inhibisyon
degerinden (ICso = 13.7 £ 2.1 pg/mL) daha biiyiiktiir. Pirazolo[3,4-b][1,4]diazepin serisinin
tim tiirevlerinin etkinlikleri klorokin bilesiginden daha iyi degerlerde bulunmus olup, bu
tirevler arasindan 3,4,5-trimetoksi bilesiginin ICso degeri 11.3 + 2.3 pg/mL olarak

bulunmustur.

Antilaysmanyal aktiviteyi tespit etme amaciyla sentezlenmis bilesikler Oncelikle
toksisite tespiti amaciyla U937 insan hiicrelerine kars1 test edilmis, daha sonra Leishmania
(V) panamensis’e (MHOM/CO/87/UA140-EpiR-GFP susu) karst ECso degerleri tespit
edilmistir. Elde edilen veriler sonucunda en yiiksek antilaysmanyal etkinlik 4-Cl kalkon
tirevi (ECso=12.9 + 3.3 pg/mL) ve 3,4,5-trimetoksi-N-asetilpirazol tiirevinde (ECso = 12.6
+ 2.1 ug/mL) g6zlemlenmistir. Ancak amfoterisin bilesigine gore (ECso=0.05+0.01 ug/mL)
etkinlikleri daha distiktiir. 4-Cl kalkon tirevinin sitotoksisitesi orta seviyede olup 3,4,5-

trimetoksi-N-asetilpirazol tiirevi non sitotoksiktir.

Mevcut bilesikler ayrica antitripanozomal aktiviteleri de Trypanosoma cruzi’ye
(Tulahuen susu) kars1 tespit edilmis olup bu bilesikler arasinda 3,4,5-trimetoksikalkon tiirevi
(ECso = 59 £ 1.4 ng/mL), 4-CHs pirazol tirevi (ECso = 19.4 + 2.6 pg/mL), 3,4,5-
trimetoksipirazolo[3,4-b][1,4]diazepin tirevi (ECso = 20.3 £ 1.8 pg/mL) bilesiklerde iyi
aktivite gozlemlenmistir. Bu bilesikler arasinda 3,4,5-trimetoksikalkon tirevi ve 4-CHs
pirazol tlrevinin sitotoksisitesi yiksek olup 3,4,5-trimetoksipirazolo[3,4-b][1,4]diazepin

tirevi non sitotoksik olarak tespit edilmistir [58].
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Sekil 1.53. Insuasty ve digerleri tarafindan elde edilmis kafein ¢cekirdegi iceren bilesiklerin sentezleri

Baszczynski ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada gesitli ksantin temelli asiklik
fosfonat tiirevleri elde edilmis (Sekil 1.54), elde edilen bu bilesikler ¢esitli DNA ve RNA
viruslarma karsi test edilmistir. Elde edilen bilesiklerden en yiiksek etkiye sahip olanin (Sekil

1.55) varisella zoster virise (VZV TK" Oka susu) karsi ECso = 2.6 pM, insan
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sitomegaloviriise (HCMV Davis susu) karst ECso = 2.6 uM’lik giiglii etkilere sahip oldugu
tespit edilmistir. Bu bilesigin hekzadesiloksipropil monoester tiirevinin (Sekil 1.47) herpes
simpleks viris tarlerine (HSV-1 ve HSV-2) karst ECso = 1.8 — 4.0 uM’lik degerlere sahip

oldugu goézlenmistir [59].
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a. 1 M HCI sudaki ¢ozeltisi, MD-yardimli sentez, 140° C, 20 dakika.

b. Izoamilnitrit, 80% AcOH sudaki ¢ozeltisi, 25 °C, 16 saat.
c. Alkol tiirevi, piridin, DCC, 100° C, 16 saat.

d. TMSBr, 25° C, 16 saat.
e. iPr-L-PheAla.HC], piridin, TEA, Aldritiyol-2, trifenilfosfin, 70 °C, 72 saat.

Sekil 1.54. Baszczynski ve digerleri tarafindan elde edilen ksantin temelli asiklik fosfonat tiirevierinin sentezi
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Sekil 1.55. Baszczynski ve digerleri tarafindan elde edilen 9-[2-(fosfonometoksi)etil]ksantin ve

hekzadesiloksipropil monoester tiirevi

1.5.4. Antioksidan etki

Lupascu ve digerleri antioksidan aktivitelerini 6lgme amaciyla ksantin ¢cekirdegi igeren
benziliden-tiyazolidin-4-on turevlerini (Sekil 1.56) elde etmistir. Antioksidan aktivitesinde
C vitamini ve E vitamini referans olarak kullanilmis ve fosfomolibdenik metodu, rediiksiyon
giict tahlili, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali yakalama metodu, 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikali yakalama metodu uygulanmistir. En
etkili bilesiklerin R kisminda -N(CH3)2, R1 kisminda -H i¢eren bilesik ve R kisminda -H, Ry
kisminda -NO; igeren yapilari oldugu tespit edilmistir [60].
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Sekil 1.56. Lupascu ve digerleri tarafindan elde edilmis ksantin ¢ekirdegine sahip benziliden-tiyazolidin-4-on

Br

turevleri

Shyamhal ve digerleri mikrodalga destekli yontem ile substitie Cs-(hidroksimetil)-

metilksantin tiirevlerini elde etmis (Sekil 1.57), bu tlrevler lzerinde antioksidan aktiviteyi
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DPPH radikali yakalama metodu ile degerlendirmistir. Tiirevler arasinda 8-(1-hidroksi-2-
metil)kafein bilesiginin en yiiksek antioksidan ICso degerine (8.33 *+ 0.08 pg/mL) sahip
oldugu gorilmiistiir. Bu bilesikler tizerinde ayrica in vitro antiplatelet aktivite testi de
yapilmis olup 8-(1-hidroksietil)teofilin bilesiginin en iyi ICso degerinin (6.32 + 0.27 pg/mL)

mevcut oldugu tespit edilmistir [61].
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Sekil 1.57. Shyamhal ve digerleri tarafindan elde edilen Cs-(hidroksimetil)-metilksantin tlrevleri

1.5.5. Monoamin oksidaz B (MAO-B) inhibitor etki

Kondeva-Burdina ve digerleri tarafindan N’-substitie 3-(1,3,7-trimetil-ksantin-8-
iltiyo)propanhidrazit tiirevleri elde edilmis, insan monoamin oksidaz B (hMAO-B)
etkinlikleri selejilin ile kiyaslanarak degerlendirilmistir. Baz1 bilesiklerde (Sekil 1.58) dnemli
hMAO-B inhibitor aktivite gozlemlenmistir [62].
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Sekil 1.58. Kondeva-Burdina ve digerlerinin elde en etkili tlrevlerin ve selejilin bilesiginin 1 umol

uygulanmas: sonucu MAO-B 'ye karsit % inhibitor etki

Hu ve digerleri 8-(stibstitue stirol formamido)fenil-ksantin tiirevleri sentezlemis (Sekil

1.59), elde edilen bu tlrevlerin in vitro MAO-B inhibisyon etkinliklerini degerlendirmistir.

MAO-A enzimine karsi da etkinlikleri test edilip selektiviteleri degerlendirilmistir. Elde

edilen veriler sonucu flor sibstitisyonunun MAO-B selektivitesinde énemli bir rol aldig:

belirlenmis olup stirol-formamido grubunun halkanin meta konumunda olmasi aktivitenin ve

selektivenin artisinda rol aldig1 gozlemlenmistir [63].
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Sekil 1.59. Hu ve digerleri tarafindan sentezlenmis 8-(substitue stirol-formamido)fenil-ksantin tirevleri

1.5.6. Dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4) inhibitor etki
DPP-4 inhibitorleri (gliptinler) glukagon benzeri protein-1 (GLP-1) yapisinin
biyoyararlanimini artirarak etki gdsteren bilesiklerdir. DPP-4 inhibitdrleri kullanimi ile GLP-
1 konsantrasyonu 2-3 kat artig gostermektedir. Bu bilesiklerin glisemik kontrolii
gelistirmekle beraber hemoglobin Alc (HbA1C) azaltici etkileri bulunmaktadir [64]. DPP-4

inhibitdrlerinin T2D tedavisinde kullanimi sitagliptin bilesiginin 2006°da piyasa girmesi ile
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baglamigtir. En yaygin kullanilan DPP-4 inhibitorleri sitagliptin, linagliptin, vildagliptin,
saksagliptin ve allogliptindir. DPP-4 inhibitdrleri homojen bir molekiil smifi degildir, enzim

molekiiliiniin aktif yoresi lizerinde degisik etkilesimler gostermektedirler [65].

DPP-4 inhibitorleri 6nemli oral antidiyabetik ajanlardir, intrinsik hipoglisemi riski
olusturmazlar, viicut agirliginda artis meydana getirmezler. Yan etki profilleri uygundur ve
kardiyovaskiiler olarak giivenlidirler. Ayrica bobrek fonksiyon bozukluguna sahip kisilerde
de giivenle kullanilabilmektedir [65,66].

GLP-1 ve GIP (gastrik inhibitér polipeptit) inkretinlerini parcalama 6zelligine sahip
olan DPP-4 ilk olarak 1966’da prolil amit bagin1 parcalama 6zelligine sahip olan bir
aminopeptidaz olarak tanimlanmustir [67]. Lenfosit hiicre yizey proteini CD26 olarak da
bilinen DPP-4 membran bagli bir enzimdir ve barsak, lenfosit, karaciger, bobrek, akciger ve
endotelyal hiicreler gibi ¢ogu dokuda eksprese olur [68]. DPP-4; 110 kDa agirligina sahip
olup DPP-2, DPP-8, DPP-9 ve fibroblast aktivasyon proteinini de iceren DPP ailesine ait bir
enzimdir [68, 69]. 766 amino asit ve li¢ ana bolgeden olusmaktadir. Bunlar sitoplazmik
membran, transmembran alani ve ekstraselliiler bolgeden ibaret olmaktadir [70]. DPP-4
enziminin aktif yoresi ¢esitli alt bolgelere ayrilmaktadir. Katalitik ticlii olarak da belirtilen
Ser630, Asp708, His740 bolgesi; oksianyon oyuk bdlgesini olusturan Tyr47, Ser631; tuz
kopriisii olusturan Glu205, Glu206, Tyr662 bolgesi disinda ayrica Argl25, Ser209, Phe357,
Arg358, Tyr547, Ser631, Val656, Trp659, Tyr62, Tyr666, Asn710, Val71l bdlgeleri
mevcuttur [70-72]. Enzim monomer olarak salgilanir ancak proteolitik aktivite i¢in dimere
dontistir. DPP-4 tercihli olarak peptit zincirinin N-terminalinin 2. konumunda alanin veya
prolin amino asitleri bulunan peptitleri par¢alamaktadir [72]. DPP-4’lin birgok substrati
vardir, bunlar arasinda gastrointestinal hormonlar, ndropeptidazlar, sitokinler ve kemokinler
mevcuttur [68, 69]. Enzimin bu etkinliginden dolay1 diyabetes mellitus disinda ayrica
inflamatuvar barsak hastaligi, romatoid artrit gibi hastaliklarin patogenezinde etkili oldugu

gorilmistiir [73].

GLP-1 ve GIP’in DPP-4 ile degradasyonu hizli olmakta ve olusan metabolitler insiilin
salgilayic1 aktiviteden yoksun olmaktadirlar [74]. Bu nedenle enzimin inhibisyonu ile

inkretin hormonlarm degradasyonunun 6nlenmesi ilgi ¢ekici bir terapotik strateji haline
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gelmistir [75]. DPP-4 inhibitorleri antihiperglisemik ajanlar olarak tip 2 diyabette yaygin
olarak kullanilmaktadir. DPP-4’{in hedeflenmesi ile GLP-1 ve GIP gibi inkretin hormonlarin
biyouygunlugu artmakta, boylece inkretin iligkili insiilinotropik etki ve glisemik kontrol
artist meydana gelmektedir, Ozellikle postprandiyal azalmis kan glukoz seviyesi
gbzlemlenmektedir [75-77]. Bununla beraber DPP-4 inhibitorlerinin hipoglisemik
etkilerinden bagimsiz olarak ateroskleroza karsit koruyucu bir role sahip oldugu c¢esitli

caligmalarda gézlemlenmistir [71].

Son yillarda sitagliptin, vildagliptin, saksagliptin, alogliptin ve linagliptin gibi cesitli
DPP-4 inhibitorlerinin (Sekil 1.60) T2D’i olan hastalarda biiyiikk etkinlik gosterdigi
goriilmiistiir [78]. DPP-4 inhibitorlerinin DPP-8 ve DPP-9 enzimlerine karsin DPP-4
enzimine daha yiiksek selektivite gostermesi beklenmektedir. DPP-8 ve DPP-9’un immiin
fonksiyonunda 6nemli role sahip olan T-hiicre aktivasyonundan sorumlu olmalari, DPP-4
inhibitorlerinin hedef dis1 inhibisyonlar1 sonucunda toksisitenin meydana gelis sebebidir
[70]. DPP-4 inhibitorleri Sekil 1.53’te goriilecegi gibi birbirinden farkli ¢ekirdeklere sahip
bilesiklerdir. Sitagliptin bilesigi triazolopiperazin tiirevidir ve f-amino amit kismina sahiptir,
Birlesik Devletler FDA tarafindan 2006’da onaylanmistir ve ilk DPP-4 inhibitoridir [69].
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Sekil 1.60. DPP-4 inhibitdri sitagliptin, linagliptin, alogliptin, vildagliptin, saksagliptin bilesikleri
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Linagliptin bilesigi ksantin temelli DPP-4 inhibitoridur ve I1Cso degeri 1.0 nM’dir [69].
Linagliptin bilesigi sitagliptin (ICso = 19 nM), alogliptin (ICso = 24 nM), saksagliptin (1Cso =
50 nM) ve vildagliptin (ICso = 62 nM) ile kiyaslandiginda en gii¢lit DPP-4 inhibisyonu
meydana getirmektedir [55]. Linagliptin, oldukca iyi farmakokinetik Ozelliklere ve uzun
yarilanma Odmriine sahiptir. DPP-8 ve DPP-9 ile kiyaslandiginda DPP-4 (izerine selektivitesi
10000 kattan daha fazladir [79].

Linagliptin DPP-4 enzim ¢ekirdegine sikica baglanarak Glu205, Glu206 ve Tyr662
rezidiilerinin akseptor gruplart ile piperidin halkasinm amino fonksiyonu arasinda 3 hidrojen
bag1 olusturmaktadir. Dordiincii hidrojen bagi, ksantin iskeletinin 6. konumundaki karbonil
ile Tyr631 kalintisinin amit kism1 arasinda meydana gelmektedir. N-7 konumundaki butinil
ile enzimin hidrofobik yoresi etkilesmektedir. Son olarak ksantin halkas1 ile Tyr547 arasinda
ve kinazolin halkasi ile Trp629 arasinda n etkilesimleri meydana gelmektedir [78,79].

Linagliptinin yiiksek etkinlik, uzun yarilanma 6émrii ve diisiikk yan etki profili; ¢esitli
ksantin temelli DPP-4 inhibitorii potansiyeline sahip bilesik sentezine yol agmustir.

Narsimha ve digerleri tarafindan ksantin halkasinin 1. konumuna 1,2,3-triazol tirevleri
baglanmig bilesiklerin DPP-4 inhibitér etkinlikleri degerlendirilmistir. Bu bilesiklerden
belirli miktarinda nemli DPP-4 inhibit6r etkinligi tespit edilmistir (Sekil 1.61) [80].
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Sekil 1.61. Narsimha ve digerleri tarafindan sentezlenen ve énemli DPP-4 inhibitdr etkinlik gosteren
bilesikler
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Eckhardt ve digerleri, 500000 bilesigin dahil oldugu yiiksek verimli tarama sonucunda
diisiik mikromolar alanda inhibitor aktivite gosteren bir bilesik tespit etmislerdir. Ksantin
iskeleti tizerinde gerceklestirilen sistematik yapisal modifikasyonlar sonucunda DPP-4
tizerindeki yapi-etki iligkisi ¢caligmalar1 yapilmis ve DPP-4 inhibisyonu optimize edilmistir.
Ksantin ¢ekirdegi tizerinde ¢esitli siibstitiientler incelenmis olup aktivite tizerinde en blyilk
degisikliklerin N-1, N-7, C-8 atomlar1 iizerinde oldugu gozlemlenmistir. 7-benzil-1,3-
dimetil-8-(piperazin-1-il)ksantin bilesigi sentezlenmis olup ICso degeri 2800 nM olarak
bulunmustur (Sekil 1.62) [24].
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Sekil 1.62. Echkardt ve digerlerinin elde ettigi 7-benzil-1,3-dimetil-8-(piperazin-1-il)ksantin bilesigi

Kurukulasuriya ve digerleri tarafindan yapilmis yapi-etki ¢alismalarma goére, ksantin
halkasmin N-7 konumundan alkilasyon gerekli olmakta (alkil grubu tercihen benzil olabilir),
8-C konumundan sibstitiisyon gerekli olmakta, N-1 konumundan substitlisyon tolere
edilebilmekte ancak sart olmadigi ortaya konulmustur. Kurukulasuriya ve digerleri
tarafindan sentezlenmis ksantin tiirevi bir bilesikte insan DPP-4 enzimine Kars1 yiiksek
inhibitor etki (hDPP-4 Ki= 2 nM) gozlemlenmistir (Sekil 1.63) [81].
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Sekil 1.63. Kurukulasuriya ve digerleri tarafindan sentezlenen ksantin tiirevi
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2. MATERYAL

2.1.  Kullamlan Kimyasallar

3,4-Diklorobenzil klortr
3’-Kloroasetofenon
3’-Metoksiasetofenon
4’-Kloroasetofenon
4’-Metoksiasetofenon
4-Klorobenzil klorur
Asetofenon

Aseton

Asetonitril

Benzil bromir

Brom

Dimetil sulfoksit (DMSO)
Détero dimetil sulfoksit (DMSO-ds)
DPP-4 inhibit6r tarama tahlil Kiti
Etanol (%96)

Etanol (Absol()

Etil asetat

Glasiyel asetik asit

Hekzan

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Cayman Chemical Compounds, ABD
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
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Hidrojen bromiir (HBr) (%48) : Sigma-Aldrich, Almanya

Kolon kromatografisi i¢gin silika jel : Sigma-Aldrich, Almanya
Petrol eteri : Sigma-Aldrich, Almanya
Piperazin : Sigma-Aldrich, Almanya
Potasyum karbonat (K.COs3) : Sigma-Aldrich, Almanya
Potasyum tiyosiyanat (KSCN) : Sigma-Aldrich, Almanya
Silika jel 60 F2s4 aliminyum tabaka : Sigma-Aldrich, Almanya
Teofilin : Sigma-Aldrich, Almanya

2.2.  Cihaz Ve Ekipmanlar

-80 °C buzdolab: - Arctico, Danimarka

Buz makinesi : Ugur, Tiirkiye

Buzdolab1 : Electrolux, Isveg

Ceker ocak : TOLKIM, Tiirkiye

Elektronik terazi : Shimadzu ATX224, Japonya

Erime derecesi tayini cihazi : Stuart, melting point, SMP30, Cin
Etlv : JSR, Japonya

Infrared spektrofotometresi : Perkin Elmer UATR Two, ABD
Kdtle spektrofotometresi : Shimadzu, LCMS-IT-TOF, Japonya
Manyetik tabanli 1sitici-karistirict : Heidolph MR Hei-Standard, Almanya
Mikroplate okuyucu : Spectramax i3

Nukleer manyetik rezonans spektrometresi : Bruker AV, 400MHz, ABD
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Rotari evaporator : Heidolph Hei-Vap Precision G3, Almanya

Ultrasonik su banyosu : Elma S 60H Elmasonic, Almanya
Ultraviyole lamba kabini : CAMAG UV, Isvicre

Ultraviyole lambasi : Glinsa Elektronik, Turkiye
Vakumlu etiv : BINDER VD 53, Almanya
Vorteks : VWR International, ABD
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3. METOT

3.1. Sentetik Metot

3.1.1. 8-Bromo-1,3-dimetil-3,7-dihidro-1H-purin-2,6-dion eldesi (Metot A)
1,3-Dimetil-3,7-dihidro-1H-pirin-2,6-dion (1 ekivalan) bilesigi asetik asit/su
karisiminda ¢éziiliir ve 50 °C’ye su banyosu ile 1sitilir. Uzerine damlatma hunisi araciligi ile
yavasca asetik asitte seyreltilmis brom (1 ekivalan) eklenir. Karisim bu sicaklikta 4 saat
boyunca karistirilir (Sekil 3.1). Reaksiyonun tamamlandig1 ince tabaka kromatografisi ile
tespit edildikten sonra karigim sogumaya birakilir. Coken kati siiziilerek ayrilir ve su ile

yikandiktan sonra kurutulur [82].

9) ()
H H
H3C\N N Br2 H3C\N N
%l\ l /> CH;COOH/H,0, 50 °C, 4 t' 4“\ l 7B
o N N 3 25 > 4 saa () 1\II N
|
CH; CH;

¢y

Sekil 3.1. 8-Bromo-1,3-dimetil-3,7-dihidro-1H-plrin-2,6-dion eldesi

3.1.2. 7-Benzil-8-bromo-1,3-dimetil-3,7-dihidro-1H-plrin-2,6-dion tirevleri eldesi
(Metot B)

1 Ekivalan 8-bromo-1,3-dimetil-3,7-dihidro-1H-pirin-2,6-dion, 1.2 ekivalan benzil
halojenur tirevi bilesik (benzil bromiir, 4-klorobenzil klorir, 3,4-diklorobenzil klorir) ile 1
ekivalan K>COs3 asetonda ¢ozlndurilir ve 6-24 saat boyunca kaynamaya birakilir (Sekil
3.2). Reaksiyonun tamamlandigi ince tabaka kromatografisi ile tespit edildikten sonra aseton

ucurulur ve kalinti su ile yikanir, siiziiliir. Etanol ile kristallendirilir.
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R,
1

o R
H,;C H X 2a=R,;=-
3Gy N R; (0} a=R;=-H
)\ | />_Br > H3C N 2b = R] =4-Cl
0~ °N N K,COj;, Aseton, 6-24 saat, N | >—Br 2¢ =R, =3,4-diCl
| &I\ /
CH3 N N

kaynatma

0 |
CH,

1 (2a-2¢)

Sekil 3.2. 7-Benzil-8-bromo-1,3-dimetil-3,7-dihidro-1H-piirin-2,6-dion turevleri eldesi

3.1.3. 7-Benzil-1,3-dimetil-8-(piperazin-1-il)-3,7-dihidro-1H-pirin-2,6-dion
tarevleri eldesi (Metot C)
7-Benzil-8-bromo-1,3-dimetil-3,7-dihidro-1H-purin-2,6-dion  tirevi (1 ekivalan),
piperazin (6 ekivalan), KoCOs (1 ekivalan) asetonitrilde ¢oziindurilir ve 6 saat boyunca
kaynamaya birakilir (Sekil 3.3). Baslangi¢ maddesinin tiikendigi ince tabaka kromatografisi

ile tespit edildikten sonra asetonitril ugurulur. Kalinti su ile yikanir ve siiziiliir.

Ri R, 3a=R,=H

3b =R, =4-Cl
3¢ =R, = 3,4-diCl

(0]
e HNTY o
3%~ N NH
NJSI )—Br -~ Gy N/
4]\ N K,COj; asetonitril, 6 saat, kaynatma | />_N NH
o N B o 0° N N
CH;

|
CH;
3a-3c

2a-2c¢

Sekil 3.3. 7-Benzil-1,3-dimetil-8-(piperazin-1-il)-3,7-dihidro-1H-pirin-2,6-dion tirevleri eldesi

3.1.4. 2-Bromo-1-feniletan-1-on trevleri eldesi (Metot D)

Asetofenon tlrevinin (1 ekivalan) asetik asitteki ¢ozeltisine katalitik miktarda hidrojen

bromiiriin sulu ¢dzeltisi eklenir, reaksiyon ortami buz banyosunda 0 °C’ye sogutulur. Ortama
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damla damla asetik asitte seyreltilmis Bro (1.1 ekivalan) eklenir. Ekleme tamamlandiktan
sonra reaksiyon ortaminm sicakligi oda sicakligina getirilir (Sekil 3.4). Reaksiyonun
tamamlandig1 ince tabaka kromatografisi ile tespit edildikten sonra reaksiyon ortamina etil
asetat ve su eklenerek ekstraksiyon yapilir. Etil asetat ayrildiktan sonra kurutulup ugurulur

ve Urdn elde edilir. Etanol ile kristallendirilir.

() O
Br, Br Ma=R,=H
CH,COOH/HB, 0 °C - 25 °C 4c = R, = 4-OCH,4
4a-de de =R, = 4-Cl

Sekil 3.4. 2-Bromo-1-feniletan-1-on tirevleri eldesi

3.1.5. 1-Fenil-2-tiyosiyanatoetan-1-on tirevleri eldesi (Metot E)
2-Bromo-1-feniletan-1-on turevi (1 ekivalan) ve KSCN (1.1 ekivalan) absoli etanolde
¢oziindiiriilip 5 saat boyunca oda sicakliginda karistirilir (Sekil 3.5). Reaksiyonun
tamamlandig1 ince tabaka kromatografisi ile tespit edildikten sonra etanol ugurulur ve kalint1

su ile yikanir, siiziiliir. Etanol ile kristallendirilir.

o (0]
SCN 5a= R2 =H
Br KSCN _R, 5b =R, = 3-OCH,
R; Etanol, oda sicakhgi, 5 saat 5¢ =R, =4-OCH;
5d =R, =3-Cl
4a - de 5a - Se 5¢ =R, =4-Cl

Sekil 3.5. 1-Fenil-2-tiyosiyanatoetan-1-on tiirevleri eldesi
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3.1.6. 7-Benzil-1,3-dimetil-8-(4-(4-feniltiyazol-2-il)piperazin-1-il)-3,7-dihidro-1H-
purin-2,6-dion turevleri eldesi (Metot F)
7-Benzil-1,3-dimetil-8-(piperazin-1-il)-3,7-dihidro-1H-pirin-2,6-dion  turevi (1
ekivalan), 2-tiyosiyanatoasetofenon tirevi (1 ekivalan) ve asetik asit (1.1 ekivalan) absoli
etanolde ¢oziindiiriiliir ve 6 saat boyunca kaynamaya birakilir (Sekil 3.6). Reaksiyon ortami
sogumaya birakildiktan sonra ¢oken kati stiziiliir. Kati, su ile yikandiktan sonra kurumaya

birakilir ve daha sonra etanol ile kristallendirilir.

(0]
R, SCN
| >—N NH + @—( —>CH3COOH )\ l />—N N—<\ \
)\ / (0] Etanol, 6 saat,

kaynatma CH3
CH3
3a-3c¢ S5a - Se 6a - 60
6a=R;=H,R,=H 6f=R;=4-Cl,R,=H 6k =R; =3,4-diCl, R, =H
6b = Rl H, R, =3-OCH; 6g =R; =4-Cl, R, =3-OCHj; 61 =R, =3,4-diCl, R, = 3-OCHj3
6c=R;=H,R,=4-OCHj; 6h =R, =4-CL, R, =4-OCH; 6m =R, =3,4-diCl, R, =4-OCHj
6d=R;=H, R, =3-Cl 6i = R; =4-CL, R, =3-Cl 6n = R, = 3,4-diCl, R, = 3-Cl
6e=R;=H, R, =4-Cl] 6j =R;=4-CL, R, =4-Cl 60 =R, =3,4-diCl, R, =4-Cl

Sekil 3.6. 7-Benzil-1,3-dimetil-8-(4-(4-feniltiazol-2-il)piperazin-1-il)-3,7-dihidro-1H-plrin-2,6-dion turevleri
(6a — 60) eldesi

3.2. Elde Edilen Bilesiklerin Analizi

3.2.1. ince tabaka kromatografisi analizleri
Sentezlenen tiim bilesiklerin ince tabaka kromatografik analizleri etil asetat ve
hekzanin ¢esitli oranlarimm1 (1:4, 1:3, 1:1, 2:1) iceren mobil fazlar kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kullanilan sabit faz silika jel 60 Fzs4 kaplt aliminyum tabakalardir.
Kapiller pipet araciligiyla maddelerin konsantre ¢ozeltileri plaga spot olarak uygulanmus,
elde edilen sonuglar 254 nm ve 356 nm dalga boyunda ultraviyole (UV) 151k kullanilarak

gbzlemlenebilmistir.
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3.2.2. Erime noktasi tayini

Sentezlenen bilesiklerin erime noktalari, toz edilmis numuneler bir ucu kapali kapiler
borulara yaklasik 0.5 cm yiiksekliginde konularak Stuart Melting Point Apparatus SMP30

cihazinda erimeye basladiklar1 sicaklik kaydedilerek 6l¢iilmiistiir.

3.2.3. Infra-red (IR) spektrumlarinin eldesi

Nihai bilesiklerin IR spektrumlari, bilesiklerin direkt sikistirma yontemiyle Perkin

Elmer Spektrum Two FT-IR Spectrometer cihazinda elde edilmistir.

3.2.4. Yiiksek coziiniirliiklii kiitle spektrumlarinin (HRMS) eldesi
Nihai bilesiklerin kiitle spektrumlari Shimadzu LCMS-IT-TOF cihazinda yiiksek

¢ozunarltkli olarak (HRMS) elektrosprey metodu iyonizasyon-pozitif iyon mod teknigi

araciligiyla alinmastir.

3.2.5. Hidrojen niikleer manyetik rezonans (*H-NMR) spektrumlarinin eldesi

Nihai bilesiklerin *H-NMR spektrumlari, bilesiklerin hekzadotero dimetil stilfoksit
(DMSO-dg) igindeki ¢ozeltisinde TMS (tetrametilsilan) internal standard: eklenerek Bruker
400 MHz AV model NMR’da alinmustir.

3.2.6. Karbon-13 niikleer manyetik rezonans (3*C-NMR) spektrumlarinin eldesi

Nihai bilesiklerden bazilarinin **C-NMR spektrumlari, bilesiklerin hekzadétero dimetil
stilfoksit (DMSO-ds) i¢indeki ¢ozeltisinde TMS (tetrametilsilan) internal standardi eklenerek
Bruker 100 MHz AV model NMR’da alinmustir.
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3.2.7. DPP-4 enzim inhibitor aktivite analizi

Florometri temelli bir metot ile DPP-4 inhibitor etki degerlendirilecektir. Bu metot ile
florojenik  substrat olan  Gly-Pro-Aminometilkumarin  (AMC) Uzerinden analiz
gerceklesmektedir. DPP-4 enzimi ile peptit baginin pargalanmasi ile serbest AMC grubu
ortaya ¢ikmakta, bu bilesik 350-360 nm’lik ekzitasyon dalga boyuna ve 450-465 nm’lik
emisyon dalga boyuna sahip olmaktadir. Islem sonucunda nihai bilesiklerin % inhibisyon

degerleri tespit edilecektir [83].

3.2.7.1. Analiz oncesi hazirlik

3.2.7.1.1. DPP-4 tahlil tamponu hazirlama

Vialde 5 mL tahlil tampon igerigi bulunmaktadir. 3 mL tahlil tamponuna (Assay
Buffer) 27 mL HPLC Grade su eklenir. Final tahlil tamponu (20 mM Tris-HCI, pH 8.0, 100
mM NaCl, 1 mM EDTA) reaktifleri diliie etme amaciyla kullanilmaktadir [83].

3.2.7.1.2. DPP-4 insan rekombinant ¢ozeltisi hazirlama

Her bir vialde 120 pL insan rekombinant DPP-4 bulunmaktadir. Enzimi buzda
erittikten sonra 480 pL dilte tahlil tamponu eklenip vortekslenir [83].

3.2.7.1.3. DPP substrat ¢ozeltisi hazirlama

Her bir vial 5 mM 300 pL aminometilkumarin (AMC) bagli H-Gly-Pro igermektedir.
120 pL icerigi 2.88 mL dilte tahlil tamponu ile dilue ettikten sonra vortekslenir [83].
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3.2.7.1.4. Sitagliptin pozitif kontrol inhibitoru ¢ozeltisi hazirlama

Vialde 500 nmol inhibitor bulunmaktadir. 1 mM stok hazirlamak i¢in 500 pL diliie

tahlil tamponu kullanilmaktadir. Elde edilen ¢6zeltiden 10 pL kullanilip, kuyucukta toplam

100 pL’lik hacim elde edildiginde 100 uM sitagliptin igerigi elde edilmis olacaktir [83].

3.2.7.1.5. Nihai bilesiklerin ¢Ozeltilerinin hazirlanmast

Her bir nihai bilesikten 10 mg civari tartilip dnce 1 mL DMSQO’da ¢oziindrllecek, elde

edilen ¢ozeltiler nce 1 mM, daha sonrasinda 100 uM’ye DMSO ile seyreltilecektir. Elde

edilen ¢ozeltiden 10 pL kullanilip, kuyucukta toplam 100 pL’lik hacim elde edildiginde 10

uM nihai bilesik igerigi elde edilmis olacaktir [83].

3.2.7.2. Tahlil protokoltu

%100 baglangi¢ aktiviteli kuyucuk: 30 pL diliie tahlil tamponu, 10 pL diltie DPP-4
ve 10 uL DMSO kuyucuga uygulanir.

Arkaplan kuyucugu: 40 uL dilie tahlil tamponu ve 10 uL DMSO kuyucuga
uygulanir.

Sitagliptin pozitif kontrol inhibitdr kuyucugu: 30 uL diliie tahlil tamponu, 10 pL dilie
DPP-4 ve 10 pL 100 pM sitagliptin pozitif kontrol inhibitor ¢ézeltisi kuyucuga
uygulanir.

Nihai bilesik kuyucuklari: 30 pL dilte tahlil tamponu, 10 pL dilie DPP-4 ve 10 pL
100 UM inhibitor ¢ozeltisi kuyucuklara uygulanir.

50 pL diliie substrat ¢ozeltisi tiim kuyucuklara eklenerek reaksiyonlar baslatilir.
Plate koruyucu ile kuyucuklar kapatilir ve 30 dakika 37 °C’de inkiibe edilir.

Plate koruyucu kaldirildiktan sonra eksitasyon dalgaboyu 350-360 nm ve emisyon
dalga boyu 450-465 nm olacak sekilde floresans degerleri okunur [83].
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Tablo 3.1. Kuyucuklarin hazirlanmasinda kullanilacak hacim miktarlar

Kuyucuk Tahlil Diluie DMSO Inhibitor (sitagliptin ~ Substrat
tamponu DPP (1V) veya nihai bilesik) ¢ozeltisi
(100 uM)
%100 baslangi¢ 30 pL 10 pL 10 pL - 50 pL
aktivite
Arkaplan 40 pL - 10 pL - 50 pL
Sitagliptin 30 pL 10 pL - 10 pL 50 pL
Nihai bilesikler 30 pL 10 pL - 10 pL 50 puL

3.2.7.3. Inhibisyon yiizdesi hesaplanmasi

e %100 baslangic aktivite, arka plan, sitagliptin ve nihai bilesik kuyucuklarmin
ortalama floresans1 belirlenir.

e %100 baslangi¢c aktiviteli ve ornek kuyucuklarin floresans degerinden arka plan
kuyucuk floresans degeri ¢ikarilir.

e Her bir bilesigin yiizde inhibisyonu belirlenir. Bunu yapmak i¢in, %100 baslangic¢
aktiviteli 6rnek degerinden her bir 6rnek degeri ¢ikartilir. Sonug %100 baslangig
aktivite degerine boliiniip 100 ile carpilir. ilgili denklem asagida verilmistir [83].

s, Baslangig Aktivitesi—Inhibitor
% Inhibisyon = [ e — ] x 100 (3.1)
Baslangi¢ Aktivitesi

3.2.8. Molekdler docking ¢cahismasi

Nihai tiim bilesikler ve linagliptin bilesigi igin molekiler docking simiilasyonlari
gerceklestirilecek ve elde edilen baglanma pozlar1 ve skorlar in silico Schrédinger Maestro
arayuzu ile incelenecektir [84].

LigPrep [85] kullanilarak nihai bilesiklerin ve referans bilesiklerin OPLS4 gii¢ alan1
ile pH 7.0 £ 2.0 degerinde tautomerleri sistem igin hazirlanacaktr.

DPP-4 enzimi ile linagliptin bilesiginin kokristal yapilarinin X-ray kristal yap1 hali [24]
olan 2rgu kodlu dosya The Protein Data Bank sunucusundan (www.rcsb.org) indirilecektir.
Protein yapisinin hazirlanmasinda su molekiilleri, kristal artiklari, es zincir, silinen zincirde
bag yapmis bulunan ligand silinecektir. Protein Preparation Wizard [86] programi
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kullanilarak amino asit zincirinin eksik kisimlari, loop kisimlar1 diizenlenecek, hidrojenler
yaptya eklenecek, hidrojen baglar1 optimize edilecek, tiim sistem agir atomlar dahil olmak
zere RMSD (root-mean-square-deviation) degeri 0.30 A olacak sekilde minimize
edilecektir. Glide programinin [87] grid sekmesi araciligi ile DPP-4 enziminin aktif
yoresinde bulunan linagliptin bilesigi merkez olarak alinarak grid olusturulacaktir.
Olusturulan grid dosyasi temel alinarak Glide programmnin Ligand Docking sekmesi
aracilifiyla extra-precision (XP) yapilacak, molekiil basina ¢ikt1 olarak alinacak poz sayisi
100°e ayarlanacak, diger ayarlar degistirilmeyecektir. Her bir bilesikte elde edilen en iy1 dock
edilmis pozun 5 A ¢evresindeki tiim amino asitler ile olan etkilesimler ve skorlamalar

incelenecektir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bilesiklerin Sentezleri
4.1.1. Baslangic bilesiklerinin sentezleri

4.1.1.1. 8-Bromo-1,3-dimetil-3,7-dihidro-1H-purin-2,6-dion (1)
Metot A’ya gore sentezlenmistir. Verim: %70.3. Fiziksel gorunim: beyaz toz.

Deneysel erime noktasi: 300 °C (dekompoze), literatiir erime noktasi: 303 °C (dekompoze)
[88].

(0
e, X
)\ l />———Br
07N N
CH;

Sekil 4.1. Bilesigin molekiil formiilii (1)

4.1.1.2. 7-Benzil-8-bromo-1,3-dimetil-3,7-dihidro-1H-pirin-2,6-dion (2a)
Metot B’ye gore (1) ile benzil bromiiriin reaksiyonu ile sentezlenmistir. Verim: %80.1.

Fiziksel goriiniim: beyaz kristal. Deneysel erime noktasi: 167-169 °C; literatiir erime noktast:

165-167 °C [89].
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H3C\N)IIN>_
,)—Br
A
CH;

Sekil 4.2. Bilesigin molekiil formiilii (2a)

4.1.1.3. 8-Bromo-7-(4-klorobenzil)-1,3-dimetil-3,7-dihidro-1H-purin-2,6-dion (2b)
Metot B’ye gore (1) ile 4-klorobenzil kloriiriin reaksiyonu ile sentezlenmistir. Verim: %71.3.

Fiziksel goriiniim: beyaz kristal. Deneysel erime noktast: 195 °C.

cl
0
H3C\ N
N
;\J\/E )
0" "N N
CH,

Sekil 4.3. Bilesigin molekiil formiilii (2b)

4.1.1.4. 8-Bromo-7-(3,4-diklorobenzil)-1,3-dimetil-3,7-dihidro-1H-pUrin-2,6-dion (2c)
Metot B’ye gore (1) ile 3,4-diklorobenzil kloriiriin reaksiyonu ile sentezlenmistir. Verim:

%64.1. Fiziksel goriinim: beyaz kristal. Deneysel erime noktast: 216-217 °C.

Cl
e
o
C
)\ l />—-Br

CH,

Sekil 4.4. Bilesigin molekiil formiilii (2C)
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4.1.1.5. 7-Benzil-1,3-dimetil-8-(piperazin-1-il)-3,7-dihidro-1H-purin-2,6-dion (3a)
Metot C’ye gore (2a) ile piperazin bilesiklerinin reaksiyonu ile sentezlenmistir. Verim:

%34.3. Fiziksel gorinim: beyaz toz. Deneysel erime noktasi: 120 °C (degradasyon).

(0]
HyCoy N /™
A | )N NH
07 "N N —
CH,
Sekil 4.5. Bilesigin molekiil formiilii (3a)

4.1.1.6. 7-(4-Klorobenzil)-1,3-dimetil-8-(piperazin-1-il)-3,7-dihidro-1H-pirin-2,6-
dion (3b)

Metot C’ye gore (2b) ile piperazin bilesiklerinin reaksiyonu ile sentezlenmistir. Verim:

%27.4. Fiziksel goriiniim: beyaz toz. Deneysel erime noktast: 116 °C (degradasyon).

Cl

o)
H3C\ N
N /\
)\)ﬁi )—N  NH
07 "N N —
CH,

Sekil 4.6. Bilesigin molekiil formiilii (3b)
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4.1.1.7. 7-(3,4-Diklorobenzil)-1,3-dimetil-8-(piperazin-1-il)-3,7-dihidro-1H-purin-2,6-
dion (3c)
Metot C’ye gore (2¢) ile piperazin bilesiklerinin reaksiyonu ile sentezlenmistir. Verim:

%33.2. Fiziksel goriinim: beyaz toz. Deneysel erime noktasi: 114 °C (degradasyon).

1
Cl r

(0
HsCoy N/
Y | )-N NH
0~ "N N —
CH,
Sekil 4.7. Bilesigin molekiil formiilii (3C)

4.1.1.8. 2-Bromo-1-feniletan-1-on (4a)

Metot D’ye gore asetofenon bilesiginin 2. Konumunun bromlanmasi ile sentezlenmistir.
Verim: %75.3. Fiziksel goriiniim: beyaz igne kristal. Deneysel erime noktasi: 50.2-50.9 °C;
literatiir erime noktast: 50-51 °C [90].

o

Br\)J\©

Sekil 4.8. Bilesigin molekiil formiilii (4a)

4.1.1.9. 2-Bromo-1-(3-metoksifenil)etan-1-on (4b)

Metot D’ye gore 3’-metoksiasetofenon bilesiginin 2. konumunun bromlanmasi ile
sentezlenmistir. Verim: %69.5. Fiziksel goriinim: beyaz igne Kristal. Deneysel erime

noktast: 62-63 °C; literatiir erime noktasi: 62-64 °C [91].
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Sekil 4.9. Bilesigin molekiil formiilii (4b)

4.1.1.10. 2-Bromo-1-(4-metoksifenil)etan-1-on (4c)

Metot D’ye gore 4’-metoksiasetofenon bilesiginin 2. konumunun bromlanmasi ile
sentezlenmistir. Verim: %66.4. Fiziksel goriiniim: beyaz igne kristal. Deneysel erime

noktasi: 70.3-71.8 °C; literatiir erime noktast: 70-72 °C [92].

Br\)J\©\
_CH
0 3

Sekil 4.10. Bilesigin molekiil formiilii (4c)

4.1.1.11. 2-Bromo-1-(3-klorofenil)etan-1-on (4d)

Metot D’ye gore 3’-kloroasetofenon bilesiginin 2. konumunun bromlanmasi ile
sentezlenmistir. Verim: %67.1. Fiziksel goriiniim: beyaz igne kristal. Deneysel erime

noktasi: 38.2-40.9 °C; literatiir erime noktast: 39-40 °C [93].

Br\)J\©/Cl

Sekil 4.11. Bilesigin molekiil formiilii (4d)
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4.1.1.12. 2-Bromo-1-(4-klorofenil)etan-1-on (4e)

Metot D’ye gore 4’-kloroasetofenon bilesiginin 2. konumunun bromlanmasi ile
sentezlenmistir. Verim: %58.7. Fiziksel gorinim: beyaz igne kristal. Deneysel erime
noktasi: 94.1-94.7 °C; literatiir erime noktast: 95-96 °C [94].

0]

Bl‘\)‘\©\
Cl

Sekil 4.12. Bilesigin molekiil formiilii (4€)

4.1.1.13. 1-Fenil-2-tiyosiyanatoetan-1-on (5a)

Metot E’ye gore (4a) ile KSCN bilesiklerinin reaksiyonu ile sentezlenmistir. Verim:
%60.2. Fiziksel gorinim: beyaz igne kristal. Deneysel erime noktasi: 75-76 °C; literatur
erime noktast: 78-80 °C [95].

(0]

©)J\/ SCN

Sekil 4.13. Bilesigin molekiil formiilii (5a)

4.1.1.14. 1-(3-Metoksifenil)-2-tiyosiyanatoetan-1-on (5b)

Metot E’ye gore (4b) ile KSCN bilesiklerinin reaksiyonu ile sentezlenmistir. Verim:

%46.8. Fiziksel goriiniim: agik sar1 toz. Deneysel erime noktasi: 83-84 °C.

63



(0]

/0\©)J\/ SCN
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Sekil 4.14. Bilesigin molekul formali (5b)

4.1.1.15. 1-(4-Metoksifenil)-2-tiyosiyanatoetan-1-on (5c)

Metot E’ye gore (4c) ile KSCN bilesiklerinin reaksiyonu ile sentezlenmistir. Verim:
%47.6. Fiziksel goriiniim: agik sar1 toz. Deneysel erime noktasi: 123-124 °C; literatlr erime
noktast: 120-122 °C [96].

[0)

/©)k/ SCN
HiC.

Sekil 4.15. Bilesigin molekiil formiilii (5¢)

4.1.1.16. 1-(3-Klorofenil)-2-tiyosiyanatoetan-1-on (5d)

Metot E’ye gore (4d) ile KSCN bilesiklerinin reaksiyonu ile sentezlenmistir. Verim:
%49.2. Fiziksel goriinim: sar1toz. Deneysel erime noktasi: 71-72 °C; literatiir erime noktasi:
68-70 °C [97].

Cl1 SCN

Sekil 4.16. Bilesigin molekiil formiilii (5d)
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4.1.1.17. 1-(4-Klorofenil)-2-tiyosiyanatoetan-1-on (5e)

Metot E’ye gore (4e) ile KSCN bilesiklerinin reaksiyonu ile sentezlenmistir. Verim:
%45.4. Fiziksel goriniim: turuncu toz. Deneysel erime noktasi: 135-136 °C; literatlr erime
noktast: 132-134 °C [98].

(0)

/@)‘\/SCN
Cl

Sekil 4.17. Bilesigin molekiil formiilii (5€)
4.1.2. Nihai bilesiklerin sentezleri

4.1.2.1. 7-Benzil-1,3-dimetil-8-(4-(4-feniltiyazol-2-il)piperazin-1-il)-3,7-dihidro-1H-
purin-2,6-dion (6a)

CHs
S. /. N N0
| )N N \f
N N “CH,
(0]

e

Sekil 4.18. Bilesigin molekiil formiilii (6a)

Metot F’ye gore (3a) ve (5a) bilesiklerinden hareketle sentezlenmistir. Verim: %78.2.

Fiziksel goriiniim: agik sar1 toz. Erime noktasi: 190-191 °C.

IR vmaks (cm™): 3116-3032 (sp? C-H gerilme bantlar1), 2955-2836 (sp® C-H gerilim bantlar1),
1701 (C=0 gerilme bandi), 1663 (C=0O gerilme band:).
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'H-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 7.86(d, J = 7.6 Hz, 2H(Ph 2-CH, 6-CH)), 7.43
—7.21 (m, 9H), 5.45 (s, 2H(Bn a-CHy)), 3.55 (d, J = 5.4 Hz, 4H(Piperazin 3-CHa, 5-CH>)),
3.42 (s, 3H(Ksantin 3-CH3)), 3.34 (d, J = 2.5 Hz, 4H(Piperazin 2-CH2, 6-CH>)), 3.21 (s,
3H(Ksantin 1-CHa)).

BBC-NMR (100MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 170.78(Tiyazol 2-C), 155.99(Ksantin 8-C),
154.38(Ksantin 6-C), 151.38, 151.02, 147.57, 137.40, 135.00, 129.15, 129.00, 128.05,
127.25, 126.17, 104.70, 103.54, 49.41(Piperazin 3,5-CH.), 48.43(Bn «-CH,),
47.94(Piperazin 2,6-CH>), 29.99(Ksantin 3-CHj3), 27.94(Ksantin 1-CHs).

HRMS (ESI) (m/z) [M +1]": C27H27N70,S, hesaplanan 514.2020, bulunan 514.2004.
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Sekil 4.20. Bilesik 6a’nin *H-NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - EA-1_371.lcd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\Asaf\EA-1_371.lcd

Page 1 of 1

Elmt | Val.| Min_Max Val. Min_Max Elmt | Val.| Min_Max Eimt | Val. Min_ Max Use Adduct
H 1| 0 36 (e] 2 0 5 S 2 1 1 Ru 2 0 0 H
(o 4 0 34 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 7 P 3 0 0 Br 1 0 0 1 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply NRule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 7.760 Scand# : 1165
1.800e7
1.600e7
1.400e7
1.200e7 514.p004
1.000e74
8.000e6
6.000e6 515.2026
4.000e67 536.1830
2.000e6 l
0t T v T T T T T v r T T T
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0  350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0 700.0
Measured region for 514.2004 m/z
514.2004
100.04
50.04
515.2026
/]\ 516.1991
, AN e e | P - A\ ; B ;
514.0 514.5 515.0 515.5 516.0 516.5 517.0 517.5
C27 H27 N7 02 S [M+H]+ : Predicted region for 514.2020 m/z
514.2020
100.04
50.04
515.2048
516.2032
. . . . /- S
514.0 514.5 515.0 515.5 516.0 516.5 517.0 517.5
Rank Scorel Formula (M) lon Meas.m/z  Pred. m/z. Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 91.97 C27H27N702S | [M+HJ+ 514.2004,  514.2020 -1.6 -3.11) 97.09  18.0

Sekil 4.22. Bilesik 6a’nin HRMS spektrumu
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4.1.2.2. 7-Benzil-8-(4-(4-(3-metoksifenil)tiyazol-2-il)piperazin-1-il)-1,3-dimetil-3,7-
dihidro-1H-purin-2,6-dion (6b)

CHy
S. /T N N0
| >N N | \f
N \_/ N \CH3
(0]
0

Sekil 4.23. Bilesigin molekiil formiilii (6b)

H,C

Metot F’ye gore (3a) ve (5b) bilesiklerinden hareketle sentezlenmistir. Verim: %65.4.

Fiziksel goriinim: agik sar1 toz. Erime noktasi: 167 °C.

IR vmaks (cm™): 3101 (sp? C-H gerilme bantlar1), 2947-2832 (sp® C-H gerilme bantlar1), 1701
(C=0 gerilme bantlar1), 1651 (C=0 gerilme bandi), 1238 (Aril alkil eter C-O gerilme bands).

IH-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 7.47 — 7.20 (m, 8H), 6.87 (dd, J = 8.2, 2.5 Hz,
1H(Ph 4-CH)), 5.44 (s, 2H(Bn a-CHy)), 3.79 (s, 3H(OCH3)), 354 (d, J = 5.4 Hz,
4H(Piperazin 3-CH2, 5-CHy)), 3.41 (s, 3H(Ksantin 3-CHs)), 3.34 (d, J = 1.8 Hz, 4H(Piperazin
2-CHa, 6-CH?>)), 3.20 (s, 3H(Ksantin 1-CHa)).

HRMS (ESI) (m/z) [M +1]*: C2sH29N7O3S, hesaplanan 544.2125, bulunan 544.2108.
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Formula Predictor Report - EA-3_373.lcd Page 1 of 1
Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\Asaf\EA-3_373.lcd
Elmt | Val.| Min| Max Elmt | Val.| Min Max Elmt | Val.| Min Max Elmt | Val.| Min Max Use Adduct
H 1 0 36 ) 2 0 5 S 2 1T 1 Ru | 2 0 0 H
Cc 4 0 34 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 7 P 3 0 o0 Br 1 0 o | 3 0 o
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0 - 25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#f: 1 MS(E+) Ret. Time: 6.693 Scan# : 1005
8.000e6
7.000e6
6.000e64
5.000e6 244£108
4.000e6
3.000e6 545.2142
2. 64
0004 546.2093
1.000e64
04— ‘ ; T ; ; byt ; r bty r ;
100.0 150.0 200.0 250.0 3000 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0 700.0
Measured region for 544.2108 m/z
544.2108
100.04
50.04
545.2142
546.2093
544.4174 /1\
0 T VAN A T Tt T T T < T
544.0 544.5 545.0 545.5 546.0 546.5 547.0 547.5
C28 H29 N7 O3 S [M+H]+ : Predicted region for 544.2125 m/z
544.2125
100.04
50.04
545.2153
546.2140
- . . , A S
544.0 544.5 545.0 545.5 546.0 546.5 547.0 547.5
Rank Score Formula (M) |lon Meas. m/z.__ Pred. m/z| Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1| 76.62 C28 H29N703 S | [M+H}+ 544.2108  544.2125 -1.7, -3.12 80.91 18.0

Sekil 4.26. Bilesik 6b’nin HRMS spektrumu
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4.1.2.3. 7-Benzil-8-(4-(4-(4-metoksifenil)tiazol-2-il)piperazin-1-il)-1,3-dimetil-3,7-
dihidro-1H-purin-2,6-dion (6c)

c

S/ N N0

O

N N “CH;
0

H,C-

Sekil 4.27. Bilesigin molekiil formuli (6c¢)

Metot F’ye gore (3a) ve (5¢) bilesiklerinden hareketle sentezlenmistir. Verim: %71.6.

Fiziksel goriinim: agik sar1 toz. Erime noktasi: 195 °C.

IR vmaks (cm™): 3104 (sp? C-H gerilme band1), 2959-2832 (sp* C-H gerilme bantlar1), 1705
(C=0 gerilme bandi), 1651 (C=0 gerilme band1), 1249 (Aril alkil eter C-O gerilme bandi).

IH-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) 8 (ppm): 7.78 (dd, J = 9.3, 2.6 Hz, 2H(Ph 2-CH, 6-CH)),
7.37 — 7.23 (m, 5H), 7.15 (s, 1H(Tiyazol)), 6.96 — 6.91 (m, 2H(Ph 3-CH, 5-CH)), 5.43 (s,
2H(Bn 0-CHy)), 3.77 (s, 3H(OCH3)), 3.53 (d, J = 6.8, 4H(Piperazin 3-CHy, 5-CH>)), 3.41 (s,
3H(Ksantin 3-CHa)), 3.31 (d, J = 5.2 Hz, 4H(Piperazin 2-CH>, 6-CHy)), 3.20 (s, 3H (Ksantin
1-CHy)).

HRMS (ESI) (m/z) [M +1]*: C2sH290N7O3S, hesaplanan 544.2101, bulunan 544.2125.
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Formula Predictor Report - EA-2_372.lcd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\Asaf\EA-2_372.lcd

Max Elmt | Val.

Min M

Page 1 of 1

Eimt  Val.| Min Max Elmt | Val.| Min Max Elmt | Val.
1

H 0 36 o 2 0 5 S 2
C 4 0 34 F 1 0 0 Cl 1
N 3 0 7 P 3 0 0 Br 1
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0
HC Ratio: unlimited Apply NRule: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND

Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 6.840 Scan# : 1027

1 Ru 2
0 Pd 2
0 I 3

Electron lons:
Use MSn Info:
Isotope Res:
Max Results:

both
yes
9000
50

2.400e74
2.200e7
2.000e7-
1.800e7
1.600e7
1.400e7
1.200e7
1.000e7
8.000e6
6.000e6-
4.000e6+
2.000e6

544.2101

545.2125
546.2134

l

0 T T T T T T
1000 1500 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0

450.0 _ 500.0 _ 550.0 _ 600.0

650.0

700.0

Measured region for 544.2101 m/z

544.2101
100.04

50.04
545.2125

PANZSE N P

=}

544.0 544.5 545.0 5455

547.0

547.5

C28 H29 N7 O3 S [M+H]* : Predicted region for 544.2125 m/z

544.2125
100.0q

50.04
5452153

546.2140

544.0 544.5 545.0 5455

547.0

547.5

Rank Score Formula (M) lon

Meas. m/z|

Pred. m/z Df. (mDa)

Df. (ppm)

Iso,

DBE

1 77.81 C28H29N703 S [M+H

544.2101]  544.2125

-24

Sekil 4.30. Bilesik 6¢ ’nin HRMS spektrumu
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4.1.2.4. 7-Benzil-8-(4-(4-(3-klorofenil)tiyazol-2-il)piperazin-1-il)-1,3-dimetil-3,7-
dihidro-1H-purin-2,6-dion (6d)

CHs
S/ N N0
| )N N | \f
cl N N “CH,4
(0]

Sekil 4.31. Bilesigin molekiil formiilii (6d)

Metot F’ye gore (3a) ve (5d) bilesiklerinden hareketle sentezlenmistir. Verim: %56.4.

Fiziksel goriiniim: agik sar1 toz. Erime noktasi: 204-206 °C.

IR maks (cm™): 3097-3058 (sp? C-H gerilme bantlar1), 2989-2848 (sp® C-H gerilme bantlarr),
1694 (C=0 gerilme bandi), 1652 (C=0 gerilme banda).

IH-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 7.91 (bs, 1H(Ph-2-CH), 7.82 (d, J= 7.8 Hz,
1H(Ph 6-CH)), 7.49 — 7.16 (m, 8H), 5.44 (s, 2H(Bn 0-CH2)), 3.56 (t, J = 5.2 Hz, 4H(Piperazin
3-CHz, 5-CHy)), 3.41 (s, 3H(Ksantin 3-CHz3)), 3.31 — 3.28 (m, 4H(Piperazin 2-CH>, 6-CH>),
3.20 (s, 3H(Ksantin 1-CHjs)).

HRMS (ESI) (m/z) [M +1]*: C27H26N702SClI, hesaplanan 548.1630, bulunan 548.1611.
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Formula Predictor Report - EA-5_375.lcd Page 1 of 1
Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\Asaf\EA-5_375.lcd
Elmt | Val. Min Max Eimt | Val. Min Max Elmt | Val. Min Max Elmt  Val. Min Max Use Adduct
H 1 0 36 o 2 0 5 S 2 1| 1 Ru 2 0 0 H
C 4 0 34 F 1 0 0 Cl 1 1| 1 Pd 2 0 0
N 3 0 7 P 3 0 0 Br 1 0 0 1 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply NRule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso Rl (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 1.120 -> 2.453 Scan# : 169 -> 369
4.500e6
4.000e6
3.500e64
3.000e6 548.[1611
2.500e67
2.000e64
550.1586
1.500e6 549.1651
1.000e6 551.1615
5.000e59
04— T T T T T o T T L T T T
100.0 150.0  200.0  250.0  300.0  350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0  700.0
Measured region for 548.1611 m/z
548.1611
100.04
5007 550.1586
549.1651
551.1615
548.0 548.5 549.0 549.5 550.0 550.5 551.0 551.5
C27 H26 N7 O2 S CI [M+H]+ : Predicted region for 548.1630 m/z
548.1630
100.0q
2007 550.1610
549.1658
551.1631
0 T T T T T T T T
548.0 548.5 549.0 549.5 550.0 550.5 551.0 551.5
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/iz_ Df. (mDa) Df. (ppm) Iso. DBE
1| 85.47 C27H26N702S Cl |[M+H]+ | 548.1611]  548.1630 -1.9 -347, 9110 18.0

Sekil 4.34. Bilesik 6d ’nin HRMS spektrumu
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4.1.2.5. 7-Benzil-8-(4-(4-(4-klorofenil)tiyazol-2-il)piperazin-1-il)-1,3-dimetil-3,7-
dihidro-1H-purin-2,6-dion (6e)

c,
S/ N N0
- OTT
N N “CH,
0]
Cl

Sekil 4.35. Bilesigin molekiil formiilii (6€)

Metot F’ye gore (3a) ve (5e) bilesiklerinden hareketle sentezlenmistir. Verim: %67.0.

Fiziksel goriinim: agik sar1 toz. Erime noktast: 196 °C.

IR vmaks (cm™): 3109-3028 (sp? C-H gerilme bantlari), 2932-2859 (sp® C-H gerilme bantlari),
1698 (C=0 gerilme bandi), 1652 (C=0 gerilme band:).

IH-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 7.87 (d, J= 8.0 Hz, 2H(Ph 2-CH, 6-CH)), 7.44
(d, J= 7.8 Hz, 2H(Ph 3-CH, 5-CH)), 7.39 (s, 1H (Tiyazol)), 7.37 — 7.21 (m, 5H), 5.43 (s,
2H(Bn o-CHy)), 3.56 — 3.53 (m, 4H(Piperazin 3-CH>, 5-CHy)), 3.41 (s, 3H(Ksantin 3-CHs)),
3.32 - 3.29 (m, 4H(Piperazin 2-CH, 6-CHy)), 3.20 (s, 3H(Ksantin 1-CH3)).

HRMS (ESI) (m/z) [M +1]*: C27H26N70,SCl, hesaplanan 548.1630, bulunan 548.1614.
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Formula Predictor Report - EA-6_376.lcd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\Asaf\EA-6_376.lcd

Page 1 of 1

Elmt | Val.| Min_Max Elmt [ Val. Min_Max Eimt | Val. Min Max Elmt | Val. Min_Max Use Adduct
H 1 0 36 o 2 0 5 S 2 1 1 Ru 2 0 0 H
C 4 0 34 F 1 0 0 Cl 1 1 1 Pd | 2 0 0
N 3 0 7 P 3 0 0 Br 1 0 1 [ 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0 - 25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply NRule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 0.960 -> 2.147 Scan# : 145 -> 323
4.000e64
3.500e6
3.000e6
2.500e6 548.1614
2.000e6
1.500e6 550.1595
549.1650
1.000e6
551.1623
5.000e5
0 . , ; . . - . ,  — , ,
100.0 1500 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0 700.0
Measured region for 548.1614 m/z
548.1614
100.04
50.01 550.1595
549.1650
551.1623
548.0 548.5 549.0 549.5 550.0 550.5 551.0 551.5
C27 H26 N7 O2 S CI [M+H]+ : Predicted region for 548.1630 m/z
548.1630
100.04
50.04 550.1610
549.1658
551.1631
0 T T T T T T T T
548.0 548.5 549.0 549.5 550.0 550.5 551.0 551.5
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z|  Pred. m/zl Df. (mDa) Df. (ppm) Iso. DBE
1| 86.27 C27H26N702S Cl | [M+H]+ 548.1614,  548.1630 -1.6 2921 90.62 18.0

Sekil 4.38. Bilesik 6e 'nin HRMS spektrumu
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4.1.2.6. 7-(4-Klorobenzil)-1,3-dimetil-8-(4-(4-feniltiyazol-2-il)piperazin-1-il)-3,7-
dihidro-1H-purin-2,6-dion (6f)

CH;
S /N N N0
| )N N | f
N —/ N \CH3
(0]

Cl

Sekil 4.39. Bilesigin molekiil formiilii (6f)

Metot F’ye gore (3b) ve (5a) bilesiklerinden hareketle sentezlenmistir. Verim: %72.6.

Fiziksel goriinim: agik sar1 toz. Erime noktasi: 203-204 °C.

IR vmaks (cm™): 3116-3028 (sp? C-H gerilme bantlari), 2955-2832 (sp® C-H gerilme bantlari),
1702 (C=0 gerilme bandi), 1659 (C=0 gerilme band:).

IH-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) 8 (ppm): 7.92 —7.83 (m, 2H(Ph 2-CH, 6CH)), 7.47 - 7.23
(m, 8H), 5.41 (s, 2H(Bn a-CHy)), 3.57-3.55 (m, 4H(Piperazin 3-CH2, 5-CH>)), 3.41 (s,
3H(Ksantin 3-CHj3)), 3.32-3.30 (m, 4H(Piperazin 2-CH2, 6-CHy)), 3.20 (s, 3H(Ksantin 1-
CHa)).

BBC-NMR (100 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 170.79 (Tiyazol 2-C), 156.03 (Ksantin 8-C),
154.38(Ksantin 6-C), 151.02(Ksantin 2-C), 147.65, 136.40, 135.01, 132.65, 129.25, 129.15,
129.01, 128.07, 126.17, 103.56, 56.49(Bn o-CHy), 49.49(Piperazin 3-CHz, 5-CHy)
47.93(Piperazin 3-CHa, 5-CH>), 30.01(Ksantin-3-CHzs), 27.95(Ksantin-1-CHz).

HRMS (ESI) (m/z) [M +1]*: C27H26N702SCl, hesaplanan 548.1630, bulunan 548.1620.
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Formula Predictor Report - EA-7_377.lcd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\Asaf\EA-7_377 .lcd

Page 1

of 1

Elmt | Val.| Min Max Elmt | Val.| Min Max Elmt | Val.| Min Max Elmt | Val.| Min Max Use Adduct
H 1 0 36 (©) 2 0 5 S 2 1 1 Ru 2 0 0 H
C 4 0 34 F 1 0 0 Cl 1 1 1 Pd 2 0 0
N 3 0 7 P 3 0 0 Br 1 0 I 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0 -25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply NRule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 0.040 Scan#:7
7.000e6
6.000e6+
5.000e64
548.[1620
4.000e6
3.000e67
549.1656
2.000661 550.1613
551.1615
1.000e6+
0t T T T T Ly Trhrt T Y + k T T Y
1000 1500 200.0 250.0 300.0  350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0  700.0
Measured region for 548.1620 m/z
548.1620
100.04
50.04
549:1656 550.1613
551.1615
0 . e . ; : ; . jt\ .
548.0 548.5 549.0 549.5 550.0 550.5 551.0 551.5
C27 H26 N7 02 S Cl [M+H]+ : Predicted region for 548.1630 m/z
548.1630
100.04
50.0 550.1610
549.1658
551.1631
548.0 548.5 549.0 549.5 550.0 550.5 551.0 551.5
Rank Scorel Formula (M) lon Meas. m/z_ Pred. m/z._ Df. (mDa) Df. (ppm)} Iso. DBE
1 72.72| C27H26 N702 S CI |[M+H]+ | 548.1620, 548.1630 -1.0 -1.82 74.24 180

Sekil 4.43. Bilesik 6f'nin HRMS spektrumu
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4.1.2.7. 7-(4-Klorobenzil)-8-(4-(4-(3-metoksifenil)tiyazol-2-il)piperazin-1-il)-1,3-
dimetil-3,7-dihidro-1H-ptrin-2,6-dion (6g)

CH,
S/ N N0
| />—N\_/N—</ | \f
N N \CH3
(0}

(0]

H,C~
3 Cl

Sekil 4.44. Bilesigin molekiil formiilii (69)

Metot F’ye gore (3b) ve (5b) bilesiklerinden hareketle sentezlenmistir. Verim: %72.4.

Fiziksel gorintim: beyaz toz. Erime noktasi: 203-204 °C.

IR vmaks (cm™): 3101-3013 (sp? C-H gerilme bantlari), 2959-2855 (sp® C-H gerilme bantlari),
1697 (C=0 gerilme band1), 1655 (C=0 gerilme bandi), 1276 (Aril alkil eter C-O gerilme
bandi).

IH-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 7.45 — 7.26 (m, 8H), 6.87 (d, J = 8.4 Hz, 1H(Ph
4-CH)), 5.41 (s, 1H(Bn a-CHy)), 3.79 (s, 3H(OCH?3)), 3.57 (t, J = 5.2 Hz, 4H(Piperazin 3-
CHa, 5-CHy)), 3.41 (s, 1H(Ksantin 3-CHs)), 3.32-3.30 (m, 4H(Piperazin 2-CH,, 6-CH>)),
3.20 (s, 3H(Ksantin-1-CHjs)).

HRMS (ESI) (m/z) [M +1]*: C2sH2sN703SCl, hesaplanan 578.1736, bulunan 578.1736.
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Formula Predictor Report - EA-7_377.lcd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\Asaf\EA-7_377.lcd

Page 1of 1

Elmt | Val.| Min Max _Elmt | Val.| Min_ Max _Elmt | Val.| Min Max _ Elmt | Val.| Min Max Use Adduct
H 1 0 36 o 2 0 5 S 2 1 1 Ru 2 0 0
C 4 0 34 F 1 0 0 Cl 1 1 1 Pd 2 0 0
N 3 0 7 P 3 0 0 Br 1 0 ! 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply NRule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MShn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 9.200 Scan# : 1381
5.500e6-
5.000e6
4.500e6
4.000¢61 578.1736
3.500e6-
3.000e6-
2.500e64 580.1685
2:000e0] 579.1763
1.500e6-
1.000e6 581.1818
5.000e5
ol : ; : ; el P A e ; :
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 4000 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0 700.0
Measured region for 578.1736 m/z
578.1736
100.04
580.}1685
50.04
579.1763
581.1818
0 / LI\ e N b — . Ly — .
578.0 578.5 579.0 579.5 580.0 580.5 581.0 581.5
C28 H28 N7 O3 S CI [M+H]+ : Predicted region for 578.1736 m/z
578.1736
100.04
20 580.1717
579.1764
581.1738
0 T T T T T T T T
578.0 578.5 579.0 579.5 580.0 580.5 581.0 581.5
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z.__ Pred. m/z_ Df.(mDa) Df. (ppm) Iso, DBE
1 65.61 C28H28N703S Cl | [M+H}*+ 578.1736)  578.1736 0.0 0.00 65.61 18.0

Sekil 4.47. Bilesik 69 'nin HRMS spektrumu
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4.1.2.8. 7-(4-Klorobenzil)-8-(4-(4-(4-metoksifenil)tiyazol-2-il)piperazin-1-il)-1,3-
dimetil-3,7-dihidro-1H-ptrin-2,6-dion (6h)

s
S /N N N0
| />—N\_/N—</ | \f
N N “CH;
H;C- o

Cl

Sekil 4.48. Bilesigin molekiil formiilii (6h)

Metot F’ye gore (3b) ve (5¢) bilesiklerinden hareketle sentezlenmistir. Verim: %67.1.

Fiziksel goriinim: beyaz toz. Erime noktast: 117-119 °C.

IR vmaks (cm™): 3113-3047 (sp? C-H gerilmeleri), 2967-2836 (sp® C-H gerilmeleri), 1698
(C=0 gerilmesi), 1659 (C=0 gerilmesi), 1245 (Aril alkil eter C-O gerilmesi).

IH-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) 8 (ppm): 7.80 (d, J = 7.6 Hz, 2H(Ph 2-CH, 6-CH)), 7.42
(d, J = 7.8 Hz, 2H(Bn 2-CH, 6-CH)), 7.28 (d, J = 7,5 Hz, 2H(Bn 3-CH, 5-CH)), 7.16 (s,
1H(Tiyazol)), 6.94 (d, J = 7.9 Hz, 2H(Ph 3-CH, 5-CH)), 5.42 (s, 2H(Bn 0-CHy)), 3.78 (s,
3H(OCHz3)), 3.56 (bs, 4H(Piperazin 3-CH2, 5-CH2)), 3.41-3.39 (m, 7H(Ksantin 3-CHs,
Piperazin 2-CH,, 6-CH>)), 3.20 (s, 3H(Ksantin-1-CHz)).

HRMS (ESI) (m/z) [M +1]*: C2sH2sN703SCl, hesaplanan 578.1736, bulunan 578.1764.
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Formula Predictor Report - EA-8_378.Icd Page 1 of 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\Asaf\EA-8_378.lcd

Elmt  Val. Min Max Elmt | Val.| Min Max Elmt | Val.| Min Max Elmt | Val. Min_ Max Use Adduct
H 1 0 36 O 2 0 5 S 2 1| 1 Ru 2 0 0 H
C 4 0 34 F 1 0 0 Cl 1 11 1 Pd 2 0 0
N 3 0 7 P 3 0 0 Br 1 0 0 1 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply NRule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 8.880 Scan# : 1333
7.000e6
6.000e6
5.000e6 578.[1764
4.000e6
3.000e6 580.1702
579.1750
2.000e6
581.1711
1.000e6
' BRI SIS ST PPN |
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 5500 600.0 650.0 700.0
Measured region for 578.1764 m/z
578.1764
100.04
50.04
580.1702
579.0750
581.1711
0 . VANIP=S=EN e PESN : —— . :
578.0 578.5 579.0 579.5 580.0 580.5 581.0 581.5
C28 H28 N7 O3 S CI [M+H]+ : Predicted region for 578.1736 m/z
578.1736
100.04
Ly 580.1717
579.1764
581.1738
0 T T T T T T T T
578.0 578.5 579.0 579.5 580.0 580.5 581.0 581.5
Rank _Score Formula (M) lon Meas. m/zl  Pred. m/z. Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
3 73.00 C28H28N7 03 S Cl | [M+H}+ 5781764/  578.1736 2.8 4.84 80.76) 18.0

Sekil 4.51. Bilesik 6h’nin HRMS spektrumu
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4.1.2.9. 7-(4-Klorobenzil)-8-(4-(4-(3-klorofenil)tiyazol-2-il)piperazin-1-il)-1,3-dimetil-
3,7-dihidro-1H-pirin- 2,6-dion (6i)

Ha
S /N N N0
| )N N | \f
N — N “CH;
(0

Cl
Cl

Sekil 4.52. Bilesigin molekiil formiilii (61)

Metot F’ye gore (3b) ve (5d) bilesiklerinden hareketle sentezlenmistir. Verim: %59.4.

Fiziksel goriiniim: agik sar1 toz. Erime noktasi: 158-160 °C.

IR vmaks (cM™): 3093-3066 (sp? C-H gerilme bantlar), 2994-2844 (sp® C-H gerilme bantlari),
1702 (C=0 gerilme bandi), 1659 (C=0 gerilme band:).

IH-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 7.91 (t, J = 1.8 Hz, 1H(Ph 2-CH)), 7.83 (d, J =
7.8 Hz, 1H(Ph 6-CH)), 7.49-7.27 (m, 7TH), 5.41 (s, 2H((Bn a-CHz)), 3.58 (bs, 4H(Piperazin
3-CHjy, 5-CHy)), 3.41 (s, 3H(Ksantin 3-CHs)), 3.29-3.30 (m, 4H(Piperazin 2-CHa, 6-CH>)),
3.20 (s, 3H(Ksantin-1-CHjs)).
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4.1.2.10. 7-(4-Klorobenzil)-8-(4-(4-(4-klorofenil)tiyazol-2-il)piperazin-1-il)-1,3-
dimetil-3,7-dihidro-1H-ptrin-2,6-dion (6j)

Ha
S. /N N N0
| )N N~ | f
N — N “CH;
(0]
Cl

Cl

Sekil 4.55. Bilesigin molekiil formiilii (6j)

Metot F’ye gore (3b) ve (5e) bilesiklerinden hareketle sentezlenmistir. Verim: %71.9.

Fiziksel gorintim: turuncu toz. Erime noktast: 191-193 °C.

IR vmaks (cm™): 3047 (sp? C-H gerilme band1), 2989-2848 (sp* C-H gerilme bantlar1), 1690
(C=0 gerilme bandi), 1651 (C=0 gerilme bandi).

IH-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 7.88 (d, J = 8.2 Hz 2H(Ph 2-CH, 6-CH)), 7.48
—7.38(m, 5H), 7.27 (d, J = 8.6 Hz, 2H(Bn 3-CH, 5-CH)), 5.41 (s, 2H(Bn a-CHy)), 3.57 (bs,
4H(Piperazin 3-CHy, 5-CHy)), 3.41 (s, 3H(Ksantin 3-CHz)), 3.31-3.27 (m, 4H(Piperazin 2-
CHa, 6-CHy>)), 3.20 (s, 3H(Ksantin 1-CHz)).

HRMS (ESI) (m/z) [M +1]*: C27H25N702SCl,, hesaplanan 582.1240, bulunan 582.1237.
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Formula Predictor Report - EA-10_380.lcd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\Asaf\EA-10_380.lcd

Page 1 of 1

Elmt | Val.| Min Max Elmt | Val. | Min Max Elmt | Val.| Min Max Elmt | Val.| Min Max Use Adduct
H 1 0 36 [¢] 2 0 5 S 2 1‘ 1 Ru 2 0 0 H
C 4 0 34 F 1 0 0 Cl 1 g 2 Pd 2 0 0
N 3 0 7 P 3 0 0 Br 1 \ 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply NRule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 6.160 Scan# : 925
2.200e6
2.000e6
1.800e6
1.600e6+
1.400e6+ 582.[1237
1.200e6 584.1207
1.000e6
8.000e5
6.000e5 585.1208 | 583.1244
4.000e5 586.1186
2.000e5
ol o | : . . . |I||' L IR Ll . |
1000 1500 200.0 250.0 3000 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0 700.0
Measured region for 582.1237 m/z
582.1237
100.04
584.1207
50.04
583.1244 585.1298
0 T 4 T fr T - - T T
582.0 582.5 583.0 583.5 584.0 584.5 585.0 585.5
C27 H25 N7 02 S CI2 [M+H]+ : Predicted region for 582.1240 m/z
582.1240
100.0q
584.1216
50.04
583.1268
585.1240
0 T T T T T T T T
582.0 582.5 583.0 583.5 584.0 584.5 585.0 585.5
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z, _ Pred. m/z. Df. (mDa) Df. (ppm) Iso.  DBE
1 61.86 C27H25N702 'S CI2 | [M+H}+ 582.1237, 582.1240 -0.3 -0.52 61.86 18.0

Sekil 4.58. Bilesik 6] 'nin HRMS spektrumu
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4.1.2.11. 7-(3,4-Diklorobenzil)-1,3-dimetil-8-(4-(4-(feniltiyazol-2-il)piperazin-1-il)-
3,7-dihidro-1H-pulrin-2,6-dion (6k)

3

Ha
s /N N\(O
7
| N/>_N\—/N_<NIEWN\CH
(0]

cl Cl

Sekil 4.59. Bilesigin molekiil formiilii (6K)

Metot F’ye gore (3c) ve (5a) bilesiklerinden hareketle sentezlenmistir. Verim: %64.5.

Fiziksel goriinim: agik sar1 toz. Erime noktasi: 194 °C.

IR vmaks (cM™?): 3101-3055 (sp? C-H gerilme bantlari), 3001-2863 (sp® C-H gerilme bantlari),
1702 (C=0 gerilme bandi), 1652 (C=0O gerilme band:).

'H-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) 8 (ppm): 7.86 (d, J = 7.6 Hz, 2H(Ph 2-CH, 6-CH)), 7.62
(d, J=7.7 Hz 1H(Bn 5-CH)), 7.58 (bs, 1H(Bn 2-CH)), 7.39 (t, J = 7.7 Hz, 2H(Ph 3-CH, 5-
CH)), 7,33-7.29 (m, 2H), 7.19 (d, J = 8.7 Hz, 1H(Bn 6-CH)), 5.42 ('s, 2H(Bn a-CH>)), 3.58
(bs, 4H(Piperazin 3-CHaz, 5-CHy)), 3.42-3.36 (m, 7H(Ksantin 3-CHjs, Piperazin 2-CH>, 6-
CHy)), 3.19 (s, 3H(Ksantin 1-CHz)).

HRMS (ESI) (m/z) [M +1]": C27H25N702SCly, hesaplanan 582.1240, bulunan 582.1237.
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Formula Predictor Report - EA-11_381.lcd Page 1 of 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\Asaf\EA-11_381.lcd

Eimt | Val.| Minl Max _Elmt | Val.| Min Max _ Eimt | Val.| Min Max _ Elmt | Val.| Min Max Use Adduct
H 1 0 36 [e) 2 0 5 S 2 1 1 Ru | 2 0 0 H
C 4 0 34 F 1 0 0 Cl 1 2 Pd 2 0 0
N 3 0 7 P 3 0 0 Br 1 \ 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply NRule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50

Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 5.960 Scani# : 895

1.600e6
1.400e6+
1.200e6+
582.11237
g i 6
000ef 584.1204
8.000e57
6.000e5 583.1239
4.000e5] 5851253 | 2861214
2.000e5+
04— —l = i L1 ||||J_u‘ 1 Ll ’|| Il : S Y|
100.0 150.0  200.0  250.0  300.0 350.0 400.0 450.0 500.0  550.0 600.0 650.0 700.0
Measured region for 582.1237 m/z
582.1237
100.04
584.1204
50.04
583.1239
585.1253
0 T M , . : Ly r .
582.0 582.5 583.0 583.5 584.0 584.5 585.0 585.5
C27 H25 N7 O2 S CI2 [M+H]+ : Predicted region for 582.1240 m/z
582.1240
100.04
584.1216
50.04
583.1268
585.1240
0 T T T T T T T T
582.0 582.5 583.0 583.5 584.0 584.5 585.0 585.5
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z. Pred. m/zl Df.(mDa) Df. (ppm) Iso.  DBE
1 77.68 C27H25N702 S CI2 |[M+H]*+ 582.1237 582.1240 -0.3| -OASZ; 77.68 18.0

Sekil 4.62. Bilesik 6k 'nin HRMS spektrumu
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4.1.2.12. 7-(3,4-Diklorobenzil)-8-(4-(4-(3-metoksifenil)tiyazol-2-il)piperazin-1-il)-
1,3-dimetil-3,7-dihidro-1H-purin-2,6-dion (6l)

c
S/ N N0
| )N N | \f
N ~—~ N N\CH3
0

O~cH,

i Cl

Sekil 4.63. Bilesigin molekul formali (61)

Metot F’ye gore (3c) ve (5b) bilesiklerinden hareketle sentezlenmistir. Verim: %52.1.

Fiziksel goriinim: agik sar1 toz. Erime noktasi: 225-227 °C.

IR vmaks (cm™): 3101 (sp? C-H gerilme band1), 2998-2834 (sp* C-H gerilme bantlar1), 1700
(C=0 gerilme bandi), 1654 (C=0 gerilme band1), 1227 (Aril alkil eter C-O gerilme bandi).

IH-NMR (400 MHz) (DMSO-de) & (ppm): 7.43 — 7.26 (m, 7H), 6.85 (m, 1H(Ph 4H)), 5.41
(s, IH(Benzil a-CH2)), 3.79 (s, 3H(OCHz)), 3.57 (bs, 4H(Piperazin 3-CHz, 5-CH>)), 3.41 (s,
3H(Ksantin 3-CHz)), 3.31 (bs, 4H(Piperazin 2-CH,, 6-CHy)), 3.20 (s, 1H(Ksantin 1-CHs)).
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4.1.2.13. 7-(3,4-Diklorobenzil)-8-(4-(4-(4-metoksifenil)tiyazol-2-il)piperazin-1-il)-
1,3-dimetil-3,7-dihidro-1H-purin-2,6-dion (6m)

c
S/ N N0
| )N N | Y
N “— N N\CH3
0

(0]
|

CH,

1 Cl

Sekil 4.66. Bilesigin molekiil formiilii (6m)

Metot F’ye gore (3c) ve (5¢) bilesiklerinden hareketle sentezlenmistir. Verim: %66.4.

Fiziksel goriiniim: agik sar1 toz. Erime noktasi: 126-127 °C (dekompoze).

IR vmaks (cM™): 3120-3074 (sp? C-H gerilme bantlari), 3001-2833 (sp® C-H gerilme bantlari),
1698 (C=0 gerilme band1), 1659 (C=0 gerilme bandi), 1249 (Aril alkil eter C-O gerilme
bandi).

IH-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) 8 (ppm): 7.78 (d, J = 8.2 Hz, 2H(Ph 2-CH, 6-CH)), 7.62
(d, J = 8.0 Hz, 1H(Bn 5-CH)), 7.57 (s, 1H(Bn 2-CH)), 7.19 (d, J = 8.5 Hz, 1H(Bn 6-CH)),
7.15 (s, J = 1.3 Hz, 1H(Tiyazol)), 6.94 (d, J = 8.3 Hz, 2H(Ph 3-CH, 5-CH)), 5.41 (s, 1H(Bn
a-CHy)), 3.77 (d, J = 1.5 Hz, 3H(OCH?3)), 3.55 (bs, 4H(Piperazin 3-CHz, 5-CH>)), 3.41 (s,
3H(Ksantin 3-CHs)), 3.30 (bs, 4H(Piperazin 2-CHa, 6-CH>)), 3.19 (s, 3H(Ksantin 1-CHz)).
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4.1.2.14. 8-(4-(4-(3-Klorofenil)tiyazol-2-il)piperazin-1-il)-7-(3,4-diklorobenzil)-1,3-
dimetil-3,7-dihidro-1H-ptrin-2,6-dion (6n)

e
S. /. N N0
| )N N | \f
N \_/ N N\CH3
0

Cl

cl Cl

Sekil 4.69. Bilesigin molekiil formiilii (6n)

Metot F’ye gore (3c) ve (5d) bilesiklerinden hareketle sentezlenmistir. Verim: %73.8.

Fiziksel goriinim: agik sar1 toz. Erime noktasi: 212-213 °C.

IR vmaks (cm™): 3101 (sp? C-H gerilme bantlar1), 3005-2863 (sp® C-H gerilme bantlar1), 1698
(C=0 gerilme bandi), 1656 (C=0O gerilme bandi).

IH-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 7.91 (d, J = 2.1 Hz, 1H(Ph 2-CH)), 7.83 (d, J =
7.6 Hz, 1H(Ph 6-CH)), 7.63 (d, J= 7.0 Hz, 1H(Bn 5-CH)) 7.57 (s, 1H(Tiyazol)) 7.49 (d, J =
2.0 Hz, 1H(Ph 4-CH)), 7.42 (t, J = 8.0 Hz 1H(Ph 5-CH)), 7.34 (d, J = 8.0 Hz, 1H(Bn 2-CH)),
7.19 (d, J = 8.3 Hz, 1H(Bn 6-CH)), 5.41 (s, 2H (Bn a-CHy)), 3.41 (bs, 4H(Piperazin 3-CHz,
5-CHy)), 3.32 (s, 3H(Ksantin 3-CH3)), 3.29 (bs, 4H(Piperazin 2-CH,, 6-CH>)), 3.19 (s,
3H(Ksantin 1-CHs)).

13C-NMR (100 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 170.84 (Tiyazol 2-C), 155.98(Ksantin 8-C),
154.35(Ksantin 6-C), 151.37, 149.36, 147.66, 138.52, 137.00, 133.87, 131.67, 131.37,
130.92, 130.64, 129.36, 127.77, 127.50, 125.77, 124.66, 105.10 104.59, 49.50(Piperazin 3,5-
CHy), 47.88(Piperazin 2,6-CH>), 47.37(Bn a-CH>), 30.01(Ksantin 3-CH3), 27.93(Ksantin 1-
CHsa).
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Sekil 4.72. Bilesik 6n’nin *3C-NMR spektrumu
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4.1.2.15. 7-(3,4-Diklorobenzil)-8-(4-(4-(4-klorofenil)tiyazol-2-il)piperazin-1-il)-1,3-
dimetil-3,7-dihidro-1H-ptrin-2,6-dion (60)

3

cHy
S/ N N0
| N N | \V&
o)
Cl

i Cl

Sekil 4.73. Bilesigin molekiil formiilii (60)

Metot F’ye gore (3c) ve (5e) bilesiklerinden hareketle sentezlenmistir. Verim: %60.0.

Fiziksel goriiniim: agik sar1 toz. Erime noktasi: 185-187 °C.

IR vmaks (cm™): 3078-3059 (sp? C-H gerilme bantlar1), 2948-2840 (sp® C-H gerilme bantlar),
1698 (C=0 gerilme bandi), 1652 (C=0 gerilme band:).

IH-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 7.88 (d, J = 8.2 Hz, 2H(Ph 3-CH, 5-CH)), 7.62
(d, J = 8.2 Hz, 1H(Bn 5-CH)), 7.57 (s, 1H(Bn 2-CH)), 7.45 (d, J = 8.2 Hz, 2H(Ph 2-CH, 6-
CH)), 7.40 (s, 1H(Tiyazol)), 7.19 (d, J = 8.3 Hz, 1H(Bn 6-CH)), 5.41 (s, 1H(Bn a-CH>)),
3.58 (bs, 4H(Piperazin(3-CHz, 5-CH2)), 3.41 (bs, 3H(Ksantin-3-CH3)), 3.29 (bs,
4H(Piperazin(2-CHz, 6-CHy)), 3.19 (s, 3H(Ksantin-1-CHs)).

BBC-NMR (100 MHz) (DMSO-ds) 8 (ppm): 170.85(Tiyazol 2-C), 155.98(Ksantin 8-C),
154.35 (Ksantin 6-C), 151.36, 149.72, 147.66, 138.52, 133.83, 132.43, 131.67, 131.37,
130.65, 129.36, 129.00, 127.85, 127.51, 104.59, 104.32, 49.48(Piperazin 3,5-CH>),
47.87(Piperazin 2,6-CH>), 47.38 (Bn a-CH>) , 30.00(Ksantin 3-CH3), 27.93 (Ksantin 1-CHa).
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122



(wdd) 14

€- z 1- z € v S 9 L 8 6 o1 T 4 €1 T ST 91
/| 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ) 1 1
[FNNYNINN = ~ONOON
00000T-- FESECIN g ISES RS
Shere ! iaa Vau
0 o p ! o
000007+ (wdd) 14
TLOEL YL SL 9L L 8L 6L
n 1 n 1 " 1 e 1 1 1 . 1 . 1 n 1 2
000002 i 5 =t %o S
OI. o NN w N w
i fifguin i h u
00000¢- ;
00000 i 000007
000005
000002
000009- 7
00000/~ 00000c| 4 M. 4 /\. M. ,\. /\. L /\. m_
B 823 4ed 83
000008-
000006-
6€
0000007+ _ o 12
10 \
N\ =
000007 T+ A
am\\ \mm o
10
0000027 N L
Il HANY 73
00000€T- ol Il / - s
mIU/m_\:/E\—n_ ol N \mN/om\
N\ w/ X Vi €2
000007~ | I . \Nl N o I
WO\N/N_\.\/ N /m_ln_\ w\qm
000005 |
€HO
9
0000097+
0000047+ h s V e /Ar_\ﬁ_ 7[/_40 ST-v3
sk & ERERALTDRE TTT'ST-V3

Sekil 4.75. Bilesik 60 'nun *H-NMR spektrumu

123



L0TX0Z

L0TX0'T

LOTX0'-

L0TX0'9-

,0TX0'8

QOTX0'T

QOTXT T

QOTXb T

G0TX9'T

S0TX8'T-

0TX0'-

QOTXT'T

0T Xb'T

0TX9'Z-

0T

0¢

0€

b4

0S

09

0L

08

(wdd) 14
06 00T  OTT 02T
1 1 1

1

0T obT 0ST 0971 04T 08T 06T 00
1 1 1 1 1 1 1

(OTX82

86

00T
1

<0t
1

(wdd) 14
¥0T | 90T 80T
1 1 1

QOTX0'T-

LOTX0'T

00 é

(wdd) 4
0cT  SET ObT  SbT  0ST  SST
1 1 1 1 1 1

"™

,07%0°'S
3
mw 10
I
/vm\mm\
I e
74 \
N —=i
W=
o N,
ol :
3 —
SN /S\z/ v \E m_/ \m/om
RS
B _ZENlS rE 5 .
o7 /7__\ N 61—l mNZ /N\m\ /%
i
9 /&\ /_ouw
ST v3
ATTET'ST V3

Sekil 4.76. Bilesik 60 nun **C-NMR spektrum
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4.1.3. Sentez yontemlerinin degerlendirilmesi

Bu ¢alisma boyunca elde edilmis bilesikler alt1 basamakli sentez prosedrleri (Sekil

4.82) sonucu sentezlenmistir.

(0] - (0]
N A H;C. H;C.
— / Br —» 3
;\'/> %‘* ;\/E/Hf X IO
(o)
CH3 H3 CH3 é H,
@ (2a-2¢) (3a-3¢)
(0]
(0]
o B SN
r =z
cH, P E_R
Rz 3 —— R2 E— 2
(4a-4e) (5a-5e)

R, R,
0) % o o R,
S._N H,C
H;C + ~" F N N /\ N
| N RL@)V | )N N |
4]\ />_ N, _<S

CH3
(3a-3¢) (5a-5e) (6a-60)

Sekil 4.77. Bilesiklerin sentezleri (Metot A-F)

[Ik basamakta (Metot A) teofilin (1,3-dimetil-3,7-dihidro-1H-piirin-2,6-dion) bilesigi
ile Brz, asetik asit ve su igeren ortamda reaksiyona girmis olup teofilin bilesiginin 8. konumu

bromlanmustir. Bu reaksiyonun verimi %70.3 olarak hesaplanmustir.

Ikinci basamakta (Metot B), ilk basamakta elde edilmis 8-bromo-1,3-dimetil-3,7-
dihidro-1H-pirin-2,6-dion bilesiginin benzil halojeniir tiirevi (benzil bromiir, 4-klorobenzil
Klorir, 3,4-diklorobenzilkloriir) bilesikler ile potasyum karbonat Kkatalizorliigiinde
reaksiyona girmesi sonucu 7. konuma benzil tiirevleri baglanmistir. Reaksiyon zamani benzil

halojenir turevlerinde bulunan a karbona bagl halojene gore degismis olup benzil bromiir
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ile gerceklesen reaksiyon daha kisa siirede gerceklesmistir. Gergeklesen bu reaksiyonlarin

verimleri %64.1-80.1 araliginda olup bu reaksiyonun mekanizmasi Sekil 4.83’te verilmistir.

)\msr #)\'Hf

I
in, CH,

(0]
H3C . 2\ %Br
HyC

Sekil 4.78. Metot B 'de gergeklesen reaksiyonun mekanizmasi

Uclincli basamakta (Metot C) ikinci basamak sonucu elde edilen bilesikler ile piperazin
bilesigi, potasyum karbonat katalizorliigiinde reaksiyona girmis olup ksantin tiirevi bilesigin
8. konumuna bagli brom yapidan ayrilirken piperazin bu konuma baglanmistir. Gergeklesen

bu reaksiyonlarin verimleri %27.4-34.3 araliginda olup reaksiyon mekanizmasi Sekil 4.84°te

verilmistir.

R,
i f@
(o) HSC\N/Uj:N ~ o
L N TN
H3C 1\(/\| o) I\IJ N AN
NH

Sekil 4.79. Metot C 'de ger¢eklesen reaksiyonun mekanizmasi

Dordlincu basamakta (Metot D) asetofenon tiirevi bilesikler ile Brz, glasiyel asetik asitli
ortamda HBr katalizorliiglinde reaksiyona girmis olup asetofenon bilesiginin 2.
konumundaki karbonuna brom baglanmistir. Gergeklesen bu reaksiyonlarin verimleri

%58.7-75.3 araliginda olup reaksiyon mekanizmasi1 Sekil 4.85°te verilmistir.
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Sekil 4.80. Metot D ’de ger¢eklesen reaksiyonun mekanizmasi

Besinci basamakta, dordiincii basamak sonucu elde edilen 2-bromoasetofenon tirevi
bilesikler ile KSCN bilesigi absolii etanol iceren ortamda reaksiyona girmis ve 2. konumda
bulunan brom yapidan ayrilarak yerine tiyosiyanat baglanmistir. Gergeklesen bu
reaksiyonlarin verimleri %45.4-60.2 araliginda olup reaksiyon mekanizmas: Sekil 4.86’da

verilmistir.

S<
C@ = —_— C\\\
R, ﬁ@r S—C=N R, N

Sekil 4.81. Metot E de gerceklesen reaksiyonun mekanizmasi

Altmc1 basamakta ise, ilk ¢ basamak sonucu elde edilen 7-benzil-1,3-dimetil-8-
(piperazin-1-il)-3,7-dihidro-1H-plrin-2,6-dion tirevi bilesikler ile dort ve besinci
basamaklar sonucu elde edilen 1-fenil-2-tiyosiyanatoetan-1-on tiirevi bilesikler absolii
etanollii ortamda asetik asit katalizorliiglinde reaksiyona girmis olup halka kapanmasi
gercekleserek tiyazol halkasi elde edilmistir. Gergeklesen bu reaksiyonlarin verimleri %52.1-

78.2 araliginda olup reaksiyon mekanizmasi Sekil 4.87°de verilmistir.
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Sekil 4.82. Metot F’de gerceklesen reaksiyonun mekanizmasi
4.1.4. Nihai bilesiklerin spektrum verilerinin degerlendirilmesi

4.1.4.1. IR spektrum verilerinin degerlendirilmesi

Nihai bilesiklerde yapilan IR spektrum analizleri sonucu 3120-3013 cm™ degerleri
arasimnda sp? C-H gerilme bantlari, 3005-2832 cm™ degerleri arasinda sp®> C-H gerilme
bantlari, 1705-1690 cm™ ve 1663-1651 cm™ araliklarinda ksantin yapisinda bulunan C=0
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gerilme bantlar1 gézlemlenmistir. Metoksi grubu igeren 6b, 6¢, 6g, 6h, 61, 6m bilesiklerinde

1276-1227 cm™ araliginda aril alkil eter gerilme band1 gdzlemlenmistir.

4.1.4.2.*'H-NMR spektrum verilerinin degerlendirilmesi

Nihai bilesiklerde yapilan *H-NMR spektrum analizleri sonucunda piklerin beklendigi
gibi ortaya ¢iktig1 gozlemlenmistir. Bilesiklerdeki benzil a hidrojenlerin singlet olarak 5.45-
5.41 ppm araliginda gozlemlenmistir. Piperazinin 3. ve 5. konumlarinda bulunan hidrojenler
6n bilesigi hari¢ 3.58-3.53 ppm araliginda goriilmiis, 6n bilesiginde bu hidrojenler 3.41 ppm
degerinde gorilmiistiir. Piperazinin 2. ve 6. konumlarindaki hidrojenler 3.42-3.27 ppm
araliginda gozlemlenmis, bu piklerden bazilar1 ksantin halkasina 3. konumdan bagl olan
metil hidrojenleri ile kaynasmis halde, 6nemli bir kismu ise su kirliligi piki ile ¢ok yakin
olarak gdriilmiistiir. Ksantin halkasina 3. konumdan bagli metil grubunun hidrojenleri singlet
halinde veya bazi bilesiklerde piperazin pikleri ile kaynagmis halde 3.42-3.32 ppm araliginda
gozlemlenmistir. Ksantin halka sistemine 1. konumdan bagli metil grubu hidrojenleri singlet
formunda 3.21-3.19 ppm araliginda gézlemlenmistir. Metoksi grubu igeren 6b, 6¢, 6g, 6h,
6l, 6m bilesiklerinde 3.79-3.77 ppm araliklarinda metoksi hidrojenlerine ait singlet piki
goriilmiistliir. Aromatik yapida bulunan hidrojen 7.91-6.85 ppm araliklarinda ¢evrelerinde
bulunan gruplara bagl olarak ¢esitli yarilmalar meydana getirmis; baz1 bilesiklerin (6c, 6e,
6h, 6m, 6n, 60) tiyazol hidrojen singlet piki ayirt edilebilmis; 6b, 6g, 61 bilesiklerin hari¢
tim bilesiklerde fenil kismina bagli 2. ve 6. konumlardaki hidrojenler ayirt edilebilmistir.
Geriye kalan aromatik hidrojen pikleri ise bilesiklerin bazilarinda ayirt edilebilirken

bazilarinda ayirt edilememistir.

4.1.4.3.3C-NMR spektrum verilerinin degerlendirilmesi
Nihai bilesikler arasinda 6a, 6f, 6n, 60 bilesiklerinin **C-NMR spektrum verileri elde

edilmis olup inceleme sonucunda piklerin beklendigi sekilde ortaya ¢iktig1 gézlemlenmistir.
170.85-170.78 ppm araliginda tiyazol yapismin 2. konumundaki karbon piki, 156.03-155.98
ppm araliginda ksantinin 8. konumundaki karbon piki gézlemlenmistir. 154.38-154.35 ppm
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araliginda ksantinin 6. konumundaki karbon piki goriilmiistiir. 49.50-49.41 ppm araliginda
piperazinin 3. ve 5. konumlarindaki karbon pikleri, 47.94-47.87 ppm araliginda piperazinin
2. ve 6. konumlarindaki karbon pikleri goriilmiistiir. Benzil kisminmn o karbonu 48.43 ppm
(6a), 56.49 ppm (6f), 47.37 ppm (6n), 47.38 ppm (60) degerlerinde goriilmiistiir. Ksantin
halkasinin 3. konumundaki karbon piki 30.01-29.99 ppm araliginda, 1. konumundaki karbon
piki ise 27.95-27.93 ppm araliginda gozlenmistir. 151.38-103.54 ppm araliginda diger

karbon pikleri gdzlemlenmistir.

4.1.4.4. HRMS spektrum verilerinin degerlendirilmesi
6i, 6l, 6m, 6n, 60 hari¢ diger nihai bilesiklerin HRMS spektrum verileri

degerlendirilmis, gézlemlenen (M+1)* pikleri ile beklenilen M+1 pik sonuglarinin uyumlu
oldugu gozlemlenmistir. Klor atomu igeren bilesiklerde (6a, 6b, 6¢ hari¢ diger incelenen
bilesikler) yapilarm sahip olduklar1 klor sayis1 ile ayn1 dogrultuda *'Cl izotopundan dolay1
((M+1)+2)* piklerinin yiiksek oldugu gozlemlenmistir.

4.2.  Nihai Bilesiklerin DPP-4 inhibisyon Verilerinin Degerlendirilmesi

Nihai bilesiklerin DPP-4 enzim inhibisyon etkilerini test edebilmek icin Uretici
firmanm 6nerdigi sekilde islemler yapilmistir. Bu amagla, 6ncelikle enzimler ile maddeler
inkiibasyona birakilmis sonrasinda igerisinde 10 pM madde bulunan 100 pL’lik madde-
enzim koktaili plate kuyucuklarina koyulmustur. Her madde i¢in dl¢iilen enzim aktivitesi 3
tekrarli sekilde 3 farkli zamanda yapilarak gerceklestirilmistir. Deney gruplarmnin tekrarlari
arasindaki tutarliligim analizi i¢in tek-yonli ANOVA (one-way ANOVA) testi uygulanmustir.
Gruplarin standart inhibitor (Sitagliptin) grubuna gore anlamliliklar1 ise Dunnett’s testi ile
degerlendirilmistir. Standart inhibitor madde olarak kullanilan sitagliptin ve sentezlenen 15
maddenin 10 uM’lik konsantrasyondaki DPP-4 enzim inhibisyonlar1 Sekil 4.83 ve Tablo

4.1°de verilmistir.
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DPP-4 Enzim Inhibizyonu

Sekil 4.83. Sitagliptin ve nihai bilesiklerin 10 uM Itk konsantrasyondaki % inhibisyon degerleri

Tablo 4.1. Sentezlenen maddelerin (10 pM) ve standart inhibitor olarak kullanilan sitagliptin bilegiginin (10
UM) enzim inhibisyon degerleri #+Standart sapma (SD)

Bilesik DPP-4 % inhibisyon Bilesik DPP-4 % inhibisyon
6a 72.03+£1.97 6i 68.22£1.92
6b 83.72+£0.99 6j 71.28+1.19
6c 85.84 £2.01 6k 78.04 £0.99
6d 7252+1.81 6l 7468 £1.31
6e 66.94 £ 1.42 6m 71.87+2.14
6f 75.60 £0.89 6n 53.75+1.53
69 77.32+£1.01 60 52.62+2.04
6h 74.15+2.99 * Sitagliptin 98.71+£0.87

* Sitagliptin, kit igerisinden ¢ikan DPP IV enzim inhibisyon standard1 olarak kullanilmistir.

Nihai bilesiklerin ve standart inhibitdr olarak kullanilan sitagliptin bilesiginin (%99.13
inhibisyon) DPP-4 enzim aktivitesi {izerine etkileri belirlenmistir. DPP-4 enzim aktivitesini

inhibe eden en giiglii nihai bilesikler %85.84 inhibisyon oraniyla bilesik 6¢ ve %83.72
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inhibisyon oraniyla bilesik 6b olarak goriilmiistiir. En az enzim inhibisyonuna ugrayan

maddeler yaklasik %53 oraniyla bilesik 6n, yaklasik %55 oraniyla da 60’dur.

Yine de sentezlenen higbir madde diger maddelerden farkli olarak ¢ok fazla ya da ¢ok
az bir inhibisyon gostermemektedir. Sentezlenen tiim maddelerin % inhibisyon degerleri
birbirleriyle uyumluluk gostermektedir. Standart olarak kullanilan sitagliptin bilesiginin
inhibisyon degerinden fazla bir inhibisyon gdsteren madde tespit edilememistir. TUm

degerler istatistiksel agidan anlamlilik géstermektedir (en az P<0.05).

4.3.  Nihai Bilesiklerin Molekuller Docking Verilerinin Degerlendirilmesi

Yapilan molekiler docking islemi sonucu her bir bilesigin en iyi dock edilmis pozu

seciminde enerji skoru modeli (Emodel) kullanilmustir.

Elde edilen nihai bilesikler ile beraber ayrica linagliptin bilesigi {izerinden de Glide
programi araciligryla molekiler docking islemi gergeklestirilmis, elde edilen Emodel, E, Eint
ve GlideScore verileri Tablo 4.2°de verilmistir. Linagliptin bilesiginin en iyi GlideScore
degerine sahip oldugu (-9.27 kcal/mol), nihai bilesikler arasindan en iyi GlideScore degerinin

6k bilesigine (-6.16 kcal/mol) ait oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4.2. Nihai bilesikler ve linagliptin bilesiginin molekiler docking islemi sonucu elde edilen skor

degerleri
Bilesik Emodel (kcal/mol) E (kcal/mol) Eint (kcal/mol)  GlideScore (kcal/mol)
6a -73.77 -50.66 2.37 -3.00
6b -72.33 -52.22 5.72 -2.34
6c -73.94 -50.47 0.00 -3.57
6d -73.18 -50.35 0.91 -4.33
6e -71.08 -49.01 0.96 -4.59
6f -66.99 -46.16 1.75 -3.83
69 -75.81 -53.61 3.69 -4.04
6h -71.98 -52.99 1.94 -4.19
6i -73.02 -47.55 5.48 -2.12
6j -75.00 -53.98 5.61 -4.30
6k -80.30 -56.52 1.15 -6.16
6l -74.25 -56.27 6.09 -3.14
6m -71.95 -51.19 2.43 -2.48
6n -74.22 -50.97 2.21 -4.32
60 -84.80 -53.57 2.52 -4.49
Linagliptin -82.22 -55.21 5.37 -9.27
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DPP-4 enziminin aktif yoresi ile linagliptin bilesigi arasindaki etkilesim incelendiginde
Glu205 ve Glu206 ile tuz kopriisii ve Glu205 ile hidrojen bag1 goriilmiistiir. Linagliptin
ayrica Tyr631 ile hidrojen bagi, Tyr547 ve Trp629 ile n-nt etkilesimi, Argl25 ile n-katyon
etkilesimi olusturmustur. Nihai bilesikler ile DPP-4 enziminin aktif yoresi arasindaki pozlar
incelendiginde Glu205 ve Glu206 amino asit kalintilar1 ile bu bilesikler arasinda herhangi bir
etkilesimin bulunmadig1 goriilmiistiir. Buna karsin bu bilesiklerden dnemli bir kism1 Asn562
basta olmak {izere ¢esitli amino asit dizileri ile hidrojen bagi olusturmustur. Bilesiklerin
onemli bir kisminin Trp629 ile n-n etkilesimi olusturdugu; bu bilesiklerden bazilarmin ayrica
Phe357, Tyrb47, Trp627, Trp666 ile m-m etkilesimi meydana getirdigi gorilmiistiir.
Bilesiklerden 6nemli bir cogunluk Argl25 ile n-katyon etkilesimi olusturmustur. Klor igeren
tirevlerden bazilarinda Tyr48, Argl25, Arg358, Asn562 ile halojen bagi meydana gelmistir.
Nihai bilesiklerin ve linagliptin bilesiginin etkilestigi amino asitler, etkilesme tiirii ve

etkilesim mesafeleri Tablo 4.3’te verilmistir.
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Tablo 4.3. Nihai bilesikler ve linagliptin bilesiklerinin etkilestigi amino asitler, etkilesme tiirii ve etkilesim
mesafeleri (A)

Bilesik Hidrojen Bag | Tuz Koprust | zm-m Etkilesimi n-Katyon Halojen Bag:
(Etkilesim (Etkilesim (Etkilesim Etkilesimi (Etkilesim
Mesafesi (A)) | Mesafesi (A)) | Mesafesi (A)) (Etkilesim Mesafesi (A))
Mesafesi (A))
6a His748 (2.40) - Tyr547 (5.25) | Lys554 (3.73) -
Trp627 (5.42)
6b - - - Argl25 (4.79) -
Arg125 (5.37)
Arg669 (5.39)
6c Asn562 (1.97) - Trp629 (4.01) | Argl25 (6.05) -
Trp629 (4.26)
6d Asn562 (1.88) - Trp629 (3.85) | Argl25 (3.85) -
Tyr752 (2.76) Trp629 (3.87) | Lys554 (3.81)
Lys554 (3.89)
6e Asn562 (2.04) Tyr547 (4.31) | Argl25(6.18) | Arg358 (3.38)
Trp629 (3.76) | Argl25 (6.21)
Trp629 (3.93) | Lys554 (3.94)
Lys554 (4.15)
6f - - - Arg125 (5.58) | Asn562 (3.02)
69 Arg358 (2.24) - Phe357 (5.22) | Argl25 (6.41) -
Trp629 (3.90)
Trp629 (4.20)
Trp666 (4.27)
6h Asn562 (2.07) - Tyr547 (4.35) | Argl25 (6.27) | Argl25 (3.44)
Arg125 (6.33)
Lys554 (3.86)
Lys554 (4.01)
6i - - - - -
6j Ser209 (2.04) - Trp627 (4.98) - -
6k Asn710 (2.10) - Tyr547 (5.21) | Lys554 (3.72) -
Trp627 (5.48)
6l - - - Tyr547 (4.96) Tyrd8 (2.97)
6m Arg358 (2.07) - Phe357 (4.16) | Argl25 (5.31) -
Argl125 (5.44)
Lys554 (4.07)
6n Asn562 (2.14) - - Argl125 (3.98) | Argl25 (3.24)
Lys554 (4.20)
60 Asn562 (2.47) - Tyr547 (4.29) | Argl25 (6.27) -
Arg125 (6.36)
Linagliptin Glu205 (2.24) | Glu205(2.87) | Tyr547 (3.63) | Argl25 (5.92) -
Tyr631 (2.13) | Glu206 (3.06) | Trp629 (3.70)

Elde edilen pozlar ve skorlar incelendiginde 6i bilesiginin herhangi bir etkilesim
gerceklestirmedigi goriilmiistiir. Geri kalan nihai bilesiklerden 6j hari¢ tamaminin 7n-nt ve nt-
katyon etkilesimi olusturdugu, 6nemli bir kisminin hidrojen bagi olusturdugu, klor iceren

bilesiklerden bazilarmin halojen bagi olusturdugu gériilmiis, nihai bilesik yapilarinda iyonize
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bir kisim mevcut olmadig1 i¢in herhangi bir tuz kopriisiiniin meydana gelmedigi goriilmiistiir.
Linagliptin bilesiginde Glu205 ve Glu206 amino asitleri ile kuvvetli etkilesim goriilmesine
karsin, nihai bilesiklerde bu amino asitler ile bir etkilesim bulunmamaktadir. Nihai
bilesiklerden yapilan in vitro DPP-4 inhibisyon testi sonucu en yiiksek % inhibisyon degeri
gOzlemlenen 6b ve 6¢ bilesikleri ile beraber linagliptin bilesiginin iki boyutlu ve ti¢ boyutlu
pozlar1 Sekil 4.84 ve Sekil 4.85’te verilmistir.
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Sekil 4.84. 6b (sol Ustte), 6¢ (sag iistte) ve linagliptin (asagida) bilesiklerinin iki boyutlu pozilari
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Sekil 4.85. 6b (yukarida), 6¢ (ortada) ve linagliptin (asagida) bilesiklerinin ii¢ boyutlu pozlart
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calisma kapsaminda sentezlenen bilesikler 6 basamakli bir sentez prosediirii sonucu
elde edilmistir. Teofilin bilesiginin 8. konumu bromlanmig (1), 8. konumu bromlanmis
teofilin bilesiginin 7. Konumuna benzil tiirevleri baglanmis (2a-2c), daha sonrasinda bu
bilesigin 8. konumundaki brom yerine piperazin halkasi baglanmistir (3a-3c). Diger yandan
asetofenon tiirevi bilesiklerin alfa karbonu bromlanmis (4a-4e), bromlanan bilesiklerde daha
sonra brom yerine tiyosiyanat baglanmistir (5a-5e). Elde edilen 7-benzil-1,3-dimetil-8-
(piperazin-1-il)-3,7-dihidro-1H-plrin-2,6-dion tdrevleri ve 1-fenil-2-tiyosiyanatoetan-1-on
tirevlerinin reaksiyonu sonucu 7-benzil-1,3-dimetil-8-(4-(4-feniltiyazol-2-il)piperazin-1-il)-
3,7-dihidro-1H-plrin-2,6-dion tiirevi bilesikler (6a-60) sentezlenmistir.

Sentezlenmis nihai bilesiklerin IR, *H-NMR spektrumlar1 elde edilmis, 6i, 61, 6m, 6n,
60 hari¢ diger bilesiklerin HRMS analizleri gergeklestirilmistir. Nihai bilesiklerden 6a, 6e,
6n ve 60 bilesiklerinin ayrica **C-NMR spektrumlar1 da elde edilmis olup bu bilesiklerin

spektrumlarinin yapilar ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Ksantin halka sistemine sahip olan bilesikler antimikrobiyal, PDE-4 inhibit6ra,
MAO-B inhibitdri, adenozin reseptor antagonisti, antioksidan, DPP-4 inhibitorii gibi farkl
farmakolojik 6zelliklere sahip olabilmektedir. Nihai bilesiklerin sahip oldugu ksantin halka

sisteminden dolay1 farkl etki potansiyelleri oldugu diistiniilmektedir.

Linagliptin bilesigi DPP-4 enzimine kars1 1 nM’lik ICso degerine sahiptir ve T2D
tedavisinde kullanilan olduk¢a potent ve DPP-4 selektif inhibitér bilesiktir. Sentezlenmis
nihai bilesiklerin de linagliptin bilesigine benzer olarak sahip oldugu ksantin yapisi ve
hidrofobik yoreler bu bilesiklerin DPP-4 enzimine karsi etkiye sahip olabilecegini
diistindiirmistiir. Sentezlenmis her bir bilesik i¢in 10 pM konsantrasyon degerinde in vitro
DPP-4 enzim inhibisyon analizi gerceklestirilmis olup, en yiiksek % inhibitdr etkinlige sahip
olan bilesikler %85.84 inhibisyon degerine sahip 6¢ ve %83.72 inhibisyon degerine sahip 6b
bilesikleri olarak goriilmiistiir. Nihai bilesiklerde ayrica molekiler docking islemi
gerceklestirilmis olup bu islem sonucunda elde edilen skorlar ve baglanma pozlari
degerlendirilmis olup bilesiklerin aktif yore amino asitleri ile agirlikli olarak - etkilesimi

meydana getirdikleri gdzlemlenmistir.
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Ileriki ¢alismalarda bu ¢alismada elde edilen bilesiklerin hiicre proliferasyonu ve
hiicre canliligini test etme amaciyla ayrica MTT testine [101] tabi tutulmasi planlanmaktadir.
Bununla beraber ksantin ¢ekirdegi igeren farkli bilesiklerin de elde edilmesi ve elde edilen
bu bilesiklerin DPP-4 enzim inhibisyon etkinlikleri ile beraber sitotoksisite etkilerinin

degerlendirilmesi planlanmaktadir.
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