OZET

YASLANMA IZLEYICILERI

Mevcut bulus, hicre vaslanmasini gérsellestirmek ic¢cin faydala
yveni bilesikler wve bu bilesiklerin hazirlanmasi ve kullanimina
iliskindir. Ozellikle, bu bulus yaslanma izlerinde ve bunlarin

hazirlanmasinda vararli olan veni fukoz wve aminokinolin tilirevleri

ile ilgilidir.
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ISTEMLER

1. A-1L-M (I) formiil bilesigdi, bunlarin tuzlari, sclvatlari ve
tuzlarin solvatlari olup, o&zelligi;

A'nin,

HO OH
OH

burada;

* ifadesinin L 1ile temsil edilen tortuya badlanma bélgesini
temsil etmesi,

L'nin, *Y-(CHz),-' 'vi temsil etmesi veya

|

N

\

N
/f
. N

Y ifadesinin ©, N, S, S50 wve 80z’den olusan gruptan segilmesi,
n‘nin, 2 ila 6 arasinda bir tam sayi olmasz,

* ifadesinin A ile temsil edilen tortuya badlanma bdlgesini
temsil etmesi, ve

* ifadesinin M ile temsil edilen tortuya badlanma bélgesini temsil

etmesi ve M’in en az 18F iceren bir tortuyu temsil etmesidir.

2. Istem 1’e gdre bir bilesik olup, &zelligi n'nin 2, 3 veya 4

olmasi ile karakterize edilmesidir.
3. Istem 1 veya 2'yve gdre bir bilesik iceren ilac olup, dzellidi;
en az bir inert, toksik olmayan, farmasdtik c¢larak uygun

eksipiyan ile kombinasyon halinde olmasidir.

4, Istem 1 veya 2've gdre bir bilesik olup, ©ozellidi; hicre

vaslanmasinin in vitro clarak saptanmasi ig¢in kullanilmasidir.

29



10

5. Istem 1 veya 2'ye gbre bir bilesik olup, &zelligi; kanser

tedavisinin etkinligini in vitro olarak belirlemek ig¢in
kullanilmasidar.
6. Hiicre yaslanmasini saptama yontemi olup, Szellidi;

hiicrelerin Istem 1 veya 2'ye gdre in vitro olarak bir bilesik ile

temas ettirilmesini icermesidir.
7. Kanser fedavisinin etkinlidini belirleme ydntemi olup,

dzelligi; hilcrelerin Tstem 1 veya 2'ye gére in vitro olarak bir

bilegik ile temas ettirilmesini icermesidir.
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TARIFNAME

YASLANMA IzZLEYICILERI

Bu bulug, hicre yaslanmasini gdrsellegtirmek ig¢in faydali yeni
bilegsikler ve bu bilegiklerin kullanimina ilisgkindir,
Ozellikle, bu bulus yaslanma izleri olarak faydali vyeni fukoz
tiirevleri ile ilgilidir.

Hicre vaslanmasi, genel olarak hiucresel proliferasyonun
durduruldudu wve hicrelerin hiicre dénglisiiniin durdugu genel
biyvolojik program olarak tanimlanmaktadir. Bu nedenle
vaslanmaya hlicresel metabolizmada belirgin dedigsiklikler eslik
etmektedir.

Son vyillarda vyaslanmanin kanser tedavisi ve tedavi direncinde
dnemli bir rol oynadidi ve kanser evrelemesli ve prognozu
hakkinda Dbir fikir wverdidi kabul edilmektedir. Tedaviyle
iliskili vaslanma, kemoterapdtik basarinin bir &lcisi olabilir
ve yaslanan hilcrelerin tespiti, ayrica, preneoplastik
lezyonlarin saptanmasi ic¢in teshis olanaklari sunabilir.
Yaslanmis hiicre icin en vyaygin kullanilan markirlardan biri
yaslanma ile iliskili (SA) -e-galaktosidazdir (R-gal). Birkacg
B-gal substrat gelistirilmistir ve su anda ex-vivo ve in-vitro
olarak p-gal ekspresyonu gbstermek igin kullanilmaktadir.
Chen wve Chang (1887), Bivycockimyasal ve Bivyofiziksel Arastirma
Iletisimleri, Cilt. 142, No. 3, S. 767-774"te vyaslanan
fibroblastlarda fukeczilasyonda bir artis oldudunu ve in vitro
olarak radyecaktif izotop 3H'nin kullanilmasina badli oldugunu
aclklamaktadair. Ancak, hilicre vyaslanmasi ic¢in izlevici olarak
iglev gbrebilecek gelismisg bilesiklere hala ihtivacg
duyulmaktadir, 0Ozellikle Dbu izleyicilerin, bu izleyicilerin
gbrsellestirilmesi ig¢in invazif olmayan ydntemler kullanilarak
in vivo tesghis bilesikleri olarak kullanilabilmesi vyararli
olacaktir.

Son zamanlarda, a-fukosidaz {x—fuc) ekspresyonunun, hiicre

vagslanmasinin daha spesifik bir gbstergesi oldudu ortava
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cikmistair. Ayrica, p-gal ve a-fuc gibi glikeosidazlarin

lizozomlarda eksprese edildidi wve bu lizozomlarin siklikla

yaslanan hilcrelerde belirgin sekilde genigledigi
bilinmektedir.

Mevcut  bulus gahipleri, flioresan etiketler veya radyo
etiketler tasiyan baz1 fukoz tiirevlerinin yaslanma

hiicrelerinde bkiriktidini wve vyaslanan hicrelerin hem in vitro
hem de in wvivo clarak glivenilir bir sekilde isaretlenmesi ve
saptanmasi i¢in kullanilabilecedini bulmuslardir. Mevcut bulus

formiil bhilesikleri ile 1lgili olup,

burada,
A'nin,
O o
HO OH
OH
burada;

X'in bir halo-ikame edici oldudu, ve
*1n L 1le temsil edilen tortuya baglanma bdlgesini temsil
ettidi A-L-M (I) formiline sahip bilesiklerle ilgilidir.

L, *Y—(CHz)p—t 'yi veva

burada;

Y ifadesinin O, N, S, S0 and S50z'den olusan gruptan sec¢ildigi,

n‘nin 2 ila 6 arasindan sec¢ilen bir tam sayi oldugu,

* ifadesinin, A ile temsil edilen tertuya badlanma bdlgesini
temsil ettidi wve # ifadesinin, ™M 1ile temsil edilen <fortuya
baglanma bolgesini temsil ettigi; ve

M'nin, 1¥¥F'yi temsil ettigi,
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bunlarin solvatlara ve solvatlarin tuzlarina temsil
etmektedir.

Bulusun bilesikleri (I}, (Ia), (Ib), (Ic) ve (Ic)
formiillerinin bilesikleri wve bunlarin tuzlari, socolvatlari vwve
tuzlarinin solvatlari wve ayni zamanda bilesikleri formiille
kapsanan Dbilesiklerdir, (1), (Ia), (Tbh) ., (Tey wve (Id) ve
bundan sonra o&rnek vapilanma (lar) olarak anilacaktir, wve
bunlarin tuzlari, solvatlari wve tuzlarinin solvatlari, formil
ile kapsanan bilesikler oldugundan dolayi (I), (la), (Ibk),
(Ic) wve (Id) wve bundan sonra bahsedilecek bilegikler hali
hazirda tuzlar, solvatlar ve tuzlarin solvatlari dedildir.
Bulusun bilesikleri, vapilarina badli olarak, stereoizomerik
formlarda (enantiyomerler, diasterecmerler) bulunabilir.
Dolayisiyla bulus, enantiyomerleri veya diasterecmerleri ve
bunlarin karigimlarini da  kapsar. Sterecizomerik clarak
homojen bilesenler, bu tir enantiyomerlerin ve/vevya
diastereomerlerin karisimlarindan bilinen bir sekilde izole
edilebilir.

Bu fukosidil tortusu decdal L konfigirasyonunda ise, A'nin bir
fukosidil tortusu oldugu bulusun bilesimlerinde tercih
edilebilir,.

Bulusun bilesgikleri totomerik formlarda ortaya ¢ikabilirse,
nevcut bulug tim teotomerik formlari kapsar.

Mevcut bulusun amac¢lari igin tercih edilen tuzlar, bulusa ait
bilesiklerin fizyolojik olarak kabul edilebilir tuzlaridair.
Bununla birlikte, farmasdétik uygulamalar 1ig¢in uygun olmayan
ancak drnedin bulusa ait bilesiklerin izolasyonu veya
saflastirilmasi icgin kullanilabilen tuzlar da dahildir.

Formil (I) Dbilesgiklerinin farmasdtik olarak kabul edilebilir
tuzlarinin &rnekleri arasinda, amonyum tuzlari, alkali metal
tuzlari, ©dzellikle sodyum va da potasyum tuzlari, alkalin
toprak metal tuzlari, dzellikle magnezyum vya da kalsiyum
tuzlari gibi inorganik bazlarin tuzlari; organik bazlarin
tuzlari, ©6zellikle de sikloheksilamin, benzilamin, oktilamin,

etanolamin, dietanclamin, dietilamin, trietilamin,
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etilendiamin, prokain, morfolin, pirolin, piperidin, N-
etilpiperidin, N-metilmorfolin, piperazin gibi organiz bazlar
veya bazik amino asitler, 6zellikle lisin, arginin, ornitin ve
histidin iceren tuzlar vardir.

Formiil (I) bilegiklerinin farmasdétik olarak kabul edilebilir
tuzlarinin drnekleri ayrica hidrokleritler, hidrobromitler,

sulfatlar, fosfatlar veya fosfonatlar gibi inorganik asitlerin

tuzlarini; dzellikle asetatlar, formatlar, propivonatlar,
laktatlar, sitratlar, fumaratlar, maleatler, benzoatlar,
tartratlar, malatlar, metansulfonatlar, etansiulfonatlar,
tolilenstilfonatlar veya benzensilfonatlar gibi organik

asitlerin tuzlari; wveya o6zellikle aspartat veyva glutamat gibi
asidik amino asitler igeren tuzlar wvardir.
Bulusun amaclari i1g¢in solvatlar, kati veya sivi halde solvent

molekiilleri dile koordinasyon i¢inde bir kompleks olusturan,

bulusa ait Dbilesgsiklerin durumlarini: belirtir. Hidratlar,
koordinasyonun suyla gerceklestidi belirli bir solvat
seklidir.

Bu bulus baglaminda, ikame ediciler aksi belirtilmedikge
asagidakl tanimlarla belirtilmektedir.

Alkil ferimi genel olarak dalli: wveya diz zincirli (Ci-Cs)-
alkil, tercihen (C.-C4)-alkil, &rnedin, &zellikle metil, etil,
propil, butil, izopropil, i1izcbitil wve tert.-butil anlamina
gelir.

Alkcksi terimi, genel olarak, 6zellikle metoksi, etoksi,
propoksi, Dbiitoksi, 1zopropoksi, izobutoksi wve tert.-butoksi
gibi dalli veya diiz zincirli (C.-Ce)-alkoksi, tercihen (C,-Ca})-
alkoksi anlamina gelir.

Mono- wve dialkilamino terimleri sirasiyla bir veya i1ki alkil
ikame ediciye (birbirinden Padimsiz olarak seg¢ilmis} sahip
olan bir alkilamino radikalini, ©&rnedin &rnek vyoluyla ve
tercihen metilamino, etilamino, n-pro-plamino, izopropilamino,
tert-butilamino, n-pentilamino, n-heksilaming, N, N-—
dimetilaminc, N, N-dietilamino, WN-etil-N-metilamino, N-metil-

Nn-propilamino, N-izopreoepil-N-n-propilaminoc, N-tert-butil-N-
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metilamino, N-etil-N-n-pentilaminc ve N-n-heksil-N-metilamino
anlamina gelir. Mono- (C,-C3)-alkilamino, ©&rnedin 1 ila 3
karbon atomuna sahip bir moncalkilamine radikalini temsil
eder, Di-{C,-Cs)-alkilamino, her bir =zlkil ikame edicisi icgin 1
ila 3 karbon atomuna sahip bir dialkilamino radikalini temsil
eder.

Halcjen wveya halo terimi, flor, klor, brom veya iyota;
tercihen flor, klor wveva broma atfen kullanilmistir. Bazi
vapilanmalarda, halojen veya halo terimi tercihen 7¢Br, 7°Br,
°F and 18F anlamina gelir.

A ile temsil edilen grubun formiillerinde, bir * oldudu bitisik
cizginin bitis noktasi bir karbon atomu wveya bir CHz grubu
degil, A'nin badlandidi atomla badin bir bilesenidir.

L ile temsil edilen grubun formiullerinde, bir * veya ' oldugu
bitisik ¢izginin bitis noktasi: bir karbon atomu wveya bir CH:
grubu dedil, L'nin badlandig:i atomla badin bir bilegenidir.
Bulusun bilegiklerinde M 1le temsil edilen tortu, bulus
bilesiklerinde L tarafindan temsil edilen tecrtuya eklenebilir.
Tercihen, florofor, bulusa ait Dbilesiklerin kullanildiga
konsantrasyon araligi icinde esasen toksik dedildir.

Bulusun bilesiklerinde M 1ile temsil edilen tortu, bulusun
bilesiklerinde L 1ile temsil edilen tortuya Dbadglanabilen
L8 tdir. Tercihen, tortu l8p, bulusa ait bilesiklerin
kullanildida konsantrasyon araligi i¢inde esasen toksik
degildir. En basit formlarindan birinde M, 18F atomudur.

Mevcut bulus ayrica, X'in Ci'yi temsil ettigi formiil (I)
bilesikleri ile de ilgilidir.

Mevcut bulus ayrica, n'nin 2, 3 wveya 4 oldugdu formiil (I)
bilesikleri ile de ilgilidir.

Ri, hidrejen veya (Ci1-Cg)-alkildir,

buradaki alkil, hidroksi, amino, siyano, nitro, halecjen,
karbonil, (C.-C4)-alkecksi, mono (C.:-C4)-alkilamino ve di-(Ci1-Cu)
alkilamino badimsiz olarak secilen bir ila U¢ ikame edici ile
ikame edilebilir,

burada Ri, X'in 7®Br, 7"°Br veya !%F olmamasi durumunda en az bir
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T6Br, 75Br, 8F wveva 11C igeren istede kadli clarak ikame edilmis
(Ci-Cs)—alkili temsil etmektedir,

Rz ve Rs birbirlerinden badimsiz olarak hidrojen wvevya {C.-Cg)-
alkili temsil etmektedir,

buradaki alkil, Thidroksi, amino, siyano, nitro, halojen,
karbonil, (C.-Cs)-alkcoksi, mono (Ci1-C4)-alkilamino ve di-(C1-Cz)
alkilamino badimsiz olarak secilen bir ila U¢ ikame edici ile
ikame edilebilir,

burada en az Rz ve Ri lzerinde en az bir 11C igeren veva en a:z
bir 7%Br, 7°Br, 18F veya 11C iceren bir tortu ile ikame edilen
bir (C1-C3)-alkil'i temsil etmekte ve * ifadesi L ile temsil
edilen tortuya badlanma bdlgesini temsil etmektedir.

Bazi vyapilanmalarda, M'nin temsil edilmesi durumunda tercih

edilebilir

RV\N//

/

N\

X N

Baz1 vyapilanmalarda, A'nin temsil edilmesi durumunda tercih

edilebilir
O g
HO OH
OH
tercihen
. o) *
HO™ ™ OH
OH
Bazi vyapilanmalarda, formil (1) bilesiginin bir formiil

bilegidi olmasi tercih edilebilir,



=~ "N
|
0 L N
N
R1
HO OH X (ta)
OH

burada Ri1, L ve X yukarida belirtilen anlama gelir, tercihen

=~ N
|
e L\I\!l =
\“. R1
HO : OH X
OH

burada Ri, L ve X yukarida belirtilen anlama gelir.

(Ib)

5 Bazi vapilanmalarda, formiil (1) bilesiginin Dbir formil

bilesidl olmasi tercih edilebilir,

N X
| X
-
o. _Y_ _N—R I
~chy), (lc)
HO OH
OH

burada Ri, Y, X ve n yukarida bkelirtilen anlama gelir ve Y

tercihen O veya N'yi temsil eder,

10
N X
AN
| P
R (1d)
HO' ™ “OH

OH

Bulusun bilesikleri, A, L ve M'nin kesin dofasina badli olarak
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cesitli yollarla hazirlanabilir. Ornedin, korumalz bir
fukozdan baslamak wve korunmus fukozu korumali bir Z-bromo
fukoz tlirevine dénlistiirmek miimkindiir.

Bu tepkime genellikle, istede bkadgli olarak bir solvent iginde,
0°C ila c¢oézicinin geri akisina kadar olan bir sicaklikta
bromlastirici bir reaktif varlidinda gergeklestirilir.

Uygun bromlastirici ajanlar, asetik asit igerisinde PBr3 wve
HBr icerir.

Tercih edilen solventler, diklorometan veya triklorometan gibi
halojenli hidrokarbonlardir.

2-bromofukoz tirevi, bir sonraki asamada, bulusa ait
bFilesiklerde L ile temsil edilen tortuyu olusturacak bir
bilesik ile tepkimeye sckulabilir.

Bu tir bilesiklerin ornekleri arasinda etilen glikol, Z2-amino-
etanol, 1,2-etilendiamin, 1,3-propandiol, 3-amino-l-prepanol
ve 1,3-diamincpropan bulunur.

Boyle bir birlestirme tepkimesinin keosullari, teknikte uzman
bir kisi tarafindan iyi bilinmektedir.

Bu gekilde elde edilen A-L-kconjugati daha sonra, teknikte
uzman bir kiginin bildigi kosgsullar altinda, bulusun
bilesiklerinde M ile temsil edilen tortuya karsilik gelen bir
bileside tekrar badlanabilir.

Son baglama adimindan sconra, elde edilen bilesikte mevcut clan
koruyucu grup, bulusa ait bilesiklerin elde edilmesi ig¢in
ayrilir.

2-bromofukoz tlrevinin karsilik gelen azide dénistiriilmesi ve
bu azide, bir “klik” tepkimesi icgin normal gartlar
kullanilarak uygun bir alkin i1le tepkimeve sckulmasi ve
ardindan uygun birlestirme adimlari ve (a) korumanin
kaldirilmasi tepkimesi/tepkimeleri de mimkindir. Bu durumda
L'nin bir triazolil temsil ettidi bilesikler elde edilecektir.
Bulusun bilesiklerine giden bir Dbaska vyol, bulusa ait
bilegsiklerde M ile temsil edilen tortuya karsilik gelen bir
bilegidin, bulusa ailt bilegiklerde L ile ftemsil edilen tortuvyu

olusturacak bkir bilesik ile tepkimeye sokulmasini icgerir. M-L-
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konjugati daha sonra yine bulusa ait bilesiklerde A ile temsil
edilen tortuya karsilik gelen bir Dbilegife baglanakilir,
ardindan uygun coldudu verds (a) kerumanin kaldirilmasa
tepkimesi/tepkimeleri uygulanir.

Bulusun bilesgsikleri i¢in bazi ornek eginirlayici olmayan
sentetik yollar asadidaki semalarda gGsterilmektedir. Tepkime
semasl 1'in tepkimeleri, bulusa ait bilesiklerin elde edilmesi
icin tepkime semasi 2'de gdsterilen son adima benzer Dbir
véntemle korumasiz hale getirilebilen korumali bir ara

maddeyle sonu¢lanir.
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Tepkime semasi

.0 0BZ
\T“N PBr:, DCM, Su
N 0°C, 15 dak; 3
BzO — 0oBZ saat, oda BzO
OBz gicakliginda
NaN:, aseton/su, P
geri akis, gegﬁr’jz
.-/..:
boyunca/,f’
.-/7/7
-
J.»(/,O\\YJ;Na
L //J\\
BzO - 0Bz BzO
OBz
{
i
_ Cus04, askorbik
— M )
asit, su, gece
boyunca 70°C
Nj:'-N
.
/O\RJGN\\j
i F
| ;
. . BzO
BzO \F//\OBZ
OBz
BzO

10

oy \L' ~~" "™0oH
L

o (/Ctjl:i

0. J\_NBr

i

T Nogz

OBz

cetilen glikol,
Ag‘2CO3 CH3CN, 24
saat, oda

sicakliginda

_0._ ;0

i OBZ
OBz

TsCT, piridin,

DCM, 0°c, 30
I dak.: oda
*51cak11§1nda gece

boyunga

PLO N o)

L ji " ors
- e

; OBZ
OBz

radyoaktif

isaretleme

O\\//’\\Ja

F

.

> oBZ
OBZ
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Tepkime semasi 2:

Cl
OH
| RS HQN’A\V’
Cl F N/’ geri akis, -
gece boyunca
. _OH
HN" -0
PN ’L‘-_ -
T, ,O\, A_-\.OBZ - ::i:" "-i) / Q. Q P ! .
. I, CI - N . [, J: e f"\u \T ll
B20" ™08z gBch?’eOEtz‘ bem BzO" ;7 TOBz =g
OBz boyunca, OBz
oda sic. NaCMe, metanol,
oda sic.
- ’;::;\N
Sl l
ﬂl\ 11CH'}| NaOH} DMF - o“\p"‘o\v"/\‘N/ \*:',/'/A““
O O, | I
[ L 1MEH K N HO™ ™" OH el
HO" ™~ “OH R o OH
OH

Bulusun bilesikleri, 6nceden tahmin edilemeyen dederli Dbir
farmakolojik etki aralidini gostermektedir. Bu etkiler yaslanma
hilcrelerini isaretleme vyetenedine sahiptirler.

Dolavyisiyla bulus, ayrica, bulusun bilesidinin, hicre
yaslanmasinin saptanmasi icin  bir yontemde kullanima ile
ilgilidir.

Bu nedenle bulus ayrica, bulusun bilesidinin, kanser tedavisinin
etkinligini belirleme vy&nteminin kullanilmasivla da ilgilidir.

Bu nedenle bulugs ayraica, en az bir inert, toksik olmavan,
farmasoétik olarak uygun bir eksipiyvan 1ile kombinasyon halinde
bulusa gb&re bir bilegsik igeren bir ilag¢la da ilgilidir.

Bulusun bilesigi, hiucre yaslanmasinin saptanmasi igin
kullanilabilir.

Bulugun bilegigdi, kanser tedavisinin etkinlidini belirlemek ic¢in
kullanilabilir.

Hiicre vyaslanmasini saptama yontemi, hiicrelerin bkulusa ait bir

11
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bilesik ile temas ettirilmesini icermektedir.

Kanser tedavisinin etkinligini belirleme y&ntemi, hilicrelerin
buluga ait bir bilesik ile temas ettirilmesini icermektedir.
Yukaridaki yontemler, hem in vivo, ©&rnedin kanser tedavisinin
etkinligini izlemek ig¢in bir hastada veya in vitro olarak ornegin
yveni ilaglar icgin tarama yapmak ig¢in gerceklestirilebilir.
Bilesikler tercihen parenteral olarak uygulanair.

Bu uygulama vyolu ig¢in bulusgsa ait bilesikler, uygun uygulama
sekillerinde uygulanabilir.

Parenteral uygulama, bir abscrpsiyon asamasindan kacinarak
(6rnedin, intravendz, intraarteriyal, intrakardiyak, intraspinal
vevya intralumbar) veya bir absorpsivon asamasinin dahil
edilmesiyle (drnegin intramiiskiiler, deri alta, intrakiitan,
perkiitan veya intraperitoneal}) vyapilabilir. Parenteral uygulamaya
uygun uygulama gekilleri, didgerlerinin yani sira ¢oézeltiler,
slispansiyonlar, emilsiyonlar, liyofilizatlar veya steril tozlar
formunda enjeksiyon wve inflzyon i¢in preparasvonlardir. Bulusa
ait bilegikler, belirtilen uygulama gekillerine dd&niigtiriilebilir.
Bu, 41inert, toksik olmavyan, farmasdtik olarak kabul edilebilir
eksipiyanlarla karistirilarak Lilinen bir sekilde
gergeklestirilebilir. Bu eksipiyanlar arasinda diderlerinin yani
sira tasiyicilar (6rnedin mikrokristalin seliloz, laktoz,
manitecl), sclventler (6rnedgin S1v1 polietilen glikoller),
emilgatérler ve daditicilar veya 1slatici maddeler {Ornedin
sodyum dodesil stUlfat, polioksisorbitan oleat), baglayicilar
(Ornedin polivinilpiridonil) sentetik ve dogal polimerler
(Ornedin albimin), stabilizatdrler (Ornedin askorbik asit gibi
antioksidanlzar), renkler (d6rnegin, demir cksitler gibi inorganik
pigmentler) ve tat ve/veva koku diizenleyiciler bulunmaktadar.
Asadidaki testler ve brneklerdeki yiizde verileri, aksi
belirtilmedigi siirece, adirlikga ylzdedir; parcalar agirlikga
verilen parg¢alardir. Solvent oranlari, seyreltme oranlari ve
si1vi/sivi ¢ozeltilerin konsantrasyon verileri her durumda hacme

dayanmaktadir. "A/h" ifadesi "agirlik/hacim" anlamina
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gelmektedir. Dolavisiyla, ornedin, "%10 a/h" su anlama gelir: 100

ml ¢dzelti veya slspansiyon, 10 g madde igerir.
ORNEKLER

Genel yéntemler

Tiim LCMS verileri (aksi belirtilmedikcge), bir Fenomenex (Luna C-
18, 250 x 4.60 mm, 5 mikron}) kolonu olan bir Agilent ESI/APCI
HPLC-ms sistemi kullanilarak elde edilmistir. Numuneler, 2 dakika
boyunca su iginde %5 CH3CN gradyani (+% 0.1 AcOH) kullanilarak
islenmis ve daha sonra 26 dakika boyunca %100 CH3CN'vye
cikarilmistir; daha sonra solvent, 2 dakika daha %100 CHiCN'de
tutulmustur.

Baslangi¢ malzemeleri ve ara urunler

Ornek 1A:

/\/NH2
HN

X
=

Cl N

N1-(7-klorokinolin-4-il}etan-1,2-diamin

Etilendiamin (15 g, 250 mmol) ig¢indeki bir 4,7-diklorokinclin
(5.0 g, 25.2 mmol) ¢bzeltisi, Argen altinda gece boyunca
karistirilarak 90°C'ye 1sitilmistir. TLC, baslangi¢takli kineclin
tiuketiminin, noktadan noktaya daha polar bir iUrine dénismesiyle,
tamamen tiikendidini gdstermistir. 6M NaCH (30 mL) ilave edilmisg
ve organik matervyal, DCM'ye (3 x 100 mL) &zimlenmistir. Tuzlu
suyla (2 x 100 mlL} vyikadiktan sonra, MgS0s lizerinde kurutulduktan
sonra c¢ozicller wvakum altinda ¢ikarilmis ve 2.0 g renksiz
kristalli bir kati elde edilmistir, Kimlik ve saflik, tek bir uv
aktif tepe noktasini (3.47 dakika, m/z 221.7 [M]+) ortaya ¢ikaran

LCMS kullanilarak dogrulanmistir.
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Ornek 2A:

—
=

AcO e QAc

(35,4R, 5R, 68)-6-metiltetrahidro-2H-piran-2,3,4, 5-tetrail
Ltetraasetat

Kaynavan bir asetik anhidrit (35 mL) ve NaOAc (2.5 g, 30.5 mmcl)
¢cbzeltisine kig¢uik miktarlarda L-fukoz (5 g, 30.5 mmol) ilave
edilmistir. Solilisyon yari saydam hale geldidinde, 1sidan alinmisg
ve sofJutma iizerine kismen katilastirilmistir. Tortular, kirilmis
buz (50 g) flzerine doékilmis ve gaz ¢ikisi duruncaya kadar katza
sodyum bikarbonat ilave edilmistir. Organik malzeme EtOAc (3 x
100 mL) ig¢ine &éziUmlenmisg, scodyum bikarbonat (100 mi}) ve tuzlu su
(100 mL)} ile yikanmis Ve MgS504 izerinde kurutulmustur.
Solventlerin wvakum altinda c¢ikarilmasi sari bir surup sonucu
vermistir (10,1 g, %99,6).

Ornek 3A:

-
=

BzO i OBz

(35,4R, 5R, 63)-o-metiltetrahidrec-2H-piran-2,3,4,5-tetrail
tetrabenzoat

L-fukoz (2.0 g, 12.2 mmol) piridin (15 mlL) iginde ¢&ziilmils ve bir
buz banyosunda 0°C'ye kadar sogutulmustur. Benzoil kloriir (7.1
mL, 60.1 mmol), 5 dakika bovunca bir damlalik hunisi ile ilave
edilmis, daha sonra buz banvcsundan g¢ikarilmigs ve tepkime, oda
sicaklidinda 3 saat karismaya birakilmistir. Tepkime karisimi

buzlu suya (100 mL) dékilmiis wve EtlAc (3 x 100 ml) icine
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Szlutlenmistir. Tortular buz soduklujunda 1 M HC1 (2 x 100 mL) ve
tuzlu suyla (100 mL) yikanmis, ardindan MgS04 fizerinde
kurutulmustur. Solventlerin wvakum altinda c¢ikarilmasindan sonra,
elde edilen vyari kati, kristalli renksiz bir kati (6.9 g,%93)
verecek sekilde silis jel kolon kromatografisi (EtOAC: PE = 3: 7)
kullanilarak saflastirilmistair.

Ornek 4A:

z
=

AcO i wnIBr

QA

(2R, 35, 4R, 5R, 65) -2-bromo-6-metiltetrahidro-2H-piran-3,4,5-triil
triasetat

Bir HBr c¢ézeltisine (10 mL, AcOH icinde %33), Ornek 2A'nain
bilesigi (2.1 g, 6.3 mmol) 1ilave edilmistir. Tepkime, oda
sicaklidinda 2 saat karismaya birakilmis daha sonra kirilmis buz
(50 g) lzerine dokilmistiir. DCM'ye (3 x 30 mL) ekstraksivyondan
sonra, bkirlesik organik fazlar nétr olana kadar tekrar tekrar
sodyum bikarbeonat (3 ila 7 x 50 mi} miktarlari ile vyikanmistir.
MgSQ04 {izerinde kurutma ve solventlerin wvakum altinda c¢ikarilmasa,
bromirtt kalin turuncu bir surup halinde sonug¢landirmistair.
Davaniksiz olmasi nedeniyle, daha fazla saflastirilmamis,
dogrudan asagidaki tepkimelerde kullanilmistir,.

Ornek 5A:

=
=
=

BzOlin:: SuilllBr

0Bz

(2R, 3S,4R, 5R, 653) -2-bromo-6-metiltetrahidro-2H-piran-3,4,5-triil
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trikbenzoat

Kuru DCM (6 mL) icindeki Ornek 3A'nin bilesii (1.1 g, 1.9 mmol),
bir kaucguk septum ile donatilmis bir RBF'de 0°C'ye sogutulmustur.
Gazin alinmasindan wve kabin Argon ile doldurulmasindan sonra,
PBr3 (0.285 mL, 3.1 mmel) wve ardindan ayri tek kullanimlik
siringalardan damla damla su (0.190 mL, 10.5 mmol) ilave
edilmistir. 0°C'de 15 dakika karistirildiktan sonra, buz
banyosundan c¢ikarilmis ve tepkime, oda =sicaklidinda 32 saat
karismaya birakilmistir. Ardindan DCM (50 mL}) wve daha sonra su
ilave edilmigtir. Tortular ayrica DCM (2 x 30 mL) igine
6zitlenmig, sodyum bikarbonat {2 x 50 ml}, tuzlu su {50 mL) ile
yikanmis ve MgS04 {zerinde kurutulmustur. Sclvent wvakum altaindan
¢ikarildiktan sonra, TLC 1le saf olarak gdsterilen renksiz kata
ortaya c¢ikmistir (1.0 g,% 98).

Ornek 6A:

AcO,,
. o

pcor 0"

OAc

(25,35,4R, 5R, 63)-2- (Z-hidroksietoksi)-6-metiltetrahidro-ZH-piran-

3,4,5-triil triasetat

Kuru CHsCN (25 mL) icindeki Ornek 42 (4.0 g, 11.3 mmol), etilen
glikol (7.0 g, 112.7 mmol} wve AgxC03z (4.7 g, 16.9 mmol) bilesigi,
bir kalsivyum klorir kurutma tipid altinda 24 saat oda sicaklidinda
karistirilmistir., ¢oézelti, bitiin kati materyali g¢ikarmak igin bir
selit pedinden siuzlilmils; daha sconra sodyum bikarbonat (150 mbL)
ilave edilmis ve organik materyal, DCM (3 x 100 mL) igerisine
Sziltlenmigtir. MgS0s idUzerinde kurutulduktan wve solventler wvakum
altinda ¢ikarildiktan sonra, elde edilen turuncu renkli vyag,
silika-jel kolon kromatografisi (EtOAC: PE = 2: 5) kullanilarak
saflastirilarak basliktaki bkilesik turuncu rengi bir vad halinde
elde edilmistir (1.5 g, %40).
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Ornek 7A:

(25,3R,4R,53,68)-2-metlil-6-(2-(tosiloksi)etoksi)tetrahidro-2H-
piran-3,4,5-triil triasetat

Tosil klortir (1.1 g, 3.0 mmol), Ornek 6A'nin bir bilesiine (1.0
g, 3.0 mmol) ve piridine (1 mL) DCM (15 mL) igindeki bir
gozeltiye idlave edilmis, 0°C'de 30 dakika karistirilmistair.
Tepkimenin daha sonra oda sicakligina kadar 1limasi sadglanmisg ve
gece Dboyunca karigstirilmistir, daha sonra sodyum bikarbonat (50
mL) ilave edilmis ve crganik materyal, DCM (3 x 50 mlL) igerisinde
Sziltlenmistir. Tuzlu suyla (2 x 30 mL) ve sulu %10 bakir siilfatla
yikandiktan sonra, ham {riin Mg304 {izerinde kurutulmusg, vakum
altinda konsantre edilmis wve basliktaki kristalimsi bevaz bir
kati halindeki (0.43 g,% 29} bilesidi wvermek {ilzere silika-jel
kolon kromatografisi ({ELOAC: PE = 2: 5) kullanilarak

saflastirilmistir.

Ornek 8A:
HN/\/OH
S
cl N//
2=((7-klorokinolin-4-il})amino)etanocl

Z-aminoetancolde (45 mL, 1.37 mol) i¢inde 4,7-dikleorokinolin {11.6
g, 58.6 mmol), Argon altinda gece boyunca geri akitilmistir. 0Oda
sicakligdina sodutulduktan sonra 1M NaOH (100 mL) ilave edilmis ve
10 dakika karismasi saglanmistir. Elde edilen sari kati materval
bir BiUchner hunisi kullanilarak toplanmis, suyla (5 x 100 mL)

yikanmis ve agik sari bir kati (12.27 g, %94) halinde basgliktaki
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bilesigi wverecek sekilde wvakum altinda iyice kurutulmustur.

Ornek 9A:

Cl

-
=
=
=

AcOltinn

(35,4R,5R, 063)-2-(2-((7-klorokinolin-4-il)amino)etoksli)-6—-
metiltetrahidro-2H-piran-3,4,5-triil triasetat iceren A ¢dzeltisi
Ornek 2A'nin bilesidi (2.0 g, 6.0 mmol), Ornek 8A'nin bilesigi
(2.0 g, 9.0 mmol) wve kuru DCM (15 mL) icindeki mol elek 4A (5 g)
hazirlanmisg, gazil giderilmis ve argon altinda bir buz banyosunda
0°C'de 10 dakika karismaya birakilmistir. BFs:0Et; (2.6 g, 18.2
mmol), bir kauguk bdlme aracilidiyla ilave edilmis ve tepkime, 30
dakika daha 0°C'de  tutulmus; daha sonra buz banyosundan
gikarilmis ve tepkime, gece boyunca oda sicaklidinda karismaya
birakilmistir. Ertesi gin, tepkime karisimi bir selit pedinden
slizilmiis ve DCM (3 x 20 mL) ile iyice yikanmistir. Organik tortu
nétr olana kadar sodyum bikarbeonatla (3 x 50 mnL) vyikanmisg,
ardindan tuzlu suyla (50 mlL) vyikanmis, MgS04 {izerinde kurutulmus
ve solvent wvakum altindan uzaklastirilmistir. Ham karisim silika
jel kolon kromatografisi (MeCH: EtOAc: NEt3 = 10: 90: 1)
kullanilarak saflastirilmig, bu bagliktaki bilesidi sari bir yarza
kati madde halinde vermistir (0.6 g,% 20). Ozdeslik ILCMS ile
dodrulanmistir (10.58 dakika, m/z 494.6 [M]+).

Ornek 10A:

BzQu- O/\*/N =

BzO OBz

(35,4R,5R,68)-2-(2-((7-klorokinolin-4-il)amino)etoksi}-6-
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metiltetrahidro-2H-piran-3,4,5-triil tribenzoat iceren A
cozeltisi Ornek 3A'nin bilesidi (2.0 g, 5.7 mmol), Ornek 8A'nin
bilesigdi (2.0 g, 8.3 mmol) wve kuru DCM (30 mL) ig¢indeki mol elek
47 (10 g) hazirlanmis, gazi giderilmis wve argon altinda bir buz
banyosunda 0°C'de 10 dakika karismaya birakilmistir. BF;0Et: (4.8
g, 35.06 mmol), bir kauguk bolme araciligiyla ilave edilmis ve
tepkime, 30 dakika daha 0°C'de tutulmus; daha sonra buz
banyosundan cikarilmis ve tepkime, gece bovunca oda sicakliginda
karismayva birakilmistir. Ertesi giin, tepkime karisimi bir selit
pedinden sizlilmiis ve DCM (3 x 30 mL) ile iyice yikanmistir.
Organik tortu nétr olana kadar sodyum bikarbonatla (3 x 50 mlL)
yikanmis, ardindan tuzlu suyla (50 mL) yikanmis, MgS04 {izerinde
kurutulmus ve solvent wvakum altindan uzaklastirilmigtir. Ham
karisim silika Jjel kolon kromatografisi (MeOH: EtOAc: NEt3 = 10:
90: 1} kullanilarak saflastirilmis, bu basliktaki bilegigl sari
bir yari kati madde halinde vermistir (0.9 g, %23). Ozdeslik LCMS
ile dogrulanmistar {(13.29 dakika, m/z 680.6 [M]+).

Ornek 11A:

= CH3
5 3
BzOw» 0 =

g | =N
BzO OBz

(35,4R,5R, 68)-2-{2-((7-klorokinolin-4-il) (metil)amino)etoksi)—-6-
metiltetrahidro-2H-piran-3,4,5-triil tribenzoat DMF (5 mL)
icindeki Ornek 11A'nin bilesiine (107 mg, 0.17 mmol) wve K2C03'in
(40 mg, 0.29 mmeol) c¢dzeltisine, oda sicaklidinda argon altinda
karistirailarak CH3I (50 mg, 0.35 mmol}) ilave edilmistir. Tepkime,
1 saat slureyle 90°C'ye 1sitilmistir. Tepkime karisimi, doymus bir
sodyum bikarbonat c¢dzeltisine (50 mL) doékilmis, DCM (3 x 50 mL)
icine &zitlenmis ve tuzlu suyla (50 mlL) yikanmistir.

MgS504 lzerinde kurutulmasa ve gsolventin vakum altindan
cikarilmasi, ara maddeyi sari bir vad halinde wvermistir.

Saflastirma iglemi denenmemis ve ham reaksivyvon karisimi bir
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sonraki asamaya tasinmistir. Ozdeslik LCMS ile dogrulanmistir

(13.64 dakika, m/z 695.7 [M]+).

Ornek 12A:
Q C
0-S
HN-™"" |
o
RS
e
Ci N
Z2—((7-klorckinolin-4-il}aminc)etll 4-metilbenzenstlfonat

DCM (13 mL) icindeki bir Ornek 8A bilesidi (1.0 g, 4.5 mmol) ve
piridin (1 mL, 12.4 mmecl) c¢dzeltisi hazirlanmis wve bir buz
banyosunda karigtirilarak scodutulmustur. Tosil kloriir (0.9 g, 4.7
mmol) eklenmis ve tepkime oda sicaklidina 1linmaya birakilmigtir.
Doymus sulu sodyum bikarbonat (100 mlL) ilave edilmis ve organik
maddeler DCM (3 x 50 mL}) icine o¢zlitlenmistir, ardindan daha fazla
sodyum bikarbonat (2 x 50 mL) wve tuzlu suyla (50 mL) vikanmistir.
Organik malzeme MgS3S04 {zerinde KkKurutulmus, solventler vakum
altindan uzaklagtirilmis wve silika Jel kolon kromatografisi
kullanilarak basliktaki bilesidi sari bir kati olarak (0.55 g,%
33) elde etmek lUzere saflastirilmistir (MeOH: ETOAc: NEt3 = 5:
95: 1 - MeQOH: EtOAc: NEt3 = 10: 920: 1).

Ornek 13A:

-

4-(dietilamino)-2-nitrosofencl
Konsantre HCI (100 mL) ig¢inde 3-dietilaminofenol (15.0 g, 90.7
mmol) igeren bir ¢ézelti hazirlanmis ve bir buz banyosunda 0°C'ye

sogutulmustur. 3Su (50 mlL) icindeki NaNO02 (6.9 g, 100.0 mmol), 40
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dakika boyunca vavas vyavas ilave edilmis, bédylece kahverengi NOx
buharlari: g&zlenmemistir. Tepkime 2 saat karismaya birakilmisg,
ardindan kalin ¢dkelti bir Buchner hunisi kullanilarak stzilmis
ve kiigik bir miktar suyla (3 x 50 mlL) yikanmistir. Katiyi Buchner
hunisinde 1 saat kuruttuktan sonra kati madde ELOH (70 mL} iginde
¢cozUilmlis, Et:0 (35 mL) eklenmis ve ¢&zelti kristallesmeyi sadlamak
icin gece boyunca -20°C'de tutulmustur.

Ertesi glin, kati madde bir Buchner hunisi kullanilarak wvakumla
suziulerek teplanmis ve hava ile kurutulmugstur. Urin

turuncu/kirmizi bhir katidir (8.8 g, %50).

e
/\NK(;TO

9-(dietilaminc)-2-hidroksi-5H-benzofa] fenoksazin-5-bir

Ornek 14A:

HBrnek 13A'n1in bilesigi (7.0 g, 36.0 mmo 1) ve 1,6-
dihidroksinafthelen (5.9 g, 36.1 mmol), DMEF (100 mL) igerisinde 3
saat boyunca geri akitilmistir., Sclventler wvakum altindan
cikarildiktan sonra tortu, metanol icerisinde veniden
¢coOzindiriilmis ve silis {lzerine adscorbe edilmis ve koyu mor bir
kati halinde basliktaki bilesigi verecek sekilde silis jel kolon
kromatografisi (MeQH: NEt = 50: 1) kullanilarak saflastirilmistair
(11.1 g,% 92).

Ornek 15A:

O{A%pr

@E“‘
~>N 0 0
§

21



10

15

20

25

2= (bromometoksi)-9-{dietilamino) -5H-benzo[a] fenoksazin-5-bir

DMF (30 mL) ic¢indeki Ornek 14A (4.2 g, 12.6 mmol), K2C03 (2.5 g,
18.1 mmol) wve 1,3-dibromopropan (25.2 g, 126 mmol} bilesigini
igceren bir g¢ézelti, 2 saat boyunca geri akitilmistir. Solvent
vakum altindan g¢ikarilmis ve ham kati, basliktaki bilesidi mor
bir kati halinde (1.1 g, %19) wverecek sekilde silis Jjel kolon
kromatografisi (EtOAc: Pet Ether: NEt3 = 40: 60: 1) kullanilarak
saflastirilmistir. LCMS, Uriinll uv zirvesivyle dodrulamistir (21.40

dakika, m/z 454.6¢ [M+H]1+).

Ornek 16A:

A O/I,
om0

AcO" "SH
QOAc

(2R, 35, 4R, 5R, 65) -2-merkapto-6-metiltetrahidro-2H-piran-3,4, 5-
triil triasetat

Ornek 42A'nin bilesigi (1.5 g, 4.3 mmol) ve tiyeiire (0.4 g, 5.5
mmol), 1 saat boyunca kuru gaz giderilmis asetonitrilde (20 mL)
geri akitilmig, ardindan gsise, bir buz banyosunda 30 dakika
soJutulmustur. Kati madde bir Buchner hunisi ile toplanmis, soguk
asetonitril ile yikanmis ve 30 dakika (0.9 g) havayla
kurutulmustur. DCM (10 mL) ic¢indeki izotiouronyum tuzu (0.9 g,
2.5 mmol), tamamen gazil giderilmis su (20 mL) iceren 3 boyunlu
bir sigeye ilave edilmigtir. Buna, Na2s205 (0.6 ¢, 2.5 mmcl)
ilave edilmis; daha sonra c¢dzelti, argon altinda 50°C'de 30
dakika boyunca geri akitilmis wve daha sonra 10 dakika daha
sofumaya birakilmistair. DCM (3 x 50 mL) kullanilarak Dbir
Szitlenme yapilmaszi, Na2504 izerinde kurutma, ardindan
¢oziiclilerin wvakum altindan ¢ikarilmasi, vyari saydam bir katz

halinde bagsliktaki bilesidi (0.5 g, %37) vermistir.
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Ornek 17A:

: O
AcO,, Q
AcO™ E2VAN ii'“l'l
S
OAc 0 O
/\
N

L

Ornek 15A'yva ait bilesik (450 mg, 0.99 mmol), Ornek 16A'ya ait
bilesik (470 mg, 1.53 mmol) ve K2C03 (260 mg, 1.88 mmolj),
asetonitril (20 mlL) ig¢erisinde 1 saat boyunca geri akitilmistar.
TLC, Nil kirmizi-bromiiriinin daha peolar floresan bir {rlne
noktadan noktaya donisiminil ortaya ¢ikarmistir. Silika Jjel kolon
kromatografisi (EtOAc: Pet Ether: NEt3 = 1: 1} kullanilarak
saflastirildiktan sonra basliktaki bilegik, mor bir kati halinde
(450 mg, %67 mmeol) sonug vermistir.

Ornek bilesikler

Ornek 1

(38,4R,58,68)-2-(2-((7-klorokinclin-4-il) (metil)amino)etocksi)-6-
dimetiltetrahidro-2H-piran-3,4,5-tricl,

Ornek 12A'nin saflastirilmamis bilegidi kuru metanolde (5 mL)
¢cézindlirulmiis, daha sonra NaOMe (MeOH igerisinde %30-40, 0.1 mL)
ilave edilmis ve tepkime, 90 dakika boyunca bir kurutma tipi
altinda karismayva birakilmistir. PH'a 4-6'ya disltirmek ig¢in AcCH
(metanol icinde %30) damla damla eklenmistir. NaOMe 'vi
sondiurdikten sonra, solventler, basliktaki Dbilesgidi verecek
sekilde vakum altindan cikarilmistair. Ozdeslik LCMS ile
dogrulanmistir (8.91 dakika, m/z 382.7 [M]+).

Bu bilesik, idistem 1'in kapsamina girmemektedir, ancak bulusun

11C-etiketli bilesikleri ig¢in bir mcdel clarak sadlanmaktadir.
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Ornek 2

0O
T
o}
5w
\
P
N

N-(Z2-((7-klorokinolin-4-il)amino)etil)-5-(dimetilamino)naftalin-

Cl

l-stlfonamido

Ornek 1A'nin bilesigi (0.5 g, 2.3 mmol), NEt3 (1 mL, 6.9 mmol)
iceren DCM (10 mL) icgerisinde ¢ozindlirilmis ve ¢dzelti, bir buz
banyosu igerisinde 0°C'ye kadar sogutulmustur. Dansil kloriir (0.6
g, 2.3 mmol) kati halde eklenmis ve tepkime kalsiyum klorir
dolgulu kurutma tipll altinda karistirilirken oda sicakligina
1linmaya birakilmistir. Sodyum bikarbonat (10 mL) ilave edilmis
ve organik tortu DCM {3 X 15 mL) igcine Gziutlenmistir.
Birlestirilen organik materyal, suyla (10 mL) wve sonra tuzlu
suyla (10 mL) yikanmis, MgS04 {izerinde kurutulmus ve sclventler
vakum altindan ¢ikarilmistir. Silika 3Jjel kolon kromatografisi

kullanilarak saflastirma (MeOH:

EtCAc: NEt3 = 10: 90: 1) basliktaki bilegsidi sari bir kata
halinde (1.0 g,% 96) vermistir. Ozdeslik LCMS ile dofrulanmistir
(10.9%4 dakika, m/z 454.7 [M]+).

Ornek 3

=

P

Cl N

T-kloro-N-(Z2-floroetil) kinolin-4-amin
DCM (15 mL) igerisinde Ornek 12A'nin bilesidini (0.83 g, 3.75

mmol) iceren bir slspansiyeon hazirlanmistir. Bu siispansiyon, coda
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sicaklidginda deokscflor igceren (THF'de %50, 1.79 mL, 4.1 mmol)
argon altinda karaistirailarak 3 boyunlu bir siseye eklenmistir.
Doymus sulu sodyum bikarbeonat (50 mL) 1lave edilmis ve tortular
DCM (3 x 30 mL} icgine &zUtlenmis, ndtr olana kadar daha fazla
sodyum bikarbonat ile yikanmistir. Organik malzeme MgS04 {lzerinde
kurutulmus, solventler wvakum altindan uzaklastirilmis ve ham
madde silika Jjel kolon kromatografisi kullanilarak basliktaki
bilesigi =ari bir kati olarak (0.37 g, %44) elde etmek lzere
saflastirilmaistir (MeCH: EtQAc: NEt3 = 10: 90: 1). Czdeslik LCMS
ile dofrulanmigstir (9.29 dakika, m/z 224.7 [M]+).

Bu bilegik, idistem 1'in kapsamina girmemsektedir, ancak bulusun
18F-etiketli bilesikleri icin bir medel olarak saglanmaktadir.
Ornek 4

\

Cl N

N1-(7-klorokinolin-4-il}-N2, N2-dimetiletan-1,2-diamin
4,7-diklorokinclin (3.0 g, 15.1 mmol} wve N, N-dimetiletilendiamin
(10.0 g, 113.4 mmol) gece boyunca 115 °C'ye 1sitilmistair. 6M NaOH
(20 mL) ilave edilmis wve organikler, DCM' ye (3 x 50 mL)
Szimlenmistir. Tuzlu suyla (2 x 100 mlL) vikandiktan wve MgS304
lizerinde kurutulduktan sonra solventler wvakum altindan cikarilmis
ve acik kahverengi bir kati halinde basliktaki bilesik elde
edilmistir (3.7 g, %98). Urinin safligil LCMS ile dodrulanmistir
(2.83 dakika, m/z 249.7 [M]+).

Bu bilegik, istem 1'in kapsamina girmemektedir, ancak bulusun

li1C-etiketli bkilegikleri ig¢in bir mcdel clarak sadlanmaktadir.
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Ornek 5

HO, 0
O., 0
HO 5Ny O‘ o
OH |
N
/‘\
L
9- (dietilamino) -2-(3-(((2R,35,4R,55,65}-3,4,5-trihidroksi-6-

dimetiltetrahidro-ZH-piran-2-il)tio)propoksi)-5H-Ben-zola]
fenoksazin-5-bir

Ornek 17A'nin bilesigi (450 mg, 0.7 mmol) kuru metanolde (10 mL)
¢6ziilmis, buna sodyum metoksit (metanolde %30-40, 0.1 mL) ilave
edilmistir. Tepkimenin oda sicakliinda 5 saat devam etmesi
saglanmis, ardindan asetik asit (0.5 mL) ilave edilmisg,
solventler wvakum altindan g¢ikarilmis wve ham tortu, JCl06& siyah
bir yvag halinde (356 mg,%96 mmol) verecek sekilde silis jel kolon
kromatografisi (EtOAC: metanocl = 4: 1) kullanilarak

saflastirilmistir.

Farmakolojik aktivitenin dederlendirilmesi

Bulusun Dbilesiklerinin farmakolojik aktivitesi, asagidakileri
gbsteren ekteki ¢izime referans olarak asagida acgiklanmaktadir:
Sekil 1: Ornek 5'e ait bilesigin, HCT11é hiicrelerinde (kolorektal
karsinoma hiicre hatti) wve MCF7 hiicrelerinde {(meme kanseri hiicre
hatti), 250 nM Doksorubisin muamelesi clan ve olmayvan FACS analiz
verileri.

Sekil 2: pB-gal boyalil HCT1le wve MCEF7 hicrelerinin 250 nM
Doksorubisin muamelesi olan ve olmayan 1sik mikroskobu resimleri.
Muamele edilen hiicreler, &zellikle MCF7 hiicreleri, gli¢li (-gal
ekspresyonu gdstermistir.

Sekil 3: Hem Doksorubisin'in wvarlidinda hem de vyokludunda
LysoTracker® 1ile Dboyanmig HCT116 wve MCF7 hlcreleri ig¢in elde

edilen boyama sinyallerinin bir grafigi.
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Sekil 4: HCT116 wve MCF7 hiicrelerinde Ornek 2'nin bilesidi icin
(yvaslanma +) ve 250 nM Doksorubisin tedavisi olan ve olmayan FACS
analiz verileri. Hicreler 20 dakika 37°C'de %5 C02 ile dinkibe
edilmistir. Hicreler, 40 ng/ml Ornek 2'nin bilesidi ile
etiketlenmistir. Bununla Dbirlikte, Deksorubisin  ile muamele
edilen HCT116 wve MCF7 hiicreleri, etiketli molekiiliin gegirgen hale
getirilmeden arttirilmig sekilde zenginlestirildigini
gbstermistir.

Bulus bilegiklerinin vaslanmig hicreleri isaretleme ve
gorsellestirme  yetenedini  gdstermek  i¢in, HCT116  hiicreleri
(kolorektal karsinoma hiicre hatti) ve MCF7 hicreleri {meme
kanseri hiicre hatti) wvarlidainda %5 C02 ile 37°C'de 20 dakika
Doksorubisin varlidinda ve vyokludunda kulugkada tutulmustur.
Hucreler daha scnra 40 ng/ml Ornek 5 bilesidiyle etiketlenmistir.
Doksorubisin ile muamele edilen MCF7 hicreleri, PerCP-A yoéninde
bir kayma 1ile belirtilen Ornek 5 inhibitériniin bilesiginin
arttirilmis bir zenginligini gdstermistir. Bu, Ornek 5'in
bilesiginin yaglanan hiicrelere baglanma ve gbrsellegtirme
yetenedini gdstermektedir.

HCT116 (kolorektal karsinoma hicre hatti) hilicreleri ve MCEF7 (meme
kanseri hilcre hatt1) hilcrelerinin, yaslanma B-galaktosidaz
boyanmasini uyarmak icin, hilicreler 24 saat 250nM Doksorubisin ile
muamele edilmistir. Doksorubisin, DNA ile aravya girerek
etkilesime girer ve topoizoneraz II enziminin ilerlemesini inhibe
eder. Sekil 2, 250 nM Dcksorubisin muamelesi olan ve olmayan -
gal boyalil HCT1leé wve MCF7 hicrelerinin temsili 1si1k mikroskobu
resimlerini gdstermektedir. Doksorubisin 1le muamele edilmis
hiicreler, vaslanmada genislemektedir ve esas olarak MCE7
hiicreleri, vaslanma hicrelerinin wvarligini gdsteren gligli (-gal
(mavi) ekspresycnu géstermistir(bakiniz Sekil 2).

Sekil 3'te, hem Doksorubisin varlidinda hem de yokludunda HCT116
(kolorektal karsinoma hiicre hatti) hicrelerinin ve MCEF7 {(meme
kanseri  hiicre hatti) hiicrelerinin 1lizozom boyvamasindan elde

edilen sinyali gdsteren bir grafik gdruntilenmektedir. Bu grafik
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tekrar, Doksorubisin muamelesi olmayan hilcrelere (tedavi

edilmemis  hiicreler) kiyasla, yaglanmis  hiicrelerin wvarlidain:
gbsteren, arttirilmis bir pozitif lizozom beoyamasini
gostermektedir.

Bulus bilesiklerinin yvaglanmig hiicreleri igaretleme ve

gorsellestirme kabiliyetini géstermek i¢in, HCT116  hiicreleri
(kolorektal karsinoma hicre hatti) ve MCF7  Thilucreleri {meme
kanseri hiicre hatti) wvarlidanda %5 C02 ile 37°C'de 20 dakika
kuluckada tutulmustur. Hucreler daha sonra 40 ng/ml Ornek 2
bilesigiyle etiketlenmistir. Doksorubisin ile muamele edilen hem
HCT116 hem de MCF7 hiicreleri, etiketlenmis molekiilin
gecirgenlestirilmeye gerek kalmadan arttirilmis bir zenginlesme
gbsterdidini gdstermistir (bakiniz Sekil 4). Bu, Crnek 2'ye ait
bilesidin, geg¢irgen olmayan hicrelerde bile vyaslanan hiicrelere

bagdlanma ve gdrsellestirme yetenedini gbstermektedir.

Ozet

Sekil 2 wve 3Sekil 3'te gdsterilen veriler, Dokscrubisin 1ile
muamele edilen hiicre hatlarinda vyaslanan hiicrelerin wvarlidini
acikga gostermektedir. $Sekil 1 ve $Sekil 4, bulusun bilegiklerinin
yaslanan hiicrelerde Dbiriktigini wve &lcgilebilir bir sinyal
irettidini acgikgca gdstermektedir. Bu, bulusa ait bilegiklerin
vaslanmis hlicreler ig¢in markir olarak isgslev gdrebilecedgini ve
ocptik gbérintileme yvéntemleriyle tespit edilebilecedini

gostermektedir.
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