OZET

PIRIMIDO[4,5-B]INDOL TUREVLERI VE HEMATOPOETIK KOK HUCRELERININ
EKSPRESYONUNDA BUNLARIN KULLANIMI

Pirimido [4,5-b]indol tlirevleri saglanmaktadltl Bu bilesikler, hematopoetik kok hiicre
popllasyonlarinln, 6zellikle insan hematopoetik kdk hicre popilasyonlarinlnl genisletiimesi
icin faydalldir]l Bilesikler ayn[zamanda, hematopoetik kék hiicreleri kapsayan hastallklarnl
medikal tedavisinde faydaldit]
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ISTEMLER

Formdil IIA, formiil IIB veya formdil IIC'nin bir bilesigi

o H H Re
H
R1O N Het N Rﬁ N
7N\ 7N\ VR
S R YR
N
w W w
A 1B nc

veya bunun bir tuzu olup,

Het, 3 ila 7-liyeli heterosikl olup, istege baglCblarak bir veya daha fazla R' veya R*
ile ikame edilmektedir;

R®> ve R® aynkeya farkididve her biri bagms@ olarak L'dir, veya N, 0 ve S'den
secilmis istege baglCblarak bir veya daha fazla heteroatom iceren 5-Uyeli bir halka
olusturmak Uzere C ile birlesmektedir, istege baglCblarak halka bir veya daha fazla
R! veya R*ile ikame edilmektedir;

W ise 74) -(N(R;)-L)a-N(R1)R:

Veya Widir.

1) -H,

2) -halogen,
3) -OR!,

4) -L-OH,

5) -L-OR},

6) -SR!,

7) -CN,

8) -P(0)(OR")(CRY),
9) -NHR!,
10) -N(RHR?,
11)  -L-NH,,
12) -L-NHR},
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13) -L-N(RHR!,

14) -L-SR!,

15) -L-S(O)R!,

16) -L-S(O).R!,

17) -L-P(O)(ORM)(ORY),
18) -C(O)OR!,

19) -C(O)NH,,

20) -C(O)NHR!,
21) -C(O)N(RM)R!,
22) -NHC(O)RY,
23) -NR!C(O)RY,
24) -NHC(O)OR!,
25) -NRI!C(Q)OR!,
26) -OC(O)NH,,
27) -OC(O)NHR!,
28) -OC(O)N(RHR!,
29) -OC(O)R!,

30) -C(O)R!,

31) -NHC(O)NH,,
32) -NHC(O)NHR!,
33) -NHC(O)N(RY)R',
34) -NR'C(Q)NH,,
35) -NR!C(O)NHR!,
36) -NRC(ON(RHR!,
37) -NHS(O).R!,
38) -NR'S(O)R,
39) -S(0O):NH,,

40) -S(O);NHR!,
41) -S(0)N(RHRY,
42) -S(O)R,

43) -S(O)RY,

44) -0S(0O)R!,

45) -S(0),0R!,

46) -1, 2 veya 3 R" veya R' ikameleri ile istefe bagl[blarak ikame edilmis

benzil,
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47) -L ve heteroaril gruplariidan birine veya her ikisine ekli clan bir veya daha
fazla R* veya R! ikameleri ile istege bag|[dlarak ikame edilmis L-heteroaril,

48) -L ve heterosiklil gruplarindan birine veya her ikisine ekli olan bir veya daha
fazla R* veya R! ikameleri ile istege bagl[dlarak ikame edilmis L-heterosiklil,

49) -L ve aril gruplarlidan birine veya her ikisine ekli olan bir veya daha fazla
R* veya R! ikameleri ile istede bagllarak ikame edilmis L-aril,

50) -L-NR'(RY),

51) -L-)%:NRY,

52) -L-(N(R})-L),-N(RHR?,

53) - L ve hetercaril gruplariidan birine veya her ikisine ekli olan bir veya daha
fazla R® veya R! ikameleri ile istege baglColarak ikame edilmis -L-(N(R)-L),
heteroaril,

54) - L ve heterosiklil gruplaridan birine veya her ikisine ekli olan bir veya
daha fazla R* veya R' ikameleri ile istefie bagl[dlarak ikame edilmis -L-(N(R')-L),
heterosiklil,

55) - L ve aril gruplarlddan birine veya her ikisine ekli olan bir veya daha fazla
R* veya R!ikameleri ile istege bagldlarak ikame edilmis -L-(N(R!)-L), aril,

56) -O-L-N(RY)R!,

57) L ve heteroaril gruplarindan birine veya her ikisine ekli olan bir veya daha
fazla R* veya R! ikameleri ile istege bagl[dlarak ikame edilmis -O-L- heteroaril,
58) L ve heterosiklil gruplarindan birine veya her ikisine ekli olan bir veya daha
fazla R* veya R' ikameleri ile istege bad|Cdlarak ikame edilmis -O-L- heterosiklil,
59) L ve aril gruplaridan birine veya her ikisine ekli olan bir veya daha fazla R*
veya R!ikameleri ile isteje bagl[@larak ikame edilmis -O-L- aril,

60) -O-L);-NR!,

61) -O-L-(N(R')-L), - N(RHR',

62) L ve heteroaril gruplarinidan birine veya her ikisine ekli olan bir veya daha
fazla R* veya R! ikameleri ile istee badlCblarak ikame edilmis -O-L-(N(RY)-L), -
heteroaril,

63) L ve heterosiklil gruplaribdan birine veya her ikisine ekli olan bir veya daha
fazla R* veya R! ikameleri ile istede bagl[®larak ikame edilmis -O-L-(N(R')-L), -
heterosiklil,

64) bir veya daha fazla R* veya R! ikameleri ile istege bagl[dlarak ikame edilmis
-O-L-(N(R")-L),- aril,

65) bir veya daha fazla R* veya R! ikameleri ile istede bagl[larak ikame edilmis
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-S-L- heteroaril,

66) bir veya daha fazla R* veya R' ikameleri ile istege bagl[larak ikame edilmis
-S-L- heterosiklil,

67) L ve aril gruplar@dan birine veya her ikisine ekli olan bir veya daha fazla R*
veya R!ikameleri ile istede baglDlarak ikame edilmig -5-L- aril,

68) -S-L);NR!,

69) -S-L-(N(R')-L), - N(RHR?,

70) bir veya daha fazla R" ikameleri ile istege badl[blarak ikame edilmis -S-L-
(N(RN-L), - heteroaril,

71) bir veya daha fazla R* ikameleri ile istee baglCblarak ikame edilmis -S-L-
(N(RY-L), - heterosiklil,

72) bir veya daha fazla R" ikameleri ile istege badlCblarak ikame edilmis -S-L-
(N(RY-L)» - aril,

73) -NRY(RY),

75) -N(RY)L),-NR!,

76) -(N(R')-L), - N(RHR?,

77) bir veya daha fazla R* veya R! ikameleri ile istede bagl[Blarak ikame edilmis
-(N(R")-L), - heteroaril,

78) bir veya daha fazla R* veya R! ikameleri ile istede bagl[larak ikame edilmis
-(N(RY)-L), - heterosiklil,

79) bir veya daha fazla R* veya R' ikameleri ile istege bagl[dlarak ikame edilmis
-(N(R")-L), - aril,

80) bir veya daha fazla R* ikameleri ile istege baglCblarak ikame edilmis -
heteroaril, veya

81) bir veya daha fazla R* ikameleri ile istege bagl[dlarak ikame edilmis -aril,

ve burada her bir ikame, egder halihazlcdla mevcut dedilse, istede badlCblarak L grubuna

ve burada iki R! ikamesi ayn[hitrojen atomunda mevcut oldugunda, her bir R! ikamesi bu
asamadan sonra ag¢Kanacak olan R' dederlerinin listesinden bagsE olarak
secilmektedr,

ve burada n, G, 1, 2, 3, 4, veya 5 aras(odan birine esit bir tamsay(dir)

ve burada, (R!) ve R! bir nitrojen atomuna eklendiklerinde, N, 0 ve S'den secilmis bir
veya daha fazla heteroatomu istege baglColarak igeren bir 3 ila 7-liyeli halka olusturmak

lizere istege baglCblarak nitrojen atomu ile birlesmektedir, isteje badlCblarak halka bir
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veya daha fazla R! veya R*ile ikame edilmektedir;
L, 4) -Cs.; sikloalkil veya 1) -C,5 alkildir,
veya L asagldikilerden biridir:

2) -Cy alkenil,

3) -Cye alkinil,

5) -Cs.; sikloalkenil,

6) heterosiklil,

7) -Ci-¢ alkil-Cs_7 sikloalkil,
8) -Cy¢ alkil-heterosiklil,
9) aril, veya

10) heteroaril,

ve burada alkil, alkenil, alkinil, sikloalkil, sikloalkenil, heterosiklil, aril ve heteroaril
gruplar[dlnl her biri bagmsZ olarak bir veya iki R* ikamesi ile istede bagdlCblarak ikame
edilmektedir;

R! asagdakilerden biridir

1) -H,

2) -Ci alkil,
3) -Cy alkenil,
4) -Cye alkinil,

5) -G sikloalkil,

6) -Cs.7 siklealkenil,

7) -Cy.s perflorinati[]

8) -heterosiklil,

9) -aril,

10) -heteroaril,

11) -benzil'dir, veya

12) 5-[(3aS,4S,6aR)-2-oksoheksahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-il]pentanoildir,
ve burada alkil, alkenil, alkinil, sikloalkenil, perflorinatiCalkil, heterosiklil, aril,
heteroaril ve benzil gruplar@@ her biri bagMs@olarak 1, 2 veya 3 R* veya R

ikameleri ile istede bagldlarak ikame edilmektedir;

R?, 7) 1, 2 veya 3 R” veya R! ikameleri ile istede bagl[blarak ikame edilmis benzil; veya
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1) -Hdir,
Veya R? asagdakilerden biridir

2) -Cy6 alkil,

3) -SRY,

4) -C(O)R,

5) -S(O)R},

6) -S(O)R",

8) L ve heteroaril gruplardan birine veya her ikisine ekli olan bir veya daha
fazla R* veya R! ikameleri ile iste§e badl[dlarak ikame edilmis -L-heteroaril,

9) L ve heterosiklil gruplarinidan birine veya her ikisine ekli olan bir veya daha
fazla R* veya R! ikameleri ile istege bagl[larak ikame edilmis -L-heterosiklil,

10) L ve aril gruplarBdan birine veya her ikisine ekli olan bir veya daha fazla R
veya R ikameleri ile iste§e bagl[Blarak ikame edilmis -L-aril,

11) bir veya daha fazla R* veya R' ikamesi ile istege bagl[blarak ikame edilmis -
heteroaril, veya

12) bir veya daha fazla R* veya R! ikamesi ile istege baglCdlarak ikame edilmis -

aril,

ve burada her bir ikame, eder halihazkdla mevcut dedilse, istege badlCblarak L grubuna

eklidir;

R* asagdakilerden biridir

1) -halojen,
2) -CFs,
3) -OH,
4) -OR!,
5) -L-OH,
6) -L-OR!,
7) -OCF;,
8) -SH,
9) -5R1,
10) -CN,
11) -NO,,
12) -NH,,
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13) -NHR,

14) -NR'R,

15) -L-NH,,

16) -L-NHR!,

17) -L-NRR?,

18) -L-SR!,

19) -L-S(O)R!,

20) -L-S(0):R!,
21) -C(O)OH,

22) -C{O)OR!,

23) -C(O)NH,,

24) -C(OINHR!,
25) -C(O)N(RMR?,
26) -NHC(O)R!,
27) -NR!C(O)R?,
28) -NHC(Q)OR?,
29) -NR'C(O)OR!,
30) -OC(O)NH,,
31) -OC(O)NHR!,
32) -OC(O)N(RHRY,
33) -OC(O)R!,

34) -C(O)R’,

35) -NHC(O)NH;,
36) -NHC(O)NHR?,
37) -NHC(O)N(RMR?,
38) -NR'C(Q)NH,,
39) -NR!C(O)NHR!,
40) -NR!C(OIN(RHR!,
41) -NHS(O).R!,
42) -NR'S(O).R’,
43) -S(0)2NHz,
44) -S(0),NHR!,
45) -S(0),N(RHR?,
46) -S(O)R’,

47) -S(0):R},

89



48) -0S(0).R,
49) -S(0),0R!,
50) -benzil,
51) -Ns;, veya
5 52) -C(-N=N-)(CF5),

ve burada benzil grubu, Formil IIA, formil IIB veya formil IIC bilesiginin
asagdbkilerden farklColmasCkosuluyla istee baglColarak 1, 2 veya 3 R® veya R!
ikameleri ile ikame edilmektedir,

10
I 0
i P
L~ /
N .
°J”“"*
o |\ )
(o]
O et
:
1] Q ‘< \ﬁZH
2. Heteroatomun, R® ve R®ile birlikte olusturulan S-iiyeli halkada N oldudu, istem 1'e gére
bir bilesik.
15
3. S&z konusu bilesigin, formil IIC'ye sahip oldugu ve R¥nin benzil oldugu istem 1 veya
2'ye gore bir bilesik.
4. Istem 1'e gdre bir bilesik olup, burada: formiil I1Ada,
20
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A

CO,Me'dir ve formiil IIC'de, 2-metil-2H-tetrazol-5-ili olusturmak tzere R® ve R® C ile

R'0

birlesmektedir;

R? benzil, 3-tiyenilmetil veya 3-piridinil metildir; ve

W, NH-L-N(R")RYdir, burada L C,., alkildir ve R' ise Cy., alkildir veya (R') ve R,
istege badl[blarak N, 0 ve S'den secilmis bir veya daha fazla baska heteroatom
iceren 3 ila 7- Uyeli halka olusturmak (izere ekli olduklarCnitrojen atomuyla
birlesmektedir, istede badl[blarak halka bir veya daha fazla R' veya R" ile ikame

edilmektedir.

5. Asagdaki gibi bir bilesik:

Bilesik Numaras( YapO
o
H
MeO N "
. 4
p;
=N
?
@
0]
H
MeQ N N
2 7
>
=N
HN

91



MeO

MeQ

MeO
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MeQ

MeO

MeO

N
)

)
DN =L
T

MeQ

10
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H
MeO N y
11 4 Y
=N
HN
N
H
o)
H
MeO N N
12 2 \>
=N
?
()
b
0
H
MeO N N
13 4 %
=N
(0
@
N=N
"N\N/ H
14 4 rg)
=N

15
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16
HN
O
H N
MeCrC. v N <,“§>
17 =N
HN
e
MeO,C N ,/S
N N\
7R
18 =N
HN
O
1
H
Me0,C
e0; N ~ /H\ ar
7y
19 " =N
A
")
" ==
Me0,C N 2
g =
=N
20 |-u~|L
)
TFA
21
22
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MEOQC ‘,n / \
AN N —
4 \)_%*
23 N N 0
0
MeO,C._~ N
v h\J
=N
24 HN Me
0
H
MEO;C N 7 ‘\ N\\
—/ N
7y CFy
25 -
HN
-
EtO,C N 5 \
| e hd =
=N
26 N TFA
0
MeO,C H Q
| :~N
2 \>_
=N
27 HN\_ TFA
)
MeO,C N 2 -
2N
=N
28 HN TFA
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Me0,C N 7

7N =
. >__” Mea
29 N
HN TFA
\_\; —
N
N
Me
MeQzC 1\_,ﬂ 2N
N —
s / \}_
30 =N
BN 1ea
NS
N/
MeO,C H
[l{/t" "
3
=N
31 Hi TFA
MeO,C._ay N " e
l Py ': ==
32 HN‘LN TFA
0
MeO,C N _(0
7N CFy
=N
33 HN
0
MeO:C. N F\ o
L. /hg_ = TR,
HN N
34
0
N=pN
Nz ¥ /3
N N\
7N
35 Wt
HN TFA
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MeO,C N

39

MeO,C N

40
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HN
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N—
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A
7N
42 =N
o
43
44
MeO,C e ~N ‘/ !
I/ /—h{ —
=R
45 HN
N‘Me N
/N
Me0,C H @
N
7 \)___/
46 o
i)
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| /4 I\d
47 =N
HN
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48

MeQ,C | SN 7 A\
—N -
o 4 3\
49 /N o TFA
Me \_\_
O
MeD,C N
(l{/ R
=N
50 HN
e
Me H
MeO,C H
=N
51 an
=N
HN
Loy Me
U
2
LN S
\ﬁ\” 4 ':\_/\z)
N
™ S~ )
T Me L
52 N\_/—NH - i
¢
=]
Ma0,C. e M s 4
iy 2 wh
4 \ 3
F=H 4
HN o s°
53 \_\‘-—N'“:/—'N%-I—/_/
MeO,C H
A
-N
4
»—-Me
54 =N
HN
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veya bunun bir tuzu.

6. Istem 1'e gore bir bilesik olup, asagldaki sekildedir:

5
O H N ,N;'N
x N H e
MeD N N /N ‘N‘A o N\ ;/—‘_"tr
VRN N N \|I: ) N S—;)
S’ I s
HN _ » R
N N
HN H
Nj \KNQ \__/
Q . NH;

veya bunun bir farmasdtik olarak kabul edilebilir tuzu.

10 7. Istem 1'e gére bir bilesik olup, burada bilesik asagdaki sekildedir:

Nxn
_N-\ -~ H
N
)\@E{'ﬁ: (D
=N
HN
H,

veya bunun bir farmasotik olarak kabul edilebilir tuzu.
15
8. Istem 1'e gére bir bilesik olup, burada bilesik asag@aki sekildedir:
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MeQ N

veya bunun bir farmasdtik olarak kabul edilebilir tuzu.

9. Kdk ve progenitdr hiicrelerin artticIthaslhk yonelik bir ydntem olup, bu ydntem sunlarld]

10.

11.

12.

13.

icermektedir: istege baglCblarak bir biyolojik veya bagka bir kiigiik hiicre olan en az bir
hiicre genisleme faktoril ile birlikte, Istemler 1 ila 8'den herhangi birine gére bir bilesik
veya bir tuzu iceren bir ajan ile hematopoetik kdk hiicreleri iceren bir baglatma hiicre

populasyonunun /n vitro veya ex vivo kiiltiirlenmesi.

Baslatma hicre popllasyonunun, mobilize periferik kandan (mPB), kemik iliginden (BM)
veya gdbek kordon kan@dan (UCB) hasat edilen CD34+ hiicrelerini kapsad@Jistem 9'a

gore yGntem.

Istemler 1 ila 8'den herhangi birine gére bir bilesigi veya bunun bir tuzunu iceren bir
farmasotik bilesim, ve farmasdétik olarak kabul edilebilir bir tasivcl]

Bir siijede bir hematopoetik rahatsZGInymalignitenin, bir otoimmiin hastallglnl ve/veya
bir kal@8al immiin yetmezligi hastal @AIA tedavisinde kullanfa yoénelik Istemler 1 ila

8'den herhangi birine gdre bir bilesik veya bunun bir tuzu.

S6z konusu hematopoetik rahatsZIGInymalignitenin, otoimmiin hastaldinlnl ve/veya
kalE3al immin yetmezligi hastal@inl, kemik iligi yetmezligi durumlarldkiresel olarak
ilgili cesitli konjenital hastalKlar[{érnegin, orak hiicre anemisi ve talasemi), lupus, akut
miyeloid l6semi, akut lenfoblastik 16semi, kronik miyeloid |6semi, kronik lenfositik 16semi,
miyeloproliferatif rahatsZKlar, miyelodiplastik sendromlar, ¢oklu miyelom, Hodgkin disl]
lenfoma, Hodgkin hastalldldaplastik anemi, saf kknZzlhiicre aplazisi, hemoglobindri,

Fankoni anemisi, talasemi, orak hiicre anemisi, Wiskott-Aldrich sendromu, dodustan
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10

kusurlar metabolizmasAGaucher hastal&gibi) icerdidi, Istem 12'ye gére bilesik.

14. Intravenéz infiizyon icin uygun olan, Istem 11'e gére bir farmasétik bilegim.

15. Genigleyen hematopoetik kok hiicrelerinde kullanfha ydnelik bir kit olup, Istemler 1 ila
8'den herhangi birine gére bir bilesidi, veya bunun bir tuzunu, kullania yonelik

talimatlarOcermektedir, bu kit bir biyolojik veya baska bir kigik molekill olan en az bir

hiicre genisleme faktoriini icermektedir.
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TARIFNAME

PIRIMIDO[4,5-B]INDOL TUREVLERI VE HEMATOPOETIK KOK HUCRELERININ
EKSPRESYONUNDA BUNLARIN KULLANIMI

ILGILI BASVURUYA CAPRAZ REFERANS

Bu bagvuru, 27 Ocak 2012 tarihinde dosyalanan 61/591,521 Numaral(l.5. Gecici Bagvuruya
rlichan faydasCalep etmektedir.

TEKNIK ALAN

Bulus pirimido[4,5-blindol tlrevleri ile ilgilidir. AynOzamanda, bulus hematopoetik kék
hiicrelerin geniglemesine yonelik olarak pirimido[4,5-b]indol tirevlerinin kullanm e ilgilidir.

ONCEKI TEKNIK

Hematopoetik kok hiicrelerin {HSCler) ana kaynaklarCkemik iligi ve gobek kordon kan(dir]
{UCB). HSCler, hematolojik malignitler, kemik iligi yetersizligi durumlar(Jkiresel olarak ilgili

cesitli konjenital hastalKlara (6rnedin, orak hiicre anemisi ve talasemi) ve lupu gibi otoimmiin

hastallklarlnb sahip hastalarda tedavilere ulaslasb yonelik en etkili tedavi stratejilerinden

birini olusturan nakil ortamiida (otolog veya alojenik) kullanlthaktadE]l Bununla birlikte,

hayat kurtarlcl ¥eya yasam iyilestirici tedavi icin bu flr$at, prosedirin givenli ve basarlll
kMmasCikin bu hiicreleri ex vivo olarak yeterince ¢odaltamad(dlicin diinya capda binlerce

insan igin erisilebilir degildir. Daha 6zel clarak, her 3 hasta igin, insan I6kosit antijeni (HLA)

6zdes donér bulunamadClcin, organ nakli igin flf3attan vazgececektir. Baska bir oranda

hastalar, basarllldrgan nakli igin greftte (bagka bir deyisle, kordon kanyeya otolog) ¢ok az

HSC mevcut oldudu icin nakle erisemeyecektir. Ilik naklinin givenligi ve etkililigi dogrudan

aslldma igin mevcut olan HSClerin ve progenitér hiicrelerin saySlnh baglidir] Ne kadar ok

inflize edilebilirse, o kadar hZhir sekilde hematolojik fonksiyon yenilenmektedir ve daha

kisasgraniilosit eksikligi veya trombosit eksiklidinde dolayCkanama veya graniilositlerin

eksikliginden dolay(engeksiyon riski penceresidir. Yeterli HSClerin saglanmaslndaki zorluk,

miyeloablatif olmayan kondisyonlanmanbl majoér kalfsal kan rahatsEklar[ddiinya capda

morbidite ve &lumiin basllch genetik nedeni) gen tedavisi baglamiida tercih edildigi

durumlarda daha da arttrIthaktadlr]
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Yetigkinlerde, HSC'ler genellikle kemik iliginde bulunmaktadll ve otolog veya allojenik
hematopoetik kék hiicre nakli (HSCT) igin aferez ile toplanmadan 6nce dolaglmha girmesi igin
mobilize edilmektedir. Yeterli saylda CD34+ hicrelerin toplanmas[Jbir (HSClerin) bir vekil
markord, CD34+ hicrelerinin dozu basaril Ve hematopoetik geri kazanmnl hzInCétkiledidi
igin gok 6nemlidir. Birkag rapor, ylksek infizyonlu bir CD34+ hiicre dozunun badhisZlolarak

gelismis sagkallm [l tahmini oldugunu énermektedir.

iki en yayg@l olarak kullanl@n mobilize rejimi, graniilosit-koloni uyarcfaktorii (G-CSF) ve G-
CSF plus kemoterapidir. Health Canada taraffdan Amerika Birlegik Devletleri Gda ve Ilag
Idaresi (FDA) taraflidan 2008 ve 2011 yllAda onaylanan bir CXCR4 antagonisti olan
Plerixafor, G-CSF ile uyguland@inida HSClerin mobilizasyonunu artnaktad(r]l Bununla birlikte,
Plerixafor, 16semili hilicrelerin mobilizasyonu nedeniyle ld6semili hastalarda kontrendikedir.
Halihazlrda kullan@@n mobilizasyon rejimleri ile yeterli saylde CD34+ hicre/kg elde
edilememesinin, hastalar %15'ini etkileyecedi tahmin edilmektedir (hastalllar arasida
dedisim géstermektedir). Hematolojik malignitelerde otolog HSCT kullanmh[Jhem normal hem
de kanser kok hiicrelerinin kemik iliginde mevcut oldugu ve dolaySlyla muhtemelen mobilize
oldudu igin sHIrdIr]

BM veya mPBSC ile allojenik HSCT baska bir nakil alternatifidir. Bununla birlikte, bu tip nakli
icin uygun olan hastalari Ucte biri ila dortte biri uygun bir dondr bulamamaktade] Nakil
yaplanlara yonelik olarak, graft-versus-host hastal@lIniiksetme veya graft reddi nedeniyle
ylksek oranda nakille iligkili 6lim; ve uzun slre boyunca immin yetmezligi riski
bulunmaktadl] Alternatif olarak, gdbek kordon kan allojenik HSCT'de gegerli bir secenek
oldugu gosterilmektedir. Bununla birlikte, tek bir CB (initesi tipik olarak hizlCve etkili bir
hematopoetik iyilesme icin yetiskin bir hasta igin yetersiz HSCler sadlamaktadIr]

Sitokin-araclllkBa sureli yasam$irdirme ve fare sulandimina tahlilleri ile dlglilen kemirgen
veya insan HSC sayl@rloda orta dereceli bir artlSLbile destekleyen /n vitro kosullar genel
olarak, progenitdr hiicre popiilasyonlarifl ikinci tiriinde ¢ok daha gigli bir artE]
beraberinde getirmektedir. Kemirgen ve insan HSClerinde daha belirgin artlslar, fibroblast
blylme faktorli (FGF), insilin benzeri blyiume faktorli badlayclproteinler, anjiyopoietin
benzeri biiyime faktorleri ve pleiotrofin gibi diger faktorleri iceren kiiltirlerde son
zamanlarda agklanmaktadtl Bununla birlikte, bu son raporlar su ana kadar tektir ve baghsz

onay beklemektedir. Standart sitokinlerle /n vitro olarak elde edilen HSClerde klsh sireli
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artlslar[ka¢mllthaz olarak nihai HSC tlikenmesi takip edebilmektedir.

Insan HSC geniglemesine yonelik alternatif stratejiler, kiiltirlerine stromal elemanlarCeya
¢6zinlr morfojenik ligandlar[{6rnedin, Notch, Wnt ve Hedgehog vollaril“Lyaran), spesifik
hiicre igi sinyal iletim yollarARl hedeflenmis manipllasyonunu (PGE2, ROS, p38 ve MAPK
inhibitorleri} veya spesifik transkripsiyon faktorlerinin (6rnedin, Hox, HIf) maniplilasyonunu
dahil etmektedir. HSClerin ex vivo geniglemesine yonelik diger preklinik yaklasmhlar sunlar ile
inkibasyonu kapsamaktadldi i) StemRegeninl {SR1), bir aril hidrokarbon reseptdr antagonisti
{Boitano, AE ve ark. "Aryl hydrocarbon receptor antagonists promote the expansion of
human hematopoietic stem cells" Science 329: 1345-1348. 2010); i) Garcinol, bir histon
asetiltransferaz inhibitéri (Nishino, T ve ark. "Ex vive expansion of human hematopoietic
stem cells by Garcinol, a potent inhibitor of histone acetyltransferase” PLoS ONE 6(9):
€24298. 2011); ve iii) NR-101, bir peptidil olmayan kiciik molekiil c-MPL agonisti (Nishino ve
ark. "Ex vivo expansion of human hematopoietic stem cells by a small-molecule agonist of ¢-
MPL" Exp. Hem. 2009; 37:1364-1377). SR1'in karakterizasyonu, diisik molekiil agdkl[]
(LMW) bilesiklerin HSC genislemesini destekleme kapasitesine sahip oldudu prensibi igin bir
kansadlam Gt

Klinik callsinalar, sadece uygulanan nakillerin kallElfldcin gerekliligi dedil, ayn[kamanda,
inflizyon sonrasCkEa sireli yeniden yerlesen hicrelerin sayElnk bagl[blan nakil sonras
yararl(] granillosit seviyelerinin ortaya c¢lkma siresini en aza indirmenin &nemini
vurgulamaktad(rl Kiltiirde sitokinlerle genisletilmis ilik veya kordon kan hicrelerinin nakli,
bugline kadar tedavi edilmemis hiicrelere klyasla hematopoetik iyilesmenin klinik olarak
yararld hZlanmas@O gdstermektedir.  Immobilize edilmis Notch ligandlar(] kullan[3rak
genigletiimis hicrelerle yaplan denemelerin &énceki sonuglarld] herhangi bir (hatta orta
dereceli) progenitdr hilicre genigleme stratejisi igin potansiyel klinik fayda gdsteren ilk kisi
olmustur (Delaney ve ark. "Notch-mediated expansion of human cord blood progenitor cells
capable of rapid myeloid reconstitution" Nat. Med. 16(2): 232-236. 2010). Bununla birlikte,
bu yaklasm, ex vivo genisleme basamagkkashda immobilize edilmis bir Delta-1 fiizyon
proteini kullanma ihtiyacre kdk hiicreler Gzerinde belgelenmis etkinin olmamasOile shilrldlr]
{etkinin, daha farklCprogenitorlerle shloldugu goériinmektedir). Klinik denemede diger
yaklaslmlar sunlar kapsamaktadld i) StemEx, tedavi edilmemis UCB hiicreleri ile birlikte
inflize edilmis, bakldselator tetraetil-enepentamin (TEPA) ile kiltirlenmis UCB hiicrelerinin
bir kombinasyonu; Faz I sonuglar[lénceki raporlara kliyhsla nétrofil veya trombosit asldma

stresinin iyilesmedidini gdstermektedir (de Lima M ve ark. "Transplantation of ex vivo
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expanded cord blood cells using the copper chelator tetraethylenepentamine: a phase I/II
clinical trial" Bone Marrow Transplant. 2008; 41(9): 771-778); ve bir faz I denemesinde
UCBT'nin yuvalanmas(nlnl gelistirimesi igin kullanlan 16-16 dimetil prostaglandin E2 (PGE2).

Bu ylzden, hematopoetik kék ve progenitér hiicrelerin geniglemesinin arttElmhasCgin yeni
stratejilere ihtiyag duyulmaktadir]l Belirli pirimido[4,5-blindol tlirevleri, bu konuda kullanlan
teknikte bilinmektedir; bunlar ornegin su patent dokiimanlarbba agklanmaktadid WO
2003/037898; WO 2004/058764; WO 1998/042708; WO 1997/002266; WO 2000/066585;
WO 1993/020078; WO 2006/116733; WO 2008/055233; WO 2010/006032; WO
1995/019970; WO 2005/037825; ve WO 2009/004329.

WO 2010/059401 numaralCpatent dokiimanCmmino yetmezlik ve otoimmun hastalKlarnlnl
yan3 cesitli hematopoetik rahats@klara kalEal olarak sahip olan hastada otoimmiin veya
allojenik nakil igin CD34+ hiicrelerinin saysInlnl genigletilmesi igin ikameli purinil, pirrolo[2,3-
d]pirimidinil, pirazolo[3,4-d]pirimidinil ve imidazo[4,5-c]piridin bilegikleri gibi bisiklik
heterosiklik bilesikleri acklamaktadlr)

W02011/056739 numaralCpatent dokiiman[Jtroponin T-etkilesimli kinaz[{ TNNI3K) inhibe
eden trisiklik pirimido-indol-4il-amino-benzensilfonamid, tetrahidro-pirimido-indol-4il-amino-
benzensilfonamid ve  tetrahidro-pirido-pirrolo-pirimidin-4il amino-benzensiilfonamid
bilesikleri, kardiyak dokular icin ylksek oranda segici ekspresyon sergileyen bir protein kinaz[l
a¢klamaktadlr]

wW02009/004329 numarallpatent dokiiman[Itrisiklik bilesikleri, 6zellikle Kontrol Noktas[Kinaz
1 (CHK1) kinaz fonksiyonunu inhibe eden 9H-pirimido[4,5-blindol, 9H-pirido[4',3":4,5]pir-
rolo[2,3-d)piridin, ve 9H-1,3,6,9-tetraaza-floren bilesiklerini agKlamaktadlr]l Bu bilesikler,
CHK1'In araclK ettigi hastalKve durumlar@ tedavisinde kullanIhaktadd

Bununla birlikte, bu dokiimanlar, bulusa godre pirimido[4,5-blindol tlrevlerini ve
hematopoetik kék ve progenitdr hiicrelerinin - genislemesinde bunlar@  kullanbh Rl
agklamamaktadir]

SEKILLERIN KISA ACIKLAMASI

Sekil 1: Bilesik 1, aril hidrokarbon (AhR) yolu araclfiiyla etki etmemektedir. Mobilize
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periferik kan CD34(+) hiicreleri, 12 saat boyunca DMSO, SR1 [AhR antagonisti 1000nM]
ve Bilegik 1 [500nM] ile kiltirlenmistir, hiicreler toplanmisttlve AhR'ye yanElveren genler
(CYP1B1 ve AhRR) icin gercek zamanl[hicel RT-PCR gergeklestirilmistir. SR1'in aksine
Bilesik 1, fonksiyonunun AhR yolunda badms[zl oldugunu ©6ne sunan AhR-asad[Bk(m
yoninde hedef genlerini baskl@mamaktad(r]

Sekil 2: Bilesik 1'in etkisi tersinirdir. 7 glin boyunca bilesik 1 (yesil renkle gdsterilmistir)
veya vehikil (mavi renkle gosterilen, DMSO) ile kiiltirlenen mobilize periferik kan
CD34(+) hticreleri ykhnmstirive yeni ortamlarda Bilesik ilavesi ile veya olmadan (sskla
katlyh karg[kesikli cizgi) ile yeniden kaplanm(stlt] Hiicreler 8 giin daha kdltlrlenmistir ve
CD34+CD45RA-'nin ylzdesi izlenmistir. CD34+CD45RA- ylizdesindeki hzICbir azalma,
etkisinin tersinir oldugunu belirten bilesikl ykbnddinda gézlemlenmistir.

Sekil 3: FIt3,5CF, ve TPO, bilesik 1 araclllkok hiicre geniglemesi igin gereklidir. Mobilize
periferik kan CD34(+) hicreleri, biiyime faktdrlerinin (FIt3+SCF+TPO) varl@loda veya
yoklugunda 7 giin boyunca kiltirlenmistir. CD34+CD45RA- hiicre saymh[Igdzlenen etki

icin gereksinimlerini ortaya koyan biiylime faktorlerinin yoklugunda daha diisikta.

Sekil 4: A) Bilesik 1, CD34+ mobilize periferik kan hcrelerinin  farklIdsmas(nl_]
azaltmaktad] FACS analizi ile saptand@ldizere bilesik 1, DMSO ile tedavi edilmis kontrol
hiicrelerine kliybsla CD34+ hucre popllasyonunu genigletebilmigtir. SR1, farklIdsmannl
inhibisyonunun kombinasyon ile daha da dnemli oldugunu ortaya koyan genislemis kiiltiir
hicresi CD34+'nnl tutulmasChcin bilesikl ile sinerjize edilmistir. B) Bilesik 1, CD34+
kordon kan hicrelerinin farkll@smashlChzaltmaktadlt) C) Bilesik 40, CD34+ kordon kan
hiicrelerinin farklldsmasnlbzaltmaktadlcl D) Bilesik 40, CD34+ hicre farkll@asmasnlnl

supresyonu Uzerinde doza baglbir etki gdstermektedir.

Sekil 5: A) Bilesik 1, mobilize edilmis periferik kan tirevli CD34+ ve CD34+CD45RA hiicre
popllasyonlarblex vivoe olarak genigletmektedir. Toplam hiicre saymbln, DMSO ve
bilegsik 1 ile tedavi edilmis hiicrelerde aynClolmashb ragmen, CD34+ popiilasyonu,
DMSO'ninkinin iki katlbdan fazlayd(Benzer sekilde, CD34+CD45RA- popllasyonu, bilesik
1 ile tedavi edilen gruba kars[DMSQO'da (ic kat daha fazlayd[JBu gdzlem, SR1 ile birlikte
tedavi gelistirilmistir. B) Bilesik 1, 7 glinlik inkiibasyon sldsda kordon kan[kirevli
CD34+ ve CD34+CD45RA hiicrelerinin geniglemesini artlinaktad[r] B) Bilesik 1, 12 giinliik
inktbasyon slrasinda kordon kan[tirevli CD34+ and CD34+CD45RA- hiicrelerinin in vitro
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Sekil 6: CD34+ mPB hcreleri, vehikil (DMSQO), SR1, bilesik 1 ve bilesik 1 ile SR1'in bir
kombinasyonu varlidinda on glin boyunca kiiltlirlenmistir. 50,000 ve 500,000 tedavi
edilmis hicrelerin  sonucu, NSG farelerinde nakledilmis ve insan hematopoetik
asl@masmin dederlendiriimesi igin nakilden 13 hafta sonra kemik iligi analizi
gerceklestirilmistir. Herhangi bir belirli hicre dozunda, Bilesik 1 ile tedavi edilen CD34+
mPB hiicreleri, DMSO'ninkinden daha iyi asl@nmBtE Ilging bir sekilde, BM'de insan
CD45+ hiicrelerinin ylizdesi, bireysel bilesiklere kihsla kombinasyon (bilesik 1+SR1) ile
tedavi edilen hiicreleri alan NSG farelerinde en yliksekti.

Sekil 7: A) Bilesik 1 genisletilmis hiicreler, NSG farelerinde insan hematopoietik
hiicrelerinin suland@bilmektedir. Vehikil (DMSO), SR1, bilesik 1 ve kombinasyon ile
tedavi edilmis 5,000 CD34+CB Hiicresinin sonucu, immdn yetmezligi olan NSG farelerine
nakledilmistir. Nakilden 8- hafta sonra, kemik iligi analizi DMSO harig tiim tedavi
gruplarinda insan CD45+ asl@mashll géstermistir. Kombinasyonla tedavi edilen hicreler
(bilesik1+SR1) en vyiksek asl@ma seviyelerini gdstermistir. B) 12 glnlik in vitro
inkiibasyon slrasinda Bilesik 40, NSG fare kemik iligini asldma kapasitesine sahip insan
hemopoietik hiicrelerinin kaybDlLdnlemektedir.

Sekil 8: Aklsl sitometrisi ile 6lglilen kesikli besleme yaklagmkullanldrak biyoreaktdrde
primitif hiicre fenotiplerinin (CD34+, CD34+CD90+, ve CD34+CD45RA+) genislemesi. FB
kontroll = Bilesik 40 olmadan kesikli besleme, Cpd 40 = Bilesil 40 ile kesikli besleme.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Bulus sahipleri baz[pirimido[4,5-b]indol tlrevlerini kesfetmistir. Bu bilesikler, hematopoetik
kok hiicre poplilasyonlarinln, ozellikle insan hematopoetik kok hilicre popllasyonlarnlnl
genisletilmesi icin faydalldlt] Bilesikler ayn[kamanda, hematopoetik kok hiicreleri kapsayan

hastalKar 0l medikal tedavisinde faydal [dlr]

Bir yone gore, bulus asagldeki genel formdl IIA, IIB ve IIC'ye ait bilesikler saglamaktad (3
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Yukar@aki genel formiil IIA, IIB ve IIC'deki ikameler, baska bir deyisle W, R!, R? ve Het,
asagdlda tanlohlanan sekildedir.

Bir yéne gore, bulug, genel formil IIA, IIB veya IIC'ye ait bir bilesidi iceren farmasotik

bilesimler sadlamaktadt]

Bir yone gére bulug, hematopoetik kdk hiicrelerinin genisletilmesi icin genel formdl IIA, IIB
veya IIC'ye ait bir bilesigin kullanimhl]agklamaktadlrl Bulusun yaplandirinalarinda,

hematopoetik kdk hiicreler insan hiicreleridir.

Bir yone gore bulug, hematopoetik kék hiicrelerin veya progenitdr hiucrelerin arttirIthasligin
bir yontem sadlamaktadlr] bu yéntem, genel formil IIA, IIB veya IIC'ye ait bir bilesik
varlginda bir baslatma hicre popllasyonunun /7 vitro veya ex wvivo kiltirlenmesini
icermektedir. Baslatma hicre poplilasyonu, mobilize periferik kandan (mPB), kemik iliginden
{BM) veya gobek kordon kanlhdan (UCB) hasat edilen CD34+ hicrelerini icermektedir.
DahaslJbulusa gére ydntemin yaplandlrinalarinda, opsiyonel olarak, genel formil IIA, IIB
veya IIC'nin bir bilesiginin varlidinkda baglatma hicre populasyonunun kaltard, bir biyolojik
veya baska bir kiglk molekil olan en az bir hicre genisleme faktorli ile birlikte

gerceklestiriimektedir.

Bir yone gére, bulus; bulusa ait yonteme gére genisleyen birhiicre popilasyonunu, daha
spesifik olarak, bulusa gére bir bilesigi kullanarak genisleyen bir hiicre popiilasyonunu
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acklamaktadlt] YaplI8ndinalarda, bulus, bulusa ait yénteme gdre genislemis hematopoetik
kok hicrelerini, daha spesifik olarak, bulusa gore bir bilesigi kullanarak genislemis

hematopoetik kék hiicrelerini agklamaktad[tl

Bir yone gore, bulug, bir siijede bir hematopoetik rahatsZlkymalignite, bir otoimmiin hastallgC]
ve/veya bir kalf3al immudno yetmezligi hastalldIninl tedavisinde kullanima yonelik genel formil
IIA, IIB veya IIC'ye ait bir bilesik saglamaktadlcl

Bulusa ait yaplandiinalarda, hematopoetik rahats@kmalignite, otoimmiin hastalGininl

ve/veya kallB3al immiin yetmezIligi hastall@kemik ilidi yetmezlidi durumlariblJkiresel olarak

ilgili gesitli konjenital hastallklar(Xdrnegin, orak hiicre anemisi ve talasemi), lupus, akut

miyeloid |6semi, akut lenfoblastik 16semi, kronik miyeloid I6semi, kronik lenfositik I&semi,

miyeloproliferatif rahats@klar, miyelodiplastik sendromlar, ¢oklu miyelom, Hodgkin di5
lenfoma, Hodgkin hastal@l] aplastik anemi, saf kEn[EZIhiicre aplazisi, Wiskott-Aldrich

sendromu, dogustan kusurlar metabolizmas@l{Gaucher hastall@Lgibi) icermektedir.

Bir y&ne gdre, bulus; kdk veya progenitér hiicrelerin artllihhasiida veya hematopoetik kdk
hiicrelerinin genlesmesinde kullanMa yonelik bir kit saglamaktadE] bu kit, genel formil TIA,
IIB veya IIC'ye ait bir bilesidi ve kullanima yonelik talimatlarOicermektedir. Bulusun
yaplBndlrinalarinda, kit; bir biyolojik olan veya baska bir kiiclik molekiil olan en az bir hicre

genisleme faktdrind icermektedir.

BULUSUN AYRINTILI ACIKLAMASI

Bulug sahipleri belirli pirimido[4,5-blindol tirevlerini kegfetmistir. Bu bilesikler, hematopoetik
kdk hiicre popullasyonlariln, 6zellikle insan hematopoetik kék hiicre populasyonlarnlnl
genigletilmesi igin faydalldlr] Bilesikler ayn[kamanda, hematopoetik kék hlcreleri kapsayan
hastalKlarnl medikal tedavisinde faydal(dir]

Bulusa gdre bilesikler asagda gédsterilen genel Formal IIA, IIB veya IIC'ye sahiptir. Bu tir
bilesiklerin tuzlar(dyn[2amanda bulusa gore bilesiklerin kapsamlCdahilindedir.
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Formdiller IIA, IIB ve IIC'de, ikameler, formdl IIA, formil IIB veya formiil IIC'nin bundan
farklColmas[kosuluyla asadlda dzetlenen sekilde belirlenmektedir.
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Daha spesifik olarak, W burada 74) -(N(RY)-L), - N(R)HRYdir veya W burada 1) -H, 2) -
halogen, 3) -OR!, 4) -L-OH, 5) -L-OR!, 6) -SR?, 7) -CN, 8) -P(O)(ORY)(ORY), 9) -NHR!, 10) -
10 N(RHRY, 11) -L-NH,, 12) -L-NHR?, 13} - L-N(RH)R?, 14) -L-SR?, 15) -L-S(O)R!, 16) -L-S(O),R?,
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17) -L-P(O)(ORM)(ORY), 18) -C(O)OR?, 19) - C{OINH,, 20) -C(O)NHR?, 21) -C(O)N(RMR!, 22)
-NHC(O)R!, 23) -NR!C(O)R!, 24) -NHC(O)OR', 25) - NR!C(O)OR', 26) -OC(O)NH,, 27) -
OC(O)NHR', 28) -OC(O)N(RHR!, 29) -OC(O)R!, 30) -C(O)R!, 31) - NHC(O)NH,, 32) -
NHC(O)NHR!, 33) -NHC(O)N(RMR!, 34) -NR!C(O)NH,, 35) -NR'C(O)NHR!, 36) -
NRIC(O)N(R'IR!, 37) -NHS(O);R!, 38) -NR!S(O);R!, 39) -S(0Q);NH,, 40} -S(O);NHR!, 41) -
S(0)N(RHR, 42) -S(O)R!, 43) -S(0O);R?, 44) -OS(0);R?, 45) -5(0),0R!, 46) —benzil olup 1, 2
veya 3 R* veya R' ikameleri ile istede bagl[dlarak ikame edilmistir, 47) -L-heteroaril ise L ve
heteroaril gruplar@dan birisine veya her ikisine ekli olan bir veya birden fazla R* veya R!
ikameleri ile istede bagdlClolarak ikame edilmigtir, 48) -L-heterosiklil ise L ve heteroaril
gruplar@dan birisine veya her ikisine ekli olan bir veya birden fazla R* veya R* ikameleri ile
istege baglCblarak ikame edilmistir, 49) -L-aril ise L ve aril gruplarlodan birisine veya her
ikisine ekli olan bir veya birden fazla R* veya R' ikameleri ile istede badl[blarak ikame
edilmistir, 50) -L-NRY(R!), 51) -L-)» NR!, 52) -L-(N(R')-L), - N(RDR!, 53) -L-(N(R")-L), -
heteroaril ise L ve heteroaril gruplariibdan birisine veya her ikisine ekli olan bir veya birden
fazla R* veya R' ikameleri ile istefe baglColarak ikame edilmistir, 54) -L-(N(R")-L), -
heterosiklil ise L ve heterosiklil gruplariidan birisine veya her ikisine ekli clan bir veya birden
fazla R* veya R! ikameleri ile istede bagl[dlarak ikame edilmistir, 55) -L-(N(R!)-L), - aril ise L
ve aril gruplaridan birisine veya her ikisine ekli olan bir veya birden fazla R* veya R!
ikameleri ile istede baglDblarak ikame edilmistir, 56) -O-L-N(R)R!, 57) -O-L- heteroaril ise L
ve heteroaril gruplariddan birisine veya her ikisine ekli olan bir veya birden fazla R* veya R!
ikameleri ile istege baglCblarak ikame edilmistir, 58) -O-L- heterosiklil ise L ve heterosiklil
gruplarfdan birisine veya her ikisine ekli olan bir veya birden fazla R* veya R! ikameleri ile
istege baglColarak ikame edilmistir, 59) -O-L- aril ise L ve aril gruplariftan birisine veya her
ikisine ekli olan bir veya birden fazla R* veya R' ikameleri ile istede bagl[blarak ikame
edilmistir, 60) -O-L),-NR!, 61) -O-L-(N(R!)-L), - N(R)R!, 62) -O-L-(N(RY)-L)n -heteroaril ise L
ve heteroaril gruplarfdan birisine veya her ikisine ekli olan bir veya birden fazla R* veya R!
ikameleri ile istede baglCblarak ikame edilmistir, 63) -O-L-{(N(R')-L). - heterosiklil ise L ve
heterosiklil gruplar@dan birisine veya her ikisine ekli olan bir veya birden fazla R* veya R!
ikameleri ile istege bagl[blarak ikame edilmistir, 64) -O-L-(N(R?)-L).- aril ise bir veya birden
fazla R* veya R' ikameleri ile istege baglCblarak ikame edilmistir, 65) -S-L- heteroaril ise bir
veya birden fazla R* veya R' ikameleri ile iste§e baglCblarak ikame edilmigtir, 66) -S-L-
heterosiklil ise bir veya birden fazla R* veya R ikameleri ile istede bagl[olarak ikame
edilmistir, 67) -S-L- aril ise L ve aril gruplaribdan birisine veya her ikisine ekli olan bir veya
birden fazla R* veya R' ikameleri ile iste§e bagl[blarak ikame edilmistir, 68) -S-L), NR?, 69) -
S-L-(N(RY)-L), - N(RHR!, 70) -S-L-(N(R1)-L), - heteroaril ise bir veya birden fazla R* ikameleri
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ile istede bagdlCblarak ikame edilmistir, 71) -5-L-(N(RY)-L), - heterosiklil ise bir veya birden
fazla R* ikameleri ile istege baglBlarak ikame edilmistir, 72) -S-L-(N(R')-L), - aril ise bir veya
birden fazla R* ikameleri ile istede bagl[dlarak ikame edilmistir, 73) -NR'(R'), 75) -N(R')L); -
NR?, 76) -(N(RY)-L), - N(RDR?, 77) -(N(RY)-L), - heteroaril ise bir veya birden fazla R* veya R!
ikameleri ile istede badl[blarak ikame edilmistir, 78)-(N(R!)-L), - heterosiklil ise bir veya
birden fazla R* veya R ikameleri ile istede baglCdlarak ikame edilmistir, 79) -(N(R')-L), - aril
ise bir veya birden fazla R* veya R' ikameleri ile istede badl[blarak ikame edilmistir, 80) -
heteroaril ise bir veya birden fazla R* ikameleri ile istege baglCblarak ikame edilmistir, veya
81) -aril ise bir veya birden fazla R* ikameleri ile istede badl[blarak ikame edilmistir. Bu
listed, her bir ikame istege badlCJolarak, eder halihazlfla mevcut dedilse, L grubuna
eklenebilir; ve iki R' ikamesi aynOnitrojen atomunda mevcutsa her bir R' ikamesi bu
asamadan sonra a¢Kanacak olan R* degerleri listesinden bagmsZolarak secilir; ve n burada
0, 1, 2, 3, 4, veya 5'ten birine esdeder olan bir tam saydEl ve (RY) ve R! bir nitrojen
atomuna eklendiklerinde, istede badlCblarak 3 ila 7-yeli halka olusturmak igin nitrojen
atomuyla birlesirler ve bu, N, O ve S'den segilmis bir veya birden fazla heteroatomu istege
baglColarak icerir, istege baglColarak halka bir veya birden fazla R! veya R* ile ikame

edilmistir.

L burada: 1) -Ci alkil, veya 4) -C5; sikloalkil, veya L is 2) -C;¢ alkenil, 3) -C,4 alkinil, 5) -Cs7
sikloalkenil, 8) heterosiklil, 7) -C.¢ alkil-Cs.7 sikloalkil, 8) -Ci.¢ alkil-heterosiklil, 9) aril, veya
10) heteroarildir. Bu listede, alkil, alkenil, alkinil, sikloalkil, sikloalkenil, heterosiklil, aril ve

heteroaril gruplar@m her biri bagdMsEZolarak bir veya iki R* ikamesi ile ikame edilmistir.

R! burada: 1) -H, 2) -Cy alkil, 3) -Cs. alkenil, 4) -C. alkinil, 5) -Cs.; sikloalkil, 6) -Cs
sikloalkenil, 7) -C;.s perflorinatl[18) -heterosiklil, 9) -aril, 10) -heteroaril, 11) -benzil, veya 12)
5-[(3aS,45,6aR)-2-oksoheksahidro-1H-tieno[ 3,4-d]imidazol-4-ilJpentanoildir. Bu listede, alkil,
alkenil, alkinil, sikloalkenil, perfluorinatiCalkil, heterosiklil, aril, heteroaril ve benzil gruplarnlnl

her biri istege badl[®larak 1, 2 veya 3 R veya R' ikameleri ile ikame edilmistir.

R? burada: 7) -benzil olup istede badlblarak 1, 2 veya 3 R* veya R' ikameleri ile ikame
edilmistir veya 1) -H, veya R? burada: 2) - Cy¢ alkil, 3) -SR?, 4) -C(Q)R!, 5) -S(O)R!, 6) -
S(0).RYdir , 8) -L-heteroaril ise L ve heteroaril gruplar@dan birisine veya her ikisine ekli olan
bir veya birden fazla R* veya R! ikameleri ile istege bagdl[Dblarak ikame edilmistir, 9) -L-
heterosiklil ise L ve heterosiklil gruplarindan birisine veya her ikisine ekli olan bir veya birden

fazla R* veya R! ikameleri ile isteje badlCblarak ikame edilmistir, 10) -L-aril ise L ve aril
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gruplar@dan birisine veya her ikisine ekli olan bir veya birden fazla R* veya R® ikameleri ile
istege baglCblarak ikame edilmistir, 11) -heteroaril optionally se bir veya birden fazla R* veya
R'ikameleri ile istefe bagl[blarak ikame edilmistir, veya 12) -aril se bir veya birden fazla R*
veya R! ikameleri ile istee baglCblarak ikame edilmistir. Bu listede, her bir ikame eger

halihazlitla mevcut dedilse istege baglCdlarak L grubuna eklidir.

R* burada: 1) -halojen, 2) -CFs, 3) -OH, 4) -OR%, 5) -L-OH, 6) -L-OR’, 7) -OCFs, 8) -SH, 9) -
SR!, 10) -CN, 11) -NO,, 12) -NH,, 13) -NHR!, 14) -NR'R?, 15) -L-NH., 16) -L-NHR!, 17) -L-
NRR!, 18) -L-SR!, 19) -L-S(O)R!, 20) -L-S(0),R?, 21) -C{O)OH, 22) -C(QO)OR!, 23) -C(O)NH,,
24) -C(O)NHR!, 25) - C(O)N(RH)R?, 26) -NHC(O)R!, 27) -NR!C(O)R?, 28) -NHC(O)OR?, 29) -
NR'C(O)OR!, 30) -OC(O)NH,, 31) -OC(O)NHR!, 32) -OC(O)N(RMR!, 33) -OC(O)R!, 34) -
C(O)R!, 35) -NHC(O)NH,, 36) - NHC(O)NHR?, 37) -NHC(O)N(R)R!, 38) -NR!C{O)NH,, 39) -
NRIC(O)NHR!, 40) -NR!C(O)N(RMHR!, 41) -NHS(O),R!, 42) -NR!S(O);R!, 43) -5(0);NH,, 44) -
S(0),NHR!, 45) -S{0).N{R})R?, 46) -S(O)R?, 47) - S{O),R?, 48) -OS(O),R!, 49) -S(0),0R?, 50)
-benzil, 51) -N;, veya 52) -C(-N=N-)(CFs)'tiir. Bu listede, benzil gruplarktede bagdl[dlarak 1,

2 veya 3 R" veya R ikameleri ile ikame edilmistir.

Yukarldigki genel formil IIB'nin bilegiklerinde, Het, istede badl[blarak yukarlda belirlenen
sekilde bir veya daha fazla R! veya R" ile ikame edilen, 3 ila 7-lyeli heterosikldir.

Yukar@aki genel formiil IIC'nin bilesiklerinde, R ve R®, ayn[¥eya farki@diElve her biri yukarda
belirlenen sekilde bagmsZlolarak L'dir veya bunlar, istege baglCdlarak N, O ve S'den segilen
bir veya daha fazla heteroatomu kapsayan bir 5-tyeli halkanl clusturulmasCicin C ile bir
araya gelmektedir ve istege badl[blarak halka bir veya daha fazla R' veya R" ile ikame
edilmektedir. Dijer yaplandlmalarda, halka, 5-lyeli halkadlcl ve heteroatom bir nitorjen
atomudur. Yine baska yaplandfialarda, halka dort nitrojen atomunu kapsamaktad(f] Yine
baska yap@@ndtnalarda, R? benzildir.

Bulusun vaplandldinalarioda, bulusa ait bilesikler, burada asadida Tablo 1'de tasvir edilen
bilesikler No. 1 ila 55'tir. Bu tir bilegiklerin tuzlarChyn[zamanda bulusa gére bilegiklerin

kapsamLdahilindedir.

Bulusun diger vapl@ndlinalarinda, bilesikler asagida Tablo 1'de tasvir edilen formiillere
sahiptir. Bu tir bilesiklerin tuzlarCdyn[2amanda bulusa gére bilesiklerin kapsamCdahilindedir.
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icermektedir.

Burada kullanId@] haliyle, "igeren" teriminin, "iceren" kelimesinden sonra gelen
elemanlarml listesinin gerekli veya zorunlu oldugunu, ancak diger elemanlar@l opsiyonel
oldudu ve mevcut olabilecedi veya olmayabilecedi anlambla gelmesi amacglanmaktad(tl

Burada kullan@d@haliyle, "-den olusan" teriminin, "-den olusan” ifadesinden sonra
gelenleri kapsamasOve bunlarla shdTkalmamasOanlama gelmesi amaglamaktad (]
DolaySila "-den olusan" ifadesi, listelenen elemanlarml gerekli veya zorunlu oldugunu ve
bagka hicbir eleman [l bulunmad @Rl belirtmektedir.

Burada kullanld@iChaliyle, "alkil" teriminin, belirli saylda karbon atomuna sahip olan hem
dalld hem de diiz zincirli doymus alifatik hidrokarbon gruplarid kapsamas
amaclanmaktadlr] 6rnegin, C;-Cs alkildeki C;-Cs bir lineer veya dallCHloymus diizenlemede
1, 2, 3, 4, 5 veya 6 karbona sahip olan gruplarCkapsayan olarak belirlenmektedir.
Yukarlde belirlendidi gibi C;-Cs alkil érnekleri, bunlarla shlfCdlmamak lzere, metil, etil, n-

propil, i-propil, n-bitil, t-bitil, i-bltil, pentil ve heksili icermektedir.

Burada kullanIdghaliyle, "sikloalkil” teriminin, burada belirlenen sayida karbon atomuna
sahip olan bir monosiklik doygun alifatik hidrokarbon grubunu ifade etmesi
amaglanmaktadlr] 6rnegin, Cs-C; sikloalkilde C5-C; bir monosiklik doygun diizenlemede 3,
4, 5, 6 veya 7 karbona sahip colan gruplarCkapsayan olarak belirlenmektedir. Yukaridh
belirlendigi gibi Cs-C; sikloalkil ornekleri,, bunlarla shidCJolmamak (zere, siklopropil,

siklobiitil, siklopentil, sikloheksil ve siklcheptili kapsamaktadcl

Burada kullan@d@haliyle, "alkenil" teriminin, burada belirlenen saylda karbon atomuna
sahip olan ve karbon atomlaridan en az ikisinin, bir cift bag ile birbirlerine baglanddye
va E ya da Z rejiyckimya ve bunlar@ kombinasyonlara sahip olan doymamigldiiz veya
dallZinciri ifade etmesi amaclanmaktadd Ornedin, C,-Cs alkenil icindeki C,-Cg, lineer

veya dallChbir dizenlemede 2, 3, 4, 5 veya 6 karbona sahip gruplar dahil olmak Gzere
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belirlenmektedir, karbon atomlariidan en az ikisi bir cift bag ile baglanmaktadltl C,-Cs
alkenilin 6rnekler, bunlarla shlfCblmamak lzere, etenil {vinil), 1-propenil, 2-propenil, 1-

butenil ve benzerini kapsamaktadlrl

Burada kullanId@haliyle, "alkinil” teriminin, burada belirlenen saylda karbon atomuna
sahip olan ve en az iki karbon atomunun bir (gll bag ile birbirlerine bagland@Ldoymam(s)
diiz zincirli gdrokarbon gruplarflifade etmesi amaclanmaktad Ornegin, C>-Cy4 alkinil, bir
zincirde 2, 3 veya 4 karbon atomuna sahip olan gruplar dahil olmak Gzere
belirlenmektedir, karbon atomlarlidan en az ikisi bir Ugli bad ile birbirlerine
badlanmaktadlr] Bu tir alkinilin drnekleri, bunlarla sAFICbImamak lizere, etinil, 1-propinil,
2-propinil ve benzerini kapsamaktadlrl

Burada kullanld@haliyle, "sikloalkenil" teriminin, burada belirli saylda karbon atomuna
sahip olan monosiklik doymus alifatik hidrokarbon grubunu kapsamasCamacglanmaktad ()
ornegin, C;-C; sikloalkenil C5-C; bir monosiklik diizenlemede 3, 4, 5, 6, veya 7 karbona
sahip olan gruplarCkapsayan olarak belirlenmektedir. Yukarlda belirlenen sekilde Cs-G;
cikloalkenilin &rnekleri, bunlarla shltlTolamamak Uzere, siklopentenil, sikloheksenil ve

benzerini kapsamaktadlt]

"Halo" veya "halojen" teriminin, burada kullanIdGChaliyle, florin, klor, bromir veya iyodu

ifade etmesi amaglanmaktadltl

Burada kullanId@haliyle, "haloalkil” teriminin, her bir hidrojen atomunun sirlColarak bir
halojen atomu ile degistirilebildigi bir alkili ifade etmesi amaglanmaktadll Haloalkilin

ornekleri, bunlarla sldCdlmamak (zere, CH;F, CHF; ve CFs'l kapsamaktadltl

Burada kullanId@lhaliyle, "aril” terimi, ya tek basbb va da baska bir radikal ile
kombinasyon halinde, aromatik, doymus veya doymamlslolabilen bir ikinci 5- veya 6-lyeli
karboksilik gruba ayrich kaynastlddbilen 6 karbon atomunu barbdldn bir karboksilik
aromatik monosiklik gruba anlambh gelmektedir. Aril drnekleri, bunlarla sBICblmak
uzere, fenil, indanil, 1-naftil, 2-naftil, tetrahidronaftil ve benzerini kapsamaktadilc]l Aril,
sikloalkil halkas[lveya aromatik halka Uzerinde uygun bir konumda baska bir gruba

baglanabilmektedir.

Burada kullanId@haliyle, "heteroaril" terimi, en fazla 10 atoma sahip bir monosiklik veya
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bisiklik halka sistemini ifade etmektedir, burada en az bir halka aromatiktir ve, O, N ve
S'den olusan gruptan secilen 1 ila 4 hetero atomunu barlhdmaktad(t]l Heteroaril, bir
halka karbon atomu veya heteroatomlardan biri aracllflyla baglanabilmektedir. Heteroaril
ornekleri arasinda (ki sadece bunlarla shidCdedildir) sunlar yer allr tivenil, benzimidazolil,
benzo[b]tiyenil, furil, benzofuranil, piranil, iso-benzofuranil, kromenil, ksantenil, 2H-
pirrolil, pirrolil, imidazolil, pirazolil, piridil, pirazinil, pirimidinil, piridazinil, indolizinil,
isoindolil, 3H-indolil, indolil, indazolil, purinil, 4H-kuinolizinil, isokuinolil, kuinolil, fitalazinil,
naptiridinil, kuinoksalinil, kuinazolinil, sinolinil, pteridinil, isotiyazolil, isokromanil, kromanil,
isoksazolil, furazanil, indolinil, isoindolinil, tiyazolo[4,5-b]-piridin, tetrazolil, oksadiazolil,

tiyadiazolil, tiyenil ve florozin tlirevleri.

Burada kullanId@gibi, "heterosikl," "heterosiklik" veya "heterosiklil" teriminin anlam
sunu ifade etmek ister: 3, 4, 5, 6, veya 7 lyeli aromatik clmayan halka sistemi olup O, N
ve S'den olusan gruptan secilmis 1 ila 4 heteroatom igermektedir. Heterosiklil drnekleri
arasiba (ki sadece bunlarla sl Hegildir) pirrolidinil, tetrahidrofuranil, piperidil, 3,5-
dimetilpiperidil, pirrolinil, piperazinil, imidazolidinil, morfolinil, imidazolinil, pirazolidinil,
pirazolinil, ve benzerleri yer alldve burada bu asamadan sonra agklanacak olan halkayla

olan badlant[¥a nitrojen atomunda ya da karbon atomunda yer allr

- Ry \
5@, O, 0,

Burada kullanId@Chaliyle, "istege badlColarak bir veya daha fazla ikame ile ikame edilen”
teriminin ve “istege badlClolarak en az bir ikame ile ikame edilen” bunun esdeder
teriminin, sonraslda agklanan durumlard olusabilecedi veya olusamayacagblve
acKlamanh, durumun veya olayld meydana geldigi 6rnekleri ve olmad@6rnekleri
kapsad@Ininl ifade edilmesi amaglanmaktadr] Tanmnl, sfFlila bes ikameyi ifade etmesi

amaglanmaktad(cl

Burada kullanldGiChaliyle, "slije" veya "hasta" teriminin, insanlarCe primatlar, kediler,
kdpekler, domuzlar, siirlar, koyunlar, kegiler, atlar, tavsanlar, fareler, fareler ve

benzerleri gibi insan olmayan memelileri ifade etmesi amaglanmaktadrl
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Eger ikame edicilerin kendileri burada aclklanan sentetik yontemlerle bagdasmazsa, ikame
maddesi bu yéntemlerde kullanlan tepkime kosullarlnh stabil olan uygun bir koruyucu grupla
{PG) korunabilmektedir. Koruyucu grup, arzu edilenbir ara ya da hedef bilesiginin saglanmas(]
icin yontemin tepkime slashdaki uygun bir noktada giderilebilmektedir. Uygun koryucu
gruplarC¥e bu tir uygun koruyucu gruplar kullanl@rak farklClkamelerinin korunmasink veya
korumas(oln! kaldfIhash yonelik yontemler teknikte uzman kisilerce bilinmektedir; bunun
ornekleri, T. Greene and P. Wuts, "Protecting Groups in Chemical Synthesis” (4'Uncl baskl}
John Wiley & Sons, NY (2007) eserinde bulunabilmektedir. Dokiiman boyunca kullanl3n
koruyucu gruplarl érnekleri, bunlarla sAlfdCdIimamak lizere, Fmoc, Bn, Boc, CBz ve COCF;'l
kapsamaktad(tl Baz[durumlarda, bir ikame, burada a¢Kklanan yéntemlerde kullanl@n tepkime
kosullarClaltloda reaktif olacak sekilde &zel olarak segilebilmektedir. Bu kosullar altinda,
tepkime kosullarldsecilen ikameyi, burada a¢Klanan yéntemlerde bir ara bilesikte faydallan
veya bir hedef bilesik igerisinde arzu edilen bir ikame olan bagka bir ikameye

donigtirmektedir,

Burada kullanld@GiChaliyle, "farmasétik olarak kabul edilebilir tuz" teriminin, hem asit hem de

baz ilaveli tuzlar[Fade etmesi amaglanmaktad Il

Burada kullanId@haliyle, "farmasétik olarak kabul edilebilir asit ilaveli tuz" teriminin; serbest
bazlarl etkisini ve ozelliklerini tutan, biyolojik olarak olmayan veya aksi halde arzu edilmeyen
ve hidroklorik asit, hidrobromik asit, stlflirik asit, nitrik asit, fosforik asit, ve benzeri gibi
inorganik asitleri ve asetik asit, trifloroasetik asit, propiyonik asit, glikolik asit, piruvik asit,
oksalik asit, maleik asit, malonik asit, stksinik asit, fumarik asit, tartarik asit, sitrik asit,
benzoik asit, sinnamik asit, mandelik asit, metansilfonik asit, etansilfoni asit, p-
toluensiilfonik asit, salisilik asit, ve benzeri gibi organik asitler ile olusturulan bu tuzlarCifade

etmesi amaclanmaktad(rl

Burada kullanld@Chalivle, "farmasotik olarak kabul edilebilir tuz" teriminin, serbest asitlerin
biyolojik etkisini ve &zelliklerini tutan ve biyolojik olarak olmayan veya aksi halde arzu
edilmeyen bu tuzlar[ifade etmesi amaclanmaktadlt] Bu tuzlar, serbest aside inorganik bir baz
veya organik bir baz ilavesi ile hazlanmaktad[t] Inorganik bazlardan tiretilen tuzlar, bunlarla
shldCblmamak lzere, sodyum, potasyum, lityum, amonyum, kalsiyum, magnezyum, demir,
ginko, baklt] manganez, aliiminyum tuzlarCie benzerini kapsamaktadlr]l Organik bazlardan

tiretilen tuzlar; bunlarla shiFCblmamak (zere, dodal olarak olusan ikameli aminler, siklik

16



10

15

20

25

30

35

aminler ve izopropilamin, trimetilamin, dietilamin, trietilamin, tripropilamin, etanolamin, 2-
dimetilaminoetanol, 2-dietilaminoetanol, disikloheksilamin, lizin, arjinin, histidin, kafein,
prokain, hidrobamin, kolin, betain, etilendiamin, glukozamin, metilglukoamin, tebromiir,
purinler, piperazin, piperidin, N-etilpiperidin, poliamin recinleri ve benzeri gibi bazik iyon
dedisim reginlerini kapsayan ikameli aminleri, birincil, ikincil ve Gglincll aminlerin tuzlarild

kapsamaktadirl

Bulusa gore bilesikler veya bunlarlnl farmasétik olarak kabul edilebilir tuzlar(dbir veya daha
fazla asimetrik merkezleri, kiral eksenleri, ve kiral diizlemleri barbidrbilmektedir ve bu
ylizden, enantiyomerlere, diaesteromerlere ve dider stereoizomerik formlara yol
acabilmektedir ve amino asitler icin (R)- veya (S)- veya, (D)- veya (L)-gibi mutlak
stereokimya bakmbdan belirlenebilmektedir, Mevcut bulugun, bu tdr olasOizomelrin
timindn vyanO skd bunlar@ rasemik ve optik olarak saf formlarBd kapsamasUO
amagclanmaktad[r] Optik olarak aktif (+) ve (-), (R)- ve (S)-, veya (D)- ve (L)-izomerler, kiral
sintonlar veya kiral reaktifler kullandrak hazldanabilmektedir veya ters fazlLJHPLC gibi
geleneksel teknikler kullanldrak cozilebilmektedir. Rasemik karlslmlar hazldanabilmektedir
ve sonrasida ayrCayrCoptik izomerlere ayrldbilmektedir veya bu optik izomerler, kiral sentez
ile hazllanabilmektedir. Enantiyomerler, teknikte uzman kisilerce bilinen ydntemlerle, 6rnedin
sonrasinda kristallestirmeyle, gaz-siI lveya sk Ikromatografisiyle, bir enantiyomerin bir
enantiyvomer spesifik reaktif ile secici tepkimesiyle ayrlabilen diastereoizomerik tuzlarnl
olusturulmashda ¢ézilebilmektedir. Teknikte uzman kisilerce, arzu edilen enantiyomerin, bir
aylrina teknigi ile baska bir kimyasal olusuma donistiirilmesi durumunda, arzu edilen
enantiyomerik formun olusturulmasClcin ilave bir admnl gerekli oldudu takdir edilecektir.
Alternatif olarak spesifik enantiyomerler, optik olarak aktif reaktifler, substratlar, katalizorler
veya cozicller kullanldrak asimetrik sentez ile veya bir enantiyomeri asimetrik

transformasyonla doniigtiirerek sentezlenebilmektedir.

Bulusa gdre belirli bilesikler bir epimerler karlsimUhalinde mevcut olabilmektedir. Epimerler,
ilgili bilesikte mevcut olan iki veya daha fazla stereojenik merkezden sadece birinde ters

konfiglirasyona sahip diastereoizomerler anlam(nk gelmektedir.

Bulusa gore bilesikler, Zwitteriyonik formda mevcut olabilmektedir ve mevcut bulus, bu
bilesiklerin Zwitteriyonik formlarn¥e bunlaril karsiolarblkapsamaktad [t

Ek olarak, bulusa gére olan bilesikler ayrich sulu ve susuz formlarda da bulunabilmektedir.
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Burada ac¢Klanan formillerden herhangi birine ait bilesigin hidratlarCdabhil edilmektedir. Baska
bir vaplandlfinada, burada acKklanan formillerin herhangi birine gore bilesik bir
monochidrattlt] Bulusun yapl@ndirnalarinda, burada agklanan bilesikler yaklaskl %10 veya
daha az, yaklaslkl %9 veya daha az, yaklaskl %8 veya daha az, yaklaskl %7 veya daha az,
yaklaskl %6 veya daha az, yaklagkl %5 veya daha az, yaklaskl %4 veya daha az, yaklaskl
%3 veya daha az, yaklaskl %2 veya daha az, vaklaskl %1 veya daha az, yaklaskl %0.5 veya
daha az, yaklaskl %0.1 veya daha az su icermektedir. Diger yaplandlmnalarda, burada
acklanan bilesikler, agldlkta yaklaskl %0.1 veya daha fazla, yaklaskl %0.5 veya daha fazla,
yaklaslkl %1 veya daha fazla, yaklaskl %2 veya daha fazla, yaklaskl %3 veya daha fazla,
yaklaslkl %4 veya daha fazla, yaklaskl %5 veya daha fazla veya yaklaskl %6 veya daha fazla

su icermektedir.

Burada kullanld@O haliyle, "ECsy" teriminin vehikil kaltlirlerine (DMSQ) klbsla
CD34+CDA45RA- hiicre saymnda %50 oranlnida bir artiglile sonuglanan konsantrasyonu ifade

etmesi amaglanmaktad ]

Burada kullanldGiChaliyle, "hematopoetik kok hiicreleri" veya "HSCler" teriminin, bunlario,
grandlositler (6rnedin, promiyelositler, notrofiller, eosinofiller, bazofiller) eritrositler (6rnegdin,
retikillositler, eritrositler), trombositler (6rnedin, megakaryoblastlar, trombosit (ireten
megakaryositler, trombositler) ve monositler (6rnedin, monositler, makrofajlar) gibi
fonksiyonel olgun hiicrelere farklldsmashnb olanak saglayan hem goklu yetiye hem de goklu
yetilerini (kendi kendini yenileme) muhafaza ederken yenilenme kapasitesine sahip olan

hiicreleri ifade etmesi amaclanmaktadlrl

HSCler baslatma hiicre popiilasyonunun bir parcasidirl Bu hicreler istede baglClolarak
hematopoetik kaynaklOhlicreleri igeren vicuttan veya vicudun bir organhtan elde
edilmektedir. Bu tlr kaynaklar fraksiyone olmayan kemik iligi, gobek kordonu, periferik kan,
karaciger, timus, lenf ve dalaktid Yukarida bahsedilen ham veya fraksiyone edilmemis kan
Urlnlerinin tim{d, hematopoetik kok hiicre dzelliklerine sahip hiicreler icin, teknolojide uzman

kisilerce bilinen sekillerde zenginlestirilebilmektedir.

Burada kullanIdddhaliyle “"baslatma hiicre poptlasyonu” terimi, teknikte bilindigi gibi
yukarida belirtilen cesitli kaynaklardan birinden toplanan HSCleri iceren bir hiicre
populasyonunun belirlenmesi anlamblLdelmektedir. Baglatma hiicre poplilasylnl, hiicre ylizey

markéri CD34+'nlnl varlidink dayanarak secilen bir {cre popilasyonunu ifade eden CD34+
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hlicrelerinde zenginlestirilebilmektedir. CD34+ hiicreleri, 6rnedin ak(s sitometrisi ve floresan
olarak etiketli anti-CD34 antikorlarCkullanl3drak tespit edilebilmektedir ve sayl@bilmektedir.
Dahas[ 1 baglatma hicre popiilasyonu dogrudan genisleme igin kullanl3dbilmektedir veya

sonraki bir zamanda kullanIthak (zere dondurulabilmektedir ve depolanabilmektedir.

Hematopoez slrdsda, HSCler énce progenitér asamas(nb, miyeloid soyuna ve lenfoid soyuna
béliinmektedir, sonrasinta slcaslyla miyeloid kok hicrelere (karlskl koloni olusturan hiicreler,
CFU-GEMM) ve lenfoid kodk hiicrelere farkl@smaktadlr] Ayrich, miyeloid kok hiicreleri; eritroid
patlama olusturan hiicreler (BFU-E) ve eritroid koloni olusturan hiicreler (CFU-E) aracllyla
eritrositlere, megakaryosit koloni olusturan hiicreler (CFU-MEG) araclflyla trombositlere,
granilosit-makrofaj koloni olustura hicreler (CFU-GM) araclfiyla monositlere, nétrofillere,
ve bazofillere ve elEinofil koloni olusturan hiicreler (CFU-Ec) aracl@ila eosinofillere
farkl@slken lenfoid kék hicreler, T lenfoid progenitor hiicreleri aracllfiida T hiicrelerine ve B
lenfoid progenitoér hiicreleri araclflyla B hiicrelerine farklldasmaktadfl Bu miyeloid kék
hiicreler ve bunlardan tiretilmis gesitli hematopoetik progenitér hiicreler, yumusak agar, yarl]
katOmetilselGlozlu ortam veya benzerlerinde cesitli sitokinlerin varli@nda olusturduklar

kolonilerin 6zellikleri ile tanbhlamaktad(t]

Mevcut bulus ayrich, bulusa gore ve burada acklanan sekilde bir bilesigin veya bunun bir
tuzunun su rahatszlklashl shldaylcl bimayan listesinden muzdarip olan bir sijenin (veya
hastanl) tedavisine yonelik bir ilacil preparasyonunda kullanimnblCkapsamaktad(? yukar(da
bahsedilen rahatsZlklardan veya otc-immiin rahatsZKlardan muzdarip olan bir siijenin
{veya hasta) otolog veya allojenik nakli veya tedavisi. Hematolojik maligniteler/rahatszlklar
ve konjenital hastalklarl 6rnekleri siilema olmadan akut miyeloid [6semi, akut lenfoblastik
l6semi, kronik miyeloid l6semi, kronik lenfositik l6semi, miyeloproliferatif rahats@Zlklar,
miyelodiplastik sendromlar, ¢oklu miyelom, Hodgkin disTlenfoma, Hodgkin hastallgl Japlastik
anemi, saf kbnZz[d hicre aplazisi, Wiskott-Aldrich sendromu, dodustan kusurlar
metabolizmasnl] (Gaucher hastall@] gibi) kapsayabilmektedir. Nakilden faydalanabilen
immiunolojik rahatsEklar dérnekleri ¢cok fazladidve coklu skleroz, lupus, belirli formlar ve

arterit, siddetli birlegtirilmis immino yetmezlikleri ve benzerini kapsamaktadIt]
Dolaylslyla, mevcut bulug, yukaridb belirtilen rahatszlklarnymalignitelerin herhangi birine

sahip bir hastaya, bulusa uygun bir bilesik kullanl@rak genisletilen HSC'lerin uygulanmasil]
kapsamaktadItl
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Ayrich yukarida acKkland@lTizere bilesikler ve bilesimler su shidayclblmayan ortamlarda
kullanma yoneliktir: yukarida bahsedilen rahatsZKklardan veya oto-immuan rahatsZzlKlardan
muzdarip olan bir stjenin (veya hasta) otolog veya allojenik nakli veya tedavisi. Hematolojik
maligniteler/rahatszlklar ve konjenital hastalKlar(nl drnekleri solffama olmadan akut miyeloid
losemi, akut lenfoblastik losemi, kronik miyeloid ldsemi, kronik lenfositik IGsemi,
miyeloproliferatif rahatsZlklar, miyelodiplastik sendromlar, coklu miyelom, Hodgkin d[s[]
lenfoma, Hodgkin hastal@l] aplastik anemi, saf klmnEz[dhiicre aplazisi, Wiskott-Aldrich
sendromu, dogustan kusurlar metabolizmashl{Gaucher hastall@lhibi) kapsayabilmektedir.
Nakilden faydalanabilen imminolojik rahatsZlklarnl érnekleri ¢ok fazladiclve goklu skleroz,
lupus, belirli formlar ve arterit, siddetli birlestiriimis immuno yetmezlikleri ve benzerini

kapsamaktadlt]

DolaySida, mevcut bulus, yukarda bahsedilen rahats@karbymalignitelerin herhangi birine
maruz kalan bir hastaya, buluga uygun bir bilegik kullanldrak genigletilen HSClerin
uygulanmashlBapsamaktadlcl

Mevcut bulusta ayrich aglklanan ayn[kamanda, bulusa uygun ve burada aclklanan ydntemi
kullanarak genislemeden sonra elde edilen bir hiicre popilasyonudur. Mevcut bulusun
yontemini kullanarak hiicre geniglemesi, 6rnegin noétrofil veya trombosit asisinh hEZland(tina
suresinde yardmcCdlan progenitér hiicrelerin saylslnda bir artlsh yol acabilmektedir. Bu tir
yontem sunlarCcermektedir: HSClerin saySInlChrticdbilen bir ajan ile HSClerden olusan bir
baslatma populasyonunun kiltirlenmesi. Baglatma poptlasyonu, ilgili hiicre yizeyi
markériinde veya bunlaril bir kombinasyonunda zenginlestirilebilmektedir (6rnegin, CD34+,
CD34+CD45RA+/-)

HSClerin genisletilmesine ydnelik yontemler

Bu yiizden bulus, hematopoetik kdk hiicrelerinin genisletiimesine ydnelik bir yéntem ile ilgili
olup, (a) hematopoetik kdk hiicreleri iceren bir baglatma hiicresi popilasyonunun saglanmas]
ve (b) hematopoetik kok hucrelerinin geniglemesi igin uygun kosullar altiida s6z konusu

baslatma hucresi popllasyonunun ex vivo olarak kiltiirlenmesini icermektedir.

Bu yiizden bulus, hematopoetik kik hiicrelerinin genisletiimesine ydnelik bir yéntem ile ilgili
olup, (a) hematopoetik kok hiicreleri igeren bir baglatma hiicresi popiilasyonunun sagdlanmas[]

ve (b) hematopoetik kdk hicrelerinin genislemesi icin uygun kosullar altihda séz konusu
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baslatma hiicresi popillasyonunun ex vivo olarak kiiltirlenmesini icermektedir.

Spesifik bir yaplandlinada, hematopoetik kok hicrelerinin genigletiimesine yénelik sbdz
konusu yodntem olup, (a) hematopoetik kék hlicreleri iceren bir baglatma hicresi
popiilasyonunun saglanmas¥e (b) mevcut buluga ait bilegidin veya bilesimin varliginda soz

konusu baslatma hiicresi popilasyonunun ex vivo olarak kiiltlirlenmesini icermektedir.

Hiicre popllasyonu ilk olarak, baslatma hicre popllasyonunun saglanmasClicin spesifik
hiicresel markdrlere dayanarak negatif ve/veya pozitif hiicre se¢imi dahil olmak (izere
zenginlestirme veya saflastlfina adlohlaribbh tabi tutulabilmektedir. Spesifik hicresel
markérlere dayanarak sdz konusu baglatma hiicre popiilasyonunu izole etme yéntemleri,
spesifik hiicre yiizeyi markérleri ile etkilesime giren antikorlarCiveya ligandlar[CbagdlCak(s]
sitometrisi veya kat¥eya ¢dziinmez substrat olarak da adlandEl2n floresan aktif hiicre aycl]
(FACS) teknolojisini kullanabilmektedir. Ornedin hiicreler, antikorlarCiceren kat[hir substrat
{6rnegin boncuk kolonlar[d balonlar, manyetik partikiiller) ile temas ettirilebilmektedir ve
herhangi bir badlanmamIs hiicrel giderilebilmektedir. Manyetik veya paramanyetik boncuklar
iceren katCbir substrat kullanldidinda, boncuklara badlChicreler, bir manyetik ayEcLile

kolayca izole edilebilmektedir.

Bir vapl@ndirmada, stz konusu baslatma hicre popiilasyonu, CD34+ hiicrelerinde
zenginlestirilmektedir. CD34+ hicrelerinde kan hiicresi popllasyonunun zenginlestirilmesine
yonelik yontemler arasliida Miltenyi Biotec (CD34+ direct isolation kit, Miltenyi Biotec,
Bergisch, Gladbach, Almanya) tarafindan veya Baxter (Isolex 3000) taraflidan piyasada
satldn kitleir kapsamaktadlrl

Tek bir dogumdan elde edilen kordon kan[iiktar [bir yetiskinin veya daha biiy(ik bir gocugun
tedavisi icin genellikle yetersizdir. Bulusa ait bilesidi veya bilesimi kullanan genigleme
yonteminin bir avantajldvyalnzta bir kordon kanChbiriminden elde edilen yeterli miktarda

hematopoetik kék hiicrelerinin tretimini saglamasidic]

Bu dodrultuda, bir yap@@ndlinada, baslatma hiicre popiilasyonu, CD34+ hiicrelerinde
zenginlestiriimis neonatal gébek kordon kan[hiicrelerinden tiretilmektedir. Tlgili bir
yapl@ndltnada, s6z konusu baglatma hicre popilasyonu bir veya iki gébek kordonu kan

hiriminden tiiretilmektedir.
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Baska bir yapl@ndnada, baslatma hiicre popllasyonu, CD34+ hiicrelerinde zenginlestirilmis
insan mobilize periferik kan hiicrelerinden tiiretiimektedir. Iigili bir yapEndinada s6z konusu
baglatma hiicre popilasyonu, sadece bir hastadan izole edilmis insan mobilize periferik kan

hiicrelerinden tiretilmektedir.

S0z konusu baslatma hiicre populasyonu, tercihen, bazCyapl@ndimnalarda, %90'dan fazla
CD34+ hiicresinden en az %50 cranlbda CD34+ hiicrelerini barbdrdbilmektedir.

Hematopoetik kdk hiicre geniglemesi icin baslatma hiicre popllasyonunun kiltiir kosullar(d
baslang[c] hiicre poplilasyonuna, arzu edilen son hicre saylshb ve arzu edilen son HSC
oran(ih badlldlarak degisim gbsterecektir.

Spesifik bir yaplAndtnada, Ozellikle, CD34+ hiicrelerinde zenginlestirilmis gdébek kordonu

kan hiicrelerinden bir baglatma hicresi popllasyonunun kullanltasia, kultar kosullar(d
genellikle HSC genislemesi igin teknikte bilinen sitokinler ve biiylime faktorleri gibi diger

hiicre genisleme faktdrlerin kullanm Ccermektedir. Bu tir sitokinler ve blyime faktorleri

biyolojik veya kigiik molekiller olabilmektedir ve bunlarla shldCdlmadan IL-1, IL-3, IL-6, IL-

11, G-CSF, GM-CSF, SCF, FIT3-L, trombopoietin (TPQ) eritropoietin ve bunlaril analoglarhil]
kapsamaktadlt]l Burada kullanIdidlhaliyle "analoglar”, shldama olmadan, TPO resepttriine

karsChgonist gibi (6rnedin, WO 2007/145227 numaralCpatent yayDinda ayrok[kcklanan

VB22B sc(Fv)2 ve benzeri) sitokin reseptér agonistleri veya dogal olarak olusan formlara

kiyaslanddinda artfllfh(§l veya azalt@h(! biyolojik etkinlije sahip caryantlarCkapsayan dodal

olarak olusan formlar gibi biyolojik etkinlie sahip olan sitokinlerin ve biyilime faktdrlerinin

herhangi bir yaplsal varyantll kapsamaktad(lt] Sitokin ve biiyime faktdrii kombinasyonlar(J
terminal olarak farkllasmis]hiicrelerin Gretimini sinltland Ekken HSC'yi ve progenitér hiicreleri

genisletmek (izere secilmektedir. Ozel bir yapl@ndfnada, bir veya daha fazla sitokin ve

blylme faktori, SCF, FIt3-L ve TPO'dan olusan gruptan secgilmektedir.

B-hiicresi uyarlcl ¥aktér 2 olarak da bilinen insan IL6 veya interlékin-6, Kishimoto, Ann.
review of 1 mm. 23:1 2005) tarafliidan agKklanmaktad[f] ve piyasada satlhaktadd AynO
zamanda c-kit ligand, mast hiicre blyume faktorl veya Celik faktori olarak da bilinen insan
SCF veya kok hiicre faktort agklanmaktadcl(Smith, M A ve ark., ACTA Haematologica, 105,
3:143, 2001) ve piyasada satlthaktadlcl FL olarak da adland(dl@n FIt3-L veya FLT-3 Ligand,
flt3-reseptoriine baglanan bir faktdrdiir. Bu agklanmistldl(Hannum C, Nature 368 {6472):
643-8) ve piyasada satlimaktadlr] Ayn[Zamanda megakarayosit blylime faktéri (MGDF) veya
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¢-Mpl ligand olarak bilinen TPO veya trombopoietin acklanmaktadtl(Kaushansky K (2006),
N. Engl J. Med. 354 (19): 2034-45) ve piyasada satlthaktadlcl

Yukarlda bahsedilen kimyasal bilesenler ve biyolojik bilesenler; yalnlzta bunlarlnl ortama ilave
edilmesi ile degil ayn[Zamanda bunlar@l kultlr igin kullanldn substrat veya destek ylizeyinin
Uzerine immobilize edilmesi ile, spesifik olarak, uygun bir ¢dzuclde kullanl@n bir bilesenin
goziindirilmesi, substratlnl veya destegin sonucta olusan gozelti ile kaplanmas¥e sonralshda
bilesenin fazlal@nlnl ykbnmasOle kullan@@bilmektedir. Kullanl@cak olan bu tir bir bilegen,
bilesene bagdlanan bir madde ile baslangldl olarak kaplanan substrat veya destede ilave
edilebilmektedir.

HSC'nin genislemesi, bilesim bakhinidan dogal ortamda, yarEsentetik ortamda veya bir
sentetik ortamda gergeklestirilebilmektedir, ve sekil bakmbdan bir katCortam, bir yarCkatO
ortam veya bir sk brtam ve yukarlda agklanan hiicre genigleme faktorlerinin karImlarCile
takviye edilen hematopoetik kék hiicre ve/veya hematopoetik progenitér hiicre kiilttird icin
kullan@@n herhangi bir besin olabilmektedir. Bu tir ortam tipik olarak sodyum, potasyum,
kalsiyum, magnezyum, fosfor, klor, amino asitler, vitaminler, sitokinler, hormanlar,
antibiyotikler, serum, yag asitleri, sakaritler veya benzerlerini igermektedir. Kiiltiirde, diger
kimyasal bilesenler veya biyolojik bilesenler, gerekli olmashalinde tek tek veya kombinasyon
halinde dahil edilebilmektedir. Ortama dahil edilecek bu tir bilesenler; fetal dana serumu,
insan serumu, at serumu, insdlin, transfferin, laktoferrin, kolesterol, etanolamin, sodyum
selenit, monotiyogliserol, 2-merkaptoetanol, si@irlserum albumin, sodyum piruvat, polietilen
glikol, cesitli vitaminler, cesitli amino asitler, agar, agaroz, kolajen, metilseliloz, cesitli
sitokinler, cesitli bliyime faktorleri veya benzerleri olabilmektedir. HSClerin genislemesine
yonelik bir yéntem icin uygun bu tir bazal ortamM@l érnekleri shltlama olmadan; StemSpan™
Serumsuz Genisleme OrtamO (SFEM) (StemCell Technologies, Vancouver, Kanada),
StemSpan™ H3000-TanmICDrtam (StemCell Technologies, Vancouver, Kanada), CellGro™,
SCGM (CellGenix, Freiburg Almanya), StemPro™-34 SFM (Invitrogen), Dulbecco Modifiye
Eagle Ortam(DMEM), Ham Besin KarlgIm[OH12 KarGIm[F12, McCoy 5A ortam[dEagles
Minimum Esas Ortam[{EMEM), «MEM ortam[{alfa Modifiye Eagles Minimum Esas Ortam[}]
RPMI1640 ortam[dIsocove Modifiye Dulbecco Ortam{IMDM), StemPro34 (Invitrogen), X-
VIVO 10 (Cambrex), X-VIVO 15 (Cambrex) ve Stemline II'yi (Sigma-Aldrich) kapsamaktaditl

Bir yaplanditmada, bulusa ait bilesik veya bilesim, HSC geniglemesi igin uygun olan bir
konsantrasyon altlida sz konusu baglatma hiicre poplilasyonunun genigleme yontemi
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slchsda uygulanmaktad(t] Spesifik bir yapIanditinada, s6z konusu bilesik veya bilesim, 1 ve
3000 nmol arasiida veya drnegin 1 ve 100 nmol arasibida bir konsantrasyonda

uygulanmaktadlr]

Baglatma hiicre popllasyonunun esas olarak, bir veya iki kordon kanCbirimlerinden veya PB
hiicrelerinden veya hasat edilen kemik iliginden CD34+ zenginlestirilmis hiicrelerden olustugu
bir spesifik yapl@andltinada, hiicreler, érnedin, 2 ve 21 giin arasloda ve/veya belirtilen katta
genisleme ve karakteristik hlicre populasyonu elde edilene kadar HSC genislemesine yonelik
kogullar altfda buyitlilmektedir. Ozel bir yapl@ndFnada, hiicreler 21 giin, 12 giin, 10 giin
veya 7 glinden fazla olmayan HSC genisleme kosullar(@ltiaka ex vivo olarak blydtiilmektedir.

Hiicre popiilasyonu sonrasbida, bulusa ait bilesik veya bilesimin ve/veya herhangi bir diger
hiicre klltlriinin giderilmesi icin yKbnabilmektedir ve k8h siire boyunca uygun bir hiicre
suspansiyon ortamfda veya uzun siireli depolama ortamiida, &rnedin, dondurarak

saklamaya uygun bir ortamda yeniden stispansiyon halinde tutulabilmektedir.

HSCler ve/veya hematopoetik progenitdr hiicreler, genellikle istede baglCalarak bir hiicre dis]
matris veya bir hiicre yaplsma molekill ile preliminer kaplamadan sonra, bir Petri kab[dbir
balon, bir plastik torba, bir Teflon™ torba gibi hayvan hicre kiltirid icin kullanT@n bir kiltlr
kabda kiltirlenebilmektedir. Bu tir bir kaplamaya yénelik malzeme; kolojenler Ito XIX,
fibronektin, vitronektin, lamininler 1 ila 12, nitrojen, tenaskin, trombospondin, von Willebrand
faktéril, osteoponin, fibronojen, gesitli elastinler, cesitli proteoglikanlar, gesitli kadherinler,
dezmokolin, dezmoglein, cesitli integrinler, E-selektin, P-selektin, L-selektin, immiinoglobulin
ust ailesi, Matrigel, poli-D-lizin, poli-L-lizin, kitin, kitosan, Seforaz, aljinik asit jel, hidrojel veya
bunlar@l bir fragmenti olabilmektedir. Bu tir bir kaplama malzemesi, yapay olarak modifiye
edilmis bir amino asit sekansbh sahip olan bir rekombinant malzeme olabilmektedir.
Hematopoetik kok hicreleri vefveya hematopoetik progenitér hicreleri; mekanik olarak
ortam bilesimini, pH'O¥e benzerini kontrol edebilen ve yiiksek yogunluklu kltiir elde edebilen
bir biyoreaktér kullanl@rak kiiltlirlenebilmektedir (Schwartz R M, Proc. Natl. Acad. Sci. ABD.,
88:6760, 1991; Koller M R, Bone Marrow Transplant, 21:653, 1998; Koller, M R, Blood, 82:
378, 1993; Astori G, Bone Marrow Transplant, 35: 1101, 2005).

Bulus ayrich yukarlde acklanan genisleme yodntemi elde edilebilen veya elde edilen
genislesmis HSClere sahip bir hicre poplilasyonunu acklamaktadlrl Spesifik  bir

yaplandirinada, bu tir hicre popllasyonu, bir memeli konakglyh uygulanmaya uygun
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farmasotik olarak kabul edilebilir bir ortamda yeniden yeniden slspansiyon halinde
tutulmaktadir] boylelikle terapétik bir bilesim saglanmaktadicl

Bulus ayrich genigletiimis HSC'ye sahip hiicre popilasyonunu veya bunun bir memeli stjede

allojenik veya otolog kék hicre nakli kullanimhb yonelik bilesimi agKklamaktad ]

Burada stzii edilen Ozne, Ornegin, bir kemik iligi dondrii veya tiikkenmis veya sl kan
hiicresi seviyelerine sahip veya bu risk altioda olan bir bireydir. Opsiyonel olarak, sije kemik
iligi hasatlhtdan once bir kemik iligi dondrli veya kemik iligi hasadC$onrasda bir kemik iligi
dondridiir. Sije istede baglColarak bir kemik iligi nakli alcISIdIr] Burada agklanan ydntemler
ozellikle, yaslCsijeler veya daha dnce bir immiin tilketen tedaviye veya drnegin losemi veya
lenfoma tedavisi icin kemoterapi gibi miyeloablatif tedaviye maruz kalan sijeler gibi shlldC]
kemik iligi rezervine sahip sujeler icin yararldld Istede badlUOolarak sije, disik kan
seviyesine sahiptir veya kontrol kan hicresi seviyesine klybsla digik kan hiicresi seviyesi
gelistirme riski altlbdadlc] Burada kullanId[@haliyle, kontrol kan hiicresi seviyesi terimi, bir
stjeden dnce veya siijedeki kan hiicresi seviyelerini degistiren bir olaynl yoklugunda bulunan
bir sljedeki ortalama kan hicreleri seviyesini belirtmektedir. Bir sijede kan hiicresi
seviyelerini dedistiren bir olay, ¢rnedin anemi, travma, kemoterapi, kemik iligi nakli ve
radyasyon tedavisini kapsamaktadE Ornegin, siije medin travma nedeniyle anemi veya kan
kayblnk sahiptir.

Nakil, mevcut bulusun ydntemi ile genigletilmis bir hematopoetik kdk hiicrelere vefveya
hematopoetik progenitdr hiicrelere ek olarak bir tampon ¢ozeltisi, bir antibiyotik, bir

farmasotik iceren bir bilesim olabilmektedir.

Genlesmis HSC poplilasyonu veya genigslemis HSClere sahip hiicre poplilasyonunu igeren
bilesim, siijeye ornedin, kemoterapi, radyasyon terapisi veya bir kemik iligi nakli éncesinde,
bunlar ile aynCanda veya sonrasiida uygulanabilmektedir. Suje istede baglCblarak &rnegin
kemik iligi kaybClveya tilkenmis kemik iligi ile karakterize edilen konjenital, genetik veya
edinilmis sendromla iligkili olarak tiikenmis kemik iligine sahiptir. DolayEia, siije istede baglC]
olarak hematopoez ihtiyacCblan bir slijedir. Opsiyonel olarak, siije bir kemik iligi donoridur

veya tikenmis kemik iligi olan veya risk altinda olan bir stjedir.

Hematopoetik kok hlcre manipiilasyonu, kemoterapi veya radyasyon terapisine ilave bir

tedavi olarak faydaldF] Ornedin, HSCler periferik kana lokalize edilmektedir ve sonrasiibda
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kemoterapiye tabi tutulacak bir siijeden izole edilmektedir ve tedaviden sonra hiicreler geri
donddrilmektedir. Bu nedenle, siije kemoterapi, radyasyon tedavisi gibi bir bag skl Kl hiicresi
tilketen tedavi goren veya bir kemik iligi nakli igin bir dondr olarak islev géren bir sujedir.
Kemik iligi, vicuttaki en (retken dokulardan biridir ve bu nedenle genellikle kemoterapi
ilaglarCve radyasyondan zarar géren organd[f] Sonug, kemoterapi veya radyasyon tedavisi
slcdsda kan hiicresi uretiminin hzlCbir sekilde yok edilmesi ve hematopoetik sistemin bir
hasta kemoterapi ile yeniden tedavi edilmeden 6nce kan hicresi kaynaklarnlenilemesine
izin verilmesi icin kemoterapi veya radyasyonun sonlandlfihasCgerektigidir. Bu ylizden,
burada agkland(dlkibi, burada ag¢lklanan yontemlerle Uretilen HSCler veya kan hiicreleri
istede badl[dlarak ilave kan hiicrelerine ihtiyag duyan bu tiir hastalara uygulanmaktadirl

Sadlananlar; in vivo, in vitro, veya ex vivo olarak HSClerin profilerasyonunu artltibilen bir
terapotik ile (6rnedin, bir kiiclik molekiil, bir antikor, veya benzeri) kombinasyon halinde
yukarida aglklanan sekilde buluga ait bir bilesik veya bir bilesim ile genisletilen HSC ve istege
baglCblarak en az bir farmasdétik olarak kabul edilebilir yardiBicCinadde veya tasiIcL1HSC
profilerasyonunu artlbilen bir terapétik ile sunlar ifade edilmektedir: TPO reseptériine kars[]
bir agonist antikor (drnedin, WO 2007/145227 numaralCpatent yayninda ayrnklolarak
agKlanan VB22B sc(Fv)2 ve benzeri); SCF, IL-6, FIt-3 ligand, TPO veya bir TPO mimetik gibi
bir  sitokin  (drnedin, WO0/2007/022269;  WO0/2007/009120;  WQ/2004/054515;

WQ0/2003/103686; WO/2002/085343; WO/2002/049413; W0O/2001/089457;
W0/2001/039773; W0O/2001/034585; WO0/2001/021180; WO/2001/021180;
W0/2001/017349; WO0/2000/066112; WO/2000/035446; WQ/2000/028987;

WO/2008/028645 numaralpatent dokimanlarinka aclklanan; ve benzeri gibi); grandlosit
koloni uyarlcldfaktdr (G-CSF); granilit makrofaj koloni uyarlcldfaktér (GM-CSF); bir
prostaglandin veya bir prostaglandin reseptdr agonisti (6rnegin, WO/2008/073748 numaral
patent dokimanhida ayrbtMblarak acKlanan sekilde, prostaglandin E2 reseptor-1 (EP-I)
agonisti, prostaglandin E2 reseptor-2 (EP-2) agonisti, prostaglandin E2 reseptdr-3 (EP-3)
agonisti ve prostaglandin E2 reseptoér-4 (EP-4) agonistleri); tetraetilenpentamin (TEPA);
Centik-ligandlar(IDelta-1); ve/veya bir WNT agonisti. Ek olarak, mezenkimal kék hiicreler
(MSCler) ile kok hiicrelerin kiiltiirlenmesi, graft-versus-host hastalG@RI{GVHD) dnlemektedir

ve kok hiicre geniglemesine yardmclolabilmektedir,

Farmasdtik olarak kabul edilebilir ile, biyolojik olarak olmayan veya aksi halde arzu edilmeyen
bir malzeme ifade edilmektedir, baska bir deyisle, malzeme, iginde bardId@I farmasctik

bilesenin dider bilesenleri ile bir sadlidh zararl$ekilde arzu edilmeyen biyolojik etkilere yol
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acmadan veya bunlar ile etkilesime girmeden hir stje veya hiicreye uygulanabilmektedir.
TaslIcl Veya yardimcCimadde, aktif icerigin bozunumunun en aza indirilmesi ve sije veya

hiicrede yan etkilerin en aza indirilmesi igin secilmektedir.

Bilesimler, burada ag¢klanan ydntemlerde kullanma ydnelik olarak geleneksel sekilde formiile
edilmektedir. Uygulama, slcddan uzmanlidh sahip biri taraflidan etkili oldudu bilinen herhangi
bir yoldan gerceklestiriimektedir. Ornegin, bilesim, oral olarak, parenteral olarak (6rnedin
intravendz olarak), intramiskiler enjeksivonla, intraperitoneal enjeksiyonla, transdermal,

ekstrakorporel, intranazal veya topikal olarak uygulanmaktadt]

Tercih edilen uygulama ydntemi intraventz inflzyondur. Transfekte edilen hiicrelerin say(sL]
cinsiyet, yas, agllk] hastalklveya rahatsEKltipleri, rahatszlk evresi, hiicre popilasyonunda
arzu edilen hiicre yiizdesi ve terapdtik bir faydand Uretilmesi icin gereken hiicre miktargibi
faktorleri dikkate alacaktEl Ozel bir yap@@ndFinada, bilesim intravendz infiizyon ile
uygulanmaktaditlve kordon kan[ikin en az > 0.3 x 10° CD34+/ kg veya > 2 x 10° CD34+ ve
kemik iligi veya mobilize periferik kan hiicreleri icin 2.5 x 10° CD34+/ kg veya daha fazlasd
icermektedir. Spesifik bir yaplandltinada, infizyon edilen hiicrelerin tiimi tek bir doumdan

genisletilmis kordon kan hiicrelerinden tlretilmektedir.

Genisletilmis hematopoetik kok hiicreler ve/veya hematopoetik progenitdr hiicreler, ornegin,
losemi tedavisi durumunda damlatarak bir anti kanser ilac[dJtoplam viicut iridasyonu veya
kanser hiicrelerinin eradikasyonu igin veya dondr hiicre aslmhas[lnl kolaylastIthasCigin bir
imminosupresif ila¢ ile 6nceden tedavi edilen hastalara inflize edilebilmektedir. Tedavi
edilecek hastallk] 6nceden tedavi ve hiicre nakli ydntemi, sorumlu kisi taraflodan uygun bir
sekilde secgilmektedir. Allclda bu sekilde nakledilen hematopoetik kék hicrelerin ve/veya
hematopoetik progenitdr hicrelerin  as@dmas(] hemotopoiesisin iyilestirilmesi, naklin yan
etkilerinin ve naklin terapétik etkilerinin bulunmasChakil terapisinde kullanlan skchdan bir

tahlil ile belirlenebilmektedir.

Yukarida agKland@izere, mevcut bulus hematopoetik kik hiicreleri ve/veya hematopoetik
progenitdr hiicrelerin genigletilmesini ve genisletilimis HSCler kullan@rak nakil tedavisinin kish
surede glvenli ve kolay bir sekilde yap(thashllinimkiin khaktad(cl

Burada ayrlch sadlanan , burada aglklanan bilegenlerin bir veya daha fazlasOle doldurulmus
bir veya daha fazla kap iceren bir kittir. Bu tdir kitler istege bagl[larak ihtiya¢ duyuldugunda
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veya arzu edildifinde ¢ozeltiler ve tamponlar icermektedir. Kit istede badl[blarak yukar(da
acklanan yontemlerle hazlilanan genisletilmis bir kok hilicre populasyonu icermektedir veya
genigletilmis bir HSC popilasyonun Uretilmesi igin kaplar veya bilesimler icerebilmektedir.
Ozellikle, bulus, hematopoetik kdk hiicrelerin ex vivo genislemesine yénelik bir kit saglamakta
olup, Bulusun Kish A¢klamasldda belirlenen sekilde bir bilegik ve HSC genigslemesi icin bir
yontemde bu tiir bilesigin kullanima yonelik talimatlarbl¥e istede badlColarak bir veya daha
fazla hicre genisleme faktorleri veya hicre blyime igin ortam, 6zellikle yukarlda aglklanan
sekilde HSC biydmesi icin dzel bir ortam icermektedir. Kit ayrich anti-CD34, anti-CD38
ve/veya anti-CD45RA antikorlarCgibi hicrelerin (retimini izlemeye vyénelik antikorlar
icerebilmektedir. Ozel bir yapBndinada, bu tiir kit ayrich IL6, FLT3-L, SCF ve TPO'dan
olusan gruptan secilen bir veya daha fazla hiicre genisletme faktdriini kapsamaktad(d Istege
baglCdlarak bu tiir paket{ler) veya kit(ler) ile iligkili clan kullanima yonelik talimatlardir]

In vivo uygulama: Ayn[Famanda saglanan zaman iginde kullanma yénelik bilesidin bir veya
daha fazla dozunu igeren bir siijede HSClerin artitIthaslicin bulusa ait etkili miktarda bir
bilesigin saglanmasink yonelik bir kittir, burada kitteki bulusa ait bilesigin toplam dozlar[dbir
sijede HSClerin artEllhasCicin yeterli olan etkili bir miktara esittir. Zaman dilimi yaklaskl bir
ila birka¢ glin veya hafta veya aydlt] DolayBlyla, zaman dilimi en az yaklagkl5, 6, 7, 8, 10,
12, 14, 20, 21, 30 veya 60 glin veya daha fazla veya bir ve 180 gin arasibida herhangi bir
glin saykidir]

Biyolojik Tahliller

Tarama Tahlili

HSC kendi kendini yenilemesinin yeni varsaylldn agonistlerinin tanmlanmasClcin, birincil
insan mobilize CD34+ hucreleri Gzerinde klgik molekdl bilesiklerinin (5,280 disidk molekdl
agKl O bilesikler) bir kutiphanesinin test edilmesi icin yiksek ¢ktltarama tahlili
uyarlanmistc] Aynyaklasimhl CD34+ hicrelerinin izole edilmesi icin teknikte uzman bir kisi
tarafidan bilinen gesitli kaynaklardan gelen CD34+ hicrelerine uyguland@iTanlasinal ]
Mononikleer hicreler, Fare antiinsan CD34+APC (BD Pharmingen'den elde edilen) ile
boyanmistll ve sonrasinda Anti-APC manyetik MicroBeads (MACS, Miltenyi Biotec'den elde
edilen) ile manyetik olarak etiketlenmistir. Manyetik olarak etiketlenmis hiicreler, AutoMACS
kolonu kullanI3rak alkbyulmustur. Callsmam(z] interlékin-6, trombopoietin, FIt-3 ligand ve bir

kbk hicre faktori ile takviye edilen ortamda kiltirlenen mobilize periferik kan tirevli
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CD34+CD45RA- hiicrelerin, CD344+CD45RA- popllasyonunda bir azalma ve HSC deplesyonu
ile bir arada bulunan mononikleer hicrelerin (MNC) genislemesini artl@bilmesine
dayanmaktadltl] Bu kayb[onleyen diisiik molekiiler agldkl[(bilesikler bu yiizden HSC

geniglemesinin agonistleri alarak etki edebilmektedir.

Bir 384-kuyucuklu plaka igerisinde, 2000 CD34+ hicre/kuyucuk, 1 UM test bilesikleri veya
%0.1 DMSO (vehikdl) iceren 50 pl ortam igerisinde kultirlenmistir. CD34+CD45RA
hicrelerinin  oranl] deneyin baglanglcihda ve 7 gunlik bir inklibasyonun ardindan
saptanmBtl) FarklCkimyasal yapldra sahip 5,280 bilesikten altE[baslanglcta test edilen
CD34+CD45RA hiicresi genislemesini artltinfstflve on yedi (17), kontrole (DMSO) klyasla
CD34-CD45RA+ hiicrelerinin oranlaribdaki artigla saptanan sekilde farkl@@smayhrtin(st(]
CD34+CD45RA hiicre popilasyonunun geniglemesini artihn altCbilesik, bir ikincil ekranda
yeniden analiz edilmistir. Bu alt[bilesikten dérdu, huCD34+ hiicrelerinin ex vivo genislemesini
arttfd @ gosterilen bir etki mekanizmasC(SR1'ler ile ayn[J gdsterilen aril hidrokarbon
reseptorii (AhR) antagonistleri olarak etki etmektedir. Aril hidrokarbon reseptérli (AhR)
antagonistleri olmad@saptanan diger iki bilesidin, 7 ginllk inkibasyon slrasiida CD34+
hiicrelerini kapsayan MNClerin genislemesini arttrd G gosterilmistir. Tanmlanan geriye kalan
iki bilesikten biri, Bilegik 1'dir (Tablo 1).

Bulusun bilesiklerinin  hematopoetik kok hiicre genislemesi zerindeki etkisinin
degerlendirilmesi igin asadldiki biyolojik deneyler kullanlmistik] Kiiltiir ortam[z] Kullanldn
kilttr ortam[Jsu rekombinant sitokinler ile takviye edilen serumsuz ortamdan olusmustur:
vehikdl (DMSO), pozitif kontrol (SR1), veya bulusa ait bir bilesik veya bilesiklerin bir
kombinasyonunun varlidinda, her birinin 100ng/ml'lik bir nihai konsantrasyonda oldudu,
interldkin-6, trombopoietin, Flt-3 ligand, ve kék hiicre faktorii. Hiicre Kiiltiirii: 1k hasatlarinl
CD34+ hiicre safll@] aklgl sitometrisi ile saptanan sekilde %90'dan daha yiiksekti.
CD34+CD45RA- alt popllasyon %70'ten daha yuksek safllkl seviyelerine ulagsmistlr] Hlcreler
40,000 hucre/ml'de plakalanmiticl ve 7 ila 12 gin boyunca 37°C'de %5 CO;'de inkibe
edilmistir. Uzun sireli kiltirlere yonelik olarak, mobilize PB'den 200,000 CD34+hicre/ml,
500 nM'de vehikiil (DMSQ), pozitif kontrol, veya bulusa ait bir bilesigin varl@ida, her birinin
100ng/ml'lik bir nihai konsantrasyonda oldudu, interlokin-6, trombopoietin, Fit-3 ligand, ve
kék hiicre faktérl ile takviye edilen serumsuz ortam ile kaplanmigt] 10 gunlik bir ex vivo
kiiltiirden sonra Bilesik 1 (Tablo 1), MNClerin 7 katlodan fazla genislemesini, CD34+
hiicrelerinde girdi degerlerine gére 5 kattan fazla artls] (0'lnkCgiin} ve vehikiil icin saptanan

dederler (izerinden neredeyse 4 kat artisCdesteklemistir. 10 giinlik ex vivo kiiltlrden sonra,
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Bilesik 1 ile tedavi edilmis hticreler, vehikil (DMSQO) (%22.8 £0.9) ile kultlrlenmis hicrelere
kivhsla yuksek seviyede CD34 ekspresyonu (%65.8 £5.5) alkbymustur. Dahasl[]sadece
Bilesik 1 ile tedavi edilmis hiicreler, CD34+CD45RA popiilasyonunun (24.8+%0.9) en yiiksek
ekspresyonunu vehikiliin en yilksek ekspresyonu ile karslastrldidinda (%4.7+0.4)
alkbymustur. Bilesik 1 ile kdaltlirlenmis CD34+CD45 sayldr(d vehikdl kuvveti ile
karsl3strIdginda neredeyse 3 kat, girdi saySlnkinden 7 kat artElgostermistir. Son olarak,
bulusa ait bilesikler, vehikdl durumuna klyhsla CD34+CD45RA hiicrelerinin saySlnda %50
oranda art(§lireten etkili konsantrasyonun belirlenmesi igin bir doz-cevap formatda (1 nM
ila 5000 nM araslda degdisim gosteren konsantrasyonlar) test edilmistir. Sonuglar Tablo 1'de
gdsterilmektedir.

Bilesik 1, aril hidrokarbon (AhR) yolu araclflvla etki etmemektedir {Sekil 1)

Sonras(da, pirimitif CD34+CD45RA- pirimitif hematopoetik hiicre (zerinde Bilesik 1'in
etkisinin kiltirde hEZbir sekilde tersinir oldugunu belgeledik. Bu etki, CD34+ mobilize
periferik kan hicrelerinin, Bilesikl'in hiicrelerin ykBnmasClile giderildigi en faza 7 gin
boyunca Bilesik 1 varldinda kdltlrlendigi Sekil 2'de en iyi sekilde gdsterilmektedir. Yesil
noktalCgizgi, CD34+CD45RA hiicrelerinin oranlndaki azalman(n] hZzl[kontrol edilen kiiltiirlerin
{DMSO: katCimavi ve noktal(Lizgiler) takip ettigini gtsterirken, Bilesik 1'in mevcudiyetinde
tutulan hiicreler, 2 haftalKl kiltir (diz yesil cizgi) boyunca daha primitir bir fenotipi
alkbydugunu gostermektedir. Bu sonuglar aclkta, 2 giin icinde bilesik icermeyen maruziyetin
hiicrelerin  kontrol kiiltiirlerinde gorildigii gibi farklldsma isaretleri edindidini agkta
gostermektedir. Bu yilizden, Bilesik 1'in etkisi, primitif insan hiicreleri Uzerinde hizl[bir sekilde

tersinirdir.

Bilesik 1 bir mitojen dedildir (Sekil 3)

Ayrich Bilesik 1'in, blyime faktori yoklugunda bagms olarak hicre profilerasyonunu
tetiklemedigini gosterilmektedir. Sekil 3'te gosterilen bu sonuglar, Aril Hidrokarbon
reseptdriiniin {SR1) antagonisti ile gdzlemlenene benzer sekilde, Bilesik 1'in 3 listelenen
bliyiime faktorii, baska bir deyisle, FIt3, TPO ve SCF'den herhangi birinin yoklugunda hiicre
profilerasyonunu indiikleyemedigini belitmektedir. Bu, SR1'e benzer sekilde, Bilesik 1'in,
pirimitif HSC fenotipinin ex vivo yasamUslrdirme Uzerindeki etkisinin, bu popllasyon
tizerindeki mitojenik bir etkisinden degil, ancak hicre farklldsmashlnl Snlenmesinden
kaynakland Inlg&stermektedir.

30



10

15

20

25

30

35

Bilesik 1 ve Bilesik 40'll her ikisi hicre farkll@smashl dnlemektedir ve AhR antagonisti ile
sinerjize edilmektedir (Sekil 4).

Bilesik 1'in ve aynCFamanda bunun kuvvetli tlrevi Bilesik 40'tan birinin hem sitolojik analiz
hem de sitometri kullanarak hiicre farklldsmasCiizerindeki etkisini degerlendirdik. Her iki
gallGma tiirl Bilesik 1 ve bunun tirevi Bilesik 40' hiicre farklldsmashldonledigini
gdstermigtir. FACS sonuglar[$ekil 4'te gosterilmektedir. Sekil 4A, Bilesik 1'in mobilize edilmis
periferik kan hicresi farklldasmasO lzerindeki etkisini gdstermektedir. 7 glnlik bir
genislemenin ardidan, nispeten saf (> %85 CD34+) mobilize periferik kan popiilasyonu
{DMSO) veya Bilesik 1 veya SR1 veya Bilesik 1 + SR1'in kontrolliine maruz blrhk(It(st(]
Sonuglar, kontrol kdltlrlerinde hicrelerin hZILbir sekilde CD34 hiicre yilzey ekspresyonunu
gevsettidini gosterirken, bu etki kEBmen optimum SR1 ve Bilesik 1 seviyeleri eklenerek
ortadan kaldFImIStE ilging bir sekilde, hem SR1 hem de Bilesik 1, hiicre yiizeyinde CD34
ekspresyonunu sirdiirmede sinerjize olmaktadl]l Bu gdzlemler, Sekil 4B'deki kordon kanll
numuneleri icin ve ayrich Sekil 4C'deki Bilesik 40 ile tekrar edilmistir.

Buna ek olarak, Bilesik 1 veya Bilesik 40'[Al etkisinin daha primitif bir fenotipe sahip olan
hiicreler lizerinde en etkileyici oldugunu gésterdik. Ornegin, CD34"CD45RA™ hiicreleri (Sekil
4A ila 4C'nin alt panellerinde sol (st kadran), Bilesik 1 veya 40 ile desteklenmis kiiltiirlerde,
SR1 veya kontrol kiiltiirlerinde oldugundan ¢ok daha fazladlel Yine, bu kiiltiirlerde Bilesik 1
veya bilesik 40 artC3IR1'in ilave etkileri gdzlenmektedir.

Sekil 4D, CD34 markorinin primitif insan HSC zenginlestirilmis popllasyonunun yiizeyi
lzerinde kaybolmashlJénlemede Bilesik 40'M kuvvetini gosteren bir doz-yanEl egrisi

saglamaktad ] Farkl[hilesik dozu ile dedisen CD34 ekspresyonuna dikkat edilmelidir.

Bilesikler 1 ve 40, insan HSC fenotipini ex vivo olarak genisletmektedir (Sekil 5).

Sekil 5, Bilesik 1'in ayn[Zamanda Bilesik 40' hem kish stireli hem de uzun streli kiltlrlerde
insan HSC fenotipini ex vivo olarak geniglettigini gdstermektedir. Sekil 5A, CD34+ mobilize
periferik kanla (mPB) baslatldan ve 12 gin boyunca sirdurdlen kiiltiirlerde toplam hiicre
saylslnlnl girisin yaklaslkl 20 katlb kadar artti@nl]gostermektedir, Genlesme seviyesi,
kiltlirlerin Bilesik 1, SR1, Bilesik 1 + SR1 veya kontrol DMSO ile baslatlpl baglatlthamas(nh
bakImaks[zInl ayndlr] En ¢arpicI gekilde, Bilesik 1'in etkisi, Bilesik 1'in mevcudiyetinde yaklaslkl
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on kat ve Bilesik 1 + SR1'in mevcudiyetinde yaklaslkl on bes kat genisleyen daha primitif
CD34+CD45RA- hiicre alt populasyonu Uzerinde gozlenmektedir. Sekil 4'te sunulan
sonuglarla birlikte bu gézlem, Bilesik 1'in hiicre profilerasyonu (zerinde bir etkisi olmad(glnl]
bunun yerine daha olgun hicreler zararlnb net geniglemelerine yol acan CD34+ CD45RA-
hicrelerinin farklldgsmashlfl énlenmesini ortaya koymaktadlE] Sekil 5B'deki sonuclar, Bilegik
1'in, yedi gunlik bir stire boyunca 30-40 kat CD34+CD45RA- kan hucrelerinin genislemesine
yol acacagml]buna karsil bu hiicrelerin DMSO (kontrol} varl@nda yaklaskl on bes kat
genigledigini gdstermektedir. Sekil 5C, benzer sonuglarCgdstermektedir, ancak bu kez on iki
gine uzatlhg kiiltlrlerle ve Bilesik 1, Bilesik 40 ile degistiriimigtir. Yine, sol panelde
belirtildidi Uzere, toplam hiicre genislemesi, hiicrelerin DMSO (kontrol), SR1, Bilesik 40 veya
her ikisi de Bilesik 40 art[3R1'e maruz kalmasCdurumunda aynldltl En etkileyici sekilde, daha
primitif CD34+CD45RA hiicreleri, Bilegik 40 ile takviye edilmis kiiltirlerde 12 giinde 80 kat
genislerken, bu hiicreler, Aril Hidrokarbon Represdr antagonistine gére SR1 ile baslatl@n
kiiltiirlerde, bu bilesidin Ustiinligin( gdsteren 20 kattan biraz daha az genislemektedir.

Klsacas[bu sonuglar, Bilesik 1 ve Bilesik 40'[0, her ikisi de mobilize edilmis periferik kan veya
kordon kan hiicrelerinden tiretiimis CD34* ile CD34" ve daha primitif CD34" CD45RA-
popiilasyonunun genislemesi (zerinde bllyiik etkilere sahip oldugunu gostermektedir.

Genislemis hicrelerin ex vivo fonksiyonelligi, kiltir (CFU-C) tahlilinde geleneksel koloni-
olugturan birimler kullanldrak test edilmistir. Tedavi edilmemis hucreler veya DMSO ile
inkiibe edilmis hiicreler, pozitif kontrol veya bulusa ait bir bilesik, geleneksel kosullarda
metilseliloz ortamda kaplanmBtEl Ornedin, Bilesik 1 (Tablo 1, Ornek 1), cok yetili
hematopoetik progenitorlerin sayBInarttirmaktadlcl 10 gin boyunca Bilesik 1 ile tedavi
edilmis 1000 CD34+ mPB hiicrelerinin metilseliiloz kiiltlird, giris hiicreleri (izerinde ¢ok soylu
grandlosit eritrosit, makrofaj ve megakaryositte (GEMM kolonileri) 5 kat bir artlglve kontrol
hiicrelerine kiybsla 10 kat bir artlile sonuglanmisticl Bu, burada agklanan Bilesikl'in ¢ok
yetili progenitor hiicrelerin genislemesini artticdiInC drtaya koymaktadicl

NSG fare modeli kullan@@rak dederlendirilen Bilesik 1'in kiilt{irlenmis mPB HSC iizerindeki

etkisi {Sekil 6)

Sonrasida Bilesik 1 ve Bilesik 40' kordon kanClve mobilize edilmis periferik kan insan
HSC'sinin on ila on iki glin boyunca in vitro olarak genisledigi ve in vivo olarak NSG fare
modeline uyguland@inl Hederlendirdik. Bu deneylerin amac[bilesigimizin, Sekil 4 ve 5'te
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gdsterilen primitif HSC fenotipi Uzerindeki etkisinin aynCkamanda, uzun sireli tekrarlayan
kemik iligi kok/progenitor hicreleri lizerinde gozlendigini dogrulamaktEl Sekil 6, fare kemik
iliginin, nakil sonrasCbn (¢ hafta degerlendirilen insan hiicreleri tarafiidan suland(tIthashl]
gdstermektedir. Mobilize kan igin, 50,000 ve 500,000 hicrelerin sonucu 6A'da sunulmaktad|(r]
Burada gosterildidi gibi, HSC agonisti SR1, NSG fare modelinde dederlendirilen sekilde insan
kok hlcrelerini genisletmede DMSO'dan (kontrol) tutarlColarak daha iyiydi. Yine Bilesik 1, bu
deneylerde SR1'den daha Ustiin gdriinmektedir. In vitro kiiltiirlerde gériildiigi izere, Bilesik

1 ve SR1 bu deneylerde sinerjik bir etki gostermistir (Sekil 6).

NSG fare modeli kullan@rak degerlendirilen kiiltiirlenmis Kordon KanACB) HSC iizerinde
Bilesik 1 ve 40'[0l Etkisi (Sekil 7)

Sekil 7, Bilesik 1 ve Bilesik 40'ml NSG fare modelinde in vivo olarak degerlendirilen
kiltlirlenmis kordon kanOinsan HSC'si Uzerindeki etkisini gdstermektedir. Sekil 7A'daki
sonuglar, Bilesik 1'in, kontrol kiiltiirleriyle karslastilld@inda insan hiicrelerinin sulandltina
aktivitesi (izerinde belirgin bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bu deneyler kish sireli
kiilttirlerde, baska bir deyisle 7 gilinde gerceklestirilmistir. En énemlisi, Sekil 7B, Bilesik 40'Ql
1500 CD34+ hiicreleri kullanldidinda DMSO kontrolii igin %Z2'ye klybsla %10 oranda
ortalama sulandiina seviyeleri ile oldukca 6nemli bir etkiye sahip oldugunu géstermektedir.
Bilesik 40'[0) bu deneyde Bilesik 1 (Sekil 7A) lzerindeki daha blylk etkisi potansiyel olarak,
Sekil 7B'de agklanan deneylerde kullanldn daha uzun kiiltdr siresinden kaynaklanmaktadIrl
Daha kesin in vivo deneyler, daha uzun kultlr sireleri (12 ila 16 glin) kullanIdrak bir sonraki
bélimde saglanmaktadlr]

NSG fare modeli kullanldrak degerlendirilen kiiltiirlenmis Kordon KanICB) HSC iizerinde
Bilesik 1 ve 40'lnl Etkisi (Sekil 8)

Zandstra ve ark. yaklnl zamanda, kesikli besleme adCerilen yeni bir yontemin, insan HSC
genislemesine yol acan in vitro kosullarCoptimize ettigini belgelemistir (US7,795,024
NumaralCUS Patent dokiiman( Bulusa ait bilesiklerin, daha énce optimize edilmis bu kesikli
besleme kosullarkda aktif olup olmad@InlCdogrulamak istedik. Bu callsmalar igin, 12 ila 16
gln boyunca kesikli besleme + Bilegik 40 ile in vitro olarak kualttrd takiben kordon kanl]
tirevli hematopoetik kok hiicrelerin (HSC) genislemesini dederlendirdik. HSC sayl3@r[dinsan

hiicrelerinin immiin yetersizligi olan farelere asldanmasb dayanarak degerlendirilmistir.
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Sekil 8'de gosterildigi Uizere, Bilesik 40 (Cpd 40) ilavesi, CD34+CD45RA-hlicreleri dahil olmak
Uzere test edilen tim popilasyonlariol en az 16 gline kadar genislemesi Uzerinde buyuk bir
etki saglamistl] Bu etki, kesikli besleme (Sekil 8'deki FB) ve Bilesik 40 arasdaki sinerjiyi
aclkta gdsteren 12-16 gunlik zaman noktalarinda en etkileyiciydi.

Ayrlch, yeni zenginlestiriimis CD34+ hicreleri ve 12 veya 16 gun boyunca genigletilmis

hiicreler, nakilden 24 saat énce [glnlanmls] (250rad) alt-6limcal (250rad) olarak sInlanmisl
disi NOD/SCID /IL-2Ryc-sKl] (NSG) farelere nakledilmistir. Hucreler kuyruk damaribdan

intraventz olarak enjekte edilmistir. Tanmlanan zaman noktalarmida (3'Uncl hafta, 9'uncu

hafta ve 16'ncChafta) hayvanlar feda edilmistir ve iki tibiazdan ve iki femurdan kemik iligi

toplanmistlc]l Kemik iligi, kiclzLkan hiicrelerinin tilkenmesi ve insan hiicrelerinin tutulmasmol]
Blcmek Uzere aklslsitometrisi ile degerlendirilmistir. Hiicrelerin 2%0.5'i insan CD45 ve insan

HLA-ABC icin pozitif ise hicreler aslldma igin pozitif olarak puanlanmistt) Her dederlendirme

noktashida, baz[hayvanlar bagmsZlhistoloji analizi igin génderilmistir.

Asagldaki Tablo 2'de gosterildigi gibi, 16 haftallkl zaman noktasnlnl sonlarinda, her kosul icin
asl@man@ bir doz tepkisi bulunmaktadl Shldaylcllseyreltme analizi, en yiksek HSC
genislemesinin, kesikli besleme + Bilesik 40 12 glinliik kiiltiir (18.4 kat) taraffidan uretildigini
ortaya koymustur. Bu, kesikli beslemenin kontrolliniin 12 ginliik kaltir (8.1 kat) tarafindan
tretilen genlesmeden 6nemli dlclide daha yiksekti., 16 giinlik kiltiire kiyhsla her iki kosulda
da 12 gunlik kiltlir ile daha yiiksek genisleme elde edilmistir. Bu sonuglar, Bilesik 40'0l
varlid@inda in vitro net insan HSC genislemesinin ve kesikli besleme sartlarida aktivitesinin
kesin olarak gdsterilmesini saglamaktad(cl(Sekil 8 + Tablo 2).

Tablo 2; 16'Bc[Maftan [ s Olday ELSeyreltme aglEma verisinin kBh acKamas]

Kosul HSClerin sEI§O TNC genislemesi |0'c] giin HSC|Net HSC genigslemesi*
esdegeri
0'mkgiin yeni 1/6115 Uygulanamaz 1/6115 Uygulanamaz
12'nci giin Kesikli besleme 1/117676 156 1/754.3 8.1
12'inci giin Kesikli besleme + 1/54548 164 1/332.6 18.4
Cpd 40
16'ncCgiin Kesikli beslerne 1/635952 413 1/1539.8 4
16'lBkCgiin Kesikli besleme + 1/323585 495 1/653.7 9.4
Cpd 40

* Net HSC Geniglemesi = (# HSC {'lnc[Gun)/(# HSC 12'inci Gln veya 16'lnc[iGin); 16'nk[haftada NSG farelerinde shlidayl(cll

seyreltme analizi (LDA) kullan@@rak dlglimiigtir

SENTETIK METODOLOJ]
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Asaglda oOzetlenen sentetik metodoloji, ikame Z'nin pirimido indol cekirdeklerinin 7-
konumunda oldugu bulusun yaplandlrinalarClile ilgilidir, Teknikte uzman kisi taraflndan
anlasl@bilecedi lzere, bir benzer sentetik metodoloji, ikame Z'nin, 6rnegin, 5, 8 veya 6-
konumu, &zellikle 6-konumunda gibi farklChir konumda oldugu bulusun yaplandEnalarhb

yonelik olarak, bu tir kisice anlaslan varyasyonlar ile gergeklestirilebilmektedir.

Sema 1, mevcut bulusun bilesiklerine ortak preklrsdrin (1-VI) sentezini acklamaktadIr]
Birinci admda, bir aril florlir 1-I, sodyum hidrit gibi anacak bununla sAIEColmayan bir
bazlnl varli@inda bir alkil siyanoasetat 1-1II ile islenmektedir. Sonugta olusan (riin 1-III
sonrasloda, formamid ve amonyum format ile iglem (zerine pirimidinlere 1-V'e
dénistlrilen amino indollerin 1-IV saglanmasCigin asetik asitte cinko tozu gibi, ancak
bununla s@dColmayan, bir indirgeyici ajan ile islenmektedir. Bilesikler 1-V, mevcut
bulusun bilesikleri 1-VIIT'in sadlanmasClicin aminler 1-VII ile islenen reaktif ara
maddelerin 1-VI saglanmasCgin fosforil klorlir veya fosforil bromir gibi reaktifler ile
islenmektedir.
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Sema 1
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Sema 2, bilesik 2-V'in preparasyonunu ag¢lklamaktad[t] 4,6-dikloro-5-iyodopirimidin 2-II'nin
ve ilgili fenol, anilin veya tiyofenol 2-I'nin bir baz ile veya baz olmadan tepkimesi (Morsin M.
2009, cilt 15, #6, sayfa 1468-1477) veya
aramaddelerin 2-III'U vermesi icin bir paladyum katalizorl. Sonucta olusan ara maddeler 2-
III, Pd(OAc), ile trisiklik eklenti 2-IV'e donistirilmektedir (Zhang M. ve ark. Tetrahedron
Letters, 2002, cilt43, sayfa 8235). Son olarak, burada asadlda ézetlenen Ornek 1'e gére,

5 ve ark. Chemistry-A European Journal,

mevcut bulusun 2-V bilesikleri elde edilmektedir.
10
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Sema 2
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Sema 3: Bilesikler 4-II, hidroksil amin ve bunu takiben dimetilasetamid dimetilasetal ile
islenmektedir (Tully W.R. ve ark. Journal of Medicinal Chemistry, 1991, cilt 34, sayfa 2060.
5 Bu, bilegikler 5-I'i vermektedir.

Sema 3

H O-H
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W i T
ve

441
54

a) 1-NH,OH, 2-DMAasetal
10 Sema 4: Ara madde 1B (burada asagdbki Ornek 1), HCI/dioksan icindeki propiyonitril, bunu
takiben metil 2-etil-4-hidroksi-9H-pirimido[4,5-b]indol-7-karboksilat (6-I} verecek sekilde
bazik bir islenmektedir. Sonrasifida Ornek 1 icin acKlanan prosediirlere gére 6-II bilesikleri

elde edilmektedir.

15 Sema 4
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H
MeO,C \[/*\\ -N a) MeO,C . MeO,C
| NH; -
_\5/ / e

CO,Et
Ara madde 1B

a) HCl, propiyonitril; b) bak@zZOrnek 1

Sema 5: Metil 3-floro-4-nitrobenzoat 7-I'den baglayarak ve Qrnek 1'in prosediiriine gére
bilesikler 7-I1 elde edilmektedir.

Sema 5
NO §
o 2 R
—_—
MeQ,C F T MeQ,C =N
74 7l W

a) baknlzlérnek 1

Rapor edilen HPLC allkbnma siiresi, asagldbeki Coziici A kosullarCkullanl3drak ters fazl(d
HPLC'ye (Agilent, 1200 serisi) yoneliktir: MeOH:H,O:TFA (5:95:0.05); Coézlica B:
MeOH:H,O:TFA (95:5:0.05); aklsl 3.0 mL/dk; 2.0 dakikada gradyan %0 ila 100 B; kolon:
ZorbaxC18, 3.5 mikron, 4.6 x 30 mm: dalga boyu 220 nm.

Kiitle spektrumlar(Jasagldbki LC kosullariml kullanarak Agilent Technologies'den elde edilen
6210 G1969A LC/MSD TOF spektrometresinde veya Agilent Technologies'den elde edilen
Quadrupole LC/MS Model G6120B (zerinde kaydedilmistir: Céziici A: AcCN:H,O:HCOOH
{5:95:0.05); Cozlcl B: AcCN:H,O:HCOOH (95:5:0.05); 2.0 dakikada gradyan %0 ila 100 B;
aklst 0.3 mL/dk; kolon: ZorbaxC18, 3.5 mikron, 2.1 x 30 mm; dalga boyu 220 nm.

Deneysel Prosedurler

Ornek 1
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Metil 4-(1-siyano-2-etoksi-2-oksoetil)-3-nitrobenzoat

Etil 2-siyanoasetat (10.9 mL, 102 mmol) N, Adimetilformamit (125 mL) icinde yer alan %60
sodyum hidrit {(4.10 g, 102 mmol} suspansiyonuna 0°C'de yavasca ilave edilir ve bdylece gri
bir sispansiyon elde edilir. Kargim 0°C'de 15 dakika boyunca karStEIE]l ve N, /V-
dimetilformamit (125 mL) icinde yer alan metil 4-floro-3-nitrobenzoat {10.2 g, 51 mmol) ilave
edilir. Elde edilen nihai koyu kIEnECkarGim 0°C'de 30 dakika boyunca karGt[EIF ve oda
sichkl@inda 3 saat boyunca. Reaksiyon karGIm[CIN HClI (40 mL) ve etil asetat (40 mL) ile
seyreltilir. AyrBIImE sulu katman etil asetat ile ekstrakte edilir (3 x 50 mL). Crganik
katmanlar birlestirilir ve anihidrit sodyum siilfat (zerinde kurutulur, filtre edilir ve konsantre
edilir ve bdylece bir tortu elde edilir (26 g) ve bu flag kromatografi vasfasila saflagtIlF]
{%100 heksanlar ile baslar ve yavas yavas etil asetat %100 etil asetat[ tamamlamak igin
ilave edilir) ve béylece 14.9 g nihai bilesik elde edilir. LCMS m/z 291.0 (M - H)-, bekletme
suresi (analitik HPLC (izerinde) = 1.76 dakika.

Aramadde 1B
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3-etil 6-metil 2-amino-1A-indol-3,6-dikarboksilat

500 mL yuvarlak tabanlC$iseye metil 4-(1-siyano-2-etoksi-2-oksoetil)-3-nitrobenzoat (14.9 g,
51.0 mmol) ve asetik asit (255 mL) iginde yer alan ginko tozu {16.7 g, 255 mmol) ilave edilir
ve bdylece gri bir siispansiyon elde edilir. Cinkonun ilave edilmesi 35 dakika oda slchkl(@lnta
nitrojen atmosferi Gzerinde ve hafif eksotermik olarak gergeklestirilir. Karlsim 100°C'de 15
saat boyunca EIEIE KarEmh sogutulmaya bIakIE) selit icinde filtre edilir ve etil asetat ile
durulanir] Buharlastirina islemi sonrasiida diklorometan-heksan icinde 6gutulmis bir tortu
elde edilir ve filtreleme isleminden sonra 6.3 g nihai bilesik elde edilir. LCMS m/z 263.2 (M +
H)*, bekletme slresi (analitik HPLC lizerinde) = 1.90 dakika.

Aramadde 1C

metil 4-hidroksi-9 A-pirimido[4,5-b]lindol-7-karboksilat

100 mL yuvarlak tabanlCiseye 3-etil 6-metil 2-amino-1H-indol-3,6-dikarboksilat (1.1 g, 4.19
mmol}, amonyum format (0.53 g, 8.39 mmol), ve formamit (16.7 mL, 419 mmaol) ilave edilir
ve bdylece bakll rengi sispansiyon elde edilir ve bu 165°C'ye 12 saat boyunca [SENE]
KarSIm Nl oda slchklgnh sogutulmas3aglanitive su ilave edilir. Elde edilen nihai ¢okelti filtre
edilir, hava ile kurutulur ve gece boyunca yliksek vakum altlobda kurutulur ve boylece 1.1 g
nihai bilesik elde edilir. LCMS m/z 244.2 (M + H)+, bekletme siresi {analitik HPLC Gzerinde)
= 1.51 dakika.

Aramadde 1D
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metil 4-kloro-9 A-pirimido[4,5-blindol-7-karboksilat

100 mL yuvarlak tabanlZisede metil 4-hidroksi-9A4#pirimido[4,5-blindol-7-karboksilat (1.1 g,
4.5 mmol) ve fosforlu oksiklortir (15 mL, 161 mmol) karlSIm[P0°C've 16 saat [SIEIIF) oda
slchkl@nk sogutulur ve azaltmlsl basloka altiida buharlastllE] Tortu diklorometan (20 mL)
icinde sispanse edilir ve selit icinde filtre edilir. Buharlastimna islemi sonrasioda nihai bilesik
elde kavunici kat[blarak elde edilir (360 mg). LCMS m/z 262.0 (M+H)+, bekletme siiresi
{analitik HPLC lizerinde) = 2.02 dakika.

Ornek 1

metil 4-((3-(piperidin-1-il)propil)aminc}-9 Apirimido[4,5-blindol-7-karboksilat

2-5 mL mikrodalga sisesi icinde metanol (2 mL) metil 4-kloro-SAH-pirimido[4,5-5lindol-7-
karboksilat (86 mg, 0.33 mmol), trietilamin (0.09 mL, 0.66 mmol) ve 3-(piperidin-1-il)propan-
1-amin (0.078 mL, 0.49 mmol) ilave edilir ve karsIm 140°C’ye 15 dakika boyunca mikrodalga
reaktorl iginde BENF] KarGmnl oda sichkl@nk sogutulmaskadlanit] ve azaltln(s] bashka
altbda buharlasttlEl Ham materyal A, A-dimetilformamit i¢inde ¢dzindirilir ve ters evre
Zorbax SB-C18 siitun 21.2 x 100 mm (zerinde saflastdlflve MeOH - Su - %0.1 TFA ile
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ayrGIE Gradyan: Isokratik %20 4 dakika boyunca bu islemin ard@dan gradyan %100
MeOH 15 dakika hazlanll Nihai bilesik trifloroasetik asit salt elde edilir (ilgili serbest baz ve

HCI tuzu teknikte uzman kisiler tarafiddan bilinen standart prosedirlere hazanmgtk). LCMS
m/z 368.2 (M+H)*, bekletme siiresi (analitik HPLC (zerinde) = 1.38 dakika.

Ornek 14

N-n .y
N
‘}\])\T N

10 7-(1-metil-1H-tetrazol-5-il}-N-(3-(piperidin-1-il)propil)-9H-pirimido[4,5-blindol-4-amin  ve 7-
{2-metil-2H-tetrazol-5-il}-N-(3-(piperidin-1-il}propil }-9H-pirimido[4,5-b]indol-4-amin.

Aramadde 14A

15

4-((3-(piperidin-1-il)propilyamina)-9H-pirimido[ 4,5-b]lindol-7-karbonitril

Ornek 1'de acKanan prosediire gére hazManmEl4-floro-3-nitrobenzonitril, Aramadde 2A’den

20  baslayarak.



Aramadde 14B

N-(3-(piperidin-1-il)propil)-7-(2H-tetrazol-5-il)-9H-pirimido[ 4,5-b]indol-4-amin

2-5 mL mikrodalga sisesi icinde (triflorometil)benzen (2 mL) icinde yer alan 4-((3-(piperidin-
1-ihpropil)amino)-9H-pirimido[4,5-blindol-7-karbonitril  (47.5 mg, 0.142 mmol) ve

10 azidotribdtiltin (409 ul, 1.491 mmol) ilave edilir ve bdylece baklrlrengi slispansiyon elde
edilir. sise mikrodalga icine yerlestirilir ve 180°C'ye 30 dakika boyunca SENIF] Karlslm kuru
oluncaya kadar konsantre edilir ve MeOH (3 mL) ve ardntan Dioksan (1.07 mL, 4.26 mmol)
HCI 4M ilave edilir ve bdylece sarlbir ¢izelti elde edilir. Elde edilen nihai ¢bzeltiye dietil eter
{3 mL) ilave edilir ve 20°C'de 16 saat kar[strllf] Elde edilen kat[Buchner (zerinde toplan(rl

15  Kek dietil eter (3 x 1 mL) ve heksan (3 x 1 mL) ile ykbntve kat[(B0°C'de ylksek vakum
altlnda sabit bir agldkl elde edilinceye kadar kurutulur ve bdylece 56 mg nihai bilesik HCI tuzu
olarak elde edilir. LCMS m/z 378.2 (M+H)*, bekletme siiresi (analitik HPLC (zerinde) = 1.30
dakika.

20 Ornek 14

N-n
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7-(1-metil-1H-tetrazol-5-il}-N-(3-(piperidin-1-il}propil)-9H-pirimido[4,5-b]lindol-4-amin  ve 7-
{2-metil-2H-tetrazol-5-il)-N-(3-( piperidin-1-il)propil}-9H-pirimido[4,5-b]indol-4-amin

25 mL yuvarlak tabanlC$iseye N-(3-(piperidin-1-il)propil)-7-(2H-tetrazol-5-il)-SH-pirimido[4,5-
blindol-4-amin hidroklortr (43 mg, 0.10 mmol) ve N AMdiisopropiletilamin (36 pl, 0.21 mmol)
in tetrahidrofuran (2 mL) ve metanol (0.5 ml) ilave edilir ve bdylece bakltIrengi siispansiyon
elde edilir. Heksan {260 ul, 0.52 mmol} icinde yer alan trimetilsilildiazometan 2M bu islemin
ardmdan ilave edilir. Elde edilen nihai ince sar[3lispansiyon 20°C’de 3 saat boyunca kar(st[IIf]
ve asetik asit (59 ul, 1.04 mmol) ilave edilir. Stirring continuted 30 dakika boyunca ve
solventler vakum altinla ¢karlF] ve bdylece bir tortu elde edilir ve bu flas kromatografi
vasdshida saflastME](%100 diklorometan ile baslar ve kademeli olarak ilave edilir karmDO
diklorometan : metanol: %28 olarak aglkl cinsinden. Sulu amonyum hidroksit (90 : 10 : 1)
artslar[P100 diklorometan ile tamamlanid metanol: %28 olarak aglK cinsinden. Sulu
amonyum hidroksit (90 : 10 : 1). Birinci ayrstielcLiiriin 7-(2-metil-2H-tetrazol-5-il)-N-(3-
{piperidin-1-iDpropil)-9H-pirimido[4,5-b]indol-4-amin (19 mq) ile elde edilir. LCMS m/z 392.2
(M+H)+, bekletme siiresi (analitik HPLC (izerinde) = 1.44 dakika. ikinci ayrGHEEIDirin 7-(1-
metil-1H-tetrazol-5-il)-N-{3-(piperidin-1-il)propil)-9H-pirimido[4,5-blindol-4-amin (5 mq).
LCMS m/z 392.2 (M+H)", bekletme siiresi (analitik HPLC tzerinde) = 1.27 dakika.

Ornek 15
0 1- NaH, DMF
- = ) H
meo” f*iuok NC-CH,CONH, Me\ok EYN MeONa, MeOH
—NH
S 2 FeCly , H,0 LT SN come
Zn, DMF,su NH H P
o : N
?gimadde Aramadde
15b
o
“ 0
Me\O/”\. e NX_ y 1- POCI,, 175°C, 15dk Me‘o’”‘ N H CN
2 / ) 3 I -N =/
HN> N % EuN Meod g{_ S
HO 7 Y 140°C, 15dk N N
Aramadd = (NNAJ\NH? AN
ramadde A Ornek 15 NG
15C e

NaH (3.41 g, 85 mmol) DMF icinde yer alan (53 mL) soduk 2-siyanoasetamit (7.18 g, 85
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mmol) cozeltisine kEIm kSIM olarak ilave edilir. 30 dakika sonra oda skchklginda, 15 mL DMF
icinde metil 4-floro-3-nitrobenzoat (8.5 g, 42.7 mmol) ¢ozeltisi damla seklinde ilave edilir. 3
saat sonra buz, su ve 12 mL HCI (%10) karlslm [lave edilir. Elde edilen nihai kat[filtre edilir,
su ile durulanlrlve gece boyunca yiiksek vakum altinda kurutulur ve bdylece 9.1 g metil 4-(2-
amino-1-siyano-2-oksoetil)-3-nitrobenzoat elde edilir:

'H NMR (400 MHz, DMSO-d) & ppm 3.93 (s, 3 H) 5.78 (s, 1 H) 7.77 (s, 1 H) 7.91 (d, /=7.83
Hz, 1 H) 8.04 (s, 1 H) 8.39 (dd, /~=8.02, 1.76 Hz, 1H) 8.56 (d, /=1.56 Hz, 1 H).

Ferik klorir heksahidrat (1.540 g, 5.70 mmol) ve ¢inko (1.242 g, 19.00 mmol) ham DMF
icinde yer alan (4.75 mL) yukarldeki gibi hazltlanmIslsiyano-amit (0.5 g, 1.900 mmol} ve su
{4.75 mL) cozeltisine ilave edilir ve bdylece sarlbir siispansiyon elde edilir. Eksoterm sonras[]
karGIm 100°C'ye 45 dakika [SEIFlve bu islemin ardidan yavasca 20°Cye sodutulur ve 22
saat boyunca karStIE KatOiltre edilir, DMF (3 x 3 mL) ile yKhnltlve filtrate su (40 mL) ile
0°C'de karBtirIdrak seyreltilir. Kat[filtre edilir ve kek su (2 x 5 mL) ile yKan[F] KatCgenelde
safslzlklar igerir. Sulu katman EtOAc ile ekstrakte edilir (3 x 50 mL) ve birlestirilen organik
katmanlar su (50 mL) ile ykhnltlve bu islemin ardindan tuzlu su ile (30 mL) ylkknltl Organik
katman anihidrit MgSQ, (izerinde kurutulur, filtre edilir ve konsantre edilir ve béylece 287 mg
kahverengi katColarak elde edilir ve bu aseton (6 mL) ile uygulamaya alnlrlve bdylece kat(]
suspansiyon elde edilir ki bu heksan (5 mL) ile seyreltilir. Bu islemin ardibkdan katCloplanlrlve
kurutulur 40°C'de yiiksek vakum altloda sabit bir agMlkl elde edilinceye kadar ve boylece
Aramadde 15B metil 2-amino-3-karbamoil-1H-indol-6-karboksilat (162 mg, %36.6 verim)
kKl beyaz kat[dlarak elde edilir: 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 3.80 (s, 3 H) 6.62 (br.
s, 2H)7.04-7.18(m, 2H)7.53-7.63(m, 2H)7.72 (s, 1 H) 10.80 (s, 1 H); MS m/z 232.2
{M+H)+; HPLC ca. %96, ODA SICAKLIGINDA = 1.37 dakika.

Metanol iginde yer alan (0.954 mL) Aramadde 15B (0.100 g, 0.429 mmaol), metil 2-(piridin-3-
iNasetat (0.130 g, 0.858 mmol) ve MeOH (0.196 mL) icinde %25 agldKl cinsinden sodyum
metoksit kar[sIm[Chikrodalga fIclnl igine yerlestirilir ve 140°C'ye 45 dakika BEIF] Sogutma
sonrasloda, AcOH (0.050 mL, 0.879 mmol) ilave edilir ve elde edilen nihai bulamag 20°C'de 1
saat karltIF] Kat@3r filtre edilir, MeOH {3 x 0.5 mL) ile yKkbnlk) 20°C'de yliksek vakum
altinda sabit bir aglfkl elde edilinceye kadar kurutulur ve bdylece Aramadde 15C elde edilir:
metil 4-hidroksi-2-(piridin-3-ilmetil)-9H-pirimido[4,5-blindol-7-karboksilat (82 mg, %57.2
verim) kahverengi kat[dlarak elde edilir: 'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & ppm 3.87 (s, 3 H)
4.09 (s, 2 H) 7.34 - 7.40 (m, 1 H) 7.79 (dt, =8.1, 1.8 Hz, 1 H) 7.83 (dd, /8.2, 1.2 Hz, 1 H)
7.99 (d, =0.8 Hz, 1 H) 8.02 (d, /=8.2 Hz, 1 H) 8.48 (dd, /=4.9, 1.4 Hz, 1 H) 8.60 (d, /=2.0
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Hz, 1 H) 12.49 (br. s., 2 H): MS m/z 335.2 (M+H)+; HPLC %95.2 @ 220 nm ve %92.8 @
254 nm, ODA SICAKLIGINDA = 1.42 dakika.

POCl; (0.948 mL, 10.17 mmol} icinde ver alan metil 4-hidroksi-2-(piridin-3-ilmetil)-9H-
pirimido[4,5-bJindol-7-karboksilat (0.050 g, 0.150 mmol) karShkise icine yerlestirilir ve
175°C’ye 15 dakika boyunca mikrodalga ffiildginde SEIF Sodutma sonrasioda, reaksiyon
karlgim[buz-su (19 mL) igine dokilir ve bu islemin ardibdan 50% sulu NaOH (2.7 mL)
yavasca ilave edilmesiyle pH 8 degerine bazlastlllf]l ve son olarak EtOAc (20 mL) ile
seyreltilir, kat@dr filtre edilir (kloriirden ilk Uriin) ve sulu katman EtOAc ile ekstrakte edilir (20
mL) ve birlestirilen organik katmanlar anihidrit MgSO, Gzerinde kurutulur, filtre edilir ve kuru
oluncaya kadar konsantre edilir ve boylece ilave 35 mg arzu edilen klortr tlrevi Urin elde
edilir. Birlestirilen izole edilmis metil 4-kloro-2-(piridin-3-ilmetil)-9H-pirimido[4,5-b]indol-7-

karboksilat (53 mg, %100 verim) Urlnleri bir sonraki adimda dodrudan kullanllE

MeOH (2.5 mL) iginde yer alan metil 4-kloro-2-(piridin-3-ilmetil)-9H-pirimido[4,5-b]indol-7-
karboksilat (0.053 g, 0.150 mmol), 3-(piperidin-1-il)propan-1-amin (0.072 mL, 0.451 mmol)
ve trietilamin (0.063 mL, 0.451 mmol) kar§ImCsise icine yerlestirilir ve 140°C'ye 15 dakika
boyunca mikrodalga fiflRliginde 15 dakika boyunca BEIF Sodutma sonrasfida ve solventin
buharlastrIihas[$onucunda, tortu flas kromatografi vasaslvla saflasticlElve boylece 23 mg
sar[ya + katC&lde edilir ve bu CHsCN (3 mL) ile seyreltilir ve 30 dakika boyunca karlstcHIE]
Katlar filtre edilir ve CH3;CN (2 x 0.5 mL) ile ylkanlt) bu iglemin ardiodan 30°C'de yiksek
vakum alt[fida sabit bir agFlk elde edilinceye kadar kurutulur ve boylece Ornek 15 bilesidi
elde edilir: metil 4-((3-(pip-eridin-1-il)propil)amine)-2-(piridin-3-ilmetil)-9H-pirimido[ 4,5-
blindol-7-karboksilat (11 mg, %16 verim) bakrengi katCblarak elde edilir: *H NMR (400
MHz, DMS0-d;) 6 ppm 1.31 - 1.44 (m, 2 H) 1.44 - 1.56 (m, 4 H) 1.71 - 1.86 (m, 2 H) 2.17 -
247 (m, 6 H) 3.56 - 3.66 (m, 2 H) 3.88 (s, 3 H) 4.08 (s, 2H) 7.28 - 7.34 (m, 1 H) 7.43 (&,
F=5.5Hz, 1 H) 7.76 (dt, /=7.8, 2.0 Hz, 1 H) 7.81 (dd, /=8.2, 1.4 Hz, 1 H) 7.99 (d, /1.4 Hz,
1 H) 8.35 (d, /=8.2 Hz, 1 H) 8.41 (dd, /4.7, 1.6 Hz, 1 H) 8.59 (d, /=2.0 Hz, 1 H) 12.08 (s,
1 H); MS m/z 459.2 (M+H)™; HPLC >%99.5, ODA SICAKLIGINDA = 1.43 dakika.

Ornek 22
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MeOH (3.8 mlL) iginde yer alan metil 2-((benziloksi)(fenil)metil)-4-kloro-9H-pirimido[4,5-
blindol-7-karboksilat (Ornek 15 icin acKland@hibi, 0.228 g, 0.498 mmol), 3-(piperidin-1-
iDpropan-1-amin (0.158 mL, 0.996 mmoal) ve trietilamin (0.173 mL, 1.245 mmol) kar(sIml
mikrodalga fled igine yerlestirilir ve 140°C'ye 30 dakika boyunca [SIEIF] Oda sichklGing
sogutulduktan sonra, karlsm kuru oluncaya kadar konsantre edilir ve tortu flas kromatografi
vaslfdsivla saflastrllEl ve bdylece metil 2-((benziloksi){fenil)metil)-4-((3-(piperidin-1-
iDpropilYamino)-9H-pirimi-do[4,5-k]indol-7-karboksilat {172 mg, %61.3 verim) aclkl sarCkatd
olarak elde edilir: 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.29 - 1.42 (m, 2 H) 1.42 - 1.56 (m, 4
H) 1.72-1.91 (m, 2 H) 2.18 - 2.47 (m, 6 H) 3.66 (tt, 1=13.2, 6.6 Hz, 2 H) 3.88 (s, 3 H) 4.54
{d, 1=11.7 Hz, 1 H) 4.64 (d, J=12.1 Hz, 1 H) 5.50 (s, 1 H) 7.21 - 7.43 (m, 8 H) 7.51 (%,
J=5.9 Hz, 1 H) 7.57 (d, J=7.0 Hz, 2 H) 7.82 (dd, J=8.2, 1.2 Hz, 1 H) 8.00 (d, J=1.2 Hz, 1 H)
8.38 (d, J=8.2 Hz, 1 H) 12.22 (s, 1 H); HRMS m/z 564.2979 (M+H)"; HPLC %99.6, ODA
SICAKLIGINDA = 2.02 dakika.

Benzil grubun hidrojenocliz  islemi metil 2-({benziloksi)(fenil)metil)-4-({3-(piperidin-1-
il)propil)amino)-9H-pirimido[4,5-bJindol-7-karboksilat (0.042 g, 0.075 mmol) tirevi Uzerinde
%10 olarak ag cinsinden (%50 &lak) (0.159 g, 0.075 mmol) ve amonyum format (0.235
g, 3.73 mmol) hidrojen altinda metanol icinde yer alan Pd-C varl§inda gergeklestirilir. 26 saat
55°C'de karlstcldktan sonra, reaksiyon karsImCSelit Gzerinde filtre edilir, MeOH ile durulanic)
ve kuru oluncaya kadar doner buharlastlclcI Tizerinde konsantre edilir ve boylece 133 mg
tortu elde edilir ki bu RP HPLC ile Zorbax SB-C18 siitun kullanl@rak saflastfIE) 21.2 x 150
mm ile ayrStFIFIMeOH - su - %0.1 TFA ve bdylece 21.9 mg (%50 verim) Ornek 22 elde
edilir; metil 2-(hidroksi{fenilymetil)-4-((3-(piperidin-1-il)propil)amino)-9H-pirimido[ 4, 5-
blindol-7-karboksilat, TFA salt beyaz kat[blarak elde edilir: 'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) &
ppm 1.30 - 1.43 (m, 1 H) 1.52 - 1.73 (m, 3 H) 1.79 (br. d, 1=14.5 Hz, 2 H) 1.96 - 2.09 (m, 2
H) 2.54 (s, 1 H) 2.74 - 2.89 (m, 2 H) 3.11 (dt, J=10.4, 5.4 Hz, 2 H) 3.38 (d, J=12.1 Hz, 2 H)
3.71-377 (m, 2H) 3.88 (s, 3 H)563 (s, 1 H)7.19-7.26 (m, 1 H) 7.27 - 7.35 (m, 2 H)
7.48 - 7.56 (m, 2 H) 7.62 (t, J=5.9 Hz, 1 H) 7.85 (dd, J=8.2, 1.4 Hz, 1 H) 8.03 (d, J=1.4 Hz,
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1 H)8.38 (d, 1=8.2 Hz, 1 H) 8.92 (br. s., 1 H) 12.21 (s, 1 H); HRMS m/z 474.2511 (M+H)*;
HPLC >%99, ODA SICAKLIGINDA = 1.68 dakika.

Dess-Martin periodinan reaktifi (22.67 mg, 0.053 mmol) DCM (1000 pL, 15.54 mmol) icinde
ver alan metil 2-(hidroksi{fenil)metil)-4-((3-(piperidin-1-il}propil)amino)}-9H-pirimido[4,5-
blindol-7-karboksilat (Ornek 22 bilesidi} ve TFA (15.7 mg, 0.027 mmol) karSIm Qs ilave edilir
ve boylece agklkavunigi bir gozelti elde edilir. 1 saat sonra, solvent buharlagtirllfive tortu flag
kromatografi vasfasila saflastfllflve béylece Ornek 23 elde edilir: metil 2-benzoil-4-((3-
{piperidin-1-ipropil)amino)-9H-pirimido[4,5-b]indol-7-karboksilat (10 mg, %79 verim) ag¢kl
sar kat[blarak elde edilir: *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.27 - 1.36 (m, 2 H) 1.36 -
1.48 (m, 4 H) 1.74 -1.88 (m, 2 H) 2.14 - 2.44 (m, 6 H) 3.52 - 3.68 (m, 2 H) 3.91 (s, 3 H)
7.54 (t, 1=7.8 Hz, 2 H) 7.69 (t, 1=7.4 Hz, 1 H) 7.76 {t, J=5.1 Hz, 1 H) 7.90 (dd, 1=8.2, 1.4
Hz, 1 H) 7.94 (d, J=7.0 Hz, 2 H) 8.10 (d, J=1.4 Hz, 1 H) 8.52 (d, J=8.2 Hz, 1 H} 12.43 (5, 1
H) ; HRMS m/z 472.2342 (M+H)"; HPLC %97.1 @ 220 nm ve %98.9 @ 254 nm, ODA
SICAKLIGINDA = 1.86 dakika.

Ornek 25
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Ornek 33 Aramadde 33a

Hidroksilamin hidroklorir (0.08 g, 1.2 mmol) MeOH (4.00 mL) ve piridin (0.666 mL) icinde
yer alan  metil  4-((3-(piperidin-1-il}propil)amino)-2-(3-(2,2,2-trifloroasetil)benzil)-SH-
pirimido[4,5-bJindol-7-karboksilat {Ornek 33 bilesigi) (0.285 g, 0.515 mmol) igine ilave edilir
ve bdylece sarlbir ¢bzelti elde edilir. 60°C'de 5 giin Hktan sonra, karlslmh kuru oluncaya
kadar konsantre edilir ve tortu DCM (75 mL) ve MeOH (15 mL) iginde ¢dzunddralGr ve bu
cHzelti doymus NaHCO; (20 mL) ile yKanl Sulu katman karkImh[CH,Cl, (50 mL) ve MeOH
{10 mL) ile iki kere ekstrakte edilir ve birlestirilen organik katmanlar anihidrit MgSQ, (izerinde
kurutulur, filtre edilir ve kuru oluncaya kadar konsantre edilir ve bodylece metil 4-((3-
{piperidin-1-il)propil)amino)-2-{3-(2, 2, 2-trifloro-1-(hidroksiiminec)etil)benzil}-9H-pirimido[ 4, 5-
blin-dole-7-karboksilat (293 mg, %100 verim) kK beyaz kat[dlarak elde edilir: "H NMR (400
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MHz, DMSO-ds) & ppm 1.32 - 1.43 (m, 2 H) 1.44 - 1.56 (m, 4 H) 1.76 - 1.87 (m, 2 H) 2.23 -
2.44 (m, 6 H) 3.57 - 3.67 (m, 2 H) 3.88 (s, 3 H) 4.04 - 4.12 (m, 2 H) 7.25 - 7.33 (m, 1 H)
7.34 - 7.46 (m, 2 H) 7.50 (m, J=7.6, 4.1 Hz, 1 H) 7.55 (d, J=7.4 Hz, 1 H) 7.81 (dd, J=8.2,
1.2 Hz, 1 H) 7.99 (d, J=1.2 Hz, 1 H) 8.36 (d, J=8.2 Hz, 1 H) 12.07 (d, J=3.5 Hz, 1 H); MS
m/z 569.2 (M+H)+; HPLC >%95, ODA SICAKLIGINDA = 1.88 dakika.

Tosil kloriir (0.048 g, 0.251 mmol) DCM (10.00 mL) iginde yer alan soduk metil 4-((3-
{piperidin-1-il)propil)amino)-2-{3-(2, 2, 2-trifloro-1-(hidroksiiminec)etil)benzil}-9H-pirimido[ 4, 5-
blindol-7-karboksilat (0.130 g, 0.229 mmol), 4-dimetilaminopiridin (2.79 mg, 0.023 mmol) ve
trietilamin (0.038 mL, 0.274 mmol) karSlm ok kisim k&M olarak ilave edilir ve béylece beyaz
bir sispansiyon elde edilir. Oda slcakl@lnda bir saat sonra, kb Z[bir ¢ozelti DCM (10 mL}) ile
seyreltilir ve su (3 x 10 mL) ile ykbnll Organik katman anihidrit MgS0,4 Gzerinde kurutulur,
filtre edilir ve kuru oluncaya kadar konsantre edilir ve bdylece metil 4-((3-(piperidin-1-
ipropil)amino)-2-(3-(2, 2, 2-trifloro-1-{(tosyloksi)imino)etil)benzil )-9H-pirimido[4, 5-b]indol-7-
karboksilat (188 mg, %99 verim} bakll rengi kdpik olarak elde edilir: MS m/z 723.2
{M+H)+; HPLC >%89, ODA SICAKLIGINDA = 2.09 dakika.

DCM (5.00 mL) iginde yer alan metil 4-((3-(piperidin-1-il)propil)amino)-2-(3-(2,2,2-trifloro-1-
{(tosiloksi)imino)etil)benzil)-9H-pirimido[4,5-b]indol-7-karboksilat  (0.188 g, 0,260 mmol)
¢ozeltisi -78°C'ye sodutulur, amonyak (1.689 mL, 78 mmol) ilave edilir ve tlip sEzHraz bir
sekilde kapatliElve 20°C'ye BIEIE] Reaksiyon karlm[kamanla maviye donistr ve 3.5 saat
sonra bu tekrar -78°C'ye sogutulur ve bu islemin ardiidan yavasca 20°C'ye GEIve burada
septa + nitrojen ¢KISChmonyakdl cogunu buharlastlfe] 3.5 saat sonra, reaksiyon karfsIm [
Buchner ile filtre edilir ve bdoylece amonyum p-toluenesulfonate cogu ¢KbrlIF] katlar DCM (3
x 1.5 mL) ile ykbn[Eve filtrat kuru oluncaya kadar konsantre edilir ve béylece sar[bir kdpiik
elde edilir ve bu flag kromatografi vasffasiyla saflastfliFlve bdylece metil 4-({3-(piperidin-1-
ipropilYamino)-2-(3-(3-(tri-florometil)diaziridin-3-il)benzil)-9H-pirimido[4,5-b]indol-7-
karboksilat (115 mg, %78 verim) beyaz kdpiik olarak elde edilir; *H NMR (400 MHz, DMSO-
ds) & ppm 1.31 - 1.43 {m, 2 H) 1.50 (kuin, J=5.3 Hz, 4 H) 1.80 (dt, J=14.1, 7.0 Hz, 2 H)
2.32 (m, J=6.7, 6.7 Hz, 6 H) 3.58 - 3.67 (m, 2 H) 3.88 (s, 3 H) 3.93 (br. d, J=7.4 Hz, 1 H)
4.05 (br. d, J=8.6 Hz, 1 H) 4.07 (s, 2 H) 7.32 - 7.43 (m, 3 H) 7.47 (m, J=6.3 Hz, 1 H) 7.59
(s, 1 H) 7.81 (dd, 1=8.4, 1.2 Hz, 1 H) 7.99 (d, J=1.2 Hz, 1 H) 8.35 (d, J=8.4 Hz, 1 H) 12.07
(s, 1 H); MS m/z 568.2 (M+H)"; HPLC >%94, ODA SICAKLIGINDA = 1.72 dakika.

[Iyodiir (0.028 g, 0.111 mmol) karGIMDCM (2 mL) icinde yer alan metil 4-((3-(piperidin-1-
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ipropilYamino)-2-(3-(3-(tri-florometil)diaziridin-3-il) benzil)-9H-pirimido[4,5-b]indol-7-
karboksilat (0.060 g, 0.106 mmol) ve trietilamin (0.044 mL, 0.317 mmol) icine ilave edilir ve
bdylece sarllbir cozelti elde edilir. 15 dakika sonra, solvent azaltlth(s] basihka altibda
buharlastlrIlflve b&ylece bir tortu elde edilir ve bu flag kromatografi vaslaslyla saflastrIlflve
bdylece 95 mg sar[bir képiik elde edilir. Kdpik DCM (15 mlL) iginde ¢éziindirilir ve doymus
NaHCO; (10 mL) ile ykanlrl Organik katman anihidrit MgSC4 (izerinde kurutulur, filtre edilir
ve kuru oluncaya kadar konsantre edilir ve bdylece Ornek 25 bilesigi elde edilir: metil 4-((3-
{piperidin-1-il}pro-pil)amino)-2-(3-(3-(triflorometil)-3H-diazirin-3-il)benzil)-9H-pirimido[ 4, 5-
blindol-7-karboksilat (50 mg, %84 verim) agklsarCkatCdlarak elde edilir: 1H NMR (400MHz,
DMSO-d6) & ppm 1.36 (m, J=5.1 Hz, 2 H) 1.48 (kuin, J=5.5 Hz, 4 H) 1.76 (kuin, J=7.0 Hz, 2
H) 2.30 (br. t, J=6.5, 6.5 Hz, 6 H) 3.54 - 3.67 (m, 2 H) 3.88 (s, 3 H) 4.09 (s, 2 H) 7.14 (d,
J=7.8 Hz, 1 H) 7.26 (s, 1 H) 7.38 - 7.47 (m, 2 H) 7.52 (d, J=7.4 Hz, 1 H) 7.81 (d, J=8.2 Hz,
1 H) 799 (s, 1 H) 835 (d, J=8.2 Hz, 1 H) 12.06 (s, 1 H); HRMS m/z 566.2497 (M+H)";
HPLC %94.5 @ 220 nm ve %92.9 @ 254 nm, ODA SICAKLIGINDA = 2.05 dakika.

Ornekler 33 ve 34

Ma. .~ PR H
0 \Q\[’ Y = Me. - RN S 2
f—N == 1o Ensm P . <" o Dassanin e =N \— L-\
. J > | LFN | — Periodinan [ s 4 Dy
MK | ’ P
. 2-Me,SICF; CsF ‘*N CHACl, HN Tre
SN _ —
A _‘\'—I“ f_> _N.
Ornek 26 Ornek 34 Drnek 33

CO metil 2-(3-bromobenzil)-4-((3-(piperidin-1-il)propil}amino)-9H-pirimi-do[4,5-b]indol-7-
karboksilat (hazlans Ornek 15, 0.090 g, 0.168 mmol), trietilsilan (0.054 mL, 0.336 mmol)
ve PdCl, (dppf) (6.14 mg, 8.39 pmol) ¢dzeltisi icinde fokurdatlBve karEIM gece boyunca
95°C'de BHEIIE] Ham karisloh preparatif HPLC ile saflagtiElve bdylece 44mg karbonilat!Cliriin
kat[olarak elde edilir: 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & ppm 1.28 - 1.40 (m, 1 H) 1.50 - 1.72
(m, 3H) 1.73 - 1.84 (m, 2 H) 1.95 - 2.06 (m, 2 H) 2.74 - 2.87 (m, 2 H) 3.03 - 3.12 (m, 2 H)
3.33-3.41(m, 2 H) 3.88 (s, 3H) 4.20 (s, 2 H) 7.46 - 7.60 (m, 2 H) 7.73 {d, 1=7.83 Hz, 1 H)
7.79 (d, J=7.43 Hz, 1 H) 7.84 (dd, 1=8.22, 1.57 Hz, 1 H) 7.91 (5, 1 H) 8.01 (d, J=1.17 Hz, 1
H) 8.37 (d, J=8.61 Hz, 1 H) 8.92 (br. s., 1 H) 10.00 (s, 1 H) 12.16 (s, 1 H).

Trimetil(triflorometil)silan (0.7 mL, 3.5 mmol) karGoilhe metil 2-(3-formilbenzil}-4-((3-
{piperidin-1-iDpropil)amino)-9H-pirimido[4,5-b]indol-7-karboksilat (0.26¢ g, 0.535 mmol) ve
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sezyum florir (5.69 mg, 0.037 mmol) ilave edilir ve 0°C’ye sofutulur. 2 giin oda slcakldlnda
karlgtEldktan sonra, HCI konsantrasyonuna (0.5 mL) 2 mL su ilave edilir ve 15 dakika
kar(stIrTt] Karlsm etil asetat ile seyreltilir, katClNa2CO3 ile nétrlenir, evreler ayristllElve sulu
katman etil asetat (EA} ile 2 kere ekstrakte edilir. Birlestirilen organik katmanlar su ile ykanlr)
anihidrit MgS04 (izerinde kurutulur, filtre edilir ve solvent ¢Kkbrllve béylece bir tortu elde
edilir ki bu preparatif HPLC ile saflastliElve bdylece 126 mg ilgili TFA tuzu elde edilir: 1H
NMR (400 MHz, DMSO-d6) & ppm 1.24 - 1.43 (m, 1 H) 1.49 - 1.73 (m, 4 H) 1.73 - 1.82 (m,
2 H)1.97 - 2.07 {(m, 2 H) 2.80 (q, J=11.70 Hz, 2 H) 3.02 - 3.12 (m, 2 H) 3.36 - 3.42 (m, 2
H) 3.88 (s, 3 H) 4.10 (s, 2 H) 5.12 (g, J=7.17 Hz, 1 H) 6.81 (br. s., 1 H) 7.30 - 7.35 (m, 2 H)
7.36-7.42(m, 1H) 7.48 - 7.58 (m, 2 H) 7.84 (dd, J=8.41, 1.37 Hz, 1 H) 8.01 (s, 1 H) 8.37
{d, J=8.61 Hz, 1 H) 8.95 (br. s., 1 H) 12.17 (s, 1 H); MS m/z 554.2 (M+H)+; HPLC RT 2.142
dakika.

Dess-Martin periodinan (56.5 mg, 0.133 mmol) DCM (753 pL) iginde yer alan metil 4-((3-
{piperidin-1-il)propil)amino)-2-(3-(2,2,2-trifloro-1-hidroksietil)benzil)-9H-pirimido[4,5-b]indol-
7-karboksilat (20 mg, 0.036 mmol) igine ilave edilir ve bdylece beyaz bir stispansiyon elde
edilir. 20°C'de 1 saat boyunca karGtrlIdkian sonra karShh flag kromatografi vasEasiyla
saflast ] ve bdylece metil 4-((3-(piperidin-1-i)propil)amino)-2-(3-(2,2,2-
trifloroasetil)benzil)-9H-pirimido[4,5-blindol-7-karboksilat Ornek 33 (18.4 mg, %92 verim)
olarak sar[katClormda elde edilir: *H NMR DMSO-d; icinde arzu edilen Griin ile uyumludur ve
hidrat formlarCnedeniyle komplikedir; HRMS m/z 554.2384 (M+H)"; HPLC >%95, ODA
SICAKLIGINDA = 1.76 ve 1.87 dakika (keton + hidrat).

Ornek 35

Aramadde 35B: N2 izomer onciil
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Toluen (165 mL) iginde yer alan 4-florobenzonitril (5 g, 41.3 mmol), dibutiltin oksit (2.055 g,
8.26 mmoal), ve trimetilsilil azit (8.22 mL, 61.9 mmol} karEImM100°Cye BEMElve 16.5 saat
karStrF] Oda slcakliding sodutulduktan sonra, organik katman NaOH 1M (83 mL) ile
ekstrakte edilir ve sulu katman EtOAc (2 x 85 mL) ile yKbnlEl Sulu katman HCI 2M (41.3 mL)
ile asitlestirilir ve pH 2 dederi saglanlt] Sulu karlsinh EtOAc ile iki kere ekstrakte edilir (200 mL
bu islemin ardindan 100 mL) ve birlestirilen organik katmanlar tuzlu su ile ykanKJ(60 mL),
anihidrit MgSQ, Uzerinde kurutulur, filtre edilir ve kuru oluncaya kadar konsantre edilir ve
boylece Aramadde 35A (5-(4-florofenil)-2H-tetrazol, 6.61 g, %98 verim) beyaz kat[blarak
elde edilir: 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 7.42 - 7.53 (m, 2 H) 8.04 - 8.14 (m, 2 H);
MS m/z 165.2 (M+H)*; HPLC >%99.5, ODA SICAKLIGINDA = 1.96 dakika.

Asetonitril (115 mL) icinde yer alan 5-(4-florofenil}-2H-tetrazol (6.61 g, 40.3 mmol), K;COs
{6.68 g, 48.3 mmol), ve iodometan (3.02 mL, 48.3 mmol) karlsIm[1 saat reflaksa [SEIIl{ca.
82°C). Sogutma sonras[nda, karBImh kuru oluncaya kadar konsantre edilir ve tortu su (75 mL)
ve EtOAc (100 mL) arasita ayrStIE Katmanlar ayrGtIE) sulu katman EtOAc (50 mL) ile
tekrar ekstrakte edilir ve birlegtirilen organik katmanlar su (50 mL) ve tuzlu su (50 mL) ile
ylkanlr] Organik katman anihidrit MgS04 Gzerinde kurutulur, filtre edilir ve konsantre edilir ve
boylece 9.5 g renksiz bir yag olarak elde edilir ve bu bekleme allMarak katlds Tortu flas
kromatografi vasfasivla saflastlcllfl ve boylece 2 ana urlin elde edilir: Aramadde 35B N2
izomer olarak elde edilir: 5-(4-florofenil)-2-metil-2H-tetrazol (5.09 g, %70.9 verim) beyaz kat[]
olarak elde edilir: 4.42 ppm'de metil grubu ve aromatik protonlar arasioda higbir NOE
gdzlemlenmemistir; 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 4.42 (s, 3 H) 7.33 - 7.45 (m, 2 H)
8.03 - 8.14 (m, 2 H); MS m/z 179.2 (M+H)*; HPLC >%99.5, ODA SICAKLIGINDA = 1.75
dakika.

N1 izomer: 5-(4-florofenil)-1-metil-1H-tetrazol (1.87 g, %26.1 verim) beyaz kat[blarak elde
edilir: 4.16 ppm'de metil grubu ve aromatik protonlar arasida hicbir NOE
gbzlemlenmemistir, 7.89 - 7.97 ppm yapiIteyit eder; 'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & ppm
4.16 (s, 3 H) 7.43 - 7.53 {m, 2 H) 7.89 - 7.97 (m, 2 H); MS m/z 179.2 (M+H)*; HPLC
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>99.5%, ODA SICAKLIGINDA = 1.29 dakika.

Aramadde 35 Cve D

Nap Ny Nip
Me-N, 1- HNQ3, M250; ppo~N_ ) FeCl;6H0 N H
e Zh_ _CN N
F 2 NCCH.CONH; ) DMF/SU L
O/ NHE Oﬂ,’ NH:}
Aramadde 35B
Aramadde 35C Aramadde 35D

Silftirik asit (16.45 mL, 309 mmol) icinde yer alan Aramadde 35B (5-(4-florofenil)-2-metil-
2H-tetrazol, 1 g, 5.61 mmol) ¢ozeltisi 0°C'ye sogutulur ve bu islemin ardidan dumanRiiten
nitrik asit (0.288 mL, 6.17 mmol) damla seklinde ilave edilir. 2.5 saat sonra, daha fazla fumik
nitrik asit (0.065 mL, 1.403 mmol) ilave edilir ve karlsim 20°C'ye SIIIE] 5 saat sonra, kar(slm
2:1 buz-su karlsloh (150 mL) icine dokilir ve bdylece beyaz bir stispansiyon elde edilir. 30
dakika sonra, kat[filtre edilir, su (4 x 10 mL, notr pH elde edilinceye kadar) ile ykanlr)
25°C'de yiiksek vakum altiida sabit bir agltlkl elde edilinceye kadar kurutulur: 5-(4-floro-3-
nitrofenil)-2-metil-2H-tetrazol (1.16 g, %93 verim) kK beyaz kat[dlarak elde edilir: *H NMR
{400 MHz, DMSO-dg) & ppm 4.47 (s, 3 H) 7.81 (dd, J=11.2, 8.8 Hz, 1 H) 8.44 (ddd, J=8.7,
4.2, 2.3 Hz, 1 H) 8.68 (dd, 1=7.2, 2.2 Hz, 1 H); MS m/z 224.2 (M+H)*; HPLC %98.3, ODA
SICAKLIGINDA = 1.72 dakika.

DMF iginde ver alan (2.268 mL) 2-siyanoasetamit (0.888 g, 10.56 mmol) ¢dzeltisi %60 olarak
agK cinsinden sodyum hidrit siispansiyonuna ilave edilir. DMF iginde yer alan (5.67 mL)
mineral yag (0.443 g, 11.08 mmol) ilave edilir ve bdylece gri bir slispansiyon elde edilir.
0°C've sogutma sonrasiida (Not: Hidrojen Gaz[gelisimi) elde edilen nihai karm 0°C'de 30
dakika boyunca karStEIF Bu islemin ardiidan DMF iginde yer alan (2.3 mL) 5-(4-floro-3-
nitrofenil)-2-metil-2H-tetrazol (1.15 g, 5.15 mmol) ¢ozeltisi ilave edilir ve bdylece koyu mor
¢ozelti elde edilir. 3 saat sonra, reaksiyon karlsm[avasca buz - su karlgIm[{33.0 mL) ve
konsantre HCl (0.952 mL) icine dékilir. Elde edilen nihai sarCbulamag 30 dakika boyunca
karGtElTE) katChiltre edilir, su (3 x 5 mL) ile ykbnlElve bu islemin ardifidan Heksan (2 x 5 mL)
ile ykhnlt) 40°C'de yiiksek vakum althida sabit bir aglldk elde edilinceye kadar kurutulur ve
bdylece 2-siyano-2-(4-(2-metil-2H-tetrazol-5-il)-2-nitrofenil)asetamit (1.41 g, %95 verim} sar[]
kat[blarak elde edilir: *H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 4.49 (s, 3 H) 5.77 (s, 1 H) 7.77
(s, 1 H) 7.95(d, J=8.2 Hz, 1 H) 8.03 (s, 1 H) 8.51 (dd, J=8.2, 1.8 Hz, 1 H) 8.70 {d, J=1.8
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Hz, 1 H); MS m/z 288.1 (M+H)*; HPLC %96.4 @ 220 nm, ODA SICAKLIGINDA = 1.31
dakika.

Ferrik klordr heksahidrat (2.82 g, 10.44 mmol) ve ¢inko (2.276 g, 34.8 mmol) kisim kisIm
olarak DMF icinde vyer alan (8.71 mL) 2-siyvano-2-(4-(2-metil-2H-tetrazol-5-il)-2-
nitrofenil}asetamit (1 g, 3.48 mmol) ve su (8.71 mL) karlsIm Dk ilave edilir ve boylece sar[ir
suspansiyon elde edilir ve bu 100°Cye 1.25 saat iginde [SKIIE] Karlslmh bu islemin ardndan
20°C'ye sogutulur, MeOH (50.0 mL) ile seyreltilir, selit Gzerinde filtre edilir ve azaltlmil
bashk altlda 20 mlL'ye konsantre edilir (béylece gogu MeOH ¢lkarllE). Bu islemin ardindan
karglm su (50 mL) ve EtOAc (100 mL) ile seyreltilir, siddetli bir sekilde kar(stElElve filtre
edilir. Sulu katman EtOAc ile ekstrakte edilir (2 x 50 mL) ve birlestirilen organik katmanlar
doymus NaHCO; (50 mL} ve tuzlu su (50 mL) ile ykanll] Organik katman anihidrit MgSO,
Uzerinde kurutulur, filtre edilir ve konsantre edilir ve bdylece 489 mg mor kat[blarak elde
edilir ve bu flag kromatografi vasEashla saflastflE] ve bdylece 2-amino-6-(2-metil-2H-
tetrazol-5-il)-1H-indol-3-karboksamit (356 mg, %39.7 verim) mor kat[blarak elde edilir: 'H
NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 4.38 (s, 3 H) 6.57 (s, 2 H) 7.01 (s, 2 H) 7.61 - 7.69 (m, 2
H) 7.81 (s, 1 H) 10.77 (s, 1 H); MS m/z 258.2 (M+H)"; HPLC ca, %78, ODA SICAKLIGINDA
= 1.34 dakika.

N=n
Me"N. e H ,N:N
N H{*\ N Np.  1- Ph-CHo-COzMe Me-N H
U 2 MeONa, MeQOH N ":’\_ N\,»- (/ N
= v S
7 ~NH, AR

2- POCy, 175°C ey
3. EN, MeOH, 140°C HN

TFA
Aramadde 35 D HaN \_\-ND

\ .
N Ornek 35

Bir mikrodalga tipt iginde yer alan aramadde 35D (2-amino-6-(2-metil-2H-tetrazol-5-il)-1H-
indol-3-karboksamit, 0.35 g, 1.361 mmol), metil 2-fenilasetat (0.288 mL, 2.041 mmol) ve
%25 ag[rlk cinsinden MeOH (0.467 ml) igindeki sodyum metoksit ve metanol (3.03 mL)
karIm[Cmikrodalga fI(R igine yerlestirilir ve 140°C'ye bir saat iginde [SIIIF] Oda slcaklignk
sogutulduktan sonra ve su (1 mL} ile seyreltilir ve AcOH (4 mL) karglm 30 dakika boyunca
karGLEIF ve kristallesme saglankc]l Kat[Filtre edilir, MeOH (5 x 1 mL) ile yKkbnl) 40°C'de
yliksek vakum altiida sabit bir agflkl elde edilinceye kadar kurutulur ve bdylece 2-benzil-7-
{2-metil-2H-tetrazol-5-il)-9H-pirimido[4,5-blindol-4-0l (220 mg, %45.2 verim) kahverengi
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katCblarak elde edilir. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 4.03 (s, 2 H) 4.43 (s, 3 H) 7.24 -
7.29 (m, 1 H) 7.34 (t, J=7.8 Hz, 2 H) 7.37 - 7.43 (m, 2 H) 7.92 (dd, J=8.0, 1.4 Hz, 1 H) 8.04
- 8.10 (m, 2 H) 12.38 (s, 1 H) 12.47 (s, 1 H); MS m/z 358.2 {M+H)*; HPLC %82.9, ODA
SICAKLIGINDA = 1.89 dakika.

2-5 mL mikrodalga sisesi icine ham urln 2-benzil-7-(2-metil-2H-tetrazol-5-il)-9H-pirimi-
do[4,5-blindol-4-ol (0.220 g, 0.616 mmol} ve POCl; (3.90 mL, 41.9 mmol) ilave edilir ve
bdylece kahverengi bir stispansiyon elde edilir. Sise mikrodalga igine yerlestirilir ve 175°C'ye
15 dakika BEIE) bu iglemin ardindan sodutulmaya blakIE] Reaksiyon karGm[bu islemin
ardldan su ve buz karGIm{80 ml) icine dokilir, pH 8 dederine NaOH %50 olarak agIKl
cinsinden (11 mL) yavasca ilave edilmesiyle bazlastllflve bu islemin ardlndan EtOAc (80
mL) ilav edilir. Some katl3r filtre edilir ve katmanlar ayristlcllf]l Sulu katman EtOAc ile
ekstrakte edilir (80 mL) ve organik katman anihidrit MgSQ, (izerinde kurutulur, filtre edilir ve
kuru oluncaya kadar konsantre edilir ve bdylece ilgili kloro tlrevi elde edilir: 2-benzil-4-kloro-
7-(2-metil-2H-tetrazol-5-il}-9H-pirimido[4,5-b]indcl (189 mg, %82 verim) kahverengi katl]
olarak elde edilir 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 4.31 (s, 2 H) 4.46 (s, 3 H) 7.20 - 7.26
{m, 1 H) 7.28 - 7.39 (m, 4 H) 8.09 (dd, J=8.2, 1.2 Hz, 1 H) 8.21 - 8.25 (m, 1 H) 8.39 (d,
1=8.2 Hz, 1 H) 12.93 (s, 1 H); MS m/z 376.2 (M+H)"; HPLC %95.6, ODA SICAKLIGINDA =
2.30 dakika.

MeOH (0.6 mL) icinde yer alan ve yukarida ackland[lCgibi hazldanan 2-benzil-4-kloro-7-(2-
metil-2H-tetrazol-5-il)-9H-pirimido[4,5-bJindol (0.050 mg, 0.133 mmol) ve Et;N (0.037 mL,
0.266 mmol) ve 3-{piperidin-1-il)propan-1-amin (0.033 mL, 0.200 mmol) karGIm[R5 dakika
140°C’'de mikrodalga flflCcinde BIE Sodutma sonrasida ve solventin buharlastidihasO
neticesinde, tortu RP-HPLC {MeOH-su (%0.5 TFA) %20 ila %100 MeOH olarak saflastcllflve
béylece 55 mg Ornek 35 elde edilir: 2-benzil-7-(2-metil-2H-tetrazol-5-il)-N-(3-(piperidin-1-
ipropil)-9H-pirimido[4,5-blindol-4-amin 2,2,2-trifloroasetat; 'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) &
ppm 1.27 - 1.41 (m, 1 H) 1.53 - 1.72 (m, 3 H) 1.79 (d, J=13.69 Hz, 2 H) 1.98 -2.09 {m, 2 H)
2.75 - 2.87 (m, 2 H) 3.09 (dt, J=10.27, 5.23 Hz, 2 H) 3.39 (d, J=11.35 Hz, 2 H) 3.69 (q,
1=5.87 Hz, 2 H) 4.09 (s, 2 H) 4.44 (s, 3 H) 7.18 - 7.24 (m, 1 H) 7.31 {t, 1=7.63 Hz, 2 H)
7.35-7.42 (m, 2 H) 7.51 (br. s., 1 H) 7.93 (dd, J=8.22, 1.17 Hz, 1 H) 8.11 (d, J=1.17 Hz, 1
H) 8.43 (d, J=8.22 Hz, 1 H) 9.04 (br. s., 1 H) 12.15 {5, 1 H); HPLC %99 254 nm, Oda
slchkIGL{Rt) 2.063 dakika; HRMS m/z 482.2817 (M+H)".

Ornek 36 (siyaniir metil oksadiazol)
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Ornek 37 [ Ornek 36

Hidroksilamin hidrokloriir (32.7 mg, 0.471 mmol) EtOH (1.5 mL) icinde yer alan Ornek 37 (2-
benzil-4-((3-(pip-eridin-1-il)propil)Jamino)-9H-pirimido[4,5-blindol-7-karbonitril, 50 mg, 0.118
mmol} ¢bzeltisine ilave edilir ve ardlodan DIPEA (84 uL, 0.483 mmol) eklenir ve béylece aglkl
sar[hir siispansiyon elde edilir. 2.5 giin oda skchkli@inda ve 6 saat 75°C'de kar[StirIdktan
sonra, solvent buharlasticlElve su (3 mL) 39 dakika karlsticIdkian sonra ilave edilir, katD
toplanic) su {3 x 1 mL) ile ykbnlrlve katChateryal 35°C'de yiiksek vakum altihda sabit bir
agdk elde edilinceye kadar kurutulur ve bdylece (Z)-2-benzil-N'-hidroksi-4-({3-(piperidin-1-
ipropilamino)-9H-pirimido[4,5-bJindol-7-karboksimidamit - HCI (53 mg, 0.107 mmol, %91
verim) bakDrengi kat[dlarak elde edilir; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.58 - 1.85 (m,
6H)1.98-2.10 (m, 2 H)2.69 - 2.90 (m, 2 H) 2.94 - 3.15 (m, 2 H) 3.34 - 3.46 (m, 2 H) 3.5%
- 3.74 (m,2 H) 4.05 (s, 2 H) 5.84 (br. s., 2 H) 7.15 -7.24 (m, 1 H) 7.29 (t, J=7.4 Hz, 3 H)
7.37 (d, J=7.4 Hz, 2 H) 7.55 (dd, J=8.2, 1.2 Hz, 1 H) 7.72 (d, J=1.2 Hz, 1 H) 8.25 (d, J=8.6
Hz, 1 H) 9.47 {(d, J=7.4 Hz, 1 H) 9.56 (s, 1 H) 11.88 (s, 1 H); HRMS m/z 458.2662 (M+H)".
HPLC %95.4 @ 220 nm ve %97.4 @ 254 nm, ODA SICAKLIGINDA = 1.40 dakika.

Asetik anhidrit (0.917 mL, 9.72 mmol) (Z)-2-benzil-N-hidroksi-4-((3-(piperidin-1-
ipropilYamino)-9H-pirimido[4,5-b]indol-7-karboksimidamit, HCI (0.040 g, 0.081 mmol} ilave
edilir ve bdylece bakltlrengi siispansiyon elde edilir ve karlsIm mikrodalga ile 140°Cye 30
dakika boyunca GEIE] Solvent bu islemin ardiodan buharlagtitllElve tortu flas kromatografi
vasltaslyla saflastitltlve bdylece 36 mg (%85 verim) 1-(2-benzil-7-(5-metil-1,2,4-oksadiazol-
3-i)-4-((3-(piperidin-1-il}pro-piDamino)-9H-pirimido[4,5-b]indol-9-il)etanon  bakl] rengi katO
olarak elde edilir ki bu derhalmetanol icinde (2.3 mL) ¢dziindlr{lir ve DBU (0.021 mL, 0.138
mmol} ile uygulamaya allolr]l Elde edilen nihai sarC&dzelti reflaksa 30 dakika boyunca [SEIIF)
bu islemin ardibdan 0°C'ye 1 saat boyunca kargtildrak sodutulur. Kat@3@r filtre edilir ve
soguk MeOH (2 x 0.5 mL) ile yKanl] 40°C'de yilksek vakum altda sabit bir agIrlkl elde
edilinceye kadar kurutulur ve bdylece Ornek 36 elde edilir: 2-benzil-7-(5-metil-1,2,4-
oksadiazol-3-il)-N-(3-{piperi-din-1-il)propil)-9H-pirimido[4,5-b]indol-4-amin {20 mg, %51.3
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verim) bakErengi katCblarak elde edilir; *H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 1.38 (m, 1=4.7
Hz, 2 H) 1.50 (kuin, J=5.5 Hz, 4 H) 1.80 (kuin, J=6.9 Hz, 2 H) 2.18 - 2.45 (m, 6 H) 2.67 (s,
3 H) 3.57 - 3.70 (m, 2 H) 4.04 (s, 2 H) 7.15 - 7.22 (m, 1 H) 7.27 (m, J=7.6, 7.6 Hz, 2 H)
7.34 (t, 1=5.9 Hz, 1 H) 7.36 - 7.40 (m, 2 H) 7.83 (dd, J=8.2, 1.4 Hz, 1 H) 8.01 (d, J=1.4 Hz,
1 H) 8.39 (d, J=8.2 Hz, 1 H) 12.02 (br. s., 1 H); HRMS m/z 482.2663 (M+H)". HPLC %99.3,
ODA SICAKLIGINDA = 1,79 dakika.

Ornek 37

H CO:Me
NC. -~ -N @f NG. i POCI,
L / \—_/
>‘ MeQNaiMeOH _ %
o’ NH N
HO
37A 378

NC H VR
NC. @H p H,N Et,N, MeOH @1{
=N
o {r\;— + LLN/_“ 140°C HN
=N S
ol

37C Ornek 37

Kavunigi 2-amino-6-siyano-1H-indol-3-karboksamit (0.172 g, 0.859 mmol), metil 2-fenilasetat
{0.303 mL, 2.148 mmol) ve MeOH (0.403 mL, 2.148 mmol) iginde yer alan %30 olarak ag ikl
cinsinden metanol iginde yer alan (2.82 mL) sodyum metoksit konsantre edilir ve mikrodalga
tiipi icinde 140°C'de 45 dakika EEIE] Daha sonra, %30 olarak ag[dkl cinsinden MeOH (0.201
mL, 1.074 mmol) iginde yeni metil 2-fenilasetat (0.151 mL, 1.074 mmol} ve sodyum metoksit
serisi ilave edilir ve sise mikrodalga icine yerlestirilir ve 140°C'de 45 dakika tekrar [SIIE]
Daha sonra, oda slchklgink sogutulduktan sonra, AcOH (0.197 mL, 3.44 mmol) ilave edilir ve
elde edilen nihai bulama¢ 20°C'de 1 saat karfst[llE] Kat@@r filtre edilir, MeOH (3 x 1 mL) ile
ykanldve 20°C'de yiiksek vakum altlba sabit bir agldlk elde edilinceye kadar kurutulur ve
bdylece Aramadde 37B elde edilir: 2-benzil-4-hidroksi-9H-pirimido[4,5-blindol-7-karbonitril
(182 mg, %70.5 verim) bak[Frengi katCblarak elde edilir: *H NMR (400 MHz, DMSO-d;) &
ppm 4.03 (s, 2 H) 7.22 - 7.29 (m, 1 H) 7.30 - 7.36 (m, 2 H) 7.36 - 7.43 (m, 2 H) 7.58 (dd,
J=8.2, 1.4 Hz, 1 H) 7.82 - 7.87 (m, 1 H) 8.05 (d, J=8.2 Hz, 1 H) 12.59 (br. s., 2 H); MS m/z
301.2 (M+H)"; HPLC %94.2 @ 220 nm ve %91.3 @ 254 nm; ODA SICAKLIGINDA = 1.90
dakika.
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Kl zIJ2-benzil-4-hidroksi-9H-pirimido[4,5-b]indol-7-karbonitril (Aramadde 37B, 0.180 g,
0.599 mmol) ve fosforlCbksiklorir (3.63 mL, 39.0 mmol) karSm[95°C'ye SHIFlve 16 saat
boyunca karstirllif] Déner buharlagtiricl lizerinde konsantre edildikten sonra, elde edilen nihai
ki ZIkdpik doymus NaHCO; (10 mL) iginde sispanse edilir ve 30 dakika boyunca
kar[stIrTE] Katlar toplaniflve su (3 x 1 mL) ile yKhnl) 40°C'de yuksek vakum altioda sabit bir
ag[rlkl elde edilinceye kadar kurutulur ve bdylece Aramadde 37C elde edilir: 2-benzil-4-kloro-
9H-pirimido[4,5-b]indol-7-karbonitril (190 mg, %99 verim) bakitlrengi katLblarak elde edilir
ve bu bir sonraki admda dogrudan kullanllF MS m/z 319.2 (M+H)"; HPLC %95.0 @ 220 nm
ve %92.3 @ 254 nm , ODA SICAKLIGINDA = 2.28 dakika.

MeOH (4.50 mL) 2-benzil-4-kloro-9H-pirimido[4,5-b]indol-7-karbonitril (Aramadde 37C, 0.190
g, 0.596 mmol), 3-(piperidin-1-i)propan-1-amin (0.142 mL, 0.894 mmol) ve trietilamin
{0.208 mL, 1.490 mmol) kar&mCinikrodalga ile 140°C 30 dakika boyunca [SEIIF] Bu islemin
ardlndan kuru oluncaya kadar konsantre edilir ve boylece 346 mg kavunici kat[olarak elde
edilir ki bu flas kromatografi vasfasiyla saflastlclllflve bdylece 176 mg sar(kat[blarak elde
edilir ve bu eter (7 mL) icinde siispanse edilir ve 20°C'de 1 saat karStHIIE Katar filtre edilir,
eter (3 x 1 mL) ile ykbnlrlve 30°C'de yilksek vakum altinta sabit bir agrlkl elde edilinceye
kadar kurutulur ve boylece 2-benzil-4-((3-(piperidin-1-i)propil)amino)-9H-pirimido[4,5-
blindol-7-karbon-itril Ornek 37 (172 mg, %68.0 verim) olarak acK sar[kat[(Formda elde
edilir: '"H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & ppm 1.30 - 1.43 (m, 2 H) 1.43 - 1.57 (m, 4 H) 1.80
{m, J=5.5Hz, 2 H) 2.18 - 2.47 (m, 6 H) 3.62 (g, J=6.4 Hz, 2 H) 4.04 (s, 2H) 7.15 - 7.22 (m,
1H)7.27 (m, J=7.4, 74 Hz, 2 H) 7.33 - 7.39 (m, 2 H) 7.47 (t, J=5.7 Hz, 1 H) 7.62 (dd,
J=8.2, 1.2 Hz, 1 H} 7.79 (d, J=1.2 Hz, 1 H) 8.43 (d, J=8.2 Hz, 1 H) 12.19 (s, 1 H); HRMS
m/z 425.2448 (M+H)*; HPLC >%99, ODA SICAKLIGINDA = 1.68 dakika.

Ornek 43
1 H
0 ~or I/\ " 7N
A K 7 d PA(EPh3, |\l N =
\O/ N N I/ \‘} o N K2C03 _ >—/
| }‘N }—:/ + A< S N
e / R\ ! 5
¥ 9- FO DME \
Cl N " su

=0
2-5 mL mikrodalga sisesi igine metil 2-benzil-4-kloro-9H-pirimido[4,5-blindol-7-karboksilat
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{0.100 g, 0.284 mmol), (E)-1-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dicksaborolan-2-il)biit-3-en-1-
iNpiperidin (0.113 g, 0.426 mmol), potasyum karbonat (0.106 g, 0.768 mmol)} ve Pd{Ph;P),
{0.05 g, 0.044 mmol) ilave edilir. Sise N; (3 vakum + refill sikles) ile ykhnlrl DME (2.84 mL)
ve su (0.398 mL) ilave edilir ve sise N2 (bir vakum + yeniden doldurma) ile calkalan(tlve bu
islemin ardnidan 110°C'ye SEIE ve bu esnada 24 saat karBIFIE Sodutma sonrasinda,
karsmh kuru oluncaya kadar azaltlthlsl bashk altbbda konsantre edilir ve tortu flas
kromatografi vasffslyla saflastliElve boylece (£)-metil 2-benzil-4-(4-(piperidin-1-il)but-1-en-
1-il}-9H-pirimido[4,5-b]indol-7-karboksilat {55 mg, 0.121 mmol, %42.6 verim) ackl sar[kat[]
olarak elde edilir: 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 1.41 (s, 2 H) 1.50 - 1.61 (m, 4 H)
230 - 247 (m, 4 H) 253 - 2.59 {(m, 2 H) 2.59 - 2.70 (m, 2 H) 3.91 (s, 3 H) 4.27 (s, 2 H)
7.16 - 7.24 (m, 1 H) 7.29 (t, J=7.6 Hz, 2 H) 7.34 - 7.43 (m, 4 H) 7.88 (dd, J=8.2, 1.4 Hz, 1
H) 8.07 (d, J=1.4 Hz, 1 H) 8.41 (d, 1=8.2 Hz, 1 H) 12.48 (s, 1 H); HRMS m/z 455.2442
(M+H)*; HPLC %100 @ 220 nm ve %99.4 @ 254 nm, ODA SICAKLIGINDA = 1.84 dakika.

O H Q H
~0 N @ o " N @
N / =
2N H- A
‘NF/ Pd-C ==
N MeOH
THF

LNQ Ornek 43 LND

MeOH (2 mL) ve THF (2 mL) iginde yer alan {E)-metil 2-benzil-4-(4-(piperidin-1-il)bit-1-en-1-
il)-9H-pirimido[4,5-blindol-7-karboksilat (20 mg, 0.044 mmol) ve %10 olarak agldkl
cinsinden (%50 [Elak) Pd-C (23.41 mg) karGImh[J17 saat hidrojen ile uygulamaya alllcl
Reaksiyon karEImDCM (3 mL) ile seyreltilir, filtre edilir, MeOH ile durulanEl(2 x 2 mL) ve bu
islemin ardindan DCM (2 x 2 mL) ile durulanElve kuru oluncaya kadar konsantre edilir ve
béylece 19 mg a¢Klsar[Batlolarak elde edilir ki bu flas kromatografi vaskasida saflastillElve
boylece CH:CN (2 mL) ile uygulamaya allbim(sl beyaz kat(d(14 mg) elde edilir. Beyaz
suspansiyon 20°C'de 1 saat boyunca karstiEldktan sonra, katiltre edilir, CH3CN (1 x 1 mL)
ile ylkhnlrlve 40°C’de yiiksek vakum altinda sabit bir aglrlkl elde edilinceye kadar kurutulur ve
bdylece Ornek 43 bilesidi metil 2-benzil-4-(4-(piperidin-1-iDbitil)-9H-pirimido[4,5-blindol-7-
karboksilat (14.4 mg, %71.7 verim) olarak beyaz katClormda elde edilir: 'H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) 8 ppm 1.36 {m, J=5.5 Hz, 2 H) 1.45 (kuin, J=5.5 Hz, 4 H) 1.57 (kuin, J=7.3 Hz, 2
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H) 1.83 (dt, J=14.9, 7.4 Hz, 2 H) 2.18 - 2.31 (m, 6 H) 3.20 - 3.28 (m, 2 H) 3.91 (s, 3 H)
4.26 (s, 2 H) 7.16 - 7.22 (m, 1 H) 7.28 (t, J=7.4 Hz, 2 H) 7.32 - 7.38 {m, 2 H) 7.90 (dd,
J=8.2, 1.2 Hz, 1 H) 8.09 (d, J=1.2 Hz, 1 H) 8.25 (d, J=8.2 Hz, 1 H) 12.48 (br. s., 1 H);
HRMS m/z 457.2598 (M+H)*; HPLC >%99.5, ODA SICAKLIGINDA = 1.75 dakika.

Ornek 44

Me0,C .~ ,H ’///—\\
MaO;C. Y T \LI\‘-%N \o/

r\ LN \_ﬁ - EtN 3. Mal, Na,C0y i v

Me -
HN
o _JM,N Boc “/Cl HD\) \j_n!“e
2-TrA ~o o~ » h
Aramadde 27D Py Ornek 44 “o e
L O~

MeOH (1 mL} igcinde yer alan metil 2-benzil-4-kloro-9H-pirimido[4,5-b]indol-7-karboksilat
{0.100 g, 0.284 mmol), EN (0.079 mL, 0.569 mmol) ve tert-butil (3-
aminopropil){metil)karbamat {0.080 g, 0.426 mmol} kar(sioh[inikrodalga fchlkinde 140°C'de
40 dakika SEIIF] Solvent azaltlifh[5lbasink altinda ¢lkhriflve tortu flas kromatografi vasitaslyla
saflastfllFlve boylece 0.092mg ham Boc tiirevi elde edilir ki bu bir sonraki adimda dodrudan
kullanME TFA (1.0 ml, 12.98 mmol} damla seklinde soguk metil 2-benzil-4-((3-((tert-
butoksikarbenil)(metil)amino)propil)amino)-9H-pirimido[4,5-blindol-7-karboksilat  (0.092 g,
0.183 mmol) icine ilave edilir ve karlsim 30 dakikada oda sichkldinb getirilir. Toluen ile
seyreltildikten sonra, solvent azaltlfmE bask, althida ¢kbrIiFve bu islemin ardmtan tortu
EtOAc ile seyreltilir ve bdylece 85mg kat[bir sonraki adimda dogrudan kullanliEd HRMS m/z
404.2091 (M+H)".

Metil 2-benzil-4-((3-(metilamino)propil)amino)-9H-pirimido[4,5-blindol-7-karboksilat  2,2,2-
trifloroasetat (0.020 g, 0.039 mmol), sodyum karbonat {8.81 mg, 0.083 mmol), sodyum
iodide (1.448 mg, 9.66 umol) ve 2-(2-(2-kloroetoksi)etoksi)etanol (6.46 ml, 0.044 mmol)
karlslm[] 70°C'de aseton (0.2 mL) iginde [ENE 15 saat sonra, 2-(2-(2-
kloroetoksi)etoksi)etanol reaktifinin (6.46 pl, 0.044 mmol) ikinci kEmOlave edilir ve karSIm
70°C’de 15 saat boyunca tekrar BEIIF Oda slcakl@nk sodutulduktan sonra, karGmh EtOAc ile
seyreltilir, su ile ykbnlk] anihidrit MgSQO, Uzerinde kurutulur, filtre edilir ve solvent
buharlastflve bdylece bir tortu elde edilir ve bu flas kromatografi vasfasia saflastlFlve
boylece 9 mg Ornek 44 elde edilir: '"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 1.74 - 1.85 (m, 2 H)
2.25 (br. s., 3 H) 2.55 (br. s., 2 H) 3.32 - 3.36 (m, 4 H) 3.39 - 3.46 (m, 6 H) 3.51 (t, J=5.87
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Hz, 2 H) 3.64 (q, J=6.52 Hz, 2 H) 3.88 (s, 3 H) 4.04 (s, 2 H) 4.53 (br. s., 1 H) 7.18 (t,
J=7.40 Hz, 1 H) 7.28 (t, J=7.63 Hz, 2 H) 7.37 (d, J=7.04 Hz, 2 H) 7.55 (t, J=5.28 Hz, 1 H)
7.82 (dd, 1=8,22, 1.17 Hz, 1 H) 7.99 (s, 1 H) 8.27 (d, 1=8.22 Hz, 1 H) 12.05 (s, 1 H); HRMS
m/z 536.2855 (M-+H)*; HPLC RT 2.035 dakika.

Ornekler 45 ve 51

P A
¢ H . o Y (] S =N e
N e F A eH TN Y Sy S ke
o — . e e N Y sty
e N g T T —_— o o J .
=N e Mikrodalga Y ¢ NHy K \ f—f"ht" ’ :f
o - ~— Y N
M e =K
Aramadde -
27D Ornek 45 Ornek 51 T

2-5 mL mikrodalga sisesi icine MeOH (2.000 mL, 49.4 mmol) iginde yer alan metil 2-benzil-4-
kloro-9H-pirimido[4,5-b]indol-7-karboksilat (0.050 g, 0.142 mmol) ve A1-(3-aminopropil)-A1-
metilpropan-1,3-diamin {0.115 mL, 0.711 mmol) ilave edilir ve boylece bakk] rengi
suspansiyon elde edilir. Sise mikrodalga igine vyerlestirilir ve 140°C've 30 dakika [SEIE 30
dakika sonra, karlgIm kuru oluncaya kadar déner buharlastflcllizerinde konsantre edilir ve
tortu flas kromatografi vasffslyla saflastlcltlve CH;CN'den liyofilize edilir ve boylece iki farkld
Uriin elde edilir: Ornek 45 mono-AtalkilatiOlrin olarak elde edilir: metil 4-((3-((3-
aminopropil){metil)amino)propil}aming)-2-benzil-9H-pirimido[4,5-blindol-7-karboksilat (44
mg, 67.2% verim) beyaz kat[dlarak elde edilir; ‘H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & ppm 1.44 (dt,
J=13.8, 6.6 Hz, 2 H) 1.72 (dt, J=13.7, 6.8 Hz, 2 H) 2.11 (s, 3 H) 2.24 - 2.30 (m, 2 H) 2.33
{t, J=6.7 Hz, 2 H) 2.47 (br. s., 2 H) 3.51 - 3.61 {(m, 2 H) 3.76 - 3.85 (m, 3 H) 3.97 (s, 2 H)
7.08 - 7.15 (m, 1 H) 7.17 - 7.24 {m, 2 H) 7.27 - 7.34 (m, 2 H) 7.50 (t, J=5.3 Hz, 1 H) 7.76
{dd, J=8.2, 1.6 Hz, 1 H) 7.92 (d, J=1.6 Hz, 1 H) 8.20 (d, J=8.2 Hz, 1 H); MS m/z 461.2
{(M+H)*: HPLC >%99, ODA SICAKLIGINDA = 1.63 dakika.

Ornek 51 bis-alkilatid Uriin  olarak:  dimetil  4,4-(((metilazanediyl)bis(propan-3,1-
diyl))bis(azanedi-il})bis(2-benzil-9H-pirimido[4,5-blindol-7-karboksilat) (3.7 mg, %6.71
verim) acKlsar[kat[dlarak elde edilir: 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.18 - 1.29 (m, 4
H) 1.79 - 1.91 {m, 4 H) 2.25 (s, 3 H) 3.58 - 3.71 (m, 4 H) 3.84 (s, 6 H) 3.97 (s, 4 H) 7.07 -
7.16 (m, 2H) 7.22 (t, J=7.4 Hz, 4 H) 7.29 - 7.34 {(m, 4 H) 7.53 (t, J=5.3 Hz, 2 H) 7.77 (dd,
J=8.2, 1.4 Hz, 2 H) 7.96 (d, J=1.4 Hz, 2 H) 8.22 (d, J=8.2 Hz, 2 H) 12.01 (s, 2H); MS m/z
776.3 (M+H)": HPLC %94.6 @ 220 nm ve %93.8 @ 254 nm, ODA SICAKLIGINDA = 2.01
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dakika.

Ornek 52
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2,5-Dioksopirrolidin-1-il-5-((3aS,45,6aR)-2-oksoheksahidro-1H-tieno[ 3,4-d]imidazol-4-
ilpentanoat (12.01 mg, 0.035 mmol) DMF iginde yer alan (750 ulL, 9.69 mmol) metil 4-((3-
{(3-aminopropil){metilamino)propil)amino}-2-benzil-9H-pirimido[4, 5-b]indol-7-karboksilat
{Ornek 45, 15 mg, 0.033 mmol) ve trietilamin (6,81 uL, 0.049 mmol) ¢dzeltisine ilave edilir
ve bdylece aglkl sar[tozelti elde edilir. 20°C'de 1 saat boyunca karlstirId ktan sonra, kar(SIoh
kuru oluncaya kadar konsantre edilir ve tortu flas kromatografi vasfashda saflastillE] ve
boylece aclklsar[bir kdpiik elde edilir, kdpuk Et,O {1 mL) icinde slspanse edilir ve 30 dakika
boyunca karlstrIltlve kat[toplanlt] Et,0 (2 x 0.5 mL) ile yKkbnlrlve 20°C'de yiiksek vakum
altlida sabit bir ag[Kl elde edilinceye kadar kurutulur ve béylece Ornek 52 bilesigi elde
edilir: metil 2-benzil-4-((3-{me-til(3-(5-((3aS,4S,6aR )-2-oksoheksahidro-1H-tieno[3,4-
d]imidazol-4-il)pentanamido)propil)amino)propil)amino)-9H-pirimido[4,5-bJindol-7-
karboksilat {17 mg, 76% verim) acKl sar[Rat[olarak elde edilir: "H NMR (400 MHz, DMSO-ds)
& ppm 1.17 - 1.34 (m, 3 H) 1.36 - 1.51 (m, 2 H) 1.51 -1.64 (m, 3 H) 1.78 (dt, 1=13.5, 6.6
Hz, 2 H) 2.02 (t, J=7.4 Hz, 2 H) 2.17 (s, 3 H) 2.32 (t, 1=7.0 Hz, 2 H) 2.40 (t, J=6.7 Hz, 2 H)
2.55(d, J=12.3 Hz, 1 H) 2.77 (dd, J=12.3, 5.1 Hz, 1 H) 2.99 - 3.11 (m, 3 H) 3.58 - 3.68 (m,
2 H) 3.88 (s, 3 H) 4.04 (s, 2 H) 4.08 (m, J=4.9, 4.9, 2.3 Hz, 1 H) 4.26 (dd, 1=7.6, 5.3 Hz, 1
H) 6.34 (s, 1 H) 6.40 (s, 1 H) 7.14 - 7.22 (m, 1 H) 7.27 (t, J=7.4 Hz, 2H) 7.37 (d, 1=7.0 Hz,
2 H) 7.54 (t, J=5.5 Hz, 1 H) 7.74 (t, J=5.5 Hz, 1 H) 7.82 (dd, J=8.2, 1.6 Hz, 1 H) 7.99 (d,
J=1.6 Hz, 1 H) 8.27 (d, J=8.2 Hz, 1 H) 12.05 (s, 1 H); MS m/z 687.3 (M+H)"; HPLC
>%99.5, ODA SICAKLIGINDA = 1.70 dakika.

Ornek 53

Aramadde 53A ticari olarak temin edilebilir etil 2{3-tolil)asetattan hazldanlk] Bu islemin
ardida, Ornek 15, 45 ve 47'de acKland@gibi Aramadde 53B‘den dénistiiriiliir. Daha sonra,
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Aramadde 53C  —m: Ornek53

Etil 2-(m-tolil)asetat (4.8 g, 26.9 mmol), NBS (5.27 g, 29.6 mmol) ve benzoil peroksit (0.110
g, 0.454 mmol) karGImLCTCCl, (28 mL) icinde reflaksa getirilir. 5 saat sonra, reaksiyon 5°C'ye
sogutulur, filtre edilir ve solvent ¢kbrllf] Flas kromatografi vasfasiyla saflastifllfl ve bu
islemde etilasetat-heksan kullanlEve bdylece 3.8 g ilgili bromobenzil tiirevi elde edilir: H
NMR (400 MHz, DMSO-d6) & ppm 1.19 (t, J=6.70 Hz, 3 H) 3.67 (s, 2 H) 4.09 (q, 1=6.70 Hz,
2 H)4.69 (s, 2H) 7.15- 7.25 (m, 1 H) 7.27 - 7.42 (m, 3 H); bu materyal bir sonraki adimda
dogrudan kullan(l]

1,4-dioksan (110 mL) iginde yer alan etil 2-(3-(bromometil)fenil)asetat (8.11 g, 31.5 mmol)
ve 4-metilmorfolin 4-oksit hidrat (5.54 g, 47.3 mmol) karlsIm[1100°C’ye 1.5 saat [Skllt] Oda
sichkll@nk sogutulduktan scnra, solventin hacmi yarlyh indirilir ve bu islemin ardinidan
Et,O:EtOAC (1:1, 120 mL) ile seyreltilir, su (50 mL) ile ykhnve sulu katman EtOAc (60 mL)
ile ekstrakte edilir. Birlestirilen organik katmanlar su (2 x 50 mL) ile ylkhnElve bu iglemin
arddan tuzlu su ile (50 mL) ile yKbn[l Organik katman anihidrit MgSQ;, (izerinde kurutulur,
filtre edilir ve konsantre edilir ve bdylece 4.72 g aclkl sarCyad elde edilir ve bu flas
kromatografi vasfasida saflastitEl ve bdylece 2-(3-formilfenil)asetat (2.91 g, %48 verim)
acKlsar[yag elde edilir: 'H NMR (400MHz, DMSO-d6) & ppm 1.19 (t, 1=7.0 Hz, 3 H) 3.81 (s,
2 H)4.09 (q, 1=7.0 Hz, 2H) 7.52 - 7.65 {m, 2 H) 7.79 - 7.85 (m, 2 H) 10.00 (s, 1 H); MS
m/z 207.2 (M+H)+; HPLC 99%, ODA SICAKLIGINDA = 1.67 dakika.

Trimetil{triflorometil)silan {3.13 mL, 21.20 mmol) DMF icinde yer alan (20.19 mL) etil 2-(3-
formilfenil)asetat (2.91 g, 15.14 mmol) karlsmhbh ilave edilir ve sezyum florir (0.161 g,
1.060 mmol) 0 - 5°C'ye sogutulur. 1.5 saat karlstrIdktan sonra, THF (15.14 mL) icinde yer
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alan TBAF 1M cozeltisi ilave edilir, Elde edilen nihai sar(Edzelti 0 - 5°C'de karElEve 30
dakika sonra, karglm su (150 mL) icine dokulir ve MTBE (1 x 150 mL, bu islemin ardibdan 2
x 100 mL) ile ekstrakte edilir. Birlestirilen organik katmanlar su (1 x 150 mL bu islemin
ardlndan 1 x 100 mL) ve tuzlu su ile (100 mL) ile ylkbnllve bu islemin ardindan organik
katman anihidrit MgSO4 (zerinde kurutulur, filtre edilir ve konsantre edilir ve bdylece 3.84 g
aclkl kavunici yag olarak elde edilir ve bu flas kromatografi vasfaslyla saflastfliflve boylece
etil 2-(3-(2,2,2-trifloro-1-hidroksietil)fenil)asetat (663 mg, %16 verim) renksiz bir yagd olarak
elde edilir: 'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & ppm 1.17 (t, J=7.0 Hz, 3 H) 3.68 (s, 2 H) 4.08
{q, J=7.0 Hz, 2 H) 5.13 (q, J=7.4 Hz, 1 H) 6.82 (s, 1 H) 7.24 - 7.31 (m, 1 H) 7.37 (t, J=7.2
Hz, 3 H); MS m/z 263.1 (M+H)"; HPLC %93.7 @ 220 nm, ODA SICAKLIGINDA = 1.82
dakika.

Benzil bromiir (0.330 mL, 2.78 mmol) asetonitril (17.00 mL) igcinde yer alan etil 2-(3-(2,2,2-
trifloro-1-hidroksietil)fenil)asetat (0.648 g, 2.471 mmol) ve K,CO; (1.059 g, 7.66 mmol)
kar5Imnb ilave edilir ve karSlm 24 saat karlstil@rak reflaksa SHEIEI(75 - 80°C). Sogutma
sonrasloda kuru oluncaya kadar konsantre edilir, tortu flas kromatografi vasffaslyla saflastcIlE]
ve bodylece Aramadde 53A elde edilir: etil 2-(3-(1-(benziloksi)-2,2,2-trifloroetil)fenil)asetat
{686 mg, 79% verim) renksiz bir yag olarak elde edilir: MS m/z 353.2 (M+H)"; HPLC %99.7,
ODA SICAKLIGINDA = 2.19 dakika.

Aramadde 15B (0.310 g, 1.329 mmol), etil 2-(3-(1-(benziloksi)-2,2,2-trifloroetil)fenil)asetat
{0.679 g, 1.927 mmol) ve metanol iginde yer alan (3.23 mL) Aramadde 53A ve %30 olarak
aglk cinsinden/MeOH (0.524 mL) icinde sodyum metoksit karEm[lile ince kahverengi
suspansiyon elde edilir ve bu mikrodalga icinde 140°C 1 saat boyunca [SEIT] Sodutma ve
MeOH (0.75 mL) ve AcOH (0.167 mL, 2.92 mmol) ile seyreltme sonras[Jelde edilen nihai
suspansiyon 20°C'de 2 saat kar[StIrIF] Kat[bu islemin ardibidan toplankklve MeOH (4 x 0.5
mL) ile ykanilr] bu islemin ardlodan 40°C'de yiksek vakum altlfda sabit bir agldkl elde
edilinceye kadar kurutulur ve béylece metil 2-(3-(1-(benziloksi)-2,2,2-trifloroetil)benzil)-4-
hidroksi-9H-pirimido[4,5-b]indol-7-karboksilat (399 mg, 57.6% verim) baklrengi katCblarak
elde edilir: "H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & ppm 3.87 (s, 3 H) 4.09 (s, 2 H) 4.45 -4.57 (m, 2
H) 5.23 (q, 1=7.2 Hz, 1 H) 7.20 - 7.29 (m, 5 H) 7.36 - 7.51 (m, 3 H) 7.52 (s, 1 H) 7.84 (dd,
J=8.2, 1.4 Hz, 1H) 8.01 (d, J=1.4 Hz, 1 H) 8.03 (d, J=8.2 Hz, 1 H) 12.46 (br. s., 1 H) 12.56
{br. s., 1 H); MS m/z 522.2 (M+H)*; HPLC %92.7 @ 220 nm ve %91.7 @ 254 nm, ODA
SICAKLIGINDA = 2.20 dakika.
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Fosforlu oksiklorir {6 mL, 64,4 mmol) icinde yer alan metil 2-(3-(1-(benziloksi)-2,2,2-
trifloroetil)benzil)-4-hidroksi-9H-pirimido[4,5-blindol-7-karboksilat  {(0.395 g, 0.757 mmol)
karl5Im[®0°C'ye 2 saat [SEIFlve bu islemin ardididan sogutma sonrasioda, bu kuru oluncaya
kadar konsantre edilir ve boylece 650 mg kahverengi képlik olarak elde edilir ve bu doymus
NaHCO; (15 mL} icinde sispanse edilir ve 1 saat boyunca karteIE) Kat[iltre edilir, su (3 x
2 mL) ile ykhnlflve 40°C'de yliksek vakum altlda sabit bir ag[flk elde edilinceye kadar
kurutulur  ve  bdylece metil 2-(3-(1-(benziloksi)-2,2,2-trifloroetil)benzil)-4-klorc-9H-
pirimido[4,5-bJindol-7-karboksilat (375 mg, %92 verim) bakllrengi katLblarak elde edilir ve
bir sonraki adimhda bu sekliyle kullanllF} MS m/z 540.2 (M+H)+; HPLC %92, RT 2.51 dakika.

MeOH (9.83 mL, 243 mmol} icinde yer alan metil 2-(3-(1-(benziloksi)-2,2,2-
trifloroetil)benzil }-4-kloro-9H-pirimido[4,5-b]lindol-7-karboksilat (0.375 g, 0.695 mmol) ve N1-
{3-aminopropil)-N1-metilpropan-1,3-diamin (0.784 mL, 4.86 mmol) karsmCinikrodalga fHnlC]
iginde 140°C'ye 30 dakika boyunca [SETF] Daha sonra, azaltlhglbashk altida kuru oluncaya
kadar konsantre edildikten sonra nihai kahverengi yag olarak elde edilir ve bu kromatografi
vaslaslya saflastlcllflve bdylece metil 4-((3-({3-amino-propil)(metil)amino)propil)amino)-2-
{3-(1-(benziloksi)-2,2,2-trifloroetil)benzil}-9H-pirimido[4,5-b]indol-7-karboksilat {288 mg,
%63.9 verim) sar[Cbir kdpik elde edilir: 'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & ppm 1.48 (dt,
J=14.0, 6.9 Hz, 2 H) 1.75 (kuin, J=6.7 Hz, 2 H) 2.14 (s, 3 H) 2.24 - 2.42 (m, 4 H) 2.52 -
2.60 (m, 2 H) 3.61 (q, J=6.3 Hz, 2 H) 3.88 (s, 3 H) 4.10 (s, 2 H) 4.49 (s, 2 H) 5.17 (q, J=7.0
Hz, 1 H) 7.18 - 7.30 (m, 5 H) 7.31 - 7.36 (m, 1 H) 7.39 (t, J=7.6 Hz, 1 H) 7.44 - 7.53 (m, 2
H) 7.58 (t, J=5.3 Hz, 1 H) 7.84 (dd, J=8.2, 1.4 Hz, 1 H) 8.00 (d, J=1.4 Hz, 1 H) 8.28 (d,
J=8.2 Hz, 1 H); MS m/z 649.3 (M+H)"; HPLC %97.6 @ 220 nm ve %95.5 @ 254 nm, ODA
SICAKLIGINDA = 1.96 dakika.

DCM (1 mL) icinde yer alan di-tert-buitil dikarbonat (0.124 mL, 0.533 mmol) ¢dzeltisi DCM (3
mL) icinde ver alan metil 4-((3-((3-aminopropil){metil)amino)propil)amino)-2-(3-(1-
{benziloksi)-2,2,2-trifloroetil)benzil }-9H-pirim-ido[4,5-b]indol-7-karboksilat (0.288 g, 0.444
mmol} ve trietilamin {0.074 mL, 0.533 mmol) ve MeOH (2 mL) karsIm @ yavasca ilave edilir
ve blylece sar[hir ¢dzelti elde edilir. 20°C'de 45 dakika karlstEldktan sonra, ¢Gzelti kuru
oluncaya kadar konsantre edilir ve boylece 373 mg sar[bir képlk elde edilir which flag
kromatografi vaslaslyla saflastiliflve béylece Aramadde 53B metil 2-(3-(1-(benziloksi)-2,2,2-
trifloroetil)benzil}-4-((3-((3-((tert-bltoksikarbonil)amino) propil )(metil)amino)propilYami-no)-

9H-pirimido[4,5-blindol-7-karboksilat (306 mg, %92 verim) seklinde sar[lbir képiik elde
edilir: *H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & ppm 1.33 (s, 9 H) 1.52 (dt, J=14.1, 7.0 Hz, 2 H) 1.67
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- 1.81 (m, 2 H) 2.12 (s, 3 H) 2.28 (t, J=7.2 Hz, 2 H) 2.34 (t, J=6.8 Hz, 2 H) 2.92 (q, J=6.7
Hz, 2 H) 3.54 - 3.67 (m, 2 H) 3.88 (s, 3 H) 4.10 (s, 2 H) 4.49 (s, 2 H) 5.17 (q, J=6.8 Hz, 1
H) 6.76 (t, 1=5.5 Hz, 1 H) 7.16 - 7.30 (m, 5 H) 7.31 - 7.36 (m, 1 H) 7.39 (t, J=7.6 Hz, 1 H)
7.43 - 7.51 (m, 2 H) 7.53 (t, J=5.3 Hz, 1 H) 7.83 (dd, J=8.4, 1.4 Hz, 1 H) 8.00 (d, J=1.4 Hz,
1 H) 8.27 (d, J=8.2 Hz, 1 H) 12.06 (s, 1 H); MS m/z 749.3 (M+H)*: HPLC %97.7, ODA
SICAKLIGINDA = 2.06 dakika.

Metil 2-(3-(1-(benziloksi)-2,2,2-trifloroetil)benzil)-4-((3-({3-((tert-biitoksikarbonil)amino)pro-
pil){metil)amino)propil)amine)-9H-pirimido[4,5-blindol-7-karboksilat (0.306 g, 0.409 mmol)
ve MeOH (9.92 mL) icinde yer alan %10 olarak ad[flk cinsinden (%50 Elak) Pd-C (0.304 g,
0.143 mmol) kar5Im[20°C'de 22 saat boyunca hidrojen ile uygulamaya allolrl Daha sonra,
reaksiyon kargIm[Cselit Gzerinde filtre edilir, kek MeOH (2 x 10 mL) ve DCM:MeOH (1:1, 2 x
10 mL} ile durulantve bu islemin ardddan kuru oluncaya kadar doner buharlastEcLlizerinde
konsantre edilir ve bdylece 226 mg bir yag elde edilir ve bu flag kromatografi vasfasyla
saflagt ] ve bdylece metil 4-((3-((3-((tert-
bitoksikarbonil)amino)propil}(metiDamine)propil)amino)-2-(3-( 2,2, 2-trifloro-1-
hidroksietil)benzil)-9H-pirimido[4,5-b]indol-7-karboksilat (202 mg, %75 verim) beyaz képlk
olarak elde edilir: 'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & ppm 1.33 (5, 9 H) 1.48 - 1.62 (m, 2 H)
1.71-1.85(m, 2 H) 2.16 (s, 3 H) 2.25 - 2.35 (m, 2 H) 2.39 (t, J=6.8 Hz, 2 H} 2.86 - 3.00
{m, 2 H) 3.56 - 3.70 (m, 2 H) 3.88 (s, 3 H) 4.06 (s, 2 H) 5.01 - 5.14 (m, 1 H) 6.77 (m, J=6.3
Hz, 2 H) 7.30 (d, 1=4.7 Hz, 2 H) 7.36 - 7.42 (m, 1 H) 7.49 (s, 1 H) 7.51 - 7.57 {m, 1 H) 7.82
{dd, 1=8.2, 1.2 Hz, 1 H) 7.99 (d, J=1.2 Hz, 1 H) 8.26 {(d, J=8.2 Hz, 1 H) 12.06 (br. s., 1 H);
MS m/z 659.2 (M+H)*; HPLC >%97, ODA SICAKLIGINDA = 1.90 dakika.

DCM (7.50 mL) icinde yer alan Metil 4-((3-((3-((tert-
bltoksikarbonil)amino)propil }(metil)amino)propil)amino)-2-(3-(2, 2, 2-trif-luoro-1-
hidroksietil)benzil)-9H-pirimido[4,5-b]indol-7-karboksilat (0.200 g, 0.304 mmol} ve Dess-
Martin periodinan reaktifi (0.567 g, 1.336 mmol) karSIm[20°C'de bir saat kartIF] Kuru
oluncaya kadar buharlastididlktan sonra, tortu flas kromatografi vasffasia saflastidlE ve
bdylece metil 4-((3-((3-((tert-bltoksikarbonil)amino)propil){metil)amino)propil)amino)-2-(3-
(2,2, 2-trifloroasetil)benzil }-9H-pirimido[4, 5-b]indol-7-karboksilat {181 mg, %91 verim) sarlJ]
bir kdpik olarak elde edilir: 'H NMR DMSO-d6 icinde arzu edilen iriinle uyumludur ancak
hidrat formlarChedeniyle komplikedir: MS m/z 657.3 (M+H)*; HPLC %96.0 @ 220 nm ve
%95.3 @ 254 nm, RT 1.87 ve 1.96 (keton + hidrat) dakika.
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MeOH (1.9 mL) icinde yer alan Metil 4-((3-((3-((tert-
butoksikarbonil)amino)propil}(metil)aminc)propilJamino)-2-(3-(2, 2, 2-trif-luoroasetil )benzil }-
9H-pirimido[4,5-blindol-7-karboksilat (0.180 g, 0.274 mmol), hidroksilamin hidroklortr
{0.023 g, 0.329 mmol) ve piridin (0.355 mL) kar§lm Cmikrodalga flifhlCicinde 65°C'ye 48 saat
[SIENTF) Reaksiyon karEmminl kuru oluncaya kadar yodunlastFllhasdan sonra, tortu ¢ozeltisi
doymus NaHCO; (15 mL) ile ylkanlr] organik katman anihidrit MgSQ, Uzerinde kurutulur, filtre
edilir ve kuru oluncaya kadar konsantre edilir ve bdylece metil 4-((3-((3-((tert-bitoksi-
karbonil)amino)propil)(metil)amino)propil)amino)-2-(3-(2,2,2-trifloro-1-
{hidroksiimino)etil)benzil}-OH-pirimi-do[4,5-b]indcl-7-karboksilat {184 mg, %100 verim) aclkl
sarkoplk olarak elde edilir: MS m/z 672.3 (M+H)"; HPLC %96.0 @ 220 nm ve %91.4 @
254 nm, ODA SICAKLIGINDA = 2.01 dakika.

Ts-Cl (0.060 g, 0.315 mmol) DCM (12 mlL) iginde yer alan metil 4-{(3-((3-((tert-
bitoksikarbonil)amino)propil}(metil)aminc)propil)aming)-2-(3-(2,2,2-trifloro-1-
{hidroksiimino)etil)benzil}-OH-pirimido[4,5-b]indol-7-karboksilat  (0.184 g, 0.274 mmol),
DMAP (3.35 mg, 0.027 mmol) ve trietilamin {0.048 mL, 0.342 mmol} karslmnh kisinh k(sSIm
olarak ilave edilir ve bdylece bakltrengi bir ¢dzelti elde edilir. 1 saat sonra, reaksiyon karEm ]
DCM (12 mL) ile seyreltilir, su {3 x 12 mL) ile ykhnlElve organik katman anihidrit MgSO,
tzerinde kurutulur, filtre edilir ve kuru cluncaya kadar konsantre edilir ve boylece metil 4-((3-
{(3-((tert-biitoksikarbecnil)amino)propil }(metil)amino)propil)amino)-2-(3-(2,2,2-trifloro-1-
{(tosyloksi)imi-no)etil)benzil}-9H-pirimido[4,5-b]indol-7-karboksilat (217 mg, %96 verim)
baklrengi képik olarak elde edilir: MS m/z 826.2 (M+H)"; HPLC %93.2 @ 220 nm ve
%91.3 @ 254 nm, ODA SICAKLIGINDA = 2.20 dakika.

DCM (5.07 mL) icinde yer alan metil 4-((3-({3-((tert-
bitoksikarbonil)amino)propil}{metilYamino}propil)amino)-2-(3-(2,2, 2-trifloro-1-
{(tosiloksi)imino)etil)benzil)-9H-pirimido[4,5-b]lindol-7-karboksilat  (0.217 ¢, 0.263 mmol)
cozeltisi -78°C’'ye sogutulur ve amonyak (1.7 mL, 79 mmol) sztlirinaz bir tip icine sKIStrlIF]
KarsIm yavasca 20°C'ye SElIFlve 3 saat karBtElIE Tekrar -78°C'ye sogutulur, szlkinaz tip
septa gaz ¢klslile donatliflve yavasca 20°C'ye [SEflve bdylece amonyak buharlastllf] 3
saat sonra, Kkarlslm kuru oluncaya kadar konsantre edilir ve bu islemin ardlbdan flas
kromatografi vasftaslyla saflastcllE] ve béylece metil 4-((3-({3-((tert-
butoksikarbenil)amino)propil }(metil)amino)propil)Jamino)-2-(3-(3-(triflorometil)diaziridin-3-
il)benzil)-9H-pirimido[4,5-blindol-7-karboksilat (139 mg, %79 verim} beyaz kopilik olarak
elde edilir: *H NMR (400 MHz, DMSQ-d6) & ppm 1.34 (s, 9 H) 1.52 - 1.62 (m, 2 H) 1.72 -
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1.89 (m, 2 H) 2.08 - 2.25 (m, 3 H) 2.30 - 2.44 (m, 4 H) 2.94 (q, J=6.4 Hz, 2 H) 3.64 (q,
J=6.5 Hz, 2 H) 3.88 (5, 3 H) 3.93 (d, J=8.4 Hz, 1 H) 4.04 (d, J=8.4 Hz, 1 H) 4.08 (s, 2 H)
6.78 (br. s., 1 H) 7.31 - 7.41 (m, 2 H) 7.44 - 7.50 (m, 1 H) 7.54 (t, J=5.5 Hz, 1 H) 7.59 (s, 1
H) 7.83 (dd, J=8.4, 1.4 Hz, 1 H) 7.99 (d, J=1.4 Hz, 1 H) 8.27 (d, J=8.4 Hz, 1 H) 12.07 (s, 1
H); MS m/z 671.4 (M+H)"; HPLC %98.6 @ 220 nm ve %96.4 @ 254 nm, ODA
SICAKLIGINDA = 1.91 dakika.

Iyodin (27.8 mg, 0.110 mmol) 5ktan korunan ve DCM (2 mL) icinde yer alan metil 4-((3-((3-
{{tert-bltoksikarbonil)amino)propil){metil)Jamino)propil)aming)-2-(3-(3- (triflorometil Ydiazirid-
in-3-il)benzil)-9H-pirimido[4,5-blindol-7-karboksilat (70 mg, 0.104 mmol) ve trietilamin (43.6
uL, 0.313 mmol) ile énceden doldurulmus 5 mL yuvarlak tabanlCSiseye ilave edilir ve béylece
aclkl sarllgozelti elde edilir. 20°C'de 15 dakika boyunca karlstiIdktan sonra, solvent
buharlastrllE] ve tortu flas kromatografi vasldsila saflastcllf]l ve bdylece metil 4-((3-((3-
{(tert-bitoksikarbonilamino)propil){metil)amino)propil}amino)-2-(3-(3-(triflorometil)-3H-
diazirin-3-il)benzil)-9H-pirimido[4,5-b]indol-7-karboksilat (65 mg, 0.097 mmol, %93 verim)
acKlsar[Ropiik olarak elde edilir: 'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & ppm 1.33 (s, 9 H) 1.53 (dt,
J=13.8, 7.0 Hz, 2 H) 1.70 - 1.82 (m, 2 H) 2.15 (br. s., 3 H) 2.24 - 2.34 (m, 2 H) 2.34 - 2.42
{m, 2 H)2.87-298{(m, 2H)3.55-3.66{(m, 2H)3.88(s,3H)4.10(s, 2H)6.76 (br. 5., 1
H) 7.14 (d, J=8.2 Hz, 1 H) 7.27 (s, 1 H)7.43 (t, J=7.8 Hz, 1 H) 7.49 - 7.58 (m, 2 H) 7.83
{dd, 1=8.2, 1.4 Hz, 1 H) 7.99 (d, J=1.4 Hz, 1 H) 8.27 (d, J=8.2 Hz, 1 H) 12.06 (s, 1 H); MS
m/z 669.2 (M+H)*; HPLC %97.6 @ 220 nm ve %97.3 @ 254 nm, ODA SICAKLIGINDA =
2.18 dakika.

Trifloroasetik asit (0.400 mL, 5.19 mmol} DCM (4 mL) icinde yer alan metil 4-((3-((3-((tert-
bitoksikarbonillamino)propil}(metiDamino)propil}amino)-2-(3-(3-(triflorometil)-3H-diazirin-3-
iNbenzil)-9H-pirimido[4,5-b]indol-7-karboksilat (0.064 g, 0.096 mmol) ¢dzeltisine ilave edilir
ve boylece agkl sar(Iozelti elde edilir. 20°C'de 30 dakika boyunca karlstitld kKtan sonra,
reaksiyon karlslh[DCM (15 mL)} ile seyreltilir, doymus NaHCOs; (10 mL) ile ykhnltlve sulu
katman DCM (10 mL) ile tekrar ekstrakte edilir. Birlestirilen organik katmanlar anihidrit
MgSO, lzerinde kurutulur, filtre edilir ve kuru oluncaya kadar konsantre edilir ve bdylece
Aramadde 53C: metil 4-((3-((3-aminopropil)(metil)amino)propil)amino)-2-(3-(3-
{triflorometil)-3H-diazirin-3-il)benzil)-9H-pirimido[4,5-blindol-7-karboksilat (45 mg, %83
verim) aclKl sar[(k&piik olarak elde edilir; HRMS m/z 569.2601 (M+H)*; HPLC %97.1 @ 220
nm ve %96,9 @ 254 nm, ODA SICAKLIGINDA = 1.96 dakika.
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2,5-Dioksopirrolidin-1-il-5-((3aS,4S,6aR)-2-oksoheksahidro-1H-tieno[ 3,4-d]imidazol-4-
iNpentanoat (29.2 mg, 0.085 mmol) karlsloiok DMF icinde yer alan (750 mL) metil 4-((3-((3-
aminopropil){metil)amino)propilyamino)-2-(3-{3-(triflorometil)-3H-diazirin-3-il)benzil )-9H-
pirimido[4,5-blindol-7-karboksilat (45 mg, 0.079 mmol) ve trietilamin (16.55 plL, 0.119
mmol} ilave edilir ve boylece sarllbir ¢ozelti elde edilir. 20°C'de 30 dakika boyunca
karGtcIdktan sonra, reaksiyon karSlmChck kavunici renginde yag olarak yiksek vakum
altlhda konsantre edilir ve tortu flas kromatografi vasffasiyla saflastifllflve béylece 56 mg
beyaz kat[blarak elde edilir ve bu CH;CN'den liyofilize edilir ve béylece Ornek 53 bilesigi elde
edilir;:  metil  4-((3-(me-til(3-(5-((3a5,45,6aR)-2-ckscheksahidro-1H-tieno[ 3,4-d]imidazol-4-
iNpentanamidec)propil)amino)propil)amino)-2-(3-(3-(triflorometil)-3H-diazirin-3-il)benzil)-9H-
pirimido[4,5-blindol-7-karboksilat (51 mg, 0.064 mmol, %81 verim) beyaz kat[blarak elde
edilir: *H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) 3 ppm 1.18 - 1.34 (m, 3 H) 1.35 - 1.50 (m, 3 H) 1.50 -
1.64(m,3H)1.70- 1.82 (m, 2 H) 2.02 (t, J=7.4 Hz, 2 H) 2.15 (s, 3 H) 2.26 - 2.34 (m, 2
H) 2.37 (t, J=6.7 Hz, 2 H) 2.55 (d, J=12.5 Hz, 1 H) 2.77 (dd, J=12.1, 5.1 Hz, 1 H) 2.99 -
3.10 (m, 3 H) 3.56 - 3.66 (m, 2 H) 3.88 (s, 3 H) 4.03 - 4.14 (m, 1 H) 4.10 (s, 2 H) 4.26 (dd,
J=7.6, 5.3 Hz, 1 H) 6.34 (s, 1 H) 6.39 (s, 1 H) 7.14 (d, J=7.4 Hz, 1 H) 7.28 (5, 1 H) 7.44 (t,
1=7.8 Hz, 1 H) 7.52 (d, J=7.8 Hz, 1 H) 7.56 (t, J=5.3 Hz, 1 H} 7.73 (t, ]1=5.5 Hz, 1 H) 7.83
{dd, J=8.2, 1.4 Hz, 1 H) 8.00 {d, J=1.4 Hz, 1 H) 8.28 (d, J=8.2 Hz, 1 H) 12.07 (s, 1 H);
HRMS m/z 795.3368 (M+H)*; HPLC %95.4 @ 220 nm ve %96.2 @ 254 nm, ODA
SICAKLIGINDA = 2.06 dakika.

Ornek 55
MeO 0y MeHN
- 74 MENHQ
MeOH
N: > 110°C, 66 h )
Ornek 27 Omek 55

MeOH (10.00 mL) icinde metilamin 2M'de metil 2-benzil-4-((3-(piperidin-1-il)propil)amino)-
9H-pirimido[4,5-bJindol-7 karboksilat (Ornek 27, 0.030 g, 0.066 mmol) ¢dzeltisi szt fnaz bir
tlp icine yerlestirilir ve 66 saat 110°C'ye [IIE) bu islemin ardibdan karlsim 20°C'ye

69



10

15

sogutulur, kuru oluncaya kadar konsantre edilir ve flag kromatografi vasaskyla saflastfiflve
boylece 28 mg renksiz bir yad elde edilir ve bu eter (2 mL) iginde slispanse edilir. Nihai
suspansiyon 2 saat karlstlcna sonras(élde edilir, katldr Buchner tzerinde toplani] kek eter
{2 x 0.5 mL) ile ykinIrlve (irlin 40°C'de yiiksek vakum altinda sabit bir agklelde edilinceye
kadar kurutulur ve boylece Ornek 55 elde edilir: 2-benzil- A-metil-4-((3-(piperidin-1-
ipropilYamino)-9H-pirimido[4,5-b]indol-7-karboksamit (23 mg, %77 verim) beyaz kat[olarak
elde edilir: 'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & ppm 1.38 (m, J=5.1 Hz, 2 H) 1.50 (kuin, J=5.5
Hz, 4 H) 1.80 (kuin, J=7.0 Hz, 2 H) 2.22 - 2.41 (m, 6 H) 2.81 (d, J=4.3 Hz, 3 H) 3.58

-3.68 (m, 2 H) 4.03 (s, 2 H) 7.15 - 7.21 (m, 1 H) 7.27 (m, J=7.4, 7.4 Hz, 3 H) 7.34 - 7.40
{m, 2 H) 7.70 (dd, J=8.2, 1.4 Hz, 1 H) 7.90 (d, J=1.4 Hz, 1H) 8.27 (d, J=8.2 Hz, 1 H) 8.46
{q, J=4.3 Hz, 1 H) 11.96 (s, 1 H); HRMS m/z 457.2708 (M+H)*; HPLC >%99.5 @ 220 nm ve
%98.9 @ 254 nm, ODA SICAKLIGINDA = 1.53 dakika.

Bildirilen HPLC bekletme siiresi ters-evre HPLC (Agilent, 1200 serisi) igin olup burada
asagldaki kosullar kullanlth(stld Solvent A: MeOH:H,O:TFA (5:95:0.05); Solvent B:
MeOH:H,0:TFA (95:5:0.05); aklst 3.0 mL/dakika; gradyan 0 ila %100 B /2.0 dakika; situn:
ZorbaxC18, 3.5 mikron, 4.6 x 30 mm; dalga uzunlugu 220 nm.
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Tablo 1. Grnede ait yap[Janalitik HPLC bekletme siiresi, LCMS verisi ve hiyolojik veriler.

Bilesik No Yap[d HPLC Ry (dakika)| MSm/z Biyolojik veri
analitik (M+H)* (ECs0)*
H
MeO N
Vs N
1 Y 1.38 368.2 C
=N
HN
¥
0]
H
MeO N N
2 & 1.35 354.2 D
=N
HN
(‘
[
o
H
MeO N
/N
3 b 1.55 342.2 c
=N
HN
N
7/
0
H
MeO N
Y N
4 % 1.30 314.2 D
=N
HN
|
AN
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328.2

354.2

382.2

300.2

1.29

1.41

1.43

1.34
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Me(C

H,N




384.2

326.2

354.2

370.2

1.35

1.34

1.40

1.29

MeO

MeQ”

10

1

12
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13

H
MeO N

1.45

394.2

14

1.44

392.2

15

1.43

459.2

16

1.78

459.2518

17

1.54

460.2
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/AN 2.068 464.2145

=N 2.349 662.063

HN 2.206 508.2707

21 1.78 488.2665
22 1.68 474.2511
23 2129 472.2342




24

2.083

472.2724

25

2.05

566.2497

26

2.152

472.2733

27

MeO,C._~ N 7
T S

F=N
HN TFA

2.052

458.2598

28

2.194

538.1670

29

2.142

472.2756
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30

2.142

472.2740

31

2.112

476.2499

32

2.070

488.2690

33

1.761.87 (hidrat)

554.2384

34

2.142

554.2

35

2.063

482.28

36

1.79

482.2663
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37 =N 1.68 425.2448
HN
\_LN
N
H
Meo2c\(\: H
N
N
38 HN>‘ H 1.44 340.2
HN
NH;
MeO,C H
N
7N
39 %N>“ H 1.38 340.2
HN
NH,
N=N
—N |
NN AT
LN ey
7
40 Yoy 1.72 454.2
HN
O
"'NHQ
N=y
—N 1
\N/ .\\,,—N‘ / .‘\\
41 - 1.71 482.2785
HN
S
—  Hel

78




42 1.92 459.2392
43 1.75 457.2598
MeOC. N 7
| j N =
N A
HNF—N HC
44 e ) 2.035 536.2867
—N 0 O
SN
H :
MeO:C o N '&-1\
et { \
T -
~ \,)_/
45 1.63 461.2
46 1.70 474.2476
47 1.85 512.2632
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48

1.74

472.2717

49

2.161

586.2839

50

1.65

499.2823

51

2.01

776.3

52

1.70

687.3

53

2.06

795.3368
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54 M= 1.46 382.2 A

55 / 1.53 457.2708 A

ECsq, vehikil kiltlrlerine (DMSQO}) kiyhsla CD34+CD45RA- hiicre saylmida %50 oranlnda bir
artslile sonuglanan konsantrasyon olarak belirlenmektedir. *ECsg: A >1000 nM; B = 500-
1000 nM; C = 250-500 nM; D = 100-250; E = <100 nM; F = gdsterilen bilesik > 1.3 kat

genisleme,

Ex vivo Fonksiyonel Tahlil:

Genislemis hiicrelerin ex wivo fonksiyonelligi, kaltir (CFU-C) tahlilinde geleneksel koloni-
olusturan birimler kullanldrak test edilmistir. Tedavi edilmemis hicreler veya DMSO ile
inkiibe edilmis hiicreler, pozitif kontrol veya bulusa ait bir bilesik, geleneksel kosullarda
metilseliiloz ortamda kaplanmB&E Ornedin, Bilesik 1 (Tablo 1, Ornek 1), cok yetili
hematopoetik progenitérlerin sayElarttfnaktade] 10 giin boyunca Bilesik 1 ile tedavi
edilmis 1000 CD34+ mPB hucrelerinin metilseliloz kultirl, giris hicreleri lizerinde ¢ok soylu
graniilosit eritrosit, makrofaj ve megakaryositte (GEMM kolonileri) 5 kat bir artlslve kontrol
hicrelerine klyhsla 10 kat bir artlslile sonuglanmistlcl Bu, Bilegik 1'in gok yetili progenitdr
hiicrelerin genislemesini arttcdl (G drtaya koymaktad(tl

In vivo Fonksiyonel Tahlil:

Bulusun bilesikleri ile kdltirlenen CD34+ mPB hicreleri, immin yetmezlikli sus NOD scid
gamma (NSG) farelerini asl@maktadF] 10 giin boyunca Bilesik 1 (Tablo 1, Ornek 1) ile
kiltirlenmis 2,000,000 ve 500,000 CD34+ mPB hiicresinin sonucu veya vehikiil kontrol

kosullar[INSG farelerinde nakledilmistir, nakilden 8 hafta sonra, insan hematopoetik hiicre
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sulandbnasdinsan CD45'e karsChntikor kullan@@rak, NSG kemik iliginde kontrol edilmistir.
Bilesik 1 ile tedavi edilen ancak vehikll ile tedavi edilmeyen hicreler NSG farelerini
aslldyamamlstc]l DahaslJinsan miyeloid ve lenfoid bolimlerinin sulandclihasCayn[Zamanda
onaylanmstlr) clinkii kemik iligi hicreleri slraslyla insan CD33+ ve CD19+ icin pozitifti. Bu
sonuglar, CD34+ mPB'nin Bilesik 1 ile genigledigini, sadece asl@maya katkida bulunmakla
kalmayp aynCzamanda /7 vivo ¢oklu soylu repopiilasyon potansiyelini korudugunu da

gostermektedir,

Bilesiklerin Kombinasyonu:

Bulugun bilesikleri ile kiltirlenen CD34+ mPB hicreleri, immin yetmezlikli sus NOD scid
gamma (NSG) farelerini agl@maktadlt] 10 giin boyunca Bilesik 1 (Tablo 1, Ornek 1) ile
kiltirlenmis 2,000,000 ve 500,000 CD34+ mPB hicresinin scnucu veya vehikdl kontrol
kosullar[INSG farelerinde nakledilmistir. Nakilden 8 hafta sonra, insan hematopoetik hiicre
sulandlmnas(Jinsan CD45'e karsChntikor kullanldrak, NSG kemik iliginde kontrol edilmistir.
Bilesik 1 ile tedavi edilen ancak vehikil ile tedavi edilmeyen hicreler NSG farelerini
asldyamamstEl Dahas[dinsan miyeloid ve lenfoid bdlimlerinin sulandlithasCaynZamanda
onaylanmstlt) ¢linkli kemik iligi hiicreleri stasiyla insan CD33+ ve CD19+ igin pozitifti. Bu
sonuglar, CD34+ mPB'nin Bilesik 1 ile genisledigini, sadece asl@maya katkda bulunmakla
kalmaylp aynOzamanda /7 vivo coklu soylu repopiilasyon potansiyelini korudugunu da

gostermektedir,
Burada ac¢klanan &rnekler ve yaplandlrinalariil yalnlzta acklama amaclCbldudu ve bunun

dogrultusunda cesitli modifikasyonlarl veya degisikliklerin, teknikte uzman kisi tarafidan

ortaya koyulacag e ekli istemlerin kapsamInta dahil edilecegi anlaslihaktadIrl
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