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PD-L1 PROTEININE YONELIK GORUNTULEME AJANI
GELISTIRILMESI ve SENTEZI

OZET

Gliniimiizde pek c¢ok hastalik gibi olan kanseri saptamak i¢in en basit yaklasim
modiilii molekiiler goriintiilemedir. Bu kapsamda, bir sinyal noktas: hedeflenir ve bu
nokta hastaliga 6zgii biyobelirte¢lerden biri olmalidir. Klinik testlerin tan1 ve nicel
sonuglari, goriintiileme ajanlari tarafindan saglanan molekiiler goriinti ile ele
alinabilir. “Kimyasal Problar” olarak da bilinen bu ajanlarin biyolojik siiregleri in
Vivo sistemlerde gorsellestirmeyi, karakterize etmeyi ve 6lgmeyi sagladigi giiniimiiz
kosullarinda belirlenmistir. Bu nedenle ajanlar, secici baglanma substratlar ile
molekiiler ¢ekicilik saglayan molekiiller olan reseptor molekiillerine baglanir.

Bu tez calismasi kansere kars1 goriintiileme problarinda kullanilabilecek yeni tasiyici
bilesikler gelistirmeyi hedefler. Buradaki ¢alisma goriintiileme problarmin sinyal
kisimlarini, karsilik gelen dokuya tasiyan hedefleme molekiillerinin tasarimi ve
hazirlanmasidir.

Bu problar ile kanser mikro-gevresindeki proteinlerin  goriintiilenmesi
hedeflenmektedir. Kanser dokularmin PD-L1 proteninin, hastalik ile birlikte varlig
yogun olarak artan bilesik, 6zellikle secilip buna uygun molekiiller gelistirilmesi bu
calisgmanin 6zglin degeridir. Bunu yaparken GVIA peptidinin farmakokoru baz
alinarak peptidomimetikler gelistirilmistir. GVIA proteinin se¢ilmesinin nedeni, bu
proteine uygun peptidomimetiklerin segilen kanser hiicresine 0zgii biyobelirtece
uyum sagladiginin tarama caligmalarinda gozlenmesidir. PD-L1 proteini bagigiklik
sistemi tarafindan hedeflenerek yok edilmeye yarayan bir proteindir. immiin sistem
bunu T hiicreleri ile gergeklestirir. T hiicresi (T lenfosit), immiin sistemdeki bir
beyaz kan hiicresi tiirlidiir ve immiinolojik siire¢lerde 6nemli rol oynayan yardimci,
katil, diizenleyici hiicre tiplerini igerir ve PD-1 bu hiicrelerin iizerindedir. Kanser
hiicreleri PD-1/PD-L1 kompleksi iireterek T-hiicrelerinde programlanmis hiicre
6limiinii mekanizmasini islevsiz birakir. PD-1 ve PD-L1 proteinlerinin birlesmesi T
hiicresinin anti-timor aktivitesini inhibe eder. Bu kompleks yapmin bu tez
caligmasindaki gorevi ise artan PD-L1 konsantrasyonundan faydalanarak hastalik
tayinine yardimci molekiiller gelistirmektir. Bu proteinine uygun peptidomimetik
secimi ise farmakofor tespiti ile miimkiindiir.

PD-L1 proteini ile uyumlu peptidomimetik yapilarinin sentezlenmesinin ardindan
gelecek calismalar igin istenilen yapi olusturulmus olur. Peptidomimetiklerin
tasariminda DOTA ligandi ile birlestirilebilir olmas1 her asamada onceliklerden biri
olarak g6z o6niinde bulundurulmustur. DOTA ligand: ile ®Ga radyoniiklid atomunun
olusturdugu kompleks yapi, hedef proteinin goriintiileme ajani ile birlesiminin
ardindan PET-BT cihaz1 tarafindan kanser hiicrelerinin tanimlanmasini saglar.
Boylece hedeflenen amag¢ olan kanser goriintiilenmesi basarilmis olur. Bu tez
kapsaminda ise ilk adim olarak peptidomimetik sentezi tamamlanmuistir.
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DEVELOPMENT AND SYNTHESIS OF MOLECULER IMAGING AGENT
FOR PROTEIN PD-L1

SUMMARY

Like many diseases, the most straight forward approach to detect cancer is molecular
imaging wherein a signal stems from biomarkers unique to this disease. Of course,
diagnosis and quantitative outcome of clinical tests can also be handled with
molecular images which are provided by imaging agents. It is worth noting that these
agents, also known as ‘“chemical probes”, ensure to visualize, characterize, and
measure biological process in vivo systems. Hence, agents are bind to receptor
molecules that provide molecular attraction with the selective binding substrates.

The mainstream idea of researches that is applied on cancer, have different aims,
such as diagnosis or treatment. Most of researches from them are about to target a
receptor molecule or a protein unique to tumour cells. Herein, the overall purpose of
this project is to design and synthesize new molecules exhibiting the potential of
binding to such receptor molecules. Thus, organic compounds that hold the potential
of imaging cancerous cells in a selective manner, are intended to be developed. By
achieving this goal, we also believe that the development of novel imaging agents
would ultimately eliminate the need for biopsy. To baseline of this thesis, molecules
target cancer cells have been developed to be used in the design of imaging agents.

The main role of targeting process belongs to biomarkers, that is used as a chemical
probe. These probes have an important role in development progress in drug systems
and biomedical researches for many diseases like cancer. Hence, these agents
become a bridge between biological processes and clinical outcomes. The vital
finding ways for the treatment of targeting disease depend on these outcomes. In
recent days, the results and images of biomarkers are accepted as a confidential
outcome on the basis of clinical researches and practices.

Biomarkers provide objective and quantifiable results of biological systems in health
care processes. The significant benefit of a biomarkers is that all types of biomarkers
ensure the measurable image of the physical state of the body with the time is that
undetectable effects are found on the health of patients. As an imaging technique,
biomarkers provide the unique ability to interrogate the exact disease and focus such
as inflammation or tumour. The word of biomarker is come from the biological
marker and it refers to medical sign to analyse synthons of diseases.

The importance of cancer cell imaging lies within the fact that it eliminates the need
for biopsy. A biopsy is the eradication of a certain tissue for analysis. Since it is an
invasive procedure, a biopsy could lead to side-effects such as infection or blood
collection under the skin and can create further contamination of the diseased area by
spreading of the malignant cells. Biopsy also is a procedure that can lead to human
error since it is not yet perfected. This could create inaccurate results.
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For the enhancement of the detection of diseases in early stages, in vivo molecular
imaging is an important tool. The benefits of molecular imaging are that it aids the
physicians to; identify the degree of the disease, select the patient-specific
therapeutic treatment, apply a targeted therapy and calculate the molecular-specific
effect of treatment. The researches usually aim diagnosis or treatment but the focal
point is to target a receptor molecule or a protein that is exclusive to the tumor cells.
Imaging Programmed Death Ligand-1 Protein (PD-L1) as a biomarker can be give as
an example of this.

Molecular imaging is a medical imaging model that provides pictures of the inside of
the body at a molecular and cellular level. Molecular imaging focuses on locating
and monitoring the progression of the disease. With the help of molecular imaging,
the chemical and biological processes can be observed. Molecular imaging identifies
the disease, locates its exact position at the body, even before the symptoms occur.
With the help of biomarkers or organic molecules that have biomarkers, molecular
imaging is specific to the destination.

The diagnosis of many other diseases, including cancer, is determined by imaging.
To do so, some peptidomimetic with the consideration of pharmacore of GVIA
peptide are developed for targeting for specific biomarker. To define briefly, a
peptidomimetic is a small molecule that has a chain designed to substitute a certain
portion of peptide. They comprise of modification of an existing peptide, or by
designing similar systems that have pharmacore of peptides. This choice stems from
the observation that peptide bonds are prone to hydrolysis in the human body.

In order to find the suitable peptidomimetic for the protein specific to the target
tissue, the effect map of the protein according to the chemical and physical
interaction is first assigned. Relevant ligands are identified, then a three-dimensional
protein scheme is made. Radius is for complementarity between ligands and
appropriate value, and the angle between atoms is redesigned and placed in the
diagram. A few high-impact needs, molecules are sampled in multiple rotameters.
All these rearrangements are the main facts of docking systems. The method requires
the receptor on the targeted tissue and thus shows tissue selectivity.

The selectivity is necessary information to be provided for molecular targeting is
obtained by proper targeting of the targeting molecule and biomarker. The formation
of the image is provided by chemical probes on PD-L1 Protein.

With this paradigm, we aimed to monitor cancer cells through PD-1. Programmed
cell death protein 1, also known as PD-1 is a cell surface receptor that has a
significant role in the downregulation of the immune system. The PD-1 provides
health-promoting to facilitate self-tolerance of cancer cells by suppressing T cell
inflammatory activity. A T cell (T lymphocyte) is a type of white blood cell in the
immune system and includes helper, killer, regulatory type of cells that have an
important role in immunologic processes. PD-1 is responsible for immune system
protection of own cells against autoimmunity through a mechanism of promoting
programmed cell death in T-cells by producing PD-1/PD-L1 complex.

Researches of PD-L1 on tumour cells inhibits the anti-tumour activity of T cells
through the engagement of PD-1 and T cells. Through complex protein mechanisms,
PD-1 is an inhibitor of the immune system. This prevents autoimmune diseases, but
it can also prevent the immune system from killing cancer cells. As a basic definition
of mechanism, the interaction between PD-L1 on the tumour cells and PD-1 on a T-
cell reduces signals which stem from T-cell function, to provide the immune system
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for killing the tumour cells. The result of this mechanism the disease which is cancer
in this project is avoided. Hence, several PD-1 and PD-L1 inhibitors are being trailed
within the clinic for use in advanced diseases like cancer.

PD-L1 protein is present in very high rates in the tumor microenvironment and
immune-derived cell structures (APCs), including different cancer cells. The
mechanism between PD-L1 / T-cells briefly begins when the cancer cell is perceived
as a foreign cell and is under attack to be killed by the T-cells. As a result of the
interaction of PD-L1 protein on tumor cells with PD-1 on T-cells, regulatory T-cells
perceive the cancerous cell as a normal cell and protect some tumor cells from
immune attack and decrease anti-cancer function. The PD-L1 / PD-1 protein
complex is a structure that is developed by the cancer cell to protect itself and is used
to rule out attacks of T-cells.

In this project, we aim to develop some compounds which could be ultimately
utilized as imaging biomarker which is PD-L1, against cancer. Therein, our
contribution is the design and preparation of the targeting molecules, which carry the
signalling moieties to the corresponding tissues. In doing so, we have developed
some peptidomimetic with the consideration of pharmacore of GVIA peptide. With
this work, we have reasoned that the development of these molecules will pave the
way to imaging cancer in a non-invasive way, unlike biopsy.

The targeting molecules are designed as imaging agent with the DOTA complex
molecule and %8Ga radionuclide atom. Via this design, the molecules aim to become
imaging agents for PET technique. With this work, we have reasoned that the
development of these molecules will pave the way to imaging cancer in a non-
invasive way, unlike biopsy. In this way, the targeted cancer cells are aimed imaging
complete successfully. As a fundamental aim in this thesis, peptidomimetic synthesis
has been completed as a first step of all imaging technique.
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1. GIRIS

1.1. Biyobelirtegler

Giliniimiizde biyobelirtegler ilag sistemlerindeki gelisim ve ilerleme sayesinde kanser
gibi pek ¢ok hastaligin teshisinde ve biyomedikal arastirmalarinda 6nemli rol
oynamaktadirlar. Biyolojik siire¢ ve klinik sonuglar arasinda hedefe yonelerek koprii
olusturmaktirlar. Hedefleme siireci ise ozellikle erken teshis olanagi sagladigindan
hastaliginin tedavisi i¢in hayati 6nem tasir. Son giinlerde biyobelirteclerin hastaligin
tanis1 i¢in yapilan test sonuglart ve gorintiilemeleri, klinik aragtirmalardaki
uygulamalar i¢in temel olusturmaktadir. Bunun sebebi saglik hizmetlerinde biyolojik
sistemlerin nesnel ve Olgiilebilir sonuglarin temin edilmesini saglamalaridir.
Kelime yapis1 olarak da biyobelirte¢ kelimesi biyolojik isaretleyiciden gelmektedir

ve tibbi tan1 saglayan igaret anlamina gelir [1].

1.1.1. Biyobelirteg tiirleri

Tedavi araci olan biyobelirtecler farkli amaglar i¢in kullanilmaktadir. Bu nedenle
farkl1 biyobelirte¢ tiirleri vardir. Biyobelirtecler kullanim amaglarina gore

gruplandirilabilirler.

1.1.1.1. Risk degerlendirme biyobelirtecleri

DNA vyapilar1 ve niikleotid gibi kolayca erisilebilir biyolojik bilesenler, genetik ve
epigenetik biyobelirtecler olarak degerlendirilirler. Ozellikle kanser hastaliginda risk
degerlendirme amaciyla tedavi etkinligi belirleyip klinik sonuglarin tahmin
edilmesinde kullanilirlar. Bu belirteglerin bazilari, tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasinin
ilk agsamasinda ve tedavi yontemini gelistirmek adina bilgi saglayabilir. EK olarak
hedef tiimdr doku belirleme agamasinda kullanilan risk degerlendirme yontemlerinin
diger dokulara zarar vermeden yapilmasi Klinik ortamlarda kullanilabilirligini
arttrmustir. Klinik uygulamalarda, genetik ve epigenetik biyobelirteclerin mevcut

safhasin1 ve kanser risk degerlendirmesinin bir O6rnegi de beyin kanserinde



mevcuttur. Kromozom 22 bu kanser tiiriinde yirmiden fazla allil dengesizligi tespit

eden isaretleyici kullanilarak anormal degisikliklerin derecelerini belirler [2].

1.1.1.2. Tamisal biyobelirtegler

Tanisal biyobelirtegler, klinik ortamda herhangi bir uygulama gerekliligini
belirlemek ve teshis edilecek hastaliga 6zgii tibbi duruma gore goriintiileme yapma
gorevindedirler. Hedef hastaliga 06zgii secilen biyobelirteg, uygun kullanim
kosullarina gore uygulanir. Uygulamada kullanilacak cihazin verdigi sonucun ve
performansin, karakterizasyon yontemi de onem tasir. Veri elde edilecek cihazin
yayginca kullanilabilir olmasi1 oncelikler arasindadir. Bu uygulamanin bir 6rnegi ise
hastalarin gen tasarim modellemesini ¢ikartmak ve farkli timor gruplari igin tanisal

biyobelirte¢ gorevini gérmektir [3].

1.1.1.3. Tedavi 6ngoren biyobelirtecler

Tedavi ongoren biyobelirteclerin gorevi ise onkoloji alaninda kanserli doku tespiti
yapildiktan sonra hastaligin tiirii ve uygulanacak tedavi agisindan bilgi vermektir.
Bunlara ek olarak tanimlanmis bir hastaligin saldirganligini belirleme agisinda da
bilgi verir. Hastaligin agresiflik seviyesi tedavinin gidis yoniiniin belirlenmesinde

6nemli rol oynar [4].

1.1.1.4. Farmakodinamik biyobelirtecler

Farmakodinamik biyobelirtecler yakin zamanda uygulanmis tedavinin seyrini dlger
ve ilacin tlimor tizerindeki etkilerini gdstermede fayda saglar. Bu biyobelirteg tiirii
yeni bir anti-kanser ilacinin klinik uygulamalarinda doz se¢imini yonetmek igin
kullanilabilir. Bu belirteglerin  gerekliligi  belirli  tiimoér dokularina  6zgi
biyobelirteglerin etkililik durumunu gézleme kisminda ortaya ¢ikar. Amag ise timor

dokularinin tedavilere duyarliligini kontrol etmektir [5].

1.1.1.5. Tedavi siirecini izleyen biyobelirtecler

Tedavi siirecini izleyen biyobelirtegler, tedavi yolunun zaman i¢inde aldigi ilerleme
ve ¢alisma verimini takip etmede fayda saglarlar. Bu tiire dahil olan biyobelirtegler
hastaligin belirli bir tedavi sonrasinda kat ettigi iyilesme yolunu belirlemek i¢in

kullanilir.



Ornek olarak ERBB2 geninin cogaldig: tiir olan meme kanserine sahip hastalar
Trastuzumab (Herceptin) etken maddesi ile yapilan tedaviden fayda saglarken timor
tarafindan Ostrojen reseptoriinii kodlayan genin ¢ogalmasina neden olan baska bir
kanser tiirtinde ise Tamoksifen kullanimi tedaviye yanit verir. Boylece hangi kanser

tipinde hangi tedavi yonteminin kullanilabilecegi degerlendirilebilmektedir [5].

1.1.1.6. Tekrar olasiligin1 6ngoren biyobelirtecler

Bu baglik altinda anlatilan biyobelirtecler ise hastalifin tekrar niiksetme olasiligini
ongormek ve teshis etmek amacgli kullanilmaktadir. Bunun bir 6rnegi olan patentli
calisma Oncotype DX®, meme kanserinin tekrarlama olasiligini arastiran bir testtir.
Bu testin kullanildigi hastalar erken seviye evresindedirler. Bu sevide hastalik
hormon tedavisi ile tedavi edilebilir. Bu yontemde tiimor biyopsisi esnasinda
arastirilan hiicrelerdeki 21 gen siralamasina bakilir. Analiz sonuglarimin ardindan

hastaligin 10 y1l i¢erisindeki tekrarlama olasiligina bakilir [6].

1.2. Molekiiler Goriintiileme

Son yillarda klinik tedavi veya hastalik izlemede kullanilmak {izere; viicut
kisimlarinin, dokularinin veya organlarinin gorsellestirilmesi igin tibbi goriintiileme
yontemleri uygulanmaya baslanmistir. Goriintiileme tekniklerinde biyobelirteglerin
viicut igerisinde tespit edilmelerine yarayan ozelliklerinden yararlanilir. Kanser gibi

pek ¢ok hastalik goriintiileme yontemi ile tespit edilebilmektedir [7].

1.2.1. Molekiiler goriintilleme yontemleri

Goriintilleme tarama teknikleri; duyarlilik, lokalizasyon, boyut ve ¢oziiniirlikklerine
gore Dbirbirlerinden ayrilirlar. Molekiiler goriintiileme, radyoniiklid ajanlar gibi
farklilik saglayan bilesiklerin goriintiilenebilir olma 6zelliginden yararlanir. Bu
niikleer tip materyalleri biyopsinin zararli etkilerinden kaginmak igin zararsiz tani
konusunu ele almaktadir [8]. Giinlimiizde tiimor tanisi ve tespiti, BT, MRI ve PET,

SPECT gibi cihazlarla miimkiin hale gelmistir.
1.2.1.1. Bilgisayarh tomografi-BT (Computed Tomography-CT) ile goriintiileme

Bilgisayarli tomografi, yiiksek dozlu x-151n1 yaymnimai ile doku ya da organ goriintiisii

elde eden cihaz olarak tanimlanabilir. BT goriintiileri, taranacak bolgenin dilimler



halinde ve seri radyolojik isinlarla taranmasi ile elde edilir. Tarama islemi farkli
dogrultularda yapilabildiginden organ veya dokularin ii¢ boyutlu goriintiisii elde
edilebilir. Bu tarama goriintiileri hastaliklarin tan1 ve tedavisinde kullanilir [9]. Sekil
1.1'de gosterilen iki boyutlu akciger goriintiisii gibi tiim goriintii dizileri, diiz x-151m1

taramasi ile tespit edilir.

Sekil 1.1: Gogiis hastaliklar1 boliindeki bir hastanin BT gogiis tomografisi.

1.2.1.2. Manyetik rezonans - MR ile goriintiileme

Manyetik rezonans (Magnetic resonance imaging - MRI) ile goriintiileme, viicudun
biyolojik fonksiyonlar1 hakkinda bilgi vererek hastaliklarin tan1 ve tedavisine katkida
bulunur. MR miknatis tarafindan yaratilan gii¢lii bir manyetik alan ve radyo-
frekanslarmni kullanarak viicut morfolojisinin goriintiisiinii tarar. Bu taramay1
manyetik alan dogrultusundaki protonlarin siralanmasiyla gergeklestirir. Sekil 1.2°de
ilag enjekte edilen ve enjekte edilmeyen beyin hiicrelerinin farkli tomografi
goriintiisii verilmistir [10]. MRI ile goriintiilenebilen bir organ olan beyin, tizerindeki

tiimorlii doku ilag enjeksiyonu ile daha belirgin hale getirilmistir.

Sekil 1.2: MR: Tlac enjeksiyonu dncesi (1) ve sonras1 (2) beyin.

1.2.1.3. PET ve SPECT cihazlari ile goriintiileme

Pozitron emisyon tomografisi (Positron Emission Tomography-PET); in vivo
ortamda hiicreleri, proteinleri ve gen ekspresyonunu tespit eden cihaz olarak

tanimlanabilir. PET cihaz1 viicudun statik ve dinamik goriintiilerin elde edilmesini
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saglar. Bu cihazin onceki yillardaki kullanim amaci dogal oldiiriicti hiicrelerin ve
metastatik tiimor hiicrelerinin durumunu gozlemlemekti. Yeni c¢aligma alani ise
pozitron yayan radyoizotop etiketli biyolojik bilesikleri goriintiilemektir. Bu ¢alisma
alanindaki amag, hedeflenen dokudaki radyo-niiklid atomun ve elektronun, kompleks
olusumundan kaynakli, bir ¢ift foton salinimini tespit etmektir. PET tarayicida, bu
yontem radyo-etiketli bilesiklerin miktarini tayin etmek ve yerini tespit etmek igin
kullanilir. PET cihazinin mekanizmasi ilacin viicut i¢inde dagilmasi ile baglar.
Hedefleyici olan ilag, timoérii ve tiimor mikro-gevresindeki proteinleri bulmakla

yiikiimlidiir. Etkilesim sonucu olusan radyo-aktivite sayesinde goriintii saglanir [11].

Miidahalesiz goriintiileme tekniklerinden olan PET ve SPECT (Single Positron
Emission Tomography-SPECT), in vivo fonksiyonlarda taniyr en hassas sekilde
yapan yontemler arasindadir. Ancak bu iki yontem, anatomik detaylarin tarama
gorlintlisiinde diisiik ¢oziiniirlik verir. Bu nedenle PET ve SPECT, yiiksek
¢ozlinirliik saglamak icin BT veya MRI ile birlikte hibrit cihaz olarak kullanilir [12].
Sekil 1.3'de gosterildigi gibi en iyi sonug veren goriintii PET-BT'nin hibrit cihazi

tarafindan saglanan tarama semasidir.

Sekil 1.3: Kolorektal kanser hastasinin BT, PET-BT, PET goriintiileri.

PET ve SPECT teknikleri arasindaki fark radyoniiklid goriintiileme seklidir. SPECT
cihazinda gama kamerasi hedeflenen dokuyu 360 ° a¢i1 ile goriintiiler. Gama
isinlarinin emisyonundan toplanan bilgiler, tomografik taramalarin ve goriintiilenen

maddelerinin pozisyonunu verir.

1.2.2. Molekiiler goriintiileme ajanlar

Goriintilleme tekniklerinde kullanilan cihazlara yetersiz kaldiklar noktalarda takviye

gerekebilir. Her ne kadar molekiiler goriintiileme cihazlar1 hastaliklarin teshisi, tanisi



ve tedavisi konusunda biiylik Oneme sahip olsa da diisiik dozlarla kullanilan
goriintlileme ajanlar1 sayesinde goriintiiler ger¢ege en yakin sonucu saglarlar. Bu
nedenle dogru goriintiileme i¢in kullanilan teknige 6zgii kimyasal ayirag kullanimi
tercih edilir. Bu ayiraglara 6rnek olarak kuantum noktalari, floresans boyalar ve
radyoniiklid atomlar 6ne ¢ikartilabilir. Bunlar maddeler dokuyu hedef almak igin

goriintiileme ajani olarak kullanilirlar [13].

1.2.2.1. Kuantum noktalari

Kuantum noktalar1 goriintiileme gibi biyomedikal uygulamalar i¢in kullanilan
kuantum enerjili nano-pargaciklardir. Nano-pargaciklarin boyutu kullanim alanina
gore degisiklik gosterebilir. Kuantum noktalart genis spektral aralikta, yiiksek
emisyon katsayina sahiptirler. Bu emisyon sonucu olusan fosforik goriintiiler taniy1
miimkiin kilar. Kuantum noktalarinin avantaji, Sekil 1.4'de gosterildigi gibi, ylizey
kimyas1 ve konjugasyondur. Goriintilleme teknigi hassas ve ¢ok renkli hiicresel

goriintiileme saglar [14].

Sekil 1.4: In vivo ortamda kuantum boyalar ile hedefeme ve goriintiilemeleri.

1.2.2.2. Floresan boyalar

Floresan boyalar goriiniir bolgede emisyon gostermeleri nedeniyle goriintiilleme
maddesi olarak kullanirlar. Ozellikle zararsiz bir ydntem olan goriintiileme alaninda
floresan boya ile goriintiileme imit verici bir yontemdir. Floresan boyalar biyolojik
veya organik molekiiller ile kovalent ve kovalent olmayan konjugasyon olustururlar
ve boylece biyo-molekiiler olaylar hakkinda es zamanli bilgi saglarlar. Floresan
boyalarin bu 6zellikleri sayesinde tani1 sonucu Sekil 1.5'de gosterildigi gibi kolayca

gozlenir.
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Sekil 1.5: Florasan boya enjekte edilmis kobay fare goriintiilemeleri [15].
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1.2.2.3. Radyoniiklid atomlar

Metal merkezli goriintiileme ajanlari gelistirilirken metalin liganda tutunmasi ve
kordinasyon kimyasi goz oniinde bulundurulmasi gerekir. Tutunma ve baglanma
agisindan uygun olan atomlar, PET ve SPECT gibi cihazlarda goriintiileme yapmaya
olanak saglar. Ornek olarak PET cihazinda gériintiilenmek iizere enjekte edilmis
ilacin, pozitron yayan radyoniiklid atomlarla etiketlenmesi gerekir. Radyoniiklid
atom gama 1sinlariyla etkilesime girdiginde 180 © doniis yapabilen ve 511 keV 1sinlik
gamma kamerasi pozitronu algilar ve bu bilgileri isleyerek bir tarama sonucu saglar.
Bu 6zelligi gosteren atomlar arasinda Ga(IIl), In(1l1) ve Zr(IV) atomlar1 da bulunur.
Bunlarin viicut igerisinde sabit bir lokasyonda belirlenmesi i¢in gerekli olanlar ise
oncelikle taginmasi ve tasiyict molekiile uygun kosullarda baglanmasi gerekmektedir
[16, 17]. Ornegin Ga elementini peptit benzeri tastyic1 yapiya baglayacagimiz zaman,
bunu DOTA kompleks yapisiyla saglayabiliriz. Sekil 1.6’da bunun bir 6rnegi olarak
paralanglioma hastasinin PET/BT cihazi ile yapilan goriintiilemesi gosterilmistir

[18].

Sekil 1.6: ®3Ga radyoniiklid atomu ve PET cihazi ile yapilan goriintiilemesi.
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1.3. Kanser Hiicresinin Goriintiilenmesi

Son yillarda hasta hiicre goriintiilemesinde veya klinik tedavisinde kullanilmak tizere
vicut kisimlarinin, dokularin ve organlarin  biyobelirtegler  yardimiyla
gorsellestirilmesi, gesitli tibbi goriintiileme yontemleri ile yayginlasmistir. Kanser
gibi pek ¢ok hastalifin teshisi, molekiiler goriintiileme yontemleri gibi geliserek

ilerleyen tekniklerle yapilabilmektedir [7].

1.3.1. Tiimo6r dokusunun ¢ogalmasi ve bagisiklik sistemi etkileri

Kanser hastaliginin temel sebebi kanser hiicrelerinin viicut icerisinde dnlenemez bir
bigimde boliinmesidir. Bu kontrolsiiz boliinmenin sebebi ise insan kanser
hiicrelerinin %50’sinin P53 geninin mutasyona ugrayip fonksiyon kaybi1 yasamasidir.
Bu fonksiyon, P53 geninin niikleer transkripsiyon ile pro-opoptotik islev gérmesi
yani viicut igerisinde programli hiicre oliimleri gergeklestirmesidir. Bu gen kanser
hiicresi igerisinde mutasyona ugramasi sonucu, kanser hiicresi ¢ogalmasi gozlenir.
Cogalan hiicrelerin ¢ogu bagisiklik sistemi tarafindan yok edilir. Ancak kalan
hiicrelerin birlesip, ¢ogalmaya devam ettikleri durumlarda ise timor dokusu olusur
[19]. Mutant P53 genlerinin viicut igerisindeki asir1 birikmesinin olusturdugu negatif
etki ise tiimor hiicrelerine karsi anti-kanser etki gosteren T-hiicreleri gibi yararli

hiicrelerin 6liimiine yol agmasidir [20].

T-hiicreleri, bagisiklik sisteminde ve kanser hiicresi 6liimlerinde biiyiik bir yeri olan
beyaz kan hiicrelerinin bir alt tipidir. Bu hiicreler vasitasiyla; viicuttaki bakteri, viriis
ve kanser hiicreleri dogrudan oSldiriilebilir ya da antikor iiretimi gerceklestirerek
viicudu yabanci bilesenlerden korur. T-hiicresi kemik iliginde {iiretildikten sonra

timilis bezinde gelisimini tamamlarlar. T-hiicresi ismi buradan kaynaklanmaktadir

[21].

Fonksiyon farkliliklarinin hala arastirilmasindan dolayi, T-hiicreleri net olmasa da
islevlerine goére gruplara ayrilabilirler. Bunlardan sitotoksik T-hiicreleri ve dogal
oldiiriicii T-hiicreleri; bakteri, virlis ve kanser hiicresi gibi kendinden olmayan
yapilar1 yok ederler. Caligma mekanizmalar1 aynidir ancak dogal oldiriicii T-
hiicreleri Onceden aktiflesmis ve farklilasmis sitotoksik T-hiicreleridir [22, 23].
Yardimer T-hiicreleri ise diger T-hiicrelerinden bilgi toplayip verilecek cevabi
diizenler [24]. Hafizadan sorumlu T-hiicreleri daha 6nce gordiikleri yapilarin mikro-

cevresindeki protein kaydinin tutulmasindan sorumludur [25]. Son olarak diizenleyici
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T-hiicreleri ise T-hiicresi mikro-gevresinde bulunan reseptorii yabanci olarak
algilamaz boylece bagisiklik sistemi baskilanir. Ancak bu hiicre 6zellikle immino-

terapi i¢in biiylik 6nem tasir ve yapisi hala incelenmektedir [26].

Biitiin T-hiicrelerinin ortak gorevi kanser hiicresi gibi yabanci bir hiicreyi
tanimlayarak (Sekil 1.7°de antijen ve reseptorler yoluyla taninma semasi
gosterilmistir) bu hiicreye atak edip 6liimiinii saglamaktir. Kanser hiicresi bagisiklik
dongiisii, kanser hiicresinin Oliip antijen salgilamasiyla baglar. Bu antijenler Sekil
1.7°deki gibi bagisiklik sistemi tarafindan taninip hiicrelerin mikro-¢evrelerine
yerlestirilirler boylece APCs (antigen presenting cells) hiicreleri olusur. Bu olusan
0zel hiicreler antijenlerinden olustuklarindan dolay1 kanser hiicrelerini goriip tanima

gorevindedirler ve kanser hiicresi bagisiklik dongiisii i¢inde yer alabilirler [21].

Chimeric antigen 9 & CANCER CELL
receptor Bo
N\, e®/
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L Vi
- \’\ .
¢ e
(g ]

Sekil 1.7: T ve kanser hiicresi arasindaki antijen baglanma noktalar1 [27].

T-hiicrelerinin kanser hiicrelerine yaptigi immiino ataga ragmen kanser hiicreleri
mikro-gevrelerinde yiiksek seviyede bulunan immiin kontrol noktalari vasitasiyla
bagisiklik sistemini ekarte edebilmektedir. Viicut sisteminde immiin kontrol
noktalarmin temel gorevi, bagisiklik sisteminin, digardan sayilan hiicreye karsi
verdigi tepkinin kontrol altinda tutulmasi ve igerden bir hiicrenin bagisiklik
sisteminin gosterdigi ataklardan etkilenmemesini saglamaktir. Bir baska tanimla
immiin kontrol noktalari tasiyan viicut hiicrelerini taniy1p tanimadiklari hiicrelere ise

immiin sistem saldirilar1 géstermektir [28].

1.3.2. Kanser hiicresi immiin kontrol noktasi: PD-L1

Kanser mikro-gevresindeki immiin noktalarinin kesfi James P. Allison (CTLA-1) ve
Tasuku Honjo (PD-L1) tarafindan yapilmistir ve ilerleyen yillarda da caligma
mekanizmalar1 ve protein ¢aligsma sekilleri tanimlanmigtir. CTLA-1 ve PD-L1 timor

doku ¢evresinde bulunur ve T hiicreleri tarafindan taninmayi saglar [29]. Gorev
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tanimlarinin ayn1 olmasina ragmen c¢aligma mekanizmalart birbirinden farklidir.
Bilim insanlarmin bu ¢alisma dogrultusunda yapilan kanserli hiicre hedefleyerek
tedavi etme galismalar1 basartyla sonuglanmistir. Allison ve Honjo kanser alaninda

yaptiklari kesif ile 2018 yilinda Nobel 6diiliine layik goriilmiistiir [30].

Sekil 1.8: PD-1/PD-L1kompleksi [31].

PD-L1 proteini farkli kanser hiicreleri olmak iizere, timor mikro-gevresinde ve
immiin kaynakli hiicre yapilarinda (APCs) ¢ok yiiksek oranlarda bulunmaktadir [32].
PD-L1 ve T-hiicreleri arasindaki mekanizma kisaca; kanser hiicresinin yabanci hiicre
olarak algilanip T-hiicreleri tarafindan oldiiriilmek tizere saldir1 altinda kalmalar ile
baglar. Timorlii doku {izerinde bulunan PD-L1 proteininin T-hiicreleri iizerinde
bulunan PD-1 ile etkilesimi sonucunda diizenleyici T-hiicreleri kanserli hiicreyi
normal hiicreymis gibi algilar ve bir kisim tiimdr hiicresi immiin ataktan koruyarak
anti-kanser fonksiyonunu disiiriir. Sekil 1.8”deki gibi PD-L1/PD-1 protein kompleks
yapisi, kanser hiicresi tarafindan kendini korumak adina gelistiren bir yapidir ve T-

hiicrelerinin ataklarini ekarte etmek i¢in kullanilir [33].

1.3.3. Kanser dokusunda molekiiler goriintiilenme ve 6nemi

Giiniimiizde PD-L1 yalnizca tedavi i¢in degil ayn1 zamanda gorintiileme igin de
arastinilip  gelistirilmeye baslanmistir. Immiin  kontrol noktast olan PD-L1
proteininden yola ¢ikarak hiicresel ve molekiiler diizeyde ozgiilliige sahip
goriintiileme ajanlarmin gelistirilmesi biyopsi gibi yan etkileri bulunan yontemlere
alternatif olmustur [34]. Goriintilleme amacgli kullanilan bu tibbi malzemelerin
temelde calisma amaci biyopsinin zararli etkilerinden kaginmak ve zararsiz tani

saglamaktir [8].
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Son yillarda klinik tedavi veya hastalik izleme amaciyla kullanilmak {izere viicut
kisimlarimin, dokularinin ve organlarinin gorsellestirilmesi igin tibbi goriintiileme
teknikleri uygulanmaya baslanmistir. Goriintiilleme tekniklerinde biyobelirteglerin
cesitli ozelliklerinden faydalanilarak uygun goriintiileme teknigi ile birlikte doku
gorsellestirilir. Kanser de iclerinde olmak {lizere daha bir¢ok hastaligin teshisi
goriintilleme yontemi ile belirlenir [7]. Gorilintiileme tanim olarak sistemdeki canli
hiicrelerin i¢indeki veya mikro-cevresindeki biyo-molekiillerin ayirt edilmesi igin
kullanilan yontemdir. Yontem, Sekil 1.9'da gosterildigi gibi hedeflenen doku
tizerindeki reseptore ihtiyag duyar ve boylece doku segiciligi gosterir. Molekiiler
goriintilleme icin saglanacak gerekli bilgi, hedefleyici molekiil ve biyobelirtecin
uygun bir sekilde reseptor gorevi gérmesi ile elde edilir. Gortntiiniin olugmast ise

kimyasal problar araciligi ile saglanir [35].

Improved
imaging

Localized
therapy

Killing
cancer
cells

Sekil 1.9: Molekiiler goriintiileme ¢alisma mekanizmasi [36].

1.3.4. Kanserli dokunun hedeflenmesi

Reseptorler, secici baglayict substratlar ile molekiiler ¢ekim saglayan molekiillerdir.
Uygun yerlere ve bosluklara sahip olan hedef dokular, kimyasal ve fiziksel etkiler ile
reseptdor molekiilleri tarafindan segilir. Reseptorler; boyut, sekil ve spektrum

olusumuna dayanarak hedefleme molekiilii igin 6zel olarak tasarlanmistir [37].

Biitiin ligand ve reseptdr ¢iftlerinin etkilesim kosullar fiziksel ve kimyasal olarak
birbirinden farklidir. Ancak Sekil 1.10'da resmedildigi gibi temelde islerin yiiriime
yontemi aynidir. Reseptor spesifik ligandlar tanir ve etkilesimler sonucu ligand ve
reseptorler birbirlerine baglanir. Hiicre lizerinde sekil, aktivite veya renk gibi

kimyasal ve fiziksel kosullar degistirilir [38]. Doku hedefleme i¢in belirlenmis uygun
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molekiiller, molekiillerin secicilik kabiliyeti ile birlikte kanser gibi hastaliklarin

goriintiilemesi amaciyla kullanilabilir.

receptor
molecule

binging molecule

part of cell
responce of
receptor

| plasma membrane

tumuor cell

Sekil 1.10: Goriintiileme ajaninin ana pargalari.

Kimyasal problar in vivo sistemlerde biyolojik islemin gorsellestirilmesini,
karakterizasyonunu ve Ol¢iilmesini saglayan ajanlardir. Radyo-etiketli elementler de
icinde oldugu doku {izerine taginarak rutin klinik uygulamalar i¢in uygun kosullar
saglarlar [39]. Molekiiler goriintiileme ajanlarinin 3D modelinde kimyasal problarin
konumu istenen bilesigin genel goriintiisiine gore belirlenir. ®Ga gibi radyoniiklid
atomlar, PET goriintilleme yonteminde kullanilan atomlardir ancak viicut sivisinda
dagilimlar yiiziinden atomik formda kullanilamazlar. Bu sorunun iistesinden gelmek
i¢in istenen viicut kismini veya dokusunu hedef alma amaci ile tasarlanan tasiyici
bilesige baglanmalar1 gerekir. Bu nedenle Sekil 1.11'deki gibi {i¢ kisimdan olusan
tasarim molekiile ihtiyag¢ vardir [12].

Targeting moiety

« Viiruses - gene targeting

* Antibodies

* Peptides

« Small molecules

* Dual recognifion
* Inherent

Signal agent
« PET - 18F, 13C, 64Cu, 1251

* SPECT -99mTe, 111in Biomarker/Target

* MR - magnefically active elements: o
+Gd* chelates » Physiologic state
« Iron oxide nanoparticles * Receptor
+ Dynamic Nuclear Polarization + Enzyme
+ Paramagnetic metal perfluorocarbons * DNA/RNA

+ Para-Hydrogen
+ Optical - near IR fluorescent dyes,
Quantum dots » Overaciive cell recepiors
+ Ulrasound - microbubbles, micelles, + Overfunder-expressed proteins
liposomes, perfluorocarbon emulsions * Overfunder-expressed genes
+ CT -high Z elements - vl, Bi + Gene mutations, omissions, multiple copies
+ DualTriple agents
+ MRJoptical, CTfoptical, MRIPET,
MR flucrescence/bicluminescence

+ Examples

Sekil 1.11: Goriintiileme ajaninin ana parca 6rneklendirmesi [8].
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Kimyasal goriintiileme ajanlar1 Sekil 1.11'de 6zetlenen ii¢ ana faktor igerir. ilk olarak
uygun kimyasal prob, molekiiler goriintileme yonteminin teknigine gore secilir.
Ayrica kimyasal prob, sonug iriiniin baglanma noktasi ile etkilesime girmelidir.
Ikinci kisim ise hedef molekiiliin immiin kontrol noktalarinin aktif parcalar1 icin
reseptor gorevi yapip hiicre taninmasi saglar. Her immiin kontrol noktasi alicisi igin
tasarlanan reseptor Ozgilin olmalidir. Kimyasal ve fiziksel ozellikler géz Oniinde
bulundurulup hedef molekiile uygun reseptor segilir. Son kisim ise hem kimyasal
probun hem de reseptér molekiiliin birlestirilmesinden olusur. Kombinasyonu
gerceklestirmek i¢in uygun baglayici molekiil atanir. Atanan molekiil hem kimyasal

probu hem de reseptor molekiilii baglayacak kimyasal 6zellikleri tagimalidir.

1.4. Yapilan Calismanin ve Projenin Genel Ozeti

Projede yapilan g¢alismanin amaci ise tiimoér mikro-¢evresinde bulunan immiin
kontrol noktalarina Ozgii yiikksek oranda segicilik gosteren radyontiklid isaretli
molekiillerin tasarlanmasi amaciyla tastyict molekiil sentezlenmesidir. Radyoniiklid
isaretli molekillerin hedefi olarak da kanser mikro-¢evresinde bulunan ve artisi ile
kanserli hiicrelerin tayinini saglayan PD-L1 biyobelirteci, proje kapsaminda
secilmistir. Secilen biyobelirtece uygun modelleme sonuglart degerlendirilerek
yapilan sentez asamasindan sonra gelistirilen ajanlarin islevselliginin test edilmesi ve
eger olumlu veri alinabilirse ornek iiretim yapilmasi planlanmaktadir. Bu fikirden
yola ¢ikarak donanimli hastanelerde siklikla kullanilan PET-BT cihazlariyla
goriintiilenebilecek  radyosyonel yapiyr tasiyacak — peptidomimetik  sentezi

gerceklestirilmistir.

1.4.1. Peptidomimetik ve farmakor yapisi

Peptidomimetikler, yapisal olarak bir peptidin ii¢ boyutlu yapisini taklit ederek
proteinlerin  anahtar-kilit modeli icin sagladigi etkilesimlerin  timiinii
saglamaktadirlar. Temelde hedef peptidlerle ayni biyolojik etkiyi gostermektedirler.
Bu etkiyi saglamak amaci ile biyobelirtece uygun formakofor belirleme ¢aligmasi
modelleme asamasinda yapilmistir. Ayrica peptid yerine peptidomimetik
kullanimindaki amag ise peptidlerin, insan viicudunda hidrolize egilimli yapida
olmalaridir. Peptidomimetiklerin stabilitesi in vivo ¢alismalar i¢in peptidlere kiyasla
daha yiksektir. Bunun sebebi yapilarindaki peptid baglarinin su ile kolayca

kirilmasidir. Peptidomimetiklerin ¢aligmak i¢in daha kararli yapida olmasi onlarin
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daha cok tercih edilmesini saglamistir. Bu organik molekiiller hedef dokuya 6zgii
proteinin modifiye edilmesi veya peptid farmakoruna benzer yapi tasarimi ile

olusturulurlar [40].

IUPAC tarafindan yapilan tanima gore, farmakofor yapisi belirli biyolojik aktivite
icin kimyasal ve fiziksel etkilesimleri saglamak adina gerekli olan elektronik ve
yapisal 6zelliklerin bir araya gelmesidir. Bu toplam etkileri igeren molekiil, biyolojik
yanit veren sistemleri hedeflemek veya tetiklemek i¢cin en uygun yapiyr saglar.
Farmakofor taklit edilecek molekiil {izerindeki biitiin yapilar1 igermez ancak hedef
molekiile yonelik ayn1 molekiiler etkileri Sekil 1.12°deki gibi belirleyerek tamamen
saglar. Baska bir deyisle, en biiyiik ortak paydaki tiim aktif gruplar igeren bilesik
olarak da bilinir [41].

Sekil 1.12: Farmokofor olusturacak atomlar arasi a¢1 ve uzaklik semasi [45].

Hedef dokuya 06zgii proteinin farmakoforunu bulmak igin oncelikle proteinin
kimyasal ve fiziksel etkilesimlerine gore etki haritas1 atanmalidir. Ilgili ligandlar
tanimlandiktan sonra ii¢ boyutlu protein semasi cikarilir. Yarigcap, ligandlar arasi
uzaklik ve uygun degerde tamamlayicilik belirlenip atomlar arasindaki agi1 yeniden
tasarlanip semaya yerlestirilir, Sekil 1.12 gibi. Yiksek etki gosteren pozisyonlar

belirlenip molekiiller ¢oklu rotametrelerde 6rneklenir [42].

1.4.2. Farmakor yapiya gore molekiiler modelleme

Molekiiler modelleme, biyolojik sistemlerdeki anahtar-kilit modelinde meydana
gelen hem kimyasal denge hem de fiziksel dinamik olaylarin atomik diizeyde
anlasilmasii saglar. Molekiiler modellemenin dogrulugu, biiylik 6l¢iide akiskan
fazindaki molekiiler etkilesimleri tanimlamak i¢in kullanilan kuvvet alanlarinin ve

model elektrotunun geometrisinin gegerliligine baglidir [43].
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Hedef dokuya uygun goriintiileme ajani tasarlanirken ii¢ boyutlu protein yapisi ile
kimyasal reseptorlerinin istenilen pozisyonda olmasi bilesigin sonu¢ goriintiisii
tasarlanirken dikkate alinmasi gereken en Onemli faktordiir. Diger bir faktor ise

tastyici kisimlaridir.

Kimyasal reseptorler kan yolunda veya viicut sivisinda kontrolsiiz bir sekilde
dagilirlar. Bu nedenle hedef dokuya direkt iletimi saglayan tasiyict molekiillere
ihtiya¢ duyulur. Molekiil modelleme kisminda dikkat edilmesi gereken kisimlardan
biri de eklenilen tasiyici pargalarin molekiil aktifligini bozmamalar1 gerektigidir [44,

45].

Molekiil modelleme ¢alismalar1 yapilirken arastirma ortaminda, biyobelirteg kristal
yapilart ile giiclii baglanma iligkileri kurabilen ligandlar tarama sonuglarina gore
tasarlanir. Tarama sonuglarinin ardindan en yiiksek baglanabilirlik gdsteren

molekiillerin ii¢ boyutlu pozisyonlari incelenir.

Bu incelemede, ligand ve protein arasinda kurulan etkilesimler incelenerek Sekil
1.13’de oldugu gibi olusturulacak yeni molekiiller i¢in kaynak yaratilir. Arastirma
sonucunda tasarlanan molekiiller ideal sentez yontemi ile tarama ¢aligmalarina uygun

bir sekilde sentezlenir.
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Sekil 1.13: Farmakofor ¢ikarim semasi [45].
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Yapilan genis tarama c¢alismalarin ardindan en iyi eslesme saglayacak molekiil
yapilarinin, 2004 yilinda yayinlanan makaleden elde edilen benzotiyazol tiirevi
bilesiginin sentez yontemi ile sentezlenebilecegi anlasildi. Bu molekiil sentez
yontemi, PD-L1 proteininin aktif bolgesi ile eslesmeye yatkin peptidomimetiklerin
sentezi i¢cin uygun bulunmustur. Bu nedenle projedeki peptidomimetik tasarimlari
icin 2004 yilinda Bael ve ekip arkadaslari tarafindan yayimlanan makale referans
alimmustir. Tasarimlarinin temeli, biyokimyasal prob olarak kullanilan N-tipi voltaj
kapili kalsiyum kanallarinda yaygm olarak kullanilan ®-Conotoksin GVIA
peptidinin peptidomimetik yapisidir. Sekil 1.14’deki GVIA peptidini kullanmak
yerine, yine ayni sekildeki li¢ boyutlu yapisi da belirtilen peptidomimetik
kullanmilmistir. Yapisinda da gosterilen Lys2, Tyr13 ve Argl7, GVIA i¢in farmakofor
olarak belirlenmistir ve uygun peptidomimetik buna gore sentezlenmistir [40, 46].

NH,

Tyrl3 Part-A
O Lys2 Part-B

i :
Y Cﬂ%@

H,N Argl7 Part-C

Sekil 1.14: GVIA peptidinin 3D modeli ve uyum saglayan molekiil [40].

1.4.3. Tasiyic1 ajanlarin molekiiler yapisi

Hastaliklarin teshisini saglamak i¢in hiicre reseptoriinii kullanma fikri, 6zellikle yan
etkileri bulunan biyopsi yontemi ile kiyaslandiginda goriintiilemenin, yan etkisiz ve
uygulamada zararsiz olmasi 6zelligi sayesinde umut verici ve énemli bir tekniktir.
Ayrica bu teknik erken teshisi de saglar. PET (positron emission tomography) ve
SPECT (single photon emission tomography) tomografi tiirleri en sik kullanilan
goriintiileme yontemleri arasindadir [47]. Proje kapsaminda bu teknige yardimci
olacak goriintilleme ajan1 sentezine ilham verecek tasiyict molekiillerin sentezi

yapilmustir.
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Tastyict molekiil tasarlanmast ve sentezi Oncesinde, molekiil modelleme
caligmalarinda Dr. Akdemir tarafindan taramasi yapilan molekiillerin hidrofobik
kuvvetler, hidrojen baglar1 ve elektrostatik itmeler gibi ¢esitli etkilesimler ve yiiksek
afinite ile PD-L1 proteinine baglandigini ortaya konulmustur. Bununla birlikte
aminobenzotiyazol yapili bu peptidomimetiklerin PD-L1 proteinine karsi reseptor

tasarlama asamasinda iyi bir tasiyici olabilecegine karar verilmistir.

Yapilan farkli arastirmalar sonucunda PD-L1 proteini ve buna bagli olan
inhibitorlerin molekiil yapilar1 aydinlatilmistir. Bu yapilan molekiiler yap1 belirleme
sonuglari, inhibitér ve proteininin aktif bolgesi arasinda baglanma iligkileri ve
uyumluluklart  hakkinda detayli bilgi vermektedir. Ligandlarin proteine
baglanabilmesi icin hangi Ozelliklere sahip olmasit gerektigi bu caligmalarla

anlagilmaktadir [43].

Dr. Akdemir tarafindan yapilan tarama sonucu Sekil 1.15°de gosterilmistir. Yapilan
calisma dogrultusunda aktif bolge etkilesimleri g6z Onilinde bulundurularak
sentezlenen yine aymi sekildeki molekiiliin protein yapisina uygun oldugu
gozlenmistir. Ligand iizerinde bulunan tersiyer biitil grubu ile Tyr56B aminoasidi
arasinda hidrofobik etkilesim vardir. Benzotiyazol yapisi lizerinde bulunan halka
yapisinin ise hidrofobik etkilesimlerle, Tyr56A aminoasidi ile uyum sagladig
gozlenmistir. Ayn1 yapinin devaminda bulunan amid grubu ile Asn63A ve Tyr56A
aminoasitlerinin yan zinciri arasinda hidrojen bagi kurulmustur. Lys75A aminoasidi
ve ligandin nitro uglu grubu arasinda da hidrojen bagi kurulmustur. Ayn1 zamanda
Lys124B aminoasidi induced-fit etkisiyle benzil grubu ile katyon-pi bag: etkilesimi
yapabilir.

PET1-CK

Sekil 1.15: Sirasiyla, protein igine yerlestirilmis molekiil ve agik hali.
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Calisma kapsaminda protein sabit tutularak farkli ligand durus varyasyonlart,
ligandin hareketli par¢a oldugu varsayilarak denenmistir. Birgok farkli molekiil ve
varyasyonlarinin bilgisayar destekli taranmasinin tamamlanmasinin ardindan birkag
molekiiliin hedefe yiiksek secicilik ile uyum sagladig1 ve bunun yaninda entalpi ve

entropi degerlerinin teoride uygun oldugu goézlenmistir.

Bu tarama calismasmin teorik alt yapisi ise anahtar-kilit teorisinin, kendisi ile
kendisine gére daha dogru varyasyonu olarak kabul edilen induced-fit etkisinin
birlikte diistiniilerek bir veri bankasi olusturulmasidir. Teori, aktif hareketli parga
(molekiil varyasonlari) ve bu par¢aya uyumlu sabit yapimin (Sekil 1.15’teki protein)
sekil olarak birbirine uyumlu bir es oldugunu savunur. Gergekte ise iki yap1 hareketli
halde disiiniiliip baglanma hakkinda yorum yapilabilir. Bunun nedeni induced-fit
etkisinin, proteinin tam karsiligini bulduktan sonra etkilesime girmesi ancak
morfoloji olarak iki parga birbirine uyumlu olmadigindan proteine uyumlu parga

eslesme sagladiktan sonra proteinde sekil degisiklikleri gézlenmesidir [48].

Kanserle ilgili in vivo hedefleme ¢alismalarinin asil amaci, timor tizerindeki spesifik
yiizey ile hedefleme ajani arasinda kimyasal veya fiziksel bag olusturmak ve bu
karmasik molekiilii goriintiilemektir. Bu kimyasal etkiyr yarattigir diisiiniilen
peptidomimetiklerin sentezi i¢in arastirmalar sonucu Jonathan B. Baell ve ekip
arkadaslar tarafindan yazilan makale bulunmustur. Peptidomimetik sentezini temel
alan 2004 projesinde, Jonathan B. Baell ve ark. (2004), aminobenzotiyazol orta
yapisina sahip peptidomimetik molekiillerini, w-conotoksin GVIA peptidinden ilham
alarak tretmistir [41]. Bu makaleden de alinan fikir ile Baell ve arkadaslar
tarafindan gelistirilen aminobenzotiyazol yapisi sabit tutularak tasarimi yapilacak
goriintlileme ajanlar1 i¢in tasiyict molekiiller gelistirilmistir. Bu modifikasyon
isleminde, farkli molekiil varyasyonlar1 gelistirilmis ve en uygun peptidomimetikler
molekiiler modelleme calismalar1  dogrultusunda, goriintiileme ajanlarim

olusturulacak molekiil yapisina ilhan vermistir.

Sekil 1.16'te gdsterilen olasi tiirevlerin g¢esitliligi ic boliimden olusur. Burada, Kisim
A, B ve C, Sekil 1.14'de gosterildigi gibi sirasiyla GVIA peptidi tizerindeki tirozin,
arginin ve lizin amino asitlerini temsil eder. Peptidomimetiklerin tiirevleri olarak
kabul edilen molekiillerin C kismi, s6z konusu bilesigin sentezlenmesindeki kolaylik

nedeniyle degismeden kalir. Istenen ii¢ ayr1 kismin sentezi tamamlandiktan sonra,
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tastyict parga yaratmak icin Sekil 1.16'da gosterildigi gibi birlestirilecektir [49]. Bu

ana parga sentezine ilham verecek molekiil sentezleri bu calismada tamamlanmstir.

Tas1yic1 molekiillerin, PD-L1 proteinine karsi afiniteleri ITC (Isothermal Titration
Calorimetry) cihazi ile test edilecektir. ITC cihazi, istenilen islem dogrultusunda
sabit sicakliktaki biyo-kimyasal reaksiyonlarin veya molekiiler etkilesimlerin; enzim-
substrat etkilesimleri, multi-molekiiler komplekslerin bilesenleri arasindaki
etkilesimler gibi biyolojik olaylarin enerjisini dlger [50]. Bu islemin ardindan tasiyici
molekiil tasarimina gore sentezlenecek peptidomimetikler iizerine DOTA
takilacaktir. Bu islem yapilirken DOTA grubu iizerindeki ii¢ amin ligandi Boc
gruplar1 ile korunur. DOTA takimindan sonra molekiiller ®3Ga ile kompleks yapi

olusturmaya hazir hale gelecektir. %Ga ile birlesimin ardindan Boc gruplari kaldirilir.

Ra= -C4Hg, -C5H5

Fease BRI a b AN o
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Sekil 1.16: Tez galismasi kapsaminda tasarlanan molekiil 6rnekleri.

Yukaridaki maddelerin tasariminda kullanilan taslak, Sekil 1.17°de gosterilmistir.
Ticari olarak satilan DOTA’nin bir molekiil iizerine takilmasi, DOTA iizerindeki
serbest karboksilik asit grubu ile tasiyict molekiil tizerindeki amin grubu arasinda
amid bagi olusumu ile olur. Dolasiyla goriintiileme ajani, sentezlenen birlesiklerdeki
biyolojik aktiviteyi saglayacak serbest bir amin grubu ile elde edilir ve ana iskeletin

aktivitesini kaybetmemesi amaglanir.
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Sekil 1.17: Peptidomimetiklerin DOTA ile baglanmasi.

DOTA ligand: ile ®®Ga radyoniiklidinin kompleks olusturmasi, hedef dokunun
goriintiileme ajan1 ile etkilesimini PET-BT cihaz1 ile tanimlanmasini saglar.
Sentezlenen ve in vitro/in vitro analizlerden basar1 ile gecen radyoniiklid isaretli
goriintiileme ajanlart uygun fizyolojik tampon igerisinde farelere uygulanacaktir.
flgili ajanin viicuda dagiliminin gergeklesmesi beklenecek ve daha sonra anestezi

altina alman farelerin testleri PET-BT cihaz1 ile degerlendirilecektir
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2. MATERYALLER VE METOTLAR

2.1. Materyaller

Metil 4-hidroksi benzoat, 3-tersiyer-biitil fenol, floro-4-nitrobenzen, etil 2-hidroksi
benzoat, 3-nitrobenzil kloriir, potasyum karbonat, DMSO, DMF, etil asetat, hekzan,
DCM, asetik asit, benzoil kloriir, asetik asit ve benzil klorir Merck firmasindan
temin edildi. Amonyum tiyosiyonat, bromin, sodyum hidroksit ve DIEA Sigma
Aldrich firmasindan temin edildi. DAST Alfa Aesar firmasindan temin edildi.

2.2 Metotlar

'H-NMR ve ¥C-NMR, sirastyla 500 MHz ve 125 MHz'de bir Agilent VNMRS
Spektrometresi ilizerinde elde edildi. Verilerin degeri hertz cinsinden kaydedildi.
Spektrum ayrim cinsleri ise s (singlet), d (dublet), t (triplet) ve m (multiplet) olarak

tanimlanmustir.

Infrared spektroskopisi Perkin Elmer Spektrum One FT-IR spektrometresi ile
kaydedildi. Verilerin degeri cm™ cinsinden rapor edildi.
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3. DENEYSEL KISIM

Deneysel kisimda yapilan sentezlerin tiimii kisimda oOzetlenmistir. Yapilan

reaksiyonlarin detayli gosterimleri Sekil 3.2, Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’de mevcuttur.

1-t-biitil-4-(4-nitrofenoksi)-benzen 1 sentezi [50]: 4-t-biitil fenol (1.07 g, 7.09 mmol)
ve 1-floro-4-nitrobenzen (1 g, 7.09 mmol), DMF (8 mL) igerisinde ¢oziiliir. Daha
sonra karigimin igerisine K2CO3z (2.94 g, 21.27 mmol) eklenir, 70 °C'de 14 saat
karistirilir. Reaksiyon bitiminde etil asetat (15 mL) eklenir ve sirasiyla su (15 mL x
3) ve tuzlu su (15 mL x 1) ile yikanir. Daha sonra organik kisim, Na;SOj ile
kurutulur, siiziiliir ve ¢6ziicli indirgenmis basing altinda buharlastirilir. Verim= %79.
'H-NMR (d-CDCls3) & ppm: 8.39 (2H, d, J=7.3); 7.42 (2H, d, J=7.5); 7.12 (4H, d,
J=8.3); 1.33 (9H, s). 1*C-NMR (DMSO-ds) 5 ppm: 163.5; 152.5; 148.2; 142.7; 127.5;
126.4; 120.3; 117.4; 30.5; 31.5. FT-IR (KBr tablet) vmax/cm™: 2963-2867 (alifatik C-
H); 1586 (N-O gerilmesi).

4-(4-(t-biitil)fenoksi)anilin 2 sentezi [50]: 1-tersiyerbiitil-4-(4-nitrofenoksi)-benzen 1
(2 g, 7.37 mmol), metanol (30 mL) igerisinde ¢6ziiliir ve oda sicakliginda karistirilir.
Daha sonra SnCl> (5.5 g, 29.5 mmol), HCI (%37, 5 mL) igerisinde ¢0ziilerek
reaksiyon ortamina damla damla eklenir. SNCl, ¢ozeltisi eklendikten sonra karisim 4-
5 saat siiresince 70 °C’de karstirilir. Reaksiyon bitiminde metanol indirgenmis
basing ortaminda ugurulur. Kalan ¢okelti saf su ile ¢oziiliip, pH degeri %1 NaOH
cozeltisi ile 11°e getirilir. Olusan siispansiyon karisim santrifiij ile ¢oktiiriilip, DCM
(30 mL x 3) ve saf su (30 mL x 3) ile ekstraksiyon yapilir. DCM ile toplanilan madde
NaxSO; ile kurutulur, siiziiliir ve ¢oziicli indirgenmis basing altinda buharlastirilir.
Verim= %47. *H-NMR (DMSO-ds) & ppm: 7.32 (4H, d, J=7.3); 6.82 (4H, d, J=7.3);
4.82 (2H, s); 1.33 (9H, s). 3C-NMR (DMSO-ds) & ppm: 156.2; 149.2; 144.6; 140.4;
126.4; 120.7; 118.3; 116.4; 122.0; 34.0; 31.7. FT-IR (KBr tablet) vmax/cm™: 3443-
3369 (N-H gerilmesi); 2960-2904 (alifatik C-H); 1620 (N-H egilmesi).

6-(4-(t-biitil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-amin 3 sentezi [40]: 4-(4-(t-biitil)fenoksi)
anilin 2 (0.605 g, 2.51 mmol) ve NH4SCN (0.69 g, 9.1 mmol), yaklasik %20 formik
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asit-asetik asit karisimi (75 mL) igerisinde ¢oziiliir. Reaksiyon 1sik almadan N>
atmosferinde, -3 °C’nin altinda karistirilir. Ardindan bir saat siiresince ortama 3
dakikada bir 1 mL brom ¢6zeltisi (20 ml asetik asit igerisinde 0.182 mL bromin)
eklenir. Cozelti ekleme islemi ardindan reaksiyon oda sicakliginda 14 saat karistirilir.
Reaksiyon bitiminde ortam sicakligi -8 °C’nin altinda tutularak NaOH ¢ozeltisi ile
pH derecesi 1l'e ¢ikartilir. Ardindan tiim karisim etil asetat (4 x 60 mL) ile
ekstraksiyon yapilir. Organik faz selit ile siiziiliir ve sirastyla doygun NaHCOs3 (2 x
50 mL) ve saf su (2 x 50 mL) ile yikanir. Organik faz toplanip NaSOs ile kurutulur,
siiziiliir ve ¢oziicii indirgenmis basing altinda buharlastirilir. Verim= %80. H-NMR
(DMSO-ds) 6 ppm: 7.39 (2H, s); 7.37 (1H, d, J=8.7 Hz); 7.35 (2H, d, J=8.7 Hz); 6.90
(2H, d, J=7.7 Hz); 6.87 (2H, d, J=8.7 Hz); 1.25 (9H, s). *C-NMR (DMSO-ds) &
ppm: 166.6; 156.0; 151.1; 149.4; 145.3; 132.3; 126.9; 118.6; 117.8; 117.4; 112.4,
34.2; 31.5. FT-IR (KBr tablet) vma/cm™: 3440-3126 (N-H gerilmesi); 2960-2904
(alifatik C-H); 1680 (C=N gerilmesi); 1627-1586 (N-H egilmesi).

Metil 4-((3-nitrobenzil)oksi)benzoat sentezi 4 [50]: Metil 4-hidroksi benzoate (0.57
g, 3.73 mmol) ve 3-nitrobenzil kloriir (0.69 g, 3.73 mmol), DMF (10 mL) igerisinde
¢oziilir. Daha sonra karigimin igerisine K>COs (1.55 g, 11.19 mmol) eklenir ve
stispansiyon reaksiyon ortami elde edilir. Reaksiyon 70 °C'de 14 saat karistirilir.
Reaksiyon bitiminde etil asetat (15 mL) eklenir ve reaksiyon sirasiyla su (15 mL x 3)
ve tuzlu su (15 mL x 1) ile yikanir. Daha sonra organik kisim Na2SOg ile kurutulur,
siiziiliir ve ¢oziicii indirgenmis basing altinda buharlastirilir. Verim= %82. *H-NMR
(d-CDCl3) 6 ppm: 3.91 (3H, s); 5.23 (2H, s); 7.02 (2H, d, J=8.7 Hz); 7.04 (1H, t,
J=8.7 Hz); 7.21 (1H, d, J=8.8 Hz); 7.60 (1H, t, J=7.9 Hz); 7.79 (1H, d, J=7.6 Hz);
8.04 (2H, d, J=8.8 Hz); 8.23 (1H, d, J=8.1 Hz); 8.34 (1H, s). FT-IR (KBr tablet)
vmax/cm™t: 2963-2950 (alifatik C-H); 1586 (ester C=0); 1504 (N-O gerilmesi).

4-((3-nitrobenzil)oksi)benzoik  asit 5  sentezi [50]: Metil 4-((3-
nitrobenzil)oksi)benzoat 4 (0.75 g, 2.63 mmol) dioksan (30 mL) igerisinde ¢oziiliir.
Uzerine NaOH ¢ozeltisi (2.75 mL 1.4 M) damla damla eklenir ve 2 saat boyunca 70
°C’de karigtirilir. Reaksiyon bitimde dioksan diisiik basing altinda uzaklastirilir ve
geri kalan ¢okelti HC1 ¢ozeltisi (1 M) ile pH 2 olacak sekilde asitlendirilir. Cokelti
vakum filtrasyon ile ayrilir. Su ile yikandiktan sonra vakum altinda kurutulur.
Verim= %95. 'H-NMR (d-CDCls) § ppm: 5.35 (2H, s); 7.13 (2H, t, J=7.9 Hz); 7.71
(1H, t, J=7.9 Hz); 7.95 (2H, d, J=8.2 Hz); 7.88 (2H, d, J=8.8 Hz); 8.21 (1H, d, J=8.1
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Hz); 8.33 (1H, s); 12.66 (1H, s). FT-IR (KBr tablet) vmax/cm™: 3038 (O-H); 2960-
2867 (alifatik C-H); 1620 (karboksilik asit C=0).

4-((3-nitrobenzil)oksi)benzoil floriir 6 sentezi [40]: 4-((3-nitrobenzil)oksi)benzoik
asit 5 (0.5 g, 1.82 mmol) azot kosullar1 altinda DCM (25 mL) igerisinde ¢oziiliir. 0
°C buz banyosunda DAST (1.17g, 0.96 mL, 7.28 mmol) ilave edilir. Oda
sicakliginda azot altinda 2 saat karigtirilir. Reaksiyon bitiminde buzlu su (25 mL x 3)
ve DCM (25 mL x 3) ile ekstraksiyon yapilir. NaHCO3 ile yikandiktan sonra MgSQO4
ile kurutulur. DCM diisiik basing altinda uzaklastirilir. Uriin vakum altinda kurutulur.
Verim= %91 *H-NMR (DMSO-dg) & ppm: 8.32 (1H, s); 8.18 (1H, d, J=8.2 Hz); 7.99
(2H, d, J=7.9 Hz); 7.90 (1H, d, J=7.9 Hz); 7.69 (1H, t, J=7.7 Hz); 7.25 (2H, d, J=7.2
Hz); 5.39 (2H, s). FT-IR (KBr tablet) vma/cm™: 2960-2866 (alifatik C-H); 1627 (asit
halojentir C=0); 1586 (N-O gerilmesi).

N-(6-(4-(t-biitil)fenoksi)benzo[d]tiyzol-2-il)-4-((3-nitrobenzil)oksi)benzamid 16
sentezi [51]: 4-((3-nitrobenzil)oksi)benzoil floriir 6 (0.0425g, 0.17 mmol) ve 6-(4-(t-
biitil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-amin 3 (0.05g, 0.17 mmol) DCM (10 mL) igerisinde
¢oziilir. Azot kosullar1 altinda DIEA (0.08g, 0.12 mL, 0.67 mmol) eklenir.
Reaksiyon 45 °C’de 14 saat karistirilir. Reaksiyon bitiminde sirasiyla %10 sitrik asit
cozeltisi (2 x 20 mL), buzlu su (2 x 20 mL) ve doygun NaHCOs (10 mL) ile
ekstraksiyon yapilir. Organik faz MgSOs ile kurutulur ve ¢oziicii diisiik basing
altinda buharlastirilir. Uriin soguk metanolde ¢oktiiriiliir. Verim= %70. H-NMR
(DMSO-dg) 6 ppm: 8.33 (1H, s); 8.20 (1H, d, J=8.7 Hz); 8.13 (2H, d, J=7.6 Hz); 7.93
(1H, d, J=8.7 Hz); 7.72 (2H, d, J=8.7 Hz); 7.70 (1H, s); 7.38 (2H, d, J=7.8 Hz); 7.19
(2H, d, J=8.7 Hz); 7.11 (2H, s); 6.93 (2H, d J=8.7 Hz); 5.72 (1H, s); 5.37 (2H, s);
1.26 (9H, s). *C-NMR (DMSO-ds) & ppm: 167.3; 165.6; 162.2; 155.7; 153.3; 148.2;
146.5; 145.7; 139.3; 134.5; 131.7; 131.2; 131.0; 130.5; 129.9; 127.2; 123.4; 122.5;
118.8; 118.1; 125.2; 112.0; 68.8; 34.5; 34.4; 31.9. FT-IR (KBr tablet) vmax/cm™: 3072
(N-H gerilmesi); 2925-2867 (alifatik C-H); 1730 (amid C=0); 1668 (N-H egilmesi).

N-benzil-N-(6-(4-(t-biitil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-il)-4-((3-nitrobenzil)oksi)

benzamid 17 sentezi [51]: N-(6-(4-(t-biitil)fenoksi)benzo[d]tiyzol-2-il)-4-((3-
nitrobenzil) oksi)benzamid 16 (0.089g, 0.16 mmol), benzil kloriir (0.041 g, 0.37 mL,
0.32 mmol) ve K>COs (0.07g, 0.48 mmol) DMF (10 mL) igerisinde ¢oziliir.
Reaksiyon karisimi 100 °C’de azot ortami altinda 14 saat boyunca karistirilir.
Reaksiyon bitiminde DCM (3 x 20 mL) ve buzlu su (3 x 20 mL) ile ekstraksiyon
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yapilir. Organik faz NaxSOs ile kurutulur ve ¢oziicii diisik basing altinda
buharlastirilir. Uriin soguk metanolde ¢oktiiriiliir. Verim= %70. *H-NMR (DMSO-
ds) 6 ppm: 8.31 (1H, s); 8.21 (3H, m); 7.92 (1H, d, J=8.7 Hz); 7.69 (1H, t, J=7.9 Hz);
7.63 (2H, d, J=7.6 Hz); 7.41 (2H, d, J=8.7 Hz); 7.37 (2H, d, J=8.6 Hz); 7.32 (2H, t,
J=7.7 Hz); 7.25 (1H, t, J=7.8 Hz); 7.13 (3H, m); 6.92 (2H, d, J=7.8 Hz); 5.79 (2H, s);
5.34 (2H, s); 1.25 (9H, s). FT-IR (KBr tablet) vmax/cm™: 3031-2919 (alifatik C-H);
1598 (C=N gerilmesi); 1566 (N-O gerilmesi); 1530 (Amid C=0).

4-((3-aminobenzil)oksi)-N-benzil-N-(6-(4-(t-biitil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-
il)benzamid 26 sentezi [52]: N-benzil-N-(6-(4-(t-biitil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-il)-
4-((3-nitrobenzil)oksi) benzamid 17 (0.1 g, 0.15 mmol), metanol (20 mL) igerisinde
¢oziiliir. SnCl> (0.11 g, 0.6 mmol), HCI (%37, 5 mL) igerisinde ¢oziilerek reaksiyon
ortamina damla damla eklenir ve 5 saat siiresince 70 °C’de karistirilir. Reaksiyon
bitiminde metanol indirgenmis basing altinda ugurulur. Kalan ¢okelti saf su ¢oziiliip,
cozeltinin pH degeri %1 NaOH cozeltisi ile 11°e getirilir. Olusan siispansiyon
karisim santriflij ile ¢oktiirtilip, DCM (30 mL x 3) ve saf su (30 mL x 3) ile
ekstraksiyon yapilir. DCM ile toplanilan madde Na:SO;s ile kurutulur, siiziiliir ve
¢Oziicii indirgenmis basing altinda buharlastirilir. Safsizlik metanolde ¢oktiiriiliip,
uzaklastirilir. Verim= %50. *H-NMR (DMSO-dg) & ppm: 8.25 (2H, d, J=8.7 Hz);
7.99 (1H, d, J=7.5 Hz); 7.93 (2H, d, J=6.5 Hz); 7.67 (2H, d, J=8.9 Hz); 7.55 (7H, m);
7.43 (1H, d, J=7.3 Hz); 7.38 (1H, d, J=8.6 Hz); 7.33 (2H, d, J=7.4 Hz); 6.69 (1H, d,
J=7.9 Hz); 5.82 (2H, s); 4.01 (2H, s); 1.25 (9H, s). *C-NMR (DMSO-ds): & 173.7;
168.5; 166.9; 156.1; 155.1; 150.3; 136.5; 134.8; 134; 133.6; 132.4; 132.3; 132.0;
129.2; 129.0; 128.6; 127.9; 123.6; 123.5; 123.3; 120.8; 118.1; 115.6; 114.0; 112.5;
112.2; 62.4; 55.0; 34.8; 26.9. FT-IR (KBr tablet) vmax/cm™: 3345 (N-H gerilmesi);
3031-2955 (alifatik C-H); 1728 (amid C=0).

Metil 4-(4-nitrofenoksi)benzoat 7 sentezi [50]: Metil 4-hidroksi benzoat (2 g, 13.14
mmol) ve 1-floro-4-nitro benzen (1.85 g, 13.14 mmol) DMF (10 mL) igerisinde
¢oziiliir. Daha sonra karigimin igerisine K2COz3 (5.4 g, 39.42 mmol) eklenir ve 70
°C'de 14 saat kanstirilir. Reaksiyon bitiminde etil asetat (15 mL) eklenir ve
reaksiyon sirasiyla su (15 mL x 3) ve tuzlu su (15 mL x 1) ile yikanir. Daha sonra
organik kistm NaxSOy ile kurutulur, siiziiliir ve ¢oziicii indirgenmis basing altinda

buharlastirilir. Verim= %85. *H-NMR (d-CDCls) & ppm: 3.95 (3H, s); 7.12 (4H, t,
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J=8.7 Hz); 8.12 (2H, d, J=8.6 Hz); 8.26 (2H, d, J=9.1 Hz). FT-IR (KBr tablet)
vmax/cm™t: 3084-2957 (alifatik C-H); 1712 (ester C=0); 1583 (N-O gerilmesi).

4-(4-nitrofenoksi)benzoik asit 8 sentezi [50]: Metil 4-(4-nitrofenoksi)benzoat 7 (3 g,
10.98 mmol) dioksan (40 mL) igerisinde ¢oziiliir. Uzerine NaOH ¢dzeltisi (11.5 mL
1.4 M) damla damla eklenir ve 2 saat 70 °C’de karistirilir. Reaksiyon bitiminde
dioksan diisiik basing altinda uzaklastirilir ve geri kalan ¢okelti HCI ¢ozeltisi (1 M)
ile pH=2 olacak sekilde asitlendirilir. Cokelti vakum filtrasyon ile ayrilir. Kalan
beyaz c¢okelti su ile yikandiktan sonra diisiik basingta vakum altinda kurutulur.
Verim= %97. *H-NMR (d-CDCls) § ppm: 8.26 (2H, d, J=7.6 Hz); 8.01 (2H, d, J=8.6
Hz); 7.22 (4H, d, J=9.1 Hz); 5.72 (1H, s). FT-IR (KBr tablet) vmax/cm™: 3538 (O-H
gerilmesi); 3084-2957 (alifatik C-H); 1676 (karboksilik asit C=0).

4-(4-nitrofenoksi)benzoil floriir 9 sentezi [40]: 4-(4-nitrofenoksi)benzoik asit 8 (0.5
g, 1.91 mmol) azot kosullar1 altinda DCM (25 mL) igerisinde ¢oziliir. 0 °C buz
banyosunda DAST (1.23g, 1 mL, 7.64 mmol) ilave edilir. Oda sicakliginda azot
altinda 2 saat karistirilir. Reaksiyon bitiminde buzlu su (25 mL x 3) ve DCM (25 mL
x 3) ile ekstraksiyon yapilir. NaHCOs ile yikandiktan sonra MgSOs ile kurutulur.
DCM diisiik basing altinda uzaklastirilir. Uriin vakum altinda kurutulur. Verim=
%80. 'H-NMR (DMSO-ds) § ppm: 8.30 (2H, d, J=8.2 Hz); 8.10 (2H, d, J=8.0 Hz);
7.33 (2H, d, J=7.3 Hz); 7.30 (2H, d, J=7.3 Hz). FT-IR (KBr tablet) vmax/cm™: 3068-
2873 (alifatik C-H); 1736 (N-O gerilmesi); 1676 (asit halojeniir C=0).

N-(6-(4-(t-biitil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-il)-4-(4-nitrofenoksi)benzamid 18 sentezi
[51]: 4-(4-nitrofenoksi)benzoil floriir 9 (0.158 g, 0.67 mmol) ve 6-(4-(t-
biitil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-amin 3 (0.2 g, 0.67 mmol) DCM (20 mL) igerisinde
¢oziliir. Azot kosullar1 altinda DIEA (0.34g, 0.46 mL, 2.68 mmol) eklenir.
Reaksiyon 45 °C sicaklikta 14 saat dondiiriiliir. Reaksiyon bitiminde sirasiyla %10
sitrik asit ¢ozeltisi (2 x 20 mL), buzlu su (2 x 20 mL) ve doygun NaHCO3 (10 mL)
ile ekstraksiyon yapilir. Organik faz MgSOs ile kurutulur ve ¢oziicii diisiik basing
altinda buharlastirilir. Uriin soguk metanolde ¢oktiiriiliir. Verim= %70. H-NMR
(DMSO-ds) & ppm: 12.87 (1H, s); 8.12 (2H, d, J=9.4 Hz); 7.76 (1H, d, J=8.6 Hz);
7.68 (1H, s); 7.63 (2H, t, J=9.6 Hz); 7.56 (2H, t, J=8.6 Hz); 7.38 (4H, m); 7.14 (1H,
d, J=9.6 Hz, J=8.9 Hz); 6.94 (2H, d, J=7.6 Hz); 1.25 (9H, s). FT-IR (KBr tablet)
vmax/cm™: 3455 (N-H gerilmesi); 3074-2866 (alifatik C-H); 1739 (amid C=0); 1676
(N-O gerilmesi); 1606 (N-H egilmesi).
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N-benzil-N-(6-(4-(t-biitil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-il)-4-(4-nitrofenoksi)benzamid

19 sentezi [51]: N-(6-(4-(t-butil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-il)-4-(4-
nitrofenoksi)benzamid 18 (0.05 g, 0.1 mmol), benzil kloriir (0.025 g, 0.23 mL, 0.2
mmol) ve K>COs (0.04 g, 0.3 mmol) DMF (10 mL) igerisinde ¢oziiliir. Reaksiyon
karisim1 100 °C’de azot ortami altinda 14 saat ile karistirilir. Reaksiyon bitiminde
DCM (3 x 20 mL) ve buzlu su (3 x 20 mL) ile ekstraksiyon yapilir. Organik faz
NazSO;s ile kurutulur ve ¢dziicii diisiik basing altinda buharlastirilir. Uriin soguk
metanolde ¢oktiiriiliir. Verim= %70. *H-NMR (DMSO-dg) § ppm: 8.34 (2H, d, J=9.1
Hz); 8.26 (2H, d, J=7.0 Hz); 7.66 (1H, d, J=9.6 Hz, J=8.8 Hz); 7.64 (1H, t, J=7.7
Hz); 7.40 (2H, s); 7.38 (2H, d, J=8.7 Hz); 7.31 (3H, t, J=7.3 Hz); 7.26 (2H, d, J=7.3
Hz); 7.22 (2H, d, J=8.7 Hz); 6.93 (2H, d, J=8.8 Hz, J=8.6 Hz); 5.81 (2H, s); 1.25
(9H, s). FT-IR (KBr tablet) vmax/cm™: 3028-2866 (alifatik C-H); 1738 (amid C=0).

4-(4-aminofenoksi)-N-benzil-N-(6-(4-(t-biitil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-il)benzamid

27 sentezi  [50]:  N-benzil-N-(6-(4-(t-biitil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-il)-4-(4-
nitrofenoksi)benzamid (0.1 g, 0.15 mmol) 19, etanol (10 mL) ve asetik asit (10 mL)
¢ozeltisi igerisine koyulur. Karisimin igine HCI (1 mL) ve Fe tozu (0.5 g, 9 mmol)
eklenir. Ardindan karisim oda sicakliginda ultrasonik banyoya koyulur. Reaksiyon
bitiminde etanol indirgenmis basing altinda ugurulur. Kalan karisimin pH degeri %1
NaOH ile 11°e getirilir. DCM (30 mL x 3) ve saf su (30 mL x 3) ile ekstraksiyon
yapilir. DCM ile toplanilan madde Na:SOs ile kurutulur, siiziiliir ve c¢oziicii
indirgenmis basing altinda buharlastirilir. Safsizlik metanol ile ¢oktiirtliip,
uzaklastirilir. Verim= %70. 'H-NMR (DMSO-ds) § ppm: 8.24 (2H, d, J=7.1 Hz);
7.92 (2H, d, J=6.7 Hz); 7.66 (1H, s); 7.59 (1H, t, J=5.8 Hz); 7.49 (4H, d, J=5.5 Hz);
7.41 (2H, d, J=7.4 Hz); 7.36 (2H, d, J=6.9 Hz); 7.32 (2H, d, J=6.1 Hz); 7.26 (1H, d,
J=6.9 Hz); 7.14 (1H, d, J=8.5 Hz); 6.93 (2H, d, J=7.9 Hz); 5.82 (2H, s); 4.01 (2H, s);
1.25 (2H, s). *C-NMR (DMSO-ds) & ppm: 174.2; 173.4; 167.7; 162.7; 155.1; 153.9;
146.0; 136.5; 135.3; 133.45; 133.4; 129.6; 129.5; 129.45; 129.4; 129.3; 128.9; 128.3;
127.9; 127.2; 119.1; 118.3; 113.7; 34.4; 30.5; 28.5. FT-IR (KBr tablet) vmax/cm™:
3356 (N-H gerilmesi); 2952-2851 (alifatik C-H); 1755 (amid C=0).

Etil 2-((3-nitrobenzil)oksi)benzoat 10 sentezi [50]: Etil salisilat (0.387 g, 2.33 mmol)
ve 3-nitrobenzil kloriir (0.4 g, 2.33 mmol) DMF (10 ml) igerisinde ¢o6ziiliir. Daha
sonra karisimin igerisine KoCOsz (1.29 g, 9.33 mmol) eklenir ve siispansiyon

reaksiyon ortami elde edilir. Reaksiyon 70 °C'de gece boyunca karistirilir. Reaksiyon
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bitiminde etil asetat (15 mL) eklenir ve reaksiyon sirastyla su (15 mL x 3) ve tuzlu su
(15 mL x 1) ile yikanir. Daha sonra organik kisim, Na2SOys ile kurutulur, stiziiliir ve
¢oziicii indirgenmis basing altinda buharlastirilir. Verim= %84. *H-NMR (DMSO-de)
dppm: 1.38 (3H,t,J=7.1Hz); 4.42 (2H, q,J = 7.1 Hz); 5.26 (2H, s); 7.05 (2H, t,J =
8.2 Hz); 7.48 (1H,t,J = 2.2 Hz); 7.59 (1H, t, J = 8.2 Hz); 7.88 (1H, d, J = 1.7 Hz);
7.91 (1H, d, J = 7.6 Hz); 8.19 (1H, d, J = 8.2 Hz); 8.48 (1H, s). FT-IR (KBr tablet)
vmax/cm™: 3090-2857 (alifatik C-H); 1694 (ester C=0); 1660 (N-O gerilmesi).

2-((3-nitrobenzil)oksi)benzoik asit 11 sentezi [50]: Etil 2-((3-nitrobenzil)
oksi)benzoat 10 (1 g, 3.3 mmol) dioksan (20 mL) igerisinde ¢oziiliir. Uzerine NaOH
¢ozeltisi (3.4 mL 1.4 M) damla damla eklenir ve 2 saat 70 °C’de karistirilir.
Reaksiyon bitiminde dioksan diisiik basing altinda uzaklastirilir ve geri kalan ¢okelti
HC1 ¢ozeltisi (1M) ile pH 2 olacak sekilde asitlendirilir. Cokelti vakum filtrasyon ile
ayrilir. Su ile yikandiktan sonra vakum altinda kurutulur. Verim= %97. 'H NMR
(DMSO-dg) 6 ppm: 5.35 (2H, s); 7.04 (1H, t, ] = 7.6 Hz); 7.21 (1H, d, J = 8.2 Hz);
7.52 (1H,t,J=7.1); 7.70 (2H, m); 7.95 (1H, d, J = 7.1 Hz); 8.18 (1H, d, J = 7.1 Hz);
8.46 (1H, s); 12.79 (1H, s). 3C NMR (DMSO-ds) & ppm: 68.8; 114.4; 121.2; 121.9;
122.2; 122.9; 130.3; 131.3; 133.5; 133.8; 140.0; 148.3; 157.2; 167.6. FT-IR (KBr
tablet) vma/cm™: 3091 (O-H); 2922-2859 (alifatik C-H); 1662 (karboksilik asit
C=0); 1580 (N-O gerilmesi).

2-((3-nitrobenzil)oksi)benzoil floriir 12 sentezi [40]: 2-((3-nitrobenzil)oksi)benzoik
asit 11 (0.2183 g, 0.70 mmol) azot kosullari altinda DCM (25 mL) igerisinde ¢oziiliir.
0 °C buz banyosunda DAST (420 uL, 3.19 mmol) ilave edilir. Oda sicakliginda azot
altinda 2 saat karigtirilir. Reaksiyon bitiminde buzlu su (25 mL x 3) ve DCM (25 mL
x 3) ile ekstrakte edilir. NaHCOg ile yikandiktan sonra MgSOs ile kurutulur. DCM
diisiik basing altinda uzaklastirilir. Uriin vakum altinda kurutulur. Verim= %80. 'H-
NMR (DMSO-ds) 6 ppm: 8.41 (1H, s); 8.18 (1H, d, J=8.1 Hz); 7.94 (2H, t, J=7.9
Hz); 7.78 (1H, t, J=7.8 Hz); 7.70 (1H, t, J=7.7 Hz); 7.37 (1H, d, J=7.4 Hz); 7.15 (1H,
t, J=7.2); 5.43 (2H, s). FT-IR (KBr tablet) vma/cm™: 3091-2853 (alifatik C-H); 1803
(asit halojentir C=0).

N-(6-(4-(t-biitil)fenoksi)benzo[d]tiyzol-2-il)-2-((3-nitrobenzil)oksi)benzamid 20
sentezi [51]: 2-((3-nitrobenzil)oksi)benzoil floriir 12 (0.92 g, 0.34 mmol) ve 6-(4-(t-
biitil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-amin 3 (0.1 g, 0.34 mmol) DCM (10 mL) igerisinde
¢oziliir. Azot kosullar1 altinda DIEA (0.173g, 0.234 mL, 1.36 mmol) eklenir.
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Reaksiyon karisimi 45 °C’de 14 saat karigtirilir. Reaksiyon bitiminde sirasiyla %10
sitrik asit ¢ozeltisi (2 x 20 mL), buzlu su (2 x 20 mL) ve doygun NaHCOs3 (10 mL)
ile ekstraksiyon yapilir. Organik faz MgSOs ile kurutulur ve ¢oziicii diisiikk basing
altinda buharlastirilir. Uriin soguk metanolde ¢oktiiriiliir. Verim= %70. H-NMR
(DMSO-dg) 6 ppm: 12.19 (1H, s); 8.42 (1H, s); 8.16 (1H, d, J=7.3 Hz); 8.00 (1H, d,
J=6.3 Hz); 7.73 (1H, d, J=7.5 Hz); 7.67 (2H, m); 7.57 (1H, t, J=7.9 Hz); 7.38 (1H, t,
J=7.5 Hz); 7.29 (2H, d, J=8.6 Hz); 7.11 (2H, m); 6.93 (2H, d, J=8.0 Hz); 5.41 (2H,
s); 1.26 (9H, s). FT-IR (KBr tablet) vma/cm™: 3313 (N-H egilmesi); 2956-2849
(alifatik C-H); 1735 (amid C=0); 1665 (N-O gerilmesi).

N-benzil-N-(6-(4-(t-biitil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-il)-2-((3-nitrobenzil)oksi)
benzamid 21 sentezi [51]: N-(6-(4-(t-bitil)fenoksi)benzo[d]tiyzol-2-il)-2-((3-
nitrobenzil)oksi)benzamid 20 (0.1571 g, 0.29 mmol), benzil Kloriir (0.072 g, 0.58
mmol) ve K>COs (0.12 g, 0.87 mmol) DMF (20 mL) igerisinde ¢oziiliir. Reaksiyon
karisimi1 100 °C’de azot ortami altinda 14 saat karistirilir. Reaksiyon bitiminde DCM
(3 x 20 mL) ve buzlu su (3 x 20 mL) ile ekstraksiyon yapilir. Organik faz NaxSOg ile
kurutulur ve ¢oziicii diisiik basing altinda buharlastirilir. Uriin soguk metanolde
coktiiriiliir. Verim= %70. 'H-NMR (DMSO-ds) & ppm: 8.17 (1H, d, J=7.8); 7.72 (2H,
m); 7.63 (1H, t, J=7.2 Hz); 7.57 (1H, d, J=8.0 Hz); 7.36 (9H, m); 7.17 (1H, m); 7.09
(2H, m); 6.92 (2H, m); 5.72 (2H, s); 5.34 (2H, s); 1.23 (9H,s). *C-NMR (DMSO-ds)
d ppm: 174.9; 166.9; 157.4; 155.2; 153.8; 148.2; 146.3; 140.3; 136.3; 133.7; 132.6;
131.7; 130.0; 129.2; 128.3; 127.7; 127.6; 127.5; 127.2; 122.9, 121.95; 121.2; 199.2;
118.2; 114.6; 114.3; 113.7; 68.9; 48.8; 34.4; 31.7. FT-IR (KBr tablet) vma/cm™:
3039-2866 (alifatik C-H); 1619 (amid C=0); 1527 (N-O gerilmesi).

Etil 2-(4-nitrofenoksi)benzoat 13 sentezi [50]: Etil salisilat (0.5 g, 3 mmol) ve 1-
floro-4-nitro benzen (0.42 g, 3 mmol) DMF (10 mL) igerisinde ¢oziiliir ve K2CO3
(1.24 g, 9 mmol) eklenir, siispansiyon reaksiyon ortami elde edilir. Reaksiyon 70
°C'de 14 saat karigtirtlir. Reaksiyon bitiminde etil asetat (15 mL) eklenir ve
reaksiyon sirasiyla su (15 mL x 3) ve tuzlu su (15 mL x 1) ile yikanir. Daha sonra
organik katman Na>SOj ile kurutulur, siiziiliir ve ¢oziicii indirgenmis basing altinda
buharlastirilir. Verim= %84. 'H-NMR (d-CDCl3) § ppm: 8.21 (2H, d, J=8.0 Hz);
8.12 (2H, d, J=8.7 Hz); 7.63 (1H, t, J=7.2 Hz); 7.39 (1H, t, J=7.5 Hz); 7.16 (1H, dd,
J=8.7 Hz, J=7.9 Hz); 6.94 (2H, d, J=8.7 Hz); 1.23 (9H, s). FT-IR (KBr tablet)
vmax/cm™t: 3107-2984 (alifatik C-H); 1715 (ester C=0); 1698 (N-O gerilmesi).
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2-(4-nitrofenoksi)benzoik asit 14 sentezi [50]: Etil 2-(4-nitrofenoksi)benzoat 13 (1 g,
3.8 mmol) dioksan (20 mL) igerisinde ¢oziiliir. Uzerine NaOH ¢ézeltisi (4 mL 1.4
M) damla damla eklenir ve 2 saat 70 °C’de karistirilir. Reaksiyon bitiminde dioksan
diisiik basing altinda uzaklastirilir ve geri kalan ¢6zelti HC1 ¢ozeltisi (1 M) ile pH 2
olacak sekilde asitlendirilir. Cokelti vakum filtrasyon ile ayrilir. Su ile yikandiktan
sonra vakum altinda kurutulur. Verim= %97. *H-NMR (d-CDCls) § ppm: 8.21 (2H,
d, J=8.1 Hz); 8.12 (2H, d, J=8.5 Hz); 7.63 (1H, t, J=7.2 Hz); 7.39 (1H, t, J=7.5 Hz);
7.16 (1H, d, J=8.5 Hz); 6.94 (2H, d, J=8.3 Hz). FT-IR (KBr tablet) vmax/cm™: 3107-
3075 (O-H gerilmesi); 2955-2869 (alifatik C-H); 1728 (karboksilik asit C=0); 1669
(N-O gerilmesi).

2-(4-nitrofenoksi)benzoil floriir 15 sentezi [40]: 2-(4-nitrofenoksi)benzoik asit 14
(0.5 g, 1.9 mmol) azot kosullar1 altinda DCM (25 mL) igerisinde ¢oziiliir. 0 °C buz
banyosunda DAST (1.23g, 1 mL, 7.6 mmol) ilave edilir. Oda sicakliginda azot
altinda 2 saat karistirtlir. Reaksiyon bitiminde buzlu su (25 mL x 3) ve DCM (25 mL
x 3) ile ekstraksiyon yapilir. NaHCO3 ile yikandiktan sonra MgSOg ile kurutulur.
DCM diisiik basing altinda uzaklastirilir. Uriin vakum altinda kurutulur. Verim=
%80. 'H-NMR (DMSO-ds) & ppm: 8.24 (2H, d, J=8.2 Hz); 8.10 (1H, d, J=8.1 Hz);
7.89 (1H, t, J=7.8 Hz); 7.53 (1H, t, J=7.5 Hz); 7.36 (1H, d, J=7.3 Hz); 7.14 (2H, d,
J=7.1). FT-IR (KBr tablet) vmax/cm™: 3080-2965 (alifatik C-H); 1800 (asit halojeniir
C=0); 1590 (N-O gerilmesi).

N-(6-(4-(t-biitil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-il)-2-(4-nitrofenoksi)benzamid 22 sentezi
[51]: 2-(4-nitrofenoksi)benzoil florir 15 (0.117g, 0.44 mmol) ve ve 6-(4-(t-
biitil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-amin 3 (0.1327 g, 0.44 mmol) DCM (10 mL)
igerisinde ¢oziiliir. Azot kosullari altinda DIEA (0.277g, 0.307 mL, 1.76 mmol)
eklenir. Reaksiyon karigimi 45 °C’de 14 saat karistirilir. Reaksiyon bitiminde
sirastyla %10 sitrik asit ¢ozeltisi (2 x 20 mL), buzlu su (2 x 20 mL) ve doygun
NaHCO3 (10 mL) ile ekstraksiyon yapilir. Organik faz MgSOs ile kurutulur ve
¢oziicli diisiik basing altinda buharlastirilir. Uriin soguk metanolde ¢oktiiriiliir.
Verim= %70. 'H-NMR (DMSO-ds) § ppm: 10.10 (1H, s); 7.72 (1H, d, J=8.9 Hz);
7.61 (1H, s); 7.39 (1H, d, J=8.7 Hz); 7.37 (2H, d, J=8.7 Hz); 7.31 (2H, d, J=8.7 Hz);
7.08 (1H, d, J=7.6 Hz); 7.03 (1H, t, J=2.5 Hz); 6.93 (1H, dd, J=8.7 Hz, J=7.9 Hz);
6.69 (2H, d, J=8.7 Hz); 6.61 (1H, t, J=7.4 Hz); 1.25 (9H, s). FT-IR (KBr tablet)
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vmax/cm™: 3068 (N-H gerilmesi); 2959-2866 (alifatik C-H); 1747 (amid C=0); 1700
(N-O gerilmesi); 1674 (N-H egilmesi).

N-benzil-N-(6-(4-(t-biitil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-il)-2-(4-nitrofenoksi)benzamid

23 sentezi [51]: N-(6-(4-(t-biitil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-il)-2-(4-
nitrofenoksi)benzamid 22 (0.1144 g, 0.212 mmol), benzil Kloriir (0.054 g, 0.49 ml,
0.424 mmol) ve K>CO3 (0.089 g, 0.636 mmol), DMF (20 mL) igerisinde ¢oziiliir.
Reaksiyon karisimi 100 °C’de azot ortamui altinda 14 saat karistirilir. Reaksiyon
bitiminde DCM (3 x 20 mL) ve buzlu su (3 x 20 mL) ile ekstraksiyon yapilir.
Organik faz Na;SOs ile kurutulur ve ¢oziicii diisiik basing altinda buharlastirilir.
Uriin soguk metanolde ¢oktiiriiliir. Verim= %70. 'H-NMR (DMSO-ds) & ppm: 8.22
(2H, d, J=9.0 Hz); 8.12 (1H, d, J=7.8 Hz); 8.00 (1H, d, J=9.2 Hz); 7.81 (1H, d, J=9.2
Hz); 7.60 (1H, d, J=5.4 Hz); 7.53 (1H, s); 7.35 (6H, m); 7.07 (1H, t, J=2.6 Hz); 7.03
(1H, d, J=8.0 Hz); 6.97 (1H, d, J=7.6 Hz); 6.92 (4H, m); 5.72 (2H, s); 1.24 (9H, s).
FT-IR (KBr tablet) vmax/cm™: 3064-2850 (alifatik C-H); 1729 (amid C=0); 1674 (N-

O gerilmesi).

N-(6-(4-(t-biitil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-il)benzamid 24 sentezi [51]: 6-(4-(t-
biitil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-amin 3 (0.8 g, 2.68 mmol) ve benzoil kloriir (0.75g,
5.36 mmol) DCM (20 mL) igerisinde ¢oziiliir. Azot kosullar1 altinda DIEA (1.38 g,
1.85 mL, 10.72 mmol) eklenir. Reaksiyon karisimi 45 °C’de 14 saat karistirilir.
Reaksiyon bitiminde sirasiyla %10 sitrik asit ¢ozeltisi (2 x 20 mL), buzlu su (2 x 20
mL) ve doygun NaHCOs (10 mL) ile ekstraksiyon yapilir. Organik faz MgSOy ile
kurutulur ve ¢oziicii diisiik basing altinda buharlastirilir. Uriin soguk metanolde
¢oktiiriiliir. Verim= %70. *H-NMR (DMSO-ds) & ppm: 8.12 (1H, d, J=7.3 Hz); 7.92
(2H, d, J=7.1 Hz); 7.67 (1H, s); 7.61 (1H, t, J=7.8 Hz); 7.54 (1H, d, J=8.7 Hz); 7.47
(1H, dd, J=8.6 Hz, J=8.0 Hz); 7.38 (2H, d, J=8.7 Hz); 7.12 (1H, d, J=8.7 Hz); 6.93
(2H, d, J=8.7 Hz); 5.72 (2H, s); 1.25 (9H, s). FT-IR (KBr tablet) vmax/cm™: 3205 (N-
H gerilmesi); 2956-2866 (alifatik C-H); 1738 (amid C=0); 1673 (N-O gerilmesi);
1602 (N-H egilmesi).

N-benzil-N-(6-(4-(t-biitil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-il)benzamid 25 sentezi [51]: N-
(6-(4-(t-bitil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-il)benzamid 24 (0.312g, 0.78 mmol), benzil
Kloriir (0.19 g, 0.17 ml, 1.5 mmol) ve K.CO3 (0.32 g, 2.34 mmol) DMF (20 mL)
icerisinde ¢oziiliir. Reaksiyon karigimi 100 °C sicaklikta azot ortami altinda 14 saat

boyunca karistirilir. Reaksiyon bitiminde DCM (3 x 20 mL) ve buzlu su (3 x 20 mL)
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ile ekstraksiyon yapilir. Organik faz Na2SOs ile kurutulur ve ¢oziicli diisiik basing
altinda buharlastirilir. Uriin soguk metanolde ¢oktiiriiliir. Verim= %70. H-NMR
(DMSO-de) 6 ppm: 7.64 (3H, m); 7.56 (1H, t, J=8.7 Hz); 7.35 (9H, m); 7.13 (1H, d,
J=8.8 Hz,); 6.92 (2H, d, J=8.6 Hz); 5.81 (2H, s); 1.24 (9H, s). 3C-NMR (DMSO-ds)
o ppm: 174.8; 167.8; 155.2; 154.1; 146.2; 137.9; 132.7; 129.5; 129.2; 128.8; 127.8;
127.2; 119.1; 118.3; 114.3; 113.8; 34.5; 30.8. FT-IR (KBr tablet) vmax/cm™: 3089-
2866 (alifatik C-H); 1600 (amid C=0).

2-(3-(4-(florometil)fenoksi)propil)isoindolin-1,3-dion 28 sentezi [40]: 2-(3-(4-
(hidroksimetil)fenoksi)propil)isoindolin-1,3-dion (0.5 g, 1.82 mmol) azot kosullar
altinda DCM (25 mL) igerisinde ¢oziiliir. 0 °C buz banyosu igerisinde DAST (1.17 g,
0.96 mL, 7.28 mmol) ilave edilir. Oda sicakliginda azot altinda 2 saat karistirilir.
Reaksiyon bitiminde buzlu su (25 mL x 3) ve DCM (25 mL x 3) ile ekstraksiyon
yapilir. NaHCOs3 ile yikandiktan sonra M@SOQOgs ile kurutulur. DCM diisiik basing
altinda uzaklastirilir. Uriin vakum altinda kurutulur. Verim= %89. FT-IR (KBr
tablet) vmax/cm™: 3277 (O-H gerilmesi); 2972-2547 (alifatik C-H); 1741 (amid C=0).

2-(3-(4-(((6-(4-(t-butil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-il)amino)metil)fenoksi)propil)
isoindolin-1,3-dion 29 sentezi [51]: 2-(3-(4-(florometil)fenoksi)propil)isoindolin-1,3-
dion 31 (0.12 g, 0.37 mmol) ve 6-(4-(t-biitil)fenoksi)benzo[d]tiyazol-2-amin 3 (0.89
g, 0.37 mmol) DCM (10 mL) igerisinde ¢oziiliir. Azot kosullar1 altinda DIEA (0.19
g, 0.14 mL, 1.48 mmol) eklenir. Reaksiyon karisimi1 45 °C’de 14 saat dondiiriiliir.
Reaksiyon bitiminde sirasiyla %10 sitrik asit ¢ozeltisi (2 x 20 mL), buzlu su (2 x 20
mL) ve doygun NaHCOs (10 mL) ile ekstraksiyon yapilir. Organik faz MgSOy ile
kurutulur ve ¢oziicii diisiik basing altinda buharlastirihir. Uriin soguk metanolde
¢oktiiriiliir. Verim= %68. 'H-NMR (DMSO-ds) & ppm: 8.05 (2H, d, J=8.8 Hz); 7.99
(2H, d, J=8.8 Hz); 7.80 (5H, m); 7.65 (1H, s); 7.38 (1H, d, J=6.2 Hz); 7.13 (1H, d,
J=6.2 Hz); 6.97 (1H, d, J=6.2 Hz); 6.93 (2H, d, J=8.9 Hz); 5.73 (1H, s); 4.38 (2H, t,
J=5.3 Hz); 4.08 (2H, m); 3.77 (2H, t, J=2.3 Hz); 1.26 (9H, s). *C-NMR (DMSO-ds)
o ppm: 171.2; 168.4; 164.3; 156.1; 155.5; 154.3; 153.4; 134.7; 132.0; 130.8; 127.5;
127.0; 126.9; 123.4; 117.9; 114.5; 113.9; 112.1; 66.4; 49.6; 35.3; 34.4; 31.6; 27.9.
FT-IR (KBr tablet) vmax/cm™: 3302 (N-H gerilmesi); 2954-2849 (alifatik C-H); 1770
amid C=0); 1712 (N-O gerilmesi); 1602 (N-H egilmesi).

2-(3-(4-(((6-(4-(t-biitil) fenoksi)benzo[ d]tiyazol-2-il) (4-klorobenzil)amino)metil)
fenoksi)propil)isoindolin-1,3-dion 30 sentezi [51]: 2-(3-(4-(((6-(4-(t-biitil)fenoksi)
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benzo [d]tiyazol-2-il)amino)metil)fenoksi)propil) isoindolin-1,3-dion 32 (0.6 g, 1
mmol), 4-kloro-benzil kloriir (0.32 g, 2 mmol) ve K2COz (0.41 g, 3 mmol) DMF (10
mL) igerisinde ¢oziliir. Reaksiyon 100 °C sicaklikta azot ortami altinda 14 saat
karistirtlir. Reaksiyon bitiminde DCM (3 x 20 mL) ve buzlu su (3 x 20 mL) ile
ekstraksiyon yapilir. Organik faz Na>SOs ile kurutulur ve ¢oziicli diisiik basing
altinda buharlastirilir. Uriin metanolde ¢oktiiriiliir. Verim= %65. 'H-NMR (DMSO-
ds) & ppm: 7.89 (2H, d, J=8.8 Hz); 7.85 (2H, d, J=7.8 Hz); 7.45 (3H, m); 7.37 (5H,
m); 5.28 (2H, s); 4.08 (2H, t, J=5.3 Hz); 3.72 (2H, t, J=6.4 Hz); 2.09 (2H, m); 1.26
(9H, s). BC-NMR (DMSO-ds) & ppm: 168.4; 165.6; 162.9; 136.3; 135.7; 135.4;
134.7; 133.1; 132.4; 131.7; 131.3; 130.1; 129.8; 129.0; 128.9; 126.7; 123.4; 121.5;
117.9; 114.8; 66.5; 65.4; 62.5; 35.3; 31.6; 27.8. FT-IR (KBr tablet) vmax/cm™: 2955-
2849 (alifatik C-H); 1771 (amid C=0).

N-(6-(4-etilfenoksi)benzo[d]tiyazol-2-il)-2-(4-nitrofenoksi)benzamid 31 sentezi [51]:
6-(4-etilfenoksi)benzo[d]tiyazol-2-amin (0.1 g, 0.37 mmol) ve 15 (0.09 g, 0.37
mmol), DCM (10 mL) igerisinde ¢oziliir. Azot kosullar1 altinda DIEA (0.19 g, 0.14
mL, 1.48 mmol) eklenir. Reaksiyon karisimi 45 °C sicaklikta, 14 saat karistirilir.
Reaksiyon bitiminde sirasiyla %10 sitrik asit ¢ozeltisi (2 x 20 mL), buzlu su (2 x 20
mL) ve doygun NaHCOs (10 mL) ile ekstraksiyon yapilir. Organik faz MgSOy ile
kurutulur ve ¢dziicii diisiik basing altinda buharlastirilir. Uriin metanolde ¢oktiiriiliir.
Verim= %70. FT-IR (KBr tablet) vmax/cm™: 2955-2848 (alifatik C-H); 1824,1730
(amid C=0).

N-benzil-N-(6-(4-etilfenoksi)benzo[d]tiyazol-2-il)-2-(4-nitrofenoksi)benzamid 32
sentezi [51]: N-(6-(4-etilfenoksi)benzo[d]tiyazol-2-il)-2-(4-nitrofenoksi)benzamid 28
(0.19 g, 0.1 mmol), benzil kloriir (0.26 g, 0.23 mL, 0.1 mmol) ve K>COz (0.04 g, 0.3
mmol), DMF (10 mL) igerisinde ¢oziiliir. Reaksiyon karigimi 100 °C’de azot ortami
altinda 14 saat boyunca karistirilir. Reaksiyon bitiminde DCM (3 x 20 mL) ve buzlu
su (3 x 20 mL) ile ekstraksiyon yapilir. Organik faz Na2SOg ile kurutulur ve ¢oziicii
diisiik basing altinda buharlastirilir. Uriin metanolde ¢oktiiriiliir. Verim= %75. FT-IR
(KBr tablet) vmax/cm-1: 2955-2848 (alifatik C-H); 1730 (amid C=0).

2-(4-aminofenoksi)-N-benzil-N-(6-(4-etilfenoksi)benzo[d]tiyazol-2-il)benzamid 33
sentezi [50]: N-benzil-N-(6-(4-etilfenoksi)benzo[d]tiyazol-2-il)-2-(4-nitrofenoksi)
benzamid 29 (0.09 g, 0.15 mmol) metanol (20 mL) igerisinde ¢oziiliir ve oda

sicakliginda karistirilir. Daha sonra SnCl; (0.11 g, 0.68 mmol) HCI (%37, 5 mL)
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icerisinde ¢oOziilerek reaksiyon ortamina damla damla eklenir. SnCly ¢dzeltisi
eklendikten sonra karigim 4-5 saat siiresince 70 °C’de karistirilir. Reaksiyon
bitiminde metanol indirgenmis basing altinda ugurulur. Kalan ¢okelti saf su ¢oziiliip,
cozeltinin pH degeri, %1 NaOH ¢ozeltisi ile 11°e getirilir. Olusan silispansiyon
karisim santrifiij ile ¢oktirilip DCM (30 mL x 3) ve saf su (30 mL x 3) ile
ekstraksiyon yapilir. DCM ile toplanilan madde Na;SOs ile kurutulur, siiziiliir ve
¢Oziicii indirgenmis basing altinda buharlastirilir. Safsizlik metanolde ¢oktiiriiliip,
uzaklastirilir. Verim= %56. *H-NMR (DMSO-dg) & ppm: 8.13 (2H, d, J=8.7 Hz);
7.50 (1H, d, J=7.6 Hz); 7.34 (12H, m); 7.37 (2H, t, J=7.9); 6.94 (1H, d, 4.34 (2H,
s);); 6.85 (2H, d, J=7.8); 4.65 (2H, s); 4.34 (2H, s); 2.17 (2H, m); 1.15 (3H, t, J=8.7
Hz). FT-IR (KBr tablet) vmax/cm™: 3304, 3229 (N-H gerilmesi); 3030-2850 (alifatik
C-H); 1730 (amid C=0).

4-(4-nitrofenoksi)benzoil kloriir 35 sentezi [53]: 4-(4-nitrofenoksi)benzoik asit 8 (0.5
g, 1.91 mmol) SOCI; igerisinde ¢oziilerek iizerine katalitik miktarda (1 damla) DMF
eklenir ve 1 saat boyunca karigtirtlir. Reaksiyon bitiminde reaksiyon karigimi toluen
ile kanstinihp ¢oziiciiler diisiik basing altinda uzaklastirilir. Uriin vakum altinda
kurutulur. Verim= %95. FT-IR (KBr tablet) vmax/cm™: 3345 (N-H gerilmesi); 3031-
2955 (alifatik C-H); 1728 (amid C=0).

O

O

8

SOCl, 0

DMF NO
O.K. Cl 2
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O

35

Sekil 3.1: Madde 35’in tiyonil Klortir ile sentezi.
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Sekil 3.2: Tez kapsaminda sentezlenen maddelerin sentez semasi.
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Sekil 3.3: Tez kapsaminda sentezlenen maddelerin sentez semasi.
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Sekil 3.4: Tez kapsaminda sentezlenen maddelerin sentez semasi.

38



4. SONUC VE CIKARIMLAR

4.1 Sentezlenen Maddelerin Tasarimi ve Sentez Yontemi

DOTA molekiiliiniin sentezlenen bilesiklere NH> fonksiyonel grubu yardimiyla
takilmasi i¢in 2 sentez yontemi gelistirilmistir. Sekil 4.1°deki retrosentez semasi ile
Sentez-1 ve Sentez-2 yontemleri detayli bir sekilde aydinlatilmistir.

Sentez-1 Ry

R, o Re
et L e O
R N

R N +
5) i

e s T - A,

A1 B1
NO,

oy A
op- O

Sekil 3.2'de tiim 6rnekleri bulunur.

+

Sentez-2 . OYO/Rs
oYL orene O

c2
Cl
0
0 Rs o S
oy = T - 7
)—NH R N Ry
R N

A2 B2

0

s
/
0

Sekil 3.4'de tam molekiil gosterilir.

Sekil 4.1: Amin ve ftalamid uglu maddelerin retro-sentez semasi.
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iki retrosentez yonteminin de ara yapilar1 temel olarak A, B, C harfleri ile gdsterilmis
lic parca olarak tanimlanabilir. Sekil 4.1°deki iist kisimda yer alan Sentez-1’in,
Sentez-2 ile arasindaki fark amin fonksiyonu igeren parcanin, Sentez-1’de nitro
fonksiyonel grubundan amine indirgenmesi, Sentez-2’de ise ftalamid korumasi ile

eklenmesidir.

Sekil 4.1°de A1 ve A2 olarak gosterilen aminobenzotiyazol yapisi, sekonder amid
verecek sekilde benzoil kloriir tiirevleri ve benzoil floriir tiirevleri (Sekil 4.1°’deki B1
ve B2) ile reaksiyon verir. Bu sekonder amid yapilari, hedeflenen bilesikleri elde
etmek i¢in benzil kloriir tiirevleri (Sekil 4.1°deki C1 ve C2) ile reaksiyon verir.
Madde 26 ve 27 oldugu gibi amin yapisinin elde edilmesi igin nitro gruplari amine
indirgenir. Ftalamid yapis1 igeren Sentez-2’deki maddenin koruma grubu ise DOTA

takim asamasindan 6nce kaldirilacaktir.

4.2 Sentezlenen Maddelerin Karakterizasyonu

Sekil 4.1 tizerinden bu retrosentez adimlarini anlatacak olursak; oncelikle hedef
irtiniin plan1 sekonder amid ve benzil kloriir tiirevleri ile reaksiyona girmesi ve
sonug lirlin yani tersiyer amid olugmasidir. Biitiin bu yapilan planlamalarin 151831nda

sentezlenen maddelerin karakterizasyon verilerinin agiklamalar1 asagida yapilmistir.

99

4000 3500 3000 2600 2000 1500 1000 500
cm-1

Sekil 4.2: Madde 18’in, sirasiyla madde 9 ve madde 35 ile sentezi.

Sekonder amid yapisim1 olusturmak adma benzatiazol tiirevi bilesikler asit
halojeniirler ile reaksiyona girmistir. Asit halojentirlerin karboksilik asitlerden elde

edilmesi ise DAST kimyasali ile yapilmigtir. DAST kullanilarak yapilan karboksilik
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asitlerin, florlama reaksiyonun baska bir sentez yontemi ise tiyonil kloriir ile
denenmis ve basarili oldugu goriilmiistiir. Sekil 3.1°deki yontem kullanilarak yapilan
iki reaksiyonun iirlinii madde 3 ile reaksiyona sokulmus ve FT-IR spektrumu asagida

gosterilmistir. Sekil 4.2°de olusan iki tirliniin birebir ayn1 oldugu gozlenmistir.

Molekiil 1, 2 ve 3 igin karakterizasyon asamasi: Sekil 4.3°deki metot ile sentezlen
molekiil 1, 2 ve 3 icin 1586 cm™ giiclii N-O sinyali molekiil 1°de bulunan nitro
fonksiyonel grubunun varligini gosterir. Yine bu gi¢lii sinyalin bir sonraki
reaksiyonda kaybolmasi molekiil 2’de nitro fonksiyonel grubunun olmadigini
kamtlar. Ayrica 3400-3350 cm™? civarinda gozlenen sinyaller madde 2’deki N-H
baglarin1  gosterir. Molekiill 3 icin; 3379 cml’de N-H gerilme bandinin
gbzlemlenmesi yapida amin grubunun varhgini kanitlamaktadir ve 1680 cm™’de
bulunan sinyal N=C bandma aittir, Sekil A.1’de gosterilmistir. *H-NMR ve 3C-
NMR spektrumlarinda ise tiim bagli gruplardaki hidrojenlerin tam sayida ve
Ongoriilen kimyasal kayma degerlerinde goziikmesi, molekiillerin basariyla
sentezlendigini gostermistir, Sekil A.14, Sekil A.15, Sekil A.16 ve Sekil A.43, Sekil
A.44, Sekil A.45°deki gibi.

1.NH4SCN
Asetik Asit
Formik Asit
-3°C

K I y(II)KI N2

Z.B rrrrrr e} S
@ £ @ T
NO, 45saat o NH, N
—»

Sekil 4.3: Madde 1,2 ve 3’iin sentez yontemi.

Asit halojeniir olan molekiil 6, 9, 12 ve 15 i¢in karakterizasyon asamasi: Sekil
4.4’ deki metot ile sentezlen molekiiller i¢in 1580 cm™ civarindaki giiclii ester sinyali
molekiillerde bulunan ester grubunun varligimi gosterir. Yine bu gii¢lii sinyalin bir
sonraki reaksiyonda kaybolmasi molekiillerin artik ester olmadigini kanitlar. 3025-
3030 cm? civarinda gdzlenen sinyaller O-H baglarin1 gosterir. Bir sonraki florlama
adimi icin asit halojeniir varhigi 3030 cm™’de O-H gerilme bandimnmn
gdzlemlenmemesi ve 1625-1630 cm™ arasinda bulunan asit halojeniiriine ait karbonil
yapisindan gelen giiclii sinyal kanitlar. 'H-NMR spektrumlarinda ise tiim bagh
gruplardaki hidrojenlerin tam sayida ve oOngoriilen kimyasal kayma degerlerinde
goziikmesi, molekiillerin basariyla sentezlendigini gostermistir. Karakterizasyon
spektrumlart Sekil A.2, Sekil A.3, Sekil A.4, Sekil A.5, Sekil A.17, Sekil A.18, Sekil
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A.19, Sekil A.20, Sekil A.21, Sekil A.22, Sekil A.23, Sekil A.24, Sekil A.25, Sekil
A.26, Sekil A.27, Sekil A.46’da detayli bir sekilde verilmistir.

NO,
o}
- NaOH ¢dz. DAST 0]
1,4- diok: DCM
0 70 "C‘o s 0 0°C-0.K.
NO, 2 saat 2 saat F
o/\©/ ¥ e HO —
(e}

(0]

4 5
Sekil 4.4: Madde 4, 5 ve 6’nin sentez yontemi.

Molekiil 16, 18, 20, 22, 24, 29 ve 31 (sekonder amid) i¢in karakterizasyon asamas:
Sekil 4.5°de de sentez 6rnegi bulunan sekonder amidler i¢inFT-IR spektrumunda
molekiillerin sentezlendiginin kanit: 3500-3300 cm™ arasinda bulunan giiclii ve sivri
N-H sinyalinin genis ve daha gii¢siiz bir sonuc olarak gdzlenmesi ve 1730 cm™
civarinda bulunan Karbonil sinyalidir. Ayrica *H-NMR spektrumunda 10 ppm
civarindaki azota bagl hidrojen sinyalinin integralinin yariya diismesi ve karbonil
fonksiyonel grubunun bagl oldugu karbon atomunun **C-NMR spektrumunda
gozlenmesi molekiillerin  basartyla sentezlendigi  gosterir.  Karakterizasyon
spektrumlart Sekil A.6, Sekil A.7, Sekil A.8, Sekil A.9, Sekil A.10, Sekil A.11, Sekil
A.12, Sekil A.13, Sekil A.28, Sekil A.30, Sekil A.32, Sekil A.34, Sekil A.36, Sekil
A.40, Sekil A.47, Sekil A.52°de detayh bir sekilde verilmistir.

6-(4-(tert-butyl)phenoxy)
benzo[d]thiazol-2-amine 3
DIEA

gVl NN Co:S *@ o

9
Sekil 4.5: Madde 18’in sentez yontemi.

Molekiil 17, 19, 21, 23, 25, 30 ve 32 (tersiyer amid) i¢in karakterizasyon asamasi:
Sekil 4.6’de de bir sentez 6rnegi bulunan tersiyer amidler i¢in FT-IR spektrumunda
bu molekiillerin sentezlendiginin kamiti1 3500-3300 cm™ arasinda bulunan N-H
sinyalinin gdzlenmemesi ve 1740-1680 cm™ bulunan sekonder amide ait ¢ift boyunlu
sinyalin, tek boyunluya déniismesidir. Ayrica H-NMR spektrumunda 10 ppm
civarinda sekonder amid igin gozlenen azota atomuna bagli hidrojen sinyali, tersiyer
amid icin gozlenmemistir. Karakterizasyon spektrumlart Sekil A.29, Sekil A.31,
Sekil A.33, Sekil A.35, Sekil A.37, Sekil A.41, Sekil A.50, Sekil A.51, Sekil A.53°de
detayl bir sekilde verilmistir.
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Sekil 4.6: Madde 19’un sentez yontemi.

Amin fonksiyonu igerecek molekiil 26, 27 ve 33 i¢in karakterizasyon agamasi: Sekil
4.7’da bir sentez 6rnegi bulunan madde 26 icin DOTA molekiiliiniin baglanmasi i¢in
gerekli olan NH> fonksiyonel grubunun elde edildiginin kaniti;FT-IR spektrumuna
bakilarak 3500-3300 cm™ arasinda belirgin bir sekilde gdzlenen genis sinyaldir.
Ayrica 'H-NMR spektrumunda 6.9 ppm civarinda gdzlenen iki hidrojen integralini
saglayan singlet sinyali ile kanitlanir. Karakterizasyon spektrumlart Sekil A.38, Sekil

A.39, Sekil A.42, Sekil A.48, Sekil A.49’da detayli bir sekilde verilmistir.
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o 2 NH,
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O
17
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Sekil 4.7: Madde 26’nin sentez yontemi.

DOTA molekiiliiniin baglanmasi i¢in gerekli olan NH2 fonksiyonu igin yapilan nitro
grubunun indirgenmesi ise madde 2’nin sentezinden ilham alinarak madde 26 ve 33
icin Sekil 4.7°deki metot ile yapilmistir. Ancak verim %50 civarinda olmustur. Bu
nedenle kalay (II) kloriire gore daha sert kosullara sahip bir yontem arastirtlip ileri
reaksiyona Sekil 4.8’daki madde 27 nin sentezi olan demir elementi i¢eren reaksiyon
ile devam edilmis ve reaksiyon verimi %70 civarindadir. Bu sebeple kalay (II) kloriir
ile yapilan reaksiyondan vazgegilip ileri reaksiyonlara demir iceren yontem ile

devam ettirilmistir.
0 /F\zet\k}\swl o s i NH.
0. 2
X(j \©is/>/N)K©\ /[ J " E‘u(;lno‘ X@ \©iN/>"NJK©\ /©/
N i oK. :/< o
(0] —_—
19

Sekil 4.8: Madde 27 nin sentez yontemi.

DOTA molekiiliiniin baglanmasi i¢in gerekli olan NH2 fonksiyonu i¢in yapilan ve

Sekil 4.9’da sentez metodu gosterilen bir diger yontem ise fatalamid koruma
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grubunun hidrazin hidrat ile kaldirilmasidir. Bu islemden sonra koruma grubu kalkan

NH: fonksiyonel ucu DOTA molekiilii ile birlesmeye hazir bir asamaya getirilir.

DIEA
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— N\:/E
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30

Sekil 4.9: Madde 29 ve 30’un sentez yontemi.

4.3 Proje Kapsaminda Yapilacak Gelecek Calismalar

Bu projenin gelecekteki amaci ise bu peptidomimetiklerin PD-L1'e kars1 izotermal
titrasyon kalorimetrisi ile afinitesini ve termodinamik parametrelerini belirlemek ve
daha sonra termodinamik parametreleri ve afinitesi agisindan ilgili proteine karsi en
uygun sonuglarin alindig1 molekiiller ile yapilacak olan in vitro testlerde de basarili
bulunanlar ile pozitron emisyon tomografisi kullanilarak yeni PET/BT goriintiileme
ajanlar1 elde etmek igin DOTA ve %Ga ile birlestirmek ve in-vivo sartlarda
goriintiileme calismalarini tamamlamaktir. %8Ga radyoniiklid atomu kanser hiicresi
icin gelistirilecek goriintiileme ajanlarinin son haline ulagsmalar1 i¢in tez kapsaminda
sentezlenen peptidomimetiklere sinyal ajani1 olarak eklenecektir. Goriintiileme

ajanlarinin hedeflenen son hali ise Sekil 4.10°de detayli bir sekilde gosterilmistir.

(o]
f? MNeavesare
N
o %j % @ﬁ el o
Cﬁ g

Molekiil 17 Molekiil 30 Q\

Sekil 4.10: Molekiil 17 ve 30’un DOTA ve 8Gabaglanmis hedef yapilari.
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EKLER

EK A: Sentezlenen bilesiklere ait yapisal analiz spektrumlari.

49



3126.10em-1

L

350|00cm{1
2p§3.48cm-

2868.24cm-1

1586.31em-1

2360.05cm-1 1620.96cm-1

1680 .84&m-1
4.48¢m-1
865.88cm-1

1627 47cr-1

3000 2500 2000 1500 1000 500 -
rm-1

Sekil A.1: 1, 2 ve 3 bilesiklerine ait FT-IR spektrumu.
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Sekil A.2: 4, 5 ve 6 bilesiklerine ait FT-IR spektrumu.

51

1000

500 400



3108.62em-1
754 2957 35em-1

859 8
3538.52em-1 3108.34cm-1
75] 3082.92em-1

1679.46cm-1

70] 2971 22em1 " 1582.65¢ nf
65

3 T T T T T T r !
4000 3500 3000 2500 ] 2000 1500 1000 500 400
cm-

Sekil A.3: 7, 8 ve 9 bilesiklerine ait FT-IR spektrumu.

52



10

11

2005.23cm-1

1660.34cm-1

1601.13em-1

1662.03cm-1

§3.23cm-1
3091.20cm-2921.45cm-1

1803.06cm-1

487
4000

3500

3000 2500 2000 1500 1000
cm-1

Sekil A.4: 10, 11 ve 12 bilesiklerine ait FT-IR spektrumu.
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Sekil A.6: 3, 16, 17 ve 26 bilesiklerine ait FT-IR spektrumu.
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Sekil A.7: 3, 18, 19 ve 27 bilesiklerine ait FT-IR spektrumu.
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Sekil A.14: 1 bilesigine ait *H-NMR spektrumu.
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Sekil A.20: 7 bilesigine ait *H-NMR spektrumu.
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Sekil A.23: 10 bilesigine ait *H-NMR spektrumu.
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Sekil A.24: 11 bilesigine ait *H-NMR spektrumu.
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Sekil A.25: 12 bilesigine ait 'H-NMR spektrumu.
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Sekil A.27: 15 bilesigine ait 'H-NMR spektrumu.
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Sekil A.28: 16 bilesigine ait 'H-NMR spektrumu.
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Sekil A.29: 17 bilesigine ait H-NMR spektrumu.
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Sekil A.30: 18 bilesigine ait H-NMR spektrumu.
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