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OZET

DOKTORA TEZi

TAMOKSIFENIN MODIFIKASYONU: TASARIM, SENTEZ VE BiYOLOJIK
DEGERLENDIRME

Berrak ERTUGRUL
Damisman: Prof. Dr. Nurullah SARACOGLU

Amag¢: Bu tez calismasinda, yeni tamoksifen-temelli indol ve oksindol tiirevlerinin,
tamoksifen-bis(indolil)metan ~ (TMX-BIM) tiirevlerinin,  dimerik  tamoksifenlerin
sentezlenmesi, elde edilen yeni molekiillerin sitotoksik ve antikanser aktivitelerinin meme
kanser (MCF-7 ve MDA-MB-231) hiicre hatlar1 ve normal meme epitel hiicreleri (MCF10A)
tizerine olan etkilerinin incelenmesi amaglandi.

Yontem: Tamoksifen (TMX) iskeletinin sentezi McMurry kenetlenme reaksiyonu,
brominasyon ve ardindan demetilasyon ile gerceklestirildi. Elde edilen tamoksifen iskeletinin
ilgili indol ve oksindol boronik ester tiirevleri ile Suzuki kenetlenme reaksiyonlar1 sonucu yeni
tamoksifen-temelli indol ve oksindol tiirevleri elde edildi. Tamoksifen-temelli indol
tiirevlerinin HFIP icerisinde benzaldehit tiirevleri ile reaksiyonu sonucu TMX-BIM tiirevleri
sentezlendi. Bunun yaninda ¢esitli tamoksifen homo-dimerlerinin sentezi etkili bir yontemle
Suzuki kenetlenmesi yoluyla gelistirildi. Elde edilen yeni bilesiklerin dstrojen pozitif meme
kanseri hiicresi (MCF-7), tiglii negatif meme kanseri hiicre hatti (MDA-MB-231) ve normal
meme epitel hiicresi (MCF10A) iizerindeki sitotoksik etkisi, doz ve zaman bagimli olarak
CVDK-8 kitiyle ireticinin talimatlar1 izlenerek yapildi. Sentezlenen bilesiklerden kanser
hiicrelerinin canliligina 6zgiil olarak aktivite gosteren bilesikler belirlendi ve bunlarin apoptotik
etkisi, Kaspaz Assay kolorimetrik test ile 405 nm’de absorbans dlgiimlerine dayali olarak analiz
edildi. Tamoksifen tiirevi bilesiklerin tamoksifene benzer sekilde Gstrojen reseptorii lizerinden
etki ettiklerini dogrulamak igin, Ostrojen reseptor alfa’nin hedef genlerinden olan GREB1 ve
PS2 genlerinin ifadeleri Real Time PCR (gPCR) yapilarak belirlendi.

Bulgular: Tamoksifen-temelli indol ve oksindol tiirevleri, TMX-bis(indolil)metanlar ve homo-
dimer tamoksifenler saf izomerler halinde elde edildi. TMX-bis(indolil)metanlarin ii¢ farkli
tirevinin MCF-7 hiicreleri lizerinde doz ve zaman bagimli sitotoksik aktivite gosterdigi
gozlendi. Kanser hiicrelerinin canliligina spesifik olarak etki ettigi belirlenen bilesiklerden E-
114, Z,Z-132b, Z,Z-132f 6nemli 6l¢iide MCF-7 hiicrelerine 6zgii olarak kaspaz aktivitesini
arttirdig1 gosterilmistir. Bu bilesiklerden spesifik olarak Z,Z-132b’nin dstrojen reseptor hedef
genlerinden GREBI ve PS2’nin ifadelerini MCF-7 hiicrelerinde anlamli olarak azalttig:
gosterilmistir.

Sonu¢: Tamoksifen yerine kullanilabilecek antikanser potansiyele sahip yeni indol-modifiye
tamoksifen tiirevleri elde edildi. Sentezlerde Suzuki kenetlenme reaksiyonunun dimerik
tamoksifenlerin elde edilmesinde Kkullanilabilirligi arastirildi. Bu tez c¢alismasi kapsaminda
yapilan caligmalar ve elde edilen sonuglar; organik sentez ve biyoaktivite ile ilgili yapilacak
olan yeni ¢alisma ve projelerin olusturulmasina katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Tamoksifen, Indol, Dimer, Sentez, Suzuki Kenetlenmesi, Biyoaktivite,
Antikanser.

Haziran 2023, 146 sayfa



ABSTRACT

DOCTORAL DISSERTATION

MODIFICATION OF TAMOXIFEN: DESIGN, SYNTHESIS, AND BIOLOGICAL
ASSESSMENT

Berrak ERTUGRUL
Supervisor: Prof. Dr. Nurullah SARACOGLU

Purpose: In this thesis, it was aimed to synthesize new tamoxifen-based indole and oxindole
derivatives, tamoxifen-BIM derivatives, dimeric tamoxifen and to examine the anticancer
properties of the new molecules obtained.

Method: The synthesis of the tamoxifen skeleton was carried out by McMurry coupling
reaction, bromination followed by demethylation. New tamoxifen-based indole and oxindole
derivatives were obtained as a result of Suzuki coupling reactions with the corresponding indole
and oxindole boronic ester derivatives of the obtained tamoxifen skeleton. TMX-
bis(indolyl)methane molecules were synthesized by reaction of tamoxifen-based indole
derivatives with HFIP. Besides, an efficient method for obtaining various tamoxifen homo-
dimers has been developed via Suzuki coupling. Using the CVDK-8 kit, dose and time were
adjusted to determine the novel compounds cytotoxic effects on the estrogen positive breast
cancer cell line (MCF-7), the triple negative breast cancer cell line (MDA-MB-231), and the
normal breast epithelial cell (MCF10A). Among the synthesized compounds, compounds
showing specific activity on the viability of cancer cells were determined and their apoptotic
effect was analyzed based on absorbance measurements at 405 nm by Caspase Assay
colorimetric test. The expression of GREB1 and PS2, target genes of estrogen receptor alpha,
was assessed using Real Time PCR (gPCR), in order to confirm that tamoxifen-derived drugs
act on the estrogen receptor similarly to tamoxifen.

Findings: Tamoxifen-based indole and oxindole derivatives, TMX-bis(indolyl)methanes and
homo-dimer tamoxifens were obtained as pure isomers. It was observed that three different
derivatives of TMX-bis(indolyl)methanes showed dose and time dependent cytotoxic activity
on MCEF-7 cells. It was discovered that the cancer cell viability inhibitors E-114, Z,Z-132b, and
Z,Z-132f dramatically increased caspase activity in MCF-7 cells. Specifically, Z,Z-132b, one
of these compounds, has been shown to significantly reduce the expression of estrogen receptor
target genes GREB1 and PS2 in MCF-7 cells.

Results: New indole-modified tamoxifen derivatives with anticancer potential that can be used
instead of tamoxifen were obtained. The usability of the Suzuki coupling reaction in the
synthesis to obtain dimeric tamoxifens was investigated. The studies carried out within the
scope of this thesis and the results obtained; It will contribute to the creation of new studies and
projects related to organic synthesis and bioactivity.

Keywords: Tamoxifen, Indole, Dimer, Synthesis, Suzuki Coupling, Bioactivity, Anticancer.
June 2023, 146 pages
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GIRIS

Kanser, hiicrelerde DNA'min hasar1 sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir
sekilde biliylimesi ve ¢ogalmasi seklinde devam eden patolojik bir durumdur. Normal hiicre
biiyiimesinde hiicrenin diferansiyasyonu (farklilasma) ve proliferasyonu (g¢ogalma) iyi
ayarlanmis ve siki kontrol altindadir. Bu iki olaydan herhangi birisi ya da ikisi kontrol disina
cikarsa normal hiicrelerin malign (kotii huylu) hiicrelere donlisme riski artar. Maligniteye
ugramis hiicreler bir araya gelerek tiimorleri olusturur. Olusan tiimorler canliligini devam
ettirebilmek icin replikatif yaslanmanin iistesinden gelmek ve yiiksek proliferasyon oranini
korumak amaciyla kan dolagimina tutunarak yeterli miktarda besin ve oksijen saglamak
zorundadir. Tiimoriin bu amagla kan dolasimina girmesi ile lokal dokulara invazyon (yerlesme)
ve metastaz (yayilma) gergeklesir (Welch ve Rinker-Schaeffer 1999; Marrinucci vd., 2012;
Donato vd., 2020) (Sekil 1).

Metastatik kanser hiicrelerinin Uygun bir organ/doku bulduklarinda
kan damarlarina girmesi kanser hucreleri damardan disari go¢ eder

@ o
o o o

' 1
Kan damarlarina giren Yeni metastatik/sekonder timorlerin olusmasi
kanser hiicrelerinin
genel dolasima katiimasi

Metastatik kanser hiicreleri

Sekil 1. Metastaz

Kanserin ciddi bir hastalik haline gelmesinin asil sebebi olan metastaz, 6liimlerinin
yaklasik %90’indan sorumludur. Metastaz, timoriin olustugu bolgeden, baska yeni doku ve
organlara yayilim seklinde gelisir. Kanser erken teshis edildiginde, cerrahi miidahale ya da
kemoterapi ile basariyla tedavi edilebilir, ancak kanserin metastaza ugradiktan sonraki
teshisinde tedavi genellikle basarisiz olur. Genel olarak kanserin bir kiside neden gelistigi tam
olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte, arastirmalar, bazi risk faktorlerinin kiside kanser
gelistirme olasiligini artirdigini gostermistir. Bu faktorler gesitli sekillerde viicuda kimyasal
karsinojenlerin girmesi, diisiik sebze meyve tiiketimiyle sagliksiz diyetler, obezite, iyonize edici
ve iyonize olmayan radyasyonlar, alkol ve sigara kullanimi ve fiziksel aktivite eksikligi gibi

etkenler olarak belirlenmistir (Nguyen ve Massagué 2007).



Arastirmacilarin kanserli bir hiicreye tedavi onerilebilmesi i¢in ilk olarak kanserin
evresinin belirlenmesi gerekir. Kanserin evreleri, tlimoriin biiylikliigli ve ne dlclide yayilmis
oldugu gibi bilgiler verir. Bunun i¢in TNM (Tumor Node Metastasis) sistemi kullanilir
(American Joint Committee on Cancer). T tiimoriin biiytikligiint, N yakinindaki kanserli lenf
nodlarmin sayisint ve M tlimdriin kanser metastazi olup olmadigini gosterir. TNM, Tablo

1’deki gibi gruplanmuistir.

Tablo 1. Kanserin Evreleri (American Joint Committee on Cancer).

Normal olmayan hiicreler vardir, ancak yakin

Evre 0 dokulara yayilim yoktur. (Carcinoma in situ
(CIS)) CIS kanser degildir, fakat kansere
doniisebilme ihtimali vardir.

Kanser vardir. Sayi, tiimor biyiikligini ve
Evre |, Evre Il ve Evre 11 yaytlim miktarint verir.

Evre IV Kanser metastaza ugramaistir.

Kanser kemoterapisi, klinik uygulamalara gore hastaligi iyilestirmek {izere yapilan
kiiratif tedavi ve yalnizca hastaligin ilerleyisini durdurmayi hedefleyen palyatif tedavi olmak
tizere iki sekilde yapilir. Giiniimiizde kanser tedavisinde suan kullanimda olan ve ilaglar etki
ettikleri yere gore; mitoz ve enzim inhibitorleri, alkilleyici ajanlar, antimetabolitler, sitotostik
antibiyotikler, hormon antagonistleri, interferonlar ve monoklonal antikorlar olarak

gruplandirilir (Nguyen ve Massagué 2007).

Mitoz inhibitorleri arasinda dogal kaynakli alkaloitler yer alir. Colchicum
autumnale’den ekstraksiyonla elde edilen Kolsisin (1) ve Vinka rosea bitkisinden elde edilen
Vinblastin (2) ve Vinkristin (3) (Vinka alkaloitleri veya indol alkaloitleri) kanser hiicresinin
metafaz evresinde hiicre ¢ekirdeginin mitoz boliinmesinin engellenmesine ve buna bagli olarak
DNA ve RNA sentezini inhibe ederek etki gosterirler (Sekil 2) (Bérubé 2006). Paklitaksel
(Taksol) (4), Taxus brevifolio’nin kabuklarindan izole edilen, taksan iskeleti tagiyan bilesikler
de, mitoz inhibitorii olarak kullanilir (Sekil 2). Tedavide direng gelisimini 6nlemesi sebebiyle
birgok kanser ilaci ile kombine halde ve ayrica meme karsinomlarinda metastaz olmus

hastalarda kullanilmaktadir (Bérubé 2006).
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Sekil 2. indol alkaloitleri ve paklitaksel

Bircok kemoterapdtik ilacin reseptorleri niikleik asitlerdir (DNA ve RNA). Kanser
tedavisinde kullanilan alkilleyici bilesiklerin etki mekanizmalari, reseptor proteinlerinin serbest
amino gruplarinin veya niikleik asitlerin adenil veya fosfat gruplarinin alkilasyonu ile kovalent
bag olusturmalar1 esasina dayanir. Niikleik asit veya proteinlerin alkilasyonu ile kanserli
hiicrenin boliinmesi, dolayisiyla ¢ogalmasindaki fonksiyonlar engellenmekte ve sitotoksik etki

ortaya ¢ikmaktadir. Bu sinifa ait ilaglar Sekil 3° de verilmistir (Dalkara ve Sarag 2016).
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5 Klorambusil 6 Cis-platin 7 Karmustin

Sekil 3. Niikleik asit reseptorlerine etki eden bazi kanser ilaglar1

Antikanser antimetabolitler, genel olarak antiviraller gibi, niikleik asitlere ve bunlarin
temel yapilarina katilan koenzimlerle yapisal olarak benzer bilesiklerdir (Sekil 4). Bu bilesikler
polimeraz enziminin islevini durdurarak tlimoriin inhibisyonunu saglarlar. Bununla birlikte, bu
gruptaki ilaglar organizmaya uygulandiginda, normal bir hiicrenin DNA yapist ile kanser
hiicresinin DNA yapisin1 birbirinden ayiramamaktadir. Bundan dolayr molekiillerin sitostatik
etkileri segimli degildir ve klinik kullanimlar1 sinirlidir (Tuncbilek vd., 2012; Kucukdumlu vd.,
2017).
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HOOCH,CH,C~ ~COOH
11 Folik asit, R'=OH,R2=H

12 Metotreksat, R'=NH,, R?= CH,4
13 Aminopterin, R' = NH,, R?=H

Sekil 4. Baz1 antikanserojen antimetabolitler



Sitostatik etki gosteren bazi antibiyotikler, toksik Ozellikleri nedeniyle bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmamaktadirlar. Sitostatik 6zelliklerinin saptanmasindan
sonra bu bilesiklerin antikanser olarak kullanilabilecekleri diisiiniilmiis ve tedaviye
sunulmustur. Bu antibiyotiklerden polipeptit yapida olan tedaviye sokulmus aktinomisin (14)
genel olarak RNA’nin sentezini inhibe ederler (Sekil 5). Tiimor gelisim dongiistiniin S ve G2
fazlarina etki ederler. Streptomyces tiirlerinden elde edilen antrasiklin grubu antibiyotiklerden
doksurobisin (15), daunorubisin (16), zorubisin (17), daha ¢ok tiimér gelisiminin S fazina etki
ederler (Sekil 5). DNA’nin niikleik asit sentezini ve topoisomeraz enziminin etkisini inhibe
ederler. Streptomyces caespitosus kiiltiiriinden sekonder metabolit olarak elde edilen diger bir
antibiyotik mitomisin-C (18)’dir. Mitomisin-C, in vitro denemelerde aktif 6zellik gostermeyen
bir antibiyotiktir. Bir taraftan alkilleyici olarak etki gosterirken, diger taraftan serbest radikal
meydana getirir. Bu nedenle pankreas karsinomlarinda sitotoksik olarak kullanilir (Bérubé

2006) (Sekil 5).
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14 Aktinomisin-D (Daktinomisin) 15 Doksorubisin 16 Daunorubisin

OH

18 Mitomisin-C

17 Zorubisin

Sekil 5. Sitostatik etki gosteren bazi antibiyotikler

Hormonlara bagh olarak gelisen bazi tiimorlerin tedavisinde de hormon ve hormon
antagonistleri kullanilir. Bazi kotii huylu tiimoérler, hiicrelerinin canliligi bir hormon tarafindan
baski altinda tutulan dokulardan dolay1 olusurlar. Bu tiimorleri etkisiz hale getirebilmek icin
antineoplastik ilag olarak inhibe edici hormon veya benzeri kullanilir. Meme ve prostat kanseri
gibi baz1 kanserler viicutta hormon olarak adlandirilan bazi maddelerin varliginda biiytiyiip
gelisirler. Hormonal tedavi viicuttaki hormon miktarini degistirerek meme, prostat, serviks,
over, endometrium, tiroit, bobrek hiicre kanserleri, lenfomi ve 10semi, iireme sistemi
kanserlerinin tedavisinde kullanilir. Ornegin tamoksifen (19) viicuttaki Ostrojen miktarini
azaltir ve hormona duyarlt meme kanserinin tedavisinde kullanilir (Sekil 6). Buna karsilik

Ostrojen hormonu Ozelligi gosteren nonsteroidal Ostrojen agonisti fosfoestrol (20) ve



Klorotrianisen (21) prostat kanseri tedavisinde kullanildiginda, kanser gelisimi ve metastazin

olduke¢a yavasladigi goriilmiistiir (Bérubé 2006) (Sekil 6).

® o.
; W
HO—P—OH
OCH,CH,N(CH3), 8 H,CO
19 Tamoksifen 20 Fosfestrol 21 Klorotrianisen
Sekil 6. Baz1 6strojen agonist ve antagonistleri.
N7 o

o X
o/\ HN cl
o (\N,CHa NN N
N\) ~o N)

22 imatinib 23 Gefitinib 24 Erlotinib
NH o
< ML O
Z
CH
o N/ ° CH, N= ]
Y N O
N
F. / N _N\N // 0 N)//\
0 \ F
: 2 o g

25 Sunitinib 26 Ponatinib 27 ibrutinib

f AN
N A o/\/o\
\©/NH

Sekil 7. Enzim inhibitorleri

Enzim inhibitorleri enzimlerin katalitik aktivitesini azaltan ya da bu etkiyi tamamen
ortadan kaldiran molekiillerdir. Enzimatik aktivitenin azalmasi ve enzimin tamamen bloke
olmast hem hiicre oliimiine hem de hiicre dongiisiindeki yolaklarin inhibisyonuna sebep
olabilir. Tirozin kinaz, ATP’de bulunan fosforun hedef proteinlere aktarilmasini saglayan,
protein fosforilasyonunu hizlandiran bir enzimdir (Paul ve Mukhopadhyay 2004). Hiicre
boliinmest, hiicreler arasindaki sinyallerin iletilmesinde, hiicrenin canlilig1 hareketi gibi 6nemli
islevler yiiriitiir (Pawson 2002; Zhang 2009). Tirozin kinazlarin kanser biiyiimesindeki 6nemli
rolleri anlasildiktan sonra, kanser tedavisinde iyi bir hedef olmuslardir. Tirozin kinazlar, pek
cok spesifik substrat proteinlerde ATP'den tirozine fosfat tagiyarak hiicre i¢i sinyallerin iletisini
baglatirlar. Karsinogenez ile iliskili biiyiime faktorlerin sinyal yolaklarinin diizenlenmesinde
onemli rol oynarlar. Tirozin kinazlarin aktivitesindeki bozulma hematolojik malignitelerde de
goriiliir. Ozellikle kronik miyeloid 16semi ve akut lenfoblastik 16semide tirozin kinazlarin
aktivitesi artmistir (Alacacioglu ve Ozcan 2012). Yapilan calismalarla ilk Tirozin Kinaz
Inhibitorii (TKI) imatinib (22) kesfedilmis ve 2001°de FDA tarafindan onaylanmistir. Diger

tirozin kinaz inhibitorleri gelistirilirken imatinib prototip olarak alinmis ve yapi-aktivite



iliskileri incelenmistir. Genel etki mekanizmasi tirozin kinazin baglanma boélgesinde yarigsmali
ATP inhibisyonudur; fakat her bilesigin farmakokinetigi, hedefledigi kinaz spektrumu ve yan
etkileri birbirinden farklidir (Hartmann vd., 2009). TKI Sekil 7'de siniflandirilmigtir (Das ve
Wakelee 2012).

Dimerik Antikanser Terapotikler

Reseptore karsi daha iyi afinite gostererek sitotoksisiteyi daha giiclii hale getirmek ve
ilacin aktivitesini daha da artirmak i¢in uygun baglayicilarla (linkir) ilag molekiilleri birbirine
baglanir. Dimerik molekiil elde etmek, farmokofor grubu birden fazla sayida igeren yeni
molekiiller elde etmek agisindan arastirmacilar tarafindan ilgi cekici olmustur. Ozdes gruplarin
kovalent baglarla birlesmesi ile olusan dimerik yapilar molekiiler replikasyon olarak
adlandirilir. Iki grup birlesirse molekiiler duplikasyon, ii¢ grup birlesirse molekiiler triplikasyon
ve devam edecek sekilde adlandirilir. Ornegin dikumarol (28), hekzametonyum kloriir (29),
pentamidin (30) benzer sekilde diisiiniilebilecek simetrik ilag molekiilleridir (Dalkara ve Sarag
2016) (Sekil 8).
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Sekil 8. Replikasyonla gelistirilmis bazi ilaglar

Molekiiler hibridasyon farkli grup ve molekiillerin kovalent baglarla baglanmasi sonucu
yeni molekiiller elde edilmesidir. Bu yontem sinerjik etki elde etmek veya bir etkiye yardime1
olmak amaciyla siklikla kullanilmaktadir. Aspirin ve asetaminofenin birlestirilmesiyle benorilat
(31), salisilik asit ve asetaminofenin birlestirilmesiyle asetaminosalol (32), siilfapiridin ve
aminosalisilik asidin birlestirilmesiyle siilfasalazin (33) molekiiler hibridizasyonla gelistirilmis
kanser ilaglarina 6rnektir (Dalkara ve Sarag 2016) (Sekil 9).
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Sekil 9. Molekiiler hibridizasyonla gelistirilmis ilaglar



KURAMSAL TEMELLER

Tamoksifenin Onemi ve Sentez Yontemleri

Tamoksifen (19) ve tiirevleri meme kanseri, disparoni ve osteoporoz dahil gesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilan, son derece giiclii ve dnemli bir ila¢ siifin1 olustururlar.
Tamoksifen, 1970’lerden beri, Gstrojene bagimli meme kanseri tedavisinde kullanilan segici
Ostrojen reseptor modiilatoriidiir. Meme gibi hedef organlarda, Ostradioliin etkisini reseptor
protein sentezini inhibe ederek bloke eder. Tamoksifen meme hiicresinde antagonist etkiler
gosterirken, endometriyum iizerinde agonist etki gdstermektedir. Bu yiizden tedavide birincil
ilag olarak kullanilmasina ragmen endometriyal tiimérlerin olusumunu artirmasi ile dezavantaj
saglamaktadir. Tamoksifen nonsteroidal trifeniletilen tiirevi bir antidstrojendir. En 6nemli
metaboliti olan N-desmetiltamoksifen (34), tamoksifen gibi antidstrojenik etki gostermektedir.
Tamoksifenin hidroksi tlirevlerinden biri olan endoksifen (36) 6nce meme kanseri ajani olarak
gelistirilmistir, fakat daha sonra postmenopozal ve yaslilik osteoporozu i¢in de terapdtik bir ilag

aday1 oldugu gozlemlenmistir (Shiina vd., 2007) (Sekil 10).

34 N-Desmetil Tamoksifen (R' = H, R? = NHMe)
35 4-OHT (Afimoksifen) (R' = OH, R? = NMe,)

19 Tamoksifen (R = H, R2 = NMe,) 38 Raloksifen 39 GDC-0810 40 Aromataz inhibitérii
36 Endoksifen ( R' = OH, R?= NHMe)
NEt, NEt,

R
<< I

41 AZD9496 42 Ospemifen 43 Toremifen 44 Klomifen

37 Norendoksifen ( R! = OH, R2= NH,) o

Sekil 10. Tamoksifen, tiirevleri ve benzer etki gdsteren bazi bilesikler

Bu c¢ekirdek yapisina sahip molekiillerin farkli yan zincirlerle sentezi veya fenil
gruplarmin farkli aromatik halkalarla yer degistirmesi ile tamoksifene benzeyen yeni
bilesiklerin (34-44) sentezi gergeklestirilmistir (Lim vd., 2017) (Sekil 10). Tamoksifenin,

metabolizma enzimleri tarafindan, kendisinden 100 kat daha fazla afiniteye sahip olan 4-



hidroksitamoksifen (35), endoksifen (36) ve norendoksifen (37)’e metabolize oldugu rapor
edilmistir (Lim vd., 2017) (Sekil 10).

Tamoksifen ve tiirevlerinin 6zellikleri, bu tip olefinlerin sentezi igin arastirmacilara ilgi
odag1 olsa da reaksiyonlarda karsilasilan yetersiz stereosegicilik halen daha sorun teskil
etmektedir. Tamoksifende alken pargasini olusturabilmek i¢in siklikla kullanilan Mc Murry
kenetlenmesi ve dehidrasyon reaksiyonlari, tamoksifen sentezinde ilgili alkenin uygun
stereosegicilikle olusturulmasi igin gii¢likk yaratmaktadir (Tandon vd., 2020). Bundan dolay1
bu metotlara alternatif olarak Armstrong Cummins, Knochel, ve Miller tarafindan cesitli
metaller kullanilarak tamoksifen i¢in yeni sentez prosediirleri gelistirilmistir (Miller ve Al-
Hassan 1995; Cummins 1995; Knochel wvd., 1998). Tamoksifen ve tiirevlerinin
sentezlenmesinde gec¢is metallerinin kullanimi arastirmacilara, daha iyi stereo kontrol, daha
ucuz ve yiiksek verimli sentetik prosediirlerin tasarlanmasini saglamistir. Bu gecis metalleri
tamoksifen yapisinin 6nemli anahtar basamaklarinin sentezi i¢in kullanilan Sonogashira (Cu),
Suzuki (Pd), Negishi (Zn) ve Stille (Sn) gibi kenetlenme reaksiyonlarini kapsamaktadir.
Tamoksifenin farmakolojik 6zellikleri, antitlimor aktivitesi ve terapdtik potansiyeline iliskin
birgok ¢alisma literatiirde verilmistir. Ancak bugiine kadar, yalnizca 2012 yilinda tamoksifenin,
fenil siibstitiie ¢ift bagin olusumu, iki aromatik ketonun rediiktif kenetlenmesi ve geg¢is metal
katalizli reaksiyonlar olmak tizere {i¢ ana yolla sentezlenebilecegi ortaya konulmustur (Kasiotis
ve Haroutounian 2012). Bundan hareketle tamoksifenle ilgili; Zn, Pd, Li gibi metal bazli
reaktiflerle, karbon-karbon tekli bagi, karbon-karbon ¢ift bagi ve karbon-karbon iiglii baginin
olusturulmas1 gibi sentez stratejileri ve C-H fonksiyonellendirme, alkinlere katilma
reaksiyonlari, niikleofilik katilma, siibstitiisyon, eliminasyon ve rediktif kenetlenme

reaksiyonlar1 literatiirde genis bir sekilde rapor edilmistir (Sema 2.1).
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Sema 2.1. Temel kimyasallardan tamoksifen sentezi
Tamoksifen, hastalarda diger kanser ilaglarina oranla daha az yan etki gbzlenmesi ve
uygun maliyetli olmasi nedeniyle birka¢ yildir diinya ¢apinda siklikla kullanilan Gstrojen
reseptor modiilatoriidiir. Meme kanseri tedavisi ve meme kanseri riski yiiksek olan kadinlarda

kimyasal olarak 6nleyici bir ilag olarak da kullanilmaktadir (Nayki vd., 2014).

Organik kimyacilar gesitli substratlar ve reaktifler kullanarak, tamoksifenin E- ve Z-
izomerlerinin stereoselektif sentezi i¢in yeni bir metot gelistirmek amaciyla yogun bir gaba
gostermiglerdir (Tandon vd., 2020). Tamoksifenin farkli konfigiirasyona sahip E/Z
izomerlerinin fizikokimyasal 6zellikleri ve dolayisiyla farmakolojik 6zellikleri de farklidir. Bu
1izomerlerin fizikokimyasal 6zelliklerinin farkli olmasi nedeniyle biyolojik ortamda dagilmalari,
buna bagh olarak reseptor yoresine ulasma durumlar1 da farklilik gdsterir. Tasidig1 gruplarin
uzayda farkl konumlanmalar1 sonucu spesifik reseptore baglanmadaki farkliliklardan dolay: da
tamoksifenin E- ve Z- izomerleri birbirinden farkli farmakolojik aktivite gosterirler (Dalkara
2016). Bundan dolay1 tamoksifenin E- izomeri (E-19) 6strojenik aktivite gosterirken, Z izomeri
(Z-19) antidstrojenik aktivite gostererek antikanser terapétik olarak kullanilmaktadir (Pilli ve

Robello 2004) (Sekil 11).
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Sekil 11. Tamoksifenin geometrik izomerleri

(E)- ve (Z)-Tamoksifenler gibi tetrasiibstitiic olefinlerin biyolojik onemine ragmen,
etkili ve basit stereoselektif sentezin gelistirilmesi hala biiyiik bir sorun olmaya devam
etmektedir. Sentetik kimyacilar, karbonil olefinasyonu, 1,1-disiibstitiie olefinlerin yer
degistirmesi, alkinlerin karbometalasyonu gibi karbon-karbon ¢ift baglar1 olusturmak igin
bircok sentez yaklasimi gelistirmistir. Fakat bu sentez yaklasimlari bile stereokimyasal
kontrollii, 6zellikle asiklik tetrasiibstitiie alkenlerin izomerik karisimlarinin olusmasina ¢oziim
getirememektedir. Bu simirlamalar, farkli siibstitiie olefinler iizerinde tek izomerlerin
sentezlenmesi beklentisini ortaya ¢ikarmis ve devam eden ¢abalar sonucunda, tamoksifen yap1
iskeletinin ¢esitli stratejilerle gelistirilmesi amaglanmistir. Buradan hareketle (E)- ve (2)-
tamoksifenlerin (E)-1-bromo-2-iyodoalkenil {izerinden sentezine gidilmistir (Ashida vd., 2018)
(Sema 2.2).

R
R SR
oy Q oy
e —_— =
. . W

45 46 R! 47

Tamoksifen iskeleti
Sema 2.2. Tamoksifenin stereoselektif bir sentezi

(E)-Tamoksifen (E-19)’nin hazirlanmasinda vinil bromiir 50’nin sentezi énemli bir

kademedir. Beklendigi gibi, vinil bromiir 50, ilgili boranik asit tiirevi ile stereokimyay1 tam

olarak koruyarak Suzuki kenetlenme reaksiyonu sonucu oncii bilesik 52 elde edilmistir.

Sonrasinda sodyum etan tiyolat (NaSCH2CHs) reaktifi kullanilarak fenolik trifenileten E-53

elde edilmistir (Fujii vd., 2019). Son olarak eterifikasyon basamagi ile %97 verimle, E/Z orani

96/4 olan trans olusumlu (E)-tamoksifen (E-19) elde edilmistir (Fujii vd., 2019) (Sema 2.3).
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Cu kaynagi O Q
+ B +
BuzSn

90 °C, 10 sa = \\

Br Br
48 49 50 51

1.5 eq p-anisilboronik asit
%10 mol Pd(PPhj3), NaSCH,CHj;
O Q K,CO3 (2 ek.) __ (10 ek.)

B DMF, 105 °C, 7 saat O DMF, 105 °C
' 1 saat

50 H,CO
%95 saflik 52
tek izomer
1.10 mmol 112 : %83 (287 mg), %95 saflik
(CH3OH ile kristallendirme), %69, %99 saflik
11.3 mmol 112 : %77 (2.73 g), %99 saflik

O O CICH,CH,N(CHy),.HCI O O

(2 ek.)
. 4 eq K,CO3 —
O toluen/EtOH O
(171 viv) o
HO 80 °C, 3 saat \N-—/—
E-53 4 19-(E)-tamoxifen
%94 (E/Z) 99:1 %97 (E/Z) 96:4

Sema 2.3. Stereoselektif (E)-tamoksifen sentezi

Benzer bir sekilde, (Z)-tamoksifen (Z-19)'in yapisi géz Oniine alinarak benzoat ile
korunmus %90 izomerik saflikta, bir etil grubuna sahip olan diarileten bilesigi 55'in sentezi
Fujii ve grubu (2019) tarafindan rapor edilmistir. Vinilik brom 55 ile iyi bilinen paladyum
katalizli Suzuki kenetlenmesi sonucunda %92 verimle benzoat ile korunmus trifenileten tiirevi
57, stereo kontrollii bir sekilde sentezlenmistir. Bilesik 56’un yapis1 kristalografik analiz ile
belirlenmistir. Daha sonra, 57’nin benzoat grubunun sodyum etantiyolat (NaSCH2CHs) ile
uzaklagtirilmasiyla fenolik bilesik Z-53, %88 verimle tek izomer halde elde edilmistir. Son
olarak eterifikasyon basamagi ile %83 verimle, E/Z oran1 4/96 olan (Z)-tamoksifen (Z-19) elde
edilmistir (Fujii vd., 2019) (Sema 2.4).
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Ph Cu kaynagl
: O > -
BusSn toluen
105 °C, 2 saat
Br

54 49 tek izomer
o PhB(OH), (3 eq)
>—o % 8 mol Pd(PPhj), NaSCH,CHj,
PH Cs,C0; (2 ek.) O Q (10 ek.)
i ! 1,4-dioksan, E’MF
95°C. 4 saat 105 °C, 15 dk
o W,
55 57
%95 saflik %92 (3.7 g)
99/1
\
HO CICH,CH,N(CHg),.HCI /N—\_
(2 ek.)
QO sk = 0
toluen/EtOH —
O (111 viv)
85°C, 5sa O
Z-53 19-(Z)-tamoxifen
%88, (E/Z) 1:99 %83 (E/Z) 4:96

Sema 2.4. Stereoselektif (Z)-tamoksifen sentezi

Tamoksifene benzeyen CFs-siibstitiie bir bilesik olan panomifen (61), yalnizca (E)-
izomerine sahip olmasi yoniiyle tamoksifenden daha iistiin antidstrojen ve timdr inhibitori
Ozelliklerine sahiptir. Bu nedenle, panomifenin E-izomerinin stereo-kontrollii sentezi son
yillarda olduk¢a 6nemli hale gelmistir. Panomifenin hazirlanmasi i¢in literatiire birgok yontem
kazandirilmigtir. Bunlardan birisi, bir seri reaksiyon dizisi ile molekiil 58’in sentezi ve ardindan
bu bilesigin p-metoksifenillityum (59) ile eter igerisinde oda sicakligindaki reaksiyonu sonucu
molekiil 60°1n sentezlenmesidir. Elde edilen CFs-siibstitiie-1-aril-1,2-difenileten (60), %78
verimle E/Z oran1 99/1 olarak bulunmustur. Molekiildeki klor atomunun amin bilesigi ile yer

degistirme tepkimesi sonrasi panomifen (61) elde edilmistir (Kim ve Jeong 2005) (Sema 2.5).

Li—@—OCHZCHZCI/eter
CF, O
59
N
O SO,Ph 12-crown-4, -10 °C > oda's., 12 saat
%82

NH,(CH,),0H

CH30(CH,),0H, kaynatma, 2 h
%82

58 OCH,CH,CI OCH,CH,NH(CH,),0H
(E/Z =30:70) 60 61 Panomifen
(E/Z = 99:1)

Sema 2.5. Panomifen’in stereokontrollii sentezi
Flor-siibstitiie gruplar tasiyan molekiiller, diger fonksiyonel gruplara oranla daha fazla
lipofiliklik, metabolik kararlilik ve daha iyi biyoyararlanim gostermesi gibi benzersiz

ozelliklerinden dolayr 6nemli bilesiklerdir. Bu yiizden perfloroalkil gruplarimi (Rf) iceren
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organik bilesenlerin kesfi arastirmacilar i¢in ilgi ¢ekici olmustur. Yontemin sentetik degerini
gostermek icin optimize edilmis kosullar belirlendikten sonra, ilgili i¢ alkinden yola ¢ikarak,
(Phl(C3F7)OTY) katalizli reaksiyon sonucu perfloro alkillenmis triflat 64, %49 verimle elde
edilmistir. Triflat grubu {izerinden boranik asit ile Suzuki kenetlenme reaksiyonu ile
pentafloriirlenmis tamoksifen 68 elde edilerek flor-siibstitiie tamoksifen tiirevi literatiire

kazandirilmistir (Wang ve Studer 2017) (Sema 2.6).

OTf

R¢ . o
R! S . \I./ : CuCl (% 10 mmol) _ A Rl
\ / "/// : o R
= TfO DCE, oda s. - 50°C Rf
62 63 64

PhI(C,F5)OTf (3 ek.)
CuCl (%20 mol) oTf ‘
// > A
O DCE, oda s. O CoFs

65 66

(H30)2NHZCHZCO\©\
B(OH),

67 (1.8 ek) OCH,CH,N(CH3),
Pd(PPhj), (%2.5 mol)

OTf O K3PO, (1.8 eq)
X -
O dioksan, 85°C, 24 h
CaFs %34, E/Z = 95:5

66

68 Pentafloriirlenmis Tamoksifen

Sema 2.6. Flor-siibstitiie tamoksifen tiirevi sentezi

Dimerik Dogal Uriinler

Dimerizasyon, polisiklik iskelete sahip kompleks dogal iiriinlerin insa edilmesi i¢in
baslica yontemlerden biridir. Proteinlerin ve reseptdrlerin dimerizasyonu, hiicre ¢gogalmasi ve
farklilasmasi dahil olmak {izere birgok hiicresel proseslerde kritik rol oynar. Her zaman olmasa
da ¢ogu zaman bir ilag molekiiliiniin dimer formu, monomerinden daha yiiksek aktivite
gosterebilir. Bu sebepten dolayi ilag kimyasinda dimerizasyon onemli bir unsurdur (Li Vd.,

2018; Meenakshisundaram vd., 2019).

Naftilizokinolin alkaloitleri yapisal ve farmakolojik olarak ilgi ¢ekici etkilere sahip
onemli bir grup dogal iiriinleri olustururlar. Bu ana iskelete sahip dionkofilin A (69), Bati
Afrika’da yetisen tropikal bir sarmagik olan Triphyophyllum peltatum ve ¢esitli Ancistrocladus
tiirlerinden izole edilmis anti-HIV, antimalaryal ve Plasmodium falciparum parazitinin sebep
oldugu sitmanin tedavisinde kullanilan bir dogal iiriindiir. Dionkofilin A’dan sentetik yolla elde
edilen dimer jozimin A (70) molekiiliiniin ise dogal {irline gore daha yiiksek antimalaryal
aktivite gosterdigi gozlemlenmistir (Bringmann vd., 1996) (Sekil 12).
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69 Dionkofilin A 70 Jozimin A
IC50 = 1.44 mg/mL IC5 = 0.075 mg/mL

Sekil 12. Naftilizokinolin tiirevi dionkofilin A ve onun sentetik dimeri jozimin A

1,2-Dihidro-3H-pirolo[3,2-e]indol (PDE) Streptomyces’den izole edilmis, in vitro
caligmalarla sitotoksik ve mikrobiyal etkisi kanitlanmistir. Ayn1 zamanda in vivo ¢alismalarla
antitimor antibiyotik oldugu belirlenmistir (Boger vd., 1987). Son yapilan ¢alismalarda ise
dogal olarak elde edilen CC-1065 (73) (PDE-I dimer)’in, olduk¢a diisiik konsantrasyonlarda
bile biyolojik olarak aktif oldugu ve DNA’nin ¢ift sarmal yapisina baglanarak antitiimor
antibiyotik etki gosterdigi gozlemlenmistir. Gram-pozitif bakterilere kars1 minimum inhibitor
konsantrasyonlar1 1-10 ng/mL arasindayken, gram-negatif bakteri ve mantarlar i¢in degerler
¢ogunlukla 1 pug/mL'nin altindadir. Son derece islevsel CC-1065 (73)"lin, 1978’de Umezawa ve
arkadaslari tarafindan daha 6nceden izole edilmis ve yapisi karakterize edilmis alt birimleri olan
PDE-I (71) ve PDE-II (72), c-AMP fosfodiesteraz inhibitorleri olarak etki gostermektedir
(Boger vd., 1997) (Sekil 13).

Me
HO,C—~ N R HN /A\ N/&O
HN i
OH © O N o
MeO 7 4 ]
g N
HN H

71PDE-l R=NH, 0
72PDE{l R=CH, OH

MeO

73 (+)-CC-1065

Sekil 13. Monomerik ve dimerik 1,2-Dihidro-3H-pirolo[3,2-e]indol (PDE) dogal iiriinleri

PDE metil esterinin (CDPI), dimer (74), trimer (76) ve tetramer (78) yapilari sentetik
olarak elde edilmis ve antitimér, antibiyotik, sitotoksik, antimikrobiyal, fosfodiesteraz
inhibitori olarak etkileri belirlenmistir. Ayrica farelerde yapilan deneylerde hepatotoksik etki

gozlenmistir (Boger vd., 1997) (Sekil 14).
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RO,C NH,

RO,C
== NHZ

I@ l :N ‘< HN \ﬁ N/&O
N o
[¢) N |

4 N N
74 R = CH; , CDPI dimer metil ester o H
HN o)

75R=H, CDPIdimer
76 R = CH; , CDPI trimer metil ester
77TR=H, CDPItrimer

RO,C H,N

N
NN
0P N\= N
HN N/ 0
A

78 R = CH; , CDPI tetramer metil ester
79R=H, CDPItetramer

HN

Sekil 14. PDE metil esteri (CDPI) dimer, trimer ve tetramer yapilari

Spiroizoksazolin yapi iskeletine sahip, biyolojik olarak aktif dogal tiriinler Aplysina
fulva deniz canlisindan izole edilmistir. Bunlar arasinda aerotiyonin (80), homoaerotiyonin
(81), caissarin B (82), fisturalin (83), calafianin (84) ve bunlarin tirevleri gibi, iki
spiroizoksazolin birimi tasiyan dimerik dogal iirlinlerin antimikrobiyal ve sitotoksik etkileri
basta olmak iizere, bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip olduklar1 rapor edilmistir. Ayrica archerin
(85)’in antihistaminik etkisi ve ianthesin (86)’in K, Na-ATPaz inhibitér aktivitesi de
gozlemlenmistir. T. Ogamino ve arkadaslari tarafindan optikge saf (+) ve (-) aerotiyoninlerin
basarili ilk sentezi rasemik spiroizoksazolin tiirevinden gerceklestirilmistir (Ogamino vd.,

2006) (Sekil 2.7).
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N
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0}
NHso':Na
o
85 Archerine R= H, Br

OH

Br
7/———NH
NGZ
~ NH
N\

NH,
Sema 2.7. Spiroizoksazolin yap1 iskeletine sahip dimerik dogal iirtinler

Dimerik Antikanser Terapotikler

Monomerik ilaglarin terapotik profilini 1iyilestirebilmek icin bilinen antikanser
ajanlardan yeni dimerik ilaclar sentezlenmistir. Genel olarak antikanser ilaglar, 10 A’dan 12
A’a kadar degisen uzunluklarda aminoalkil zincirleri ile birbirlerine baglanirlar. Bu baglanti
zinciri ¢gogunlukla DNA ile baglanmayi giiclendirici, dimerin suda ¢oziiniirligiinii artirabilen
ve noétral pH’da protonlanabilen sekonder amin gruplari igerir. Aromatik sistemleri iceren bazi
rijit baglayicilar, bu tiir dimerleri sentezlemek i¢in kullanilmistir. Cogu zaman, a, @-dihaloalkil
zincirleri, eter ya da tiyoeterle birlesmis iki monomerik molekiilii baglamak i¢in kullanilir
(Bérubé 20006).

Naftalimitler cesitli insan tiimor hiicreleri ve faregiller {izerine yiiksek antitimor
aktivitesi gosteren bilesikler sinifidir. Bu bilesikler ¢esitli antitiimor bilesiklerinin bir tek yapida
birlestirilmesiyle gelistirilmistir. Ornegin aristolosik asit (87)’min nitronaftalin grubu,
sikloheksimit (89) ve GC-603 (90)’1n glutarimit halkasi, tiloron (88) ve GC-603 (90)’1n temel
yan zinciri bir araya gelerek antitlimor aktivite gosteren naftilimitler meydana gelmistir (Sekil
15). Ilk olarak dort farkli 3-nitronaftalimid tiirevi (91, 92, 93, 94) farkli yan zincirler

kullanilarak sentezlenmistir. Molekiillerin HeLa ve KB hiicreleri iizerinde biyolojik aktivitesi
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test edilmistir ve 6-merkaptopiirinden daha da gii¢lii sitotoksik etki gosterdigi kanitlanmistir

(Brana ve Ramos 2001) (Sekil 15).

) COOH
o O NO, 8 o ©:‘</<N4<:ZN—\
‘| N
O O OH S o < \>
OMe ) Et

87 Aristolosik asit 88 Tiloron 89 Siklohekzimit 90 GC-630

()

H;C. _CH CoHs, .CoH
SNHB 25NH25 NH
O N (0] N N

e §4 ZJZO

NO, NO,

o, Ca, e
91

Sekil 15. Naftalimit tiirevi baz1 dimerik antikanser terapdtikler

Elinafit (95) giiclii antitiimor aktivitesine sahip bir bis-naftalimid tiirevidir. Elinafit’in
kesfinden beri, daha iyi terapotik etkilere ulagsmak amaciyla DNA’da ¢esitli ¢ift-inzersiyona
sahip olabilecek bilesikler sentezlenmistir. Yapilan son ¢alismalarla furan halkasi ile kaynasik
elinafid analogu (96)’nin insan kolon karsinomlarina (HT-29) karst 6.8 nm inhibiisyon
konsantrasyonu ile etki gosterdigi gozlemlenmistir (Brana ve Ramos 2001; Villalona-Calero
vd., 2001; Awada 2003) (Sekil 16).

H H
N N
(e} H H 0] NSNS N~y
CoC e
J e
95 Elinafit 96
ICs50= 6.8 nM

Sekil 16. Bis-naftalimid tiirevi antikanser terapotikler

Doksorubisin (15) ve daunorubisin (16) gibi antrasiklin grubu antibiyotikler (Sekil 5),
diinya capinda kullanimda olan 6zellikle 16semi, meme, ovaryum ve lenf basta olmak iizere
bircok kanser tiiriiniin tedavisinde énemli rol oynarlar. Bunlarin yani sira miyelosiipresyon,
mukozit ve sagkiran gibi hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir. Fakat yapilan
caligmalarda antrasiklin antibiyotiklerin kanser tedavisinde kullanilmasinin kardiyak hasara yol
acmasi ve toksisitesinin fazla olmasi1 6nemli bir sorun teskil etmistir. Bu sebeple molekiillerin
aromatik halka sistemi igeren baglayicilar kullanilarak dimerlerinin sentezi ile bu toksisite
sorununun ortadan kaldirilabilecegi distiniilmistiir. Yapilan g¢alismalar sonucunda amin
substitlie p-ksilen linkir1 ile baglanmis dimerik daunorubisin molekiiliiniin MCF-7’ye kars1

daha direngli oldugu ortaya konulmustur. Amino gruplariyla baglanan seker kisminin DNA ile

17



etkilesiminin, ilacin diger bélgelerinden, yani C-13 ve C-14 pozisyonlarindan daha az
olabilecegi diigiiniilmesine ragmen, alti halkaya sahip bis-antrasiklinlerin (97) DNA’ya
baglanma afinitesinin arttig1 ve MCF-7 ve VP-16 hiicre hatlarina kars1 sitotoksik etkisinin daha
giiclii oldugu ispatlanmustir (Weiss vd., 1986; Dahl 1983; Deglin ve Vallerand 2012; Chaires
1997) (Sekil 17).

[e] OH (o]
sesoC
OMe O OH O
(0] OH (¢]
13
14_R 0 H
LI Jor
NH,CI
H HO
OMe O OH O

0 H NH,CI
HO
NH
HO 2 0o u

15 Doksorubisin, R =OH OMe O OH O

16 Daunorubisin, R=H
9000
O OH o/;

97 WP-631

Sekil 17. Antrasiklin grubu antibiyotikler ve bis-antrasiklin yapisi

Lakton tiirevi terpenler antitiimdral, antilosemik, sitotoksik ve antimikrobiyal etkileri
nedeniyle 6nem kazanmislardir. Artemisinin (98), Artemisia annua (Asteraceae)’den izole
edilmis bir seskiterpen lakton i¢eren bir dogal {irlindiir (Sema 2.8.). Plasmodwum falsiparum’un
olusturdugu, kinine diren¢ olusturmus sitma vakalarinda kullanilmasi Onerilmektedir.
Artemisinin endoperoksit koprii sistemi icermesi sebebiyle antimalaryal aktiviteye sahip olmasi
yoniinden 6nemli bir bilesiktir. Ayrica kimyasal olarak kararli, biyolojik olarak da aktif essiz
molekiillerden biridir. Artemisin tiirevlerinin dimerlerinin ise sadece antimalaryal degil aym
zamanda  antitimor  Ozellige sahip oldugu  bulunmustur.  Co-simetrik  dimeri
bis(dihidrodeoksiartemisin) eter (100), deoksiartemisin olarak bilinen ¢ok daha az bulunan
monomer 99’un kuru dietileter igerisinde katalitik miktarda bor trifloriir ile reaksiyonundan
sentezlenmistir (Sema 2.8). Dimer (100)’iin stereokimyasi X-ray kristalografisi ile analiz
edilmis, fakat maalesef bu dimer dikkate deger bir sitotoksisite gostermemistir (Ekthawatchai
2001; Woerdenbagvd 1993).

18



+  Iki dimerik yan Griin

Sema 2.8. Biyolojik olarak aktif artemisinin dimerik yapisinin sentezi
Indol ve kinolin halkalarinin kondenzasyonu ile indolokinolon halkasi sentezlenmistir
ve bu halka sistemini tasiyan alkaloitler ergot alkaloitleri olarak adlandirilmistir. Dogal olarak
elde edilen agroklavin (101) ve tergurit (103)’den birkag¢ dimer ergot alkaloiti sentezlenmistir.
Dimer (102) ve (104), DMSO igerisinde KOH kullanilarak indol N atomunun N-alkilasyonu ile
% 40-85 arasi degisen verimlerle elde edilmistir. Aromatik baglayicilarla dimerlesen bilesikler
lenf hiicreleri lizerine yiiksek sitotoksik etki (I uM) gdstermesine ragmen, diger tiirevlerde

sitotoksisite gézlenmemistir (Kren 2002) (Sema 2.9).

KOH, DMSO
X-(R)-X
(%40-85)
102a R = CH,
102b R = |-|2c—<;>7cr-|2
O N
H KOH, DMSO
X-(R)-X
H
“ N (%40-85)
H
HN /
103 Tergurit

104a R = CH,

104b R = (CHy)s

CH
P 2
104c R = Hzc—@

Sema 2.9. Indolokinolon halkasi igeren dimerler
Dimerik Steroitler

Ostrojen reseptorlerinin  dimerizasyonunu saglamak amaciyla bivalent Ostrojen

ligantlarinin sentezi i¢in arastirmacilar bazi girisimlerde bulunmustur. ilk olarak polietilen
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glikol ya da karbon baglayicisi ile iki hekzaestrol molekiiliiniin eritro (veya treo)
konfigiirasyonlart  dimerlestirilmistir. Dimer (106) aromatik hidroksil gruplarinin
uzaklagtirnlmasindan sonra, acil kloriir ile reaksiyona sokularak uygun baglayict ile
sentezlenmistir. Alternatif olarak bazi dimerler ise alkil iyodiiriin niikleofilik siibstitiisyonu
sonucu ditiyolat baglayicisi ile birbirine baglanmistir. Bu non-steroidal bivalent ligantlarin

bazilarinin antidstrojenik aktiviteye sahip olduklari rapor edilmistir (Bergmann 1994; Groleau

1999) (Sema 2.10).
OH
! O OPg 1) Diol HO O

2) Koruma uzaklastirma

O cocl HO-(CHz)n -OH (n = 2, 3, 4, 8) veya 0. _0 OH
Pgo HO-CH, (CH,OCH, )n-CH, -OH (n = 1, 2, 3, 4) H ‘
105 O A
HO

O, Im

Ty

A
OPg 1) Ditiyolat y O
H 2) Koruma uzaklastirma 0 ?

R
O NaS-(CH,)n-SNa (n = 2, 3, 4, 8) SI‘: OH
PgO | H O

107 O ™
HO

Ty

Sema 2.10. Ostrojenik aktiviteye sahip bivalent ligantlar
Meme kanseri tedavisi i¢in non-steroidal homo ve hetero bifonksiyonel dimerler (109)
tasarlanmustir. Iki trifeniletilen kisimlari alifatik bir zincir tarafindan baglanmistir. Yapidaki
aromatik halkalara bagli olan OH grubu sayisi arttikca sitotoksisitenin arttigir gozlemlenmistir.
Alt1 adet hidroksil grubu tasiyan simetrik trifeniletilen dimerde (R = R'= OH) sitotoksik
aktivitenin, tamoksifen ile benzer oldugu belirlenmistir (Sekil 18). Ancak dimer molekiilde

MCEF-7 insan meme kanseri hiicresine karsi segicilik saglamamistir (Groleau 1999).
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19 Tamoksifen

109 Trifeniletilen dimerler
R ve R'=H veya OH
Homobifonksiyonel (A = B)
Heterobifonksiyonel (A = B)

Sekil 18. Tamoksifen ve non-steroidal homo ve hetero bifonksiyonel dimerleri

Tamoksifen hormona dayali meme kanseri tedavisinde dnde gelen bir ilag olmasina
ragmen, antidstrojen tedavisinde bircok hastada kendiliginden gelisen tamoksifen direnci
biiyiik bir sorun teskil etmektedir. Bunun yani sira tamoksifen tedavisinde endometrial
kanserinin olusmasi da diisiik risk faktorleri arasindadir. Terapétik aktiviteyi iyilestirmek, ilag
direncini azaltmak i¢in tamoksifen tedavisinde biyoaktif ilaglarin kombine edilebilecegi
disiinilmistiir. Bundan hareketle Koch ve arkadaslar1 4-hidroksitamoksifen-formaldehit-
doksorubisin (110) konjugatlarini hazirlayarak etkili bir ilag sentezlemeyi basarmislardir. Daha
sonra farkli bir ¢calisma grubu etkili bir kanser ilact olan platin ile tamoksifeni kombine ederek
yeni bir konjugat (111) elde etmistir. B. E. Gryder ve grubu da kanser tedavisinde etkili bir
inhibitor olan histon deasetilaz inhibitorii ile tamoksifen-vorinostat (112) yapisini elde ederek
in vitro ¢alismalarda basariya ulasmustir. ilacin Sstrojen reseptorleri {izerinde miikemmel
antagonistik etki gosterdigi kanitlanmistir (Hu vd., 2018) (Sekil 19).

o OH o) O

OH
@ o
i SRS
OMe O OH O NN MNog~Na~g
o) o] H
OH

110 Tamoksifen—Doksorubisin konjugati

| N i
N _OH
o)

o™~

111 Tamoksifen—Pt(ll) konjugati 112 Tamoksifen-Vorinostat konjugati

Sekil 19. Tamoksifen konjugatlar
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Tez Calismasinin Amaci

Kanser, iyilesmesi ve tedavisi uzun siire¢ gerektiren, toplum tizerinde psikolojik ve
ekonomik olarak zararli etkiler birakan bir hastaliktir. Diinya Saglik Orgiitii’'niin arastirma
sonuglaria gore kanser hastaliginin, gelecek 20 yi1lda 22 milyon insanda goriilecegi ve bunlarin
en az %65’inin 6liimle sonuglanacag: diisiincesi, kanserle miicadelenin 6nemli bir ilgi alani
olmasina neden olmustur. Bu sebeple, kanserle ilgili bilgi ihtiyacinin karsilanmasi, kanserin
erken tanisi, tedavisi, kanserden koruyucu oOnlemlerin gelistirilmesi ve bunlarin hayata

gecirilmesi i¢in bir¢ok bilimsel ¢alisma gerceklestirilmistir.

Kanserin tedavisinde kullanilan cerrahi yontemlerde, timor dokulart ameliyat ile
uzaklagtirilir. Bununla birlikte kanser minimum seviyeye diiser fakat tiimor tam olarak tedavi
edilmedigi i¢in cerrahi islemler kesin bir tedavi sunmaz. Hastanin cerrahi operasyon sonrasinda
kemoterapi ile tedavi edilmesi gerekir. Kemoterapide ise kanser hiicrelerinin morfolojisi
dikkate alinir ve her bir kanser tiiriiniin farkli 6zelliklerine gore ilag tedavisi gelistirilir (Pudata
vd., 2012; Urruticoechea vd., 2010). Kemoterapideki basarilara ragmen, kullanilan
kimyasallarin farkli organ ve dokularda toksisiteye sebep olmasi ile yan etkiler olusmasi halen
daha biiyiik bir sorundur. Toksisite kullanilan ilaca, ilacin dozu ve farmakokinetik 6zelliklerine

ya da hasta faktorlerine gore degisiklik gosterebilir (Dickens ve Ahmed, 2018).

Literatiirdeki bu bilgiler goz oniine alinarak kanserin kemoterapotik ilag tedavisiyle
beraber, hastalarin maruz kaldig1 yikici yan etkilerin miimkiin oldukc¢a ortadan kaldirilmasi ya

da en aza indirilebilmesi i¢in ¢alismalara devam edilmektedir.

Bu tez ¢alismasi, meme kanseri tedavisinde giiniimiizde kullanilmakta olan tamoksifen
ilacinin, yapisinda bulunan A, B ve C olarak isaretlenen fenil gruplarindan B halkas1 yerine
indol ve oksindol halkalarinin bulundugu yeni jenerasyon triarileten analoglarini hazirlamak ve

homo-dimer tamoksifenler i¢in yeni metodolojiler gelistirmeyi hedeflemektedir (Sekil 20 ve

21).
g

| B halkasinin indol ve oksindol halkalariyla degistiriimesi
@ Me B halkasi Gzerinden homo-dimerik urtnler

l
N.
0 ""Me
E- ve Z-Tamoksifen izomerleri

Sekil 20. Sentez plani
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Sekil 21. Tamoksifenin B halkasinin modifikasyonu

Calismada elde edilen tamoksifen-temelli indol tiirevlerinin ilgili benzaldehitlerle
reaksiyonlarindan C3-pozisyonu iizerinden dimerizasyonu gerceklestirilerek, yapisinda
tamoksifen iskeleti bulunan bis(indolil)metan tiirevlerinin sentezleri de hedeflenmistir (Sema
2.11). Ayrica tamoksifen iskeletinin fenil halkas1 {izerinden homo-dimer yapilarini

hazirlanmas1 hedeflenmistir (Sekil 22).

Sekil 22. Tamoksifenin fenil halkasi lizerinden tasarlanan dimerleri

Ayrica, elde edilen yeni bilesiklerin sitotoksik ve apoptotik etkilerinin incelenmesi ve
bu etkilerini Ostrojen reseptorii {lizerinden gosterdiginin dogrulanmasi hedeflenmistir. Bu
kapsamda 6strojene bagli meme kanseri hiicre hattt MCF-7, tiglii negatif hiicre hattt MDA-MB-
231 ve normal meme epitel hiicre hattt MCF10A kullanilarak bilesiklerin sitotoksik etkisinin,

doz ve zaman bagimli olarak incelenmesi planlanmistir. Bu bilesiklerin apoptotik etkisi,
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Kaspase-8’in kolorimetrik testler ile ve dstrojen reseptor hedef genlerinin ifadeleri Real Time

PCR (qPCR) yapilarak belirlenmesi amaglanmistir.
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MATERYAL VE METOT

Tamoksifen Temelli indol ve Oksindol Tiirevlerinin Sentezi

Bu calismada, Sekil 23’de verilen yeni indol ve oksindol modifiye tamoksifen tiirevleri

(Z-113, E-113 ve Z-114, E-114) literatiirde bilinen yontemlerle sentezlenmistir.

_’N ’N
<A <A
| \
O O o/\/NMeZ MeZN\/\O O O

p

113-Z-izomer 113-E-izomer
J
( A
(0] (0]
N\\ N\\
| \
O O o/\/NMez MezN\/\o O O
114-Z-izomer 114-E-izomer

Sekil 23. Tamoksifenin B halkasinin indol ve oksindol ile modifikasyonu

Hedef bilesiklerin sentezi i¢in ilk once ilgili indol ve oksindol boronik ester tiirevleri
(117 ve 122) literatiirde verilen sentez yontemleri ile elde edilmistir (Sema 3.1 ve 3.2). Indol
boronik ester 117°nin sentezi i¢in ilk olarak 5-bromoindol (115)’in azot atomunun etil bromiir
ile korunmasiyla 5-bromo-1-etil-1H-indol (116) elde edildi (Deb vd., 2017). Ardindan
molekiiliin bis(pinakolato)dibor (B2pin.) ile reaksiyonu sonucu pinakolat esteri (117)’ye

dontistiriilmiistiir (Bartolucci vd., 2011) (Sema 3.1).

5 Br Pdy(dba)z, XPhos, >?LQ
rm NaOH, EtBr m KOAc, B,Pin _B
' o)
S R
H N

DMSO ) Dioksan, 110 °C

115 116 17 )
Sema 3.1. Indol boronik esterin sentezi
Bir diger boronik ester tiirevi 122°nin sentezi i¢in ilk olarak isatin (118) molekiiliiniin
azot atomu etil grubu ile korundu. Elde edilen 1-etilindolin-2,3-dion (119)’un hidrazin hidrat
ile reaksiyonu sonucu oksindol tiirevi 1-etilindolin-2-one (120) elde edildi (Chen vd., 2019).

Daha sonra molekiilin N-bromosiiksinimid ile bromlanmasiyla 5-bromo-1-etilindolin-2-on
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(121) sentezlendi (Holzschneider vd., 2018). Elde edilen oksindol tiirevinin
bis(pinakolato)dibor  (Bpin2) ile  reaksiyonundan, 1-etil-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioksaborolan-2-il)indolin-2-on (122) elde edildi (Grundl vd., 2013) (Sema 3.2).

]

0
K2COs, EtBr NH,NH,.H,0 o
0) —_— O —_— N
N DMF N

130 °C, 12 saat )
H )

118 119 120

o)
>?L B PACI(dppf)CHCl, g,
o~ KOAc, Dioksan
o) ' o)
N N

) B,Pin, )

122 121

NBS, CH;CN
oda s., 2 glin

Sema 3.2. Oxindol boronik esterin sentezi

Tamoksifenin etilen iskeletini hazirlamak i¢in propanal (123) ve 4-metoksibenzofenon
(124), destile THF igerisinde, TiCls ve Zn varliginda McMurry kenetlenme reaksiyona
sokulmustur (Zhu vd., 2010) (Sema 3.3). Elde edilen etilen tiirevi 125’in, molekiiler bromla
reaksiyonundan alkenil bromiir 126, literatiirde belirtildigi gibi elde edilmistir (Jana ve Ghora
2012). Ardindan metoksi grubunun demetilasyonu ile fenolik bilesik 127 hazirlanmistir. Daha
sonra hazirlanan indol boronik ester tiirevi 117 (Ha vd., 2018) ile fenolik vinilbromiir 127,
Suzuki reaksiyonuna sunularak fenolik tamoksifen iskeleti 128 elde edilmistir (Kuriyama vd.,
2014). Tamoksifen molekiiliinde antidstrojenik aktivite i¢in gerekli olan amin grubunun
molekiile baglanmasi, 2-kloro-N,N-dimetiletilamin (129) ile literatiirde gosterildigi sekilde
gerceklestirilmistir (Fujii vd, 2019) (Sema 3.3). Izomerik iiriin karisimmnimn ayirmi ve
saflagtirmasinda kromatografik (kolon ve ince tabaka) yontemler ve kristalizasyon kullanilarak
saf izomerler Z-113 ve E-113 elde edilmis ve yapilar1 spektroskopik olarak belirlenmistir (Sema
3.3). Hazirlanan oksindol boronik ester tiirevi 122 ve vinilbromiir 127’°nin Suzuki kenetlenme
tepkimesi ve ardindan kenetlenme {iriinii 130’un yerdegistirme tepkimesine (Ha vd., 2018)
sunulmasiyla tamoksifen-temelli oksindol tiirevi 114°iin sentezi de gergeklestirilmistir (Sema
3.4). Oksindol modifiye-tamoksifen izomerleri Z-114 ve E-114 de kromatografi ve
kristallendirme yontemleri ile saflastirilip, karakterize edilmistir. Elde edilen tamoksifen-
temelli indol ve oksindol tiirevlerinin saflik derecesi HPLC ile (saflik derecesi >%95)

belirlenmistir.
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Sema 3.3. Tamoksifen-temelli indol tiirevlerinin sentezi
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Sema 3.4. Tamoksifen-temelli oxindol tiirevlerinin sentezi
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ekil 24. Z-Tamoksifen ve Z-113 bilesiklerin *H NMR spektrumlarinin karsilastiriimasi
P
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Sekil 25. E-113 bilesiginin *H NMR ve H NOE NMR spektrumlari
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Sekil 26. Z-113 bilesiginin *H NMR ve *H NOE NMR spektrumlari
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Sekil 27. Z-113 ve E-113 bilesiklerinin *H NMR ve 'H NOE NMR spektrumlar1

Sentezlenen tamoksifen-temelli E-113 ve Z-113 bilesikleri izomerik yapilardir. Bu

bilesiklerin yap1 karakterizasyonlart NMR ve kiitle spektroskopileri ile gergeklestirildi. Sekil
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24°de Z-tamoksifen ve Z-113 bilesiklerin *"H NMR spektrumlari verilmistir. Bu spektrumlar
karsilastirildiginda tamoksifen iskeletinde bulunan aromatik halka protonlarinin 6.5-7.5 ppm
araliginda rezonans oldugu goriilmektedir. Aymi sekilde Z-113 bilesigine ait aromatik
protonlarda benzer yerlerde rezonans olmaktadir. Burada en belirleyici sinyal ise fenolik
halkadaki protonlara ait AA'BB' sisteminin rezonans oldugu yerdir. Z-izomerde bu sistem diger
aromatik protonlardan belirgin bir sekilde ayrilarak rezonans oldugu goriilmektedir.
Dolayisiyla sentezlenen bilesiklerin E- ya da Z-izomer olmasi bu AA'BB' sisteminin yeri ile
kiyaslanarak belirlenmistir. E-Tamoksifen bilesiginin literatiirdeki *H NMR spektrumu
incelendiginde tipki E-113 bilesiginde oldugu gibi aromatik protonlara ait rezonans sinyalleri
daha dar bir alanda rezonans olmaktadir. Kisacas1 bu bilesiklerin ve bundan sonra sentezlenen
diger tamoksifen-temelli bilesiklerin yapilar1 tamoksifen bilesiklerinin fenolik halkasina ait
aromatik protonlarinin AA'BB' spin sistemlerinin yerleri ile kiyaslanarak belirlenmistir. Ayrica
hem E-113 hem de Z-113 bilesigindeki vinilik protonlarin *H NMR spektrumlar1 alinarak da
yapilarin onerildigi sekilde oldugu dogrulanmistir (Sekil 25 ve 26). NOE (Nuclear Overhauser
Effect) korelasyonlari, ¢ekirdekler arasi mesafeyi tahmin etmek ve yapiyr belirlemek i¢in
kullanilan 6nemli bir NMR teknigidir. Isinlandirilan bir proton ayni uzay1 paylastigi diger
protonlan etkilemektedir ve bu korelasyonlar yapiyr tahmin etmede olduk¢a dnemlidir. Sekil
25’deki NOE spektrumu incelendiginde E-113 bilesigindeki 1sinlandirilan metilenik
protonlarin, fenolik halkanin baglanti noktasina orto-konumdaki hidrojenler (AA'BB' sistemine
ait iki proton) ile indol halkasinin C4- ve C6-karbonlarindaki hidrojenlerle korelasyonunun
oldugu goriilmektedir. Aynmi sekilde Z-113 bilesigindeki vinilik metilenik protonlarin
isinlandirildiginda, fenil halkasinin baglanti noktasina orto-konumdaki hidrojenler ile yine
indol halkasiin C4- ve C6-karbonlarindaki hidrojenlerle korelasyonlardan bu protonlarla ayn1
uzay1 paylastigi goziikmektedir (Sekil 26). Sekil 27°de bu korelasyonlar ayr1 bir sekilde

verilmistir.

indol Uzerinden Dimerik Tamoksifenlerin Hazirlanmasi

Tamoksifen-temelli indol molekiillerinin C3-pozisyonu iizerinden dimerizasyonu,
literatiirde verilen bis(indolil)metan sentez yontemleriyle denendi (Lafzi vd., 2019). Ilk &nce

optimize reaksiyon sartlar1 belirlendi (Tablo 2 ve 3).
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Tablo 2. Reaksiyon Sartlarinin Optimizasyonu (Z,Z-132¢ i¢in)

‘ + —_—

O O O/\/NMez CHO

N—" NO,

113-(Z)-izomer 131g
Z,Z-132g
MeoN

Sira Katalizor Coziicii Sicaklik (°C) Zaman (saat)  Verim (%)
1 Bi(NO3)3.5H.0 CH:Cl, 25 12

2 Zn(OAc), CH.Cl; 25 12

3 Zn(OAc), CH.Cl; 50 12

4 Zn(OAc), MeCN 80 12

5 Cu(OTf), CHClI 25 12

6 Bi(OTf)3 CH:Cl> 25 12

7 Bi(OTf)3 CHClI> 50 12

8 Sc(OTf)s CH:Cl> 25 12

9 Sn(OTH), HFIP 25 5

10 - HFIP 25 12 90
11 - HFIP 50 12 90
12 TFE 25 12

13 TFE 80 12 70
14 TFA CHCl; 25 12

15 CH:Cl,: HFIP 25 12

(1:1)

Ilgili bis(indolil)metanlarin sentezi i¢in model aldehit olarak p-nitrobenzaldehit (131g)
secildi. Z-113 ve nitrobenzaldehit 131g arasindaki reaksiyon katalizor olarak gesitli Lewis ve
Bronsted asitleri kullanilarak gergeklestirildi (Tablo 2, siwra 1-14). Katalizér olarak
Bi(NO3)35H20, Zn(OAc)2, Cu(OTf),, Bi(OTf)s, Sc(OTf)s ve Sn(OTf). gibi Lewis asitleri
metilenkloriir, asetonitril ve heksafloroizopropanol (HFIP) ¢oziiciileri igerisinde 25-80 °C
araligindaki sicakliklarda  gerceklestirilen reaksiyonlarda beklenen {irlin  olusumu
gerceklesmedi (Tablo 2, sira 1-9). Katalizor kullanmaksizin HFIP ve 2,2,2-trifloroetanol (TFE)
coziiciileri igerisinde 25-80 °C araligindaki sicakliklarda gergeklestirilen reaksiyonlardan
istenen triin Z,Z-132f %70-90 araliginda verimle elde edildi (Tablo 2, sira 10-13). Reaksiyon
trifloroasetik asit (TFA) katalizli olarak metilenkloriir igerisinde gerceklesmedi (Tablo 2, sira
14). Aymi sekilde metilenkloriir ve HFIP ¢6ziici karisiminda da reaksiyon gerceklesmedi
(Tablo 2, sira 15). Bu sonuclara gore HFIP igerisinde oda sicakliginda %90 verimle gerceklesen
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reaksiyon sartlar1 optimize reakisyon sartlar1 olarak belirlendi (Tablo 2, sira 10). Aym sekilde
bis(indolil)metan tiirevi E,E-133f’nin sentezi i¢in de optimize reaksiyon sartlari arastirildi
(Tablo 3, sira 1-12). Katalizor, ¢oziicii ve sicaklik parametreleri degistirilerek E-113 ve 131f
arasindaki reaksiyon incelendi. Oda sicakliginda 1:1 oranindaki metilen kloriir ve HFIP
karisimi igerisinde %90 verimle E,E-133fnin elde edildigi sartlar en uygun reaksiyon sartlari

olarak belirlendi (Tablo 3, sira 10).

Tablo 3. Reaksiyon Sartlarinin Optimizasyonu (E,E-133g igin).

N— NO,

113-(E)-izomer 1319
E,E-133g
Sira Katalizor Coziicii Sicaklik (°C) Zaman (saat)  Verim (%)
1 Bi(NO3)3.5H,0 CHClI 25 12 -
2 Zn(OAc), CHCl; 25 12 -
3 Zn(OAc), CHClI, 50 12 -
4 Zn(OAC), MeCN 80 12 -
5 Cu(OTf)2 CHCl; 25 12 -
6 Bi(OTf)s CH.Cl; 25 12 -
7 Bi(OTf)s CHCl; 50 12 -
8 Sc(0OTf); CH:Cl; 25 12 -
9 - HFIP 25 12 -
10 - CH.Cl,: HFIP 25 12 90
(1:2)
11 Sn(OTHf), HFIP 25 5 -
12 - HFIP 60 5 -

Optimize reaksiyon sartlar1 belirlendikten sonra bir seri benzaldehit (131a-g) ile
tamoksifen-temelli indol tiirevleri Z-113 ve E-113 reaksiyona sokularak yeni tamoksifen-
bis(indolil)metan tiirevleri Z,Z-132a-g ve E,E-133a-g bilesiklerinin sentezleri gergeklestirildi
(Sema 2.16). Elde edilen tamoksifen-bis(indolil)metanlarin saflik derecesi HPLC ile (saflik

derecesi >%95) belirlenmistir.

Z-113 R E-113
HFIP CH,Cl,:HFIP (1:1)
Z,Z132ag <«———— E,E-133a-g
25°C, 12 saat 25°C, 12 saat
¢bG
131a-g '@ R=H;b:R=F;c:R=Cl;d:R=Br
re:R=LfiR=CHOQ:R=NO, _____ .

Sema 3.5. Z,Z-132a-g ve E,E-133a-g bilesiklerinin sentez semast
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Dimerik Tamoksifenlerin Hazirlanmasinda Suzuki Reaksiyonunun Kullanilabilirliginin
Arastirilmasi

Tamoksifen molekiiliiniin fenil halkasi {izerinden hem de alkil zinciri lizerindeki azot
atomu iizerinden homo dimerik yapilarinin elde edilmesi de hedeflenmistir. Fenil halkasi
tizerinden dimerik bilesigin Onciisii olarak ilk 6nce izomerik bromo-triariletilen tiirevi 136°nin
sentezi hedeflendi (Sema 3.6). Ancak vinilbromiir 127 ile bromo-fenilboranik asit pinakolat
esteri 135 arasindaki Suzuki kenetlenme tepkimesi ger¢eklesmedi (Kuriyama vd., 2014).
Tepkimede vinilbromiir 127, tepkimeye girmeden geri kazanildi. Hedeflenen bilesik bromo-
triariletilen tiirevi 136 elde edilemedigi igin ilgili boronik asit ester 137°nin sentezine
gidilemedi. Bu yiizden daha sonraki ¢apraz kenetlenme ve alkilasyon tepkimeleri bu yolla

gerceklestirilemedi (Sema 3.6).

|
CsF, B,Pin,
Piridin

Ny

Bpin

Br Bpin
. S 0
| Br 135 A A _ |
B
/@Hﬂ NaCOj3, Toluen O O Kenetlenme /@uﬂ' O
HO Pd(PPh3), HO HO
127 136 o

Capraz

kenetlenme 129
e B QD » T Q
Alkilasyon ‘
ISR® v~ JO O
HO e2N"0
13!
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Sema 3.6. Dimerik tamoksifen 139’un Suzuki kenetlenmesi ile tasarlanan sentezi

Sema 3.6’da gosterilen tepkimeler gergeklestirilemeyince, dimerik bilesik 139’u elde
etmek ic¢in bagka bir sentez tasarlandi (Sema 3.7). Bunun igin ilk 6nce 1,1'-bifenil (140)
molekiiliiniin bromlanmasi ile dibromobifenil 141, ardindan bis(pinakolato)dibor (B2pin.) ile
reaksiyonundan bispinakolat esteri 142 elde edildi (Sema 3.7). Daha sonra 4,4'-bis(4,4,5,5-
tetrametil-1,3,2-dioksaborolan-2-il)-1,1'-bifenil (142) ve vinilbromiir 127 paladyum katalizli
kenetlenme tepkimesine sunuldu ve fenolik dimer 138 elde edildi (Sema 3.7). Dimerik bilesik
138’in 2-kloro-N,N-dimetiletilamin (129) ile alkilasyonu sonucu hedeflenen dimerik molekiil

139 izomerik karisim halinde elde edildi. Kromatografik yontemler ve kristalizasyon
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kullanilarak izomerler Z,Z-139 ve E,E-139 saflastirildi ve yapilar1 spektroskopik olarak
karakterize edildi (Sema 3.8).

BPin

KOAc, szlnz
AcOH d(dppf), (;|2

BPm

O @OH
Q/IQ Na,CO3, Toluen O
Pd(PPhs),

Sema 3.7. Fenolik dimer (138)’in sentez semasi

Me,NCH,CH,CIHCI

pre 129 l

K,COg, toluen/EtOH )
(izomerik karigim)

kromatografi
ve
kristalizasyon

NM Me,N O O
O/\/ e e \/\O

zz139 EE-139
Sema 3.8. Z,Z-139 ve E,E-139’in sentezi

Benzer sentez yontemi ile tamoksifen molekiiliiniin fenil halkas1 {izerinden bir baska
dimerinin sentezi de gergeklestirilmistir. Bunun igin ilk 6nce 1,4-dibrombenzen (143)’iin
bis(pinakolato)dibor (Bzpiny) ile reaksiyonundan bispinakolat esteri 144 elde edildi (Sema 3.9).
Daha sonra 1,4-bis(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioksaborolan-2-il)benzen (144) ve vinilbromiir
127 paladyum katalizli kenetlenme tepkimesine sunuldu ve fenolik dimer 145 elde edildi (Sema
3.9). Dimerik bilesik 145’in 2-kloro-N,N-dimetiletilamin (129) ile alkilasyonu sonucu
hedeflenen dimerik molekiil 146 izomerik karisim halinde elde edildi. Kromatografik
yontemler ve kristalizasyon kullanilarak izomerler Z,Z-146 ve E,E-146 saflastirildi ve yapilar
spektroskopik olarak karakterize edildi (Sema 3.10). Elde edilen dimerik tamoksifenlerin saflik
derecesi HPLC ile (saflik derecesi >%95) belirlenmistir.
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Sema 3.9. Fenolik dimer (145)’in sentez semasi
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Me,NCH,CH,CI'HCI

e 129 ‘

K,COg, toluen/EtOH K
(izomerik karigim)

kromatografi
ve
kristalizasyon

Sema 3.10. Z,Z-146 ve E,E-146’nin sentezi

Antikanser aktivite calismalar:
Hiicre kiiltiirii

Tamoksifen tiirevleri bilesiklerin hiicre canlilig lizerine olan etkilerini belirlemek iizere
deneylerde 6strojene duyarli MCF-7 ve ti¢lii negatif MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlari
ve kontrol olarak tiimérijenik olmayan MCF10A insan meme epitel hiicre hatt1 kullanilmistir.
MCF-7 hiicreleri %10 fotal bovin serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin iceren RPMI-
1640 besiyerinde, MDA-MB-231 hiicreleri %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin ve %1 L-
glutamin igeren DMEM besiyeri icerisinde ve son olarak MCF10A hiicreleri ise %35 at serumu
(horse serum), 0.5 mg/mL hidrokortizon, 100 ng/mL kolera toksin, 10 pg/mL insiilin ve %1
penisilin streptomisin iceren DMEM-F12 besiyerinde %5 CO; igeren inkiibatorlerde 37 °C’de

kiiltiire edilmistir.

Bilesiklerin hazirlanmast

Tamoksifen tiirevi her bir bilesik belli miktarlarda tartilarak ve ana stogu 20 mM olacak
sekilde farkli hacimlerde DMSO ile ¢oziilerek hazirlandi. Deneylerde kullanilacak bilesiklerin
¢Oziiciisii DMSO’nun hiicrelere uygulanmasi sirasinda besiyeri igerisinde %1 DMSO
gecmeyecek sekilde ara stoklar hazirlanarak hiicrelere uygulanmistir. Deney asamasina kadar

tiim bilesikler -20 °C’de muhafaza edildi.
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Hiicre canlihik calismalar:

MCF-7, MDA-MB-231, MCF10A hiicreleri 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyusuna
2x10% hiicre gelecek sekilde 4 tekrarli olarak ekildi. Daha sonra hiicreler tamoksifen ve
tamoksifen aktif metaboliti olan 4-hidroksitamoksifenin (4-OHT), literatiirdeki ICso dozlariyla
(Radhi vd., 2023; Abu vd., 2014; Rohlenova vd., 2017; Dai vd., 2019; Etti vd., 2017) ve
tamoksifen tiirevi bilesikler ise 1uM, 5uM, 10uM, 25uM, 50uM ve 100uM konsantrasyonda
hiicrelere 24 ve 48 saat boyunca muamele edildi. (Altharawi vd., 2020; Ebrahimi vd., 2013;
Kocak vd., 2020; Breedveld vd., 2005). Literatiirde var olan tamoksifen dozlar1 pozitif kontrol
olarak degerlendirilmistir. Hiicre canliligi, Cell Viability Detection Kit-8 (Ecotech
Biotechnology) kiti ile iiretici firmanin protokolii takip edilerek yapildi. Kisaca, 24 ve 48 saat
inkiibasyondan sonra ilagli besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler %10 oraninda CVDK-8 ajani
iceren besiyerinden her bir kuyuya 50uL eklendi ve hiicreler 37°C’de inkiibatérde karanlikta 3
saat inkiibe edildi. Her 1 saatte Epoch Microplate Spectrophotometer (BioTek Instruments,
Winooski, VT, USA) ile 450 nm’de absorbans 6lgiimii yapilarak hiicre canliligi degerlendirildi
(Barlak vd., 2020). Her bir molekiil i¢in ICso degeri Probit araci kullanilarak hesaplandi.

Hiicre apoptoz calismalar: (Kaspaz-8 kolorimetrik deney)

Etkin degere sahip molekiillerin MCF-7 icin 48. saat ICsp dozlari ile 48 saat muamele
edilen hiicrelerdeki apoptotik aktivite kolorimetrik Kaspaz-8 aktivite test kiti (Caspase-8
Colorimetric Assay Kit (BioVision)) kullanilarak iiretici firmanin protokoli takip edilerek
ol¢iildii. Kisaca; hiicreler 6 kuyucuklu plakalara 10x10* hiicre olacak sekilde ekildi ve 48 saat
etkin bilegikler ile muamele edildi. Muamele sonrasinda kit igerisindeki lizis tamponu ile
hiicreler pargalandi. Hiicre lizatlar1 96 kuyucuklu plakalara ekilmis ve 37 °C’de 4 saat Kaspaz-
8 substrat1 ile inkiibe edildi. Daha sonra kuyucuklardaki absorbans 405 nm dalga boyunda
Epoch Microplate Spectrophotometer (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) cihazinda
ol¢iildii. Kaspaz-8 aktivite seviyesindeki artig, kontrol grubuyla karsilastirilarak belirlendi
(Moradhaseli vd., 2013).

Total RNA izolasyonu

MCF-7 hiicreleri, 6 kuyucuklar1 platelerin her bir kuyusuna 10x10* hiicre gelecek
sekilde ekildi. Daha sonra hiicreler, test bilesikleri, TMX ve 4-OHT ile 24 saat boyunca
muamele edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda her kuyudaki besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler 1
x PBS ile yikandi. Hiicreler 750 pL tripsin ile muamele edildi. Sonrasinda hiicreler liziz
asamasindan once toplanarak 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Hiicrelere 400 pl EcuPure

Lizis/Baglama Tamponu eklendi. Pipetaj yapilarak hiicreler iyice karistirildi ve ardindan, bir
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sonraki adima gegmeden Once tiim pelet tamamen ¢oziilene kadar 10 saniye vortekslendi. Lizata
400 pl absolute (%96-100) etanol eklendi ve 10 saniye vorteksleyerek iyice karistirildi. Daha
sonra lizattan elde edilen 700 pl numune EcoPure Kolonlarina aktarildi ve oda sicakliginda 30
saniye maksimum hizda santrifiij edildi. Lizat hacmine bagli olarak, gerektigi kadar bu adim
tekrarlandi. Santiriifj sonrasinda kolon altinda biriken sivi uzaklastirildi ve EcoPure
Kolonlarina 400 ml EcoPure Wash Buffer 1 eklendi ve oda sicakliginda 30 saniye maksimum
hizda santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda kolon altinda biriken s1v1 uzaklastirildi1 ve EcoPure
Kolonlarina 500 ml EcoPure Wash Buffer 2 eklendi ve oda sicakliginda 30 saniye maksimum
hizda santrifiij edildi. Santrifiijj sonrasinda kolon altinda biriken s1v1 uzaklastirildi ve 200 pl
EcoPure Wash Buffer 2'yi EcoPure Column'a ekleyerek maksimum hizda 2 dakika siireyle
kalan yikama tamponu tamamen uzaklastirildi. EcoPure Kolonu temiz, RNaz igermeyen 1,5
ml'lik bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. EcoPure Kolon zarinin merkezine 50-100 pL EcoPure
Elution Buffer eklendi ve kolon oda sicakliginda 1-2 dakika inkiibe edildi. Daha sonra
maksimum hizda 30 sn santrifiij edildi. RNA konsantrasyonlari ve safliklari, Epoch 2

mikroplaka Spektrofotometresi (BioTek) ile 6l¢iildii.

cDNA sentezi ve kantitatif gen ekspresyon (Real Time PCR) analizi

MCF-7 hiicreleri ekildikten sonra 24 saat boyunca tamoksifen, 4-OHT ve tamoksifen
tiirevi bilesikler ile muamele edildikten sonra hiicrelerden izole edilen RNA 6rneklerinin her
birinden 1000 ng kullanilarak cDNA sentezi yapildi. cDNA sentez islemleri ‘High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit’i (Thermo, ABD) ile iiretici firmanin protokolii takip edilerek
gergeklestirildi (Xing vd., 2019). Gen ekspresyon analizleri ger¢ek-zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (QRT-PCR) 5x HOT FIREPol® EvaGreen®qPCR SuperMix ile iiretici firmanin
protokolii takip edilerek Rotor-Gene gRT-PCR cihazi kullanilarak gerceklestirildi. GAPDH
internal kontrol olarak kullanildi ve deneyler iki tekrarli olacak sekilde yapildi. Rolatif
kantitasyon analizi delta-delta-CT metodu kullanilarak yapildi. qRT-PCR reaksiyonlart (Tablo

5) gergeklestirilirken kullanilan primer dizileri Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Primer Listesi ve Dizileri

1. GEN Dizi

2. GREB1-F 5-CTGCGCCTTGTCTCCATTTC-3'

3. GREB1-R 5-AAGAAGAGCATTGTGGCCATTG-3'
4, PS2-F 5-CATCGACGTCCCTCCAGAAG-3'

5. PS2-R 5-CTTCTGGGACTAATCACCGTGC-3'
6. GAPDH-F 5-CCATCTTCCAGGAGCGAGATC-3'
7. GAPDH-R 5-GGCATTGCTGATGATCTTGAGG-3'
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Tablo 5. gRT-PCR Reaksiyon Kosullar1 Tablosu

Sicaklik (°C) Siire Dongii
95 12 dk 1 dongii
95 15sn
65 20 sn 40 dongii
72 20 sn

Istatistiksel Analiz

Deneyler 4 tekrarli olarak yapilmis ve degerler ortalama + standart hata olarak
verilmistir. Veriler istatistiksel olarak Student’s t-test araciligiyla analiz edilmis ve p<0.05 olan
degerler anlamli olarak kabul edilmistir. Verilerin gorsellestirilmesi i¢in GraphPad Prism

(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA) programi kullanilmustir.
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ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Genel Deneysel Yontemler

Tim reaktifler, aksi belirtilmedikge ticari tedarikgilerden temin edildi ve daha fazla
saflastirilmadan kullanildi. 'H NMR ve ¥C NMR deneyleri 400 MHz Varian ve 400 MHz
Bruker Avance II aletlerinde ¢6ziicli olarak CDCl3 kullanilarak oda sicakliginda i¢ standart
olarak tetrametilsilan ile yapildi ve J sabitleri hertz olarak verildi, s = tekli, d = ikili, t = iiglii, q
= dortlii, h = yedili ve m = ¢oklu olarak tanimlanir. Tiim bilesiklerin yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle
spektrumlar1 (HRMS), bir quadrupole time-offlight spektrometri cihazinda alindi. Sonug
bilesiklerinin HPLC saflik tayini 280 nm’de Shimadzu Prominence LC cihazinda asetonitril
(ACN):0.2% formik acid (FA) (0:100 — 40:60, v/v) ile akis hiz1 0.3 mL/dk olacak sekilde
Supelco Ascentis Express RP-Amide (100 x 2.1 mm, 2.7 um) kolon ile yapildi. Sonug
tirtinlerinin saflik derecesi >%95 olarak belirlendi. Aksi belirtilmedik¢e kolon kromatografisi,
silikajel (gdzenek boyutu, 60 A; 70-230 ag gozii, Sigma) kullanilarak yapildi. Aksi
belirtilmedik¢e tiim reaksiyonlar, bir argon veya nitrojen atmosferi altinda gerceklestirildi.
Coziictiler, kullanimdan once belirlenmis prosediirlere gore kurutuldu. Reaksiyonlar, ince

tabaka kromatografisi (TLC) veya *H NMR spektroskopisi ile izlendi.

5-Bromoindol (115), isatin (118), propanal (123), 4-metoksibenzofenon (124), 2-kloro-
N,N-dimetiletilamin (129) ve Z-tamoksifen (Z-19) ticari olarak elde edildi. 0 °C sicakliginda
gerceklestirilen tepkimelerde ilgili sicakliga inmek i¢in buz banyosu kullanildi. NMR
numuneleri 0.5 mL déteryumlu ¢dziicii ve tH-NMR igin 10 mg, 3C-NMR i¢in 25 mg organik
madde kullanilarak hazirlandi. Kolon kromatografisi ile yapilan saflastirma islemlerinde dolgu
maddesi olarak silikajel ve aliiminyum oksit kullanildi. Silikajel kolona bulamag¢ halinde,
aliminyum oksit ise kuru vaziyette yiiklendi. Bazik aliiminyum oksit kullanildig1 durumlarda
dolgu maddesi kolona yiiklenmeden 6nce su (%?2) ile aktive edildi. HRMS numuneleri 1 mg
organik maddenin 2 mL uygun bir organik ¢oziicide, HPLC numuneleri 1 mg organik

maddenin 1 mL organik ¢oziiclide ¢oziilmesiyle hazirlandi.

Bu tez calismasinin hiicre kiiltiirii calismalar1 Erzurum Teknik Universitesi, Yiiksek
Teknoloji ve Arastirma Merkezi (YUTAM) laboratuvarlarinda yapilmistir. Antikanser
ozelliklerini test etmek iizere deneylerde kullanilan strojene duyarlit MCF-7 ve iiclii negatif
MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 ve kontrol olarak tiimérijenik olmayan MCF10A

insan meme epitel hiicre hatt1 kullanilmistir. MCF-7 hiicreleri %10 fotal bovin serumu (FBS)
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ve %1 penisilin/streptomisin iceren RPMI-1640 besiyerinde, MDA-MB-231 hiicreleri %10
FBS, %1 penisilin/streptomisin ve %1 L-Glutamin iceren DMEM besiyeri igerisinde ve son
olarak MCF10A hiicreleri ise %5 at serumu (horse serum), 0.5 mg/mL hidrokortizon, 100
ng/mL kolera toksin, 10ug/mL insiilin ve %] penisilin streptomisin iceren DMEM-F12
besiyerinde %5 CO; igeren inkiibatorlerde 37°C’de kiiltiire edilmistir. Bilesikler DMSO
icerisinde ¢oziilmiis, ana stok 20 mM olacak sekilde hazirlanmistir. Deneylerde kullanilmak
lizere ana stoktan seyreltmeler yapilarak bilesikler hazir hale getirilmis ve deney asamasina
kadar tiim bilesikler -20 °C’de muhafaza edilmistir. Tiim hiicre hatlarinda tamoksifen ICsg

dozunu belirlemek i¢in 1uM, 5uM, 10uM, 25uM, 50uM ve 100uM konsantrasyonlari segildi.

Hiicre sayimmi T25 flasklarda kiiltiire edilen hiicrelerin %75-85 oraninda konfluensiye
ulagmas1 sonrasinda hiicreler tripsin ile kaldirild1 ve daha sonra santrifiij ile ¢oktiiriildii. 3 mL
taze besiyerinde hiicreler ¢oziildii ve pipetaj yapilarak iyice homojen hale gelmesi saglandi.
Hiicre sayimi i¢in BioRad TC20™ Automated Cell Counter cihazi kullanildi. Hiicre sayim
cihazinin slaytlarina 10 pl hiicre ile 10 pl tripan mavisi karisimindan 10 pl yiiklendi ve cihazda
sayim gerceklestirildi. Hiicre sayimindan sonra 6 kuyucuklu platelerin her bir kuyucuguna 2
mL besiyeri igerisinde 1.2x10°- 1.5x10° sayida hiicre ekimi yapilmistir. 96 kuyucuklu platenin
her bir kuyucuguna 100 pl besiyeri igerisinde 3.000 hiicre olacak sekilde hiicre ekimi
yapilmustir. Ekim yapildiktan sonra hiicreler deneylerde kullanilincaya kadar 37°C’de %5’°lik

CO: iceren inkiibator icerisinde biiyiitiilmiigtiir.

Pinakol Esterlerinin Sentezi

5-Bromo-1-etil-1H-indol (116). 5-Bromo-1H-indol (115) (2.0 g, 1 mmol) DMSO (30
mL) igerisindeki ¢Ozeltisinin lizerine NaOH (0.5 g, 1.2 mmol) ilave edildi. Daha sonra
reaksiyon oda sicakliginda 30 dakika karistirildiktan sonra 0 °C’ye sogutularak iizerine etil
bromiir (0.91 mL, 1.2 mmol) damla damla 10 dakika boyunca ilave edildi ve oda sicakligina
getirilerek 5 saat daha karistirildi. Reaksiyon karisimina H2O ilave edildi ve etil asetat (2x30
mL) ile ekstrakte edildi. Organik faz Na2SOs tizerinden kurutuldu ve ¢o6ziiciisii vakum altinda
uzaklastirildi. 5-Bromo-N-etil indol (116) (2.5 g, %95) sar1 s1ivi madde olarak elde edildi.

1-Etil-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioksaborolan-2-il)-1H-indol (117). 5-Bromo-1-etil-
1H-indol (116) (0.6 g, 2.7 mmol), 4 mL dioksan igerisinde ¢6ziildii ve ¢ozelti degaze edildikten
sonra {izerine Pdz(dba)s (49.2 mg, 0.05 mmol), Xphos (51.2 mg, 0.01 mmol), KOAc (0.8 g, 8.1
mmol) ve bis(pinakolato)dibor (B2pinz) (819 mg, 3.2 mmol) ilave edildi. Reaksiyon karigimi
kapali tiip igerisinde 110 °C’de 20 saat karistirildi. Karisim oda sicakligina getirildikten sonra
selitten EtOAc (40 mL) ile siiziildii. Daha sonra organik faz su (3x40 mL) ile yikandi.
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Birlestirilen organik faz Na;SOs iizerinden kurutuldu ve ¢oziicii uzaklastirildi. Ham {iriin
EtOAc/hekzan (2:98, 1 L) karisimiyla silika jel kolon {izerinden saflastirildi. 1-Etil-5-(4,4,5,5-
tetrametil-1,3,2-dioksaborolan-2-il)-1H-indol (117) (0.52 g, %72, erime noktas1 = 77-72 °C)
sar1 kat1 madde olarak elde edildi. 'H NMR (400 MHz, CDCl3)  8.09 (s, =CH, 1H), 7.58 (d, J
= 8.3 Hz, =CH, 1H), 7.27 (d, J = 8.3 Hz, =CH, 1H), 7.03 (d, J = 3.1 Hz, =CH, 1H), 6.43 (d, J
= 3.1 Hz, =CH, 1H), 4.10 (q, J = 7.3 Hz, -CH>, 2H), 1.37 (t, J = 7.3 Hz, -CH3, 3H), 1.29 (s, -
CHas, 12H). 3C NMR (100 MHz, CDCls) & 137.7, 129.0, 128.4, 127.5, 127.2, 108.7, 101.8,
83.4,40.9, 24.9, 15.4.

1-Etilindolin-2,3-dion (119). Izatin (118)’in (2 g, 1 mmol) DMF (10 mL) icerisindeki
¢ozeltisi lizerine KoCO3 (2.82 g, 1.5 mmol) ilave edildi. Daha sonra reaksiyon karigimi oda
sicakliginda 10 dakika karistirildiktan sonra tizerine etil bromiir (1.48 g, 1.01 mL, 1 mmol)
damla damla ilave edildi. Karisim oda sicaklifinda 16 saat karistirildi. Reaksiyon karisimina
buzlu su ilave edildi ve siizge¢ kagidindan siiziildii. Ham iiriin hekzan ile kristallendirildi. 1-
Etilindolin-2,3-dion (119) (2.2 g, %97, erime noktast = 92-93 °C) kirmiz1 katt madde olarak
elde edildi. *H NMR (400 MHz, CDCls) § 7.63-7.59 (m, =CH, 2H), 7.13 (t, J = 7.5 Hz, =CH,
1H), 6.93 (d, J = 7.9 Hz, =CH, 1H), 3.81 (q, J = 7.2 Hz, -CH>, 2H), 1.33 (t, J = 7.2 Hz, -CHg,
3H). °C NMR (100 MHz, CDCl3) § 157.9, 150.7, 138.3, 125.4, 123.6, 117.6, 111.7, 110.0,
35.0, 12.5.

1-Etilindolin-2-on (120). 1-Etilindolin-2,3-dion (119) (1 g), 20 mL hidrazin hidrat
icerisinde ¢oziilerek 130 °C’de 18 saat kaynatildi. Reaksiyon karisimi oda sicakligina
getirildikten sonra etil asetat (2x30 mL) ile ekstrakte edildi. Organik faz Na>SO4 {izerinden
kurutuldu ve ¢o6ziiciisii vakumda uzaklastirildi. Ham {iirtin hekzan ile kristallendirildi. 1-
Etilindolin-2-on (120) (850 mg, %94, erime noktas1 = 97-98 °C) kirli beyaz kati madde olarak
elde edildi. *H NMR (400 MHz, CDCls) § 7.34-7.24 (m, =CH, 2H), 7.05 (t, J = 7.5 Hz, =CH,
1H), 6.87 (d, J = 7.8 Hz, =CH, 1H), 3.80 (q, J = 7.2 Hz, -CH>, 2H), 3.54 (s, -CH2, 2H), 1.30 (t,
J=7.2 Hz, CH3, 3H). °C NMR (100 MHz, CDCl3) § 174.4, 144.1, 127.6, 124.6, 124.3, 121.9,
108.0, 35.5, 34.4, 12.5.

5-Bromo-1-etilindolin-2-on (121). 1-Etilindolin-2-on (120) (552 mg, 1 mmol), 10 mL
asetonitril icerisinde ¢oziildii. Karisima buz banyosunda, 10 mL asetonitril igerisinde ¢ozlilmiis
NBS (477 mg, 1.03 mmol) ilave edildi ve aynmi sicaklikta 3 saat karistirildi. Daha sonra
reaksiyon karigimi oda sicakligina getirildi ve ardindan ¢oziiciisii vakumda uzaklastirildi.
Kalint1 soguk asetonitril ile birkag kez yikandi. 5-Bromo-1-etilindolin-2-on (121) (540 mg,
%86, erime noktast = 111-112 °C) beyaz kat1 madde olarak elde edildi. 'H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 7.46-7.36 (m, =CH, 2H), 6.74 (d, J = 8.3 Hz, =CH, 1H), 3.85- 3.68 (m, -CH_, 2H),
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3.53 (s, -CHy, 2H), 1.27 (t, J = 7.2 Hz, -CHs, 3H). 3C NMR (100 MHz, CDCls) § 174.0, 143.3,
130.7, 127.6, 126.8, 114.7, 109.6, 35.8, 34.6, 12.5.

1-Etil-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioksaborolan-2-il)indolin-2-on (122). 5-Bromo-1-
etilindolin-2-on (121) (300 mg, 1 mmol) bilesiginin 4 mL dioksan igerisindeki ¢ozeltisi degaze
edildikten sonra tizerine PdCl2(dppf) CH2Cl> (33 mg, 0.05 mmol), KOAc (367 mg, 3 mmol) ve
bis(pinakolato)dibor (B2pinz) (412 mg,1.3 mmol) ilave edildi. Reaksiyon karisimi kapali tiip
icerisinde 110 °C’de 20 saat karigtirildi. Karisim oda sicakligina getirildikten sonra selitten
EtOAc (40 mL) ile siiziildii. Daha sonra etil asetat faz1 su (3x40 mL) ile yikandi. Organik faz
Na>SOy tizerinden kurutuldu, ¢oziiciisii uzaklastirildi ve ham iirtin EtOAc/hekzan (2:98, 1 L)
karisimiyla silika jel kolondan saflastirildi. 1-Etil-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioksaborolan-2-
il)indolin-2-on (122) beyaz kati madde (0.275 g, %75, erime noktas1 = 121-122 °C) olarak elde
edildi. *H NMR (400 MHz, CDCls) § 7.68 (d, J = 7.8 Hz, -CH, 1H), 7.61 (s, -CH, 1H), 6.77 (d,
J=7.8Hz, -CH, 1H), 3.70 (q, J = 7.2 Hz, -CH2, 2H), 3.42 (s, -CHz, 2H), 1.26 (s, -CHj3, 12H),
1.18 (t, J =7.2 Hz, -CH3, 3H). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) § 175.0, 147.0, 135.1, 130.5, 124.1,
107.6, 83.7, 35.5, 34.7, 24.8, 12.7.

1-Metoksi-4-(1-fenilbut-1-en-1-il)benzen (125). iki boyunlu bir balona Zn (6.16 g,
94.23 mmol) konuldu ve ortamin havasi vakumla alindi. Daha sonra 12 mL THF ilave edildi
ve karigim -78 °C’ye sogutuldu. Bu karigima azot atmosferinde TiCls (5.2 mL, 47.1 mmol)
damla damla ilave edildi. Reaksiyon karigimi oda sicakligina getirildikten sonra 2 saat
kaynatildi. Karisima piridin (0.19 mL, 23.6 mmol) ilave edildi ve 10 dakika karistirildi.
Ardindan 4-metoksibenzofenon (124) (5.0 g, 23.6 mmol) ve propiyonaldehit (123) (0.22 mL,
30.62 mmol)’in 5 mL THF igerisindeki ¢6zeltisi balona damla damla ilave edildi. Tepkime
karigimi 18 saat kaynatildiktan sonra oda sicakligina getirildi ve %10’luk Ko.CO3 ¢ozeltisi ilave
edilerek tepkime durduruldu. Karigim siizge¢ kagidindan siiziildiikten sonra EtOAc ile (2x30
mL) ekstrakte edildi. Organik faz NaxSOs {iizerinden kurutuldu ve ¢oziicii vakumda
uzaklagstirildi. Ham {iriin silika jel kolon kromatografisi izerinden EtOAc/hekzan (0.3:9.7; 700
mL) karisimu ile eliie edildi. (E/Z)-1-Metoksi-4-(1-fenilbut-1-en-1-il)benzen (125) (3.76 g, %
53) renksiz s1ivi madde olarak izomer karisimi halinde elde edildi. *H NMR (400 MHz, CDCls)
6 7.39-7.32 (m, =CH, 2H), 7.36-7.10 (m, =CH, 5H), 6.99-6.88 (m, =CH, 2H), 6.89-6.76 (m,
=CH, 2H), 6.07-5.99 (m, =CH, 1H), 3.87 (s, -OCHjs, 1H), 3.82 (s, -CHj3, 1H), 2.28-2.06 (m, -
CHa, 2H), 1.03-0.89 (m, -CHs, 3H). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) § 158.8, 158.5, 143.3, 140.8,
135.7, 132.8, 131.5, 131.1, 130.0, 129.9, 128.3, 128.1, 128.0, 127.3, 126.8, 126.7, 113.5, 55.2,
23.2,14.5.
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1-(2-Bromo-1-fenilbut-1-en-1-il)-4-metoksibenzen  (126).  (E/Z)-1-Metoksi-4-(1-
fenilbut-1-en-1-il)benzen (125) (1 g, 4.20 mmol) bilesigi 30 mL CHCI3 igerisinde ¢oziildii.
Daha sonra iizerine 15 mL CHCls igerisindeki Br2 (0.23 mL, 4.53 mmol) ¢ozeltisi damla damla
ilave edildi. Reaksiyon karigtimi 15 dakika karistirildiktan sonra ¢oziiciisii vakumda
uzaklastirildi. 1-(2-Bromo-1-fenilbut-1-en-1-il)-4-metoksibenzen (126) (1.1 g, %90), koyu sar1
yagims1 madde olarak izomer karisimi halinde elde edildi. *H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.29—
7.06 (m, =CH, 6H), 7.04-6.97 (m, =CH, 1H), 6.80-6.73 (m, =CH, 2H), 3.71 (s, -OCHzs, 3H),
2.61-2.36 (M, -CHy, 2H), 1.12 (g, J = 7.2 Hz, -CHs, 3H). °C NMR (100 MHz, CDCls) § 143.6,
141.4,140.8, 139.6, 136.8, 135.7, 133.4, 130.6, 130.0, 129.2, 128.8, 128.4, 128.0, 127.2, 127.0,
113.8, 113.3, 56.2, 55.2, 32.5, 32.4, 14.1.

4-(2-Bromo-1-fenilbut-1-en-1-il)fenol (127). (E/Z)-1-(2-Bromo-1-fenilbut-1-en-1-il)-
4-metoksibenzen (126) (1.0 g, 2.74 mmol) bilesiginin 20 mL CH2Cl; igerisindeki ¢ozeltisine -
78 °C’de, 5 mL CH2Cl; igerisindeki BBr3 (0.26 mL, 2.74 mmol) ¢6zeltisi damla damla ilave
edildi. Reaksiyon karigimi agamalil bir sekilde oda sicakligina getirildi ve 24 saat karistirildi.
Karigima damla damla 20 mL su ilave edilerek reaksiyon durduruldu. Daha sonra diklorometan
(3x30 mL) ile ekstrakte edildi. Organik faz Na>SOj iizerinden kurutuldu ve ¢oziicii vakumda
uzaklastirildi. Elde edilen ham {iriin silika jel kolon kromatografisi izerinden EtOAc/hekzan ile
saflastirildi. 4-(2-Bromo-1-fenilbut-1-en-1-il)fenol (127) (860 mg, %82) a¢ik yesil yagimsi
madde olarak izomer karisimi halinde elde edildi. 'H NMR (400 MHz, CDCls) § 7.27-7.19 (m,
=CH, 2H), 7.18-7.12 (m, =CH, 2H), 7.11-7.03 (m, =CH, 2H), 6.99-6.92 (m, AA'BB' sisteminin
AA' kismi, =CH, 1H), 6.72-6.93 (m, AA'BB' sisteminin BB' kismi1, =CH, 2H), 5.12 (s, -OH,
1H), 2.46 (dq, J=16.9, 7.3 Hz, -CHy, 2H), 1.09 (g, J = 7.1 Hz, -CHj3, 3H). $3C NMR (100 MHz,
CDCl3) 6 154.7, 154.4, 143.6, 141.4, 141.2, 140.8, 140.7, 135.9, 133.6, 130.8, 130.2, 129.2,
128.8, 128.4, 128.0, 127.3, 127.1, 115.3, 114.9, 32.5, 32.4, 14.1.

Genel Prosediir A: Suzuki-Miyaura kenetlenme reaksiyonlar:

Boranik asit tiirevi (1 ekv.) ve vinil bromiir tiirevi (1.1 ekv.), toliien (40 mL), EtOH (6
mL) ve su (6 mL) igerisinde ¢oziildii. Karisima Na,COs3 (10 ekv.) ilave edildikten sonra ¢ozelti
degaze edildi ve tizerine Pd(PPh3)4 (0.01 ekv.) ilave edildi. Karisim 100 °C’de 18 saat kaynatildi
ve oda sicakligma getirilerek tizerine sulu NaHCOs c¢ozeltisi ilave edildi. Ham iiriin
diklorometan (3x30 mL) ile ekstrakte edildi. Organik faz NaSOs iizerinden Kurutuldu ve
¢oziicii vakumda uzaklastirildi. Elde edilen ham {iriin silika jel kolon kromatografisi lizerinden

EtOAc/hekzan ile saflastirildi.

4-(2-(1-Etil-1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-il)fenol (128). 4-(2-Bromo-1-fenilbut-1-
en-1-il)fenol (127) (1.48 g, 1 mmol) ve 1-etil-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioksaborolan-2-il)-
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1H-indol (117) (1.10 g, 1.2 mmol) kullanilarak genel prosediir A’ya gore hazirlandi. Elde edilen
ham {iriin silika jel kolon kromatografisi lizerinden EtOAc/hekzan ile saflastirildi. (E/Z)-4-(2-
(1-Etil-1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-il)fenol (128) (600 mg, %62) sari yagimsit madde
olarak izomer karisimi halinde elde edildi. *H NMR (400 MHz, CDCls3) § 7.37-7.35 (m, =CH,
1H), 7.26-7.24 (m, =CH, 1H), 7.19-7.18 (m, =CH, 1H), 7.06—7.04 (m, =CH, 3.5H), 6.96-6.71
(m, =CH, 3.5H), 6.69-6.66 (m, =CH, 2H), 6.43-6.10 (m, =CH, 2H), 4.98 (m, -OH, 0.5H), 4.58
(m, -OH, 0.5H), 4.07-3.97 (m, -CH2, 2H), 2.50-2.39 (m, -CH2, 2H), 1.38-1.33 (m, -CH3s, 3H),
0.88-0.83 (m, -CHs, 3H). *C NMR (100 MHz, CDCls) & 154.3, 153.3, 144.7, 144.2, 143.1,
142.8,134.7,132.3,131.2,131.1, 129.8, 128.3, 127.5, 127.1, 124.5, 121.8, 121.7, 115.2, 114.6,
108.9, 108.8, 101.2, 101.1, 61.3, 41.0, 29.8, 15.5, 14.1. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M + H]*
C26H26NO icin hesaplanan: 368.2009; bulunan: 368.1992.

2-(4-(2-(1-Etil-1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-il)fenoksi)-N,N-dimetiletan-1-amin

(113). Fenolik bilesik 128 (400 mg, 1 mmol), 20 mL toliien ve 20 mL EtOH igerisinde ¢oziilerek
tizerine K2CO3 (738 mg, 8 mmol) ve 2-dimetilaminoetil kloriir hidrokloriir (129) (0.384 mg, 4
mmol) ilave edildi. Karistm 100 °C’deki yag banyosunda 24 saat kaynatildi. Reaksiyon oda
sicakligina getirildikten sonra ilizerine doygun NH4Cl ¢ozeltisi ilave edilerek 40 dakika oda
sicakliginda karigtirildi. Daha sonra reaksiyon karisimina 20 mL etil asetat ilave edildi, organik
faz tuz ¢ozeltisi ile yikandi. Organik faz Na>SOg iizerinden kurutuldu ve ¢oziicii vakumda
uzaklastirildi. Elde edilen ham tiriin silika jel kolon kromatografisi iizerinden EtOAc/hekzan
(1:9) ile saflagtirlldi.  2-(4-(2-(1-Etil-1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-il)fenoksi)-N,N-
dimetiletan-1-amin (113) (250 mg, %95) izomerik karisim halinde elde edildi.

(2)-2-(4-(2-(1-Etil-1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-il)fenoksi)-N,N-dimetiletan-1-
amin (Z2-113). (2)-2-(4-(2-(1-Etil-1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-il)fenoksi)-N,N-
dimetiletan-1-amin (Z-113) etil asetat/hekzan/trietilamin (2:8:0.5) karisimi iizerinden
saflastirlarak (98 mg, %42) agik sar1 yagimsi sivi olarak elde edildi. *H NMR (400 MHz,
CDCls) 6 7.38 (s,=CH, 1H), 7.28-7.21 (m, =CH, 2H), 7.21-7.12 (m, =CH, 3H), 7.05-6.93 (m,
=CH, 2H), 6.90-6.79 (m, AA'BB' sisteminin BB' kismi, =CH, 2H), 6.74-6.67 (m, AA'BB'
sisteminin AA' kismi, =CH, 2H), 6.46-6.38 (m, =CH, 1H), 6.30 (d, J = 3.1 Hz, =CH, 1H), 4.01
(9,3 =7.4 Hz, -CHz, 2H), 3.81 (t, J = 5.7 Hz, -OCHz2, 2H), 2.54 (t, J = 5.7 Hz, -NCH2, 2H),
2.42 (q,J = 7.3 Hz, -CHg, 2H), 2.19 (s, -NCHgs, 6H), 1.36 (t, J = 7.3 Hz, -CH3, 3H), 0.84 (t, J =
7.4 Hz, -CHas, 3H). 3C NMR (100 MHz, CDCls3) & 156.4, 144.6, 142.3, 137.2, 136.2, 134.5,
133.3, 132.0, 129.6, 128.4, 128.1, 126.7, 126.3, 124.4, 121.4, 113.4, 108.6, 101.1, 65.6, 58.3,
45.9, 40.9, 29.6, 15.4, 13.9. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M + H]* C3oH3sN20 i¢in hasaplanan:
439.2744; bulunan: 439.2743. HPLC saflig1: %99.0.
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(E)-2-(4-(2-(1-Etil-1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-il)fenoksi)-N,N-dimetiletan-1-
amin (E-113). (E)-2-(4-(2-(1-Etil-1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-il)fenoksi)-N,N-
dimetiletan-1-amin (E-113) etil asetat/hekzan/trietilamin (2:8:0.5) karisimi1 tizerinden
saflastirilarak (0.125 g, %47, erime noktas1 = 97-98 °C) sar1 kat1 olarak elde edildi. 'H NMR
(400 MHz, CDCls) 6 7.35 (s, =CH, 1H), 7.13-7.06 (m, AA'BB' sisteminin AA" kismi, =CH,
2H), 7.01-6,96 (m, =CH, 2H), 6.91-6.77 (m, =CH, 8H), 6.29 (d, J = 3.0 Hz, =CH, 1H), 4.04—
3.96 (m, -CH2, -OCHg, 4H), 2.66 (t, J = 5.8 Hz, -NCH3, 2H), 2.47 (q, J = 7.4 Hz, -CH>, 2H),
2.28 (s, -CHs, 6H), 1.36 (q, J = 7.2 Hz, -CHs, 3H), 0.86 (t, J = 7.4 Hz, -CHs, 3H). °C NMR
(100 MHz, CDCl3) 6 157.4,143.9, 142.9,137.3, 136.8, 134.5,133.2,131.0, 130.7, 128.3, 127.3,
126.7,125.2,124.3, 121.5, 114.8, 108.5, 101.0, 65.8, 58.4, 45.9, 40.9, 29.6, 15.4, 13.9. HRMS
(ESI-TOF) m/z: [M + H]" Cs0H3sN20 igin hesaplanan: 439.2744; bulunan: 439.2743. HPLC
saflig1: %95.0.

1-Etil-5-(1-(4-hidroksifenil)-1-fenilbut-1-en-2-il)indolin-2-on (130). 4-(2-Bromo-1-
fenilbut-1-en-1-il)fenol (127) (1.31 g, 1.2 mmol) ve 1-Etil-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioksaborolan-2-il)indolin-2-on (122) (1.03 g, 1 mmol) kullanilarak genel prosediir A’ya goére
sentezlenmistir. Elde edilen ham {iriin silika jel kolon kromatografisi lizerinden EtOAc/hekzan
ile yiritilerek saflastirildi.  1-Etil-5-(1-(4-hidroksifenil)-1-fenilbut-1-en-2-il)indolin-2-on
(130) (550 mg, %70) sar1 yagimsi iiriin olarak izomer karigimi halinde elde edildi. *H NMR
(400 MHz, CDCl3) 6 7.26-7.24 (m, =CH, 1H), 7.18-7.14 (m, =CH, 2H), 7.02-7.00 (m, =CH,
1H), 6.94-6.92 (m, =CH, 3H), 6.82-6.81 (m, =CH, 2H), 6.77-6.75 (m, =CH, 1H), 6.67-6.64
(m, =CH, 1H), 6.46-6.44 (m, =CH, 1H), 6.10 (yayvan pik, -OH, 1H), 3.67-3.60 (m, -CH, 2H),
3.34 (s, -CHz, 1H), 3.31 (s, -CHz, 1H), 2.44-2.33 (m, -CH2, 2H), 1.21-1.12 (m, -CHs, 3H),
0.88-0.83 (m, -CHs, 3H). *C NMR (100 MHz, CDCls) & 175.5, 175.3, 155.0, 154.2, 132.0,
130.8, 130.6, 129.4, 128.1, 127.4, 126.5, 126.0, 125.9, 125.6, 124.4, 115.1, 114.5, 107.8, 107.7,
35.9,34.9, 28.9, 24.8, 13.7,12.7. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M + H]* C26H26NO3 i¢in hesaplanan:
384.1958; bulunan: 384.1941.

5-(1-(4-(2-(Dimetilamino)etoksi)fenil)-1-fenilbut-1-en-2-il)-1-etilindolin-2-on (114).
Fenolik bilesik 130 (400 mg, 1 mmol), 20 mL toliien ve 20 mL EtOH igerisinde ¢oziilerek
tizerine K2CO3 (738 mg, 8 mmol) ve 2-dimetilaminoetil kloriir hidrokloriir (129) (384 mg, 4
mmol) ilave edildi. Karisim 100 °C’deki yag banyosunda 24 saat kaynatildi. Reaksiyon karigimi
oda sicakligina getirildikten sonra iizerine doygun NH4Cl ¢6zeltisi ilave edilerek 40 dakika oda
sicakliginda karistirildi. Daha sonra reaksiyon karisimina 20 mL etil asetat ilave edildi, organik
faz tuz ¢ozeltisi ile yikandi. Organik faz Na>SOg iizerinden kurutuldu ve ¢oziicli vakumda

uzaklastirildi. Elde edilen ham {iriin silika jel kolon kromatografisi {izerinden EtOAc/hekzan
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(1:9) karisimu ile yiiriitiilerek saflastirildi. 5-(1-(4-(2-(Dimetilamino)etoksi)fenil)-1-fenilbut-1-
en-2-il)-1-etilindolin-2-on (114) (278 mg, %93) izomerik karisim halinde elde edildi. Daha
sonra izomer karigimi silik jel ince tabaka kromatografisi ile etil asetat’/hekzan/aseton (2:8:0.5)
karisimu iizerinden saflastirildi. Ince tabakada ilk yiiriilyen madde olarak Z-114 daha geriden
yiiriiyen madde olarak E-114 elde edildi.

(2)-5-(1-(4-(2-(Dimetilamino)etoksi)fenil)-1-fenilbut-1-en-2-il)-1-etilindolin-2-on
(Z-114).  (2)-5-(1-(4-(2-(Dimetilamino)etoksi)fenil)-1-fenilbut-1-en-2-il)-1-etilindolin-2-on
(Z-114) 32 mg, %39, acik sar1 yagims1 madde olarak elde edildi. *H NMR (400 MHz, CDCls)
8 7.36-7.28 (m, =CH, 2H), 7.21-7.10 (m, =CH, 3H), 7.04-6.96 (m, =CH, 2H), 6.80-6.73 (m,
AA'BB' sisteminin AA' kismi, =CH, 2H), 6.65-6.61 (m, =CH, 1H), 6.61-6.55 (m, AA'BB'
sisteminin BB' kismi, =CH, 2H), 3.86 (t, J = 5.8 Hz, -CH>, 2H), 3.64 (q, J = 7.2 Hz, -CH>, 2H),
3.32 (s, -CH2, 2H), 2.57 (t, J = 5.8 Hz, -CH3, 2H), 2.36 (9, J = 7.4 Hz, -CHa, 2H), 2.21 (s, -CHs3,
6H), 1.17 (t, J = 7.2 Hz, -CH3, 3H), 0.85 (t, J = 7.4 Hz, -CH3, 3H). *C NMR (100 MHz, CDCls)
6 175.0, 157.0, 144.1, 142.7, 141.0, 138.5, 136.6, 135.8, 132.0, 129.6, 129.5, 128.3, 126.7,
126.0,124.5,113.7,107.8, 66.0, 58.5, 46.1, 36.1, 35.0, 29.2, 13.9, 12.9. HRMS (ESI-TOF) m/z:
[M + H]" C30H35N20; i¢in hesaplanan: 455.2693; bulunan: 455.2675. HPLC safligi: %95.6.

(E)-5-(1-(4-(2-(dimetilamino)etoksi)fenil)-1-fenilbut-1-en-2-il)-1-etilindolin-2-on (E-
114). (E)-5-(1-(4-(2-(dimetilamino)etoksi)fenil)-1-fenilbut-1-en-2-il)-1-etilindolin-2-on (E-
114) 41 mg, %37, acik sar1 yagimst iiriin olarak elde edildi. *H NMR (400 MHz, CDCls) §
7.17-7.08 (m, =CH, 2H), 7.06-6.92 (m, =CH, 5H), 6.91-6.81 (m, =CH, 4H), 6.63-6.56 (m,
=CH, 1H), 4.01 (t, J = 5.8 Hz, -CH>, 2H), 3.62 (q, J = 7.2 Hz, -CH>, 2H), 3.30 (s, -CHz, 2H),
2.67 (t, J = 5.8 Hz, -CHg, 2H), 2.41 (dd, J = 14.9, 7.4 Hz, -CHy, 2H), 2.27 (s, -CHs, 6H), 1.15
(t, J=7.2 Hz, -CHs, 3H), 0.87 (t, J = 7.4 Hz, -CHs, 3H). 13C NMR (100 MHz, CDCls) § 174.9,
157.8,143.7, 142.6, 141.5, 138.6, 136.6, 136.3, 131.0, 130.7, 129.5, 127.6, 126.0, 125.8, 124.4,
114.4, 107.7, 66.1, 58.5, 46.2, 36.1, 35.0, 29.4, 13.9, 12.9. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M + H]*
CaoH35N202 i¢in hesaplanan: 455.2693; bulunan: 455.2701. HPLC saflig1: %95.8.

Genel Prosediir B: Bis(indolil)metanlar Z,Z-132a-g’nin hazirlanmasi

(2)-2-(4-(2-(1-Etil-1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-il)fenoksi)-N,N-dimetiletan-1-
amin (Z-113) (2 mmol) ve benzaldehit tiirevleri (131a-g) (1 mmol) 1 mL HFIP igerisinde
coziilerek oda sicakliginda 5 saat karistirildi. Daha sonra reaksiyon karigiminin ¢oziiclisii
vakumda uzaklastirildi. Ham {iriin sirasiyla EtOAc/hekzan (2:98, 0.5 L) ve EtOH/DCM (5:95,
0.5 L) karisimiyla silika jel kolondan yiirtitiilerek saflastirildi.
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2,2'-((((12,1'2)-((Fenilmetilen)bis(1-etil-1H-indol-3,5-diil))bis(1-fenilbut-1-en-2,1-

diil))bis(4,1-fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetiletan-1-amin) (Z,Z-132a). (Z)-2-(4-(2-(1-Etil-
1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-il)fenoksi)-N,N-dimetiletan-1-amin (Z-113) (72 mg, 1.64
mmol) ve benzaldehit (131a) (10.2 mg, 0.82 mmol) kullanilarak genel prosediir B’ye gore
hazirlandi. Z,Z-132a (50 mg, %86) Kirli beyaz yagimst iiriin olarak elde edildi. *H NMR (400
MHz, CDCl3) 6 7.26-7.09 (m, =CH, 17H), 6.97-6.90 (m, =CH, 2H), 6.74-6.69 (m, =CH, 2H),
6.68-6.61 (m, AA'BB' sisteminin AA' kismi, =CH, 4H), 6.51 (s, =CH, 2H), 6.45-6.38 (m,
AA'BB' sisteminin BB' kismi, =CH, 4H), 5.67 (s, -CH, 1H), 3.95 - 3.81 (m, -CHz, 8H), 2.66 (t,
J =5.6 Hz, -CH, 4H), 2.39-2.11 (m, -NCHs, -CH, 16H), 1.28 (t, J = 7.3 Hz, -CHs, 6H), 0.71
(t, J = 7.3 Hz, -CHs, 6H). 13C NMR (100 MHz, CDCls) § 156.1, 144.7, 144.4, 142.5, 136.8,
136.3, 135.2,132.4,131.9, 130.9, 129.6, 128.8, 128.0, 127.4, 126.2, 125.8, 124.6, 120.5, 118.3,
114.0, 113.3, 108.4, 65.2, 57.9, 45.4, 40.7, 40.5, 29.6, 15.5, 13.7. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M]*
Ce7H72N402 i¢in hesaplanan: 964.5650; bulunan: 964.5652. HPLC saflig1: %95.6.

2,2"-((((1z,1'2)-(((4-Florofenil)metilen)bis(1-etil-1H-indol-3,5-diil))bis(1-fenilbut-1-
en-2,1-diil))bis(4,1-fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetiletan-1-amin) (Z,Z-132b). (2)-2-(4-(2-
(1-Etil-1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-il)fenoksi)-N,N-dimetiletan-1-amin (Z-113) (77 mg,
1.75 mmol) ve 4-florobenzaldehit (131b) (10.9 mg, 0.87 mmol) kullanilarak genel prosediir
B’ye gore hazirlandi. Z,Z-132b (51 g, %85; erime noktasi = 129-130 °C) agik pembe kati madde
olarak elde edildi. *H NMR (400 MHz, CDCls) § 7.23 (t, J = 7.3 Hz, =CH, 4H), 7.18-7.05 (m,
=CH, 8H), 7.00-6.93 (m, =CH, 2H), 6.87-6.73 (m, =CH, 6H), 6.68-6.59 (m, AA'BB' sisteminin
AA' kismi, =CH, 4H), 6.48 (s, =CH, 2H), 6.45-6.38 (m, AA'BB' sisteminin BB' kismi1, =CH,
4H), 5.62 (s, --CH, 1H), 3.92 (q, J = 7.2 Hz, -CH_, 4H), 3.85 (t, J = 5.8 Hz, -CH_, 4H), 2.60 (t,
J =5.7 Hz, -CHy, 4H), 2.33-2.17 (m, -NCHjs, -CH, 16H), 1.29 (t, J = 7.3 Hz, -CH3s, 6H), 0.73
(t, J = 7.3 Hz, -CHs, 6H). 3C NMR (100 MHz, CDCls3) & 159.9, 156.3, 144.4, 142.3, 140.4,
137.0, 136.2, 135.2, 132.6, 131.8, 130.0, 129.6, 128.0, 127.2, 126.2, 124.4,120.5, 118.1, 114.7,
114.5, 113.2, 108.5, 65.4, 58.2, 45.7, 40.8, 39.7, 29.7, 29.6, 15.5, 13.6. HRMS (ESI-TOF) m/z:
[M + H]" Ce7H72FN4O2 igin hesaplanan: 983.5634; bulunan: 983.5611. HPLC safligi: %96.0.

2,2'-((((12,1'2)-(((4-Klorofenil)metilen)bis(1-etil-1H-indol-3,5-diil))bis(1-fenilbut-1-
en-2,1-diil))bis(4,1-fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetiletan-1-amin) (Z,Z-132c). (Z2)-2-(4-(2-
(1-Etil-1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-il)fenoksi)-N,N-dimetiletan-1-amin (Z-113) (74 mg,
1.68 mmol) ve 4-klorobenzaldehit (131c) (11.8 mg, 0.84 mmol) kullanilarak genel prosediir
B’ye gore hazirlandi. Z,Z-132¢ (47 mg, %87; erime noktas1 = 135-136 °C) agik pembe kati
madde olarak elde edildi. *H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.24 (t, J = 7.3 Hz, =CH, 4H), 7.20—-
7.03 (m, =CH, 8H), 7.00-6.94 (m, AA'BB' sisteminin AA' kismi, =CH, 4H), 6.80-6.74 (m,
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AA'BB' sisteminin BB' kismi1, =CH, 4H), 6.68-6.61 (m, AA'BB’ sisteminin AA' kismi1, =CH,
4H), 6.49 (s, =CH, 2H), 6.46-6.40 (m, AA'BB' sisteminin BB' kismi, =CH, 4H), 5.62 (s, -CH,
1H), 3.92 (g, J = 7.2 Hz, -CH, 4H), 3.85 (t, J = 5.5 Hz, -CHz, 4H), 2.62 (t, J = 5.5 Hz, -CH_,
4H), 2.30-2.19 (m, -NCHjs, -CH>, 16H), 1.30 (t, J = 7.2 Hz, -CHs, 6H), 0.73 (t, J = 7.3 Hz, -
CHas, 6H). *C NMR (100 MHz, CDCls) § 156.3, 144.4, 143.3, 142.3, 137.1, 136.2, 135.2,
132.6, 131.8, 131.3, 130.1, 129,5, 128.1, 128.0, 127.2, 126.2 (2C), 124.5, 120.5, 117.7, 113.2,
108.5, 65.5, 58.2, 45.7, 40.8, 39.8, 29.7, 29.6, 15.5, 13.6. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M + H]*
Ce7H72CIN4Oz igin hesaplanan: 999.5338; bulunan: 999.5341. HPLC safligi: %99.8.

2,2'-((((12,1'2)-(((4-Bromofenil)metilen)bis(1-etil-1H-indol-3,5-diil))bis(1-fenilbut-

1-en-2,1-diil))bis(4,1-fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetiletan-1-amin) (Z,Z-132d). (2)-2-(4-(2-
(1-Etil-1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-il)fenoksi)-N,N-dimetiletan-1-amin (Z-113) (33 mg,
0.75 mmol) ve 4-bromobenzaldehit (131d) (7 mg, 0.37 mmol) kullanilarak genel prosediir B’ye
gdre hazirland1. Z,Z-132d (45 mg %90) agik pembe yagimst iiriin olarak elde edildi. *H NMR
(400 MHz, CDCls) 6 7.30-7.20 (m, =CH, 6H), 7.28-7.08 (m, =CH, 6H), 7.20-7.08 (m, =CH,
4H), 7.00-6.93 (m, =CH, 2H), 6.80-6.73 (m, =CH, 2H), 6.68-6.61 (m, AA'BB' sisteminin AA'
kismi, =CH, 4H), 6.50 (s, =CH, 2H), 6.47-6.40 (m, AA'BB' sisteminin BB' kismi, =CH, 4H),
5.60 (s, -CH, 1H), 3.98-3.84 (m, =CH, 8H), 2.63 (t, J = 5.7 Hz, -CHa, 4H), 2.28-2.21 (m, -
NCHs, CHz, 16H), 1.30 (t, J = 7.3 Hz, -CHs, 6H), 0.73 (t, J = 7.3 Hz, -CH3, 6H). *C NMR (100
MHz, CDClz) 6 156.3, 144.4,143.9, 142.4,137.1, 136.3, 135.2,132.7, 131.1, 130.6, 129.6 (2C),
128.1, 127.3, 126.3 (2C), 124.5, 120.6, 119.5, 117.7, 113.3, 108.6, 65.4, 58.2, 45.7, 40.8, 40.0,
29.7, 15.5, 13.7. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M + H]* Ce7H72BrN4O: i¢in hasaplanan: 1043.4833;
bulunan: 1043.4826. HPLC safligi: %99.3.

2,2'-((((1Z,1'2)-(((4-Iyodofenil) metilen)bis(1-etil-1H-indol-3,5-diil))bis(1-fenilbut-1-
en-2,1-diil))bis(4,1-fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetiletan-1-amin) (Z,Z-132¢). (2)-2-(4-(2-
(1-Etil-1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-il)fenoksi)-N,N-dimetiletan-1-amin (Z-113) (123 mg,
2.80 mmol) ve 4-iyodobenzaldehit (131e) (32.5 mg, 1.40 mmol) kullanilarak genel prosediir
B’ye gore hazirlandi. Z,Z-132e (42 mg, %87) acik pembe yagimst iiriin olarak elde edildi. *H
NMR (400 MHz, CDClz) 6 7.50-7.43 (m, =CH, 2H), 7.24 (t, J = 7.3 Hz, =CH, 4H), 7.20-7.09
(m, =CH, 6H), 7.05 (s, =CH, 2H), 7.00-6.89 (m, =CH, 4H), 6.80-6.71 (m, =CH, 2H), 6.68—
6.62 (m, AA'BB' sisteminin AA' kismi, =CH, 4H), 6.50 (s, =CH, 2H), 6.47-6.39 (m, AA'BB'
sisteminin BB' kism1, =CH, 4H), 5.59 (s, -CH, 1H), 4.01-3.79 (m, -CH>, 8H), 2.63 (t, J = 5.7
Hz, -CHa, 4H), 2.28-2.22 (m, -NCHs, -CH>, 16H), 1.30 (t, J = 7.3 Hz, -CH3s, 6H), 0.73 (t, J =
7.3 Hz, -CHs, 6H). *°C NMR (100 MHz, CDCls) § 156.3, 144.6, 144.4, 142.4, 137.1, 137.0,
136.3, 135.2, 132.6, 132.0, 131.0, 129.6, 128.0, 127.2, 126.7 (2C), 124.6, 120.5, 117.6, 113.3,
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108.6, 91.1, 65.4, 58.2, 45.7, 40.8, 40.1, 29.7, 15.5, 13.7. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M + H]*
Ce7H72IN4O2 icin hesaplanan: 1091.4694; bulunan: 1091.4707. HPLC safligi: %97.9.

4-(Bis(5-((2)-1-(4-(2-(dimetilamino)etoksi)fenil)-1-fenilbut-1-en-2-il)-1-etil-1H-

indol-3-il)metil)benzaldehit (Z,Z2-132f). (Z)-2-(4-(2-(1-Etil-1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-
il)fenoksi)-N,N-dimetiletan-1-amin (Z-113) (37 mg, 0.8 mmol) ve tereftalaldehit (131f) (6 mg,
0.4 mmol) kullanilarak genel prosediir B’ye gore hazirlandi. Z,Z-132f (30 mg, %75) pembe
yagimst iiriin olarak elde edildi. 'H NMR (400 MHz, CDCls) § 9.91 (s, -CHO, 1H), 7.71-7.63
(m, AA'BB' sisteminin AA' kismi, =CH, 2H), 7.37-7.30 (m, AA'BB' sisteminin BB' kismu,
=CH, 2H), 7.23 (t, J = 7.4 Hz, =CH, 2H), 7.19-7.08 (m, =CH, 4H), 7.06 (s, =CH, 2H), 7.01-
6.95 (m, =CH, 4H), 6.81-6.74 (m, =CH, 4H), 6.66-6.58 (m, AA'BB' sisteminin AA' kismui,
=CH, 4H), 6.51 (s, =CH, 2H), 6.43-6.37 (m, AA'BB' sisteminin BB' kism1, =CH, 4H), 5.72 (s,
-CH, 1H), 3.94 (q, J = 7.2 Hz, -CHz, 4H), 3.84 (t, J = 5.8 Hz, -CH>, 4H), 2.58 (t, J = 5.7 Hz, -
CHoy, 4H), 2.32-2.16 (m, -NCHs, -CH>, 16H), 1.30 (t, J = 7.2 Hz, -CHj3, 6H), 0.72 (t, J = 7.3
Hz, -CHs, 6H). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) § 156.8, 152.2, 144.8, 142.2, 137.1, 136.1, 135.2,
134.5,132.8, 131.8, 129.7, 129.6, 129.3, 128.0, 127.1, 126.2, 124.6, 120.4, 117.1, 114.0, 113.3,
108.6, 65.6, 58.3, 45.8, 40.8, 40.7, 29.7, 15.5, 13.7. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M]" CegH72N4O3
i¢in hesaplanan: 992.5599; bulunan: 993.5598. HPLC saflig1: %98.8.

2,2"-((((1Z,2*2)-(((4-Nitrofenil)metilen)bis(1-etil-1H-indol-3,5-diil))bis(1-fenilbut-1-
en-2,1-diil))bis(4,1-fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetiletan-1-amin) (Z,Z2-1329). (2)-2-(4-(2-
(1-Etil-1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-il)fenoksi)-N,N-dimetiletan-1-amin (Z-113) (70 mg,
1.6 mmol) ve 4-nitrobenzaldehit (131g) (12 mg, 0.8 mmol) kullanilarak genel prosediir B’ye
gore hazirlandi. Z,Z-132g (80 mg, %87) sar1 yagimst iiriin olarak elde edildi. *H NMR (400
MHz, CDCls) & 7.96 (d, J = 8.7 Hz, =CH, 2H), 7.29-7.20 (m, =CH, 6H), 7.18-7.07 (m, =CH,
6H), 7.05-6.98 (m, =CH, 4H), 6.87-6.80 (m, =CH, 2H), 6.61 (m, AA'BB"' sisteminin AA' kismi,
=CH, 4H), 6.51 (s, =CH, 2H), 6.43-6.36 (m, AA'BB' sisteminin BB' kismi, =CH, 4H), 5.70 (s,
-CH, 1H), 3.98-3.90 (m, -CH, 4H), 3.87-3.82 (m, -CHz, 4H), 2.61 (t, J = 5.8 Hz, -CH_, 4H),
2.31-2.18 (m, -NCHs, -CH, 16H), 1.31 (t, J = 7.2 Hz, -CHs, 6H), 0.73 (t, J = 7.3 Hz, -CHj,
6H). 1*C NMR (100 MHz, CDCls) § 156.3, 152.6, 146.2, 144.2, 142.1, 137.3, 136.1, 135.2,
133.0, 132.0, 129.5, 129.3, 128.0, 127.0, 126.3, 126.2, 124.5, 123.4, 120.4, 116.6, 113.2, 108.7,
65.6, 58.2, 45.8, 40.8, 40.3, 29.7, 15.5, 13.6. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M]" Cs7H71N504 i¢in
hesaplanan: 1009.5501; bulunan: 1009.5507. HPLC saflig1: %95.1.

Genel Prosediir C: Bis(indolil)metanlar E,E-133a-g’nin hazirlanmasi

(E)-2-(4-(2-(1-Etil-1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-il)fenoksi)-N,N-dimetiletan-1-
amin (E-113) (2 mmol) ve benzaldehit tiirevleri (131a-g) (1 mmol) DCM/HFIP (viv, 1:1)
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icerisinde ¢oziilerek oda sicakliginda 5 saat karistirildi. Daha sonra reaksiyon karigiminin
¢oOziiclisii vakumda uzaklastirildi. Ham {irtin sirastyla EtOAc/hekzan (2:98, 0.5 L) ve

EtOH/DCM (5:95, 0.5 L) ¢oziicli karisimiyla ile yiiriitiilerek silika jel kolondan saflastirildi.

2,2'-((((1E,1’E)-((Fenilmetilen)bis(1-etil-1H-indol-3,5-diil))bis(1-fenilbut-1-en-2,1-

diil))bis(4,1-fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetiletan-1-amin) (E,E-133a). (E)-2-(4-(2-(1-Etil-
1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-il)fenoksi)-N,N-dimetiletan-1-amin (E-113) (66 mg, 1.5
mmol) ve benzaldehit (131a) (8 mg, 0.75 mmol) kullanilarak genel prosediir C’ye gore
hazirlandi. E,E-133a (35 mg, %68) sar1 yagims! iiriin olarak elde edildi. 'H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 7.19-7.18 (m, =CH, 4H), 7.06-7.03 (m, =CH, 4H), 6.96-6.91 (m, =CH, 2H), 6.89—
6.70 (m, =CH, 19H), 6.45 (s, =CH, 2H), 5.57 (s, -CH, 1H), 4.00 (t, J = 5.8 Hz, -CH>, 4H), 3.90
(9, J = 7.2 Hz, -CHy, 4H), 2.67 (t, J = 5.7 Hz, -CHy, 4H), 2.36-2.24 (m, -NCHs, -CH>, 16H),
1.27 (t, J = 7.3 Hz, -CHs, 6H), 0.74 (t, J = 7.3 Hz, -CHs, 6H). *C NMR (100 MHz, CDCls) §
157.3,144.6, 144.0, 143.0, 137.0, 136.8, 135.2, 132.3, 130.9, 130.6, 128.7, 128.0, 127.4, 127.2,
126.1, 125.8, 125.1, 124.3, 120.7, 118.4, 114.0, 108.2, 65.8, 58.3, 45.8, 40.7, 40.2, 29.5, 15.5,
13.7. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M + H]" Ce7H73N4O> igin hesaplanan: 965.5728; bulunan:
965.5729. HPLC saflig1: %97.5.

2,2'-((((1E,1'E)-(((4-Florofenil)metilen)bis(1-etil-1H-indol-3,5-diil))bis(1-fenilbut-1-
en-2,1-diil))bis(4,1-fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetiletan-1-amin) (E,E-133b). (E)-2-(4-(2-
(1-Etil-1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-il)fenoksi)-N,N-dimetiletan-1-amin (E-113) (72 mg,
1.64 mmol) ve 4-florobenzaldehit (131b) (10 mg, 0.82 mmol) kullanilarak genel prosediir C’ye
gdre hazirland1. E,E-133b (53 mg, %82) acik pembe yagimst iiriin olarak elde edildi. *H NMR
(400 MHz, CDCl3) 6 7.13-6.98 (m, =CH, 8H), 6.97-6.92 (m, AA'BB' sisteminin AA" kismi,
=CH, 2H), 6.90-6.68 (m, =CH, 18H), 6.42 (s, =CH, 2H), 5.53 (s, -CH, 1H), 4.01 (t, J = 5.6 Hz,
-CHz, 4H), 3.90 (g, J = 7.2 Hz, -CHz, 4H), 2.70 (t, J = 5.5 Hz, -CH2, 4H), 2.38-2.25 (m, -
NCHs, -CHy, 16H), 1.28 (t, J = 7.2 Hz, -CHgs, 6H), 0.76 (t, J = 7.3 Hz, -CHs, 6H). 3C NMR
(100 MHz, CDCl3) 6 157.2, 143.9, 142.9, 140.3, 137.1, 136.8, 135.2, 132.5, 130.8, 130.6, 130.0,
129.9, 127.2,127.1, 126.1, 125.1, 124.2, 120.8, 118.2, 114.8, 114.6, 114.0, 108.3, 65.7, 58.2,
45.8, 40.7, 39.4, 29.7, 15.5, 13.7. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M + H]" Ce7H72FN4O2 igin
hesaplanan: 983.5634; bulunan: 983.5607. HPLC saflig1: %98.5.

2,2"-((((LE,1'E)-(((4-Klorofenil)metilen)bis(1-etil-1H-indol-3,5-diil))bis(1-fenilbut-1-
en-2,1-diil))bis(4,1-fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetiletan-1-amin) (E,E-133c). (E)-2-(4-(2-
(1-Etil-1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-il)fenoksi)-N,N-dimetiletan-1-amin (E-113) (67 mg,
1.52 mmol) ve 4-klorobenzaldehit (131c) (10 mg, 0.76 mmol) kullanilarak genel prosediir C’ye
gore hazirlandi. E,E-133c (60 mg, %75) acik pembe yagimsi iiriin olarak elde edildi. 'H NMR
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(400 MHz, CDClI3) 8 7.18 (s, =CH, 2H), 7.13-7.08 (m, AA'BB' sisteminin AA' kismi, =CH,
2H), 7.07-7.02 (m, =CH, 6H), 6.99 (s, =CH, 2H), 6.98-6.95 (m, AA'BB' sisteminin AA' kismi,
=CH, 2H), 6.87-82 (m, =CH, 6H), 6.81-6.77 (m, =CH, 6H), 6.75-6.71 (m, =CH, 2H), 6.41 (s,
=CH, 2H), 5.51 (s, -CH, 1H), 4.00 (t, J = 5.8 Hz, -CH>, 4H), 3.91 (q, J = 7.2 Hz, -CH>, 4H),
2.66 (t, J = 5.8 Hz, -CH>, 4H), 2.37-2.23 (m, -NCHj3, -CH2, 16H), 1.28 (t, J = 7.2 Hz, -CHj3,
6H), 0.77 (t, J = 7.3 Hz, -CHs, 6H). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) § 157.3, 143.9, 143.2, 142.8,
137.2,136.7, 135.2, 132.5, 130.8, 130.6, 130.0, 128.1, 127.1, 126.1, 125.1, 124.2, 120.8, 117.8
(2C), 114.0, 108.3, 65.9, 58.3, 45.9, 40.7, 39.5, 29.7, 29.5 15.4, 13.7. HRMS (ESI-TOF) m/z:
[M + H]" Ce7H72CIN4O2 i¢in hesaplanan: 999.5338; bulunan: 999.5332. HPLC safligi: %98.0.

2,2'-((((1E,1’E)-(((4-Bromofenil)metilen)bis(1-etil-1H-indol-3,5-diil))bis(1-fenilbut-

1-en-2,1-diil))bis(4,1-fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetiletan-1-amin) (E,E-133d). (E)-2-(4-
(2-(1-Etil-1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-il)fenoksi)-N,N-dimetiletan-1-amin  (E-113) (48
mg, 1.1 mmol) ve 4-bromobenzaldehit (131d) (10 mg, 0.54 mmol) kullanilarak genel prosediir
C’ye gore hazirland1. E,E-133d (27 mg, %60) sar1 yagims! iiriin olarak elde edildi. 'H NMR
(400 MHz, CDCl3) & 7.27-7.22 (m, AA'BB' sisteminin AA" kismi, =CH, 2H), 7.07-7.02 (m,
AA'BB' sisteminin AA' kismi, =CH, 4H), 7.01-6.97 (m, =CH, 4H), 6.95 (s, =CH, 2H), 6.87—
6.82 (m, =CH, 6H), 6.81-6.76 (m, =CH, 6H), 6.75-6.71 (m, =CH, 4H), 6.41 (s, =CH, 2H), 5.49
(s,-CH, 1H), 4.01 (t, J = 5.8 Hz, -CH>, 4H), 3.91 (9, J = 7.2 Hz, -CH>, 4H), 2.70 (t, J = 5.8 Hz,
-CHy, 4H), 2.40-2.26 (m, -NCHgs, -CH>, 16H), 1.28 (t, J = 7.2 Hz, -CH3, 6H), 0.77 (t, J = 7.4
Hz, -CHs, 6H). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) § 157.2, 143.9, 143.7, 142.8, 137.2, 136.8, 135.2,
132.5,131.1, 130.8, 130.6, 130.4, 127.1, 126.2,125.1, 124.1, 120.8, 119.5, 117.8, 117.7, 114.0,
108.4, 65.6, 58.1, 45.6, 40.7, 39.6, 29.7, 15.4, 13.7. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M + H]*
Ce7H72BrN4O2 i¢in hesaplanan: 1043.4833; bulunan: 1043.4824. HPLC safligi: %98.1.

2,2'-((((LE,1'E)-(((4-Iyodofenil)metilen)bis(1-etil-1H-indol-3,5-diil))bis(1-fenilbut-1-
en-2,1-diil))bis(4,1-fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetiletan-1-amin) (E,E-133e). (E)-2-(4-(2-
(1-Etil-1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-il)fenoksi)-N,N-dimetiletan-1-amin (E-113) (59 mg,
1.34 mmol) ve 4-iyodobenzaldehit (131e) (15.6 mg, 0.67 mmol) kullanilarak genel prosediir
C’ye gore hazirlandi. E,E-133e (72 mg, %75) krem rengi yagimsi iiriin olarak elde edildi. *H
NMR spektrumundan bis(indolil)metan E,E-133e’nin olusumu sirasinda Z,Z-132e bilesigine
izomerlesmenin oldugu belirlendi. Bilesigin *H NMR spektrumundan E,E-133¢’nin Z,Z-
132e’ye oram 2:1 olarak bulundu. *H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.49-7.42 (m, AA'BB'
sisteminin AA' kismi, =CH, 2H), 7.08-7.02 (m, AA'BB' sisteminin AA' kism1, =CH, 4H), 7.01-
6.96 (m, =CH, 4H), 6.95 (s, =CH, 2H), 6.90-6.83 (m, =CH, 6H), 6.82-6.79 (m, =CH, 6H),
6.76-6.72 (m, =CH, 4H), 6.42 (s, =CH, 2H), 5.48 (s, -CH, 1H), 4.01 (t, J = 5.7 Hz, -CH2, 4H),
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3.96-3.82 (m, -CHy, 4H), 2.69 (t, J = 5.7 Hz, -CH2, 4H), 2.37-2.26 (m, -NCHs, -CH2, 16H),
1.28 (t, J = 7.3 Hz, -CHs, 6H), 0.77 (t, J = 7.4 Hz, -CH3, 6H). *C NMR (100 MHz, CDCl3) §
153.3,144.4,143.9, 142.8, 142.2, 137.1, 136.7, 135.1, 132.5, 130.8, 130.6, 129.6, 128.0, 127.1,
126.1, 125.1, 120.8, 117.7, 114.0, 108.4, 77.5, 66.7, 58.3, 45.8, 40.8, 15.5, 13.7. HRMS (ESI-
TOF) m/z: [M + H]" Ce7H72IN4O3 igin hesaplanan: 1091.4694; bulunan: 1091.4696. HPLC
safligi: %95.9.

4-(Bis(5-((E)-1-(4-(2-(dimetilamino)etoksi)fenil)-1-fenilbut-1-en-2-il)-1-etil-1H-

indol-3-il)metil)benzaldehit (E,E-132f). (E)-2-(4-(2-(1-Etil-1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-
il)fenoksi)-N,N-dimetiletan-1-amin (E-113) (42 mg, 0.95 mmol) ve tereftalaldehit (131f) (6.4
mg, 0.47 mmol) kullanilarak genel prosediir C’ye gore hazirlandi. E,E-132f (23 mg, %75) acik
pembe yagims: iiriin olarak elde edildi. *H NMR (400 MHz, CDCls3) § 9.92 (s, -CHO, 1H),
7.68-7.63 (m, AA'BB' sisteminin AA' kismi1 =CH, 2H), 7.33 — 7. 26 (m, AA'BB' sisteminin BB’
kismi, =CH, 2H), 7.06 — 7.01 (m, =CH, 4H), 7.00 — 6.96 (m, =CH, 4H), 6.85 - 6.76 (m, =CH,
12H), 6.75 — 6.70 (m, =CH, 4H), 6.44 (s, =CH, 2H), 5.61 (s, -CH, 1H), 4.00 (t, J = 5.8 Hz, -
CH2, 4H), 3.92 (9, J = 7.1 Hz, -CH>, 4H), 2.68 (t, J = 5.7 Hz, -CH3, 4H), 2.40 — 2.23 (m, -NCHjs,
-CHz, 16H), 1.29 (t, J = 7.2 Hz, -CHg, 6H), 0.75 (t, J = 7.3 Hz, -CHs, 6H). *C NMR (100 MHz,
CDCl3) 6 192.2, 157.3, 152.2, 143.9, 142.8, 137.2, 136.6, 135.2, 132.7, 130.8, 130.6, 129.8,
129.2,126.2, 125.1, 124.7, 120.6, 117.2, 114.0, 65.8, 58.3, 45.8, 40.8, 29.5, 15.4, 13.7. HRMS
(ESI-TOF) m/z: [M + H]" CesH72N4Os igin hesaplanan: 993.5677; bulunan: 993.5667. HPLC
safligi: %99.1.

2,2'-((((1E,1'E)-(((4-Nitrofenil)metilen)bis(1-etil-1H-indol-3,5-diil))bis(1-fenilbut-1-
en-2,1-diil))bis(4,1-fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetiletan-1-amin) (E,E-133g). (E)-2-(4-(2-
(1-Etil-1H-indol-5-il)-1-fenilbut-1-en-1-il)fenoksi)-N,N-dimetiletan-1-amin (E-113) (71 mg,
1.60 mmol) ve 4-nitrobenzaldehit (131g) (12 mg, 0.8 mmol) kullanilarak genel prosediir C’ye
gore hazirland1. E,E-133g (82 mg, %90) sar1 yagims1 madde olarak elde edildi. 'H NMR (400
MHz, CDCl3) 6 7.94 (d, J = 8.5 Hz, =CH, 2H), 7.27-7.13 (m, AA’BB’ sisteminin AA’ kismu,
=CH, 2H), 7.07-6.97 (m, AA'BB' sisteminin AA' kism1, =CH, 4H), 6.93 (s, =CH, 2H), 6.89—
6.84 (m, AA'BB' sisteminin BB' kismi1, =CH, 2H), 6.83-6.76 (m, =CH, 12H), 6.74-6.68 (m,
=CH, 4H), 6.44 (s, =CH, 2H), 5.60 (s, -CH, 1H), 3.99 (t, J = 5.8 Hz, -CH>, 4H), 3.93 (q,J = 7.2
Hz, -CH2, 4H), 2.66 (t, J = 5.8 Hz, -CH>, 4H), 2.33 (9, J = 7.3 Hz, -CH2, 4H), 2.27 (s, -NCHj3,
12H), 1.30 (t, J = 7.2 Hz, -CHs, 6H), 0.77 (t, J = 7.3 Hz, -CH3, 6H). *C NMR (100 MHz,
CDCl3) 6 157.4, 152.6, 146.1, 143.8, 142.6, 137.4, 136.6, 135.2, 133.0, 130.8, 130.6, 129.2,
127.1,126.9,126.2,125.1,124.1, 123.4,120.7, 116.7, 114.0, 108.6, 65.8, 58.3, 45.9, 40.8, 40.1,
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29.5, 15.4, 13.7. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M + H]" Cs7H72Ns04 i¢in hesaplanan: 1010.5579;
bulunan: 1010.5573. HPLC safligi: 97.3%.

Dimerik tamoksifenlerin hazirlanmasi

2-(4-Bromofenil)-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioksaborolan (135). 1-Bromo-4-
iyodobenzen (134) (2 g, 1 mmol), CsF (3.22 g, 3.03 mmol) ve bis(pinakolato)dibor (3.60 g, 2
mmol) (B2Pin2)’nin 50 mL susuz DMSO igerisindeki ¢ozeltisi degaze edildikten sonra iizerine
piridin (0.5 mL, 0.05 mmol) ilave edildi. Reaksiyon karigimi 110 °C’de 18 saat karigtirildi.
Daha sonra reaksiyon karigimi oda sicakligina getirildi. Karisima 1 N HCI ¢6zeltisi ve 100 mL
eter ilave edilerek organik faz ayrildi, sulu faz eter ile ekstrakte edildi. Birlestirilen organik
fazlar Na;SO4 iizerinden kurutuldu. Coziiciisii uzaklastirildiktan sonra ham {iriin EtOAc/hekzan
(2:98, 1 L) karisimiyla flash kolondan yiiriitiilerek saflagtirildi. 2-(4-Bromofenil)-4,4,5,5-
tetrametil-1,3,2-dioksaborolan (135) (620 mg, %85) sar1 s1vi madde olarak elde edildi. *H NMR
(400 MHz, CDCl3) 6 7.58 (m, AA'BB' sisteminin AA' kismi, =CH, 2H), 7.42 (m, AA'BB'
sisteminin AA' kismi, =CH, 2H), 1.25 (s, -CHs, 12H). *C NMR (100 MHz, CDCl3) § 136.3
131.0, 126.2, 84.0, 25.0.

4,4'-Dibromo-1,1'-bifenil (141). 1,1'-Bifenil (140) (1 g, 1 mmol) 8 mL asetik asit
igerisinde ¢oziildii. Daha sonra iizerine Br2 (4.77 mL, 1 mmol) damla damla ilave edilerek oda
sicakliginda 18 saat karistirildi. Daha sonra reaksiyon karisimi etil asetat (3x30 mL) ile
ekstrakte edildi. Organik faz Na>SOs tizerinden kurutuldu ve ¢6ziicii vakumda uzaklastirildi.
Elde edilen ham iiriin silika jel kolon kromatografisi lizerinden EtOAc/hekzan (1:9) karigimu ile
yiiriitillerek saflastirildi. 4,4'-Dibromo-1,1'-bifenil (141) (1.7 g, %90; erime noktast = 158-159
°C) beyaz kat1 madde olarak elde edildi. *H NMR (400 MHz, CDCls) § 7.60-7.57 (m, AA'BB'
sisteminin AA' kismi, =CH, 4H), 7.44-7.42 (m, AA'BB' sisteminin BB' kismi, =CH, 4H). *C
NMR (100 MHz, CDCls) § 138.9, 132.0, 128.5, 121.9.

4,4'-Bis(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioksaborolan-2-il)-1,1'-bifenil (142). 4,4'-Dibromo-
1,1'-bifenil (141) (2.0 g, 1 mmol) 4 mL dioksan igerisinde ¢oziildii ve ¢ozelti degaze edildikten
sonra tizerine PdCly(dppf)CH2Cl2 (38 mg, 0.05 mmol), KOAc (7.5 g, 3 mmol) ve
bis(pinakolato)dibor (B2pinz) (7.3 g, 1.3 mmol) ilave edildi. Reaksiyon karigimi kapali tiip
icerisinde 110 °C’de 20 saat karistirildi. Reaksiyon karisimi oda sicakligina getirildikten sonra
EtOAc (3%40 mL) ekstrakte edildi ve su ile yikandi. Organik faz Na>SOj iizerinden kurutuldu.
Coziiciisii uzaklastirildiktan sonra ham iirtin EtOAc/hekzan (2:98, 1 L) karisimiyla silika jel
kolondan yiiriitiilerek saflagtirildi. 4,4'-Bis(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioksaborolan-2-il)-1,1'-
bifenil (142) (1.8 g, %85; erime noktas1 = 244-245 °C) beyaz kat1 madde olarak elde edildi. *H
NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.91-7.89 (m, AA'BB' sisteminin AA' kismi, =CH, 4H), 7.66—7.64
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(m, AA'BB' sisteminin BB' kismi1, =CH, 4H), 1.28 (s, -CHs, 24H). 13C NMR (100 MHz, CDCls)
§143.6, 135.2, 126.5, 83.8, 24.8.

4,4'-([1,1'-Bifenil]-4,4'-diilbis(1-fenilbut-1-en-2,1-diil))difenol (138). Boronik ester
tiirevi 142 (0.835 mg, 1 mmol) ve vinil bromiir tiirevi 127 (1.37 g, 2.2 mmol), 50 mL toliien,
EtOH (8 mL) ve su (8 mL) igerisinde ¢oziildii. Daha sonra {izerine Na,CO3 (4.60 g, 10 mmol)
ilave edildi. Cozelti degaze edildikten sonra iizerine Pd(PPhs)s (0.25 mg, 0.01 mmol) ilave
edildi ve 100 °C’de 18 saat kaynatildi. Reaksiyon karigimi oda sicakligina getirildikten sonra
tizerine sulu sodyum bikarbonat ¢ozeltisi ilave edildi. Daha sonra diklorometan (3%x30 mL) ile
ekstrakte edildi. Organik faz Na;SOs tizerinden kurutuldu ve ¢6ziicli vakumda uzaklastirildi.
Elde edilen ham iiriin silika jel kolon kromatografisi tizerinden EtOAc/hekzan (2:98, 1 L) ile
yuriitiilerek saflastirildi. 4,4'-([1,1'-Bifenil]-4,4'-diilbis(1-fenilbut-1-en-2,1-diil))difenol (138)
(920 mg, %73) sar1 kat: madde olarak izomerik karigim halde elde edildi. *H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 7.50-7.35 (m, =CH, 10H), 7.34-7.25 (m, =CH, 2H), 7.23-7.12 (m, =CH, 4H), 7.09—
6.98 (m, =CH, 2H), 6.98-6.90 (m, =CH, 2H), 6.87—6.77 (m, =CH, 4H), 6.55-6.49 (m, AA'BB’
sisteminin BB' kism1, =CH, 2H), 4.98 (s, -OH, 1H), 4.80 (s, -OH, 1H), 4.73 (s, -OH, 1H), 2.68—
2.37 (m, -CHa, 4H), 1.04-0.89 (m, -CHs, 6H). *C NMR (100 MHz, CDCls) & 154.3, 153.5,
143.8, 143.3, 141.5, 141.2, 140.9, 138.4, 138.3, 138.0, 136.2, 135.7, 132.1, 130.9, 130.8, 130.1,
129.5, 128.1, 127.4, 126.6, 126.1, 126.0, 125.7, 115.0, 114.4, 28.9, 24.8, 13.7. HRMS (ESI-
TOF) m/z: [M]* CasH3802 i¢in hesaplanan: 598.2866; bulunan: 598.2854.

2,2'-((([1,1'-Bifenil]-4,4'-diilbis(1-fenilbut-1-en-2,1-diil))bis(4,1-

fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetilethan-1-amin) (139). Fenolik bilesik 138 (400 mg, 1 mmol),
20 mL toliien ve 20 mL EtOH igerisinde ¢oziilerek iizerine KoCO3 (738 mg, 8 mmol) ve 2-
dimetilaminoetil kloriir hidrokloriir (129) (384 mg, 4 mmol) ilave edildi. Karisim 100 °C’deki
yag banyosunda 24 saat kaynatildi. Reaksiyon karigimi oda sicakligina getirildikten sonra
tizerine doygun NH4Cl ¢ozeltisi ilave edilerek 40 dakika oda sicakliginda karistirildi. Daha
sonra reaksiyon karisimina 20 mL etil asetat ilave edildi, organik faz tuz ¢ozeltisi ile yikandi.
Organik faz Na2SOs tizerinden kurutuldu ve ¢oziicii vakumda uzaklastirildi. Elde edilen ham
tirtin silika jel kolon kromatografisi iizerinden EtOAc/hekzan (1:9) ile yiritilda. 2,2"-((([1,1'-
Bifenil]-4,4'-diilbis(1-fenilbut-1-en-2,1-diil))bis(4,1-fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetiletan-1-

amin) (139) (475 mg, %95) izomerik karisim halinde elde edildi. Daha sonra izomerler
hekzandan fraksiyonlu kristalizasyon ile ayrildi. Kristalizasyonda sirasiyla Z,Z-139 ve E,E-139

izomerleri saf olarak elde edildi.
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1. Fraksiyon: 2,2'-((((1E,1'E)-[1,1'-Bifenil]-4,4-diilbis(1-fenilbut-1-en-2,1-
diil))bis(4,1-fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetiletan-1-amin) (E,E-139): 41 mg, %37, erime
noktasi = 136-137 °C, beyaz kat1 madde.

2. Fraksiyon: 2,2-((((1Z,1'2)-[1,1-Bifenil]-4,4'-diilbis(1-fenilbut-1-en-2,1-
diil))bis(4,1-fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetiletan-1-amin) (Z,Z-139): 83 mg, %42, erime
noktasi = 132-133 °C, beyaz kat1 madde.

2,2'-((((LE,1'E)-[1,1'-Bifenil]-4,4'-diilbis(1-fenilbut-1-en-2,1-diil))bis(4,1-
fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetiletan-1-amin) (E,E-139). 'H NMR (400 MHz, CDCls) &
7.46-7.34 (m, AA'BB' sisteminin AA' kismi, =CH, 4H), 7.24-7.12 (m, =CH, 8H), 7.08-6.98
(m, =CH, 4H), 6.97-6.88 (m, =CH, 10H), 4.12 (t, J = 5.7 Hz, -CH, 4H), 2.80 (t, J = 5.7 Hz, -
CH2, 4H), 2.55 (q, J = 7.4 Hz, -CHa, 4H), 2.39 (s, -NCH3, 12H), 0.98 (t, J = 7.4 Hz, -CH3, 6H).
13C NMR (100 MHz, CDCl3) § 157.5, 143.4, 141.4, 141.2, 138.5, 138.0, 136.2, 130.9, 130.6,
130.1, 127.4, 126.0, 125.7, 114.1, 65.9, 58.3, 45.9, 29.0, 13.7. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M]*
Cs2Hs6N202 igin hesaplanan: 740.4336; bulunan: 740.4328. HPLC safligt: %100.

2,2'-((((1z2,1'2)-[1,1'-Bifenil]-4,4'-diilbis(1-fenilbut-1-en-2,1-diil))bis(4,1-

fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetiletan-1-amin) (Z,Z2-139). *H NMR (400 MHz, CDCls) §
7.47-7.41 (m, AA'BB' sisteminin AA' kismi, =CH, 4H), 7.37 (t, J = 7.3 Hz, =CH, 4H), 7.33-
7.23 (m, =CH, 8H), 7.22-7.15 (m, AA'BB' sisteminin BB' kismi, =CH, 2H), 6.86-6.80 (m,
AA'BB' sisteminin AA' kismi, =CH, 4H), 6.63-6.57 (m, AA'BB' sisteminin BB' kismi, =CH,
4H), 3.97 (t, J = 5.8 Hz, -CH>, 4H), 2.68 (t, J = 5.8 Hz, -CH>, 4H), 2.50 (q, J = 7.4 Hz, -CH,
4H), 2.32 (s, -NCHs, 12H), 0.96 (t, J = 7.4 Hz, -CH3, 6H). 1*C NMR (100 MHz, CDCl3) § 156.9,
144.1, 141.5, 141.0, 138.5, 138.2, 135.8, 132.1, 130.3, 129.7, 128.3, 126.7, 126.3, 113.6, 77.5,
58.3, 45.9, 29.1, 13.9. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M]* Cs2Hs6N202 i¢in hesaplanan: 740.4336;
bulunan: 740.4335. HPLC saflig1: %96.5.

1,4-bis(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioksaborolan-2-il)benzen (144). 1,4-dibrombenzen
(143) (2.0 g, 1 mmol) 4 mL dioksan igerisinde ¢oziildii ve ¢ozelti degaze edildikten sonra
tizerine PdClz(dppf)CH2Cl> (38 mg, 0.05 mmol), KOAc (75 g, 3 mmol) ve
bis(pinakolato)dibor (Bzpin2) (7.3 g, 1.3 mmol) ilave edildi. Reaksiyon karigimi kapali tiip
icerisinde 110 °C’de 20 saat karistirildi. Reaksiyon karigimi oda sicakligina getirildikten sonra
EtOAc (3x40 mL) ekstrakte edildi ve su ile yikandi. Organik faz Na>SOj iizerinden kurutuldu.
Coziciisii uzaklastirildiktan sonra ham iiriin EtOAc/hekzan (2:98, 1 L) karisimiyla silika jel
kolondan yiiriitiilerek saflagtirildi. 1,4-Bis(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioksaborolan-2-il)benzen
(144) (1.8 g, %87; erime noktas1 = 252-253 °C) beyaz kat1 madde olarak elde edildi. *H NMR
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(400 MHz, CDCls) 8 7.73 (s, =CH, 4H), 1.27 (s, -CHs, 24H). 3C NMR (100 MHz, CDCls) 5
133.9, 83.8, 25.0, 24.8.

4,4'-(1,4-fenilenbis(1-fenilbut-1-en-2,1-diil))difenol (145). Boronik ester tiirevi 144
(0.835 mg, 1 mmol) ve vinil bromiir tiirevi 127 (1.37 g, 2.2 mmol), 50 mL toliien, EtOH (8 mL)
ve su (8 mL) igerisinde ¢oziildii. Daha sonra tizerine Na,CO3 (4.60 g, 10 mmol) ilave edildi.
Cozelti degaze edildikten sonra iizerine Pd(PPh3)s (0.25 mg, 0.01 mmol) ilave edildi ve 100
°C’de 18 saat kaynatildi. Reaksiyon karigimi oda sicakligina getirildikten sonra tizerine sulu
sodyum bikarbonat ¢ozeltisi ilave edildi. Daha sonra diklorometan (330 mL) ile ekstrakte
edildi. Organik faz Na2SOs tizerinden kurutuldu ve ¢6ziicli vakumda uzaklastirildi. Elde edilen
ham iiriin silika jel kolon kromatografisi iizerinden EtOAc/hekzan (2:98, 1 L) ile yiiriitiilerek
saflastirildi. 4,4'-(1,4-fenilenbis(1-fenilbut-1-en-2,1-diil))difenol (145) (950 mg, %73) sar1 kati
madde olarak izomerik karisim halde elde edildi. *H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & 9.45 (s, -
OH, 1H), 9.25 (s, -OH, 1H), 7.43 — 7.32 (m, =CH, 2H), 7.32 - 7.22 (m, =CH, 1H), 7.19 - 7.14
(m, =CH, 2H), 7.07 — 6.93 (m, AA'BB' sisteminin AA' kismi, =CH, 8H), 6.88 (d, J = 14.1 Hz,
2H), 6.86 (s, =CH, 1H), 6.81- 6.73 (m, =CH, 6H), 6.60 — 6.55 (m, =CH, 2H), 6.49 — 6.41 (m,
=CH, 2H), 2.45 — 2.24 (m, -CH_y, 4H), 0.82 (dt, J = 16.2, 7.4 Hz, -CHs, 6H). *3C NMR (100
MHz, DMSO-d6) 6 156.1, 155.3, 143.5, 143.0, 140.7, 140.6, 139.8, 139,7, 139.6, 138.1, 137.8,
131.5, 131.4, 130.3, 130.1, 128.9, 128.8, 128.1, 127.2, 125.6, 114.9, 114.1, 28.3, 13.3, 13.2,
HRMS (ESI-TOF) m/z: [M + K] CsgH3403 igin hesaplanan: 561.2190; bulunan: 561.2191.

2,2'-(((1,4-fenilenbis(1-fenilbut-1-en-2,1-diil))bis(4,1-fenilen))bis(oksi))bis(N,N-

dimetiletan-1-amin) (146). Fenolik bilesik 145 (400 mg, 1 mmol), 20 mL toliien ve 20 mL
EtOH igerisinde ¢oziilerek iizerine K2COz (738 mg, 8 mmol) ve 2-dimetilaminoetil kloriir
hidrokloriir (129) (384 mg, 4 mmol) ilave edildi. Karigim 100 °C’deki yag banyosunda 24 saat
kaynatildi. Reaksiyon karigimi oda sicakligina getirildikten sonra iizerine doygun NH4CI
cozeltisi ilave edilerek 40 dakika oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra reaksiyon karisimina
20 mL etil asetat ilave edildi, organik faz tuz ¢ozeltisi ile yikandi. Organik faz Na>SOa
tizerinden kurutuldu ve ¢oziicii vakumda uzaklastirildi. Elde edilen ham iiriin silika jel kolon
kromatografisi iizerinden EtOAc/hekzan (1:9) ile yiritilda. 2,2'-(((1,4-Fenilenbis(1-fenilbut-
1-en-2,1-diil))bis(4,1-fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetiletan-1-amin) (146) (475 mg, %095)
izomerik karistm halinde elde edildi. Daha sonra izomerler hekzandan fraksiyonlu
kristalizasyon ile ayrildi. Kristalizasyonda sirasiyla Z,Z-146 ve E,E-146 izomerleri saf olarak
elde edildi.
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1. Fraksiyon: 2,2'-((((1E,1'E)-1,4-fenilenbis(1-fenilbut-1-en-2,1-diil))bis(4,1-
fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetiletan-1-amin) (E,E-146): 30 mg, %41, erime noktas1 = 124-
125 °C, beyaz kati madde.

2. Fraksiyon: 2,2'-((((12,1'2)-1,4-fenilenbis(1-fenilbut-1-en-2,1-diil))bis(4,1-
fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetiletan-1-amin) (Z,Z-146): 80 mg, %43, erime noktas1 = 129-
130 °C, beyaz kat1 madde.

2,2'-((((1E,1'E)-1,4-fenilenbis(1-fenilbut-1-en-2,1-diil))bis(4,1

fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetiletan-1-amin) (E,E-146). *H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.16
—7.11 (m, AA’BB’ sisteminin AA’ kismi1, =CH, 4H), 7.05 — 6.99 (m, =CH, 6H), 6.93 — 6.90
(m, =CH, 2H), 6.90 — 6.88 (m, =CH, 6H), 6.88 — 6.84 (m, =CH, 4H), 4.10 (t, J = 5.8 Hz, -CH>,
4H), 2.76 (t, J = 5.8 Hz, -CH>, 4H), 2.46 (q, J = 7.3 Hz, -CH>, 4H), 2.37 (s, -NCH3, 12H), 0.92
(t, J = 7.4 Hz, -CHs, 6H). 3C NMR (100 MHz, CDCls) § 157.5, 143.4, 141.8, 140.1, 138.0,
136.2, 130.9, 130.6, 129.2, 127.2, 125.6, 114.0, 65.8, 58.3, 45.9, 28.8, 13.5. HRMS (ESI-TOF)
m/z: [M]" Cs6Hs2N20 igin hesaplanan: 664.4023; bulunan: 664.4028. HPLC safligi: %100.

2,2'-((((1z,1'2)-1,4-tenilenbis(1-fenilbut-1-en-2,1-diil))bis(4,1-

fenilen))bis(oksi))bis(N,N-dimetiletan-1-amin) (Z,Z-146). *H NMR (400 MHz, CDCls) §
7.29-7.23 (m, =CH, 4H), 7.21-7.18 (m, =CH, 2H), 7.17-7.12 (m, =CH, 4H), 6.87-6.84 (m,
=CH, 4H), 6.70-6.65 (m, AA'BB' sisteminin AA" kismi1, =CH, 4H), 6.52-6.42 (m, AA'BB'
sisteminin BB' kism1, =CH, 4H), 3.88 (t, J = 5.8 Hz, -CH>, 4H), 2.59 (t, J = 5.8 Hz, -CH2, 4H),
2.33 (g, J = 7.3 Hz, -CHy, 4H), 2.22 (s, -NCHgs, 12H), 0.82 (t, J = 7.4 Hz, -CHs, 6H). 3C NMR
(100 MHz, CDCl3) 6 156.8, 144.1, 141.4, 140.3, 138.0, 135.9, 132.2, 129.7, 129.5, 128.3, 126.6,
113.4, 66.7, 58.4, 45.9, 29.0, 13.8. HRMS (ESI-TOF) m/z: [M]* C4sHs2N20> i¢in hesaplanan:
664.4023; bulunan: 664.4027. HPLC saflig1: %98.2.

Antikanser aktivite calismalari

Yeni tamoksifen tiirevi bilesiklerin anti-kanser 6zellikleri ve Gstrojen pozitif meme
kanserine kars1 olan spesifisiteleri analiz edildi. Bu kapsamda, ostrojen pozitif hiicre hattt MCF-
7, triple negatif meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231 ile kontrol olarak normal meme epitel
hiicre hattt MCF10A hiicreleri kullanildi. Ozetle, sentezlenen bilesiklerin hiicrelerin canlilig
tizerindeki etkilerini incelemek icin hiicre canlilik testi yapildi ve hiicre canlilik testinin
sonuglaria gore tiim bilesikler i¢in probit analizleri gergeklestirilerek 1Cso dozlar1 belirlendi.

Hesaplanan ICso dozlar1 standart hatalar ile Tablo 6’da sunulmustur.

Tamoksifen tiirevi bilesiklerin spesifisitelerinin belirlenmesi adina Ostrojen pozitif

meme kanseri hiicre hattt MCF-7 ve normal meme epitel hiicre hattt MCF10A hiicrelerinin ICso
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degerleri karsilastirilmis ve iki hiicre hattinin ICso degerleri arasinda 2 veya daha fazla kat farki
olan bilesikler potansiyel tamoksifen alternatifi olarak degerlendirilmistir. Daha sonra bu
bilesiklerden 2 kat ve flzeri spesifisite degerine sahip bilesikler ig¢in Kaspaz-8 aktivite

degerlendirmesi gergeklestirilmistir.
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Tablo 6. Tamoksifen Tiirevi Bilesiklerin Belirlenen ICso Dozlar1

- MDA-MB-231 MCF10A
Bilesik 24. Saat 48. Saat 24. Saat 48. Saat 24. Saat 48. Saat
T™MX 25.78742.14 14.09640.53 30.848+1.90 25.575+1.94 14.26740.62 8.26340.56
E-113 19.55141.91 14.3664.04 15.50541.52 24.32344.69 36.773+1.08 18.675+4.24
7-113 20.377+3.30 7.92743.24 21.12148.0 237744276 12.478+5.13 16.946:2.43
E-114 79.516+11.48 30.063+3.18 116.09220.61 158.05047.53  326.146£109.03  105.495+15.645
7-114 56.68443.39 26.914+4.90 62.024422.98 69.512+10.56 60.773+1.88 472254517
7,7-132g 148.41140.69 75.263429.93 >1000 175.920+53 34 >1000 130.169+45.57
E,E-133g 172.839+65.97 112.707£42.43 >1000 247.689+49.69 >1000 298.277+136.08
7,7-132b 76.552414.22 47.350+6.68 >1000 91.62+1.94 >1000 181.659-643 42
E,E-133b 55.017+9.6 31.665£9.51 >1000 109.734+36.85 >1000 127.54150.72
7,7-132a 153.359456.68 76.483+14.74 >1000 >1000 >1000 134.406+45.18
E,E-133a 71.736+14.84 24.68843.58 >1000 179.944:91 41 18441743268  62.916+16.36
7,7-132d 138.818+51.25 49.085£12.15 >1000 80.549424.78 >1000 161.574+58.64
E,E-133d 236.751+£123.66 91.804+34.27 72678942169  219.558+106.89 >1000 >1000
7,7-132¢ 70.043 19.785+7.54 19.028:£4 45 20.133£12.99 112.261489.13 6.94243.23
E,E-133¢ >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
7,2-132¢ 181.871426.33 53.56445.59 >1000 >1000 >1000 164.107455.66
E,E-133c 490.516+102.16 111.145+37.90 >1000 248 477+72.93 >1000 167.626::20.94
7,7-132f 97.365+23.89 29.793+9.04 440.731£152.423  388.186+26.54 >1000 >1000
E,E-133f >1000 270.662+30.43 99.812420.92 21.143+7.80 >1000 >1000
E,E-139 79.96346.8 59.552+1.12 >1000 62.846+5.18 124.620+32.30 15.679+6.81
7,7-139 31.051+4.6 20.50240.61 136.118£14.22  173.934+67.61 26.68946.64 13.84542.338
E,E-146 16.47141.35 13.125+2.38 89.812428.46 97.97:19.08 13.1143.31 3.1440.53
7,7-146 9.184+1.53 6.86:3.59 28.427+1.68 80.46+7.50 16.188+3.61 9.46+1.38




Sekil 28 ve 29’da E-113 ve Z-113 bilesiklerinin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A
hiicrelerinde canliliga olan etkileri goriilmektedir. Bu bulgulara gore her iki bilesiginde tiim
hiicre gruplarinda canliligi 6nemli dlglide azalttigi goriilmektedir. E-113 ve Z-113 bilesikleri
meme kanseri hiicreleri olan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin canliligini énemli 6l¢iide
azaltmis olmasina ragmen, normal hiicrelerin canlilifin1 da 6nemli 6lgiide etkilemistir. Bu
yiizden E-113 ve Z-113 bilesiklerinin spesifik bir antikanser ilag olarak kullanilabilme

potansiyelini azaltmaktadir.
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Sekil 28. Bilesik E-113’tin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinde canliliga olan
etkileri
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Sekil 29. Bilesik Z-113’tin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinde canliliga olan
etkileri

CVDK-8 testinin sonuglarina gore normal hiicreler ile karsilastirildig1 zaman doza bagl
Oliimiin gercgeklestigi MCF-7 hiicrelerinde E-114 bilesigi anti kanser etkisi gostermektedir
(Sekil 30). E-114’{in Gstrojen pozitif meme kanser hiicre hattt MCF-7 hiicrelerinde, canliligi
onemli Olglide azalttig1 belirlenmistir (p<0.001). Bununla birlikte E-114, normal meme epitel
hiicre hattt MCF10A hiicrelerinde daha az etki gosterdigi ve 48 saat sonunda hiicrelerin %50’ ye
yakin canli kaldig1 bulunmustur. MCF10A hiicrelerdekine benzer etki dstrojen negatif MDA -
MB-231 hiicreleri i¢in de gecerlidir. Bu durum bilesik E-114’lin 6strojen pozitif meme
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kanserinde tamoksifen alternatifi olabilecegi seklinde degerlendirilmistir (MCF-7 ICsp:

30,063+3,18, MCF10A ICso: 105,495+15,64).
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Sekil 30. Bilesik E-114’tin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicreleri lizerindeki canliliga
olan etkileri

Bilesikler Z-114, Z,7-132g ve E,E-133g’nin Ostrojen pozitif meme kanseri hiicre
hattinda yiiksek dozlarda (50 uM ve 100 puM) aktivite gosterdigi bulunmustur (Sekil 31-33).
Hem MCF-7 (ICsp: 26.91444.90) hiicreleri hem de MCF10A (ICso: 47.225+5.17) hiicreleri
tizerinde benzer etki gostermesine ragmen, bilesik Z-114’lin yliksek dozlarda antikanser
aktivite gostermesine ragmen terap6tik potansiyelinin diisiik oldugu degerlendirilmistir (Sekil

31).
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Sekil 31. Bilesik Z-114’{in MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerindeki canliliga olan
etkileri

Bilesikler Z,7-132g ve E,E-133g icin yapilan canlilik testi sonuglarina gore her iki
bilesigin de oOzellikle MCF-7 hiicreleri igin hesaplanan [Cso degerlerinin (sirasiyla
75.263+£29.93 ve 112.707+42.43) yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 32 ve 33).
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Sekil 32. Bilesik Z,Z7-132¢’nin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerindeki canliliga
olan etkileri
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Sekil 33. Bilesik E,E-133g’nin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerindeki canliliga
olan etkileri

Bilesik Z,Z-132b’nin MCF-7 hiicrelerinde doza bagimli olarak canliligi azalttig
belirlendi. Bu bilesigin aktivite gosterdigi dozlarda canliligi sirasiyla MCF-7 hiicrelerinde
%?25’lere kadar (ICso: 47.350+6.68) MDA-MB-231 hiicrelerinde ise canliligin %45
seviyelerine kadar (ICso: 91.62+1.94) ve MCF10A hiicrelerinde ise %53 seviyelerine kadar
(ICs0: 181.659+43.42) distiigli goriilmektedir. Bu sonuglar bilesik Z,Z-132b’nin Gstrojen
pozitif meme kanseri hiicrelerini diger iki hiicre hattina kiyasla spesifik olarak etkiledigini

gostermektedir (Sekil 34).

MCF-7 MDA-MB-231 MCF-10A

@

=
)
-3

100 100

Cell Viability (%)
% Cell Viability
Gell Viability (%)

50 S0

Sekil 34. Bilesik Z,Z-132b’nin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerindeki canliliga
olan etkileri
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Benzer sekilde bilesik E,E-133b’nin MCF-7 hiicrelerinde diisiik dozlardan itibaren doza
bagli sekilde canlilig1 azalttig1 goriildii. Bilesigin MCF10A hiicreleri tizerinde sadece en yiiksek
dozlarda (50 ve 100 uM) yiiksek aktivite gosterdigi, diisiik dozlarda ise canliligr anlamli sekilde
azaltmadigi belirlendi (Sekil 35). MDA-MB-231 hiicreleri tiglii negatif meme kanseri hiicreleri
oldugu i¢in tamoksifen tiirevi bir¢ok bilesik canlilik iizerinde anlamli etkiler gostermedi. Bu
bulgulardan bilesikler Z,Z-132b ve E,E-133b’nin Gstrojen pozitif meme kanseri tedavisinde
kullanilabilecek potansiyel birer ajan olabilecegini gostermektedir (Sekil 34 ve 35).
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Sekil 35. Bilesik E,E-133b’nin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinde canliliga
olan etkileri

Bilesik Z,Z-132a’da yine doza bagl olarak 6zellikle ostrojene duyarli meme kanseri
hiicrelerinde etki gostermistir (Sekil 36). Normal meme epitel hiicreleri ve ii¢lii negatif meme
kanseri hiicreleri 100 uM dozda canliligi etkilemistir. Bilesik Z,Z-132a’nin MCF-7, MDA-MB-
231 ve MCFI10A hiicreleri i¢in ICso degerleri sirasiyla 76.483+14.74, >1000 uM ve
134.406+45.18 olarak bulunmustur.
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Sekil 36. Bilesik Z,Z-132a’nin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinde canliliga olan
etkileri

Sekil 4.10-4.13°de gosterildigi gibi bilesikler E,E-133a, Z,Z-132d, E,E-133d ve Z,Z-
132c¢’nin diger hiicreler ile kiyaslandig1 zaman, 6strojen pozitif MCF-7 hiicrelerinde doza baglh

olarak anlamli Slgiide sitotoksik etki (p<<0.001) gostermektedir (sirasiyla ICso: 24.688+3.58;
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49.085+12.15; 91.804+34.27; 53.564+5.59). Ozellikle kontrol olarak kullandigimiz normal
meme epitel hiicreleri iizerinde bilesikler E,E-133a, Z,Z-132d ve E,E-133d, daha az etki
gostermistir (sirasiyla 1Cso: 62.916+£16.36; 161.574+58.64; >1000) (Sekil 37-40). Eldeki
bulgular, bilesikler E,E-133a, Z,Z-132d ve E,E-133d’nin antikanser potansiyellerinin

olabilecegini ortaya koymaktadir.
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Sekil 37. Bilesik E,E-133a’nin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinde canliliga olan
etkileri

MCE-7 MDA-MB-231 MCF-10A

150

o
o

g > g :
E § % 100 " 2ty )
8 = 3 L
: 3 >
3) = 8 50
0 | [ 2 | | B A |
SRR RN
N NI Q
& \%33%,;)%\‘0% S ia%;‘&:@
24h 48h

Sekil 38. Bilesik Z,Z-132d’nin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinde canliliga olan
etkileri
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Sekil 39. Bilesik E,E-133d’nin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinde canliliga
olan etkileri
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Sekil 40. Bilesik Z,Z-132¢’nin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinde canliliga olan
etkileri

Bilesik Z,Z-132e, arka plan kirliligi olusturmasindan dolayr CVDK-8 testi yerine tiim
hiicre hatlarinda canlilik, “Tripan Blue Exclusion Assay” ile degerlendirildi. Alinan sonuglara
gore bilesik Z,Z-132e’nin sadece meme kanseri hiicrelerinde degil, ayn1 zamanda normal meme
epitel hiicrelerinin canliligini da énemli oranda etkiledigini gostermektedir (Sekil 41). 1Cso
dozlara bakildigr zaman 48. saatte MCF-7’nin ICso degeri 19.785+7.54 ve MCF10A nin
6.94243.23 olarak belirlenmistir. Bu sonuglar Z,Z-132e bilesiginin kansere 6zgii olmadigini

gostermektedir.
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Sekil 41. Bilesik Z,Z-132e’nin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinde canliliga olan
etkileri

E,E-133e bilesiginin tiim hiicrelerde ICsp dozlarinin >1000 oldugu goriilmektedir.
llging bir sekilde bilesik E,E-133e’nin herhangi bir aktivite gdstermedigi bulundu. Bilesik
MDA-MB-231 ve MCFI0A hiicrelerinin yani sira, MCF-7 hiicrelerinin canliligin1 da
etkilememistir. Bu sonug¢ bilesik E,E-133e’nin antikanser ilac1 olarak etkinliginin olmadig1

seklinde degerlendirilmistir (Sekil 42).
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Sekil 42. Bilesik E,E-133e’nin MCF-7, MDA-MB231 ve MCF10A hiicrelerinde canlilia olan
etkileri

Bilesik E,E-133c, MCF-7 hiicre hattinda artan ila¢ konsantrasyonlarinda yiiksek
diizeyde aktivite gostermistir. Ozellikle 48. saat sonuglarinda en yiiksek dozda canliligi %50
seviyelerin altina diisiirdiigii belirlenmistir. Ancak bilesigin MCF-7 hiicrelerine benzer sekilde

MCF10A hiicrelerinin canliligini da yiiksek diizeyde azaltmistir (Sekil 43).
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Sekil 43. Bilesik E,E-133¢’nin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinde canliliga olan
etkileri

MDA-MB-231 ve MCF10A ile karsilastirildiginda, bilesik Z,Z-132f’nin 6strojen pozitif
MCEF-7 hiicrelerine kars1 spesifik antikanser bir etki ortaya koymaktadir (Sekil 44). Bilesik Z,Z-
132f’nin MCF-7 hiicrelerinin canliligin1 doza ve zamana bagl olarak azalttig1 belirlenmistir.
En ytiksek dozda 48. saatte hiicre canlilig1 %23 seviyelerine kadar diigmektedir (p<0.001) (ICso:
29.793+9.04). Ilging bir sekilde bilesik Z,Z-132fnin strojen pozitif meme kanseri igin
kullanilan tamoksifen ilacindan daha ytiksek diizeyde spesifite gosterdigi bulunmustur (Sekil
45). Bu bulgulardan, bilesik Z,Z-132f’nin 6strojen pozitif meme kanseri i¢in potansiyel yeni

bir antikanser ilag olabilecegi seklinde degerlendirilmistir.
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Sekil 44. Bilesik Z,Z-132f’nin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinde canliliga olan
etkileri
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Sekil 45. Tamoksifenin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinde canliliga olan
etkileri

Bilesik E,E-133f, kanser hiicrelerinde canlilig1 azalttig1 goriilirken, normal meme epitel
hiicrelerin canliligin1 etkilemedigi belirlenmistir. Tamoksifen 0Ostrojene duyarli meme
kanserleri icin kullanilmaktadir. Uglii-negatif meme kanseri hiicrelerinin canlihigmi diger
hiicrelere kiyasladigimiz zaman bilesik E,E-133f’nin yiiksek oranda etkiledigi belirlenmistir
(p<0.001). Beklenenin aksine tamoksifen tiirevi olmasina ragmen bilesigin Ostrojen pozitif

MCEF-7 hiicrelerine spesifik olarak etki etmedigi goriilmiistiir (Sekil 46).
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Sekil 46. Bilesik E,E-133f’nin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinde canliliga olan
etkileri
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Sekil 47 ve 48’de tamoksifen homo-dimerleri E,E-139 ve Z,Z-139’un MCF-7, MDA-
MB-231 ve MCF10A hiicrelerinde canliliga olan etkileri gosterilmistir. Bu bilesiklerin,
canlilig1 artan dozlara bagl olarak anlamli sekilde azalttig1 belirlenmistir. flging bir sekilde, bu
homo-dimer bilesiklerin Gstrojen pozitif meme kanseri MCF-7’ye goére kiyasla MCF10A
hiicrelerinde canlilig1 daha etkili bir sekilde azalttigi gosterilmistir. Homo-dimer bilesiklerin
MCF10A hiicrelerinde, MCF-7 hiicrelerine gore daha diisiik ICso degerlerine sahip olduklari
goriilmektedir (Tablo 6). Sekil 47 ve 48’de gosterilen MCF10A’ya uygulanan E,E-139
izomerinin Ol¢limleri Oncesinde yapilan mikroskobik incelemelerde en yiiksek dozlarda
canlilig1 ¢cok yliksek diizeyde azalttig1 belirlenmistir. Ancak, arka planda kirlilik olmasindan
dolay1 absorbans dl¢iimlerinde yanlis pozitif sonu¢ meydana gelmistir. Bu yiizden grafiklerde
ve I1Cso hesaplamasinda en yliksek degerler dikkate alinmamistir (Sekil 4.20 ve 4.21). Elde
ettigimiz bulgular tamoksifenin homo-dimerleri E,E-139 ve Z,Z-139 bilesiklerinin, tamoksifen
tiirevi potansiyel antikanser ilag¢ olarak kullanilma ithtimalinin olmadigin1 gostermistir (Sekil 47

ve 48).
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Sekil 47. Bilesik E,E-139un MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinde canliliga olan
etkileri
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Sekil 48. Bilesik Z,Z-139un MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinde canliliga olan
etkileri

Tamoksifenin bir diger homo-dimeri olan E,E-146, 10 uM dozdan itibaren hem 24 hem
de 48. saatte canlilig1 etkili bir sekilde azaltmistir. Benzer sekilde bu bilesigin normal meme

epitel hiicrelerinin canliligin1 da yiiksek oranda etkiledigi gosterilmistir (Sekil 49). Diger
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izomer Z,Z-146’nin ise MCF-7 ve MCF10A hiicrelerinin canliligini yiiksek dozlarda %20’lere
kadar distlirdiigi gosterilmistir (Sekil 50). Dolayistyla bu sonuglar, E,E-146 ve Z,Z-146
dimerlerinin normal ve kanserli hiicrelerin canliligini yiliksek oranda etkilemesinden dolay1

kanser hiicrelerine 6zgii herhangi bir spesifik etki gdstermemistir.
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Sekil 49. Bilesik E,E-146"nin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinde canliliga olan
etkileri
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Sekil 50. Bilesik Z,Z-146’nin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinde canliliga olan
etkileri

TMX-tiirevi bilesiklerin meme kanseri hiicrelerinde apoptotik etkilerinin
degerlendirilmesi

Canlilik testi sonucunda elde edilen verilerden ICsp degerleri hesaplanmis ve 9 adet
bilesik, tamoksifen alternatifi olabilecegi degerlendirilmistir. Daha sonra bu bilesiklerin
icerisinden ICsp degerleri arasindaki farkin en fazla oldugu 4 adet bilesik (Z,Z2-132b; E,E-133b;
E,E-133d; Z,Z-132f) secilmistir. Bilesiklerin etkin dozlari, MCF-7 hiicreleri igin belirlenen 48.
saat 1Cso dozlarindan olusturulmustur. Deneyde kullanilan tiim hiicreler, belirlenen ICsp
dozlardaki konsantrasyonlarla muamele edilmistir. Bu bilesiklerin hiicrelerdeki apoptoz
aktivitesinin belirlenmesi i¢in “Caspase Assay” deneyi yapilmistir. Deneyde ilagtan izole edilen

ve tuz formatinda olmayan Z-tamoksifen bilesigi pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
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Apoptoz deneyinin sonuglarina gére bu dort bilesigin tamaminin kaspaz aktivitesine
sahip oldugu belirlenmistir. Ancak MCF-7 hiicrelerinde bu aktivite MCF10 hiicrelerine gore
istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ozellikle tamoksifen yerine
kullanilabilecek potansiyele sahip olan bilesik Z,Z-132f’nin kaspaz aktivitesinin, MCF-7
hiicrelerinde kontrol grubuna ve MCFI0OA hiicrelerine kiyasla oldukca yiliksek oldugu
belirlenmistir. Benzer sekilde bilesik Z,Z-132b, MCF10A hiicrelerindeki aktivitesiyle
karsilagtirildiginda, MCF-7 hiicrelerinde apoptozu daha 1iyi bir sekilde indiikledigi
gosterilmistir. Bu sonuglar bilesikler Z,Z-132b ve Z,Z-132f’nin tamoksifen yerine
kullanilabilecek potansiyele sahip ajanlar olabilecegi seklinde degerlendirilmistir (Sekil 51).
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Sekil 51. MCF-7 ve MCF10A hiicrelerinde bilesikler Z,Z-132b; E,E-133b; E,E-133d ve Z,Z-
132f ve E-114 bilesiklerinin kaspaz aktiviteleri.

TMX, 4-OHT ve belirlenen tamoksifen tiirevi bilesiklerin canlilik iizerine olan etkileri

Son olarak, E-114, Z,Z-132b ve Z,Z-132f bilesiklerinin 24.saat 1Cso dozlari, ER pozitif
meme kanseri hiicrelerine kars1 anti-kanser potansiyellerini dogrulamak i¢in TMX'in ana aktif
metabolitlerinden biri olan 4-OHT (Aravindan vd., 2015) pozitif kontrol olarak kullanilarak,
hem saglikli hem de kanserli hiicreler ile 48 saat boyunca muamele edildi. Deneyler sonucunda
4-OHT, MCF10A hiicrelerinin canliligina etki etmemesine ragmen, hem MCF-7 hem de MDA-
MB-231 hiicrelerinin canliligin1 basariyla inhibe ettigi goriildii. Benzer sekilde, E-114, Z,Z-
132b saglikli meme epitel hiicresi MCF10A’y1 etkilemeden kanser hiicrelerinin canliligini
azalttig1 belirlendi. Ancak Z,Z-132f bilesiginin hem saglikli hem de kanser hiicrelerine karsi
sitotoksisite gosterdigi belirlendi (Sekil 52).
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Sekil 52. E-114, Z,Z-132b ve Z,Z-132f bilesiklerinin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A
hiicrelerinde canliliga olan etkileri

TMX-tiirevi bilesiklerin ER alfanin hedef genleri iizerine olan etkisinin belirlenmesi

Tamoksifen tiirevi bilesiklerin ER tarafindan diizenlenen gen ifadelerinin inhibisyonu
tizerindeki potansiyelini daha fazla dogrulamak igin, iyi karakterize edilmis iki ER hedef
geninin (GREBI1 ve PS2) ifadesini 6l¢mek icin qRT-PCR gerceklestirildi (Mohammed vd.,
2013; Haines vd., 2018; Saha Roy and Vadlamudi 2012). Her iki genin ekspresyonunu
transkripsiyon seviyesinde basariyla bastiran pozitif kontroller olarak TMX ve 4-OHT
kullanildi. ilging bir sekilde Z,Z-132b, her iki genin ekspresyonunu &nemli 6l¢iide baskilad.
Ek olarak, E-114 de 6nemli olmamakla birlikte bu genlerin ifadelerini bir miktar inhibe ettigi
belirlendi (Sekil 53).
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Sekil 53. E-114, Z,7-132b ve Z,Z-132f bilesiklerinin gen ekpresyon deneyleri
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SONUCLAR ve ONERILER

Sentez ¢alismalarinda karbon-karbon ikili ve tekli bagi olusturma yeteneklerinden
dolayt McMurry kenetlenmesi ve Suzuki g¢apraz kenetlenme reaksiyonlarinin yani sira

alkilasyon reaksiyonlari kullanildi.

Bu tez calismasinda ilk 6nce, tamoksifen-temelli indol ve oksindol tiirevlerinin elde
edilmesi i¢in kenetlenme reaksiyonlarinda kullanilmak amaciyla boronik asit ester tiirevleri 117
ve 122 ile ¢ikis bilesigi vinilbromiir 127 hazirlandi (Sekil 54). Boronik asit esterlerin
vinilbromiir tiirevleri ile Suzuki kenetlenme reaksiyonlar1 paladyum katalizli olarak
gerceklestirildi. Fenol gruplarmin alkilasyon ile hedeflenen tamoksifen-temelli indol ve
oksindol tiirevleri 113 ve 114’{in sentezleri gergeklestirildi. Kromatografi ve kristallendirme
yontemleri kullanilarak saf izomerler Z-113, E-113, Z-114 ve E-114 elde edildi (Sekil 54).
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Sekil 54. Oncii bilesikler ve tamoksifen-temelli indol ve oksindol tiirevlerinin yapilari

Tamoksifen-temelli indol tiirevlerinin sentez ¢alismalarinin sonrasinda, bu tiirevlerin
her iki izomerinin C3-pozisyonu iizerinden aldehitler ile reaksiyonlarindan bis(indolil)metan
tiirevlerinin sentezlerinin gergeklestirmesine yonelik calismalar yapilmistir. Optimizasyon
caligmalarindan indol ve aldehit tiirevleri arasindaki reaksiyonlarin hekzafloroizopropanol

(HFIP) icerisinde gerceklestigi belirlenmistir. HFIP polar bir ¢dziicii olmasimin yani sira
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kuvvetli hidrojen bagi yapma kabiliyeti nedeniyle bir¢ok tepkimeyi katalizlemektedir. Yedi
adet benzaldehit tiirevi (131a-g) ve E- ve Z-113 arasindaki reaksiyonlar HFIP katalizli olarak
gerceklesmis ve tamoksifen-bis(indolil)metan bilesikleri (Z,Z-132a-g ve E,E-133a-g)
sentezlenmistir (Sekil 55). Sentezler sirasinda Ozellikle E-113 izomeri ile yapilan
reaksiyonlarda tamoksifen kimyasinda da siklikla karsilasilan izomerlesmenin gergeklestigi
gozlenmistir. Ayrica tereftalaldehit (131f) ile yapilan reaksiyonlarda aldehitlerden sadece bir
tanesi reaksiyona girmis, ikinci aldehit iizerinden bis(indolil)metan olusumu gézlenmemistir.
Aldehit karbonil oksijeni ile HFIP’deki alkol protonu arasindaki hidrojen bagmin aldehit

grubunun reaktivitesini arttirarak reaksiyonu katalizledigi diisiiniilmektedir (Sekil 56).

Z,Z-132a-g E,E-133a-g

MezN
R: H, F, Cl, Br, I, NO,, CHO

Sekil 55. Tamoksifen-temelli bis(indolil)metan tiirevlerinin yapilari.

Sekil 56. Tamoksifen-temelli bis(indolil)metan tiirevlerinin olusumu igin 6nerilen mekanizma

Tamoksifen molekiiliiniin fenil halkasi {izerinden homo-dimerik yapilarinin elde
edilmesi de hedeflenmistir. Homo-dimerik tamoksifenlerin hazirlanmasinda Suzuki

reaksiyonunun kullanilabilirligini arastirilarak, hedeflenen molekiiller elde edilmistir (Sekil
57).
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Sekil 57. Homo-dimer tamoksifenlerin yapilari

Sentezlenen {irtinler saflastirarak, yapilart spektroskopik olarak karakterize edilmistir.
Elde edilen yeni molekiillerin olas1 antikanser etkisi, meme kanseri hiicreleri {izerinde deneysel
calismalarla belirlenmistir. Caligmada, yeni nesil antikanser ajanlar1 olarak kullanilabilecek
tamoksifen tiirevleri Z,Z-132b ve Z,Z-132f elde edilmistir. Bu tamoksifen tirevlerinin MCF-7

hiicresine spesifik olarak etki gosterdigi belirlenmistir (Sekil 58).

Z,Z-132b Z,Z2-132f
M92N MezN

Sekil 58. Calismada elde edilen yeni antikanser ajanlari

Bu tez ¢alismasindan asagidaki sonuglar elde edilmistir:

e Fenil halklarindan birisinin indol ve oksindol halkalariyla degistirildigi izomerik
tamoksifen tiirevleri sentezlendi.
e Tamoksifen-indol tiirevi  bilesiklerin  benzaldehitlerle  reaksiyonlarindan

bis(indolil)metan tiirevleri elde edildi.
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Oneriler

Tamoksifenin fenil halkas1 iizerinden homo-dimer yapilarinin sentezleri
gergeklestirildi.
Tamoksifen tiirevi bilesiklerin anti-kanser ozellikleri ve Ostrojen pozitif meme

kanserine kars1 olan spesifisiteleri analiz edildi.

Tez c¢alismasi kapsaminda elde edilen bilesiklerin baska uygulama ¢alismalarinin
gercgeklestirilmesi onerilmektedir.

Sentezlenen tamoksifen-temelli bilesiklerin baska kanser tiirlerine kars: etkileri de
arastirilmalidir.

Bilesiklerin farkli tuz formlar1 da hazirlanarak anti-kanser ozellikleri ve Ostrojen
pozitif meme kanserine karst olan spesifisite analiz  c¢alismalari
gerceklestirilmelidir.

Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmalar ve elde edilen sonuclar; organik sentez ve
biyoaktivite ile ilgili yapilacak olan yeni ¢alisma ve projelerin olusturulmasina

katk1 saglayacaktir.
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