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OzZET

Kanser, insan 6liimlerine neden olan etkenler arasinda Ust siralarda yer almaktadir. Meme kanseri
ise ozellikle kadinlar arasinda en sik gorilme ve 6lim oranina sahip kanser tiirl olarak dikkat
cekmektedir. Glinlimizde meme kanseri tedavisinde kullanilan mevcut hedeflendirilmis tedavilere
karsi zamanla gelisen terap6tik direng potansiyel yeni hedefler Gzerine yapilan calismalari da
beraberinde getirmistir. Bu yeni terapotik hedeflerden biri de sentrozom ve mikrotibdiller ile
etkilesim icinde bulunan hiicre ici TACC protein ailesinin bir Gyesi olan TACC3 proteinidir. Asiri
ekspresyonu cesitli kanser tirleri ile iliskilendirilen TACC3 proteinin meme kanseri olusumunda da
rol oynadigina yonelik kanitlar, bu proteini meme kanseri tedavisinde ilgi cekici hale getirmektedir.
2,4-Diaminopirimidin yapisi ise antikanser etkili ila¢ kesfi calismalarinda siklikla tekrarlanan bir
motiftir. Bahsedilen bu bilgiler dogrultusunda; arastirma grubumuz tarafindan antikanser etkili yeni
bir TACC3 inhibitori bilesik kesfi amaci ile yirdtilen calismalar sonucunda 3-(4-metoksifenil)-N-(2-
morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin kimyasal yapisinda bir bilesik kesfedilmistir. BO-264 olarak
adlandirilan bu bilesik, yiiksek derecede TACC3 ekspresyonu gésteren insan JIMT-1 (meme) kanseri
hiicre hattina karsi 188-258 nM gibi olduk¢a dusik bir IC50 deger araliginda sitotoksisite
gostermistir. Fakat yapilan in vitro ve in vivo farmakokinetik c¢alismalarda; insan karaciger
mikrozomlarina hizli yarilanma 6mri (t1/2= 5,86 dk) ve yliksek hepatik klirens degeri (CLint= 236,44
uL/dk/mg protein) ile metabolik agidan dayaniksiz bir bilesik oldugu sonucuna ulasilan BO-264’iin
farelerde oral biyoyararlanim degeri % 11,8 olarak tayin edilmistir. Bu tez kapsaminda BO-264’(in
biyolojik etkinligini gelistirmek ayrica in vitro ADME ve biyoyararlanim profilini iyilestirmek amaciyla
yetmis adet yeni tlirev sentezlenmistir. Bu tirevlerden 4-metoksifenil halkasinin Uglnci
konumunda flor siibstitlienti tasiyan Bilesik 28, JIMT-1 hiicre hattina karsi gosterdigi 13 nM’lik IC50
degeri ile serinin en aktif bilesigi olmustur. Buna karsin ayni hiicre hattinda nispeten daha diisik bir
etkinlige (IC50= 206 nM) sahip olan Bilesik 89, iki farkli formilasyonla gercgeklestirilen in vivo
farmakokinetik calismalarda % 60’in (izerinde oral biyoyararlanim sergilemistir. Sonug olarak Bilesik
89’un antikanser ilag gelistirme calismalarinda daha ileri klinik gelisim potansiyeline sahip oldugu
gosterilmistir.
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ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of human deaths globally, and breast cancer is the most
common type of cancer, especially among women, with a high mortality rate. Therefore, studies on
potential new targets have become important due to the therapeutic resistance developed against
therapies currently used in breast cancer treatment. One of these new therapeutic targets is the
TACC3 protein, a member of the intracellular TACC protein family that interacts with the
centrosome and microtubules. Overexpression of the TACC3 protein has been associated with
various types of cancer including breast cancer making TACC3 as a remarkable biological target for
cancer treatment. The 2,4-Diaminopyrimidine ring system is a frequently used motif in anticancer
drug discovery. Based on this potential, a compound with the chemical structure of 3-(4-
methoxyphenyl)-N-(2-morpholinopyrimidin-4-yl)  isoxazol-5-amine, namely BO-264, was
discovered as a new TACC3 inhibitor chemotype by our research group. BO-264 showed potent
cytotoxicity against the high TACC3 expressing human JIMT-1 (breast) cancer cell line with IC50
values in the range of 188-258 nM. However, the in vitro and in vivo pharmacokinetic studies
demonstrated that BO-264 had a limited oral bioavailability of 11,8%, and is a metabolically
unstable compound due to its short half-life (t1/2= 5,86 min) and high hepatic clearance (CLint=
236,44 uL/min/mg protein) in human liver microsomes. In this thesis, seventy new derivatives were
synthesized in order to improve the biological efficiency of BO-264, and to optimize the in vitro
ADME and bioavailability profile. Among these derivatives, Compound 28 which has fluorine
substituent in the third position of the 4-methoxyphenyl ring was the most active compound in the
series with its IC50 value of 13 nM against the JIMT-1 cell line. Moreover, Compound 89, which has
a relatively good activity (IC50= 206 nM) in the same cell line, showed over 60% oral bioavailability
in in vivo pharmacokinetic studies with in two different formulations. To conclude, Compound 89
has the potential for further clinical development in anticancer drug development studies.
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1. GIRIS

Kanser; cesitli fiziksel, kimyasal, biyolojik ve/veya genetik faktorlerin etkisiyle normal
sinirlarinin disinda biyliyen, oncelikle yakin dokulari istila edip sonrasinda ise viicuttaki
diger doku ve organlara yayilabilen anormal hicrelerin kontrol disi ¢ogalmasi olarak
tanimlanan genis bir grup hastaliktir [1]. insan 6liimlerine neden olan etkenler arasinda
oldukca Ust siralarda yer alan kanser; 21’inci ylzyilda dinyanin her llkesinde yasam
beklentisinin artmasinin 6niindeki en dnemli engel olarak kabul edilmektedir [2]. Diinya
Saghk Orglti’niin 2018 yilindaki verilerine gére diinya ¢apinda tahmini 18,1 milyon insan
kansere yakalanirken, vakalarin yaklasik %53’G (9,6 milyon) hayatini kaybetmektedir. Bu
olim sayisinin 2020 yilinda 10 milyona, 2040 yilina gelindiginde ise yaklasik 16,5 milyona

ulasacagi diistintlmektedir [3].

Glinimiuzde bilinen 100’den fazla kanser tiri arasinda meme kanseri; ozellikle kadinlar
arasinda en sik goriilme ve 6lim oranina sahip kanser tiiri olarak dikkat cekmektedir [4].
Diinya genelinde sadece 2018 yilinda yaklasik 2,1 milyon yeni meme kanseri vakasi teshis
edilmekle birlikte, tGlkemizde de meme kanseri oldukga ciddi bir saglik problemi olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Tim kanser vakalarinin yaklasik %11’ini olusturan meme kanseri,

akciger kanserinden sonra lilkemizde en sik gézlenen ikinci kanser tiirtdar [5].

Oldukca heterojen yapida bir kanser tiirti olarak kabul edilen meme kanserinin birbirinden
farkli histokimyasal 6zellik gbsteren ¢ok sayida alt tipi tanimlanmistir. Her alt tipte kanser
biyobelirtecleri farkli derecelerde ifade edilirken, hastalik seyri ve tedaviye verilen yanit;
genetik, epigenetik ve cevresel risk faktorlerinin de etkisi ile hastadan hastaya degiskenlik
gosterebilmektedir. Belirtilen bu sorun, meme kanseri tedavisinde karsilasilan en blyulk

zorluktur [6].

Son yillarda molekiler biyoloji ve genetik alanindaki ilerlemeler sayesinde meme kanseri
biyolojisinin daha iyi anlasilmasi, tani yontemlerindeki gelismeler ve erken asamada
teshisin yayginlasmasi; meme kanseri goriilme sikliginda ve 6lim oranlarinda disise

yardimci olsa da hastaya 6zgii maksimum terapdtik yararin saglanacagi bir tedavi icin yeni



tedavi yontemlerine ihtiyac duyulmaktadir. Bu noktada ise belirli bir hedefe spesifik etki

gosteren terapotik ajanlarin roli blyuktur [6].

Gunumizde meme kanseri tedavisinde, ¢ok sayida biyolojik yolak ve biyomolekil hedef
olarak kullanilmasina ragmen mevcut hedeflendirilmis tedavilere karsi zamanla gelisen
terapotik direng; potansiyel yeni hedefler Gzerine yapilan ¢alismalari da beraberinde
getirmistir. Bu yeni terapotik hedeflerden biri de sentrozom ve mikrotibdl ile etkilesim
icinde bulunan hiicre i¢i TACC (Transforming Acidic Coiled Coil) protein ailesinin bir Uyesi
olan TACC3 proteinidir. Asiri ekspresyonu cesitli kanser tirleri ile iliskilendirilen bu
proteinin, meme kanseri olusumunda da rol oynadigina yonelik kanitlar mevcuttur. Bu
durum; TACC3 proteinini meme kanseri tedavisinde ilgi ¢ekici bir hedef haline getirmektedir

[7].

Azot iceren heterosiklik bilesikler; yapisal cesitliligi ve genis bir farmakolojik aktivite
yelpazesine sahip olmasi nedeniyle ile uzun yillar boyunca ila¢ gelistirme c¢abalarinda
arastirmacilarin dikkatini uyandiran sentetik hedefler arasinda yer almaktadir [8]. Bu yapi
sinifinin énemli bir Uyesi olan pirimidinler; farkli biyolojik aktivite (antikanser, antiviral,
antimikrobiyal, antienflamatuar vb.) potansiyeline sahip bir¢cok sentetik ve dogal Uriinde
gdze carpmaktadir. Ozellikle antikanser etkili ilag kesfi calismalarinda pirimidin yapisi
siklikla tekrarlanan bir motiftir. Cok sayida pirimidin ve kaynasmis pirimidin yapisi tasiyan
bilesigin, cesitli kanser tlrlerinin tedavisinde kullanimi FDA (Amerika Birlesik Devletleri Gida
ve ila¢ Dairesi) tarafindan onay almistir [9]. Farkli pirimidin tirevleri arasinda 2,4-
diaminopirimidinler ise; kanser Gzerindeki énemli kemoterapdtik etkileri nedeniyle son

zamanlarda 6nemli 6l¢lide dikkat cekmektedir.

Bahsedilen bu olgular dogrultusunda; arastirma grubumuz tarafindan antikanser etkili yeni
bir TACC3 inhibitorli bilesik kesfi amaci ile yiaritilen calhsmalar sonucunda 3-(4-
metoksifenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin kimyasal yapisinda bir bilesik
kesfedilmistir (Sekil 1.1). BO-264 olarak adlandirilan bu bilesik; oncelikle asirt TACC3
ekspresyonu gosteren insan meme kanseri hicre hattina (JIMT-1) karsi test edilmis ve
0,188-0,258 uM gibi oldukga diislik bir ICso (maksimum inhibitor etkinin %50’sini olusturan

ilag konsantrasyonu) deger araliginda kanser hiicre proliferasyonunu inhibe etmistir.



Sonrasinda gerceklestirilen ileri biyolojik analizler sonucunda BO-264 bilesiginin
antiproliferatif etkisini; TACC3 inhibisyonu (Kq= 1,5 nM) ile indiiklenen mitotik tutulma,
deoksiribo nikleik asit (DNA) hasari ve apoptoz aracili hiicre 6limu ile gerceklestigi
gosterilmistir. Ayrica BO-264Un, fibroblast blylime faktorlii reseptori (FGFR)-TACC3
onkojenik flizyon proteinini eksprese eden kanser hiicreleri lzerinde de antiproliferatif

aktivite sergiledigi tespit edilmistir [10].

ila¢ gelistirme cabalarinda umut vadeden bu biyolojik etkinlik profiline karsi, éncii BO-264
bilesigi Uzerinde gerceklestirilen in vitro ADME (Absorbsiyon-Dagilim-Metabolizasyon-
Atilim) ve biyoyararlanim c¢alismalarinda ise beklenilen sonuglar elde edilememistir.
Ortalama bir lipofilisite degerine (log D7,4= 2,3) sahip BO-264 bilesiginin pH 7,4 ortaminda
ne vazik ki disiik c¢éziinirlige (7,4 uM) sahip oldugu saptanmistir. insan karaciger
mikrozomal stabilite testlerinde ise; BO-264’ln hizli yarilanma émri (t12= 5,86 dakika) ve
yuksek hepatik klirens degeri (CLint= 236,44 plL/dakika/mg protein) ile metabolik agidan
dayaniksiz bir bilesik oldugu sonucuna ulasiimistir. Ayrica farelerde in vivo farmakokinetik
calismalari sonucunda elde edilen % 11,8’lik oral biyoyararlanim degeri, 6nci bilesik BO-

264’n farmakokinetik profilinin optimize edilmesi gerekliligini beraberinde getirmistir.
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Sekil 1.1. Oncii bilesik BO-264’{in kimyasal yapisi

Bu tez galismasi kapsaminda; 6ncl BO-264 bilesiginden yola gikilarak, izoksazol ve 2,4-
diaminopirimidin motifini bir arada tasiyan potansiyel TACC3 inhibitori bilesiklerin sentez
calismalari gerceklestiriimis ve vyapi-etki iliskileri incelenmistir. Ongérilen yapisal
modifikasyon yaklasimlarinda; antikanser aktivitenin korunmasi ya da daha iyilestirilmesi
amaclanmis, bir yandan da bilesiklerin ila¢ olabilme 6zelliklerini iyilestirmek adina in vitro
ADME o6zelliklerini optimize etmek hedeflenmistir. Bu dogrultuda orijinal yetmis adet BO-
264 analogu sentezlenerek yapilari aydinlatilmis, tim final bilesiklerin JIMT-1 kanser hiicre
hattina karsi sitotoksik aktiviteleri ve secilen bazi bilesiklerin in vitro ADME ozellikleri

degerlendirilmistir.



Tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerin tasarimi; 6nci bilesik BO-264tn 3 farkli bolgesi

Uzerinde yogunlasan modifikasyonlar dogrultusunda gerceklestirilmistir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. BO-264’ten hareketle tasarlanan yeni analoglarin modifikasyon stratejileri

ik seri bilesiklerde BO-264 bilesiginin fenil halkasina odaklaniimis ve bu halkanin orto, meta
ve/veya para konumlarina getirilen farkh elektron cekici ve salici gruplarin biyolojik
aktiviteye olan katkisi 4-OCHs grubu tasiyan BO-264'{in etkinligi ve metabolik stabilitesi ile
kiyaslanmistir. Ayrica fenil halkasi haricinde; piridinil, benzo[d][1,3]dioksolil, 2,2-
difluorobenzol[d][1,3]dioksolil, 2,3-dihidrobenzofuranil gibi farkli doymamis heterosiklik
halkalarin da sitotoksisiteye olan etkisi incelenmistir. Bu amag dogrultusunda sentezlenen

bilesikler Cizelge 1.1'de belirtilmistir.

Cizelge 1.1. Tez kapsaminda fenil halkasi modifikasyonlari dogrultusunda sentezlenen ilk
final bilesik serisi
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Cizelge 1.1. (devam) Tez kapsaminda fenil halkasi modifikasyonlari dogrultusunda
sentezlenen ilk final bilesik serisi
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ikinci seri bilesiklerde; BO-264 bilesiginin 4-OCHjs fenil grubu korunarak, morfolin halkasi
yerine farkli amin tiirevleri getirilmistir. Bu seri bilesiklerde biyolojik aktivitenin korunmasi
amaglanirken, bir yandan da molekillerin metabolik stabilitelerini iyilestirme yoninde

tasarlamalar yapilmistir. Bu dogrultuda sentezlenen bilesikler Cizelge 1.2’de gosterilmistir.

Cizelge 1.2. Tez kapsaminda morfolin halkasi modifikasyonlari dogrultusunda sentezlenen
ikinci seri final bilesikler
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Uglinci seri bilesiklerde ise; pirimidin halkasi ve bu yapiyi izoksazol halkasinin 5. konumuna
baglayan ara zincir lzerinde gergeklestirilen sibstitlisyonlarin yapi-etki iliskisine katkisi
incelenmistir. Bu kapsamda sentezlenen bilesiklerde 4-OCHjs fenil grubu korunarak ilk dnce
pirimidin halkasi piridin ve triazin ile degistirilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda
pirimidin halkasinin biyolojik aktivitede kritik rol oynadigl sonucuna ulasiimis ve yeni
tirevlerin sentezinde; pirimidin halkasinin 5. ve 6. konumlarinda farkh slbstitientler
denenmistir. Ayrica bu tirevlerde daha basarili biyolojik aktivite gdsteren ve metabolik
acidan daha stabil olabilecegi dusliniilen 4-floropiperidin halkasi morfolin grubu yerine
tercih edilmistir. Ara zincir analoglarinda ise; metil, farkli aminoalkil ve asetonitril

substitisyonlari denenmistir. Sentezlenen bilesikler Cizelge 1.3’te belirtilmistir.

Gizelge 1.3. Tez kapsaminda pirimidin halkasi ve ara zincir modifikasyonlari dogrultusunda
sentezlenen Uguncu final bilesik serisi
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Gerceklestirilen tiim optimizasyon calismalari sonucunda; fenil halkasi ve morfolin halkasi
Uzerinde optimal aktivite sergileyen sibstitlisyon paternlerini bir arada tasiyan bir seri

hibrit molekil sentezlenmistir (Cizelge 1.4).

Cizelge 1.4. Tez kapsaminda sentezlenen hibrit final bilesik serisi
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2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri ve Meme Kanserinde Hedeflendirilmis ilag Tedavisi Yaklasimi

Meme kanseri; genel anlamda epitel meme dokusunda meydana gelen kontrolsiiz hiicre
¢ogalmasi sonucu koti huylu lezyonlarin olusmasi ile karakterize bir hastaliktir [11]. Meme
kanseri her iki cinsiyette de gorilmekle birlikte, kadinlar arasinda en yaygin gorilen ve en
¢ok 6lime sebebiyet veren kanser tirtdir [12]. Erken tani yontemleri, yeni tedavi
stratejileri ile elde edilen basarilar ve saglk sistemindeki gelismelere ragmen, kadinlarda
gorilen her dort kanser vakasindan bir tanesi meme kanseri olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Diinya Saghk Orgiti’niin 2018 yili verilerine gére; yaklasik 627 000 kadinin meme
kanserinden hayatini kaybettigi tahmin edilmektedir ki bu rakam kadinlar arasindaki tim

kanser oliimlerinin yaklasik % 15'i olusturmaktadir [13].

Diger; %28,9 iNSIDANS OLUM ORANI Diger; %23,1
 Meme; %24,2 (8,6 milyon) (4,2 milyon) u Meme; %15,0

Kolorektal; %9,5 W Akciger; %13,8
W Akciger; % 8,4 Kolorektal; %9,5
W Serviks; %6,6 H Serviks; %7,5

Tiroid; %5,1 Mide; %6,5
Rahim; %4,4 W Karaciger; %5,6
Mide; %4,1

W Pankreas; %4,9
H Over; %3,4

M Karaciger; %2,8

W Over; %4,4
m Ozefagus; %3,6
M Losemi; %3,1

H Lenfoma; 2,6

Sekil 2.1. Dlinya genelinde kadinlarda gorlen farkh kanser tiirlerindeki yeni kanser vakalari
ve Olim oranlarinin 2018 vyilindaki yizdeleri (GLOBOCAN 2018) ([11]'den
uyarlanmistir)

Meme kanseri insidansi cografi bolgelere gore degiskenlik gostermekle birlikte, gelismis
tilkelerdeki kadinlar arasinda daha yiiksek oranda goriilmektedir. ilerleyen yas, dstrojenik
uyaranlarda uzun sireli artis meydana getiren kosullar (oral kontraseptif kullanimi, erken
menars, ge¢ menopoz vb.), artmis karsinojen maruziyeti ve genetik hasarlar baslica risk

faktorleri olarak meme kanserinin goriilme sikhgini arttiran durumlardir [6].
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Genellikle heterojen yapida bir kanser tipi olarak kabul edilen meme kanseri, fenotipik ve
morfolojik 6zelliklerine gore bircok sekilde siniflandirilabilir. Bu siniflara ait alt tipler ise
klinikte birbirinden cok farkli davranislar géstermektedir. Diinya Saglik Orgiiti’ne gore;
meme karsinomlari on dokuz farkli ana alt tipe kategorize edilirken [14],
immuinohistokimyasal Ozelliklerine gore Ui¢ temel tipte incelenebilir. Bunlar; hormon
reseptori (HR) pozitif, insan epidermal blylime faktori reseptorii-2 (HER-2) pozitif ve tgli

negatif meme kanserleridir (TNBC) [15].

HR-pozitif kanserlerde timor hicresi, kendi blylimesini destekleyebilen Ostrojen ve
progesteron hormonlari icin 6strojen reseptort (ER) ve progesteron reseptoriine (PR)
sahiptir. Tumor hicrelerinde ER veya PR ekspresyonunun en az % 1 oraninda gorilmesi,
HR-pozitif olarak siniflandiriimasi igin yeterlidir. TUm meme kanseri vakalarinin yaklasik %
70'ini HR-pozitif kanserler olusturur. HR-pozitif meme kanserleri ayrica iki alt tipe daha
ayrilabilir. Bunlar; ER-pozitif ve/veya PR-pozitif ve HER-2 negatif olma egiliminde olan
Luminal A, ER-pozitif ve/veya PR-pozitif ve HER-2 pozitif olma egiliminde olan Luminal B tipi

meme kanseridir [16].

HER-2-pozitif meme kanseri patogenezinin ise; timoér hiicrelerinin transmembran bir
tirozin kinaz proteini olan HER-2'yi kodlayan onkogenlerdeki aktivasyon artisi durumu ile
karakterize oldugu gorilir. HR-pozitif kanser hiicreleri ile karsilastirildiginda, HER-2-pozitif
alt tipinin cok daha agresif ve hizli ilerledigi ve bu nedenle daha kot bir hastalik seyrine
sahip oldugu bilinmektedir. Bunun nedeni; kanser hiicrelerinin ylizeyinde asiri eksprese
edilen bliyliime faktori reseptorleri yolu ile daha fazla biiylime faktoriine maruz kalmasidir.

Meme kanserlerinin yaklasik % 20’si HER-2 pozitiftir [16].

istatiksel olarak meme kanserlerinin % 15'ini olusturan olan (i¢lii negatif meme kanseri alt
tipinin, ER, PR ve HER-2 reseptorlerini eksprese etmedigi ve molekiiler acgidan
patogenezinin belirsiz oldugu bilinmektedir. Bu nedenle uygulanacak tedavi stratejilerinin
etkisiz ve yetersiz kaldigi ticli negatif meme kanseri vakalari yliksek niiks olasiligi tasirken,

diger alt tipler arasinda en kotl hastalik seyrine sahip oldugu séylenebilir [16, 17].
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Teshis edildikten sonra, meme kanseri tedavisinin akilci bir dogrultuda sekillendirilmesi
onem arz etmektedir. Dogru terapotik stratejilerin uygulanmasi, hastalarin hayat
kalitesinde gerceklestirdigi iyilesme beraberinde sag kalim siliresinde de artis olusturarak
tedaviyi daha efektif hale getirmektedir. Bu bakimdan hastaligin histopatolojik analizinin iyi
yapilmasi oldukga kritiktir. TGmorin blyiklGgu, derecesi, sahip oldugu reseptor cesitleri
(hangi meme kanseri alt tipine ait oldugu) ve metastaz durumu degerlendirilmesi gereken

baslica prognostik parametrelerdir [18].

TUmorin metastaz durumuna gore temel olarak meme kanseri tedavisi; lokal veya sistemik
olarak gerceklestirilir. Metastaz yapmamis vakalarda cerrahi miidahale ve radyoterapiden
olusan lokal tedavinin 6n plana ¢iktigi gérillrken, daha agir bir tablo sergileyen metastatik
meme kanserinde ise cesitli kemoterapotik ajanlar ile gerceklestirilen sistematik tedavi
tercih edilir. Bu tedaviye gerektigi durumlarda cerrahi operasyon ve radyoterapi de eslik

edebilir [16].

Sistematik meme kanseri tedavisinde kullanilan terapétik ilaglari iki grupta siniflandirmak
mumkiindir. Bu grup ilaglar; kanser hiicresi ile saglkli hiicre arasinda ayrim yapmaksizin
tahribat gerceklestiren klasik sitotoksik kemoterapotikler (Paklitaksel, Dosetaksel,
Doksorubisin, Kapesitabin vb.) ve ilgili biyolojik hedefe yodnelik gelistirilen yeni nesil
kemoterapétik ilaglardir [19]. Ozellikle ikinci gruba dahil olan ilaclar géstermis oldugu

segicilik 6zelligi ile 6nemli bir klinik avantaja sahiptir.

20’nci ylizyilda baslayan molekiler biyoloji ve genetik alanindaki 6nemli gelismeler zaman
icerisinde hiz kazanarak meme kanseri patofizyolojisinin aydinlatiimasina yardimci olmus,
bu sayede tedaviye yonelik yeni biyolojik hedefler ve bu hedefler lizerinde etkili yeni ilag

molekilleri kesfedilmistir [11].

Ostrojen, HR-pozitif meme kanseri tzerine c¢alisiimis temel biyolojik hedeflerden biridir.
Cesitli yolaklardan bu hormonun tiimoér hiicresinde gergeklestirdigi fonksiyonlarin éniine
gecmek, klinikte yardimina basvurulan bir tedavi stratejisi olmustur [20]. Hormon terapisi
adi altinda uygulanan bu tedavide; secici 6strojen reseptortii modilatori (SERM) olarak

reseptor blokaji olusturan Tamoksifen, secici Ostrojen reseptor degradorii (SERD)
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Fulvestrant ve Ostrojen biyosentezini durduran aromataz inhibitorleri; Letrozol, Anastrozol
bilesikleri tek basina veya birlikte siklikla tercih edilmektedir [21-23]. Bu tedavi yaklasimi ile
HR-pozitif meme kanseri vakalarinin yaklasik % 85'i gibi biylk bir ylizdesinde, teshisten

sonra bes yildan uzun sireli sag kalim rapor edilmistir [15].

HER-2 proteini, HER-2-pozitif meme kanserinde asiri eksprese edilen biyobelirteg
reseptorlerden biri olarak hedeflendirilmis tedavide yerini almistir. HER-2 sinyal yolagi
Uzerinde gesitli mekanizmalar (reseptor dimerizasyon inhibisyonu, reseptér degradasyonu,
PI3K-AKT sinyal yolu inhibisyonu, antikora bagli hiicresel sitotoksisite vb.) ile etki gosteren
Trastuzumab ve Pertuzumab gibi monoklonal antikorlar, HER-1/HER-2 dual tirozin kinaz
inhibitori Lapatinib ve HER-1/HER-2/HER-4 lizerinde geri donlstimsiz inhibisyon meydana

getiren Neratinib, klinikte basarili sonuclar elde edilen terapétik ilaclardir [24].

Fakat bahsi gecen ilac gruplari TNBC gibi bu hedefleri eksprese etmeyen meme kanseri
turleri Gzerinde etkisiz kalmakla beraber, zaman icinde hastalarda gelisen direng sorunuyla
da karsi karsiya gelmistir. Bu sebeple arastirmacilar alternatif biyolojik hedeflere yonelmis

ve yeni terapo6tik ajanlara ihtiya¢ duymustur.

Siklin  bagiml  kinazlar (CDK); hiicre dongust regllasyonunun 6nemli  oncil
molekillerindendir. HER-2 ve/veya diger bliyiime faktora aracili hiicre proliferasyonu siklin
bagimh kinazlarin aktivasyonu ile gerceklesir. CDK'larda meydana gelen mutasyonlar
sonucu gerceklesen kontrolsiiz hiicre artisi, meme dahil olmak (izere ¢ok ¢esitli kanser
turlerinde gbzlemlenen bir durumdur ve CDK’lari potansiyel bir terapotik hedef haline
getirmistir. Ozellikle CDK4/6 enzimlerinin asiri aktivasyonunun meme kanseri timér
patofizyolojisi ile iliskilendirilmesi; bu kinazlar Gizerinde etkili kiiclik inhibitér molekdillerin
gelistiriimesinin yolunu a¢mistir ve Abemasiklib, Palbosiklib ve Ribosiklib gibi CDK4/6
inhibitorlerinin postmenapozal HR-pozitif, HER-2-negatif metastatik meme kanseri

tedavisinde kullanimi FDA tarafindan onay almistir [25, 26].

PI3K/AKT/mTOR sinyal yolunun, meme kanserlerinin % 70'inde asir aktivasyonu soz
konusudur. Ayrica HR-pozitif meme kanseri vakalarinda hormon tedavisine karsi gelisen

direncin bu yolak isleyisinde meydana gelen dizensizliklerden kaynaklanabilecegi de
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dustnilmektedir. Bu sebepler, yolak boyunca gorev alan proteinleri tedavi icin olasi ilag
hedefleri haline getirmektedir. Bu dogrultuda; literatiirde farkli mekanizmalarla etki
gosteren birgok kiiglik ilag molekull gelistirilmis ve gesitli klinik galismalar gergeklestirmistir
[20, 27]. GUnlmiizde mTOR inhibitori olarak etki gosteren Everolimus ve PI3Ka enzim
inhibitorl Alpelisib FDA onayl bilesikler olarak meme kanseri tedavisinde yerini almigtir

[28, 29].

Meme kanseri duyarlilik genlerinde (BRCA1 ve BRCA2) meydana gelen mutasyonlar, meme
kanseri ile iliskilendirilen ve hedefe yonelik klinik etkinlik gosteren tedaviye sahip tek DNA
degisikligidir [16]. BRCA’lar, farkli sinyal yolaklarinda lokalize olan ve bircok proteinle
etkilesime girerek DNA hasar onariminda rol oynayan timor baskilayict genler olarak
bilinirler. BRCA genlerinde meydana gelen mutasyonlar meme kanseri gelistirme riskini
arttirir (BRCA1 mutasyonu olan kadinlarin % 55-65'inin, BRCA2 mutasyonu olan kadinlarin
ise vyaklasik % 45'inin yetmis yasina kadar meme kanserine yakalanacagl tahmin

edilmektedir) [30].

BRCA mutasyonlarina sahip meme kanserlerinin tedavisinde poli (ADP-riboz) polimeraz
(PARP) protein ailesinin 6nemli bir rolii oldugu disinulmektedir. PARP’lar, tipki BRCA1/2
genleri gibi DNA hasari onarimi dahil birgok hiicresel siiregte 6nemli gorevler alan bir grup
enzimdir. PARP inhibitorleri kullanilarak; BRCA1 ve BRCA2 mutasyonu tasiyan timorlerde
DNA tamir mekanizmasinin blokaji sonucu hiicre 6limiinin indiiklenmesi klinik dncesi

calismalarda gosterilmistir [27].

Bu grubun iki Gyesi; Olaparib ve Talozaparib metastatik meme kanseri tedavisinde FDA’dan
onay almakla birlikte, Veliparib ve Niraparib gibi diger tiyelerin de icinde bulundugu PARP
inhibitorlerinin tek baslarina veya diger sitotoksik ajanlarla beraber kullanilarak, meme
kanseri lzerindeki etkinliklerinin degerlendirildigi c¢ok sayida klinik c¢alisma

gerceklestiriimektedir [31-33].
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2.2. insan TACC Proteinlerinin Fizyolojik Onemi ve Hedeflendirilmis Kanser Tedavisindeki

Yeri

Mitoz boéliinme; farkli evrelerden olusan ve genetik bilginin, meydana gelen yeni hiicrelere
ayni sekilde aktarilmasinda 6nem arz eden, hiicre dongistiniin en kisa fazidir. Karmasik bir
proses olan mitoz bolinmenin diizgln isleyisi, bircok protein ve/veya protein kompleksi
gibi biyomolekiller tarafindan siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Bu biyomolekiller
arasinda mikrotiibiil organizasyon merkezi olarak adlandirilan sentrozomlarin fonksiyonlari
oldukga kritiktir. Sentrozomlar mikrotiibil dinamiklerinin diizenlenmesinde bazi hiicre igi
proteinlerle birlikte esglidimli olarak calisir. Bu proteinlerin basinda TACC protein ailesi

gelmektedir [34, 35].

TACC protein ailesi Uyeleri, tasidiklari yaklasik 200 amino asitten olusan ve oldukga iyi
korunmus bir C-terminal TACC bolgesi ile karakterizedir [34]. Tasidiklari TACC bolgesi
aracthg ile farkli adaptoér proteinlerle etkilesim icinde bulunarak; hiicre biiylimesi ve
farklilasmasi, transkripsiyonel mekanizmanin dizenlenmesi, sentrozom butlnlGginin
korunmasi gibi énemli biyolojik fonksiyonlarin gerceklesmesinde rol alr. Ozellikle hiicre
bollinmesi esnasinda bu proteinlerin mikrotiibillere baglanmasi icin TACC bdlgesinin
gerekli oldugu kanisi yaygindir. Farkli organizmalarda da tespit edilen TACC proteinlerinin,

insanlarda TACC1, TACC2 ve TACC3 olmak lizere 3 farkl izoformu bulunmaktadir [35, 36].

Daha ¢ok beyin, bobrek, timis ve over dokularinda embriyonik gelisme siiresince baskin
olarak eksprese edilen TACC1 proteininin; Aurora A, B ve C kinaz enzimleri ile etkilesim igine
girerek mitoz bollinme isleyisinin diizglin gerceklesmesinde gorev aldig disiiniilmektedir.
insan kanser hiicre hatlarinda artmis TACC1 aktivasyonun timér olusumu ile
iliskilendirilebilir olmasi, bu proteinin tasidigi onkojenik potansiyele dikkat ¢ekmektedir

[36].

TACC2 proteini; yliksek oranda beyin, akciger, over, bébrek, meme dokularinda eksprese
edilir ve tim hicre dénglisii boyunca sentrozomlarda lokalize bir sekilde donginin Ga/M
evresinde 6nemli rol oynar. Ayrica TACC2'nin transkripsiyon islevinin diizenlenmesinde de

gorev aldigina dair kanitlar vardir. Cesitli insan kanser vakalarinda TACC2 geninin
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ekspresyon durumu degiskenlik gosterdigi icin timor olusumu ile ilgili net bir iliskilendirme

yapilamamaktadir [36].

TACC3 proteininin ise; testis, akciger, dalak, kemik iligi, periferal l6kosit dokularinda
ekspresyonu yaygindir ve diger TACC proteinleri gibi mitoz bolinmenin mikrotibiil
organizasyonu ve dlzglin kromozom ayrismasi asamalarinda aktif gorev aldig
dustnilmektedir [37]. Gulnlimizde TACC3 proteininin bu goérevi nasil bir regilator
fonksiyon ile gerceklestirdigi kesin bir sekilde bilinmemesine ragmen, yapilan galismalar

bazi mekanizmalar lzerine odaklanmistir.

Bu mekanizmalardan ilki; TACC3 proteinlerinin sentrozomlar araciligi ile mikrottbdil
nikleasyonunun gerceklesmesine yardimci oldugu yonindedir. Fakat bu mekanizma
sentrozomda lokalize olan bir proteinin, mitotik ipliklerin organizasyonu ve kromozom
hizalamasi Gzerinde nasil bu kadar gilicli bir etkiye sahip olduguna tam olarak aciklik

getirememistir [35].

Diger bir mekanizma ise; ilk mekanizmaya ek olarak TACC3 proteininin, hiire ici adaptor
biyomolekiiller olan ch-TOG (kolonik ve hepatik timor overeksprese gen) ve klatrin ile
olusturdugu protein kompleksi vasitasiyla mikrotiibiller arasi kopri olusturdugu ve bu

sayede de mitotik iplikleri diizenledigi dogrultusundadir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. TACC3/ch-TOG/klatrin kompleksi ile mikrotublller arasi gapraz-bagh kopri
olusum sireci ([34]'ten uyarlanmistir)

Bu kompleksin olusmasinda; Aurora A kinaz aracili TACC3 proteininin Ser558 aminoasidinin
fosforilasyonu mekanizmayi baslatici basamaktir ve mitotik hticrelerin sentrozomlarinda
TACC3'Un aktif hale gelerek lokalize olmasini saglar. Ardindan aktive olan TACC3, ch-TOG
ve klatrin agir zinciri ile direkt etkilesime girerek mitotik iplik agi lzerinde yogunlasir.
Meydana gelen protein kompleksi bitisik paralel mikrotibiller arasinda capraz-bagh

kopruler olusturarak kinetokor iplikleri stabilize eder [37, 38].

Genel olarak insanlarda TACC proteinlerinin olagan disi ekspresyon durumu bazi
malignitelerle iliskilendirilmistir [39]. Bu malignitelerin basinda kanser gelmektedir. Farkli
kanser tirleri icin; TACC1, TACC2 ve TACC3 proteinin anormal ekspresyonunun sz konu
oldugu durumlar mevcuttur [40-43]. Ozellikle TACC3’te beklenmedik ekspresyon
degisikliklerinin diger iki proteine kiyasla daha yaygin gozlemlenmesi, onu kanser

tedavisinde daha ilgi cekici bir hedef haline getirmektedir [35].

TACC3 geni, farkl kanserlerde artan ve azalan yonde regiile olabilmektedir. Bu ylizden tam
olarak timor baskilayici gen veya onkojen olarak siniflandirilamamaktadir. Fakat prostat
[44] karaciger [45], kolorektal [46], renal [47], akciger [48], gastrik [49] ve meme [50, 51]

gibi son derece genis yelpazedeki kanser dokularinda artmis durumda olan TACC3 seviyesi,
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bu proteinin teshis ve prognoz icin potansiyel bir molekiler belirte¢c olabilecegini

disindlirmektedir [35].

TACC3 inhibisyonunun farkli mekanizmalar {zerinden antikanser etki gosterdigi
distnilmektedir. Bu mekanizmalardan biri; mutasyona ugramis veya ekspresyonu artmis
epitelyal bliyime faktor reseptori (EGFR) ile iliskili kanser vakalarinda EGFR’nin baglanma
partneri TACC3 proteininin deplesyonu ile gergeklesen epitelyal-mezensimal gegis (EMT)

blokasyonudur [52].

Flizyon genleri, genellikle kanser durumlarinda rastlanan kromozomal anormalliklerdir ve
FGFR3-TACC3 flizyon proteini de bunlardan biridir. FGFR3-TACC3 flizyon proteinin
yapisinda TACC bolgesi blyiik dlgiide korunmustur ve bu bolgenin varligi FGFR3 aktivasyon
seviyelerinin degismesine yol agcmaktadir. Yapilan calismalar, FGFR3-TACC3'iin kanser
olgusunda bir teshis belirteci ve terapotik hedef olarak yararl olabilecegi yontindedir [35,

53, 54].

Artmis TACC3 aktivasyonu-kanser iliskisi bircok calisma tarafindan desteklenmis olmasina
ragmen, literatlirde TACC3 inhibisyonu gerceklestiren kigik molekil sayisi yok denecek

kadar azdir ve hentiz herhangi bir inhibitor bilesigin klinik galismasi s6z konusu degildir.

Literatlirdeki bu molekillerden ilki; Yao ve arkadaslari tarafindan gelistirilen bir dizi
dikumarin yapisinda molekil arasindan, TACC3 fonksiyonlari Gizerinde etki gostererek over
kanser hiicre hatlarinda (OVCAR-3, SKOV-3) doza bagimli mitoz inhibisyonu gerceklestiren

ve in vivo olarak da antitimor aktivitesi ispatlanan SPL-B bilesigidir [55] (Sekil 2.3).

Diger bir molekil ise Wurdak ve arkadaslari tarafindan kesfedilen, aminotiyazol ve pirimidin
motiflerini tasiyan KHS101 bilesigidir [56] (Sekil 2.3). KHS101'in, TACC3 ile etkileserek
noronal farklilasmayi arttirdigi, ayrica hiicre déngusii ilerleyisini ve proliferasyonunu inhibe
ettigi duslinilmektedir. Son yapilan calismalar; KHS101 bilesiginin cesitli karsinomlar
(karaciger, serviks, meme) lizerinde antikanser etki potansiyeline sahip oldugunu kanitlar

niteliktedir [7].
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Sekil 2.3. TACC3 inhibitéru bilesikler; SPL-B, KHS101 ve BO-264

2020 yilina gelindiginde ise; literatiirde bahsi gecen bilesiklerin arasina arastirma grubumuz
tarafindan tasarlanip sentezlenen, yeni potent TACC3 inhibitorii BO-264 bilesigi katilmistir
(Sekil 2.3). Akbulut ve digerleri tarafindan gerceklestirilen ileri biyolojik ¢alismalar
dogrultusunda TACC3 ile olan etkilesimi kanitlanan BO-264'(in, JIMT-1 hiicre hatti tizerinde
nanomolar seviyede gdstermis oldugu potent sitotoksik etkinligi olduk¢a dikkat gekicidir
(ICso= 188-258 nM). Ayrica bilesik; MDA-MB-231, MDA-MB-436, CAL51 ve HCC1954 gibi
farkli meme kanseri hiicre panellerinde de ICso= 0,12-0,36 uM deger araliginda biyolojik
aktivite sergilemistir. NCI-60 insan kanser hiicre hatti paneliile gerceklestirilen calismalarda
ise; BO-264 molekilinin dokuz farkli kanser tipine ait altmis farkli hiicre hattinin %
90’indan fazlasina karsi 1 uM’dan daha diisiik Glso degerlerinde gosterdigi antiproliferatif
etkinlik umut vericidir. Alinan bu basarili sonuglar; BO-264 bilesigini, diger TACC3
inhibitorlerine kiyasla antikanser ilag adayi gelistirme c¢abalarinda daha Ustiin kilmaktadir

[10].
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2.3. ilag Gelistirme Siirecinde Pirimidin Halkasinin Terapétik Onemi

Heterosiklik halkalar, biyoaktif bilesiklerin blylk ¢ogunda rastlanan, yapisal gesitlilik sunan
ve terapotik potansiyelleri olan ayricalikli yapilardir. Bu sebeplerle modern ilag tasariminda
vazgecilmez bir unsur olup terapdétik ilaglarin yapilarinda siklikla yer alirlar. Bes veya alti
Uyeli, azot atomu tasiyan ve/veya bu azot atomlarina degisik konumlarda kikirt, oksijen

bulunduran tiirevler en ¢cok tercih edilen heterosiklik halkalardir [57].

Pirimidin (1,3-diazin), birinci ve Gglincl konumlarinda iki azot atomu iceren doymamis alti
dyeli heteroaromatik organik bilesiklerin genel adidir. Pirimidinler ve bunlarin
kaynastiriimis analoglari, doymamis heterosiklik yapilarin blytk bir grubunu olusturur

(Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Pirimidin halkasi ve bazi kaynagmis pirimidin analoglari

Pirimidin motifi cok sayida dogal bilesikte goze carpmakla beraber, 6zellikle DNA ve RNA
yap! birimleri olan bazlarinin yapisinda yer almasi agisindan biylik dnem tasimaktadir.
Genis bir yelpazede biyolojik etki potansiyeline sahip ilag molekiillerinin de yapisinda
bulunan pirimidinler, ila¢ kesif slrecinde gosterdikleri farmakolojik etki potansiyeli
acisindan degerli bir halka sistemidir ve gostermis oldugu terapotik etkiler arasinda;
antikanser, antiviral, antimikrobiyal, antienflamatuar, analjezik, antioksidan ve

antimalaryal aktivite sayilabilir [57-59].

Bu terapotik etkiler arasinda antikanser etkiyi ayri bir yere koymak gerekir. Pirimidin
cekirdegi tasiyan bircok molekiil (5-Florourasil, Dasatinib, imatinib vb.), klinikte farkl
mekanizmalar yoluyla etki gosteren, glicli antikanser ajanlar olarak kullanilmaktadir [60].

Ayrica son zamanlarda yapilan ¢ok sayida ¢alisma pirimidin ve kaynasmis pirimidin yapisi
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tasiyan yeni kiclik aktif molekillerin antikanser potansiyellerini vurgulamaktadir. Farkli
protein kinaz (JAK, VEGFR, FAK, RAF, CDK, PI3K vb.), 1si soku proteini (HSP90), HDAC (Histon
deasetilaz), ATX (Autotaxin) inhibisyonu, pirimidin farmakoforu tasiyan antikanser etkili ilag

aday! bilesiklerin gostermis oldugu biyolojik mekanizmalar arasinda sayilabilir [61].
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2.4. Antikanser ilag Gelistirme Siirecinde 2,4-Diaminopirimidin iskeletinin Onemi

Geleneksel antikanser kemoterapdétiklerin aksine, hastaliga 6zgl spesifik molekiler
degisiklikler lzerine hedeflendirilmis kiglk ilag molekillerinin kullanimi giderek énem
kazanan bir kanser tedavi stratejisidir [62]. Bu alanda yillardir Gzerinde ¢ahsilan kinaz
inhibitorleri, hedeflendirilmis tedavi yaklasiminin gozde ilag gruplari arasinda vyer
almaktadir. GUnlimiuze kadar bircok kinaz hedefi kesfedilip klinik calismalarda kullaniimaya
baslanmistir [63]. Son vyillarda ise oldukc¢a fazla yeni kinaz inhibitoriiniin antiproliferatif
etkisi rapor edilmistir. Kinaz inhibitérlerinde en ¢ok gdze ¢arpan yapi pirimidin iskeleti olup,
klinik olarak kullanimi FDA tarafindan onaylanmis bircok molekiliin bu motifi tasimakta
oldugu gorilmektedir [64]. Yapisal olarak c¢esitli pirimidin tlrevleri arasinda; 2,4-
diaminopirimidinler, kanser Uzerindeki 6nemli kemoterapétik etkileri nedeniyle 6nemli

oOlglide dikkat cekmektedir.

Kiguk hicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) tedavisinde kullanilan anaplastik lenfoma
kinaz (ALK) inhibitorleri olan; Seritinib (a) ve Brigatinib (b), anjiyogenez inhibisyonu araciligi
ile timor blylUmesini yavaslatarak ileri derece bobrek kanseri ve bazi yumusak doku
sarkomalarinin tedavisinde kullanilan ¢oklu kinaz inhibitori Pazopanib (c), miyelofibrozisin
klinik tedavisinde etkili janus kinaz (JAK) inhibitori Fedratinib (d) ve dalak tirozin kinaz (SYK)
inhibitori olarak kronik immin trombosit yetmezliginde endike Fostamatinib (e) FDA
tarafindan onaylanan ve 2,4-diaminopirimidin iskeletinin 6n planda oldugu
kemoterapotiklere ornek olarak verilebilmektedir [65] (Sekil 2.5). Ayrica 2,4-
diaminopirimidin cekirdegine sahip bir baska molekiil olan ve FDA’nin yumurtahk
kanserinde orphan drug kategorisinde yer alan fokal adezyon kinaz (FAK) inhibitori
Defaktinib (f)’in, farkh antikanser ilaclar ile kombinasyonlarinin cesitli kanser tirleri

Uzerinde klinik cahsmalari ylritilmektedir [66] (Sekil 2.5).

Bahsi gecen molekiller gibi bircok kinaz inhibitériniin aminopirimidin ¢ekirdegini icermesi,
arastirmacilari bu yapinin kinaz enzimleri ile etkilesimde 6nemli bir gorevi oldugu
dislincesine sevk etmistir. Nitekim yapilan mekanistik calismalarla, pirimidin ve kaynasmis
pirimidin yapisi tastyan; pirinler, pirolopirimidinler, pirazolopirimidinler, piridopirimidinler,

kinazolinler gibi heterosiklik halkalarin; kinaz enzimlerinin destek baglanma bdlgesinde
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enzimin aktiflesmesinden sorumlu ATP (Adenozin trifosfat) molekilinin yapisinda bulunan

adenin bazinin yapmis oldugu etkilesimi taklit ettigi sonucuna ulasiimistir [67].
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Sekil 2.5. 2,4-Diaminopirimidin yapisi tastyan bazi kinaz inhibitori bilesikler

Pirimidin cekirdeginin enzim aktif bolgeleri ile yapmis oldugu etkilesimleri agiklayan
arastirmalara Roche firmasi tarafindan yiritilen ve literatiire R547 bilesigini kazandiran
calisma ornek olarak verilebilir. Chu ve arkadaslari tarafindan 2006 yilinda gerceklestirilen
bu calismada; diaminopirimidin yapisi tasiyan bir seri bilesigin CDK'lar izerinden antitimor

aktiviteleri arastiriimistir [68].

Cesitli medisinal kimya yaklasimlariyla sentezlenen bilesik setlerinin, insan kolon kanser
hiicre hatti (HCT-116) Gizerinde sitotoksik aktivitesine ve farkl CDK alt aileleri (CDK1, CDK2,

CDK4) Gzerindeki afinitesine bakilmistir. Sentezlenen bilesikler arasindan en etkili olan ve
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2,4-diaminopirimidin yapisi tasiyan R547’nin CDK2 ile yapmis oldugu etkilesimler
incelenmistir (R547 bilesigi, ICso= 0,08 uM ve CDK2 inhibisyon degeri, Ki= 0,003 uM).
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Sekil 2.6. (a) CDK2 inhibitori bilesik R547 (b) R547’nin aktif bolge ile etkilesimi ([65]'ten
uyarlanmistir)

Alinan sonuglara goére; bilesigin diaminopirimidin ¢ekirdeginin enzim aktif destek
bolgesinde bulunan Phe80, Glu81, Phe82, Leu83 amino asit kalintilariyla olusturdugu
hidrojen baglarinin, anahtar etkilesim oldugu diisiiniilmustiir. Ayrica pirimidin halkasinin 3
numarall konumunda bulunan azot atomunun, kristal su molekdlleri araciligi ile GIn131 ve
Asp86 amino asitleri ile olusturdugu képrunin etkilesimi gliglendirdigi kanisina varilmistir

(Sekil 2.6).

2008 yilinda ise benzer bir ¢galisma Pfizer tarafindan gergeklestirilmistir. Bu arastirmada FAK
inhibisyonu aracili kanser tedavisinde, tek basina ya da diger sitotoksik ajanlarla beraber
kullanilabilmeye aday PF-562,271 bilesigi gelistiriimis ve bu bilesigin enzim ile olan

etkilesimi X-1sini kristalografisi araciligiyla gosterilmistir [69].
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Sekil 2.7. (a) PF-562,271 bilesiginin yapisi (b) PF-562,271’'in aktif bolge ile etkilesimi
([66]'dan uyarlanmistir)

Beklendigi gibi; PF-562,271 lzerinde tasidigl 2,4-diaminopirimidin yapisiyla, enzim destek
bélgesinde ATP molekiiliiniin yapmis oldugu etkilesimi taklit etmistir. Ozellikle pirimidin
halkasinin ikinci konumundaki sekonder amin yapisi ve bir numarali azot atomunun Cys502
amino asidiyle kurmus oldugu hidrojen baglarinin, bilesigin enzimle yapmis oldugu tim

hidrojen baglarinin 6nemli bolimiini olusturdugu gézlemlenmistir (Sekil 2.7).

Serin/treonin protein kinaz ailesi Uyesi; mitojenle aktiflestirilen protein kinazla
aktiflestirilen protein kinaz 2 (MK2); hiicre apoptozu, bélinmesi ve enflamasyon yanitinin
olusmasi gibi biyolojik mekanizmada gorev alan, bu nedenle de kanser ve enflamasyon
tedavisinde kullanilabilecek terap6étik bir hedef olmasi agisindan 6nemli bir proteindir [70].
2010 yilina gelindiginde Agiriadi ve c¢alisma ekibinin gergeklestirdigi ¢alisma, 2,4-
diaminopirimidin halkasinin MK2 enzimi ile gergeklestirdigi yeni bir etkilesim sekli kesfi ile

sonuclanmistir.

MK2 inhibisyon potansiyeli sergileyen bir dizi bilesik arasindan belirledikleri iki bilesik
Uzerinde molekiiler modelleme calismalari yuriten arastirmacilar, Bilesik 1'in MK2 enzimi
ile olusturulan kristal kompleksini incelemistir. Sonuc¢ olarak; pirimidin halkasinin her iki
azot atomunun da hinge bolgesinden farkli olarak ile Lys93 (katalitik lizin) ve Thr206 (DFG
motifinden 6nce gelen) ile hidrojen baglarindan bir ag olusturdugunu ve bu azot

atomlarinin biyolojik etki icin cok dnemli oldugunu gostermistir [71] (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. (a) MK-2 inhibitori Bilesik 1 ve Bilesik 2 (b) Bilesik 1’in hidrofilik cep etkilesimi
([68]'den uyarlanmistir)

Arastirmacilar ek olarak, pirimidin halkasinin ikinci konumundaki amin yapisinin enzimin
hidrofilik cebinde bir tetrahedral su koprisi araciligl ile; Glu104, His108 , Asp207 amino
asitleri (DFG motifinde yer alan) ile gligli bir etkilesim iginde oldugunu goézlemlemislerdir
(Sekil 2.8). Pesi sira yayinladiklari calismalarinda ise bu bilesiklerin yapi temelli optimizasyon

arastirmalarini gergeklestirmislerdir [72].

2,4-diaminopirimidin yapisi tasiyan bilesikler tzerinde ilerleyen vyillar icinde farkh kanser
turleri icin ¢ok sayida biyolojik hedefe vyonelik yapi-etki iliski arastirmalari
gerceklestirilmistir. Bu biyolojik hedefler arasinda 6zellikle anaplastik lenfoma kinaz (ALK)
ailesi dikkat ¢ekmektedir. Literatiirde karsilagilan 2,4-diaminopirimidin motifine sahip
molekillerin blytk bir kismi, bu kinaz ailesi lGzerinde inhibitér etki sergilemektedir.
Anaplastik lenfoma kinazlar; insilin reseptori sliper ailesine ait bir reseptor tirozin kinazdir.
Anaplastik lenfoma kinaz gen aktivasyonu, anaplastik biyik hiicreli lenfoma (ALCL), akciger
kanseri ve noroblastom gibi bircok kanser tiirtinin patofizyolojik slirecinde gézlemlenen bir
durumdur [73]. Bu durum secici ALK inhibisyonunu, kanser tedavisinde gozde bir hedef
haline getirmistir. Belirtilen yaklasim dogrultusunda Novartis firmasinin gelistirdigi NVP-
TAE684 nanomolar seviyede ALK inhibisyonu gosteren dncil bilesiklerden biridir [74] (Sekil
2.9). Fakat bu bilesik, oksidatif metabolizasyonu sonucu olusturdugu toksik etkilerden

oturd klinik calismalara girememistir [75].
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Sonraki yillarda Pfizer tarafindan gelistirilen c-Met/ALK spesifik inhibitori Krizotinib, ALK
pozitif akciger kanseri hastalarinin tedavisi icin onaylanan bir bilesik olmustur (Sekil 2.9).
Krizotinib’in baslangicta gosterdigi klinik basarisina ragmen, hastalarda bu ajana karsi
sonradan kazanilan direng durumu ile yeni ALK inhibitorii bilesiklerin kesfine ihtiyag
duyulmustur [76]. Bu durum ardindan gelistirilen Seritinib ve Brigatinib; FDA tarafindan
onaylanmis ve Krizotinib direnci olusan ALK pozitif kanser vakalarinda etkili inhibitor
bilesikler olarak tedavide yerini almistir. Ayrica Teva Pharmacutical tarafindan Faz 1 klinik
¢alismalari tamamlanan CEP-37440 bilesigi de bu alanda etkili baska bir inhibitor
molekildir (CEP-37440 bilesigi icin, ALK (enzimatik), ICso= 3,1 nM ve ALK (hiicresel) ICso=
22 nM) [77] (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. ALK inhibitori olarak gelistirilen bilesikler

Bahsi gecen bilesiklerden Krizotinib harig, hepsinin ortak nokta olarak 2,4-diaminopirimidin
motifini tasimasi dikkat ¢eken bir durumdur ve arastirmacilar icin yeni aday ilag molekli

kesfinde bir baslangic noktasi olusturmustur. Cephalon firmasi tarafindan bu dislince
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dogrultusunda ALK ve c-Met kinaz inhibitori gelistirmek adina bir dizi calisma

gergeklestirilmistir.

2010 yihinda Ott ve arkadaslari, literatirde ALK inhibitori olarak karsilasilan bilesik
yapilarindan yola ¢ikmis, 2,4-diaminopirimidin iskeleti ve benzazepinon halkasi tasiyan
farkh bilesik setleri tasarlayarak sentezlemistir [78]. Bu setler icinde olduk¢a potent bir
tirev olan Bilesik 3, ALK Gzerinde hem enzimatik hem de Karpas-299 (lenfoma) hiicre
hattinda gergeklestirilen biyolojik deneylerde nanomolar seviyede etkinlik gdstermistir
(ALK (enzimatik); ICso= 14 nM ve ALK (hiicresel); ICso= 45 nM) (Sekil 2.10). Ayrica bu etkinlik
inslilin reseptorleri (IR) Uzerinde sergiledigi inhibisyondan yaklasik 40 kat daha segicidir
(Bilesik 3 icin, IR (enzimatik) ICso= 597 nM). in vivo antitiimér aktivite sonuglari ile de umut
vaat eden bir bilesik oldugunu kanitlayan Bilesik 3’lGn sonraki senelerde Uzerinde

gerceklestirilen optimizasyon galismalari, Bilesik 4’(in kesif yolunu agmistir.

2012 yilinda Gingrich ve arkadaslari tarafindan tasarlanip sentezlenen ve Bilesik 3’ten farkli
olarak; aminobenzosikloheptan kaynagmis halka sistemine sibstitiie morfolin yapisi tasiyan
Bilesik 4, ALK enzimi tzerindeki oldukca secici ve potent etkinlik profili ile on plana ¢ikmistir
(ALK (enzimatik); 1Cso= 1,9 nM ve ALK (hticresel); ICso= 20 nM) (Sekil 2.10). Bilesik 3’e kiyasla
hiicresel ve enzimatik etkinligi artan Bilesik 4’lin, ALK enzimi Gizerinde insilin reseptorlerine
kiyasla yaklasik alti yliiz kat daha segici oldugu tespit edilmis ve yapilan ileri biyolojik
calismalarla da oral olarak oldukca aktif antitimor bir ajan adayi oldugu ispatlanmistir [79,

80].
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Sekil 2.10. Cephalon tarafindan gelistirilen ALK ve c-Met inhibitori Bilesik 3-5

ALK inhibisyonu gibi c-Met inhibisyonu da glncel kanser tedavisinde kullanilan
hedeflendirilmis bir stratejidir [81, 82]. Cephalon tarafindan yuritilen baska bir ¢calismada
ise; biyolojik aktivitesinde meydana gelen artisi gesitli kanser olgulari ile iliskilendirilen c-
Met sinyal yolagi Uzerine odaklaniimistir. Literatiire yeni c-Met inhibitori bilesikler
kazandirmak ve bu bilesiklerin oral biyoyararlanimlarini arttiracak degisiklikler yapmak
amaciyla yola c¢ikan Milkiewicz ve arastirma grubu, amidobenzazepinon ve 2,4-
diaminopirimidin yapilarini bir arada tasiyan bilesik tlrevleri sentezlemis, bu tirevlerin

enzimatik ve hiicresel aktivite analizlerini gerceklestirmistir [83].

Sentezlenen bilesikleri yapi-etki iliskisi acisindan degerlendiren arastirmacilar,
diaminopirimidin halkasinin 4. konumuna getirilen florobenzamit grubunun, inhibitor
etkinin seciciliginde 6nemli yeri oldugunu tespit etmis ve bu yapiyi tim bilesiklerde
korumustur. Benzazepinon halkasi tzerinden tlrevlendirilen molekiller arasindan Bilesik
5, potent biyolojik aktivitesi ve tolere edilebilir farmakokinetik 6zellikleri ile instlin
reseptorlerine kiyasla segici bir c-Met inhibitori olarak dikkat cekmistir (c-Met (enzimatik);

ICs0= 24 nM, ALK (hiicresel); ICs0= 26 nM, IR (enzimatik); ICso= 1418 nM) (Sekil 2.10).

2014 yilina gelindiginde ise Liu ve arkadaslari hem ALK hem de c-Met inhibisyonunu bir
arada gerceklestirerek NSCLC tedavisinde kullanilmaya aday yeni 2,4-diarilaminopirimidin

turevleri kesfetmek amaci ile calismalarini baslatmislardir [84]. Sentezlenen tiirevler
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arasindan N-metilbenzazepin motifi tasiyan Bilesik 6, hiicresel bazda nanomolar seviyedeki
aktivitesiyle Krizotinib ve NVP-TAE684 gibi etkinligi kanitlanmis bilesikler ile kiyaslanabilir
Olciide dual c-Met/ALK inhibisyonu olusturarak, arastirmacilari hedeflenen amaca
ulastirmistir (c-Met (enzimatik); ICso= 6 nM ve c-Met (hiicresel)= 7 nM, ALK (enzimatik);
ICso= 9 nM ve ALK (enzimatik); ICso= 14 nM) (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. Dual c-Met/ALK inhibitori Bilesik 6 ve ALK inhibitori Bilesik 7

Bir sene sonra gercgeklestirilen baska calismada ise; ayni arastirma ekibi kaynasmis
benzazepin, benzazepinon gibi halka sistemlerinden uzaklasip, amino asit benzeri yan zincir
ile stbstitlie edilmis bilesikler tasarlayarak hem alisilmisin disina ¢ikmak hem de nokta
mutasyonuna ugramis ALK19M enzimine karsi etkili yeni inhibitdr bilesikler gelistirmek

adina yola ¢ikmis ve Bilesik 7’ye ulasmistir [85] (Sekil 2.11).

Bilesik 7, ALK lzerinde 1Cs0=2,7 nM gibi bir deger ile etkinlik gésterirken, ALK'1196M
enziminde Krizotinib’e kiyasla 8 kat daha potent profil sergilemistir (Bilesik 7 icin; 1Cso
(ALK'11%6M)= 15 3 nM, Krizotinib icin; ICso (ALK'1%M)= 122 nM). Ayrica A549 (akciger) insan
kanser hiicre hattinda mikromolar seviyede antiproliferatif etki (ICso= 1,1 uM) olusturarak
ve SUP-M2 ksenograft model izerinde doza baglh olarak tiimor biiylimesini % 89’dan fazla

inhibe ederek umut vaat eden bir bilesik oldugunu kanitlamistir.

Nitekim Bilesik 7, 2018 yilinda yirutilen dual ALK/HSP90 inhibitori bilesik gelistirme
cabalarinda, klinik olarak etkinligi kanitlanan HSP90 inhibitorleri; AUY922 ve AT13387 ile
cikis noktasi olmustur. Bu Uc¢ bilesikten esinlenerek olusturulan fragmanlar, farkli zincir
yapilariile birbirlerine baglanarak yeni hibrit tlirevler elde edilmistir. Geng ve arkadaslarinin
gerceklestirdigi calismada, 6zellikle sentezlenen iki bilesik (Bilesik 8 ve Bilesik 9) hem ALK

ve HSP9O0 proteinleri tGzerinde gerceklestirilen deneylerde hem de H3122 (akciger) kanser
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hiicre hattinda gosterdigi basarili biyolojik etkinlik profilleri ile amacglanan hedef

dogrultusunda arastirmacilari basariya ulastirmistir [86] (Sekil 2.12).

PR N & AR
N Yo" 0.
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N_J 0o @ N\;( © HSP90: 100
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| N
Q N N/\’ 0 o NT cl 1C5q (nM);
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OH H H N H o=t=0 HSP90: 40
(9) e H3122: 13
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Sekil 2.12. Dual ALK/HSP90 inhibitori Bilegik 8 ve 9

Kang ve ¢alisma ekibi tarafindan yapilan bir dizi calismada ise farkh ALK inhibitori bilesik
serileri gelistirilmistir. 2015 yilinda yayinlanan ilk seride, Seritinib ve CEP-37440
molekdllerinin yapisal 6zellikleri g6z 6niinde bulundurularak, 2,4-diaminopirimidin iskeleti
ve farkli aminobenzazepin halkalari tasiyacak sekilde tasarlanan bilesikler arasindan Bilesik
10; ALK (wt.) ve ALK''9*M hedefleri tizerinde enzimatik ve hiicresel bazl biyolojik deneylerde
basarili sonuclar elde etmistir. Ayrica mikrozomal stabilite ve secili bazi farmakokinetik
calismalara tabi tutulan Bilesik 10’un ila¢ adayi olabilecek molekiler 6zellikleri tasimasi,
ozellikle de 12 saat gibi bir yarilanma omriine sahip olmasi in vivo calismalar icin
arastirmacilari cesaretlendirmistir. Bilesik 10’un H3122 tiimo6r ksenograft modeli in vivo
fare deneyinde alinan sonuglari, Seritinib ile kiyaslanabilecek derecede antitimor

aktiviteye sahip oldugunu gostermistir [87].
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Sekil 2.13. ALK inhibitori Bilesik 10, Bilesik 11 ve Bilesik 12

Ayni calisma grubu tarafindan 2016 yilinda yapilan diger bir calismada ise, Bilesik 10’un anti-
ALK potansiyelini optimize etmek ve yapisal gesitliligi arttirmak igin; aminobenzazepin
motifi farkli tetrahidronaftalenil tiirevleriyle degistirilerek yeni bilesikler tasarlanmistir.
Sonugta ALK inhibisyon potansiyeli daha gli¢li olan Bilesik 11 elde edilmistir. Bilesik 10’a
uygulanan biyolojik testlere ilave olarak Bilesik 11’in, doksan alti farkli kinazdan olusan bir
test kiti izerinde segicilik potansiyeline de bakilmis ve 1 uM konsantrasyonda bu enzimlerin
26 tanesini glcli (>% 90 inhibisyon), on dokuz tanesini ise ortalama seviyede (% 70-% 90
inhibisyon) inhibe ederek ALK inhibitori olmasinin yani sira ¢coklu kinaz inhibitori de oldugu
gosterilmistir. H3122 tlimor ksenograft modelinde ise; Bilesik 11’in, Seritinib’den daha

glicli antitiimor aktiviteye sahip oldugu sonucuna ulasiimistir [88].
Ertesi yil yayinladiklari bilesik serisinde arastirmacilar, diaminopirimidin yapisi ile kaynasmis
farkl trisiklik halkalari tasiyan tlirevler sentezlemisler ve umut vaat edici antitimor etkisi

ile Bilesik 12’yi bu serinin en aktif bilesigi olarak belirlemislerdir [89].

Cizelge 2.1. Bilesik 10, 11 ve 12’ ye ait aktivite sonuglari

ALK (wt.) (I1Cso) ALK (]Cs0) H3122 (CCx)
Bilesik 10 1,8 nM 1,6 nM 37 nM
Bilesik 11 0,7 nM 1,5 nM 16 nM
Bilesik 12 1,7 nM 8,1 nM 36 nM
Seritinib 14 nM 29 nM 38 nM

2019 yilina gelindiginde Chen ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen calismada ise; 2,4-

diaminopirimidin yapisina ek olarak ALK enzimi ile olan etkilesimi giliclendirmek adina
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hidrojen bagi donoér/akseptori Gre motifi ile hibridize edilmis yeni bilesikler tasarlamislar

ve yapi-etki iliskilerini incelemislerdir [90].

Sentezlenen tim bilesiklerin hiicresel antiproliferatif aktiviteleri H3122 ve Karpas-299
hiicre hatlarinda gerceklestirilmistir. Alinan sonuclara gore seri icindeki en aktif molekdil
olan Bilesik 13; Seritinib pozitif kontroliine karsi kiyaslanabilir derecede inhibitor etki
gostermistir (Bilesik 13 igin; H3122(ICs0)= 0,010 + 0,008 uM, Karpas-299(ICso)= 0,011 *
0,005 uM ve Seritinib icin; H3122(ICs)= 0,018 + 0,007 uM, Karpas-299(ICspo)= 0,013 £+ 0,003
KUM). Ayrica Bilesik 13’in; MCF-7 (meme), PC-3 (prostat) ve AGS (mide) gibi gesitli insan
kanser hiicre hatlarinda da basarili biyolojik etki gostermesi ile genis spektrumda bir
antiproliferatif ajan oldugu kanitlanmistir. Bilesik 13 tizerinde yapilan molekiler modelleme
calismalari ise, arastirmacilarin sentetik stratejilerini hakl cikaracak yonde gerceklesmistir.
Bilesigin tasidigl Ure grubu, enzim aktif bolgesi Lys1150 ve Asp1270 amino asitleri ile

fazladan hidrojen baglari olusturmustur.

H H IC5, (NM);
0 /@[NT\N:[N\C[O\ H3122: 10
N NJJ\N 0 N. al N/\ Karpas-299: 11
O/\H H | K/O MCF-7: 20
N (13) PC-3:3
AGS: 3

Sekil 2.14. ALK inhibitoru Bilesik 13

Ayni yil Lei ve arastirma ekibi tarafindan gergeklestirilen, 2,4-diaminopirimidin iskeleti ve
Ure motifinin bir arada kullanildigi baska bir dizi calismada ise; arastirmacilar ALK enzimi
Uzerinde gerceklesen G1202R nokta mutasyonu (zerine odaklanmislardir. G1202R nokta
mutasyonu sonucu ALK enzimi, Seritinib gibi gelistirilen en yeni terapotik ajanlara bile
diren¢ kazanmaktadir. Olusan diren¢ sonucunda klinik agidan tedavi gliclesmekte ve bu

sorunun Ustesinden gelebilecek yeni inhibitor bilesik adaylarina ihtiyac duyulmaktadir [91].

Bu dogrultuda yola cikan Lei ve ekibi dncelikle Seritinib’in ALK®292R enzimi ile olan

etkilesimlerini molekiler modelleme teknikleri yardimiyla incelemis ve direng gelisiminde
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kritik rol oynayan bazi amino asit etkilesimlerini g6z o6ninde bulundurarak, bilesik

tasariminda kullanilacak farmakofor gruplari belirlemistir.

Sentezlenecek yeni molekiillerde 5-kloro-2,4-diarilaminopirimidin iskeleti korunurken, 4'
konuma alifatik amin/amit substitiisyonu tasiyan imidazolidin-2-on yapisi getirilerek
Asp1203 amino asidi ile hidrojen bagi etkilesimi yakalanmasi amaglanmistir. Ayrica Seritinib
bilesiginde bulunan ve ALK®292R enziminin Arg1202 aminoasidi Gzerinde sterik cakismaya
neden olan 2' konumundaki izopropoksi grubu, kiyasla daha kiiclik metoksi grubu ile
degistirilmistir. Sonucta elde edilen Bilesik 14; ALK ve mutant ALK®1202R enzimi Gzerinde
pozitif kontrol Seritinib’e karsi Gstlin aktivite gostermistir. Ayni zamanda ¢esitli kanser
olgularinda ekspresyon artisi ile karakterize bir tirozin kinaz olan ROS1’in lzerinde de
inhibitor etki meydana getiren Bilesik 14, bu 6zelligi ile ALK/ROS1 dual inhibitori oldugunu
ispatlamistir. Ayrica Bilesik 14, ALK ve ROS1 pozitif insan kanser hicre hatlarinda
gerceklestirilen testlerde ICso= 14-73 nM deger araliginda antiproliferatif etki sergilemistir

[91].
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Sekil 2.15. ALK/ROS1 inhibitori Bilesik 14 ve 15

Ayni arastirma grubunun yaptigi diger bir calismada ise; Bilesik 14’Gn ALK®202R ye ROS1
enzimleri ile etkilesimini kuvvetlendirmek amaclanmis, ayrica lipofilik etkisi gbz 6niine
alindiginda yiiksek oranda plazma proteinlerine baglanmaya yol acabilen izopropilsilfonil

grubunun, daha makul bir fizikokimyasal profil elde etmek adina asetilamin grubu ile
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degisimi planlanmigtir. Bu Onclller dogrultusunda gergeklestirilen medisinal kimya

yaklasimlari Bilesik 15’in kesfi ile sonuglanmustir.

Bilesik 15; Met1199 ve Lys1150 amino asitleri ile beklenen etkilesim paternini sergilerken,
tasimis oldugu Gre motifinin NH- ve karbonil gruplari sirasi ile Asp1203 (ROS1 enzimi igin
Asp2033) ve Leul122 amino asitleri ile hidrojen baglari olusturdugu ve gostermis oldugu
bu tetragonal baglanma modunun da glicli inhibitor etkinlikte 6nemli rol oynadigi
distnilmistir. H2228 (akciger), Karpas299 (lenfoma), HCC78 (akciger) ve A549 hiicre
hatlarinda 27-56 nM ICso deger araliginda sitotoksik etkisine ek olarak Bilesik 15’in doza

bagli hiicresel apoptozu indiiklediginin tespiti yapilmistir [92].

iki veya daha fazla aktif farmakoforu tek bir molekiilde kaynastiran yeni hibrit antikanser
ajanlar tasarlayarak; kanserin birden fazla biyolojik hedefi lizerinde sinerjik etki elde etme
cabasi, arastirmacilar tarafindan son yillarda benimsenen bir tedavi stratejisi olmustur [93].
Bu amag¢ dogrultusunda cesitli heterosiklik ¢ekirdeklerin bir arada kullanildigi hibrit

bilesiklerin tasarimi gergeklestirilmis ve antiproliferatif aktiviteleri incelenmistir.

2014 wyilinda Ma ve arkadaslar, piperidin ve piperazin motifleri tasiyan 2,4-
diaminopirimidin iskeletine sahip bilesikler sentezleyerek yapi-etki iliskilerini incelemis,
ayrica bu bilesiklerin gesitli insan kanser hiicre hatlarinda (HepG2, A549, MDA-MBA-231 ve

MCF-7) 5-florourasile kiyasla antitimor aktivitelerini gdstermistir [94].

Sentetik acidan arastirmacilar daha ¢ok pirimidin halkasinin ikinci ve dordiincii konumu
Uzerinden ilerlemis, bu pozisyonlara heterosiklik amin gruplari (N-(metilsilfonil)piperidin
ve N-metilpiperazin) veya slibstitue fenilalkilamin yapilari getirmistir (R2/Rs stibstittentleri).
R1 grubu olarak ise; klor ya da hidrojeni tercih etmistir. Sentezlenen tiim bilesiklerin
biyolojik aktivitesi incelendiginde N-(metilsilfonil)piperidin tasiyan tilirevlerin N-metil
piperazin tasiyanlara oranla daha gliclii antiproliferatif etki gosterdikleri ve bu yapinin da
pirimidinin dérdlinci konumuna slibstitlie olmasi gerektigi sonucuna ulasiimistir. R1 grubu
olarak klor, sitotoksik aktivitede distse yol acarken fenil halkasinin 4' konumunda metoksi

grubu tasiyan tlrevlerin cogunun basarili sonuglar verdigi gdzlemlenmistir.
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Sekil 2.16. Bilesik 16'nin gelistirilme sireci

Bu sonuglara dayanarak Bilesik 16, tim kanser hiicre panellerinde sentezlenen diger
tirevlerden ve 5-florourasil’den daha potent oldugunu gostermistir. Ayrica Bilesik 16 ile
doza baglh olarak gerceklestirilen hiicre dongisi analizlerinde, bilesigin hiicre dongisini

G2/M fazinda durdurarak etki gosterdigi ispatlanmistir.

Cizelge 2.2. Bilesik 16’nin farkli kanser hiicre hatlarindaki sitotoksisite degerleri

HepG2 (ICso) A549 (ICso) MDA-MB-231 (ICso) MCF-7 (ICso)
Bilesik 16 20,19 um 12,78 uM 7,46 uM 16,24 uM
5-florourasil 46,83 uM 35,41 uM 24,60 uM 39,88 uM

Hu ve arkadaslarinin yaptigl baska bir calismada; antiproliferatif etkisi kanitlanmis birgok
bilesigin yapisinda bulunan 2-aminopirimidin iskeleti ile bu alanda son vyillarda lizerine
calisilan bir yapi olan triazolopiperazin halkasi tasiyan hibrit molekiiller sentezlenmistir.
Sentezlenen bilesiklerin A549, HCT-116, PC-3 ve MCF-7 insan kanser hiicre hatlarinda
Palbosiklib ve Momelotinib pozitif kontrollerine karsi sitotoksik aktivitelerine bakilmistir.
Ayrica bilesiklerdeki yapisal degisikliklerin  aktivite potensini nasil  etkiledigi

degerlendirilmistir [95].

Sekil 2.17. Bilesik 17’nin gelistirilme asamasi
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Yapi-etki iligkileri dogrultusunda ilk olarak; tasarlanan bilegiklerin triazolopiperazin halkasi
Uzerinde farkl elektron gekici ve salici stibstitlientler (R1/R= -F, -Cl, -CF3, -CH3) iceren fenil
grubu denenmistir. Ozellikle A549 hiicre hattinda elektron cekici gruplarin sitotoksik etkiye
pozitif katki yaptiklari, elektron salici sUbstitlientlerin ise tam tersi etki gosterdigi
saptanmistir. Pirimidin halkasina komsu fenil halkasinin 4' konumuna ise bilesiklerin
fizikokimyasal 6zelliklerini degistirmek adina farkli heterosiklik amin gruplari (R3) dabhil
edilmistir. Morfolin, tiyomorfolin, piperidin, pirolidin ve piperazin tirevleri arasindan en iyi

aktivite sonucu; 2,6-dimetilpiperazin ile alinmistir.

Tum bu verilerin 1siginda elde edilen Bilesik 17, in vitro sitotoksisite ¢alismalarinda serinin
en aktif bilesigi olmus ve ileri mekanistik analizlere tabi tutulmustur. A549 hiicre paneli
Uzerinde Bilesik 17’nin 0,08 ve 2 uM konsantrasyonda gerceklestirilen hiicre dongisu
deneyinde; hiicre donglsiini S evresinde durdurdugu ve apoptoz aracili antiproliferatif etki

gosterdigi kanitlanmistir.

Cizelge 2.3. Bilesik 17’nin in vitro aktivite degerleri

ICs0 (LM)
A549 HCT-116 PC-3 MCF-7
Bilesik 17 2,14 3,59 5,52 3,69
Palbosiklib 2,02 3,69 6,82 3,52
Momelotinib 1,56 3,25 4,21 3,30

2015 yilinda Zhou ve arkadaslarinin gerceklestirdigi calismada ise arastirmacilar; 2,4-
diaminopirimidin ve ariltiyazol iskeletini bir arada tasiyan bilesikler sentezlemek ve
sentezledikleri bilesiklerin Uzerinde gerceklestirdikleri yapisal degisikliklerin insan meme
kanseri hiicre hatlari (MCF-7, MDA-MB-231) lzerindeki antiproliferatif aktivite ile iliskisini

incelemek Uzere yola ¢cikmislardir [96].
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Sekil 2.18. Bilesik 18’in gelistirme stratejisi
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Tasarladiklari hit bilesik iskeletinin Gg farkli bolgesi lizerine yogunlasan arastirmacilar,
oncelikle pirimidin halkasinin ikinci konumunda bir amin grubunun bulunmasi ve bu amin
grubunun da substitiie olmasinin sitotoksik aktivite agisindan gerekli oldugunun tespitini
yapmistir. R1 grubu izobiitil oldugunda ise en iyi aktivite sonucunu elde etmistir. Ardindan
tiyazol halkasi ile pirimidin halkasini birbirine baglayan ara zincirde azot ve oksijen
koprilerini denemis, eter koprisli tasiyan tlirevlerde aktivitenin kayboldugunu
gozlemlemislerdir. Son olarak fenil halkasi Gzerinde degisik konumlarda (o-, m-, p-) farkh
substitientlerin (Rz) denemesi yapilmistir. Alinan sonuglar; para substitiisyonun tercih
edilmesi gerektigini ve bu konumda tasinan benzilalkoksi grubunun optimal antiproliferatif

etki olusturdugunu gostermistir.

Bu bilgilere gore ulasilan Bilesik 18, belirlenen hiicre hattinda da mikromolar seviyede
sitotoksik etkisi ile meme kanseri tedavisinde kullanilabilecek etkili bir bilesik olma
konusunda umut vaat etmektedir (Bilesik 18 i¢cin MCF-7, I1Cs0= 3,18 + 0,70 uM; MDA-MB-
231, ICso= 2,00 * 0,02 uM). Ozellikle MCF-7 hiicre hattinda kontrol grubu Dasatinib’e karsi
yaklasik 2,5 kat daha potent olmasi dikkat cekicidir (Dasatinib icin; MCF-7 ICso= 8,05 + 1,05
HM, MDA-MB-231 ICso= 1,12 + 0,53 uM).

Tipki tiyazol gibi pirazol halkasinin da diaminopirimidin yapisi ile birlikte kullanildig
antikanser bilesiklerin 6rnekleri de literatiirde karsimiza ¢ikmaktadir. Ornek olarak Liang ve
arkadaslarinin 2016 yilinda yapmis olduklari ¢alisma verilebilir [97]. JAK/STAT (Janus
kinaz/sinyal transduserleri ve transkripsiyon aktivatérleri) sinyal hatti; bagisiklik,
hematopoez ve hiicre bliyimesinde kritik roller oynayan énemli bir biyolojik yolaktir ve bu
yolakta meydana gelen anormallikler kanser gibi bircok hastaliga yol acar. Bu nedenle,
JAK/STAT sinyal mekanizmasi antitimor etkinlik gésteren umut verici bir biyolojik hedeftir

[98].

Literatiirlerde antikanser etki gosteren JAK inhibitorleri yapilarindan yola cikarak Liang ve
arkadaslarinin yapmis oldugu calismada; potansiyel JAK inhibitori olarak tasarlanmis 4-
amino-(1H)-pirazol ve pirimidin halkasi tasiyan hibrit molekiller arasindan Bilesik 19, in
vitro enzim deneylerinde (i¢c JAK enzimi alt tipine karsi dikkat ¢ekici derecede inhibisyon

yaratmistir (JAK1 icin; I1Cso= 3,4 nM, JAK2 icin; ICs0= 2,2 nM, JAK3 i¢in; 1Cs0= 3,5 nM). Ayrica
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PC-3, MCF-7, HEL (l6semi), K562 (I6semi), MOLT4 (I6semi) kanser hiicre hatlari izerinde
pozitif kontrol Ruxolitinib’e kiyasla diisik mikromolar seviyede sitotoksik aktivite

gostermistir [97].

cl IC5o (UM);
:Tl JN':T /@\ PC-3: 1,08 + 0,05
X N N N Q| MCF-7: 1,33 £ 0,42

K562: 0,77 + 0,05
(19) MOLT4: 1,61 +0,35

Sekil 2.19. Bilesik 19 ve ICso degerleri

Diaminopirimidin tirevi bilesiklerin Gzerinde calisildigl antikanser hedeflerden biri de
serin/treonin kinaz ailesidir. Aurora kinazlar, serin/treonin kinazlarin bir alt ailesidir. Bu alt
aile; Aurora A, B ve C olarak adlandirilan Ug farkli enzim icerir. Aurora A kinaz; mitoz
boliinme sirasinda TACC, kinesin5, g-Tubulin, Xklp2 hedefleyen protein (TPX2), BORA
(Aurora A protein kinaz aktivator proteini), BRCA1, CDC25B, PAK1, HEF1 ve HDAC6 gibi
sentrozom olgunlasmasi, mitotik iplikcik olusumu ve baglanmasi, kromozomlarin
hizalanmasi ve sitokineze yardimci ¢esitli merkez substrat proteinlerini toplayarak hiicre
donglsiinin diizenlenmesinde gorev alir. Aurora B ve Aurora Cnin de kromozom
yogunlasmasi, segregasyonu ve mikrotiibil baglanmasindan sorumlu oldugu

distnilmektedir [99].

Aurora A ve Aurora B'nin ekspresyonu cesitli kanser olgularinda yukselir ve kétl prognoz
ile iligkilendirilir. Aurora kinazlarin hiicre mitozu ve timor olusumunu dizenlemedeki
potansiyel rolleri, onlari antikanser tedavisi icin cekici hedefler haline getirmektedir. Bu
baglamda Qin ve arkadaslari tarafindan 2015 yilinda bir dizi 2,4-diaminopirimidin tiirevi

bilesigin Aurora A kinaz inhibisyonu aracili antikanser etkileri arastiriimistir [100].
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Sekil 2.20. Bilesik 20’nin gelistirilme stratejisi

Arastirmacilar bilesiklerin yapi-etki iliskisini incelemek adina; pirimidin halkasinin 2. ve 4.
konumuna farkli stibstitlisyon paternleri getirerek inhibitor etkiyi Aurora A enzimi izerinde
segcici hale getirmeyi ve 5. konuma getirilen elektron ¢ekici gruplar ile olusan antiproliferatif
etki degisimini gozlemlemeyi amaclamistir. Bu amaclar dogrultusunda elde edilen
bilesiklerin yapi-aktivite iliskileri incelendiginde; pirimidin halkasinin besinci konumunun
aktivite icin onemli bir yeri oldugu, R, sibstitlienti olarak denenen elektron cekici
gruplardan; brom ve klorun daha iyi sonuglar verdigi, flor ve nitro grubunun ise aktiviteyi
distrdigu goriulmastir. Farkli diz zincir ve siklik aminler arasindan siklopropilin R1, bir amit
koprusu ile fenil halkasina baglanmis N-metilpiperidinin ise Rs3 stbstitlienti olarak optimum

aktivite sergiledigi ispatlanmis ve Bilesik 20’ye ulasiimistir.

Bilesik 20’nin Hela (serviks), A549, HCT-8 (kolorektal) ve Hep-G2 (karaciger) insan timor
hiicre hatlari Gzerinde VX-680 kontrol bilesigine goére daha potent bir sitotoksisite
gostermesinin ardindan, Hela hiicrelerinde Western-blot yontemi ile Aurora A ve B
Uzerindeki seciciligine bakilmistir. Bilesik 20’nin Aurora A (zerinde 35 kat daha secici etki
gosterdigi saptanmis, yapilan ELISA (Enzyme linked immuno sorbent assay) testleri ile de
alinan sonuglar dogrulanmistir ( Bilesik 20 Aurora A icin, ICso= 0,012 uM; Aurora B igin 1Cso=
0,430 uM). Ayrica Bilesik 20 lizerinde gerceklestirilen ileri mekanistik ¢alismalarla, doza

bagimli olarak hiicre dongusiinii G2/M fazinda durdurdugu kanitlanmistir.

Cizelge 2.4. Bilesik 20’nin in vitro sitotoksisite degerleri

ICs0 (UM)
HCT-8 A549 Hela Hep-G2

Bilesik 20 3,6 0,5 0,9 2,4
VX-680 44,6 19,4 27,3 63,4
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2019 yilinda Qin ve arkadaslari gibi Sang ve arastirma grubu da secici olarak potansiyel
Aurora A inhibitora bir dizi bilesik tasarlayarak, sentez ¢alismalarini gerceklestirmistir. 2,4-
bisanilinopirimidin farmakoforu ile bazi antitimor etkinlik gosteren ajanlarin yapisinda
dikkat ceken nitroksit motifini bir arada tasiyan bu bilesik seti icerisinde Bilesik 21;
enzimatik deneylerde Aurora A’ya karsi Aurora B’den yaklasik 67 kat daha segici bir
inhibisyon sergilemis (Aurora A igin; 1Cso= 0,06 nM, Aurora B i¢in; ICso= 2,5 nM) ve ¢esitli
insan kanser hiicre panellerinde pozitif kontrol bilesigi VX-680'den daha glcli bir
antiproliferatif etkinlik profili ¢cizmistir. Ayrica Hela hiicrelerinde gerceklestirilen mekanistik
calismalar; Bilesik 21’in doza bagli olarak mitotik iplik olusumunu bloke etmek vasitasiyla
hicre donglisini G2/M fazinda durdurup, apoptoz kaynakli hiicre 6limine sebebiyet

verdigini kanitlar niteliktedir [101].
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Sekil 2.21. Aurora A inhibitori Bilesik 21

Dikkat ¢eken bir nokta ise bilesik yapi-etki iliskisi agisindan incelendiginde ortaya ¢ikmistir.
Bilesik 21’den sadece nitroksit yapisini tasimamasi ile ayrisan benzer bir tlirevde tiim hiicre
hatlarina karsi biyolojik aktivite kaybi yasanmasi, bu serbest radikal yapinin antikanser

etkiye katkisini gozler 6nline sunmaktadir.

Cizelge 2.5. Bilesik 21’in aktivite degerleri

Glso (LM)
Hela A549 HepG2 LoVo
Bilesik 21 0,4+0,1 1,1+0,6 1,2+0,9 7,315
VX-680 46,2 +5,5 35,8+3,4 53,355 45,3 +4,5

Pfizer tarafindan kesfedilen ve 2,4-dimaminopirimidin iskeleti tasiyan PF-03814735 bilesigi

ise baska bir Aurora inhibitori olarak karsimiza ¢citkmaktadir. Kati timor tedavisinde Faz 1
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klinik calismalari tamamlanan bu bilesigin, ATP ile yarismali olarak Aurora A/B inhibisyonu
olusturarak sitokinezi bloke ettigi ve antiproliferatif ekti gosterdigi ¢esitli in vitro ve in vivo

calismalarla kanitlanmistir [102].

Nanomolar seviyede enzimatik etkinlige sahip PF-038114735 bilesiginin farkli insan kanser
hiicre hatlarinda antiproliferatif etkinligi incelenmis, HCT-116, A549 ve H125 ve lI6semi (HL-
60) hicre panellerinde oldukca aktif oldugu sonucuna varilmistir (PF-038114735 icin ICso
degerleri; HCT-116= 70 nM, A549= 90 nM; H125= 150 nM, HL-60= 110 nM). Ayrica HCT-
116, COLO205, MDA-MB-231 ve HL-60 fare ksenograft modellerinde 30mg/kg dozda sirasi
ile % 78, % 66, % 63 ve % 57 oranlarinda timor biylmesini inhibe eden bilesigin, umut vaat

eden bir antikanser ajan adayi oldugu gosterilmistir.

0, - ~CFs
_@f@@umﬁﬂ

0]

IC;, (enzim);
Aurora A: 5,0 nM

PF-03814735 Aurora B: 0,8 nM

Sekil 2.22. Aurora A/B inhibitori PF-038114735

Bir diger serin/treonin kinaz alt ailesi ise siklin bagh kinaz enzimleridir. CDK’lar, hiicre
bollinmelerini dizenlemedeki hayati rolleri ile bilinen protein kinazlardir. CDK ailesinin bir
Uyesi olarak CDK2'nin, hiicre dongisi diizenlenmesinde temel gorevleri oldugu
dustnulmektedir. Ayrica CDK2'nin hiicre farkhlasmasinda ve apoptozda 6nemli bir rol
oynadigi bulunmustur. Normal dokularin aksine, insan timorlerinde CDK2'nin asiri
eksprese edilmesi siklikla karsilasilan bir olgudur. Son yillarda ¢ok sayida CDK2 inhibitord,
sayisiz kanser tlirtini tedavi etmek icin klinik calismalara girmistir. Bu inhibitorler yapisal
acidan cesitlilik gostermekle birlikte klinik degerlendirmedeki ¢cogu CDK2 inhibitoriinin
aminopirimidin iskeleti icerdigi belirtilmistir. Bu bilgiler i1siginda Diao ve arkadaslari 2019
yihinda gicli CDK2 inhibitori 2,4-distibstitlie pirimidin ve 2-aminobenzotiyazol yapisi

tasiyan bir seri yeni hibrit bilesigin antiproliferatif etkilerini arastirmistir [103].
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Sekil 2.23. CDK2 inhibitori Bilesik 22’nin gelistirilmesi

Belirledikleri hit pirimidin-benzotiyazol iskeleti (izerinde farkli konumlardan Ri, Rz, Rs3
slbtitisyonu ile sitotoksik etkinin nasil degistigi UGzerine calismalar gerceklestirmeyi
amaclayan arastirmacilar, 6ncelikle benzotiyazol halkasinin; flor, klor, metil, metoksi gibi
gruplar (R1) ile silibstitiie edildiginde, tim hiicre hatlarinda biyolojik etki kayiplarinin
yasandiginin tespitini yapmislardir. Pirimidin halkasina komsu fenil halkasinin m- ve p-
konumlarina R3 slibstitlienti olarak elektron salici ve ¢ekici gruplar getirildiginde ise en gligli
etkinin silfamoil grubu ile saglandigini gozlemlemislerdir. Pirimidin halkasinin besinci
konumuna getirilen siibstitlientler (R2= -F, -CHs) etkiyi goreceli olarak dislirse de bu
konumda flor tasiyan Bilesik 22 ile bes hicre hattinda da kabul edilebilir diizeyde

sitotoksisite saglanmistir.

Bilesik 22 ve pozitif kontrol grubu olan AZD5438 ile CDK2/A2 uzerinde gergeklestirilen
enzim inhibisyon deneyleri ise olduk¢a umut vericidir. Bilesik 22'nin, AZD5438’e oranla (i¢
kat daha potent oldugunu ispatlanmistir (Bilesik 22 igin; 1Cso= 15,4 + 4,4 nM, AZD543 igin;
ICs0= 45 nM). Ayrica Bilesik 22’nin ileri biyolojik aktivite ¢alismalari da yapilmis, HCT-116
hicre hatti Uzerinde akis sitometrisi yontemiyle hiicre dongiisini G2/M fazinda durdurup,

doza bagimli apoptozu indlkledigi kesfedilmistir.

Cizelge 2.6. Bilesik 22’ye ait in vitro aktivite degerleri

ICso (UM)
HCT-116 MDA-MB-231 MCF-7 Hela PC-3
Bilesik 22 0,70+0,03 1,80+£0,22 1091+2,01 045%+0,09 0,92+0,58
AZD5438 0,47 £0,14 7,20 £ 0,55 10,67+0,69 0,73+0,12 0,36+0,09

CDK enzim inhibitorleri, klinikte etkili ve basarili antikanser ajan adaylari olmasina ragmen

kisa vadede terapoétik direng gelisimine ve cesitli istenmeyen yan etki profili gbstermeye
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yatkin bilesiklerdir. Bu gibi olumsuzluklarin Gstesinden gelebilmek adina arastirmacilar;
birden fazla CDK enzimini hedefleyen bir tedavi stratejisinin gerceklestirilmesi lizerine
¢alismalar gergeklestirmislerdir. Nitekim bu ¢alismalardan alinan sonuglar; ¢goklu CDK enzim
inhibisyonunun tek bir CDK enzimini hedef alan aktif bilesik ile elde edilen inhibisyona

kiyasla daha basarili oldugunu gostermektedir [104].

Son yillarda CDK6 ve CDK9 enzimleri, kritik hiicresel proseslerde almis olduklari gérevler
acisindan akut miyeloid l6semi (AML) gibi kanser tirlerinde ilgi ¢ekici terapotik hedefler
haline gelmektedir. Ayrica meme kanseri hastalarinda, klinikte kullanilan CDK4/6
inhibitorlerine karsi gelisen direncin CDK9'un asiri ekspresyonu ile iliskili olabilecegi
disinilmektedir. Bu dislince; CDK6 ve CDK9'u ayni anda hedefleyen kiiclik molekil
inhibitor bilesiklerin hem antikanser aktiviteye sinerjik katki saglayacagi hem de mevcut
CDK inhibitorlerine karsi olusan direncin Ustesinden gelebilecegi yaklasimini glindeme
getirmistir. Bu yaklasimdan hareketle 2020 yilinda Wang ve arkadaslari dual CDK6/9
inhibitéra bilesiklerin sentezi ve antitimor etkinligini arastirmak adina yola ¢ikmislardir

[104].

Kendi bilesik kitliphaneleri lizerinde enzim tarama calismalari ile; CDK2, 6 ve 9 enzimleri
Uzerinde inhibisyon potansiyeline sahip ve de farkli timor hiicre hatlarinda 38,6-56,2 uM
ICso degerinde antiproliferatif etkili 2,4-diaminopirimidin tlrevi Bilesik 23U hit bilesik olarak
belirleyen arastirmacilar, hem bilesigin CDK6/9 Uzerindeki segiciligini arttirmak hem de
antiproliferatif aktivitesini iyilestirmek icin bir dizi yapisal modifikasyon stratejisi
gerceklestirmislerdir. Bu amac¢ dogrultusunda Wang ve ekibi, molekiler modelleme
teknikleri ile var olan CDK6 ve CDK9 inhibitorlerinin, enzim ile yapmis oldugu etkilesim
sekillerini belirlemis, sonrasinda ise Bilesik 23’(in U¢ farkli bolgesi Gzerinde tirevlendirmeye

gitmistir.
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CDK2 IC;, = 0,0310 M CDK2 IC5y> 10 pM
CDKG ICy, = 6,6493 M CDK6 ICy, = 0,0405 uM
CDK9 IC,, = 3,4308 uM CDK9 IC,, = 0,0395 uM

Sekil 2.24. CDK6/9 dual inhibitori Bilesik 24’ln gelistirilmesi

Yapi-etki iliskisi incelendiginde; 2,4-diaminopirimidin yapisi korunmak kosulu ile A halkasina
getirilen asetilamino grubunun enzim hidrofobik cebi ile anahtar etkilesimler
gerceklestirdigi ve piridin halkasinin biyolojik aktivite icin gerekli oldugunun tespiti
yapilmistir. Ayrica bu halka sistemine, mevcut CDK4/6 inhibitorlerinin yapisinda da bulunan
alifatik heterosiklik yapilarin substitisyonunun aktiviteye olumlu katki sagladigi
gozlenirken, en potent etkinin N-metilpiperazin ile elde edildigi belirlenmistir. Tim bu
modifikasyonlar sonucunda; CDK6/9 lizerinde segici ve ¢esitli kanser hiicre hatlarinda 4,0-
8,1 uM araliginda ICso degerlerine sahip Bilesik 24’e ulasilmistir. ileri biyolojik calismalar
sonucu; hicre dongisiini bloke ederek apoptoz aracili antiproliferatif etki gosterdigi
belirlenen Bilesik 24’(in ayrica kabul edilebilir farmakokinetik 6zelliklere sahip oldugunun
da tespiti yapilmis, bu sayede MDA-MB-231 fare ksenograft modeli Gzerinde in vivo etkinligi
de test edilebilmistir. Sonuc olarak; pozitif kontrol Abemasiklib ile kiyaslanabilir seviyede
antitimor etki gosteren Bilesik 24, kanser tedavisinde umut vaat eden bir bilesik adayi

olarak literatlirde yerini almistir [104].

TUmor anjiyogenezi, timor hicresinin proliferasyonu, invazyonu ve metastazi icin 6nemli
bir basamaktir. Ozellikle vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptérleri (VEGFR)’nin de
yer aldigi tirozin kinazlar, anjiyogenez ile yakindan iliskili olan sinyal iletim yolaklarinda
onemli bir rol oynar. Bu nedenle, anjiyogenez inhibisyonu yapabilen kiiciik molekdllerin
tasarimi medisinal kimyacilar icin alternatif bir kanser tedavi stratejisi firsati yaratir [105].

Bu amag¢ dogrultusunda tasarlanan ve 2,4-diaminopirimidin iskeleti tasiyan Pazopanib,
VEGFR-2, EGFR, AKT1, ALK1 ve ABL1 gibi bircok kinazi inhibe ederek anjiyogenezi azalttigi

rapor edilen bir antikanser ilactir. Genis bir yelpazede glicli etki gostermesi ve klinik
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calismalarda verdigi makul sonuclar, Pazopanib’i optimize etme konusunda arastirmacilari
heveslendirmistir. Bu dogrultuda yola ¢ikan Jia ve arkadaslari 2014 yilinda yayinladiklari

calismada bir seri Pazopanib analogu tasarlayip sentezlemislerdir [105].
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Sekil 2.25. Pazopanib’den hareketle gelistirilen Bilesik 25 ve 26
Sonugta ufak yapisal degisiklerle elde ettikleri iki molekiil (Bilesik 25 ve 26) oldukga basarili
biyolojik aktivite profili gostermistir. Ayrica bu iki bilesik ile gerceklestirdikleri anti-

anjiyogenez test calismalarinda da Pazopanib’e es deger sonuglar alinmistir.

Cizelge 2.7. Bilesik 25 ve 26’nin aktivite sonuglari

1Cs0 (LM)
VEGFR-2 ABL-1
Bilesik 25 0,025 0,062
Bilesik 26 0,012 0,022
Pazopanib 0,043 0,62

Pazopanib baz alinarak gerceklestirilen bir diger calisma ise Zang ve arastirma grubu
tarafindan yuritidlmistir. Bu calismada kanser tedavisinde 6nemli terap6tik hedefler olan
HDAC ve VEGFR inhibitorlerinin sahip oldugu dezavantajli 6zelliklerinin {stesinden
gelebilmek icgin iki farkh ilag grubunun motiflerini bir arada tasiyan ¢ok hedefli yeni kiictik

ilag molekilleri tasarimi amacglanmistir [106].

Bu amacg dogrultusunda daha dnceden cesitli VEGFR inhibitorleri ile kombinasyonlari faz 1

klinik calismalarda [107] kullanildigi bilinen Pazopanib cikis noktasi olarak belirlenmis ve
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Pazopanib’in 2,4-diarilaminopirimidin iskeleti korunarak, bu iskelete farkh uzunlukta ve
cesitlilikte ara zincirler ile HDAC inhibitori bilesiklerin tasimis olduklari karakteristik ginko

baglayici gruplarin stibstitisyonu gerceklestirilmistir.

oo g o

(27) (28)

Sekil 2.26. HDAC/VEGFR dual inhibitori Bilesik 27 ve 28

Sentezlenen tiim bilesikler arasindan o-aminoanilit grubu tasiyan Bilesik 27 ve hidroksamik
asit tasiyan Bilesik 28 dikkate deger dual inhibitor etki gostermistir. Her iki bilesik de
mikromolar diizeyde HDAC ve VEGFR inhibisyonu sergilerken, bu etkinin mevcut hedeflerin
farkli izoformlarina karsi secicilik arz ettigi gozlenmistir (Bilesik 27 icin; ICso (HDAC1)= 0,59
KM, 1Cso (HDAC2)= 0,91 pM, ICso (HDAC3)= 0,43 pM, Bilesik 28 igin; 1Cso (VEGFR1)= 0,035
UM, 1Cs0 (VEGFR2)= 0,046 uM, ICs0 (VEGFR3)= 0,113 uM). Ayrica bilesiklerin in vitro hiicresel
antiproliferatif etkileri de incelenmis ve farkli insan kanser hiicre panellerinde 6zellikle de
hematolojik timor hiicre hatlarina karsi umut vaat eden sonuglar alinmistir (Bilesik 27 igin;
IC50 (MOLT-4)= 0,94 uM, I1Cs0 (KG1)= 0,67 uM ve Bilesik 28 icin; IC50 (MOLT-4)= 0,34 uM, ICso
(KG1)= 1,60 uM). Bilesiklerin biyolojik aktiviteleri HT-29 (kolorektal) fare ksenograft

modellerinde yapilan in vivo analizlerle de desteklenmistir [106].

Baska bir tirozin kinaz alt ailesi ise epidermal biyime faktori reseptorleridir. EGFR
proteininin mutasyona ugramasi ve/veya asiri eksprese edilmesi farkli insan kanser
turlerinde siklikla gbzlemlenen bir durumdur ve bu protein, kanser tedavisi icin degerli bir
terapotik hedef olarak goriilmektedir [108]. Yillar icinde kesfedilen EGFR inhibitorleriyle
klinikte basarili sonuglar alinmasina ragmen, hedefte gelisen nokta mutasyonlar (TR790M
mutasyonu vb.) sonucu etkinliklerinin azalmasi veya mevcut terapoétik ajanlarin doz
sinirlayici bazi yan etkilerinden dolayi yeni EGFR inhibitori bilesiklerin kesfi kaginilmaz hale

gelmistir [109].
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Mutasyona ugramis EGFR’ler lizerinde secici inhibisyon gosteren kiiclik antikanser
molekiller kesfetmek amaci ile yola ¢ikan Chen ve arkadaslari; tasarladiklari énci Bilesik
29’un (Bilesik 29 icin; ICso(uM) EGFR (wt.)= 0,557, ICso(uM) EGFRI38R/TR790M=" ( 046)
EGFRU858R/TR790M {j7arinde olan segici inhibitdr etkisini arttirmak adina 2017 yilinda yapi

temelli modifikasyon galismalari gergeklestirmistir.
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Sekil 2.27. Bilesik 30 ve 31’in gelistirilme stratejisi

Arastirmacilar 6ncelikle molekiiler modelleme teknikleri ile 6ncii Bilesik 29’un enzimin aktif
bolgesi ile yapmis oldugu etkilesimleri incelemislerdir. Bilesik 29, tasidigl 2-aminopirimidin
motifi ile enzimin destek bolgesindeki Leu792 ve Met793 ile hidrojen bagi araciligiyla
etkilesim yapmistir. Pirimidinin besinci konumu (R1= -Cl) Met790 amino asidi ile van der
Waals etkilesimi gosterirken, indol halkasi (Rz) aktif bdlgenin hidrofobik cebiyle, N-

metilpiperazin halkasi (Rs) ise ATP cebiyle etkilesim icindedir.

Molekiiliin EGFRL58R/TR790M jnhibisyonu Uzerindeki seciciliginde ana iskelet Uizerinde Ri:
substitisyonlarinin etkili olabilecegi saptanmistir. R1 grubu olarak elektron cekici (-CFs, -
NO; vb.), elektron salici (-OCHs, -CHs vb.) ve halojen (-F, -Br vb.) gruplar denenmis ve en
glicll inhibitor etkinin brom sibstitlenti ile elde edildigi gériilmUstlr. Daha sonra 2-amino
pirimidin halkasi (R2 grubu) farkli aromatik heterosiklik halkalarla (indazol, indolin,
kinoksalin vb.) tirevlendirilmistir. Ozellikle indan ve 1-metilindol tasiyan bilesiklerde

inhibitor etkide secici bir artis gozlemlenmistir. Fenil halkasinda R4 grubu olarak N-
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metilpiperazin sabit tutulurken, pirimidin halkasina gére o- konumuna getirilen metoksi
stbstitiisyonu (R3) ile inhibisyon etkisi arttirilmis, m- konumundaki akrilamit grubu (Rs) ise

aktif bolgede Cys797 amino asidi ile geri donlstimsliz ek bir etkilesim saglamistir.
Yapi-etki calismalari sonucunda en potent iki bilesik (Bilesik 30 ve 31) insan epidermal
karsinoma (A431) ve insan akciger kanseri (H1975) hiicre hatlarinda kabul edilebilir

biyolojik etki profili gbstermistir [109].

Cizelge 2.8. Bilesik 30 ve Bilesik 31’e ait aktivite degerleri

EGFR ICso (nM) Hiicresel Antiproliferatif Aktivite 1Cso (LM)
Wt. L585R/T790M A431 H1975
Bilesik 30 280,4 +279,9 4,1+2,4 1,693 +£0,413 0,184 + 0,108
Bilesik 31 202,5+112,4 3,2+1,8 2,595 + 1,847 0,276 £ 0,266

Fokal adezyon kinazlar ve insilin benzeri blylime 1 reseptori (IGF-1R) birgok hiicresel
fonksiyonun diizenlenmesinde gorev alan tirozin kinaz alt ailelerindendir. Her iki kinaz
enziminin asiri ekspresyonu, kanser hiicrelerinin proliferasyonunda ve metastaz olgusunda
iliskilendirilen bir durumdur. Ayni sinyal yolaginda birlikte gérev alan bu iki enzimin birlikte
inhibe edilerek glicli bir antiproliferatif etki elde edilmesi, medisinal kimyacilar igin

hedeflenen bir terapotik strateji olmustur.

Bu dogrultuda Liu ve arkadaslari tarafindan Novartis firmasinin destegi ile 2007 yilinda
literattre kazandirilan dual FAK/IGF-1R kinaz inhibitori (FAK enzimi igin; 1Cso= 5,5 nM, IGF-
1R enzimi icin; 1Cso= 140 nM) olan ve yapisinda 2,4-diaminopirimidin motifi bulunduran
NVP-TAE226 bilesigi, 2019 yilinda Fukami ve calisma ekibi tarafindan ileri mekanistik
biyoloji analizlerine tabi tutulmustur. Genis cesitlilikte insan kanser hiicre panelleri
Uzerinde test edilen bilesigin 0,17-1,2 uM deger araliginda potent bir antiproliferatif etki

gostererek umut vaat eden bir antikanser ila¢ adayi oldugu tespit edilmistir [110, 111].
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Kanser Hiicre Hatti Glsp (UM) = SEM
MCF-7 (meme) 1,2+0,22
0 H MDA-MB-231 (meme) 0,56 £ 0,22
S
H H
NTNx N PC-3/M (prostat) 0,83 +0,29
/@ Nl\/l HCT-116 (kolon) 0,42 + 0,056
N 0 cl
O\/ I KATOIlI (mide) 0,54 + 0,064
NVP-TAE226 SUIT-2 (pankreas) 0,18 + 0,029
RPMI8226 (miyelom) 0,33 £ 0,060
SK-MEL-23 (melanom) 0,17 £ 0,009

Sekil 2.28. Dual FAK/IGF-1R inhibitori NVP-TAE226 ve bazi insan kanser hiicre hatlarindaki
aktivite degerleri

Baska bir tirozin kinaz alt ailesi Gyesi olan FMS benzeri tirozin kinazlar (FLT3), hemopoeitik
kok hiicrelerin hayatta kalmasi, cogalmasi ve farklilasmasinda énemli rol oynar. FLT3 kinazi
kodlayan gen mutasyonlari sonucu gelisen enzim aktivasyonu, 6zellikle AML vakalarinin
yaklasik Ugte birinde karsilasilan bir olgudur ve hastaligin tedavisi icin onemli bir hedef
oldugu distntlmektedir [112]. FLT3 inhibisyonu aracili AML tedavisinde kullaniimak adina
tasarlanan bilesiklere 6rnek olarak, Jarusiewicz ve arkadaslarinin 2017 yilinda yapmis

olduklari galisma verilebilir [113].

Arastirma grubu tarafindan belirlenen 2,4-diaminopirimidin yapisi tastyan hit Bilesik 32'nin,
farkli kinaz enzimleri Uzerinde ligant temelli afinite ¢alismalari gerceklestirilmis ve s6z
konusu bilesigin diger kinaz tiirlerine kiyasla FLT3 igin segici bir baglanma gosterdigi (Kq= 61
nM), ayrica insan kanser hiicre hatti MV4-11 (l6semi) (izerinde 0,32 uM’lik ECso degerine
sahip oldugu gozlemlenmistir. Daha 6nceden FLT3 inhibisyonu ile iliskilendirilmeyen Bilesik
32, umut vaat eden aktivite profili ile arastirmacilari ileri yapi-etki iliskilerini incelemeye

yonlendirmistir.
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‘ FLT3; Kg= 61 nM FLT3; Kq= 3,6 nM
MV4-11; EC50= 320 nM MV4-11; EC.,= 25 nM

Sekil 2.29. FLT3 inhibitoru olarak Bilesik 32’den hareketle Bilesik 33’lin gelistiriimesi

Yapi-aktivite iligkileri agisindan; molekil Gizerindeki pirimidin halkasinin piridin izosteri ile
degistirilmesi ile yasanan aktivite kaybi, her iki pirimidin azot atomunun da inhibitor aktivite
icin gerekli oldugunu gostermistir. Sonrasinda pirimidin halkasinin ikinci ve doérdiinci
konumdaki azot kopruileri eter koprisi olacak sekilde tlirevler hazirlanmis ve enzimatik
aktivitede olumlu bir iyilesme gobzlemlenmemistir. Bu veriler, arastirmacilarin
sentezleyecekleri yeni tirevlerde 2,4-diamino pirimidin yapisini mutlaka korunmasi
gerektigi sonucunu ortaya ¢ikarmistir. Sonrasinda izlenilen yolda; aminopirimidin iskeletini
cevreleyen asili hidrofobik gruplarin yapisal dnemleri arastiriimis ve dérdiincti konumdaki
sikloheksil sibstitlienti sabitken, ikinci konumdaki gruplarin sibstitiie bifenil yapilariyla
degistirilmesi de olumlu sonuglar vermemistir. En son fizikokimyasal 6zellikleri iyilestirme
adina sikloheksil halkasi, kisa diiz zincirli amin yapilari ve siklik alifatik gruplarla degistirilmis,
Bilesik 32’den yaklasik on (¢ kat daha etkili ve FLT3’e karsi yirmi kat daha segici Bilesik 33’e

ulasiimistir.

Hicre igerisindeki hayati olaylarin diizenlenmesinden sorumlu sinyal yolaklarinda gok
sayida hiicre i¢i protein 6nemli rol oynamaktadir. Bu hiicre ici proteinlerden biri olan
molekiler 1si soku proteini (HSP90) kanser hiicrelerinin de biiyiimesinde ve ¢ogalmasinda
temel efektorlerden biri olarak son on yilda umut verici bir antikanser hedefi olarak kabul
edilmektedir. Fakat klinik calismalara giren ve dogrudan HSP90 inhibisyonu yapan birkac
kiiciik molekiil, gostermis oldugu toksisiteler ve sinirli etkinliklerinden piyasaya girmek icin
gelistirilmeye ihtiya¢c duymaktadir. Bu noktada arastirmacilar HSP9Q’in, protein-protein
etkilesimi yoluyla birlikte calistigi es-saperonlar Gzerinden inhibisyonuna yonelmistir. Bu

kosaperonlar arasinda Uzerine calisilan Cdc37 proteini, cesitli kanser durumlari ile



51

iliskilendirilmis ve HSP90-Cdc37 protein-protein inhibisyonu ile daha glivenli ve segici bir

kanser tedavi stratejisi glindeme gelmistir [114].

Bu dogrultuda Jiang ve arastirma grubu tarafindan 2019 yilinda yapilan galisma Bilesik
34’Un kesfi ile sonuclanmistir (Bilesik 34 icin, Ka(HSP90)= 21,1uM). Ortalama bir baglanma
afinite degerine sahip Bilesik 34 (izerinde fizikokimyasal 6zelliklerini iyilestirmek adina
yapilan sentetik yaklasimlar ardindan Bilesik 34’ten daha iyi baglanma afinitesine sahip ve
insan HCT-116 kanser hiicre hatti tzerinde kabul edilebilir derecede inhibisyon gosteren
DDO0-5936 bilesigine ulasiimistir (DDO-5936 igin; Kg= 3,86 UM, ICso(HCT-116)= 10,24 uM)
[114].
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Sekil 2.30. HSP90-Cdc37 protein-protein etkilesimi inhibisyonu gergeklestiren bilesikler

Pesi sira 2020 yilinda yayinlanan baska bir ¢alismalarinda ise; DDO-5936 (izerinde yapilan
ikinci bir yapi-aktivite galismasi basari ile sonuglanmis ve sentezlenen analoglar arasindan
Bilesik 35 ile baglanma afinitesinde ve hiicresel inhibisyon potensinde neredeyse 10 kat

ivilesme yakalanmistir (Bilesik 33 icin; Kq= 0,5 uM, ICso(HCT-116)= 1,73 uM) [115].

B hiicreli lenfoma 6 (BCL6), ¢ok cesitli hiicresel fonksiyonlara katilan ¢cok yonli bir protein-
protein etkilesim motifi olan BTB/POZ protein ailesine ait, yaygin buytk B hicreli

lenfositlerin farkhlasmasi ve proliferasyonunda da rol oynayan transkripsiyonel bir
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faktordir. Bu nedendir ki otoimmiin hastaliklarin ve kanserin tedavisinde etkili bir terapotik

hedef oldugu dusinilmektedir [116].

Takeda tarafindan 2017 yilinda fragman temelli ila¢ kesfi (FBDD) metodu ve bilesik
kiitiphaneleri taramalari elde ettikleri sonug bilesiklerin hibridizasyonu yaklasimi ile
yuritilen BCL6 protein-protein etkilesim inhibitéri elde etme ¢alismalan, 2,4-
diaminopirimidin iskeletine sahip Bilesik 36’nin kesfi ile sonug vermistir [116]. Bilesik 36,
kabul edilebilir degerlerde BCL6 baglanma afinitesi ve protein-protein etkilesimi (PPI)
gostermistir (Bilesik 36 icin; K¢= 0,078 uM, 1Cso (PPI )= 0,48 uM (ELISA), hiicresel ICso (PP1)=
8,6 uM).
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Sekil 2.31. BCL6 inhibitoru Bilesik 36

Ayni yil yiritilen bir baska ¢alismada ise Kerres ve arkadaslari, lenfoma tedavisinde umut
verici BCL6 proteininin yapisini genotoksik stres olusumu vasitasiyla bozarak, bu proteinin
inhibisyonu ile saglanacak biyolojik etkiden daha glgli bir antiproliferatif aktivite elde
etmek Uzerine yogunlasmislardir [117]. Arastirmacilar, sanal kitliphane taramalar
gercgeklestirmis, BCL6 proteininin BTB bolgesi ile etkilesebilecek 202 aktif bilesik Gzerinde
farkli mekanistik testler ile yapilan elemelerin ardindan baslangi¢c noktasi olacak Bilesik

37’ye ulasmistir.
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Sekil 2.32. Bilesik 37’den hareketle BI-3802 ve BI-3812’nin gelistiriimesi

Bilesik 37 lizerinde gerceklestirilen yapi temelli molekiler modelleme ¢alismalari ardindan,
yapi-etki iliskileri, sentezlenen analoglar lzerinden incelenmis ve nanomolar seviyede
inhibitor aktivite gosteren (ICso degerleri < 3 nM) bilesikler BI-3812 ve BI-3802 elde
edilmistir. Ayrica gergeklestirilen ileri biyolojik ¢alismalar sonucu BI-3802'in 5 puM
konsantrasyonda, insan kanser hiicre hatti SU-DHL-4 (lenfoma) (izerinde % 80 oraninda

BCL6 degradasyonu ile antiproliferatif etki olusturdugunun tespiti yapilmistir.

Bu kisma kadar ele alinan literatir verileri dogrultusunda, 2,4-diaminopirimidin yapisi;
basta kinaz enzimleri olmak lizere, genis yelpazede biyolojik hedef izerinde antikanser etki
potansiyeli gosteren bilesiklerin yapisinda siklikla karsimiza ¢ikmaktadir. Sonug olarak; ilag
gelistirme cabalarinda olasi etkinlik profili ile arastirmacilarin dikkatini ¢eken bu kimyasal
motif, bu tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerin de temel farmakofor grubunu

olusturmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kimyasal Galigmalar

3.1.1. Geregler

Sentez galismalarinda kullanilan ¢ézlculer analitik safliktadir. Kullanilan kimyasallar Sigma-
Aldrich& Merck (Almanya), ABCR (Almanya), Enamine (Ukrayna) ve Manchester Organics

(ingiltere)’den temin edildi.

ince tabaka kromatografisi (ITK) ile yapilan kontroller

Bilesiklerin kimyasal sentez ¢alismalarinda ve saflik kontrollerinde Silikajel GF254 (Merck)
hazir plaklar kullanildi. Cozlici sistemi olarak; hekzan:etil asetat (60:40; 80:20),
diklorometan:etil asetat (60:40; 80:20), diklorometan:izopropanol (94:6) ve
diklorometan:metanol (96:4) tercih edildi. Lekelerin belirlenmesinde 254 ve 280 nm dalga
boylarindaki ultraviyole (UV) isigindan, ninhidrin ve dragendorf belirteclerinden

yararlanildi.

Flash kromatografi

Sentezlenen bilesiklerin saflastirma islemleri UV dedektérii bulunan Teledyne ISCO
Combiflash® Otomatik Flash Kromatografi Sistemi ve Buchi Reveleris® PREP Otomatik Flash
Kromatografi Sistemi kullanilarak yapildi. Sabit faz olarak RediSep® Rf ve RediSep Rf Gold®
silika kolonlari (12 g, 24 g ve 40 g), hareketli faz olarak hekzan:etil asetat, diklorometan:etil
asetat, diklorometan:izopropanol veya diklorometan:metanol gradient ¢ozlicli sistemleri

kullanildi.
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Preparatif HPLC sistemi

Bazi sentezlenen bilesiklerde ise saflastirma sistemi olarak Buchi Reveleris® PREP Otomatik
Preparatif HPLC Sistemi ve Interchim puriFlash®4250 Otomatik Preparatif LC Sistemi
kullanilarak gerceklestirildi. Sabit faz olarak Buchi US15C18HQ-250/212-C18 silika kolonu,

hareketli faz olarak su: asetonitril (40:60) gradient ¢oziicu sistemi kullanild.
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3.1.2. Genel Sentez Yontemleri

Yontem 1: Ester turevi bilesiklerin genel sentez yontemleri (Bilesik 1a, Bilesik 1f-1, Bilesik

1n-p, Bilesik 1r-v, Bilesik 1x-z, Bilesik 35)

Yéntem 1a: llgili karboksilik asit tiirevinin (15 mmol) susuz etanol veya metanol icindeki
¢Ozeltisi Uzerine tiyonil klorir (34 mmol) oda sicakliginda eklendi. 4 saat boyunca geri
ceviren sogutucu altinda isitildi. Sire sonunda reaksiyon ortami vakum altinda uguruldu.
Bilesik 1k icin elde edilen ham Urlin hekzan:etil asetat (95:5) solvan sistemi kullanilarak
otomatik flash kromatografi sistemi ile saflastirildi. Diger bilesikler herhangi bir saflastirma
islemine tabi tutulmadan bir sonraki basamakta kullanildi (Bilesik 1a, 1f-j, 11, 1n-p, 1t-v, 1x-

z, Bilesik 35).

Yéntem 1b: llgili karboksilik asit tirevleri (6,5 mmol), 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil)
karbodiimit (EDCI) (6,5 mmol), 4-dimetilaminopiridin (DMAP) (3,25 mmol) ve susuz etanol
(16,25 mmol), diklorometan icinde bir gece boyunca oda sicakhginda karistirildi. Sire
sonunda reaksiyon ortamina su eklendi ve diklorometan (3x20 ml) ile ekstre edildi, organik
faz doymus sulu sodyum kloriir ¢ozeltisi (2x10 ml) ile yikandi. Susuz sodyum siilfat ile
kurutulduktan sonra uguruldu. Ham Urin diklorometan:etil asetat (80:20) solvan sistemi

kullanilarak saflastirildi (Bilesik 1r,s).

Yontem 2: Fenacil bromur turevi Bilesik 30’un elde edilmesinde kullanilan sentez yontemi

2-Floro-4-metoksiasetofenonun (3,52 mmol) asetonitril icindeki ¢ozeltisi Uzerine
tetrabitilamonyum tribromir (TBABr3) (3,59 mmol) eklenerek gece boyunca oda
sicakhginda karistirildi. Stire sonunda reaksiyon ortaminda bulunan solvan disiik basing
altinda ucguruldu ve balon icerigi sulu sodyum metabisilfit (Na2S20s) ¢ozeltisi icine alindi.
Elde edilen kati vakum altinda su ile yikanarak sizildid ve kurumaya birakildi. Ardindan
herhangi bir saflastirma islemine tabi tutulmadan bir sonraki basamakta kullanildi (Bilesik

30).
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Yontem 3: B-Ketonitril tirevi bilesiklerin genel sentez yontemleri (Bilesik 2a-c, Bilesik 2e-z

Bilesik 31, Bilesik 36)

Yontem 3a: Yontem 1 ile sentezlenmis veya hazir alinmis ilgili etil esteri tiirevi bilesik (9
mmol) ve sodyum hidriir (NaH) (27 mmol), toluen igerisinde ¢ozlldi. Ardindan reaksiyon
ortamina asetonitril (45 mmol) ilave edilerek 2 saat azot atmosferinde ve geri geviren
sogutucu altinda isitildi. Stire sonunda olusan tuz, petrol eteri ile yikanarak vakum altinda
suzildi. Elde edilen tuz, su igcine alinarak derisik hidroklorik asit ¢ozeltisi ile asitlendirildi.
Olusan ¢okelek, stiziildiikten sonra sulu sodyum bikarbonat ¢ozeltisiyle yikanarak tekrar

vakum altinda stzildi ve kurutuldu (Bilesik 2a-c, 2e-z).

Yéntem 3b: Yontem 2 ile sentezlenmis Bilesik 30’un (2,95 mmol) etanol icerisindeki ¢ozeltisi
Uzerine potasyum siyanirin (KCN) (5,90 mmol) sulu ¢ozeltisi damla damla ilave edildi
(Kullanilan solvan miktarlari; Bilesik 30’un reaksiyon ortamindaki konsantrasyonu 0,2 M ve
EtOH:H,0 orani 3:2 olacak sekilde ayarlandi). Reaksiyon 4 saat oda sicakliginda karistirildi.
Sure sonunda reaksiyon ortamina su eklendi ve derisik HCI ¢6zeltisi ile asitlendirildi. Olusan
cOkelek su ile yikanarak vakum altinda siiziildii ve kurutuldu. Elde edilen ham drin

hekzan:etil asetat (70:30) solvan sistemi kullanilarak saflastirildi (Bilesik 31).

Yontem 3c: Kuru ortam kosullarinda -78 °C'de asetonitrilin (25 mmol) kuru toluen
icerisindeki ¢cozeltisi Gizerine damla damla n-butillityum (n-BuLi) (25 mmol) ilave edilip 1 saat
karistirildi. Ardindan ilgili metil etil esteri tiirevi Bilesik 36, kuru toluen igerisinde ¢ozilerek
(2,5 mmol) eklendi ve reaksiyon ortami oda sicakligina getirilerek gece boyu karismaya
birakildi. Siire sonunda reaksiyon ortami 2N HCl ile asitlendirildi ve etil asetat (3x20 ml) ile
ekstre edildi, organik faz doymus sulu sodyum klorir ¢ozeltisi (2x10 ml) ile yikandi. Susuz
sodyum siilfat ile kurutulduktan sonra ucuruldu. Elde edilen ham urin hekzan:etil asetat

(70:30) solvan sistemi kullanilarak saflastirildi (Bilesik 36).

Yontem 4: Halka kapama reaksiyonu sonucu elde edilen izoksazol amin tiirevi bilesiklerin

genel sentez yontemleri ( Bilesik 3a-z, Bilesik 32, Bilesik 37)
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Yéntem 4a: Yontem 3a ile sentezlenmis veya satin alinmis ilgili B-ketonitril tirevi (2,85
mmol), su icinde ¢ozlilerek tzerine hidroksilamin hidroklorir (NH2OH.HCI) (2,99 mmol) ve
sodyum hidroksit (NaOH) (5,84 mmol) eklendi. Reaksiyon, azot atmosferinde ve geri
geviren sogutucu altinda baslangic maddesi tiikenene kadar isitildi. Slire sonunda reaksiyon
ortamina su ilave edilerek etil asetat (3x20 ml) ile ekstre edildi, organik faz doymus sulu
sodyum klorir ¢ozeltisi (2x10 ml) ile yikandi. Susuz sodyum siilfat ile kurutulduktan sonra
kuruluga kadar vakum altinda uguruldu. Elde edilen ham Uriin hekzan:etil asetat (60:40)
veya diklorometan:etil asetat (80:20) solvan sistemleri kullanilarak otomatik flash

kromatografi yontemi ile saflastirildi (Bilesik 3a-z).

Yéntem 4b: NH,OH.HCI (3,24 mmol) ve sodyum asetat (NaOAc) (3,24 mmol) metanol
icerisinde ¢ozlilerek 1 saat boyunca oda sicakhiginda karistirildi. Ardindan sentezlenmis ilgili
B-ketonitril tlirevi reaksiyon ortamina eklenerek oda sicakliginda gece boyunca karismaya
devam edildi. Stre sonunda metanol vakum altinda uguruldu. Olusan ham kati Gzerine su
ilave edilerek etil asetat ile (3x20 ml) ile ekstre edildi. Organik faz doymus sulu sodyum
klorir ¢ozeltisi (2x10 ml) ile yikandi ve susuz sodyum siilfat ile kurutulduktan sonra kuruluga
kadar vakum altinda uguruldu. Elde edilen ham {iriin diklorometan:etil asetat (80:20) solvan

sistemi kullanilarak otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastirildi (Bilesik 32, 37).

Yontem 5: Pirimidin yapisi tasiyan izoksazol amin tlirevi ara baslangic maddelerinin genel

sentez yontemleri (Bilesik 4a-z, Bilesik 33, Bilesik 38, Bilesik 61-62, Bilesik 71-73)

Yéntem 5a: Yontem 4 ile sentezlenmis ilgili izoksazol amin tilrevi (0,96 mmol), tersiyer
bitanol icerisine alindiktan sonra lizerine potasyum tersiyer bitoksit (t-BuOK) (2,4 mmol)
eklenerek 40 °C’de 1 saat boyunca karistirildi. Sonrasinda ilgili 2-kloropirimidin tlrevi bilesik
(1,44 mmol) eklendi ve gece boyunca karismaya birakildi. Siire sonunda reaksiyon icerigi
amonyum kloririn sulu ¢ozeltisine alindi ve etil asetat (3x40 ml) ile ekstre edildi, organik
faz doymus sulu sodyum klorir ¢ozeltisi (2x10 ml) ile yikandi. Susuz sodyum siilfat ile
kurutulduktan sonra kuruluga kadar vakum altinda uguruldu ve elde edilen ham (rin
diklorometan:etil asetat (60:40) solvan sistemi kullanilarak otomatik flash kromatografi

yontemi ile saflastirildi (Bilesik 4a-z, Bilesik 33, 38, 71-73).
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Yéntem 5b: Bilesik 4a (1,05 mmol) N,N-dimetilasetamit icerisine alindiktan sonra lzerine
NaH (3,15 mmol) eklenerek oda sicakliginda 1 saat boyunca karistirildi. Sonrasinda 4-kloro-
2-(metiltiyo)-pirimidin (1,05 mmol) eklendi ve gece boyunca karistirilmaya devam edildi.
Sure sonunda reaksiyon igerigi suya alindi. Coken kati su ile yikanarak vakum altinda
suzlldu ve kurumaya birakildi. Elde edilen ham rlin su:asetonitril (30:70) solvan sistemi

kullanilarak otomatik preparatif kromatografi yontemi ile saflastirildi (Bilesik 61).

Yéntem 5c: Yontem 5b ile sentezlenmis Bilesik 61 (0,5 mmol) ve meta-kloroperbenzoik asit
m-CPBA (0,5 mmol); diklorometan:N,N-dimetilformamit (5:1) solvan sistemi igerisine
alinarak oda sicakliginda gece boyunca karistirildi. Sire sonunda reaksiyon icerigi sulu
sodyum siilfit ¢ozeltisine alindi. Olusan ¢okelek su ile yikanarak vakum altinda stizildi ve
kurumaya birakildi. Elde edilen ham irin su:asetonitril (30:70) solvan sistemi kullanilarak

otomatik preparatif kromatografi yontemi ile saflastirildi (Bilesik 62).

Yontem 6: 2,4-Diaminopirimidin yapisi tasiyan final bilesiklerin genel sentez yontemleri

(Bilesik 5-29, Bilesik 34, Bilesik 39, Bilesik 41-57, Bilesik 59, Bilesik 63-67, Bilesik 74-76,
Bilesik 81-89)

Yéntem 6a: Yontem 4 ile elde edilen ve pirimidin yapisi tasiyan ara baslangic maddesi (0,35
mmol), n-biitanol icerisinde ¢oziildiikten sonra ilgili amin tiirevi bilesik (1,05 mmol) eklendi.
Reaksiyon azot atmosferinde, geri ¢ceviren sogutucu altinda 3 saat isitildiktan sonra, icerik
suya bosaltildi. Olusan ¢okelek su ile yikanarak vakum altinda stiziildii ve kurutuldu. Daha
sonra elde edilen ham Urin diklorometan:etil asetat (60:40) veya diklorometan:metanol
(96:4) solvan sistemi kullanilarak otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastirildi

(Bilesik 5-29, 34, 39, 41, 42, 49-57, 59, 84-89).

Yéntem 6b: Hidroklorir tuzu olarak satin alinan ilgili amin tiirevi bilesik (0,71 mmol) n-
biitanol icinde ¢éziildii. Uzerine N,N-diizopropiletilamin (DIPEA) (0,81 mmol) eklendikten
sonra 60 °C’'de 1 saat boyunca karistirilarak tuzundan kurtarildi. Siire sonunda reaksiyona
yontem 4 ile elde edilen ve pirimidin yapisi tasiyan ara baslangic maddesi (0,33 mmol) ilave
edilerek azot atmosferinde, geri ceviren sogutucu altinda bir gece boyunca isitildi.

Reaksiyon tamamlandiktan sonra, ortam su icine alindiginda olusan ¢okelek vakum altinda
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stzllerek kurutuldu. Ham ardn, diklorometan:etil asetat (60:40),
diklorometan:izopropanol (94:6) veya diklorometan:metanol (96:4) solvan sistemi
kullanilarak otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastirildi (Bilesik 43-48, 74-76, 81-
83).

Yontem 6c: Bilesik 62 (0,15 mmol) ve ilgili primer amin tirevi bilesik (0,15 mmol) N-
metilpirolidon (NMP) icinde ¢oziildi. Reaksiyon, agzi kapal tlp icerisinde 100 °C’lik yag
banyosunda baslangic maddesi tiikenene kadar isitildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra,
ortam su i¢ine alindi ve olusan ¢okelek vakum altinda stzilerek kurutuldu. Ham drin,
diklorometan:metanol (94:6) solvan sistemi kullanilarak otomatik flash kromatografi

yontemi ile saflastirildi (Bilesik 63-65).

Yéntem 6d: Bilesik 62 (0,17 mmol) ve etanolamin (2,04 mmol) dimetilsilfoksit (DMSO)
icinde ¢ozlldi. Reaksiyon, oda sicakhiginda 96 saat boyunca karistirildi. Stre sonunda,
ortam su i¢ine alindi ve olusan ¢okelek vakum altinda suzilerek kurutuldu. Ham drin,
diklorometan:metanol (90:10) solvan sistemi kullanilarak otomatik flash kromatografi

yontemi ile saflastirildi (Bilesik 66).

Yoéntem 6e: Bilesik 62 (0,30 mmol), trietilamin (TEA) (0,90 mmol) ve metilamin (1,80 mmol)
etanol icinde ¢6zUlld{. Reaksiyon, agzi kapali tiip icerisinde ve 100 °C’lik yag banyosunda 4
saat karistirildi. Siire sonunda, etanol vakum altinda ucuruldu. Elde edilen ham Urin, dnce
diklorometan:metanol (90:10) solvan sistemi kullanilarak otomatik flash kromatografi
yontemi ile, sonrasinda ise su:asetonitril (30:70) solvan sistemi kullanilarak otomatik

preparatif kromatografi yontemi ile saflastirildi (Bilesik 67).

Yontem 7: 4-(4-kloro-1,3,5-triazin-2-il)morfolin ara bilesiginin elde edilmesinde kullanilan

sentez yontemi (Bilesik 69)

2,4-Dikloro-1,3,5-triazinin (1,33 mmol) tetrahidrofuran (THF) icerisindeki ¢ozeltisi Gzerine
morfolin (1,73 mmol) damla damla eklendi ve oda sicakliginda karismaya birakildi. 3 saat
sonunda reaksiyon ortami suya alinarak sodyum bikarbonat ile nétralize edildi ve etil asetat

(3x25 ml) ile ekstre edildi, organik faz doymus sulu sodyum kloriir ¢ozeltisi (2x10 ml) ile
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yikandi. Susuz sodyum silfat ile kurutulduktan sonra kuruluga kadar vakum altinda
ucuruldu ve elde edilen ham uriin hekzan:etil asetat (60:40) solvan sistemi kullanilarak

otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastirildi.

Yontem 8: 2,4-Diaminopirimidin_yapisi_yerine 2,4-diaminopiridin ve 2,4-diaminotriazin

tasiyan final bilesiklerin sentez yontemleri (Bilesik 68 ve Bilesik 70)

Yéntem 8a: Bilesik 3a (0,53 mmol) ve 4-bromo-2-morfolinopiridin (0,53 mmol) metil-THF
icerisinde c¢ozllerek azot altinda 15 dakika boyunca degaze edildikten sonra lzerine
sodyum tersiyer bitoksit (t-BuONa) (0,58 mmol) ve Pd(XantPhos)Cl, (0,0053 mmol)
eklenerek 15 dakika daha degaze edildi ve gece boyunca agzi kapatilmis tlpte, 75 °C’lik yag
banyosunda karistirildi. Sire sonunda reaksiyon icerigi balona alindi ve metil-THF dislk
basing altinda ucurularak elde edilen kati suya alindi. Ardindan diklorometan (3x25 ml) ile
ekstre edildi ve organik faz doymus sulu sodyum kloriir ¢ozeltisi (2x10) ile yikandi. Susuz
sodyum silfat ile kurutulduktan sonra kuruluga kadar ucuruldu. Ham drin,
diklorometan:etil asetat (60:40) solvan sistemi kullanilarak otomatik flash kromatografi

yontemi ile saflastirildi (Bilesik 68).

Yéntem 8b: Bilesik 3a (1,18 mmol) tersiyer biitanol icerisine alindiktan sonra (izerine t-BuOK
(2,93 mmol) eklenerek 40 °C’'de 1 saat boyunca karistirildi. Sonrasinda Bilesik 69 (1,77
mmol) eklendi ve 72 saat boyunca karismaya birakildi. Stire sonunda reaksiyon icerigi
amonyum kloriirtin sulu ¢ozeltisine alindi ve etil asetat (3x40 ml) ile ekstre edildi, organik
faz doymus sulu sodyum kloriir ¢ozeltisi (2x10 ml) ile yikandi. Susuz sodyum silfat ile
kurutulduktan sonra kuruluga kadar vakum altinda ucuruldu ve elde edilen ham (riin
diklorometan:etil asetat (60:40) solvan sistemi kullanilarak otomatik flash kromatografi

yontemi ile saflastirildi (Bilesik 70).

Yontem 9: Bilesik 4a’nin tasidigi metoksi grubunun hidrolizi icin kullanilan sentez yontemi

(Bilesik 40)

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4a; 0,44 mmol), azot

atmosferi altinda diklorometan icerisinde ¢6ziildii. Buz banyosunda karistirilirken, bor
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tribromr (BBr3) (1,32 mmol) ilave edildi ve gece boyu karismaya birakildi. Siire sonunda
reaksiyon ortamina 1,5 ml metanol ilave edilerek BBr3'lin fazlasi etkisiz hale getirildi.
Reaksiyon ortami suya bosaltildi ve olusan ¢okelek vakum altinda slizildi, kurutuldu. Elde
edilen ham Urlin, su:asetonitril (40:60) solvan sistemi kullanilarak otomatik preparatif

kromatografi yontemi ile saflagtirildi.

Yontem 10: Koruyucu tersiver butoksi karbonil (Boc) grubunun hidrolizinde kullanilan

sentez yontemi (Bilesik 58)

Tersiyer  butil  4-(4-((3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-il)Jamino)pirimidin-2-il)piperazin-1-
karboksilat bilesigi (0,32 mmol), diklorometan icerisinde c¢o6ziilerek Uzerine 1 ml
trifloroasetik asit eklendikten sonra oda sicakliginda karismaya birakildi. 1 saat sonunda
reaksiyon ortamindaki solvan vakum altinda uzaklastirilip, eter ilave edildi. Sonugta olusan
tuz suya alindi ve 2N sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile ortamin pH’ si bazik degerlere getirildi.

Daha sonra diklorometan (3x25 ml) ile ekstre edildi, organik faz doymus sulu sodyum klorr
¢Ozeltisi (2x10) ile yikandi. Susuz sodyum siilfat ile kurutulduktan sonra kuruluga kadar
ucuruldu. Ham Urin, su:asetonitril (40:60) solvan sistemi kullanilarak otomatik preparatif

kromatografi yontemi ile saflastirildi.

Yontem 11: Bilesik 59’un tasidigi etil esteri grubunun hidrolizinde kullanilan sentez yontemi

(Bilesik 60)

Etil 1-(4-((3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-il)Jamino)pirimidin-2-il)piperidin-4-karboksilat
(Bilesik 59, 0,11 mmol), tetrahidrofuran:su (1:1) karisiminda ¢6zuldi. Lityum hidroksit
monohidrat (LiOH.H,0) ilave edildikten sonra geri ¢eviren sogutucu altinda 5 saat boyunca
isitildi. Stire sonunda reaksiyon ortamindan tetrahidrofuran ucurulup su eklendi ve derisik
hidroklorik asit ¢ozeltisi eklenerek pH degeri 5 oluncaya kadar asitlendirildi. Olusan ¢okelek
su ile yikanarak sizildi. Ham driin, su:asetonitril (40:60) solvan sistemi kullanilarak

otomatik preparatif kromatografi yontemi ile saflastirildi.

Yontem 12: Oncii bilesik BO-264’lin ara zincir azotu siibstitiisyonunda kullanilan genel

sentez yontemleri (Bilesik 77-80)
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Yontem 12a: 3-(4-Metoksifenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (BO-264;
0,28 mmol), azot atmosferi altinda N,N-Dimetilformamit (DMF) icerisinde ¢ozilerek,
sezyum karbonat (Cs,COs) (0,56 mmol) eklendi. 1 saat oda sicakliginda karistirildiktan sonra
iyodometan (CHsl) (0,42 mmol) ilave edilerek 2 saat daha reaksiyona devam edildi. Siire
sonunda reaksiyon icerigi suya bosaltildi. Olusan ¢okelek su ile yikanarak vakum altinda
stzaldi ve kurutuldu. Ham Grin, diklorometan:etil asetat (60:40) solvan sistemi

kullanilarak otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastirildi (Bilesik 77).

Yontem 12b: 3-(4-Metoksifenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (BO-264;
0,28 mmol) DMF icerisinde c¢ozilerek (izerine NaH (1,40 mmol) eklendi. 1 saat oda
sicakhiginda karistirildiktan sonra NaH (1,85 mmol) ile DMF icerisinde noétralize edilen ilgili
kloroetil amonyum tuzu (0,62 mmol) ilave edilip gece boyunca reaksiyona devam edildi.
Sure sonunda reaksiyon icerigi suya bosaltildi. Ardindan etil asetat (3x30 ml) ile ekstre
edildi, organik faz doymus sulu sodyum kloriir ¢ozeltisi (2x10) ile yikandi. Susuz sodyum
silfat ile kurutulduktan sonra kuruluga kadar uguruldu. Ham iriin, diklorometan:metanol
(90:10) solvan sistemi kullanilarak otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastirildi

(Bilesik 78,79).

Yontem 12c: 3-(4-Metoksifenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (BO-264;
0,28 mmol) DMF igerisinde ¢ozilerek tzerine NaH (0,70 mmol) eklendi. 1 saat oda
sicakhginda karistirildiktan sonra kloroasetonitril (1,26 mmol) ilave edilip 40 °C'de 72 saat
boyunca isitildi. Stire sonunda reaksiyon icerigi suya bosaltildi. Olusan ¢okelek su ile
yikanarak vakum altinda stzildi ve kurutuldu. Ham Grin, diklorometan:metanol (96:4)

solvan sistemi kullanilarak otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastirildi (Bilesik 80).
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3.2. Analitik Caligmalar

3.2.1. Erime derecesi tayini

Bilesiklerin erime dereceleri, Stuart SMP50 dijital erime derecesi cihaziyla tayin edildi ve

degerler diizeltiimeden verildi.

3.2.2. 'H-NMR ve 3C-NMR spektrumlan

Sentezlenen final Urlnlerin proton ve karbon niikleer manyetik rezonans (*H-NMR ve 3C-
NMR) spektrumlari DMSO-ds ¢ozeltisi icinde, Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez
Laboratuvari’nda i¢ standart olarak kullanilan tetrametilsilan ile Varian Mercury 400 Digital
FT-NMR Spektrometresinde *H-NMR icin 400 MHz, 13C-NMR spektrumu icin 100 MHz ve
Bruker AvanceNeo 500 MHz NMR Spektrometresinde *H-NMR icin 500 MHz, *C-NMR

spektrumu icin 125 MHz frekansta c¢ekildi.

Sentezlenen ara Uriinlerin *H-NMR spektrumlari ise; DMSO-ds ¢ozeltisi icinde Gazi
Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Bélimii Merkez Laboratuvar’nda i¢ standart olarak
kullanilan tetrametilsilan ile Bruker Ultrashield 300 MHz Sivi NMR Spektrometresi’nde 300
MHz, Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda i¢c standart olarak
kullanilan tetrametilsilan ile Varian Mercury 400 Digital FT-NMR Spektrometresinde H-
NMR icin 400 MHz ve Bruker AvanceNeo 500 MHz NMR Spektrometresinde ise *H-NMR i¢in
500 MHz frekansta cekildi.

Kimyasal kayma degerleri ppm (6) olarak ifade edildi. Eslesme sabitleri ise Hertz (Hz) olarak

verildi.

3.2.3. HRMS spektrumlari

Sentezlenen bilesiklerin yiiksek ¢ozinirlikli kitle spektroskopisi (HRMS) spektrumlari
metanol icerisindeki ¢cozeltilerinden pozitif iyon (ESI+) ve negatif iyon (ESI-) elektrosprey

iyonizasyon teknikleri ile Waters LCT Premier XE UPLC/MS-TOF sistemi ile MassLynx 4.1
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yazihmi ve Agilent Technologies 6550 iFunnel Q-TOF LC/MS sistemi kullanilarak alindi.
UPLC/MS-TOF sisteminde; sabit faz olarak Aquitiy BEH C18 kolon (2,1*100 mm 1,7 uM, akis
hizi 0,25 ml/dakika), hareketli faz olarak formik asit iceren (% 0,1) CH3CN:H20 (% 1-% 90)
gradient ¢ozlich sistemi kullanilirken, Q-TOF LC/MS analizlerinde Aquitiy BEH C18 kolon
(2,1*¥50 mm 1,7 uM, akis hizi 0,40 ml/dakika), hareketli faz olarak formik asit iceren (% 0,1)
MeOH:H20 (% 1-% 90) gradient ¢ozlicl sistemi kullaniimistir.
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3.3. Biyolojik Calismalar

Sentezlenen bilesiklerin biyolojik aktivite ¢calismalari Bilkent Universitesi’nde Dog. Dr. Ozgiir

SAHIN danismanhgindaki Ozge AKBULUT tarafindan gergeklestirilmistir.

3.3.1. Hiicre kulturu

JIMT-1, HCT-116, HT-29 ve RKO hiicre hatlari; haftada 2-3 defa pasajlanmak lizere % 5 CO;
ve 37 °C sicaklik ortaminda 100 mm’lik petri kaplarinda gogaltiimistir. JIMT-1 ve RKO
hiicreleri %10 FBS (Fetal Bovine Serum), % 1 NEAA (Non-Essential Amino Acids) ve % 1
Penisilin/Streptomisin iceren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) besiyerinde;
HCT-116 ve HT-29 hiicreleri % 10 FBS, % 1 NEAA, % 1 Penisilin/Streptomisin, iceren McCoy’s

5A Modified Medium besiyerinde buyGtilmustir.

3.3.2. Hiicre canlihgi deneyleri

Hiicre canlihgl deneyleri icin; 96-kuyucuklu plakalara her grupta lgcer tekrar olacak sekilde
kuyucuk basina JIMT-1 hiicre hattiicin 3 000 hiicre; HCT-116 ve HT-29 hiicre hattiicin 4 000
hiicre ve RKO hiicre hattiicin 5 000 hiicre ekilmistir. Ekimden 24 saat sonra hiicrelere, test
edilmek istenen bilesik veya inhibitér 0,01; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5; 1; 5; 10 ve 100 uM
konsantrasyonlarda verilmis ve uygulamadan 72 saat sonra Silforadamin B (SRB) testi
kullanilarak hiicre canliligi 6lcim yapiimistir. Hicreler 6nce % 25 trikloroasetik asit (TCA)
ile + 4°C de 1 saat fikse edilmis, sonrasinda 5 kere ddH,O ile yikanmistir. Daha sonra
hiicreler SRB ile 30 dakika boyunca oda sicakliginda boyanmis ve fazla olan boya % 1 asetik
asit ile yikanmistir. Canli hiicrelere baglanan boyayi ¢cézmek icin; hiicreler 10 mM Tris bazi
ile 15 dakika inklbe edildikten sonra 554 nm’de absorbans degerleri olcilmistir. Bilesik
uygulanan kuyucuklardan alinan sinyaller, kontrol grubundan alinan sinyallere gore

normallestirilerek hesaplanmistir. Calismada kontrol grubu olarak DMSO kullaniimistir.
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3.3.3. Hedef duyarh bilesik afinite testleri (DARTS)

HCT-116 hicreleri % 70-80 konfluansa gelene kadar buydtillip DARTS liziz tamponu
kullanilarak pargalanmistir. Hiicre lizati-etken bilesik karisimlari, baglanmaya izin vermek
icin 20 dakika boyunca oda sicakhiginda inkiibe edilmistir. Her numune; 2 pl 8 ng/ul’lik
pronaz ¢oOzeltisi veya sadece tampon c¢ozeltisi ile karistiriip oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Protein sindirimi, 2 pl proteaz inhibitéri eklenerek ve 10 dakika buz tzerinde
bekletilerek durdurulmustur. Sonrasinda lizatlar 8 pul 4X SDS tamponu ile karistirihp 70 °C'de
10 dakika isitilmistir. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamit Jel Elektroforez), anti-
TACC3 ve anti-CDK4 antikoru ile birlikte negatif kontrol olarak kullanildi.

3.3.4. Western blot analizi

Protein orneklerinin konsantrasyonu ve yiikleme miktarlari, 4X protein yikleme boyasi ve
RIPA ¢ozeltisi kullanilarak dengelenmistir. Ardindan 6rnekler 95 °C’de 3-5 dakika boyunca
inklibe edilmistir. Poliakrilamit bazh stacking ve resolving jelleri hazirlandiktan sonra
kuyucuk basina 10-20 pg protein 6rnegi yiklenmistir. Daha sonra, proteinler PVDF
membranina blot edilip, transfer islemi tamamlandiktan sonra PVDF (Poliviniliden flGorir)
membrani Ponceau S sollisyonu ile boyanmis ve istenilen proteinler molekiler agirlk
belirteglerine gore kesilmistir. Kesilen membranlarin bloklama islemi, % 5 (kitle/hacim)
sUt:TBS-T (Tris-buffered saline-Tween 20) veya % 5 (kutle/hacim) BSA:TBS-T
sollisyonlarinda oda sicakliginda 1 saat slireyle gerceklestirilmistir. Ardindan membranlar
primer antikorlar kullanilarak oda sicakliginda 1 saat veya gece boyunca +4 °C’de inkiibe
edilmistir. Primer antikor inkiibasyonundan sonra membranlar 1X TBS-T ile yikanmis ve
ardindan sekonder antikorlar kullanilarak oda sicakliginda 1 saat veya gece boyunca +4
°C'de inkiibe edilmistir. Daha sonrasinda membranlar tekrardan 1X TBS-T ile yikanmistir.
Enhanced chemiluminescence (ECL) solisyonu membranlara uygulanip, protein

seviyelerini temsil eden sinyaller, Amersham goriintileyici ile elde edilmistir.
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3.4. in Vitro ADME ve Biyoyararlanim Galismalari

3.4.1. Oncii bilesik BO-264 ve BO-264 tiirevi bilesiklerin in vitro ADME ¢alismalari

Oncii bilesik BO-264"{in in vitro ADME profiline yénelik calismalar tarafimizdan tasarlanmig
ve Chicago lllinois Universitesi'nden (USA), metabolit tayini calismalari Syngene
International Limited’ten (Hindistan) hizmet alimi olarak gerceklestirilmistir. Tez dahilinde
sentezlenen bazi analoglarin ise; karaciger mikrozomlarindaki stabilite ¢alismalari ve Bilesik
89’un fizikokimyasal 6zelliklerine yonelik ayrintili galismalar Eurofins Discovery Company
(USA), Syngene International Limited (Hindistan) ve Pharmaron Technology
Development’dan (Ningbo, Cin) hizmet alimi olarak gergeklestirilmistir. Gergeklestirilen

analizler igin 6zet protokoller asagida 6rneklendirilmistir.

Kinetik coziintirlik tayini

Test bilesiginin belirlenen konsantrasyonlardaki (200 uM) kinetik ¢coziintrliglu fosfat
tamponunda (pH= 7,4), simile edilmis gastrik sivida (SGF; pH 1,2) veya simiile edilmis
intestinal sivida (SiF, pH 6,8) degerlendirilmistir. Tim analizler ¢alkalama (shake-flask)
yontemi ile 25 °C'de 24 saat boyunca gergeklestirilmis ve testler iki kez tekrarlanmistir.
Olciimler UV-VIS spektroskopisi ile gerceklestirilmistir. Suda c¢coziinirlik (uM), organik
¢ozlcl (metanol/su, 60/40, v/v) iceren bir kalibrasyon standartina ait (200 uM) ana pikin

pik alani ile tampon ¢ozelti 6rnegindeki pikin pik alani ile karsilagtirilarak belirlenmistir.

LogD tayini

Dagilim katsayisi (LogD) doygun oktanol/sodyum fosfat tamponu (50 mM, pH 7,4) (1:1)
karisiminda belirlenmistir. Test bilesiginin farkh final konsantrasyonlardaki (100; 50; 25;
12,5; 6,25; 1 uM) ornekleri 1 saat 25 °C'de, Verapamil ve Atenolol bilesiklerine karsi inkiibe
edilmis, tim bilesiklerin dagilim katsayilari hem organik hem de sulu fazda bulunan madde
konsantrasyonlarinin UV-VIS spektroskopisi ile oOlcimi sonucu belirlenmistir. Tim

inklibasyonlar 3 tekrar olarak gerceklestirilmistir.
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Plazma proteinlerine baglanma tayini

Test bilesiginin (final konsantrasyon 1 uM), tiire 6zgi plazmada solliisyonu hazirlanmistir.
Bu sollisyon, bir denge diyaliz sisteminde membranin bir tarafina eklenirken, tampon
sollisyonu diger tarafa eklenmis ve sistemin 37 ° C'de dengeye ulagmasina izin verilmistir.
Membranin her iki tarafindaki bilesik konsantrasyonu, LC-MS/MS ile ol¢lilmis ve

baglanmamis bilesigin fraksiyonu hesaplanmistir.

Caco-2 permeabilite tayini

Test bilesigi (10 uM final konsantrasyon), tek katmanda birlesen Caco-2 hiicrelerinin apikal
tarafina 0,5 ml ve bazolateral tarafina 1,5 ml olacak sekilde eklenmis ve 37 ° C'de 2 saat
inkibasyona birakilmistir. Bu siire icerisinde 30, 60, 90 ve 120’nci dakikalarda numuneler
toplanmis ve gecirgenlik, LC-MS/MS kullanilarak katmanlar arasinda test bilesiginin

gorlinimi izlenerek olgllmustir.

Mikrozomal stabilite tayini

Test bilesigi (1 uM), ilgili tlirtin karaciger mikrozomlari (0,5 mg/ml) ile 37 ° C'de 45 dakikalik
bir deney boyunca farkli zaman noktalarinda (0, 5,10, 15, 30 ve 45’inci dakikalar) inkibe
edilmistir. Bu zaman araliklarinda alinan numuneler, LC-MS/MS ile analiz edilip ti2 ve

klirens degerleri (CLint) hesaplanmistir.

hERG inhibisyonu tayini

hERG potasyum kanalini eksprese eden HEK-293 hiicre hatti (izerinde, test bilesigi bes farkl
konsantrasyonda (30; 10; 3,33; 1,1 ve 0,37 uM) inkibe edilmis ve akim uygulanmistir.
inkiibasyondan onceki akimda meydana gelen degisim yiizdesel olarak belirlenmis ve

olusturulan doz cevap egrisi ile ICso degeri hesaplanmistir. Deneyler iki kez tekrar edilmistir.
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Sitokrom P450 (CYP450) inhibisyonu tayini

Test bilesigi farkli konsantrasyonlarda (0,1 uM - 30 uM), sitokrom P450 izoformuna 6zgi
substrat (1uL) varhginda insan karaciger mikrozomlari (0,2 mg/ml) ve NADPH ile inklibe
edilerek; CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4-
T ve CYP3A4-M'ye 6zgl reaksiyonlar icin olusan metabolitler; UPLC/MS/MS ile izlenmis ve

ICso degerleri hesaplanmistir.

Metabolit Tayini Calismalari

10 uM konsantrasyondaki test bilesigi ile inkiibe edilen insan karaciger hiicrelerinden 0, 60
ve 120’nci dakikalarda alinan 6rneklerde, LC-HRMS/MS (AB Sciex Triple TOF 5600+ (HRMS);
HPLC: Agilent 1290 Infinity 1) analizi yardimiyla metabolit tayini gerceklestirilmistir. Elde

edilen sonuglar, beklenen metabolitlerin kltle pargalanma Urinlerine gére yorumlanmistir.

3.4.2. Oncii bilesik BO-264 ve Bilesik 89’un in vivo farmakokinetik ¢alismalari

BO-264 bilesiginin in vivo farmakokinetik ¢alismalari Chicago lllinois Universitesi’'nde (USA)
gerceklestirilmistir. Calismalar; disi CD-1 farelerde, tek doz 5 mg/kg intravenoz (IV) ve tek
doz 25 mg/kg oral (PO) olarak gergeklestirilmistir. IV formulasyon olarak % 0,05 HPMC, 2N
HCI (pH 1-2) kullanilirken, PO formlasyon; % 0,05 HPMC, 0,3 g Tween 80, 2N HCl (pH 1-2)
olacak sekilde ayarlanmistir. Belirlenen zaman araliklari basinda (0, 5, 15, 30, 60, 120, 240
ve 360 dakika) Ucer fareden kan ornekleri toplanmistir. Toplanan tim o6rneklerde
plazmadaki BO-264 konsantrasyonlari 6lciimleri LC-MS yontemi ile yapilmis (Shimadzu LC-
MS 8050, Shimadzu Corp., Kyoto, Japonya) ve ilgili farmakokinetik parametreler Phoenix

WinNonlin'i (versiyon 6.2) sistemi kullanarak belirlenmistir.

Bilesik 89’un ise biyoyararlanim calismalari ise Pharmaron Technology Development
(Beijing, Cin) tarafindan gerceklestirilmistir. Calismalarda; erkek CD-1 farelerde tek doz 50
mg/kg oral yoldan 2 farkli formilasyon (POa ve POg) kullaniimistir. POaformilasyonu; % 50
PEG400, % 50 100 mM pH 4 asetat tamponu (% 40 Cremophor RH40 iceren), POs
formilasyonu ise; % 50 Susam vyagi, % 30 Cremophor RH40, % 20 PEG400 seklinde
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uygulanmistir. Belirlenen zaman araliklari basinda (0,25; 0,5; 1; 2; 4; 7 ve 24 saat) 3’er
fareden kan ornekleri toplanmistir. Toplanan tiim orneklerde plazmadaki Bilesik 89
konsantrasyonlarinin élglimleri LC-MS-MS yéntemi ile yapilmis (Shimadzu LC-40D X3 CN)

ve ilgili farmakokinetik parametreler i¢ standart yontemi kullanilarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kimyasal Bulgular

Etil 4-metoksibenzoat (Bilesik 1a)

o
~o0

4-Metoksibenzoik asitten hareketle 3.1.2.'de belirtilen genel sentez yontemi 1a’ya gore

sentezlendi (Verim: % 86). CAS: 94-30-4. CioH1303 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
181,0865; bulunan: 181.0858.

Etil 4-propoksibenzoat (Bilesik 1f)

/©)J\o/\
\/\O

4-Propoksibenzoik asitten hareketle 3.1.2.'de belirtilen genel sentez yontemi 1a’ya gore

sentezlendi (Verim: % 80). CAS: 100256-94-8. CizH1703 icin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 209,1178; bulunan: 209,1168.

Etil 4-florobenzoat (Bilesik 1g)

F

4-Florobenzoik asitten hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi la’ya gore

sentezlendi (Verim: % 74). CAS: 451-46-7. CoH10FO3 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
169,0665; bulunan: 169,0660.
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Etil 4-klorobenzoat (Bilesik 1h)

/@)’LO/\
Cl

4-Klorobenzoik asitten hareketle 3.1.2.'de belirtilen genel sentez yontemi 1a’ya gore

sentezlendi (Verim: % 97). CAS: 7335-27-5. CoH10ClOz i¢in; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
185,0369; bulunan: 185,0363.

Etil 4-metilbenzoat (Bilesik 1i)

O

/@)LO/\
HsC

4-Metilbenzoik asitten hareketle 3.1.2.'de belirtilen genel sentez yontemi 1a’ya gore
sentezlendi (Verim: % 89). CAS: 94-08-6. CioH130: icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
165,0916; bulunan: 165,0913.

Etil 4-etilbenzoat (Bilesik 1j)

@]
\/@)\o/\

4-Etilbenzoik asitten hareketle 3.1.2.'de belirtilen genel sentez yontemi 1a’ya gore
sentezlendi (Verim: % 89). CAS: 36207-13-3. C11H1502icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
179,1072; bulunan: 179,1058.
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Etil 4-izopropilbenzoat (Bilesik 1k)

o)
o ™

4-izopropilbenzoik asitten hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez ydontemi 1a’ya goére
sentezlendi (Verim: % 57). CAS: 19024-50-1. C12H1702icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
193,1229; bulunan: 193,1221.

Etil 4-(triflorometil)benzoat (Bilesik 11)

@]

/@')LO/\
FsC

4-(Triflorometil)benzoik asitten hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 1a’ya
gore sentezlendi (Verim: % 72). CAS: 583-02-8. CigH10F302 icin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 219,0633; bulunan: 219,0634.

Etil 4-(diflorometoksi)benzoat (Bilesik 1n)

4-(Diflorometoksi)benzoik asitten hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 1a’ya
gore sentezlendi (Verim: % 88). CAS: 773134-78-4. C10H11F203 igin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 217,0676; bulunan: 217,0669.
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Etil 4-(triflorometoksi)benzoat (Bilesik 10)

o

/@)’Lo/\
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4-(Triflorometoksi)benzoik asitten hareketle 3.1.2.”de belirtilen genel sentez yontemi 1a’ya
gore sentezlendi (Verim: % 94). CAS: 587-18-8. CigH10F30s3 icin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 235,0582; bulunan: 235,0586.

Etil 4-(metiltivo)benzoat (Bilesik 1p)

o ™
s

4-(Metiltiyo)benzoik asitten hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 1a’ya gore

sentezlendi (Verim: % 84). CAS: 1778-10-5. C10H1305S icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
197,0636; bulunan: 197,0634.

Etil 5-metoksipikolinat (Bilesik 1r)

S o

3-Metoksi-5-piridinkarboksilik asitten hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi
1b’ye gore sentezlendi (Verim: % 75). CAS: 40473-03-8. CoH12NO3 i¢in; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 182,0817; bulunan: 182,0809.
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Etil 6-metoksinikotinat (Bilesik 1s)

2-Metoksi-5-piridinkarboksilik asitten hareketle 3.1.2.”de belirtilen genel sentez yéntemi
1b’ye gore sentezlendi (Verim: % 81). CAS: 74925-37-4. CsH1;NOs igin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 182,0817; bulunan: 182,0810.

Etil benzol[d][1,3]dioksol-5-karboksilat (Bilesik 1t)

O
0 o~
Y

Benzo[d][1,3]dioksol-5-karboksilik asitten hareketle 3.1.2.'de belirtilen genel sentez

yontemi 1a’ya gore sentezlendi (Verim: % 78). CAS: 6951-08-2. C1oH110a4 igin; HRMS (m/z)
[M+H]* hesaplanan: 195,0657; bulunan: 195,0653.

Etil 2,3-dihidrobenzofuran-5-karboksilat (Bilesik 1u)

@ij*“\
(0]

2,3-Dihidrobenzofuran-5-karboksilik asitten hareketle 3.1.2.°de belirtilen genel sentez

yontemi 1a’ya gore sentezlendi (Verim: % 80). CAS: 83751-12-6. C11H1303icin; HRMS (m/z)
[M+H]* hesaplanan: 193,0865; bulunan: 193,0860.



78

Etil 2,2-diflorobenzo|d][1,3]dioksol-5-karboksilat (Bilesik 1v)

0
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2,2-Diflorobenzo[d][1,3]dioksol-5-karboksilik asitten hareketle 3.1.2.'de belirtilen genel

sentez yontemi l1la’ya gore sentezlendi (Verim: % 77). CAS: 157489-19-5. C1oHoF,04 igin;
HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 231,0469; bulunan: 231,0469.

Etil 3-kloro-4-metoksibenzoat (Bilesik 1x)

3-Kloro-4-metoksibenzoik asitten hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 1a’ya
gore sentezlendi (Verim: % 93). CAS: 14670-04-3. Ci0H12ClO3 igin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 215,0475; bulunan: 215,0474.

Etil 3-floro-4-metoksibenzoat (Bilesik 1y)

3-Floro-4-metoksibenzoik asitten hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 1a’ya
gore sentezlendi (Verim: % 95). CAS: 170645-87-1. CioH12FOs3 igin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 199,0770; bulunan: 199,0762.
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Etil 3,5-difloro-4-metoksibenzoat (Bilesik 1z)

3,5-Difloro-4-metoksibenzoik asitten hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi
la’ya gore sentezlendi (Verim: % 95). CAS: 1256482-44-6. CioH11F203 igin; HRMS (m/z)
[M+H]* hesaplanan: 217,0676; bulunan: 217,0669.

2-Bromo-1-(2-floro-4-metoksifenil)etan-1-on (Bilesik 30)

o]

~o F

1-(2-Floro-4-metoksifenil)etan-1-ondan hareketle 3.1.2.’de belirtilen sentez yéntemi 2’ye
gore sentezlendi (Verim: % 81). CAS: 157014-35-2. Erime derecesi: 68,7-70,7 °C [Lit. E.D: 66
°C][118]. CoH9BrFOzicin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 246,9770; bulunan: 246,9775.

Metil 2,3-difloro-4-metoksibenzoat (Bilesik 35)

2,3-Difloro-4-metoksibenzoik asitten hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi
1la’ya gore sentezlendi (Verim: % 96). CAS: 544704-78-1. Erime derecesi: 91,6-93,6 °C
CoHoF,03icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 203,0520; bulunan: 203,0516.
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3-(4-Metoksifenil)-3-oksopropanitril (Bilesik 2a)

O

CN
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Etil 4-metoksibenzoattan (Bilesik 1a) hareketle 3.1.2.'de belirtilen genel sentez yéntemi
3a’ya gore sentezlendi (Verim: % 77). CAS: 3672-47-7. Erime derecesi: 126,5-127,4 °C [Lit.
E.D: 123-126 °C][119]. C10HsNOz icin; HRMS (m/z) [M-H] hesaplanan: 174,0561; bulunan:
174,0564.

3-(3-Metoksifenil)-3-oksopropanitril (Bilesik 2b)

Etil 3-metoksibenzoattan hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 3a’ya gore

sentezlendi (Verim: % 66). CAS: 21667-60-7. Erime derecesi: 86,2-86,9 °C [Lit. E.D: 87,3-88,2
°C][120]. C10HsNOz icin; HRMS (m/z) [M-H] hesaplanan: 174,0561; bulunan: 174,0560.

3-(2-Metoksifenil)-3-oksopropanitril (Bilesik 2c)

0O

@(U\/CN
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Etil 2-metoksibenzoattan hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 3a’ya gore
sentezlendi (Verim: % 67). CAS: 35276-83-6. Erime derecesi: 85,2-86,8 °C [Lit. E.D: 87-88
°C][121]. C1oHsNOz icin; HRMS (m/z) [M-H] hesaplanan: 174,0561; bulunan: 174,0554.
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3-(4-Etoksifenil)-3-oksopropanitril (Bilesik 2e)

O
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Etil 4-metoksibenzoattan hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 3a’ya gore
sentezlendi (Verim: % 57). CAS: 54605-62-8. Erime derecesi: 119,5-121,4 °C. C11H10NOz igin;
HRMS (m/z) [M-H] hesaplanan: 188,0712; bulunan: 188,0718. 'H-NMR Spektrumu (300
MHz, DMSO-de): & 1,33 (3H, t, J= 7,5 Hz); 4,13 (2H, q, J= 7,5 Hz); 4,69 (2H, s); 7,07 (2H, d, J=
6,0 Hz); 7,88 (2H, d, J= 6,0 Hz).

3-0kso-3-(4-propoksifenil)propanitril (Bilesik 2f)
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Etil 4-propoksibenzoattan (Bilesik 1f) hareketle 3.1.2.”de belirtilen genel sentez yontemi
3a’ya gore sentezlendi (Verim: % 76). CAS: 1071325-08-0. Erime derecesi: 83,3-84,8 °C.
C12H12NO3 icin; HRMS (m/z) [M-H] hesaplanan: 202,0868; bulunan: 202,0877. *H-NMR
Spektrumu (300 MHz, DMSO-dg): 6 0,98 (3H, t, J= 8,0 Hz); 1,69-1,81 (1H, s); 4,04 (2H, t, J=
8,0 Hz); 4,68 (2H, s); 7,08 (2H, d, J= 9,0 Hz); 7,90 (2H, d, J= 9,0 Hz).

3-(4-Florofenil)-3-oksopropanitril (Bilesik 2g)
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Etil 4-florobenzoattan (Bilesik 1g) hareketle 3.1.2.”de belirtilen genel sentez yontemi 3a’ya
gore sentezlendi (Verim: % 64). CAS: 4640-67-9. Erime derecesi: 77,1-78,3 °C [Lit. E.D: 75-
77 °C][122]. CoHsFNO i¢in; HRMS (m/z) [M-H] hesaplanan: 162,0355; bulunan: 162,0361.
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3-(4-Klorofenil)-3-oksopropanitril (Bilesik 2h)
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Etil 4-klorobenzoattan (Bilesik 1h) hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 3a’ya
gore sentezlendi (Verim: % 83). CAS: 4640-66-8. Erime derecesi: 124,5-125,9 °C [Lit. E.D:
125-127 °C][123]. CoHsCINO igin; HRMS (m/z) [M-H]" hesaplanan: 178,0060; bulunan:
178,0071.

3-Okso-3-(p-tolil)propanitril (Bilesik 2i)
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Etil 4-metilbenzoattan (Bilesik 1i) hareketle 3.1.2."de belirtilen genel sentez yontemi 3a’ya
gore sentezlendi (Verim: % 62). CAS: 7391-28-8. Erime derecesi: 98,2-99,0 °C [Lit. E.D: 99-
100 °C][124]. C10HsNO igin; HRMS (m/z) [M-H] hesaplanan: 158,0606; bulunan: 158,0616.

3-(4-Etilfenil)-3-oksopropanitril (Bilesik 2j)
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Etil 4-etilbenzoattan (Bilesik 1j) hareketle 3.1.2.”de belirtilen genel sentez yontemi 3a’ya
gore sentezlendi (Verim: % 52). CAS: 96220-15-4. Erime derecesi: 101,0-102,1 °C. C11H1o0NO
icin; HRMS (m/z) [M-H] hesaplanan: 172,0762; bulunan: 172,0774. 'H-NMR Spektrumu
(300 MHz, DMSO-ds): & 1,20 (3H, t, J= 8,0 Hz); 2,70 (2H, g, J= 8,0 Hz); 4,75 (2H, s); 7,42 (2H,
d, J=9,0 Hz); 7,87 (2H, d, J= 9,0 Hz).
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3-(4-izopropilfenil)-3-oksopropanitril (Bilesik 2k)

]
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Etil 4-izopropilbenzoattan (Bilesik 1k) hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi
3a’ya gore sentezlendi (Verim: % 65). CAS: 199102-70-0. Erime derecesi: 86,3-87,6 °C.
C12H12NO icin; HRMS (m/z) [M-H] hesaplanan: 186,0919; bulunan: 186,0930. 'H-NMR
Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): & 1,21 (3H, s); 1,23 (3H, s); 2,94-3,03 (1H, s); 4,75 (2H, s);
7,44 (2H, d, J= 6,0 Hz); 7,87 (2H, d, J= 6,0 Hz).

3-0kso-3-(4-(triflorometil)fenil)propanitril (Bilesik 2I)

o
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Etil 4-(triflorometil)benzoattan (Bilesik 1I) hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez
yontemi 3a’ya gore sentezlendi (Verim: % 81). CAS: 71682-94-5. Erime derecesi: 43,8-44,2
°C [Lit. E.D: 43-45 °C][119]. C10HsFsNO icin; HRMS (m/z) [M-H] hesaplanan: 212,0323;
bulunan: 212,0334.

3-(4-(1,1-Difloroetil)fenil)-3-oksopropanitril (Bilesik 2m)

0
CN

Etil 4-(1,1-difloroetil)benzoattan hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 3a’ya
gore sentezlendi (Verim: % 67). Erime derecesi: 71,0-72,5 °C. C11HsF2NO igin; HRMS (m/z)
[M-H] hesaplanan: 208,0574; bulunan: 208,0581. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-
ds): 6 2,00 (3H, t, J= 12,0 Hz); 4,80 (2H, s); 7,76 (2H, d, J=9,0 Hz); 8,04 (2H, d, J= 9,0 Hz).
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3-(4-(Diflorometoksi)fenil)-3-oksopropanitril (Bilesik 2n)
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Etil 4-(diflorometoksi)benzoattan (Bilesik 1n) hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez
yontemi 3a’ya gore sentezlendi (Verim: % 80). CAS: 1017036-63-3. Erime derecesi: 84,7-
85,3 °C. C10HsF2NOz icin; HRMS (m/z) [M-H] hesaplanan: 210,0367; bulunan: 210,0376. *H-
NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): & 4,75 (2H, s); 7,35 (2H, d, J= 9,0 Hz); 7,45 (2H, d, J=
75,0 Hz); 8,02 (2H, d, J= 9,0 Hz).

3-0Okso-3-(4-(triflorometoksi)fenil)propanitril (Bilesik 20)
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Etil 4-(triflorometoksi)benzoattan (Bilesik 10) hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez
yontemi 3a’ya gore sentezlendi (Verim: % 42). CAS: 122454-46-0. Erime derecesi: 78,0-78,8
°C [Lit. E.D: 74-75,4 °C][125]. CioHsF3NO3 icin; HRMS (m/z) [M-H] hesaplanan: 228,0272;
bulunan: 228,0280.

3-(4-(Metiltiyo)fenil)-3-oksopropanitril (Bilesik 2p)

O
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Etil 4-(metiltiyo)benzoattan (Bilesik 1p) hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi
3a’ya gore sentezlendi (Verim: % 57). CAS: 1344045-96-0. Erime derecesi: 96,4-96,9 °C [Lit.
E.D: 97-97,5 °C][126]. C10HsNOS icin; HRMS (m/z) [M-H] hesaplanan: 190,0327; bulunan:
190,0336.
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3-(4-(Dimetilamino)fenil)-3-oksopropanitril (Bilesik 2q)
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Etil 4-(dimetilamino)benzoattan hareketle 3.1.2.”de belirtilen genel sentez yontemi 3a’ya
gore sentezlendi (Verim: % 50). CAS: 70988-03-3. Erime derecesi: 168,1-168,9 °C [Lit. E.D:
164-165 °C][127]. C11H13N20 icin; HRMS (m/z) [M+H]*hesaplanan: 189,1028; bulunan:
189,1027.

3-(5-Metoksipiridin-3-il)-3-oksopropanitril (Bilesik 2r)
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Etil 5-metoksipikolinattan (Bilesik 1r) hareketle 3.1.2.”de belirtilen genel sentez yontemi
3a’ya gore sentezlendi (Verim: % 53). Erime derecesi: 155,2-156,7 °C. CgHoN;O; icin; HRMS
(m/z) [M+H]* hesaplanan: 177,0664; bulunan: 177,0665. *H-NMR Spektrumu (300 MHz,
DMSO-ds): 6 3,96 (3H, s); 4,75 (2H, s); 6,98 (1H, d, J=9,0 Hz); 8,17 (1H, dd, J=9,0 Hz, J= 3,0
Hz); 8,80 (1H, d, J= 3,0 Hz).

3-(6-Metoksipiridin-3-il)-3-oksopropanitril (Bilesik 2s)

CN

Etil 6-metoksinikotinattan (Bilesik 1s) hareketle 3.1.2."de belirtilen genel sentez yontemi
3a’ya gore sentezlendi (Verim: % 49). CAS: 932040-51-2. Erime derecesi: 99,0-100,9 °C.
CoHoN203 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 177,0664; bulunan: 177,0662. 'H-NMR
Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 3,94 (3H, s); 4,66 (2H, s); 7,60 (1H, dd, J= 9,0 Hz, J= 3,0
Hz); 8,04 (1H, d, J= 9,0); 8,42 (1H, d, J= 3,0 Hz).
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3-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-3-oksopropanitril (Bilesik 2t)

0]
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Etil benzo[d][1,3]dioksol-5-karboksilattan (Bilesik 1t) hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel
sentez yontemi 3a’ya gore sentezlendi (Verim: % 36). CAS: 96220-14-3. Erime derecesi:

128,9-130,0 °C (dekompoze) [Lit. E.D: 131-133 °C][128]. C10HeNOs icin; HRMS (m/z) [M-H]
hesaplanan: 188,0348; bulunan: 188,0359.

3-(2,3-Dihidrobenzofuran-5-il)-3-oksopropanitril (Bilesik 2u)
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Etil 2,3-dihidrobenzofuran-5-karboksilattan (Bilesik 1u) hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel
sentez yontemi 3a’ya gore sentezlendi (Verim: % 66). CAS: 1248784-44-2. Erime derecesi:
144,6-146,3 °C. C11H1oNO; icin; HRMS (m/z) [M-H]* hesaplanan: 188,0712; bulunan:
188,0710. *H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 3,23 (2H, t, J= 8,8 Hz); 4,63 (2H, s);
4,65 (2H, t, J= 8,8 Hz); 6,89 (1H, d, J= 8,2 Hz); 7,75 (1H, dd, J= 8,2 Hz, J=1,5 Hz); 7,75 (1H, d,
J=1,5Hz).

3-(2,2-Diflorobenzo[d][1,3]dioksol-5-il)-3-oksopropanitril (Bilesik 2v)
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Etil 2,2-diflorobenzo[d][1,3]dioksol-5-karboksilattan (Bilesik 1v) hareketle 3.1.2.'de
belirtilen genel sentez yontemi 3a’ya gore sentezlendi (Verim: % 52). CAS: 267880-89-7.
Erime derecesi: 88,2-89,5 °C. C1oH4NOs icin; HRMS (m/z) [M-H] hesaplanan: 224,0159;
bulunan: 224,0217. *H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 4,74 (2H, s); 7,61 (1H, d, J=
8,8 Hz); 7,87 (1H, dd, J= 8,8 Hz, J= 1,6 Hz); 7,95 (1H, d, J= 1,6 Hz).



87

3-(3,4-Dimetoksifenil)-3-oksopropanitril (Bilesik 2w)

O

Etil 3,4-dimetoksibenzoattan hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 3a’ya gore
sentezlendi (Verim: % 50). CAS: 4640-69-1. Erime derecesi: 135,9-137,0 °C [Lit. E.D: 134,4-
135,7 °C][129]. Ci1H1oNOs igin; HRMS (m/z) [M-H] hesaplanan: 204,0661; bulunan:
204,0672.

3-(3-Kloro-4-metoksifenil)-3-oksopropanitril (Bilesik 2x)

O
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Etil 3-kloro-4-metoksibenzoattan (Bilesik 1x) hareketle 3.1.2.'de belirtilen genel sentez
yontemi 3a’ya gore sentezlendi (Verim: % 42). CAS: 1243822-62-9. Erime derecesi: 100,7-
101,5 °C. C10H9CINO; icin; HRMS (m/z) [M-H]* hesaplanan: 210,0322; bulunan: 210,0318.

1H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): § 3,97 (3H, s); 4,73 (2H, s); 7,33 (1H, d, J= 9,0 Hz);
7,92-8,00 (2H, m).

3-(3-Floro-4-metoksifenil)-3-oksopropanitril (Bilesik 2y)

0]
F CN
o
Etil 3-floro-4-metoksibenzoattan (Bilesik 1y) hareketle 3.1.2.'de belirtilen genel sentez
yontemi 3a’ya gore sentezlendi (Verim: % 83). CAS: 898786-96-4. Erime derecesi: 117,3-
118,5 °C. C10H7FNO2icin; HRMS (m/z) [M-H] hesaplanan: 192,0461; bulunan: 192,0473. *H-

NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 3,95 (3H, s); 4,71 (2H, s); 7,34 (1H, t, J= 9,0 Hz);
7,75-7,82 (2H, m).



88

3-(3,5-Difloro-4-metoksifenil)-3-oksopropanitril (Bilesik 2z)

]

Etil 3,5-difloro-4-metoksibenzoattan (Bilesik 1z) hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez
yontemi 3a’ya gore sentezlendi (Verim: % 41). CAS: 1290181-16-6. Erime derecesi: 89,6-
91,2 °C. C10HsF2NOz i¢in; HRMS (m/z) [M-H] hesaplanan: 210,0367; bulunan: 210,0378. *H-
NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): & 4,07 (3H, s); 4,71 (2H, s); 7,73 (2H, d, J= 9,0 Hz).

3-(2-Floro-4-metoksifenil)-3-oksopropanitril (Bilesik 31)
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2-Bromo-1-(2-floro-4-metoksifenil)etan-1-ondan (Bilesik 30) hareketle 3.1.2.’de belirtilen
genel sentez yontemi 3b’ye gore sentezlendi (Verim: % 60). CAS: 1290181-04-2. Erime
derecesi: 91,5-93,1 °C. C1oH9FNO; icin; HRMS (m/z) [M-H]* hesaplanan: 194,0617; bulunan:
194,0608. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): & 3,87 (3H, s); 4,53 (2H, d, J= 3,0 Hz);
6,95 (1H, dd, J=9,0 Hz, J= 3,0 Hz); 7,01 (1H, dd, J= 15,0 Hz, J= 3,0 Hz); 7,86 (1H, t, J= 9,0 Hz).

3-(2,3-Difloro-4-metoksifenil)-3-oksopropanitril (Bilesik 36)

0]
CN

Metil 2,3-difloro-4-metoksibenzoattan (Bilesik 35) hareketle 3.1.2.°de belirtilen genel
sentez yontemi 3c’ye gore sentezlendi (Verim: % 46). Erime derecesi: 129,1-130,7 °C.
C10HeF2NO3 icin; HRMS (m/z) [M-H] hesaplanan: 210,0367; bulunan: 210,0374. 'H-NMR
Spektrumu (300 MHz, DMSO-dg): 6 3,98 (3H, s); 4,59 (2H, s); 7,20 (1H, t, J= 7,5 Hz); 7,74
(1H,t, J=7,5 Hz).
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3-(4-Metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3a)

N-<
\O<> /:o
—_—

NH,

3-(4-Metoksifenil)-3-oksopropanitrilden (Bilesik 2a) hareketle 3.1.2.'de belirtilen genel
sentez yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 59). CAS: 86685-98-5. Erime derecesi:
135,4-137,2 °C [Lit. E.D: 136-137 °C][130]. C10H11N20; igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
191,0821; bulunan: 191,0812.

3-(3-Metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3b)

—0
N~
y O
—

NH,

3-(3-Metoksifenil)-3-oksopropanitrilden (Bilesik 2b) hareketle 3.1.2.'de belirtilen genel
sentez yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 46). CAS: 119162-46-8. Erime derecesi:
92,1-94,0 °C. CioH11N20; icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 191,0821; bulunan:
191,0816. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): & 3,80 (3H, s); 5,41 (1H, s); 6,77 (2H,
s); 7,01 (1H, d, J= 9,0 Hz); 7,24-7,39 (3H, m).

3-(2-Metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3c)

N-o

= NH,

3-(2-Metoksifenil)-3-oksopropanitrilden (Bilesik 2c) hareketle 3.1.2.'de belirtilen genel
sentez yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 58). CAS: 54606-19-8. Erime derecesi:
95,5-96,7 °C. CioH11N20; icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 191,0821; bulunan:
191,0813. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 3,83 (3H, s); 5,37 (1H, s); 6,62 (2H,
s); 6,99 (1H, t, J= 9,0 Hz); 7,13 (1H, d, J= 9,0 Hz); 7,41 (1H, t, J= 9,0 Hz); 7,65 (1H, t, J= 9,0

Hz).



90

3-Fenilizoksazol-5-amin (Bilesik 3d)
N~
)2
—
NH

3-Okso-3-fenilpropanitrilden hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 4a’ya gore

2

sentezlendi (Verim: % 86). CAS: 4369-55-5. Erime derecesi: 110,7-112,1 °C [Lit. E.D: 109-
112 °C][131]. CoH9N20 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 161,0715; bulunan: 161,0714.

3-(4-Etoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3e)

N-
y O

—/ =
NH;

3-(4-Etoksifenil)-3-oksopropanitrilden (Bilesik 2e) hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez
yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 59). CAS: 54606-18-7. Erime derecesi: 127,6-
129,1 °C. C11H13N20; icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 205,0977; bulunan: 205,0970.
'H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 1,34 (3H, t, J= 7,5 Hz); 4,06 (2H, q, J= 7,5 Hz);
5,32 (1H, s); 6,69 (2H, s); 6,98 (2H, d, J=9,0 Hz); 7,64 (2H, d, J= 9,0 Hz).

3-(4-Propoksifenil)iziksazol-5-amin (Bilesik 3f)
N-
o )<2
NH,

3-Okso-3-(4-propoksifenil)propanitrilden (Bilesik 2f) hareketle 3.1.2.'de belirtilen genel

sentez yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 37). CAS: 1368896-25-6. Erime derecesi:
136,7-137,8 °C. Ci2H1sN203 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 219,1134; bulunan:
219,1123. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): § 0,99 (3H, t, J= 7,5 Hz); 1,68-1,80 (1H,
m); 3,96 (2H, t, J= 7,5 Hz); 5,32 (1H, s); 6,69 (2H, s); 6,98 (2H, d, J= 7,5 Hz); 7,64 (2H, d, J=
7,5 Hz).
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3-(4-Florofenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3g)

N-
F 9

—

NH,

3-(4-Florofenil)-3-oksopropanitrilden (Bilesik 2g) hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez
yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 41). CAS: 81465-82-9. Erime derecesi: 102,1-
103,1 °C [Lit. E.D: 104-105 °C][130]. CoHsFN,O icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
179,0621; bulunan: 179,0619.

3-(4-Klorofenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3h)

N-
Cl y O

_—

NH,

3-(4-Klorofenil)-3-oksopropanitrilden (Bilesik 2h) hareketle 3.1.2.”de belirtilen genel sentez
yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: %56). CAS: 33866-48-7. Erime derecesi: 163,7-
164,3 °C [Lit. E.D: 165-166 °C][130]. CoHsCIN2O icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
195,0325; bulunan: 195,0319.

3-(p-Tolil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3i)

N-o
—

NH,

HsC

3-0Okso-3-(p-tolil)propanitrilden (Bilesik 2i) hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez
yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 46). CAS: 28883-91-2. Erime derecesi: 152,1-
153,9 °C [Lit. E.D: 149-150 °C][130]. C10H11N20 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
175,0871; bulunan: 175,0864.
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3-(4-Etilfenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3j)

N~
7ae
—

NH,

3-(4-Etilfenil)-3-oksopropanitrilden (Bilesik 2j) hareketle 3.1.2.”de belirtilen genel sentez
yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 52). CAS: 1020955-20-7. Erime derecesi: 109,0-
110,7 °C. C11H13N20 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 189,1028; bulunan: 189,1021. 1H-
NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): & 1,19 (3H, d, J= 7,5 Hz); 2,63 (3H, g, J= 7,5 Hz); 5,36
(1H, s); 6,73 (2H, s); 7,28 (1H, d, J= 9,0 Hz); 7,62 (1H, d, J= 9,0 Hz).

3-(4-izopropilfenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3k)

N~
AR
—

NH,

3-(4-izopropilfenil)-3-oksopropanitrilden (Bilesik 2k)hareketle 3.1.2.de belirtilen genel
sentez yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 30). CAS: 1020996-98-8. Erime derecesi:
114,3-115,5 °C. Ci2H15N20 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 203,1184; bulunan:
203,1180. 'H-NMR Spektrumu (500 MHz, DMSO-ds): 6 1,21 (6H, d, J= 6,95 Hz); 2,88-2,93
(1H,m); 5,36 (2H, s); 6,73 (1H, s); 7,64 (2H, d, J= 8,3 Hz); 7,84 (2H, d, J= 8,3 Hz).

3-(4-(Triflorometil)fenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3I)

N-
s O
—

NH,

FsC

3-Okso-3-(4-(triflorometil)fenil)propanitrilden (Bilesik 2I) hareketle 3.1.2.°de belirtilen
genel sentez yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 52). CAS: 81465-84-1. Erime
derecesi: 143,7-145,6 °C [Lit. E.D: 144-145 °C][130]. C10HsF3N20 icin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 229,0589; bulunan: 229,0581.
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3-(4-(1,1-Difloroetil)fenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3m)

F N-
F PAe)
—

NH,

3-(4-(1,1-Difloroetil)fenil)-3-oksopropanitrilden (Bilesik 2m) hareketle 3.1.2.’de belirtilen
genel sentez yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 40). CAS: 1895639-00-5. Erime
derecesi: 130,5-132,2 °C. C11H11F2N20 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 225,0839;
225,0836. 1H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): & 1,99 (3H, t, J= 12,0 Hz); 5,45 (1H, s);
6,83 (2H, s); 7,64 (2H, d, J= 7,5 Hz); 7,84 (2H, d, J= 7,5 Hz).

3-(4-(Diflorometoksi)fenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3n)

o} ’N‘O
_
WS

F

NH,

3-(4-(Diflorometoksi)fenil)-3-oksopropanitrilden (Bilesik 2n) hareketle 3.1.2.’de belirtilen
genel sentez yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 42). CAS: 1020955-05-8. Erime
derecesi: 83,7-85,7 °C. CioHoF2N20; icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 227,0632;
bulunan: 227,0638. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 5,40 (1H, s); 6,79 (2H, s);
7,25 (2H, d, J= 9,0 Hz); 7,31 (1H, t, J= 7,5 Hz); 7,79 (2H, d, J= 9,0 Ha).

3-(4-(Triflorometoksi)fenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 30)

N-o
F5CO ¢

—

NH,

3-Okso-3-(4-(triflorometoksi)fenil)propanitrilden (Bilesik 20) hareketle 3.1.2.’de belirtilen
genel sentez yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 54). CAS: 1715359-08-2. Erime
derecesi: 94,5-96,5 °C. CioHsFsN20; icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 245,0538;
bulunan: 245,0527. H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 5,44 (1H, s); 6,84 (2H, s);
7,45 (2H, d, J= 9,0 Hz); 7,87 (2H, d, J= 9,0 Hz).
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3-(4-(Metiltiyo)fenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3p)

\ N-o
—

NH,

3-(4-(Metiltiyo)fenil)-3-oksopropanitrilden (Bilesik 2p) hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel
sentez yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 45). CAS: 501116-51-4. Erime derecesi:
151,7-153,1 °C. Ci0H11N20S igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 207,0592; bulunan:
207,0591. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 2,54 (3H, s); 5,38 (1H, s); 6,76 (2H,
s); 7,32 (1H, d, J=9,0 Hz); 7,65 (1H, d, J=9,0 Hz).

3-(4-(Dimetilamino)fenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3q)

N-
\ ANe!
/ —

NH,

3-(4-(Dimetilamino)fenil)-3-oksopropanitrilden (Bilesik 2q) hareketle 3.1.2.'de belirtilen
genel sentez yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 58). CAS: 887591-43-7. Erime
derecesi: 194,9-196,5 °C (dekompoze). C11H1aN30 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
204,1137; bulunan: 204,1140. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): § 2,94 (6H, s); 5,26
(1H, s); 6,59 (2H, s); 6,74 (2H, d, J= 9,0 Hz); 7,52 (2H, d, J= 9,0 Hz).

3-(5-Metoksipiridin-2-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 3r)

3-(5-Metoksipiridin-3-il)-3-oksopropanitrilden (Bilesik 2r) hareketle 3.1.2.'de belirtilen
genel sentez yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 46). CAS: 2228605-98-7. Erime
derecesi: 125,9-126,4 °C. CoH1oN3O; icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 192,0773;
bulunan: 192,0765. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): & 3,87 (3H, s); 5,39 (1H, s);
6,81 (2H, s); 7,47 (1H, dd, J= 9,0 Hz, J= 3,0 Hz); 7,81 (1H, d, J= 9,0 Hz); 8,35 (1H, d, J= 3,0 Hz).
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3-(6-Metoksipiridin-3-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 3s)

3-(6-Metoksipiridin-3-il)-3-oksopropanitrilden (Bilesik 2s) hareketle 3.1.2.'de belirtilen
genel sentez yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 35). CAS: 2228307-46-6. Erime
derecesi: 184,5-185,2 °C. CoH1oN3O; icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 192,0773;
bulunan: 192,0766. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 3,88 (3H, s); 5,42 (1H, s);
6,81 (2H, s); 6,90 (1H, d, J=9,0 Hz); 8,01 (1H, dd, J=9,0 Hz, J=3,0 Hz); 8,52 (1H, d, J= 3,0 Hz).

3-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 3t)

3-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-3-oksopropanitrilden (Bilesik 2t) hareketle 3.1.2.”de belirtilen
genel sentez yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 48). CAS: 938006-68-9. Erime
derecesi: 179,2-181,0 °C. CioH9N20s3 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 205,0613;
bulunan: 205,0604. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 5,35 (1H, s); 6,07 (2H, s);
6,72 (1H, s); 6,98 (1H, d, J= 9,0 Hz); 7,23-7,25 (2H, m).

3-(2,3-Dihidrobenzofuran-5-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 3u)

3-(2,3-Dihidrobenzofuran-5-il)-3-oksopropanitrilden (Bilesik 2u) hareketle 3.1.2.de
belirtilen genel sentez yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 52). CAS: 1250709-84-2.
Erime derecesi: 123,5-124,5 °C. C11H10N20zicin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 203,0821;
bulunan: 203,0818. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 3,21 (2H, t, J= 9,0 Hz); 4,56
(2H, t, J= 9,0 Hz); 5,30 (1H, s); 6,66 (2H, s); 6,80 (1H, d, J= 9,0 Hz); 7,44 (1H, d, J= 9,0 Hz);
7,58 (1H, s).
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3-(2,2-Diflorobenzo[d][1,3]dioksol-5-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 3v)

3-(2,2-Diflorobenzo([d][1,3]dioksol-5-il)-3-oksopropanitrilden  (Bilesik  2v) hareketle
3.1.2.'de belirtilen genel sentez yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 36). CAS:
1891489-89-6. Erime derecesi: 129,9-131,5 °C. CioH7F2N20s icin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 241,0425; bulunan: 241,0432. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): &
5,45 (1H, s); 6,84 (2H, s); 7,48 (1H, d, J= 9,0 Hz); 7,61 (1H, d, J= 9,0 Hz); 7,76 (1H, s).

3-(3,4-dimetoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3w)

/
o]
N-
\ (0]
O@-@\

NH,

3-(3,4-Dimetoksifenil)-3-oksopropanitrilden (Bilesik 2w) hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel
sentez yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 58). CAS: 501325-88-8. Erime derecesi:
164,7-166,7 °C. C11H13N203 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 221,0926; bulunan:
221,0919. H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): & 3,97 (3H, s); 3,80 (3H, s); 5,36 (1H,
s); 6,70 (2H, s); 7,00 (1H, d, J=9,0 Hz); 7,24-7,27 (2H, m).

3-(3-Kloro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3x)

Cl

N~
% N-o

—

NH,

3-(3-Kloro-4-metoksifenil)-3-oksopropanitrilden (Bilesik 2x) hareketle 3.1.2.’de belirtilen
genel sentez yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 52). CAS: 501116-41-2. Erime
derecesi: 147,2-148,9 °C. C10H10CIN20; icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 225,0431;
bulunan: 225,0429. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 3,90 (3H, s); 5,41 (1H, s);
6,78 (2H, s); 7,22 (1H, d, J= 9,0 Hz); 7,66-7,76 (2H, m).
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3-(3-Floro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3y)

F

w8
O —

3-(3-Floro-4-metoksifenil)-3-oksopropanitrilden (Bilesik 2y) hareketle 3.1.2.'de belirtilen

NH,

genel sentez yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 47). CAS: 501326-05-2. Erime
derecesi: 167,9-169,5 °C. CioH10FN20; icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 209,0726;
bulunan: 209,0730. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): & 3,83 (3H, s); 5,40 (1H, s);
6,76 (2H, s); 7,20 (1H, t, J= 9,0 Hz); 7,50-7,58 (2H, m).

3-(3,5-Difloro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3z)

3-(3,5-Difloro-4-metoksifenil)-3-oksopropanitrilden  (Bilesik 2z) hareketle 3.1.2.'de
belirtilen genel sentez yontemi 4a’ya gore sentezlendi (Verim: % 49). CAS: 1898223-05-6.
Erime derecesi: 131,4-132,2 °C. CioHoF2N;0: icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
227,0632; bulunan: 227,0629. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-de): 6 3,97 (3H, s); 5,48
(1H, s); 6,86 (2H, s); 7,51 (2H, d, J= 12,0 Hz).

3-(2-Floro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 32)

N-
\ o)
o) {
NH,

F

3-(2-Floro-4-metoksifenil)-3-oksopropanitrilden (Bilesik 31) hareketle 3.1.2.’de belirtilen
genel sentez yontemi 4b’ye gore sentezlendi (Verim: % 65). CAS: 1598360-32-7. Erime
derecesi: 119,5-120,5 °C. CigH10FN203 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 209,0726;
bulunan: 209,0725. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 3,81 (3H, s); 5,27 (1H, d, J=
3,0 Hz); 6,75 (2H, s); 6,87 (1H, dd, J= 9,0 Hz, J= 3,0 Hz ); 6,94 (1H, dd, J= 12,0 Hz, J= 3,0 Hz);
7,70 (1H, d, J= 7,5 Hz).
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3-(2,3-Difloro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 37)

\ N-o
O —
NH,

F F

3-(2,3-Difloro-4-metoksifenil)-3-oksopropanitrilden  (Bilesik 36) hareketle 3.1.2.de
belirtilen genel sentez yontemi 4b’ye gore sentezlendi (Verim: % 85). CAS: 1891467-19-8.
Erime derecesi: 141,4-143,2 °C. CioHoF2N;0: icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
227,0632; bulunan: 227,0639. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 3,92 (3H, s); 5,30
(1H, d, J= 3,0 Hz); 6,84 (2H, s); 7,11 (1H, t, J= 7,5 Hz); 7,54 (1H, t, J= 7,5 Hz).

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4a)

\ /I\I\O \N
0} _ ] //k
N™ 'N” i

3-(4-Metoksifenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 3a) ve 2,4-dikloropirimidinden hareketle
3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 42). Erime
derecesi: 197,0-198,8 °C. Ci14H12CIN4O; icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 303,0649;
bulunan: 303,0645. *H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 3,82 (3H, s); 6,68 (1H, s);
7,01 (1H, d, J=5,8 Hz); 7,07 (2H, d, J=8,6 Hz); 7,77 (2H, d, J=8,6 Hz ); 8,40 (1H, d, J= 5,8 Hz);
11,73 (1H, s).
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(3-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4b)

—0
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7
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3-(3-Metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3b) ve 2,4-dikloropirimidinden hareketle

3.1.2.'de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 31). Erime
derecesi: 183,7-185,7 °C. Ci14H12CIN4O; icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 303,0649;
bulunan: 303,0638. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): & 3,84 (3H, s); 6,75 (1H, s);
7,03 (1H, d, J= 6,0 Hz); 7,10 (1H, d, J= 9,0 Hz); 7,37-7,43 (3H,m); 8,43 (1H, d, J= 6,0 Hz); 11,84
(1H, s).

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(2-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4c)
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3-(2-Metoksifenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 3c) ve 2,4-dikloropirimidinden hareketle

3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 39). Erime
derecesi: 193,0-194,1 °C. Ci14H12CIN4O; icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 303,0649;
bulunan: 303,0640. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 3,89 (3H, s); 6,71 (1H, s);
6,99 (1H, d, J= 6,0 Hz); 7,07 (1H, t, J=7,5 Hz); 7,22 (1H, d, J=7,5 Hz); 7,50 (1H, d, J= 7,5 Hz);
7,75 (1H, d, J= 7,5 Hz); 8,40 (1H, d, J= 6,0 Hz); 11,77 (1H, s).
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-fenilizoksazol-5-amin (Bilesik 4d)

3
/
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3-Fenilizoksazol-5-amin (Bilesik 3d) ve 2,4-dikloropirimidinden hareketle 3.1.2."de belirtilen

genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 41). Erime derecesi: 193,5-195,0 °C.
C13H10CIN4O igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 273,0543; bulunan: 273,0531. *H-NMR
Spektrumu (300 MHz, DMSO-de): 6 6,75 (1H, s); 7,02 (1H, d, J= 6,0 Hz); 7,50-7,53 (3H, m);
7,82-7,86 (2H, m); 8,41 (1H, d, J= 6,0 Hz); 11,86 (1H, s).

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-etoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4e)
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3-(4-Etoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3e) ve 2,4-dikloropirimidinden hareketle 3.1.2."de
belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 31). Erime derecesi: 206, 7-
208,5 °C (dekompoze). CisH14CIN4O; icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 317,0805;
bulunan: 317,0794. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 1,36 (3H, t, J= 6,0 Hz); 4,10
(2H, g, J= 6,0 Hz); 6,70 (1H, s); 7,02 (1H, d, J= 6,0 Hz); 7,07 (2H, d, J= 9,0 Hz); 7,77 (2H, d, J=
9,0 Hz); 8,42 (1H, d, J= 6,0 Hz); 11,79 (1H, s).
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-propoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4f)

3-(4-Propoksifenil)iziksazol-5-amin  (Bilesik 3f) ve 2,4-dikloropirimidinden hareketle

3.1.2.'de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 29). Erime
derecesi: 194,7-196,4 °C. Ci6H16CIN4O; icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 331,0962;
bulunan: 331,0951. *H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-d): 6 0,99 (3H, t, J= 7,5 Hz); 1,70-
1,81 (2H, m); 3,99 (2H, t, J= 6,0 Hz); 6,69 (1H, s); 7,01 (1H, d, J= 6,0 Hz); 7,07 (2H, d, J=9,0
Hz); 7,77 (2H, d, J= 9,0 Hz); 8,41 (1H, d, J= 6,0 Hz); 11,78 (1H, s).

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-florofenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4g)
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3-(4-Florofenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3g) ve 2,4-dikloropirimidinden hareketle 3.1.2.'de

belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 49). Erime derecesi: 244,5-
246,1 °C (dekompoze). Ci3HoCIFN4O igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 291,0449;
bulunan: 291,0438. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 6,76 (1H, s); 7,03 (1H, d, J=
6,0 Hz); 7,38 (2H, t, J= 7,5 Hz); 7,93 (2H, d, J= 7,5 Hz); 8,43 (1H, d, J= 6,0 Hz); 11,86 (1H, s).
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3-(4-Klorofenil)-N-(2-kloropirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 4h)
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3-(4-klorofenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3h) ve 2,4-dikloropirimidinden hareketle 3.1.2.’de

belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 40). Erime derecesi: 221,5-
222,7 °C (dekompoze). Ci3HoClaN4O icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 307,0153;
bulunan: 307,0141 . *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 6,78 (1H, s); 7,03 (1H, d,
J=6,0 Hz); 7,60 (2H, d, J=7,5 Hz); 7,89 (2H, d, J=7,5 Hz); 8,43 (1H, d, J= 6,0 Hz); 11,88 (1H,

s).

N-(2-Kloropirimidin-4-il)-3-(p-tolil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4i)
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3-(p-Tolil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3i) ve 2,4-dikloropirimidinden hareketle 3.1.2.de

belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 30). Erime derecesi: 206, 3-
208,4 °C. C14H12CIN4O igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 287,0700; bulunan: 287,0702.
'H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): § 2,37 (3H, s); 6,72 (1H, s); 7,02 (1H, d, J= 4,5 Hz);
7,34 (2H, d, J=7,5 Hz); 7,74 (2H, d, J=7,5 Hz); 8,41 (1H, d, J= 4,5 Hz); 11,84 (1H, s).
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-etilfenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4j)
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3-(4-Etilfenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3j) ve 2,4-dikloropirimidinden hareketle 3.1.2.'de

belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 39). Erime derecesi: 199,8-
201,5 °C. C15H14CIN4O igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 301,0856; bulunan: 301,0862.
IH-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-de): & 1,21 (3H, t, J= 7,5 Hz); 2,67 (3H, q, J= 7,5 Hz);
6,72 (1H, s); 7,02 (1H, d, J= 6,0 Hz); 7,37 (2H, d, J=7,5 Hz); 7,76 (2H, d, J=7,5 Hz); 8,42 (1H,
d, J=6,0 Hz); 11,82 (1H, s).

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-izopropilfenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4k)
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3-(4-izopropilfenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3k) ve 2,4-dikloropirimidinden hareketle
3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 34). Erime
derecesi: 195,2-196,1 °C. Ci6H16CIN4O icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 315,1013;
bulunan: 315,0999. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 1,23 (3H, s); 1,25 (3H, s);
2,91-3,00 (1H, m); 6,72 (1H, s); 7,02 (1H, d, J= 6,0 Hz); 7,40 (2H, d, J=9,0 Hz); 7,79 (2H, d,
J=9,0 Hz); 8,42 (1H, d, J= 6,0 Hz); 11,83 (1H, s).
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-(triflorometil)fenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4l)
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3-(4-(Triflorometil)fenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 31) ve 2,4-dikloropirimidinden hareketle

3.1.2.'de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 47). Erime
derecesi: 221,5-222,4 °C. C14HoCIF3N4O igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 341,0417;
bulunan: 341,0402. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-dg): 6 6,85 (1H, s); 7,04 (1H, d, J=
6,0 Hz); 7,91 (2H, d, J= 9,0 Hz); 8,10 (2H, d, J= 9,0 Hz); 8,44 (1H, d, J= 6,0 Hz); 11,94 (1H, s).

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-(1,1-difloroetil)fenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4m)
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3-(4-(1,1-Difloroetil)fenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 3m) ve 2,4-dikloropirimidinden

hareketle 3.1.2."de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 39).
Erime derecesi: 204,2-205,0 °C (dekompoze). CisH12CIF2N4O igin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 337,0668; bulunan:337,0654. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 1,19
(3H, t, J= 12,0 Hz); 6,80 (1H, s); 7,03 (1H, d, J= 6,0 Hz); 7,72 (2H, d, J= 7,5 Hz); 7,97 (2H, d, J=
7,5 Hz); 8,43 (1H, d, J= 6,0 Hz); 11,89 (1H, s).
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-(diflorometoksi)fenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4n)
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3-(4-(Diflorometoksi)fenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 3n) ve 2,4-dikloropirimidinden

hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 31).
Erime derecesi: 209,4-211,2 °C (dekompoze). CiaH10CIF;N40; igin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 339,0460; bulunan: 339,0461. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): &
6,76 (1H, s); 7,03 (1H, d, J= 6,0 Hz); 7,35 (1H, t, J= 75,0 Hz); 7,33 (2H, d, J=9,0 Hz); 7,93 (2H,
d, J= 9,0 Hz); 8,43 (1H, d, J= 6,0 Hz); 11,86 (1H, s).

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-(triflorometoksi)fenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 40)
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3-(4-(Triflorometoksi)fenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 30) ve 2,4-dikloropirimidinden

hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 43).
Erime derecesi: 188,6-190,0 °C. CiaHoCIF3N4O3 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
357,0366; bulunan: 357,0364. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 6,79 (1H, s); 7,03
(1H,d,J=6,0 Hz); 7,53 (2H, d, J= 6,0 Hz); 8,00 (2H, d, J=6,0 Hz); 8,43 (1H, d, J= 6,0 Hz); 11,89
(1H, s).
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-(metiltiyo)fenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4p)
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3-(4-(Metiltiyo)fenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3p) ve 2,4-dikloropirimidinden hareketle

3.1.2.'de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 34). Erime
derecesi: 209,5-210,7 °C. C14H12CIN4OS igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 319,0420;
bulunan: 319,0416. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 2,53 (3H, s); 6,74 (1H, s);
7,02 (1H, d, J= 6,0 Hz); 7,40 (2H, d, J= 9,0 Hz); 7,79 (2H, d, J= 9,0 Hz); 8,42 (1H, d, J= 6,0 Hz);
11,83 (1H, s).

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-(dimetilamino)fenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4q)
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3-(4-(Dimetilamino)fenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3r) ve 2,4-dikloropirimidinden hareketle
3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 33). Erime
derecesi: 208,0-209,8 °C (dekompoze). C1sH15CINsO icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
316,0965; bulunan: 316,0962. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-de): 6 2,98 (6H, s); 6,63
(1H, s); 6,81 (2H, d, J= 7,5 Hz); 7,01 (1H, d, J= 6,0 Hz); 7,64 (2H, d, J= 7,5 Hz); 8,40 (1H, d, J=
6,0 Hz); 11,41 (1H, s).
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(5-metoksipiridin-2-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 4r)
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3-(5-Metoksipiridin-3-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 3r) ve 2,4-dikloropirimidinden hareketle
3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 27). Erime
derecesi: 269,7-271,7 °C (dekompoze). C13H11CINsO2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
304,0601; bulunan: 304,0607. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-d): & 3,90 (3H, s); 6,83
(1H, s); 6,99 (1H, d, J= 6,0 Hz); 7,55 (1H, dd, J= 7,5 Hz, J= 3,0 Hz); 7,96 (1H, d, J= 7,5 Hz); 8,41
(1H, d, J= 6,0 Hz); 8,46 (1H, d, J= 3,0 Hz); 11,86 (1H, s).

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(6-metoksipiridin-3-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 4s)
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3-(6-Metoksipiridin-3-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 3s) ve 2,4-dikloropirimidinden hareketle
3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 20). Erime
derecesi: 235,0-236,0 °C (dekompoze). C13H11CINsOz icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
304,0605; bulunan: 304,0601. *H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 3,92 (3H, s); 6,76
(1H, s); 6,97 (1H, d, J= 8,4 Hz); 7,01 (1H, d, J=5,8 Hz); 8,14 (1H, dd, J=8,4 Hz, J=2,4 Hz); 8,41
(1H, d, J=5,8 Hz); 8,66 (1H, d, J= 2,4 Hz); 11,86 (1H, s).
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3-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-N-(2-kloropirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 4t)
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3-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-il)izoksazol-5-amin  (Bilesik 3t) ve 2,4-dikloropirimidinden
hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 30).
Erime derecesi: 224,6-225,8 °C. Ci4aH10CIN4O3 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
317,0441; bulunan: 317,0453. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-de): § 6,12 (2H, s); 6,70
(1H, s); 7,02 (1H, d, J= 6,0 Hz); 7,01-7,05 (1H, m); 7,35-7,38 (2H, m); 8,43 (1H, d, J= 6,0 Hz);
11,86 (1H, s).

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(2,3-dihidrobenzofuran-5-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 4u)
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3-(2,3-Dihidrobenzofuran-5-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 3u) ve 2,4-dikloropirimidinden

hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 36).
Erime derecesi: 211,8-212,1 °C (dekompoze). CisH12CIN4O> icin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 315,0649; bulunan: 315,0645. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): &
3,26 (2H, t, J= 9,0 Hz); 4,60 (2H, t, J= 9,0 Hz); 6,66 (1H, s); 6,89 (1H, d, J= 9,0 Hz); 7,01 (1H,
d, J=4,5Hz); 7,59 (1H, d, J=9,0 Hz); 7,71 (1H, s); 8,41 (1H, d, J= 4,5 Hz); 11,75 (1H, s).
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(2,2-diflorobenzo[d][1,3]dioksol-5-il)izoksazol-5-amin  (Bilesik
4v)
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3-(2,2-Diflorobenzo[d][1,3]dioksol-5-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 3v) ve 2,4-

dikloropirimidinden hareketle 3.1.2.°de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore
sentezlendi (Verim: % 38). Erime derecesi: 216,1-217,3 °C. C1aHsCIF2N4O3 icin; HRMS (m/z)
[M+H]* hesaplanan: 353,0253; bulunan: 353,0260. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-
ds): 66,79 (1H, s); 7,02 (1H, d, J= 6,0 Hz); 7,56 (1H, d, J= 9,0 Hz); 7,74 (1H, d, J= 9,0 Hz); 7,92
(1H, s); 8,42 (1H, d, J=6,0 Hz); 11,86 (1H, s).

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(3,4-dimetoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4w)
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3-(3,4-Dimetoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3w) ve 2,4-dikloropirimidinden hareketle

3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 34). Erime
derecesi: 205,4-206,9 °C. CisH14CIN4Os3 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 333,0754;
bulunan: 333,0757. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 3,81 (3H, s); 3,83 (3H, s);
6,25 (1H, d, J= 5,2 Hz); 6,61 (1H, s); 7,06 (1H, d, J= 8,4 Hz); 7,33-7,37 (2H, m); 8,12 (1H, d, J=
5,2 Hz); 11,00 (1H, s).
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3-(3-Kloro-4-metoksifenil)-N-(2-kloropirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 4x)
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3-(3-Kloro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 3x) ve 2,4-dikloropirimidinden

hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 29).
Erime derecesi: 229,5-231,1 °C (dekompoze). Ci4H11Cl2N4O; igin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 337,0259; bulunan: 337,0221. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): &
3,93 (3H, s); 6,75 (1H, s); 7,02 (1H, d, J= 6,0 Hz); 7,30 (1H, d, J= 9,0 Hz); 7,80-7,91 (2H, m);
8,42 (1H, d, J= 6,0 Hz); 11,82 (1H, s).

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(3-floro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4y)
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3-(3-Floro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 3y) ve 2,4-dikloropirimidinden

hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 30).
Erime derecesi: 214,7-215,6 °C (dekompoze). C1aH11CIFN4O; igin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 321,0555; bulunan: 321,0540. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): &
3,91 (3H, s); 6,74 (1H, s); 7,02 (1H, d, J= 6,0 Hz); 7,31 (1H, d, J= 9,0 Hz); 7,64-7,72 (2H, m);
8,42 (1H, d, J= 6,0 Hz); 11,81 (1H, s).



111

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(3,5-difloro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4z)
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3-(3,5-Difloro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 3z) ve 2,4-dikloropirimidinden

hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 31).
Erime derecesi: 225,4-226,1 °C. C14H10CIF2N4O; igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
339,0460; bulunan: 339,0446. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-de): 6 4,01 (3H, s); 6,81
(1H, s); 7,02 (1H, d, J= 6,0 Hz); 7,68 (2H, d, J= 9,0 Hz); 7,68 (2H, d, J= 9,0 Hz); 8,41 (1H, d, J=
6,0 Hz); 11,86 (1H, s).

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(2-floro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 33)
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3-(2-Floro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 32) ve 2,4-dikloropirimidinden

hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 33).
Erime derecesi: 226,0-228,0 °C. C14H11CIFN4O2 i¢in; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
321,0555; bulunan: 321,0553. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 3,85 (3H, s); 6,71
(1H, d, J= 3,0 Hz); 6,93-7,06 (3H, m); 7,82 (1H, t, J= 9,0 Hz); 8,41 (1H, d, J= 6,0 Hz); 11,86
(1H, s).
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(2,3-difloro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 38)
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3-(2,3-Difloro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 37) ve 2,4-dikloropirimidinden

hareketle 3.1.2."de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: %25).
Erime derecesi: 197,3-199,5 °C. CiaH10CIF2N4O;2 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
339,0460; bulunan: 339,0466. 'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-de): & 3,96 (3H, s); 6,73
(1H, s); 7,01 (1H, d, J= 4,0 Hz); 7,20 (1H, t, J= 8,0 Hz); 7,68 (1H, t, J= 8,0 Hz); 8,43 (1H, d, J=
4,0 Hz); 11,97 (1H, s).

4-(5-((2-Kloropirimidin-4-ilJamino)izoksazol-3-il)fenol (Bilesik 40)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin’den (Bilesik 4a) hareketle

3.1.2.de belirtilen sentez yontemi 9’a gore sentezlendi (Verim: % 76). Erime derecesi:
226,8-228,8°C (dekompoze). C13H11CIN4Oz icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 289,0492;
bulunan: 289,0479. *H-NMR Spektrumu (500 MHz, DMSO-ds): 6 6,65 (1H, s); 6,90 (2H, d, J=
8,55 Hz); 7,01 (1H, d, J= 5,75 Hz); 7,67 (2H, d, J= 8,55 Hz); 8,41 (2H, d, J= 8,55 Hz); 9,92 (1H,
s); 11,75 (1H, s).
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3-(4-Metoksifenil)-N-(2-(metiltiyo)pirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 61)
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3-(4-Metoksifenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 3a) ve 4-kloro-2-(metiltiyo)pirimidinden

hareketle 3.1.2."de belirtilen genel sentez yontemi 5b’ye gore sentezlendi (Verim: % 92).
Erime derecesi: 226,2-227,7 °C. CisH1sN4O3S icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
315,0916; bulunan: 315,0925. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-de): § 2,58 (3H, s); 3,82
(1H, s); 6,69 (1H, d, J= 6,0 Hz); 6,71 (1H, s); 7,07 (2H, d, J= 7,5 Hz); 7,75 (1H, d, J= 7,5 Hz);
8,30 (1H, d, J= 6,0 Hz); 12,04 (1H, s).

3-(4-Metoksifenil)-N-(2-(metiltiyo)pirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 62)
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3-(4-Metoksifenil)-N-(2-(metiltiyo)pirimidin-4-il)izoksazol-5-amin’den (Bilesik 61) hareketle
3.1.2.de belirtilen sentez yontemi 5c’ye gore sentezlendi (Verim: % 79). Erime derecesi:
185,3-186,9 °C. CisH1aN404S igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 347,0814; bulunan:
347,0823. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 3,43 (3H, s); 3,82 (1H, s); 6,84 (1H,
s); 7,10 (2H, d, J= 9,0 Hz); 7,21 (1H, d, J= 6,0 Hz); 7,76 (2H, d, J= 9,0 Hz); 8,68 (1H, d, J= 6,0
Hz); 12,04 (1H, s).
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4-(4-Kloro-1,3,5-triazin-2-il)morfolin (Bilesik 69)

2,4-Dikloro-1,3,5-triazinden hareketle 3.1.2.°de belirtilen sentez yontemi 7'ye gore
sentezlendi (Verim: % 38). CAS: 16350-74-6. Erime derecesi: 85,9-87,7 °C. C7H10CIN4O igin;
HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 201,0543 ; bulunan: 201,0537.

N-(2,5-dikloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 71)
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3-(4-Metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3a) ve 2,4,5-trikloropirimidinden hareketle
3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 23). Erime
derecesi: 224,7-225,7 °C. C1aH11Cl2N403 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 337,0259;
bulunan: 337,0256. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 3,83 (3H, s); 6,83 (1H, s);
7,09 (2H, d, J= 9,0 Hz); 7,80 (2H, d, J= 9,0 Hz); 8,60 (1H, s); 11,33 (1H, s).
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N-(2-kloro-5-floropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 72)
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3-(4-Metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3a) ve 2,4-dikloro-5-floropirimidinden hareketle

3.1.2.'de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 28). Erime
derecesi: 219,5-221,2 °C. C14H11CIFN4O3 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 321,0555;
bulunan: 321,0547. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 3,83 (3H, s); 6,78 (1H, s);
7,09 (2H, d, J=9,0 Hz); 7,80 (2H, d, J=9,0 Hz); 8,55 (1H, d, J= 3,0 Hz); 11,99 (1H, s).

N-(2-kloro-6-metilpirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 73)
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3-(4-Metoksifenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 3a) ve 2,4-dikloro-6-metilpirimidinden
hareketle 3.1.2."de belirtilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 30).
Erime derecesi: 220,7-221,6 °C. CisH14CIN4O> icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
317,0805; bulunan: 317,0804 *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 6 2,39 (3H, s); 3,83
(3H, s); 6,67 (1H, s); 6,85 (1H, s); 7,08 (2H, d, J= 9,0 Hz); 7,79 (2H, d, J= 9,0 Hz); 11,66 (1H,

s).
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3-(3-Metoksifenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 5)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(3-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4b) ve morfolinden

hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi (Verim: % 61).

Erime derecesi: 206,8-208,7 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 3,70-3,72 (8H, m); 3,83 (3H, s); 6.27 (1H, d, J=
5,6 Hz); 6,61 (1H, s), 7,06-7,45 (4H, m); 8,13 (1H, d, J= 5,6 Hz); 10,98 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-de): 6 44,08; 55,12; 65,98; 84,51; 97,00; 111,27;
116,03; 118,77; 130,23; 130,34; 157,36, 157,52, 159,55; 161,35; 162,46; 162,86.

Ci1sH20Ns0sicin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 354,1566; bulunan: 354,1555.
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3-(2-Metoksifenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 6)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(2-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4c) ve morfolinden

hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi (Verim: % 60).

Erime derecesi: 201,9-203,3 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-de): & 3,71-3,72 (8H, m); 3,85 (3H, s); 6,24 (1H, d, J=
5,6 Hz); 6,78 (1H, s); 7,05 (1H, td, J= 7,6 Hz, J= 1,6 Hz ); 7,18 (1H, d, J= 7,6 Hz); 7,47 (1H, td,
J=7,6 Hz, J=1,6 Hz ); 7,79 (1H, dd, J= 7,6 Hz, J= 1,6 Hz ); 8,11 (1H, d, J= 5,6 Hz), 11,02 (1H,

s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): & 44,00; 55,50; 65,91; 87,93; 97,12; 112,27;
117,55; 120,68; 128,34; 131,41, 156,99; 157,28; 157,32, 160,17, 161,31; 161,92.

Ci1gH20NsO03icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 354,1566; bulunan: 354,1567.
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N-(2-morfolinopirimidin-4-il)-3-fenilizoksazol-5-amin (Bilesik 7)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-fenilizoksazol-5-amin (Bilesik 4d) ve morfolinden hareketle

3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi (Verim: % 58).

Erime derecesi: 209,6-211,3 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-de): & 3,68-3,72 (8H, m); 6,26 (1H, d, J= 5,8 Hz); 6,60
(1H, s); 7,48-7,52 (3H, m); 7,80-7,82 (2H, m); 8,12 (1H, d, J= 5,8 Hz); 11,00 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-de): & 44,06; 65,91; 84,19; 96,93; 126,33; 128,96;
129,03; 129,97; 157,34, 157,43; 161,31, 162,47, 162,84.

C17H18NsOz icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 324,1460; bulunan: 324,1461.
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3-(4-Etoksifenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 8)
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N-(2-Kloropirimidin-4-il)-3-(4-etoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4e) ve morfolinden

hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi (Verim: % 65).
Erime derecesi: 215,8-217,3 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-de): & 1,34 (3H, t, J= 6,8 Hz); 3,70-3,71 (8H, m); 4,07
(2H, g, J= 6,8 Hz); 6,26 (1H, d, J= 5,6 Hz); 6,64 (1H, s); 7,02 (2H, d, J= 8,4 Hz); 7,73 (2H, d, J=

8,4 Hz); 8,12 (1H, d, J= 5,6 Hz); 10,99 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 14,54; 44,09; 63,18; 65,99; 83,99; 96,99;
114,83; 121,28; 127,86, 157,38; 157,44; 159,88; 161,36; 162,14; 162,58.

C19H21Ns03zicin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 368,1723; bulunan: 368,1732.
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N-(2-morfolinopirimidin-4-il)-3-(4-propoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 9)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-propoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4f) ve morfolinden

hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi (Verim: % 70).
Erime derecesi: 202,3-203,1 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 0,98 (3H, t, J= 7,0 Hz); 1,72-1,77 (2H, m); 3,70-
3,71 (8H, m); 3,99 (2H, t, J= 7,0 Hz); 6,26 (1H, d, J= 5,6 Hz); 6,53 (1H, s); 7,04 (2H, d, J= 8,6

Hz); 7,72 (2H, d, J= 8,6 Hz); 8,12 (1H, d, J= 5,6 Hz); 10,93 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-dg): & 10,23; 21,88; 44,08; 65,93; 69,06; 84,01;
96,93; 114,87; 121,28; 127,80; 157,39; 160,02; 161,33; 162,10; 162,57.

C20H23Ns03icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 382,1879; bulunan: 382,1882.
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3-(4-Florofenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 10)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-florofenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 4g) ve morfolinden

hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi (Verim: % 69).
Erime derecesi: 219,9-221,0 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 3,69-3,71 (8H, m); 6,26 (1H, d, J= 5,4 Hz); 6,59
(1H, s); 7,34 (2H, t, J= 8,7 Hz); 7,87 (2H, dd, J= 8,7 Hz, J= 5,4 Hz ), 8,13 (1H, d, J= 5,4 Hz),
11,03 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 44,09; 65,98; 84,22; 96,98; 116,02 (d, %Jcr=
21,8 Hz); 125,60 (d, 4Jc.= 3,2 Hz); 128,71 (d, 3Jc..= 9,0 Hz); 157,34; 157,49; 161,35; 161,63;

162,97; 163,07 (d, Ycr= 245,6 Hz).

C17H17FNsOzicin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 342,1366; bulunan: 342,1350.
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3-(4-Klorofenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 11)
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3-(4-Klorofenil)-N-(2-kloropirimidin-4-il)izoksazol-5-amin  (Bilesik 4h) ve morfolinden

hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi (Verim: % 53).

Erime derecesi: 227,2-228,9 °C (dekompoze).

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 3,69-3,70 (8H, m); 6,27 (1H, d, J= 5,6 Hz); 6,61
(1H, s); 7,56 (2H, d, J= 8,2 Hz); 7,83 (2H, d, J= 8,2 Hz); 8,13 (1H, d, J= 5,6 Hz); 11,03 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-de): & 44,07; 65,94; 84,22; 96,94; 127,88; 128,15;
129,06; 134,67; 157,31, 157,49; 161,32; 161,54, 163,07.

C17H17CINsOz icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 358,1071; bulunan: 358,1072.
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N-(2-morfolinopirimidin-4-il)-3-(p-tolil)izoksazol-5-amin (Bilesik 12)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(p-tolil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4i) ve morfolinden hareketle

3.1.2.'de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi (Verim: % 53).

Erime derecesi: 215,3-217,3 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 2,36 (3H, s); 3,70-3,71 (8H, m); 6,26 (1H, d, J=
5,6 Hz); 6,56 (1H, s); 7,31 (2H, d, J= 7,8 Hz); 7,69 (2H, d, J= 7,8 Hz); 8,12 (1H, d, J= 5,6 Hz);

10,97 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): & 20,94; 44,10; 65,99; 84,18; 97,00; 126,28;
126,32; 129,60; 139,74, 157,38; 157,48; 161,36; 162,46; 162,74.

Ci1gH20Ns0;z icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 338,1617; bulunan: 338,1613.
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3-(4-Etilfenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 13)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-etilfenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 4j) ve morfolinden

hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi (Verim: % 59).
Erime derecesi: 213,9-215,2 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 1,18 (3H, t, J= 7,6 Hz); 2,63 (2H, q, J= 7,6 Hz);
3,68-3,69 (8H, m); 6,24 (1H, d, J= 5,6 Hz); 6,56 (1H, s); 7,32 (2H, d, J= 8,4 Hz); 7,70 (2H, d, J=

8,4 Hz); 8,10 (1H, d, J= 5,6 Hz); 11,00 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 15,28; 27,93; 44,02; 65,91; 84,12; 96,93;
126,34, 126,46; 128,35, 145,87, 157,30; 157,40; 161,29; 162,39; 162,65.

C19H22Ns0;z icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 352,1774; bulunan: 352,1764.
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3-(4-izopropilfenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 14)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-izopropilfenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4k) ve morfolinden

hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi (Verim: % 65).
Erime derecesi: 224,5-226,0 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 1,24 (6H, d, J= 6,8 Hz); 2,95 (1H, h, J= 6,8 Hz);
3,70-3,73 (8H, m); 6,27 (1H, d, J= 5,2 Hz); 6,59 (1H, s); 7,39 (2H, d, J= 8,2 Hz); 7,74 (2H, d, J=

8,2 Hz); 8,13 (1H, d, J= 5,2 Hz); 11,04 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-dg): & 23,58; 33,25; 44,04; 65,92; 84,14; 96,96;
126,39; 126,62; 126,92; 150,44; 157,31; 157,41, 161,31; 162,40; 162,66.

C20H23Ns0;z icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 366,1930; bulunan: 366,1915.



126

N-(2-morfolinopirimidin-4-il)-3-(4-(triflorometil)fenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 15)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-(triflorometil)fenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 41) ve
morfolinden hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi

(Verim: % 53).

Erime derecesi: 225,0-227,0 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 3,70-3,71 (8H, m); 6.27 (1H, d, J= 5,2 Hz); 6,84
(1H, s); 7,86 (2H, d, J= 8,4 Hz); 8,03 (2H, d, J= 8,4 Hz); 8,13 (1H, d, J= 5,2 Hz); 11,07 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): & 44,07; 65,92; 84,40; 96,95; 123,90 (q, Ycr=

270,6 Hz); 125,86 (q, 3Jcr= 3,2 Hz); 127,18; 130,06 (q, YJcr= 31,4 Hz); 132,94; 157,27;
157,50; 161,31; 161,41; 163,32.

CisH17F3NsOz icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 392,1334; bulunan: 392,1339.



127

3-(4-(1,1-Difloroetil)fenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 16)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-(1,1-difloroetil)fenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik ~ 4m) ve
morfolinden hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi

(Verim: % 63).

Erime derecesi: 221,3-223,1 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-dg): 6 2,00 (3H, t, Jc..= 19 Hz); 3,70-3,71 (8H, m); 6,27
(1H, d, J=5,6 Hz); 6,66 (1H, s); 7,70 (2H, d, J= 8,6 Hz); 7,93 (2H, d, J= 8,6 Hz); 8,14 (1H, d, J=
5,6 Hz); 11,10 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 25,16 (t, ?Jc..= 28.6 Hz); 44,30; 66,19; 84,58;
97,23; 122,30 (t, Ycr= 236,6 Hz); 125,61 (t, 2Jcr= 26,7 Hz); 126,95; 130,86; 138,94; 157,53;

157,76; 161,56; 162,06; 163,32.

Ci19H20F2Ns0z icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 388,1585; bulunan: 388,1575.
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3-(4-(Diflorometoksi)fenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 17)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-(diflorometoksi)fenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik  4n) ve
morfolinden hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi

(Verim: % 70).

Erime derecesi: 202,8-204,8 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 3,69-3,70 (8H, m); 6,25 (1H, d, J= 5,6 Hz); 7,30
(2H, d, J= 8,6 Hz); 7,33 (1H, t, Jc..= 74,0 Hz); 7,87 (2H, d, J= 8,6 Hz); 8,12 (1H, d, J= 5,6 Hz);
11,05 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 44,07; 65,96; 84,17; 96,98; 116,11 (t, Ucr=
256,5 Hz); 118,98; 125,92; 128,26; 152,11 (t, 3Jcr= 3,5 Hz); 157,30; 157,47; 161,33; 161,63;

162,93.

CisH1sF2NsOsicin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 390,1378; bulunan: 390,1361.
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N-(2-morfolinopirimidin-4-il)-3-(4-(triflorometoksi)fenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 18)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-(triflorometoksi)fenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 40) ve
morfolinden hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi
(Verim: % 58).

Erime derecesi: 196,5-198,5 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 3,71 (8H, m); 6,27 (1H, d, J= 4,6 Hz); 6,64 (1H,
s); 7,51 (2H, d, J= 7,6 Hz); 7,96 (2H, d, J= 7.6 Hz); 8,14 (1H, d, J= 4,6 Hz); 11,10 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 44,08; 65,96; 84,26; 96,99; 121,48; 128,27;
128,51; 149,36, 157,28; 157,51; 161,33; 161,40; 163,12.

CigH17F3NsOsicin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 408,1283; bulunan: 408,1289.
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3-(4-(Metiltiyo)fenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 19)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-(metiltiyo)fenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4p) ve morfolinden

hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi (Verim: % 65).
Erime derecesi: 197,7-199,5 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 2,50 (3H, s); 3,68-3,69 (8H, m); 6,23 (1H, d, J=
5,4 Hz); 6,56 (1H, s); 7,35 (2H, d, J= 8,0 Hz); 7,72 (2H, d, J= 8,0 Hz); 8,10 (1H, d, J= 5,4 Hz);

11,00 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): & 14,19; 44,04; 65,93; 84,03; 96,95; 125,22;
125,82; 126,74, 140,81; 157,29; 157,43; 161,29; 162,01; 162,74.

Ci18H20Ns0;,S icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 370,1338; bulunan: 370,1334.
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3-(4-(Dimetilamino)fenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 20)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-(dimetilamino)fenil)izoksazol-5-amin ~ (Bilesik ~ 4q) ve
morfolinden hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi

(Verim: % 66).

Erime derecesi: 212,8-214,8 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 2,97 (6H, s); 3,70-3,71 (8H, m); 6,25 (1H, d, J=5,4
Hz); 6,50 (1H, s); 6,79 (2H, d, J= 8,4 Hz); 7,62 (2H, d, J= 8,4 Hz); 8,12 (1H, d, J=5,4 Hz); 10,93

(1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-de): 6 40,23; 44,57; 66,44; 84,21; 97,46; 112,44;
116,60; 127,72; 151,77, 157,85, 157,88; 161,83; 162,64, 162.95.

Ci19H23N602 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 367,1882; bulunan: 367,1884.
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3-(5-Metoksipiridin-2-il)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 21)

N~O “d N
Wl 2 LK
(@) — N

-

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(5-metoksipiridin-3-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 4r) ve
morfolinden hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi

(Verim: % 45).

Erime derecesi: 213,0-214,3 °C (dekompoze).

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 3,71-3,72 (8H, m); 3,90 (3H, s); 6,27 (2H, d, J=
5,2 Hz); 6,62 (1H, s); 7,53 (1H, dd, J= 8,4 Hz, J= 2,9 Hz); 7,93 (1H, d, J= 8,7 Hz); 8,14 (1H, d,

J=5,2 Hz); 8,43 (1H, d, J= 2,9 Hz); 11,10 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-de): 6 44,08; 55,78; 65,93; 84,54; 97,10; 121,34;
121,80; 137,59; 140,39; 156,19; 157,35, 157,50, 161,34; 162,73, 163,09.

C17H19N6O03 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 355,1519; bulunan: 355,1508.
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3-(6-Metoksipiridin-3-il)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 22)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(6-metoksipiridin-3-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 4s) ve
morfolinden hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi

(Verim: % 81).

Erime derecesi: 200,6-201,1 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 3,68-3,69 (8H, m); 3,90 (3H, s); 6,23 (2H, d, J=
5,2 Hz); 6,59 (1H, s); 6,93 (2H, d, J= 8,4 Hz); 8,08-8,11 (2H, m); 8,14 (1H, d, J=5,2 Hz); 8,62

(1H, d, J= 2,4 Hz); 11,00 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-de): 6 44,02; 53,44; 65,96; 83,73; 96,95; 110,98;
118,75; 136,84; 145,26; 157,25; 157,42; 160,06; 161,30; 162,80; 164,45.

C17H19N603 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 355,1519; bulunan: 355,1514.
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3-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 23)
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3-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-N-(2-kloropirimidin-4-il)izoksazol-5-amin  (Bilesik ~4t) ve

morfolinden hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi

(Verim: % 56).

Erime derecesi: 218,2-219,4 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 3,67-3,68 (8H, m); 6,08 (2H, s); 6,23 (1H, d, J=
5,4 Hz); 6,51 (1H, s); 7,00-7,02 (1H, m); 7,29-7,32 (2H, m); 8,10 (1H, d, J= 5,4 Hz); 10,96 (1H,

s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 44,08; 66,00; 84,22; 96,97; 101,49; 106,30;
108,75; 120,92; 122,93; 147,83; 148,75, 157,38, 157,47, 161,36; 162,18; 162,67.

Ci18H1sNsOzicin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 368,1348; bulunan: 368,1348.
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3-(2,3-Dihidrobenzofuran-5-il)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 24)

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(2,3-dihidrobenzofuran-5-il)izoksazol-5-amin  (Bilesik 4u) ve

morfolinden hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi

(Verim: % 50).

Erime derecesi: 236,5-237,3 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 3,24 (2H, t, J= 8,8 Hz); 3,70-3,71 (8H, m); 4,59
(2H, t, J= 8,8 Hz); 6,26 (1H, d, J= 5,6 Hz); 6,52 (1H, s); 6,87 (1H, d, J= 8,0 Hz); 7,55 (1H, dd, J=

8,0 Hz, J= 1,5 Hz ); 7,68 (1H, d, J= 1,5 Hz); 8,12 (1H, d, J= 5,6 Hz); 10,96 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-de): 6 28,83; 44,10; 65,98; 71,42; 84,05; 96,96;
109,27; 121,33; 123,20; 126,76; 128,38, 157,40; 157,45, 161,25; 161,36; 162,44, 162,49.

Ci19H20Ns03 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 366,1566; bulunan: 366,1554.
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3-(2,2-Diflorobenzo[d][1,3]dioksol-5-il)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin
(Bilesik 25)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(2,2-diflorobenzo[d][1,3]dioksol-5-il)izoksazol-5-amin  (Bilesik

4v) ve morfolinden hareketle 3.1.2.°de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore

sentezlendi (Verim: % 55).

Erime derecesi: 223,6-225,2 °C.

IH-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-de): & 3,69-3,70 (8H, m); 6,25 (1H, d, J= 5,6 Hz); 6,61
(1H, s); 7,53 (1H, d, J= 8,0 Hz); 7,69 (1H, dd, J= 8,0 Hz, J=1,6 Hz ); 7,85 (1H, d, J= 1,6 Hz);
8,12 (1H, d, J= 5,6 Hz); 11,07 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 44,09; 66,01; 84,32; 96,98; 108,28; 110,64;
123,21; 125,80; 131,16 (t, L= 252,6 Hz); 143,24; 143,80; 157,31; 157,52; 161,36; 161,51;

163,10.

CisH16F2Ns04icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 404,1170; bulunan: 404,1165.
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3-(3,4-Dimetoksifenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 26)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(3,4-dimetoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4w) ve morfolinden

hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi (Verim: % 46).
Erime derecesi: 201,7-203,1 °C.

IH-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 3,70-3,71 (8H, m); 3,81 (3H, s); 3,83 (3H, s);
6,25 (1H, d, J= 5,2 Hz); 6,61 (1H, s); 7,06 (1H, d, J= 8,4 Hz); 7,33-7,37 (2H, m); 8,12 (1H, d, J=

5,2 Hz); 11,00 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 44,08; 55,36; 55,53; 65,98; 84,32; 96,99;
109,22; 111,87; 119,37, 121,49; 148,90; 150,29; 157,36, 157,47, 161,36, 162,31; 162,57.

Ci19H22Ns04 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 384,1672; bulunan: 384,1654.
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3-(3-Kloro-4-metoksifenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 27)
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3-(3-Kloro-4-metoksifenil)-N-(2-kloropirimidin-4-il)izoksazol-5-amin  (Bilesik  4x) ve

morfolinden hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi

(Verim: % 55).

Erime derecesi: 208,2-209,6 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 3,67-3,68 (8H, m); 3,90 (3H, s); 6,24 (1H, d, J=
6.0 Hz); 6,58 (1H, s); 7,26 (1H, d, J= 8,6 Hz); 7,75 (1H, dd, J= 8,6 Hz, J= 2,0 Hz); 7,83 (1H, d,

J=2,0 Hz); 8,11 (1H, d, J= 6,0 Hz); 11,01 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-de): 6 44,10; 56,32; 66,01; 84,18; 96,96; 113,21;
121,63; 122,34, 126,86; 127,47, 155,81, 157,38, 157,57; 161,24, 161,37; 162,91.

Ci18H19CINsOs icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 388,1176; bulunan: 388,1161.
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3-(3-Floro-4-metoksifenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 28)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(3-floro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin ~ (Bilesik ~ 4y) ve

morfolinden hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi

(Verim: % 52).

Erime derecesi: 192,6-193,8 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 3,67-3,68 (8H, m); 3,87 (3H, s); 6,23 (1H, d, J=
5,4 Hz); 6,55 (1H, s); 7,26 (1H, t, J= 8,6 Hz); 7,57-7,63 (2H, m); 8,10 (1H, d, J= 5,4 Hz); 11,00
(1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 44,04; 56,02; 65,96; 84,10; 96,93; 113,64 (d,
2Jer= 19,2 Hz); 114,11; 121,76 (d, 3Jcr= 7,1 Hz), 123,26 (d, “Jcr= 3,2 Hz); 148,51 (d, 2Jcr=

10,2 Hz); 151,40 (d, 2Jcr=243.0 Hz); 157,31; 157,44; 161,31; 161,37 (d, ZJcr= 1,9 Hz); 162,82.

C1sH19FNs03igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 372,1472; bulunan: 372,1454.
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3-(3,5-Difloro-4-metoksifenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 29)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(3,5-difloro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 4z) ve

morfolinden hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi

(Verim: % 81).

Erime derecesi: 174,1-175,2 °C.

1H-NMR Spektrumu (500 MHz, DMSO-ds): & 3,70-3,71 (8H, m); 4,00 (3H, s); 6,26 (1H, d, J=

5,5 Hz); 6,61 (1H, s); 7,60 (2H, d, J= 9,0 Hz); 8,13 (1H, d, J= 5,5 Hz); 11,06 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (125 MHz, DMSO-ds): & 44,58; 62,27 (t, “Jcr= 3,3 Hz); 66,52; 84,86;
97,43; 111,36 (dd, Zcr= 24,2 Hz, “Jer= 6,4 Hz); 124,71 (t, 3Jcr= 10,0 Hz); 137,68 (t, Jce= 13,9
Hz); 155,56 (dd, Lc.r= 245,0 Hz, 3Jcr= 6,5 Hz); 157,82; 158,06; 161,19; 161,86; 163,76.

CigH1sF2NsO3icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 390,1378; bulunan: 390,1373.
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3-(2-Floro-4-metoksifenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 34)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(2-floro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin ~ (Bilesik ~ 33) ve

morfolinden hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi

(Verim: % 71).

Erime derecesi: 204,6-205,7 °C.

1H-NMR Spektrumu (500 MHz, DMSO-ds): & 3,69-3,71 (8H, m); 3,84 (3H, s); 6,25 (1H, d, J=
5,5 Hz); 6,63 (1H, d, J= 3,9 Hz); 6,93 (1H, dd, J= 8,75 Hz, J= 2,45 Hz); 7,02 (1H, dd, J= 13,0 Hz,
J= 2,45 Hz); 7,82 (1H, t, J= 8,75 Hz); 8,13 (1H, d, J= 5,5 Hz); 11,09 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (125 MHz, DMSO-de): & 44,57; 56,35; 66,39; 86,77 (d, 3Jcr= 9,6 Hz);
97,59; 102,69 (d, 2Jcr= 25,5 Hz); 109,46 (d, 2Jcr= 12,1 Hz); 111,95 (d, “Jcr= 1,8 Hz); 129,66
(d, “Jer= 4,9 Hz); 157,76; 157,98; 158,29 (d, “Jcr= 2,0 Hz); 161,13 (d, Ucr= 248,4 Hz); 162,78
(d, 3Jcr= 11,3 Hz); 163,13.

C18H19FNsOsicin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 372,1472; bulunan: 372,1459.
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3-(2,3-Difloro-4-metoksifenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 39)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(2,3-difloro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 38) ve

morfolinden hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi

(Verim: % 52).

Erime derecesi: 235,5-237,1 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 3,67-3,68 (8H, m); 3,92 (3H, s); 6,23 (1H, d, J=
5,4 Hz); 6,23 (1H, d, J= 2,8 Hz); 7,14 (1H, t, J= 8,3 Hz); 7,63 (1H, t, J= 8,3 Hz); 8,13 (1H, d, J=
5,4 Hz); 11,14 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-de): & 43,99; 56,66; 65,85; 85,91 (d, 3Jcr= 7,7 Hz);
97,04; 109,52; 110,43 (d, 3Jc.r= 9,0 Hz); 122,71 (d, “Jcr= 3,9 Hz); 140,35 (dd, Ycr= 243,7 Hz,
2Jcr= 14,1 Hz); 148,53 ( dd, Ucr= 249,7 Hz, 2cr= 11,2 Hz); 149,70; 157,13; 157,21; 157,46;
161,20; 162,80.

CisH1sF2Ns0sicin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 390,1378; bulunan: 390,1362.
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4-(5-((2-Morfolinopirimidin-4-il)Jamino)izoksazol-3-il)fenol (Bilesik 41)
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4-(5-((2-Kloropirimidin-4-il)Jamino)izoksazol-3-il)fenol (Bilesik 40) ve morfolinden hareketle

3.1.2.'de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi (Verim: % 70).

Erime derecesi: 243,3-244,9 °C (dekompoze).

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-dg): & 3,67-3,68 (8H, m); 6,22 (1H, d, J= 5,2 Hz); 6,48
(1H, s); 6,85 (2H, d, J= 8,6 Hz); 7,61 (2H, d, J= 8,6 Hz); 8,09 (1H, d, J= 5,2 Hz); 9,86 (1H, s);

10,93 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 44,05; 65,94; 83,85; 96,93; 115,71; 119,78;
127,87; 157,35; 157,38; 159,03; 161,31; 162,31; 162,39.

C17H18NsOszicin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 340,1410; bulunan: 340,1403.
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N-(2-((2R,65)-2,6-dimetilmorfolino)pirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin
(Bilesik 42)

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4a) ve (2R,6S)-2,6-
dimetilmorfolinden hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore

sentezlendi (Verim: % 47).

Erime derecesi: 193,0-194,2 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 1,16 (3H, s); 1,18 (3H, s); 2,54-2,60 (2H, m);
3,57-3,61 (2H, m); 3,82 (3H, s); 4,46-4,49 (2H, m); 6,24 (1H, d, J= 5,2 Hz), 6,58 (1H, s); 7,05

(2H, d, )= 8,8 Hz); 7,72 (2H, d, J= 8,8 Hz), 8,11 (1H, d, J= 5,2 Hz); 10,96 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-dg): & 18,66; 49,14; 55,22; 70,82; 84,19; 96,71;
114,36; 121,42, 127,55; 157,27; 157,43; 160,60; 160,89; 161,95; 162,55.

C20H24Ns03zicin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 382,1879; bulunan: 382,1866.
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N-(2-(3-oksa-8-azabisiklo[3.2.1]oktan-8-il)pirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-

amin (Bilesik 43)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 4a) ve 3-oksa-8-
azabisiklo[3.2.1]oktan hidrokloriir tuzundan hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez
yontemi 6b’ye gore sentezlendi (Verim: % 18).

Erime derecesi: 199,5-200,5°C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 1,92-2,00 (4H, m); 3,60 (2H, d, J= 10,6 Hz); 3,67
(2H, d, J= 10,6 Hz); 3,82 (3H, s); 4,59 (2H, m); 6,26 (1H, d, J= 5,6 Hz); 6,51 (1H, s); 7,06 (2H,

d, J=9,0 Hz), 7,73 (2H, d, J= 9,0 Hz); 8,12 (1H, d, J= 5,6 Hz); 10,97 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-dg): & 26,62; 55,05; 55,24; 70,31; 83,88; 97,14;
114,47, 121,43; 127,83; 157,60; 157,80; 160,05; 160,61; 162,11; 162,63.

C20H22Ns03icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 380,1723; bulunan: 380,1727.
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N-(2-(8-oksa-3-azabisiklo[3.2.1]oktan-3-il)pirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-

amin (Bilesik 44)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 4a) ve 8-oksa-3-
azabisiklo[3.2.1]oktan hidrokloriir tuzundan hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez
yontemi 6b’ye gore sentezlendi (Verim: % 24).

Erime derecesi: 201,9-203,8 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 1,67-1,83 (4H, m); 3,12 (2H, d, J= 12,4 Hz); 3,82
(3H, s); 4,15 (2H, d, J= 12,4 Hz), 4,44 (2H, m); 6,23 (1H, d, J='5,6 Hz); 6,55 (1H, s); 7,06 (2H,

d, J= 9,0 Hz); 7,74 (2H, d, J= 9,0 Hz); 8,08 (1H, d, J= 5,6 Hz); 10,97 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 27,49; 49,59; 55,19; 72,78; 83,91; 96,81;
114,39; 121,37; 127,80; 157,12; 157,27, 160,54; 162,05; 162,16; 162,57.

C20H22Ns03icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 380,1723; bulunan: 380,1715.
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N-(2-((1R,4R)-2-oksa-5-azabisiklo[2.2.1]heptan-5-il)pirimidin-4-il)-3-(4-

metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 45)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4a) ve (1R,4R)-2-oksa-

5-azabisiklo[2.2.1]heptan hidroklorir tuzundan hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez

yontemi 6b’ye gore sentezlendi (Verim: % 34).

Erime derecesi: 199,5-200,5 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 1,89-1,93 (2H, m); 3,49-3,72 (4H, m); 3,82 (3H,
s); 4,69-4,94 (2H, m); 6,22 (1H, d, J= 4,6 Hz); 6,64 (1H, s); 7,06 (2H, d, J= 8,4 Hz); 7,75 (2H,

d, J= 8,4 Hz); 8,07 (1H, d, J= 4,6 Hz); 10,94 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds):6 36,68; 55,75; 57,00; 73,51; 76,29; 84,58, 96,98;
114,95; 122,01; 128,32; 157,80, 158,01; 160,55; 161,10; 162,60; 163,15.

Ci19H20Ns03 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 366,1566; bulunan: 366,1580.
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N-(2-((1S,4S)-2-oksa-5-azabisiklo[2.2.1]heptan-5-il)pirimidin-4-il)-3-(4-

metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 46)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4a) ve (1S5,4S)-2-oksa-

5-azabisiklo[2.2.1]heptan hidrokloriir tuzundan hareketle 3.1.2.”de belirtilen genel sentez

yontemi 6b’ye gore sentezlendi (Verim: % 43).

Erime derecesi: 201,7-203,2 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 1,90-2,00 (2H, m); 3,53-3,72 (4H, m); 3,83 (3H,

s); 4,72-4,95 (2H, m); 6,23 (1H, d, J= 6,0 Hz); 6,67 (1H, s); 7,08 (2H, d, J= 8,0 Hz); 7,76 (2H,
d, J= 8,0 Hz); 8,09 (1H, d, J= 6,0 Hz); 11,00 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-de): 6 36,72; 55,75; 56,99; 73,51; 76,30; 84,59,
96,98; 114,95; 122,01, 128,33; 157,99; 158,07; 160,55; 161,10; 162,60; 163,16.

Ci19H20Ns03icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 366,1566; bulunan: 366,1580.



149

N-(2-(4-floropiperidin-1-il)pirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 47)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4a) ve 4-floropiperidin
hidrokloriir tuzundan hareketle 3.1.2.'de belirtilen genel sentez yontemi 6b’ye gore

sentezlendi (Verim: % 60).

Erime derecesi: 210,1-211,2 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-de): & 1,74-1,98 (4H, m); 3,73-3,95 (7H, m); 4,87-4,99
(1H, m); 6,22 (1H, d, J= 5,4 Hz); 6,55 (1H, s); 7,07 (2H, d, J= 8,8 Hz); 7,73 (2H, d, J= 8,8 Hz);
8.11 (1H, d, J= 5,4 Hz); 10.98 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 30.68 (d, 2Jcr= 19,1 Hz); 40,34 (d, 3Jc.F= 6,1 Hz);
55,25; 83,86; 88,85 (d, Lcr= 168,4 Hz); 96,58; 114,50; 121,43; 127,77; 157,46; 157,64;

160,63; 161,01; 162,09; 162,71.

C19H21FN50z igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 370,1679; bulunan: 370,1664.
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N-(2-(4,4-difloropiperidin-1-il)pirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 48)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 4a) ve 4,4-
difloropiperidin hidroklorir tuzundan hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi

6b’ye gore sentezlendi (Verim: % 34).

Erime derecesi: 219,9-221,3 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 1,98-2,10 (4H, m); 3,83 (3H, s); 3,92-3,94 (4H,
m); 6,29 (1H, d, J= 5,6 Hz); 6,55 (1H, s); 7,07 (2H, d, J= 8,8 Hz); 7,76 (2H, d, J= 8,8 Hz); 8,14
(1H, d, J= 5,6 Hz); 11,04 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 33,05 (t, 2Jc..= 22,5 Hz); 40,67; 55,24; 83,98;
97,14; 114,47; 121,39; 123,17 (t, Ycr= 239,6 Hz); 127,86; 157,55; 157,66; 160,63; 160,73;

162,13; 162,60.

Ci19H20F2Ns50;z icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 388,1585; bulunan: 388,1594.
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3-(4-metoksifenil)-N-(2-tiyomorfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 49)

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4a) ve tiyomorfolinden

hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi (Verim: % 45).
Erime derecesi: 181,7-182,9 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 2,62-2,65 (4H, m); 3,80 (3H, s); 4,06-4,08 (4H,
m); 6,21 (1H, d, J= 5,6 Hz); 6,49 (1H, s); 7,04 (2H, d, J= 8,8 Hz), 7,71 (2H, d, J= 8,8 Hz); 8,10

(1H, d, J= 5,6 Hz); 10,99 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): & 25,85; 46,34; 55,24; 83,85; 96,61; 114,49;
121,39; 127,80; 157,46, 157,63; 160,62; 160,67; 162,09; 162,66.

Ci18H20Ns0;3S icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 370,1338; bulunan: 370,1343.
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4-(4-((3-(4-Metoksifenil)izoksazol-5-il)Jamino)pirimidin-2-il)tiyomorfolin 1,1-dioksit (Bilesik
50)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4a) ve tiyomorfolin 1,1-
dioksitten hareketle 3.1.2.°de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi

(Verim: % 47).

Erime derecesi: 230,9-232,7 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 3,20 (4H, m); 3,80 (3H, s); 4,22 (4H, m); 6,32
(1H, d, )= 5,32 Hz); 6,47 (1H, s); 7,04 (2H, d, J= 9,0 Hz); 7,75 (2H, d, J= 9,0 Hz); 8,15 (1H, d,

J=5,6 Hz); 8,15 (1H, d, J= 5,6 Hz); 11,08 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): & 42,46; 50,54; 55,24; 84,04; 97,80; 114,45;
121,30; 127,95; 157,65, 157,68; 160,19; 160,63; 162,15; 162,47.

Ci18H20Ns04S icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 402,1236; bulunan: 402,1224.
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3-(4-Metoksifenil)-N-(2-(piperidin-1-il)pirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 51)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4a) ve piperidinden

hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi (Verim: % 61).
Erime derecesi: 198,1-200,1 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-d): & 1,54-1,64 (6H, m); 3,75-3,77 (4H, m); 3,81 (3H,
s); 6,17 (1H, d, J= 5,8 Hz); 6,55 (1H, s); 7,07 (2H, d, J= 8,8 Hz); 7,71 (2H, d, J= 8,8 Hz); 8,08

(1H, d, J= 5,8 Hz); 10,92 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 24,33; 25,18; 44,57; 55,24; 83,72; 95,97;
114,49; 121,47, 127,68; 157,33, 157,56; 160,61; 161,08; 162,03; 162,81.

Ci19H22Ns0; icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 352,1774; bulunan: 352,1761.
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3-(4-Metoksifenil)-N-(2-(4-metilpiperidin-1-il)pirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 52)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik  4a) ve  4-
metilpiperidinden hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore
sentezlendi (Verim: % 52).

Erime derecesi: 171,4-173,3 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-de): 6 0.90 (3H, d, J= 6,0 Hz); 1,05-1,07 (2H, m); 1,62-
1,69 (3H, m); 2,87-2,93 (2H, m); 3,80 (3H, s); 4,58-4,61 (2H, m); 6,16 (1H, d, J= 5.4 Hz); 6,52

(1H, s); 7,05 (2H, d, J= 9,0 Hz); 7,69 (2H, d, J= 9,0 Hz); 8,06 (2H, d, J= 5,4 Hz); 10,86 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-de): 6 21,66; 30,57; 33,36; 43,85; 55,18; 83,70;
95,96; 114,44; 121,45, 127,60; 157,60; 157,30; 157,48; 160,57; 161,05; 161,97; 162,75.

C20H24N50; igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 366,1930; bulunan: 366,1920.
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3-(4-Metoksifenil)-N-(2-(4-(triflorometil)piperidin-1-il)pirimidin-4-il)izoksazol-5-amin
(Bilesik 53)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik  4a) ve 4-
(triflorometil)piperidinden hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore
sentezlendi (Verim: % 69).

Erime derecesi: 188,0-189,8 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 1,34-1,44 (2H, m); 1,89-1,92 (2H, m); 2,61-2,64
(1H, m); 3,79 (3H, s); 4,72-4,75 (2H, m); 6,21 (1H, d, J= 5,4 Hz); 6,52 (1H, s); 7,05 (2H, d, J=

8,8 Hz); 7,72 (2H, d, J= 8,8 Hz); 8,09 (1H, d, J= 5,4 Hz); 10,97 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): & 23,72; 42,30; 55,19; 83,83; 96,65; 114,42;
121,38; 127,63 (q, 1Jer=275,8 Hz); 127,74; 157,38; 157,54; 160,58; 160,96; 162,05; 162,60.

C20H21F3Ns0z icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 420,1647; bulunan: 420,1632.



156

3-(4-Metoksifenil)-N-(2-(pirolidin-1-il)pirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 54)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4a) ve pirolidinden

hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi (Verim: % 61).
Erime derecesi: 233,3-235,3 °C.

IH-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 1,93 (4H, m); 3,41-3,61 (4H, m); 3,80 (3H, s),
6,12 (1H, d, J= 5,8 Hz); 6,12 (1H, d, J= 5,8 Hz); 6,68 (1H, s); 7,04 (2H, d, J= 9,0 Hz); 7,70 (2H,

d, J=9,0 Hz); 8.03 (1H, d, J= 5,8 Hz); 10,90 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-de): 6 24,98; 46,18; 55,18; 83,87; 95,57; 114,40;
121,52;127,67; 156,94; 157,32; 159,75; 160,51; 162,01; 162,73.

Ci1gH20Ns0;z icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 338,1617; bulunan: 338,1609.
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2-(1-(4-((3-(4-Metoksifenil)izoksazol-5-ilJamino)pirimidin-2-il)piperidin-4-il)etan-1-ol
(Bilesik 55)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4a) ve 2-(piperidin-4-

OH

il)etan-1-ol kullanilarak 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi

(Verim: % 77).

Erime derecesi: 168,1-169,8 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 1,07-1,16 (2H, m); 1,35-1,40 (2H, m); 1,67-1,75

(3H, m); 2,87-2,93 (2H, m); 3,46 (2H, q, J= 8,6 Hz); 3,81 (3H, s); 4,36 (1H, t, J= 8,6 Hz); 4,61-

4,64 (2H, m); 6,16 (1H, d, J= 5,6 Hz); 6,54 (1H, s); 7,07 (2H, d, J= 8,8 Hz); 7,71 (2H, d, J= 8,8

Hz); 8,07 (1H, d, J= 5,6 Hz); 10,92 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-de): 6 31,60; 32,36; 39,14; 43,92; 52,20; 58,12;
83,67, 95,97; 114,46; 121,41, 127,64, 157,26; 157,50; 160,57; 161,03; 161,97; 162,73.

C21H26Ns0sicin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 396,2036; bulunan: 396,2042.
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2-(4-(4-((3-(4-Metoksifenil)izoksazol-5-ilJamino)pirimidin-2-il)piperazin-1-il)etan-1-ol
(Bilesik 56)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4a) ve 2-(piperazin-1-
il)etan-1-ol kullanilarak 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi

(Verim: % 59).

Erime derecesi: 166,8-168,0 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 2,44 (2H, t, J= 5,8 Hz); 2,50-2,52 (4H, m); 3,55
(2H, q, J= 5,8 Hz); 3,82 (3H, s); 6,22 (1H, d, J= 5,6 Hz); 6,56 (1H, s); 7,08 (2H, d, J= 9,2 Hz);

7,75 (2H, d, J=9.2 Hz); 8,10 (1H, d, J= 5,6 Hz); 10,97 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 43,62; 48,52; 52,95; 55,20; 58,48; 60,26;
83,85;96,52;114,43; 121,39; 127,75, 157,28, 157,43, 160,56; 161,18; 162,04, 162,69.

C20H25N603icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 397,1988; bulunan: 397,1975.
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3-(4-Metoksifenil)-N-(2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 57)

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4a) ve 1-metilpiperazin

kullanilarak 3.1.2.”de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi (Verim: % 79).
Erime derecesi: 194,8-195,4°C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 2,21 (3H, s); 2,38 (4H, yayvan s); 3,74 (4H,
yayvan s); 3,81 (3H, s); 6,21 (1H, d, J= 5,4 Hz); 6,54 (1H, s); 7,06 (2H, d, J= 8,6 Hz); 7,73 (2H,

d, J= 8,6 Hz); 8,09 (1H, d, J= 5,4 Hz); 10,95 (1H, ).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 43,54; 45,81; 54,39; 55,24; 83,91; 96,59;
114,45; 121,44, 127,79; 157,33, 157,49; 160,59; 161,25; 162,08; 162,68.

Ci19H23N60z icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 367,1882; bulunan: 367,1886.
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3-(4-Metoksifenil)-N-(2-(piperazin-1-il)pirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 58)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4a) ve Boc-piperazin

kullanilarak 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlenen ara lriinden

hareketle 3.1.2.”de belirtilen genel sentez yontemi 11’e gore sentezlendi (Verim: % 46).
Erime derecesi: 179,5-181,2°C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 2,69 (4H, yayvan s); 3,60 (4H, yayvan s); 3,78
(3H, s); 5,32 (1H, s); 7,00 (2H, d, J= 8,8 Hz); 7,29 (1H, d, J= 5,6 Hz); 7,54 (2H, d, J= 8,8 Hz);

8,08 (1H, d, J= 5,6 Hz); 9,62 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-de): 6 44,32; 45,35; 55,24; 84,41; 98,08; 113,87;
127,56; 128,79; 157,96, 158,76; 159,47; 160,74, 160,95; 169,06.

Ci18H21N6O2 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 353,1726; bulunan: 353,1730.
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Etil 1-(4-((3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-il)Jamino)pirimidin-2-il)piperidin-4-karboksilat
(Bilesik 59)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4a) ve etil piperidin-4-
karboksilattan hareketle 3.1.2.”de belirtilen genel sentez yoéntemi 6a’ya gore sentezlendi

(Verim: % 68).

Erime derecesi: 185,6-186,5 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-de): 6 1,16 (3H, t, J= 7,2 Hz); 1,47-1,56 (2H, m); 1,89-
1,92 (2H, m); 2,60-2,66 (1H, m); 3,05-3,10 (2H, m); 3,80 (3H, s); 4,05 (2H, q, J= 7,2 Hz); 4,49-
4,52 (2H, m); 6,19 (1H, d, J= 5,4 Hz); 6,52 (1H, s); 7,05 (2H, d, J= 8,8 Hz); 7,71 (2H, d, J= 8,8
Hz); 8,08 (2H, d, J= 5,4 Hz); 10,95 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-de): 6 14,01; 27,37; 40,38; 42,95; 55,19; 59,84;
83,75; 96,40; 114,43; 121,38; 127,69; 157,32; 157,52; 160,57; 161,04; 162,01; 162,65;

174,04.

C22H26Ns04icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 424,1985; bulunan: 424,1983.
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1-(4-((3-(4-Metoksifenil)izoksazol-5-il)amino)pirimidin-2-il)piperidin-4-karboksilik asit
(Bilesik 60)
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Etil 1-(4-((3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-il)amino)pirimidin-2-il)piperidin-4-karboksilat'tan
(Bilesik 59) hareketle 3.1.2.’de belirtilen sentez yontemi 12’ye gore sentezlendi (Verim: %

61).

Erime derecesi: 210,3-212,1°C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 1,50-1,58 (2H, m); 1,90-1,93 (2H, m); 2,58 (1H,
m); 3,10-3,15 (2H, m); 3,80 (3H, s); 4,48-4,52 (2H, m); 6,21 (1H, d, J= 5,4 Hz); 6,55 (1H, s);

7,08 (2H, d, J= 8,4 Hz); 7,73 (2H, d, J= 8,4 Hz); 8,10 (1H, d, J= 5,4 Hz); 10,92 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 27,53; 40,53; 43,12; 55,20; 83,73; 96,31;
114,46; 121,39; 127,66, 157,31; 157,52; 160,58; 161,05; 162,00; 162,69; 175,90.

C20H22Ns04i¢in; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 396,1672; bulunan: 396,1664.
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N2-siklopropil-N*-(3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-il)pirimidin-2,4-diamin (Bilesik 63)
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3-(4-Metoksifenil)-N-(2-(metiltiyo)pirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 62) ve

siklopropanaminden hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 6c’ye gore

sentezlendi (Verim: % 43).

Erime derecesi: 211,9-212,8 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 0,49-0,69 (4H, m); 2,71 (1H, yayvan s); 3,78
(3H, s); 6,15 (1H, yayvan s); 6,95-7,72 (6H, m); 8,00 (1H, yayvan s); 10,90 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-de): 6 7,06; 24,20; 55,77; 84,86; 114,91; 122,20;
128,24, 157,59; 157,90; 161,07; 162,60; 163,25; 163,49.

C17H18NsOz icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 324,1461; bulunan: 324,1460.
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N2-izobiitil-N*-(3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-yl)pirimidin-2,4-diamin (Bilesik 64)

N- =
N
N~ N N/Y
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3-(4-Metoksifenil)-N-(2-(metiltiyo)pirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 62) ve
izobutilaminden hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 6c’ye gore sentezlendi

(Verim: % 41).

Erime derecesi: 131,8-133,2 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-de): 6 0,92 (6H, d, J= 6,5 Hz); 1,86-1,93 (1H, m); 3,15
(2H, d, J= 6,5 Hz); 3,83 (3H, s); 6,12 (1H, d, J= 5,6 Hz); 7,07 (2H, d, J= 8,8 Hz); 7,17 (1H, s);

7,78 (2H, bs); 7,99 (1H, d, J= 5,6 Hz), 10,84 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-de): & 20,79; 28,33; 48,95; 55,78; 114,84; 122,18;
128,28; 132,76; 157,60; 161,10; 162,60; 163,24.

Ci18H21Ns0z icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 340,1774; bulunan: 340,1768.
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N2-(2-metoksietil)-N*-(3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-il)pirimidin-2,4-diamin (Bilesik 65)

N~ =
\Ow /E\JN\
N

3-(4-Metoksifenil)-N-(2-(metiltiyo)pirimidin-4-il)izoksazol-5-amin  (Bilesik 62) ve 2-

metoksietan-1-aminden hareketle 3.1.2.°de belirtilen genel sentez yontemi 6c’ye gore

sentezlendi (Verim: % 47).

Erime derecesi: 188,5-188,8 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-de): & 3,28 (3H, s); 3,50 (4H, m); 3,83 (3H, s); 6,15
(1H, d, J= 5,6 Hz); 7,06-7,81 (S5H, m); 8,01 (1H, d, J= 5,6 Hz); 10,87 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-de): 6 40,78; 55,76; 58,42; 71,32; 85,12; 97,25;
114,81;122,10; 128,33; 157,47, 161,08; 162,23; 162,60; 163,14.

C17H20Ns03icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 342,1566; bulunan: 342,1562.
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2-((4-((3-(4-Metoksifenil)izoksazol-5-il)Jamino)pirimidin-2-ilJamino)etan-1-ol (Bilesik 66)

N-o Z >N
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3-(4-Metoksifenil)-N-(2-(metiltiyo)pirimidin-4-il)izoksazol-5-amin  (Bilesik 62) ve 2-2-

aminoethan-1-olden hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 6d’ye gore

sentezlendi (Verim: % 34).

Erime derecesi: 222,7-224,7°C (dekompoze).

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 3,43-3,59 (4H, m); 3,84 (3H, s); 4,70 (1H, s);
6,17 (1H, d, J= 4,0 Hz); 7,03 (1H, s); 7,07 (2H, d, J= 8,0 Hz); 7,82 (2H, d, J= 8,0 Hz); 8,02 (1H,

d, J= 4,0 Hz); 10,82 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): & 43,96; 55,77; 60,44; 84,46; 96,66; 114,82;
122,17; 128,34, 157,60; 161,08; 162,63; 163,17.

C16H1sNsOsicin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 328,1410; bulunan: 328,1398.
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N*-(3-(4-Metoksifenil)izoksazol-5-il)-N?-metilpirimidin-2,4-diamin (Bilesik 67)
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3-(4-Metoksifenil)-N-(2-(metiltiyo)pirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 62) ve

metilaminden hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 6e’ye gore sentezlendi

(Verim: % 42).

Erime derecesi: 207,5-208,9°C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): § 2,86 (3H, s); 3,82 (3H, s); 6,13 (1H, d, J= 5,0 Hz);
6,98-7,08 (4H, m); 7,77 (2H, bs); 8,01 (1H, d, J= 5,0 Hz); 10,68 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-de): 6 27,65; 55,20; 84,38; 114,30; 121,59; 127,71;
157,22;160,52; 162,02; 162,68.

CisH16NsOz icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 298,1304; bulunan: 298,1290.
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3-(4-Metoksifenil)-N-(2-morfolinopiridin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 68)

3-(4-Metoksifenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 3a) ve 4-bromo-2-morfolinopiridinden

hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 8a’ya gore sentezlendi (Verim: % 38).
Erime derecesi: 201,3-201,9°C.

IH-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 3,40-3,42 (4H, m); 3,69-3,72 (4H, m); 3,82 (3H,
s); 6,35 (1H, s); 6,45 (1H, d, J= 1,6 Hz); 6,60 (1H, dd, J= 5,4 Hz, J= 1,6 Hz); 7,05 (2H, d, /= 8,6

Hz); 7,83 (2H, d, J= 8,6 Hz); 7,99 (1H, d, J= 5,4 Hz); 10,28 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): & 45,20; 55,26; 65,98; 81,38; 92,24; 102,40;
114,27; 121,45; 128,01; 147,75; 148,63; 160,53; 160,62; 162,43; 164,32.

C19H21N403icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 353,1614; bulunan: 353,1597.
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3-(4-Metoksifenil)-N-(4-morfolino-1,3,5-triazin-2-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 70)

N
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3-(4-Metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 3a) ve 4-(4-kloro-1,3,5-triazin-2-il)morfolin’den
(Bilesik 69) hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 8b’ye gore sentezlendi
(Verim: % 52).

Erime derecesi: 260,7-261,6°C (dekompoze).

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-de): & 3,66-3,79 (8H, m); 3,82 (3H, s); 6,61 (1H, s);
7,05 (2H, d, J= 8,8 Hz); 7,76 (2H, d, J= 8,6 Hz); 8,40 (1H, s); 11,38 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-de): & 43,51; 55,27; 65,83; 85,57; 114,42; 121,36;
127,94, 160,64; 161,62; 162,01; 162,55; 163,75; 166,36.

C17H19N6O03 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 355,1519; bulunan: 355,1525.
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N-(5-kloro-2-(4-floropiperidin-1-il)pirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin
(Bilesik 74)

N-(2,5-dikloropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 71) ve 4-
floropiperidin hidrokloriir tuzundan hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi

6b’ye gore sentezlendi (Verim: % 45).

Erime derecesi: 204,3-206,3 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-de): & 1,69-1,74 (2H, m); 1,86-1,96 (2H, m); 3,68-3,73
(2H, m); 3,80 (3H, s); 3,84-3,89 (2H, m); 4,83-4,97 (1H, m); 6,64 (1H, s); 7,05 (2H, d, J= 8,6
Hz); 7,71 (2H, d, J= 8.6 Hz); 8,18 (1H, s); 10,50 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 30,47 (d, 2Jcr= 19.1 Hz); 40,34 (d, 3Jc.F= 6.1 Hz);
55,20; 86,75; 88,52 (d, Ycr= 168.4 Hz); 102,52; 114,47; 121,22; 127,68; 153,10; 156,01;

159,02; 160,62; 161,91; 162,22.

C20H21CIFN40; igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 404,1290; bulunan: 404,1289.
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N-(5-floro-2-(4-floropiperidin-1-il)pirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik
75)

N-(2-kloro-5-floropirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 72) ve 4-
floropiperidin hidrokloriir tuzundan hareketle 3.1.2.”de belirtilen genel sentez yontemi

6b’ye gore sentezlendi (Verim: % 37).

Erime derecesi: 205,1-207,1 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 1,68-1,74 (2H, m); 1,86-1,97 (2H, m); 3,64-3,70
(2H, m); 3,79 (3H, s); 3,84-3,89 (2H, m); 4,82-4,96 (1H, m); 6,60 (1H, s); 7,05 (2H, d, J= 8,6
Hz); 7,71 (2H, d, J= 8,6 Hz); 8,17 (1H, d, J= 3,2 Hz); 11,18 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 30,47 (d, 2Jc.r= 19,0 Hz); 40,69 (d, 3Jc.F= 6,8 Hz);
55,19; 85,34; 88,66 (d, Lcr= 168,4 Hz); 114,46; 121,23; 127,70; 139,39 (d, YJc.r= 245,3 Hz);

142,68 (d, Zcr=19,1 Hz); 146,26 (d, 2Jcr= 11,4 Hz); 157,18; 160,62; 161,96; 162,01.

Ci19H20F2Ns0;z icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 388,1585; bulunan: 388,1579.
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N-(2-(4-floropiperidin-1-il)-6-metilpirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin
(Bilesik 76)
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N-(2-kloro-6-metilpirimidin-4-il)-3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 73) ve 4-
floropiperidin hidrokloriir tuzundan hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi

6b’ye gore sentezlendi (Verim: % 54).

Erime derecesi: 184,7-186,6 °C.

IH-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 1,68-1,73 (2H, m); 1,86-1,97 (2H, m); 2,19 (3H,
s); 3,69-3,75 (2H, m); 3,80 (3H, s); 3,91-3,96 (2H, m); 4,83-4,96 (1H, m); 6,07 (1H, s); 6,50
(1H, s); 7,04 (2H, d, J=9,0 Hz); 7,71 (2H, d, J=9,0 Hz); 10,85 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 23,92; 30,68 (d, 2Jc.r= 18,3 Hz); 40,00 (d, 3Jcr=
6,1 Hz); 55,18; 83,57; 88,86 (d, Lcr= 168,4 Hz); 94,96; 114,41; 121,44; 127,69; 157,77;

160,55; 160,87; 162,1; 162,90; 166,76.

C20H23FNsOz icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 384,1836; bulunan: 384,1842.
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3-(4-Metoksifenil)-N-metil-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 77)
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3-(4-Metoksifenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin’den (BO-264) hareketle

3.1.2.'de belirtilen genel sentez yontemi 12a’ya gore sentezlendi (Verim: % 87).

Erime derecesi: 123,7-125,5 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 3,47 (3H, s); 3,64-3,67 (8H, m); 3,80 (3H, s);
6,51 (1H, d, J= 6,0 Hz); 6,71 (1H, s); 7,04 (2H, d, J= 8,8 Hz); 7,77 (2H, d, J= 8,8 Hz); 8,17 (1H,

d, J= 6,0 Hz).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 34,63; 43,91; 55,22; 65,89; 88,32; 96,26;
114,38; 121,10; 127,80; 158,18; 159,50; 160,68; 160,84; 162,37; 165,38.

C20H23FNs0zigin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 368,1723; bulunan: 368,1711.
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N1, N1-dietil-N2-(3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-il)-N?-(2-morfolinopirimidin-4-il)etan-1,2-

diamin (Bilesik 78)
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3-(4-Metoksifenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin’den (BO-264) ve N-(2-
kloroetil)-N,N-dietilamonyum klorir tuzundan hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez

yontemi 12b’ye gore sentezlendi (Verim: % 75).

Erime derecesi: 67,1-68,2 °C.

IH-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 0,90 (6H, t, J= 7,0 Hz); 2,46-2,51 (4H, m); 2,68
(2H, t, J= 7,1 Hz); 3,67-3,71 (8H, m); 3,83 (3H, s); 4,07 (2H, t, J= 7,1 Hz); 6,41 (1H, d, J=5,8
Hz); 6,74 (1H, s); 7,07 (2H, d, J= 8,8 Hz); 7,81 (2H, d, J= 8,8 Hz); 8,14 (1H, d, J= 5,8 Hz).
13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 11,93; 43,90; 45,89; 46,73; 50,15; 55,20;
65,85; 89,61; 96,35; 114,35; 121,11; 127,79, 157,99; 159,99; 159,50; 160,69, 160,90;

162,41; 165,43.

C24H33N603 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 453,2614; bulunan: 453,2611.
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N2-(3-(4-metoksifenil)izoksazol-5-il)-N?,N2-dimetil-N1-(2-morfolinopirimidin-4-il)etan-1,2-

diamin (Bilesik 79)
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3-(4-Metoksifenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin’den (BO-264) ve N-(2-
kloroetil)-N,N-dimetilamonyum klorir tuzundan hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez

yontemi 12b’ye gore sentezlendi (Verim: % 53).

Erime derecesi: 88,2-89,4 °C.

IH-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 2,19 (6H, s); 2,54 (2H, t, J= 7,0 Hz); 3,66-3,69
(8H, m); 3,82 (3H, s); 4,09 (2H, t, J= 7,0 Hz); 6,38 (1H, d, J= 5,4 Hz); 6,77 (1H, s); 7,07 (2H, d,

J=9,0 Hz); 7,81 (2H, d, J= 9,0 Hz); 8,13 (1H, d, J= 5,4 Hz).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 43,91; 45,29; 45,52; 55,21; 56,41; 65,84;
90,10; 96,20; 114,35; 121,06, 127,82; 158,04, 159,46; 160,71; 160,89; 162,49; 165,27.

C22H29N603 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 425,2301; bulunan: 425,2301.
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2-((3-(4-Metoksifenil)izoksazol-5-il)(2-morfolinopirimidin-4-ilJamino)asetonitril (Bilesik 80)

N L_o

3-(4-Metoksifenil)-N-(2-morfolinopirimidin-4-il)izoksazol-5-amin’den (BO-264) ve
kloroasetonitrilden hareketle 3.1.2.'de belirtilen genel sentez yontemi 12c’ye gore

sentezlendi (Verim: % 54).

Erime derecesi: 178,1-178,4 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 3,67-3,77 (8H, m); 3,83 (3H, s); 5,14 (2H, s);
6,50 (1H, d, J=5,4 Hz); 6,97 (1H, s); 7,09 (2H, d, J/=9,2 Hz); 7,84 (2H, d, /= 9,2 Hz); 8,24 (1H,

d, J= 5,4 Hz).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-de): 6 35,87; 43,92; 55,33; 65,95; 91,49; 96,11;
114,52; 116,58; 120,67; 128,03; 158,40; 158,99; 160,66, 160,97; 162,89; 163,79.

C20H21N603 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 393,1675; bulunan: 393,1690.
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3-(4-(Dimetilamino)fenil)-N-(2-(4-floropiperidin-1-il)pirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik
81)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(4-(dimetilamino)fenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 4q) ve 4-
floropiperidin hidrokloriir tuzundan hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi

6b’ye gore sentezlendi (Verim: % 39).

Erime derecesi: 209,2-210,5 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 1,72-1,77 (2H, m); 1,90-2,01 (2H, m); 2,97 (6H,
s); 3,73-3,79 (2H, m); 3,94-3,99 (2H, m); 4,87-5,01 (1H, m); 6,23 (1H, d, J= 5,4 Hz); 6,51 (1H,
s); 6,81 (2H, d, J= 9,0 Hz); 7,61 (2H, d, J= 9,0 Hz); 8,11 (1H, d, J= 5,4 Hz); 10,93 (1H, s).
13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 30,71 (d, ?Jc..= 19,0 Hz); 39,70; 40,01; 83,53;
88,79 (d, YJcrF= 168,0 Hz); 96,50; 111,96; 116,07; 127,10; 151,25; 157,42; 157,49; 160,95;

162,21; 162,37.

C20H24FN6O igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 383,1996; bulunan: 383,1994.
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3-(3-Floro-4-metoksifenil)-N-(2-(4-floropiperidin-1-il)pirimidin-4-il)izoksazol-5-amin
(Bilesik 82)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(3-floro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 4y) ve 4-

floropiperidin hidrokloriir tuzundan hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi

6b’ye gore sentezlendi (Verim: % 42).

Erime derecesi: 162,4-164,4 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 1,71-1,75 (2H, m); 1,88-1,99 (2H, m); 3,71-3,77
(2H, m); 3,90 (3H, s); 3,93-3,97 (2H, m); 4,85-5,00 (1H, m); 6,23 (1H, d, J= 5,4 Hz); 6,57 (1H,
s); 7,29-7,33 (1H, m); 7,58-7,64 (2H, m); 8,11 (1H, d, J= 5,4 Hz); 11,01 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 30,47 (d, ?Jc..= 19,1 Hz); 40,07; 56,09; 84,00;
88,84 (d, Lcr= 168,4 Hz); 96,53; 113,58 (d, Zcr= 19,8 Hz); 114,23; 121,80 (d, JJcr= 7,6 Ha);
123,23 (d, “Jer= 3,9 Hz); 148,58 (d, Zce= 9,9 Hz); 151,47 (d, Ucr= 243,1 Hz); 157,43; 157,68;
161,00; 161,36; 162,97.

Ci19H20F2Ns0;z icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 388,1585; bulunan: 388,1568.
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N-(2-(3-oksa-8-azabisiklo[3.2.1]oktan-8-il)pirimidin-4-il)-3-(3-floro-4-

metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 83)
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N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(3-floro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4y) ve 3-oksa-

8-azabisiklo[3.2.1]oktan hidrokloriir tuzundan hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez

yontemi 6b’ye gore sentezlendi (Verim: % 44).

Erime derecesi: 232,7-234,7 °C (dekompoze).

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 1,99 (4H, m); 3,59-3,68 (4H, m); 3,91 (3H, s);
4,60 (2H, m); 6,27 (1H, d, J= 5,6 Hz); 6,55 (1H, s); 7,29-7,33 (1H, m); 7,59-7,66 (2H, m); 8,13
(1H, d, J= 5,6 Hz); 11,05 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 26,62; 55,04; 56,09; 70,33; 84,03; 97,10;
113,63 (d, Zcr= 19,8 Hz); 114,22; 121,80 (d, 3Jcr= 6,9 Hz); 123,31; 148,57 (d, Zcr= 10,7 Hz);

151,45 (d, YJcr=243,1 Hz); 157,57; 157,84; 160,05; 161,39; 162,89.

C20H21FNs03igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 398,1628; bulunan: 398,1636.
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3-(3-Floro-4-metoksifenil)-N-(2-(pirolidin-1-il)pirimidin-4-il)izoksazol-5-amin (Bilesik 84)

F N- =N
\OMN’({)\NQ

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(3-floro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik  4y) ve

pirolidinden hareketle 3.1.2."de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi

(Verim: % 70).

Erime derecesi: 208,7-210,7 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 1,92-1,96 (4H, m); 3,48-3,55 (4H, m); 3,88 (3H,
s); 6,12 (1H, d, J= 5,8 Hz); 6,68 (1H, s); 7,25-7,29 (1H, m); 7,54-7,59 (2H, m); 8,03 (1H, d, J=
5,8 Hz); 10,93 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 25,50; 46,68; 56,54; 84,52; 96,07; 113,99 (d,
2Je.,= 19,0 Hz); 114,68 (d, “Je.r= 2,0 Hz); 122,43 (d, 3Jcr= 7,0 Hz); 123,65 (d, “Jcr= 3,0 Hz);
148,99 (d, Zcr= 11,0 Hz); 151,94 (d, Lcr= 243,0 Hz); 157,43; 157,88; 160,26; 161,81 (d, 4Jc.
= 2,0 Hz); 163,53.

Ci18H19FNsOz icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 356,1523; bulunan: 356,1520.
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3-(3-Floro-4-metoksifenil)-N-(2-(4-(triflorometil)piperidin-1-il)pirimidin-4-il)izoksazol-5-

amin (Bilesik 85)

F
N~ =
W 3 8

CF3

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(3-floro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 4y) ve 4-
(triflorometil)piperidinden hareketle 3.1.2.’de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore

sentezlendi (Verim: % 34).

Erime derecesi: 171,7-172,5 °C.

1H-NMR Spektrumu (500 MHz, DMSO-ds): & 1,43-1,46 (2H, m); 1,91-1,93 (2H, m); 2,64 (1H,
m); 2,94-2,99 (2H, m); 3,91 (3H, s); 4,75-4,77 (2H, m); 6,24 (1H, d, J= 5,6 Hz); 6,57 (1H, s);
7,31 (1H, d, J= 8,7 Hz); 7,57-7,65 (2H, m); 8,12 (1H, d, J= 5,6 Hz); 11,02 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (125 MHz, DMSO-ds): & 24,27; 56,58; 84,53; 97,16; 114,09 (d, %Jcr=
19,3 Hz); 114,72; 122,29 (d, 3Jcr= 7,2 Hz); 123,74 (d, “Jer= 3,1 Hz); 128,17 (q, Ycr= 276,5
Hz); 149,07 (d, 2Jcr= 10,2 Hz); 151,97 (d, Uce= 243,2 Hz); 157,90; 158,13; 161,48; 161,88;
163,42.

C20H20F4Ns0z icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 438,1553; bulunan: 438,1542.
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N-(2-((2R,65)-2,6-dimetilmorfolino)pirimidin-4-il)-3-(3-floro-4-metoksifenil)izoksazol-5-

amin (Bilesik 86)

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(3-floro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 4y) ve (2R,6S)-
2,6-dimetilmorfolinden hareketle 3.1.2.'de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore

sentezlendi (Verim: % 80).

Erime derecesi: 195,5-196,6 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): & 1,16 (6H, d, J= 6,0 Hz); 2,50-2,58 (2H, m); 3,56-
3,60 (2H, m); 3,89 (3H, s); 4,44-4,47 (2H, m); 6,22 (1H, d, J= 5,4 Hz); 6,60 (1H, s); 7,28 (1H,
t, J= 9,0 Hz); 7,55-7,60 (2H, m); 8,10 (1H, d, J= 5,4 Hz); 11,04 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 18,65; 49,08; 56,05; 70,85; 84,36; 96,74;
113,55 (d, Zce= 19,9 Hz); 114,09; 121,73 (d, 3cr= 7,1 Hz); 122,86 (d, “Jer= 3,2 Hz); 148,53
(d, 2Jer= 10,2 Hz); 151,41 (d, Ycr= 243,0 Hz); 157,18; 157,49; 160,89; 161,21 (d, “Jcr= 2,6
Hz); 162,77.

C20H23FNsOsicin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 400,1785; bulunan: 400,1783.
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3-(3-Floro-4-metoksifenil)-N-(2-(4-metilpiperidin-1-il)pirimidin-4-il)izoksazol-5-amin
(Bilesik 87)

F
N- =
W 3TN
N

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(3-floro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 4y) ve 4-

metilpiperidinden hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore

sentezlendi (Verim: % 79).

Erime derecesi: 157,6-159,6 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-de): & 0,92 (3H, s); 1,07-1,11 (2H, m); 1,68-1,70 (3H,
m); 2,88-2,93 (2H, m); 3,91 (3H, s); 4,61-4,64 (2H, m); 6,18 (1H, d, J= 5,4 Hz); 6,57 (1H, s);
7,32 (1H, t, J= 8,6 Hz); 7,56-7,61 (2H, m); 8,09 (1H, d, J= 5,4 Hz); 10,96 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 22,27; 31,16; 33,95; 44,42; 56,59; 84,36;
96,50; 113,99 (d, %Jcr= 19,3 Hz); 114,77; 122,33 (d, 3Jcr= 6,9 Hz); 123,62 (d, “Jc.r= 3,3 Hz);
149,07 (d, Uer= 10,8 Hz); 151,48 (d, Uce= 243,3 Hz); 157,80; 157,80; 158,12; 161,57; 161,82;
163,42.

C20H23FN50z icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 384,1836; bulunan: 384,1845.
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N-(2-((2R,65)-2,6-dimetilmorfolino)pirimidin-4-il)-3-(2-floro-4-metoksifenil)izoksazol-5-

amin (Bilesik 88)

F
9o
\ ’ |
° S \N)\N/\""\
H .

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(2-floro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 33) ve (2R,6S)-
2,6-dimetilmorfolinden hareketle 3.1.2.'de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore

sentezlendi (Verim: % 71).

Erime derecesi: 226,0-227,4 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 1,17 (6H, d, J= 6,4 Hz); 2,53-2,59 (2H, m); 3,56-
3,60 (2H, m); 3,83 (3H, s); 4,44-4,47 (2H, m); 6,21 (1H, d, J= 5,4 Hz); 6,67 (1H, d, J= 4,0 Hz);
6,91 (1H, dd, J= 8,6 Hz, J= 2,5 Hz); 7,00 (1H, dd, J= 13,4 Hz, J= 2,5 Hz); 7,84 (1H, t, J= 8,6 Hz);
8,10 (1H, d, J= 5,4 Hz); 11,11 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 19,15; 49,57; 56,38; 71,38; 86,78 (d, 3Jc..= 11,0
Hz); 97,42; 102,69 (d, %Jc..= 26,0 Hz); 109,30 (d, ?Jc.r.= 12,0 Hz); 112,17; 129,66 (d, 4JcF= 5,0
Hz); 157,61; 157,97; 158,11 (d, “Jer= 3,0 Hz); 161,12 (d, Ucr= 248,0 Hz); 161,33; 162,58 (d,
3)cr= 12,0 Hz); 163,14 (d, “Jce= 3,0 Ha).

C20H23FNsOsicin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 400,1785; bulunan: 400,1779.
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3-(2-Floro-4-metoksifenil)-N-(2-(4-metilpiperidin-1-il)pirimidin-4-il)izoksazol-5-amin
(Bilesik 89)

F
N- =
e =suE

N-(2-kloropirimidin-4-il)-3-(2-floro-4-metoksifenil)izoksazol-5-amin  (Bilesik 33) ve 4-

metilpiperidinden hareketle 3.1.2.de belirtilen genel sentez yontemi 6a’ya gore

sentezlendi (Verim: % 66).

Erime derecesi: 171,0-171,5 °C.

1H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds): 6 0,92 (3H, d, J= 6,4 Hz); 1,06-1,12 (2H, m); 1,65-
1,68 (3H, m); 2,87-2,93 (2H, m); 3,83 (3H, s); 4,59-4,62 (2H, m); 6,15 (1H, d, J= 5,6 Hz); 6,67
(1H, d, J= 3,6 Hz); 6,93 (1H, dd, J= 8,6 Hz, J= 2,4 Hz); 7,03 (1H, dd, J= 13,4 Hz, J= 2,4 Hz); 7,82
(1H, t, J= 8,7 Hz ); 8,08 (1H, d, J= 5,6 Hz); 11,02 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): 6 22,31; 31,17; 33,92; 44,39; 56,35; 86,53 (d, *Jc
r= 11,0 Hz); 96,64; 102,69 (d, 2Jcr= 26,0 Hz); 109,41 (d, Zcr= 12,0 Hz); 112,01; 129,47 (d,
4Je.r= 5,0 Hz); 157,66; 158,07; 158,16 (d, “Jc.r= 3,0 Hz); 161,17 (d, Ucr= 248,0 Hz); 161,50;
162,53 (d, 3Jcr= 12,0 Hz); 163,30 (d, “Jcr= 2,0 Hz).

C20H23FNs0z icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 384,1836; bulunan: 384,1831.



186

4.2. Biyolojik Bulgular

Cizelge 4.1. Bilesik 5-29, Bilesik 34, Bilesik 39, Bilesik 41 ve Bilesik 43’lin ICso degerleri

AT

-’R;‘-‘Q/\\ /(\/l\

ICso (LM) ICso (M)
Bilesik Ry JIMT-1 Bilesik Ry JIMT-1
BO-264 3@0% 0,188-0,258 19 g@sm 0,030
5 EQ 3,440 20 4 Hnen, 0,120
OCH;
6 % 8,270 21 %—@—OCHs >10
HsCO N
7 §© >10 22 EQOCHs 7,300
8 EQOCQHS 0,810 23 5 j 0,870
0]
9 g@ow, >10 24 5{%)0 0,417
s
10 §GF >10 25 Aer >10
F
; OCH;
11 g@u >10 26 0,730
OCH;
: OCH,
12 EQCHS 0,640 27 0,480
Cl
13 EGCHQCHS 0,259 28 : Q OCH 0,013
F
F
14 %@cmcm) 3,610 29 §QOGH3 >10
F
15 §@CF3 >10 3 Q OCHs 0,051
F
16 §GCF20H3 >10 39 : Q OCHs >10
F F
17 §QOCHF2 4,230 41 §®OH >10
18 §®OCF3 >10
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Cizelge 4.2. Bilesik 44-69’un 1Cso degerleri

ICso ICso ICso

(LM) (LM) (1M)

Bilesik Rz JIMT-1  Bilesik Rz JIMT-1  Bilesik R, JIMT-1
/_i /0 - /TN

42 SN o 0230 50 g—N\W/S\\O >10 58 $ N NH >10

43  +N )b 0160 | 51 N ) 0116 | 59 N )cooe 10
44 N[ o 3,090 52 3"”3% 0,204 60 éfm/:}com >10

45 $—N ZOj 0,480 53 %—NC>*CF3 0,056 63 J> 0,108

) /_<
—N &~ O —N
46 N 2,020 | 54 ¢ fj 0105 | 64 0,429

OH
47 g—NC}F 0130 | 55 i " 3970 | 65 EN{*—J 0,694

F OoH
48 §—ND< 0370 | 56 - N/ >0 | 66 ~ >10

49 N s 0,113 | 57 N N— 1,560 | 67  i—NHCH, 3,540
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Cizelge 4.3. Bilesik 70, Bilesik 72, Bilesik 76-82’nin ICso degerleri

i
‘Rs.
N-o " X“ N
N YTIRy:
ICso (LM)
Bilesik X Y R» Rs Ra Rs JIMT-1
/TN
68 C C N O -H -H -H >10
/
70 N N §—N/_\O H H H >10
/ ) ) )
74 C N i—N F -Cl -H -H 0,800
75 C N §—N\/:>~F -F -H -H 0,540
76 C N §—N/\:>——F -H -CH; -H 1,000
/TN
77 C N N 0O -H -H -CH3 0,160
N/
78 C N §—N/_\O -H -H g N >10
_/ \
/TN
79 C N N O -H -H ngﬁ >10
_/ AN
/TN
80 C N N O “H H N >10
h— CN




Cizelge 4.4. Bilesik 83-91’in ICso degerleri
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* /i
! RN < s,
Q.-" N N l: R2 :
ICso (LM)
Bilesik Ry R JIMT-1
81 §®N(CH3>2 %—ND-F 0,157
82 : Q ocHs §—NC>-F 0,145
F
83 : Q octs N ) D 0,053
F
84 : Q OCHs %—N(j 0,049
F
85 : Q OcHs §WN}CF3 0,121
F
§~<:>—OCH3 B —
86 g $ NL{O 0,122
87 : Q ocHs §WN}CH3 0,032
F
88 : oot N o 0,442
F
89 : Q OCH; g—NC}CHs 0,206
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4.3. Farmakokinetik Bulgular
4.3.1. BO-264 iizerinde gergeklestirilen in vitro ve in vivo ADME ¢alismalari sonuglari

Cizelge 4.5. BO-264’(in fizikokimyasal profili ve in vitro ADME 6zellikleri

\OO’&N’E:/iN/\
H Lo

BO-264
e e e 7,4 uM 55,3 uM 40,4 uM
Goziinarlak (PBS, pH 7,4) (SGF, pH 1,2) (SIF, pH 6,8)
Log D 2,31
insan PPB (% baglanan) 98,87
t 172 (dk) 5 (rkm) 12 (ikm)
CLint (uL/dk/mg protein) 329 (rkm) 117,5 (ikm)
Caco-2 P app (NmM/s) 190,60 + 61,82 (a->p) 241,03 £ 8,18 (g->a)

PBS: Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi; SGF: Simiile edilmis gastrik sivi; SiF: Simiile edilmis
intestinal sivi; FKM: Fare karaciger mikrozomlari; iIKM: insan karaciger mikrozomlari; PPB:
Plazma proteinlerine baglanma

Cizelge 4.6. BO-264’(in in vivo farmakokinetik 6zellikleri

0O L

o
BO-264
IV (5 mg/kg) PO (25 mg/kg)

tmax (S) 0,083 0,25
Co(ng/ml) 3183 NA
Crmax (ng/ml) 2296 433,7
AUC(0-son) (s*ng/ml) 894,7 377,7
AUC(0-inf) (s*ng/ml) 896,7 530,7
CL (ml/dk/kg) 5575,82 41107,31
Vs (ml/kg) 7089,4 488,61
t1/2(s) 0,818 7,19

% F 11,8
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4.3.2. Oncii bilesik BO-264 iizerinde gergeklestirilen metabolit tayini ¢calismalari

Cizelge 4.7. BO-264'Un insan karaciger hepatositleri ile inkiibasyonu sonucu major
metabolitlerinin tespit ¢alismalar

N-O | SN
> A
HN” N N/\1
o \ / L_o
miz 174,05 (F4 N-o =N
(F4) B-@’@ /{\/)\ miz 181,11
N“NT N
N ™

L_o
/ miz 354,16 (M+H)" \
J @
HN N/)\HACHz

miz 146,06 (F3) m/z 137,08
Metabolit tayinin ¢alismalarinda yararlanilan BO-264 fragmantasyon paterni

N-©O
Lz

METABOLIT METABOLITLERIN MS/MS SPEKTRAL KORELASYONLARINA DAYALI YORUMLARI

MS/MS fragmantasyonunun noétral 176 akb kaybi; glukuronit grubunun
karakteristik m/z 370 degerini verir. Ayrica bozulmamis F1, F2 fragmanlarina ek
olarak F4 fragmantasyonunun 16 akb fazlasinin gézlemlenmesi; molekilin sol
tarafinda gergeklesen bir oksidasyonu diisiindiirmektedir.

M4

Bozulmamis F2, F3 ve F4 fragmanlarina ek olarak F1 fragmantasyonunun 16 akb
M6 fazlasinin gézlemlenmesi; morfolin halkasinda gerceklesen bir oksidasyonu isaret
etmektedir.

MS/MS fragmantasyonun 80 akb degerindeki (stlfat grubu) nétral kitle kaybi;
silfat konjugasyonunu isaret etmektedir. Ayrica bozulmamis F1, F2 fragmanlarina
ek olarak F4 fragmantasyonunun 14 akb eksiginin gdzlemlenmesi; molekiliin sol
tarafinda gerceklesmis bir demetilasyonu distindiirmektedir

M13

MS/MS fragmantasyonun 80 akb degerindeki (sulfat grubu) notral kitle kaybi;
silfat konjugasyonunu isaret etmektedir. Ayrica bozulmamis F1, F2 fragmanlarina
ek olarak F4 fragmantasyonunun 16 akb fazlasinin gézlemlenmesi; molekdliin sol
tarafinda gergeklesmis bir oksidasyonu dislindlirmektedir

M14

MS/MS fragmantasyonunun noétral 176 akb kaybi; glukuronit grubunun
karakteristik m/z 370 degerini verir. Ayrica bozulmamis F1 fragmantasyonunun 16
akb fazlasinin gozlemlenmesi; molekllin sag tarafinda gercgeklesen bir
oksidasyonu isaret ekmektedir

M15
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4.3.3. Tez kapsaminda segilen bazi bilesiklerin mikrozomal stabilite ¢alisma sonuglari

Cizelge 4.8. R1 modifikasyonlari sonucu elde edilen Bilesik 13, 19, 24, 27, 28 ve 34’{in insan
karaciger mikrozomal stabilite test sonuglari

'::Rf-'{)\m \N/lLN/\
N )

Bilesik R1 t1/2 (dk) CLint (uL/dk/mg protein)
13 — Ncnon, 6,95 199,55
19 i~ s, 2,45 565,44
24 5% 6,35 218,40
27 5 Q OcHs 7,02 197,48
Cl
28 5 Q OcHs 12,84 107,93
F
34 g Q OCHs 7,22 192,09

F

Cizelge 4.9. R, modifikasyonlari sonucu elde edilen Bilesik 42, 43, 45, 47-49, 51-54 ve 63’lin
insan karaciger mikrozomal stabilite test sonuglari

N-o /ll\l
\ ! o M
OWN N)r\Rz'
H ".._'
t CLint t CLint
Bilesik R, 12 (uL/dk/mg Bilesik R, 12 (uL/dk/mg
(dk) : (dk) :
protein) protein)
—
42 =N L/O 28,74 48,23 51 =N ) 14,69 94,33
43 N ] o 23,75 58,36 52 §—NC}CH3 28,04 49,43
45 ng@o 28,08 49,36 53 é—NC}CFs 21,18 65,45
47 §*N1}F 9,73 142,47 54 éfr\(j 8,78 157,77
F
48 g—ND<F 12,30 112,64 63 ;—NJH> 7,62 181,93
49 g—N/_\s 7,38 187,74
S/ ’ ’
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Cizelge 4.10. Ara zincir ve pirimidin halkasi modifikasyonlari sonucu elde edilen Bilesik 75
ve 77’nin insan karaciger mikrozomal stabilite test sonuclari

SORe
L\Fo:-!2 ™NF N
N\ [ aue
O‘Q’Mm N
:O Rs." 0.-‘.
Bilesik R2 Rs R4 Rs t1/2 (dk) CLint (uL/dk/mg protein)
75 SN F o -F -H -H 9,41 147,28
/TN
77 =N © -H -H -CH3 2,37 585,62
-

Cizelge 4.11. Hibrit Bilesik 81-85 ve 87-89’un insan karaciger mikrozomal stabilite test

sonuglari
Ol N N"O = N
el 2 L e,
N” NTTR,
H .Q..-'O.
Bilesik Ry R: t1/2 (dk) CLint (uL/dk/mg protein)

81 §QN(CH3}2 g—NC}F 12,31 112,58
82 EQOCHS §*NC>—F 19,00 72,94
83 EQOCH3 E—N@O 18,78 73,80
84 EOOCHS ?Nij 14,29 97,02
85 EQOCHS §—N(:>7CF3 21,35 64,91
87 EQOCHS gmNC}CHs 30,90 44,85
88 EOOCHS é—NCO 47,10 29,49
89 EOOCHS g"NQCHa 78,72 17,73
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4.3.4. Bilesik 89 iizerinde gergeklestirilen in vitro ve in vivo ADME galismalari sonuglari

Cizelge 4.12. Bilesik 89’un fizikokimyasal profili ve in vitro ADME 6zellikleri

N-o SN
N N~ 'N
F : Q

CH,
89
o <1uMm 194,3 uM 4,2 uM
Gozlnirlak (PBS, pH 7,4) (SGF, pH 1,2) (SIF, pH 6,8)
t 1/2(dk) 29,15 (FKM) 78,72 (ikm)
CLint (uL/dk/mg protein) 47,55 (rm) 17,74 (ixm)
hERG inhibisyonu (uM) 17,16
CYP1A2 CYP2A6 CYP2B6 CYP2C8 CYP2CO
. 30 >30 30 19,92 14,53
CYP450 inhibi M ’ ’
nhibisyonu (WM) o019 cyp2Ds6 CYP2E1  CYP3A4-M  CYP3A4-T
217 >30 30 12,08 11,85

PBS: Fosfat tamponlu tuz c¢ozeltisi; SGF: simile edilmis gastrik sivi; SiF: Simile edilmis
intestinal sivi; FKM: Fare karaciger mikrozomlari; iIKM: insan karaciger mikrozomlari

Cizelge 4.13. Bilesik 89’un in vivo biyoyararlanim 6zellikleri

N-o SN
N N 'N
F 4 Q\

CH;
89

IV (10 mg/kg) POa (50 mg/kg) POs (50 mg/kg)
tmax () 0,083 3,33 5,00
t12(s) 1,76 2,36 2,06
Crmax (ng/ml) 6370 1453 1710
Co(ng/ml) 8675
AUC(son) (s*ng/ml) 5356 17179 21550
AUCinn (s*ng/ml) 5435 17213 22655
Vss_obs (L/kg) 2,78

% F 63,3 79,7
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5. TARTISMA

5.1. Sentez Calismalari

Bu tez calismasi kapsaminda; oncl bilesik BO-264’ten yola cikilarak, daha potent ve ilag
benzeri ozellikleri iyilestirilmis yeni bilesikler elde etmek amaciyla yiritilen sentez

¢alismalarinda, 4 farkli tirevlendirme yaklasimi tizerinden ilerlenmistir.

\ N-0 SN o NeQ xRy
0 - j /)\ — ' R1: - |
NTONTONTY — . Ny

L_o

BO-264

Sekil 5.1. BO-264 oncli bilesigi Gzerinde gergeklestirilen modifikasyonlar

Bu yaklasimlar;

Fenil halkasi (R1 grubu) modifikasyonlari

e Morfolin halkasi (Rz grubu) modifikasyonlari

e Pirimidin halkasi (X, Y atomlari ve Rs, R4 grubu) modifikasyonlari

e izoksazol ve pirimidin halkalarini birbirine baglayan ara zincir (Rs grubu)

modifikasyonlari seklindedir.

Tasarlanan tiirevler dogrultusunda, 6ncelikle BO-264 bilesiginin metoksi fenil halkasina
yogunlasiimistir. Halka Uizerine mono sibstitlie sekilde orto, meta ve esas olarak da para
konumlarinda, farkli elektronik ve sterik oOzelliklere sahip kimyasal gruplari tasiyan
turevlerin sentezleri gergeklestirilmistir. Ayrica halkanin para konumundaki metoksi grubu
korunmak kosulu ile; orto konumunda flor, meta konumunda klor, flor ve metoksi gruplari
bulunan distbstitlie tlrevler ve halkanin her iki meta konumunda da flor tasiyan
tristibstitlie bilesik sentez planina dahil edilmistir. Ek olarak piridin, piperonil ve

benzofuranil gibi bazi doymamis heterosiklik halkalarin da R1 grubu olarak yapi-etki iliskisi
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Uzerine olan katkilari incelenmistir. Bahsi gecen bilesik serisinin elde edilisi Sekil 5.2’deki

genel sentez semasinda gosterilmistir.

... N-o
.‘ . A e aB ."i. .‘I.. .‘ " /
teas’ Yeus? Yeas? hilhd 2
la-z 2a-z 3a-z

o Lo N Cl S N
H H K/o
da-z 5-29

(A) SOCl,, EtOH; (B) EDCI, DMAP, EtOH, DCM (C) NaH, MeCN; (D) H,N.OH HCl, NaOH, H,0; (E) t-BuOK, 2,4-
dikloropirimidin; (F) Morfolin, n-BuOH.

Sekil 5.2. Bilesik 5-29 icin genel sentez semasi

Bilesik 5-29 serisinin sentezi amaciyla oncelikle; uygun benzoik asit tiirevlerinin etil esterleri
(Bilesik 1a-z) elde edilmistir. Bilesik 1r icin; 3-metoksi-5-piridilkarboksilik asit, Bilesik 1s igin;
2-metoksi-5-piridilkarboksilik asit, Bilesik 1r icin; benzo[d][1,3]dioksol-5-karboksilik asit,
Bilesik 1u icin; 2,3-dihidrobenzofuran-5-karboksilik asit, Bilesik 1v igin; 2,2-difloro
benzo[d][1,3]dioksol-5-karboksilik asit kullanilirken, bazi etil esteri tiirevleri ticari olarak
elimizde bulundugu icin bu basamak uygulanmamistir. Daha sonra Bilesik 1a-z’'nin bazik
ortam kosullarinda asetonitril ile muamelesi sonucu B-ketonitril tirevi Bilesik 2a-z elde
edilmis; bu tiirevlerin hidroksilamin hidroklortr ile reaksiyonu sonucunda 5-aminoizoksazol
halkasi kapanmistir (Bilesik 3a-z). Elde edilen izoksazol amin tiirevi bilesiklerin 2,4-
dikloropirimidin ile aromatik nikleofilik siibstitlisyon reaksiyonu sonucunda Bilesik 4a-z ara
baslangic maddelerine ulasiimistir. Son basamakta Bilesik 4a-z pirimidin klorunun morfolin

grubu ile yer degistirmesi sonucu Cizelge 5.1’de belirtilen final bilesikler elde edilmistir.
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Cizelge 5.1. R1 modifikasyonlari sonucu elde edilen final Bilesik 5-29

..., N-0O fN
':.RF.E{)\N \N/H\
N

5-29

@

o

3-Metoksifenil
2-Metoksifenil
Fenil
4-Etoksifenil
4-Propoksifenil
4-Florofenil
4-Klorofenil
4-Metilfenil
4-Etilfenil

14
15
16
17
18
19
20
21
22

4-izopropilfenil

4-Triflorometilfenil

4-Difloroetilfenil

4-Diflorometoksifenil

4-Triflorometoksifenil

4-Tiyometilfenil

4-N,N-dimetilaminofenil

5-Metoksipiridinil
6-Metoksipiridinil

23
24
25
26
27
28
29

Benzo[d][1,3]dioksol-5-il
2,3-Dihidrobenzofuran-5-il
2,2-Difloro benzo[d][1,3]dioksol-5-il
3,4-Dimetoksifenil
4-Metoksi-3-klorofenil
4-Metoksi-3-florofenil
4-Metoksi-3,5-diflorofenil

R1 grubu modifikasyonlari dogrultusunda; 4-metoksi fenil halkasinin ikinci konumunda flor

atomu tasiyan Bilesik 34 ve Bilesik 39 ise yukarida bahsedilen genel sentez yontemi ile elde

edilemediginden dolayi farkli sentetik yolaklar izlenmek durumunda kalinmistir. Bu amagla

Bilesik 34 icin; 2-floro-4-metoksiasetofenonun TBABrs varliginda elde edilen ilgili fenacil

bromir tirevinin (Bilesik 30) EtOH:H.O igindeki ¢ozeltisi KCN ile muamele edilmis,

sonucunda Bilesik 31’e ulasilmistir. Bilesik 31’in bazik ortam kosullarinda NH,OH.HCI ile

reaksiyonunda 5-aminoizoksazol halkasi kapanmistir (Bilesik 32). Elde edilen Bilesik 32'nin

2,4-dikloropirimidin ile aromatik ntkleofilik sibstitlisyon reaksiyonu sonucunda ara

baslangic maddesi Bilesik 33’e ulasilirken, son basamakta bahsi gecen bilesigin morfolin ile

muamelesi sonucu final Bilesik 34 elde edilmistir.

0 o) 0
Br CN N-
™o F ~o F ~o F - NH,
30 31 32

D \ 4 | —E \ "/ |
——— -
O’Q’v\N N/)\CI 0 Z N N//LN/\
H H
33 34

(A) TBABr,, MeCN; (B) KCN, EtOH, H,0; (C) H,N.OH HCI, NaDAc, MeOH; (D) t-BuOK, 2,4-dikloropirimidin; (E) Morfolin, n-BuOH.

Sekil 5.3. Bilesik 34 icin genel sentez semasi
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Bilesik 39’un sentezi ise; 2,3-difloro-4-metoksibenzoik asitten yola cikilarak elde edilen
metil esteri yapisindaki Bilesik 35’in, kuru ortam sartlarinda ve -78°C sicaklikta n-Buli
varliginda reaksiyonu sonucunda Bilesik 36’ya ulasiimistir. Bilesik 36’nin  metanol
icerisindeki ¢ozeltisinin NaOAc varliginda NH,OH.HCl ile reaksiyonunda 5-aminoizoksazol
halkasi kapanmistir (Bilesik 37). Elde edilen Bilesik 37’nin 2,4-dikloropirimidin ile aromatik
nikleofilik stibstitlisyon reaksiyonu sonucunda Bilesik 38’e ulasilirken; son basamakta bu

ara baslangic maddesinin morfolin ile muamelesi ile final Bilesik 39 elde edilmistir.

@* @ Cf“ -,

-0 N-
T R
N N
F F .
(A) SOCI,, MeOH; (B) MeCN, n-Butillityum, THF; (C) H,N.OH HCI, NaOAc, MeOH; (D) t-BuOK, 2,4-dikloropirimidin; (E) Morfolin, n-BuCH.

Sekil 5.4. Bilesik 39 icin genel sentez semasi

Fenil halkasi para konumunda hidroksil grubu tasiyan tirev; Bilesik 41 igin de farkli bir
sentetik yol izlenmistir. Bilesik 5-29 serisi icin uygulanan genel sentez yontemi ile elde
edilen ara baslangic maddesi Bilesik 4a, bu tirev i¢in baslangic maddesi olarak
belirlenmistir. Bilesik 4a’nin BBrs varliginda gergeklestirilen metoksi grubu hidrolizi
sonucunda elde edilen Bilesik 40, morfolin ile reaksiyona sokularak Bilesik 41

sentezlenmistir. S6z edilen bilesige iliskin sentez semasi Sekil 5.5’te belirtilmistir.

emu
- .

(A) BBr;, DCM; (B) Morfolin, n-BuOH.

Sekil 5.5. Bilesik 41’e ait genel sentez semasi
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Oncii bilesik tGzerinde gerceklestirilen diger bir tiirevlendirme stratejisi; morfolin halkasi
modifikasyonlaridir. Bu halka (zerinde gerceklestirilen modifikasyonlar ¢ergevesinde
sentezlenen yeni bilesik serisinde 4-metoksifenil (R1) grubu sabit tutulmus, morfolin halkasi
yerine sibstitiie/non-siibstitie morfolin biyoizosterleri, farkli uzunlukta alkil koprisa
tasiyan morfolin analoglari, nispeten daha kigilik hacimli alifatik heterosiklik halkalar ve
cesitli aminoalkil ve aminoetanol yapilari getirilerek, bu gruplarin sitotoksik aktiviteye olan
katkilari incelenmistir. Ayrica izlenen modifikasyon yaklasiminda, molekulin fizikokimyasal

ozelliklerine olumlu katki saglayacak parametreler de g6z 6niinde bulundurulmustur.

Bu dogrultuda sentezlenen ara baslangic maddesi 4a’nin bitanol icerisinde farkli amin
turevleriile stbstitlisyon reaksiyonlarinda farkl sentez yolaklari izlenmistir. Kullanilan amin
tirevi serbest formda ise; ara baslangic maddesi ile n-bltanol icerisinde isitiimasi
sonucunda direkt reaksiyon verirken, ilgili amin tirevi eger hidroklorir tuzu halinde ise;
serbest amin formuna gegebilmek adina reaksiyonda DIPEA varligina ihtiyag duyulmustur.
Sonucta elde edilen final bilesiklere (Bilesik 42-57 ve Bilesik 59) ait sentez semasi Sekil

5.6’da gosterilmistir.

N-o =N N-o =N
Yo A A mees o N NS L
ﬁ N~ cl ﬁ N

4a 42-57,59

(A) Sekonder amin turevi, n-BuOH; (B) Sekonder amin tlirevi, DIPEA, n-BuOH.

Sekil 5.6. R> modifikasyonlari ile gergeklestirilen Bilesik 42-57’un ve Bilesik 59’un sentezi

Bilesik 58 ve Bilesik 60 ise genel sentez yolagina ilave basamaklar eklenmesi sonucunda elde
edilebilmistir. Bilesik 58 icin; Boc grubu ile korunmus halde bulunan piperazin tiirevi, Bilesik
4a ile reaksiyonu sonrasi trifloroasetik asitli ortamda Boc hidrolizine tabi tutulmustur.
Bilesik 60'In sentezi ise; Bilesik 59’un tasidigl ester grubunun LiOH.H,0 varliginda hidroliz

edilmesi sonucu gerceklestirilmistir. ilgili bilesiklerin sentezi Sekil 5.7’de gdsterilmistir.
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(A) TFA, DCM; (B) LiOH.H,0, THF, H,0.

Sekil 5.7. Bilesik 58’in ve Bilesik 60’In sentezi

Morfolin modifikasyonlari c¢ercevesinde; ara baslangic maddesi Bilesik 4a’nin 2.
konumundaki klor atomunun, kullanilan primer aminler ile sibstitlisyon reaksiyonu
vermemesi neticesinde; sekonder amin yerine primer amin tlrevleri kullanilarak
gercgeklestirilen final bilesik sentezlerinde farkl sentetik stratejiler izlenmistir (Bilesik 63-
67). Bu amac¢ dogrultusunda; Bilesik 3a’nin DMA igerisindeki ¢ozeltisinin bazik ortam
kosullarinda 4-kloro-2-(metiltiyo)pirimidin ile reaksiyonu sonucu Bilesik 61 elde edilmistir.
Bilesik 61’'in tasidigl tiyometil yapisinin m-CPBA varliginda yukseltgenmesi sonucu
metilsilfonil grubu tasiyan Bilesik 62’ye ulasiimistir. Bilesik 62’nin NMP icerisindeki
¢Ozeltisinin primer amin ile niikleofilik aromatik siibstitlisyon reaksiyonu sonucunda Bilesik
63-66 elde edilmistir. Bilesik 67’nin sentezinde ise farkh olarak; Bilesik 62’nin etanol
icerisindeki ¢cozeltisi TEA varliginda metilamin ile reaksiyona tabi tutulmustur. Bahsi gecen

bilesiklerin sentezi Sekil 5.8’de gosterilmistir.
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(A) 4-kloro-2-(metiltiyo)pirimidin, NaH, DMA; (B) m-CPBA, DCM, DMF; (C) Primer amin tirevi, NMP; (D) Metilamin, TEA, EtOH.

Sekil 5.8. Bilesik 63-67’nin sentezi

Oncii bilesik BO-264 (izerinde gerceklestirilen bir diger tiirevlendirme ¢alismasi; pirimidin
halkasi modifikasyonlaridir. Oncelikle pirimidin halkasinin biyolojik aktivitedeki ektisini
incelemek adina; molekilin 4-metoksifenil ve morfolin kisimlari ayni kalmak sarti ile
pirimidin yapisi yerine piridin ve triazin halkasi tasiyan tiirevlerin sentezi gerceklestirilmistir.
Bu amacgla; Bilesik 3’Gn t-BuONa ve Pd(Xanthphos)Cl; varliginda 4-bromo-2-
morfolinopiridin ile kenetlenme reaksiyonu sonucu Bilesik 68, t-BuOK varliginda 4-(4-kloro-
1,3,5-triazin-2-il)morfolin ile niikleofilik aromatik yer degistirme reaksiyonu sonucunda da

Bilesik 70 elde edilmistir. ilgili bilesiklerin sentezi Sekil 5.9’da gdsterilmistir.

Lo : L_o
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(A) 4-bromo-2-morfolinopiridin, t-BuONa, Pd(Xanthphos)Cl,, Me-THF; (B) 4-(4-kloro-1,3,5-triazin-2-il)morfolin, t-
BuOK, t-BuOH.

Sekil 5.9. Bilesik 68 ve Bilesik 70’in sentezi

JIMT-1 hiicresel aktivite testlerinden alinan sonuglar baz alinarak pirimidin halkasi

azotlarinin sitotoksisite icin gerekli oldugu tespitinin yapilmasi Gzerine izlenen diger bir
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modifikasyon stratejisi ise; pirimidin halkasinin besinci ve altinci konumlarina getirilen
substitientlerin biyolojik aktiviteye olan katkisini degerlendirmek olmustur. Bahsi gecen
konumlarda flor, klor gibi halojen atomlari ve metil grubunu tasiyan Bilesik 74-76, Sekil

5.10’da belirtilen sentez yontemine gore sentezlenmistir.

N-0 A N-o f\w N-o f\N
\ \ | B N \
_— — B
OWNHZ O‘Q'J\%N \N)\CI OQMN \N/LN
H H
3a

71-73 74-76

F
(A) 2,4-dikloropirimidin tirevleri, t-BuQK; (B) 4-floropiperidin HCl, DIPEA, n-BuOH.

Sekil 5.10. R3 ve Ra modifikasyonlari ile gerceklesen Bilesik 74-76 sentezi

Bilesik 74-76 sentezi igin; Bilesik 3a baslangi¢ bilesiginden yola gikilmis, bu bilesigin farkl

slibstitlisyon paternleri tasiyan pirimidin tiirevleriile t-BuOK varliginda aromatik nikleofilik

yer degistirme reaksiyonu sonucu Bilesik 71-73 ara dUrlnleri elde edilmistir. Daha

sonrasinda bu bilesiklerin, morfoline kiyasla daha potent sonuglar alinan ve metabolik

acidan daha dayanikh oldugu 6ngorilen 4-floropiperidin halkasiyla DIPEA varliginda

gerceklestirilen reaksiyonlari sonucu Bilesik 74-76’ya ulagilmistir.

Cizelge 5.2. Ry modifikasyonlari sonucu elde edilen final Bilesik 42-60, 63-67

N- B
H N

(42-60, 63-67)
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Cizelge 5.3. Pirimidin halkasi modifikasyonlari sonucu elde edilen final Bilesik 68,70,74-76

X Y R, Rs Ra
/N
68 C C &N O -H -H
p—y
70 N N E—N\_/O -H -H N-.O "X“ N
\ / |
o A As, A
74 C N  §—N F -l -H m Y
75 ¢ N §—N’:}F F H 68, 70, 74-76
76 C N §—NC}F -H -CHs

Tez kapsaminda sentezi gerceklestirilen bir diger bilesik serisi ise; BO-264'ln tasidigi
serbest amin ara zinciri slbstitlisyonlarinin biyolojik aktivite Uzerindeki etkisini
degerlendirmek amaciyla tasarlanan Bilesik 77-80 olmustur. Onci bilesigin; Cs>COs
varliginda metil iyodir ile metilasyonu sonucu elde edilen Bilesik 77’ye ve NaH varliginda
farkh alkil halojenur tirevleri ile reaksiyonu neticesinde ulagilan Bilesik 78-80’e iligkin

sentez semasi Sekil 5.11’de gosterilmistir.

. N-0 f)N\ . N-0 j \)N\ Ry = 77:-CH,
O@M P AveyaB O*@’V. A
NN N ———— NTINTONTY R 78
K/O 5 K/O N\
BO-264 77-80
Rs—> 79: S
%*LN
h—
(A) CH;l, Cs,CO,, DMF; (B) Alkil halojeniir tiirevleri, NaH, DMF. Ry— 80: 5 \CN

Sekil 5.11. Rs modifikasyonu kapsaminda gergeklestirilen Bilesik 77-80'nin sentezi

Sentez plani cercevesinde gerceklestiriien son modifikasyonlar; bahsi gecen Ri-Rs
modifikasyonlarinin timi géz 6niine alinarak, biyolojik aktiviteye olumlu katki saglayan ve
goreceli olarak optimize fizikokimyasal karaktere sahip komponentlerin bir araya getirildigi
hibrit final bilesiklerin sentezidir. Bu kapsamda belirlenen ara baslangic maddeleri Bilesik
4q, Bilesik 4y ve Bilesik 33’ln, ilgili siklik sekonder amin tlirevi ile Sekil 5.12’de belirtilen
sentez yontemi dogrultusunda reaksiyona sokulmus ve sonucunda Bilesik 81-89 elde

edilmistir.
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(A) Sekonder amin tiirevi, n-BuOH; (B) Sekonder amin tiirevi, DIPEA, n-BuOH.

R;: 4-N,N-dimetilaminofenil R;: 4-metoksi-3-florofenil Ry: 4-metoksi-3-florofenil
81— 84— 87—
L
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Sekil 5.12. Hibrit final bilesik serisi Bilesik 81-89’un sentez semasi
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5.2. Yapi Aydinlatma Galismalari

Bu tez dahilinde gergeklestirilen sentez ¢alismalari sonucunda; 36’si orijinal olmak lizere
toplamda 111 adet ara bilesik ve literatire kayith olmayan 70 adet orijinal final bilesik

sentezlenmistir.

Sentezlenen ara urunlerin yapilarinin aydinlatiimasinda *H-NMR spektrumlari ve HRMS
sonuglari kullanilirken, final bilesiklerin yapilari ise *H-NMR, 13C-NMR spektrumlari ve HRMS
sonuglari ile aydinlatilmistir. Final Grin serisinin lider bilesigi olarak belirlenen Bilesik 89’un
400 MHz frekansta DMSO-ds solvani icerisinde alinan 'H-NMR spektrumunda; piperidin
halkasina ait metil protonlarinin 0,92 ppm’de 6,4 Hz eslesme sabiti ile dublet (3H) olarak
sinyal verdikleri gorilmektedir. Piperidin halkasina ait diger protonlar 1,06-1,12 ppm (2H),
1,65-1,68 ppm (3H), 2,87-2,93 ppm (2H) ve 4,59-4,62 ppm (2H) degerlerinde multiplet
olarak gézlemlenmektedir. Bilesigin fenil halkasinin 4. konumunda tasimis oldugu metoksi
grubuna ait protonlar, elektronegatif oksijen atomunun etkisi ile 3,83 ppm’de ve 3H
degerinde singlet olarak sinyal vermistir. izoksazol halkasinin dérdiincii konumundaki tek
protonun sinyali fenil halkasinda bulunan flor atomunun etkisi ile 6,67 ppm’de 3,6 Hz
eslesme sabiti ile dublet olarak goézlemlenirken, Bilesik 89’un pirimidin motifine ait
protonlar; 6,15 ve 8,08 ppm’de 5,6 Hz eslesme sabiti ile dublet pikler seklinde sinyal
vermistir. Fenil halkasinin aromatik protonlari incelendiginde ise; flor atomuna komsu
protonun 7,03 ppm’de dubletin dubleti (J= 13,4 Hz; J= 2,4 Hz), metoksi grubuna gore orto,
flor atomuna gore ise para konumunda yer alan protonun 6,93 ppm’de dubletin dubleti (J=
8,6 Hz; J= 2,4 Hz) ve fenil halkasindaki son protonun ise 7,82 ppm’de (J= 13,4 Hz) triplet
olarak sinyal verdigi g6zlemlenmistir. izoksazol ve pirimidin halkalarini birbirine baglayan

amin koprisu protonu ise 10,99 ppm’de singlet olarak sinyal vermistir (Resim 5.1).
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Resim 5.1. Bilesik 89’un *H-NMR spektrumu

Bilesik 89’un 100 MHz frekansta DMSO-ds solvani icerisinde alinan 3C-NMR spektrumunda;
molekiliin 4-metilpiperidin ve metoksi grubuna ait karbon atomlarinin 22,31; 31,17; 33,92;
44,39 ve 56,35 ppm degerlerinde alifatik sahada sinyal verdikleri gozlemlenmistir.
Spektrumda aromatik saha incelendiginde; flor atomuna komsu karbonlarda meydana
gelen yarilmalar goéze carpmaktadir. Flor grubunun bagh bulundugu fenil halkasinin 2.
konumundaki karbon atomu 248 Hz eslesme sabiti degeri (Ucr) ile 161,17 ppm’de dublet
seklinde sinyal vermistir. Flor atomuna 2 bag uzaklikta bulunan aromatik karbonlardan ilki
102,70 ppm’de (%Jc.r = 26,0 Hz), ikinci karbon ise 109,41 ppm’de (%Jc.r= 12,0 Hz) dublet pikler
seklinde gézlemlenmistir. Flor grubu ile 3 bag tizerinden etkilesim halinde bulunan metoksi
grubunun bagh oldugu fenil karbonu 162,53 ppm’de (3Jcr = 12,0 Hz) izoksazol karbonu ise
86,53 ppm’de (3Jcr = 11,0 Hz) dublet sinyal verirken, 4 bag uzaklkta bulunan karbon
atomunun dublet piki 129,47 ppm’de gézlemlenmistir (“Jcr = 5,0 Hz). Bahsedilen pikler
haricinde aromatik sahada sinyal veren diger pikler izoksazol ve pirimidin halkalarina aittir

(Resim 5.2).
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Resim 5.2. Bilesik 89’un *C-NMR spektrumu
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5.3. Biyolojik Calismalar ve Yapi Etki iliskileri

Bu tez calismasina temel olusturan BO-264'(in farelerde gerceklestirilen in vivo
farmakokinetik calisma sonuglari bu bilesigin biyoyararlaniminin oldukga disiik oldugunu
gostermistir (F= ~ % 12). Dislk biyoyararlanima neden olan faktorler arasinda en 6nemlisi
BO-264'lUn metabolik dayaniksizligi olarak 6ne ¢ikmaktadir. Soyle ki; BO-264 fare ve insan
mikrozomlari ile inkiibe edildiginde hizla metabolize olmaktadir. Oncii bilesigin in vitro
karaciger mikrozomlarindaki asiri metabolik donglisi (fare ve insan igin, sirasiyla; 329 ve
117 upL/dk/mg protein), metabolizmanin klirens mekanizmasina ve dolayisiyla dusiik
biyoyararlanima c¢cok onemli katkisinin oldugunu disindirmdistir. BO-264'Gn in vitro
yarilanma émri (t12) fare mikrozomlarinda 5 dk iken insan mikrozomlarinda 12 dk olarak

belirlenmistir.

BO-264'lin fare ve insan mikrozomlarinda bu yliksek metabolik donlsimu; klinik gelisme
potansiyeli olan aday bilesikleri tanimlamak i¢in metabolik klirensin azaltilmasinin gerekli
olacagini dlsindirmistir. Bu nedenle; BO-264'lin metabolizmasi, insan karaciger
hepatositleriile in vitro inkiibasyonun ardindan incelenmistir. Mikrozomlar; membran bagli
ilac metabolize edici enzimleri (Sitokrom P450’ler ve UDP-glukuronozil transferazlar vb.)
iceren alt hiicre fraksiyonlari iken, hepatositler hiicresel organizasyon igerisinde hem faz |
hem de faz Il ilag metabolize eden enzimleri eksiksiz olarak icermektedir. Analiz sonuglarina
gore; BO-264 insan karaciger hepatositleri ile inklibasyonu sonucunda yaklasik % 25
oraninda metabolize olmadan kalmakla birlikte olusan on alti metaboliti 6ngorilebilmistir
(Cizelge 4.7). En cok olusan bes metabolik donisiim Sekil 5.13’te gosterilmistir. Sekilden
anlasilacagl Ulzere BO-264'in metabolizmasi major olarak dealkilasyon ve silfat
konjugasyonu, oksidasyon, oksidasyon ve ardindan glukuronidasyon (iki metabolit) ve

oksidasyon ve ardindan stilfat konjugasyonu seklinde gerceklesmektedir.
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Metabolit M14
H K/

m/z 450,1072 o
[O] + siilfat konjugasyonu Demetilasyon & I
sllfat konjugasyonu ~  TTTTooe----
Oksidasyon & (+66 akb) Metabolit M13
siilfat konjugasyonu m/z 420,0969
(+96 akb) demetilasyon + siilfat konjugasyonu

| % fAN
Oksidasyon &
glukuronidasyon K/O o(ks;(éa:&/g)n
+
(+192 akb) BO-264 \
m/z 354,16 (M+H*)

N-0 SN
Oksid & \o’®’<%\ Jf/
Sl asyon l N N N/\ \“

glukuronidasyon
(+192 akb)

Metabolit M6
m/z 370,1507

[O]

Metabolit M4
m/z 546,1822
[O] + glukuronidasyon

Metabolit M15
m/z 546,1826
[O] + glukuronidasyon

Sekil 5.13. insan hepatositleriile inkiibasyondan sonra HPLC/MS/MS ile tanimlanan ana BO-
264 metabolitleri

BO-264’lin biyoyararlanimini sinirlandiran ikincil bir faktor olarak da fizyolojik pH’daki suda
¢Ozunurliglinin disuk olmasindan bahsedilebilir. BO-264 zayif bazik karakterde bir bilesik
olup en glicli bazik pKa 4,21 ve en gigcli asidik pKa degeri 12,63 olarak hesaplanmistir
(Chemicalize, ChemAxon) (Sekil 5.14). Bu degerlerde BO-264; gastrointestinal sistemin
mide disindaki pH ortamlarinda ve fizyolojik pH’da bliylik cogunlukla iyonize olmayan tirler
seklinde bulunacagindan dolayi ¢6zlnurlGginin ve emilimin diislik olacagi distnilmustr.
Nitekim, BO-264’lin deneysel olarak tayin edilen fizyolojik pH’daki suda ¢oziintrligi diistik
(7,4 uM) ve hesaplanmis cLogP degeri 2,98 ve deneysel LogD7,4 degeri 2,31 olup molekiil

yagda ¢ozunirlGgu yiuksek olarak degerlendirilmistir (Sekil 5.14).
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MA = 353,38
TPSA = 85.54 A?
cLogP =2,98
N-o 21 LogD; 4 = 2,31
% Q/u /f/ L S0ly a6.87.4 = 55,3/40,4/7,4 uM
H N N/\ insan PPP (% baglanan) = 98,87
12.63 O IV (5 mg/kg) plasma AUC_iy¢ (UM-s) = 2,49

PO (25 mg/kg) plasma AUC_j; (UM's) = 1,48

Caco-2 Py, (nm/s) = 190,60 + 61,82, ; 241,03 £ 8,18,
CYP inhibisyonu (2C9; 3A4; 2D6) = IC5 (uM)= 2,63; 30; 8,6
%BY =11.8

Sekil 5.14. BO-264'(in DMPK (ilag¢ metabolizmasi-Farmakokinetik) karakterizasyonu

Bu bilgiler; Lipinski'nin bes kuralini ihlal etmeyen BO-264 bilesiginin sahip oldugu diistik oral
biyoyararlaniminin, buylk olasilikla hem intestinal hem de karaciger ilk gegis
metabolizmasina baglh olabilecegini 6ne siirmektedir. Elde edilen verilere dayanarak, tez
kapsaminda yapi-etki iliskisi (YEi) kurulmasina yénelik tasarlanan calismalarda, bilesiklerin
metabolik stabilitelerini arttirmak ayrica hedeflenmis ve bu dogrultuda 6nci bilesik BO-264

Uzerinde ¢esitli kimyasal modifikasyonlarin gerceklestirilmesi amacglanmistir.

Yapi-etki iliskisini anlamak maksadiyla BO-264 lizerinde tasarlanan yapisal modifikasyonlar
sonucu sentezlenen 2,4-diaminopirimidin tlrevi final bilesiklerin; asiri TACC3 proteini
eksprese eden JIMT-1 hiicreleri Uzerinde antiproliferatif etkinlikleri test edilmistir.
Bilesiklerin biyolojik aktivite analiz sonuglari 1Cso degerleri ile ifade edilmistir. Ek olarak,
aktivite sonuglarina gore segilen bilesiklerin in vitro insan karaciger mikrozomlarinda
metabolik stabiliteleri de test edilmistir. Bitin sonuglar 1si8inda en optimum bilesik ile

farelerde in vivo biyoyararlanim g¢alismasi yapilmasi planlanmistir.

Tez calismalari dahilinde ilk olarak; ana metabolizasyondan sorumlu p-metoksi grubunun
aktivite acisindan 6neminin anlasiilmasina yonelik degisiklikler gerceklestirilmistir. BO-
264’Un pozisyonal izomerleri olan Bilesik 5 (m-metoksi) ve Bilesik 6 (o-metoksi) ile
aktivitede onemli derecede kayip yasanirken, demetil (Bilesik 41) veya demetoksi (Bilesik
7) tlrevlerinde aktivitenin kayboldugu gorilmektedir (Sekil 5.15). Bu ilk sonuglar para

konumunda ikame edilen metoksi grubunun aktivite acisindan 6nemini dogrulamaktadir.
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Sonrasinda, metoksi grubunun hacimsel dnemi etoksi (Bilesik 8) ve propoksi (Bilesik 9)
tirevleri ile test edilmis ve alkoksi grubunun hacmi arttikca aktivitenin kayboldugu
gozlemlenmistir. Metabolik hassas nokta olan metoksi grubunun halojen ile degistirildigi
analoglarda da aktivitenin kayboldugu gorilmustir. Metoksi yerine metil (Bilesik 12) ve etil
(Bilesik 13) tasiyan turevlerde aktivite korunurken alkil grubunda hacimsel artis (i-propil,
Bilesik 14) aktivitede 6nemli azalmaya neden olmustur. Buraya kadar fenil halkasinin para
konumunda alkoksi ya da alkil grubu ikamesinin antiproliferatif etki agisindan gerekliligi
anlasiimakla birlikte para konumunda bulunan siibstitiientin hacimsel olarak belirli sinirlar
icinde olmasinin gerektigi ortaya konmustur. Bu asamada; metabolik dayanikhligi
arttiracagl dustnilen klasik hidrojen — flor biyoizosterizm yaklasimi uygulanarak
sentezlenen trifluorometil, difluoroetil, diflorometoksi ve triflorometoksi (Bilesikler 15-18)

turevlerinde de blyuk aktivite kayiplari yasanmistir.
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Sekil 5.15. 4-metoksifenil halkasi modifikasyonu cercevesinde sentezlenen ilk seri
bilesiklerin 1Cso degerleri

Literatlirde CF, parcasi, cesitli yapilarda oksijen atomunun bir taklidi olarak kapsamli bir
sekilde arastirilmistir. Bu yaklasimda C-F baginin, oksijen elektron ciftlerinden birinin taklidi
oldugu kabul edilmektedir [138]. Bu nedenle difloroetil (CF,CHs) grubu, Sekil 5.16'da
gosterilen yapisal metafora dayal olarak aromatik bir CH30 grubunun biyoizosteri olarak
savunulmustur. Bununla beraber, Cambridge Yapi Veritabani (CSD) verilerine gore; Ar-O-
CHs acilarinin “ortaklanmamis elektron cifti-” delokalizasyonunun sonucunda aromatik

halka dizleminden 6 + 6° saptigl, ancak bu acinin Ar-O-CFs, Ar-O-CHF, ve Ar-CF,-CHs
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analoglarinda ise aromatik halka dizlemine dikey olarak konumlandigi gérilmektedir
(~90°) [138]. Bu bulgular, fenil halkasinin para konumunda ikame edilen gruplarin halka ile
ayni dizlemde bulunmasinin antiproliferatif aktivite acisindan énemine isaret etmektedir.
Bu bulgularla orantili olarak metiltiyo (Bilesik 19) ve dimetilamin (Bilesik 20) analoglari

potent antiproliferatif etki gdstermislerdir.

\I,“m'l'l

"6 bﬂ ’"’,‘ - CJ{J* O“

C*-C*-0-CH, torsiyon agisi

Sekil 5.16. Ar-O-CHs, Ar-O-CF3, Ar-O-CHF; ve Ar-CF,-CHs yapilarinin konformasyonel agilari
([138]'den uyarlanmigtir)

Fenil-piridin izosterizmi yaklasimi ile hazirlanan metoksipiridin tiirevleri (Bilesik 21 ve 22)
ile gozlenen bilylk aktivite kaybi ise molekiliin bu bélgesinin tercihen hidrofobik
karakterde olmasinin gerekliligini vurgulamaktadir. Sonraki asamada metabolizmanin
modile edilmesi amaciyla fenil halkasinda degisik substitlientler tasiyan analoglar
sentezlenmistir (Sekil 5.17). p-Metoksi grubuna komsu karbonda -OCHs, -F, -Cl tasiyan
(Bilesik 26-28) veya p-metoksi grubunun halka igerisine alindigi (Bilesik 23 ve 24) tiirevlerde
potent aktivite gbzlemlenirken, yine daha hacimli diflorometilendioksi analogunda aktivite
kaybi yasanmistir. Bununla beraber, metoksiye gore orto veya meta halka sibstitlisyonu
aktivite acisindan olumlu sonuclanirken (Bilesik 26-28; 34), 2,3-difloro veya 3,5-

diflorometoksi tiirevlerinde siddetli aktivite kaybi yasanmistir.

Bu seriden secilmis aktif tiirevler (Bilesikler 13, 19, 24, 27, 28 ve 34) ile insan karaciger
mikrozomlarinda gerceklestirilen in vitro metabolik stabilite sonuclari bilesiklerin halen hizli
metabolize olduklarini (ti2= 2,45-12,84 dk) gostermistir. Bu nedenle morfolin halkasi

modifikasyonlari ile YEi calismalarina devam edilmesi geregi duyulmustur.
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Sekil 5.17. 4-metoksifenil halkasi modifikasyonu cercevesinde sentezlenen ikinci seri
bilesiklerin 1Cso degerleri

Metabolit tayini deneylerinin morfolin grubunun oksidatif metabolizma i¢in dGnemli bir yore
oldugunu gostermesi nedeniyle bu asamada Sekil 5.18’de gosterilen morfolin halkasinin
modifiye edildigi, 6rnegin; stbstitiie ve kdprilu turevleri, bir dizi analog hazirlanarak hem

antiproliferatif aktivitenin korunmasi hem de metabolik stabilitenin artisi amaclanmistir.
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Sekil 5.18. Morfolin halkasi modifikasyonu cercevesinde sentezlenen ilk seri bilesiklerin 1Cso
degerleri
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ilk olarak morfolin halkasinda 2,6-dimetil siibstitiisyonu (Bilesik 42), 3,5-etilen (Bilesik 43)
veya 2,5-metilen (Bilesik 45) alkil koprisi tasiyan tiirevler ile hem potent antiproliferatif
aktivite korunmus hem de metabolik stabilite de artis gértlmustir (t1/2=28,74; 23,75; 28,08
dk). Bu bdlgenin aktivite ile paralel olarak metabolik stabilitede artis olusturabilecegi
anlasildiktan sonra morfolin biyoizosteri piperidin ve piperazin tiirevleriile YEi faaliyetlerine
devam edilmistir. Elde edilen sonuglar morfolin oksijeninin aktivite agisindan énem arz
etmedigi bu konumda CF ve CF; (Bilesik 47-48), S (Bilesik 49), C, C-CH3, C-CF3 (Bilesik 51-53)
gibi nonpolar yer degistirmelerle aktif molekiillerin elde edilmesinin bu bdlgenin daha ¢ok
hidrofobik etkilesim icin 6nemli oldugunu disindirmistir. Bu hipotez ayni konumda
polarite artisi ile aktivitenin kayboldugu silfon tiirevi Bilesik 50 ve piperazin tiirevi Bilegik
58 ile de desteklenmektedir. S6yle ki piperazin NH grubunun metillenmesi ile aktivite de
geri kazanim olmaktadir (Bilesik 57). Bununla beraber, bu seride sadece 4-metilpiperidin
(Bilesik 52) ve 4-trifloropiperidin (Bilesik 53) tiirevleri ile hem aktivite hem de metabolik
dayaniklihgin ayni anda artis saglanmistir (t12= 28,04 ve 21,18 dk). Diger aktif analoglardan
secilmis bilesiklerin (Bilesik 47-49, 51, 54) metabolik stabilitesi disiik bulunmustur (ti/2=
7,38-14,69 dk). Morfolin acik zincir analoglari olarak sentezlenen sekonder amin tirevleri
ile elde edilen sonuglar tercihen hacimli alkil slibstitlisyonunun (Bilesik 63-65) aktivite
acisindan 6nemini vurgularken polar aminoetanol tasiyan tiirevde (Bilesik 66) aktivite kaybi
gozlemlenmistir (Sekil 5.19). Bilesik 63’ln karaciger mikrozomal stabilitesinin diisiik olmasi

sebebiyle (t1/2= 7,62 dk) sekonder amin tlrevleri ile devam edilmemistir.
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Sekil 5.19. Morfolin acik halka analoglarinin ICso degerleri
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Oncii bilesik tizerinde gerceklestirilen bir diger YEi stratejisi ise molekiiliin izoksazol ve
pirimidin motiflerini bir araya getiren NH koprisi ve pirimidin halkasi modifikasyonlaridir.
Bu modifikasyonlar dahilinde 6ncelikle; merkezi pirimidin halkasi ile izoksazol arasindaki NH
grubunun, baglayici roliini ve farmakofor 6zellikte bir element olup olmadigini anlamak
icin calismalar planlanmistir. Bu hipotezi dogrulamak icin, sekonder amin grubu tersiyer
amin grubu ile degistirilmistir (Bilesik 77). Bu tlrevde gozlenen potent antiproliferatif
aktivite NH grubunun halkalari baglayici gorevi yaptigini diistindiirmus ve bu konumdan
molekilin suda ¢ézlinlrlGgluni artirmaya yonelik iyonize olabilen alkil amin (Bilesik 78 ve
79) veya solvasyonu artirici polar asetonitril (Bilesik 80) yan zinciri tasiyan tirevler
sentezlenmis ancak aktivitede yasanan bilylk kayip nedeniyle beklenen sonuca

ulasilamamistir (Sekil 5.20).
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Sekil 5.20. Ara zincir ve pirimidin halkasi modifikasyonlari cercevesinde sentezlenen
bilesiklerin 1Cso degerleri

Sonraki YEi yaklasimi merkezi pirimidin halkasinin farmakofor rolii tizerine olmustur. Bu
amacla ilk olarak piridin (Bilesik 68) ve triazin (Bilesik 70) halkasi ile degistirildigi tirevler
sentezlenmistir (Sekil 5.20). Bu modifikasyonlar sonucu aktivite kaybi yasanmasi pirimidin
halkasinin farmakofor olarak 6nemini ortaya koymustur. Bu asamada pirimidin halkasinin

dordiinci ve besinci konumlarinda yapilan halojen ve alkil slibstitlisyonlari iceren Bilesik
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74-76 ile meydana gelen aktivitede azalma sonucunda non-sibstitlie pirimidin halkasinin
onemi ortaya konulmustur. Bu seri bilesiklerden segilen Bilesik 75 (t1/2= 9,41 dk) ve 77’nin
(t1/2= 2,37 dk) karaciger mikrozomal stabilitesi yine oldukca disik bulunmus olup bu

bolgedeki degisikliklerin metabolik dayaniklilik i¢cin dGnemli olmadigi diistintlmustar.
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Sekil 5.21. Sentezlenen hibrit bilesiklerin ICso degerleri
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Sekil 5.22. Hibrit bilesiklerin insan karaciger mikrozomlarindaki t1/> degerleri
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Tez kapsaminda son etapta en aktif ligantlar olan; 3-F, 4-OCHjs-fenil tlrevi Bilesik 28 ve 2-F,
4-0CHs-fenil tiirevi Bilesik 34’lin metabolik stabilitesini artirmak amaciyla yukarida tespit
edilen morfolin izosterleri ile hibridizasyonu sonucu bir seri yeni bilesik sentezi
gercgeklestirilmistir (Sekil 5.21). Elde edilen sonuglar incelendiginde 6zellikle 2-F,4-OCHs-
fenil grubu ile 2,6-dimetilmorfolin (Bilesik 88; t12= 47,1 dk) veya 4-metilpiperidin (Bilesik
89; t1/2= 78,7 dk) kombinasyonunun metabolik stabilitede 6nemli oranda iyilesme sagladigi
gdzlemlenmistir (Sekil 5.22). Béylece BO-264 iizerinde tamamlanan YEi programinin bir
sonucu olarak, daha ileri in vivo farmakokinetik ve biyolojik etki mekanizmasi g¢alismalari

icin Bilesik 89 gelistirme adayi olarak dustintlmustir.

Bilesik 89’un in vivo farmakokinetik parametreleriise CD-1 fareler kullanilarak belirlenmistir
(Cizelge 4.13 ve Sekil 5.23). Karaciger mikrozomlarindaki metabolik stabilitenin bir
yansimasi olarak Bilesik 89, farelerde miikemmel oral biyoyararlanim géstermistir. Bilesigin
hayvanlara uygulanmasi icin biri su bazli digeri lipit bazli iki farkh tasiyici sistem
kullanilmistir. Her iki formilasyon igerisinde 50 mg/kg dozda farelere Bilesik 89
uygulanmasi sonucunda biyoyararlanim degeri su bazli formulasyon ile % 63 ve lipit bazli
formiilasyon ile % 79 olarak tayin edilmistir. in vitro metabolik stabilitede artisin in vivo
biyoyararlanima olumlu olarak yansidigi goriilmektedir (Bilesik 89’un in vivo klirens degeri;
31,6 ml/dk/kg). Bununla beraber, Vdss dagilim hacmi; 2,78 gibi yliksek degerde olup, bu da

Bilesik 89'un dokulara yliksek oranda gecirgen olabilecegini gostermektedir.

Bilesik 89'un CD-1 farelerindeki farmakokinetik profili

100000 - IV 10mg/kg
PO 50 mg/kg (A)
10000 4 —+— PO 50 mg/kg (B)
1000 +
100 -

10 4

Plazma Konsantrasyonu (ng/mL)

0.1
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Sekil 5.23. IV ve PO yoldan uygulanan Bilesik 89’un CD-1 farelerinde gdstermis oldugu
zamana bagh plazma konsantrasyon grafigi
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Sonraki asamada Bilesik 89’un potansiyel ilac¢ etkilesimleri acisindan degerlendirilmesi igin
ilagc metabolize eden ana sitokrom P450 izoformlari (CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4-M ve CYP3A4-T) lizerindeki inhibitor etkisi
incelenmistir. Bilesik 89 sadece CYP2C19 (ICso = 2,17 uM) izoformunu orta derecede inhibe
etmis, diger batln izoformlar Gizerindeki inhibitor etkisi Gnemsiz (ICsp = 11,85 - > 30 uM)

bulunmustur.

Ayrica Bilesik 89’un bu asamada kardiyovaskiler gilivenilirlik agisindan ileri gelistirmeye
uygunlugu EKG’de QT uzamasina neden olan hERG (gecikmis rektifiye potasyum kanali)
inhibisyonu agisindan degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar Bilesik 89’un hERG inhibitor

etkisinin (ICsp = 17,16 uM) 6nemsiz derecede oldugunu gostermistir.

5.3.1. Bilesik 89’un sitotoksisite oOzelliklerinin kolon kanseri hiicre hatlarinda

Siilforadamin B (SRB) analizi ile incelenmesi

Basarili bir farmakokinetik profile sahip olan ve JIMT-1 hicrelerinde BO-264 ile benzer
sonuclar veren Bilesik 89’un farkli kanser hiicre hatlarindaki sitotoksisitesini
degerlendirmek adina hiicre canlihgl deneyleri gerceklestirilmistir. Bu amagla 6nci bilesik
BO-264’Un de antiproliferatif etki gosterdigi cesitli kolon kanseri hiicre hatlari (HCT-116,
RKO, HT-29) belirlenmistir. Bilesik 89; HT-29 hiicre hattinda 4,11 uM’lik bir sitotoksisite
sergilerken, RKO ve HCT-116 hiicre hatlarinda daha potent sitotoksik aktivite sergilemistir
(RKO igin; 1Cs0= 0,203 uM, HCT-116 igin; ICs0= 0,307 uM) (Cizelge 5.4).

Cizelge 5.4. BO-264 ve Bilesik 89'un kolon kanseri hiicre hatlarindaki ICso degerleri

ICso (M)
HT-29 RKO HCT-116
BO-264 0,462 0,084 0,137
Bilesik 89 4,11 0,203 0,307

Bilesik 89’un o6zellikle TACC3 ekspresyonunun asiri oranda oldugu HCT-116 hiicre hattinda
[46] gostermis oldugu potent antiproliferatif etkinlik, bilesigin etki mekanizmasinin

aydinlatiimasina yonelik calismalara yon vermistir.
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5.3.2. BO-264 ve Bilesik 89’un hiicresel yolaklar lizerindeki etkilerinin protein ifade analizi

ile incelenmesi

Gunlmuzde hicresel apoptozun saptanmasi ve miktarinin belirlenmesi icin ¢ok ¢esitli
yontemler ve belirtecler mevcuttur. PARP’lar DNA hasarindaki roli nedeniyle kanser
tedavisinde kullanilan hedef proteinler arasindadir. PARP1; PARP ailesinin temel
Uyelerindendir ve hiicre apoptozu sirasinda bu proteinin kaspazlar araciligi ile pargalanmasi
sonucu hiicre icerisindeki kesilmis PARP1 miktarinda artis gbzlemlenir [134]. Ayrica apoptoz
kaynakli DNA kiriklarinin buylk olcide H2AX fosforilasyonunu (p-H2AX) indulkledigi
gosterilmistir [135]. Fosforile histon H3’Gn (p-Histone H3) ise; meme kanserinin de
aralarinda bulundugu ¢ok sayida malignitenin saptanmasinda glivenilir bir mitoz belirteci

oldugu isaret edilmektedir [136, 137].

Bilesik 89’un TACC3 inhibisyonu aracili mitotik tutulma, DNA hasari ve apoptoz belirtecleri
Uzerindeki etkisini Western blot yontemi ile incelemek adina; JIMT-1 hiicre hatti 200 nM,
HCT-116 hiicre hatti ise 250 nM konsantrasyonlarinda BO-264 ve Bilesik 89 ile inklibe
edilmistir. Calismada kontrol grubu olarak DMSO kullanilirken, gliseraldehit 3-fosfat

dehidrojenaz (GAPDH) ise esit ylikleme kontroli olarak kullanilmistir.
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Resim 5.3. BO-264 ve Bilesik 89 ile 24 saat inklibe edilen JIMT-1 (A) ve HCT-116 (B)
hiicrelerinde hiicre ici protein seviyelerinin Western Blot yontemi ile
incelenmesi ve ilgili hilicrelerin 24 saat ilag uygulamasi sonrasi 10X
blyuklGgiinde mikroskop ile ¢cekilmis goriintileri

Sitotoksitite deneylerinde BO-264 ile yakin ICso degerlerinde etki gosteren Bilesik 89’un,
JIMT-1 ve HCT-116 hicrelerinde inkibasyonu sonucu protein seviyesindeki etkileri
gozlemlenmis ve 6ncii bilesik BO-264’e benzer sekilde p-Histon H3, kesilmis PARP ve p-
H2AX proteinlerinin seviyesini artirarak hlicre apoptozuna yol actigi gosterilmistir (Resim

5.3).

5.3.3. BO-264 ve Bilesik 89’un hedef duyarl afinite testleri (DARTS)

ila¢ afinitesine duyarl hedef stabilitesi (Drug Affinity Responsive Target Stability; DARTS),
kiiglk ilag molekillerinin hedef proteinlerini belirlemek igin kullanilan, geleneksel
yontemlere gore nispeten hizli ve basit bir ydontemdir. Bu yontemin en buyulk avantaji, ilgili

ilagc molekiliinin immobilizasyonuna veya 6zel modifiye yontemlerine (biyotin, floresan,
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radyoizotop veya fotoafinite etiketleri vb.) gerek duyulmadan kullanabilmesidir [132, 133].
Bu yontem hedef proteinin kiiclik molekiil ligandi ile baglanmasi sonucu proteolize karsi
daha dayanikli hale gelmesine dayanmaktadir. Bu amagla, Bilesik 89’un TACC3 proteini
etkilestigini kanitlamak adina HCT-116 hiicre hattinda DARTS analizi gergeklestirilmistir.
BO-264 ve Bilesik 89 ile hiicreler 10 uM konsantrasyonda inkiibe edilirken, CDK4 hedef
olmayan protein, B-aktin ise esit yliikleme kontroll olarak kullanilmistir. Analiz sonuglarina
gore TACC3 inhibitor 6zelligi kanitlanmis BO-264 onci bilesigine benzer sekilde Bilesik 89
da TACC3 ile etkileserek pronaz tarafindan degrede edilmesini engelledigi goriilmektedir

(Resim 5.4).
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Resim 5.4. BO-264 ve Bilesik 89’a ait DARTS analiz sonuclari (A), ilgili bilesiklere iliskin bagil
TACC3 bant yogunluklari (B)
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6. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda elde edilen veriler isiginda, 2,4-diaminopirimidin motifini tagiyan
bilesiklerin potent antiproliferatif etkisi nedeniyle TACC3 asiri eksprese eden kanser
turlerine karsi ileri klinik gelisim potansiyeline sahip olabilecegi sonucuna ulasiimistir. Bu
farmakofor yapiya sahip 6nci bilesik BO-264 lzerinde gergeklestirilen modifikasyonlar ile
70 adet final bilesik sentezi gercgeklestirilmis ve meme kanseri hiicre hattina karsi
sitotoksisiteleri incelenerek yapi-etki iliskileri belirlenmistir. Elde edilen yapi-etki iligkisi
sonuglarina gore; genel olarak c¢ogu bilesikte 6nemli derecede antiproliferatif etki
gozlemlenmekle birlikte 2,4-diaminopirimidin yapisinin biyolojik aktivite agisindan énemli
oldugu, bilesigin 4-metoksi fenil ve morfolin grubunun modifikasyonu aktivite acgisindan
sinirli degisikliklere izin verdigi, bu bolgelerde hacimli ve polar gruplarin aktivitenin

azalmasina ya da kaybolmasina neden oldugu ortaya gikariimistir.

Ayrica sentezlenen tim bilesikler arasindan secilen, biyolojik etkinlikleri yeterli seviyede
bazi tirevlerin mikrozomal stabiliteleri degerlendirilmistir. Alinan sonuglar dogrultusunda;
Bilesik 28 serinin en aktif (ICso= 0,013 pM) analogu olmasina ragmen karaciger
mikrozomlarinda dislik metabolik stabilite (ti2= 12,84 dk ve Clint= 107,93 uL/dk/mg
protein) profili cizmistir. Sentezlenen tiim tlirevler icerisinde Bilesik 89 ise dncli bilesik BO-
264 ile kiyaslanabilir seviyede bir sitotoksik etkinlik (ICso= 0,206 uM) gbstermis, in vitro
ADME testlerinde; insan karaciger mikrozomlarinda sergiledigi uzun yarilanma omri (ti/2=
78,72 dk) ve dustk hepatik klirens degeri (CLint= 17,73 uL/dk/mg protein) ile BO-264’e
kiyasla metabolik stabilitesi oldukca yiiksek olarak tayin edilmistir. Antiproliferatif etkinligi
ve in vitro ADME O0Ozelliklerinin olumlu olmasi sonucunda Bilesik 89 ile farelerde
gercgeklestirilen in vivo farmakokinetik ¢alismalarda ise bu bilesigin % 60’in izerinde oral
biyoyararlanim sergiledigi sonucuna ulasilmistir. Bilesik 89 ileri gelistirme acgisindan ilag
etkilesimleri ve kardiyovaskiler yan etki potansiyeli agisindan ayrica gilvenli olarak

degerlendirilmistir.

Bilesik 89’un da BO-264 bilesigine benzer sekilde TACC3 inhibisyonu ile iliskili
antiproliferatif etkisi cesitli yontemlerle kanitlanmistir. Sonuc¢ olarak tez kapsaminda

sentezlenen tlirevler arasindan; Bilesik 89’un gerek etki profili gerek farmakokinetik
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ozellikleri ile ilag gelistirme g¢abalarinda umut vadeden ve gelisim potansiyeli ile dikkat

¢eken aday bir bilesik oldugu ortaya konulmustur.

in vitro ve in vivo farmakokinetik calismalarda basarili sonuclar elde edilen Bilesik 89’un ileri
donemde insan meme ve kolon kanseri hicre hatlari ile elde edilecek ksenograft fare
modellerinde in vivo antitimor etkinligini  belirlemeye yonelik ¢alismalarin
gercgeklestirilmesi planlanmistir. Bunun yaninda Bilesik 89 ile farkli kanser hicre
panellerinde sitotoksisite deneyleri ile antikanser etki spektrumunun incelenmesi de
gerceklestirilecek faaliyetler arasindadir. Elde edilen/edilecek veriler 1siginda Bilesik 89 ile
ileri 6n klinik ¢alismalara aday bilesik gelistirilmesi yolunda énemli bir noktaya gelinecegi

ongorulmektedir.
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