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OZET

Kanser; genetik ve/veya cevresel kosullarin etkisiyle tetiklenen bir takim biyolojik
mekanizmalarla kontrolsiiz buylime ve ¢odalma 6zelligi kazanmis hlcrelerin vicuttaki farkh
doku ve organlari istila etmesiyle karakterize bir hastaliktir. Dlinya genelinde birgok
arastirmaci; kanser hucrelerine kargi segici, daha az yan etkili ve daha iyi bir yagsam kalitesi
sunan tedavi secenekleri icin calismaktadir. Yapilan birtakim o6nemli arastirmalar
incelendiginde, izoksazol halkasi iceren bazi bilesiklerin farkli mekanizmalarla antikanser
aktivite gosterdikleri belirlenmigtir. Bunun yani sira, yapilan ¢galigsmalardaki dikkate deger bir
diger kimyasal yapi ise piperazin halkasidir. Bu bilgiler i1s1§inda; arastirma grubumuzun,
antikanser etkili olabilecek yeni 6ncli bilesik kesfi amaciyla yuarittigu bir tarama
calismasinda izoksazol-piperazin hibrit (BRP29) bir bilesik kesfedilmistir. Bu bilesik;
karaciger (Huh7, Mahlavu), meme (MCF7) ve kolon (HCT116) kanseri hicre hatlarina karsi
test edildiginde sirasiyla 1,7; 11,7; 2,9 ve 6,0 uM IC50 degeri ile sitotoksisite gostermistir.
Bu tez kapsaminda, BRP29un antikanser etkinligini gelistirmek Uzere tasarlanip
sentezlenen yeni analoglar arasindaki yapi-etki iliskisi ¢alismalari gergeklestiriimigtir. Bu
amagcla BRP29 yapisindaki 4-triflorometilbenzilpiperazin yan zinciri korunurken molekulin
benziloksifenil grubu Uzerinde yapilan modifikasyonlar ile aktivite arasindaki iligki
incelenmistir. Sonugta benzil grubunun 3. konumunda nitril substitisyonu (6i) ile Huh7
karaciger ve MCF7 meme hucrelerine karsi potent (IC50= 0,1 ve 0,8 uM) fakat daha agresif
Mahlavu hicrelerine kargi daha az potent (IC50= 10,6 uM) antikanser aktivite tespit
edilmistir. ileri yapi-etki calismalarinda 3-siyanobenzil grubu korunurken orta fenil halkasi
uzerinde 3-F substitisyonu (26¢) her ¢ hlicre hatti icin de potent antikanser aktivite ortaya
ctkarmistir (IC50=0,1; 0,38 ve 0,5 uM). Secilmis potent turevler ile yapilan molekuler biyoloji
calismalari bu bilesiklerin hicre dongusunu farkh fazlarda etkiledigi, kanser hicre
hatlarinda apoptotik hiicre sayisini arttirdiyi ve hicre icinde apoptotik proteinlerin
seviyelerini etkileyerek hiicre 6lumuna tetikledigini ortaya ¢ikarmistir. Sonug olarak bu tez
kapsaminda sentezlenen bilesiklerden en aktif tirev olan Bilesik 26¢’nin, antikanser ajan
olarak daha ileri klinik gelisim potansiyeline sahip oldugu gosterilmigtir.
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ABSTRACT

Cancer is a disease characterized by metastasis to cells of different tissues and organs that
have acquired uncontrolled growth and proliferation by a number of biological mechanisms
triggered by the influence of genetic and environmental conditions. Many researchers are
working on new therapies that might selectively inhibit the underlying targets for cancer
resulting in a better and more complete response with minimal side effects and more
improvement on patient’s life quality. When some important researches are examined, it is
determined that some compounds containing isoxazole ring show anticancer activity by
different mechanisms. In addition, another remarkable chemical structure in the studies is
the piperazine ring. According to this information, an isoxazole-piperazine hybrid compound
(BRP29) was discovered in a screening study conducted by our research group for the
discovery of new precursor compounds that may be anticancer effective. When tested
against liver (Huh7, Mahlavu), breast (MCF7), and colon (HCT116) cancer cell lines, this
compound was 1,7; 11,7; 2,9 and 6,0 uM IC50 showed cytotoxicity. In this thesis, the
structure-activity relationship (SAR) studies between the new analogs designed and
synthesized to improve the anticancer activity of BRP29 were carried out. For this purpose,
the 4-trifluoromethylbenzylpiperazine side chain in BRP29 was not altered for further SAR
approaches while concentrating on modifications of the benzyloxyphenyl group. As a result,
3-nitrile-substituted benzyl derivative (6i) demonstrated improved activity against Huh7 and
MCF7 cells (IC50= 0,1 and 0,8 uM, respectively) while it was less potent against more
aggressive cell line, Mahlavu (IC50= 10,6 uM). Further SAR studies by substitutions on the
middle phenyl group, i.e., 3-fluoro derivative (26c¢), resulted in a compound with potent
anticancer activity against all cell lines (IC50= 0,1; 0,38 and 0,5 uM). Further molecular
biological studies with selected active compounds elucidated that these derivatives induced
cell death by interfering with the cell cycle at different phases, increasing the apoptotic cell
count in tested cancer cells and effecting the levels of apoptotic proteins within cells. As a
result, it has been shown that Compound 26¢, the most active derivative of the compounds
synthesized within the scope of this thesis, has the potential for further clinical development
as an anticancer agent.
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Key Words : Anticancer activity, isoxazole, piperazine
Page Namber : 169
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TESEKKUR

Tez calismalarimin gergeklestiriimesinde ve tim doktora siirecim boyunca degerli bilgileri ve bilimsel
yaklagimlariyla ufkumu genigleten, kiymetli zamanini ayirip faydali olabilmek adina gok fazla emek
sarf eden, 6grencisi olmaktan buyutk gurur duydugum danismanim ve Farmasoétik Kimya Anabilim
Dali Baskani saygideger hocam Prof. Dr. Erden BANOGLU’na; gerek laboratuvar gerekse teorik
calismalarim esnasinda bilgi ve tecriibesiyle bana rehberlik eden, kendisiyle galisma firsati
buldugum icin sansl hissettigim, ¢ok gucli ve zeki kadinlara 6zgu bir enerjisi ve ylksek bir 6ngorusu
olduguna inandigim sevgili hocam Prof. Dr. Burcu CALISKAN’a; aklima takilan konulari gekinmeden
danisabildigim ve béyle zamanlarda bilgisini esirgemeyerek yol gésteren Dr. Z. Tugce GUR MAZ’a;
ofis arkadasligi yaptigimiz kisa siirede hayata ve bilime bakisimi olumlu anlamda ¢okga degistiren
Ogr. Goér. Dr. Abdurrahman OLGAC’a ve hocalarimiz vesilesiyle, BRG (Banoglu Research Group)
ailesinin tim kiymetli Uyelerine katkilarindan dolayi tesekkiri bir borg biliyor ve sukranlarimi
sunuyorum.

Aktivite calismalarini gergeklestiren Orta Dogu Teknik Universitesi'nden Prof. Dr. Rengiil CETIN
ATALAY ve Esra NALBAT a, analiz galismalarini gergeklestiren Ankara Universitesi'nden Prof. Dr.
Hakan GOKER'e ve yine analiz galismalarinin tamamlanmasini saglayan Gazi Universitesi'nden Dr.
Burcu AYDINER’e ve Anadolu Universitesinden Ogr. Gér. Serkan LEVENT’e, doktora egitimim
boyunca gerekli galisma ortamini saglayan anabilim dalimizin ¢ok degerli 6gretim Uye ve
yardimcilarina, ayrica bu tez ¢calismasinin gerceklestiriimesinde verdigi desteklerden 6tira Turkiye
Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu’'na (TUBITAK-214S062) ve 100/2000 Doktora Programi
kapsaminda bursiyeri oldugum Yuksekégretim Kurulu’na, bu bursu kazanmamda ve daha pek ¢ok
konuda yakin ilgi ve sevgisini gérdigiim degerli hocam Prof. Dr. Tijen ONKOL'a ¢ok tesekkiir
ediyorum. Doktora calismalarim suresince her ihtiya¢c duydugumda yanimda olan, pozitif bakis
acilariyla beni her daim yiireklendiren sevgili dostlarim Deniz LENGERLI, Merve ERDOGAN,
Sumeyye TURANLI, Azize Gizem USLU ve Ensar Korkut KILIC a; beni akademisyen olma yolunda
surekli motive eden canim teyzem Sebahat YALCINKAYA'ya; ¢ok uzun yillardir hem zor hem guzel
anlarimin yegane sahidi degerli dostum Esra SUMLU’ya desteklerinden 6turu igtenlikle tesekkir
ediyorum.

Ve bugiin geng bir kadin olarak bilimsel konularda calismalar ortaya koyabilecek ve umarim ki
gelecekte iyi bir bilim insani olarak tGlkeme hizmet verebilecek glici kendimde bulabiliyor ve kariyerim
icin uygun kosullara rahatlikla erigebiliyorsam biliyorum ki bu; mezunu oldugum okulumu da bizzat
talimatiyla kurdurmus olan Gazi M. Kemal ATATURK ve onun kahraman arkadaslarinin agtig
aydinlik yol sayesindedir. Kendilerini sevgi, saygi ve minnetle aniyorum...

Bu tezi; hayatimin her evresinde beni kosulsuz olarak seven, fedakarliklarla yetistirip buglinlere
getiren, verdigim kararlarda hep arkamda durup maddi ve manevi desteklerini asla esirgemeyen,
bana hayattaki en degerli hediyem ve yasam enerjim biricik kardesim Rana’yi veren, bugiine kadar
basarabildigim ve gelecekte basarabilecedim her ne varsa hepsinin gergcek mimarlari canim anneme
ve babama ithaf ediyorum...
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1. GIRIS

Kanser; genetik ve/veya cgevresel kosullarin etkisiyle tetiklenen birtakim biyolojik
mekanizmalarla kontrolsiz buyime ve c¢ogalma 06zelligi kazanmis hucrelerin,
oncelikle yakin mesafedeki dokular olmak uzere vucuttaki farkli doku ve organlari
istila etmesiyle (metastaz) karakterize ¢ok genis bir grup hastalik i¢in kullanilan
genel bir terimdir. Bu metastatik 6zelligi ile kanser; kendine 6zgu tedavi stratejileri
gerektiren, birgcok anatomik ve molekuler alt tipe sahip vucuttaki hemen her bolimu
etkileyebilmekte ve 6élimcil sonuglar dogurabilmektedir [1]. Dinya Saglk Orgiiti
(WHO)'nln verilerine gére dlinyada ikinci 6nde gelen 6lim nedeni olup, dinya
capinda 6 olumden 1 tanesi kanser kaynakhdir. Bu anlamda 2018 vyilinda
gerceklesen tahmini 9,6 milyon dlimden sorumludur [2]. 2040 yilinda ise bu rakamin

tum dinyada yaklasik 16,4 milyona ulagacagi 6ngorulmektedir [3].

Sayisal verilerdeki korkutucu seviyeye karsilik; hastaligin mevcut klinik tedavileri,
dusuk basari oranlarinin yani sira ciddi birtakim komplikasyonlari da beraberinde
getirmektedir. Cerrahi, ila¢ tedavisi (kemoterapi) ve radyoterapi uygulamalari olarak
siniflandirabilecegimiz bu tedavi yaklasimlari; diger saglikli doku ve organlarda
sebep olduklari toksik yan etkiler, hucrelerde gesitli mekanizmalarla tedaviye kargi
gelisen direng, tedavi sonrasi olusan nuks veya metastazlar sebebiyle kesin bir
iyilesmenin gorulmesine olanak vermemektedir [4, 5]. Genellikle tumor tipi ve
evresine uygun olarak tercih edilen bu tedaviler veya kombinasyonlarinin; segici
olarak hedefleme yetenegine sahip, daha iyi ve eksiksiz tedavi saglayabilecek ve
ayni zamanda minimum yan etkiler gésterebilecek yeni yontemlerle degistiriimesinin
veya desteklenmesinin gerekliligi aciktir. Gelinen noktada malign tumoral
olusumlarin tedavisinde kemoterapi héala en populer tedavi yaklagimi olmakla
birlikte; son yillarda bu alanda elde edilen buyuk gelismelere ragmen kanser

tedavisinde henuz istenilen noktaya varilamamistir [6].

Kanser tedavisi i¢in yeni aday ilag molekullerini gelistirmek ve bu alanda bazi
yenilikler ortaya koymak amaciyla; tum dunyada yapilan birtakim onemli
arastirmalar incelendiginde, izoksazol halkasi igeren bazi bilegiklerin farkli

mekanizmalarla antikanser aktivite gosterdikleri bircok basarili ¢alisma dikkat
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cekmektedir. Yogun olarak Gzerinde galisilan bu mekanizmalardan biri, molekuler
ISI soku protein veya saperonlar (heat-shock proteins, HSP) olarak bilinen
proteinlerden HSP9O0’in inhibisyonudur. HSP9O0, birgogu timor gelisiminde goérev
alan bazi 6zel proteinlerin dogru konformasyonunu, stabilizasyonunu,
aktivasyonunu ve lokalizasyonunu destekler [7], ki bunlar EGFR, CDK4, AKT ve
BCR-ABL gibi birgok kinazin yani sira 6strojen ve androjen reseptorleri, HIF-1 ve
p53 gibi transkripsiyon faktorlerini de iceren bir grup proteindir [8]. HSP90'in bu
Ozelligi sebebiyle, izoksazol halkasi tasiyan bazi inhibitorler antikanser etki icin ilag

kesif calismalarinda kendilerine dnemli bir yer edinmiglerdir [9-13].

Antikanser etkili olabilecek aday ilag moleklli gelistirme hedefiyle yapilan
calismalar incelendiginde, dikkate deger bir diger kimyasal yap1 ise; biyolojik aktivite
sergileyen bilesiklerde siklikla tekrarlanan bir motif olan piperazin halkasi olmustur.
Piperazin bazli bilesiklerin c¢esitli farmakolojik 6zellikleri arasinda; antikanser,
antiviral, antifungal, antidepresan ve serotonin reseptori antagonist veya agonist
aktiviteleri bulundugunun birgok calismada ortaya koyulmus olmasi, arastiricilara
biyolojik aktivite gdsteren molekullerde piperazin halkasinin ayricalikli bir yere sahip
oldugunu dustndirmektedir [14]. Bu dusuncenin olusmasinda, ¢ok yonli baglanma
Ozelliklerine sahip olmasi ve iyonlasabilen piperazin azotuyla birlikte Snemli
fizyolojik rol oynayan cesitli protein hedeflerinde bulunan baglama ceplerinin yapisal
gereksinimlerini karsilamasi da kuskusuz etkili olmaktadir [15]. Ote yandan,
antikanser etki gosterdigi saptanmig bilesiklerin tasarimina eklenen gesitli piperazin

yapilarinin da olumlu sonuglar vermesi tum bunlari destekler niteliktedir [16].

GuUglu antiproliferatif aktivite g0Osterdigi bilinen piperazin analoglarinin etki
mekanizmalarina yonelik olarak yapilan deneylerde; bazi piperazin turevlerinin
mikrotlbul sentezini, hlicre donglsunin normal isleyisini ve bir timor hdcresinin
blyime ve metastaz yapma yetenegi icin kritik olan anjiyogenezi inhibe ettigi
gosterilmistir. ABD Ulusal Kanser Enstitisu (NCI) tarafindan yapilan bu deneylerde
piperazinlerin apoptozisi indukleyerek tumor hdcrelerini 6ldurme kabiliyetleri de

ortaya koyulmustur [17].
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Bu noktaya kadar kisaca deginilen literatir taramalarindan ve aragtirma
grubumuzun yillar igerisinde edindigi tecribelerden yola gikilarak; antikanser etkili
olabilecek yeni 6ncu bilesik kesfi amaciyla yurGtilen bir tarama calismasi
kapsaminda 5-(4-(benziloksi)fenil)-3-((4-(4-(triflorometil)benzil)piperazin-1-il)metil)
izoksazol kimyasal yapisinda bir bilesik kesfedilmistir (Sekil 1.1). BRP29 koduyla
anilan bu bilesik oncelikle karaciger (Huh7, Mahlavu), meme (MCF7) ve kolon
(HCT116) kanseri hucre hatlarina karsi test edildiginde sirasiyla 1,7; 11,7; 2,9 ve
6,0 M 1Cso (maksimum inhibisyonun %50'sini olusturan ilag konsantrasyonu)

degerlerinde sitotoksisite gostermistir.

Sekil 1.1. Oncl bilesik BRP29'un kimyasal yapisi

BRP29'un bir hepatoseluler karsinoma (HSK) hucre hatti olan Huh-7'ye karsi
yuksek inhibitdr aktiviteye sahip olmasi; BRP29’un daha aktif tirevlere ulasabilmek
icin bir baslangic noktasi olmasini saglamistir. Bu amacgla BRP29'dan hareketle yeni
bilesikler tasarlanarak gerceklestirilen yapi-etki calismalari bu tezin kapsamini

olusturmaktadir.

Bu baglamda 3,5-dislbstitlie izoksazol iskeletini ortak olarak tasiyan 38 adet orijinal
bilesik tasarlanmis, sentezlenmis ve farkli kanser hucrelerine karsi sitotoksik
aktiviteleri deg@erlendirilerek ileri donem c¢alismalarin temelinin olusturulmasi

hedeflenmigtir.

Bu tez calismasi 6zelinde; dinya ¢apinda teshis sikligi ve 6lum oranlari basliklari
altinda oldukga Ust siralarda yer alan meme ve karaciger kanserleri [18]'ni
hedefleyen, ila¢ aday olabilecek BRP29 analogu bilesiklerin sentezleri ve biyolojik

aktivite caligsmalari ele alinmaktadir.



BRP29 ile karaciger kanseri hucre hatlarina karsi elde edilen 6n sonuglara gore bu
tez kapsaminda sentezlenen bilegikler ve tasarim stratejileri (Sekil 1.2) U¢ baslik

altinda toplanabilir:

o,m slbstitlisyon

Sekil 1.2. BRP29’dan hareketle yeni ve daha potent analoglarinin tasarim
stratejileri

1. BRP29 bilesiginin amin kisminda 4-CFs-benzilpiperazin grubu korunarak, benzil
grubunda farkh substitisyonlarla daha aktif ve denenecek hiicre hatlarinda daha
secici etki gosterebilecek optimum sibstitisyon paterninin arastirilmasi igin

sentezlenen bilegikler:

Cizelge 1.1. Tez kapsaminda sentezlenen final bilesikler-1 (Bilesik 6a-s)

Bilesik R Bilesik R1 Bilesik R
6a 2-CHs 6b 3-CHs 6¢C 4-CHs
6d 3,5-diCH3 6e 2-Cl 6f 3-Cl
69 4-Cl 6h 2-CN 6i 3-CN
6j 4-CN 6k 2-F 6l 3-F
6m 4-F 6n 2-OCHjs 60 3-OCH3s

6p 4-OCHs 6r 3,5-diOCH3 6s 3,4,5-triOCH3



2. Benzil halkasi Uzerindeki optimum slbstitisyon dizeni belirlendikten sonra, ilgili
bilesikte yer alan 4-CFs-benzilpiperazin grubunun farkli amin tlrevleri (baska
piperazinler veya piperidinler gibi) ile degigtiriimesi sonucu amin gruplarinin
aktiviteye olumlu veya olumsuz katkilarinin incelenmesi amaciyla sentezlenen

bilesikler:

Cizelge 1.2. Tez kapsaminda sentezlenen final bilesikler-2 (Bilesik 7-20)

Bilesik Rs Bilesik Rs
g—N/—\N FF 7N/—\N7C‘C‘) @
7 - - 14 NN
N M9
8 NN S 15 E*N\JN*C@
/M
9 EfN\_/N F 16 §—N N—CHZO
/\ 0
10 §—N\_/N—CHZOF 17 }NCN—&
F /M
11 §—N©N—CH2 18 EfN\_/N’CH2<]

F
H
12 ;NCN%@ 19 E*NCNfCHz@

13 §*N©N*8*O% 20 §*HACN7§*O%
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3. Ik iki 6nclildeki optimizasyon sonrasinda, izoksazol halkasinin 5. konumundaki
, 2-CHgs, 3-F, 2-F) ve akabinde U¢

ayri optimizasyon paternini de barindiran yapilarin (Bilesik 29-30) sitotoksik

fenil halkasi Uzerinde farkl substituentlerin (3-CHs

aktiviteye olan etkisinin incelenmesi amaciyla sentezlenen bilesikler:

Cizelge 1.3. Tez kapsaminda sentezlenen final bilesikler-3 (Bilesik 26a-d, Bilesik

29-30)
O’N\ Rj
= NS
|
N
=
[ ° TR
NN
R1  (26a-d, 29-30)
Bilesik R R Rs
F
26a 3-CN 3-CHs =N ron()—r
F
26b 3-CN 2-CHs ngCNfCHz@eFF
F
26¢ 3-CN 3-F N N{Hz@JVFF
F
26d 3-CN 2-F £ N HHZ@@FF
?
29 3-CN 3-F EfN\_/NfC@
6}
30 3-CN 3-F R eon()



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser, Tiimor Biyolojisi ve ilag Hedeflerine Genel Bakis

Tam dunyada milyonlarca insani etkileyerek dlimlerine sebep olan ve klasik tedavi
yaklagimlarinin yetersiz kalmasinin yani sira ¢ogunlukla kigilerin hayat kalitesini
dusurdugu kanser hastaliginin ortaya ¢ikigi; bilinen insanlik tarihinin oldukga erken
donemlerine rastlamaktadir. Kanser hakkindaki en eski kanitlara (kemik kanseri)
milattan 6nce (MO) 1600’10 yillara ait oldugu disunllen eski Misirdaki antik el
yazmalarinda rastlaniyor olsa da kanserin bir hastalik terimi olarak kullanilisi ilk kez
Hipokrat (MO 460-370) tarafindan gerceklestiriimistir. TUmor etrafinda gelisen
damarlari bir yengecin bacaklarina benzeten Hipokrat; Yunancada yengec¢
anlamina gelen karkinos (carcinos) kelimesinden esinlenmis, daha sonra Romali bir
hekim olan Celsus (MO 28-MS 50) bu kez Latince yenge¢ anlamina gelen cancer
kelimesini kullanarak hastaliga buglnki adini vermigtir. Ote yandan Galen (MS
130-200) ise onkoloji (kanser bilimi) teriminin koken aldigi sislik anlamina gelen

oncos kelimesini timoral olusumlari ifade ederken kullanmistir [19, 20].

Goruldagu Uzere, kanser hastaliginin var olusu neredeyse insanlik tarihi kadar
eskidir. Buna ragmen kanser, ginimuz modern toplumlarinin en blyuk saglk
sorunlarindan biri ve belki de en blyugu olmaya devam etmektedir. Kanserin
tedavisinde kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi mudahale en sik basvurulan
yontemler olmakla birlikte, hormon terapisi ve biyolojik yontemlerin kullaniimasi gibi
farkli yaklagsimlar da mevcuttur ve var olan yontemlere destekleyici ya da tek
baslarina tercih edilebilmektedirler [21]. Fakat her yontemin kendine 6zgl avantaj
ve dezavantajlarinin bulunmasi, kanserin kisiye 0zgu bir hastalik olmasi ve
dolayisiyla tedavilerinin de kisiden kisiye farklik gosterebilmesi nedeniyle tek bir
kesin tedavi yonteminin varhigindan bahsetmek imkansizdir. Bu ylzden modern
tibbin amaci kanseri olustuktan sonra tedavi etmektense henliz ortaya ¢ikmadan
engellemektir. WHO’nun verilerine gore, kanser olimlerinin %30 ile %50'si, titln
urunlerinden kaginmak, alkol tuketimini azaltmak, saglikli vicut agirligini korumak,

dizenli egzersiz yapmak ve enfeksiyonla ilgili risk faktorlerini dikkate almak dahil
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olmak Uzere baz kritik etkenleri degistirerek ve periyodik doktor kontrolleri ile

saglanabilecek erken tani sayesinde onlenebilmektedir [1].

Profilaktik yaklasimlar belli bir oranda kanser vakalarinda azalmayi giindeme getirse
de kanser hastaliginin dinyadaki en buyuk 6lum nedenlerinden biri oldugu gergegini
degistirememektedir [22]. 2018 yili itibariyle dinya ¢apinda 18,1 milyon oldugu
dusundlen yeni vaka sayisinin 2030 yilinda 24 milyona, 2040 yilinda ise 29,5 milyon
civarina ulasacagi ongorulmektedir [3]. Su da bir gergek ki, hastaligin etkiledigi
insan sayisini burada belirtilen rakamlarla sinirlandirmak mumkun degildir; zira
hastalarin yakin ¢evresindeki kisiler de olayin buyuk psikolojik sorunlarindan ciddi
anlamda etkilenmekte ve hatta zaman zaman palyatif tedavilere bile gereksinim
duymaktadirlar. Benzer sekilde hastaligin ekonomik etkileri de yadsinamaz
duzeydedir. 2010 yilinda kanserin yillik toplam ekonomik maliyetinin yaklasik 1,16
trilyon ABD dolari oldugu tahmin edilmektedir [2].

Kanser, genetik ve epigenetik faktérlerin kombinasyonu ile c¢evresel etkenler
tarafindan organize edilen ¢ok faktorlu bir hastaliktir [23]. Kanser hastaligi, anormal
mutasyonlardan etkilenen birgok sinyal yolaginin ¢oklu molekuler lezyonlar ve
fonksiyonel asirihdi ile karakterize edilir. Tumor yolaklarinin etkili bir sekilde
hedeflenmesi, kanser hlicrelerinin malign fenotipinin olusumuna ve korunmasina yol
acan molekuler degisikliklerin detayli bir sekilde anlagilmasini gerektirir. TUm
onkoproteinler tarafindan modile edilen karmasik sinyal yollarinin ortaya
cikarilmasi, daha etkili ve daha az toksik antikanser tedavilerinin kesfedilmesine ve

geligtiriimesine yardimci olacaktir [24].

Organizmadaki normal hicrelerden, neoplastik duruma giden ve farkli agsamalari
ihtiva eden suregler; timor patojenezi olarak adlandirilir. Timdral olusumlar,
proliferatif kanser hlcrelerinin olusturdugu salt kitlelerden ¢ok daha fazlasini ifade
eder. Burada; heterotipik etkilesimlere katilan ¢ok sayida farkli hiicre tipinden olusan
kompleks dokulardan bahsedilmektedir. Bu dokularda kanser hucreleriyle birlikte
farkl birgok hucre ve doku tipi bulunmaktadir ve boylece kanserlerin baglamasinda,
ilerlemesinde ve metastaz gelisiminde 6nemli rol oynayan ve “kanser mikrogevresi”
olarak tanimlanan; kanser hucrelerini ¢evreleyen ve normal hucrelerden olugan

oldukga kompleks doku tipi ortaya ¢ikmaktadir [25].



Siklin-bagimh
kinaz inhibitorleri

EGFR
inhibitorleri

— Proliferatif =~ Biiylime-baskilayici
Aerobik glikoliz sinyalin faktérlerden Anti-CTLA4 MAb
inhibitorleri \ strekliligi kaginilmasi /

Hiicresel
enerjinin
deregilasyonu

Hicre i
Pro-apopitotik SliFitiRe Rep:l;zssyllznun Telomeraz
BH3 mimetikleri karsi devamlilig inhibitorleri

rezistans

Genomik instabili destekleyici
ve mutasyonlar inflamasyon
PARP Anjiyogenezin  invazyon & metastaz Selektif anti-
inhibitorleri induksiyonu aktivasyonu enflamatuvar ilaglar

VEGF HGF/c-Met
inhibitorleri inhibitorleri : |

PRESS

Sekil 2.1. Hanahan ve Weinberg tarafindan bildirilen hicresel dizeydeki
tumarijenik yetenekler ve bu 6zellikleri hedefleyen antikanser ajan
siniflari (referans [25]ten uyarlanmistir)

Tamor buylmesi, ilerlemesi ve metastazi icin gerekli olan hiicre dizeyindeki
yetenekleri tanimlayan iki énemli derleme; 2000 ve 2011 yillarinda Hanahan ve
Weinberg tarafindan Cell adl dergide yayinlanarak, kanser alaninda calisan
arastirmacilarca siklikla alintilanan dikkat ¢ekici calismalar olarak kaydedilmislerdir.
Arastirmacilar, bu ¢aligmalarin ilkinde tumor biyolojisini anlamak adina saglam bir
temel olusturacagini dusundukleri 6 farkh 6zellik bildirmiglerdir. Bu ozellikler;
hicrelerde  proliferatif — sinyalin ~ surekliligi, buyume-baskilayici  faktorlerin
engellenmesi, hiucre olumune karsi diren¢g olusumu, replikasyon prosesinin
sonsuzlugu, anjiyogenezin induksiyonu ve invazyon ile metastazin aktivasyonu
seklindedir [26]. Takip eden c¢alismada ise arastiricilar, bu o&zelliklere farkli

mekanistik ilerlemeler ekleyerek Sekil 2.1°de gdsterilen son seklini vermislerdir.

Bildirilen Ozellikler icerisinde en temel tUmoral yetenek, kronik proliferasyonun

surdurdlmesidir. Hucre buyumesi, bolinmesi ve progresyonunu saglayan hucresel
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sinyallerin Uretimi ve salimi normal hucrelerden farkli olarak kanser hucrelerinde
kontrolstzdur ve buylk Olgude intrasellller tirozin kinaz bolgeleri iceren hicre
yuzeyindeki reseptorlere baglanirlar ve akabinde hicre sagkalim ve ener;ji
metabolizmasi gibi hucresel dinamikleri gergeklestirirler. Ayrica kanser hucreleri
kendi urettikleri buyume faktoru ile ilintili ligantlar ile normal hicreleri uyararak;
normal doku mimarisi ve fonksiyonunu koruyan ‘hicre sayisinin homeostazi’ni
bozabilirler [25].

Bahsi gecen 6zelliklerin her birine mudahale eden farkl ilag¢ siniflarini da derleyen
arastiricilar; bu ilaglarin bazilarinin klinik deneylerde veya bazi durumlarda,
kanserin belirli formlarinin tedavisinde klinik kullanim icin onaylanmis durumda
oldugunu bildirmislerdir. Ancak bu noktada; mutasyon, epigenetik yeniden
programlanma veya stromal mikrogevrenin yeniden yapilandiriimasi ile
gerceklestirilebilecek adaptasyonlar, yenilenen tumaor buylimesinin ve klinik niksun

mumkun olabilecegine de dikkat cekmislerdir [25].

Ozetle; belirli bir yetenegi destekleyen paralel sinyal yolu sayisinin sinirli olmasi
gerektigine gore, bu destek yollarinin timuna terapoétik olarak hedeflemek ve
bdylece adaptif direng gelisimini engellemek mumkuln olabilir ki bu da tek bir ilag
hedefinden ziyade kanser arasirmacilarini son yillarda sikgca mesgul eden, dual
veya coklu hedeflemeyi giindeme getirmektedir. Onceki yillarda tanimlanmig
biyolojik profillere sahip dual/coklu hedefli inhibitorlerin tasarlanmasi gug bir sure¢
iken, biyoinformatik ¢alismalardaki en son gelismeler ve hedef proteinlerin detayl
yapisal bilgilerinin kesfedilmesi bu streci daha kolay ve rasyonel bir hale getirmistir.
Bu inhibitérlerin tasariminda, aktif oldugu bilinen kiglik molekullerin ortak
farmakofor yapilarinin ve aktif bolge ile gerceklesen etkilesimlerinin; gelisen
molekuler modelleme teknikleriyle belirlenebilmesi de kuskusuz buyuk katki
saglamistir. Kombinasyon terapileri, biyoyararlanim, metabolizma ve ilag
etkilesimleri diuzeyinde bazi karmagsik problemleri barindirmakla birlikte gelecek
vadeden yaklagsimlardir. Bu kombinasyonlar igerisindeki dual inhibisyon stratejileri;
HSP9O0 & tubulin, ERK (ekstraselller reseptor kinaz) & PI3K/Akt, EGFR & HER2 ve

topoizomeraz & HDAC inhibisyonlari ile 6rneklenebilmektedir [24].
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2.2. Karaciger ve Meme Kanserleri ile Tedavi Yaklagimlarina Genel Bakis

Gunumuzde, kanserle iligkili 500’den fazla genin ve kéken aldigi doku veya organin
ismiyle anilan 100’den fazla kanser tipinin mevcut oldugu bilinmektedir [27]. Bunlar
icerisinde en sik gorulen ve en yuksek 6lum oranina sahip olan kanser tipi akciger
kanseridir (Sekil 2.2).

iNSIDANS OLUM ORANI

Ve

Akciger; %11,6

Akciger; %18,4

Diger; %29,3

Diger; %36,6 Meme; %11,6

\

Kolorektal; %9,2
\/

y - Mide; %8,2

Mesane; %3,0_~ Karaciger; %8,2

R Mide; %5,7 / ’
/ \_ : Pankreas; %4,5_/ \Meme; %6,6
Ozofagus; %3,2 \- Karaciger; %4,7 Ozofagus; %5,3

18,1 milyon 9,6 milyon

Tiroid; %3,1
Serviks; %3,2

Sekil 2.2. Dinya ¢apinda 2018 yilindaki yeni kanser vakalarinin ve élimlerinin
kanser tipleri bazindaki yuzdeleri (GLOBOCAN 2018) [18]

Bu tez kapsaminda; tim diunyada obezite ve diyabet gibi risk faktorlerinin artisi ile
birlikte gortlme sikli§i gittikge artan ve dlumcull sonuglari olan karaciger kanseri ile
Ozellikle kadinlardaki kanser sebepli 6lumlerin en baginda yer alan meme kanseri

ele alinmaktadir.

Karacigerin malign hastaliklarinin en yaygini olan primer karaciger kanseri
(hepatosellller karsinoma, HSK), dinyada en sik goérllen altinci ve en dlimcdl
dordincu kanser tipidir (Sekil 2.2) [18]. Hastaligin bilinen en yaygin risk faktorleri;
viral enfeksiyonlar (Hepatit B veya C), aflatoksin maruziyeti, asiri alkol tuketimi ya

da obezite orijinli alkolik yagh karaciger sendromundan kaynakli sirozlardir [28, 29].

ABD’de kansere bagli olumler igerisinde hizla yukselmekte olan HSK; erken veya
orta evrelerde teshis edildiginde cerrahi ve/veya sistemik tedavilere basvurulma

olanagi vermekle birlikte ge¢ evrede ancak palyatif tedaviler tercih edilebilmektedir.
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Ote yandan hastalik bilinen sistemik tedavilere direnclidir ve hastaligin metastaz
riski de oldukga yuksektir [30].

FDA tarafindan sirasiyla 2007, 2017 ve 2018 yillarinda hepatoselller karsinoma
tedavisindeki kullanimlari onaylanmis olan ve oral multikinaz inhibitorleri (MKIs)
olarak bilinen Sorafenib, Regorafenib ve Lenvatinib adh ilaglar bugun klinikte
kullanilan kemoterapétikleri olusturmaktadir [30]. Bu bilesiklerin ilk érnegi olan
Sorafenib, serin/treonin  kinaz RAF'In gUg¢li inhibisyonu yoluyla hicre
proliferasyonunu inhibe etmekte olup ayrica pro-anjiyojenik VEGF'yi ve trombosit

kaynakli buyume faktort reseptorini de inhibe ettigi gosterilmistir [31].

Bu ajanlar hayatta kalim suresini mitevazi bir oranda arttirmis olmakla birlikte yeni
kesiflerin yolunu agmiglardir. Son on yilda Faz-2 ve Faz-3 agsamalarina gelmis diger
bazi kinaz inhibitorleri (6rn; Cabozantinib), anjiyogenik yolaklari hedef alan
inhibitorler (6rn; Sunitinib, Erlotinib) ve immuln sistem Gzerinden etki gosteren bazi
bilesikler (6rn; Pembrolizumab, Durvalumab) kesfedilmis olmasina ragmen
arastiricilar, hayatta kalma sudresini uzatma konusunda istedikleri basariy1 elde

edememiglerdir [30].

Kuskusuz istenilen basarinin saglanamamasinin bircok sebebi olabilir, fakat
HSK’nin morfolojik, immunohistokimyasal ve genetik bircok dlizeyde heterojenik bir

tumaor olmasi major bir etken olarak kabul edilmektedir [32].

Bu noktada HSK’nin ortaya c¢ikiginin ve ilerlemesinin biyolojisini anlama geregi
dogmustur. HSK’de meydana gelen genetik degisimler, proto-onkogenlerin
aktivasyonu, gen delesyonu veya mutasyonu, telomeraz aktivitesinin artmasi ve
epigenetik degisimleri kapsamaktadir [33]. Fakat tim bu onkogen teorilerinin higbiri
HSK’nin gelisimini ve yayllma mekanizmasini yeteri kadar agiklayamamigstir. Bu
nedenle de klasik kemoterapilere direngli HSK igin hedefe yénelik ilag gelistiriimesi,

Uzerinde galisiilmasi gereken bir konu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Dunyada en sik gorulen kanser tiplerinden bir digeri ise akciger kanserinden sonra
ikinci sirada yer alan ve en dlumcul besinci kanser tipi olan meme kanseridir (Bkz.

Sekil 2.2). Ayrica meme kanseri, kadinlarda en sik gorulen ve en ylksek 6lim
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oranina sahip olan kanser tipidir. Kadinlardaki 4 kanser vakasindan 1 tanesi meme

kanseri teshisi ile karsimiza ¢gikmaktadir [18].

Son yillarda erken teshis ile ilgili artan bilingclenme ve tani yontemlerindeki
gelismeler sayesinde; meme kanseri gorulme sikligindaki yukselmeye ragmen
hastalida 6zglu mortalite gelismis Ulkelerin ¢cogunda azalmaktadir. Erken teshis
sonrasi uygulanan sistemik tedavilerdeki ilerlemenin de bu olumlu gelismedeki payi
yuksektir [34]. Tipki HSK'ye yonelik ilag gelistirme ¢alismalarinda oldugu gibi, meme
kanserinin molekuler biyolojik temelinin bilinmesi ve tumor biyolojisinin daha iyi

anlasiimasi, yeni ilag kesifleri igin arastiricilara olasi hedefler sunmaktadir [35].

Meme kanseri, genellikle farkli fenotipik ve morfolojik profilleri kapsayan, heterojenik
bir kanser turu olarak kabul edilir ve bu nedenle ¢ok farkli klinik davraniglara sahiptir.
Genel olarak meme kanserleri, immunohistokimyasal 6zelliklerine gore 3 temel tipte
tanimlanmaktadir. Bunlar; HR (hormon reseptor) pozitif, insan epidermal biylime

faktoru reseptori-2 pozitif (HER-2) ve Ugll negatif meme kanserleridir [36].

HR-pozitif kanserler dstrojen reseptorl (ER) ve progesteron reseptort (PR) pozitif
olanlardir. Tum meme kanserlerinin yaklasik %85'i HR-pozitiftir. Bu tip meme
kanserlerinin tedavisinde hormon terapileri tercih edilir. Ostrojen reseptérlerini bloke
eden Tamoksifen veya 6strojenin Uretimi durduran aromataz inhibitérleri (Letrozol,
Anastrozol vb.) siklikla kullaniimaktadir [36].

Meme kanserlerinin yaklasik %20'si ise HER-2 pozitiftir. Bu tip meme kanserleri;
Trastuzumab, Pertuzumab gibi anti-HER-2 (anti-HER-3 aktiviteleri sayesinde dual
etki) ilaclar veya bazi kinaz inhibitorleri (Lapatinib, Neratinib vb.) kullanilarak tedavi
edilebilirler [36].

Meme kanseri vakalarinin %15'lik kismini olusturan UGgli-negatif meme kanserleri
(Triple-Negative Breast Cancer; TNBC) ise; ER, PR veya HER-2 reseptoru igin ilgili
genleri eksprese etmeyen tumor tipi ile karakterizedirler. Meme kanseri turlerinin
cogundan daha hizli buayur ve yayilirlar. Ayrica yuksek duzeyde kromozomal
instabiliteye ve klinik olarak agresif bir fenotipe sahiptirler. Bu tip kanser hucrelerinde

hormon reseptorleri bulunmadigindan, hormon tedavisi veya anti-HER-2 ilaglar
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tedavide kullanilmaz. Gunumuzde, TNBC igin standart tedavi sitotoksik

kemoterapidir [37].

Paklitaksel, Doksorubisin, Kapesitabin, Siklofosfamid ve Vinflunin gibi klasik
sitotoksik kemoterapotik ajanlar DNA sentezini inhibe ederek kanser hucrelerini
tahrip ederler; fakat ayni zamanda normal ve saglikli hicrelere de zarar verirler. Bu
noktada sadece kanserli hiicreleri hedefleyen ilag tasarimi i¢in yapilan calismalar
basarili sonuglar ortaya koymakla birlikte metastatik vakalarda hedefleme
mekanizmasi iyiden iyiye karmasik hale gelmektedir. Bu da tedaviyi, yalniz sag
kalim suresini arttirmaya yonelik bir caba haline getirmektedir. Ayrica metastatik
kanserlerde kullanilan ajanlara karsi hizla gelisen bir direng de s6z konusudur [38,
39].

Tumoér baskilayict genler olarak bilinen BRCA'larda (BRCA1 ve BRCAZ2)
gerceklesen mutasyonlar da meme kanserinin biyolojik alt yapisinin olusmasinda
onemli bir role sahiptir. BRCA genleri, saghkh hicrelerde DNA'nin onarilmasina
yardimci olur, ancak bu genlerdeki mutasyonlar onarim sistemin bozulmasina
sebep olmaktadir [40]. BRCA genleri mutasyona ugradiginda, kanser hucreleri
alternatif DNA onarimi yontemlerine yonelirler. Bu alternatif DNA tamir
mekanizmalarini hedefleyerek ve inhibe ederek, hicre 6limine yol acan ikinci bir
DNA tamir bozuklugu olusturmak, hucre dongusunun durmasi ve devaminda

apoptoz (programlanmis hicre 6lumau) ile sonuglanir [41].

Bu alternatif hedeflerden biri; farkli enzimler igeren poli (adenozin difosfat [ADP]-
riboz) polimeraz (PARP) protein ailesidir. PARP, DNA transkripsiyon ve
onarimindan genomik stabiliteye, hicre doéngusinun duzenlemesine, hlcre
sinyallesmesine ve programlanmis hucre oOlimune kadar ¢ok sayida hicresel

fonksiyonda rol oynar [42, 43].

BRCA gen mutasyonlarina sahip olan timaor hicrelerinin PARP-1 inhibisyonuna gok
duyarli oldugu bilinmektedir ve bu da PARP inhibitdrlerinin meme kanseri
tedavisinde kullanimini rasyonel kilmaktadir [44]. Mutasyona ugramis BRCA genine
sahip tumor hicreleri zaten hasarli DNA'y1 tamir etmekte zorlandiklarindan, PARP

proteinlerini bloke etmek genellikle bu hiicrelerin 6limiine yol agar. Onceden
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kemoterapi almis BRCA mutasyonu olan kadinlarda metastatik ve HER-2 negatif
meme kanserini tedavi etmekte kullanimi icin 2018 yilinda FDA’dan onay alan

Olaparib ve Talazoparib, bu grubun en popdler ilaglardir [45, 46].

Meme kanseri tedavisinde son on yilda, 6zellikle ER pozitif veya HER-2 pozitif
metastatik meme kanserinde hedefe yonelik tedaviler icin kayda deger ilerleme
saglanmigtir. Bununla birlikte hastalar hala direng gelisimi, niks ve metastazdan
muzdaripti. TNBC ise oldukga heterojen fenotipinden dolayi heniz

hedeflenememistir [47].

Goraldagu tzere; tipki HSK’ye kargi micadelede oldugu gibi meme kanserine karsi
da farmakolojik aktif yeni molekillerin gelistiriimesi, hastalarda yasam suresini
arttirmak ve nihayetinde de kesin bir tedaviyi saglayabilmek adina bu alanda yapilan

calismalari desteklemek agisindan buyuk bir 5nem arz etmektedir.
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2.3. lla¢ Gelistirme Galismalarinda izoksazol Halkasinin Onemi

Aromatik ve aromatik olmayan heterosiklik halkalar; biyolojik hedefler ile, daha basit
organik motifler kullanilarak mumkin olmayan etkilesimleri sadlayarak, kimya ve
yasam bilimleri arasinda bir kopri gorevi gormekte ve yeni ilaglarin tasariminda
medisinal kimyacilarin tercin sebebi olmaktadirlar. Son yillarda Ozellikle
heteroaromatik bes Uyeli halka sistemleri iceren birgok farmakolojik aktif molekl
gelistirilmistir. indol, triazol, pirol, pirazol, imidazol, oksazol, izoksazol vb. seklinde
ornekleyebilecedimiz bu bes Uyeli yapilar; insanhdin yararina sunulmus olan

populer ilag molekullerinin yapisinda da siklikla kargimiza gikmaktadir [48, 49].

Arastirilan genis bir grup heterosiklik arasinda farmakolojik olarak édnemli birgok
molekulin yapisinda bulunan izoksazol halkasi, medisinal kimya alaninda énemli
bir rol oynamaktadir [50, 51]. Biyolojik hedefler ile etkilesimde stratejik faydalari
oldugu bildirilen [52] azot ve oksijen elementlerini, birbirine bitisik konumlarda igeren
izoksazol halkasi; dunyadaki birgok arastirmacinin c¢alismalarinda oldugu gibi
arastirma ekibimizin molekuler tasarimlarinda da yer etmis ve bu tez galismasinda

geligtirilen molekullerin de gekirdek yapisini olusturmustur.

Bu bes Uyeli tamamen doymamis heterosiklikler igin “izoksazol” (a) teriminin
kullanimi ilk kez Hantszch tarafindan énerilmistir. ilk kesfedilen izomerin “oksazol”
olmasi sebebiyle bu isim tercih edilmig, daha sonra IUPAC tarafindan da 1,2-
oksazol'e muadil olarak kullanima sunulmustur. Kismen doymus analoglari
izoksazolin (b-d) ve tamamen doymus analog ise izoksazolidin (e) olarak
adlandinimigtir (Sekil 2.3) [50].

N m -

Sekil 2.3. izoksazol, izoksazolin ve izoksazolidin yapilari
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Izoksazol halkasi ve ilgili analoglari, modern ilag kesiflerinde 6nemli bir
farmakofordur [53]. izoksazol(in, molekiiler tasarim igerisine dahil edilmesi; biyolojik
etkinligin artmasina, toksisitenin azalmasina ve farmakokinetik profilin gelisimine
katkida bulunabilmektedir [54].

izoksazol ana iskeleti ve siibstitlie edilmis analoglar;

% ibotenik asit gibi bazi dogal bilesiklerin yapilarinda bulunmalari,

% bazi COX-2 inhibitéri ilag molekdilleri ile B-laktamaz direncli antibiyotikler
olan Kloksasilin, Dikloksasilin, Flukloksasilin gibi bilinen birgok ilag molekulinde
bulunmalari,

% nispeten kolay sentezleri,

% diger bazi heteroaromatik halkalara gére daha kolay substitie edilebilmeleri
sayesinde kolay turevlendirilebilmeleri,

% baska heterosikliklerin sentezinde faydali olabilecek maskelenmis dikarbonil
bilesikleri tagimalari,

s en onemlisi de biyolojik aktivite duzeyindeki ¢ok yonlulUkleri

gibi sebeplerle ilag aday bilesiklerin tasariminda 6énemli bir yer edinerek; sayisiz

bildiri, bilimsel makale, patent ve kitap bolimune konu olmuslardir [52, 55-59].

Farkli halka sistemlerine kiyasla bes Uyeli izoksazol halkasinin farmakodinamik
suregleri etkileyen bir¢ok avantaji da bulunmaktadir. Bunlar;

+« alti byeli halkalarda guglukle gozlenebilen bazi etkilesimlerin, bes Gyeli halka
sisteminin belirli agilari sayesinde ayni hedefle ciddi etkilesimler kurabilmesi,

% hetero atomlarinin yan yana olmasi sayesinde hidrofilik etkilesimler
gelistirebilmesi veya iyonlarla koordine baglar yapilabilmeleri,

% alti dyeli halkalara kiyasla yapisal ve fizikokimyasal 6zelliklerinin
modifikasyonunda onlara Ustinlik saglayan, daha kuguk molekul agirhgina sahip
olmasi,

% nispeten kuguk boyutlarda olmalari nedeniyle daha az sterik engel olugsmasi

ve bodylece belirli hedeflerin kiigik baglanma bolgelerinin hedeflenebilmesi

seklinde 6zetlenebilmektedir [59].
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Izoksazol iskeletine sahip literatiirdeki molekdller incelendiginde cesitli biyoaktif
fonksiyonel gruplarin eklenmesiyle belirli hedefler icin; hem etkili hem de segici
molekiller olusturmanin yani sira ¢ogu durumda, elektronegatif substitient

varliginin daha yuksek etki potansiyelleriyle sonuglandidi gosterilmistir [60].

Arastirilan bu etki potansiyelleri arasinda; di- ve tri-substitle izoksazollerin veya
baska bir halka sistemi ile kaynasmis izoksazol analoglarinin; antimikrobiyal,
antibakteriyel, antifungal, antiviral, antitiberkdler, antienflamatuvar ve analjezik,

antidiyabetik, antiparaziter, antiobezitik, antinéropatik, anti-alzheimer, antioksidatif
ve antikanser aktiviteler yer almaktadir [61].

Antikanser
A . ,
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\\.'. e 0..
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Sekil 2.4. izoksazol tirevi bilesiklerin farkl biyolojik aktiviteleri (referans [59]'dan
uyarlanmistir)

Bundan sonraki bolimde; bu tez calismasi 6zelinde izoksazol turevi bilegiklerin
antikanser ilag gelistirme gabalarindaki yeri ve dnemi, literatrdeki izoksazol halkasi

tasiyan farmakolojik aktif molekullerle 6rneklendirilerek ayrintilariyla ele alinmigtir.
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2.4. Antikanser ilag Gelistirme Gabalarinda izoksazol Tiirevi Bilesiklerin Yeri

Yeni ve etkili bir ilag molekulinin gelistiriimesi igin ¢calisan medisinal kimyacilar ile
kanserin biyolojik ve genetik alt yapisini arastiran molekuler biyologlarin yakin bir
iligki igerisinde yuruttugu antikanser ilag gelistirme gabalari; tim dinyada populerligi
gittikge artan, uzun soluklu, gok disiplinli bir caligma alanidir. Ozellikle son 15-20
yillik sUregte kiguk molekul yapisinda antikanser ilaglarin gelistiriimesinde 6nemli
bir yol kat edilmistir. Kisiye 6zgl olmayan sitotoksik kemoterapiyi vurgulayan bir
yaklagimdan, kanser hucrelerinin belirli genetik bagimhliklarini ve zayifliklarini
kullanan molekuler hedefli ilaglarin gelistiriimesine odaklanan kisisellestiriimis bir
ilag stratejisine (personalized medicine) gecilmeye calisiimasi bu alanda yeni bir
cagi baslatmis ve yillar icerisinde pek ¢ok molekulin kesfi art arda gergeklesmistir.
Bununla birlikte oOzellikle ge¢ evre vel/veya metastatik kanserlerdeki yuksek
basarisizlik oranlari ve hastalarda gelisen ilag direnci gibi olumsuzluklar, dinyada
antikanser ilag aday molekuli gelistirmeye ¢alisan bilim insanlarini daha uzun yillar

mesgul etmeye devam edecek gibi gézikmektedir [62].

Antikanser etki gostermesi hedeflenen kiguk molekul yapisinda ila¢g adaylarinin
tasariminda; heterosiklik halkalar siklikla yer alir ve 3,4/3,5/4,5-disubstitue; 3,4,5-
tristibstitie veya baska bir halkayla kaynasmis halde bulunan izoksazol analoglari
da bu grup icerisinde kendilerine gu¢lu bir yer edinmis durumdadir. Literatirde bu

dusunceyi destekleyecek ¢ok sayida 6rnek mevcuttur.

Asagida bu literaturler guincel ornekleriyle derlenmis; bilhassa izoksazol gekirdegine
ve bu tez galigmasi 6zelinde de 3,5-disubstitlie izoksazol analogu antikanser etkili

ilagc adaylarinin kesif streglerine dikkat cekmeye ¢aligiimistir.

Modern onkolojinin nihai amaci, tumor geligsimine ve ilerlemesine katilan molekuler
hedefleri tanimlamak ve bunlara karsi savagmaktir. Bu hedefler arasinda en umut
verici terapotik yollardan biri, hicre igerisindeki gorevleri oldukga karmasik olan
molekuler saperon i1si1 soku proteini 90'in (HSP90) inhibisyonudur. Is1 soku proteini
90 (HSP90), kanser hucrelerinin buyumesini ve/veya hayatta kalmasini destekleyen
¢ok sayida mutasyona ugramis ve asiri eksprese edici sinyal proteinlerinin stabilitesi

ve fonksiyonu icin gerekli olan molekduler bir proteindir. HSP90'in etkilesimde oldugu
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sinyal proteinleri arasinda mutasyona ugramis p53, BCR-ABL, RAF-1, AKT, ALK ve
HIF-1a (Hipoksi ile indUklenen faktor-1-alfa) bulunmaktadir. HSP90 inhibitorleri,
Ozellikle tek bir molekuler hedefle etkilesime girerek, bu sinyal proteinlerinin kararsiz

hale gelmesine neden olarak umut verici anti timdoral aktiviteler gdstermislerdir [63].

Esasinda HSP90; Geldanamisin, 7-Allilaminogeldanamisin (7-AAG), 17-
Dimetilaminogeldanamisin (17-DMAG) gibi dogal inhibitérlerinin (Sekil 2.9)

kesfedilmesi ve karakterize edilmesine kadar; bir ilag hedefi olarak gérilmemistir.

OH

X = OMe; geldanamisin
X = NHCH,CH=CH,; 17-AAG
X = NHCH,CH,;NMe,; 17-DMAG

Sekil 2.5. HSP90'nin dogal inhibitorleri

Geldanamisin gibi HSP90’nin dogal inhibitérlerinin kesfi ve karakterizasyonu,
antikanser ilaglar icin terapotik bir hedef olarak HSP90 Uzerine ilgi ¢ekmigtir.
Geldanamisin’in, proteinin N-terminal bdlgesindeki bir ATP baglama cebine
baglanarak HSP90 fonksiyonlarini inhibe ettigi gosterilmistir [10]. Protein ve
inhibitorleri arasindaki u¢ boyutlu baglanma etkilesimlerinin agiklanabilmesi, ileriki

calismalarda da ilag aday1 molekullerin tasariminda oldukga faydali olmustur.

HSPO0’nin antikanser ila¢ hedefi olarak ¢aligsiimaya baslanmasinin ardindan dogal
HSP9O0 inhibitérlerini inceleyen arastirmacilar, dnce bazi plrin analoglari ve
ardindan da pirazol analoglari tasarlayip sentezlemiglerdir. Nihayetinde pirazol
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analoglari ve devaminda gelistirilen izoksazol analoglari bu alanda yapilan

calismalar igerisinde dikkat ¢ekici sonuglar ortaya gikartmistir.

o  Cl OCH, Ho O OCHj
Ho 7\ NHEt HO o NHEt
N_ O, -
N N
H A o}
VER-49009 VER-50589

Sekil 2.6. HSP9O0 inhibitoérleri; VER-49009 ve VER-50589

Bu cabalar, dogal inhibitérlerine gére HSP90’'nin ATP-baglanma boélgesine daha
guclu baglanabilen ve kolon kanseri hucre hatti HCT116’ya karsi oldukga iyi bir
aktivite (Glso = 360 nM) gdsteren pirazol turevi bir bilesigin (VER-49009) kesfi ile
sonucglanmistir [64]. Dymock ve arkadaslarinin 2005 yilinda bir seri aktif pirazol
turevini gelistirerek VER-49009'u kesfetmelerinin ardindan, 2007 yilinda Sharp ve
arkadaslar VER-50589’u gelistirdiler. Molekuller arasindaki tek fark pirazol halkasi
yerine gelen izoksazol halkasidir (Sekil 2.6). Bu bilesik, HSP90'nin bagdlanma
bdlgesinde pirazol analoguna benzer bir baglanma modu gdstermesine ragmen
daha iyi bir baglanma entalpisine sahiptir (VER-49009 icin, Kd: 78,0 = 10,4 nmol/L;
VER-50589 icin, Kd: 4,5 + 2,2 nmol/L). Ayrica izoksazol turevinin hicre igerisine
aliniminin dort kat daha ylksek olmasina ek olarak, insandaki cesitli kanser
tiplerinin hicre hatlan icin ortalama hulcresel antiproliferatif etkisi de pirazol
analogundan dokuz kat kadar daha yuksek olarak bulunmustur (VER-49009 igin,
Glso: 78 £ 15 nmol/L; VER-50589 i¢in, Glso: 685 + 119 nmol/L) [13].

Ayni arastirma grubundan Brough ve arkadaglarinin 2008 yilinda yine Vernalis
firmasi c¢atisi altinda AUY922 (NVP-AUY922, Luminespib) kodlu izoksazol
analogunu tasarlamalari ise olduk¢a umut verici bir kesif olmustur. Bu ¢alismada;
daha once bildirilen diarilpirazol bilegiklerine kiyasla kanser hucresi
proliferasyonunu inhibe etme yeteneklerinde 20 kattan daha fazla bir artisa sahip
olan, diarilizoksazol bilesikleri sentezlenmigstir. Bu amacla; daha 6nceki ¢alismalar
ve ortaya cikan yapi-aktivite iligkileri dahilinde molekul Gzerinde odaklandiklar g

onemli nokta olmustur. Bunlar; 4-arilpirazol substitientlerine ¢ézunarlGgu arttiracak
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bir grubun dahil edilmesi, merkezi pirazol halkasinin modifikasyonu ve rezorsinol

halkasi Uzerinde 5’ konumundaki substitientin optimizasyonu seklindedir.

VER-49009 AUY-922

Sekil 2.7. AUY922'nin tasarim stratejileri

Pirazol halkasinin 4. konumundaki benzen halkasinin para substitisyonlarinin,
meta substitientlere oranla daha ylksek aktivite sergiledigi ve ¢ozunurlige yuksek
katki sagladigi kesfedilmis; para konumdaki morfolin halkasi olumlu sonuglar
vermigtir. Pirazol halkasinin izoksazol halkasi ile degisimi, izoksazol-HSP90
kompleksinin yuksek stabilitesi nedeniyle aktiviteyi arttirirken, rezorsinol halkasinin
5 konumundaki izopropil substitisyonu da aktivitede olumlu gelismelere sebep
olmustur. Calisma; HSP-90’a lider bilesikten daha ylksek baglanma afinitesine
sahip ve kolon kanseri basta olmak Uzere diger bazi kanser hicre hatlarinda daha

yuksek aktivite gosteren AUY922 bilesiginin kesfi ile sonuglanmistir [10].

Cizelge 2.1. AUY922 ve lider bilesige ait karsilastirmali aktivite degerleri

HSP90-B FP* HCT116
ICso (UM) Glso (UM)
VER-49009 0,025 0,36
VER-50589 - 0,115
NVP-AUY922 0,021 0,016
*Floresan polarizasyon (FP), gesitli molekuler etkilesimlerin ve enzim aktivitelerinin hizli ve kantitatif
analizine izin veren bir ydntemdir.

insan kolon kanseri ksenograft modellerinde, timér blyiimesini %50 oraninda
inhibe ettigi gosterilen AUY922, birgok farkh timor tipine kargi preklinik testlerde
umit verici aktivite gostermistir [65] ve yillar igerisinde 28 farkh klinik denemeden

gecmistir; Faz-2 asamasindaki galismalardan bazilari ise hala devam etmektedir
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[66]. Ayrica AUY922 ile cgesitli kanser turlerine kargi farkll klinik ve mekanistik
calismalar da yurutulmastar [67-69].

OH

NeWes

(1

Sekil 2.8. Bilegik 1'in kimyasal yapisi

2013 yilinda Brasca ve arkadaslari [70] fragman temelli ilag kesfi (FBDD: Fragment-
Based Drug Discovery) metoduyla yola ¢ikarak, bazi HSP90 inhibitdrt olabilecek
bilesikler tasarlayip sentezlemigler ve biyolojik aktivitelerini incelemislerdir.
Yaptiklari kitiphane taramalarinda, insan HSP90a’nin N-termial bdlgesine yluksek
baglanma afinitesi gdsteren ve rezorsinol yapisi tasiyan Bilesik 1’i baslangi¢ noktasi

olarak segmislerdir.

e

'Leu107

E ,Sf Leu48

Sekil 2.9. Bilesik 1’in HSP90'nin aktif Sekil 2.10. Bilesik 3'Un HSP90'nin aktif
bolgesiyle yaptigi etkilesimler bolgesiyle yaptigi etkilesimler

Sekil 2.9°da protein yapisi gri renklendirilirken; Bilesik 1 mavi karbon atomlariyla, su
molekulleri kirmizi kureler ve hidrojen baglari da kesikli gizgilerle gosterilmistir.
Bilesigin fenolik hidroksillerinden biri Asp93 ile digeri ise Ser52 ve Leu48 ile su
molekulleri vasitasiyla anahtar etkilesimler kurarken; diklorofenil grubu Leu107 ve
Phe138 ile yan zincir Uzerinden hidrofobik etkilesimler yapmaktadirlar. Baslangi¢
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bilesiginde gozlemlenen etkilesimlere ek olarak; VER-4900920 ve NVP-AUY922
gibi bilinen HSP90 inhibitorlerinin de kristal yapilari incelenmis ve rezorsinol
halkasinin 4. konumuna yogunlasilarak, bu konuma getirilecek izoksazol-3-
karboksamit gibi bir yap! sayesinde protein ile yakalanacak bir etkilesimin olumlu

sonuglar verecegi tahmin edilmigtir.

OH
: Cl
\ HO (0]
o7
\
N=
-NHEt
(0]

(2)
A2780 ICs0= 0,300uM
o)

OH OH
/©/N02 /@/Nog
HO o} HO 0
N
> \\
N= N=
NH—C — NHEt
0

)

NMS-E973 (3)
A2780 ICgg= 0,069uM A2780 IC50= 0,080uM

Sekil 2.11. NMS-E973 kodlu bilesigin kesif basamaklari

Nitekim beklendigi gibi de olmusg; 4. konumda izoksazol-3-karboksamit yapisi
tasiyan bilesikler (Bilesik 2 ve 3), karboksamit fonksiyonlari sayesinde proteinin
baglanma bdlgesinde amino asit iskeletiyle (Gly97, Lys58) hidrojen baglari kurarak
baglanmay guclendirmislerdir (Bkz. Sekil 2.10; Bilesik 3 sari, Bilesik 1 gri, protein

yapisi yesil renkle gosterilmistir).

Rezorsinol halkasinin fenolik OH gruplarinin ve 4. konumdaki izoksazol-3-
karboksamit yapisinin aktivite i¢in sart oldugu; bu yapilarin yoklugunda meydana
gelen aktivite kayiplariyla ispatlanmistir (A2780 1Cso > 10 yM). Cl sUbstituenti yerine
getirilen NO2 grubu ise aktivitede dort kathk bir artisa olanak vermistir. NO:2
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grubunun proteinin  aktif bolgesinde olusturdugu ekstra etkilesimlerin

gozlemlenmesiyle de bu sonug¢ desteklenmistir.

Ozetle; R1, R2 ve X konumlarinda hangi gruplarin yer almasi gerektigine Bilesik 2
ve 3’Un aktivite sonuglar (Bkz. Sekil 2.11) ile karar verilmesinin ardindan Rs
konumunda karboksamit yapisindaki etil grubu yerine daha hacimli gruplarin,
aktivitede olugsturacagi degisimler incelenmek Uzere; bir seri bilegigin sentezi
gerceklestiriimistir. Bilesiklerin aktiviteleri, yine insan yumurtalik kanseri A2780

hicre hattinda degerlendirilmigtir.

< Tyrl3s
Glyl3s Lys1l2

Sekil 2.12. NMS-E973’Un aktif bolge etkilesimleri

Sentezlenen bilesikler icerisinde NMS-E973 kodlu 3,5-distbstitie izoksazol
yapisindaki bilesik oldukga umut vericidir. Zira bilesik; nM dizeyde HSP9O0 afinitesi
(DCso = 10 nM), insan yumurtalik kanseri A2780 hlcre hattindaki yiksek aktivitesi
(ICso = 69 nM) ve meme Kkanseri BT-474 hicre hattindaki ylksek Her-2
degredasyonunun (ICso = 10 nM) yani sira iyi bir farmokokinetik profile de sahiptir.
Bilesigin Rs konumundaki bazik piperidin azotu, Asp102'nin karboksilik kalintisi ile
ilave bir tuz etkilesimi yapmis ve bdylece proteine olan afinite de artmistir (Sekil
2.12). Ayrica in vivo ve in vitro ¢calismalarla bilesigin HSP90, AKT, MAPK baglantih

mekanistik etkinligi de ayni arastirma grubu tarafindan ispatlanmistir.
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HSP90 inhibitorl olabilecek yeni izoksazol turevi bilesiklerle ilgili ¢alismalarin; 3,4-
diarilizoksazol ana iskeleti tasiyan ornekleri de mevcuttur. Bu ¢alismalardan biri
Chen ve arkadaslan tarafindan 2014 yilinda yayinlanmis ve tasarlanan bilesikler
adenokarsinomik insan alveoler epitel hlcreleri olan A549 hlcre hattinda test
edilmigtir [71].

Aspl102
\ OY HO OH
\‘o <8 4
f N
_H i Nll ~ 5 N HZ
\ [0}
f )
Gly97

Sekil 2.13. Bilesik 4 ve aktif bolge ile yaptigi etkilesimler

NVP-AUY922 ile benzer baglanma 6Ozellikleri gosteren ve bilesik kituphanelerinde
yapilan taramalar sonucu elde edilen Bilesik 4, calismanin baslangi¢c noktasini
olusturmustur. Bu bilesiklerin modelleme c¢alismalarinda, izoksazol halkasinin azot
ve oksijen atomlari ile 5. konumundaki amin grubu Uzerinden yaptidi hidrojen bagi
etkilesimleri ve rezorsinol halkasi Uzerindeki OH gruplarinin kurdugu temel
etkilesimlerin varligi ve dnemi arastiricilari izoksazol halkasinin 5. konum Uzerindeki

amin kalintisinda ve 4. konumunda birtakim tirevlendirmeler yapmaya sevk etmistir.

Bilinen bir inhibitdr olan NVP-AUY922’nin yapi-etki iliskilerine dair ¢alismalardan
hareketle, baslangi¢ olarak 4. konum igin 4-metoksifenil yapisi tercih edilmis (Bilesik
5) ve burada yuksek bir baglanma afinitesi yakalanarak g¢alismaya bu molekdl

uzerinden devam edilmigtir.



27
0
0 - 0
VA O HNJ%>
> /O
N

0
cl < P cl
HO 0 HO OH

H
(5) (6)
HSP90 FP; IC5p= 0,070 M HSP90 FP; IC50= 0,043 uM
A549; Glso= 7,198 uM A549; Glzo= 0,761 uM
0
— o /CN 0
QL O QL
< S
@ — ®
HO OH HO OH
(7) (8)
HSP90 FP; ICsp= 0,023 uM HSP90 FP; ICs0= 0,030 M
A549; Glso= 1,175 pM A549; Glsg= 0,094 M

Sekil 2.14. Bilesik 8'in gelistiriime agsamalari

Tasarlanan ve sentezlenen bilegiklerin aktivite degerleri daha once klinik
calismalara gegmis olan NVP-AUY922 bilesigi ile karsilastirmali olarak test
edilmistir. izoksazol halkasinin 5. konumundaki amin yapisi iizerinde yapilan
turevlendirmelerde en yuksek aktivite siklopropan karbonil motifi (Bilesik 6) ile
yakalanmigtir. Baslangicta sentetik kaygilardan dolayi rezorsinol halkasinin &’
konumunda tercih edilen klor substitienti yerine getirilen izopropil grubu (Bilesik 7)
ise aktivitede artis getirmemekle birlikte proteine baglanma afinitesinde ylikselmeye

katki saglamigtir.

Arastiricilar son olarak; farmakokinetik profili dizenleyebilmek adina 4. konumdaki
hidrofobik 4-metoksifenil grubunu aktiviteyi koruyacak seklide bazi hidrofilik
gruplarla degistirmis ve sonugta en aktif tirev olan Bilegik 8, 4-morfolino-piperidin
motifi ile elde edilmigtir. Bu bilesik hem molekiler hem de hulcresel seviyede
HSP90'In gugll bir inhibitéradar. Ayrica bilesigin, NVP-AUY922'den neredeyse iki
kat daha gUglu bir sekilde U87-MG'de (beyin kanseri aragtirmalarinda yaygin olarak
kullanilan bir insan primer glioblastoma hucre hatti) tumor bayimesini inhibe ettigi
de in vivo galismalarla ispatlanmigtir. Tium bunlar; referans bilesige gore Bilesik

8'deki ters izoksazol halkasinin ve farkli yan zincirlerin aktiviteye katkida
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bulundugunu ve bilesigin HSP9O0 inhibitorld olarak Umit verici bir aday oldugunu

gostermigtir.

2017 yilina gelindiginde ise Zhang ve arkadaslarinin, HSP90 inhibitéra yeni 4,5-
diaril izoksazol yapisindaki bilesikler Gzerine yaptiklari gcalisma dikkat gcekmektedir
[72]. Bu galismada da yine NVP-AUY922 kodlu bilesik ve onun HSP90'nin N-
terminal bolgesiyle yaptigi baglanma etkilesimleri gikig noktasi olmustur. Fakat diger
calismalardan farkli olarak burada arastirmacilar, farkli D-amino asitlerden olusan
cesitli peptit gruplarinin eklenmesiyle referans bilesigin 3-amido pargasinin

optimizasyonuna iligkin yeni bir yaklagim ortaya koymuslardir.

o’
LN
¢ .
HO Q N/\/O\/\O/\/O\/UENHJ
oH oW / Uo
(9) o A

HSP90 FP; ICse= 0,014 pM
NCI-H3122; Glgo= 0,042 pM

Sekil 2.15. Bilesik 9'un geligtiriime stratejisi

Bu amacla dogal veya dogal olmayan bazi aminoasitler (R) substitie edilerek
aktivite sonugclari incelendiginde en ylksek aktiviteye D-valin metil ester ile metil-2-
amino-3-hidroksi-propanoat turevinde rastlanmakla birlikte, D-I6sin metil esterde
ortalama bir aktivite gozlemlenmis ve L-aminoasit turevler ise inaktif olarak
kaydedilmistir. Yine de en aktif tirev referans bilesikten 2-3 kat kadar az etkili
bulunmustur. Baska valin esterler, ornegin etil ve tersiyer butil ester yapilari,
antiproliferatif aktivitede kayiplar meydana getirmistir. Bu tlrevlerde ilgi ¢ekici nokta,
metil veya etil grubu tasiyan basit amit turevleriyle hem enzimatik hem de
antiproliferatif dizeyde yukselen aktivitenin; siklopropilamin, piperazin ve morfolin
gibi nispeten hacimli gruplarla diistise gegcmesidir. ikincil bir aminoasit (fenilalanin,
valin, I8sin) varliginda yani dipeptit yapilarinda ortalama dizeyde bir aktivite
olusurken valin amino asitiyle olusturulan tripeptit ve tetrapeptit stbstitientleri ilging
bir sonug ortaya koymaktadir. Buna gore; tripeptit tirev tetrapeptit tirevden yaklagik
20 kat daha yuksek antiproliferatif etki gostermektedir (NCI-H3122 ICso = 0,03-0,063



29

MM). Bu sonug arastiricilara baslangigta R grubu i¢in uygun bulduklari valin
substitisyonun optimum bir uzaklhkta oldugunda olumlu bir sonug¢ yaratacagini
dusundurtmuagtur. Fenilalanin metil ester veya valin metil esterin terminal kisim
olarak tutulmasi, ancak c¢esitli siklik veya lineer baglantilarin kullaniimasiyla elde
edilen bilesiklerden, suda ¢ozunurlige katki saglayan etilen glikol tagiyan duz zincirli
turevlerde hem enzimatik hem de hicresel duzeyde ylUksek aktivite saglayan Bilesik
9 kesfedilmistir (Bkz. Sekil 2.15).

Cizelge 2.2. Bilesik 9'a ait ICso degerleri

Kanser hiicre hatt ICs0 (LM)
NCI-H3122 (akciger) 0,042
A549 (akciger) 0,351
NCI-H460 (akciger) 0,247
HCT-116 (kolon) 0,116
BT-474 (meme) 0,057
MDA-MB-231 (meme) 0,130
DU-145 (prostat) 0,239
NCI-N87 (gastrik) 0,564
uU87-MG (beyin) 0,109

Bilesigin yuksek diuzeydeki HSP90 inhibisyon kabiliyeti dolayisiyla, genis bir
cesitlilikteki kanser hicrelerinde etkili olabilecedi dustincesinden yola ¢ikilarak farkl
hicre hatlarindaki antiproliferatif aktivitesi incelenmis ve en olumlu sonuglara
sirasiyla 42 nM ve 57 nM duzeyindeki degerlerle NCI-H3122 ve BT-474 hucre
hatlarinda ulasiimistir (Cizelge 2.2).

Ek olarak; bilesigin NCI-H3122 hucrelerindeki HSP90 aktivitesi, bu proteinin
inhibisyonunu farmakodinamik duzeyde gdsteren HSP70 up-regulasyonu, ALK
degredasyonu ve AKT ile ERK fosforilasyonu ile ispatlanmistir. Bu deneyler referans
bilesik AUY-922 ile karsilastirmali olarak 3 farkli konsantrasyonda (11,1; 3,3; 100

nM) 24 saat boyunca yapilan incelemelerle gergeklestiriimistir.
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Molekuler docking calismalari ise; merkezi izoksazol halkasinin, etilen glikol tasiyan
ara zincirin ve terminalindeki D-valin metil esterinin aktivite igin kritik etkilesimler

sergilediklerini ortaya koymustur.

Antitimoral ilag kesif cabalarinda ilgi ¢ekici bir baska hedef ise; hicrenin yapisal
batanlagu, bolinmesi ve intrasellller transportu dahil olmak tzere bir¢ok hicresel
fonksiyonda o6nemli bir rol oynayan mikrotlubdllerdir. Bu anlamda mikrotubdl
dinamigini etkileyen bilesiklerle ilgili calismalar énem arz etmektedir. Bunlar
arasinda dogal bir cis-stilben (cis-1,2-difenileten) Urinu olan Kombretastatin A-4
(CA-4), tubdlinlerin kolsisin bolgesine baglanarak tubulinleri kuvvetle inhibe eder ve

onlarin polimerizasyonlarini énler.

H3CO H,CO
3 @ b 3 @ b
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CA-4 CA4P

Sekil 2.16. Kombretastatin A-4 ve 6n ilag formu CA4P

CA-4’Un kombine ilag tedavisine direngli hiicre hatlari da dahil olmak Uzere c¢esitli
kanser hucre hatlarina kargi gugli sitotoksik aktivitesinin yani sira tumor
vaskularitesi Uzerindeki potent ve selektif etkisinden 6tirl bu alandaki calismalarda
onemli bir yer edinmistir. Bilesigin ileri donem preklinik c¢alismalarinin
yurGtilebilmesi igin disodyum fosfat on ilag formu (CA4P) secilmigstir [73]. CA4P,
sitotoksik kemoterapi ve radyoterapi ile birlikte, ¢esitli tiplerdeki timaorlerin tedavisi

icin faz denemelerinden de gec¢mistir [74].

CA4P'nin tabdlin afinitesi igin temel yapisal faktor, iki aromatik halkanin uygun bir
mesafe icinde kalmasini saglayan ¢ifte bagin veya uygun bir baglayicinin varhigidir.
Aktif cis formdaki ¢ifte bagin aktif olmayan trans formuna izomerizasyon probleminin
ustesinden gelmek igin ise eten koprusu yerine bazi heterosiklik halkalar
kullanilmasini 6neren Kaffy ve arkadaslari izoksazol halkasini ve diger oksijen ve
azot tasiyan analoglarini kullanarak bir seri molekulin sentezini gergeklestirmis ve

biyolojik aktivitelerini degerlendirmislerdir. Kopri goérevi goéren halkanin
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heteroatomlarinin A ve B aromatik halkalari agisindan konumlarinin, bu analoglarin

antitubudlin ve sitotoksik aktiviteleri Uzerindeki etkilerini de arastirmiglardir [75].
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Sekil 2.17. Bilesik 10'nun geligtirilme sureci

ilk seride yalnizca 3,5-diariloksadiazol yapisindaki bilesik, CA4'le kargilagtirilabilir
antitibdlin aktivite sergilemis; ancak sitotoksik etkiden yoksun bulunmustur (ICso >
50 uM). Bu halka sisteminde A ve B halkalarinin yerlerinin degistirildigi, izoksazolin
ya da izoksazolidin halkalarinin tercih edildigi diger serilerde de anlaml bir aktivite
gorulememigtir.  Yalniz 4,5-diarilizoksazol yapisindaki Bilesik 10, mutevazi

antiproliferatif aktivitesine ragmen CA4'e gore daha ylksek antitlbulin aktivitesi

sergilemistir.

Cizelge 2.3. Bilesik 10'nun CA-4 ile karsilastirmali aktivite sonuclari

ITP (Tabdlin HT29 (kolon SVECA4-10 (glomertler
polimerizasyonunun adenokarsinoma hiicre  karsinoma hicre hatti,
inhibisyonu, 1Cso) hatti, ICso) ICs0)
Bilesik 10 0,75 uM 3 uM 8,5 uM
CA-4 1,2 uyM 0,47 uM 3 uM

Bu sonuglar, heterosiklik halkanin kimyasal yapisindaki ufak degisikliklerin ve
CA4'un iki fenil halkasina gore degisen konumun tubulin baglama 6zelliklerini buyuk

Olclde etkileyebilecedini gdstererek yeni kesiflerin yolunu agmistir.
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KRIBB3

Sekil 2.18. KRIBB3 molekil yapisi

2008 yilina gelindiginde, Shin ve arkadaslarinin bu alandaki ¢alismalari dikkat
cekicidir [76]. CA-4’Un heterosiklik halka tasiyan analoglarina oldukga benzer
yapida olan ve c¢ekirdeginde izoksazol halkasi tagiyan KRIBB3 kodlu bir bilesigi,
tumor hucrelerinin migrasyonunu onleyen molekulleri tanimlamak igin yaptiklar
kutiphane taramalarinda kesfeden arastiricilar; ¢calismalarinda beklenmeyen bir
bulgu olarak KRIBB3'lin timér hiicresi biyiimesini inhibe ettigini saptamiglardir. In
vitro calismalarda kolon (HCT116; ICso= 0,25 pM), prostat (PC-3; ICso= 0,48 uM),
meme (MDA-MB-231; ICso= 25 pM) ve akciger (A549; I1Cs0=1,2 pM) gibi cesitli
kanser hicrelerine karsi belirgin aktiviteler gosteren bilesik ayrica; farelere yapilan
intraperitoneal uygulamada, timaér hacmini %49,5 (50 mg/kg) ve %70,3 (100 mg/kg)

oraninda azaltmistir.

Mekanizma calismalan ise KRIBB3'Un, anti-proliferatif aktivitesini, tibulin
polimerizasyonu ve mitotik iglerin kontrol noktalarindaki aktivasyonu inhibe ederek
gerceklestirdigini gostermistir. Flow sitometrik analizler neticesinde, KRIBB3’lUn
hidcre siklisini G2/M fazinda durdurarak apoptoza yol acgtigi gdsterilmistir.
KRIBB3'Un bu 6nemli yapisal ve biyolojik 6zellikleri potansiyel klinik uygulamalara
dogru, daha fazla gelisme igin g¢ekici bir ila¢g adayi olmasini saglamigtir ve bilegigin
farkli tirevlendirmeleriyle daha aktif molekullere ulasma hedefine dair galismalar hiz

kazanmistir [77].

Liu ve arkadaglari 2009 yilinda yayinladiklari bir ¢alismada; cis kopru olarak 5-
aminoizoksazol halkasini tercih etmis ve boylelikle CA-4 analoglarinin
¢6zUnUrlGgunu arttirirken sitotoksik aktiviteyi de iyilestirebilmeyi amaclamislardir.

Ayrica amin grubu Uzerinden asetil turevlerini de tasarladiklari 3,4-diaril-5-
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aminoizoksazol yapisindaki bilesiklerin bes tip kanser hucre hattinda (insan miyeloid
I6semi hacreleri K562, insan 6zofagus karsinom hucreleri ECA-109, insan kuguk
hucreli akciger kanseri hucreleri A549, insan hepatoselluler karsinom hucreleri
SMMC-7721 ve insan prostat karsinom hucreleri PC-3) in vitro sitotoksik

etkinliklerini CA-4 ile kiyaslamali olarak degerlendirmiglerdir [73].
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Sekil 2.19. Bilesik 11 ve 12'nin gelistiriimesi

3,4-Diaril yapidaki R1 ve Rz substitusyon duzenini degistirerek aktivite i¢in optimum
paterni anlamaya galigsan arastiricilar, izoksazolln 3. konumundaki halkanin 3',4°,5’-
trimetoksi ve 4. konumundaki halkanin para-metoksi paternlerinin, aktivite igin kritik
oldugunu bu sistemde getirdikleri yeniliklerle birlikte yasadiklari aktivite kaybi
sonucu ispatlamiglardir. Tasarlanan bilegikler K562 myeloid 16semi hucre hattina
karsi, diger hicre hatlarindan daha potent bir sitotoksik aktivite sergilemislerdir (ICso
0,022-8,75 puM).

Cizelge 2.4. Bilesikler 11 ve 12'ye ait aktivite degerleri

(ICs0, uM) ITP K562 ECA-109 A549 SMMC-7721 PC-3
Bilegik 11 1.8 0,04 5,84 4,49 12,0 3,03
Bilesik 12 2,1 0,068 0,39 0,43 1,36 0,36

CA-4 1,2 0,046 4,50 0,42 3,22 5,40
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Ote yandan Bilesikler 11 ve 12, bes tip kanser hiicre hattina karsi dnemli sitotoksik
degerler gostermelerinin  yani sira CA-4 ile benzer duzeylerde tubdlin
polimerizasyonunu inhibe etmislerdir (Bkz. Cizelge 2.4). Ayrica Bilesik 12 ile 0,1-1,0
MM konsantrasyonda gergeklestirilen hicre dongusu analizlerinde, bilegigin hucre
dongusunu G2/M veya S fazlarinda duraklatarak hucreleri apoptoza surikledigi

ispatlanmistir.

Kamal ve arkadaslari da, CA-4 analoglarinin tasariminda bes Uyeli heterosiklikler
kullanmiglardir [78]. Cesitli uzunlukta duz zincirli alkan turevleri tarafindan
kinazolinon halka sistemine baglanmis 3,5-diarilizoksazolin veya izoksazolden
olusan bu hibrit molekiller farkli kanser hiicre hatlarinda test edilmislerdir. Bu
serideki en aktif bilesiklerden biri, akciger kanseri A549 hiicre hattina kargi potent

sitotoksik aktivitesi ile (Glso = 0,18 uM) Bilesik 13 olmustur (Doksorubisin Glso= 0,13
HM).

Ayni arastirma grubunun 2015 yilindaki ¢calismalarinda ise; yine CA-4 benzeri fakat
bu kez; aril-sinnamamit konjugati tasiyan pirazol ve izoksazol tlrevleri
sentezlenmistir. Bu bilesikler; HeLa, DU-145, A549 ve MDA-MB231 gibi cesitli
kanser hucre hatlarinin buyumesini inhibe etme kabiliyetleri bakimindan
degerlendiriimis ve c¢ogu, Onemli sitotoksik etkiler sergilemistir. Bu etKkiler,
mikrotubullerin polimerizasyonuna etki eden antineoplastik bir ajan olan Nokodazol
ile karsilastirilabilir bulunmustur. Bu seride 6zellikle pirazol turevleri daha yuksek
aktivite gostermekle birlikte, izoksazol analoglari igerisinde Bilesik 14, meme kanseri
hiacre hattt MDA-MB231’e karsi gosterdigi 1,8 uM’lik 1Cso de@eriyle elde edilen en
aktif tirevlerden biri olmustur [79].

(14)

Sekil 2.20. Antitubdlin aktivite gosteren izoksazol analodu Bilesikler 13 ve 14
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Siklik adenozin monofosfat (CAMP) bir¢cok biyolojik islemde 6nemli rol oynayan
ikincil habercidir. cAMP'nin memeli hucrelerindeki ana fizyolojik etkileri, iki adet
hicre ici CAMP reseptdr ailesi tarafindan dizenlenir. Bunlar; klasik protein kinaz A
(PKA)/cAMP'ye bagimli protein kinaz ve daha yakin zamanda kesfedilen, CAMP ile
dogrudan aktive edilen degisim proteini (EPAC)/CAMP tarafindan duzenlenen
guanin nukleotid degisim faktorudur. PKA'ya benzer sekilde, EPAC evrimsel olarak
korunmus bir cAMP-baglanma bdlgesi igerir ve kiglk sinyal molekulleri olan
Guanozin trifosfatazlari yani; Rapl ve Rap2'yi aktive eder. Ek olarak, EPAC
proteinleri belirli htcresel lokasyonlardaki diger hicresel proteinlerle etkilesimler
kurarak hiicrede 6nemli fonksiyonlari yerine getirir. Ornegin pankreasin beta

hicrelerinde, EPAC-2’nin cAMP aracih etkilesimleri insilin sekresyonu igin Kritiktir.

(15)

Sekil 2.21. Bilesik 15'in yapisi

On yildan uzun slUren kapsamli arastirmalar, daha 6nce yalnizca PKA tarafindan
kontrol edilecegi dusunulen cAMP ile ilgili birgcok hucresel islemin de EPAC
tarafindan yonlendirildigini kesin bir sekilde ortaya koymustur. Yani sira; EPAC1’in
insan pankreas duktal adenokarsinoma hucrelerinde asiri eksprese edildigi fark
edilmistir. Fakat EPAC'a 6zgu antagonistlerin eksikligi arastiricilarin, bu protein
ailesinin fizyolojik iglevlerini ayirt etme ve kanserdeki rollerini anlama yetenegini
blyuk ol¢ude sinirlamigtir. 2013 yilinda Almahariq ve arkadaslari, 6zellikle EPAC
proteinlerini hedef alan yeni kimyasal yapilarin kesfi amaciyla yaruttikleri bir sanal
tarama calismasinda; 3,5-disubstitle izoksazol yapisinda (Bilesik 15) yeni bir EPAC
spesifik inhibitdr kesfetmiglerdir [80].

Bilesik 15’'in EPAC proteinine baglanma afinitesi (ICso= 10 uM), cAMP’nin sentetik
bir analogu olan 8-NBD-cAMP'nin 39 uM’lik baglanma afinitesinden yuksek
bulunmustur. Ayrica Bilesik 15; 1,4 uM'lik ICso de@eri ile cAMP aracih EPAC2-GEF
aktivitesini inhibe ederken; benzer sekilde cAMP-aracili EPAC1-GEF aktivitesini de
3,2 yM'lik bir ICs0 degeri ile baskilamistir. Bilegik 15'in 6zgulligunu belirlemek igin,



36

tip | ve Il PKA enzim aktivitelerini 6lgen taramalarda ise bilesigin EPAC proteinleri
igin; PKA'dan en az 100 kat daha segici oldugunu gosterilmigtir. Bu analizlerin yani
sira; EPAC inhibisyon aktivitesi ile tutarh olarak, Bilesik 15in ayrica Akt
fosforilasyonu ve insilin sekresyonu dahil olmak Uzere iyi bilinen birkag EPAC
aracili hucresel fonksiyonu da inhibe ettigi saptanmigtir. Pankreas kanseri
hdcrelerinin Bilesik 15 ile muamelesi, hicre gcogalmasini ve yasayabilirligini dnemli
Olclide etkilememesine ragmen, pankreas kanseri hlicre hatlarinin migrasyon ve
invazyonunda 6nemli disusler meydana getirmistir. Tum bu veriler, EPACL1'in
pankreas kanser hlcrelerinin migrasyonu ve invazyonunda onemli bir rol oynadigini
ve bu nedenle pankreas kanseri igin yeni terapotik stratejiler gelistirmek adina umut

verici bir hedefi temsil ettigini gostermistir.

Kinolin ve gesitli biyolojik aktivitelere sahip turevleri, terapotik maddelerin gok yonlu
yap! taglari olarak medisinal kimya alaninda énemli bir rol oynamaktadir. Ozellikle,
2-arilkinolinler biyolojik olarak aktiftir ve antitimor ajanlarin yapisinda siklikla tercih
edilmektedir. Kinolin ve izoksazol halkasini birlikte iceren yapilarin énemine ve
gelecek vaat eden yeni molekuller gelistirme c¢abalarina istinaden Rao ve
arkadaslari, 2014 yilinda yayinlanan ¢alismalarinin birinde; bir dizi 5-(3-alkilkinolin-
2-il)-3-aril izoksazol turevi bilesik sentezlenerek dort tip kanser hicre hattindaki
(A549, COLO205, MDA-MB-231 ve PC-3) aktivitelerini degerlendirmislerdir [81].

Elde edilen yapi-aktivite iligkisi incelendiginde, izoksazol halkasinin 3. konumunda
optimum uzaklkta bir flor varliginin aktivite icin 6nemli oldugu ve bu uzakligin en iyi
sekilde bir fenil halkasiyla saglandidi, bu konuma getirilecek triflorometil grubunun
ise aktiviteyi arttirdigi, hidrojen veya metil grubunun aktiviteyi arttirmada ek bir
avantaja sahip olmadidi; kinolin halkasinin 3. konumuna getirilen ¢esitli uzunluktaki
duz zincirli yapilar iginde de n-butil'in aktiviteye katki sagladigi ortaya ¢ikmistir.
Sonugta en aktif tirev olarak tespit edilen Bilesik 16, tim hlcre hatlarina kargi gucli
sitotoksisite gostermistir (ICso < 12 uM).
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IC50 (UM);

A549: 9.4
COLO205: 11,9
MDA-MB-231: 10,4
PC3: 10,8

(16)

Sekil 2.22. Bilesik 16 ve ICso de@erleri

Matriks  metalloproteinazlar (MMP'ler);  kolajenler, fibronektin, laminin,
proteoglisanlar ve elastin dahil olmak Uzere ekstraseluler matriks bilesenlerini
parcalayan ve kanser metastazi dahil olmak tGzere ¢esitli hastaliklarin patojenezinde
yer alan ¢inko-bagimli endopeptidazlardir. Birgok kuguk molekullt MMP inhibitoru
(MMPI), kanserdeki MMP'leri hedef almak Uzere tasarlanmigtir. Bunlar arasinda;
Kawatani ve arkadaglari 2015 yilinda yayinladiklari ¢calismalarinda 3,5-disubstitte
izoksazol tlrevi yeni MMPr’ler bildirmislerdir [82]. Sanal bir bilesik kutiphanesi
icerisinden insan rekombinant MMP-9 ile etkilesimleri taranan 25 bine yakin kiguk
molekul arasindan 27 tane hit bilesik belirlenmistir. Daha sonra bu 27 bilesigin MMP-
9 Uzerindeki inhibe edici aktivitesini incelemek igin in vitro enzim analizleri yapiimis
ve bu ikinci elemede ise, MMP-9 enzim aktivitesini inhibe eden bilesiklerin ikisi
(izoksazol analogu Bilesik 17 ve naftofloresin adli bir bilesik) baslangi¢ bilesikleri
olarak secilmistir. Calismanin devaminda daha gugli MMP-9 inhibitorleri elde
edebilmek adina Bilesik 17 analoglari incelenmistir. Bu analoglardan Bilesik 18; 3,8
MM’lik ICso degderi ile en gugll inhibitdr aktiviteyi gostermistir ki bu; Bilesik 17 (ICso =
233 uM) 'den yaklasik 60 kat daha gugclu bir aktiviteye karsilik gelmektedir. Genel
olarak; bir amit, bir sulfonamit iceren analoglar veya bir karbamat yapisinin,

bilesiklerin enzim inhibisyon potansiyelini arttirdid1 gézlemlenmigtir.
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Sekil 2.23. MMP inhibitért Bilesikler 17 ve 18
MMP9Q’a karsi en yuksek aktiviteyi gosterdigi belirlenen Bilegik 18’in diger MMP
tiplerine karsi da aktiviteleri degerlendirilmis ve genis spektrumlu bir MMPI oldugu

sonucuna varimistir.
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Cizelge 2.5. Bilesik 18'in MMP'lere karsi 1Cso degerleri

Enzim MMP-1 MMP-2  MMP-7  MMP-9 MMP-9/A MMP-12 MMP-13

ICso (M)  >100 2,1 >100 3,8 3,6 3,2 43

Bazi MMP!'lerin, insan fibrosarkom HT1080 hucrelerinin migrasyonunu inhibe ettigi
calismalari goz éninde bulunduran arastiricilar; Bilesik 18'in de hucreler Gzerindeki
etkisini incelemek adina, Bilesik 18 ile muamele edilmis HT1080 hucrelerinin
migrasyonunu test etmiglerdir. Buna goére bilesik; HT1080 hicrelerinde neredeyse

hi¢ toksisite gostermemekle birlikte hticre goclinu 6nemli dlglide inhibe etmigtir.

Fosfolipaz A2 (PLA2); fosfolipidleri pargalayarak oOzellikle serbest yagd asidi,
cogunlukla arasidonik asit (AA) ve lizofosfolipitlere (LPL'ler) donlstiren &zel bir
enzim ailesidir. Dolayisiyla PLA2'nin inhibisyonu, AA ve LPL'lerin agida ¢gikmalarini
onlemektedir. PLA2’nin birgok izoformu mevcuttur. Bunlar icerisinde sPLA2
(s:secretory) vicuttaki ¢esitli enflamatuvar proseslerde gérev almaktadir. Ozellikle
alt tiplerinden Grup-IIA sPLA2 (GIIA sPLAZ2; artrit, enflamatuvar barsak hastaligi,
ateroskleroz, sedef hastaligi ve gesitli kanserler dahil olmak Uzere birgok hastalikta

anahtar rol oynamaktadir [83].

Bu konjonkturde sPLAZ2 inhibitoru gelistirmek amaciyla yola ¢ikan Pedada ve
arkadaslar 2016 yilinda dikkate deger bir ¢galisma yayinlamiglardir [83]. Arastiricilar
indol ve izoksazol halkalarini birlikte iceren bir seri bilesik sentezleyerek bilesiklerin
SPLAZ2 in vitro inhibitor aktivitelerini, pozitif kontrol ursolik asit ile karsilastirmali
olarak taramiglardir. Elde ettikleri en aktif tirev olan Bilegik 19 ile hem in vivo hayvan
modellerinde antienflamatuvar aktivite, hem de meme kanseri (MCF-7) ve prostat
kanseri (DU145) hucre hatlarinda in vitro antikanser aktivite c¢alismalari
gerceklestirmiglerdir. SPLA2'nin meme ve prostat kanseri hicre hatlarinda pro-

tumorijenik rol sergiledidi bilindiginden o6turd, ilgili hlcre hatlari tercih edilmigtir.
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Sekil 2.24. sPLAZ2 inhibitort Bilesik 19'un gelistiriimesi

(19)

Hem in-siliko hem de in vitro deneysel sonuglar, Bilesik 19'un diger 3,5-disUbstitie
izoksazol turevlerine kiyasla en aktif tirev oldugunu, pozitif kontrol ursolik asit ile
karsilastirilabilir bir sPLA2 inhibe edici aktivite sergiledigini gostermistir. Yapi-
aktivite iligskisi incelendiginde; indol halkasinda CHs gibi elektron salici gruplar (R
grubu) ve izoksazolun 3. konumundaki fenil halkasinda (Ri1, Rz grubu) F, CF3 ve
NO:2 gibi elektron gekici gruplarin varligi aktivitede olumlu sonuglar dogurmaktadir.
Ri1 ve Rz = H oldugu durumda ise; aktivite agisindan siralama R = CHs> H> Br
seklinde gozlemlenmigtir. Ayrica, Bilesik 19 ile gerceklestirilen in vitro antikanser
aktivite calismalarinin pozitif kontrol Doksorubisin ile karsilastirmali sonuglari da
gelistirilebilir duzeyde bir antikanser aktivitenin mevcut oldugunu gostermektedir
(Cizelge 2.6).

Cizelge 2.6. Bilesik 19'un sPLA aktivitesi ile ilgili deneysel sonugclar

in-siliko docking in vitro sPLA inhibitor MCF-7 DuU145
skor (-kcal/mol) aktivite (ICso, uM) (ICs0, M) (ICs0, M)
Bilesik 19 -129,5 10,23 10,03 14,15
Ursolik asit -128,8 12,59
Doksorubisin - - 8,02 4,75

Hucrelerde DNA kromatin iplikgiklerinin translasyon sonrasi gerceklesen
asetilasyon reaksiyonlari histon asetil transferazlar (HAT) ve histon deasetilazlar
(HDAC) adi verilen iki enzim sinifinin kompetitif aktiviteleri ile dizenlenmektedir.
Genel olarak HAT’lar asetilasyon ile birlikte aktif kromatin yapilarinin olusumunu
saglarken, HDAC’lar deasetilasyon ile transkripsiyon prosesini baskilama iglevini
ustlenirler. Kromatin Uzerindeki bu asetilasyon dengesindeki herhangi bir degigim,
gen ekspresyon paterninin duzenlenmesinde bazi aksakliklara sebep
olabilmektedir. Bu anlamda; bir¢gok kanser tipi anormal transkripsiyonel aktivite ile

iliskili oldugundan ve HDAC'lar transkripsiyon faktorleri ile gen regulasyonunu
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etkileyebildiginden, bu enzimler kanser tedavisi i¢in ilgi ¢ekici hedefler olarak
tanimlanmaktadir. Literaturde, HDAC'larin kimyasal inhibitorlerinin tdmor hicresi
buyumesini inhibe ettigi ve hucre Olumund indUkledigini gosteren caligmalar
mevcuttur. HDAC inhibitérleri ayrica radyasyon ve kemoterapétik ilaglarin sitotoksik
etkilerini arttirmaktadir [84]. Bir HDAC inhibitort olan Vorinostat, kutanéz T hucreli

lenfoma tedavisinde kullaniimak tzere 2006 yilinda FDA’'dan onay almigtir [85].

Vorinostat

Sekil 2.25. Vorinostat'in kimyasal yapisi

HDAC enzim ailesinin, 3 ayri sinifa ait toplam 11 adet izoformu oldugu bilinmektedir.
Bunlar; 1, 2, 3 ve 8’iiceren Sinif-l; 4, 5, 6, 7, 9 ve 10'u iceren Sinif- 1l ve 11'i iceren
Sinif- IV HDAC'lardir. Sinif |, Il ve IV HDAC'larin enzim aktif bdlgeleri, histidin ve
aspartat kalintilari ile koordine halde iki degerli bir Zn katyonu iceren ylksek oranda
korunmus bir katalitik alan iginde bulunmaktadir. Bilinen HDAC inhibitérleri ve enzim
aktif bdlgesi ile olan etkilesimleri goz 6nune alindiginda genel bir inhibitor

topografyasi cikarmak mumkuan olmustur (Sekil 2.26) [84].
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Sekil 2.26. HDAC inhibitora bilesiklerin genel yapisi (referans [84]'ten
uyarlanmigtir)

Gecgmis yillarda geligtirilen HDAC inhibitorlerinin  HDAC izoformlarina kargi
segcicilikleri ile ilgili bilgilerin sinirli olmasi nedeniyle; geligtirilecek olasi selektif
inhibitorlerin izoenzim tiplerine olan bu selektivitelerinin, apopitotik mekanizmalara
ve antiproliferatif aktiviteye olan etkisini arastiran Gaisina ve arkadaslari; HDAC
inhibitori  olabilecek bazi 3,5-disubstitlie izoksazol bilegikleri tasarladiklari

¢alismalarini, 2016 yilinda yayinlamiglardir [86].
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Sekil 2.27. Spesifik HDAC inhibitorlerinin gelistiriimesi igin segilen dncu bilesikler

Arastirma grubunun daha onceki yillarda yaptiklari ¢alismalardan elde ettikleri aktif
bilesiklerin (A,B,C); pankreas kanseri hicrelerini G1 ve/veya G2 fazinda tutarak
apoptozu indtklemelerine ek olarak bu HDACI'larin bazilarinin, bilinen bir HSP90
baglantili protein olan ve hucrede DNA hasarlarinin onarimini regule eden
“checkpoint kinaz-Chk1”in inhibisyonuna neden oldugu gosterilmistir [87-89].
izoenzim analizleri ise, bu inhibitérlerin in vitro olarak HDAC6 ve HDAC3'e karsi
yiiksek etkinligini aciga cikarmistir. iste bu noktada amag; bu éncii bilesiklerin
molekuler o6zelliklerini 6nemli Olcude etkilemeyecek bazi basit degisiklikler
uygulayarak segicilik endeksini HDACG lehine arttirmak olmustur. Zira bu tur izoform
spesifik bilesiklerin, o6zellikle de HDACG6 secici inhibitérlerin kanserdeki rolu

hakkinda bazi ¢alismalar bulunmaktadir [90].

Daha once sentezlenen ligandlarin HDACG6'ya kars! segiciligini arttirma hedefi ile
HDAC6 baglama bdlgesinin 6zelliklerini de dikkate alarak yeni bir seri bilesik
tasarlanmigtir. Bu inhibitorler genel yapi olarak; bir izoksazol veya benzen halkasina
bagh ¢inko baglayici grup olarak bir hidroksamik asit fonksiyonu, farkl islevsel
gruplar tasiyan bir heteroaril yapisi ve bu gruplar birbirine baglayan cesitli
uzunluklardaki baglayicilari icermektedir. Boylece ara baglayici uzunlugunun da
aktiviteye olan etkisinin arastirilmasi olanagi dogmustur. Terminal motiflerin segimi
ise yukarida bahsedildigi gibi aragtirma grubunun onceki ¢calismalarindan edindigi
bilgilerden esinlenerek tasarlanmigtir. Tasarlanan bilesiklerin hepsinin HDAC’in 11
farkli izoformuna karsi in vitro aktiviteleri (ICso) test edilirken bu sonuglardan 6ne
cikan bilesikler de pankreas kanseri hucre hatlari BXPC3 ve L3.6pl'ye karsi (Glso)

degerlendirilmiglerdir.
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Sekil 2.28. HDACG6'nin selektif inhbitdrt olarak geligtirilen Bilesik 20 serisi

Bu bilesikler icerisinde Bilesik 20 serisi, HDAC6 (ICso <10 nM) icin HDAC1-3
(Secicilik> 400 kat) ve HDAC10'a goére ¢ok ytiksek potens ve segicilik gosterirken
(bazi bilesikler pikomolar duzeyde aktivite gostermigtir), beklenmedik bir sekilde
selektif olmayan analoglarina kiyasla (6rnegin molekul C i¢cin BXPC3: 0,6 uM;
L3.6pl: 0,1 pyM) hicre biyumesini engellemede ¢ok az etki géstermistir (Bilesik 20
analoglari i¢in ICso degerleri BXPC3: > 8 uM; L3.6pl: > 50 yM). Sonuglar, yalnizca
HDACG6 inhibisyonunun, hucre blyumesinin bozulmasi igin yetersiz oldugunu ve
Sinif-l HDAC inhibisyonunun gerekli oldugunu ortaya koymustur. Ayni zamanda
aktif bilesiklerdeki ¢cok klgcuk kimyasal modifikasyonlarin enzim selektivitesinde ¢ok
yuksek duzeyde degisiklik olusturabildigi gozlemlenirken boylece ileriki donem
calismalar igin de farkh bir kapi aralanmigtir. Histonlarin amino ucundaki lizin
aminoasitlerinin asetilasyonu, gen transkripsiyonunun epigenetik dizenlenmesinde
rol oynayan en o©Onemli post-translasyonel modifikasyonlardan biridir.
Bromodomainler, histonlarin N-terminal ucundaki asetillenmis lizin kalintilarini
(KAc) taniyan yaklasik 110 amino asitten olusan protein yapilaridir. Lizin
asetilasyonunun okuyuculari olan bromodomainler, asetillenmis lizin kalintilari
tarafindan tasinan sinyalin donusturilmesinden ve bunun gesitli normal veya
anormal fenotiplerle sonuglanmasindan sorumludurlar. Bu etkilesimin kompetitif
inhibitorleri ise antiproliferatif ve antienflamatuar 6zelliklere sahiptir. Cok sayida
bromodomain alt tipi bilinmektedir ve histon-bromodomain etkilesiminin alt tiplerine
0zgu inhibitorlerinin kesfi buyuk énem tasimaktadir. Bu anlamda; kanser tedavisi
icin epigenetik ilag kesfi yaklagiminda umut vaat eden gelismelerden birisi en iyi
bilinen bromodomain ailesi olan BET (Bromo- ve Ekstra-Terminal Domain) ailesinin
tyeleri olan BRD2, BRD3, BRD4 ve BRDT inhibitorlerinin gelistiriimesidir [91].
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3,5-Dimetilizoksazol motifini; asetillenmis histon yapilarini taklit ederek ilgili peptitleri
bromodomainlerden uzaklastiran, yeni bir asetilenmis lizin biyoizosteri olarak
tanimlayan Hewings ve arkadaslarinin bu alandaki ¢aligmalari oldukga ilgi ¢gekicidir.
ilk olarak 2011 yilinda yayinladiklari calismalarinda; X-igini kristalografisi kullanarak
4. konumdan substitie edilmis 3,5-dimetilizoksazollerin aktivitesini ve segiciligini
yaratan c¢esitli bromodomain yapilariyla etkilesimleri belirlenmis ve bu
etkilesimlerden faydalanilarak, BRD2 ve BRD4 proteinleri i¢in ICso degerleri 5 uM’in
altinda olan Bilesik 21 gelistirilmistir. Ayrica Bilesik 21, diger bir bromodomain alt tipi
olan CREBBP’e de baglanarak 28,1 uM dizeyinde aktivite gostermigtir. (CREBBP
bromodomain'in gugla ligandlarinin, hdcrelerde DNA hasarina tepki olarak p53

stabilitesini ve islevini module ettigi bilinmektedir) [92].

Bilesik 21’i lider bilesik olarak baglangi¢ noktasi yapan arastirma grubunun, BRD4’e
selektif ve daha aktif bilesiklerin eldesi igin gerekli optimizasyon caligmalarini
gerceklestirerek yeni aktif bromodomain inhibitorleri bildirdikleri galismalari ise 2013
yilinda yayinlanmistir [93]. X-ray kristolografisi yardimi ile baglama etkilesimleri
belirlenerek uygun substitientleri tayin edilen 3,5-dimetilizoksazol bilesikleri
icerisinden BRD4'’e en iyi baglama potansiyeline sahip oldugu kesfedilen Bilesik 22
ve 23; bir sonraki asamada hucresel aktiviteleri belirlenmek Gzere akut miyeloid
I6semi hlicre hatlarinda (MV4-11) biyolojik calismalara tabi tutulmusladir.
Bilesiklerin baglanma etkilesimleri Uzerinden elde edilen sonuglara paralel olarak
bilinen BET inhibitorlerine kiyasla hucre hatlarinda yuksek sitotoksik aktivite

sergiledigi gozlemlenmistir.

AcO

(21) (22) (23)
BRD2;  ICs0= 1,6 uM BRD4;  ICso= 382 nM BRD4;  ICse=371nM
BRD4;  ICs0=4,8 uM CREBBP; ICs0= 771 nM CREBBP; [Cs0= 2,48 uM
CREBBP; ICs0= 28,1 uM MV4-11;  ICs0= 794 nM MV4-11;  1C50= 616 NM

Sekil 2.29. Oncli bilesik 21 ve yeni tiirevler 22 ve 23'lin gelistiriimesi
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Lider bilesik 21’den hareketle diger bilesiklerin tasarlanmasi asagida 6zetlenmistir.
ik olarak; BRD4 bromodomain alt tipine baglanan énci bilesigin X isini kristal
yapisi, 3 pozisyonundaki metil grubunun aktif bodlgedeki WPF shelf olarak
adlandirilan sig bir hidrofobik oluk i¢ine baglandigini géstermistir. 5’ Pozisyonundaki
etoksi substitlenti ise Z ve A heliksleri arasindaki ZA kanali olarak adlandirilan bir
kanala yonelerek o bolgede bazi etkilesimler gostermistir. BRD4 icin gelismis
afiniteye sahip bir bilesik gelistirmek adina bilesigin bu iki kilit bdlgedeki
etkilesimlerini arttirmayi didstnen arastiricilar; ilk olarak WPF shelf bdlgesi ile
etkilesen substituent motifini optimize etmeyi tercih etmiglerdir. Bu bdlgeye
getirilecek aromatik halkalar gibi metil grubundan daha buyuk bir stbstitientin, WPF
shelf bolgesini daha etkili bir sekilde isgal ederek BRD4 afinitesinde bir artis
saglayacag! varsayllarak tasarlanan bilegiklerle yapilan ¢aligmalarin bu savlarini
desteklemesinin yani sira bu blyuk yapilarin (Ph, p-F-Ph, m-F-Ph, p-CI-Ph, m-Cl-
Ph) 3,5-dimetilizoksazol yapisini KAc-baglanma cebine dogru iterek etkilesimlerini
arttirdi§i ortaya c¢ikmistir. Bilesikler icerisinde non-substitiie fenil halkasini iceren
tlrev en yiksek BRD4 aktivitesini gosterdiginden (ICso = 640 nM) bu konumda fenil
substitlenti tercih edilerek devam edilmistir. Ayrica flor stbstituenti, klora gore daha

iyi bir aktivite sergilerken para substitisyonu da meta substitisyona yegdir.
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Sekil 2.30. Bilesik 21'in aktif bolge etkilesimleri
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Bir sonraki optimizasyon ise ZA kanal bolgesiyle olan etkilesimleri gerceklestiren &’
konumundaki etoksi yapisi Uzerinde olmustur. X-ray kristalografileri ile bu bolgede
iki su molekulinun varligini tespit eden fakat etoksi grubunun oksijen atomunun su
molekdilleriyle uygun pozisyonu yakalayarak hidrojen bagini olusturamadigini fark
eden arastiricilar; burada saglanacak hidrojen bagi etkilesiminin afiniteyi arttiracagi
hipotezini kurarak bazi bilesikler tasarlamislardir. Bu bilesiklerden etoksi grubu
yerine hidroksi grubu tasiyan (Bilesik 22) ve asetil grubu tasiyan (Bilesik 23) turevler
en aktif bilesikler olarak belirlenmistir. Etilen glikol veya metoksi tirevleri ise aktivite
azalmaya sebep olmustur. Ayrica Bilesik 22’nin R ve S izomerleri de sentezlenerek
aktiviteleri incelendiginde her iki enantiyomerin de benzer aktivitede oldugu ortaya

cikmistir.

Goralduga Uzere bu galisma yalnizca dncu bilesikten daha aktif bilesiklerin elde
edilmis olmasi bakimindan degil; elde edilen X-igini kristal yapilari sayesinde bir
bilesigin BET bromodomainlerine karsi yuksek afinite gostermesi gereken yapisal
Ozelliklerin gosterilmesi bakimindan da onem tasimaktadir. Ayrica bilegiklerin
bromodomain inhibisyonu ile gerceklestigi kanitlanan hicresel duzeydeki yuksek
sitotoksik aktiviteleri, bu alandaki galismalar icerisindeki dnemlerini gézler dnine

sermektedir.

izoksazol yapisinda olan ve antikanser etkinligi gosterilen bir diger bilesik halen
romatoid artrit tedavisinde kullanilan Leflunomid isimli ila¢g molekultdur. Leflunomid,
yetiskinlerde, orta ve siddetli romatoid artrit tedavisinde kullanilan ve dihidroorotat
dehidrojenazi inhibe eden bir pirimidin sentezi inhibitoradur. Leflunomid
immunosupresif 6zellikte “hastalik modifiye edici antiromatizmal ilag” sinifi bir
bilesiktir. Uzun yari émru, iyi guvenlik profili, yuksek tolere edilebilirligi ve genis
molekuller hedefleri sayesinde Leflunomid; 1998 yilinda romatoid artrit tedavisi igin
onaylanmasinin ardindan tumoral terapotik uygulamalar i¢in de umut verici bir
bilesik olmustur. Bilesigin etkinligi calisilan kanser tipleri i¢cerisinde akciger kanseri,
melanoma, meme ve prostat kanseri gibi farkli kanserlerin yer aldid bildirilmektedir
[94].

Leflunomid’in Karmustin ile kombinasyonu, kuguk hucreli glioblastoma (SF763T),

akciger (Calu-6) veya bas ve boyun kokenli ksenograftlari tasiyan farelerde
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incelendiginde hucre buylumesinde sirasiyla %74, %75 ve %69’luk inhibisyon
degerleri elde edilmigtir. Ayrica Leflunomid’in melanoma ve meme kanseri
tedavisinde kullanilan ilaclara karsi olusan diren¢g durumunda bazi sitotoksik
ajanlarla birlikte etkili olacadi dusunulmektedir. Leflunomidin antitimoér etkisine
aracilk eden bazi mekanizmalar bildirilmistir. Ornegin; aktif metaboliti olan
Teriflunomid, antiproliferatif ve pro-apopitotik etkiler gostererek coklu sinyal
yolaklarini (hidcre doéngusu, apoptoz, p53 sinyal yolu gibi) ve hlcresel siregleri
(sinyal iletimi, transkripsiyon gibi) modile ederek meme kanseri hucrelerinde
Tamoksifen direncini tersine ¢evirmektedir. Bir diger mekanizma ise cesitli
tumorlerin tedavisi icin yapilan ¢alismalarda gosterilen tirozin kinazlarin PDGFR
aracili fosforilasyonunu bloke eden etkisidir [94]. Leflunomid bilesigi ile ilgili
yuruttlen cok sayida Faz Il galismasi igerisinde c¢esitli kanser tiplerini konu alan

bircok onkolojik calisma mevcuttur [95].

Leflunomid

Sekil 2.31. Leflunomid’in kimyasal yapisi
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2.5. lla¢ Gelistirme Galismalarinda Piperazin Halkasinin Onemi

Azot igeren heterosiklikler, cok cesitli ve ylksek terapétik etkinlikleri nedeniyle son
birkag on yilda medisinal kimyacilarin ila¢ tasarim galismalarinda siklikla tercih ettigi
yapilardir. Tasidiklari iki adet azot atomu ile birlikte alti Gyeli bir heterosiklik olan
piperazin halkasl, ilag aday molekullerinin rasyonel tasarimlari i¢in buyuk bir 6neme
sahiptir. Yapilarinda bulunan bu iki azot atomu, uygun pKa degerlerine ulasmayi
kolaylastirmakta, suda ¢ozunurlige katki saglamakta ve biyoyararlanimi olumiu
anlamda etkileyerek molekulin tamaminin farmakokinetik (FK) profilini
degistirebilmektedir. Hem piperazin halkasinin kendisi hem de Uzerinde olusturulan
substitisyon paterninin; molekillerin farmakodinamik (FD) profillerine olan katkisi
da oldukca dikkat ¢ekicidir. Bu bakis acgisiyla literatlrler incelendiginde; elektron
cekici veya elektron salici atomlarin direkt olarak veya bir fenil/benzil halkasi
vasitasiyla piperazin azotuna baglanmasinin, ilgili biyolojik etkinin farklilagmasina
sebep oldugunu bildiren birgcok calismaya rastlanmaktadir. Piperazin iskeleti ek
olarak ¢ok yonlu baglanma 6zelliklerine sahiptir ve bir dizi farkh biyolojik hedef igin

guclu ve segici etkilesimler saglayabilmektedir [96, 97].

Goruldugu uzere; ila¢ kesfindeki iki onemli profile (FK, FD) olan katkisi nedeniyle,
piperazin halkasinin ilag tasariminda stratejik bir 6nemi bulunmaktadir. Bu motif;
antipsikotik, antihistaminik, antianjinal, antidepresan, antiviral, antienflamatuvar,
kardiyak koruyucu ajanlar, goruntuleme ajanlar ve antikanser ajanlar gibi gesitli
terapotik kullanimlara sahip iyi bilinen ilag molekullerinin birgogunda bulunmakta;
ayrica piperazin yapisina sahip molekuller, coklu farmakolojik aktiviteleri
hedeflemek icin de faydali olmaktadirlar [98, 99].

Yukarida bahsi gegen ¢ok cgesitli aktivite tipleri arasinda, antikanser etkili molekl
gelistirme sureglerine bakildiginda farkli kanser tiplerine kargi farkh substitlisyon
paternine sahip piperazinlerin, farkli mekanizmalarla etki gdsterebildigi
gorulmektedir [100]. Asadida, bu tez calismasinin 6ncd molekulinde ve
sentezlenen diger yeni ve aktif bilesiklerin yapisinda da bulunan piperazin

halkasinin; antikanser etkinligini ortaya koyan galigmalar ele alinmigtir.
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2.6. Antikanser ilag Gelistirme Cabalarinda Piperazin Tiirevi Bilesiklerin Yeri

Cesitli kanser turleri ile olan mucadelede, tim dinyada devam eden yenilikgi
tasarim yaklasimlari ¢cergevesinde ilag adayi olabilecek molekullerin yapisinda, N
tasiyan farkli iskeletlerin varligina ihtiyag duyan medisinal kimyacilar; piperazin
halkasini siklikla tercih etmektedirler. Piperazin analogu bilesiklerin, 6zellikle de N
atomlari Gzerinden disubstitie olanlarinin veya N-aril yapisi tasiyanlarin; kolon,
prostat, I6semi, akciger ve meme kanserlerine karsi glgcli antiproliferatif aktivite
gosterdigini bildiren ABD Ulusal Kanser Enstitust (NCI); gerceklestirdikleri hayvan
deneylerinde, piperazinlerin timdral olusumlari bastirma ve yok etme kabiliyetlerini
gostermiglerdir. Mekanistik degerlendirmeler piperazinlerin mikrotibull sentezini,
hucre dongusunu ve bir tumor hicresinin buylime ve metastaz yapma yetenegi igin
kritik olan anjiyogenezi inhibe ettigini ortaya koymustur. Ayrica piperazinlerin tumor
hdcrelerini dogrudan apoptoz indiksiyonu yoluyla yok edebildigi bildirilmigtir.
Piperazin analoglarinin antitimor etki tarzlari uzun yillardir bilinen bir sitotoksik ajan
olan Taksol'den oldukga farklidir. Bu ilaca kiyasla piperazin analodu bilesiklerin ¢gok
daha guglu ve farkh tumor tiplerine kargi aktivite gdsterdikleri ve oral

biyoyararlanimlarinin da daha basaril oldugu bildirilmektedir [17].
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Sekil 2.32. Piperazin tasiyan FDA onayh bazi antikanser ila¢g molekulleri
FDA onayli 200'den fazla antikanser ajaninin kimyasal yapilarinda piperazin

halkasinin bulundugu bilinmektedir. Bu ilaglar arasinda; farkli kanser tiplerini tedavi
etmede etkili bir D-siklin bagimli kinaz (CDK4/6) inhibitoru Abemasiklib (a), meme
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kanserinin tedavisinde etkili Bosutinib (b), kronik miyeloid I6semi ve akut lenfoblastik
l6semi tedavisi igin oral olarak aktif Dasatinib (c) ve protein kinaz inhibitérii imatinib
(d) 6ne c¢ikan drneklerden bazilaridir (Bkz. Sekil 2.32) [101].

Akkoc¢ ve arkadaslari 2012 yilinda yayinladiklari ¢alismalarinda, guglu sitotoksik
aktiviteleri bilinen iki halka sistemini igeren indol-piperazin hibrit bilegikler
sentezleyerek; 5-florourasil ile karsilastirmali olarak meme (MCF7), karaciger
(HUH7) ve kolon (HCT116) kanseri hicre hatlarinda tarama c¢alismalarini
gerceklestirmiglerdir. Piperazin halkasinin 4. konumunda F, Cl, CHs, OCHs, CN,
NO:2 gibi substituentleri farkli konumlarda tasiyan benzil ve fenil halkalari getirilerek
tirevlendirilen seride, en aktif tirev her hlcre hattina kargi da ytksek sitotoksik
aktivite sergileyen Bilesik 24 (ICso = 2,92-9,33 pM) olarak belirlenmistir [102].

Ayni yil, Tungbilek ve arkadaslari ise N® konumunda 4. konumundan stbstitiie
edilmis bir piperazin igeren, yeni purin ribontkleozit analoglari sentezleyerek; Huh7,
HepG2, FOCUS, Mahlavu, MCF7 ve HCT116 kolon kanseri hiicre hatlari Gzerindeki
sitotoksisiteleri agisindan degerlendirmislerdir. Turevlendirmeler yine piperazinin 4.
konumu Uzerinden yapilarak en aktif turev olan Bilesik 25’e (ICso = 5,2-9,2 uM)
ulasiimistir. Arastiricilar Bilesik 25’in, bazi kinaz proteinlerinin inhibisyonu yoluyla

senesens baglantili hiicre 6lumanl inddkledigini bildirmislerdir [103].
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Sekil 2.33. Piperazin turevleri Bilesik 24-27
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Choi ve arkadaglari 2013 yilinda yayinladiklari bir ¢calismada; aril-oksazol, aril-
tiyazol veya aril-izoksazol halkasinin piperazin halkasiyla hibrit haldeki turevlerini
sentezleyerek, HL60 |6semi hicre hatlarindaki antiproliferatif aktiviteleri ile insan
endotel hucrelerindeki vaskulerizasyonu inhibe etme ozelliklerini incelemislerdir.
Sentezlenen bilesiklerin birgogu 6nemli derecede antiproliferatif aktivite gostermistir
ve aktif olarak secilenler metabolik stabilite ve tubdlin polimerizasyonunun
inhibisyonu agisindan da degerlendirilmigtir. TUm bu parametreler dikkate alinarak
arilpiperazinil oksazol yapisindaki Bilegik 26 (ICso = 60,2 nM) in-vivo ¢aligmalar icin
uygun bulunmustur. TUumor tagiyan farelerle yapilan deneylerde Bilesik 26’nin, 100
mg/kg'da tumor buylimesini %42,3 oraninda azalttigi tespit edilmigstir. Bilesik hem
yuksek metabolik stabilitesi ve dolayisiyla iyi derecedeki in vivo sonuglari, hem de
yuksek derecedeki antimitotik ve antitibulin etkileri sebebiyle ileri ¢aligmalar igin

lider bilesik olarak ¢alisma grubu tarafindan umut verici olarak bulunmustur [104].

Ayni yil Duan ve arkadaslari triazol-ditiyokarbamat-piperazin hibrit bilesikler
sentezleyerek; MGC-803 (gastrik), MCF-7 (meme), PC-3 (prostat) ve EC-109
(yemek borusu) kanseri hicre hatlarindaki aktivitelerini, 5-florourasil ile
karsilagtirmali olarak degerlendirmislerdir. Ekseriyetle bilesikler, MGC-803 ve MCF-
7’ye karsi yuksek aktivite sergilemis; serinin en aktif bilesiklerinden Bilesik 27 (ICso
= 0,49-12,45 uM) ile yapilan sitokiyometrik analizler sonucu MGC-803 hucrelerinde
hicre dongusini G2/M fazinda durdurdugu belirlenmistir [105].
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Sekil 2.34. Piperazin turevleri Bilesik 28 ve 29

2014 ve 2015 yillarina gelindiginde ise Gurdal ve arkadaslarinin ¢alismalari dikkat
cekicidir [106, 107]. Arasgtiricilar bir yil arayla yayinladiklari iki galismadan birinde
benzhidril-piperazin hibritleri, digerinde ise benzotiyazol-piperazin hibrit bilesikleri
sentezleyerek; her iki serinin bilesiklerini de HUH-7, MCF-7 ve HCT-116 kanser
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hdcre hatlarina kargi sitotoksik aktiviteleri agisindan 5-florourasil ile karsilastirmali
olarak degerlendirmislerdir. Serilerdeki bilesikler ¢ hucre hattina karsi genellikle iyi
derecede sitotoksik aktiviteler sergilerken nispeten en aktif molekiller; Bilesik 28
(ICs0 = 4,9-9,9 pM) ve Bilesik 29 (ICso = 3,1-9,2 yM) olarak kaydedilmistir. Ayrica
Bilesik 29 ile yapilan mekanistik ¢alismalar, bilesigin sub-G1 fazinda hicre

dongusuni durdurmasi sonucu apoptozise neden oldugunu ortaya koymustur.
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Diger yandan 2016 yili icerisinde yayinladiklari iki ayri makalede Mao ve arkadaslari

Sekil 2.35. Piperazin turevleri Bilesik 30 ve 31

molekul tasarimlarinda ortak olarak N-aril piperazin yapisini tercih ederken;
calismalarin birinde benzofuran halka sistemi digerinde ise kalkon yapilarinin
piperazinlere eglik ettigi gortlmektedir [108, 109]. Bilesiklerin sitotoksik
aktivitelerinin Sisplatin ile karsilastirmali olarak incelendigi paneller ise A549
(akciger), HelLa (servikal), MCF-7 (meme) ve SGC7901 (gastrik) kanseri hicre
hatlarindan olusmaktadir. Benzofuran-piperazin hibrit bilesikler igerisinde benzen
halkasinin klor veya triflorometil stbstitlenti tagiyan tlrevleri en gugclu bilegsikler
olarak kaydedilirken; Bilesik 30’'un, dort timor hicre hattina kargi en guglu etkiyi
gosterdidi ve secici olarak HeLa'ya (0,03 M) karsi ylksek sitotoksisite sergiledigi
belirlenmistir. Guglli antitimor aktivite sergiledigi bilinen kalkon yapisini tasiyan
serideki turevler arasindaki yapi-etki iliskisine bakildiginda ise piperazin azotu
Uzerinden yapiya dahil edilen asetofenon yapisinin ve 4. konumundaki klor
atomunun, aktiviteyi arttirdigi gériimustir. Bu anlamda serinin en aktif bilegigi
olarak bildirilen Bilesik 31 (A549, Hela ve SGC7901 i¢in sirasiyla; ICso = 5,24 uM;
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0,19 pM ve 0,41 pM) ile yapilan in vivo galismalar, bilegigin timor buyumesini Snemli

Olcude inhibe ettigini gostererek in vitro sonuglari desteklemistir.

Aril-piperazin motifi ile ilgili dikkat ¢ekici kanser arastirmalari arasinda; iyi bilinen bir
a-adrenerjik reseptor antagonisti olan bir arilpiperazin turevi Naftopidil ile ilgili
calismalar ve prostat kanserinin tedavisinde etkili olacagi dusunulen molekullerin

tasarlandigi Chen ve arkadaslarina ait bir dizi calisma sayilabilir (Sekil 2.36).

Hori ve arkadaslarinin Naftopidil ile gergeklestirdikleri in vitro ve in vivo ¢alismalar,
bilesigin prostat kanseri hicrelerinde, hicre dongusunun G1 fazina mudahale
ederek antiproliferatif etkiler sergiledigini gostermistir. Ayrica bilesigin oral
kullaniminin hicrelerde ai-AR (androjen reseptor) alt tipi segiciligi gostererek tumor

baylimesini baskiladigi ispatlanmistir [110].

Chen ve arkadaslarn ise; 2014, 2015 ve 2017 yillarinda pes pese yayinladiklari
calismalarinda elde ettikleri bazi arilpiperazin tlrevi bilesikler (Bilesik 32-34), prostat
kanseri hicrelerine (PC-3, LNCaP ve DU145) kars1 dnemli sitotoksisite gostermistir
[111-113].

0 °
S n s OO0
__/ S

(32)
LNCaP; ICs5= 1,25 uM

/\ IS
—0 N N o
__/ —\

N

Naftopidil

N
(33) (34) S
LNCaP; IC5p= 0,97 uM DU145; ICs0= 1,25 uM

Sekil 2.36. Naftopidil ve Bilesik 32-34
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Kazandiklari bu nosyondan hareketle ayni arastirma grubu, 2018 ve 2019 yillarinda
da iki yeni calisma daha yayinlayarak, literature bu anlamda katki saglamaya devam
etmislerdir [114, 115]. Bu c¢alismalarin ilkinde estron-piperazin hibrit tlrevler,
digerinde arilpiperazin tlrevler sentezlenmis; 6nceki ¢alismalardan farkli olarak
prostat kanseri hicre hatlariyla yapilan in vitro calismalarin akabinde aktif
bilesiklerin androjen reseptéri (AR) antagonizmalari incelenmistir. Ornegin estron-
piperazin hibrit serisinin en aktif bilesiklerinden biri olan Bilesik 35 (ais/aia = 14,7)
iyi bir ai-AR alt tipi segciciligi goéstermistir. Benzer sekilde diger serinin aktif
bilesiklerinden Bilesik 36 ise reseptdre baglanma afinitesi (ICso = 1,15 yM) ve
antagonistik aktivite (%67,1 inhibisyon) anlaminda diger bilesiklere gore daha fazla

one cikmigtir.
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Sekil 2.37. Piperazin turevleri Bilesik 35 ve 36
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kimyasal Caligmalar
3.1.1. Geregler
Sentez c¢alismalarinda kullanilan ¢ozlcller analitik safliktadir.  Kullanilan
kimyasallar Sigma-Aldrich & Merck (Almanya) ve ABCR (Almanya)’dan temin edildi.
Kuru ortamda gergeklestirilen deneyler igin ¢bzucu olarak kullanilan THF,

Na/benzofenon kullanilarak distillendi.

Mikrodalga sentez reaktoru

Mikrodalga sartlarinda gergeklestirilen reaksiyonlar igin, Biotage® Initiator+
Mikrodalga Sentez Sistemi ve uygun mikrodalga vialleri (0,5-2 ml, 2-5 ml ve 10-20
ml) kullanildi. Reaksiyonlarda uygun isi ve kosullarda, ¢ézuclu olarak; DMF ve

asetonitril tercih edildi.

ince tabaka kromatografisi (ITK) ile yapilan kontroller

Kimyasal sentez ¢alismalarinda ve bilesiklerin saflik kontrollerinde Silikajel GF254
(Merck) hazir plaklar kullanildi. Cézlcu sistemi olarak; hekzan:etil asetat (60:40),
diklorometan:etil asetat (80:20) ve diklorometan:metanol (96:4) tercih edildi.
Lekelerin belirlenmesinde ultraviole (UV)isigindan (254 ve 280 nm), dragendorf ve

demir (l11) klorUr belirteclerinden yararlanildi.

Flash kromatografi

Sentezlenen bilesiklerin saflastirma islemleri UV dedektérli Teledyne ISCO
Combiflash® Otomatik Flash Kromatografi Sistemi ile yapildi. Sabit faz olarak
Redisep® silika kolonlari (12 g ve 24 g), hareketli faz olarak hekzan:etil asetat,
diklorometan:etil asetat veya diklorometan:metanol gradient ¢oziclu sistemleri
kullanildi. Bilesiklerin safliklari iTK ve UPLC/ TOF-MS analizleri ile kontrol edildi.
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3.1.2. Genel sentez yontemleri

Yontem 1: Diketoester tlrevi bilesiklerin genel sentez yontemi (Bilesik 1, Bilesik 21a-

c, Bilesik 27)

Sodyum (80 mmol) ve susuz etanol ile azot atmosferi altinda hazirlanan sodyum
etoksit ¢ozeltisi Uzerine ilgili asetofenon turevi (20 mmol) ve dietil oksalat (60 mmol)
0°C’de eklendi. 5 saat boyunca oda sicakhginda karistirildi. Cokelek stzilerek
etanol ve eterle yikandi. Elde edilen sodyum enolat suya alinarak derisik hidroklorik
asit ¢ozeltisi ile asitlendirildi. Olusan ¢okelek vakum altinda suzlldu ve kurutuldu.

(Bilesik 27 icin asetofenon:dietil oksalat:sodyum orani 1:3,5:4,5'tir).

Yontem 2: izoksazol ester tiirevi bilesiklerin genel sentez yontemleri (Bilesik 2,
Bilesik 22a-d, Bilesik 28)

Yontem 2a: Yontem 1 ile sentezlenmis ilgili diketoester tlirevi bilesik (19,3 mmol) ve
hidroksilamin hidroklorur (24 mmol), etanol iginde 4 saat geri ¢eviren sogutucu
altinda isitildi. Stre sonunda reaksiyon ortami sogutuldugunda olusan g¢okelek

vakum altinda suzuldd ve kurutuldu (Bilesik 2, Bilesik 22a-c, Bilesik 28).

Yontem 2b: Etil 5-(2-floro-4-metoksifenil)izoksazol-3-karboksilat (Bilesik 28; 0,56
mmol), azot atmosferi altinda diklorometan igerisinde ¢6zuldi ve buz banyosunda
karistirilmaya baslandi. Daha sonra BBr3z (1,69 mmol) ilave edildi. 5 saat boyunca
karigtirnldi. 5 saatin sonunda reaksiyon ortamina 2 ml etanol ilave edilerek ortamdaki
BBr3’Un fazlasi etkisiz hale getirildi. Daha sonra reaksiyon ortamina su eklendi ve
diklorometan (2x50 ml) ile ekstre edildi, organik faz su (2x50 ml) ile yikandi. Susuz
NazSO0zile kurutulduktan sonra kuruluga kadar uguruldu (Bilesik 22d).

Yontem 3: Alkol tlrevi ara baslangic maddelerinin genel sentez yontemi (Bilesik 3,
Bilesik 23a-d)

Yontem 2 ile sentez edilmis ilgili izoksazol ester turevi (2,43 mmol), THF
(distillenmis) igerisinde oda sicakh@inda azot atmosferi altinda ¢oziildi. Uzerine

LiAlH4 (4,13 mmol) porsiyonlar halinde eklendi. 3 saat oda sicakliginda karistirildi.
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Reaksiyon ortamina NH4Cl eklendi ve etil asetat (3x100 ml) ile ekstre edildi, organik
faz su (3x100 ml) ile yikandi. Susuz Na2SOu ile kurutulduktan sonra kuruluga kadar

ucuruldu. Uygun ¢dzlculer ile kristallendirilerek saflastirildi.

Yontem 4: Alkilasyon reaksiyonu ile elde eldilen alkol tirevi ara baslangic

maddelerinin genel sentez yontemi (Bilesik 4a-s, Bilesik 24a-d)

Yontem 3 ile sentez edilmis ilgili alkol tarevi (1,56 mmol), ilgili benzil bromir veya
benzil klorar turevi (2,03 mmol) ve K2COs (2,66 mmol) mikrodalga viali icerisine
alinip Uzerine asetonitril eklendi. (Benzil klorur tlrevleri kullanildiginda solvan olarak
DMF kullanildi). Reaksiyon, 120°C’'de (solvan DMF ise 80°C’de) 20 dakika
mikrodalga sartlarinda yuruttldi. Reaksiyon igerigi suya alindi. Olusan ¢okelek
vakum altinda suzildd, hekzan:etilasetat karisimindan  kristallendirilerek

saflastirildi.

Yontem 5: Halojenur turevi ara baslangic maddelerinin genel sentez yontemleri
(Bilesik 5a-s, Bilesik 25a-d)

Yoéntem 5a: Yontem 4 ile sentezlenmis ilgili alkol turevi (0,47 mmol) ve CBr4 (0,56
mmol) DCM igerisinde buz banyosunda karistiriimaya baslandi. Uzerine PPhs (0,70
mmol) porsiyonlar halinde eklendi. Acik sari renkte bir ¢ozelti olustu. 1,5 saatin
sonunda reaksiyon tamamlandi. Diklorometan uguruldu ve elde edilen ham Grdn,
hekzan:etil asetat (60:40) solvan sistemi kullanilarak otomatik flash kromatografi

yontemi ile saflastirildi (Bilesik 5a-s, Bilesik 25¢-d).

Yontem 5Sb: Yontem 4 ile sentezlenmisg ilgili alkol turevi (1,26 mmol), DCM igerisinde
oda sicakliyinda azot atmosferi altinda ¢6ziildi. Uzerine SOCI2 (5,04 mmol) ve
katalitik miktarda DMF ilave edildi. Bir gece boyunca oda sicakliginda karistirildi.
Reaksiyon ortami buzlu su igerisine alinip, NaHCOs ile nétralize edildiginde olusan

cOkelek vakum altinda suzuldu ve kurutuldu (Bilesik 25a-b).
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Yontem 6: 3,5-Disubstitlie izoksazol turevi final bilesiklerin genel sentez yontemi
(Bilesik 6a-s, Bilesik 7-20, Bilesik 26a-d, Bilesik 29-30)

ilgili 3-(bromometil)-5-fenilizoksazol tiirevi (0,30 mmol), uygun amin tirevi (0,37
mmol) ve diizopropiletil amin (0,61 mmol) mikrodalga vialine alinarak DMF igerisinde
80°C’de 15 dakika mikrodalga reaktortinde isitildi. Deney icerigi buzlu suya alinip,
madde ¢okturildi. Coéken madde vakum altinda suzlldi. Madde sabit faz olarak
hazir RediSep Silika kolonlari (12g), hareketli faz olarak diklorometan:metanol
(90:10) kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile saflastiriidi ve

metanolden kristallendirildi.

3.2. Analitik Caligmalar

3.2.1. Erime derecesi tayini

Bilesiklerin erime dereceleri, Stuart SMP40 dijital erime derecesi cihaziyla tayin

edildi ve degerler duzeltiimeden verildi.

3.2.2. H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari

Sentezlenen final Grlinlerin *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari CDClz, DMSO-ds
icindeki  gozeltileri ile Ankara Universitesi Eczacillk Fakiltesi Merkez
Laboratuvarr’nda tetrametilsilan i¢ standarti ile Varian Mercury 400 Digital FT-NMR
Spektrometresi’nde *H-NMR spektrumu igin 400 MHz, 3C-NMR spektrumu igin 100
MHz frekansta alindi. Farkli olarak, final bilesiklerden 26a ve 26c¢c’nin 3C-NMR
spektrumlari Eskisehir Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesinde Bruker
Ultrashield 300 MHz Sivi NMR Spektrometresi'nde 'H-NMR spektrumu igin 300
MHz frekansta alindi.

Sentezlenen ara Urlnlerin *H-NMR spektrumlari ise; CDCl3, DMSO-ds igindeki
gozeltileri ile Gazi Universitesi Fen Fakiltesi Kimya Bolimi Merkez
Laboratuvar’nda Bruker Ultrashield 300 MHz Sivi NMR Spektrometresi'nde ‘H-
NMR spektrumu i¢cin 300 MHz frekansta alindi.
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Kimyasal kayma degerleri ppm (d) skalasinda deg@erlendirildi. Egleme sabitleri ise

Hertz (Hz) olarak verildi.

3.2.3. HRMS spektrumlari

Sentezlenen bilesiklerin HRMS spektrumlari metanol igerisindeki ¢ozeltilerinden
pozitif iyon (ESI+) ve negatif iyon (ESI-) elektrosprey iyonizasyon teknikleri ile
Waters LCT Premier XE UPLC/MS-TOF sistemi ile MassLynx 4.1 yazilimi
kullanilarak alindi. Sabit faz olarak Aquity BEH C18 kolon (2,1 *100 mm 1,7 uM,
akis hizi: 0,3 ml/dakika) hareketli faz olarak formik asit iceren (%0,1) CH3CN:H20

(%1-%90) gradient ¢ozicu sistemi kullanildi.
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3.3. Biyolojik Caligmalar

Sentezlenen Dbilesiklerin  biyolojik aktivite calismalari Orta Dogu Teknik
Universitesi’nde Prof. Dr. Rengiil Cetin-Atalay danismanligindaki arastirma ekibi

tarafindan gergeklestirilmistir.

3.3.1. Hiicre kiiltiri

Hepatoseluler karsinoma (HSK) hucre hatlari Huh7 ve Mahlavu; meme kanseri
hicre hattit MCF7, igerisinde %10 FBS, 0,1 mM NEAA ve 100 birim/mL penisilin ve
streptomisin bulunan Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM; Gibco)

besiyerinde 37°C, %5 CO: hlcre inkibatorl igerisinde buyutiimustar.

3.3.2. NCI-60 SRB (Sulforadamin B) ile sitotoksisite tayini

96 kuyulu hacre kultlr plagina her bir hiicre belirlenen sayilarda (Huh7 ve MCF7
2500; Mahlavu 1000 hdcre/kuyucuk) ekilmigtir. 24 saat sonra hulcrelere her bir
bilesik 40 uM; 20 uM; 10 uM; 5 pM; 2,5 uM konsantrasyonlarinda verilmis ve her
bilesigin her bir farkli dozu 3 kez tekrarlanmigtir. 72 saat inkibasyon suresi
tamamlandiktan sonra hicreler 1XPBS ile bir kere yikanip fiksasyonu igin %10 TCA
(trikloroasetik asit) kullaniimigtir. 1 saat +4°C’de bekletildikten sonra distile su ile en
az 3 kere yikanan huicreler kurutulduktan sonra, boyanmalari igin gereken miktarda
SRB (0,04 g/10 mL, Sigma-Aldrich) %1 asetik asitte ¢ozulip her kuyucuga 50 pl
eklenmistir. Hucreler karanlikta oda sicakliginda 10 dk bekletildikten sonra fazla
boyay! hicrelerin Gzerinden kaldirmak amaciyla kuyular %1 asetik asit ile birkag
defa yikanmigtir. SRB boyasinin yogunlugunun (protein yogunlugu) okunmasi igin
kuyularin Gzerine 100 pl, 10 mM TBS (trizma baz) eklenmistir. OD (optik dansite)
okuyucu (BioTek, ELx800) cihazinda 515 nm dalga boyunda gergeklestirilen
okutmalar sonrasinda bilesiklerin etkilerini incelemek igin elde edilen degerler (1-
(inhibitor eklenen kuyucuktaki hiicrelerin absorbansi x 100) / (DMSO eklenen kontrol
hlcrelerinin absorbansi)) formaline gdére hicre 6lumua yuzdesine gevrilmis, doz

yanit egrileri yardimiyla 1Cso de@erleri hesaplanmigtir [116].
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3.3.3. Gergek zamanl huicre analizi (RT-CES, xCELLigence)

Huh7 karaciger kanseri hucreleri 96 kuyucuklu RT-CES tabagina 2500
hidcre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. RT-CES sistemi ile hicrelerin her 30
dakikada bir hucre indeksi degerleri takip edilmigtir. Hlcreler bluyime fazina
ulastiklarinda (log fazi) BRP29 ve Bilesik 26¢ farkh ilag konsantrasyonlarinda (10
MM; 5 uM; 2,5 yM) muamele edilmistir. Hlcreler 120 saat boyunca gergek zamanli
takip edilmis ve elde edilen hicre indeks degerleri DMSO kontrol grubuna gore

normalize edildikten sonra buylime grafikleri elde edilmistir [116].

3.3.4. Hoechst floresan boyama ile hiicre élimiu tespiti

Secilen bilesikler ile 72 saat boyunca ICso konsantrasyonu ile muamele edilen Huh7
hicreleri Uzerindeki besiyeri uzaklastirildiktan sonra 2 kere 1XPBS (soguk) ile
yikanmig, %100 soguk metanol ile 10 dk boyunca fikse edilmistir. Tekrar soguk
1xPBS ile yikanan hucrelerin Gzerilerine 1XPBS’de hazirlanmis 1 ug/ml Hoechst
boyasi (#33258, Sigma) eklenmis ve 10 dk boyunca oda sicakhdinda bekletilmigtir.
Fazla boyadan kurtulmak i¢in hucreler 1XPBS ile 5 dk oda sicakliginda yikanmistir.
Boyanan hucreleri goruntilemek amaciyla floresan mikroskopta (Nikon Eclipse 55i)
mawvi filtre (340-380 nm) kullaniimigtir [116].

3.3.5. Western Blot analizi

Secilen bilesikler ile 1Cso konsantrasyonunda muamele edilen Huh7 hicreleri 72
saat sonrasinda (6lU ve canl) toplanmis elde edilen pelletler lizis solisyonu (150
mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH=7,6; %1 NP40, %0,1 SDS, 1xProtease inhibitor
kokteyl ve 1x PhosStop) ile 30 dk boyunca vortekslenerek buzda pargalanmigtir.
13200 rpm’de 30 dk santrifuj edilip elde edilen hucre lizatlarindaki protein
miktarlarinin belirlenmesi igin Bradford protein assay uygulanmistir. Standart egri
elde etmek icin bilinen dozlarda BSA (albumin) referans olarak Bradford ile
spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda dl¢timustir. Her 6rnek ayni sekilde
Bradford ile Olgulerek BSA ile elde edilen standart egri formuline gore protein
miktarlari hesaplanmistir. Western blot i¢in 20-40 pg protein kullaniimigtir.

Proteinler 95°C’de 5 dk bekletilerek denatire edildikten hemen sonra %12 veya



62

%10 TGX hazir jellerinde (Bio-Rad) Mini-PROTEAN® Tetra Hlcre Sistemleri igin
Uretici protokoll takip edilerek protein elektroforezleri gergeklestirilmigtir. Transfer
islemi de Trans Blot Turbo Transfer Sistemi (Bio-Rad) ile gergeklestirilmistir.
Proteinler PVDF membrana transfer edilmis ve bloklamaya yapiimistir. Bloklama
solisyonunda (%5 sut tozu 1xTBS-T(0.1%tween)) +4°C de gece boyunca birakilan
membranlar daha sonra, oda sicakliginda 1 ya da 2 saat primer antikor ile inkibe
edilip 30 dk boyunca baglanmayan antikorlar 1XTBS-T(0.1%tween) ile yikanmistir.
Ardindan ikinci antikor 1 saat boyunca oda sicakliginda membrana uygulanmistir.
30 dk yikamadan sonra ECL-Plus ile proteinler C-Digit goruntileme sistemi (LI-
COR) ile goruntulenmigtir. Bir diger kisim proteinler LF-PVDF membrana transfer
edilmis ve Odyssey bloklama solusyonu (TBS) kullanilarak bloklamaya yapilmistir.
Oda sicakhdinda 1 saat bloklama icin tutulan membranlar daha sonra, gece
boyunca +4°C’de primer antikor ile inkube edilip 30 dk boyunca baglanmayan
antikorlar 1xTBS-T (0.1%tween) ile yikanmistir. Ardindan ikinci antikor 1 saat
boyunca oda sicakliginda karanlik bir otamda membrana uygulanmistir. 30 dk
yikamadan sonra proteinler Odyssey CLx-LI-COR goériuntileme sistemi ile
goruntulenmigtir. Kullanilan primer antikorlar; PARP (#9532S, Cell Signaling), , p53
(#05-224, Millipore), fosfo-Akt Ser473 (Cell Signaling, #9271), AKT (#9272, Cell
Signaling), Kesilmis Kaspaz 3 (#9661, Cell signaling), fosfo-ERK (sc16982, Santa
Cruz), ve ERK (sc-135900, Santa Cruz) 1:100 ile 1:500 oranlarinda ve esit yikleme
kontrolu olarak B-aktin (#A5441, Sigma) 1:1000 oraninda ve ikincil antikor olarak
1:20000 oraninda (IRDye 680RD Goat Anti Mouse (Li-cor, # 92668070), IRDye-
800CW Goat Anti Rabbit (Licor, # 926-32211)).
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4. BULGULAR
4.1. Kimyasal Bulgular

Etil 4-(4-hidroksifenil)-2,4-dioksobutanoat (Bilesik 1)

/@)Ukﬂ/o\/
HO ©

4-Hidroksi asetofenondan hareketle 3.1.2.de verilen genel sentez yontemi 1’e gore
sentezlendi (Verim: % 96,3). CAS: 39974-01-1. Erime derecesi: 148,0-149,7 °C [Lit.
E.D: 150-152 °C]i**. C12H130s igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 237,0763;
bulunan: 237,0767.

Etil 5-(4-hidroksifenil)izoksazol-3-karboksilat (Bilesik 2)

Etil 4-(4-hidroksifenil)-2,4-dioksobutanoat (Bilesik 1)'tan hareketle 3.1.2.de verilen
genel sentez yontemi 2a’ya gore sentezlendi (Verim: % 89,3). CAS: 1352896-92-4.
Erime derecesi: 180,3-181,4 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-de): 0 1.44
(3H,t,3=7.0Hz), 4.47 (2H, q, J = 7.0 Hz), 5.29 (1H, s), 6.80 (1H, s), 6.94 (2H, d,
J = 9.0 Hz), 7.71 (2H, d, J = 9.0 Hz). C12H12NO4 igin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 234,0766; bulunan: 234,0772.
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4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 3)

Etil 5-(4-hidroksifenil)izoksazol-3-karboksilat (Bilesik 2)'tan hareketle 3.1.2.de
verilen genel sentez yontemi 3’e gore sentezlendi (Verim: % 90,2). CAS: 2091378-
04-8. Erime derecesi: 207,7-209,1 °C. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds):
6 4.51 (2H, d, J = 6.0 Hz), 5.49 (1H, t, J = 6.0 Hz), 6.75 (1H, s), 6.88 (2H, d, J=9.0
Hz), 7.68 (2H, d, J = 9.0 Hz), 10.04 (1H, s). Ci0H10NOs3 i¢in; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 192,0661; bulunan: 192,0663.

(5-(4-((2-Metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 4a)

4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 3) ve 2-metilbenzil bromurden
hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 4’e gore sentezlendi (Verim: % 67).
Erime derecesi: 116,4-117,7 °C. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCls): 5 2.12 (1H,
yayvan s), 2.39 (3H, s), 4.80 (2H, d, J = 6.0 Hz), 5.09 (2H, s), 6.47 (1H, s), 7.06 (2H,
d, J=9.0 Hz), 7.23-7.28 (3H, m), 7.40 (1H, d, J =9.0 Hz), 7.72 (2H, d, J = 9.0 Hz).
Ci8H18NOs igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 296,1287; bulunan: 296,1287.
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(5-(4-((3-Metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 4b)

o-N  OH

o
N

H,C

3\©/\O

4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 3) ve 3-metilbenzil bromirden
hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 4’e gore sentezlendi (Verim: %
77,1). Erime derecesi: 125,5-126,3 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCls): &
2.02 (1H,t, J=6.0 Hz), 2.38 (3H, s), 4.80 (2H, d, J = 6.0 Hz), 5.08 (2H, s), 6.46 (1H,
s), 7.05 (2H, d, J = 7.5 Hz), 7.15-7.32 (4H, m), 7.71 (2H, d, J = 7.5 Hz). C1sH1sNO3
icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 296,1287; bulunan: 296,1288.

(5-(4-((4-Metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 4c)

o-N OH

/©/l\>\/
=
/@/\O

HsC

4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 3) ve 4-metilbenzil bromuirden
hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 4’e gore sentezlendi (Verim % 71.)
Erime derecesi: 150,5-152,3 °C. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCls): 5 2.07 (1H,
t, J =6.0 Hz), 2.37 (3H, s), 4.80 (2H, d, J = 6.0 Hz), 5.07 (2H, s), 6.45 (1H, s), 7.03
(2H,d,J=9.0Hz), 7.20 (2H, d, 3 =9.0 Hz), 7.32 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.70 (2H, d, J
= 6.0 Hz). C1sH1sNOs igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 296,1287; bulunan:
296,1288.
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(5-(4-((3,5-Dimetilbenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 4d)

o-N OH

o
=

H,C
3\©/\O

CHj;

4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 3) ve 3,5-dimetilbenzil bromirden
hareketle 3.1.2.'de verilen genel sentez yontemi 4’e gore sentezlendi (Verim: %
77,8). Erime derecesi: 127,6-128,7 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDClz): &
2.16 (1H, t, J = 6.0 Hz), 2.34 (6H, s), 4.79 (2H, d, J = 6.0 Hz), 5.03 (2H, s), 6.45 (1H,
s), 6.98 (1H, s), 7.02-7.07 (4H, m), 7.70 (2H, d, J = 9.0 Hz). C19H20NOz3 igin; HRMS
(m/z) [M+H]* hesaplanan: 310,1443; bulunan: 310,1437.

(5-(4-((2-Klorobenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 4e)

4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 3) ve 2-klorobenzil bromurden
hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 4’e gore sentezlendi (Verim: % 95).
Erime derecesi: 112,3-113,4 °C. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCls): 5 2.40 (1H,
yayvan s), 4.80 (2H, d, J = 6.0 Hz), 5.22 (2H, s), 6.47 (1H, s), 7.05 (2H, d, J =9.0
Hz), 7.28-7.33 (2H, m), 7.41-7.44 (1H, m), 7.53-7.56 (1H, m), 7.72 (2H, d, J = 9.0
Hz). Ci7HisCINOs igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 316,0740; bulunan:
316,0747.
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(5-(4-((3-Klorobenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 4f)

4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 3) ve 3-klorobenzil bromirden
hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 4’e gore sentezlendi (Verim: %
71,4). Erime derecesi: 108,7-109,3 °C. H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDClz): &
2.29 (1H, yayvan s), 4.80 (2H, d, J = 6.0 Hz), 5.09 (2H, s), 6.47 (1H, s), 7.03 (2H, d,
J = 9.0 Hz), 7.31-7.33 (3H, m), 7.45 (1H, s), 7.71 (2H, d, J = 9.0 Hz). C17H15CINO3
icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 316,0740; bulunan: 316,0738.

(5-(4-((4-Klorobenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 49g)

4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 3) ve 4-klorobenzil bromirden
hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 4’e gore sentezlendi (Verim: % 85).
Erime derecesi: 144,3-146,6 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCIz): d 1.96 (1H,
t, J = 6.0 Hz), 4.80 (2H, d, J = 6.0 Hz), 5.09 (2H, s), 6.47 (1H, s), 7.02 (2H, d, J =
9.0Hz), 7.38 (4H, s), 7.71 (2H, d, J = 9.0 Hz). C17H15CINOs igin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 316,0740; bulunan: 316,0736.
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2-((4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 4h)

4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 3) ve 2-siyanobenzil bromirden
hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 4’e gore sentezlendi (Verim: %
78,4). Erime derecesi: 138,7-139,1 °C. H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDClz): &
2.09 (1H, yayvan s), 4.80 (2H, d, J = 3.0 Hz), 5.32 (2H, s), 6.48 (1H, s), 7.08 (2H, d,
J = 9.0 Hz), 7.46 (1H, t, J = 7.5 Hz), 7.62-7.68 (3H, m), 7.73 (2H, d, J = 9.0 Hz).
CisH15N20s3 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 307,1083; bulunan: 307,1082.

3-((4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 4i)

4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 3) ve 3-siyanobenzil bromirden
hareketle 3.1.2.'de verilen genel sentez yontemi 4’e gore sentezlendi (Verim: %
84,6). Erime derecesi: 145,2-146,9 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCl3): &
2.06 (1H,t, J=6.0 Hz), 4.81 (2H, d, J = 6.0 Hz), 5.15 (2H, s), 6.48 (1H, s), 7.03 (2H,
d, J=9.0 Hz), 7.52 (1H, t, J = 7.5 Hz), 7.63-7.69 (3H, m), 7.73 (2H, d, J = 9.0 Hz).
Ci8H15N20s3 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 307,1083; bulunan: 307,1077.
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4-((4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 4j)

4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 3) ve 4-siyanobenzil bromirden
hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 4’e gore sentezlendi (Verim: % 57).
Erime derecesi: 115,9-116,7 °C.*H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDClz): 6 2.80 (1H,
t, J = 6.0 Hz), 4.80 (2H, d, J = 6.0 Hz), 5.18 (2H, s), 6.48 (1H, s), 7.02 (2H, d, J =
9.0 Hz), 7.55 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.69-7.75 (4H, m). CisH15N20s3 i¢in; HRMS (m/z)
[M+H]* hesaplanan: 307,1083; bulunan: 307,1086.

(5-(4-((2-Florobenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 4k)

4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 3) ve 2-florobenzil bromurden
hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 4’e gore sentezlendi (Verim: % 85).
Erime derecesi: 106,3-107,2 °C. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCls): 5 2.13 (1H,
yayvan s), 4.80 (2H, s), 5.19 (2H, s), 6.46 (1H, s), 7.06 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.10-
7.21 (2H, m), 7.30-7.38 (1H, m), 7.48-7.53 (1H, m), 7.72 (2H, d, J = 9.0 Hz),
C17H1sFNOs igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 300,1036; bulunan: 300,1032.
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(5-(4-((3-Florobenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 4l)

4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 3) ve 3-florobenzil bromudrden
hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 4’e gore sentezlendi (Verim: %
85,4). Erime derecesi:120,6-122,3 °C. H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDClz): &
2.22 (1H, t, J = 6.0 Hz), 4.80 (2H, d, J = 6.0 Hz), 5.11 (2H, s), 6.40 (1H, s), 7.00-
7.06 (3H, m), 7.14-7.21 (2H, m), 7.33-7.40 (1H, m), 7.71 (2H, d, J = 6.0 Hz).
C17H15sFNOs igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 300,1036; bulunan: 300,1036.

(5-(4-((4-Florobenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 4m)

4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 3) ve 4-florobenzil bromirden
hareketle 3.1.2."de verilen genel sentez yontemi 4’e gore sentezlendi (Verim: %
80,5). Erime derecesi: 132,7-133,5 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCls3): &
2.36 (1H,t, J=6.0 Hz), 4.79 (2H, d, J = 6.0 Hz), 5.07 (2H, s), 6.46 (1H, s), 7.02 (2H,
d, J=9.0 Hz), 7.09 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.41 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.70 (2H, d, J = 9.0
Hz). Ci7H1sFNOs igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 300,1036; bulunan:
300,1028.
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(5-(4-((2-Metoksibenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 4n)

: :OCH3

4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilegik 3) ve 2-metoksibenzil klorirden
hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 4’e gore sentezlendi (Verim: % 79).
Erime derecesi: 115,9-117,2 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCl3):  2.14 (1H
yayvan s), 3.88 (3H, s), 4.79 (2H, s), 5.17 (2H, s), 6.45 (1H, s), 6.91-7.01 (2H, m),
7.06 (2H, d, J =9.0 Hz), 7.29-7.35 (1H, m), 7.42-7.46 (1H, m), 7.71 (2H, d, J =9.0
Hz). CisHisNOas igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 312,1236; bulunan:
312,1232.

(5-(4-((3-Metoksibenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 40)

o-N OH

/©/\>\/
N
(0]

4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 3) ve 3-metoksibenzil bromurden
hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 4’e gore sentezlendi (Verim: % 76).
Erime derecesi: 100,1-101,7 °C. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCls): 5 2.02 (1H,
t, J =6.0 Hz), 3.83 (3H, s), 4.80 (2H, d, J = 6.0 Hz), 5.10 (2H, s), 6.46 (1H, s), 6.88
(1H, dd, J = 9.0 Hz, 3.0 Hz), 7.00 2H, d, J = 3.0 Hz), 7.05 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.32
(AH, t, 3 = 7.5 Hz), 7.70 (2H, d, J = 9.0 Hz). C18H1sNOa igin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 312,1236; bulunan: 312,1247.
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(5-(4-((4-Metoksibenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 4p)

H3CO/©/\

4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 3) ve 4-metoksibenzil klorirden
hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 4’e gore sentezlendi (Verim: % 60).
Erime derecesi: 153,6-155,0 °C. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCl3): 5 2.11 (1H
yayvan s), 3.82 (3H, s), 4.79 (2H, s), 5.04 (2H, s), 6.45 (1H, s), 6.93 (2H, d, J = 9.0
Hz), 7.03 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.36 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.71 (2H, d, J = 9.0 H2).
C18H18NOs icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 312,1236; bulunan: 312,1235.

(5-(4-((3,5-Dimetoksibenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 4r)

-N
/@)C)\>\/OH
o
H;CO
3 \©/\O

OCH,

4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 3) ve 3,5-dimetoksibenzil bromurden
hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 4’e gore sentezlendi (Verim: % 81).
Erime derecesi: 131,4-133,5 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCI3): § 2.02 (1H,
t, J = 6.0 Hz), 3.80 (6H, s), 4.80 (2H, d, J = 6.0 Hz), 5.06 (2H, s), 6.42 (1H,t,J =3.0
Hz), 6.46 (1H, s), 6.59 (2H, d, J = 3.0 Hz), 7.03 (2H, d, J=9.0 Hz), 7.71 (2H, d, J =
9.0 Hz). Ci9H20NOs igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 342,1341; bulunan:
342,1331.
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(5-(4-((3,4,5-Trimetoksibenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 4s)

O'Q OH
QW
H,CO
3 o)
HsCO

OCH,

4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 3) ve 3,4,5-trimetoksibenzil kloriirden
hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 4’e gore sentezlendi (Verim: % 56).
Erime derecesi: 96,7-98,6 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCls): 8 2.15 (1H
yayvan s), 3.86 (3H, s), 3.89 (6H, s), 4.80 (2H, d, J =6.0 Hz), 5.04 (2H, s), 6.47 (1H,
s), 6.66 (2H, s), 7.06 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.72 (2H, d, J = 9.0 Hz). C20H22NOs igin;
HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 372,1447; bulunan: 372,1444,

3-(Bromometil)-5-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 5a)

(5-(4-((2-Metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol  (Bilesik 4a)den hareketle
3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 85,4).
Erime derecesi: 139,4-140,0 °C. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCIz): 8 2.39 (3H,
S), 4.45 (2H, s), 5.09 (2H, s), 6.49 (1H, s), 7.05 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.20-7.30 (3H,
m), 7.40 (1H, d, J=9.0 Hz), 7.72 (2H, d, J = 9.0 Hz). C18H17BrNO:2 i¢in; HRMS (m/z)
[M+H]* hesaplanan: 358,0443; bulunan: 358,0440.
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3-(Bromometil)-5-(4-((3-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 5b)

o-N Br

o
N

H,:C

S\OAO

(5-(4-((3-Metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-i)metanol  (Bilesik 4b)den hareketle
3.1.2.de verilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 95). Erime
derecesi: 115,5-117,8 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCls): & 2.38 (3H, s),
4.45 (2H, s), 5.08 (2H, s), 6.48 (1H, s), 7.04 (2H, d, J =9.0 Hz), 7.16 (1H, d, J =6.0
Hz), 7.22-7.32 (3H, m), 7.70 (2H, d, J = 9.0 Hz). C1sH17BrNO: i¢in; HRMS (m/z)
[M+H]* hesaplanan: 358,0443; bulunan: 358,0428.

3-(Bromometil)-5-(4-((4-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 5c)

o-N Br

o
NS
/©/\O

HC

(5-(4-((4-Metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol  (Bilesik 4c)den hareketle
3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 82). Erime
derecesi: 144,3-145,0 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCls): & 2.37 (3H, s),
4.45 (2H, s), 5.08 (2H, s), 6.48 (1H, s), 7.04 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.21 (2H, d, J = 6.0
Hz), 7.33 (2H, d, J = 6.0 Hz), 7.71 (2H, d, J = 9.0 Hz). C1sH17BrNOz2 igin; HRMS
(m/z) [M+H]* hesaplanan: 358,0443; bulunan: 358,0444.
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3-(Bromometil)-5-(4-((3,5-dimetilbenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 5d)

o-N Br

o
~

H.C
3\©/\o

CHs

(5-(4-((3,5-Dimetilbenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 4d)den hareketle
3.1.2.de verilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 91,5).
Erime derecesi: 120,0-122,6 °C. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDClz): 6 2.34 (6H,
S), 4.45 (2H, s), 5.04 (2H, s), 6.48 (1H, s), 6.99 (1H, yayvan s), 7.02-7.07 (4H, m),
7.70 (2H, d, J = 9.0 Hz). C19H19BrNOz2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
372,0599; bulunan: 372,0588.

3-(Bromometil)-5-(4-((2-klorobenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 5e)

o-N Br

e

(5-(4-((2-Klorobenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 4e)den hareketle
3.1.2.de verilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 82,4).
Erime derecesi: 121,5-123,6 °C. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCl3): 8 4.45 (2H,
s), 5.23 (2H, s), 6.50 (1H, s), 7.06 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.28-7.34 (2H, m), 7.41-7.44
(1H, m), 7.53-7.56 (1H, m), 7.72 (2H, d, J = 9.0 Hz). C17H1sBrCINO:2 igin; HRMS
(m/z) [M+H]* hesaplanan: 377,9896; bulunan: 377,9913.
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3-(Bromometil)-5-(4-((3-klorobenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 5f)

(5-(4-((3-Klorobenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol  (Bilesik 4f)den hareketle
3.1.2.de verilen genel sentez yontemi 5a’ya goére sentezlendi (Verim: % 82). Erime
derecesi: 109,2-110,8°C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDClz): & 4.45 (2H, s),
5.10 (2H, s), 6.50 (1H, s), 7.03 (2H, d, I =9.0 Hz), 7.31-7.35 (3H, m), 7.44-7.45 (1H,
m), 7.72 (2H, d, J = 9.0 Hz). C17H14BrCINO: igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
377,9896; bulunan: 377,9894.

3-(Bromometil)-5-(4-((4-klorobenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 5g)

(5-(4-((4-Klorobenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 4g)'den hareketle
3.1.2.'de verilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 76). Erime
derecesi: 170,0-172,5 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCIls): & 4.45 (2H, s),
5.09 (2H, s), 6.49 (1H, s), 7.02 (2H, d, J =9.0 Hz), 7.37 (4H, s), 7.71 (2H,d, J =9.0
Hz). Ci17H14BrCINO2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 377,9896; bulunan:
377,9898.
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2-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 5h)

2-((4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril  (Bilesik  4h)’den
hareketle 3.1.2.de verilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: %
66). Erime derecesi: 171,3-172,0 °C. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCl3): 5 4.46
(2H, s), 5.32 (2H, s), 6.51 (1H, s), 7.08 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.46 (1H, t, J = 7.5 Hz),
7.64 (1H, dd, J = 9.0 Hz, 3.0 Hz), 7.67-7.68 (1H, m), 7.75 (2H, d, J = 9.0 Hz).
C18H14BrN20:2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 369,0239; bulunan: 369,0237.

3-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 5i)

3-((4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 4iyden
hareketle 3.1.2.'de verilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: %
51,8). Erime derecesi: 155,4-155,7 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCl3): &
4.46 (2H, s), 5.15 (2H, s), 6.51 (1H, s), 7.04 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.52 (1H,t,J = 7.5
Hz), 7.63-7.70 (2H, m), 7.71-7.76 (3H, m). C1sH14BrN20:2 igin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 369,0239; bulunan: 369,0238.
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4-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 5j)

4-((4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik  4j)den
hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: %
90,4). Erime derecesi: 157,6-158,6 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCl3): &
4.45 (2H, s), 5.18 (2H, s), 6.51 (1H, s), 7.03 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.56 (2H, d, J = 6.0
Hz), 7.69-7.75 (4H, m). CisH14BrN202 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
369,0239; bulunan: 369,0235.

3-(Bromometil)-5-(4-((2-florobenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 5k)

(5-(4-((2-Florobenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol  (Bilesik 4k)den hareketle
3.1.2.de verilen genel sentez yontemi 5a'ya gore sentezlendi (Verim: % 94,7).
Erime derecesi: 106,1-107,7 °C. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDClz): 8 4.45 (2H,
s), 5.19 (2H, s), 6.49 (1H, s), 7.06 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.10-7.21 (2H, m), 7.30-7.38
(AH, m), 7.48-7.53 (1H, m), 7.72 (2H, d, J = 9.0 Hz). C17H14FBrN20:2 i¢in; HRMS
(m/z) [M+H]* hesaplanan: 362,0192; bulunan: 362,0197.
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3-(Bromometil)-5-(4-((3-florobenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 5I)

O’N\ Br
X~
F /©/K)\/
\©/\O

(5-(4-((3-Florobenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol  (Bilesik 4l)den hareketle
3.1.2.de verilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 80). Erime
derecesi: 113,4-114,4 °C. 1H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCIls): & 4.45 (2H, s),
5.12 (2H, s), 6.49 (1H, s), 7.00-7.07 (3H, m), 7.14-7.22 (2H, m), 7.33-7.40 (1H, m),
7.71 (2H, d, J = 9.0 Hz). C17H14FBrN20:2 i¢in; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
362,0192; bulunan: 362,0199.

3-(Bromometil)-5-(4-((4-florobenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 5m)

(5-(4-((4-Florobenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 4m)den hareketle
3.1.2.de verilen genel sentez yontemi 5a’'ya gore sentezlendi (Verim: % 89,5).
Erime derecesi: 122,5-123,8 °C. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCl3): 8 4.45 (2H,
s), 5.08 (2H, s), 6.49 (1H, s), 7.03 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.10 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.42
(2H,d,J=9.0Hz), 7.71 (2H, d, J = 9.0 Hz). C17H14FBrN20:2 i¢in; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 362,0192; bulunan: 362,0194.



80

3-(Bromometil)-5-(4-((2-metoksibenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 5n)

o-N Br

/©/\>\/
NS

°
: :OCH3

(5-(4-((2-Metoksibenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 4n)'den hareketle
3.1.2.de verilen genel sentez yontemi 5a’'ya goére sentezlendi (Verim: % 85,6).
Erime derecesi: 119,0-119,9 °C. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCIz): & 3.88 (3H,
s), 4.45 (2H, s), 5.17 (2H, s), 6.48 (1H, s), 6.91-7.01 (2H, m), 7.06 (2H, d, J =9.0
Hz), 7.29-7.35 (1H, m), 7.42-7.46 (1H, m), 7.70 (2H, d, J = 9.0 Hz). CisH17BrNO3
icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 374,0392; bulunan: 374,0398.

3-(Bromometil)-5-(4-((3-metoksibenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 50)

o-N Br

@M
=~
H5;CO

3 \©/\O

(5-(4-((3-Metoksibenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 40)'den hareketle
3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 94,6).
Erime derecesi: 105,7-107,9 °C. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDClz): 8 3.82 (3H,
s), 4.45 (2H, s), 5.10 (2H, s), 6.49 (1H, s), 6.86-6.90 (1H, m), 6.98-7.00 (1H, m),
7.04 (2H,d,J=9.0 Hz), 7.31 (1H,t,J = 7.5 Hz), 7.71 (2H, d, = 9.0 Hz) C1sH17BrNO3
icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 374,0392; bulunan: 374,0398.



81

3-(Bromometil)-5-(4-((4-metoksibenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 5p)

(5-(4-((4-Metoksibenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 4p)'den hareketle
3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: % 66). Erime
derecesi: 141,8-142,9 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCls): d 3.82 (3H, s),
4.45 (2H, s), 5.04 (2H, s), 6.48 (1H, s), 6.92 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.04 (2H, d, J = 9.0
Hz), 7.36 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.71 (2H, d, J = 9.0 Hz). C1sH17BrNOs icin; HRMS
(m/z) [M+H]* hesaplanan: 374,0392; bulunan: 374,0397.

3-(Bromometil)-5-(4-((3,5-dimetoksibenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 5r)

-N
=~
H,CO
3 \Qﬂo

OCH,

(5-(4-((3,5-Dimetoksibenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol (Bilesik 4r)den
hareketle 3.1.2.'de verilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: %
87). Erime derecesi: 129,1-130,3 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCI3): 6 3.80
(6H, s), 4.45 (2H, s), 5.06 (2H, s), 6.43 (1H, t, J = 3.0 Hz), 6.49 (1H, s), 6.59 (2H, d,
J = 3.0 Hz), 7.04 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.71 (2H, d, J = 9.0 Hz). C1gH19BrNO3 igin;
HRMS (m/z) [M+H]" hesaplanan: 404,0497; bulunan: 404,0497.
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3-(Bromometil)-5-(4-((3,4,5-trimetoksibenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 5s)

-N
NS
H;CO
’ 0
H,CO

OCHs

(5-(4-((3,4,5-Trimetoksibenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metanol  (Bilesik  4s)’den
hareketle 3.1.2.de verilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi (Verim: %
92). Erime derecesi: 137,1-138,4 °C. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDClz): & 3.86
(3H, s), 3.88 (6H, s), 4.45 (2H, s), 5.04 (2H, s), 6.50 (1H, s), 6.67 (2H, s), 7.06 (2H,
d, J = 9.0 Hz), 7.73 (2H, d, J = 9.0 Hz). C20H21BrNOs igin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 434,0603; bulunan: 434,0600.

Etil 4-(4-hidroksi-3-metilfenil)-2,4-dioksobutanoat (Bilesik 21a)

IO e

HO ©

4-Hidroksi-3-metil asetofenondan hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi
1’e gore sentezlendi (Verim: % 82,3). CAS: 1260804-82-7. Erime derecesi: 142,8-
143,0 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCls): & 1.41 (3H, t, J = 7.5 Hz), 2.32
(3H, s), 4.41 (2H, g, J = 7.0 Hz), 5.69 (1H, yayvan s), 6.87 (1H, d, J = 9.0 Hz), 7.02

(AH, s), 7.79 (1H, dd, J = 9.0 Hz, 3.0 Hz), 7.83 (1H, s), 15.48 (1H, yayvan s).
Ci13H150s igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 251,0919; bulunan: 251,0912.
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Etil 4-(4-hidroksi-2-metilfenil)-2,4-dioksobutanoat (Bilesik 21b)

HO CH °

3

4-Hidroksi-2-metil asetofenondan hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi
1’e gbre sentezlendi (Verim: % 70,6). CAS: 1260784-99-3. Erime derecesi: 96,1-
96,8 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCI3): 8 1.40 (3H, t, J = 7.5 Hz), 2.57 (3H,
s), 4.39 (2H, g, J=7.0 Hz), 5.38 (1H, yayvan s), 6.74 (1H, s), 6.76 (1H, s), 6.86 (1H,
s), 7.65 (1H, d, J=9.0 Hz), 15.30 (1H, yayvan s). Ci3H1s0s igin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 251,0919; bulunan: 251,0912.

Etil 4-(3-floro-4-hidroksifenil)-2,4-dioksobutanoat (Bilesik 21c)

3-Floro-4-hidroksi asetofenondan hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi
1’e gore sentezlendi (Verim: % 80). CAS: 1562210-70-1. Erime derecesi: 126,7-
128,7 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCls): 6 1.42 (3H, t, J = 7.5 Hz), 4.41
(2H, g, J =7.0 Hz), 5.79 (1H, yayvan s), 6.99 (1H, s), 7.11 (1H, t, J = 9.0 Hz), 7.74-
7.81 (2H, m), 15.23 (1H, yayvan s). Ci2H12FOs icin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 255,0669; bulunan: 255,0666.
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Etil 5-(4-hidroksi-3-metilfenil)izoksazol-3-karboksilat (Bilesik 22a)

HO

Etil  4-(4-hidroksi-3-metilfenil)-2,4-dioksobutanoat (Bilesik 21a)tan hareketle
3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 2a’ya gore sentezlendi (Verim: % 92,3). CAS:
2115514-70-8. Erime derecesi: 184,4-185,5 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz,
CDCI3): 6 1.44 (3H, t, J = 6.0 Hz), 2.32 (3H, s), 4.47 (2H, q, J = 6.0 Hz), 5.12 (1H,
s), 6.79 (1H, s), 6.86 (1H, d, J =9.0 Hz), 7.55 (1H, dd, J = 9.0 Hz, 3.0 Hz), 7.59 (1H,
yayvan s). Ci13H14NOas i¢in; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 248,0923; bulunan:
248,0910.

Etil 5-(4-hidroksi-2-metilfenil)izoksazol-3-karboksilat (Bilesik 22b)

CH,

HO

Etil  4-(4-hidroksi-2-metilfenil)-2,4-dioksobutanoat (Bilesik 21b)tan hareketle
3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 2a’ya gore sentezlendi (Verim: % 95). CAS:
2113489-68-0. Erime derecesi: 149,1-149,8 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz,
CDCls): 6 1.44 (3H, t, J = 6.0 Hz), 2.48 (3H, s), 4.48 (2H, g, J = 6.0 Hz), 5.38 (1H,
yayvan s), 6.47 (1H, s), 6.78-6.82 (2H, m), 7.63-7.66 (1H, m). C13H14NOa4 igin; HRMS
(m/z) [M+H]+ hesaplanan: 248,0923; bulunan: 248,0919.
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Etil 5-(3-Floro-4-hidroksifenil)izoksazol-3-karboksilat (Bilesik 22c)

HO

Etil  4-(3-floro-4-hidroksifenil)-2,4-dioksobitanoat (Bilesik 21c)tan hareketle
3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 2a’ya gore sentezlendi (Verim: % 86). CAS:
2116817-81-1. Erime derecesi: 173,9-174,5 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz,
CDCls): § 1.44 (3H, t, J = 7.5 Hz), 4.47 (2H, q, J = 7.0 Hz), 5.53 (1H, d, J = 3.0 Hz),
6.82 (1H, s), 7.12 (1H,t, J = 9.0 Hz), 7.51 (1H, d, J = 6.0 Hz), 7.56 (1H, dd, J = 9.0
Hz, 3.0 Hz). C12H11FNOa4 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 252,0672; bulunan:
252,0669.

Etil 5-(2-floro-4-hidroksifenil)izoksazol-3-karboksilat (Bilesik 22d)

Etil 5-(2-floro-4-metoksifenil)izoksazol-3-karboksilat (Bilesik 28)'tan hareketle
3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 2b’ye gore sentezlendi (Verim: % 87,3). CAS:
2122483-37-6. Erime derecesi: 161,0-161,9 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz,
CDCls): 6 1.44 (3H, t, J = 6.0 Hz), 4.47 (2H, g, J = 6.0 Hz), 5.80 (1H, yayvan s),
6.72-6.81 (2H, m), 6.98 (1H, d, J = 3.0 Hz), 7.86 (1H, t, J = 9.0 Hz). C12H11FNOa4
icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 252,0672; bulunan: 252,0669.
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4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)-2-metilfenol (Bilesik 23a)

o-N  OH
H3CI>A)\/
HO
Etil 5-(4-hidroksi-3-metilfenil)izoksazol-3-karboksilat (Bilesik 22a)'tan hareketle
3.1.2.de verilen genel sentez yontemi 3’e gore sentezlendi (Verim: % 54). Erime
derecesi: 168,5 °C (dekompoze). *H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 5 2.18
(3H, s), 4.51 (2H, d, J = 6.0 Hz), 5.48 (1H, t, J = 6.0 Hz), 6.71 (1H, s), 6.88 (1H, d,

J=9.0 Hz), 7.51 (1H, dd, J = 9.0 Hz, 3.0 Hz), 7.59 (1H, s), 9.94 (1H, s). C11H12NOs3
icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 206,0817; bulunan: 206,0810.

4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)-3-metilfenol (Bilesik 23b)

o-N  OH

sall
=
HO CH

3

Etil 5-(4-hidroksi-2-metilfenil)izoksazol-3-karboksilat (Bilesik 22b)'tan hareketle
3.1.2.de verilen genel sentez yontemi 3’e gore sentezlendi (Verim: % 90). Erime
derecesi: 173,1-174,8 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): 5 2.38 (3H, s),
4.54 (2H, d, J=3.0 Hz), 5.49 (1H, t, J = 6.0 Hz), 6.57 (1H, s), 6.72 (2H, s), 6.75 (1H,
s), 9.91 (1H, s). C11H12NOs igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 206,0817;
bulunan: 206,0812.
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2-Floro-4-(3-(hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 23c)

o-N OH
sond
HO
Etil 5-(3-Floro-4-hidroksifenil)izoksazol-3-karboksilat (Bilesik 22c)tan hareketle
3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi 3’e gore sentezlendi (Verim: % 66,1). Erime
derecesi: 178,4-179,0 °C. IH-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): & 4.52 (2H, d,
J=6.0 Hz), 5.52 (1H, t, J = 6.0 Hz), 6.86 (1H, s), 7.07 (1H, t, J = 9.0 Hz), 7.50-7.54

(A1H, m), 7.68 (1H, d, J =9.0 Hz), 10.53 (1H, s). C10H9FNOs i¢cin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 210,0566; bulunan: 210,0565.

2-Floro-4-(3-(hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 23d)

O’Q OH
w
HO F

Etil 5-(2-floro-4-hidroksifenil)izoksazol-3-karboksilat (Bilesik 22d)tan hareketle
3.1.2.de verilen genel sentez yontemi 3’e gore sentezlendi (Verim: % 71). Erime
derecesi: 209,6-210,2 °C. IH-NMR Spektrumu (300 MHz, DMSO-ds): & 4.51 (2H, d,
J=6.0Hz),5.49 (1H, t, J =6.0 Hz), 6.60 (1H, d, J =3.0 Hz), 6.71-6.76 (2H, m), 7.70
(1H, t, 3 =9.0 Hz), 10.55 (1H, s). C10H9FNO3 i¢in; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
210.0566, bulunan: 210.0569.
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3-((4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)-2-metilfenoksi)metil)benzonitril (Bilesik
24a)

o-N OH

\
H3cw
NC
\©/\O

4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)-2-metilfenol (Bilesik 23a) ve 3-siyanobenzil
bromurden hareketle 3.1.2.'de verilen genel sentez yontemi 4’e gore sentezlendi
(Verim: % 95). Erime derecesi: 131,8-132,2 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz,
CDCls): 6 2.18 (1H, t, J = 6.0 Hz), 2.34 (3H, s), 4.80 (2H, d, J = 6.0 Hz), 5.15 (2H,
s), 6.47 (1H, s), 6.89 (1H, d, J =9.0 Hz), 7.50-7.76 (6H, m). C19H17N203 i¢in; HRMS
(m/z) [M+H]* hesaplanan: 321,1239; bulunan: 321,1238.

3-((4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)-3-metilfenoksi)metil)benzonitril (Bilesik
24b)

-N

NS
4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)-3-metilfenol  (Bilesik 23b) ve 3-siyanobenzil
bromurden hareketle 3.1.2.°de verilen genel sentez yontemi 4’e gore sentezlendi
(Verim: % 91). Erime derecesi: 140,0-141,8 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz,
CDCIz): 6 1.98 (1H, t, J = 6.0 Hz), 2.50 (3H, s), 4.83 (2H, d, J = 6.0 Hz), 5.14 (2H,
s), 6.41 (1H, s), 6.86-6.91 (2H, m), 7.52 (1H, t, J = 9.0 Hz), 7.66 (3H, t, J = 9.0 Hz),

7.76 (1H, yayvan s). C19H17N20s3 i¢in; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 321,1239;
bulunan: 321,1238.
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3-((2-Floro-4-(3-(hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik
24c)

O’N OH
NC
\©/\O

2-Floro-4-(3-(hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 23c) ve 3-siyanobenzil
bromurden hareketle 3.1.2.'de verilen genel sentez yontemi 4’e gore sentezlendi
(Verim: % 84,2). Erime derecesi: 134,6-135,7 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz,
CDCls): 6 1.78 (1H, yayvan s), 4.80 (2H, s), 5.21 (2H, s), 6.50 (1H, s), 7.05 (1H, t, J
= 9.0 Hz), 7.49-7.55 (3H, m), 7.63-7.71 (2H, m), 7.76 (1H, s). CisH15sFN203 igin;
HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 325,0988; bulunan: 325,0982.

3-((3-Floro-4-(3-(hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik
24d)

o-N OH

w
=

N

C[jo F

2-Floro-4-(3-(hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 23d) ve 3-siyanobenzil
bromurden hareketle 3.1.2.°de verilen genel sentez yontemi 4’e gore sentezlendi
(Verim: % 66). Erime derecesi: 143,6-145,8 °C. 1H-NMR Spektrumu (300 MHz,
CDCIz): 6 2.03 (1H, t, J = 6.0 Hz), 4.83 (2H, d, J = 6.0 Hz), 5.14 (2H, s), 6.67 (1H,
d, J = 3.0 Hz), 6.80 (1H, dd, J = 9.0 Hz, 3.0 Hz), 6.88 (1H, dd, J = 9.0 Hz, 3.0 Hz),
7.53 (1H, t, J = 7.5 Hz), 7.65-7.69 (2H, m), 7.75 (1H, s), 7.89 (1H, t, J = 9.0 Hz).
C18H15FN20s3 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 325,0988; bulunan: 325,0986.
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3-((4-(3-(Klorometil)izoksazol-5-il)-2-metilfenoksi)metil)benzonitril (Bilesik
25a)

o-N Cl

\
H3Cw
NC
\O/\O

3-((4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)-2-metilfenoksi)metil)benzonitril (Bilesik
24a)’den hareketle 3.1.2.°de verilen genel sentez yontemi 5b’ye gore sentezlendi
(Verim: % 82,3). Erime derecesi: 144,4-145,0 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz,
CDCls): 6 2.35 (3H, s), 4.62 (2H, s), 5.10 (2H, s), 6.52 (1H, s), 6.90 (1H, d, J =9.0
Hz), 7.53 (1H, t, J = 7.5 Hz), 7.59-7.70 (4H, m), 7.76 (1H, s). C1sH16CIN20; icin;
HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 339,0900; bulunan: 339,0892.

3-((4-(3-(Klorometil)izoksazol-5-il)-3-metilfenoksi)metil)benzonitril (Bilesik
25b)

-N

NS
NC\OAO CH,
3-((4-(3-(Hidroksimetil)izoksazol-5-il)-3-metilfenoksi)metil)benzonitril (Bilesik
24b)den hareketle 3.1.2.°de verilen genel sentez yontemi 5b’ye goére sentezlendi
(Verim: % 92). Erime derecesi: 138,2-139,3 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz,
CDClIs): 8 2.50 (3H, s), 4.65 (2H, s), 5.13 (2H, s), 6.45 (1H, s), 6.87 (1H, d, J = 3.0
Hz), 6.90 (2H, s), 7.52 (1H, t, J = 7.5 Hz), 7.66 (2H, t, J = 9.0 Hz), 7.76 (1H, s).
C19H16CIN202 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 339,0900; bulunan: 339,0899.
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3-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)-2-florofenoksi)metil)benzonitril  (Bilesik
25¢)

3-((2-Floro-4-(3-(hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil )benzonitril (Bilesik
24c)’den hareketle 3.1.2.de verilen genel sentez yontemi 5a’ya gore sentezlendi
(Verim: % 52). Erime derecesi: 164,3-165,7 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz,
CDCls): 6 4.45 (2H, s), 5.22 (2H, s), 6.53 (1H, s), 7.06 (1H, t, J = 9.0 Hz), 7.49-7.56
(3H, m), 7.64-7.72 (2H, m), 7.77 (1H, s). CisH13BrFN20: i¢in; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 387,0144; bulunan: 387,0146.

3-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)-3-florofenoksi)metil)benzonitril  (Bilesik
25d)
-N
w
NS
NC\OAO =

3-((3-Floro-4-(3-(hidroksimetil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik

Br

24d)’den hareketle 3.1.2.°de verilen genel sentez yontemi 5a’ya goére sentezlendi
(Verim: % 89). Erime derecesi: 166,6-167,4 °C. 'H-NMR Spektrumu (300 MHz,
CDCIz): 6 4.47 (2H, s), 5.14 (2H, s), 6.69 (1H, d, J = 6.0 Hz), 6.81 (1H, dd, J = 9.0
Hz, 3.0 Hz), 6.88 (1H, dd, J = 9.0 Hz, 3.0 Hz), 7.54 (1H, t, J = 7.5 Hz), 7.65-7.68
(2H, m), 7.75 (1H, s), 7.89 (1H, t, J = 7.5 Hz). CisH13BrFN202 i¢in; HRMS (m/z)
[M+H]* hesaplanan: 387,0144; bulunan: 387,0138.
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Etil 4-(2-floro-4-metoksifenil)-2,4-dioksobutanoat (Bilesik 27)

0O O

(0]
HaCO F

2-Floro-4-metoksi asetofenondan hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi
1’e gore sentezlendi (Verim % 91,2). CAS: 1667751-32-7. Erime derecesi: 81,3-
82,2 °C.H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDCI3): 5 1.40 (3H, t, J = 7.5 Hz), 3.89 (3H,
s), 4.39 (2H, q, J = 7.0 Hz), 6.65 (1H, dd, J = 9.0 Hz, 3.0 Hz), 6.81 (1H, dd, J =9.0
Hz, 3.0 Hz), 7.09 (1H, s), 7.96 (1H, t, J = 9.0 Hz), 15.33 (1H, yayvan s). Ci3H14FOs
icin; HRMS (m/z) [M+H]+ hesaplanan: 269,0825; bulunan: 269,0820.

Etil 5-(2-floro-4-metoksifenil)izoksazol-3-karboksilat (Bilesik 28)

HsCO

Etil 4-(2-floro-4-metoksifenil)-2,4-dioksobutanoat (Bilesik 27)’tan hareketle 3.1.2.’de
verilen genel sentez yontemi 2a’ya gore sentezlendi (Verim % 85,3). CAS: 1126636-
60-9. Erime derecesi: 101,7-102,5 °C. *H-NMR Spektrumu (300 MHz, CDClz): &
1.44 (3H,t,J=7.5Hz), 3.87 (3H, s), 4.47 (2H, q, J = 6.0 Hz), 6.75 (1H, dd, J = 12.0
Hz, 3.0 Hz), 6.83 (1H, dd, J = 9.0 Hz, 3.0 Hz), 6.98 (1H, d, J = 3.0 Hz), 7.89 (1H, t,
J = 9.0 Hz). C13H13FNO4igin; HRMS (m/z) [M+H]+ hesaplanan: 266,0829; bulunan:
266,0836.
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5-(4-((2-Metilbenzil)oksi)fenil)-3-((4-(4-(triflorometil)benzil)piperazin-1-
ilmetil)izoksazol (Bilesik 6a)

-N
O\
N

S

3

3-(Bromometil)-5-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol  (Bilesik 5a) ve 4-
(triflorometil)benzil piperazinden hareketle 3.1.2.°de verilen genel sentez yontemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: % 49).
Erime derecesi: 124,6-126,2 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDCls): d 2.38 (3H, s), 2.50 (4H, yayvan s), 2.57
(4H, yayvan s), 3.56 (2H, s), 3.64 (2H, s), 5.08 (2H, s), 6.43 (1H, s), 7.05 (2H, d, J
= 8.6 Hz), 7.22-7.27 (3H, m), 7.39-7.45 (3H, m), 7.56 (2H, d, J = 8.0 Hz), 7.71 (2H,
d, J = 8.6 Hz).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCl3): & 18.90, 52.98, 53.08, 53.40, 62.36, 68.74,
98.32, 115.19, 120.61, 124.25 (q, WJcr = 269,9 Hz), 125.16 (q, 3Jcr = 3.8 Hz),
126.11, 127.41, 128.50, 128.63, 129.18, 129.34 (q, 2Jcr = 31.5 Hz), 130.52, 134.23,
136.71, 142.46, 160.34, 161.77, 169.88.

C30H31F3N30z2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 522,2368; bulunan: 522,2374.
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5-(4-((3-Metilbenzil)oksi)fenil)-3-((4-(4-(triflorometil)benzil)piperazin-1-
il)metil)izoksazol (Bilesik 6b)

-N
O\
SN

oI

3-(Bromometil)-5-(4-((3-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol  (Bilesik 5b) ve 4-
(triflorometil)benzil piperazinden hareketle 3.1.2.°de verilen genel sentez yontemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: % 74,5).
Erime derecesi: 131,5-133,4 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDCls): d 2.38 (3H, s), 2.50 (4H, yayvan s), 2.57
(4H, yayvan s), 3.56 (2H, s), 3.63 (2H, s), 5.07 (2H, s), 6.43 (1H, s), 7.03 (2H, d, J
=9.2 Hz), 7.15 (1H, d, J = 7.6 Hz), 7.22-7.31 (3H, m), 7.43 (2H, d, J = 7.6 Hz), 7.56
(2H,d,J=7.6 Hz), 7.70 (2H, d, J = 9.2 Hz).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCls): & 21.41, 52.98, 53.07, 53.39, 62.35, 70.18,
98.29, 115.26, 150.55, 124.25 (q, Xc.r = 269.8 Hz), 124.58, 125.15 (q, 3Jc.r = 3.8
Hz), 127.37, 128.22, 128.58, 128.95, 129.18, 129.33 (q, 2Jcr = 30.5 Hz), 136.30,
138.41, 142.45, 160.27, 161.76, 169.88.

C30H31F3N30z2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 522,2368; bulunan: 522,2365.
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5-(4-((4-Metilbenzil)oksi)fenil)-3-((4-(4-(triflorometil)benzil)piperazin-1-
il)metil)izoksazol (Bilesik 6¢c)

o-N

o

IO
H3C \\Q\CFS

3-(Bromometil)-5-(4-((4-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol  (Bilesik 5c) ve 4-
(triflorometil)benzil piperazinden hareketle 3.1.2.°de verilen genel sentez yontemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: % 39).
Erime derecesi: 159,2-169,0 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDCls): d 2.36 (3H, s), 2.50 (4H, yayvan s), 2.57
(4H, yayvan s), 3.56 (2H, s), 3.63 (2H, s), 5.07 (2H, s), 6.42 (1H, s), 7.03 (2H, d, J
= 8.8 Hz), 7.20 (2H, d, J = 8.0 Hz), 7.32 (2H, d, J = 8.0 HZ), 7.43 (2H, d, J = 7.8 H2),
7.56 (2H, d, J = 7.8 HZ), 7.69 (2H, d, J = 8.8 Hz).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDClz): & 21.18, 52.94, 53.04, 53.36, 62.32, 70.04,
98.27, 115.25, 120.47, 124.23 (q, Mcr = 270.5 Hz), 125.15 (q, 3Jcr = 3.5 Hz),
127.35, 127.60, 129.18, 129.32 (q, 2Jc.r = 31.5 Hz), 129.34, 133.34, 138.00, 142.39,
160.26, 161.70, 169.89.

C30H31F3N30z2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 522,2368; bulunan: 522,2363.
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5-(4-((3,5-Dimetilbenzil)oksi)fenil)-3-((4-(4-(triflorometil)benzil)piperazin-1-
il)metil)izoksazol (Bilesik 6d)

3-(Bromometil)-5-(4-((3,5-dimetilbenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 5d) ve 4-
(triflorometil)benzil piperazinden hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: % 86).

Erime derecesi: 111,8-112,8 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDCls): d 2.33 (6H, s), 2.49 (4H, yayvan s), 2.57
(4H, yayvan s), 3.56 (2H, s), 3.63 (2H, s), 5.03 (2H, s), 6.42 (1H, s), 6.98 (1H, ),
7.02-7.04 (4H, m), 7.43 (2H, d, J = 7.6 Hz), 7.56 (2H, d, J = 7.6 HZ), 7.70 (2H, d, J
= 8.8 H2).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCls): & 21.29, 52.99, 53.08, 53.40, 62.36, 70.26,
98.28, 115.25, 150.50, 124.20 (q, YJcr = 270.0 Hz), 125.16 (g, 3Jcr = 3.8 Hz),
125.39, 127.38, 129.18, 129.70 (q, 2c.r = 31.5 Hz), 129.86, 136.24, 138.32, 142.46,
160.35, 161.77, 169.91.

C31H32F3N30z2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 536,2525; bulunan: 536,2534.
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5-(4-((2-Klorobenzil)oksi)fenil)-3-((4-(4-(triflorometil)benzil)piperazin-1-
il)metil)izoksazol (Bilesik 6e)

-N
o\
SN

SO 5
o N,

3-(Bromometil)-5-(4-((2-klorobenzil)oksi)fenil)izoksazol  (Bilesik 5e) ve 4-
(triflorometil)benzil piperazinden hareketle 3.1.2.°de verilen genel sentez yontemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: % 59).
Erime derecesi: 127,9-128,5 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDClz): & 2.50 (4H, yayvan s), 2.57 (4H, yayvan s),
3.56 (2H, s), 3.64 (2H, s), 5.22 (2H, s), 6.44 (1H, s), 7.04 (2H, d, J = 8.6 Hz), 7.27-
7.32 (2H, m), 7.40-7.44 (3H, m), 7.53-7.57 (3H, m), 7.71 (2H, d, J = 8.6 Hz).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCls): & 52.99, 53.08, 53.39, 62.36, 67.22, 98.42,
115.28, 120.86, 124.25 (g, Mcr = 270.0 Hz), 125.17 (q, 3Jcr = 3.6 Hz), 127.04,
127.45,128.77,128.19, 129.21, 129.34 (q, 2Jcr = 30.8 Hz), 129.49, 132.66, 134.16,
142.47,159.91, 161.79, 169.79.

C29H28CIF3N3O2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 542,1822; bulunan:
542,1813.
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5-(4-((3-Klorobenzil)oksi)fenil)-3-((4-(4-(triflorometil)benzil)piperazin-1-
il)metil)izoksazol (Bilesik 6f)

-N
O\
SN

b N

3-(Bromometil)-5-(4-((3-klorobenzil)oksi)fenil)izoksazol ~ (Bilesik 5f) ve 4-
(triflorometil)benzil piperazinden hareketle 3.1.2.°de verilen genel sentez yontemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: % 84,2).
Erime derecesi: 117,4-118,0 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDClz): & 2.50 (4H, yayvan s), 2.57 (4H, yayvan s),
3.56 (2H, s), 3.63 (2H, s), 5.09 (2H, s), 6.43 (1H, s), 7.02 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.31-
7.32 (3H, m), 7.42-7.44 (3H, m), 7.56 (2H, d, J = 8.0 Hz), 7.71 (2H, d, J = 9.0 Hz).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCls): & 52.97, 53.07, 53.37, 62.35, 69.22, 98.43,
115.24, 120.87, 124.24 (q, YJcr = 269.9 Hz), 125.19 (q, 3Jcr = 3.6 Hz), 125.33,
127.41,127.44, 128.30, 129.18, 129.33 (q, 2Jc.F = 30.7 Hz), 129.95, 134.63, 138.48,
142.44, 159.84, 161.79, 169.73.

C29H28CIF3N3O2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 542,1822; bulunan:
542,1836.
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5-(4-((4-Klorobenzil)oksi)fenil)-3-((4-(4-(triflorometil)benzil)piperazin-1-
il)metil)izoksazol (Bilesik 6g)

-N
O\
SN

eads
CV@A \\©\0F3

3-(Bromometil)-5-(4-((4-klorobenzil)oksi)fenil)izoksazol ~ (Bilesik 5g) ve 4-
(triflorometil)benzil piperazinden hareketle 3.1.2.°de verilen genel sentez yontemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: % 62,1).
Erime derecesi: 158,8-159,0 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDClz): 8 2.50 (4H, yayvan s), 2.57 (4H, yayvan s),
3.55 (2H, s), 3.63 (2H, s), 5.07 (2H, s), 6.43 (1H, s), 7.01 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.36
(4H, s), 7.43 (2H, d, J = 8.0 Hz), 7.56 (2H, d, J = 8.0 Hz), 7.70 (2H, d, J = 9.0 Hz).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCls): & 52.94, 53.05, 53.36, 63.33, 69.29, 98.40,
115.23, 120.79, 124.23 (q, Ycr = 270.1 Hz), 125.15 (q, 3Jcr = 3.9 Hz), 127.41,
128.75, 128.85, 129.17, 129.33 (q, 2Jc.F = 32.0 Hz), 133.99, 134.89, 142.40, 159.89,
161.75, 169.74.

C29H28CIF3N3O2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 542,1822; bulunan:
542,1827.
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2-((4-(3-((4-(4-(Triflorometil)benzil)piperazin-1-il)metil)izoksazol-5-
il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 6h)

-N
o\
SN

' )
o N,

2-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril  (Bilesik 5h) ve 4-
(triflorometil)benzil piperazinden hareketle 3.1.2.°de verilen genel sentez yontemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: % 75,9).
Erime derecesi: 148,9-151,2 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDClz): & 2.50 (4H, yayvan s), 2.57 (4H, yayvan s),
3.56 (2H, s), 3.64 (2H, s), 5.31 (2H, s), 6.45 (1H, s), 7.07 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.42-
7.48 (3H, m), 7.56 (2H, d, J = 7.6 Hz), 7.62-7.69 (3H, m), 7.73 (2H, d, J = 9.0 Hz).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCls): & 52.99, 53.09, 53.38, 62.36, 67.63, 98.59,
111.24, 115.32, 116.98, 121.28, 124.26 (q, Jc-r = 270.6 Hz), 125.16 (q, 3Jc-r = 3.9
Hz), 127.52, 128.46, 129.19, 129.34 (q, 2Jcr = 29.5 Hz), 132.99, 133.15, 140.01,
142.46, 142.48, 159.51, 161.83, 169.64.

C30H28F3N4Oz2 i¢in; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 533,2164; bulunan: 533,2161.
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3-((4-(3-((4-(4-(Triflorometil)benzil)piperazin-1-il)metil)izoksazol-5-
il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 6i)

o

NC
\©/\O
\\Q\Cﬁ

3-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril  (Bilesik 5i) ve 4-
(triflorometil)benzil piperazinden hareketle 3.1.2.°de verilen genel sentez yontemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: % 85).
Erime derecesi: 164,9-166,0 °C.

!H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDClz): & 2.50 (4H, yayvan s), 2.57 (4H, yayvan s),
3.56 (2H, s), 3.64 (2H, s), 5.15 (2H, s), 6.45 (1H, s), 7.03 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.44
(2H, d, J = 8.0 Hz), 7.50-7.54 (1H, m), 7.56 (2H, d, J = 8.0 Hz), 7.64-7.69 (2H, m),
7.73 (2H, d, J =8.8 Hz), 7.75 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCls): & 52.96, 53.07, 53.36, 62.34, 68.72, 98.56,
112.90, 115.20, 118.52, 121.16, 124.30 (q, XJcr = 270.0 Hz), 125.15 (q, 3JcF = 3.9
Hz), 127.51, 129.18, 129.34 (q, 2Jcr = 32.0 Hz), 129.50, 130.69, 131.45, 131.75,
138.09, 142.43, 159.52, 161.82, 169.59.

C30H28F3N4Oz2 i¢in; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 533,2164; bulunan: 533,2158.
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4-((4-(3-((4-(4-(Triflorometil)benzil)piperazin-1-il)metil)izoksazol-5-
il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 6j)

o-N

o

o

4-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril  (Bilesik 5j)) ve 4-
(triflorometil)benzil piperazinden hareketle 3.1.2.°de verilen genel sentez yontemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: % 75,3).
Erime derecesi: 140,2-141,8 °C.

!H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDClz): & 2.50 (4H, yayvan s), 2.57 (4H, yayvan s),
3.56 (2H, s), 3.63 (2H, s), 5.17 (2H, s), 6.44 (1H, s), 7.01 (2H, d, J = 8.4 Hz), 7.43
(2H, d, J = 8.0 Hz), 7.54-7.56 (4H, m), 7.68-7.73 (4H, m).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCls): & 53.16, 53.28, 53.57, 62.55, 69.17, 98.76,
112.18, 115.41, 118.77, 121.37, 124.44 (q, Lcr = 270.0 Hz), 125.36 (q, 3Jcr= 3.8
Hz), 127.71, 127.77, 129.38, 129.54 (q, 2Jcr = 31.5 Hz), 132.69, 142.05, 142.62,
159.73, 162.02, 169.78.

C3o0H28F3N4Oz2 i¢in; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 533,2164; bulunan: 533,2177.
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5-(4-((2-Florobenzil)oksi)fenil)-3-((4-(4-(triflorometil)benzil)piperazin-1-
il)metil)izoksazol (Bilesik 6k)

-N
o\
SN

ealy
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3-(Bromometil)-5-(4-((2-florobenzil)oksi)fenil)izoksazol ~ (Bilesik 5k) ve 4-
(triflorometil)benzil piperazinden hareketle 3.1.2.°de verilen genel sentez yontemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: % 79,5).
Erime derecesi: 137,6-138,0 °C.

!H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDClz): & 2.50 (4H, yayvan s), 2.57 (4H, yayvan s),
3.56 (2H, s), 3.63 (2H, s), 5.18 (2H, s), 6.43 (1H, s), 7.05 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.07-
7.13 (1H, m), 7.15-7.19 (1H, m), 7.30-7.36 (1H, m), 7.43 (2H, d, J = 7.6 Hz), 7.50
(1H,td, J=7.6 Hz, 1.6 Hz), 7.55 (2H, d, J = 7.6 Hz), 7.72 (2H, d, J = 8.8 Hz).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCls): & 52.98, 53.07, 53.38, 62.35, 63.79 (d, 3Jc.
F = 4.4 Hz), 98.39, 115.21, 115.44 (d, 2Jcr = 20.5 Hz), 120.80, 123.59 (d, 2JcF =
14.1 Hz), 124.24 (q, YJcr = 270.6 Hz), 124.33 (d, “Jcr = 3.9 Hz), 125.15 (q, 3Jcr =
3.6 Hz), 127.41, 129.18, 129.33 (q, 2Jcr = 30.7 Hz), 129.67 (d, *Jcr = 3.9 Hz),
129.95 (d, 3Jc = 8.4 Hz), 142.45, 159.94, 160.50 (d, MJc.r = 245.5 Hz), 161.73 (d,
3)cr = 8.4 Hz), 169.79.

C29H28F4N30:2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 526,2118; bulunan: 526,2123.
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5-(4-((3-Florobenzil)oksi)fenil)-3-((4-(4-(triflorometil)benzil)piperazin-1-
il)metil)izoksazol (Bilesik 6l)

o-N

o

3-(Bromometil)-5-(4-((3-florobenzil)oksi)fenil)izoksazol  (Bilesik  5I) ve 4-
(triflorometil)benzil piperazinden hareketle 3.1.2.°de verilen genel sentez yontemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: % 71,2).
Erime derecesi: 112,6-113,1 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDClz): & 2.50 (4H, yayvan s), 2.57 (4H, yayvan s),
3.56 (2H, s), 3.63 (2H, s), 5.11 (2H, s), 6.43 (1H, s), 7.00-7.04 (3H, m), 7.15-7.21
(2H, m), 7.33-7.39 (1H, m), 7.43 (2H, d, J = 7.8 Hz), 7.56 (2H, d, J = 7.8 Hz), 7.70
(2H, d, J = 8.8 Hz).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCls): & 52.96, 53.06, 53.37, 62.34, 69.24 (d, 4Jc.
F = 1.5 Hz), 98.42, 114.21 (d, 2Jcr = 22.1 Hz), 115.02 (d, 2Jc.r = 21.3 Hz), 115.24,
120.84, 122.69 (d, 4Jcr = 2.3 Hz), 124.24 (q, Ycr = 269.8 Hz), 125.15 (g, 3JcF =
3.8 Hz), 127.43, 129.18, 129.33 (q, 2Jcr = 30.5 Hz), 130.23 (d, 3Jcr = 7.6 Hz),
139.01 (d, 3Jcr = 6.8 Hz), 142.43, 159.86, 161.77, 163.00 (d, Wcr = 246.1 Hz),
169.74.

C29H28F4N30:2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 526,2118; bulunan: 526,2113.
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5-(4-((4-Florobenzil)oksi)fenil)-3-((4-(4-(triflorometil)benzil)piperazin-1-

il)metil)izoksazol (Bilesik 6m)

o-N

o

3-(Bromometil)-5-(4-((4-florobenzil)oksi)fenil)izoksazol  (Bilesik 5m) ve 4-
(triflorometil)benzil piperazinden hareketle 3.1.2.°de verilen genel sentez yontemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: % 84,2).
Erime derecesi: 155,7-156,1 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDClz): & 2.50 (4H, yayvan s), 2.57 (4H, yayvan s),
3.56 (2H, s), 3.63 (2H, s), 5.06 (2H, s), 6.43 (1H, s), 7.02 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.08
(2H, t, J = 8.6 Hz), 7.39-7.44 (4H, m), 7.56 (2H, d, J = 7.6 Hz), 7.70 (2H, d, J = 8.8
Hz).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCla): & 52.94, 53.05, 53.36, 62.33, 69.42, 98.38,
115.22, 115.59 (d, 2Jc.r = 21.8 Hz), 120.72, 124.23 (g, LJcr = 270.6 Hz), 125.15 (q,
3JcF = 3.9 Hz), 127.40, 129.18, 129.32 (q, 2Jcr = 32.0 Hz), 129.34 (d, 3Jcr = 8.3
Hz), 132.15 (d, 4Jc.r = 3.2 Hz), 142.40, 159.99, 161.74, 162.59 (d, YJc.r = 245.6 Hz),
169.77.

C29H28F4N30:2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 526,2118; bulunan: 526,2112.
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5-(4-((2-Metoksibenzil)oksi)fenil)-3-((4-(4-triflorometilbenzil)piperazin-1-
il)metil)izoksazol (Bilesik 6n)

-N
o\
SN
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3-(Bromometil)-5-(4-((2-metoksibenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 5n) ve 4-
(triflorometil)benzil piperazinden hareketle 3.1.2.°de verilen genel sentez yontemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: % 91).
Erime derecesi: 113,2-113,9 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDClz): & 2.50 (4H, yayvan s), 2.57 (4H, yayvan s),
3.56 (2H, s), 3.63 (2H, s), 3.87 (3H, s), 5.16 (2H, s), 6.42 (1H, s), 6.92 (1H, d, J =
8.0 Hz), 6.98 (1H, td, J = 8.0 Hz, 0.8 Hz), 7.05 (2H, d, J = 8.6 Hz), 7.31 (1H, td, J =
8.0 Hz, 2.0 Hz), 7.42-7.44 (3H, m), 7.56 (2H, d, J =8.0 Hz), 7.69 (2H, d, J = 8.6 Hz).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, DMSO-ds): & 52.45, 52.49, 55.46, 61.22, 64.82,
99.04, 110.96, 115.27, 119.73, 120.31, 124.16, 124.35 (g, 1Jcr = 270.5 Hz), 125.02
(9, 3Jcr = 3.8 Hz), 127.28, 127.57 (q, 2Jc.r = 31.2 Hz), 129.29, 129.35, 129.58,
143.27, 157.00, 159.99, 161.75, 168.90.

C30H31F3N30s3 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 538,2318; bulunan: 538,2319.
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5-(4-((3-Metoksibenzil)oksi)fenil)-3-((4-(4-triflorometilbenzil)piperazin-1-
ilmetil)izoksazol (Bilegik 60)

o h
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3-(Bromometil)-5-(4-((3-metoksibenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 50) ve 4-
(triflorometil)benzil piperazinden hareketle 3.1.2.°de verilen genel sentez yontemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: % 82).
Erime derecesi: 100,8-110,1 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDClz): & 2.50 (4H, yayvan s), 2.57 (4H, yayvan s),
3.56 (2H, s), 3.63 (2H, s), 3.82 (3H, s), 5.09 (2H, s), 6.42 (1H, s), 6.87 (1H, dd, J =
8.4 Hz, 2.0 Hz), 6.98-7.04 (4H, m), 7.31 (1H, t, J = 7.8 Hz), 7.43 (2H, d, J = 7.8 Hz),
7.56 (2H, d, J=7.8 Hz), 7.70 (2H, d, J = 8.8 Hz).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCls): & 98.32, 112.94, 113.59 115.27, 119.58,
120.62, 124.24 (g, Mcr = 270.6 Hz), 125.15 (q, 3Jcr = 3.6 Hz), 127.38, 129.18,

129.33(q, 2Jcr =30.7 Hz), 129.74, 138.00, 142.45, 159.90, 160.14, 161.76, 169.85.

C30H31F3N30s3 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 538,2318; bulunan: 538,2322.
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5-(4-((4-Metoksibenzil)oksi)fenil)-3-((4-(4-triflorometilbenzil)piperazin-1-
il)metil)izoksazol (Bilesik 6p)

o-N

sale

o
HyCO \\QCFs

3-(Bromometil)-5-(4-((4-metoksibenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilegsik 5p) ve 4-
(triflorometil)benzil piperazinden hareketle 3.1.2.°de verilen genel sentez yontemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: % 82).
Erime derecesi: 161,9-162,7 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDClz): & 2.50 (4H, yayvan s), 2.57 (4H, yayvan s),
3.56 (2H, s), 3.63 (2H, s), 3.82 (3H, s), 5.04 (2H, s), 6.42 (1H, s), 6.93 (2H, d, J =
9.0 Hz), 7.03 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.36 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.43 (2H, d, J = 8.0 Hz),
7.56 (2H, d, J = 8.0 Hz), 7.69 (2H, d, J = 9.0 Hz).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCls): & 52.97, 53.06, 53.38, 55.30, 62.34, 69.91,
98.27, 114.08, 115.26, 120.48, 124.23 (q, YJc.r = 270.5 Hz), 125.14 (q, 3Jcr = 3.8
Hz), 127.34, 128.38, 129.16, 129.25, 129.31 (q, 2Jc.r = 31.0 Hz), 142.44, 159.61,
160.26, 161.75, 169.88.

C30H31F3N30s3 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 538,2318; bulunan: 538,2318.
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5-(4-((3,5-Dimetoksibenzil)oksi)fenil)-3-((4-(4-(triflorometil)benzil)piperazin-1-
illmetil)izoksazol (Bilesik 6r)
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3-(Bromometil)-5-(4-((3,5-dimetoksibenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 5r) ve 4-
(triflorometil)benzil piperazinden hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: % 76).
Erime derecesi: 111,3-113,8 °C.

H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDClz):  2.50 (4H, yayvan s), 2.57 (4H, yayvan s),
3.56 (2H, s), 3.63 (2H, s), 3.80 (6H, s), 5.05 (2H, s), 6.41-6.43 (2H, m), 6.58 (2H, d,
J =2.4Hz), 7.02 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.43 (2H, d, J = 7.8 Hz), 7.56 (2H, d, J = 7,8
Hz), 7.69 (2H, d, J = 9.0 Hz).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCla): & 52.97, 53.07, 53.38, 55.36, 62.34, 70.03,
98.33, 99.94, 105.19, 115.28, 120.63, 124.25 (g, Lcr = 270.0 Hz), 125.15 (q, 3Jcr
= 3.9 Hz), 127.37, 129.18, 129.33 (q, 2Jc.r = 30.7 Hz), 138.79, 142.44, 160.11,
161.09, 161.75, 169.84.

C31H32F3N304 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 568,2423; bulunan: 568,2411.
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5-(4-((3,4,5-Trimetoksibenzil)oksi)fenil)-3-((4-(4-(triflorometil)benzil)piperazin-
1-il)metil)izoksazol (Bilesik 6s)
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3-(Bromometil)-5-(4-((3,4,5-trimetoksibenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 5s) ve 4-
(triflorometil)benzil piperazinden hareketle 3.1.2.’de verilen genel sentez yontemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: % 81).
Erime derecesi: 95,9-97,8 °C.

H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDClz):  2.50 (4H, yayvan s), 2.57 (4H, yayvan s),
3.56 (2H, s), 3.64 (2H, s), 3.85 (3H, s), 3.88 (6H, s), 5.03 (2H, s), 6.43 (1H, s), 6.66
(2H, s), 7.04 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.43 (2H, d, J = 7.8 Hz), 7.55 (2H, d, J = 7.8 Hz),
7.71 (2H, d, J = 8.8 Hz).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCls): & 52.97, 53.07, 53.37, 56.15, 60.85, 62.34,
70.40, 98.37, 104.64, 115.24, 120.72, 124.24 (g, Ycr = 270.6 Hz), 125.15 (g, 3Jcr
= 3.9 Hz), 127.40, 129.17, 129.32 (q, 2Jcr = 32.5 Hz), 131.91, 137.88, 142.43,
153.51, 160.11, 161.78, 169.78.

C32H35F3N30s iging HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 598,2529; bulunan: 598,2519.
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3-((4-(3-((4-(4-(Triflorometil)fenil)piperazin-1-il)metil)izoksazol-5-
ifenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 7)

3-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril  (Bilesik 5i) ve 4-
(triflorometil)fenilpiperazinden hareketle 3.1.2’de verilen genel sentez yontemi 6’ya

gore sentezlendi (Verim: % 89,4).

Erime derecesi: 159,5-160,3 °C.

IH-NMR Spektrumu (400 MHz, CDCls): & 2.69 (4H, t, J = 4.8 Hz), 3.31 (4H, t, J =
4.8 Hz), 3.70 (2H, s), 5.15 (2H, ), 6.50 (1H, s), 6.92 (2H, d, J = 9.2 Hz), 7.04 (2H,
d, J = 8.8 Hz), 7.46-7.54 (3H, m), 7.63-7.69 (2H, m), 7.74 (3H, d, J = 8.8 Hz).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCls): & 47.90, 52.80, 53.37, 68.74, 98.52,
112.92, 114.59, 115.23, 118.51, 120.61 (q, 2Jcr = 32.0 Hz), 121.06, 124.70 (q, Jc.
= 269.1 Hz), 126.39 (q, 3Jcr = 3.8 Hz), 127.55, 129.50, 130.70, 131.44, 131.76,
138.06, 153.18, 159.60, 161.57, 169.84.

C29H26F3N4Oz2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 519,2008; bulunan: 519,2003.
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3-((4-(3-((4-((5-(Triflorometil)piridin-2-il)metil)piperazin-1-il)metil)izoksazol-5-
il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 8)

3-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril  (Bilesik 5i) ve 1-(5-
(triflorometil)piridin-2-il)piperazinden hareketle 3.1.2’de verilen genel sentez

yontemi 6’ya gore sentezlendi (Verim: % 89).

Erime derecesi: 156,2-157,3 °C.

IH-NMR Spektrumu (400 MHz, CDCls): & 2.65 (4H, t, J = 4.8 Hz), 3.68 (4H, t, J =
4.8 Hz), 3.70 (2H, s), 5.15 (2H, s), 6.50 (1H, s), 6.63 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.04 (2H,
d, J = 9.2 Hz), 7.52 (1H, t, J = 7.8 Hz), 7.60-7.69 (3H, m), 7.75 (3H, d, J = 9.2 Hz),
8.39 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCls): & 44.59, 52.73, 53.43, 68.74, 98.52,
105.58, 112.91, 115.08, 115.23, 115.41, 118.53, 121.05, 127.30 (q, Jc.r = 268.3
Hz), 127.56, 129.51, 130.70, 131.30 (q, 2Jc.F = 31.3 Hz), 134.48 (q, 3Jcr = 3.1 Hz),
138.06, 145.72 (q, 3Jcr = 4.3 Hz), 159.60, 160.31, 161.56, 169.84.

C2sH25F3Ns0:z2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 520,1960; bulunan: 520,1962.



113

3-((4-(3-((4-(4-Florofenil)piperazin-1-il)metil)izoksazol-5-
ifenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 9)

OO

3-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril  (Bilesik 5i) ve 1-(4-
florofenil)piperazinden hareketle 3.1.2'de verilen genel sentez yontemi 6’ya gore
sentezlendi (Verim: % 51,3).

Erime derecesi: 141,6-142,0 °C.

IH-NMR Spektrumu (400 MHz, CDCls): & 2.71 (4H, t, J = 4.8 Hz), 3.15 (4H, t, J =
4.8 Hz), 3.70 (2H, s), 5.15 (2H, s), 6.50 (1H, S), 6.86-6.89 (2H, m), 6.94-6.98 (2H,
m), 7.04 (2H, d, J = 8.2 Hz), 7.52 (1H, t, J = 8.2 Hz), 7.66 (2H, g, J = 8.4 Hz), 7.76
(3H,t, J = 8.4 Hz).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCls): 8 50.09, 53.14, 53.40, 68.74, 99.55,
112.91, 115.22, 115.52 (d, 2Jcr = 22.1 Hz), 117.91 (d, 3Jcr = 7.6 Hz), 118.53,
121.11, 127.55, 129.51, 130.70, 131.46, 131.77, 138.07, 147.88 (d, “Jcr = 2.3 Hz),
157.21 (d, Ycr = 235.1 Hz), 159.56, 161.74, 169.75.

C2sH26FN4Oz2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 469,2040; bulunan: 469,2056.
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3-((4-(3-((4-(4-Florobenzil)piperazin-1-il)metil)izoksazol-5-
il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 10)

o n

o o

3-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril  (Bilesik 5i) ve 1-(4-
florobenzil)piperazinden hareketle 3.1.2’de verilen genel sentez yontemi 6’ya gore
sentezlendi (Verim: % 76,5).

Erime derecesi: 128,5-129,5 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDCls): 2.50 (4H, yayvan s), 2.57 (4H, yayvan s),
3.49 (2H, s), 3.64 (2H, s), 5.14 (2H, s), 6.45 (1H, s), 6.97-7.04 (4H, m), 7.25-7.29
(2H, m), 7.50-7.54 (1H, m), 7.63-7.76 (5H, m).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCla): & 52.79, 53.02, 53.34, 62.08, 68.73, 98.58,
112.91, 115.01 (q, 2Jc.r = 21.4 Hz), 115.19, 118.52, 121.16, 127.51, 129.49, 130.59,
130.70, 131.45, 131.76, 138.09, 159.51, 161.80, 162.02 (q, Jcr = 243.8 Hz),
169.58.

C29H28FN4Oz2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 483,2196; bulunan: 483,2183.
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3-((4-(3-((4-(3-Florobenzil)piperazin-1-il)metil)izoksazol-5-
il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 11)
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3-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril  (Bilesik 5i) ve 1-(3-
florobenzil)piperazinden hareketle 3.1.2’de verilen genel sentez yontemi 6’ya gore

sentezlendi (Verim: % 55).
Erime derecesi: 111,1-112,0 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDClz): d 2.51 (4H, yayvan s), 2.60 (4H, yayvan s),
3.52 (2H, s), 3.64 (2H, s), 5.14 (2H, s), 6.46 (1H, s), 6.91-6.96 (1H, m), 7.01-7.09
(4H, m), 7.23-7.29 (1H, m), 7.50-7.54 (1H, m), 7.63-7.76 (5H, m).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCla): & 52.86, 53.03, 53.34, 62.30, 68.73, 98.59,
112.91, 113.96 (d, 2Jc = 21.3 Hz), 115.20, 115.75 (d, 2Jcr = 21.3 Hz), 118.53,
121.17, 124.54, 127.53, 129.50, 129.58, 129.67, 130.70, 131.45, 131.76, 138.10,
159.51, 161.77, 162.93 (d, 1Jc.F = 243.8 Hz), 169.60.

C29H28FN4Oz2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 483,2196; bulunan: 483,2174.
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3-((4-(3-((4-(2-Florobenzil)piperazin-1-il)metil)izoksazol-5-
il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 12)
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3-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 5i) ve 1-(2-
florobenzil)piperazinden hareketle 3.1.2’de verilen genel sentez ydéntemi 6’ya gore

sentezlendi (Verim: % 73,3).
Erime derecesi: 104,6-105,1 °C.

IH-NMR Spektrumu (400 MHz, CDCls): & 2.55-2.59 (8H, m), 3.63 (4H, s), 5.14 (2H,
s), 6.45 (1H, s), 6.99-7.04 (3H, m), 7.09 (1H, t, J = 7.2 Hz), 7.21-7.25 (1H, m), 7.37
(1H,t,J = 7.2 Hz), 7.52 (1H, t, J = 7.8 Hz), 7.63-7.58 (5H, m).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCls): 6 52.54, 52.99, 53.33, 54.04, 68.72, 98.58,
112.90, 115.18, 115.24 (d, 2Jcr = 22.1 Hz), 118.52, 121.16, 123.86 (d, *Jcr= 3.8
Hz), 127.51, 128.87 (d, 3Jcr = 7.6 Hz), 129.49, 130.70, 131.45, 131.66, 131.69,
131.75, 138.09, 59.50, 161.32, 161.41 (d, YJcr = 244.0 Hz), 169.58.

C29H28FN4O:z2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 483,2196; bulunan: 483,2168.
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Ter-butil-4-((5-(4-((3-siyanobenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-il)metil)piperazin-1-
karboksilat (Bilesik 13)
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3-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 5i) ve ter-butil-
piperazin-1-karboksilattan hareketle 3.1.2’de verilen genel sentez yontemi 6’ya gore
sentezlendi (Verim: % 61,3).

Erime derecesi: 132,2-132,6 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDCls): d 1.45 (9H, s), 2.48 (4H, yayvan s), 3.45
(4H, yayvan s), 3.64 (2H, s), 5.14 (2H, s), 6.45 (1H, s), 7.03 (2H, d, J = 8.4 Hz), 7.51
(1H, t, J = 8.4 Hz), 7.62-7.75 (5H, m).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCls): & 28.39, 52.85, 53.43, 68.72, 79.73, 98.49,
112.90, 115.20, 118.51, 121.06, 127.53, 129.49, 130.69, 131.44, 131.76, 138.06,

154.68, 159.55, 161.55, 169.75.

C27H31N40O4 igin; HRMS (m/z) [M+H]*" hesaplanan: 475,2345; bulunan: 475,2334.
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3-((4-(3-((4-(Furan-2-karbonil)piperazin-1-il)metil)izoksazol-5-
il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 14)

N
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3-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 5i) ve furan-2-

il(piperazin-1-il)metanondan hareketle 3.1.2’de verilen genel sentez yéontemi 6’'ya

gore sentezlendi (Verim: % 68,7).

Erime derecesi: 118,7-119,9 °C.

H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDCls): & 2.60 (4H, yayvan s), 3.67 (2H, s), 3.83
(4H, yayvan s), 5.14 (2H, m), 6.46-6.47 (2H, m), 6.98-7.05 (3H, m), 7.46-7.53 (2H,
m), 7.62-7.68 (2H, m), 7.72-7.75 (3H, m).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCls): & 53.20, 53.28, 68.74, 98.45, 111.26,
112.92, 115.23, 116.42, 118.57, 121.03, 127.55, 129.48, 130.69, 131.43, 131.75,

138.06, 143.64, 147.90, 159.06, 159.60, 161.37, 169.86.

C27H25N404 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 469,1876; bulunan: 469,1870.
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3-((4-(3-((4-(Tetrahidrofuran-2-karbonil)piperazin-1-il)metil)izoksazol-5-
ilfenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 15)

) @)
3-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril  (Bilesik  5i)  ve

piperazin-1-il(tetrahidrofuran-2-il)metanondan hareketle 3.1.2'de verilen genel

sentez ydntemi 6’ya gore sentezlendi (Verim: % 60,1).
Erime derecesi: 109,8-111,2 °C.

IH-NMR Spektrumu (400 MHz, CDCla): & 1.86-2.04 (3H, m), 2.24-2.28 (1H, m), 2.53
(4H, s), 3.55-3.65 (6H, m), 3.80-3.95 (2H, m), 4.58 (1H, t, J = 6.9 Hz), 5.14 (2H, s),
6.46 (1H, s), 7.02 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.51 (1H, t, J = 7.6 Hz), 7.63 (1H, d, J = 7.6
Hz), 7.67 (1H, d, J = 7.6 Hz), 7.72 (2H, d, J = 8.4 Hz), 7.75 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCla): & 25.70, 28.39, 41.83, 45.21, 52.79, 53.14,
53.27, 68.72, 69.06, 75.84, 98.46, 112.90, 115.22, 118.50, 121.00, 127.55, 129.49,

130.69, 131.44, 131.76, 138.04, 159.59, 169.80, 169.86.

C27H29N404 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 473,2189; bulunan: 473,2181.
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3-((4-(3-((4-((Tetrahidrofuran-2-il)metil)piperazin-1-il)metil)izoksazol-5-
ilfenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 16)

-N
O\
S

“ryo >
e

3-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril  (Bilesik 5i) ve 1-
((tetrahidrofuran-2-il)metil)piperazinden hareketle 3.1.2'de verilen genel sentez

yontemi 6’ya gore sentezlendi (Verim: % 35).
Erime derecesi: 90,8-91,8 °C.

!H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDClz): & 1.43-1.52 (1H, m), 1.80-1.90 (2H, m),
1.93-2.04 (1H, m), 2.40-2.59 (10H, m), 3.62 (2H, s), 3.70-3.75 (1H, m), 3.84-3.89
(1H, m), 3.98-4.05 (1H, m), 5.13 (2H, s), 6.45 (1H, s), 7.02 (2H, d, J = 7.2 Hz), 7.51
(1H,t, I3 =7.2 Hz), 7.62-7.75 (5H, m).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDClzs): & 25.37, 30.36, 52.97, 53.37, 53.63, 63.26,
68.12, 68.72, 98.61, 112.89, 115.17, 118.52, 121.20, 127.50, 129.48, 130.69,

131.45, 131.74, 138.09, 159.47, 161.90, 169.52.

C27H31N4Os3 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 459,2396; bulunan: 459,2393.
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3-((4-(3-((4-(Siklopropankarbonil)piperazin-1-il)metil)izoksazol-5-
il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 17)

NC\©/\O N; 1
o)
3-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril ~ (Bilesik  5i)  ve

siklopropill(piperazin-1-il)metanondan hareketle 3.1.2°de verilen genel sentez

yontemi 6’ya gore sentezlendi (Verim: % 66,6).

Erime derecesi: 125,8-126,8 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDCIlz): & 0.72-0.77 (2H, m), 0.95-0.99 (2H, m),
1.68-1.74 (1H, m), 2.55 (4H, s), 3.66 (6H, s), 5.14 (2H, s), 6.46 (1H, s), 7.03 (2H, d,
J=8.4Hz), 751 (1H,t, J =8.4 Hz), 7.62-7.75 (5H, m).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCl3): d 7.41, 10.89, 41.99, 45.32, 52.84, 53.14,

53.32, 68.73, 98.47, 112.90, 115.22, 118.51, 121.02, 127.55, 129.50, 130.70,
131.44, 138.05, 159.59, 161.44, 169.83, 171.95.

C26H27N4Os3 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 443,2083; bulunan: 443,2078.
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3-((4-(3-((4-(Siklopropilmetil)piperazin-1-il)metil)izoksazol-5-
il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 18)

o-N

o Q.

3-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril  (Bilesik 5i) ve 1-
(siklopropilmetil)piperazinden hareketle 3.1.2’de verilen genel sentez yontemi 6’ya

gore sentezlendi (Verim: % 48).

Erime derecesi: 98,7-99,3 °C.

!H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDClz): & 0.07-0.11 (2H, m), 0.48-0.51 (2H, m),
0.84-0.87 (1H, m), 2.26 (2H, d, J = 6.8 Hz), 2.60 (8H, s), 3.64 (2H, s), 5.14 (2H, s),
6.45 (1H, s), 7.02 (2H, d, J = 8.3 Hz), 7.51 (1H, t, J = 8.3 Hz), 7.62-7.75 (5H, m).
13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDClz): & 3.87, 8.28, 53.05, 53.10, 53.41, 63.68,
68.72, 98.60, 112.90, 115.18, 118.51, 121.19, 127.50, 129.48, 130.69, 131.44,

131.75, 138.09, 159.48, 161.86, 169.54.

C26H20N40O2 i¢in; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 429,2291; bulunan: 429,2289.
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3-((4-(3-(((1-Benzilpiperidin-4-il)amino)metil)izoksazol-5-
ilfenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 19)

-N
O\

ey HNCNb

3-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril  (Bilesik 5i) ve 1-
benzilpiperidin-4-aminden hareketle 3.1.2’de verilen genel sentez yontemi 6’ya gore
sentezlendi (Verim: % 44,7).

Erime derecesi: 93,7-94,8 °C.

IH-NMR Spektrumu (400 MHz, CDCla): & 1.40-1.50 (2H, m), 1.72 (1H, s), 1.88-1.91
(2H, m), 2.01-2.07 (2H, m), 2.53-2.56 (1H, m), 2.84-2.87 (2H, m), 3.50 (2H, s), 3.91
(1H, s), 5.13 (2H, s), 6.42 (1H, s), 7.00-7.04 (2H, m), 7.23-7.31 (6H, m), 7.49-7.53
(1H, m), 7.62-7.75 (5H, m).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCla): & 32.40, 42.03, 52.17, 54.25, 62.98, 68.72,
97.86, 112.90, 115.18, 118.52, 121.17, 127.00, 127.52, 128.18, 129.15, 129.49,

130.70, 131.44, 131.76, 138.09, 159.50, 163.92, 169.55.

C30H31N4O2 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 479,2447; bulunan: 479,2451.
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Ter-butil-4-(((5-(4-((3-siyanobenzil)oksi)fenil)izoksazol-3-
ilmetil)amino)piperidin-1-karboksilat (Bilesik 20)

T4
NC\©/\O

3-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 5i) ve ter-butil-
4-aminopiperidin-1-karboksilattan hareketle 3.1.2’de verilen genel sentez yontemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: % 72,2).

Erime derecesi: 145,3-146,3 °C.

H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDCls): d 1.25-1.45 (3H, m), 1.44 (9H, s), 1.86-1.90
(3H, m), 2.69-2.83 (3H, m), 3.93 (2H, m), 4.01 (1H, yayvan s), 5.14 (2H, s), 6.43
(1H, s), 7.01-7.04 (2H, m), 7.49-7.53 (1H, m), 7.62-7.75 (5H, m).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCls): 6 28.43, 32.23, 41.90, 54.24, 68.74, 79.44,
97.80, 112.92, 115.21, 118.49, 121.09, 127.53, 129.48, 130.68, 131.42, 131.74,

138.07, 154.78, 159.57, 163.52, 169.72.

C28H33N404 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 489,2502; bulunan: 489,2508.
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3-((2-Metil-4-(3-((4-(4-(triflorometil)benzil)piperazin-1-il)metil)izoksazol-5-
il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 26a)

o-N
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H3C >~
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3-((4-(3-(Klorometil)izoksazol-5-il)-2-metilfenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 25a) ve
4-(triflorometil)benzil piperazinden hareketle 3.1.2'de verilen genel sentez yontemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: % 19).
Erime derecesi: 124,3-125,0 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDCls): d 2.33 (3H, s), 2.58 (4H, yayvan s), 2.66
(4H, yayvan s), 3.61 (2H, s), 3.69 (2H, s), 5.15 (2H, s), 6.50 (1H, s), 6.87-6.90 (1H,
m), 7.45-7.69 (9H, m), 7.75 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (75 MHz, DMSO-ds): & 16.50, 52.93, 61.69, 68.60, 99.50,
111.93, 112.55, 119.16, 120.13, 124.81 (q, YJc.r= 270.0 Hz), 125.24, 125.48 (q, 3Jc.
= 3.7 Hz), 127.55, 128.03 (q, 2Jcr = 31.5 Hz), 128.41, 129.82, 130.28, 131.22,
132.15, 132.62, 139.17, 143.72, 157.98, 162.21, 169.46.

C31H30F3N4Oz2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 547,2321; bulunan: 547,2330.
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3-((3-Metil-4-(3-((4-(4-(triflorometil)benzil)piperazin-1-il)metil)izoksazol-5-
il)fenoksi) metil)benzonitril (Bilesik 26b)

Jeals
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3-((4-(3-(Klorometil)izoksazol-5-il)-3-metilfenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 25b) ve
4-(triflorometil)benzil piperazinden hareketle 3.1.2’de verilen genel sentez yéntemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: % 32).
Erime derecesi: 122,3-123,6 °C.

H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDClz): & 2.49 (3H, s), 2.58 (4H, yayvan s), 2.66
(4H, yayvan s), 3.61 (2H, s), 3.71 (2H, s), 5.12 (2H, s), 6.42 (1H, s), 6.85-6.88 (2H,
m), 7.26 (1H, s), 7.45-7.68 (7H, m), 7.74 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDClz): & 16.57, 53.95, 62.79, 68.63, 99.55,
111.87,112.63, 120.17, 120.53, 124.62 (q, Jc-r= 270.3 Hz), 125.25, 125.52 (q, 3Jc-
F= 3.8 Hz), 126.45, 128.12 (q, 2Jc.r = 30.5 Hz), 128.52, 129.96, 130.28, 132.24,
132.22, 132.58, 140.25, 144.52, 158.67, 163.10, 170.58.

Cs1H30F3N4O:z2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 547,2321; bulunan: 547,2325.
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3-((2-Floro-4-(3-((4-(4-(triflorometil)benzil)piperazin-1-il)metil)izoksazol-5-
il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 26c¢)
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3-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)-2-florofenoksi)metil )benzonitril (Bilesik 25c) ve
4-(triflorometil)benzil piperazinden hareketle 3.1.2'de verilen genel sentez yontemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: 59,5).
Erime derecesi: 143,2-144,0 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDClz):  2.54 (4H, yayvan s), 2.61 (4H, yayvan s),
3.59 (2H, s), 3.66 (2H, ), 5.20 (2H, s), 6.50 (1H, s), 7.04 (1H, t, J = 8.4 Hz), 7.44-
7.57 (7TH, m), 7.64 (1H, d, J = 7.8 Hz), 7.69 (1H, d, J = 7.8 Hz), 7.76 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (75 MHz, DMSO-de): & 52.89, 52.94, 61.68, 69.60, 100.70,
111.99, 114.05 (g, 2Jcr = 20.2 Hz), 116.26, 119.06, 120.92 (d, 3Jcr = 7.5 Hz),
122.88 (d, 4Jcr = 3.0 Hz), 124.81 (q, e = 270.0 Hz), 125.49 (g, 3Jcr = 3.0 Hz),
128.03 (d, 2Jc.F = 30.7 Hz), 129.82, 130.36, 131.78, 132.48, 133.13, 138.31, 143.71,
147.84 (d, 2Jcr = 10.5 Hz), 152.18 (d, c.r = 243.7 Hz), 162.43, 168.14 (d, “Jc.r =
2.2 Hz).

C30H27F4N40Oz2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 551,2070; bulunan: 551,2066.
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3-((3-Floro-4-(3-((4-(4-(triflorometil)benzil)piperazin-1-il)metil)izoksazol-5-
il)fenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 26d)

feady
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3-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)-3-florofenoksi)metil )benzonitril (Bilesik 25d) ve
4-(triflorometil)benzil piperazinden hareketle 3.1.2'de verilen genel sentez yontemi

6’ya gore sentezlendi (Verim: % 60).
Erime derecesi: 109,7-110,8 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDClz): 8 2.51 (4H, yayvan s), 2.58 (4H, yayvan s),
3.57 (2H, s), 3.67 (2H, s), 5.13 (2H, s), 6.62 (1H, d, J = 4.0 Hz), 6.78 (1H, dd, J =
12.4 Hz, 2.8 Hz), 6.87 (1H, dd, J = 9.2 Hz, 2.4 Hz), 7.44 (2H, d, J = 8.0 Hz), 7.52
(1H, d, J = 7.2 Hz), 7.56 (2H, d, J = 8.0 Hz), 7.64-7.67 (2H, m), 7.74 (1H, s), 7.87
(1H, t, J = 8.6 HZ).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & 52.90, 53.28, 62.29, 69.08, 102.39 (d, 2Jcr = 10.2
Hz), 103.14 (d, 3Jcr = 25.0 Hz), 109.57 (d, 2Jcr = 12.8 Hz), 111.21 (d, 4Jcr = 3.2
Hz), 113.01, 118.42, 124.21 (q, Wc.r = 270.0 Hz), 125.17 (q, 3Jcr = 3.8 Hz), 128.57
(d, *Jc.r = 3.8 Hz), 129.4 (q, 2Jcr = 35.0 Hz), 130.69, 131.44, 131.93, 137.49, 160.00
(d, WJcr=252.0 Hz), 160.55 (d, 2Jcr = 10.9 Hz), 161.84, 163.66 (d, *Jc.r = 3.2 Hz).

C30H27F4N4Oz2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 551,2070; bulunan: 551,2073.
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3-((2-Floro-4-(3-((4-(furan-2-karbonil)piperazin-1-il)metil)izoksazol-5-
ilfenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 29)
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3-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)-2-florofenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 25c) ve
furan-2-il(piperazin-1-il)metanondan hareketle 3.1.2’de verilen genel sentez

yontemi 6’ya gore sentezlendi (Verim: % 83).

Erime derecesi: 129,9-131,2 °C.

'H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDCls): d 2.61 (4H, yayvan s), 3.69 (2H, s), 3.84
(4H, yayvan s), 5.21 (2H, s), 6.47 (1H, q, J = 3.6 Hz), 6.51 (1H, s), 6.99 (1H, d J =
3.6 Hz), 7.05 (1H, t, J = 8.4 Hz), 7.46-7.55 (4H, m), 7.64-7.71 (2H, m), 7.76 (1H,
yayvan s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCls): & 53.10, 53.23, 70.04, 99.28, 111.28,
112.96, 114.20 (d, 2Jcr = 20.5 Hz), 115.66 (d, 4Jcr = 2.0 Hz), 116.47, 118.45,
121.61 (d, 3Jc-F = 7.7 Hz), 122.22 (d, “Jcr = 3.9 Hz), 129.59, 130.70, 131.50, 131.96,
137.55, 143.67, 147.74, 147.75 (d, 2Jc = 23.8 Hz), 152.72 (d, 1Jcr = 246.8 Hz),
159.06, 161.60, 168.65 (d, *Jc.r = 2.6 Hz).

C27H24FN4Oa4 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 487,1782; bulunan: 487,1781.
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3-((4-(3-(((1-Benzilpiperidin-4-il)Jamino)metil)izoksazol-5-il)-2-
florofenoksi)metil)benzonitril (Bilegik 30)
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3-((4-(3-(Bromometil)izoksazol-5-il)-2-florofenoksi)metil)benzonitril (Bilesik 25c) ve
1-benzilpiperidin-4-aminden hareketle 3.1.2’de verilen genel sentez yontemi 6’ya

gore sentezlendi (Verim: % 68,5).
Erime derecesi: 78.1-79.5 °C.

H-NMR Spektrumu (400 MHz, CDClz): d 1.49 (2H, yayvan s), 1.92 (2H, yayvan s),
2.09 (2H, yayvan s), 2.57 (1H, yayvan s), 2.89 (2H, yayvan s), 3.55 (2H, s), 3.91
(2H, s), 5.20 (2H, s), 6.44 (1H, s), 7.04 (1H, t, J = 8.4 Hz), 7.29-7.33 (5H, m), 7.47-
7.54 (3H, m), 7.37-7.71 (2H, m), 7.76 (1H, s).

13C-NMR Spektrumu (100 MHz, CDCls): & 32.63, 42.01, 52.26, 54.41, 63.06, 70.086,
98.74, 112.97, 114.18 (d, 2Jcr = 20.5 Hz), 115.65 (d, “Jcr = 1.9 Hz), 118.46, 121.81
(d, 3Jcr = 7.1 Hz), 122.18 (d, “Jcr = 3.2 Hz), 126.93, 128.16, 129.09, 129.59,
130.71, 131.50, 131.96, 137.60, 138.53, 147.59 (d, 3Jcr = 10.9 Hz), 152.72 (d, Jc.
F = 246.2 Hz), 164.14, 168.35.

C30H30FN4Oz2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 497,2353; bulunan: 497,2352.



4.2. Biyolojik Bulgular

Cizelge 4.1. Bilesik 6a-s'nin ICso degerleri

131

O N F
\/ Z 6a-s C FF
ICs0 (UM)
Bilesik R; MCF7 Huh7 MV
BRP29 H 2,9 1,7 11,7
6a 2-CHs3 3,7 1,2 6,8
6b 3-CHs3 4,0 5,0 2,5
6¢c 4-CHs 1,2 15 7,5
6d 3,5-diCH3 1,6 0,6 6,0
6e 2-Cl 2,8 1,0 3,2
6f 3-Cl 14 0,2 41
6g 4-Cl 6,7 4,0 3,7
6h 2-CN 4,0 5,0 3,5
6i 3-CN 0,8 0,1 10,6
6j 4-CN 0,1 1,0 4,3
6k 2-F 3,0 15 3,1
6l 3-F 2,5 1,3 2,9
6m 4-F 7,9 2,0 3,1
6n 2-OCHs 0,3 0,9 3,9
60 3-OCHzs; 2,0 0,8 1,4
6p 4-OCHs; 1,3 3,2 4,9
6r 3,5-diOCHgs 0,1 1,5 4,3
6s 3,4,5-triOCH3 1,8 0,5 5,8
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Cizelge 4.2. Bilesik 7-20'nin ICso degerleri

-N
jona
NS
NC o
7-20
ICso (UM)
Bilesik Rs MCF7 Huh7 MV
i /\ F
6i ;,NuN,CHZMF 0,8 0,1 10,6
/\ F
7 S - 2,0 2,2 2,7
/N /~\ F
8 N ) 1.4 17 1,3
/ N\
9 NN F 2,4 1,5 2,2
/\
10 o) 1,8 1,6 1,5
F
11 g—N/—\N—CHz@ 1,4 2,4 2,3
/
F
12 %*N/—\N*CH2© 2,4 2,7 2,6
_/
0]
/—\ 1l
N \-b- 3,8 6,1 5,6
13 $ N N-C o%
0]
. /\ 0
14 NN c@ 1,9 2,0 2,2
0]
/N
15 E*N\_/N*C%Oj 3,8 2,2 4,1
/N
16 N o] 8,4 4,2 48
(0]
17 N N-C 7,6 2.8 4,4
-/
/\
18 =N e 3,5 2,9 3,2
19 - eom) 2,5 2,5 2.1
0]
20 (b0 2,8 15 3,0




Cizelge 4.3. Bilesik 26a-d'nin ICso degerleri

o-N

N
/@N\\N
NC ~ &j
26a-d \\QCF3
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1Cs0 (WM)
Bilesik R> MCF7 Huh?7 MV
6i H 0,8 0,1 10,6
26a 3-CHs3 0,7 0,6 0,45
26b 2-CHs 0,4 15 0,5
26¢ 3-F 0,38 0,09 0,5
26d 2-F 1,2 0,38 0,39




134

Cizelge 4.4. Bilesikler 26c¢, 14, 19, 29 ve 30’un g hucre tipi igin karsilastirmali ICso
degerleri

ICs0 (UM)

Bilegik MCF7 Huh7 MV

\
F. =
26¢ e oﬁ%{ﬁ 038 0,09 0,5
oG

14 QN__B 1,9 2.0 2.2

\
F N
N
29 Nc(jﬂojij)\)j D 1,5 8,1 3,6
N
Z

o
19 NG . R ””‘CNb 2,5 2,5 2,1
o
30 " ZwN\CNb 2,7 2,3 2,7
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5. TARTISMA

5.1. Sentez Calismalari

Bu tez ¢calismasi kapsaminda; BRP29 6ncu bilesiginden yola ¢ikilarak daha potent
bilesikler elde etmek amaciyla planlanan kimyasal sentezler, genel hatlariyla 3 ana
bdlimden olusmaktadir (Sekil 5.1).

Sekil 5.1. Lider bilesik BRP29 Uzerinde yapilan modifikasyonlar

I. A halkasi (benzil grubu) modifikasyonlari
Il. izoksazol halkasinin 3. konumundaki amin yapisinin modifikasyonlari

lll. B halkasi modifikasyonlari

Sentez galismalarinda izlenen strateji; her bir basamakta olumlu biyolojik sonug elde
edilen substitlent paternlerini koruyup bir sonraki basamaga uygulamak ve
paralelinde de ilag olabilirligi yiksek ve hedef U¢ hucre tipine (MCF7, Huh7,
Mahlavu) karsi aktif bir aday bilesige ulagsmak olmustur.

Gelinen noktada en anlamli sonuglari aldigimiz komponentler; A halkasi igin 3-CN
substitiisyonu olurken, B halkasinda 3-F sibstitisyonu olmustur. izoksazol
halkasinin 3. konumunda ise Oncu bilesik BRP29’'un da tasimakta oldugu 4-
triflorometilbenzil piperazin grubu ile iyi bir aktivite elde edilerek, bu tez ¢galismasinin

en aktif serisi olan Bilesik 26a-d’ye ulasiimistir.
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5.1.1. Benzil grubunun (A halkasi) modifikasyonu amaciyla gercgeklestirilen

sentez ¢aligmalari

BRP29’un A halkas! Uzerindeki sUbstitient dizeninin ve subsititentlerin sterik ve
elektronik etkilerinin, aktiviteye katkisinin degerlendiriimesi amaciyla; substituentleri
0, m veya p konumlarinda (mono, di veya tri-substitue) tasiyan bir seri bilesik
tasarlanmis ve bu final bilesiklerin sentezi Sekil 5.2°deki sentez semasina gore

yapimigtir.

O (0] (6] N\
? O\/ = (0]
(0]
+ /\O)kﬂ/ ~ _a _ d _b> , _\
HO o) HO 1 HO
lc
o-N  Br o-N  oH o-N  OoH
) ) o
e d
B -
A A
| 0 5a-s | 0o 4a-s HO 3
y y
R4 R4

oS o 6a-s _’\> i

R4

(a) NaOEt, EtOH; (b) NH,OH.HCI, EtOH; (c) LiAlH4, THF; (d) Benzil halojentr turevleri, Ko,CO3, CH3CN/DMF; (e) CBry, PPhs, DCM;
(f) 4-CF3-benzilpiperazin, DIEA, DMF

Sekil 5.2. Bilesik 6a-s'nin sentez semasi

Bilesik 6a-s’'nin sentezi amaciyla oncelikle; 4-hidroksiasetofenon ve dietil oksalattan
hareketle diketoester tlrevi (Bilesik 1) elde edilmis; Bilesik 1’in hidroksilamin
hidroklorur ile reaksiyonu sonucunda izoksazol halkasi kapanmistir (Bilesik 2). Daha
sonra, Bilesik 2'deki ester grubunun LiAlH4 ile redUksiyonu sonucu alkol turevi ara
baglangic maddesi olan Bilesik 3 elde edilmigtir. Bilesik 3, uygun substitle benzil
bromar/klorlr turevleri ile mikrodalga reaktorinde alkilasyon reaksiyonuna
sokularak Bilesik 4a-s elde edilmistir. Alkol turevlerinin PPhs varliginda CBrs ile

bromlanmasi sonucunda (Appel reaksiyonu) bromur turevlerine (Bilesik 5a-s)
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gecilmistir. Son basamakta ise bromur turevlerinin 4-triflorometilbenzil piperazin ile

reaksiyonu sonucunda Cizelge 5.1°de gosterilen final bilesikler elde edilmigtir.

Cizelge 5.1. A halkasinda yapilan degisikler ile sentezlenen bilesikler (Bilesik 6a-s)

~ 0 N F
8 )<
Y4 6a-s F
R4

a) 2-CHs b)3-CHs ¢)4-CHs  d)3,5-diCHs ) 2-Cl f) 3-Cl

9)4-Cl  hy2-CN  i)3-CN j) 4-CN K) 2-F ) 3-F

m)4-F  n)2-OCHs 0)3-OCHs p)4-OCHs 1) 3,5-diOCHs S) 3,4,5-triOCH3
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5.1.2. izoksazol halkasinin 3. konumundaki piperazinil metil motifinin

modifikasyonu amaciyla gercgeklestirilen sentez caligsmalari

izoksazol halkasinin 3. konumunda yer alan 4-CFs-benzilpiperazin grubunun farkli
amin turevleriyle degistiriimesi sonucu, amin gruplarinin biyoaktivitede olusturacagi
olumlu veya olumsuz etkileri belirlemek amaciyla Bilesik 7-20 tasarlanmistir. Elde
edilecek sonuglar dikkate alinarak olasi aktif tirevlerdeki amin motiflerinin, diger
aktif final bilesiklere de uygulanmasi disunulmustir. S6z konusu final bilesiklerin

sentezi Sekil 5.3’e gore yapilmigtir.

o-N OH 0 0

-N OH -N Br
\ \ \
S S S
/@/\)\/ . /@/\)\/ ) M
N NC
HO ¢ 0 0
3 4i 5i

NC O
7-20

(a) 3-CN-benzilbromir, K,CO3, CH3CN; (b) CBr4, PPhs, DCM; (c) Amin turevleri, DIEA, DMF
Sekil 5.3. Bilesik 7-20'nin sentez semasi

Oncelikle Bilesik 3, 3-siyanobenzil bromir tlrevi ile mikrodalga reaktoriinde
reaksiyona sokularak alkol turevi Bilegik 4i elde edilmigtir. Daha sonra alkol turevi
Bilesik 4i’nin CBr4/PPhs ile reaksiyonu sonucu bromdr tlirevi ara baslangi¢c maddesi
(Bilesik 5i) elde edilmigtir. Son basamakta bromur turevinin 14 farkli amin turevi ile

reaksiyonu sonucunda Cizelge 5.2’de gosterilen final bilesikler sentezlenmisgtir.



139

Cizelge 5.2. izoksazol halkasinin 3. konumunda yapilan degisiklikler ile sentezlenen

bilesikler (Bilesik 7-20)

10

11

12

13

R3

-N
o
N
NC
(0]
7-20

Rs Rs
/M F =Ny,
E*N\_/N FF 14 ng\_/NfC@
M A S /9
§N\_/N \_/ FF 15 EfN\_/NfC%Oj
/ N\ /~\
E—N\_/N F 16 §—N\_/N—CH2 5
N /9
NN CHZOF 17 =N e
F
/ N\
ng\/:/\N*CHZO 18 E_N\_/N'CH2<]
R H
§N/\:/\NCH2© 19 E_N@N_CHZQ
N H ?
§—N\_/Nfc—o{— 20 §—N@Nfc—o%
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5.1.3. Benziloksifenil grubunun (B halkasi) modifikasyonu amaciyla

gerceklestirilen sentez ¢galigmalari

Sentez calismalarinin bu boéliminde Bilesik 6i'nin izoksazol halkasinin 5.
konumunda bulunan unsubstitie fenil grubu (B halkasi)na yogunlagiimistir.
Benziloksifenil grubunun optimizasyonu igin tasarlanan final bilesiklerden Bilesik

26a-c, Sekil 5.4’e gore sentezlenmistir.

(0] O O N\
o O\/ = (o]
| N + /\O)J\H/O\/ a | N b \\ _\
N N 0 X
HO R, 0 HO R2 21a-c HO Rz 22a-c
lc
-N -N -N
0 \ X ) \ OH le} \ OH
| N X . | NGEaN g | N
NC N < NC N < N
\©/\O R, \©/\O 2, HO R,
25a-c 24a-c 23a-c

e
g \ X; Br veya Cl
[ N
NC o N &\> Ro;
\©/\ R, N a: 3-CHj, b: 2-CH,, c: 3-F
26a-c \\©\C|:3

(a) NaOEt, EtOH; (b) NH,OH.HCI, EtOH; (c) LiAlH,, THF; (d) 3-CN-benzilbromiir, K,CO3, CH3CN; (€) CBry, PPh3/SOCI,, DCM;
(f) 4-CF3-benzilpiperazin, DIEA, DMF

Sekil 5.4. Bilesik 26a-c'nin sentez semasi

ik olarak, uygun o- veya m-slbstitiie 4-hidroksiasetofenon tirevi ve dietil oksalattan
hareketle diketoester turevi Bilesik 21a-c elde edilmigtir. Bilesik 21a-c’nin
hidroksilamin hidroklorur ile reaksiyonu sonucunda izoksazol halkasi kapanmigstir
(Bilesik 22a-c). Bilesik 22a-c’nin ester gruplarinin LiAlH4 ile rediksiyonu sonucu ara
alkol turevleri Bilesik 23a-c elde edilmistir. Bilesik 23a-c’nin 3-siyano-benzil bromur
ile alkilasyon reaksiyonu sonucunda Bilesik 24a-c elde edilmistir. Alkillenmis alkol
tirevlerinin (Bilesik 24a-c) CBra/PPhs veya SOCI2 varliginda reaksiyonu sonucu
bromar veya Kklorlr tlrevilerine (Bilesik 25a-c) gecilmistir. Son basamakta
bromar/klorlr turevlerinin 4-triflorometilbenzil piperazin ile reaksiyonu sonucunda

final bilesikler (Bilesik 26a-c) sentezlenmisgtir.
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Ayni serinin son maddesi olan ve B halkasinin 2. konumunda flor tagiyan Bilesik
26d’nin sentezi ise yukarida bahsedilen sentez yolagi ile gerceklestirilemediginden;
diger turevlerin elde edilis semasindan ufak farkliliklar igeren bir sentez yolu
izlenmis ve Sekil 5.5'te gosterildigi gibi 4. konumunda metoksi tasiyan (diger
turevlerde hidroksi) 2-floro asetofenon turevinden bagslayarak takip edilen sentez

basamaklari sonucunda istenilen madde (Bilesik 26d) elde edilmistir.

0 0O o o N, 2
H3CO F o) H5CO F © F
27 28
lc

H,CO

o)

-N -N -N (0]
\ OH R (0] N OH d O™\
S - x -~ = O—\
NC /©\/\)\/
0 F HO F HO F
24d 22d

23d

lf
-N -N
o-N  Br . o-N
~ - ~
N
N NC \>
C\©/\o F \©/\o F &N
25d 26d
CFs

(a) NaOEt, EtOH; (b) NH,OH.HCI, EtOH; (c) BBr3, DCM; (d) LiAIH4, THF; (e) 3-CN-benzilbromir, K,CO3, CH3CN; (f) CBry, PPh3, DCM;
(g) 4-CF3-benzilpiperazin, DIEA, DMF

Sekil 5.5. Bilesik 26d'nin sentez semasi

Oncelikle, 2-floro-4-metoksi asetofenon ve dietil oksalattan hareketle diketoester
turevi Bilesik 27 elde edilmigtir. Bilesik 27°nin hidroksilamin hidroklortr ile reaksiyonu
sonucunda izoksazol halkasi kapanmistir (Bilesik 28). Bilesik 28’deki metoksi
grubunun BBrs varliginda demetilasyonu sonucu Bilegik 22d elde edilmigtir. Bilegik
22d’'deki ester gruplarinin LiAlH4 ile reduksiyonu sonucu ara alkol turevi Bilesik 23d
elde edilmistir. Bilesik 23d’nin 3-siyano benzil bromar ile alkilasyon reaksiyonu
sonucunda ise Bilesik 24d elde edilmigtir. Alkillenmis alkol tlrevinin (Bilesik 24d)
PPhsvarliginda CBras ile reaksiyonu sonucu bromur turevine (Bilesik 25d) gecilmistir.
Son basamakta bromur turevinin 4-triflorometilbenzil piperazin ile reaksiyonu

sonucunda final bilesik (Bilesik 26d) sentezlenmisgtir.
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Cizelge 5.3. B Halkasinda yapilan degisiklikler sonucu sentezlenen bilesikler
(Bilesik 26a-d)

-N
o \
/@)\)\\N
NC B\
O G
26a-d \\Q\CFB
R2 R2
26a 3-CHs 26b 2-CHs

26¢C 3-F 26d 2-F
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5.1.4. B Halkasi ile izoksazol halkasinin 3. konumundaki piperazinil metil
motifinin bir arada modifikasyonu amaciyla gergeklestirilen sentez

calismalari

Bilesik 6i Uzerinden yapilan B halkasiI modifikasyonlarindan uygun olan substitient
ve izoksazol halkasinin 3. konumunda daha dnceden substitie edilmis farkli iki amin
grubu secilerek yeni iki molekul (Bilesik 29-30) tasarlanmis ve sentez calismalari
Sekil 5.6'daki gibi gerceklestiriimistir. Buna gore daha 6nceki final bilesiklerden
Bilesik 26¢’nin sentezi i¢in elde edilen Bilesik 25c¢, segilen uygun amin turevleriyle

mikrodalga reaktorinde reaksiyona sokulmus, boylece Bilesik 29-30 elde edilmisgtir.

(0] o (0] (0]
F F (0} F = 0
j@* + /\OJ\WO\/ a j@M >~ b A\
— > (0] >
HO O HO

21c HO lc 22¢

o-N o-N o-N  oH

- Br OH
\ \ \
F S F. S F N
e NG d
NC
25¢c 24c¢ 23c

o-N R;

NC
o ispe
N
29-30 30: °n

(a) NaOEt, EtOH; (b) NH,OH.HCI, EtOH; (c) LiAlH4, THF; (d) 3-CN-benzilbromiir, K,CO3, CH3CN; () CBrg, PPhs, DCM:;
(f) Amin tiirevleri, DIEA, DMF

Sekil 5.6. Bilesik 29-30'un sentez semasi
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5.1.5. Sentezlenen bilesiklerin yapi aydinlatma galigmalari ve Bilesik 26¢’nin
H-NMR ve 13C-NMR spektrumlar

Bu tez kapsaminda gergeklestirilen sentez ¢calismalari sonucunda; 48 tanesi orijinal
olmak uzere 60 tane ara bilesigin ve tamami orijinal 38 tane final bilesigin sentezleri

tamamlanmig, bilesiklerin kimyasal yapilari uygun analitik yontemlerle agiklanmistir.

Sentezlenen ara Urlinlerin yapilarinin aydinlatiimasinda *H-NMR spektrumlari ve
HRMS sonuglar kullaniimig, final bilesiklerin yapilar ise 'H-NMR, '3C-NMR
spektrumlari ve HRMS sonuglari ile aydinlatiimistir. Bu amagla tez galismasinin en
aktif bilesigi olan Bilesik 26c’nin 400 MHz frekansta ve CDClIs (détero kloroform)
icerisinde alinan *H-NMR spektrumunda; piperazin yapisina ait -CH2- gruplarinin
254 ve 2.61 ppm’de, her biri 4H degerinde yayvan birer singlet verdikleri
gozlemlenmistir. Yine nispeten dusuk alanda gézlenmesi beklenen elektronegatif
oksijen ve azot atomlarina dogrudan bagli -CH2- gruplarinin protonlari da 3.59, 3.66
ve 5.20 (O-CH2- grubunun protonlarl) ppm’de 2H degerinde birer singlet olarak
sinyal vermislerdir. izoksazol halkasinin 4. konumundaki tek bir proton ise 6.50
ppm’de singlet olarak gozlemlenmigtir. Aromatik saha incelendiginde; triflorometil
grubunun ve flor atomunun bagli oldugu benzen halkalarinin aromatik protonlarinin
7.44-7.57 ppm araliginda multipet (7H) olarak sinyal verdikleri gérilmektedir. Siyano
benzil halkasinin 5’ protonu 7.64 ppm’de triplet (J= 8.4 Hz), 4’ ve 6’ protonlari dublet
(J=7.8, 7.6 Hz) ve 2’ protonu ise 7.76 ppm’de singlet olarak sinyal vermislerdir. 7.26

ppm’de gozlemlenen sinyal ise kullanilan NMR solvanina ait piktir (Resim 5.1).

bl J‘/L

ey
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 ppm
- L3 L 2.5,
8 ] H
o o~ S

Resim 5.1. Bilesik 26¢'nin tH-NMR spektrumu



145

Bilesik 26c’'nin 300 MHz frekansta ve DMSO-ds igerisinde alinan *C-NMR
spektrumunda; molekuildeki 4 farkh (piperazinin tim karbonlari esdeger davranarak
tek bir sinyal vermis) alifatik karbon atomuna ait sinyaller 52.89, 52.94, 61.68 ve
69.60 ppm degerlerinde gozlemlenmistir. Aromatik sahaya bakildiginda ise,
molekuldeki F ve CF3 gruplarina komsu karbon atomlarinin sinyallerinde yariimalar
gorilmektedir. CF3 grubunun karbon atomu 124.81 ppm’de kuartet (1Jc.Fr = 270.0
Hz) olarak sinyal verirken; bagli bulundugu benzen halkasindaki 1’ karbon atomu
128.03 ppm’de kuartet (2Jc.r = 30.7 Hz), 2 ve 2’ karbon atomlari ise 125.49 ppm’de
kuartet (3Jcr = 3.0 Hz) olarak gézlemlenmislerdir. Floro benzen halkasin flor
atomuna direkt bagh 1’ karbonu 152.18 ppm’de dublet (1Jcr = 243.7 Hz), 2’
karbonlarindan biri ve ayni zamanda oksijen atomuna komsu olani 147.84 ppm’de
dublet (2Jcr = 10.5 Hz), digeri ise 114.05 ppm’de dublet (2Jc.r = 20.2 Hz) olarak
gozlemlenmistir. 3’ karbonlarindan biri 120.92 ppm’de dublet (3Jc.r = 7.5 Hz) olarak
sinyal verirken digerinin dublet yariimasi gozlemlenememigtir. Ayni halkada son
olarak 4’ karbonu 122.88 ppm’de dublet (*Jc.r = 3.0 Hz) olarak sinyal vermistir. Ek
olarak, izoksazol halkasinin 4 numarali karbonu 100.70 ppm’de ve flor atomuna 4
bag uzaklikta bulunan izoksazol halkasinin 5 numarali karbonu 168.14 ppm’de
dublet (*Jc.r = 2.2 Hz) olarak tespit edilmistir. Nitril karbonu ise 119.06 ppm’de sinyal
vermigtir. 39.09-40.76 ppm araliginda goézlemlenen multiplet ise kullanilan NMR

solvanina ait piklerdir (Resim 5.2).

J‘ iui’.nl.iuiij ’ l |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Resim 5.2. Bilesik 26¢'nin 13C-NMR spektrumu
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5.2. Biyolojik Galigmalar ve Yapi Etki iligkileri

Bu tez calismasi kapsaminda BRP29 lider bilegigi Uzerinde yapilan birtakim
modifikasyonlar ile tasarlanarak sentezlenen izoksazol tdrevi final bilesiklerin;
karaciger (Huh7, MV) ve meme (MCF-7) kanseri hucre hatlarindaki sitotoksik
aktiviteleri Sulforadamin B (SRB) testi ile degerlendiriimigtir [118]. Bilesiklerin
hepatoselller karsinomaya karsi etkinligini degerlendirmek igin; PTEN delesyonlu
ve kot huylu mezenkimal Mahlavu ve normal PTEN aktiviteli Huh7 hicrelerinde,
ilgili analizler gergeklestirilerek sonuglar; 1Cso degerleri ile ifade edilmigtir. Elde
edilen biyolojik aktivite degerlerinin, bilesiklerin kimyasal yapilariyla iliskilendiriimesi
sonucu ortaya ¢ikan “yapi-etki iliskileri (YEI)” ise tez calismasinin bu bélimiinde

aciklanmaya caligiimigtir.

— R,
I,?1 OW%

Sekil 5.7. BRP29 Uzerinde yapilan temel yapisal modifikasyonlar

BRP29 lider bilesigindeki 3,5-disubstitle izoksazol c¢ekirdedi Uzerinde yapilarak,
kanser hucre proliferasyonunun inhibisyonu Uzerindeki etkilerinin arastirildigi temel
yapisal degisiklikleri (Sekil 5.7) ve elde edilen molekil serilerini asagidaki gibi

siralamak mumkundur:

|.  Izoksazol halkasinin 5. konumundaki benziloksifenil yan zincirinin A
halkasina, farkli konumlandiriimis gesitli stbstitientlerin (R1) getirilmesi ile
olusan Bilesik (6a-s) serisi.

Il. izoksazol halkasinin 3. konumuna gesitli piperazin ve amin gruplarinin (Rs)
getirilmesi ile olugan Bilesik (7-20) serisi.

[ll.  Benziloksifenil yan zincirinin B halkasi Uzerine o veya m konumlarindan metil
veya flor slbstitientlerinin (Rz2) getiriimesi ile olusan Bilesik (26a-d) serisi.
IV. ik ¢ modifikasyon sonucu aktiviteye katkisinin yiiksek oldugu diistiniilen

komponentleri, uygun konumlarda bir arada igeren Bilesik (29-30) serisi.
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Ik olarak, BRP29'un benziloksifenil grubunun A halkasi Uzerindeki slbstitiisyon
duzeninin aktivite Uzerine olan etkisini arastirmak amaciyla Bilesik 6a-s serisi
sentezlenerek 1Cso degerleri belirlenmistir. Daha dnceki bélimlerde de belirtildigi
uzere A halkasinda herhangi bir substitisyon icermeyen oncu bilesik BRP29,
Mahlavu hucre hatlarinda (ICso = 11,7 yM) nispeten daha az sitotoksik aktivite
gosterirken, Huh7 ve MCF7'ye karsi (sirasiyla 1ICso = 1,7 ve 2,9 yM) daha potent
sitotoksik aktiviteler sergilemistir. Bu anlamda, A halkasina getirilen farkli
substitientler ile bu aktivite degerlerinde bir iyilesme ve/veya selektivite
yakalanmasi amaglanmigtir. Elde edilen sonuglar; A halkasindaki farkli
substitlientler bariz bir yapi-aktivite iligkisi (YEI) sergilemeseler de, test edilen tim
hicre hatlarina karsi antiproliferatif aktivite Uzerinde 6nemli bir etkiye sahip
oldugunu géstermektedir. Ornegdin, klor analoglari 6e-g icerisinde, 3-kloro-benzil
grubu tasiyan 6f analogu, Huh7'ye karsi oldukga aktif bilesik (ICso = 0,2 pM) olarak
belirlenmistir. Bundan bagka, nitril tasiyan 6h-j ve metoksi tagiyan 6n-s analoglar
Huh7 ve MCF7 hicre hatlarinin biri veya ikisi i¢cin kayda de@er bir antiproliferatif
aktivite sergilemislerdir. Bu tlrevler arasinda, 3-siyano-benzil grubu tasiyan 6i ve 2-
metoksi-benzil grubu tasiyan 6n, hem Huh7 (sirasiyla ICso = 0,1 ve 0,8 yM) hem de
MCF7 (sirasiyla ICso = 0,8 ve 0,3 uM) hucrelerine karsi potent aktivite ve segicilik
gostermekle  birlikte  Mahlavu hucrelerine  karsi  belirgin  bir  aktivite
sergilememiglerdir. Selektivite acisindan bakilacak olursa, hem 4-siyano benzil
grubu tasiyan 6j hem de 3,5-dimetoksi benzil grubu tasiyan 6r, MCF7 hicre
hatlarinda sergiledikleri 0,1 uM’lik ICso dederleriyle bu hlcre hattina karsi net bir
secicilik gostermiglerdir. Huh7 hacre hattina kargi ise sirasiyla 0,6; 0,8; 0,5 uM’lik
ICs0 de@erleriyle 6d (3,5-dimetil), 60 (3-metoksi) ve 6s (3,4,5-trimetoksi) segici ve
potent aktiviteler sergilemislerdir. Bununla birlikte, bu serideki analoglarin higbiri
Huh7 ve MCF7 hucre hatlari igin oldugu gibi Mahlavu hicre hatlarina kargi énemili

bir aktivite gosterememiglerdir.

Benzil halkasinin 3. konumuna getirilen siyano subtitisyonu ile elde edilen 6i
bilesiginin BRP29’a ve sentezlenen diger turevlere kiyasla 6zellikle Huh7 ve MCF7
hlcre tiplerine kargi sitotoksik aktivitesinde olumlu katkida bulundugu belirlenmistir
(ICs0 < 1 yM). Bununla beraber 6i, daha agresif bir karaciger kanseri turu olan
Mahlavu hicrelerine kargi halen daha az etkilidir. Esasinda, molekullerden 2- ve 3-

metoksi tlrevler de her 3 hucre hattina karsi potent sitotoksisite gostermislerdir.
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Fakat oldukca lipofilik karakterde olan bu molekullerde; hem aktivite acisindan hem
de lipofilikligi dengelemesi agisindan ve metoksi gruplarinin  metabolik
dayanaksizligi nedeniyle 3-siyano igeren 6i molekullintn benzil kisminda korunarak
ileri YEI calismalarinin planlanmasinin daha anlamli olacagi disiiniimiis ve bir
sonraki asamada 4-CFs-bezilpiperazin yan zincir modifikasyonlarinin aktivite ve

Ozellikle Mahlavu hicrelerine karsi etkisi arastiriimigtir.

Bu amagla, farkli stbstitlisyonlar iceren benzil/fenil piperazinler ve c¢esitli amino
piperidin gruplari Rs pozisyonuna getirilmis ve Bilesik 7-20 serisi sentezlenerek ICso
degerleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, substitie benzil veya fenil piperazin
tasiyan tarevlerin (Bilesik 7-18; MCF7 igin 1,4-8,4 uM ve Huh7 icin 1,5-6,1 yM), 4-
CFs-benzilpiperazin tasiyan 6i (MCF7 igin 0,8 uM ve Huh7 icin 0,1 uM)’ye kiyasla
orta duzeyde sitotoksik aktivite sergilediklerini gostermistir. Bilesiklerin Mahlavu
hlcreleri Uzerinde gosterdikleri sitotoksisitede ise nispeten olumlu bir gelisme
g6zlemlenmistir (1,3-5,6 uM). Test edilen aminopiperidin tirevlerinin (Bilesik 19-20)
aktiviteleri de piperazin turevlerine benzer sekilde, her hicre hattina kargi da orta
dizeyde olmustur (2,1-3,0 uM). Sonugta Rs konumunun turevilendirildigi bu serideki
tim bilesiklerin aktiviteleri Mahlavu hucre hatti Gzerindeki aktivitede 1hmli bir
gelismeye sebep olmakla birlikte; bu bilesikler, MCF7 ve Huh7 hicre hatlarina karsi
Bilesik 6i'den daha iyi bir aktivite gosterememislerdir. Aktivede istenilen dlizeyde bir
iyilesmenin bu modifikasyonlarla saglanamamasi sebebiyle; bundan sonraki
asamada Rs pozisyonunda, 4-CFs-benzilpiperazin motifiyle devam edilmesinin daha
anlamli olacagi dusunulmus ve bundan sonraki agsamada Bilesik 6i'nin B halkasinin

aktiviteye katkisi aragtiriimistir.

B halkasindaki tureviendirmeler ile sentezleri gergeklestirilen tlrevlerin (Bilesik 26a-
d) sitotoksisite degerleri, Bilesik 6i ile kiyaslanabilir duzeyde potent olmakla birlikte
bu modifikasyonlarin en 6nemli sonucu; daha direncli mezenkimal karaciger kanser
hidcre hatti Mahlavu’ya karsi simdiye kadarki en dusuk yM duzeylerdeki, yani en
aktif bilesiklerin elde edilmis olmasidir (0,4-0,5 uM). Ayrica B halkasinin 3 numarali
pozisyonunda metil ve flor tagiyan Bilegik 26a ve 26c¢, her U¢ hlcre hatti Gzerinde
de Bilesik 6i’den daha iyi sonuglar vermistir (0,09-0,5 uM). Serinin en aktif bilesigi
olarak ise B halkasinin 3 numarali konumunda flor igeren Bilesik 26¢c olarak

belirlenmistir.



149

Bu sonuglar daha genis spektrumda sitotoksik aktivite degerleri igin B halkasinin
onemini ortaya ¢ikarmistir. Sentez ¢alismalarinin son adiminda ise; B halkasindaki
3-flor substitisyonu korunarak, izoksazol halkasinin 3. konumundaki amin kisminda
yapilacak degisikliklerin aktivitede ne gibi sonuglar doguracagini anlamak amaciyla
iki farkh bilesik sentez edilerek, sitotoksisite dederleri incelenmigtir. Daha 6nce
izoksazol halkasinin 3. konumundaki amin gruplarinin tureviendirildigi seride
(Bilesik 7-20) olumlu sonuglar alinmis olan Bilesik 14 ve 19'daki amin motifleri
Bilesik 26¢’ye uygulanmigtir. Bununla beraber 4-CFs-benzilpiperazin yerine getirilen
bu amin gruplari beklenilen aktivite artisini saglayamamistir. Bu nedenle, bu tez
kapsaminda elde edilen yapi-etki iligkileri sonucunda biyolojik ¢calismalar igin Bilesik
26c¢ secilmig ve oncu bilesik BRP29 ile kiyaslamali olarak bilesiklerin molekuler etki

mekanizmasina yonelik ¢alismalar planlanmistir.

5.2.1. BRP29 ve Bilegik 26c’nin gergek zamanlh sitotoksisite analizi

BRP29 ve Bilesik 26c’nin Huh7 karaciger hucre hattina kargi olan sitotoksisite
analizi gercgeklestiriimistir. Bu baglamda 96-kuyucuklu E-96 kultur kaplarina ekilen
hicrelerde gergcek zamanli hicre g¢ogalmasinin takip edildigi RT-CES sistemi
kullanilarak sitotoksik etki zamana bagl olarak 30 dakika araliklarla uygulanan
bilesik konsantrasyonlarinda incelenmistir. Deney sonucunda bilesiklerin Huh7
karaciger kanseri hucre hattinda buyUme uzerindeki etkileri ve [ICso degerleri

belirlenmistir.

Cizelge 5.4. BRP29 ve Bilesik 26¢’nin zaman bagimli ICso degerleri

BRP29 26¢C
24s 48s 72s 96s 120s 24s 48s T72s 96s 120s
Huh7 5,2 3,7 54 6 7,5 2,7 2,4 27 04 0,8

Gergek zamanli sitotoksisite analiz sonuglarina goére; BRP29 ve Bilesik 26c¢
karaciger kanseri hucre hatti olan Huh7'de oldukga sitotoksik bulunmustur. Bu
etkilerin BRP29 ile 24. saatten sonra basladigi ve zamana bagimli olarak gittikce
arttigi; Bilesik 26c¢ ile ise 96. saatte en ylksek sitotoksisite noktasina eristigi

gosterilmistir (Cizelge 5.4).
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Sekil 5.8. BRP29 ve Bilesik 26¢’nin zamana ve doza bagimli etkisinin Huh7 hicre
hattinda RT-CES sistemi ile analizi

Calismada sirasiyla 10; 5 ve 2,5 yM dozlarinda BRP29 ve Bilesik 26¢ ile hucreler
muamele edilmis ve gergek zamanli sitotoksisite analizi hicre indeksindeki artis ile

takip edilmigtir. DMSO kontrol grubu olarak kullaniimistir.

5.2.2. BRP29 ve Bilegik 26c’nin Huh7 karaciger kanseri hiicreleri lizerinde

olusturdugu morfolojik etkilerin belirlenmesi

Huh7 karaciger kanseri hiicre hattinda BRP29 ve Bilesik 26¢c RT-CES deneyi
sonucundaki 1Cso degerlerine gore hucrelere uygulanmigtir. 24, 48 ve 72 saat
sonunda hucreler Hoechst 33258 (Sigma) ile boyanarak floresan mikroskobu
altinda incelenmigtir. BRP29'un hucreler Uzerinde apoptotik 6zellikte degisiklikler
olusmasina sebep oldugu belirlenmigtir (Bkz. Resim 5.3; 1Cso degerlerine gore
bilesiklerle muamele edilen hicreler, inkibasyon suresi bitiminde metanol ile
fikslenip hoechst ile boyandiktan sonra Nikon Eclipse 55i floresan mikroskobunda

(40X) goruntuleri elde edilmistir).
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24h

48h
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Resim 5.3. BRP29 ve Bilesik 26¢’nin Huh7 karaciger kanseri hiicresinde zamana
bagimli morfolojik etkilerinin Hoechst boyamasi ile incelenmesi

Resim 5.3’te de goéruldugu gibi BRP29 ve Bilesik 26c¢ ile inkiibe edilen hiicrelerin
cekirdeklerinde, DNA pargcalanmasi ve c¢ekirdek yogunlagmasinin arttigi
g6zlemlenmistir. Bunun yani sira artan apoptotik pargaciklar bu bilesiklerle inkibe
edilen hucrelerde apoptozun aktif hale geldigini gostermektedir. Her iki molekulin
artan inkibasyon saatlerinde apoptotik etkileri de artirdigi gosterilmistir. Bu sonuclar
SRB ve RT-CES sonuglarini da desteklemektedir.

5.2.3. BRP29 ve Bilegik 26c’nin huicresel yolaklar tizerindeki etkilerinin

protein ifade analizi ile incelenmesi

lyi huylu epiteliyal olan Huh7 karaciger kanseri hiicreleri, BRP29 ve Bilesik 26¢ ile
RT-CES deneyi sonucunda belirlenen ICso degerlerine gore inkube edilip hicre igi
protein ifade seviyeleri Western Blot yontemi ile incelenmistir (B-Aktin ve Kalneksin

esit yukleme kontrolu olarak kullanilmistir).
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Resim 5.9. BRP29 ile 72 saat inkiibe edilen Huh7 hucrelerinde apoptotik yolak
proteinlerinin seviyelerinin Western Blot yontemi ile incelenmesi

Poli (ADP-riboz) polimerazlar (PARP’lar) DNA’ya bagimh nikleer enzimlerdir ve
DNA hasarindaki roli nedeniyle kanserde kullanilan hedef protein olarak goraltrler
ve hlcreler apoptoza ugradiklarinda hucre igerisindeki kesilmis PARP miktarinda
artis go6zlemlenir [119]. Kaspazlar sistein proteazlaridir ve hiicrede normalde inaktif
halde bulunurlar, bu durum proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirerek son bulur ve
farkll hedef proteinleri aktif hale getirerek apoptoza sebep olurlar. Ozellikle DNA
hasar tamiri ve replikasyonu icin dnemli enzimleri inaktif hale getirirler. Hicre
iskeletinde o6nemli gorevleri olan proteinleri keserek hicre zarinda
tomurcuklanmaya ve bu pargalarin zardan koparak hucre igerisinde yikilmasina
sebep olurlar [120-122]. Resim 5.4'te de goruldigu uzere BRP29, Huh7
hlcrelerinde hem kesilmis yani aktif hale getirilmis PARP’In hem de kesilmis kaspaz
3’Un yolaginda artisa sebep olarak, bu molekulin hicre 6limune yol acgtigini

gOstermisgtir.

Akt proteininin birgok timoérde fazlaca aktive olarak, hicre yasami ve tumor
terapisine karsi dirence sebep oldugu gdsterilmigtir [123]. Bu verilere paralel olarak
yasam yolagi olarak bilinen Akt yolaginda énemli bir degisiklik olmaksizin BRP29
ile inkibe edilen hulcrelerde Erk proteininin seviyesinde de artis oldugu da
gézlemlenmistir (Bkz. Resim 5.5). Bu sonuglar Hoechst ile boyanan hicrelerde

fazlaca artan DNA parcalanmasi ve yogunlagsmasi bulgularini desteklemistir.
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Resim 5.5. BRP29 ile 72 saat inkiibe edilen Huh7 hicrelerinde Akt/Erk yolaginda
proteinlerin seviyelerinin Western Blot yontemi ile incelenmesi

Sitotoksitite deneylerinde BRP29 ile benzer sonuglar veren Bilesik 26c, Huh7
hucrelerinde inkibasyona birakilarak protein seviyesindeki etkileri gdzlemlenmis ve
yine ayni sekilde BRP29 gibi apoptotik p53 ve kesilmis PARP proteininin seviyesini
ve Erk artirirken, Akt yolaginda onemli bir degisiklige yol agmadigi gosterilmistir
(Resim 5.6).

Huh?7

2 8
= o
o o

26¢

Kesilmis PARP

p53

Erk

Fosfo--Erk

Akt
Fosfo-Akt

Kalneksin

Resim 5.6. BRP29 ve Bilesik 26c¢ ile 72 saat inkube edilen Huh7 hicrelerinde Akt,
Erk ve p53 yolaginda proteinlerin seviyelerinin Western Blot yontemi ile
incelenmesi
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6. SONUG VE ONERILER

Sonu¢ olarak elde edilen olumlu bulgular, benziloksifenilizoksazol ve
benzil/fenilpiperazin gruplarinin  birlestiriimesi ile olusturulan hibrit yapinin
antikanser etki acisidan 0zgun bir kimyasal iskelet oldugunu ve daha ileri klinik
gelisim potansiyeline sahip olabilecegini gostermektedir. Bu kimyasal iskelet
Uzerinde gergeklestirilen modifikasyonlar ile 38 adet sonug¢ bilesik sentezi
gerceklestiriimis ve meme ve karaciger kanseri hiicre hatlarina kargi antiproliferatif
etkileri incelenerek yapi-etki iligkileri belirlenmigtir. Elde edilen yapi-etki iligkisi
sonuglarina gore; genel olarak bu bilesik yapisina sahip butlin tirevlerde onemili
derecede sitotoksik etki gdzlemlenmis olup, benziloksi, orta fenil ve piperazin
gruplar Uzerindeki degisikliklerin test edilen kanser hicre hatlarina karsi aktiviteyi
ve seciciligi etkiledigi ortaya gikariimistir. Ozellikle orta fenil halkasi Uzerindeki
substitisyonlarin test edilen her 3 hdcre hattina kargida potent sitotoksik etkinin
ortaya ¢ikmasi agisindan onem arz ettigi gosterilmistir. Bu bakimdan Bilesik 26¢

daha ileri gelistirme galismalari agisindan lider bilesik olarak belirlenmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda gelistirilen bilesikler arasinda yer alan en aktif tlirev
olan Bilesik 26c¢ ile ileri biyolojik calismalarin planlanarak, antikanser etkinin
olusmasindaki biyolojik mekanizmalarin arastiriimasina yonelik faaliyetlerin
geligtiriimesi yerinde olacaktir. Bu amacgla bu tez kapsaminda bilimsel is birligi
icerisinde oldugumuz Prof. Dr. Rengul Cetin-Atalay’in danismanliginda Esra
Nalbat'in doktora tezi kapsaminda BRP29 ve Bilesik 26¢’nin molekiler etki
mekanizmalarinin arastirilmasina yonelik biyolojik c¢alismalar baslatiimistir. Bu
calismalarin ilk bulgularina gore her iki bilesigin de 6zellikle karaciger kanser kdk
hlcrelerine kargi apoptotik ve sitotoksik etkili oldugu ortaya konmustur. Bu
calismalar halen ilerleme asamasinda olup, bu tez kapsaminda geligtirilen
bilesiklerin yeni kanser tedavi yaklagimlarinin gelistiriimesi agisindan énemini bir

kez daha ortaya koymustur.

Bunun yanisira, Bilesik 26c ile in vitro ADME (suda ¢o6zunurlik, LogD, hicre
permeabilitesi, plazma proteinlerine baglanma, mikrozomal stabilite) ve farede in

vivo farmakokokinetik ¢alismalarin gergeklestiriimesi planlanmaktadir. Bu ¢alisma
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sonuglarina gore bilesigin in vivo fare ksenograft deneyleri i¢cin uygun olup olmadigi
tespit edilebilecektir. Bu sonuglara gore gerektigi takdirde ADME o6zelliklerinin
optimizasyonuna yonelik galismalar planlanabilecektir. En nihayetinde, Bilesik 26¢
veya optimize edilmis analogu ile insan meme ve karaciger kanseri hucre hatlari ile
elde edilecek ksenograft fare modelinde bilesiklerin in vivo etkinlikleri
degerlendirilebilecek ve 6n klinik calismalara aday bilesik gelistirme yolunda 6nemli

bir noktaya gelinmis olacaktir.
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