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OZET

Kanser, hlcrenin buatinlesik islevlerinin, cevreyle de etkileserek patolojik 6Ozellikler
kazanmasi ve kontrolsiiz bir sekilde cogalmasi olarak bilinmektedir. Cesitli tedavi
yaklasimlari geligtiriimis olmasina ragmen kisilerin yasam kalitesini ve slresini etkileyen
Onemli bir sorun olmaya devam etmektedir. Bu nedenle birgok sec¢kin arastirmaci tarafindan
kanser hucrelerine selektif, daha az yan etki profili olan ve hastalarin yasam kalitesini
arttirayr amaclayan yeni antikanser ajan gelistirme calismalari yapilmaktadir. Dinya Saglhk
orgutinun verilerine gore kanser turleri arasinda meme ve karaciger kanserleri en ¢ok tani
alan kanser tirleri arasindadir. Karaciger ve meme kanserine karsi antikanser etkili yeni
bilesikler gelistirmek amaciyla arastirma grubumuz tarafindan gelistirilen 5-metil-4-(4-
klorofenil)-3-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol (EB38) oncl bilesiginden hareketle bu
tez kapsaminda 33 adet yeni bilesik sentezlenmistir. Bu bilesiklerin meme ve karaciger
kanseri hiicre hatlarina karsi sitotoksik etkileri test edilmis ve EB38 oncl bilesigine kiyasla
kanser hicrelerinin proliferasyonunu daha potent olarak inhibe eden yeni bilesikler
gelistiriimesi hedeflenmistir. EB38 06ncl bilesiginin  benziloksifenil grubu, izoksazol
halkasinin 4. konumuna bagli fenil grubu, 5. konumunda yer alan metil grubu ve heterosiklik
merkez halka Uzerinde vyapilan degisikliklerle bu seri bilesiklerde yapi-etki iliskileri
incelenmistir. Bes Uyeli merkezi heterosiklik halka lizerinde yapilan izosterik degisikliklerle
ulasilan bilesiklerin sitotoksisite degerleri incelendiginde umut vadeden sonuclar elde
edilmistir. Sentezlenen bilesiklerden 1,5-diarilpirazol merkez halkasini iceren Bilesik 36,
oncl bilesik EB38’e kiyasla her ¢ hicre hatti iginde potent antikanser aktivite ortaya
cikarmistir (IC50 degerleri (Huh7)=10.8, (MV)= 3.7 and (MCF7)= 1.5 yuM). Bu sonuglara gore
EB38 vyapisindaki izoksazol merkez halkasinin yerine pirazol halkasinin getiriimesi
antikanser aktiviteleri ve farkli kanser hiicre hatlarina karsi selektiviteyi dnemli derecede
etkiledigi tespit edilmistir. Bu sebeple sonraki sentez calismalarinda pirazol merkez halkasi
ile devam edilmis, izoksazol halkasi Uzerinde yapilan bazi modifikasyon calismalari pirazol
halkasi icin de tekrarlanmistir. Sonu¢ olarak, 3,4-diaril-izoksazol ve 1,5-diaril-pirazol
tirevlerinin kanser tedavisi icin ileri calismalara aday kimyasal yapilar olarak degerleri
ortaya konulmustur.
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ABSTRACT

Cancer is defined as an uncontrolled cell proliferation, gaining pathological features by
interacting with the environment. Although various treatment approaches have been
developed, it continues to be an important problem affecting people's quality of life and
survival. For this reason, many distinguished researchers have worked on developing new
anticancer agents that are selective to cancer cells and have less side-effects aiming to
increase the quality of life of the patients. According to the data of WHO, breast and liver
cancers are among the most diagnosed cancer types. Based on the lead compound 5-
methyl-4-(4-chlorophenyl)-3-(4-((2-methylbenzyl)oxy)phenyl)isoxazole (EB38) developed
by our research group, 33 new compounds were synthesized within the scope of this thesis
in order to develop new compounds effective against liver and breast cancer. The cytotoxic
effects of these compounds against breast and liver cancer cell lines were determined to
develop new compounds that more potently inhibit the proliferation of cancer cells as
compared to the EB38. The structure-activity relationships in this compound series were
developed by changes made on the benzyloxyphenyl group of the EB38, on the phenyl
group attached to the 4th position of the isoxazole ring, on the methyl group at the 5th
position and on the heterocyclic central ring. As a result, the isosteric changes on the central
five-membered heterocyclic ring exemplified by Compound 36 with 1,5-diarylpyrazole ring
elicited potent anticancer activity in all three cell lines compared to the lead compound EB38
(value of IC50 (Huh7)= 0.8, (MV)= 3.7 and (MCF7)= 1.5 uM). According to these results, it
was determined that the replacement of the isoxazole center ring in the EB38 with the
pyrazole ring significantly affected the anticancer activities and selectivity against different
cancer cell lines. For this reason, subsequent synthesis studies continued with the pyrazole
central ring, and modifications of the isoxazole derivatives were again introduced to the
pyrazole analogues. In conclusion, 3,4-diaryl-isoxazole and 1,5-diaryl-pyrazole derivatives
have been demonstrated as candidate compounds for further development as potential
cancer therapeutics.
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TESEKKUR

Doktora egitimim ve tez c¢alismalari kapsaminda gergeklestirdigim akademik
seruvenimde azmi, zekasl, bilgi ve tecrubesi, bilimsel galismalari takip etme hizi,
karsilasilabilecek problemlere ¢ozum uretme becerisi, bilimsel konulardaki bilgi
birikiminin yaninda engin ongoruleriyle bana i1sik tutan ve yol gosterici bir rehber olan
danismanim sevgili ve saygideder hocam Prof. Dr. Burcu CALISKAN’a; ¢alisma
grubunda olmaktan gurur; bilgi ve tecrubelerine buyuk saygi duydugum, akademik
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Kimya Anabilimda Dal’'nin duayen hocasi saygideger hocam Prof. Dr. Erden

BANOGLU’na en igten minnettarligimi ve tesekkiirlerimi sunuyorum.

Orta Dogu Teknik Universitesi'nden Prof. Dr. Rengiil CETIN ATALAY danismanliginda
biyolojik aktivite ¢alismalarini titizlikle yuruten Esra NALBAT a, analiz g¢alismalarini
gergeklestiren Ankara Universitesi’'nden saygideger hocam Prof. Dr. Hakan GOKER’e,
ayrica bu tez calismasinin gercgeklestirimesinde verdigi desteklerden oturla Turkiye
Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu’'na (TUBITAK Proje No: 215S015) gok
tesekkur ediyorum. Calismakla onur duydugum anabilim dalimizin tim degerli 6gretim
Uyelerine, yuratmis oldugum asistanlik goérevimde destegini ve dostlugunu
esirgemeyen, g¢alismaktan mutluluk duydugum asistan arkadaslarima, doktoramin ilk
yillarindan beri dirsek temasi kurup akil aldigim Dr. Z. Tugce GUR MAZa ve hep
yanimda olan arastirma grubumuzun (Banoglu Research Group) kiymetli Uyelerine,
ebediyete yolcu etmekle buylk Gzintl duydugum, tanima onuruna eristigim igin sansli
hissettigim canim hocam Prof. Dr. Tijen ONKOL’a gok tesekkiir ediyorum. Doktora
surecim boyunca her zaman varliklari, dostluklar ve destekleri ile hep yanimda olup
bana gug veren ve bu slregte en buylk kazanimlarimdan olan, dostlugumuzun émur
boyu siirmesini temenni ettigim degerli arkadaslarm Dr. Kibra iBiS, Dr. Deniz
LENGERLI, Dr. Merve BARDAKKAYA ve Ecz. Azize Gizem ERGUL’e de en icten

tesekkurlerimi sunuyorum.
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canimdan ¢ok sevdigim kizkardeslerime, varligi ve destegdiyle huzur ve gu¢ veren canim
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1. GIiRIS

Kanser, hucrelerin buttnlesik iglevlerinin bozulmasi ile kontrolsiz bir sekilde
bolinmesi ve ¢ogalmasiyla ortaya ¢ikan, bulundugu bolgeyi veya uzak doku ve
organlari istila edebilen (metastaz), genetik ve c¢evresel kosullardan etkilenen

kompleks bir hastaliktir.

Kanser trilyonlarca hicreden olugan insan viucudunda hemen hemen her yerden
baslayabilir. Normalde buyuyup ihtiya¢ oldugunda bolunen, yaslandijinda veya
hasar gérdugunde olen hicreler, patolojik durumlarda, dlmeleri gerektiginde hayatta
kalir, durmadan bolinebilir ve tiumoér adi verilen blyumeler olusturabilir. TUmor
dokusu genellikle ¢evre dokuyu istla eder ve uzak dokulara metastaz
gerceklesebilir. Bu anlamda kanser, vicudun hemen her bolimdniu etkileme
Ozelligine sahiptir ve dolayisiyla her biri kendine 6zgu tedavi stratejileri gerektiren

bircok anatomik ve molekuler alt tipe ayrilir [1, 2].

Dinya Saghk Orgiti (WHO) verilerine gére kanser, 2018'de 9,6 milyonun
olumunden sorumlu olup, dunya ¢apinda ikinci onde gelen 6lum nedenidir. Her 6
olumden 1 tanesi kanser kaynaklidir. 2040 yilinda ise dunya c¢apindaki kanser

vakalarinin yaklasik olarak iki kati (16,4 milyon) kadar artacagi dngorilmektedir [3].

Kanserle mucadelede ilk hayati adim erken tani olmakla beraber tedavi
secgeneklerine bakildiginda kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi mudahele kargimiza
cikmaktadir. Kanser tedavisinde, kematerapoétikler ile diger saglikh doku ve
organlara zarar vermeksizin belirli etki mekanizmalari ile yalnizca kanser
hucrelerine etki ederek antikanserojen etki gostermeleri ve tedavi sonrasinda
olusabilecek nlks ve metastazlarin 6nine gecilmesi temel hedef olarak
gorulmektedir. Ancak birgok hastalik tablosunda mevcut kematerapdotikler ile
tedavide saglikli doku ve organlarda toksik etkilerin olusumu, tedaviye direng
gelisimi, metastaz olusumu veya tedavi sonrasi nuks gelismesi gibi sebeplerle kesin
bir iyilesme s6z konusu olamamaktadir. Bu nedenle yalnizca kanserli hucreler
hedeflenerek saglikli dokularda minimum yan etkiye neden olabilecek yeni ilag

molekullerin geligtiriimesine ihtiya¢g duyulmaktadir.
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Antikanser aktiviteye sahip tedavide kullanilan veye klinik gelistiriime asamasinda
olan kimyasal ajanlar incelendiginde izoksazol, oksazol, pirazol, imidazol, tiyazol
tetrazol gibi 5 Uyeli heterosiklik yapilara rastlamak mimkdanddr. Visinal diaril
substitue heterosiklik bilesikler antikanser alaninda umut verici potensiyele sahiptir.
Ozellikle izoksazol ve pirazol heterosiklik merkeze sahip visinal diaril bilesikler timor
gelisiminde 6nemi olan HSP90 (Heat-shock protein 90)'1 inhibe ederek, tubulin
polimerizasyonunu engelleyerek, COX-2 (siklooksijenaz-2 enzimi) inhibisyonu

yaparak veya farkli etki mekanizmalari ile antiproliferatif aktivite gostermektedir [4].

Bu tezin hazirlanmasina temel olan anabilim dalimizda yiritilen bir TUBITAK
projesi (215S015) kapsaminda, arastirma grubumuzca olusturulan bilesik
koleksiyonundaki farkli kemotipler karaciger ve meme kanseri hiicre hatlarina kargi
taranmis ve her iki kanser hucre hattinda antiproliferatif etkili 5zgun bir lider molekdl
olan  5-metil-4-(4-klorofenil)-3-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol (EB38)e
ulasiimistir (Sekil 1.1). Ozgiin bilesigin karaciger (Huh7 ve Mahlavu) ve meme
(MCF7) kanser hucre hatlarina karsi sirasiyla 1,3; 3,2 ve 3,8 uM ICso de@erlerinde
potent sitotoksisite gostermistir. Bilesigin Mahlavu ve Huh7 hatlarinda SubG1/G1
fazinda hucre birikimine ve pargalanmis PARP (Poli (adenozin difosfat [ADP]-riboz)
polimeraz) miktarinda artisa dayali apoptoza yol actigi tespit edilmistir. TUm bu in
vitro sonuglara paralel olarak, Mahlavu hticre hatti ile olusturulan ksenograftlarda
oral yoldan verilen EB38’in in vivo etkinligi timér hacmindeki artisin inhibisyonu ile

gbzlemlenmistir.

Sekil 1.1. Oncli bilesik EB38'in kimyasal yapisi

Dunya’da gorulme sikhdr ve olum orani oldukca ylksek olan karaciger ve meme
kanserine etkili olabilecek molekuller gelistirmek amaciyla EB38 analoglarinin

sentezi ve biyolojik aktivite galigmalarinin degerlendiriimesi bu tezin konusunu
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olusturmaktadir. Tez kapsaminda EB38'den hareketle lider bilesik optimizasyon
calismalarinin gerceklestiriimesi ile meme ve karaciger kanseri tedavisi igin yeni
molekuller tasarlanmis ve gelistiriimeye calisilmistir. Bu baglamda visinal diaril
heterosiklik yapiyl tasiyan 33 adet orijinal bilesik tasarlanmig, sentezlenmis ve
kanser hlcrelerine karsi sitotoksik aktivite degerleri belirlenerek lider molekilden
daha aktif molekullere ulasiimasi hedeflenmis ve ileri aktivite c¢alismalari
gerceklestirilerek secilen molektlun ADME o6zellikleri ve farmakokinetik

parametreleri arastiriimistir.

C halkasi -~ CH3
I !

A halkasi

Sekil 1.2. EB38 molekiili Gzerinden YEI (yapi-etki iliskisi) arastirmak amaciyla
planlanan modifikasyonlar

EB38 ile meme ve karaciger kanseri hucre hatlarina kargi elde edilen 6n sonuglara

gore tez kapsaminda;

e izoksazol merkez halkasina 3.konumda bagli grup korunarak A halkasi
Uzerinde yapilan substitisyonlarin aktiviteye etkisinin arastiriimasi,

e Merkez halka modifikasyonlari ile merkez halkanin aktivite Uzerine etkisinin
arastirilmasi,

e EB38 bilesiginin merkez halkasi farkli tirevlerinde A halkasi korunarak C
halkasi modifikasyonlarinin arastiriimasi,

e Etkili bulunan turevlerde diger halkalar sabit tutularak B halkasi
modifikasyonlarinin aktivite Gzerinde etkilerinin arastirilmasi planlanmis ve

surdurulmustar.
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Cizelge 1.1. Tez kapsaminda sentezlenen sonug bilesikler
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Cizelge 1.1. (devam) Tez kapsaminda sentezlenen sonug bilesikler
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2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser ve Tumor Olgusu

Kanser, bir organ veya dokudaki hicrelerin kontrolstiiz ve dizensiz olarak bolunup
cogalmasiyla ile meydana gelen, kendisini ¢evreleyen doku ve organlara yayilan
veya daha uzak doku ve organlara go¢ edip kontrolstiiz gogalmaya ve istila etmeye

devam eden kompleks bir hastaliktir.

Gecgmisi Hipokrat’a kadar dayanan kanser olgusu, ginimuz modern toplumunda da
hala en buyuk ve dlumcul saglik sorunudur. Kanser tedavisinde cerrahi miudahele,
kemoterapi, radyoterapi en sik kullanilan tedavi segenekleri olmakla beraber
hormon tedavisi gibi bazi biyolojik tedavi yontemleri de kullaniimaktadir. Var olan
yontemler tek baslarina veya destekleyici tedavi segenekleri ile kullanilabilmektedir.
Her bir tedavi segeneg@inde birtakim avantaj ve dezavantajlar olmakla birlikte her
hastada tedaviye yanit verme uyuncu farkliik gosterebilmektedir. Kanser
tedavisinde, hastalik profilinin gesitliligi, yan etkiler, kanserin kisiye 6zel bir hastalik
olmasi ve tedaviye verilen yanitlarin kisiden kisiye degisiklik gostermesi sebebiyle
tedavideki basarilarin disik olmasi Uzerine tip dinyasinin hedefi kanseri tedavi
etmek yerine henlz olusmadan engellemektir. Genetik, ¢cevresel ve davranigsal risk
faktorleri belirlenip, titiin ve alkol tiketiminin azaltilmasi, saghkh vicut agirliginin
korunmasi, dizenli egzersiz yapma, c¢evre Kirliligi-radyasyon-enfeksiyon gibi
cevresel risk faktorlerinden kacginarak 6zellikle genetik olarak risk tagiyan bireylerin
duzenli araliklar ile doktor kontrolleri sayesinde kanserin olugsmadan oOnlenmesi

saglanabilmektedir [5].

Gunumuzde kanser olusumunun engellenmesi ve olusan kanserin tedavisi icin
bircok yontem gelistiriimis olmasina ragmen kanser hastaligi cagimizin en buyuk
ikinci 8lim nedenidir. Dinya Saglik Orgitli (WHO)'niin verilerine gére, 2018’de
kanserin 9,6 milyon 6lime neden oldugu belirtiimekle birlikte yeni kanser vakalarinin
2030 yihina kadar 23,6 milyona ¢ikacag! tahmin edilmektedir [2]. Kiresel anlamda
her 6 6lumden 1’i kanser nedeni ile gerceklestiginden olimle sonuglanan kanser

vakalarinin psikolojik ve ekonomik boyutu da oldukg¢a ciddi boyuttadir. WHO



8

verilerine gore 2010 yilinda kanserin ekonomik maliyeti yaklasik 1,16 trilyon ABD

dolari oldugu tahmin edilmektedir [6].

Tarkiye'de kanser gortlme orani Avrupa Birligi Glkeleri ve Amerika Birlesik Devletleri
gibi Ulkelere kiyasla daha dustktir. Ulkemizde bir yilda yaklasik 180 bin kisiye
kanser teshisi konulmaktadir. Cinsiyete gore dagilima bakildiginda erkeklerde en
¢cok karsilasilan kanser tipi karaciger kanseri iken; kadinlarda meme kanseri ilk
sirada yer almaktadir (Sekil 2.1) [7].

ERKEK KADIN
25,000 26,000

21,170

20,000 20,000

15,230

15,000 15,000

12650

9,396

Vaka Sayisi
Vaka Sayisi

10,000 e
6,889 i
’ 5,938
5,041

5,000 5,000 4,182 3,787

10,000

a L]
Karaciger Prostat Mesane Kolorektum Mide Meme Tiroit Kolerektum Mide Uterus

Sekil 2.1. Cinsiyete Gore Turkiye’'deki kanser insidansi [7]

Halihazirda mevcut olan ¢ok sayida kemoterapoétik ilaca ragmen, tibbi ihtiyag hala
buyuk Olgude karsilanamamistir. Bunun nedenleri arasinda; secicilik eksikligi
nedeniyle geleneksel ilaglarin toksisitesi; hedef bolge disindaki organlarda erken
tumor implantasyonu ile sonuglanan metastazlarin yayilmasi; yaklasik 100 kanser
taranuan heterojenik olmasi; birkag terapotik donguden sonra kemoterapiye direng
gelismesi siralanabilir. Bu nedenle, yeni antikanser hedeflerinin belirlenmesi ve
antikanser ilaglarinin kesfi icin blylk c¢abalar gdsteriimektedir. Ayrica, insan
genomunun dizilimine yonelik kuresel ¢apta yapilan ¢alismalar, kanser tedavisiyle
iliskili cok sayida potansiyel hedef oldugunu gostermistir. Antikanser ilaglar icin
hedeflerin ana odagdi; kanser hiicrelerinin blyimesinin yani sira timor anjiyogenezi
ve metastazinda yer alan sinyal yollaridir. Daha yuksek secicilige sahip tumor
hicrelerinin malign anormalliklerinin Ustesinden gelmek igin yeni hedefleri ele alan

birgok yenilik¢i strateji gelistiriimektedir [8].
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Kanser tek bir hastalik degildir, bircok kanser turi mevcuttur ve su anki kanser
tedavi protokollerine bakildiginda, her doku sadece tek bir kanser turinden
etkilenmis gibi tedavi uygulanir. Sorun, kanseri ve hatta bir tir kanseri olusturan
hastaliklarin alt siniflarini tanimlamaktir. Tamorleri siniflandirmak igin bir dizi farkh
yaklasim (6rnegin, mikrodiziler kullanilarak) test edilmektedir. DNA gen ifadeleri

incelenerek kanser teshisi ve tumor bilgisi Uzerine ¢aligmalar yarutalmektedir [9].

Kanser hucrelerinin en temel 6zelligi, kronik proliferasyonu surdirme yetenekleridir.
Normal dokular, hicrelerin buyime ve bélunme dongusune girmesini ve ilerlemesini
bildiren, bliylumeyi tesvik eden sinyallerin Uretimini ve salinmasini duzenler, hucre
sayisini kontrol altina alir ve bdylece normal doku mimarisi ve fonksiyonunun
korunmasini saglar. Kanser hucreleri, bu sinyalleri serbest birakarak hucrelerin
kontrol mekanizmalarini devre disi birakir ve hiicre sayisi surekli artar. Etkinlestirme
sinyalleri, buylk ol¢lde, tipik olarak hicre igi tirozin kinaz bdlgelerini iceren hicre
yuzeyi reseptorlerini baglayan buylme faktorleri tarafindan iletilir. Bununla birlikte,
ilerlemeyi dizenleyen hucre ici sinyal yollarindan sinyaller yaymaya devam eder.
Hucre donglsu ve hlcre buyuimesi (hucre boyutunda artis) ile ilgili bu sinyaller
genellikle hicrenin hayatta kalmasi ve enerji metabolizmasi gibi diger biyolojik

Ozelliklerini etkiler [10].

Kanser hastaligi, anormal mutasyonlar nedeniyle birgok sinyal yolaginda c¢oklu
molekuler lezyonlarin ve fonksiyonel fazlaligin gorilmesi ile karakterizedir. TUmor
yollarinin hedeflenebilmesi i¢in kanser hicrelerinin malign fenotipinin olusumu ve
korunmasina yol acan molekuler degisikliklerin anlasiimasini gerektirir. TUm
onkoproteinler tarafindan yonetilen karmasik sinyal yollarinin aydinlatilmasi, daha
etkili ve daha az toksik antikanser tedavilerin kesfini ve gelistiriimesini saglayacaktir
[11].

Hanahan ve Weinberg 2000 yilinda yayimladiklari makalede timor biyolojisini
incelemis ve tumoér hakkinda 6 farkli 6zellik bildirmiglerdir. Bu 6zellikler; hiicrelerin
proliferatif sinyalinin surekliligi, hicre olumune karsi rezistans gelismesi, buylime
baskilayici faktérlerden kaginilmasi, DNA eslenmesi isleminin sonsuzlugu,
anjiyogenezin induklenmesi ve metastazin aktivasyonu seklinde belirtiimigtir [12].
2011 yihnda yayimladiklari ¢caligmada ise arastiricilar, belirtilen ozelliklere yeni
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Ozellikler eklemis ve bu 6zellikleri hedef alan antikanser ajan siniflarini Sekil 2.2’de

gOsterildigi gibi sematize etmislerdir [10].

EGFR Siklin-bagimh
inhibitorleri kinaz inhibitérleri

—— Proliferatif = Biiytime-baskilayici
Aerobik glikoliz sinyalin faktérlerden Anti-CTLA4 MAb
inhibitorleri \ surekliligi kaginilmasi /

Hiicresel
enerjinin
deregllasyonu

— Hiicre
Pro-apopitotik sliimiine

BH3 mimetikleri karsi
rezistans

Replikasyonun
P i Telomeraz
sonsuz . e .
devamlili inhibitorleri

Tumor-destekleyici
inflamasyon

Genomik instabilite
ve mutasyonlar

4

PARP Anjiyogenezin  invazyon & metastaz Selektif anti-
inhibitorleri induksiyonu aktivasyonu enflamatuvar ilaglar

< VEGF > ( HGF/c-Met >
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Sekil 2.2 Hicresel dizeydeki timdrijenik yetenekler ve bu 6zellikleri hedefleyen
antikanser ajan siniflari (referans [10, 13]'den uyarlanmistir)

insan genomu 518'den fazla protein kinazdan olusmaktadir ve bu protein kinazlar
proliferasyon, farklilagsma, yer degistirme, apoptoz ve anjiyogenez dahil olmak tizere
hlcresel fonksiyonlari dizenleyen birgok sinyal iletim yolaklarinda yer almaktadir.
BRAF, BCR-ABL, EML4-ALK, mutant EGFR (Epidermal growth factor receptor) ve
tirozin protein kinaz KIT (c-KIT) gibi birgok kinazin onkojenik 6zellikte oldugu ve
inhibe edilmelerinin antikanser tedavide énemli bir roll oldugu bildiriimektedir [14].
Bununla birlikte, etkili kinaz inhibitorlerinin birden fazla onkojenik kinaz Uzerinde
sinerjistik etki gostermesi beklenmektedir. Bu anlamda, FDA tarafindan onaylanan
ilk ilag olan Sorafenib, bir multikinaz inhibitorl olarak karsimiza gikmaktadir. Protein
kinazlarin Ug Uyeli Raf ailesi (a-Raf, b-Raf ve c-Raf) olmak lGzere trombosit turevli
blaylime faktoru reseptérleri (PDGFR), VEGF (Vascular endothelial growth factor)
2/3 ve c-Kit kinazlar Gzerinde etki gostererek ¢oklu kinaz hedefleme yetenegi ile
Sorafenib’in genis spektrumlu antikanser 6zellikte oldugu gorulmektedir [11].
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Sorafenibin yani sira, Crizotinib, Cabozantinib, Dabrafenib, Dasatinib, Lenvatinib,
Sunitinib, Vandetanib, Vemurafenib gibi klinik olarak onaylanmis diger inhibitorler,
B-RAF, BCR-ABL, c-KIT ve p38 kinazlar gibi tip Il kinaz inhibisyonu saglayarak
kanser tedavisinde rol almaktadir.
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2.2. Karaciger ve Meme Kanserinde Tedavi Yaklagimlari

Meme kanseri, diger kanserlerde de oldugu gibi, genetik ve klinik olarak heterojen
bir hastaliktir [15, 16]. Meme kanseri, tUm invaziv kanserlerin %22,9’'una (ikinci
sirada) ve tum kadin kanserlerinin %15'ine (birinci sirada) denk gelen bir insidans
ile dinya gapinda 6zellikle kadinlarda siklikla gorllen invaziv kanserdir. Hastaligin
yillik insidansi artarken, erken teghisi takiben sistemik tedavi yaklagimi ile mortalite

giderek azalmaktadir [17].

Uluslararasi meme kanseri insidansi, Dogu Afrika ve Glney Asya gibi daha az
gelismis bdlgelerde en dusuk; Kuzey Avrupa, Avustralya ve ABD'de en yuksek
olmak Uzere onemli 6lgude degdiskenlik gostermektedir (Amerikan Kanser Dernegi,
ABD'de her sekiz kadindan birinde yagsami boyunca meme kanseri gelisecegini
ongormektedir). Ayrica, kadin meme kanseri yasla guglu bir sekilde iliskilidir ve

vakalarin yaklasik %80'i 50 yasin tUzerindeki kadinlarda teshis edilir [18].

Diinya Saglk Orgiitii'ne gére, meme kanseri, her yil 2,1 milyon kadini etkilemektedir
ve kadinlar arasinda kansere bagli en fazla 6lime neden olan kanser tiri oldugu
bilinmektedir. 2018'de 627.000 kadinin meme kanserinden oldugu tahmin
edilmektedir. Meme kanseri oranlari daha gelismis bolgelerdeki kadinlar arasinda
daha yuksek olmakla birlikte, kuresel olarak hemen hemen her bdlgede bu oranlar
artmaktadir. DUnya ¢apinda kadin meme kanseri insidansinin 2050 yilina kadar

yaklasik 3,2 milyon yeni vakaya ulasacagi da tahmin edilmektedir [19].

Cogu durumda, meme kanseri etiyolojisi bilinmemektedir. Bununla birlikte, hastaliga
yatkinlik gdsteren birkag risk faktorii vardir. Ornegin; kisisel veya ailesel meme
kanseri Oykusu, genetik yatkinlik (BRCA1 ve BRCA2 mutasyonu), kadin cinsiyet,
ileri yas, 30 yili asan hormonal aktivite (erken ilk adet kanamasi ve ge¢ menopoz),
hormon replasman tedavisinin uzun sureli kullanimi, gec¢ ilk dogum veya nulliparite
(hic dogum yapmama), bazi kansersiz meme hastaliklari gibi spesifik hormonlar
veya ureme ile iligkili faktorlerle beraber, iyonlastirici radyasyon terapisine maruz
kalma, alkol ve sigara tiketimi, stres, fiziksel egzersiz ve 6zellikle diyet aligkanliklari

gibi genel gevresel faktorlerle de iligkilidir. Diger kanserlerde oldugu gibi, basaril
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tedavinin birincil belirleyicisi erken tanidir. Bununla birlikte, tedavi cerrahi,

radyoterapi ve sistemik tedaviyi iceren gok agsamali bir surectir [20].

Meme kanserinin molekuler mekanizmalarina yonelik gittikce artan bilgi ve
yaklagimlar, meme kanserinin tanisi, prognozu ve tedavisinde kullanilan sistemleri
zenginlestirmig, yeni molekuler bazli sistemlerin ortaya ¢ikmasina ve var olan
sistemlerle i¢sellesmesine yol agmistir. Bu yeni sistemlerden biri olan molekuler
siniflandirma, anatomik/histolojik bulgulara kosut olarak meme kanserlerindeki gen
ekspresyonlari arasindaki farkliliklara dayanir [21]. Bu bilgiyle olusturulan

siniflandirmaya gére meme tumdrleri, alti ana gruptan olusmaktadir [21]. Bunlar:

1) Luminal A (ER+, PR+/—, HER2-), %40;

2) Luminal B (ER+, PR+/—, HER2+), %20;

3) Bazal (ER—, PR—, HER2-) (¢l negatif), %15;
4) Claudin-dustk (ER-, PR—, HER2-), %15;

5) HER2 (ER-, PR—, HER2+), %15;

6) Normal-benzeri'dir (Sekil 2.3).

vimentin*, E-cadherind®
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Sekil 2.3. Meme kanseri alt tipleri, molekller o6zellikleri ve meme kanserleri
arasindaki ylzde oranlari [21]

Luminal alt tipine ait meme kanserine karsin en etkili giincel yontemler ER (Ostrojen
reseptorii) islevlerinin dnlenmesine yoneliktir. E2 (Ostrodiol)'nin yani sira, dogal ya
da sentetik birgok molekll de yiksek afinitelerle ER’lere baglanabilmektedir.
Ornegin, kliniklerde meme kanseri tedavisinde kullanilan tamoksifen &strojen
reseptor antagonisti olup, ER’ye baglanarak E2 baglanmasini 6nler ve bdylece ER
tarafindan duzenlenen transkripsiyonlari baskilar. Bu da antagonist tedavisinin

molekuler temelini olusturur [15]. Steroidal yapida ilaglar ile tedaviler kimi meme
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tumorlerinde tumayle etkisizdir. HERZ2-pozitif, Gglu-negatif, Claudin-Low ile
orneklenen tumar alt tiplerinde ER gen ekspresyonunun olmayisi ya da tumor sureci
sirasinda kaybolmasi endokrin direncinin en énemli nedenidir. Bu tur kanserlerin
baslamasina ve ilerlemesine bircok buyume faktorlerinin ve bunlarin kinaz
reseptorlerinin yuksek duzeyde sentezlenmesinin yol acgabildigi disunulmektedir
[22]. Endokrin tedavisi, Ostrojen reseptoru pozitif meme kanseri icin en etkili
tedavilerden biridir. Bununla birlikte, ¢ogu tumor, kanser ilerledikce endokrin
tedaviye direncg gelistirecektir. Endokrin tedavisi goren ER-pozitif meme kanseri
hastalarinin hemen hemen timunde, ¢ogalmasi baskilanmig timor hicreleri bir
sure sonra kullanilan tedavi ilaglarina kargi direng kazanarak yeniden buyumeye
baslarlar. Bu endokrin-direngli kanser fenotiplerinin nasil ortaya ¢iktigi
bilinmemektedir. Endokrin-direncli hicre modellerinde buyume faktor sinyallerinin
onlenmesinin, hucrelerin ER ligandlarina yeniden duyarlilik kazanmasina yol acgtigi
bulgulanmistir. Bu da, buylime faktorleri sinyallerindeki anormalliklerin, ER
islevlerini post-translasyon ve/veya promotor karsilikl etkilesim ile degistirerek
direncin gelismesinde 6nemli bir rol oynadigdini gostermektedir. Bu nedenlerle,
blyime faktérl sinyal baskilayicilarla ER antagonistlerinden olusan bilesimlerin,

endokrin-direncli meme kanseri tedavilerinde kullanilabilecedi dustntlmektedir [23].

Meme kanseri alt tipine gore tedavi sekli ve kullanilacak kemoterapotikler
degiskenlik gostermektedir. Tedavide secilebilecek ilaglar arasinda, antiostrojenler
(tamoksifen); CDK inhibitorleri (palbociclib, ribociclib ve abemaciclib); aromataz
inhibitorleri (letrozol, anastrozol ve eksemestan); gonadotropin salgilatici hormon
agonistleri (goserelin ve buserelin); progestojenler (megestrol asetat); monoklonal
antikorlar (atezolizumab, trastuzumab ve bevacizumab); ve medroksiprogesteron
asetat bulunmaktadir. Ayrica kiglk molekulld tirozin kinaz inhibitorleri (alpelisip,
neratinib, lapatinib, tucatinib, everolimus); PARP inhibitéri (olaparib); pirimidin
analoglari (5-florourasil ve kapesitabin); folik asit analoglari (metotreksat); alkilleyici
antineoplastik ajanlar (siklofosfamid); topoizomeraz inhibitérleri (antrasiklinler;
epirubisin, doksorubisin) ve mikrotlibulu etkileyen ilaglar (paklitaksel ve dosetaksel

gibi taksanlar) da kemoterapide kullaniimaktadir [24-27].
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Dunyada en sik gorilen altinci ve en dlumcul dordincu kanser tipi hepatoselltler
karsinoma (primer karaciger kanseri, HSK), karacigerin en sik gorulen primer
malignitesidir [28]. Hastaliga neden olan faktorler arasinda; Hepatit B veya C gibi
viral enfeksiyonlar, aflatoksin maruziyeti, asiri alkol tuketimi veya alkolik yagl
karaciger sendromu kaynakli sirozlar bulunmaktadir [29, 30]. Degisik cevresel
etiyolojiler (hepatit, obezite vb.) sonucunda olusan hepatosit genomundaki
degisiklikler, karaciger habis tumor baslangici ve ilerleyisi igin 6zgun bir
mekanizmayla geleneksel tedaviye direng goOstermektedir ayrica hastaligin

metastaz olasiligi oldukca yuksektir.

ABD’de kansere bagli mortalite hizi ylkselmekte olan HSK; erken veya orta
evrelerde teshis edildiginde cerrahi uygulama ve/veya sistemik tedavilere yanit

vermekte ancak ge¢ evrede palyatif tedaviler tercih edilebilmektedir.

HSK’nin tedavisinde, ikisi birinci basamak tedavi se¢enegi olarak kullaniimak Gzere
U¢ oral multikinaz inhibitért (MKI) onaylanmigtir. 2007 yilindan itibaren serin/treonin
kinaz RAF'In guclu bir sekilde inhibe ederek hlcre proliferasyonunu engelleyen
Sorafenib (Nexavar; Bayer), ileri hepatoselliler karsinoma igin birinci basamak
tedavi standardi olmustur [31]. Klinik ¢alismalardan gecerek FDA onay! alan ve
gunumuzde karaciger kanser tedavisinde kullanilan ilaglar arasinda monoklonal
antikorlar (atezolizumab, bevacizumab, nivolumab, ramucirumab, pembrolizumab)
ve kinaz inhibitérleri (cabozantinib, lenvatinib, pemigatinib, regorafenib)
bulunmaktadir [32]. Ancak son yillardaki gelismelere ragmen henlz hayatta kalma
suresini uzatmak adina istenilen basariya ulasilamamistir [33]. HSK’nin genetik ve
klinik acgidan heterojenik bir tUumor olmasi basarisizigin temel nedeni olarak
dusundlmektedir [34]. HSK’nin gelisimi ve yayilma mekanizmasi ile ilgili bilinmezlik,
klasik kemoterapdétiklere direngli olan HSK igin yeni ilag gelistiriimesi Uzerine

calismalarin yapilmasi gerektigini ortaya koymaktadir.
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2.3. lla¢ Gelistirme Galismalarinda Visinal Diaril Heterosiklik Sistemler

Heterosiklik bilesiklere hayatin hemen hemen her alaninda rastlanmaktadir. ilaglar,
zirai kimyasallar, boyar maddeler, antioksidanlar, koroziv maddeler maddeler gibi
birgok bilesigin yapisina bakildiginda heterosiklik motifin oldugu goériimektedir.
Klinik olarak kullanilan ilaglarin %90'indan fazlasinin farmakoforik iskelet olarak

heterosiklik yapi i¢cerdigi tahmin edilmektedir.

Visinal diaril heterosiklik sistemler (VDHS) merkezi heterosiklik halka sisteminin
komsu (visinal) pozisyonlari Uzerinde iki aril yapisi iceren 4-7 Uyeli merkezi
heterosiklik halka yapisina sahiptir (Sekil 2.4). Son yillarda, antikanser, analjezik,
antihiperkolesterolemik, antiviral, antimikrobiyal, antienflamatuar, vb. gibi biyolojik
aktivitelere sahip ¢ok sayida visinal diaril heterosiklik bilesik sentezlenmis ve rapor
edilmistir [4].
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Sekil 2.4. Visinal heterosiklik bilesiklerin sematik olarak gosterimi

COX-1 ve COX-2 enzimlerini inhibe ederek anitinflamatuar etki gdsteren bilesiklerin

birgogu ciddi gastrointestinal yan etkiler nedeniyle dezavantaj olusturmus, selektif
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COX-2 inhibitorlerin kesfiyle gastrointestinal yan etkiler giderilmistir. Birinci nesil
COX-2 inhibitorlerinden olan Selekoksib, Rofekoksib, Valdekoksib ve Parekoksib;
visinal diaril, 5 Uyeli heterosiklik merkez halkaya sahiptir ve ikinci nesil COX-2
inhibitéri  olarak piyasaya surllen Etorikoksib yine visinal diaril yapisi
bulundurmakla beraber 6 Uyeli heterosiklik merkez halkaya sahiptir (Sekil 2.2).
Gucgli COX-2 inhibitor aktivitelerine ragmen, Rofekoksib ve Valdeksokib,
istenmeyen kardiyovaskuler toksisiteleri nedeniyle 2004 ve 2005 yillarinda
piyasadan cekilmigtir [35]. Visinal diaril heterosiklik iskelete sahip ancak
kardiyovaskuler yan etki olusturmayacak yeni bilesikler tGzerinde calismalar tUm
hiziyla devam ederken Schering-Plough Arastirma Enstitusu'ndeki arastirmacilar,
kolesterol absorbsiyon inhibitora aktivitesi gosteren yeni visinal diaril azetidin-2-on
yapisina sahip tarevler Uzerinde calismiglardir. 2002 vyilinda ilk Kkolesterol

absorbsiyon inhibitdrt olan Ezetimib’i kesfetmis ve piyasaya surmuslerdir [36, 37].

CB1 (Kannabinoid tip 1) reseptor antagonisti olan Rimonabant, Avrupa'da 2006
yilinda visinal diaril heterosiklik yapisi iceren sinifinin ilk obezite karsiti ilacidir,
ancak ciddi psikiyatrik yan etkilerinden dolayr 2008 yilinda piyasadan ¢ekilmistir.
Piyasadan c¢ikarilmasina ragmen, Rimonabant halen, visinal diaril pirazolleri igeren
yeni terapoétik ajanlar tasarlamak ve gelistirmek icin dnci molekul olarak kabul
edilmektedir [38, 39].

Atorvastatin, visinal diaril pirol yapisina sahip olan; “statinler” olarak bilinen ilag
sinifina ait lipit dusurtca bir ilagtir. Esas olarak duasik yogunluklu lipoprotein
seviyesini azaltan bir HMG-CoA reduktaz inhibitori olarak islev géren Atorvastatin
1985'te Michigan’daki Warner-Lambert ilag sirketinden Roth ve arkadaslar
tarafindan kesfedilmistir. Kesfedilmesinin ardindan 1996'da ‘Lipitor’ markasi altinda
piyasaya surulmus ve 2012'ye kadar tum zamanlarin en ¢ok satan ilaci olarak
anilmistir [38, 39]. Turbostatin olarak da adlandirilan Lipitor'un kesfi, visinal diaril

heterosiklik bilegiklerin gelistiriimesinde altin bir bulug olarak degerlendirilmistir.

Bir diger visinal diaril heterosiklik bilesik, 1992'de FDA tarafindan onaylanan
osteoartrit ve romatoid artritin tedavisinde kullanilan visinal diaril oksazol yapisinda
olan Oksaprozin'dir [40] (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Visinal diaril heterosiklik yapi igeren klinikte kullanilan ilaglar

MAPK (mitojenle aktive olan protein kinaz) sinyal yolaginda bulunan BRAF proteini,
hicre buyumesinin yonlendiriimesinde ve hucrelerin igindeki sinyallerin
gonderilmesinde rol oynayan bir serin/treonin-protein kinazdir [41]. BRAF'In
onkojenik mutasyonlari, kutan6z melanom (%50), papiller tiroit (%46), over timorleri
(%34), safra yollari (%1), kolorektal timdr (%10), kicik olmayan akciger kanseri
(NSCLC; %2) ve tuylu hicre 16semisi (%100) dahil olmak Gzere birgok timar tipinde
gorulmektedir. BRAF’in en yaygin mutasyonu sonucu, valinin 600. amino asit
pozisyonunda (V600E) glutamik asit ile yer degistirmesi ile ortaya ¢ikan ‘wild tip
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BRAF’ olarak nitelendirilen mutant BRAF, aktivitede on kat artisla proteini aktif
konformasyonda tutmaktadir. Mutant BRAF, kolorektal kanser, papiller tiroid kanseri

ve metastatik melanomda kotu prognoz ile iligkilidir [42].

Visinal diaril heterosiklik bilesik arasinda antikanser ilaglar ele alindiginda
Dabrafenib (GSK2118436) karsimiza ¢ikmaktadir. Visinal diaril tiyazol halkasi
tasiyan Dabrafenib, BRAF kinazin guglu bir ATP-yarigsmali inhibitéradar ve papiller
tiroit, kolorektal ve yumurtalik kanseri gibi kanser turlerinde kullaniimak Uzere
gelistirilen guclu ve segici BRAF inhibitoridur (ICso= 0,7 nM). 2013 yilinda FDA,
Dabrafenib'i cerrahi olarak ¢ikartlamayan veya metastatik BRAFVG600E
melanomunun tedavisi igin tek ajan olarak onaylamigtir. Ayni zamanda beyindeki
metastatik melanomaya kargi aktivite gosteren sinifinin ilk ilaci olarak kabul
edilmektedir [43, 44].

Novartis ve Array BioPharma tarafindan gelistirilen Encorafenib visinal diaril pirazol
halkasi iceren, MAPK sinyal yolagindaki anahtar enzimleri hedefleyen BRAF
inhibitoéradir [45]. Encorafenib, Haziran 2018'de, cerrahi muidahele ile
cikartilamayan veya metastatik BRAF VG600E veya V600K mutasyon pozitif
melanomlu hastalarin tedavisi icin Binimetinib ile birlikte kullanilmak Gzere FDA

tarafindan onaylanmistir [46].
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Sekil 2.6. Dabrafenib ve Encorafenib’in kimyasal yapisi

Klinik olarak kullanilan ilaglarin yani sira, literaturlerde genig bir biyolojik aktivite
spektrumuna sahip olan visinal diaril heterosiklik yapiya sahip ¢esitli bilesikler
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bildirilmistir. Dinyanin dort bir yanindaki arastirmacilar, merkezi yapi olarak farkl
heterosiklik halkalari iceren, hastaliklarin/rahatsizliklarin tedavisinde aktif bir yapi
iskeleti elde etmek igin visinal diaril halkalari kullanarak terapdtik olarak potansiyel

bilesiklerin gelistiriimesine katki saglamiglardir.
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2.4. Visinal Diaril izoksazol Yapisi Tasiyan Antikanser Ajanlar

Azoller, halkada azot atomu disinda bagka bir heteroatom daha tagiyan veya birden
daha fazla azot atomu igeren bes uyeli heterosiklikler sinifidir. Azoller her zaman
yeni terapotik ajanlarin tasarlanmasinda tercih edilen bir halka sistemi olarak
dusunulmustur. Oksadiazoller, oksazoller ve izoksazoller gibi ¢esitli azot ve oksijen
iceren azoller ve pirazol, imidazol, triazol gibi yalnizca azot atomu tasiyan bilesikler

biyolojik aktiviteye sahip yeni bilesiklerin tasarlanmasinda kullanilmigtir.

izoksazol halkasi, halkada ardisik azot ve oksijen atomlarini tasiyan bes tyeli bir
heterosiklik halkadir. izoksazol, bircok ticari ilacin temel yapisal 6zelliklerinin bir
parcasidir (Sekil 2.7). Literatirde analjezik, antienflamatuar, antihelmentik,
antidepresan, antibakteriyel, antikanser, anksiyolitik, ndroprotektif aktiviteye sahip

birgok bilesik rapor edilmistir [47, 48].
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Sekil 2.7. izoksazol halkas! iceren bazi ilaglar

Asagida izoksazol halka sistemi Uzerine ¢alisan bilim insanlarinin ¢aligmalarindan
guncel ornekler derlenerek bu tez kapsaminda visinal diaril izoksazol ¢ekirdege

sahip antikanser etkili molekdillerin gelistiriime stregleri Gzerinde durulmustur.

Kanser tedavisi i¢in umut verici potansiyel kemoterapotik ajanlar arasinda izoksazol
merkez halkasi igeren HSP90 molekiler saperon inhibitorleri bulunmaktadir. Isi sok
proteinleri, hiicresel biyoloji galismasinda uzun suredir arastiriimaktadir. Oncelerde,
hicreler yuksek sicakliklarda c¢ogaltildiginda seviyeleri 6nemli Olgude artan
proteinler olarak tanimlanmigtir. Daha sonradan yapilan c¢aligmalarda, is1 soku
proteinlerinin diger proteinlerin dogru katlanmasina yardimci olan veya termal
denatlrasyon gibi bir stres olayi sirasinda ortaya gikabilen ve bdylece aktif yapilarini

kaybedebilecek proteinleri korumaya yardimci olan proteinler oldugu anlasiimistir.
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Is1 sok proteinlerinin ve 6zellikle HSP90'in insan timorlerinde asiri eksprese edildigi
gOsterilmistir ve bu nedenle saperon proteinleri, kanser tedavisi igin heyecan verici
yeni bir hedef olarak kabul edilmektedir. Proteotoksik i1s1 sokuna ve diger streslere
yanit olarak dnemli bir rol oynamanin yani sira HSP90, normal hicresel homeostazi
surdirmek icin de 6nemlidir. HSP9O, birgok kinaz ve transkripsiyon faktortu dahil
olmak Uzere segilen bir dizi anahtar proteinin konformasyonel stabilitesini, seklini ve
islevini saglamaktan sorumludur. HSP90, malignite ile iligkili hlcresel stresle
ugragsmanin yani sira ErbB2 (hlcre membraninda tirozin kinaz reseptorinu
kodlayan bir onkogen), Raf1, Akt / PKB ve mutant p53 gibi bir dizi dnemli onkojenik
proteinler igin de gereklidir. HSP90 inhibitorleri, birgcok kanser sinyal yolunu paralel
olarak inhibe ederek genis spektrumlu antitimor aktivite sergiledikleri icin oldukca

ilgi ¢ekici bir arastirma konusudur [49, 50].

Yapilan ilk deneysel ve birkag oncu klinik ¢alisma, HSP90 aktivitesinin bloke
edilmesinin, kanser tedavisinde terap6tik bir avantaj sagladigini disundurmektedir
[51]. Ancak kanser hucrelerinin fazla miktarda HSP90 Uretebilmesinin yaninda,
normal hucrelerde de bol miktarda HSP90 olmasi arastirmacilar igin blyuk bir
endise konusudur. Bu, HSP90'l hedefleyen ilaglarin kabul edilemez derecede toksik
olabilecegi anlamina gelebilmektedir. Bununla birlikte, ilk HSP9O0 inhibitorlerinden,
17-allilaminogeldanamisin (17-AAG), umut verici erken sonugclarla klinik galismalara
girmis ve hastalar tarafindan iyi tolere edildigi gézlenmigtir. 17-AAG Uzerinde
arastirmacilarin elde ettikleri sonuglara goére, bu ilacin normal hiicrelere gére timor
hicrelerini hedefledigi tespit edilmistir. Yapilan ¢alismada, 17-AAG’nin klinik kanser
biyopsilerinden tiretilien HSP90 ile baglanma affinitesinin normal dokulardaki
HSP90 ile olan baglanma afinitesinden 100 kat daha ylksek oldugu bildirilmistir [52].
Proteine baglanmadaki bu afinite degisikligi, HSP90 diger saperon proteinleri ile
birlestiginde ortaya c¢ikmaktadir, clinkli HSP90, timorlerde ylksek ATPaz
aktivitesine sahip ¢ok fazli komplekslerde bulunurken, normal dokularda HSP9O,
disuk ATPaz aktivitesi olan serbest bir durumda bulunmaktadir. Bilim insanlari
tarafindan HSP90'In hicrelerdeki afinite degisiklikleri in vitro calismalar ile
arastinimistir. Farkh hdcre tiplerinde saptanan bu biyokimyasal dedgisiklikler,
hicresel deneylerde 17-AAG'nin sitotoksik aktivitesi ile korelasyon gosterdigi
bildirilmistir. TUmor hucreleri yavas yavas mutant ve asiri eksprese edilen sinyal
proteinlerini biriktirdikce, HSP90’'nin bu proteinleri stabilize etmeye basladigi ve
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tumorler hayatta kalmak icin bu sinyal proteinlerine bagimli hale geldikge, HSP90
aktivitesine de bagimli hale geldigi gozlemlenmistir. Prensip olarak onkogen
bagimlihgina benzer olan bu bagimliik, HSP90'In tim dokularda genis
ekspresyonuna ragmen tumorlerde spesifik bir hedef haline gelme sebebini

aciklamaktadir.

HSP90’nin N-terminalinde ATP'yi baglayan ve hidrolize eden duzenleyici bir cep
bulunmaktadir. HSP90’'nin dogal inhibitérlerinden Geldanamisin ve 17-AAG (Sekil
2.8), N-terminal bdlgesindeki ATP baglama cebine baglanarak HSP90
fonksiyonlarini inhibe ettigi gosterilmistir [53]. Bu dogal udrinler hucresel etki
gOsterse de, klinik ajan olarak kullanimlari, hepatotoksisiteleri ve yapi kararsizliklari
nedeniyle sinirlidir. Ansamisin sinifi olarak da bilinen bu ilaglarin karaciger toksik
etkilerinin benzokinon islevselliginden kaynaklandigi dusunulmektedir. HSP90'in
antikanser ila¢ hedefi olarak calisiimaya baslanmasinin ardindan dogal HSP90
inhibitorlerini inceleyen arastirmacilar, benzokinon yapisi yerine bazi pdrin
analoglari, izoksazol analoglari ve pirazol analoglari iceren yeni bilesikler tasarlayip
sentezlemiglerdir. Sentezlenen bilesikler arasinda visinal diaril izoksazol ve visinal
diaril pirazol turevi bilesiklerin oldukg¢a iyi inhibitdor aktivite sergilediklerini

bildirmislerdir.

OH

X = OMe; geldanamisin
X = NHCH,CH=CHp>; 17-AAG
X = NHCH,;CH;NMes,; 17-DMAG

Sekil 2.8. HSP90'nin dogal inhibitorleri

Dymock ve arkadaslari tarafindan HSP9O0 inhibitora gelistirmek amaciyla hazirlanan

pirazol turevleri arasinda en potent bilesik olan VER-49009'un (1) kesfedilmesinin
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ardindan, 2007 yilinda Sharp ve arkadaslar VER-50589 (2)'u kesfetmislerdir. Sharp
ve ekibi VER-49009 bilesiginde yalnizca pirazol halkasi yerine izosteri olan
izoksazol halkasini kullanmiglardir (Sekil 2.9). Bilesiklerin X-ray ko-kristal
yapilarinda izoksazol yapisi iceren VER-50589'un pirazol igeren bilesik ile ayni
baglanma moduna sahip oldugunu ancak VER-50589’un daha iyi bir baglanma
entalpisi oldugunu rapor etmiglerdir. Ayrica VER-50589’un hicre igine aliminin
VER-49009’a gore dort kat daha fazla olmasi ve gesitli kanser hicre hatlarinda
antiproliferatif etkisinin daha fazla oldugu bildirilmistir. Kanser hiicre paneli ortalama
degerlerine bakildiginda (VER-49009 i¢in, Glso: 685 £ 119 nmol/L; VER-50589 igin,

Glso: 78 £ 15 nmol/L) izoksazol turevinin 9 kat daha potent oldugu gosterilmigtir [54].

Hs;CO H5;CO
(1) (2)

VER-49009 VER-50589

" 4
w
Sekil 2.9. HSP9O0 inhibitérlerinden; VER-49009 ve VER-50589

Vernalis firmasindan Brough ve arkadaslari 2008 yilinda yayinladiklari makalede
AUY922 (NVP-AUY922, Luminespib) kodlu visinal diaril izoksazol analogunun
bircok insan kanser hicre hattinda ortalama Glso 9 nM degeri ile proliferasyonu
inhibe ettigini  bildirmislerdir. Ayrica bu bilesigi, HCT116 kolon kanseri
ksenograftlarinda 1Cso= 21 nM degeri ile timoér buyimesini 6nemli dlgide azaltan,
sentezledikleri serinin en gucli HSP90 inhibitéri olarak rapor etmislerdir.
Arastirmacilar, oldukca iyi bir farmakokinetige ve farmakodinamige sahip olan
AUY922 ile daha Onceden sentezlenen pirazol ve izoksazol analoglarini
kiyaslanarak yapi-etki iligkilerini incelemiglerdir. Her iki halka sistemini iceren
bilesiklerde 4. konumda para substitie aril yapisinin meta substitle analoglarina
gore daha aktif oldugu bildiriimistir. Rezorsinol halkasi tzerinde 5. konumda klor
substitienti yerine izopropil motifinin varligi ve 4. konumdaki fenil halkasinin para
konumuna getirilen morfolin substitienti ile aktif bdlgede ekstra hidrofobik
etkilesimler saglanarak inhibitér aktivitenin neden arttigi agiklanmistir [55] (Sekil
2.10).
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(3)
VER-49009 AUY-922 (Luminespib)

Sekil 2.10. AUY-922'nin kesfi ve AUY922’nin HSP90’nin aktif bolgesiyle yaptigi
etkilesimler

Lider bilesikten daha aktif olan AUY922 bilesiginin kesfi ile farkli insan timor
ksenograft modellerinde c¢alismalar yapilmig ve preklinik testlerde Umit verici
aktivitelere ulasiimistir. AUY922, Vernalis ve Novartis'in is birligi ile Faz |
calismalarini gecmis ancak Faz Il ¢calismalarindaki sonugclarinin istenilen dizeyde
olmamasi sebebiyle faz ¢calismalarina ara verilmistir. Fakat AUY922 bilesigi, HSP90
inhibitorleri alaninda yapilan diger ¢alismalarda aktif bolgedeki etkilesimi ve oldukca
iyi antiproliferatif etkisi sebebi ile yapi etki iligkilerini kiyaslamada rol model olarak
alinmigtir [56, 57].

Chen ve arkadaslari tarafindan 2014’te yayinlanan makalede yapilan fragman bazl
taramanin, sentezin ve detayli YEI calismalarinin tartisildigi diarilizoksazol bazli
HSP90 inhibitdrleri rapor edilmistir. Rezorsinol slbstitlie aminoizoksazol fragmani
uzerinde calismis ve referans bilesik olan AUY922'deki amit yapisini ele alarak ters
amit iceren analoglar tasarlamis ve sentezlemislerdir. Sentezledikleri bilesikler
arasinda izoksazol halkasinin 5. konumundaki amin Gzerinde siklopropil karbonil
bulunan bilesigin (Bilesik 5) oldukga iyi bir aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.
Ayrica rezorsinol halkasinin 5. konumunda klor substitisyonu yerine izopropil

substitisyonu ile aktivitenin daha da arttigini gozlemlemiglerdir.
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Sekil 2.11. Bilesik 7'nin gelistiriime slreci

Arastirmacilar bir sonraki asamada, ¢ézunurligu arttirmak ve ilag benzeri 6zellikler
kazandirmak amaciyla farmakokinetik profili dizenlemeye karar vermis ve Bilesik
6’daki izoksazol halkasinin 4. konumundaki fenil Uzerinde bulunan metoksifenil
grubunu daha hidrofilik sUbstitisyonlar ile degistirerek bir dizi molekdl
sentezlemiglerdir. Sentezlenen bilesikler arasinda 4-morfolinopiperidin  motifi
tasiyan Bilesik 7’nin hem molekuler hem de huicresel dizeyde gugli bir HSP90
inhibitort oldugu kesfedilmistir. Birka¢ kanser hlicre hattinda ortalama Glso degeri
88 nM ile hilcre proliferasyonunu etkili bir sekilde inhibe ettigi gdsterilmistir.
Referans bilesik olan NVP-AUY922 ile kiyaslandiginda beyin kanseri
arastirmalarinda yaygin olarak kullanilan insan primer glioblastoma hicre hatti olan
U87-MG'de tumor blyumesini iki kat daha glcliu bir sekilde inhibe ettigi de in vivo
calismalarla gostermiglerdir [58] (Sekil 2.11).

Meng ve calisma ekibi tarafindan, 4,5-diarilisoksazol bazli HSP90 inhibitérinin
(AUY-922) yapisi kullanilarak bazi yeni guglu piruvat dehidrojenaz kinaz (PDHK)
inhibitérleri  tasarlanmis  ve  gelistiriimistir. ilk olarak, 3-amit slbstitiie
diarilizoksazoller sentezlenmis ve sitotoksik aktiviteteleri test edilmistir. 1C50=16 nM
degeri ile potent HSP9O0 inhibitdrt olan Bilesik 8 (Sekil 2.12), ICs0=17 nM degeri ile
en guglu PDHK1 (piruvat dehidrojenaz kinaz 1) inhibitoru oldugu bildirilmigtir, ancak
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kanser hucrelerinde zayif aktivite gosterdigi rapor edilmistir. Arastirmacilar
tarafindan, zayif hicresel aktivitenin bilesigin zayif gecirgenligine bagh olabilicedi
disunulmus ve bilesigin hucresel aktivitesini ve gecirgenligini arttirmak icin 4,5-
diarilizoksazolin 3-vinil analoglarindan olusan yeni bir seri tasarlanmis ve
sentezlenmistir. Bu bilesiklerin, PDHK1'i belirgin sekilde inhibe ettigi, ancak Bilesik
8 ile karsilagtinldiginda HSP90 inhibisyonunda azalma gosterdigi gozlenmigtir.
CCK8 (hiucre sayim kiti 8) analizi kullanilarak NCI-H1299 (insan kuguk hucrel
olmayan akciger karsinomu htcre hatti) kanser hicre hattindaki hiicresel aktivitede,
gelistirilen vinil analoglarindan biri olan Bilesik 9'un, artmis hlcre gegirgenligi ile
hlcre proliferasyonunu 9,21 uM ICso degeri ile inhibe eden en etkili bilesik oldugu

rapor edilmistir [59].

AUY-922 (3)

Sekil 2.12. Bilesik 9'un gelistiriime sureci

2017 yihinda Zhang ve arkadasglari tarafindan yapilan galismada referans bilesik
olan AUY922’nin HSP90’'nin N-terminal bolgesinde yaptigi baglanma etkilesimleri
incelenerek bu bolgede etkilesimi arttiracak visinal diaril izoksazol turevleri Gzerinde
calistiklarini  bildirmislerdir. Sentezlerini planlarken aktif bdlgedeki aminoasit
kalintilar ile daha fazla apolar ve polar etkilesimler yakalayabilmek adina izoksazol
halkasinin 3. konumundaki amido yapisina gesitli peptit gruplari eklemiglerdir. Dogal
veya dogal olmayan aminoasit substitisyonu iceren bilegiklerin aktivitelerini
incelediklerinde D-valin metil esteri ve metil-2-amino-3-hidroksipropanoat tlirevinin
en yuksek aktiviteye sahip oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica L-aminoasit turevlierde
aktivitenin kayboldugunu, D-aminoasit igceren analoglarda aktiviteye rastlandigini
ancak referans bilesige kiyasla aktivitenin daha az oldugunu rapor etmislerdir. Metil
veya etil grubu tagiyan basit amit tirevlerinde enzimatik ve antiproliferatif aktivitenin
yukseldigi ancak 6rn; siklopropilamin, piperazin ve morfolin gibi hacimli gruplarin
getirilmesi ile aktivitede dugus oldugu gozlenmigtir. Molekule ikincil bir aminoasit
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(fenilalanin, valin, 16sin) eklendiginde ise orta duzeyde bir aktivite olugurken valin
amino asitiyle olusturulan tripeptit tirevinin tetrapeptit tirevinden yaklasik 20 kat
daha yuksek antiproliferatif etki gosterdigi bildirilmigtir (NCI-H3122 ICso= 0,03-0,063
MM). Arastirmacilar ortaya ¢ikan bu sonucun valin substitisyonunun aktif bolgedeki
optimum pozisyonu saglayabilece@i uzaklikta oldugu igin daha iyi bir antiproliferatif
etki olustugunu disunmuslerdir ve bilesigin terminalinde yine metil esteri sabit tutup
cesitli siklik ve lineer fragmanlar ekleyerek yeni bilesikler elde etmiglerdir.
Sentezledikleri bilesikler arasinda farmakokinetik parametrelere olumlu yonde katki
saglayacagini dusundukleri etilen glikol tagiyan duz zincirli tirevlerde hicresel (ICso
degeri 14nM) ve enzimatik dizeyde oldukca yuksek aktivite gosteren Bilesik 11’e
ulasmiglardir (Sekil 2.13).

Sekil 2.13. Bilesik 11'in gelistiriime slreci

Guclu bir HSP90 inhibisyonu yapan Bilesik 11’in birgcok kanser hiicre hattina karsi
antiprolifertatif aktiviteleri incelenmis ve 06zellikle NCI-H3122 ve BT-474 hicre
hatlarinda sirasiyla 42 ve 57 nM ICso deg@eriyle oldukga potent antikanser aktiviteye

sahip oldugu rapor edilmistir [60]. (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Bilesik 11’in bazi kanser hicre hatlarina kargi antiproliferatif aktiviteleri
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Kanser Hiicre NCI-H3122 A549 NCI-H460 HCT-116 BT-474 MDA-
Hatti (Akciger) (Akciger) (Akciger) (Kolon) (Meme) MB-231
ICs0 (M) 0,042 0,351 0,247 0,116 0,057 0,130

Antitimoral ilag kesif gabalarinda ilgi ¢ekici bir baska hedef ise; hlcrenin yapisal
batanlagua, boélinmesi ve intrasellller transportu dahil olmak Gzere bir¢ok hlcresel

fonksiyonda 6nemli bir rol oynayan mikrotubullerdir.

Mikrotubuller hicrelerin seklinin korunmasi, hareketliligi ve intraselltler gecirgenligi
gibi fonksiyonlarin yanisira hucrelerin bélinmesinden de sorumlu olan alfa ve beta
dimerlerden olusan silindir seklindeki yapilardir. Mikrottbuller mitotik evrenin G2-M
fazinda mitotik iglere donuserek bdlinmenin gergeklesmesini saglamaktadir. Ancak
mikrottbullerin yapisinin bozulmasi anormol ig iplikciklerinin olusmasina sebep
olmakta ve hlcre bélinmesini engellemektedir. Hicre bolinmesinde oynadigi bu
rol sebebi ile mikrotibduller antikanser ilag arastirmalarinda énemli bir hedef haline
gelmigtir. Tubulinlerin kolsisin baglanma bdlgesine baglanarak antitimoral aktivite
gosterdigi kesfedilmis ve dogal bir cis-stilben olan Kombrestatin A-4 (CA-4)'Gn bu
bolgeye kuvvetli bir sekilde baglanarak tubulinlerin polimerizasyonunu inhibe ettigi
bildirilmistir (Sekil 2.14).

OCH,
OCH,

‘ OCH,

‘ OCH,

OH
Kombrestatin A-4 (CA-4) (12)

Sekil 2.14. Kombrestatin A-4’Gn kimyasal yapisi

CA-4’Un kombine ilag tedavisine direng gosteren kanser hucre hatlari da dahil olmak
Uzere bircok kanser hucre hatlarina karsi guglu antitmoral aktivite gosterdigi
kanitlansa da disuk suda ¢ézunurligu nedeniyle in vivo ¢alismalarda inaktif oldugu
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bulunmustur, ancak disodyum fosfat on ilag formu (CA4P) ile yapilan in vivo
calismalarda tumor vaskularitesini azalttigi gosterilmistir. Bunun Gzerine CA4P
kemoterapi ve radyoterapi ile tumoér tedavisinde kullaniimak Uzere faz

denemelerinden gec¢mistir [61, 62].

Arastirmacilar, on ilag yaklasimi ile Kombretastatin A-4'Un sudaki ¢dézunurlGgunin
gelistiriimesi amaciyla cis-kombretastatin analoglari sentezlemistir [63, 64]. Bununla
birlikte, bu bilesikler daha buyuk sitotoksik aktivite gostermis ve tumor bolgesindeki
kan akigini durdurarak doku iginde hemorajik nekroza neden oldugu bildirilmistir. Ek
olarak, CA4P'nin antitibulin aktivitesi incelendiginde iki aromatik halkanin belirli bir
mesafede durmasini saglayan molekull cis konformasyonda tutan bir ¢ifte bagli
zincirin varhginin aktivite igin 6nemli oldugu trans konformasyona sahip molekulin
ise aktivitesinin kayboldugu kesfedilmigtir. Bunun Uzerine bilim insanlari tarafindan,
potens i¢in gerekli komsu aril gruplarinin uygun geometrisine sahip kimyasal olarak
kararli cis kisittamali kombretastatinleri gelistirmek icin, pirazol, tetrazol, imidazol,
furazan (1,2,5-oksadiazol), oksazol, izoksazol, triazol, 1,2,5-tiadiazol ve tiyazol gibi

cesitli bes Uyeli heterosikliklerin gelistiriimesiyle yeni tirevler elde edilmistir.

Simoni ve arkadasglari tarafindan 2005 yilinda yayinlanan makalede yeni bir CA-4
analog serisi, CA-4'Un olefinik koprisunun bes Uyeli (izoksazolin veya izoksazol) ve
alti Gyeli (piridin veya benzen) heterosikliklerle dedistiriimesi ile elde edilen bilesikler
rapor edilmistir. Sentezlenen bilesikler arasinda, izoksazolin tirevleri (Bilesik 13-
15), HL60 (I6semi) hlcre hattina karsi yapilan aktivite testlerinde sirasiyla 2.0, 0.3
ve 0.5 pM ICso degerleriyle gugliu apoptotik aktivite sergilemislerdir. Bu bilesiklerin
(Bilesik 13-15), ayni zamanda sirasiyla 0.9, 0.1 ve 0.25 pM ICso degerleriyle en
guclu antiproliferatif aktiviteye sahip olduklari rapor edilmistir. CA-4, M fazinda
hicreleri durdururken bu bilesiklerin ¢ogu hlcreyi G2 fazinda bloke ettigi
g6zlenmistir. Arastirmacilar, kesfettikleri CA-4 analoglarinin mitotik igcikler
Uzerinden olmayan CA-4'ten farkli bir mekanizma ile sitotoksik etki gosterdigini
bildirilmistir [65] (Sekil 2.15).
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Sekil 2.15. Bilesik 13-15’Un gelistiriimesi

2006 yilinda Kaffy ve arkadaslari tarafindan halkada oksijen ve azot igeren farkl
bes Uyeli heterosiklik yapida yeni CA-4 analoglar (izoksazol, izoksazolin ve
oksadiazol) tasarlanip geligtiriimistir. Arastirmacilar iki farkli a,y-diaril-heterosiklik
grup ve a,pB-diaril-heterosiklik tlrevler sentezleyip, bu bilesiklerin sitotoksik ve
antitlbulin aktivitelerini test etmislerdir. a,y-diaril heterosiklik halka serisinde, 3,5-
diaril oksadiazol (Bilesik 16, ICso= 5 uM) yapisi iceren analoglarin sadece tubulin
sentezini inhibe ettigi ancak sitotoksik aktiviteden yoksun oldugu saptanirken, a,3-
diaril heterosiklik serisinde 4,5-diaril izoksazolun (Bilesik 17, 1C50=0,75 pM), CA-4
(ICs0=1,2 uM)’ten daha potent antitlibulin aktivitesine sahip oldugu gdsterilmigstir [66]
(Sekil 2.16).
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Sekil 2.16. Bilesik 17°nin gelistiriime asamasi

Sun ve ekibi tarafindan, CA-4'Un yapisal analoglari olarak bazi 4,5-diaril izoksazoller
hazirlanip G¢ farkli insan kanser hicre hattindaki sitotoksik aktiviteleri
degerlendirilmigtir. Bildirilen bilegiklerin hepsi, U¢ kanser hucre hattina karsi oldukca
anlamli sitotoksik aktivite sergilemistir. Arastirma ekibi tarafindan Bilesik 18’in HeLa
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ve HepG2 hucre hatlarina karsi sirasiyla 0,022 ve 0,065 nM ICso deg@erleri ile CA-
4’e kiyasla (sirasiyla 2,75 ve 0,14 nM ICso de@erleri) son derece sitotoksik aktivite
gOsterdigi bulunmustur. Ayrica yaptiklari ¢calismada Bilesik 18’in, hiucreleri G2/M
fazinda durdurdugunu bildirmiglerdir [67] (Sekil 2.17).

NH»
H,CO l
| N
H,CO ©
H,CO
OCH,4
(18)

Sekil 2.17. Bilesik 18’in geligtiriimesi

2008 yilinda Shin ve c¢alisma arkadaslari, KRIBB3, 5-(5-etil-2-hidroksi-4-
metoksifenil)-4-(4-metoksifenil) izoksazol (Bilesik 19)’U, hlicre doéngusuni G2/M
fazinda durdurup bunu apoptozun takip ettigi bir mekanizma ile aktivite gosteren
yeni bir mikrotubul inhibitoru olarak rapor etmislerdir. Bilegigin antitubulin aktivitesini,
in vitro polimerizasyon deneyi ve in vivo dolayll immuinofloresan boyamasi
kullanilarak degerlendirmislerdir. in vitro calismalarda cesitli kanser hiicre
hatlarinda potent aktivite sergiledigi bildirilmistir (Sekil 2.18). in vivo calismalarda
ise, 50 ve 100 mg/kg'llk dozlarda sirasiyla %49,5 ve %70,3 oraninda tUmor
blylUmesini inhibe ederek antitimor aktivite gosteren Bilesik 19’un kanser tedavisi

icin iyi bir klinik aday olabilecedi gosterilmistir [68].

HCT116; IC5,= 0,25 uM (kolon)

MDA-MB-231; IC5,= 25 yM (meme)

A549; IC5y=1,2 uM (akciger)

KRIBB3 (19) PC-3; IC5y= 0,48 uM (prostat)

Sekil 2.18. Bilesik 19’un kimyasal yapisi ve ICso degerleri
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Liu ve arkadaslari tarafindan bir dizi 3,4-diaril-5-aminoizoksazol turevi ve bu amino
izoksazollerin asetilenmig analoglari sentezlenip, bes farkli insan kanser hicre hatti
(insan miyeloid I6semi hicreleri K562, insan 6zofagus karsinom hucreleri ECA-109,
insan kuguk hucreli akciger kanseri hucreleri A549, insan hepatoseluler karsinom
hacreleri SMMC-7721 ve insan prostat karsinom hucreleri PC-3) kullanilarak in vitro
sitotoksik aktiviteleri degerlendiriimigtir. Sentezlenen bilesiklerden Bilesik 20 ve 21,

CA-4 ile karsilastinlabilir tubulin polimerizasyonu onleyici aktivite gosterdigi

bildirilmistir.
OCH, OCH,
H,CO H,CO
H,CO g =N, H,CO g =N
\O ~
O NT{ O NH;
HsCO alfy H,CO
NH
(20) (21)

Sekil 2.19. Bilesik 20 ve 21’in kimyasal yapisi

Cizelge 2.2. Bilesikler 20 ve 21'e ait aktivite degerleri

ITP K562 ECA-109 A549 SMMC-7721 PC-3

Bilesikler (ICs0 M)
Bilesik 20 1,8 0,04 5,84 4,49 12,0 3,03
Bilesik 21 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

Bilesiklerin (20 ve 21) (Sekil 2.19), serideki tim insan kanser hlcre hatlarina karsi
en etkili tirevler oldugu gosterilmistir (Cizelge 2.2). Bilesik 20 ve 21, CA-4 ile
karsilastirilabilir duzeyde tubulin polimerizasyonunu inhibe edici aktivite
sergilemistir. Ayrica Bilesik 21 ile gercgeklestirilen hucre dongusu analizlerinde,
bdélinmenin G2/M veya S fazlarinda durdurularak hicreleri apoptoza surukledigini

gOstermiglerdir [61].
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Lee ve ekibi tarafindan gugcli bir antimitotik ajan olan KRIBB3'Un bir dizi yapisal
analogu sentezlenip, mikrotubul polimerizasyonuna kargi inhibe edici aktiviteleri
acisindan taranmistir. Cesitli degiskenlerin sentezlenmis bilesiklerin inhibe edici
aktivitesi Uzerindeki etkisini incelemek icin KRIBB3'Un (Bilesik 19) 4,5-diaril
gruplarinda modifikasyonlar yapilmistir. YEI calismalarindan, A ve B halkalari
Uzerinde hidroksi ve metoksi substitientleri, etoksi, benziloksi gibi cesitli eter
kopruleri olusturarak aktiviteleri arastinimistir. Referans KRIBB3 ile ayni inhibisyon
degerine sahip olan Bilesik 22 ile (A) aril halkasi Uzerindeki bir metoksi
substitisyonu ile birlikte en az bir hidroksi substitisyonunun ve (B) aril halkasi
Uzerindeki 4-metoksi substitisyonunun mikrotubul polimerizasyonunun inhibisyonu

icin olduk¢a dnemli oldugu gosterilmigtir (Sekil 2.20) [69].

\o‘

KRIBB3 (19) (22)

Sekil 2.20. Bilesik 22’nin kimyasal yapisi
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2.5. Visinal Diaril Pirazol Yapisi Tagiyan Antikanser Ajanlar

Biyolojik hedef ile etkilesimde stratejik olarak énemli olan pirazol halkasi iki azot
atomunu bitisik konumlarda igeren bes Uyeli bir halkadir. Bu halkanin bitisik
konumlarinda iki aril halkasinin substitue edildigi yapilar ise visinal diaril pirazoller
olarak belirtiimektedir. Heterosiklik bilesikler arasinda, visinal diaril pirazoller, klinik
olarak yararl birgok ilacin bulundugu sinifi temsil eder. Bu heterosiklik yapi
iskeletinin biyolojik profili; antikanser, NSAIl (non-steroidal antiinflamatuar ilag)'lar,
antidepresan, antiviral, antioksidan gibi genis bir farmakolojik yelpazeye sahiptir.
Ozellikle antikanser ajanlarin gelistiriimesine ydnelik arastirmalarda karsimiza gikan
visinal diaril pirazol yapisi bu tez kapsaminda arastiriimis olup gelisgtirilen bazi

molekullerin gekirdek yapisini olusturmaktadir.

'T' Ar1 | H
N! Ar 'll N\N Ar l{l
5 \N2 2 ‘N 1 N
) W 14 i
4 3 Ar2 Ar1 Ar2
(A) (B) (©) (D)
Ar, R/Ar R/Ar
|
Arp N N\N
oo ﬁ /
R/Ar Ar; R/Ar R/Ar

(E) (F) (G) (H)

Sekil 2.21. Pirazol halkasi (A) ve visinal diaril tirevleri (B-H)

Asagida pirazol halka sistemi Uzerine calisan bilim insanlarinin calismalarindan
guncel ornekler derlenerek visinal diaril pirazol ¢ekirdegine sahip antikanser etkili

molekullerin gelistiriime suregleri tzerinde durulmustur.

Farag ve galisma ekibi tarafindan antitimdér ve antidstrojenik potansiyeli olan bazi
pirazol bazlh hibrit bilesikler rapor edilmistir. Sentezledikleri bilesikleri insan
yumurtalik ve meme kanseri hucre hatlarina kargi antitimor aktivitesini in vitro
olarak ve antiostrojenik aktivitesini in vivo olarak degerlendirmiglerdir. Biyolojik
aktivite verilerini incelediklerinde Bilesik 23'Un MCF7 hicre hattina kargi Glso= 0,061
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MM degeriyle nanomolar dizeyde sitotoksik aktivite sergiledigini ve standart ilag
olarak kullanilan Letrozolden bir buguk kat daha aktif oldugunu bildirmislerdir. Ayni
iskeletin Uzerinde arastiriimalarini devam ettiren ¢alisma ekibi, birka¢ umut verici
pirazol tiirevi daha sentezlemiglerdir. Ostrojen bagimli timdr hiicre hatlarina (meme
ve yumurtalik kanseri) karsi in vivo antidstrojenik aktivitelerin degerlendirmeleri
sonucunda, IGROVI yumurtalik kanseri hicre hattina karsi antidstrojenik
aktivitesinden dolayl en yuksek sitotoksik aktiviteye sahip en umut verici bilesik
olarak Bilegik 24'e (Sekil 2.22) ulasilmigtir (Glso = 0,040 pM) [70].

(24)

Sekil 2.22. Bilesik 23 ve 24’Un kimyasal yapilari

Yeni antitumor ajanlar sentezlemek amacli galismalar yuraten Balbi ve arkadaslari
2011’de direngli timor hicrelerine karsi etkili olan birkag yeni pirazol tlrevi
sentezlediklerini bildirmislerdir. Bilesik 25’in, ICso dederleri sirasiyla 1,22; 52,5 ve
1,56 M olan insan yumurtalik adenokarsinomu A2780, murin I0semi P388 ve insan
akciger karsinomu A549 hicre hatlarina karsi en ylksek antiproliferatif aktiviteyi
gOsterdigini rapor etmislerdir. Ayrica hiicre déngusini G2/M fazinda durdurarak ve
poliploid hucrelerin olusumunu kismi olarak bloke ederek apoptozu indukledigini
kanitlamiglardir. Docking simllasyon calismalari ile de Bilesik 45'in a- ve B-tlbuline

baglandigini dogrulamiglardir [71].

OH
HsCO
—
X N\N/
I _N
(25)

Sekil 2.23. Bilesik 25'in kimyasal yapisi
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El-Gamal ve arkadaslari, 3,4-diarilpirazollerin antiproliferatif aktivitesi Uzerinde
arastirmalar yaparak bir dizi 3-(3-kloro-4-substitte fenil)-4-(piridin-4-il)-1H-pirazol-1-
karboksamit turevlerini tasarlayip sentezlemislerdir. Calisma grubunun sentezledigi
bilegiklerin A375 insan melanom hucrelerine karsi antiproliferatif aktiviteleri
degerlendiriimis ve ulastiklari dort bilesigin Sorafenib'den (ICs0=12,5 yM) daha
yuksek potansiyele sahip oldugu Bilesik 26'nin (ICs0=6,6 uM) ise en potent bilesik
oldugu bildirilmistir [72] (Sekil 2.24).

Sekil 2.24. Bilesik 26’nin kimyasal yapisi

Kombretastatinin metabolik olarak dayaniksizligi ve buna bagh aktivite kaybini
gidermek amaciyla Zaninetti ve arkadaslari tarafindan Kombretastatin A-1 (CA-1)’in
metabolik olarak stabil, rijitlestirilmis 3,4-diarilpirazol analoglari (Sekil 2.25)
sentezlenmistir. Calisma grubunun sentezledikleri bilesikler arasinda Bilesik 28
néroblastoma hicre hattinda (SH-SY5Y) G2/M fazindaki hicre déngusunu tibulin
inhibisyonu yoluyla durdurarak oldukca potent aktivite gostermistir (ICso = 5,4 nM)
[73].

OCH;,4 OCHj,4

OCHj,4 H3CO O
OH | ‘ OCHj H3CO ~NH
HO | — =N
Ha,CO ‘ C OH

H,CO
OH
Kombrestatin A-1 (CA-1) (27) (28)

Sekil 2.25. Kombrestatin A-1(Bilesik 27) ve Bilesik 28’in kimyasal yapilari
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Kanserin tedavisi igin antimitotik ajanlarin yuksek potansiyeli, Tsyganov ve
arkadaslarinin CA-4 analoglarini sentezlemesini saglamistir. Bu amagla bir dizi cis
sinirlandiriimis  4,5-polialkoksidiaril-3-aminopirazolleri sentezlemis ve fenotipik
deniz kestanesi embriyo analizinde antimitotik ve antitibulin etkilerini in vivo olarak
arastirmiglardir. Yaptiklari analizler sonucunda, A halkasinda 3,4,5-trimetoksi
varhginin, etkinligi destekledigini gostermiglerdir. Bilesik 29 ve 30’'un, embriyonik
hdcre bolunmesini inhibe ederek en yuksek potansiyeli gosteren iki bilesik (sirasiyla
0,01 ve 0,1 uM konsantrasyonda) oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica bu bilesiklerin
ilag tedavisine direncli yumurtalik kanseri hucrelerinin blylimesini inhibe etme
kabiliyetine sahip olmalari nedeniyle antikanser ajan olma potansiyeli oldukga
yuksek bilesikler olarak bildirmiglerdir [74] (Sekil 2.26).

OCHj
HaCO HsCO
s O NH, O NH,
H,CO AN N
NH N
H3CO H
H3CO H3CO
OCHj
(29) (30)

Sekil 2.26. Bilesik 29 ve Bilesik 30’'un kimyasal yapilari

Xu ve arkadaslari tarafindan 2015’te yayinlanan makalede CA-4’GUn analoglari
olarak bir dizi 3-alkil-1,5-diaril-1H-pirazol bilesikleri sentezlendigi ve insan kanser
hlcresi hatlarina (SGC7901, A549 ve HT1080) kars! tubulin polimerizasyonunun
inhibisyonu yoluyla antiproliferatif aktivitelerinin test edildigi bildirilmistir.
Arastirmacilar, yaptiklari ¢calismalarin sonucunda, sentezlenen bilegikler arasinda
Bilesik 31'in tlbulin aginin bozulmasiyla antiproliferatif etki gosterdigini (SGC7901,
A549 ve HT-1080 hticre hatlarina karsi sirasiyla ICso de@erleri; 0,076; 0,122; 0,096
MM) bildirmiglerdir. Docking calismalari ile de Bilesik 31'in, mikrottbduillerin kolsisin

baglanma bdlgesine, CA-4 ile benzer bir modda baglandigini géstermiglerdir [75].
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NH,
H5CO
=
N~N
H;;CO@
H4CO
OCHj

(31)
Sekil 2.27. Bilesik 31’in kimyasal yapisi

Jain ve arkadaslari, protein kinaz ailesinden olan p90 ribozomal S6 kinaza (RSK)
(htcre gogalmasi ve apoptozda yer alan bir dizi proteinin fosforilasyonunda rol
oynayan enzim) kars! inhibitdor aktivite gosteren bir dizi bilesik bildirmiglerdir.
Sentezledikleri bilesikleri biyolojik olarak degerlendirdiklerinde 69 kinaz paneline
karsi yuksek segciciligi nedeniyle bis-fenolpirazolin (Bilesik 32) (Sekil 2.28) Gzerinde
calismiglardir. Fenollerden kaynaklanan metabolik stabilite endisesini ortadan
kaldirmak amaciyla farkli substitientler getirilerek stabilite sorununu iyilestiriimeye
calisilmigtir. Difloro substitie analogu Bilesik 33’Un 6 nm ICso degeri ile oldukca

yuksek bir potansiyel teskil ettigini bildirmislerdir [76].

HO O HO O
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NH NH
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(32) (33)

Sekil 2.28. Bilesik 32 ve Bilesik 33’Un kimyasal yapilari

Antitimor ajanlara p53-MDM2 etkilegimlerinin inhibisyonu yoluyla
ulasilabilmektedir. Bu etkilesimin inhibisyonu hiicre déngusinui, apoptozu ve DNA
onarimini duzenleyen tumor baskilayici p53'lUn islevini yenilemesine neden olur.
MDM2’nin roll ise p53 yolaginin negatif ydnde regule etmektir. Hu ve arkadaslari,
p53-MDM2 etkilesimlerini inhibe edecek antitimor ajanlar geligtirmek amagli bir dizi

pirazol turevi bildirmistir. Arastirmacilar tarafindan sentezlenen bilesikler arasindan
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Bilesik 34 ile floresan polarizasyona dayali baglanma deneyi yapilip p53-MDM2
baglanma afinitesi test edilmis ve bu bilesigin sentezlenenler arasinda en ylksek
potansiyeli (ICso= 29,22 uM) gosterdigi bildiriimistir. Ayrica bes hicre hattina karsi
(HCT116, A549, SW620, PC3 ve HL60) umut verici antiproliferatif aktivite (ICso=
4,09-16,82 pM) gosterdigi rapor edilmistir [77] (Sekil 2.29).

cl
H
P

W

N N_CH3
() d"

Cl
(34)

Sekil 2.29. Bilesik 34’Un kimyasal yapisi

Workman ve arkadaslari, bir HSP90 inhibitérd olan 3,4-diarilpirazol tlrevi
CCT018159'u (Bilesik 35), 60.000 bilesikli kutiphane taramasiyla (HTS ile)
kesfetmislerdir. HSP90 ATPaz aktivitesini (8,9 uM) inhibe ettigi konsantrasyonlara
benzer konsantrasyonlarda insan kolon, yumurtalik ve melanom tumorlerinde
HSP90 istemci proteinlerinin tikenmesine ve HSP70'in indiksiyonuna neden olarak

tumaor hlcrelerinin baylimesini inhibe ettigi bildiriimistir [78].
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Sekil 2.30. Bilesik 35’in kimyasal yapisi

Pirol ve arkadaslarinin tarafindan yapilan ¢alismada visinal diaril heterosiklik yapiya
sahip bir dizi bilesik sentezlenmis ve sentezlenen bilegikler arasindan en potent
bilesik olan Bilesik 36'nin Huh7, MCF7 ve HCT116 hucre hatlarinda yapilan
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sitotoksisite galismalarinda sirasiyla 1.6 pyM, 3.3 uyM, 1.1 pM aktivite degerlerine
sahip oldugu bildirilmistir (Sekil 2.31) [79].

H-.C
’ (36)

Sekil 2.31. Bilesik 36’nin kimyasal yapisi

inflamasyon, patojenler, anormal hiicreler veya tahris edici maddeler gibi cesitli
zararli uyaranlara yanit olarak vaskuler dokuda meydana gelen karmasik
biyokimyasal cevap ve bagisiklik surecidir. Fizyolojik olarak, inflamasyonun ana
amaci enfeksiyonlara kargi savunma mekanizmalarini uyarmak veya hasardan
sonra doku onarimini tesvik etmektir. inflamasyonun birincil aracilarindan biri COX-
2 tarafindan biyosentezlenen prostaglandin (PG)'lerdir. PG’ler hasarli boélgede hizla
birikirler ve enflamatuar durumun baslamasindan ve surdurtlmesinden sorumiu
vaskuler bir tepkiyi indUklerler [44]. PG'ler ayrica, mevcut epidemiyolojik calismalara
dayanarak, karaciger kanseri ve malign meme kanserinin de aralarinda bulundugu
tim insan malignitelerinin %15'inden fazlasiyla iligkili olan kronik inflamasyon

mekanizmasina katilir.

inflamasyonun kansere nasil yol actigina dair mevcut inang, lokal enflamatuar
odaklarin, karsinojenez baglatma asamasinda zaten olustugu ve cesitli genetik
degisiklikler icin uygun kosullari Urettigi yoniindedir. Ornegin, timor gelisimini ve
ilerlemesini kolaylastiran bir enflamatuar mekanizma, asiri reaktif oksijen turlerinin
ve reaktif azot ara Urlnlerinin Uretilmesidir. Bu faktorler, genetik mutasyonlarin
birikmesine ve genomun dengesizlesmesine yol agcan DNA'nin oksidatif hasarina
neden olur. Sonug¢ olarak, tiumoér hdcreleri olimsuzIGgun iki temel 6zelligini
kazanabilir: kontrolsiiz proliferasyon ve apoptoza direng. inflamasyonun varligi DNA
hasarinin yani sira, epidermal buylime faktéri (EGF) ve fibroblast bluytume faktéru
(FGF) gibi bliyume faktdrlerinin de timoér mikro ortamina salinmasini saglar. Bu
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durum da kanser tanisi koymada 6nemli bir role sahip olan neoplastik proliferasyonu
hizlandirir [18].

Meme kanserinin neoplastik hicrelerinde, 6zellikle metastatik hastaligi olan
hastalarda, Prostaglandin E2 (PGEZ2) ve Tromboksan A2 (TXA2) ekspresyonunun
arttigr 1980'lerden beri bilinmekte iken, NSAll'lerle uzun sdreli tedavinin meme
kanseri gelisim riskini azalttigi kaydedilmistir [80]. COX-2 gen ekspresyonunun ileri
analizi, meme kanserinde ve ayrica kolorektal, akciger, gastrik, mesane, pankreas,
endometriyal ve prostat kanseri dahil olmak Uzere diger insan solid tUmorlerinde
yuksek bir COX-2 mRNA konsantrasyonu gostererek bu goézlemleri dogrulamigtir.
Ayrica COX-2'nin meme epitelinde fizyolojik olarak mevcut olmamasina ragmen,
duktal karsinom gibi premalign evre meme kanseri vakalarinin %63-85'inde COX-2
ekspresyonunun arttigi gosterilmigtir. [81]. Buna bagli olarak COX-2 inhibisyonu ile
antikanser aktivite yakalamak mumkundur. Selekoksib ile yapilan in vitro analizler

sonucunda elde edilen ICso de@erleri Cizelge 2.3’te verilmistir [82].

Cizelge 2.3. Selekoksib’in bazi kanser hicre hatlarina karsi antiproliferatif aktiviteleri

Huicre Hatt Selekoksib’e ait ICso Degerleri (uM)
B16F10 (Melanoma) 57
HCT-15 (Kolorektal Adenokarsinoma) 22,2
4T1 (Meme Kanseri) 49
CACO-2 (Kolorektal Adenokarsinoma) 26,5
SKOV3 (Yumurtalik Kanseri) 25
HEY (Yumurtalik Kanseri) 44
IGROVI (Yumurtalik Kanseri) 55

Son yillarda, Lu ve arkadaslar tarafindan, kanser hucrelerinin blUylUmesini
baskilamada ylUksek etkinligi olan COX-2 inhibitorleri Gzerinde c¢alisiimis ve bir dizi
kumarin sllfonamid tdrevi rapor edilmistir. Sentezlenen bilesikler arasinda Bilesik
36 (Sekil 2.32) COX-2 icin ylksek selektivite gosterirken (COX-2 igin ICs0= 0,09 uM
iken COX-1 igin ICso= 48,2 uM) HelLa'ya karsi gugliu antiproliferatif aktivite (ICso=
0,36 uM) gosterdigi rapor edilmistir. Ayrica kanser metastazi igin temel hicresel
surecler olan; hucre adezyonunu, gogunu ve istilasini baskiladigini bildirmislerdir.
Calisma grubunu yaptigi docking calismalari ile de COX-2 aktif alanina baglandigini
gOstermiglerdir [83].
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F3C

H,NO,S
(37)

Sekil 2.32. Bilesik 37’nin kimyasal yapisi

ALK5 (TGF-BRI/dénasturtcu buyume faktort B reseptort | olarak da bilinen aktivin
benzeri kinaz 5), gesitli fizyolojik streglerin dizenlenmesinde rol oynayan bir serin-
treonin kinaz reseptoridir. TGF-B ligandinin fosforillemesi sonucu aktive edilen
ALKS daha sonra reseptdrden ayrilan SMAD2/SMAD3 proteinlerini fosforile eder ve
SMAD4 ile heteromerik bir kompleks olusturur. Bu kompleks nihayetinde ¢ekirdege
tasinir ve hidcre blyumesini, farklilagsmasini ve gelisimini kontrol eden gen
ekspresyonunu duzenlemek igcin DNA kofaktorleri ile etkilesime girer. Anormal TGF-
B sinyali, fibroz, kardiyovaskuler hastalik ve kanser gibi ¢esitli hastaliklarla iligkilidir.
Dolayisiyla, TGF-B sinyal yolu antikanser ajan gelistirmek igin potansiyel bir ilag
hedefidir. Cesitli organik molekuiller, TGF-B sinyal yolu inhibitorleri olarak
tasarlanmis ve gelistirilmistir. Gelistirilen ajanlarin TGF-B ekspresyonunu asagi
yonde regule ederek veya TGF-B reseptorlerinin kinaz aktivitelerini inhibe ederek

islev gérmesi amaclanmistir [84].

Merkezi halkada pirazol halkasi igeren birgok TbR-I kinaz inhibitora gelistirilmistir.
Bu bilesikler ve aktiviteleri Cizelge 2.4'te verilmistir [85]. Verilen bilesikler arasinda
Eli Lilly ve sirketi tarafindan gelistirilen LY2157299 (Galunisertib), TGF-f sinyalini
bloke eden kulguk bir visinal diaril merkeze sahip TbR-I kinaz inhibitéridir (ICso
degeri 56 nM). Galunisertib, MDS (miyelodisplastik sendrom), beyin, karaciger,
pankreas kanseri ve diger kati tumorlerin tedavisi igcin gergeklestirilen klinik
calismalarda Faz | ve Il (tedavi edilecek kanser tipine gére galismalar devam
etmekte) asamasindadir. Galunisertib, kanseri baglatan kék hacreleri
engelleyebilmektedir ve bu nedenle TGF-B'ye bagl timdr hicresi baylimesini ve

gogunu onlemektedir [84].
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Cizelge 2.4. Merkezi halkada pirazol iceren TbR-| kinaz inhibitorleri

BILESIK ADI MOLEKUL FORMULU ICso (NM) SIRKET ADI
LY2157299 56 Eli Lilly and
(Galunisertib) Company
Eli Lilly and
LY364947 59
Company
Eli Lilly and
LY2109761 38
Company
R-26871 2.5 Daiichi Sankyo
Japanese
A-77-01 e 25 Foundation for
CH,
N7 Cancer Research
Japanese
A-83-01 12 Foundation for
Cancer Research
HN
RepSox o D 23 GlaxoSmithKline
3 /\\ N
Gw788388 18 GlaxoSmithKline
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2.6. Visinal Diaril Heterosiklik Merkez Tasiyan Diger Antikanser Ajanlar

Visinal diaril tiyazol halka sistemi Uzerine ¢alisan Romagnoli ve arkadaslari, tubulin
baglanma afinitesine katkisi oldugu disunulen trimetoksifenil motifini koruyarak CA-
4'e benzer yeni bir 2-amino-4,5-diaril tiyazol (Bilesik 38a-e) serisi (Sekil 2.33)
tasarlamiglardir. Tiyazol iskeletinin C-5 pozisyonunun fenil halkasi uUzerinde,
elektron c¢ekici (CF3) ve elektron salici (metil, etil, metoksi ve etoksi) substitientler
iceren modifikasyonlar gergeklestirmislerdir. Sentezlenen tim bilesikleri, yedi insan
tumor hicre hattinda (HelLa, A549, K562, HT29, MCF7, HL60 ve Jurkat) cogalmaya
karsi etkileri agisindan degerlendirmiglerdir. Arastirmacilarin yaptiklar ¢aligmalar
sonucunda, Bilesik 38a; 2-naftil ve 39b; 4-metilfenil, yedi hlicre hattinin besine kargi
CA-4'ten daha yuksek antiproliferatif etki gosterdigi bildirilmistir. Bilesik 38e'nin,
HT29 ve MCF7 hari¢ diger kanser hicresi hatlarina kargi 0,03 — 0,9 nM arasinda
degisen ICso degerleri ile en glglu inhibitdr aktiviteyi gosterdigi rapor edilmistir. ICso
degeri 0,4 nM olan Bilesik 38c (4-CFs)'nin, MCF7 hucrelerinde en etkili olan bilesik
oldugu gosterilmistir. Bilesik 38d (3-F, 4-OMe), ICso= 5,7nM degeriyle HT29
hlcrelerine karsi en sitotoksik turev olarak tanimlanmistir. Bu sonuglar géz 6ntine
alindiginda, arastirmacilar, amino grubunu; N-metilamino, N, N-dimetilamino ve
metil gruplari gibi farkh sUbstitlentlerle dedistirerek tiyazol halkasinin C-2
konumunda ileri modifikasyonlar yapmiglardir. C-2'de N-metilamino motifine sahip
bilesiklerin (Bilesik 39a-c), antiproliferatif ajan olarak en aktif bilesikler oldugunu ve
Bilesik 39¢’nin, tlbdlin polimerizasyonunu (ICso= 0,89 pM) ve kolsisinin tlbuline

baglanmasini (% 80 inhibisyon) inhibe ettigini rapor etmislerdir [86].

OCH;3 OCH,4
H3CO H,CO
H4CO N = H,CO N CHs
| D—NH, s | H—NH
Ar S Ar S
Bilesik Ar- Bilesik Ar-
38a Naft-2-il 39a 4-metilfenil
38b 4-metilfenil 39b  4-metoksi-3-florometilfenil
38¢c 4-triflorometilfenil 39¢c 4-etoksifenil

38d 4-metoksi-3-florometilfenil
38e 4-etoksifenil

Sekil 2.33. Bilegik 38a-e ve 39a-c’nin kimyasal yapilari
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Salehi ve arkadaslari da CA-4'Un cis-olefinik bagi Uzerinde heterosiklik yapi iceren
bilegikler Uzerine c¢alismig ve bir dizi 4,5-diaril-tiyazol-2-tiyoalkil analogu (6rn.,
Bilesik 40 ve 41) (Sekil 2.34) gelistirmislerdir. Sentezledikleri bilegikleri kanser hicre
hatlarina (HT29, MCF7 ve AGS) ve fibroblastik hicre hattina (NIH-3T3) kars! test
etmislerdir. Biyolojik testte, HT29 hucre hattina kargi da aktif bulunan, fenil halkalari
uzerindeki 4-kloro ve 4-tiyometil stbstitientini iceren Bilesik 40, MCF7 hicre hattina
kargi bilesiklerin geri kalanindan daha yuksek sitotoksisiteye (ICso= 7,1 uM) sahip
oldugu rapor edilmistir. ilging bir sekilde Bilesik 40, CA-4'e kiyasla NIH-3T3
hicrelerine karsi cok diisiik toksisite gostermistir. Iki fenil halkasi tizerinde metoksi
grubu olan Bilesik 40’in, MCF7 (ICso= 23,8 uM) ve AGS (ICso= 23,9 uM) hicre
hatlarina karsi orta derecede sitotoksik aktivite sergiledigi belirtiimistir. Bilesik 40 ve
41 ile yapilan docking calismalarinda, tUbdlinin kolsisin baglanma bdlgesinde,
tiyazol halkasinin 4. pozisyonundaki fenil grubunun, kolsisinin trimetoksifenil
kismina benzedigini ve a,B-tubulin yapisinda Cys249 yakininda bulundugu
gosterilmistir. Ayrica, arastirmacilar, bir dizi 2-alkiltiyo-4-(2,3,4-trimetoksifenil)-5-
ariltiyazol tarevleri (Bilesik 42a,b ve 43a,b) rapor etmis ve antiproliferatif aktiviteleri
acisindan degerlendirmislerdir. Yapilan c¢alismada, tiyazol c¢ekirdeginin C-2
pozisyonundaki bir benziltiyo grubunun (43a,b; 1Cso= 8-20 uM), 2-metiltiyo
substitienti (42a,b 1Cso= 95-100uM) ile yer degistiriimesi sitotoksisite degerlerinde

onemli bir iyilesme ile sonuglanmigtir [87].

OCH,
R O H5CO
N H,CO N
3
| H—s | )—sr
o8 . S

)
(J

R’ R’
(40, 41) (42a,b; 43a,b)
Bilesik R= R'= Bilesik R= R'=
40 Cl SMe 42a Me Cl
41 OMe OMe 42b Me F

43a CH,Ph CI
43b CH,Ph F

Sekil 2.34. Bilesik 40-43’1n kimyasal yapilari
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Birkag secici 0strojen reseptor (ER) modulatorunun, her iki ER'lere (ERa ve ERp)
baglanma afinitesi gosteren, antikanser aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir.
Gust ve arkadaglari, aralarinda Bilesik 44’Gn de bulundugu visinal diaril imidazolin
tirevlerini sentezlemislerdir. Bu bilesigin lusiferaz enzim deneylerinde 5x107 M'lik
bir konsantrasyonda %112 gen aktivasyonu ile en ylksek baglanma afinitesine
sahip bilesik oldugu gosterilmigtir [88]. Schafer ve ¢alisma ekibinin yayinladigi bir
raporda ise, 2,3,5-triaril pirolin (Bilesik 45), guc¢li ER-baglama afinitesine sahip
oldugunu ve ERa ile 20 kat daha guglu baglanma gergeklestirebildiginden daha
spesifik bir bilesik oldugu bildirilmistir. Ayrica Bilesik 45 ile yapilan in vitro testlerde
MCF7 hucre hattinda 3 nM ICso degeri ile inhibisyon gercgeklestirdigi gosterilmistir
[89].

HO Cl HO
I 9
P o
NH O N
(e WOLy

(44) (45)

HO

Sekil 2.35. Bilesik 44 ve 45’in kimyasal yapilari

ABD'deki Johnson & Johnson ilag firmasindan Wollin ve arkadaslari, bazi 4,5-diaril
imidazollerin BRAF kinaz enzimini inhibe edici aktiviteye sahip oldugunu
gOstermiglerdir. Sekil 2.36’da gdsterilen Bilesik 46’nin 7 nM ICso degeri ile yuksek
sitotoksik aktivite sergiledigini bildirmiglerdir [90].

cl (46)

Sekil 2.36. Bilesik 46’'nin kimyasal yapisi



48

Global Farmasoétik R & D ve Abbott Laboratuvarindaki bir grup arastirmaci
tarafindan merkezi halkada imidazol, pirazol ve oksazol gibi heterosiklik halkalar
iceren bir dizi farkli visinal diaril heterosiklik bilesik sentezlenmigtir. Sentezledikleri
seri arasinda 4,5-diaril oksazol (Bilesik 47) bilesiginin (ICso= 0,98 pM) guglu
antitubulin aktiviteye sahip oldugunu bildirmiglerdir [91]. 2005 yilinda, Tron ve
arkadaslan tarafindan yapilan arastirmalar sonucu kombretafuranzanlar'in guglu
sitotoksik aktivite gosterdigi ve ¢alismalari sonucunda ulastiklari Bilesik 47 (ICso=
1,4 nM)’Un, CA-4'ten (ICso= 5,8 nM) dort kat daha etkili bir aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir [92].

Guan ve arkadaslari, ICso degeri 2,89 uM olan guglu antitibudlin aktivitesi sergileyen
3,4-diaril-1,2,5-selendiazolu (Bilesik 48) sentezlemis ve bu bilesigin ayrica 8 yM
konsantrasyonda %97 tubudlin  polimerizasyonu inhibisyonu sergiledigini
bildirmislerdir [93] (Sekil 2.37).

OCH,4 OCH;
H3CO H3CO g
O N H,CO N
H,CO ) 3 : Se
H5CO H,CO
OH OH
47 (48)

Sekil 2.37. Bilesik 47 ve 48’in kimyasal yapilari

Synta Pharmaceuticals tarafindan gelistirilen Ganetespib (STA-9090) (Sekil 2.38),
HSP90 inhibitérlerinin geldanamisin sinifindan farkli bir yapiya sahip, visinal diaril
triazolon merkez halkasi ve resorsinol substitienti iceren ikinci nesil HSP90
inhibitdérudir. 1Cso degeri 14 nM olan Ganetesbip, HSP90'a baglanir ve inhibe eder,
bu da onkojenik proteinlerin proteazomal degradasyonu, hicre proliferasyonunun
inhibisyonu ve 1s1 soku proteini 72 (HSP72)’nin ylikselmesiyle sonuglanir; bdylece
HSP90'In varligina bagli olarak gergeklesen c-Kit, EGFR ve Bcr-Abl gibi ¢oklu

kinazlarin aktivitesi inhibe edilmektedir [94, 95]. Ganetespib, melanoma, kolon,



49

meme, prostat ve ku¢lk hucreli olmayan akciger kanseri gibi ¢esitli tamor tiplerinde

klinik deneylerde Faz I/l agsamasindadir [96].

Ganetespib (49)
Sekil 2.38. Ganetespib (Bilesik 49)’in kimyasal yapisi

2017 yilinda Bendell ve arastirma ekibi tarafindan SN-38 (7-Etil-10-
hidroksikamptotesin-topoizomeraz inhibitoru) ile visinal diaril triazolon yapisi tagiyan
klguk bir molekll konjuge edilerek sentezlenen PEN-866 (NCT03221400), HSP90
inhibitdrld olarak gelistiriimistir. Adenokarsinomada, akciger ve mide kanserinde
umut vaadeden PEN-866'nin glvenligi, tolere edilebilirligi, farmakokinetigi ve 6n
etkinligi Faz I/l klinik galisma kapsaminda degerlendirilmistir. PEN-866’nin ileri
klinik galismalari yapilmaya devam etmektedir [97, 98].

s

Sekil 2.39. PEN-866 (Bilesik 50)’'nin kimyasal yapisi

PEN 866/NCT03221400 (50)

Merkezi gekirdek olarak imidazol halkasi iceren bazi bilesikler ATP ile rekabet
ederek TbR-lI kinaz’a baglanir ve bu kinazin aktivitesini inhibe ederler. Klinik
calismalar veya klinik 6éncesi ¢aligmalari devam eden 6 bilesik Cizelge 2.5’te
aktivite degerleri ile birlikte gdsterilmigtir. Bu bilesikler arasinda SB-431542, SB-
525334 ve SB-505124, GlaxoSmithKline tarafindan 2002 yilinda gelistiriimistir ve
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SB-431542, pek ¢ok calismada yaygin bir pozitif kontrol olarak kullaniimistir. Kore,
MedPacto tarafindan gelistirilen EW-7197 (Vactosertib) ise ilk kez 2012 yilinda bir
konferans 6zetinde bildiriimigtir. MDS icin (NCT02160106) Faz Il klinik denemeleri
ve katl timdrler icin Faz | klinik ¢calismalari (NCT03074006) devam eden EW-7197,
klinik calismalara giren tek imidazol TbR-I inhibitoradur [85].

Cizelge 2.5. Merkezi halkada imidazol iceren TbR-I kinaz inhibitorleri

Bilesik Adi Molekiil Formiuli ICso Degeri (nM) Sirket Adi
O
<o N 0
SB-431542 | \>—©—/( 94 GlaxoSmithKline
S H NHz
Y

SB-525334 14,3 GlaxoSmithKline
<O
(@) N
\)
SB-505124 ~ |N: g 47 GlaxoSmithKline
H
LN
-
N= N
TP-0427736 | N\> 2,72 Taisho Pharmaceutical
S
H



Cizelge 2.5. (devam) Merkezi halkada imidazol igeren TbR-| kinaz inhibitorleri

51
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Kimyasal Caligmalar

3.1.1. Geregler

Calismada kullanilan ¢ozuculer analitik safliktadir. Kullanilan kimyasallar Sigma-
Aldrich (Almanya), Merck (Almanya), Abcr (Almanya), Acros (Belgika)'dan temin
edilmistir. Kuru ortamda gergeklestirilen deneyler igin ¢ozlcu olarak kullanilan THF,

Na/benzofenon kullanilarak distillenmistir.

Flash kromatografi

Sentezlenen bilesiklerin saflastirma kontrolu ultraviyole (UV) dedektorli Teledyne
ISCO Combiflash® Otomatik Flash Kromatografi Sistemi ile yapildi. Sabit faz olarak
hazir Redisep® silika kolonlari ve Redisep Rf Gold® silika kolonlari (12 g, 24 g, 40
g), hareketli faz olarak hekzan:etii asetat, diklorometan:etii asetat veya
diklorometan:metanol gradiyent ¢dzicu sistemleri kullanildi. Bilesiklerin safliklar
ITK ve UPLC/TOF-MS analizleri ile kontrol edildi.

Mikrodalga sentez reaktoru

Mikrodalga sentez reaktorlerinde gerceklestirilen reaksiyonlar icin Biotage®
Initiator+ Cihazi ve Biotage® Initiator+mikrodalga vialleri kullanildi. (0,5-2 ml, 2-5
ml, 10-20 ml) kullanildi. Reaksiyonlar uygun isi ve kosullarda, ¢6zlcl olarak

asetonitril, DMF kullanilarak gerceklestirildi.

Preparatif HPLC

Bilesik 45 ve 51’in saflastirma islemi UV dedektorl(i Buchi Revelaris® Prep Sistemi
ile yapildi. Sabit faz olarak hazir Buchi Prep HPLC C18 kolon (250x21.2 mm, C18,
10 um) hareketli faz olarak ise asetonitril:su gradient ¢6zUcu sistemi kullanildi.
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ince Tabaka Kromatografisi (iTK) ile yapilan kontroller

Kimyasal sentez ¢alismalarinda ve bilesiklerin saflik kontrollerinde Silikajel GF254
(Merck) hazir plaklar kullanildi. C6zlcu sistemi olarak hekzan:etil asetat (60:40),
diklorometan:metanol (90:10) kullanildi. Lekelerin belirlenmesinde UV isidindan
(254 ve 366 nm), dragendorf, ninhidrin ve demir (Ill) klortr belirteglerinden

yararlanildi.

3.1.2. Genel sentez yontemleri

Yontem 1: Alkilasyon Reaksiyonu ile Elde Eldilen Bilesiklerin Genel Sentez Yontemi
(Bilesik 24, 31, 36-46, 55, 59, 64)

Yéntem 1a: ilgili fenol tiirevi (1.0 eq), ile uygun benzil bromiir/klorir tiirevi (1.2 eq)
ve KoCOs (1.7 eq) asetonitrilde ¢ozulerek (benzilklortr turevleri kullanildiginda
solvan olarak DMF tercih edildi) geri ¢eviren sogutucu altinda isitildi. 3 saatin
sonunda reaksiyon balonuna buz-su karisimi eklendi ve ¢oken kati stuzildu ve

kurutuldu. Ham artn petrol eteri ile yikanip stzuldi ve kurutuldu.

Yéntem 1b (Bilesik 1, 16, 32, 61 icin bu yéntem kullanilmistir): ilgili fenol tiirevi (1.0
eq) ile uygun benzil bromur turevi (1.2 eq) ve K>COs (1.7 eq) mikrodalga viali
icerisine alinip Uzerine asetonitril eklendi. Reaksiyon, 120°C’'de 20 dakika
mikrodalga sartlarinda yUrGtaldi. Reaksiyon icerigi suya alindi, etil asetat ile ekstre
edildi, organik faz kurutuldu (susuz Na>SOa) ve uguruldu. Ham Urln petrol eteri ile

yikanip suzuldu ve kurutuldu.

Yontem 2: Aldehit Baslangic Maddelerinden Elde Edilen Oksim Tiirevi Bilesiklerin
Genel Sentez Yontemi (Bilesik 2, 25)

ilgili aldehit tiirevi (1.0 eq) etanol:buz:su karisiminda goziilerek lizerine H,NOH.HCI
(1.1 eq) eklendi ve NaOH %50 (a/h) ¢ozeltisi (2.5 eq) damla damla ilave edildi. Oda
Isisinda 2 saat karistirildi. Stre sonunda reaksiyon ortamina su eklendi ve derisik
HClI ile asitlendirildi. Olugsan ¢okelek vakum altinda sizuldl, kurumaya birakildi.
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Yontem 3: Oksim Turevlerinin Klorlanmasi ile Elde Edilen Bilesiklerin Genel Sentez
Yontemi (Bilesik 3, 26)

ilgili oksim tiirevi (1.0 eq) DMF icinde ¢dziilerek tizerine NCS (1.0 eq) porsiyonlar
halinde eklendi. Reaksiyona katalitik miktarda HCI| gazi eklendi. 3 saat oda isisinda
karistirildi. Reaksiyon karigimi buzlu suya dokuldu. Olugsan ¢okelek vakum altinda

suzuldu, kurumaya birakildi. Ham Urun bir sonraki basamakta kullanildi.

Yontem 4: Nitriloksit Ara Uriinii Uzerinden Elde Edilen izoksazol Tiirevi Bilesiklerin
Genel Sentez Yontemi (Bilesik 4, 6-15, 27)

ilgili baslangic maddesi (1.0 eq) dietileter icinde ¢ézildi. Uzerine EtsN (1.0 eq)
eklendi. Buz banyosunda 2 saat karistirildi ve olusan ¢okelek suzuldu. Suzintu
vakum altinda uguruldu ve arilnitriloksit elde edildi. Buz banyosunda azot atmosferi
altinda kuru THF icine NaH (1.6 eq) eklendi. Uzerine ilgili fenilaseton tiirevi (1.0 eq)
yavas yavas ilave edildi ve 1 saat karistinlldi. Stre sonunda arilnitriloksit (1.0 eq)
kuru THF icinde ¢dzllerek reaksiyon ortamina eklendi ve gece boyu oda isisinda
karistinildi. Reaksiyon karisimi sulu amonyum klorur ¢ozeltisi igcine alindi ve etil

asetat ile ekstre edildi, Na>SOa ile kurutuldu. Etil asetat vakum altinda uguruldu.

Yontem 5: Nitro Grubunun Rediiksiyonu ile Elde Edilen Bilesiklerin Genel Sentez
Yontemi (Bilesik 5, 49)

ilgili nitro tiirevi (1.0 eq) metanolde ¢éziildi, lizerine SnCl2.2H20 (5.0 eq) eklenerek
gece boyunca geri ¢eviren sogutucu altinda isitildi. Stre sonunda etil asetat ile
ekstre edildi, organik faz kurutuldu (susuz Na>SOa4) ve uguruldu. Madde sabit faz
olarak hazir RediSep Silika kolonlari (12g), hareketli faz olarak hekzan:etil asetat

(60:40) kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile saflastirildi.

Yontem 6: Demetilasyon ile Elde Edilen Bilesiklerin Genel Sentez Yontemi (Bilesik
23, 30, 54, 58, 60)

Yéntem 6a: Metoksi grubu iceren ilgili baslangic maddesi (1.0 eq) azot gazi altinda
diklorometan igerisinde ¢ozulerek, 1M (diklorometan igerisinde) BBr3 ¢ozeltisi (3 eq)
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damla damla eklendi ve 4 saat oda isisinda karigtirildi. Ardindan 1 ml metanol
eklenip diklorometan ile ekstre edildi, organik faz kurutuldu (susuz Na>SOas) ve

ucuruldu.

Yéntem 6b (Yalnizca Bilesik 60 igin bu yontem kullaniimistir): ilgili baslangic
maddesi (1.0 eq) asetik asit igerisinde ¢ozulup tzerine HBr (Hidrobromik asit) (16.5
eq) eklendi. Reaksiyon geri ¢eviren sodutucu altinda gece boyu isitildi. Ertesi gun
reaksiyon su buz karisimi igerisine alindi. 10N NaOH c¢ozeltisi ile pH nétr hale

getirildi ve ¢dken kati suzildu.

Yontem 7: DMFDMA Reajani Kullanilarak Elde edilen Ara Bilesiklerin Genel Sentez
Yontemi (Bilesik 33, 47, 52, 65, 68)

ilgili baglangic maddesi (1.0 eq), toluen igerisine alindi tizerine N,N-Dimetilformamit
dimetil asetal (DMFDMA) (15.0 eq) eklenerek yag banyosunda 130 °C’de gece boyu
isitildi. Ertesi guin reaksiyon balonundaki ¢ézicu uguruldu ve ham urtin bir sonraki

basamakta kullanildi.

Yontem 8: Pirazol Turevi Bilesiklerin Genel Sentez Yontemi

Yéntem 8a (Bilesik 34, 48, 53, 66, 69 icin bu yéntem kullaniimistir): ilgili baslangic
maddesi (1.0 eq) ve 4-klorofenilhidrazin.HCI (1.0 eq) absoll etanolde ¢ézllda, 4
saat boyunca geri geviren sogutucu altinda isitildi. Sire sonunda reaksiyon
ortamina su eklendi ve diklorometan ile ekstre edildi, organik faz su ile yikandi.
Susuz NaxSOys ile kurutulduktan sonra kuruluga kadar uguruldu. Madde sabit faz
olarak hazir RediSep Silika kolonlari (12g), hareketli faz olarak hekzan: etil asetat

(80:20) kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile saflastirildi.

Yéntem 8b (Bilesik 62 ve Bilesik 63 icin bu yéntem kullanilmistir): ilgili baslangic
maddesi (1.0 eq) ve DMFDMA (5.0 eq) DMF igerisinde ¢ozilerek gece boyu oda
Isisinda karistirildi. Ertesi gun reaksiyon balonundaki reajan uguruldu, elde edilen
ara urun ve ilgili hidrazin tirevi (1.5 eq) metanolde ¢dzulerek geri geviren sogutucu
altinda 2 saat boyunca isitildi. Sonrasinda etil asetat ile ekstre edildi ardindan

organik faz kurutuldu (susuz Na>SOs) ve uguruldu. Madde sabit faz olarak hazir
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RediSep Silika kolonlari (12g), hareketli faz olarak hekzan: etil asetat kullanilarak
otomatik flash kolon kromatografisi ile saflagtirildi. (Bilegik 63 igin reaksiyon

ortamina katalitik miktarda sulfurik asit eklendi.)

Yéntem 8c (Bilesik 51 ve 57 icin bu yontem kullanilmistir): ilgili baslangic maddesi
(1.0 eq) ve uygun hidrazin turevi (1.1 eq) metanolde ¢6zuldl, Gzerine EtsN (1.0 eq)
eklendi. 4 saat boyunca geri ¢ceviren sogutucu altinda i1sitildi. Sire sonunda metanol
ucuruldu. Ardindan distile su eklenerek etil asetat ile ekstre edildi, organik faz
kurutuldu (susuz Na>S0Oa4) ve uguruldu. Madde sabit faz olarak hazir RediSep Silika
kolonlari (24g), hareketli faz olarak hekzan: etil asetat (70:30) kullanilarak otomatik

flash kolon kromatografisi ile saflagtirildi.

Yontem 9: Diketon Turevi Bilesiklerin Genel Sentez Yontemi (Bilesik 50 ve 56)

ilgili baglangic maddesi (1.0 eq) ve NaH (4.0 eq) etil asetat icerisinde ¢oziilerek oda
Isisinda gece boyu karistirildi. Ertesi glin reaksiyon balonundaki ¢6zicl uguruldu
ve ham Urlnin sodyum tuzu eter ile muamele edilip tekrar stzuldi, ardindan su

icerisine alinip asitlendirildi, goken kati Urun vakumda suzuldi, kurutuldu.
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3.2. Analitik Caligmalar

3.2.1. Erime derecesi tayini

Bilegiklerin erime dereceleri, Stuart SMP40 dijital erime derecesi cihaziyla tayin

edildi ve deg@erler duzeltiimeden verildi.

3.2.2. 'H-NMR ve C-NMR spektrumlari

Sentezlenen bilesiklerin 'H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari CDCl; ve DMSO-ds
icindeki gozeltileri ile Ankara Universitesi Eczacillk Fakiltesi Merkez
Laboratuvari’nda tetrametilsilan i¢ standarti ile Varian Mercury-400 Agilent FT-NMR
Spektrometresi’nde *H-NMR spektrumu igin 400 MHz, *3C-NMR spektrumu icin 100
MHz frekansta alinip kayma degerleri (8) ppm skalasinda degerlendirildi. Eslesme

sabitleri ise Hertz (Hz) olarak verildi.

3.2.3. HRMS spektrumlari

Sentezlenen bilesiklerin HRMS spektrumlari metanol igerisindeki ¢dzeltilerinden
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 mi/dakika) hareketli faz olarak formik asit iceren (% 0,1) CH3CN:H20 (% 1-

% 90) gradient ¢dzUcu sistemi kullanildi.
3.2.4. X-1sIn1 kristalografisi
Bilesik 36 ve Bilesik 51'in X-Ray kristalografisi Kastamonu Universitesi Egitim

Fakultesinde gorev yapan Prof.Dr. Abdullah Aydin tarafindan BRUKER XRD system

(D8 Advance) X-ray diffractometer cihazi ile alinmistir.
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3.3. Biyolojik Galigmalar

Sentezlenen bilesiklerin biyolojik aktivite calismalari Orta Dogu Teknik Universitesi
Ogretim Uyesi Prof. Dr. Rengiil CETIN ATALAY danismanligindaki arastirma ekibi

tarafindan gergeklestirilmistir.

3.3.1. Hiicre kultiiru

Hepatoselller karsinoma (HSK) hdcre hatlari Huh7 ve Mahlavu; meme kanseri
hidcre hattt MCF7, MDA-MB-231, igerisinde %10 FBS, 0.1 mM NEAA (esansiyal
olmayan amino asitler) ve 100 birim/mL penisilin ve streptomisin bulunan
Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM; Gibco) besiyerinde; meme karsinoma
hlcre hatti ZR-75-1 igerisinde %10 FBS, % 4.5 glukoz, 0.1mM sodyum piruvat ve
100 birim/mL penisilin ve streptomisin bulunan RPMI (Gibco) besiyerinde,
tumorijenik olmayan meme epitelyal hicre hattt MCF10A igerisinde, 10 ng/ml EGF,
500 ng/ml hidrokortizon ve 10 ug/ml insulin bulunan DMEM/HAM’S F12 besiyerinde,
37°C %5 CO: hiicre inklibatoru icerisinde buyatilmastir.

3.3.2. SRB (Sulforadamin B) ile sitotoksisite tayini

96 kuyulu hucre kultur plagina her bir hicre hatti belirlenen sayilarda hucreler
ekildikten 24 saat sonra, hicrelere her bir bilesik 40 uM, 20 pM, 10 uM, 5 uM, 2.5
MM konsantrasyonlarinda verilmis ve her bilesigin her bir farkli dozu 3 kez
tekrarlanmistir (ICso degeri 20 uM’in Gzerinde 40 pM’in altinda ¢ikan bilesikler icin
sonug ICso degeri *>20 uM’ olarak verilmis olup daha dusuk ICso degerlerine sahip
bilesikler tzerine yodunlasildigindan bu bilesikler icin tekrar yeni doz araliklari ile
ICs0 de@eri hesaplanmamistir). 72 saat inkibasyon siresi tamamlandiktan sonra,
hicreler 1X PBS ile bir kere yikanip fiksasyonu igin %10 TCA (trikloroasetik asit)
kullanilmistir. 1 saat +4°C de bekletildikten sonra distile su ile en az 3 kere yikanan
hicreler kurutulduktan sonra, boyanmalari igin gereken miktarda SRB (0.04 g/10
mL, Sigma-Aldrich) %1 asetik asitte ¢ozulip her kuyucuga 50 ul eklenmistir.
Hucreler karanlikta oda sicakhginda 10 dk bekletildikten sonra, fazla boyayi
hicrelerin Uzerinden kaldirmak amaciyla kuyular %1 asetik asit ile birka¢ defa

yikanmistir. SRB boyasinin yogunlugunun (protein yogunlugu) okunmasi igin
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kuyularin tGzerine 100ul, 10mM TBS (Trizma baz) eklenmistir. OD (optik dansite)
okuyucu (BioTek, ELx800) cihazinda 515 nm dalga boyunda gergeklestirilen
okutmalar sonrasinda bilesiklerin etkilerini incelemek icin elde edilen degerler [1-
(inhibitor eklenen kuyucuktaki hicrelerin absorbansi x 100)/(DMSO eklenen kontrol
hlcrelerinin absorbansi)] formlline goére hucre 6lumu yuzdesine cgevrilmis, doz
yanit egrileri yardimiyla 1Cso (% 50 oraninda 6lime neden olan doz) degerleri

hesaplanmigtir [99].

3.3.3. Western blot analizi

Bilesik 36 ile ICso ve IC100 konsantrasyonlarinda muamele edilen HSK (Mahlavu ve
Huh7) hicreleri 48 saat sonrasinda (61U ve canli) toplanmis elde edilen pelletler lizis
solusyonu (150mM NaCl, 50mM Tris-HClI pH=7.6, 1% NP40 (Nonil
fenoksipolietoksiletanol), 0.1% SDS, 1x Protease inhibitor kokteyl ve 1x PhosStop)
ile 30 dakika boyunca vortekslenerek buzda parcalanmistir. 13200 rpm'de 20
dakika santrijuj edilip elde edilen hucre lizatlarindaki protein miktarlarinin
belirlenmesi icin BCA (Bicinchoninic acid assay) protein assay uygulanmistir.
Standart egri elde etmek igin bilinen dozlarda BSA (albumin) referans olarak ile
spektrofotometrede 562 nm dalga boyunda olgtlmastir. Her 6rnek ayni sekilde BCA
solusyonu ile odlgllerek BSA ile elde edilen standart egri formuline goére protein
miktarlari hesaplanmistir. Western blot igin, 50 ug protein kullaniimistir. Proteinler
95°C de 10 dakika inklibe edilerek denature edildikten hemen sonra %10 TGX hazir
jellerinde (Bio-Rad) SDS-PAGE kullanilarak ayristiriimistir. Transfer islemi de Trans
Blot Turbo Transfer Sistemi (Bio-Rad) ile gerceklestiriimistir. Proteinler LF-PVDF
membrana transfer edildikten 1 saat Odyssey® Blocking Buffer (TBS) ile inkiibe
edilmigtir. Daha sonra membranlar, oda sicakliginda damlatma yontemiyle 2 saat
primer antikor ile inkiibe edilip 30 dakika boyunca baglanmayan antikorlar 1xTBS-
T(0.1% tween) ile yikanmistir. Ardindan ikinci antikor 1 saat boyunca karanlik
ortamda oda sicakliinda membrana uygulanmistir. 30 dakika yikamadan sonra
membranlardan Odyssey CLx- LICOR goruntuleme sistemi ile gorunta alinmistir.
Kullanilan primer antikor; PARP (#9532S, Cell Signaling) 1:500 oranlarinda ve esit
yukleme kontrolu olarak beta-Aktin (#A5441, Sigma) 1:1000 oraninda kullanilmistir.
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3.3.4. Annexin V ile hiicre olimi mekanizmasi analizi

Huh7 hucreleri 6 kuyucuklu tabaklara ekilmistir. 24 saat sonrasinda, hicreler Bilesik
36 molekllu ile 48 saat muamele edilmigtir. Bilesik 36’'nin sebep oldugu 6lum
mekanizmasinin agiga cikartilmasi igin, kit dnerisindeki protokole goére Annexin V
ile boyanmistir. Hucreler akis sitometrisi cihazinda (MUSE, Millipore) okutulmus ve
analiz edilmigtir (MUSE Annexin V kit, Millipore).

3.3.5. Hoechst floresan boyama ile hiicre olimu tespiti

Bilesik 36 ile 24, 48 ve 72 saat boyunca ICso konsantrasyonu ile muamele edilen
Huh7 hdcreleri Gzerindeki besiyeri uzaklastirildiktan sonra, 2 kere 1XPBS (soguk)
ile yikanmig, %100 soguk metanol ile 10 dakika boyunca sabitlenmigtir. Tekrar
soguk 1xPBS ile yikanan hucrelerin Uzerilerine, 1XPBS’de hazirlanmis 1ug/ml
Hoechst boyasi (#33258, Sigma) eklenmis ve 10 dakika boyunca oda sicakliginda
bekletilmistir. Fazla boyadan kurtulmak igin, hicreler 1XPBS ile 5 dakika oda
sicakhginda yikanmigtir. Boyanan hucreleri gortuntilemek amaciyla floresan

mikroskopta (Nikon Eclipse 55i) mavi filtre (340-380 nm) kullaniimistir.

3.3.6. Hucre dongusii analizi

100mm hucre kiltart tabaklarina ekilen Huh7 hiicreleri, 24 saat sonra Bilesik 36 ile
5 uM konsantrasyonunda muamele edildikten 48 saat sonra 6lU ve canli hlicreler
toplanmis ve 5 dakika boyunca 1800 rpm hizinda santrifijj ile gokturtlmastir. Céken
hlcrelerin Uzerindeki sipernatant alindiktan sonra, hicreler 1ml 1X PBS ile tekrar
stspansiyon hale getirilip vortex ile karistirlmistir. Karistirma sirasinda fiksasyon
islemi icin hucrelerin Uzerine 1 ml (6nceden sogutulmus) %70 etanol eklenmis ve 3
saat boyunca -20 °C de fikse olmak Uzere bekletiimigtir. Fiksasyonu tamamlanmis
hicreler 1X PBS ile 5 dakika yikanmis ve hucreler Pl-boyama sollisyonu (MUSE
Cell Cycle kit, Millipore) igerisinde 30 dk boyunca oda sicakliginda bekletilmistir.

Hucreler akis sitometrisi cihazinda (MUSE, Millipore) okutulmus ve analiz edilmistir.
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3.3.7. Meme ve karaciger kanseri ksenograft modelinde in vivo antikanser etki

tayini

Atimik tiysuz farelere hicre implanti igin, Mahlavu ve MDA-MB-231 hucreleri kalttr
kaplarinda buyutultp tipler igerisinde toplanmistir. Daha sonra Mahlavu hucreleri
150 pL hacimde 10.000.000 sayisinda olacak sekilde dorsal cilt alti enjekte edilip
ksenograft tumor buylmeleri takip edilmisti. MDA-MB-231 hucreleri ise farenin
ustten 2. meme bezinin altina 2.000.000 hucre matrigel icerisinde 1:1 oraninda
toplam hacim 100 uL olacak sekilde hazirlanip enjekte edilmistir. Daha sonra fareler
ksenograft timorler blytyene kadar gézlemlenmis, tumdrlerin boyutlari her hafta iki
kere Olglimistir ve 150 mm?3 hacime geldiklerinde Bilesik 36 ile 40 mg/kg dozda
dort hafta boyunca haftada iki kez farelere verilmigtir. Molekuller karboksi metil
sellloz iginde suspande edilmis ya da kendinden emdllsifiye olabilen ¢ozlcu
sisteminde ¢o6zllmus ve farelere oral gavaj yoluyla verilmigtir. Kemoterapinin
surecinde ve sonunda farelerdeki timdrlerin durumu gézlenmis ve ilag verilmeyen
kontrol grubu ile karsilastirilarak bilesigin antikanser htcre etkisi belirlenmistir
(ODTU Hayvan Deneyleri Etik Kurulu Karar No: 12, Tarih: 25.06.2015).

3.3.8. ADME o6zelliklerinin tayini ve farmakokinetik analiz

Bilesik 36 icin ADME ozelliklerinin (suda kinetik ¢o6zinUrllk, fizyolojik pH’da
partisyon katsayisli, insan ve fare karaciger mikrozomal stabilite, sitokrom P450
izoformlarina karsi inhibitér potansiyeli, hlicre permetabilitesi, insan plazma
proteinlerine baglanma) in vitro olarak tayini ve farmakokinetik ¢alismalari Syngene

International (Hindistan)’da yaptiriimistir.

3.3.9. ABD ulusal kanser enstitiisi tarama programi kapsaminda

gerceklestirilen sitotoksisite analizi

Bilesik 36 Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Kanser Enstitisi NCI-60 insan timaor
hatlari tarama programi kapsaminda taratiimistir. NCI-60 programi tumor hicre
hatlarinin proliferasyonunu inhibe eden yeni bilesikleri tanimlamak ve karakterize
etmek icin 9 ayr kanser tlritne ait 60 farkli insan timoér hicresi hattini kullanan bir
programdir.
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4. BULGULAR
4.1. Kimyasal Bulgular

4-((2-Metilbenzil)oksi)benzaldehit (Bilesik 1)

ol

4-Hidroksibenzaldehitten (10 mmol) hareketle benzil klorir kullanilarak 3.1.2'de
verilen sentez yontemi 1b’ye gore sentezlendi (Verim: %80). CAS: 400825-69-6.
Erime noktasi: 60,6-61,5 °C. *H-NMR (CDCls): 6 2.31 (3H, s), 5.20 (2H, s), 7.17-
7.27 (5H, m), 7.40 (1H, d, J=7.6 Hz), 7.87 (2H, d, J=9.2 Hz), 9.86 (1H, s). C15H1402
icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 227,1067; bulunan: 227,1072.

4-((2-Metilbenzil)oksi)benzaldehit oksim (Bilesik 2)

H

_OH

/@)\\N 0]
e
CHs

4-((2-Metilbenzil)oksi)benzaldehit (Bilesik 1) (7,5 mmol)ten hareketle 3.1.2'de
verilen sentez yontemi 2’ye gore sentezlendi (Verim: %96). CAS:1331635-71-2.
Erime noktasi: 108,9-109,5 °C. *H-NMR (CDClIs): & 2.30 (3H, s), 5.09 (2H, s), 7.03
(2H, d, J=8.6 Hz), 7.16-7.25 (3H, m), 7.39 (1H, d, J=6.8 Hz), 7.51 (2H, d, J=8.6 Hz),
8.05 (1H, s), 10.95 (1H, s). CisHisNO2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
242,1173; bulunan: 242,1181.
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N-hidroksi-4-((2-metilbenzil)oksi)benzimidoil klorur (Bilesik 3)

Cl

_OH
: :CH3

4-((2-Metilbenzil)oksi)benzaldehit oksim (Bilesik 2) (7,0 mmol)'den hareketle
3.1.2°’de verilen sentez yontemi 3’e gore sentezlendi (Verim: %97). Erime noktasi:
115,8-117,7 °C. 'H-NMR (CDCls): 6 2.31 (3H, s), 5.12 (2H, s), 7.10 (2H, d, J=8.8
Hz), 7.16-7.26 (3H, m), 7.39 (1H, d, J=7.2 Hz), 7.71 (2H, d, J=8.8 Hz), 12.14 (1H,
S). CisHisCINO2 igin; HRMS (m/z) [M+H]+ hesaplanan: 276,0791; bulunan:
276,0784.

5-Metil-4-(4-nitrofenil)-3-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 4)

N-hidroksi-4-((2-metilbenzil)oksi)benzimidoil klortr (Bilesik 3) (1,5 mmol)den
hareketle 4-nitrofenilaseton kullanilarak 3.1.2’de verilen sentez yontemi 4’e goére
sentezlendi. Olusan ham Uriun sabit faz olarak RediSep Silika kolonlari (12 g),
hareketli faz olarak hekzan:etil asetat (70:30) kullanilarak otomatik flash kolon
kromatografisi ile saflastirildi (Verim: %24). Erime derecesi: 119,4-121,1 °C. 'H-
NMR (CDCls): 6 2.29 (3H, s), 2.46 (3H, s), 5.08 (2H, s), 7.06 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.16-
7.29 (5H, m), 7.38 (1H, d, J=7.2 Hz), 7.50 (2H, d, J=8.8 Hz), 8.25 (2H, d, J=8.8 Hz).
C24H20N204 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 401,1501; bulunan: 401,1493.
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4-(5-metil-3-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol-4-il)anilin (Bilegik 5)

CHj,
s
o

O

O CH,

H,N
5-Metil-4-(4-nitrofenil)-3-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol  (Bilesik 4) (0,4
mmol)'den hareketle 3.1.2’de verilen sentez yontemi 5’e gore sentezlendi. Ham trin
hekzan:EtOAc (60:40) solvan sistemi kullanilarak otomatik flash kromatografi

yontemi ile saflastinidi (Verim: %71).
Erime noktasi: 149,5-151,3°C.

IH-NMR (CDCls): & 2.37 (3H, s), 2.41 (3H, s), 5.03 (2H, s), 6.74 (2H, d, J=8.8 Hz),
6.93 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.00 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.21-7.27 (3H, m), 7.39-7.42 (1H,
m), 7.43 (2H, d, J=8.8 Hz).

13C-NMR (CDCl3): 6 11.51, 18.89, 68.55, 114.66, 115.38, 115.68, 120.97, 122.07,
126.05, 128.35, 128.63, 129.71, 130.42, 130.90, 134.51, 136.69, 144.98, 159.71,

160.70, 166.04.

C24H23N202 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 371,1760; bulunan: 371,1759.



66

5-Metil-4-(2-klorofenil)-3-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 6)
N\

CH;
:;O
¢!

O CHs
cl

N-hidroksi-4-((2-metilbenzil)oksi)benzimidoil klortr (Bilesik 3) (1,0 mmol)’den
hareketle 2-klorofenilaseton kullanilarak 3.1.2’de verilen sentez yontemi 4’e goére
sentezlendi. Ham Urun hekzan:EtOAc (75:25) solvan sistemi kullanilarak otomatik

flash kromatografi yontemi ile saflastirildi (Verim: %42).
Erime noktasi: 103,8-104,4 °C.

IH-NMR (CDCls): & 2.33 (3H, s), 2.35 (3H, s), 5.00 (2H, s), 6.89 (2H, d, J=8.8 Hz),
7.18-7.38 (9H, m), 7.50 (1H, dd, J=8.4, 0.8 Hz).

13C-NMR (CDCl3): 6 11.68, 18.87, 68.53, 113.13, 114.79, 121.92, 126.03, 127.05,
128.34, 128.59, 129.01, 129.75, 129.82, 129.98, 130.40, 132.58, 134.45, 134.98,

136.66, 159.84, 160.70, 167.46.

C24H21CINO2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 390,1261; bulunan: 390,1249.
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5-Metil-4-(4-florofenil)-3-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 7)

N-hidroksi-4-((2-metilbenzil)oksi)benzimidoil klortr (Bilesik 3) (1,0 mmol)’den
hareketle 4-florofenilaseton kullanilarak 3.1.2’de verilen sentez yontemi 4’e goére
sentezlendi. Ham Urun hekzan:EtOAc (70:30) solvan sistemi kullanilarak otomatik

flash kromatografi yontemi ile saflastinildi (Verim: %31).
Erime noktasi: 119,0-120,5 °C.

IH-NMR (CDCls): & 2.37 (3H, s), 2.42 (3H, s), 5.03 (2H, s), 6.93 (2H, d, J=8.8 Hz),
7.08 (2H, t, J=8.8 Hz), 7.14-7.28 (5H, m), 7.35-7.39 (3H, m).

13C-NMR (CDCls): 6 11.50, 18.87, 68.57, 114.65, 114.79, 115.82 (d, 2Jc-F=21.4 Hz),
121.55, 126.05, 126.55 (d, “Jcr =3.8 Hz), 128.38, 128.62, 129.71, 130.43, 131.55
(d, ®JcF =8.4 Hz), 134.41, 136.69, 159.86, 160.64, 162.28 (d, YJcr =245.4 Hz),
166.44.

C24H21FNO: igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 374,1556; bulunan: 374,1559.
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5-Metil-4-(4-metoksifenil)-3-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 8)

CH,
o
(O

— N\

O

(3 o

HSC\O
N-hidroksi-4-((2-metilbenzil)oksi)benzimidoil klortr (Bilesik 3) (1,0 mmol)’den
hareketle 4-metoksifenilaseton kullanilarak 3.1.2°’de verilen sentez yontemi 4’e goére
sentezlendi. Ham Urun hekzan:EtOAc (70:30) solvan sistemi kullanilarak otomatik

flash kromatografi yontemi ile saflastirildi (Verim: %43).

Erime noktasi: 121,3-122,7 °C.

H-NMR (CDCl3): 6 2.36 (3H, s), 2.41 (3H, s), 3.84 (3H, s), 5.02 (2H, s), 6.92 (2H,
d, J=9.2 Hz), 6.93 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.11 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.19-7.26 (3H, m), 7.38-
7.42 (3H, m).

13C-NMR (CDCls): 6 15.44, 22.81, 59.17, 72.49, 118.12, 118.64, 110.09, 125.85,
126.65, 129.98, 132.29, 132.55, 133.65, 134.35, 134.96, 138.42, 140.62, 163.00,

163.69, 164.62, 170.13.

C25H24NO3 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 386,1756; bulunan: 386,1753.
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5-Metil-4-(4-metilfenil)-3-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 9)

N-hidroksi-4-((2-metilbenzil)oksi)benzimidoil klortr (Bilesik 3) (1,0 mmol)’den
hareketle 4-metilfenilaseton kullanilarak 3.1.2’de verilen sentez yontemi 4’e goére
sentezlendi. Ham Urun hekzan:EtOAc (70:30) solvan sistemi kullanilarak otomatik

flash kromatografi yontemi ile saflastirildi (Verim: %34).
Erime noktasi: 130,8-131,8 °C.

IH-NMR (CDCls): & 2.37 ( 3H, s), 2.39 (3H, s), 2.42 (3H; s), 5.03 (2H, s), 6.93 (2H,
d, J=8.8 Hz), 7.08 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.18-7.28 (5H, m), 7.38-7.43 (3H, m).

13C-NMR (CDCls): 6 11.53, 18.88, 21.26, 68.55, 114.69, 115.44, 121.90, 126.04,
127.53, 128.35, 128.62, 129.42, 129.71, 129.74, 130.41, 134.49, 136.68, 137.36,

159.76, 160.69, 166.28.

C25H24NO2 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 370,1807; bulunan: 370,1796.
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4-(5-Metil-3-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol-4-il)benzonitril (Bilesik 10)

N-hidroksi-4-((2-metilbenzil)oksi)benzimidoil klortr (Bilesik 3) (1,0 mmol)'den
hareketle 4-siyanofenilaseton kullanilarak 3.1.2’de verilen sentez ydontemi 4’e goére
sentezlendi. Ham Urun hekzan:EtOAc (60:40) solvan sistemi kullanilarak otomatik

flash kromatografi yontemi ile saflastirildi (Verim: %34).
Erime noktasi: 135,3-137,1 °C.

IH-NMR (CDCls): & 2.37 (3H, s), 2.47 (3H, s), 5.04 (2H, s), 6.95 (2H, d, J=8.8 Hz),
7.19-7.33 (7H, m), 7.33-7.39 (1H, m), 7.67 (2H, d, J=8.4 Hz).

13C-NMR (CDCl3): 6 11.74, 18.89, 68.63, 111.46, 114.28, 114.98, 118.53, 120.87,
126.07, 128.45, 128.62, 129.83, 130.35, 130.47, 132.50, 134.29, 135.68, 136.69,

160.10, 160.60, 167.08.

C2s5H21N202 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 381,1603; bulunan: 381,1600.
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5-Metil-4-(3-triflorofenil)-3-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 11)

N-hidroksi-4-((2-metilbenzil)oksi)benzimidoil klortr (Bilesik 3) (1,0 mmol)’den
hareketle 3-(triflorometil)fenilaseton kullanilarak 3.1.2'de verilen sentez yontemi 4’e
gore sentezlendi. Ham urin hekzan:EtOAc (70:30) solvan sistemi kullanilarak

otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastinidi (Verim: %43).
Erime noktasi: 120,7-123,4 °C.

IH-NMR (CDCls): & 2.36 (3H, s), 2.46 (3H, s), 5.03 (2H, s), 6.94 (2H, d, J=8.8 Hz),
7.19-7.28 (3H, m), 7.33-7.39 (4H, m), 7.48-7.52 (2H, m), 7.62 (1H, d, J=8.0 Hz).

13C-NMR (CDCls): & 11.60, 18.85, 68.61, 114.42, 114.90, 121.15, 123.84 (q, Jc.
F=271.2 Hz), 124.43 (q, 3Jc¢=3.6 Hz), 126.05, 126.41 (q, 3Jc.r=3.8 Hz), 128.39,
128.60, 129.23, 129.75, 130.43, 131.23 (q, 2Jc.r=32.1 Hz), 131.60, 133.20, 134.37,
136.68, 160.00, 160.60, 166.88.

C2sH21F3NO:2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 424,1524; bulunan: 424,1523.
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5-Metil-4-(3-florofenil)-3-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 12)

N-hidroksi-4-((2-metilbenzil)oksi)benzimidoil klortr (Bilesik 3) (1,0 mmol)’den
hareketle 3-florofenilaseton kullanilarak 3.1.2’de verilen sentez yontemi 4’e goére
sentezlendi. Ham Grun hekzan:EtOAc (75:25) solvan sistemi kullanilarak otomatik

flash kromatografi yontemi ile saflastirildi (Verim: %43).

Erime noktasi: 89,3-91,2 °C.

IH-NMR (CDCls): & 2.37 (3H, s), 2.44 (3H, s), 5.03 (2H, s), 6.89-6.99 (4H, m), 7.05
(1H, td, J=8.4, 2.4 Hz), 7.20-7.28 (3H, m), 7.32-7.40 (4H, m).

13C-NMR (CDCls): & 11.58, 18.88, 68.58, 114.66 (d, 2Jc.r =20.5 Hz), 114.83, 116.74
(d, 2Jcr =21.4 Hz), 121.35, 125.63, 125.64, 126.05, 128.38, 128.64, 129.74, 130.27
(d, 3Jcr =8.3 Hz), 130.42, 132.81 (d, 3Jc.r =8.4 Hz), 134.41, 136.70, 159.93, 160.61,
162.79 (d, Ycr =245.4 Hz), 166.70.

C24H21FNO: igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 374,1556; bulunan: 374,1563.
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5-Metil-4-(2,4-diflorofenil)-3-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 13)

CHjy
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D
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N-hidroksi-4-((2-metilbenzil)oksi)benzimidoil klortr (Bilesik 3) (1,0 mmol)’den
hareketle 2,4-diflorofenilaseton kullanilarak 3.1.2’de verilen sentez yontemi 4’e gore
sentezlendi. Ham Urun hekzan:EtOAc (70:30) solvan sistemi kullanilarak otomatik

flash kromatografi yontemi ile saflastinildi (Verim: %34).
Erime noktasi: 116,1-117,4 °C.

IH-NMR (CDCls): & 2.37 (3H, s), 2.39 (3H, s), 5.03 (2H, ), 6.90-6.96 (4H, m), 7.10-
7.15 (1H, m), 7.20-7.27 (3H, m), 7.35-7.40 (3H, m).

13C-NMR (CDCls): 6 11.61 (d, 3Jc.r=1.9 Hz), 18.88, 68.58, 104.63 (t, 2Jc.r=25.3 Hz),
108.60, 111.83 (dd, 2Jc.F=21.8, “Jc.F=3.8 Hz), 114.43 (dd, 2Jc.F=21.8, 4Jc.F=3.8 Hz),
114.86, 121.58, 126.06, 128.40, 128.63, 129.21, 130.44, 133.01 (dd, 3Jc.r=9.6, 3Jc.
=3.8 Hz), 134.40, 136.69, 159.94, 160.29 (d, Jc.r=248.4 Hz, 3Jcr=11.8 Hz),
160.94, 162.84 (dd, 1Jc.r=248.8, 3Jcr=11.5 Hz), 167.74.

C24H20F2NO: igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 392,1462; bulunan: 392,1468.
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5-Metil-4-(2,4-diklorofenil)-3-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 14)
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N-hidroksi-4-((2-metilbenzil)oksi)benzimidoil klortr (Bilesik 3) (1,0 mmol)’den

Cl

hareketle 2,4-diklorofenilaseton kullanilarak 3.1.2’de verilen sentez yontemi 4’e
gore sentezlendi. Ham urin hekzan:EtOAc (70:30) solvan sistemi kullanilarak

otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastinildi (Verim: %40).

Erime noktasi: 98,0-98,4°C.

H-NMR (CDCls): 6 2.33, (3H, s), 2.35, (3H, s), 5.01 (2H, s), 6.91, (2H, d, J=8.8 Hz),
7.13 (1H, d, J=8.0 Hz), 7.18-7.26 (3H, m), 7.28 (1H, dd, J=8.0, 2.4 Hz), 7.32 (2H, d,

J=8.8 Hz), 7.36-7.38 (1H, m), 7.53 (1H, d, J=2.4 Hz).

13C-NMR (CDCl3): 6 11.66, 18.87, 68.55, 112.15, 114.89, 121.61, 126.05, 127.52,
128.37, 128.45, 128.59, 128.98, 129.93, 130.42, 133.25, 134.39, 135.04, 135.74,
136.67, 159.94, 160.65, 167.63.

C24H20CI2NO2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 424,0871; bulunan: 424,0870.
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5-Metil-3-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)-4-(piridin-4-il)izoksazol (Bilesik 15)

Y

Z =

N-hidroksi-4-((2-metilbenzil)oksi)benzimidoil klorar (Bilegik 3) (1,0 mmol)'den
hareketle 1-(5-metilpiridin-2-il)aseton kullanilarak 3.1.2°de verilen sentez yontemi
4’e gore sentezlendi. Ham driin DCM:EtOAc (70:30) solvan sistemi kullanilarak

otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastiriidi (Verim: %30).

Erime noktasi: 128,5-129,3 °C.

H-NMR (CDCls): 6 2.37 (3H, s), 2.50 (3H, s), 5.04 (2H, s), 6.96 (2H, d, J=8.6 Hz),
7.13 (2H, d, J=6.2 Hz), 7.19-7.28 (3H, m), 7.34 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.38-7.40 (1H,
m), 8.62 (2H, d, J=6.2 J=9.2 Hz).

13C-NMR (CDCl3): 6 11.79, 18.88, 68.63, 113.36, 114.99, 120.81, 124.35, 126.07,
128.44, 128.64, 129.86, 130.46, 134.29, 136.70, 139.25, 149.96, 160.13, 160.62,

167.40.

C23H21N202i¢in; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 357,1603; bulunan: 357,1593.
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Metil 4-((2-metilbenzil)oksi)benzoat (Bilesik 16)

_CH
/@*O 3
CC”e
CHs

Metil 4-hidroksibenzoat (3,3 mmol)’tan hareketle 2-metilbenzilbromur kullanilarak
3.1.2’de verilen sentez yontemi 1b’ye gore sentezlendi. Ham Urln petrol eteri ile
yikanip stzuldu ve kurutuldu (Verim: %69). CAS: 667433-10-5. Erime noktasi: 52,4-
53,6 °C. H-NMR (CDClIs): 6 3.31 (3H, s), 3.80 (3H, s), 5.16 (2H, s), 7.13 (2H, d,
J=9.0 Hz), 7.17-7.27 (3H, m), 7.39 (1H, d, J=8.0 Hz), 7.91 (2H, d, J=9.0 Hz).
C16H1703 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 257,1177; bulunan: 257,1178.

4-((2-Metilbenzil)oksi)benzoik asit (Bilesik 17)

O

©f\o
CHs

Metil 4-((2-metilbenzil)oksi)benzoat (Bilesik 16) (1.56 mmol), LIOH.H20 (3,91 mmol)
metanol:su (7,5 ml:2,5 ml) icerisinde ¢dzllerek geri ¢eviren sodutucu altinda 2 saat
isitildi, ardindan reaksiyon ortami sogutulduktan sonra derisik HCI ile asitlendirildi,
coken kati alcak basing altinda suzildu (Verim: %96). CAS: 149289-01-0. Erime
noktasi: 171,2-173,2°C [169 °C]11%, C15H1503 icin; HRMS (m/z) [M+H]*" hesaplanan:
243,1021; bulunan: 243,1017.



1

(1H-Benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)metanon  (Bilesik
18)

CH, 0
O
C N

Bilesik 17 (1,24 mmol), diklorometanda (15 ml) ¢oézuldu, azot atmosferi altinda
okzalil klorur (2,48 mmol) ve katalitik miktarda DMF eklendi. 1 saat oda i1sisinda
karigtirildi, sure sonunda reaksiyon ortamindaki solvan algak basing altinda
ucuruldu. Ardindan benzotraizol (3.72 mmol) ve diklorometan (12 ml) eklenerek oda
Isisinda gece boyu karistirildi. Ertesi giin KoCO3 ¢ozeltisi igerisine alindi, ¢oken kati
alcak basing altinda stizildi (Verim: %96). Erime noktasi: 131,4-132,6 °C. *H-NMR
(CDCl3): 6 2.34 (3H, s), 5.25 (2H, s), 7.19-7.29 (5H, m), 7.44 (1H, d, J=6.8 Hz), 7.63
(1H, t, J=7.6 Hz), 7.80 (1H, t, J=7.6 Hz), 8.16 (2H, d, J=9.2 Hz), 8.28 (1H, dd, J=7.6,
6 Hz). CoHisN3O: icin; HRMS (m/z) [M+H]" hesaplanan: 344,1393; bulunan:
344,1399.
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2-(4-Klorofenil)-3-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)-3-oksopropannitril (Bilesik 19)

Cl
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O CN
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CH,

4-Klorofenilasetonitril (1,0 mmol), kuru buz banyosunda (-70°C) azot atmosferi
altinda kuru THF (4 ml) icerisinde ¢dzuldu, Uzerine Lityum bis(trimetilsilil)amit (2,5
mmol) eklendi, yarim saat karigtirildiktan sonra Bilesik 18 (1.0 mmol)’in kuru
THF’deki ¢Ozeltisi reaksiyon ortamina siringa yardimi ile yavasca eklendi. Ekleme
sonrasinda reaksiyon oda isisina alindi ve gece boyu karistirildi. Ertesi gin
reaksiyon 2M HCI c¢ozeltisine alindi ve ardindan diklorometan ile ekstre edildi,
organik faz kurutuldu (susuz Na>SOs) ve uguruldu. Ardindan Na>CO3 ¢dzeltisine
alinip tekrar diklorometan ile ekstre edildi, organik faz susuz Na>SO4 ile kurutuldu.
Olusan ham Urln sabit faz olarak RediSep Silika kolonlari (12 g), hareketli faz olarak
hekzan:EtOAc (50:50) kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile
saflagtirildi (Verim: %55). Erime noktasi: 117,2-119,2 °C.

C23H17CINOz igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 374,0948; bulunan: 374,0916.
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4-(4-Klorofenil)-3-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol-5-amin (Bilesik 20)

Bilesik 19 (0,43 mmol), ve Ho.NOH.HCI (0,64 mmol) etanolde (10 ml) ¢ézulerek 4,5
saat geri c¢eviren sogutucu altinda 1sitildi. Slre sonunda reaksiyon ortami
sogutuldugunda olusan ¢okelek algak basing altinda suzildi, kurutuldu. Olusan
ham Urln sabit faz olarak RediSep Silika kolonlari (12 g), hareketli faz olarak
hekzan:EtOAc (50:50) kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile
saflagtirildi (Verim: %75).

Erime noktasi: 163,1-165,6 °C.

IH-NMR (CDCls): & 2.37 (3H, s), 5.03 (2H, s), 6.94 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.14 (2H, d,
J=8.4 Hz), 7.19-7.29 (3H, m), 7.33 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.36-7.39 (3H, m).

13C-NMR (CDCl3): 6 18.88, 68.59, 93.16, 114.80, 121.57, 126.05, 128.39, 128.64,
129.25, 129.32, 129.70, 130.43, 130.54, 132.91, 134.40, 136.70, 159.98, 161.38,

165.48.

C23H20CIN202 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 391,1213; bulunan: 391,1207.
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2-(4-Klorofenil)-1-(4-metoksifenil)etanon (Bilesik 21)

(ON
O CH,4
O o)
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4-Klorofenil asetik asit (2,93 mmol) ve anisol (3,52 mmol) reaksiyon balonuna
koyulup buz banyosunda, Uzerine fosforik asit (H3PO4) (3,52 mmol) eklendi
ardindan trifloroasetik anhidrit (11,72 mmol) eklenerek karistirildi, 5 dakikanin
sonunda reaksiyon balonuna buz-su karisimi eklendi ¢oken beyaz kati stuzuldu
(Verim: %95). CAS: 52578-11-7. Erime noktasi:131,7-133,2°C [137,5 °C]rou
C15H14ClOz2 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 261,0682; bulunan: 261,0680.

4-(4-Klorofenil)-5-(4-metoksifenil)izoksazol (Bilesik 22)

2-(4-Klorofenil)-1-(4-metoksifenil)etanon (Bilesik 21) (1.17 mmol)
dimetoksimetildimetilamin (DMFDMA) (5.86 mmol) DMF (500 ul) igerisinde
¢cozulerek gece boyu oda isisinda karigtirildi. Ertesi gun reaksiyon balonundaki
¢cozlcu ucuruldu, elde edilen 2-(4-klorofenil)-3-(dimetilamino)-1-(4-
metoksifenil)prop-2-en-1-on ve H>NOH.HCI (1,46 mmol) absoli etanol (6 ml)
icerisinde ¢oOzulerek geri ¢eviren sodutucu altinda 1 saat 15 dakika isitildi. Sdre
sonunda etanol uguruldu ardindan diklorometan ile ekstre edildi, organik faz
kurutuldu (susuz Na>SOa) ve uguruldu (Verim: %62). Erime noktasi: 96,2-97,5 °C.
'H-NMR (CDCls): 6 3.79 (3H, s), 7.03 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.43 (2H, d, J=8.8 Hz),
7.47-7.51 (4H, m), 8.85 (1H, s). C16H13CINO2 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
286,0628; bulunan: 286,0635.
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4-(4-(4-Klorofenil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 23)
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4-(4-Klorofenil)-5-(4-metoksifenil)izoksazol (Bilesik 22) (0,35 mmol)den 3.1.2’de
verilen sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi. (Verim: %97). Erime noktasi: 185,9-
187,1°C. *H-NMR (CDCl3): 6 6.83 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.36-7.48 (6H, m), 8.82 (1H,
s), 10.07 (1H, s). CisH11CINO: igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 272,0482;
bulunan: 272,0478.

N

Cl
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4-(4-Klorofenil)-5-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 24)

CHs
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4-(4-(4-Klorofenil)izoksazol-5-il)fenol (Bilesik 23) (0,34 mmol)’den hareketle 2-

metilbenzil bromur kullanilarak 3.1.2°de verilen sentez yéntemi l1la'ya goére

N

sentezlendi. Madde sabit faz olarak hazir RediSep Silika kolonlari (12g), hareketli
faz olarak hekzan:EtOAc (80:20) kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile
saflagtirildi (Verim: %47).

Erime noktasi: 115,3-117,3 °C.

IH-NMR (CDCls): 6 2.38 (3H, s), 5.07 (2H, s), 7.00 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.23-7.28 (3H,
m), 7.32 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.36-7.40 (3H, m), 7.56 (2H, d, J=8.8 Hz), 8.31 (1H, s).

13C-NMR (CDCls): 6 18.89, 68.70, 113.93, 115.11, 120.10, 126.11, 128.53, 128.65,
128.85, 128.88, 129.26, 129.93, 130.51, 133.91, 134.15, 136.72, 151.55, 160.37,

164.36.

C23H19CINO2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 376,1104; bulunan: 376,1102.
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4-Klorobenzaldehit oksim (Bilesik 25)

x _OH
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4-Klorobenzaldehit (4,3 mmol)'ten hareketle 3.1.2’de verilen sentez yontemi 2'ye
gore sentezlendi (Verim: %91). CAS: 3848-36-0. Erime noktasi: 106,1-108,3 °C
[110 °C]i*%2, C7H7CINO igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 156,0216; bulunan:
156,0210.

N-hidroksi-4-klorobenzimidoil kloriir (Bilesik 26)
Cl

_OH
o
Cl

4-Klorobenzaldehit oksim (Bilesik 25) (2,9 mmol)'den hareketle 3.1.2’de verilen
sentez yontemi 3’e gore sentezlendi (Verim: %93). CAS: 28123-63-9. Erime noktasi:
73,0-74,1 °C [76-77 °C]!*03],
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3-(4-Klorofenil)-5-metil-4-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)izoksazol (Bilesik 27)

N-hidroksi-4-klorobenzimidoil klorur (Bilesik 26) (1.16 mmol)'den hareketle 4-((2-
metilbenzil)oksi)fenilaseton kullanilarak 3.1.2°de verilen sentez yontemi 4’e goére 3-
(4-klorofenil)-5-metil-4-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)-4,5-dihidroizoksazol-5-0l  ara
uriinu sentezlendi. Olugan ham Urln sabit faz olarak RediSep Silika kolonlari (24
g), hareketli faz olarak hekzan:EtOAc (70:30) kullanilarak otomatik flash kolon
kromatografisi ile saflastirildi, metanol ile yikandi (Verim %40). C24H23CINO3 igin;
HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 408,1366; bulunan: 408,1360.

izoksazolin halkasi iceren bilesik (3-(4-klorofenil)-5-metil-4-(4-((2-
metilbenzil)oksi)fenil)-4,5-dihidroizoksazol-5-0l) (0,2 mmol) metanol:su (4 ml:2 ml)
icinde c¢o6zuldu, Uzerine NaxCOs (0,41 mmol) ilave edildi 90°C’de geri ¢eviren
sogutucu altinda 2,5 saat karistirildi. Sire sonunda metanol ugurulup ve etil asetat
ile ekstre edildi, organik faz Na>SOs ile kurutuldu. Etil asetat algak basing altinda
ucuruldu. Olusan ham Urin sabit faz olarak RediSep Silika kolonlari (12 g), hareketli
faz olarak hekzan:EtOAc (90:10) kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile
saflastirildi (Verim: % 76). Erime noktasi: 84,5-86,5 °C. *H-NMR (CDCls): 6 2.41
(3H, s), 2.43 (3H, s), 5.06 (2H, s), 7.01 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.09 (2H, d, J=8.8 Hz),
7.22-7.32 (5H, m), 7.38-7.44 (3H, m). ¥C-NMR (CDCls): 6 11.52, 18.91, 68.65,
115.13, 115.28, 122.39, 126.08, 127.78, 128.43, 128.70, 128.76, 129.68, 130.47,
130.96, 134.49, 135.42, 136.73, 158.57, 160.16, 166.65. C24H21CINO> igin; HRMS
(m/z) [M+H]" hesaplanan: 390,1261; bulunan: 390,1251.
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2-Bromo-2-(4-klorofenil)-1-(4-metoksifenil)etanon (Bilesik 28)
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2-(4-Klorofenil)-1-(4-metoksifenil)etanon (Bilesik 21) (2,04 mmol) glasiyel asetik asit
(5 ml) icerisine alinarak Uzerine damla damla brom (2,45 mmol) eklendi. Reaksiyon
oda 1sisinda gece boyu karistirildi. Ertesi gun reaksiyon igerigi sodyum metabisulfit
¢Ozeltisine alinarak diklorometan ile ekstre edildi. Organik faz Na>SOs ile kurutuldu,
diklorometan algak basing altinda uguruldu. Olusan ham Urlin sabit faz olarak
RediSep Silika kolonlari (24 g), hareketli faz olarak hekzan:EtOAc (85:15)
kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile saflagtirildi (Verim: %65). CAS:
42445-05-6. Erime noktasi: 106,8-108,0 °C [106,5 °C]t%4. C15H13BrCIOz igin; HRMS
(m/z) [M+H]* hesaplanan: 338,9787; bulunan: 338,9789.
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5-(4-Klorofenil)-4-(4-metoksifenil)-2-metiltiyazol (Bilesik 29)
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2-Bromo-2-(4-klorofenil)-1-(4-metoksifenil)etanon (Bilesik 28) (1,2 mmol) ve
tiyoasetamit (1,44 mmol) etanol (10 ml) icerisinde ¢dzlnerek geri geviren sogutucu
altinda 5 saat isitildi. Stre sonunda reaksiyon ortamindan fazla etanol uguruldu, etil
asetat ile ekstre edildi, Na>SOs ile kurutuldu. Etil asetat algak basing altinda
ucuruldu. Olugan ham Urun sabit faz olarak RediSep Silika kolonlari (24 g), hareketli
faz olarak hekzan:EtOAc (88:12) kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile
saflastirildi (Verim: %66). Erime noktasi: 111,7-113,4 °C. *H-NMR (CDCls): 6 2.67
(3H, s), 3.73 (3H, s), 6.44 (2H, d, J=9.2 Hz), 7.29 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.32 (2H, d,
J=9.2 Hz), 7.42 (2H, d, J=8.4 Hz). Ci7HisCINOS icin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 316,0563; bulunan: 316,0555.

4-(5-(4-Klorofenil)-2-metiltiyazol-4-il)fenol (Bilesik 30)

-
@

5-(4-Klorofenil)-4-(4-metoksifenil)-2-metiltiyazol (Bilesik 29) (0,6 mmol)’den 3.1.2'de
verilen sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi. Olusan ham urin sabit faz olarak
RediSep Silika kolonlari (24 g), hareketli faz olarak hekzan:EtOAc (60:40)
kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile saflagtirildi (Verim: %68). Erime
noktasi: 203,6-204,8 °C. *H-NMR (CDClz): & 2.66 (3H, s), 6.68 (2H, d, J=8.8 Hz),
7.21 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.29 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.41 (2H, d, J=8.8 Hz), 9.58, (1H, s).
C16H13CINOS igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 302,0406; bulunan: 302,0396.

[ Y-on
S

Cl
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5-(4-Klorofenil)-2-metil-4-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)tiyazol (Bilesik 31)
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4-(5-(4-Klorofenil)-2-metiltiyazol-4-il)fenol (Bilesik 30) (0,34 mmol)'den hareketle 2-

metilbenzil bromur kullanilarak 3.1.2°de verilen sentez yéntemi l1la'ya goére

Yoy
S

Cl

sentezlendi. Madde sabit faz olarak hazir RediSep Silika kolonlari (12g), hareketli
faz olarak hekzan:EtOAc (70:30) kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile
saflastirildi (Verim: %52).

Erime noktasi: 90,5-92,1 °C.

IH-NMR (CDCls): & 2.37, (3H, s), 2.73 (3H, m), 5.03 (2H, s), 6.91 (2H, d, J=8.8 Hz),
7.21-7.30 (7H, m), 7.39-7.43 (3H, m).

13C-NMR (CDCl3): 6 18.89, 19.20, 68.55, 114.70, 126.01, 127.37, 128.28, 128.61,
128.93, 129.75, 130.25, 130.38, 130.77, 130.91, 133.77, 134.65, 136.65, 149.57,

158.65, 163.98.

C24H21CINOS igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 406,1032; bulunan: 406,1028.
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1-(4-(Benziloksi)fenil)etanon (Bilesik 32)

)

e

1-(4-Hidroksifenil)etanon (8,82 mmol)’dan hareketle benzilbromdr kullanilarak
3.1.2’de verilen sentez yontemi 1b’ye gore sentezlendi. Madde sabit faz olarak hazir
RediSep Silika kolonlari (40g), hareketli faz olarak hekzan:EtOAc (40:60)
kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile saflastirildi (Verim: %88). CAS:
54696-05-8. Erime noktasi: 92,7-93,7 °C [93 °C]1%l, CisH150; igin; HRMS (m/z)
[M+H]* hesaplanan: 227,1072; bulunan: 227,1062.

1-(4-(Benziloksi)fenil)-3-(dimetilamino)prop-2-en-1-on (Bilegik 33)

1-(4-(Benziloksi)fenil)etanon (Bilesik 32) (7,08 mmol)’dan hareketle 3.1.2’de verilen
sentez yontemi 7’ye gore sentezlendi (Verim: %98). CAS: 142557-23-1. Erime
noktasi: 140,3-141,2 °C. *H-NMR (CDCls): § 2.87, (3H, bs), 3.10 (3H, bs), 5.15 (2H,
s), 5.78 (1H, d, J=12.2 Hz), 7.02 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.30-7.45 (5H, m), 7.63 (1H, d,
J=12.2 Hz), 7.85 (2H, d, J=8.6 Hz). CigH20NO: i¢in; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 282,1494; bulunan: 282,1495.



89

5-(4-(Benziloksi)fenil)-1-(4-klorofenil)-1H-pirazol (Bilesik 34)

1-(4-(Benziloksi)fenil)-3-(dimetilamino)prop-2-en-1-on (Bilegik 33) (6,51 mmol)’dan
hareketle 4-klorofenilhidrazin.HCI kullanilarak 3.1.2’de verilen sentez yontemi 7’ye
gore sentezlendi. Madde sabit faz olarak hazir RediSep Silika kolonlari (40g),
hareketli faz olarak hekzan:EtOAc (60:40) kullanilarak otomatik flash kolon
kromatografisi ile saflastirildi (Verim: %74). Erime noktasi: 148,8-150,7 °C. *H-NMR
(CDCl3): 65.08 (2H, s), 6.57 (1H, d, J=1.8 Hz), 7.00 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.15 (2H, d,
J=8.4 Hz), 7.26 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.30-7.33 (1H, m), 7.36-7.39 (2H, m), 7.42-7.48
(4H, m), 7.72 (1H, d, J=1.8 Hz). C22H17CIN20 i¢in; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
361,1108; bulunan: 361,1095.
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4-(1-(4-Klorofenil)-1H-pirazol-5-il)fenol (Bilesik 35)

HO

5-(4-(Benziloksi)fenil)-1-(4-klorofenil)-1H-pirazol (Bilesik 34) (3,68 mmol) etil asetat
(10ml) icinde ¢ozildi. Uzerine derisik HCI (1220 pl) ilave edildi ve Pd/C (%10 a/a)
Bilesik 34 miktarinin %10’u oraninda eklendi ve H, (Hidrojen) atmosferi altinda 6
saat karigtirildi. Reaksiyon karigimi selitten stzuldu ve suzllen etil asetat fazi su ile
ekstre edildi, organik faz kurutuldu (susuz Na>SOg) ve algak basing altinda uguruldu.
Olusan ham Urln sabit faz olarak RediSep Silika kolonlari (24 g), hareketli faz olarak
hekzan:EtOAc (70:30) kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile
saflastirildi (Verim: %73). Erime noktasi: 186,0-188,0 °C. *H-NMR (CDCls): 6 6.51
(1H, d, J=1.8 Hz), 6.73 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.02 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.25 (2H, d, J=9.2
Hz), 7.45 (2H, d, J=9.2 Hz), 7.70 (1H, d, J=1.8 Hz), 9.71 (1H, bs). C1sH12CIN20O igin;
HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 271,0638; bulunan: 271,0629.
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1-(4-Klorofenil)-5-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)-1H-pirazol (Bilesik 36)

4-(1-(4-Klorofenil)-1H-pirazol-5-il)fenol (Bilesik 35) (0,34 mmol)’den hareketle 2-
metilbenzil bromur kullanilarak 3.1.2°de verilen sentez yéntemi l1la'ya goére
sentezlendi. Ham Urln sabit faz olarak hazir RediSep Silika kolonlari (12g), hareketli
faz olarak hekzan:EtOAc (80:20) kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile
saflagtirildi (Verim: %61).

Erime noktasi: 146,0-147,9 °C.

'H-NMR (CDClIs): 6 2.38 (3H, s), 5.04 (2H, s), 6.45 (1H, d, J=2.0 Hz), 6.94 (2H, d,
J=8.8 Hz), 7.16 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.21-7.29 (5H, m), 7.32 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.38-
7.41 (1H, m), 7.71 (1H, d, J=2.0 Hz).

13C-NMR (CDCls): 6 18.90, 68.65, 107.72, 114.88, 122.87, 126.08, 126.27, 128.45,
128.66, 129.05, 130.08, 130.47, 132.98, 134.36, 136.70, 138.68, 140.49, 142.91,

159.04.

C23H20CIN20 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 375,1264; bulunan: 375,1263.
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1-(4-Klorofenil)-5-(4-((3-metilbenzil)oksi)fenil)-1H-pirazol (Bilesik 37)

v

Cl

4-(1-(4-Klorofenil)-1H-pirazol-5-il)fenol (Bilesik 35) (0,34 mmol)’den hareketle 3-
metilbenzil bromur kullanilarak 3.1.2°de verilen sentez yontemi l1la'ya goére
sentezlendi. Ham Urln sabit faz olarak hazir RediSep Silika kolonlari (12g), hareketli
faz olarak hekzan:EtOAc (75:25) kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile
saflagtirildi (Verim: %61).

Erime noktasi: 110,0-111,9 °C.

IH-NMR (CDCls): & 2.38, (3H, s), 5.04 (2H, s), 6.44 (1H, d, J=1.8 Hz), 6.93 (2H, d,
J=8.8 Hz), 7.13-7.16 (3H, m), 7.21-7.32 (7H, m), 7.70 (1H, d, J=1.8 Hz).

13C-NMR (CDCls): 6 21.40, 70.14, 107.68, 114.94, 122.85, 124.63, 126.23, 128.28,
128.54, 128.91, 129.02, 130.07, 132.93, 136.43, 138.36, 138.71, 140.51, 142.90,

158.97.

C23H20CIN20 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 375,1264; bulunan: 375,1246.
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1-(4-Klorofenil)-5-(4-((4-metilbenzil)oksi)fenil)-1H-pirazol (Bilesik 38)

4-(1-(4-Klorofenil)-1H-pirazol-5-il)fenol (Bilesik 35) (0,34 mmol)’den hareketle 4-
metilbenzil bromur kullanilarak 3.1.2°de verilen sentez yéntemi l1la'ya goére
sentezlendi. Ham Urln sabit faz olarak hazir RediSep Silika kolonlari (12g), hareketli
faz olarak hekzan:EtOAc (75:25) kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile
saflagtirildi (Verim: %61).

Erime noktasi: 126,8-127,8 °C.

IH-NMR (CDCls): & 2.37, (3H, s), 5.02 (2H, s), 6.44 (1H, d, J=2.0 Hz), 6.92 (2H, d,
J=8.8 Hz), 7.14 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.19-7.33 (8H, m), 7.69 (1H, d, J=2.0 Hz).

13C-NMR (CDCls): 6 21.20, 70.01, 107.68, 114.95, 122.81, 126.23, 127.66, 129.02,
129.31, 130.05, 132.92, 133.48, 137.96, 138.72, 140.51, 142.90, 158.97.

C23H20CIN20 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 375,1264; bulunan: 375,1250.
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2-((4-(1-(4-Klorofenil)-1H-pirazol-5-il)fenoksi)metil)-3-metilpiridin (Bilegik 39)

4-(1-(4-Klorofenil)-1H-pirazol-5-il)fenol (Bilesik 35) (0,34 mmol)’den hareketle 2-
(klorometil)-3-metilpiridin kullanilarak 3.1.2°de verilen sentez yontemi la’ya goére
sentezlendi. Ham Urln sabit faz olarak hazir RediSep Silika kolonlari (12g), hareketli
faz olarak hekzan:EtOAc (50:50) kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile
saflagtirildi (Verim: %72).

Erime noktasi: 103,8-105,3 °C.
'H-NMR (CDCls): 6 2.43, (3H, s), 5.21 (2H, s), 6.43 (1H, d, J=2.0 Hz), 6.98 (2H, d,
J=8.8 Hz), 7.13 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.19-7.28 (3H, m), 7.30 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.53

(1H, dd, J=8.0, 0.8 Hz), 7.68 (1H, d, J=2.0 Hz), 8.45 (1H, dd, J=5.2, 0.8 Hz).

13C-NMR (CDCls): 6 18.16, 70.81, 107.68, 115.01, 122.99, 123.59, 126.22, 129.00,
130.02, 132.90, 133.30, 138.56, 138.73, 140.53, 142.85, 146.57, 153.88, 158.86.

C22H19CIN3O igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 376,1217; bulunan: 376,1203.
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3-((4-(1-(4-Klorofenil)-1H-pirazol-5-il)fenoksi)metil)-2-metilpiridin (Bilesik 40)

4-(1-(4-Klorofenil)-1H-pirazol-5-il)fenol (Bilesik 35) (0,34 mmol)’den hareketle 3-
(klorometil)-2-metilpiridin kullanilarak 3.1.2°de verilen sentez yontemi la’ya goére
sentezlendi. Ham Urln sabit faz olarak hazir RediSep Silika kolonlari (12g), hareketli
faz olarak DCM:EtOAc (40:60) kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile
saflagtirildi (Verim: %73).

Erime noktasi: 137,6-139,3 °C.
'H-NMR (CDCls): 6 2.57, (3H, s), 5.04 (2H, s), 6.45 (1H, d, J=2.0 Hz), 6.93 (2H, d,
J=8.8 Hz), 7.15-7.19 (3H, m), 7.25 (2H, d, J=9.2 Hz), 7.31 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.69

(1H, d, J=2.0 Hz), 7.72 (1H, dd, J=7.2, 1.6 Hz), 8.48 (1H, dd, J=4.8, 1.6 Hz).

13C-NMR (CDCls): 6 21.93, 67.43, 107.77, 114.86, 121.33, 123.41, 126.25, 129.04,
130.01, 130.18, 132.98, 135.92, 138.70, 140.57, 142.67, 148.52, 156.61, 158.53.

C22H19CIN3O igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 376,1217; bulunan: 376,1223.
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4-((4-(1-(4-Klorofenil)-1H-pirazol-5-il)fenoksi)metil)-3,5-dimetilizoksazol
(Bilesik 41)

4-(1-(4-Klorofenil)-1H-pirazol-5-il)fenol (Bilesik 35) (0,34 mmol)’den hareketle 4-
(klorometil)-3,5-dimetilizoksazol kullanilarak 3.1.2°de verilen sentez yontemi la’ya
gore sentezlendi. Ham Urun sabit faz olarak hazir RediSep Silika kolonlari (12g),
hareketli faz olarak hekzan:EtOAc (60:40) kullanilarak otomatik flash kolon

kromatografisi ile saflastiriidi (Verim: %77).

Erime noktasi: 122,2-124,2 °C.

H-NMR (CDClg): 6 2.29 (3H, s), 2.41 (3H,s), 4.78 (2H, s), 6.45 (1H, d, J=2.0 Hz),
6.89 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.17 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.25 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.31 (2H, d,

J=8.8 Hz), 7.70 (1H, d, J=2.0 Hz).

13C-NMR (CDCl3): 6 10.15, 11.16, 59.51, 107.80, 109.97, 114.85, 123.47, 126.28,
129.05, 130.16, 133.01, 138.68, 140.57, 142.64, 158.40, 159.67, 167.56.

C21H19CIN3O2 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 380,1166; bulunan: 380,1157.



97

5-((4-(1-(4-Klorofenil)-1H-pirazol-5-il)fenoksi)metil)-1,4-dimetil-1H-pirazol
(Bilesik 42)
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4-(1-(4-Klorofenil)-1H-pirazol-5-il)fenol (Bilesik 35) (0,34 mmol)’den hareketle 5-
(klorometil)-1,4-dimetil-1H-pirazol kullanilarak 3.1.2’de verilen sentez yontemi 1a’ya
gore sentezlendi. Ham Urun sabit faz olarak hazir RediSep Silika kolonlari (12g),
hareketli faz olarak hekzan:EtOAc (60:40) kullanilarak otomatik flash kolon

kromatografisi ile saflastiriidi (Verim: %83).

Erime noktasi: 148,8-150,0 °C.

H-NMR (CDCls): 6 2.25, (3H, s), 3.84 (3H, s), 4.98 (2H, s), 6.09 (1H, s), 6.44 (1H,
d, J=1.8 Hz), 6.91 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.16 (2H, d, J=9.2 Hz), 7.24 (2H, d, J=9.2 HZz),

7.30 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.69 (1H, d, J=1.8 Hz).

13C-NMR (CDCl3): 6 13.37, 36.46, 60.52, 106.83, 107.79, 114.85, 123.56, 126.25,
129.05, 130.14, 133.00, 137.45, 138.68, 140.57, 142.61, 147.33, 158.11.

C21H20CIN4O igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 379,1326; bulunan: 379,1309.
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1-(4-Klorofenil)-5-(4-((1-etil-1H-pirazol-3-il)metoksi)fenil)-1H-pirazol  (Bilegik
43)
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4-(1-(4-Klorofenil)-1H-pirazol-5-il)fenol (Bilesik 35) (0,34 mmol)’den hareketle 3-
(klorometil)-1-etil-1H-pirazol kullanilarak 3.1.2°de verilen sentez yontemi 1a’ya gore
sentezlendi. Ham Urln sabit faz olarak hazir RediSep Silika kolonlari (12g), hareketli
faz olarak hekzan:EtOAc (40:60) kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile
saflagtirildi (Verim: %87).

Erime noktasi: 86,2-87,6 °C.

'H-NMR (CDCls): 6 1.50, (3H, t, J=7.2 Hz), 4.18 (2H, q, J=7.2 Hz), 5.08 (2H, s), 6.34
(1H, d, J=2.0 Hz), 6.44 (1H, d, J=1.6 Hz), 6.96 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.14 (2H, d, J=8.8
Hz), 7.24 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.30 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.39 (1H, d, J=2.0 Hz), 7.69 (1H,

d, J=1.6 Hz).

13C-NMR (CDCl3): 6 15.56, 47.03, 64.23, 105.15, 107.65, 114.95, 122.79, 126.22,
128.99, 129.43, 130.00, 132.88, 138.79, 140.52, 142.95, 147.71, 158.89.

C21H20CIN4O igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 379,1326; bulunan: 379,1316.
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2-((4-(1-(4-Klorofenil)-1H-pirazol-5-il)fenoksi)metil)tiyazol (Bilesik 44)

4-(1-(4-Klorofenil)-1H-pirazol-5-il)fenol (Bilesik 35) (0,34 mmol)’den hareketle 2-
(klorometil)-1,3-tiyazol kullanilarak 3.1.2’de verilen sentez yontemi la'ya goére
sentezlendi. Ham Urln sabit faz olarak hazir RediSep Silika kolonlari (12g), hareketli
faz olarak hekzan:EtOAc (60:40) kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile
saflagtirildi (Verim: %74).

Erime noktasi: 105,5-106,5 °C.
'H-NMR (CDCls): 65.39 (2H, s), 6.45 (1H, d, J=1.8 Hz), 6.97 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.16
(2H, d, J=8.8 Hz), 7.23 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.30 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.39 (1H, d, J=3.0

Hz), 7.69 (1H, d, J=1.8 Hz), 7.81 (1H, d, J=3.0 Hz).

13C-NMR (CDCl3): 6 67.29, 107.81, 115.07, 120.05, 123.80, 126.25, 129.05, 130.19,
133.02, 138.65, 140.56, 142.62, 157.97, 166.45.

C10H15CIN3OS icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 368,0624; bulunan: 368,0609.
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1-(4-Klorofenil)-5-(4-((1-izopropil-1H-imidazol-2-il)metoksi)fenil)-1H-pirazol
(Bilesik 45)

4-(1-(4-Klorofenil)-1H-pirazol-5-il)fenol (Bilesik 35) (0,34 mmol)’den hareketle 2-
(klorometil)-1-izopropil-1H-imidazol kullanilarak 3.1.2’de verilen sentez yodntemi
la’ya gore sentezlendi. Ham Urin sabit faz olarak hazir RediSep Silika kolonlari
(12g), hareketli faz olarak DCM:MeOH (95:5) kullanilarak otomatik flash kolon
kromatografisi yapildi. Ardindan sabit faz olarak Reveleris® C18 ters faz kolonu,
hareketli faz olarak asetonitril:su (50:50) kullanilarak preparatif kromatografi

yontemiyle saflastinidi. (Verim: %70).

Erime noktasi: 46,8-48,0 °C.

!H-NMR (CDCls): 6 1.47 (6H, d, J=6.4 Hz), 4.57-4.63 (1H, m), 5.20 (2H, s), 6.44
(1H, d, J=1.6 Hz), 7.00 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.05 (1H, s), 7.07 (1H, s), 7.15 (2H, d,

J=8.8 Hz), 7.24 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.35 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.69 (1H, d, J=1.6 Hz).

13C-NMR (CDCls): 6 23.80, 48.13, 62.38, 107.75, 114.98, 116.88, 123.48, 126.27,
127.96, 129.04, 130.13, 133.00, 138.70, 140.70, 141.83, 142.70, 158.14.

C22H22CIN4O igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 393,1482; bulunan: 393,1487.
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1-(4-((2-Metilbenzil)oksi)fenil)etanon (Bilesik 46)
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1-(4-Hidroksifenil)etanon (7,35 mmol)dan hareketle  2-metilbenzilbrom(r
kullanilarak 3.1.2’de verilen sentez yontemi 1la’ya gore sentezlendi (Verim: %91).
CAS: 72293-94-8. Erime noktasi: 95,8-98,2 °C. [97-99 °C]*%l C16H170: igin; HRMS
(m/z) [M+H]" hesaplanan: 241,1223, bulunan: 241,1229.

3-(Dimetilamino)-1-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)prop-2-en-1-on (Bilesik 47)

1-(4-((2-Metilbenzil)oksi)fenil)etanon (Bilesik 46) (3,125 mmol)dan hareketle
3.1.2°de verilen sentez ydntemi 7’ye gore sentezlendi (Verim: %95). Erime noktasi:
139,8-141,8 °C. 'H-NMR (CDCls): 6 2.31 (3H, s), 2.88 (3H, bs), 3.10 (3H, bs), 5.12
(2H, s),5.79 (1H, d, J=12.0 Hz), 7.04 (2H, d, J=8.8 HZz), 7.16-7.26 (3H, m), 7.40 (1H,
d, J=7.2 Hz),7.64 (1H, d, J=12.0 Hz), 7.87 (2H, d, J=8.8 Hz). C19H22NO2 i¢in; HRMS
(m/z) [M+H]* hesaplanan: 296,1638; bulunan: 296,1651.



102

1-(4-Nitrofenil)-5-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)-1H-pirazol (Bilesik 48)

3-(Dimetilamino)-1-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)prop-2-en-1-on (Bilesik 47) (0,85
mmol)’'dan hareketle 4-nitrofenilhidrazin kullanilarak 3.1.2’de verilen sentez yontemi
8a’ya gore sentezlendi. Madde sabit faz olarak hazir RediSep Silika kolonlari (249),
hareketli faz olarak hekzan:EtOAc (70:30) kullanilarak otomatik flash kolon
kromatografisi ile saflastirildi (Verim: %73). Erime noktasi: 187,3-188,4 °C. *H-NMR
(CDCls): 6 2.39 (3H, s), 5.06 (2H, s), 6.49 (1H, d, J=1.4 Hz), 6.98 (2H, d, J=8.8 Hz),
7.16-7.29 (5H, m), 7.40 (1H, d, J=7.2 Hz), 7.50 (2H, d, J=9.2 Hz), 7.77 (1H, d, J=1.4
Hz), 8.20 (2H, d, J=9.2 Hz). C23H20N30z3 icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan:
386,1505; bulunan: 386,1518.
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1-(4-Aminofenil)-5-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)-1H-pirazol (Bilesik 49)

1-(4-Nitrofenil)-5-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)-1H-pirazol ~ (Bilegsik  48) (0,57
mmol)'den hareketle 3.1.2’de verilen sentez yontemi 5’e gore sentezlendi. Madde
sabit faz olarak hazir RediSep Silika kolonlari (12g), hareketli faz olarak
hekzan:EtOAc (65:35) kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile
saflagtirildi (Verim: %52).

Erime noktasi: 176,8-178,8 °C.

'H-NMR (CDCls): 2.37 (3H, s), 5.01 (2H, s), 6.42 (1H, d, J=1.6 Hz), 6.67 (2H, d,
J=8.8 Hz), 6.91 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.10 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.17 (2H, d, J=8.8 Hz),
7.19-7.26 (3H, m), 7.38-7.40 (1H, m), 7.65 (1H, d, J=1.6 Hz).

13C-NMR (CDCls): 6 18.88, 68.58, 106.55, 114.63, 115.48, 123.37, 126.05, 126.63,
128.38, 128.64, 129.95, 130.43, 132.10, 134.49, 136.70, 139.64, 142.63, 144.99,

158.69.

C23H22N30 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 356,1763; bulunan: 356,1747.
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1-(4-((2-Metilbenzil)oksi)fenil)butan-1,3-dion (Bilesik 50)

0O O

[ :I )
CHs

1-(4-((2-Metilbenzil)oksi)fenil)etanon (Bilesik 46) (2,5 mmol)'dan hareketle 3.1.2°de
verilen sentez yontemi 9’a gore sentezlendi (Verim: %72). Erime noktasi: 111,2-
113,1 °C. H-NMR (CDCls): 2.17 (3H, s), 2.38 (3H, s), 5.10 (2H, s), 6.12 (1H, s),
7.03 (2H, d, J=9.0 Hz), 7.21-7.29 (3H, m), 7.39 (1H, d, J=6.8 Hz), 7.88 (2H, d, J=9.0
Hz). C18H1903 i¢in; HRMS (m/z) [M+H]" hesaplanan: 283,1334; bulunan: 283,1341.
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1-(4-Klorofenil)-3-metil-5-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)-1H-pirazol (Bilesik 51)

1-(4-((2-Metilbenzil)oksi)fenil)butan-1,3-dion (Bilesik 50) (1 mmol)'dan hareketle 4-
klorofenilhidrazin kullanilarak 3.1.2°de verilen sentez yontemi 8c’ye gore
sentezlendi. Ardindan sabit faz olarak Reveleris® C18 ters faz kolonu, hareketli faz
olarak asetonitril:su (60:40) kullanilarak preparatif kromatografi yontemiyle
saflagtirildi (Verim: %54).

Erime noktasi: 111,8-113,6 °C.

IH-NMR (CDCls): & 2.37 (3H, s), 2.38 (3H, s), 5.03 (2H, S), 6.25 (1H, S), 6.93 (2H,
d, J=8.8 Hz), 7.14 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.21-7.30 (7H, m), 7.38-7.41 (1H, m).

13C-NMR (CDCl3): 6 13.52, 18.89, 68.63, 107.68, 114.83, 123.04, 126.06, 126.16,
128.43, 128.65, 128.98, 129.96, 130.46, 132.59, 134.38, 136.70, 138.68, 143.61,

149.71, 158.96.

C24H22CIN20 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 389,1421; bulunan: 389,1413.
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1-(4-Klorofenil)-3-(dimetilamino)prop-2-en-1-on (Bilegik 52)

4-Kloroasetofenon (3 mmol)’dan hareketle 3.1.2°de verilen sentez yontemi 7’ye gore
sentezlendi (Verim: %82). CAS: 28587-05-5. Erime noktasi: 81,8-83,8 °C [79-81
°C]1971, C11H13CINO igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 210,0686; bulunan:
210,0678.

5-(4-Klorofenil)-1-(4-metoksifenil)-1H-pirazol (Bilesik 53)

o)
L
N,N

N\

—

Cl

1-(4-Klorofenil)-3-(dimetilamino)prop-2-en-1-on  (Bilesik 52) (1,5 mmol)dan
hareketle 4-klorofenilhidrazin kullanilarak 3.1.2’de verilen sentez yéntemi 8a’ya goére
sentezlendi ve saflastirildi. (Verim: %58). Erime noktasi: 111,2-112,2 °C. *H-NMR
(CDCl3): 6 3.76 (3H, s), 6.64 (1H, d, J=2.0 Hz), 6.95 (2H, d, J=9.2 Hz), 7.17 (2H, d,
J=9.2 Hz), 7.21 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.40 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.70 (1H, d, J=2.0 Hz).
C16H14CIN2O igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 285,0795; bulunan: 285,0789.
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4-(5-(4-Klorofenil)-1H-pirazol-1-il)fenol (Bilesik 54)

L
N”N

N

—

Cl

5-(4-Klorofenil)-1-(4-metoksifenil)-1H-pirazol (Bilesik 53) (0,69 mmol) 'den 3.1.2’de
verilen sentez yontemi 6a’ya gobre sentezlendi. Madde sabit faz olarak hazir
RediSep Silika kolonlari (12g), hareketli faz olarak hekzan:EtOAc (30:70)
kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile saflastirildi (Verim: %38). Erime
noktasi: 185,9-187,1°C. *H-NMR (CDCls): 6 6.63 (1H, m), 6.76 (2H, d, J=7.6 Hz),
7.04 (2H, d, J=7.6 Hz), 7.20 (2H, d, J=7.6 Hz), 7.39 (2H, d, J=7.6 Hz), 7.66 (1H, s),
9.75 (1H, s). C1sH11CIN20 i¢in; HRMS (m/z) [M+H]" hesaplanan: 271,0638; bulunan:
271,0634.
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5-(4-Klorofenil)-1-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)-1H-pirazol (Bilesik 55)

Cl

4-(5-(4-Klorofenil)-1H-pirazol-1-il)fenol (Bilesik 54) (0,23 mmol)’den hareketle 2-
metilbenzil bromur kullanilarak 3.1.2°de verilen sentez yéntemi l1la'ya goére
sentezlendi. Madde sabit faz olarak hazir RediSep Silika kolonlari (12g), hareketli
faz olarak hekzan:EtOAc (60:40) kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile
saflagtirildi (Verim: %85).

Erime noktasi: 145,2-146,4 °C.

'H-NMR (CDCIs): 6 2.38 (3H, s), 5.04 (2H, s), 6.50 (1H, d, J=2.0 Hz), 6.96 (2H, d,
J=9.2 Hz), 7.17 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.20-7.26 (5H, m), 7.28 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.39-
7.41 (1H, m), 7.70 (1H, d, J=2.0 Hz).

13C-NMR (CDCls): 6 18.89, 68.87, 107.44, 115.11, 126.06, 126.66, 128.43, 128.63,
128.74, 128.95, 129.92, 130.45, 133.14, 134.23, 134.32, 136.68, 139.91, 141.81,

158.31.

C23H20CIN20 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 375,1264; bulunan: 375,1262.
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1-(4-Klorofenil)butan-1,3-dion (Bilesik 56)

O O

/@)J\/U\CH?,
Cl

4-Kloroasetofenon (4,9 mmol)'dan hareketle 3.1.2’de verilen sentez yontemi 9'a
gore sentezlendi (Verim: %37). CAS: 6302-55-2. Erime noktasi: 68,1-69,1 °C [73-
74 °C]l1%8l C10H10CIO; igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 197,0369; bulunan:
197,0372.

5-(4-Klorofenil)-1-(4-metoksifenil)-3-metil-1H-pirazol (Bilesik 57)

0
0
N’N

N—CHj

—

Cl

1-(4-Klorofenil)blutan-1,3-dion (Bilesik 56) (1,53 mmol)dan hareketle 3.1.2’de
verilen sentez yontemi 8c’ye gore sentezlendi ve saflastirildi (Verim: %78). Erime
noktasi: 113,2-114,8 °C. *H-NMR (CDCls): 6 2.23 (3H, s), 3.74 (3H, s), 6.43 (1H, s),
6.92 (2H, d, J=9.2 Hz), 7.13 (2H, d, J=9.2 Hz), 7.18 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.38 (2H, d,
J=8.6 Hz). C17H16CIN20 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 299,0951; bulunan:
299,0945.
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4-(5-(4-Klorofenil)-3-metil-1H-pirazol-1-il)fenol (Bilesik 58)

QL
N/N

Ny—CHs

—

Cl

5-(4-Klorofenil)-1-(4-metoksifenil)-3-metil-1H-pirazol (Bilesik 57) (0,97 mmol)'den
hareketle 3.1.2°de verilen sentez yontemi 6a’ya gore sentezlendi (Verim: %65).
CAS: 1397184-54-1. Erime noktasi: 205,6-207,6 °C. *H-NMR (CDCls): 6 2.22 (3H,
s), 6.41 (1H, s), 6.73 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.00 (2H, d, J=9.0 Hz), 7.17 (2H, d, J=8.4
Hz), 7.37 (2H, d, J=9.0 Hz), 9.70 (1H, s). C16H14CIN20 i¢in; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 285,0795; bulunan: 285,0787.
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5-(4-Klorofenil)-1-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)-1H-pirazol (Bilesik 59)

Cl

4-(5-(4-Klorofenil)-3-metil-1H-pirazol-1-il)fenol  (Bilesik 58) (0,47 mmol)'den
hareketle 2-metilbenzil bromur kullanilarak 3.1.2’de verilen sentez yontemi 1a’ya
gore sentezlendi. Madde sabit faz olarak hazir RediSep Silika kolonlari (129),
hareketli faz olarak hekzan:EtOAc (60:40) kullanilarak otomatik flash kolon

kromatografisi ile saflastirildi (Verim: %83).

Erime noktasi: 103,4-105,2 °C.

IH-NMR (CDCls): & 2.37 (3H, s), 2.38 (3H, s), 5.03 (2H, s), 6.29 (1H, s), 6.94 (2H,
d, J=8.4 Hz), 7.15 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.18 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.21-7.28 (5H, m), 7.39
(1H, m).

13C-NMR (CDCl3): 6 13.48, 18.89, 68.85, 107.25, 115.11, 126.04, 126.63, 128.38,
128.59, 128.68, 129.10, 129.78, 130.43, 133.24, 134.06, 134.38, 136.65, 142.49,

149.13, 158.10.

C24H22CIN20 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 389,1421; bulunan: 389,1416.
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2-(4-Klorofenil)-1-(4-hidroksifenil)etanon (Bilesik 60)

OH
(J 7
Cl

2-(4-Klorofenil)-1-(4-metoksifenil)etanon (Bilesik 21) (1,92 mmol) 'dan hareketle
3.1.2°de verilen sentez yontemi 6b’ye gore sentezlendi (Verim: %72). CAS: 54419-
40-8. Erime noktasi: 196,5-198,2 °C [198 °C]%. C14H12CINO: igin; HRMS (m/z)
[M+H]* hesaplanan: 247,0526; bulunan: 247,0524.

2-(4-Klorofenil)-1-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)etanon (Bilesik 61)

o A
O O CH3
o)
Cl

2-(4-Klorofenil)-1-(4-hidroksifenil) etanon (Bilesik 60) (1 mmol) 'dan hareketle 2-
metilbenzil bromur kullanilarak 3.1.2°de verilen sentez ydntemi 1b’ye goére
sentezlendi (Verim: %73). Erime noktasi: 139,0-141,0 °C. *H-NMR (CDCls): 6 2.31
(3H, s), 4.33 (2H, s), 5.18 (2H, s), 7.13-7.27 (7H, m), 7.36-7.40 (3H, m), 8.01 (2H,
d, J=8.4 Hz). C22H20CIO> i¢in; HRMS (m/z) [M+H]" hesaplanan: 351,1161; bulunan:
351,1152.
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4-(4-Klorofenil)-5-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)-1H-pirazol (Bilesik 62)

CHj

e
(I

N\

/

\

(J

Cl
2-(4-Klorofenil)-1-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil) etanon (Bilesik 61) (0,38 mmol)‘dan

hareketle hidrazin hidrat kullanilarak 3.1.2'de verilen sentez yontemi 8b’ye gore

N

sentezlendi. Madde sabit faz olarak hazir RediSep Silika kolonlari (12g), hareketli
faz olarak hekzan:EtOAc (70:30) kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile
saflagtirildi (Verim: %88).

Erime noktasi: 127,8-129,8 °C.

IH-NMR (CDCls): 6 2.38 (3H, s), 5.05 (2H, s), 6.98 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.22-7.30 (7H,
m), 7.36-7.41 (3H, m), 7.65 (1H, s).

13C-NMR (CDClIs): 6 18.90, 68.65, 115.10, 118.41, 123.08, 126.07, 128.42, 128.64,
128.97, 129.48, 129.58, 130.46, 131.51, 132.50, 134.42, 135.57, 136.69, 142.98,

159.24.

C23H20CIN20 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 375,1264; bulunan: 375,1266.
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4-(4-Klorofenil)-1-metil-3-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)-1H-pirazol (Bilesik 63)

2-(4-Klorofenil)-1-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil) etanon (Bilesik 61) (0,59 mmol)’'dan
hareketle metilhidrazin kullanilarak 3.1.2'de verilen sentez yontemi 8b’ye goére
sentezlendi (reaksiyon ortamina katalitik miktarda sulfurik asit (15 ul) eklenmigtir).
Madde sabit faz olarak hazir RediSep Silika kolonlari (12g), hareketli faz olarak
hekzan:EtOAc (55:45) kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi ile
saflagtirildi (Verim:%56).

Erime noktasi: 142,2-143,4 °C.

'H-NMR (CDCls): 6 2.41 (3H, s), 3.78 (3H, s), 5.08 (2H, s), 7.06 (2H, d, J=8.8 Hz),
7.11 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.18 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.21 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.23-7.31
(3H, m), 7.42-7.44 (1H, m), 7.70 (1H, s).

13C-NMR (CDCl3): 6 18.92, 37.21, 68.70, 115.28, 119.81, 122.30, 126.10, 128.52,
128.59, 128.72, 130.50, 131.36, 131.76, 131.77, 134.32, 136.75, 137.19, 139.89,

159.41.

C24H22CIN20 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 389,1421; bulunan: 389,1429.
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1-(5-((2-Metilbenzil)oksi)piridin-2-il)etanon (Bilesik 64)

: /\ N
O ~
CHs3

1-(5-Hidroksipiridin-2-il)etanon (1,8 mmol)dan hareketle 2-metilbenzil bromur
kullanilarak 3.1.2’de verilen sentez yontemi 1a’ya gore sentezlendi (Verim: %82).
Erime noktasi: 49,5-51,3 °C. *H-NMR (CDCls): 6 2.32 (3H, s), 2.56 (3H, s), 5.26 (2H,
s), 7.18-7.28 (3H, m), 7.42 (1H, d, J=7.6 Hz), 7.63 (1H, dd, J=8.8, 2.8 Hz), 7.96 (1H,
d, J=8.8 Hz), 8.46 (1H, d, J=2.8 Hz). CisH1eNO2 icin; HRMS (m/z) [M+H]*
hesaplanan: 242,1181; bulunan: 242,1173.

3-(Dimetilamino)-1-(5-((2-metilbenzil)oksi)piridin-2-il)prop-2-en-1-on  (Bilesik
65)

1-(5-((2-Metilbenzil)oksi)piridin-2-il)etanon (Bilesik 64) (1,0 mmol)'dan hareketle
3.1.2°de verilen sentez ydntemi 7’ye gore sentezlendi (Verim: %91). Erime noktasi:
153,6-155,1 °C. *H-NMR (CDCls): 6 2.32 (3H, s), 2.87 (3H, bs), 3.13 (3H, bs), 5.21
(2H, s), 6.32 (1H, d, J=12.8 Hz), 7.17-7.26 (3H, m), 7.41 (1H, d, J=7.6 Hz), 7.56 (1H,
dd, J=8.4, 3.2 Hz), 7.72 (1H, d, J=12.8 Hz), 7.96 (1H, d, J=8.4 Hz), 8.36 (1H, d,
J=3.2 Hz). C1gH21N20:> i¢in; HRMS (m/z) [M+H]" hesaplanan: 297,1603; bulunan:
297,1591.
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2-(1-(4-Klorofenil)-1H-pirazol-5-il)-5-((2-metilbenzil)oksi)piridin (Bilesik 66)

3-(Dimetilamino)-1-(5-((2-metilbenzil)oksi)piridin-2-il)prop-2-en-1-on  (Bilesik 65)
(0,68 mmol)’'dan hareketle 3.1.2’de verilen sentez yontemi 8a’ya gore sentezlendi
ve saflastinldi (Verim: %84).

Erime noktasi: 108,4-110,4 °C.

'H-NMR (CDCls): 6 2.38, (3H, s), 5.09 (2H, s), 6.68 (1H, d, J=1.4 Hz), 7.17 (1H, d,
J=8.8 Hz), 7.21-7.34 (8H, m), 7.38 (1H, d, J=7.6 Hz), 7.72 (1H, d, J=1.4Hz), 8.34
(1H, d, J=2.4 Hz).

13C-NMR (CDCls): 6 18.90, 69.11, 108.55, 121.68, 124.11, 126.16, 126.38, 128.72,
128.80, 128.97, 130.61, 133.12, 133.58, 136.76, 137.99, 139.06, 140.53, 141.91,

142.00, 154.36.

C22H19CIN3O igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 376,1217; bulunan: 376,1207.
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1-(6-((2-Metilbenzil)oksi)piridin-3-il)etanon (Bilesik 67)

2-Metilbenzil alkol ve NaH, azot atmosferi altinda kuru THF icerisinde ¢ozulerek buz
banyosunda 1 saat karigtirildi. Sonra reaksiyon ortamina 1-(6-kloro-3-piridinil)-1-
etanon’'un THF icindeki ¢ozeltisi ilave edilerek oda isisinda gece boyu karigtirildi.
Ertesi gun THF ucurulup reaksiyon igerigi sulu amonyum klorur ¢ozeltisi igine alindi
ve diklorometan ile ekstre edildi, Na2SOs ile kurutuldu. Diklorometan vakum altinda
ucuruldu. Olugan ham Urun sabit faz olarak RediSep Silika kolonlari (12 g), hareketli
faz olarak hekzan:etil asetat (70:30) kullanilarak otomatik flash kolon kromatografisi
ile saflastirildi (Verim: %18). Erime derecesi: 56,4-58,0°C. H-NMR (CDClIs): 6 2.31
(3H, s), 2.54 (3H, s), 5.42 (2H, s), 6.96 (1H, d, J=8.6 Hz), 7.15-7.25 (3H, m), 7.38
(1H, d, J=7.2 Hz), 8.17 (1H, dd, J=8.6, 2.6 Hz), 8.82 (1H, d, J=2.6 Hz). C1sH16NO>
icin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 242,1181; bulunan: 242,1183.

3-(Dimetilamino)-1-(6-((2-metilbenzil)oksi)piridin-3-il)prop-2-en-1-on  (Bilesik
68)

1-(6-((2-Metilbenzil)oksi)piridin-3-il)etanon (Bilesik 67)dan hareketle 3.1.2’de
verilen sentez yontemi 7’ye gore sentezlendi (Verim: %71). Erime derecesi: 109,3-
111,4°C. *H-NMR (CDCls): 6 2.31 (3H, s), 2.89 (3H, bs), 3.12 (3H, bs), 5.38 (2H, s),
5.80 (1H, d, J=12.2 Hz), 6.88 (1H, d, J=8.6 Hz), 7.15-7.25 (3H, m), 7.38 (1H, d,
J=7.6 Hz), 7.69 (1H, d, J=12.2 Hz), 8.16 (1H, dd, J=8.6, 2.4 Hz), 8.74 (1H, d, J=2.4
Hz). CigH2:N202 igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 297,1603; bulunan:
297,1591.



118

5-(1-(4-Klorofenil)-1H-pirazol-5-il)-2-((2-metilbenzil)oksi)piridin (Bilesik 69)

3-(Dimetilamino)-1-(6-((2-metilbenzil)oksi)piridin-3-il)prop-2-en-1-on (Bilesik
68)'dan hareketle 3.1.2'de verilen sentez yontemi 8a’ya gobre sentezlendi ve
saflagtirildi (Verim: %37).

Erime derecesi: 126,5-127,8°C.

'H NMR (400 MHz, CDCIs): 6 2.41 (3H, s), 5.38 (2H, s), 6.50 (1H, d, J=1.8 Hz), 6,74
(1H, d, J=8.8 Hz), 7.22- 7.28 (5H, m), 7.33-7.37 (3H, m), 7.42-7.44 (1H, m), 7.73
(1H, J=1.8 Hz), 8.14 (1H, d, J=2.0 Hz).

13C-NMR spektrumu (CDCls): 6 18.98, 66.45, 108.07, 111.13, 119.83, 125.96,
126.33, 128.32, 129.09, 129.31, 130.35, 133.44, 134.77, 137.01, 138.35, 138.77,

139.90, 140.74, 146.58, 163.49.

C22H19CIN3O igin; HRMS (m/z) [M+H]* hesaplanan: 376,1217; bulunan: 376,1213.
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4.2. Biyolojik Bulgular

Cizelge 4.1.4-Klorofenil Grubunun (A Halkasi) Modifikasyonu Amaciyla
Sentezlenen Izoksazol Turevi Bilesiklerin Sitotoksik Aktiviteleri

Bilesik No A Halkasi ICs0 UM

Huh7 MV MCF7

EB38 4-CI-Ph 1.3 3.2 3.8
5 4-NH2-Ph 16.9 14.0 19.7

6 2-CI-Ph 24.2 >20 9.9

7 4-F-Ph 16.7 >20 49.9

8 4-OMe-Ph 8.9 >20 12.8

9 4-Me-Ph 1.8 9.4 4.7
10 4-CN-Ph 6.7 >20 41.4
11 3-CF3-Ph 19.0 >20 35.0
12 3-F-Ph 15.0 >20 33.0
13 2,4-diF-Ph 15.0 >20 31.0
14 2,4-diCI-Ph 8.2 >20 19.2

15 4-piridinil >20 >20 >20
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Cizelge 4.2. Merkez Halka Modifikasyonu Amaciyla Sentezlenen Bilegiklerin
Sitotoksik Aktiviteleri
C :CH3
QL
'l\;e-rk.e‘z‘.
,’H.alk:i"
Cl
Bilesik No Merkez Halka ICs0 UM
Huh7 MV MCF7
EB38 e 1.3 3.2 3.8
o . . .
AN
20 _ 2.04 3.88 3.6
NH,
A o
24 pv 1.5 20.1 86.2
CHg
27 = >20 >20 >20
)
31 A i, >20 >20 >20
~
36 T 0.8 3.71 15
w N
51 Pt 2.8 9.2 11.9
55 iN’N\ 20.4 >20 >20
’H{ N
59 Ao, 3.94 9.6 11.8
AN
62 LN 8.36 11.0 17.5
e
~T
63 H_ihw 6.7 12.0 14.4
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Cizelge 4.3. C Halkasi Modifikasyonu Amaciyla Sentezlenen Pirazol Turevi
Bilesiklerin Sitotoksik Aktiviteleri

: N-N
(¢]]
Bilesik No C Halkasi ICs0 UM
Huh7 MV MCF7
36 @i: 0.8 371 15
CH,
37 >20 >20 >20
%
HsC
38 @y& >20 >20 >20
N CHj
39 L, >20 >20 >20
N
N\ CH;
40 0, >20 >20 >20
41 “ji >20 >20 >20
ot
HyC
CHy
N=
42 e >20 >20 >20
HaC
43 s >20 >20 >20
/ S
44 (; J A >20 >20 >20
45 oo >20 >20 >20
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Cizelge 4.4. B Halkasi Modifikasyonu Amaciyla Sentezlenen

Tulrevi

Pirazol
Bilesiklerin Sitotoksik Aktiviteleri
CH,4
E:[/o\.""x
B
m
Cl
Bilesik No B Halkasi ICs0 UM
Huh7 MV MCF7
P
36 Qj 0.8 3.71 1.5
66 8 \/N; 2.04 7.12 21.7
AN
69 L, >20 >20 >20
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5. TARTISMA

5.1. Sentez Caligmalari

EB38 oncu bilesiginin optimizasyonu ile ilgili tez kapsaminda elde edilen bilegiklerin

sentez galismalari genel hatlariyla 4 ana bolumden olusmaktadir (Sekil 5.1):

A halkasi (fenil grubu) modifikasyonlari
Merkez halka modifikasyonlari

Merkezde pirazol halkasi iceren analogun C halkasi modifikasyonlari

H w N

Merkezde pirazol halkasli iceren analogun B halkasi modifikasyonlari

C halkasi ,_~_. CH3
l ;
@/O .~ <~ B halkasi

e
\
N

O, Merkez halka

A halkasi

Sekil 5.1. EB38 moleklltinin optimizasyon ¢alismalari

5.1.1. 4-Klorofenil grubunun (A halkasi) modifikasyonu amaciyla sentezlenen

izoksazol tiirevi bilesiklerin sentez ¢alismalan

Molekdul tGzerinde 4-klorofenil grubunun (A halkasi) modifikasyonlari igin uygulanan
sentez prosedurt Sekil 5.2’de gosterilmistir. 4-hidroksibenzaldehitin, 2-metilbenzil
bromdar ile yer degistirme reaksiyonu sonucu Bilesik 1 elde edilmigtir. Bilesik 1’in
hidroksil aminle reaksiyonu ile oksim tlrevi Bilesik 2 olusmustur. Oksim turevinin N-
klorosuksinimit araciligi ile klorlanmasi sonucu Bilesik 3 elde edilmistir. Bilegik 3
trietilamin ile eter icinde reaksiyona sokularak nitriloksit ara drunu elde edilmis ve
oldukga reaktif ve dayaniksiz olan bu ara Urin dogrudan bir sonraki basamakta
kullanilmigtir. Nitriloksit bilesigi ile fenilaseton tirevlerinin sodyum hidrir varhdinda
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kuru tetrahidrofuran (THF) icindeki reaksiyonu sonucunda izoksazol halkasi
kapanmis ve Bilesik 4, 6-15 elde edilmistir. Bilesik 4’Un SnCl2.2H>0 ile reduksiyonu
ile Bilesik 5 elde edilmistir (Sekil 5.2).

HaN

(A) 2-metilbenzil bromir, K,CO3, MeCN, 120°C; (B) H,NOH.HCI, NaOH, H,0, EtOH; (C) NCS, DMF; (D) i.Et3N, dietileter ii. 4-
nitrofenilaseton, NaH, THF, 0°C; (E) SnCl,.2H,0, EtOH, reflaks; (F) i. Et3N, dietileter ii. Fenilaseton turevleri, NaH, THF, 0°C

Sekil 5.2. 2-metilbenziloksi fenil yapisi sabit tutularak izoksazol halkasinin 4.
konumundan turevlendirilen bilesiklerinin sentezi

5.1.2. 3,4-Diaril-5-aminoizoksazol merkez halkasi tagsiyan EB38 analogunun

sentez ¢alismasi

Oncti bilesikte merkezi halka tizerindeki 5-metil grubu yerine 5-amino grubu tasiyan
analogun sentezi igin 4-hidroksimetil benzoat 2-metilbenzil bromurle alkillenmig
(Bilesik 16) ve daha sonra hidroliz edilerek asit turevi (Bilesik 17) elde edilmigtir. Asit
turevinin benzotriazol ile reaksiyonu sonucunda Bilesik 18 elde edilmigtir. Daha
sonra bu bilesigin lityum bis(trimetilsilil)amit (LIHMDS) varliginda 4-
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klorofenilasetonitril ile reaksiyonu ile Bilesik 19 elde edilmistir. Bilesik 19

hidroksilamin ile kaynatilarak Bilesik 20’ye ulagilmigtir (Sekil 5.3).

o)
o CH i
_CHs o OH
0] A B c
—_— R e
o) o)
HO

CHy CHj

17
16

0 cl
o o
N : (]
o] NSN - - N,
CN o
e -
CHs O NH;
cl
20

18 19

(A) 2-metilbenzilbromiir, MeCN,120°C; (B) LiOH.H,O, MeOH:H,O0, reflaks; (C) i) okzalil kloriir, kat. DMF ii) benzotriazol, DCM;
(D) 4-klorofenilasetonitril, LHDMS, THF, -70°C; (E) H,NOH.HCI, EtOH, A

Sekil 5.3. 3,4-diaril-5-aminoizoksazol merkezi halkasi tagiyan Bilesik 20’nin sentezi

5.1.3. 4,5-Diarilizoksazol merkez halkasi tagsiyan EB38 analogunun sentez

calismalari

Oncii bilesikten farkli olarak merkezi halkada metil tagimayan 4,5-diarilizoksazol
tlrevi Bilesik 24’Un sentezi icin Bilesik 21’den baslanmistir. 4-klorofenil asetik asit
ve anisolun fosforik asit ve trifloroasetik anhidriti iceren ortamda reaksiyonu ile
Bilesik 21 elde edilmistir. Bilesik 21’in'in DMFDMA ile reaksiyonu ardindan hidroksil
aminle reaksiyonu sonucu Bilesik 22 elde edilmistir. BBr3 reajani ile eter hidrolizi
gerceklestirilip fenolik hidroksilin alkilasyonu sonucunda ise Bilesik 24’e ulasiimistir
(Sekil 5.4).
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H
OCHs;
OoH OCHs A B
+ - —_—
(e}
(¢]] fe)
(¢]]

21
HO
c O lo) D
—_— \ —_— >
| N
o8
Cl
23

CH
o
(A) H3PO, trifloroasetik asit, 0°C; (B) i. DMFDMA, DMF ii. NH,OH.HCI, EtOH,A; (C) BBry DCM, 0°C;

3
i o)
| N
(J /
|
24
(D) 2-metilbenzilbromir, K,CO3 MeCN, 120°C.

sCO

5

Cc

Sekil 5.4. 4,5-diarilizoksazol merkezi halkasi tasiyan Bilesik 24’Gn sentezi

5.1.4. 5-Metil-3,4-diarilizoksazol merkez halkasi tasiyan EB38 analogunun

sentez ¢alismalari

EB38’e gore A ve C halkasi konumlari farkli olan analogu sentezlemek amaciyla 4-
klorobenzaldehitten hareketle hidroksilamin varliginda Bilegik 25 elde edilmigtir.
Ardindan N-klorosuksinimit ile muamele edilip Bilesik 26 sentezlenmigtir. Bilesik
26’dan elde edilen nitril oksit tlrevi 4-((2-metilbenzil)oksi)fenilaseton ile reaksiyona
sokularak aromatizasyon reaksiyonu sonucunda Bilesik 27’ye ulasilmistir (Sekil
5.5).

0o H Cl
Q)LH A /@/KN/OH B ﬁN’OH c
—_— —_— —_—
Cl cl Cl

25 26 27

(A) Ho,NOH.HCI, NaOH, H,0, EtOH; (B) NCS, DMF; (C) i. Et3N, dietileter ii. 4-((2-metilbenzil)oksi)fenilaseton, NaH,
THF; iii. Na,CO3 MeOH, H,0.

Sekil 5.5. 5-metil-3,4 diarilizoksazol merkez halkasi tagiyan Bilesik 27°nin sentezi
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5.1.5. 2-Metil-4,5-diariltiyazol merkez halkasi tagiyan EB38 analogunun sentez

calismasi

Merkezi halkada 2-metil-4,5-diariltiyazol tagiyan turevin sentezi icin Bilesik 21 asetik
asiticinde bromlanmis ve Bilesik 28 elde edilmistir. Elde edilen bilesigin tiyoasetamit
ile reaksiyonu sonucunda halka kapatilarak Bilesik 29’a ulasilmigtir. Bilesik 29’daki
metil eter yapisi hidroliz edilerek sentezlenen Bilesik 30’un 2-metilbenzil bromirle

muamelesi sonucunda Bilesik 31 elde edilmistir (Sekil 5.6).

o. 0
L I, 0
A B N
| YcHs
e} 0 S
° ’ ()
cl
29

21 28

CHs
HO
¢
_c, NS\>/CH3 _b Ns\>/CH3
31

30

(A) Bry AcOH; (B) tiyoasetamit, EtOH,A; (C) BBr3 DCM, 0°C; (D) 2-metilbenzil bromr, K,CO3, MeCN,A .

Sekil 5.6. 2-metil-4,5 diariltiyazol merkez halkasi tagiyan Bilesik 31’in sentezi

5.1.6. C halkasi1 modifikasyonu amaciyla sentezlenen pirazol tiirevi bilesiklerin

sentez calismalari

Merkez halkada izoksazol halkasi yerine pirazol halkasinin izosterik degisiminin
aktiviteye nasil yansiyacagini gormek amaciyla merkez halkada pirazol igeren
bilegikler sentezlenmigtir. Pirazol merkez halkasi tasiyan analogun C halkasinda
modifikasyon yapmak amaciyla 4-hidroksiasetofenon o6ncelikle benzil bromirle
reaksiyona sokulmus, elde edilen Bilesik 32’nin DMFDMA ile muamelesi sonucu

Bilesik 33’e ulasiimigtir. Bilesik 33’Un 4-klorofenilhidrazin ile reaksiyonu sonucu
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pirazol halkasi kapanmis ve Bilesik 34’e ulasiimistir. Yapilacak tirevlendirmeler igin
benzil grubunun katalitik hidrojenasyon ile uzaklastirimasiyla elde edilen Bilesik
35'in cesitli aril halojendr turevleri ile reaksiyonu ile final bilegikler (Bilesik 36-45)

sentezlenmistir (Sekil 5.7).

32 33

35 36-45

R1; 36: @LC/H:; 39: | ~CH3 40: N\ CH; 42: N\N'CH3 44: (/\S
& N” 2 | A HaC LA N)\/L%

a7 CHs, 38:H,C 41: N CHg 43:H3C—\ 45: HS%\
2 \©\/‘zt 07;\/(?1 N-N /~N CHs

\
HsC &/\\/%?‘ N\/\/“‘?—

(A) Benzil bromiir, K,CO3 MeCN,A ; (B) DMFDMA, toluen, 130°C; (C) 4-klorofenilhidrazin, EtOH,4 ;
(D) Pd/C (%10 afa), HCI, EtOAc; (E) Aril halojenr tiirevi, K,CO3 MeCN,A .

Sekil 5.7. 4. konumunda 4-klorofenil yapisi sabit tutularak Ri modifikasyonlari
gerceklestirilen pirazol tirevlerinin sentezi

5.1.7. A halkasi modifikasyonu amaciyla sentezlenen pirazol tiirevi bilesiklerin

sentez ¢aligmalari

Pirazol merkez halkasi tasiyan analogun A halkasinda 4-klorofenil grubundaki
halojen atomu klorun yerine hidrojen bagi yapma kapasitesi olan ve bilesige
elektronik agidan farkli bir 6zellik kazandirmak ve bu modifikasyonun aktiviteye olan
etkisini incelemek amaciyla 4-aminofenil motifi iceren Bilesik 49 sentezlenmigtir.
Sentez icin Oncelikle 4-hidroksiasetofenon 2-metilbenzil bromdurle reaksiyona

sokulmus, elde edilen Bilesik 46’nin DMFDMA ile muamelesi sonucu Bilesik 47 elde
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edilmistir. Ardindan 4-nitrofenilhidrazin ile yapilan halka kapama reaksiyonu sonucu
Bilesik 48’e ulasilmigtir. Nitro grubunun reduksiyonu ile 4-aminofenil grubu igceren
Bilesik 49 sentezlenmistir (Sekil 5.8).

0]

e} O
/@)J\CHS A /©)J\CH3 B /@)J\/%N,Cm
HO ©?O @(\O CHj
CHs CH,4

46 47

CHj; CH3
o o
= =
@) g 3 4

O,N H,N
48 49

(A)2-metilbenzil bromir, K,CO3; MeCN (B) DMFDMA, toluen, 130°C; (C) 4-nitrofenilidrazin, EtOH, A; (D) SnCl,.2H,0, EtOH, A,

Sekil 5.8. 1,5-diarilpirazol merkezi halkasi tagiyan Bilesik 49’un sentezi

5.1.8. 3-Metil-1,5-diarilpirazol merkez halkasi tasiyan Bilesik 51’in sentez

calismasi

3-metil-1,5-diarilpirazol iceren final bilesigini elde etmek amaciyla baslangic
maddesi olan Bilesik 46’nin NaH varliginda EtOAc ile reaksiyonu sonucunda Bilesik
50 sentezlenmistir. Bilesik 50 metanol icinde EtsN varliginda 4-
klorofenilhidrazin.HCI ile reaksiyona sokularak pirazol halkasi kapanmis ve Bilesik
51 elde edilmistir (Sekil 5.9).
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CHs
o ST
o
CHs CHs
@[\OQ)‘\ _A @E\ow —2 \©\(>/CH3
N~N
CHj CHg Q

Cl
46 50 51

(A) NaH, EtOAc; (B) 4-klorofenilhidrazin.HCI, Et3N, MeOH,A .

Sekil 5.9. 3-metil-1,5-diarilpirazol merkezi halkasi tasiyan Bilesik 51’in sentezi

5.1.9. 1,5-Diarilpirazol merkez halkasi tagiyan Bilesik 55’in sentez ¢aligmasi

Merkez halkada pirazol halkasi tasiyan EB38 analogu Bilesik 36’nin A ve C halkasi
konumlari farkli olan turevini sentezlemek amaciyla 4-klorofenilasetonun DMFDMA
ile reaksiyonu ile Bilesik 52 elde edilmistir. Bu bilesigin 4-metoksifenilhidrazin ile
reaksiyonunu ile Bilesik 53 elde edilmis, sonrasinda BBrz ile eter hidrolizi
gerceklestiriimistir. Ardindan fenolik hidroksilin (Bilesik 54) alkilasyonu sonucunda
Bilesik 55’e ulasilmistir (Sekil 5.10).

H3CO HO

i i Q QT
., -CHs N-N _N
CHy A, N _B D _¢c N\
CHs =~
cl cl
cl
53

Cl

52 54

Cl

(A) DMFDMA, toluen, 130°C; (B) 4-metoksifenilhidrazin.HCI, EtOH,A; (C) BBr3 DCM, 0°C;
(D) 2-metilbenzilbromir, K,CO3 MeCN, 120°C

Sekil 5.10. 1,5-diarilpirazol merkezi halkasi tagiyan Bilesik 55’in sentezi
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5.1.10. 3-Metil-1,5-diarilpirazol merkez halkasi tagiyan Bilesik 59’un sentez

calismasi

Bilesik 55’in pirazol halkasinin 3. konumunda metil tagiyan tirevinin sentezi igin, 4-
klorofenilasetondan NaH ve etilasetat varliginda elde edilen diketonun (Bilesik 56),
4-metoksifenilhidrazin ile reaksiyonu ile Bilegik 57 elde edilmigtir. Bu bilesigin BBr3
ile eter hidrolizi gerceklestirilip fenolik hidroksilin alkilasyonu sonucunda Bilesik 59’a
ulasilimistir (Sekil 5.11).

o H3CO HO

§ Q, Q.
CH3 A CH3 B N _N C N-— N
N—CHj N—CHjg
cl cl = =
Cl Cl
56 57 58

Cl

(A) NaH, EtOAgc; (B) 4-metoksifenilhidrazin.HCI, Et3N, MeOH,A ; (C) BBrs, DCM, 0°C; (D) 2-metilbenzilbromiir, K,CO3 MeCN, 120°C

Sekil 5.11. 3-metil-1,5-diarilpirazol merkezi halkasi tagiyan Bilesik 59’un sentezi

5.1.11. 4,5-Diarilpirazol merkez halkasi tagsiyan EB38 analoglarinin sentez

calismalari

Merkez halkada pirazol halkasi tasiyan ancak aril slbstitisyonlarini farkli
konumlarda igeren bilesikleri sentezlemek amaciyla baslangi¢ maddesi olan Bilegik
21’in eter grubunun BBr3 reajani kullanilarak hidrolizi ile fenol tlrevi (Bilesik 60) elde
edilmig, bu bilesigin 2-metilbenzil bromurle alkilasyonu sonucunda Bilesik 61
sentezlenmigtir. Bilesik 61 DMFDMA ile reaksiyona sokularak bir ara Grin (2-(4-
klorofenil)-3-(dimetilamino)-1-(4-((2-metilbenzil)oksi)fenil)prop-2-en-1-on) elde
edilmistir. Bu ara Urunun hidrazin hidrat ile reaksiyonu sonucunda Bilesik 62’ye;
metilhidrazin ile reaksiyonu sonucunda ise Bilesik 63’e ulasiimistir (Sekil 5.12).



132

OCH, OH J@
o}
S ..
CH,
o} o}
cl cl o}
cl
60

21 61
CH3 CH3
¢ s

(A) HBr, ACOH, A ; (B) 2-metilbenzil bromiir, K,CO3 MeCN, 120°C; (C) i. DMFDMA, DMF ii. NH,NH,.H,0, MeOH,A ;
(D) i) DMFDMA, DMF ii) Metilhidrazin, MeOH

Sekil 5.12. 4,5-diarilpirazol ve 2-metil-4,5-diarilpirazol merkezi halkasi tasiyan
Bilesik 62 ve 63’Un sentezi

5.1.12. B halkasi modifikasyonu amaciyla sentezlenen pirazol tirevi

bilesiklerin sentez ¢aligsmalar

Pirazol merkez halkasi tasiyan Bilesik 36’nin B halkasinda fenil yerine piridin izosteri
getirilerek molekulin lipofilitesini iyilestirme hedeflenmigtir. Bilesik 66 ve 69 bu

amacla sentezlenen bilesiklerdir.

Baslangic maddesi olarak 5-hidroksipiridin etanon’'un 2-metilbenzil bromirle
reaksiyonu sonucu Bilesik 64 elde edilmigstir. Bir sonraki basamakta ise Bilegik 64,
DMFDMA ile muamele edilip Bilesik 65 sentezlenmis ve 4-klorofenilhidrazinle halka

kapama reaksiyonu sonucu Bilesik 66’ya ulasiimistir (Sekil 5.13).



(e} (0] o)
B = CHs
| A CHg, A | X CHy B o | X N\/
N
o cr cret
CH3 CH3
64 65

= N
C S |
-
/
:\//N\N
cl
66

(A) 2-metilbenziloromir, K,CO3 MeCN, 120°C; (B) DMFDMA, toluen, 130°C; (C) 4-klorofenilhidrazin, EtOH,A.
Sekil 5.13. 1,5-diarilpirazol merkezi halkasi tagiyan Bilesik 66’nin sentezi

Bir diger pirazol merkez halkasi tagiyan ve B halkasinda piridin motifi iceren Bilesik
69'un sentezi icin baslangic maddesi olarak 1-(6-kloropiridin-3-il)etanon 2-
metilbenzilalkol ile NaH varliginda kuru THF icerisinde reaksiyona sokularak Bilegik
67 sentezlenmis ardindan bu bilesik DMFDMA ile muamele edilip Bilesik 68 elde
edilmistir. Bilesik 68 ile 4-klorofenilhidrazinin halka kapama reaksiyonu sonucu

Bilesik 69’a ulasilmistir (Sekil 5.14).

CH3

o} o
NTT O A NN TeH B NS N - ,
| X
cl N o = | > CHj =
o /
- »
cl

67 68 69

3

(A) 2-metilbenzilalkol, NaH, kuru THF 0°C; (B) DMFDMA, toluen, 130°C; (C) 4-klorofenilhidrazin, EtOH,A .

Sekil 5.14. 1,5-diarilpirazol merkezi halkasi tasiyan Bilesik 69’un sentezi
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5.1.13. Sentezlenen bilesiklerin yapi aydinlatma ¢aligmalari ve Bilesik 36’nin
'H-NMR ve *C-NMR spektrumlari

Bu tez kapsaminda gergeklestirilen sentez ¢alismalari sonucunda; 21 tanesi orijinal
olmak Uzere 36 tane ara bilesigin ve tamami orijinal 33 tane final bilesigin sentezleri

tamamlanmisg, bilesiklerin kimyasal yapilari uygun analitik yontemlerle agiklanmstir.

Sentezlenen ara Urlnlerin 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 36’nin 400 MHz frekansta
ve CDClI; (dotero kloroform) igerisinde alinan *H-NMR spektrumunda; 2-metilbenzil
halkasina bagli -CHs protonlari 2.38 ppm’de 3H degerinde, -CH»-protonlari ise 5.04
ppm’de 2H degerinde singlet olarak gdézlenmigstir. Aromatik sahadaki protonlar
incelendiginde pirazol halkasinin 4. konumundaki protonun 6.4 ppm’de J= 2.0 Hz
etkilesim sabiti ile dublet sinyal verdigi gozlenmistir. 6.94 ve 7.16 ppm'de 2-
metilbenzil ve pirazol halkalarina kopru olan p-substitie benzene ait protonlarin
J=8.8 Hz etkilesim sabiti ile 2H degerinde birer dublet sinyal verdigi gozlenmigtir.
7.21-7.29 ppm araliginda 2-metilbenzilin aromatik protonlari ve 4-klorofenilin bazi
protonlari multipet (5H) olarak sinyal verdikleri gériimektedir. Diger bir p-distbstitie
benzene ait 2H degerindeki protonlarin 7.32 ppm’de J=8.8 Hz etkilesim sabiti ile bir
dublet sinyal verdigi gozlenmistir. 7.38-7.41 ppm araliginda yine 2-metilbenzil
yapisinin bir protonu multiplet sinyal vermistir. 7.71 ppm’de ise pirazol halkasinin 3.
konumundaki protonun J= 2.0 Hz etkilesim sabiti ile dublet sinyal verdigi

g6zlenmistir (Resim 5.1).
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Resim 5.1. Bilesik 36'nin *H-NMR spektrumu

Bilesik 36’nin CDCls iginde alinan '3C-NMR spektrumunda; molekildeki metil
karbona ait sinyal 18.90, oksijene komsu metilene ait sinyal 68.65 ppm degerlerinde
g6zlemlenmistir. Aromatik sahadaki karbonlara ait pikler ise 107-159 ppmler
arasinda go6zlenmistir. Bu pikler arasinda 107.72 ppm’deki sinyalin pirazol
halkasinin 4.konumundaki karbona ait oldugu, 159.04 ppm’deki sinyalin ise 2-
metilbenziloksi  substitientinin  baglandigi  fenil karbonuna ait oldugu

dusundlmektedir (Resim 5.2).

| I‘JM\ ‘ ‘

L L L L L L B B
180 160 140 120 100 B0 60 40 20 0 ppm

Resim 5.2. Bilesik 36’nin 3C-NMR spektrumu
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5.1.14. Bilesik 36 ve Bilesik 51’in molekiil yapilarinin tek kristal X-isin1 kirinimi

yontemi ile aydinlatilmasi

Merkezi heterosiklik halka Uzerinde visinal konumlarda aril gruplari iceren Bilesik 36
ve Bilesik 51’in daha ileri gelistirme galismalarina aday bilesikler olmasi nedeniyle
bu bilesiklerin molekuler yapilari tek kristal x-1sin1 difraktometresi ile tayin edilmis ve
yapilarin dogrulugu kanitlanmigtir (Sekil 5.15) [110, 111]. Bu sayede daha ileri YEI
calismalarina 1sik tutmak Uzere bilesik Uzerindeki gruplarin konfigurasyonu dogru

olarak belirlenmistir.

CHg
s

Sekil 5.15. Bilesik 36 ve Bilesik 51 molekdllerinin kristal yapisinin Ortep gizimi.
(Termal elipsoitler %30 olasilik seviyesinde ¢izilmistir)



137

5.2. Biyolojik Galismalar ve Yapi Etki iligkileri

Bu tez calismasi kapsaminda EB38 Oncu bilesiginden hareketle cesitli
modifikasyonlar sonucu elde edilen visinal diaril heterosiklik bilesiklerin; karaciger
kanseri hicre hatlari olan Huh7 ve Mahlavu (MV); meme kanseri hicre hatti olan
MCF-7’de sitotoksik aktiviteleri Sulforadamin B (SRB) testi ile dederlendirilmistir.

Onci bilesik EB38’de bulunan 4-klorofenil grubunun (A Halkasi) modifikasyonu
amaciyla sentezlenen izoksazol turevi bilegiklerin Huh7 hicre hattindaki aktivite
sonuglarina bakildiginda klor yerine metil (Bilesik 9) getirildiginde EB38 (1.3 pM) ile
kiyaslanabilir aktivite (1,8 uM) elde edilmistir. Klor atomunu 2. konumda (Bilesik 6)
(24.2 pM) veya hem dordunct hem ikinci konumda tasiyan (Bilesik 14) (8.2 pM)
bilesiklerde ise aktivitede duslUs go6zlenmistir. Bunun yani sira A halkasinda klor
yerine amino, metoksi, siyano gibi (Bilesik 5, Bilesik 8, Bilesik 10) daha polar
gruplarin getirilmesi de aktivitenin azalmasina neden olmustur. EB38 bilesiginde A

halkasinda piridin tagiyan turev ise (Bilesik 15) inaktif bulunmustur.

MV ve MCF7 hcre hatlarindaki sonuglar incelendiginde A halkasinda klor tasiyan
EB38 (sirasiyla ICso degerleri 3.2 ve 3.8 pM) bilesigi ile kiyaslanabilir aktivite 4.
konumda metil tagiyan tirevde (sirasiyla ICso degerleri 9.4 ve 4.7 yM) g6zlenmistir.
Diger bilesiklerde ise bu hucre hatlarinda aktivitede kayip s6z konusudur. Bu

nedenle diger modifikasyonlarda A halkasinda 4-klorofenil grubu sabit tutulmustur.

EB38 bilesiginin 3,4-diarilizoksazol merkez halkasinda 5.konumda hidrofobik metil
grubu yerine daha polar, H-bagi dondr ve akseptor olarak hareket edebilen amin
(NH2) grubu tasiyan Bilesik 20, éncu bilesik ile kiyaslanabilir aktivite gostermistir
(Huh7, MV ve MCF7 igin sirasiyla ICso degerleri 2,04; 3,8 ve 3,6 uM). 3,4-
diarilizoksazol turevi ancak A ve B halkalari ters konumlanmis Bilesik 27°'de ise U¢
hlucre hattinda da aktivitenin kayboldugu gozlenmistir. 4,5 diarilizoksazol turevi olan
ve izoksazol halkasinda metil tasimayan turev Bilesik 24 ise Huh 7 hucre hattinda

EB38 ile kiyaslanabilir aktivite gostermigtir.
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Merkez halkada izoksazol halkasi yerine tiyazol halkasi iceren Bilesik 31’in
sitotoksisite degerlerinin incelenmesi sonucunda tiyazol merkez halkasinin umut

vaadedici olmadigi gozlenmistir.

Izoksazol ve tiyazol halkasinda yapilan tireviendirmelerin sonrasinda bir diger 5
uyeli heterosiklik halka olan pirazol halkasi Uzerine ¢alismalarimiz devam etmigtir.
Merkezi halka Uzerinde yapilan degisiklikler sonucunda elde edilen analoglar
arasinda Bilesik 36 her U¢ hicre hattina kargl oldukga potent aktivite gostermistir
(Huh7, MV ve MCF7 igin ICso degerleri sirasiyla 0,8; 3,71 ve 1,5 uM).

EB38 d6ncu bilesiginden daha potent olan 1,5-diarilpirazol tirevi Bilesik 36 ile pirazol
halka yapisini tasityan diger tlrevler kiyaslandiginda azot atomunun konumunun,
proton taslyip tasimamasinin ve halkaya metil stubstitisyonunun aktivite Uzerine
etkili oldugu go6zlenmektedir. Bilesik 36’da A ve B halkalarinin ters konumlanmasi
(Bilesik 55), izoksazol halkasi tasiyan bilesiklerde oldugu gibi aktivite kaybina yol
acmistir. Ancak Bilesik 55’in metil tasiyan turevi olan Bilesik 59 ise Bilesik 36’ya
gore daha az aktif olmakla birlikte metilsiz tirevden daha aktiftir. (Huh7, MV ve
MCF7 igin 1Cso deg@erleri sirasiyla 3,94; 9,6 ve 11,8 uM).

Bilesik 36’nin pirazol halkasinda metil tasiyan tlrevi Bilesik 51 incelendiginde
Ozellikle MV ve MCF7 hicre hatlarinda aktivitede disus oldugu gézlenmistir (Huh7,
MV ve MCF7 igin ICso de@erleri sirasiyla 2.8; 9,2 ve 11,9 uM).

Pirazol halkasinin azot atomunun Uzerinde proton tagiyan 3,4-diaril pirazol turevi
Bilesik 62, Bilesik 36’ya kiyasla daha az aktiftir. (Huh7, MV ve MCF7 icin ICso
degerleri sirasiyla 8,36; 11,0 ve 17,5 uM). Bilesik 62’nin pirazol halkasinda metil
tasiyan analogu Bilesik 63 ise Bilesik 62 ile kiyaslanabilir aktiviteye sahiptir (Huh7,
MV ve MCF7 igin ICso de@erleri sirasiyla 6,7; 12,0 ve 14,4 uM).

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde merkez halka modifikasyonlari sonucunda
kesfedilen EB38 6ncu bilesiginden daha aktif olan Bilesik 36’'nin icerdigi 1,5-
diarilpirazol halkasi bundan sonraki modifikasyon c¢alismalarinda merkez halka

olarak belirlenmistir.
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C halkasi modifikasyonu amaciyla sentezlenen pirazol turevi bilesiklerde benzil
grubu Uzerinde 3 veya 4. konumda metil tagiyan turevierde aktivite kaybi
gOzlenmistir (Bilesik 37 ve Bilesik 38). C halkasinda fenil yerine kuguk alkil gruplari
tasiyan 5 veya 6 Uyeli gesitli heteroksiklik halkalar getirilerek aktiviteleri incelenmis
ancak bu galigmalar sonucu elde edilen bilesiklerde aktivite gdozlenmemigtir (Cizelge
4.3).

Son olarak Bilegik 36'nin B halkasinda yapilan degisiklikler sonucunda fenil yerine
piridin tasiyan Bilesik 66 ve Bilesik 69 elde edilmistir. Bu analoglardan Bilesik 69’da
aktivite g6zlenmezken Bilesik 66’da aktivitenin devam ettigi ancak 6zellikle MV ve

MCF7 hicre hatlarinda Bilesik 36’ya kiyasla daha dusuk oldugu gézlenmistir.

Bu ¢alismalar sonucunda EB38 6ncu bilesiginden daha aktif olan Bilesik 36 ile ileri

biyolojik ¢caligmalar yapiimistir.

5.2.1. Bilesik 36 ile yapilan ileri sitotoksisite analizleri

Bilesik 36, sitotoksik etki spektrumunun daha iyi belirlenebilmesi amaciyla karaciger
(HepG2) ve meme (MDA-MB231, MDA-MB468, SKBR3, ZR75 ve MCF10A

hlcreleri) kanser hlicre hatlarinda tekrar degerlendirilmistir.

Cizelge 5.1. Bilesik 36’nin karaciger ve meme kanseri hicre hatlarindaki 1Cso

degerleri
Meme ICso (MM) Karaciger ICso (MM)
MDA-MB231 0,97 HepG2 0,77
MDA-MB468 1,04
SKBR3 1,75
ZR75 5,54
MCF10A 7,62

Bilesik 36'nin karaciger kanser hucre hatlarindaki (Huh7, MV, HepG2) sitotoksik
aktivitesi degerlendirildiginde 1Cso degerlerinin 0.77-3.71 pM arasinda degistigi
gOzlenmistir. Bilesigin meme kanseri hicre hatlarindaki (MCF7, MDA-MB231, MDA-
MB468, SKBR3, ZR75) sitotoksik etkisi degerlendirildiginde ise 1Cso degerleri 0.97-
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5.5 uyM arasinda tespit edilmistir. Bilesik 36’nin etkisi normal transforme meme hicre
hatti olan MCF10A (ICso: 7.62) hicrelerinde de test edilmis ve kanser hicre hattina

kiyasla bu hicre hattinda daha az sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur.

Bilesik 36’nin hlcre dongusune etkisini belilemek amaciyla Huh7 hucreleri akis
sitometrisi kullanilarak incelenmistir. Bilesik 36’nin ICso dozu ile 48 saat inkube
edilen hucrelerde S fazinda hicre populasyonunu artirdigi ve hicre dongusuni bu
evrede durdurdugu saptanmistir (Sekil 5.16 A). Bilesik 36 ile induklenen hucre 6lum
mekanizmasinin karakterize edilmesi icin Huh7 hucreleri Annexin V kullanilarak akis
sitometrisi ile incelenmistir. Bilesik 36’nin ICso konsantrasyonunda 48. saatte hicre

canliigini azalttig1 ve apoptotik hiicre populasyonunu artirdigi gézlenmistir. (Sekil
5.16 B)

A B
Huh?7 Huh?7
__80 __100,0
3 60 :c; 80,0
o o
> > 60,0
8 40 8
2 3 40,0
& 2 &
] o 20,0
S S
T o £ 00
G0/G1 S G2/M Canh Apoptotik  Nekrotik
Kontrol Bilesik 36 Kontrol Bilesik 36

Sekil 5.16. A) Bilesik 36'nin hiicre déngusuine etkisi B) Bilesik 36’nin hiicre 6limine
etkisi

Kanser hucreleri GUzerinde olugsan morfolojik etkinin belirlenmesi amaciyla Bilesik 36
ICs0 konsantrasyonunda Huh7 hicrelerine uygulanmistir ve 24, 48 ve 72. saatlerin
sonunda, hucreler Hoechst 33258 ile boyanarak floresan mikroskobu altinda

incelenmigtir (Goéruntuler floresan mikroskobu ile elde edilmigtir (40X)) (Resim 5.3).
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Kontrol Bilesik 36

24 saat

48 saat

72 saat

Resim 5.3. Bilesik 36’nin Huh7 karaciger kanseri hlcreleri Gzerindeki morfolojik
etkilerinin floresan boyama ile incelenmesi

Bilesik 36 ile inklibe edilen hlicre ¢ekirdeklerinde, DNA parcalanmasi ve ¢ekirdek
yogunlasmasinin arttiyi ve bu etkinin 24. saatten sonra daha fazla oldugu
gOzlenmistir. Bunun yanisira, artan apoptotik parcaciklar bu bilesikle inklbe edilen
hlcrelerde apoptozun aktif hale geldigini gostermektedir. Bu sonuglar Annexin V

kullanilarak yapilan akig sitometrisi deneyi sonuglari ile uyumludur.

Poli(ADP-riboz) polimeraz (PARP) proteini; hiicresel apoptoz ve DNA hasari ile ilgili
bilgi veren, antikanser bilesikler gelistirilirken hedef protein olarak analiz edilen bir
proteindir. Apoptoz esnasinda PARP proteinlerinin pargalanmasi sonucu ortaya
cilkan ‘parcalanmis PARP’ miktarindaki artis western blot teknigi ile
incelenebilmektedir. Bilesik 36'nin, hicre o6limi Gzerine etkisinin protein
seviyesinde dogrulanmasi i¢in pargalanmis PARP proteinlerinin seviyeleri Mahlavu
ve Huh7 kanser hucrelerinde incelenmigtir. Bu amacla oncu bilesik EB38 ve Bilesik

36, ICso ve I1C100 konsantrasyonunda test edilmigtir.
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Parcalanmis PARP proteinlerinin seviyelerindeki artig, bu bilesiklerin 48. saatte
apoptoz yolagini aktiflestirerek Mahlavu ve Huh7 hicrelerinde hicre dliumune yol

actiklarini gostermistir (Resim 5.4).

Resim 5.4. Western blot teknigi ile bilesiklerle inklbe edilen Huh7 hicre hatlarinda

PARP proteininin ifade miktarlarina bakilarak bilesiklerin etkisinin belirlenmesi
5.2.2. ADME ozelliklerin degerlendirilmesi ve farmakokinetik ¢aligmalar

Bilesik 36'nin in vitro ADME &zelliklerinin degerlendiriimesi ve farmakokinetik
parametrelerinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismalar Syngene International

Ltd., Hindistan’da yaptiriimistir.

Bilesik 36'nin in vitro ADME 6zelliklerinin belirlenmesi igin yapilan suda ¢ozunurlik,
LogD tayini, insan ve fare karaciger mikrozomlarinda stabilite testi, insan plazma
proteinlerine baglanma ve CYP450 enzim inhibisyonu testlerinin sonuglari Cizelge
5.2’de verilmistir. Bilesik 36 pH 7.4’te dusuk ¢ozunurluge ve yuksek LogD degerine
sahiptir. Bilesik 36 fare karaciger mikrozomlarinda NADPH varliginda hizli klirense
ugramaktadir, bu sonu¢ oksidasyonla biyotransformasyona ugrama ihtimalini
g6stermektedir. insan karaciger mikrozomlarinda ortalama bir klirense sahiptir ve
bu durum ture bagimli metabolizma olasiligina isaret etmektedir. Bilesik 36 insan
plazma proteinlerine ¢ok ylksek oranda baglanmistir. Major CYP450 isoformlari
olan 2C9, 2D6, 3A4 isoformlarini 10 uM konsantrasyonda énemli derecede inhibe
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etmemistir. Bilesik dusuk permeabiliteye sahiptir ancak, Pgp’ye dayali efluks

substrati degildir.

Cizelge 5.2. Bilesik 36 in vitro ADME o6zellikleri

CYP450 inhibisyonu (10 uM konsantrasyonda)

e CYP2C9
o CYP2D6
o CYP3A4

%7,3 inhibisyon
%22,2 inhibisyon

inhibisyon gézlenmedi

Metabolik Stabilite

e tip, insan karaciger mikrozomlari
e CLint, insan karaciger mikrozomlari
e 1y, fare karaciger mikrozomlari

e Clint, fare karaciger mikrozomlari

50.19 dk
27 uL/dk/mg protein
12.36 dk

112 uL/dk/mg protein

Fizikokimyasal Parametreler

e pH 7.4 PBS ¢ozunurlik
e lLogDpH7.4

e insan Plazma Proteinlerine
Baglanma

e Caco-2 permeabilitesi

<l uM
>4
%100

Papp A>B 0.1
Papp B>A 0.1 (10 cm/s)
Efluks orani 0.7

Bilesik 36, 1 mg/kg dozda 1V, 10 mg/kg tek dozda oral olarak CD-1 erkek farelere

uygulandiginda elde edilen farmakokinetik parametreler asagida Cizelge 5.3'te

verilmigtir. IV ve oral uygulamadan sonra farelerde herhangi bir gézle goérilen yan

etki saptanmamistir. IV uygulamadan sonra Bilesik 36 yarilanma émru 3,85 saat ve

klirensi 2.33 L/s/kg olarak gézlenmistir. Tek doz oral 10 mg/kg Bilesik 36 uygulamasi

sonrasi AUC ve Cmax degerleri géz 6nlne alindiginda oldukca zayif maruziyet

g6zlenmisg, oral biyoyararlanim (F) disuk olarak (%4.4) bulunmustur. Bunun en

onemli nedenleri farelerde metabolik klirensin yiksek olmasi, bilesigin yagda

¢ozunarligunan yuksek ve suda c¢ozunurligunun dusuk ve dolayisiyla hucre

permeabilitesinin duguk olmasi olarak degerlendirilmistir.
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Cizelge 5.3. Bilesik 36’nin farmakokinetik analiz sonuglari (IV doz; 1 mg/kg ve oral
doz; 10 mg/kg)

) Ortalama = SD
PK Parametreleri
IV (1 mg/kg) PO (10 mg/kg)
Co (ng/ml) 392.4 + 1521
Cmax (ng/ml) 19.3+9.1
Tmax (Saat) 6.67 £ 1.2
AUCast (sa*ng/ml) 4359+ 1111 191.8 £73.6
V4 (L/kg) 13.2+4.9
CLp (L/sa/kg) 2.33+20.6
Viss (L/kg) 9.66 + 3.7
ty2 ( saat) 3.85+0.43 6.67 £1.2
Biyoyararlanim 44+16
A B
1000 3
2 o= o Farel El e F::g 4
§ 100 " E:::; % .. """" > Eareg
s 210 - S Ve
: “ = b b
3 § .
o 1 T T 1 E T T T T T 1
8 12 16 20 24 4 8 12 16 20 24
Zaman (saat) Zaman (saat)

Sekil 5.17. A) Bilesik 36’nin intraven6z IV (1 mg/kg) uygulanisindan sonra plazma
konsantrasyonu-zaman profili B) Bilesik 36’'nin oral (PO) (10 mg/kg)
uygulanisindan sonra plazma konsantrasyonu-zaman profili

5.2.3. Meme ve karaciger kanseri ksenograft modelinde bilesik 36’nin in vivo

antikanser etkilerinin belirlenmesi

Epitelyal karaciger ve meme kanseri hucre hatlari Uzerinde in vitro yontemler ile
etkileri belirlenen Bilesik 36’nin bu etkilerini in vivo deneyler ile dogrulamak amaciyla
atimik farelerde ksenograft timdr modeli ile deneyler Orta Dogu Teknik Universitesi
Ogretim Uyesi Prof. Dr. Rengiil CETIN ATALAY danigsmanligindaki arastirma ekibi
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tarafindan gergeklestiriimistir. Bu amacla farelere karacier ve meme kanseri
hdcreleri implant edilmis ve Bilesik 36 ile muamelesi sonrasi tumor boyutundaki
degisikliklerin gozlenmesi hedeflenmistir. Her bir epitelyal kanser turt (karaciger ve
meme) igin iki ayri grup fare (Kontrol ve Bilesik 36) ¢calismaya dahil edilmigtir ve her
bir grup icin 6 fare kullaniimistir. Mahlavu ve MDA-MB-231 hucreleri enjekte edilen
farelerin 40 mg/kg dozda 4 hafta boyunca haftada iki kez Bilesik 36’'nin uygulanmasi
sonucu farelerin gérinimu ve tUmor hacimlerinin blyUmesinin kargilastiriimasi

yapilmistir.

Mahlavu karaciger kanseri hiicreleri ile timaor olusturulan ve Bilesik 36 ile uygulanan
farelerde, tumor buyumesi kontrol ile karsilastirildiginda, Bilesik 36 ile muamele
edilen farelerin tUmorlerinin boyutunda anlamli bir kuiglilme oldugu gorulmektedir
(Sekil 5.18). Bilesik 36’'nin, MDA-MB-231 meme kanseri hlcresi enjekte edilen
farelerde de anlamli boyutta timoér boyutunu azalttigi gézlemlenmistir (Sekil 5.18).
Ayrica her iki timor tirinde de tumoér hacimleri olgilmus ve bunlarin kontrol
grubundaki farelerin timorleri ile kargilastiriimasi saglanarak analiz edilmistir. Sekiz
doz Bilegik 36 uygulanmasi sonrasinda, karaciger kanserinde kontrol grubundaki
timorlerin ortalama hacmi yaklasik olarak 1000 mm®¥e ulasirken, Bilesik 36 ile
tedavi edilen farelerde timor hacmi 600 mm3 civarinda oldugu bulgulanmistir. Meme
kanseri verilen farelerde, kontrol gurubu 2000 mm®¥e yaklasirken, Bilesik 36 verilen
farelerde timor hacmi 1000 mm¥Un altinda kalmistir (Sekil 5.18). Timor
OlcUmlerinin istatiksel analizi iki yonli ANOVA yontemi ile GraphPad Prismde
hesaplanmistir (p<0,05 and p<0,00001).



146

Karaciger Kanseri Meme Kanseri

Kontrol Bilesik 36 Kontrol Bilesik 36

Karaciger Kanseri Meme Kanseri

1500- *  p<0.05 3500+ *=ex 5<0.00001
* 5<0.00001 3000
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E 1000 E 2500

E 'E 2000
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£ i I 1500 .

5 500 * 5 1000- H -
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Sekil 5.18. Atimik tlysuz farelerde gelistirilen epiteliyal karaciger kanseri ksenograft
modelinde Bilesik 36'nin in vivo antikanser etkilerinin gosterilmesi.

5.2.4. Bilesik 36’nin NCI-60 kanser panelindeki hiicre hatlarina sitotoksik etkisi

Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Kanser Enstitisi NCI-60 insan tumdr hatlari
tarama programi kapsaminda yapilan ¢alismalarda Bilesik 36, 10 uM tek dozda 60
kanser hicre hattina karsi tarandiginda, 20 tane hicre hattinin proliferasyonunu
%50 veya daha fazla oranda inhibe eder bulunmustur (Cizelge 5.6). Elde edilen
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sonuglar Bilesik 36'nin ileri optimizasyonu ile farkli kanser tlrlerine kargi aday

molekullerinin geligtirilebilme potansiyelini ortaya koymaktadir.

Cizelge 5.4. Bilesik 36'nin 10 uM tek dozda NCI-60 kanser panelinde yer alan hicre
hatlarina karsi sitotoksik etkisi

o B
Panel Hucre Hatti 7o Bytme _
inhibisyonu (%Gl)

CCRF-CEM 57.64

HL-60 (TB) 86.68

K-562 86.33

Losemi

MOLT-4 73.70

RPMI-8226 22.65

SR 66.23

AB49/ATCC 50.45

EKVX 22.95

HOP-62 50.69

HOP-92 25.83

Klguk hicreli olmayan akciger
_ NCI-H226 29.68
kanseri

NCI-H23 23.40

NCI-H322M 3.12

NCI-H460 41.69

NCI-H522 70.91

COLO 205 28.76

HCC-2998 10.87

HCT-116 61.92

Kolon kanseri HCT-15 60.08

HT29 82.41

KM12 49.31

SW-620 70.35
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Cizelge 5.4. (devam) Bilesik 36'nin 10 uyM tek dozda NCI-60 kanser
panelinde yer alan hicre hatlarina kargi sitotoksik etkisi

SF-268 19.50
SF-295 46.90
SF-539 28.17
MSS Kanseri
SNB-19 37.98
SNB-75 39.28
U251 54.02
LOX-IMVI 35.73
MALME-3M 32.80
M14 61.01
MDA-MB-435 99.19
Melanoma SK-MEL-2 60.82
SK-MEL-28 30.64
SK-MEL-5 33.38
UACC-257 24.32
UACC-62 39.32
IGROV1 42.48
OVCAR-3 73.38
OVCAR-4 14.28
Over kanseri OVCAR-5 8.29
OVCAR-8 24.75
NCI/ADR-RES 62.00
SK-OV-3 36.32
786-0 17.20
A498 42.45
ACHN 22.37
CAKI-1 40.28
Renal kanser
RXF 393 39.71
SN12C 324
TK-10 16.23
UO-31 25.63

Prostat kanseri DU-145 11.90



Cizelge 5.4. (devam) Bilesik 36'nin 10 uyM tek dozda NCI-60 kanser
panelinde yer alan hicre hatlarina karsi sitotoksik etkisi

Meme kanseri

MCF7 68.10
MDA-MB-231/ATCC 15.75
HS 578T 39.09
BT-549 25.02
T-47D 34.63
MDA-MB-468 58.87
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6. SONUG VE ONERILER

Bu tez kapsaminda, karaciger ve meme kanserine karsi etki potansiyeli yuksek
molekullerin gelistirilmesi amaclanmistir. Bu amacgla EB38 6ncu bilesiginden
hareketle sentezlenen 33 adet orijinal bilesik serisi ile kimyasal yapi ile biyolojik
aktivite arasindaki iligki aciklanmaya c¢alisiimistir. 5 Uyeli bir merkezi heterosiklik
halka Uzerinde visinal diaril substitisyonu tasiyan genel yapiya sahip tez
bilesiklerinde merkezi heterosiklik halka degisikliklerinin aktivite agisindan olumlu
sonuglandigi bulgulanmistir. Bununla beraber, visinal diaril gruplari Gzerinde
gerceklestirilen yapisal modifikasyonlar genelde aktivite kaybi ile sonuglanmigstir. Bu
gruplardan 2-metilbenzil yapisinin aktivite agisindan olduk¢a 6nem arz ettigi, benzil
grubu Uzerinde farkh konumlarda ve karakterde substitisyonlarin bilesigin

aktivitesini azalttigi bulunmustur.

EB38’'den yola cikilarak gelistirilen 1,5-diarilpirazol turevi Bilesik 36 farkli hicre
hatlarinda oldukga sitotoksik etkili bulunmustur ve ileri in vitro ve in vivo calismalarda
kullaniilmak Uzere secilmistir. Bilesik 36 ile muamele edilen kanser hucrelerinde,
bilesigin hiucre dongusunu durdurdugu ve boylece hucreleri apoptoza
suruklediklerine yonelik bulgular elde edilmigstir. Atimik farelerde meme ve karaciger
kanseri ksenograft tumér modelinde 4 hafta boyunca haftada iki kez 40 mg/kg dozda
uygulanmis olan Bilesik 36’nin timoér hacmini azalttigi saptanmistir. NCI-60 insan
tumor hatlar tarama programi kapsaminda yapilan ¢alismalarda ise Bilesik 36’nin
10 uM konsantrasyonda 20 kanser hicre hattinda %50 veya daha fazla oranda

blylmeyi inhibe ettigi goéralmastur.

Bilesik 36'nin pH 7.4’de dusuk ¢ozunurluge ve yuksek LogD degerine sahip oldugu
tespit edilmistir. Ayrica insan karaciger mikrozomlarindaki stabilitesi kabul edilebilir
olmasina ragmen fare karaciger mikrozomlarindaki hizli klirensi, disuk ¢ézinarlik
ve yuksek LogD degeri ile birlikte farmakokinetik ¢calismalarda oral biyoyararlanimi

azaltmaktadir.

Elde edilen sonuclar degerlendirildiginde bundan sonra Bilesik 36’nin molekuler etki

mekanizmasinin belirlenmesi icin ileri biyolojik c¢aligmalar planlanmaktadir.
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2155015 kodlu TUBITAK 1003 projemizin, Prof. Dr. Rengll Cetin Atalay ve Prof.
Dr. Mesut Muyan danismanliginda yurutilen galismalarinda, EB38 6ncu billesiginin
ve Bilegik 36’nin PI3K/Akt/mTOR sinyal yolunun merkezinde yer alan Akt proteininin
fosforilasyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir. EB38 ve Bilegik 36 ile muamele edilen
Huh7, Mahlavu, MCF7 ve MDA-MB-231 epitelyal kanser hucrelerinde 770 kanser
geninin ifadesine etkisi, Nanostring teknolojisi ile incelenmistir. EB38 ve Bilesik
36’nIn biyotinli tirevleri hazirlanarak hedef proteini tespit etmeye ydnelik ¢alismalar

devam etmektedir.

Bilesigin molekller etki mekanizmasinin belirlenmesi ve ADME &zelliklerinin
optimizasyonu ile Bilesik 36’nin yeni molekdullerin gelistiriimesi i¢in 6ncl olabilecegi

dusunulmektedir.
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