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OZET

BAZI YENI BENZOKSAZOL TﬁREYLE_RINiN SENTEZi ve ANTIKANSER
AKTIVITELERININ INCELENMESI
Derya OSMANIYE
Farmasotik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, May1s, 2017
Danisman: Dog. Dr. Yusuf OZKAY

Kanser viicudun ¢esitli organ ve sistemlerinde ortaya ¢ikan karmasik bir hastaliktir.
Diinya c¢apinda kanser kaynakli oliimlerin 2030 yilina kadar 12 milyona ulasacagi
diisiiniilmektedir. Yillar gectikce hasta popiilasyonun artmasinin sebebi ilaglara karsi
gelisen direng, selektif olmayan anti kanser ajanlar ve ilaglarin toksik etkileri ile
aciklanabilir. Dolayisiyla, yeni anti kanser ajan gelistirmesine hala ihtiya¢ duyulmaktadir.
Benzotiyazol yapisi tasiyan Phortress antikanser aktivite gosteren bir 6n ilagtir.
Phortress’in aktif metaboliti Aril hidrokarbon reseptorii (Ahr) icin giiclii bir agonisttir ve
sitokrom CYP1A1 gen ekspresyonu iizerinde degisiklik yapar. Bunun yani sira hidrofilik
bir halka olan piperazin imatinib ve razoksan gibi bazi antikanser ilaglarin yapisinda
bulunmaktadir.

Bu calismada, yeni antikanser ajan gelistirmek amaciyla bazi benzoksazol tiirevleri
sentezlenmistir. Phortress’in yapisinda bulunan benzotiyazol yerine biyoizosteri olan
benzoksazol getirilmistir. Polariteyi, hiicre membranindan gegisi ve antikanser aktiviteyi
artirmak amaciyla yapiya piperazin eklenmistir. Bilesiklerin sentezleri literatiir
metotlarina gore gergeklestirilmistir. Bilesiklerin yapilar1 IR, *H-NMR, 3C-NMR, 2D-
NMR ve yiiksek ¢oziiniirliikli kiitle spektroskopisi ile aydinlatilmastir.

Antikanser aktivite testleri kolon (HT-29), meme (MCF7), akciger (A549), karaciger
(HepG2) ve beyin (C6) kanseri hiicre tipleri tizerinde gergeklestirilmistir. 3m ve 3n kodlu
bilesiklerin CYP1A1/2 enzimi iizerindeki indiiksiyon potansiyelleri arastirilmistir. 3m ve
3n bilesikleri ig¢in biyotransformasyon c¢aligmalart LCMS-IT-TOF kullanilarak
gerceklestirilmistir.  3n  bilesigi ve bazi metabolitleri i¢in docking calismasi
gerceklestirilmistir.

Anahtar Sozciikler: Benzoksazol, Piperazin, Phortress, Antikanser, CYP1Al



ABSTRACT

SYNTHESIS and ANTICANCER ACTIVITY INVESTIGATION OF SOME NOVEL
BENZOXAZOLE DERIVATIVES
Derya OSMANIYE
Department of Pharmaceutical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, May, 2017
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Yusuf OZKAY

Cancer is a complicated disease which can ensue in different organs and systems of
body. Deaths from cancer worldwide are awaited to reach 12 million in the year 2030.
The reasons of increase in the patient population over the years are development of
resistance to existing chemotherapeutics, non-selective anticancer drugs and toxic effects.
Thus, there is still a need to develop new chemotherapeutic agents.

Phortress including benzothiazole moiety is a prodrug displaying anticancer activity. The
active metabolite of Phortress is a potent agonist of the aryl hydrocarbon receptor (Ahr)
and switches on cytochrome P450 CYP1Al gene expression. Besides, piperazine, a
hydrophylic structure, is found in the structure of some anticancer drugs as imatinib and
razoksan.

In this study, some benzoxazole derivatives were synthesized to develop new anticancer
agents. The benzothiazole ring in Phortress altered with its bioisoster benzoxazole.
Piperazine was added to structure of compounds to increase polarity, transport through
cell membrane and anticancer activity. Syntheses of compounds were performed
according to literature methods. Their structures were elucidated by IR, *H-NMR, C-
NMR, 2D-NMR and HRMS spectroscopic methods.

Anticancer activity tests were performed on colon (HT-29), breast (MCF7), lung (A549),
liver (HepG2) and brain (C6) carcinoma cell types. Induction potential of the compounds
3m and 3n on CYP1A1/2 enzymes was investigated. Biotransformation studies for 3m
and 3n was examined by LCMS-IT-TOF system. Docking studies for compound 3n and
its some metabolites were performed.

Keywords: Benzoxazole, Piperazine, Phortress, Anticancer, CYP1Al
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser viicudun ¢esitli organlarini etkileyebilen, kontrolsiiz yayilim gdsteren ve her
yil birgok insanin 6limiine sebep olan bir hastaliktir. Kontrolsiiz biiyliyen hiicreler,
kanserin degisik organ ve sistemlere yayillmasina neden olmaktadir. Bu nedenle kanser,
tek bir hastaliktan ziyade bir grup rahatsizliklar bitiinidir. Kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra 6liim oran1 agisindan ikinci sirada gelmesine karsin, kanser kaynakli

oliim oranlar1 her gegen giin artmaktadir [1,2].

Hastaligin temelini olusturan asil neden hiicrelerinin genetik bilgilerinin
degigmesidir. Fakat bununla birlikte kanser multifaktoriyel etkenli bir rahatsizlik olarak
tanimlanmaktadir. Radyasyon, kimyasal madde, ¢evresel faktorler, beslenme aligkanligi
ve mikroorganizmalar gibi eksojen faktorlere maruz kalmak hastaligin sebepleri
arasindadir [3-6].

Normal hiicrelerin gogalma ve farklilasma siireclerindeki kontrol mekanizmalarinin
bozulmasi sonucu tiimoér olusumu gergeklesir. Bu kontrolsiiz ¢ogalan ve ¢ogalmasi
engellenemeyen hiicreler benign veye malign tiimorlere doniisiirler. Benign tiimdrler
metastaz yapmazlar, malign tiimdrler ise hizli bir sekilde cogalip, baska organ ve dokulara
yayilarak anormal hiicre gelisimini yayildiklart organ ve dokuda da devam ettirirler.
Kanserden sorumlu olan tiimdrler malign tiimorlerdir [7]. Kanser olusumu, hiicre
proliferasyonunu ve homestazin1 kontrol eden siireglerdeki anormallikler sonucu
meydana gelmektedir. Hiicrenin proliferatif sinyal vermeyi siirdiirmesi, biiyiime
baskilayici genlerin islevlerini yerine getirmemesi, programlanmis hiicre 6liimiine kars:
direng kazanilmasi, anjiyogenez ve doku istilasinin indiiklenmesi tiimor olusum nedenleri
arasinda yer almaktadir [8,9].

Bir hiicrenin kendisine benzeyen iki hiicreye boliinmesi hiicre siklusunu olugturur
(Sekil 1.1). Son zamanlarda yapilan arastirmalar hiicre siklusunu diizenleyen proteinler
ile kanser hastaligi arasinda baglanti kurmaktadir. Hiicre siklusu dort evrede
gerceklesmektedir. Hiicreler boliinme sinyali almadan once istirahat fazi olarak bilinen
G-0 fazinda beklerler. Boliinme sinyali aldiktan sonra hiicre siklusunun aktif
basamaklarina gecis yapilir. Bunlar;

S fazi (Sentez): Bu evre DNA replikasyonu, kromozom c¢iftlenmesi, RNA ve protein

sentezi gibi olaylar icermektedir.



G-2 Fazi: Bu evrede DNA replikasyonu artik durmustur. RNA ve protein sentezi ise
devam etmektedir.

M Fazi1 (Mitoz): Mitoz ve sitokinezi i¢inde barindiran siiregtir.

G-1 Fazi: Boliinme sonucu olusmus es hiicreler tekrar hiicre siklusuna girmeden S fazina
bu evrede hazirlanirlar. RNA ve protein sentezi bu evrede de devam etmektedir. G-0
fazindaki hiicreler de tekrar boliinecegi zaman siklusa bu evreden girmektedirler.
Normal hiicreler ile kanserli hiicreler karsilastirildiginda bu dort evreden S, G-2, M
evrelerinde 6nemli farkliliklar yoktur. En bliyiik fark G-1 evresinde goriiliir. Normal
hiicreler siklinler, sikline bagli kinaz enzimleri (cdk), sikline bagli kinaz enzimi
susturuculart (cdk-i) proteinlerinin getirdigi ‘cogal’ veya ‘¢ogalmayi durdur’ mesajina
gore hareket ederken, kanserli hiicre ‘cogalmayr durdur’ mesajina uymayarak siirekli
boliinme egilimi gosterir [10-14].

G’, siklin o °
pargalanmasi .9+

/ © S siklin

Gy CDK

S CDK

M siklin
M siklin parcalanmasi M CDK S siklin parcalanmasi

Sekil 1.1. Hiicre Siklusunun Béliimleri

Bu sekilde gelisen hastaligin, kanser biyolojisinin aydinlatilmasi, erken teshis ve
dogru tedavi yaklagimlarinin uygulanmasi ile yiiksek oranda iyilesme sansi oldugu
bildirilmektedir [15]. Kanserli hiicrelerin yok edilmesinde spesifik hiicre siklusunun
yolaklarinin inhibisyonu ve kanser olusmus dokunun biiyiimesinin inhibisyonu seklinde
iki yaklagim mevcuttur. Olusan kanserli dokunun cinsine bagli olarak cerrahi miidahale,
radyasyon tedavisi, immiinoterapi uygulanmakla birlikte kullanilan en yaygin yontem
kemoterapi’dir [16]. Antikanser ilaglar, DSO’niin siiflandirma ydntemi olan ATC

smiflandirmasina gore (LO1 smifi) su sekilde siniflandirilabilir (Cizelge 1.1) [17].



Cizelge 1.1 Antikanser [laglar,

Swniflandiriimast

DSO 'niin

Smiflandirma  Yontemine Goére

1. ALKILLEYICI AJANLAR:

Azotlu hardallar ve analoglari, Alkil siilfonatlar,
Etileniminler, Nitrozotireler, Epoksitler ve diger

alkilleyici ajanlar

2. ANTIMETABOLITLER:

Folik asit analoglar1, Piirin Analoglari, Pirimidin

analoglari

3. BITKISEL ALKOLOITLER VE DIGER
DOGAL BIiLESIKLER

Vinka alkaloidleri ve analoglari, Podofillotoksin
tirevleri, Kolsisin tiirevleri, Taxanlar, diger

bitkisel alkaloidler ve dogal bilesikler

4. ANTITUMOR ANTIBIYOTIKLERI VE
TUREVLERI

Aktinomisinler, Antrasiklinler ve tiirevleri, Diger

sitotoksik antibiyotikler

5. DIGER ANTINEOPLASTIK AJANLAR

Platin bilesikleri, Metilhidrazinler, Monoklonal
Antikorlar (monoclonal antibodies),
Radyasyon/fotodinamik tedavide kullanilan
duyarlhilig: arttiran bilesikler (Sensitizers used in
photodynamic/radiation therapy), Protein kinaz
inhibitorleri, Diger antineoplastik ajanlar,

Antineoplastik ajanlarin kombinasyonlari

Kemoterapinin yan etkilerinin fazla olmasi ve kullanilan ilaglara karsi direng

gelismesi gibi sorunlar kanser kemoterapisini medisinal kimyacilar agisindan arastirma

konusu yapmugtir.

Benzoksazol bilesikleri; biyokimyasal 6zellikleri sayesinde ¢ok uzun yillar boyunca

ilgi kaynagi olmustur. Benzoksazol halkasi tasiyan bilesiklerin biyolojik ve farmasotik

onemleri vardir [18]. Benzoksazol ve halka tiirevleri niikleik asit yapisinda bulunan

adenin ve guanin bazlar ile benzerlik gostermektedir. Bu nedenle benzoksazol

tirevlerinin kemoterap6tik aktivitelerinin niikleik asit sentezini inhibe ederek ortaya

ciktig1 diisiiniiliir. Bu yaklasim benzoksazol tiirevlerine olan ilgiyi daha da arttirmaktadir
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[19]. Gram pozitif bakterilere karsi inhibitor etkili Kalsimisin [20-23], hepatoksik etki
gosterdikleri anlagilana kadar non-steroidal antienflamatuar ilag olarak kullanilan
Benoksaprofen ve Flunoksaprofen [24], Solvay firmasi tarafindan gelistirilmis, Faz-3
calismalar1 tamamlanmig antiparkinson etkili Pardoprunoks (SLV-308) [25,26] ve santral

etkili kas gevsetici Klorzoksazon [27] benzoksazol halkasi igermektedir (Sekil 1.2).

()

N
(Lo
H;C
Kalsimisin Pardoprunoks
(O 2 T
HO
(0) OH
P Flunoksaprofen
Cl
o
Klorzoksazon

Sekil 1.2. Cesitli Biyolojik Aktivite Gosteren Benzoksazol Tiirevleri

Phortress (NSC 710305), aminofenilbenzotiyazol igeren ve mevcut antitimor
ajanlardan farkli bir mekanizma ile selektif antikanser aktivite gosteren bir bilesiktir.
Kimyasal adlandirilmasi 2,6-Diamino-N-(4-(5-florobenzo[d]tiyazol-2-il)-2-
metilfenil)heksanamid seklinde olan Phortress, suda ¢oziiniirliigii yiiksek bir bilesiktir.
Kimyasal yap: tlizerindeki 2,6-Diaminohekzanamid fonksiyonu, bilesigin polaritesini
yiikseltmekte ve hiicre membranlarini kolaylikla asarak hiicresine girisini saglamaktadir.
Phortress hiicre igerisine ulastiktan sonra amid grubu iizerinden hidroliz sonucu
biyotransformasyona ugrayarak 5-Floro-2-(4-amino-3-metil)fenilbenzotiyazol
(NSC703786) metabolitine dontisiir. NSC703786 ve bu bilesigin flor atomu i¢cermeyen
formu 2-(4-Amino-3-metil)fenilbenzotiyazol, aril hidrokarbon (AhR) ligandina yiiksek
affinite gosterir. Sitosolik AhR baglanmas1 gerceklestikten sonra AhR ¢ekirdek
transportorii ile dimerizasyon gergeklesir. Bu asamayi, sitokrom P450 1A1 (CYP1Al)

tizerinde bulunan ksenobiyotiklerden sorumlu element ile kompleks olusumu, gen
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transkripsiyonu ve protein indiiksiyonu takip eder. Sonug olarak kanserli hiicrelerde
sitokrom CYP1A1 enziminin selektif overekspresyonu Phortress’in reaktif metabolitine
doniismesini indiiklemektedir. Olusan bu metabolit ise DNA sarmalina eklenmekte ve

hiicre 6liimiinii ger¢eklestirmektedir (Sekil 1.3) [28-30].

Hiicre Membrani Cekirdek

Sitoplazma

Phortress | L Phortress HSP9O | | HSPS0
. = ‘ Ahr Aril hidrokarbon reseptérii

Y
i 5F 203 4» 5F 203 ij » | 5F203 | mutim)

Sitosolik Ahr'nin gekirdege tasinmasi

CYP1A1l artisi CY1A1 promoter gene baglanma
ilag biyotensformasyon enzimi
4 CYP1A1 artigi
5F 203 )(
{ 5F 203* x DNA sarmalina
H v baglanma
| ~
. X
: CYP1A1 artisi
' (ilag biyotransformasyon enzimi) Tekli ve ¢iftli DNA baglarinin kirilmasi
Biyoreaktif tiir biyotansformasyonu* Y

Sekil 1.3. Phortress’in etki mekanizmasi

Medisinal Kimya’da yeni molekiiller sentezlenmek i¢in bazen etkinligi kanitlanmis
bir molekiil tlizerinde belirli kurallara sadik kalarak bazi gruplarin ayni elektronik ve
uzaysal yapiyi igeren gruplar ile degistirilmesine biyoizosterizm denir. Oksijen ve kiikiirt
atomlar1 divalan atomlardir ve biyoizosterdir. Sterik benzerliklerinde valans agilarinin
benzerligi biiyilk 6neme sahiptir. Oksijen atomunun valans agis1 108° iken kiikiirt
atomunun valans agist 112° ‘dir [31]. Yukaridaki bilgiler 1s1ginda benzazol tiirevlerinin
birbirleri ile izoster oldugu ve benzer aktivite sonuglarina sebep olabilecegi yorumu
yapilabilir. Ayrica benzoksazol halka sistemi igeren UK-1 [32,33] ve L-697.661 [34],
benzimidazol halka sistemi igeren Hoechst-33258 [35], Hoechst-33342 [36] ve
Bendamustin [37] antikanser etkinlik gostermektedir. Bu bilgilere ek olarak Razoksan

[38] ve Imatinib [39] piperazin igeren antikanser ajanlardir (Sekil 1.4)



IO
on uNn— N—cn,
/ NH
) N 0
| HO l

L-697.661
UK-1
(6]
—F
NH >

HCI1
O > _N
N N \/go

s
Y\ Q \/©/ N HCl
HN\H) HzN\/\/\‘)J\N
NH, 1

O
Razoksan

imatinib

H
N
W )
N N Cl
N

HCI k/
OH
~
R O HCI H e

HCI1
Hoechst 33258 R:H Cl
Hoechst 33342 R:Et Bendamustin

Phortress

Sekil 1.4. Antikanser Aktivite Gosteren Benzazol ve Piperazin Tiirevleri

Yukarida bahsedilen bilgiler 1s181nda, bu yiiksek lisans tezi kapsaminda yeni
antikanser etkili bilesiklerin gelistirilmesi amaglanmistir. Bu amacla, benzotiyazol tiirevi
antikanser ajan Phortress onciil bilesik olarak belirlenmistir. Biyoizosterizim
kavramindan yararlanarak benzotiyazol yerine onun biyoizosteri olan ve ayni zamanda
antikanser ajanlarin yapisinda da yer alan benzoksazol halkasinin getirilmesi
planlanmistir. Ayrica kanserli hiicre igerisine gecisi kolaylastirmak adina, 1-(2-
Dimetilaminoetil)piperazin ve  1-(3-Dimetilaminopropil)piperazin yan  gruplart
kullanilarak bilesiklerin polaritelerinin arttirilmasi yoluna gidilmistir. Piperazin sistemi
sadece polaritiye arttirmak amaci ile degil ayn1 zamanda antikanser aktiviteye katki
saglamasi nedeniyle tercih edilmistir. Siibstitiient degisikliginin antikanser aktivite
tizerine etkisini incelemek amaciyla benzoksazol halkasinin 5. konumu hem nonsiibstitiie
halde birakilmis hemde flor, klor ve metil gruplan ile tiirevlendirilmistir. Ayrica,
benzoksazol halkasina 2. konumdan bagli fenil yapisi, 3. konumuna metil siibstitiienti

getirilerek ya da nonstibstitiie halde birakilarak tiirevlendirilmistir (Sekil 1.5).
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Yukarida yapilan yeni molekiil tasarlama galigmalar1 sonucunda bu Yiiksek Lisans Tezi
kapsaminda 6 adeti ara {iriin 16 adeti sonug iiriinii olmak iizere toplam 22 yeni bilesik,

antikanser aktiviteleri incelenmek tizere sentezlenmistir (Sekil 1.6)

I HCI
N
Q HCI
HZN\/\/\HJ\
H
NH,

Phortress

Farkli siibstitiientlerin aktivite
katkisinin incelenmesi

&
HzNV\/\‘/“\FI

NH,

pelive
v A
H

Sekil 1.5. Elde Edilmesi Gereken Bilesiklerin Tasarlanmast
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O
/ NH,
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CICOCH,CI
TEA/ 0°C

R,
0] / N\
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R; N }—\
(0] Cl

2a-2h
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K,CO5/ A

R,
O
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R; N }'—\
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Sekil 1.6. Elde Edilmesi Gereken Bilesiklere Ait Genel Sentez Semast



Cizelge 1.2. Antikanser Aktivitelerinin Incelenmesi Planlanan Sentez Uriinleri

BILESIK R1 R2 R3
2a -H -H
2b -H -CH;
2c -CHs -H
2d -CHs -CHjs
2e -F -H
2f -F -CHs
29 -Cl -H
2h -Cl -CHs
3a -H -H -CH2CH2N(CHs).
3b -H -H -CH,CH,CH,N(CH3),
3c -H -CHj3 -CH2CH,N(CHa),
3d -H -CHjs -CH,CH,CH,N(CHs),
3e -CHs -H -CH2CH,N(CHa),
3f -CHjs -H -CH,CH,CH,N(CHs),
3g -CHs -CHj3 -CH2CHN(CHa),
3h -CHs -CH3 -CH2CH,CH2N(CHs3),
3i -F -H -CH2CHN(CHs).
3j -F -H -CH2CH,CH,N(CHs)2
3k -F -CHjs -CH,CHN(CHa),
3l -F -CHj3 -CH2CH,CH,N(CHs3)2
3m -Cl -H -CH,CHN(CHa),
3n -Cl -H -CH,CH,CH2N(CHs),
30 -Cl -CHjs -CH,CHN(CHa),
3p -Cl -CHj3 -CH2CH,CH,N(CHs)2




2. KAYNAK BILGISI
2.1. Benzoksazol Halkasi ile ilgili Genel Bilgiler

Benzoksazol, heterohalkali bilesiklerin bir sinifi olup, antitiimor, antimikrobiyal
aktivitesi bulunan bilesiklerin kimyasal yapisinda siklikla bulunan bir halka sistemidir.
Benzoksazol ve tiirevleri 2-aminofenollerden hareketle sentezlenmektedir [40]. Bu
zamana kadar yapilan arastirmalar benzoksazol halkasinin 2. konumundan
stibstitiisyonun etki sekli [41,42], 5. konumundaki siibstitiisyonun ise etki siddeti tizerinde
rol oynadigini gostermektedir [42,43].

Basit yapidaki benzoksazoller 25 °C ‘de sivi durumda olmasina Kkarsin
benzoksazollerin pek cok iiyesi iyi kristallenmis katilardir. Benzoksazoller termal
kararlilig1 fazla olan yapilardir. 2-Fenilbenzoksazol’tin kaynama noktast 314-317 °C’dir.
UV spektrumu ve Raman spektrumu kaydedilmis pek ¢ok benzoksazol tiirevi vardir. Bu
tiirevler arasindan 2-Etoksibenzoksazol’iin ultraviyole absorpsiyonu anisoliin ultraviyole
absorpsiyonu ile benzerlik gostermektedir. Benzoksazollerin bazi tiirevleri ¢ozelti
icerisinde fluoresans 6zellik gosterirler.

Benzoksazol tiirevleri derisik asitler ile tuz olusturur ve bu tuzlarda suda hidroliz
olma egilimi gosterirler, bununla birlikte benzoksazollerin seyreltik asitler ile
sitildiklarinda ve bazik ortamda hidroliz olduklar1 bilinmektedir.

Zayif bazik o6zellik gosteren benzoksazol tiirevlerinin, kararsiz olma egilimlerinden
dolay1 biiylik bir kismi kristalli tuzlar halindedir. Benzoksazol ve 2-Metilbenzoksazol
sulu asit igerisinde ¢oziindir.

2. pozisyonunda bir heteroatom tagiyan benzoksazoller tautomer yapida bulunurlar.
2-hidroksibenzoksazol’iin tautomer yapisi benzoksazolon, 2-merkaptobenzoksazol’iin
tautomer yapist benzoksazoltiyon ve 2-aminobenzoksazol’lin tautomer yapisi 2-

iminobenzoksazoldiir (Sekil 2.1) [40].

@[Z}—OH E— @EE\FO
©[§>—SH — @[:/ES
Cpme

Sekil 2.1. 2- Pozisyonunda Bir Heteroatom Tagsiyan Benzoksazollerin Tautomer Yapisi
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2.2. Benzoksazol Halkasina ait Baz1 Sentez Yontemleri

1876 yilinda Ladenburd benzoksazol halkasi sentezlemek amaciyla o-aminofenol
ile asit anhidritlerinden yararlanmistir [44]. Daha sonraki siiregte Wagner tarafindan o-
aminofenol ile amidinler [45], Niementowski, Skraup ve Moser tarafindan o-aminofenol
ve amidler [46,47], Henrich tarafindan o-aminofenol ve agil kloriirler [48], benzoksazol

halka sistemi olusturmak amaciyla kullanilmistir (Sekil 2.2)

+RCOOOCOR
OH  +RNHC(=NH)R 0
(:[ +RCOCI ©: )—R
NH, +RCONH2 _ N

Sekil 2.2. 0-Aminofenol ile asidanhidrit, amidin, a¢il kloriir, amidlerden hareketle

benzoksazol halkas: eldesi

2-Aminofenol tiirevleriyle karboksilik asit tiirevlerinin reaksiyonu sonucunda
siibstitlie benzoksazol tiirevleri elde etmek i¢in sentez yontemi olarak giiclii bir asit
katalizorliigli veya mikrodalga ortami1 [49], ayrica karbondioksitli ortamda yag
banyosunda 200 °C’ lik ortam [50] ya da su gekici PPA ile 1s1 uygulanan bir ortam
kullanilmustir (Sekil 2.3) [51].

C0O,/200°C__
COOH NH, 0
R R R N R
OH PPA/A _

Sekil 2.3. 2-Aminofenol tiirevleri ile karboksilik asit tiirevlerinden hareketle

benzoksazol halkast eldesi

Karbonsiilfit, potasyum karbonat kullanilarak 2-aminofenol tiirevlerinden 2-

merkaptobenzoksazol tiirevleri elde edilmistir (Sekil 2.4) [52].

NH> s, kom/Bon 0
R R N/>_SH

OH

Sekil 2.4. 2-Aminofenol tiirevierinden hareketle 2-merkaptobenzoksazol eldesi

2-Fenilbenzoksazol 2-Aminofenol ve benzaldehid ksilen igerisinde aktif karbon

katalizorligiinde 120 °C de reaksiyona sokulmasi sonucu elde edilmistir (Sekil 2.5) [53].
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Sekil 2.5. 2-aminofenol ve benzaldehid kullanilarak 2-fenilbenzoksazol eldesi

2.3. Antikanser Aktivite Calismalarina Konu Olmus Benzoksazol Tiirevleri

1999 yilinda yapilan bir c¢alismada  yapisinda  hidrazon igeren
benzotiyazol/benzoksazol/benzimidazol tiirevleri sentezlenmis ve antitiimor aktiviteleri
incelenmistir. Yapilan biyolojik aktivite g¢alismalari sonucunda 2-(2-(1-(piridin-2-
il)etiliden)hidrazinil)benzo[d]oksazol bilesiginin THP-1 hiicreleri iizerindeki 1Cs50=1.50
uM olarak belirtilmistir [54].

N/

o N=
I
N

Sekil 2.6. 2-(2-(1-(Piridin-2-il)etiliden)hidrazinil)benzo[d] oksazol

2002 yilinda Kumar ve ark., tarafindan yiirtitiilen bir ¢alismada bir ¢alismada Metil
2-(2-hidroksifenil)-benzoksazol-4-karboksilat bilesigi sentezlenmistir. Biyolojik aktivite
caligmalarinda ilgili bilesigin antikanser ve antimikrobiyal aktivite testleri
gerceklestirilmis ve bilesigin 0.88-9 uM araligindaki ICso degerleri ile kanser hiicreleri
tizerinde selektif aktivite gosterdigi bildirilmistir [55].

Sekil 2.7. Metil 2-(2-hidroksifenil)-benzoksazol-4-karboksilat

2006 yilinda gergeklestirilen bir c¢alismada benzimidazol, benzoksazol ve
benzotiyazol iceren cesitli tiirevler sentezlenmistir. Yapilan biyolojik aktivite testleri
sonucunda  benzoksazol igeren bir seri Dbilesik arasinda Metil 2-(2-
hidroksifenil)benzo[d]oksazol-7-karboksilat bilesiginin  39.1 uM [Csp degeri ile

rabdomyosarkom tizerinde aktivite gosterdigi bildirilmistir [56].
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Sekil 2.8. Metil 2-(2-hidroksifenil)benzo[d] oksazol-7-karboksilat

2008 yilinda gerceklestirilen bir calismada benzoksazol tlirevleri sentezlenmis ve
MCF7 ile MDA468 hiicre tiplerine kars1 antikanser etki profilleri incelenmistir. Yapilan
calismalar sonucunda 6-floro-2-(3-metoksi-4-metilfenil)benzo[d]oksazol bilesigi serinin

en aktif bilesigi olarak verilmistir [57].

OCH,
F 0
N

Sekil 2.9. 6-Floro-2-(3-metoksi-4-metilfenil)benzo[d] oksazol

Tirozin kinaz reseptorii olan c-Met akciger, prostat, karaciger gibi bazi1 kanser
tirlerinin olusmasinda rol oynamaktadir. Bu noktadan hareketle 2010 yilinda
benzoksazol igeren bir seri bilesik sentezlenmis ve c-Met kinaz inhibitor etkinlikleri
incelenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda IC50=0.003 uM degeri ile 1-(4-(4-(6-Amino-
5-(benzo[d]oksazol-2-il)piridin-3-il-1H-pirazol-1-il)piperidin-1-il)etan-1-on bilesigi seri
icinde en fazla c-Met kinaz inhibitdr potansiyeli gdstermistir. Ayrica 10 mg/kg dozda
ratlar {izerinde yapilan ¢alismada ilgili bilesigin uygun farmakokinetik 6zelliklere sahip
oldugu belirtilmistir. Docking c¢alismalarinda bilesigin yapisindaki aminopiridin
grubunun c-Met kinaz tizerinde bulunan M 1160 ve P1158 amino asitleri ile hidrojen bagi
yaptig1, asetil grubunun ise Y1230 amino asiti ile hidrojen bag1 yaptig1 gosterilerek c-Met

kinaz inhibisyonunun etki yolu aydinlatilmaya ¢aligilmigtir [58].

Sekil 2.10. 1-(4-(4-(6-Amino-5-(benzo[d] oksazol-2-il)piridin-3-il-1H-pirazol-1-
il)piperidin-1-il)etan-1-on
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2011 yilinda Murty ve ark., bazi1 2-Siibstitiie-1, 3-benzoksazol ve 3-[(3-Siibstitiie)
propil]-1,3-benzoksazol-2(3H)-on tiirevlerinin sentezlerini gerceklestirmistir. Elde edilen
bilesikler HeLa, MCF7, A549, SW-480 hiicre tipleri iizerinde antikanser aktivite
calismalarina konu edilmis ve 2-(4-Benzilpiperazin-1-il)-1,3-benzoksazol bilesiginin
ICs0=17.31 uM degeri ile HeLa hiicre hatt1 {izerinde serinin en aktif bilesigi oldugu
bildirilmistir [59].

@(N)HCNb

Sekil 2.11. 2-(4-Benzilpiperazin-1-il)-1,3-benzoksazol

2011 yilinda yiiriitillen N-(Benzo[d]oksazol-2-il)-2-(7/5-siibstitiie-2-0ksoindolin-3-
iliden) hidrazinkarboksamid tiirevlerinin sentezlenip antikanser aktivitelerinin
degerlendirilmesine yonelik gerceklestirilen bir ¢calismada 2-oksoindolin halkasinin 5.

konumunda halojen siibstitiisyonunun antikanser etkinligi arttirdig1 belirtilmistir [60].

o)
NH 0
©iN/>_ )—N\H
o N=

NH

R
R,.F,Cl,Br

Sekil 2.12. N-(Benzo[d]oksazol-2-il)-2-(5-siibstitiie-2-oksoindolin-3-iliden)

hidrazinkarboksamid tiirevieri

2012 yilinda yapilan bir ¢alismada ¢esitli benzoksazol, benzimidazol, benzotiyazol
tiirevlerinin sentezleri gergeklestirilip antitiimoér aktiviteleri incelenmistir. Yapilan
aktivite testleri sonucunda benzoksazol igeren tiirevler arasindan 2-Metoksi-N-(2-(2-(4-
(4-metilpiperazin-1-il) fenilamino)-2-oksoetiltiyo)benzo[d]oksazol-6-il)-benzamid

bilesiginin potansiyel antitiimor aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir [61].
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Sekil 2.13. 2-Metoksi-N-(2-(2-(4-(4-metilpiperazin-1-il) fenilamino)-2-

oksoetiltiyo)benzo[d] oksazol-6-il)-benzamid

2013 yilinda yapilan bir ¢aligmada bir seri benzoksazol, imidazol, tetrazol ve
benzimidazol tiirevleri sentezlenip antikanser aktiviteleri degerlendirilmistir. Yapilan
MTT testi sonucunda sentezlenen bilesiklerden N-bis(2-(Benzo[d]oksazol-2-il)etil-6-
fenil-1,3,5-triazin-2,4-diamin bilesiginin MCF7 hiicreleri iizerinde ICs0=7.2 pg/mL
degeri ile, HT29 hiicreleri iizerinde ise ICso=5 pg/mL degeri ile onemli antikanser

aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir [62].

Sekil 2.14. N-bis(2-(Benzo[d] oksazol-2-il)etil-6-fenil-1,3,5-triazin-2,4-diamin

2013 yilinda Abdelgawad ve ark., tarafindan yiiriitiillen bir caligmada bir seri
benzotiyazol ve benzoksazol tiirevleri sentezlenip, antikanser aktiviteleri incelenmis ve
aktivite ¢caligmalar1 docking caligmalar ile desteklenmistir. N-(4-Benzoksazol-2-ilfenil)-
2-(4-metilpiperazin-I-il)-asetamit bilesigi ICso=12 nM degeri ile seri iginde 6n plana
cikmistir. Reseptor Tirozin kinaz tizerinde yapilan docking caligsmalarinda ilgili bilesigin
amid fonksiyonel grubu iizerinde bulunan -NH grubunun cepteki Pro 770 amino asiti ile

hidrojen bag1 yaptig1 gosterilmistir [63].
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Sekil 2.15. N-(4-Benzoksazol-2-ilfenil) -2-(4-metilpiperazin-I-il)-asetamit

2013 yilinda yapilan bir ¢calismada kimyasal yapida oksadiazol halka sistemini
iceren piperazin-il benzotiyazol/benzoksazol tiirevleri sentezlenmistir. Antikanser
aktivite testleri sonucunda 2-(5-(3-(4-(Benzo[d]oksazol-2-il)piperazin-1-il)propiltio)-
1,3,4-oksadiazol-2-il)-N-fenilasetamid bilesiginin benzoksazol tiirevleri arasinda en aktif
bilesik oldugu bildirilmistir [64].

0 —\
@ NN N
N O\(\W
s— 6 \©
Nz

Sekil 2.16. 2-(5-(3-(4-(Benzo[d] oksazol-2-il)piperazin-1-il)propiltio)-1,3,4-oksadiazol-
2-il)-N-fenilasetamid

Abdelgawad ve ark., (2013) bir ¢aligmalarinda antikanser ajan olarak benzoksazol
ya da benzotiyazol igeren tiyazolidinon tiirevlerini sentezlemislerdir. Yapilan in vitro
aktivite testleri sonucunda referans ilag olarak kullanilan Doksorubisin HepG2 hiicre hatt1
tizerinde ICs50=1.036 nM degerine sahip iken 2-(4-Benzoksazol-2-ilfenilimino)-5-(4-
metoksibenzilidin) tiyazolidin-4-on bilesiginin ICso degeri 0,027 nM bulunmustur. Tlgili
bilesigin referans bilesikten 38 kat daha aktif oldugu gériilmiistiir [65].

L0
v N O
N \>"S
HN =~
(0]

Sekil 2.17. 2-(4-Benzoksazol-2-ilfenilimino)-5-(4-metoksibenzilidin)tiyazolidin-4-on

2013 yilinda gergeklestirilen bir ¢aligmada antitiimor ajan olarak tasarlanan yeni
benzotiyazol ve benzoksazol tiirevleri sentezlenmistir. /n vitro biyolojik aktivite testleri

sonucu N-[4-(Benzo[d]oksazol-2-il)-2-siyanofenil]-2-kloroasetamid tiirevi MCF7 hiicre
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tipi lizerinde 0.012 pM ICso degeri ile benzoksazol tiirevleri arasinda en etkili tiirev olarak

O Cl
0 —
IO
N
N
N

Sekil 2.18. N-[4-(Benzo[d] oksazol-2-il)-2-siyanofenil]-2-kloroasetamid

gosterilmistir [66].

2014 yilinda yiiriitiilen bir calismada benzoksazol ve imidazol tiirevleri i¢eren bir
seri bilesik arasindan benzoksazol tiirevlerinin antikanser aktivitelerin imidazol
tirevlerine gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Sentezlenen bilesiklerden N-(1-
(Benzo[d]oksazol-2-il)-2-(3-bromo-4-hidroksifenil)vinil)benzamit ~ tiirevinin 50 g
konsantrasyonda HepG2 hiicreleri iizerinde %84.93 inhibisyon oranina sahip oldugu
bildirilmis ve referans bilesik vinblastin (%85.62) ile benzerlik gosterdigi vurgulanmigtir

[67].
HO

Br

(L)
7
N NH

0]

Sekil 2.19. N-(1-(Benzo[d] oksazol-2-il)-2-(3-bromo-4-hidroksifenil)vinil)benzamit

2014 yilinda yiiriitiilen bir caligmada benzoksazol-triazol tiirevleri sentezlenmis ve
antikanser aktiviteleri incelenmistir. Etki testleri sonucunda en etkili bilesigin 2-(1-(2,5-
Diflorobenzil)-4-(4-metoksifenil)-1H-1,2,3-triazol-5-il)-5-metilbenzo[d]oksazol oldugu
bildirilmistir [68].
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Sekil 2.20. 2-(1-(2,5-Diflorobenzil)-4-(4-metoksifenil)-1H-1,2,3-triazol-5-il)-5-

metilbenzo[d]oksazol

2014 yilinda bis-heterosiklik sistemlerin bulundugu bir seri bilesik sentezlenmis ve
ilgili bilesiklerin antiproliferatif etkileri aragtirllmistir. Yapilan biyolojik aktivite
calismalar1 sonucunda 2. konumunda imidazol halkas: tastyan benzoksazol tiirevi 10° M
konsantrasyonda %84.3 inhibisyon ve 7.1 uM ICsp degerleri ile seri i¢indeki en aktif
bilesik olarak belirtilmistir [69].

Sekil 2.21. 2-(1-/midazolil)benzoksazol

2014 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada benzoksazol igeren bir seri bilesigin
kanser hiicrelerinin diren¢ kazanmasinda rol oynadigr disiiniilen hGST PI-1
(glutathione-S-transferase pi 1-1) enzimi {izerine inhibitor etkileri incelenmistir. Yapilan
in vitro enzim ¢alismalar1 sonucunda, referans bilesik Etakrinik asid ICsp=10.75 uM
degerine sahip iken 2-(4-Klorobenzil)-5-(4-nitrofenilsiilfonamid)benzoksazol bilesiginin

ICs50=10.02 uM degeri ile daha yiiksek inhibitor etkinlige sahip oldugu goésterilmistir [ 70].

Cl

Sekil 2.22. 2-(4-Klorobenzil)-5-(4-nitrofenilsiilfonamid)benzoksazol

2014 yilinda Costales ve ark., tarafindan yapilan bir calismada bir seri benzoksazol

tiirevinin in vitro RSK2 (Ribozomal S6 kinaz) inhibisyon potansiyelleri aragtirilmigtir.
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RSK2 etkinligi kanser morfolojisiyle eslestirilmis ve buradan hareketle RSK2
inhibisyonu gosteren bilesiklerin antikanser etkiye de sahip olabilecegi diislinlilmiistiir.
Yapilan calismalar sonucunda 7-(IH-Benzo[d]imidazol-7-il)-N-(3,4,5-
trimetoksifenil)benzo[d]oksazol-2-amin bilesigi 0.004 uM ICso degeri ile en aktif bilesik

olarak bildirilmistir [71].
N
<
N

H
0]
b
N

(0]

Sekil 2.23. 7-(IH-Benzo[d]imidazol-7-il)-N-(3,4,5-trimetoksifenil)benzo[d] oksazol-2-

amin

2015 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada imidazolinon ve benzoksazol tiirevleri
sentezlenmis ve antikanser aktiviteleri incelenmistir. Yapilan ¢alismada (Z)-N-(1-(Benzo
[d]oksazol-2-il)-2-(4-hidroksifenil)vinil)benzamit bilesigi HepG2 hiicre tipi {izerinde
ICs50=6.7 pg/ml degeri ile seri igerisindeki en aktif bilesik olarak bildirilmistir [72].

0 OH
(Lo
N NH
0

Sekil 2.24. (Z)-N-(1-(Benzo [d]oksazol-2-il)-2-(4-hidroksifenil)vinil)benzamit

2015 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada 2-Benzazol-il-4-piperazin-I-
ilsiilfonilbenzenkarbohidroksamik asit tiirevleri sentezlenmis ve antiproliferatif
aktiviteleri incelenmistir. Yapilan caligmalar sonucunda yapisinda benzoksazol halka
sistemi tasiyan bilesikler arasinda 4-(4-Benzoksazol-2-il-piperazin-I-siilfonil)-N-

hidroksibenzamit bilesiginin en aktif tiirev oldugu bildirilmistir [73].

6} —\ 9 HN-OH
)—N  N-S
N 5 0
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Sekil 2.25. 4-(4-Benzoksazol-2-il-piperazin-I-siilfonil)-N-hidroksibenzamit

2016  yilinda  yapilan  bir  ¢alismada  2-(p-Siibstitiiebenzil/fenil)-5-
(nitrofenilsiilfonamido) benzoksazol tiirevi bilesikler sentezlenmis ve HL-60 hiicre tipi
tizerinde etkileri arastirilmistir. Referans ilag olarak Etoposid kullanilmistir. Seri
icerisinde N-(2-(4-klorobenzil)benzo[d]oksazol-5-il)-4-nitrobenzensiilfonamid
bilesiginin 0.5 pM ICso degeri ile Etoposid’den daha etkili oldugu tespit edilmistir. Topo
IT enzimi {izerinde yapilan molekiiler docking ¢alismalarinda siilfanamid grubuna ait NH
grubunun DT9 amino asiti ile, para konumundaki nitro grubunun Lys456 amino asiti ile

etkilestigi gosterilmistir [74].

Cl

Sekil 2.26. N-(2-(4-Klorobenzil)benzo[d] oksazol-5-il)-4-nitrobenzensiilfonamid

2016 yilinda gergeklestirilen bir ¢aligmada kombretastatin merkezli benzoksazol
tirevleri sentezlenmistir. Yduriitilen sentezlerde 4-Siibstitiie-2-aminofenol ile PPA
igerisinde benzoksazol halka sistemi elde edilmistir. Sentezlenen bilesikler arasinda 2-
Metoksi-4- [2-(5-metoksibenzo[d]oksazol-2-il)-2-(3,4,5-trimetoksifenil)vinil]fenol
bilesiginin AS549 hiicre tipi lizerinde Glsp=0.12 uM ve MCF7 hiicre tipi ilizerinde
Glso=1.23 uM degerleri ile serinin en aktif bilesigi oldugu gosterilmistir [75].

Sekil 2.27. 2-Metoksi-4- [2-(5-metoksibenzo[d]oksazol-2-il)-2-(3,4,5-
trimetoksifenil)vinil]fenol
Al-Harthy ve ark., tarafindan 2016 yilinda 5-Floro-2-metil-6-(4-aril-piperazin-1-
il)benzoksazol tiirevleri sentezlenmis ve antikanser etki profilleri incelenmistir. 6-[4-(3,4-
Dikloro-fenil)-piperazin-1-il]-5-floro-2-metil-benzoksazol  bilesigi akciger kanseri

hiicreleri iizerinde inhibisyon gdstermistir. Saglikli hiicreler {izerinde de benzer oranda
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etki gozlendigi icin ilgili tiirevin ileri sentez ¢alismalart i¢in Onciil bilesik olarak

diistiniilebilecegi belirtilmistir [76].

Sekil 2.28. 6-[4-(3,4-Dikloro-fenil)-piperazin-1-il]-5-floro-2-metil-benzoksazol

2016 yilinda gerceklestirilen bir c¢alismada yeni benzoksazol tiirevleri
sentezlenmistir. Biyolojik aktivite calismalarinda bilesiklerin HepG2, HCT-116, PC-3,
MCEF-7 hiicre tipleri tizerinde in vitro antikanser aktiviteleri incelenmistir. Yiriitiilen
calisgma sonucunda 2-(2-(benzoksazol-2-il)hidrazono)-1H-inden-1,3(2H)-dion bilesigi
HepG2 hiicre tipi tizerinde 1Cs0=5.5 pg/ml degerine sahip iken referans bilesik olan 5-
Florourasil’in 7.9 pg/ml ICso degerine sahip oldugu bildirilmistir [77].

0)
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Sekil 2.29. 2-(2-(Benzoksazol-2-il)hidrazono)-1H-inden-1,3(2H)-dion

2016 yilinda 2,5-Disiibstitiie-benzoksazol tiirevleri sentezlenmis ve antikanser etki
potansiyelleri incelenmistir. 2. konumunda 4-Nitrobenzil igeren tiirevin seri igerisindeki

en etkili bilesik oldugu bildirilmistir [78].
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Sekil 2.30. 2-(4-Nitrobenzil)benzo[d] oksazol

2016 yilinda akridin halkas1 {izerinde benzotiyazol, benzoksazol ve benzimidazol
yapilarint igeren tiirevlerin sentezinin gergeklestirildigi bir calismada 10-(2-((4-
(Benzo[d]oksazol-2-il)fenil)amino)-2-oksoetil)-9-okso-9,10-dihidroakridin-4-
karboksilikasid bilesiginin HepG2 hiicre tipi iizerinde 3.88 uM/mL ICsp degerine sahip
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oldugu ve referans bilesik Doksorubisin (ICsp=3.75 uM/mL) ile benzer aktivite gosterdigi
belirtilmistir [79].

Sekil 2.31. 10-(2-((4-(Benzo[d] oksazol-2-il)fenil)amino)-2-oksoetil)-9-0kso-9,10-
dihidroakridin-4-karboksilikasid

2016 yilinda gerceklestirilen bir calismada kumarin ve benzoksazol hibrid
molekiilleri sentezlenip, antikanser aktiviteleri incelenmistir. Yapilan MTT ¢aligmalari
sonucunda benzoksazol halkasinin 5. konumunda degisen gruplar i¢eren bilesiklerin 53-
58 mM araliginda ICsp degerlerine sahip oldugu rapor edilmistir. Biklesiklerin kaspaz-3
ve kaspaz-9 enzimleri lizerindeki etkileri incelenerek incelenerek hiicre 6liim yolaginin

nekrotik oldugu yorumu yapilmistir [80].

R: H, Cl, CH,4
Sekil 2.32. 7-(Dietilamino)-3-(5-siibstitiiebenzo[d] oksazol-2-il)kroman-2-on tiirevieri

2017 yilinda gerceklestirilen bir ¢alismada benzotiyazol/benzoksazol ve pirazol
hibrit molekiilleri gelistirilmis ve ilgili bilesikler antikanser aktivite ¢alismalarina konu
edilmistir. 4-[(4-Benzoksazol-ilfenil)hidrazono]-5-[(4-nitrobenzilidin)amino]-2,4-
dihidropirazol-3-on bilesiginin A549 hiicre tipi {izerine IC50=2.35 uM ve selektivite

indeksi %83.19 degerleri ile seri igerisinde en etkili tiirev oldugu belirtilmistir [81].
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Sekil 2.33. 4-[(4-Benzoksazol-ilfenil)hidrazono]-5-[(4-nitrobenzilidin)amino]-2,4-
dihidropirazol-3-on
2.4. Antikanser Aktivite Calismalarina Konu Olmus Piperazin Tiirevleri

2002 yilinda yiiriitiilen bir calismada piperazin igeren tiirevler sentezlenmis ve
antitiimor etkinlikleri incelenmistir. Yapilan biyolojik aktivite calismalar1 sonucunda 3-
[4-(3,5-Diflorofenil)-1-piperazinil]-1-[5-metil-1-(2-pirimidinil)-4-1H-pirazolil]-1-trans-
propen hidrokloriir bilesiginin bobrekiistii bezi kanser hiicresine karsi GIs0=6.4 ng/ml

degerine sahip oldugu belirtilmistir [82].

F

Sekil 2.34. 3-[4-(3,5-Diflorofenil)-1-piperazinil]-1-[5-metil-1-(2-pirimidinil)-4-1H-
pirazolil]-1-trans-propen hidrokloriir

H-CI

2006 yilinda potansiyel antikanser ajan olarak piperazin halkasi i¢eren bir seri
bilesik sentezlenmistir. Yapilan biyolojik aktivite ¢aligmalar1 sonucunda 3-Siyano-3,3-
difenilpropil piperazin-l-karboditiyoat bilesiginin HL60 hiicre hatti tizerinde %98.7
inhibisyon degerine sahip oldugu belirtilmistir [83].
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Sekil 2.35. 3-Siyano-3,3-difenilpropil piperazin-l-karboditiyoat
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2009 yilinda yiiriitiilen bir calismada piperazin igeren bir seri bilesik sentezlenmis
ve antikanser aktiviteleri incelenmistir. Yapilan biyolojik etki ¢alismalart sonucunda (3,4-
Dihidro-4-okso-2-propilkinazolin-6-il)metil ~ 4-fenilpiperazin-1-karboditiyoat bilesigi
A549 hiicre hatti izerinde %80,4 oraninda inhibisyon profili gostermistir [84].
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Sekil 2.36. (3,4-Dihidro-4-okso-2-propilkinazolin-6-il)metil 4-fenilpiperazin-1-
karboditiyoat

2009 yilinda gergeklestirilen bir c¢alismada benzhidrilpiperazin tiirevleri
sentezlenmis ve antikanser etki profilleri incelenmistir. Yapilan in-vitro ¢alismalar
sonucunda 1-Benzhidril-4-((2,2,2-trifloroetil)siilfonil)piperazin bilesiginin MCF 7 hiicre
hatti tizerinde %58.89 inhibisyona sebep oldugu belirtilmistir [85].
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Sekil 2.37. 1-Benzhidril-4-((2,2,2-trifloroetil)siilfonil)piperazin

2009 yilinda yapilan bir calismada Siprofloksasin tiirevleri sentezlenmis ve
antitimor etkileri incelenmistir. Yapilan biyolojik aktivite ¢aligmalar1 sonucunda 7-(4-
Dekanoilpiperazin-I-il)-I-siklopropil-6-floro-1,4-dihidro-4-oksokinolin-3-karboksilik
asit bilesiginin A549 hiicre hatt1 lizerinde 3 uM ICso degerine sahip oldugu belirtilmistir
[86].
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Sekil 2.38. 7-(4-Dekanoilpiperazin-I-il)-I-siklopropil-6-floro-1,4-dihidro-4-oksokinolin-
3-karboksilik asit

2010 yilinda potansiyel antikanser ajanlar olarak piperazin ve kinolin hibrid
molekiilleri sentezlenmis ve biyolojik etkileri incelenmistir. N-[4-(7-Trifluorometil-
kinolin-4-il)]-piperazin-I-ilmetil-4-kloro-IH-indol-2,3-dion-3-tiyosemikarbazon bilesigi
MCF 7 hiicre hattina kars1 21.56 uM ICsp degeri ile seri iceresindeki en etkili tiirev olarak
belirtilmistir. Flow sitometri ¢alismalari sonucunda bilesiklerin apoptoz yoluyla hiicre

Oliimiinii tetikledikleri belirtilmistir [87].
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Sekil 2.39. N*-[4-(7-Trifluorometil-kinolin-4-il)]-piperazin-I-ilmetil-4-kloro-IH-indol-

2,3-dion-3-tiyosemikarbazon

2010 yilinda yiiriitiilen bir ¢alismada gen transkripsiyonunda aktif rol oynayan
histon deasetilaz (HDACS) enzim inhibisyon potansiyelleri arastirilmak amaciyla bir seri
piperazin tiirevi sentezlenmistir. Yapilan in-vitro enzim ¢alismalar1 sonucunda 4-(2-
(Fenilamino)-2-okzoetil)-N-hidroksipiperazin-1-karboksamit bilesiginin 1.5 pM ICso
degeri ile HDACS8 enzim inhibisyon potansiyeline sahip oldugu belirtilmistir. Docking
caligmalar1 ile bilesigin HDACS8 enzimi lizerinde TYR306 ve ASP101 aminoasitleri ile
hidrojen bag: yaptigi goriilmiistiir [88].
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Sekil 2.40. 4-(2-(Fenilamino)-2-okzoetil)-N-hidroksipiperazin-1-karboksamit
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2010 yilinda NCI tarafindan piperazin igeren bir seri bilesigin antikanser etki
potansiyelleri taranmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda 7-Floro-6-(4-metil-1-
piperazinil)-2-etiltiyo-4(3H)-kinazolinon bilesiginin kolon kanseri hiicreleri basta olmak
tizere bircok hiicre hatti iizerinde yiiksek inhibisyon potansiyeline sahip oldugu

belirtilmistir [89].
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Sekil 2.41. 7-Floro-6-(4-metil-1-piperazinil)-2-etiltiyo-4(3H)-kinazolinon

2010 yilinda yiriitilen bir ¢alismada 1-(3,5-Dimetoksifenil)-4-[(6-floro-2-
metoksikinoksalin-3-il)aminokarbonil]piperazin bilesigi kanser hiicreleri {izerinde
yiiksek oranda bir inhibisyon gostermistir. Bu kuvvetli etkinin apoptozun indiiklenmesi
sonucu ortaya ¢iktig1 goriilmistiir. Yapilan mekanizma aydinlatma ¢aligsmalari sonucunda
bilesiklerin G2/M hiicre siklusunda inhibisyon yaptiklari ve p21 indiiksiyonu yoluyla
anti-apoptotik Bcl-2 proteinini inhibe ettikleri belirtilmistir [90].
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Sekil 2.42. 1-(3,5-Dimetoksifenil)-4-[ (6-floro-2-metoksikinoksalin-3-

il)aminokarbonil]piperazin

2011 yilinda gerceklestirilen bir calismada yeni ditiyokarbamik asit esterleri
sentezlenmistir. Antikanser aktivite ¢alismasi sonucunda Piperazin-1-karboditiyoik asit
3-siyano-3,3-difenilpropil ester bilesiginin HL60 hiicre hattina karsi 33 uM
konsantrasyonda, %98.7 degeri ile en yiiksek inhibisyona sahip oldugu bildirilmistir [91].
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Sekil 2.43. Piperazin-1-karboditiyoik asit 3-siyano-3,3-difenilpropil ester

2011 yilinda yiirttiilen bir ¢aligmada antikanser potansiyel etkilerini aragtirmak
amaciyla piperazin ve piperidin igeren tiirevler sentezlenmistir. Yapilan in-vitro aktivite
calismalarina goére piperazin igeren tiirevler arasinda 4-(4-(Kinolin-4-iloksi)-6-(4-(3-
(triflorometil)fenil)piperazin-I-il)-1,3,5-triazin-2-ilamino)-2-triflorometil-benzonitril

bilesiginin prostat kanserine kars1 Glso degeri 38.7 uM olarak bulunmustur [92].
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Sekil 2.44. 4-(4-(Kinolin-4-iloksi)-6-(4-(3-(triflorometil)fenil)piperazin-I-il)-1,3,5-

triazin-2-ilamino)-2-triflorometil-benzonitril

2012 yilinda Mallesha ve ark., tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada piperazin igeren
tirevler sentezlenmis ve insan kanser hiicrelerine karsi in-vitro antiproliferatif etkileri
incelenmistir. Yapilan biyolojik etki testleri sonucunda 2-Metil-3-{2-[4-(4-triflorometil-
benzensiilfonil)-piperazin-1-il]-etil}-pirido[1,2-a]pirimidin-4-on  bilesigi 10 pM
konsantrasyonda kronik myeloblastik l6semi hiicre dizinine karsi %35.58 oraninda

inhibisyon gostermistir [93].
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Sekil 2.45. 2-Metil-3-{2-[4-(4-triflorometil-benzensiilfonil)-piperazin-1-il]-etil}-
pirido[1,2-a]pirimidin-4-on

2012 yilinda yiiriitiilen bir caligmada yeni piperazin iceren tiirevler sentezlenmis ve
biyolojik etkileri arastirilmistir. Yapilan antikanser aktivite ¢alismalar1 sonucunda 2-(4-
(4-Benzilftalazin-1-il)piperazin-1-il)-N-(4-florofenil)asetamid bilesiginin A549 hiicre
hattina kars1 2.19 uM ICsp degerine, HT29 hiicre hattina kars1 2.19 uM ICso degerine
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sahip oldugu tespit edilmistir [94].
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Sekil 2.46. 2-(4-(4-Benzilftalazin-1-il)piperazin-1-il)-N-(4-florofenil)asetamid

2012 yilinda gergeklestirilen bir calismada piperazin iceren indol tiirevleri
sentezlenmis ve antikanser aktiviteleri incelenmistir. Yapilan in-vitro aktivite ¢alismalari
sonucunda 3-{[4-(3,4-Diklorobenzil)piperazin-1-ilJmetil}-IH-indol bilesiginin meme
kanseri hiicrelerine kars1 ICso degeri 2.92 uM olarak bulunmus ve referans bilesik 5-

FU’ya gore (ICs50=3.50 uM) daha yiiksek affiniteye sahip oldugu belirtilmistir [95].
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Sekil 2.47. 3-{[4-(3,4-Diklorobenzil)piperazin-1-il]metil}-IH-indol

2013 yilinda yapilan bir ¢alismada (2,4-Diamino-kinazolin-6-il)metil 4-
fenilpiperazin-l-karboditiyoat tiirevleri sentezlenmis ve antikanser etkinlikleri
incelenmistir. Yapilan biyolojik aktivite calismalari sonucunda fenil halkasimnin 4.

konumunda metoksi, flor ve nitro siibstitiienti tasiyan tiirevler seri icerisindeki en aktif
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bilesikler olarak belirtilmistir. DNA hasarinin nedeni ise bilesiklerin G2/M fazindaki
hiicrelerde yiiksek miktarda artig yapmasiyla agiklanmistir [96].
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Sekil 2.48. (2,4-Diamino-kinazolin-6-il)metil 4-fenilpiperazin-I-karboditiyoat

2013 yilinda potansiyel antikanser ajan olarak piperazin iceren kinazolin tiirevleri
sentezlenmis ve in-vitro biyolojik aktiviteleri incelenmistir. Yapilan ¢alismalar
sonucunda 3-(2-Metoksifenil)-2-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-5-feniltiyazol-4-il)kinazolin-
4(3H)-on bilesigi IC50=1.50 uM degeri ile MCF 7 hiicre hattina kars1 referans bilesik
Metotreksat’a (IC50=2.26 uM) kiyasla daha yiiksek etkinlik gostermistir [97].

\>——N

Sekil 2.49. 3-(2-Metoksifenil)-2-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-5-feniltiyazol-4-il)kinazolin-
4(3H)-on

2013 yilinda yapilan bir ¢alismada piperazin-1-karbotiyohidrazid i¢eren indolin-2-
on tirevleri sentezlenmis ve antikanser aktiviteleri incelenmistir. Yapilan biyolojik
aktivite caligmalar sonucunda (E)-4-(2,4-dimetilfenil)-N'-(2-oksoindolin-3-
iliden)piperazin-l-karbotiyohidrazid bilesigi A549 hiicre tipi iizerinde 1Cs0=3.59 uM
degeri ile referans bilesik Sunitinib (ICs0=2.44 uM) ile benzer etkinlik géstermistir [98].
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Sekil 2.50. (E)-4-(2,4-dimetilfenil)-N'-(2-oksoindolin-3-iliden)piperazin-I-
karbotiyohidrazid

2013 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada piperazin iceren benzotiyazol ve
benzoksazol tiirevleri sentezlenmistir. Yapilan MTT c¢alismalar1 sonucunda 2-(5-(3-(4-
(Benzo[d]tiyazol-2-il)piperazin-I-il)propiltiyo)-1,3,4-oksadiazol-2-il)-N-fenilasetamid
bilesigi IC50=39 uM degeri ile MCF 7 hiicre hatt1 {izerinde en etkili tiirev olmustur. Seri
icerisinde bilesikler kendi aralarinda karsilastirildiklarinda yapidaki amid fonksiyonel

grubunun inhibisyonu arttirmis olabilecegi yorumu yapilmistir [99].
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Sekil 2.51. 2-(5-(3-(4-(Benzo[d]tiyazol-2-il)piperazin-I-il)propiltiyo)-1,3,4-oksadiazol-
2-il)-N-fenilasetamid
2013 yilinda piperazin-2,6-dion ve 4-(IH-indol-2-karbonil)piperazin-2,6-dion
tiirevleri sentezlenmis ve antikanser etkinlikleri incelenmistir. Yapilan in-vitro aktivite
arastirmalart sonucunda 4-(IH-indol-2-karbonil)-1-(tiyofen-2-ilmetil)piperazin-2,6-dion
bilesiginin HepG2 hiicre hatt1 iizerinde 10° M konsantrasyonda %45 inhibisyon yaptig1
goriilmiistiir [100].

Sekil 2.52. 4-(IH-indol-2-karbonil)-1-(tiyofen-2-ilmetil)piperazin-2,6-dion

2014 yilinda Murty ve ark., tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada piperazin

iceren bir seri bilesik sentezlenmis ve antikanser aktiviteleri incelenmistir. Yapilan
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aktivite caligmalar1 sonucunda 3-(4-Klorofenil)-1-3-[4-(3-klorofenil)piperazino]propil-
4,5-dihidro-IH-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiginin HL-60 hiicre hatt1 tizerinde 6.67 pM ICso
degerine sahip oldugu belirtilmistir [101].
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Sekil 2.53. 3-(4-Klorofenil)-1-3-[4-(3-klorofenil)piperazino] propil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-
triazol-5-tiyon
2014 yilinda gergeklestirilen bir calismada yeni aril piperazin tiirevleri sentezlenmis
ve antikanser aktiviteleri incelenmistir. Yapilan in-vitro aktivite ¢alismalar1 sonucunda 2-
(4-(2-(4-((Benzo[d][1,3]diokso-5-iloksi)metil)fenil)etil)piperazin-1-il)pirimidin bilesigi
8.25 uM ICsp degeri ile antikanser aktivite gostermistir [102].

O
N
$
N N
LY
_N
Sekil 2.54. 2-(4-(2-(4-((Benzo[d][1,3] diokso-5-iloksi)metil)fenil)etil)piperazin-1-
il)pirimidin

2014 yilinda yapilan bir calismada (E)-3-(3,4-Dihidroksifenil)akrilpiperazin
tiirevleri sentezlenmis ve antiproliferatif etkileri incelenmistir. Yapilan in-vitro aktivite

caligmalart1  sonucunda  1-((E)-3-(3,4-Dihidroksifenil)akrilil)-4-benzhidril-piperazin
bilesigi MCF 7 hiicre tipine kars1 IC50=0.32 uM ve A549 hiicre tipine karst [C50=0.54 uM
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degeri ile serinin en etkili tiirevi olmustur [103].
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Sekil 2.55. 1-((E)-3-(3,4-Dihidroksifenil)akrilil)-4-benzhidril-piperazin

2015 yilinda yapilan bir ¢calismada 1-(4-(5,6-d-Difenil-1,2,4-triazin-3-il)piperazin-
1-il)-2-(4-fenilpiperazin-l-il)etan-l-on tiirevleri sentezlenmistir. Sentezlenen bilesikler
tizerinde yapilan MTT c¢alismalar1 sonucunda fenil halkasi iizerinde meta ve para
konumunda klor tasiyan tiirevlerin MCF 7 hiicre hatt1 tizerinde 56.3 uM ICsp degerine
sahip iken NIH/3T3 hiicre hatt1 {izerinde 113-117 uM araliginda ICso degerlerine sahip
olduklar1 goriilmistiir. Yapilan arastirmalar sonucunda bilesiklerin apoptozu indiikleme

potansiyellerinin (%11.6-%12.3) cisplatin (%12.3) ile benzer oldugu belirtilmistir [104].
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Sekil 2.56. 1-(4-(5,6-Difenil-1,2,4-triazin-3-il)piperazin-1-il)-2- (4-fenilpiperazin-I-
il)etan-I-on
2015 wyilinda gergeklestirilmis bir c¢aligmada piperazinlerin ditiyokarbamat
tuzlarmin kullanildig1 bir seri sentezlenmis ve antikanser aktiviteleri incelenmistir.
Yapilan MTT g¢alismalar1 sonucunda (S)-5-((7-Metoksi-5-okso-2,3,5,11a-tetrahidro-1H-
benzo[e]pirolo [1,2-a][1,4] diazepin-8-il)oksi)pentil 4-metilpiperazin-1-karboditiyoat

bilesigi MCF 7 hiicre hatt1 iizerinde 0.13 uM Glso degeri ile meme kanseri lizerinde

antikanser aktivite gostermistir [105].

Sekil 2.57. (S)-5-((7-Metoksi-5-0kso-2,3,5,11a-tetrahidro-IH-benzo[e]pirolo [1,2-
a][1,4] diazepin-8-il)oksi)pentil 4-metilpiperazin-1-karboditiyoat

2015 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada benzotiyazol ve piperazin halkalarini
birlikte igeren bir seri bilesik sentezlenmis ve antikanser aktiviteleri incelenmistir.

Yapilan MTT  ¢alismalart  sonucunda  N-(4-metil-1,3-benzotiazol-2-il)-2-(4-
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benzoilpiperazin-I-il)asetamit bilesigi HUH-7 hiicre hatti izerinde 0.7 uM ICsp degeri ile
seri igerisindeki en aktif bilesik olmustur. ilgili bilesigin subG1 fazin1 geciktirip apoptozu

indiikledigi belirtilmistir [106].

2

Sekil 2.58. N-(4-Metil-1,3-benzotiazol-2-il)-2-(4-benzoilpiperazin-I-il)asetamit

2015 yilinda gerceklestirilen bir ¢alismada antikanser ajan olarak pirenil halkasi
igeren bir seri sentezlenmistir. Yapilan in-vitro aktivite ¢alismalar1 sonucunda N-(4-(4-
metilpiperazin-l-il)biitil)piren-4-amin bilesigi HepG2 hiicre hatt1 tizerinde 1Cs50=2.4 uM,
HT-29 hiicre hatt1 tizerinde IC50=4.8 uM, MCF 7 hiicre hatt1 iizerinde 1Cs0=2.6 pM
degerleri ile yapisinda piperazin igeren tlirevler arasinda en aktif tiirev olmustur. Yapilan
arastirmalar sonucunda ilgili bilesigin hiicre membraninda biitiinliigii bozup apoptoz

yaptigi; kaspaz proteinini indiiklemedigi goriilmiistiir [107].
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Sekil 2.59. N-(4-(4-Metilpiperazin-I-il)biitil)piren-4-amin

2015 yilinda yapilan bir ¢aligmada 1-(2-Aril-2-adamantil) piperazin tiirevleri
sentezlenmis ve antiproliferatif aktiviteleri incelenmistir. Yapilan MTT testi sonucunda
2-(Piperidin-I-il)-1-(4 -((1r, 3r, 5r, 7r)-2-(p-tolil)adamantan-2-il) piperazin-1-il)etan-1-on
bilesigi HeLa hiicre hatt1 lizerinde 8.2 pM ICsp degerine sahip iken saglikli hiicre tizerinde
88.78 uM ICso degeri ile 10 kattan daha fazla secicilik gostermistir [108].
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Sekil 2.60. 2-(Piperidin-I-il)-1-(4 -((1r, 3r, 5r, 7r)-2-(p-tolil)adamantan-2-il)piperazin-

1-il)etan-1-on

2015 yilinda Kamble ve ark., tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada 4-Kloro-2-
(3-kloro-4-fluorofenil)-5-(alifatik/siklik doymus amino) piridazin-3(2H)-on tiirevleri
sentezlenmis ve antikanser aktiviteleri incelenmistir. Yapilan in-vitro aktivite ¢alismalari
sonucunda 4-Kloro-[2-(3-kloro-4-fluorofenil)]-5-(4-etilpiperazin-1-il)-piridazin-3(2H)-
on bilesigi HL 60 hiicre hatt1 lizerinde 0.01 mM konsantrasyonda %67,42 sitotoksisite

gostermis ve seri igerisinde en etkili tiirev olarak belirtilmistir [109].
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Sekil 2.61. 4-Kloro-[2-(3-kloro-4-fluorofenil)]-5-(4-etilpiperazin-1-il)-piridazin-3(2H)-
on

2015 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada benzotiyazol ve piperazin igeren
bilesikler sentezlenmis MCF 7, HCT 116, HUH 7 hiicre tipleri iizerinde antikanser
aktiviteleri incelenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda N-(6-metilbenzotiyazol-2-il)-2-
[4-(piridin-4-il) piperazinil]asetamid bilesiginin MCF 7 hiicre hatt1 iizerinde 9.2 uM ICsg
degerine sahip oldugu belirtilmistir [110].



Sekil 2.62. N-(6-Metilbenzotiyazol-2-il)-2-[4-(piridin-4-il) piperazinil]asetamid

2016 yilinda 6-Floro-3-fenil-7-piperazinil kinolon tiirevleri sentezlenmistir. /n vitro
antitimor aktivite calismalar1 sonucunda kinolin halkasinin 3. Konumundaki fenil
iizerinde klor ve metoksi siibstitiienti tasiyan tiirevler yiiksek aktivite gostermistir. Ilgili
bilesiklerin in vivo ¢aligmalari sonucunda morbidite oranlarinin disiik oldugu

gosterilmistir [111].

HN R:Cl, OCH;

Sekil 2.63. 3- (3-siibstitiiefenil)-1-siklopropil-6-floro-7-(piperazin-l-il)kinolin-4(IH)-on

tiirevieri

2016 yilinda Venkatesh ve ark., tarafindan yapilan bir ¢alismada kinazolin-4(3H)-
on tiirevleri sentezlenmis ve antiproliferatif etkileri incelenmistir. Yapilan biyolojik
aktivite ~ c¢alismalar1  sonucunda  4-Okso-N-(3-(4-fenilpiperazin-I-il)propil)-3,4-
dihidrokinazolin-2-karboksamit bilesigi Oonemli antiproliferatif etkinlik gostermistir.
Biyolojik aktivitenin sebebini arastirmak icin yapilan docking c¢alismalari sonucunda
yapidaki piperazin grubunun HDACS8 ve EHMT?2 proteinleri tizerinde bulunan Phel158
ve Leul086 aminoasitleri ile non-kovalent hidrofobik etkilesim yaptigi belirtilmistir
[112].
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Sekil 2.64. 4-Okso-N-(3-(4-fenilpiperazin-I-il)propil)-3,4-dihidrokinazolin-2-
karboksamit
2016 yilinda 2-(4-Metil-piperazin-I-il-metil)-l-aril-2-propen-I-on dihidrokloriir
yapisinda mannich bazit tiirevleri sentezlenmis ve antikanser etkinlikleri

degerlendirilmistir. Yapilan MTT ¢alismalar1 sonucunda 2-(4-Metil-piperazin-I-il-metil)-
I-p-tolil-2-propen-I-on bilesigi seri igerisindeki en aktif bilesik olarak gosterilmistir [113].

35



0
H-Cl
Y b

cH, L _N_

Sekil 2.65. 2-(4-Metil-piperazin-I-il-metil)-I-p-tolil-2-propen-I-on

2016 yilinda Sekar ve ark., yapmis oldugu bir ¢alismada meme kanserine kars etkili
bir ajan gelistirmek amaciyla kinolin ve piperazin kondanse molekiiller sentezlenmistir.
Yapilan biyolojik aktivite g¢alismalari sonucunda 4-({4-[4-(Trifluorometoksi)fenil]
piperazin-1-il}metil)kinolin-2(1H)-on bilesiginin 98.34 uM ICso degerine sahip oldugu

goriilmistiir. Flow sitometri ile bilesigin apoptozu inditklemedigi tespit edilmistir [114].
o F
/©/ e
F
)
N

X

N ¢}
H

Sekil 2.66. 4-({4-[4-(Trifluorometoksi)fenil] piperazin-1-il}metil)kinolin-2(1H)-on
2016 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada benzofuran ve N-arilpiperazin hibrit
molekiilleri sentezlenmis ve antikanser aktiviteleri incelenmistir. Yapilan in-vitro MTT
caligmalar1  sonucunda  1-(4-(4-(Benzofuran-2-karbonil)fenil)piperazin-1-il)-2-(2,4-
diklorofenoksi)etan-1-on bilesigi A549 hiicre tipi lizerinde ICs0=5.73 uM, MCF7 hiicre

tipi iizerine 1Cs0=12.38 uM ve Hela hiicre tipi iizerine 1Cs0=0.03 uM degerleri ile seri

icerisinde 3 hiicre tipi lizerinde de etkinlik gdstermistir [115].

Sekil 2.67. 1-(4-(4-(Benzofuran-2-karbonil)fenil)piperazin-1-il)-2-(2,4-

diklorofenoksi)etan-1-on
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2017 yilinda yiritilen bir g¢alismada 3-(4-((3-Fenil-4,5-dihidroizoksazol-5-
il)metil)piperazin-1-il)benzoizotiyazol tiirevleri potansiyel apoptotik ajan olarak
sentezlenmislerdir. Yapilan calismalar sonucunda para konumunda flor atomu tasiyan

tirevin en etkili bilesik oldugu gosterilmistir [116].
O-N
\
N
() F
N

\
N

H

S
Sekil 2.68. 3-(4 -((3- (4-Florofenil)-4,5-dihidroizoksazol-5-il)metil)piperazin-I-
il)benzo[d]izotiyazol

2017 wyilinda N-Heterosiklik(4-Fenilpiperazin-l-il)metanon tiirevi bilesikler
sentezlenmis ve antiproliferatif aktiviteleri incelenmistir. Yapilan in-vitro aktivite
caligmalar1 sonucunda 10-(4-(3-Metoksifenil)piperazin-I-karbonil)-10H-fenoksazin-3-
karbonitril bilesigi K562 hiicre hatti iizerinde 0.007 pM ICsp degeri ile tubulin
polimerizasyonunu inhibe etmistir. Calisma sonucunda piperazin grubunun N-benzoil

grubuna kiyasla aktivitenin korunmas: ve iyilestirilmesi i¢in gerekli oldugu

ge!
0 @ -
O

Sekil 2.69. 10-(4-(3-Metoksifenil)piperazin-1-karbonil)-10H-fenoksazin-3-karbonitril

vurgulanmugtir [117].

2017 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada benzotiyazin-piperazin igeren bir seri
bilesik sentezlenmis ve antiproliferatif etkinlikleri incelenmistir. Yapilan caligsmalar
sonucunda 4-(3-Okso-3-(4-fenilpiperazin-1-il)propil)-2H-benzo[b][1,4]tiazin-3(4H)-on
bilesigi <0.01 uM Glsp degeri ile seri igerisinde HeLa hiicrelerine kars1 en etkili tiirev

olarak gosterilmistir [118].
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Sekil 2.70. 4-(3-Okso-3-(4-fenilpiperazin-1-il)propil)-2H-benzo[b] [1,4] tiazin-3(4H)-on
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler
2-Aminofenol
2-Amino-4-metilfenol
2-Amino-4-florofenol
2-Amino-4-klorofenol
4-Aminobenzoikasit
4-Amino-3-metilbenzoikasit
Polifosforik asit
Kloroasetil kloriir
Trietilamin
Tetrahidrofuran
2-(piperazin-1-il)etan-1-ol
N,N-dimetil-2-(piperazin-1-il)ethan-1- amin
N,N-dimetil-3-(piperazin-1-il)propan-1-amin
Aseton
Potasyum karbonat
Eter
Petrol Eteri
Etanol
Amonyak
Etil Asetat
Silikajel 60 F254 kapli aliiminyum ITK plag
Tripsin

Fetal Bovine serum
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:Merck, Almanya
:Merck, Almanya
:Merck, Almanya
:Merck, Almanya
:Merck, Almanya

: TCI, Almanya

: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
- Aldrich, Almanya
: Aldrich, Almanya
: Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya
- Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya
:Tekim, Tiirkiye

: Merck, Almanya
- Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Sigma, Almanya

:Capricorn, Giiney Amerika



DMEM

RPMI

MCF-7 Hiicre Hatt1
C6 Hiicre Hatt1
AS549 Hiicre Hatt1
HepG2 Hiicre Hatt1
HT29 Hiicre Hatt1
NIH3T3 Hiicre Hatt1
PBS

MTT Boyas1

BrdU kiti

DMSO

Apoptozis ve Nekrozis Kantitatif Kit

CYPIA1 Rediiktaz Kiti
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: Sigma, Almanya
: Sigma, Almanya
: ATCC, USA

: ATCC, USA

: ATCC, USA

: ATCC, USA

: ATCC, USA

: ATCC, USA
:Gibco, Ingiltere
:Sigma, Almanya
:Roche, Almanya
:Sigma, Almanya
: Biotium, USA

Cayman, USA



3.2. Kullanilan Cihazlar

Magnetik tabanli 1sitict

karigtirict

Elektronik terazi
Ultraviyole lambast

Erime derecesi tayin cihazi
Infrared spektrofotometresi

Niikleer magnetik rezonans

spektrometresi
Kiitle spektrometresi
Mikroplate okuyucu
Vorteks

Steril Kabin
Inkiibator

Mikroplate okuyucu

: Heidolph, MR 3003, Almanya

: Schimadzu, Libror EB-330 HU, Japonya

: Camag, Cabinet, Isvigre

: Mettler Toledo-MP90 Melting Point System
: Shimadzu-IR Affinity-1S, Japonya

: Bruker, UltraShield 300 MHz, Amerika Birlesik
Devletleri

: Schmadzu, LCMS-IT-TOF, Japonya

: BioTek-Synergy H1, Amerika Birlesik Devletleri
: Wisemix, Kore

: Class Il TypeA2 (CHC-222A2-60), Giiney Kore

: Heraeus, Almanya

: Bio-Tek, ELx808-IU, Amerika Birlesik Devletleri
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4. YONTEMLER
4.1. Sentez Calismalari
4.1.1. 2-siibstitiie-4-(5-siibstitiiebenzo[d]oksazol-2-il)anilin sentezi (Yontem A)

5-Siibstitiie-2-aminofenol (0.015 mol), 2-Siibstitiie-4-aminobenzoikasit (0.015
mol) ve PPA (polifosforikasit, 10 g) yag banyosunda igerisinde (160 °C’de) geri ¢eviren
sogutucu altinda 5 saat karistirilarak 1sitilmistir. Reaksiyon ortamindan alinan numune
amonyak ile notrallestirildikten sonra ITK kontrolii yapilmistir. Reaksiyon bitiminde,
karisim etanol ile seyreltilmis ve buz banyosunda sogutulduktan sonra amonyak ile
notrallestirilmistir. Reaksiyon igerigi siiziilmiis ve inorganik kalintilardan kurtarilmaistir.
Stizlintli icerisindeki etanol al¢ak basing altinda ug¢urulmustur ve ham firiin Su:Etanol
(20:80) karigimindan kristallendirilmistir (Sekil 4.1)

R, R,

OH 0 0
* NH, 2 f - y NH,
R NH, HO 160°C R; N

1

Sekil 4.1. 2-siibstitiie-4-(5-stibstitiiebenzo[d] oksazol-2-il)anilin Tiirevierinin Eldesi i¢in
Reaksiyon Denklemi

4.1.2. 2-Kloro-N-(2-siibstitiie-4-(5-siibstitiiebenzo[d]oksazol-2-il)fenil)asetamit
tiirevlerinin sentezi (Yontem B)

2-siibstitiie-4-(5-siibstitiiebenzo[d]oksazol-2-il)anilin (0.012 mol), tetrahidrofuran
(THF) (50 mL) igerisinde ¢oziilmiistir. Cozelti, trietilamin (0.0132 mol, 1.90 mL,)
ilavesiyle manyetik tabanli 1sitic1 karigtiric iizerinde hazirlanan buz banyosuna alinmistir.
Bir damlatma hunisine kloroasetil kloriir (0.014 mol, 1.056 mL) ve THF (15 mL)
konulmustur. Kloroasetel kloriir ve THF karisim1 ¢ok dikkatli bir sekilde damla damla
buz banyosu iizerindeki reaksiyon ortamina ilave edilmistir. Bu esnada reaksiyon
igeriginin kuvvetli bir sekilde karistirllmasina 6zen gosterilmistir. Damlatma islemi
bitirildiginde reaksiyon ortami buz banyosundan alinip oda 1sisinda bir saat
karistirilmistir. THF rotavapor aracilifiyla ugurulmus ve elde edilen kalinti su ile
yikanmistir. Ham tirlin kuruduktan sonra etanolden kristallendirilmistir (Sekil 4.2)

R, R,
/@02 <:§ N, __CIcoCH,Cl /@:02 <:§ .
N N TEA/THF N .

1 1
0) Cl
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Sekil 4.2. 2-Kloro-N-(2-siibstitiie-4-(5-stibstitiiebenzo[d] oksazol-2-il)fenil)asetamit

Tiirevlerinin Eldesi i¢in Reaksiyon Denklemi

4.1.3. 2-(4-(2-siibstitiie)piperazin-1-il)-N-(2-metil-4-(5-metilbenzo[d]oksazol-2-
il)fenil)asetamit tiirevlerinin sentezi (Yontem C)
2-Kloro-N-(2-stibstitiie-4-(5-stibstitiicbenzo[ d]Joksazol-2-il)fenil)asetamid  (0.001
mol), potasyum karbonat (0.001 mol, 0.138 g) ve 1-siibstitiiepiperazin (0.0015 mol)
tiirevi, aseton (50 mL) icerisinde geri g¢eviren sogutucu altinda 7 saat kaynatilarak
karistirilmustir. Reaksiyon bitimi ITK kontrolii ile tayin edildikten sonra aseton agz1 agik
bir kap igerisinde ¢eker ocak i¢inde ugurulmustur. Elde edilen kalint1 tizerine su (20 mL)
ilave edildikten sonra eter ile ekstre edilmistir (3 x 20 mL). Eterli fazlar birlestirilmis,

¢oziicii ugurulduktan sonra kalan iiriin kazinarak alinmistir (Sekil 4.3)

R, R,

(0] O
/ NH Aseton . / NH
I{1 N ;7_\ K2C03/A Rl N >—\
o 0 N—>

Sekil 4.3. 2-(4-(2-stibstitiie)piperazin-1-il)-N-(2-metil-4-(5-metilbenzo[d] oksazol-2-

il)fenil)asetamit Tiirevlerinin Eldesi i¢in Reaksiyon Denklemi

4.2. ITK Calismalar1 ve Rf Degerlerinin Saptanmasi

Anlatilan biitiin sentez ¢aligmalarinda reaksiyonlarin kontrolii ITK uygulamalari ile
gerceklestirilmistir. Belli zaman araliklari ile deney balonlarindan alinan numuneler ve
sentezler de kullanilan baslangic maddelerinin etanoldeki ¢ézeltileri adsorban olarak
secilen slikajel 60 F254 kapli, 6nceden uygun c¢oziicii karisimlari ile doyurulmus
aliminyum plaklara kilcal boru yardimiyla tatbik edilmis ve hareketli fazlar icerisinde
stirliklenmesi saglanmigtir. Lekelerin saptanmasinda, ultraviyole 15181 (254 nm ve 366
nm) kullanilmistir. ITK sonucuna gore reaksiyonlara son verilmis ya da devam edilmistir.
Tez kapsamindaki her bir sentezin kontrolii i¢in uygun ITK hareketli fazlar1, farkl ¢oziicii
karigimlart denenerek bulunmustur. Yontem A’da anlatilan sentezlerin kontrolii igin
uygun hareketli fazin petrol eteri : etil asetat (1 : 1), yontem B ve C’deki sentezlerin
kontrolii i¢in uygun hareketli fazin petrol eteri : etil asetat (3 : 1) olduguna karar

verilmistir.
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4.3. Erime Noktalarimin Tespiti

Sentezlenen bilesiklerin erime noktalari Mettler Toledo-MP90 Melting Point
System kullanilarak tespit edilmistir. Bir ucu kapali kilcal borulara 2 cm kadar konulan
sentez bilesikleri cihazin haznelerine yerlestirilmis. Islem bittiginde cihazdan alinan
videolar izlenerek erime noktasi tayini yapilmstir.

4.4. IR Spektrumlarinin Alinmasi
Shimadzu-IR Affinity-IS cihaz1 kullanilarak bilesiklerin IR spektrumlar1 elde

edilmistir. IR spektrofotometresi ATR atagmanina toz maddeler uygulanarak spektrumlar
cekilmisgtir.
4.5. 'H NMR Spektrumlarinin Alinmasi

Elde edilen orijinal bilesiklerin H NMR spekrumlart DMSO-ds igindeki
¢ozeltilerinin, tetrametilsilana (TMS) kars1 Bruker 300 MHz’lik NMR spektrometresine
uygulanmasi sonucu alinmistir.

4.6. 1*C NMR Spektrumlarimin Alinmasi

Elde edilen orijinal bilesiklerin 3C NMR spekrumlari DMSO-ds igindeki
¢ozeltilerinin, tetrametilsilana (TMS) kars1 Bruker 300 MHz’lik NMR spektrometresine
uygulanmasi sonucu alinmastir.

4.7. 2D NMR Spektrumlarinin Alinmasi

2 boyutlu NMR yontemi tek boyutlu NMR tekniklerinden kesin yapi tayini i¢in
gerekli verilerin alinamadig1 durumlarda siklikla bagvurulan, iki tane tek boyutlu NMR
spektrumunun korelasyonu ile ortaya ¢ikan NMR teknigidir. Temel olarak, korelasyonda
kullanilan ¢ekirdeklere gére homoniikleer ve heteroniikleer olarak ikiye ayrilir. COSY
(Correlation Spectroscopy) en sik kullanilan homoniikleer spektroskopi teknigidir.
COSY de her iki eksende de proton NMR spektrast mevcuttur ve bir protonun hangi diger
protonlarla eslestigi (coupling) hakkinda bilgi verir. HSQC (Heteronuclear single-
quantum correlation spectroscopy) ve HMBC (Heteronuclear multiple-bond correlation
spectroscopy) eksenlerin birinde proton digerinde ise karbon spektrumunun
korelasyonundan elde edilen heteroniikleer spektroskopi yontemleridir. HSQC’de
protonun dogrudan bagli oldugu karbon arasindaki etkilesimler hakkinda bilgi alinirken,
HMBC’de ise 2 ila 4 bag mesafesindeki hidrojen ve karbon arasindaki etkilesimler

goriiliir. Bu yontemler disinda aralarinda bir bag olup olmamasina bakilmaksizin fiziksel
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olarak birbirine yakin c¢ekirdekler arasinda korelasyonlar kuran NOESY (Nuclear
Overhauser effect spectroscopy) ve ROESY (Rotating frame nuclear Overhauser effect
spectroscopy).

4.8. Kiitle Spektrumlarinin Alinmasi

Elde edilen orijinal bilesiklere ait kiitle spektrumlari, numunelerin asetonitril
icerisindeki ¢ozeltileri LCMS-IT-TOF (Shimadzu, Kyoto, Japonya) cihazina enjekte
edilerek ve elektron sprey iyonizasyon (ESI) iyonlastirma teknigi kullanilarak negatif ve
pozitif modda alinmustir.

4.9. Antikanser Aktivite Calismalari
Bilesiklerin antikanser aktivitesinin arastiritlmasinda HT-29 (insan kolorektal

adenokarsinoma hiicre dizisi), MCF-7 (Insan meme adenokarsinoma hiicre dizisi),
HepG2 (Insan karaciger karsinoma hiicre dizisi), A549 (Insan akciger karsinoma hiicre
dizisi) ve C6 (Sigan glioma hiicre dizisi) hiicre dizileri kullanilmistir. Antikanser
aktivitenin selektivitesi NIH3T3 (fare embriyo fibroblast hiicre dizisi) hiicre dizilerinde
degerlendirilmistir. Besiyeri olarak fetal calf serum ve 100 IU/mL penisilin ve 100
mg/mL streptomisin ilave edilmis MCF-7, HepG2 ve C6 hiicre dizileri i¢cin RPMI 1640,
HT-29 ve NIH3T3 hiicre dizileri icin DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
kullanilmistir. Sentezlenen bilesiklerin antikanser etkinliklerinin kiyaslanabilmesi amaci
ile giinlimiizde kanser tedavisinde rutin olarak kullanilan doksorubisin tiim aktivite

calismalarinda kullanilmistir.

4.9.1. MTT yontemi ile bilesiklerin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

Tetrazolium tuzlar1 olan XTT (2,3-bis[2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil]-2H-
tetrazolum-5-karboksianilit ~ tuzu) ve  MTT  (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolium bromiir) canli hiicrelerdeki metabolik aktivitenin Ol¢iilmesinde
kullanilmaktadir. Tetrazolium tuzlarini metabolizma ve solunum zinciri intakt hiicrelerde
mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzimi ile formazana doniismektedir.
Mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz sari renkli tetrazolyum tuzunu elektron kenetli

reaktif varliginda ¢6ziiniir turuncu renkli formazana doniistiirmektedir [119].

4.9.1.1. Hiicrelerin ¢cogaltilmasi
Deneylerde kullanilan HT-29, MCF-7, HepG2, C6, A549 ve NIH3T3 hiicre

dizilerinin ¢ogaltilmasi ve deneye hazirlanmasi i¢in 2 — 3 giinde bir rutin olarak pasajlama

islemi yapilmistir.
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1. inkiibatdrden alinan hiicre kiiltiir sisesi, 6lii hiicrelerin besiyeri ¢ozeltisine gegmesini
saglanmak icin hafifce calkalanmis ve sonra steril bir pipetle kiiltiir sisesi i¢indeki

besiyeri alinarak atilmistir.

2. Hiicrelerin yikanmasi igin kiiltiir sisesine 5 ml fosfat tamponu ilave edilerek

yikanmistir ve yikama ¢ozeltisi ortamdan uzaklastirilmistir.

3. Kiiltiir sisesine tripsin EDTA ¢ozeltisi (1X) (75 cm?’ lik kiiltiir siselerine 3-5 ml, 25
cm?’ lik 1-3 ml) konularak hafifce calkalandiktan sonra inkiibatorde yaklasik 5 dk.
bekletilmistir (% 5 CO2, % 95 nem ve 37 °C).

4. Inkiibatorden alman kiiltiir siselerinin {izerine 2025 ml besiyeri ilave edilerek hiicreler

siispanse edilmis ve 1:2, 1:3 boliinerek yeni kiiltiir siselerine alinmistir.

5. Kiltiir siseleri inkiibatore konularak inkiibasyona birakilmistir (% 5 CO2, % 95 nem
ve 37 °C).

4.9.1.2. Hiicrelerin plakalara ekilmesi
1. Inkiibatérden alman hiicre kiiltiir sisesi, 6lii hiicrelerin besiyeri ¢ozeltisine gegmesi
saglanmak icin hafif¢e ¢alkalandi ve sonra steril bir pipetle kiiltiir sigesi i¢cindeki besiyeri

aliarak atilmigtir.

2. Kiiltiir sisesine tripsin-EDTA ¢ozeltisi (1X) (75 cm?’ lik kiiltiir siselerine 3-5 ml, 25
cm? lik 1-3 ml) konularak hafifce calkalandiktan sonra inkiibatorde yaklasik 5 dk.
bekletilmistir (% 5 CO2, % 95 nem ve 37 °C).

3. Inkiibatérden alman kiiltiir siselerinin igine besiyeri ilave edilerek (ilave edilen tripsin-
EDTA c¢ozeltisinin en az iki kat1 kadar besiyeri ilave edildi) pipet yardimiyla santrifiij

tiipline alinmugtir.

4. Santrifiij tlipli icindeki hiicre siispansiyonu calkalandiktan sonra 10 pL alinarak

otomatik hiicre sayma cihazinda sayilmigtir.

5. Hiicre siispansiyonu kiivetlere alind1 ve 200 uL/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiir plakasina dagitilarak (1.10% hiicre/100 uL) 24 saat inkiibasyona birakilmugtir
(% 5 CO2, % 95 nem ve 37 °C).

4.9.1.3. MTT Sitotoksisite Testinin Uygulanmast

1.24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda plakalar ters g¢evrilerek besiyeri ortamdan

uzaklastirilmistir. Bilesiklerin 0.000316 mM-1 mM 8 seri konsantrasyonu (stok ¢ozeltiler
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DMSO iginde hazirland1) pozitif kontroller ile birlikte plakalara uygulanmistir. 24 saat
inkiibasyona birakilmistir (% 5 CO2, % 95 nem ve 37 °C).

2.24 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra hiicre kiiltiirlerinin st kismi ters ¢evrilerek
atilmastir.

3. Hiicreler fosfat tamponu ile yikandi ve yikama ¢ozeltisi ortamdan uzaklastirilmistir.

4. MTT ¢ozeltisi (5 mg/ml) ve besiyeri 1:10 oraninda karistirildi. Hiicre kiiltiir plakasina
100 pL/kuyucuk olacak sekilde bu ¢ozelti karisimindan ilave edildi. 3 saat inkiibasyona
birakild1 (% 5 CO2, % 95 nem ve 37 °C).

5. 3 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda plakalar ters ¢evrilerek list kismi1 atilmigtir.

6. Hiicre kiiltiir plakasina DMSO ¢ozeltisinden 100 pL/kuyucuk olacak ilave edilmis ve
kuyucuklarin ELISA’da 540 nm’ de OD degerleri okunmustur.

7. Test maddelerinin her bir konsantrasyonu i¢in % inhibisyon degerleri hesaplanmaigstir.
Non-lineer regresyon analizi ile maddelerin inhibitdr konsantrasyon 50 (ICso) degerleri
hesaplanmis ve maddelerin sitotoksik 6zellikleri yorumlanmustir [120-123].

Sitotoksik aktivitenin selektivitesinin degerlendirilmesi i¢in bilesiklerin farkli hiicre
dizilerine kars1 elde edilen ICso degerleri ile bilesiklerin her biri i¢in selektivite indeksi
(NIH3T3 hiicre dizisi ICso degeri / Kanser hiicre dizisi ICso degeri) hesaplanmistir. Bu
deger 1’den ne kadar bilylik olursa bilesiklerin antikanser aktiviteleri deger
kazanmaktadir [124-126].

4.9.2. BrdU proliferasyon yontemi ile bilesiklerin antiproliferatif etkilerinin
belirlenmesi

5-Bromo-2'-deoksiiiridin (BrdU) replike olan hiicrelerin DNA’sma girdiginde
replikasyon esnasinda timidinin yerini alarak DNA nin yapisina katilmakta ve sonrasinda
kendisi i¢in spesifik monoklonal antikorlarla (anti-BrdU antikoru) tespit edilebilmektedir.
Hiicre i¢indeki BrdU miktar1 ¢ogalan hiicre miktari ile orantilidir ve fikse olan hiicrelerde
direkt ELISA ile hesaplanabilmektedir [127].
MTT sitotoksisite testi ile selektivite indeksleri 10’un iizerinde hesaplanan bilesiklerin ve
pozitif kontrol olarak doksorubisin’in HT29, MCF7, HepG2 ve C6 hiicre dizilerinde

BrdU testi ile antiproliferatif etkileri belirlenmistir.

4.9.2.1. Hiicrelerin plakalara ekilmesi

1. Inkiibatérden alinan hiicre kiiltiir sisesi, 6lii hiicrelerin besiyeri ¢dzeltisine ge¢mesi

saglanmak icin hafifce ¢alkalanmis ve sonra steril bir pipetle kiiltiir sisesi icindeki
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besiyeri alinarak atilmistir.

2. Kiiltiir sisesine tripsin-EDTA ¢ozeltisi (1X) (75 cm?’ lik kiiltiir siselerine 3-5 ml, 25
cm?’ lik 1-3 ml) konularak hafifce calkalandiktan sonra inkiibatorde yaklasik 5 dk.
bekletilmistir (% 5 CO2, % 95 nem ve 37 °C).

3. Inkiibat6rden alinan kiiltiir siselerinin i¢ine besiyeri ilave edilerek (ilave edilen tripsin-
EDTA c¢ozeltisinin en az iki kat1 kadar besiyeri ilave edildi) pipet yardimiyla santrifiij

tiiptine alinmustir.

4. Santrifiij tiipli i¢indeki hiicre siispansiyonu calkalandiktan sonra 10 pL alinarak

otomatik hiicre sayma cihazinda sayilmaistir.

5. Hiicre siispansiyonu kiivetlere alind1 ve 200 pL/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiir plakasina dagitilarak (1.10* hiicre/100 uL) 24 saat inkiibasyona birakilmigtir
(% 5 CO2, % 95 nem ve 37 °C).

4.9.2.2. BrdU Proliferasyon Yonteminin Uygulanmasi

1.24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda plakalar ters cevrilerek besiyeri ortamdan
uzaklastirildi. Bilesiklerin ve pozitif kontrollerin 1Cso/2-1C50—2*ICso olacak sekilde
hazirlanan 3 seri dillisyonlar1 plakalara uygulanmistir ve 24 saat inkiibasyona
birakilmistir (% 5 CO2, % 95 nem ve 37 °C).

2.24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kiiltiir plakasinin iist kismi atilmadan her
bir goze 100 pL BrdU labelling ¢ozeltisi ilave edilerek 3 saat inkiibe edilmistir (% 5 CO»,
% 95 nem ve 37°C).

3. Inkiibasyon siiresi sonunda plakalarin iist kismi ters gevrilerek uzaklastirilmistir.
Plakalara adsorban kagit yerlestirilmis ve 2-8°C’ de kurumaya birakilmistir.

4. Plaka kuruduktan sonra her bir géze 200 uL. Fix Denat ¢6zeltisi ilave edilmis ve 30 dk.
oda 1s1sinda bekletilmistir.

5. Siire sonunda Fix Denat ¢ozeltisi plakalar ters ¢evrilerek uzaklastirilmis ve sonra 100
uL BrdU-POD calisma c¢ozeltisi kuyucuklara ilave edilmistir. 90 dk. oda 1sisinda
bekletilmistir.

6. Siire sonunda BrdU-POD c¢alisma ¢dzeltisi plaka ters ¢evrilip uzaklastirildiktan sonra
200 pL yikama ¢ozeltisi ile plakalar 3 kez yikanmugstir.

7. Yikama ¢ozeltisi ortamdan uzaklastirilmis ve her bir kuyucuga 100 pL substrat

¢Ozeltisi ilave edilmis ve 5-30 dk. oda 1sisinda bekletilmistir.
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8. Siire sonunda plakanin her bir goziine 25 pL 1 M H2SO4 ¢ozeltisi ilave edilmis ve
OD450 degerleri okunmustur. Her bir bilesik icin % DNA sentezi inhibisyonu
hesaplanmustir [128].

4.9.3. Anneksin V/PI yontemi ile bilesiklerin apoptotik etkilerinin belirlenmesi

Hiicre apoptoz uyarist alirsa hiicre zarinin sitoplazmik yiizeyindeki bulunan
fosfatidilserin hiicre zarmin disg lipid tabakasina ge¢mektedir. Bu yer degistirme
apoptozun erken doneminde gerceklesmektedir. Anneksin V fosfatidilserine baglanabilen
bir protein oldugu igin, bu protein floresan bir madde ile (FITC) isaretlenerek apoptotik
hiicre goriiniir hale getirilmektedir. Bu baglanma oran1 da akis sitometri cihazi ile
oOl¢iilebilmektedir. Nekrotik hiicrelerde de anneksin baglanmasi goriilebilecegi i¢in ayrica
vital bir boya olan propidiyum iyodiir (PI) boyamasi da yapilmaktadir. Canli hiicrelerin
zarlar1 saglam oldugu i¢in PI boyasi ile boyanmamaktadir. Canli hiicreler FITC Aneksin
V (-) / PI (-), erken apoptotik hiicreler FITC Aneksin V (+) / PI (—) ve geg apoptotik veya
nekrotik hiicreler FITC (+) / PI (+) olarak ayirt edilmektedir [129].

MTT sitotoksisite testi ile selektif antikanser etkinlikleri tespit edilen bilesiklerin ve

pozitif kontrollerin Anneksin V/PI yontemi ile apoptotik etkileri belirlenmistir.

4.9.3.1. Hiicrelerin Plakalara Ekilmesi

1. Inkiibatérden alman hiicre kiiltiir sisesi, 6lii hiicrelerin besiyeri ¢ozeltisine gegmesi
saglanmak i¢in hafifce calkalandi ve sonra steril bir pipetle kiiltiir sisesi igindeki besiyeri
alinarak atilmistir.

2. Kiiltiir sisesine tripsin-EDTA ¢ozeltisi (1X) (75 cm?’ lik kiiltiir siselerine 3-5 ml, 25
cm? lik 1-3 ml) konularak hafifce calkalandiktan sonra inkiibatorde yaklasik 5 dk.
bekletilmistir (% 5 CO2, % 95 nem ve 37 °C).

3. Inkiibatdrden alman kiiltiir siselerinin igine besiyeri ilave edilerek (ilave edilen tripsin-
EDTA c¢ozeltisinin en az iki kati1 kadar besiyeri ilave edildi) pipet yardimiyla santrifiij
tiipline alinmugtir.

4. Santrifiij tlipli i¢indeki hiicre siispansiyonu calkalandiktan sonra 10 [JL alinarak
otomatik hiicre sayma cihazinda sayilmistir.

5. Hiicre siispansiyonu kiivetlere alind1 ve 2 mL/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu
hiicre kiiltiir plakasina dagitilarak (25.10* hiicre/100 pL) 24 saat inkiibasyona
birakilmistir (% 5 CO2, % 95 nem ve 37 °C).
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4.9.3.2. Anneksin/PI Yonteminin Uygulanmast

MTT sitotoksisite testi ile selektivite indeksleri 10’un {izerinde hesaplanan
bilesiklerin ve pozitif kontrol olarak doksorubisin’in HT29, MCF7, HepG2 ve C6 hiicre

dizilerinde Anneksin/PI testi ile canli, apoptotik ve nekrotik hiicre %’leri belirlenmistir.

1. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda plakalar ters g¢evrilerek besiyeri ortamdan
uzaklagtirildi. Bilesiklerin ve pozitif kontrollerin ICso konsantrasyonlari 2 tekrarli olacak
sekilde plakalara uygulanmistir. 24 saat inkiibasyona birakilmistir (% 5 CO2, % 95 nem
ve 37 °C).

2. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kiiltiirlerinin {ist kismi1 atilmadan santrifiij
tiiplerine toplanmigtir. Plakalara 500 pl tripsin-EDTA ¢ozeltisi ilave edilmis ve 3 dk.
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibatdrden alinan plakalarin igine besiyeri ilave edilerek
pipet yardimiyla santrifijj tliplerine alinmis ve +4°C, 1200 g’de 5 dk. santrifiij edilmistir.
Santrifiyj tiipiindeki besiyeri uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti 1 ml fosfat tamponu ile
siispanse edilmis ve tekrar +4°C, 1200 g’de 5 dk. santrifiij edilmistir. Fosfat tamponu
uzaklastirildiktan sonra hiicre pellet’i 1x Annexin V Binding Buffer ile 1 x 10° hiicre/ml
olacak sekilde siispanse edilmistir.

3. Farkli bir tiiplere birbirine karismayacak sekilde 5 pul Anexin V ve 5 pl PI ilave
edildikten sonra tiiplere 100 pl hiicre siispansiyonu ilave edilmistir. Tiipler 15 dk. oda
1sisinda 1s1iktan korunarak bekletilmistir.

4. Siire sonunda 400 pl 1x Annexin V Binding Buffer tiiplere ilave edildi ve akis sitometri
cihazinda (Anadolu Universitesi Bitki, Ilag ve Bilimsel Arastirmalar Merkezi, Hiicre

Kiiltiiri Laboratuvarinda) analiz edilmistir [128].

4.10. In-vitro Biyotransformasyon Cahsmalar

Biiytime fazi %80’e gelmis HepG2 hiicreleri, tripsin EDTA (1X) ¢ozeltisi ilave
edilip inkiibe edildikten sonra EDTA c¢ozeltisinin 2 kat1 kadar besiyeri ilave edilmis ve
steril pipet yardimiyla santrifiij tiipine alinmistir. Tiip icerisindeki hiicre siispansiyonu
calkalandiktan sonra 10 pL alinarak otomatik hiicre sayma cihazinda sayilmistir. Hiicre
siispansiyonu kuyucukta 200 pL olacak sekilde hiicre kiiltiir plagina (1.10* hiicre/100 pL)
dagitilarak 24 saat inkiibe edilmistir (%5 CO2, %95 nem ve 37°C). Test maddelerinin
DMSO igerisinde 1 uM konsantrasyonundaki ¢ozeltileri negatif ve pozitif kontroller ile
birlikte her bir konsantrasyon i¢in 4 tekrar olacak sekilde plakalara uygulanmis ve 24 saat

%5 CO2, %95 nem ve 37°C’de inkiibe edilmistir.
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Plakalardan toplanan numuneler Shimadzu marka LCMS-IT-TOF (Shimadzu Corp.,
Kyoto, Japonya) cihazi ile analiz edilmistir. LC kismi iki adet LC-20AD ikili pompa,
DGU-20A3R gaz giderici tinite, CTO-10ASvp kolon firmi, SIL-20AC otomatik
ornekleyici ve SPD-M20A PDA detektorden olusmaktadir. Kiitle analizleri iyon tuzakl
ucus zamanli kiitle spektrometresinde (IT-TOF) elektron sprey iyonizasyon (ESI) pozitif
ve negatif mod kullanilarak Shimadzu LCMS solution yazilimi ile yapilmistir. Analizler
C-18 dolgu maddeli Inertsil ODS-3 (150 mm x 1.5 mm, 5 um) kolon kullanilarak
gerceklestirilmistir. Hareketli faz olarak Su-Asetonitril-Formik Asit (30-70-0.1) karisimi
0.25 mL/dk akis hizinda sisteme gonderilmistir. 2 pL enjeksiyon hacminde gonderilen
orneklerin kolon firimi sicakligi 40 °C, CDL sicaklig1 200 °C, 1s1 blogu sicakligi 200 °C
ve nebulizatdr gaz akist 1.5 L/dk seklinde optimize edilmistir. Ornekler 0.22 pum por

biiytikliiklii seliiloz asetat (CA) membran filtreden siiziilerek sisteme verilmistir.

4.11. CYP1A1/2 indiiksiyon Yontemi

CYP1A1/2 enzimi indiiksiyon ol¢limii ilgili kit klavuzunda belirtilen protokole gore
gergeklestirilmistir [130]. /n-vitro biyotransformasyon calismalarinda CYPA1/2 enzim
indiiksiyon kiti kullanilmistir. Kit igeriginde hazir olarak bulunan alkalin fosfataz (SEAP)
enzimi emdirilmis 96 kuyucuklu plakaya (ana plaka), HepG?2 hiicrelerinin ekimi her bir
kuyucuga 35.000 hiicre gelecek sekilde gergeklestirilmistir. 24, 48, ve 72. saatlerde,
SEAP igeren ana plakanin her bir kuyucugundan 10 pL o6rnek alinarak yeni plaka
olusturulmustur. Sentezlenen bilesikler kuyucuklara 1 uM konstrasyonunda uygulanmis
ve 65 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Plakalar, oda 1sisina getirildikten sonra 50 pL
substrat soliisyonu eklenmis dikkatli bir sekilde calkandiktan sonra oda 1sisinda 30 dakika
bekletilmistir. Bu silire sonunda mikroplaka okuyucuda orneklerin luminesanslari

kaydedilmistir. Calismada pozitif kontrol olarak 3-metilkollantren kullanilmustir.

4.12. Molekiiler Modelleme Calismalari

Bu calisma kapsaminda sentezi gergeklestirilen bilesikler arasinda en yiiksek
antikanser aktivite potansiyeline sahip olan 3n bilesiginin ve Phortress’in CYP1A1 enzim
aktif bolgesindeki baglanma ve etkilesim noktalarini belirlemek amaciyla yapi temelli in
silico docking metodu uygulanmis ve CYP1A1 kristal yapis1 (PDB Kodu: 4I18V) [131]
tizerinde protein-ligand etkilesim analizi gerceklestirilmistir. 3n bilesiginin  ve

Phortress’in metabolizasyon f{irlinlerinin ARH reseptoriine afinitelerini kiyaslamak
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amactyla AHR kristal yapist (PDB Kodu: 4GHI) [132] {izerinde protein-ligand etkilesim
analizi gergeklestirilmistir.

Protein Data Bank veri tabanindan (www.pdb.org) elde edilen kristal yapilari
oncelikle Schradinger Suite 2016 Update 2'de [133] yer alan Protein Preparation Wizard
protokolii uygulanarak docking calismalari i¢in hazir hale getirilmis, OPLS 2005 kuvvet
alan1 kullanilarak bag uzunluklar1 diizenlenmis ve yiiklii amino asitlerin tizerindeki
atomlarin belirtilen ortam kosullarindaki olasi yiikleri otomatik olarak belirlenmistir.
Bilesikler LigPrep 3.8 [134] modiilii ile docking i¢in hazirlanmistir. Glide 7.1 [135]
modili ile grid olusturulmus ve yine ayni modiil kullanilarak single precision (SP) ara

yiizii izerinden docking islemi gerceklestirilmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMA
5.1. Sentez Cahismalari
5.1.1. 2-siibstitiie-4-(5-siibstitiiebenzo[d]oksazol-2-il)anilin tiirevleri (1a-1h)

R,
-0
/ NH
R; N

1a-1h

Yontem A’ya gore sentezlenmislerdir. Verim: %78-809.

R, - R,
. Om
? H* LR
* NH, —— * pe NH,
R NH, HO Ry NH; HO
RZ

CHT ol e cof

NH,

@ .
0
Ne -H,0 0

R; N R; N

Sekil 5.1. 2-siibstitiie-4-(5-siibstitiiebenzo[d] oksazol-2-il)anilin Tiirevierinin Sentezi
i¢in Onerilen Reaksiyon Mekanizmast

5.1.2. 2-Kloro-N-(2-siibstitiie-4-(5-siibstitiiebenzo[d]oksazol-2-il)fenil)asetamit
tiirevleri (2a-2h)

2a-2h

Yontem B’ye gore sentezlenmislerdir.
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Sekil 5.2. 2-Kloro-N-(2-siibstitiie-4-(5-siibstitiiebenzo[d] oksazol-2-il)fenil)asetamit
Tiirevlerinin Sentezi icin Onerilen Reaksiyon Mekanizmast

5.1.2.1. N-(4-(benzo[d]oksazol-2-il)fenil)-2-kloroasetamit (2a)
o]
IOy
N
o)

Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Literatiir Erime Noktasi: 200-202 °C [136].
Deneysel E.N.:190-193 °C. Verim: %85.

I—Z +

Cl

5.1.2.2. N-(4-(benzo[d]oksazol-2-il)-2-metilfenil)-2-kloroasetamit (2b)

Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.N.:173.5-174.2 °C. Verim: %88
IR (ATR) vmaks(cm™): 3215 (N-H gerilim band1), 2949 (C-H gerilim band1), 1670 (Amid
C=0 gerilim bandi), 1517-1417 (C=C ve C=N gerilim band1), 1244 (C-N gerilim bandu),
1076 (C-O gerilim bandi), 823,744 (1,3,4-Trisiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon
band).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8: 2.36 (3H, s, -CH3), 4.39 (2H, s, -COCHy-), 7.38-
7.45 (2H, m, benzo[d]oksazol Hs,H7), 7.76-7.82 (3H, m, benzo[d]oksazol Hs,Hs, fenil
Hs), 8.03 (1H, dd, J1=8.37 Hz, J,=2.01 Hz, fenil Hg), 8.09 (1H, s, fenil Hy), 9.81 (1H, s,
NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-de): 6: 18.23 (1C, s, -CH3), 43.75 (1C, s, -COCH,-), 111.31
(1C, s, benzo[d]oksazol C7), 120.14 (1C, s, benzo[d]oksazol C4), 120.15 (1C, s, fenil),
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123.39 (1C, s, fenil), 124.94 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs), 125.31 (1C, s, benzo[d]oksazol
Ce), 125.83 (1C, s, fenil), 129.82 (1C, s, fenil), 132.21 (1C, s, fenil), 139.60 (1C, s, fenil
Cs), 142.04 (1C, s, benzo[d]oksazol Csa), 150.65 (1C, s, benzo[d]oksazol C7a), 162.52
(1C, s, benzo[d]oksazol C), 165.66 (1C, s, C=0).

HRMS (-m/z): [M+H] *: C16H13N202Cl i¢in Hesaplanan: 301.0738 Bulunan: 301.0737
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5.1.2.3. 2-kloro-N-(4-(5-metilbenzo[d]oksazol-2-il)fenil)asetamit (2c)

0}

IO
A O)_\Cl
Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.N.: 198.2-199.7 °C. Verim: %87.

IR (ATR) vmaks(cm™): 3506 (N-H gerilim band1), 3039 (C-H gerilim band1), 1714 (Amid
C=0 gerilim band1), 1537-1485 (C=C ve C=N gerilim band1), 1184 (C-N gerilim band1),
1099 (C-O gerilim bandi), 844,802 (1,3,4-Trisiibstitlie benzen diizlem dis1 deformasyon
bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-de): 8: 2.42 (3H, s, -CHz3), 4.34 (2H, s, -COCHy-), 7.19
(1H, dd, J;=8.31 Hz, J>=1.10 Hz, benzo[d]oksazol Hs), 7.55 (1H, br.s., benzo[d]oksazol
Hs), 7.61 (1H, d, J=8.31 Hz, benzo[d]oksazol H7), 7.84 (2H, d, J=8.85 Hz, fenil Hs,Hs),
8.14 (2H, d, J=8.76 Hz, fenil Hz,He), 10.82 (1H, s, NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): : 21.46 (1C, s, -CHa), 44.06 (1C, s, -COCH3-), 110.62
(1C, s, benzo[d]oksazol C7), 119.86 (1C, s, benzo[d]oksazol C4), 119.90 (2C, s, fenil
C3,Cs), 122.02 (1C, s, fenil Cy), 126.64 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs), 128.66 (2C, s, fenil
C2Ce), 134.61 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs), 142.13, 142.28, 148.83 (1C, s,
benzo[d]oksazol C7a), 162.60 (1C, s, benzo[d]oksazol C,), 165.62 (1C, s, C=0).

HRMS (-m/z): [M+H] *: C16H13N20.Cl i¢in Hesaplanan: 301.0738 Bulunan: 301.0735
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Formuta Pradicior Report - BDO-C_8.lod Paage 1af1

Dratan Filer CHLabSolutionsiDatatAnaliziderysBDO-C_ 8. lod

_Emt  Val Min_Mex Emt Vel | Min Mex _Emt | Val Min_Max _Eimt | Val| Min_hax Use Adduct
W | 1 4 s0 o | 2 o 2 5 | 2 o 1 PRu | 2 o 0 H
c | a4 5 az F | 1 g o o | 1 a1 1 3 o o0
N | a3 qa & P |3 g o B | 1 o 0
Error Margin (ppm): & DEE Range: 10.0 - 15.0 Ebesctron lons: both
HC Raticc unfimibed Aopiy W e ves Lise MSn Infa: no
Wit [solopes: 3 Isotope Rl (%) 1.00 ISoiope Fes: 10000
MSn |56 RI (%) 10,00 MSn Logic Mods: AND Max Resulis: 500
Evenith: 1 MS[E+) Rel. Time : G847 -> 7053 Seanll : 1043 -> 1058
000
2 B0
2000 I S
1500
3020708
1.000e
2831073 B0z 7Ea
e |
00,0 2000 SO0 40,0 OO0 BO00 0.0 EO0L0 B00.0
Messured ragion for 301.0736 miz
3010736
1000
B0+ 03,0708
1 A2 076D
| B4OT2E
[ = i = T —— ; . —— _I.-nl\_ .
300.0 .5 a0 ALE B0 WAE A0
C16 H13 M2 OF G [M+H]+ - Pridicted region for 301.0738 miz
AN.0738
1000
s0.0H
1 AA.0T14
| 020770
J A 304 0742
o : . :
3010 W15 ko 05 300 5 4.0
Rank__Scors Formula (M) hon Mess. iz Pred miz Df.(mDe) Df (ppm]  lso  DBE
1 7B.E8 CIEHIZNZ0Z O [M+H]+ BN0T3E  301.0738 0.3 A0 7EE8 1.0
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5.1.2.4. 2-kloro-N-(2-metil-4-(5-metilbenzo[d]oksazol-2-il)fenil)asetamit (2d)

-
oy
A O)_\Cl

Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.N.: 198.4-199.5 °C. Verim: %83.
IR (ATR) vmaks(cm™): 3217 (N-H gerilim band1), 2991 (C-H gerilim bandr), 1651 (Amid
C=0 gerilim band1), 1496 (C=C ve C=N gerilim bandi), 1251 (C-N gerilim band1), 1066
(C-O gerilim bandi), 825,788 (1,3,4-Trisiibstitlie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): : 2.35 (3H, s, -CH3), 2.43 (3H, s, -CH3), 4.39 (2H, s,
-COCH>-), 7.22 (1H, dd, J1=8.31 Hz, J>=1.10 Hz, benzo[d]oksazol He), 7.56 (1H, s,
benzo[d]oksazol Ha4), 7.62 (1H, d, J=8.31 Hz, benzo[d]oksazol H7), 7.79 (1H, d, J=8.46
Hz, fenil Hs), 8.00 (1H, dd, J1=8.46 Hz, J,=2.01 Hz, fenil H), 8.05 (1H, s, fenil Hz), 9.80
(1H, s, NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-de): &: 18.22 (1C, s, -CHs), 21.46 (1C, s, -CHs), 43.75 (1C,
s, -COCH3-), 110.67 (1C, s, benzo[d]oksazol C7), 119.93 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs),
123.51 (1C, s, fenil), 124.88 (1C, s, fenil), 125.72 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs), 126.77
(1C, s, fenil), 129.72 (1C, s, fenil), 132.14 (1C, s, fenil), 134.66 (1C, s, benzo[d]oksazol
Cs), 139.47 (1C, s, fenil C4), 142.25 (1C, s, benzo[d]oksazol Csa), 148.88 (1C, s,
benzo[d]oksazol C7a), 162.58 (1C, s, benzo[d]oksazol C,), 165.64 (1C, s, C=0).

HRMS (-m/z): [M+H] *: C17H15N202Cl i¢in Hesaplanan: 315.0895 Bulunan: 315.0885
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Formuta Pradicior Report - BDO-G_ 100ed Paage 1af1

Drstan Filer CHLabSolutionsiDatatAnalinidenysBDO-G_ 100 ed

_Eimt | Val Min Max Bt Vel Min Meor  Elmt Vel | Min Max it | Val | Min Maxc lUse Adduct
W 1 4 50 o | 2 o 2 5 Z 0 1 PRu | 2 (] H
cC | 4 5 12 E 1 o1 oo oz 1 3 o o
N | 3 aqa & P 3 g o B | 1 g o
Errer Margin (ppm): 5 DEE Rangs: 10.0 - 14.0 Electron lons: both
HC Ratic: unlimited Aoply M Rule: ves Lise M3a Info: no
M Isotnpes: 3 Igctope R (%) 1.00 | sorioge Res: 10000
M2n lga Rl (%; 10,00 MEn Logic Mode: AND M Resuls: 500
Eventh: 1 MS[E+) Ret Time - 7040 -> 7133 Scanll : 1067 -> 1071
3000
2 500
2.00De 3160886
1.500e
. 317.0BE3
F1E.0013
B
1000 200.0 3000 400.0 B0 E00.0 700.0 BO0.0 800.0
Measured region for 3150885 miz
3160885
100104
50.0H
7
1 TEPEIE
| 180836
i} = r . h, T ’ : B e ’ r
&0 3166 TE.D 3185 7.0 15 B0 FES
C17 W15 N2 OF Cf [MeH]+ - Prasficted region far T15.0895 miz
316.0885
100104
50
1 7,081
] 160626
J A1E.0800
ﬂ |.
ko 3165 B0 3185 3170 15 B0 a1k5
Rank__Scors Formuls (M) hon Mess. miz__ Pred miz_Dd. (mDa) Df (ppm]  lso_ DBE
1 7288 CITHIEN202O [M+H]= 3150885  315.0825 A0 A17 713 10
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5.1.2.5. 2-Kloro-N-(4-(5-florobenzo[d]oksazol-2-il)fenil)asetamit (2e)

(0)
OO
! A O)_\Cl
Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.N.: 203.5-205.7 °C. Verim: %87.

IR (ATR) vmaks(cm™): 3259 (N-H gerilim band1), 2951 (C-H gerilim band1), 1668 (Amid
C=0 gerilim band1), 1539-1475 (C=C ve C=N gerilim band1), 1251 (C-N gerilim band1),
1058 (C-O gerilim bandi), 840,736 (1,3,4-Trisiibstitlie benzen diizlem dis1 deformasyon
bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8: 4.32 (2H, s, -COCH>-), 7.26 (1H, td, J1=9.30 Hz,
J»=2.61 Hz, benzo[d]oksazol Hs), 7.65 (1H, dd, J1=8.80 Hz, J,=2.50 Hz,
benzo[d]oksazol Ha), 7.80 (1H, dd, J1=8.91 Hz, J,=4.40 Hz benzo[d]oksazol H7), 7.84
(2H, d, J=8.79 Hz, fenil H3,Hs), 8.13 (2H, d, J=8.76 Hz, fenil H2,Hg), 10.70 (1H, s, NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-de): &: 44.07 (1C, s, -COCH,-), 106.46 (1C, d, Jcr-2=25.71
Hz, benzo[d]oksazol C4), 112.03 (1C, d, Jcr3=10.25 Hz, benzo[d]oksazol C7), 113.07
(1C, d, Jcr-2=26.17 Hz, benzo[d]oksazol Cs), 119.94 (2C, s, fenil C3Cs), 121.58 (1C, s,
fenil C1), 128.93 (1C, s, fenil C2,Cs), 142.47 (1C, s, fenil C4), 142.99 (1C, d, Jcr3=13.72
Hz, benzo[d]oksazol Csa), 147.15 (1C, s, benzo[d]oksazol C7a), 160.02 (1C, d, Jce-
1=236.51 Hz, benzo[d]oksazol Cs), 164.40 (1C, s, benzo[d]oksazol C»), 165.66 (1C, s,
C=0).

HRMS (-m/z): [M+H] *: C1sH10N202FCl igin Hesaplanan: 305.0488 Bulunan: 305.0486
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Formrula Predictor Repoet - BDO-D_T.led Page 161

Data Filer CLabSolutions\DatatAnalizidenysBD0-0 7. lod

_Emt  Val Min Mex Emt Vel | Min Mex _Eimt Val Min_Max _Fimt | Val| Min Msc _ Use Addud
H | 1 4 s0 0O | 2 o 2 5 | 2 0 1 PRu | 2 o o H
c | a4 5 a2 E | 1 a1 c | a1 1 % o0 o0
W | a qa &8 P | 3 g o B | 1 a 0
Errer Margin (ppm): 5 DEE Range: 10.0 - 14.0 Ebesctron lons: both
HC Raticc unlimited Aoy W e ves Uise MSn Infac no
M lsotopes: 3 Isotape RI (%) 1.00 Isoiope Fes: 10000
MSn |5 Rl (%) 10,00 MSn Logic Mode: AND Max Resubs: 500
Evenith: 1 MS{E+) Rel. Time : 6707 -> G813 Scendl : 1007 -> 1023
1800
1600
1.400e
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5.1.2.6. 2-Kloro-N-(4-(5-florobenzo[d]oksazol-2-il)-2-metilfenil)asetamit (2f)

(0) Cl
Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.N.: 181.7-183.0 °C. Verim: %86.
IR (ATR) vmaks(cm™): 3209 (N-H gerilim band1), 3003 (C-H gerilim band1), 1676 (Amid
C=0 gerilim band1), 1521-1473 (C=C ve C=N gerilim band1), 1247 (C-N gerilim bandi),
1138 (C-O gerilim bandi), 960,798 (1,3,4-Trisiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon
band).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8: 2.35 (3H, s, -CHs), 2.43 (3H, s, -CH3), 4.39 (2H, s,
-COCHz>-), 7.22 (1H, dd, J1=8.31 Hz, J,=1.10 Hz, benzo[d]oksazol Hs), 7.56 (1H, br.s.,
benzo[d]oksazol Ha4), 7.62 (1H, d, J=8.31 Hz, benzo[d]oksazol H7), 7.79 (1H, d, J=8.46
Hz, fenil Hs), 8.00 (1H, dd, J1=8.46 Hz, J,=2.01 Hz, fenill He), 8.05 (1H, br.s., fenil Hy),
9.80 (1H, s, NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): &: 18.22 (1C, s, -CHa), 21.46 (1C, s, -CHs), 43.75 (1C,
s, -COCH3-), 110.67 (1C, s, benzo[d]oksazol C7), 119.93 (1C, s, benzo[d]oksazol C),
123.51 (1C, s, fenil), 124.88 (1C, s, fenil), 125.72 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs), 126.77
(1C, s, fenil), 129.72 (1C, s, fenil), 132.14 (1C, s, fenil), 134.66 (1C, s, benzo[d]oksazol
Cs), 139.47 (1C, s, fenil Cy), 142.25 (1C, s, benzo[d]oksazol Cza), 148.88 (1C, s,
benzo[d]oksazol C7a), 162.58 (1C, s, benzo[d]oksazol C,), 165.64 (1C, s, C=0).

HRMS (-m/z): [M+H] *: C16H12N202FCl igin Hesaplanan: 319.0644 Bulunan: 319.0644
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Formuta Pradicior Report - BDO-H_11 Jod Paage 1af1

Dratan Filer CHlabSolutionsiDatatAnalizidenyg BDO-H_ 11 Jod

_Emt  Val Min_Mex Emt Vel | Min Mex _Emt | Val Min_Max _Eimt | Val| Min_hax Use Adduct
W | 1 4 18 o | 2 o 2 5 | 2 0 0 PRu | 2 o 0 H
c | a4 5 az F | 1 a1 c | 0 2 1 3 o o0
N | a3 qa & P |3 o0 o B | 1 o 0
Error Margin (ppm): & DEE Range: 10.0 - 14.0 Ebesctron lons: both
HC Raticc unfimibed Aopiy W e ves Lise MSn Infa: no
Wit [solopes: 3 Isotope Rl (%) 1.00 ISoiope Fes: 10000
MSn |56 RI (%) 10,00 MSn Logic Mods: AND Max Resulis: 500
Evenith: 1 MS[E+) Rel. Time : GE13-> 7013 Seanll : 1023 = 1053
2 40067
2:200e7]
2 000e™]
160067
1.600e7]
1.400e7]
1 0007 318 pedd
1.000e7]
B.00Ded] 320616
E.000e] AN.0667
4.000e]
2.000e
00,0 2000 SO0 40,0 OO0 BO00 0.0 EO0L0 B00.0
Messured ragion for 319.0844 miz
318.0844
1000
S0.0H
] 710818
] 3200687
| \L |‘ T2 EIT
o - Al bt | che n . . : ’ b S _.-IT'I_ :
3180 H18E 2200 A6 0 37 E 20
C16 H1Z M2 OF F CI [M+H]+ : Pridicted region for 318.0644 miz
318.0844
1000
s0.0H
1 3210620
| EM0ETH
0 | A, :
150 3185 3200 2205 1.0 3715 220
Rank__Scors Formuls (M) hon Mess. miz__ Pred miz_Dd. (mDa) Df (ppm]  lso_ DBE
1 80.48 CIEHIZNZOZFCI [M+H]+ FIE0G  310.0644 0.0 .00 8045 1.0
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5.1.2.7. 2-Kloro-N-(4-(5-klorobenzo[d]oksazol-2-il)fenil)asetamit (2g)

AL

o Cl

Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Literatiir E.N.: Erigilememistir. Deneysel
E.N.:200.1-203.2 °C Verim: %88.

5.1.2.8. 2-Kloro-N-(4-(5-klorobenzo[d]oksazol-2-il)-2-metilfenil)asetamit (2h)

(@)
/ NH
Cl N }—\
(0) Cl

Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.N.: 189.1-190.4. Verim: %84.
IR (ATR) vmaks(cm™): 3159 (N-H gerilim band1), 3003 (C-H gerilim band1), 1651 (Amid
C=0 gerilim bandi), 1525-1448 (C=C ve C=N gerilim band1), 1247 (C-N gerilim bandu),
1058 (C-O gerilim bandi), 827,796 (1,3,4-Trisiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon
bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8: 2.35 (3H, s, -CH3), 4.40 (2H, s, -COCHy-), 7.44
(1H, dd, J1=2.13 Hz, J,=8.64 Hz, benzo[d]oksazol Hs), 7.79 (1H, d, J=8.67 Hz,
benzo[d]oksazol H7), 7.82 (1H, d, J=8.28 Hz, fenil Hs), 7.86 (1H, d, J=2.10 Hz,
benzo[d]oksazol Hs), 8.01 (1H, dd, J1=8.46 Hz, J,=2.01 Hz, fenil He), 8.06 (1H, br.s.,
fenil Hy), 9.84 (1H, s, NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): 8: 18.24 (1C, s, -CH3), 43.76 (1C, s, -COCH>-), 112.66
(1C, s, benzo[d]oksazol C7), 119.80 (1C, s, benzo[d]oksazol C4), 122.83 (1C, s, fenil),
124.83 (1C, s, fenil), 125.78 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs), 126.04 (1C, s, fenil), 129.47
(1C, s, fenil), 130.00 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs), 132.14 (1C, s, fenil), 139.98 (1C, s,
fenil Cy), 143.35 (1C, s, benzo[d]oksazol Cza), 149.47 (1C, s, benzo[d]oksazol C7a),
164.03 (1C, s, benzo[d]oksazol C5), 165.69 (1C, s, C=0).

HRMS (-m/z): [M+H] *: C16H12N202Cl> igin Hesaplanan: 335.0349 Bulunan: 335.0345
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Formula Pradicior Report - BDO-F_SUed Paage 1af1

Dratan Filer CHlabSolutionsiDatatAnalindeny BDO-F_9.ed

_Birmt | Val | Min_Max Bt Vel Min_Max _Emt Val Min_Max _ Eimt  Val Min_Max Use Adduct
H | 1 8 B0 0O | 2 o =z 8§ | 2 0 1 " Ry | 2 o o H
c | 4 §E 3 F |1 a1 o |1 g =z 1 3 o o
N | 3 a & P | 3 0o o B | 1 qd o
Ervor Margin [ppm): 6 DEE Rangs: 10.0- 140 Electran lors: both
HC Raticr unfimitd Appiy N Rue: yes Lise MSn Infa: o
M [sotnpes. 3 Isotope RI (%) 1.00 Iscriope Res: 10000
MSn Isa Rl (%) 10.00 MSn Logic Mads: AND M Resuits: 500
Eventé: 1 MSE+) Ret Time : 7.307 -> T.453 Scanl : 1087 -> 1113
2,000
1,800
1,600
1,400
12008 a1 baus
1000 370519
1
&
4 a3a gaey | ARE0EE
o zﬁaraﬂ L 3200901
T+t -"rrr7rT-Tr-r-Tr7r-T-Tr—T-T7T—TTTT1
00,0 2000 SO0 40,0 OO0 BO00 0.0 EO0L0 B00.0
Measured region for 335 0045 miz
3350345
100.0
1 337.0313
S0
] FIE0068
T fk 330341
i . Wy Ly = b i . r Ik_.ih_.-h_.h. - JT\_
3346 ED 55 330 1365 331.0 3315 338.0
1B HAZ N2 OF CI2 [MeH]* : Prediched region for 3350348 miz
135, 0349
100,07
] 337.0322
S0
l FIE.0G30
A 30351
15 w50 155 336.0 1365 337.0 15 338.0
Rank__Scors Forruls (M) lon Mess.mir  Pred miz_Df.(mDe) Df (ppem]  lso_ DBE
1 87.86 CIEHIZNZ 02 02 [MH] TIE034E 3050348 0.4 419 8az7 110
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5.1.3. N-(4-(benzo[d]oksazol-2-il)fenil)-2-(4-(siibstiiie) piperazin-1-il)asetamid

tiirevleri

5.1.3.1. N-(4-(benzo[d]oksazol-2-il)fenil)-2-(4-(2-(dimetilamino)etil)piperazin-1-
il)asetamid (3a)

Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 162.9-163.7 °C. Verim %80

IR (ATR) vmaks(cm): 3329 (N-H gerilim bandi), 2941 (C-H gerilim band1), 1689 (Amid
C=0 gerilim bandi), 1517-1409 (C=C ve C=N gerilim band1), 1240 (C-N gerilim bandu),
1055 (C-O gerilim bandi), 844 (1,4-Distibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): &: 2.12 (6H, s, CH3), 2.31-2.33 (2H, m, -CH,-), 2.36-
2.38 (2H, m, -CH>-), 2.46 (4H, vy, piperazin), 2.53 (4H, y, piperazine), 3.16 (2H, s, -
COCHz>-), 7.38-7.41 (2H, m, benzo[d]oksazol Hs,Hs), 7.75-7.79 (2H, m, benzo[d]oksazol
Ha,H7), 7.89 (2H, d, J=8.79 Hz, fenil Hs,Hs), 8.15 (2H, d, J=8.76 Hz, fenil H2,Hs), 10.11
(1H, s, NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 8: 46.04 (2C, s, -CHs), 53.28 (2C, s, piperazin), 53.42
(2C, s, piperazin), 56.40 (1C, s, -CH>-), 57.12 (1C, s, -CH>-), 62.32 (1C, s, -COCH3-),
111.24 (1C, s, benzo[d]oksazol C7), 119.97 (2C, s, fenil C3Cs), 120.01 (1C, s,
benzo[d]oksazol C4), 121.43 (1C, s, fenil C4), 125.26 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs), 125.66
(1C, s, benzo[d]oksazol Cg), 128.63 (1C, s, fenil C2,Cs), 142.10 (1C, s, fenil C1), 142.40
(1C, s, benzo[d]oksazol Csa), 150.59 (1C, s, benzo[d]oksazol C7a), 162.66 (1C, s,
benzo[d]oksazol C,), 169.38 (1C, s, C=0).

HRMS (-m/z): [M+H]": C23H29Ns502 i¢in Hesaplanan: 408.2394 Bulunan: 408.2391

84



DOPNALAB

85

Sekil 5.27. Bilesik 3a’ya ait IR spektrumu

Item Valus
Acquired Dalek Tima 14112016 110405
Acquired by Sysiem AGministator
[ | Fliename LI ers 0 nalal ek e ya B0 0 SENEhn00-21 500
Specinem name bado-21
Zampie name D02
Sampie I0
Opiion
Comment
WO, Of SCanE 0
Resplution 4 fem-1)
Apoaizaton Happ-Genze
T
200
- | i MWMW{""J
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
cm-1
] [Ede-Z1 —
T ™ gy et
100 W
i =y I
%T ] = 3
- 22 3 A
=
75 i I | ] -2 ‘.'
T | ' ' ll-:. B8 ||__.| L
] ; & o i fﬂm &
- = |eg g g| %%
i 8 .89z & 32| B
50 — 8= = £
- b J u"lll- E_
- = - —_
i - =7
25
i A
oo
. =
ﬂ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T I'EI
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
cm-1




86

S Y NV v
L | (
| 1 |
00°1 od __ ;
0 €9 7

ZH 0E°0 a1
0 55
WA Mam
ZHW 0000081°00¢ 4as
9€£G659 Is
saajsweaed burssadoxg - zd
M 0000000001 ™MId
29sn Q0°ET Td
HT 12NN
ZHW LESBIBI 00E T04s
======== TJ THNNVHD ========
T odrL
2®s 00000000°€ 1a
d 0°86¢ aL
o8sn 06°9 aa
o9sn 0Z6° 18 ma
LOLE ST 24
9985 ELLTICRE"T v
ZH 6ZSZLE"OD SHYAIA
ZH 91S° €019 HMS
0 sd
91 SN
OSHa INIATOS
F8E9T ar
bz D0dd1Nd
T-DET 1TINg ww ¢ aHgodd
00£ddITEN0O4 WOYLSNI
8F°81 SWTL
LTB09T0Z Te3eg
sisjsweIreg uoTr]lTsTnboy - za
T ONDOYd
T ONdXH
¢-0ad HNYN
sIsjsweled eled JusIIn)

<D

STEr T

N B
W ¢
=]
=]

61 l- (4
L1€T
0gee
LSEC
LLEC
08¢
vor'e
125¢e
6SL'E
0Se'€

|

[4: 1A
LLLEOL—

88g’,L

L6E°L

L0v°L

L'l
ovL’L
esL’L
LSL°L

e9L’L
L9071

LWL
LLLL

18L'L
18L°L

9.8'L
S06°L
reL's

€9L'g

Sekil 5.28. Bilesik 3a’ya ait *H-NMR spektrumu



0v'T . oswdd 0z ov 09 08 001 ozl orlL 091 08l
ZH 00°T al n | n n | | | n | n | n | n |
0 dass
Wa Mam
ZHW 0TZE08F GL AS
89L2¢ Is
szojoweied buTsseooid - zd
M 00056¥%0T°0 €IMTd
M 666€9802°0 ZIMTd
M 00000000°0T ZMTd
o9sn 00706 2adaod
9TZ3TEM Z1994ado
HT ZONN
ZHW L00ZT8T"00¢ 20ds
======== 7JF TINNVHD ========
M 00000000°ST TMTd
o9sn 00°ST Td
o€l 00N
ZHW L898L8F GL T04s
======== T1J TINNVHD ========
T 0dr
o9sn 00706 zed
9¢ ST
€¢C 7T
039S 066€6000°0 ova
O3S 8666666870 zea
©9s (0051000070 Tea
©9s 000000€0°0 T1a
©9s 00000000°T Ta
M 0°86¢C chn
ossn 0G°9 aa
o9sn 08F°0¢C Ma
LBT T0S o
098 9880TL9°0 [0)-4
ZH 8G0S¥L"0 SHAATA
2H €90°%1¥¥C HMS
4 sa
8702 SN
OSWa INIATOS
89LCE ar
bdbz 90¥d1Nd
T-0€T 1TNQ uw g aHg0dd
00€£9ITEN0I WAMISNI
67 8T SWTL
LT809T0C Te3ea
sIsjsweied UOTITSTNDbOY — 24
T ONDOYd
14 ONdXd
z-oad ANYN
sIsjsweired eleq jusiind
% WWWWwbhbbbbhooo o1 0 —_ ek ek e ek e e ek e - Y
OCOWOWOWOOOOWWOHOSNNDN = = MNDNMNMNMN BB O D O
mm::mm ahooibdu®OoNE DI W Soosooo DN O N ©
W= ONBENOBRONMNONNDN NOORARMNOIO) =& O D W
8 AN W0OOOOOW OO © o

Sekil 5.29. Bilesik 3a’ya ait 3 C-NMR spektrumu
87



Fomula Predictor Report - BDO-2_19 led Page 10f 1

Data File: C:\ LabSolutions\ Data\Analiz\deryal BDO-2_19.bcd
Elmt | Val | Min Max _Eimé Val. Min Max _Elmi | Val | Min Max _ Elmt  Val. Min_ Max Use Adduct

H 1 T 42 [#] 2 2 5 a 1 0 2 [ 3 0 0 H
C 4 19 28 F 1 0o 2 Br 1 0 1
N 3 4 5 5 2 0o o0 Ru 2 0o o

Emor Margin (ppm): 5 DBE Range: 9.0-16.0 Electron lons: both
HC Ratio: unbmited Apply N Rule: yes Use MSn Info: no
Max lzotopes: 3 lzotope RI (%): 1.00 |zotope Res: 10000
MSn Iso RI (2} 10,00 MSn Logic Mode: AMD Max Rezults: 500

Eventff: 1 MS[E+) Rel Time:2.333-»>2333 Scanff: 351-> 351

1.400e7
1.200e7-
1.000e7-
8.000e6

6.000e6] 204.6220

40006 205.1237
2.000e6] msfam

|
T 200.0 300.0 L 100.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0

Meazured region for408 2391 miz
4082391

100.0+

4092431

O~ i07E ikD doh2 b4 40he 40bp 4080 d0hy 404 4ehE 4B 410 4b2 4ib4 4k

23 H29 N5 02 [M+H]+ : Predicted region for 408.2334 m/z
408 2394

100.04

403.2424

2078 a0 dch2 doba 4ok 40BE 40b0 4ob> 40b4 4ohs 458 4100 41!{;\ 4£104" 41bs

Rank__Score Fomula (M) lon Meas mz  Pred miz  Df (mDa)  Df (ppm) Isal DBE
1 8083 C23IHZ9NsO2 M+H}+ 4082351 408233 03 073 3083 120
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5.1.3.2. N-(4-(benzo[d]oksazol-2-il)fenil)-2-(4-(3-(dimetilamino)propil)piperazin-1-
il)asetamid (3b)

N
\_\; y
N
A
Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 164.4-165.7 °C. Verim %79

IR (ATR) vmaks(cm™): 3327 (N-H gerilim band1), 2941 (C-H gerilim band1), 1689 (Amit
C=0 gerilim band1), 1517-1452 (C=C ve C=N gerilim band1), 1240 (C-N gerilim bandu),
1055 (C-O gerilim bandi), 844 (1,4-Disiibstitiic benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8: 1.52 (2H, p, J=7.28 Hz, -CH>-), 2.09 (6H, s, -CH3),
2.18 (2H, t, J=7.20 Hz, -CH>-), 2.27 (2H, t, J=7.30 Hz, -CH3-), 2.42 (4H, y, piperazin),
2.52 (4H, y, piperazin), 3.16 (2H, s, -COCH2-), 7.38-7.41 (2H, m, benzo[d]oksazol
Hs,Hs), 7.74-7.79 (2H, m, benzo[d]oksazol H4,H7), 7.88 (2H, d, J=8.82 Hz, fenil Hs,Hs),
8.15 (2H, d, J=8.79 Hz, fenil Hz,Hs), 10.08 (1H, s, NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 8: 25.04 (1C, s, -CH2-), 45.69 (2C, s, -CH3), 53.14 (2C,
s, piperazin), 53.30 (2C, s, piperazin), 56.47 (1C, s, -CH>-), 57.79 (1C, s, -CH»-), 62.34
(1C, s, -COCHy-), 111.23 (1C, s, benzo[d]oksazol C7), 119.96 (2C, s, fenil C3Cs), 120.01
(1C, s, benzo[d]oksazol C4), 121.44 (1C, s, fenil C4), 125.25 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs),
125.65 (1C, s, benzo[d]oksazol Ce), 128.62 (2C, s, fenil C2Ce), 142.10 (1C, s, fenil Cy),
142.39 (1C, s, benzo[d]oksazol Caza), 150.59 (1C, s, benzo[d]oksazol C7a), 162.66 (1C, s,
benzo[d]oksazol C), 169.37 (1C, s, C=0).

HRMS (-m/z): [M+H] *: C24H31N502 igin Hesaplanan: 422.2551 Bulunan: 422.2571
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Fommula Predictor Report - BDO-3_20 lcd Page 10of 1

Data File: C:\ LabSolutions\ Data\Analiz\deryal BDO-3_20.kcd
Elmt | Val | Min Max _Eimé Val. Min Max _Elmi | Val | Min Max _ Elmt  Val. Min_ Max Use Adduct

H 1 T 42 [#] 2 2 5 a 1 0 2 ] 3 0 0 H
C 4 19 28 F 1 0o 2 Br 1 0 1
N 3 4 5 5 2 0o o0 Ru 2 0o o

Emor Margin (ppm): 5 DBE Range: 9.0-16.0 Electron lons: both
HC Ratio: unbmited Apply N Rule: yes Use MSn Info: no
Max lzotopes: 3 lzotope RI (%): 1.00 |zotope Res: 10000
MSn l=o RI (2) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Rezults: 500

Eventff: 1 MS(E+) Ret Time : 2.373-»> 2373 Scanff : 357 -> 357

1.200e 7
1.100e 7

211.p312

3.000e6 2121328
2 000e6] 422 5571

| | i
MR 200.0 300.0 100.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0

Measured region for422 2571 miz
422 2571

100.0+

423 25595

T YW YW Y Y I T VI Y T S YA o) 4214? 4244 474

C24 H31 N5 02 [M+H]+ : Predicted region for 422.2551 mi z
422 2551

100.04

4232580

0 M
4218 400 42027 4ha 4o0n 40y 480 4B 484 456 488 40 440 4ha 4ohs
Rank_Score Fomula (M) lon Meas mz  Pred miz  Df (mDa)  Df (ppm) Isal DBE
1 7367 (24 H31 N5 02 M+H 4227571 4222551 Z0 474 8127 120
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5.1.3.3. N-(4-(benzo[d]oksazol-2-il)-2-metilfenil)-2-(4-(2-(dimetilamino)etil)piperazin-
1-il)asetamid (3c)

Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 55.4-58.9 °C. Verim %78

IR (ATR) vmaks(cm™): 3277 (N-H gerilim band1), 2947 (C-H gerilim band1), 1670 (Amit
C=0 gerilim bandi), 1506-1452 (C=C ve C=N gerilim band1), 1242 (C-N gerilim bandu),
1126 (C-O gerilim bandi), 840-763 (1,3,4-Tristibstitiie benzene diizlem dis1 deformasyon
bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-de): &: 2.13 (6H, s, -CH3), 2.30-2.34 (2H, m, -CH>-), 2.35-
2.37 (2H, m, -CH>-), 2.39 (3H, s, -CH3), 2.49 (4H, vy, piperazin), 2.59 (4H, y, piperazin),
3.17 (2H, s, -COCHz>-), 7.39-7.42 (2H, m, benzo[d]oksazol Hs,H7), 7.75-7.79 (2H, m,
benzo[d]oksazol Hs,Hs), 8.05 (1H, dd, J1=8.46 Hz, J,=2.01 Hz, fenil Hs), 8.09 (1H, s,
fenil Hy), 8.25 (1H, d, J=8.46 Hz, fenil Hs), 9.67 (1H, s, NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 8: 17.86 (1C, s, -CHs), 46.05 (2C, s, -CHg), 53.36 (2C,
s, piperazin), 53.88 (2C, s, piperazin), 56.33 (1C, s, -CH>-), 57.14 (1C, s, -CH»-), 61.91
(1C, s, -COCHy-), 111.25 (1C, s, benzo[d]oksazol C7), 120.04 (1C, s, benzo[d]oksazol
C4),121.07 (1C, s, fenil), 121.89 (1C, s, fenil), 125.28 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs), 125.71
(1C, s, benzo[d]oksazol Ce), 126.37 (1C, s, fenil), 128.70 (1C, s, fenil), 129.71 (1C, s,
fenil), 139.93 (1C, s, fenil C4), 142.09 (1C, s, benzo[d]oksazol Cza), 150.61 (1C, s,
benzo[d]oksazol C7.), 162.67 (1C, s, benzo[d]oksazol Cz), 168.90 (1C, s, C=0).

HRMS (-m/z): [M+H] *: C24H31N502 igin Hesaplanan: 422.2551 Bulunan: 422.2564
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Fommula Predictor Report - BDO-21_35 led Page 1of 1

Data File: C:\LabSolutions\ Data\Analiz\denyal BDO-21_35.lcd

Elmt | Val. | Min Max Elmt  Val | Min Max Elmt | Val | Min Max _ Elmé | Val | Min Max Use Adduct
H 1 7 42 [e] 2 2 5 [e] 1 o 2 ] 3 [ 1] H
C 4 19 28 F 1 0 2 Br 1 0 1
N 3 4 5 5 2 0 0 Ru 2 o o
Emor Mangin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-15.0 Electron lons:  both
HC Ratio: unbmited Lpply N Rule: yes Use MSn Info: no
Max |zotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 Isotope Res: 10000
MSn lso RI (4} 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500

Eventff: 1 MS(E+) Ret Time : 2520 > 2520 Scan#f: 379> 379

1.600e7
14007
1.200e 7]
1.0007]
8.000e6]
2116313
6.000e6]
4.000e67 212.1320
2.000e6] B 422.f554
! L
10b.0 200.0 300.0 400.0 500.0 500.0 700.0 aoh.0 900.0
Measured region for422 2564 miz
4227564
100.04
50.0+

423.2530

4242668

0 v A S . ’ . .
4218 d2b0 4203 4ba dpow 40D 480 4230 4034 485 488 4040 4432 474 4

C24 H31 N5 02 [M+H]+ - Predicted region for 422 2551 m/z
422 2551

100.0q

4232580

0 . A , .
4218 4200 42237 4haT 4206 490 4BD 480 4034 485 48 4240 4242 4ona £

Rank_ Score Fomula (M) lon Meas miz Pred. miz DOf (mDa) Of (ppmi) lso| DBE

1 70.08 C24H31 N5 02 M=HI= 27564 4227551 13 308 7392 120
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5.1.3.4. N-(4-(benzo[d]oksazol-2-il)-2-metilfenil)-2-(4-(3-
(dimetilamino)propil)piperazin-1-il)asetamid (3d)

o
Cr-Cs
N
(0) N‘>
-
\_\; y
N
\
Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 86.7-89.0 °C. Verim %83

IR (ATR) vmaks(cm™): 3253 (N-H gerilim band1), 2947 (C-H gerilim band1), 1703 (Amit
C=0 gerilim bandi), 1500-1454 (C=C ve C=N gerilim band1), 1244 (C-N gerilim bandu),
1126 (C-O gerilim band1), 858, 748 (1,3,4-Trislibstitlie benzene diizlem dis1 deformasyon
bandi).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8: 1.54 (2H, p, J=7.28 Hz, -CH2-), 2.10 (6H, s, -CH3),
2.19 (2H, t, J=7.20 Hz, -CH»-), 2.29 (2H, t, J=7.30 Hz, -CH>-), 2.38 (3H, s, -CH3), 2.44
(4H, vy, piperazin), 2.60 (4H, y, piperazin), 3.15 (2H, s, -COCH-), 7.37-7.44 (2H, m,
benzo[d]oksazol Ha,H7), 7.75-7.79 (2H, m, benzo[d]oksazol Hs,He), 8.05 (1H, dd,
J1=8.46 Hz, J»=2.01 Hz, fenil He), 8.08 (1H, s, fenil Hz) 8.25 (1H, d, J=8.46 Hz, fenil
Hs), 9.67 (1H, s, NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): 8: 17.85 (1C, s, -CHs3), 25.03 (1C, s, -CH>-), 45.72 (2C,
s, -CHy-), 53.36 (2C, s, piperazin), 53.62 (2C, s, piperazin), 56.45 (1C, s, -CH»-), 57.77
(1C, s, -CH»-), 61.90 (1C, s, -COCH>-), 111.25 (1C, s, benzo[d]oksazol C7), 120.03 (1C,
s, benzo[d]oksazol C4), 121.04 (1C, s, fenil), 121.88 (1C, s, fenil), 125.28 (1C, s,
benzo[d]oksazol Cs), 125.71 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs), 126.38 (1C, s, fenil), 128.66
(1C, s, fenil), 129.71 (1C, s, fenil), 139.92 (1C, s, fenil C.), 142.09 (1C, s,
benzo[d]oksazol Caza), 150.61 (1C, s, benzo[d]oksazol C7a), 162.67 (1C, s,
benzo[d]oksazol C»), 168.91 (1C, s, C=0).

HRMS (-m/z): [M+H] *: C25H33N502 igin Hesaplanan: 436.2707 Bulunan: 436.2720
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Fommula Predictor Report - BDO-22_36 led

Data File: C:\LabSolutions\ Data\Analiz\denyal BDO-22_36.lcd

Page 10f 1

Elmt | Val. | Min Max Elmt  Val | Min Max Elmt | Val | Min Max _ Elmé | Val | Min Max Use Adduct
H 1 7 42 [e] 2 2 5 [e] 1 o 2 I 3 [ 1] H
C 4 19 28 F 1 0 2 Br 1 0 1
N 3 4 5 5 2 0 0 Ru 2 o o

Emor Mangin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-15.0 Electron lons:  both

HC Ratio: unbmited Lpply N Rule: yes Use MSn Info: no

Max |zotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 Isotope Res: 10000

MSn lzo RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500
Eventfi- 1 MS(E+) Ret Time : 2667 -> 2680 Scan# - 401 > 403
8.000e6]
7.000e6
6.000e6]
5.000e6]
4.000e6]
218.6389
3.000e6d
2 000e6] 219.1397
436
1.000e6]
! | I | L L
100.0 200.0 300.0 40b.0 500.0 6500.0 700.0 800.0 900.0
Measured region for436 2720 miz
4362720
100.0q
50.0H

437.2750

O R iHD 452 434 ke ABB 40 432 4e i3s 4HE 4B0 43!1);\ 43B4 4385

(C25 H33 N5 02 [M+H]+ - Predicted region for 436.2707 m/z

100.0- 4362707

4372737

OB Tk k) k4 i%e ka0 602 e 436 43a d%h 43!;;]\ 4384 4385

Rank_ Score Fomula (M) lon Meas miz Pred miz  Of (mDa) Of. (ppmi) lso| DBE
13

1 7810 C25H33N502 [M+H]+ 4362720 436.2707
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5.1.3.5. N-(4-(benzo[d]oksazol-2-il)fenil)-2-(4-(2-(dimetilamino)etil)piperazin-1-
il)asetamid (3e)

N
A
A

Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 151.9-156.3 °C. Verim %80

IR (ATR) vmaks(cm™): 3327 (N-H gerilim bandi), 2974 (C-H gerilim band1), 1689 (Amit
C=0 gerilim bandi), 1516-1409 (C=C ve C=N gerilim band1), 1261 (C-N gerilim bandu),
1055 (C-O gerilim bandi), 844 (1,4-Disiibstitiic benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8: 2.11 (6H, s, -CH3), 2.30-2.32 (2H, m, -CH>-), 2.35-
2.37 (2H, m, -CH>-), 2.42 (3H, s, -CH3), 2.45 (4H, vy, piperazin), 2.51 (4H, y, piperazin),
3.15(2H, s, -COCH3-), 7.19 (1H, dd, J1=8.31 Hz, J,=1.10 Hz, benzo[d]oksazol He), 7.55
(1H, s, benzo[d]oksazol Ha4), 7.61 (1H, d, J=8.31 Hz, benzo[d]oksazol H7), 7.87 (2H, d,
J=8.79 Hz, fenil H3,Hs), 8.12 (2H, d, J=8.76 Hz, fenil Hz,Hs), 10.08 (1H, s, NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 8: 21.47 (1C, s, -CHj3), 46.03 (2C, s, -CH3s), 53.29 (2C,
s, piperazin), 53.42 (2C, s, piperazin), 56.40 (1C, s, -CH»-), 57.13 (1C, s, -CH>-), 62.32
(1C, s, -COCH>-), 110.59 (1C, s, benzo[d]oksazol C7), 119.83 (1C, s, benzo[d]oksazol
Cs), 119.92 (2C, s, fenil C3Cs), 121.57 (1C, s, fenil C4), 126.57 (1C, s, benzo[d]oksazol
Cs), 128.51 (2C, s, fenil C»,Cs), 134.57 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs), 142.28 (1C, s, fenil
Cy), 142.32 (1C, s, benzo[d]oksazol Csa), 148.82 (1C, s, benzo[d]oksazol C7a), 162.72
(1C, s, benzo[d]oksazol C»), 169.32 (1C, s, C=0).

HRMS (-m/z): [M+H] *: C24H31N502 i¢in Hesaplanan: 422.2551 Bulunan: 422.2570
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Fommula Predictor Report - BDO-13_27 led Page 1of 1

Data File: C:\LabSolutions\ Data\Analiz\denyal BDO-13_27.lcd

Elmt | Val| Min Max _ Eimt | Val.| Min Max Em | Val| Min Max  Elmt | Val.| Min| Max Use Adduct
H 1| 7 & 0 2| 2 5 o 1| O 2 1 3 0 0  H
cC | 4| 19 28 F |1 g 2 B |1 g 1
N | 3 4 5 5 |2 0 0 Ru 2 g 0
Emor Mangin (ppm): 5 DBE Rangse: 5.0-16.0 Electron lons:  both
HC Ratio: unbmited Lpply N Rule: yes Use MSn Info: no
Max |zotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 Isotope Res: 10000
MSn lso RI (4} 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500
Eventf: 1 MS(E+) Ret Time:3.747 ->3.747 Scan# : 563->563
240067
22007
2.000e7
1.800e7-
1.600e7
1.400e7
1.200e7
1.000e 7 211.6313
8.000e5]
6.000e6 212.1327
4.000e5]
2.000e6] L “szm
0 L |
10b.0 200.0 300.0 400.0 500.0 500.0 700.0 aoh.0 900.0
Measured region for422 2570 miz
422 2570
100.0
50.01
423,259
0 J=SEE N : L . .
4218 d2b0 42b32  4b4 dooe 408 480 4230 4034 485 488 4240 4042 474 4%
C24 H31 N5 02 [M+H]+ - Predicted region for 422 2551 miz
1000 422 2551
50.01
4232580
0 . A , .
4218 4200 42237 4haT 4206 490 4BD 480 4034 485 48 4240 4242 4ona £
Rank_ Score Fomula (M) lon Meas miz Pred miz  DOf (mDa) Of. (ppm) lso| DBE
1 8206 C24 H3TN502 M+H 4222570 422.2551 19 450 8992 120
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5.1.3.6. 2-(4-(3-(dimetilamino)propil)piperazin-1-il)-N-(4-(5-metilbenzo[d]oksazol-2-
il)fenil)asetamid (3f)

N
\_\; y
N
\
Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 136.9-138.3 °C. Verim %77

IR (ATR) vmaks(cm): 3300 (N-H gerilim bandi), 2970 (C-H gerilim band1), 1703 ( Amit
C=0 gerilim bandi), 1539-1498 (C=C ve C=N gerilim band1), 1253 (C-N gerilim bandu),
1056 (C-O gerilim bandi), 846 (1,4-Disiibstitiic benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-de): 8: 1.52 (2H, p, J=7.28 Hz, -CH>-), 2.08 (6H, s, -CH3-
), 2.17 (2H, t, J=7.20 Hz, -CH>-), 2.26 (2H, t, J=7.30 Hz, -CH>-), 2.40 (4H, y, piperazin),
2.43 (3H, s, -CH3), 2.52 (4H, y, piperazin), 3.15 (2H, s, -COCH>-), 7.19 (1H, dd, J1=8.31
Hz, J,=1.10 Hz, benzo[d]oksazol He), 7.55 (1H, s, benzo[d]oksazol Hs), 7.61 (1H, d,
J=8.31 Hz, benzo[d]oksazol H7), 7.87 (2H, d, J=8.79 Hz, fenil Hs3,Hs), 8.12 (2H, d,
J=8.76 Hz, fenil Hz,Hs), 10.13 (1H, s, NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): 8: 21.47 (1C, s, -CHs3), 24.97 (1C, s, -CH>-), 45.66 (2C,
s, -CHg), 53.12 (2C, s, piperazin), 53.25 (2C, s, piperazin), 56.45 (1C, s, -CH3-), 57.77
(1C, s, -CH3-), 62.27 (1C, s, -COCH>-), 110.61 (1C, s, benzo[d]oksazol C7), 119.81 (1C,
s, benzo[d]oksazol C4), 119.95 (2C, s, fenil C3Cs), 121.56 (1C, s, fenil C4), 126.61 (1C,
s, benzo[d]oksazol Cs), 128.51 (2C, s, fenil C»,Ce), 134.62 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs),
142.27 (1C, s, fenil Cp), 142.28 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs.), 148.81 (1C, s,
benzo[d]oksazol C7.), 162.72 (1C, s, benzo[d]oksazol Cz), 169.39 (1C, s, C=0).

HRMS (-m/z): [M+H] *: C25H33N50- i¢in Hesaplanan: 436.2707 Bulunan: 436.2724
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Fommula Predictor Report - BDO-14_28 led Page 1of 1

Data File: C:\LabSolutions\ Data\Analiz\denyal BDO-14_28 lcd
Elmt | Val. Min Max _Elmk Val | Min Max Elmt | Val. Min Max _ Elmé | Val. | Min Max Use Adduct

H 1 7 42 [¢] 2 2 b a 1 0 2 I 3 0 0 H
C 4 19 28 F 1 0 2 Br 1 0 1
N 3 4 5 5 2 o o0 Ru 2 0 o

Emor Mangin (ppm): 5 DBE Rangse: 5.0-16.0 Electron lons:  both
HC Ratio: unbmited Lpply N Rule: yes Use MSn Info: no
Max |zotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 Isotope Res: 10000
MSn lzo RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500

Eventfi- 1 MS(E+) Ret Time:4.040 Scan#f : 607

2300674
2.000e7]
180067
160067
1.40067]
1.2007]
100067
£.000cE ] 218 6389

6.000e6 219.1389
4.000e6]

2000e6] 146 435_r724
0

s L L

10b.0 a;h.u 300.0 4000 500.0 500.0 700.0 aoh.0 900.0

Measured region for436.2724 miz
4362724

100.05

4372725

e er o P
O R dHD 152 db4 a%b ABE 40 4300 4we i3s 4HE 40 42 B4 4386

(C25 H33 N5 02 [M+H]+ - Predicted region for 436.2707 m/z
4362707

100.0q

4372737

/
O R T k) k4 i%e kR 400 602 Ve i5e 43a dmh 4% e 86
Rank_ Score Fomula (M) lon Meas miz Pred miz DOf (mDa) Of (ppmi) lso| DBE

1 8320 C25H33N502 [M+H]+ 4362724  436.2707 1.7 390 90 120
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5.1.3.7. 2-(4-(2-(dimetilamino)etil)piperazin-1-il)-N-(2-metil-4- (5-
metilbenzo[d]oksazol-2-il)fenil)asetamid (3g)

N
At
A

Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 53.8-56.9 °C. Verim %79

IR (ATR) vmaks(cm™): 3273 (N-H gerilim band1), 2939 (C-H gerilim band1), 1699 (Amit
C=0 gerilim bandi), 1506-1438 (C=C ve C=N gerilim band1), 1261 (C-N gerilim bandu),
1128 (C-O gerilim bandi), 800 (1,3,4-Trislibstitiie benzene diizlem dis1 deformasyon
bandi).

!H-NMR (300 MHz, DMSO-de): 8: 2.12 (6H, s, -CH3), 2.31-2.33 (2H, m, -CH>-), 2.36
(3H, s, -CH3), 2.38-2.40 (2H, m, -CH»-), 2.43 (3H, s, -CH3), 2.49 (4H, y, piperazin), 2.58
(4H, vy, piperazin), 3.16 (2H, s, -COCH>-), 7.20 (1H, dd, J1=8.31 Hz, J,=1.10 Hz,
benzo[d]oksazol He), 7.55 (1H, s, benzo[d]oksazol H4), 7.61 (1H, d, J=8.31 Hz,
benzo[d]oksazol H), 8.00 (1H, dd, J1=8.46 Hz, J>=2.01 Hz, fenil Hs), 8.05 (1H, s, fenil
H.), 8.23 (1H, d, J=8.46 Hz, fenil Hs), 9.65 (1H, s, NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 8: 17.83 (1C, s, -CHj3), 21.47 (1C, s, -CHz), 46.02 (2C,
s, -CHg), 53.34 (2C, s, piperazin), 53.88 (2C, s, piperazin), 56.33 (1C, s, -CH3-), 57.12
(1C, s, -CH»-), 61.90 (1C, s, -COCH3-), 110.60 (1C, s, benzo[d]oksazol C7), 119.83 (1C,
s, benzo[d]oksazol C4), 120.96 (1C, s, fenil), 122.00 (1C, s, fenil), 126.24 (1C, s,
benzo[d]oksazol Cs), 126.62 (1C, s, fenil), 128.56 (1C, s, fenil), 129.60 (1C, s, fenil),
134.60 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs), 139.78 (1C, s, fenil Cs), 142.31 (1C, s,
benzo[d]oksazol Cza), 148.84 (1C, s, benzo[d]oxazole C7i), 162.72 (1C, s,
benzo[d]oksazol C»), 168.83 (1C, s, C=0).

HRMS (-m/z): [M+H] *: C25H33Ns0> i¢in Hesaplanan: 436.2707 Bulunan: 436.2718
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Fommula Predictor Report - BDO-29_43 led

Data File: C:\LabSolutions\ Data\Analiz\denyal BDO-29_43.lcd

Page 10f 1

Elmt | Val. | Min Max Elmt  Val | Min Max Elmt | Val | Min Max _ Elmé | Val | Min Max Use Adduct
H 1 7 42 [e] 2 2 5 [e] 1 o 2 I 3 [ 1] H
C 4 19 28 F 1 0 2 Br 1 0 1
N 3 4 5 5 2 0 0 Ru 2 o o

Emor Mangin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-15.0 Electron lons:  both

HC Ratio: unbmited Lpply N Rule: yes Use MSn Info: no
Max |zotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 Isotope Res: 10000
MSn lzo RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500
Eventfi- 1 MS(E+) Ret Time:4.173 Scan#f : 627
3.000e7
2 5007
2.000e7-
1.500e 7
218.6389
1.000e7
219.1357
5.000e6
| 43Sf718
! | i L
100.0 200.0 300.0 4000 500.0 6500.0 700.0 800.0 900.0
Measured region for436.2718 miz
4362718
100.0q
50.0H

4372723

O R i hE2 431;.? 4366 4368 4370 4372 4374 4376 4378 4380 43.&.;\ 43B4 4385

(C25 H33 N5

02 [M+H]+ : Predicted region for 436.2707 m/z

100.0q

4362707

4372737

OB Tk k) k4 i%e ka0 602 e 436 43a d%h 43!;;]\ 4384 4385

Rank__ Sc

ore_Fomula (M) lon

Meas miz Pred miz Of (mDa) Of (ppm) lso| DBE

1 8694 C25H33N502 [M+H]+

43627118  436.2707 11 252 9037 120
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5.1.3.8. 2-(4-(3-(dimetilamino)propil)piperazin-1-il)-N-(2-metil-4-(5-
metilbenzo[d]oksazol-2-il)fenil)asetamid (3h)

Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 64.7-66.8 °C. Verim %77

IR (ATR) vmaks(cm™): 3331 (N-H gerilim band1), 2943 (C-H gerilim band1), 1685 (Amit
C=0 gerilim bandi), 1512-1440 (C=C ve C=N gerilim band1), 1261 (C-N gerilim bandu),
1118 (C-O gerilim band1), 813, 736 (1,3,4-Tristibstitiie benzene diizlem dis1 deformasyon
bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8: 1.54 (2H, p, J=7.28 Hz, -CH>-), 2.09 (6H, s, -CH3),
2.17 (2H, t, J=7.20 Hz, -CH>-), 2.27 (2H, t, J=7.30 Hz, -CH>-), 2.35 (3H, s, -CH3), 2.42
(3H,s, -CHg), 2.45 (4H, y, piperazin), 2.58 (4H, y, piperazin), 3.16 (2H, s, -COCH>-), 7.20
(1H, dd, J1=8.31 Hz, J>=1.10 Hz, benzo[d]oksazol He), 7.54 (1H, s, benzo[d]oksazol Hs),
7.60 (1H, d, J=8.31 Hz, benzo[d]oksazol H7), 8.00 (1H, dd, J1=8.46 Hz, J>=2.01 Hz, fenil
He), 8.04 (1H, s, fenil Hy), 8.23 (1H, d, J=8.46 Hz, fenil Hs), 9.63 (1H, s, NH).

BBC-NMR (75 MHz, DMSO-de): &: 17.81 (1C, s, -CHa), 21.46 (1C, s, -CHa), 25.00 (1C,
s, -CH>-), 45.68 (2C, s, -CH3), 53.34 (2C, s, piperazin), 53.61 (2C, s, piperazin), 56.43
(1C, s, -CHz), 57.75 (1C, s, -CH), 61.88 (1C, s, -COCH-), 110.59 (1C, s,
benzo[d]oksazol C7), 119.82 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs), 120.91 (1C, s, fenil), 121.99
(1C, s, fenil), 126.24 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs), 126.61 (1C, s, fenil), 128.50 (1C, s,
phenyl), 129.59 (1C, s, fenil), 134.60 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs), 139.76 (1C, s, fenil
Ca), 142.30 (1C, s, benzo[d]oksazol Csa), 148.83 (1C, s, benzo[d]oksazol C7a), 162.71
(1C, s, benzo[d]oksazol C»), 168.84 (1C, s, C=0).

HRMS (-m/z): [M+H] *: C26H3sN502 i¢in Hesaplanan: 450.2864 Bulunan: 450.2861
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Fommula Predictor Report - BDO-30_44 led

Data File: C:\LabSolutions\ Data\Analiz\denyal BDO-30_44.lcd

Page 10f 1

Elmt | Val. | Min Max Elmt  Val | Min Max Elmt | Val | Min Max _ Elmé | Val | Min Max Use Adduct
H 1 7 42 [e] 2 2 5 [e] 1 o 2 ] 3 [ 1] H
C 4 19 28 F 1 0 2 Br 1 0 1
N 3 4 5 5 2 0 0 Ru 2 o o
Emor Mangin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-15.0 Electron lons:  both
HC Ratio: unbmited Lpply N Rule: yes Use MSn Info: no
Max |zotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 Isotope Res: 10000
MSn lso RI (4} 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500

Eventff: 1 MS(E+) Ret Time :4.293 >4.293 Scan#f: 645> 645

1.800e7]
1600673
1400673
1.20067]
100067
8.000e6 295 471
£.000e6]
pooge 2261471 | 247 6406

2.000e6 45!].f861

* o 206.0 300.0 400.0 500.0 500.0 700.0 aoh.0 900.0

Measured region for450 2861 miz

450.2861
100.0

4512896

452 2520

it i Fllnd . /T\
4453 "45hD 4sh2 ds5ha” dsDE 4508 4510 4512 4514 4515 4518 4520 4522 4504 4506

C26 H35 N5 02 [M+H]+ - Predicted region for 4502864 m/z

100.0- 450 2864

4512894

Ay
455 dshn dsh) 4sha dehe 4ehE 4510 4510 45N4 d5iE 518 45a0 dsah dsod d50e

Rank_ Score Fomula (M) lon Meaz. Mz Pred.miz  Df. (mDa)

Df (ppm)|__ lso| DBE

1 8537 C26H35N502 [M+H}+ 4502861  450.2864 03
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5.1.3.9. 2-(4-(2-(dimetilamino)etil)piperazin-1-il)-N-(4-(5-florobenzo[d]oksazol-2-
il)fenil)asetamid (3i)

N
At
A

Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 150.7-152.7 °C. Verim %81

IR (ATR) vmaks(cm™): 3329 (N-H gerilim bandi), 2941 (C-H gerilim band1), 1691 (Amit
C=0 gerilim bandi), 1517-1409 (C=C ve C=N gerilim band1), 1309 (C-N gerilim bandu),
1010 (C-O gerilim bandi), 842 (1,4-Disiibstitiic benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8: 2.12 (6H, s, -CH3), 2.29-2.33 (2H, m, -CH2-), 2.35-
2.38 (2H, m, -CHy-), 2.46 (4H, vy, piperazin), 2.51 (4H, y, piperazin), 3.16 (2H, s, -
COCHz>-), 7.25 (1H, td, J1=9.30 Hz, J,=2.61 Hz, benzo[d]oksazol He), 7.64 (1H, dd,
J1=8.80 Hz, J>=2.50 Hz, benzo[d]oksazol Hs), 7.79 (1H, dd, J1=8.91 Hz, J>=4.40 Hz,
benzo[d]oksazol H7), 7.89 (2H, d, J=8.82 Hz, fenil H3,Hs), 8.13 (2H, d, J=8.80 Hz, fenil
Hz,Hs), 10.19 (1H, s, NH).

1BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 8: 46.03 (2C, s, -CHs), 53.26 (2C, s, piperazin), 53.41
(2C, s, piperazin), 56.39 (1C, s, -CH>-), 57.11 (1C, s, -CH>-), 62.29 (1C, s, -COCH3-),
106.41 (1C, d, Jcr-2=25.60 Hz, benzo[d]oksazol Ca4), 112.01 (1C, d, Jcr3=10.20 Hz,
benzo[d]oksazol C7), 112.99 (1C, d, Jcr-2=26.10 Hz, benzo[d]oksazol Cs), 119.97 (2C, s,
1C, s, fenil C3Cs), 121.06 (1C, s, fenil C4), 128.75 (2C, s, fenil C,Cs), 142.71 (1C, s, fenil
C1),143.03 (1C, d, Jcr-3=13.40 Hz, benzo[d]oksazol Caza), 147.13 (1C, s, benzo[d]oksazol
C7a), 160.02 (1C, d, Jcr1=236.36 Hz, benzo[d]oksazol Cs), 164.54 (1C, s,
benzo[d]oksazol C»), 169.44 (1C, s, C=0).

HRMS (-m/z): [M+H] *: C23H28FN502 igin Hesaplanan: 426.2300 Bulunan: 426.2308
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Fommula Predictor Report - BDO-17_31 led Page 1of 1

Data File: C:\ LabSolutions\ Data\Analiz\denyal BDO-17_31.lcd

Elmt | Val. | Min Max Elmt  Val | Min Max Elmt | Val | Min Max _ Elmé | Val | Min Max Use Adduct
H 1 7 42 [e] 2 2 5 [e] 1 o 2 I 3 [ 1] H
C 4 19 28 F 1 0 2 Br 1 0 1
N 3 4 5 5 2 0 0 Ru 2 o o

Emor Mangin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-15.0 Electron lons:  both

HC Ratio: unbmited Lpply N Rule: yes Use MSn Info: no
Max |zotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 Isotope Res: 10000
MSn lzo RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500

Eventfi: 1 M5(E+) Ret Time : 2573 > 2573 Scand : 387 -» 387
1.400e7
1.200e7
1.000e7
8.000e6
£.000e6 213p170
4 2141182
2 000eE] 426.p308

0 [
100.0 20b.0 300.0 40b.0 500.0 6500.0 700.0 800.0 900.0

Measured region for426 2308 miz

4262308
100.0q
50.0H

4272333

458 4B0 42 42@ “OEe ks 400 47 e 456 0B 4D 42@ 4784 478G

C3 H28 N5 02 F [M+H]+ - Predicted region for 426.2300 m/z

1000+ 426.2300
50.0H
4272329
AT
258 40k0 4b2 b4 obE Aob8 4270 4272 40047 4276 4278 4980 4282 42BA 49BE
Rank_ Score Fomula (M) lon Meas miz Pred miz  Of (mDa) Of. (ppmi) lso| DBE
1 9135 C3H2BN502F M- 4267308 4262300 08 183 9341 120
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5.1.3.10. 2-(4-(3-(dimetilamino)propil)piperazin-1-il)-N-(4-(5-florobenzo[d]oksazol-2-
il)fenil)asetamid (3j)

N
\_\; /
N
\
Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 161.2-163.0 °C. Verim %79

IR (ATR) vmaks(cm™): 3246 (N-H gerilim band1), 2945 (C-H gerilim band1), 1695 (Amit
C=0 gerilim band1), 1602-1411 (C=C ve C=N gerilim band1), 1249 (C-N gerilim band),
1001 (C-O gerilim bandi), 840 (1,4-Disiibstitiic benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8: 1.52 (2H, p, J=7.28 Hz, -CH>-), 2.09 (6H, s, -CH3),
2.18 (2H, t, J=7.20 Hz, -CH»-), 2.27 (2H, t, J=7.30 Hz, -CH>-) 2.41 (4H, y, piperazin),
2.52 (4H, vy, piperazin), 3.16 (2H, s, -COCH3-), 7.25 (1H, td, J1=9.30 Hz, J>=2.61 Hz,
benzo[d]oksazol Hs), 7.64 (1H, dd, J1=8.80 Hz, J,=2.50 Hz, benzo[d]oksazol Ha), 7.79
(1H, dd, J;=8.91 Hz, J>=4.40 Hz, benzo[d]oksazol H7), 7.89 (2H, d, J=8.82 Hz, fenil
Has,Hs), 8.13 (2H, d, J=8.80 Hz, fenil Hz,Hs), 10.12 (1H, s, NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 8: 25.03 (1C, s, -CH2-), 45.69 (2C, s, -CH3), 53.13 (2C,
s, piperazin), 53.28 (2C, s, piperazin), 56.47 (1C, s, -CH>-), 57.79 (1C, s, -CH»-), 62.32
(1C, s, -COCHy-), 106.41 (1C, d, Jcr-2=25.60 Hz, benzo[d]oksazol Ca4), 112.00 (1C, d,
Jcr3=10.20 Hz, benzo[d]oksazol C7), 112.99 (1C, d, Jcr-2=26.10 Hz, benzo[d]oksazol
Ce), 119.96 (2C, s, fenil C3,Cs), 121.08 (1C, s, fenil Cs), 128.76 (2C, s, fenil C,,Cs), 142.66
(1C, s, fenil Cy), 143.02 (1C, d, Jcr-3=13.40 Hz, benzo[d]oksazol Csa), 147.13 (1C, s,
benzo[d]oksazol C7a), 160.02 (1C, d, Jcr-1=236.32 Hz, benzo[d]oksazol Cs), 164.53 (1C,
s, benzo[d]oksazol C»), 169.42 (1C, s, C=0).

HRMS (-m/z): [M+H] *: C24H30FN502 igin Hesaplanan: 440.2456 Bulunan: 440.2454
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Fommula Predictor Report - BDO-18_32led Page 1of 1

Data File: C:\LabSolutions\ Data\Analiz\denyal BDO-18_32.lcd

Elmt | Val. Min Max _Elmk Val | Min Max Elmt | Val. Min Max _ Elmé | Val. | Min Max Use Adduct
H 1 7 42 [] 2 4 5 a 1 0 2 I 3 o 0 H

C 4 19 28 F 1 0 2 Br 1 0 1

N 3 4 5 =3 2 q 0o Ru 2 g o

Emor Mangin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-15.0 Electron lons:  both
HC Ratio: unbmited Lpply N Rule: yes Use MSn Info: no
Max |zotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 Isotope Res: 10000
MSn lzo RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500

Eventff: 1 MS(E+) Ret Time : 3.147 > 3.147 Scan#f: 473 > 473

2.400e7
2.200e7
2.000e7
1.800e7-
1.600e7
1.400e7
1.200e 7 2205260
1.000e7
8.000e64 221.1264

£.000e6]
4.000e6] 440.

2.000e6] | ra

* o 2000 w0 whe . 5o 500.0 700.0 aoh.0 900.0

Measured region for440 2454 miz
4402454

100.05

44712482

e Sy —— AT
4353 44b0 44b>" 44h4 dabe dahs’ 4010 A412 A4 4416 4418 4420 4422 dapa’ dang

C24 H30 N5 02 F [M+H]+ : Predicted region for 440.2456 m/z
440 2456

100.0q

4412486

0 . . . . . AL ]

4358 4400 442" 44h4” dabe” dabBT 410 AN12 A4 4416 4418 4420 4422 4aba’ A4
Rank_ Score Fomula (M) lon Meas miz Pred miz Of (mDa) Of (ppmi) lso| DBE
1 9150 C2AH3DN502F M- 4402454 4402455 02 145 9150 120
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5.1.3.11. 2-(4-(2-(dimetilamino)etil)piperazin-I-il)-N-(4-(5-florobenzo[d]oksazol-2-il)-
2-metilfenil)asetamid (3Kk)

Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 122.8-124.7 °C. Verim %78

IR (ATR) vmaks(cm™): 3269 (N-H gerilim band1), 2953 (C-H gerilim band1), 1697 (Amit
C=0 gerilim bandi), 1585-1469 (C=C ve C=N gerilim band1), 1298 (C-N gerilim bandu),
1138 (C-O gerilim band1), 810, 732 (1,3,4-Trislibstitlie benzene diizlem dis1 deformasyon
bandi).

!H-NMR (300 MHz, DMSO-de): 8: 2.12 (6H, s, -CH3), 2.32-2.34 (2H, m, -CH>-), 2.37
(3H, s, -CH3), 2.38-2.42 (2H, m, -CH>-), 2.48 (4H, y, piperazin), 2.58 (4H, y, piperazin),
3.17 (2H, s, -COCH2»-), 7.26 (1H, td, J1=9.30 Hz, J,=2.61 Hz, benzo[d]oksazol Hs), 7.64
(1H, dd, J1=8.80 Hz, J,=2.50 Hz, benzo[d]oksazol Hi), 7.79 (1H, dd, J1=8.91 Hz,
J>=4.40 Hz, benzo[d]oksazol H7), 8.02 (1H, dd, J1=8.46 Hz, J,=2.01 Hz, fenil He), 8.06
(1H, s, fenil Hy), 8.25 (1H, d, J=8.46 Hz, fenil Hs), 9.68 (1H, s, NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 8: 17.83 (1C, s, -CHj3), 46.02 (2C, s, -CHzs), 53.34 (2C,
s, piperazin), 53.88 (2C, s, piperazin), 56.32 (1C, s, -CH»-), 57.12 (1C, s, -CH>-), 61.89
(1C, s, -COCH2-), 106.41 (1C, d, Jcr2=25.62 Hz, benzo[d]oksazol C,4), 112.01 (1C, d,
Jcr-3=10.25 Hz, benzo[d]oksazol C7), 113.04 (1C, d, Jcr2=26.17 Hz, benzo[d]oksazol
Ce), 120.96 (1C, s, fenil), 121.51 (1C, s, fenil), 126.50 (1C, s, fenil), 128.63 (1C, s, fenil),
129.79 (1C, s, fenil), 140.66 (1C, s, fenil Cy), 143.00 (1C, d, Jcr-3=13.70 Hz,
benzo[d]oksazol Cza), 147.14 (1C, s, benzo[d]oksazol C7z), 160.02 (1C, d, Jcr-1=236.37
Hz, benzo[d]oksazol Cs), 164.52 (1C, s, benzo[d]oksazol C»), 168.92 (1C, s, C=0).

HRMS (-m/z): [M+H] *: C24H30Ns02F igin Hesaplanan: 440.2456 Bulunan: 440.2473
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Fommula Predictor Report - BDO-33_47 led Page 1of 1

Data File: C:\LabSolutions\ Data\Analiz\denyal BDO-33_47.lcd
Elmt | Val. Min Max _Elmk Val | Min Max Elmt | Val. Min Max _ Elmé | Val. | Min Max Use Adduct

H 1 7 42 [e] 2 2 5 [e] 1 0 2 I 3 [ 1] H
C 4 19 28 F 1 0 2 Br 1 0 1
N 3 4 5 5 2 0 0 Ru 2 0 0
Emor Mangin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-15.0 Electron lons:  both
HC Ratio: unbmited Lpply N Rule: yes Use MSn Info: no
Max |zotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 Isotope Res: 10000
MSn lzo RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500

Eventff: 1 MS(E+) Ret Time : 3.547 > 3.547 Scan#f: 533533

1.200e 7
1.100e7
1.000e7-
9.000e6-
8.000e6

|
MR 200.0 300.0 abd " mobo 500.0 700.0 aoh.0 900.0

Measured region for440.2473 mi'z
440.2473

100.05

441.2434

0 o - e = . . o1
4353 440 44h>" 44b4” dabe” dahB A0 4412 A4 4416 4418 4420 4422 dapa’ dang

C24 H30 N5 02 F [M+H]+ : Predicted region for 440.2456 m/z
440 2456

100.0q

4412486

A
4358 4400 442" 44h4” dabe” dabBT 410 AN12 A4 4416 4418 4420 4422 4aba’ A4

Rank_ Score Fomula (M) lon Meas miz Pred miz  Of (mDa) Of. (ppmi) lso| DBE
1 7248 C4H3IONSOZF M+H]}+ 4402473 440 2456 17 386 7807 120
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5.1.3.12. 2-(4-(3-(dimetilamino)propil)piperazin-1-il)-N-(4-(5-florobenzo[d]oksazol-2-
il)-2-metilfenil)asetamid (3l)

N
\_\; y
N
\
Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 131.3-133.1 °C. Verim %79

IR (ATR) vmaks(cm™): 3234 (N-H gerilim band1), 2951 (C-H gerilim band1), 1701 (Amit
C=0 gerilim bandi), 1502-1438 (C=C ve C=N gerilim band1), 1246 (C-N gerilim bandu),
1130 (C-O gerilim band1), 842, 769 (1,3,4-Trislibstitlie benzene diizlem dis1 deformasyon
bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8: 1.53 (2H, p, J=7.28 Hz, -CH3-), 2.09 (6H, s, -CH3),
2.18 (2H, t, J=7.20 Hz, -CH>-), 2.28 (2H, t, J=7.30 Hz, -CH>-), 2.36 (3H, s, -CH3), 2.43
(4H, y, piperazin), 2.59 (4H, y, piperazin), 3.17 (2H, s, -COCH>-), 7.25 (1H, td, J1=9.30
Hz, J>=2.61 Hz, benzo[d]oksazol He), 7.63 (1H, dd, J:=8.80 Hz, J>=2.50 Hz,
benzo[d]oksazol Has), 7.79 (1H, dd, J1=8.91 Hz, J>=4.40 Hz, benzo[d]oksazol H7), 8.15
(1H, dd, J1=8.46 Hz, J»=2.01 Hz, fenil He), 8.05 (1H, s, fenil H>), 8.26 (1H, d, J=8.46
Hz, fenil Hs), 9.66 (1H, s, NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): 8: 17.82 (1C, s, -CH3), 25.02 (1C, s, -CH>-), 45.70 (2C,
s, -CHg), 53.34 (2C, s, piperazin), 53.62 (2C, s, piperazin), 56.44 (1C, s, -CH»-), 57.76
(1C, s, -CH3-), 61.89 (1C, s, -COCH>-), 106.41 (1C, d, Jcr-2=25.73 Hz, benzo[d]oksazol
Cs), 112.01 (1C, d, Jcr-3=10.25 Hz, benzo[d]oksazol C7), 113.03 (1C, d, Jcr-2=26.09 Hz,
benzo[d]oksazol Cs), 120.92 (1C, s, fenil), 121.50 (1C, s, fenil), 126.51 (1C, s, fenil),
128.58 (1C, s, fenil), 129.78 (1C, s, fenil), 140.16 (1C, s, fenil C1), 143.00 (1C, d, Jcr-
3=13.46 Hz, benzo[d]oksazol Cza), 147.14 (1C, s, benzo[d]oksazol C7a), 160.02 (1C, d,
Jcr-1=236.39 Hz, benzo[d]oksazol Cs), 164.52 (1C, s, benzo[d]oksazol C»), 168.92 (1C,
s, C=0).

HRMS (-m/z): [M+H] *: C2sH32Ns02F i¢in Hesaplanan: 454.2613 Bulunan: 454.2609
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Fommula Predictor Report - BDO-34_48 led Page 1of 1

Data File: C:\LabSolutions\ Data\Analiz\denyal BDO-34_48 lcd

Elmt | Val. Min Max _Elmk Val | Min Max Elmt | Val. Min Max _ Elmé | Val. | Min Max Use Adduct
H 1 7 42 [] 2 4 5 a 1 0 2 I 3 o 0 H

C 4 19 28 F 1 0 2 Br 1 0 1

N 3 4 5 =3 2 q 0o Ru 2 g o

Emor Mangin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-15.0 Electron lons:  both
HC Ratio: unbmited Lpply N Rule: yes Use MSn Info: no
Max |zotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 Isotope Res: 10000
MSn lzo RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500

Eventff: 1 MS(E+) Ret Time : 3.373 > 3.373 Scandf : 507 > 507

1.100e7]
1.000¢7]
9.000e6]
8.000e6]
7.000e6]
£.000e6]
5.000e6 27643
4.000e6]
3.000e6 228.1340

20006 454 PE09
1.000e€]

* o 2ohl.u 300.0 400.0 500.0 500.0 700.0 aoh.0 900.0

Measured region for454 2609 miz
454 2609

100.05

45562626

: - AT
O ISE 450 42 d5ia 5ib A5AR kD dsh2 4ha 45h 4chB 4shD d5h2 A4 456

C25 H32 N5 02 F [M+H]+ - Predicted region for 454.2613 mz
454 2613

100.0q

4552643

M
OB im0 2 did d5i6 d5iB dshD dB) 44 4he 4chB 40 dsh ddd4 4566

Rank_ Score Fomula (M) lon Meas miz Pred miz DOf (mDa) Of (ppmi) lso| DBE
1 6541 C5HIZNSOZF M+H]}+ 454 7609 4% 7613 04 088 641 120
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5.1.3.13. N-(4-(5-klorobenzo[d]oksazol-2-il)fenil)-2-(4-(2-
(dimetilamino)etil)piperazin-1-il)asetamid (3m)

N
A
A

Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 153.3-155.9 °C. Verim %80

IR (ATR) vmaks(cm™): 3325 (N-H gerilim band1), 2941 (C-H gerilim band1), 1691 (Amit
C=0 gerilim bandi), 1606-1409 (C=C ve C=N gerilim band1), 1257 (C-N gerilim bandu),
1060 (C-O gerilim bandi), 846 (1,4-Disiibstitiic benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8: 2.11 (6H, s, -CH3), 2.30-2.33 (2H, m, -CH>-), 2.35-
2.37 (2H, m, -CH»-), 2.46 (4H, y, piperazin), 2.52 (4H, vy, piperazin), 3.15 (2H, s, -
COCHz-), 7.44 (1H, dd, J1=8.64 Hz, J,=2.16 Hz, benzo[d]oksazol He), 7.79 (1H, d,
J=8.67 Hz, benzo[d]oksazol H7), 7.86 (1H, s, benzo[d]oksazol Ha4), 7.88 (2H, d, J=8.85
Hz, fenil H3,Hs), 8.13 (2H, d, J=8.82 Hz, fenil H2,Hg), 10.11 (1H, s, NH).

BBC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 8: 46.00 (2C, s, -CHa-), 53.23 (2C, s, piperazin), 53.38
(2C, s, piperazin), 56.33 (1C, s, -CH»-), 57.06 (1C, s, -CH»-), 62.28 (1C, s, -COCH>-),
112.60 (1C, s, benzo[d]oksazol C7), 119.66 (1C, s, benzo[d]oksazol C4), 119.98 (2C, s,
fenil C3Cs), 120.93 (1C, s, fenil C4), 125.63 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs), 128.88 (2C, s,
fenil C2,Cs), 129.43 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs), 142.70 (1C, s, fenil C1), 143.40 (1C, s,
benzo[d]oksazol Csa), 149.41 (1C, s, benzo[d]oksazol C7a), 164.18 (1C, s,
benzo[d]oksazol C), 169.47 (1C, s, C=0).

HRMS (-m/z): [M+H] *: C23H28CINsO2 igin Hesaplanan: 442.2004 Bulunan: 442.1993
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Formuta Pradicior Report - BDO-9_18.0cd Paage 1af1

Drata Filer CHlabSolutionsiDatatAnalizdenysBDO-0_18.1ed

_Eimt | Val Min Max Bt Vel Min Meor  Elmt Vel | Min Max it | Val | Min Maxc lUse Adduct
W 1 4 50 o | 2 o 2 5 Z 0 1 PRu | 2 (] H
cC | 4 5 12 E 1 o o a1 a1 1 3 o o
N | 3 aqa & P 3 0o o B | 1 g o
Errer Margin (ppm): 5 DEE Rangs: 10.0 - 20.0 Electron lons: both
HC Ratic: unlimited Aoply N Rule: no Lise M3a Info: no
M Isotnpes: 3 Igctope R (%) 1.00 | sorioge Res: 10000
M2n lga Rl (%; 10,00 MEn Logic Mode: AND M Resuls: 500
Eventh: 1 MS[E+) Rel Time - 2880 -> 2973 Scanll : 433 -> 447
2 500
2000
15600 B
1.000e! 2 G006
2221009
B 1980736 235 1013 242 J19ga
|
1000 200.0 3000 400.0 B0 E00.0 700.0 BO0.0 800.0
Measured region for 442 19093 miz
447 1863
100104
50.0H
444 1g82
447 2026
|\ 445, 1804
[ . .-"'h..-lh..d'h_ . | e ’ | T . _I'JTI\_ .
4420 4425 4430 4435 444.0 4445 4450 4EE
23 HZE NE O Cf [MeH]+ - Prasficted region far 442 2004 miz
4422004
100104
50
444 1684
443.2004
45, 2008
! il |
4420 4425 4430 A5 441.0 4445 44k ras
Rank__Scors Formuls (M) hon Mess. miz__ Pred miz_Dd. (mDa) Df (ppm]  lso_ DBE
1 8112 CzaHZENS 020 [M+H]= 4421007 4422004 .1 249 842 120
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5.1.3.14. N-(4-(5-klorobenzo[d]oksazol-2-il) fenil)-2-(4-(3-

(dimetilamino)propil)piperazin-1-il)asetamid (3n)

-

Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 158.7-160.9 °C. Verim %77

IR (ATR) vmaks(cm™?): 3251 (N-H gerilim band1), 2972 (C-H gerilim band1), 1705 (Amit
C=0 gerilim bandi), 1537-1415 (C=C ve C=N gerilim band1), 1255 (C-N gerilim bandu),
1060 (C-O gerilim bandi), 846 (1,4-Distibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 6: 1.51 (2H, p, J=7.28 Hz, -CH3-), 2.07 (6H, s, -CH3),
2.16 (2H, t, J=7.20 Hz, -CH>-), 2.25 (2H, t, J=7.30 Hz, -CH>-), 2.40 (4H, y, piperazin),
2.53 (4H, y, piperazin), 3.15 (2H, s, -COCH>-), 7.42 (1H, dd, J1=8.64 Hz, J,=2.01 Hz,
benzo[d]oksazol He), 7.77 (1H, d, J=8.67 Hz, benzo[d]oksazol H7), 7.83 (1H, s,
benzo[d]oksazol Hs), 7.87 (2H, d, J=8.73 Hz, fenil H3,Hs), 8.11 (2H, d, J=8.67 Hz, fenil
Ha,Hs), 10.10 (1H, s, NH).

BBC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): 8: 24.94 (1C, s, -CH2-), 45.64 (2C, s, -CH3), 53.09 (2C,
s, piperazin), 53.23 (2C, s, piperazin), 56.44 (1C, s, -CH»-), 57.75 (1C, s, -CH>-), 62.28
(1C, s, -COCH>-), 112.56 (1C, s, benzo[d]oksazol C7), 119.63 (1C, s, benzo[d]oksazol
Cs), 119.95 (2C, s, fenil C3Cs), 120.91 (1C, s, fenil C4), 125.59 (1C, s, benzo[d]oksazol
Cs), 128.84 (2C, s, fenil C»Cs), 129.41 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs), 142.68 (1C, s, fenil
C1), 143.39 (1C, s, benzo[d]oksazol Csa), 149.38 (1C, s, benzo[d]oksazol C7a), 164.15
(1C, s, benzo[d]oksazol C»), 169.44 (1C, s, C=0).

HRMS (-m/z): [M+H] *: C24H30CINsO: i¢in Hesaplanan: 456.2161 Bulunan: 456.2150
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Formula Predicior Feport - BDO-10_17 led Page 10f1

Dratan Filer CHLabSolutionsiDatatAnalinydenysBDO-10_17 led

_Eimt | Val Min Max Bt Vel Min Meor  Elmt Vel | Min Max it | Val | Min Maxc lUse Adduct
W 1 4 50 o | 2 o 2 5 Z 0 1 PRu | 2 (] H
cC | 4 5 12 E 1 o o a1 a1 1 3 o o
N | 3 aqa & P 3 0o o B | 1 g o
Errer Margin (ppm): 5 DEE Rangs: 10.0 - 20.0 Electron lons: both
HC Ratic: unlimited Aoply N Rule: no Lise M3a Info: no
M Isotnpes: 3 Igctope R (%) 1.00 | sorioge Res: 10000
M2n lga Rl (%; 10,00 MEn Logic Mode: AND M Resuls: 500
Eventh: 1 MS[E+) Ret Time: 3120 -> 3120 Scanll : 465 -> 469
3000
2 500
2,000
1500 228 114
1,000
200 1100 | 2296102
E m.rm
1000 200.0 3000 400.0 B0 E00.0 700.0 BO0.0 800.0
Measured region for 456.2150 miz
4562150
100104
50.0H
| 458 133
457.2174
] 4502177
[ I_,..—JJ Fa ) i, — . - S o . _HITK .
456.0 =13 4570 4575 458.0 45R5 4500 4505
C24 HE0 NE O Cf [MeH]+ - Prasficted region far 456.2161 miz
4562181
100104
50
| 458 742
| 4572181
l 458, 2165
ﬂ J
458.0 4585 4570 4575 4560 45k 5 4580 4505
Rank__Scors Formuls (M) hon Mess. miz__ Pred miz_Dd. (mDa) Df (ppm]  lso_ DBE
1 8108 C24 HIONS02 0 [M+H]= 456150 456.2181 .1 241 840 120
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5.1.3.15. N-(4-(5-klorobenzo[d]oksazol-2-il)-2-metilfenil)-2-(4-(2-
(dimetilamino)etil)piperazin-1-il)asetamid (30)

0
/ NH
Cl N )—\

N
A
A

Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 51.1-53.9 °C. Verim %79

IR (ATR) vmaks(cm™): 3371 (N-H gerilim band1), 2829 (C-H gerilim band1), 1668 (Amit
C=0 gerilim bandi), 1514-1446 (C=C ve C=N gerilim bandi), 1255 (C-N gerilim bandi),
1128 (C-O gerilim band1), 800, 734 (1,3,4-Tristibstitiie benzene diizlem dis1 deformasyon
bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8: 2.12 (6H, s, -CH3), 2.29-2.32 (2H, m, -CH3-), 2.34-
2.36 (2H, m, -CH>-), 2.36 (3H, s, -CH3), 2.49 (4H, vy, piperazin), 2.58 (4H, y, piperazin),
3.16 (2H, s, -COCHz>-), 7.44 (1H, dd, J1=2.13 Hz, J,=8.64 Hz, benzo[d]oksazol He), 7.78
(1H, d, J=8.67 Hz, benzo[d]oksazol H7), 7.85 (1H, d, J=2.10 Hz, benzo[d]oksazol Ha),
8.02 (1H, dd, J1=8.46 Hz, J,=2.01 Hz, fenil Hg), 8.05 (1H, s, fenil H2), 8.25 (1H, d, J=8.46
Hz, fenil Hs), 9.68 (1H, s, NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 8: 17.82 (1C, s, -CHj3), 46.01 (2C, s, -CH3), 53.33 (2C,
s, piperazin), 53.88 (2C, s, piperazin), 56.31 (1C, s, -CH>-), 57.10 (1C, s, -CH»-), 61.88
(1C, s, -COCHy-), 112.59 (1C, s, benzo[d]oksazol C7), 119.67 (1C, s, benzo[d]oksazol
C4),120.92 (1C, s, fenil), 121.31 (1C, s, fenil), 125.65 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs), 126.60
(1C, s, fenil), 128.60 (1C, s, fenil), 129.42 (1C, s, benzo[d]oksazol Cs), 129.87 (1C, s,
fenil), 140.24 (1C, s, fenil C1), 143.40 (1C, s, benzo[d]oksazol Caza), 149.42 (1C, s,
benzo[d]oksazol C7.), 164.16 (1C, s, benzo[d]oksazol Cz), 168.94 (1C, s, C=0).

HRMS (-m/z): [M+H] *: C24H30CINsO2 i¢in Hesaplanan: 456.2161 Bulunan: 456.2156
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Fomrula Predictor Report - BDO-25_39 led

Data File: C:\LabSolutions! Data\Analiz\denyal BDO-25_39 lcd

Page 10of 1

Elmt | Val  Min Max Emt | Val. Min Max Elmi  Val | Min Max _Emt | Val. Min_Max Usze Adduct
H 1 T 42 [8] 2 2 [ a 1 i 2 ] 3 0 0 H
C 4 13 28 F 1 0 2 Br 1 0 1
N 3 4 5 S 2 0 0 Ru 2 0 1}
Emor Mangin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-15.0 Electron lons:  both
HC Ratio: unbmited Apply N Rule: yes Use MSn Info: no
Max |zotopes: 3 lzotope RI (%) 1.00 |sotope Res: 10000
MSn lso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500
Eventff: 1 MS(E+) Ret Time :4.373 Scanff : 657
2 500e7
21000e7
1.500e7
228 5105
1.000e7
2291120 | 2296036
5.000e6-
L JSG.E‘ISS
0 J. 1Y L I
10b.0 2000 300.0 4000 500.0 600.0 700.0 200.0 500.0
Meazured region ford56 2156 miz
4562156
100.0H
50.0H
458 2151
4572178
4592164
it a N e iy /[t\.
4560 4565 4570 4515 4580 455 4530 4555
24 H30 N5 02 O [M+H]+ : Predicted region for 4562161 m/z
4562161
100.0H
50.0H
458 2142
457 2191
4592165
5 A
456 0 4565 4570 4515 4580 4585 4530 4555
Rank  Score Fomula (M) lon Meaz. m'z Pred. miz Df (mDa) Df (ppm) lso| DBE
1 8306 C24H3ION502Q [M+H]+ 4b6 2156  456.2161 45 1100 8328 120
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5.1.3.16. N-(4-(5-klorobenzo[d]oksazol-2-il)-2-metilfenil)-2-(4-(3-
(dimetilamino)propil)piperazin-1-il)asetamid (3p)

O
OOy
cl N )—\
(0) N‘>
-
\_\; y
N
\
Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.n: 131.8-133.0 °C. Verim %77

IR (ATR) vmaks(cm™): 3242 (N-H gerilim band1), 2943 (C-H gerilim band1), 1693 (Amit
C=0 gerilim band1), 1512-1400 (C=C ve C=N gerilim band1), 1255 (C-N gerilim bandu),
1128 (C-O gerilim band1), 856, 736 (1,3,4-Trislibstitiie benzene diizlem dis1 deformasyon
bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8: 1.54 (2H, p, J=7.28 Hz, -CH>-), 2.09 (6H, s, -CH3),
2.19 (2H, t, J=7.20 Hz, -CH>-), 2.29 (2H, t, J=7.30 Hz, -CH>-), 2.37 (3H, s, -CH3), 2.43
(4H, y, piperazin), 2.59 (4H, y, piperazin), 3.15 (2H, s, -COCH>-), 7.44 (1H, dd, J;=2.13
Hz, J»=8.64 Hz, benzo[d]oksazol He), 7.79 (1H, d, J=8.67 Hz, benzo[d]oksazol H7), 7.86
(1H, d, J=2.10 Hz, benzo[d]oksazol Ha4), 8.02 (1H, dd, J1=8.46 Hz, J>=2.01 Hz, fenil Hs),
8.06 (1H, s, fenil Hy), 8.26 (1H, d, J=8.46 Hz, fenil Hs), 9.68 (1H, s, NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): 8: 17.82 (1C, s, -CH3), 25.02 (1C, s, -CH>-), 45.69 (2C,
s, -CHg), 53.34 (2C, s, piperazin), 53.62 (2C, s, piperazin), 56.44 (1C, s, -CH3-), 57.76
(1C, s, -CH3-), 61.88 (1C, s, -COCH>-), 112.58 (1C, s, benzo[d]oksazol C7), 119.68 (1C,
s, benzo[d]oksazol C4), 120.89 (1C, s, fenil), 121.31 (1C, s, fenil), 125.64 (1C, s,
benzo[d]oksazol Cs), 126.61 (1C, s, fenil), 128.57 (1C, s, fenil), 129.42 (1C, s,
benzo[d]oksazol Cs), 129.87 (1C, s, fenil), 140.25 (1C, s, fenil C1), 143.41 (1C, s,
benzo[d]oksazol Caza), 149.42 (1C, s, benzo[d]oksazol C7a), 164.17 (1C, s,
benzo[d]oksazol C,), 168.93 (1C, s, C=0).

HRMS (-m/z): [M+H] *: C2sH32CINsO2 i¢in Hesaplanan: 470.2317 Bulunan: 470.2330
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Sekil 5.88. Bilesik 3p'ye ait 'H-NMR spektrumu
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Sekil 5.89. Bilesik 30'ye ait *C-NMR spektrumu
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Fommula Predictor Report - BDO-26_40lcd

Data File: C:\ LabSolutions\ Data\Analiz\denyal BDO-26_40.lcd

Page 10f 1

Eimt | Val. | Min_ Max Elmt | Val | Min_ Max Elmt | Val | Min_ Max Emt | Val. | Min| Max Use Adduct
H 1 7 42 [4] 2 2 5 a 1 g 2 ] 3 0 0 H
C 4 19 28 F 1 0 2 Br 1 0 1
N 3 4 5 S 2 g o Ru 2 g o
Emor Mangin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-15.0 Electron lons:  both
HC Ratio: unbmited Lpply N Rule: yes Use MSn Info: no
Max |zotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 Isotope Res: 10000
MSn lso RI (4} 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500
Eventff: 1 MS(E+) Ret Time : 4493 > 4493 Scan#f: 675> 675
8.000e6
7.000e6
6.000e6]
5.000e6]
4 000e6
2355194
3.000e6
2 000e&] 2361203 | 236.6185
2436164
1.000e6] l 4?0-12330
0 .I.llluh L L L by
100.0 200.0 300.0 40b.0 500.0 6500.0 700.0 800.0 900.0
Measured region for470.2330 miz
4702330
100.0H
50.0
472
4712364
4?3ﬁ324
: | |
470.0 4705 471.0 4715 4720 4725 473.0 4735
C25 H32 N5 02 O [M+H]+ - Predicted region for 470.2317 m/ =
100.0- 4702317
50.H
472 2299
471.2347
4732322
470.0 4705 471.0 4715 4720 4725 473.0 4735
Rank_ Score Fomula (M) lon Meas miz Pred miz  Of (mDa) Of. (ppm) lso| DBE
1 7244 C25H32NH020 [M+H]+ 4702330 4702377 13 2760 7T 120

Sekil 5.90. Bilesik 3p’ye ait Kiitle spektrumu
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N

R;—~N  _N-H' + K,CO; — > R;—N _N-K + KCHO;
__/

1

R J@[:/ JL/%:) @[ >_G JL///\NfRs

Sekil 5.91. N-(4-(5-siibstitiiebenzo[d] oksazol-2-il)-2-siibstitiiefenil)-2-(4-(3-
siibstitiiepiperazin-1-il)asetamid Tiirevleri i¢in Onerilen Sentez Mekanizmast

5.2. Spektral Verilerin Degerlendirilmesi

Sentezi gerceklestirilen orjinal bilesiklerin yapilar1 IR, tHNMR, 3CNMR ve Kiitle
Spektroskopisi yontem verileri ile aydinlatilmigtir. Spektrum yap1 degerlendirmeleri,

ilgili spektroskopik yontem baslig1 altinda verilmistir.
5.2.1. IR spektrumlarmin degerlendirilmesi

Sentezlenen bilesiklerin kimyasal yapilari incelendiginde, biitiin bilesiklerde ortak
olarak amid (-NHCO) fonksiyonel grubunun mevcut oldugu goéze carpmaktadir.
Bilesiklere ait IR spektrumlarinda bu grup tizerinde yer alan karbonile ait spesifik gerilim
band1 1668-1705 cm™ araliginda elde edilmistir. Yine spektrumlar incelendiginde bu
gruba ait N-H spesifik gerilim bandi 3234-3371 cm™ araliginda gozlenmistir.
Spektrumlardan elde edilen her iki gerilim bandina ait degerler literatiir verileri ile uyum

gostermektedir [137].

Biitiin sentez bilesiklerinde benzo[d]oksazol ve benzen aromatik halka sistemleri
mevcuttur. Bu halkalarin tasimis oldugu C=C ve C=N gruplarina ait gerilim bandlar1
1409-1606 cm™ araliginda elde edilmistir. ilgili bantlara ait gdzlemlenen gerilim bandlar

literatiir verileri ile uyum igerisindedir [138,139].

Sentez tiriinlerinden yapisinda 1,4-disiibstitiic benzen halkasi tasiyan 3a, 3b, 3e, 3f,
3i, 3j, 3m ve 3n bilesiklerinin IR spektrumlar1 incelendiginde bu halkaya ait spesifik
diizlem dis1 deformasyon bandlar1 840-846 cm™ araliginda elde edilmistir. Yapisinda
1,3,4-trislibstitiie benzen halkasi tasiyan 3c, 3d, 3g, 3h, 3k, 3l, 30 ve 3p bilesiklerinin IR
spektrumlart incelendiginde bu halkaya ait spesifik diizlem dis1 deformasyon bandlar
730-870 cm™ araliginda elde edilmistir. Spektrumlardan elde edilen gerilim bantlar:

geemis ¢alismalarda bildirilen veriler ile uyum igerisindedir [139].
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5.2.2. NMR spektrumlarinin degerlendirilmesi
5.2.2.1. 'H-NMR spektrumlarinin degerlendirilmesi
N-(4-(Benzo[d]oksazol-2-il)fenil)-2-(4-Siibstitiiepiperazin-1-il)asetamid

tiirevlerinin kimyasal yapilarinda ortak olarak benzo[d]oksazol ve piperazin halka
sistemleri mevcuttur. Bunlardan benzo[d]oksazol halkasinin 5. konumunda 3e-3h
bilesikleri, -CHz, 3i-3l bilesikleri -F, 3m-3p bilesikleri -Cl siibstitiientleri tasirken 3a-3d
bilesiklerinin ayn1 konumda stiibstitiient bulunmamaktadir. 3a-3d kodlu bilesiklerin
'HNMR spektrumlar incelendiginde benzo[d]oksazol halkasinin 4. ve 7. konumundaki
protonlar 7.75-7.79 ppm araliginda multiplet seklinde gozlenmistir. 3e-3h kodlu
bilesiklerin 'THNMR spektrumlarinda benzo[d]oksazol halkasinin 5. konumundaki -CH3
grubuna ait protonlar 2.42-2.43 ppm araliginda singlet seklinde gozlenmistir. 6. konumda
bulunan protona ait pik 7.19-7.20 ppm araliginda dubletin dubleti seklinde gézlenmistir.
Orto konumunda bulunan proton dublet yarilma saglarken, meta konumunda bulunan
proton dublet pikin tekrar yarilmasina neden olmustur. 4. konumda bulunan proton 7.54-
7.55 ppm araliginda gozlenmistir. 7. konumda bulunan proton ise 7.60-7.61 ppm

araliginda dublet seklinde gozlenmistir.

3i-3l bilesiklerin *H-NMR spektrumlar1 incelendiginde, 4. konuma ait protonlarin
7.63-7.64 ppm araliginda dubletin dubleti seklinde pik verdigi, 6. konuma ait protonlarin
ise 7.25-7.26 ppm araliginda tripletin dubleti seklinde geldigi tespit edilmistir. Ayrica
bilesiklerin 7. konumundaki proton 7.78-7.79 ppm araliginda dubletin dubleti seklinde
pik vermistir.

3m-3p bilesiklerinin 'H-NMR spektrumlar1 incelendiginde 4. konuma ait protonlar
7.83-7.87 ppm araliginda singlet pik gézlenmektedir. 6. konuma ait protonlar 7.42-7.44
ppm araliginda dubletin dubleti seklinde pik verirken; 7. konuma ait protonlar 7.77-7.80
ppm araliginda dublet seklinde gbzlenmistir.

5. Siibstitiie benzoksazol halka sistemi ile ilgili yukarida belirtilen biitiin *HNMR
bulgularmin literatiir bulgular1 [141-143] ile uyum igerisinde oldugu tespit edilmistir.
Fenil halkasi 1,4-disiibstitiic halde iken AA’BB’, mono siibstitiie halde iken A2B>C spin
sistemlerine uyar. Her iki durumda da halkaya bagli olan siibstitiient veya siibstitiientlerin
elektron verici veya ¢ekici 6zelliklerine gore, benzen halkasina ait aromatik protonlarin
7.27 ppm de singlet olarak verdikleri pikin degeri ve seklinde degisiklikler olur. Proton
etrafindaki ytliksek elektron yogunlugu protonu perdeleyerek daha yiiksek alan siddetinde
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rezonansa yol agar ve ppm degeri azalir. Proton etrafindaki diisiik elektron yogunlugu ise
protonu perdelemeyerek daha diigiik alan siddetinde rezonansa yol agar ve ppm degeri
artar. Aromatik halkaya elektron cekici bir grup baglandigi zaman halkada elektron
yogunlugu azalacagindan, halka protonlarinin perdelenmesi de azalir ve buna bagl olarak
aromatik halka protonlarmin kimyasal kayma degerleri asag1 alana dogru kayar. Fenil
halkas1 1,4-distibstitiie halde iken, halka tzerindeki siibstitiientlerin, elektronik
Ozelliklerine bagli olarak spektrumda singlet, iki dublet veya kuartet seklinde pikler
gozlenebilir. Genellikle 2 dublet seklinde gozlenen 1,4-disiibstitiie fenil halkas1 pikleri,
stibstitiientlerin elektronik 6zelliklerinin birbirine ¢ok yakin olmasi durumunda, kuartet

ve hatta singlet seklinde bile elde edilebilir [143,144].

Sentezlenen bilesiklerde 1,4-disiibstitlie fenil halkasina ait protonlarin pikleri 7.87-
7.89 ppm ve 8.11-8.15 ppm araliginda beklendigi gibi iki dublet seklinde gézlenmistir.
Yapisinda 1,4-disiibstitiie fenil halkasi tasiyan biitiin bilesiklerde 1. konumunda 5-
siibstitlie benzo[d]oksazol halkasi 4. konumunda ise amid grubu bulunmaktadir. Bu
gruplar rezonans yol ile elektron ¢ekici karaktere sahiptirler. Bu sebepten dolay1 benzen
halkasi protonlarina ait piklerin ppm degeri normal degerine gore (7.27 ppm) asag1 alana

kaymistir.

1,3,4-Trisiibstitlie benzen ABC spin sistemini olusturmaktadir. Spektrumlardan
elde edilen veriler trisiibstitiie fenil halkasi tasiyan bilesiklerde (3c, 3d, 3g, 3h, 3k, 3l, 3o,
3p) 2. konumdaki protonun 8.04-8.09 ppm araliginda singlet seklinde, 5. konumdaki
protonun 8.23-8.26 ppm araliginda dublet seklinde ve 6. konumdaki protonun ise 8.00-
8.15 ppm araliginda dubletin dubleti seklinde pik verdigi gozlenmistir. Elde edilen
bulgular iteratiir verileri ile uyumludur [144].

Bilesiklerin tamaminda ortak olarak bulunan iki fonksiyonel grup amid (-NHCO)
ve komsulugu konumunda bulunan metilen (-CHz)’dir. HNMR spektrumlar
incelendiginde amid fonksiyonel grubu iizerinde yer alan -NH protonlarina ait pikler
9.63-10.13 ppm araliginda gozlemlenmistir. -CH2 protonlarina ait pikler 3.15-3.17 ppm
araliginda gozlenmistir. Spektrumlardan elde edilen her iki pik literatiir verileri ile

benzerlik gostermektedir [137].

Bilesiklerin tamaminda ortak olan bir yapt 4. konumundan siibstitiie olmus
piperazin halkasidir. Piperazin halkasi iginde yer alan metilen (-CH2) protonlarina ait

pikler 2.42-2.49 ve 2.52-2.60 ppm araliklarinda g6zlenmistir. Piperazin halkasinin 4.
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konumunda 2-dimetilaminoetil grubu bulunan bilesiklere (3a, 3c, 3e, 3g, 3i, 3k, 3m, 3p)
ait tTHNMR spektrumlarinda metilen (-CH2) gruplarina ait protonlar 2.29-2.34 ve 2.34-
2.40 ppm araliginda multiplet seklinde gozlenmistir. Piperazin halkasinin 4. konumunda
3-dimetilaminopropil grubu bulunan bilesiklere (3b, 3d, 3f, 3h, 3j, 31, 3n, 3p) ait ‘HNMR
spektrumlarinda 2.metilen (-CH2) grubu 1.51-1.54 ppm araliginda pentet seklinde pik
verirken, 1. ve 3. metilenler (-CHy) 2.16-2.19 ve 2.25-2.29 ppm araliginda triplet seklinde
pik vermistir. Spektrumlardan 1-siibstitiiepiperazin halka sistemi ile ilgili biitiin ‘HNMR

veriler literatiir verileri ile uyum gostermektedir [146,147]
5.2.2.2. BCNMR spektrumlarinin degerlendirilmesi

Sentezi gerceklestirilen bilesiklerde ortak yapisal parcaciklar *C-NMR
spektrumlarinda genel olarak beklendigi gibi pikler vermistir. Seri i¢erisinde benzoksazol
halkasinin besinci konumunda siibstitiient tasimayan (3a, 3b, 3c, 3d), klor (3m, 3n, 3o,
3p) ve metil (3e, 3f, 3g, 3h) siibstitiienti tasiyan bilesiklerin spektrumlarinda, karbon
atomlarindan elektronik ¢evrelerine gore 6zdes olanlar dikkate alinarak toplam karbon
sayist belirlenmis ve beklenen sayida pik gozlenmistir. Benzoksazol halkasinin besinci
konumunda flor (3i, 3j, 3k, 3l) siibstitiienti tagiyan bilesiklerin spektrumlarinda ise C-F
yarilmasindan dolay1 daha karmasik spektrumlar elde edilmis ve flor siibstitiientine gore
1., 2. ve 3. konumdaki karbonlarda yarilmalar goriilmiistir.

Bilesiklere ait spektrumlarda spesifik fonksiyonel gruplardan amid karbonili (C=0)
168-170 ppm araliginda gbzlenmis olup literatiir verileri ile uyum igerisindedir [148].
Bunun diginda kalan alifatik karbonlar 12-63 ppm araliginda, aromatik karbonlar ise 103-

166 ppm araliginda pik vermistir.

5.2.2.3. 2D-NMR spektrumlarinin degerlendirilmesi

7 1
70 2 3
O
75 NH
Cl N }’—\
5 438,3 6 5 o) N

N
\_\;N/
\

Sentezi gerceklestirilen bilesikler arasinda en yiiksek aktiviteye sahip olan bilesik
3n almarak 2 boyutlu ileri NMR c¢alismalart (HSQC, NOESY, HMBC)
gerceklestirilmistir. HSQC den elde edilen veriler 1s18inda protonlart 2.07 ppm’de pik
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veren dimetil grubu karbonlarinin 45.58 ppm’de, propil grubunun ikinci konumunun
protonlart 1.51 ppm, karbonunun 24.94 ppm’de, dmetil amino grubuna komsu CH:
hidrojenlerinin 2.16 ppm, karbonunun 57.75 ppm’de, piperazine ait metilen gruplarinin
propil grubuna yakin olan protonlar 2.53 ppm’de, karbonlarinin 53.09 ppm digerlerinin
ise 2.40 ppm ve 53.23 ppm’de ve karbonile komsu CH2 protonlarmin 3.15 ppm ve
karbonunun 62.28 ppm’de oldugu goriilmiistiir. Yine HSQC verilerinden yararlanilarak,
proton NMR’da eslesme degerlerinde konumlari tespit edilmis olan benzoksazol 4., 6.,
ve 7. konum karbonlarinin sirasiyla 119.6 ppm, 125.6 ppm ve 112.6 ppm oldugu
gozlenmistir. NOESY ve HSQCverileri dikkate alinarak 1,4-disiibstitiiefenil halkasi
tizerindeki 7.87 ppm ve 119.95 ppm degerlerine sahip CH grubunun amit grubuna yakin
oldugu, 8.12 ppm ve 128.84 ppm degerlerine sahip CH grubunun benzoksazol grubuna
yakin oldugu tespit edilmistir. HMBC analizi ile karbonil karbonunun 169.44 ppm’de,
sirastyla benzoksazol halkasinin ikinci ve besinci konumundaki karbonlarinin 164.15
ppm ve 129.41 ppm’de, benzoksazol halkasinin 3a ve 7a karbonlarinin 143.39 ppm ve
149.38 ppm’de pik verdigi anlasilmistir. Yine HMBC sonuglar1 dikkate alinarak
disiibstitiie fenil halkasi {izerindeki birinci ve doérdiincti konumdaki karbonlarin sirasiyla

142.68 ve 120.91 ppm’de pik verdigi goriilmiistiir.

168



100

140

160

180

] L}
-_-. -|1|
= ' ' ,1 ]
1 ]
- . |
3 L
4 "y
A ! | ]
B LAY RLLLLERY RLLLLRLEN R L R LAY RN LR LU AL LR LR

12 11 10 9 8 T 6 5 4 3 2 1
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Sekil 5.93. Bilesik 3n’ye ait 2D HMBC spektrumu aromatik bolge yakinlastirilmis hali
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Sekil 5.94. Bilesik 3n’ye ait 2D HMBC spektrumu alifatik bolge yakinlastiriimis hali

171



o

L

100

120

T
-
=
(=]

1

10

172

Sekil 5.95. Bilesik 3n’ye ait 2D HSQC spektrumu
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Sekil 5.96. Bilesik 3n’ye ait 2D HSQC spektrumu aromatik bolge yakinlastirilmis hali
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Sekil 5.97. Bilesik 3n’ye ait 2D HSQC spektrumu alifatik bolge yakinlastiriimig hali
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Sekil 5.98. Bilesik 3n’ye ait 2D NOESY spektrumu

5.2.3. Kiitle spektrumlarinin degerlendirilmesi

Sentez edilen bilesiklerin kiitle spektrumlari, elektron spray yontemi kullanilarak
pozitif iyonlastirma teknigi ile ¢ekilmistir. Kiitle spektrumlari, gergekte katyonlarin ve
radikal katyonlarin molekiil agirligi degerlerine gore degil, m/e degerlerine kars1 bagil
bolluklarinin grafige alinmasi sonucu elde edilir. Molekiil iyonu ve kaydedilen molekiil
boliinmeleri +1 yiik tagidiklarindan m/e degerleri molekiil agirligr degerleri ile uyumluluk
gosterir [129]. Bu nedenle hesaplanan molekiil agirliklarindan bir fazla sayisal degere
sahip piklerin (molekiiler iyon pikleri; M+1 pikleri) spektrumlarda gozlenmesi beklenir.
Spektrumlar incelendiginde beklenen sekilde, bilesiklerin molekiil agirliklar ile elde

edilen M+1 piklerinin uyumlu oldugu goriilmektedir.

Bazen spektrumlarda +2 ve hatta +3 yiiklii iyonlarda ortaya ¢ikabilir ve parcalanan
radikallere ait pikler molekiil agirliklar1 yerine, molekiil agirhigmnin 1/2°si ve 1/3’i

degerleri ile uyumluluk gosterir [144]. Tez kapsamindaki 3a-3p kodlu bilesiklerin kiitle
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spektrumlarinda M+1 piklerinin yaninda, (M+1) / 2 piklerininde gozlemlenmesi,

bilesiklerin +2 iyonlagsmaya ugradigini gostermektedir.

Klor’un izotoplarinin bagil bollugu yiiksek oldugu icin bu elementi igeren
bilesiklerin kiitle spektrumlarinda izotop pikleri, bu atomlarin sayisina bagli olarak
degisik siddette M+2, M+3, M+4, M+5, M+6 pikleri olarak ortaya ¢ikarlar. izotop
piklerin bagil bollugu, (a+b)" esitliginden yararlanilarak bulunabilir. Burada a ve b
izotoplarin bagil bollugu ve n iyondaki atom sayisini gosterir. Bilesik bir Cl atomu
iceriyorsa M+2 piki, molekiiler iyon pikinin 1/3’ne esit olur. Bilesik iki Cl atomu
igeriyorsa M+2 ve M+4 pikleri gozlenir. M+2 pikinin molekiiler iyon pikine oran1 2/3,
M-+4 pikinin molekiiler iyon pikine orani 1/9’a esit olur. Bilesik ii¢ klor atomu iceriyorsa
M+2, M+4 ve M+6 pikleri goriiliir. M+2 pikinin molekiiler iyon pikine oram1 1, M+4
pikinin molekiiler iyon pikine orani 1/3’e, M+6 pikinin molekiiler iyon pikine orani
1/27°ye esit olur [144]. Tez kapsaminda elde edilen bilesiklerin biiyiik kisminda
aciklandigr yukarida agiklandigi tizere beklenen bagil bolluklarda pik verdigi

gozlenmistir.
5.3. Antikanser Aktivite Calismalarinin Degerlendirilmesi

5.3.1. MTT yontemi ile bilesiklerin sitotoksik etki sonuc¢lar:

A549 hiicre dizisi Tlzerinde sentezlenen bilesiklerin sitotoksik etkileri
degerlendirildiginde bilesikler 3e, 3k, 3m, 3n ve 3p bilesiklerinin doksorubisine gore ICso
degerlerinin daha diisiik oldugu belirlenmistir. Buna gore bu bilesiklerin ICso degerleri 3e
igin 3.66 uM, 3K i¢in 7.37 uM, 3m igin 7.10 uM, 3n i¢in 4.32 uM, 3p igin 10.48 uM ve
doksorubisin i¢in 10.76 uM’dir. Ayrica bilesikler 3e, 3k, 3m, 3n ve 3p A549 hiicre
dizisinde sitotoksik etki gdsterdigi konsantrasyonlardan daha yiiksek konsantrasyonlarda
NIH3T3 hiicre dizilerinde sitotoksik etkilidir. Dolayisiyla bu bilesiklerin A549
hiicrelerine kars: selektif sitotoksik etki gosterdigi sdylenebilir.

Bilesiklerin C6 hiicre dizisinde belirlenen ICso degerleri doksorubisin ile
karsilagtirildiginda bilesikler 2c, 2e, 3a, 3e, 3f, 3g, 3h, 3i, 3k, 3l, 3m, 3n, 30 ve 3p
bilesiklerinin daha diisiik ICsp degerlerine sahip oldugu tespit edildi. Bu bilesiklerden
bilesik 3g’nin C6 hiicre dizisinde tespit edilen ICso degerlerinden daha diisiik
konsantrasyonlarda NIH3T3 hiicre dizisine kars1 sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.
Diger bilesikler ise C6 hiicre dizisinde sitotoksik etki gosterdigi konsantrasyonlardan

daha yiiksek konsantrasyonlarda NIH3T3 hiicre dizilerinde sitotoksik etkilidir.
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Dolayisiyla bu bilesiklerin C6 hiicrelerine karst selektif sitotoksik etki gosterdigi
sOylenebilir.

HepG2 hiicre dizisinde bilesiklerin sitotoksik etkileri degerlendirildiginde bilesikler
2b, 2e, 2f, 3a, 3d, 3e, 3f, 3g, 3h, 3j, 3k, 3I, 3n, 3m, 30 ve 3p’nin doksorubisine gore daha
diisiik ICso degerlerine sahip oldugu dikkat ¢ekmektedir. Bilesikler 2b, 2f ve 3g’nin
HepG2 hiicre dizisinde tespit edilen ICsp degerlerinden daha diisiik konsantrasyonlarda
NIH3T3 hiicre dizisine kars1 sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. Diger bilesikler ise
HepG2 hiicre dizisinde sitotoksik etki gosterdigi konsantrasyonlardan daha yiiksek
konsantrasyonlarda NIH3T3 hiicre dizilerinde sitotoksik etkilidir. Dolayisiyla bu
bilesiklerin HepG2 hiicrelerine kars1 selektif sitotoksik etki gosterdigi sdylenebilir.

Bilesiklerin HT29 hiicre dizisine karsi hesaplanan ICso degerleri doksorubisin ile
karsilastirildiginda bilesikler 2b, 2c, 2d, 2e, 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 3f, 3g, 3l, 3i, 3j, 3k, 3I,
3m, 3n, 30 ve 3p bilesiklerinin ICso degerlerinin doksorubisine oranla daha diisiik oldugu
belirlendi. Bilesikler 2b, 2c, 2d ve 3g’nin HT29 hiicre dizisinde tespit edilen ICso
degerlerinden daha diisiik konsantrasyonlarda NIH3T3 hiicre dizisine kars1 sitotoksik etki
gosterdigi belirlendi. Diger bilesikler ise HT29 hiicre dizisinde sitotoksik etki gdsterdigi
konsantrasyonlardan daha yiiksek konsantrasyonlarda NIH3T3 hiicre dizilerinde
sitotoksik etkilidir. Dolayisiyla bu bilesiklerin HT29 hiicrelerine kars1 selektif sitotoksik
etki gosterdigi sOylenebilir.

MCF7 hiicre dizisinde bilesiklerin ICso degerleri doksorubisin ile
karsilastirildiginda bilesikler 2c, 2e ve 3n’nin ICso degerlerinin doksorubisin’e oranla
daha diistik oldugu belirlendi. Bu bilesiklerin ICso degerleri 2C igin 4.62 uM, 2e igin 3.26
uM, 3n i¢in 1.65 uM ve doksorubisin i¢in 5.51 uM’dir. Ayrica bu bilesikler MCF7 hiicre
dizilerinde sitotoksik etki  gosterdikleri  konsantrasyonlardan daha  yliksek
konsantrasyonlarda NIH3T3 hiicre dizisine sitotoksik etkilidir. Dolayistyla bu bilesiklerin
MCEFT hiicrelerine karsi selektif sitotoksik etki gosterdigi sdylenebilir.

Bilesiklerin A549, C6, HepG2, HT29, MCF7 ve NIH3T3 hiicre dizilerine karsi

belirlenen ICsp degerleri (Cizelge 5.1°de) sunulmustur.
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Cizelge 5.1. Bilesiklerin A549, C6, HepG2, HT-29 ve MCF-7 hiicre dizilerine ait ICso
degerleri (uM)

BILESIK A549 C6 HepG2 HT29 MCF7 NIH3T3
2b 33.51 27.20 14.81 13.80 29.76 12.20
2c 36.08 4.04 21.47 15.21 4.62 11.57
2d 61.81 97.57 54.81 13.77 96.47 6.79
2e 37.70 2.99 8.12 6.93 3.26 9.19
2f 64.53 >100 16.63 25.44 >100 10.54
2h 91.53 >100 34.98 >100 >100 8.64
3a 18.65 7.01 16.30 5.31 59.44 35.81
3b 18.29 42.27 9.50 10.61 23.35 16.69
3c 30.46 42.67 19.85 12.86 41.57 63.51
3d 22.06 38.74 2.16 15.45 11.28 33.50
3e 3.66 1.63 1.27 1.79 23.71 28.93
3f 10.55 1.81 3.16 3.89 19.14 26.42
39 11.01 16.65 12.83 7.24 90.30 5.67
3h 15.26 7.32 5.65 12.70 19.80 13.23
3i 16.64 4.39 18.77 8.19 20.83 72.00
3j 12.21 27.54 9.18 2.59 14.75 21.92
3k 7.37 10.71 9.46 6.60 10.41 62.09
3l 12.19 11.76 7.15 6.70 7.77 65.69
3m 7.10 1.03 2.64 4.47 7.92 28.67
3n 4.32 0,91 1.25 1.64 1.65 25.76
30 24.36 13.46 3.88 13.20 39.31 19.19
3p 10.48 14.19 11.18 9.15 63.39 28.58

Doksorubisin 10.76 25.64 18.03 16.32 551 1180.32

Bilesiklerin farkli hiicre dizilerine kars1 hesaplanan selektivite indekslerine gore
antikanser aktivitenin degerlendirilmesinde kullanilan ileriki deneysel asamalara
gecilmigstir. Selektivite indeksleri 10’un {izerinde hesaplanan bilesiklere BrdU
proliferasyon testi ve Annexin/Pl ile apoptoz testi uygulanmistir. Buna gore C6 hiicresi
igin bilesikler 3e, 3f, 3i, 3m ve 3n; HepG?2 hiicre dizisi i¢in 3d, 3e, 3m ve 3n; HT29 hiicre
dizisi i¢in 3e ve 3n; MCF7 hiicre dizisi i¢in 3n bilesikleri sonraki deneysel asamalara
tagindi. A549 hiicre dizisinde selektivite indeksi 10’un iizerinde olan bilesik olmadigi i¢in

ileriki deneysel asamalarda A549 hiicre dizisi kullanilmada.
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Bilesiklerin A549, C6, HepG2, HT29 ve MCF7 hiicre dizilerine ait selektivite indeksleri
(Cizelge 5.2’de) sunulmustur.

Cizelge 5.2. Bilesiklerin A549, C6, HepG2, HT-29 ve MCF-7 hiicre dizilerine ait

selektivite indeksleri

BILESIK A549 C6 HepG2 HT29 MCF7
2b 0.36 0.45 0.82 0.88 0.41
2c 0.32 2.86 0.54 0.76 2.50
2d 0.11 0.07 0.12 0.49 0.07
2e 0.24 3.07 1.13 1.33 2.82
2f 0.16 0.11 0.63 0.41 0.11
2h 0.09 0.09 0.25 0.09 0.09
3a 1.92 5.11 2.20 6.74 0.60
3b 0.91 0.39 1.76 1.57 0.71
3c 2.09 1.49 3.20 4.94 1.53
3d 1.52 0.86 15.51 2.17 2.97
3e 7.90 17.75 22.78 16.16 1.22
3f 2.50 14.60 8.36 6.79 1.38
39 0.51 0.34 0.44 0.78 0.06
3h 0.87 1.81 2.34 1.04 0.67
3i 4.33 16.40 3.84 8.79 3.46
3j 1.80 0.80 2.39 8.46 1.49
3k 8.42 5.80 6.56 9.41 5.96
3l 5.39 5.59 9.19 9.80 8.45
3m 4.04 27.83 10.86 6.41 3.62
3n 5.96 28.31 20.61 15.71 15.61
30 0.79 1.43 4.95 1.45 0.49
3p 2.73 2.01 2.56 3.12 0.45

Doksorubisin 109.70 46.03 65.46 72.32 214.21

5.3.2. BrdU proliferasyon yontemi ile bilesiklerin antiproliferatif etki sonuclari

BrdU proliferasyon testi sonuglarina gére HT29 hiicre dizilerinde bilesikler 3¢, 3n
ile doksorubisin’in antiproliferatif etkinliklerinin doza bagli olarak arttig1 belirlenmistir.
Ayrica bilesikler 3e’nin bu hiicre dizilerinde % DNA sentez inhibisyon degerleri zamana

bagl olarak da arttigi tespit edilmistir. Ancak bilesiklerin ICs0/2, ICso ve 2*ICso
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konsantrasyonlarinda 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde % DNA sentez inhibisyon
degerleri doksorubisin’e oranla daha diisiik olarak hesaplanmustir. (Sekil 5.99 da) HT-
29 hiicre dizilerinde bilesikler 3e, 3n ile doksorubisin’in 24 ve 48 saatlik inkiibasyon

stiresi sonrasinda % DNA sentez inhibisyon aktivite grafikleri sunulmustur.

HT-29 Hiicre Dizisi
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Sekil 5.99. HT-29 hiicre dizilerinde bilesikler 3e, 3n ile doksorubisin’in 24 ve 48 saatlik

inkiibasyon siiresi sonrasinda % DNA sentez inhibisyon aktiviteleri.

MCF?7 hiicre dizisinde BrdU proliferasyon testi sonuglarina gére bilesikler 3n ile
doksorubisin’in antiproliferatif etkinliklerinin doza bagli olarak arttig1 belirlenmistir.
Ancak bilesiklerin 1Cs0/2, 1Cs0 ve 2*ICso konsantrasyonlarinda 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siirelerinde % DNA sentez inhibisyon degerleri doksorubisin’e oranla daha
diisiik olarak hesaplanmustir. (Sekil 5.100°de) MCF?7 hiicre dizilerinde bilesikler 3n ile
doksorubisin’in 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda % DNA sentez inhibisyon

aktivite grafikleri sunulmustur.

MCF-7 Hiicre Dizisi
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Sekil 5.100. MCF-7 hiicre dizilerinde bilesikler 3n ve doksorubisin ile 24 ve 48 saatlik

inkiibasyon siiresi sonrasinda % DNA sentez inhibisyon aktiviteleri
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BrdU proliferasyon testi sonuglarina gére HepG2 hiicre dizisinde bilesikler 3d, 3m,
3n ile doksorubisin’in antiproliferatif etkinliklerinin doza bagl olarak arttig1
belirlenmistir. Ayrica bilesikler 3d ve 3n ile doksorubisin’in bu hiicre dizilerinde % DNA
sentez inhibisyon degerleri zamana bagl olarak da arttig1 tespit edilmistir. Bilesikler 3d
ve 3n’nun ICso/2, ICso Ve 2*ICso konsantrasyonlarinda 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
stirelerinde % DNA sentez inhibisyon degerleri doksorubisin’e oranla daha diisiik olarak
hesaplanmustir. Bilesik 3m igin ise ICs0/2, 1Cs0 Ve 2*1Cso konsantrasyonlarinda 24 saatlik
inkiibasyon siiresinde doksorubisin’e kiyasla daha yiiksek % DNA sentez inhibisyon
degerleri elde edilmistir. (Sekil 5.101’de) HepG2 hiicre dizilerinde bilesikler 3d, 3m, 3n
ile doksorubisin’in 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda % DNA sentez

inhibisyon aktivite grafikleri sunulmustur.
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Sekil 5.101. HepG?2 hiicre dizilerinde bilesikler 3d, 3m, 3n ile doksorubisin’in 24 ve 48

saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda % DNA sentez inhibisyon aktiviteleri

C6 hiicre dizisinde BrdU proliferasyon testi sonuglarina gore bilesikler 3e, 3f, 3i,
3m, 3n ile doksorubisin’in antiproliferatif etkinliklerinin doza bagli olarak arttig1
belirlenmistir. Ayrica bilesikler 3e, 3f, 3i, 3n ve doksorubisin’in bu hiicre dizilerinde %
DNA sentez inhibisyon degerleri zamana bagli olarak da arttig1 tespit edildi. Bilesikler
3e, 3f, 3i, 3m ve 3n’nin ICse/2, ICs0 ve 2*ICso konsantrasyonlarinda 24 saatlik
inkiibasyon siiresinde % DNA sentez inhibisyon degerleri doksorubisin’e oranla daha
diisik olarak hesaplanmigtir. Bilesik 3i igin ise ICso/2, 1Cso ve 2*ICso
konsantrasyonlarinda 24 saatlik inkiibasyon siiresinde daha yiiksek % DNA sentez
inhibisyon degerleri elde edildi. Bilesikler 3e, 3f, 3m ve 3n’nin ICs0/2, ICso Ve 2*ICso
konsantrasyonlarinda 48 saatlik inkiibasyon siiresinde % DNA sentez inhibisyon
degerleri doksorubisin’e oranla daha diisiik olarak hesaplanmistir. Bilesik 3i icin ise

ICs0/2, ICso ve 2*ICso konsantrasyonlarinda 48 saatlik inkiibasyon siiresinde
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doksorubisin’e oranla daha yiiksek % DNA sentez inhibisyon degerleri elde edilmistir.
(Sekil 5.102°de) C6 hiicre dizilerinde bilesikler 3d, 3m, 3n ile doksorubisin’in 24 ve 48

saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda % DNA sentez inhibisyon aktivite grafikleri

sunulmustur.
C6 Hiicre Dizisi
(24 Saat) (48 Saat)

0 90
£ 60 = 80
B £.70
27 Z 60
= 40 - mIC5012
5
30 £ 40 IC50
= 20 =30 2%1C50
g A 20
<10 i 10 I I I

P | n i =

3e 3 3 3m 3n DOKS 3e 3 3 3m 3n DOKS

Sekil 5.102. C6 hiicre dizilerinde bilesikler e, 3f, 3i, 3m ve 3n ile doksorubisin’in 24 ve

48 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda % DNA sentez inhibisyon aktiviteleri
5.3.2. Anneksin V/PI yontemi ile bilesiklerin apoptotik etki sonuclari

HT29 hiicre dizisinde bilesikler 3e, 3n ile doksorubisin’e ait akis sitometrik analiz
diyagrami (Sekil 5.103°de) sunulmustur. Buna gore ICso konsantrasyonlarinda apoptotik
hiicre yiizdesi doksorubisin i¢in % 8.5, 3i i¢in %23.5 ve 3n igin %13.9 olarak
hesaplanmistir. Dolayisiyla ICso konsantrasyonlarinda ve 24 saatlik inkiibasyon siiresinde
bilesikler 3i ve 3n’nin HT29 hiicre dizisinde doksorubisin’e oranla daha fazla apoptotik

hiicre 6liimiinii indiikledigi sdylenebilir.
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Sekil 5.103. HT-29 hiicre dizisinde bilesikler 3i, 3n ile doksorubisin’e ait akis sitometrik
analiz diyagrami. HT-29 hiicre dizisinde Anneksin/PI analizi bilesiklerin ICso
konsantrasyonlari ile 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda gerceklestirildi (3i igin
ICs0 degeri 1.79 uM; 3n i¢in ICso degeri 1.64 uM; doksorubisin i¢cin ICso degeri 16.32
uM). Ust sol kadran nekrotik (Q1-UL; Anneksin V-negatif/PI-pozitif); iist sag kadran
ge¢ apoptotik hiicreler (Q1-UR; Anneksin V-pozitif/Pl-pozitif), alt sol kadran canl
hiicreler (Q1-LL; Anneksin V-negatif/Pl-negatif) ve alt sag kadran ge¢ apoptotik
hiicreler (Q1-LR; Anneksin V-pozitif/Pl-negatif). Test edilen bilesiklerin % Q1-UL, Q1-
UR, Q1-LL ve Q1-LR degerleri: Kontrol icin 7.2, 1.5, 90.3 ve 1.1; doksorubisin i¢in 3.5,
6.6, 88.0ve 1.9; 3iicin 0.4, 8.5, 76.0 ve 15.0; 3n i¢in 0.6, 7.4, 85.5 ve 6.5.

MCF7 hiicre dizisinde bilesik 3n ile doksorubisin’e ait akis sitometrik analiz
diyagrami (Sekil 5.104’de) sunulmustur. Buna gore ICso konsantrasyonlarinda apoptotik
hiicre ylizdesi doksorubisin i¢in %50.3 ve 3n i¢in %70.1 olarak hesaplandi. Dolayisiyla

ICso konsantrasyonunda ve 24 saatlik inkiibasyon siiresinde bilesik 3n’nin MCF7 hiicre
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dizisinde doksorubisin’e oranla daha fazla apoptotik hiicre Olimiini indiikledigi

sOylenebilir.
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Sekil 5.104. MCF-7 hiicre dizisinde bilesik 3n ile doksorubisin’e ait akis sitometrik
analiz diyagrami. MCF-7 hiicre dizisinde Anneksin/PI analizi bilesiklerin ICso
konsantrasyonlari ile 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda gerceklestirildi (3n icin
ICso degeri 1.65 uM; doksorubisin i¢in ICso degeri 5.51 uM). Ust sol kadran nekrotik
(Q1-UL; Anneksin V-negatif/Pl-pozitif), iist sag kadran ge¢ apoptotik hiicreler (Q1-UR,;
Anneksin V-pozitif/Pl-pozitif); alt sol kadran canly hiicreler (Q1-LL; Anneksin V-
negatif/Pl-negatif) ve alt sag kadran ge¢ apoptotik hiicreler (Q1-LR; Anneksin V-
pozitif/Pl-negatif). Test edilen bilesiklerin % Q1-UL, Q1-UR, Q1-LL ve Q1-LR
degerleri: Kontrol igin 1.0, 1.8, 94.9 ve 2.2, doksorubisin i¢in 6.8, 49.3, 42.9 ve 1.0; 3n
icin 3.9, 46.4, 25.9 ve 23.7; 3vigin 19.5, 30.7, 40.8 ve 9.0.

HepG2 hiicre dizisinde bilesikler 3d, 3m ve 3n ile doksorubisin’e ait akis sitometrik

analiz diyagrami (Sekil 5.105’de) sunulmustur. Buna gore ICso konsantrasyonlarinda
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apoptotik hiicre ylizdesi doksorubisin i¢in %22.3, 3d i¢in %21.7, 3m i¢in %14 ve 3n igin
%36.2 olarak hesaplandi. Dolayisiyla ICsp konsantrasyonunda ve 24 saatlik inkiibasyon
siiresinde bilesik 3n’nin HepG2 hiicre dizisinde doksorubisin’e oranla daha fazla

apoptotik hiicre 6liimiinii indiikledigi sdylenebilir.

HepG2 Hiicre Dizisi
= Kontrol
E QT-UR
£.7%
Q1-LR
E o £
wl w2 w3 Wt WS B W2 ol Wl o Wt WS B W2
ANNEXIN V-A ANNEXIN VoA

T2

Q1-UR @1-UR 1-UR
LABT% _10:3% 37_.9%
o PR e et
3
<%
x
mh
%
Q1-LR) Q1-LR Q1-LR]
- [ 3 7% x
wl W Wl Wt WS W W72 ol W wd Wt WS W T2 o W W Wt WS W W2

ANNEXIN V-A ANNEXIN V-A ANNEXIN V-A

Sekil 5.105. HepG2 hiicre dizisinde bilesikler 3d, 3m, 3n ve doksorubisin’e ait akis
sitometrik analiz diyagrami. HepG2 hiicre dizisinde Anneksin/PI analizi bilesiklerin
ICs0 konsantrasyonlar ile 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda ger¢eklestirildi (3d
icin ICso degeri 2.16 uM; 3m igin ICso degeri 2.64 uM; 3n i¢in ICso degeri 1.25 1M,
doksorubisin igin ICso degeri 18.03 uM). Ust sol kadran nekrotik (Q1-UL; Anneksin V-
negatif/Pl-pozitif), iist sag kadran ge¢ apoptotik hiicreler (Q1-UR; Anneksin V-
pozitif/Pl-pozitif),; alt sol kadran canli hiicreler (Q1-LL; Anneksin V-negatif/Pl-negatif)
ve alt sag kadran ge¢ apoptotik hiicreler (Q1-LR; Anneksin V-pozitif/Pl-negatif). Test
edilen bilesiklerin % Q1-UL, Q1-UR, Q1-LL ve Q1-LR degerleri: Kontrol igin 4.6, 6.7,
87.8 ve 0.9; doksorubisin icin 4.2, 21.4, 73.6 ve 0.9, 3d icin 0.8, 16.7, 77.5 ve 5.0, 3m
icin 0.8, 10.3, 85.2ve 3.7, 3nicin 1.1, 27.9, 62.6 ve 8.3.

C6 hiicre dizisinde bilesikler 3e, 3f, 3i, 3m ve 3n ile doksorubisin’e ait akis

sitometrik analiz diyagrami (Sekil 5.106°’da) sunulmustur. Buna goére ICso
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konsantrasyonlarinda apoptotik hiicre yiizdesi doksorubisin i¢in %35.7, 3e i¢in %19.3, 3f
icin %14, 3i icin %46, 3m i¢in %10.7 ve 3n ig¢in %13.6’dir. Dolayisiyla ICso
konsantrasyonlarinda ve 24 saatlik inkiibasyon siiresinde bilesik 3i’nin C6 hiicre dizisinde

doksorubisin’e oranla daha fazla apoptotik hiicre 6liimiinii indiikledigi tespit edilmistir.
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Sekil 5.106. C6 hiicre dizisinde bilesikler 3e, 3f, 3i, 3m ve 3n ile doksorubisin’e ait akis
sitometrik analiz diyagrami. C6 hiicre dizisinde Anneksin/PI analizi bilesiklerin ICso
konsantrasyonlari ile 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda gerceklestirildi (3e igin
ICs0 degeri 1.63 uM; 3ficin ICso degeri 1.81 uM; 3i igin |Cso degeri 4.39 uM; 3m icin
ICs0 degeri 1.03 uM; 3n igin ICso degeri 1.44 uM; doksorubisin i¢cin ICso degeri 25.64
uM). Ust sol kadran nekrotik (Q1; Anneksin V-negatif/Pl-pozitif); iist sag kadran ge¢
apoptotik hiicreler (Q2; Anneksin V-pozitif/Pl1-pozitif); alt sol kadran canli hiicreler
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(Q3; Anneksin V-negatif/Pl-negatif) ve alt sag kadran ge¢ apoptotik hiicreler (Q4;
Anneksin V-pozitif/Pl-negatif). Test edilen bilesiklerin % Q1, Q2, Q3 ve Q4 degerleri:
Kontrolicin 6.9, 3.5, 88.8 ve 0.9, doksorubisin icin 5.6, 34.2, 58.7 ve 1.5, 3eicin 1.7,
17.1,79.0 ve 2.2; 3f'i¢in 3.1, 13.3, 82.9ve 0.7, 3i i¢in 7.7, 33.2, 46.3 ve 12.8; 3m i¢in

1.4, 10.1, 87.9ve 0.6, 3nicin 0.9, 12.3, 85.5 ve 1.3.

5.4. Yapi Etki Iliskilerinin Degerlendirilmesi

Bu ¢alisma kapsaminda sentezi gerceklestirilen 3a-3p kodlu bilesiklerin kimyasal
yapilarindaki farkliliklar ii¢ farkli bolgede toplanmaktadir. Birinci bdlge, 5. konumundan
metil, flor ve klor stibstitiie edilmis ya da nonsiibstitiie halde olan benzoksazol halkasidir.
Ikinci bdlge benzoksazol halkasmin 2. konumda bulunan fenil yapisidir. Fenil yapisi, bazi
tirevlerde 3. konumunda metil siibstitenti tasirken bazi tiirevlerde bu konumda
siibstitiient bulunmamaktadir. Uciincii ve son bdlge ise piperazin halkasidir. Piperazin
halkas1 4. konumunda, 2-dimetilaminoetil veya 3-dimetilaminopropil yan zincirlerini
tasimaktadir (Sekil 5.107)

ikinci Bolge R,: H, CH;

Birinci Bolge R;: H, CH3, F, Cl
Ucuncu Bolge R3: C2H4OH, C2H4(NCH3)2, C3H6N(CH3)2

Sekil 5.107. Sentez bilesiklerinin kimyasal yapilarindaki farkhiliklar.

Sentez bilesiklerinin A549 hiicre hatti tizerindeki ICso degerleri karsilagtirildiginda,
birinci bolgede metil siibstitiienti tasiyan 3e (ICso= 3.66 uM) ile klor siibstitiienti tasiyan
3m (ICso= 3.66 uM) ve 3n (ICso= 3.66 uM) bilesikleri sitotoksik aktivite agisindan 6n
plandadir. Her ii¢ bilesikte ikinci bolgelerinde non siibstitiie haldedir. Ugiincii
bolgelerinde ise 3e ve 3m bilesikleri 2-dimetilaminoetil yan zincirine sahipken, 3n
bilesigi 3-dimetilaminopropil grubu tasimaktadir.

Sentez bilesiklerinin C6 hiicre hatt1 lizerindeki ICso degerleri karsilastirildiginda,
birinci bolgede metil siibstitiienti tagiyan 3e (ICsp=1.63 uM) ve 3f (ICs0=1.81 uM) ile klor
stibstitiienti tagtyan 3m (ICs0=1.03 uM) ve 3n (IC50=0.91 uM) bilesikleri sitotoksik
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aktivite agisindan 6n plandadir. Her dort bilesikte ikinci bolgelerinde non siibstitiie
haldedir. 3. bolgelerinde ise 3e ve 3m bilesikleri 2-dimetilaminoetil yan zincirine
sahipken, 3f ve 3n bilesikleri 3-dimetilaminopropil grubu tasimaktadir.

Sentez  bilesiklerinin  HepG2 hiicre hattt  iizerindeki ICso  degerleri
karsilastirildiginda, birinci bolgede metil siibstitiienti tasiyan 3e (ICso= 1.27 uM) ile klor
stibstitiienti tastyan 3m (ICso= 2.64 uM) ve 3n (ICso= 1.25 uM) bilesikleri sitotoksik
aktivite agisindan On plandadir. Her ii¢ bilesikte ikinci bdlgelerinde non siibstitiie
haldedir. Ugiincii bdlgelerinde ise 3e ve 3m bilesikleri 2-dimetilaminoetil yan zincirine
sahipken, 3n bilesigi 3-dimetilaminopropil grubu tasimaktadir.

Sentez bilesiklerinin HT29 hiicre hatt1 lizerindeki ICsp degerleri karsilastirildiginda,
birinci bolgede metil siibstitiienti tasiyan 3e (ICs0=1.79 uM) ve 3f (1C50=3.89 uM), flor
slibstitiienti tagtyan 3j (ICs0=2.59 uM) ile klor siibstitiienti tasiyan 3m (ICs0=1.03 uM) ve
3n (IC50=0.91 uM) bilesikleri sitotoksik aktivite agisindan 6n plandadir. Her alt1 bilesikte
ikinci bolgelerinde non siibstitiie haldedir. 3. bolgelerinde ise 3e ve 3m bilesikleri 2-
dimetilaminoetil yan zincirine sahipken, 3f, 3n ve 3j bilesikleri 3-dimetilaminopropil
grubu tagimaktadir.

Sentez  bilesiklerinin  MCF7  hiicre hatt1i  lizerindeki ICso  degerleri
karsilastirildiginda, birinci bolgede klor siibstitiienti tagiyan 3m (ICso= 7.92 uM) ve 3n
(ICs0=1.65 uM) bilesikleri sitotoksik aktivite agisindan 6n plandadir. 3m ve 3n bilesikleri
ikinci bolgelerinde non siibstitlie haldedir. 3. bolgelerinde ise 3m bilesigi 2-
dimetilaminoetil yan zincirine sahipken, 3n bilesigi 3-dimetilaminopropil grubu
tasimaktadir.

Sentezlenen bilesiklerin A549, C6, HepG2, HT29 ve MCF7 hiicre hatlarina karsi
ICso degerleri birlikte degerlendirildiginde 3m ve 3n kodlu tiirevler 6n plana ¢ikmaktadir.
Her iki bilesiginde birinci bolgede Klor siibstitiienti tagimasi, bu siibstitiientin genel
antikanser etki profiline olumlu katki sagladigin1 gostermektedir. Yine her iki bilesiginde
ikinci bolgede metil siibstitiienti tasimamasi bu siibstientin aktivite i¢in elzem olmadigini
gostermektedir. Uciincii bolge agisindan kiyaslandiginda, 3m kodlu bilesik 2-
dimetilaminoetil yan zincirine sahipken, 3n bilesigi 3-dimetilaminopropil grubu
tasimaktadir. Bu durum piperazin halkasinin 4. konumundan dimetilaminoalkil
stibstitiisyonunun aktivitede hidroksietil siibstitiisyonuna gore daha fazla artisa neden
oldugunu géstermektedir. Iki tiirev aktiviteleri agisidnan kendi aralarinda kiyaslandiginda

alkil grubunun uzamasinin sitotoksik etkiyi arttig1 gortilmektedir.
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5.5. In-vitro Biyotransformasyon Calismalarinin Degerlendirilmesi

Giris ve amag baslig altinda da belirtildigi iizere tez kapsaminda yer alan bilesikler,
Phortress adli antikanser ajanin kimyasal yapis1t modifiye edilerek elde edilmistir. Etki
mekanizmasi incelendiginde Phortress’in aslinda bir 6n ilag oldugu ve amid grubu
tizerinden hidroliz sonucu olusan amin metaboliti (PM1) ile bu metabolitin oksidatif

dehalojenasyonu sonucu olusan flor tasimayan sekonder metabolitin (PM2) antikanser

etkiden sorumlu oldugu bildirilmistir [28-30] (Sekil 5.108).
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Sekil 5.108. Phortress’'in Aktif Metabolitlere Biyotransformasyonu.

Sentezlenen bilesiklerin Phortress gibi 6n ilag olabilecegi diisiincesinden hareketle
aktivite ¢alismalar1 sonucunda en yiiksek antikanser etki profiline sahip 3m ve 3n
bilesikleri i¢in in-vitro biyotransformasyon calismalar1 gergeklestirilmistir. Boylece
bilesiklerin phortress ile benzer biyotransformasyon reaksiyonlarina ugrayip ugramidigi
arastirilmistir. Bu amagla 3m ve 3n bilesikleri MTT testinde anlatildigi gibi HepG2

hiicreleri ile 1 uM konsatrasyonda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 96-
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kuyucuklu plakalardan alinan orneklerin metabolit tayinleri LCMS-IT-TOF sistemi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Tespit edilen molekiil agirliklarina gére 3m ve 3n
bilesikleri i¢in Onerilen biyotransformasyon yolagi Sekil 5.109 ve Sekil 5.110°de
belirtilmistir. Sekil 5.109 ve Sekil 5.110°de belirtilen metabolitler arasinda, amid grubu
tizerinden hidroliz sonucu ortaya ¢ikan metabolitler (3mM1 ve 3nM1) ve bu
metabolitlerin oksidatif dehalojenasyonu sonucu olusan sekonder metabolitler (3mM2 ve
3NM2) goze carpmaktadir. Bu bulgu 3m ve 3n bilesiklerinin Phortress’e benzer bir etki
mekanizmasina sahip olabilecekleri olasiligini giiclendirmektedir (Sekil 109, Sekil 110).
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Sekil 5.109. 3m Bilesigi icin Onerilen Biyotransformasyon Semast
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LCMS-IT-TOF sistemi kullanilarak gergeklestirilen metabolit tayini ¢aligsmalari
sonucunda elde edilen metabolitlerin her biri farkli renk ile belirtilmis ve 3m bilesiginin
metabolitlerine (3mM1, 3mM2, 3mM3, 3mM4, 3mM5, 3mM6, 3mM7, 3mM8, 3mM9,
3mM10) ait ekstre edilmis LCMS-IT-TOF kromatogrami (Sekil 5.111°de); 3n bilesiginin
metabolitlerine (3nM1, 3nM2, 3nM3, 3nM4, 3nM5, 3nM6, 3nM7, 3nM8, 3nM9,
3nM10) ait LCMS-IT-TOF kromatogrami (Sekil 5.112°de) gosterilmistir. Bu
metabolitlerin kimyasal formiilleri ve hesaplanan molekiil agirliklar1 Cizelge 5.3°de

verilmistir.
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Sekil 5.111. 3m Bilesigine ait Ekstre Edilmis LCMS-IT-TOF Kromatogrami
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Sekil 5.112. 3n Bilesigine ait Ekstre Edilmis LCMS-IT-TOF Kromatogrami
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Cizelge 5.3. Elde edilen metabolitlerin kimyasal formiilii ve molekiil agirliklart

METABOLIT KiMYASAL FORMUL HESAPLANAN MOLEKUL
AGIRLIGI
3mM1 C13HoCIN2O 245,0476
3mM2 C1sH10N20 211,0866
3mM3 CasH29N50; 408,2394
3mM4 CasH29N503 424,2343
3mM5 C23H29N504 440,2292
3mM6 C22H26CINsO2 428,1848
3mM7 C21H25N50;4 412,1979
3mM8 C1sH11CIN,O3 303,0531
3mM9 C1sH12N203 269,0921
3mM10 C1sH11CIN2O4 319,0480
3nM1 C13HsCIN2O 245,0476
3nM2 C1sH10N20 211,0866
3nM3 C24H31Ns50; 422,2550
3nM4 C24H31N505 438,2500
3nM5 C24H31N504 454,2449
3nM6 C23H2sCIN5O2 4422004
3nM7 Ca2H27N504 426,2136
3nM8 C1sH11CIN,03 303,0531
3nM9 C1sH12N203 269,0921
3nM10 C15sH11CIN,O4 319,0480

5.6. CYP1A1/2 Enzimi Indiiksiyon Calismalarinin Degerlendirilmesi

Sitokrom enzimleri bir¢ok ilacin metabolizasyonundan sorumlu enzim ailesidir.
CYPIALl ve CY1A2 enzimleri ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunu igeren bir¢ok
mekanizmay1 indiikleme 6zelligine sahiptir. Ayrica giris ve amag boliimiinde belirtildigi
gibi kanserli hiicrelerde CYP1A1 enzim indiiksiyononun hiicre 6liimiine neden oldugu
bilinmektedir. Genel aktivite profilleri acisindan 6ne ¢ikan 3m ve 3n bilesiklerinin
antikanser etki mekanizmalar1 hakkinda fikir edinmek amaciyla bu bilesiklerin
CYP1A1/2 enzimlerini indiiksiyon potansiyelleri in-vitro kit metodu ile dl¢lilmiistiir.
Calismada, 3-Metilkloantren pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Kit protokoliine gore,
pozitif kontroliin CYP1A1/2 enzimlerini indiikleme potansiyeli %100 olarak kabul
edilmis ve 3m ve 3n bilesiklerinin enzim indiikleyici etkileri pozitif kontrole gore rolatif

olarak kiyaslanmistir. Kit klavuzunda test edilen bilesiklerin pozitif kontrole gére %40’ 1n
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tizerinde indiiksiyon yapmalari halinde ilgili bilesiklerin enzim indiikleyici olarak
degerlendirilmeleri gerektigi bildirilmistir [130]. (Sekil 5.113) incelendiginde, 3m ve 3n
bilesiklerinin her ikisininde 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon periyotlarinda % 40’1n
tizerinde indiiksiyona neden olduklar1 goriilmektedir. Sonug olarak bu bulgu 3m ve 3n
bilesiklerinin phortress ile ayni1 etki mekanizmasina sahip olma olasiligim

kuvvetlendirmektedir.
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Sekil 5.113. 3m ve 3n bilesiklerinin CYP1A1/2 enzim indiiksiyon potansiyelleri.

5.7. Sentezlenen Bilesiklerin Fizikokimyasl Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Bilindigi gibi kimyasal bilesiklerin biyolojik etkileri ile fizikokimyasal 6zellikleri
yakindan iliskilidir. Bu calismada sentezi gergeklestirilen ve antikanser etkileri incelenen
bilesiklerin ¢esitli fizikokimyasal parametre degerleri Schorindger Molekiiler
Simiilasyon Veritaban1 kullanilarak hesaplanmistir. Aktivite ve biyotransformasyon
calismalar1 bagliklar1 altinda da vurgulandigi gibi bilesiklerin metabolitlerinin de
Phortress’e benzer antikanser etki potansiyeline sahip olduguna yonelik bulgular elde
edilmistir. Antikanser aktiviteden de sorumlu oldugu diisiiniilen metabolitler, ayni
zamanda birinci sentez basamaginda elde edilen 2-(3-Siibstitiie-4-aminofenil)-5-
slibstitiiebenzoksazol tiirevleridir (1a-1h). Bu nedenle ilgili bilesiklerin fizikokimyasal
parametre degerleride hesaplanmis ve (Cizelge 5.4’de) sunulmustur.

Antikanser adayi bilesiklerin hiicre i¢ine gecis orani bilesigin hiicre i¢i ortamdaki
konsantrasyonunu artiracak ve biyokimyasal siireclerin baglamasina neden olacaktir. Bu

noktadan hareketle metabolitine gore polarligt arttirtlmis bir ajan olan Phortress, hiicre
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icesirisine taginabilmekte ve Dbiyotransformasyon sonucu aktif metabolitlerine
donligmekte ve hiicre inhibisyon silireci baslamaktadir. Bu calismada elde edilen
benzoksazol tiirevleri, Phortress’e benzer sekilde asetamid grubu iizerinden 4-siibstitiie
piperazin yan gruplari ile polarlastiriimistir. (Cizelge 5.4’te) de goriildiigii gibi polarhigin
bir gostergesi olan dielektrik sabiti, baslangi¢ maddelerinde daha diisiik (2.757- 5.941)
iken sonug iirlinlerde daha yiiksektir (4.122-9.428). Benzer sekilde ¢izelgede sonug
trlinlerine yonelik sunulan logP degerlerinin, kendi baslangic maddesi ile
kiyaslandiginda daha diisiik degerde olmasi, bilesiklerin hidrofilitelerinin daha yiiksek
olduguna isaret etmekte ve hiicre igerisine gegisi kolaylastiran bir parametre olarak 6n
plana ¢ikmaktadir.

Ilag aday1 bir bilesigin yiiksek farmakolojik aktivite ve diisiik toksisite profiline
sahip olmasi1 bu bilesigin ila¢ haline gelebilmesi i¢in yeterli degildir. Yiiksek farmakolojik
aktivite ve diislik toksisite profili yaninda ilag adayr bilesigin ideal bir farmokinetik
sergilemesi gerekmektedir. Son yillarda bilgisayar destekli ilag gelistirme galismalari ilag
adaylarinin absorbsiyon, dagilim, metabolizma ve emilim (ADME) profillerinin
tahminini son derece kolaylastirmistir. Lipinskinin 5 ve Jorgensenin 3 kuralllar1 ilag aday1
bilesikler igin ideal farmakokinetik profilinin tahmininde kullanilan 6nemli veriler
sunmaktadir. Bu kurallara ait parametreler ve bu parametrelerden kaynakli ihlaller
bilgisayar programlari tarafindan hesaplanmakta ve bilesiklerin ideal bir farmakokinetik
profile sahip olup olmadigi belirlenmektedir. Bu kurallar ele aldigi parametrelerden
herhangi bir tanesi oOnerilen limit degerleri disinda kaldiginda ilgili bilesigin diigiik
farmakokinetik profile sahip olabilecegi ve bu nedenle ila¢ haline doniismesinin miimkiin
olmayacagi belirtilmistir. Cizelge 5.4 incelendiginde 3g, 3h bilesikleri disinda kalan
biitiin bilesiklerin her iki kural ile uyumlu oldugu dolayisiyla ideal bir farmakokinetik
profile sahip oldugu sonucuna varilmaktadir.

Antikanser aktivite sonuclari incelendiginde bilesiklere en duyarl hiicre dizisinin
C6 rat beyin kanseri hiicreleri oldugu goriilmektedir. In-vitro sartlarda gdzlenen bu
yiiksek aktivitenin in-vivo sartlarda da elde edilebilmesi i¢in bilesiklerin kan-beyin
engelini agmalar1 gerekmektedir. Bu nedenle bilesiklerin kan-beyin engelini gecip
gecmedikleri molekiiler simiilasyon veri tabani araciligiyla kontrol edilmis sonug {iriinleri
arasinda biitiin bilesiklerin kan-beyin engelini gectikleri tespit edilmistir.

Yukarida bahsedilen biitiin bulgular bilesiklerin ila¢ adaylari olarak uygun

fizikokimyasal parametrelere sahip oldugunu gostermistir. Sonug iirlinlerine yonelik

196



hesaplanan degerlerin baslangic maddelerine kiyasla daha iyi sonuglar ortaya koymasi
bilesiklerin biyotransformasyon sonucu aktif metabolitlere doniistiigii goriislini

desteklemektedir.

Cizelge 5.4. Bilesiklerin Fizikokimyasal Parametreleri

<

la 21024 1 322 719.80 2 3 2.283 -0.202 48007 O O O
b 22426 1 356 773.43 2 3 2.669 -0.121 4625 0 0 O
1c 22426 1 276 778.67 2 3 2.610 -0.225 48007 0 O O
1d 23829 1 3.06 83181 2 3 2.957 -0.148 45554 0 0 O
le 22823 1 584 736.88 2 3 2.556 -0.106 48004 0 O O
1f 24225 1 6.15 790.02 2 3 2.900 -0030 45551 0 O O
1lg 24468 1 563 763.69 2 3 2.800 -0.045 48004 0O O O
lh 25871 1 594 816.83 2 3 3.146 0.030 45551 0 O 1
3a 40751 6 412 137017 1 11 1.813 0.283 68755 0 0 1
3b 42154 7 730 142216 1 11 2.114 0.199 69626 0 0 1
3c 42154 6 590 141281 1 11 1.999 0.251 68721 0 0 1
3d 43557 7 580 147899 1 11 2.436 0.212 66532 0 0 1
3e 42154 6 492 143528 1 11 2.115 0.222 71147 0 0 1
3f 43557 7 694 148102 1 11 2411 0.182 69626 0 0 1
3g 43557 6 6.69 147894 1 11 2.325 0.202 69424 0 1 1
3h 44960 7 441 154629 1 11 2.700 0.056 68707 0 1 1
3i 42551 6 551 138724 1 11 2.053 0.385 68752 0 0 1
3j 43953 7 943 143924 1 11 2.355 0.301 69623 0 0 1
3k 43953 6 7.22 142989 1 11 2.239 0.352 68718 0 0 1
3l 45356 7 755 1.496.07 1 11 2.677 0.314 66529 0 0 1
3m 44196 6 534 141406 1 11 2.298 0.445 68752 0 0 1
3n 45599 7 924 146605 1 11 2.600 0.360 69623 0 0 1
30 45599 6 7.06 1.456.70 1 11 2.484 0.411 68718 0 O 1
3p 47001 7 738 152288 1 11 2.923 0.374 66529 0 0 1

MA: Molekiil agirligi; DBS: Dénebilir bag sayist (6nerilen deger:0-15); D: Molekiiliin hesaplanan dipol
momenti (6nerilen deger:1-12.5); MV: Molekiiler hacim (6nerilen deger:500-2000 A); HBD: Sulu bir
¢ozeltide ¢ozlinen madde tarafindan su molekiillerine verilecek tahmini hidrojen bagi sayisi (Onerilen
deger:0-6); HBA: Sulu bir ¢ozeltide ¢6ziinen madde tarafindan su molekiillerinden alinacak tahmini
hidrojen bag1 sayis1 (6nerilen deger:2-20); LogP: Ongériilen oktanol/su partisyon kat sayisi (&nerilen
deger:-2-6.5); LogBB: Ongoériilen beyin/kan partisyon kat sayis1 (nerilen deger:-3-1.2); YA: Van der

Waals, polar azot, oksijen ve karbonil karbonu atomlarmmn yiizey alam (6nerilen deger:7-200); LKi:
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Lipinski'nin bes kural ihlali sayis1 [149]. Bu kurallar sunlardir: MW < 500, QPlogPo/w < 5, Donor HB < 5,
Acceptor HB< 10. Bu kurallar1 saglayan bilesikler ilag aday1 olabilmektedir. (Buradaki "bes", 5'in katlar1
olan sinirlar1 belirtir) (maksimum 4); JKi: Jorgensen'in ii¢ kural ihlali sayis1 [150]. Bu kurallar sunlardir:
QPlogS > -5.7, QP PCaco > 22 nm/s, # Primary Metabolites < 7.; SSSG: -2 (aktif olmayan) ile +2 (aktif)

Olgeklerde tahmin edilen merkezi sinir sistemi aktivitesi (6nerilen deger:-2 inaktif, 2 aktif).
5.8. Molekiiler Modelleme Calismalarinin Degerlendirilmesi

Sentezlenen bilesiklerden aktivite potansiyeli en yiiksek olan 3n bilesigi ve referans
olarak secilen Phortress’in CYP1A1l tarafindan katalizlenen metabolizasyonu
asamasindaki olas1 etkilesimlerini belirlemek icin CYP1A1 enzimine ait (PDB Kodu:
418V) kristal yapisi lizerinde docking ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Hidroliz yoluyla
biyotransformasyon sonucu olusan metabolitlerin Ahr afinitelerini analiz etmek amaciyla
Ahr kristal yapist (PDB Kodu: 4GHI) {izerinde docking ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
Calismalarda Glide 7.1 [135] programu ile gergeklestirilen docking teknigi uygulanmis ve
GlideScore SP ile en olas1 pozlar iiretilmistir.

Referans bilesik olarak secilen Phortress’in CYP1A1 enzimi ile olan docking
caligmasi1 sonucunda elde dilen iki (Sekil 5.114) ve ti¢ boyutlu (Sekil 5.115) goriintiileri
incelendiginde bu bilesigin enzim aktif bolgesine uygun bir sekilde baglandig:
goriilmektedir. Yapidaki benzotiyazol halkasi Phe224 amino asidinin fenil halkasi ile n-
n etkilesimi kurmaktadir. Benzer bir etkilesim yapidaki fenil halkasi ile Phel123 amino
asidi arasinda goriilmektedir. Karbonile gére o konumunda bulunan amino grubu ise
Arg455 amino asidinin karbonili ile H bag: olusturarak etkilesmektedir. Terminal amino
grubu, enzim aktif bdlgesinde bulunan Cys457 amino asidi ve HEM ile tuz kopriisii

olusturarak baglanma afinitesini artirmaktadir.
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F

) Charged (negative) Polar - Distance — Salt bridge

) Charged (positive) o Unspecified residue - H-bond (backbone) Solvent exposure
Glycine Water = H-bond (sidechain)
Hydrophobic Hydration site ~— Metal coordination

@ Metal X, Hydration site (displaced) e~ Pi-Fi stacking

Sekil 5.114. Phortress’in CYP1A1 Enzimi Aktif Bélge ile Etkilesimin Iki Boyutlu Gériiniimii

G 455

Sekil 5.115. Phortress’'in CYP1AL Enzimi Aktif Bélge ile Etkilesimin Ug Boyutlu Goriiniimii
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3n kodlu bilesigin CYP1AL1 ile yapilan docking ¢alismalar incelendiginde (Sekil
5.116 ve Sekil 5.117) Phortress ile gok benzer bir sekilde enzim aktif bolgesine yerlestigi
gorulmektedir. Phortress’te benzotiyazol ve Phe224 amino asidi arsinda goérilen m-nt
etkilesimi 3n kodlu bilesikte ise benzoksazol bilesigi ile ayni amino asit arasinda tespit
edilmistir. Benzer sekilde yapidaki fenil halkasi Phe123 amino asidinin fenil halkasi ile
n-rt etkilesimi kurmaktadir. Piperazin halkasinin birinci konumundaki azot atomu ve
terminal amino grubu aktif bolgedeki Cys457 amino asidi ve HEM ile tuz koprasu
olusturmaktadir. Phortress’ten farkli olarak 3n kodlu bilesikteki terminal amino grubu
Phe376 amino asidinin fenil halkasi ile katyon-rt etkilesimi kurarak bolgeye baglanma

saglanmaktadir.

S LE
449
PHE
376
LEU
THR
, = ALA
LEU PHE 316
254 258
PHE PHE
224 450
PHE
Cl 123
ASN
255 GLN
N 411
LEU
312 CYs
O 457
ILE
115
GLY
SER 451
116 ﬁs?\
313 )
~ (GR
122
ARG
LE 1LE 106
458 386 LYS
456
Charged (negative) Polar Distance — Salt bridge
2 Charged (positive) @ Unspecified residue » H-bond (backbone) Solvent exposure
Glycine Water » H-bond (sidechain)
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination
o Metal X Hydration site (displaced) e—e Pi-Pi stacking

Sekil 5.116. Bilesik 3n’'nin CYP1AI Enzimi Aktif Bolge ile Etkilesimin Iki Boyutlu Goriiniimii
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Sekil 5.117. Bilesik 3n’nin CYP1A1 Enzimi Aktif Bolge ile Etkilesimin U¢ Boyutlu Gériiniimii

Phortress CYP1A1 enzimi ile hidroliz yoluyla biyotransformasyona ugrayarak
PM1 ve bu bilesigin flor atomu kaybetmis hali olan PM2 metabolitlerine doniismektedir.
Olusan bu metabolitler, AHR’ne baglanarak kompleks olusturmaktadir. Yapilan
biyotransformasyon ¢alismalar1 sonucunda 3n bilesigi metabolitleri (3nM1 ve 3nM2) ile
Phortress’in aktif metabolitlerinin yapisal benzerlik gosterdigini ortaya ¢ikarmistir. Bu
nedenle PM1, PM2, 3nM1 ve 3nM2 metabolitlerinin AHR ’ne afinitelerini incelemek
amactyla docking ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.

PM1 ve PM2 metabolitleri ile yapilan docking (Sekil 118-Sekil 121) ¢aligmalar:
incelendiginde her iki yapimin da ortak bes etkilesim gosterdigi tespit edilmistir.
Benzotiyazol halkasi Tyr307 amino asidinin fenil halkasi ile n-m etkilesimi
olusturmaktadir. Benzotiyazol halkasinin ikinci konumuna bagli olan fenil halkasi
bolgedeki amino asitlerle ti¢ m etkilesimi kurmaktadir. Birinci etkilesim Phe254 amino
asidinin fenil halkasi ile -7 etkilesimi, ikinci etkilesim His248 amino asidinin imidazol

halkasi ile n-m etkilesimi seklindedir. Diger etkilesimde ise fenil halkasi yine His248
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amino asidindeki imidazol halkasinin azot atomu ile katyon-r etkilesimi olusturmaktadir.
Fenil halkasinin dordiincii konumuna bagli olan amino grubu ile Ser246 amino asidi

hidroksil grubu ile kurulan H bag ise aktif bolgedeki son etkilesim olarak tespit

edilmistir.
THR ALA
32 277
PHE TYR MET
MET o 280} 281 309
289 TYR
304
ILE
261 LEU
SER 319
292
NH;—— SER
246
HIS - N
293
ILE
cvYs 265
VAL D57
302 MET
L GLY ) (ot HIS PHE
323 248 244 ASN
cYS 341
ILE 339
337
Charged (negative) Polar - Distance — Salt bridge
) Charged (positive) & Unspecified residue ~» H-bond (backbone) Solvent exposure
Glycine Water -» H-bond (sidechain)
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination
o Metal X Hydration site (displaced) e—e Pi-Pi stacking

Sekil 5.118. PM1°in Ahr’nin Aktif Bélgesi ile Etkilesimin Iki Boyutlu Gériiniimii
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Sekil 5.119. PM1’in Ahr 'nin Aktif Bolgesi ile Etkilesimin U¢ Boyutlu Goriiniimii
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SER
292

HIS
293

GLY
323

MET
SER 309
304 ALA
277
MET TYR
307 PHE
VAL 22 254
302
N
LEU
= -3”245 MES HIS ] PHE
252
248 244
ILE
337
Charged (negative) polar Distance
) Charged (positive) @ Unspecified residue ~» H-bond (backbone)
Glycine Water ~# H-bond (sidechain)
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination
) Metal X Hydration site (displaced) e—e Pi-Pi stacking

LEU

319
PHE TYR
280 281
ILE
261 LEU
272
NH,—~—_, SER
246
ILE
cvs 265
257
ASN
CYS 341
339
— Salt bridge

Solvent exposure

Sekil 5.120. PM2’in Ahr 'nin Aktif Bélgesi ile Etkilegimin Iki Boyutlu Goriiniimii
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Sekil 5.121. PM2’in Ahr 'nin Aktif Bélgesi ile Etkilesimin U¢ Boyutlu Goriiniimii

3nM1 ile yapilan docking galismalarina (Sekil 122-Sekil 123) bakildiginda yukarida
PM1 ve PM2 igin ifade edilmis olan etkilesimler ayni sekilde gézlenmistir. 3nM2
metabolitinde ise Phe254 ile kurulan m-mt ve His248 ile olusan m-m ve katyon-m
etkilesimleri yapidaki benzoksazol halkasi ile gergeklesmistir. Bittin bu etkilesimlere ek
olarak 3nM2 metabolitinde benzoksazol halkasinda oksijen atomu Tyr281 amino asidi
hidroksil grubu ile H bagi kurmaktadir. Yapidaki amino grubu ise Ser292 amino asidinin

karbonil grubu ile H bagi olusturarak baglanmayi guglendirmistir (Sekil 124, Sekil 125).
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THR TYR LEU

3 281 319 MET
PHE 309
ALA 280
MET TYR
289 028 G PHE
SER 254
ILE
304 ol ILE
265
LEU
296 o
SER
/ / NH, 246
N
O 2
292
CY$S
257
HIS PHE
VAL
302 HIS MET 248 3?;95 244
252
293 ASN
341
ILE
GLY 337
323
Charged (negative) polar Distance — Salt bridge
) Charged (positive) @ Unspecified residue ~» H-bond (backbone) Solvent exposure
Glycine Water = H-bond (sidechain)
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination
) Metal X Hydration site (displaced) e—e Pi-Pi stacking

Sekil 5.122. 3nM1 metabolitinin Ahr aktif yoresiyle etkilesiminin iki boyutlu gésterimi.
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Sekil 5.123. 3nM1 metabolitinin Ahr aktif yéresiyle etkilesiminin d¢ boyutlu gésterimi.
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VAL
302

SER

292

LEU

319
TYR
307 ALA
A/ @\ @G
304 MET 281
289
‘ cYs
LEU 257
296
@)
PHE
\ 244
HN N
ILE
261
HIS SER HIS PHE
293 MET 246 248 254 LEU
GLY 250 272
323
ILE THR cysh AN
337 321 339 341
Charged (negative) Polar - Distance — Salt bridge
) Charged (positive) @ Unspecified residue ~» H-bond (backbone) Solvent exposure
Glycine Water -» H-bond (sidechain)
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination
) Metal X Hydration site (displaced) e—e Pi-Pi stacking

Sekil 5.124. 3nM2 metabolitinin Ahr aktif yoresiyle etkilesiminin iki boyutlu gésterimi.
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Sekil 5.125. 3nM2 metabolitinin Ahr aktif yéresiyle etkilesiminin ¢ boyutlu gésterimi.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu yiiksek lisans tez caligmasinda, antikanser etkili bir ajan olan Phortress’den
hareketle sentezi gerceklestirilen 6’s1 ara basamak {iriinii ve 16 hedef bilesik olmak iizere
toplam 22 adet orijinal bilesik literatiire kazandirilmistir. Elde edilen bilesiklerin yapilari
IR, 'HNMR, ®CNMR, yiiksek c¢oziiniirliiklii kiitle spektroskopisi ve 2D NMR
spektroskopisi yontemleri ile dogrulanmaistir.

Kolon, meme, akciger, karaciger ve beyin kanser hiicreleri lizerinde antikanser
aktivitesi incelenen bilesiklerin, beyin kanser hiicrelerine karsi daha yiiksek aktivite
gosterdikleri tespit edilmistir. Seri icerisindeki 3m ve 3n bilesikleri antikanser aktivite
acisindan On plana c¢ikmustir. Gergeklestirilen MTT testi sonucunda 3m ve 3n
bilesiklerinin C6 hiicre dizisine kars1 ICso degerleri sirasi ile 1.44 uM ve 0.91 uM olarak
tespit edilmistir. Bilesiklerin referans ilag doksorubisine (25.64 uM) oranla yaklasik 4 kat
daha etkin olduklar1 tespit edilmistir. Bilesiklerin kanser hiicrelerine kars1 segiciliklerinin
belirlenmesi i¢in NIH3T3 hiicreleri iizerinde MTT testi gerceklestirilmis ve 3m ve 3n
bilesiklerinin C6 hiicrelerine karsi sirasiyla 27.83 ve 28.30 secicilik indekslerine
degerlerine sahip olduklar1 tespit edilmistir. Bu bulgu bilesiklerin beyin kanserine karsi
antikanser ajan olma sansini arttirmis ve daha kapsamli caligmalar ile etki
mekanizmasinin aydinlatilmasi: gerekliligini ortaya koymustur.

Bilesikler tlizerinde gergeklestirilen Flow sitometri calismasiyla bilesiklerin hiicre
6liimiinii apoptoz ile indiikledikleri tespit edilmistir. Ayrica bilesiklerin Phortress gibi
CYPI1Al enzim indiiksiyonuna neden olduklar1 tespit edilmistir. Yapilan in-vitro
biyotransformasyon ¢aligmalari ile bilesiklere ait tespit edilen metabolitlerin, Phortress’in
bilinen metabolitleri ile ayni biyotransformasyon reaksiyonlar1 sonucunda olustugu
belirlenmigtir. Bu bulgular 3m ve 3n bilesiklerinin Phortress’e benzer sekilde etki
gosterdikleri diigiincesini kuvvetlendirmistir. Etki mekanizmasi benzerligi hakkinda net
bulgulara ulagsmak amaciyla Phortress ve 3n bilesigi metabolitlerinin Ahr reseptdriine
afiniteleri arasindaki benzerlik docking ¢alismalar ile arastirilmistir. Ayrica Phortress ve
3n bilesigi biyotransformasyonlarindan sorumlu oldugu diisliniilen CYP1A1 enzimine
afiniteleri arasindaki benzerlik docking calismalari ile aydinlatilmistir. Docking
calismalar1 sonucunda, gerek metabolitlerin Ahr’ye benzer affinite gostermeleri gerekse
3n ve Phortress’in CYP1Al enzimi aktif yoresine benzer sekilde baglanmalari,
sentezlenen bilesiklerin Phortress ile benzer etki mekanizmasina sahip oldugunu ortaya

koymustur.
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Piperazin halkasinin antikanser etkiye katkisini incelemek amaciyla ara basamak
tirlinleri de aktivite testlerine alinmis ve piperazin i¢eren son basamak {iriinlerinin ara
basamak iirlinlerinden daha etkili oldugu goriilmiistiir. Bu bulgu, sonug¢ bilesiklerinin
polaritelerinin ara basamak iirtinlerine gére daha yiiksek olmasi nedeniyle kanserli hiicre
icine ge¢isinin ve dolayisiyla antikanser etkinin arttig1 yoniinde yorumlanmustir.

Bu ¢alismanin devami olarak nitelendirilebilecek ileriki ¢alismalarda yapi-etKi
iliskilerinde bahsedilen bulgulardan faydalanarak benzer kimyasal yapilara sahip daha

etkili olabilecegi diisiiniilen yeni bilesiklerin sentezleri planlanmaktadir.
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