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OZET

Asetilketen ile Yeni Reaksiyonlar

Miige GULELI

Kimya Anabilim Dal

Doktora Tezi

Danisman: Prof. Dr. Cigdem YOLACAN

Glinlimiizde yaygin olarak kullanilan ve anti-bakteriyel, anti-inflamatuar, anti-
kanser, anti-HIV, anti-viral, anti-mikrobiyal gibi biyolojik 6zelliklere sahip bircok
ilacin yapisinda heterohalkali bilesikler bulunur. Dolayisiyla yeni gelistirilen aktif
molekiillerde bir heterohalkali grup icermektedir ve bu sentezlerde halka kapama

reaksiyonlar1 6nemli rol oynamaktadir.

Calismamizin amaci; literatiire biyolojik aktiviteye sahip yeni molekiiller
kazandirmak ve bu molekiillerin sentezi esnasindaki reaksiyon mekanizmasini
aydinlatmaktir. Baslangic maddesi olarak organik sentezlerde oldukca yaygin
kullanilan ve ¢ok reaktif olan asetilketen kullanildi. Bu acgilketen ile benzilaminin
reaksiyonu sonucu AN-benzil-3-oksobutanamid sentezlendi. Bu bilesigin cesitli
aromatik aldehitler ve aromatik aminlerle katalitik miktarda p-toluenstilfonik asit
ya da iyot varliginda halka kapama reaksiyonlar1 one-pot olarak gerceklestirildi.
Kinolin ve izoksazol tiirevi 10 adet yeni bilesik sentezlenerek yapilar1 FTIR, 1H-
NMR, 13C-NMR ve LC-MS/MSQTOF ile aydinlatilmistir. Sentezlenen molekiillerden
bazilarinin biyolojik aktivite c¢alismalar1 gergeklestirilmis ve kanser hiicreleri

tizerinde aktiviteleri oldugu gortilmustiir.
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ABSTRACT

New Reactions via Acetylketene

Miige GULELI

Department of Chemistry

Doctor of Philosophy Thesis

Advisor: Prof. Dr. Cigdem YOLACAN

Nowadays, there are many drugs containing heterocyclic compounds which are
commonly used and have biological properties such as anti-bacterial, anti-
inflammatory, anti-cancer, anti-HIV, anti-viral and anti-microbial. Thus, the newly
developed active molecules contain a heterocyclic group and ring closure reactions

play an important role in these syntheses.

The aim of our study is to introduce new molecules with biological activity to the
literature and to clarify the reaction mechanism leading to the synthesis of these
molecules. As the starting material, acetylketene, which is very reactive and widely
used in organic syntheses, was used. N-Benzyl-3-oxobutanamide was synthesized
as a result of the reaction of acetylketene with benzylamine. The ring closure
reactions of this compound with various aromatic aldehydes and aromatic amines
in the presence of catalytic amounts of p-toluenesulfonic acid or iodine were
carried out as one-pot. 10 new compounds which are quinolone and isoxazole
derivative were synthesized and characterized by FTIR, 1H-NMR, 13C-NMR ve LC-
MS/MSQTOF techniques. Biological activity studies of some of the synthesized
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molecules have been performed and it has been observed that they have activities

on cancer cells.
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Giris

1.1 Literatiir Ozeti

Ticari olarak temin edilen bilesik 2,2,6-trimetil-44-1,3-dioksin-4-on (TMD,
dioksinon) oda sicakliginda ¢ok kararli ancak 100°C'nin tlizerinde ‘pseudo-retro-
Diels-Alder’ diizenlenmesi ile asetilketen ve asetona doniisen kirmizi-kahverengi
bir sividir. Bu nedenle uygun bir asetoasetilleme ajani olan asetilketen kaynagidir
ve toksisite ve kararsizlik sorunlari olan diketenden daha ucuzdur [1-4]. Olusan bu
asetilketen hizlica -OH, -SH, -NH gruplari ile etkileserek asetoasetik asit tiirevlerini

olusturur (Sekil 1.1) [5].

O NH (0] O
.0 2
c*
B ¥ =~ £ —W HM
O)( -aseton o

Sekil 1.1 2,2,6-Trimetil-4 #-1,3-dioksin-4-on bilesiginin ‘pseudo-retro-Diels-Alder’
diizenlenmesi ile asetilketen eldesi

TMD, ilk olarak 1953 yilinda, p-toluensiilfonik asit (PTSA) katalizorliiglinde aseton
ile diketenin kondenzasyonu sonucu elde edildi ve vakum altinda fraksiyonlu

destilasyon ile % 91 verimle saflastirildi (Sekil 1.2) [6].
e} 0]
PTSA
o Aseton |
O

Sekil 1.2 TMD'nin ilk elde edilme reaksiyonu

Son zamanlarda ise aseton ic¢indeki 3-oksobutiril kloriiriin KCO3/EtsN ile
reaksiyonu sonucu yada keton varliginda tiyoasetoasetatlarin gimiis (1)

aktivasyonu ile TMD ve analoglar tiretildi (Sekil 1.3) [7].



-78°C

(0]
M K,CO4/EtsN/Aseton | o :AgOZCCF3/Aseton M
Cl O/{ CHCl3, r.t. SPh

Sekil 1.3 TMD'nin elde edilme reaksiyonlari

TMD, 1,3-dikarbonil bilesikleri saglamak tizere, alkoller [8], anilinler ve aminler [9,
11], tiyoller [12], amitler ve tire [9, 13,14] gibi niikleofilik tiirlerle reaksiyonlar i¢in
yaygin sekilde kullanilan bir reaktiftir. Ayrica; elektrofilik substitiisyon [15],
siklokondenzasyon [13, 16, 17], vinilog aldol reaksiyonlar1 [18-21] ve SN2
reaksiyonlarinda florlama [16], klorlama [22], bromlama [23] ve alkillemede [24]

de kullanilir.

Jahn ve arkadaslari, lityum diizopropilamid (LDA) baziyla TMD’nin
deprotonlanmasi ile gerceklesen bir vinilog aldol reaksiyonu gerceklestirmislerdir.
Reaksiyon, reaktifler ve LDA'min THF icerisinde karistirilmasiyla kolayca

gerceklesir ve bir TMD tiirevi olusur (Sekil 1.4, reaksiyon 1)[18].

Vieria ve arkadaslari, N-iyodosiiksinimid (NIS) ya da A-bromosiiksinimid (NBS) ile
TMD arasinda elektrofilik substitiisyon reaksiyonu gerceklestirerek 5-halo-2,2,6-
trimetil-4 A4-1,3-dioksin-4-on tiirevlerini sentezlemislerdir (Sekil 1.4, reaksiyon 2).
Olusan bu bromo- ve iyodo-TMD tiirevlerini Suzuki-Miyaura reaksiyonlarinda

substrat olarak kullanmiglardir [15].

Audourd ve arkadaslari, 2,6-dideoksi sekerlerin dogrudan sentezi icin vinil eterler
ile asetilketenin siklokatilma reaksiyonunu kullanmislardir. Reaksiyon, toluen
icerisinde kaynayan vinil butil eter lzerine TMD'nin yavas yavas ilavesi ile

gerceklestirilmistir (Sekil 1.4, reaksiyon 3) [16].

Sridharan ve arkadaslari, TMD ve bir kiral alkoliin sodyum asetat varliginda THF
icerisinde kaynatilmasiyla yiiksek verimle gerceklesen yeni bir asetoasetik

esterlerinin olusumunu kanitlamislardir (Sekil 1.4, reaksiyon 4) [8].

Gan ve arkadaglari, TMD ve bir kiral amidin ksilen icerisinde kaynatilmasiyla kiral
asetoasetamidleri sentezlemislerdir (Sekil 1.4, reaksiyon 5). Diazo transfer

reaksiyonlar1 daha sonra bu irinleri, $-amino-a-hidroksi asitleri vermek {izere



iminlerle 1,3-dipolar siklokatilma reaksiyonlar1 veren kiral a-diazoglikoksalik

amidlere donlistiirmistir [9].

LDA, THF
. o) OH

45 dk, 90°C _ | %6l (1)
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X
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Br (%83) 2)
I

N0 TN
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Me OH OBu-n
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3

%99
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Y

Ph-NH,
Ksilen, 30 dk, 150°C

IIEt
/L ,NH J_(
PhEt (0]
. > %97 7
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2)N3SO,Me, r.t., 4saat

3)LiOH/H,O:THF (10:1), 8saat

%79 (6)

Sekil 1.4 TMD ile gerceklestirilen reaksiyonlar

Huggins ve arkadaslari, TMD ve anilinin ksilen icerisinde kaynatilmasiyla
asetoasetanilidlerin  hazirlandigin1  bildirmislerdir.  Asetoasetanilidler iyi
verimlerde elde edilmistir ve oksimlerin hazirlanmasinda ara itriinler olarak
kullanilmistir (Sekil 1.4, reaksiyon 6). Daha sonra, bir a-amidopirol vermek iizere

bir Knorr pirol sentezi icinde uygulanmistir [10].



Wang ve arkadaslari, TMD ve alkoksi alkilaminlerin ksilen igerisinde
kaynatilmasiyla asetoasetamidlerin hazirlandigin1 gostermislerdir. Daha sonra
metanstlfonil azit ile diazo transferi 2-diazoasetamidleri vermistir. 2-
Diazoasetamidlerin asetil grubunun LiOH ile eliminasyou sonucu 2-

diazoasetanilidler yiiksek verimlerle elde edilmistir (Sekil 1.4, reaksiyon 7) [11].

Karakteristik N-C-O gruplarina sahip heterohalkall organik bilesikler cesitli
biyolojik aktiviteye ve endiistriyel 6neme sahiptirler. Bu nedenle bu bilesiklerin
sentezleri oldukca ilgi cekmektedir. AIDS ve alerjiler gibi hastaliklarin tani ve
tedavisinde 1,8-naftridin tiirevleri kullanilir. Substitue-1,8-naftridin tiirevlerinin
HIV-1 integraz inhibitori oldugu bildirilmistir. 1,8-naftiridin ¢ekirdegi, biyolojik
olarak aktif bilesikler ve antibakteriyeller, antikonviilsanlar, antihipertansifler ve
ayrica trombosit toplanmasinin inhibitdrleri olarak islev goren ilaglara dahil edilir.
Kanser kemoterapisinde de 1,8-naftiridin tiirevleri kullanilir. C)rnegin; SNS-595,

ikinci faz klinik denemelerinde bir hiicre dongiisii modiilatoridiir (Sekil 1.5) [25].

0]
COOCH

0 N"N
/

HN

8" N
N \—/

SNS-595

Sekil 1.5 SNS-595’in molekiil yapisi

Heterohalkali bilesiklerin 6nemli bir sinifin1 da izoksazoller olusturur. Yapiya izoksazol
halkasinin dahil edilmesi, etkinli§in artmasina, toksisitenin azalmasina ve gelistirilmis
farmakokinetik profillere katkida bulunur. izoksazol bilesiklerinin etkilesime
girebilecegi genis bir protein hedef spektrumu oldugu géz oniine alindiginda, izoksazol
bilesikleri  antikanser, antibakteriyel, antifungal, antiviral, antimikrobiyal,

antitliberkiiloz, antienflamatuvar gibi genis biyolojik etkinliklere sahiptir (Sekil 1.6).



Sekil 1.6 izoksazol halkasi iceren ila¢ 6rnekleri (a:antikanser ajani, b:antifungal
ajani, c:antienflamatuvar ajani)

1.2 Tezin Amaci

Bu tezin amaci, béliim 1.1’de incelenen literatiir taramalarinin 1s181nda asetilketen
reaksiyonlar1 kullanarak biyolojik aktiviteye sahip olabilecek yeni heterosiklik

bilesikler sentezlemektir. Bu amaca ulasmak icin hedefler sunlardir:

1. Asetilketen reaksiyonu ile aktif metilen kaynag1 N-Benzil-3-oksobutanamid
sentezlemek.

2. N-Benzil-3-oksobutanamid’in cesitli aromatik aldehitler ve aminler (2-
aminokinolin ve 5-amino-3-metilizoksazol) ile katalizér varliginda c¢ok
bilesenli reaksiyonunu (multi-component reaction (MCR)) one-pot olarak
gerceklestirmek.

3. Gergeklesen cok bilesenli reaksiyonun mekanizmasini hesaplamali kimya
yontemleriyle aydinlatmak.

4. Elde edilen yeni naftridin ve izoksazol tiirevi heterohalkali bilesiklerin

biyolojik aktivitelerini arastirmak.
1.3 Hipotez

ila¢ endiistrisinde kullanilabilecek, biyolojik aktivite gosteren bilesikler sinifina
katkida bulunabilmek amaciyla yaptigimiz ¢alismada baslangic maddeleri olarak
kullandigimiz kinolin ve izoksazol bilesiklerinin aktiviteye sahip olmasi ile
sentezledigimiz bilesiklerin de biyolojik aktivite gdstermesi beklenmektedir.
Bunlar arasinda izoksazol halkasi iceren bazi molekiillerin yapilan biyolojik
aktivite sonuclarinda HeLa (serviks kanseri), PANK-1 (pankreas kanseri) ve
NALM-6 (kan kanseri) hiicreleri tizerinde etkili oldugu gozlenmistir. Sonuclar

deneysel kisimda paylasilmistir.



2

Izoksazol

Benzofuran, benzimidazol, benzoksazol, benzotiyazol, benzotriazol, tiyazol, triazol,
pirazol, pirazin, oksadiazol ve kinolinler gibi azot, kiikiirt ve oksijen iceren benzo-
kaynasmali heterosiklik halkalar tibbi kimyada 6nemini ispatlamis ve gecmiste
genis biyoaktif molekiiller olarak kullanilmislardir. Ayrica, bu biyoaktif
heterosikliklerin yani sira, izoksazollerin bir¢ok terapoétik hedef i¢in bir biyoaktif
iskelet oldugu bildirilmistir. Bu iskeletin biyolojik 6nemi g6z 6niine alindiginda,
tibbi kimya agisindan izoksazol tiirevleri lizerinde literatiir arastirmalar1 yapilmis,
analoglar1 incelenmis ve kismen doymus izoksazolin ve tamamen doymus

izoksazolidin tirevleri izoksazol halka bagh bilesikler olarak da ¢alisiimistir.

izoksazol (1a, Sekil 1), bes tiyeli heterosiklik halkada azota bitisik oksijen atomuna
sahiptir. Clainsen, ilk kez C3H3NO molekiiler formiiliine sahip bes tliyeli heterosiklik
halkanin adina monoazol demistir. Daha sonra, oksazoliin izomerik analogu
temeline dayanarak izoksazol ad1 Hantsch tarafindan verilmistir. izoksazol halka
aromatiktir ve dihidro analoglari izoksazolinler olarak adlandirilmistir (1b-1d) ve

tamamen doymus analogu ise izoksazolidin olarak adlandirilir (1e, Sekil 2.1) [26].

/ \N [ \N Z/ NH Z_ Z NH
[ P . . _NH .

(0] (@] (@] (0} (0]

1a 1b 1c 1d le

Sekil 2.1 1a-e Bilesiklerinin yapilari
Azoller arasinda izoksazol ve oksazol, furan halkalarindan daha az aromatik kabul
edilir. Izoksazol belirli kosullar altinda azot-oksijen baginda kirilma egilimi
gosterir. Izoksazol sividir ve kaynama noktasi 95°C ‘dir. Piridine benzer bir kokuya
sahiptir. Pirazol gibi zayif bazdir (pKa= 1.3) ve zayif asitlerde ¢éziinmez. izoksazol
sentezi, Clainsen ve c¢alisma grubu tarafindan [-dikarbonil bilesiklerinin
oksimlesmesi ile gerceklestirilmistir. Clainsen ve grubunun baslattig1 sentetik

calismalarinin genisletilmesi, nitroalkanlar, nitrik veya nitréz asitler ve doymamis



veya Y-dikarbonil bilesiklerini kullanilarak Dunstan ve Dy-mond tarafindan
yapilmistir. izoksazollerin sentezi icin genel yontemlerin bazilar1 ana hatlariyla

belirtilmistir [27].
2.1 izoksazol Sentezi
2.1.1 o,B-Diketonlardan [zoksazol Sentezi

izoksazol tiirevlerinin (3 ve 4) sentezinde kullanllan en popiiler genel
yontemlerden biri 1,3-diketon (2) ile hidroksilaminin kondenzasyonunu takiben

halka kapanmasi reaksiyonunu igerir (Sekil 2.2).

Ry Ry Ry
NH,OH
0 SN U
N\ R N R
(0] 2 (0] 1
0] R,
2 3 4

Sekil 2.2 1,3-Diketon kullanilarak substitue izoksazollerin sentezi

2.1.2 y-Pironlardan izoksazollerin Sentezi

y-Pironlar tizerinde hidroksilaminin ntkleofilik saldirisiyla gerceklesir. Flavon
bilesiginin (5) halka agilmasinin ardindan yeniden halka kapanmasi ile izoksazol

elde edilir (6, Sekil 2.3).

CeHse O
o i NH,OH
— > S
CeHs S

Sekil 2.3 y-Pironlardan substitue izoksazollerin eldesi

2.1.3 Nitril Oksitlerden izoksazollerin Sentezi

Bir baz (trietilamin) ile klorooksimin (7) reaksiyonu nitril oksitleri (8) verir.
Monosubstitue alkil- veya aril-alkin (9) ile reaksiyona sokuldugunda nitril oksit,
1,3-siklokatilmayla, regioselektif olarak 5-substitue izoksazolleri verir (10, Sekil

2.4).
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Sekil 2.4 Nitril oksitlerden substitue izoksazollerin sentezi

2.2 [zoksazoliin Kimyasal Reaksiyonlari

izoksazol ve benzo tiirevleri, alkil iyodiirler veya dialkil siilfat ile reaksiyonlarinda

kristalize tuzlar olusturmaya egilimlidirler.

2.2.1 Elektrofilik Yer Degistirme

1,3-Azollerden (oksazol) farkh olarak, 1,2-azoller (izoksazol) genellikle daha az
reaktiftir. Izoksazol, izotiyazol ile karsilastinldifinda daha reaktiftir ve ama
pirazolden daha az reaktiftir. Azot atomunun elektron cekmesi elektrofilik saldiriy
geciktirir, ancak elektron verici oksijenin varlig1 (paylasilmamis elektron cifti,
aromatiklige katkida bulunur) bu tiir reaksiyonlar1 destekler. Genellikle izoksazol
tirevleri, 1sitmayla klorlama ve bromlama verir. 5-metilizoksazoliin (11)

nitrolanmasi, 5-metil-4-nitroizoksazol (12, Sekil 2.5) olusturur.

O,N_H O,N_H O,N
[ HNo, Haso, /Z—\\+ j_\\ﬁ\ R
N =y Nopy <~ N, —— N
Me o) Me—+ 0 H sz o) H + Me 0
11 12

Sekil 2.5 Izoksazolde elektrofilik yer degistirme
2.2.2 Niikleofilik Yer Degistirme

izoksazoller giiclii bazlara ve niikleofilik reaktiflere karsi daha kararsizdir ve
izoksazollerin bu davranis1 onlar1 piridin'den farkli yapar. izoksazol halkasinin
acilmasi, Chichibabin reaksiyonu yoluyla gerceklesir. Gii¢clii bazlarin varliginda,
izoksazol halka agilmasi gergeklesir. Nitriller (13, Sekil 2.6) ana triinler olarak

olusturulur.
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Sekil 2.6 Bazlarla izoksazoliin reaksiyonu

2.2.3 Indirgeme Ajanlan Varhginda Reaksiyonlar

izoksazoller oksitleyici ajanlara karsi kararhdir, fakat alkalilerde kararsizdir.
Etanolde sodyum veya Raney nikeli gibi indirgeme ajanlari, izoksazollerin N-O
baglarinin kopmasina yol acar. Izoksazol halkasi iizerinde uygun gruplarin
bulunmasi, indirgeyici ajanlar varliginda intramolekiiler reaksiyon ile yeni halkalar
olusturur; 2-(5- Fenilizoksazol-3-il)benzaminin (14), Raney nikeli ile, sekil 2.7'de
tarif edildigi gibi indirgenmesi 2-fenilkinolin-4-amin (15) verir (Sekil 2.7).

N-O H,N NH,
| )—Ph
O e OO -2
; o - ~
NH, Raney Ni NH, N~ >Ph
14 15

Sekil 2.7 Izoksazoliin katalitik hidrojenasyonu

2.2.4 Metil Grubu igeren Kondenzasyon Reaksiyonu

Aldol kondenzasyonu pikolinler ve bir¢ok azol i¢in tanidik bir reaksiyondur. 3,5-
Dimetilizoksazoliin C-5 metil grubu (16), C-3 metilinden daha reaktiftir ve

genellikle 3-metil-5-stiriloksazol verir (17, Sekil 2.8).

CHO Me
i) NaNH \
/1—& + ) 2 ! N
Me™ ~o- ii) H,0 [ o)
Ph
16 17

Sekil 2.8 Benzaldehit ile 3,5-dimetilizoksazoliin kondenzasyonu

2.2.5 Fotokimyasal Reaksiyonlar

Fotokimyasal kosullar altinda izoksazoller, azirin ara maddesi olusumu ile oksazol

verirler.  Ornegin.  3,5-difenilizoksazolin  (18)  2,5-difeniloksazole  (19)
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dontstirilmesi, Sekil 2.9' da gosterildigi gibi fotokimyasal sartlar altinda

gerceklesir.

() < |\
CeHs AO.’@/Q‘— . CsHs/(O)\CsHS
0~ "CgHq
18 19

Sekil 2.9 Izoksazoliin oksazole fotokimyasal gevrimi

2.2.6 Siklokatilma Reaksiyonlari

Diels-Alder reaksiyonunda izoksazol dienofil olarak davranirken, 1,2-
benzizoksazol ve oksazol dien olarak davranir. Etil 4-nitro-3-fenilizoksazol-5-
karboksilat (20) siklohekza-1,3-dien (21) ile reaksiyona girer ve [4+2] halka

katilmasi reaksiyonu tizerinden yliriiyerek tirtinii (22) verir (Sekil 2.10) [28].

Ph.  NO,

NO,
>/_§\ + Toluen Ph
N.o~~cooc,H, A L I

C,H,00C" O~
20 21 22

Sekil 2.10 [zoksazol ve siklohekza-1,3-dien arasindaki katilma reaksiyonu

2.3 Tibbi Olarak Onemli Bitisik Halkal: izoksazol Tiirevleri

izoksazol parcasina kaynastirlmis heterosikliklerin antikonviilzan, antipsikotik,
antikanser, antimikrobiyal, antihistaminik, anti-tuberkiiler, antiiilser, anti-
epileptik, anti-influenza virisii, az-adrenoseptor ve 5-HT geri alim inhibitorleri,
anti-inflamatuar, antiviral ve anksiyolitik gibi ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip
oldugu bildirilmistir. Baz1 6nemli kaynasik izoksazollerin genel yapilary
benzizoksazol (23), benzo[d]izoksazol-4,7-dion (24), nafta[2,3-d]izoksazol-4,9-
dion (25), pirrolo[3,4-d]izoksazol-4,6-dion (26), benzopirano[4,3-c]izoksazol (27),
dekahidroizoksazolo[4,3-c]kinolinler (28), izoksazol-[4,5-b]piridin (29), izoksazol-
[4,5-d]pirimidin (30) ve tiyazolo[4,5-c]izoksazoliin (31) sentezlenmesi (Sekil 2.11)
literatiirde farkl biyolojik aktivitelerle bildirilmistir.

10
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Sekil 2.11 Bitisik halkali izoksazollerden bazilarinin genel formiilleri

2.4 Bitisik Halkal izoksazol Sentezi

2.4.1 2,1-Benzizoksazollerin Sentezi

2,1-Benzizoksazol sentezi icin O-C ve C-C baglarinin olusumu iki temel sentetik
yaklasimla aciklanabilir. 2,1-Benzizoksazollerin (23) sentezi icin c¢cok sayida
yontem mevcuttur, ancak ¢ok yonlii yontemlerden biri, 1-halo-4-nitroarenlerin
(32) bir arenasetonitril ile baz katalizli kondenzasyonudur. Reaksiyon esas olarak,
nitro grubuna orto konumundaki asetonitril karbanyonunun ilk saldirisi ile baslar
ve siklizasyondan sonra 3-aril-2,1-benzizoksazol (34, Sekil 2.12) verecek sekilde

potasyum tuzu (33) olusturur.

Ph Ph
X X X
PhCH,CN, KOH 77 CN, 0
= Xy, -OK g S
NO, MeOH, 0-5°C, 4 h N~ N
32 33 34
X= Cl, Br

Sekil 2.12 1-Halo-4-nitroarenlerden 2,1-benzizoksazol tlirevleri sentezi
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2.4.2 Kinon/naftokinonlar ile Kaynasmis izoksazol Sentezi

Oksim (37) ile kinonlar (35) / naftokinonlar'nin (36) 1,3-dipolar siklo
katilmasinda, ara madde olarak izoksazolin olusur ve hava oksidasyonuyla

kaynasik kinonlar1 (38) ve naftokinonlar: (39, Sekil 2.13) verir.

(0]
HO\IN
Cl
(0]
35 37
(0] EtsN, PhMe, 110°C
(0] o]
36 39

Sekil 2.13 izoksazole bitisik kinon/naftokinonlarin sentezi

2.4.3 Pirol ile Kaynagsmis izoksazol Tiirevlerinin Sentezi

N-Substitue maleimid (41) ile geri sogutucuda diaril nitronlar (40) 1sitildiginda
pirrolo-izoksazol benzoik asit tiirevlerini verir (42, Sekil 2.14) (cis ve trans
izomerler). Diaril nitronlar (40), N-arilhidroksilamin ile substitue benzaldehidlerin
kondenzasyonuyla olusurken, p-aminobenzoik asidin maleik anhidrit ile

reaksiyonu, maleanilik asit ara maddesi yoluyla maleimidi (41) verir.

o COOH

ON ,
- N
Y Refluks, 7-8 h
+ - Y

Toluen

X, Y= -H, -Me, 2-OH, 2-Cl

Sekil 2.14 Pirol ile bitisik izoksazol tiirevlerinin sentezi
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2.44 Kromona Bitisik izoksazollerin Sentezi

3-Acgil substitue kromonlar (43), hidroksilamin hidroklortir ile reaksiyona girerek
kromona [3,4-d]izoksazol tiirevlerini (45) olusturur. Kromonun elektrofilik C-2
karbonuyla birlikte hidroksilamin 1,4-katilmasi, piran halkasinin (44) agilmasina

neden olur (Sekil 2.15).

0O O

NH,OH.HCI, . \
MR KOH ya da AcONa= ©\)J\fJ\R oH
o) MeOH, 20°C OH SNOH 0~ "R
43 a4 45

R= CF,, (CF,),H
Sekil 2.15 Kromon ile bitisik izoksazollerin sentezi

2.4.5 Piridinle Bitisik izoksazoliin Sentezi

4-Amino-5-benzoiloizoksazolo-3-karboksamidin (46) aktif metilen ile Friedlander
kondenzasyonuyla olusan asetofenon (47) reaksiyonu ZnCl; veya Indiyum (III)
triflat (In(0Tf)3) katalizorleri yardimiyla piridine bitisik izoksazolu verir (48, Sekil
2.16). B yolu ise mikrodalga ile olan ¢alismay icerir [29].

COPh Ph
o COCH, A.ZnCl, ya da In(OTf);,
N\\ NH, + 120-125°C, 8-16 saat - | A O\N
> /
B. ZnCl, ya da In(OTf)s. “
CONH, ' oY ( )3, Ph  ONH
mikrodalga, 60-65°C, 15 dk. 2
46 a7 48

Sekil 2.16 Piridine bitisik izoksazol sentezi

2.4.6 Pirimidine Bitisik izoksazoliin Sentezi

Metiletoksimetilenmalononitril’'in (49) hidroksilamin  hidroklortir ile
kondenzasyonu sonucu 5-amino-4-siyano-3-metilizoksazol (50) ara uriin olarak
olusur. Ara maddenin (50) 2-etoksietanol icinde formamidin asetat ile reaksiyona

girmesi, 4-amino-3-metilizoksazolo [5,4-d]pirimidinle sonuglanir (51, Sekil 2.17).

13



NC Me NH, Me

EtO  CN NH,OH.HC| /Z/’( Formamidin asetat N A
= — = >
/C4< H-N N 2-Etoksietanol § N
Me CN 2 0] N/ o
49 50 51

Sekil 2.17 Pirimidin ile bitisik izoksazoltlin sentezi

2.4.7 Tiyazoloizoksazollerin Sentezi

Substitue aldehitlerin, 2-p-tolilimino-3-p-tolil-5A-4-tiyazolidinon (52) ile
kondenzasyonundan 2-p-tolilimino-3-p-tolil-5-ariliden-4-tiyazolidinon olusmak-
tadir (53). Hidroksilamin hidrokloriir ile bu ara friiniin siklizasyonu, 2-p-

tolilimino-3-p-tolil-6-aril-tiyazolo[4,5-c]izoksazolinleri olusturur (Sekil 2.18) [30].

/OMe @Me /@Me
e L\i _ CH,COONa NH,OH.HCl e L\‘,\
L Glacial CH,COOH, @ > C)
'}_,S Glacial CH;COO N S EtOH, CH,COOH NS

o

R-CHO q
N

R
R= Ph, 2-CoHsCl, 4-CoH.Cl R ©
52 53 54

Sekil 2.18 Tiyazolooksazollerin sentezi

izoksazol ve kaynasik izoksazol halkalar iceren ticari ilaglarin sayisi, orn.
cloxacillin, cycloserine, danazol, dicloxacillin, flucloxacillin, oxacillin, risperidone,
sulfaisoxazole, sulfametoksazol, valdecoxib, zonisamid ve dogal olarak meydana
gelen ibotenik asit Cizelge 2.1'de gosterildigi gibi yapilar: ve terapotik kullanimlari
ile birlikte biyolojik faaliyetlerine gore siniflandirilmis ve asagidaki bolimde

sistematik olarak verilmistir [31-41].
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Cizelge 2.1 izoksazol iceren tedavi ajanlar

Pazarlanan Giincel
Bilesik . Yapi Tedavi Sinifi Ref.
llag Durum
Penisilin
Klinik
55 Cloxacillin sinifindan [31]
Kullanim
antibiyotik
NH,
Klinik
56 Cycloserine 0 Antibiyotik [32]
O-N Kullanim
H
OH -
Me /  —cH Gonadotro
Me pinlerin Klinik
57 Danazol 7 [33]
N\O | olusumunu | Kullanim
baskilamak
Dar
Spektrumlu Klinik
58 Dicloxacillin [34]
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Cizelge 2.1 izoksazol iceren tedavi ajanlar1 (devami)
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3

Merkezi Sinir Sistemi Bozukluklarinda izoksazol
Tirevleri

3.1 Anti-Alzheimer Ajanlari
3.1.1 Asetilkolinesteraz (AChE) Inhibitérleri

Villalobos ve ¢alisma grubu; engelleyicileri, A-benzilpiperidin sinifinin benzoil
grubu icin  biyoizosterik  bir  yerdegistirici olarak benzizoksazoller,
asetilkolinesteraz inhibitér aktivitesi acisindan degerlendirmistir. Inhibitérler
arasinda (Sekil 3.1), AN-asetil (66) ve morfolino (67) grup iceren analoglarin,
sirasiyla ICso degerleri 2.8 ve 0.80 nM olup en kuvvetli olanlar olarak ortaya
cikmistir. Yapr aktivitesi calismasi, AChE'nin daha iyi inhibisyonu i¢in azot
icermesinin islevsellik acisindan (siklik aminler ve A-ac¢il) 6nemli oldugunu ve
piperidin ile benzizoksazol halkasi arasindaki iki karbon zincir uzunlugunun
sadece optimal olarak tolere edildigini ortaya koymustur. Her iki bilesik, 66 ve 67
icin secicilik orani (BuChE / AChE) 3200 ve 5900’dur. Butirilkolinesteraz (BuChE)
tizerinden AChE'ye karsi yliksek secicilik gostermistir [42].

0N \__Ph X 0 7 0
@N’ N@-{ Bilesik X ¥
" \ OH 68 H 3-OMe
66 ve 67 69 H 4-OMe
/\ 68-71 70  CH, 3-OMe

R=66:NHCOMe; 67: —N O
_/ 71 CH; 4-OMe

Sekil 3.1 Asetilkolin esteraz inhibitor aktivite tasiyan 66-71

Pirazolo grubunun biyoizosteri olarak substitue pirolo grubu, potansiyel
asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorleri olarak pirrolo-izoksazol analoglar1 vermek
lizere p-aminobenzoik asidin arilimidlerinden (68-71, Sekil 3.1) elde edilmistir.
Sentezlenen analoglarin ¢ogu standart dopepezil benzeri aktivite esigine sahiptir.
Bilesiklerin sentezlenmesinde, dort analog (68-71), 19.1-17.5 nM araliginda ICsp

degerleri ile AChE'nin daha fazla inhibisyonu izlenmistir. Elektron verici gruba
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sahip bilesik (70, cis-izomer), yani fenil halkasinin 4. konumundaki metoksi grubu,
17.5 nM'lik bir ICso degeriyle en giicli olan olarak kanitlanmistir. Bildirilen
prototiplerin AChE inhibitér aktivitesinin konuma duyarli oldugu bulunmus olup
gruplarin p-, m-, o-pozisyonlarina kaymasi aktivitede 6nemli bir diisiise neden
olmustur. En giiclii bilesik (70, cis-izomer), BuChE yerine AChE'ye karsi daha
ylksek seciciligi acikca gosteren 874 BuChE / AChE secicilik indisiyle birlikte
butirilkolinesteraz (BuChE) aktivite i¢cin 15.3 uM'lik bir ICso sergilemistir.

3.1.2 5-HT4Kismi Agonist Olarak

Brodney ve calisma grubu, yapisal acidan cesitlilik gosteren, temel faaliyetlerin
tibbi kimya perspektifinden yararlanarak baz1 secici 5-HTs agonistlerini
aciklamistir. Bilesik 72 (Sekil 3.2) 5-HTs4 reseptor izoformu i¢in 0.33 uM Ki degeri
ve 0.2 nM ECso degeri ile son derece giiclii bir etkinlik ortaya koymustur. Bu rapor,
bilesik 72'nin fareler icin Morris su labirenti (MWM) testinde skopolamin
tarafindan uyarilan 6grenme defisitlerini tersine ¢evirmis ve kolinerjik sisteme

iliskin endikasyonlar vermistir [43].

Sekil 3.2 5-HT4 kismi agonist olarak bilesik 72'nin yapisi

3.2 Antikonviilsan Ajanlar
3.2.1 Maksimum Elektrosoklara Karsi Koruma (MES)

Uno ve grubu, potansiyel antikonviilsan ajanlar olarak 3-siilfamoilmetil-1,2-
benzizoksazol tiirevlerinin sentezi ve biyolojik degerlendirmesini calismislardir.
Bildirilen seriler arasinda SAR ¢alismasina dayanarak, bilesik 73 (Sekil 3.3) en
gliclii olan olarak bulunmustur. Bu ¢alismadan, benzizoksazol halkasinin 5- veya 6-
pozisyonundaki bir halojenin ytliksek aktivite i¢in, siilfamoil veya nitro gruplarin

azalmis aktivite icin katkida bulundugu sonucuna varmistir. Bilesik 73, maksimum
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elektrosok nobetlerine (MES) karsi 20 mg / kg'lik EDso degerini, yani 292 mg /
kg'lik NTDso degerini gostermistir [44].

Me. 6] Me.
INH 0\, NH  on 0
N Me e}
| N mé Me N~ Me
o 0 Me Me
75 76

Sekil 3.3 Antikonvulsan ajanlari olarak bilesik 73-76 yapilari

CH,SO,NH, M NH  oH
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3.2.2 Secici Glial GABA Alimi Inhibitérleri

Falch ve grubu tarafindan tetrahidro-1,2-benzizoksazol tiirevlerinin yeni bir serisi
konviilsiyonlarin tedavisinde Glial GABA aliminin secici inhibitorleri olarak
bildirilmistir. Seriler arasinda bilesik 74’'tin (Sekil 3.3) sirasiyla 40 ve 500 uM ICso
degerleri ile néronal GABA aliminda Glial'in aktif bir inhibitori oldugu
kanitlanmistir. Bilesik 74 zayif biyomembrana sahiptir. Sirasiyla 150 ve 220 umol /
kg ED50 degerlerini gosteren yiiksek lipofiliklige sahip O- ve N-pivaloiloksimetil 6n
ilaglarini basariyla sentezlenmistir (75 ve 76, Sekil 3.3). Aciklanan c¢alisma, bilesik
75'in antikonviilsan aktivitesinin, esas olarak (R) - (+) - enantiomerinde (ED50
degeri 44 umol / kg) yer aldigin1 ortaya koymustur. Bilesik 74'liin intracere-
broventrikiiler uygulamasi, 59 nM'lik bir ED50 degeri ile antikonviilsan aktivite

sergilemistir [45].
3.3 Antidepresan Ajanlar

3.3.1 az-Adrenoseptor Bloklama Aktivitesi ile Serotonin (5-HT) Geri Alma

inhibisyonu

Andres ve grubu, oz-adrenerjik reseptdr antagonistlerinin antidepresan ve
depresyonun monoaminerjik hipotezine dayali 6nemini géz éniinde bulundurarak
merkezi olarak aktif bir trisiklik izoksazol tiirevleri serisi bildirmistir. Bildirilen
seriler arasinda dort bilesik 77-80 (Sekil 3.4) umut verici antidepresan aktivite
gostermistir. Bilesik 79, deri alt1 uygulama sonrasi sirasiyla medetomidin i¢inde
0.32, 0.50 ve 0.24 mg / kg EDso degerleri sergilemistir. Onemli antidepresan
aktivite icin a2-adrenoseptor ve 5-HT geri alim inhibisyonunun yerine tek basina
5-HT geri alim inhibitorlerinin kullanilmasi daha iyi bir segenek olacagi yoniinde

raporlar bulunmaktadir. Andres ve grubu, bunu yeni antidepresan ajanlarin
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gelistirilmesi  i¢cin temel kullanarak, bir dizi 7-amino-3a,4-dihidro-3H-
[l]benzopirano[4,3-c]izoksazol analoglarini kesfetmislerdir. Bildirilen seriler
arasinda, alkil zincirinde oksijen ve azot bulunan analoglar, en gli¢lu iki bilesiktir
(81 ve 82; Sekil 3.4). Bilesikler 81 ve 82, sirasiyla aza, azc adrenoseptorleri ve 5-
HTT deneyi i¢in 0.31, 0.10, 8.5 ve 0.27, 0.09, 1.6 nM Ki degerlerini gostermistir.
Bilesik 81, (-)-81 ve (+)-81 olarak iki enantiyomerine ayrilmis ve in vitro deneyde
baglanma afiniteleri agisindan taranmustir. (-) - 81’'in, 5-HTT'ye (3.7 nM) daha
fazla afinite gosterdigi tespit edilmistir. Medetomidin testinde her iki «
adrenoseptoriinde baglanma afinitesi yerine, bilesik 82, 81'den 15 kat daha az

aktivite gostermistir [46].

R=81: CH,CH,OH; 82:
CH,CH,N(CH,),

0
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Sekil 3.4 Antidepresan ajanlar olarak bilesik 77-82 yapilari

3.4 Antipsikotik Ajanlar
3.4.1 D2, 5HT1a, 24, 2c Reseptorlerine Yakinlik Gosteren Ajanlar

Daha iyi farmakolojik aktivite elde etmek icin, heteroaril piperazin tiirevlerinin
esasli oldugu, buspiron analoglarinin 6n yap1 aktivitesi ¢alismalar1 yapilmistir.
Gozlemlerine dayanarak Yevich ve grubu, potansiyel antipsikotik ajanlar olarak bir
dizi (1,2-benzizoksazol-3-il)piperazin tilrevleri sentezlemistir. Bildirilen seriler
arasinda, bilesikler 83-85 (Sekil 3.5), sirasiyla D2 reseptorii icin 25, 69 ve 30 nM
ICso degerleri ve ay reseptorii icin 7, 5 ve 2 nM ICso degerleri ile umut verici
antipsikotik aktivite gostermistir. Sartlh o6nleme tepkisi (CAR) ve stereotipi
testlerinde bilesik 85, sirasiyla 1 ve 2.3 mg / kg EDso degerleri ile en gli¢li etkinligi
sergilemistir [47].
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Sekil 3.5 Antipsikotik ajanlar olarak bilesik 83-85’in yapilari

Hrib ve grubu, 5HT1a ve 5HT2a reseptorleri ile daha fazla etkilesime sahip olacak
ve bir dereceye kadar D, dopamin reseptorti ile daha fazla etkilesime giren bir dizi
benzizoksazol-3-karboksamid tiirevleri (86-89, Sekil 3.6) tasarlamis; yapi
aktivitesine dayanarak, bilesik 89’un en gi¢li oldugunu saptamislardir.
Bilesiklerin (87 ve 88), D; / 5HT:a icin en yliksek afiniteye sahip olduklari
kanitlanmistir. (6-Florobenzizoksazol-3-il)piperidin iceren bilesikler (86-89), 1.3,
1.7, 1.3 ve 1.5 mg/kg EDso degerleriyle in vitro CMA'da (apomorfinin indiikledigi

tirmanma inhibisyonu) testinde en biiyik potansiyeli sergilemistir [48].
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Sekil 3.6 Bilesik 86-90 yapilari

Orjales ve grubu, potansiyel atipik antipsikotik etkinlige sahip yeni bir bilesik
serisinin gelistirilmesine neden olan, dopamin aktivitesine sahip farkh
heterosikleri ve serotonin etkinligine sahip 3-benzizoksazolilpiperazin grubunu
basariyla birlestirmisler ve tasarlanan prototipler, 5HT2a reseptori icin biraz ve
5HT1a ve D2 reseptorlerine biraz daha az afinite gostermistir. Bilesik 90 (Sekil 3.6),
standart ilaglar risperidona ve klozapine c¢ok yakin afinite gostermis ve
[3H]ketanserin baglama deneyinde 5HT2a reseptoriine karsi 0.73 nM Ki degeri
vermistir [49].

21



Singer ve grubu, 8-substitue 3,4-dihidrokinolinonlara, benzizoksazol-
benzisotiyazol piperazinleri katmis ve bunlar1 sizofreni tedavisi i¢in antipsikotik
etkinligi acisindan degerlendirmistir. Bildirilen seriler arasinda, 5-metil
substittientli bilesik 91 (Sekil 3.7), 6nemli in vitro aktivite gostermis, bilesik 91
sirasiyla D2 ve 5HT2a reseptorlerine karsi 35 ve 0.28 nM Ki degerlerini sirasiyla

vermistir [50].
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Sekil 3.7 Bilesik 91 ve 92’nin yapisi

Yeni atipik antipsikotik ajanlarin arastirilmasinda Barcelo ve grubu, bir dizi
biitirofenon analogu bildirmis; sentezlenen bilesikler, sirasiyla, D2, 5HT2a ve 5SHT2c
reseptorleri icin in vitro baglanma deneyi yani [3H]spiperon, [3H]ketanserin ve
[3H]mesulergin kullanilarak degerlendirilmistir. 6-Florobenzenizoksazolilpiperidin
kismi, 4-florobenzoilpiperidin parcasini tasiyan diger bilesiklere kiyasla 5HT2a
reseptoriine yiiksek afinite icin en faydali oldugu kanitlanmistir. Bildirilen seriler
arasinda, bilesik 92 (Sekil 3.7) sirasiyla 5HT2a, 5HT2c ve D2 reseptorlerine karsi
8.67, 6.91 ve 6.95 pKi degerleri ile en yiiksek afiniteyi gostermis ve ayn1 zamanda
1.25 pKi (5HT2a / D2) oranini vermistir [51].

3.5 Antistres Ajanlan

Badru ve grubu, tasarlanan prototiplerden birinin yani cis- veya trans-
izomerlerden birinin immobilizasyonu indiikledigi akut stres modelinde anti-stres
aktivitesine sahip olacak sekilde yeni bir seri hekzahidro-pirolo[3,4-d]izoksazol-
4,6-dion isomer (93 ve 94, Sekil 3.8) tasarlamistir. Tasarlanmis izomerler arasinda,
bilesik 93 (cis izomer), 5 ve 10 mg / kg'da zayiflatilmis stres immobilizasyonu
yaparken, trans-izomeri 94 sadece 10 mg / kg'lhk bir dozda stres azalmasini
gostermistir. Bu calisma, belirgin anti-stres aktivitesinin cis-izomer 93 tarafindan

sergilendigi sonucuna varmistir [52].
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93 ve 94
93: cis; 94:trans

Sekil 3.8 Bilesik 93 ve 94’lin yapisi
3.6 Demiyelinizan Bozukluklarda Etkili Ajanlar

Multiple Skleroz (MS) bozukluguna kars: aktif olan peroksizom proliferator aktif
reseptor 6 agonistleri olan yeni benzizoksazol tiirevleri, Sakuma ve grubu
tarafindan arastirilmistir. Bildirilen seriler arasinda, bilesik 95’in (Sekil 3.9) 0.011
uM'lik bir ECso degeri ile potansiyel PPARS transaktivasyona sahip en aktif molekiil
oldugu kanitlanmistir. Sentezlenen bilesiklerin oligodendrositlerin farklilasmasini

uyarabilme yetenegine sahip oldugu sonucuna varmislardir [53].
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Sekil 3.9 MS de etkin bilesik 95 ve 96

Sakuma ve grubu, benzizoksazol igeren tiirevlerin sentezini ve biyolojik
degerlendirmesini yapmiglardir. Beyindeki PPARS agonistleri yetiskin
oligodendrosit 6ncti hiicrelerinin farklilasmasinin (yetiskin OPC'ler), uyarildiginda
miyelin yenilenmesinin gerceklesecegi rapor edilen bulgularin, karakteristik
benzizoksazol iskeletine sahip bilesigin (96; Sekil 3.9) kuvvetli hPPARS
transaktivasyonuna (0,025 uM ECso degeri) ve seciciligine sahip oldugunu ortaya
koymustur. Bildirilen bilesik 96 ayn1 zamanda, oligodendrosit farklilasmasi
uzerinde belirgin uyaric1 etki sergiledigi fetal sican beyinlerinde OPC'ler

kullanilarak in vitro olarak degerlendirilmistir [54].
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3.7 Sizofreni Tedavisinde D-Amino Asit Oksidaz (DAAO) inhibitérleri

Ferraris ve grubu, DAAO inhibitorleri olarak bazi yeni benzo[d]izoksazol-3-ol
tirevlerinin sentezi ve biyolojik degerlendirmesini yapmislardir. Bildirilen seriler
arasinda, 6-kloro-benzo[d]izoksazol-3-ol (97; Sekil 3.10), potansiyel olarak 0.188
uM ICso degeri ile DAAO'yu inhibe kabiliyetini gostermistir. SAR ¢alismalarina gore,
benzen halkasindaki biiytik yonlendiriciler aktivitenin artmasina neden olmus ve
daha kiigiik gruplar 5- veya 6-konumunda iyi tolere edilmistir. Bu c¢alismaya
dayanarak, DAAO inhibitorleri ile birlikte D-serin'in ayn1 anda verilmesi sizofreni

tedavisinde daha iyi bir se¢im olacagini ortaya konmustur [55].
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Sekil 3.10 Bilesik 97-99’un yapilari
3.8 5-HT2a/ 5-HT2cReseptor Agonist Ajanlar

Yeni 5-HTz2a / 5-HT2c reseptor agonistlerinin gelistirilmesi ile ilgili devam eden
arastirmalarin bir parcasi olarak, Jensen ve grubu, 5,6,7,8-tetrahidro-4#-
izoksazolo-[4,5-d]azepin-3-0l (THAZ) tiirevleri serisini bildirmistir. Bildirilen
seriler arasinda, N-(98) ve 0-(99) analoglarin (Sekil 3.10) insan 5-HT2a ve 5-HTzc
reseptorleri icin en giiclii aktiviteye sahip oldugu kanitlanmistir. SAR calismasi, O-
veya N-yonlendiricilerin, daha iyi 5-HT2a ve 5-HTc aktiviteleri icin anahtar
farmakofor elementleri oldugunu yeniden dile getirmistir. Bilesik 98, sirasiyla 5-
HT,a ve 5-HTzc reseptorleri icin 2.4 ve 1.7 uM'lik ECso degerlerini gosterirken,
bilesik 99, 1.3 ve 0.23 uM'lik ECso degerlerini vermistir. Bu biyolojik verilerle, O-
analoglarin N-yonlendirilmis bilesikler ile karsilastirildiginda biraz daha yiiksek
aktiviteye sahip oldugu kanitlanmigstir [56].

3.9 Migren Tedavisinde 5-HT1r Reseptor Agonistleri

Yeni 5HT1r agonistlerini arastirmak icin Zhang ve grubu, ¢esitli bisiklik sistemler
ile sumatriptan (100) ve LY 334370 (101)'te bulunan indol halkasimi (Sekil 3.11)
basariyla degistirmistir. Benzizoksazol serileri arasinda, bilesik (102; Sekil 3.11),
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1A / 1F segcicilik orani 30 olan, 3.6 nM Ki degeriyle en yiiksek 5-HT1r afinitesini
gostermistir. Benzamidin benzoil kismindaki klorlu grup, agirlikli olarak 5-HTir
reseptoriine yonelik secicilige sahiptir. Arastirmacilar ayni zamanda, aliciy1
tanimak icin baglayic1 atomun hibridizasyon niteliginden ziyade bisiklik sistemin

geometrisinin 6nemli oldugu sonucuna varmislardir [57].
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Sekil 3.11 5-HT1r reseptor agonist olarak bilesik 100-102’nin yapilari
3.10 Kardiyovaskiiler Sistem Bozukluklarinda Aktif izoksazol Tiirevleri

3.10.1 Ateroskleroz Tedavisinde Karaciger X Reseptorii (LXR) Agonistleri

PPAR programiyla ligandlarin taranmasi, yeni LXR agonisti (103; Sekil 3.12)
olusturmustur. LXR'ye karsi yliksek afiniteye sahip olmakla birlikte, hedef dis1
kabul edilen PPAR reseptorleri icin ytliksek afinite sergileyememistir. Szewczyk ve
grubu, bu hipotez ve PPAR ic¢in sifirlanmis afinite ile LXR'ye yiliksek afinite
kazandirmak i¢in yeni LXR agonistlerinin SAR ¢alismalarin1 bildirmislerdir.
Bildirilen agonistler arasinda, bilesikler 104 ve 105’in (Sekil 3.12), miikemmel LXR
seciciligine sahip olanlarin PPAR'ya karsi en gii¢lii oldugu bulunmustur. Calisma,
benzizoksazol iskeletinin LXR baglanmasi i¢in en iyi hale getirildigini ve asetik asit
grubunun etkinlik i¢in gerekli oldugunu ortaya koymustur. Bilesik 104, her biri a
ve B LXR tiirleri i¢cin 16 nM ICso degerlerini, bilesik 105 ise sirasiyla a ve  LXR
tlrleri icin 90 ve 40 ICso degerlerini gostermistir [58].
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Sekil 3.12 LXR agonistleri olarak bilesik 103-105’in yapilari

3.10.2 Anti-hipertansiyon Ajam olarak Céziiniir Epoksit Hidrolaz (sEH) inhibitérleri

Shen ve grubu, hipertansiyon tedavisinde potansiyel sEH inhibitorleri olarak yeni
bir amino benzizoksazol serisi arastirmistir. Bu amid biyoizosterleri amino
benzizoksazoller arasinda, bilesik 106 (Sekil 3.13), 4 nM ICso degeri ile en
kuvvetlidir. SAR'dan, anilin halkasinda 4-CF3 grubunun ve benzizoksazol
halkasinda 7-CF3 grubunun yiiksek potansite icin katkida bulundugu sonucuna

varilmistir [59].

106

Sekil 3.13 Antihipertansiyon ajani olarak bilesik 106

3.11 Antikanser Ajanlari Olarak Izoksazol Tiirevleri

3.11.1 Gecikmis Tip Hipersensivite (DTH) ve Hiimoral (DTH) Bagisiklik Tepkisini
Etkileyen Ajanlan

Wagner ve grubu, immiinosiipresif aktiviteye sahip bir dizi izoksazol[4,5-
d]pirimidin bildirmistir. Seriler arasinda bulunan iki bilesik 107 ve 108 (Sekil
3.14), 100 pg / fare dozunda hiimoral bagisiklik tepkisini 6nemli 6lciide
bastirmistir. Buna ek olarak, bilesik 108 de bilesik 107 tarafindan sergilenemeyen
gecikmis tip asir1 duyarliligi (DTH) bastirmistir. Bu sonuclar bilesik 107’nin segici
olarak insan immiin tepkisini bastirdigin1 gosterirken, 108 bilesiginin ise evrensel

bir immiin yanit inhibitérii olarak kabul edildigini ortaya koymustur.
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Arastirmacilar, bilesiklerin (107 ve 108) bu iki farkl etkisinin aralarindaki yapisal

farkliliktan kaynaklanabilecegi sonucuna varmislardir [60].
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Sekil 3.14 Anti-kanser aktiviteye sahip bilesik 107-109
3.11.2 Androjen Alic1 Modiilatérleri

Sistematik bir molekiiler modelleme yaklasimi, yeni seri nonsteroidal
sikloalkan[d]izoksazol tiirevlerinin tasarlanmasi i¢in kullanilmistir. Bildirilen
seriler arasinda, temel farmakofor olarak siklohekzan[d]izoksazol bulunduran
bilesik 109 (Sekil 3.14), in vitro antiandrojenik biyolojik arastirmalarda en giiclii
farmakofor olarak bulunmustur. Bilesik 109, sadece en gii¢lii oldugu kanitlanmisg
olmakla kalmamis, ayni zamanda standart bilesikler olan bikalutamid (% 13.5) ve
hidroksiflutamit (% 13) ile karsilastirildiginda daha fazla androjen reseptor (AR)
antagonizma potansiyeli (% 9.2) go6stermistir. Yapr aktivite verileri,
sikloheksan[d]izoksazol iskeleti ile elektron ¢eken gruplara sahip aromatik
halkanin biyolojik aktivite icin daha yararli oldugunu kanitlamistir.
Arastirmacilarin isaret ettigi kilit noktalardan biri, sikloalkan[d]izoksazolun, AR
ligand baglama alaninin hidrofobik bodlgesi ile etkilesime girme egiliminde

olmasidir [61].
3.12 Alkilleyici Ajanlar

Zonisamid (65), keton metabolit 2-(slilfamoilasetil)fenoliin olusumuna yol agan

indirgeyici metabolizmaya ugrayip, hem insan hem de sigan karacigerinde
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alkilleyici  aktivite = gostermistir. Jain ve  Kwon, 1,2-benzizoksazol
fosforodiamidatlarin (PDA) 6n ilaglarini alkile edici 6zelligi olan yeni anti kanser
ajanlar kesfetmislerdir. Sentezlenen 6n ilaclar (110-112; Sekil 3.15), V-79 hiicre
hattina kars1 (Cin hamsteri) in vitro antikanser etkinligine tabi tutulmustur.
Bildirilen seriler arasinda, bilesiklerin (110-112), sirasiyla 241, 411 ve 311 uM ICsp
degerleri ile potansiyel sitotoksinler oldugu kanitlanmistir. Sonuglar alkile edici
maddenin, fosforamid mustardin 6n ilaglarin aktivasyonu sonucunda olustugunu
ortaya koymustur. PDA grubundan yoksun olan kontrol bilesikleri (113 ve 114;
Sekil 3.15) diger bilesiklerden (110-112) 3 ila 5 kat daha az aktivite gostermistir
[62].

2 CH,CH,CI 9
O0-P—N O-P—N(CH,),
NH2 CHZCH2C| N(CH3)2 Me
R
R' (0] 0 0]
110-112 113 114

110:R-R'-H; 111:R-H, R'-OCH; 112:R-NO,, R'-H

Sekil 3.15 Alkilleme aktivite ve kontrole sahip bilesiklerin yapisi
3.12.1 Anti Apoptotik Ajanlar

Santos ve arkadaslari, potansiyel antiapoptotik ajanlar olarak bir dizi nafto[2,3-
d]izoksazol-4,9-dion-3-karboksilat (115 ve 116; Sekil 3.16) arastirmislardir. Her
iki bilesik de (115 ve 116), hiicre canliligin1 6nemli 6l¢iide arttirarak niikleer
parcalanmada azalmaya neden olmus ve kaspaz-3, -8 ve -9 aktivasyonunu inhibe
etmistir. Bu iki bilesik, HuH-7 (insan hepatomu) ve PC12 (sican feokromasitoma)
hiicrelerinde koruyucu etki gostermistir. Arastirmacilar bilesiklerin (115 ve 116)
koruyucu etkisinin, Bcl-XL'un regtilasyonu yoluyla Bcl-2 familyasi proteinlerinin

modtlasyonu ile iligkili oldugunu a¢iklamiglardir [63].
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115 ve 116 117

115: R=etil; 116: R=metil
Sekil 3.16 Antikanser ajanlarinin yapilari

3.12.2 Antiproliferatif Ajanlar

Poreba ve grubu, Friedlander kondenzasyonunu kullanarak izoksazolopiridin
tiirevlerini sentezlemis ve bilesiklerin sekiz tlimor hiicresi ¢izgisine karsi in vitro
antiproliferatif etkisini arastirmislardir. Tirevlerden sadece bilesik 117 (Sekil
3.16), uluslararasi aktivite kriterini yerine getirmis ve kolon kanseri hiicre hattina

(SW707) kars1 doz 3.9 ug / ml inhibitor (IDso) 6zellik gdstermistir [64].

Bejjanki ve grubu, anti-proliferatif ajanlar olarak intramolekiiler [1,3] siklokatilma
yoluyla sentezlenen yeni bir dizi cis-kaynastirilmis kromenopirano [4,3-
clizoksazol tiirevlerini incelemistir. En gli¢lii bilesik 118 (Sekil 3.16), standart ilag¢
doksorubisin (ICso = 1.21 uM) ile karsilastirildiginda, 0.194 uM ICso degeri ile
akciger kanseri hiicre dizisi A549'a karsi umut verici bir aktivite gdstermistir. V-
Substitiie siklohekzil grubunun varliginin A549 hiicre dizisine karsi sorumlu

oldugunu ortaya ¢ikarmistir [65].
3.12.3 Is1 Sok Protein 90 (Hsp90) Inhibitérleri

Gopalsamy ve grubu, elde edilen bulgular inceleyerek yiiksek verimli taramayi
uygulayarak, bazi benzizoksazol tiirevlerini Hsp90'in potansiyel inhibitorleri
olarak kesfetmislerdir. Benzizoksazol serileri arasinda, bilesik 119 (Sekil 3.17)
0.19 uM'lik bir ICso degeri ile floresan polarizasyon rekabet tahlilinde en kuvvetli

bilesik olarak ortaya ¢ikmistir [66].

Bilesik 119, resorsinol iskeletinin 2'-hidroksil grubunun, korunan su molekiiliiyle
birlikte ATP baglanma bolgesi icinde Asp 93 ile baglanma egilimi gosterdigi ortaya

konmustur. Resorsinol parcasinin ikinci (4") hidroksil grubu, korunan iki su
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molekili ile iki hidrojen bagi olusturmus ve buradan Leu 48 omurga kalintisi ile
etkilesime girmistir. Resorsinoldeki 5'-bromo yonlendiricisi, hidrofobik cepin Phe
138 ve Leu 107 ile etkilesimlerini saglamaktadir. Ayrica, benzizoksazol halkasinin

baglayici cebiyle 6nemli etkilesimleri olusturma egiliminde oldugu iddia edilmistir.

7~ g
'.':'.' .

Sekil 3.17 a) Bilesik 119’un yapis1 b) Bilesigin docking olmus hali
Bargiotti ve grubu, yeni bir seri olarak izoksazolo(aza)naftokinon tiirevlerini (120
ve 121, Sekil 3.18) sentezlemis ve sentezlenen bilesikleri Hsp90'a kars1 anti-kanser
aktivitesi agisindan incelemistir. Spesifik olarak, alkillenmis piridin pargalarini
tasiyan bilesikler, kuvvetli anti-proliferatif etkiler ile en yiiksek afinite

sergilemistir [67].

120 121

Sekil 3.18 Hsp90 inhibitorleri olarak bilesik 120 ve 121
Bildirilen seriler arasinda bilesikler 120 ve 121 giiclii, bilesik 120, bilesik 87'den

biraz daha iistiindiir. Insana ait epitelyal karsinoma A431 modeli ve tiimor

ksenograft modeline karsi en aktif bilesigin (120) in vivo aktivite verileri, bu
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serinin Hsp90 inhibitorleri olarak terapotik potansiyeli oldugunu kanitlamistir

[67].
3.12.4 CoKlu ilag direnci proteini (MRP1) Modiilatorler

ilaca direngli tiimorlii hastalarda ilag¢ direncini diizeltmek i¢in ¢oklu ilaca direngli
(MDR) tasiyicinin engellenmesi en iyi stratejilerden biridir. Bu hipotez temelinde
Norman ve grubu, MRP1 inhibitorleri olarak yeni trisiklik izoksazol analog
serilerini sentezlemistir. Bildirilen seriler arasinda, bilesik 122 (Sekil 3.19),
doksorubisin varliginda MRP1 ile transfekte edilmis HeLa-T5 hiicre hattin1 0.90
uM'lik bir ECso degeri ile inhibe etme konusunda en yiiksek potansiyeli
gostermistir. Bilesik 122 ayrica, 1.8 uM'lik bir ECso degeri ile birlikte LTC4 tasima
inhibisyonunu ve bunun yaninda HL60 / Adr ve HL60 / Vinc hiicre ¢izgilerinde
22'lik secicilik oranini gostermistir [68].

OMe
MeO OMe
cl cl 0 Me
MeO

HN O /N\ O NH /N\ \N

o O /

N =~ N < 0]

0 Me o Me Y
122 123 124

Sekil 3.19 Bilesik 122-124 yapilari

Norman ve grubu, kemoterapotik ajanlara karsi direncin timor hiicreleri
tarafindan gelistirildigi molekiiler mekanizmay1 arastirarak ve potansiyel MRP1
modtlatorleri olarak bir dizi trisiklik izoksazol rapor etmistir. Aromatik
yonlendiriciye bagh siklohekzil kismi olan bilesik 123"tin (Sekil 3.19), in vitro
calismalarda HeLa-T5 (ECso = 0.093uM) ve LTC4 transportunda 0.064 uM IC50
degeri ile en giicli oldugu kanitlanmistir. Bu calisma aym1 zamanda in vivo
modelde MRP1 inhibitéri 123"lin HeLa-T5'te bir MRP1 substrat vinkristine ile
sinerjik etkinlige sahip oldugunu ortaya koymustur [69].

3.12.5 Kinon Oksidorediiktaz 1 (NQO1) Substrat

Biyolojik sistemde kinonun hidrokinona indirgenmesi, radikal oksijen tiirlerinin
sentezini 6nlemek i¢cin NAD (P) H: NQO1 enzimi tarafindan katalize edilen 6nemli
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fonksiyonlardan biri olarak diisiiniilmektedir. Newsome ve grubu, heterosiklik
kinolin iskeletinde NQO1 substratlar1 grubunu bildirmislerdir. Enzimatik ¢alisma
sitokrom c indirgemesi kullanilarak geri donisumsiz NADH oksidasyonundan
baslangic hizlarin1 belirleyen HPLC ve spektrofotometrik analiz yardimiyla
gerceklestirilmistir. Bildirilen bilesikler arasinda, benzizoksazol kinon 124 (Sekil
3.19), geri dontisiimsiiz NADH oksidasyonundan ve baslangi¢ metabolizmasindan

sirasiyla ortalama 27.6 ve 290 mol / dak / mg oranlar géstermistir [70].
3.12.6 Reseptor Tirosin Kinaz (RTK) Inhibitérleri

Yeni reseptor tirosin kinazlar1 tasarlama ve gelistirmenin devami olarak, Ji ve
digerleri, yeni aminobenzizoksazol ve aminobenztiyazol analoglar: liretmek i¢gin
endosiklik indazoliin N1-H’ini azot ve kiikiirt ile basariyla yer degistirmistir.
Bildirilen seriler arasinda, aminobenzoksazol analoglarinin, aminotiyazollere
kiyasla potensiyel acisindan Ustiin oldugu kanitlanmistir. 3-
Aminobenzo[d]izoksazol iskeletinin 4-konumunda N, N*-difeniliire bulunan bilesik
125 (Sekil 3.20) hem trombosit kaynakli biliyiime faktorii RTK'larin hem de
vaskiiler endotelyal biiyimenin 6nemli Ol¢iide inhibe edildigini gostermistir.
(Faktor reseptorii (VEGFR). Bilesik 125, ayni1 zamanda, insan fibrosarkomunda
(HT1080) biiyiime modelinde, 10 mg / kg / giinliik bir oral dozda, VEGF ile
uyarilmis uterin 6dem modelinde 2.0 mg / kg EDso degerini sergileyen %81
engellilik gdstermistir. Kunz ve grubu, kinaz kiitiiphanesinin taranmasi ile reseptor
tirosin kinaz c-kit inhibitori olarak bilesik 126’y1 (Sekil 3.21) basariyla optimize
etmistir. /n vivo metabolizma calismalar;, amid grubunun hidroliz egilimi
gosterdigini ve bunun da toksik anilin metabolitini olusturdugunu ortaya
koymustur. Amidlerin hidroliz problemini asmak icin, bisiklik benzizoksazol
parcasi ile degistirilmesi planlanmistir. Sentezlenen tiirevler arasinda bilesik
127’nin (Sekil 3.21) c-kit'e kars1 3 nM etki gliciine sahip oldugu ve c-kit ve p38
icinde 113 kat segcicilik sergiledigi rapor edilmistir [71].
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N
ﬁ X O Me
N. Y Biyoizosterikyerdegistirmti
H
HN
i : 'CFy
(0]

126 127
c-kit IC55 = 0.014 uM; c-kit IC55 = 0.003 uM;
P38 1C5y = 0.199 uM p381C;; =0.339 uM

Sekil 3.21 Bilesik 126 ve 127

3.13 Antimikrobiyal Ajanlar Olarak izoksazol Tiirevleri

Wierenga ve grubu tarafindan bir dizi benzizoksazol antimikrobiyal aktiviteleri
acisindan incelenmistir. Yap1 aktivitesi verileriyle, A-(alkilagil)oksi tasiyan
gruplarin (128-135; Sekil 3.22) biyolojik etkinlik icin pozitif katkida bulundugu,
bununla birlikte AM-stlfonil (136) ve AMN-alkil (137) gruplarinin (Sekil 3.22)
aktivitenin ortadan kaldirilmasimi sagladigi saptanmistir. Arastirmacilar
sentezlenen bilesiklerin genel biyolojik aktivitesinin reaktif karbonil ve amin

grubuna bagli oldugu sonucuna varmiglardir [72].

Priya ve grubu, biyoaktif gruplar ve bunlarin farmakolojik ve toksikolojik
arastirmalar Uzerindeki etkileriyle ilgili olarak wuyusturucu diizenindeki
degisiklikleri kesfetmek icin antimikrobik ajanlar olarak bir dizi 6-floro-4-
piperidinil-1,2-benzizoksazolii bildirmislerdir. (138-141; Sekil 3.22). Bildirilen
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seriler arasinda, bilesiklerin (138, 140 ve 141) referans ila¢ streptomisin ve
tetrasikline kiyasla daha iyi inhibitor aktiviteye sahip oldugu kanitlanmistir. Bilesik
140'in akivitesi en 1iyi etkinligi gostermistir (gerilime bagh degildir), 1,2-
benzizoksazol iskeleti lizerinde 2-piridin varligina bagh olabilirligi distiniilmiistir.
2-Piridin (140) pozisyonunun 3-piridinyum'a (139) dénistiriilmesi biyolojik
aktivitenin azalmasina neden olmustur. Diger bilesikler yani 138 ve 141, benzen
halkasinin 2. pozisyonunda metoksi (138) ve kloro (141) varligina bagh inhibisyon

aktivitesini korumustur [73].

N
0]

\ \
CH,0OCOR R N\/
0 F
128-135 136 ve 137 138-141

Bilesik R Bilesik R

128 CHy 135 NHCH,

129 CH(CH,), 136 SO,CH,

130 C(CH3);5 137 CH,

131 (CH,),CH,I 138 2-CcH,(OC,Hq)

132 (CH,)4CH,4 139 3-piridinil

133 4-C¢H,CH, 140 2-piridinil

134 CH,OH 141 2-CgH,Cl

Sekil 3.22 Antimikrobiyal ajanlar

Agirbas ve grubu tarafindan, antibakteriyel aktiviteleri i¢in bir dizi 2,3-
perhidropirolo[3,4-d] izoksazol-4,6-dionlar bildirilmistir. Degerlendirme amaciyla
iki bakteri tiiri, Enterococcus faecalis (ATC 29212) ve Staphylococcus aureus (ATC
25925) kullanilmistir [74].

Bilesikler cis-142 ve cis-143 (Sekil 3.23) sirasiyla 25 ve 50 ug / ml MIC degerlerine
sahip olan suslara karsi belirgin bir aktivite gdstermistir. Her iki bilesigin, yani cis-
142 ve cis-143'in antibakteriyel aktivitesi, izomerlilige duyarlidir ve cis'den trans

izomerlere degistirildiginde aktivitede gozle goriiliir azalmaya neden olmustur.
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142 ve 143
142: R-4-CgH,(NEt,); 143: R-4-Bz0-3-MeOCgH,

Sekil 3.23 Bilesik 142 ve 143
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A

Naftridinler

Naftiridinler, her biri bir azot atomu igeren iki kaynasmis aromatik halkadan
olusan heterosiklik sistemlerdir. Naftridinler iki gruba ayrilir: 1,X-naftridinler
(X=5, 6, 7, 8) ve 2 X-naftridinler (X= 6, 7) (Sekil 4.1). Her iki grupta da m-elektron
boslugu oldugundan niikleofilik ataga karsi olduk¢a duyarhdirlar ve elektrofilik

ataga karsi da etkisizdirler [75].

SN ST SN
1,5-naftridin 1,8-naftridin  1,6-naftridin
= | A = | A = | SN
\N _N N« _N N« =
1,7-naftridin  2,7-naftridin 2,6-naftridin

Sekil 4.1 Naftridinlerin genel gosterimi

Siklik naftiridin sisteminin ilk tlirevi, heterosiklik bilesikler yeni sinifi icin bu ismi
oneren Reissert tarafindan 1893 yilinda elde edildi [76]. Substitute olmayan
naftridinlerin ilk temsilcileri 1,5-naftridinler ve 1,8 naftridinler 1927 yilinda
kesfedilmistir [77, 78]. 1,6- ,1,7- ve 2,7-Naftridinler 1958 yilinda, 2,6-naftridinler
ise ilk defa 1965 yilinda sentezlenmistir [79-83]. O zamandan beri,

arastirmacilarin naftiridin kimyasina olan ilgisi artmistir.
4.1 Naftridinlerin Sentezi
4.1.1 Skraup Sentezi

Skraup reaksiyonu ilk olarak 1920'lerin sonlarinda 3-aminopiridinden doymamis
1,5-naftiridin sentezlemek icin kullanildi. Daha sonra bu reaksiyon ve
modifikasyonlari, diger naftiridinleri ve bunlarin tiirevlerini hazirlamak icin

basariyla kullanilmistir [84-86].
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Sekil 4.2 Skraup sentezi genel gosterimi
4.1.2 Friedlander Sentezi
Visinal aminopiridinkarbaldehidlerin baz varliginda etanol icinde malononitril ile

kondenzasyonu (Knoevenagel reaksiyon modeline goére) 2-amino-3-

siyanonaftridin tiirevlerini olusturur ve bunlarin bazilan etkili diiiretiklerdir [87,

88].
CHO CN c c
N N
o e IO
SN i NHO N"SNH N~ > NH
2 2
N(i) NGy M N(i)

i=5,6,7,8

Sekil 4.3 Friedlander sentezi genel gosterimi
Friedlander reaksiyonu kullanilarak, bilesik 144a-d sentezlenmistir; bu naftridin

tlirevleri herbisit formiilasyonlarinin aktif bilesenleridir [89].

CHO

CO,Et CO,Et
= EtO,CCH,C(0)CO,Et N2 6 Basamak Xy 2
X NH; > 7 - = > H
N N” >CO,Et N o
N(i) Nf

N(i)
i=5,6,7,8 144a-d
i=5(a), 6(b), 7(c), 8(d)

Sekil 4.4 Bilesik 144a-d'nin sentezi

4.1.3 Aminopiridinlerin Dietiletoksimetilidenmalonat ile Kondenzasyonu

Bu reaksiyon cok cesitli biyolojik aktiviteler sergileyen cesitli naftiridinlerin
sentezlenmesi olasiligini sagladig: icin dikkat ¢cekmektedir. Dolayisiyla, substitue
aminopiridinlerin (145) dietil etoksimetilidenmalonat (146) ile kondenzasyonu ve
ardindan elde edilen AN-(piridil)aminometilidenmalonik asitlerin  (147)
diesterlerinin refluks edilmesi {zerine, antibakteriyel aktiviteye sahip

naftiridinkarboksilik asitler (148) ve tiirevleri olusur [89].
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R2HN ) 5
145 146 147 NG R
R! i
n=1,2; R'=Me, EtO, EtS, F, 4-piridil; R?=H, siklopropil n CO,Et
N
N(/) R?
148

Sekil 4.5 Naftiridinkarboksilik asit ve tiirevlerinin (148) sentezi

Azot atomunda substitiient olmayan naftiridin 148 (R? = H), benzodiazepin
reseptorlerinin modiilatorleri olarak davranan ve sedatif ve antispazmodik
aktivitelere sahip olan pirazolo[3,4-c|naftiridinleri (149) olusturan baslangig
bilesikleri olarak kullanilmaktadir. Ayrica, bu naftridin 148’den yola ¢ikarak elde
edilen kloronaftridinler 150 aminoasit amidlerle reaksiyona girerek anksiyolitik,
antikonviilsif, sedatif ve hipnotik aktiviteye, antimikrobiyal ve analjezik 6zelliklere
sahip olan bilesik 151 ve tiirevlerini verir; bu bilesikler kan basincini diisiirebilirler

ve ilag olarak kullanilirlar [89].

R4
/R3 R5 I 2p3
o HN-N o Cl y * - CH(CH2)CONR®R
n n
A o . CO2Et n - CO:Et
N() N(7) N(i) 151
— .pl= -
n—1,2, R —Me, MeO, 1—5,6,7,8 n=1‘2; m=0_2; i=5,6,7,8
149 150 R'=Hal, Alk, AIkO, NO,, CF3; R?, R3=H, Alk, Ph, Bn;

R2-R?=(CHy), (x=4-8); R*=H, Alk, Bn; R%=H, Alk

Sekil 4.6 Bilesik 149, 150 ve 151’in genel gosterimi
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414 Aminopiridinkarboksilik Asitler ve Tiirevlerinin Aktif Metilen Grubu iceren

Bilegiklerle Kondenzasyonu

Visinal aminopiridinkarboksilik asitlerin veya esterlerin azot atmosferi altinda
ButOK varliginda etil heksanoat ile kondenzasyonu sonucu antialerjik aktivite

sergileyen N(1), N(J) -naftiridin-2-(1A)-on (152 a-c) bilesikleri olusur [90].

OH
CO,R
= 2 ' X Bu
N + BUCH,CO,Et —» N0
N NS0

NHPh
R=H, Me, Et; i=5 (a), 7 (b), 8 (c) 152a-c
Sekil 4.7 Bilesik 152a-c’nin sentezi

Dietil malonat, etil 3-amino-pikolinat ile reaksiyona girerek substitue 1,5-naftiridin
(153) olusturur; bu bilesik potansiyel antimalaryal ilaglarin sentezinde kullanilir

[91].

OH
N NH, EtONa N\ N CO,Et
| + CHy(COzEt), ——— ||
= N
N”~ "CO,Et N~ "OH
153

Sekil 4.8 Bilesik 153’lin sentezi

4.1.5 pB-Enaminokarbonil Bilesiklerinden Naftridin Sentezi

B-Enaminokarbonil bilesikleri izomerik naftiridinlerin sentezinde uzun zamandir
basariyla kullanilmaktadir. f-Enamino keton 154'iin 4,4-disiyano-3-aminobut-2-
ennitril 155 ile reaksiyonu sonucu olusan piridon 156, substitue 1,2,7,8-tetrahidro-
1,8-naftiridin-2-on 157 verecek sekilde halkalasir. Bilesik 157'nin konsantre
hidroklorik asit ile 100°C’de muamelesi ile 1,8-naftridin-2-on tirevleri hekzahidro

(158) ve dihidro (159) karisimi olusur [92, 93].
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155 H NN
Ph  NH, Ph  NH, 156 157
CN N CN
| + |
NS
N“ N0 N"ONTT0
H H H
158 159

Sekil 4.9 Bilesik 158 ve 159'un sentezi

4,1.6 1,5-Dinitriller ve 1,5-Amino(amido)nitrillerin Halkalasmasi

2-Siyanofenil (160a) ya da 2-siyano-3-piridilasetonitriller (160b) metil krotonat
ile reaksiyona girerek bilesik 161a,b’yi verir. Olusan bu liriin asit katalizorligliinde
halkalasarak karsilik gelen kalp zayiflig1, stenokardi ve hipertansiyon tedavilerinde

kullanilan pirido- ve benzo|c]-1,8-naftridinleri 162a,b olusturur [89].

x CH,CN | N Me | X Me
0 -
EI +  MeCH=CHCO,Me %5 MeONa - MeOH_ X __— HBr X _

X" CN CN CN CO,Me N |

160a,b X=CH (a), N (b) 161a,b

Sekil 4.10 Bilesik 162a,b’nin sentezi
4.2 1,8-Naftridinler

1,8-naftiridin sentezi ile ilgili ¢calismalar antibakteriyel ajanlar i¢in verimli bir
arastirma alam1 olarak hizmet etmistir. Nalidiksik asidin (1-etil-3-karboksi-7-
metil-1,8-naftiridin-4-on), o6zellikle kronik idrar yolu enfeksiyonlarinda bulunan
gram negatif bakterilere karsi etkili oldugu bulunmustur [94]. N1 ve N-7
pozisyonlarinda degisiklik yapildiginda, 1,8-Naftiridin tiirevlerinin murin p388
l6semisine karsi orta derecede sitotoksik aktivite gosterdigi bulunmustur [95, 96].
Ayrica C-3 karboksamid tiirevlerinin, anti-enflamatuar aktivite ile birlikte iyi

sitotoksisite gosterdigi bildirilmistir [97].

Bunlarla birlikte son 20 yildir yapilan calismalarda 1,8-naftridin iskeletinin
antitumor, antimalaryal, antiproliferatif, kan basincini diisiirme, antioksidan gibi

ozelliklere sahip oldugu bildirilmistir [98-100]. Buna ilave olarak baz1 1,8-naftridin
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tlirevleri olaganiistii optik 6zelliklerinden dolay1 floresan boyalarda ve sensorlerde

kullanilmistir [101] (Sekil 4.11).
o o0

o O
O,N
N” N BIO™ TS g N N
— — -
§ NN L Bu-t
Nalidiksik asit Asetilkolinesteraz Inhibitoru Antitumor Ajani Antibakteriyel Ajan
(ITH4012)

Sekil 4.11 Bazi biyolojik aktif 1,8-naftridin tiirevleri
1,8-Naftiridin, iyi bilinen bir azot ligandidir. 1,8-naftiridin i¢indeki azot atomu
bircok gecis metali iyonu i¢in gli¢lii bir afinite gosterir ve bdylece 1,8-naftiridine
dayanan bir¢ok ligand ve komplekslerin hazirlama ve fotofiziksel ozellikleri

bildirilmistir [102].
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5

Deneysel Calisma ve Bulgular

5.1 Materyal ve Yontem
5.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Cizelge 5.1 Kullanilan kimyasal maddeler

KIMYASAL ADI FIRMA ADI KATALOG NUMARASI
2-Aminokinolin Maybridge BTB10673DA
2,2,6-Trimetil-4 H-1,3-dioksin-4-on Sigma Aldrich 245100
5-Amino-3-metilizoksazol Sigma Aldrich 304271
Asetonitril Merck 100030
Benzilamin Merck 801812
Diklorometan Merck 106049
Etanol Merck 100983

Etil asetat Teknik -
p-Florobenzaldehit Merck 818537
n-Hekzan Teknik -

Iyot Merck 104761
p-Klorobenzaldehit Merck 802453
m-Ksilen Merck 109797
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Cizelge 5.1 Kullanilan kimyasal maddeler (devam)

Metanol Merck 822283
p-Nitrobenzaldehit Merck 806766
p-Siyanobenzaldehit Merck 818530
Sea sand Merck 107711
Silikajel 60 Merck 107734
p-Toluenstlfonik asit monohidrat Merck 109613

5.1.2 Kullanilan Cihaz, Ekipman ve Yardimci Geregler

Bilesiklerin elde edilmesi ve kolondan ayirma islemleri sirasinda ¢oziictilerin geri
kazanilmasinda, “Heidolph” marka “Laborota 4000” model doner buharlastirici

kullanildi.

Saf olarak elde edilen maddelerin erime noktalar1 “Gallenkamp” dijital
termometreli erime noktas1 tayin cihazinda agik kapiler tiiplerle tayin edildi,

termometre diizeltmesi yapilmadi.

Kolon kromatografisinde “Merck Silika jel 60” (70-230 mesh) ile “Camag 254 / 366
nm” UV lamba kullanildi.

Infrared spektrumlart (FTIR) ATR bashgt ile “Perkin-Elmer, FT-IR”
spektrofotometresinde, Yildiz Teknik Universitesi Enstriimantel Analiz

Laboratuvari’nda alindi.

Niikleer magnetik rezonans spektrumlar1 (H, 13C NMR) Yildiz Teknik Universitesi
NMR Laboratuarinda Bruker-500 MHz NMR cihazi ile ¢oziicli olarak CDCl3 ve
DMSO-de ve standart olarak TMS kullanilarak alindi.

Kiitle spektrumlar1  Yildiz Teknik Universitesi Enstriimantel  Analiz

Laboratuvari’'nda, Agilent 6890N GC-System-5973 IMSD cihazi ile 6l¢iildii.
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LC-MS spektrumlar1 Agilent 6460-A LC-Triple Quadrupole MS/MS sistem cihazi ile

Yildiz Teknik Universitesi Merkez laboratuvarinda alind..

Marmara Universitesi Hesaplamali Kimya Laboratuarinda bulunan is istasyonlari
(Linux isletim sisteminde) hesaplamalar1 gergeklestirmek icin kullanildi. PC
bilgisayarlar (Windows isletim sisteminde) ise is istasyonlarina baglanarak verilen
isleri takip etmek ve molekiillerin goriintiilerini almak i¢in kullanildi.

Kullanilan Yazilimlar: Gaussian 09 Revision B.01, [103] GaussView yazilimlari
kuantum kimya hesaplamalar1 yapmak ve molekiilleri 3-boyutlu gértintiilemek icin
birlikte kullanildi. Spartan14 yazilimi ise gerekli konformasyonel taramalarin

yapilmasinda kullanildi [104].

Kullanilan Yontem: Kuantum mekanik elektronik yapi1 ve enerji hesaplar
uygulandi. Geometri optimizasyonu ve enerji hesaplamalari Yogunluk Fonksiyoneli
Teorisi (YFT) M06-2X [105, 106] hibrit yogunluk fonksiyoneli ile birlikte 6-31G(d,
p) ve 6-31+G(d,p) temel setleri kullanilarak yapildi. Geometri optimizasyonunu
takiben her yap1 icin PCM ¢6ziicii modeli icinde M06-2X/6-311++G (d,p) yontemi
ile tek nokta enerjisi hesaplatildi. Termodinamik diizeltmeler Gaussian yaziliminin
varsayllan ayarlari olan standart sicaklik 25°C (298 K) ve 1 atm basing altinda

hesaplandi.
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5.2 N-Benzil-3-oksobutanamid Bilesiginin Hazirlanmasi (Bilesik 1, C11H13NO2)

0o o O
L O O

2,2,6-Trimetil-4 H-1,3-dioksin-4-on (1 mmol, 142 mg) ve benzilamin (1 mmol, 107
mg) 5 mL toluende ¢6ziildii. 110°C de yag banyosunda 2 saat geri sogutucu altinda
kaynatildi. TLC kontroliine gore reaksiyon sonlandirildi. C6ziicti uguruldu. Olusan
yagimsi maddeye etil asetat/n-hekzan (5:1) c¢o6ziicii sisteminden kolon
kromatografisi uygulanarak saflastirildi. Sar1 renkli kati madde elde edildi.

Sar1 renkli kati; en. 95-98°C; Ri= 0.40 (5:1 etil asetat /n-hekzan) verim= % 74
[107].

5.2.1 Bilesik 1’in Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3246 (N-H gerilimi), 3080 (aromatik =CH gerilimi), 2966, 2926 ve

2868 (alifatik, C-H gerilimleri), 1713 ve 1638 (C=0 gerilimleri), 1409 ve 1357
(alifatik, diizlem ici C-H egilimleri), 1160 (C-N salinimi) cm-1.

1H NMR (500 MHz, CDCls): 6= 2.25 (s, 3H, CHs), 3.44 (s, 2H, CHy), 4.45-4.46 (d, /=
5.62 Hz, 2H, CH2), 7.26-7.28 (m, 3H, Haromatik), 7.31-7.32 (d, / =0 6.62 Hz, 2H,
Haromatik), 7.37 (1H, NH) ppm.

GC-MS: m/z= 191 (M+), 148 (CoH10NO), 106 (C7HsN), 91 (C7H7), 77 (CeHs), 43
(C2H30).
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5.3 N-Benzil-6-(4-florofenil)-3,4-dimetilizoksazolo[5,4-b]piridin-5-
karboksamid Bilesiginin Sentezi (Bilesik 2, C22H18FN302)

-N .
H ) Ho, )O\>*CH3 p-TsOH.H,0 H |\ Y
= susuz CH,Cl, P
F H,N N~ O
1 F
2

Oda sicakligi

Bilesik 1 (1 mmol, 191 mg) 10-15 mL CH2Cl; igerisinde N atmosferi altinda oda
sicaklifinda ¢oziinene kadar karistirildi. Uzerine p-florobenzaldehit (1 mmol, 124
mg) ilave edildi. Bir siire daha karistirildiktan sonra 5-amino-3-metilizoksazol (1
mmol, 98 mg) eklendi. Son olarak p-TsOH.H20 (0.1 mmol, 19 mg) ilave edildi.
Reaksiyon TLC kontrolleri ile 14 giin boyunca oda sicakliginda karistirildi.
Reaksiyon sonunda CH2Clz uguruldu. Coken kati metanol ile yikandi ve bilesik 2 saf

olarak elde edildi.
Renksiz kati; en. 222-224°C, Ri= 0.60 (2:1 etil asetat/n-hekzan); verim= % 45.
5.3.1 Bilesik 2’nin Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3315 (N-H gerilimi), 3060 ve 3048 (aromatik, =CH gerilimleri),
2962, 2920 ve 2841 (alifatik, C-H gerilimleri), 1643 (C=0 gerilimi), 1587 ve 1581
(aromatik C=C gerilimleri), 1453, 1429 ve 1358 (alifatik, diizlem i¢i C-H
egilimleri), 1152 (C-N salinimi), 837 (1,4-disubstituearomatik halka, diizlem dis1
C-H egilimi), 729 ve 697 (monosubstituearomatik halka, dizlem dis1i C-H

egilimleri) cm1.

1H NMR (500 MHz, CDCls): 8= 2.02 (s, 3H, CHs), 2.65 (s, 3H, CH3), 4.36 (d, /= 6.25
Hz, 2H, CHz), 6.91-6.93 (m, 2H, Haromatik), 7.17-7.24 (m, 5H, Haromatix), 7.47-7.53 (m,
ZH; Haromatik), 7.91 (bI'S, 1H, NH) ppm.

13C NMR (125 MHz, DMSO-de): 6= 16.2 (CH3), 26.8 (CH3), 47.2 (CH2), 119.5 (CAr),
119.7 (CAr), 130.1 (Cq), 131.3 (CAr), 131.9 (2xCAr), 132.6 (2xCAr), 134.5 (Cq),
134.7 (Cq), 135.9 (CAr), 136.0 (CAr), 143.1 (2xCq), 148.2 (Cq), 160.2 (2xCq),
162.5 (Cq), 171.0 (C=0) ppm.
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LC-MS/MSQTOF (ESI, 175.0 V): m/z= Hesaplanan 375.1379 [C22H18FN302];
bulunan 376.1453 [M+H]*.
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Sekil 5.4 Bilesik 2'nin FTIR spektrumu (ATR)
PROTON_02 & S 5 & ] 8 =]
MG-37 ~ F—e it ~ ~ I 1600
1500
1400
1300
i / / } 1200
1 f F1100
N 2NN
G\H | ON 1000
( — \N 900
\
e
F il [ 800
700
600
500
400
300
200
I
J L“J L. -
o U L
T = Ls” & A 4
~ o oo o o o
= B ~ = - F-100
: : : : : : : : : : : : : : : : : : :
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Sekil 5.5 Bilesik 2'nin TH NMR spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 5.6 Bilesik 2'nin 13C NMR spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 5.7 Bilesik 2'nin LC-MS/MS(QTOF) spektrumu
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5.4 N-Benzil-6-(4-Kklorofenil)-3,4-dimetilizoksazolo[5,4- b]piridin-5-
karboksamid Bilesiginin Sentezi (Bilesik 3, C22H18CIN302)

0O O 0]
NM . H o ozN\ oH p-TsOH.H,0
H M 3 susuz CH,Cl,
cl H,N

Oda sicakligi

1 cl

Bilesik 1 (1 mmol, 191 mg) 10-15 mL CH2Cl; igerisinde N, atmosferi altinda oda
sicaklifinda ¢oziinene kadar karistirlldi. Uzerine p-klorobenzaldehit (1 mmol,
140.5 mg) ilave edildi. Bir sire daha karnstirildiktan sonra 5-amino-3-
metilizoksazol (1 mmol, 98 mg) eklendi. Son olarak p-TsOH.H20 (0.1 mmol, 19 mg)
ilave edildi. Reaksiyon TLC kontrolii ile 19 giin oda sicakliinda karistirildi.
Reaksiyon sonunda ¢6ziicli vakum altinda uguruldu. Kati madde metanol ve etanol

ile yikandi ve stiziildii, kurutuldu. Bilesik 3 saf olarak elde edildi.
Renksiz kati; en.251-253°C, R= 0.69 (2:1 etil asetat/n-hekzan); verim= % 70.
5.4.1 Bilesik 3’iin Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3263 (N-H gerilimi), 3086 ve 3060 (aromatik, =CH gerilimleri),
2993, 2971 ve 2926 (alifatik, C-H gerilimleri), 1631 (C=0 gerilimi), 1604, 1581 ve
1554 (aromatik, C=C gerilimleri), 1492, 1453 ve 1392 (alifatik, diizlem i¢i C-H
egilimleri), 1083 (C-N salinimi), 829 (1,4-disubstituearomatik halka, diizlem dis1
C-H egilimi), 714 ve 691 (monosubstitue aromatik halka, diizlem dis1 C-H
egilimleri) cm1.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6= 1.97 (s, 3H, CHz), 2.58 (s, 3H, CH3), 4.24 (d, /=
5.99 Hz, 2H, CH2), 6.76-6.78 (m, 2H, Haromatik), 7.17-7.20 (m, 3H, Haromatik), 7.41 (d,
J = 8.59 Hz, 2H, Haromatik), 7.51 (d, /= 8.59 Hz, 2H, Haromatik), 8.88 (brs, 1H, NH)
ppm.

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6= 12.7 (CH3), 23.1 (CH3), 42.6 (CH2), 109.2 (Cq),
127.1 (2xCAr), 127.3 (2xCAr), 128.4 (CAr), 128.6 (2xCAr), 130.4 (Cq), 131.3

(2xCAr), 132.3 (Cq), 134.6 (Cq), 138.8 (Cq), 143.7 (Cq), 156.3 (Cq), 158.0 (Cq),
166.5 (Cq), 168.4 (C=0) ppm.
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LC-MS/MSQTOF (ESI, 175.0 V): m/z= Hesaplanan 391.1088 [C22H1s8CIN302];
bulunan 392.1159 [M+H]*.
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Sekil 5.9 Bilesik 3’iin 1H NMR spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 5.10 Bilesik 3’tin 13C NMR spektrumu (DMSO-de)

Cpd 6: C22 H18 CI N3 O2: +ESI EIC(392.1201, 393... Cpd 6: C22 H18 CI N3 O2: +ESI ECC Scan Frag=20...
x10 7 x10 6 2,038
2.75 9 [
| | \
2.5 \‘ 8
2.25 Il ;
2 | |
1.75 \ 6
1.5 | | 5
1.25 | w‘ 4 s
! | 3
075 || X
0.5 | |
|| 1
0.25 [ /
e —— 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ -
12 Thodis VBacqfiisitigTid (mfnf 28 198 Bunté2 adylititio®Pimé 0fiin) 2!
x10 6 |Cpd 6: C22 H18 CI N3 O2: +ESI MFE Spectrum (rt: 1.961-2.127 min) Frag=200.0V MG42.d
i *392{1159
(IC22 H18 C| N3 02]+H)+
2,
1.5
1 i
0.5 805.2069
‘ (2M+Na)+
) I S ————
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 5.11 Bilesik 3'iin LC-MS/MS (QTOF) spektrumu
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5.5 N-Benzil-6-(4-nitrofenil)-3,4-dimetilizoksazolo[5,4- b]piridin-5-
karboksamid Bilesiginin Sentezi (Bilesik 4, C22H18N404)

0 0 0
NM H 0-N p-TsOH.H,0
H - + )\)—CH3 ———
= susuz CH,Cl,
O,N H,N

Oda sicakligi

1 O,N

Bilesik 1 (1 mmol, 191 mg) 10-15 mL CHCl; igerisinde N2 gazi altinda oda
sicaklifinda ¢oziinene kadar karigtirildi. Uzerine p-nitrobenzaldehit (1 mmol, 151
mg) ilave edildi. Bir siire daha karistirildiktan sonra 5-amino-3-metilizoksazol (1
mmol, 98 mg) eklendi. Son olarak p-TsOH.H20 (0.1 mmol, 19 mg) ilave edildi.
Reaksiyon TLC kontrolii ile 15 giin oda sicakliginda karistirildi. Reaksiyon sonunda
¢ozilicli vakum altinda uguruldu. Kat1 madde metanol ve etanol ile yikandi, stiziildii

ve kurutuldu. Bilesik 4 saf olarak elde edildi.

Renksiz kati; en.272-274°C; Re= 0.64 (2:1 etil asetat/n-hekzan); verim= % 72.

5.5.1 Bilesik 4’iin Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3261 (N-H gerilimi), 3082 ve 3020 (aromatik =CH gerilimleri),
2922 (alifatik, C-H gerilimi), 1633 (C=0 gerilimi), 1601, 1579 ve 1556 (aromatik,
C=C gerilimleri), 1518 ve 1346 (N=O gerilimleri), 1494, 1453 ve 1390 (alifatik,
diizlem i¢i C-H egilimleri), 1132 (C-N salinimi), 846 (1,4-disubstituearomatik
halka, diizlem dis1 C-H egilimi), 716 ve 686 (monosubstituearomatik halka, diizlem
dis1 C-H egilimleri) cm-1.

TH NMR (500 MHz, CDCl3): 6= 1.98 (s, 3H, CH3), 2.68 (s, 3H, CH3), 4.30 (d, /= 5.9
Hz, 2H, CH2), 5.74 (brs, 1H, NH), 6.76 (dd, /= 1.9; 7.4 Hz, 2H, Haromatix), 7.17-7.19
(m, 3H, Haromatix), 7.23 (d, /= 8.5 Hz, 2H, Haromatik), 7.35 (d, /= 8.5 Hz, 2H, Haromatix)
ppm.

13C NMR (125 MHz, DMSO-de): 6= 12.1 (CH3z), 22.8 (CH3), 42.2 (CH2), 123.0 (CAr),
126.5 (CAr), 126.7 (CAr), 127.3 (2xCAr), 127.9 (2xCAr), 129.4 (CAr), 129.6 (Cq),

130.5 (CAr), 138.3 (Cq), 139.6 (Cq), 142.1 (Cq), 155.7 (2xCq), 157.8 (2xCq), 165.7
(Cq), 168.0 (C=0) ppm.
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LC-MS/MSQTOF (ESI, 175.0 V): m/z= Hesaplanan 402.1328 [C22H18N404]; bulunan
403.1400 [M+H]*.
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5.6 N-Benzil-6-(4-siyanofenil)-3,4-dimetilizoksazolo[5,4-b]piridin-5-
karboksamid Bilesiginin Sentezi (Bilesik 5, C23H18N402)

H _p-TsOH.H,0_ -TsOH.H,0
)\)7 3 susuz CHZCI

Oda sicakligi

NC

Bilesik 1 (1 mmol, 191 mg) 10-15 mL CHCl; icgerisinde N gazi altinda oda
sicaklifinda ¢oziinene kadar karistirildi. Uzerine p-siyanobenzaldehit (1 mmol,
131 mg) ilave edildi. Bir siire daha karistirildiktan sonra 5-amino-3-metilizoksazol
(1 mmol, 98 mg) eklendi. Son olarak p-TsOH.H20 (0.1 mmol, 19 mg) ilave edildi.
Reaksiyon TLC kontrolii ile 20 giin oda sicakliginda karistirildi. Reaksiyon sonunda
¢ozilicli vakum altinda uguruldu. Kat1 madde metanol ve etanol ile yikandi, stiziildii

ve kurutuldu. Bilesik 5 saf olarak elde edildi.

Sar1 kati; en.231-233°C; Re= 0.61 (2:1 etil asetat/n-hekzan); verim= % 37.

5.6.1 Bilesik 5’in Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3265 (N-H gerilimi), 3088, 3063 ve 3024 (aromatik, =CH
gerilimleri), 2972, 2927 ve 2873 (alifatik, C-H gerilimleri), 2227 (C=N gerilimi),
1630 (C=0 gerilimi), 1594 ve 1583 (aromatik, C=C gerilimleri), 1494, 1430 ve
1391 (alifatik, diizlem i¢i C-H egilimleri), 1173 (C-N salimmi), 879 (1,4-
disubstituearomatik halka, diizlem dis1 C-H egilimi), 732 ve 696

(monosubstituearomatik halka, diizlem dis1 C-H egilimleri) cm1.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6= 1.95 (s, 3H, CH3s), 2.62 (s, 3H, CH3), 4.24 (brd, /=
4.41 Hz, 2H, CH»), 6.81 (d, /= 6.94 Hz, 2H, Haromatik), 7.17-7.21 (m, 3H, Haromatix),
7.59 (d, /= 7.88 Hz, 2H, Haromatik), 7.89 (d, /= 7.88 Hz, 2H, Haromatik), 8.92 (brs, 1H,
NH) ppm.

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds): 6= 12.0 (CH3), 22.6 (CHz), 42.3 (CH2), 109.3 (Cq),
112.0 (Cq), 118.4 (2xCq), 126.7 (CAr), 127.1 (2xCAr), 128.0 (2xCAr), 129.6 (Cq),
130.0 (2xCAr), 131.8 (CAr), 137.7 (CAr), 138.3 (Cq), 142.6 (Cq), 155.7 (Cq), 157.7
(Cq), 165.7 (Cq), 167.9 (C=0) ppm.
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LC-MS/MSQTOF (ESI, 175.0 V): m/z= Hesaplanan 382.1417 [C23H18N40z]; bulunan

383.1486 [M+H]".
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5.7 N-Benzil-2-((4-florofenil)(kinolin-2-ilamino)metil)-3-oksobutanamid

Bilesiginin Sentezi (Bilesik 6, diastereomer karisimi, C27H24FN302)

O O
O O 0 N
NM 4 H . N\ NH2 p-TSOH.HZO ©/\H N \ /
H ; ©/\)/ susuz CH,Cl, H N
Oda sicakligi
1 F 6

3:1 diastereomer karisimi

Bilesik 1 (1 mmol, 191 mg) 10-15 mL CHCl; igerisinde N2 gazi altinda oda
sicaklifinda ¢oziinene kadar karistirildi. Uzerine p-florobenzaldehit (1 mmol, 124
mg) ilave edildi. Bir siire daha karistirildiktan sonra 2-aminokinolin (1 mmol, 144
mg) eklendi. Son olarak p-TsOH.H20 (0.1 mmol, 19 mg) ilave edildi. Reaksiyon TLC
kontrolii ile 24 giin oda sicakliginda karistirildi. Reaksiyon sonlandirildi. Coziicii
vakum altinda uguruldu. 3:1 etil asetat/n-hekzan sisteminde kolon kromatografisi

ile saflastirildu.
Sar1 katr; en.139-141°C; Re= 0.65 (2:1 etil asetat/n-hekzan); verim= % 42.

5.7.1 Bilesik 6’'nin Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3378 ve 3277 (N-H gerilimleri), 3082 ve 3047 (aromatik, =CH
gerilimleri), 2993 ve 2856 (alifatik, C-H gerilimleri), 1708 (C=0 gerilimi), 1645,
1617 ve 1525 (aromatik, C=C gerilimleri), 1455, 1443 ve 1396 (alifatik, diizlem ici
C-H egilimleri), 1157 (C-N salinimi), 816 (1,4-disubstituearomatik halka, diizlem
dis1 C-H egilimi), 749 ve 697 (monosubstitue aromatik halka, diizlem dis1 C-H

egilimleri) cm1.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 8= 2.24 (s, 3H, CHz), 3.92 (dd, /= 4.41; 15.4 Hz, 1H,
CHz), 4.00 (d, /= 11.98 Hz, 1H, CH), 4.18 (d, /= 11.35 Hz, 1H, CH), 4.33 (dd, / =
7.25; 15.4 Hz, 1H, CHy), 6.04 (brs, 1H, NH), 6.67 (d, /= 6.93 Hz, 1H, Haromatix), 6.74
(d, / = 9.14 Hz, 1H, Haromatk), 7.08-7.19 (m, 6H, Haromatik), 7.45-7.49 (m, 1H,
Haromatik), 7.51-7.56 (m, 3H, Haromatik), 7.60 (d, /= 7.25 Hz, 1H, Haromatix), 7.73 (d, /=
9.45 Hz, 1H, Haromatik), 7.83 (d, /= 8.82 Hz, 1H, Haromatik), 8.76 (brs, 1H, NH) ppm.

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds, Diastereomer karigimi): 6= 27.9 (CHs), 41.9 (CH>),
52.8 (CH), 67.0 (CH), 114.5 (CAr), 114.7 (CAr), 121.6 (CAr), 123.0 (Cq), 125.9
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(CAr), 126.6 (2xCAr), 126.9 (CAr), 127.4 (CAr), 127.9 (2xCAr), 128.1 (CAr), 129.1
(CAr), 129.8 (CAr), 129.9 (CAr), 136.5 (CAr), 137.6 (Cq), 137.7 (Cq), 138.6 (Cq),
147.4 (Cq), 155.8 (Cq), 161.3 (Cq, Jcr= 248 Hz), 165.6 (amid C=0), 202.8 (C=0)

LC-MS/MSQTOF (ESI, 175.0 V): m/z= Hesaplanan 441.1868 [C27H24FN30:];
bulunan 442.1935 [M+H]+*.
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5.8 N-Benzil-2-((4-klorofenil) (kinolin-2-ilamino)metil)-3-oksobutanamid
Bilesiginin Sentezi (Bilesik 7, C27H24CIN302)

0o o
N —
H, _p-TsOH.H,0 -TsOH.H,0 H NN
dry CH ,Cl, H N
cl 2

Bilesik 1 (1 mmol, 191 mg) 10-15 mL CH2Cl; igerisinde N, atmosferi altinda oda
sicaklifinda ¢oziinene kadar karistirildi. Uzerine p-klorobenzaldehit (1 mmol,
140.5 mg) ilave edildi. Bir siire daha karistirildiktan sonra 2-aminokinolin (1
mmol, 144 mg) eklendi. Son olarak p-TsOH.H20 (0.1 mmol, 19 mg) ilave edildi.
Reaksiyon 20 giin oda sicakliginda karistirildi ve TLC kontrolleri yapildi. Coziicii
vakum altinda uguruldu. EtOH ile yikanarak Bilesik 7 saf olarak elde edild.i.

Beyaz kati; en.142-146°C; Re= 0.58 (2:1 etil asetat/ n-hekzan); verim= %65.

5.8.1 Bilesik 7’nin Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3375 ve 3270 (N-H gerilimleri), 3077 ve 3072 (aromatik, =CH
gerilimleri), 2997, 2948 ve 2913 (alifatik, C-H gerilimleri), 1711 (C=0 gerilimi),
1644, 1618, 1609 ve 1563 (aromatik, C=C gerilimleri), 1489, 1479 ve 1394
(alifatik, diizlem i¢ci C-H egilimleri), 1163 (C-N salimmi), 817 (1,4-
disubstituearomatik halka, diizlem dis1 C-H egilimi), 747 ve 698 (monosubstitue

aromatik halka, diizlem dis1 C-H egilimleri) cm-1.

1H NMR (500 MHz, DMSO-d¢): 6= 2.33 (s, 3H, CH3), 4.04-4.10 (m, 2H, CH2), 4.21-
429 (m, 1H, CH), 4.44-4.51 (m, 1H, CH), 6.32 (brs, 1H, NH), 6.80-6.85 (m, 3H,
Haromatik), 6.94 (brs, 1H, NH), 7.16-7.23 (m, 4H, Haromatk), 7.30-7.34 (m, 2H,
Haromatik), 7.60-7.67 (m, 4H, Haromatix), 7.81-7.90 (m, 2H, Haromatik) ppm.

13C NMR (125 MHz, DMSO-de): 6= 31.3 (CH3), 46.8 (CH2), 58.1 (CH), 72.3 (CH),
117.1 (CAr), 126.3 (CAr), 126.4 (Cq), 128.0 (2xCAr), 130.6 (CAr), 130.8 (CAr),
131.2 (CAr), 131.4 (CAr), 131.8 (CAr), 132.4 (2xCAr), 133.4 (CAr), 134.0 (CAr),
134.2 (CAr), 136.4 (CAr), 141.1 (Cq), 143.1 (Cq), 145.0 (Cq), 152.3 (Cq), 160.2
(Cq), 170.3 (C=0), 798.5 (C=0) ppm.
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LC-MS/MSQTOF (ESI, 175.0 V): m/z= Hesaplanan

bulunan 458.1604 [M+H]*.

457.1543[C27H24CIN302];
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5.9 N-Benzil-2-((4-siyanofenil)(kinolin-2-ilamino)metil)-3-oksobutanamid
Bilesiginin Sentezi (Bilesik 8, C28H24N402)

0O o
N —
H, _p-TsOH.H,0_ -TsOH.H,O H NN
dry CH cl2 H N
NC 3

Bilesik 1 (1 mmol, 191 mg) 10-15 mL CH2Cl: icerisinde N atmosferi altinda oda
sicaklifinda ¢oziinene kadar karistirildi. Uzerine p-siyanobenzaldehit (1 mmol,
131 mg) ilave edildi. Bir siire daha karistirildiktan sonra 2-aminokinolin (1 mmol,
144 mg) eklendi. Son olarak p-TsOH.H20 (0.1 mmol, 19 mg) ilave edildi. Reaksiyon
12 giin oda sicaklhiginda karistirildi ve TLC kontrolleri yapildi. Cozici vakum
altinda uguruldu. EtOH ile yikanarak Bilesik 8 saf olarak elde edildi.

Renksiz kati; en.178-181°C; Ri= 0.60 (2:1 etil asetat/ n-hekzan); verim= % 47.

5.9.1 Bilesik 8'in Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3386 ve 3261 (N-H gerilimleri), 3064 (aromatik, =CH gerilimi),
2218 (C=N gerilimi), 1717 (C=0 gerilimi), 1650, 1619 ve 1530 (aromatik, C=C
gerilimleri), 1482, 1401 ve 1357 (alifatik, CH egilimleri), 1164 (C-N salinimi), 823
(1,4-disubstituearomatik halka, diizlem dis1t C-H egilimi), 757 ve 697

(monosubstituearomatik halka, diizlem dis1 C-H egilimleri) cm1.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de): &= 2.25 (s, 3H, CHz), 3.90 (dd, /= 4.41, 15.44 Hz, 1H,
CH,), 4.06 (d, /= 11.66 Hz, 1H, CH), 4.23 (d, /= 7.56 Hz, 1H, CH), 4.31 (dd, / =
6.93, 15.13 Hz, 1H, CHz), 6.03 (brs, 1H, NH), 6.66 (d, /= 6.93 Hz, 1H, Haromatix), 6.75
(d, /= 8.82 Hz, 1H, Haromatik), 7.01 (dd, /= 2.20; 5.99 Hz, 1H, Haromati), 7.12-7.19 (m,
4H, Haromatit), 7.46 (ddd, /= 1.57; 8.19; 15.1 Hz, 1H, Haromatik), 7.53 (d, /= 8.19 Hz,
1H, Haromatik), 7.59 (d, /= 8.19 Hz, 1H, Haromatik), 7.66-7.70 (m, 3H, Haromatik), 7.83 (t,
J=8.19 Hz, 2H, Haromarik), 8.80 (brs, 1H, NH) ppm.

13C NMR (125 MHz, DMSO-de): 6= 28.1 (CHs), 41.8 (CHz), 53.3 (CH), 66.1 (CH),
109.7 (Cq), 118.8 (Cq), 121.7 (CAr), 123.1 (Cq), 125.7 (CAr), 125.8 (CAr), 126.6
(2xCAr), 126.8 (CAr), 127.4 (CAr), 127.9 (CAr), 128.0 (CAr), 128.3 (CAr), 129.0
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(CAr), 129.1 (CAr), 131.8 (CAr), 131.9 (CAr), 136.6 (CAr), 138.5 (Cq), 147.2 (Cq),
147.6 (Cq), 155.6 (Cq), 165.1 (C=0), 202.1 (C=0) ppm.

LC-MS/MSQTOF (ESI, 175.0 V): m/z= Hesaplanan 446.1744 [ C28H24N402];
bulunan 447.1815 [M+H]*.
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5.10 N-Benzil-2-(4-florofenil)-4-metil-1,2-dihidrobenzo[ 5][1,8]naftiridin-3-
karboksamid Bilesiginin Sentezi (Bilesik 9, C27H22FN30)

(0] (0]
Sabey
I2
NN —_—
H N susuz CH3;CN
N2
F 6

A

Bilesik 6 (0.011 mmol, 50 mg) 5 mL susuz CH3CN icerisinde N, atmosferi altinda
coziildii ve 82°C de geri sogutucu altinda karistirildi. Uzerine iyot (0.033 mmol,
8.316 mg) ilave edildi. 2 gin sonunda TLC c¢alismalarina goére reaksiyon
sonlandirildi. Na2S203 ¢ozeltisi ve etil asetat ile ekstraksiyon yapildi. 5:1 Etil

asetat/n-hekzan sisteminden kolon kromatografisi ile saflagtirildi.

Sar1yag; R= 0.32 (5:1 etil asetat/ n-hekzan); verim= % 36.

5.10.1 Bilesik 9’un Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3356 (N-H gerilimi), 3068 ve 3044 (aromatik, =CH gerilimleri),
2962, 2923 ve 2851 (alifatik, C-H gerilimleri), 1704 (C=0 gerilimi), 1673, 1605 ve
1579 (aromatik C=C gerilimleri), 1453, 1410 ve 1353 (alifatik, dizlem ici C-H
egilimleri), 1156 (C-N salinimi), 839 (1,4-disubstitue aromatik halka, diizlem dis1
C-H egilimi), 748 ve 698 (monosubstitue aromatik halka, diizlem dis1 C-H

egilimleri) cm1.

1H NMR (500 MHz, CDCls): &= 2.43 (s, 3H, CHs), 3.70 (dd, /= 5.35; 14.50 Hz, 1H,
CHz), 4.07 (dd, /= 5.35; 14.50 Hz, 1H, CHz), 5.41 (s, 1H, CH), 6.27 (d, /= 8.19 Hz,
1H, Haromatit), 6.74 (d, /= 9.77 Hz, 1H, Haromati), 6.90-6.92 (m, 2H, Haromatik), 6.94-
6.97 (m, 2H, Haromatit), 6.98-7.03 (m, 2H, Haromatit), 7.22-7.25 (m, 4H, Haromatik Ve
NH), 7.37-7.40 (m, 3H, Haromatik), 7.99 (brs, 1H, NH) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCl3): 6= 26.0 (CHs), 29.7 (CHs), 43.7 (CH2), 44.1 (CHz), 82.0
(CH), 111.8 (CAr), 111.9 (CAr), 114.9 (CAr), 115.1 (CAr), 115.3 (CAr), 115.5 (CAr),
116.9 (CAr), 117.1 (CAr), 121.5 (Cq), 121.6 (CAr), 121.7 (CAr), 127.5 (CAr), 127.8
(CAr), 127.9 (CAr), 128.1 (CAr), 128.6 (CAr), 128.9 (CAr), 129.2 (CAr), 129.2
(CAr), 129.7 (CAr), 129.8 (CAr), 130.4 (CAr), 130.5 (CAr), 130.7 (CAr), 130.8
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(CAr), 133.1 (Cq), 133.3 (Cq), 137.3 (Cq), 137.9 (Cq), 138.1 (Cq), 138.3 (CAr),

138.4 (Cq), 157.9 (Cq), 158.5 (Cq), 162.7 (Cq, Jer= 246 Hz), 162.9 (Cq, Jor = 246
Hz), 168.1 (C=0 amid), 209.3 (C=0) ppm.

LC-MS/MSQTOF (ESI, 175.0 V): m/z= Hesaplanan 423.1768 [C7H2,FN50]; bulunan
423.1763 [M]*.
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Sekil 5.34 Bilesik 9’un FTIR spektrumu (ATR)
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5.11 N-Benzil-2-(4-Kklorofenil)-4-metil-1,2-dihidrobenzol b][1,8]naftiridin-3-
karboksamid Bilesiginin Sentezi (Bilesik 10, C27H22CIN30)

0O O
SRV .
N\ 7 ——
H N susuz CH;CN
N2
cl 7

A

Bilesik 7 (0.012 mmol, 55 mg) 5 mL susuz CH3CN icerisinde N2 atmosferi altinda
coziildii ve 82°C de geri sogutucu altinda karistirildi. Uzerine iyot (0.033 mmol,
8.316 mg) ilave edildi. 2 giin sonunda TLC sonucuna gore reaksiyon sonlandirildi.
NazS203 c¢ozeltisi ve etil asetat ile ekstraksiyon yapildi. 3:1 etil asetat/n-hekzan
sisteminden kolon kromatografisi ve 5:1 etil asetat/ n-hekzan sisteminden ince

tabaka kromatografisi ile saflastirildi.
Sar1yag; R= 0.46 (5:1 etil asetat/ n-hekzan); verim= % 34.
5.11.1 Bilesik 10’un Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3335 (N-H gerilimi), 3062 ve 3030 (aromatik, =CH gerilimleri),
2956, 2923 ve 2851 (alifatik, C-H gerilimleri), 1706 (C=0 gerilimi), 1640, 1614 ve
1581 (aromatik C=C gerilimleri), 1453, 1410 ve 1354 (alifatik, dizlem ici C-H
egilimleri), 1139 (C-N salinimi), 811 (1,4-disubstituearomatik halka, diizlem dis1
C-H egilimi), 748 ve 698 (monosubstituearomatik halka, dizlem dis1i C-H

egilimleri) cm1.

1H NMR (500 MHz, CDCls): 6= 2.43 (s, 3H, CHz), 3.73 (dd, / = 5.35, 14.50 Hz, 1H,
CHy), 4.05 (dd, /= 5.35; 14.50 Hz, 1H, CH;), 5.43 (s, 1H, CH), 6.31 (d, /= 8.19 Hz,
1H, Haromatik), 6.83 (d, /= 9.45 Hz, 1H, Haromatik), 6.89-6.90 (m, 2H, Haromatix), 7.05 (d,
J = 7.25 Hz, 1H, Haromatit), 7.17-7.29 (m, 5H, Haromatix ve NH), 7.36-7.38 (m, 2H,
Haromatik), 7.42-7.45 (m, 2H, Haromatix), 7.47 (m, 1H, Haromatix), 7.97 (brs, 1H, NH)

13C NMR (125 MHz, CDClz): 6= 29.7 (CH3), 43.8 (CHz), 78.0 (CH), 112.0 (CAr),
121.6 (Cq), 121.7 (Cq), 121.9 (CAr), 127.5 (CAr), 127.8 (CAr), 128.0 (CAr), 128.3
(CAr), 128.5 (CAr), 128.7 (CAr), 128.8 (CAr), 129.2 (CAr), 129.9 (CAr), 130.9
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(CAr), 131.0 (CAr), 134.6 (Cq), 135.5 (Cq), 137.0 (Cq), 137.5 (Cq), 138.0 (Cq),
138.8 (CAr), 158.6 (Cq), 162.6 (Cq), 167.7 (C=0) ppm.

LC-MS/MSQTOF (ESI, 175.0 V): m/z= Hesaplanan 437.1275 [C27H22CIN30];
bulunan 438.1350 [M+H]+.
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Sekil 5.39 Bilesik 10’un FTIR spektrumu (ATR)
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5.12 N-Benzil-2-(4-siyanofenil)-4-metil-1,2-dihidrobenzo[ 5] [1,8]naftiridin-3-
karboksamid Bilesiginin Sentezi (Bilesik 11, C2s8H22N40)

0O O
OE T - .
N"\_7 —
H N susuz CH;CN
N>
NC 8

A

Bilesik 8 (0.022 mmol, 100 mg) 5 mL susuz CH3CN igerisinde Nz atmosferi altinda
coziildii ve 82°C de geri sogutucu altinda karistirildi. Uzerine iyot (0.033 mmol,
8.316 mg) ilave edildi. 3 giin sonunda TLC sonucuna gore reaksiyon sonlandirildi.
NazS203 c¢ozeltisi ve etil asetat ile ekstraksiyon yapildi. 3:1 Etil asetat/n-hekzan

sisteminden kolon kromatografisi ile saflastirildi.
Sar1yag; Re= 0.32 (3:1 etil asetat/ n-hekzan); verim= % 30.
5.12.1 Bilesik 11’in Spektroskopik Analiz Verileri

FTIR (ATR): v= 3343 (N-H gerilimi), 3063 ve 3032 (aromatik, =CH gerilimleri),
2955, 2921 ve 2850 (alifatik, C-H gerilimleri), 2226 (C=N gerilimi), 1705 (C=0
gerilimi), 1640, 1609 ve 1580 (aromatik C=C gerilimleri), 1453, 1411 ve 1354
(alifatik, diizlem i¢ci C-H egilimleri), 1138 (C-N salimimi), 841 (1,4-
disubstituearomatik  halka, diizlem dis1 C-H egilimi), 748 ve 698

(monosubstituearomatik halka, diizlem dis1 C-H egilimleri) cm-1.

1H NMR (500 MHz, CDCls): &= 2.44 (s, 3H, CH3), 3.78 (dd, / = 5.86; 14.67 Hz, 1H,
CHy), 3.99 (dd, / = 5.86; 14.67 Hz, 1H, CH;), 5.43 (s, 1H, CH), 6.28 (d, /= 7.82 Hz,
1H, Haromati), 6.75 (d, /= 9.29 Hz, 1H, Haromatik), 6.90 (dd, / = 2.44; 7.82 Hz, 2H,
Haromatik), 7.04 (t, / = 7.82 Hz, 1H, Haromatik), 7.27-7.29 (m, 3H, Haromatik ve NH), 7.37
(t, /= 7.82 Hz, 2H, Haromatix), 7.42 (d, /= 9.29 Hz, 2H, Haromatit), 7.47 (d, /= 8.31 Hz,
2H, Haromatik), 7.57 (d, /= 8.31 Hz, 1H, Haromatik), 8.12 (brs, 1H, NH) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6= 26.9 (CH3), 43.6 (CHz), 78.8 (CH), 111.7 (CAr),
112.2 (Cq), 116.6 (CAr), 118.7 (2xCq), 121.5 (2xCq), 121.7 (CAr), 127.7 (CAr),
127.9 (CAr), 128.1 (CAr), 128.6 (CAr), 128.7 (CAr), 128.9 (CAr), 129.3 (CAr), 130.8
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(CAr), 131.6 (CAr), 132.1 (CAr), 136.9 (Cq), 138.0 (Cq), 138.4 (Cq), 138.6 (CAr),
142.5 (Cq), 153.9 (Cq), 162.6 (C=0) ppm.

LC-MS/MSQTOF (ESI, 175.0 V): m/z= Hesaplanan 434.2118 [CsH22N4O]; bulunan
452.2457 [M+NHa]*.
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Sekil 5.44 Bilesik 11’in FTIR spektrumu (ATR)
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Sekil 5.45 Bilesik 11’in TH NMR spektrumu (CDCl3)
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Sekil 5.47 Bilesik 11'in 13C NMR (APT) spektrumu (CDCl3)
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5.13 Bilesiklerin Anti-Kanser Calismalari
5.13.1 MTT Calismalan

* MTT assay hiicre metabolik aktivitesini 6lcmek icin kullanilan bir tayin

yontemidir.

* NAD(P)H-bagh hiicresel oksidorediiktaz enzimleri, belirli kosullarda

mevcut canli hiicre sayisini yansitabilir.

* Bu enzimler bir gesit tetrazolyum boyasi olan sari renkli MTT'yi suda

¢ozlinmeyen mor renkli Formazan’a doniistiirtirler.

* Tetrazolyum boyalar;, potansiyel medisinal ajanlarin ve toksik
materyallerin sitotoksik aktivitesini (canli hiicre kaybi) 6l¢gmek icin de

kullanilabilir.

* Disik metabolizmali hiicreler (timosit ve splenositler) ¢ok yavas MTT
indirgenmesine ugrarken, hizla bolinen hiicreler yiiksek oranda MTT

indirgenme reaksiyonu verir.

5.13.2 Mitokondriyal indirgenme Reaksiyonu
\%N
e /

5
N HN-N

I}l’ N\>_© Mitokondriyal Rediiktaz \>_©
@ N QN N=N

©/ BrO

3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromar (E,Z)-5-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-1,3-difenilformazan
(MTT) (Formazan)

Sekil 5.49 MTT’ nin mitokondriyal indirgenme reaksiyonu
5.13.3 Deneysel Kisim

Daha 6nceden hastalardan alinip uygun besi yeri ve steril kosullarda ¢ozelti haline
getirilip uygun yasama kosullarinda (37°C, %5 CO:) ¢ogaltilan kanser hiicreleri
Capa Tip Fakiiltesinden hibe olarak saglanmis ve istanbul Bilgi Universitesi Hiicre

Kiltiirii Laboratuvarinda ¢ogaltilmistir.

Kanser hiicreleri hastadan alinip ¢ozelti haline getirilir.
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-HELA (Serviks kanserti)
-PANK-1 (Pankreas kanseri)
-NALM-6 (Kan kanseri)

Kullanilan besiyeri: RPMI-1640 ortam fzerine koruyucu olarak penisilin ve
streptomisin ve insan viicuduna benzer 6zellik tasimasi i¢cin bovin serum albiimin

ilave edildi.
5.13.4 Giin 0: Hiicrelerin Kiiltiir Kabina Aktarim

Hazirlanan konsantre kanser hiicresi ¢ozeltileri steril bir ortamda besiyeri ile
seyreltilerek kiiltiir kabina konur ve 37°C ve %5 CO2 iceren bir etiivde hiicrelerin
kultir kabinda biiytimeleri saglanir. Kan kanseri hiicreleri stispansiyon halindedir.
Fakat diger kanser hiicreleri hiicre dis1 matris proteinlerinden dolay1 bulundugu
kaba yapisirlar. Dolayisiyla yeterince biliyiime gosteren hiicreler bu yapisikliktan

kurtarilmali ve ¢alisilacak baska bir tiipe alinmalidir.

Sekil 5.50 Kanser hiicresi ¢ozeltilerinin seyreltilerek kiiltiir kabina alinmasi ve
biiyliyen hiicrelerin mikroskopta incelenmesi

Eger hiicreler kultir kabinda ¢ok uzun stire bekletilirse bir siire sonra hiicreleri

yasatacak ortam sivisi kalmayacagi icin hiicreler 6lmeye baslayacaktir. O ylizden
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zamaninda hiicrelerin bulundugu kiiltiir kabindan dogru bir sekilde transferi
saglanmali, deneysel kisim icin gerekli miktar kullanildiktan sonra ve fazlasi

yeniden kullanilmak i¢in baska bir kaba aktarilip hiicre cogaltimi saglanmalidir.
5.13.5 Giin 1: Hiicrelerin Kiiltiir Kabindan Transferi

Kiiltiir kabindan besiyeri (medium) uzaklastirilir. Hiicreler kabin tabanina yapisik
sekildedir. Medium’un igerisinde bulunan ve hiicrelere inhibitor etki gosteren
maddeleri ve 6li hiicreleri uzaklastirmak i¢in kiiltiir kab1 1X PBS tamponu ilave
edilip hiicreler yikanir ve PBS de kiiltiir kabindan uzaklastirilir. Hiicrelerini kabin
tabanindan sokiicli etki gosteren tripsin’den 1 ml ilave edilip 5 dakika 37°C’de
tutulur. Etiivden alindiktan sonra hiicrelerin siispanse halde ¢ozeltiye gectigi
gorulir. Hucrelerin 5 dk’dan uzun stre tripsin’de bekletilmesi hiicrelerin 6lmesine
yol acar. Derhal medium ilave edilip tripsin aktivitesi distrilir (Boylece
baslangicta elimizde olan kanser hiicresi ¢ozeltisini hazirlamis oluruz) ve bu

¢Ozelti calismak icin steril bir falkon tiipiine alinir.
5.13.6 Giin 1: Hiicre Sayimi ve 96’lik Plate’e Hiicre Ekimi

* Elde edilen hiicre ¢ozeltisinden 20uL alimip 80 pL tripan blue c¢ozeltisi
(%0,4) bir ependorf tiip icinde karistirilir. (5 kat seyreltik ¢ozelti)

* Bir hemocytometer’in her iki tarafina 10’ar pL bu ¢ozeltiden ilave edilip

mikroskop altinda hiicre sayimi yapilir.

* Bulunan say1 iizerinden, toplam ¢ozelti hacmine gore o anki ¢ozelti
konsantrasyonu hesaplanir. En son konsantrasyon 1x10°> olacak sekilde

seyreltme islemi yapilir.

* (Cozelti konsantrasyonu ayarlandiktan sonra 96’k kiiltiir plate’ine her
oyukta 104 adet hiicre olmasi gerekiginden,100 pL hiicre ¢ozeltisi ekimi

yapilir 24 saat 37°C’lik etiivde inkiibe edilir.

85



Sekil 5.51 Giin 1: Hiicrelerin 96’lik plate’e ekimi

5.13.7 ilag Stok Coézeltisinin Hazirlanmasi

Ila¢ molekiilii istenen konsantrasyonlarda hazirlamak icin DMSQ’da ¢éziiliip ve ana

stok ¢ozeltisi hazirlanir. Ornegin; bilesik 2 icin MA=375,4 g/mol

» 100mM - 18,75 mg+500 puL DMSO (Ana stok)

10 mM stok = 100uL (100mM ¢o6zeltiden) +900uL. DMSO
5 mMstok - 250uL (100mM ¢ozeltiden) +250uL. DMSO
1 mMstok - 100pL (10mM ¢ozeltiden) +900uL. DMSO
300 puM stok = 300uL (1mM ¢ozeltiden) +700uL. DMSO
100 pM stok = 100uL (1mM ¢ozeltiden) +900uL. DMSO

» 30 uM stok - 300uL (300 uM ¢ozeltiden) +900uL. DMSO

YV V V V V¥V

5.13.8 Giin 2: ilag Yiiklemesi

Stok haldeki ilag, hiicrelere verilmeden o6nce belirlenen dozajlara ulagsmak igin
seyreltilir. Seyreltmeler ortam ile yapilir. Bunun nedeni, ilac1 siispansiyon haline
getirirken kullandigimiz DMSO kuvvetli bir 6ldtrticii etkiye sahiptir. Seyreltmeler
yapilirken, DMSO'nun %2’yi asmayacak sekilde olmasi bu nedenle 6nemlidir.
%?2’'nin altinda DMSO etkisi gortilmez. Asagida bazi seyreltmelerimizin 6rnekleri
vardir. Boylece DMSO etkisi minimuma indirilir ve 1 giin 6nceden hiicre ytiklenmis
96’lik plate’e 100 uL ilag ¢ozeltisi yiiklenip 1 giin de ilach sekilde 37°C’lik etiivde
bekletilir.
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0,1pM~-> 13,3 pL (30uM’lik ¢ozeltiden) +1986,7 pL ortam
0,3uM-> 12 uL (100 pM’lik ¢6zeltiden) +1988 pL ortam
1pM > 13,3 pL (300 uM’lik ¢ozeltiden) +1986,7 pL ortam
3uM - 12 pL (1 mM’lik ¢o6zeltiden) +1988 pL ortam
10uM - 8 pL (5 mM’lik ¢ozeltiden) +1992 pL ortam

15uM - 12 pL (5 mM’lik ¢6zeltiden) +1988 pL ortam

YV V. V V VYV V

5.13.9 MTT (Cozeltisinin Hazirlanmasi
250 mg MTT-> 50 ml (PBS tamponu ile ¢6ziildii) ve tek kullanimlik olacak sekilde

1000 pL’lik hacimlerde kiiciik viallere boliintip derin dondurucuda saklanir.

5.13.10 MTT (Cozeltisinin Uygulanmasi ve Mikroplate Reader Cihaz1’ nda Sonuglarin
Okutulmasi

Oncelikle, ilagh olarak 24 saat bekletilmis hiicrelerin bulundugu 96’lik plateler,

(5dk, 1500 rpm, 25°C) santrifiij edilerek hiicrelerin kabin dibine ¢6kmesi saglanir.

Ardindan her bir delikten 100 pL besi yeri geri gekilir ve 10 pL MTT ¢ozeltisi (5

mg/ml) ilave edilir ve 4 saat boyunca inkiibatérde tutulur.

4 saat sonra, tekrar ayni kosullarda santrifiij yapilarak her bir delikten 50 pL
cozelti geri cekilip yerine 100 uL. DMSO ilave edilerek MTT nin ¢6ziinmesi saglanir
ve 45 dakika boyunca karanlikta 300 rpm’de ¢alkalanir. Thermo VarioSkan Flush
Multimode Reader Quantum ST5-1100 cihazinda 570 nm’de okunup absorbans
degerleri okunarak excel’de konsantrasyon-optik yogunluk grafigi cizilir. %

inhibisyon ise asagidaki denkleme (5.1) gére hesaplanir:
% Inhlblsyon degeri:[OYkontro]'OYnumune]/ OYkontrolX 100 (5.1)
0Y: Optik yogunluk

Hiicrelerin biiylimelerinin hangi konsantrasyonda ne kadar durduruldugu ve ne
kadar hiicrenin o6ldigi yukaridaki formiille hesaplanir. Graphpad Prism-5

programi kullanilarak da ICso degerleri hesaplanir.
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Sekil 5.53 Mikroskop altinda PANK-1 hiicresinin goriiniimii

NALM-6
IDSMZ-No.: ACC 680

Sekil 5.54 Mikroskop altinda NALM-6 hiicresinin gériinimi
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5.14 Hela Hiicresi i¢cin Sonuglar
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Sekil 5.55 Hela hiicresi i¢in sonuglar

Bilesik 2 yiiksek konsantrasyonda (200 uM) % 27.13 oraninda hiicre olimi
gerceklestirmistir. Bilesik 3 ise; 100 uM konsantrasyonda % 27.31 oraninda hiicre
6limi meydana getirmistir. Bilesik 2 ile kiyaslandiginda Cl atomunun F atomuna
gore Hela hiicresini 6ldiirmede daha etkili oldugu goriilmistir. Bilesik 5 de Bilesik
3 gibi disiik konsantrasyonlardan itibaren o6ldiirme etkisine sahip olup 100 pM

konsantrasyonda %27.89 oraninda hiicre 6ldirmustiir.
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5.15 PANK-1 hiicresi i¢in Sonuglar
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Sekil 5.56 PANK-1 hiicresi i¢in sonuglar

Bilesik 2 ve Bilesik 3’lin diisiik konsantrasyonlarda 6ldiirme etkilerinin olmadigi
200 uM konsantrasyonda sirasiyla % 31.28 ve % 28.05 oraninda hiicre
oldirdiikleri gozlenmistir. Bilesik 5’in ise hiicre iizerinde hicbir etkiye sahip

olmadig1 gorilmiistiir.

5.16 NALM-6 Hiicresi i¢in Sonuglar
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Sekil 5.57 NALM-6 hiicresi icin sonuglar
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Bilesik 2’nin diisiik konsantrasyonlarda oldiirme etkisi yoktur. Yiiksek
konsantrasyonda % 11.67 oraninda Oldiirme etkisi gostermistir. Buna karsin
Bilesik 3 ise 50uM’da dahi % 17.58 oraninda hiicre 6limiu gerceklestirmistir.

Bilesik 5 ise hiicre lizerinde etkisizdir.
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Teorik Hesaplamalar ve Yontemler

6.1 Materyal ve Yontem

Hesaplamali kimya, kuantum mekanik, molekiiler mekanik, molekiiler dinamik gibi
fizik prensiplerinin temel alinmasi ile ortaya konulan matematiksel denklemlerden
yararlanarak kimyanin bilgisayar ortaminda goriintiilenmesi, atomik ve molekiiler
boyutta modellenmesidir [108]. Hesaplamali kimya, deneysel kimya ile teorik
kimyay1 birlestiren ve gelisen teknoloji ile birlikte deneysel olarak 6ngoriilemeyen
ya da cevaplanamayan bir¢ok sorunun yanitini veren bir aragtir. Hesaplamal
kimya ile kararli yapilarin yaninda, reaksiyon sirasinda gozlemlenemeyecek kadar
kisa 6miirlii olusan ara urtinleri ve gecis konumlarin1 gézlemlemek miimkiindiir.
Bu sekilde, gozlem yolu ile kanitlanmasi gii¢ yapilar ve tepkimeler hakkinda bilgi

edinme konusunda oldukga faydalidir [109, 110].

Kuantum kimyasinda, Schrédinger denkleminden faydalanarak atom ve molekiil
yapisl incelenir. Ancak bu denklem sadece tek elektrona sahip Hz* katyonu igin
tam olarak c¢oziilebilmistir. Cok elektronlu sistemler icin; ‘Hartree-Fock’ (HF)
modelleri de denilen yaklasimlar uygulanmaktadir. Bu sekilde ortaya c¢ikan
hesaplamali kimya yontemleri; yari-deneysel, ab inito ve yogunluk fonksiyoneli

teorisi (density functional theory: DFT) olmak iizere 3 sinifa ayrilmaktadir.
6.2 Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi (YFT/DFT)

Bu teoride; ¢ok elektronlu sistemlerin temel durum enerjilerini belirlemek i¢in
elektron yogunlugu temel degiskendir [111]. YFT yontemi ile elektronik enerji su

sekilde tanimlanir:
E=ET+EV+E +EXC (6.1)
» ET = Elektronlarin hareketinden ortaya ¢ikan kinetik enerjiye ait terim

» EV = Cekirdek-elektron c¢ekimlerine ve c¢ekirdek ciftlerinin itmesine ait

potansiyel enerjiyi tanimlayan terimler
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» EJ = Elektron-elektron itmesine ait terim
» EXC= Geriye kalan diger elektron-elektron etkilesimler [105].

YFT yontemleri 1990’lh yillardan itibaren kimya alaninda kullanilmakta olup,
Hartree-Fock yontemleri kadar pahali olmamasi ve daha az bilgisayar zamani
gerektirmesi bu yontemi tercih sebebi kilmaktadir. En 6nemli avantaji ise;

hesaplamalarina elektron etkilesimlerini katmasidir.
6.3 MO06-2X Fonksiyoneli

MO06 ve M06-2X hibrid yogunluk fonksiyonelleridir ve HF temel setleri ile birlikte
kullanilirlar. M06 fonksiyoneli ile gecis metalleri ve ametalleri iceren yapilar icin
MO06-2X ise sadece ametaller iceren yapilarin optimizasyonu i¢in 6nerilmistir. Son
yillarda Zhao ve Truhlar tarafindan gelisitirilen bu fonksiyonel dispersiyon etkisini
de hesaplara katabildigi i¢in ana grubun termokimyasini, kinetigini, kovalent
olmayan etkilersimlerini, elektronik uyarma enerjilerini hesaplamak i¢in kullanilir.
Reaksiyon mekanizma modellemelerinde ve gecis konumu optimizasyonlarinda
daha bir ¢ok hibrit yogunluk fonksiyoneline kiyasla daha glivenilir sonuclar
vermistir [105, 106]. Bu nedenle yaptigimiz c¢alismalarda kullanimi uygun

gorulmustir.
6.4 Gecis Konumu Tespiti ve Optimizasyonu

Bir reaksiyona giren molekiiller ve {irin arasindaki potansiyel enerji-reaksiyon
koordinati grafigi boyunca en ytiksek nokta ge¢is konumudur (Sekil 6.1). Molekiil
burada en yiiksek enerjiye sahiptir ve bu da reaksiyon hizini belirlemede kullanilir.
Molekiiliin burada sahip oldugu enerji ile baslangicta sahip oldugu enerji
arasindaki fark aktivasyon enerjisi olarak tanimlanir. Gegis durumu kararh
degildir. Bu nedenle gecis konumunu karakterize etmek biraz gii¢ olabilir [112].
Gaussian09 programi icin gecis konumu optimizasyonunda TS secenegi ve

opt=noeigen anahtar kelimeleriyle islem yapilmaktadir [113].

Gecis konumunun bulunabilmesi i¢in reaktanlarin optimum geometrik yapilari
kullanilmaktadir. Reaksiyonun ilerleme yoniine uygun bir geometri tahmini
yapilarak ve uygun bag uzunluk araliklari, bag acilari, dihedral agilar gibi

parametreler ile gecis konumu kompleksi modellenmektedir. Geometri
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optimizasyonundan elde edilen yapinin tek bir titresim modunun sanal (-)
frekansa sahip olmasi potansiyel enerji yiizeyinde bir maksimum noktaya sahip
oldugunu gostermektedir. Ancak bu noktanin gercekten istedigimiz gecis konumu
olup olmadigin1 géormek icin o frekansa ait animasyon incelenmektedir. Bu
animasyonda bulmak istedigimiz gecis kompleksine ait kirilan ve olusan baglarin
hareketini gormemiz gerekir. Bu c¢alismada, reaksiyon koordinati iizerinde
M062X/6-31G(d,p) veya M062X/6-31+G(d,p) yontemi ile optimize edilen tiim
yapilara (girenler, ara lriinler, gecis konumlari ve triinler) frekans hesaplamalari
yapilmistir. Gecis konumlarinin bulundugu maksimum noktalar tek bir sanal
titresim frekansi ile, minimum noktalar ise tamamami pozitif olan titresim

frekanslariyla karakterize edilmistir.

Gegis konumu

Enerji

Girenler

Uriinler

Reaksiyon koordinati

Sekil 6.1 Basit bir reaksiyon i¢cin potansiyel egrisi

6.5 IRC (igsel Reaksiyon Koordinati-Intrinsic Reaction Coordinate)

Gegis konumu optimizasyonundan elde edilen yapinin ileri ve geri yonde ilerlemesi
ile iki tane minimum enerjili yap: elde edilerek i¢sel reaksiyon koordinat1 elde
edilir. Yapilardan biri raktanti digeri ise beklenen {irlinii veriyorsa gecis konumu
dogrulanir. Gaussian09 programi icin 10 adimlik ilerleme varsayilan degerdir.
Yeterince yaklasim saglanamadiginda bu deger artirilabilmektedir. IRC islemi
sonucunda 21 nokta elde edilir. Bunlar ileri ve geri yonde 10’ar adim ve gecis

konumuna ait noktalardir (Sekil 6.2).
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Total Energy along IRC
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Sekil 6.2 IRC grafigi 6rnegi
6.6 Coziicii Etkisi
Kimyasal reaksiyonlarin ¢ogu ¢oziicii icerisinde gerceklesmektedir ve bu

¢ozictllerin de reaksiyonlar tlizerinde 6nemli bir etkisi oldugu bilinmektedir. Bu

etkiyi de g6z ard1 etmemek icin hesaplamali kimyada iki yaklasim mevcuttur:
1. Coziicii molekiilleri sistem icerisine gercek (explicit) anlamda dahil edilir.

2. Coziciinliin dielektrik sabiti ile karakterize edilen bir siireklilik ortami
tanimlanir (temsili (implicit) olarak basitlestirilerek) ve c¢6ziinen molekil ile

etkilesim hesaplanir. Bu yontem PCM (Polarizable Continuum Model) olarak

adlandirilir.

95



7

Modellenen Mekanizmalar ve Tartisma

Literatlir arastirmalar1 esnasinda karsilastigimiz benzer MCR reaksiyonlar icin
onerilen mekanizmalar da gz 6niinde bulundurularak reaksiyon mekanizmasi
hesaplamali kimya yardimiyla ilk defa tarafimizca ¢alisiimis ve aydinlatilmistir.
Calisma esnasinda, ¢alisilan mekanizmanin her bir basamagina ait gecis konumu,
reaktant ve Urin (ara urin) yapilart ayni Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi ile
optimize edildi. Deneysel ¢alismalarda da kullanildigindan diklorometanin ¢6ziici
etkisi polarlasabilir siireklilik modeli (Polarizable Continuum Model, PCM) ile tek

nokta enerjisi hesaplatarak hesaplara dahil edildi.
7.1 Schiff Bazi Uzerinden Onerilen Mekanizma

Wang ve arkadaslarn tarafindan 2008 yilinda 6ngoérillen bu mekanizmaya gore
katalitik iyot varhiginda siklopentanon enol formu (I) ile dengededir. Enol formu
hizla iyotla aktive olan Schiff bazina saldirir ve araiiriin II'yi olusturur, olusan bu
araurin molekiil i¢i Friedel-Crafts halkalasmasi ile bilesik III'i meydana getirir.
Bilesik III ‘liin dehidrasyonu ile dihidrokinolin IV olusur. Bilesik IV, hava ile
oksitlenir ve aromatik benzo[ f[siklopenta[ c]kinolin ortaya ¢ikar (Sekil 7.1) [114].

Bu ongoriilen mekanizmanin bizim ¢alismamiza uyarlanmis hali Sekil 7.2'de
verilmistir. Schiff bazi olusumunun oldukga kolay gerceklestigi bilindiginden nihai
aromatizasyon adiminin da kolayca gerceklesmesi beklenmistir. Reaksiyon
mekanizmasi PCM/M062X/6-311++G(d,p)//M062X/6-31G(d,p))//CH2Cl2 yonte-
mi ile modellenmistir. Reaksiyon koordinati boyunca optimize olmus yapilarin 3-D

goruntiileri ve relatif Gibbs serbest enerjileri (kkal/mol) Sekil 7.3’ te verilmistir.
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Sekil 7.1 Wang ve arkadaslarinin 6nerdigi Schiff bazi tizerinden halkalasma
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Sekil 7.2 Schiff bazi lizerinden gergeklestigi 6ngoriilen mekanizma

Sekil 7.2 ve Sekil 7.3°de SB:schiff bazi, RC:reaktant kompleks, TS1:ge¢is konumu 1,

TS2:gecis konumu 2, |:Aratiriin ve PC:iiriin kompleksini tanimlamaktadir.
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30.3 57.9

Sekil 7.3 Schiff baz1 mekanizmasina ait optimize olmus yapilarin 3-D goriintiileri ve
relatif Gibbs serbest enerjileri (kkal/mol)

SB-RC Reaktant kompleks olarak alindiginda relatif Gibbs serbest enerji 1. gecis
konumu SB-TS1 i¢in 30.3 kkal/mol ve 2. ge¢is konumu i¢in 57.9 kkal/mol olarak
hesaplanmistir. Bu aktivasyon enerji bariyerleri reaksiyonun gerceklestirildigi
25°C icin oldukc¢a yiiksek degerler oldugundan reaksiyonun bu mekanizma
tizerinden ilerlemesinin miimkiin olmadig1 gériilmistiir. Bu sonucun dogrulugunu
ispatlamak icin Sekil 7.2’ de verilen Schiff baz1 sentezlenmistir. Bilesik 1 ile
sentezlenen Schiff bazi hem iyot hem de p-toluensiilfonik asit katalizorliiglinde
reaksiyona sokulmus ancak reaksiyon ortaminda hi¢bir degisiklik olmadig1 TLC
(ince tabaka kromatografisi) kontrolii ile gozlemlenmistir. Bu nedenlerle bu

mekanizma onerisi elenmistir.
7.2 Michael-Tipi Katilma Uzerinden Gergeklesen Mekanizma

Shaabani ve arkadaslari tarafindan 2009 yilinda yapilan (Sekil 7.4) 6neriye gore;
amin b'nin diketen a’ya katilmasi ile A-alkil-3-oksobutanamid f olusur ve f ile
aldehit c’'nin kondenzasyonu ile araiiriin g'nin olusmas1 mantiklidir. Daha sonra 2-

aminopiridin d ile aratiiriin g arasinda Michael tipi katilma gergeklesir ve aratiriin
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h1 olusur. Alternatif olarak 2-aminopiridin d ile araiiriin g'nin kondenzasyonu
sonucu araiiriin h2 olusur. Araiiriin h1’in molekiil i¢i kondenzasyonu ile k ya da
h2’nin halkalasmasi ile i olusur. Son olarak i'nin aromatiklesmesi veya k’nin imin-
enamin tautomerizasyonu uriin e’yi verir [25]. Ancak bu reaksiyonun
modellenmesi sirasinda hl araiiriiniin olusmasini saglayacak gecis konumu bizim
onerdigimiz mekanizmadan daha ylksek enerjiye sahiptir. Dolayisiyla bu
mekanizma oOnerisi de elimine edilip farklh mekanizma Onerileri tizerinde

calismaya devam edilmistir.
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Sekil 7.4 Shaabani ve arkadaslari tarafindan 6nerilen mekanizma

7.3 Onerdigimiz Reaksiyon Mekanizmasi

Yukarida bahsedilen iki mekanizmaya alternatif bir yol olarak belirlenen ve yine
Shaabani ve arkadaslar1 tarafindan 2010 yilinda 6nerilen tgiincii bir mekanizma
goz ontline alinmis ve modellenmistir (Sekil 7.5) [115, 116]. Bu mekanizma bilesik
1'in Kketo-enol tautomerizasyonuna ugramasi ile baslar. Daha sonra 4-
florobenzaldehitin katilmasin1 takiben su eliminasyonu gerceklesir ve o,3-

doymamis karbonil bilesigi olan ara iiriin 1-I1 olusur. Bu reaksiyon c¢ok iyi
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bilindiginden buraya kadar olan kismi modellenmemistir. Sekil 7.5’te verilen 1-
I1’den baslayip nihai tUriinlerden biri olan bilesik 2’ye kadar olan kismin tamami
hesaplamali olarak modellenmis ve incelenmistir. Bu siirecte elde edilen sonuclar
gerceklesen ¢ bilesenli reaksiyonun bu mekanizma iizerinden ilerledigini
gostermistir.
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Sekil 7.5 Ongoriilen ve modellenen reaksiyon mekanizmasi

7.3.1 1.Basamak

Bu basamak 5-amino-3-metilizoksazolin 1-I1'e 6 lyeli gecis basamagi TS1
lzerinden gerceklesen Michael katilmasidir (Sekil 7.6). Aromatik aminin N
atomunun 1-I1'in B-C atomuna niikleofilik atag1 ile baslayan bu basamagin
aktivasyon enerji bariyeri 25.0 kkal/mol olarak hesaplanmistir. 1-I11'den 1-12’ye
kadar olan igsel reaksiyon koordinati (IRC) incelendiginde bu basamagin 2.2

kkal/mol daha endotermik oldugu goriilmiistiir (Sekil 7.7).
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Sekil 7.6 1-11’den 1-12'nin olusumu, 6nemli bag uzunluklari (&) ve 3-boyutlu

gorlntiileri
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Sekil 7.7 PCM/M062X/6-311++G(d,p)//M062X/6-31G(d,p) (alt grafik) ve
PCM/M062X/6-311++G(d,p)//M062X/6-31+G(d,p) (ust grafik) yontemi ile
modellenen alternatif mekanizmalarin relatif Gibbs serbest enerji diyagrami (AG
kkal/mol)
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7.3.2 2.Basamak

Bu basamakta 1-I12'nin p-toluensiilfonik asit Kkatalizorliglinde enol-keto
tautomerizasyonu modellenmistir (Sekil 7.8). Reaksiyon 15.7 kkal/mol kadar bir
bariyer asarak aratiriin 1-I3't vermektedir. Genel olarak, ti¢lii sistemlerde keto
tautomer daha baskindir; ¢iinkii heteroatom proton yerine T elektronlar: tercih
eder. Buna parallel olarak, keto tautomer 1-13’iin enol tautomer 1-12’ye gére 11.1

kkal/mol daha tercih edildigi goriilmektedir (Sekil 7.7).
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Sekil 7.8 1-12’den 1-I13’iin olusumu, 6nemli bag uzunluklari (A) ve 3-boyutlu
goruntileri

Mekanizmanin buraya kadar olan kismi1 hem N atomu iizerinden hem de O atomu
lzerinden tasarlanan iki mekanizma i¢in de aynidir. Sekil 7.7°de alt ve iist
grafiklerde TS-3’e kadar goriilen ufak farkhiliklar temel setteki difflizyon
fonksiyonlar1 farkindan kaynaklanmaktadir. O atomu tizerinden gerceklesen halka
kapanmasi mekanizmasina ait yapilar M062X/6-31G(d,p), N atomu iizerinden
ilerleyen halkalagsmaya ait yapilar ise M062X/6-31+G(d,p) yontemi ile optimize
edilmistir. Coziicii etkisinin (CH2Clz) de katildigi ve tek nokta enerjilerinin

karsilastirildigi basis set (PCM/M062X/6-3114++4+G(d,p)) ikisinde de aynidir.
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7.3.3 3.Basamak

Bu basamak ise yeni bir C-C bag olusum basamagidir ve Sekil 7.7'de de goruldugi
tizere iki heteroatom (N ya da O) araciligiyla gerceklesebilecegi icin ikisi tizerinden
de modelleme yapildi. O atomunun ortaklasmamis elektron cifti lizerinden
gerceklesen basamakta dngortlen ara turiin 1-I-O yapisi optimize edilemedi. Clinki
bu ara iirtinde olusmasi gereken (+) yiik O atomu tlizerinde olmak zorundadir ve O
atomu i¢in bu durum oldukc¢a kararsizdir. IRC optimizasyonlarinda direk 1-14’e
gecisi gerceklesmis ve aktivasyon enerji bariyeri 1-11’e gore 18.5 kkal/mol olarak
hesaplanmistir. Diger yandan, 1-13’ten 1-14’e gecis i¢in i¢ aktivasyon bariyeri (27.4
kkal/mol) yiiksek oldugundan bu basamak hiz belirleyici basamak olarak

belirlenmistir (Sekil 7.7, Sekil 7.9).
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Sekil 7.9 1-I13’ten 1-14’iin O atomu iizerinden olusumu, énemli bag uzunluklari (A)

ve 3-boyutlu gortintileri

1-13’lin elektronik ytlik dagilimi incelendiginde; C39'un biiytik dlciide niikleofilik ve
C19’un oldukga elektrofilik oldugu goérilmis ve ongorilen saldirinin oldukga
muhtemel oldugunu anlasilmistir (Sekil 7.10). Ayrica deneysel olarak da elde
edilen nihai irtin iskeletindeki 6 tiyeli halka olusumu da 1-I14 tlizerinden gecerek
olusabilmektedir. Sonu¢ olarak 1-I4 olusumu 8.2 kkal/mol daha ekzotermiktir.
Ayrica sunu da belirtmek gerekir ki katalizor olarak ilave edilen p-toluensitlfonik
asitin, izoksazol halkasindaki hidrojeni ayirmasi da bu basamagin kolay

gerceklesmesini saglamaktadir.
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Sekil 7.10 Aratiriin 1-I3"{in yiik dagilimi

3. basamak icin diger bir yol ise N atomunun ortaklasmamis elektron cifti
lizerinden ilerleyen Sekil 7.5’te TS3-N1 olarak adlandirilan basamaktir (Sekil 7.11).
Halka kapanmasi ile ger¢eklesen bu adimdan sonra p-toluensiilfonik asit izoksazol
halkasindaki hidrojeni koparir (TS3-N2) ve 1-I4 olusur (Sekil 7.12). Bu iki

basamagin aktivasyon enerjileri sirasiyla 15.1 ve 4.9 kkal/mol olup TS3-0O ile

kiyaslandiginda daha kiigtikttir.
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Sekil 7.11 N atomu iizerinden 1-I-N'in olusumu, 6nemli bag uzunluklar1 () ve 3-

boyutlu goriintiileri

Ayrica TS-1'den itibaren bakildiginda biitiin basamaklarda aktivasyon enerjileri
diistise gectiginden ve TS3-N1 basamagi icin kendi i¢ enerji bariyeri 20.7 kkal/mol
oldugundan halkalasma icin kinetik olarak tercih edilen mekanizma TS3-N

yoludur.

3. basamak icin oOnerilen iki mekanizmaya ait relative Gibbs serbest enerji

degerleri Tablo 7.1 ve Tablo 7.2’de verilmistir.
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Sekil 7.12 1-I-N’den 1-14’iin olusumu, 6nemli bag uzunluklari (A) ve 3-boyutlu

goruntileri

Tablo 7.1 O atomu iizerinden ylriiyen mekanizma yapilarinin PCM/M062X/6-
311++G(d,p)//M062X/6-31G(d,p)//CH2Clz optimizasyonlarindan elde edilen
relatif Gibbs serbest enerjileri

Relatif G
Yapilar E(au) p-TsOH H20 Toplam G (kkal/mol)

1-11 -1340.8181811 -895.1897265 - -2236.0079076 0.0

TS-1  -1340.7783995 -895.1897265 - -2235.9681260 25.0
1-12 -1340.8147156 -895.1897265 - -2236.0044421 2.2

TS-2  -2235.9828772 - - -2235.9828772 15.7
1-13 -2236.0221302 - - -2236.0221300 -8.9
TS-3  -2235.9783929 - - -2235.9783930 18.5
1-14 -2236.0351042 - - -2236.0351040 -17.1
TS-4 -2236.0139171 - - -2236.0139170 -3.8
1-I5 -2159.6026609 - -76.4236722 -2236.0263332 -11.6
TS-5 -2159.5863601 - -76.4236722 -2236.0100322 -1.3
1-16 -2159.5996987 - -76.4236722 -2236.0233712 -9.7

7.3.4 4.ve5.Basamaklar

Bu mekanizmanin son iki basamagi (TS-4 ve TS-5) bir eliminasyon reaksiyonu
icermektedir ve her iki dongii icin de ayni olup 1-I1’e gore ¢ok kii¢lik bariyerlere
sahiptirler (sirasiyla -3.8 kkal/mol ve -1.3 kkal/mol). TS-4 asit katalizli
dehidrasyon basamagidir ve C19’daki -OH grubunun koparak aratiriin 1-I5

olusumunu gostermektedir. TS-5'te ise H atomunun ayrilmasi ile 1-16 olusur (Sekil
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7.13). 1-11’den 1-I6’ya kadar toplam Gibbs serbest enerji degisimi -10.6 kkal/mol
olup olduga ekzotermiktir (Sekil 7.7, N lizerinden halkalasma).
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Sekil 7.13 1-I4’ten 1-16'nin olusumu, énemli bag uzunluklari () ve 3-boyutlu

goruntileri

Tablo 7.2 N atomu lizerinden yiiriiyen mekanizma yapilarinin PCM/M062X/6-
311++G(d,p)//M062X/6-31+G(d,p)//CH2Cl; optimizasyonlarindan elde edilen
relatif Gibbs serbest enerjileri

Yapilar E (au) pTsOH Hz0 Toplam G (l?lf;?/tlnflgl)
1-11 -1340.820526  -895.196168 - -2236.016694 0.0
TS-1 -1340.782000 -895.196168 - -2235.978168 24.2
1-12 -2236.012496 - - -2236.012496 2.6
TS-2 -2235.987281 - - -2235.987281 18.4
1-13 -2236.025604 - - -2236.025604 -5.6

TS3-N1 -2235.992625 - - -2235.992625 15.1
1-I-N -2236.032626 - - -2236.032626 -10.0

TS3-N2 -2236.008798 - - -2236.008798 4.9
1-14 -2236.033515 - - -2236.033515 -10.6

Her ne kadar aratriin 1-I4, bu reaksiyon profilinde minimum enerji noktas1 gibi
goriinse de, reaksiyon 1-I4'te sona ermez, TS-4 ve TS-5 lizerinden ilerler ve hava
oksijeni ile aromatizasyonla sona erer. TS-4 ve TS-5'in enerji bariyerleri gozle
gorilebilir derecede kiiciik oldugundan ve ayni zamanda kararh trtnlere yol
actigindan, reaksiyon kosullar1 altinda (uzun reaksiyon siiresi) énemli miktarda
molekiiliin 1-I6'ya dontlisecegini varsaymak makuldiir. Gergekten de, nihai
aromatik iiriin bilesik 2'nin (yaklasik -80 kcal / mol oldugu tahmin edilen) son

derece biiylik stabilitesi, reaksiyonun itici gliciidiir.
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8

Sonu¢ ve Oneriler

Tezin teorik kisminda izoksazol halkasinin (B6liim 2 ve Boliim 3) ve naftridinlerin
(Bolim 4) tibbi kimyada o6nemli oldugu detayll olarak anlatimistir. Bunun
yanisira, benzo-kaynasmali heterohalkali bilesikler de tibbi éneme sahiptir. Bu
calismanin amaci da anti-kanser aktivite gosterebilecek bu tiir bilesiklerin
sentezlenmesi ve ayrica sentez mekanizmasinin aydinlatilarak literatiire katki

saglamaktir.

Diketen olduk¢a gergin bir molekiildiir (Egerginik=22.5 kcal/mol) ve kolay bir
sekilde halka agilmasina ugrar. Boylelikle c¢ogunlukla asetilketen (1) veya

asetilketenin dipolar tautomerleri (2 ve 3) gibi reaksiyon verir.

0 0° | 0° 0 O O
DU O S & S |

1 2 3 4

Bu dipolar tautomerlerden herbiri bir a,3-dikarbonil katyonuna esdegerdir. Diger
yandan; diketen katyon 4 eldesi icin iyi bir reaktiftir [115]. 2,2,6-Trimetil-4 A-1,3-
dioksin-4-on 1sitildig1 zaman yapisindan aseton kaybederek bu tautomerleri

kolaylikla verir.

ho — f}x —o = oo
5

N

Bu ozelliginden dolay1 asetilketen olduk¢a kolay bir sekilde benzilamin ile
reaksiyona girerek baslangic maddesi olarak kullandigimiz  A-benzil-3-
oksobutanamid (Bilesik 1) eldesini kolaylastirdi [107]. Kaynak arastirmalarina
gore asetilketen ile yapilan reaksiyonlarin, trietilamin varhiginda kuru kuruya

1sitilarak ya da ¢ozici olarak m-ksilen kullanilarak yapildigi rapor edilmistir. Bu
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calismada da optimum sartlar1 saglamak ve verimi artirmak amaciyla cesitli
denemeler yapilmistir. m-Ksilen kaynama noktasi ytiksek bir ¢6ziicii oldugu icin
uzaklastirma islemi biraz uzun zaman almaktadir. Bu nedenle ¢6ziicii denemesi
yapildi ve toluen igerisinde de reaksiyonun ayni slrede ve ayni verimde

gerceklestigi goruldii.

N-Benzil-3-oksobutanamid (Bilesik 1) metilen kaynagi olarak hazirlandi. Bilesik 1,
5-amino-3-metilizoksazol, 2-aminokinolin ve aromatik aldehitler ile p-
toulenstilfonik asit katalizorliiglinde one-pot reaksiyonlarina ugratildi ve 10 adet
yeni bilesik sentezlendi. Bilesikler 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 kararh kat1 maddeler olarak elde
edilmistir ve yapilar1 FTIR, TH NMR, 13C NMR gibi spektroskopik yontemlerle ve
LC-MSMS (Qtof) kiitle spektrometrisi ile detayl bir sekilde aydinlatilmistir.

Bilesikler 2, 3, 4, 5 aromatik olacak sekilde halka kapanma reaksiyonu
vermislerdir. 2-Aminokinolinin p-toluensiilfonik asit katalizorliiglinde meydana
getirdigi tirtinlerde (Bilesikler 6,7,8) halka kapanmasi gerceklesmemis, devaminda
iyot katalizorligiinde gerceklestirilen reaksiyonlarin sonucunda olusan trtinlerde
(bilesikler 9, 10, 11) halka kapanmasi meydana gelmis ancak bu duriinlerin

aromatiklesmedigi 1H ve 13C NMR ile kanitlanmistir.

Bilesik 9 Bilesik 10 Bilesik 11

Bilesik 9’un 'H NMR spektrumunda 5.41 ppm’de singlet 1H ve 7.21 ppm’de 1 tane
-NH piki yapinin aromatik olmadiginin kanitidir. Ayrica bu bilesigin 13C NMR
spektrumunda 82.0 ppm’de gelen -CH piki de bunun diger bir kanitidir. Ayni
sekilde Bilesik 10'un 'H NMR spektrumunda 5.43 ppm’de singlet 1H ve 7.21
ppm’de 1 tane -NH piki ve 13C NMR spektrumunda 78.0 ppm’de gelen -CH piki,
Bilesik 11’in 1H NMR spektrumunda 5.43 ppm’de singlet 1H ve 7.25 ppm’de 1 tane
-NH piki ve 13C NMR spektrumunda 78.8 ppm’de gelen —CH piki de bu bilesiklerin

aromatiklesmediginin kanitidir. Diger yandan bu ¢ bilesik kiral merkezden
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kaynaklanan bir etkilesim oldugu distliniilen isomer karisimi seklinde elde

edilmistir. (Sekil 8.1).

Yapilan literatiir arastirmalarinda aromatiklesmenin gerceklesmesi ile ilgili olarak
Wang ve arkadaslar1 havadaki oksijenin 6nemli oldugunu ileri siirmiislerdir [125].
2-Aminokinolin ile elde edilen iriinlerin neden aromatiklesmedigi ile ilgili
onerimiz hesaplamali kimya c¢alismalarn ile desteklenmistir. NICS (Nucleus-
Independent Chemical Shifts) yontemi [117] kullanilarak Bilesik 2’nin
izoksazolopiridin halkasinin ve bilesik 9’un aromatiklesmis piridin halkalarinin
aromatikligi hesaplandi. NICS degerleri halka merkezinde (NICS(0)) ve 1A
tizerinde (NICS(1)) hesaplandi. Negatif NICS degerlerinin, molekiliin aromatik
karakterini dogrulayan diatropik halka akimlarini gosterdigi iyi bilinmektedir,
pozitif NICS degerleri paratropik halka akimlarini (antiaromatiklik) gosterir ve
kiiciik degerler, aromatik olmayanligi gosterir [118]. Sekil 8.2'de, benzonaftiridinin
piridin fragmaninin, izoksazolopiridine kiyasla zayif aromatik karakterini ortaya

koyan cok daha kii¢iik negatif NICS degerleri sergiledigi agiktir.

1409 134s N 1433 1438

1;@ 13025, 1375
NICS(0) -8.1 NICS(0) -5.5
NICS(1) -11.2 NICS(1) -9.5

Sekil 8.1 Benzonaftridin (sar1) ve izoksazoloiridin (kirmizi) halkalarinin piridin

kisimlarinin aromatiklik degerleri (ppm) ve bag uzunluklari (A)

Ayrica, benzonaftiridindeki hesaplanan bag uzunluklari, izoksazolopiridine gore
aromatiklikte 6nemli diislisii teyit eden anlamli bag uzunlugu degisimini [118]
belirtir. Bu nedenle, aromatize olmamis tiriinlerin (Bilesik 9-11) olusumu,

aromatizasyon icin yetersiz itici giic ile iliskilendirilebilir.

Literatiirde bu tip sentezler igin Onerilen mekanizmalar da g6z Oniinde
bulundurularak reaksiyon mekanizmasi ilk defa tarafimizca g¢alisilmis ve
aydinlatilmistir. Her bir basamaga ait reaktant, gecis konumu, araiiriin ve iiriin
yapilar1 optimize edilmistir. Coziicii (CH2Cl2) etkisi polarlasabilir siireklilik modeli

ile hesaplara dahil edilmistir.
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Schiff bazi lizerinden 6nerilen mekanizmanin neden gerceklesmedigi Boliim 7.1'de
detayli olarak anlatilmistir. Boliim 7.2 Sekil 7.4 ’te bahsedilen mekanizmanin (1)
numaral yolu her ne kadar bizim 6nerdigimiz mekanizmaya benzese de reaksiyon
siralamasi farklidir. Bu mekanizmada g (Sekil 7.4, aratiriin 1-I1) ile 6nce enaminin
Michael tipi katilmasi, ardindan olusan araiiriin hl’deki amino grubunun
niikleofilik saldirisi ile molekiil i¢i halkalasma meydana gelmektedir. Bizim
onerdigimiz mekanizma da ise ara turin 1-I1 6nce aminin amino grubu ile
tepkimeye girer daha sonra molekiilici Michael tipi katilma yoluyla halkalasma

olusur. Kisacasi reaksiyonlarin ger¢eklesme siralamasi farklidir.

p-TsOH. HZO
R4—NH, +
2 CH2C|2 r.t.

0 o
/R1 R1
HN N
a4+ b o_c,. H |
2
O R
. g

@ L9,

h2

Sekil 7.4 Shaabani ve arkadaslari tarafindan 6nerilen mekanizma

(1) numarali yolu modelledigimizde enerji olarak bizim 6nerimizden daha yiiksek
enerjiye sahip bir gecis konumu optimize edildi. Tablo 7.2’de verilen degerler ile
kiyaslandiginda 3.9 kkal/mol daha yiiksek enerjiye sahip bir gecis konumu ve 7.1
kkal/mol daha yiiksek enerjili bir ara tirtin (1-I2) olusumu gozlendi. Bu degerlere
kiyasla daha diisiik enerjiye sahip olmasi sebebi ile 6nerdigimiz mekanizmanin

tercih edilir oldugu kanitlandi.
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Tablo 8.1 Sekil 7.4’te verilen (1) numarali mekanizma yapilarinin PCM/M062X/6-
311++G(d,p)//M062X/6-31+G(d,p)//CH2Cl; optimizasyonlarindan elde edilen
relatif Gibbs serbest enerjileri

Relatif G
Yapilar E (au) p-TsOH H20 Toplam G (kkal /mol)
1-I11(g) -1340.819371 -895.196168 - -2236.009098 0.0
TS-1 -1340.774558 -895.196168 - -2235.964285 28.1
1-12
(h1) -2236.012496 i i -2236.993685 9.7

Hesaplamali kimya calismasi elde ettigimiz sonuglar reaksiyonun onerdigimiz

mekanizma (N yoluyla halkalasma) tizerinden ytriidiiglinii gostermektedir.

Bilesiklerin bir kismi i¢in anti-kanser ¢alismalar: yaptirilmistir. Bu ¢alismalar Bilgi
Universitesi Biyomiihendislik Fakiiltesinde Yrd. Dog¢. Dr. Yuk Yin (Peter) Ng
baskanlhiginda Fulya Gilinay ve Hazal Akman tarafindan ¢alisilmistir. Bilesik 3 ve
5’'in HELA hiicreleri iizerinde etkili oldugu gortilmistiir. Bilesik 2 ise PANK-1
hiicreleri tUzerinde etkilidir. Ayrica Bilesik 3'tin NALM-6 hiicreleri lzerinde de

etkili oldugu gozlemlenmistir.

Sonug¢ olarak; biyolojik aktivite gostermesini bekledigimiz yeni izoksazol ve
naftridin tiirevi molekiiller sentezleyip ayni zamanda mekanizmasinin

aydinlatilmasi ile literatiire yeni bilgiler kazandirildi.
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