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Bu ¢alismada, on iki adet yeni tiyazolil hidrazon tiirevi (1-12) sentezlenmis ve bu
bilesiklerin yapilari spektroskopik yontemler ile teyit edilmistir. Tiim bilesiklerin A549
insan akciger adenokarsinom hiicreleri lizerine sitotoksik etkileri MTT deneyi ile
saptanmigtir. Test edilen tiim bilesiklerin erlotinibden daha etkili olduklar1 belirlenmistir.
Ozellikle 2, 3 ve 10 nolu bilesikler A549 hiicreleri iizerine ¢ok giiclii antikanser etki
gostermiglerdir. Bu {ii¢ bilesigin K562 kronik miyeloid lésemi ve periferik kan
mononiikleer hiicrelerine karsi sitotoksik etkileri degerlendirilerek selektivite indeksleri
belirlenmistir. 2, 3 ve 10 nolu bilesiklerin erlotinibden daha segici antikanser etkiye sahip
olduklari bulunmustur. Bu ii¢ tiirevin in vitro epidermal biiytime faktorii reseptori
(EGFR) tirozin kinaz (TK) inhibitor etkileri aragtirilmistir. 2-[2-((5-Kloro-1H-indol-3-
il)metilen)hidrazinil]-4-(4-nitrofenil)tiyazol (2), diger bilesiklere kiyasla daha giiglii
EGFR TK inhibitor aktivite gostermistir. Ayrica bu bilesigin farkli TK enzimleri {izerine
inhibitdr etkileri de degerlendirilmistir. 2 nolu bilesik erlotinibe kiyasla 6zellikle HER2,
LCK, CSK, FYN A ve IGFIR enzimleri iizerine daha iyi inhibit6r aktivite gostermistir.
Bu sonug, 2 nolu bilesigin erlotinibden farkli bir TK inhibitor profiline sahip oldugunu
isaret etmektedir. Bu bilesigin A549 hiicrelerinde apoptotik etkisi de arastirilmistir. 2 nolu
bilesik, A549 hiicrelerinde apoptozu erlotinibden daha fazla indiiklemistir. In vitro
caligmalar sonucu, 2 nolu bilesigin A549 hiicre dizisi lizerine sitotoksik ve apoptotik

etkilerini ¢oklu TK inhibisyonu yoluyla gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar Sézciikler: Akciger kanseri, Apoptoz, EGFR, indol, Tiyazol.



ABSTRACT
SYNTHESIS OF NEW THIAZOLE DERIVATIVES WITH AN INDOLE RING AND
EVALUATION OF THEIR TARGETED ANTICANCER EFFECTS ON NON-
SMALL CELL LUNG CANCER CELLS

Seda BAS
Department of Pharmaceutical Chemistry

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2022

Supervisor: Prof. Dr. Mehlika Dilek ALTINTOP
(Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Belgin SEVER)

In this study, twelve new thiazolyl hydrazone derivatives (1-12) were synthesized
and the structures of these compounds were confirmed by spectroscopic methods. The
cytotoxic effects of all compounds on A549 human lung adenocarcinoma cells were
determined by MTT assay. All tested compounds were found to be more effective than
erlotinib. In particular, compounds 2, 3 and 10 showed very strong anticancer effects on
A549 cells. By evaluating the cytotoxic effects of these three compounds against K562
chronic myeloid leukemia and peripheral blood mononuclear cells, their selectivity index
values were determined. Compounds 2, 3 and 10 were found to possess more selective
anticancer activity than erlotinib. In vitro epidermal growth factor receptor (EGFR)
tyrosine kinase (TK) inhibitory effects of these three derivatives were investigated. 2-[2-
((5-Chloro-1H-indol-3-yl)methylene)hydrazinyl]-4-(4-nitrophenyl)thiazole (2) showed
stronger EGFR TK inhibitory activity compared to other compounds. In addition, the
inhibitory effects of this compound on different TK enzymes were also evaluated.
Compound 2 showed better inhibitory activity especially on HER2, LCK, CSK, FYN A
and IGF1R enzymes compared to erlotinib. This result indicates that compound 2 has a
different TK inhibitor profile than erlotinib. The apoptotic effect of this compound in
Ab549 cells was also investigated. Compound 2 induced apoptosis in A549 cells more than
erlotinib. As a result of in vitro studies, it was determined that compound 2 exerts its

cytotoxic and apoptotic effects on A549 cell line through multiple TK inhibition.

Keywords: Lung cancer, Apoptosis, EGFR, Indole, Thiazole.

iv



ONSOZ

Akciger kanserinin goriilme sikliginin son yillarda artis géstermesi ile klasik tedavi
yontemleri yerine hedefe yonelik tedavi yontemlerine agirlik verilmistir. Bu c¢alisma
kapsaminda, yeni tiyazolil hidrazon tiirevleri sentezlenmis ve bu bilesiklerin A549 insan
akciger adenokarsinom hiicreleri iizerine antikanser aktiviteleri arastirilmistir. Giiglii
antikanser etki gosteren tiirevlerin, K562 kronik miyeloid 16semi ve periferik kan
mononiikleer hiicreleri lizerine sitotoksik aktiviteleri ve EGFR TK inhibitor etkileri
degerlendirilmistir. Ayrica en aktif EGFR TK inhibitoriiniin farkli TK enzimlerine karsi
inhibitor etkileri ve A549 hiicrelerinde apoptotik aktivitesi belirlenmistir.

Lisans ve yiiksek lisans egitimim boyunca yardimlarini hi¢bir zaman esirgemeyen,
sagduyu ve sabirla tiim agamalarda bana yol gosteren, engin bilgisi ve deneyimiyle
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bu ¢aligmalar1 gergeklestiren Saym Hocam Dog. Dr. Halilibrahim CIFTCI’ye ve ikinci
danismanim Sayin Hocam Dog. Dr. Belgin SEVER’e,
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢aligma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak tizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler igin
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu ¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigim ve
hi¢cbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuclar1 kabul ettigimi bildiririm.

Seda BAS
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1. GIRIS

Akciger kanseri (AK), niifusun yaslanmasi ve biliyiimesinin yan1 sira basta sigara
kullanim1 olmak {izere kanserle iligkili aligkanliklarin giderek artmasinin bir sonucu
olarak diinyada oldugu gibi lilkemizde de halk sagligini tehdit eden, nemli mortalite ve
morbidite nedeni olan bir hastalik haline gelmistir (Jemal vd., 2011; Ozsu ve Oz,
2013).

AK, 2008 yilinda tiim kanser vakalarinin %13’tinii (1.6 milyon) olustururken,
kansere bagli dliimlerin %18’ini (1.4 milyon) olusturmustur (Jemal vd., 2011). 2010
yilinda ise tiim diinyada kansere bagli 6liimlerin %19’undan (1.5 milyon) trakea, brons
ve akciger kanserinin sorumlu oldugu saptanmistir (Lozano vd., 2012).

AK nedenleri arasinda ilk sirada sigara yer almaktadir (http-1). Radon gazi,
mesleki maruziyet (karsinojenlere vb.), hava kirliligi, akciger hastalig1 oykiisii, genetik
faktorler (Li vd., 2016) ve viral kaynakli enfeksiyonlar diger AK nedenleri arasinda
say1lmaktadir (http-2).

AK, kiigtik hiicreli AK (KHAK) ve kiiciik hiicreli dist AK (KHDAK) olarak iki
gruba ayrilmaktadir. KHDAK, tiim akciger kanseri olgularinin %85’inden sorumludur
ve skuamdz hicreli karsinom, adenokarsinom ve biyik hucreli karsinom olmak Gzere

uc alt gruptan (Sekil 1.1) olusmaktadir (Zappa ve Mousa, 2016).

KHDAK

Buyuk htcreli karsinom

Skuamdz hicreli karsinom

Adenokarsinom

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45%

Sekil 1.1. KHDAK swniflandiriimast

AK hastalarina dogru tedavi modelinin uygulanabilmesi i¢in, 6zellikle hastalik

evresinin dogru saptanmasi 6nemlidir. AK tedavisi i¢in giiniimiiz tedavi protokoliinde



cerrahi, radyoterapi ya da kemoterapi tercih edilmektedir. I. ve II. evre AK hastalari i¢in
oncelikle cerrahi tedavi diistinlilmektedir (Hirsch vd., 2017). IIL. veya IV. evre hastalar
icin daha ¢ok kombine kemoterapi ile radyoterapi uygulanmaktadir (Li vd., 2016;
Hirsch vd., 2017; Ruiz-Ceja ve Chirino, 2017).

AK icin halen geleneksel sitotoksik ilaglar kullanilmasina ragmen, 6zellikle son
yillarda sadece kanser hiicreleri {izerine secici antikanser etki gosteren, yan etkileri en
aza indirilmis ila¢ tasarimi ve kesfi {lizerine yapilan c¢alismalar 6nem kazanmistir
(Nascimento vd., 2015; Ruiz-Ceja ve Chirino, 2017).

Son yillarda ABD Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan onaylanan yeni
antineoplastik ilaglar incelendiginde, cogunlugunu hedefe yonelik terapotik bilesiklerin
olusturdugu goriilmektedir (Gerber, 2008; Baudino, 2015). Spesifik molekiiler yolaklar:
hedefleyen bu yeni nesil ilaglar, saglikli hiicrelere verilen zarar1 en aza indirerek
timorin blydmesini ve ilerlemesini durdururlar (Singh vd., 2018; Yuan vd., 2019;
Roskoski, 2021).

ErbB-1/HER-1 olarak da bilinen epidermal biyume faktor reseptori (EGFR), 170
kD’luk bir transmembrandz glikoprotein olup ErbB/HER reseptor tirozin kinaz (RTK)
ailesindendir (Lee, 2017; Liang, Zhang ve Zhang, 2020). EGFR; hiicre proliferasyonu,
apoptoz, anjiyogenez ve metastatik yayilmayi igeren hiicre sinyal yolaklarinda 6nemli
bir mediyator gorevi gorur (Ayati vd., 2020).

Diger RTK’lar gibi, EGFR de ekstraselliler bir ligand baglama alani, bir
transmembran alan ve intraselliler bir tirozin kinaz (TK) alani ile karakterize edilir
(Sekil 1.2) (Liang, Zhang ve Zhang, 2020).

Ekstraselliiler alan
(Ligand baglama alan1)

Transmembran alan {

N-Terminal lTobu

intraselliiler alan ATP baglayici cep
(Kinaz alani) < ¢

C-Terminal lobu

—— Aktivasyon halkasi

Sekil 1.2. RTK yapisi (Gotink ve Verheul, 2010)
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EGFR, ekstraselliler alanda epidermal bulyime faktoru (EGF) gibi spesifik
ligandlarina baglanarak aktive edilmektedir. Bu baglanma kompleksi, dimer ara
yuzinde bir konformasyonel degisikligi indiiklemektedir ve  reseptoriin
homodimerizasyonu veya heterodimerizasyonu ile sonuclanmaktadir. Daha sonra
intraselluler TK aktive edilmekte ve adaptor proteinlerin (SHC, GrB-2 ve SOS gibi)
yardimiyla tirozin otofosforilasyonu gerceklesmektedir. Reseptoriin intraselliller TK
boélgesinin aktivasyonu ve otofosforilasyonu, Ras/Raf/mitojenle aktive olan protein
kinaz kinaz (MEK)/ekstrasellller sinyalle dizenlenen kinaz (ERK), fosfatidilinositol 3-
kinaz (PI3K)/Akt/rapamisinin memeli hedefi (mTOR) ve Janus kinaz (JAK)/sinyal
dontistiiriicii ve transkripsiyon aktivatori (STAT) gibi asagi akis sinyal yolaklarimi
tetiklemektedir (Sekil 1.3). Daha sonra sitoplazmada ¢oklu olay dizisinin meydana
gelmesi; hiicre proliferasyonuna, sagkalimina ve apoptozun inhibisyonuna yol

acmaktadir (Ayati vd., 2020; Liang, Zhang ve Zhang, 2020).

HERI1 (EGFR), HER2,
. HER3 veya HER4

EGFR spesifik ligandi

\aRAS
d

Tirozin kinaz alani
> (MTOR RAF
\ /
. P TE
Sitoplazma 'Cek«rdg_k f\\\) C‘ 3 MEK
‘ > MAPK

Hiicre proliferasyonu,
sagkalimi, metastaz ve
anjiyogenez

Sekil 1.3. ErbB/HER RTK lar ve asagi akis sinyal yolaklar: (Cataldo vd., 2011)

EGFR, pek cok solid timdorde asir1 eksprese edilmektedir. Bu nedenle EGFR, AK
basta olmak {lizere bir¢ok kanser tiirliniin tedavisi i¢in Onemli bir hedef olarak
gorulmektedir (Kilig, 2012).

EGFR’yi hedef alan iki bilinen ila¢ sinifi monoklonal antikorlar (mAb’ler) ve
kiiciik molekilli TK inhibitorleridir (TKi’ler). mAb’lerin (setuksimab ve panitumumab



gibi) ana etki mekanizmasi, EGFR’nin kompetitif antagonizmidir. Bunun akabinde
EGFR-mAb  kompleksinin,  reseptér  fosforilasyonundan  bagimsiz  olarak
internalizasyonu gergeklesmektedir. Ote yandan, kiicik molekilli TKi’ler (Sekil 1.4)
intraselller TK alaninda EGFR otofosforilasyonunu inhibe etmede ¢ok 6nemli bir rol
oynamaktadir. Inhibisyon tipine gére, EGFR-TKI’ler geri doniisiimlii (gefitinib,
erlotinib vb.) ve geri doniisiimsiiz inhibitOrler (canertinib vb.) olmak Uzere ikiye
ayrilmaktadir. Inhibisyonun geri déniisiimsiiz olmasi, ilacin adenozin trifosfat (ATP)-
baglanma bolgesinde kovalent bag yapmasindan kaynaklanmaktadir (Liang, Zhang ve
Zhang, 2020).

/©/F /©\/
~o N/J

Gefitinib Erlotinib hidrokloriir

Afatinib dimaleat

O\\S//O
/\/N ~CH, .~"SOH

NH CH,

O

Osimertinib mezilat

Sekil 1.4. KHDAK tedavisinde kullanilan bazi TKI ler



Birgok hiicresel siirecin kesintiye ugramasi, EGFR hedefli tedavinin 6zelligidir ve
esas olarak hticre bolinmesi, apoptoz ve anjiyogenez seviyesine yansimaktadir. Hiicre
boliinmesi etkisi i¢in, setuksimab ve gefitinibin hiicre dongiisii kontrol noktasinda
molekdler faktorlerin degisikliklerini kontrol ettikleri ve hiicre boliinmesini G1 fazinda
durdurduklart gosterilmistir. Hem setuksimabin hem de gefitinibin hiicre apoptozunun
temel duzenleyici faktorleri olan Bax ve Bcl-2 hicresel seviyelerini diizenledigi
dogrulanmistir. Setuksimabin sadece kaspaz-8’i aktive etmekle kalmayip, ayn1 zamanda
membran bazli 6ltim reseptorleri ile de etkilesime girebilecegi bildirilmistir. Ek olarak,
gefitinibin  HMME7 insan endotel hiicrelerinde dogrudan anti-anjiyojenik etki
gosterdigi ve vaskiler endotelyal blytme faktorii (VEGF) reseptorini hedefleyen bir
TKI ile sinerjik bir etkiye sahip oldugu dogrulanmustir (Liang, Zhang ve Zhang, 2020).

Anti-EGFR tedavilerin kesfinden bu yana, ¢ok sayida kiigiik molekiillii TKi’ler
sentezlenmis ve birinci ila tigincti nesil EGFR TK1i’ler arasinda kategorize edilen EGFR
TKI’ler (Tablo 1.1) tammlanmustir. Birinci ve ikinci nesil EGFR TKi’lerine karsi
birincil diren¢ mekanizmasi olarak bilinen EGFR kap1 bekc¢isi T790M mutasyonu
(Tablo 1.2), dclnct nesil TKI’ler olarak cesitli yapilarin  kesfedilmesine ve
gelistirilmesine yol agmistir. Bu inhibitorlerin uygulanmasi, EGFR C797S mutasyonu
(Sekil 1.5) yoluyla hizli direncin bir sonucu olarak kisitlanmistir. Daha yakin
zamanlarda, dordincii nesil EGFR TKI’ler (Tablo 1.1), EGFR (glinclil mutasyonuna
(C797S) kars1 mucadele etmek i¢in klinik degerlendirmeye alinmistir (Ayati vd., 2020).



Tablo 1.1. EGFR TKI 'lerin simiflandirilmas: (Ayati vd.,

2020)

EGFR TKi

ila¢

Birinci nesil EGFR TKI

Gefitinib
Erlotinib

ikinci nesil EGFR TKi

Afatinib
Dakomitinib
Neratinib
Canertinib
Pelitinib

Uciincii nesil EGFR TKI

WZz4002
Osimertinib
Olmutinib
Rosiletinib
Naquotinib
Avitinib
Nazartinib
PF-06459988
PF-0674775

Dérdiincii nesil EGFR TKi

EAIO01
EAI045

Intrinsik (birincil) ve kazanilmis (ikincil) olarak smiflandirilan kemorezistans
(Tablo 1.2), anti-EGFR tedaviye yaniti azaltmasi nedeniyle (Ayati vd., 2020), EGFR

basta olmak iizere kanser patogenezinde Onemli RTK enzimlerinin inhibisyonu

araciligiyla antikanser etki gosteren yeni kii¢iik molekiillerin gelistirilmesi i¢in biiyiik

caba sarf edilmektedir (Acar ve Altuntas, 2019).



Tablo 1.2. EGFR TK{I lere kars: diren¢ mekanizmalar: (Kujtan ve Subramanian, 2019)

Mekanizma KHDAK’de yaklasik prevalanslari
T790M mutasyonu %55
HER2 amplifikasyonu %12
MET amplifikasyonu %5
PIK3CA mutasyonu %5
MAPK1 amplifikasyonu %3
BRAF mutasyonu %1

Duyarhlastirici mutasyonlar

G719X L747S C797S L858R L861Q
| | I
[18 | 19 | 20 | 21 |
| Pt |
D761Y Q787R T790M T854A H870R

Direnc mutasyonlan

Sekil 1.5. 7K alaminda ekzon 18-21 ile EGFR’nin ana aktive edici mutasyonlar.. En yaygin

duyarlilagtirict (yukarida) ve direng (asagida) mutasyonlar: gosterilmistir (Liang, Zhang ve
Zhang, 2020).

Tiyazol halkas1 tastyan bilesiklerin antitimor etkileri iizerine ¢ok sayida calisma
yapilmistir. Bleomisin (sitotoksik antibiyotik), tiazofurin (inozin monofosfat (IMP)
dehidrogenaz inhibitorii), dasatinib (Bcr-Abl TK inhibitor(), dabrafenib (B-Raf
inhibitord), iksabepilon (mikrotubul stabilize edici ajan) ve alpelisib (P13K inhibitori)
tiyazol halkasi tasiyan antikanser etkili bilesiklerdir (Sekil 1.6) (Popsavin vd., 2014,
Sharma vd., 2020; Petrou, Fesatidou ve Geronikaki, 2021).
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Tiyazol tirevleri, antikanser etkilerini TK’lar, serin/treonin kinazlar (STK’lar),
histon deasetilaz (HDAC), doniistiiriicii biiyime faktorii beta (TGF-f), matriks
metalloproteinaz (MMP), siklooksijenaz-2 (COX-2), tubulin inhibisyonu araciligiyla
gostermektedir (Anandan vd., 2007; Chang vd., 2012; Krishnaiah vd., 2012; Salehi vd.,
2013; Abdelazeem vd., 2014; Leoni vd., 2014a; 2014b; Morigi vd., 2015; Kaplancikli
vd., 2017a; Altintop vd., 2018; Sever vd., 2019; Zeytiin vd., 2021).

Literatdr bilgileri dogrultusunda, bu tez ¢alismasinda yeni tiyazolil hidrazon
trevleri (1-12) (Tablo 1.3) sentezlenmistir ve yapilart spektroskopik analizler ile
aydinlatilmistir. Bu bilesiklerin A549 insan akciger adenokarsinom hiicreleri iizerine in
vitro antikanser etkileri arastirilmigtir. En aktif bilesiklerin tiimor hiicrelerine karsi
selektivitelerinin belirlenmesi amaciyla, bu tirevlerin K562 kronik miyeloid I6semi
(KML) ve periferal kan mononikleer hiicre (PBMC) dizilerine karsi sitotoksik etkileri
degerlendirilmistir. Segici antikanser etkiye sahip tirevlerin EGFR inhibitor etkileri
tespit edilmistir. En etkili EGFR inhibitoriintin on bes farkli TK enzimine karsi inhibitor
etkileri belirlenerek TK inhibitér profili degerlendirilmistir. Ayrica bu tiirevin A549

hiicre dizisinde apoptoz iizerine etkileri incelenmistir.



Tablo 1.3. Sonuc bilesikleri

H
Cl X. .N N
o
: N T )
S
N
H

Bilesik R

1 Fenil
4-Nitrofenil
4-Siyanofenil
4-Triflorometilfenil
4-Florofenil
4-Klorofenil
4-Bromofenil
4-Metilfenil
4-Metoksifenil
4-Metilsulfonilfenil
Naftalen-2-il
1,3-Benzodioksol-5-il
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2. GENEL BILGILER
2.1. Tiyazol Halkasi ile ilgili Genel Bilgiler

Tiyazol halkasi, ilk defa 1887 yilinda Hantzsch ve Weber tarafindan “tiyofen
serilerinin piridini” olarak tanimlanan bes iiyeli heteroaromatik bir halkadir (Sekil 2.1)
(Hantzsch ve Weber, 1887; Gupta, Kumar ve Gupta, 1999; Mustafa vd., 2004). Bununla
birlikte, tiyazol (pKa= 2.52), piridinden daha az bazik karakterde bir halkadir. C;
Konumuna bagli e veren substitlientler bazikligi artirirken, Cs konumuna bagli €™ ¢ceken

gruplar bazikligi azaltmaktadir (Eicher ve Hauptmann, 2003).

4 / N3
\
L ),
0
1
Sekil 2.1. Tiyazol halkas:

Tiyazol halka sistemi iizerine ¢aligmalar 19. yilizyilin sonlarinda baglamistir.
Tiyazol halkasi, dogal ve sentetik bircok molekullin yapisinda bulunmaktadir.
Literatiirde tiyazol halkasi tasiyan bilesikler icin antikanser, antifungal, antibakteriyel,
antiviral, antiprotozoal, antikonvilzan, antihipertansif, antidiyabetik, analjezik,
antienflamatuvar ve antioksidan aktiviteler bildirilmistir (Bagheri vd., 2004; Geronikaki
vd., 2013; Xu vd., 2014; Mishra vd., 2015; Morigi vd., 2015; Khatik vd., 2018; Sharma
vd., 2020; Borcea vd., 2021).

Gunumuzde Klinik kullanimda olan tiyazol halkasi tasiyan birgok ilag etkin
maddesi bulunmaktadir. Antibakteriyel etkili siilfatiyazol, p-laktam antibiyotikler
sefotaksim, sefodizim, seftriakson, aztreonam; antimikotik etkili ravukonazol,
isavukonazol; antiviral etkili ritonavir; histamin Ho-reseptor blokori antiulser etkili
famotidin ve nizatidin; nonsteroidal antienflamatuvar meloksikam; antikanser etkili
bleomisin, tiazofurin, dasatinib, dabrafenib ve iksabepilon tiyazol halkasi
tasimaktadirlar (Sekil 2.2) (Leoni vd., 2014a; 2014b; Ayati vd., 2015; Rouf ve Tanyeli,
2015; Sharma vd., 2020; Borcea vd., 2021).
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2.2. Tiyazol Halka Sisteminin Sentez Yontemleri

Hantzsch tiyazol sentezinde, a-haloketonlarin tiyoure veya tiyoamit tirevleri ile
reaksiyonu sonucu yuksek verimlilikte tiyazol turevleri olusmaktadir (Sekil 2.3) (Eicher
ve Hauptmann, 2003; Mustafa vd., 2004).

R> "X S "NH, R

2
RfO NH, R2 N
+
%I\ 1 / \

R "X ST R

Sekil 2.3. Hantzsch tiyazol sentezi

Cook-Heilbron tiyazol sentezinde; a-aminonitrillerin karbon distlfir, karbonil
stilftir, izotiyosiyanatlar, ditiyokarboksilli asitlerin tuzlar1 veya esterleri ile tepkimesi
sonucu 5-aminotiyazol tiirevleri elde edilmektedir (Sekil 2.4) (Eicher ve Hauptmann,
2003).

R

R
Cs, N
A - />\
NC™  NH, H,N~ >s” “SH
Sekil 2.4. Cook-Heilbron tiyazol sentezi

Gabriel sentezinde, a-(acilamino)ketonlarin fosfor pentasilfir ile siklizasyonu
sonucu tiyazol tlrevleri olusmaktadir (Sekil 2.5) (Gupta, Kumar ve Gupta, 1999).

R, R
NH P,S; 2 N
gy SIS §§
R, O -H,0O R; S R;

Sekil 2.5. Gabriel sentezi
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2.3. Tiyazolil Hidrazon Turevlerinin Antikanser Etkileri Uzerine Calismalar

Easmon vd. (1997) tiyazolil / benzotiyazolil hidrazon tiirevlerini sentezlemisler ve
bu bilesiklerin antitimor etkilerini incelemislerdir. Burkitt lenfoma hcreleri Gzerine
oldukca iyi antiproliferatif etki g0Osteren tiyazolil hidrazon tirevleri (Sekil 2.6)
tanimlanmistir. Ozellikle bazi turevler, hidroksitre ile kiyaslandiginda 13-900 Kata

kadar daha iyi antiproliferatif etki gostermislerdir. Hidroksilireye Karsi ¢apraz direng

® D
N /N\NJ\\N
H
R

R=H, CH,

gelisimi de gdzlemlenmemistir.

Sekil 2.6. Piridin halkasi tasiyan tiyazolil hidrazon tirevleri

Chimenti vd. (2009) in vitro ve in vivo Gen5p agint modiile eden bir histon
asetiltransferaz (HAT) inhibitoru siklopentiliden-[4-(4'-klorofenil)tiyazol-2-il)hidrazonu
(CPTH2) (Sekil 2.7) tamimlamislardir. Secci vd. (2014) tarafindan CPTH2 Oncl
bilesiginden hareketle tiyazolil hidrazon tlrevleri sentezlenmistir ve bu tirevlerin HAT
inhibitor  etkileri  degerlendirilmistir.  1-(4-(4-Klorofenil)tiyazol-2-il)-2-(propan-2-
iliden)hidrazin (BF1) (Sekil 2.7), histon H3 asetilasyonu igin substrat segiciligi ve in
vitro rekombinant HAT Gcn5 ve p300 Uzerine inhibitor aktivite gostermistir. BFL,
HelLa servikal adenokarsinom (kontrol), SK-N-BE(2) néroblastom ve U87 glioblastom
hiicreleri tizerinde denenmistir. BF1 uygulanmasi ile genis capli histon H3 asetilasyonu

ve lizin 18 spesifik asetilasyonu azalmstir.

Cl Cl
N N
/ »\ / \
S ITIH S)\ITIH
O g
CPTH2 BF1

Sekil 2.7. CPTH2 ve BF1
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Altintop vd. (2014a) pirazol halkasi tasiyan tiyazolil hidrazonlar elde etmisler ve
bu tirevlerin A549 insan akciger adenokarsinom ve NIH/3T3 fare fibroblast (saglikli)
hlcreleri Uzerine sitotoksik etkilerini incelemislerdir. Cisplatine (ICsp= 0.01 mM)
kiyasla, 2-[2-((3,5-dimetil-1-fenil-1H-pirazol-4-il)metilen)hidrazinil]-4-[4-
(triflorometil)fenil]tiyazol (Sekil 2.8) A549 hiicreleri Uzerine secici antikanser aktivite
(ICs0= 0.0316 mM) gostermistir. Ayni y1l Altintop vd. (2014b) tarafindan furan halkasi
tasiyan tiyazolil hidrazonlar sentezlenmistir ve bu bilesiklerin MCF-7 insan meme
adenokarsinom ve NIH/3T3 fare fibroblast hiicre dizilerine karsi sitotoksik etkileri
incelenmistir. Cisplatin (ICso= 31.2 pg/mL) ile kiyaslandiginda, 2-[2-((5-(4-kloro-2-
nitrofenil)furan-2-il)metilen)hidrazinil]-4-(4-klorofenil)tiyazol (Sekil 2.9) MCF-7 hucre

dizisine kars1 secici antikanser etki (ICso= 125 pg/mL) gostermistir.

Sekil 2.8. Pirazol halkasi tagiyan tiyazolil hidrazon tiirevi

Cl

N
I\ 1\
M e
H
Cl NO

2

Sekil 2.9. Furan halkast tasiyan tiyazolil hidrazon tiirevi

Laczkowski vd. (2014) tarafindan tiyazol halkasi tasiyan nitrojen mustard
analoglar1 (Sekil 2.10) sentezlenmistir. Bu bilesiklerin MV4-11 bifenotipik B
miyelomonositik 16semi, MCF-7 insan meme karsinom, HCT116 insan kolon karsinom,
A549 insan akciger karsinom ve BALB/3T3 fare fibroblast (normal) hiicrelerine karsi
sitotoksisitelerini arasgtirmislardir. Bu bilesikler arasinda, (E)-N-(4-(2-(2-(4-(bis(2-
kloroetil)amino)benziliden)hidrazinil)tiyazol-4-il)fenil)metansilfonamit,  (E)-4-((2-(4-
(4-bromofenil)tiyazol-2-il)hidrazono)metil)-N,N-bis(2-kloroetil)anilin,  (E)-N,N-bis(2-

15



kloroetil)-4-((2-(4-(4-nitrofenil)tiyazol-2-il)hidrazono)metil)anilin - ve  (E)-N,N-bis(2-
kloroetil)-4-((2-(4-(adamant-1-il)tiyazol-2-il)hidrazono)metil)anilin MV4-11 hcreleri
uzerine antiproliferatif etki (ICso= 0.63-3.61 pg/mL) gostermislerdir. (E)-N-(4-(2-(2-(4-
(bis(2-kloroetil)amino)benziliden)hidrazinil)tiyazol-4-il)fenil)metansilfonamit, MCF-7
ve HCT116 hucreleri tizerine ¢ok gucli antikanser etki (sirasiyla 2.32 pg/mL ve 2.81
pg/mL 1Cso degerleri ile) gostermistir. Bu bilesigin cisplatine benzer etkiye sahip
oldugu tespit edilmistir. (E)-N-(4-(2-(2-(4-(bis(2-
kloroetil)amino)benziliden)hidrazinil)tiyazol-4-il)fenil)metansilfonamit ve (E)-4-((2-
(4-(4-bromofenil)tiyazol-2-il)hidrazono)metil)-N,N-bis(2-kloroetil)anilin  bilesiklerinin
BALB/3T3 hiicre dizisine kars1 diisiik sitotoksik etki gostermeleri, bu bilesiklerin
antikanser etkilerinin  selektif oldugunu gostermistir.  (E)-N-(4-(2-(2-(4-(bis(2-
kloroetil)amino)benziliden)hidrazinil)tiyazol-4-il)fenil)metansilfonamitin

deoksiribonukleik asit (DNA) bazlari ile olusturdugu model kompleks sistemlerin
etkilesim ve baglanma enerjilerinin kuantum kimyasal hesaplamalar1 yapilmistir. Bu
bilesigin guanin ile etkilesiminin, diger niikleobazlarla etkilesiminden ¢ok daha giiclii
oldugu bulunmustur. Insan topoizomeraz 11 (hTopoll) ATP baglanma alaninda ve DNA
baglanma bolgesinde gergeklestirilen in silico simiilasyonlar sonucu, bu ¢alismadaki

bilesikler potansiyel hTopoll inhibitérleri olarak tanimlanmustir.

H H
X NN X NN
ISR VA Ve 0
a a ©

R= Br, F, CN, NO, NHSO,CH;

\N N \N N Q
NN NN

\@_@ \r ) O
Cl\/\N S Cl\/\N S

a ) a )

Sekil 2.10. Tiyazol tiirevi nitrojen mustardlar

Gomha, Ahmed ve Abdelhamid (2015) tarafindan 1,2,3-triazol halkasi tasiyan
tiyazol, 1,3,4-tiyadiazol ve pirido[2,3-d][1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5(1H)-on
tlrevleri sentezlenmistir. Bu bilesiklerin MCF-7 insan meme karsinom ve HepG2 insan

hepatoselliiler karsinom hiicreleri iizerine antikanser etkileri ve yapi-etki iligkileri
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degerlendirilmistir. Yapilan in vitro testlerde, 4-metil-2-(2-(1-(5-metil-1-fenil-1H-1,2,3-
triazol-4-il)etiliden)hidrazinil)-5-(fenildiazenil)tiyazol (Sekil 2.11) MCF-7 ve HepG2
hlcre dizilerine karsi sirastyla 3.40 uM ve 1.19 uM ICsp degerleriyle kayda deger etki

gostermistir.

Sekil 2.11. Triazol halkas: tastyan tiyazol tiirevi

Tran Nguyen vd. (2015) karbazol halkasi tasiyan tiyazol tiirevleri sentezlemisler
ve bu tirevlerin A549 insan akciger, MCF-7 insan meme ve HT-29 insan kolon kanser
hiicrelerine karsi sitotoksik etkilerini degerlendirmislerdir. 4-(4-Bromofenil)-2-(2-((9-
etil-9H-karbazol-3-il)metilen)hidrazinil)tiyazol ve 2-(2-((9-etil-9H-karbazol-3-
il)metilen)hidrazinil)-4-(4-nitrofenil)tiyazol (Sekil 2.12) ii¢ kanser hiicre dizisine karsi
kayda deger antikanser aktivite gostermislerdir. Bu tlirevlerin antioksidan etkileri de
aragtirtlmistir. Test edilen bilesiklerin butilhidroksitoluenden (referans bilesik) daha

yuksek antioksidan etki gosterdikleri saptanmustir.

Nf\N/ i o T e
. .

Sekil 2.12. Karbazol halkasi tastyan tiyazol tirevleri

Akalin Ciftgi vd. (2017) sentezledikleri 1,2,4-triazol/imidazol halkasi1 tasiyan
tiyazolil hidrazonlarin A549 insan akciger adenokarsinom, C6 sigan glioma ve NIH/3T3
fare fibroblast hiicreleri Gzerine in vitro sitotoksik etkilerini arastirmiglardir. Ayrica tim
bilesiklerin asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BuChE) inhibit6r
aktiviteleri degerlendirilmistir. Genel olarak, bilesiklerin A549 hiicrelerine kiyasla C6
hlcreleri zerine daha giclu sitotoksik etki gosterdikleri tespit edilmistir. Cisplatine
(ICs0= 12.67 pg/mL) kiyasla, 2-[2-(4-(1H-1,2,4-triazol-1-il)benziliden)hidrazinil]-4-(4-
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nitrofenil)tiyazol (Sekil 2.13), C6 hiicrelerine kars1 belirgin antitimor etkisinden (ICso=
13.00 ug/mL) ve NIH/3T3 hiicre dizisine kars1 diisiik sitotoksisitesinden (ICsp= 733.33
pug/mL) dolayr en umut verici antikanser ajan olarak belirlenmistir. Bu bilesik DNA
sentezini %62.20 oraninda inhibe ederken, cisplatin ise %353.95 oraninda inhibe
etmistir. Ayrica bu bilesik, apoptozu (%18.30) cisplatinden (%16.30) daha fazla
indiiklemistir. Bununla birlikte bu bilesigin AChE ve BuChE inhibitor etki gostermedigi

tespit edilmistir.

NO,

Sekil 2.13. 2-[2-(4-(1H-1,2,4-Triazol-1-il)benziliden)hidrazinil]-4-(4-nitrofenil)tiyazol

Kaplancikli vd. (2017b) tiyazolil hidrazon tlrevleri sentezlemisler ve bu
bilesiklerin A549 insan akciger adenokarsinom, HepG2 insan hepatoselliler karsinom,
C6 sigan glioma ve NIH/3T3 fare fibroblast hiicreleri Uzerine sitotoksik aktivitelerini
arastirmiglardir. Cisplatine (ICso= 0.091 mM) kiyasla, 4-(4-metilstlfonilfenil)-2-[2-(4-
fenilsiklohekziliden)hidrazinil]tiyazolin (Sekil 2.14) HepG2 hicre dizisine karsi
serideki en etkili antikanser bilesik (ICso= 0.316 mM) oldugu belirlenmistir. Bu
bilesigin selektivite indeks (SI) degerinin de yliksek oldugu saptanmistir.

SO,CH;

Sekil 2.14. 4-(4-Metilsulfonilfenil)-2-[2-(4-fenilsiklohekziliden)hidrazinil]tiyazol

Altintop vd. (2018) tiyazolil hidrazon tiirevleri sentezlemisler ve bu bilesiklerin
A549 insan akciger adenokarsinom, C6 sican glioma ve NIH/3T3 fare fibroblast hiicre
dizileri Gzerine sitotoksik etkilerini degerlendirmislerdir. Ayrica antikanser etki gosteren
bilesiklerin apoptotik etkileri ve Akt inhibitor etkileri de aragtinlmistir. Cisplatine
(A549 hcreleri igin I1Cso= 17.33 pug/mL; C6 hicreleri icin 1Cso= 12.67 pg/mL) kiyasla,
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2-[2-((4-(4-siyanofenoksi)fenil)metilen)hidrazinil]-4-(4-siyanofenil)tiyazol (Sekil 2.15),
A549 ve C6 hiicrelerine kars1 giiclii antikanser aktivite (sirastyla 12.00 pg/mL ve 3.83
Hg/mL ICso degerleri ile) gOstermistir. Ayrica, bu bilesik (%32.80), C6 hicre dizisinde
apoptozu cisplatinden (%28.80) daha fazla indiiklemis ve énemli 6l¢clide Akt inhibitdr
etki (%71.66) gostermistir. Molekiiler docking ¢alismasina gore, 4-siyanofenil grubu
PDB kodu 4EJN olan Akt enziminin aktif bolgesinde Tyr272 amino asit kalintisi ile n-n
etkilesimi  gostermistir. Lipinski’nin bes kuralina go6re, bu bilesigin oral

biyoyararlaniminin iyi olmas1 éngorilmektedir.
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Sekil 2.15. 2-[2-((4-(4-Siyanofenoksi)fenil)metilen)hidrazinil]-4-(4-siyanofenil)tiyazol

Erglc vd. (2018) kinolin halkas1 tasiyan tiyazolil hidrazonlar sentezlemislerdir.
Bu turevlerin A549 insan akciger adenokarsinom, MCF-7 insan meme adenokarsinom,
HepG2 insan hepatoselliiler karsinom ve NIH/3T3 fare fibroblast hiicre dizileri Gizerine
sitotoksik aktiviteleri arastirtlmistir. 4-(Naftalen-2-il)-2-[2-((kinolin-4-
il)metilen)hidrazinil]tiyazol (Sekil 2.16), A549 ve MCF-7 huicrelerine (sirasiyla 0.059
mM ve 0.075 mM ICso degerleri ile) karsi cisplatinden (sirasiyla 0.084 mM ve 0.140
mM 1Cso degerleri ile) daha giiglii antikanser etki gostermistir. 4-(4-Klorofenil)-2-[2-
((kinolin-4-il)metilen)hidrazinil]tiyazol (ICso= 0.084 mM), HepG2 hicrelerine karsi
cisplatinden (ICsp= 0.113 mM) daha giiglii antikanser etki gostermistir. 4-(4-
Siyanofenil)-2-[2-((kinolin-4-il)metilen)hidrazinil]tiyazol bilesiginin (ICso= 0.124 mM)

ise HepG2 hicreleri Gizerine cisplatine benzer etki gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 2.16. Kinolin halkas tagiyan tiyazolil hidrazon tlrevleri

Narayanan vd. (2019) 1-indanondan hareketle tiyazolil hidrazon tirevleri
sentezlemisler ve bu bilesiklerin insan kolon kanseri hiicrelerine karsi antikanser
etkilerini  incelemislerdir. ~ N-(Indan-1-iliden)-N'-(4-(bifenil-4-il)tiyazol-2-il)hidrazin
(ITH-6) (Sekil 2.17), HT-29 (ICso= 0.44 uM), COLO 205 (ICso= 0.98 pM) ve KM 12
(ICso= 0.41 pM) insan kolon kanseri hicreleri Uzerine irinotekandan (antikanser ilag)
(HT-29 hcreleri igin 1Cs0= 8.49 uM, COLO 205 hucreleri igin ICso=22.84 uM, KM 12
hicreleri icin 1Cs0= 23.15 uM) daha etkili oldugu saptanmistir. Mekanistik ¢aligsmalara
gore, ITH-6 bu timor hicre dizilerinde hicre siklusunun G2/M fazinda tutuluma,
apoptoz indiksiyonuna ve glutatyon (GSH) seviyesinde 6nemli bir azalma ile reaktif
oksijen tirleri (ROS) seviyesinde bir artisa neden olmustur. Inhibisyon mekanizmasiin,

mitotik fazda ttbulin polimerizasyonunun inhibisyonu ile iliskili oldugu belirlenmistir.
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Sekil 2.17. ITH-6 kodlu bilesik

Wang vd. (2019) tiyazolil hidrazon tiirevleri sentezlemisler ve bu turevlerin A549
insan akciger adenokarsinom, Caco-2 insan kolorektal adenokarsinom, HepG2 insan
hepatoselliler karsinom, U87 MG insan glioma ve HUVEC insan umblikal ven endotel

hiicrelerine kars1 antikanser etkilerini incelemislerdir. (E)-2-[2-(3,4-
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Diflorobenziliden)hidrazinil]-4-[4-(triflorometil)fenil]tiyazol (EGPI-1) (Sekil 2.18),
Ozellikle A549 hucreleri tzerine (ICso= 2.61 pM) pozitif kontrol 4EGI-1 kodlu
bilesikten (elF4E/elFAG etkilesimini inhibe eden bilinen bir bilesik) (ICso= 58.60 uM)
daha gucli antikanser etki gostermistir. EGPI-1 kodlu bilesigin 79.50 UM ICsp degeri ile
HUVEC hiicrelerine karsi diisiik sitotoksisite gostermesi, bu bilesigin antikanser
etkisinin selektif oldugunu ortaya koymustur. EGPI-1, A549 huicrelerinde elF4E/elF4G
etkilesimini bozmus, elF4E fosforilasyonunu ve PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagini inhibe
etmis, otofajiyi, apoptozu ve GO/G1 hiicre siklusu tutuklamasini indiiklemistir. Ayrica
bu bilesigin ROS olusumunu indiikledigi ve A549 hiicrelerinin mitokondriyal membran
potansiyelini bozdugu saptanmistir. Yapilan in vivo c¢alismalara gore, EGPI-1 kodlu
bilesik A549 tlimor ksenograftlarinin biiyiimesini ve timor dokularinda eIF4E ile iligkili
sinyal yolagini inhibe etmistir. Ayrica in vivo deneyler ile, bu bilesigin iyi
farmakokinetik ozellikler gosterdigi ve akut ve subakut toksisite deneyleri ile giivenli

bir profile sahip oldugu kanitlanmistir.
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Sekil 2.18. 4EGI-1 ve EGPI-1 kodlu bilesikler

Zeytin vd. (2021) benzodioksol halkasi tasiyan tiyazolil hidrazon tdrevleri
sentezlemigler ve bu bilesiklerin K562 KML hiicreleri Uzerine antikanser etkilerini
aragtirmiglardir. K562 hicrelerine kars: giiclii antikanser etki gosteren bilesiklerin farkli
I6semi hicreleri ve PBMC zerine sitotoksik aktiviteleri belirlenmigtir. 4-(4-
Metilsulfonilfenil)-2-[2-((1,3-benzodioksol-4-il)metilen)hidrazinil]tiyazol (Sekil 2.19),
yuksek Sl degeri (>11.27) ile K562 hiicrelerine kars1 imatinibe (ICso= 6.84 uM) benzer
antitimor etki (ICso= 8.87 uM) gostermistir. Bu bilesigin HL-60, Jurkat ve MT-2

hicreleri Gzerine de imatinibden daha etkili oldugu saptanmistir. Ayrica bu bilesigin
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K562 hucreleri Gzerine apoptotik etkisi ve 8 farkli TK (zerine inhibitor etkileri
arastirilmistir. Bu bilesik, apoptozu imatinibden daha fazla indiiklemis ve ABL1 kinaza
kars1 giiclii inhibitor etki (ICso= 5.37 uM) gostermistir. Molekiiler docking ¢alismasina
gore, bilesik PDB kodu 1IEP olan ABLI1 kinazin ATP baglanma bolgesine ylksek

affinite gostererek giiglii etkilesimler olusturmustur.
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Sekil 2.19. 4-(4-Metilstlfonilfenil)-2-[2-((1,3-benzodioksol-4-il)metilen)hidrazinil]tiyazol
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3. YONTEMLER
3.1. Baslangic Maddesinin Genel Sentez Yo6ntemi (Yontem 1)

Esdeger miktar 5-kloroindol-3-karboksaldehit ve tiyosemikarbazit absoll etanol
icinde 10 saat geri ceviren sogutucu altinda kaynatilmistir (Sekil 3.1). Reaksiyon, Ince
Tabaka Kromatografisi (ITK) ile gerekli kontroller yapilarak sonlandirilmistir. Coken
madde siiziilerek alinmis ve kurutulmustur. Uriin etanol ile kristallendirilmistir
(Baytekin Yurdaer, 2022).

3.2. Sonu¢ Maddelerinin (1-12) Genel Sentez Yo6ntemi (Y6ntem 2)

Esdeger miktar 5-kloroindol-3-karboksaldehit tiyosemikarbazon ve 2-bromo-1-
ariletanon absoli etanol iginde 6 saat geri ¢ceviren sogutucu altinda kaynatilmistir (Sekil
3.1). Reaksiyon, iTK ile gerekli kontroller yapilarak sonlandirilmistir. Coken madde
siiziillerek almmis ve kurutulmustur. Uriin etanol ile kristallendirilmistir (Baytekin
Yurdaer, 2022).

H H
Cl CHO Cl X, .N NH Cl X, .N
i Ny Nk
| S | r 2. | Va
N N N
H H H

1-12

1 2 3 4 5 6

O
RO Sy Sy S Ty S
7 8 9 10 11 12

Sekil 3.1. Bagslangi¢ ve Sonug bilesiklerinin sentez semasi. (i) NH,.CSNHNH, etanol, 10 saat geri ceviren

sogutucu altinda 1sitma; (ii) RCOCHBT, etanol, 6 saat geri ¢eviren sogutucu altinda isitma.

3.3. ITK Calismalan

ITK calismalarinda sabit faz (adsorban) olarak 20x20 cm ITK silika jel 60 Fss
aliminyum plaklar1 (Merck, Almanya) ve mobil faz olarak petrol eteri - etil asetat (1:1)
kullanilmistir. Reaksiyon ortamindan alinan sonu¢ ve baslangic bilesiklerine ait

ornekler, etanolde ¢ozilerek ITK plagina tatbik edilmis ve ITK tankinda siiriiklenmistir.
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ITK plag: tanktan ¢ikarilarak dalga boyu 254 ve 366 nm olan ultraviyole (UV) 1s1k

altinda lekeler tespit edilmistir.
3.4. Erime Noktas1 (E.N.) Tespiti

Elde edilen bilesiklerin E.N. tayinleri, bir ucu kapali kilcal tiipler igerisinde
Electrothermal 1A9200 erime derecesi tayin cihazi (Staffordshire, Ingiltere) ile
gerceklestirilmistir.

3.5. Infrared (IR) Spektrumlarinin Alinmasi

Elde edilen bilesiklerin IR spektrumlari, IRPrestige-21 Fourier Transform (FT) IR

spektrometresinde (Shimadzu, Japonya) alinmstir.

3.6. Nukleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektrumlarinin Alinmasi

Elde edilen bilesikler dimetil silfoksit (DMSO)-ds (Merck, Almanya) icinde
cozelti haline getirildikten sonra, 'H ve *C NMR spektrumlar1 sirasiyla 400 MHz ve
100 MHz NMR spektrometresinde (Bruker, ABD) alinmustir.

3.7. Kitle Spektrumlarmin Alinmasi

Elde edilen bilesikler metanol (Merck, Almanya) iginde cozelti haline
getirildikten sonra, Yuksek Cozunurlikli Kutle Spektrometrisi (HRMS) spektrumlari
elektrosprey iyonlastirma (ESI) teknigi ile Sivi Kromatografisi Iyon Tuzakli Ugus
Zamanl Kiitle Spektrometresinde (LC-MS-IT-TOF) (Shimadzu, Japonya) alinmistir.
3.8. Antikanser Etki Calismalar:

3.8.1. Hiicre Kkiiltiirlerinin hazirlanmasi ve bilesiklerin uygulanmasi

A549 (Kumamoto Universitesi Tip Fakiiltesi, Japonya), K562 KML ve PBMC
(Precision Bioservices, Frederic, MD, ABD) hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi, daha
onceki ¢alismanmizda (Ozdemir vd., 2022) tarif edildigi gibi gergeklestirilmistir.

1-12 nolu tiyazol tirevi bilesiklerin ve erlotinibin (pozitif kontrol) stok
cozeltileri 0.1-10 mM arasindaki konsantrasyonlarda DMSO (Wako Pure Chemical
Industries, Osaka, Japonya) icerisinde hazirlanmis ve taze kiiltiir ortamiyla ek seyreltme
yapilmistir. DMSO final konsantrasyonu, hiicre canliligi tizerinde higbir etkisi
olmayacak sekilde %1°dir (Ozdemir vd., 2022).

3.8.2. MTT deneyi

Tiyazol turevi bilesiklerin (1-12) ve erlotinibin in vitro sitotoksisite ¢calismalari, 3-
(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromir (MTT) (Dojindo Molecular
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Technologies, Kumamoto, Japonya) deneyi kullanilarak gergeklestirilmistir (Ozdemir
vd., 2022).
3.8.3. Kinaz inhibisyon deneyleri

Secici antikanser aktivite gosteren bilesiklerin (2, 3 ve 10) ve erlotinibin kinaz
inhibitor aktiviteleri iiretici firmanin (Promega TK-1 ve TK-2, Corporation, Madison,
WI, ABD) Onerilerine gore belirlenmistir. In vitro deneylerde; EGFR, HER2, HER4,
instilin-benzeri buyume faktorl reseptori 1 (IGF1R), insllin reseptor (InsR), kinaz
insert domain reseptér (KDR/VEGFR-2), trombosit kokenli blylme faktorl reseptor
(PDGFR) a ve B, ABLI1, meme tiimorii kinazi (BRK), Bruton'un TK’s1 (BTK), C-
terminal Src kinaz (CSK), FYN A, lenfosit spesifik protein tirozin kinaz (LCK), LYN B
ve SRC olmak lzere 16 farkli TK enzimi kullanilmistir (Sever vd., 2019; Zeytin vd.,
2021; Ozdemir vd., 2022).

3.8.4. Apoptotik/nekrotik hicrelerin tespiti

A549 hiicreleri, bilesik 2 ve erlotinib (ICso konsantrasyonunda) ile birlikte 15 saat
inklibe edilmistir. Apoptotik/nekrotik/saglikli hiicreleri tespit etme kiti (PromoKine,

Heidelberg, Almanya), iiretici firmanin kullanim talimatlarina gore uygulanmigtir
(Ozdemir vd., 2022).
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4. BULGULAR

4.1. Kimyasal Calismalar

4.1.1. 5-Kloroindol-3-karboksaldehit tiyosemikarbazon
5-Kloroindol-3-karboksaldehit (Sigma-Aldrich, ABD) (0.03 mol; 5.388 g) ve

tiyosemikarbazit (Fluka, Almanya) (0.03 mol; 2.7342 g) kullanilarak Yontem 1’e gore
sentezlenmistir (Sekil 4.1).

H
cl X N._NH,
. N
S
N
H

Sekil 4.1. 5-Kloroindol-3-karboksaldehit tiyosemikarbazon

Verim : %85
E.N. : 238-239 °C

IR vmaks (cm™): 3439.08, 3309.85, 3257.77, 3174.83 (N-H gerilim bandlar),
3049.46 (Aromatik C-H gerilim bandi), 2991.59, 2900.94, 2823.79 (Alifatik C-H
gerilim bandlar1), 1618.28, 1581.63, 1548.84 (N-H egilme, C=N ve C=C gerilim
bandlar1), 1436.97, 1371.39, 1294.24, 1230.58, 1118.71, 1093.64, 1045.42 (C-H egilme,
C=S, C-N gerilim ve aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandlar1), 933.55, 891.11, 860.25,
840.96, 790.81, 744.52, 682.80 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. 5-Kloroindol-3-karboksaldehit tiyosemikarbazonun IR spektrumu

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 7.20 (dd, J= 8.6 Hz, 2.05 Hz, 1H), 7.45
(d, J= 8.65 Hz, 1H), 7.57 (brs, 1H), 7.89 (s, 1H), 8.03 (brs, 1H), 8.21 (s, 1H), 8.29 (s,
1H), 11.18 (s, 1H), 11.79 (s, 1H) (Sekil 4.3).
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O NO-®MHOO O
NN COWTITNN

—11.786

—11.181

Sekil 4.3. 5-Kloroindol-3-karboksaldehit tiyosemikarbazonun *H NMR spektrumu

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 111.36 (C), 113.81 (CH), 121.46 (CH),
123.21 (CH), 125.36 (C), 125.83 (C), 132.92 (CH), 136.02 (C), 140.95 (CH), 177.11
(C) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. 5-Kloroindol-3-karboksaldehit tiyosemikarbazonun **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C10HoCIN,S i¢in hesaplanan: 253.0309, bulunan:
253.0311 (Sekil 4.5).
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Measured region for 253.0311 m/z

253.0311
100.0q
50.0
255.0266
254ﬁ302
2525 253.0 253.5 254.0 254.5 255.0 255.5 256.0
C10 H9 N4 S CI [M+H]+ : Predicted region for 253.0309 m/z
253.0309
100.04
50.0
255.0280
254.0334
0 | : ﬂ\ ; | . A
252.5 253.0 253.5 254.0 2545 255.0 255.5 256.0
Rank Score Formula (M) lon Meas. miz  Pred. miz Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 73.44 C1I0H9 N4 S CI [M+H]+ 253.0311 253.0309 0.2 0.79) 7344 8.0

Sekil 4.5. 5-Kloroindol-3-karboksaldehit tiyosemikarbazonun HRMS spektrumu

4.1.2. 2-[2-((5-Kloro-1H-indol-3-il)metilen)hidrazinil]-4-feniltiyazol (1)
5-Kloroindol-3-karboksaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3791 g) ve 2-

bromoasetofenon (Sigma-Aldrich, ABD) (1.5 mmol; 0.2986 g) kullanilarak Ydntem
2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 4.6).

H
Cl X _.N N
T o=
N

H

Sekil 4.6. Bilesik 1

Verim : %67
E.N. 1241 °C

IR Vmaks (cm™): 3402.43, 3242.34 (N-H gerilim bandlar1), 3120.82, 3082.25,
3051.39 (Aromatik C-H gerilim bandlar1), 2997.38, 2883.58 (Alifatik C-H gerilim
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bandlar1), 1622.13, 1600.92, 1568.13, 1533.41, 1494.83, 1463.97 (N-H egilme, C=N ve
C=C gerilim bandlar1), 1438.90, 1398.39, 1363.67, 1330.88, 1307.74, 1280.73, 1234.44,
1199.72, 1107.14, 1053.13, 1041.56, 1022.27 (C-H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-
H diizlem igi egilme bandlar1), 945.12, 889.18, 873.75, 837.11, 817.82, 798.53, 771.53,
738.74, 717.52, 669.30 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlari) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Bilesik 1’in IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 7.24 (dd, J= 8.4 Hz, 2.0 Hz, 1H), 7.34-
7.38 (m, 2H), 7.45 (t, J= 8.0 Hz, 7.2 Hz, 1H), 7.50 (d, J= 8.8 Hz, 2H), 7.82 (d, J= 8.0
Hz, 2H), 7.95 (d, J= 2.4 Hz, 1H), 8.21 (s, 1H), 8.43 (s, 1H), 11.87 (s, 1H), 12.28 (brs,
1H) (Sekil 4.8).
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T
13 12 11 10 9 8 7 ppm

Sekil 4.8. Bilesik 1’in *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 103.51 (CH), 110.85 (C), 113.68 (CH),
120.84 (CH), 122.72 (CH), 125.01 (C), 125.33 (C), 125.87 (2CH), 128.33 (CH), 128.77
(2CH), 132.15 (CH), 132.53 (C), 135.61 (C), 141.99 (CH), 146.63 (C), 168.55 (C)
(Sekil 4.9).

32



Sample Name: Agilent Technologies
SUN-1

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
SUN-1_20190304_02

FidFile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Mar 4 2019

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

1000 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243735 Mz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 40 min

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 PPmM

Sekil 4.9. Bilesik 1’in 1*C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C1gH13CIN4S i¢in hesaplanan: 353.0622, bulunan:
353.0626 (Sekil 4.10).
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Measured region for 353.0626 m/z

353.0626
100.04
50.04
355.0587
354}*'605
0 f T T | T T T vﬂ\
353.0 353.5 354.0 354.5 355.0 355.5 356.0
C18 H13 N4 S CI[M+H]+ : Predicted region for 3563.0622 m/z
353.0622
100.04
50.04
355.0596
354.0650
m 356.0621
G T T T T T T V/h
353.0 353.5 354.0 354.5 355.0 355.5 356.0
Rank Score Formula (M) lon Meas.m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 63.52 C18 HI3N4 S ClI [M+H]+ 353.0626  353.0622 0.4 113 6373 14.0

Sekil 4.10. Bilesik 1’in HRMS spektrumu

4.1.3. 2-[2-((5-Kloro-1H-indol-3-il)metilen)hidrazinil]-4-(4-nitrofenil)tiyazol (2)
5-Kloroindol-3-karboksaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3791 g) ve 2-
bromo-4'-nitroasetofenon (Acros, Belgika) (1.5 mmol; 0.3661 g) kullanilarak YOntem

2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 4.11).

H
Cl X, _.N N
S
N

H

Sekil 4.11. Bilesik 2

Verim : %98
E.N. 1 271 °C

IR vmaks (cm™): 3332.99, 3147.83 (N-H gerilim bandlar1), 3113.11, 3032.10
(Aromatik C-H gerilim bandlar1), 2968.45, 2875.86, 2800.64 (Alifatik C-H gerilim
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bandlar1), 1631.78, 1600.92, 1568.13, 1508.33 (N-H egilme, NO2, C=N ve C=C gerilim
bandlar1), 1440.83, 1415.75, 1394.53, 1369.46, 1336.67, 1319.31, 1286.52, 1234.44,
1209.37, 1122.57, 1107.14, 1076.28 (C-H egilme, NO2, C-N gerilim ve aromatik C-H
diizlem i¢i egilme bandlart), 952.84, 893.04, 875.68, 852.54, 802.39, 788.89, 738.74,
702.09, 673.16 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil
4.12).
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Sekil 4.12. Bilesik 2 'nin IR spektrumu
'H NMR (400 MHz, DMSO-de) & (ppm): 7.22 (dd, J= 8.4 Hz, 2.0 Hz, 1H), 7.48

(d, J= 8.8 Hz, 1H), 7.69 (s, 1H), 7.88 (d, J= 2.4 Hz, 1H), 8.09 (d, J= 8.8 Hz, 2H), 8.21-
8.30 (m, 4H), 11.76 (s, 1H), 12.30 (brs, 1H) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Bilesik 2 'nin *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 107.87 (CH), 111.18 (C), 113.56 (CH),
120.85 (CH), 122.58 (CH), 124.11 (2CH), 125.06 (C), 125.14 (C), 126.41 (2CH),
131.29 (CH), 135.57 (C), 139.80 (C), 140.44 (CH), 146.24 (C), 147.90 (C), 168.93 (C)
(Sekil 4.14).
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Agilent Technologies

Sample Name:
SuN-2
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vamrl/vnmrsys/data
Sample directory:
SUN-2_20190304_01
Fidrile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
pata collected on: Mar 4 2019

Temp. 25.0 C / 298.1 X
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

1000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243720 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 40 min

T UL L L L L L L L L L

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 PPm

Sekil 4.14. Bilesik 2 'nin **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C18H12CINsO2S igin hesaplanan: 398.0473, bulunan:
398.0458 (Sekil 4.15).
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Measured region for 398.0458 m/z

398.0458
100.04
50.0
400.0431
39]0\488
0-r T T / T T T Tt
397.5 398.0 398.5 399.0 399.5 400.0 400.5 401.0
C18 H12 N5 O2 S CI [M+H]+ : Predicted region for 398.0473 m/z
398.0473
100.0q
50.0
400.0448
399.0500
ﬂ\ 401.0472
O T T T T T T T Iﬂ\
397.5 398.0 398.5 399.0 399.5 400.0 400.5 401.0
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z_ Pred. m/z_ Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 56.09) C18 H1I2N502S CI [M+H]+ 398.0458 398.0473 -1.5 -3.77  60.26 15.0

Sekil 4.15. Bilesik 2 'nin HRMS spektrumu

4.1.4. 2-[2-((5-Kloro-1H-indol-3-il)metilen)hidrazinil]-4-(4-siyanofenil)tiyazol (3)

5-Kloroindol-3-karboksaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3791 g) ve 2-
bromo-4'-siyanoasetofenon (Acros, Belgika) (1.5 mmol; 0.3361 g) kullanilarak YOntem
2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 4.16).

H
Cl X .N N
—
S
N
H

Sekil 4.16. Bilesik 3

Verim : %97
E.N. 1 293 °C

IR Vmaks (cm™): 3329.14, 3244.27 (N-H gerilim bandlar1), 3126.61, 3082.25,
3055.24 (Aromatik C-H gerilim bandlari), 2912.51, 2825.72 (Alifatik C-H gerilim
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bandlar1), 2225.85 (C=N gerilim bandi), 1618.28, 1604.77, 1583.56, 1566.20, 1531.48,
1471.69, 1452.40 (N-H egilme, C=N ve C=C gerilim bandlar1), 1425.40, 1390.68,
1336.67, 1323.17, 1280.73, 1234.44, 1215.15, 1199.72, 1182.36, 1139.93, 1105.21,
1080.14, 1037.70 (C-H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H diizlem i¢i egilme
bandlar1), 943.19, 893.04, 877.61, 846.75, 831.32, 813.96, 788.89, 759.95, 752.24,
738.74, 700.16 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil
4.17).

LI i T 1T i LI i LI i LI i LI LI | LI i T 17T i LI i T 17T i T
3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750
SUN-3 1fem

Sekil 4.17. Bilesik 3’iin IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 7.21 (dd, J= 8.6 Hz, 2.0 Hz, 1H), 7.48
(d, J= 8.8 Hz, 1H), 7.61 (s, 1H), 7.85 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 7.90 (d, J= 2.8 Hz, 1H), 8.00
(d, J= 8.4 Hz, 2H), 8.20 (s, 1H), 8.36 (s, 1H), 11.82 (s, 1H), 12.29 (brs, 1H) (Sekil
4.18).
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Sekil 4.18. Bilesik 3’iin *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 107.03 (CH), 109.93 (C), 111.06 (C),
113.64 (CH), 118.97 (C), 120.89 (CH), 122.67 (CH), 125.07 (C), 125.27 (C), 126.33
(2CH), 131.66 (CH), 132.74 (2CH), 135.61 (C), 137.82 (C), 140.76 (CH), 147.01 (C),
168.83 (C) (Sekil 4.19).
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Sample Name:
SON-3
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vamrl/vnmrsys/data
Sample directory:
SUN-3_20190304_01
Fidrile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
pata collected on: Mar 4 2019

Temp. 25.0 C / 298.1 X
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

1000 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243682 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 40 min

Agilent Technologies

220 200

Sekil 4.19. Bilesik 3 iin **C NMR spektrumu

UL e e e

20 0 pPpm

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]*" C19H12CINsS icin hesaplanan: 378.0575, bulunan:

378.0582 (Sekil 4.20).
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Measured region for 378.0582 m/z
378.0582
100.0q
50.0+
380,0502
379&644
; | . I , , ) —
378.0 378.5 379.0 379.5 380.0 380.5 381.0
C19 H12 N5 S CI[M+H]+ : Predicted region for 378.0575 m/z
378.0575
100.0q
50.04
380.0549
379.0602
ﬂ\ 381.0573
378.0 378.5 379.0 379.5 380.0 380.5 381.0
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z Df (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 54.87 C19H12N5SCI [M+H]+ 378.0582  378.0575 0.7 1.85) 56.06 16.0

Sekil 4.20. Bilesik 3’iin HRMS spektrumu

4.1.5. 2-[2-((5-Kloro-1H-indol-3-il)metilen)hidrazinil]-4-(4-triflorometilfenil)tiyazol

(4)
5-Kloroindol-3-karboksaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3791 g) ve 2-

bromo-4'-triflorometilasetofenon  (Sigma-Aldrich, ABD) (1.5 mmol; 0.4006 Q)

kullanilarak Yontem 2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 4.21).

H
Cl X. .N N
e
S
N
H

Sekil 4.21. Bilesik 4

Verim : %76
E.N. 1232 °C
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IR vmaks (cm™): 3199.91, 3140.11 (N-H gerilim bandlar1), 3026.31 (Aromatik C-
H gerilim bandi), 2935.66, 2875.86 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1633.71, 1608.63,
1568.13, 1531.48, 1504.48, 1456.26 (N-H egilme, C=N ve C=C gerilim bandlar),
1438.90, 1417.68, 1394.53, 1321.24, 1282.66, 1232.51, 1203.58, 1161.15, 1103.28,
1066.64, 1012.63 (C-H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H diizlem igi egilme
bandlar1), 950.91, 889.18, 871.82, 835.18, 804.32, 788.89, 752.24, 738.74, 717.52,
667.37 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Bilesik 4’iin IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 7.23 (dd, J= 8.8 Hz, 2.0 Hz, 1H), 7.49
(d, J= 8.8 Hz, 1H), 7.55 (s, 1H), 7.77 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 7.89 (d, J= 2.8 Hz, 1H), 8.05
(d, J= 8.4 Hz, 2H), 8.23 (s, 1H), 8.32 (s, 1H), 11.78 (s, 1H), 12.26 (brs, 1H) (Sekil

4.23).
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Sekil 4.23. Bilesik 4’iin *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 105.84 (CH), 111.14 (C), 113.57 (CH),
120.85 (CH), 122.59 (CH), 122.99 (C), 125.05 (C), 125.16 (C), 125.62 (d, J= 3.8 Hz,
2CH), 126.19 (2CH), 127.72 (d, J= 31.3 Hz, C), 131.38 (CH), 135.57 (C), 137.82 (C),
140.07 (CH), 147.81 (C), 168.82 (C) (Sekil 4.24).
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Sample Name: Agilent Technologies
SUN-4

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
SUN-4_20190304_01

FidFile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
pata collected on: Mar 4 2019

Temp. 25.0 C / 298.1 X
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

1000 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243728 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 40 min

Sekil 4.24. Bilesik 4 iin **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C19H12CIF3N4S icin hesaplanan: 421.0496, bulunan:
421.0481 (Sekil 4.25).

45



Measured region for 421.0481 m/z

421.0481
100.0
50.04
423.0464
422.0519
A 424}{175
0 T T 7 T T T T I
420.5 421.0 421.5 422.0 422.5 423.0 423.5 424.0
C19 H12 N4 F3 S CI [M+H]+ : Predicted region for 421.0496 m/z
421.0496
100.0
50.04
423.0471
422.0524
m 424.0495
O T T T T T T \A
420.5 421.0 421.5 422.0 422.5 423.0 423.5 424.0
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 82.89 C19H12N4 F3SCl [M+H]+ 421.0481  421.0496 -1.5 -3.56 88.56  14.0

Sekil 4.25. Bilesik 4’iin HRMS spektrumu

4.1.6. 2-[2-((5-Kloro-1H-indol-3-il)metilen)hidrazinil]-4-(4-florofenil)tiyazol (5)

5-Kloroindol-3-karboksaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3791 g) ve 2-
bromo-4'-floroasetofenon (Acros, Belcika) (1.5 mmol; 0.3256 g) kullanilarak Yontem
2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 4.26).

H
Cl X .N N
—
N
H

Sekil 4.26. Bilesik 5

Verim : %82
E.N. 1269 °C

IR Vmaks (cm™): 3234.62 (N-H gerilim band1), 3122.75, 3055.24 (Aromatik C-H
gerilim bandlar1), 2916.37, 2846.93 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1618.28, 1600.92,
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1568.13, 1531.48, 1510.26, 1487.12, 1452.40 (N-H egilme, C=N ve C=C gerilim
bandlar), 1423.47, 1388.75, 1344.38, 1317.38, 1300.02, 1286.52, 1276.88, 1224.80,
1193.94, 1170.79, 1139.93, 1103.28, 1083.99, 1037.70, 1012.63 (C-H egilme, C-N
gerilim ve aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandlar1), 945.12, 912.33, 894.97, 881.47,
837.11, 812.03, 800.46, 788.89, 736.81, 694.37 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme
bandlar1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil 4.27).

110
%T ]
100
90 //f'AVA
80 \ /_/V"’
) M/M\A / A | / A
i 3 ° [
. S 8 é E 3 E‘v‘é U A
] Rg B i s H -
] woR vitgl L]
. g BESR
. & - sle =S
50 o o T
2 &g 118
] Sl o IS o 3
. oS o L_i
. aC o —s =
— 0 <
. 3= \l 2 L
40 i | 8 gy
] o S N =
- o I ~
] = 3 B
30 z —
20
10 L 1T 17T L L 1T 17T L L L L L L T
3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750
SUN-5 L/em

Sekil 4.27. Bilesik 5’in IR spektrumu
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 7.23 (dd, J= 9.0 Hz, 2.4 Hz, 1H), 7.25-

7.32 (m, 3H), 7.50 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 7.84-7.88 (m, 2H), 7.95 (d, J= 2.8 Hz, 1H), 8.20
(s, 1H), 8.43 (s, 1H), 11.87 (s, 1H), 12.29 (brs, 1H) (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Bilesik 5’in 'H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 103.33 (CH), 110.86 (C), 113.68 (CH),
115.66 (d, J= 21.4 Hz, 2CH), 120.85 (CH), 122.72 (CH), 125.02 (C), 125.33 (C),

128.02 (d, J= 7.6 Hz, 2CH), 129.22 (C), 132.15 (CH), 135.61 (C), 142.01 (CH), 145.73
(C), 160.78 ve 163.22 (C), 168.59 (C) (Sekil 4.29).
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Sample Name:
SUN-5
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vamrl/vnmrsys/data
Sample directory:
SUN-5_20190304_01
Fidrile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
pata collected on: Mar 4 2019

Temp. 25.0 C / 298.1 X
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

1000 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243720 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 40 min

Agilent Technologies

220 200 180 160

80 60 40 20 0 ppm

Sekil 4.29. Bilesik 5’in **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C18H12CIFN4S icin hesaplanan: 371.0528, bulunan:

371.0511 (Sekil 4.30).
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Measured region for 371.0511 m/z

371.0511
100.0
50.01
373.0493
377{340
0 T T T T { T .A
371.0 371.5 372.0 372.5 373.0 3735 374.0
C18 H12 N4 F S CI [M+H]+ : Predicted region for 371.0528 m/z
371.0528
100.04
50.04
373.0502
372.0556
A 374.0527
371.0 371.5 372.0 372.5 373.0 373.5 374.0
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/iz Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 7276 C18H12N4F S Cl [M+H]+ 371.0511 371.0528 -1.7 -4.58 79.91 14.0

Sekil 4.30. Bilesik 5’in HRMS spektrumu

4.1.7. 2-[2-((5-Kloro-1H-indol-3-il)metilen)hidrazinil]-4-(4-klorofenil)tiyazol (6)

5-Kloroindol-3-karboksaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3791 g) ve 2-
bromo-4'-kloroasetofenon (Acros, Belgika) (1.5 mmol; 0.3502 g) kullanilarak Yontem
2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 4.31).

H
Cl X, -N N
e
S
N
H

Sekil 4.31. Bilesik 6

Verim : %96
E.N. 1273 °C

IR Vmaks (cm™): 3230.77 (N-H gerilim band1), 3128.54, 3055.24 (Aromatik C-H
gerilim bandlar1), 2900.94, 2821.86 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1614.42, 1566.20,
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1527.62, 1471.69, 1456.26 (N-H egilme, C=N ve C=C gerilim bandlar1), 1446.61,
1423.47, 1388.75, 1346.31, 1300.02, 1282.66, 1236.37, 1220.94, 1193.94, 1136.07,
1105.21, 1085.92, 1037.70, 1008.77 (C-H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H duzlem
ici egilme bandlari), 941.26, 894.97, 877.61, 831.32, 804.32, 761.88, 738.74, 723.31,
680.87 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil 4.32).

_______________________
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Sekil 4.32. Bilesik 6 'nin IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 7.22 (dd, J= 8.6 Hz, 2.4 Hz, 1H), 7.39
(s, 1H), 7.47-7.51 (m, 3H), 7.82 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 7.95 (d, J= 2.8 Hz, 1H), 8.19 (s,
1H), 8.45 (s, 1H), 11.89 (s, 1H), 12.30 (brs, 1H) (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. Bilesik 6 'nin *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 104.34 (CH), 110.83 (C), 113.70 (CH),
120.87 (CH), 122.74 (CH), 125.04 (C), 125.38 (C), 127.62 (2CH), 128.79 (2CH),
131.35 (CH), 132.24 (C), 132.82 (C), 135.64 (C), 142.24 (CH), 145.42 (C), 168.62 (C)

(Sekil 4.34).
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Sample Name: Agilent Technologies

SUN-6
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vamrl/vnmrsys/data
Sample directory:
SUN-6_20190304_01
Fidrile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
pata collected on: Mar 4 2019

Temp. 25.0 C / 298.1 X
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

1000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243697 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 40 min

T T L L B L L L T

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 PPm

Sekil 4.34. Bilesik 6 'nin **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C18H12CI2N4S icin hesaplanan: 387.0232, bulunan:
387.0222 (Sekil 4.35).
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Measured region for 387.0222 m/z

387.0222
100.0q
389.0190
50.0
388.0244
‘m 390.0228
05 T T T T T T lm
386.5 387.0 387.5 388.0 388.5 389.0 389.5 390.0
C18 H12 N4 S CI2 [M+H]+ : Predicted region for 387.0232 m/z
387.0232
100.0q
389.0205
50.0
388.0261
A 390.0231
0 T T T T T T A
386.5 387.0 387.5 388.0 388.5 389.0 389.5 390.0
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 85.563 C18 H12N4 S CI2 [M+H]+ 387.0222  387.0232 -1.0 -2.58 89.04 14.0

Sekil 4.35. Bilesik 6 'nin HRMS spektrumu

4.1.8. 2-[2-((5-Kloro-1H-indol-3-il)metilen)hidrazinil]-4-(4-bromofenil)tiyazol (7)

5-Kloroindol-3-karboksaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3791 g) ve 2,4-
dibromoasetofenon (Acros, Belcika) (1.5 mmol; 0.4169 g) kullanilarak Yontem 2’ye
gore sentezlenmistir (Sekil 4.36).

H
Cl X. .N N
—
N
N
H

Sekil 4.36. Bilesik 7

Verim : %91
E.N. : 266 °C

IR Vmaks (cm™): 3232.70 (N-H gerilim band1), 3126.61, 3053.32 (Aromatik C-H
gerilim bandlarr), 2929.87, 2893.22, 2814.14 (Alifatik C-H gerilim bandlar), 1612.49,
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1581.63, 1531.48, 1479.40, 1469.76, 1454.33 (N-H egilme, C=N ve C=C gerilim
bandlar1), 1446.61, 1421.54, 1346.31, 1332.81, 1300.02, 1280.73, 1234.44, 1220.94,
1192.01, 1134.14, 1103.28, 1082.07, 1068.56, 1037.70, 1004.91 (C-H egilme, C-N
gerilim ve aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandlar1), 941.26, 894.97, 877.61, 823.60,
804.32, 767.67, 736.81, 686.66, 673.16 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlari ve
C-S gerilim band1) (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. Bilesik 7 'nin IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 7.22 (dd, J= 8.4 Hz, 2.0 Hz, 1H), 7.40
(s, 1H), 7.50 (d, J= 8.8 Hz, 1H), 7.61 (d, J= 8.8 Hz, 2H), 7.76 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 7.94
(d, J= 2.8 Hz, 1H), 8.19 (s, 1H), 8.43 (s, 1H), 11.88 (s, 1H), 12.29 (brs, 1H) (Sekil
4.38).
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Sekil 4.38. Bilesik 7’nin *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 104.36 (CH), 110.86 (C), 113.69 (CH),
120.87 (CH), 121.37 (CH), 122.73 (C), 125.03 (C), 125.35 (C), 127.86 (2CH), 131.68
(2CH), 131.87 (CH), 132.14 (C), 135.62 (C), 141.98 (CH), 145.76 (C), 168.62 (C)
(Sekil 4.39).
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Sample Name: Agilent Technologies

SoN-7
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vamrl/vnmrsys/data
Sample directory:
SUN-7_20190305_01
Fidrile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Mar 5 2019

Temp. 25.0 C / 298.1 X
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

1000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243705 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 40 min

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 PPm

Sekil 4.39. Bilesik 7 'nin **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]* C1gH12BrCINS i¢in hesaplanan: 430.9727, bulunan:
430.9715 (Sekil 4.40).
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Measured region for 430.9715 m/z

432.9702
100.04
430.p715
50.04
434.9670
433.9712
431.9743
00— T T ﬁ\ T T T T T T
430.5 431.0 431.5 432.0 432.5 433.0 433.5 434.0 434.5 435.0
C18 H12 N4 S CI Br [M+H]+ : Predicted region for 430.9727 m/z
432.9705
100.04
430.9727
50.04
434.9682
433.9732 A\
0 T T T T T T A\ T T
430.5 431.0 431.5 432.0 432.5 433.0 433.6 434.0 434.5 435.0
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z  Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 84.95 C18 H12N4 S CIBr [M+H]+ 430.9715  430.9727 -1.2 -2.78 8891 14.0

Sekil 4.40. Bilesik 7 'nin HRMS spektrumu

4.1.9. 2-[2-((5-Kloro-1H-indol-3-il)metilen)hidrazinil]-4-(4-metilfenil)tiyazol (8)
5-Kloroindol-3-karboksaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3791 g) ve 2-
bromo-4'-metilasetofenon (Acros, Belgika) (1.5 mmol; 0.3196 g) kullanilarak Yo6ntem

2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 4.41).

H
Cl X N N
N =
O Rvavs
N
H

Sekil 4.41. Bilesik 8

Verim : %72
E.N. 1250 °C

IR Vmaks (cm™): 3342.64, 3170.97 (N-H gerilim bandlar1), 3051.39 (Aromatik C-
H gerilim bandr), 2918.30, 2875.86 (Alifatik C-H gerilim bandlari), 1625.99, 1610.56,
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1568.13, 1556.55, 1531.48, 1492.90 (N-H egilme, C=N ve C=C gerilim bandlar),
1440.83, 1386.82, 1321.24, 1303.88, 1278.81, 1234.44, 1219.01, 1192.01, 1147.65,
1118.71, 1101.35, 1085.92, 1049.28, 1037.70 (C-H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-
H diizlem igi egilme bandlar1), 929.69, 889.18, 873.75, 819.75, 796.60, 788.89, 736.81,
692.44 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim band1) (Sekil 4.42).
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Sekil 4.42. Bilesik 8 ’in IR spektrumu
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 2.33 (s, 3H), 7.05-7.12 (m, 1H), 7.23-

7.26 (m, 3H), 7.39-7.50 (m, 1H), 7.72 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 7.92 (d, J= 2.8 Hz, 1H), 8.22
(s, 1H), 8.36 (s, 1H), 11.80 (s, 1H), 12.25 (brs, 1H) (Sekil 4.43).
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Sekil 4.43. Bilesik 8’in 'H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 20.82 (CHs), 102.37 (CH), 110.99 (C),
113.58 (CH), 120.83 (CH), 122.63 (CH), 125.01 (C), 125.20 (C), 125.67 (2CH), 127.92
(C), 129.08 (C), 129.25 (2CH), 131.73 (CH), 135.56 (C), 137.45 (CH), 140.99 (C),
168.49 (C) (Sekil 4.44).
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Sample Name: Agilent Technologies

suN-8
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vamrl/vnmrsys/data
Sample directory:
SUN-8_20190305_01
Fidrile: CARBON_02

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Mar 5 2019

Temp. 25.0 C / 298.1 X
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

3000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243766 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 1 hr, 59 min

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 PPm

Sekil 4.44. Bilesik 8 ’in **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C19H15CIN4S igin hesaplanan: 367.0779, bulunan:
367.0762 (Sekil 4.45).
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Measured region for 367.0762 m/z

367.0762
100.0q
50.0
369.p733
368.0836
0 T T T T T T T
367.0 367.5 368.0 369.0 369.5 370.0 370.5
C19 H15 N4 S CI[M+H]+ : Predicted region for 367.0779 m/z
367.0779
100.0q
50.04
369.0753
368.0807
A\ 370.0778
367.0 367.5 368.0 369.0 369.5 370.0 370.5
Rank Score Formula (M) lon Meas.m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 43.25 C19H15N4 S ClI [M+H]+ 367.0762 367.0779 -1.7 -4.63 47.56 14.0

Sekil 4.45. Bilesik 8°’in HRMS spektrumu

4.1.10. 2-[2-((5-Kloro-1H-indol-3-il)metilen)hidrazinil]-4-(4-metoksifenil)tiyazol (9)

5-Kloroindol-3-karboksaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3791 g) ve 2-
bromo-4'-metoksiasetofenon (Acros, Belgika) (1.5 mmol; 0.3436 g) kullanilarak
Yontem 2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 4.46).

H
Cl X N N
S
N

H

Sekil 4.46. Bilesik 9

Verim : %69
E.N. 1243 °C

IR Vmaks (cm™): 3196.05 (N-H gerilim bandi), 3041.74 (Aromatik C-H gerilim
band1), 2916.37, 2835.36 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1618.28, 1593.20, 1568.13,
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1512.19, 1492.90, 1456.26 (N-H egilme, C=N ve C=C gerilim bandlar1), 1436.97,
1386.82, 1284.59, 1251.80, 1234.44, 1186.22, 1114.86, 1105.21, 1020.34 (C-H egilme,
C-N, C-O gerilim ve aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandlar1), 931.62, 889.18, 869.90,
823.60, 790.81, 732.95, 680.87 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S
gerilim bandi) (Sekil 4.47).

110
%T |
100
90 i /VWMA
X / ] ' ﬂ
70 W IIVA | A’ {\
L YT I
60 - . B | 1S 5 |
! ™ = © &i f-}o
. 8 g o «Q |
4 N ©
- g 8 | g \
- i) —
i ® 9 h 3 f
%0 2 2
1 4 h {“\
. H @ o 4
- ol 88 o 24
1 sUss SRy 8 g3t
40 fiited % IR Q
. N < \ L 98 }
i B g1 18 58 o
8§ 32 83
i 7 : 34 8 \ s
T 84 3
30 S 5 2
[oe] —
. N
R 32
©
-1 —
20
10 L L L L LI L L L L T T L T T
3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750
SUN-9 1/cm

Sekil 4.47. Bilesik 9 'un IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3.79 (s, 3H), 7.01 (d, J= 8.8 Hz, 2H),
7.18 (s, 1H), 7.24 (dd, J= 8.6 Hz, 2.0 Hz, 1H), 7.49 (d, J= 8.8 Hz, 1H), 7.75 (d, J= 8.8
Hz, 2H), 7.95 (d, J= 2.8 Hz, 1H), 8.19 (s, 1H), 8.42 (s, 1H), 11.85 (s, 1H), 12.28 (brs,
1H) (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48. Bilesik 9 ’un *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 55.26 (CHs), 101.44 (CH), 110.80 (C),
113.67 (CH), 114.15 (2CH), 120.82 (CH), 122.72 (CH), 124.99 (2C), 125.33 (C),

127.30 (2CH), 132.24 (CH), 135.60 (C), 142.24 (CH), 146.07 (C), 159.40 (C), 168.44
(C) (Sekil 4.49).
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Sample Name: Agilent Technologies

SON-9
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vamrl/vnmrsys/data
Sample directory:
SUN-9_20190306_01
Fidrile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Mar 6 2019

Temp. 25.0 C / 298.1 X
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

1000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243751 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 40 min

LIS B L B T T T T T [T RS

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 PPm

Sekil 4.49. Bilesik 9 'un **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]* C19H15CIN4OS igin hesaplanan: 383.0728, bulunan:
383.0717 (Sekil 4.50).
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Measured region for 383.0717 m/z

383.0717
100.04
50.04
3850740
384/(%719
0 T T T ‘ T T T T T
383.0 383.5 384.0 384.5 385.0 385.5 386.0 386.5
C19 H15 N4 O S CI [M+H]+ : Predicted region for 383.0728 m/z
383.0728
100.0q
50.0+
385.0703
384.0756
ﬁ\ 386.0728
383.0 383.5 384.0 384.5 385.0 385.5 386.0 386.5
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 51.07/ C1I9HI5N4 O S ClI [M+H]+ 383.0717  383.0728 -1.1 -2.87, 5358 14.0

Sekil 4.50. Bilesik 9 'un HRMS spektrumu

4.1.11. 2-[2-((5-Kloro-1H-indol-3-il)metilen)hidrazinil]-4-(4-
metilstlfonilfenil)tiyazol (10)

5-Kloroindol-3-karboksaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3791 g) ve 2-
bromo-1-[4-(metilstlfonil)fenil]-1-etanon (Maybridge, ingiltere) (1.5 mmol; 0.4157 g)
kullanilarak Yontem 2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 4.51).

H
Cl X. .N N
N =
| U—@802CH3
S
N
H

Sekil 4.51. Bilesik 10

Verim : %87
E.N. 1283 °C
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IR vmas (cm™): 3363.86, 3196.05 (N-H gerilim bandlarr), 3099.61, 3064.89
(Aromatik C-H gerilim bandlari), 2922.16, 2835.36 (Alifatik C-H gerilim bandlart),
1627.92, 1608.63, 1568.13, 1531.48, 1510.26, 1487.12, 1454.33 (N-H egilme, C=N ve
C=C gerilim bandlar1), 1429.25, 1408.04, 1386.82, 1300.02, 1284.59, 1251.80, 1232.51,
1186.22, 1147.65, 1112.93, 1103.28, 1089.78, 1039.63, 1012.63 (C-H egilme, SO2, C-N
gerilim ve aromatik C-H diizlem igi egilme bandlar1), 950.91, 931.62, 889.18, 862.18,
842.89, 821.68, 794.67, 765.74, 736.81, 717.52, 680.87 (Aromatik C-H diizlem dis1
egilme bandlar1 ve C-S gerilim band1) (Sekil 4.52).
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Sekil 4.52. Bilesik 10 'un IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3.23 (s, 3H), 7.22 (dd, J= 8.4 Hz, 2.0
Hz, 1H), 7.48 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 7.60 (s, 1H), 7.89 (d, J= 2.4 Hz, 1H), 7.96 (d, J= 8.8
Hz, 2H), 8.09 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 8.22 (s, 1H), 8.32 (s, 1H), 11.78 (s, 1H), 12.27 (brs,
1H) (Sekil 4.53).
67



Sekil 4.53. Bilesik 10 ’un *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 43.65 (CHs), 106.63 (CH), 111.14 (C),
113.60 (CH), 120.85 (CH), 122.61 (CH), 125.06 (C), 125.17 (C), 126.23 (2CH), 127.54
(2CH), 131.41 (CH), 135.58 (C), 138.69 (C), 139.37 (C), 140.10 (CH), 147.77 (C),
168.85 (C) (Sekil 4.54).
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- Agilent Technologies

mercury400-mercury400
Archive directory:

/home /vamrl/vnmrsys/data
Sample directory:

SUN-10_20190307_01
Fidrile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
pata collected on: Mar 7 2019

Temp. 25.0 C / 298.1 X
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

64 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243720 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 40 min

T UL L L L L L L L L L

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 PPm

Sekil 4.54. Bilegik 10 'un **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C19H15CIN4O2S: igin hesaplanan: 431.0398, bulunan:
431.0379 (Sekil 4.55).
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Measured region for 431.0379 m/z

431.0379
100.04
50.0
4330345
432ﬁ395
430.5 431.0 431.5 432.0 432.5 433.0 433.5 434.0
C19 H15 N4 02 S2 CI [M+H]+ : Predicted region for 431.0398 m/z
431.0398
100.04
50.0+ 433.0372
432.0425
/“ 434.0395
G T T T T T T T \ﬁ\
430.5 431.0 431.5 432.0 432.5 433.0 433.5 434.0
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z_ Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 4532 C19H15N4 0282 Cl [M+H]+ 431.0379 431.0398 -1.9 -4.41  49.54 14.0

Sekil 4.55. Bilesik 10 'un HRMS spektrumu

4.1.12. 2-[2-((5-Kloro-1H-indol-3-il)metilen)hidrazinil]-4-(naftalen-2-il)tiyazol (11)

5-Kloroindol-3-karboksaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3791 g) ve 2-
bromo-2'-asetonafton (Sigma-Aldrich, ABD) (1.5 mmol; 0.3737 g) kullanilarak Yontem
2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 4.56).

H
Cl X, .N N O
\[ ]j/ N =
N .
H

Sekil 4.56. Bilesik 11

Verim : %94
E.N. 1276 °C

IR Vmaks (cm™): 3228.84 (N-H gerilim band1), 3130.47, 3047.53 (Aromatik C-H
gerilim bandlar1), 2900.94, 2841.15 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1612.49, 1568.13,
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1529.55, 1512.19, 1494.83, 1450.47 (N-H egilme, C=N ve C=C gerilim bandlar),
1427.32, 1392.61, 1284.59, 1238.30, 1178.51, 1103.28, 1085.92, 1053.13, 1039.63 (C-
H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandlar1), 945.12, 887.26,
850.61, 833.25, 798.53, 765.74, 732.95, 692.44 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme
bandlar1 ve C-S gerilim band1) (Sekil 4.57).

110
%T ]
100
90 M
_»\\w /‘"/,.-w-"\l“"""'
o] Lo A\N—* bt o /\MA |
gl ' i
1 X X B S 0
. 5gy sl
) °8 %3 B X
1 |9 © - ™
70 gaayll-gt SRR i
i 2gg| 2\\z LLE 8 4 |
AR »Q ® o
1 3h 388 B T |/
1 "8, 827 ke §
= ﬁ o i L3 JS X
60 HR o /i
b s, 3 ]
4 ~ 5 I
- o) 0
] ’ E
(=] ™~
50 3
] 9
S
] >
(]
40 o
30
20 T 17T L T T T LN L T 17T T 1T T 1T LI I T 17T T 17T T
3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750
SUN-11 1/cm

Sekil 4.57. Bilesik 11’in IR spektrumu
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 7.25 (dd, J= 8.4 Hz, 2.0 Hz, 1H), 7.50-

7.54 (m, 4H), 7.91-7.97 (m, 5H), 8.24 (s, 1H), 8.38 (s, 1H), 8.46 (s, 1H), 11.89 (s, 1H),
12.29 (brs, 1H) (Sekil 4.58).
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Sekil 4.58. Bilesik 11 ’in *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 104.26 (CH), 110.86 (C), 113.70 (CH),
120.88 (CH), 122.74 (CH), 123.93 (CH), 124.59 (C), 125.04 (C), 125.36 (2CH), 126.46
(C), 126.72 (CH), 127.67 (CH), 128.21 (CH), 128.34 (CH), 132.20 (CH), 132.66 (C),
132.97 (C), 135.64 (C), 142.08 (CH), 146.63 (C), 168.59 (C) (Sekil 4.59).
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Agilent Technologies

mercury400-mercury400
Archive directory:

/home /vamrl/vnmrsys/data
Sample directory:

SUN-11_20190308_01
Fidrile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
pata collected on: Mar 8 2019

Temp. 25.0 C / 298.1 X
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

1512 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243728 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 1 hr

T UL L L LB L L L R A LA L B

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 PPm

Sekil 4.59. Bilesik 11’in *3C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C22H15CIN4S igin hesaplanan: 403.0779, bulunan:
403.0770 (Sekil 4.60).
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Measured region for 403.0770 m/z

403.0770
100.0q
50.04
405.0753
404A811
0 T T T | T T T T T
403.0 403.5 404.0 404.5 405.0 405.5 406.0 406.5
C22 H15 N4 S CI[M+H]+ : Predicted region for 403.0779 m/z
403.0779
100.0
50.04
405.0755
404.0808
ﬂ\ 406.0779
G T T T T T T T A T
403.0 403.5 404.0 404.5 405.0 405.5 406.0 406.5
Rank Score Formula (M) lon Meas.m/z Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 64.50 C22H15N4 S CI [M+H]+ 403.0770  403.0779 -0.9 -2.23 66.55 17.0

Sekil 4.60. Bilesik 11°in HRMS spektrumu

4.1.13. 2-[2-((5-Kloro-1H-indol-3-il)metilen)hidrazinil]-4-(1,3-benzodioksol-5-
iNtiyazol (12)

5-Kloroindol-3-karboksaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3791 g) ve 1-(1,3-

benzodioksol-5-il)-2-bromoetan-1-on (Maybridge, Ingiltere) (1.5 mmol; 0.36
kullanilarak Yontem 2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 4.61).

Sekil 4.61. Bilesik 12

Verim : %88
E.N. : 268 °C
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IR Vmaks (cm™): 3203.76 (N-H gerilim band1), 3118.90, 3043.67 (Aromatik C-H
gerilim bandlarr), 2910.58, 2872.01 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1620.21, 1606.70,
1570.06, 1533.41, 1504.48, 1481.33 (N-H egilme, C=N ve C=C gerilim bandlar1),
1440.83, 1359.82, 1284.59, 1276.88, 1247.94, 1232.51, 1197.79, 1136.07, 1122.57,
1107.14, 1083.99, 1028.06 (C-H egilme, C-N, C-O gerilim ve aromatik C-H duzlem igi
egilme bandlar), 937.40, 923.90, 893.04, 873.75, 854.47, 817.82, 794.67, 738.74,
692.44, 667.37, 650.01 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim
band1) (Sekil 4.62).
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Sekil 4.62. Bilesik 12 'nin IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 6.07 (s, 2H), 6.99 (d, J= 8.0 Hz, 1H),
7.22 (dd, J= 8.4 Hz, 2.4 Hz, 1H), 7.23 (s, 1H), 7.33 (dd, J= 8.0 Hz, 1.6 Hz, 1H), 7.38 (d,
J= 1.6 Hz, 1H), 7.50 (d, J= 8.8 Hz, 1H), 7.96 (d, J= 3.2 Hz, 1H), 8.18 (s, 1H), 8.45 (s,
1H), 11.89 (s, 1H), 12.30 (brs, 1H) (Sekil 4.63).
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Sekil 4.63. Bilesik 12 'nin *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 101.40 (CH,), 102.21 (CH), 106.28
(CH), 108.49 (CH), 110.74 (C), 113.69 (CH), 119.98 (CH), 120.83 (CH), 122.75 (CH),
124.99 (C), 125.38 (C), 126.30 (C), 132.40 (CH), 135.61 (C), 142.62 (CH), 145.50 (C),

147.49 (C), 147.71 (C), 168.32 (C) (Sekil 4.64).
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- Agilent Technologies

mercury400-mercury400
Archive directory:

/home /vamrl/vnmrsys/data
Sample directory:

SUN-12_20190308_01
Fidrile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
pata collected on: Mar 8 2019

Temp. 25.0 C / 298.1 X
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

1512 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243728 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 1 hr

T UL L L LB L L L B A LA B U

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 PPm

Sekil 4.64. Bilesik 12 'nin **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C19H13CIN4O>S icin hesaplanan: 397.0521, bulunan:
397.0510 (Sekil 4.65).
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Measured region for 397.0510 m/z

397.0510
100.04
50.0+
399.0488
sssﬂszm
0 . T . T ] T -
396.5 397.0 397.5 398.0 398.5 399.0 399.5 400.0
C19 H13 N4 02 S CI [M+H]+ : Predicted region for 397.0521 m/z
397.0621
100.04
50.0+
399.0496
398.0549
/y\ 400.0521
396.5 397.0 397.5 398.0 398.5 399.0 399.5 400.0
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 72.92 C19H13N4 02SCl [M+H]+ 397.0510 397.0621 -1.1 -2.77)  76.30 15.0

Sekil 4.65. Bilesik 12 ’nin HRMS spektrumu

4.2. Uygulanan Sentez Yontemlerinin Degerlendirilmesi

4.2.1. 5-Kloroindol-3-karboksaldehit tiyosemikarbazonun elde edilisi
5-Kloroindol-3-karboksaldehit tiyosemikarbazon, iki basamakli sentez reaksiyonu

sonucu olusmaktadir. ik basamak, tiyosemikarbazitin nikleofilik amin grubunun 5-

kloroindol-3-karboksaldehitin  kismi (+) yiik tasiyan aldehit karbonuna katilmasi,

ardindan azotun bir proton kaybetmesi ve oksijene bir proton baglanmasidir. Ikinci

basamakta, protonlanmis olan hidroksil grubu su olarak uzaklagmaktadir (Sekil 4.66).
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Sekil 4.66. 5-Kloroindol-3-karboksaldehit tiyosemikarbazonun elde edilisi icin onerilen mekanizma

4.2.2. Tiyazol tirevlerinin (1-12) elde edilisi

Hantzsch yonteminin tiyosemikarbazonlara uygulandigi (Mustafa vd., 2004) bu
tepkime, tiyosemikarbazon grubunun kiikiirt atomunun; a-bromoketonun a-karbonuna
katilmasi ile baglamaktadir. Bu basamakta a-tiyoketon olusmaktadir. Daha sonra proton

transferini ise dehidrasyon basamagi izlemektedir (Sekil 4.67) (http-3).
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Sekil 4.67. Tiyazol tlrevlerinin (1-12) elde edilisi icin onerilen mekanizma
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4.3. Spektral Verilerin Degerlendirilmesi
4.3.1. IR verilerinin degerlendirilmesi

Tiyosemikarbazon tlrevi baslangi¢ bilesiginin IR spektrumunda; N-H gerilim
bandlar1 3439.08-3174.83 cm™ araliginda, aromatik C-H gerilim band1 3049.46 cm™’de,

alifatik C-H gerilim bandlar1 2991.59-2823.79 cm™, N-H egilme, C=N ve C=C gerilim
bandlar1 1618.28-1548.84 cm™ araliginda saptanmustir.

Tiyazolil hidrazon tiirevi sonu¢ bilesiklerinin (1-12) IR spektrumlarinda
gbzlemlenen bazi bandlara ait degerler Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Sonuc bilesiklerine ait bazi IR verileri

IR bandx Deger araligi (cm™)
N-H gerilim bandlar1 3402.43-3140.11
Aromatik C-H gerilim bandlar1 3130.47-3026.31
Alifatik C-H gerilim bandlar1 2997.38-2800.64
N-H egilme, C=N ve C=C gerilim bandlar1 1633.71-1450.47
C=N gerilim bandi (3 nolu bilesigin IR spektrumunda) 2225.85

4.3.2.'H NMR verilerinin degerlendirilmesi

Tiyosemikarbazon tirevi baslangic bilesiginin 'H NMR spektrumunda; CH=N
piki 8.21 ppm’de, tiyosemikarbazon yapisina ait N>-H piki 11.18 ppm’de singlet, N*-H.
pikleri 7.57 ve 8.03 ppm’de yayvan singlet ve indol N-H piki 11.79 ppm’de singlet
olarak gozlemlenmistir. Aromatik ve heteroaromatik protonlara ait pikler, 7.20-8.29

ppm araliginda saptanmistir.

Tiyazolil hidrazon tirevi 1-12 nolu sonug bilesiklerinin *H NMR spektrumlarinda
gbzlemlenen bazi piklere ait degerler Tablo 4.2°de sunulmustur.
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Tablo 4.2. Sonuc bilesiklerine ait bazi 'H NMR verileri

'H NMR piki Deger arahigi (ppm)
CH=N protonuna ait singlet 8.18-8.24
=N-NH protonuna ait singlet 11.76-11.89
Indol N-H protonuna ait yayvan singlet 12.25-12.30
Aromatik ve diger heteroaromatik protonlara ait pikler 6.99-8.46
Metil protonlarina ait singlet (8 nolu bilesigin *H NMR spektrumunda) 2.33
Metoksi protonlarina ait singlet (9 nolu bilesigin *H NMR spektrumunda) 3.79
Metilsiilfonil protonlarina ait singlet (10 nolu bilesigin *H NMR spektrumunda) 3.23
Metilendioksi protonlarma ait singlet (12 nolu bilesigin *H NMR spektrumunda) 6.07

4.3.3. 3C NMR verilerinin degerlendirilmesi

Tiyosemikarbazon tirevi baslangig bilesiginin 3C NMR spektrumunda, CH=N
karbonuna ait pik 140.95 ppm’de, C=S karbonuna ait pik ise 177.11 ppm’de tespit
edilmistir. Indol halkasinin karbonlarma ait pikler ise 111.36-136.02 ppm araliginda
kaydedilmistir.

Tiyazolil hidrazon tiirevi 1-12 nolu sonug bilesiklerinin *C NMR spektrumlarinda
g6zlemlenen bazi piklere ait degerler Tablo 4.3’de sunulmustur.

Tablo 4.3. Sonuc bilesiklerine ait bazi **C NMR verileri

13C NMR piki Deger aralii (ppm)

CH=N karbonuna ait pik 137.45-142.62

Tiyazol halkasmin C; karbonuna ait pik 168.32-168.93

Tiyazol halkasinin C4 karbonuna ait pik 145.42-147.90

Tiyazol halkasmin Cs karbonuna ait pik 101.44-107.87

Aromatik ve diger heteroaromatik karbonlara ait pikler 102.21-163.22
Siyano karbonuna ait pik (3 nolu bilesigin **C NMR spektrumunda) 118.97
Triflorometil karbonuna ait pik (4 nolu bilesigin *C NMR spektrumunda) 122.99
Metil karbonuna ait pik (8 nolu bilesigin 3C NMR spektrumunda) 20.82
Metoksi karbonuna ait pik (9 nolu bilesigin *C NMR spektrumunda) 55.26
Metilstlfonil karbonuna ait pik (10 nolu bilesigin 3C NMR spektrumunda) 43.65
Metilendioksi karbonuna ait pik (12 nolu bilesigin 3C NMR spektrumunda) 101.40
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4.3.4. HRMS spektrumlarinin degerlendirilmesi

Baslangig ve sonug bilesiklerinin (1-12) kiitle spektrumlari, ESI teknigi ile alinmig
ve olusan yiiklii atom veya gruplar kiitle/ylik (m/z) oranina gore tespit edilmistir. Butln
bilesiklerin HRMS spektrumlarinda, [M+H]" pikleri g6zlemlenmistir.

4.4. In Vitro Calisma Sonu¢larimin Degerlendirilmesi
4.4.1. MTT testi sonuclarimin degerlendirilmesi
Tiyazolil hidrazon tirevlerinin (1-12) A549 insan akciger adenokarsinom hiicre

dizisine kars1 antikanser aktiviteleri MTT metodu ile arastirilmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Bilesiklerin A549, K562 ve saglikli (PBMC) hiicre dizilerine karsi sitotoksik etkileri

1Cs0 (ULM)
Bilesik SI*
A549 K562 PBMC

13.44+3.18
0.89+0.42 2.20+0.84 >100 >45.45
0.70+0.29 1.65+0.77 >100 >60.61
9.41+2.16
7.97£1.17
6.17+1.85
6.91+1.55
15.54+3.91
4.92+1.26
2.81%1.05 6.97+1.39 >100 >14.35
6.06+1.86
12 7.16+2.03

© 0O N o g B~ W N P

=
= o

Erlotinib 21.58+3.88 23.24+4.26 67.91+9.05 2.92

* Sl= PBMC dizisi i¢in 1Cso / K562 hiicre dizisi i¢in 1Cso

Test edilen tiim bilesiklerin pozitif kontrol erlotinibden (ICso= 21.58+3.88 uM)
daha etkili olduklar1 belirlenmistir. Ozellikle nitro siibstitiie bilesik 2 (ICso= 0.89+0.42
M), siyano siibstitiie bilesik 3 (ICso= 0.70£0.29 uM) ve metilsulfonil stibstitie bilesik
10 (ICso= 2.81£1.05 pM) A549 hucreleri tzerine c¢ok guclu antikanser aktivite
gostermislerdir. Buna bagl olarak, 2, 3 ve 10 nolu bilesiklerin tiimdr hiicrelerine karst
selektivitelerinin belirlenmesi amaciyla bu U¢ tirevin K562 KML hicre ve PBMC

dizilerine kars1 sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. 2, 3 ve 10 nolu bilesiklerin SI
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degerleri sirasiyla >45.45, >60.61 ve >14.35 olarak bulunmustur. Erlotinibin SI degeri
(2.92) ile kiyaslandiginda; 2, 3 ve 10 nolu bilesiklerin SI degerlerinin daha yiiksek
olmasi (Tablo 4.4), bu ii¢ bilesigin erlotinibden daha selektif antikanser aktiviteye sahip
oldugunu gostermektedir.

MTT testi sonuglari, 6zellikle gii¢lii elektron ¢ekici (+o) etkiye sahip p-nitro ve p-
siyano substituentlerinin antikanser etkiyi 6nemli derecede arttirdigini gostermektedir.

4.4.2. Kinaz inhibisyon deneyi sonu¢larinin degerlendirilmesi

2, 3 ve 10 nolu bilesiklerin erlotinibe kiyasla A549 hiicre dizisi tizerine ¢cok daha
gucli ve secici antikanser aktivite gostermeleri nedeniyle, bu tlrevlerin antikanser etki
mekanizmalarini aragtirmaya yonelik EGFR TK inhibitor etkileri degerlendirilmistir.
Erlotinib 0.03£0.01 pM ICso degeriyle EGFR TK {izerine inhibitor etki gosterirken; 2,
10 ve 3 nolu bilesikler sirastyla 14.98+3.52 uM, 35.92+6.41 uM ve 51.40+7.39 uM ICs
degerleriyle EGFR TK iizerine inhibitor etki gostermislerdir (Tablo 4.5, Sekil 4.68).
Ayrica 2 nolu bilesigin degisen konsantrasyonlarda EGFR TK inhibitor etkileri Sekil

4.69’da sunulmustur.

Tablo 4.5. 2, 3 ve 10 nolu bilesiklerin EGFR TK inhibitér etkileri

Bilesik 1Cs0 (M)
2 14.98+3.52

3 51.40+7.39

10 35.92+6.41
Erlotinib 0.03+0.01

140
120
100
80
60

% EGFR TK

40
20

Bilesik 2 Bilesik 3 Bilesik 10 Erlotinib
Konsantrasyon (30 uM)

Sekil 4.68. 2, 3 ve 10 nolu bilesiklerin ve erlotinibin 30 UM konsantrasyonda EGFR TK inhibitdr etkileri
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120 - —o— Bilesik 2
100 —eo—Erlotinib
80

60

% EGFR TK

40

20

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.69. 2 nolu bilesigin degisen konsantrasyonlarda EGFR TK inhibitor etkileri

2 nolu bilesigin diger bilesiklere kiyasla daha gii¢li EGFR TK inhibitor etki
gostermesi nedeniyle, bu bilesigin farkli kinaz enzimleri Gzerine inhibitor etkileri de
aragtirtlmistir. Bu bilesigin erlotinibe kiyasla 0zellikle HER2, LCK, CSK, FYN A ve
IGF1R enzimleri Uzerine daha giiclii inhibitor etki gosterdigi tespit edilmistir (Sekil
4.70). Bu sonug, 2 nolu bilesigin erlotinibden farkli bir TK inhibitor profiline sahip

oldugunu isaret etmektedir.

120 m Bilesik 2 (30 M) m Erlotinib (30 nM)

HER2 HER4 IGFIR InsR. KDR PDGFRu PDGFRG ABL1 BRK BTK CSK FYNA LCK LYNB SRC

Sekil 4.70. 2 nolu bilesigin TK enzimleri Uzerine inhibitor etkileri

4.4.3. Apoptoz iizerine etkilerinin degerlendirilmesi

2 nolu bilesigin diger bilesiklere kiyasla daha giicli EGFR TK inhibitor etki
gostermesi nedeniyle, bu tirevin A549 hiicre dizisi Uzerine apoptotik etkisi Hoechst
33342/Anneksin V/etidyum homodimer Il boyama yontemi ile arastirilmustir.
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Bilesik 2 ve erlotinib uygulanmig A549 hiicreleri 15 saat boyunca inkiibe edilmis
ve boyama isleminin ardindan degisimler floresans mikroskobu ile gdézlemlenmistir
(Sekil 4.71). 2 nolu bilesigin erlotinibe (%54.30) kiyasla A549 hiicrelerinde apoptozu
daha fazla (%66.40) indiikledigi saptanmuistir.

Kontrol Bilesik 2 Erlotinib
(a)

A549 Hucre Dizisi
120

100

80
Nekroz

60 Gec apoptoz/nekroz

Apoptoz

Rolatif Hiicre Sayisi (%)

40

20

Bilesik 2 Erlotinib

(b)

Sekil 4.71. Bilesik 2 ve erlotinib uygulanan A549 hiicrelerinde 15 saat boyunca gozlemlenen degisimler
(a). Apoptotik (vesil), ge¢c apoptotik veya nekrotik (hem yesil hem de kirmizi) ve nekrotik
(kirmizi) hiicrelerin yiizdesi, her deneyde rastgele secilen 100 boyali hiicre analiz edilerek

olciilmiistiir ().
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, on iki adet yeni tiyazolil hidrazon tirevi sentezlenmistir ve
yapilar1 spektroskopik analizler ile aydinlatilmistir. Bu bilesiklerin A549 insan akciger
adenokarsinom hucreleri Uzerine in vitro sitotoksik etkileri incelenmistir. Test edilen
tiim bilesiklerin erlotinibden daha etkili olduklar1 saptanmistir. Ozellikle 2, 3 ve 10 nolu
bilesikler A549 hiicreleri lizerine ¢ok gii¢lii antikanser aktivite gostermislerdir. Buna
bagli olarak, 2, 3 ve 10 nolu bilesiklerin K562 KML hicre ve PBMC dizilerine kars1
sitotoksik etkileri degerlendirilerek bu (¢ tlrevin timor hicrelerine karsi selektiviteleri
belirlenmistir. Erlotinibin SI degeri ile karsilastirildiginda; 2, 3 ve 10 nolu bilesiklerin
SI degerlerinin daha yiiksek olmasi, bu ii¢ bilesigin erlotinibden daha segici antikanser
etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Secici antikanser etkiye sahip bu bilesiklerin
antikanser etki mekanizmalarini aydinlatmak amaciyla in vitro EGFR inhibitor etkileri
arastirilmistir. 2 nolu bilesigin diger bilesiklere kiyasla daha iyi EGFR TK inhibitor etki
gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica bu bilesigin farkli kinaz enzimleri iizerine inhibitor
etkileri de degerlendirilmistir. Bu bilesik, erlotinibe kiyasla 6zellikle HER2, LCK, CSK,
FYN A ve IGFIR enzimleri {izerine daha gii¢lii inhibitor etki gostermistir. Bu sonug, 2
nolu bilesigin erlotinibden farkli bir TK inhibitor profili sergiledigine isaret etmektedir.
Bu bilesigin A549 hiicre dizisinde apoptoz izerine etkileri arastirilmistir. 2 nolu bilesik,
A549 hicrelerinde apoptozu erlotinibden daha fazla indiiklemistir.

In vitro antikanser aktivite sonuglarina gore, bilesik 2 A549 hicrelerinde apoptoz
indiiksiyonu araciligiyla se¢ici ve giiclii antikanser aktivite gostermektedir. Bunun yani
sira, 2 nolu bilesigin anti-KHDAK aktivitesini erlotinibden farkli bir TK inhibitér
profili ile sergiledigi belirlenmistir. Ileriki calismalarda, bu tiyazolil hidrazon tiirevi

bilesik (2) ile in vivo deney asamasina gegilmesi planlanmaktadir.
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