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OZET

YENI TIYAZOL TUREVLERININ SENTEZI VE ANTIKANSER ETKI
CALISMALARI

Ebru ZEYTUN

Farmasotik Kimya Anabilim Dali

Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2020

Danisman: Dog. Dr. Mehlika Dilek ALTINTOP

Bu ¢alismada, yeni tiyazolil hidrazonlar (2a-p) sentezlenmis ve K562 kronik
miyeloid l6semi hiicre dizisi lizerine sitotoksik etkileri i¢in arastirilmistir. Bu bilesikler
arasinda, 2h, 2j ve 2l kodlu bilesikler K562 hiicre dizisine kars1 giiglii antikanser aktivite
gostermistir. Bu bilesiklerin diger 16semi (HL-60, MT-2 ve Jurkat) hiicreleri ve periferik
kan mononiikleer hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri belirlenmistir. Ozellikle 4-(4-
(metilsiilfonil)fenil)-2-[2-((1,3-benzodioksol-4-il)metilen)hidrazinil]tiyazol (2j) yiiksek
selektivite indeksi (S1>11.27) ile K562 hiicre dizisine karst imatinibe (ICso= 6.84+1.11
uM) benzer antikanser aktivite (ICso= 8.87+1.93 uM) gostermistir. Bilesik 2j’nin HL-60,
Jurkat ve MT-2 hiicreleri iizerinde imatinibden daha etkili oldugu bulunmustur. Segici
antikanser aktivitesi nedeniyle bilesik 2j, K562 hiicreleri lizerindeki apoptotik etkisi ve
sekiz farkli tirozin kinaz tizerindeki inhibitor etkileri i¢in arastirilmistir. Bilesik 2,
imatinibden daha fazla apoptozu indiiklemis ve ABLI1 kinaza karsi gii¢lii inhibitor
aktivite (ICso= 5.37£1.17 uM) gostermistir. Bilesigin ABL1 kinazin (PDB kodu: 1IEP)
ATP baglanma bolgesine baglanma modunun arastirilmasi i¢in, MOE 2018.01 programi
kullanilarak molekiiler docking calismasi yapilmistir. Bilesik 2j, giiglii etkilesimler
olusturarak ABL1 kinazin ATP baglanma bolgesine yliksek affinite gostermistir. In vitro
ve in silico ¢alismalar, ABL1 kinaz inhibitor aktivite i¢in metilsiilfonil siibstitiientinin

Onemini gostermistir.

Anahtar Sozciikler: Tiyazol, Apoptoz, ABL1 kinaz, Kronik miyeloid 16semi,
Molekiiler docking.



ABSTRACT

SYNTHESIS AND ANTICANCER ACTIVITY STUDIES OF NEW THIAZOLE
DERIVATIVES

Ebru ZEYTUN

Department of Pharmaceutical Chemistry

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2020

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehlika Dilek ALTINTOP

In the current work, new thiazolyl hydrazones (2a-p) were synthesized and
investigated for their cytotoxic effects on K562 chronic myelogenous leukemia cell line.
Among these derivatives, compounds 2h, 2j and 2l showed potent anticancer activity
against K562 cell line. Their cytotoxic effects on other leukemia (HL-60, MT-2 and
Jurkat) cells and peripheral blood mononuclear cells were determined. In particular, 4-(4-
(methylsulfonyl)phenyl)-2-[2-((1,3-benzodioxol-4-yl)methylene)hydrazinyl]thiazole
(2J) showed anticancer activity against K562 cell line (ICso= 8.87+1.93 uM) similar to
imatinib (ICso= 6.84£1.11 uM) with a high selectivity index (S1>11.27). Compound 2j
was also found to be more effective than imatinib on HL-60, Jurkat and MT-2 cells. Due
to its selective anticancer activity, compound 2j was investigated for its apoptotic effect
on K562 cells and inhibitory effects on eight different tyrosine kinases. Compound 2j
induced apoptosis more than imatinib and showed stronge inhibitory activity against
ABL1 kinase (ICso= 5.37+1.17 uM). Molecular docking study was conducted to
investigate its binding mode into the ATP binding site of ABL1 kinase (PDB code: 1IEP)
using MOE 2018.01 program. Compound 2j showed high affinity to the ATP binding site
of ABL1 kinase forming strong interactions. The in vitro and in silico studies pointed out
the importance of the methylsulfonyl substituent for ABL1 kinase inhibitory activity.

Keywords: Thiazole, Apoptosis, ABL1 kinase, Chronic myeloid leukemia,

Molecular docking.



ONSOZ

Son yillarda, kronik miyeldid I6semi i¢in hedefe yonelik tedavi klasik sitotoksik
tedavinin yerini almistir. Bu tez c¢alismasi kapsaminda, yeni tiyazol tirevleri
sentezlenerek elde edilen bilesiklerin K562 kronik miyeldid 16semi hiicre dizisine karsi
antikanser etkileri arastirilmistir. Segici etki gésteren antikanser bilesiklerin apoptotik ve
tirozin kinazlar tizerine inhibitor etkileri de degerlendirilmistir.
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¢ok degerli Saymn Hocam Prof. Dr. Ahmet OZDEMIR’e ve Saym Hocam Aras. Gor. Dr.
Belgin SEVER’e,

Biyolojik etki calismalarini gergeklestiren Kumamoto Universitesi’nden Sayin
Hocalarim Prof. Dr. Masami OTSUKA’ya, Prof. Dr. Mikako FUJITA’ya, Dr. Halil
Ibrahim CIFTCI’ye ve Al-Azhar Universitesi’nden Dog. Dr. Doha E. ELLAKWA ’ya,

Molekiiler docking calismalarimi gergeklestiren Kumamoto Universitesi’nden Dr.
Mohamed Osman RADWAN’a,

NMR analizlerini gergeklestiren Sayin Hocam Prof. Dr. Hakan GOKER e,

Kiitle analizlerini gerceklestiren Ogr. Gor. Serkan LEVENT e,

Hem lisans hem de yiiksek lisans egitim siirecini beraber gecirdigim, bu siire
boyunca her asamada bana yardimce1 ve destek olan, sorularimi asla geri cevirmeyen giizel
kalpli arkadasim Nalan YILMAZ’a,

Her zaman sevgisini ve destegini arkamda hissettigim, higbir zaman yardimdan
kacinmayan canim arkadasim S. Duygu CECEN’e,

Hayatim boyunca sevgilerini ve desteklerini benden asla esirgemeyen, egitimim
i¢in her tiirlii fedakarlig1 gosteren canim aileme,

En icten tesekkiirlerimi sunarim.



13/01/2020

ETIK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢aligma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandifimi; bu calisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu ¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
higbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Ebru ZEYTUN
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1. GIRIS

Kronik miyeloid 16semi (KML), orta ve iyi derecede farklilasmis graniilositik
hiicrelerin ¢ogalmasi ve dalagin anormal biiyiimesi ile karakterize miyeloproliferatif bir
hastaliktir. Kronik graniilositik 16semi (KGL) olarak da bilinen KML nispeten nadir
gorilmektedir. Yavas yavas ilerleyen bir kan ve kemik iligi hastaligi olan KML
genellikle orta yasta veya sonrasinda ortaya ¢ikar ve nadiren c¢ocuklarda da
goriilmektedir (http-1). Yash eriskinlerde ve erkekler arasinda daha yaygin
gozlemlenmektedir. Amerika Birlesik Devletleri Siirveyans Epidemiyolojisi ve Son
Sonuglarina gére KML, yilda 100.000 erkek ve kadin i¢in yeni KML vaka sayist 1.9
olarak, 6lim sayist yilda 100.000 erkek ve kadin igin 0.3 olarak tespit edilmistir. Bu
oranlar yas ayarli olup 2012-2016 vakalarina ve 6liimlerine dayandirilmaktadir (http-2).

Amerika Birlesik Devletleri Siirveyans Epidemiyolojisi ve Son Sonuglarina gore,
KML insidans1 2012 ve 2016 yillar1 arasinda erkek ve kadinlarda sirasiyla 100.000'de
2.4 ve 1.4 olarak tespit edilmistir. 20 yasin altindaki kisilerin yaklasik %2’sine, 20 ve 34
arasindakilerin %7.9’una, 35 ile 44 arasindakilerin %8.1’ine, 45 ile 54 arasindakilerin
%13.5’ine, 55 ile 64 arasindakilerin %18’ine, 65 ile 74 arasindakilerin %21.5’ine, 75 ve
84 arasindakilerin %19.4’ine ve 85 yas ve ustiindekilerin %9.6’sina KML teshisi
konulmustur. Erkeklerin ve kadimnlarin yaklasik 9%0.2'sine, 2014-2016 verilerine
dayanarak, yasamlar1 boyunca bir kere KML teshisi konacagi ongoriilmiistiir. 2019
yilinda, 8.990 yeni KML vakas1 olacagi ve yaklasik 1.140 kisinin bu hastaliktan 6lecegi
tahmin edilmektedir (Sekil 1.1) (http-2).
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Sekil 1.1. 2019 yilina ait 100.000 kisi tizerinde yapilan KML vaka ve 6liim oranlart ¢alismast (http-2)

KML hastalarinin yaklasik %85'i anemi, trombositoz, kilo kaybi, splenomegali ve
karm dolgunlugu ile yorgunluk gibi semptomlarla hastaligin kronik agamasinda teshis
edilmektedir. Hastaligin kronik evresi, progenitoriin ve olgun hiicrelerin kan ve kemik
iliginde anormal yiikselmesi ile karakterizedir. Miidahale olmadan, kronik faz yaklasik
3-5 yil iginde blastik faza ilerlemektedir. Daha sonraki asamalarda farklilasma bloke
edilmekte ve hastaligin akut fazina benzeyen, kan ve kemik iliginde olgunlagmamais kan
hiicreleri birikmektedir (Pasic ve Lipton, 2017; Singh ve Coumar, 2019).

Son on yilda, kanser kemoterapisi en 6nemli tibbi gelismelerden biri olmustur.
Bununla birlikte, konvansiyonel kemoterapi (taksol, vinkristin, cisplatin vb.), tipik
olarak hizli boliinen normal hiicreler (6rnegin, kemik iligi ve gastrointestinal sistem) ve
timor hiicreleri arasinda segici etki gosteremez ve bu nedenle birgok yan etkiye neden
olur. Buna karsilik, son yillarda hedefe yonelik tedavi kansere 6zgii molekiiller ve
sinyal yolaklar1 iizerinden etki gdstermesi nedeniyle tedavide kullanilan ilaglarin
nonspesifik toksisiteleri daha azdir (Arora ve Scholar, 2005; Singh ve Coumar, 2019).

Tirozin kinazlar (TK’lar), reseptor protein kinazlar ve reseptdr olmayan protein

kinazlar olarak siniflandirilabilir. Reseptér TK’lar hiicre dist sinyallerin sitoplazmaya



iletilmesinde kritik rol oynayan membrani kateden hiicre yiizeyi proteinleri iken,
reseptor olmayan TK’lar ise hiicre i¢i sinyalleri iletirler (Arora ve Scholar, 2005).

Fosfat grubunun adenozin trifosfattan (ATP) hedef proteinlere transferini katalize
eden enzimler olan TK’lar, bliyiime faktorii sinyallesmesinin modiilasyonunda kritik rol
oynadiklari i¢in 6nemli hedef enzimlerdir. Bu enzimlerin aktive edilmis formlari, timor
hiicresi ¢ogalmasinda ve biiylimesinde artisa, antiapoptotik etkilerin indiiksiyonuna,
anjiyogeneze ve metastaza neden olmaktadir (Arora ve Scholar, 2005).

KML, Philadelphia (Ph) kromozomunun olusumu ile sonuglanan kromozom 9 ve
22 arasindaki translokasyon ile iligkilidir (Sekil 1.2). Translokasyon esnasinda, (9q34)
kromozomundan ABL1 geninin ve (22911) kromozomundan BCR geninin yan yana
gelmesi, 22. kromozomda fiizyon geninin olugmasina yol agmaktadir. Bu fiizyon geni
tarafindan tiretilen protein, yapisal olarak aktif olan ve dogrudan KML patogenezinden
sorumlu sitoplazmik TK, BCR/ABL1'dir. Yabani tip gen ABL1, reseptor olmayan TK
familyasina aittir ve deoksiriboniikleik asit (DNA) onarimi, kontrol noktasi kontrolii ve
biliylime faktorii sinyalizasyonu dahil olmak {izere cesitli hiicresel siireclerle ilgilidir.
BCR/ABLL fiizyon proteini, yabani tip gen ABL1 ile karsilastirildiginda in vitro ve in
Vivo olarak artan kinaz aktivitesi gosterir. BCR/ABLL'in diizensiz TK aktivitesinin,
KML'de hem gerekli hem de yeterli bir baslangig tetikleyicisi oldugu diisiiniilmektedir
(Mathisen vd., 2014; Pasic ve Lipton, 2017; Singh ve Coumar, 2019).
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Sekil 1.2. Kaynasmis BCR-ABL1 geni ile kromozomal translokasyonun sematik gésterimi

ve Ph kromozomunun olusumu (Singh ve Coumar, 2019)



Diger kinazlar gibi, ABL1 Kinaz da ortak bir yapisal kivrima sahiptir. ABLL'in
katalitik bolgesi ¢ift lobludur, bir N-terminal lob ve mentese kalintilar1 olarak bilinen
amino asit kalintilarinin kisa bir zincirine bagli bir C-terminal lob igerir. ATP, C-lob ve
N-lob arasinda olusan derin yariga baglanir (Sekil 1.3). N-terminal lob, 5 antiparalel -
tabaka ve bir aC sarmalindan meydana gelir; C-lob ise agirlikli olarak o sarmalindan
olusur ve katalitik gébegin genisligini kaplayan uzun sarmallar igerir. ATP'nin adenin
bazi, N ve C loblarim1 birbirine baglayan mentese bolgesi kalintilar1 (GLU316 ve
MET318) ile iki hidrojen bagi olusturur (Singh ve Coumar, 2019).

ATP baglama cebinin arkasindaki treonin 315 kalintisi, "kap1 bekgisi" olarak
adlandirilir ve kinaza kars1 inhibitor baglanma ve 6zgiilliigiin 6nemli bir belirleyicisidir.
Bu bek¢i kalintisindaki treonin 315’in izolosine (T3151) nokta mutasyonlari, ABL1
inhibitorleri de dahil olmak {izere ATP rekabetci TK inhibitorlerinde ila¢ direncinin ana
nedenidir. Kinazin en esnek boliimii, kinazin aktivasyonundan sorumlu olan aktivasyon
dongiisiidiir. Aktivasyon dongiisii, N terminalinde karakteristik bir “DFG” motifine
(aspartik asit-fenilalanin-glutamik asit) sahiptir. Aktif durumda, aktivasyon dongiisii,
DFG-motifi fenilalanin grubunun ATP bolgesi icine yerlestirildigi DFG-
konformasyonuyla agik bir uyum i¢indedir. Bu durum, kinazlar arasinda ¢ok benzer.
Ote yandan, aktif olmayan durumda, etkinlestirme déngiisii, DFG motifinin ATP
bolgesine gore "disa" doniikk oldugu farkli sekillerde olabilir. Bu ABL1 kinaz
inhibitorlerinin ¢ogunun baglandigi durumdur (Sekil 1.3) (Singh ve Coumar, 2019).
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Sekil 1.3. BCR-ABL1 proteininin inhibitorlerle kompleks halinde kristal yapisi (vesil renk). (A)
Inhibitor, aktivasyon dongiisiiniin (kirmizi renk) kapali konformasyonda oldugu ve
DFG dongiisiintin  "iceride" konformasyonunda oldugu (PDB kodu: 3K5V) aktif
olmayan durumuyla N-terminali ve C-terminali arasindaki yariga baglanmugstir. (B)
Inhibitor, aktivasyon dongiisiiniin  (kurmizi renk) acik konformasyonda ve DFG
dongiisiiniin "disarida” konformasyonunda (PDB kodu: 2GQG) oldugu aktif durum ile
N-terminal ve C-terminal arasindaki yariga baglanmistir (Singh ve Coumar, 2019).

TK inhibitorleri, spesifik hiicre sinyal yolaklarina miidahale eden ve bir¢ok kanser
tiiriiniin tedavisi i¢in hedefe yonelik 6nemli bir ilag¢ sinifidir. TK inhibitorleri, uygun
giivenlik profiline sahip kii¢iik molekiillerdir ve kemoterapi veya radyasyon terapisi ile
kolayca kombine edilebilirler. Bu hedefe yonelik tedavilerin kullaniminda, genel
popiilasyonda diren¢ gelisimi ve tiimor yanitinin eksikligi gibi smirlamalar
bulunmaktadir (Arora ve Scholar, 2005).

TK inhibitorlerinin ortaya ¢ikisi, KML’nin tedavi sonucunu biiyiik dlgiide
degistirmistir. KML tedavisi icin ABD Gida ve Ilag Idaresi (FDA) onayli hedefe
yonelik kiiclik molekiillii ilaglarin bazilar1 Tablo 1.1°de gosterilmektedir. Bu ilaglarin

yant sira, bazi molekiiller ise klinik deneme asamasindadir (Singh ve Coumar, 2019).



Tablo 1.1. FDA tarafindan KML tedavisi igin onaylanan bazi ilaglar (Singh ve Coumar, 2019)

ilac Adx ilac Hedefi FDA Onayh Endikasyonu

Imatinib BCR-ABL1 KML

Gastrointestinal Stromal Tumor

Dasatinib BCR-ABL1 KML
SRC Akut Lenfositik Losemi
Bosutinib BCR-ABL1 KML
Ponatinib BCR-ABL1 KML
Nilotinib BCR-ABL1 KML

Daha onceki tedavi segeneklerine gore daha iyi etkinlik, giivenlik ve tolere
edilebilirlik gosteren imatinib, 2001 yilinda ABD FDA tarafindan KML’nin tedavisi
i¢in onaylanan birinci nesil bir TK inhibitoriidiir. Imatinib, trombosit kokenli biiyiime
faktorii reseptorii (PDGFR) inhibitorii olarak tanitilmistir; ancak daha sonra giiglii bir
ABL1 inhibitorii oldugu bulunmustur. Ancak ileri evredeki KML hastalari, BCR-
ABLl'in TK enzimindeki mutasyonlar nedeniyle imatinib tedavisine direncli hale
gelirler. Imatinibe direng, birincil ve edinilmis direng olarak degerlendirilebilir. Birincil
direng nadir bir olaydir ve hastalar Avrupa Losemi Ag1 (ELN) veya Ulusal Kapsamli
Kanser Ag1 (NCCN) kilavuzlan tarafindan belirlenen herhangi bir doniim noktasi
yanitini elde edememistir. Birincil diren¢ mekanizmasi iyi anlagilmamistir; ancak
kanser kok hiicrelerinin varligi olas1 nedenlerden biri olabilir. Edinilmis direngte,
hastalar ilaca direngli hale gelmeden once genellikle ilaglara ¢esitli zaman dilimlerinde
tepki verirler (Singh ve Coumar, 2019).

Tiyazol halkasi tagiyan dasatinib, ¢oklu kinaz aktivitesine sahip ikinci nesil bir TK
inhibitoriidiir. BCR-ABL1 kinazin inhibisyonuna ek olarak, SRC ailesi kinazlar1 CD117
mast/kok hiicre biiyiime faktorii reseptorii (c-KIT), PDGFR ve efrin (Eph) reseptorii
kinazlarina kars1 inhibitor aktivite gostermektedir. A¢ik uzatilmis bir konformasyondaki
aktivasyon dongiisii ile ABL1'in aktif durumuna baglanir. DFG motifinde, ASP381 igeri
dogru ATP boélgesine bakar. Dasatinib, aktivasyon dongiisiinii uzatmak igin serbest
kilan imatinib ve nilotinibden farkli olarak spesifiklik cebine girmez (Sekil 1.4).
Dasatinib, imatinibden daha az etkilesime girer, yine de, ¢oklu kinaz inhibitor

aktiviteleri ile gii¢lii bir ABL1 kinaz inhibitoriidiir. T3151 mutasyonu haricinde bir¢ok
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Imatinibe direngli mutasyonu inhibe etme Ozelligiyle imatinibe direngli KML’nin
tedavisinde kullanilmaktadir (Abruzzese vd., 2014; Pasic ve Lipton, 2017; Singh ve
Coumar, 2019).
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Sekil 1.4. BCR-ABL1 ile birlikte kristal kompleksi icinde cesitli BCR-ABLL inhibitorlerinin
baglanma diizeni. (A) Imatinib, (B) Dasatinib (Singh ve Coumar, 2019).

Literatiirde tiyazol halkasi tastyan bilesiklerin antitiimor etkileri tizerine c¢ok
sayida ¢alisma bulunmaktadir. Antitimér etkili tiazofurin ve bleomisin (Popsavin vd.,
2014; Akalin Ciftci vd., 2017) de tiyazol halkasi tasimaktadirlar (Sekil 1.5) (Kashyap
vd., 2012; Leoni vd., 2014a; 2014b; Ayati vd., 2015; Rouf ve Tanyeli, 2015; Das vd.,
2016). Tiyazol halkasi tasiyan antikanser etkili bilesikler, etkilerini matriks
metalloproteinaz (MMP) inhibisyonu (Kaplancikli vd., 2017b), doniistiiriicii biiylime
faktorii beta (TGF-B) inhibisyonu (Krishnaiah vd., 2012), siklooksijenaz-2 (COX-2)
inhibisyonu (Abdelazeem vd., 2014), tiibiilin inhibisyonu (Romagnoli vd., 2012;
Banimustafa vd., 2013; Salehi vd., 2013; Guggilapu vd., 2017), Akt kinaz inhibisyonu
(Chang vd., 2012; Altntop vd., 2018a), histon deasetilaz (HDAC) inhibisyonu
(Anandan vd., 2007) gibi farkli etki mekanizmalar ile gostermektedirler. Bununla
beraber, tiyazol halkas1 tasiyan antikanser etkili bazi1 bilesiklerin lipid kinaz
(fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)), protein kinaz (TK ve serin/treonin kinazlar (STK)),
HDAC, Bcl-2 ve MMP inhibitor etkileri lizerine patent alinmistir (Leoni vd., 2014a;
2014b; Morigi vd., 2015; Sever vd., 2019).
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Sekil 1.5. Tiazofurin

Literatiir bilgileri 1s18inda, bu c¢alismada, yeni tiyazolil hidrazon tiirevleri
sentezlenmis (Tablo 1.2) ve bu bilesiklerin K562 kronik miyeloid 16semi {izerindeki in
vitro sitotoksik etkileri aragtirtlmistir. Aktif oldugu tespit edilen bilesiklerin antikanser
aktivitelerinin segiciligini belirlemek igin, normal periferal kan mononiikleer hiicreleri
(PBMC) iizerine sitotoksik aktiviteleri degerlendirilmistir. Ayrica segici antikanser etki
gosteren bilesiklerin diger 16semi hiicre dizileri (HL-60, MT-2 ve Jurkat) {izerine
sitotoksik etkileri ve K562 hiicre dizisi iizerine apoptotik/nekrotik etkileri belirlenmistir.
Buna ek olarak, segici antikanser etki gosteren bilesiklerin ABL1 Kinaz dahil olmak
tizere sekiz farkli TK enzimine karsi inhibitor etkileri de arastirilmistir. Son olarak,
ABLI kinaz inhibitorii etki gosteren bilesiklerin bu enzime baglanma kapasiteleri MOE

2018.01 programi kullanilarak incelenmistir.



Tablo 1.2. Sonug bilesikleri
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Bilesik R
2a Fenil
2b 4-Nitrofenil
2c 4-Siyanofenil
2d 4-Triflorometilfenil
2e 4-Florofenil
2f 4-Klorofenil
29 4-Bromofenil
2h 4-Metilfenil
2i 4-Metoksifenil
2j 4-Metilsiilfonilfenil
2k Naftalen-2-il
2l 3-Florofenil
2m 3-Klorofenil
2n 2,4-Diklorofenil
20 3,4-Diklorofenil
2p Tiyofen-3-il




2. GENEL BILGILER
2.1. Tiyazol Halkas1 Hakkinda Genel Bilgiler

Tiyazol, birinci konumunda kiikiirt ve li¢lincii konumunda azot atomu tasiyan bes
tiyeli heteroaromatik bir halka sistemidir (Sekil 2.1) (Gupta, Kumar ve Gupta, 1999).
Tiyazol halka sistemi iizerine ¢alismalar 19. yilizyilin sonlarinda baslamistir (Hantzsch

ve Weber, 1887; Mustafa vd., 2004; Siddiqui vd., 2009).
4 —N3
L )
1
Sekil 2.1. Tiyazol halkast

Ik defa 1887 yilinda Hantzsch ve Weber tiyazol halkasi “tiyofen serilerinin
piridini” olarak tanimlamistir (Mustafa vd., 2004). Tiyazol (pKa= 2.52), piridinden daha
zayif bir bazdir. C-2 Konumunda elektron salan siibstitiientlerin varligi bazlig
artirirken, C-5 konumunda elektron gekici siibstitiientler bazligi azaltmaktadir (Gupta,
Kumar ve Gupta, 1999).

Biyolojik aktivite ve kimyas1 bakimindan incelendiginde, literatiirde tiyazol halka
sistemine dair bir¢ok ¢alisma yer almaktadir (Kashyap vd., 2012; Leoni vd., 20143;
2014b; Ayati vd., 2015; Rouf ve Tanyeli, 2015; Das vd., 2016). Tiyazol halka sistemi
icin antikanser (Morigi vd., 2015; de Santana vd., 2018; de Siqueira vd., 2019),
antibakteriyel (Kashyap vd., 2018), antifungal (Lino vd., 2018), antioksidan
(Geronikaki vd., 2013), antikonviilzan (Mishra vd., 2015), antiprotozoal (Makam vd.,
2014), antidiyabetik (Khatik vd., 2018), antiviral (Xu vd., 2014), antihipertansif (Turan-
Zitouni vd., 2000), analjezik ve antienflamatuvar (El-Achkar vd., 2015; Liaras,
Fesatidou ve Geronikaki, 2018) aktiviteler bildirilmistir.

Tiyazol halka sistemi, dogal ve sentetik bir¢ok bilesigin yapisinda bulunmaktadir.
Tiyazol halkasi tagiyan dogal bilesiklerin en 6nemlisi, suda ¢6ziinen vitaminlerden biri

olan tiyamindir (B1 vitamini) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Tiyamin

Gliniimiizde klinik kullanimda olan birgok ilacin yapisinda tiyazol halkasi
bulunmaktadir. Antikanser etkili bleomisin, tiazofurin ve dasatinib; [-laktam
antibiyotikler aztreonam, sefotaksim, sefodizim, seftriakson; antibakteriyel etkili
siilfatiyazol; antifungal etkili isavukonazol, ravukonazol; antiretroviral etkili ritonavir;
nonsteroidal antienflamatuvar meloksikam; histamin Hz-reseptor blokorii antiiilser etkili
nizatidin ve famotidin tiyazol halkas1 tagimaktadirlar (Sekil 2.3) (Kashyap vd., 2012;
Leoni vd., 2014a; 2014b; Ayati vd., 2015; Rouf ve Tanyeli, 2015).

o Os_OH
’, \\ OH
N \\ )J\O = 0
i, & pu gy
. 7NN
o) ,o H
\\ 2
OH ~ N
s
H,N

0 NH,
Siilfatiyazol (Antibakteriyel) Aztreonam (f-Laktam antibiyotik) Sefotaksim (B-Laktam antibiyotik)
NH,

N HZN/< j\/uHN
HO \il\ j;l\'l/ Y "NH

HO™ ~O
Sefodizim (f-Laktam antibiyotik) Seftriakson (-Laktam antibiyotik)
N7
I)I—\\ ¢ N
¢ N F S N
NC NC z F
N
OH
\©\EN\ F
S F

Ravukonazol (Antifungal) isavukonazol (Antifungal)

Sekil 2.3. Tiyazol halkas: tasiyan bazi ilaglar
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Nizatidin (Histamin H,-reseptor blokorii) Famotidin (Histamin H,-reseptor blokorii)

R QL
AN fﬁiIWH L s
N
O

Meloksikam (Nonsteroidal antienflamatuvar) Ritonavir (Antiretroviral)

AN

o

Sekil 2.3. (Devam) Tiyazol halkas: tasiyan bazi ilaglar

2.2. Tiyazol Halka Sisteminin Elde Edilis Yontemleri
2.2.1. a-Haloketonlardan tiyazol eldesi

1887 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada, a-haloketonlar ile tiyoiire bilesiginin
reaksiyonu (Hantzsch tiyazol sentezi) sonucu yiiksek verimlilikte 2-aminotiyazol
tiirevlerinin olustugu bildirilmistir (Sekil 2.4) (Eicher ve Hauptmann, 2003; Mustafa
vd., 2004).

L —

R "X ST NH, R?" 57 "NH,

Sekil 2.4. Hantzsch tiyazol sentezi

a-Haloketonlar ile tiyoamit tiirevlerinin reaksiyonu sonucu da tiyazol tiirevleri

meydana gelmektedir.

2
Rfo NHZ RZ .
+ —_—
R OX S)\RI Rsl\/ S)\Rl

Sekil 2.5. a-Haloketonlarin tiyoamitler ile reaksiyonu
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2.2.2. a-Aminonitrillerden tiyazol sentezi

Cook-Heilbron tiyazol sentezinde; a-aminonitrillerin karbon disiilfiir, karbonil
stlfur, izotiyosiyanatlar, ditiyokarboksilli asitlerin tuzlari veya esterleri ile tepkimesi
sonucu 5-aminotiyazol tiirevleri meydana gelmektedir (Sekil 2.6) (Eicher ve
Hauptmann, 2003).

R

R
CS N
A, 2 TN
NC NH, H,N~ ~s” "SH
Sekil 2.6. Cook-Heilbron tiyazol sentezi

2.2.3. a-(Agilamino)ketonlardan tiyazol sentezi
Gabriel sentezinde, a-(agilamino)ketonlarin fosfor pentasiilfiir ile tepkimesi
sonucu tiyazol tiirevleri elde edilmektedir (Sekil 2.7) (Gupta, Kumar ve Gupta, 1999).

Sekil 2.7. Gabriel Sentezi

2.3. Tiyazolil Hidrazon Tiirevlerinin Antikanser Etkileri Uzerine Calismalar

Literatiirde tiyazolil hidrazon tiirevlerinin antitimér aktiviteleri {izerine birgok
calisma yer almaktadir.

Easmon vd., (1997) benzotiyazolil ve tiyazolil hidrazon tiirevlerini sentezlemisler
ve bu tirevlerin antiproliferatif aktivitelerini degerlenmislerdir. Test edilen tiyazolil
hidrazon tiirevlerinin 6zellikle Burkitt lenfoma hiicrelerine karsi oldukga iyi antikanser
etki gosterdigi gozlemlenmistir. Baz1 bilesiklerin hidroksiiire ile karsilastirildiginda 13-
900 kata kadar daha iyi antikanser etki gosterdigi ve hidroksiiireye karsi ¢apraz direng

gelismedigi saptanmistir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Piridin halkas: tasiyan tiyazolil hidrazon tiirevieri

Altintop vd., (2014a) pirazol halkasi tasiyan tiyazolil hidrazonlar sentezlemisler
ve bu bilesiklerin A549 insan akciger adenokarsinoma ve NIH/3T3 fare embriyonik
fibroblast hiicre dizileri tizerine sitotoksik etkilerini incelemislerdir. Cisplatin (ICso=
0.01 mM) ile karsilastirildiginda, bu seride 2-[2-((3,5-dimetil-1-fenil-1H-pirazol-4-
il)metilen)hidrazinil]-4-[4-(triflorometil)fenil]tiyazol bilesiginin (Sekil 2.9) A549 hiicre
dizisine (ICso= 0.0316 mM) karsi en aktif bilesik oldugu gézlemlenmistir. Ayrica bu
bilesigin NIH/3T3 hiicre dizisine karsi daha yiiksek 1Cso degerinde (1 mM) etkisini

gostermesi, A549 hiicre dizisine kars1 antikanser etkiSinin segici oldugunu gostermistir.

0
~. _N__S
N \‘/
w Ij\©\
N. N
N
CF;

Sekil 2.9. Pirazol halkast tasiyan tiyazolil hidrazon tiirevi

Altintop vd., (2014b) nitro siibstitiie furan halkas:1 tasiyan tiyazolil hidrazonlar
sentezlemisler ve bu tiirevlerin MCF-7 insan meme adenokarsinoma ve NIH/3T3 fare
embriyonik fibroblast hiicre dizilerine karsi antikanser aktivitelerini arasgtirmiglardir.
Cisplatin (ICso= 31.2 ug/mL) ile kiyaslandiginda, bu seride 2-[2-((5-(4-kloro-2-
nitrofenil)furan-2-il)metilen)hidrazinil]-4-(4-klorofenil)tiyazol bilesiginin (Sekil 2.10)
MCF-7 hiicre dizisine (ICso= 125 ng/mL) kars1 segici antikanser etki (NIH/3T3 hiicre
dizisi i¢in 1Cs0> 500 pg/mL) gosterdigi saptanmistir.
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Sekil 2.10. Furan halkas: tagiyan tiyazolil hidrazon tiirevi

Laczkowski vd., (2014) tiyazol tiirevi nitrojen mustardlar sentezlemisler ve elde
ettikleri bilesiklerin MV4-11 bifenotipik B miyelomonositik 16semi, MCF-7 insan
meme karsinoma, A549 insan akciger karsinoma, HCT116 insan kolon karsinoma ve

BALB/3T3 normal fare fibroblast hiicrelerine karst antiproliferatif etkilerini

degerlendirmislerdir (Sekil 2.11). (E)-4-((2-(4-(4-bromofenil)tiyazol-2-
il)hidrazono)metil)-N,N-bis(2-kloroetil)anilin, (E)-N,N-bis(2-kloroetil)-4-((2-(4-(4-
nitrofenil)tiyazol-2-il)hidrazono)metil)anilin, (E)-N-(4-(2-(2-(4-(bis(2-

kloroetil)amino)benziliden)hidrazinil)tiyazol-4-il)fenil)metansiilfonamit, (E)-N,N-bis(2-
Kloroetil)-4-((2-(4-(adamant-1-il)tiyazol-2-il)hidrazono)metil)anilin bilesikleri MV4-11
hiicreleri iizerine antiproliferatif etkilerini 0.634-3.61 pg/mL ICsp araliginda
gostermiglerdir.  (E)-N-(4-(2-(2-(4-(bis(2-kloroetil)amino)benziliden)hidrazinil)tiyazol-
4-il)fenil)metansiilfonamit bilesigi sirasiyla 2.32+0.6 ug/mL ve 2.81+0.9 pg/mL ICso
degerleri ile MCF-7 ve HCT116 hiicre dizilerine kars1 da ¢ok gii¢lii antiproliferatif etki
gostermistir. Bu bilesigin klinikte insan solid tlimoérlerinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan antikanser ilag olan cisplatine benzer etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.
(E)-4-((2-(4-(4-bromofenil)tiyazol-2-il)hidrazono)metil)-N,N-bis(2-kloroetil)anilin ~ ve
(E)-N-(4-(2-(2-(4-(bis(2-kloroetil)amino)benziliden)hidrazinil)tiyazol-4-

il)fenil)metansiilfonamit bilesiklerinin BALB/3T3 hiicre dizisine kars1 diisiik sitotoksik
etkileri, bu bilesiklerin antikanser etkilerinin seg¢ici oldugunu gostermistir. Bu
caligmada, (E)-N-(4-(2-(2-(4-(bis(2-kloroetil)amino)benziliden)hidrazinil)tiyazol-4-
il)fenil)metansiilfonamitin DNA bazlar1 ile olusturdugu model kompleks sistemlerin
etkilesim ve baglanma enerjilerinin kuantum kimyasal hesaplamalar1 da yapilmistir. Bu
bilesigin guanin ile etkilesiminin, diger niikleobazlarla etkilesiminden ¢ok daha giiclii
oldugu bulunmustur. Insan topoizomeraz II (hTopoll) enziminin ATP-baglama alan1 ve
DNA baglanma sitesi ile bilgisayar simiilasyonlar1 gerceklestirilmistir. Test edilen

bilesikler, potansiyel hTopoll inhibitorleri olarak tanimlanmiglardir.
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Sekil 2.11. Tiyazol tiirevi nitrojen mustardlar

Daha once yapilan bir ¢galismada, Chimenti vd. (2009) tarafindan siklopentiliden-
[4-(4'-klorofenil)tiyazol-2-il)hidrazon (CPTH2) in vitro ve in vivo GenSp agimi modiile
eden bir histon asetiltransferaz (HAT) inhibitorii olarak tanimlanmistir. Secci vd. (2014)
ise, CPTH2 oncii bilesiginden yola cikarak tiyazolil hidrazon tiirevleri sentezlemisler ve
bu tirevlerin HAT inhibitor aktivitelerini  degerlendirmislerdir.  1-(4-(4-
Klorofenil)tiyazol-2-il)-2-(propan-2-iliden)hidrazin ~ (BF1)  bilesigi, histon H3
asetilasyonu igin substrat selektivitesi ve in vitro rekombinant HAT Gcn5 ve p300
lizerine inhibitor aktivite gostermistir. BF1, HelLa servikal adenokarsinoma (kontrol),
U87 glioblastoma ve SK-N-BE(2) néroblastoma hiicreleri tizerinde denenmistir. BF1
uygulamasi ile genis ¢apli histon H3 asetilasyonu ve lizin 18 spesifik asetilasyonu

azalmistir (Sekil 2.12).

Cl Cl
N N
/A /A
S Il\IH S° NH
|
Na : Nj/
CPTH2 BF1

Sekil 2.12. CPTH2 ve BF1
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Tran Nguyen vd., (2015) karbazol halka sistemi tasiyan tiyazol tiirevleri
sentezlemisler ve bu tiirevlerin A549 insan akciger, MCF-7 insan meme ve HT-29 insan
kolon kanser hiicre dizilerine kars1 sitotoksik etkilerini incelemislerdir (Sekil 2.13). Bu
tirevler arasinda, 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 li¢ kanser hiicre dizisine karst kayda deger antikanser etki
gostermislerdir (Sekil 2.13). Bu tiirevlerin antioksidan etkileri de arastirilmistir. Test
edilen bilesiklerin referans bilesik olan butilhidroksitoluenden (BHT) daha yiiksek

antioksidan etki gosterdikleri tespit edilmistir.
H N H N
N N
= 0 aatavs

N N

N N

Sekil 2.13. Karbazol halkas: tasiyan tiyazol tiirevieri

Br N02

Gomha vd., (2015) triazol halkasi tasiyan tiyazol, tiyadiazol ve pirido[2,3-
d][1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5(1H)-on tiirevleri elde etmisler ve bu tiirevlerin MCF-
7 insan meme karsinoma ve HepG2 insan hepatoselliiler karsinoma hiicre dizileri
lizerine antikanser etkilerini ve yapi-etki iligkilerini degerlendirmislerdir. Yapilan etki
testlerinde, 4-metil-2-(2-(1-(5-metil-1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-il)etiliden)hidrazinil)-5-
(fenildiazenil)tiyazol bilesigi MCF-7 ve HepG2 hiicre dizilerine (sirasiyla [Cso=
3.4+0.23 uM ve 1.1940.07 uM) kars1 kayda deger etki gostermistir (Sekil 2.14).

Sekil 2.14. Triazol halkasi tasiyan tiyazol tiirevi

Kaplancikli vd., (2017a) tiyazolil hidrazon tiirevleri sentezlemisler ve bu

tirevlerin A549 insan akciger adenokarsinoma, HepG2 insan hepatoselliiler karsinoma,

17



C6 sigan glioma ve NIH/3T3 fare embriyonik fibroblast hiicre dizileri tizerindeki
sitotoksik etkilerini arastirmislardir. Cisplatin (IC5=0.091 mM) ile karsilastirildiginda,
4-(4-metilsiilfonilfenil)-2-(2-(4-fenilsiklohekziliden)hidrazinil)tiyazoliin, HepG2 hiicre
dizisine (ICso= 0.316 mM) kars1 en umut verici antikanser ajan oldugu bulunmustur.
Ayrica  4-(4-klorofenil)-2-(2-(4-fenilsiklohekziliden)hidrazinil)tiyazol ~ ve  4-(4-
siyanofenil)-2-(2-(4-fenilsiklohekziliden)hidrazinil)tiyazol bilesikleri HepG2 hiicre
dizisine kars1 sitotoksik etkilerini sirasiyla 0.81 mM ve 0.79 mM ICsg degerleri ile
gostermislerdir. Bu bilesiklerin selektivite indeks (SI) degerlerinin de yiiksek oldugu
tespit edilmistir (Sekil 2.15).

Cl CN
H N H N
N | N~ ]

Sekil 2.15. 4-Aril-2-(2-(4-fenilsiklohekziliden)hidrazinil)tiyazol tiirevieri

Ergii¢ vd., (2018) kinolin halkasi tasiyan tiyazolil hidrazonlar sentezlemislerdir.
Bu bilesiklerin A549 insan akciger adenokarsinoma, HepG2 insan hepatoselliiler
karsinoma ve MCF-7 insan meme adenokarsinoma ve NIH/3T3 fare embriyonik
fibroblast (saglikli) hiicre dizileri lizerine sitotoksik aktiviteleri arastirilmigtir. 4-
(Naftalen-2-il)-2-(2-((kinolin-4-il)metilen)hidrazinil)tiyazol, A549 ve MCF-7 hiicre
dizilerine (sirasiyla 0.059+0.007 mM ve 0.075+0.005 mM ICso degerleri ile) karst
cisplatinden (sirasiyla 0.084+0.02 mM ve 0.140+£0.01 mM ICsp degerleri ile) daha segici
etki gosterdigi saptanmistir (Sekil 2.16). 4-(4-Klorofenil)-2-(2-((kinolin-4-il)metilen)
hidrazinil)tiyazol bilesiginin (ICso= 0.084+0.001 mM) HepG2 hiicre dizisine karsi
cisplatinden (ICso= 0.113+0.006 mM) daha etkili oldugu, 4-(4-siyanofenil)-2-(2-
((kinolin-4-il)metilen)hidrazinil)tiyazol bilesiginin (ICso= 0.124+0.02 mM) ise HepG2

hiicre dizisi tizerinde cisplatine benzer etki gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 2.16. Kinolin halkas: tasiyan tiyazolil hidrazon tirevieri

Altintop vd., (2018) Akt inhibitorii giiclii antikanser ajanlar gelistirmek amaciyla
tiyazolil hidrazon tiirevleri sentezlemisler ve bu bilesiklerin A549 insan akciger
adenokarsinoma, C6 sican glioma ve NIH/3T3 (saglikli) fare embriyonik fibroblast
hiicre dizileri tizerine sitotoksik etkilerini incelemislerdir. Ayrica en giiglii antikanser
bilesiklerin apoptoz ve Akt yolag: iizerindeki etkileri de arastirilmistir. 2-[2-((4-(4-
Siyanofenoksi)fenil)metilen)hidrazinil]-4-(4-siyanofenil)tiyazol bilesiginin A549 ve C6
hiicreleri iizerindeki secici antikanser etkilerinden (sirastyla 12.0£1.73 pug/mL ve
3.83+0.76 ug/mL ICsp degerleri ile) dolayr bu serideki en umut verici antikanser ajan
oldugu bulunmustur. Ayrica, bu bilesik (%32.8), C6 hiicre dizisinde apoptozu
cisplatinden (%28.8) daha fazla indiikklemis ve Akt enzimini Onemli o&l¢iide
(%71.66£4.09) inhibe etmistir. Molekiiler docking ¢alismasina gore, bu bilesigin 4-
siyanofenil halkasi Akt enziminin (PDB kodu: 4EJN) aktif bdlgesinde Tyr272 amino
asidi ile n-m etkilesimi goéstermistir. In silico absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve
atilim (ADME) calismalari sonucu bu bilesigin Lipinski’nin bes kuralina uydugu

belirlenmis olup bilesigin iyi oral biyoyararlanima sahip olmasi 6ngériilmektedir.
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Sekil 2.17. Tiyazolil hidrazon tiirevi bilesigin Akt enziminin aktif bolgesindeki docking etkilegsimleri

Akalin Cift¢i vd. (2017), imidazol/triazol halkasi tasiyan tiyazolil hidrazonlar
sentezlemiglerdir. Bu tiirevlerin A549 insan akciger adenokarsinoma, C6 sigan glioma
ve NIH/3T3 fare embriyonik fibroblast hiicre dizileri tizerindeki sitotoksik etkileri
degerlendirilmistir. Antikanser aktivite ve kolinesterazlar arasindaki iliskiyi arastirmak
igin, biitiin bilesiklerin, Ellman’in spektrofotometrik yonteminin bir modifikasyonu
kullanilarak asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BUChE) inhibitor etkileri
degerlendirilmistir. Genel olarak, bilesikler C6 hiicreleri {izerinde A549 hiicrelerine
kiyasla daha giiclii sitotoksik etki gostermislerdir. Cisplatin (1Cs0=12.67+3.06 pg/mL)
ile karsilastirildiginda, bu seride 2-[2-(4-(1H-1,2,4-triazol-1-il)benziliden)hidrazinil]-4-
(4-nitrofenil)tiyazol, 13.00+£1.00 pg/mL ICsg degeri ile C6 hiicreleri tizerindeki belirgin
sitotoksik etkisinden ve NIH/3T3 hiicre dizisine (ICs0=733.33+256.58 pg/mL) karst
diistik sitotoksisitesinden dolay1 en umut verici ajan olarak tespit edilmistir. Bu bilesigin
DNA sentezi inhibisyon yiizdesi %62.2 iken, cisplatinin inhibisyon yiizdesi ise
%53.95'tir. Ayrica bu bilesik, erken ve ge¢ apoptotik hiicre popiilasyonunu (%18.3)
cisplatinden (%16.3) daha fazla arttirmistir. Bununla birlikte bu bilesik, AChE ve
BuChE enzimlerine kars1 herhangi bir inhibitor aktivite gostermemistir. Bu sonug, bu
bilesigin antikanser aktivitesi ile kolinesterazlar arasinda bir iliski olmadigimi

gostermistir.
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NO,

Sekil 2.18. 2-[2-(4-(1H-1,2,4-Triazol-1-il)benziliden)hidrazinil]-4-(4-nitrofenil)tiyazol
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
2,3-(Metilendioksi)benzaldehit

2,4'-Dibromoasetofenon
2-Bromo-1-(3-tiyenil)-1-etanon
2-Bromo-1-[4-(metilsiilfonil)fenil]-1-etanon
2-Bromo-2',4'-dikloroasetofenon
2-Bromo-2'-asetonafton
2-Bromo-3',4'-dikloroasetofenon
2-Bromo-3'-floroasetofenon
2-Bromo-3'-kloroasetofenon
2-Bromo-4'-floroasetofenon
2-Bromo-4'-kloroasetofenon
2-Bromo-4'-metilasetofenon
2-Bromo-4'-metoksiasetofenon
2-Bromo-4'-nitroasetofenon
2-Bromo-4'-siyanoasetofenon
2-Bromo-4'-triflorometilasetofenon
2-Bromoasetofenon

Absolii etanol

ADP-Glo kinaz testi
Apoptotik/nekrotik/saglikli hiicreleri tespit
etme Kiti

Dimetil siilfoksit (DMSO)

DMSO-ds

Fetal bovine serumu (FBS)

Kinaz selektivite profilleme sistemi (TK-2)
Metanol

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) medium

Tiyosemikarbazit
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: Sigma-Aldrich, Almanya
: Acros, Belcika

: ChemCruz, ABD

: Maybridge, Ingiltre

: Acros, Belcika

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Acros, Belcika

: Acros, Belgika

: Acros, Belgika

: Acros, Belcika

: Acros, Belcika

: Acros, Belgika

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: J.T. Baker, Hollanda

: Promega Corporation, ABD

: PromoKine, Almanya

: Wako Pure Chemical Industries,

Japonya

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, ABD

: Promega Corporation, ABD

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Wako Pure Chemical Industries,

Japonya

: Fluka, Almanya



3.2. Kullanilan Hiicre Dizileri

HL-60 Hiicre dizisi : Kumamoto Universitesi Hastanesi, Japonya
Jurkat Hiicre dizisi : Kumamoto Universitesi Hastanesi, Japonya
K562 Hiicre dizisi : Kumamoto Universitesi Hastanesi, Japonya
MT-2 Hiicre dizisi : Kumamoto Universitesi Hastanesi, Japonya
PBMC Hiicre dizisi : Precision Bioservices, ABD

3.3. Kullanilan Cihazlar

Biorevo BZ-9000 floresan mikroskobu : Keyence, Japonya

Erime derecesi tayin cihazi : Mettler-Toledo MP90, ABD
Hassas terazi : Mettler-Toledo, ABD
Infinite M1000 mikroplaka okuyucu : Tecan, Avusturya

IR spektrofotometresi : Shimadzu, Japonya

Kiitle spektrometresi : Shimadzu, Japonya
Magnetik tabanli 1sitic karistirict : Heidolph, Almanya

NMR spektrometresi : Agilent, ABD
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4. YONTEMLER
4.1. Baslangic Maddesinin (1) Genel Sentez Yontemi (Yontem 1)
Esdeger miktar 2,3-metilendioksibenzaldehit ve tiyosemikarbazit etanol iginde 12

saat geri ¢eviren sogutucu altinda kaynatilmistir. Coken madde stiziilerek alinmis ve

kurutulmustur. Uriin etanol ile saflastirilmistir (Sekil 4.1) (Ergii¢ vd., 2018).

S
0 H2N—ll\{1—&—NH2 O
{ - {
o)

Sekil 4.1. 2,3-Metilendioksibenzaldehit tiyosemikarbazonun sentezi

4.2. Sonu¢ Maddelerinin (2a-p) Genel Sentez Yontemi (Yontem 2)

Esdeger miktar 2,3-(metilendioksi)benzaldehit tiyosemikarbazon (1) ve 2-bromo-
1-ariletanon tiirevi etanol iginde 8 saat geri geviren sogutucu altinda kaynatilmistir.

Coken madde siiziilerek alinmis ve kurutulmustur. Uriin etanol ile saflastiriimistir (Sekil

4.2) (Ergii¢ vd., 2018).

S
/N\NJJ\NH A\
H 2 9 H S
<o R-C—CH,Br <o
0 A o)

Sekil 4.2. 4-Aril-2-[2-((1,3-benzodioksol-4-il)metilen)hidrazinil]tiyazol tirevierinin sentezi

4.3. Elde Edilen Bilesiklerin Analizi
4.3.1. Erime noktasi (E.N.) tespiti

Elde edilen bilesiklerin E.N. tayinleri, bir ucu kapali kilcal tiipler igerisinde erime
derecesi tayin cihazi ile gerceklestirilmistir.
4.3.2. IR spektrumlarimmin alinmasi

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

spektrometresinde alinmustir.
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4.3.3. '"H NMR spektrumlarinin alinmasi

Elde edilen bilesikler DMSO-ds iginde ¢ozelti haline getirildikten sonra, *H NMR
spektrumlar1 400 MHz NMR spektrometresinde alinmustir.
4.3.4. 3C NMR spektrumlarinin alinmasi

Elde edilen bilesikler DMSO-ds icinde ¢dzelti haline getirildikten sonra, *C NMR
spektrumlar1 100 MHz NMR spektrometresinde alinmastir.

4.3.5. Kiitle spektrumlarinin alinmasi

Bilesiklerin Yiiksek Coziinirlikli Kiitle Spektrometrisi (HRMS) analizleri,
metanol iginde c¢ozelti haline getirildikten sonra elektrosprey iyonlastirma (ESI)
yontemi ile kiitle spektrometresinde gerceklestirilmistir.

4.4. Biyolojik Etki Calismalar:

Sonug bilesiklerinin antikanser etkileri i¢in degerlendirme yapilirken, ilk asamada,
bilesiklerin sitotoksik etkileri hiicre canlilif testi ile tespit edilmistir. Ikinci asamada,
onemli sitotoksik etki gosteren bilesiklerin apoptotik/nekrotik ve TK inhibitor etkileri
belirlenmistir.

4.4.1. Hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi ve test bilesiklerinin uygulanmasi

K562, HL-60, MT-2, Jurkat insan 1osemi ve PBMC hiicreleri %10 fetal bovine
serumu (FBS) ve 89 pg/mL streptomisin ile takviye edilmis RPMI 1640 i¢inde %5 CO»
iceren nemlendirilmis bir atmosferde 37 °C'de kiiltiire edilmistir. Deneylerde, tiim
kanser hiicre dizileri ve PBMC dizisi sirasiyla 2 x 10* hiicre/mL ve 1 x 10° hiicre/mL
olacak sekilde 24-kuyucuklu ve 96-kuyucuklu plakalarda 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Bilesiklerin ve imatinibin stok c¢ozeltileri 0.1-10 mM arasindaki
konsantrasyonlarda DMSO igerisinde hazirlanmis ve taze kiiltiir ortamiyla ilave
seyreltme yapilmistir. Nihai kiiltiir ortamindaki DMSO konsantrasyonu, hiicre canliligi

tizerinde higbir etkisi olmayacak sekilde %1 dir (Altintop vd., 2017).
4.4.2. Hiicre canhihig testi

Tiyazolil hidrazon tiirevlerinin (2a-p) ve imatinibin hiicre canlilig1 tizerindeki
etkileri, literatiirde tarif edildigi gibi 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir (MTT) testi ile belirlenmistir. Hiicreler, 37°C'de bilesiklerin ¢esitli
konsantrasyonlarina (1-100 uM) 24 saat boyunca maruz birakilmistir. Hiicreler daha
sonra MTT ¢ozeltisi ile boyanmig ve 4 saat daha inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda,

tist faz uzaklastirllmig ve formazan kristallerini ¢6zmek i¢in her bir kuyucuga 100 pL
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DMSO eklenmistir. Cozeltinin absorbansi, 630 nm'de arka plan ¢ikarimi ile 550 nm'lik
bir dalga boyunda Infinite M1000 plaka okuyucusu kullanilarak Ol¢iilmistiir. Tim
deneyler ti¢ kez yapilmis ve ICso degerleri absorbansi kontrol degerlerinin %50'sine
diisiiren ila¢ konsantrasyonlar1 olarak tanimlanmustir.

Bilesiklerin Sl degerleri asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir (Zhou vd.,
2016).

SI= PBMC hiicre dizisi i¢in ICso / K562 hiicre dizisi i¢in ICso

4.4.3. Hiicre oliimiiniin tespiti

K562 Hiicreleri, 10 uM konsantrasyonda bu serideki en etkili bilesikler ve
imatinib ile birlikte 12 saat boyunca inkiibe edilmistir. Apoptotik/nekrotik/saglikli
hiicreleri tespit etme kit protokolii, iiretici firmanin kullanim talimatlarina gore
uygulanmustir. Hiicreler iki kez 1 x baglama tamponu ile yikandiktan sonra, boyama
soliisyonu (50 puL 1 x baglama tamponu, 5 pL floresan izotiyosiyanat (FITC)-Anneksin
V ¢ozeltisi, 5 pL etidyum homodimer III ¢ozeltisi ve 5 pl Hoechst 33342 ¢ozeltisi)
eklenmis ve karanlikta oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra
hiicreler 1 x baglama tamponu ile yikanmig ve hepsi bir arada Biorevo BZ-9000
floresan mikroskobu ile analiz edilmistir. Saglikli hiicrelerin (Hoechst 33342), apoptotik
hiicrelerin (Anneksin V), ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicrelerin (Anneksin V ve
etidyum homodimer I1l) ve nekrotik hiicrelerin (Etidyum homodimer III) sayis1 daha
once tarif edildigi gibi sayilmistir (Tateishi vd., 2017).

4.4.4. Kinaz inhibisyon testi

ABL1 kinaz profili tahlil protokolii, iiretici firmanin talimatlar1 modifiye edilerek
uygulanmistir (Cift¢i vd., 2018). Bu sistemde, ABL1, 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 iizere sekiz kinaz kullanilarak ¢oklu doz-
yanit deneyleri gergeklestirilmistir. ABL1 kinaz1 ve substrati sirasiyla 95 ulL 2.5 x kinaz
tamponu ve 100 uM ATP c¢ozeltisinin 15 pL’si ile seyreltilmistir. Daha sonra, ABL1
kinazin reaksiyonu, 384 kuyucuklu plakta, degisen konsantrasyonlarda (0.1-100 pM) 2
uL bilesik ¢ozeltisi, 4 pL kinaz c¢aligma stoku ve 4 uL. ATP/substrat ¢aligma stoku
igerisinde kullanilarak gerceklestirilmistir. Oda sicakliginda 1 saat inkiibasyon sonrasi,
ABLI kinazin aktivitesi, ADP-Glo kinaz deneyi kullanilarak tespit edilmis ve
bilesiklerin doz-yanit modundaki kinaz inhibitor aktiviteleri, Infinite M1000 liiminesans

plaka okuyucusu ile ol¢iilmiistiir. Kinaz aktivitesini %50 azaltmak igin gereken test
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edilen bilesik 1Cso degerleri ImageJ yazilimi kullanilarak hesaplanmigtir (Altintop vd.,
2018b).
4.5. Molekiiler Docking Calismasi

ABL1 kinaz bodlgesinin imatinib ile kompleks halinde kristal yapisi, protein veri
bankasindan (PDB kodu: 1IEP) elde edilmistir. Docking simiilasyonlar1 oncesinde,
bilesik 2j ve 1IEP hazirligi, hidrojenlerin eklenmesini, baglanma diizeninin atanmasini
ve dogru protonasyonun degerlendirilmesini kapsayacak sekilde yapilmigtir (Radwan
vd., 2016; Koga vd., 2017). MOE 2018.01 yazilimi (Chemical Computing Group,
Montreal, Kanada), varsayilan parametrelerini kullanarak hazirlik, etkilesimli docking,

gorsellestirme ve analiz prosediirlerinde kullanilmistir. En iyi skor pozu se¢ilmistir.
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5.BULGULAR
5.1. Kimyasal Calismalar
5.1.1. 2,3-(Metilendioksi)benzaldehit tiyosemikarbazon (1)

2,3-Metilendioksibenzaldehit (0.03 mol; 4.50 g) ve tiyosemikarbazit (0.03 mol;
2.73 @) kullanilarak Yontem 1’e gore sentezlenmistir (Sekil 5.1).

~ N NH,
H 2

Sekil 5.1. Bilesik 1

Verim : %85

EN. :223°C

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 6.07 (s, 2H), 6.82 (t, J= 7.6 Hz, 8.0 Hz,
1H), 6.88 (dd, J= 1.2 Hz, 7.6 Hz, 1H), 7.51 (dd, J= 1.2 Hz, 8.2 Hz, 1H), 7.90 (s, 1H),
8.14 (s, 1H), 8.24 (s, 1H), 11.54 (s, 1H) (Sekil 5.2).

1.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8,5 8,0 . 18 7.0 6.5 _ ppm

Sekil 5.2. Bilesik 1 e ait *H NMR spektrumu
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13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 101.52 (CH2), 109.16 (CH), 116.29
(CH), 118.13 (C), 121.67 (CH), 135.95 (CH), 146.37 (C), 147.60 (C), 177.97 (C) (Sekil
5.3).

o &
ER 2
B3
8 5% 3 : g & 3 8
E 1 “ T s a 3
3 ! 8 | &= g g
| \ A | !
1 i i | i
| ‘
! ’ ‘ . . | Rl
\ T ‘ i S i ' T i
180 170 160 150 140 130 120 110 pom

Sekil 5.3. Bilesik 1’e ait *C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]* C9oHoN3O2S igin hesaplanan: 224.0488, bulunan:
224.0430 (Sekil 5.4).

Measured region for 224.0430 m/z
| 224.0430
|

100.0
|

225.0429
A

1) e e e | | % S | SR DS | | R S RSV PTIESNSIOPR | RPN PR
2236 2238 2240 2242 2244 2246 2248 22560 2252 2254 2256 2258 2260 2262 2264

C9 HON3 02 S [M+H+ : Predicted region for 224.0488 miz
224.0488

100.0

2250514
226.0463

0 R : - - : y
2236 2238 2240 2242 2244 2246 2248 2250 2252 2254 2256 2258 2260 2262 2264

Rank _Score Formula (M) [ e MR Mees. m/z__Pred. miz_Df.(mDa) Df.(ppm)  Iso DBE
0.00 C9HSN3 02§ [M+H]+ 224.0430  224.0488 58 2589 1262 7.0

Sekil 5.4. Bilesik 1’e ait HRMS spektrumu
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5.1.2. 4-Fenil-2-[2-((1,3-benzodioksol-4-il)metilen)hidrazinil]tiyazol (2a)
2,3-(Metilendioksi)benzaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3349 g) ve 2-

bromoasetofenon (1.5 mmol; 0.2986 g) kullanilarak Yontem 2’ye gore sentezlenmistir
(Sekil 5.5).

N
N ]\
Z~ N S
H
<O
(0]

Sekil 5.5. Bilesik 2a

Verim : %86

ENN. :2333°C

IR Vmaks (cm™): 3211.48 (N-H gerilim band1), 3074.53, 3024.38 (Aromatik C-H
gerilim bandlar1), 2916.37, 2899.01, 2846.93, 2711.92 (Alifatik C-H gerilim bandlari),
1610.56, 1602.85, 1492.90, 1448.54 (N-H egilme bandi ve C=C, C=N gerilim bandlari),
1319.31, 1271.09, 1211.30, 1178.51, 1109.07, 1055.06, 1033.85 (C-H egilme, C-N, C-
O gerilim ve aromatik C-H diizlem igi egilme bandlari), 997.20, 931.62, 912.33, 875.68,
842.89, 759.95, 742.59, 719.45, 682.80 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve
C-S gerilim bandi) (Sekil 5.6).
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Sekil 5.6. Bilesik 2a’ya ait IR spektrumu
'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 6.10 (s, 2H), 6.87-6.93 (m, 2H), 7.22

(dd, J= 1.6 Hz, 7.6 Hz, 1H), 7.29-7.33 (m, 2H), 7.41 (t, J= 7.2 Hz, 7.6 Hz, 2H), 7.84 (d,
J= 7.2 Hz, 2H), 8.14 (s, 1H), 11.95 (brs, 1H) (Sekil 5.7).
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Sekil 5.7. Bilesik 2a’ya ait *H NMR spektrumu
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 101.50 (CH2), 108.78 (CH), 116.44 (2CH),

117.39 (C), 121.96 (CH), 125.61 (2CH), 127.74 (CH), 128.65 (2CH), 134.11 (C),
135.79 (CH), 145.56 (C), 147.74 (C), 149.67 (C), 168.07 (C) (Sekil 5.8).

Agilent Technologies

BON (s2pul)

: May 11 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 X
erator: vnmrl
Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.304 sec
Width 25125.6 Hz
756 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243743 Mz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB
continuously o
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Mz

Total time 30 min

220 200 180 160 140 20 0 ppm

Sekil 5.8. Bilesik 2a’ya ait **C NMR spektrumu
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HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C17H13N302S igin hesaplanan: 324.0801, bulunan:

324.0794 (Sekil 5.9).

Measured region for 324.0794 m/z

324.0794
100.0+ ﬁ
] ]
|
“
i
50.04 [
“‘
! 325.0824
| i I 326.0786
Gl — ELW, S — WA S ,,..,__3;,.,.,‘,, s P S
324.0 324.5 325.0 325.5 326.0 326.5 327.0 327.5
C17 H13 N3 02 S [M+H]+ : Predicted region for 324.0801 m/z
324.0801
100.04 I
|
|
I
[
50.0 [
325.0830
326.0793
0 T | T T T T T T
324.0 324.5 325.0 3255 3260 3265 3270 3275 |
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 91.07 C17H13N302S [M+H]+ 324.0794 324.0801 -0.7 -2.16 93.79 13.0

Sekil 5.9. Bilegik 2a’ya ait HRMS spektrumu

5.1.3. 4-(4-Nitrofenil)-2-[2-((1,3-benzodioksol-4-il)metilen)hidrazinil]tiyazol (2b)

2,3-(Metilendioksi)benzaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3349 g) ve 2-

bromo-4'-nitroasetofenon (1.5 mmol; 0.3661 g) kullanilarak Yontem 2’ye gore

sentezlenmistir (Sekil 5.10).

Verim : %90

NO,

N
N I\
Z~ N S
H

Sekil 5.10. Bilesik 2b

33



EN. :2225°C

IR Vmaks (cm™): 3390.86 (N-H gerilim bandi), 3120.82 (Aromatik C-H gerilim
bandi), 2989.66, 2914.44 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1625.99, 1589.34, 1504.48,
1452.40 (N-H egilme bandi, NO2, C=C ve C=N gerilim bandlar1), 1433.11, 1336.67,
1323.17, 1286.52, 1246.02, 1178.51, 1130.29, 1107.14, 1049.28 (C-H egilme, C-N, C-
O gerilim ve aromatik C-H diizlem igi egilme bandlar1), 995.27, 933.55, 848.68, 765.74,
740.67, 715.59, 692.44 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlari ve C-S gerilim
bandi) (Sekil 5.11).
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Sekil 5.11. Bilesik 2b’ye ait IR spektrumu
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 6.10 (s, 2H), 6.86-6.91 (m, 2H), 7.21

(dd, J= 2.0 Hz, 7.2 Hz, 1H), 7.68 (s, 1H), 8.07-8.09 (m, 3H), 8.25 (d, J= 8.8 Hz, 2H),
12.30 (brs, 1H) (Sekil 5.12).
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Sekil 5.12. Bilesik 2b’ye ait *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 101.44 (CH), 108.65 (CH), 116.41 (2CH),
117.36 (C), 121.89 (CH), 124.02 (2CH), 126.28 (2CH), 135.59 (C), 140.57 (CH),
145.49 (C), 146.18 (C), 147.69 (C), 148.47 (C), 168.39 (C) (Sekil 5.13).

Agilent Technologies

EDN-2_20180512_01
drile: CARBON_ 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: May 12 2018

Temp. 30.0 C / 303.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB
4

continuo
WALTZ-16
DATA PROCE:
Line

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

Sekil 5.13. Bilegik 2b ye ait **C NMR spektrumu
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HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C17H12N404S igin hesaplanan: 369.0652, bulunan:
369.0647 (Sekil 5.14).

Measured region for 369.0647 m/z

[ 369.0647
| 100.0

i

‘) 50.0-

‘ | 370,0685

‘ o N0 |\ || s - R
[ 369.0 369.5 3700 3705 3710 315

C17H12 N4 O4 S [M+H]+ : Predicted region for 369.0652 m/z

369.0652 1‘
100.0
l |
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(| I || || | — .| "— - ——t . e S——
. 3690 3695 370.0 370.5 371.0 3715 372.0 |
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 3879 C17H12N4 04 S [M+H]+ 369.0647 369.0652 -0.5 -1.35 39.13 14.0

Sekil 5.14. Bilesik 2b’ye ait HRMS spektrumu

5.1.4. 4-(4-Siyanofenil)-2-[2-((1,3-benzodioksol-4-il)metilen)hidrazinil]tiyazol (2c)
2,3-(Metilendioksi)benzaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3349 g) ve 2-
bromo-4'-siyanoasetofenon (1.5 mmol; 0.3361 g) kullanilarak Yontem 2’ye gore

sentezlenmistir (Sekil 5.15).

CN
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Sekil 5.15. Bilesik 2¢
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Verim : %91

E.N. :193.8°C

IR Vmaks (cm™): 3402.43 (N-H gerilim bandi), 3184.48, 3120.82, 3001.24
(Aromatik C-H gerilim bandlar1), 2897.08, 2848.86 (Alifatik C-H gerilim bandlar1),
2216.21 (C=N gerilim bandi), 1606.70, 1575.84, 1558.48, 1496.76, 1450.47 (N-H
egilme band1 ve C=C, C=N gerilim bandlar1), 1431.18, 1361.74, 1325.10, 1282.66,
1271.09, 1246.02, 1176.58, 1130.29, 1118.71, 1049.28 (C-H egilme, C-N, C-O gerilim
ve aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandlar1), 995.27, 935.48, 910.40, 833.25, 763.81,
738.74, 702.09, 659.66 (Aromatik C-H diizlem dist egilme bandlari ve C-S gerilim
bandi) (Sekil 5.16).
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Sekil 5.16. Bilesik 2¢'ye ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 6.10 (s, 2H), 6.87-6.92 (m, 2H), 7.22
(dd, J= 2.0 Hz, 7.4 Hz, 1H), 7.63 (s, 1H), 7.85 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 8.02 (d, J= 8.4 Hz,
2H), 8.10 (s, 1H), 12.30 (brs, 1H) (Sekil 5.17).
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Sekil 5.17. Bilesik 2¢ye ait *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 101.44 (CHy), 108.71 (CH), 109.58 (C), 116.42
(2CH), 117.35 (C), 118.93 (C), 121.91 (CH), 126.08 (2CH), 132.65 (2CH), 135.53 (C),
138.67 (CH), 145.48 (C), 147.70 (C), 148.77 (C), 168.30 (C) (Sekil 5.18).

Agilent Technologies

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.550 sec

width 21141.6 Hz

895 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243788 Mz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz

180 160 140 120 100 80 60

40 20 0 ppm

Sekil 5.18. Bilegik 2¢ye ait *C NMR spektrumu
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HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C1gH12N4O>S igin hesaplanan: 349.0754, bulunan:
349.0744 (Sekil 5.19).

Measured region for 349.0744 m/z

349.0744
100.04 |
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C18H12 N4 O2 S [M+H]+ : Predicted region for 349.0754 m/z =
[ 349.0754
100.0-
|
‘ 50.04
350.0782
|
351.0748
349.0 349.5 350.0 350.5 351.0 351.5 3520 352.5
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/iz__ Pred. m/z_Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 83.00 C18H12N402S [M+H]+ 349.0744 349.0754 -1.0 -2.86 87.05 15.0

Sekil 5.19. Bilesik 2c'ye ait HRMS spektrumu

5.1.5. 4-(4-Triflorometilfenil)-2-[2-((1,3-benzodioksol-4-il)metilen)hidrazinil]tiyazol
(2d)

2,3-(Metilendioksi)benzaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3349 g) ve 2-
bromo-4'-triflorometilasetofenon (1.5 mmol; 0.4006 g) kullanilarak Yoéntem 2’ye gore
sentezlenmistir (Sekil 5.20).

CF,
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Sekil 5.20. Bilesik 2d
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Verim : %85

ENN. :1788°C

IR Vmaks (cm™): 3441.01 (N-H gerilim band1), 3180.62, 3089.96 (Aromatik C-H
gerilim bandlari), 2983.88, 2920.23 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1616.35, 1568.13,
1500.62, 1454.33 (N-H egilme bandi ve C=C, C=N gerilim bandlar1), 1429.25, 1409.96,
1371.39, 1323.17, 1246.02, 1163.08, 1149.57, 1095.57, 1070.49, 1039.63, 1012.63 (C-
H egilme, C-N, C-O gerilim ve aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandlari), 993.34,
927.76, 840.96, 769.60, 740.67, 707.88, 678.94 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme
bandlar1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil 5.21).
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Sekil 5.21. Bilesik 2dye ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 6.11 (s, 2H), 6.87-6.93 (m, 2H), 7.23
(dd, J= 2.0 Hz, 7.4 Hz, 1H), 7.55 (s, 1H), 7.75 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 8.06 (d, J= 8.4 Hz,
2H), 8.10 (s, 1H), 12.29 (brs, 1H) (Sekil 5.22).
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Sekil 5.22. Bilesik 2d ye ait *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 101.41 (CHy), 108.65 (CH), 116.46 (2CH),
117.32 (C), 121.87 (CH), 122.94 (C), 125,52 (d, J= 3.9 Hz, 2CH), 125.98 (2CH),
127.69 (C), 135.35 (C), 138.29 (CH), 145.46 (C), 147.69 (C), 148.98 (C), 168.25 (C)
(Sekil 5.23).

Agilent Technologies

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 5.23. Bilesik 2dye ait *C NMR spektrumu
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HRMS (ESI) (m/z): [M+H]* C1sH12FsN30,S igin hesaplanan: 392.0675, bulunan:
392.0674 (Sekil 5.24).

Measured region for 392.0674 m/iz
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C18 H12 N3 O2 F3 S [M+H]+ : Predicted region for 392.0675 m/z
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Rank Score Formula(M) L R Ay Meas.m/z__ Pred. m/z_Df.(mDa) Df.(ppm)  Iso DBE
1 93.92 C18H12N302F3S [M+H]+ 392.0674 392.0675 -0.1 -0.26 93.92 13.0

Sekil 5.24. Bilesik 2dye ait HRMS spektrumu

5.1.6. 4-(4-Florofenil)-2-[2-((1,3-benzodioksol-4-il)metilen)hidrazinil]tiyazol (2e)
2,3-(Metilendioksi)benzaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3349 g) ve 2-
bromo-4'-floroasetofenon (1.5 mmol; 0.3256 g) kullanilarak Yontem 2’ye gore

sentezlenmistir (Sekil 5.25).
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Sekil 5.25. Bilesik 2e
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Verim : %86

EN. :2385°C

IR Vmaks (cm™): 3270.62 (N-H gerilim bandi), 3076.46 (Aromatik C-H gerilim
band1), 2895.15, 2848.86 (Alifatik C-H gerilim bandlari), 1612.49, 1597.06, 1506.41,
1494.83, 1448.54 (N-H egilme bandi ve C=C, C=N gerilim bandlar1), 1315.45, 1273.02,
1236.37, 1207.44, 1178.51, 1165.00, 1107.14, 1056.99, 1035.77 (C-H egilme, C-N, C-
O gerilim ve aromatik C-H diizlem igi egilme bandlar1), 995.27, 931.62, 912.33, 877.61,
837.11, 767.67, 742,59, 711.73 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S
gerilim bandi) (Sekil 5.26).
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Sekil 5.26. Bilesik 2eye ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6.10 (s, 2H), 6.86-6.92 (m, 2H), 7.22-7.25 (m,
3H), 7.30 (s, 1H), 7.87 (td, J= 2.0 Hz, 2.4 Hz, 3.6 Hz, 6.0 Hz, 6.2 Hz, 2H), 8.12 (s, 1H),
12.30 (brs, 1H) (Sekil 5.27).
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12.0

Sekil 5.27. Bilesik 2e'ye ait *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 101.44 (CHy), 108.70 (CH), 115.42 (d, J= 21.3
Hz, 2CH), 116.46 (2CH), 117.34 (C), 121.90 (CH), 127.54 (d, J= 8.3 Hz, 2CH), 130.93
(C), 135.55 (CH), 145.49 (C), 147.70 (C), 148.93 (C), 162.85 (C), 168.09 (C) (Sekil
5.28).

Agilent Technologies

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

Sekil 5.28. Bilesik 2¢ 'ye ait *>C NMR spektrumu
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HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C17H12FN30:S i¢in hesaplanan: 342.0707, bulunan:
342.0693 (Sekil 5.29).

Measured region for 342.0693 m/z
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Rank Score Formula (M) lon Meas. m/iz __ Pred. m/z_Df. (mDa) Df. (|
e R 5 . 3 . (ppm) Iso DBE
1 9228 C17H12N302F S [M+H]+ 342.0693 342.0707 -1.4 -4.09 100.00 13.0

Sekil 5.29. Bilesik 2e’ye ait HRMS spektrumu

5.1.7. 4-(4-Klorofenil)-2-[2-((1,3-benzodioksol-4-il)metilen)hidrazinil]tiyazol (2f)
2,3-(Metilendioksi)benzaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3349 g) ve 2-
bromo-4'-kloroasetofenon (1.5 mmol; 0.3502 g) kullanilarak Yontem 2’ye gore

sentezlenmistir (Sekil 5.30).
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Sekil 5.30. Bilesik 2f
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Verim : %87

EN. :2253°C

IR Vmaks (cm™): 3352.28 (N-H gerilim band1), 3170.97, 3061.03 (Aromatik C-H
gerilim bandlari), 2895.15, 2848.86 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1579.70, 1500.62,
1477.47 (N-H egilme band1 ve C=C, C=N gerilim bandlar1), 1431.18, 1402.25, 1371.39,
1321.24, 1294.24, 1267.23, 1240.23, 1178.51, 1126.43, 1087.85, 1047.35, 1010.70 (C-
H egilme, C-N, C-O gerilim ve aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandlari), 993.34,
929.69, 910.40, 846.75, 829.39, 769.60, 746.45, 717.52, 692.44, 667.37 (Aromatik C-H
diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim band1) (Sekil 5.31).

110

%T ]

100 --eeeeenes S R a——

_:ri_
@
2
i /
Lok o
o
! 3
1 | | : : : ! ! C’I.E\ l*g
50— : : : : e | e LI
1 ' ' ' : : " i o2g)ag de
. : A
2 - PE o E
] . : : : g . : Pod
A0 e e e froees B .
] ' ' ' : : & : AN
Pl 2 83
4 : : : : : £ ™ g § =g
L e S e R Ay K SR e e AR
20 —f-smemoeee R B EE e S Rt SRRt R LR Rt
||||||||||||||||||| ||||I|||||||||||||||||||||||||||||
3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
EDN-6

Sekil 5.31. Bilesik 2f ’ye ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6.10 (s, 2H), 6.85-6.90 (m, 2H), 7.23 (dd, J= 2.8
Hz, 6.4 Hz, 1H), 7.34 (s, 1H), 7.44 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 7.85 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 8.10 (s,
1H), 12.22 (s, 1H) (Sekil 5.32).
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Sekil 5.32. Bilesik 2f ye ait *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 101.38 (CHz), 108.56 (CH), 116.51 (2CH),
117.27 (C), 121.82 (CH), 127.13 (2CH), 128.52 (2CH), 131.90 (C), 133.45 (C), 135.13
(CH), 145.41 (C), 147.65 (C), 149.28 (C), 168.10 (C) (Sekil 5.33).

Agilent Technologies

Temp. 30.0 C / 303.1 K
Operator: vmmrl

56 re) ons
OBSERVE C13, 100.6243820 MHz
DECOUPLE K1, 400.1779555 Miz
Power 38 dB

continuously

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Tota. 33

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 5.33. Bilegik 2f ’ye ait *C NMR spektrumu
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HRMS (ESI) (m/z): [M+H]* C17H12CIN3O:2S i¢in hesaplanan: 358.0412, bulunan:
358.0404 (Sekil 5.34).

Measured region for 358.0404 m/z
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__Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 93.27 C17H12N302SCl [M+H]+ 358.0404 358.0412 -0.8 -223 96.23 13.0

Sekil 5.34. Bilesik 2f’ye ait HRMS spektrumu

5.1.8. 4-(4-Bromofenil)-2-[2-((1,3-benzodioksol-4-il)metilen)hidrazinil]tiyazol (29g)
2,3-(Metilendioksi)benzaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3349 g) ve 2,4'-

dibromoasetofenon (1.5 mmol; 0.4169 g) kullanilarak Yontem 2’ye gore sentezlenmistir
(Sekil 5.35).
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Sekil 5.35. Bilesik 29
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Verim : %88

E.N. : 206.6 °C

IR Vmaks (cm™): 3217.27 (N-H gerilim bandi), 3064.89 (Aromatik C-H gerilim
band1), 2951.09, 2891.30 (Alifatik C-H gerilim bandlari), 1610.56, 1579.70, 1552.70,
1494.83, 1446.61 (N-H egilme bandi1 ve C=C, C=N gerilim bandlar1), 1313.52, 1269.16,
1247.94, 1209.37, 1180.44, 1153.43, 1111.00, 1056.99, 1033.85, 1004.91 (C-H egilme,
C-N, C-O gerilim ve aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandlar1), 927.76, 912.33, 881.47,
829.39, 769.60, 742.59, 721.38, 696.30 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve
C-S gerilim bandi) (Sekil 5.36).
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Sekil 5.36. Bilesik 29 ye ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-de): 6.10 (s, 2H), 6.86-6.92 (m, 2H), 7.21 (dd, J= 2.0
Hz, 7.0 Hz, 1H), 7.39 (s, 1H), 7.58 (dt, J= 2.0 Hz, 2.4 Hz, 8.4 Hz, 2H), 7.79 (dt, J= 2.0
Hz, 2.4 Hz, 8.4 Hz, 2H), 8.12 (s, 1H), 11.80 (brs, 1H) (Sekil 5.37).
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Sekil 5.37. Bilesik 29 'ye ait 'H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 101.44 (CHy), 108.68 (CH), 116.45 (2CH),
117.33 (C), 120.58 (C), 121.89 (CH), 127.53 (2CH), 131.49 (2CH), 133.58 (C), 135.54
(CH), 145.48 (C), 147.69 (C), 148.93 (C), 168.13 (C) (Sekil 5.38).

Agilent Technologies

448 repetitions |
OBSERVE C13, 100.5243783 MEz {
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz {
Power 38 dB

continucusly on

WALTZ-15 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536

Total time 22 min

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 5.38. Bilesik 29 ’ye ait *C NMR spektrumu
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HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C17H12BrNsO2S igin hesaplanan: 401.9906, bulunan:
401.9912 (Sekil 5.39).

Measured region for 401.9912 m/z
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Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z__ Pred. m/z_Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 83.38 C17H12N302S Br [M+H]+ 401.9912 401.9906 0.6 149 8441 13.0

Sekil 5.39. Bilesik 2q°’ye ait HRMS spektrumu

5.1.9. 4-(4-Metilfenil)-2-[2-((1,3-benzodioksol-4-il)metilen)hidrazinil]tiyazol (2h)

2,3-(Metilendioksi)benzaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3349 g) ve 2-
bromo-4'-metilasetofenon (1.5 mmol; 0.3196 g) kullanilarak Yontem 2’ye gore
sentezlenmistir (Sekil 5.40).
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Sekil 5.40. Bilesik 2h
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Verim : %84
E.N. 1232 °C

IR Vmaks (cm™): 3217.27 (N-H gerilim band1), 3072.60, 3035.96 (Aromatik C-H
gerilim bandlari), 2972.31, 2895.15 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1612.49, 1500.62,
1448.54 (N-H egilme bandi ve C=C, C=N gerilim bandlar1), 1321.24, 1273.02, 1247.94,
1195.87, 1178.51, 1112.93, 1056.99, 1035.77 (C-H egilme, C-N, C-O gerilim ve
aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandlari), 997.20, 927.76, 914.26, 875.68, 837.11,
815.89, 767.67, 742.59, 721.38 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S
gerilim bandi) (Sekil 5.41).
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Sekil 5.41. Bilesik 2hye ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 2.31 (s, 3H), 6.10 (s, 2H), 6.86-6.93 (m, 2H),
7.20-7.25 (m, 4H), 7.71 (d, J= 8.0, 2H), 8.19 (s, 1H), 11.36 (brs, 1H) (Sekil 5.42).
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Sekil 5.42. Bilesik 2hye ait *H NMR spektrumu

13 NMR (100 MHz, DMSO-ds): 20.80 (CHs), 101.52 (CHy), 108.87 (CH),
116.32 (2CH), 117.46 (C), 121.93 (CH), 125.62 (2CH), 128.84 (C), 129.20 (2CH),
130.74 (C), 137.24 (CH), 145.65 (C), 145.57 (C), 147.73 (C), 168.05 (C) (Sekil 5.43).

“§i# Agilent Technologies

Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vomr:
Sample directory:
EDN-8_20180512_01
FidFile: CARBON_ 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: May 12 2018

Temp. 30.0 C / 303.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

756 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243762 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
ppppp 38 as

continuous 1y on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 33 min

.....

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 5.43. Bilesik 2h'ye ait >C NMR spektrumu
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HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C1gH15N302S igin hesaplanan: 338.0958, bulunan:
338.0954 (Sekil 5.44).

Measured region for 338.0954 m/z

338.0954
100.04 |
| |
i
i
50.0 |
\
| 338.3436 339.1001
| 4
| | |
| 3393461 340.0955
0 = I L : T T : .
338.0 3385 3390 3395 3400 3405 341.0 3415
C18 H15 N3 O2 S [M+H]+ : Predicted region for 338.0958 m/z
338.0958
100.0
50.01 |
339.0987
340.0952
0 . . . - -
3380 3385 339.0 339.5 340.0 340.5 341.0 3415
Rank Score Formula (M) lon __Meas.m/z__ Pred.m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 9358 C18HI5N302S [M+H]+ 338.0954  338.0958 -0.4 -1.18  94.00 13.0

Sekil 5.44. Bilesik 2h ’ye ait HRMS spektrumu

5.1.10. 4-(4-Metoksifenil)-2-[2-((1,3-benzodioksol-4-il)metilen)hidrazinil]tiyazol (2i)
2,3-(Metilendioksi)benzaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3349 g) ve 2-

bromo-4'-metoksiasetofenon (1.5 mmol; 0.3436 g) kullanilarak Yontem 2’ye gore

sentezlenmistir (Sekil 5.45).
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Sekil 5.45. Bilesik 2i
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Verim : %81

EN. :210.6°C

IR Vmaks (cm™): 3286.70 (N-H gerilim band1), 3113.11, 3047.53 (Aromatik C-H
gerilim bandlari), 2978.09, 2900.94, 2864.29 (Alifatik C-H gerilim bandlari), 1622.13,
1591.27, 1512.19, 1450.47 (N-H egilme bandi ve C=C, C=N gerilim bandlari), 1350.17,
1328.95, 1259.52, 1242.16, 1213.23, 1190.08, 1124.50, 1099.43, 1056.99, 1037.70,
1020.34 (C-H egilme, C-N, C-O gerilim ve aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandlari),
991.41, 966.34, 916.19, 881.47, 831.32, 783.10, 767.67, 74452, 721.38, 713.66
(Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlari1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil 5.46).
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Sekil 5.46. Bilesik 2i’ye ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 3.78 (s, 3H), 6.11 (s, 2H), 6.87-6.93 (m, 2H),
6.97 (d, J= 9.2 Hz, 2H), 7.16 (s, 1H), 7.22 (dd, J= 2.0 Hz, 7.6 Hz, 1H), 7.76 (d, J= 9.2
Hz, 2H), 8.14 (s, 1H), 11.40 (brs, 1H) (Sekil 5.47).
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Sekil 5.47. Bilesik 2i’ye ait 'H NMR spektrumu

13 NMR (100 MHz, DMSO-ds): 55.13 (CHs), 101.45 (CHy), 108.74 (CH),
113.99 (2CH), 116.41 (2CH), 117.37 (C), 121.91 (CH), 126.80 (C), 126.95 (2CH),
135.85 (CH), 145.53 (C), 147.70 (2C), 158.95 (C), 167.94 (C) (Sekil 5.48).

Agilent Technologies

Sekil 5.48. Bilesik 2i’ye ait **C NMR spektrumu
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HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C1gH15N303S igin hesaplanan: 354.0907, bulunan:
354.0898 (Sekil 5.49).

Measured region for 354.0898 m/z

354.0898
100.0¢
50.04
355.0934
356.0906
Ot e - ;
3540 354.5 355.0 _355.5 __356.0 356.5 357.0 357.5
C18 H15 N3 O3 S [M+H]+ : Predicted region for 354.0907 m/z
354.0907
100.0 |
50.0
355.0936
| 356.0902
0 > T T : T
354.0 354.5 355.0 355.5 356.0 356.5 357.0 357.5
_Rank Score Formula(M) __~ lon __ Meas.m/z Pred.m/z Df.(mDa) Df.(ppm) Iso DBE
1 96.15 C18H15N303S [M+H]+ 354.0898  354.0907 -0.9 -254 10000 13.0

Sekil 5.49. Bilesik 2i’ye ait HRMS spektrumu

5.1.11. 4-(4-(Metilsiilfonil)fenil)-2-[2-((1,3-benzodioksol-4-
il)metilen)hidrazinil]tiyazol (2j)

2,3-(Metilendioksi)benzaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3349 g) ve 2-
bromo-1-[4-(metilsiilfonil)fenil]-1-etanon (1.5 mmol; 0.4157 g) kullanilarak Y6ntem
2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 5.50).
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Sekil 5.50. Bilesik 2
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Verim : %81

E.N. 12425 °C

IR Vmaks (cm™): 3271.27 (N-H gerilim band1), 3126.61, 3008.95 (Aromatik C-H
gerilim bandlari), 2926.01, 2895.15 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1566.20, 1496.76,
1450.47 (N-H egilme bandi ve C=C, C=N gerilim bandlar1), 1421.54, 1400.32, 1357.89,
1309.67, 1278.81, 1244.09, 1149.57, 1124.50, 1089.78, 1041.56 (C-H egilme, C-N, C-
O gerilim ve aromatik C-H diizlem igi egilme bandlar1), 995.27, 956.69, 929.69, 844.82,
773.46, 736.81, 725.23, 705.95, 690.52, 665.44 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme
bandlar1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil 5.51).
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Sekil 5.51. Bilesik 2j 'ye ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 3.23 (s, 3H), 6.10 (s, 2H), 6.86-6.91 (m, 2H),
7.22 (dd, J= 2.4 Hz, 7.0 Hz, 1H), 7.59 (s, 1H), 7.96 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 8.09 (d, J= 7.2
Hz, 3H), 12.31 (s, 1H) (Sekil 5.52).
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Sekil 5.52. Bilesik 2j’ye ait 'H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-de): 43.58 (CHs), 101.42 (CHy), 108.65 (CH),
116.45 (2CH), 117.33 (C), 121.86 (CH), 126.03 (2CH), 127.45 (2CH), 135.43 (C),
139.12 (C), 139.19 (CH), 145.47 (C), 147.68 (C), 148.87 (C), 168.30 (C) (Sekil 5.53).

Sample Name: Agilent Technologies
EDN-10

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:

ory:
EDN-10_20180512_01
FidFile: current

ence: CARBON (s2pul)

on: May 12 2018

Temp. 30.0 C / 303.1 K
erator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec

756 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243807 MHz
DECOUPLE H1, 400.177$555 ¥Hz
Power 38 dB
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Ez
FT size 65536
Total time 33 min

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 5.53. Bilesik 2j ye ait **C NMR spektrumu
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HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C1sH15N304S> i¢in hesaplanan: 402.0577, bulunan:
402.0576 (Sekil 5.54).

Measured region for 402.0576 m/z

402.0576
100.04
1 |
|
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C18 H15 N3 04 S2 [M+H]+ : Predicted region for 402.0577 m/z

402.0577
100.0 |
50.0- ‘
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403.0605
! 404.0560
[ 7 ‘ T ‘ T l T T
- 4020 402.5 403.0 4035 4040 4045 4050
Rank Score Formula (M) RS Ao SRR T T Meas. m/z Pred. m/z_Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 88.35 C18 HI5N3 04 S2 [M+H]+ 402.0576 402.0577 -0.1 -0.25 88.35 13.0

Sekil 5.54. Bilesik 2j 'ye ait HRMS spektrumu

5.1.12. 4-(Naftalen-2-il)-2-[2-((1,3-benzodioksol-4-il)metilen)hidrazinil)tiyazol (2k)

2,3-(Metilendioksi)benzaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3349 g) ve 2-
bromo-2'-asetonafton (1.5 mmol; 0.3737 g) kullanilarak Yontem 2’ye gore
sentezlenmistir (Sekil 5.55).
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Verim : %82

E.N. :224.7 °C

IR Vmaks (cm™): 3217.27 (N-H gerilim band1), 3134.33 (Aromatik C-H gerilim
band1), 2949.16, 2897.08, 2806.43 (Alifatik C-H gerilim bandlari), 1606.70, 1556.55,
1516.05, 1490.97, 1452.40 (N-H egilme bandi ve C=C, C=N gerilim bandlar1), 1435.04,
1321.24, 1274.95, 1246.02, 1178.51, 1109.07, 1051.20, 1039.63 (C-H egilme, C-N, C-
O gerilim ve aromatik C-H diizlem igi egilme bandlari), 995.27, 925.83, 891.11, 858.32,
808.17, 767.67, 740.67, 713.66, 663.51 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve
C-S gerilim bandi) (Sekil 5.56).
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Sekil 5.56. Bilesik 2k ’ya ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6.10 (s, 2H), 6.86-6.92 (m, 2H), 7.24 (dd, J= 2.0
Hz, 7.4 Hz, 1H), 7.46-7.54 (m, 3H), 7.87-7.98 (m, 4H), 8.22 (s, 1H), 8.36 (s, 1H), 12.07
(brs, 1H) (Sekil 5.57).
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Sekil 5.57. Bilesik 2k 'ya ait *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 101.54 (CH2), 108.85 (CH), 116.39 (2CH),
117.60 (C), 121.93 (CH), 123.92 (2CH), 124.31 (C), 126.50 (CH), 127.58 (2CH),
128.16 (2CH), 132.52 (C), 133.07 (C), 136.44 (CH), 145.66 (C), 147.74 (2C), 168.21

(C) (Sekil 5.58).

Agilent Technologies

3 e s
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 5.58. Bilegik 2k ya ait *C NMR spektrumu
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HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C21H15N302S igin hesaplanan: 374.0958, bulunan:
374.0955 (Sekil 5.59).

Measured region for 374.0955 m/z
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C21 H15 N3 02 S [M+H]+ : Predicted region for 374.0958 m/z
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100.0q
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374.0 374.5 375.0 375.5 376.0 3765 3770 3775 |
Rank Score Formula (M) SR lon Meas. m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 100.00 C21 HIS5N3 02 S [M+H]+ 374.0955 374.0958 -0.3 -0.80 100.00 16.0

Sekil 5.59. Bilesik 2k ’ya ait HRMS spektrumu

5.1.13. 4-(3-Florofenil)-2-[2-((1,3-benzodioksol-4-il)metilen)hidrazinil]tiyazol (2I)

2,3-(Metilendioksi)benzaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3349 g) ve 2-
bromo-3'-floroasetofenon (1.5 mmol; 0.3256 g) kullanilarak Yontem 2’ye gore
sentezlenmistir (Sekil 5.60).
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Sekil 5.60. Bilesik 2|

Verim : %85
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EN. :226.4°C

IR Vmaks (cm™): 3213.41 (N-H gerilim bandi), 3082.25, 3039.81 (Aromatik C-H
gerilim bandlar1), 2899.01 (Alifatik C-H gerilim bandi), 1606.70, 1595.13, 1496.76,
1448.54 (N-H egilme bandi ve C=C, C=N gerilim bandlarr), 1307.74, 1286.52, 1273.02,
1246.02, 1180.44, 1107.14, 1055.06, 1035.77 (C-H egilme, C-N, C-O gerilim ve
aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandlari), 997.20, 956.69, 929.69, 914.26, 873.75,
864.11, 840.96, 767.67, 742.59, 719.45, 678.94 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme
bandlar1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil 5.61).
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Sekil 5.61. Bilesik 21’ye ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-de): 6.10 (s, 2H), 6.86-6.92 (m, 2H), 7.12 (td, J= 2.0
Hz, 2.4 Hz, 8.2 Hz, 8.6 Hz, 1H), 7.21 (dd, J= 2.0 Hz, 7.0 Hz, 1H), 7.41-7.47 (m, 2H),
7.60-7.64 (m, 1H), 7.69 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 8.13 (s, 1H), 12.30 (brs, 1H) (Sekil 5.62).
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Sekil 5.62. Bilesik 21 ye ait *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-de): 101.46 (CH,), 108.71 (CH), 112.06 (d, J= 23.1
Hz, CH), 114.23 (d, J= 21.1 Hz, CH), 116.46 (2CH), 117.35 (C), 121.57 (CH), 121.91

(CH), 130.60 (d, J= 8.4 Hz, CH), 135.61 (CH), 136.69 (d, J= 25.7 Hz, C), 145.51 (C),
147.71 (C), 148.84 (C), 161.28 (C), 168.08 (C) (Sekil 5.63).

Agilent Technologies

180 160 140
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Sekil 5.63. Bilesik 21'ye ait **C NMR spektrumu
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HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C17H12FN30:S i¢in hesaplanan: 342.0707, bulunan:
342.0701 (Sekil 5.64).

Measured region for 342.0701 m/z
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Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z_Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE

1 98.13 C17HI2N30O2F S [M+H]+ 342.0701 342.0707 -0.6 -1.75 100.00 13.0

Sekil 5.64. Bilesik 21 'ye ait HRMS spektrumu

5.1.14. 4-(3-Klorofenil)-2-[2-((1,3-benzodioksol-4-il)metilen)hidrazinil]tiyazol (2m)

2,3-(Metilendioksi)benzaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3349 g) ve 2-
bromo-3'-kloroasetofenon (1.5 mmol; 0.3502 g) kullanilarak Yontem 2’ye gore
sentezlenmistir (Sekil 5.65).
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Sekil 5.65. Bilesik 2m



Verim : %83

E.N. :204.9°C

IR Vmaks (cm™): 3217.27 (N-H gerilim band1), 3041.74 (Aromatik C-H gerilim
bandi), 2897.08 (Alifatik C-H gerilim bandi), 1614.42, 1598.99, 1498.69, 1448.54 (N-H
egilme bandi1 ve C=C, C=N gerilim bandlar1), 1307.74, 1271.09, 1244.09, 1207.44,
1178.51, 1107.14, 1055.06, 1035.77 (C-H egilme, C-N, C-O gerilim ve aromatik C-H
diizlem i¢i egilme bandlar1), 997.20, 935.48, 912.33, 887.26, 840.96, 783.10, 773.46,
750.31, 740.67, 723.31 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim
bandi) (Sekil 5.66).
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Sekil 5.66. Bilesik 2m ’ye ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6.10 (s, 2H), 6.84-6.92 (m, 2H), 7.21 (dd, J= 2.0
Hz, 2.4 Hz, 7.0 Hz, 1H), 7.34 (dd, J= 1.2 Hz, 7.6 Hz, 1H), 7.42 (t, J= 7.6 Hz, 8.0 Hz,
1H), 7.47 (s, 1H), 7.80 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 7.88 (t, J= 1.6 Hz, 2 Hz, 1H), 8.13 (s, 1H),
12.22 (s, 1H) (Sekil 5.67).
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Sekil 5.67. Bilesik 2m’ye ait *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 101.46 (CHy), 108.71 (CH), 116.44 (2CH),
117.37 (C), 121.89 (CH), 124.05 (CH), 125.23 (CH), 126.23 (CH), 127.29 (CH), 130.48

(C), 133.46 (C), 135.67 (CH), 145.52 (C), 147.70 (C), 148.48 (C), 168.13 (C) (Sekil
5.68).

s Agilent Technologies

Sample directory:
EDN-13_20180512_01
FidPile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmsc
Data collected on: May 12 2018

Temp. 30.0 C / 303.1 K
erator: vmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

192 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243768 MHz
nnnnnnnn H1, 400.1775555 MEz
Power 38 dB

continuous

Total time 33 min

) ‘ Vet
I I e e e e e T R

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 5.68. Bilegik 2m 'ye ait **C NMR spektrumu
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HRMS (ESI) (m/z): [M+H]* C17H12CIN3O:2S i¢in hesaplanan: 358.0412, bulunan:
358.0404 (Sekil 5.69).

_Measured region for 358.0404 m/z

358.0404
100.0 |
\ ‘
I
‘ 1
50.0
360.0375
i ‘ 359.0435
[ 1 361.0417
Y IS i W, PRS-~ — 4 I N . ER— ) S — PU— | ©
357.5 3580 3585 3590 3595 3600 3605 361.0
C17 H12 N3 O2 S CI [M+H]+ : Predicted region for 358.0412 m/z
358.0412
i 100.0q
|
1
|
50.04
| 360.0386
|
|
359.0440
361.0412
3575 358.0 3585 359.0 359.5 360.0 360.5 361.0 L
_Rank Score Formula(M) _____ lon _ Meas.m/z Pred.m/z_Df.(mDa) Df.(ppm) Iso DBE
1 90.66 C17H12N302SCl M+H]+ 358.0404  358.0412 0.8 223 9354 130

Sekil 5.69. Bilesik 2m ’ye ait HRMS spektrumu

5.1.15. 4-(2,4-Diklorofenil)-2-(2-((1,3-benzodioksol-4-il)metilen)hidrazinil)tiyazol
(2n)

2,3-(Metilendioksi)benzaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3349 g) ve 2-
bromo-2',4'-dikloroasetofenon (1.5 mmol; 0.4019 g) kullanilarak Yontem 2’ye gore
sentezlenmistir (Sekil 5.70).

Cl
N cl
A
/
N
H

<O
(0]

Sekil 5.70. Bilesik 2n

69



Verim : %85

EN. :177.1°C

IR Vmaks (cm™): 3417.86 (N-H gerilim band1), 3140.11, 3070.68 (Aromatik C-H
gerilim bandlari), 2970.38, 2914.44, 2848.86 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1629.85,
1570.06, 1469.76, 1456.26 (N-H egilme bandi ve C=C, C=N gerilim bandlari), 1427.32,
1367.53, 1354.03, 1305.81, 1242.16, 1180.44, 1149.57, 1107.14, 1053.13, 1029.99 (C-
H egilme, C-N, C-O gerilim ve aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandlari), 993.34,
933.55, 856.39, 837.11, 823.60, 785.03, 769.60, 738.74, 711.73, 702.09, 673.16
(Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil 5.71).

;1367 53— .
1 130581
H

T | T T T T | L i T T 1T | L T T T T i T T | T T T T | L T T T | L i T T T T I
3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
EDN-14 1em

Sekil 5.71. Bilesik 2nye ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6.10 (s, 2H), 6.87-6.92 (m, 2H), 7.22 (dd, J= 1.6
Hz, 7.6 Hz, 1H), 7.40 (s, 1H), 7.49 (dd, J= 2.0 Hz, 8.4 Hz, 1H), 7.67 (d, J= 2.0 Hz, 1H),
7.88 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 8.10 (s, 1H), 12.12 (brs, 1H) (Sekil 5.72).
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Sekil 5.72. Bilesik 2nye ait *H NMR spektrumu

5.5 ppm

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 101.47 (CH,), 108.73 (CH), 116.43 (2CH),
117.33 (C), 121.93 (CH), 127.49 (CH), 129.73 (C), 131.59 (CH), 131.93 (CH), 132.21
(C), 132.57 (C), 135.50 (CH), 145.51 (C), 145.64 (C), 147.71 (C), 167.21 (C) (Sekil

5.73).

‘3 Agilent Technologies

200 180 160 140 120 100 80 60 40

Sekil 5.73. Bilesik 2n'ye ait >C NMR spektrumu
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HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C17H11CI2N30:S i¢in hesaplanan: 392.0022, bulunan:

392.0010 (Sekil 5.74).

Measured region for 392.0010 m/z

392.0010
100 D‘ \
394.0000
50.0-
{ |
| 393.0033
{ | | | 395.0016 395.9953
e, | |
391.5 392.0 392.5 393.0 393.5 394.0 394.5 395.0 395.5 396.0
C17 H11 N3 O2 S CI2 [M+H]+ : Predicted region for 392.0022 m/z —
392.0022
100.0
| | 393.9994
| [ \
| [ |
|
50.0+4
‘ 393.0051
| 395.9970
| \
|
|
+rr-——-t+t———l—— v . -l -
391.5 392.0 3925 393.0 393.5 394.0 394.5 395.0 395.5 396.0
Rank Score Formula(M) lon Meas.m/z _ Pred.m/z Df.(mDa) Df.(ppm)  Iso DBE
1 78.92 C17H11N302S CI2 [M+H]+ 392.0010 392.0022 -12 -3.06 83.20 13.0

Sekil 5.74. Bilesik 2nye ait HRMS spektrumu

5.1.16.
(20)

4-(3,4-Diklorofenil)-2-[2-((1,3-benzodioksol-4-il)metilen)hidrazinil]tiyazol

2,3-(Metilendioksi)benzaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3349 g) ve 2-
bromo-3',4'-dikloroasetofenon (1.5 mmol; 0.4019 g) kullanilarak Yontem 2’ye gore
sentezlenmistir (Sekil 5.75).

Cl
Cl
N
/N\N S
H
<O
)

Sekil 5.75. Bilesik 20
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Verim : %80
E.N. :211.3°C

IR Vmaks (cm™): 3383.14 (N-H gerilim bandi), 3126.61, 3047.53 (Aromatik C-H
gerilim bandlar), 2914.44, 2848.86 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1627.92, 1573.91,
1458.18 (N-H egilme band1 ve C=C, C=N gerilim bandlar1), 1429.25, 1377.17, 1313.52,
1298.09, 1274.95, 1247.94, 1180.44, 1128.36, 1051.20, 1028.06 (C-H egilme, C-N, C-
O gerilim ve aromatik C-H diizlem igi egilme bandlar1), 995.27, 933.55, 877.61, 839.03,
817.82, 763.81, 742.59, 723.31, 713.66, 675.09 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme

bandlar1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil 5.76).
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Sekil 5.76. Bilesik 20 ’ya ait IR spektrumu
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IH NMR (400 MHz, DMSO-de): 6.11 (s, 2H), 6.87-6.93 (m, 2H), 7.21 (dd, J= 1.6
Hz, 7.4 Hz, 1H), 7.55 (s, 1H), 7.66 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 7.83 (dd, J= 2.0 Hz, 8 Hz, 1H),

8.07 (d, J= 2.0 Hz, 1H), 8.09 (s, 1H), 12.26 (brs, 1H) (Sekil 5.77).
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Sekil 5.77. Bilesik 20 'ya ait *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 101.46 (CH2), 108.71 (CH), 116.43 (2CH),
117.33 (C), 121.93 (CH), 125.52 (CH), 127.12 (CH), 129.69 (CH), 130.84 (C), 131.41
(C), 135.13 (C), 135.43 (CH), 145.49 (C), 147.71 (C), 147.89 (C), 168.20 (C) (Sekil
5.78).

‘i~ Agilent Technologies

Ll L

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

Sekil 5.78. Bilegik 20 ya ait **C NMR spektrumu

74



HRMS (ESI) (m/z): [M+H]"C17H1:CI2N302S i¢in hesaplanan: 392.0022, bulunan:
392.0014 (Sekil 5.79).

Measured region for 392.0014 m/z
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__Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 80.09 C17H11N302S CI2 [M+H]+ 392.0014 392.0022 -0.8 -2.04 8223 13.0

Sekil 5.79. Bilesik 20 ’ya ait HRMS spektrumu

5.1.17. 4-(Tiyofen-3-il)-2-[2-((1,3-benzodioksol-4-il)metilen)hidrazinil]tiyazol (2p)

2,3-(Metilendioksi)benzaldehit tiyosemikarbazon (1.5 mmol; 0.3349 g) ve 2-
bromo-1-(3-tiyenil)-1-etanon (1.5 mmol; 0.3076 g) kullanilarak Yontem 2’ye gore
sentezlenmistir (Sekil 5.80).
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Sekil 5.80. Bilesik 2p

Verim : %78
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E.N. :203.7°C

IR vmaks (cm™): 3072.60, 3041.74 (Aromatik C-H gerilim bandlarr), 2958.80,
2914.44, 2848.86 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1606.70, 1494.83, 1448.54 (N-H
egilme band1 ve C=C, C=N gerilim bandlar1), 1309.67, 1271.09, 1246.02, 1178.51,
1111.00, 1095.57, 1051.20, 1035.77 (C-H egilme, C-N, C-O gerilim ve aromatik C-H
diizlem i¢i egilme bandlar1), 995.27, 933.55, 916.19, 879.54, 858.32, 842.89, 785.03,
767.67, 740.67, 719.45, 707.88 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S
gerilim bandi) (Sekil 5.81).
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Sekil 5.81. Bilesik 2p’ye ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6.09 (s, 2H), 6.84-6.92 (m, 2H), 7.15 (s, 1H),
7.21 (dd, J= 1.6 Hz, 7.4 Hz, 1H), 7.50 (dd, J= 1.2 Hz, 5 Hz, 1H), 7.55-7.57 (m, 1H),
7.70 (d, J= 2.0 Hz, 1H), 8.10 (brs, 1H), 11.95 (brs, 1H) (Sekil 5.82).
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Sekil 5.82. Bilesik 2p 'ye ait *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 101.39 (CHy), 108.61 (CH), 116.49 (2CH),
117.29 (C), 121.16 (CH), 121.88 (CH), 125.84 (CH), 126.73 (CH), 135.26 (C), 136.76
(CH), 145.41 (C), 146.53 (C), 147.67 (C), 167.90 (C) (Sekil 5.83).

‘5 Agilent Technologies

Pulse REON (s2pul)

on: May 13 2018

Temp. 30.0 € / 303.1 K
Operator: vamrl

ax. delay 1.000 sec
0 degrees

64 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243813 MEz

DECOUPLE H1, 400.1779555 Miz
wer 38 dB

continuous 1y on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Ez

FT size 65536

Total time 1 hr, 28 min

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 5.83. Bilegik 2p 'ye ait **C NMR spektrumu
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HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C1sH11N302S; i¢in hesaplanan: 330.0365, bulunan:
330.0354 (Sekil 5.84).

Measured region for 330.0354 m/z
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Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 87.81 C15H11N3 02 S2 [M+H]+ 330.0354 330.0365 -11 -3.33 93.24 12.0

Sekil 5.84. Bilesik 2p’ye ait HRMS spektrumu

5.2. Uygulanan Sentez Yontemlerinin Degerlendirilmesi

5.2.1. 2,3-(Metilendioksi)benzaldehit tiyosemikarbazonun (1) elde edilisi
Tiyosemikarbazon olusumunun mekanizmasi, iki basamakli bir islemdir. Ilk

basamak, tiyosemikarbazitin nikleofilik amin grubunun 2,3-

(metilendioksi)benzaldehitin kismi pozitif yiik tasiyan aldehit karbonuna katilmasi,

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

basamakta, protonlanmis olan hidroksil grubu su olarak ayrilir (Sekil 5.85).
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Sekil 5.85. 2,3-(Metilendioksi)benzaldehit tiyosemikarbazonun elde edilisi i¢in énerilen mekanizma

5.2.2. Sonug bilesiklerinin (2a-p) elde edilisi

Son yillarda Hantzsch yonteminin tiyosemikarbazonlara uygulanmasi, sentetik
kimyada onem kazanmistir (Mustafa vd., 2004). Bu reaksiyon kiikiirt atomunun; o-
haloketonun, a-karbonuna katilmasi ile baslar ve bu durum a-tiyo ketonu verir. Daha

sonra hidrojen transferini dehidrasyon basamagi izler (Sekil 5.86).
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Sekil 5.86. Sonug bilesikierinin elde edilisi i¢cin onerilen mekanizma

5.3. Spektral Verilerin Degerlendirilmesi

5.3.1. IR spektrumlarimin degerlendirilmesi

Sonug bilesiklerine (2a-p) ait IR spektrumlarinda, N-H gerilim bandi 3441-3211
cm?¥de, aromatik C-H gerilim bandlar1 3184-3001 cm™’de, alifatik C-H gerilim
bandlar1 2989-2711 cm™®’de, C=N, C=C gerilim bandlar1 ve N-H egilme band1 1629-
1446 cm™’de, C-H egilme, C-N, C-O gerilim ve aromatik C-H diizlem igi egilme
bandlar1 1435-1004 cm™’de, aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S
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gerilmesi ise 997-659 cm™’de kaydedilmistir. Ayrica siyano grubu tasiyan 2¢ kodlu
bilesige ait spektrumda ise C=N gerilim band1 2216.21 cm™’de saptanmustir.
5.3.2.'H NMR spektrumlarimin degerlendirilmesi

Tiyosemikarbazon tiirevi baslangic bilesigine (1) ait 'H NMR spektrumunda,
CH=N protonu, 8.14 ppm’de singlet pik, tiyosemikarbazonun ikinci konumuna bagl
proton 11.54 ppm’de, dordiincii konumuna bagli protonlar ise 7.90 ppm ve 8.24 ppm’de
singlet pik olarak gdzlemlenmistir. Benzodioksol halkasinin ikinci konumuna bagli

protonlar 6.07 ppm’de, diger protonlar ise 6.82-7.51 ppm araliginda saptanmaistir.

Sonug bilesiklerine (2a-p) ait *H NMR spektrumlarinda, hidrazon yapisina ait N-
H protonu 11.36-12.31 ppm arasinda yayvan bir pik olarak gézlemlenmistir. Hidrazon
yapisina ait CH=N protonu ise 8.0-8.5 ppm arasinda kaydedilmistir. Benzodioksol
halkasmin ikinci konumuna bagli protonlar 6.09-6.11 ppm arasinda singlet pik olarak
gozlemlenmistir. Aromatik ve heteroaromatik protonlar 6.84-8.25 ppm arasinda
gbzlemlenmistir.

Tiyazol halkasinin dordiincii konumunda 4-metilfenil grubu tasiyan 2h kodlu
bilesige ait 'H NMR spektrumunda, metil siibstitiientine ait protonlar 2.31 ppm’de
singlet pik vermistir.

Tiyazol halkasinin dordiincii konumunda 4-metoksifenil grubu tasiyan 2i kodlu
bilesigin 'H NMR spektrumunda, metoksi siibstitiientine ait protonlar 3.78 ppm’de
singlet pik vermistir.

Tiyazol halkasinin dordiincii konumunda 4-metilsiilfonilfenil grubu tasiyan 2j
kodlu bilesigin *H NMR spektrumunda, metilsiilfonil siibstitiientine ait protonlar 3.23
ppm’de singlet pik vermistir.

5.3.3. 3C NMR spektrumlarimin degerlendirilmesi

Tiyosemikarbazon tiirevi baslangic bilesigine (1) ait *C NMR spektrumunda,
CH=N karbonu 135.95 ppm’de, C=S karbonu ise 177.97 ppm’de gozlemlenmistir.
Benzodioksol halkasinin ikinci konumundaki karbon 101.52 ppm’de, 3a ve 7a
karbonlar1 sirasiyla 147.60 ppm ve 146.37 ppm’de saptanmistir. Benzodioksol
halkasinin dordiincii konumundaki karbon 118.13 ppm’de, diger karbonlar1 ise 109.16-
121.67 ppm araliginda gézlemlenmistir.

Sonug bilesiklerinin (2a-p) C NMR spektrumlarinda, hidrazon grubuna ait
karbon beklendigi gibi 135-141 ppm bolgesinde sogurma yapmistir. Benzodioksol
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halkasmin ikinci konumundaki karbon 101-102 ppm araliginda saptanmistir. Tiyazol
halkasimin 2 numarali konumundaki karbon 167-169 ppm, 4 numarali konumundaki
karbon 147-150 ppm, 5 numarali konumundaki karbon 108-109 ppm bdlgesinde
sogurma yapmustir. Diger aromatik karbonlar ise 112-162 ppm bdlgesinde
gbzlemlenmistir.

Tiyazol halkasinin dordiincii konumunda 4-metilfenil grubu tasiyan 2h kodlu
bilesige ait 3C NMR spektrumunda, metil karbonuna ait pik 20.80 ppm’de
gozlemlenmistir.

Tiyazol halkasinin dordiincti konumunda 4-metoksifenil grubu tasiyan 2i kodlu
bilesigin *C NMR spektrumunda, metoksi karbonuna ait pik 55.13 ppm’de
gbzlemlenmistir.

Tiyazol halkasinin dérdiincti konumunda 4-metilsiilfonilfenil grubu tasiyan 2j
kodlu bilesigin *C NMR spektrumunda, metilsiilfonil karbonuna ait pik 43.58 ppm’de
gozlemlenmistir.

Tiyazol halkasimin dordiincii konumunda 4-siyanofenil grubu tasiyan 2c kodlu
bilesigin *C NMR spektrumunda, siyano karbonuna ait pik 109.58 ppm’de
gozlemlenmistir.

Tiyazol halkasinin dordiincii konumunda 4-triflorometilfenil grubu tasiyan 2d
kodlu bilesigin 13C NMR spektrumunda, triflorometil karbonuna ait pik 122.94 ppm’de
gozlemlenmistir.

5.3.4. Kiitle spektrumlarinin degerlendirilmesi

Sonug bilesiklerinin kiitle spektrumlari, EST yontemi ile alinmis ve olusan yiiklii
atom veya gruplar kiitle/yiikk (m/z) oranina gére saptanmistir. Biitiin bilesiklerin (2a-p)
kiitle spektrumlarinda [M+H]" pikleri gozlemlenmistir.

5.4. In Vitro ve In Silico Calisma Sonuc¢larimin Degerlendirilmesi
5.4.1. MTT deneyi sonuclarinin degerlendirilmesi

Tiyazol tiirevi bilesiklerin (2a-p) K562 KML hiicre dizisi {izerindeki in vitro
sitotoksik etkileri MTT testi ile degerlendirilmistir. MTT yontemi ile en etkili bilesikler
belirlendikten sonra, bu bilesiklerin diger 16semi hiicre dizileri (HL-60, Jurkat ve MT-2)
ve PBMC dizisi lizerine sitotoksik aktiviteleri de belirlenmistir.

Genel olarak, metilsiilfonil siibstitiienti tasiyan 2J kodlu bilesik, K562 hiicre dizisi
dahil olmak iizere 16semi hiicre dizilerine kars1 belirgin antikanser aktivite gostermistir.

Bilesik 2j, K562 hiicre dizisi (ICso= 8.87+1.93 uM) iizerine imatinibe (ICso= 6.84+1.11
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uM) benzer sitotoksik aktivite gostermistir. Ayrica bilesik 2j’nin, 7.60+£1.06 uM ICso
degeri ile HL-60 hiicre dizisi, 5.93+0.85 uM ICso degeri ile Jurkat hiicre dizisi ve
9.51£1.32 uM ICsp degeri ile MT-2 hiicre dizisi iizerine imatinibden daha etkili oldugu
bulunmustur (Tablo 5.2). Bu bilesik, PBMC dizisine (ICso >100 uM) kars1 imatinibten
(ICs0= 28.66+3.16 uM) daha diisiik sitotoksisite gostermistir (Tablo 5.1). Bu sonuglar,
bilesik 2j'nin 16semi hiicre dizilerine kars1 belirgin derecede segici sitotoksik etki (K562
hiicre dizisi i¢in SI1>11.27) gosterdigini ve 0Ozellikle metilsiilfonil siibstitiientinin
antilosemik etkiyi onemli Slgiide arttirdigini ortaya koymaktadir. Tiyazol halkasinin 4.
konumunda 4-bromofenil yapisi tasiyan bilesik 29 ve 3-florofenil yapisi tasiyan bilesik
2l K562 hiicre dizisi lizerine sirasiyla 17.49+3.34 uM ve 17.07+3.05 uM ICso degerleri
ile sitotoksik etki gostermislerdir. Ayrica iki bilesigin de imatinibden daha yiiksek Sl
degerlerine (bilesik 29 ve 2l igin sirasiyla >5.72 ve >5.86) sahip olduklar1 gériilmektedir
(Tablo 5.1).

Tablo 5.1. 2a-p kodlu bilesikierin K562 hiicreleri ve PBMC iizerindeki sitotoksik etkileri

1Cs0 (M)
Bilesik

K562 Hiicre dizisi PBMC Sl
2a >30
2b >30
2¢c >30
2d >30
2e 24.47+£3.21
2f 27.85+4.26 - -
29 17.49+3.34 >100 >5.72
2h >30
2i >30 - -
2j 8.87+1.93 >100 >11.27
2k 29.77+5.17 - -
21 17.07£3.05 >100 >5.86
2m 26.37+4.98
2n 22.68+4.39
20 28.65+3.61
2p 28.46+5.17

Imatinib 6.84+1.11 28.66+3.16 4.19
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Bilesik 29, Jurkat hiicre dizisine karsi 25.39+3.48 uM ICso degerinde etki
gosterirken; HL-60 ve MT-2 hiicre dizilerine karsi belirgin bir sitotoksik etki
gostermemistir. Benzer sekilde, bilesik 2I’nin de HL-60, Jurkat ve MT-2 hiicre

dizilerine kars1 belirgin bir sitotoksik aktivite gostermedigi tespit edilmistir.

Tablo 5.2. 2q, 2j ve 2| kodlu bilesikierin diger l6semi hiicre dizilerine karsi sitotoksik etkileri

1Cs0 (M)
Bilesik
HL-60 Hiicre dizisi Jurkat Hiicre dizisi MT-2 Hiicre dizisi
29 >30 25.39+3.48 >30
2j 7.60+1.06 5.93+0.85 9.51+1.32
21 >30 >30 >30
imatinib 11.75+1.08 9.69+0.63 12.96+1.33

5.4.2. Apoptoz iizerine etkilerinin degerlendirilmesi

K562 Hiicre dizisi lizerindeki segici antikanser etkinligi nedeniyle, bilesik 2j,
Hoechst 33342/Anneksin V/etidyum homodimer III boyama yontemi kullanilarak K562
hiicre dizisi tizerine apoptotik aktivitesi i¢in arastirillmistir. Bilesik 2j ve imatinib (10
pM konsantrasyonda) ile muamele edilmis K562 hiicreleri 12 saat boyunca inkiibe
edilmis, daha sonra boyanmis ve floresans mikroskobu ile gozlemlenmistir (Sekil
5.87a). Bilesik 2j ve imatinibin K562 hiicre dizisi tizerindeki apoptotik etkileri sirasiyla
%22.27 ve %12.80, gec apoptotik/nekrotik etkileri sirasiyla %12.66 ve %19.20 olarak
belirlenmistir (Sekil 5.87b). Bu bulgulara gore, bilesik 2j apoptozu imatinibden daha

fazla indiiklemistir.
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Sekil 5.87. Kontrol, bilesik 2j ve imatinibin 10 uM konsantrasyonunda K562 hiicrelerinde 12 saat

boyunca gozlemlenen degisimler (a). Sekil a’da yapilan her bir deneyde toplam
yaklasitk 1000 boyali hiicre rastgele secilmis ve "canli” (mavi), "apoptoz" (yesil),
"nekroz veya ge¢ apoptoz" (hem yesil hem kirmizi) ve "nekroz" (kirmizi) olmak iizere

dort sekilde siniflandirilmistir (b).

5.4.3. Kinaz inhibisyon deneyi sonuclarinin degerlendirilmesi

Bilesik 2j'nin kinaz enzimlerine karsi inhibitor etkisini arastirmak igin, sekiz kinaz

(ABL1, BRK, BTK, CSK, FYN A, LCK, LYN B ve SRC) biiyiik bir kinaz panelinden

secilmistir. Bilesik 2j’nin segilen kinaz ailesine karsi inhibitor etkileri, ¢ok dozlu doz-

yanit deneyleri ile test edilmistir. Bilesik 2j, sekiz kinaz enzimi igerisinde en giiglii

inhibitor etkiyi 5.37+£1.17 uM ICso degeriyle ABL1 kinaz enzimine karsi gostermistir
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(Tablo 5.3). Bu bilesik, SRC, BRK ve BTK enzimlerini sirasiyla 7.03+0.45 puM,
14.10£2.63 uM ve 37.65£8.11 uM ICsp degerleri ile énemli 6l¢iide inhibe etmistir
(Tablo 5.3). Bu sonuglar, bilesik 2j’nin umut vaat eden ¢oklu TK inhibitorii oldugunu

ve imatinibden farkli bir kinaz inhibitor profiline sahip oldugunu isaret etmektedir.

Tablo 5.3. Bilesik 2j ve imatinibin TK inhibitor etkileri

Kinaz ICs0 (u¥) -
Bilesik 2j Imatinib
ABL1 5.37+1.17 0.3340.06
BRK 14.10£2.63 25.19+2.19
BTK 37.65+8.11 >100
CSK 45.95+6.74 30.53+£2.98
FYNA >100 17.55+1.12
LCK >100 0.71£0.09
LYNB >100 9.57+1.45
SRC 7.03+0.45 >100

5.4.4. Molekiiler docking sonu¢larinin degerlendirilmesi

Molekiiler docking, kiigiik ligandlarin proteinlere baglanmasini arastirmak igin
giiclii bir hesaplama aracidir. Bu ¢alismada, bilesik 2j'nin 4-metilstilfonilfenil grubunun,
ABL1 kinazin ATP baglanma bdlgesindeki rolii molekiiler docking caligmasi ile
arastirtlmistir (Sekil 5.88). Benzodioksol halkasi, Asp381 ile bir CH-n etkilesimi
olusturarak 11293, Leu298, Val379, Ala380 hidrofobik amino asit kalintilarina yakin
bir yere gomiilmektedir. Imatinibe benzer bir sekilde, bilesik 2j, Glu286 ile Kkilit
hidrojen baglar1 olusturmaktadir (Altintop vd., 2017). 4-Metilsiilfonilfenil yapisinin
rold, siilfonil oksijeni ile Ala269 ve Phe317 arasindaki iki hidrojen bagina ek olarak
Phe382 fenil grubu ile koseden yiizeye istifleme ile gosterilmistir. Terminal metil grubu,
Leu248 ve Tyr253 ile uygun bir sekilde gevrelenmistir. Bilesik 2j'nin docking enerjisi -
8.5 kcal/mol iken, imatinibin ise -11.3 kcal/mol olarak belirlenmistir. Bu sonug, bilesik

2J'nin ABL1 kinaza kars1 oncii bir bilesik olma potansiyelini géstermektedir.
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Sekil 5.88. Bilesik 2j'nin ABL1 kinazin (PDB kodu: 1IEP) ATP baglanma bélgesindeki docking pozu (vesil

top ve ¢ubuk). Anahtar amino asitler macenta ¢ubuklar ile gosterilmistir. Biitiin heteroatomlar

element renginde renklendirilmistir. Ligand-protein etkilesimleri siyah kesik ¢izgiler ile

gosterilmistir. Bazi amino asit kalintilart netlik amaciyla gizlenmigtir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, yeni tiyazolil hidrazon tiirevleri (2a-p) sentezlenmis ve bu
tirevlerin K562 hiicre dizisine karsi sitotoksik etkileri belirlenmistir. Sentezlenen
bilesikler arasinda, 2h, 2j ve 2l kodlu bilesiklerin K562 hiicre dizisi iizerine etkili
sitotoksik ajanlar olduklar1 belirlenmistir. Bu bilesiklerin antikanser aktivitelerinin
seciciligini belirlemek icin, PBMC f{izerine sitotoksik aktiviteleri degerlendirilmistir.
Ayrica bu bilesiklerin diger 16semi hiicre dizileri (HL-60, MT-2 ve Jurkat) iizerine
sitotoksik etkileri de belirlenmistir.

Bu bilesikler arasinda, metilsiilfonil siibstitiienti tasiyan bilesik 2j K562 hiicre
dizisine kars1 imatinibe benzer antikanser etki gostermistir. Ayrica bilesik 2j’nin, HL-
60, Jurkat ve MT-2 hiicre dizilerine karsi imatinibden daha etkili oldugu bulunmustur.
Bu bilesigin imatinibden daha yiiksek SI degerine sahip olmasi, 16semi hiicre dizilerine
kars1 antikanser etkisinin segici oldugunu gostermektedir. Segici antikanser etkisi
nedeniyle, bilesik 2j’nin K562 hiicre dizisi tizerine apoptotik/nekrotik etkileri ve ABL1
kinaz dahil olmak tizere sekiz farkli TK enzimine karsi inhibitor etkileri arastirilmistir.
Bilesik 2j’nin apoptozu imatinibden daha fazla indikledigi saptanmistir. Sekiz kinaz
enzimi icerisinde en gli¢lii inhibitor etkiyi ABL1 kinaz enzimine kars1 gostermistir. Bu
bilesik, SRC, BRK ve BTK enzimlerini de énemli 6l¢iide inhibe etmistir. Bu sonugclar,
bilesik 2j’nin imatinibden farkli bir kinaz inhibitér profiline sahip oldugunu
gostermektedir. MOE 2018.01 programi ile gergeklestirilen molekiiler docking
calismalar1 da in vitro etki testi sonuglarini desteklemektedir. Bilesik 2j, ABL1 kinazin
ATP baglanma bolgesine yliksek affinite gostererek Onemli aminoasitlerle giiglii
etkilesimler gostermistir. In vitro ve in silico ¢alismalarin sonuglarina gore, bilesik 2j
ileriki ¢aligmalar i¢in umut vaat eden ¢ok hedefli TK inhibitorii sitotoksik etkili ve
apoptoz indiikleyici bir bilesiktir.

Daha sonra yapilacak ¢alismalarda, farkli fenacgil bromiir tiirevleri kullanilarak
tiyazol halkasinin dordiincii konumundaki fenil halkasinin farkli konumlarinda
metilsiilfonil grubu tasiyan tiirevler sentezlenerek elde edilen bilesiklerin antikanser

etkileri, 2j kodlu bilesigin antikanser etkisi ile karsilastirilabilir.
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