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ONSOZ

Antikanser ve antifungal ilaglarda karsilasilan problemlerin basinda toksisite,
diisiik etkinlik ve direng gelisimi gelmektedir. Buna bagli olarak yeni antikanser
ve antifungal etkili bilesiklerin gelistirilmesi lizerine ¢alismalar hiz kazanmstir.

Antikanser ve antifungal ila¢ tasarlama ve gelistirme caligmalarinda kinolin,
tiyazol ve hidrazon tiirevleri nemli bir yer tutmaktadir.

Bu tez calismasinda, kinolin halkasi tasiyan yeni tiyazolil hidrazon tiirevi
bilesikler sentezlenmistir. Elde edilen bilesiklerin spektroskopik yontemlerle
yapilart aydinlatilmig, antifungal, antikanser ve genotoksik etkileri aragtirilmustir.
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YENIi TIiYAZOL TUREVLERININ SENTEZIi ve BiYOLOJIK ETKi
CALISMALARI

OZET

Medisinal kimyada, antikanser ve antifungal ila¢ tasarlama ve gelistirme
calismalarinda yeni tiyazolil hidrazon tiirevleri onem kazanmistir.

Bu calismada, kinolin halkas1 tasiyan yeni tiyazolil hidrazon tiirevleri
sentezlenmistir. Elde edilen bilesiklerin yapilari, IR, '"H NMR, '3C NMR, kiitle
spektrumlari ve elementel analiz ile aydinlatilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin antikandidal etkileri disk diflizyon yontemi ile
degerlendirilmistir. Ayrica bu bilesiklerin A549 insan akciger adenokarsinoma,
HepG2 insan hepatoselliiler karsinoma, MCF-7 insan meme adenokarsinoma ve
NIH/3T3 fare embriyonik fibroblast (saglikli) hiicre dizileri iizerine sitotoksik
etkileri MTT yontemi ile aragtirilmigtir.

4-(4-Florofenil)-2-(2-((kinolin-4-il)metilen)hidrazinil)tiyazol (4), 1 mg/mL
konsantrasyonda Candida albicans ve Candida krusei’ye kars1 antifungal etki
gostermistir. Antikandidal etkinli§i nedeniyle, 4 no’lu bilesige Ames MPF
genotoksisite testi uygulanmistir. MTT ve Ames MPF testlerinde, 4 no’lu
bilesigin sitotoksik ve genotoksik etki gostermedigi tespit edilmistir.

4-(Naftalen-2-il)-2-(2-((kinolin-4-il)metilen)hidrazinil)tiyazol ~ (10) bilesiginin
A549 ve MCF-7 hiicre dizilerine karsi pozitif kontrol olan cisplatinden daha
selektif antikanser etki gosterdigi saptanmistir. Bunun yani sira 4-(4-klorofenil)-2-
(2-((kinolin-4-il)metilen)hidrazinil)tiyazol (5) bilesigi HepG2 hiicre dizisine karsi
cisplatinden daha selektif antikanser etki gostermistir. Selektivite indekslerinin
yiiksek olmasi nedeniyle, bu bilesikler ilerleyen arastirma siireclerine katilmaya
aday bilesikler olarak goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Tiyazol, hidrazon, kinolin, antikandidal etki, antikanser etki,
genotoksisite
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THE SYNTHESIS of NEW THIAZOLE DERIVATIVES and THEIR
BIOLOGICAL ACTIVITY STUDIES

ABSTRACT

In medicinal chemistry, new thiazolyl hydrazone derivatives have gained
importance in antifungal and anticancer drug design and development.

In the current study, new thiazolyl hydrazone derivatives bearing quinoline ring
were synthesized. The structures of the obtained compounds were elucidated by
IR, 'H NMR, *C NMR, mass spectra and elemental analysis.

The anticandidal effects of the synthesized compounds were evaluated using disc
diffusion method. Besides, the cytotoxic effects of these compounds on A549
human lung adenocarcinoma, HepG2 human hepatocellular carcinoma, MCF-7
human breast adenocarcinoma and NIH/3T3 mouse embryonic fibroblast
(healthy) cell lines were investigated using MTT assay.

4-(4-Fluorophenyl)-2-(2-((quinolin-4-yl)methylene)hydrazinyl)thiazole 4)
showed antifungal activity against Candida albicans and Candida krusei in the
concentration of 1 mg/mL. Due to its anticandidal activity, Ames MPF
genotoxicity assay was applied to compound 4. In MTT and Ames MPF tests, it
was determined that compound 4 did not show cytotoxic and genotoxic effects.

It was determined that 4-(naphthalen-2-yl)-2-(2-((quinolin-4-
yl)methylene)hydrazinyl)thiazole (10) showed more selective anticancer activity
than positive control cisplatin against A549 and MCF-7 cell lines. Besides, 4-(4-
chlorophenyl)-2-(2-((quinolin-4-yl)methylene)hydrazinyl)thiazole (5) exhibited
more selective anticancer activity than cisplatin against HepG2 cell line. Due to
their high selectivity index, these compounds are considered as candidate
compounds to participate in advancing research.

Key Words: Thiazole, hydrazone, quinoline, anticandidal activity, anticancer
activity, genotoxicity
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GIRIS ve AMAC

Kanser, diinya genelinde en hizli yayilan hastaliktir. Giiniimiizde, her y1l 7 milyon
insan kanserden Olmektedir ve 25 milyona yakin insan kanser teshisi ile
yasamaktadir. Geligmis iilkelerde en 6nemli 6liim nedeni olarak gdsterilen kanser,
gelismekte olan iilkelerde kalp hastaliklarindan sonra ikinci siradaki oliim
sebebidir. Genel niifusun yas ortalamasinin artisi ile birlikte kanserin yarattig
sikintinin boyutlar1 da artmaktadir. Kadin ve erkek popiilasyonlarin yas ortalamast
1970 yilinda sirasiyla 56.4 ve 61.2 iken, 2010 yilinda sirasiyla 67.5 ve 73.3 olarak
bulunmustur. Kanser riski 55 yasindan sonra gelismis lilkelerde %78 oraninda
artarken, gelismekte olan iilkelerde %58 oraninda artmistir. Arastirmacilar, 2030
yilinda yeni kanser teshislerinin sayisinin 21 milyon civarinda olacagini, her yil 17
milyon hastanin kanser nedeniyle 6lecegini ve 75 milyon hastanin kanser teshisi ile
yasayacagini ongormektedir (Popat ve ark., 2013; Rebucci ve Michiels, 2013).

2016 yili Amerikan Kanser Birligi’nin hazirladig1 rapora gore, kadinlarda en sik
teshis edilen kanser tipleri sirasiyla meme (%29), akciger (%13) ve kolorektal (%8)
kanserleridir. Erkeklerde ise bu durumu sirasiyla prostat (%21), akciger (%14) ve
kolorektal (%8) kanser tipleri izlemektedir. Bununla birlikte kanser ile iliskili
Olimler incelendiginde, hem erkeklerde hem de kadinlarda akciger kanseri ilk
sirada (sirastyla %27 ve %26) yer almaktadir (American Cancer Society, 2016).

Son yillarda, hepatoselliiler karsinomanin goriilme siklig1 da (%2.7) artmaktadir.
Hepatoselliiler karsinoma diinyada en sik goriilen kanserler arasinda 5. sirada,
kansere bagli 6liimlerde ise 3. sirada yer almaktadir (Attwa ve El-Etreby, 2015).

Son yirmi yilda, immiin sistemi baskilanmig hastalarin sayisinin artmasi nedeniyle
siklikla hastane kokenli olarak gelisen invaziv fungal enfeksiyonlarin goriilme
sikliginda da artis meydana gelmistir. Yiiksek morbidite ve mortalite orani ile
karakterize bu enfeksiyonlarin %80’1 Candida tiirii mantarlara baghdir. Bu
enfeksiyonlarin %50’sinden fazlast Candida albicans ile, geri kalan1 Candida
glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida
guilliermondii ve diger Candida tiirleri ile olusur (Dalgi¢ ve Ince, 2005; Sancak,
2007; Kiigiikoglu, 2008; Altintop, 2009).

Gilintimiizde fungal enfeksiyonlarin tedavisi halen biiyiik bir sorun olusturmaktadir.
Bu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ilaglar olduk¢a sinirli sayidadir. Bunun
nedeni okaryotik yapidaki bu mikroorganizmalara etkili, ama insan hiicresi {izerine
toksik etki gdstermeyen se¢ici bilesiklerin bulunmasinin zor olmasidir (Dalgic ve
Ince, 2005).

Antifungal ve antikanser ilaclarin kullanimu toksisite, diisiik etkinlik ve ilag direnci
nedeniyle oldukga kisithidir. Bu nedenle son yillarda medisinal kimya alaninda,
kullanimda olan kemoterapoétik ilaglardan daha etkili, daha az toksik ve yan etkileri
en aza indirilmis yeni kemoterapoétik ilag tasarlama ve gelistirme ¢aligmalart onem
kazanmistir (Shapiro ve ark., 2011; Kathiravan ve ark., 2012; Pfaller, 2012;
Rebucci ve Michiels, 2013; Foo ve Michor, 2014).

Literatiirde tiyazol halkasi tasiyan bilesiklerin antifungal ve antikanser etkileri
lizerine ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Antifungal etkili isavukonazol (Pettit ve
ark., 2015), ravukonazol (Pasqualotto ve ark., 2010) ve abafungin (Sekil 1);
antikanser etkili bleomisin, tiazofurin (Popsavin ve ark., 2014) ve dasatinib



(Abruzzese ve ark., 2014) (Sekil 2) tiyazol halkas1 tasimaktadirlar (Kashyap ve ark.,
2012; Leoni ve ark., 2014; Ayati ve ark., 2015; Rouf ve Tanyeli, 2015; Das ve ark.,

2016).
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Sekil 1. Tiyazol Halka Yapis1 Tasiyan Antifungal Etkili Ajanlar
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Sekil 2. Antikanser Etkili Tiyazol Tiirevleri

Tiyazol tiirevlerinin yani sira, hidrazit-hidrazon yapisi tasiyan bilesikler mikrobiyal
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir (Rollas ve Kiigiikgiizel, 2007; Narang
ve ark., 2012; Kumar ve Narasimhan, 2013). 1950’li yillarda izoniazit adl1 ilacin
antitiiberkiiloz etkisinin bulunmasi ile birlikte (Judge ve ark., 2012), hidrazit-
hidrazon tiirevi bilesiklerin basta antimikobakteriyel olmak {izere antimikrobiyal
etkileri lizerine yapilan ¢aligmalar artmistir (Sekil 3). Son yillarda, arastirmacilar
hidrazon tilirevi bilesiklerin antimikrobiyal etkilerinin yami1 sira antikanser
aktiviteleri lizerine de birgok calisma gergeklestirmislerdir (Kumar ve Narasimhan,
2013).

N \ / CONHNH,

Sekil 3. izoniazit

Bu calismada, yan zincirde heteroaromatik halka olarak antifungal ve antikanser
etkileri destekleyen kinolin halkasi tercih edilmistir. Kinolin halkasinin bir¢ok
hastaligin tedavisinde 6nemli bir yere sahip olmasi, medisinal kimyacilar1 kinolin
halkas1 tasiyan yeni kemoterapdtik bilesiklerin kesfine yoneltmistir. Antikanser



etkili bosutinib, lenvatinib ve kabozantinib gibi bir¢ok 6nemli ilacin yapisinda
kinolin halkas1 bulunmaktadir (Musiol ve ark, 2010; Afzal ve ark, 2015; Bhadury
ve Pang, 2015; Gopaul ve ark., 2015) (Sekil 4).
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Sekil 4. Antikanser Etkili Kinolin Tiirevleri



Literatiir bilgileri 1s1¢inda, bu c¢alismada kinolin halkasi tasiyan yeni tiyazolil
hidrazon tiirevlerinin sentezlenmesi ve sentezlenen bilesiklerin antikandidal ve
antikanser etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla 4-aril-2-(2-((kinolin-
4-il)metilen)hidrazinil)tiyazol tiirevleri sentezlenmistir (Cizelge 1). Elde edilen
bilesiklerin yapilar1 spektroskopik yontemlerle aydinlatilmis ve bu bilesiklerin
antikandidal etkileri disk diflizyon yontemi ile degerlendirilmistir. En etkili
antikandidal bilesigin genotoksik etkisi de Ames MPF genotoksisite testi ile
arastirilmistir. Ayrica sentezlenen bilesiklerin A549 insan akciger adenokarsinoma,
HepG2 insan hepatoselliiler karsinoma, MCF-7 insan meme adenokarsinoma ve
NIH/3T3 fare embriyonik fibroblast (saglikli) hiicre dizilerine karsi sitotoksik
etkileri MTT yontemi ile degerlendirilmistir.
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Cizelge 1. Sonuc Bilesikleri

N
Bilesik R

1 Fenil

2 4-Siyanofenil
3 4-Nitrofenil
4 4-Florofenil
5 4-Klorofenil
6 4-Bromofenil
7 4-Metilfenil
8 4-Metoksifenil
9 4-(Metilstlfonil)fenil
10 Naftalen-2-il




KAYNAK BILGISI
Tiyazol Halka Sistemi ile Tlgili Genel Bilgiler

Tiyazol, birinci konumunda kiikiirt ve {i¢lincli konumunda azot atomu igeren bes
tiyeli heterosiklik bilesiktir (Gupta ve ark., 1999). Tiyazol halka sistemi {izerine
caligmalar 19. yiizyilin sonuna dogru baslamistir (Hantzsch ve Weber, 1887;
Mustafa ve ark., 2004; Siddiqui ve ark., 2009).

Tiyazol halkasi, ilk defa Hantzsch ve Weber (1887) tarafindan ‘tiyofen serilerinin
piridini’ olarak tanimlanmistir. Dogru numaralandirilmasi ‘Ring Index’ tarafindan
onerildigi gibidir ve tiyazol halkasinin rediiklenmis formlarinda ¢ift bagin yeri A?,
A® ve A* seklinde belirtilmektedir (Sekil 5) (Mustafa ve ark., 2004).

4 / Ti 3 Ti ——N / NH NH
S S S S S
1
Tiyazol A2-Tiyazolin A3-Tiyazolin A*-Tiyazolin Tiyazolidin

Sekil 5. Tiyazol Halkasi ve Rediiklenmis Formlar:

Literatiirde tiyazol halka sisteminin kimyasi ve biyolojik aktivitesi lizerine ¢ok
sayida ¢alisma bulunmaktadir (Kashyap ve ark., 2012; Leoni ve ark., 2014; Ayati
ve ark., 2015; Rouf ve Tanyeli, 2015; Das ve ark., 2016).

Tiyazol halkasi, biyolojik olarak aktif bircok dogal bilesigin yapisinda
bulunmaktadir. Bu dogal bilesiklerin baginda suda ¢6ziinen bir vitamin olan tiyamin
(B1 vitamini) gelmektedir (Sekil 6).

1T O

Sekil 6. Tiyamin

Gilinitimiizde klinik kullanimda olan ve gesitli amaclarla kullanilan birgok ilacin
yapisinda da tiyazol halkasi1 bulunmaktadir. Antibakteriyel etkili siilfatiyazol; -
laktam antibiyotikler aztreonam, sefotaksim, sefodizim, seftriakson; antifungal
etkili isavukonazol, ravukonazol, abafungin; antikanser etkili bleomisin, tiazofurin
ve dasatinib; antiretroviral etkili ritonavir, nonsteroidal antienflamatuvar
meloksikam; histamin Hz-reseptor blokorii antiiilser etkili nizatidin ve famotidin
tiyazol halkasi tasimaktadirlar (Sekil 7) (Kashyap ve ark., 2012; Leoni ve ark.,
2014; Ayati ve ark., 2015; Rouf ve Tanyeli, 2015).
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Sekil 7. Tiyazol Halka Yapis1 Tasiyan Baz Ilaclar
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Sekil 7. (Devam) Tiyazol Halka Yapis1 Tasiyan Baz ilaclar



Tiyazol halka sistemi i¢in antimikrobiyal (Ozadali ve ark., 2014; Qin ve ark., 2014),
antiviral (Xu ve ark., 2014), antiprotozoal (Makam ve ark., 2014), antikanser
(Popsavin ve ark., 2016), antioksidan (Geronikaki ve ark., 2013), antikonviilzan
(Mishra ve ark., 2015), antidiyabetik (Xu ve ark., 2012), antihipertansif (Turan-
Zitouni ve ark., 2000), antikolinesteraz (Turan-Zitouni ve ark., 2013; Rahim ve ark.,
2015), analjezik ve antienflamatuvar (El-Achkar ve ark., 2015) aktiviteler
bildirilmistir.

Tiyazol Halkasinin Genel Sentez Yontemleri

a-Haloketonlardan Tiyazol Sentezi

1887 yilinda yapilan bir calisma, a-haloketonlarin tiyoiire ile reaksiyonu sonucu
yiiksek verimde 2-aminotiyazol tiirevlerinin olustugunu bildirmistir (Sekil 8)
(Eicher ve Hauptmann, 2003; Mustafa ve ark., 2004).
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Sekil 8. Hantzsch Tiyazol Sentezi

a-Haloketonlar ile tiyolire tiirevlerinin kullanildigi Hantzsch tiyazol sentezi,
giiniimiizde hala 6nemini korumaktadir (Mustafa ve ark., 2004). Bununla birlikte,
a-haloketonlarin tiyoamitler ile reaksiyonu sonucu da tiyazol tilirevleri elde
edilmektedir (Sekil 9).
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Sekil 9. a-Haloketonlarin Tiyoamitler ile Reaksiyonu
a-Aminonitrillerden Tiyazol Sentezi

Cook-Heilbron tiyazol sentezinde, a-aminonitrillerin karbon disiilfiir, karbonil
siilfiir, izotiyosiyanatlar, ditiyokarboksilli asitlerin tuzlar1 veya esterleri ile
reaksiyonu sonucu 5-aminotiyazoller olusmaktadir (Sekil 10) (Eicher ve
Hauptmann, 2003).
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Sekil 10. Cook-Heilbron Tiyazol Sentezi



a-(Acilamino)ketonlardan Tiyazol Sentezi

Gabriel sentezinde, o-(agilamino)ketonlarin fosfor pentasiilfiir ile reaksiyonu
sonucu tiyazol tirevleri elde edilmektedir (Sekil 11) (Gupta ve ark., 1999).

DEE N

Sekil 11. Gabriel Sentezi
Hidrazon Tiirevleri ile Tlgili Genel Bilgiler

Literatiirde hidrazon tilirevi bilesiklerin biyolojik aktiviteleri lizerine ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir. Bu konuyla ilgili Rollas ve Kiigiikgiizel (2007) tarafindan
bir derleme yayinlanmistir. Narang ve arkadaglar1 (2012), hidrazit-hidrazon
tiirevlerinin biyolojik etkileri ve kimyasal sentezi, Kumar ve Narasimhan (2013) ise
hidrazit-hidrazon tlirevlerinin antimikrobiyal ve antikanser etkileri iizerine derleme
yayinlamislardir.

Hidrazonlar i¢in antimikrobiyal (Giirsoy ve ark., 1997; Kiiciikgiizel ve ark., 1999;
Rollas ve ark., 2002; Vicini ve ark., 2002; Cacic ve ark., 2006; Masunari ve
Tavares, 2007; Kaplancikli ve ark., 2008; Onkol ve ark., 2008; Gurkok ve ark.,
2009; Kumar ve ark., 2009; Altintop ve ark., 2012), antiviral (Vicini ve ark., 2009),
antimalaryal (Gemma ve ark., 2006), antikonviilzan (Ragavendran, 2007),
antidepresan (Ergeng ve ark., 1998; Can ve ark., 2012), antikanser (Terzioglu ve
Gilrsoy, 2003; Xia ve ark., 2008; Altintop ve ark., 2012), analjezik ve
antienflamatuvar (Todeschini ve ark., 1998; Fraga ve Barreiro, 2006; Salgin-
Goksen ve ark., 2007) aktiviteler bildirilmistir.

Nitrofuran tiirevi bagirsak antiseptigi olan nifuroksazit de yapisinda hidrazon grubu
tagimaktadir (Sekil 12) (Masunari ve Tavares, 2007; Kayaalp, 2009).
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Sekil 12. Nifuroksazit

Hidrazon Tiirevlerinin Genel Sentez Yontemi

Hidrazonlar, siibstitiie hidrazin/hidrazitlerin aldehit veya ketonlarla etanol, butanol,
glasiyel asetik asit, etanol-glasiyel asetik asit gibi ¢oziiciiler icinde 1sitilmasi sonucu
elde edilmektedir (Sekil 13) (Yale ve ark., 1953; Rollas ve Kiiciikgiizel, 2007).
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Sekil 13. Hidrazon Sentezi

Tiyazolil Hidrazon Tiirevlerinin Antifungal ve Antikanser Etkileri iizerine
Calismalar

Literatiirde tiyazolil hidrazon tiirevi bilesiklerin antifungal ve antikanser etkileri
lizerine yapilmis ¢cok sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Easmon ve arkadaglar1 (1997), tiyazolil ve benzotiyazolil hidrazon tiirevlerini elde
etmigler ve bu bilesiklerin antiproliferatif etkilerini degerlendirmislerdir. Yapilan
etki calismalarinda, test edilen bilesikler 6zellikle Burkitt lenfoma hiicrelerine karsi
iyi antiproliferatif etki gostermislerdir. Bu seride, baz1 bilesiklerin hidroksitireden
13-900 kat daha etkili olduklar1 ve hidroksilireye capraz direng gostermedikleri

saptanmugstir (Sekil 14).
X S \
D
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R= H, CH3
Sekil 14. Piridin Halkas1 Tasiyan Tiyazolil hidrazon Tiirevleri

Cukurovali ve arkadaslar1 (2006), 3-siibstitiie siklobiitan halkas1 tastyan tiyazolil
hidrazon tiirevlerini sentezlemisler ve bu bilesiklerin Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, Escherichia coli ve C. tropicalis lizerine
inhibitor etkilerini arastirmiglardir. Bu bilesikler arasinda, flukonazol (MIC= 8
ug/mL) ile  kiyaslandiginda  2,4-dihidroksibenzaldehit  [4-(3-metil-3-
fenilsiklobutil)-1,3-tiyazol-2-il]Thidrazon bilesiginin C. tropicalis (MIC= 16 pg/mL)
tiiriine kars1 en etkili bilesik oldugu saptanmistir (Sekil 15).
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Sekil 15. 3-Siibstitiie siklobiitan Halkas1 Tasiyan Tiyazolil hidrazon Tiirevleri

Ozdemir ve arkadaslar1 (2008), N-(1-benzil-2-feniletiliden)-N'-[4-ariltiyazol-2-
illhidrazon ve N-(1-fenilbutiliden)-N'-[4-ariltiyazol-2-il]hidrazon tiirevlerini
sentezlemisler ve bu bilesiklerin Candida tiirlerine karsi antifungal etkilerini
degerlendirmislerdir. ~ N-(1-Benzil-2-feniletiliden)-N'-[4-ariltiyazol-2-ilThidrazon
tiirevlerinden tiyazol halkasinin dérdiincii konumdaki fenil {izerinde 4-metoksi, 4-
kloro siibstitiientlerini tagiyan bilesikler ve N-(1-fenilbutiliden)-N'-[4-ariltiyazol-2-
il]hidrazon tiirevlerinden tiyazol halkasinin dordiincii konumdaki fenil {izerinde 4-
metil, 4-nitro, 4-kloro siibstitiientlerini tasiyan tiirevler antikandidal etki
gostermislerdir (Sekil 16).

oXald! R.

R= H, 4-OCHj3, 4-NO,, 4-Cl, 2,5-diOCH;, R'= 4-CH;_4-OCHj, 4-NO,, 4-Cl, 2,5-diOCH;
Sekil 16. NV-(1-Benzil-2-feniletiliden/1-fenilbutiliden)-/V'-[4-ariltiyazol-2-il|hidrazonlar

Bharti ve arkadaslar1 (2010), 2,4-disiibstitiie tiyazol halkas1 tastyan Schiff bazlar
elde etmigler ve bu bilesiklerin E. coli, S. aureus, S. typhi, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Vibrio cholerae bakterilerine karsi
antibakteriyel, C. albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus flavus,
Chrysosporium  tropicum  mantarlarina  karst  antifungal  etkilerini
degerlendirmislerdir (Sekil 17). Yapilan mikrobiyolojik testlerde, baz1 bilesiklerin
1yi antibakteriyel (MIC=12.5-50 pg/mL) ve antifungal etki (MIC= 6.25-25 pg/mL)
gosterdikleri tespit edilmistir.
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Sekil 17. 2,4-Disiibstitiie tiyazol Halkas1 Tasiyan Schiff Bazlari

Chimenti ve arkadaslar1 (2011), [4-(4'-siibstitiie-fenil)tiyazol-2-il]hidrazin
tiirevlerini sentezlemisler ve bu bilesiklerin patojenik Candida tiirlerine karsi
antifungal etkilerini arastirmiglardir. Tiyazoliin ikinci konumundaki hidrazona
bagl yapilarin antikandidal etki a¢isindan 6nem tasidigi saptanmustir (Sekil 18).
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Het: Fur-2-il, tiyofen-2-il, piridin-3-il, piridin-4-il; R: H, CH;; R,: CH;, OCHj;
Het: Piridin-2-il, naftalen-2-il, kumarin-3-il; R: CHj; R;: CH3, OCH3
Het: Naftalen-1-il, benzodioksol-5-il, indol-3-il; R: H, R;: CH3, OCHj3

Sekil 18. [4-(4'-Siibstitiie-fenil)tiyazol-2-il]hidrazin Tiirevleri

Gaikwad ve arkadaglar1 (2012), ravukonazol analogu tiyazol halkasi tasiyan triazol
tiirevlerini sentezlemisler ve bu bilesiklerin 4 patojenik bakteri (B. subtilis, S.
aureus, E. coli, P. aeruginosa) ve 2 patojenik mantara (C. albicans, Aspergillus
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niger) kars1 kalitatif ve kantitatif antimikrobiyal etkilerini aragtirmiglardir (Sekil
19). Yapilan antimikrobiyal etki ¢alismalarinda, sentezlenen bilesiklerin ¢ogunun
giiclii antibakteriyel ve antifungal etki gosterdikleri saptanmuistir.
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Sekil 19. Ravukonazol Analogu Tiyazol Halkas1 Tastyan Triazol Tiirevleri

Altintop ve arkadaslar1 (2014a), pirazol halkasi tagiyan tiyazolil hidrazon tiirevleri
sentezlemisgler ve bu bilesiklerin A549 insan akciger adenokarsinoma ve NIH/3T3
fare embriyonik fibroblast hiicre dizilerine kars1 sitotoksik etkilerini
degerlendirmislerdir (Sekil 20). Bu bilesikler arasinda, cisplatin (ICso= 0.01 mM)
ile kiyaslandiginda 2-[2-((3,5-dimetil-1-fenil-1H-pirazol-4-il)metilen)hidrazinil]-
4-[4-(triflorometil)fenilJtiyazol bilesiginin A549 hiicre dizisine (ICso=0.0316 mM)
kars1 en etkili bilesik oldugu saptanmistir. Bununla birlikte, bu tiyazolil hidrazon
tiirevinin NIH/3T3 hiicre dizisine kars1 daha yiiksek konsantrasyonda (ICso= 1 mM)
etki gostermesi, bu bilesigin A549 hiicre dizisine karsi antikanser etkisinin segici
oldugunu gostermistir.
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R=Fenil, 4-nitrofenil, 4-florofenil, 4-klorofenil, 4-bromofenil, 4-metilfenil, 4-metoksifenil, 4-siyanofenil,
4-triflorometilfenil, 4-metilsiilfonilfenil, naftalen-2-il

Sekil 20. Pirazol Halkas: Tastyan Tiyazolil hidrazon Tiirevleri

Altintop ve arkadaglar1 (2014b), nitro siibstitiie tiyazolil hidrazon tiirevleri
sentezlemisler ve bu bilesiklerin antikandidal etkileri ile MCF-7 insan meme
adenokarsinoma ve NIH/3T3 fare embriyonik fibroblast hiicre dizilerine karsi
sitotoksik aktivitelerini arastirmislardir (Sekil 21). Sentezlenen bilesikler arasinda,
Candida utilis mikroorganizmasina kars1 (MIC= 250 ug/mL) en etkili antifungal
bilesigin 2-[2-((5-(4-kloro-2-nitrofenil)furan-2-il)metilen)hidrazinil ]-4-(4-
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metoksifenil)tiyazol oldugu, cisplatin (ICso= 31.2 pg/mL) ile kiyaslandiginda,
MCF-7 hiicre dizisine kars1 en etkili antikanser bilesigin ise 2-[2-((5-(4-kloro-2-
nitrofenil)furan-2-il)metilen)hidrazinil ]-4-(4-klorofenil)tiyazol (ICso= 125 pg/mL)
oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, bu tiirevlerin NIH/3T3 hiicre dizisine
kars1 daha yiiksek konsantrasyonda (ICso > 500 pg/mL) etki gostermeleri, bu
bilesiklerin etkilerinin se¢ici oldugunu géstermistir.
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R= p-NO,, p-Cl-0-NO,; R'=H, NO,, F, Cl, Br, CH;, OCH;
Sekil 21. Nitro Siibstitiie Tiyazolil hidrazon Tiirevleri

Laczkowski ve arkadaslar1 (2014), tiyazol tiirevi sekiz adet nitrojen mustard
sentezlemigler ve bu bilesiklerin MV4-11 bifenotipik B miyelomonositik 16semi,
A549 insan akciger karsinoma, HCT116 insan kolon karsinoma ve MCF-7 insan
meme karsinoma ve BALB/3T3 normal fare fibroblast hiicrelerine karsi
antiproliferatif etkilerini arastirmislardir (Sekil 22). Yapilan etki testlerinde, (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, (£)-
N-(4-(2-(2-(4-(bis(2-kloroetil)amino)benziliden)hidrazinil)tiyazol-4-
iD)fenil)metansiilfonamit, (£)-N,N-bis(2-kloroetil)-4-((2-(4-(adamant-1-il)tiyazol-
2-il)hidrazono)metil)anilin bilesikleri MV4-11 hiicrelerine kars1 0.634-3.61 pg/mL
ICso araliginda antiproliferatif etki gostermislerdir. Bu tiirevler arasinda, (E)-N-(4-
(2-(2-(4-(bis(2-kloroetil)amino)benziliden)hidrazinil)tiyazol-4-
il)fenil)metansiilfonamit bilesiginin MCF-7 ve HCT116 hiicrelerine karsi da
sirastyla 2.32+0.6 pg/mL ve 2.81+0.9 ng/mL ICso degerlerinde ¢ok giiclii etki
gosterdigi saptanmistir. Bu bilesik, klinikte insan solid timorlerinin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan antikanser ilag¢ olan cisplatine benzer etki gdstermistir. (£)-
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 normal fare fibroblast hiicre
dizisine karsi diisiik sitotoksik etkileri, bu bilesiklerin kanser hiicrelerine karsi
selektivitelerini  isaret etmistir. Bu c¢alismada, (E)-N-(4-(2-(2-(4-(bis(2-
kloroetil)amino)benziliden)hidrazinil)tiyazol-4-il)fenil)metansiilfonamitin
deoksiriboniikleik asit (DNA) bazlar1 ile olusturdugu model kompleks sistemlerin
etkilesim ve baglanma enerjilerinin kuantum kimyasal hesaplamalar1 da
gerceklestirilmistir. Bu bilesigin guanin ile etkilesiminin, diger niikleobazlarla
etkilesiminden c¢ok daha giiclii oldugu bulunmustur. Insan topoizomeraz II
(hTopoll) enziminin adenozin trifosfat (ATP)-baglama alan1 ve DNA baglanma
sitesi ile bilgisayar simiilasyonlar1 gerceklestirilmistir. Test edilen bilesikler,
hTopoll enziminin potansiyel inhibitorleri olarak tanimlanmustir.
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Sekil 22. Tiyazol Tiirevi Nitrojen Mustardlar

Chidananda ve arkadaglar1 (2014), 1-kloro-4-(3,4-diklorofenil)-3,4-dihidronaftalen
halkas1 tasiyan 1,3,4-oksadiazolin ve 1,3-tiyazol tilirevlerini (Sekil 23)
sentezlemigler ve bu bilesiklerin antibakteriyel ve antifungal etkilerini
arastirmiglardir. Segilen bilesiklerin HeLa servikal adenokarsinoma hiicre dizisine
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kars1 sitotoksik etkileri de degerlendirilmistir. Yapilan etki testlerinde, bazi
bilesiklerin HeLa hiicre dizisine kars1 kayda deger sitotoksik aktivite gosterdikleri
saptanmistir. Sentezlenen bilesiklerin ¢ogunlugu orta ya da iyi derecede
antibakteriyel ve antifungal etki gostermislerdir.

H
\N/NM
S / R

Cl

Cl

Cl

R=H, 4-NO,, 2,4-(Cl),, 4-Cl, 4-F, 4-Me, 4-Br, 3-CONH,—4-OH, 4-OCHj;

Cl

Cl

Cl
Sekil 23. 1-Kloro-4-(3,4-diklorofenil)-3,4-dihidronaftalen Halkas1 Tasiyan Tiyazol Tiirevleri

Daha oOnce yapilan bir ¢alismada, Chimenti ve arkadaslar1 (2009) tarafindan
siklopentiliden-[4-(4'-klorofenil)tiyazol-2-il)hidrazon (CPTH2) bilesigi in vitro ve
in vivo GenSp agin1 modiile eden bir histon asetiltransferaz (HAT) inhibitorii olarak
tanimlanmistir. Secci ve arkadaglar1 (2014) ise, CPTH2 6ncii bilesiginden yola
cikarak tiyazolil hidrazon tiirevleri sentezlemisler ve bu bilesiklerin HAT inhibitor
etkilerini arastirmiglardir. Yapilan etki testlerinde, 1-(4-(4-klorofenil)tiyazol-2-il)-
2-(propan-2-iliden)hidrazin (BF1) bilesiginin histon H3 asetilasyonu i¢in substrat
selektivitesi ve in vitro rekombinant HAT GenS ve p300 {izerine inhibitdr aktivite
gosterdigi saptanmustir. BF1 bilesigi, HeLa servikal adenokarsinoma (kontrol), U87
glioblastoma ve BE noroblastoma hiicreleri iizerinde denenmistir. BF1 uygulamasi

ile genis capli histon H3 asetilasyonu ve lizin 18 spesifik asetilasyonu azalmistir
(Sekil 24).
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Sekil 24. CPTH2 ve BF1

Tran Nguyen ve arkadaslart (2015), karbazol halkasi tasiyan tiyazol tiirevleri
sentezlemisler ve bu bilesiklerin A549 insan akciger, MCF-7 insan meme ve HT-
29 insan kolon kanser hiicre dizilerine karsi sitotoksik etkilerini
degerlendirmislerdir (Sekil 25). Elde edilen tiyazol tiirevleri 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 ~ bilesikleri  {i¢
kanser hiicre dizisine karsi kayda deger sitotoksik etki gostermislerdir. Bununla
birlikte, bu tiirevlerin antioksidan etkileri de arastirilmis ve test edilen bilesiklerin
referans bilesik olan butilhidroksitoluenden (BHT) daha yiiksek antioksidan etkiye

sahip olduklar1 saptanmistir.
H N Ar
N
-~/ \@/
N
S

N

.

Ar= Fenil, 4-metilfenil, 4-metoksifenil, 4-triflorometoksifenil, 4-klorofenil, 4-bromofenil, 4-nitrofenil, 3-nitrofenil,
4-siyanofenil, naftalen-1-il

Sekil 25. Karbazol Halkas1 Tasiyan Tiyazol Tiirevleri

Gomha ve arkadaglar1 (2015), triazol halkasi tasiyan tiyazol, tiyadiazol ve
pirido[2,3-d][1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5(1 H)-on tilirevleri sentezlemislerdir.
Elde edilen bilesiklerin MCF-7 insan meme karsinoma ve HepG2 insan
hepatoselliiler karsinoma hiicre dizilerine karsi antitlimor etkileri ve yapi-etki
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iliskileri degerlendirilmistir. 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 insan meme karsinoma ve HepG2 insan hepatoselliiler karsinoma hiicre
dizilerine (sirastyla ICso= 3.4 + 0.23 uM ve 1.19 + 0.07 uM) kars1 kayda deger etki
gostermistir (Sekil 26).

H
N \ P N S
Va4 N \( N
N

R= CHj; Ar= Fenil, p-tolil, m-tolil, 4-metoksifenil, 4-klorofenil, 4-bromofenil;
R= Fenil, Naftalen-2-il, 2-Tiyenil, Ar= Fenil

Sekil 26. Triazol Halkasi Tasiyan Tiyazol Tiirevleri
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GERECLER

Kullamlan Kimyasal Maddeler
2,4'-Dibromoasetofenon
2-Bromo-1-[4-(metilsiilfonil)fenil]-1-etanon
2-Bromo-2'-asetonafton
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-Bromoasetofenon

4-Kinolinkarboksaldehit

Ames Microplate Format (MPF) genotoksisite kiti
Dimetil siilfoksit (DMSO)

Dimetil siilfoksit-ds (DMSO-ds)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM)
Etanol

Fetal Bovine Serum (FBS)

Glukoz-6-fosfat

Magnezyum kloriir

Mikrozomal sican karaciger S9 enzimi
Nikotinamit adenin diniikleotit fosfat sodyum tuzu
Penisilin-Streptomisin

Potasyum kloriir

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) besi yeri
Sodyum dihidrojen fosfat

Tiyosemikarbazit

Kullanilan Cihazlar

Elementel analiz cihazi

ELISA okuyucu

Erime derecesi tayin cihazi
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: Acros, Belgika

: Maybridge, Belgika

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Acros, Belgika

: Acros, Belgika

: Acros, Belcika

: Acros, Belgika

: Acros, Belcika

: Acros, Belgika

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Xenometrix, Isvicre

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Xenometrix, Isvicre

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Acros, Belgika

: Perkin Elmer EAL 240
: Biotek, ABD
: Mettler-Toledo MP90, Ohio,

ABD



Hiicre Sayim Cihazi
Infrared spektrofotometresi
Inverted mikroskop
Karbondioksit inkiibatorii
Kiitle spektrometresi
Sogutmalr santrifiij

Steril ¢alisma kabini

Varian Mercury-400 FT-NMR spektrometresi
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: Biorad, ABD

: Shimadzu, Japonya

: Leica, Almanya

: Thermo Scientific, ABD

: Shimadzu, Kyoto, Japonya
: Eppendorf, ABD

: Heal Force, Cin

: Agilent, Palo Alto, CA, ABD



YONTEMLER
Baslangic ve Sonu¢ Maddelerinin Genel Sentez Yontemleri
Yontem A: 4-Kinolinkarboksaldehit tiyosemikarbazonun Genel Sentez Yontemi

Esdeger miktar 4-kinolinkarboksaldehit ve tiyosemikarbazit etanol icinde 12 saat
geri ¢eviren sogutucu altinda kaynatilmistir. Coken madde siiziilerek alinmis ve
kurutulmustur. Elde edilen madde etanol ile saflagtirilmistir (Sekil 27).

S
H 0 N )J\
= \E NH,

S

X HZN—ﬁ—|C|—NH2 X

N/ A ] | N/

Sekil 27. 4-Kinolinkarboksaldehit tiyosemikarbazonun Sentezi

Yontem B: 4-Aril-2-(2-((kinolin-4-il)metilen) hidrazinil)tiyazol (1-10)
Tiirevierinin Genel Sentez Yontemi
Esdeger miktar 4-kinolinkarboksaldehit tiyosemikarbazon ve fenagil bromiir tiirevi

etanol icinde 6 saat geri c¢eviren sogutucu altinda kaynatilmistir. Coken madde
stiziilerek alinmig ve kurutulmustur. Elde edilen madde etanol ile saflastirilmistir

(Sekil 28).
S N
Ut v
= \H NH, = \E S

(0]
| X R—H—CHZBr N \
G A | G

N N

Sekil 28. 4-Aril-2-(2-((kinolin-4-il)metilen)hidrazinil)tiyazol (1-10) Tiirevlerinin Sentezi
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Elde Edilen Bilesiklerin Analizi
Erime Noktas1 (E.N.) Tayini

Elde edilen bilesiklerin erime noktalari, bir ucu kapali kilcal tiipler icerisinde erime
derecesi tayin cihazi ile saptanmustir. Islem 3 kez tekrarlanmustir.

IR Spektrumlarinin Alinmas:

Elde edilen bilesiklerin Infrared (IR) spektrumlari, IR spektrofotometresinde
alimmustir.

TH NMR Spektrumlarinin Alinmast

Elde edilen bilesiklerin 'H Niikleer Manyetik Rezonans ('"H NMR) spektrumlari,
DMSO-ds icinde ¢ozelti haline getirildikten sonra tetrametilsilana (TMS) kars1 400
MHz NMR spektrometresinde alinmigtir.

3C NMR Spektrumlarinin Alinmast

Elde edilen bilesiklerin '*C Niikleer Manyetik Rezonans (1*C NMR) spektrumlari,
DMSO-ds iginde ¢ozelti haline getirildikten sonra tetrametilsilana karsi 100 MHz
NMR spektrometresinde alinmustir.

C, H, N Tayini

Elde edilen bilesiklerin C, H, N yiizdeleri, elementel analiz aleti kullanilarak
saptanmistir.

Kiitle Spektrumlarinin Alinmasi

Bilesiklerin kiitle spektrumlari, LCMSMS 8040 (Shimadzu, Kyoto, Japonya) ii¢lii
quadrupole kiitle spektrometresinde elektrosprey iyonlastirma (ESI) pozitif ve
negatif modda kullanilarak Shimadzu Labsolution yazilimi ile alinmigtir.
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Biyolojik Etki Testleri
Yontem C: Antikandidal Etki Testleri

Antikandidal etkinlik testi kismen modifiye edilmis CLSI M44-A2 protokoliine
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2009) gore gergeklestirilmistir. Bir
gece Onceden Sabouraud Dekstroz Agar plaklarinda gelistirilen Candida
tiirlerinden (Cizelge 2) 4-5 adet kolonin se¢imi yapilmis ve steril tuzlu suda (%0.85)
stispanse edilmistir. McFarland No 0.5 bulaniklik standardina gore ayarlanan
kiiltiirler %2 glukoz ve 0.5 pg/mL metilen mavisi iceren Mueller Hinton Agar
plaklarina steril ekiivyonlu ¢ubuklar ile inokiile edilmistir. Steril delici ile agilan
cukurlara numune ve standart antifungallerin 1, 0.1 ve 0.01 mg/mL
konsantrasyonda 3 farkli dozu pipetlenmistir. Numunelerin ¢oziilmesinde
kullanilan DMSO da kontrol olarak test edilmistir. 35 °C’de 1 gece inkiibasyon
sonunda olusan zonlar cetvel ile Ol¢iilerek kaydedilmistir.

Cizelge 2. Patojen Candida suslari

Candida susu Kaynak
Candida albicans ESOGU-Klinik
Candida albicans ATCC® 90028™
Candida glabrata ESOGU-Klinik
Candida albicans ATCC® 24433™
Candida krusei ATCC® 34135™
Candida tropicalis ATCC® 750™

Candida parapsilosis ~ ATCC® 22019™

Candida krusei ATCCP® 6258™

Yontem D: Sitotoksisite Testleri

Sentezlenen bilesiklerin antikanser etkilerinin arastirilmasinda, HepG2 insan
hepatoselliiler karaciger karsinoma (ATCC® HB-8065™), A549 insan akciger
adenokarsinoma (ATCC® CCL-185™), MCF-7 insan meme adenokarsinoma
(ATCC® HTB-22™) hiicre dizileri kullamlmistir. Antikanser aktivitenin
selektivitesi ise NIH/3T3 fare embriyonik fibroblast hiicre dizisi (ATCC® CRL-
1658™) {izerinde degerlendirilmistir.

Hiicrelere Uygun Besi yerinin Hazirlanmasi

HepG2 Insan hepatoselliiler karaciger karsinoma ve MCF-7 insan meme
adenokarsinoma hiicre dizileri i¢in, son konsantrasyonda %10 FBS, % 1 Penisilin-
Streptomisin, %89 EMEM ve 2 g/L sodyum bikarbonat igerecek sekilde hazirlanan
besi yeri kullanilmis ve pH 7.4’e ayarlanmustir.

A549 Insan akciger adenokarsinoma hiicre dizisi icin son konsantrasyonda %10
FBS, %1 Penisilin-Streptomisin ve %89 RPMI-1640 Medyum, 2 g/L sodyum
bikarbonat igerecek sekilde hazirlanan besi yeri kullanilmis pH 7.4’e ayarlanmustir.
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NIH/3T3 Fare embriyonik fibroblast hiicre dizisi i¢in ise son konsantrasyonda %10
FBS, %1 Penisilin-Streptomisin, %89 DMEM ve 2 g/L sodyum bikarbonat i¢erecek
sekilde hazirlanan besi yeri kullanilmig ve pH 7.4’e ayarlanmistir.

Hiicrelerin Cogaltilmasi

Deneylerde kullanilan hiicrelerin ¢ogaltilmasi ve deneye hazirlanmasi i¢in 2-3
giinde bir rutin olarak pasajlama islemi yapilmistir. Hiicreler kiiltiir sisesine 5 mL
fosfat tamponu ilave edilerek yikanmis ve yikama ¢oOzeltisi ortamdan
uzaklastinnlmigtir. Kiiltiir sisesine tripsin EDTA ¢d6zeltisi (1X) konularak hafifce
calkalandiktan sonra inkiibatorde yaklasik 5 dk. bekletilmistir (%5 COz2, %95 nem
ve 37 °C). Inkiibatdrden alman kiiltiir siselerinin iizerine 20-25 mL besi yeri ilave
edilerek hiicreler siispanse edilmis ve 1:2, 1:3 boliinerek yeni kiiltiir siselerine
alimmustir. Kiiltiir siseleri inkiibatére konularak inkiibasyona birakilmstir.

Hiicrelerin Plakalara Ekilmesi

Inkiibatorden alinan hiicre kiiltiir sisesi, 6lii hiicrelerin besi yeri c¢ozeltisine
geemesini saglamak icin hafifce calkalanmis ve steril bir pipetle kiiltiir gisesi
icindeki besi yeri alinarak atilmistir. Kiiltiir sisesine Tripsin-EDTA ¢ozeltisi (1X)
konularak hafifce galkalandiktan sonra inkiibatdrde yaklagik 5 dk. bekletilmistir.
Inkiibatdrden alinan kiiltiir siselerinin igine besi yeri ilave edilerek pipet yardimiyla
santrifiij tlipline almmistir. Santrifiij tlipii igindeki hiicre siispansiyonu
calkalandiktan sonra 10 pL alinarak 10 pL tripan mavisi ile boyanmig ve 10 pL’si
otomatik hiicre sayma cihazinda sayilmistir. Hiicre siispansiyonu 1x10*
hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicre kiiltiir plakasina dagitilarak 24 saat
inkiibasyona birakilmistir.

Hiicrelere MTT Sitotoksisite Testinin Uygulanmasi

MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) testi, canli
hiicrelerdeki metabolik aktivitenin 6l¢iilmesinde kullanilmaktadir.

Tetrazolyum tuzlar1 metabolizma ve solunum zinciri tam olarak c¢alisan hiicrelerde
mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzimi ile formazana doniismektedir
(Berridge ve ark., 2005). Sentezlenen bilesiklerin 0.000316-1 mM arasinda 8 seri
diliisyonlar1 (0.000316; 0.001; 0.00316; 0.01; 0.0316; 0.1; 0.316; 1 mM) plakalara
uygulanarak 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 Saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda hiicre kiiltiirlerinin iist kismu ters ¢evrilerek atilmistir. Hiicreler fosfat
tamponu ile yikanmis ve yikama ¢dzeltisi ortamdan uzaklastirilmistir. Hiicrelere
besi yeri ilavesinden sonra, 20 pLL MTT ¢ozeltisi (5 mg/mL, MTT toz halde fosfat
tamponunda ¢oziilmiistiir) her bir kuyucuga eklenmistir. Sentezlenen bilesiklerin
antiproliferatif etkinliklerinin kiyaslanabilmesi amaciyla giiniimiizde kanser
tedavisinde rutin olarak kullanilan cisplatin kanser hiicre dizilerine 0.000316-1 mM
araliginda 8 diliisyonu seklinde pozitif kontrol olarak uygulanmistir. Ug saatlik
inkiibasyonun sonunda kuyucuklarin icerigi bosaltilarak 100 pL. DMSO her
kuyucuga eklenmistir. Ug saatlik inkiibasyon siiresi sonunda plakalar 5 dk. hafifge
calkalanarak optik dansisite (OD) 540 nm’de okunmustur. Test maddelerinin her
bir konsantrasyonu igin % inhibisyon degerleri hesaplanmistir. % Inhibisyon
degerlerine karsilik konsantrasyonlari ile doz-cevap egrisi ¢izilerek maddelerin
inhibitdr konsantrasyon 50 (ICso) degerleri hesaplanmis ve maddelerin sitotoksik
ozellikleri yorumlanmistir. Son DMSO konsantrasyonu < %0.1 olacak sekilde
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ayarlanmistir (Altintop ve ark, 2014b). Tiim deneyler 4 tekrarli ve 3 farkli zamanda
tekrar edilerek yapilmistir. Selektiviteleri 6nceki ¢aligmalar ile belirtilen formiil
yardimiyla hesaplanmistir (Popiotkiewicz ve ark., 2005). ICso degeri 1 mM’dan
biiylik degerler 1 olarak alinmstir.

% Inhibisyonz 100-[(0Dtest maddesi- ODkér/ODgézﬁcii kontrol- ODkér)] x 100
Selektivite Indeksi (SI) = (ICso Nim/313/ 1Cs0 HepG2/MCF-7/A549) X 100
Yontem E: Genotoksisite Testi

S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarini igeren viallere bliylime medyumu (GM)
ilave edilmis ve homojen dagilim icin pipetleme yapilmistir. Kiiltiir tiipline bakteri
stispansiyonu ve GM eklenmistir. 12-16 Saat 37 °C, 250 rpm’de karistirilarak
inkiibe edilmistir. Siire sonunda siispansiyonun 600 nm’de optik dansisitesi
(OD600) ol¢iilmiistiir. OD600 degeri 2.5 tan biiylik ise deney prosediiriine devam
edilmistir. Test maddelerine ait belirlenen alt1 farkli konsantrasyonda (5-2.5-1.25-
0.625-0.3125-0.156 mg/mL) 10 pL hacminde diliisyonlar1 hazirlanmastir.
Maruziyet plagina maruziyet medyumu, bakteri, test maddesi ve S9 enzim
fraksiyonu eklenmis ve 90 dk. inkiibe edilmistir. Siire sonunda bakteri suslarina
6zel mor indikatér medium her bir kuyucuga eklenmistir. Her kuyucukta 50 uL
olacak sekilde icerikler, belirlenen deney dizaynina gore 384°liik plakaya aktarilmis
ve 37 °C’ de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda plakadaki
bakteriyel metabolizma pH’1 degistirerek mor rengi sartya doniistiirmistiir. Sar1
kuyucuklarin sayis1 belirlenmistir. Veri analiz programinda istatistiksel analiz
yapilarak test maddelerinin genotoksik ozellikleri yorumlanmistir. Dozlara gore
pozitif (sar1) kuyucuklarin sayisinin ortalamalari tigerli tekrarlardan hesaplanmis ve
taban ¢izgisinden (taban ¢izgisi = negatif kontrollerin ortalamasi + 1 standart
sapma) kag¢ katir artig gosterdikleri test maddesinin her bir dozu igin ayri ayri
belirlenmigtir. Taban c¢izgisi 1’in altinda ise 1’e ayarlanmistir. Yiiksek ve diisiik
cogalma hizlarina baglh olarak kiiltiirlerin degerlendirme kriterleri belirlenmigtir
(Fliickiger-Isler ve Kamber, 2012).

Bu kriterler; zemin ¢izgisi < 3 ise; zemin ¢izgisinin 2-3 kati1 olan belirgin artiglar
zayif mutajen; 3 kattan biiylik artislar mutajen olarak smiflandirilmistir. Bu
durumda, en az iki ardisik dozun t-testine (p<0.05) gore istatistiksel olarak
anlamlilik tagimasi veya en yliksek non-toksik konsantrasyonun anlamli bir artiga
sahip olmas1 gerekmektedir. Zemin ¢izgisi > 3 ise; zemin ¢izgisinin 1.5-2.5 kati
anlamli artiglar zayif mutajen; 2.5 kattan biiyiik anlamli artiglar ise mutajen olarak
siiflandirilmigtir. Bu durumda, en az iki ardisik dozun t-testine (p<0.05) gore
istatistiksel olarak anlamlilik tagimasi veya en yiiksek non-toksik konsantrasyonun
anlamli bir artiga sahip olmasi gerekmektedir.

Tiim dozlar istatistiki anlamlilik agisindan Student t-testi kullanilarak (p<0.05)
degerlendirilmistir. Bir test maddesinin muglak olarak degerlendirilmesi i¢in
istatistiki anlamli (p<0.05) artislar ile doz-cevap egilimi gostermesi fakat aymi
zamanda zemin c¢izgisinden belirtilen katlarinda artig gostermemesi s6z konusu
olmalidir ya da zemin ¢izgisinin belirlenen kati artis gosterip istatistiksel olarak
anlamliliga (p<0.05) sahip olmamasi gerekmektedir. Bu o6zellikleri tasimayan
kimyasallar negatif olarak kabul edilmistir (Fliickiger-Isler ve ark., 2012).
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BULGULAR ve TARTISMA
Sentez Calismalar

4-Kinolinkarboksaldehit tiyosemikarbazon

S
N )L
N NH,
H

X

P
N
4-Kinolinkarboksaldehit (0.06 mol; 9.43 g) ve tiyosemikarbazit (0.06 mol; 5.47 g)
kullanilarak Yoéntem A’ya gore sentezlenmistir.

Verim : %90

EN. : 240-243 °C, Literatiir E.N.: 237-238 °C (dekompoze) (Bernstein ve ark.,
1951).
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4-Fenil-2-(2-((kinolin-4-il) metilen) hidrazinil)tiyazol (1)

/N\H/<S !

X

=

N

4-Kinolinkarboksaldehit tiyosemikarbazon (2 mmol; 0.461 g) ve 2-
bromoasetofenon (2 mmol; 0.398 g) kullanilarak Yontem B’ye gore
sentezlenmistir.

Verim : %80
EN. :281-282°C

IR Vmax (cm™): 3117.10 (Aromatik C-H gerilim bandi), 2999.44 (Alifatik C-H
asimetrik gerilim band1), 2877.92 (Alifatik C-H simetrik gerilim bandi), 1627.03,
1603.88, 1545.05, 1516.11, 1492.97, 1480.43 (C=N, C=C gerilim bandlar1 ve N-H
egilme band1), 1442.82, 1415.81, 1376.27 (C-H egilme bandlar1), 1287.54, 1251.86
(C-N gerilim bandlar1), 1206.53, 1175.66, 1161.20, 1045.46, 1022.32 (Aromatik C-
H diizlem i¢i egilme band1), 891.15, 796.64, 764.81, 697.30 (Aromatik C-H diizlem
dis1 egilme bandlari ve C-S gerilim band).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 7.32-7.36 (m, 1H), 7.41-7.46 (m, 2H), 7.53 (d, J=
2.8 Hz, 1H), 7.86-7.89 (m, 2H), 7.97-8.01 (m, 1H), 8.11-8.15 (m, 1H), 8.20 (d, J=
5.6 Hz, 1H), 8.26 (d, J= 8.8 Hz, 1H), 8.73-8.76 (m, 1H), 8.82 (d, J= 3.2 Hz, 1H),
9.18 (dd, J= 0.8 Hz, J=5.6 Hz, 1H), 13.21 (br, 1H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-dy): 105.79 (CH), 117.51 (CH), 122.34 (CH), 124.57
(CH), 124.86 (CH), 125.50 (2CH), 127.80 (CH), 128.60 (2CH), 129.48 (CH),
133.66 (CH), 133.95 (C), 134.68 (C), 139.52 (C), 144.35 (CH), 145.91 (C), 150.67
(C), 167.17 (C).

Elementel analiz : C19H14N4S i¢in
Hesaplanan :C,69.07; H,4.27; N, 16.96.
Bulunan :C,69.05; H,4.26; N, 16.99.

MS (ESI) (m/z): 331.15 (%100, M+1), 332.20 (%27.60, M+2), 333.20 (%7.92,
M+3).
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4-(4-Siyanofenil)-2-(2-((kinolin-4-il)metilen) hidrazinil)tiyazol (2)

CN

/N\ﬁ/<s )

X

=

N
4-Kinolinkarboksaldehit tiyosemikarbazon (2 mmol; 0.461 g) ve 2-bromo-4'-
siyanoasetofenon (2 mmol; 0.448 g) kullanilarak Yontem B’ye gore
sentezlenmistir.

Verim : %91
EN. :311-312°C

IR vmax (cm™): 3123.85, 3043.80 (Aromatik C-H gerilim bandlar1), 2970.50
(Alifatik C-H asimetrik gerilim bandi), 2877.92 (Alifatik C-H simetrik gerilim
bandi), 2222.09 (C=N gerilim bandi), 1629.92, 1604.84, 1545.05, 1519.97, 1492.97
(C=N, C=C gerilim bandlar1 ve N-H egilme bandi), 1416.78, 1374.34 (C-H egilme
bandlar1), 1288.50, 1252.82 (C-N gerilim bandlar1), 1203.63, 1174.70, 1043.53,
1022.32 (Aromatik C-H diizlem i¢i egilme band1), 911.40, 881.51, 839.07, 811.10,
799.53, 740.70, 699.23 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim
bandi).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 7.83-7.98 (m, 4H), 8.06 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 8.11-
8.16 (m, 2H), 8.23 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 8.74 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 8.79 (s, 1H), 9.16
(d, J= 4.8 Hz, 1H), 13.23 (br, 1H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 109.33 (CH), 112.60 (C), 117.51 (C), 118.05
(CH), 123.46 (CH), 123.86 (CH), 124.73 (CH), 126.14 (2CH), 129.21 (CH), 129.48
(C), 132.70 (2CH), 132.93 (C), 133.16 (CH), 135.81 (C), 139.52 (C), 145.69 (CH),
150.67 (C), 167.17 (C).

Elementel analiz : C20H13NsS igin
Hesaplanan :C, 67.59; H, 3.69; N, 19.70.
Bulunan :C,67.62; H, 3.67; N, 19.69.

MS (ESI) (m/z): 356.15 (%100, M+1), 357.20 (%40.96, M+2), 358.20 (%11.47,
M+3).
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4-(4-Nitrofenil)-2-(2-((kinolin-4-il)metilen) hidrazinil)tiyazol (3)
NO,

/N\E/<S \

X

‘ =
N

4-Kinolinkarboksaldehit tiyosemikarbazon (2 mmol; 0.461 g) ve 2-bromo-4'-
nitroasetofenon (2 mmol; 0.488 g) kullanilarak Ydntem B’ye gore sentezlenmistir.

Verim : %89
E.N. :308-309°C

IR Vmax (cm™): 3073.70 (Aromatik C-H gerilim bandr), 2988.83, 2913.60 (Alifatik
C-H gerilim bandlar1), 1627.03, 1600.99, 1594.23, 1547.94, 1525.76, 1507.43,
1494.90 (C=N, C=C gerilim bandlar1 ve N-H egilme band1), 1414.85, 1374.34 (C-
H egilme bandlar1), 1335.76, 1283.68, 1248.96 (C-N gerilim bandlar1), 1151.55,
1105.26, 1033.89 (Aromatik C-H diizlem ici egilme band1), 912.37, 852.57, 840.04,
822.68,786.03, 758.06, 712.73, 626.89 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1
ve C-S gerilim bandi).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 7.87 (s, 1H), 7.95-7.99 (m, 1H), 8.06-8.16 (m,
4H), 8.21-8.24 (m, 3H), 8.69 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 8.79 (s, 1H), 9.16 (d, J= 6.0 Hz,
1H), 13.23 (br, 1H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 110.79 (CH), 118.64 (CH), 124.23 (CH), 124.63
(2CH), 125.04 (CH), 125.24 (CH), 126.90 (2CH), 129.28 (C), 129.65 (CH), 133.32
(C), 136.47 (C), 140.61 (CH), 146.36 (CH), 146.87 (C), 149.33 (C), 152.45 (C),
168.10 (C).

Elementel analiz : C19H13Ns0:2S i¢in
Hesaplanan :C,60.79; H, 3.49; N, 18.66.
Bulunan :C, 60.76; H, 3.52; N, 18.66.

MS (ESI) (m/z): 376.20 (%100, M+1), 377.20 (%38.64, M+2), 378.15 (%12.01,
M+3).
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4-(4-Florofenil)-2-(2-((kinolin-4-il) metilen) hidrazinil)tiyazol (4)

F

/N\E/<S !

X

=
N
4-Kinolinkarboksaldehit tiyosemikarbazon (2 mmol; 0.461 g) ve 2-bromo-4'-
floroasetofenon (2 mmol; 0.434 g) kullanilarak Yontem B’ye gore sentezlenmistir.

Verim : %82
EN. :287-288°C

IR vmax (cm™): 3119.03, 3056.34 (Aromatik C-H gerilim bandlar1), 2999.44,
2895.28, 2758.33 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1627.99, 1597.13, 1575.91,
1546.01, 1518.04, 1493.93, 1481.39 (C=N, C=C gerilim bandlar1 ve N-H egilme
band1), 1446.67, 1410.99, 1375.30 (C-H egilme bandlar1), 1323.22, 1287.54,
1251.86 (C-N gerilim bandlar1), 1215.21, 1151.55, 1094.65, 1045.46 (Aromatik C-
H diizlem i¢i egilme band1), 911.40, 896.94, 831.36, 806.28, 795.67, 731.05, 686.69
(Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim bandi).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 7.24 (t, J= 8.4 Hz, 2H), 7.50 (s, 1H), 7.89-7.91
(m, 2H), 7.9 (t, J= 7.6 Hz, 7.2 Hz, 1H), 8.12 (t, J= 7.6 Hz, 1H), 8.19 (d, J= 5.6 Hz,
1H), 8.26 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 8.72 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 8.82 (s, 1H), 9.18 (d, J= 5.6
Hz, 1H), 13.22 (br, 1H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-dy): 105.53 (CH), 115.31 (CH), 115.52 (CH), 117.51
(CH), 122.39 (C), 124.55 (CH), 124.80 (CH), 127.51 (d, J= 8.3 Hz, 2CH), 129.44
(CH), 130.57 (C), 133.59 (CH), 134.70 (CH), 139.60 (C), 144.40 (CH), 145.73 (C),
149.69 (C), 162.90 (C), 167.06 (C).

Elementel analiz : C1oH13FN4S i¢in
Hesaplanan :C, 65.50; H, 3.76; N, 16.08.
Bulunan :C, 65.52; H,3.77; N, 16.05.

MS (ESI) (m/z): 349.20 (%100, M+1), 350.20 (%35.30, M+2), 351.20 (%10.39,
M+3).
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4-(4-Klorofenil)-2-(2-((kinolin-4-il) metilen) hidrazinil)tiyazol (5)

Cl

/N\E/<S \

X

=

N

4-Kinolinkarboksaldehit tiyosemikarbazon (2 mmol; 0.461 g) ve 2-bromo-4'-
kloroasetofenon (2 mmol; 0.467 g) kullanilarak Yontem B’ye gore sentezlenmistir.

Verim : %86
EN. :306-307 °C

IR Vmax (cm™): 3076.59 (Aromatik C-H gerilim band1), 2991.72, 2881.77, 2751.57
(Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1627.99, 1608.70, 1546.01, 1525.76, 1516.11,
1494.90, 1471.75 (C=N, C=C gerilim bandlar1 ve N-H egilme bandi), 1415.81,
1373.38 (C-H egilme bandlar1), 1291.40, 1253.78, 1221.96 (C-N gerilim bandlar1),
1180.49, 1156.37, 1085.01, 1041.61, 1010.74 (Aromatik C-H diizlem i¢i egilme
band1), 907.55, 821.71, 753.23, 730.09, 692.47, 626.89 (Aromatik C-H diizlem dis1
egilme bandlar1 ve C-S gerilim bandi).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 7.47-7.50 (m, 2H), 7.62 (s, 1H), 7.87-7.91 (m,
2H), 7.97-8.01 (m, 1H), 8.11-8.15 (m, 1H), 8.19 (d, J= 5.6 Hz, 1H), 8.25 (d, J= 8.0
Hz, 1H), 8.74 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 8.79 (s, 1H), 9.18 (d, J= 5.6 Hz, 1H), 13.22 (br,
1H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 106.63 (CH), 117.74 (CH), 122.82 (C), 124.61
(CH), 124.89 (CH), 127.28 (2CH), 128.71 (2CH), 129.49 (CH), 132.28 (CH),
132.95 (C), 133.56 (CH), 135.02 (C), 140.03 (C), 144.83 (CH), 145.44 (C), 149.62
(C), 167.25 (C).

Elementel analiz : C1oH13CIN4S igin
Hesaplanan :C, 62.55; H, 3.59; N, 15.36.
Bulunan :C, 62.55; H, 3.58; N, 15.37.

MS (ESI) (m/z): 365.15 (%100, M+1), 366.20 (%23.54, M+2), 367.15 (%39.43,
M+3), 368.15 (%7.5, M+4).
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4-(4-Bromofenil)-2-(2-((kinolin-4-il)metilen) hidrazinil)tiyazol (6)

Br

/N\E/KS \

X

P

N
4-Kinolinkarboksaldehit tiyosemikarbazon (2 mmol; 0.461 g) ve 24'-
dibromoasetofenon (2 mmol; 0.556 g) kullanilarak Yontem B’ye gore
sentezlenmistir.

Verim : %87
EN. :314-315°C

IR Vmax (cm™): 3076.59 (Aromatik C-H gerilim bandi), 2989.79 (Alifatik C-H
asimetrik gerilim band1), 2881.77 (Alifatik C-H simetrik gerilim band1), 1627.03,
1608.70, 1546.01, 1524.79, 1493.93, 1469.82, 1465.00 (C=N, C=C gerilim bandlar1
ve N-H egilme band1), 1415.81, 1373.38, 1363.73 (C-H egilme bandlar), 1291.40,
1253.78, 1222.92 (C-N gerilim bandlar1), 1180.49, 1173.73, 1154.45, 1041.61,
1005.92 (Aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandi), 906.58, 820.75, 808.21, 752.27,
727.19, 690.55, 625.93, 621.11 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-
S gerilim bandi).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 7.59-7.61 (m, 3H), 7.81 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 7.95-
7.99 (m, 1H), 8.08-8.12 (m, 1H), 8.17 (d, J= 6 Hz, 1H), 8.22 (d, J= 8.0 Hz, 1H),
8.72 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 8.77 (s, 1H), 9.16 (d, J= 5.6 Hz, 1H), 13.22 (br, 1H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-dy): 107.16 (CH), 118.28 (CH), 121.38 (CH), 123.49
(C), 125.08 (CH), 125.36 (CH), 128.06 (2CH), 129.93 (CH), 132.11 (2CH), 133.78
(C), 133.94 (CH), 135.60 (C), 140.72 (C), 145.46 (CH), 145.70 (C), 150.19 (C),
167.75 (C).

Elementel analiz : CioH13BrN4S igin
Hesaplanan :C, 55.76; H, 3.20; N, 13.69.
Bulunan :C, 55.75; H, 3.21; N, 13.69.

MS (EST) (m/z): 409.10 (%98.80, M), 411.10 (%100, M+2), 412.10 (%25.52, M+3),
413.10 (%7.83, M+4).

33



4-(4-Metilfenil)-2-(2-((kinolin-4-il) metilen) hidrazinil)tiyazol (7)

/N\ﬁ/<s \

X

4-Kinolinkarboksaldehit tiyosemikarbazon (2 mmol; 0.461 g) ve 2-bromo-4'-
metilasetofenon (2 mmol; 0.426 g) kullanilarak Ydntem B’ye gore sentezlenmistir.

Verim : %78
EN. :284-285°C

IR vmax (cm): 3076.46, 3020.53 (Aromatik C-H gerilim bandlar1), 2985.81,
2912.51, 2875.86 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1627.92, 1598.99, 1546.91,
1519.91, 1490.97, 1479.40 (C=N, C=C gerilim bandlar1 ve N-H egilme bandi),
1413.82, 1371.39 (C-H egilme bandlar1), 1321.24, 1280.73, 1249.87, 1222.87 (C-
N gerilim bandlar1), 1193.94, 1157.29, 1109.07, 1039.63, 1020.34 (Aromatik C-H
diizlem i¢i egilme bandi), 906.54, 885.33, 815.89, 783.10, 756.10, 723.31, 684.73,
624.94 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim bandi).

'HNMR (400 MHz, DMSO-ds): 2.32 (s, 3H), 7.21 (d, J= 7.6 Hz, 2H), 7.45 (s, 1H),
7.74 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 7.99 (t, J= 7.2 Hz, 1H), 8.13 (t, J= 7.2 Hz, 1H), 8.19 (d, J=
6 Hz, 1H), 8.25 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 8.72 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 8.79 (s, 1H), 9.18 (d,
J=5.6 Hz, 1H), 13.20 (br, 1H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 20.80 (CH3), 104.92 (CH), 117.52 (CH), 122.44
(C), 124.59 (CH), 124.92 (CH), 125.48 (2CH), 129.22 (2CH), 129.52 (CH), 131.31
(C), 133.70 (CH), 134.64 (C), 137.21 (CH), 139.63 (C), 144.46 (CH), 145.87 (C),
150.70 (C), 167.08 (C).

=

N

Elementel analiz : C20H16N4S i¢in
Hesaplanan :C,69.74; H, 4.68; N, 16.27.
Bulunan :C, 69.73; H, 4.67; N, 16.29.

MS (ESI) (m/z): 345.20 (%100, M+1), 346.25 (%33.44, M+2), 347.25 (%9.62,
M+3).
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4-(4-Metoksifenil)-2-(2-((kinolin-4-il)metilen) hidrazinil)tiyazol (8)

O_

/N\H/<s \

X

4-Kinolinkarboksaldehit tiyosemikarbazon (2 mmol; 0.461 g) ve 2-bromo-4'-
metoksiasetofenon (2 mmol; 0,458 g) kullanilarak Yontem B’ye gore
sentezlenmistir.

Verim : %76
EN. :280-281 °C

IR vmax (cm™): 3080.32 (Aromatik C-H gerilim bandr), 2968.45, 2908.65, 2835.36
(Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1631.78, 1612.49, 1546.91, 1516.05, 1494.83,
1481.33 (C=N, C=C gerilim bandlar1 ve N-H egilme band1), 1415.75, 1371.39,
1361.74 (C-H egilme bandlar1), 1328.95, 1300.02, 1286.52, 1244.09 (C-N gerilim
bandlar1), 1205.51, 1172.72, 1159.22, 1109.07, 1022.27 (Aromatik C-H diizlem ig¢i
egilme bandi), 902.69, 827.46, 808.17, 781.17, 759.95, 734.88, 700.16, 630.72
(Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim bandi).

'HNMR (400 MHz, DMSO-ds): 3.79 (s, 3H), 6.97-6.99 (m, 2H), 7.37 (s, 1 H), 7.78-
7.81 (m, 2H), 7.97-8.02 (m, 1H), 8.11-8.15 (m, 1H), 8.20 (d, J= 5.6 Hz, 1H), 8.25
(d, J= 8.0 Hz, 1H), 8.74 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 8.78 (s, 1H), 9.18 (d, J= 5.6 Hz, 1H),
13.22 (br, 1H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 55.15 (CH3), 103.67 (CH), 114.04 (2CH), 117.54
(CH), 122.48 (C), 124.59 (CH), 124.94 (CH), 126.79 (C), 126.91 (2CH), 129.52
(CH), 133.69 (CH), 134.65 (C), 139.67 (C), 144.48 (CH), 145.89 (C), 150.70 (C),
159.02 (CH), 167.08 (C).

G

N

Elementel analiz : C20H16N4OS i¢in
Hesaplanan :C, 66.65; H,4.47; N, 15.54.
Bulunan :C, 66.63; H, 4.49; N, 15.54.

MS (ESI) (m/z): 361.20 (%100, M+1), 362.25 (%23.88, M+2), 363.20 (%7.00,
M+3).
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4-(4-Metilsiilfonilfenil)-2-(2-((kinolin-4-il) metilen) hidrazinil)tiyazol (9)

ot

/N\E/<S !
X

=
N
4-Kinolinkarboksaldehit tiyosemikarbazon (2 mmol; 0.461 g) ve 2-bromo-1-[4-
(metilstilfonil)fenil]-1-etanon (2 mmol; 0.554 g) kullanilarak Yontem B’ye gore
sentezlenmistir.

Verim : %79
EN. :319-321°C

IR Vmax (cm): 3118.90, 3082.25 (Aromatik C-H gerilim bandlar1), 2987.74,
2906.73 (Alifatik C-H gerilim bandlari), 1629.85, 1593.20, 1546.91, 1525.69,
1492.90 (C=N, C=C gerilim bandlar1 ve N-H egilme band1), 1444.68, 1404.18,
1371.39 (C-H egilme bandlari), 1303.88, 1278.81, 1251.80 (C-N gerilim bandlarr),
1207.44, 1145.72, 1087.85, 1033.85 (Aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandi),
966.34, 906.54, 833.25, 819.75, 775.38, 742.59, 704.02, 673.16, 626.87 (Aromatik
C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim bandi).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 3.25 (s, 3H), 7.85 (s, 1H), 7.99 (d, J= 8.0 Hz, 3H),
8.09-8.19 (m, 4H), 8.23 (d, J= 7.6 Hz, 1H), 8.75 (d, J= 8.8 Hz, 1H), 8.79 (s, 1H),
9.18 (d, J= 5.6 Hz, 1H), 13.22 (br, 1H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-dy): 43.56 (CHz), 109.18 (CH), 118.07 (CH), 123.65
(C), 124.61 (CH), 124.85 (CH), 126.18 (2CH), 127.59 (2CH), 129.33 (CH), 133.18
(CH), 135.69 (CH), 138.65 (C), 139.55 (2C), 140.94 (C), 145.53 (CH), 150.70 (C),
167.51 (C).

Elementel analiz : C20H16N40O2S2 i¢in
Hesaplanan :C, 58.81; H, 3.95; N, 13.72
Bulunan :C, 58.79; H, 3.96; N, 13.73.

MS (EST) (m/z): 409.15 (%100, M+1), 410.20 (%45.97, M+2), 411.20 (%24.23,
M+3).
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4-(Naftalen-2-il)-2-(2-((kinolin-4-il) metilen) hidrazinil)tiyazol (10)

/N\§/<S \

X

4-Kinolinkarboksaldehit tiyosemikarbazon (2 mmol; 0.461 g) ve 2-bromo-2'-
asetonafton (2 mmol; 0.498 g) kullanilarak Yontem B’ye gore sentezlenmistir.

Verim : %84
EN. :301-302°C

IR vmax (cm™): 3084.18, 3047.53 (Aromatik C-H gerilim bandlar1), 2989.66,
2910.58 (Alifatik C-H gerilim bandlari), 1629.85, 1598.99, 1548.84, 1525.69,
1490.97 (C=N, C=C gerilim bandlar1 ve N-H egilme band1), 1417.68, 1373.32,
1363.67 (C-H egilme bandlar1), 1290.38, 1251.80, 1222.87 (C-N gerilim bandlari),
1188.15, 1159.22, 1039.63 (Aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandi), 906.54,
893.04, 852.54, 819.75, 790.81, 746.45, 711.73, 688.59, 671.23 (Aromatik C-H
diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim bandz).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 7.49-7.55 (m, 2H), 7.70 (s, 1H), 7.90-8.02 (m,
5H), 8.12 (t, J= 7.6 Hz, 7.2 Hz, 1H), 8.19-8.24 (m, 2H), 8.39 (s, 1H), 8.74 (d, J=
8.4 Hz, 1H), 8.81 (s, 1H), 9.18 (d, J= 6.0 Hz, 1H), 13.22 (br, 1H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 106.63 (CH), 117.57 (CH), 122.33 (C), 123.78
(CH), 124.21 (CH), 124.58 (CH), 124.92 (CH), 126.16 (CH), 126.49 (CH), 127.56
(CH), 128.18 (d, J= 3.9 Hz, 2CH), 129.56 (CH), 131.44 (C), 132.49 (C), 133.03
(CH), 133.75 (CH), 134.70 (C), 139.47 (C), 144.38 (CH), 145.91 (C), 150.67 (C),
167.17 (C).

>

N

Elementel analiz : C23H16N4S i¢in
Hesaplanan :C,72.61; H,4.24; N, 14.73.
Bulunan :C, 72.63; H, 4.24; N, 14.71.

MS (ESI) (m/z): 381.20 (%100, M+1), 382.20 (%25.90, M+2), 383.20 (%8.62,
M+3).
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Uygulanan Sentez Yontemlerinin Degerlendirilmesi
4-Kinolinkarboksaldehit tiyosemikarbazonun Elde Edilisi

Tiyosemikarbazon olusumunun mekanizmasi, iki basamakli bir islemdir. ilk
basamak, tiyosemikarbazitin niikleofilik amin grubunun 4-kinolinkarboksaldehitin
kismi pozitif yiik tastyan karbonil karbonuna katilmasi, sonra azotun bir proton
kaybetmesi ve oksijene bir proton baglanmasidir. ikinci basamakta, protonlanmis
olan OH grubu su olarak ayrilir (Sekil 29).
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Sekil 29. 4-Kinolinkarboksaldehit tiyosemikarbazonun Elde Edilisi i¢cin Onerilen Mekanizma
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4-Aril-2-(2-((kinolin-4-il)metilen) hidrazinil)tiyazol Tiirevlerinin Elde Edilisi

Son yillarda Hantzsch yontemi, bu yontemin tiyosemikarbazonlara uygulanmasi ile
sentetik kimyada dnem kazanmistir (Mustafa ve ark., 2004). Bu reaksiyon kiikiirt
atomunun; a-haloketonun, a-karbonuna katilmasi ile baslar ve bu durum a-tiyo
ketonu verir. Daha sonra hidrojen transferini dehidrasyon basamagi izler (Sekil 30).
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Sekil 30. Sonuc¢ Bilesiklerinin Elde Edilisi icin Onerilen Mekanizma
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Spektral Verilerin Degerlendirilmesi
IR Spektrumlarinmin Degerlendirilmesi

Sonug bilesiklerinin IR spektrumlari incelediginde, bilesiklerin sahip olduklar
fonksiyonel gruplara ait karakteristik bandlar goriilmektedir. Aromatik C-H gerilim
bandlar1 3124-3020 cm™, alifatik C-H gerilim bandlar1 2999-2751 cm™’de, C=N,
C=C gerilim bandlar1 ve N-H egilme band1 1631-1465 cm™’de, C-H egilme bandi
1446-1361 cm™’de, C-N gerilim bandlar1 1335-1221 cm ™"’ de, aromatik C-H diizlem
i¢i egilme bandlar1 1215-1005 cm™’de, aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlari
ve C-S gerilmesi 966-621 cm!’de kaydedilmistir. Ayrica siyano grubu tasiyan 2
no’lu bilesige ait spektrumda ise C=N gerilim bandi1 2222.09 cm™!*de saptanmistir.

TH NMR Spektrumlarinin Degerlendirilmesi

Sonug bilesiklerine ait 'H NMR spektrumlarinda, hidrazon yapisina ait N-H
protonu 13.20-13.23 ppm arasinda yayvan bir pik olarak gézlemlenmistir. Hidrazon
yapisina ait CH=N protonu ise 8.0-8.5 ppm arasinda kaydedilmistir. Aromatik ve
heteroaromatik protonlar 6.9-9.2 ppm arasinda gozlemlenmistir.

Tiyazol halkasinin dordiincii konumunda 4-metilfenil grubu tasiyan 7 no’lu bilesige
ait 'TH NMR spektrumunda, metil grubuna ait protonlar 2.32 ppm’de singlet pik
vermistir.

Tiyazol halkasinin doérdiincii konumunda 4-metoksifenil grubu tasiyan 8 no’lu
bilesigin 'H NMR spektrumunda, metoksi grubuna ait protonlar 3.79 ppm’de
singlet pik vermistir.

Tiyazol halkasinin dordiincii konumunda 4-metilsiilfonilfenil grubu tasiyan 9 no’lu
bilesigin '"H NMR spektrumunda, metilsiilfonil grubuna ait protonlar 3.25 ppm’de
singlet pik vermistir.

I3C NMR Spektrumlarinin Degerlendirilmesi

Sonug bilesiklerinin '*C NMR spektrumlarinda, tiyazol halkasmin 2 numaral
konumundaki karbon 167-169 ppm, 4 numarali konumundaki karbon 149-152 ppm,

5 numarali konumundaki karbon 103-110 ppm bdlgesinde sogurma yapmistir.
Diger aromatik karbonlar 112-162 ppm bdlgesinde gézlemlenmistir.

Sonug bilesiklerinde ortak olan hidrazon grubuna ait karbon beklendigi gibi 144-
146 ppm bdlgesinde sogurma yapmistir.

Tiyazol halkasinin dordiincii konumunda 4-metilfenil grubu tasiyan 7 no’lu bilesige
ait '*C NMR spektrumunda, metil karbonuna ait pik 20.80 ppm’de gézlemlenmistir.

Tiyazol halkasinin dordiincii konumunda 4-metoksifenil grubu tasiyan 8 no’lu
bilesigin '3C NMR spektrumunda, metoksi karbonuna ait pik 55.15 ppm’de
gbzlemlenmistir.

Tiyazol halkasinin dordiincii konumunda 4-metilsiilfonilfenil grubu tasiyan 9 no’lu
bilesigin *C NMR spektrumunda, metilsiilfonil karbonuna ait pik 43.56 ppm’de
gbzlemlenmistir.

Kiitle Spektrumlarinin Degerlendirilmesi

Sonug bilesiklerinin kiitle spektrumlari, EST yontemi ile alinmig ve olusan yiiklii
atom veya gruplar kiitle/yiik (m/z) oranina gore saptanmustir.
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Tiim bilesiklerin kiitle spektrumlarinda M+1, M+2 ve M+3 pikleri gozlemlenmistir.
Bununla birlikte klor siibstitiienti tasiyan 5 no’lu ve brom siibstitiienti tasiyan 6
no’lu maddelerin kiitle spektrumlarinda M+4 piki de kaydedilmistir.

Antikandidal Etki Testlerinin Sonu¢larimin Degerlendirilmesi

Yapilan antimikrobiyal duyarlilik testi sonuclart degerlendirildiginde, on bilesikten
yalnizca flor siibstitlienti tasiyan 4 no’lu bilesigin 1 mg/mL konsantrasyonda C.
albicans (ATCC 90028) ve C. krusei (ATCC 6258) suslarina kars1 etki gosterdigi
gbzlemlenmistir. Diger maddelerin hi¢ biri test edilen dozlarda antikandidal
etkinlik gdstermemistir. Ug tekrarli olarak gerceklestirilen deney sonuglarina gore,
1, 0.1 ve 0.01 mg/mL konsantrasyonlardaki standart antifungal maddelerin dl¢iilen
zon caplar1 Cizelge 3’de ortalama olarak verilmistir.

Cizelge 3. Bilesik 4 ve Standart Antifungal Maddelerin Olusturdugu Inhibisyon Zonu Caplar
(mm)

Bilesik 4 Ketokonazol Amfoterisin-B

I mg/ml. 1 mg/mL mg(;)/.rlnL m(z)g./orrllL 1 mg/mL. mg(;)/.rlnL m(;?riL
F1 - 38 mm 38 mm 38 mm 18 mm 18 mm 18 mm
F52 12 mm 39 mm 40 mm 40 mm 19 mm 18 mm 19 mm
F90 - 32 mm 32 mm 32 mm 15 mm 20 mm 16 mm
F124 - 40 mm 40 mm 40 mm 18 mm 17 mm 16 mm
F125 - 20 mm 20 mm 20 mm 15 mm 15 mm 14 mm
F127 - 40 mm 40 mm 40 mm 20 mm 20 mm 20 mm
F128 - 36 mm 36 mm 38 mm 20 mm 20 mm 18 mm
F129 13 mm 25 mm 26 mm 26 mm 15 mm 15 mm 16 mm

- : Inhibisyon zonu gézlenmemistir. F1: Candida albicans (ESOGU-Klinik izolat), F52: Candida
albicans (ATCC 90028), F90: Candida glabrata (ESOGU-Klinik izolat), F124: Candida albicans
(ATCC 24433), F125: Candida krusei (ATCC 34135), F127: Candida tropicalis (ATCC 750),
F128: Candida parapsilosis (ATCC 22019), F129: Candida krusei (ATCC 6258).

Amfoterisin-B test edilen Candida tiirlerine kars1 3 farkli dozda 15-20 mm zon
caplar1 olustururken, ketokonazol ise 25-40 mm arasinda inhibisyon zonlari
olusturmustur. Ayni1 dozlarda uygulanan 4 no’lu bilesik ise uygulanan en yiiksek
dozunda C. albicans (Sekil 31) ve C. krusei’ye (Sekil 32) kars1 sirasiyla 12 ve 13
mm’lik inhibisyon zonlar1 olusturmustur. Standart antifungal maddeler ile
karsilagtirildiginda, 4 no’lu bilesigin antikandidal etkisinin zayif oldugu
goriilmektedir.
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Sekil 31. Bilesik 4 (12 mm) ve ketokonazoliin (39 mm) C. albicans (ATCC 90028) iizerinde
olusturdugu inhibisyon zonlar1

Sekil 32. Bilesik 4 (13 mm) ve ketokonazoliin (25 mm) C. krusei (ATCC 6258) iizerinde
olusturdugu inhibisyon zonlar1

Antikanser Etki Testlerinin Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Sitotoksisite testleri, ilag adaylarmin hiicrelerin temel fonksiyonlaria etkilerini
belirleyerek hiicresel hasarin degerlendirilmesi temeline dayanmaktadir. Bu testler
hiicre sayisina, morfolojisine ve metabolik aktivitesine dayanarak ilag adaylarinin
toksisitesi ve giivenilirligi hakkinda 6n bilgi saglamaktadir (Pohjala ve ark., 2007).
Sitotoksik etkilerin  belirlenmesi ve mekanizmasinin  aydinlatilmasinda
mitokondriyal aktivite tayini (MTT/XTT) sik kullanilan bir yontemdir (Langdon ve
ark., 2010).

Sonu¢ bilesiklerinin A549 insan akciger adenokarsinoma, HepG2 insan
hepatoselliiler karsinoma ve MCF-7 insan meme adenokarsinoma hiicre dizileri
tizerindeki antikanser etkileri MTT yontemi kullanilarak degerlendirilmis ve 1Cso
degerleri belirlenmistir (Cizelge 4).

Naftalen halkas1 tasiyan 10 no’lu bilesigin (ICso= 0.059+0.007 mM) A549 hiicre
dizisine kars1 cisplatinden (ICso= 0.084+0.02 mM) daha etkili oldugu saptanmustir.
Bununla birlikte, klor siibstitiienti tasiyan 5 ve brom siibstitiienti tagiyan 6 no’lu
bilesikler A549 hiicre dizisine karsi sitotoksik etkilerini sirastyla 0.119+0.004 ve
0.977+0.03 mM konsantrasyonlarinda gostermislerdir.

42



Klor siibstitiienti tagiyan 5 no’lu bilesigin (ICso= 0.0844+0.001 mM) HepG2 hiicre
dizisine kars1 cisplatinden (ICso= 0.113+0.006 mM) daha etkili oldugu tespit
edilmistir. Siyano siibstitiienti tagiyan 2 no’lu bilesik (ICso= 0.124+0.02 mM) ise
HepG2 hiicre dizisi lizerinde cisplatine benzer etki gdstermistir. Bununla birlikte 6
ve 10 no’lu bilesikler HepG2 hiicre dizisine karsi sitotoksik etkilerini sirastyla
0.804+0.03 mM ve 0.329+0.01 mM konsantrasyonlarinda gostermislerdir. MTT
testi sonuglari, ozellikle klor ve siyano siibstitiientlerinin HepG2 hiicre dizisine
kars1 antikanser etkiyi arttirdiklarini gostermektedir.

Naftalen halkas1 tasiyan 10 no’lu bilesigin (ICso= 0.075+0.005 mM) MCF-7 hiicre
dizisine kars1 cisplatinden (ICso= 0.140+0.01 mM) daha etkili oldugu saptanmustir.
10 no’lu bilesigin antikanser etkinligi, tiyazol halkasinin dérdiincii konumuna bagh
naftalen halkasinin bilesigin yagda ¢6ziiniirliiglinii artirmasina baglanabilir.

Cizelge 4. Bilesiklerin A549, HepG2, MCF-7 ve NIH/3T3 Hiicre Dizilerine kars1 Sitotoksik
Etkileri

ICso (mM)
Bilesik

A549 HepG2 MCF-7 NIH/3T3

1 >1 >1 >1 >1

2 >1 0.124+0.02 >1 >1

3 >1 >1 >1 >1

4 >1 >1 1 >1

5 0.119+0.004 0.084+0.001 >1 >1

6 0.977+0.03 0.804+0.03 >1 >1

7 >1 >1 >1 >1

8 >1 >1 >1 >1

9 >1 >1 >1 >1

10 0.059+0.007 0.329+0.01 0.075+0.005 >1

Cisplatin 0.084+0.02 0.113+0.006 0.140+0.01 >1

[la¢ adaylarmin gelistirilme siirecinde SI, karsilastirilmalaria olanak saglayan bir
gdsterge olarak onem kazanmustir. Ilag adaylarina ait selektivite indeksinin 100’ den
cok biiylik degerlere ulasmasi1 ve pozitif kontrol olan ilagtan daha biiylik bir
selektivite indeksine sahip olmasi bilesiklerin ila¢ aday1 olarak daha ileri asamalara
tagiabileceklerinin de en 6nemli belirleyicisidir. Antikanser ve antifungal etkileri
arastirilan bilesiklerin ise saglikli hiicrelere zarar vermeksizin, kanserli hiicrelere
veya etkin olduklar1 patojenlere selektivite gostermeleri gerekmektedir
(Popiotkiewicz ve ark., 2005; Lopez-Lazaro, 2015). Bu sebeple sonug bilesiklerinin
NIH/3T3 fare embriyonik fibroblast (saglikli) hiicre dizisi tizerinde sitotoksisiteleri
incelenerek selektivite indeksleri saptanmustir.
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Antikanser etkili tlirevlerin selektivite indekslerinin yiiksek olmasi, antikanser
etkilerinin segici oldugunu gostermektedir (Cizelge 5). Ozellikle 10 no’lu bilesigin
A549 ve MCF-7 hiicre dizisine karsi, 5 no’lu bilesigin ise HepG2 hiicre dizisine
kars1 pozitif kontrol olan cisplatinden daha yiiksek selektivite indeksine sahip
olduklar1 bulunmustur.

Cizelge 5. Bilesiklere ait ST Degerleri

SI degerleri (mM)
Bilesik
A549 i¢in HepG2 i¢in MCF-7 icin
1 100 100 100
2 100 806 100
3 100 100 100
4 100 100 100
5 840 1190 100
6 102 124 100
7 100 100 100
8 100 100 100
9 100 100 100
10 1695 304 1333
Cisplatin 1190 885 714

Genotoksisite Testinin Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

flag gelistirilme siireclerinde, bilesiklerin genotoksik etkilerinin belirlenmesinde
erken donemde tercih edilen en avantajli testler in vitro genotoksisite test
yontemleridir (Fliickiger-Isler ve ark., 2004). Ames testi, ilag¢ gelistirilme siirecinde
giivenilirlik taramalarinin ana bileseni olup potansiyel mutajen ve karsinojen
bilesiklerin belirlenmesinde onciil bir test olarak uygulanmaktadir (Fliickiger-Isler
ve ark., 2004; Thybaud ve ark., 2007; Greene ve ark., 2010). Gliniimiizde, standart
Ames testine alternatif olarak agar plakalar yerine kii¢iik kuyucuklu plakalarda sivi
bir siispansiyon i¢inde gelisen bakterileri kullanan daha verimli Ames MPF testi
gelistirilmistir (Houck ve Kavlock, 2008).

Yapilan antimikrobiyal duyarlilik testinde, yalnizca flor siibstitiienti tagiyan 4 no’lu
bilesik antikandidal etki gosterdigi icin, 4 no’lu bilesigin genotoksisitesinin
belirlenmesinde Ames MPF genotoksisite testi uygulanmistir (Cizelge 6).

Ames MPF genotoksisite testinde kullanilan S. typhimurium suslar1 TA98 ve
TA100°diir. TA100 baz cifti degisimi, TA98 ise ¢er¢eve kaymasi mutasyonlarinin

belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu mutasyonlar histidin kaynagi olmadan
histidin tagiyan organizmalarin biiylimesini durdurmaktadir. Maddelerin mutajenik

44



potansiyeli, degisik konsantrasyonlarina bu organizmalarin maruz birakilmasinin
ardindan biiylime potansiyellerinin gézlenmesi ile degerlendirilmektedir. Bakteride
histidin geninde baz degisimleri veya ¢erceve kaymalar1 gibi mutajenik bir olay
meydana gelmesi ile bakteri histidin olmayan ortamda da biiyiime gostermekte ve
buna bagli olarak maddenin mutajenik olduguna karar verilebilmektedir (Kouvelis
ve ark., 2011; Chandrasekaran ve ark., 2010). Bilesiklerin metabolik aktivasyon ile
mutajenite kazanabilme ihtimalleri gbz 6niinde bulundurularak uygun ortam igin
sican karacigerinden elde edilen S9 karaciger mikrozomal enzim fraksiyonu
eklenmektedir (Kouvelis ve ark., 2011).

Ames MPF genotoksisite testinde, 4 no’lu bilesigin TA98 susuna karsi S9
enziminin bulunmadigi ortamda 6.41 zemin ¢izgisine sahip oldugu bulunmustur. 4
No’lu bilesigin tiim konsantrasyonlarda kriterlere gore zemin ¢izgisinin 1.5-2.5 kat1
artiglar gostermedigi ve herhangi bir istatistiksel anlamliliga da sahip olmadigi
saptanmistir. Bu nedenle TA98 susuna karsi metabolik aktivasyonun olmadigi
kosullarda mutajenik olmadigi sonucuna varilmigtir. TA98 susuna karst metabolik
aktivasyon ile S9 enzim varliginda 2.49 zemin ¢izgisine sahip olarak bulunmustur.
4 No’lu bilesigin tiim konsantrasyonlarinda kriterlere gore 2-3 kati anlamli artiglara
veya doza bagiml etkiye rastlanmamistir. 0.16 mg/mL dozunda go6zlenen
anlamlilik zemin ¢izgisinin 2-3 katina ulasmadigindan ve bir doza bagimli anlamli
artisa rastlanmadigindan TA98 susuna karst metabolik aktivasyon varliginda
bilesigin genotoksik olmadig1 saptanmistir. TA 100 susuna kars1 ise direkt olarak
bilesigin S9 enzim fraksiyonu olmaksizin 7.24 zemin ¢izgisine sahip oldugu
bulunmustur. Kriterlere gore, bilesik zemin ¢izgisinin 1.5-2.5 kat1 artiglar
gdstermemistir. Istatistiksel agidan anlamli farklilik gdzlenen 1.25 mg/mL ve 5
mg/mL konsantrasyonlarinda da yine 1.5-2.5 kat1 artiglara ulasmamig, bunun yani1
sira doza bagiml bir etki de gdstermemistir. Bu sebeple 4 no’lu bilesik TA 100
susuna karst S9 enzim fraksiyonu olmaksizin herhangi bir mutajenite
gostermemistir. TA 100 susuna kars1 bilesigin metabolik yollar ile aktif olabilecegi
ortamda yani S9 enzim fraksiyonu varliginda zemin ¢izgisi 3 olarak saptanmustir. 4
No’lu bilesik 0.16 ve 1.25 mg/mL konsantrasyonlarinda anlamli farklilik tespit
edilse de zemin ¢izgisinin 2-3 kat1 artiglara hi¢ bir konsantrasyonda ulagsmamis ve
yine doz-bagimli etki sergilememistir. Bu bulgulara gore, 4 no’lu bilesik hem TA
98 hem de TA100 susuna karsi metabolik aktivasyon varliginda ve yoklugunda
genotoksik etki gostermemistir (Sekil 33).

Sonug olarak, 4 no’lu bilesik C. albicans ve C. krusei’ye kars1 selektif antifungal
etki gostermistir. Bu konsantrasyonlarda 4 no’lu bilesigin saglikli hiicrelere karsi
sitotoksik etkinlik gostermedigi MTT testi ile tespit edilmistir.
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Cizelge 6. Bilesik 4’e ait Ames Genotoksisite Testi Sonug¢lari

Mutajenite
Bilesik | Konsantrasyon
Y Taban TA 98 Taban TA 100
(mg/mL) Cizgisi Cizgisi

S9+ | S9- | S9+ S9- S9+ | S9- S9+ S9-

0.16 1.47*% | 0.83 1.56%* 0.97

0.31 0.80 0.62 1.78 0.97

0.63 0.94 0.78 1.33 1.01

4 2.49 | 6.41 3.00 | 7.24

1.25 0.94 0.62 1.44%* 0.37*

2.5 0.80 0.26 1.22 0.97

5 1.21 0.31 0.89 0.51*

* Student-t testine gore p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.

TA 100 S9 (1) TA 100 S9 (+)
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Sekil 33. Bilesik 4’e ait Ames Testi Grafikleri
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SONUC ve ONERILER

Bu tez c¢aligmasinda, kinolin halkasi tasiyan yeni tiyazolil hidrazon tiirevleri
sentezlenmistir. Elde edilen bilesiklerin antikandidal etkileri disk diflizyon yontemi
ile degerlendirilmistir. Yalnizca flor siibstitiienti tagiyan 4 no’lu bilesik 1 mg/mL
konsantrasyonda C. albicans (ATCC 90028) ve C. krusei (ATCC 6258) suslarina
kars1 antifungal etki gostermistir. Antikandidal etkinligi nedeniyle, 4 no’lu bilesige
Ames MPF genotoksisite testi uygulanmistir. Yapilan MTT ve Ames MPF
testlerinde, 4 no’lu bilesigin sitotoksik ve genotoksik etki gdstermedigi
saptanmistir. Sonug olarak, 4 no’lu bilesigin antikandidal etkisinin selektif oldugu
bulunmustur.

Sentezlenen bilesiklerin A549 insan akciger adenokarsinoma, HepG2 insan
hepatoselliiler karsinoma ve MCF-7 insan meme adenokarsinoma hiicre dizilerine
kars1 sitotoksik etkileri de MTT yontemi ile arastirilmistir. Bu bilesiklerin NIH/3T3
fare embriyonik fibroblast (saglikli) hiicre dizisi lizerinde sitotoksisiteleri de
incelenerek selektivite indeksleri tespit edilmigtir.

Siyano siibstitlienti tastyan 2 no’lu bilesik HepG2 hiicrelerine karsi selektif
antikanser etki gostermekte, bu acidan pozitif kontrol olan cisplatine de ¢ok yakin
goriilmektedir. Klor siibstitiienti tagiyan 5 no’lu bilesik hem A549 hem de HepG2
hiicrelerine karsi selektif antikanser aktivite gdstermektedir. Brom siibstitiienti
tasiyan 6 no’lu bilesigin de A549 ve HepG2 hiicrelerine kars1 antikanser aktiviteye
sahip oldugu bulunmustur. Naftalen halkas1 tasiyan 10 no’lu bilesik ise A549,
HepG2 ve MCF-7 hiicrelerine kars1 selektif antikanser aktivite gostermistir. Tlim
bilesikler NIH/3T3 hiicre dizisine kars1 sitotoksik etki gostermemislerdir.

Terapotik etkinlik agisindan kiyaslandiklarinda, 5 no’lu bilesigin HepG2
hiicrelerine karsi, 10 no’lu bilesigin ise A549 ve MCF-7 hiicrelerine kars1 pozitif
kontrol olan cisplatinden daha selektif antikanser etkinlige sahip olduklari
bulunmustur. Ayrica 2 no’lu bilesigin de HepG2 hiicrelerine karsi selektivite
indeksinin yiiksek oldugu saptanmistir.

Sonug olarak, daha sonra yapilacak caligsmalarda, 2, 5 ve 10 no’lu bilesiklerin
antikanser etki mekanizmalar1 ve apoptotik etkileri arastirilabilir.

Tiyazol halkasinin dordiincii konumundaki fenil halkasi lizerinden tiirevlendirme
antifungal etki agisindan yarar saglayabilir. Daha sonra yapilacak ¢aligmalarda,
farkli fenacil bromiir tiirevleri kullanilarak tiyazol halkasinin dérdiincii konumunda
o- ve m-florofenil, difloro ve triflorofenil halkasi tasiyan tiirevler sentezlenerek elde
edilen bilesiklerin antifungal etkileri, 4 no’lu bilesigin antifungal etkisi ile
karsilastirilabilir. Buna bagli olarak, flor siibstitiientinin antikandidal etkiye katkis1
degerlendirilebilir.
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EK 4. Bilesik 1’e ait Kiitle Spektrumu

LCMSMS ANALIZ RAPORU
Sample Name 01
Sample ID :
Data Filename :1_001.led
Method Filename : srk.lem
Batch Filename : amd.lcb
Vial # 1 1-46
Injection Volume :1ul Sample Type : Unknown
Date Acquired :30.08.2015 17:50:10 Acquired by : System Administrator
Date Processed :30.08.2015 17:51:11 Processed by : System Administrator
Iten, (0,000,000
1504 3

1259

025 T
T T ‘

000 e e e e
Mo 0 WO 1E0 00 250 A0 20 a0 850 B0 IO A0 KO &0 4B

[MS Spectrum]

# of Peaks 4
Raw Spectrum [0,167->0,167],(scan:[11->11])
Background [0,233->0,283],(scan:[15->18])
Base Peak m/z 331,15 (Inten :

15.176.132)
m/z Absolute Intensity Relative Intensity
115,15 2385730 15,72
331,15 15176132 100,00
332,20 4189270 27,60
333,20 1202437 7,92
Event 1
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EK 5. Bilesik 2’ye ait IR Spektrumu
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EK 6. Bilesik 2’ye ait 'H NMR Spektrumu
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EK 7. Bilesik 2’ye ait '*C NMR Spektrumu
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EK 8. Bilesik 2’ye ait Kiitle Spektrumu

Sample Name
Sample ID

Data Filename
Method Filename
Batch Filename
Vial #

Injection Volume
Date Acquired
Date Processed

)

LCMSMS ANALIZ RAPORU
22 002.1cd
: srk.lem
: amd.lcb
1 1-47
:1ul Sample Type : Unknown
:30.08.2015 17:51:40 Acquired by : System Administrator
:30.08.2015 17:52:41 Processed by : System Administrator

05

0T
1000 1250 1500

[MS Spectrum]
# of Peaks

Raw Spectrum
Background
Base Peak

m/z
115,15
356,15
357,20
358,20
Event

T T
200 250 200 2750 300

[0,167->0,167],(scan:[11->11])
[0,200->0,717],(scan:[13->44])

m/z 356,15 (Inten :
18.404.780)
Absolute Intensity
3662503

18404780

7538500

2111935

1
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Relative Intensity
19,90

100,00

40,96

11,47



EK 9. Bilesik 3’e ait IR Spektrumu
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EK 10. Bilesik 3’¢ ait 'H NMR Spektrumu
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EK 11. Bilesik 3’¢ ait 3*C NMR Spektrumu
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EK 12. Bilesik 3’e ait Kiitle Spektrumu

LCMSMS ANALIZ RAPORU
Sample Name :3
Sample ID :
Data Filename :3_003.1cd
Method Filename : srk.lem
Batch Filename : amd.lcb
Vial # 1 1-48
Injection Volume :1ul Sample Type : Unknown
Date Acquired :30.08.2015 17:53:09 Acquired by : System Administrator
Date Processed :30.08.2015 17:54:10 Processed by : System Administrator
1504
0‘0010‘00‘ o ‘12{‘30‘ %5 ‘lS(‘JO‘ o ‘17‘50‘ N ‘2[1‘)0‘ W ‘225‘0‘ o ‘2‘5‘00‘ o ‘27.“;0‘ o ‘3&‘)0‘ o ‘32‘50‘ o ‘3560‘ o ‘37‘50‘ o ‘4&‘]0‘ ‘ 42‘50 454.‘)0 ‘ 47%0
[MS Spectrum]
# of Peaks 4
Raw Spectrum [0,167->0,167],(scan:[11->11])
Background [0,217->0,500],(scan:[14->31])
Base Peak m/z 376,20 (Inten :

17.931.866)

m/z Absolute Intensity Relative Intensity
115,15 3014656 16,81
376,20 17931866 100,00
377,20 6928206 38,64
378,15 2152902 12,01
Event 1
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EK 13. Bilesik 4’e ait IR Spektrumu
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EK 14. Bilesik 4’¢ ait '"H NMR Spektrumu
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EK 15. Bilesik 4’¢ ait 3*C NMR Spektrumu
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EK 16. Bilesik 4’e ait Kiitle Spektrumu

Sample Name
Sample ID

Data Filename
Method Filename
Batch Filename
Vial #

Injection Volume
Date Acquired
Date Processed

14

LCMSMS ANALIZ RAPORU
24 004.lcd
: srk.lem
: amd.lcb
: 1-49
:1ul Sample Type : Unknown
:30.08.2015 17:54:38 Acquired by : System Administrator
:30.08.2015 17:55:39 Processed by : System Administrator

s Inten. (x10,000,000)

39

[MS Spectrum]
# of Peaks

Raw Spectrum
Background
Base Peak

m/z
115,15
349,20
350,20
351,20
Event

L o e e e A e e e o
2000 2250 2500 2750 3000

4

[0,167->0,183],(scan:[11->12])

[0,400->0,817],(scan:[25->50])

m/z 349,20 (Inten :
17.614.419)
Absolute Intensity
3020226

17614419

6218705

1829539

1
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Relative Intensity
17,15

100,00

35,30

10,39



EK 17. Bilesik 5’e ait IR Spektrumu
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EK 18. Bilesik 5’¢ ait 'H NMR Spektrumu
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EK 19. Bilesik 5’¢ ait '3*C NMR Spektrumu
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EK 20. Bilesik 5’e ait Kiitle Spektrumu

Sample Name
Sample ID

Data Filename
Method Filename
Batch Filename
Vial #

Injection Volume
Date Acquired
Date Processed

0\ ten. (x1,000,000)

05

LCMSMS ANALIZ RAPORU
25 _005.1cd
: srk.lem
: amd.lcb
1 1-50
:1ul Sample Type : Unknown
:30.08.2015 17:56:09 Acquired by : System Administrator
:30.08.2015 17:57:10 Processed by : System Administrator

[MS Spectrum]
# of Peaks

Raw Spectrum
Background
Base Peak

m/z
102,30
110,50
115,15
365,15
366,20
367,15
368,15
Event

[0,183->0,200],(scan:[12->13])
[0,217->0,317],(scan:[14->20])
m/z 365,15 (Inten :

7.085.725)

Absolute Intensity Relative Intensity
537735 7,59

604258 8,53

1319009 18,62

7085725 100,00

1668286 23,54

2794197 39,43

531289 7,50

1
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EK 21. Bilesik 6’ya ait IR Spektrumu
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EK 22. Bilesik 6’ya ait 'H NMR Spektrumu
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EK 23. Bilesik 6’ya ait *C NMR Spektrumu
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EK 24. Bilesik 6’ya ait Kiitle Spektrumu

Sample Name
Sample ID

Data Filename
Method Filename
Batch Filename
Vial #

Injection Volume

LCMSMS ANALIZ RAPORU

16

:6_006.lcd
: srk.lem

: amd.Icb

1 1-51
:1ulL

Sample Type

: Unknown

125+

Date Acquired :30.08.2015 17:57:37 Acquired by : System Administrator
Date Processed :30.08.2015 17:58:38 Processed by : System Administrator
Inten. (x10,000,000)
025+ 15
|
D‘0010!‘)‘0‘ a ‘12&‘3‘0‘ o ‘15(‘10‘ L ‘ ‘20.‘)‘0‘ a ‘225“0‘ P ‘25(‘),0‘ 3 ‘27‘5‘0‘ a ‘30‘0‘0‘ > ‘325“0‘ ‘35(‘),0 ‘ ‘37‘5,0‘ a ‘4@&0‘ o ‘42‘5,0‘ o LlS(‘)‘D‘ a ‘47%‘0‘ a ‘m/z

[MS Spectrum]
# of Peaks

Raw Spectrum
Background
Base Peak

m/z
115,15
409,10
411,10
412,10
413,10
Event

[0,167->0,200],(scan:[11->13])
[0,350->0,650],(scan:[22->40])

m/z 411,10 (Inten :
13.450.023)
Absolute Intensity
2257159

13288505
13450023

3432033

1052784

1
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Relative Intensity
16,78

98,80

100,00

25,52

7,83



EK 25. Bilesik 7’ye ait IR Spektrumu
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EK 26. Bilesik 7’ye ait 'H NMR Spektrumu
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EK 27. Bilesik 7’ye ait *C NMR Spektrumu
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EK 28. Bilesik 7’ye ait Kiitle Spektrumu

Sample Name
Sample ID

Data Filename
Method Filename
Batch Filename
Vial #

Injection Volume
Date Acquired
Date Processed

27

LCMSMS ANALIZ RAPORU
:7_007.lcd
: srk.lem
: amd.lcb
0 1-52
:1ul Sample Type : Unknown
:30.08.2015 17:59:05 Acquired by : System Administrator
:30.08.2015 18:00:06 Processed by : System Administrator

[MS Spectrum]
# of Peaks

Raw Spectrum
Background
Base Peak

m/z
115,15
345,20
346,25
347,25
Event

L B e e e B e A B e
2000 250 2500 2750 3000

[0,167->0,183],(scan:[11->12])
[0,433->0,783],(scan:[27->48])

m/z 345,20 (Inten :
17.486.208)
Absolute Intensity
2647751

17486208

5847927

1682746

1

&3

LI B e e e e e B A me
3750 4000 4250 4500 4750

Relative Intensity
15,14

100,00

33,44

9,62

™
mz



EK 29. Bilesik 8’e ait IR Spektrumu
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EK 30. Bilesik 8’¢ ait 'H NMR Spektrumu
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EK 31. Bilesik 8¢ ait ’*C NMR Spektrumu
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EK 32. Bilesik 8’e ait Kiitle Spektrumu

Sample Name
Sample ID

Data Filename
Method Filename
Batch Filename
Vial #

Injection Volume
Date Acquired
Date Processed

18

LCMSMS ANALIZ RAPORU
: 8 008.lcd
: srk.lem
: amd.lcb
1 1-53
:1ul Sample Type : Unknown
:30.08.2015 18:00:34 Acquired by : System Administrator
:30.08.2015 18:01:36 Processed by : System Administrator

Inten. (x10,000,000)
1,00 3pL
0,75+
0,50
0,25
U‘W\“rw”“\“” H\HH\HH\HH\H‘w‘H‘\HH\H‘H\HH\‘H‘\HH\HH\HH\
1000 1250 1500 2000 250 2500 2750 3000 3250 3500 37,0 4000 4250 4500 4750 mz
[MS Spectrum]
# of Peaks 4
Raw Spectrum [0,200->0,233],(scan:[13->15])
Background [0,283->0,633],(scan:[18->39])
Base Peak m/z 361,20 (Inten :
10.348.362)
m/z Absolute Intensity Relative Intensity
115,15 1269849 12,27
361,20 10348362 100,00
362,25 2470826 23,88
363,20 723893 7,00
Event 1
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EK 33. Bilesik 9’a ait IR Spektrumu
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EK 34. Bilesik 9’a ait '"H NMR Spektrumu
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EK 35. Bilesik 9’a ait 3*C NMR Spektrumu
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EK 36. Bilesik 9’a ait Kiitle Spektrumu

Sample Name
Sample ID

Data Filename
Method Filename
Batch Filename
Vial #

Injection Volume
Date Acquired
Date Processed

Inten. (x10,000,000)

19

LCMSMS ANALIZ RAPORU
29 009.lcd
: srk.lem
: amd.lcb
1 1-54
:1ul Sample Type : Unknown
:30.08.2015 18:02:04 Acquired by : System Administrator
:30.08.2015 18:03:07 Processed by : System Administrator
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[MS Spectrum]
# of Peaks

Raw Spectrum
Background
Base Peak

m/z
115,15
409,15
410,20
411,20
Event

L e e e e e e L o
2000 2250 2500 2750 3000

4

[0,150->0,167],(scan:[10->11])
[0,350->0,883],(scan:[22->54])

m/z 409,15 (Inten
:18.739.035)
Absolute Intensity
3094784

18739035

8614469

4541065

1
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Relative Intensity
16,52

100,00

45,97

24,23



EK 37. Bilesik 10’a ait IR Spektrumu
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EK 38. Bilesik 10°a ait '"H NMR Spektrumu
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EK 39. Bilesik 10’a ait *C NMR Spektrumu
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EK 40. Bilesik 10’a ait Kiitle Spektrumu

LCMSMS ANALIZ RAPORU

Sample Name : 10

Sample ID :

Data Filename :10_010.1cd

Method Filename : srk.lem

Batch Filename : amd.lcb

Vial # 1 1-55

Injection Volume :1ulL Sample Type : Unknown

Date Acquired :30.08.2015 18:03:35 Acquired by : System Administrator
Date Processed :30.08.2015 18:04:35 Processed by : System Administrator
Fien X D
]

i1 1ED = 111 5 o] =4 Hi I 0 =D 911 i i i &E L &3 s ]
[MS Spectrum]

# of Peaks 6

Raw Spectrum [0,183->0,200],(scan:[12->13])

Background [0,200->0,267],(scan:[13->17])

Base Peak m/z 381,20 (Inten :

5.617.252)

m/z Absolute Intensity Relative Intensity

115,15 877847 15,63

381,20 5617252 100,00

382,20 1454617 25,90

383,20 484041 8,62

Event 1
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