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ONSOZ

Kétii huylu beyin tiimorleri en tehlikeli kanser tiirlerindendir. Glioma tedavisinde
diger kanser tiirlerinde oldugu gibi cerrahi rezeksiyon, radyoterapi veya
kemoterapi kullanilmaktadir. Kemoterapide kullanilan ilaglarla gelisen toksisite
ve ila¢ direnci nedeniyle kemoterapinin basaris1 kisitlanmaktadir. Bu durum daha
enzim ve reseptor diizeyinde etki gosteren bilesiklerin gelistirilmesini zorunlu
hale getirmistir. Bircok kanser tiriinde COX-2 enziminin indiiklendigi
gozlenmektedir ve medisinal kimya alaninda, COX-2 inhibisyonuna dayali
antikanser ila¢ tasarlama ve gelistirme ¢alismalar1 6nem kazanmistir.

Bu tez c¢alismasinda, indometazin analogu yeni triazolotiyadiazin tiirevleri
sentezlenmistir. Elde edilen bilesiklerin T98 insan glioma hiicre dizisine karsi
antikanser etkileri arastirllmistir. Bunun yami sira, en etkili bilesigin COX-2
mRNA diizeyine etkisi degerlendirilmistir.
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YENIi TRIAZOLOTIYADIAZIN TUREVLERININ SENTEZI ve
BiYOLOJIK ETKi CALISMALARI

OZET

Gliomalar olduk¢a yiiksek Oldiirme oraniyla merkezi sinir sistemi tiimorleri
icerisinde insan yasami i¢in ciddi bir tehlike olusturmaktadir. Kanser olusumuna
ve gelisimine yol acan mekanizmalardan birisinin de hiicrelerde arasidonik asit
metabolizmasinda gorev alan siklooksijenaz yolagi oldugu diistintilmektedir.
Birgok ¢alismada, aragidonik asit metabolizmasinin baskilanmasinin hiicrelerde
kanser olusumunu ve gelisimini engelledigi gdsterilmistir.

Bu ¢alismada, ilk olarak indometazin ve tiyokarbohidrazitin ¢dziiciisiiz ortamda
gerceklesen reaksiyonu sonucu 4-amino-5-[(5-metoksi-2-metil-1-(4-
klorobenzoil)-1H-indol-3-il)metil]-4H-1,2,4-triazol-3-tiyon elde edilmistir. Daha
sonra bu bilesigin 2-bromoasetofenon tiirevleri ile reaksiyonu sonucu yeni 3-[5-
metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1H-indol-3-il)metil]-6-(4-stibstitiiefenil )-7 H-
1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin tiirevleri (1-8) sentezlenmistir. Elde edilen
bilesiklerin yapilar1 IR, 'H-NMR, “C-NMR, kiitle spektroskopik yontemleri ve
elemental analiz ile aydinlatilmistir.

Elde edilen bilesiklerin T98 insan glioma hiicre dizisi lizerinde hiicre ¢ogalmasina
etkileri MTT yontemi ile arastirilmistir. Ayrica etkili bilesiklerin apoptoza olasi
etkileri akim sitometrisi ile; COX-2, kaspaz 3, 8 ve 9, sitokrom ¢ mRNA relatif
miktar 6l¢timleri RT-PCR yontemi ile yapilmistir. T98 Hiicreleri 24 saat boyunca
maddelerin 1, 5, 10, 25, 50 ve 100 uM dozlar1 ile muamele edilmistir. 3-[5-
Metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)- 1 H-indol-3-il)metil]-6-(4-metilfenil )-7 H-
1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin (8) bilesiginin 50 ve 100 uM dozlarinda
hiicre yasam oranlarini sirasiyla %25 ve %40 oraninda azalttig1 tespit edilmistir. 8
nolu bilesigin ayni1 dozlarinda 6l¢iilen apoptoz uyarma yiizdeleri ise kontrole gore
(%5) sirasiyla 50 pM doz i¢in % 11 ve 100 uM i¢in % 12 olarak tespit edilmistir.
Ayrica RT-PCR analizlerinde, 8 nolu bilesigin kontrol grubuna gére COX-2
mRNA miktarint anlamli 6l¢iide azalttig1 ve diger parametrelerde (Kaspaz 3, 8, 9,
sitokrom c) anlaml1 bir degisiklige neden olmadig tespit edilmistir.

Bu c¢alisma, 8 nolu maddenin COX-2 yolagimi baskilayarak doza bagimli
antikanser etki gosterdigini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Triazol, triazolotiyadiazin, T98 glioma, antikanser, apoptoz,
COX-2.



SYNTHESIS and BIOLOGICAL ACTIVITY STUDIES of NEW
TRIAZOLOTHIADIAZINE DERIVATIVES

ABSTRACT

Gliomas pose a severe danger with a huge death rate among central nervous
system tumors. One of the mechanism causing cancer occurrence and
development is considered to be cyclooxygenase pathway, which takes an
important role in arachidonic acid metabolism. In many studies, it has been
revealed that blocking arachidonic acid metabolism prevents the occurence and
development of cancer in cells.

In this study initially, 4-amino-5-[(5-methoxy-2-methyl-1-(4-chlorobenzoyl)-1H-
indol-3-yl)methyl]-4H-1,2,4-triazol-3-thione was synthesized via the solvent-free
reaction of indomethacin with thiocarbohydrazide. Then the ring closure reaction
of this compound with 2-bromoacetophenone derivatives afforded new 3-[5-
methoxy-2-methyl-1-(4-chlorobenzoyl)-1H-indole-3-yl)methyl]-6-(4-
substituedphenyl)-7H-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-thiadiazine  derivatives  (1-8).
The structures of these compounds were elucidated by IR, "H-NMR, *C-NMR,
mass spectroscopic methods and elemental analysis.

The effects of the obtained compounds on the proliferation of T98 human glioma
cell line were investigated with MTT assay. Besides, possible apoptotic activities
and the measurement of COX-2, caspase 3, 8 and 9, cytochrome ¢ mRNA relative
quantity of the effective compounds were performed with flow cytometry and RT-
PCR method, respectively. T98 cells were treated with 1, 5, 10, 25, 50 and 100
UM doses of the compounds for 24 hours. It was determined that 3-[5-methoxy-2-
methyl-1-(4-chlorobenzoyl)-1H-indole-3-yl)methyl]-6-(4-methylphenyl)-7H-

1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-thiadiazine (8) reduced cells’ survival rates at 50 and
100 uM doses with 25% and 40% reasonable values, respectively. The apoptosis
stimulating percentages of compound 8 in comparison with the control group
(5%) at 50 and 100 pM doses were calculated as 11% and 12%, respectively.
Besides, in RT-PCR analysis, it was determined that compound 8 reduced COX-2
mRNA levels significantly when compared with the control group, whereas it did
not cause any significant change in other parameters (Caspase 3, 8, 9, cytochrome

c).

This study revealed that compound 8 showed dose-dependent anticancer activity
via the inhibition of COX-2 pathway.

Key Words: Triazole, triazolothiadiazine, T98 glioma, anticancer, apoptosis,
COX-2.
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SiIMGE ve KISALTMALAR DiZiNi

A549

A.B.D.
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Bcl-2
Bel-7402

BGC-823

BHK21

BT-549

CCRF-CEM

CDK
CNS
COX
DLDI1

DMEM
DMSO-ds
DNA
EAC
EC50

E.N.
ESI
FCS
FITC
5-FU
Glso

: Adenocarcinomic Human Alveolar Basal Epithelial Cells
(Adenokarsinomik Insan Alveoler Epitelyal Hiicreleri)
: Amerika Birlesik Devletleri
: Angiotensin Converting Enzyme
(Anjiyotensin Dontistiiriicii Enzim)
: B-hiicresi lenfoma-2
: Human Hepatoma Cell Line
(Insan Karaciger Kanseri Hiicre Dizisi)
: Human Gastric Adenocarcinoma Cell Line
(Insan Gastrik Adenokarsinoma Hiicre Dizisi)
: Baby Hamster Kidney Fibroblast Cell
(Bebek Hamster Bobrek Fibroblast Hiicresi)
: Human Breast Carcinoma Cell Line
(Insan Meme Kanseri Hiicre Dizisi)
: Human Leukemia Cell Line
(Insan Lésemi Hiicre dizisi)
: Cyclin-Dependent Kinase (Siklin Bagimli Kinaz)
: Central Nervous System (Merkezi Sinir Sistemi)
: Cyclooxygenase (Siklooksijenaz)
: Human Colorectal Adenocarcinoma Cell Line
(Insan Kolorektal Adenokarsinoma Hiicre Dizisi)
: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
: Dimetilstilfoksit-ds
: Deoksiribontikleik Asit
: Ehrlich Asit Tiimorii
: Effective Concentration (50%)
(Etkili Konsantrasyon (%50))
: Erime noktasi
: Electrospray ionization (Elektrosprey iyonlastirma)
: Fetal Calf Serum
: Fluoresin Isotiyosiyanat
: 5-Florourasil
: Growth Inhibition (50%) (Biiyiime Inhibisyonu (%50))
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GnRH : Gonadotropin salict hormon
HI157 : Non-Small Cell Lung Cancer Cell Line
(Kiiciik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri Hiicre Dizisi)
HA22T : Human Hepatoma Cell Line
(Insan Hepatoma Hiicre Dizisi)
HCTI116 : Human Colon Cancer Cell Line
(Insan Kolon Kanser Hiicre Dizisi)
HeLa : Human Cervix Adenocarcinoma Cell Line
(Insan Servikal Adenokarsinoma Hiicre Dizisi)
Hep3 B : Human Hepatoma Cell Line
(Insan Hepatoma Hiicre Dizisi)
HEPG2 : Liver Hepatocellular Carcinoma Cell Line
(Karaciger Hepatoselliiler Karsinoma Hiicre Dizisi)
HIV : Human Immunodeficiency Virus

(Insan Bagisiklik Yetmezligi Viriisii)

HONEI : Nasopharyngeal Carcinoma Cell Line

(Nasofarenks Karsinoma Hiicre Dizisi)
HOP-92 : Non-Small Cell Lung Cancer Cell Line

(Kiiciik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri Hiicre Dizisi)
HRP : Horseradish Peroxidase (Yaban Turpu Peroksidaz Enzimi)
HT29 : Human Colorectal Adenocarcinoma Cell Line

(Insan Kolorektal Adenokarsinoma Hiicre Dizisi)
HT-1080 : Fibrosarkoma Hiicre Dizisi
Huh?7 : Human Hepatocellular Carcinoma Cell Line

(Insan Hepatoselliiler Karsinoma Hiicre Dizisi)

ICso : Inhibitory Concentration (50%)
(Inhibe Edici Konsantrasyon (%50))

IR : Infrared (Kizil 6tesi)

KB hiicreleri : Oral Karsinoma Hiicre Dizisi

LLC-PKI11 : Pig Kidney Epithelial Cells

(Domuz Bobregi Epitelyal Hiicreleri)
LS180 :Caucasian colon adenocarcinoma
(Kafkas Kolon Adenokarsinoma)

m/z : Kiitle/yilik
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: 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
: Microwave (Mikrodalga)
: Noroblastoma
: Human Lung Cancer Cell Line
(Insan Akciger Kanseri Hiicre Dizisi)
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: Nonsteroidal Antienflamatuvar
: Non-Small Cell Lung Cancer
(Kiiciik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri)
: Human Gastric Carcinoma Line
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: Peripheral Blood Mononuclear Cell
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: Human Prostate Cancer Cell Line
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: Prostaglandin
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: Propidyum Iyodiir
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: Real-Time Polymerase Chain Reaction

(Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
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GIRIS ve AMAC

Kanser, hiicrelerin ¢ogalmasi ve 6liimii arasindaki dengenin bozulmasina onciilitk
eden gen ekspresyonundaki ¢oklu degisikliklerin neden oldugu hiicrelerin anormal
cogalmast durumudur. Cogalan hiicreler, komsu dokular istila ederler veya daha
uzak bolgelere go¢ ederek Oliime yol acabilirler. Kanser tek tiir bir hastalik
olmayip, farkli nedenlerle ve semptomlarla tanimlanmis yiizden fazla hastaliin
birlesimidir (Silverstein ve ark., 2006; Ruddon, 2007; Almeida ve Barry, 2011).

Kanserin diinyadaki goriilme siklig1 pek ¢ok iilkede yaslanan niifus oranina baglh
olarak artmaktadir. Kanser, 2007 yilinda diinyada yaklasik 7,900.000 kisinin
Olimiine yol agmustir; bu deger ayni yil i¢inde diinyada meydana gelen biitiin
oliimlerin %13’lint temsil etmektedir. 2020 yilinda ise her y1l i¢cin 20 milyon yeni
kanser hastasinin olacagi tahmin edilmektedir (Vainio ve ark., 2003; Shewach ve
Kuchta, 2009).

Kotlii huylu beyin tiimorleri, bireyler arasinda yiiksek morbidite ve mortalite
oranina sahip oldugu icin en tehlikeli kanser tiirlerindendir. Son yillarda 6zellikle
akciger, meme ve cilt kanserlerinde beyine olan metastaz oraninin artmasi ve bu
durumun yeni sistemik tedavilerle elde edilen basariyr kisitlamasi da beyin
tiimdrlerinin 6nemini arttirmaktadir (Sekil 1) (Steeg, 2011).

Sekil 1. Hayvan Modelinde Beyin Metastazi Gelisiminin Asamalari

Beyin tiimorleri ile ilgili mikroskobik tanimlamalar on dokuzuncu yiizyilin
baslarinda yapilmaya baslanmasina ragmen, giiniimiizde modern patolojik tani
hala 1926 yilinda Bailey ve Cushing tarafindan gelistirilen siniflandirma semasini
temel almaktadir. Bu semada glial veya ndronal onciillerden kdken alan merkezi
sinir sistemi neoplazmalarmin gelisiminde, histogenez ve hiicre kdkeni gibi
kavramlarin 6nemi ortaya konmustur. Daha sonralar1 Kernohan ve Ringertz
tarafindan yapilan kayda deger ¢alismalar ilk defa 1979 yilinda bigimlendirilen ve
2007 yilinda giincellenen Diinya Saglik Orgiitii (WHO) siniflandirmasina dnciiliik
etmistir. Bu siiflandirmada merkezi sinir sistemi tiimorleri listelenerek iyi huylu
(1. ve 2. derece) ve kot huylu (3. ve 4. derece) olarak derecelendirilmistir (Louis
ve ark.,, 2007; Huse ve Holland, 2010). Koti huylu gliomalar ve
medulloblastomalar en yaygin ve oliimciil beyin tiimoérleridir. Medulloblastoma
beyincikteki néronal dnciillerden olusan ve belirgin bir mitotik aktivite gdsteren
birbirine yakin kiigiik, yuvarlak ve mavi hiicrelerle karakterize olmus birincil
ndroektodermal tiimordiir. Glioma ise yetigkinlerde goriilen en yaygin ve olimciil
beyin tiimoriidiir. Gliomalar, bigimsel olarak astrosit, oligodendrosit ve ependimal



hiicrelere  benzemektedirler. WHO gliomalar1 dort tiimor derecesinde
siniflandirmistir. Buna gore; astrositik beyin tiimorleri (1. derece) iyi huylu beyin
timorleridir ve pek c¢ok vakada smirhidir; buna karsin diisiik dereceli
astrositomalar (2. derece) yaygin infiltrasyon kapasitesine sahiptirler ve 5-10 yil
arasinda daha Oliimciil bir fenotipe donlisme 06zelligi gostermektedirler.
Astrositomalar teshis edilen biitlin beyin tiimorlerinin  %60’dan  fazlasini
olusturmaktadir. Anaplastik astrositomalar (3. derece) invazif Ozellikleriyle
bilinmektedirler ve sonunda benzer histopatolojik ve biyolojik karakterlere sahip
primer ve sekonder glioblastomalara (4. derece) doniismektedirler. Genel olarak
birlikte glioblastoma multiforme olarak bilinen primer ve sekonder
glioblastomalar, infiltratif O6zellikteki beyin tliimorleri igerisinde en Oliimciil
olanlanidir (Sekil 2) (Patil ve ark., 2013).
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Sekil 2. Gliomalarin WHO tarafindan Yapilmis Siniflandirmasi

Kanser, tedavi edilmesi zor bir hastaliktir. Kanser tedavisi kanserin belirli
patolojik ve molekiiler 6zellikleri, viicuttaki yerlesim bolgesi, metastatik durumu
ve hastanin saglik durumu gibi bireysel faktorlere bagli olarak degisim
gostermektedir. Kanser tedavisindeki temel prensip biitiin kanser hiicrelerinin
normal dokuda minimum hasar yaratilarak yok edilmesidir. Bu durum direkt veya
direkt olmadan kanser hiicrelerinin proliferasyonu icin gerekli sinyallerin
engellenmesi veya immiin cevabin uyarilmasi ile olmaktadir.

Kanser tedavisinde cerrahi yontemler, radyoterapi veya kemoterapi
uygulanmaktadir. Erken kanser evresinde cerrahi yontemlerin kullanilmasi fayda
saglarken; radyoterapi daha c¢ok lokalize olmus durumlarda cerrahi yontemlerle
birlikte kullanilmaktadir. Kemoterapi, genelde hizla ¢ogalan kanser hiicrelerini
hedefleyen ilag grubu ile yapilan tedavi seklidir. Ila¢ direncinin gelismesi,
kemoterapi ile tedavi esnasinda siklikla karsilasilan bir durumdur. Bu direng
nedeniyle tiimoriin  biiylimesinin  durdurulmasina kars1  gelisen cevap
olusturulamamaktadir ve bu diren¢ farkli kanser hiicrelerine aktarilabilmektedir
(Chorawala ve ark., 2012).

Glioma tedavisinde de diger kanser tiirlerinde oldugu gibi cerrahi rezeksiyon,
radyoterapi veya kemoterapi kullanilmaktadir. Kemoterapi glioma tedavisinde
onemli bir yer teskil etmektedir; fakat ilacin kan beyin bariyeri ve kan timor



bariyeri nedeniyle beyin tiimor bolgesine az miktarda ulasmasi ve buna paralel
olarak kisith terapotik cevabin olusmasi kemoterapinin basarisini kisitlamaktadir.
Temozolomid glioma tedavisinde en yaygin kullanilan antineoplastik ilagtir.
Temozolomid anaplastik astrositoma, glioblastoma multiforme ve malign
gliomalara karsi anlamli aktivite gosteren alkilleyici bir ajandir. Bunun disinda
karmustin ve oral aktif lomustin temozolomid ile tedavide destekleyici olarak
kullanilmaktadir. Prokarbazinin lomustin bilesigiyle kombinasyonu ile anaplastik
oligodendroglioma hastalarinda basarili sonuglar elde edilmistir. irinotekan da kan
beyin bariyerini kolayca ge¢mektedir ve glioblastoma hiicrelerinde 6zellikle
kombine tedavide (temozolomid, karmustin, bevasizumab) antitiimor etkinlik
gostermistir. Bevasizumab ise anjiyogenezi Onleyerek etki gdsterdigi kanitlanan
ve hastalarin yasamini uzatan bir monoklonal antikordur ve glioblastoma
multiforme tedavisinde kullanilmaktadir. Basarili sonuglara ragmen, bu ilaglarla
gelisen toksisite ve ila¢ direnci daha enzim ve reseptdr diizeyinde etki gdsteren
bilesiklerin gelistirilmesini zorunlu hale getirmistir (Sekil 3) (Cloughesy ve ark.,
2002; Patil ve ark., 2013; Rx MediaPharma, 2015).
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Sekil 3. Glioma Tedavisinde Kullanilan Bazi Kemoterapotik Ajanlar

Siklooksijenaz (COX), prostaglandinlerin (PG) ve tromboksanin (TX) olusumuna
onciiliik eden yolakta siklooksijenasyon ve peroksidasyon olarak adlandirilan ilk
iki adim katalizleyen membran bagimli bir enzimdir. Ilk adimda COX, arasidonik
asitten siklik hidroperoksit olan PGG;’yi olusturmaktadir; daha sonra olusan
PGGy’yi i1se PGH;’ye indirgemektedir. PGH», prostaglandinlerin E,, F, ve D»
formlarinin, PGI, (prostasiklin) ve TX A, formunun ¢esitli 6zel sentazlar ve
izomerazlarla olan sentezinde ortak bilesendir ve olduk¢a kararsiz bir
endoperoksittir. Bu prostanoid yolaktaki COX-2 ve PGE sentaz gibi enzimlerin



koordineli indiiksiyonu, enflamasyon cevabi i¢in Onemlidir. COX'un hem
siklooksijenaz hem de peroksidaz aktiviteleri tek bir protein molekiiliiyle ve
enzimdeki hem grubu ile ilgilidir; fakat farmakolojik ve in vitro mutajenite
calismalarinda bu iki aktivite i¢in gerekli COX aktif bolgelerinin birbirinden
bagimsiz ve farkli oldugu gosterilmistir. COX igin gerekli olan aktif bolge
membrana baglanan alandan hem gruplarina uzanan uzun bir hidrofobik kanaldir;
bu kanal hem arasidonata hem de diger yag asitlerine baglanmaktadir. COX-1 ve
COX-2 benzer sekilde arasidonat1 okside etselerde genel olarak diger substratlarla
COX-2 daha etkilidir. Ornegin; COX-2 hem yag asitlerine hem de anandamit gibi
endokannabinoidlere etkilidir. COX ¢ogunlukla mikrozomal membranlarda
bulunmaktadir. Cesitli floresans ve histofloresans teknikler, COX-1 ve COX-2'nin
genelde endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek zarinda oldugunu gostermektedir,
COX-2 daha ¢ok ¢ekirdek zarinda yogunlasmistir. COX-1 ve COX-2 arasindaki
en Onemli farklardan biri dokudaki dagilimlaridir. COX-1 genelde gastrointestinal
sistemde, bobreklerde, damar diiz kasinda ve plateletlerde bulunmaktadir ve
gastrik mukozadaki sitoprotektif etkiler, renal perfiizyon ve platelet fonksiyonu
gibi etkilerden sorumludur. COX-2 ise pek ¢ok dokuda tespit edilememektedir
fakat enflamasyon cevabina bagli pek ¢ok stimulan tarafindan uyarilabilmektedir.
Bu yizden COX-1 enzimi vyapisal, COX-2 ise indiiklenebilir olarak
adlandirilmaktadir. Willoughby ve arkadaslar ilk defa COX-3 olarak adlandirilan
yeni bir izoenzimden bahsetmislerdir. Bu enzimin daha sonralart COX-1'in bir
cesit varyanti oldugu, kalp ve serebral kortekste yogunlastigr goriilmiistiir (Sekil
4) (Simmons, 2002; Claria, 2003; Blanke, 2004).
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Sekil 4. Arasidonik asit Yolagi

COX-2; sitokinler, tiimor nekroz faktdr-o (TNF-a), lipopolisakkaritler, mitojenler,
onkogenler (forbol esterleri), ¢esitli bliylime faktorleri ve luteinlestirici hormonlar
gibi pek c¢ok ajan tarafindan indiiklenebilmektedir. COX-2, hiicre
proliferasyonuna, anjiyogeneze, apoptoz direncine ve sistemik immunosupresyona



onciilik etmektedir. Bir COX-2 {iriinii olan PGE, farkli hiicre gruplarinda
proliferasyonu uyarmaktadir. Ozellikle NS-398, DuP-697, Selekoksib gibi selektif
COX-2 inhibitorlerinin antiproliferatif etki gosterdigi pek ¢ok ¢alisma mevcuttur.
Bu antiproliferatif etki, siklin D; proteini seviyelerinin azalmasiyla ilgilidir. Bu
durum NS-398 ile ML-1 (insan miyeloblastik 16semi) ve PTC (Papiler tiroid
karsinoma) hiicre dizilerinde, meloksikam ile HepG2 (Hepatoseliiler karsinoma)
hiicre dizisinde gozlenmistir (Sekil 5) (Vosooghi ve Amini, 2014).

Kanserin gelisiminde rol oynayan en Oonemli mekanizmalardan biri kontrollii
hiicre olimi olarak adlandirilan apoptozdur. Apoptoz kontrolinde yer alan
birincil diizenleyiciler B-hiicresi lenfoma-2 (Bcl-2) gen ailesinin iiyeleridir. Bu
genler genelde apoptotik sinyalleri bloke etmektedirler. Pek ¢ok kanser tiiriinde
COX-2'nin tretimi artmaktadir ve bu durum apoptotik yolaktaki inhibe edici
faktorlerin artmasina ve apoptozun azalmasina neden olmaktadir. Resveratroliin
insan meme ve agiz epitelyal kanserlerinde, COX-2'yi inhibe ederek apoptozu
artirdig1 gosterilmistir (Sekil 5) (Vosooghi ve Amini, 2014).

COX-2 ozellikle kolorektal kanserin patogenezinde ¢ok Onemlidir; ¢linkii
kolorektal kanserin her evresinde (hiperplazi, displazi, karsinoma ve metastaz)
COX-2 seviyesinin ¢ok arttig1 gozlenmistir (Bertagnolli, 2007; Arber, 2008).
Prostat ve cilt kanserlerinde ise artmis COX-2 seviyeleri; lenf anjiyogenezi ve
buna dayali metastaz olusumu ile iligkilendirilmistir (Misra ve Sharma, 2014).
Bunun disinda kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC), 6zofagus ve
meme kanserlerinde de artmis COX-2 seviyesi mevcuttur (Mattsson ve ark.,
2015).
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Sekil 5. Antikanser Etkili Bazi Selektif COX-2 inhibitorleri ve Non-selektif COX Inhibitorii
Resveratrol

Aspirinin ilk defa enflamasyon, ates ve agri1 i¢in kullanilmasi 1897 yilina
dayanmaktadir. O zamandan beri enflamasyon tedavisinde kullanilmak {izere



ibuprofen, flurbiprofen, indometazin ve diklofenak gibi nonsteroidal
antienflamatuvar (NSAI) ilaclar gelistirilmistir. Bu ilaglarin daha sonralar
gastrointestinal ve renal yan etkileri tespit edilmistir. Bu durum, bu ilaglarin segici
olmadan COX enzimini inhibe etmelerine baglanmistir. Daha sonralar1 selektif
COX-2 inhibisyonu gosteren diarilheterosiklik bilesikler olan “koksib”ler
(selekoksib, valdekoksib, rofekoksib) sentezlenmistir; fakat bu tirevler de
kardiyovaskiiler yan etkiler nedeniyle piyasadan cekilmistir. Bu durum, bu yan
etkileri barindirmayan yeni selektif COX-2 inhibitorlerinin gelistirilmesini
zorunlu hale getirmistir. Antienflamatuvar etkinin yan1 sira dnceden bahsedildigi
gibi bazi NSATI’lerin ve selektif COX-2 inhibitorlerinin antikanser etkinlik
gosterdigi pek ¢ok galisma mevcuttur. COX-2 inhibisyonunu igeren ¢aligmalarin
cogunda benzopiran, pirol, imidazol, tiyazolidin, pirazol (selekoksib) ve indol
(indometazin) gibi halka sistemleri lizerine arastirmalar yapilmistir (Hu ve ark.,
2003; Fioravanti ve ark., 2010; Estevao ve ark., 2012).

Indol halkastyla yapilan halka siibstitiisyonlar1 oldukga farkli yapilarin olusmasina
onciiliik ettiginden, indol halkas1 medisinal kimya ic¢in son derece dnemlidir. Bu
bilesiklerden biri de non-selektif COX inhibitorii olan indometazindir (Sekil 6).
Indometazinin 1961 yilinda sentezi yapilmistir ve 1965°de Amerika Birlesik
Devletleri (A.B.D.)’de tedaviye girmistir (Chavan ve ark., 2010; Akgiin ve ark.,

2013).
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Sekil 6. indometazin

Indometazinin yapisinda bulunan karboksilat grubu ile COX enzimlerinin katalitik
aktif bolgesi olan hidrofobik kanal girisindeki Argl20 bir tuz koprisi
olusturmaktadir. Bu tuz kopriisiiniin esnekligi sinirli oldugundan hem COX-1 hem
de COX-2 i¢in selektiviteyi kisitlamaktadir; ama bu koprii geleneksel NSAI
ilaclarin her iki COX izoformuyla baglanti1 sagladig: kisimdir (Hu ve ark., 2003;
Estevio ve ark., 2012). Yapilan baz1 ¢aligmalar, bu kopriiniin COX-1
inhibisyonunda daha O6nemli oldugunu ortaya koymustur. Karboksilik asit
kisminin ester veya amit tiirevlerine doniismesi sonucu daha etkin ve selektif
COX-2 inhibitdrleri meydana gelmistir. Bu durum karboksilat kalintisinin COX-2
inhibisyonu i¢in zorunlu olmadigin1  gostermektedir. Bunun disinda;
indometazinin yapisindaki 4-klorobenzoil grubunun 4-bromobenzoil grubu ile yer
degistirmesi sonucu selektif COX-2 inhibisyonu gosteren bilesikler elde
edilmistir. Fonksiyonel gruplar kadar enzimin bu yapilarla etkilestigi aminoasit de
¢ok onemlidir. COX-1 igin Ile523 son derece onemlidir; ¢iinkii diaril heterosiklik
tipi selektif inhibitorlerin katalitik bolgeye girmesini engellemektedir. COX-



2’deki kose cebi ana katalitik baglanma bolgesine bitisiktir ve bu cep “selektif
baglanma bolgesi” olarak adlandirilmaktadir. NSAI ilaglar bu bolgeyi
kullanamamaktadir. Bu bolgede selektif inhibitdr bilesikler, polar gruplar olan
His90 ve Arg513 ile hidrojen bagi olusturmaktadir. COX-1 enziminde His513
olduke¢a kisadir ve molekiil 1le523°1 gegse bile His513 ile etkilesememektedir. Bu
kose cebinin kullanilmasi ve siki, geri-doniisiimlii hidrojen baginin olusturulmasi
selektivite i¢in olumlu sonuglar vermistir (Kalgutkar ve ark, 2000; Wey ve ark.,
2007; Estevao ve ark., 2012).

Indometazinin insan kolorektal kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledigi
belirtilmistir. Indometazinin yapisal analogu Sulindak siilfidin de kolon tiimor
hiicrelerinin  biiylimesini apoptozu indiikleyerek azalttigi goézlemlenmistir
(Chennamaneni ve ark., 2012). Ayrica indometazinin bazi meme kanseri
tiirlerinde de antiproliferatif etkileri belirtilmistir (Nagasawa, 1986; Howe, 2007).
Touhey ve arkadaslar1 (2002), toksik olmayan dozlarda indometazinin, ¢oklu ilag
direnci baglantili protein (MRP-1) iireten hiicrelere in vitro uygulandiginda, MRP-
1 inhibisyonu ile bazi antikanser bilesiklerin (doksorubisin, daunorubisin,
teniposid ve vinkristin) sitotoksik etkilerini arttirdigini gozlemislerdir.

Heterosiklik bilesiklerden o6zellikle azot ve kiikiirt tasiyanlarin, ¢ok ¢esitli
biyolojik aktiviteye sahip olduklari pek ¢ok ¢alismada gosterilmistir. 1,2,4-Triazol
iceren bilesiklerin enflamasyon, kanser, agri, tiiberkiiloz ve hipertansiyon gibi pek
cok patolojik durum igin terapotik etkileri gosterilmistir (Deohate, 2013). 1,2,4-
Triazol tasiyan antikanser ilaclara Ornek olarak tiglincii kusak nonsteroidal
aromataz inhibitorleri olan vorozol, letrozol ve anastrozol (Sekil 7) verilmektedir.
Bu bilesikler yapilarindaki triazol halkasi sayesinde enzimin substrat baglanma
bolgesine kolayca yerlesmektedirler ve enzimin yapisindaki hem demiriyle
etkileserek aromataz inhibisyonu icin gerekli hidroksilasyon reaksiyonlarini
inhibe etmektedirler. Yapilan ¢aligmalarda bu bilesiklerin postmenopozal meme
kanseri hastalarinda intratiimoéral aromataz aktiviteyi inhibe ettigi ve dokudaki
estron, estradiol seviyelerini ¢ok azalttigi gozlenmistir (Wiseman, 1997; Goss,
1998; Avendeno ve Menendez, 2008).

N \N
\— I

: N
Q 0 \_/
NC CN . - P

Anastrozol Letrozol Vorozol
Sekil 7. 1,2,4-Triazol Tiirevi Aromataz inhibitorleri

1,2,4-Triazollin, 1,3,4-tiyadiazinlerle kondanse oldugu yapilarin antikanser
etkinlik gosterdigi baz1 ¢aligmalar mevcuttur (Bhat ve ark., 2009; Puthiyapurayil
ve ark., 2012; Sumangala ve ark., 2012; Deohate, 2013; Husain ve ark., 2013;
Khan ve ark., 2014).



Literatiir bilgileri 1s18inda, bu ¢alismada yeni triazolotiyadiazin tiirevlerinin
sentezlenmesi ve sentezlenen bilesiklerin COX-2 inhibisyonuna dayali antikanser
etkilerinin arastirllmasi amaclanmigtir. Bu amagla, 3-[5-metoksi-2-metil-1-(4-
klorobenzoil)-1H-indol-3-il)metil ]-6-(4-slibstitiiefenil )-7H-1,2,4-triazolo[3,4-b]-
1,3,4-tiyadiazin tiirevleri sentezlenmistir (Cizelge 1). Elde edilen bilesiklerin
yapilart spektroskopik yontemlerle aydinlatilmis ve T98 insan glioma hiicre dizisi
tizerinde hiicre cogalmasina ve apoptoza olasi etkileri arastirilmistir. Ayrica etkili
bilesiklerin RT-PCR yontemi ile COX-2; kaspaz 3, 8 ve 9; sitokrom ¢ mRNA
relatif miktar 6lglimleri yapilmistir.

Cizelge 1. Sentezlenen Sonuc Bilesikleri

I
N
e \ T
A
N
0]
Cl R
Bilesik R
1 H
2 NO,
3 CN
4 F
5 Cl
6 Br
7 SO,CH;
8 CH;




KAYNAK BILGISI
Triazol Halka Sistemi ile Tlgili Genel Bilgiler

Triazoller, {i¢ tane azot ve iki tane karbon atomundan olusan bes liyeli halka
yapisi tastyan organik heterosiklik bilesiklerdir (Kharb ve ark., 2011).

Ik defa 1885 yilinda Bladin tarafindan kapali formiilii C;H3Nj; olan karbon azot
halka sistemine “triazol” adi verilmistir. Triazol halka sistemi pirol halkasi
analoglar1 bilesikler smifinin bir iiyesi olarak goriildiigi icin 1889 yilinda
Andreocci tarafindan bu halka sistemi icin alternatif bir isim olarak ‘pirodiazol’
kullanilmistir (Potts, 1960).

1,2,3-Triazol (v-triazol) ve 1,2,4-triazol (s-triazol) olmak iizere iki grup triazol
vardir (Sekil 8) (Potts, 1960).

E/\\N = \—N /N\NH Z?/\\N —_— Hz\;\\w

1,2,3-Triazol (v-Triazol) 1,2,4-Triazol (s-Triazol)

Sekil 8. 1,2,3-Triazol (v-triazol) ve 1,2,4-Triazol (s-triazol)
1,2,3-Triazol pK,= 1.17; 1,2,4-triazol pK,= 2.19 degerleriyle zayif bazlardir
(Eicher ve Hauptmann, 2003).

Nonsiibstitiie 1,2,4-triazol i¢in iki tane 1H ve bir tane 4H formunda olmak iizere
li¢ tane tautomerik form s6z konusudur (Sekil 9) (Eicher ve Hauptmann, 2003).

H
4 3 4 5 4 3
N \ N:\ HN’\\
/54 yd 0 g yd SN
H N N N
HI! 2 1
1H-1,2,4-Triazol 1H-1,2,4-Triazol 4H-1,2,4-Triazol

Sekil 9. 1,2,4-Triazoliin Tautomerik Formlari

Literatiirde tiyosiibstitiie 1,2,4-triazol halka sistemi i¢in iki numaralandirma
sistemi kullanilmaktadir. Ancak son yillarda kimya kaynaklarinda tiyo grubuna
kiigiik numara gelecek sekilde B formu kullanilmaktadir (Sekil 10) (Altintop,
2009).
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Sekil 10. Tiyosiibstitiie 1,2,4-Triazol Halka Sistemi i¢cin Numaralandirma Sistemleri

Literatiirde 1,2,4-triazol halka sisteminin biyolojik aktivitesi iizerine ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir. Bu konuyla ilgili Kharb ve arkadaslar1 (2011), Sathish
Kumar ve arkadaslar1 (2013), Kiiciikgiizel ve Cikla-Siizgiin (2015) tarafindan
derlemeler yayinlanmistir.

Literatiirde 1,2,4-triazol halka sistemi i¢in antimikrobiyal (Giilerman ve ark.,
2001; Abdel-Rahman ve Hussein, 2006; Bayrak ve ark., 2009; Karthikeyan,
2009), antifungal (Demirayak ve ark., 2000; Liu ve ark., 2008; Isloor ve ark.,
2009; Parker ve ark., 2011; Shalini ve ark., 2011; Gaikwad ve ark., 2012; Gupta
ve ark., 2012; El Ashry ve ark., 2013; Patel ve Dhillon, 2013), antibakteriyel
(Pintilie ve ark., 2007; Almajan ve ark., 2009; Pokrovskaya ve ark., 2009;
Giizeldemirci ve Kiiglikbasmaci, 2010; Plech ve ark., 2011; Rajaka ve ark., 2011;
Murthy ve ark., 2012; Koparir, 2013; Wujec ve ark., 2013), antitiiberkiiloz
(Kaplancikli ve ark., 2005; Shiradkar ve ark., 2007; Cihan-Ustiindag ve ark.,
2014), antiviral (De La Rosa ve ark., 2006; Wang ve ark., 2006; Kirschberg ve
ark., 2008; Kiiciikgiizel ve ark., 2008; Zhan ve ark., 2011), antiparazit (Friedman
ve ark., 2007; Franklim ve ark., 2013) analjezik ve antienflamatuvar (Turan-
Zitouni ve ark., 2001; Labanauskas ve ark., 2004; Mohamed ve ark., 2006;
Tozkoparan ve ark., 2007; Kumar ve ark., 2008; Sujith ve ark., 2009; Moise ve
ark., 2009; Al-Omar ve ark., 2010; El-Moghazy ve ark., 2012; Joanna ve ark.,
2014), antidiyabetik (Ebdrup ve ark., 2004; Zhu ve ark., 2008), immiinomodiilator
(Lindstedt ve ark., 2009), antioksidan (Aktay ve ark., 2008; Kumar ve ark., 2008;
Khan ve ark., 2010; Hanif ve ark., 2012; Nadeem ve ark., 2013; Koparir ve ark.,
2013; Diigdi ve ark., 2014; Sadek ve ark., 2014), antiparkinson (Ongini ve ark.,
2001), antikonviilzan (Pandeya ve ark., 2001; Karakurt ve ark., 2006; Sun ve ark.,
2006; Siddiqui ve ark., 2008; Luszczki ve ark., 2012; Plech ve ark., 2013; Plech
ve ark., 2014), antihipertansif (Okazaki ve ark., 1998; Kakefuda ve ark., 2002),
antidepresan (Varvaresou ve ark., 1998; Turan-Zitouni ve ark., 2002), anksiyolitik
(Carling ve ark., 2004), antihistaminik (Alagarsamy ve ark., 2009), lokal anestezik
(Vazzana ve ark., 1997), antimalaryal (Mishra ve ark., 2008), antiagregan
(Tozkoparan ve ark., 1995), antiromatizmal (Mueckter, 1977) gibi aktiviteler
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bildirilmistir. 1,2,4-Triazol bazi ila¢ bilesiklerinin yapisinda da bulunmaktadir
(Sekil 11).

N/\

L )
L O-O-O1

cl

Itrakonazol (Antifungal)

Cl
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B
4 N N NH,
F
e 4 \
HO. e
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I\ N OH ¢
\N/ OH OH
Vorikonazol (Antifungal)
Flukonazol (Antifungal) Ribavirin (Antiviral)
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N
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N=\
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Rizatriptan (Antimigren)

Sekil 11. 1,2,4-Triazol Yapisi Tastyan Onemli Bilesikler



4-Amino-3-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyonlarin Sentez Yontemleri
Karboksilik asit hidrazitlerinden hareketle sentezleri

Ik kez 1952 yilinda Hoggarth tarafindan karboksilik asit hidrazitlerinden 4-
amino-5-merkapto-3-siibstitiie-4H-1,2,4-triazollerin sentezi bildirilmistir. Bir asit
hidrazidin karbon disiilfiir ve potasyum hidroksit ile reaksiyonu sonucu 2-
acilditiyokarbazik asidin potasyum tuzu elde edilmektedir. Bu bilesik metil iyodiir
ile metil esterine doniismektedir ve olusan esterin hidrazin hidratla reaksiyonu
sonucu istenilen aminomerkaptotriazoller elde edilmektedir. Literatiirde bu
yontemle elde edilen ve 3 numarali konumda farkli siibstitiientler tagiyan tiirevler
bildirilmistir (Sekil 12) (Hoggarth, 1952; Potts, 1960; Colanceska-Ragenovic ve
ark., 2001; Amir ve ark., 2007; Karegoudar ve ark., 2008; Goyal ve ark., 2010).

(0] (0]
)k = )L N S
NH, + CS, + KOH _ N
R N ~ R N -~ \
H H
S
HzN _NH2
N—N

A

Sekil 12. Asit hidrazitten 4-Amino-5-merkapto-3-siibstitiie-4H-1,2,4-triazoliin Eldesi

N

BN
L

Hoggarth sentezine alternatif olarak karbazat tuzlarinin hidrazin hidratin fazlasi ile
reaksiyona sokulmasiyla istenen bilesiklere direk doniisimii gergeklestirilmistir.
Bu doniisiim S-metilasyon yapilmadan daha kisa siirede ve yiiksek verimle
meydana gelmistir. Diger bir yontemde ise karbazat tuzlarinin potasyum hidroksit
veya piridinle reaksiyonu sonucu olusan oksadiazoller, hidrazinle isitilarak
triazollere ¢evrilmektedir (Sekil 13) (Reid ve Heindel, 1976).
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Sekil 13. 2-Acilditiyokarbazik asidin potasyum tuzundan 4-Amino-5-merkapto-3-siibstitiie-
4H-1,2,4-triazoliin Eldesi

Tiyokarbohidrazitten hareketle sentezleri

Stolle ve Bowles (1908), tiyokarbohidrazit ile trietil ortoformati reaksiyona
sokarak 4-amino-3-merkapto-1,2,4-triazolii elde etmislerdir (Sekil 14).

S N—N
)k — 4 >\
H,N NH, ————>
\N N 100° SH
H H T
NH,

Sekil 14. Stolle ve Bowles Yontemi ile 4-Amino-3-merkapto-1,2,4-triazoliin Eldesi

Sonraki yillarda Beyer ve arkadaslar1 (1960), tiyokarbohidraziti uygun alifatik
monokarboksilli asitlerle reaksiyona sokarak bu yontemi gelistirmislerdir (Sekil
15).

N—N
S (0] / \
)k B A )\
HN_ N+ - N N -
E E HO R |
NH,

R: H, CHj;, C,H;

Sekil 15. Beyer Yontemi ile 4-Amino-5-merkapto-3-siibstitiie-4H-1,2,4-triazoliin Eldesi

Invidiata ve arkadaglar1 (1997), hem alifatik hem de aromatik karboksilli asitleri
tiyokarbohidrazitle reaksiyona sokarak  4-amino-3-alkil-5-merkapto-1,2,4-
triazolleri elde etmislerdir. Bu yontemde ekimolar miktarda tiyokarbohidrazit ve
uygun karboksilli asit karisimi erime derecesine kadar (160-170°) kuru kuruya
1sitilmistir ve istenilen bilesik elde edilmistir (Sekil 16).
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Sekil 16. Invidiata Y 6ntemi ile 4-Amino-5-merkapto-3-siibstitiie-4 H-1,2,4-triazoliin Eldesi

Heterosiklik halkalardan hareketle sentezleri

Saikachi ve Kanaoka (1962), 2-kloro-5-siibstitiie-1,3,4-tiyadiazolleri ve 2-amino-
5-siibstitiie-1,3,4-tiyadiazolleri hidrazin hidratla reaksiyona sokarak 4-amino-5-
merkapto-3-siibstitiie-4 H-1,2,4-triazolleri elde etmiglerdir (Sekil 17).

N—N N—N
H,N—/—NH,. H,0 / \
/4 >\ : — > /4 )\ (A)
R S cl R T SH
NH,
R: H, CH3, C2H5, C3H7 Ve C4H6
N—N N——N
/4 )\ - /4 >\ v
R S NH, R T SH
NH,

R: H, CH}, C2H5, C3H7, C4H6 ve C6H5

Sekil 17. Saikachi ve Kanaoka Yontemi ile 4-Amino-5-merkapto-3-siibstitiie-4H-1,2,4-
triazoliin Eldesi

Reid ve Heindel (1976), 2-aril-5-merkapto-1,3,4-oksadiazolleri su igerisinde
hidrazin ile 1sitarak 5-merkapto-3-siibstitlie-4H-1,2,4-triazolleri sentezlemislerdir
(Sekil 18).

N——N
N—N / \
/ \ HzN _NH2 Hzo
A © R N SH
R 0 SH |
NH,

Sekil 18. Reid ve Heindel Yontemi ile 4-Amino-5-merkapto-3-siibstitiie-4H-1,2,4-triazoliin
Eldesi
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Mikrodalga Yontemiyle Sentezi

Joshi ve arkadaglar1 (2006), aril potasyum ditiyokarbazinat ve hidrazin hidrattan
hareketle 1,2,4-triazol tiirevlerini mikrodalga (MW) yontemini kullanarak
sentezlemislerdir. Hidrazin hidrat ¢ok polar oldugu icin ek bir ¢oziicliye ihtiyag
olmadan 2-merkapto-5-siibstitiie-1,3,4-oksadiazollerden 1,2,4-triazoller elde
edilmektedir (Sekil 19).

O(s)

)k N SK*
Ar E/ T H,N—NH,
MW N—/—N
S /4 )\
Ar: Siibstitiie fenil tiirevleri S
R N SH

N—N
/ \ H,N——NH, NH,
MW
R 0) SH

Sekil 19. Mikrodalga Yontemi ile 4-Amino-5-merkapto-3-siibstitiie-4 H-1,2,4-triazoliin Eldesi

Dandia ve arkadaslar1 (2012), 3-siibstitiie-4-amino-5-merkapto-1,2,4-triazol
tirevlerini mikrodalga yontemiyle tiyokarbohidrazitin farkli alkanoik asitlerle
kondenzasyonu sonucu elde etmislerdir (Sekil 20).

N—N

g 0 \

MW /
—»
H2N\N N/NH2 + . ) . N i
H H |
NH,
R: H, CHs, C,H;

Sekil 20. Tiyokarbohidrazitin Farkh Asitlerle Mikrodalga Yoéntemi ile Kondenzasyonu

4-Amino-5-merkapto-3-siibstitiie-1,2,4-triazoller, tasidiklar1 niikleofilik merkezler
olan amino ve merkapto gruplar1 iizerinden siibstitiisyon ve kondenzasyon
reaksiyonlart vermektedirler. Bu tiirevler, kondanse heterosiklik halkalarin
ozellikle triazolotiyadiazollerin ve triazolotiyadiazinlerin sentezi igin ¢ok
elverislidirler (Khan ve ark., 2013) (Sekil 21).
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Sekil 21. 4-Amino-5-merkapto-3-siibstitiie-4H-1,2,4-triazollerden Triazolotiyadiazollerin ve
Triazolotiyadiazinlerin Sentezi

Triazolotiyadiazinlerin Sentez Yontemleri

Triazolotiyadiazinlerin sentezi i¢in ¢ok kullanilan sentez yontemlerinden biri, 4-
amino-5-merkapto-3-siibstitiie-1,2,4-triazollerin absolii etanol igerisinde siibstitiie
fenagil bromiirler ile verdigi reaksiyondur. Bu reaksiyon sonucunda, 3,6-
distibstitiie-7H-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin  bilesikleri  olusmaktadir
(Sekil 22) (Prasad ve ark., 1989; Turan-Zitouni ve ark., 1999; Demirbas ve ark.,
2005; Khanum ve ark., 2005; Kaplancikli ve ark., 2008; Karegoudar ve ark.,
2008; Aytag ve ark., 2009; Tozkoparan ve ark., 2009; El Shehry ve ark., 2010;
Suresh Kumar ve ark., 2010; Altintop ve ark., 2011; Pardeshi ve ark., 2014).
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Sekil 22. Aminomerkaptotriazollerin Fenacil bromiirler ile Reaksiyonu

7H-[1,2,4]Triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazinler, 4-amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-
tiyoliin N-siibstitiie a-kloroasetanilitlerle alkilasyonu sonucu olusan ara iiriiniin
fosfor oksikloriir ile siklizasyonu sonucu olusmaktadir (Sekil 23) (Abdel-Wahab
ve Althagafi, 2014).

T N T
AN, : AXA( R

| K,CO;
NH,

Me

R: 4-CICgHy, 4-EtOCgH,, 2,3-Me,C4H; |

POCly
N——N
rgN
Me N S
\
N
NHR

Sekil 23. Aminomerkaptotriazollerin N-siibstitiie a-kloroasetanilitler ile Reaksiyonu

Aminomerkaptotriazollerin, okzalil kloriir ile kuru benzende reaksiyonu
sonucunda triazolotiyadiazin-6,7-dion bilesikleri elde edilmektedir (Sekil 24)
(Abdel-Wahab ve Althagafi, 2014).
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Sekil 24. Aminomerkaptotriazollerin Okzalil kloriir ile Reaksiyonu

4-Amino-3-(4-piridil)-5-merkapto-4H-1,2,4-triazoliin, trietilamin ve o-
bromosinnamaldehit ile etanolde reaksiyonu sonucu floresan
benzilidentriazolotiyadiazinler elde edilmektedir (Sekil 25) (Abdel-Wahab ve
Althagafi, 2014).

—_

/)\ o N \= |

X . N

Etanol, NEt;
N A NH,

Sekil 25. Benzilidentriazolotiyadiazinlerin Sentezi

7-Ariliden-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazinler, 1,3-diaril-2-bromo-1-
propenonlar ile 3-siibstitiie 4-amino-5-merkapto-1,2,4-triazollerin reaksiyonu
sonucu olugmaktadir (Sekil 26) (Abdel-Wahab ve Althagafi, 2014).

N—N Ar / Ar, R/<N>\S
R/<N>\SH Br I\\I N X Ary
|

KOH/EtOH
NH, Ar

\]

R: 2,4-Cl,C¢H3;0CH,, 4-Cl-3-MeCgHy4,2-CIC4H,
Ar: 2-benzofuril, 2,4-Cl,-5-FC4H,
Ary: 1-fenil-3-(benzofur-2-il)pirazol-4-il, 4-CIC4Hy, 2,4-Cl,CgHy, 3,4-(OCH,0)C4H;

Sekil 26. 7-Ariliden-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazinlerin Sentezi
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4-Amino-1,2,4-triazol-5-tiyollerin, metil 3-kloro-2-okso-3-fenilpropiyonat ile
reaksiyonu sonucunda metil 7-fenil-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin-6-
karboksilat olugsmaktadir (Sekil 27) (Abdel-Wahab ve Althagafi, 2014).

Cl
N—/—N
3N
R N SH + MeOH/aq. NaHCO;
| 0 geri geviren sogutucu
NH, 5sa
N—/—N
R;: Me
/ \ R: : Fenil
R ]\i S R,
N SN
CO,Me

Sekil 27. Metil 7-fenil-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin-6-karboksilat Sentezi

4-Amino-5-metil-1,2,4-triazol-3-tiyoliin, hidrazonoil halojeniirlerle trietilamin
varliginda geri g¢eviren sogutucuda reaksiyonu ile veya bazik katalist kitosan
varhiginda mikrodalgada reaksiyonu ile triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazinler
olugmaktadir (Sekil 28) (Abdel-Wahab ve Althagafi, 2014).

R N SH L e P \
| EtOH/Et;N, geri ¢eviren sogutucu Ar
NH, veya EtOH/Kitosan MW
R
R: Me, 2-benzofuril; R;: Me, Fenil

Ar: Fenil, 4-CICgH,, 4-BrCgH,, 4-NO,CH,

Sekil 28. Aminomerkaptotriazollerin Hidrazonoil halojeniirler ile Reaksiyonu
4-Amino-5-merkapto-3-siibstitiie-1,2,4-triazollerin potasyum hidroksit varliginda
benzoin veya furoin ile reaksiyonu sonucu 6,7-diaril-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-
tiyadiazin tiirevlerinin elde edildigi bildirilmistir (Sekil 29) (Singh ve ark., 2009;
Deohate, 2013).

20



N—N

A KOH

T Etanol

OH
Ar: Fenil, furil Ar

Sekil 29. Aminomerkaptotriazollerin Benzoin veya Furoin ile Reaksiyonu

4-Amino-5-merkapto-1,2,4-triazollerin, kloroasetik asit ile etanol/sodyum asetat,
sodyum metoksit veya mikrodalga gibi degisik kosullarda reaksiyonu sonucunda
farkli [1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazinler olugmaktadir (Sekil 30) (Abdel-
Wahab ve Althagafi, 2014).

LTy

o

EtOH/CH;COONa veya

Na/MeOH veya MW N S

NH,
Sekil 30. Aminomerkaptotriazollerin Kloroasetik asit ile Reaksiyonu

4-Anilino-5-fenil-4H-1,2,4-triazol-3-tiyollin etil kloroasetat ile potasyum karbonat
varhiginda reaksiyonu sonucu triazolotiyadiyazinler olugmaktadir (Sekil 31)
(Abdel-Wahab ve Althagafi, 2014).

S T T QQ

Aseton/K,CO5

HN

Sekil 31. Aminomerkaptotriazollerin Etil kloroasetat ile Reaksiyonu

4-Amino-5-merkapto-s-triazoliin bromomalononitril ile reaksiyonu sonucunda s-
triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazinler olusmaktadir (Sekil 32) (Abdel-Wahab ve
Althagafi, 2014).
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Sekil 32. Aminomerkaptotriazollerin Bromomalononitril ile Reaksiyonu

4-Amino-3-alkil/aril-5-merkapto-1,2,4-triazollerin  metil ketonlar ile iyot
varliginda direkt kondenzasyonu sonucu [1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazinler
olugsmaktadir. Bu reaksiyon, dimetilformamit icerisinde mikrodalgada da
gergeklesmektedir (Sekil 33) (Abdel-Wahab ve Althagafi, 2014).

N—N
N——N /4 )\
/4 >\ R,COMe R N N
R N SH - \
| EtOH/I, geri geviren sogutucu N
NH, veya DMF/ I, MW
R: H, Me, Et, 2-OCgH,_3-MeCH, 4-CIC4H, 2-CIC4H, R
CHs
0 0 R
R;:
/ / N
Ry N
R,. H, Me R3: H, Cl

Sekil 33. Aminomerkaptotriazollerin Metil ketonlar ile Reaksiyonu

5-Aril-1,3,4-oksadiazol-2-tiyol ile fenagil bromiirlerin reaksiyonu sonucunda
istenen ketonlar olusmaktadir. Bu keton bilesikleri hidrazin hidratla in situ
reaksiyona girerek [1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazinleri vermektedir (Sekil
34) (Abdel-Wahab ve Althagafi, 2014).
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Sekil 34. Triazolotiyadiazinlerin Cesitli Ketonlardan ve Hidrazin hidrattan Sentezi

Literatiirde triazolotiyadiazin halkasinin biyolojik aktivitesi lizerine Khan ve
arkadaslar1 (2013) tarafindan bir derleme yayinlanmistir.

Literatiirde triazolotiyadiazin halkasi i¢in analjezik ve antienflamatuvar (Mazzone
ve ark., 1989; Prasad ve ark., 1989; Turan-Zitouni ve ark., 1999; Karegoudar ve
ark., 2008; Ayta¢ ve ark., 2009; Tozkoparan ve ark., 2009; El Shehry ve ark,
2010; Devi ve ark., 2011), antioksidan (Tozkoparan ve ark., 2009; Chidananda ve
ark., 2013), antimikrobiyal (Demirbas ve ark., 2005; Khanum ve ark., 2005;
Shivarama Holla ve ark., 2006; Karabasanagouda ve ark., 2007; Kaplancikli ve
ark., 2008; Karegoudar ve ark., 2008; Karthikeyan ve ark., 2008; Suresh Kumar
ve ark., 2010; Sridhara ve ark., 2010; Aggarwal ve ark., 2011; Sumangala ve ark.,
2012; Chidananda ve ark., 2013; Pardeshi ve ark., 2014), antifungal (Shivarama
Holla ve ark., 2006; Altintop ve ark., 2011; Puthiyapurayil ve ark., 2012),
antitiiberkiiloz (Suresh Kumar ve ark., 2010), antibakteriyel (Hui ve ark., 2000;
Shivarama Holla ve ark., 2001; Shivarama Holla ve ark., 2006; Deohate, 2013),
antiviral (Al Soud ve ark., 2008), antihelmintik (Puthiyapurayil ve ark., 2012),
antikolinesteraz (Khan ve ark., 2014), karbonik anhidraz inhibisyonu (Alafeefy ve
ark., 2015), siklin-bagimli kinaz 5/p25 inhibisyonu (Shiradkar ve ark., 2007) gibi
aktiviteler bildirilmistir.
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Triazol Tiirevlerinin Selektif COX-2 inhibisyonu iizerine Calismalar

Navidpour ve arkadaslar1 (2006), yapisinda C-3 tiyo ve alkiltiyo (SMe veya SEt)
iceren yeni 4,5-diaril-4H-1,2,4-triazol tiirevleri sentezlemisler ve bu bilesiklerin
COX-2 inhibisyonu iizerine etkilerini degerlendirmislerdir. Sentezlenen bilesikler
arasinda, 3-etiltiyo-5-(4-florofenil)-4-(4-metilsiilfonilfenil)-4H-1,2,4-triazol,
referans ila¢ olan selekoksibe (COX-2 ICsyp = 2.2 nM) kuyasla in vitro yiiksek
selektif COX-2 inhibisyonu (COX-2 ICsy = 1.8 nM) gostermistir (Sekil 35).
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SO,CHj
Sekil 35. 3-Etiltiyo-5-(4-florofenil)-4-(4-metilsiilfonilfenil)-4 H-1,2,4-triazol

Abuo-Rahma ve arkadaslari (2014), yeni 1,2,4-triazol tiirevi bilesikler
sentezlemislerdir. Bilesiklerden bir kismi1 62.5-2127 (COX-1 1Cs5¢/COX-2 ICsp)
selektivite indeks degerleriyle ¢ok yiliksek COX-2 enzim selektivitesi gostermistir.
Docking caligmalar1 bilesiklerden iki tanesinin (Sekil 36), diisik CDOCKER
enerjisine sahip oldugunu ve bdylece enzimle uygun etkilesim i¢in daha az
enerjiye gerek duyduklarini gostermistir.
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Sekil 36. Selektif COX-2 Inhibitorii 1,2,4-Triazol Bilesikleri
Triazol Tiirevlerinin Antikanser Etkileri iizerine Calismalar

Duran ve arkadaslar1 (2002), 1,4-dihidro-3-(3-hidroksi-2-naftil)-4-siibstitiie-5H-
1,2,4-triazolin-5-tiyon tiirevi bilesikler sentezlemisler ve bunlarin 6n antikanser
aktivitelerini degerlendirmislerdir. 1,4-Dihidro-3-(3-asetiloksi-2-naftil)-4-etil-5H-
1,2,4-triazolin-5-tiyon bilesigi (Sekil 37) 52 tane insan tiimor hiicre dizisine karsi
in vitro test edilmistir. Bu bilesiklerden 1,4-dihidro-3-(3-asetiloksi-2-naftil)-4-etil-
5H-1,2,4-triazolin-5-tiyon ileriki ¢aligmalar i¢cin umut verici bulunmustur.
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Sekil 37. 1,4-Dihidro-3-(3-benzoiloksi-2-naftil)-4-etil-SH-1,2,4-triazolin-5-tiyon

Al-Soud ve arkadaslar1 (2003), 1,2,4-triazol tiirevlerini sentezlemisler ve bu
bilesiklerin 60 kanser hiicresine karsi antitiimor etkilerini gostermislerdir. 2-[1H-
Benzotriazol-1-il(metilen)]-6,7,8,9-tetrahidro-5H-[1,2,4]triazolo[1,5-a],  losemi
(Glso=0.07 uM) , yumurtalik (GIsp= 0.02 uM), bobrek (Glsp= 0.6 uM) ve akciger
(GlIsp= 0.6 uM) kanserlerine kars1 dikkate deger aktivite gostermistir (Sekil 38).

QN
N\N
Vi

N
Sekil 38. 2-[1H-Benzotriazol-1-il(metilen)]-6,7,8,9-tetrahidro-5SH-[1,2,4]|triazolo[1,5-a]azepin

Shivarama Holla ve arkadaslar1 (2003), 3-siibstitiie-4-[5-(4-metoksi-2-nitrofenil)-
2-furfuriliden]amino-5-merkapto-1,2,4-triazoller ve ¢esitli Mannich bazlar
sentezlemigler ve 7 tane kanser tipinden (akciger, kolon, cilt, bobrek, yumurtalik,
merkezi sinir sistemi ve kan kanseri) koken alan 60 adet hiicre tipine karsi bu
bilesiklerin antikanser etkilerini degerlendirmislerdir. Baz1 bilesikler (Sekil 39)
kismen digerlerine gore daha aktif bulunsa da genel olarak bilesikler 10-100 uM
araliginda az etki gostermistir.
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Sekil 39. 3-Siibstitiie-4-[5-(4-metoksi-2-nitrofenil)-2-furfuriliden]amino-5-merkapto-1,2,4-
triazoller ve Mannich Baz

Lin ve arkadaslar1 (2005), 1-acil-1H-1,2,4-triazol-3,5-diamin analoglarin
sentezlemigler ve siklin bagimli kinaz (CDK) inhibitorii aktivitelerini
degerlendirmislerdir. Bu bilesikler etkili ve selektif CDK1 ve CDK2 inhibisyonu
gostermisler ve bazi tiimor hiicrelerinde in vitro hiicresel proliferasyonu inhibe
etmislerdir. Ayrica 4-((5-amino-1-(2,6-diflorobenzoil)-1H-1,2,4-triazol-3-
il)amino)benzensiilfonamit (Sekil 40) in vivo insan melanoma A375 ksenogreft
modelinde etkin bulunmustur.
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Sekil 40. 4-((5-Amino-1-(2,6-diflorobenzoil)-1H-1,2,4-triazol-3-il)amino)benzensiilfonamit

El-Hawash ve arkadaslar1 (2006), yeni 1-siibstitiie-4-fenil-1,2,4-triazolo[4,3-
alkinoksalin tiirevi bilesikler sentezlemisler ve bu bilesiklerin antitiimor
aktivitelerini degerlendirmislerdir. On calismalar, bazi bilesiklerin 10° ve 107
molar konsantrasyonlarda bazi tiimor hiicrelerinde orta ve giiclii biiyiime
inhibisyonu  yaptigim1  gostermistir.  4-Fenil-1,2-dihidro-1,2,4-triazolo[4,3-
alkinoksalin (Sekil 41), 16semi (MOLT-4), akciger kanseri (HOP-92) ve merkezi
sinir sistemi kanseri (SNB-75) hiicre dizilerine orta dereceli (sirasiyla Glsy =
24.70, 15.00 ve 25.80 uM) aktivite gostermistir.
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Sekil 41. 4-Fenil-1,2-dihidro-1,2,4-triazolo[4,3-a]kinoksalin

Yang ve Pan (2007), 3-[(4-hidroksi-6-metil-2(1H)-piridinon)-3-il]-4-siibstitiie-
1H-1,2,4-triazol-5-tiyon tiirevlerini sentezlemisler ve bu bilesiklerin insan
hepatoseliiler karsinoma hiicre dizisi (Bel-7402) ve agiz epidermal karsinoma
hiicrelerine (KB hiicreleri) kars1t antikanser etkilerini Sulforhodamine B (SRB)
yontemi ile; insan promiyelositik 16semi hiicrelerine (HL-60) ve insan gastrik
kanseri hiicre dizisine (BGC-823) kars1 antikanser etkilerini ise MTT (3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) yontemi ile belirlemiglerdir.
Bilesiklerden ikisi KB hiicrelerine kars1 yliksek etki gostermistir. Bu ¢alisma meta
pozisyonunda Cl ve Br gibi elektron ¢ekici gruplart igeren bu iki bilesigin diger
bilesiklerden daha gii¢lii aktivite gosterdigini ortaya koymustur (Sekil 42).

OH N—Ni{A\ OH N—NH
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N 0
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Sekil 42. 3-[(4-Hidroksi-6-metil-2(1H)-piridinon)-3-il]-4-siibstitiie-1H-1,2,4-triazol-5-tiyon
Tiirevleri

Sztanke ve arkadaslart (2008), 3-siibstitiie-7-aril-5H-6,7-dihidroimidazo[2,1-
c][1,2,4]triazol tiirevlerini sentezlemislerdir ve bu bilesiklerin insan Kafkas kolon
adenokarsinoma-LS180 (ECACC 87021202), insan uterus karsinoma-SiHa
(ECACC 85060701) ve insan meme kanseri-T47D (ECACC 85102201) hiicre
dizilerine kars1 sitotoksik etkilerini degerlendirmislerdir. Bunun sonucunda
bilesikler en yiiksek sitotoksik etkiyi kolon adenokarsinoma hiicrelerine karsi
gostermislerdir. 3-[(2-Metil-4-kloro)fenoksimetil]-7-fenil-5H-6,7-
dihidroimidazo[2,1-c][1,2,4]triazol bilesiginin (Sekil 43) sitotoksik etkisi meme
kanseri hiicre dizisinin DNA’sinda Comet Analiz yontemi ile tespit edilmistir.
Bilesik, 29.3 uM konsantrasyonda etkili bir DNA hasar1 yapmustir.
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Sekil 43. 3-[(2-Metil-4-kloro)fenoksimetil]-7-fenil-5H-6,7-dihidroimidazo[2,1-c][1,2,4]triazol

Zhai ve arkadaslari1 (2008), yeni N-anilino-5-metil-2-(3-(5-(alkilaminometil)furan-
2-il-metiltiyo)propil)-1,2,4-triazolo-[ 1,5-a]pirimidin-7-amin tiirevlerini
sentezlemigler ve bu tirevlerin insan karaciger kanseri (Bel-7402) ve
fibrosarkoma (HT-1080) hiicre dizileri tlizerindeki sitotoksik etkilerini in vitro
degerlendirmiglerdir. 5-Metil-2-(3-((5-(pirolidin-1-ilmetil)furan-2-
il)metiltiyo)propil)-N-(4-(triflorometil)fenil)-[ 1,2,4]triazolo[ 1,5-a]pirimidin-7-
amin (Sekil 44) Bel-7402 ve HT-1080 hiicre dizilerine kars1 kuvvetli sitotoksik
aktivite (sirastyla ICso= 15.0 uM ve 7.8 uM) gostermistir.

CF;
HN
N

/

/ N \ o
)\ S
N

~ \

\N N / Q
Sekil 44. 5-Metil-2-(3-((5-(pirolidin-1-ilmetil)furan-2-il)metiltiyo)propil)-/V-(4-

(triflorometil)fenil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-7-amin

Ibrahim  (2009), 3,6-disiibstitiie  [1,2,4]triazolo[3,4-b]tiyadiazol tiirevleri
sentezlemis ve bu bilesiklerin 60 tane kanser hiicresi tipine karsi sitotoksik
etkilerini incelemistir. Bilesikler (Sekil 45) genelde 10° M konsantrasyonda
kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe etmislerdir.
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Sekil 45. Antikanser Etkili Triazolotiyadiazol Tiirevi Bilesikler

Li ve arkadaslar1 (2009), N-2-2.3,4,6-tetra-O-asetil-o-D-glukopiranosil-4-(aril
metiliden amino)-5-fenil-2H-1,2,4-triazol-3(4H)-tiyon ve 4-(arilmetilidenamino)-
5-fenil-2H-1,2,4-triazol-3(4H)-tiyon bilesiklerini sentezlemisler ve bu bilesiklerin
meme kanseri hiicre dizisine (MCF-7) ve Bel-7402 hiicre dizisine Kkarsi
sitotoksisitelerini standart ilag 5-florourasil (5-FU) kullanarak
degerlendirmiglerdir. N-2-2,3,4,6-tetra-O-asetil-o-D-glukopiranosil-4-(4-hidroksi-
3-metoksibenzilidenamino)-5-fenil-2H-1,2,4-triazol-3(4H)-tiyon bilesiginin (Sekil
46) MCF-7 ve Bel-7402 hiicrelerine kars1 (sirastyla ICso= 9.7+0.6; 8.6+0.6 uM) en
etkili bilesik oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 46. N-2-2,3,4,6-tetra-0O-asetil-c-D-glukopiranosil-4-(4-hidroksi-3-metoksibenziliden
amino)-5-fenil-2H-1,2,4-triazol-3(4 H)-tiyon

Mavrova ve arkadaslar1 (2009), yeni 4,5-disiibstitlie-1,2,4-triazol-3-tiyon ve 2,5-
distibstitiie-1,3,4-tiyadiazol  tiirevlerini  sentezlemisler ve bu bilesiklerin
sitotoksisitelerini degerlendirmislerdir. Lenfositlere karsi1 en toksik bilesigin 4-
amino-5-(5-feniltiyen-2-il)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (ICs50=0.012 puM)
oldugu gozlemlenmistir (Sekil 47).



Sekil 47. 4-Amino-5-(5-feniltiyen-2-il)-2,4-dihidro-3 H-1,2,4-triazol-3-tiyon

Pachuta-Stec ve arkadaglar1 (2009), yeni 3-(3-etiltiyo-1,2,4-triazol-5-il)propanoik
asidin N-siibstitiic amit tlirevlerini sentezlemisler ve bu bilesiklerin antikanser
etkilerini degerlendirmislerdir. 3-(3-Etiltiyo-1,2,4-triazol-5-il)propenoik asitin N-
(4-bromofenil)amiti (Sekil 48), in vitro akciger kanseri hiicrelerine 0.28 mM ve
0.14 mM konsantrasyonlarda etkili bulunmustur.
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Sekil 48. 3-(3-Etiltiyo-1,2,4-triazol-5-il)propenoik asitin /V-(4-bromofenil) amiti

Sunil ve arkadaslar1 (2011), 5-siibstitiie-4-amino-3-merkapto-1,2,4-triazol
tirevlerini ve bu tiirevlerden hareketle sirasiyla Schiff ve Mannich bazlarini
sentezlemiglerdir. Bu bazlardan bazilarinin insan hepatoseliiler karsinoma hiicre
dizisine (HepG2) kars: sitotoksik etkileri MTT yontemi ile arastirnilmustir. Schiff
bazlarindan  4-({3-(4-klorofenil)-1H-pirazol-4-metilen} amino)-5-(benziloksi)-2-
hidro-1,2,4-triazol-3-tiyon (ICs50=0.018 uM) ile Mannich bazlarindan 4-({3-(4-
florofenil)-1H-pirazol-4-metilen } amino)-2-(morfolinometil)-5-((4-
metilbenzil)oksi)-1,2,4-triazol-3-tiyon (ICs50=0.034 uM) en aktif bilesikler (Sekil
49) olarak tespit edilmistir.

30



N

A_K A_i_ -

N\
F
7
HN—N /
HN—N
Sekil 49. 4-({3-(4-Klorofenil)-1H-pirazol-4-metilen}amino)-5-(benziloksi)-2-hidro-1,2,4-
triazol-3-tiyon ve 4-({3-(4-Florofenil)-1H-pirazol-4-metilen}amino)-2-(morfolinometil)-5-((4-
metilbenzil)oksi)-1,2,4-triazol-3-tiyon
El-Sayed ve arkadaglar1 (2012), 1,2,4-triazol igeren bilesikler sentezlemisler ve bu
bilesiklerin MCF-7 ve insan epitelyal adenokarsinoma hiicrelerine (HeLa) kars1
antikanser etkilerini doksorubisin standart maddesi kullanarak belirlemislerdir. 2-
{(4-klorofenilamino)metil } -5- { 1-(4-klorofenil)-5-fenil-1H-pirazol-3-il } -4-fenil-
2H-1,2,4-triazol-3(4H)-tiyon (Sekil 50) MCF-7 ve HeLa hiicrelerine (sirasiyla
ICso=5.26 ve 5.85 uM) antikanser etkinlik gostermistir.

Cl N

Cl

Sekil 50. 2-{(4-Klorofenilamino)metil}-5-{1-(4-klorofenil)-5-fenil-1H-pirazol-3-il}-4-fenil-2 H-
1,2,4-triazol-3(4H)-tiyon

Singha ve arkadaglart (2012), c¢esitli 1,2,4-triazol iceren bilesikler
sentezlemislerdir. Bu bilesiklerden 4-amino-5-merkapto-3-(2-klorofenil)-1,2,4-
triazol (Sekil 51) Ehrlich asit tiimoriine (EAC) karst énemli bir antikanser etki
gostermistir.
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Sekil 51. 4-Amino-5-merkapto-3-(2-klorofenil)-1,2,4-triazol

Hassan ve arkadaslar1 (2013), 5-(2-aminotiyazol-4-il)-4-fenil-4H-1,2,4-triazol-3-
tiyol iceren bilesikler sentezlemisler ve bu bilesiklerin HepG2, MCF-7, kolon
karsinoma hiicreleri (HCT116) ve adenokarsinomik insan alveoler epitelyal
hiicreleri (A549) i¢in antitiimor etkinliklerini MTT yontemiyle gostermislerdir. 1-
[4-(5-Merkapto-4-(4-fenoksifenil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyazol-2-il]-3-(4-fenoksi
fenil)tiyotire bilesigi (Sekil 52) HCTI116 ve MCF-7 hiicrelerine karsi
doksorubisinle kiyaslanabilir aktivite (sirasiyla 1Cs50=23.5 ve 17.4 uM)
gostermistir.
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Sekil 52. 1-[4-(5-Merkapto-4-(4-fenoksifenil)-4 H-1,2,4-triazol-3-il)tiyazol-2-il]-3-(4-
fenoksifenil)tiyoiire

Kogyigit-Kaymakeioglu ve arkadaslart (2013), 1,2,4-triazol igeren {ire ve tiyoiire
tirevleri  sentezlemislerdir.  1-{4-[(4-Amino-5-tiyokso-4,5-dihidro-1H-1,2,4-
triazol-3-il)metil|fenil } -3-(4-nitrofenil)tiyolire bilesiginin, (Sekil 53) maymun
bobregi fibroblastlar1 (VERO), domuz bobregi epitelyal hiicreleri (LLC-PK11)
veya insan kat1 timor hiicrelerine (melanoma kanser hiicre dizisi; SK-MEL, insan
yumurtalik kanseri hiicreleri; SK-OV-3, insan meme kanseri hiicre dizisi; BT-549)
kars1 antikanser etkinligi degerlendirilmistir. Bilesik, bu hiicrelere karsi ICsp=11-
25 png/mL degeriyle orta derecede sitotoksisite gostermistir.
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Sekil 53. 1-{4-[(4-Amino-5-tiyokso-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-3-il)metil] fenil}-3-(4-
nitrofenil)tiyoiire

Sumangala ve arkadaglari (2013), 5-[4-(metilsiilfonil)benzil ]-4-
{(arilmetilen)amino}-4H-1,2,4-triazol-3-tiyon tiirevleri sentezlemisler ve biitiin
bilesiklerin MTT yontemi ile HeLa hiicrelerine karsi sitotoksisitelerini
degerlendirmislerdir. 4-{[(2-Kloro-6-florofenil)metilen]amino } -5-[4-
(metilsiilfonil)benzil]-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon  bilesigi (Sekil 54)
ECs0=25 uM degeri ile diger bilesiklerden daha iyi aktivite gdstermistir.
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Sekil 54. 4-{[(2-Kloro-6-florofenil)metilen]amino}-5-[4-(metilsiilfonil)benzil]-2,4-dihidro-3 H-
1,2,4-triazol-3-tiyon

Cihan-Ustiindag ve arkadaslar1 (2014), 4,5-disiibstitiie-1,2,4-triazol-3-tiyon
tirevlerini, bu tiirevlerin Mannich bazlarimm ve S-benzil tiirevlerini
sentezlemiglerdir.  4-Benzil-3-(benzilsiilfanil)-5-[hidroksi(fenil)metil]-4H-1,2,4-
triazol (Sekil 55) 16semi hiicrelerine (CCRF-CEM, RPMI-8226 ve SR), kii¢iik
hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerine (HOP-92), melanoma hiicrelerine
(UACC-62) ve bobrek kanseri hiicrelerine (UO-31) karsi onemli antiproliferatif
etki gostermistir.
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Sekil 55. 4-Benzil-3-(benzilsiilfanil)-53-[hidroksi(fenil)metil]-4 H-1,2,4-triazol

Cikla ve arkadaslar1 (2015), 1,2,4-triazol halkas1 tagiyan yeni etodolak tiirevleri
sentezlemiglerdir ve bilesiklerin insan hepatokarsinoma kanser hiicre dizisine
(Huh7) kars1 antikanser etkilerini degerlendirmislerdir. 5-[(1,8-Dietil-1,3,4,9-
tetrahidropirano|3,4-b]indol-1-il)metil]-4-metil-2,4-dihidro-3H-1,2 4-triazol-3-
tiyon (Sekil 56) ICsp=4.29 uM degeriyle kayda deger etki gostermistir.
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Sekil 56. 5-[(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-b]indol-1-il)metil]-4-metil-2,4-dihidro-
3H-1,2,4-triazol-3-tiyon

Triazolotiyadiazin Tiirevlerinin Selektif COX-2 Inhibisyonu iizerine
Calismalar

Venkateshwar Kumar ve arkadaglar1 (2007), S-siibstitiie-3-merkapto-4-amino-
1,2,4-triazoller ile 6-(2-kloro-2-siibstitiieasetil)-2H-benzo[b][1,4]oksazin-3(4H)-
on tiirevlerini reaksiyona sokarak cesitli triazolotiyadiazin tiirevlerini
sentezlemigler (Sekil 57) ve biitiin bilesikleri COX-1 ve COX-2 inhibisyonu i¢in
sirastyla  indometazin  ve  selekoksib  standart ~maddeleri  kullanarak
degerlendirmislerdir. Bunun sonucunda 100 uM konsantrasyona kadar hicbir
bilesik aktivite gostermemistir.
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Sekil 57. 3,7-Disiibstitiie-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin Bilesikleri
Triazolotiyadiazin Tiirevlerinin Antikanser Etkileri iizerine Calismalar

Shivarama Holla ve arkadaslar1 (2001), 7-ariliden-6-(2,4-dikloro-5-florofenil)-3-
siibstitiie-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin tiirevlerini sentezlemisler ve bu
tiirevlerin antikanser etkilerini degerlendirmislerdir. Baz1 bilesiklerin (Sekil 58)
akciger kanseri (NCI-H 460), MCF-7 ve merkezi sinir sistemi kanseri (SF268)
hiicrelerine kars1 etkili oldugu saptanmustir.
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Sekil 58. 7-Ariliden-6-(2,4-dikloro-5-florofenil)-3-siibstitiie-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-
tiyadiazin Tiirevleri

Shivarama Holla ve arkadaglar1 (2006), 7-ariliden-6-(2,4-diklorofenil)-3-
ariloksimetil/anilinometil-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin bilesiklerini
sentezlemigler ve bu bilesiklerin akciger, kolon, cilt, bobrek, yumurtalik, merkezi
sinir sistemi ve kan kanserlerinden tiireyen 60 adet hiicre dizisine kars1 antikanser
etkinliklerini degerlendirmislerdir. 7-(4-Klorobenziliden)-6-(2,4-dikloro-5-
florofenil)-3-((2-klorofenoksi)metil)-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazinin

(Sekil 59) test edilen biitiin hiicrelere kars1 en aktif bilesik (GIso<10 uM) oldugu
tespit edilmistir.
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Sekil 59. 7-(4-Klorobenziliden)-6-(2,4-dikloro-5-florofenil)-3-((2-klorofenoksi)metil)-1,2,4-
triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin

Bhat ve arkadaslar1 (2009), 3-(2,4-dikloro-5-florofenil)-6-(siibstitiie fenil)-1,2,4-
triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin tlirevlerini sentezlemigler ve bu tiirevlerin l6semi,
kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri, cilt, prostat, yumurtalik ve meme
kanserlerinden olusan 60 adet hiicre dizisine karsi in vitro antitimor etkilerini
degerlendirmiglerdir. 3-(2,4-Dikloro-5-florofenil)-6-(4-klorofenil)-1,2,4-
triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin (Sekil 60) biitiin kanser hiicrelerine kars1 belirgin
aktivite gostermistir (Glsp= 1.06-25.4 pM).
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Sekil 60. 3-(2,4-Dikloro-5-florofenil)-6-(4-klorofenil)-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin

Puthiyapurayil ve arkadaslari (2012), 6-arilstibstitiie-3-[2-(4-
stibstitiiefenil)propan-2-il]-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][ 1,3,4]tiyadiazin  tiirevlerini
sentezlemisgler ve bu bilesiklerin in vitro sitotoksisitesini tripan mavi diglama testi
ve MTT yontemi ile degerlendirmiglerdir. 3-(2-(4-Klorofenil)propan-2-il)-6-(4-
(triflorometoksi)fenil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin, MCE-7
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hiicrelerine kars1 en sitotoksik bilesik (ICso =10.54 uM) olarak tespit edilmistir
(Sekil 61).
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Sekil 61. 3-(2-(4-Klorofenil)propan-2-il)-6-(4-(triflorometoksi)fenil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-
b][1,3,4]tiyadiazin

Sumangala ve arkadaslar1 (2012), 6-siibstitiie-3-[4-(metilsiilfonil)benzil]-7H-
[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin tlirevlerini sentezlemisler ve bu tiirevlerin
sitotoksisitesini standart ila¢ doksorubisine karsi incelemislerdir. Calismalar, 6-
(bifenil-4-i1)-3-(4-(metilsiilfonil)benzil)-7H-[ 1,2,4]triazolo[3,4-b][ 1,3 ,4]tiyadiazin
ve  3-(4-(metilsiilfonil)benzil)-6-fenil-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][ 1,3,4]tiyadiazin
tiirevlerinin (Sekil 62) diger tiirevlerden; bifenil igeren tiirevin (ICso= 12.5 uM) de
fenil igeren tiirevden (ICsp= 25 uM)  daha sitotoksik oldugunu ortaya
koymaktadir.
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Sekil 62. 6-(Bifenil-4-il)-3-(4-(metilsiilfonil)benzil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin
ve 3-(4-(Metilsiilfonil)benzil)-6-fenil-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]| tiyadiazin

Husain ve arkadaglari1 (2013), benzimidazol yapist igeren c¢esitli
triazolotiyadiyazol ve triazolotiyadiazin tiirevleri sentezlemislerdir. Bu tiirevlerin
60 adet kanser hiicre dizisi tizerindeki in vitro antikanser etkilerini incelemislerdir.
1-(1H-benzimidazol-2-il)-3-(6-siibstitliie-7H-[ 1,2,4]triazolo[3,4-
b][1,3,4]tiyadiazin-3-il)propan-1-on bilesiklerinin (Sekil 63) bobrek kanseri hiicre
dizisine (UO-31) kars1 etkili olmadiklar1 saptanmistir. Elde edilen sonuglara gore,
benzimidazol igeren triazolotiyadiazol tiirevleri daha iyi antikanser aktiviteye
sahiptir.
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Sekil 63. 1-(Benzimidazol-2-il)-3-(6-siibstitiie-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin-3-
il)propan-1-on Bilesikleri

Ahmad ve arkadaslar1 (2014), 3. konumda uzun zincir alkenil/hidroksialkenil
tagtyan  1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin tlirevleri sentezlemislerdir. Bu
bilesiklerin hepatoseliiler karsinoma (Hep3 B), insan meme adenokarsinoma
(MCF-7), insan servikal karsinoma (HeLa) ve normal insan hiicrelerine (PBMCs)
kars1 in vitro antikanser etkilerini arastirmislardir. Sentezlenen bilesikler, normal
insan hiicrelerine kars1 sitotoksisite gostermemistir. Bu bilesiklerden 3-[(8Z,11R)-
11-hidroksiheptadek-8-enil]-6-fenil-7H-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin ~ ve
3-[(8R,11Z2)-8-hidroksiheptadek-11-enil]-6-fenil-7H-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-
tiyadiazin (Sekil 64) test edilen biitiin kanser hiicrelerine kars1 ICsy < 08.83+ 1.4
uM degerleriyle sitotoksik etki gostererek en umut verici antikanser bilesikler
olarak degerlendirilmislerdir.
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Sekil 64. 3-[(8Z,11R)-11-Hidroksiheptadek-8-enil]-6-fenil-7H-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-
tiyadiazin ve 3-[(8R,11Z)-8-Hidroksiheptadek-11-enil]-6-fenil-7H-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-
tiyadiazin

Kamel ve Megally Abdo (2014), yeni triazolotiyadiazin tiirevleri sentezlemisler
ve bu tiirevlerin insan mide kanseri (NUGC), insan kolon kanseri (DLD1), insan
karaciger kanseri (HA22T ve HEPG?2), nasofarenks kanseri (HONEI), insan
meme kanseri (MCF) ve normal fibroblast hiicrelerine (WI38) karsi in vitro
antikanser etkilerini degerlendirmislerdir. 6-Fenil-3-(piridin-4-il)-7H-
[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin (Sekil 65) DLD1 hiicreleri hari¢ diger biitiin
kanser hiicrelerine kars1 onemli sitotoksik etki gosterirken (ICsy <800 nM); WI38
hiicrelerini ¢ok daha az 6lgiide etkilemistir (ICso > 10,000 nM).

38



Sekil 65. 6-Fenil-3-(piridin-4-il)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin

Khan ve arkadaglar1 (2014), baz1 triazolotiyadiazin tlirevlerini sentezlemigler ve
bu bilesiklerin akciger kanseri (H157) hiicrelerine karsi sitotoksisitelerini
degerlendirmisglerdir. 6-(3,4-Diklorofenil)-3-(piridin-3-il)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-
b][1,3,4]tiyadiazin (Sekil 66) 1Csy=0.96 £ 0.43 uM ile standart ilag vinkristine
kars1 (1.03 + 0.04 uM) en yiiksek antiproliferatif etkiyi gostermistir.
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Sekil 66. 6-(3,4-Diklorofenil)-3-(piridin-3-il)-7H-[1,2,4] triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin

Khan ve arkadaslar1 (2014), 3,6-disiibstitlie-1,2,4-triazolo-[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin
tiirevleri sentezlemisler ve bu tlirevlerin bobrek fibroblast hiicrelerine (BHK-21)
kars: sitotoksik etkilerini degerlendirmislerdir. 6-(3-Metoksifenil)-3-(piridin-4-il)-
7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin  ve  3-(piridin-4-il)-6-(p-tolil)-7H-
[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin (% 73.3 ve % 72.6 inhibisyon) (Sekil 67)
BHK-21 hiicrelerine kars1 standart ila¢ vinkristine (% 74.5) kiyasla iyi aktivite
gostererek kanser tedavisi igin potansiyel inhibitorler olduklarini kanitlamislardir.
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Sekil 67. 6-(3-Metoksifenil)-3-(piridin-4-il)-7H-[1,2,4|triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin ve 3-
(Piridin-4-il)-6-(p-tolil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin

indol Halka Sistemi ile Tlgili Genel Bilgiler

Indol halkasi, benzen ve benzene 2. ve 3. konumlarindan baglanmis pirol
halkasindan olusan bisiklik bir yapidir (Sekil 68).
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Sekil 68. indol Halkasinin Numaralandirilmasi

Indol ve basit alkil indoller, renksiz kristalize katilardir. Indol, pirol gibi zayif bir
bazdir (pK.= -3,50). Pek ¢ok organik ¢oziiciide ¢oziinmektedir. Ik defa 1866
yilinda Baeyer tarafindan oksindoliin ¢inko tozu ile distilasyonu sonucu elde
edilmistir. Kimyada, dogal boya olan indigo sayesinde Onemli bir yer elde
etmistir; ¢linkli bu boyanin kimyasal parcalanmasi sonucunda indoksil, oksindol
ve indol olusmaktadir (Sundberg, 1996; Bansal, 1999; Eicher ve Hauptmann,
2003).

Indoliin tautomerik formlari, 3H-indolenin ve 2H-indolenin olarak bilinmektedir.
Indoliin, indolenine déniisiimii aromatik rezonans enerji kaybina neden
olmaktadir; bu yiizden pek c¢ok indol, indol formunda kalmaktadir (Sekil 69)
(Bansal, 1999).
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Sekil 69. indol Halkasinin Tautomerik Formlari

Indol, kémiir katraninda ve dogal yaglarda (yasemin yagi, portakal yagi)
bulunmaktadir. Saf indol, ¢ok giizel bir kokuya sahiptir ve parfiim bazi olarak
kullanilmaktadir. Ayrica indol, 6nemli bir norotransmitter olan serotoninin, amino
asitlerin (triptofan), bitki biiylime hormonu olan indol-3-asetik asitin, alkaloidlerin
(brusin, psilosin) ve boya maddesi olan indigonun yapisinda bulunmaktadir
(Sundberg, 1996; Biswal, 2012).

flag olarak kullamlan indol tiirevleri arasmnda NSAI indometazin, migren bas
agrilarinin tedavisinde kullanilan sumatriptan, f-adrenerjik blokerlerden pindolol,
antihipertansif rezerpin, Anjiyotensin Doniistlirtici Enzim (ACE) blokorii
perindopril, antiemetik tropisetron ve astim tedavisinde kullanilan zafirlukast yer
almaktadir (Sekil 70) (Sundberg, 1996; Biswal, 2012).
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Sekil 70. Piyasada ila¢ olarak Kullanilan indol Halkasi Tasiyan Bilesikler
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Indol, baz1 antikanser ila¢ bilesiklerinin yapisinda da bulunmaktadir. Vinca
alkaloitlerinden vinkristin, antimitotik etkili kemoterapétiklerden mitomisin C ve
multipl miyelom hastalarinda kullanimina 2015 yilinda onay verilmis
panobinostat 6rnek gosterilmektedir (Sekil 71) (Biswal, 2012).
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Sekil 71. indol Halkasi Tastyan Antikanser ilaclar

Literatiirde indol halkasinin biyolojik aktivitesi iizerine Sharma ve arkadaslari
(2010), Biswal ve arkadaslar1 (2012), Lal ve Snape (2012), Kaushik ve arkadaslar1
(2013), Sherer ve arkadaslar1 (2015) tarafindan derlemeler yaymlanmistir.

Indol halka sistemi i¢in antienflamatuvar ve analjezik (Haubrich ve ark., 1990;
Amir ve ark., 1997; Abele ve ark., 2003; Muller ve ark., 2004; Radwan ve ark.,
2007; Chavan ve ark., 2010), antioksidan (Talaz ve ark., 2009), antihistaminik
(Battaglia ve ark., 1999), trankilizan (Falco ve ark., 2006), antidepresan (Canas-
Rodriquez ve Leeming 1972; Romero ve ark., 1993), antimikrobiyal (Panwar ve
ark., 2006; Bhambi ve ark., 2007; Pathak ve ark., 2008; Sharma ve ark., 2009;
Gomba ve ark., 2011; Ozdemir ve ark., 2013), antifungal (Tiwari ve ark., 2006;
Leboho ve ar., 2009; Ryu ve ark., 2009), antibakteriyel (Hasuoka ve ark., 2001;
Hurdle ve ark., 2004; Tiwari ve ark., 2006), antitiiberkiiloz (Abele ve ark., 2003;
Karali ve ark., 2007), antiviral (Merino ve ark., 1999; Abele ve ark., 2003; Leneva
ve ark., 2009; Morse ve ark., 2010), kardiyoselektif anti-iskemik potasyum kanal
acict (Lee ve ark., 2003), antidiyabetik (Lee ve ark., 2007; Rosengren ve ark.,
2009), lipoksijenaz inhibitorii (Zheng ve ark., 2007), gonadotropin salic1 hormon
(GnRH) reseptor antagonisti (Chu ve ark., 2001; Young ve ark., 2001), fosfolipaz
Aja inhibitori (Tomoo ve ark., 2014) aktiviteler bildirilmistir.

42



indol Sentez Yontemleri
Fischer indol sentezi

Fischer indol sentezi, indol halkasinin sentezinde en c¢ok kullanilan yontemdir.
Fischer siklizasyonunda, aldehit ve ketonlarin arilhidrazonlar1 asit ortamda indole
doniigmektedir (Sekil 72) (Sundberg, 1976).
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\

Sekil 72. Fischer indol Sentezi

Indometazin, metil 4-oksopentanoatin (metil leviilinat) p-metoksifenilhidrazin
hidrokloriir ile reaksiyonundan (Fischer indol sentezi) elde edilir. Olusan {iriiniin
p-klorobenzoil kloriir ile agillenmesini takiben hidrolizi ile indometazin olusur
(Sekil 73).
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Sekil 73. indometazinin Fischer indol Sentez Yontemi ile Eldesi
Bischler-Mohlau indol sentezi

Bischler-Mdohlau indol sentezinde, anilin, a-haloasetofenon ile reaksiyona girerek
2-arilindolleri vermektedir (Sekil 74) (Sundberg, 1976).
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Sekil 74. Bischler-Méhlau Sentez Y ontemi ile indol Eldesi
Reissert indol sentezi

Reissert indol sentezinde, ilk adimda o-nitrotoluen, etil okzalat ile bazik ortamda
reaksiyona girerek a-ketoester olusturmaktadir. Daha sonra olusan bilesik,
rediiktif siklizasyon ile indol-2-karboksilik asit tiirevine donlismektedir (Sekil 75)
(Li, 2005).
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Sekil 75. Reissert Sentez Yontemi ile indol Eldesi
Madelung sentezi

Madelung sentezinde, o-metilasetanilit, sodyum amit ile 250 derecede 1sitilarak 2-
metilindol sentezlenmektedir (Sekil 76) (Sundberg, 1976).
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Sekil 76. Madelung Sentez Yontemi ile indol Eldesi
indol Tiirevlerinin COX-2 inhibisyonu iizerine Cahsmalar

Literatiirde indol tiirevi bilesiklerin COX-2 inhibisyonu etkileri {izerine yapilmis
bazi ¢alismalar bulunmaktadir.

Kalgutkar ve arkadaslar1 (2000), diisiik 1Cso degerleri ile insan COX-2 enzimini
inhibe eden ve ovin COX-1 enzimini 66 uM kadar yiiksek konsantrasyonda inhibe
etmeyen ¢esitli indometazin esterleri ve amitleri sentezlemislerdir. Bu tlirevlerdeki
4-klorobenzoil grubunun 4-bromobenzil veya hidrojen atomu ile yer degistirmesi
sonucu inaktif bilesikler meydana gelmistir; ayrica indol halkasindaki 2-metil
grubunun hidrojen atomu ile yer degistirmesi sonucu da inaktif bilesikler
olusmustur. Inhibisyon kinetikleri indometazin amitlerinin yavas, giiclii ve
zamana bagli COX-2 inhibitorleri oldugunu gostermektedir. indometazinin amit
ve ester tiirevleri oldukga yiiksek COX-2 inhibisyonu yapmislardir ve
indometazinin gastrointestinal yan etkilerini elimine etmislerdir (Sekil 77).
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Sekil 77. Selektif COX-2 inhibitorii indometazin Amit ve Ester Tiirevleri

Olgen ve arkadaslar1 (2001), N-fenil-indol-2-karboksilik asit esterleri
sentezlemiglerdir. Bu bilesiklere daha sonra Docking caligmasi yapilmistir.
Bilesiklerden N-fenil-indol-2-karboksilik asit piperazin esteri olduke¢a giicli
selektif COX-2 inhibitdrii olarak tahmin edilmis ve in vitro biyolojik ¢alismalar
i¢in secilmistir (Sekil 78).

NH

Sekil 78. N-Fenil-indol-2-karboksilik asit piperazin esteri

Hu ve arkadaslar1 (2003), sentezledikleri siibstitiie 2-siilfonilfenil-3-fenillindol
tirevlerinin oldukc¢a yiiksek ve selektif COX-2 inhibitorii olduklarini
kanitlamiglardir. Bu bilesikler arasinda, 2-(4-aminosiilfonilfenil)-3-fenilindoliin
selekoksibden hem in vitro hem de in vivo daha yiiksek ve selektif etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (Sekil 79).

-

N
H

Sekil 79. 2-(4-Aminosiilfonilfenil)-3-fenilindol

SO,NH,

Hu ve arkadaglar1 (2003), 2-fenil-3-siilfonilfenilindol tiirevleri sentezlemisler ve
bu tiirevlerin etkin ve selektif COX-2 inhibitorii olduklarini gostermislerdir.
Bilesiklerden  2-fenil-3-(4-metilsiilfonilfenil)-5-kloroindol ~ ve  2-fenil-3-(4-
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metilsiilfonilfenil)indoliin hiicresel deneylerde selekoksibden daha yiiksek
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Sekil 80).

SO,CH; SO,CH;
Cl
N N
H H

Sekil 80. 2-Fenil-3-(4-metilsiilfonilfenil)-5-kloroindol ve 2-Fenil-3-(4-metilsiilfonilfenil)indol

Campbell ve arkadaglar1 (2004), 3-arilmetil, 3-ariloksi ve 3-ariltiyo igceren 6-
metilsiilfonilindol bilesikleri sentezlemisler ve bu bilesiklerin selektif COX-2
inhibitor etkilerini degerlendirmislerdir. 3-(4-Florofenoksi)-2-metil-6-
(metilsiilfonil)-1H-indol (Sekil 81), cok giiclii COX-2 inhibisyonu gostermistir
(ICs50=0.030 uM).

\s
0/ \o

Sekil 81. 3-(4-Florofenoksi)-2-metil-6-(metilsiilfonil)-1H-indol

Tz

Kalgutkar ve arkadaslar1 (2005), daha once yaptiklar1 calismada (Kalgutkar ve
arkadaslar1 (2000)), cesitli indometazin amit ve esterlerini sentezlemistir. Bu
calismada da benzer tiirevler sentezleyerek bu tiirevlerin selektif COX-2
inhibitorii aktivitesini incelemislerdir. Bu tiirevler (Sekil 82) diisiik nanomolar
ICso degerleriyle zamana bagli in vitro COX-2 inhibisyonu géstermistir. Onceki
calismanin aksine bu ¢alismada 4-klorobenzoil grubunun 4-bromobenzil grubu ile
yer degistirmesi sonucu olusan bilesikler de selektif COX-2 inhibitorii 6zelligi
gostermistir. Onceki calisma ve bu ¢alisma selektif COX-2 inhibitérii bilesikler
olusturmak i¢in NSAI ilaglardaki karboksilik asit grubunun nétralize edilmesi
gerektigini desteklemektedir.
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Sekil 82. Selektif COX-2 Inhibitorii indolil Ester ve Amitler

Cruz-Lopez ve arkadaslar1 (2007), 5-metilsiilfonil-1-fenil-1H-indol-2-karboksilik
asit alkil esterleri, -2-karbonitriller, -2-karboksamidler ve 2-benzoil-5-
metilsiilfonil-1-fenil-1H-indoller sentezlemisler ve bu bilesiklerin COX-1 ile
COX-2 inhibisyonu yapma etkilerini degerlendirmislerdir. 2-benzoil-5-
metilsiilfonil-1-fenil-1H-indoller en iyi COX-1/COX-2 inhibisyon oranlarina
sahip bilesiklerdir. Docking calismalarina gore, bu bilesiklerin indometazinden
farkli bir sekilde COX-2’nin baglanma bolgesine yerlestikleri tespit edilmistir. Bu
bilesiklerden 2-(4-klorobenzoil)-1-(4-klorofenil)-5-metilsiilfonil-1H-indol ve 2-
(4-klorobenzoil)-5-metilsiilfonil-1-(4-triflorometilfenil)-1H-indoliin ~ en  etkin
(strastyla ICsp: 46 and 43 nm) ve en selektif (sirasiyla selektivite degerleri: > 2163
ve > 2331) COX-2 inhibitorleri olduklari belirlenmistir (Sekil 83).

N’ o N’ c
T 0D
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cl CFy
Sekil 83. 2-(4-Klorobenzoil)-1-(4-klorofenil)-5-metilsiilfonil-1H-indol ve 2-(4-Klorobenzoil)-
5-metilsiilfonil-1-(4-triflorometilfenil)-1 H-indol
Gupta ve arkadaglar1 (2008), 2-siilfonil-fenil-3-fenil-indol analoglarinin COX-2
enzim inhibitorleri olarak fizikokimyasal gerekliliklerini gostermek igin
modelleme caligmas1 yapmuslardir. Bilesikler i¢inde en etkili ve selektif COX-2
enzim inhibitorii olan 2-(4-fenil siilfonamit)-3-fenil-5-metilindol Docking yontemi
ile COX-2 aktif bolgesinde goriilmiistiir. Bu ¢alisma, 2-siilfonil-fenil-3-fenilindol
analoglarinin COX-2 enzim inhibitdrii aktivitelerinin atomik van der Waals

baglarina ve atomik kiitle yogunluguna bagli oldugunu gostermistir (Sekil 84).
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Sekil 84. 4-(5-Metil-3-fenil-1H-indol-2-il)benzensiilfonamit

Kaur ve arkadaslar1 (2012), N-1 ve C-3 konumlarindan siibstitiie indol Schiff
bazlar1 sentezlemigler ve bu bilesiklerin COX-1 ile COX-2 inhibitor etkilerini
degerlendirmislerdir. 1-Benzoil-3-[(4-triflorometilfenilimino)metil]indol en etkili
(COX-2 i¢in 1Cs5y=0.32 uM) ve en selektif COX-2 inhibitorii (SI>312) olarak
bulunmustur. Bilesigin yapisindaki C=N bagina baglanmis fenil CF; siibstitiienti
COX-2 aktif bolgesindeki ikincil cebin yanina konumlanmistir (Sekil 85).

CF;

SO,NH,

©)

Sekil 85. 1-Benzoil-3-[(4-triflorometilfenilimino)metil]indol
Indol Tiirevlerinin Antikanser Etkileri iizerine Calismalar

Mahboobi ve arkadaslar1 (2001), 2-aroilindol i¢eren yeni sinif sentetik antimitotik
etkili bilesikler sentezlemisler ve bu bilesiklerin antikanser etkilerini HeLa/KB,
SK-OV-3 ve astrositoma karsinoma hiicre dizilerine (U373) kars1 incelemislerdir.
(5-Metoksi-1H-2-indolil)-fenilmetanon (Sekil 86) bu hiicre tiplerine karsi (ICsy=
20-75 nM) yiiksek aktivite gostermistir. Bovin beyninden izole edilmis tubulinle
yapilan in vitro c¢alismalar sonucu antiproliferatif —aktivite tubulin
polimerizasyonunun inhibisyonuyla iligkilendirilmistir. Ksenograft deneylerinde
ise aktif bilesigin farelerde insan amelanositik melanomaya (MEXF 989) karsi
oldukga aktif oldugu gozlenmistir.
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Sekil 86. (5-Metoksi-1H-2-indolil)-fenilmetanon

Garcia ve Martinez (2002), pirolo[2,3-e]indol tiirevlerini sentezlemisler ve bu
bilesiklerin olas1 in vitro sitotoksik etkilerini alt1 farkli tiimor hiicresi iizerinde
degerlendirmislerdir. En aktif bilesik N-{4-[6-(4-bromofenil)-2,7-dimetil-6H-1,6-
diaza-as-indasen-1-il]fenil }asetamit en iyi etkiyi prostat kanseri hiicre dizisine
(PC-3) kars1 gostermistir (Sekil 87).

NHCOCH;

Br

Sekil 87. V-{4-[6-(4-Bromofenil)-2,7-dimetil-6 H-1,6-diaza-as-indasen-1-il]|fenil}asetamit

Rossiter ve arkadaslar1 (2002), kanser tedavisi i¢in siibstitiie indol-3-asetik asitleri
yaban turpu peroksidaz enzimi (HRP) ile okside ederek bu bilesiklerin V79 Cin
hamster akciger fibroblastlari {izerindeki toksisitelerini degerlendirmislerdir. 2-(6-
Kloro-1H-indol-3-il)asetik asitin en yiiksek sitotoksisiteye sahip oldugu
goriilmiistiir (Sekil 88).
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Sekil 88. 2-(6-Kloro-1H-indol-3-il)asetik asit

Hong ve arkadaslar1 (2006), trisiklik ve tetrasiklik indol tiirevleri sentezlemisler
ve bu bilesiklerin insan nazofaringeal karsinoma (HONE-1) ve gastrik
adenokarsinoma (NUGC-3) hiicrelerine karst in vitro antikanser etkilerini
degerlendirmislerdir. Bilesiklerden bazilar1 aktif bulunmustur (Sekil 89).

OH OH

OCH;
OH

H,N

Tz

N OCH;
OCH;
Sekil 89. Antikanser Etkili Tetrasiklik indol Tiirevleri

Singh ve arkadaglari (2007), c¢esitli indol etil isotiyosiyanat analoglari
sentezlemigler ve bu bilesiklerin antikanser etkinligini ¢esitli ndroblastoma (NB)
hiicrelerine kars1 degerlendirmislerdir. En aktif bilesik olan 7-metil-indol-3-etil
isotiyosiyanat (Sekil 90) biitin NB hiicrelerine kars1 antikanser etkinlik
gostermistir (ICsp= 2.5-5 uM).

NCS

Tz

Sekil 90. 7-Metil-indol-3-etil isotiyosiyanat
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Kaufmann ve arkadaslar1 (2007), aromatik halkalarinda lipofilik siibstitiientler
iceren 2-fenilindol-3-karbaldehitler sentezlemisler ve bu bilesiklerin MDA-
MB231 ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerine karsi antitimor etkilerini
degerlendirmislerdir. 2-Fenil halkasinda 4-metoksi grubu tasiyan baz1 5-alkilindol
tirevleri (Sekil 91) bu hiicrelerin biiyiimesini tubulin polimerizasyonunun
inhibisyonu araciligiyla giiclii bir sekilde inhibe etmistir (IC5o=5-20 nM).

HC—N—" HC=—N—

‘ N O
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Sekil 91. 5-n-Butil/Pentil-2-(4-metoksifenil)-3-[(metilimino)metil]indol

Wey ve arkadaslar1 (2007), indometazini ii¢ belirgin bolgesinden modifiye ederek
COX-2 selektivitesi saglamislar ve nitrik oksit vericisi grup olan organik nitrat
igeriginin kovalent baglanmasiyla ilag¢ giivenligini saglamay1 amaglamislardir. 2-
{1-[(4-Klorofenil)karbonil]-5-metoksi-2-metilindol-3-il } -N-[3-(nitrooksi)propil |
asetamit (Sekil 92) COX-2 selektivitesi saglamis ve sigan plazmasinda nitrik oksit
vericisi olarak davranmistir. Bu bilesik ayn1 zamanda aspirin ile kombine edilerek,
aspirin ve valdekoksib kombinasyonuna kiyasla gastrik lezyonlar1 %85 oraninda
azaltmistir.

ONO,
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Cl
Sekil 92. 2-{1-[(4-Klorofenil)karbonil]-5-metoksi-2-metilindol-3-il}-N-[3-(nitrooksi)propil]
asetamit
Queiroz ve arkadaslar (2008), cesitli heteroarilindoller ve
fenilbenzotiyenoindoller sentezlemisler ve bu bilesiklerin meme adenokarsinoma
(MCF-7), kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri (NCI-H460) ve merkezi sinir
sistemi kanseri (CNS) hiicre dizileri iizerindeki yaptiklari biiylime inhibisyonu
degerlendirmiglerdir. Metil 3-(dibenzotiyen-4-il)indol-2-karboksilat en etkili
bliyiime inhibisyonunu gostermistir (Glso= 11-17 uM) (Sekil 93).
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Sekil 93. Metil 3-(dibenzotiyen-4-il)indol-2-karboksilat

Singh ve arkadaslar1 (2009), indol ve barbitiirik asit yapilarin1 kullanarak yeni
hibrit molekiiller sentezlemislerdir ve bu bilesiklerin antikanser etkinligini 60 adet
kanser hiicresi lizerinde degerlendirmislerdir. En aktif bilesik (Sekil 94), kanser
hiicrelerine Glso= 0.02-0.2 uM degerleri arasinda aktivite gostermistir. Antikanser
etkinligi gosterilen bu bilesik icin ayrica COX-2 etkilesimini gostermek tizere
Docking galigmasi1 yapilmustir.

Sekil 94. indol ve Barbitiirik asit Tiirevi Bilesik

Chennamaneni ve arkadaslar1 (2012), kanser hiicrelerinde hiicre biiylimesini
inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigi c¢esitli calismalarda gdsterilen COX
inhibitorleri indometazin ve sulindak bilesiklerini kullanarak yeni bilesikler
sentezlemigler ve bu bilesiklerin bazi kanser hiicre dizilerindeki antiproliferatif
etkisini degerlendirmislerdir. Indometazin analogu N-(2-dimetilaminoetil)-1-
(3,4,5-trimetoksibenzoil)-5-metoksi-2-metil- 1 H-indol-3-asetamit (Sekil 95), kolon
kanseri hiicrelerine (HT29) karst en yiiksek antiproliferatif etkiyi gOstermistir
(IC50:2.71 [,LM)
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Sekil 95. N-(2-Dimetilaminoetil)-1-(3,4,5-trimetoksibenzoil)-5-metoksi-2-metil-1H-indol-3-
asetamit

Sharma ve arkadaglar1 (2012), 6-metil-4-[1-(2-siibstitiie-fenilamino-asetil)-1H-
indol-3-il]-2-okso/tiyokso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilik asid etil ester
tiirevleri sentezlemisler ve in vitro antikanser etkilerini degerlendirmislerdir. Elde
edilen bilesiklerden, 4-{1-[2-(3-kloro-4-nitrofenilamino)asetil]-1H-indol-3-il}-6-
metil-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilik asit etil esteri (ICsop= 5
pg/mL) kolon kanseri hiicre dizisine (HCT-116) kars1i standart ilag 5-
florourasilden daha etkili bulunmustur (Sekil 96).
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Sekil 96. 4-{1-[2-(3-Kloro-4-nitrofenilamino)asetil]-1 H-indol-3-il}-6-metil-2-okso-1,2,3,4-
tetrahidropirimidin-5-karboksilik asid etil esteri
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Prabhu ve arkadaslar1 (2013), ¢esitli 2-arilindol tiirevleri sentezlemisler ve bu
bilesiklerin glioblastoma hiicrelerine karsi antikanser etkinligini standart bilesik
sisplatin kullanarak degerlendirmislerdir. En aktif bilesik olan 2-(2'-hidroksifenil)-
1 H-indol (Sekil 97) sisplatine kiyaslanir diizeyde antikanser aktivite gdstermistir.

HO
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Sekil 97. 2-(2'-Hidroksifenil)-1H-indol

Wang ve arkadaslar1 (2014), indol igeren pirano salkon tiirevleri sentezlemisler ve
bu bilesiklerin  HepG2  hiicrelerine  karst  antiproliferatif  etkilerini
degerlendirmislerdir. (E)-2,2-Dimetil-8-(3-(1-metil-1H-indol-5-il)akriloil)-2 H-
kromen-5-il propiyonat (Sekil 98) biitiin test edilen hiicrelere kars1 giiclii
antiproliferatif etki gostermistir (ICso= 0.22—1.80 uM).

Sekil 98. (E)-2,2-Dimetil-8-(3-(1-metil-1 H-indol-5-il)akriloil)-2 H-kromen-5-il propiyonat

Liu ve arkadaglar1 (2015), yeni indol-3-karboksilik asit tiirevleri sentezlemisler ve
bu bilesiklerin ¢esitli kanser hiicrelerine karst  antikanser etkilerini
degerlendirmislerdir. 2-(1-(2-Hidroksi-3-(pirolidin-1-il)propil)-1H-indol-3-
il)asetik asit, HeLa ve MCF-7 hiicrelerine kars1 (sirasiyla ICsp= 0.72 ve 1.15 uM)
timokinondan (Sekil 99), 3-4 kat daha fazla antiproliferatif etki gostermistir.

ﬁﬁ/@igi

Timokinon OH
Sekil 99. Timokinon ve 2-(1-(2-Hidroksi-3-(pirolidin-1-il)propil)-1H-indol-3-il)asetik asit
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GERECLER

Kullamlan Kimyasal Maddeler
4'-(Metilstilfonil)asetofenon
4'-Bromoasetofenon
4'-Floroasetofenon
4'-Kloroasetofenon
4'-Metilasetofenon
4'-Nitroasetofenon
4'-Siyanoasetofenon

Anneksin apoptoz dl¢iim kiti
Asetik asit

Asetofenon

Brom

cDNA Sentez Kiti

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Etanol

Fetal Calf Serum

Fluorescein isothiocyanate
Hidrobromik asit

High Pure RNA Isolation Kit
Indometazin

Kaspaz 3,8,9 ve sitokrom ¢ veya B-aktin
MTT

PCR-Grade water
Penisilin-Streptomisin

Phosphate buffered saline
Propidyum iyodiir

qPCR Mastermiks

Reconstituted primer /probe miks

Tiyokarbohidrazit
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: Aldrich, Almanya
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: Aldrich, Almanya
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: Aldrich, Almanya
: Invitrogen, USA

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Roche, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma, Almanya

: Invitrogen, USA

: Merck, Almanya

: Roche, Almanya

: Aldrich, Almanya
: Roche, Almanya

: Sigma, Almanya

: Roche, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Invitrogen, USA
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Kullanilan Cihazlar

Elementel analiz cihazi

ELx800 Universal Microplate Reader

Erime derecesi tayin cihazi

FACSCalibur akim sitometre

Infrared spektrometresi

Inverted mikroskop

LC-MSD-Trap-SL Kiitle spektrometresi
Nano Lightcycler

Nanodrop 1000

Varian Mercury-400 FT-NMR spektrometresi
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YONTEMLER
Baslangic ve Sonu¢ Maddelerinin Genel Sentez Yontemleri

Yontem A:  4-Amino-5-[(5-metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1H-indol-3-
il)metil]-4H-1,2,4-triazol-3-tiyon elde edilmesi

Esdeger miktar indometazin ve tiyokarbohidrazit 160-170 °C’de yag banyosunda
2 saat kanstirilmistir. Elde edilen kati madde sicak su ile yikanmis ve etanolden
kristallendirilmistir (Sekil 100) (Altintop ve ark., 2011).
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Sekil 100. 4-Amino-5-[(5-metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1H-indol-3-il)metil]-4H-1,2,4-
triazol-3-tiyonun Sentezi
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Yontem B: 2-Bromoasetofenon tiirevlerinin elde edilmesi

Siibstitiie asetofenon tiirevleri asetik asit igerisinde ¢dzlindiiriilmiis ve katalitik
miktarda hidrobromik asit eklenmistir. Elde edilen ¢6zeltinin {izerine asetik asit
icerisinde ¢Oziindiiriilmiis brom, bir damlatma hunisi ile soguk su banyosunda
karistirilarak damla damla ilave edilmistir. lave islemi bittikten sonra karisim
buzlu suya dokiilmiis, ¢oken madde siiziilerek alinmis ve kurutulmustur. Ham
irlin etanolden kristallendirilmistir (Sekil 101) (Krohnke, 1936).
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Sekil 101. 2-Bromoasetofenon Tiirevlerinin Sentezi
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Yontem C: 3-[5-Metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1H-indol-3-il)metil]-6-(4-
siibstitiiefenil)-7H-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin tiirevlerinin elde
edilmesi

Esdeger miktar 4-amino-5-[(5-metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1H-indol-3-
il)metil]-4H-1,2,4-triazol-3-tiyon ve 2-bromoasetofenon tiirevi etanol i¢inde geri
ceviren sogutucu altinda 5 saat 1sitilmistir. Coken madde siiziilerek alinmustir.
Kurutulduktan sonra etanol ile kristallendirilmistir (Sekil 102) (Altintop ve ark.,
2011).
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Sekil 102. 3-[5-Metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1H-indol-3-il)metil]-6-(4-siibstitiiefenil)-
7H-1,2 4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin Tiirevlerinin Sentezi



Biyolojik Etki Testleri
Sitotoksisite Etki Testleri
Hiicrelerin ekimi ve yasatilmasi

T98 Insan beyin glioblastoma hiicre dizisi, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM), %10 Fetal Calf Serum (FCS) ve %! penisilin + streptomisin karigimini
iceren santrifiij tipli i¢inde 1000 devir/dakika ve 4 ©°C’de 5 dakika
dondiiriilmiistiir. Ustteki sivi atilarak dondurma isleminde kullanilan dimetil
stilfoksit (DMSO) uzaklastirilmistir. Dipteki hiicreler, icerisinde besiyeri bulunan
flasklara (75 sz) ekilerek 37 °C, %5 CO; ve %100 nem igeren inkiibatore
konulmustur. Inkiibatérde bulunan flasklar, ilk iki giin yerinden oynatilmamak
kosuluyla, kulugka siiresince inverted mikroskop ile kontrol edilerek hiicrelerin
cogalmalar1 gozlemlenmistir. Eskiyen besiyerleri pipet yardimiyla bosaltilarak,
icerisinde 0.1 mL penisilin + streptomisin, 1 mL FCS ve 8.9 mL DMEM bulunan
besiyeri ile 2-3 gilinde bir yenilenmistir. Hiicreler flask tabanini %85-90 oraninda
kapladiktan sonra deneye alinmustir.

Hiicre canliligini belirleme yontemi
MTT yontemi

Hiicreler flask tabanini %85-90 oraninda kapladiktan sonra flask tabaninda kalan
hiicreler tripan mavisiyle boyama yontemi ile sayilarak 1 mL’de bulunan canl
hiicre sayisi belirlenmistir ve her bir kuyucuga 1x10* hiicre gelecek sekilde 96
kuyucuklu kaplara ekim yapilmistir. T98 hiicreleri 24 saat ayr1 ayr1 8 farkli
maddenin 1, 5, 10, 25, 50 ve 100 uM dozlar1 ile muamele edildikten sonra MTT
yontemi uygulanmustir.

Bilesiklerin hiicreler iizerindeki sitotoksisitesi, MTT spektrofotometrik yontemi
ile belirlenmistir (Mosmann, 1983). MTT, phosphate buffered saline (PBS) iginde
coziinerek hazirlanmistir ve filtre edilmistir. Her 250 pL besiyeri i¢in 25 uL MTT
cozeltisi eklenerek 37 °C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin
ardindan her bir kuyucuktaki besiyeri ¢ekilerek 100 uL DMSO eklenmistir.
Kaplar 5-8 dakika calkalanarak beklenmistir. 550 nm’de olusan formazan boya
absorbans1 ELx800 universal microplate reader spektrofotometrede okunmustur.
Canli hiicrelerin mitokondrisinde olusan ve MTT iiriinii olan formazan yasayan
hiicre sayisi ile korelasyon gosterdiginden, ilag verilen kuyucuklarda okunan optik
yogunluk kontrole gore yasayan hiicrelerin yilizdesine c¢evrilmistir. Bu islem icin
asagidaki formiil kullanilmistir:

Her bir kuyucuktaki ilag verilen hiicre absorbansi x 100
Kontrol hiicrelerinin ortalama absorbansi

Deney gruplart

Maddelerin hiicre ¢ogalmasi tizerindeki etkisinin MTT yontemi ile belirlenmesi
icin belirtilen gruplar olusturulmus ve maddelerin belirtilen dozlari T98
hiicrelerine 24 saat siiresince uygulanmstir.
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Kontrol grubu : Sadece besiyeri uygulanmistir. 24 saat (n=24)
100 uM i¢in DMSO grubu : 24 saat (n=24)
1 uM Madde (1-8) grubu  : 24 saat (n=24)
5 uM Madde (1-8) grubu : 24 saat (n=24)
10 uM Madde (1-8) grubu  : 24 saat (n=24)
25 uM Madde (1-8) grubu  : 24 saat (n=24)
50 uM Madde (1-8) grubu  : 24 saat (n=24)
100 uM Madde (1-8) grubu : 24 saat (n=24)

MTT sonuglarma gore sadece 8 nolu maddede anlamli hiicre Olimii tespit
edildiginden apoptoz ve RT-PCR deneylerine 8 nolu madde ile devam edilmistir.

Apoptoz olciimii (Akim Sitometrisi)

Hiicre apoptoz uyarisi alirsa hiicre zarinin sitoplazmik yiizeyindeki lipit sirasinda
bulunan fosfatidilserin hiicre zarinin sirasindaki dis lipid tabakasina sigramaktadir.
Bu yer degistirme apoptozun erken doneminde gergeklesmektedir. Anneksin V
fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu i¢in, bu protein floresan bir madde
(FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicre goriinlir hale getirilmektedir. Bu
baglanma orani da flow sitometri ile Slgiilebilmektedir. Nekrotik hiicrelerde de
anneksin baglanmasi goriilebilecegi icin ayrica vital bir boya olan propidyum
iyodiir (PI) boyamas1 da yapilmaktadir. Canli hiicreler zarlar1 saglam oldugu igin
PI boyasi ile boyanmamaktadirlar. Canli hiicreler FITC (-) / PI (-), erken apoptotik
hiicreler FITC (+) / PI () ve ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicreler FITC (+) / PI
(+) olarak ayirt edilmektedir (Zhang ve ark., 1997; Kus, 2011).

Tripan mavisi boyama ydntemi i¢in sayim tamamlandiktan sonra kalan T98
hiicreleri iizerinde 8 nolu maddenin apoptoz iizerindeki etkisini arastirmak ig¢in
Anneksin apoptoz 6lglim kit yontemi dogrultusunda belirtilen deney gruplarina
uygulanmistir. Madde uygulamalarindan sonra flasklardaki supernatanlar tiiplere
aktarilmistir. Flask tabaninda kalan hiicreler %0.25 tripsin ile 5 dakika yikanarak
tabandan uzaklagtirllmigtir. Daha sonra tabandan kopan hiicreler supernananti
konan tiiplerin icerisine ilave edilmistir. Tiipler 4 °C’de 1200 devir/dk da 5 dakika
dondiiriilmiistiir. islem sonrasinda iistte kalan siv1 kisim tiip i¢inde 2 mL kalacak
sekilde atilmistir. Tripan mavisiyle boyama yontemi ile 1 mL’de bulunan hiicre
sayilar1 belirlendikten sonra tiipler 2 kez soguk PBS tamponu ile 4 °C’de 1200
devir/dk da 5 dakika dondiiriilmiistiir. Supernatanlar atildiktan sonra dipte kalan
hiicrelerin sayilar1 baglayici tampon ile kit prosediiriine uygun olarak 1x10°hiicre
olacak sekilde ayarlanmistir. Falcon tiip igerisine 5 pL. Anneksin-5, FITC ve 10
pnL PI konmustur. Bu tiip lizerine 100 pL hiicre siispansiyonu eklendikten sonra
karistirict ile karistirllip 15 dakika karanlik ortamda oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra iizerine 400 pL baglayici
tampon konarak hiicreler resiispanse edilmistir. Facscalibur akim sitometri
cithazinda cellquest programinda acquisition yapilmaistir.
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Real Time-PCR (RT-PCR) Teknigi

Deney siiresi sona erdiginde hiicreler kuyucuklardan toplanmistir ve santrifiij
islemi ile pellet haline getirilmistir. Hemen sonrasinda RNA izolasyonu islemine
gecilmistir (Yuan ve ark., 2006).

Hiicre Kiiltiiriinden Total RNA izolasyonu

En az 1 milyon hiicre olmak iizere hiicreler toplanmis, santrifiij edilerek pelet
haline getirilmistir. Pelet 200 uL PBS ile ¢oziilmiis, 400 uL Lysis-Buffer (High
Pure RNA Isolation Kit) eklenmis ve vorteksle karistirilmistir. Filtreli tiip (High
Pure RNA Isolation Kit) sistemine yiiklenen karistm 15 saniye 8000*g’de
santrifiij ile ¢evrilmis, filtrenin altinda kalan kisin atilmis, boylelikle pargalanan
hiicrelerdeki total DNA ve RNA filtreye yiiklenmis olmustur. Filtrede kalan
DNA’y1 elimine etmek i¢cin DNAase Incubation Buffer (High Pure RNA Isolation
Kit) ytiklenmis, 15 dakika 20 °C’de inkiibe edilmistir. Filtrenin yikanmasina
gecilmistir: Wash Buffer I (High Pure RNA Isolation Kit) 500 pL yiiklenmis, 15
saniye 8000*g’de ¢evrilmig, Wash Buffer II (High Pure RNA Isolation Kit) 500
uL yiiklenmis, 15 saniye 8000* g’de ¢evrilmis, Wash Buffer II ikinci kere 200 pL
yiiklenmis, 2 dakika 13000*g’de ¢evrilmistir. Filtre sisteminin altina yeni bir steril
tip takilmig, filtreye 50 pL Elution Buffer (High Pure RNA Isolation Kit)
yiiklenmis ve 8000*g’de 1 dakika cevrilmis, filtrede toplanan ve saflastirilan
Total RNA Elution Buffer i¢cinde toplanmistir. cDNA sentezine kadar -80 °C’de
saklanmistir.

RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

RNA’nin miktar1 ve safligin1 belirlemek amaciyla, 1.5 u. RNA Nanodrop 1000
cihaz1 kullanilarak 260 nm dalga boyunda optik dansitede Olgiilmiistiir. cDNA
sentezi i¢in her bir 6rnekten 500 ng total RNA alinarak, bu miktar ddH,O ile 9.4
uL’ye tamamlanmustir. Uzerine 1 pL random primer ve 1 pL oligo-dt primer
karistmindan eklenmis, toplamda 11.4 pL olan karisim 65 °C’de 10 dakika inkiibe
edilmistir. Her bir drnek icin komponent hazirlamak iizere Buffer 5x 4 puL,
Reverse transkriptaz 1.1 uL, Protektor RNAase inhibitor 0.5 pL, Deoksiniikleotit
mix 2 pL ve DTT 1 pL, toplamda 8,6 pL olacak sekilde hazirlanmastir.
Primerlerle inkiibe edilen RNA’larla komponent vortekslenmis ve 29 °C’de 10
dakika, 48 °C’de 60 dakika ve 85 °C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Cikan
Ornekler +2 - +8 °C’de 1-2 saat; -15 ila -25 °C’de daha uzun siire saklanabilir.

RT-PCR

COX-2, Kaspaz 3, 8, 9 ve sitokrom c (hedef genler) ve B-aktin (referans gen)
mRNA diizeyleri, Dual Label (Tagman prob) kullanilarak Nano Lightcycler ile
Olclilmiistiir. RT-PCR igin gerekli karisim (Cizelge 2) hazirlanip reaksiyon
gergeklestirilmistir.
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Cizelge 2. RT-PCR i¢in Miks i¢erigi

Karisim Miktar (nL)

Reconstituted primer /probe miks (COX-2, Kaspaz 3, 8, 9 ve Sitokrom C veya
[B-aktin)

2 X gPCR Mastermiks 10
PCR-Grade su 4
cDNA 5
Toplam 20

Toplam 20 pL RT-PCR reaksiyonu Cizelge 3’de belirtilen kosullarda
gergeklestirilmistir.

Cizelge 3. RT-PCR Reaksiyonu Kosullari

95° C’de 10 dk
95° C’de 20 sn
55° C’de 30 sn 50 dongii
72° C’de 20 sn

Calismanin sonuglari LightCycler® Nano Software ile analiz edilmistir.
Primer Dizilerinin Hazirlanmasi

COX-2, Kaspaz 3, 8, 9 ve sitokrom c (hedef genler) ve B-aktin (referans gen)
primer dizileri Roche (Almanya) tarafindan tasarlanmigtir.

Istatistiksel analiz

Elde edilen veriler kontroliin ortalama % fraksiyonu + standart hata seklinde ifade
edilmistir. Istatistiksel degerlendirmeler Statistics Program for Social and Science
(SPSS) tek yonlii varyans analizi ve ardindan Tukey’in ¢ok yonlii karsilastirma
testi ile gerceklestirilmistir. Apoptoz degerleri % olarak RT-PCR sonuglar1 kat
olarak ifade edilmistir.
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Elde Edilen Bilesiklerin Analizi
Erime noktasi (E.N.) tayini

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

IR spektrumlarinin alinmasi
Elde edilen bilesiklerin IR spektrumlari, FT-IR spektrofotometresinde alinmistir.
"H-NMR spektrumlarinin alinmasi

Elde edilen bilesiklerin "H-NMR spektrumlari, bilesikler DMSO-ds i¢inde ¢ozelti
haline getirildikten sonra tetrametilsilana (TMS) kars1 400 MHz’lik FT-NMR
spektrometresinde alinmustir.

BC.NMR spektrumlarinin alinmasi

Elde edilen bilesiklerin *C-NMR spektrumlari, bilesiklerin DMSO-ds iginde
¢ozelti haline getirildikten sonra tetrametilsilana karsi 100 MHz’lik FT-NMR
spektrometresinde alinmustir.

Kiitle spektrumlarinin alinmasi

Bilesiklerin kiitle spektrumlari, metanol i¢inde ¢ozelti haline getirildikten sonra
elektrosprey iyonlastirma (ESI) yontemi ile kiitle spektrometresinde alinmustir.

C, H, N tayini

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

64



BULGULAR ve TARTISMA
Sentez Calismalar

4-Amino-5-[(5-metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1H-indol-3-il)metil]-4 H-
1,2,4-triazol-3-tiyon (B)

/N\NH
o) N S
NH,
N
o)
cl

Tiyokarbohidrazit (0.014 mol; 1.48 g) ve indometazin (0.014 mol; 5 g)
kullanilarak Yontem A’ya gore sentezlenmistir.

Verim : % 80
EN. :221.8°C

IR Vmax (cm™): 3184.48 (Aromatik C-H gerilim bandi), 2970.38 (Alifatik C-H
gerilim bandi), 1681.93 (C=0O gerilim bandi), 1598.99, 1465.90 (C=C ve C=N
gerilim bandlar1), 1354.03, 1327.03 (Aromatik C-N gerilim bandlar1), 1215.15,
1151.50 (Alifatik C-N gerilim bandlar1), 1083.99 (O-CHj3 gerilim bandi), 1060.85
(C=S gerilim bandi), 1035.77 (Benzen C-H diizlem i¢i egilme band1), 804.32 (1,4-
distibstitiiebenzen C-H diizlem dis1 egilme bandi), 756.10, 690.52, 599.86 (C-H
diizlem dis1 egilme bandi).

'H-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 2.29 (3H, s, CHs), 3.74 (3H, s, OCH3),
4.08 (2H, s, CH,), 5.60 (2H, s, NH,), 6.72 (1H, dd, J= 8.8 Hz, 2.4 Hz, indol),
6.92-6.97 (1H, m, indol), 7.04-7.19 (1H, m, indol), 7.62-7.72 (4H, m, 4-
klorobenzoil), 13.47 (1H, s, N-H).

BC-NMR (100 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 13.43 (CHs), 19.89 (CH,), 55.34
(CH3), 101.92 (CH), 111.11 (C), 112.59 (CH), 114.57 (CH), 129.01 (2CH),
130.29 (C), 130.33 (C), 131.22 (2CH), 134.10 (C), 135.48 (C), 137.65 (C), 150.46
(C), 155.43 (C), 165.96 (C), 167.88 (C).

MS (ESI) (m/z) :(M'+1) 428.5

Elementel Analiz : CooH 3CIN50,S igin
Hesaplanan :C,56.14; H, 4.24; N, 16.37.
Bulunan :C, 56.10; H, 4.23; N, 16.34.
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2-Bromoasetofenon

Br

Asetofenon (0,1 mol; 12,015 g=11,67 mL) ve brom (0,1 mol; 15,98 g=5,12 mL)
kullanilarak Yontem B’ye gore sentezlenmistir.

E.N.: 48-51 °C, Literatiir E.N.: 50 °C (Cowper ve Davidson, 1939)

2-Bromo-4'-nitroasetofenon

Br

O,N

4'-Nitroasetofenon (0,1 mol; 16,515 g) ve brom (0,1 mol; 15,98 g=5,12 mL)
kullanilarak Yontem B’ye gore sentezlenmistir.

E.N.: 94-99 °C, Literatiir E.N.: 98-99 °C (Shevchuk ve Dombrovskii, 1963)

2-Bromo-4'-siyanoasetofenon

Br

NC

4'-Siyanoasetofenon (0,1 mol; 14,516 g) ve brom (0,1 mol; 15,98 g=5,12 mL)
kullanilarak Yontem B’ye gore sentezlenmistir.

E.N.: 92-95 °C, Literatiir E.N.: 92-94 °C (Suzuki ve Nagawa, 1952).
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2-Bromo-4'-floroasetofenon

Br

F

4'-Floroasetofenon (0,1 mol; 13,814 g=12,14 mL) ve brom (0,1 mol; 15,98 g=5,12
mL) kullanilarak Yontem B’ye gore sentezlenmistir.

E.N.: 47-49 °C, Literatiir E.N.: 48-49 °C (Lutz ve ark., 1947)

2-Bromo-4'-kloroasetofenon

Br

Cl

4'-Kloroasetofenon (0,1 mol; 15,460 g=12,99 mL) ve brom (0,1 mol; 15,98
g=5,12 mL) kullanilarak Yontem B’ye gore sentezlenmistir.

E.N.: 95-97 °C, Literatiir E.N.: 96-97 °C (Krohnke, 1936).

2,4'-Dibromoasetofenon

Br

Br

4'-Bromoasetofenon (0,1 mol; 19,905 g) ve brom (0,1 mol; 15,98 g=5,12 mL)
kullanilarak Yontem B’ye gore sentezlenmistir.

E.N.: 108-110 °C, Literatiir E.N.: 109 °C (Shevchuk ve Dombrovskii, 1963).
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2-Bromo-4'-(metilsiilfonil)asetofenon
Br

H;C

\S
O/ \O

4'-(Metilsiilfonil)asetofenon (0,1 mol; 18.815 g) ve brom (0,1 mol; 15,98 g=5,12
mL) kullanilarak Yontem B’ye gore sentezlenmistir.

E.N.: 120 °C, Literatiir E.N.: 119-122 °C (Emami ve ark., 2006).

2-Bromo-4'"-metilasetofenon

Br

H;C

4'-Metilasetofenon (0,1 mol; 13,418 g=13,418 mL) ve brom (0,1 mol; 15,98
g=5,12 mL) kullanilarak Yontem B’ye gore sentezlenmistir.

E.N.: 50-51 °C, Literatiir E.N.: 51-52 °C (Borowitz ve Parnes, 1967).
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3-[5-Metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1 H-indol-3-il) metil]-6-fenil-7H-1,2,4-
triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin (1)

Z—Z

4-Amino-5-[(5-metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1 H-indol-3-il)metil]-4 H-1,2,4-
triazol-3-tiyon (0.001 mol; 0.3 g), 2-bromoasetofenon (0.001 mol; 0.219 g) ve
etanol (20 mL) kullanilarak Yontem C’ye gore sentezlenmistir.

Verim : % 80
EN. :2239°C

IR Vinax (cm™): 3207.62 (Aromatik C-H gerilim bandi), 2918.30 (Alifatik C-H
asimetrik gerilim bandi), 2835.36 (Alifatik C-H simetrik gerilim bandi), 1672.28
(C=0 gerilim band1), 1595.13, 1471.69 (C=C ve C=N gerilim bandlar1), 1354.03,
1321.24 (Aromatik C-N gerilim bandlar1), 1220.94, 1147.65 (Alifatik C-N gerilim
bandlar1), 1087.85 (O-CHj; gerilim bandi), 1056.99, 1029.99, 1010.70 (Benzen C-
H diizlem i¢i egilme bandlar1), 831.32 (1,4-distiibstitiiebenzen C-H diizlem dis1
egilme bandi), 754.17 (C-H diizlem dis1 egilme bandi), 692.44 (C-S gerilim
bandh).

'H-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 2.29 (3H, s, CHs), 3.68 (3H, s, OCH3),
4.44 (2H, s, CH,), 4.50 (2H, s, CH,), 6.73 (1H, dd, J= 8.8 Hz, 2.0 Hz, indol),
6.92-6.99 (1H, m, indol), 7.23 (1H, d, J= 2 Hz, indol), 7.54-7.69 (7H, m,
aromatik), 8.04 (2H, d, J= 7.6 Hz, aromatik).

BC-NMR (100 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 13.49 (CH3), 19.58 (CH,), 23.08
(CH,), 55.35 (CH3), 101.90 (CH), 111.48 (C), 112.45 (CH), 114.57 (CH), 127.67
(2CH), 128.99 (2CH), 129.01 (2CH), 130.20 (C), 130.34 (C), 131.17 (2CH),
132.27 (CH), 133.19 (C), 133.94 (C), 135.58 (C), 137.73 (C), 151.97 (C), 155.56
(C), 155.97 (C), 167.86 (C), 168.52 (C).

MS (ESI) (m/z) :(M") 528.4

Elementel Analiz : CsH2,CIN5O;S icin
Hesaplanan :C, 63.69; H, 4.20; N, 13.26.
Bulunan :C,63.70; H, 4.25; N, 13.20.



3-[5-Metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1 H-indol-3-il) metil]-6-(4-nitrofenil)-
7H-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin (2)

N N
WA
N S
e |
\ "N
N
ﬁ°
Cl
NO,

4-Amino-5-[(5-metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)- 1 H-indol-3-il)metil ]-4H-1,2,4-
triazol-3-tiyon (0.001 mol; 0.3 g), etanol (20 mL) ve 2-bromo-4'-nitroasetofenon
(0.001 mol; 0.244 g) kullanilarak Yontem C’ye gore sentezlenmistir.

Verim : % 85
EN. :1694°C

IR Vmax (cm™): 3213.41 (Aromatik C-H gerilim bandi), 2937.59 (Alifatik C-H
gerilim bandi), 1674.21 (C=0O gerilim bandi), 1597.06 (C=C ve C=N gerilim
bandi), 1519.91 (Asimetrik NO, gerilim band1), 1473.62 (Aromatik C=C ve C=N
gerilim band1), 1350.17, 1327.03 (Aromatik C-N gerilim bandlar1), 1219.01,
1145.72 (Alifatik C-N gerilim bandlar1), 1087.85 (O-CHj gerilim bandi), 1062.78
(Benzen C-H diizlem i¢i egilme band1), 852.54, 831.32 (1,4-disiibstitliebenzen C-
H diizlem dis1 egilme bandlari), 821.68, 734.88 (C-H diizlem dis1 egilme bandlari),
692.44 (C-S gerilim band1).

"H-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) 6 (ppm): 2.25 (3H, s, CH3), 3.67 (3H, s, OCH>),
4.38 (2H, s, CHy), 4.47 (2H, s, CH,), 6.72 (1H, dd, J= 8.8 Hz, 2.4 Hz, indol), 7.01
(1H, d, J= 8.8 Hz, indol), 7.21 (1H, d, J= 2 Hz, indol), 7.48 (2H, d, J= 8.4 Hz,
aromatik), 7.59-7.66 (2H, m, aromatik), 8.21 (2H, d, J= 8.8 Hz, aromatik), 8.35
(2H, d, J= 9.2 Hz, aromatik).

BC-NMR (100 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 13.53 (CHs), 19.58 (CH,), 22.92
(CH,), 55.26 (CH3), 102.04 (CH), 111.25 (C), 113.29 (CH), 114.51 (CH), 123.87
(CH), 128.81 (CH), 128.87 (CH), 128.99 (CH), 130.26 (C), 130.32 (C), 131.08
(2CH), 134.01 (C), 135.09 (2CH), 137.58 (C), 139.39 (C), 140.19 (C), 149.02 (C),
152.07 (C), 152.85 (C), 155.49 (C), 167.84 (C), 168.50 (C).

MS (ESI) (m/z) :(M") 5735

Elementel Analiz : CgH1CINGO4S icin
Hesaplanan :C, 58.69; H, 3.69; N, 14.67.
Bulunan :C, 58.65; H, 3.66; N, 14.69.
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3-[5-Metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1 H-indol-3-il) metil]-6-(4-siyanofenil)-
7H-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin (3)
|
)\ S

N

N
|
/O
A\
N
QAO
Cl
CN

4-Amino-5-[(5-metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1 H-indol-3-il)metil -4 H-1,2,4-
triazol-3-tiyon (0.001 mol; 0.3 g), etanol (20 mL) ve 2-bromo-4'-siyanoasetofenon
(0.001 mol; 0.246 g) kullanilarak Yontem C’ye gore sentezlenmistir

Verim : % 86
EN. :201.3°C

IR Vma (cm™): 3207.62 (Aromatik C-H gerilim bandi), 2933.73 (Alifatik C-H
asimetrik gerilim bandi), 2835.36 (Alifatik C-H simetrik gerilim band1), 2239.36
(C=N gerilim bandi), 1674.21 (C=0 gerilim band1), 1598.99, 1471.69 (C=C ve
C=N gerilim bandlar1), 1355.96, 1325.10 (Aromatik C-N gerilim bandlari),
1219.01, 1145.72 (Alifatik C-N gerilim bandlar1), 1087.85 (O-CHj3 gerilim bandi),
1060.85, 1033.85 (Benzen C-H diizlem i¢i egilme bandlari), 829.39 (1,4-
distibstitiiebenzen C-H diizlem dis1 egilme bandi), 754.17 (C-H diizlem dis1
egilme bandi).

'H-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 2.40 (3H, s, CHs), 3.82 (3H, s, OCH3),
4.52 (2H, s, CH,), 4.59 (2H, s, CH,), 6.88 (1H, dd, J= 8.8 Hz, 2.4 Hz, indol), 7.15
(1H, d, J= 8.8 Hz, indol), 7.35 (1H, d, J= 2.4 Hz, indol), 7.65 (2H, d, J= 8.4 Hz,
aromatik), 7.75 (2H, d, J= 8.8 Hz, aromatik), 8.17 (2H, d, J= 8.4 Hz, aromatik),
8.30 (2H, d, J= 8.4 Hz, aromatik).

PC-NMR (100 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 13.52 (CH3), 19.54 (CH,), 22.79
(CH,), 55.25 (CH3), 102.00 (CH), 111.31 (C), 113.32 (CH), 113.96 (CH), 114.51
(C), 118.19 (C), 128.18 (C), 128.89 (C), 130.26 (2CH), 130.30 (2CH), 131.09 (C),
132.77 (2CH), 133.99 (2CH), 135.07 (C), 137.61 (C), 140.24 (C), 152.07 (C),
153.19 (C), 155.49 (C), 167.83 (C), 168.50 (C).

zZ—2z

MS (ESI) (m/z) :(M'™+1) 554.6

Elementel Analiz : Co9H1CINGO,S igin
Hesaplanan :C, 62.98; H, 3.83; N, 15.20.
Bulunan : C, 62.96; H, 3.85; N, 15.24.



3-[5-Metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1 H-indol-3-il) metil]-6-(4-florofenil)-
7H-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin (4)
N
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4-Amino-5-[(5-metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1 H-indol-3-il)metil -4 H-1,2,4-
triazol-3-tiyon (0.001 mol; 0.3 g), etanol (20 mL) ve 2-bromo-4'-floroasetofenon
(0.001 mol; 0.239 g) kullanilarak Yontem C’ye gore sentezlenmistir.

Verim : % 78
EN. :210.8°C

IR Vi (cm™): 3199.91 (Aromatik C-H gerilim bandi), 2970.38 (Alifatik C-H
asimetrik gerilim bandi), 2918.30 (Alifatik C-H simetrik gerilim bandi), 1666.50
(C=0 gerilim band1), 1597.06, 1469.76 (C=C ve C=N gerilim bandlar1), 1354.03,
1321.24 (Aromatik C-N gerilim bandlar1), 1219.01, 1147.65 (Alifatik C-N gerilim
bandlar1), 1085.92 (O-CH; gerilim bandi), 1055.06 (Benzen C-H diizlem i¢i
egilme bandi), 848.68, 831.32 (1,4-disiibstitiiecbenzen C-H diizlem dis1 egilme
bandlar1), 754.17 (C-H diizlem dis1 egilme bandi).

"H-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) 6 (ppm): 2.28 (3H, s, CH3), 3.69 (3H, s, OCH>),
4.43 (2H, s, CHy), 4.49 (2H, s, CH,), 6.73 (1H, dd, J= 9.2 Hz, 2.4 Hz, indol), 7.00
(1H, d, J= 8.8 Hz, indol), 7.23 (1H, d, J= 2.4 Hz, indol), 7.42 (2H, t, J= 9.2 Hz,
8.4 Hz, aromatik), 7.55 (2H, d, J= 8.4 Hz, aromatik), 7.63-7.68 (2H, m, aromatik),
8.21 (2H, dd, J= 8.8 Hz, 5.2 Hz, aromatik).

BC-NMR (100 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 13.51 (CHs), 19.56 (CHa), 23.03
(CH,), 55.35 (CH3), 101.95 (CH), 111.45 (C), 112.55 (CH), 114.55 (CH), 116.02
(CH), 116.24 (CH), 128.98 (2C), 129.74 (CH), 129.77 (CH), 130.21 (2CH),
130.35 (C), 131.16 (C), 133.96 (2CH), 135.48 (C), 137.71 (C), 151.96 (C), 154.81
(C), 155.56 (C), 163.17 (C), 165.67 (C), 167.87 (C).

MS (ESI) (m/z) 1 (M) 546.5

Elementel Analiz : C8H,CIFN5O,S icin
Hesaplanan :C,61.59; H, 3.88; N, 12.83.
Bulunan :C, 61.56; H, 3.87; N, 12.85.



3-[5-Metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1 H-indol-3-il) metil]-6-(4-klorofenil)-
7H-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin (5)
N

.
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4-Amino-5-[(5-metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1 H-indol-3-il)metil -4 H-1,2,4-
triazol-3-tiyon (0.001 mol; 0.3 g), etanol (20 mL) ve 2-bromo-4'-kloroasetofenon
(0.001 mol; 0.257 g) kullanilarak Yontem C’ye gore sentezlenmistir.

Verim : % 82
EN. :2059°C

IR Vmay (cm™): 3207.62 (Aromatik C-H gerilim bandi), 2968.45 (Alifatik C-H
asimetrik gerilim bandi), 2927.94 (Alifatik C-H simetrik gerilim band1), 1672.28
(C=0 gerilim band1), 1595.13, 1469.76 (C=C ve C=N gerilim bandlar1), 1354.03,
1321.24 (Aromatik C-N gerilim bandlar1), 1217.08, 1145.72 (Alifatik C-N gerilim
bandlar1), 1085.92 (O-CHj; gerilim band1), 1060.85, 1012.63 (Benzen C-H diizlem
i¢i egilme band1), 844.82, 831.32 (1,4-disiibstitliebenzen C-H diizlem dis1 egilme
bandlari), 815.89, 754.17 (C-H diizlem dis1 egilme bandlar1), 673.16 (C-S gerilim
bandi).

'H-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 2.27 (3H, s, CHs), 3.68 (3H, s, OCH3),
4.40 (2H, s, CH,), 4.44 (2H, s, CH,), 6.72 (1H, dd, J= 8.8 Hz, 2.8 Hz, indol), 6.99
(1H, d, J= 8.8 Hz, indol), 7.21 (1H, d, J= 2.4 Hz, indol), 7.53 (2H, d, J= 8.0 Hz,
aromatik), 7.61-7.69 (4H, m, aromatik), 8.02 (2H, d, J= 8.8 Hz, aromatik).

BC-NMR (100 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 13.49 (CHs), 19.56 (CH,), 22.86
(CH,), 55.30 (CH3), 101.96 (CH), 111.37 (C), 112.88 (CH), 114.53 (CH), 128.95
(2C), 129.05 (2CH), 129.34 (2CH), 130.23 (C), 131.13 (2CH), 132.15 (2CH),
133.95 (2C), 135.30 (C), 140.86 (C), 151.94 (C), 154.27 (C), 155.52 (C), 167.84
(C), 168.50 (C).

MS (ESI) (m/z) : (M) 562.5, (M'+2) 564.5
Elementel Analiz : CsH1C1LN50;S i¢in
Hesaplanan :C, 59.79; H, 3.76; N, 12.45.
Bulunan :C,59.76; H, 3.79; N, 12.43.



3-[5-Metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1 H-indol-3-il) metil]-6-(4-bromofenil)-
7H-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin (6)
I
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4-Amino-5-[(5-metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)- 1 H-indol-3-il)metil -4 H-1,2,4-
triazol-3-tiyon (0.001 mol; 0.3 g), etanol (20 mL) ve 2,4'-dibromoasetofenon
(0.001 mol; 0.305 g) kullanilarak Yontem C’ye gore sentezlenmistir.

Verim : % 83
EN. :220.1°C

IR Vimax (cm'l): 3205.69 (Aromatik C-H gerilim band1), 2968.45 (Alifatik C-H
asimetrik gerilim bandi), 2927.94 (Alifatik C-H simetrik gerilim band1), 1668.43
(C=0 gerilim band1), 1587.42, 1471.69 (C=C ve C=N gerilim bandlar1), 1354.03,
1321.24 (Aromatik C-N gerilim bandlar1), 1219.01, 1147.65 (Alifatik C-N gerilim
bandlari), 1085.92 (O-CH; gerilim bandi), 1010.70 (Benzen C-H diizlem igi
egilme bandi), 840.96, 817.82 (1,4-disiibstitiiebenzen C-H diizlem dis1 egilme
bandlari), 754.17 (C-H diizlem dis1 egilme bandi).

'H-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 2.27 (3H, s, CHs), 3.66 (3H, s, OCH3),
4.39 (2H, s, CH,), 4.43 (2H, s, CH,), 6.70 (1H, dd, J= 8.8 Hz, 2.4 Hz, indol), 6.97
(1H, d, J= 9.2 Hz, indol), 7.19 (1H, d, J= 2.4 Hz, indol), 7.51 (2H, d, J= 8.4 Hz,
aromatik), 7.59-7.63 (2H, m, aromatik), 7.72 (2H, d, J= 8.4 Hz, aromatik), 7.92
(2H, d, J= 8.4 Hz, aromatik).

BC-NMR (100 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 13.34 (CH3), 19.51 (CH,), 22.87
(CH>), 55.30 (CH3), 101.97 (CH), 111.32 (C), 112.51 (CH), 114.41 (CH), 125.93
(C), 128.87 (2C), 129.43 (CH), 130.13 (CH), 130.31 (CH), 131.03 (CH), 131.89
(2CH), 132.37 (C), 133.87 (2CH), 135.35 (C), 137.64 (C), 141.05 (C), 151.85 (C),
154.67 (C), 155.49 (C), 167.74 (C), 168.40 (C).

z—2

MS (ESI) (m/z) : (M) 606.3, M +1) 608.2, (M'+2) 609.5
Elementel Analiz : CogH,1BrCINsO;S igin

Hesaplanan :C,5541;H,3.49; N, 11.54.

Bulunan :C,55.45;H, 3.46; N, 11.57.



3-[5-Metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1 H-indol-3-il) metil]-6-(4-metilsiilfonil
fenil)-7H-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin (7)
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4-Amino-5-[(5-metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1 H-indol-3-il)metil -4 H-1,2,4-
triazol-3-tiyon (0.001 mol; 0.3 g), etanol (20 mL) ve 2-bromo-4'-
(metilsiilfonil)asetofenon (0.001 mol; 0.305 g) kullanilarak Yontem C’ye gore
sentezlenmistir.

Verim : % 79
EN. :188.5°C

IR Vi (cm™): 3026.31 (Aromatik C-H gerilim bandi), 2926.01 (Alifatik C-H
asimetrik gerilim bandi), 2831.50 (Alifatik C-H simetrik gerilim band1), 1678.07
(C=0 gerilim band1), 1595.13, 1467.83 (C=C ve C=N gerilim bandlar1), 1398.39
(SO,CHj3, C-H diizlem ig¢i simetrik egilme bandi), 1313.52 (SO, asimetrik gerilme
bandi), 1290.38 (CH,, C-H diizlem i¢i simetrik egilme bandi), 1220.94, 1147.65
(Alifatik C-N gerilim bandlar1), 1087.85 (O-CHj gerilim bandi), 1012.63 (Benzen
C-H diizlem ici egilme bandi), 848.68, 829.39 (1,4-disiibstitiiebenzen C-H diizlem
dis1 egilme bandlar1), 754.17 (C-H diizlem dis1 egilme banda).

'H-.NMR (400 MHz) (DMSO-d;) & (ppm): 2.31 (3H, s, CHs), 3.31 (3H, s,
SO,CHj3), 3.65 (3H, s, OCHs), 4.38 (2H, s, CH;), 4.46 (2H, s, CH>), 6.72 (1H, dd,
J= 8.8 Hz, 2.4 Hz, indol), 6.92 (1H, d, J= 8.8 Hz, indol), 7.20 (1H, d, J= 2 Hz,
indol), 7.57-7.69 (4H, m, aromatik), 8.08 (2H, d, J= 8.4 Hz, aromatik), 8.20 (2H,
d, J= 8.8 Hz, aromatik).

3C-NMR (100 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 13.39 (CHs), 19.47 (CH,), 23.04
(CHa), 43.26 (CH3), 55.23 (CHs), 102.05 (CH), 109.53 (C), 111.25 (CH), 113.30
(CH), 127.43 (2C), 128.40 (CH), 128.98 (CH), 130.26 (CH), 130.29 (CH), 131.15
(2CH), 133.97 (CH), 134.14 (CH), 135.28 (C), 137.68 (C), 138.17 (C), 140.29 (C),
143.17 (C), 152.04 (C), 153.49 (C), 155.45 (C), 167.84 (C), 168.47 (C).

MS (ESI) (m/z) : (M) 606.3

Elementel Analiz : C29H24CIN5O4S; i¢in
Hesaplanan :C,57.47;H, 3.99; N, 11.55.
Bulunan :C,57.43;H,3.96; N, 11.52.



3-[5-Metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1 H-indol-3-il) metil]-6-(4-metilfenil)-
7H-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin (8)
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4-Amino-5-[(5-metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)- 1 H-indol-3-il)metil -4 H-1,2 ,4-
triazol-3-tiyon (0.001 mol; 0.3 g), etanol (20 mL) ve 2-bromo-4'-metilasetofenon
(0.001 mol; 0.234 g) kullanilarak Yontem C’ye gore sentezlenmistir.

Verim : % 76
EN. :208.7°C

IR Vi (cm™): 2968.45 (Alifatik C-H asimetrik gerilim bandr), 2879.72 (Alifatik
C-H simetrik gerilim bandi), 1674.21 (C=0O gerilim bandi1), 1598.99, 1469.76
(C=C ve C=N gerilim bandlar1), 1354.03, 1323.17 (Aromatik C-N gerilim
bandlar1), 1232.51, 1145.72 (Alifatik C-N gerilim bandlar1), 1085.92 (O-CHj;
gerilim bandi), 1056.99, 1035.77 (Benzen C-H diizlem i¢i egilme bandi), 833.25
(1,4-distibstitliebenzen C-H diizlem dis1 egilme bandi), 752.24 (C-H diizlem dis1
egilme bandi), 686.66 (C-S gerilim band).

"H-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) 6 (ppm): 2.28 (3H, s, CH3), 2.40 (3H, s, CH3),
3.67 (3H, s, OCH3), 4.35 (2H, s, CH,), 4.46 (2H, s, CH,), 6.72 (1H, dd, J= 8.8 Hz,
2.4 Hz, indol), 7.00 (1H, d, J= 8.8 Hz, indol), 7.21 (1H, d, J= 2 Hz, indol), 7.34
(2H, d, J= 8.4 Hz, aromatik), 7.50 (2H, d, J= 8.4 Hz, aromatik), 7.59-7.60 (2H, m,
aromatik), 7.88 (2H, d, J= 8.4 Hz, aromatik).

BC-NMR (100 MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 13.45 (CH;), 18.49 (CH,), 20.97
(CH3), 22.66 (CH,), 55.16 (CH3), 101.85 (CH), 111.28 (C), 113.48 (CH), 114.46
(CH), 127.34 (2CH), 128.85 (2C), 129.45 (2CH), 130.23 (2CH), 130.60 (C),
131.03 (C), 133.93 (CH), 134.91 (CH), 137.54 (C), 140.27 (C), 142.10 (C),
151.72 (C), 154.42 (C), 155.43 (C), 167.75 (C), 168.4 (C).

MS (ESI) (m/z) :(M") 541.9

Elementel Analiz : C9H24CIN5O;S icin
Hesaplanan :C, 64.26; H, 4.46; N, 12.92.
Bulunan :C,64.23; H,4.42; N, 12.91.



Uygulanan Sentez Yontemlerinin Degerlendirilmesi

4-Amino-5-[(5-metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1 H-indol-3-il)metil]-4 H-
1,2,4-triazol-3-tiyonun Elde Ediligi

Indometazinin tiyokarbohidrazit ile 160-170 °C’de reaksiyonu 4-amino-5-[(5-
metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1H-indol-3-il)metil]-4H-1,2,4-triazol-3-tiyonu
(B) vermistir (Sekil 103).
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Sekil 103. B Bilesiginin Elde Edilisi icin Onerilen Mekanizma
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2-Bromoasetofenon Tiirevlerinin Elde Edilisi

Ketonlarin a karbonu kolayca halojenlenebilir. Tepkime hem asidik, hem de bazik
ortamda gerceklesebilir. Asidik ortamdaki o halojenleme, genel olarak bazik
ortamdakinden daha yiiksek verimle yiirtir.

Asitle katalizlenen tepkime enol {izerinden yiiriir ve enol olusumu hiz belirleyici
basamaktir. Enoliin karbon-karbon ikili bagina elektrofilik katilma s6z konusudur
ve herhangi bir karbon-karbon ¢ift baginda oldugu gibi daha kararli karbokatyon
olusacak sekilde gerceklesir. Bu durumda daha kararli olan, rezonans ile kararl
hale gelen pozitif yiikiin karbonil karbonu iizerinde bulundugu karbokatyondur.
Bu karbokatyon ara iiriinii hemen bir proton kaybeder ve o konumu halojenlenmis
bir keton olusur (Sekil 104).
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Sekil 104. 2-Bromoasetofenon Tiirevlerinin Elde Edilisleri icin Onerilen Mekanizma
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3-[5-Metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1H-indol-3-il) metil]-6-(4-
siibstitiiefenil)-7H-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin Tiirevierinin  Elde
Edilisi

[lk asamada fenacil bromiirler ile aminomerkaptotriazolin 5 numarali
konumundaki tiyon grubunun elektrofilik siibstitiisyon reaksiyonu sonucu S-
alkilasyon iirlinlinlin meydana geldigi; sonrasinda triazol halkasinin 4 numarali
konumundaki amin grubu ile fenagil karbonilinin kondenzasyon reaksiyonu

sonucu molekiilden bir mol suyun ayrilmast ile halkanin kapandigi
ongorilmektedir (Sekil 105) (Aytag, 2008).
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Spektral Verilerin Degerlendirilmesi
IR spektrumlarinin degerlendirilmesi

B bilesigine ait IR spektrumu incelendiginde, aromatik C-H gerilim bandi 3184.48
cmde, alifatik C-H gerilim band1 2970.38 cm™’de, C=0 gerilim bandi 1681.93
cm’de, C=C ve C=N gerilim bandlar1 1598.99 ve 1465.90 cm™’de, aromatik C-N
gerilim bandlar1 1354.03 ve 1327.03 cm™’de, alifatik C-N gerilim bandlari
1215.15 ve 1151.50 cm™’de, O-CH3 gerilim bandi 1083.99 cm™’de, C=S gerilim
band1 1060.85 cm'l’de, benzen C-H diizlem i¢i egilme bandi 1035.77 Cm'l’de,
1,4-distibstitiiebenzen C-H diizlem dis1 egilme band1 804.32 cm™’de, C-H diizlem
dis1 egilme bandlar1 756.10, 690.52 ve 599.86 cm™*de gozlenmistir.

Sonug bilesiklerinin IR spektrumlari incelendiginde, tiim bilesiklerde ortak olarak;
aromatik C-H gerilim bandi 3213.41-3028.31 cm™de, alifatik C-H asimetrik
gerilim band1 2970.38-2918.30 cm™’de, alifatik C-H simetrik gerilim bandi
2927.94-2831.50 cm™’de, C=O gerilim bandi 1678.07-1666.50 cm™'’de, C=C ve
C=N gerilim bandlar1 1598.99-1467.83 cm™"’de, aromatik C-N gerilim bandlar1
1355.96-1321.24 cm"de, alifatik C-N gerilim bandlar1 1232.51-1145.72 cm™*de,
O-CHj; gerilim band1 1087.85-1085.92 cm™’de, benzen C-H diizlem i¢i egilme
band1 1062.78-1010.70 cm'l’de, 1,4-disiibstitiiebenzen C-H diizlem dis1 egilme
band1 848.68-817.82 cm™’de, C-H diizlem disi egilme bandi 821.68-734.88 cm’
"de, C-S gerilim band1 692.44-686.66 cm™*de gozlenmistir.

2 bilesigine ait spektrumda farkli olarak 1519.91 cm™’de asimetrik NO, gerilim
band1 gozlenmistir.

3 bilesigine ait spektrumda farkli olarak 2239.36 cm’de C=N gerilim bandi
gbzlenmistir.

7 bilesigine ait spektrumda farkl olarak 1398.39 cm™*de metilsiilfonil grubuna ait
C-H diizlem igi simetrik egilme bandi, 1313.52 cm™’de SO, asimetrik gerilme
band1 ve 1290.38 cm™’de CH, grubuna ait C-H diizlem i¢i simetrik egilme band:
gbzlenmistir.

"H-NMR spektrumlarinin degerlendirilmesi

B bilesigine ait 'H-NMR spektrumunda, triazol halkasina ait N-H protonu, 13.47
ppm’de singlet olarak gozlemlenmistir. Triazol halkasinin dordiinci konumuna
bagli amino grubuna ait protonlar 5.60 ppm’de singlet olarak kaydedilmistir. Indol
halkasia bagli metil protonlar1 2.29 ppm’de singlet, metoksi protonlar1 3.72°de
singlet; CH, protonlar1 4.08 ppm’de singlet, indol halkasina ait hidrojenler 6.72-
7.19 ppm’de gdzlenmistir. Indol halkasina bagl fenil protonlar: 7.62-7.72 ppm’de
multiplet olarak saptanmistir.

Sonug bilesiklerinde ortak olarak goriilen indol halkasina bagli metil gruplarina ait
protonlar, 2.25-2.40 ppm’de singlet olarak; indol halkasina bagli metoksi
gruplarma ait protonlar 3.67-3.82 ppm’de singlet olarak; indol halkasina ait
protonlar 6.71-7.29 ppm’de dublet, double doublet ve multiplet olarak; indol ile
triazol halkas1 arasi metilen protonlar1 4.38-4.52 ppm’de singlet olarak;
triazolotiyadiazin halka sisteminin 7 numarali konumundaki metilen protonlari
4.40-4.59 ppm’de; aromatik bolge protonlar1 7.40-8.35 ppm’de gozlenmektedir.
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7 bilesiginde metilsiilfonil grubuna ait protonlar 3.32 ppm’de singlet olarak
gbzlenmistir.

8 bilesiginde 4-metilfenil grubuna ait protonlar 2.40 ppm’de singlet olarak
gbzlenmistir.

1-8 bilesiklerinde N-H ve NH;’ye piklerinin goriilmemesi, tiyadiazin halkasindaki
metilen protonlarinin goriilmesi sonug bilesiklerinin olustugunu gostermektedir.

BC.NMR spektrumlarinin degerlendirilmesi

B bilesigine ait *C-NMR spektrumunda indol halkasina bagli CH; karbonu 13.43
ppm’de; metoksi karbonu 55.34’de ppm’de; metilen karbonu 19.89 ppm’de; indol
halkasina ait karbonlar 111.11-150.46 ppm’de; fenil karbonlar1 129.01-137.65
ppm’de; karbonil grubuna ait karbon 165.96 ppm’de; triazol halkasinda Cs
karbonu 155.43 ppm’de, C=S karbonu ise 167.88 ppm’de gozlemlenmistir.

1-8 bilesiklerinde ortak olarak goriilen metil karbonlar1 13.34-13.53 ppm’de;
metoksi karbonlar1 55.16-55.35 ppm’de; indol ile triazol halkasi arasi metilen
karbonu 18.49-19.58 ppm’de; triazolotiyadiazin halkasinin 7 numarali
konumundaki metilen karbonu 22.66-23.08 ppm’de; indol halkasina ait karbonlar
101.85-154.81 ppm’de; fenil karbonlar1 127.31-142.10 ppm’de; triazolotiyadiazin
halkasinda C; ve Cg, karbonlar1 152.85-155.97 ppm’de, Cs karbonu 165.67-167.86
ppm’de; karbonil grubuna ait karbon 167.87-168.52 ppm’de gozlenmektedir.

3 bilesiginde siyano karbonu 118.19 ppm’de gozlemlenmistir.

7 bilesiginde metilsiilfonil karbonu 43.26 ppm’de gézlemlenmistir.
8 bilesiginde 4-metilfenil karbonu 20.97 ppm’de gézlemlenmistir.
Kiitle spektrumlarinin degerlendirilmesi

Sonug bilesiklerinin kiitle spektrumlari, ESI yontemi ile alinmis ve olusan yiiklii
atom veya gruplar kiitle/yiik (m/z) oranina gore saptanmistir.

1, 2, 4, 7 ve 8 nolu bilesiklerin kiitle spektrumlarinda M’ piki; B maddesi ve 3
nolu bilesigin kiitle spektrumlarinda M"+1 gdzlemlenmistir.

Klor siibstitiienti tastyan 5 nolu bilesigin spektrumunda M ve M+2 pikleri; brom
siibstitiienti tastyan 6 nolu bilesigin spektrumunda M", M™+1 ve M'+2 pikleri
saptanmigtir.
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MTT Deneyi Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Bilesiklerin hiicre canlilig1 iizerine olan etkileri MTT yontemiyle belirlenmistir.
24 saat siire ile uygulanan bilesiklerden sadece 8 nolu madde T98 hiicrelerinde
kontrol grubuna gore anlamh 6l¢iide 6liime yol agmigstir. 50 uM dozdaki 6ldiirme
oran1 % 25 iken, 100 uM dozda bu oran % 40’lara ¢ikmistir (Sekil 106).

120 -
100 | $-coe oo 2 S o
L pNpr.
80 %
60 - '

40 |

Hucre canlilik orani (%)

20 r

K DMSO 1 5 10 25 50 100

8 nolu madde (uUM)

Kontrol Grubuna gore ***: p <0.001

Sekil 106. 8 Nolu Maddenin 1, 5, 10, 25, S0 ve 100 pM Dozlarinin 24 saat Uygulamasinin T98
Hiicre Canlih@ iizerindeki Etkisi

Apoptoz iizerine Etkilerinin Degerlendirilmesi

T98 Insan glioma hiicrelerinde 8 nolu bilesigin 24 saat 50 pM uygulanmasindan
sonra kontrole gore erken apoptoz oraninin Cizelge 4’de gosterildigi gibi % 11
degerine ulastig; 100 uM dozunda ise % 12 degerine ¢iktig1 goriilmektedir. Geg
apoptoz degerleri de sirastyla kontrol grubuna goére % 38 ve % 47 degerlerine
cikmaktadir. Toplam 6liim oranlart ise kontrol, 50 ve 100 uM dozlar i¢in sirasiyla
% 3.8, 49 ve 58°dir.

Cizelge 4. 8 Nolu Madde ile 24 saat Muamele Edilen T98 Glioma Hiicrelerinde Apoptoz
Sonug¢larimin Kontrol Grubu ile Karsilastirilmasi

T98 Hiicre yiizdesi Kontrol 50 phM Madde 8 100 pM Madde 8
Canh 95+5.6 39+1.3 31+3.3
Erken apoptotik 1.1+0.3 11+1.4 12+£2.6

Gec apoptotik ya da nekrotik 27+14 38+ 1.3 47+2.9
Toplam 6liim orani 3.8 49 58
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Kontrol 50 mikromolar madde & < 100 mikromolar madde 8
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Sekil 107. 8 Nolu Maddenin T98 Glioma Hiicrelerine 24 saat Uygulanmasi Sonrasinda Akim
Sitometrisi ile Elde Edilen Apoptoz Sonuclarinin Kontrol Grubu ile Karsilastirilmasi
RT-PCR Ol¢iim Sonuglar

COX-2 mRNA Olciimii

100 uM 8 nolu madde, COX-2 mRNA diizeyini gerek kontrole gerekse 50 uM
gruba gore anlaml dl¢giide azaltmistir.

Cox2 mRNA
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Sekil 108. 8 Nolu Maddenin 50 ve 100 pM Dozlarinin COX-2 mRNA Diizeyine Etkisi
Kaspaz 3, 8, 9 ve Sitokrom ¢ mRNA Olciimleri

8 nolu maddenin 50 ve 100 uM dozlarinin 24 saat uygulanmasi sonucunda yapilan
RT-PCR o6l¢limlerinde, Kaspaz 3, 8, 9 ve sitokrom ¢ mRNA diizeylerinde anlaml1
bir degisiklik olmadigi tespit edilmistir.
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Sekil 109. 8 Nolu Maddenin 50 ve 100 pM Dozlarimin Kaspaz 3, 8 ve 9 mRNA Diizeylerine
Etkisi



CYC1 mRNA
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Sekil 110. 8 Nolu Maddenin 50 ve 100 pM Dozlarinin Sitokrom ¢ mRNA Diizeylerine Etkisi
RT-PCR Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

RT-PCR calismalari, sadece 8 nolu madde i¢in gergeklestirilmistir. Madde 8, 24
saat uygulandiktan sonra hiicrelerde sadece COX-2 diizeyinde anlamli bir
azalmaya neden olurken, Kaspaz 3, 8, 9 ve sitokrom ¢ diizeylerinde anlaml1 bir
degisiklige neden olmamustir.
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SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda, indometazin analogu yeni triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin
tiirevleri sentezlenmistir. Elde edilen bilesiklerin T98 insan glioma hiicre dizisine
kars sitotoksik etkileri MTT yontemi ile arastirilmistir. Ayrica en etkili bilesigin
apoptoza olasi etkisi akim sitometrisi ile; COX-2, kaspaz 3, 8, 9 ve sitokrom ¢
mRNA relatif miktar dl¢timleri RT-PCR yodntemi ile yapilmustir.

3-[5-Metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1 H-indol-3-il)metil]-6-(4-metilfenil )-7H-
1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin (8) bilesiginin 50 ve 100 uM dozlarinda
doza bagl olarak hiicre yasam oranlarini anlamli 6lgiide azalttigt MTT yontemi
ile tespit edilmistir. 8 nolu bilesigin ayni dozlarinda Olciilen apoptoz uyarma
yiizdeleri ise kontrole gore (%5) sirastyla 50 uM doz igin % 11 ve 100 uM igin %
12 olarak tespit edilmistir.

Yapilan RT-PCR analizlerinde, 8 nolu bilesigin kontrol grubuna gére COX-2
mRNA miktarint anlamli dl¢lide azalttigr tespit edilmistir. RT-PCR yontemi ile
diger parametreler (Kaspaz 3, 8, 9 ve sitokrom c) incelendiginde, hiicrelerde
meydana gelen 6liimiin kaspazlar iizerinden olmadig1 saptanmustir.

Bu calisma, 8 nolu maddenin COX-2 yolagimi baskilayarak doza bagiml
antikanser etki gdsterdigini ortaya koymustur.

Sonug olarak, daha sonra yapilacak ¢alismalarda, 8 nolu maddenin endoplazmik
retikulum aracili apoptoza neden olup olmadig1 ve farkli hiicre dizilerine karsi
antikanser etkileri arastirilabilir. Farkli fenagil bromiir tiirevleri kullanilarak
triazolotiyadiazin halkasinin altinc1 konumunda, o- veya m-siibstitiie fenil halkas1
tagiyan tiirevler sentezlenerek antikanser etkileri karsilastirilabilir.
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EK 3. B maddesine ait 'H-NMR Spektrumu (integral degerleri ile birlikte)
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EK 4. B maddesine ait 'H-NMR Spektrumu (1-4 ppm)
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EK 5. B maddesine ait 'H-NMR Spektrumu (5.4-7.8 ppm)
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EK 6. B maddesine ait 'H-NMR Spektrumu (9.5-13.5 ppm)
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EK 7. B maddesine ait >*C-NMR Spektrumu
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EK 8. B maddesine ait *C-NMR Spektrumu (13-60 ppm)
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EK 9. B maddesine ait *C-NMR Spektrumu (101-116 ppm)
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EK 10. B maddesine ait >*C-NMR Spektrumu (129-137 ppm)
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EK 11. B maddesine ait >C-NMR Spektrumu (150-174 ppm)
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EK 12. B maddesine ait Kiitle Spektrumu

W +Q1: 1.168 min from Sample 1 (BAP B) of BAP B poz.wiff (Turbo Spray)
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EK 13. Bilesik 1’¢ ait IR Spektrumu
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EK 14. Bilesik 1’¢ ait '"H-NMR Spektrumu
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EK 15. Bilesik 1’¢ ait '"H-NMR Spektrumu (integral degerleri ile birlikte)

"1
- o
\ s ..,7) }, Z5° €
N~ | .
L\=:} |, L0
— 18T
: 4’, z8°0
. \_:% i —‘ s0°p
M= szt
N - d
——)) h:f T€°T
‘%_;—:_} = 1 e T
—%:-t— — }
= = r - E€76
\\’7 Sy |
ﬁ_‘*,j — 0
e

10

122



EK 16. Bilesik 1’¢ ait "H-NMR Spektrumu (2.0-4.5 ppm)
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EK 17. Bilesik 1’¢ ait "H-NMR Spektrumu (6.6-8.2 ppm)
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EK 18. Bilesik 1’¢ ait *C-NMR Spektrumu
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EK 19. Bilesik 1’¢ ait ?C-NMR Spektrumu (13-55 ppm)

Z6F €T =
_3
185761 —
E
6L07€2 —
3
B
e
SLEBE—
680°6¢
#6276 -
BoS 6t e
€IL"6E i ST 5
6T6°6E E
zeT ov—
3
i
3
05£°55

126

-

ppm

15

20

25

30

35

40

45

50

55



EK 20. Bilesik 1’¢ ait *C-NMR Spektrumu (102-116 ppm)
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EK 21.

Bilesik 1’¢ ait *C-NMR Spektrumu (126-138 ppm)
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EK 22. Bilesik 1’¢ ait *C-NMR Spektrumu (152-170 ppm)
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EK 23. Bilesik 1’¢ ait Kiitle Spektrumu

W +Q1: 1.181 min from Sample 1 (BAP 8) of BAP 8 poz.wiff (Turbo Spray)
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EK 24. Bilesik 2’ye ait IR Spektrumu
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EK 25. Bilesik 2’ye ait 'H-NMR Spektrumu
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EK 26. Bilesik 2’ye ait 'H-NMR Spektrumu (Integral degerleri ile)
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EK 27. Bilesik 2’ye ait 'H-NMR Spektrumu (2.4-4.4 ppm)
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EK 28. Bilesik 2’ye ait 'H-NMR Spektrumu (6.7-8.4 ppm)
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EK 29. Bilesik 2’ye ait "C-NMR Spektrumu
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EK 30. Bilesik 2’ye ait "C-NMR Spektrumu (13.5-55 ppm)
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EK 31. Bilesik 2’ye ait "C-NMR Spektrumu (102 -131 ppm)
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EK 32. Bilesik 2’ye ait "C-NMR Spektrumu (134-167 ppm)
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EK 33. Bilesik 2’ye ait Kiitle Spektrumu

W +Q1: 1.322 min from Sample 1 (BAP 9) of BAP 9 poz.wiff (Turbo Spray)

Intensity, cps
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EK 34. Bilesik 3’e ait IR Spektrumu
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EK 35. Bilesik 3’¢ ait 'H-NMR Spektrumu
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EK 36. Bilesik 3’¢ ait 'H-NMR Spektrumu (integral Degerleri ile)
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EK 37. Bilesik 3’¢ ait "H-NMR Spektrumu (2.4-4.6 ppm)
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EK 38. Bilesik 3’¢ ait 'H-NMR Spektrumu (6.7-8.4 ppm)
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EK 39. Bilesik 3’¢ ait *C-NMR Spektrumu

ik

UTW 0 SWT3 [RICL

0E550 SITE &J

ZH §*0 buruepeoxq surT
DNIBSEDOHS WIVI

PEIRINPOW 9T-ZITYM

1o ATSNONUTJUcO

HP Bf ISMOg

ZHA SSS6LLT°00F “TH HT40003Q
ZHR TSLEPZY 00T ‘£T0 HAMESHO
suotT3Tiedex w9

ZH 9°S2TSZ YIPTM

288 FOE°T owri ~bow

sesxfsp 0-gp eFTNI

D88 0001 AeTep -~xXeley

Tawus :zo3eALdo
M T LET / O 0°vz duey

PI0E ¥ JEM :UO PIJOSTIOP eled
OSWP :3USALOH
(Tndzs) Nog¥vyD :eousnbss SETNA

FUBIIND BTTIPT
TO ¥OEOFTDZ 0T-9%E
tAxolneaTp eTdwes
VIBP/SASIUTIA / T TUNXA [ SUCT/
1AZOQ00ITP SATUDIV
00yAInoasW-pQpLInoISm
Tuo pe3oeTIol Bled

146



EK 40. Bilesik 3’¢ ait *C-NMR Spektrumu (13.5-55 ppm)
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EK 41. Bilesik 3’¢ ait *C-NMR Spektrumu (102-118 ppm)
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EK 42. Bilesik 3’¢ ait ?C-NMR Spektrumu (128-140 ppm)
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EK 43. Bilesik 3’¢ ait *C-NMR Spektrumu (152-168 ppm)
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EK 44. Bilesik 3’e ait Kiitle Spektrumu

W +Q1: 1.133 min from Sample 1 (BAP 10) of BAP 10 poz.wiff (Turbo Spray)

Intensity, cps

554.6

4374 45974638 4817 5045 5109 5276
. " Lol

280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540
m/z, Da

Max. 2.3e6 cps.
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EK 45. Bilesik 4’¢ ait IR Spektrumu
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EK 46. Bilesik 4’¢ ait 'H-NMR Spektrumu
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EK 47. Bilesik 4’¢ ait 'H-NMR Spektrumu (integral Degerleri ile)
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EK 48. Bilesik 4’¢ ait "H-NMR Spektrumu (2- 4.5 ppm)
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EK 49. Bilesik 4’¢ ait '"H-NMR Spektrumu (6.7- 8.2 ppm)
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EK 50. Bilesik 4’¢ ait *C-NMR Spektrumu
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EK 51. Bilesik 4’¢ ait *C-NMR Spektrumu (13.5-55 ppm)
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EK 52. Bilesik 4’¢ ait ?C-NMR Spektrumu (102-118 ppm)
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EK 53. Bilesik 4’¢ ait >C-NMR Spektrumu (129-138 ppm)
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EK 54. Bilesik 4’¢ ait ?C-NMR Spektrumu (152-168 ppm)
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EK 55. Bilesik 4’¢ ait Kiitle Spektrumu

W +Q1: 1.168 min from Sample 1 (BAP 11) of BAP 11 poz.wiff (Turbo Spray)

Intensity, cps
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EK 56. Bilesik 5’¢ ait IR Spektrumu
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EK 57. Bilesik 5°¢ ait '"H-NMR Spektrumu
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EK 58. Bilesik 5°¢ ait 'H-NMR Spektrumu (integral Degerleri ile)
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EK 59. Bilesik 5’¢ ait 'H-NMR Spektrumu (2-4.5 ppm)
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EK 60. Bilesik 5°¢ ait "H-NMR Spektrumu (6.8-8.0 ppm)
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EK 61. Bilesik 5’¢ ait *C-NMR Spektrumu
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EK 62. Bilesik 5°¢ ait ?*C-NMR Spektrumu (13-55 ppm)
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EK 63. Bilesik 5°¢ ait *C-NMR Spektrumu (101-115 ppm)
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EK 64. Bilesik 5°¢ ait *C-NMR Spektrumu (128-141 ppm)
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EK 65. Bilesik 5°¢ ait *C-NMR Spektrumu (151-168 ppm)
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EK 66. Bilesik 5’¢ ait Kiitle Spektrumu

W +Q1: 1.243 min from Sample 1 (BAP 12) of BAP 12 poz.wiff (Turbo Spray)
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EK 67. Bilesik 6’a ait IR Spektrumu
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EK 68. Bilesik 6’a ait 'H-NMR Spektrumu
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EK 69. Bilesik 6’a ait 'H-NMR Spektrumu (integral Degerleri ile)
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EK 70. Bilesik 6’a ait "H-NMR Spektrumu (3.6-4.5 ppm)
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EK 71. Bilesik 6’a ait "H-NMR Spektrumu (6.8-8.0 ppm)
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EK 72. Bilesik 6’a ait *C-NMR Spektrumu
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EK 73. Bilesik 6’a ait ?*C-NMR Spektrumu (13-55 ppm)
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EK 74. Bilesik 6’a ait >C-NMR Spektrumu (101-126 ppm)
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EK 75. Bilesik 6’a ait >*C-NMR Spektrumu (128-141 ppm)
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EK 76. Bilesik 6’a ait *C-NMR Spektrumu (152-170 ppm)
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EK 77. Bilesik 6’a ait Kiitle Spektrumu

W +Q1: 1.181 min from Sample 1 (BAP 13) of BAP 13 poz.wiff (Turbo Spray) Max. 4.3€5 cps.
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EK 78. Bilesik 7’¢ ait IR Spektrumu
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EK 79. Bilesik 7’¢ ait 'H-NMR Spektrumu
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EK 80. Bilesik 7’¢ ait 'H-NMR Spektrumu (integral Degerleri ile)
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EK 81. Bilesik 7’¢ ait "H-NMR Spektrumu (2.3-4.5 ppm)
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EK 82. Bilesik 7’¢ ait "H-NMR Spektrumu (6.7-8.4 ppm)
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EK 83. Bilesik 7’¢ ait *C-NMR Spektrumu
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EK 84. Bilesik 7’¢ ait *C-NMR Spektrumu (13-55 ppm)
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EK 85. Bilesik 7’¢ ait *C-NMR Spektrumu (100-118 ppm)
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EK 86. Bilesik 7’¢ ait >C-NMR Spektrumu (127-144 ppm)
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EK 87. Bilesik 7’¢ ait *C-NMR Spektrumu (152-168 ppm)
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EK 88. Bilesik 7’¢ ait Kiitle Spektrumu

W +Q1: 1.171 min from Sample 2 (BAP 14) of BAP 14.wiff (Turbo Spray)

Intensity, cps
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EK 89. Bilesik 8’¢ ait IR Spektrumu
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EK 90. Bilesik 8’¢ ait 'H-NMR Spektrumu
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EK 91. Bilesik 8’¢ ait 'H-NMR Spektrumu (integral Degerleri ile)
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EK 92. Bilesik 8’¢ ait "H-NMR Spektrumu (2.28-4.5 ppm)
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EK 93. Bilesik 8’¢ ait 'H-NMR Spektrumu (6.70-7.90 ppm)
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EK 94. Bilesik 8’¢ ait '*C-NMR Spektrumu
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EK 95. Bilesik 8’¢ ait '*C-NMR Spektrumu
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EK 96. Bilesik 8’¢ ait *C-NMR Spektrumu (13-55 ppm)
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EK 97. Bilesik 8’¢ ait *C-NMR Spektrumu (101-115 ppm)
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EK 98. Bilesik 8’¢ ait *C-NMR Spektrumu (127-142 ppm)
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EK 99. Bilesik 8’¢ ait *C-NMR Spektrumu (151-168 ppm)
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EK 100. Bilesik 8’¢ ait Kiitle Spektrumu

W +Q1: 3.351 min from Sample 1 (TuneSamplelD) of MT20141224160737.wiff (Turbo Spray)
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