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OZET
YENI TIYAZOL TUREVLERININ SENTEZI VE ANTIKANSER ETKI
MEKANIZMALARININ ARASTIRILMASI

Gizem BAYTEKIN YURDAER
Farmaso6tik Kimya Anabilim Dali

Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2022

Danigsman: Prof. Dr. Mehlika Dilek ALTINTOP
(Ikinci Danisman: Dog. Dr. Belgin SEVER)

Bu calismada, yeni tiyazolil hidrazon tirevleri (2a-1) sentezlenmis ve bu
bilesiklerin A549 insan akciger adenokarsinom ve CCD-19Lu insan akciger fibroblast
hiicre dizilerine karsi sitotoksik aktiviteleri degerlendirilmistir. Segici antikanser etki
gosteren bilesiklerin apoptoz, kaspaz-3 ve Akt tlizerine etkileri de arastirilmistir.
Triflorometil siibstitiie bilesik 2g (ICso= 3.37+£0.15 puM), siyano siibstitiie bilesik 2c
(ICso= 4.47+£0.90 uM) ve kloro siibstitiie bilesik 2e’nin (ICso= 5.23+£0.45 uM); A549
hiicrelerine kars1 cisplatinden (ICso= 6.97+2.61 uM) daha segici ve gii¢lii antikanser etki
gosterdikleri tespit edilmistir. Ozellikle 2-(2-([2,2'-bitiyofen]-5-ilmetilen)hidrazinil)-4-
(4-siyanofenil)tiyazol (2c), A549 hiicrelerinde cisplatine kiyasla apoptozu daha giiglii
indiiklemis ve daha fazla kaspaz-3 aktivasyonuna neden olmustur. Ayrica bilesik 2cC
(ICso= 0.46+0.03 uM) Akt inhibitérit GSK690693 bilesiginden (ICso= 4.97+0.06 uM)
cok daha giiclii Akt inhibitorii etki gostermistir. Molekiiler docking ¢alismasina gore, bu
bilesik Akt substrat baglanma bolgesine yiiksek affinite gostererek Trp80 amino asit
kalintisi ile giiglii etkilesimler olusturmustur. In silico ¢alismalar ile iyi bir farmakokinetik
profile sahip oral biyoyararlanimi yiiksek ila¢ aday1 bir bilesik olarak 6ngériilen 2¢ kodlu
bilesigin A549 hiicre dizisi iizerine in vitro sitotoksik ve apoptotik etkilerini Akt

inhibisyonu yoluyla gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Tiyazol, Akciger kanseri, Akt inhibisyonu, Apoptoz,
Molekiiler docking.



ABSTRACT
SYNTHESIS OF NEW THIAZOLE DERIVATIVES AND INVESTIGATION OF
THE MECHANISMS OF THEIR ANTICANCER ACTION

Gizem BAYTEKIN YURDAER
Department of Pharmaceutical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2022

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

In this study, new thiazolyl hydrazone derivatives (2a-l) were synthesized and
their cytotoxic activities towards A549 human lung adenocarcinoma and CCD-19Lu
human lung fibroblast cell lines were evaluated. The effects of the compounds with
selective anticancer activity on apoptosis, caspase-3 and Akt were also investigated. It
was determined that trifluoromethyl-substituted compound 2g (ICso= 3.37+0.15 uM),
cyano-substituted compound 2c¢ (ICso= 4.47+0.90 uM) and chloro-substituted compound
2e (ICso= 5.23+0.45 uM) showed more selective and strong anticancer activity against
A549 cells than cisplatin (ICso= 6.9742.61 uM). In particular, 2-(2-([2,2'-bithiophen]-5-
ylmethylene)hydrazinyl)-4-(4-cyanophenyl)thiazole (2c) induced apoptosis more
strongly and caused more caspase-3 activation in A549 cells compared to cisplatin.
Moreover, compound 2¢ (ICso= 0.46+0.03 uM) showed much stronger Akt inhibitory
activity than Akt inhibitor GSK690693 (ICso= 4.97+0.06 uM). According to the
molecular docking study, this compound formed strong interactions with Trp80 amino
acid residue with high affinity for the Akt substrate binding site. It has been determined
that compound 2c, which is predicted as a drug candidate endowed with a good
pharmacokinetic profile and high oral bioavailability, exerts its in vitro cytotoxic and

apoptotic effects on A549 cell line through Akt inhibition.

Keywords: Thiazole, Lung cancer, Akt inhibition, Apoptosis, Molecular docking.



ONSOZ

Son yillarda, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri i¢in hedefe yonelik tedavi
klasik sitotoksik kemoterapinin yerini almistir. Hedefe yonelik etkin antikanser ajanlarin
tanimlanmasimin amaglandigi bu tez c¢alismasi kapsaminda, yeni tiyazol tiirevleri
sentezlenmis ve bu bilesiklerin A549 insan akciger adenokarsinom ve CCD-19Lu insan
akciger fibroblast hiicre dizilerine kars1 sitotoksik etkileri arastirilmistir. Se¢ici antikanser
etki gosteren bilesiklerin etki mekanizmalarini aydinlatmak amaciyla apoptoz, kaspaz-3
ve Akt tizerine etkileri de degerlendirilmistir.

Lisans ve yiiksek lisans egitimim boyunca bilgi ve tecriibesiyle bana her zaman 1s1k
tutan, disiplinini ve ¢alisma azmini kendime 6rnek aldigim, sevgisini ve destegini her
zaman hissettigim, birlikte ¢alismaktan onur duydugum cok kiymetli tez danigmanim,
Sayin Hocam Prof. Dr. Mehlika Dilek ALTINTOP’a,

Cok degerli mesleki bilgisi ve tecriibesiyle bana her zaman yardimei olan ve yol
gosteren, destegini her zaman hissettigim ¢ok degerli Saymn Hocam Prof. Dr. Ahmet
OZDEMIRe,

Tezimde molekiiler docking ¢alismalarini gergeklestiren ve yorumlayan; sevgisini
ve destegini her zaman hissettigim ikinci danigmanim ¢ok degerli Saymn Hocam Dog. Dr.
Belgin SEVER’e,

Biyolojik etki ¢alismalarini biiyiik bir 6zveri ile gergeklestiren ¢ok degerli Sayin
Hocam Prof. Dr. Giilsen AKALIN CIFTCI’ye,

NMR analizlerini gergeklestiren ¢ok degerli Sayin Hocam Prof. Dr. Hakan
GOKERe,

Kiitle analizlerini gergeklestiren Ogr. Gor. Serkan LEVENT e,

Her zaman sevgisini ve destegini arkamda hissettigim, hi¢cbir zaman yardimdan
kagcinmayan canim esim Onur YURDAER’e,

Hayatim boyunca sevgilerini ve desteklerini benden asla esirgemeyen, egitimim
icin her tiirlii fedakarligr gésteren canim aileme,

En icten tesekkiirlerimi sunarim.
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

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

ahlaki ve hukuki sonuglari kabul ettigimi bildiririm.

Gizem BAYTEKIN YURDAER
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1. GIRIS

Kansere bagli her bes 6liimiin birinden sorumlu olan akciger kanseri, diinya ¢apinda
erkeklerde ilk 6liim nedeni iken, kadinlarda ise ikinci 6lim nedenidir (Ruiz-Ceja ve
Chirino, 2017; Sung vd., 2021).

Akciger kanseri, farklilik gosteren hastalik tipleri ve tedavi yontemleri nedeniyle,
kiglk hicreli akciger kanseri (SCLC) ve kii¢iikk hiicreli olmayan akciger kanseri
(NSCLC) seklinde smiflandirilmaktadir (Sekil 1.1). Vakalarin %85’ini NSCLC
olusturmaktadir ve bu vakalarin da %40°1 adenokarsinoma (AC), %25-30’u skuamoz
hicreli karsinoma (SCC) ve %10-15’i blyik hucreli karsinoma (LCC) bagl olarak
gelismektedir (Wood vd., 2015).
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Sekil 1.1. Akciger kanserinin tipleri (a) Kuguk hicreli akciger kanser hiicreleri, (b) KigUk hiicreli olmayan

T
-

akciger kanser hiicreleri (http-1)

I. ve Il. evre NSCLC hastalar1 igin 6nerilen tedavi yontemi cerrahidir (Hirsch vd.,
2017). Ancak NSCLC bu evrelerde genellikle asemptomatiktir; ¢ogunlukla lokal olarak
ilerlemis veya metastatik evrelerde (I11. veya IV. evrede) tan1 konulmaktadir (Gyoba vd.,
2016; Li vd., 2016). Bu evre hastalar1 i¢in cerrahi miidahale uygun olmamakla birlikte
kombine kemoterapi ile radyoterapi uygulanmaktadir (Hirsch vd., 2017).

NSCLC hastalarinda en yaygin kullanilan sitotoksik ilaclar alkilleyici ajanlardir.
Platin-bazl alkilleyici ajanlar arasinda, cisplatin hticre i¢inde iki klor atomu kaybederek
karbokatyon haline doniisir ve deoksiribonikleik asit (DNA) molekilinin parin



bazlarina baglanarak (Sekil 1.2) Pt-DNA katim tiriinleri veya zincir i¢i ve zincirler arasi
capraz baglar olusturur. Meydana gelen hasar sonucu, DNA replikasyon ve
transkripsiyonu bozulur ve kanser hiicresinin 6limune neden olan siirecler (apoptoz vb.)
tetiklenir (Olaussen ve Postel-Vinay, 2016). Cisplatin bir¢ok solid timoérin tedavisi igin
kullanilan 6nemli bir kemoterapétik ajandir. Ancak nefrotoksisite basta olmak iizere yan
etkileri ve direng gelisimi klinik kullaniminda sorun olusturmaktadir (Pabla ve Dong,
2008; Kopyra vd., 2009; Bozok Cetintas ve Eroglu, 2013; Galluzzi vd., 2014).
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Sekil 1.2. Cisplatinin DNA ile etkilesimi (http-2).

NSCLC’de epidermal buyime faktori reseptorini (EGFR) aktive eden
mutasyonlarin ve EGFR tirozin Kinaz inhibitorlerinin (TKI) (Sekil 1.3) kesfi klasik
sitotoksik kemoterapiden hedefe yonelik kanser tedavisine gegisi saglamistir (Lee, 2017).
Sonug olarak, EGFR TKi’ler, 6zellikle EGFR aktive eden mutasyonu pozitif olan
NSCLC hastalar1 igin birinci basamak tedavi haline gelmistir. Bununla birlikte ¢ogu
NSCLC hastasinda, EGFR TKl'lere baglangigtaki hizli yanita ragmen hastalik kagmnilmaz
olarak ilerlemistir ve bu nedenle son on yilda gesitli direng mekanizmalarini tanimlamak
ve Ustesinden gelmek igin ¢ok ¢aba sarf edilmistir. NSCLC tedavisi icin EGFR
TKl'lerden farkli etki mekanizmalarina sahip yeni antikanser ilag gelistirilmesi 6nem
kazanmistir (Janku, Stewart ve Kurzrock, 2010; Nascimento vd., 2015; Nitulescu vd.,
2016; Lee, 2017; Mustachio ve Roszik, 2020).
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Sekil 1.3. NSCLC tedavisinde kullanilan EGFR TKI ler

Protein kinaz B (PKB) olarak da bilinen Akt, AGC kinaz ailesine (Sekil 1.4)
(Leroux, Schulze ve Biondi, 2018) ait bir serin/treonin protein kinaz (STK) enzimidir.
Yapisal ve islevsel olarak Akt; Aktl (PKBa), Akt2 (PKBp) ve Akt3 (PKBy) olmak iizere
uc alt tipi bulunmaktadir (Guo vd., 2019).
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Sekil 1.4. Insan kinomundaki AGC kinaz ailesi. () AGC kinazlar ve diger insan protein kinazlar
arasindaki katalitik bolgelerin evrimsel iliskisinin gésterimi. (b) AGC kinaz ailesindeki evrimsel
iliskiler. Polo-benzeri kinazlar (PLK'lar) ve aurora kinazlar, AGC kinazlar olarak kabul
edilmez; ancak aurora kinazlar, PDK1-etkilesim bolgesi (PIF) cebinin aracilik ettigi molekiiler
regulasyon mekanizmaswin ozelliklerini AGC kinazlarla paylagirlar (Leroux, Schulze ve
Biondi, 2018).

Akt izoformlar1, genlerin transkripsiyonu ve translasyonu, hiicre proliferasyonu ve
canlilig1, genom stabilitesi, anjiyogenez ve metastaz gibi dnemli hiicresel olaylar: kontrol
eden yolaklarda merkezi sinyallesme diigiimii (Roy vd., 2017) islevi gormektedir.

Fosfatidilinositol 3-kinaz (P13K)-Akt sinyal yolaginin (Leroux, Schulze ve Biondi,
2018) ana molekull olan Akt; hiicre blylUmesini, invazyonu, anjiyogenezi ve apoptozu
inhibe etmede kritik rol oynamaktadir. Buna bagl olarak kanser tedavisinde Akt 6nemli
bir hedef enzim olarak kabul edilmektedir (Guo vd., 2019).

Akt enzimi; akciger, yumurtalik, meme, mide ve pankreas karsinomlart dahil olmak
Uzere birgok kanser turtinde asir1 eksprese edilmektedir veya aktive olmaktadir (Nitulescu
vd., 2016). Bu nedenle Akt inhibitorleri hedefe yonelik antikanser ila¢ tasarimi ve
gelistirilmesi i¢in biiyiik 6nem kazanmustir (Guo vd., 2019; Song vd., 2019). Bugine
kadar birgok Akt inhibitorii (Sekil 1.5) (Guo vd., 2019) tanimlanmistir. Ancak bu Akt
inhibitorlerinden henuz higbiri klinik deneme asamalarini gegerek ilag olarak tedaviye

sunulmamistir. Buna bagli olarak Son yillarda aragtirmacilar kanser tedavisinde



kullanilmak tizere yeni Akt inhibitérlerinin kesfine yonelmistir (Nitulescu vd., 2016; Guo
vd., 2019; Song vd., 2019; Yilmaz, 2020).
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Sekil 1.5. Klinik deneme asamasindaki Akt inhibitorleri

Tiyazol halkasi tasiyan bilesiklerin antikanser etkileri (izerine ¢ok sayida ¢aligma
yapilmustir. inozin monofosfat (IMP) dehidrogenaz inhibitori tiazofurin (Popsavin vd.,
2014), Bcr-Abl tirozin kinaz (TK) inhibitori dasatinib, B-Raf inhibitérii dabrafenib,
mikrotibul stabilize edici iksabepilon, sitotoksik antibiyotik bleomisin ve PI3K

inhibitora alpelisib tiyazol halkasi tasiyan antikanser bilesiklerdir (Sekil 1.6) (Sharmavd.,
2020; Petrou, Fesatidou ve Geronikaki, 2021).
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Sekil 1.6. Tiyazol turevi antikanser ilaglar



Tiyazol turevleri, antikanser etkilerini TK’larin ve Akt basta olmak iizere
STK’larin, histon deasetilaz (HDAC), matriks metalloproteinaz (MMP), doniistiiriicii
blyltme faktori beta (TGF-pB), siklooksijenaz-2 (COX-2) ve tubilin inhibisyonu
araciligiyla géstermektedir (Anandan vd., 2007; Chang vd., 2012; Krishnaiah vd., 2012;
Romagnoli vd., 2012; Banimustafa vd., 2013; Salehi vd., 2013; Abdelazeem vd., 2014;
Leoni vd., 2014a; 2014b; Morigi vd., 2015; Guggilapu vd., 2017; Kaplancikli vd., 201743,
Altintop vd., 2018; Sever vd., 2019; Zeytln vd., 2021).

Literatdr bilgileri dogrultusunda, bu tez ¢alismasinda oniki adet yeni tiyazolil
hidrazon tirevi (2a-1) (Tablo 1.1) sentezlenmistir ve yapilar1 spektroskopik yontemler ile
aydinlatilmistir. Bu bilesiklerin A549 insan akciger adenokarsinom ve CCD-19Lu insan
akciger fibroblast (saglikli) hiicreleri tizerine sitotoksik aktiviteleri degerlendirilmistir.
Secici antikanser etkiye sahip tirevlerin A549 hiicre dizisinde apoptoz, kaspaz-3 ve Akt
Uzerine etkileri incelenmistir. Akt inhibitori etki gosteren bilesikler i¢in enzimin substrat
baglanma bdlgesinde molekiiler docking calismasi gerceklestirilmistir. Ayrica in silico

farmakokinetik profilleri de degerlendirilmistir.

Tablo 1.1. Sonug bilesikleri (2a-1)

S N =
YA Va

Bilesik R
2a Fenil
2b 4-Nitrofenil
2¢c 4-Siyanofenil
2d 4-Florofenil
2e 4-Klorofenil
2f 4-Bromofenil
29 4-Triflorometilfenil
2h 4-Metilfenil
2i 4-Metoksifenil
2j 4-Metilstlfonilfenil
2k Naftalen-2-il
2l 1,3-Benzodioksol-5-il




2. GENEL BILGILER
2.1. Tiyazol Halkasu ile ilgili Genel Bilgiler

Ik defa 1887 yilinda Hantzsch ve Weber tarafindan “tiyofen serilerinin piridini”
olarak tanimlanan tiyazol (1,3-tiyazol), 1. konumunda tiyofende oldugu gibi kiikirt ve 3.
konumunda piridin benzeri azot atomuna sahip bes iiyeli heteroaromatik bir halkadir
(Sekil 2.1) (Gupta, Kumar ve Gupta, 1999).
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Sekil 2.1. Tiyazol halkast

Tiyazol; piridin benzeri kokuya sahip, kaynama noktasi 116-118 °C olan soluk sari
renkli bir sividir. Tiyazol, 6m-elektron sistemi ile sonuclanan kikirt atomunun
ortaklanmamis elektron ¢iftinin delokalizasyonuna bagli olarak aromatik karaktere
sahiptir. Tiyazol halkasinin giiclii aromatik karakteri, *H Niikleer Manyetik Rezonans
(NMR) teknigi kullanilarak desteklenmistir. Tiyazol halkasinin protonlari, 7.27 ve 8.77
ppm arasinda degisen kimyasal kayma degerlerine sahiptirler. Tiyazol halkasinin

rezonans formlart Sekil 2.2°de gosterilmistir (Borcea vd., 2021).

N N - N _N _N
[ ~— [ ~— )~ ~—
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Sekil 2.2. Tiyazol halkasinin rezonans formlart

Tiyazol (pKa= 2.52), piridinden (pKa= 5.20) daha az bazik karakterdedir (Eicher
ve Hauptmann, 2003). C> Konumunda elektron salan gruplarin varligi bazikligi artirirken,
Cs konumunda elektron ¢eken gruplarin varligi bazikligi azaltmaktadir (Gupta, Kumar ve
Gupta, 1999).

Tiyazol halkasindaki azotun m-elektronlarini gekmesine bagli olarak C2 tizerindeki
elektron yogunlugu azalmaktadir. Bu nedenle niikleofilik siibstitiisyon halkanin ikinci
konumundan yiirimektedir (Sekil 2.3). Elektrofilik siibstitiisyon ise tercihen besinci

konumdan ger¢eklesmekle birlikte, besinci konumun bloke olmasi durumunda doérdiincii



konumdan ger¢eklesmektedir (Sekil 2.4). Halkada bulunan Gg hidrojen atomunun asitligi,
H2>> Hs> Hy sirastyla azalmaktadir (Borcea vd., 2021).
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Sekil 2.3. 4-Metiltiyazoliin sodyum amit ile tepkimesi
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Sekil 2.4. 4-Metiltiyazol ve 5-metiltiyazol bilesiklerinin nitrolanmasi

Tiyazol halkasi, dogal ve sentetik bircok molekullin yapisinda bulunmaktadir.
Tiyazol tirevi dogal bilesiklerin en bilineni, suda ¢dzlnen bir vitamin olan tiyamindir
(Sekil 2.5) (Eicher ve Hauptmann, 2003).
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Sekil 2.5. Tiyamin

Literatiirde tiyazol halkasi tasiyan bilesikler icin antikanser, antibakteriyel,
antifungal, antioksidan, antiprotozoal, antikonvilzan, antiviral, antidiyabetik,
antihipertansif, analjezik ve antienflamatuvar aktiviteler bildirilmistir (Turan-Zitouni vd.,
2000; Geronikaki vd., 2013; Xu vd., 2014; Mishra vd., 2015; Khatik vd., 2018; de
Siqueira vd, 2019; Sharma vd., 2020; Silva vd., 2020; Borcea vd., 2021; Zhang vd., 2021;
Shah vd., 2022).

Gunumuzde klinik kullanimda olan tiyazol halkasi tagiyan bir¢ok ilag etkin maddesi
bulunmaktadir. Antikanser etkili tiazofurin, dasatinib, dabrafenib, iksabepilon, bleomisin
ve alpelisib; antibakteriyel etkili siilfatiyazol; PB-laktam antibiyotikler sefotaksim,

sefodizim, seftriakson, aztreonam; antifungal etkili ravukonazol, isavukonazol; antiviral

9



etkili ritonavir; histamin Hx-reseptor blokoru antitilser etkili famotidin ve nizatidin;

nonsteroidal antienflamatuvar meloksikam tiyazol halkasi tagimaktadirlar (Sekil 2.6)
(Ayati vd., 2015; Rouf ve Tanyeli, 2015; Sharma vd., 2020; Borcea vd., 2021; Petrou,

Fesatidou ve Geronikaki, 2021).
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Sekil 2.6. Tiyazol halkas: tasiyan baz ilaglar
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2.2. Tiyazol Halka Sisteminin Sentez Yontemleri
2.2.1. Hantzsch tiyazol sentezi

a-Haloketonlarin tiyolre ile tepkimesi sonucu 2-aminotiyazol tirevleri
olusmaktadir (Sekil 2.7) (Eicher ve Hauptmann, 2003; Mustafa vd., 2004).

R._O R!
r.rm T
+ e \
R2X S)\NHZ R S)\NHz

Sekil 2.7. Hantzsch tiyazol sentezi

a-Haloketonlarin tiyoamit tlrevleri ile tepkimesi sonucu da tiyazol turevleri
olusmaktadir (Sekil 2.8) (Eicher ve Hauptmann, 2003).

2
+ —_—
R37OX S)\Rl o3 /\Z/ S%Rl

Sekil 2.8. a-Haloketonlarin tiyoamitler ile reaksiyonu

2.2.2. Gabriel tiyazol sentezi
a-(Agilamino)ketonlarin fosfor pentastlfir ile siklizasyonu sonucu tiyazol tlrevleri
olusmaktadir (Sekil 2.9) (Gupta, Kumar ve Gupta, 1999).

Sekil 2.9. Gabriel tiyazol sentezi

2.2.3. Cook-Heilbron tiyazol sentezi

a-Aminonitrillerin karbon disulfur, karbonil sulfur, ditiyokarboksilli asitlerin
esterleri veya tuzlar ve izotiyosiyanatlar ile tepkimesi sonucu 5-aminotiyazol turevleri
elde edilmektedir (Sekil 2.10) (Eicher ve Hauptmann, 2003).

R

Sekil 2.10. Cook-Heilbron tiyazol sentezi

R

A2
NC NH, H,N
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2.2.4. Tcherniac tiyazol sentezi
Tcherniac tiyazol sentezinde; o-tiyosiyanoketonlarin asidik hidrolizi ya da bu
bilesiklerin aminler veya kiikiirtlii bilesikler ile muamele edilmesi sonucu 2-stbstitiie

tiyazoller olusmaktadir (Sekil 2.11) (Gupta, Kumar ve Gupta, 1999).

R\EO R - R\EO N, - RZ/»T;I
s H,0 s/&o ~H,0 S)\OH
R\]io N R'—NH, O\ HCI RTT:J
s¢ S)J\NHR’ A s)\N’R'
H
0

Sekil 2.11. Tcherniac tiyazol sentezi

2.3. Tiyazolil Hidrazon Turevlerinin Antikanser Etkileri Gzerine Calismalar
Tiyazolil hidrazon tirevlerinin antitimor etkileri tizerine ¢ok sayida g¢alisma
bulunmaktadir (Sharma vd., 2020).
Easmon vd., (1997) benzotiyazolil / tiyazolil hidrazon turevlerini (Sekil 2.12)
sentezlemisler ve bu tlrevlerin antikanser etkilerini degerlendirmislerdir. Tiyazolil
hidrazon tirevleri, Burkitt lenfoma hiicrelerine karsi oldukga iyi antitimér etki

gostermislerdir. Bazi bilesikler, hidroksiure ile kiyaslandiginda daha iyi antitimor etki

B i)
7 /N\N//\\N
R H

R=H, CH,

gostermislerdir.

Sekil 2.12. Piridin halkasi tasiyan tiyazolil hidrazon tlrevleri
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Siklopentiliden-[4-(4'-klorofenil)tiyazol-2-il)hidrazon (CPTH2) (Sekil 2.13), in
vitro ve in vivo GenSp agint modiile eden bir histon asetiltransferaz (HAT) inhibitoru
olarak tanimlanmistir (Chimenti vd., 2009). Secci vd. (2014), 6ncii bilesik CPTH2’den
hareketle sentezledikleri tiyazolil hidrazon tirevlerinin HAT inhibitor etkilerini
incelemislerdir. 1-(4-(4-Klorofenil)tiyazol-2-il)-2-(propan-2-iliden)hidrazin (BF1) (Sekil
2.13), histon H3 asetilasyonu igin substrat segiciligi ve in vitro rekombinant HAT Gcn5
ve p300 Uzerine inhibitor etki gostermistir. BF1, HeLa servikal adenokarsinom (kontrol),
U87 glioblastom ve SK-N-BE(2) néroblastom hiicreleri tizerinde denenmistir. BF1 kodlu
bilesigin uygulanmasi ile histon H3 asetilasyonu ve lizin 18 spesifik asetilasyonu

azalmistir.

Cl Cl

CPTH2 BF1
Sekil 2.13. CPTH2 ve BF1

Altintop vd., (2014a) sentezledikleri pirazol halkasi tasiyan tiyazolil hidrazonlarin
A549 insan akciger adenokarsinom ve NIH/3T3 fare embriyonik fibroblast hiicre dizileri
lizerine sitotoksik etkilerini degerlendirmislerdir. Cisplatin (ICso= 0.01 mM) ile
kiyaslandiginda, 2-[2-((3,5-dimetil-1-fenil-1H-pirazol-4-il)metilen)hidrazinil]-4-[4-

(triflorometil)fenil]tiyazol (Sekil 2.14) A549 hiicre dizisi Uzerine segici antikanser etki

gostermistir.
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Sekil 2.14. Pirazol halkas: tasiyan tiyazolil hidrazon tlirevi

Altintop vd., (2014b) sentezledikleri furan halkasi tasiyan tiyazolil hidrazonlarin
MCF-7 insan meme adenokarsinom ve NIH/3T3 fare embriyonik fibroblast hicre
dizilerine kars1 sitotoksik etkilerini incelemislerdir. Cisplatin (ICso= 31.2 pg/mL) ile
karsilastirildiginda,  2-[2-((5-(4-kloro-2-nitrofenil)furan-2-il)metilen)hidrazinil]-4-(4-
klorofenil)tiyazol (Sekil 2.15) MCF-7 hicrelerine kars1 secici antikanser aktivite (MCF-

gostermistir.

Cl

N
/A 7\
N
o — \II\]AS
H
cl NO,

Sekil 2.15. Furan halkas: tasiyan tiyazolil hidrazon tirevi

Laczkowski vd., (2014) sentezledikleri tiyazol tlrevi nitrojen mustardlarin (Sekil
2.16) MCF-7 insan meme karsinom, HCT116 insan kolon karsinom, A549 insan akciger
karsinom, MV4-11 bifenotipik B miyelomonositik I6semi ve BALB/3T3 fare fibroblast
hiicrelerine  karg1  sitotoksik aktivitelerini  incelemislerdir. N-[4-(2-(2-(4-(bis(2-
kloroetil)amino)benziliden)hidrazinil)tiyazol-4-il)fenilmetansulfonamit,  4-[(2-(4-(4-
bromofenil)tiyazol-2-il)hidrazono)metil]-N,N-bis(2-kloroetil)anilin, N,N-bis(2-
Kloroetil)-4-[(2-(4-(4-nitrofenil)tiyazol-2-il)hidrazono)metil]anilin ve N,N-bis(2-
kloroetil)-4-[(2-(4-(adamant-1-il)tiyazol-2-il)hidrazono)metil]anilin bilesiklerinin MV4-
11 hiicreleri tzerine antikanser etkiye (ICso= 0.634-3.61 pg/mL) sahip olduklar: tespit
edilmistir. N-[4-(2-(2-(4-(bis(2-kloroetil)amino)benziliden)hidrazinil)tiyazol-4-
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il)feniljmetansulfonamit, MCF-7 ve HCT116 hiicreleri tzerine sirasiyla 2.32 pg/mL ve
2.81 pg/mL ICsg degerleri ile gok gugli antiproliferatif etki gostermistir. Ayrica N-[4-(2-
(2-(4-(bis(2-kloroetil)amino)benziliden)hidrazinil)tiyazol-4-il)fenilJmetansilfonamit ve
4-[(2-(4-(4-bromofenil)tiyazol-2-il)hidrazono)metil]-N,N-bis(2-kloroetil)anilin
BALB/3T3 (normal) hiicrelerine kars1 diisiik sitotoksik aktivite gostermislerdir. Sonug
olarak, bu turevlerin antikanser aktivitelerinin selektif oldugu dogrulanmistir. N-[4-(2-(2-
(4-(bis(2-kloroetil)amino)benziliden)hidrazinil)tiyazol-4-il)fenilJmetansilfonamitin
DNA bazlar1 ile olusturdugu model kompleks sistemlerin etkilesim ve baglanma
enerjilerinin kuantum kimyasal hesaplamalar1 yapilmis ve guanin ile etkilesiminin, diger
niikleobazlarla etkilesiminden ¢ok daha giiclii oldugu saptanmistir. insan topoizomeraz
Il (hTopoll) enziminin adenozin trifosfat (ATP) baglanma yoresinde ve DNA baglanma
bolgesinde gergeklestirilen in silico simulasyonlar: ile, bu c¢alismadaki bilesikler

potansiyel hTopoll inhibitorleri olarak tanimlanmustir.

H H
X, .N N X, N N
O O
Clo~y S Chao~y S o
ca a ©

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

Sekil 2.16. Tiyazol tlirevi nitrojen mustardlar

Gomha vd., (2015) triazol halkasi tasiyan tiyazol, tiyadiazol ve pirido[2,3-
d][1,2,4]triazolo[4,3-a]pirimidin-5(1H)-on tiirevleri elde etmislerdir. Bu tilirevlerin
HepG2 insan hepatoselluler karsinom ve MCF-7 insan meme karsinom hcre dizileri
Uzerine antikanser etkilerini degerlendirmislerdir. Yapilan in vitro testlerde, 4-metil-2-[2-
(1-(5-metil-1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-il)etiliden)hidrazinil]-5-(fenildiazenil)tiyazol
(Sekil 2.17) HepG2 ve MCF-7 hiicre dizilerine (sirasiyla 1Cso= 1.19 uM ve 3.40 uM)
kars1 kayda deger etki gostermistir.
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Sekil 2.17. Triazol halkas: tastyan tiyazol tiirevi

Tran Nguyen vd., (2015) sentezledikleri karbazol halkasi tasiyan tiyazolil hidrazon
tirevlerinin A549 insan akciger, MCF-7 insan meme ve HT-29 insan kolon kanser hicre
dizilerine kars1 sitotoksik etkilerini arastirmiglardir. 4-(4-Bromofenil)-2-(2-((9-etil-9H-
karbazol-3-il)metilen)hidrazinil)tiyazolin ve 2-(2-((9-etil-9H-karbazol-3-
il)metilen)hidrazinil)-4-(4-nitrofenil)tiyazoliin (Sekil 2.18) ti¢ kanser hiicre dizisine kars1
kayda deger antikanser etki gosterdikleri tespit edilmistir. Bu tlrevlerin antioksidan
etkileri de degerlendirilmistir. Test edilen bilesikler, butilhidroksitoluenden daha yliksek

antioksidan etki gostermislerdir.

Sekil 2.18. Karbazol halkast tasiyan tiyazol tiirevieri

Akalin Cift¢i vd. (2017), sentezledikleri triazol/imidazol halkasi tasiyan tiyazolil
hidrazonlarin A549 insan akciger adenokarsinom, C6 si¢an glioma ve NIH/3T3 fare
embriyonik fibroblast hiicre dizileri iizerine sitotoksik etkilerini aragtirmislardir. Ayrica
tim bilesiklerin asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BUChE) inhibitor
etkileri Ellman’in spektrofotometrik yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Genel
olarak, bilesikler A549 hiicrelerine kiyasla C6 hucreleri izerine daha guclu sitotoksik
aktivite gostermislerdir. Cisplatin (ICso= 12.67 pg/mL) ile kiyaslandiginda, bu seride 2-
[2-(4-(1H-1,2,4-triazol-1-il)benziliden)hidrazinil]-4-(4-nitrofenil)tiyazol (Sekil 2.19), C6
hiicrelerine kars1 belirgin antikanser etkisinden (ICso= 13.00 pg/mL) ve NIH/3T3 hiicre
dizisine kars1 diisiik sitotoksisitesinden (ICso= 733.33 pg/mL) dolay1 en umut verici ajan
olarak belirlenmistir. Bu bilesik DNA sentezini %62.20 oraninda inhibe ederken,

cisplatin ise %53.95 oraninda inhibe etmistir. Ayrica bu bilesik, apoptozu cisplatinden
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daha fazla indiiklemistir. Bununla birlikte bu bilesigin AChE ve BuChE inhibitor etki

gostermedigi tespit edilmistir.

NO,
/=N

NN .
Tl T

H S
Sekil 2.19. 2-[2-(4-(1H-1,2,4-Triazol-1-il)benziliden)hidrazinil]-4-(4-nitrofenil)tiyazol

Kaplancikli vd., (2017b) tiyazolil hidrazon tlirevleri sentezlemisler ve bu tirevlerin
A549 insan akciger adenokarsinom, HepG2 insan hepatoselluler karsinom, C6 sican
glioma ve NIH/3T3 fare embriyonik fibroblast hiicre dizileri izerine sitotoksik etkilerini
arastirmiglardir. Cisplatin (ICso= 0.091 mM) ile kiyaslandiginda, 4-(4-metilstlfonilfenil)-
2-[2-(4-fenilsiklohekziliden)hidrazinil]tiyazoliin, HepG2 hiicre dizisine kars1 serideki en
etkili antikanser ajan (ICs0=0.316 mM) oldugu tespit edilmistir. Bu bilesigin (Sekil 2.20)
selektivite indeks (SI) degerinin de yiiksek oldugu belirlenmistir.

SO,CH,4

Sekil 2.20. 4-(4-Metilsulfonilfenil)-2-[2-(4-fenilsiklohekziliden)hidrazinil]tiyazol

Altintop vd., (2018) tiyazolil hidrazon tiirevleri sentezlemisler ve bu bilesiklerin
A549 insan akciger adenokarsinom, C6 sican glioma ve NIH/3T3 fare embriyonik
fibroblast hicre dizileri Uzerine sitotoksik aktivitelerini degerlendirmislerdir. Ayrica
antikanser etki gosteren bilesiklerin apoptotik aktiviteleri ve Akt inhibitor etkileri de
aragtirtlmistir. Cisplatin (A549 hicre dizisi igin 1Cso= 17.33 pg/mL; C6 hicre dizisi igin
ICs0= 12.67 pg/mL) ile kiyaslandiginda, 2-[2-((4-(4-
siyanofenoksi)fenil)metilen)hidrazinil]-4-(4-siyanofenil)tiyazolin, A549 ve C6
hiicrelerine kars1 giiglii antikanser etki (sirasiyla 12.00 pg/mL ve 3.83 pg/mL ICso
degerleri ile) gosterdigi bulunmustur. Ayrica, bu bilesik, C6 hiicre dizisinde erken ve ge¢
apoptozu cisplatinden daha fazla indiiklemis ve énemli 6l¢tide Akt inhibitor etki (%71.66)
gostermistir. Molekiiler docking ¢alismasi ile, bu bilesige ait 4-siyanofenil halkasinin Akt
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enziminin (PDB kodu: 4EJN) aktif bolgesindeki Tyr272 amino asidi ile n-n etkilesimi
gosterilmistir (Sekil 2.21). In silico farmakokinetik ¢aligmalar ile bu tiirevin Lipinski’nin
bes kuralina uydugu saptanmis olup iyi oral biyoyararlanima sahip olmasi

ongorulmektedir.
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Sekil 2.21. Tiyazolil hidrazon tiirevi bilesigin Akt enziminin aktif bolgesindeki docking etkilegimleri

Ergli¢c vd., (2018) sentezledikleri kinolin halkasi tasiyan tiyazolil hidrazonlarin
HepG2 insan hepatoselliler karsinom, A549 insan akciger adenokarsinom, MCF-7 insan
meme adenokarsinom ve NIH/3T3 fare embriyonik fibroblast hucre dizileri Uzerine
sitotoksik etkilerini aragtirmiglardr. 4-(4-Klorofenil)-2-(2-((kinolin-4-
il)metilen)hidrazinil)tiyazol (ICso= 0.084 mM), HepG2 hiicre dizisine kars1 cisplatinden
(ICso= 0.113 mM) daha giiclii antikanser etki gostermistir. 4-(4-Siyanofenil)-2-(2-
((kinolin-4-il)metilen)hidrazinil)tiyazol bilesiginin (ICso= 0.124 mM) ise HepG2 hiicre
dizisi Uzerine cisplatine benzer etki gosterdigi belirlenmistir. 4-(Naftalen-2-il)-2-(2-
((kinolin-4-il)metilen)hidrazinil)tiyazol (Sekil 2.22), A549 ve MCF-7 hucre dizilerine
(sirastyla 0.059 mM ve 0.075 mM ICso degerleri ile) karsi cisplatinden (sirasiyla 0.084
mM ve 0.140 mM ICso degerleri ile) daha iyi antikanser etki gostermistir.
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Sekil 2.22. Kinolin halkas: tasiyan tiyazolil hidrazon tirevleri

Narayanan vd., (2019) 1-indanondan hareketle tiyazolil hidrazon tirevleri elde
etmisler ve bu bilesiklerin insan kolon kanseri hiicrelerine kars1 antikanser etkilerini
incelemislerdir.  N-(indan-1-iliden)-N'-(4-(bifenil-4-il)tiyazol-2-il)hidrazin ~ (ITH-6)
bilesiginin (Sekil 2.23), HT-29 (ICs0= 0.44 uM), COLO 205 (ICso= 0.98 pM) ve KM 12
(ICs0=0.41 uM) insan kolon kanseri hiicreleri Gizerine irinotekandan (antineoplastik ilag)
(HT-29 hucre dizisi igin ICso= 8.49 uM, COLO 205 hcre dizisi igin 1Cso= 22.84 uM,
KM 12 hicre dizisi i¢gin 1Cso= 23.15 uM) daha etkili oldugu saptanmigtir. Mekanistik
calismalar, ITH-6'nin bu kanser hiicre dizilerinde hiicre dongiisiiniin G2/M fazinda
tutuluma neden oldugunu, apoptozu indiikledigini ve glutatyon (GSH) seviyesinde
onemli bir azalma ile reaktif oksijen tirleri (ROS) seviyesinde bir artisa neden oldugunu
gdstermistir. Inhibisyon mekanizmasinm, mitotik fazda tiibGlin polimerizasyonunun

inhibisyonu ile ilgili oldugu belirlenmistir.
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Sekil 2.23. ITH-6 kodlu tiyazol tiirevi bilesik

Wang vd., (2019) tiyazolil hidrazon tiirevleri sentezlemisler ve bu tlrevlerin A549
insan akciger adenokarsinom, Caco-2 insan kolorektal adenokarsinom, HepG2 insan
hepatoselliler karsinom, U87 MG insan glioma ve HUVEC insan umblikal ven endotel
hiicrelerine karsi in vitro antikanser aktivitelerini degerlendirmislerdir. (E)-2-[2-(3,4-
Diflorobenziliden)hidrazinil]-4-[4-(triflorometil)fenil]tiyazol (EGPI-1), 6zellikle A549

19



hicre dizisi tzerine (ICso= 2.61 pM) pozitif kontrol olarak kullanilan 4EGI-1 kodlu
bilesikten (elF4E/elFAG etkilesimini inhibe eden bilinen bir inhibitor) (ICso= 58.60 uM)
daha giiclii antikanser etki gostermistir (Sekil 2.24). EGPI-1 kodlu bilesigin 79.50 uM
ICs0 degeri ile HUVEC hiicrelerine kars1 diisiik toksisite gostermesi, bu bilesigin
antikanser etkisinin segici oldugunu ortaya koymustur. EGPI-1 kodlu bilesigin, A549
hicrelerinde elF4E/elF4G  etkilesimini bozdugu, elF4E fosforilasyonunu ve
PI3K/Akt/mTOR sinyal yolunu inhibe ettigi, otofajiyi, apoptozu ve GO/G1 hiicre déngusti
tutuklamasini indiikledigi belirlenmistir. Bu bilesigin ROS olusumunu indiikledigi ve
A549 hucrelerinin mitokondriyal membran potansiyelini bozdugu tespit edilmistir.
Yapilan in vivo caligmalar, EGPI-1 kodlu bilesigin A549 timor ksenograftlarinin
blyumesini ve timor dokularinda eIF4E ile iliskili sinyal yolunu inhibe ettigini
gostermistir. Ayrica in vivo calismalarda, bu bilesigin iyi farmakokinetik 6zellikler

gosterdigi ve akut ve subakut toksisite deneyleri ile de glvenli bir profile sahip oldugu

kanitlanmustir.
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Sekil 2.24. 4EGI-1 ve EGPI-1 kodlu tiyazol tiirevi bilesikler

Zeytin vd., (2021) benzodioksol halkasi tasiyan tiyazolil hidrazon trevleri
sentezlemisler ve bu bilesiklerin K562 kronik miyeloid l6semi hiicre dizisi tzerine
sitotoksik etkilerini arastirmiglardir. K562 hiicre dizisine kars1 gii¢lii antikanser aktivite
gosteren bilesiklerin diger 16semi (HL-60, MT-2 ve Jurkat) hiicreleri ve periferik kan
mononukleer hicreleri (PBMC) uzerine sitotoksik aktiviteleri belirlenmistir. 4-(4-
Metilstlfonilfenil)-2-[2-((1,3-benzodioksol-4-il)metilen)hidrazinil Jtiyazol bilesigi
yuksek Sl degeri (>11.27) ile K562 hiicrelerine kars1 imatinibe (ICso= 6.84 uM) benzer
antikanser etki (ICso= 8.87 uM) gostermistir. Bu bilesigin HL-60, Jurkat ve MT-2
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hlcreleri Uzerine imatinibden daha etkili oldugu tespit edilmistir. Secici antikanser
etkinligi nedeniyle bu bilesik, K562 hiicreleri {izerine apoptotik etkisi ve 8 farkli TK
Uzerine inhibitdr aktiviteleri i¢in arastirllmistir. Bu bilesik, apoptozu imatinibden daha
fazla indiiklemis ve gucli ABL1 kinaz inhibitori etki (ICso= 5.37 uM) géstermistir.
Molekiiler docking ¢alismasina gore, metilsiilfonil siibstitiie bu bilesik ABL1 kinazin
(PDB kodu: 1IEP) ATP baglanma bolgesine iyi affinite gostererek giiclii etkilesimler
olusturmustur (Sekil 2.25).

Sekil 2.25. Benzodioksol halkasi tasiyan tiyazolil hidrazon tiirevinin ABL1 kinazin ATP baglanma
bélgesindeki docking pozu
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Anneksin V-Floresan izotiyosiyanat (FITC)
apoptoz belirleme Kiti
1-(1,3-Benzodioksol-5-il)-2-bromoetan-1-on
2,2'-Bitiyofen-5-karbaldehit
2,4'-Dibromoasetofenon
2-Bromo-1-[4-(metilsilfonil)fenil]-1-etanon
2-Bromo-2'-asetonafton
2-Bromo-4'-floroasetofenon
2-Bromo-4'-kloroasetofenon
2-Bromo-4'-metilasetofenon
2-Bromo-4'-metoksiasetofenon
2-Bromo-4'-nitroasetofenon
2-Bromo-4'-siyanoasetofenon
2-Bromo-4'-triflorometilasetofenon
2-Bromoasetofenon
3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolyum bromur (MTT)

Absoli etanol

Akt Kolorimetrik hiicre i¢i enzime bagl
immunosorbent deney (ELISA) Kiti
DMSO-ds

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)

FITC aktif kaspaz-3 apoptoz Kiti
GSK690693

Metanol

Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
Tiyosemikarbazit
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: BD Pharmingen, ABD

: Maybridge, Ingiltre

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Acros, Belcika

: Maybridge, Ingiltre

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Acros, Belcika

: Acros, Belcika

: Acros, Belcika

- Acros, Belcika

: Acros, Belcika

: Acros, Belcika

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya

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

: Thermo Fisher Scientific, ABD
: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: BD Pharmingen, ABD

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Fluka, Almanya



3.2. Kullanilan Cihazlar

Akim sitometre

Erime derecesi tayin cihazi
Hassas terazi

Infrared (IR) spektrofotometresi
Kitle spektrometresi

Magnetik tabanli 1sitict karistiric
Mikroplaka okuyucu

NMR spektrometresi

: Beckman CytoFLEX, ABD
: Electrothermal 1A9200 Digital, ingiltere
: Mettler-Toledo, ABD

: Shimadzu, Japonya

: Shimadzu, Japonya

: Heidolph, Almanya
: BioTek ELx808IU, ABD
: Agilent, ABD
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4, YONTEMLER
4.1. Baslangic Maddesinin (1) Genel Sentez Yontemi (Yontem 1)

Es deger miktar tiyosemikarbazit ve 2,2'-bitiyofen-5-karbaldehit etanol icinde geri
ceviren sogutucu altinda 4 saat kaynatilmistir. Coken madde siiziilmiis ve kurutulmustur.
Uriin etanol ile kristallendirilmistir (Sekil 4.1) (Zeytiin vd., 2021).

4.2. Sonu¢ Maddelerinin (2a-1) Genel Sentez Yontemi (Yontem 2)

Es deger miktar 2,2'-bitiyofen-5-karbaldehit tiyosemikarbazon ve 2-bromo-1-
ariletanon tiirevi etanol iginde geri ¢eviren sogutucu altinda 6 saat kaynatilmistir. Coken
madde stiziilerek ortamdan alinmis ve kurutulmustur. Uriin etanol ile kristallendirilmistir
(Sekil 4.1) (Zeytin vd., 2021).

B i W i 0 _n
1 2a-1
2a 2b 2¢ 2d 2e 2f

O 0
O <O o <Oprmen <
2¢g 2h 2i 2j 2k 21

Sekil 4.1. Bagslangi¢ ve sonu¢ maddelerinin sentez yontemi. (i) Tiyosemikarbazit, etanol, 4 saat, geri
ceviren sogutucu altinda kaynatma; (ii) 2-bromo-1l-ariletanon, etanol, 6 saat, geri ceviren

sogutucu altinda kaynatma.

4.3. Elde Edilen Bilesiklerin Analizi
4.3.1. Erime Noktas1 (E.N.) tespiti

Baglangi¢ (1) ve sonug (2a-l) bilesiklerinin E.N. tayinleri, bir ucu kapali kilcal
tipler kullanilarak E.N. tayin cihazi ile ger¢eklestirilmistir.
4.3.2. IR analizi

Sonug bilesiklerinin (2a-1) IR analizleri, IRPrestige-21 Fourier Transform (FT) IR

spektrometresi ile gergeklestirilmistir.
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4.3.3. 'H NMR analizi

Sonug bilesiklerinin (2a-1) *H NMR analizleri, DMSO-ds icinde ¢oziinmiis halde
NMR tupleri icerisinde 400 MHz NMR spektrometresinde gerceklestirilmistir.
4.3.4. 8C NMR analizi

Sonug bilesiklerinin (2a-1) *C NMR analizleri, DMSO-ds icinde ¢éziinmiis halde
NMR tupleri icerisinde 100 MHz NMR spektrometresinde gerceklestirilmistir.
4.3.5. Yuksek Cozunurltukla Katle Spektrometrisi (HRMS) analizi

Metanol i¢inde ¢6ziinmiis sonug bilesiklerinin (2a-1) HRMS analizleri, elektrosprey
iyonlastirma (ESI) teknigi ile kitle spektrometresinde gergeklestirilmistir.
4.4, In vitro Etki Calismalar:

4.4.1. Bilesiklerin deney icin hazirlanmasi

Tiyosemikarbazon tiirevi baslangi¢ bilesiginin (1), tiyazolil hidrazon tiirevi sonug
bilesiklerinin (2a-1) ve pozitif kontrol olan cisplatinin stok ¢ozeltileri (100 mM) DMSO
i¢inde hazirlanmistir. Bu stoktan kullanilmak tizere, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625
ve 0.78 uM konsantrasyonlari (en yliksek DMSO orani %0.1 olacak sekilde)
hazirlanmastir.

4.4.2. Aktivite deneylerinde kullanilan hiicreler

A549 Insan akciger adenokarsinom hiicreleri (ATCC® CCL-185™), %10 fotal sigir
serumu, %1 penisilin/streptomisin igeren RPMI 1640 besi yeri ortaminda, %95 bagil
nemde, %5 karbon dioksitli etlivde 37 °C’de kiiltiir ortaminda ¢ogaltilarak deneylere
hazirlanmustir.

CCD-19Lu insan akciger fibroblast (saglikli) hiicreleri (ATCC CCL-210™) ise,
%10 fotal sigir serumu, %1 penisilin/streptomisin igeren DMEM besi yeri ortaminda,
%95 bagil nemde, %5 karbon dioksitli etiivde 37 °C’de kiiltiir ortaminda gogaltilarak
deneylere hazirlanmigtir.

4.4.3. MTT metodu ile sitotoksisite calismalar:

Tiyosemikarbazon tiirevi baslangi¢ bilesiginin (1), tiyazolil hidrazon tlrevi sonug
bilesiklerinin (2a-1) ve cisplatinin hiicreler tzerindeki sitotoksik etkilerini belirlemek
amaciyla MTT metodu (Mosmann, 1983) uygulanmistir. Bilesiklerin 0.78-100 puM
arasinda sekiz seri dilisyonu (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625, 0.78 uM) negatif ve
pozitif kontrol (cisplatin) ile birlikte plakalara uygulanarak 24 saat streyle 37°C’de
inkiibe edilmistir (%5 CO2, %95 nem) (Yilmaz, 2020). inkiibasyon siiresinin sonunda,
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her bir kuyucuga 20 uL. MTT boyas1 (5 mg/mL) eklenerek, hiicreler 37 °C’de 4 saat daha
inkiibasyona birakilmistir. Bu islem sonrasinda, hiicrelerden MTT boyasi uzaklastirilarak
her bir kuyucuga 200 unL DMSO ilave edilmis ve 10 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Renk degisimi, mikroplaka okuyucuda 540 nm’de izlenmistir. Bilesiklerin her bir
derigimi i¢in %inhibisyon degerleri belirlenmistir. Bu degerlere karsilik derigimleri ile
doz-yanit egrisi ¢izilerek bilesiklerin inhibitor derisim 50 (ICso) degerleri hesaplanmustir.
Tiim deneyler ti¢ tekrarli gergeklestirilmistir. Sonuglar ortalamazstandart sapma olarak
verilmistir.

formali ile hesaplanmistir (Zhou vd., 2016).

4.4.4. Apoptozun belirlenmesi

MTT testi ile aktif oldugu belirlenen bilesiklerin ve cisplatinin (ICso
konsantrasyonlarinda) A549 hicrelerinde apoptoz iizerine etkileri, akim sitometre
cihazinda Anneksin V-FITC apoptoz belirleme Kiti ile tiretici firmanin talimatlarina gore
belirlenmistir (Altintop vd., 2018; Yilmaz, 2020).

4.4.5. Kaspaz-3 aktivite tayini

MTT testi ile aktif oldugu belirlenen bilesiklerin ve cisplatinin (ICso
konsantrasyonlarinda) A549 hucrelerinde kaspaz-3 aktivitesi zerine etkileri, akim
sitometrede FITC aktif kaspaz-3 apoptoz kiti ile tretici firmanin Onerilerine gore
belirlenmistir (Akalin Cift¢i vd., 2017).

4.4.6. Akt aktivite testi

Kuyucuklara 10.000 hiicre ekildikten sonra 24 saat inkiibatorde bekletilmistir. Daha
sonra hiicreler bilesik 2¢ (1.12, 2.24, 4.47 uM), 2e (1.31, 2.62, 5.23 pM), 29 (0.84, 1.69,
3.37 uM), 2i (4.39, 8.79, 17.57 uM), 2j (2.02, 4.04, 8.07 uM), cisplatin (1.74, 3.49, 6.97
uM) ve Akt inhibitorii GSK690693’{in (3.61, 7.23, 14.45 uM) ti¢ farkli dozu ile 24 saat
inkube edildikten sonra Akt kolorimetrik huicre i¢ci ELISA Kiti protokoli iiretici firmanin
oOnerilerine uygun sekilde uygulanmistir (Y1ilmaz, 2020).
4.5. Molekiiler Docking Calismalar

Akt enzimine kars1 aktifligi tespit edilen bilesikler, Maestro molekiiler modelleme
programinin ligand hazirlama modiiliinde ¢izilmis ve Optimized Potential Liquid
Simulations (OPLS 2005) ile fizyolojik pH'da enerji minimizasyonuyla hazirlanmistir.

Akt’nin X-iginlan kristalografik yapisi, protein veri bankasindan (PDB) (PDB kodu:
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4EJN) (Ashwell vd., 2012) elde edilmis ve Schrodinger programinin protein hazirlama
modiiliinde hazirlanmistir. Molekiiler kenetleme simiilasyonlarinda, Grid Generation ve
Glide/ XP protokolleri uygulanmistir (Schrédinger Release 2016-2: Schrédinger, LLC,
New York, NY, ABD).

4.6. In Silico Absorpsiyon, Dagilim, Metabolizma ve Atihm (ADME) Calismalari

Yeni tiyazolil hidrazon tarevlerinin (2a-1) farmakokinetik profillerini in silico
degerlendirmek i¢in; Schrodinger Maestro molekiiler modelleme programinin QikProp

modulu kullantilmustir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA
5.1. Sentez Cahismalari

5.1.1. 2,2'-Bitiyofen-5-karbaldehit tiyosemikarbazon (1)
2,2"-Bitiyofen-5-karbaldehit (0.025 mol) ve tiyosemikarbazit (0.025 mol)

kullanilarak Yontem 1’e gore sentezlenmistir (Sekil 5.1).

TN s
ST )N

Sekil 5.1. Bilesik 1

Verim: %93
E.N.: 203-205 °C, Literatur E.N.: 197 °C (Lescot vd., 1959).

5.1.2. 2-(2-([2,2'-Bitiyofen]-5-ilmetilen)hidrazinil)-4-feniltiyazol (2a)
2,2'-Bitiyofen-5-karbaldehit tiyosemikarbazon (1.3 mmol) ve 2-bromoasetofenon

(1.3 mmol) kullanilarak Yontem 2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 5.2).

I N s 1§
. N
S N =
N T
Sekil 5.2. Bilesik 2a

Verim: %55

E.N.: 207-208 °C

IR Vmaks (cm™): 3176.76 (N-H gerilim band1), 3062.96 (Aromatik C-H gerilim
band1), 2918.30, 2848.86 (Alifatik C-H gerilim bandlari), 1598.99, 1575.84, 1508.33,
1489.05, 1454.33 (N-H egilme, C=N ve C=C gerilim bandlar1), 1435.04, 1352.10,
1325.10, 1290.38, 1274.95, 1236.37, 1222.87, 1201.65, 1176.58, 1097.50, 1045.42,
1026.13 (C-H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandlar1), 914.26,
840.96, 827.46, 790.81, 729.09, 694.37, 684.73 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme
bandlar1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil 5.3).
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Sekil 5.3. Bilesik 2a’ya ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 7.08 (dd, J= 3.2 Hz, 4.0 Hz, 4.8 Hz, 1H),
7.23-7.26 (M, 2H), 7.29-7.34 (m, 2H), 7.38-7.42 (m, 3H), 7.52 (d, J= 5.2 Hz, 1H), 7.83
(d, J= 8.4 Hz, 2H), 8.30 (s, 1H), 12.22 (brs, 1H) (Sekil 5.4).
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12.0

0.85

PPm

Sekil 5.4. Bilesik 2a’ya ait 'H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 103.99 (CH), 124.33 (CH), 124.85 (CH),
125.68 (2CH), 126.19 (CH), 127.84 (CH), 128.26 (CH), 128.48 (CH), 128.62 (2CH),

130.67 (C), 133.58 (C), 136.15 (C), 137.53 (CH), 137.93 (C), 148.78 (C), 167.83 (C)
(Sekil 5.5).
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: Agilent Technologies

Sample Name:
BYZ-1

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vomrsys/data

Sample directory:
BYZ-1_20200118_01

FidPile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jan 18 2020

Temp. 35.0 C / 308.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

512 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243760 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT size 65536

Total time 20 min
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Sekil 5.5. Bilesik 2a’ya ait **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]* CigH13N3S3 igin hesaplanan: 368.0344, bulunan:
368.0344 (Sekil 5.6).
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Measured region for 368.0344 m/z
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C18 H13 N3 S3 [M+HI+ : Predicted region for 368.0344 m/z
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Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/iz. Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 0.00 C18 H13 N3 83 [M+H]+ 368.0344 368.0344 -0.0 0.00 0.00 14.0

Sekil 5.6. Bilesik 2a’ya ait HRMS spektrumu

5.1.3. 2-(2-([2,2'-Bitiyofen]-5-ilmetilen)hidrazinil)-4-(4-nitrofenil)tiyazol (2b)
2,2'-Bitiyofen-5-karbaldehit tiyosemikarbazon (1.3 mmol) ve 2-bromo-4'-

nitroasetofenon (1.3 mmol) kullanilarak Yontem 2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 5.7).

I\ ¢ U
NN
Sekil 5.7. Bilesik 2b

Verim: %92

E.N.: 243-244 °C

IR Vmaks (cm™): 3305.99 (N-H gerilim band1), 3120.82, 3064.89 (Aromatik C-H
gerilim bandlar1), 2927.94, 2825.72 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1595.13, 1568.13,
1519.91, 1502.55, 1473.62 (N-H egilme, NO2, C=N ve C=C gerilim bandlar1), 1419.61,
1355.96, 1334.74, 1317.38, 1294.24, 1280.73, 1236.37, 1224.80, 1199.72, 1180.44,
1126.43, 1111.00, 1049.28 (C-H egilme, NO2, C-N gerilim ve aromatik C-H duzlem ici
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egilme bandlar1), 923.90, 854.47, 842.89, 833.25, 792.74, 783.10, 704.02, 675.09
(Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlari ve C-S gerilim bandi) (Sekil 5.8).
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Sekil 5.8. Bilesik 2bye ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 7.11 (dd, J= 3.6 Hz, 4.0 Hz, 5.0 Hz, 1H),
7.26 (d, J= 4.0 Hz, 1H), 7.31 (d, J= 4.0 Hz, 1H), 7.40 (d, J= 2.8 Hz, 1H), 7.55 (d, J= 4.8
Hz, 1H), 7.68 (s, 1H), 8.09 (d, J= 8.8 Hz, 2H), 8.19 (s, 1H), 8.25 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 12.27
(s, 1H) (Sekil 5.9).
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Sekil 5.9. Bilesik 2b’ye ait *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) 8 (ppm): 108.51 (CH), 123.94 (2CH), 124.22
(CH), 124.72 (CH), 126.06 (CH), 126.22 (2CH), 128.40 (CH), 130.27 (CH), 136.10 (C),
136.66 (C), 137.58 (C), 137.62 (CH), 140.52 (C), 146.13 (C), 148.48 (C), 168.02 (C)
(Sekil 5.10).
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Agilent Technologies

Sample Name:
BYZ_2

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomrl/vomrsys/data

Sample directory:
BYZ_2_20200118_01

Fidpile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jan 18 2020

Temp. 35.0 C / 308.1 K
Operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

512 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243844 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 44 min
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Sekil 5.10. Bilesik 2bye ait **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]* C1gH12N40,S3 icin hesaplanan: 413.0195, bulunan:
413.0204 (Sekil 5.11).
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Measured region for 413.0204 m/z
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Sekil 5.11. Bilesik 2b’ye ait HRMS spektrumu

5.1.4. 2-(2-(|2,2'-Bitiyofen]-5-ilmetilen)hidrazinil)-4-(4-siyanofenil)tiyazol (2¢)
2,2'-Bitiyofen-5-karbaldehit tiyosemikarbazon (1.3 mmol) ve 2-bromo-4'-

siyanoasetofenon (1.3 mmol) kullanilarak Yontem 2’ye gére sentezlenmistir (Sekil 5.12).

H
WN ,N\r/N
CN
\/ ! />—< >*
Sekil 5.12. Bilesik 2¢c

Verim: %76

E.N.: 235-236 °C

IR vmaks (cm™): 3273.20 (N-H gerilim bandi), 3103.43, 3061.03, 3032.10
(Aromatik C-H gerilim bandlar1), 2954.95, 2864.29 (Alifatik C-H gerilim bandlar),
2220.07 (C=N gerilim bandi), 1604.77, 1571.99, 1562.34, 1481.33, 1465.90 (N-H
egilme, C=N ve C=C gerilim bandlar1), 1411.89, 1352.10, 1328.95, 1292.31, 1278.81,
1234.44,1219.01, 1195.87, 1180.44, 1138.00, 1112.93, 1076.28, 1051.20, 1033.85 (C-H
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egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H diizlem igi egilme bandlari), 937.40, 920.05,
867.97, 846.75, 831.32, 788.89, 738.74, 731.02, 717.52, 700.16, 678.94 (Aromatik C-H
diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim band1) (Sekil 5.13).
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Sekil 5.13. Bilesik 2cye ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 7.10 (dd, J= 4.0 Hz, 4.8 Hz, 1H), 7.25 (d,
J=3.2 Hz, 1H), 7.30 (d, J= 4.0 Hz, 1H), 7.39 (d, J= 3.6 Hz, 1H), 7.53 (d, J= 4.8 Hz, 1H),
7.59 (s, 1H), 7.83 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 8.02 (d, J= 8.8 Hz, 2H), 8.19 (s, 1H), 12.23 (brs,
1H) (Sekil 5.14).
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Sekil 5.14. Bilesik 2¢ye ait *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 107.49 (CH), 109.54 (C), 118.86 (C),
124.21 (CH), 124.70 (CH), 126.02 (2CH), 128.39 (2CH), 130.18 (CH), 132.53 (2CH),

136.13 (C), 136.58 (C), 137.56 (C), 137.69 (CH), 138.62 (C), 148.77 (C), 167.94 (C)
(Sekil 5.15).
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Agilent Technologies

Sample Name:
BYZ-3

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vomrsys/data

Sample directory:
BYZ-3_20200118_01

FidPile: curreat

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jan 18 2020

Temp. 35.0 C / 308.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

64 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243836 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT size 65536

Total time 20 min

4

w0 |

T T T T T T T T T T T
60 40 20 0 ppm

L L L L I R R R R

220 200

Sekil 5.15. Bilesik 2¢ ye ait 3C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C19H12N4Ss icin hesaplanan: 393.0297, bulunan:
393.0312 (Sekil 5.16).
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Measured region for 383.0312 m/z
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1 81.05 C19H12N4 83 [M+H]+ 393.0312  393.0297 1.5 3.82 8719 160

Sekil 5.16. Bilesik 2c’ye ait HRMS spektrumu

5.1.5. 2-(2-(]2,2'-Bitiyofen]-5-ilmetilen)hidrazinil)-4-(4-florofenil)tiyazol (2d)
2,2'-Bitiyofen-5-karbaldehit tiyosemikarbazon (1.3 mmol) ve 2-bromo-4'-

floroasetofenon (1.3 mmol) kullanilarak Yo6ntem 2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 5.17).

S PN

Sekil 5.17. Bilesik 2d

Verim: %40

E.N.: 198-199 °C

IR Vmaks (cm™): 3342.64 (N-H gerilim band1), 3064.89 (Aromatik C-H gerilim
band1), 2960.73, 2879.72 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1614.42, 1598.99, 1587.42,
1556.55, 1506.41, 1454.33 (N-H egilme, C=N ve C=C gerilim bandlar1), 1423.47,
1350.17, 1315.45, 1274.95, 1234.94, 1222.87, 1161.15, 1087.85, 1043.49, 1012.63 (C-H
egilme, C-N, C-F gerilim ve aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandlar1), 941.26, 914.26,
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839.03, 790.81, 688.59 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim bandi)
(Sekil 5.18).

306489

T i T 1T | L i LI i LI i L i LI i T 1T T 1T i T 1T i L] | T 1T i T 1T ; T
3750 3800 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750
BYZ4 1iem

Sekil 5.18. Bilesik 2dye ait IR spektrumu
'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 7.07-7.10 (m, 1H), 7.20-7.26 (m, 2H),

7.29-7.35 (m, 3H), 7.39 (dd, J= 0.8 Hz, 3.6 Hz, 1H), 7.53 (dd, J= 0.8 Hz, 5.2 Hz, 1H),
7.86 (dd, J= 5.2 Hz, 5.6 Hz, 8.6 Hz, 2H), 8.26 (s, 1H), 12.25 (brs, 1H) (Sekil 5.19).
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8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2‘ 7.0 ppm
Sekil 5.19. Bilesik 2d ye ait *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 104.17 (CH), 115.94 (d, J= 21.8 Hz,
2CH), 124.78 (CH), 125.31 (CH), 126.66 (CH), 128.10 (d, J= 8.3 Hz, 2CH), 128.97 (CH),
130.48 (C), 131.07 (CH), 136.22 (C), 137.33 (C), 137.64 (CH), 137.85 (C), 148.36 (C),
162.99 (C), 167.91 (C) (Sekil 5.20).
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Saxple Name: Agilent Technologies
BYZ-4

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomrl/vonreys/data

Sample directory:
BYZ-4_20200118_01

FidPile: current

Pulse Sequence: CARBON (a2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jan 18 2020

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Ez

64 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243676 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT slze 65536

Total time 44 min

e

100 80 60 10 20 0 ppm

Sekil 5.20. Bilesik 2d 'ye ait 13C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C1gH12FNsSs igin hesaplanan: 386.0250, bulunan:
386.0272 (Sekil 5.21).
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Measured region for 386.0272 m/z
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1 70.88 C18 HIZN3F S3 [M+H]+ 386.0272 386.0250 22 570 8540 14.0

Sekil 5.21. Bilesik 2d’ye ait HRMS spektrumu

5.1.6. 2-(2-(]2,2'-Bitiyofen]-5-ilmetilen)hidrazinil)-4-(4-klorofenil)tiyazol (2¢)
2,2'-Bitiyofen-5-karbaldehit tiyosemikarbazon (1.3 mmol) ve 2-bromo-4'-

kloroasetofenon (1.3 mmol) kullanilarak Yo6ntem 2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 5.22).

I N s o B
S N
O\@/\ \S(\/)_@Cl

Sekil 5.22. Bilesik 2e

Verim: %86

E.N: 195-196 °C

IR Vmaks (cm™): 3300.20 (N-H gerilim band1), 3107.32, 3070.68 (Aromatik C-H
gerilim bandlar1), 2918.30, 2848.86 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1614.42, 1593.20,
1573.91, 1564.27, 1475.54, 1462.04 (N-H egilme, C=N ve C=C gerilim bandlari),
1423.47, 1402.25, 1340.53, 1280.73, 1267.23, 1236.37, 1222.87, 1199.72, 1126.43,
1089.78, 1045.42, 1010.70 (C-H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H diizlem i¢i egilme
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bandlar1), 950.91, 918.12, 902.69, 842.89, 825.53, 800.46, 731.02, 700.16, 677.01
(Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlari, C-S ve C-Cl gerilim bandlar1) (Sekil 5.23).
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Sekil 5.23. Bilesik 2eye ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 7.06 (dd, J= 3.6 Hz, 4.0 Hz, 5.0 Hz, 1H),
7.21 (d, J= 3.6 Hz, 1H), 7.27 (d, J= 4.0 Hz, 1H), 7.31 (s, 1H), 7.35 (d, J= 3.6 Hz, 1H),
7.41 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 7.48 (d, J= 5.2 Hz, 1H), 7.82 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 8.27 (s, 1H),
12.26 (brs, 1H) (Sekil 5.24).
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Sekil 5.24. Bilesik 2e’ye ait 'H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 104.62 (CH), 124.23 (CH), 124.74 (CH),
126.05 (CH), 127.27 (2CH), 128.43 (CH), 128.58 (2CH), 130.36 (C), 132.23 (CH),

132.84 (C), 136.24 (C), 137.15 (C), 137.68 (CH), 137.81 (C), 148.35 (C), 167.91 (C)
(Sekil 5.25).
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Agilent Technologies

Sample Name:
BYZ-5

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomrl/vamrsys/data

Sample directory:
BYZ-5_20200113_01

Pidrile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jan 19 2020

Temp. 30.0 C / 303.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

64 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243749 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 22 min

L0 e

180 160 140 120 100 80

Sekil 5.25. Bilesik 2eye ait 3C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C1sH12CIN3Ss icin hesaplanan: 401.9955, bulunan:
401.9961 (Sekil 5.26).
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Measured region for 401.9961 m/z
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Sekil 5.26. Bilesik 2e’ye ait HRMS spektrumu

5.1.7. 2-(2-(]2,2'-Bitiyofen]-5-ilmetilen)hidrazinil)-4-(4-bromofenil)tiyazol (2f)
2,2"-Bitiyofen-5-karbaldehit  tiyosemikarbazon (1.3 mmol) ve 24

dibromoasetofenon (1.3 mmol) kullanilarak Yontem 2’ye gore sentezlenmistir (Sekil

5.27).
W ' )~
S N > .
\ \sf p B

Sekil 5.27. Bilesik 2f

Verim: %57

E.N: 209-210 °C

IR Vmaks (cm™): 3167.83 (N-H gerilim band1), 3097.68, 3066.82 (Aromatik C-H
gerilim bandlar1), 2949.16, 2831.50 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1614.42, 1595.13,
1562.34, 1460.11, 1450.47 (N-H egilme, C=N ve C=C gerilim bandlar1), 1425.40,
1415.75, 1394.53, 1348.24, 1317.38, 1234.44, 1205.51, 1192.01, 1099.43, 1070.49,
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1047.35, 1008.77 (C-H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H duzlem i¢i egilme bandlart),
962.48, 923.90, 904.41, 885.53, 823.60, 806.25, 792.74, 773.46, 731.02, 698.23, 671.23,
655.80 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlari, C-S ve C-Br gerilim bandlar1) (Sekil
5.28).
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Sekil 5.28. Bilesik 2f’ye ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 7.10 (dd, J= 3.6 Hz, 5.2 Hz, 1H), 7.25 (d,
J= 3.6 Hz, 1H), 7.30 (d, J= 4.0 Hz, 1H), 7.36 (s, 1H), 7.39 (dd, J= 1.2 Hz, 3.6 Hz, 1H),
7.53 (dd, J= 0.8 Hz, 1.2 Hz, 5.4 Hz, 1H), 7.58 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 7.79 (d, J= 8.4 Hz, 2H),
8.20 (s, 1H), 12.26 (brs, 1H) (Sekil 5.29).
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Sekil 5.29. Bilesik 2f ye ait 'H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 104.58 (CH), 120.53 (C), 124.25 (CH),
124.72 (CH), 126.05 (CH), 127.48 (2CH), 128.43 (CH), 130.16 (CH), 131.46 (2CH),
133.67 (C), 136.17 (C), 136.49 (C), 137.52 (CH), 137.76 (C), 149.12 (C), 167.80 (C)

(Sekil 5.30).
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~ii Agilent Technologies

Sample Name:
BYZ-6
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directozy:
/homa/vnmrl/vnnrsys/data
Sample directory:
BYZ-5_ 20200119 01
FidPile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: émso
Data collected on: Jan 19 2020

Temp. 30.0 C / 303.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

128 repetitions

OBSERVE €13, 100.6243807 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT slze 65536

Total time 14 min

Ll | | ,
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Sekil 5.30. Bilesik 2f ye ait 3C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C1gH12BrNsSs icin hesaplanan: 445.9449, bulunan:
445.9469 (Sekil 5.31).
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Measured region for 445.9469 m/z
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1 7585 C18 H12N3S3Br [M+H]+ 445.9469 445.9449 2.0 4.48 83.08 14.0

Sekil 5.31. Bilesik 2f’ye ait HRMS spektrumu

5.1.8. 2-(2-([2,2'-Bitiyofen]-5-ilmetilen)hidrazinil)-4-(4-triflorometilfenil)tiyazol (2g)
2,2'-Bitiyofen-5-karbaldehit tiyosemikarbazon (1.3 mmol) ve 2-bromo-4'-

triflorometilasetofenon (1.3 mmol) kullanilarak Yontem 2’ye gore sentezlenmistir (Sekil

5.32).
UV ) )

Sekil 5.32. Bilesik 29

Verim: %67

E.N: 225-226 °C

IR Vmaks (cm™): 3300.20 (N-H gerilim band1), 3116.97, 3072.60 (Aromatik C-H
gerilim bandlar1), 2956.87, 2864.29 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1614.42, 1595.13,
1568.13, 1543.05, 1531.48, 1489.05, 1458.18 (N-H egilme, C=N ve C=C gerilim
bandlar1), 1411.89, 1404.18, 1342.46, 1325.10, 1274.95, 1236.37, 1222.87, 1201.65,
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1159.22, 1120.64, 1103.28, 1066.64, 1043.49, 1012.63 (C-H egilme, C-N, C-F gerilim
ve aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandlar1), 920.05, 860.25, 840.96, 825.53, 800.46,
781.17, 767.67, 752.24, 725.23, 702.09, 665.44 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme
bandlar1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil 5.33).
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Sekil 5.33. Bilesik 29 ’ye ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 7.07 (dd, J= 3.6 Hz, 4.0 Hz, 5.0 Hz, 1H),
7.21 (d, J= 3.6 Hz, 1H), 7.26 (d, J= 3.6 Hz, 1H), 7.36 (d, J= 3.2 Hz, 1H), 7.45 (s, 1H),
7.48 (d, J= 5.2 Hz, 1H), 7.70 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 8.04 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 8.21 (s, 1H),
12.28 (brs, 1H) (Sekil 5.34).
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12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 . 8.0, 7.5 ppm

Sekil 5.34. Bilesik 29 ye ait *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 106.32 (CH), 122.93 (C), 124.13 (CH),
124.60 (CH), 125.41 (d, J= 3.8 Hz, 2CH), 125.92 (d, J= 7.0 Hz, 2CH), 127.46 (CH),
127.78 (CH), 128.34 (CH), 129.97 (C), 136.29 (C), 136.44 (C), 137.60 (C), 137.87 (CH),
138.27 (C), 149.04 (C), 168.02 (C) (Sekil 5.35).
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Agilent Technologies

Sample Name:
BYZ-7

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomrl/vnmrsys/data

Sample directory:
BYZ-7_20200119_01

FidFile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jan 19 2020

Temp. 30.0 € / 303.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

512 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243774 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB |
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536

Total time 22 min

T LI L L L
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Sekil 5.35. Bilesik 29 ye ait 13C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C19H12F3N3Ss igin hesaplanan: 436.0218, bulunan:
436.0223 (Sekil 5.36).
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Measured region for 436.0223 m/z
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Sekil 5.36. Bilesik 2g°ye ait HRMS spektrumu

5.1.9. 2-(2-(]2,2'-Bitiyofen]-5-ilmetilen)hidrazinil)-4-(4-metilfenil)tiyazol (2h)
2,2'-Bitiyofen-5-karbaldehit tiyosemikarbazon (1.3 mmol) ve 2-bromo-4'-

metilasetofenon (1.3 mmol) kullanilarak Yontem 2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 5.37).

/\ S _x o N

Sekil 5.37. Bilesik 2h

Verim: %70

E.N: 221-222 °C

IR vmaks (cm™): 3224.98 (N-H gerilim band1), 3064.89 (Aromatik C-H gerilim
bandi), 2912.51, 2821.86 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1610.56, 1510.26, 1494.83,
1456.26 (N-H egilme, C=N ve C=C gerilim bandlar1), 1423.47, 1390.68, 1352.10,
1321.24, 1300.02, 1251.80, 1236.37, 1222.87, 1193.94, 1097.50, 1041.56, 1018.41 (C-H
egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H diizlem igi egilme bandlar1), 947.05, 914.26,
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844.82, 815.89, 798.53, 736.81, 719.45, 704.02, 680.87, 653.87 (Aromatik C-H dizlem
dis1 egilme bandlari ve C-S gerilim bandi) (Sekil 5.38).
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Sekil 5.38. Bilesik 2h’ye ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 2.29 (s, 3H), 7.09 (dd, J= 3.2 Hz, 3.6 Hz,
5.0 Hz, 1H), 7.20 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 7.23 (s, 1H), 7.26 (d, J= 4.0 Hz, 1H), 7.34 (d, J=
4.0 Hz, 1H), 7.39 (dd, J= 0.8 Hz, 1.2 Hz, 3.8 Hz, 1H), 7.53 (dd, J= 1.2 Hz, 4.8 Hz, 1H),
7.69 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 8.33 (s, 1H), 12.22 (brs, 1H) (Sekil 5.39).
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12.0

Sekil 5.39. Bilesik 2hye ait *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 3 (ppm): 20.85 (CHs), 103.25 (CH), 124.39 (CH),
124.96 (CH), 125.70 (2CH), 126.32 (CH), 128.55 (CH), 129.03 (C), 129.25 (2CH),
130.42 (C), 131.06 (CH), 136.13 (C), 137.37 (C), 137.48 (CH), 138.15 (C), 148.03 (C),
167.83 (C) (Sekil 5.40).
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Sample Name:
BYZ-8

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmr1/vimrsys/data

Sample directory:
BYZ-8_20200119_01

PidPile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jan 19 2020

Temp. 30.0 C / 303.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

256 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243723 MHz
DECOUPLE K1, 400.1779555 MHz
Power 38 4B

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 11 min
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T T
20 0 ppm

Sekil 5.40. Bilesik 2h’ye ait *3C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" Ci9H15N3Ss icin hesaplanan: 382.0501, bulunan:

382.0502 (Sekil 5.41).
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Measured region for 382.0602 miz
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Sekil 5.41. Bilesik 2h ’ye ait HRMS spektrumu

5.1.10. 2-(2-(2,2'-Bitiyofen]-5-ilmetilen)hidrazinil)-4-(4-metoksifenil)tiyazol (2i)
2,2'-Bitiyofen-5-karbaldehit tiyosemikarbazon (1.3 mmol) ve 2-bromo-4'-

metoksiasetofenon (1.3 mmol) kullanilarak Yontem 2’ye gore sentezlenmistir (Sekil

5.42).
TV s B
S N° =
\ U—@oem

Sekil 5.42. Bilesik 2i

Verim: %74
E.N: 168-169 °C

IR Vmaks (cm™): 3381.21 (N-H gerilim band1), 3062.96 (Aromatik C-H gerilim
bandi), 2931.80, 2833.43 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1610.58, 1591.57, 1566.20,
1508.33, 1452.40 (N-H egilme, C=N ve C=C gerilim bandlar1), 1438.90, 1415.75,
1255.66, 1244.09, 1222.87, 1174.65, 1101.35, 1043.49, 1022.27 (C-H egilme, C-N, C-O
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gerilim ve aromatik C-H diizlem igi egilme bandlar1), 941.26, 918.12, 835.18, 819.75,
800.46, 773.46, 738.74, 723.31, 704.02, 657.73 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme
bandlar1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil 5.43).

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
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Sekil 5.43. Bilesik 2i’ye ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3.77 (s, 3H), 6.97 (d, J= 8.8 Hz, 2H), 7.10
(dd, J= 4.0 Hz, 4.8 Hz, 1H), 7.14 (s, 1H), 7.27 (d, J= 4.0 Hz, 1H), 7.33 (d, J= 3.6 Hz, 1H),
7.40 (d, J= 3.6 Hz, 1H), 7.54 (d, J= 4.8 Hz, 1H), 7.76 (d, J= 8.8 Hz, 2H), 8.28 (s, 1H),
12.24 (brs, 1H) (Sekil 5.44).
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Sekil 5.44. Bilesik 2i’ye ait 'H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 55.14 (CHs), 101.84 (CH), 114.01
(2CH), 124.33 (CH), 124.86 (CH), 126.20 (CH), 126.35 (C), 127.03 (2CH), 128.49 (CH),

130.67 (CH), 136.14 (C), 137.53 (C), 137.58 (CH), 137.86 (C), 148.54 (C), 159.04 (C),
167.71 (C) (Sekil 5.45).
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Sample Name: Agilent Technologies
BYZ-9

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vomrsys/data

sample directory:
BYZ-9_20200119_01

FidFile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jan 19 2020

Temp. 30.0 C / 303.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

384 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243772 MHz
DECOUPLE E1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT size 65536

Total time 16 min

LJNLES L L L L L L L L L L T

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 5.45. Bilesik 2i’ye ait **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C19H1sN30Ss icin hesaplanan: 398.0450, bulunan:
398.0456 (Sekil 5.46).
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Measured region for 398.0456 m/z
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Sekil 5.46. Bilesik 2i’ye ait HRMS spektrumu

5.1.11.  2-(2-(]2,2'-Bitiyofen]-5-ilmetilen)hidrazinil)-4-(4-metilsiilfonilfenil)tiyazol
03))
2,2"-Bitiyofen-5-karbaldehit tiyosemikarbazon (1.3 mmol) ve 2-bromo-4'-

metilstlfonilasetofenon (1.3 mmol) kullanilarak Yontem 2’ye gore sentezlenmistir (Sekil

5.47).
]\ S~ o N

Sekil 5.47. Bilesik 2j

Verim: %93
E.N: 268-269 °C
IR Vmaks (cm™): 3226.91 (N-H gerilim band1), 3105.39, 3005.10 (Aromatik C-H

gerilim bandlar1), 2920.23, 2839.22 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1593.20, 1573.91,
1566.20, 1506.41, 1462.04 (N-H egilme, C=N ve C=C gerilim bandlar1), 1427.32,
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1406.11, 1350.17, 1323.17, 1298.09, 1280.73, 1238.30, 1220.94, 1203.58, 1184.29,
1147.65, 1114.86, 1085.92, 1045.42, 1016.49 (C-H egilme, SO2, C-N gerilim ve aromatik
C-H diizlem i¢i egilme bandlar1), 958.62, 906.54, 871.82, 848.68, 837.11, 819.75, 786.96,
769.60, 731.02, 694.37, 680.87, 675.09, 661.58 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme
bandlar1 ve C-S gerilim band) (Sekil 5.48).
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Sekil 5.48. Bilesik 2j’ye ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3.23 (s, 3H), 7.11 (dd, J= 4.0 Hz, 5.2 Hz,
1H), 7.27 (d, J= 4.0 Hz, 1H), 7.32 (d, J= 4.0 Hz, 1H), 7.40 (dd, J= 1.2 Hz, 3.6 Hz, 1H),
7.54 (dd, J= 0.8 Hz, 1.2 Hz, 5.0 Hz, 1H), 7.60 (s, 1H), 7.96 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 8.10 (d,
J=8.8 Hz, 2H), 8.20 (s, 1H), 12.29 (brs, 1H) (Sekil 5.49).
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Sekil 5.49. Bilesik 2j’ye ait *H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 3 (ppm): 43.57 (CHs), 107.27 (CH), 124.28 (CH),
124.77 (CH), 126.03 (2CH), 126.10 (CH), 127.44 (2CH), 128.46 (CH), 130.29 (CH),
136.15 (C), 136.61 (C), 137.57 (CH), 137.70 (C), 139.08 (C), 139.20 (C), 148.86 (C),

167.98 (C) (Sekil 5.50).
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Sample Name: Agilent Technologies

BYZ-10
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
BYZ-10_20200119_01
FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jan 19 2020

Temp. 30.0 C / 303.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

128 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243802 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 17 min

T T L T T T U T T T T T

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 5.50. Bilesik 2jye ait **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C19H15sN302S4 igin hesaplanan: 446.0120, bulunan:
446.0124 (Sekil 5.51).
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Measured region for 446.0124 m/z
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Sekil 5.51. Bilesik 2j’ye ait HRMS spektrumu

5.1.12. 2-(2-(2,2'-Bitiyofen]-5-ilmetilen)hidrazinil)-4-(naftalen-2-il)tiyazol (2k)
2,2"-Bitiyofen-5-karbaldehit tiyosemikarbazon (1.3 mmol) ve 2-bromo-2'-

asetonafton (1.3 mmol) kullanilarak Yontem 2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 5.52).

I\ s 1
. N
Sekil 5.52. Bilesik 2k

Verim: %79

E.N: 213-214 °C

IR Vmaks (cm™): 3217.27 (N-H gerilim bandi), 3089.96, 3053.32 (Aromatik C-H
gerilim bandlar1), 2964.59, 2893.22 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1614.42, 1568.13,
1556.55, 1514.12, 1504.48, 1494.83, 1446.61 (N-H egilme, C=N ve C=C gerilim
bandlar1), 1435.04, 1421.54, 1382.96, 1367.53, 1350.17, 1336.67, 1282.66, 1267.23,
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1249.87, 1224.80, 1201.65, 1172.72, 1132.21,1087.85, 1045.42 (C-H egilme, C-N
gerilim ve aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandlar1), 958.62, 916.19, 896.90, 887.26,
854.47, 844.82, 839.03, 821.68, 810.10, 792.74, 765.74, 746.45, 727.16, 711.73, 694.37
(Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil 5.53).
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Sekil 5.53. Bilesik 2k ’ya ait IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 7.11 (dd, J= 4.0 Hz, 5.2 Hz, 1H), 7.27 (d,
J=3.6 Hz, 1H), 7.33 (d, J= 3.6 Hz, 1H), 7.41 (dd, J= 0.4 Hz, 0.8 Hz, 3.4 Hz, 1H), 7.47-
7.56 (M, 4H), 7.89-9.95 (m, 3H), 7.99 (dd, J= 1.6 Hz, 8.4 Hz, 1H), 8.26 (s, 1H), 8.38 (s,
1H), 12.25 (brs, 1H) (Sekil 5.54).
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Sekil 5.54. Bilesik 2k 'ya ait 'H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 104.55 (CH), 123.85 (CH), 124.12 (CH),
124.27 (CH), 124.75 (CH), 125.97 (C), 126.07 (CH), 126.36 (CH), 127.49 (CH), 128.03
(CH), 128.07 (CH), 128.43 (CH), 130.25 (CH), 131.65 (CH), 132.42 (C), 133.07 (C),
136.15 (C), 136.81 (C), 137.59 (CH), 137.73 (C), 149.79 (C), 167.78 (C) (Sekil 5.55).

70



Agilent Technologies

Sample Name:
BYZ-11

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vamrl/vnmrsys/data

Sample directory:
BYZ-11_20200119_01

Fidrile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jan 19 2020

Temp. 38.0 C / 311.1 X
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

64 repetitions
OBSERVE €13, 100.6243828 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 22 min
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Sekil 5.55. Bilesik 2k 'ya ait *3C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C22H1sNsS3 icin hesaplanan: 418.0501, bulunan:
418.0505 (Sekil 5.56).
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Measured region for 418.0505 m/z

418.0505
100.04
I
|
|
00/ I
fl
l 419.0548
f !
I il 420.0483
(| i ‘
0 P LW S Ry N N A
T T T T RO et T
417.5 418.0 4185 419.0 4195 4200 420.5 421.0
€22 H15 N3 83 [M+H]+ : Predicted region for 418.0501 miz
418.0501
100.0]
| f
1 il
| |
|
|
50.04 il
H 419.0529
| A
| (i I 420.0479
it it a
[54 | |
* \ I
0-r , \ . SRR L ; LA . A
417.5 418.0 418.5 419.0 419.5 420.0 4205 421.0
Rank Score Formula (M} lon | Meas.miz  Pred.mfz Df.(mDa} Df. {ppm) Iso DBE
1 89.03 C22H15N3 83 [M+H]+ T 418.0505 418.0501 0.4 0.96 99.03 17.0

Sekil 5.56. Bilesik 2k 'ya ait HRMS spektrumu

5.1.13. 2-(2-(]2,2'-Bitiyofen]-5-ilmetilen)hidrazinil)-4-(1,3-benzodioksol-5-il)tiyazol
2D
2,2'-Bitiyofen-5-karbaldehit tiyosemikarbazon (1.3 mmol) ve 1-(1,3-benzodioksol-

5-il)-2-bromoetan-1-on (1.3 mmol) kullanilarak Y 6ntem 2’ye gore sentezlenmistir (Sekil
5.57).

BN
. N
e e
o
Sekil 5.57. Bilesik 2l

Verim: %71
E.N: 192-193 °C

IR Vmaks (cm™): 3251.98 (N-H gerilim band1), 3105.39, 3066.82 (Aromatik C-H
gerilim bandlar1), 2943.37, 2899.01, 2825.72 (Alifatik C-H gerilim bandlari1), 1604.77,
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1593.20, 1562.34, 1496.76, 1483.26, 1452.40 (N-H egilme, C=N ve C=C gerilim
bandlar1), 1427.32, 1363.67, 1346.31, 1311.59, 1280.73, 1236.37, 1190.08, 1122.57,
1101.35, 1039.63, 1026.13 (C-H egilme, C-N, C-O gerilim ve aromatik C-H duzlem igi
egilme bandlar1), 923.90, 869.90, 864.11, 842.89, 800.46, 775.38, 748.38, 736.81,
707.88, 700.16, 667.37 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlari ve C-S gerilim bandi)
(Sekil 5.58).
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Sekil 5.58. Bilesik 21'ye ait IR spektrumu
'HNMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 6.04 (s, 2H), 6.94 (d, J= 8.8 Hz, 1H), 7.10

(dd, J=3.6 Hz, 5.2 Hz, 1H), 7.17 (s, 1H), 7.26 (d, J= 4.0 Hz, 1H), 7.31 (d, J= 4.0 Hz, 1H),
7.35-7.39 (m, 3H), 7.53 (d, J= 4.8 Hz, 1H), 8.25 (s, 1H), 11.56 (brs, 1H) (Sekil 5.59).
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Sekil 5.59. Bilesik 21’ye ait 'H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 101.05 (CH,), 102.40 (CH), 105.93
(CH), 108.28 (CH), 119.49 (CH), 124.26 (CH), 124.76 (CH), 126.10 (C), 128.27 (CH),
128.42 (CH), 130.39 (CH), 136.11 (C), 137.17 (C), 137.60 (CH), 137.70 (C), 146.89 (C),

147.54 (C), 148.90 (C), 167.50 (C) (Sekil 5.60).
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Agilent Technologies

Sample Name:
BYZ-12

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vamrl/vonrsys/data

Sample directory:
BYZ-12_20200119_01

PidPile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jan 19 2020

Temp. 38.0 C / 311.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

256 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243821 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT size 65536

Total time 16 min
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Sekil 5.60. Bilesik 21’ye ait **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]* C19H13N302S3 icin hesaplanan: 412.0243, bulunan:
412.0249 (Sekil 5.61).
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Measured region for 412.0249 miz
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Sekil 5.61. Bilesik 21'ye ait HRMS spektrumu

5.2. Uygulanan Sentez Yontemlerinin Degerlendirilmesi
5.2.1. Baslangi¢c maddesinin (1) elde edilisi

Tiyosemikarbazon olusum mekanizmasimin ilk basamaginda, tiyosemikarbazitin
nukleofilik amin grubu 2,2'-bitiyofen-5-karbaldehitin kismi pozitif yiik tasiyan aldehit

karbonuna katilir, ardindan azot bir proton kaybeder ve oksijene bir proton baglanir.

Ikinci basamakta ise, protonlanmis olan hidroksil grubu su olarak ayrilir (Sekil 5.62).
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Sekil 5.62. Baslangic maddesinin (1) elde edilis mekanizmas:

5.2.2. Sonug¢ maddelerinin (2a-1) elde edilisi

Son yillarda Hantzsch yonteminin tiyosemikarbazonlara uygulanmasi ile tiyazolil
hidrazon sentezi 6nem kazanmistir. Bu reaksiyonda; kikurt atomu, a-haloketonun o-
karbonuna katilir ve bdylelikle o-tiyo keton olusur. Daha sonra hidrojen transferini
dehidrasyon basamag: takip eder (Sekil 5.63).
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5.3. Spektral Verilerin Degerlendirilmesi
5.3.1. IR verilerinin degerlendirilmesi

Sonug bilesiklerinin (2a-1) IR spektrumlarinda; N-H gerilim band1 3381-3167 cm
araliginda, aromatik C-H gerilim bandlar1 3120-3062 cm™’de, alifatik C-H gerilim
bandlar1 2964-2821 cm™’de, N-H egilme, C=N ve C=C gerilim bandlar1 1614-1446 cm
1*de, C-H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandlar1 1438-1012
cm™*’de, aromatik C-H diizlem dis1 egilme ve C-S gerilim bandlari ise 962-653 cm™’de
kaydedilmistir. Ayrica siyano stbstitiienti tasiyan 2c kodlu bilesigin IR spektrumunda ise
2220.07 cm™’ de C=N gerilim band1 saptanmustir.

5.3.2. 'H NMR verilerinin degerlendirilmesi

Sonug bilesiklerinin (2a-1) 'H NMR spektrumlarinda, 11.56-12.29 ppm arasinda
hidrazon yapisinin N-H protonuna ait yayvan bir pik saptanirken; hidrazon yapisina ait
CH=N protonu ise 8.19-8.33 ppm arasinda singlet pik vermistir. Aromatik ve
heteroaromatik protonlara ait pikler 6.94-8.38 ppm arasinda gozlemlenmistir.

2h kodlu bilesigin *H NMR spektrumunda, metil suibstitiientine ait protonlar 2.29
ppm’de; 2i kodlu bilesigin *H NMR spektrumunda, metoksi stibstitiientine ait protonlar
3.77 ppm’de singlet pik vermistir. 2j kodlu bilesigin *H NMR spektrumunda, 3.23
ppm’de metilsiilfonil protonlarma ait singlet pik gozlemlenmistir. 2| kodlu bilesigin H
NMR spektrumunda, O-CH2-O protonlari 6.04 ppm’de singlet pik vermistir.

5.3.3. 13C NMR verilerinin degerlendirilmesi

Sonug bilesiklerinin (2a-1) 3C NMR spektrumlarinda, CH=N karbonu beklendigi
gibi (Zeytun vd., 2021) 137-138 ppm bdlgesinde sogurma yapmistir. Tiyazol halkasinin
Cz karbonu 167-168 ppm, C4 karbonu 148-150 ppm, Cs karbonu 101-109 ppm bélgesinde
sogurma yapmistir. Diger aromatik ve heteroaromatik karbonlara ait pikler ise 109-163
ppm bolgesinde gozlemlenmistir.

2¢ kodlu bilesigin 3C NMR spektrumunda, siyano karbonuna ait pik 118.86
ppm’de godzlemlenmistir. 2g kodlu bilesigin 3C NMR spektrumunda, triflorometil
karbonuna ait pik 122.93 ppm’de gozlemlenmistir.

2h kodlu bilesigin 3C NMR spektrumunda, metil karbonuna ait pik 20.85 ppm’de;
2i kodlu bilesigin *C NMR spektrumunda, metoksi karbonuna ait pik 55.14 ppm’de
gbzlemlenmistir. 2j kodlu bilesige ait *C NMR spektrumunda, metilsiilfonil karbonuna
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ait pik 43.57 ppm’de gézlemlenmistir. 21 kodlu bilesigin 3C NMR spektrumunda, O-
CH>-0O karbonuna ait pik 101.05 ppm’de saptanmustir.
5.3.4. HRMS verilerinin degerlendirilmesi

Sonug bilesiklerinin (2a-1) ESI yontemi ile alinan HRMS spektrumlarinda, [M+H]*
pikleri gozlemlenmistir ve [M+H]" i¢in hesaplanan ve bulunan degerlerin birbiri ile
uyumlu oldugu saptanmustir.

5.4. In Vitro Deney Sonuglarimin Degerlendirilmesi
5.4.1. MTT testi sonuclarimin degerlendirilmesi

Tiyosemikarbazon tiirevi baslangig bilesiginin (1) ve tiyazolil hidrazon tiirevi sonug
bilesiklerinin (2a-1) A549 insan akciger adenokarsinom ve CCD-19Lu insan akciger
fibroblast (normal) hicreleri Gzerindeki sitotoksik aktiviteleri MTT testi ile arastirilmistir
(Tablo 5.1).

Tablo 5.1. Sonug bilesiklerine ait MTT verileri

Bilesik Co () SI*
A549 hicre dizisi CCD-19Lu hticre dizisi
1 >100 >100
2a 4.73+0.46 5.73+0.46 121
2b >100 >100
2c 4.47+0.90 >100 >22.37
2d >100 >100
2e 5.23+0.45 >100 >19.12
2f >100 >100
29 3.37+0.15 >100 >29.67
2h >100 >100
2i 17.5740.40 >100 >5.69
2j 8.07+0.90 >100 >12.39
2k >100 >100
21 >100 >100
Cisplatin 6.97+2.61 >100 >14.35

* Sl= CCD-19Lu hiicre dizisi igin 1Cso / A549 hiicre dizisi i¢in I1Cso.

Tablo 5.1°deki verilere gore, 29, 2c, 2a, 2e, 2j ve 2i kodlu bilesikler sirasiyla
3.37+0.15, 4.47+0.90, 4.73+0.46, 5.23+0.45, 8.07+0.90 ve 17.57+0.40 uM ICso degerleri

ile A549 hiicre dizisi Uzerine gucll antikanser etki gostermislerdir. 29, 2c, 2e, 2j ve 2i
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kodlu bilesiklerin SI degerleri sirasiyla >29.67, >22.37, >19.12, >12.39 ve >5.69 olarak
bulunmustur. Bu veriler, bu bilesiklerin antikanser etkilerinin segici oldugunu
gostermistir. Bununla birlikte, 2a kodlu bilesigin CCD-19Lu htcreleri Uzerindeki
sitotoksik aktivitesi degerlendirildiginde, diger tlrevlere kiyasla SI degerinin diisiik (SI=
1.21) oldugu gorilmistiir.

Triflorometil siibstitiie bilesik 2g (ICso= 3.37£0.15 uM), siyano siibstitiic bilesik 2¢
(ICs0= 4.47£0.90 uM) ve Kkloro siibstitiie bilesik 2e’nin (ICso= 5.23£0.45 puM) A549
hiicrelerine karsi cisplatinden (ICso=6.97+2.61 M) daha etkili olduklar1 tespit edilmistir.
Bu sonug; triflorometil, siyano ve klor stbstitientlerinin antikanser aktiviteyi énemli
derecede arttirdigini gostermektedir.

5.4.2. Apoptoz iizerine etkilerinin degerlendirilmesi

Secici antikanser aktivite gosteren 2c, 2e, 29, 2i ve 2j kodlu bilesiklerin 1Cso

konsantrasyonlarinda A549 hiicre dizisi Uzerine apoptotik etkileri (Tablo 5.2), akim

sitometri ile degerlendirilmistir.

Tablo 5.2. 2c, 2e, 29, 2i, 2] kodlu bilesikler ve cisplatin uygulanan A549 hiicreleri Anneksin V-

FITC/propidyum iyodur (P1) akum sitometri kuadran analiz yizdeleri

Bilesik Canlilik (%0) Nekroz (%) Ge¢ apoptoz (%) Erken apoptoz (%)
Kontrol 97.36 0.84 0.28 1.52
Bilesik 2c 76.24 0.47 3.21 20.09
Bilesik 2e 88.85 0.45 2.04 8.66
Bilesik 29 91.24 0.76 0.91 7.09
Bilesik 2i 89.67 0.50 1.47 8.36
Bilesik 2j 89.97 0.50 1.68 7.84
Cisplatin 81.49 0.12 1.28 17.10

Akim sitometrisi analiz sonuglari, 2¢, 2e, 29, 2i ve 2j kodlu bilesiklerin apoptozu
indiikledigini gostermektedir. Ozellikle siyano siibstitiie 2¢ kodlu bilesik erken (%620.09)
ve ge¢ (%3.21) apoptozu cisplatinden (erken ve ge¢ apoptoz yiizdesi sirasiyla %17.10 ve
%1.28) daha fazla indiiklemistir (Tablo 5.2, Sekil 5.64). Tiyazol halkasinin 4. konumuna
bagl fenil halkasimnin 4. konumundaki siyano substitientinin apoptotik aktiviteyi

arttirdig1 belirlenmistir.
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Sekil 5.64. 2c, 2e, 29, 2i, 2] kodlu bilesiklerin ve cisplatinin A549 hiicre dizisi iizerinde 24. saatteki
apoptotik etkileri. A) Hiicre popiilasyonu icerisinden secilen ana kapi ve kontrol, B) 2¢ kodlu
bilesigin, C) 2e kodlu bilesigin, D) 29 kodlu bilesigin, E) 2i kodlu bilesigin, F) 2] kodlu bilesigin
ve G) Cisplatinin apoptotik etkileri. (LL= Canlilik, UL= Nekroz, UR= Ge¢ apoptoz, LR=Erken
apoptoz)

82



Q1-UL(0.50 %) Q1-UR(1.68 %) Q1-UL(0.12 %) Q1-UR(1.28 %)

108

10

1ol

PE-A
10*

L1l

10°

Q1-LL(89.97 %) Q1-LR(7.84 %) 1Q1-LL(81.49%)

108 104 109 108 103 104 108 108
FITC-A FITC-A

Q1-LR(17.10 %)

F G
Sekil 5.64. (Devam) 2c, 2e, 24, 2i, 2] kodlu bilesiklerin ve cisplatinin A549 hiicre dizisi Uzerinde 24. saatteki

apoptotik etkileri. A) Hiicre popiilasyonu icerisinden segilen ana kapi ve kontrol, B) 2¢ kodlu
bilesigin, C) 2e kodlu bilesigin, D) 29 kodlu bilesigin, E) 2i kodlu bilesigin, F) 2] kodlu bilesigin
ve G) Cisplatinin apoptotik etkileri. (LL= Canlilik, UL= Nekroz, UR= Ge¢ apoptoz, LR= Erken
apoptoz)

2¢, 2e, 29, 2i ve 2j kodlu bilesiklerin 1Cso konsantrasyonlarinda A549 hiicrelerinde
kaspaz-3 lzerine etkileri akim sitometri analizleri ile saptanmustir. 2i, 2¢, 29, 2e Ve 2j
kodlu bilesiklerin, cisplatinin kaspaz-3 pozitif hiicre yiizdeleri sirasiyla %48.92, %19.10,
%17.25, %11.64, %6.14 ve %6.32 olarak bulunmustur (Tablo 5.3, Sekil 5.65). Bu
sonuclara gore; 2c, 2e, 2g ve 2i kodlu bilesikler A549 hiicreleri tizerinde cisplatinden

daha fazla kaspaz-3 aktivasyonuna neden olmuslardir.

Tablo 5.3. 2c, 2e, 29, 2i ve 2j kodlu bilesikler ve cisplatin uygulanan A549 hiicrelerinde kaspaz-3

aktivitesinin akim sitometri kuadran analiz yiizdeleri

Bilesik %Kaspaz-3 negatif hicreler %Kaspaz-3 pozitif hicreler
Kontrol 96.09 4.29

Bilesik 2c 79.58 19.10

Bilesik 2e 88.36 11.64

Bilesik 29 82.74 17.25

Bilesik 2i 51.07 48.92

Bilesik 2j 93.86 6.14

Cisplatin 92.99 6.32
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Sekil 5.65. 2c, 2e, 29, 2i, 2] kodlu bilesiklerin ve cisplatinin A549 hicre dizisinde 24. saatteki kaspaz-3
Uzerine etkileri. A) Hiicre popiilasyonu igerisinden segilen ana kapi ve kontrol, B) 2c¢ kodlu
bilesigin, C) 2e kodlu bilesigin, D) 29 kodlu bilesigin, E) 2i kodlu bilesigin, F) 2] kodlu bilesigin
ve G) Cisplatinin kaspaz-3 tizerine etkileri. (P2= Kaspaz-3 negatif hiicre yiizdesi, P3= Kaspaz-

3 pozitif hiicre yuzdesi)
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5.4.3. Akt inhibisyon deneyi sonuclarinin degerlendirilmesi

Test edilen bilesikler arasinda, siyano siibstitiie bilesik 2¢ (ICso= 0.46+0.03 uM) ve
kloro siibstitiie bilesik 2e (ICs50=4.40£1.06 uM) Akt inhibitéri GSK690693 bilesiginden
(ICso= 4.97£0.06 uM) daha iyi Akt inhibitori etki gostermislerdir (Tablo 5.4). Bu
sonuglara gore, 2c ve 2e kodlu bilesiklerin A549 hiicre dizisi Uzerine antikanser etkilerini

Akt inhibisyonu yoluyla gosterdikleri belirlenmistir.

Tablo 5.4. 2c, 2e, 2g, 2i ve 2j kodlu bilesiklerin, cisplatinin ve GSK690693’iin A549 hiicrelerinde Akt

inhibitor etkileri

Bilesik I1Cs0 (LM)
Bilesik 2c 0.46%0.03
Bilesik 2e 4.40+1.06
Bilesik 29 >3.37
Bilesik 2i 9.07£1.10
Bilesik 2j >8.07

GSK690693 4.97+0.06
Cisplatin 7.35+0.21
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Tablo 5.4’de sunulan verilere gore, tiyazol halkasinin 4. konumuna bagli fenil
halkasinin 4. konumundaki siyano ve klor sibstitientleri Akt inhibitori etkiyi
arttirmaktadir.

5.5. In Silico Calisma Sonug¢larinin Degerlendirilmesi
5.5.1. Molekuler docking sonug¢larinin degerlendirilmesi

In vitro ¢alismalarda en aktif Akt inhibitorleri olarak tespit edilen 2c ve 2e kodlu
bilesikler i¢in molekiiler docking ¢alismalart Akt enziminin (PDB kodu: 4EJN) aktif
bolgesinde GSK690693 bilesigine kiyasla gergeklestirilmistir (Sekil 5.66).

Docking sonuglari bu iki bilesigin aktif bolgeye affinitesinde hidrazon yapisina
komsu tiyofen halkasinin 6nemini gostermektedir. Her iki bilesik de tiyofen grubu
araciligiyla Trp80 amino asidi (Rehan vd., 2014) ile n-x etkilesimleri olusturmustur (Sekil
5.67). Benzer etkilesimi, GSK690693 bilesiginde 1,2,5-oksadiazol halkas1 da saglamistir.
Bununla birlikte 2c ve 2e kodlu bilesikler, GSK690693 bilesiginin yaptigi Ala58

etkilesimini gostermemislerdir.

Bilesikler 2c ve 2e’nin docking skorlarinin (sirasiyla -6.176 kcal/mol ve -5.938
kcal/mol) GSK690693 bilesiginin docking skoru (-6.073 kcal/mol) ile benzerlik

gOstermesi, her iki bilesigin de aktif bolgeye yiksek affinitesini kanitlamaktadir.

Sekil 5.66. Bilesikler 2c, 2e ve GSK690693 ’iin (sirasiyla turuncu, mor ve turkuaz renginde top ve ¢ubuk

seklinde gosterilmistir) Akt aktif bolgesindeki docking pozlar
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5.5.2. ADME sonuclarinin degerlendirilmesi
Cok sayida aday bilesik icin ADME deneysel prosediirlerini gergeklestirmek

maliyetli ve zaman alici oldugu i¢in, ila¢ adaylarinin farmakokinetik profillerinin
tahminine yonelik in silico yaklagimlar, ila¢ kesfinin erken asamasinda, zaman ve para
tasarrufu saglamak ve deneyler i¢in gerekli olan ¢ok sayida hayvandan kaynaklanan etik
sorunlardan kaginmak i¢in ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir (Veber vd., 2002; Wang vd.,
2015; Kumar, Kini ve Rathi, 2021). 2a-1 kodlu bilesiklerin farmakokinetik profilleri
(Tablo 5.5), Schrodinger Maestro molekiler modelleme programindaki in silico ADME
modiili olan QikProp araciliiyla tahmin edilmistir.

In silico ADME calismasinda, tiim bilesiklerin tahmini oktanol/su partisyon
katsayist (QPlogPo/w), tahmini insan serum albumine baglanma oranit (QPlogKhsa),
toplam c¢oziicii erisilebilir yiizey alan1 (SASA) degerleri Onerilen aralikta, %oral
absorpsiyonlari ise 100.000 olarak bulunmustur (Tablo 5.5). Ayrica 2a-l kodlu bilesikler

Lipinski’nin bes kuralina (Lipinski vd., 2001) ve Jorgensen’in ii¢ kuralina uymaktadirlar.
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Tim bilesiklerin Lipinski’nin ve Jorgensen’in kurallarina uymalar1 ve %oral
absorpsiyon degerleri g6z 6niinde bulunduruldugunda, iyi oral biyoyararlanima sahip ilag

aday1 bilesikler olmalar1 6ngoriilmektedir.

Tablo 5.5. Sonug bilesiklerinin (2a-1) tahmini ADME verileri

Bilesik OPlogPo/w* QPlogKhsa* SASA* Ab;’gg;""y'on* "Si ';’(':i‘;'hﬂ;” J;’”I%f,‘;;‘iﬂi“
2a 5377 0713 660917  100.000 1 1
2 4.671 0.662  699.198  100.000 0 1
2 4.616 0538  699.144  100.000 0 1
2d 5.614 0757  669.945  100.000 1 1
2 5.874 0832 684990  100.000 1 1
of 5.951 0856  690.032  100.000 1 1
2 6.358 0976 711919  100.000 1 1
oh 5.601 0875 693164  100.000 1 1
2i 5.469 0720  697.967  100.000 1 1
%j 4.087 0287 746504  100.000 0 1
2K 6.349 1094 731399 100.000 1 1
2l 4.914 0516 666770  100.000 0 1

* QPlogPo/w igin 6nerilen deger arahigi: -2-6.5. QPlogKhsa i¢in 6nerilen deger araligr: -1.5-1.5. SASA
icin A2 olarak énerilen deger araligi: 300-1000. %Oral Absorpsiyon: Bu degerin %80°den biiyiik olmas1
oral absorpsiyonun yuksek, %25’den kii¢iik olmasi ise oral absorpsiyonun diisiik oldugunu gostermektedir.

** Lipinski'nin 5 Kurali: Lipinski'nin 5 Kuralin1 ihlal etme sayisi. Bu kurallar: Molekilin molekiler
agirlign < 500, QPlogPo/w < 5, Hidrojen bagi dondrii atom sayis1 < 5, Hidrojen bag1 akseptdr atom sayisi
< 10. Bu kurallar1 birden fazla ihlal etmeyen bilesikler ilag aday1 olarak diisiiniilebilir. Jorgensen’in 3
Kurah: Jorgensen’in 3 Kuralini ihlal etme sayisi. Bu kurallar: QPlogS (Tahmini suda ¢ozinurlik) > -5.7,
QPPCaco (Tahmini goriinir Caco-2 hiicre gegirgenligi nm/s olarak) > 22 nm/s, # Primer metabolitler < 7.
Bu kurallar1 daha az ihlal eden bilesikler (tercihen hig ihlal etmeyen), oral yolla kullanim i¢in daha uygun
bilesikler olarak diigiiniilmektedir (Schrodinger Release 2016-2: QikProp, Schrddinger, New York, ABD).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, on iki adet yeni tiyazolil hidrazon tirevi (2a-1) sentezlenmis
ve yapilari IR, NMR (*H ve *C) ve HRMS yontemleri ile aydinlatilmistir. Bu bilesiklerin
A549 insan akciger adenokarsinom ve CCD-19Lu insan akciger fibroblast hicreleri
Uzerine sitotoksik etkileri incelenmistir. Secici antikanser etki gdsteren turevlerin
apoptoz, kaspaz-3 ve Akt enzimi Uzerindeki etkileri degerlendirilmistir.

MTT testi sonuglari, triflorometil siibstitiie bilesik 2g (ICso= 3.37£0.15 pM;
S1>29.67), siyano siibstitiie bilesik 2¢ (ICso=4.47+0.90 uM; S1>22.37) ve kloro substittie
bilesik 2e’nin (ICso= 5.23£0.45 uM; SI1>19.12) A549 hiicrelerine karsi cisplatinden
(ICs0= 6.97£2.61 uM; SI1>14.35) daha etkili ve secici olduklarini géstermistir. Akim
sitometri analizlerine gore, 6zellikle 2c kodlu bilesik A549 hicrelerinde apoptozu
(%23.30) cisplatinden daha fazla indiiklemis ve daha fazla kaspaz-3 aktivasyonuna
(9%19.10) neden olmustur. Ayn1 zamanda, bilesik 2¢ (1Cso= 0.46+0.03 pM) Akt inhibitori
GSK690693 bilesiginden (ICso= 4.97£0.06 M) cok daha guclu Akt inhibitori etki
gostermistir. Molekiiler docking ¢alismasia gore, bu bilesik Akt substrat baglanma
bolgesine yiiksek affinite gostererek Trp80 ile m-wt etkilesimleri gostermistir. In silico
ADME verilerine gore, bilesik 2c’nin iyi bir farmakokinetik profile sahip oral
biyoyararlanimi yiiksek ilag aday1 bir bilesik oldugu 6éngdrilmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alismada 0zellikle 2¢ kodlu bilesik (Sekil 6.1) A549 hiicre dizisi
uzerine Akt inhibisyonu araciligiyla segici sitotoksik ve apoptotik etki gosteren bir bilesik
olarak on plana ¢ikmaktadir. Bu bilesigin cisplatine kiyasla gii¢lii sitotoksik ve apoptotik
etkiye sahip olmasi ve GSK690693’e kiyasla giiglii Akt inhibitor aktivite gostermesi

nedeniyle ileriki ¢alismalarda in vivo deney asamasina gecilmesi planlanmaktadir.

A s 8
S N’ =
W f/>—< }m

Sekil 6.1. Siyano substitlie bilesik 2¢
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