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OZET

PIROLOTRIAZINON YAPISI ICEREN YENI HETEROBISIKLIK
BiLESiKLER.iN. TASARIMI SENTEZi TEQRI}( HESAPLAMALARI VE
CESITLI BIYOLOJIiK AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

KUZU, Eylem
Doktora Tezi, Kimya Anabilim Dali
Danigsman: Prof. Dr. Hasan GENC
Temmuz 2025, 143 sayfa

Bu tez calismasi, pirrolotriazinon iskeletine sahip yeni bilesiklerin sentezi,
karakterizasyonu ve farmakolojik potansiyellerinin aragtirilmasina odaklanmaktadir.
Heterosiklik bilesikler, 6zellikle pirrol ve triazinon tiirevleri, ilag kesfi alaninda 6nemli
biyolojik aktiviteler sergileyebilen yapilar arasinda yer almaktadir. Bu dogrultuda, farkl
fonksiyonel gruplarla zenginlestirilmis ¢esitli pirrolotriazinon tiirevleri sentezlenmis ve
bu tiirevlerin biyolojik aktiviteleri kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir.

Bilesiklerin yapisal dogrulamalari, 'H NMR, *C NMR ve LC-MS/MS gibi ileri
diizey spektroskopik ve spektrometrik yontemlerle gerceklestirilmistir. Ayrica,
bilesiklerin molekiiler 6zellikleri ve reaksiyon mekanizmalari, yogunluk fonksiyonel
teorisi (DFT) hesaplamalari ile teorik olarak incelenmis, bu sayede bilesiklerin kararliligi
ve etkilesim potansiyelleri hakkinda derinlemesine bilgi saglanmistir. Tasarlanan
molekiillerin sentezi basarili bir sekilde gergeklestirilmistir.

Biyolojik testler sonucunda, sentezlenen bilesiklerin ¢esitli kanser hiicre hatlari
tizerinde antiproliferatif etkiler gdsterdigi tespit edilmistir. Etkin bulunan bilesiklerin
kanser hiicrelerindeki PI3K seviyeleri ELISA yontemiyle degerlendirilmis ve bazi
bilesiklerin PI3K seviyelerini diizenleyerek kanser hiicrelerinin biiylimesini engelledigi
gbzlemlenmistir. Ayrica, molekiiler docking yontemiyle yapilan in vitro dogrulamalar,
bu bilesiklerin hedef proteinlerle etkilesimlerini ve biyolojik aktivitelerinin
mekanizmalarint anlamada 6nemli bir katki saglamistir.

Sonu¢ olarak, bu c¢alisma, yeni pirrolotriazinon tiirevlerinin farmakolojik
potansiyelini hem deneysel hem de teorik acidan detayli bir sekilde inceleyerek, bu
bilesiklerin kanser tedavisi gibi terapdtik uygulamalarda onemli adaylar olabilecegini
ortaya koymaktadir.

Anahtar  kelimeler:  Antiproliferasyon, = Molekiiler  docking, PI3K,
Pirolotriazinon, pre-ADMET






ABSTRACT

DESIGN, SYNTHESIS, THEORETICAL CALCULATIONS, AND
INVESTIGATION OF THE BIOLOGICAL ACTIVITIES OF NEW
HETEROCYCLIC COMPOUNDS CONTAINING PYRROLOTRIAZINONE
STRUCTURE

KUZU, Eylem
Ph.D. Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Hasan GENC
July 2025, 143 pages

This thesis focuses on the synthesis, characterization, and investigation of the
pharmacological potential of novel compounds with a pyrrolo-triazine scaffold.
Heterocyclic compounds, particularly pyrrole and triazine derivatives, are known to
exhibit significant biological activities and are among the key structures in drug
discovery. In this context, various pyrrolo-triazine derivatives, enriched with different
functional groups, were synthesized, and their biological activities were systematically
evaluated.

The structural confirmation of the synthesized compounds was carried out using
advanced spectroscopic and spectrometric techniques such as '"H NMR, *C NMR, and
LC-MS. Furthermore, the molecular properties and reaction mechanisms of these
compounds were theoretically investigated through Density Functional Theory (DFT)
calculations, providing valuable insights into their stability and potential interactions. The
designed molecules were successfully synthesized.

Biological assays revealed that the synthesized compounds exhibited
antiproliferative effects on various cancer cell lines. The effects of the active compounds
on the PI3K levels in cancer cells were evaluated using the ELISA method, and it was
observed that certain compounds regulated PI3K levels, inhibiting cancer cell growth.
Additionally, in vitro validation through molecular docking studies contributed to a better
understanding of the interactions of these compounds with target proteins and the
mechanisms underlying their biological activities.

In conclusion, this study provides a detailed experimental and theoretical
examination of the pharmacological potential of new pyrrolo-triazine derivatives and
demonstrates that these compounds could serve as promising candidates for therapeutic
applications, such as cancer treatment.

Keywords: Antiproliferation, Molecular docking, PI3K, Pyrrolotriazinone, pre-
ADMET
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1. GIRIS

Heterosiklik bilesiklerin gelistirilmesindeki yontemler giiniimiizde her ne kadar
tatmin edici seviyelere ulagsa da bu bilesiklerde gozlenen terapdtik sonuglar ve gesitli
farmakolojik ozellikler, ¢oziimlenememis bir¢cok hastaligin altinda yatan biyolojik
siireclere miidahalede yeterli degildir. Biyolojik slireclerin sifresini ¢ozecek yeni
bilesikleri tanirmlamak veya ilag kesfi i¢in potansiyel baslangi¢ noktalar1 elde etmek i¢in
kiiciik molekiillere, 6zellikle yeni heterosiklik bilesiklere hala ihtiya¢ duyulmaktadir.
Ancak ¢esitli sentetik problemler, baslangi¢ reaktiflerine ulagim, pahali katalizorler gibi
pek ¢ok nedenden dolay: terapétik agidan yararli olabilecek bir¢ok heterosiklik yapi
iskeletlerinin tiretimi sinirli kalmaktadir.

Sunulan tez kapsaminda, literatiirde {lizerinde oldukca sinirli sayida arastirma
yapilan pirolotriazinon heterobisiklik bilesiklerinin mevcut sentez yoOntemlerinin
incelenmesi ve bu yontemlerle elde edilen organik bilesiklerin ¢esitli biyolojik
aktivitelerinin arastirilmasi planlanmistir. Literatiirdeki kisitli sentez yontemlerinden
hareketle pirolotiriazinonlarin sentezi i¢in pratik, ekonomik ve yiiksek verimli bir sentetik
tasarim yapilarak stibstitiie tiyazol halkasi igeren yeni pirolotriazinon tiirevi bilesiklerin
gelistirilmesi amaglanmistir. Tasarlanan sentetik prosediir ile 6n ¢alismalar yapilmis ve
hedeflenen bilesiklerin karakterizasyonu tamamlanmistir. Onerilen ydntem yeni tiir
pirolotriazinonlarin yiiksek verimle iiretilmesini saglayabilmis ve bu yontemle elde edilen
bir seri bilesigin biyolojik aktivite c¢aligmalar1 yapilmistir. Ayrica sunulan sentetik
tasarimin teorik hesaplamalar ile tepkime mekanizmasinin aydinlatilmasi gelecekte
pirolotriazinon tiirevi ¢esitli bilesiklerin gelistirilmesi i¢in literatiire anahtar bir yol
acacaktir.

Tez kapsaminda, hedeflenen bilesiklerin sentezlenmesi ile bu bilesiklerin kanserli
hiicrelerin yasamsal fonksiyonlarin1 yerine getirmelerinde hayati Oneme sahip
fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) enziminin se¢imli inhibisyonu ile yeni hedef odakl
antiproliferatif ajanlarin gelistirilmesi saglanmigtir. Bu durum giiniimiizde stratejik
antikanser ilag tasarim ¢aligmalarinda iizerinde yogunlasilan ‘antikanser ilaglarin normal
hiicrelere kars1 sitotoksik etkisini azaltmasi, etkili, secici ve hedef odakli olarak kanser

hiicrelerinde etki gostermesi’ konusundaki arastirmalara 1s1k tutacaktir.






2. KAYNAK BILDIiRISLERI

Binlerce yildir bitkilerden, hayvanlardan veya mikroplardan elde edilen dogal
bilesikler cesitli patolojik durumlar1 tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir (Thomford vd.,
2018). Zamanla bu dogal iiriinlerdeki etkin igeriklerin tanimlanmasi ve karakterize
edilmesiyle daha yiiksek terapotik potansiyele ve daha az yan etkilere sahip yeni bilesikler
gelistirilebilmistir. Etkin iceriklerin gelistirilmesinde kullanilan sentetik organik kimya,
ilgili bilesiklerin istenilen fizikokimyasal 6zelliklere, farmakokinetik ve farmakodinamik
profillere sahip olabilmesini saglayabilmektedir. Ayrica bilgisayar destekli programlar ile
hem sentez kimyasinin aragtirilmasi hem de gelistirilen bilesiklerin in siliko tekniklerle
biyoaktivite ©6n tahminlerinin yapilabilmesi medisinal kimyadaki gelismeleri
hizlandirmaktadir (Ma vd., 2010; Gomtsyan, 2012; Maggio vd., 2012). Ozellikle, yeni
ilag benzeri molekiiller elde etmek i¢in dncii bilesiklerin optimizasyonu, ila¢ kesfinde
oldukga 6nemli bir basamagi temsil etmektedir (Lauria vd., 2006; Raffa vd., 2015; Costa
vd., 2019; Alcaro ve Ortuso, 2020). Cesitli fonksiyonel gruplar i¢in biyoizosterler olarak
heterosiklik yapilarin kullanimi, klinik olarak daha giivenli ilaglar elde etmek icin
stratejik bir yol olmakta ve bdylece ilgili ilag hedeflerine yonelik bilesiklerin afinite ve
giicl artirilabilmektedir (Patani ve Lavoie, 1996; Maggio vd., 2015).

Heterosiklik yapilarin tasariminda ¢oziiniirliik, lipofilisite, polarite ve hidrojen
baglama kapasitesi gibi 6zellikleri modiile etmek, daha uygun ilag yapilarina ulagsmay1
artirmaktadir (Daidone vd., 2020). Yapilan bir analize gore, FDA onayl Kkiiciik
molekiillerde yer alan N-heterosiklik bilesikler, piyasadaki farmasoétiklerin en yaygin
yapisal iskeletini olusturmaktadir. Gergekten de toplam molekiil sayisinin yaklasik %84
en az bir azot atomu igerirken, %59'u en az bir azot igeren heterosiklik yapiya sahiptir
(Vitaku vd., 2014). Ek olarak, 2010 ve 2015 yillar1 arasinda FDA tarafindan onaylanan
onkolojik ilaglar hakkinda Martins ve grubu tarafindan bildirilen yakin tarihli bir
analizde, ila¢ kesfinde heterosiklik bilesiklerin kullanimi daha da 6n plana ¢iktig1 rapor
edilmistir. Bu zaman diliminde, yeni onaylanan 40 kemoterapétik ilagtan 26's1 molekiiler
bilesimlerinde heterosiklik fragmanlar igerdigi ve bu fragmanlarin %73"i azot bazli olup,
diger nitrojen-oksijen- (%15), oksijen- (%8) ve azot-kiikiirt bazli (%4) gibi fragmanlara
kiyasla oldukga 6nde oldugu rapor edilmistir (Martins vd., 2015).



Ancak giiniimiizde, heterosiklik bilesiklerin sentezlenmesinde oldukc¢a fazla
modern sentetik yontemler gelistirilse de halen ulagilamamis bir¢ok heterosiklik yapi
iskeleti kesfedilmeyi beklemektedir. Ayrica ¢esitli sentetik problemler, baslangic
reaktiflerine ulasmadaki zorluklar, pahali katalizorler gibi pek ¢ok neden, terapotik agidan
yararlt olabilecek yapi iskeletlerinin iiretimi kisitlamaktadir. Kimyasal uzayin ugsuz
bucaksizligina bakildiginda, simdiye kadar sadece ¢ok kii¢iik bir boliimiiniin kesfedilmis
oldugu kolayca anlasilabilir. Ornek olarak, 2010 yilinda, molekiil agirlign 500 g/mol'nin
altinda olan ve ilag kesfi i¢in gelistirilen tlim olas1i molekiillerin sayisinin 1060'a ulastig1
tahmin edilmistir (Reymond vd., 2010). Bu nedenle, mevcut kimyasal kiitliphaneler
biiyliyor olsa bile, hala eksik veya en azindan yetersiz temsil edilen kimyasal yap1 aileleri
bulunmaktadir (Kerru vd., 2020).

Tim bunlara ilaveten, gelistirilen bircok sentetik bilesigin sergiledigi essiz
farmakolojik ozellikler her ne kadar arzu edilir diizeyde olsa bile yeni hastaliklar,
farmasdtiklere karsi gelisen ilag direnci ve halen tedavi edilemeyen patojenik sorunlar
g6z Oniine alindiginda, benzeri goriilmemis yap iskeletleri (yapisal yenilige sahip) ilag
tasarimi icin baslangic noktasi olarak secilmektedir. Bu baglamda, kesfedilecek yap1
iskeletlerinin sayisin1 daraltmak igin, azot igeren bilesiklere ve daha dogrusu azot bazl
heterosiklik bilesiklere odaklanmak akillica olacaktir. Su anda piyasada bulunan FDA
onayl ilaglarin (laktamlar, kinazolinler, benzodiazepinler gibi) %75'inden fazlasi azot
iceren heterosiklik yapilar igcerdiginden bu odaklanma olduk¢a mantiklidir (Zhang vd.,
2007). Ayrica 2014 yilinda ilag bagina ortalama azot atomu sayisinin tim kiiciik
molekiillii ilaglarda 2,3 N/ilag iken, azotlu heterosiklik ilaglarda 3,1 N/ilag degerine
ulastig1 dikkat ¢ekmektedir. Bu durumda birden fazla azot atomu igeren heterosiklik
bilesiklere odaklanmanin daha da uygun oldugu goriinmektedir (Rishikesan vd., 2021;
Sukanya vd., 2022).

Azot bazli heterosiklik bilesiklerin yapisal ozellikleri, oksijen bazh
heterosikliklere kiyasla genis biyoaktivite ve gelismis suda ¢oziintirliik sergileyebildikleri
icin ila¢ kesfinde oldukca elverislidir. Gegmisteki ilag gelistirme ¢alismalarinda, sentetik
yollarla elde edilen heterosiklik bilesiklerin hedeflerini arastirmak ana odak noktasi
olmustur. Giiniimiiz modern ila¢ gelistirme ¢aginda ise; hedef hastaligin se¢ilmesi ve bu
hastaligin tedavisi i¢in patojenik alt yolaklari hedefleyen ila¢ adaylarinin gelistirilmesi

ana odak noktasidir. Buradan hareketle, dnemli saglik sorunu olusturan hastaligin



secilmesi, bu hastaligin alt hedeflerinin belirlenmesi ve bu hedeflere yiiksek selektivite
sergileyebilecek yeni sentetik heterosiklik bilesiklerin tasarimi, sentezi ve farmakolojik
aktivitelerinin arastirilmasi bu tez ¢alismasinin ana amacini olusturmaktadir.

Tiim bu literatiir verilerine dayanarak, azot bazl1 heterosiklik bilesiklerin hedefleri
arasinda Ozellikle kanser hastaligi 6n plana ¢ikmaktadir. Kanser diinyada yasanan en
biiyiik saglik problemlerinden birisidir ve diinya saglik &rgiitiiniin (DSO) verilerine gore
nedeni bilinen dliimler arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Kanser kaynakli 6liimlerin
2030 yilina kadar 12 milyona ulagacagi tahmin edildiginden bu hastaligin secilmesi tez
¢alismasinin 6nemini daha da artirmaktadir.

Kanser genel tanimiyla viicudun farkli bolgelerindeki doku ve organlardaki
hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasiyla olusan hastalik grubudur. Bir¢ok gesit
kanser tipi olmasina ragmen, kanser hiicrelerinin ortak Ozelligi diizensiz ve asir1
cogalmalaridir. Kanser hastaliklar1 tedavisinde kullanilan yeni ve etkin kemoterapotik
ajanlar gelistirilmesine ragmen, bir¢ok kanser tiiriniin 61iim oranlarinda 6nemli bir diigiis
saglanamamistir. Kanser tiirler i¢in spesifik etkili, daha az toksik bir ilacin gelistirilmesi
halen ila¢ arastirma konular1 arasinda ilk sirada yer almaktadir. Bu durum, giiniimiizde
kanser ile ilgili ilag kesfinde hala istenilen noktaya ulasilamadigini ortaya koymaktadir.
Ozellikle antikanser ilag gelistirme arastirmalarinda yeni bilesiklerin, etkilerinin ve
mekanizmalarinin belirlenmesi son derece 6nem tasimakta ve kanserin tan1 ve tedavisi
i¢in ciddi yatirimlar yapilmaya devam etmektedir.

Kanser hastaliginin birgok farkli alt hedefleri bulunmaktadir ve bunlar arasinda
protein kinazlar 6n plana ¢ikmaktadir. Protein kinazlar, kanserli hiicrelerde biiytime ve
cogalma fonksiyonlarin1 kontrol eder ve kanserin biiylimesine yol agarlar. Ayrica sinyal
iletimi, hiicrelerin ¢ogalmasi ve apoptosis gibi iglevleri kontrol ettiginden, burada
meydana gelen degisimler kanser gelisiminde 6nemli rol oynar. Bu makromolekiillerin
cesitli kiiciik molekiillerle susturulmasi kanserli hiicrelerin aktivitelerini kaybetmelerine
sebep olur. Kinaz enzim ailesi arasinda fosfatidilinositol 3-kinazlar olarak da adlandirilan
fosfoinositid 3-kinazlar (PI3K'lar), hiicre biiyiimesi, c¢ogalmasi, farklilagsmasi,
hareketliligi, hayatta kalmas1 ve hiicre ici trafik gibi hiicresel iglevlerde yer alan ve
kanserde rol oynayan 6nemli bir enzim ailesidir. Bu ¢calisma kapsaminda 6zellikle PI3K'in
secici inhibisyonunu saglayabilecek heterobisiklik bilesiklerin tasarimi sentezi ve

farmakolojik aktivitelerinin aragtirtlmas1 hedeflenmistir.



Bu calismada, tiyazol halkasi igeren yeni pirolotriazinon tlirevlerinin tasarimi ve
ekonomik olarak uygulanabilir bir yontemle sentezlenmesi hedeflenmistir. Ardindan, bu
bilesiklerin kanser hiicre hatlar1 lizerindeki antiproliferatif etkileri MTT testi araciligiyla
degerlendirilmesiyle elde edilen sonuglarin bilesiklerin saglikli hiicreler tizerindeki
etkileriyle karsilastirilarak selektivite indeksleri hesaplanmis ve en segici yapilar
belirlenmistir. Son asamada ise, antiproliferatif etkisi yiiksek olan bilesiklerin PI3K
enzim aktivitesini inhibe etme potansiyelleri ELISA yontemi kullanilarak dogrulanmaistir.
Tasarlanan bilesiklerin PI3K enzimi ile etkilesimini degerlendirmek amaciyla molekiiler
doking caligmalar1 gergeklestirilmis ve bu sayede en yiiksek baglanma afinitesine sahip

aday molekiiller belirlenmistir.

2.1 Pirol ve Triazinon Bilesiklerinin Onemi

Yeni stratejik antikanser ilag tasarimlari, gelistirilecek antikanser ilaglarin normal
hiicrelere kars: sitotoksik etkisini azaltmasi, etkili ve secici olarak kanser hiicrelerinde
etki gostermesi lizerinde yogunlagsmaktadir. Bu yaklasimla, farkli ila¢ yapilarindaki
farmakofor gruplar aymi aktif molekiil iskeletinde birlestirilerek yeni aktif bilesikler
tasarlanmakta ve bu bilesiklerle yapilan in vitro ve in vivo test sonuglari, daha potent
bilesikler elde edildigi bildirilmektedir. Bu yaklasimla yeni biyoaktif molekiillerin
gelistirilmesinde 6zellikle heterosiklik bilesikler iizerinde yogun aragtirmalarin yapildigi
goriilmektedir.

Heterosiklik bilesikler arasinda azot atomu igeren besli yapidaki aromatik pirol
halkasi, cogu dogal {iriin ve ila¢ etken maddelerinde sik karsilagildigindan dolay1 organik
sentez agisindan oldukg¢a yliksek Oneme sahiptir. Ayrica pirol yapisindan hareketle
tasarlanan yeni bilesiklerin cesitli uygulamalardaki egsiz 6zelligi, bu halka yapisinda
calismalar1 daha da artirmaktadir. Ornegin fotodinamik terapide Klorin (Lu vd., 2015),
kolesterol biyosentezinde Atorvastatin (Pahan, 2006), analjezik ve anti-inflamatuvar
ozellige sahip ila¢g Ketorolak (Ammar vd., 2013) pirol igeren farmasdtiklerden sadece

birkagidir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Cesitli farmakolojik aktivitelere sahip pirol tiirevler

Diger onemli heterosiklik halka yapisi olan triazinon, bir karbonil ve {i¢ azot
atomuna sahip altil1 yapidan olusmaktadir. Azot atomlarinin konumuna gore 1,2,3-, 1,2,4-
ve 1,3,5-triazinonlar olarak adlandirilan bu yapilar (la-1) gesitli izomerik formlarda

bulunmaktadir ve bunlar Sekil 2.2°de sunulmustur.
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Sekil 2.2 Triazinon yapisinin izomerik formlar1

Triazinon tiirevlerinin herbisit, anti-kanser ve antimikrobiyal aktiviteleri
acisindan 6nemli bir halka olmasi, organik sentezdeki ilgileri de iizerine ¢ekmektedir.

Omegin, 1,2,4-triazinon tirevi Metamitron ve Metribuzin herbisit olarak etkilidir. Son



zamanlarda gelistirilen 1,3,5-triazinon tiirevlerinden bilesik 2, Alzheimer hastaligina
neden olan anahtar enzimler olarak bilinen hem BACE-17'ye (aspartil proteaz -sekretaz)
hem de GSK-3fB'ya (glikojen sentaz kinaz-3p) karsi norotoksisite olmaksizin iyi
dengelenmis inhibisyon aktivitesi gosterdigi bulunmustur (Prati vd., 2015). Bagka bir
1,3,5-triazinon yapisina sahip bilesik 3, insan DNA’sinda topoizomerazi Ila'y1 inhibe

ederek antikanser 6zellige sahip oldugu rapor edilmistir (Pogorel¢nik vd., 2015) (Sekil

2.3).
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Sekil 2.3 Triazinon igeren biyolojik olarak aktif baz1 bilesikler

Yukarida kisaca 6zetlenen ¢esitli farmakolojik aktivitelere sahip pirol ve triazinon
yapilarinin kaynastirilmasi ile olusturulan pirolotriazinon tiirevlerinin arastirilmasi bu tez
Onerisinin esas temelini olusturmaktadir. Azolotriazinon'un bir smifi olan
pirolotriazinonlar gercekten kaynasmis bir heterobisiklik sistem olup azot iceren
heterosiklik bilesikler ile ortak oOzellikleri paylasirlar. Elektron bakimindan zengin
pirolotriazinonlar hidrojen bagi, dipol-dipol etkilesimleri, hidrofobik etkiler, van der
Waals kuvvetleri ve pi-pi etkilesimleri gibi 6zellikleri ile biyolojik hedeflere kars1 yiiksek
afinite sergileyebilirler. Asagidaki Sekil 2.4’te literatiirde arastirilmis olan pirolotriazinon
yapisinin birkag yapisal izomeri sunulmustur. Tabii ki diger izomerler gercekte mevcut
olsalar da sentez prosediirlerindeki karmagiklik, kararsiz bilesik yapilart olmalar1 gibi
nedenlerle gelistirilmemistir. Ayrica pirolotriazinonlar smifi bilesiklere ait bir ilag

glinimiizde heniliz piyasaya siirilmemistir ancak simdiye kadar gelistirilen



pirolotriazinon tiirevi bilesiklerin sergiledigi biyolojik aktiviteler, gelecekteki ila¢ aday1

potansiyelleri konusunda oldukca yiiksek umut vadetmektedir (Ge ve Cintrat, 2021).
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Sekil 2.4 Cesitli biyolojik aktivitelere sahip pirolotriazinonlar

2.2 Pirolotriazinon Tiirevlerinin Cesitli Biyolojik Aktiviteleri

Montoir ve grubu tarafindan 2020 yilinda gelistirilen ve sentezlenen pirolotriazinon
tiirevi bilesik 4’lin oldukga yiiksek antifungal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Sekil
2.5). Aslinda gelistirilen bilesikteki triazol grubu, ana biyolojik aktiviteden sorumlu
oldugu tahmin edilmektedir. Fakat triazin halkas: ile birlikte pirolotriazinon yapisinin
hibridizasyonu ile olusturan bilesik, antifungal aktiviteden sorumlu ergosterol
biyosentezinde sterol 14a-demetilaz sitokrom P450 (CYP51) enziminin inhibisyonunu
saglayarak yeni bir azol antifungal bilesiklerin gelistirilmesinde Oncii bilesik olma
niteligindedir. Bilhassa Bilesik 4 06zellikle, flukonazole direncli suslar ve Candida
albicans (MIC < 0.01 g mL™") dahil olmak iizere patojenik Candida spp'ye kars1 in vitro
aktif oldugu belirlenmistir. Ayrica ayni bilesik Aspergillus fumigatus gibi bazi ipliksi
mantarlara kars1 da aktiftir. Son olarak, bilesigin ayrica Candida albicans'in neden oldugu
oldiiriicti sistemik enfeksiyonlarin murin modellerinde umut verici in vivo aktivite (15

mg/kg) sergiledigi bulunmustur (Montoir vd., 2020).
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Sekil 2.5 Giiglii antifungal 6zellige sahip triazol igeren pirolotriazinon bilesigi

Saito ve grubu bir seri pirolotriazinon tiirevi tasarlayarak bu bilesiklerin anksiyete
tizerindeki etkilerini arastirmiglardir. Aslinda anksiyete icin piyasada bir¢ok tedavi
yontemi ve ila¢ olmasina ragmen bazi yan etkilerden (gastrointestinal bozukluklar gibi)
dolay1 yeni potansiyel hedeflerin gelistirilmesi halen 6nemli bir noktadadir (Saito vd.,
2012). Tache ve grubu da stres sirasinda yiikselen ve mide agrisi, mide bulantisi, kafa
karisiklig1, yorgunluk gibi iyi bilinen semptomlardan sorumlu olan kortikotropin salici
hormon (CRH) olarak da bilinen kortikotropin salic1 faktér (CRF1) i¢in gelistirdikleri
bilesigin antagonist etkisini arastirmiglardir (Sekil 2.6). Elde etkileri biyolojik aktivite
sonuclarina gore bilesik 5’in CRF1 reseptorii lizerinde olduk¢a baglanma afinitesine
(ICso: 5.3 nM) ve antagonistik aktiviteye (ECso: 3.2 nM) sahip oldugu bulunmustur
(Tache vd., 2009).

OCF,H

Sekil 2.6 Kortikotropin salic1 faktdr (CRF1) antagonisti pirolotriazinon yapisi

Singh ve grubu, obezite tedavisi i¢in sigan modelinde kilo aliminda azalma
saglayabilecek yeni bir smnif pirolotriazinon serisi tasarlamis ve sentezlemislerdir.
Sentezlenen bilesiklerin gida alinim1 ve enerji homeostazinin ndral diizenlenmesinde
gorev alan melanin-konsantre hormon reseptorii (MCHR1) {izerindeki -etkilerini

arastirmislardir. Sonuglar, Sekil 2.7°deki bilesik 6’nin insan (2.3 nM) ve sigan (1.8 nM)
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MCHRI {izerinde oldukga etkili inhibisyon sabitine sahip oldugunu ve %6.9 kilo kayb1
ile anti-obezite i¢in bir aday oldugunu gdstermistir (Singh vd., 2009).

N
Cl \N\/) |

Sekil 2.7 MCHRU1 inhibitorii pirolotriazinon yapisi

Candish ve grubu karboksamit siibstitiie bir dizi pirolotriazinon yapisi
sentezleyerek bilesiklerin aterosklerotik damarlardaki tromboz bozuklugu tizerindeki
etkisini aragtirmiglardir. Aterosklerotik damar duvarlar diizeyinde arteriyel trombozun
artmasi, miyokard enfarktlisi ve inme riskinde artisa neden olmaktadir. Mevcut
antitrombotik tedavilerin ana sorunu, saglikli damarlardaki kanama riski de artirmasidir.
Spesifik olarak aterosklerotik damarlardaki tromboz, prostaglandin reseptorii (EP3)
hedeflenerek azaltabilmektedir ve gelistirilen pirolotriazinon tiirevleri arasinda bilesik 7
0.3 nM ICso degeri ile EP3 iizerinde yiiksek antagonist etki sergiledigi bulunmustur (Sekil
2.8) (Candish vd., 2021).

HO ) NH

Sekil 2.8 Prostaglandin reseptorii EP3 antagonisti pirolotriazinon yapist

Erra ve grubu, anti-inflamatuvar hastaliklarin tedavisi ig¢in pirolotriazinon
yapisina pirimidin ve piirin tiirevlerinin eklenmesiyle bir seri bilesik tiirevi tasarlamis ve
sentezlemislerdir. Sentezledikleri bilesiklerin otoimmiin hastaliklar, lenfoma, I6semi ve
bazi inflamatuvar hastaliklarda siklikla hedeflenen PI3K (Fosfoinositid 3-kinaz)

enzimine karsi etkilerini arastirmislardir. Sonuglar, test edilen bilesikler arasinda 6zellikle
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bilesik 8 (ICso: 2.6 nM), bilesik 9 (ICso: 4 nM) ve bilesik 10’un (ICs0:5 nM) PI3K enzimi
tizerinde oldukca tatmin edici inhibisyon etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 2.9)
(Erra vd., 2017; Erra vd., 2018).
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Sekil 2.9 PI3K (Fosfoinositid 3-kinaz) inhibitorii pirolotriazinon érnekleri

Bir baska calismada ise Kim ve grubu antitimoér ajan1 olarak yeni tiir
pirolotriazinon tiirevlerini tasarlamislardir. Yapilan calismada, kanserli hiicrelerde Eg5’in
(bir tiir esansiyel molekiiler motor protein) asir1 ekspresiyonu ile olusan mitotik ig
olusumu ve genetik diizensizligin olustugu vurgulanmistir. Bu enzimin inhibisyonu ile
hiicre proliferasyonun engellendigi ve kanserli hiicrelerin M fazinda durdurularak
apoptoza gotiiriildiigii bilinmektedir (Wang vd., 2017). Gelistirilen pirolotriazinon
tiirevlerinin (bilesik 11) I6semi modelinde gercekten de Eg5°1 hedefleyerek (ICso: 60 nM)
in vitro ve in vivo etkinlik gosterdigi bulunmustur (Sekil 2.10). Ayrica normal hiicrelerde
Eg5’in diisiik ekspresiyona sahip olmasi, Eg5 hedefli bilesiklerin se¢imli olarak kanser
hiicrelerinde apoptotik etki saglayacaktir. Dolayist ile test edilen pirolotriazinon
bilesikleri mevcut anti-mitotik terapilere kiyasla 6nemli dl¢lide daha az toksik olacaktir

(Kim vd., 2006).
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Sekil 2.10 Eg5 hedefli pirolotriazinon tiirevi

Pirolotriazinon tiirevleri iizerinde yapilan caligmalardan birisi de sepiapterin
rediiktaz (SPR) enzim inhibisyonudur. SPR, hasarli duyu noéronlarda ve iltihaph
dokularda agriya sebep olan tetrahidropterin (BH4) biyosentezinden sorumludur (Fujita
vd., 2020). Tebbe ve grubu SPR hedefli gelistirdikleri bir seri pirolotriazinon tiirevleri
arasinda dzellikler bilesik 12 ve 13’{in ratlarda SPR’yi inhibe ederek (ICso:1 nM) oldukca
yiiksek in vivo etkiye sahip oldugunu bulmuslardir (Sekil 2.11) (Tebbe vd., 2017).

F
= K
F
12 O\/\QN 13

Sekil 2.11 Sepiapterin rediiktaz (SPR) inhibitorii pirolotriazinon tiirevleri

loannidis ve grubu ise pirolotriazinonlar i¢in yeni bir hedef olan ubiquitin-spesifik
proteaz 7 (USP7) enziminin inhibisyonu iizerinde ¢alismislardir. USP7, c¢esitli
patojenlerin olusmasina yol acgan protein bozunmasma ve diizensizligine neden
olmaktadir. Bu enzimin inhibisyonu, kanser ve immiinolojik bozukluklar basta olmak
izere bir¢ok hastaligin tedavisinde 6nemli bir noktadir (Cartel vd., 2021). Bu amag i¢in

tasarlanan bir seri pirolotriazinon arasinda bilesik 14 ve 15, USP7 inhibisyonunda (ICso:
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200 nM’m altinda) en yiiksek potansiyele sahip oldugu bulunmustur (Sekil 2.12)
(Ioannidis vd., 2018).

\ N. )% CNHL) N
14 j\( 15

Sekil 2.12 Ubiquitin-spesifik proteaz 7 (USP7) inhibitorii pirolotriazinon tiirevleri

Koltun ve grubu, stearoil-CoA Desatiiraz (SCD) inhibisyonu i¢in bir seri
pirolotriazinon tilirevi tasarlamis ve sentezlemislerdir. SCD enziminin asir1 ekspresiyonu
diyabet, obezite ve hipertansiyon gibi metabolik hastaliklara neden olmaktadir (Oatman
vd., 2021). Test edilen bilesikler arasinda bilesik 16 nin en iyi SCD inhibisyon etkiye
(ICso: 250 nM) sahip oldugu rapor edilmistir (Sekil 2.13) (Koltun vd., 2009).
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Sekil 2.13 Stearoil-CoA Desatiiraz (SCD) inhibitdrii pirolotriazinon yapisi

Zhao ve grubu ise diyabet tedavisinde dipeptidil peptidaz IV (DPP 1V) enziminin
inhibisyonu i¢in pirolopirazin tiirevleri tasarlamislardir. DPP IV enziminin inhibisyonu
ile yetigkinlerde tip II diyabetin tedavisi i¢in oral kullanilabilen bir¢ok ilag¢ gelistirilmistir
(Zhao vd., 2018). Yapilan calismada gelistirilen pirolotriazinon tiirevleri arasinda bilesik
17, oldukga yiiksek DPP IV inhibisyonu (ICso: 3.5 nM) sergileyerek in vivo fare
modelinde kandaki glukoz seviyesinin 6nemli derecede azalttig1 tespit edilmistir (Sekil

2.14) (Weber, 2004).
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Sekil 2.14 DPP IV inhibitorii pirolotriazinon yapisi

Pirolotriazinonlarin literatiirde ¢aligilmis bir diger hedefi de fosfodiesteraz (PDE)
enzim inhibisyonudur. Birgok alt iiniteye sahip olan fosfodiesteraz, birincil olarak korpus
kavernozumun diiz kasinda bulunan ve cGMP'yi segici olarak bdlen ve 5’-GMP'ye
indirgeyen bir enzimdir. Pirolotriazinonlarin hedefledigi PDE alt birimlerinden PDE-5
inhibitdrleri erektil disfonksiyon tedavisi i¢cin; PDE-9 inhibitorleri ise merkezi sinir sitemi
hastaliklari, uyku bozukluklari, sizofreni, kardiyovaskiiler hastaliklar, insiilin direnci
sendromu ve diyabet gibi tedaviler i¢in kullanilmaktadir (Corbin, 2004; Singh ve Patra,
2014). Naef ve grubu tarafindan gelistirilen pirolotriazinon tiirevi bilesik 18 PDE-5
inhibisyonu (ICso: 4.1 nM) (Naef ve Tenor, 2017), Li ve grubu tarafindan gelistirilen
bilesik 19 ve 20 ise PDE-9 inhibisyonu (sirastyla ICso: 2 ve 10 nM) aktiviteye sahip
oldugu rapor edilmistir (Sekil 2.15) (Li vd., 2018).

Sekil 2.15 Fosfodiesteraz 5 ve 9 inhibisyonuna sahip pirolotriazinon yapilari

Antikanser ila¢ gelistirme calismalarinda hedeflenen yolaklardan birisi de
WTN/katenin sinyal yolunun inhibisyonudur. WTN/katenin sinyal yolunun énemli bir
aktivatorii olan trankiraz, sinyalin asir1 aktivasyonuna yol agarak hiicre proliferasyonunu
artiran ¢esitli kanser tiirlerine yol agmaktadir (Li vd., 2020). Bu baglamda Johannes ve

grubu bir dizi pirolotriazinon tiirevi tasarlayarak bunlarin kolon kanseri hiicrelerinde
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WNT/katenin yolaginin ve trankiraz enziminin inhibisyonunu aragtirmiglardir. Sonuglar,
sentezlenen bir seri bilesik arasinda 21 ve 22 nolu pirolotriazinon tiirevlerinin (sirasiyla
ICs0: 8 ve 4 nM) trankiraz enzim inhibitorii etkiye sahip oldugunu gostermistir (Sekil

2.16) (Johannes vd., 2015).

R=CH; 21 NH
R=CH,OH 22

Sekil 2.16 Trankiraz enzim inhibitorii etkiye sahip pirolotriazinon yapisi

Jia ve grubu, bilinen fosfoinositol-3-kinaz (PI3K) inhibitorlerinden hareketle yeni
tiir pirolotriazinon tiirevleri tasarlamislardir. PI3K enzimleri hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi,
farklilagmasi, hareketi ve hayatta kalmas1 gibi bir¢ok hiicresel fonksiyonlarda gorevlidir.
PI3K’larin  hedeflenerek inhibisyonu antitimor ¢aligmalarda yaygin  olarak
calisilmaktadir. Jia ve grubunun bu amag icin sentezledigi bir seri pirolotriazinon tiirevi
arasinda bilesik 23 oldukga yiiksek potansiyel ve secicilikle PI3Ky—PI3Kd dual inhibitorii
oldugu bulunmustur (Jia vd., 2019). Ayrica bu molekiil gruplarindan hareketle
gelistirilmis ve bir¢cok patente konu olmus pirolotriazinon tiirevleri (bilesik 24) PI3K
inhibitorleri olarak tanimlamistir (Sekil 2.17) (Castro vd., 2013; Su vd., 2014; Bernal vd.,
2012; Carrera vd., 2015).
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Sekil 2.17 PI3Ky—PI3K$ dual inhibitdrii etkiye sahip pirolotriazinon yapilari

16



Ayrica son yillarda pirolotriazinon heterobisiklik halka sistemine sahip
bilesiklerin antimikrobiyal aktiviteleri {izerinde de ¢alismalar devam etmektedir. Ornegin
2021 yilinda Jebamani ve grubu sentezledikleri bir seri pirolotriazinon tiirevlerinin gesitli
mikroorganizmalardaki etkinligini arastirmislar ve sekildeki bilesigin en yliksek
antimikrobiyal etkinlige sahip oldugunu bildirmislerdir. Bilesik 25’in 16-24 ug/ml
konsantrasyonlarda gram pozitif bakterilere (S. aureus, S. faecalis, B. Subtilis), gram
negatif bakterilere (K. pneumoniae, E. coli, P. Aeruginosa) ve funguslara (Scedosporium,
Aspergillus niger ve Candida tenuis) karst genis etki spektrumuna sahip oldugu

bulunmustur (Sekil 2.18) (Jebamani vd., 2021).

Fs;C

Sekil 2.18 Cesitli antimikrobiyal etkiye sahip pirolotriazinon yapilari

Pirolotriazinonlarin simdiye kadar literatiirde bildirilen biyolojik aktivite
bulgularindan hareketle, diger azot bazli heterosiklik bilesiklerde oldugu gibi
pirolotriazinonlarin da ilag tasarimi i¢in bir baslangi¢ yapi iskeleti oldugu sdylenebilir.
Ayrica, pirolotriazin tlirevlerinin giiniimiize kadar sadece yukarida 6zetlenen biyolojik
aktivite sonuglarinin bulunmasi, bu yapilardan hareketle kesfedilmeyi bekleyen bir¢cok
terapotik ajanlarin olabilecegini gostermektedir. Bu yiizden pirolotriazinonlarin tasarimi
ve sentezi i¢in literatlir c¢aligmalarinin arastirilmasi, yeni sentez yontemlerinin

gelistirilmesi oldukca énemlidir.

2.3 Pirolotriazinon Tiirevlerinin Eldesi icin Cesitli Sentetik Yontemler

Pirolotriazinonlarin sentezi ile 1ilgili literatiirde oldukca kisithh calisma
bulunmaktadir. Genellikle, prolotriazinon izomerlerinin sentezinde benzer strateji
bulunmaktadir. Bu yontemde baglangi¢ maddesi olarak siibstitiie pirol-2-karboksilik asit,
once ilgili acil kloriiriin amidasyonu yoluyla bir amit tiirevine doniistiiriilmektedir. Daha
sonra, faz transfer ile reaksiyon ortaminda {iretilen kloramin ile 1-amino-pirole

dondistiirtiliir ve yine acil kloriir ile amin grubu agillenir. Son kademede ise elde edilen
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ara Uriin, PPhs/Br> kullanilarak oksidatif kosullar altinda halkalasma reaksiyonu ile

pirolotriazinon yapisina ulagilmaktadir (Sekil 2.19) (Son ve Park, 2016).
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Sekil 2.19 Pirolotriazinon sentezinde genel yontem

Bir diger genel yontem ise pirol-2-karbaldehit baslangi¢ reaktifinin etil hidrazit
ile 6nce kondenzasyonu sonrasinda sodyum hidriir gibi gii¢lii bir baz kullanilarak

halkalagmasi ile elde edilmektedir (Sekil 2.20) (Lancelot vd., 1980; Sakai vd., 1999).
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Sekil 2.20 Pirolotriazinon sentezinde genel yontem

Bir bagka sentez yonteminde ise, hidrazin monohidrat yoluyla N-alkin siibstitiie
karboksilat tiirevleri siklizasyon reaksiyonlarini sonrasi iki farkli {iriin elde edilmistir.
Metil 1-(feniletinil)-1H-pirol-2-karboksilat, geri ¢eviren sogutucu altinda, reflux
sicakliginda ve Nz atmosferi altinda MeOH igerisinde hidrazin monohidrat ile reaksiyonu
sonrast Sekil 2.21°deki iki farkli {riin elde edilmistir. Bu reaksiyon sonrasi
pirolopirazinon ve pirolotriazinon iskeletleri sirasiyla %67 ve %24 verimle

olusturulmustur (Sekil 2.21) (Yenice vd., 2017).
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Sekil 2.21 Niikleofilik siklizasyon yolu ile pirolotriazinon sentezi

Son ve grubu, pirol-2-karboksilik asitten hareketle sentezledikleri sekldeki
baslangi¢ reaktifini trifenilfosfin ve bromin kullanarak trietilamin varliginda tepkimeye
koymuslardir. Reasiyon trietilamin miktar1 ve reaksiyon siiresine bagli olarak sekildeki

pirolotriazinon ve piroloksadiazin regioizomerlerini elde etmislerdir (Sekil 2.22) (Son ve

Park, 2016).
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Sekil 2.22 Trifenil fosfin ve bromin ile pirolotriazinon sentezi

2013 yilinda Chen ve grubu bakir (II) kloriir destekli bir yontemle 1-amino-2-
pirolkarboksamit baslangi¢ reaktifinin ¢esitli benzaldehit, heteroaril aldehit, alkil aldehit
ve hatta asetallele tepkimesi sonrasinda pirolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4(3H)-on tiirevlerini

yiiksek verimli bir sekilde sentezlemislerdir (Sekil 2.23) (Chen vd., 2013).
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Sekil 2.23 1-Amino-2-pirolkarboksamit’in ¢esitli aldehitlerle reaksiyonu
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Aynt grup gelistirdikleri yontemi kullanarak sentezledikleri bir seri
pirolotriazinon tiirevlerini yeni PI3K inhibitdrii olarak tasarlayarak sentezlemistir. Test
edilen bilesiklerin in vitro ortamda ¢esitli kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi ve
oncii bilesik olarak secilen bilesik 26°’nin PI3K inhibitorii (ICso: 122 nM) oldugunu
kesfetmislerdir (Sekil 2.24) (Xiang vd., 2020).

___________________________________

Sekil 2.24 Cu-II katalizli pirolotriazinon sentezi

Aslinda uygulanan prosediir literatiirde pirolo[2,1-f][1,2,4]triazinlerin basit bir
sentezi i¢in bildirilen N-siibstitiie olmayan pirol tiirevinden 6nce NaH varliginda NH>Cl
ile N-amino pirol tlirevinin eldesi, ardindan 165°C'de formamid ile siklizasyonuyla
pirolotriazin'in tautomerinin eldesi seklindedir (Wrobleski vd., 2008). Bu yontemle p38a
MAP kinaz inhibitorii birgok molekiil gelistirilmistir (Sekil 2.25) (Dyckman vd., 2011).

EtOOC  Me 1. DNpONH, (veya NH,CI) Me  OH
" NaH, DMF
\ > EtO,C
2
N CO,Et 2. HCONH,, 165°C \ N. )

Sekil 2.25 Pirolo[2,1-f][1,2,4]triazinler icin basit bir sentez yontemi

Gelistirilen  yontem ile yeni pirolotriazinon tiirevlerinin  sentezi
gerceklestirilebilmektedir.  Ornegin  sekildeki pirol yapisindan hareketle o-
(difenilfosfinil)hidroksilamin ya da o-(mesitilensiilfonil)hidroksilamin kullanilarak elde
edilen N-aminopirol, 165°C'de DMF icinde siklizasyonu pirolotriazinon tiirevini

vermistir (Sekil 2.26) (Borzilleri vd., 2005).
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Sekil 2.26 Siibstitilie pirolotriazinonlarin sentez yontemi

Pirolotriazinon yapisina sahip yeni kinaz inhibitorlerinin gelistirilmesi hedefinde
uygulanan bir diger yaklasim ise baslangic reaktifi olarak pirol-2-kaboksilatin
kullanildig1 sentez yontemidir. Yine pirol N-N bagimin olusturulmasinda NH>Cl
kullanilmis olup ardindan benzoil izotiyosiyanat ile reaksiyonu sekildeki ara iiriin elde
edilmistir. Son basamakta ise 2 M NaOH i¢inde hidrolitik siklizasyon ile S-metilasyon
grubuna sahip pirolotriazinon elde edilmistir (Sekil 2.27) (Thieu vd., 2011).

1. NH,ClI, t-BuOK MeOZC\@ ;. 022/| sagt o
MeOzC\(/j THF, 10°C-25°C, 2sa _ s N 5°C, 75 - _
AN 0 NH 2 Mel, THF
2. PhC(O)NCS I S)\\N’N p
NH 45°C, 1sa
THF, oda s. 16sa :
65% Ph 77% Me

Sekil 2.27 S-Metil siibstitiie pirolotriazinon tiirevinin sentezi

Pirolotriazinonlarin eldesinde uygulanan benzer yontem pirol-N-boc baslangi¢
reaktifinden hareketle 6nce diboromo tilirevinin eldesi, sonrasinda DMF ile muamele ile
5-bromopirol-2-karbaldehit eldesi seklindedir. Elde edilen ara tirtindeki brom grubunun
fenil ile yer degistirilmis ve sonrasinda NaHMDS varliginda kloroformat. N-Boc koruma
grubunun secici boliinmesi i¢in Sc(OTf); kullanilmistir. Bu basamaktaki son iiriin,
(NH4)2COs ile kondenzasyon reaksiyonuna tabii tutularak hedeflenen pirolotiriazinon

yapisinin iminol tautomeri formu elde edilmistir (Sekil 2.28).
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Sekil 2.28 Cok kademeli pirolotriazinon sentezi

Wang ve grubu farkli bir yontem olarak [-siibstitiie akrilat baslangi¢ reaktifinden
baslayarak pirolotriazinon yapisina ulasmislardir. Oncelikle disiibstitiie pirol yapisinin
eldesi, takiben proliin 2-konumuna trikloroasetil siibstitlisyonu ve hidrolizi ile N-
aminasyonu sonrasinda bilesigi elde etmislerdir. Son basamakta formamit kullanilarak
%82 verimle hedeflenen pirolotriazinon yapisina ulagilmistir (Sekil 2.29) (Wang vd.,
2014).

MeO,C,
e Me  ccolcio)cl MeO,C. Me
CO,Me
TosMIC,NaH ]\ AICI5
N DMSO,Et,0 N DCE N~ ~COCCl;
Me  78% 94% H
1.NaOMe,
MeOH
o 0  MeO,C_  Me 2 NH,CI,
Me Py m NaH,DMF
~~ >NH N H N~ “COMe =~
MeOC— | T ,
N7 NH;

Sekil 2.29 B-Siibstitiie akrilat baslangic reaktifinden hareketle pirolotriazinon sentezi

Pirolotriazinonlarin sentezinde alti agsamali bir sentez yontemi de Zheng ve grubu
tarafindan  bildirilmistir. Bu yontemde Oncelikle, 2-bromo-1,1-dimetoksietan'in
NH:NHCbz ile asidik kosullar altinda kondenzasyonu ile bromohidrazon tiirevi elde
edilmistir. Daha sonra bromo hidrazon tlirevinin 1,4-dietoksi-1,4-dioksobut-2-en-2-olat
ile C-alkilasyonu, takibinde hidroliz ile 1-aminopirol tiirevinin sentezi

gerceklestirilmistir. Elde edilen yapr amidin ile triazin aniilasyonu ile prolotiriazinon
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tautomeri formu pirolotriazinol yapisina doniistiirilmiistiir (Sekil 2.30) (Zheng vd.,

2012).

EtOZC COQEt B

CbZ\ — CI:bZ p-TSOH
NH,NHCbz NH HN\N P aon
MeO OMe HsPO, N & | _ (owt%)
Br e ) [) , © o( @ ), © (o) 4-6 sa, 78%
18sa, 83% Br 25°C, 3-5 sa E10,C
L CO,Et _|
X
1.H,,Pd/C
CO,Et 2 CO,Et HN™ “NH2.HOAC 6 ¢ OH

PhMe, 31psi Et.N
3
mco 25°C, 3-5 h @ - é,)*N
Et - CO,Et
N 2 ] =" i-PrOH, 78-83°C, \ N~N/)

lllHCbz 2.MSA, i-PrOH

|
25°C, 3sa, 80% pH2MSA 1.5 sa, 92%

Sekil 2.30 2-Bromo-1,1-dimetoksietan reaktifinden pirolotriazinon sentezi

Bir diger pirolotriazinol tiirevi sentezinde uygulanan ¢ok adimli prosediir, yine N-
aminopirol ve aromatik aldehitin tepkimesini igermektedir. Oncelikle 2-aminopiridin
tiirevinin brominasyonu, amin agilasyonu ve ardindan n-BuLi ve DMF ile reaksiyonu ile
aldehit grubuna sahip piridin tiirevi elde edilmistir. Son kademede ise, piridin-3-
karbaldehit’in N-aminopirol ile Cu-katalizli reaksiyonuyla hedeflenen pirolotriazinollere
ulasilmigtir. Ayrica bu yontemle gelistirilen bir seri bilesigin insan kanser hiicrelerine

kars1 antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Sekil 2.31) (Xiang vd., 2020).

CFs CFs H CF3 —
A 1.NBS, CH,, 83% Br n-BuLi,DMF o;\©\ R?
—_— —_—>
P . THF, -78°C |\ OH
N~ “NH, 2- PivCLEt;N NHPiv NHPiv | CuCl,.2H,0  R' Sy )
CH20|2, 890/0 — | N
DMSO0,100°C NS
. R1 FSC 72 \
R 1.NH,CI,K,CO3,NH,OH N
F N\ og NaClOMTBE, 0°C A\ NH, ~
R t RSN NHPiv
N 2.NH3 in MeOH, 80°C (AP o B
H 5 NH3 ; NH,

R'=H, CN; R? = CN, CO,Me

Sekil 2.31 N-Aminopirol ve aromatik aldehitin tepkimesi ile pirolotriazinon sentezi
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Aromatik aldehitlerle 1-amino-2-pirolkarboksamit reaktifinin tepkimesiyle
pirolotriazinon eldesindeki bir diger metot ise 4-okso-4H-kromen-3-karbaldehit
baslangi¢c reaktifinin kullanildig1 yoldur. Bu baslangi¢ reaktifinin Cu(Il) katalizli
reaksiyonu ile hedeflenen pirolotriazinon tiirevlerinin  sentezi  120°C'de
CuClz-2H20/NaOAc/DMSO katalitik sistemi kullanilarak yiiksek verimli bir sekilde elde
edilmistir. Ayrica, sentezlenen ara iiriin, NaOAc ortaminda amidin veya hidrazin tiirevleri
kullanilarak sirasiyla pirimidin veya pirazol siibstitiie pirolo-[2,1-f][1,2,4]triazin-4(3H)-
on tiirevleri sentezlenmistir (Sekil 2.32) (Xiang vd., 2013).

0
R’ _
HN)\NH2 %
o. /[ \
N
HN  \H, 3 69-81%
CUC|2.2H2O O HN _—
+ _ =
DMSO SN / =
0O O 120°C, 2h | Y
0
[ H
o R2NNH,
NaGAc | 48-77%

Sekil 2.32 Pirimidin/pirazol siibstitiie pirolotriazinon tiirevlerinin sentezi

Benzer bir yaklagim, Cu(II) katalizorii mevcudiyetinde 2-alkinilbenzaldehidler ile
1-amino-2-pirolkarboksamit reaktifinin kondenzasyon yoluyla izokinolin kaynagmis
pirolotriazinonlarin sentezidir. Gelistirilen yontemde 2-alkinilbenzaldehitlerde elektron
veren gruplarin olmasi halinde tepkime veriminin yiiksek oldugu, ancak elektron g¢ekici
stibstitiientler varliginda tepkime veriminin azaldigi rapor edilmistir (Sekil 2.33) (Chen

vd., 2014).

o)
CHO CuBr,
HN = R=Ph, 4-MeOCgHy,
Q DMF, 80°C, 4sa N /' -0,NCgH,, siklopropil
AN 40-92%
R g

Sekil 2.33 2-Alkinilbenzaldehit ile 1-amino-2-pirolkarboksamit’in reaksiyonu
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Su ana kadar bildirilen pirolotriazinon sentez yontemleri kisaca Ozetlenecek
olursa, 2-karbonil siibstitiie pirol bilesiklerinin N-amino veya N-amido tiirevleri
kullanilarak gelistirilen yontemlerdir. Ayrica pirolotriazinonlarin sentezinde bildirilen bu
yontemler ¢ok smirlt olmasina ilaveten ¢ogunlukla sadece pirolo-[2,1-f][1,2,4]triazin-

4(3H)-on izomerlerinin sentezine imkan saglamaktadir (Sekil 2.34).

Rota 1
A fo)
T4
v2 N NH-R' — .
o NH
Q/\RZ
Y'=Y2=H, halojen vb.
R'=R2=aril,alkil,heterosiklik, siklik alkil vb.
Rota 2 o
_R’
Yd o X N

Sekil 2.34 Literatiirde bahsedilen pirolotriazinon sentezi i¢in genel yontemler

Bu sonug, diger pirolotriazinon izomerlerinin eldesinde halen kesfedilmeyi
bekleyen sentez yontemlerinin oldugunu ve bu yontemlerle sentezlenecek tiirevlerin
cesitli biyolojik aktivitelerinin arastirilmasinin  literatiirdeki Onemini 6n plana
cikarmaktadir.

Literatiirde bahsedildigi lizere g¢esitli pirolotriazinonlarin izomerleri sentez
yontemleri ve bu yontemlerden hareketle gelistirilen bir¢ok farkli pirolotriazinon
tirevinin  ¢esitli  farmakolojik  aktivitelere  sahip  oldugu  goriilmektedir.
Pirolotirazinonlarin farmakolojik aktiviteleri goz oOniline alindiginda 6zellikle kanser
aragtirmalarinda hedef odakli antiproliferatif ajan olduklar1 6n plana ¢cikmaktadir.

Sentetik agidan pirolotriazinon izomerleri arasinda pirolo[1,2-d]triazin-4(3H)-on
tirevleri i¢in literatiirde oldukca sinirli sayida tiirev gelistirildigi ve bu tiirevlerin ise
sadece tek bir yontemle sentezlendigi goriilmektedir. Bu kapsamda, sunulan bu ¢alisma
ile pirolo[1,2-d]triazin-4(3H)-on tiirevleri i¢in yeni bir sentetik strateji gelistirilmis ve

tepkime mekanizmasi teorik calismalar ile detaylandirilmistir (Sekil 2.35). Ayrica bu
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yontemle gelistirilecek bilesiklerin kanser hiicre hatlarinda PI3K enzim inhibisyonu

tizerinden antiproliferatif etki potansiyelleri aragtirilmistir.

(0] S
\
d'ﬂ )\\/N>\Ar

— /N

Hedeflenen bilesikler

Sekil 2.35 PI3KJ0 inhibitorii olarak hedeflenen pirolotriazinon tiirevleri
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal

Proton ('H) ve karbon-13 (**C) niikleer manyetik rezonans (NMR) spektralari,
strastyla 400 MHz ve 100 MHz frekansta ¢alisan bir Varian-Agilent Inova spektrometresi
kullanilarak elde edilmistir; tetrametilsilan (MeaSi) i¢ referans olarak kullanilmistir. Sivi
kromatografi-tandem kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) analizi, bir elektrospray
iyonizasyonu (ESI) kaynagina sahip Thermo Scientific Q Exactive MS/MS sistemi ile
gerceklestirilmistir. Erime noktalari, acik cam kapiller kullanilarak bir Stuart Erime
Noktast (SMP30) cihaz ile belirlenmistir. Kolon kromatografisi, silika jel (60 mesh,
Silycycle) iizerinde yapilmistir. Tiim ticari olarak temin edilebilen reaktifler, ilave
saflastirma yapilmadan kullanilmistir. Ayrica hiicre kiiltiirii calismalarinda MCF-7 (insan
ER+ meme kanseri, HTB-22, ABD), A549 (insan kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri,
ATCC CRM-CCL-185, ABD), HepG2 (insan karaciger kanseri, ATCC HB-8065, ABD)
ve NIH/3T3 (fare embriyonik fibroblast, ATCC CRL-1658, ABD) hiicreleri

kullanilmistir.
3.2 Yontem
3.2.1 Sentez Yontemleri

3.2.1.1 Pirol-2-karbaldehit Bilesiginin Sentezi

@_'_H\H/NMez POCl; mH

N . N ©
N o 0°C,6h |
0,
88% EK-1

Sekil 3.1 Pirol-2-karbaldehit bilesigin sentezi

Bir buz banyosu i¢inde susuz N,N-dimetilformamit (2.32 g, 30.0 mmol) iizerine
fosforilkloriir POCI3 (3.38 g, 30.0 mmol) yavas yavas eklendi ve reaksiyon karisimi bu
sicaklikta 30 dakika karistirildi. Daha sonra reaksiyon karigimina pirol (1.25 g, 18.4



mmol) eklendi. Karigim 6 saat karistirildi ve siirenin tamamlanmasinin ardindan soguk su
ilavesiyle reaksiyon sonlandirildi. Deiyonize H>O (15 ml) igindeki NaOH (5 g) ¢ozeltisi
ilave edilerek elde edilen ¢ozelti, 1 saat karistirildi. Reaksiyon karigimi, EtOAc (4 x 25
mL) ile ve 30 mL su kullanilarak ekstraksiyon yapildi. Ekstreler tuzlu su (6 x 15 mL) ile
yikanarak, MgSQOs iizerinde kurutuldu ve organik ¢oziicii diisiik vakumda rotari
evaporator yardimiyla buharlastirildi. Elde edilen ham iirlin, kolon kromatografisiyle
(mobil faz heksan-EtOAc, 3:1) silika jel iizerinden saflastirild1 (Sekil 3.1) (Kuzu vd.,
2021).

3.2.1.2 Pirol-2-asetil Bilesiginin Sentezi

CH
@ . H3C\H/NMe2 POCI, m 3

N 0 0°c.6sa § ©
%63 EK-2

Sekil 3.2 Pirol-2-asetil bilesigin sentezi

Bir buz banyosu i¢inde susuz N,N-dimetilasetamit (2.61 g, 30.0 mmol) iizerine
fosforilkloriir POCl3 (3.38 g, 30.0 mmol) yavas yavas eklendi ve reaksiyon karigimi bu
sicaklikta 30 dakika karistirildi. Daha sonra reaksiyon karigimina pirol (1.25 g, 18.4
mmol) eklendi. Karisim 6 saat karistirildi ve siirenin tamamlanmasinin ardindan soguk su
ilavesiyle reaksiyon sonlandirildi. Deiyonize H>O (15 ml) i¢indeki NaOH (5 g) ¢ozeltisi
ilave edilerek elde edilen ¢ozelti, 1 saat karistirildi. Reaksiyon karigimi, EtOAc (4 x 25
mL) ile ve 30 mL su kullanilarak ekstraksiyon yapildi. Ekstreler tuzlu su (6 x 15 mL) ile
yikanarak, MgSQO4 iizerinde kurutuldu ve organik ¢oOziicii diisiik vakumda rotari
evaporator yardimiyla buharlastirildi. Elde edilen ham {iriin, kolon kromatografisiyle
(mobil faz heksan-EtOAc, 3:1) silika jel lizerinden saflastirildi (Sekil 3.2) (Kuzu vd.,
2021).
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3.2.1.3 Pirol-N-etilkarboksilat-2-karbaldehit Bilesiginin Sentezi

o H
A CI)J\OEt m
| _— r;i 0
N O NaH, DMF
; o)
H 0°C, 2 h EtO
95% EK-3

Sekil 3.3 Pirol-N-etilkarboksilat-2-karbaldehit bilesiginin sentezi

Buz banyosu ortaminda, 1 mmol pirol-2-karbaldehit 4 ml DMF igerisinde
coziilerek iizerine porsiyonlar halinde NaH (0.072 g, %60, 1.8 mmol) ilave edildi ve 1
saat boyunca bu sicaklikta karistirildi. Stirenin tamamlanmasinin ardindan, kuru DMF (1
mL) i¢indeki etil kloroformat (0.115 ml, 1.2 mmol) ¢ozeltisi 0.5 saatte damla damla ilave
edildi. Reaksiyon karisimi, oda sicakliginda 2 saat karistirildi ve reaksiyonun ilerlemesi
ince tabaka kromatografisi (ITK) ile kontrol edildi. ITK da baslangig bilesiginin tamamen
iiriine doniisiimii gdzlemlendikten sonra H>O (50 mL) ilavesi tepkime sonlandirildi.
Reaksiyon karigimi, EtOAc (4 x 25 mL) ile ekstraksiyon yapildi ve ekstreler tuzlu su (2
x 15 mL) ile yikanarak MgSQj4 tizerinde kurutuldu. Organik ¢ozlicii diisiik vakumda rotari
evaporator yardimiyla buharlastirildi. Elde edilen ham iiriin, kolon kromatografisiyle
(mobil faz heksan-EtOAc, 8:1) silika jel lizerinden saflastirild1 (Sekil 3.3) (Rogues vd.,
1971).

3.2.1.4 Pirol-N-etilkarboksilat-2-asetil Bilesiginin Sentezi

0

PR N CHa
s 7 ToEt m
| — N 0
N O  NaH DMF =0
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Sekil 3.4 Pirol-N-etilkarboksilat-2-karbaldehit bilesiginin sentezi

Buz banyosu ortaminda, 1 mmol 2-asetil-pirol 4 ml DMF igerisinde ¢oziilerek

lizerine porsiyonlar halinde NaH (0.072 g, %60, 1.8 mmol) ilave edildi ve 1 saat boyunca
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bu sicaklikta karistirildi. Siirenin tamamlanmasinin ardindan, kuru DMF (1 mL) i¢indeki
etil kloroformat (0.115 ml, 1.2 mmol) ¢ozeltisi 0.5 saatte damla damla ilave edildi.
Reaksiyon karisimi, oda sicakliginda 2 saat karistirildi ve reaksiyonun ilerlemesi ince
tabaka kromatografisi (ITK) ile kontrol edildi. ITK’da baslangic bilesiginin tamamen
tirtine doniistimii gozlemlendikten sonra H,O (50 mL) ilavesi tepkime sonlandirildi.
Reaksiyon karigimi, EtOAc (4 x 25 mL) ile ekstraksiyon yapildi ve ekstreler tuzlu su (2
x 15 mL) ile yikanarak MgSOs tizerinde kurutuldu. Organik ¢oziicii diisiik vakumda rotari
evaporator yardimiyla buharlastirildi. Elde edilen ham {iriin, kolon kromatografisiyle
(mobil faz heksan-EtOAc, 8:1) silika jel lizerinden saflastirildi (Sekil 3.4) (Rodrigues vd.,
1971).

3.2.1.5 Karbaldehit Siibstitiie Pirol’den Tiyosemikarbazon Sentezi

H
H _N_ _NH, H
H,N
D> "7 > Y
N o) S N N—NH
/&o EtOH, A, 12 h #o
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Sekil 3.5 Pirol-N-etilkarboksilat-2-karbaldehit tiyosemikarbazon tiirevinin sentezi

Bir onceki kademede elde edilen (2 mmol) pirol-N-etilkarboksilat-2-karbaldehit
bilesigi 10 ml etanolde ¢oziilerek soliisyonuna tiyosemikarbazit (0.2 g, 2.2 mmol) ilave
edildi. Reaksiyon karisimi, 12 saat geri ¢eviren sogutucu altinda isitilarak karistirildi.
Reaksiyonun ilerlemesi ince tabaka kromatografisi ile kontrol edildi ve ITK da baslangi¢
bilesiginin tamamen {irline doniisiimii gozlemlendikten sonra karigim oda sicakligina
kadar sogutuldu. Reaksiyon karigimina soguk H>O eklenerek bir ¢okelti olusturuldu ve
bu daha sonra oda sicakliginda 10 dakika karistirildi. Ortamda olusan kat1 pargaciklar
stiziilerek birkag kez soguk EtOH (3 ml) ve son olarak H>O (2 mL) ile yikandi. Ham kat1
iirtin, acgik havada kurumaya birakildi ve ilave saflastirma yapilmaksizin bir sonraki

basamakta kullanildi (Sekil 3.5) (Normaya vd., 2020).
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3.2.1.6 Asetil Siibstitiie Pirol Yapisindan Tiyosemikarbazon Sentezi
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Sekil 3.6 Pirol-N-etilkarboksilat-2-karbaldehit tiyosemikarbazon tiirevinin sentezi

2 mmol pirol-N-etilkarboksilat-2-asetil bilesigi, 10 ml etanolde c¢oziilerek
soliisyonuna tiyosemikarbazit (0.2 g, 2.2 mmol) ilave edildi. Reaksiyon karigimi, 12 saat
geri ceviren sogutucu altinda 1sitilarak karistirildi. Reaksiyonun ilerlemesi ince tabaka
kromatografisi ile kontrol edildi ve ITK’da baslangic bilesiginin tamamen iiriine
dontisiimii gézlemlendikten sonra karisim oda sicakligina kadar sogutuldu. Reaksiyon
karisimina soguk H>O eklenerek bir ¢okelti olusturuldu ve oda sicakliginda 10 dakika
karistirildi. Ortamda olusan kati1 pargaciklar stiziilerek birkag¢ kez soguk EtOH (3 ml) ve
son olarak H>O (2 mL) ile yikandi. Ham kat1 iirlin, acik havada kurumaya birakildi ve
ilave saflasgtirma yapilmaksizin bir sonraki basamakta kullanildi (Sekil 3.6) (Normaya

vd., 2020).

3.2.1.7 Tiyazol Siibstitiie Hidrazon Tiirevinin Sentezi

0
/ )J\/ /
N—NH Br N—NH
N CH, EtOH N CH;
H A, 30 dk H EK-7

Sekil 3.7 Tiyazol siibstitiie hidrazon tiirevinin sentezi

Onceki kademede elde edilen 1 mmol tiyosemikarbazon tiirevi EtOH (10 ml)
icinde ¢oziildii. Reaksiyon c¢ozeltisine oda sicakliginda bromo asetofenon (1.05 mmol)
ilave edildi ve geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitilarak karistirildi. Reaksiyonun ilerlemesi
ince tabaka kromatografisi ile kontrol edildi ve ITK’da baslangic bilesiginin tamamen

iiriine donlisimii gézlemlendikten sonra karisim oda sicakligina kadar sogutuldu.
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Ortamda olusan kat1 pargaciklar siiziilerek ayrildi ve birka¢ kez soguk EtOH (3 ml) ve
son olarak su (2 ml) ile yikandi. Ham kat {iriin agik havada kurutuldu (Sekil 3.7).

3.2.1.8 Karbaldehit Siibstitiie Pirol’den Tiyazol Hidrazon Sentezi
R
o LX
Cl Br Cl
/ /
/N—NH cl N—NH

I
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N H N H
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EtO EtO

Sekil 3.8 Tiyazol siibstitiie hidrazon tiirevi EK-8 ve EK-9’un sentezi

Onceki kademelerde elde edilen 1 mmol pirol-2-karbaldehit tiirevinden hareketle
sentezlenen tiyosemikarbazon tiirevi EtOH (10 ml) i¢inde ¢6ziildii. Reaksiyon ¢ozeltisine
oda sicakliginda 2-bromo-3,4-dikloro asetofenon (1.05 mmol) ilave edildi ve geri ¢eviren
sogutucu altinda 1sitilarak karistirildi. Reaksiyonun ilerlemesi ince tabaka kromatografisi
ile kontrol edildi ve ITK’da baslangic bilesiginin tamamen {iriine déniisiimii
gbzlemlendikten sonra karisim oda sicakligina kadar sogutuldu. Ortamda olusan kati
parcaciklar siiziilerek ayrildi ve birkag kez soguk EtOH (3 ml) ve son olarak su (2 ml) ile
yikandi. Ham kat1 iiriin agik havada kurutuldu ve kolon kromatografisiyle uygun mobil

faz kullanilarak silika jel {izerinden saflagtirild1 (Sekil 3.8).

3.2.1.9 Propargil Siibstitiie Hidrazon Tiirevinin Sentezi

H
N—NH b m
m N N-N
)\ N\
o7 Ot \

N H NaH, DMF, 0°C _

)=0 o

EtO EK-10

Sekil 3.9 Propargil siibstitiie hidrazon tiirevinin sentezi

Onceki kademelerde elde edilen 1 mmol pirol-2-karbaldehit tiirevinden hareketle

sentezlenen tiyosemikarbazon tiirevi DMF (10 ml) i¢inde ¢oziildii. Reaksiyon ¢ozeltisi
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buz banyosunda sogutuldu ve iizerine 1.6 mmol NaH ilave edildi ve bu sicaklikta 30
dakika karigtirildi. Stirenin tamamlanmasinin ardindan 1.8 mmol propargil bromiir damla
damla ilave edildi ve oda sicaklifinda karistirilmaya birakildi. Reaksiyonun ilerlemesi
ince tabaka kromatografisi ile kontrol edildi ve ITK’da baslangi¢ bilesiginin tamamen
tirtine doniistimii gozlemlendikten sonra H,O (50 mL) ilavesi tepkime sonlandirildi.
Reaksiyon karigimi, EtOAc (4 x 25 mL) ile ekstraksiyon yapildi ve ekstreler tuzlu su (2
x 15 mL) ile yikanarak MgSOs tizerinde kurutuldu. Organik ¢oziicii diisiik vakumda rotari
evaporator yardimiyla buharlastirildi. Elde edilen ham {iriin, kolon kromatografisiyle

(mobil faz heksan-EtOAc, 8:1) silika jel {izerinden saflagtirildi (Sekil 3.9).

3.2.1.10 Propargil Siibstitiie Hidrazon Tiirevinin Halkalasmasi

H
m Kapali sistem @AN
\ N

N
N N—N ~
)/\OEt N\ EtOH, 120°C \([)r

o) N \

EK-11 CHs

Sekil 3.10 Propargil siibstitiie hidrazon tiirevinin sentezi

Bir 6nceki kademede elde edilen 1 mmol Propargil siibstitiie hidrazon tiirevi EtOH
(5 ml) i¢inde ¢oziildii. Reaksiyon cozeltisine kapali sistem tiipii icerisine alindi ve
wsitilarak karistirildi. Reaksiyonun ilerlemesi ince tabaka kromatografisi ile kontrol edildi
ve ITK’da baslangi¢ bilesiginin tamamen iiriine doniisiimii gdzlemlendikten sonra
karisim oda sicakligina kadar sogutuldu ve H2O (50 mL) ilavesi ile tepkime sonlandirildi.
Reaksiyon karigimi, EtOAc (4 x 25 mL) ile ekstraksiyon yapildi ve ekstreler tuzlu su (2
x 15 mL) ile yikanarak MgSO4 tizerinde kurutuldu. Organik ¢oziicii diisiik vakumda rotari
evaporator yardimiyla buharlastirildi. Elde edilen ham {iriin, kolon kromatografisiyle

(mobil faz heksan-EtOAc, 8:1) silika jel lizerinden saflastirild: (Sekil 3.10).
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3.2.1.11 Tiyazol Siibstitiie Pirolotriazinon Tiirevlerinin Sentezi

EOH N N-NH
)§O )§O
EtO

EtO A, 30 min

H O _R B
| N Br C'/\N
Q_<\N—N{-I R)J\/ m ) . N\ N\[rr'q\
(o]
\

EK-(12-30) R

Sekil 3.11 Hedeflenen tiyazol siibstitiie pirolotriazinon tiirevlerinin sentezi

Bir onceki kademe 3.2.1.5°te elde edilen 1 mmol tiyosemikarbazon tiirevi, EtOH
(10 ml) icinde ¢oziildii. Reaksiyon c¢ozeltisine oda sicakliginda bromo asetil tiirevleri
(1.05 mmol) ilave edilip, geri ¢ceviren sogutucu altinda 1sitilarak karistirildi. Reaksiyonun
ilerlemesi ince tabaka kromatografisi ile kontrol edildi ve ITK’da baslangic bilesiginin
tamamen iriine donlisimii goézlemlendikten sonra karisim oda sicakligina kadar
sogutuldu. Ortamda olusan kati pargaciklar siiziildii ve birkag kez soguk EtOH (3 ml) ve
son olarak su (2 ml) ile yikandi. Ham kati {iriin agik havada kurutuldu ve kolon
kromatografisiyle uygun mobil faz kullanilarak silika jel lizerinden saflastirild1 (Sekil

3.11).
3.2.2 Aktivite Yontemleri
3.2.2.1 MTT Testi

MCF-7 (insan ER+ meme kanseri, HTB-22, ABD), A549 (insan kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri, ATCC CRM-CCL-185, ABD), HepG2 (insan karaciger kanseri,
ATCC HB-8065, ABD) ve NIH/3T3 (fare embriyonik fibroblast, ATCC CRL-1658,
ABD) hiicreleri, %10 fetal inek serumu ve %1 penisilin/streptomisin ile takviye edilmis
DMEM ortaminda bakildi. Hiicreler uygun kosullarda (37°C, %5 CO») inkiibe edildi.

Yeni sentezlenen bilesiklerin antiproliferatif aktivitesi, daha 6nceki bir ¢alismada
acgiklanan MTT testi kullanilarak 6l¢tildii (Puszkiel vd., 2019). Kisaca, hiicreler 6x103
hiicre/kuvvet yogunlugunda ekildi ve 24 saat boyunca 37°C, %5 CO» ortamda inkiibe
edildi. Daha sonra hiicreler, bilesiklerin artan konsantrasyonlar (1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 75
ve 100 uM) ile tedavi edilip 24 saat daha inkiibe edildi. Ayrica, bilesiklerin sonuglarini
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karsilastirmak amaciyla hiicreler doxorubisin (1, 5, 10, 25 ve 50 uM) ile inkiibe edildi ve
sadece %l DMSO ile tedavi edilen hiicreler ¢o6ziicii kontrolii olarak kullanildi.
Inkiibasyonun ardindan her kuvvetliye 20 ul MTT ¢dzeltisi (5 mg/mL PBS iginde)
eklenip, plaka 4 saat siireyle ayn1 kosullarda inkiibe edildi. Bu siire bitiminde ortam atilip
yerine DMSO eklenmistir. Coziilen formazan kristallerinin absorbansi bir multi-plate
okuyucu kullanilarak 6l¢iildii. Her bir bilesigin ICso degeri ve selektivite indeksi daha
once aciklanan sekilde hesaplandi (Puszkiel vd., 2019). ICso degeri 10 uM'in altinda ve
selektivite indeksi (saglikli hiicrelerin kanser hiicrelerine orani) 2'den biiyiikk olan

bilesikler, daha ileri ¢alismalar i¢in potansiyel adaylar olarak kabul edildi.

3.2.2.2 PI3K Protein Seviyelerinin Olgiilmesi

MCF-7 ve HepG2 hiicrelerinde PI3K protein seviyeleri, enzim baglantili
immiinosorbent test (ELISA) kitleri kullanilarak degerlendirildi. Hiicreler, secilen
bilesiklerin ICso konsantrasyonlari ile 24 saat boyunca tedavi edildi. Inkiibasyon siiresinin
ardindan ortam toplandi ve PI3K protein seviyeleri, lireticinin talimatlarina gére ELISA

kitleri kullanilarak 6l¢tildii (Katalog no: ELK9879, ELK Biotechnology, Denver, ABD).

3.2.3 Molekiiler Doking Yontemleri

Molekiiler yerlestirme (docking) caligmalari, bilesiklerin EK-19, EK-23, EK-24,
EK-25 ve referans yapt LASW1579 (Furet vd., 2013) ile PI3K’nin 3D yapis1 arasindaki
etkilesimleri incelemek amaciyla AutoDock 4.2 yazilimi kullanilarak yapilmistir.
PI3K’nin kristal yapis1 (PDB ID: 5M6U) RCSB Protein Veri Bankasi'ndan
(www.rcsb.org) almmistir. Bilesiklerin ve referans yapisinin molekiiler yapilari
GaussView 5.0 kullanilarak olusturulmus, ardindan geometri optimizasyonu, Gaussian
03 paketinde uygulanan B3LYP metodu ve 6-31G temel seti kullanilarak yogunluk
fonksiyonel teorisi (DFT) ile gergeklestirilmistir (Keating, 2017). Yerlestirme
caligmalari, PI3K kristal yapisindan ¢6ziicii, su molekiilleri ve ligandlarin ¢ikarilmasiyla
baslanmistir. Yerlestirme simiilasyonlari, PI3K aktif bolgesi i¢in x: 37.261, y: 16.906 ve
z: 34.242 koordinatlarina odaklanmistir. Yerlestirme bolgesini tanimlamak ig¢in

60x60x60 nokta boyutlarinda ve 0.375 A 1zgara araligma sahip bir 1zgara kutusu
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kullanilmistir. En diisiik enerji konformasyonlari, ileri analiz i¢in secilmistir. Su
molekiilleri AutoDockTools kullanilarak elimine edilmis ve hedef yapiya kutupsal
hidrojen atomlari, Gasteiger kismi yiikleri ve Kollman yiikleri eklenmistir. Ayrica,
bilesiklerin esnekligi i¢in yerlestirme siirecinde donebilir baglar tanimlanmistir.
Yerlestirme protokoliinii dogrulamak amaciyla, yerli ligand yeniden yerlestirilmis ve
baglanma durumu deneysel olarak belirlenen kristal yapisi ile karsilastirilmistir.
Yerlestirme simiilasyonlar1 icin Lamarckian genetik algoritmasi, 300 popiilasyon
blyiikliigiiyle 10 iterasyon g¢alistirilarak kullanilmistir. PI3K ve yerlestirilen bilesikler

arasindaki etkilesimler, Discovery Studio Client 4.1 kullanilarak analiz edilmistir.

3.2.4 Pre-ADMET Yontemleri

Bilesiklerin ilag benzerligi ve emilim, dagilim, metabolizma, atilim ve toksisite
(ADMET) ozellikleri, ¢evrimigi araglar kullanilarak belirlenmistir. Her bir bilesigin
SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System) yapilari, SwissADME
platformundan elde edilmistir. Bu yapilar kullanilarak bilesiklerin ila¢ benzerlikleri,
SwissADME araciligiyla degerlendirilmistir (Kuzu vd., 2021). SwissADME,
molekiillerin fizikokimyasal 6zelliklerini analiz eden ve bu 6zelliklerin ilag gelistirme
siirecinde nasil bir rol oynayabilecegini belirleyen bir ¢evrimi¢i aractir. Bu
degerlendirme, bilesiklerin biyolojik aktiviteye uygunlugunu ve potansiyel ila¢ olma
olasiliklarini belirlemeye yardimci olur.

ADMET (emilim, dagilim, metabolizma, atilim ve toksisite) parametrelerinin
degerlendirilmesi, Deep-PK adli baska bir ¢evrimici ara¢ kullanilarak yapilmistir (Kuzu
vd., 2023). Deep-PK, 6zellikle ilaglarin farmakokinetik profillerini analiz eden ve bu
profillerin ¢esitli biyolojik siire¢lerle uyumlulugunu degerlendiren bir yapay zeka tabanlh
modeldir. Bu arag, bilesiklerin viicutta nasil dagildigini, metabolize oldugunu ve
atildigini, ayrica toksik etkilerinin olup olmadigini tahmin etmeye yardimci olur. Bu
degerlendirme, bilesiklerin potansiyel ila¢ adaylar1 olarak daha ileri testlere tabi tutulup

tutulamayacagini belirlemeye olanak saglar.
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3.3 istatistik Analizler

Tim veriler iizerinde istatistiksel analiz yapilmis ve sonuglar ortalama + SD
(standart sapma) olarak sunulmustur. Analiz, deneylerin li¢ kez tekrarlanmasini
icermektedir. Veriler, kontrol ve tedavi gruplar1 arasindaki farklar1 karsilagtirmak i¢in iki
taraflt Student t-testi kullanilarak analiz edilmistir ve p-degeri <0.05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir. Istatistiksel analizler, GraphPad Prism Software siiriim 8
(Windows i¢in GraphPad Software, San Diego, CA, ABD) kullanilarak
gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1 Kimyasal Bulgular

4.1.1 1H-pirol-2-karbaldehit

0

N @)

Sekil 4.1 EK-1 bilesiginin molekiil yapisi

Sentez Yontemi 3.2.1.1°de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. Susuz N,N-dimetilformamid buz banyosunda POCI; ile yavasga muamele
edildi. Reaksiyon karisimi bu sicaklikta 30 dakika boyunca karigtirildi. Daha sonra,
reaksiyon karigimina pirol eklendi. Karigim 6 saat boyunca karistirildi ve ardindan soguk
su ile reaksiyon sona erdirildi. NaOH (5 g) ¢ozeltisi ile notralizasyon sonrasi ekstraksiyon
yapildi. Cozelti MgSOs ile kurutuldu ve buharlastirildi. Elde edilen kalinti, kolon

kromatografisi ile saflagtirildi.

Verim : %388

Renk . Renksiz kristal

Erime Noktasi 1 43-45°C

Coziici . Metanol, Kloroform, Etil asetat

Rf : 0,81 Etilasetat/n-hekzan (1:5) ve UV aktif

'H NMR spektrumu : 0 =11.02 (bs, 1H, -NH), 9.50 (d, J = 1.2 Hz, 1H,

(400 MHz, CDCl3) ppm CH=0), 7.22-7.17 (m, 1H, Ar-H), 7.05-7.00 (m, 1H,
Ar-H), 6.37-6.32 (m, 1H, Ar-H).

13C NMR spektrumu : 0=179.6,132.8,127.7,122.5, 111.5.

(100 MHz, CDCl3) ppm

Elementel Analiz : Hesaplanan; C: 63.15; H: 5.30; N: 14.73;

CsHsNO Bulunan: C: 63.18; H: 5.32; N: 14.69.



4.1.2 1-(1H-pirol-2-il)etan-1-on

mCH3
|

0]

Iz

Sekil 4.2 EK-2 bilesiginin molekiil yapisi

Sentez Yontemi 3.2.1.2°de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde

edilmistir. Susuz N,N-dimetilasetamit buz banyosunda POCI; ile yavasca muamele

edildi. Reaksiyon karisimi bu sicaklikta 30 dakika boyunca karigtirildi. Daha sonra,

reaksiyon karisimina pirol eklendi. Karisim 6 saat boyunca karistirildi ve ardindan soguk

su ile reaksiyon sona erdirildi. NaOH (5 g) cozeltisi, deiyonize su (15 ml) iginde

hazirland1 ve elde edilen ¢ozelti 1 saat boyunca karistirildi. Reaksiyon karigimi, EtOAc
(4 x 25 ml) ile ekstrakte edildi. Ekstraktlar tuzlu su (brine) ile yikand1 (6 x 15 ml), MgSO4

ile kurutuldu ve buharlastirildi. Elde edilen kalinti, kolon kromatografisi ile saflastirildi

(eliient: hekzan—EtOAc, 3:1). Saflastirilan bilesigin 6zellikleri literatiirde belirtilenlerle

uyumludur.

Verim

Renk

Erime Noktas1

Coziicii

Rf

'H NMR spektrumu
(400 MHz, CDCIl3) ppm

3C NMR spektrumu
(100 MHz, CDCl3) ppm
FElementel Analiz

CsH7NO

%63

Beyaz kristal

89-90°C

Metanol, Kloroform, Etil asetat

0,73 Etilasetat/n-hekzan (1:5) ve UV aktif

0 =10.30 (bs, 1H, -NH), 7.09-7.05 (m, 1H, Ar-H),
6.95-6.91 (m, 1H, Ar-H), 6.29-6.24 (m, 1H, Ar-H),
2.45 (m, 3H, -CH3).

0=188.3, 132.1, 125.1, 117.2, 110.7, 25.4.

Hesaplanan; C: 66.04; H: 6.47; N: 12.84;
Bulunan: C: 66.07; H: 6.50; N: 12.79.
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4.1.3 Etil 2-formil-1H-pirol-1-karboksilat

Sekil 4.3 EK-3 bilesiginin molekiil yapisi

Sentez Yontemi 3.2.1.3’te verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. Buz banyosu ortaminda, pirol-2-karbaldehit 4 ml DMF igerisinde ¢oziilerek
tizerine porsiyonlar halinde NaH ilave edildi ve 1 saat boyunca bu sicaklikta karistirildi.
Siirenin tamamlanmasinin ardindan, kuru DMF i¢indeki etil kloroformat ¢ozeltisi 0.5
saatte damla damla ilave edildi. Reaksiyon karisimi, oda sicakliginda 2 saat karistirildi ve
reaksiyonun ilerlemesi ince tabaka kromatografisi (ITK) ile kontrol edildi. H,O (50 mL)
ilavesi tepkime sonlandirildi, EtOAc (4 x 25 mL) ile ekstraksiyon yapildi ve ekstreler
tuzlu su (2 x 15 mL) ile yikanarak MgSQj4 lizerinde kurutuldu. Organik ¢oziicli diisiik
vakumda rotari evaporator yardimiyla buharlastirildi ve kolon kromatografisiyle (mobil

faz heksan-EtOAc, 8:1) silika jel lizerinden saflastirildi (Sekil 45) (Roques vd., 1971).

Verim : %095

Renk : Koyu kahverengi

Erime Noktasi : Viskoz sivi

Coziicii . Metanol, Kloroform, Etil asetat

Rf : 0,85 Etilasetat/n-hekzan (1:5) ve UV aktif

'H NMR spektrumu : 0=10.32 (s, 1H, CH=0); 7.47-7.44 (dd, J= 1.7 Hz,
(400 MHz, CDCIl3) ppm J=3.5Hz, 1H, Ar-H), 7.17 (dd, J=3.5 Hz, J= 1.7

Hz, 1H, Ar-H), 6.30-6.27 (m, 1H, Ar-H), 7.15 (q, J =
7.1 Hz, 2H, -CH»-), 1.42 (t,J= 7.1 Hz, 3H, -CH3).

13C NMR spektrumu : 0= 1822, 149.9, 134.8, 127.1, 121.3, 112.2, 64.5,
(100 MHz, CDCl3) ppm 14.1.

LC-MS/MS [M+H]" :  Hesaplanan; m/z: 168.0655;

CsH1oNO3 Bulunan; m/z: 168.0679.
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4.1.4 Etil 2-asetil-1H-pirol-1-karboksilat

o

EtO

Sekil 4.4 EK-4 bilesiginin molekiil yapisi

Sentez Yontemi 3.2.1.4°te verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. Buz banyosu ortaminda, 2-asetil-pirol 4 ml DMF igerisinde ¢oziilerek {izerine
porsiyonlar halinde NaH ilave edildi ve 1 saat boyunca bu sicaklikta karigtirildi. Stirenin
tamamlanmasinin ardindan, kuru DMF i¢indeki etil kloroformat ¢ozeltisi 0.5 saatte damla
damla ilave edildi. Reaksiyon karigimi, oda sicakliginda 2 saat karistirildi ve reaksiyonun
ilerlemesi ince tabaka kromatografisi (ITK) ile kontrol edildi. H,O (50 mL) ilavesi
tepkime sonlandirildi, EtOAc (4 x 25 mL) ile ekstraksiyon yapild1 ve ekstreler tuzlu su
(2 x 15 mL) ile yikanarak MgSQOj iizerinde kurutuldu. Organik ¢oziicii diisiik vakumda

rotari evaporatdr yardimiyla buharlastirildi ve kolon kromatografisiyle (mobil faz heksan-

EtOAc, 8:1) silika jel lizerinden saflastirildi (Sekil 45) (Roques vd., 1971).

Verim

Renk

Erime Noktasi

Coziicii

Rf

'H NMR spektrumu
(400 MHz, CDCIl3) ppm

13C NMR spektrumu
(100 MHz, CDCl3) ppm
LC-MS/MS [M+H]"
CoHi12NO3

%90

Acik pembe

Viskoz s1vi

Metanol, Kloroform, Etil asetat

0,78 Etilasetat/n-hekzan (1:5) ve UV aktif
0=7.34(dd,J=3.1 Hz,J=1.6 Hz, 1H, Ar-H), 6.88
(dd, J=3.6 Hz, J = 1.6 Hz, 1H, Ar-H), 4.39 (q, J =
7.1 Hz, 2H, -CH»-), 2.44 (s, 3H, -CH3); 1.36 (t, 3H, J
=7.1 Hz, -CHz).

o= 188.3, 150.4, 134.2, 127.8, 121.8, 110.3, 64.4,
27.7,13.9.

Hesaplanan; m/z: 182.0817;

Bulunan; m/z: 182.0823.
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4.1.5 Etil 2-[(2-karbamotiyolhidraziniliden)metil]-1H-pirol-1-karboksilat

EtO

Sekil 4.5 EK-5 bilesiginin molekiil yapisi

Sentez Yontemi 3.2.1.5°te verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. 2 mmol pirol-N-etilkarboksilat-2-karbaldehit bilesigi 10 ml etanolde ¢oziilerek
soliisyonuna tiyosemikarbazit (0.2 g, 2.2 mmol) ilave edildi. Reaksiyon karigimi, 12 saat
geri ¢eviren sogutucu altinda isitilarak karigtirildi. Reaksiyonun ilerlemesi ince tabaka
kromatografisi ile kontrol edildi ve ITK’da baslangic bilesiginin tamamen {iriine
doniistimii gozlemlendikten sonra karisim oda sicakligina kadar sogutuldu. Reaksiyon
karisimina soguk suya aktarildi ve olusan kati parcaciklar siiziildii. Ham kati iiriin, agik

havada kurumaya birakildi (Sekil 46) (Normaya vd., 2020).

Verim %93
Renk Acik kahverengi
Erime Noktasi 190-193°C

Cozucu

Rf

'H NMR spektrumu

(400 MHz, DMSO-ds) ppm

3C NMR spektrumu

(100 MHz, DMSO-ds) ppm
LC-MS/MS [M+H]"
CoH13N402S

Metanol, Kloroform, Etil asetat

0,55 Etilasetat/n-hekzan (1:5) ve UV aktif

0=11.49 (s, 1H, -NH), 8.59 (s, 1H, -CHN), 8.12 (bs,
1H, -NH>»), 7.79 (bs, 1H, -NH3), 7.39 (1H, dd, /=3.3,
J=1.6 Hz, Ar-H), 7.08 (ddd, 1H, /=33 Hz, J=1.6
Hz, J=0.5 Hz, Ar-H), 6.31 (t, 1H, J= 3.3 Hz, Ar-H),
4.37 (q, 2H, J= 7.1 Hz, -CH»-), 1.34 (t, 3H, J= 7.1
Hz,- CH3).

0= 178.0, 150.3, 135.8, 130.5, 124.1, 114.6, 112.6,
64.4,14.4.

Hesaplanan; m/z: 241.0754;

Bulunan; m/z: 241.0776.
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4.1.6 (2-[1-(1H-Pirol-2-il)etiliden]hidrazin-1-karbotiyoamit

Sekil 4.6 EK-6 bilesiginin molekiil yapisi

Sentez Yontemi 3.2.1.6’te verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde

edilmistir. 2 mmol pirol-N-etilkarboksilat-2-asetil bilesigi 10 ml etanolde ¢oziilerek

sollisyonuna tiyosemikarbazit (0.2 g, 2.2 mmol) ilave edildi. Reaksiyon karisimi, 12 saat

geri ceviren sogutucu altinda 1sitilarak karistirildi. Reaksiyonun ilerlemesi ince tabaka

kromatografisi ile kontrol edildi ve ITK’da baslangic bilesiginin tamamen iiriine

dontisiimii gézlemlendikten sonra karisim oda sicakligina kadar sogutuldu. Reaksiyon

karisimina soguk suya aktarildi ve olusan kati parcaciklar siiziildii. Ham kat1 iiriin, agik

havada kurumaya birakildi (Sekil 46) (Normaya vd., 2020).

Verim

Renk

Erime Noktasi

Coziicii

Rf

'H NMR spektrumu

(400 MHz, DMSO-ds) ppm

3C NMR spektrumu

(100 MHz, DMSO-ds) ppm
LC-MS/MS [M+H]"
CoH13N40,S

%94

Acik yesil

185-187°C

Metanol, Kloroform, Etil asetat

0,52 Etilasetat/n-hekzan (1:5) ve UV aktif

0=11.37 (s, 1H, -NH), 10.03 (s, 1H, -NH), 8.23 (bs,
1H, -NH>»), 8.12 (bs 1H, -NH>»), 6.92-6.88 (m, 1H,
Ar-H), 6.48-6.43 (m, 1H, Ar-H), 6.07-6.01 (m, 1H,
Ar-H), 2.14 (s, 3H, -CH3).

0=178.5,141.6, 130.7, 121.8, 111.5, 109.1, 13.8.

Hesaplanan; m/z: 183.0699;
Bulunan; m/z: 183.0691.
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4.1.7 (2-[1-(1H-Pirol-2-il)etiliden]hidrazin-1-karbotiyoamit

g

N N{-|
I
H CH,

Sekil 4.7 EK-7 bilesiginin molekiil yapisi

Sentez Yontemi 3.2.1.7°de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. Tiyosemikarbazon tiirevi (1 mmol) EtOH i¢inde ¢oziilerek ilizerine bromo
asetofenon (1.05 mmol) ilave edildi. Karisim, geri sogutucu altinda 1sitilarak karistirildi
ve reaksiyonun ilerleyisi ITK ile takip edildi. Baslangi¢ bilesiginin tamamen iiriine
dontistiigii gézlemlendikten sonra karisim sogutuldu, olusan kat siiziildii, soguk EtOH ve

su ile yikandi, ardindan agik havada kurutuldu (Kuzu vd., 2023).

Verim %96
Renk Acik yesil
Erime Noktasi 237-239°C

Coziicii Metanol, Kloroform, Etil asetat

Rf 0,6 Etilasetat/n-hekzan (1:3) ve UV aktif

'H NMR spektrumu 0 =12.57 (bs, 1H, -NH); 9.12 (bs, 1H, -NH); 7.72—

(400 MHz, CDCl3) ppm 7.67 (m, 2H, Ar-H), 7.50-7.44 (m, 3H, Ar-H), 6.99—
6.96 (m, 1H, Ar-H), 6.69 (s, 1H, Ar-H), 6.67-6.63
(m, 1H, Ar-H), 6.27 (dd, J=6.2 Hz, J= 2.6 Hz, 1H,
Ar-H), 2.46 (s, 3H, -CH3).

3C NMR spektrumu 0= 168.5, 149.8, 140.7, 130.5, 129.6, 128.3, 127.2,

(100 MHz, CDCl3) ppm 125.6,122.8,113.9, 110.5, 100.2, 15.6.

LC-MS/MS [M+H]" Hesaplanan; m/z: 283.1012;

CisHisN4S Bulunan; m/z: 283.1025.
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4.1.8 (3,4-diklorofenil)tiyazol-2-il)hidraziniliden)metil)-1H-pirol

7\ N of
N z \u
Eto/& H ¢l

o)

Sekil 4.8 EK-8 bilesiginin molekiil yapisi

Sentez Yontemi 3.2.1.8’de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. EK-5 bilesigi (1 mmol) EtOH i¢inde ¢oziilerek iizerine bromo 3,4-dikoloro-
asetofenon (1.05 mmol) ilave edildi. Karisim, geri sogutucu altinda 1sitilarak karistirildi

ve reaksiyonun ilerleyisi ITK ile takip edildi. Ortam sogutuldu, olusan kat siiziildii, soguk

EtOH ve su ile yikandi, ardindan agik havada kurutuldu (Kuzu vd., 2023).

Verim %90
Renk Acik kahverengi
Erime Noktasi 197-199°C

Coziicu Metanol, Kloroform, Etil asetat

Rf 0,85 Etilasetat/n-hekzan (1:3) ve UV aktif

'"H NMR spektrumu 6=19.50 (bs, 1H, -NH), 8.44 (s, 1H, -CH=N), 7.88 (d,

(400 MHz, CDCI3) ppm J=2.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.60 (dd, J=2.1 Hz, J= 8.4 Hz,
1H, Ar-H), 7.41 (d, J= 8.4 Hz, 1H, Ar-H), 7.32 (dd,
J=1.7 Hz, J= 3.3 Hz, 1H, Ar-H), 6.94-6.91 (m, 1H,
Ar-H), 6.88 (s, 1H, Ar-H), 6.27 (t,J= 3.4 Hz, 1H, Ar-
H), 4.40 (q, /= 7.1 Hz, 2H, -OCH>»-), 1.41 (t, J= 7.1
Hz, 3H, -CH;3).

3C NMR spektrumu 0= 166.1, 150.4, 148.9, 146.0, 135.4, 135.3, 134.7,

(100 MHz, CDCI3) ppm 132.7, 131.3, 130.6, 130.1, 127.9, 127.7, 113.9,

LC-MS/MS [M+H]"
C17H15C1aN402S

104.9, 63.9, 21.2.
Hesaplanan; m/z: 409.0293;
Bulunan; m/z: 409.0305.
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4.1.9 (3-kloro-4-florofenil)tiayzol-2-il)hidraziniliden)metil)-1H-pirol

Eto/& H cl

Sekil 4.9 EK-9 bilesiginin molekiil yapisi

Sentez Yontemi 3.2.1.8’de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. EK-5 bilesigi (1 mmol) EtOH i¢inde ¢oziilerek iizerine bromo 4-floro-3-
koloro-asetofenon (1.05 mmol) ilave edildi. Karigim, geri sogutucu altinda 1sitilarak
karistirildi ve reaksiyonun ilerleyisi ITK ile takip edildi. Ortam sogutuldu, olusan kat
stiziildii, soguk EtOH ve su ile yikandi, ardindan ag¢ik havada kurutuldu (Kuzu vd., 2023).

Verim

Renk

Erime Noktas1

Coziicii

Rf

'H NMR spektrumu
(400 MHz, CDCI3) ppm

3C NMR spektrumu
(100 MHz, CDCl3) ppm

LC-MS/MS [M+H]*
Ci17H15CIFN4O.S

%86

Kahverengi

195-196°C

Metanol, Kloroform, Etil asetat

0,84 Etilasetat/n-hekzan (1:3) ve UV aktif

0 =8.38 (s, 1H, -CH=N), 7.76 (dd, J= 1.4 Hz, J=5.6
Hz, 1H, Ar-H), 7.58-7.56 (m, 1H, Ar-H), 7.25 (s, 1H,
Ar-H), 7.05 (t, J= 8.7 Hz, 1H, Ar-H), 6.85 (s, 1H, Ar-
H), 6.74 (s, 1H, Ar-H), 6.19 (t, J=3.0 Hz, 1H, Ar-H),
4.33 (q, J= 7.1 Hz, 2H, -OCH>»-), 1.34 (t, J= 7.1 Hz,
3H, -CHz).

0= 167.5, 149.4, 148.0, 134.3, 131.1, 129.2, 127.2,
124.5 (d, J= 7.1 Hz), 122.1, 120.1 (d, J= 18.0 Hz),
115.6 (d,J=21.5Hz),112.9,111.2,103.0, 62.8, 13.2.
Hesaplanan; m/z: 393.0588;

Bulunan; m/z: 393.0610.

47



4.1.10 2-(amino(prop-2-in-1-tiyo)metilen)hidraziniliden)metil)-1H-pirol

N-N
)\ N\
o7 OEt N

Sekil 4.10 EK-10 bilesiginin molekiil yapis1

Sentez Yontemi 3.2.1.9°da verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. Pirol-2-karbaldehit tiirevinden tiyosemikarbazon sentezlenip DMF ig¢inde
¢oziildii. Karisim buz banyosunda sogutulduktan sonra NaH eklendi ve 30 dakika
karistirtldi. Ardindan, propargil bromiir damla damla eklenerek oda sicakliginda
karistirildi. Reaksiyon, ITK ile kontrol edildikten sonra su eklenerek sonlandirildi.
Karisim EtOAc ile ekstrakte edildi, tuzlu su ile yikanip MgSO4 ile kurutuldu. Organik

¢oziicli buharlastirildi ve ham iiriin, silika jel kolon kromatografisiyle saflastirildi.

Verim : %61

Renk :  Kahverengi

Erime Noktas1 : Viskoz sivi

Coziicii :  Metanol, Kloroform, Etil asetat

Rf : 0,92 Etilasetat/n-hekzan (1:3) ve UV aktif

'"H NMR spektrumu : 0=8.94 (s, 1H, -CH=N), 7.39 (dd, J= 1.7 Hz, J= 3.3
(400 MHz, CDCl3) ppm Hz, 1H, Ar-H), 6.96-6.93 (m, 1H, Ar-), 6.24 (t,=3.3

Hz, 1H, Ar-), 5.49 (bs, 2H, -NH,), 4.4 (q, J=7.1 Hz,
2H, -CH,-), 3.87 (d,J=2.7 Hz, 2H, -CHa-), 2.26 (t, J=
2.7 Hz, 1H, -CH), 1.42 (t, J=7.13 Hz, 3H, -CHs).

3C NMR spektrumu . 0= 158.9, 150.4, 148.0, 131.3, 124.0, 114.6, 112.0,
(100 MHz, CDCl3) ppm 79.4,71.5,63.8,18.4, 14.2.

LC-MS/MS [M+H]" : Hesaplanan; m/z: 279.0916;

Ci12H15sN4O2S Bulunan; m/z: 279.0932.
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4.1.11 3-(4-metiltiyazol-2-yl)pirolo[1,2-d][1,2,4]triazin-4(3H)-on

Sekil 4.11 EK-11 bilesiginin molekiil yapis1

Sentez Yontemi 3.2.1.10°da verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde

edilmistir. 1 mmol propargil siibstitiie hidrazon tiirevi, etanol (5 ml) iginde ¢6ziiliip,

kapal1 bir sistem tiipiine alinarak 1sitildi1 ve karistirildi. Reaksiyon ilerlemesi ince tabaka

kromatografisi ile kontrol edilip, baglangi¢ bilesigi tamamen {irline doniistiikten sonra

karisim oda sicakligina sogutuldu. H>O (50 mL) eklenerek reaksiyon sonlandirildi.

Karisim, etil asetat (EtOAc) ile ekstrakte edildi, tuzlu su ile yikandi ve MgSOy ile

kurutuldu. Organik ¢oziicli rotari evaporator ile buharlastirildi. Elde edilen ham iiriin,

kolon kromatografisiyle saflagtirildi.

Verim : %81

Renk :  Kahverengi

Erime Noktasi : 165-166°C

Coziicii :  Metanol, Kloroform, Etil asetat

Rf : 0,85 Etilasetat/n-hekzan (1:5) ve UV aktif

'"H NMR spektrumu . 0=8.32(s, 1H, Ar-H), 7.91-7.88 (m, 1H, Ar-H), 6.85

(400 MHz, CDCIl3) ppm (dd, J= 1.3 Hz, J=3.7 Hz, 1H, Ar-H), 6.84-6.80 (m,
2H, Ar-H), 2.50 (d, J= 1.0 Hz, 3H, -CH3).

3C NMR spektrumu : 0=149.2, 134.2, 124.3, 119.2, 119.0, 116.8, 111.9,

(100 MHz, CDCl3) ppm 111.8,111.6, 17.6.

LC-MS/MS [M+H]" :  Hesaplanan; m/z: 233.0497,

C1oH9N4OS Bulunan; m/z: 233.0491.
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4.1.12 3-(4-(p-toliDtiyazol-2-yl)pirolotriazin-4(3H)-on

Sekil 4.12 EK-12 bilesiginin molekiil yapis1

Sentez Yontemi 3.2.1.11°de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. 3.2.1.5’te elde edilen 1 mmol tiyosemikarbazon tiirevi, EtOH (10 ml) iginde
¢oziildii. Reaksiyon ¢ozeltisine oda sicakliginda bromo asetofenon (1.05 mmol) ilave
edilip, geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitilarak karistirildi. Reaksiyonun ilerlemesi ince
tabaka kromatografisi ile kontrol edildi ve ITK’da baslangi¢ bilesiginin tamamen {iriine
doniistimii gozlemlendikten sonra karisim oda sicakligina kadar sogutuldu. Ortamda
olusan kat1 pargaciklar siiziildii ve birka¢ kez soguk EtOH (3 ml) ve son olarak su (2 ml)
ile yikandi. Ham katt iiriin a¢ik havada kurutuldu ve kolon kromatografisiyle uygun mobil

faz kullanilarak silika jel tizerinden saflastirildi (Kuzu vd., 2023).

Verim i %92

Renk : Gri

Erime Noktasi : 176-178°C

Coziicii . Metanol, Kloroform, Etil asetat

Rf : 0,74 Etilasetat/n-hekzan (1:5) ve UV aktif

'H NMR spektrumu : 0=8.35(d,J=0.5Hz, 1H, Ar-H), 7.96-7.93 (m, 2H,
(400 MHz, CDCl3) ppm Ar-H), 7.92-7.91 (m, 1H, Ar-H), 7.45-7.41 (m, 3H,

Ar-H), 7.36-7.32 (m, 1H, Ar-H), 6.87 (dd, J= 1.3 Hz,
J=3.7 Hz, 1H, Ar-H), 6.85-6.82 (m, 1H, Ar-H).

13C NMR spektrumu . 0= 156.0, 151.8, 143.6, 134.2, 134.1, 128.6, 128.2,
(100 MHz, CDCI3) ppm 126.5,124.3,119.2, 116.9, 111.7, 111.2.
LC-MS/MS [M+H]" :  Hesaplanan; m/z: 295.0654;

CisH11N4OS Bulunan; m/z: 295.0648.
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4.1.13 3-(4-(p-tolil)tiyazol-2-yl)pirolotriazin-4(3H)-on

CH,

Sekil 4.13 EK-13 bilesiginin molekiil yapis1

Sentez Yontemi 3.2.1.11°de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. 3.2.1.5’te elde edilen 1 mmol tiyosemikarbazon tiirevi, EtOH (10 ml) i¢inde
¢oziildii. Reaksiyon c¢ozeltisine oda sicakliginda 2-Bromo-4'-metilasetofenon (1.05
mmol) ilave edilip, geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitilarak karistirildi. Reaksiyonun
ilerlemesi ince tabaka kromatografisi ile kontrol edildi ve ITK’da baslangi¢ bilesiginin
tamamen irline doniisimii gozlemlendikten sonra karisim oda sicakligina kadar
sogutuldu. Ham kati {iriin acik havada kurutuldu ve kolon kromatografisiyle uygun mobil

faz kullanilarak silika jel tizerinden saflastirildi (Kuzu vd., 2023).

Verim %78
Renk Koyu gri
Erime Noktasi 205-206°C

Coziici Metanol, Kloroform, Etil asetat

Rf 0,76 Etilasetat/n-hekzan (1:5) ve UV aktif

'"H NMR spektrumu o = 8.34 (s, 1H, Ar-H), 7.92-7.88 (m, 1H, Ar-H),

(400 MHz, CDCI3) ppm 7.86-7.79 (m, AA’BB’ system, 2H, Ar-H), 7.35 (s,
1H, Ar-H), 7.24-7.19 (m, AA’BB’ system, 2H, Ar-
H), 6.87-6.81 (m, 2H, Ar-H), 2.37 (s, 3H, Ar-CH3).

3C NMR spektrumu 0= 157.8, 151.8, 143.6, 138.1, 134.2, 131.4, 129.3,

(100 MHz, CDCIl3) ppm 126.4,124.3,119.1, 116.9, 111.7, 110.4, 21.4.

LC-MS/MS [M+H]" Hesaplanan; m/z: 309.0810;

Ci6H13N4OS Bulunan; m/z: 309.0805.
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4.1.14 3-(4-(4-hidroksifenil)tiyazol-2-il)pirolotriazin-4(3H)-on

OH

Sekil 4.14 EK-14 bilesiginin molekiil yapis1

Sentez Yontemi 3.2.1.11°de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. Tiyosemikarbazon tiirevi (1 mmol), EtOH (10 ml) i¢inde ¢oziilerek 2-Bromo-
4'-hidroksiasetofenon (1.05 mmol) ile karistirilmis ve geri sogutucu altinda 1sitilmistir.
Reaksiyonun ilerlemesi ince tabaka kromatografisiyle takip edilmis, baslangi¢ bilesiginin
tamamen {iriine doniistiigii gézlemlendikten sonra karigim sogutulmustur. Elde edilen kati
tiriin siiziiliip soguk EtOH ve su ile yikanmis, ardindan agik havada kurutulmus ve kolon

kromatografisi ile saflagtirllmistir (Kuzu vd., 2023).

Verim %65
Renk Acik kahverengi
Erime Noktas1 150-151°C

Coziicii Metanol, Kloroform, Etil asetat
Rf 0,60 Etilasetat/n-hekzan (1:5) ve UV aktif
'H NMR spektrumu 0=9.64 (s, 1H, -OH), 8.59 (s, 1H, Ar-H), 7.97-7.93

(400 MHz, ds-DMSO) ppm

(m, 1H, Ar-H), 7.80-7.76 (m, AA’BB’ system, 2H,
Ar-H), 7.74 (s, 1H, Ar-H), 7.00 (dd, J=1.3 Hz, J=3.6
Hz, 1H, Ar-H), 6.90 (dd, J= 3.1 Hz, J= 3.6 Hz, 1H,
Ar-H), 6.84-6.80 (m, AA’BB’ system, 2H, Ar-H).

3C NMR spektrumu 0= 158.2, 157.9, 150.9, 143.7, 134.9, 127.6, 125.8,
(100 MHz, ds-DMSO) ppm 125.0,119.3,117.2,115.9, 112.2, 110.4.
LC-MS/MS [M+H]" Hesaplanan; m/z: 311.0603;

CisH11N4O2S Bulunan; m/z: 311.0597.
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4.1.15 3-(4-(4-metoksifenil)tiyazol-2-il)pirolotriazin-4(3H)-on

OCH,

Sekil 4.15 EK-15 bilesiginin molekiil yapisi

Sentez Yontemi 3.2.1.11°de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. Tiyosemikarbazon tiirevi (1 mmol), EtOH (10 ml) i¢inde ¢oziilerek 2-Bromo-
4'-metoksiasetofenon (1.05 mmol) ile karistirilmis ve geri sogutucu altinda 1sitilmistir.
Reaksiyonun ilerlemesi ince tabaka kromatografisiyle takip edilmis, baslangi¢ bilesiginin
tamamen {iriine doniistiigii gézlemlendikten sonra karigim sogutulmustur. Elde edilen kati
tiriin siiziiliip soguk EtOH ve su ile yikanmis, ardindan agik havada kurutulmus ve kolon

kromatografisi ile saflagtirllmistir (Kuzu vd., 2023).

Verim

Renk

Erime Noktasi

Coziicii

Rf

'H NMR spektrumu

(400 MHz, ds-DMSO) ppm

3C NMR spektrumu

(100 MHz, ds-DMSO) ppm
LC-MS/MS [M+H]*
Ci6H13N4O28S

%90

Gri

150-152°C

Metanol, Kloroform, Etil asetat

0,92 Etilasetat/n-hekzan (1:3) ve UV aktif

0 =8.59 (s, 1H, Ar-H), 7.97-7.93 (m, 1H, Ar-H),
7.92-7.87 (m, AA’BB’ system, 2H, Ar-H), 7.83 (s,
1H, Ar-H), 7.01-6.98 (m, 3H, Ar-H), 6.90-6.89 (m,
1H, Ar-H), 3.78 (s, 3H, -OCH3).

0= 164.4, 163.1, 155.3, 148.5, 139.7, 132.4, 132.0,
129.7,124.1, 121.9, 119.3, 117.0, 115.9, 60.4.
Hesaplanan; m/z: 325.0759;

Bulunan; m/z: 325.0753.
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4.1.16 3-(4-(4-nitrofenil)tiyazol-2-il)pirolotriazin-4(3H)-on

NO,

Sekil 4.16 EK-16 bilesiginin molekiil yapis1

Sentez Yontemi 3.2.1.11°de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. Tiyosemikarbazon tiirevi (1 mmol), EtOH (10 ml) i¢inde ¢oziilerek 2-Bromo-
4'-nitroasetofenon (1.05 mmol) ile karistirilmis ve geri sogutucu altinda isitilmistir.
Reaksiyonun ilerlemesi ince tabaka kromatografisiyle takip edilmis, baslangi¢ bilesiginin
tamamen {iriine doniistiigii gézlemlendikten sonra karigim sogutulmustur. Elde edilen kati
tiriin siiziiliip soguk EtOH ve su ile yikanmis, ardindan agik havada kurutulmus ve kolon

kromatografisi ile saflagtirllmistir (Kuzu vd., 2023).

Verim

Renk

Erime Noktasi

Coziicii

Rf

'H NMR spektrumu

(400 MHz, ds-DMSO) ppm

3C NMR spektrumu

(100 MHz, ds-DMSO) ppm
LC-MS/MS [M+H]*
CisHioNsOsS

%70

Sar1

241-242°C

Metanol, Kloroform, Etil asetat

0,65 Etilasetat/n-hekzan (1:3) ve UV aktif

0 = 8.64 (bs, 1H, Ar-H), 8.39-8.32 (m, 3H, Ar-H),
8.26-8.24 (m, AA’BB’ system, 2H, Ar-H), 8.01-7.96
(m, 1H, Ar-H),7.04 (dd, J= 1.3 Hz, J= 3.6 Hz, 1H,
Ar-H), 6.95-6.90 (m, 1H, Ar-H).

0= 159.1, 148.3, 147.2, 143.9, 140.4, 135.2, 127.2,
125.0, 124.8, 119.6, 117.3, 117.2, 112.5.
Hesaplanan; m/z: 340.0504;

Bulunan; m/z: 340.0498.
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4.1.17 3-(4-(4-(triflorometil)fenil)tiyazol-2-il)pirolotriazin-4(3H)-on

CF;

Sekil 4.17 EK-17 bilesiginin molekiil yapisi

Sentez Yontemi 3.2.1.11°de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde

edilmistir. Tiyosemikarbazon tiirevi (1 mmol), EtOH (10 ml) i¢inde ¢oziilerek 2-Bromo-

4'-triflorometilasetofenon (1.05 mmol) ile karigtirllmis ve geri sogutucu altinda

isitilmastir. Elde edilen iiriin kolon kromatografisi ile saflastirilmistir (Kuzu vd., 2023).

Verim

Renk

Erime Noktasi

Coziici

Rf

'H NMR spektrumu
(400 MHz, CDCI3) ppm

3C NMR spektrumu
(100 MHz, CDCl3) ppm

LC-MS/MS [M+H]"
Ci16H10F3N4OS

%95

Koyu gri

203-204°C

Metanol, Kloroform, Etil asetat

0,85 Etilasetat/n-hekzan (1:3) ve UV aktif

0=28.36 (s, 1H, Ar-H), 8.06 (m, AA’BB’ system, 2H,
Ar-H), 7.94-791 (m, 1H, Ar-H), 7.70-7.65 (m,
AA’BB’ system, 2H, Ar-H), 7.52 (s, 1H, Ar-H), 6.89
(dd, /= 1.3 Hz, J= 3.7 Hz, 1H, Ar-H), 6.87-6.83 (m,
1H, Ar-H).

0= 158.4, 150.2, 143.6, 137.3, 134.4, 130.1, 126.6,
125.6 (q, J= 3.8 Hz), 124.3, 122.8, 119.3, 117.0,
113.0, 112.0.

Hesaplanan; m/z: 363.0527;

Bulunan; m/z: 363.0521.

55



4.1.18 3-(4-(4-florofenil)tiyazol-2-yl)p,rolo[1,2-d][1,2,4]|triazin-4(3H)-on

Sekil 4.18 EK-18 bilesiginin molekiil yapisi

Sentez Yontemi 3.2.1.11°de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. Tiyosemikarbazon tiirevi (1 mmol), EtOH (10 ml) i¢inde ¢oziilerek 2-Bromo-
4'-floroasetofenon (1.05 mmol) ile karistirilmis ve geri sogutucu altinda 1sitilmistir.
Reaksiyonun ilerlemesi ince tabaka kromatografisiyle takip edilmis, baslangi¢ bilesiginin
tamamen Uriine doniistiigii gozlemlendikten sonra karisim sogutulmustur. Elde edilen kat1
tiriin siiziiliip soguk EtOH ve su ile yikanmis, ardindan agik havada kurutulmus ve kolon

kromatografisi ile saflagtirllmistir (Kuzu vd., 2023).

Verim %386
Renk Acik gri
Erime Noktasi 199-200°C

Coziicii Metanol, Kloroform, Etil asetat

Rf 0,87 Etilasetat/n-hekzan (1:3) ve UV aktif

'H NMR spektrumu 0=28.27 (s, 1H, Ar-H), 7.88-7.82 (m, 3H, Ar-H), 7.27

(400 MHz, CDCIl3) ppm (s, 1H, Ar-H), 7.07-7.01 (m, 2H, Ar-H), 6.82-6.75
(m, 2H, Ar-H).

3C NMR spektrumu 0= 162.82 (d, J= 247.4 Hz), 158.1, 150.9, 143.6,

(100 MHz, CDCIl3) ppm 134.3, 130.5, 128.3, 124.4, 119.3, 116.9, 115.7,

LC-MS/MS [M+H]"
Ci6H10FN4OS

115.5,111.8, 110.9.
Hesaplanan; m/z: 313.0559;
Bulunan; m/z: 313.0553.
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4.1.19 3-(4-(4-klorofenil)tiyazol-2-il)pirolo[1,2-d][1,2,4]triazin-4(3H)-on

Cl

Sekil 4.19 EK-19 bilesiginin molekiil yapisi

Sentez Yontemi 3.2.1.11°de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. Tiyosemikarbazon tiirevi (1 mmol), EtOH (10 ml) i¢cinde ¢6ziilerek 2-Bromo-
4'-kloroasetofenon (1.05 mmol) ile karistirilmis ve geri sogutucu altinda 1sitilmistir.
Reaksiyonun ilerlemesi ince tabaka kromatografisiyle takip edilmis, baslangi¢ bilesiginin
tamamen iiriine doniistiigii gézlemlendikten sonra karigim sogutulmustur. Elde edilen kati
tiriin siiziiliip soguk EtOH ve su ile yikanmis, ardindan agik havada kurutulmus ve kolon

kromatografisi ile saflagtirllmistir (Kuzu vd., 2023).

Verim

Renk

Erime Noktasi

Coziicii

Rf

'H NMR spektrumu
(400 MHz, CDCI3) ppm

3C NMR spektrumu
(100 MHz, CDCls) ppm
LC-MS/MS [M+H]"
Ci5H10CIN4OS

%93

Gri

178-181°C

Metanol, Kloroform, Etil asetat

0,80 Etilasetat/n-hekzan (1:3) ve UV aktif
0=238.34(d, J=0.5 Hz, 1H, Ar-H), 7.91-7.90 (m, 1H,
Ar-H), 7.90-7.86 (m, AA’BB’ system, 2H, Ar-H),
7.40-7.37 (m, 3H, Ar-H), 6.87 (dd, J/= 1.3 Hz, J=3.7
Hz, 1H, Ar-H), 6.85-6.82 (m, 1H, Ar-H).

0= 158.2, 150.6, 134.3, 134.0, 132.6, 129.7, 128.8,
127.7,124.3,119.2,116.9, 111.9, 111.5.
Hesaplanan; m/z: 329.0264;

Bulunan; m/z: 329.0258.
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4.1.20 3-(4-(4-bromofenil)tiyazol-2-il)pirolo[1,2-d][1,2,4]triazin-4(3H)-on

Br

Sekil 4.20 EK-20 bilesiginin molekiil yapis1

Sentez Yontemi 3.2.1.11°de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. Tiyosemikarbazon tiirevi (1 mmol), EtOH (10 ml) i¢cinde ¢6ziilerek 2-Bromo-
4’-bromoasetofenon (1.05 mmol) ile karigtirilmis ve geri sogutucu altinda isitilmistir.
Reaksiyonun ilerlemesi ince tabaka kromatografisiyle takip edilmis, baslangi¢ bilesiginin
tamamen iiriine doniistiigii gézlemlendikten sonra karigim sogutulmustur. Elde edilen kati

tiriin kolon kromatografisi ile saflastirilmistir (Kuzu vd., 2023).

Verim : %88

Renk :  Kahverengi

Erime Noktasi : 207-208°C

Coziici . Metanol, Kloroform, Etil asetat

Rf : 0,78 Etilasetat/n-hekzan (1:3) ve UV aktif

'H NMR spektrumu : 0=28.62 (d, J= 0.6 Hz, 1H, Ar-H), 8.08 (s, 1H, Ar-
(400 MHz, CDCIl3) ppm H), 7.97 (ddd, J= 0.6 Hz, J= 1.3 Hz, J= 3.0 Hz, 1H,

Ar-H), 7.96-7.92 (m, AA’BB’ system, 2H, Ar-H),
7.68-7.64 (m, AA’BB’ system, 2H, Ar-H), 7.03 (dd,
J=1.3 Hz, J=3.7 Hz, 1H, Ar-H), 6.92 (d, /= 3.0 Hz,
J=3.7 Hz, 1H, Ar-H).

3C NMR spektrumu . 0= 158.7, 149.4, 143.8, 135.0, 133.7, 132.2, 128.3,
(100 MHz, CDCI3) ppm 125.0,121.7,119.5, 117.3, 113.8, 112.4.
LC-MS/MS [M+H]" : Hesaplanan; m/z: 372.9759;

Ci1sH10BrN4OS Bulunan; m/z: 372.9753.
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4.1.21 3-(4-(3,4-dimetoksifenil)tiyazol-2-il)pirolotriazin-4(3H)-on

< N
|
M
(0]
OCH;
OCH,

Sekil 4.21 EK-21 bilesiginin molekiil yapisi

Sentez Yontemi 3.2.1.11°de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. Tiyosemikarbazon tiirevi (1 mmol), EtOH (10 ml) i¢inde ¢oziilerek 2-Bromo-
3',4'-dimetoksiasetofenon (1.05 mmol) ile karistirllmis ve geri sogutucu altinda
isitilmistir. Reaksiyonun ilerlemesi ince tabaka kromatografisiyle takip edilmis, baslangig
bilesiginin tamamen iiriine dontstiigii gézlemlendikten sonra karisim sogutulmustur.
Elde edilen kati iiriin kolon kromatografisi ile saflastirilmistir (Kuzu vd., 2023).

Verim %71

Renk : Gri

Erime Noktasi : 217-218°C.

Coziici :  Metanol, Kloroform, Etil asetat

Rf : 0,55 Etilasetat/n-hekzan (1:3) ve UV aktif

'"H NMR spektrumu . 0=28.33(d, /~0.4 Hz, 1H, Ar-H), 7.94-7.88 (m, 1H,
(400 MHz, CDCIl3) ppm Ar-H), 7.52-7.45 (m, 2H, Ar-H), 7.30 (s, 1H, Ar-H),

6.92 (d, J= 8.3 Hz, 1H, Ar-H), 6.87 (dd, J= 1.3 Hz,
J=3.7Hz, 1H, Ar-H), 6.84 (dd, /= 3.0 Hz, J=3.7 Hz,
1H, Ar-H), 3.99 (s, 3H, -OCH3), 3.93 (s, 3H, -OCH3).

3C NMR spektrumu . 0= 157.9, 151.8, 149.3, 149.0, 143.6, 134.1, 127.5,
(100 MHz, CDCls) ppm 124.4, 119.2, 119.1, 1169, 111.7, 111.2, 110.0,
109.8, 56.0, 55.9.

LC-MS/MS [M+H]" . Hesaplanan; m/z: 355.0865;
C17H15sN4O3S Bulunan; m/z: 355.0859.
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4.1.22 3-(4-(3,4-diflorofenil)tiyazol-2-il)pirolotriazin-4(3H)-on

Sekil 4.22 EK-22 bilesiginin molekiil yapisi

Sentez Yontemi 3.2.1.11°de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde

edilmistir. Tiyosemikarbazon tiirevi (1 mmol), EtOH (10 ml) i¢inde ¢oziilerek 2-Bromo-

3',4'-floroasetofenon (1.05 mmol) ile karistirilmis ve geri sogutucu altinda 1sitilmistir.

Elde edilen ham {iriin kolon kromatografisi ile saflagtirilmistir.

Verim

Renk

Erime Noktasi

Coziici

Rf

'H NMR spektrumu
(400 MHz, CDCI3) ppm

3C NMR spektrumu
(100 MHz, CDCl3) ppm

LC-MS/MS [M-+H]*
Ci15HoF2N40OS

%79

Koyu kahverengi

193-194°C

Metanol, Kloroform, Etil asetat

0,77 Etilasetat/n-hekzan (1:3) ve UV aktif

0 = 8.34 (s, 1H, Ar-H), 7.93-7.86 (m, 1H, Ar-H),
7.82-7.73 (m, 1H, Ar-H), 7.69-7.61 (m, 1H, Ar-H),
7.35 (s, 1H, Ar-H), 7.20 (dt, J= 8.3 Hz, J= 10.1 Hz,
1H, Ar-H), 6.88 (dd, J= 1.3 Hz, J= 3.7 Hz, 1H, Ar-
H), 6.85-6.82 (m, 1H, Ar-H).

0=158.3,151.7 (dd, J= 12.4 Hz, J= 17.0 Hz), 149.7,
149.2 (dd, J=12.4 Hz, J= 17.0 Hz), 143.6, 1344,
131.4, (dd, /= 3.7 Hz, J= 6.3 Hz), 124.3, 122.4 (dd,
J=3.7 Hz, J= 6.3 Hz), 119.3, 117.5 (d, J= 17.0 Hz),
117.0, 115.6 (d, /= 17.0 Hz), 111.9, 111.7.
Hesaplanan; m/z: 331.0465;

Bulunan; m/z: 331.0459.
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4.1.23 3-(4-(3,4-diklorofenil)tiyazol-2-il)pirolotriazin-4(3H)-on

Cl
Cl

Sekil 4.23 EK-23 bilesiginin molekiil yapisi

Sentez Yontemi 3.2.1.11°de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. Tiyosemikarbazon tiirevi (1 mmol), EtOH (10 ml) i¢inde ¢oziilerek 2-Bromo-
3',4'-kloroasetofenon (1.05 mmol) ile karistirilmis ve geri sogutucu altinda 1sitilmastir.
Reaksiyonun ilerlemesi ince tabaka kromatografisiyle takip edilmis, baslangi¢ bilesiginin
tamamen Uriine doniistiigii gozlemlendikten sonra karisim sogutulmustur. Elde edilen kat1

tiriin kolon kromatografisi ile saflastirilmistir (Kuzu vd., 2023).

Verim %89
Renk Gri
Erime Noktasi 200-201°C.

Cozucu

Rf

'H NMR spektrumu
(400 MHz, CDCl3) ppm

3C NMR spektrumu
(100 MHz, CDCl3) ppm

LC-MS/MS [M+H]"
C15HoC12N4OS

Metanol, Kloroform, Etil asetat

0,81 Etilasetat/n-hekzan (1:3) ve UV aktif

0 =8.34 (s, IH, Ar-H), 8.04 (d, /= 2.1 Hz, 1H, Ar-
H), 7.91-7.88 (m, 1H, Ar-H), 7.75 (dd, /=2.1 Hz, J=
8.4 Hz, 1H, Ar-H), 7.46 (d, J= 8.4 Hz, 1H, Ar-H),
7.41 (s, 1H, Ar-H), 6.88 (dd, J= 1.3 Hz, J= 3.7 Hz,
1H, Ar-H), 6.85-6.81 (m, 1H, Ar-H).

0= 158.3, 149.3, 143.6, 134.4, 134.0, 132.9, 132.0,
130.4, 128.2, 125.4, 124.2, 119.2, 117.0, 112.5,
112.0.

Hesaplanan; m/z: 362.9874;

Bulunan; m/z: 362.9868.

61



4.1.24 3-(4-(3-kloro-4-florofenyl)tiyazol-2-il)pirolotriazin-4(3H)-on

Cl

Sekil 4.24 EK-24 bilesiginin molekiil yapisi

Sentez Yontemi 3.2.1.11°de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. Tiyosemikarbazon tiirevi (1 mmol), EtOH (10 ml) i¢inde ¢oziilerek 2-Bromo-
3'-kloro-4'-floroasetofenon (1.05 mmol) ile karistirilmis ve geri sogutucu altinda
isitilmistir. Reaksiyonun tamamlandiktan sonra elde edilen kati iirlin kolon

kromatografisi ile saflagtirilmistir (Kuzu vd., 2023).

Verim

Renk

Erime Noktasi

Coziicii

Rf

'H NMR spektrumu
(400 MHz, CDCIl3) ppm

3C NMR spektrumu
(100 MHz, CDCl3) ppm

LC-MS/MS [M+H]*
C1sHoCIFN40S

%91

Acik yesil

183-184°C

Metanol, Kloroform, Etil asetat

0,83 Etilasetat/n-hekzan (1:3) ve UV aktif

0 =28.27 (bs, 1H, Ar-H), 7.93 (dd, J=2.2 Hz, J= 7.1
Hz, 1H, Ar-H), 7.86-7.79 (m, 1H, Ar-H), 7.75-7.66
(m, 1H, Ar-H), 7.29 (s, 1H, Ar-H), 7.10 (t, J= 8.7
Hz, 1H, Ar-H), 6.83-6.75 (m, 2H, Ar-H).

o= 158.3, 158.0 (d, J= 250.1), 149.5, 143.6, 134.4,
131.5 (d, J= 4.0 Hz), 128.7, 126.2 (d, J= 7.3 Hz),
124.3,121.4 (d, J= 18.1 Hz), 119.3, 117.0, 116.7 (d,
J=213Hz), 112.0, 111.7.

Hesaplanan; m/z: 347.0170;

Bulunan; m/z: 347.0164.
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4.1.25 3-(4-(2,4-diklorofenil)tiyazol-2-il)pirolotriazin-4(3H)-on

<" N
|
MNS
o Cl
Cl

Sekil 4.25 EK-25 bilesiginin molekiil yapisi

Sentez Yontemi 3.2.1.11°de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. Tiyosemikarbazon tiirevi (1 mmol), EtOH (10 ml) i¢inde ¢oziilerek 2-Bromo-
2'4'-kloroasetofenon (1.05 mmol) ile karistirilmis ve geri sogutucu altinda 1sitilmistir.

Baslangic bilesiginin tamamen {irline doniistiigii gozlemlendikten sonra karisim

sogutulmustur. Elde edilen kat1 iiriin kolon kromatografisi ile saflastirilmistir.

Verim

Renk

Erime Noktasi

Coziicii

Rf

'H NMR spektrumu
(400 MHz, CDCIl3) ppm

3C NMR spektrumu
(100 MHz, CDCl3) ppm

LC-MS/MS [M+H]"
C15HoC12N4OS

%85

Beyaz

181-182°C

Metanol, Kloroform, Etil asetat

0,82 Etilasetat/n-hekzan (1:3) ve UV aktif

0 =8.26 (bs, 1H, Ar-H), 7.88 (d, J= 8.4 Hz, 1H, Ar-
H), 7.85 (ddd, J= 0.6 Hz, /= 1.3 Hz, J= 3.0 Hz, 1H,
Ar-H), 7.67 (s, 1H, Ar-H), 7.41 (d, J= 2.1 Hz, 1H,
Ar-H), 7.26 (dd, J= 2.1 Hz, J= 8.4 Hz, 1H, Ar-H),
6.81 (dd, J/= 1.3 Hz, J=3.7 Hz, 1H, Ar-H), 6.77 (dd,
J=3.0Hz, J=3.7 Hz, 1H, Ar-H).

0= 152.4, 142.3, 138.9, 129.6, 129.4, 127.9, 127.8,
126.9, 1253, 122.6, 119.6, 114.5, 112.2, 112.0,
107.2.

Hesaplanan; m/z: 362.9874;

Bulunan; m/z: 362.9869.
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4.1.26 3-(4-([1,1'-bifenil]-4-yl)tiyazol-2-yl)pirolotriazin-4(3H)-on

Ph

Sekil 4.26 EK-26 bilesiginin molekiil yapis1

Sentez Yontemi 3.2.1.11°de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. Tiyosemikarbazon tiirevi (1 mmol), EtOH (10 ml) i¢inde ¢oziilerek 2-Bromo-
4'-fenilasetofenon (1.05 mmol) ile karistirllmig ve geri sogutucu altinda 1sitilmistir.

Reaksiyon sonrasi elde edilen {iriin kolon kromatografisi ile saflagtirilmistir.

Verim : %095

Renk . Acik kahverengi

Erime Noktasi 1 226-228°C

Coziici . Metanol, Kloroform, Etil asetat

Rf : 0,88 Etilasetat/n-hekzan (1:3) ve UV aktif

'H NMR spektrumu : 0=28.62(d,J=0.6 Hz, 1H, Ar-H), 8.09-8.05 (m, 3H,
(400 MHz, CDCl3) ppm Ar-H), 7.98-7.96 (m, 1H, Ar-H), 7.78-7.75 (m,

AA’BB’ system, 2H, Ar-H), 7.74-7.70 (m, AA’BB’
system, 2H, Ar-H), 7.50-7.45 (m, 2H, Ar-H), 7.39-
7.35 (m, 1H, Ar-H), 7.02 (dd, J= 1.3 Hz, J= 3.7 Hz,
1H, Ar-H), 6.91 (dd, J= 3.0 Hz, J= 3.7 Hz, 1H, Ar-

H).

3C NMR spektrumu . 0= 158.6, 150.2, 143.8, 140.1, 140.0, 135.0, 133.5,

(100 MHz, CDCI3) ppm 129.4, 128.0, 127.5, 127.0, 126.9, 125.0, 1194,
117.2,113.2,112.3.

LC-MS/MS [M+H]" . Hesaplanan; m/z: 371.0967;

C21H15N4OS Bulunan; m/z: 371.0961.
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4.1.27 3-(4-(naftalen-2-il)tiyazol-2-il)pirolotriazin-4(3H)-on

Sekil 4.27 EK-27 bilesiginin molekiil yapisi

Sentez Yontemi 3.2.1.11°de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. Tiyosemikarbazon tiirevi (I mmol), EtOH (10 ml) i¢inde ¢oziilerek naftagil
bromiir (1.05 mmol) ile karistirilmis ve geri sogutucu altinda 1sitilmistir. Reaksiyonun
ilerlemesi ince tabaka kromatografisiyle takip edilmis, baslangi¢ bilesiginin tamamen
iiriine doniistiigi gézlemlendikten sonra karisim sogutulmustur. Elde edilen kat1 iiriin

kolon kromatografisi ile saflagtirilmistir (Kuzu vd., 2023).

Verim %96
Renk Acik gri
Erime Noktasi 214-215°C

Coziicii Metanol, Kloroform, Etil asetat

Rf 0,71 Etilasetat/n-hekzan (1:3) ve UV aktif

'"H NMR spektrumu 0 = 8.53-8.50 (m, 1H, Ar-H), 8.40-8.38 (m, 1H, Ar-

(400 MHz, CDCIl3) ppm H), 8.00 (dd, /= 1.8 Hz, J= 8.6 Hz, 1H, Ar-H), 7.96-
7.92 (m, 2H, Ar-H), 7.89 (d, J= 8.6 Hz, 1H, Ar-H),
7.86-7.82 (m, 1H, Ar-H), 7.54 (s, 1H, Ar-H), 7.51-
7.46 (m, 2H, Ar-H), 6.89 (dd, J= 1.3 Hz, J= 3.7 Hz,
1H, Ar-H), 6.86-6.83 (m, 1H, Ar-H).

13C NMR spektrumu 0= 158.1, 151.7, 143.7, 134.3, 133.5, 133.2, 131.4,

(100 MHz, CDCIl3) ppm 128.5, 128.3, 127.7, 126.3, 126.1, 125.6, 124.3,

LC-MS/MS [M+H]*
Ci9H13N40OS

124.2,119.2, 1169, 111.8, 111.7.
Hesaplanan; m/z: 345.0810;
Bulunan; m/z: 345.0804.
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4.1.28 3-(4-(benzofuran-2-il)tiyazol-2-il)pirolotriazin-4(3H)-on

Sekil 4.28 EK-28 bilesiginin molekiil yapisi

Sentez Yontemi 3.2.1.11°de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. Tiyosemikarbazon tlirevi (I mmol), EtOH (10 ml) i¢inde c¢oziilerek 2-
(bromoasetil)benzofuran (1.05 mmol) ile karistirilmis ve geri sogutucu altinda 1sitilmistir.
Reaksiyonun ilerlemesi ince tabaka kromatografisiyle takip edilmis, baslangi¢ bilesiginin
tamamen {iriine doniistiigii gézlemlendikten sonra karigim sogutulmustur. Elde edilen kati
tiriin siiziiliip soguk EtOH ve su ile yikanmis, ardindan agik havada kurutulmus ve kolon

kromatografisi ile saflagtirllmistir (Kuzu vd., 2023).

Verim %81
Renk Koyu kahverengi
Erime Noktasi 231-232°C

Coziicii Metanol, Kloroform, Etil asetat

Rf 0,85 Etilasetat/n-hekzan (1:3) ve UV aktif

'H NMR spektrumu 0 =8.36 (s, 1H, Ar-H), 7.92 (d, J= 2.3 Hz, 1H, Ar-

(400 MHz, CDCIl3) ppm H), 7.67-7.58 (m, 2H, Ar-H), 7.52 (d, J= 8.1 Hz, 1H,
Ar-H), 7.30-7.22 (m, 3H, Ar-H), 6.93-6.80 (m, 2H,
Ar-H).

13C NMR spektrumu 0= 158.6, 154.9, 151.3, 143.6, 143.2, 134.4, 128.9,

(100 MHz, CDCIl3) ppm 124.7, 124.3, 123.1, 121.5, 119.3, 117.0, 113.1,

LC-MS/MS [M+H]*
Ci17H11N4O2S

112.0, 111.2, 103.9.
Hesaplanan; m/z: 335.0603;
Bulunan; m/z: 335.0597.
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4.1.29 3-(4-(furan-2-il)tiyazol-2-il)pirolotriazin-4(3H)-on

Sekil 4.29 EK-29 bilesiginin molekiil yapisi

Sentez Yontemi 3.2.1.11°de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde

edilmistir. Tiyosemikarbazon tiirevi (I mmol), EtOH (10 ml) i¢inde c¢oziilerek 2-

(bromoasetil)furan (1.05 mmol) ile karistirilmis ve geri sogutucu altinda 1sitilmistir.

Reaksiyonun ilerlemesi ince tabaka kromatografisiyle takip edilmis, baslangi¢ bilesiginin

tamamen iiriine doniistiigii gézlemlendikten sonra karigim sogutulmustur. Elde edilen kati

tiriin kolon kromatografisi ile saflastiriimistir (Kuzu vd., 2023).

Verim

Renk

Erime Noktasi

Coziici

Rf

'H NMR spektrumu
(400 MHz, CDCIl3) ppm

3C NMR spektrumu
(100 MHz, CDCl3) ppm
LC-MS/MS [M+H]"
Ci13HoN4O>S

%77

Beyaz

236-237°C

Metanol, Kloroform, Etil asetat

0,90 Etilasetat/n-hekzan (1:3) ve UV aktif
0=28.27(d, J= 0.5 Hz, 1H, Ar-H), 7.84 (ddd, J= 0.7
Hz,J=1.3 Hz,J=3.0 Hz, 1H, Ar-H), 7.39 (dd, /= 0.7
Hz, J= 1.8 Hz, 1H, Ar-H), 7.29 (s, 1H, Ar-H), 6.84
(dd, J= 0.5 Hz, J= 3.4 Hz, 1H, Ar-H), 6.80 (dd, J=
1.3 Hz,J=3.7Hz, 1H, Ar-H), 6.77 (dd, J/=3.0 Hz, J=
3.7Hz, 1H, Ar-H), 6.42 (d, /= 1.8 Hz, J=3.4 Hz, 1H,
Ar-H).

0= 158.3, 149.8, 143.6, 143.5, 142.3, 134.3, 124.3,
119.3,116.9,111.9,111.5, 110.4, 107.5.
Hesaplanan; m/z: 285.0446;

Bulunan; m/z: 285.0440.
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4.1.30 3-(4-(tiyofen-2-il)tiyazol-2-il)pirolotriazin-4(3H)-on

Sekil 4.30 EK-30 bilesiginin molekiil yapisi

Sentez Yontemi 3.2.1.11°de verilen reaksiyon prosediirii uygulanarak elde
edilmistir. Tiyosemikarbazon tiirevi (I mmol), EtOH (10 ml) icinde c¢oziilerek 2-
(bromoasetil)tiyofen (1.05 mmol) ile karistirilmis ve geri sogutucu altinda 1sitilmastir.
Reaksiyonun ilerlemesi ince tabaka kromatografisiyle takip edilmis, baslangi¢ bilesiginin
tamamen iirline doniistiigii gézlemlendikten sonra karigim sogutulmustur. Elde edilen kati
tiriin siiziiliip soguk EtOH ve su ile yikanmis, ardindan agik havada kurutulmus ve kolon

kromatografisi ile saflagtirllmistir (Kuzu vd., 2023).

Verim %90
Renk Koyu kahverengi
Erime Noktas1 211-213°C

Coziicii Metanol, Kloroform, Etil asetat

Rf 0,89 Etilasetat/n-hekzan (1:3) ve UV aktif

'H NMR spektrumu 0=28.34(d, J/=0.5 Hz, 1H, Ar-H), 7.91-7.89 (m, 1H,

(400 MHz, CDCl3) ppm Ar-H), 7.52 (dd, J= 1.2 Hz, J= 3.6 Hz, 1H, Ar-H),
7.29 (dd, J= 1.2 Hz, J= 5.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.26 (s,
1H, Ar-H), 7.07 (dd, J= 3.6 Hz, J=5.1 Hz, 1H, Ar-
H), 6.87 (dd, /= 1.3 Hz, J=3.7 Hz, 1H, Ar-H), 6.84-
6.82 (m, 1H, Ar-H).

3C NMR spektrumu 0= 158.0, 146.4, 138.0, 134.3, 127.7, 125.3, 124.7,

(100 MHz, CDCIl3) ppm 124.3,119.2,116.9, 111.8, 110.2, 110.1.

LC-MS/MS [M+H]" Hesaplanan; m/z: 301.0218;

Ci13HoN4OS, Bulunan; m/z: 301.0212.
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4.2 Biyolojik Aktivite Bulgular:

4.2.1 Sitotoksisite Bulgular:

Yeni sentezlenen tiim tiyazol i¢eren pirolotriazinon tiirevlerinin antiproliferatif
etkileri, MCF-7, A549 ve HepG2 kanser hiicre hatlarinin yani sira saglikli bir hiicre hatti
olan NIH/3T3 iizerinde MTT testi kullanilarak degerlendirildi. ICso degerleri, GraphPad
programinda uygulanan log (inhibitor) - normalize yanit-degisken egimi arasindaki
dogrultuda dogrusal olmayan regresyon algoritmasi kullanilarak belirlendi [Y = 100 / (1
+ 10"(X - LogICso)), burada X inhibitor konsantrasyonunun logaritmasini, Y ise yaniti

temsil etmektedir]. Sonuclar Cizelge 4.1’de sunulmustur.

Cizelge 4.1 Bilesiklerin kanserli ve saglikli hiicrelere karsi ICso degerleri

Bilesik MCEF-7 AS549 HepG2 NIH/3T3

EK-11 182.18+0.26 195.72+1.63 138.95+0.41 183.7+ 0.5
EK-12 165.12+1.13 127.06+0.42 153.27+0.16 159.2+ 0.2
EK-13 140.59+0.57 169.02+1.05 168.01+0.73 142.1+ 1.2
EK-14 129.71+£0.69 108.9+0.84 141.18+0.29 143.3+ 1.0
EK-15 117.23+1.18 109.15+1.04 129.28+0.93 157.4+ 0.9
EK-16 79.19+0.61 109.17+1.94 102.61+1.22 164.4+ 0.8
EK-17 61.76+1.42 79.51£1.13 52.83+0.79 148.8+ 0.4
EK-18 39.81+0.54 44.54+0.51 69.74+1.26 196.2+ 1.6
EK-19 11.19+0.12 39.16+1.41 10.23+0.95 106.4+ 0.8
EK-20 55.63+1.05 71.19+0.74 51.85+0.23 93.4+0.7

EK-21 15.21+0.183 43.26+1.09 17.19+0.81 83.44+0.15
EK-22 33.19+0.49 45.23+0.41 25.29+1.06 156.61+ 0.5
EK-23 8.1+£0.17 38.7+0.40 7.21+£058 109.81+ 0.6
EK-24 14.2+0.42 25.16+0.39 15.09+0.61 139.19+ 0.2
EK-25 9.23+1.09 37.21£1.15 6.18+0.63 105.42+ 0.3
EK-26 63.17+0.35 78.234+0.05 44.8+1.06 176.27+ 0.4
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Cizelge 4.1 Bilesiklerin kanserli ve saglikli hiicrelere karsi ICso degerleri (devam)

Bilesik MCF-7 AS549 HepG2 NIH/3T3

EK-27 161.16%1.05 140.17£1.25 132.17+0.63 166.21+0.32
EK-28 129.15+0.91 134.39+0.67 107.15+1.31 203.17+ 1.4
EK-29 91.15+1.06 104.04+0.57 103.26+0.43 174.03+ 1.1
EK-30 83.71+0.81 121.16+0.26 101.72+1.16 203.26+1.1

Ayrica, segicilik indeksleri (SI: saglikli hiicrelerin ICso degeri / kanser hiicrelerinin

ICso degeri) hesaplanmis ve sonuclar Cizelge 4.2°de sunulmustur.

Cizelge 4.2 Bilesiklerin ilgili hiicrelere karsi se¢icilik indeksleri

Bilesik MCF-7 A549 HepG2
EK-11 1.01 0.94 1.32
EK-12 0.96 1.25 1.04
EK-13 1.01 0.84 0.85
EK-14 1.10 1.32 1.02
EK-15 1.34 1.44 1.22
EK-16 2.08 1.51 1.60
EK-17 2.41 1.87 2.82
EK-18 4.93 4.41 2.81
EK-19 9.51 2.72 10.40
EK-20 1.68 1.31 1.80
EK-21 5.49 2.85 4.85
EK-22 4.72 3.46 6.19
EK-23 13.60 2.84 15.20
EK-24 8.59 5.53 9.22
EK-25 10.30 2.83 14.01
EK-26 2.79 2.25 3.93
EK-27 1.03 1.19 1.26
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Cizelge 4.2 Bilesiklerin ilgili hiicrelere karsi segicilik indeksleri (devam)

Bilesik MCF-7 A549 HepG2
EK-28 1.57 1.51 1.90
EK-29 1.91 1.67 1.69
EK-30 243 1.68 2.00

4.2.2 PI3K Protein Seviyesi Bulgular:

Bilesik EK-19, EK-23, EK-24 ve EK-25’1n hiicrelerdeki etkilerini degerlendirmek
amaciyla, her bir bilesigin ICso konsantrasyonlari ile muamele edilen hiicrelerde PI3K
protein diizeyleri incelenmistir. Bu analiz, ilgili bilesiklerin PI3K sinyal yolaklari
tizerindeki potansiyel baskilayici etkilerini ortaya koymak amaciyla gergeklestirilmistir.

MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, tiim bilesiklerin uygulamasi sonrasinda PI3K
protein diizeylerinde anlamli bir azalma gozlemlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla, dort
bilesigin tamami1 PI3K diizeylerini kayda deger sekilde diisiirmiis ve bu durum Sekil
8A’da acikga gosterilmistir. Bu sonug, s6z konusu bilesiklerin MCF-7 hiicrelerinde PI3K
yolunu inhibe etme potansiyeline sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

Ote yandan, HepG2 karaciger kanseri hiicre hattinda yapilan analizlerde, PI3K
protein diizeylerinde yalnizca bilesik EK-23 ve EK-25’in anlamli bir diisiise yol agtigi
belirlenmigtir. Bilesik EK-19 ve EK-24'lin ise PI3K {izerinde belirgin bir etkisi
gbézlemlenmemistir. Bu bulgular Sekil 4.31°de detayli olarak sunulmustur. Sonuglar,
bilesiklerin hiicre tipine 6zgii etkiler gosterebildigini ve 6zellikle bilesik EK-23 ve EK-
25’in HepG2 hiicrelerinde PI3K sinyal yolunu etkili sekilde baskilayabilecegini

gostermektedir.
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1.5- MCF-7

PI3K dluzeyi
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Sekil 4.31 MCF-7 (A) ve HepG2 (B) hiicrelerinde PI3K protein diizeyleri

4.3 Molekiiler Doking Bulgular:

Molekiiler yerlestirme (docking) c¢alismalari, MCF-7 ve HepG2 kanser
hiicrelerinde PI3K diizeylerine karsi etkinlikleri test edilen bilesik EK-19, EK-23, EK-24
ve EK-25’in baglanma afinitesi ve baglanma bi¢cimini degerlendirmek amaciyla
gerceklestirilmistir. Bu ¢aligmalarda, PI3K kristal yapisinda yardimer ligand (coligand)
olarak tanimlanmis ve pirolotriazinon iskelesi igeren, oral yoldan alinabilir bir PI3K

inhibitérii olan LASW1579 referans olarak kullanilmistir. LASW1579, molekiiler
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yerlestirme analizlerinde aktif bolgenin belirlenmesine yardimci olmus ve test edilen
bilesiklerle karsilagtirma amaciyla kontrol olarak gorev yapmistir.

Bilesik EK-19, EK-23, EK-24 ve EK-25’in PI3K ile olan molekiiler yerlestirme
caligmalar1 AutoDock 4.2 yazilimi kullanilarak, coligand’in baglandigi aktif bolge hedef

aliarak yuriitilmiistiir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.3’te 6zetlenmistir.

Cizelge 4.3 Bilesiklerin PI3K’ya kars1 doking skorlari

Bilesik Cluster RMSD Baglanma Inhibisyon
A) (kcal/mol) (uM)
EK-19 0.64 —7.98 1.41
EK-23 0.70 -8.53 0.56
EK-24 0.57 —8.05 1.25
EK-25 0.35 —8.30 0.83
LASWI1579 0.65 —8.01 1.37

Molekiiler yerlestirme analizlerinde, bilesiklerin PI3K'nin hedef aktif bolgesine
baglanmasini dogrulamak i¢in Kiime kok ortalama kare sapma (Cluster RMSD) degeri
hesaplanmistir. Yerlestirme sonuglarinin gegerli sayilabilmesi icin RMSD degerinin 0-2
A araliginda olmas1 gerekmektedir ve bu calismada test edilen tiim bilesikler icin
hesaplanan RMSD degerlerinin bu kabul edilebilir aralik i¢inde oldugu belirlenmistir.

PI3K’nin aktif bolgesine baglanma agisindan degerlendirildiginde, bilesik EK-19
(=7,98 kcal/mol) ve bilesik EK-24 (—8,05 kcal/mol) baglanma afinitesi bakimindan
referans yapt LASW1579 (-8,01 kcal/mol) ile benzerlik gostermistir. Ote yandan, bilesik
EK-23 (-8,53 kcal/mol) ve bilesik EK-25 (—8,30 kcal/mol), daha yiiksek baglanma
afinitesi sergileyerek, bu bilesiklerin in vitro deneylerde kanser hiicrelerinde gbzlenen
PI3K protein diizeylerini diisiirme etkileriyle uyumlu sonuglar vermistir.

Referans bilesik LASW1579, PI3K aktif bolgesinde Met752, Pro758, 1le777,
[1e825, Glu826, Val827, Val828, Met900 ve 11e910 gibi birgok amino asit kalintisi ile
etkilesim gostermistir. Test edilen bilesikler arasinda, bilesik EK-24 yalnizca iki ortak
kalint1 (Val287 ve Val828) ile etkilesim gostermis olup, in vitro ortamda PI3K diizeyleri

tizerinde anlaml1 bir etki ortaya koymamustir.
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Buna karsin, bilesik EK-19; referans bilesikle ortak olan Ile825, Val827 ve
Met900 kalintilartyla etkilesim gostermistir. Bu bilesik, HepG2 hiicre hattinda PI3K
diizeylerinde degisiklik olusturmazken, MCF-7 hiicre hattinda PI3K diizeylerini
azaltmistir. Bilesik EK-25, Met752, Pro758, 1le825, Val828 ve 11910 kalintilariyla
etkilesim gostererek, her iki kanser hiicre hattinda da PI3K diizeylerini diislirmiistiir. Son
olarak, in vitro testlerde en gii¢lii inhibitor aktiviteyi gosteren bilesik EK-23, referans
bilesik LASW1579 ile benzer sekilde PI3K'nin aktif bolgesine uyumlu sekilde yerlesmis
ve 11e825, Val827, Val828, Met900 ve 11e910 kalintilar: ile etkilesime gecmistir (Sekil
4.32, Sekil 4.33, Sekil 4.34, Sekil 4.35, Sekil 4.36).

A:751
et 7o
VAL k.
A:828 5
Y S Anggu o
A:827 . X PRO
K . A:758
{‘
LU, o me H
A826 ]
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A:908
ILE
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A:813
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A:825 nTTT
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3 LYS

LR AT79
H i l
H-Bonds 1 Interactions ;
Donor E [] vanderwaaks = P|-5u|qu
| | + [ Cenventional Hycrogen Band [ Akt :
1 [[] carbonHydrogen Bond [ pioaon
H l
:‘ - Pi-Sigma !
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Sekil 4.32 Bilesik LASW1579 ile PI3K’nin 3D ve 2D ligand-protein etkilesimleri

74



ILE

TYR
A:813

GLU
A:826

Interactions

|:| wvan der Waals - Pi-Pi T-shaped
- Unfavorable Acceptor-Acceptor |:| Alleyl

|:| Pi-Donor Hydrogen Bond |:| Pi-Alkyl
[ Fitoneparr

H-Bonds
Donor

.

Acceptor IS

Sekil 4.33 Bilesik EK-19 ile PI3K’nin 3D ve 2D ligand-protein etkilesimleri
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Sekil 4.34 Bilesik EK-23 ile PI3K’nin 3D ve 2D ligand-protein etkilesimleri

75




H '
' ATTT '
' H
: GLU '
' A:B26 H
H '
: AVnAzL7 VAL ILE :
: TRP :
' LEU i 3 A:825
: AE29 A760 A:828
: .,
hs N
43 e _
: : G N
 fine SEEAY \x‘ M \EI y
: AT N PN p
> — . A9L0
S . l
,_7 = s % :
' . -
: o . TYR :
H K PHE ~ A813 H
' Y L '
! @ A:900 !
! GLU < !
' A903 '
' H
'
H
| Interactions H
V[ venderwasls [ Pronepar :
:- Unfavorable Acceptor-Acceptor I Pi-PiT-shaped H
H ) '
H-Bonds :l:' Pi-Donor Hydrogen Bond |:| Pi-Alkyl !
Donor V[ iesuifur H

Acceptor B

Sekil 4.35 Bilesik EK-24 ile PI3K’nin 3D ve 2D ligand-protein etkilesimleri
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Sekil 4.36 Bilesik EK-25 ile PI3K’nin 3D ve 2D ligand-protein etkilesimleri
4.4 Pre-ADMET Hesaplamalar:
Ilag gelistirme siirecinde in silico araglarla ADMET (emilim, dagilim,

metabolizma, atilim ve toksisite) 0Ozelliklerinin Ongoriilmesi ©nemli bir katki

saglamaktadir. Bu nedenle, ila¢ benzerligi (Lipinski’nin besli kuralina gore) ve secilmis
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bazi ADMET parametreleri, sirasiyla SwissADME ve Deep-PK araglar1 kullanilarak

degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.4’te sunulmustur.

Cizelge 4.4 Bilesiklerin bazi ADMET profilleri

ADMET 21 25 26 27
HIA 0.998 0.999 0.998 0.999
PPB (%) 96.13 99.45 96.1 99.87
Metabolizma 0.986 0.978 0.96 0.97
Klerans 6.66 5.82 5.59 5.68

Bobrek hasari Toxic (0.764)  Toxic (0.705)  Toxic (0.723)  Toxic (0.696)
hERG blokaj Safe (0.034) Safe (0.078) Safe (0.076) Safe (0.084)
Karsinojenlik Safe (0.334) Safe (0.327) Safe (0.313) Safe (0.326)

Yapilan analiz, dort bilesigin de Lipinski’nin besli kurali ile uyumlu oldugunu ve
insan bagirsaklarindan emilebildigini (HIA: Human Intestinal Absorption) ortaya
koymustur. Emilim orant %30’un altinda olan molekiiller zayif emilimli olarak kabul
edilirken, bu bilesiklerin tiimii yliksek emilim kapasitesine sahiptir.

Ayrica, bu bilesiklerin plazma proteinlerine baglanma oranlar1 (PPB) oldukca
yuksektir ve %96.1 ile %99.87 arasinda degismektedir. Bu durum, bilesiklerin biiyiik
oranda plazma proteinlerine bagli olarak dolasimda bulundugunu gdstermektedir.

Tiim bilesiklerin CYP1A2 enzimini inhibe etme potansiyeline sahip oldugu
belirlenmigtir; bu da ilag-ilag etkilesimleri agisindan dikkate alinmasi gereken bir
durumdur.

Atilim (klirens) acisindan degerlendirildiginde, tahmin edilen degerler orta ila
yiiksek diizeyde klirens gdstermektedir. En yiiksek klirens degerine sahip olan bilesik
EK-19 (6.66 Log mL/dk/kg) ile muhtemelen daha hizli elimine edilmekte ve terapotik
diizeylerin korunabilmesi i¢in daha sik dozlama veya 0zel formiilasyonlara ihtiyac
duyulabilir. Buna karsilik, bilesik EK-24, en diisiik klirens degerine (5.59 Log mL/dk/kg)
sahip olup, daha uzun bir yar1 dmre ve birikme riskine sahip olabilir. Ongériilen toksisite
analizleri, dort bilesigin de karacigere karsi orta derecede toksik oldugunu, ancak
kardiyotoksisite (hERG bloklayicilar1) ve kanserojenite acisindan giivenli olduklarimi

ortaya koymustur.
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5. TARTISMA VE SONUC

flac kesfi siirecinde, kiiciik molekiillerin tasarimi ve sentezi ile bu bilesiklerin
farmakolojik aktivitelerinin arastirilmasi, yeni ila¢ adaylarinin gelistirilmesinde ilk
adimlart olusturmaktadir (Beck vd., 2022; Maurer vd., 2022). Molekiiler agirligi 500
g/mol'nin altinda olan ilag benzeri kii¢iik molekiillerin terapotik amaglarla gelistirilmesi,
yakin gelecekte onemli bir artis gosterecektir (Reymond vd., 2010). Ancak, farmakolojik
olarak aktif molekiillerden olusan kimyasal kiitiiphaneler biiyiimesine ragmen, bu
kiitiiphanelere yeni bilesiklerin eklenmesi bazi sentetik zorluklar, karmasik katalizorler,
pahal1 reaktorler ve diisiik verimlilik gibi engellerle karsilagsmaktadir (Raker ve Towns,
2012).

Son yillarda, fragment temelli yaklagimlar kullanilarak gelistirilen yeni
heterosiklik bilesiklerin DNA, RNA veya protein hedeflerine yonelik tatmin edici
sonuglar vermesi, bu alana olan ilgiyi artirmistir (Li, 2020; Kuzu vd., 2024). Ozellikle
azot iceren heterosiklik tiirevlerinin, oksijen bazli heterosiklik bilesiklere kiyasla daha
genis farmakolojik aktiviteler gostermesi ve iyilestirilmis suda ¢oziiniirlik ozellikleri
sunmasi, bu bilesiklerin ila¢ kesfi icin oldukca uygun hale gelmesini saglamaktadir
(Vitaku vd., 2014). Ancak, azot bazli heterosiklik bilesiklerin sentezi ve biyolojik
aktiviteleri konusunda yapilmis pek ¢ok arastirmaya ragmen, hala bazi sentetik zorluklar
ve biyolojik etkinlikler {izerine yetersiz temsil edilen alanlar bulunmaktadir (Kerru vd.,
2020). Bu baglamda, biyolojik aktiviteler sergileyen pirrolotriazinonlar gibi azot igeren
heterosiklik bilesikler 6nemli bir kegif alanidir (Ge ve Cintrat, 2021).

Pirrolotriazinonlar, azolotriazinonlar ailesine ait, halkali yapiya sahip
birlesiklerdir. Azot iceren heterosiklik bilesiklerin 6zelliklerine sahip olan
pirrolotriazinonlar, hedeflerine hidrojen baglari, dipol-dipol etkilesimleri, hidrofobik
etkiler, van der Waals kuvvetleri ve m-yigilma gibi 6nemli etkilesimlerle baglanarak
istenilen farmakolojik Ozellikleri gosterebilirler.8 Bugiine kadar, pirolotriazinon
ailesindeki ¢esitli izomerik yapilarin arastirilmasiyla siibstitiie olmayan pirolo[2,1-
f][1,2,4]triazin-4(3H)-on (1), pirolo[1,2-d][1,2,4]triazin-1(2H)-on (2) ve pirolo[1,2-
d][1,2,4]triazin-4(3H)-on (3) gibi izomerik yapilar belirlenmistir (Sekil 5.1). Bu yapilar,
pirrolotriazinon tiirevlerinin biyolojik etkinlikleri agisindan o©Onemli bir temel

olusturmaktadir.



Sekil 5.1 Pirolotriazinon izomerleri

Bundan dolayi, azot igeren heterosiklik bilesiklerin, Ozellikle de
pirrolotriazinonlarin ila¢ tasarimi ve biyolojik aktivite aragtirmalarinda daha fazla ele
alinmasi, ilag kesfi silirecine katki saglayabilir ve ¢esitli terapotik alanlarda yeni ve etkili
tedavi seceneklerinin gelistirilmesine olanak taniyabilir. Bu tez kapsaminda,
pirrolotriazinon tlirevlerinin sentezi, biyolojik aktivitelerinin degerlendirilmesi ve
farmakolojik 6zelliklerinin arastirilmast hedeflenmistir.

Bu literatlir taramasina dayanarak, pirolo[1,2-d][1,2,4]triazin-4(3H)-on
tiirevlerinin sentezi i¢in yeni bir yol gelistirilmis ve incelenmistir. Yapilan ¢aligmalar
kapsaminda gelistirilen yontem kolay, pratik, ucuz ve verimli bir sentez yontemi
saglamaktadir. Ayrica kullanilan siirecin reaksiyon mekanizmasi da arastirilmistir.

Ik olarak, pirol, dimetil formamit kullanilarak pirol-2-karbaldehit (EK-1) ve
dimetil asetamit kullanilarak 2-asetilpirol (EK-2) bilesikleri Vilsmeier—Haack reaksiyonu
ile elde edilmistir (Kuzu vd., 2021). Hedeflenen disiibstitiie pirol bilesikleri EK-3 ve EK-
4 bilesik EK-1 ve EK-2’de bulunan NH grubunun etil kloroformat ile yer
degistirilmesiyle elde edilmistir (Sekil 5.2). Bu molekiiller, daha sonra pirolo[1,2-
d][1,2,4]triazin-4(3H)-on tlrevlerini elde etmek i¢in baglangi¢ bilesenleri olarak

kullanilmastir.
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Sekil 5.2 C2 ve N-substitiie pirol tiirevlerinin sentezi
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Bir sonraki adimda, 1,2-disiibstitiie pirol tiirevleri EK-3 ve EK-4, tiosemikarbazit
ile bir kondenzasyon reaksiyonuna tabi tutuldu. Ancak, 2-formil tiirevi EK-3
kondenzasyon {irtinii EK-5’1 verirken, 2-asetil tiirevi EK-4 etil N-karboksilat yapisinin
hidrolizi ve tiosemikarbazit ile kondenzasyonu sonucunda bilesik EK-6’y1 verdi (Sekil

5.3).

R NH N N—NH
m HAN Y2 | 93% o
L o S EtO EK-5
o EtO
£t H, 2 sa "
R = Me A e
EK-3 veya EK-4 F—a | N )
94% N N-NH
H
EK-6

Sekil 5.3 1,2-disiibstitiie pirol tiirevlerinin tiosemikarbazit ile reaksiyonu

Literatiirde, pirol halkasindaki etil karboksilat yapisinin bazik ortamda hidrolize
olabilecegi ve burada tiosemikarbazidin bir baz olarak gorev alabilecegi bilinmektedir
(Hasan vd., 1981). Bu durum, aldehit grubundaki karbon atomunun, keton karbonil
grubuna kiyasla daha elektrofilik bir karaktere sahip olmasiyla da aciklanabilir. Benzer
sekilde, 2-asetil-substitiie NH-pirol EK-2, tiosemikarbazit ile reaksiyona girerek asetil

grubunda ayn1 kondenzasyon iirliniinii, yani bilesik EK-6’y1 vermistir (Sekil 5.4).

H
_N_NH,
cHy HaNT N Me
N O EtoH A 125a N NA
o7%
EK-2 ’ EK-6

Sekil 5.4 Tiyosemikarbazon tlirevi EK-6’nin hazirlanmasi

Sentezlenen tiyosemikarbazon tiirevi EK-6, fenilasetil bromdir ile EtOH ortaminda

1sitilarak bir siklizasyon reaksiyonuna tabi tutulmustur (Sekil 5.5).
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Sekil 5.5 Tiyosemikarbazon tiirevi EK-6’nin siklizasyon reaksiyonu

Ayrica, bilesik EK-5’in yukarida belirtilen reaksiyon prosediirii kullanilarak
cesitli fenilasetil bromiirleri ile reaksiyonu incelenmistir. Burada, tiyazol halkasi iceren
bilesik EK-7’nin olusumu ile benzerlik gosterecek reaksyionlarin meydana gelmesi
beklenmektedir. Ancak, intramolekiiler halkalasma sonrasinda, bir triazinon halkasi
iceren bilesikler EK-(11-30)’a donmiistiir (Sekil 5.6). Bu yontem, elektron verici (OMe),
elektron ¢ekici (CF3), halojen (Cl) veya p-fenil siibstitiientlari igeren benzen halkasi ile,
polisiklik (naftil) ve heteroaril (2-tiyenil) gruplarmin varhiginda yiiksek verimlilik
gosterdigi kesfedilmistir.

N\ L =N
D_<\/ R N N

N N—NH - - ~
=0 EtOH \g/
EtO A, 30 min \
12 R

Sekil 5.6 Tiyazol siibstitiie pirolotriazinonlarin sentezi

Yukarida sunulan reaksiyonun mekanizmasi arastirilmis ve Sekil 5.7°de sunulan

reaksiyon mekanizmasi onerilmistir.
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Sekil 5.7 Pirolotriazinonlarin sentezi yapisinin olusumu i¢in 6nerilen mekanizma

Onerilen reaksiyon mekanizmasma gore (Sekil 5.7), fenilasetil bromiir
tirevlerinde brom atomunun, bilesik EK-5’in etkisiyle yer degistirmesi ilk adimda
gerceklesir. Ardindan, tiyazol halkasi, asidik ortamda karbonil grubunun protonlanmis
haliyle C=NH grubunun intramolekiiler saldiris1 sonucu olusur ve tiyazol-siibstitiie
hidrazon tiirevi bilesiklerde, NH azotunun ester karbonil grubuna yaptigi diger bir
intramolekiiler saldir1 meydana gelir. Son adimda, hedef bilesikler EK-(11-30) hemiketal
tizerinden 14a—g'den EtOH eliminasyonu sonrasi olusur. Aslinda, EK-5’in sentez

kosullarinda, 12 saat siiren geri akis sartlarinda pirolotriazinon olugsmamasi biraz ilgingtir.
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Sekil 5.8'de sunulan reaksiyon mekanizmasina gore, pirolotriazinon tiirevinin in

situ olugmasi beklenir.

NH
H S 2 NH, N
N M—NH =N, _N, ~ N
m—NH C— CC/H/&S = Nés e NN N NH,
\_N_' _OEt z — EtOH T
)§O Y N OEt o) S
EtO A —/ {oH

Sekil 5.8 Mekanizmaya gore beklenen halkalasma reaksiyonu tirtinii

Ancak, reaksiyon sicakligi ve siiresi artirilmasina ragmen, pirolotriazinon tiirevi
bilesigin olusumu yapilan c¢aligmalarda gozlemlenmemistir. Bu nedenle, reaksiyon
mekanizmasini agikliga kavusturmak ve siklizasyon denemesinin gergeklestirilebilir olup
olmadigini tahmin etmek i¢in DFT hesaplamalar1 yapilmistir. DFT hesaplamalarinda,
EK-5 ve EK-5’in tiyazol tlirevi EK-5A’nin geometrik ve enerji optimizasyonlari,
sentezlendikleri ¢oziicii ortamina (EtOH) gore ayarlanmistir. Optimizasyonu yapilan

yapilarin atomlarindaki yiik yogunlugu hesaplanmis ve Sekil 5.9’da sunulmustur.
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Sekil 5.9 EK-5 ve EK-5A’nin optimize edilmis 3D yapilar1 ve atomik yiikleri

EK-5’in karbamat karbonil karbonunun (C-19) atomik yiikii +0.970 olarak
hesaplanmis ve halkay1 kapatmaya neden olacak tiyosemikarbazonun azot atomu (N-11)
ise —0.539 olarak hesaplanmistir. Ancak, bilesik EK-5A optimize edildiginde, karbamat
karbonil karbonu (C-17) +0.979 olarak hesaplanirken, hidrazon azotu (N-11) —0.605

olarak hesaplanmuistir.
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Bu durumda, bilesik EK-5’in tiyosemikarbazon grubunun fenilasetil bromiir ile
reaksiyona girerek olusturdugu iiriin EK-5A molekiiliinde, hem karbamat karbonilinin
biraz daha pozitif oldugu, hem de saldiracak olan azot atomunun daha niikleofilik bir
karakter kazandig1 goriilmektedir. Bu durum, bilesik EK-5A'nin siklizasyonu i¢in daha
uygun bir reaktivite kazanarak hedeflenen pirolotriazinon yapisinin elde edilmesini
aciklayabilir.

Benzer bir durum, molekiillerin HOMO ve LUMO'su ile de analiz edilebilir.
Bilesik EK-5’in HOMO ve LUMO'sunu DFT ile optimizasyon yaparak belirlenmistir.
Sekil 5.10'da gosterildigi gibi, EK-5’in HOMO yogunlugu neredeyse tiim molekiil
ylizeyine yayilirken, LUMO yogunlugu ise tiyosemikarbazon grubundaki tiyokso

grubunda yogunlagmaktadir.

EK-5

’A
e

] p- 2 >
HOMO LUMO

Sekil 5.10 Optimize edilmis EK-5’in HOMO ve LUMO 3D goriintiileri

Ancak, bilesik EK-5A'daki durum biraz farklidir. Burada, HOMO bilesik EK-
5’deki gibi molekiil ylizeyine yayilmisken, LUMO daha da fazla, tiyazol halkas: ile
birlikte niikleofilik saldir1 saglayacak olan azot atomu (N-11) iizerine yogunlagsmistir
(Sekil 5.11). Bu durum, molekiiliin LUMO'su ile reaksiyon mekanizmasini destekleyen

veriler sunmaktadir.
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Sekil 5.11 Optimize edilmis bilesik EK-5A’nin HOMO ve LUMO 3D goriintiileri

Ayrica, tiyosemikarbazon tiirevi EK-5 ve tiyazol tiirevi EK-5A'dan sirasiyla siklik
bilesiklerin EK-5B’nin ve EK-12'nin olusumunun relatif serbest enerjilerini
hesaplanmistir. Sekil 5.12°de belirtilen reaksiyon mekanizmalarina gore, elimine olma
islemi gerceklesmeden Once karbonil karbonuna hidrazit azot atomunun saldirist ile
olusacak Onerilen hemiketal ara {irlinleri degerlendirilmis ve bunlar reaksiyon
koordinatlarina eklenmistir. Bu siklizasyon adimi i¢in baslangi¢ bilesenleri olan bilesik
EK-5 ve tiyazol tiirevi EK-5A"nin serbest enerjisini 0 kcal/mol kabul edilmistir. Triazinon
tiirevlerini i¢ceren reaksiyon yolunda, bilesik EK-5B’nin olusumu i¢in ara iiriin bilesiginin
serbest serbest enerjisi +11.43 kcal/mol ve nihai iirlinliniin serbest enerjisi —8.09 kcal/mol
olarak belirlenmistir. Ancak, EK-12 olusumu i¢in ara {iriin bilesiginin serbest enerjisinin
+10.04 kcal/mol oldugu, ardindan karsilik gelen nihai {irtin EK-12’nin enerjisinin ise
baslangig bilesigine kiyasla —8.16 kcal/mol oldugu tespit edilmistir.

Boylece, nihai iiriinlerin serbest enerji degerlerinin, bilesik EK-5B’nin ve EK-
12'nin birbirine olduk¢a yakin oldugu (sirasiyla —8.16 ve —8.09 kcal/mol) goriilmektedir.
Ancak, ara tirlinlerin sirasiyla 11.43 kcal/mol ve +10.04 kcal/mol olarak belirlenmis olup
EK-5B olusumu i¢in gerekli enerjisin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu, bilesik EK-
(11-30)’un reaksiyon ortaminda oldukga kolay bir sekilde elde edilmesinin, ancak bilesik
EK-5B'nin, hemen o6nceki yap1 olan ara {irlin bilesiginin yiiksek serbest enerjisinden

dolay1 elde edilememesinin bir baska teorik aciklamasi olabilmektedir.
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Sekil 5.12 Bilesik EK-5B ve EK-12'nin siklizasyonu i¢in hesaplanan serbest enerjiler

Sonug olarak, organik kimya ve farmasotik kimya agisindan 6nemli bir molekiiler
iskelet olan pirolotriazinon'un sentezi i¢in bir tek adimli tandem yontem gelistirilmistir
(Kuzu ve Kuzu, 2023). Bu metodoloji, pirolotriazinon halkasi sisteminin hazirlanmasi
icin oldukga cekici bir segenek olup, ¢ok yiiksek verim, diisiik reaksiyon siiresi, katalizor
gerektirmemesi ve literatiirdeki tek prosediire kiyasla basit bir saflagtirma prosediirii
icermesi ile One c¢ikmaktadir. Tiyazol ve triazinon halkalarinin ayni anda kolayca
sentezlenebilecegi bu yontemde, reaksiyon mekanizmasi DFT hesaplamalar ile
uyumludur. Bu baglamda tez ¢calismasinin devami olarak, gelistirilen yontem ile bir seri
bilesigin tasarimi ve sentezi planlanmis olup medisinal kimya alaninda etkili olabilecek
yeni organik bilesikler hedeflenmistir ve detayli literatiir taramas1 yapilmastir.

Heterosiklik bilesiklerin sentezine yonelik gelistirilen yontemler onemli 6lgiide
ilerleme kaydetmis olmakla birlikte, bu bilesiklerin terapotik etkinlikleri ve cesitli
farmakolojik 6zellikleri halen bir¢ok ¢6ziilmemis hastaligin biyolojik siireclerini hedef
almakta yetersiz kalmaktadir (Ebenezer vd., 2022). S6z konusu biyolojik siireclerin daha
derinlemesine anlasilmast ve bu siliregcleri modiile edebilecek yeni bilesiklerin
tanimlanmasi, Ozellikle yeni heterosiklik yapilar kesfetmeye yonelik arastirmalarda

biiylik 6nem tagimaktadir (Palacios, 2022).
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Modern ilag tasariminda kiigiik molekiiller, 6zellikle heterosiklik bilesikler, ilag
gelistirme siireci i¢in halen umut vaat eden baslangi¢ noktalar1 olusturmaktadir (Singh
vd., 2023). Giiniimiizde yeni hastaliklarin ortaya ¢ikmasi, ilag direnci gelisimi ve
¢Oziilmemis patojenik mekanizmalar g6z oniine alindiginda, sira dis1 yapisal 6zelliklere
sahip bilesikler ilag tasariminda giderek daha fazla tercih edilmektedir. Ayrica, glincel
ilag gelistirme siireglerinde hedef hastaliklarin secilmesi ve bu hastaliklardaki patojenik
sinyal yollarini spesifik olarak hedefleyen ila¢ adaylarinin gelistirilmesi temel dncelikler
arasinda yer almaktadir (Marshall vd., 2018).

Heterosiklik bilesiklerin en Onemli hedeflerinden biri kanserdir. Kanser,
giiniimiizde karsilagilan en 6nemli kiiresel saglik sorunlarindan biridir ve Diinya Saglik
Orgiitii verilerine gore kanser kaynakli dliimlerin 2030 y1l1 itibariyla 12 milyona ulagmasi
beklenmektedir (Bray vd., 2024). Kanser, ¢ok sayida biyolojik siireci ve bunlara bagh
cesitli alt hedefleri iceren karmasik bir hastalik grubudur. Bu baglamda, protein kinazlar
onemli terapdtik hedefler olarak 6ne ¢ikmaktadir. Protein kinazlar, kanser hiicrelerinde
biliylime ve ¢ogalma gibi temel hiicresel islevleri diizenleyerek hastaligin ilerleyisine
katkida bulunur (Cicenas vd., 2017). Hiicre proliferasyonu, sinyal iletimi ve apoptoz gibi
temel stirecleri diizenleyen bu enzimlerin islevlerinde meydana gelen bozulmalar, kanser
gelisiminde kritik rol oynamaktadir (You vd., 2023). Kiiclik molekiillerle protein
kinazlarin inhibisyonu, kanser hiicrelerinin aktivitelerinin baskilanmasma yol
acmaktadir. Kinaz ailesi igerisinde fosfoinozitid 3-kinazlar (PI3K’ler), biiylime, ¢cogalma,
hareketlilik ve hiicresel hayatta kalma gibi islevlerin diizenlenmesinde rol almalar
nedeniyle kanser gelisiminde 6zel bir 6neme sahiptir (Wymann ve Marone, 2005).

Halihazirda ticari olarak kullanilmakta olan PI3K inhibitorlerinin sayist olduk¢a
sinirhdir. Bu inhibitorlerden biri olan Idelalisib (1), kronik lenfositik 16semi (CLL)
tedavisinde kullanilmaktadir (Khan vd., 2014). Ancak, klinik kullaniminda bagisiklik
aracilt hepatotoksisite, diyare, ates, yorgunluk, bulanti, oksiiriik, pnémoni, abdominal
agr1, titreme ve dokiintii gibi cesitli yan etkiler rapor edilmistir. Bir diger PI3K inhibitorii
olan Duvelisib (2), genellikle kii¢iik lenfositik lenfoma ve folikiiler lenfoma gibi
hastaliklarda son basamak tedavi secenegi olarak tercih edilmektedir. Bununla birlikte,
Duvelisib de diyare, 16kopeni, dokiintii, yorgunluk, ates ve kas agris1 gibi yaygin yan
etkilerin yani1 sira nétropeni, pndmoni ve enfeksiyonlar gibi daha ciddi advers etkilere yol

acabilmektedir (Rodrigues vd., 2018).
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Klinik olarak kullanilan bir diger PI3K inhibitorii Alpelisib (3) ise bir tiazol
halkas1 igermektedir. Ancak bu ilag da yiiksek kan sekeri, bobrek problemleri, ishal,
dokiintii, diisiik kan hiicresi sayisi, karaciger sorunlari, pankreatit, kusma ve sag
dokiilmesi gibi yan etkilerle iliskilendirilmektedir (Sekil 5.13) (André vd., 2019; Wang
vd., 2020; Miller vd., 2022; Tankova vd., 2022).

/‘NH /‘NH

b T < BN
S G <

Idealisib (1) Duvelisib (2) Alpelisib (3)

Sekil 5.13 Ticari baz1 PI3K inhibitor ilaglar:

Mevcut ilaglarin ciddi yan etkileri, yeni PI3K inhibitorlerinin gelistirilmesine
yonelik arastirmalar1 hizlandirmistir. Bu dogrultuda, idelalisib ve Duvelisib gibi
molekiillerin yapisal 6zelliklerinden yola ¢ikilarak gelistirilen ilk bilesiklerden biri
IC87114 (4) olup, PI3K enzimi i¢in 130 nM'lik bir ICso degeri ile potansiyel bir inhibitor
olarak tanimlanmistir (Berndt vd., 2010). Bununla birlikte, pirrolotriazinon yapisi i¢ceren
modifiye bir dnciil bilesik (5), ICso degeri 110 nM olarak belirlenen daha gelismis bir
biyolojik etki gdstermistir (Erra vd., 2017). Bu yapinin daha da optimize edilmesiyle elde
edilen bilesik 6, 75 nM’lik 1Cso degeriyle 6nemli 6lgiide daha yiiksek biyolojik aktivite
sergilemistir (Sekil 5.14) (Erra vd., 2018).

H2N H,N HoN

4 (Ic87114) 5 (lead compound) 6
IC50: 130 nM IC50: 110 M IC5p: 75 M

N

Sekil 5.14 PI3K inhibitdrleri olarak pirolotriazinon tiirevlerinin gelistirilmesi
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Ayrica, ila¢ kimyasinda gelistirilen ¢ok sayida tiazol tiirevi bilesigin, belirli sinyal
yollarin1 hedef alacak sekilde tasarlanarak giiglii antitiimor ya da sitotoksik aktivite
gosterdigi bilinmektedir (Leoni vd., 2014; Guerrero-Pepinosa vd., 2021). Ornegin, tiazol
karboksamid tiirevli tubulisinler (Peng vd., 2019), naftalin bagh pirazolin-tiazol hibritleri
(Ciftci vd., 2024) ve bis-pirazolil-tiyazol tiirevleri (Giirdere vd., 2017) ¢esitli kanser hiicre
hatlarina kars1 sitotoksik aktivite gosteren giiglii antitimor ajanlar olarak tanimlanmustir.
Ayrica, Alpelisib (3) (Puszkiel vd., 2019) Dabrafenib (7) (Furet vd., 2013) ve Dasatinib
(8) (Keating, 2017) gibi 1,3-tiazol iskelesi igeren, kinaz inhibitor aktivitesi gdsteren segici

antikanser ajanlar bu baglamda dikkat cekmektedir (Sekil 5.15).

F
OH F >L CHs »
\ N N NH
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Dabrafenib (7) Dasatinib (8)

Sekil 5.15 Hedefe yonelik kanser tedavisinde tiyazol tabanli kinaz inhibitérleri

Literatiirde yer alan tiim veriler dikkate alindiginda, cesitli antikanser ilaglarda
bulunan 1,3-tiazol halkas1 iskeleti, bu calismada PI3K inhibitor 6zelligi tasiyan
pirrolotriazinon yapisi ile tek bir molekiil ¢atis1 altinda birlestirilmistir ve sentezlenen

bilesikler Sekil 5.16’da sunulmustur.
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Sekil 5.16 Gelistirilen yontemle sentezlenen bilesikler

Biyolojik bulgular boliimiinde belirtildigi {izere, antiproliferatif aktivite
sonuclarina dayanarak, sentezlenen bilesikler icin 6nemli yapisal-aktivite iligkileri (SAR)
kurulabilmektedir. Bilesiklerin kanser hiicrelerindeki antiproliferatif etki potansiyeline

gore hazirlanan yapi-aktivite iliskisi Sekil 5.17°de 6zetlenmistir.
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Sekil 5.17 Bilesiklerin antiproliferatif aktivitesine iliskin yapi-aktivite iligkisi

Test edilen kanser hiicre hatlar1 genel olarak degerlendirildiginde, alkil grubunda
-CHj3 grubunu tastyan bilesik EK-11, en diisiik antiproliferatif aktiviteyi gdstermektedir.
Metil grubunun, bilesik EK-12’te fenil grubuyla degistirilmesi, aktiviteyi biraz
arttirmakta ve 4-CH3, 4-OH ve 4-OCH3 gibi elektron veren gruplar, sirasiyla bilesik EK-
13, EK-14 ve EK-15'te, antiproliferatif aktivitede karsilik gelen bir artis gdstermektedir.
Bu hipotez, 3,4-dimetoksi grubunu iceren bilesik EK-21’in tatmin edici antiproliferatif
aktivitesiyle daha da desteklenmektedir. Dahasi, elektron ¢ekici gruplari igeren bilesikler
EK-16 ve EK-17 (sirasiyla 4-NO> ve 4-CF3) genellikle elektron veren gruplardan daha
yiiksek aktivite sergilemekle birlikte, aktiviteleri dimetoksi grubuna sahip bilesik EK-
21’den diisiik kalmaktadir. Bu durum, elektron veren ve ¢ekici gruplarin antiproliferatif
aktivite iizerindeki etkileri arasinda hassas bir denge oldugunu gdstermektedir. 4-CF3
grubunu tastyan bilesik EK-17, 4-NO> grubuna sahip bilesik EK-16'dan 6nemli 6l¢ilide
daha yiiksek antiproliferatif aktivite gostermekte, bu da halojen substitiisyonunun
antiproliferatif aktiviteyi artirmadaki 6nemini vurgulamaktadir.

Bu dogrultuda, 4-F, 4-Cl ve 4-Br substitiiyonlar1 tagiyan bilesikler EK-18, EK-19
ve EK-20'de sirasiyla, 4-Cl substitiiyonuna sahip bilesik EK-19'un en yiiksek aktivite
gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu, biiyiik bir halojen grubunun (-Br gibi) elektron
cekici etkisinin azalmasi nedeniyle antiproliferatif aktivitenin diisebilecegini One
stirmektedir. Ayrica, 3,4-diF, 3,4-diCl ve 3-Cl,4-F yapilarinda (sirasiyla bilesikler EK-
22, EK-23 ve EK-24'te) bilesik EK-23'"lin en yiiksek antiproliferatif aktiviteyi sergiledigi
tespit edilmistir. Bu bulgu, 4-pozisyonda -Cl substitiisyonunun antiproliferatif aktivitenin

artirtlmasindaki kritik roliinii vurgulamaktadir.
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Sonug olarak, 2,4-diCl substitiie edilmis bilesik EK-25, 3,4-diCl substitiisyona
sahip bilesik EK-23 ile karsilastirilabilir antiproliferatif aktiviteye sahiptir. Ayrica, bifenil
ve naftil gibi poliaromatik gruplar1 igeren bilesikler (bilesikler EK-26 ve EK-27)
antiproliferatif aktivitenin azaldigin1 gostermektedir. Heteroaromatik sistemlerde ise,
benzofuran yapisini igeren bilesik (bilesik EK-28), furan yapisini igeren bilesik (bilesik
EK-29) ile karsilastirildiginda daha az aktiftir, oysa antiproliferatif aktivite, tiyofen
substitiie edilmis bilesik EK-30'da nispeten artmustir.

Sonug olarak, bu veriler, elektron veren gruplarin aktivite iizerinde 6nemli bir rol
oynadigini, poliaromatik ve heteroaromatik gruplarin ise aktiviteye daha az katki
sagladigin1 gostermektedir. Elektron ¢ekici gruplar arasinda ise, halojen igeren gruplarin
ozellikle aktiviteyi artirdigi gdzlemlenmistir. Ozellikle, fenil grubunda 4-Cl
substitliyonunun antiproliferatif aktivitenin maksimize edilmesinde kritik oldugu
belirlenmistir. Bu bulgulara dayanarak, her biri 4-Cl substitiiyonu tastyan bilesikler EK-
19, 25, 26 ve 27, MCF-7 ve HepG2 hiicrelerinde PI3K protein seviyelerinin analiz
edilmesi i¢in secilmistir.

Bilesik EK-19, EK-23, EK-24 ve EK-25’in ICso konsantrasyonlar1 ile
gerceklestirilen uygulamalarin  ardindan  hiicrelerdeki PI3K protein diizeyleri
degerlendirilmistir. MCF-7 hiicre hattinda, s6z konusu dort bilesigin tamami, kontrol
grubuyla karsilastirildiginda PI3K protein diizeylerini anlamli derecede azaltmistir. Ote
yandan, HepG2 hiicrelerinde yalnizca EK-23 ve EK-25 numarali bilesiklerin PI3K
protein diizeylerini belirgin bi¢imde diisiirdiigli gézlemlenmistir. Bu nedenle, s6z konusu
bilesikler PI3K aracili apoptoz yoluyla etkilerini gésterme olasilig1 bulunan umut verici
antikanser ila¢ adaylar1 olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Ayrica, molekiiler doking calismalari, bilesik EK-19, EK-23, EK-24 ve EK-25’in
PI3K enziminin aktif bodlgesine baglanma potansiyelini ortaya koymustur. RMSD
degerlerinin kabul edilebilir smirlar iginde olmasi, doking sonuglarinin giivenilirligini
desteklemektedir. Bilesik EK-23 ve EK-25, referans inhibitor LASWI1579 ile
karsilagtirildiginda daha yliksek baglanma afiniteleri sergilemis ve aktif bolgedeki kritik
amino asit residiileriyle benzer etkilesim profilleri gostermistir. Bu durum, s6z konusu

bilesiklerin in vitro ortamda gézlemlenen PI3K inhibisyon diizeyleriyle uyumludur.
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Ozellikle bilesik EK-23, hem baglanma enerjisi hem de etkilesim kalitesi
bakimindan en dikkat ¢ekici aday olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu sonuglar, bilesik EK-23 ve
EK-25’in PI3K hedefli yeni antikanser ajanlar olarak gelistirilme potansiyelini
desteklemektedir.

Kisaca, HepG2 ve MCF-7 kanser hiicrelerinde PI3K protein diizeyleri iizerindeki
etkileri degerlendirilen bilesik EK-19, EK-23, EK-24 ve EK-25’in baglanma afiniteleri,
oral uygulama i¢in tasarlanmig pirolotriazinon yapisina sahip referans bir iskelet
tizerinden biyolojik hedefe gore analiz edilmistir. Molekiiler doking ¢alismalari, elde
edilen in vitro verilerle uyumlu sonuglar vermis ve bu bilesiklerin PI3K inhibitorleri
olarak potansiyel tasidigini desteklemistir.

Sonu¢ olarak, bu calismada bir dizi tiyazol-entegre pirolotriazinon tiirevi
(bilesikler EK11-30) sentezlenmis ve kanser tedavisinde apoptoz indiikleyici ajanlar
olarak potansiyelleri degerlendirilmistir. Bilesikler, 6zellikle MCF-7 ve HepG2 kanser
hiicre hatlarina kars1 dnemli antiproliferatif aktivite gostermistir. Yapi-aktivite iliskisi
(SAR) analizi, fenil-kloro siibstitiienti iceren tiirevlerin daha giiclii sitotoksik etkiler
sergiledigini ortaya koymustur. Test edilen bilesikler arasinda EK-19, EK-23, EK-24 ve
EK-25’in en gii¢lii etkiler gosterirken, EK-23 ve EK-25 numaral bilesiklerin MCF-7 ve
HepG2 hiicrelerinde PI3K protein diizeylerini belirgin sekilde azalttigi bulunmustur.
Molekiiler docking calismalari, bu bilesiklerin PI3K inhibitorleri olarak potansiyellerini
dogrulamistir. /n silico ilag benzerligi ve pre-ADMET o6zelliklerinin degerlendirilmesi,
bu bilesiklerin uygun farmakokinetik profillere sahip oldugunu ve terapétik ajanlar olarak
daha fazla gelisim i¢in uygun olduklarini géstermistir. Genel olarak, bu bulgular, tiyazol-
entegre pirolotriazinon tiirevlerinin terapotik potansiyelini vurgulamaktadir ve PI3K gibi
ana sinyal yolaklarini hedef alan yeni antikanser ajanlarinin tasarimimna dair onemli
bilgiler sunmaktadir. Gelecekteki aragtirmalar, bu bilesiklerin optimizasyonuna ve kanser

tedavisindeki klinik potansiyellerinin kesfine odaklanmalidir.
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Ek 2. Bilesiklerin LC-MS/MS (Kiitle) Spektrumlari
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C16H9F3N40S +H: C16 H10 F3 N4 O1 S1 pa Chrg 1
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C15H9BrN40OS +H: C15 H10 Br1 N4 O1 S1 pa Chrg 1
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C15H8CI2N40S +H: C15 H9 CI2 N4 O1 S1 pa Chrg 1
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C15H8CIFN40OS +H: C15 H9 CI1 F1 N4 O1 S1 pa Chrg 1
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C21H14N40S +H: C21 H15 N4 O1 S1 pa Chrg 1
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C13H8N402S +H: C13 H9 N4 02 S1 pa Chrg 1

_285.04407

~ © © 1=}
=} =} o S

)
=}

w IS
=3 o

N
=}

o
=}
prr b e b bere b b b b by

286.04743

o

287.03987

=)

T
287 288 289 290
m/z

Sekil Ek82. EK-29 bilesiginin HRMS spektrumu

C13H8N40S2 +H: C13 H9 N4 O1 S2 pa Chrg 1

T
285

~301.02123

~ ® © o
o =] o =)

@
=]

w N
o =)

N
o

o
=]
cev b bevs b beven b P e na Peraa bea

302.02458
303.01702

=)

‘ 304.02038
A {RA0S aan Rang

288.04322 289.04658 290.04244
T T T

291

291.04579
T

292

292.04668
T

293.05004
T

293

310.02210
T

305.01282 306.01618
{ T e T { R I Biaanasnans s s
301 302 303 304 305 306
m/z

o

Sekil Ek83. EK-30 bilesiginin HRMS spektrumu

141

307.01204
T

307

308.01539
AR Aaasnana)
308

309.01874
T
309

hasa
310






0Z GECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Soyadi : Eylem KUZU
Egitim Bilgileri
Lisans
Universite : Van Yiiziincii Y1l Universitesi
Fakiilte . Egitim Fakiiltesi
Bolim : Kimya Ogretmenligi Programi
Mezuniyet Y1l . 2017
Yiiksek Lisans
Universite : Van Yiiziincii Y1l Universitesi
Enstitii . Fen Bilimleri Enstitiisii
Anabilim Dali : Kimya
Mezuniyet Y1l . 2020

Akademik Yaymnlar

Kuzu, E., Kuzu, B. (2023). Tandem synthesis of novel thiazole-substituted pyrrolo [1, 2-
d][1,2,4] triazin-4-(3H)-one derivatives and their theoretical pharmacokinetic
profiles. Chemistry of Heterocyclic Compounds, 59(1), 80—87.

Kuzu, E., Arzuk, E., Karakus, F., Kuzu, B., Geng, H. (2025). Synthesis of thiazole-
integrated pyrrolotriazinones: evaluations of cytotoxicity and effects on PI3K levels
in cancer cells. Turkish Journal of Chemistry, 49(2), 215-227.






VAN YUZUNCU YIL UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
LiSANSUSTU TEZ ORIiJINALLIK RAPORU

30/06/2025

PIROLOTRIAZINON YAPISI iCEREN YENI HETEROBISIKLIK
BiLESiKLER.iN. TASARIMI SENTEZi TEQRI}( HESAPLAMALARI VE
CESITLI BIYOLOJIiK AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

Yukarida bagligi belirtilen tez ¢alismamin, kapak sayfasi, giris, ana boliimler ve sonug
boéliimlerinden olusan toplam 143 (yiizkirkii¢) sayfalik kismina iliskin, 30/06/2025
tarihinde Fen Bilimleri Enstitiisii tarafindan ‘Turnitin’ adli intihal tespit programindan
asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gore
tezimin benzerlik oran1 %18 (onsekiz) dir.

Uygulanan filtreler asagida verilmistir:

- Kabul ve onay sayfasi haric,

- Tesekkiir haric,

- Igindekiler harig,

- Simge ve kisaltmalar haric,

- Gereg ve yontemler harig,

- Kaynakgca harig,

- Alintilar harig,

- Tezden ¢ikan yayinlar haric,

- 7 kelimeden daha az ortiisme iceren metin kisimlart hari¢ (Limit match size to 7 words)

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Lisansiistii Tez Orijinallik Raporu Alinmasi ve
Kullanilmasina liskin Y6nergeyi inceledim ve bu yénergede belirtilen azami benzerlik
oranlarina gore tez calismamin herhangi bir intihal igermedigini; aksinin tespit
edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul ettigimi
ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini bilgilerinize arz ederim.
30.06.2025

Ad1 Soyadi: Eylem KUZU

Ogrenci No: 21910001130

Anabilim Dal1: Kimya Anabilim Dali (Doktora)

Programi: Kimya Anabilim Dali (Doktora)

Statiisii: () Yiiksek lisans (X) Doktora

DANISMAN ENSTITU ONAYI
UYGUNDUR UYGUNDUR
Prof. Dr. Hasan GENC




