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OZET

Yeni kinolin/kinazolin tiirevlerinin sentezi

ve biyolojik etkilerinin arastirilmasi

Asaf Evrim EVREN
Farmasdtik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, EKim 2022
Danigman: Prof. Dr. Leyla YURTTAS

Kanser, ortalama yasam siiresinin artmasiyla beraber goriilme sikliginin buna
bagl olarak 6liim oranin da arttigi, giiniimiizdeki 6nemli saglik problemlerinden biri
olarak degerlendirilmektedir. Kanser gesitleri i¢erisinde en hizli ilerleyen ve teshisi giig
olan akciger kanserlerinde 6liim orani diger tiirlerine gdre daha fazla yasanmaktadir. i1k
jenerasyon erlotinib ve gefitinibin gelistirilmesiyle birlikte, akciger kanserinin tedavisi
icin gelistirilen Epidermal biiyiime faktori reseptorii (EGFR) inhibitorlerine olan ilgi
2004 yilindan giiniimiize dek artarak gelmistir. Bu tez ¢alismasinda, mevcut ilag direng
gelisimine alternatif olabilecek, kanser hiicresine daha segici yeni molekiillerin elde
edilmesi amaglanmistir. Bu amagla mevcut EGFR inhibitorlerinden ve literatiirden
hareketle iki farkli yontemle yeni on bir hipotez gelistirilmis olup ekip i¢i molekiil
bankasi taranarak oncii molekiiller belirlenmis ve gelistirilmistir. Daha sonrasinda bu
oncii molekiillerden hareketle dort farkli serinin (ii¢ kinazolin ve bir tane kinolin serisi)
sentezi ve analizi gerceklestirilmis olup bunlarin antikanser etkinligi arastirilmistir.
Nihayetinde molekiiler yerlestirme ve dinamik simiilasyon yontemlerinden yararlanarak
baglanma sekilleri ile yapi-etki iliskileri ortaya konmustur. Kinazolin-4-(3H)-on
tirevlerinden halojen igerenler aktif bulunurken en iyi EGFR inhibisyonu ve apoptoz
indiiksiyonu yapanlarin N-aminotriazol yapisi iceren tilirevler olarak belirlenmistir.
EGFR inhibisyonu i¢in nM diizeyde aktivite elde edilmis olmasi tezin amacina

ulastigini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Farmakofor hipotez, Kinazolin-4(3H)-on, Antikanser, EGFR,

Molekiiler dinamik simiilasyonu.



ABSTRACT

synthesis and investigation of biological effects

of new quinoline/quinazoline derivatives

Asaf Evrim EVREN
Department of Pharmaceutical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, October 2022
Supervisor: Prof. Dr. Leyla YURTTAS

Cancer is considered to be one of the most important health problems today
because of the increase in the incidence and mortality rate, which depends on increasing
in the average life expectancy. Lung cancer, which is the most rapidly progressing and
difficult to diagnose among cancer types, has a higher mortality rate than other types.
With the development of the first-generation EGFR inhibitors, erlotinib and gefitinib,
interest in EGFR inhibitors developed for the treatment of lung cancer have increased
since 2004. This thesis, it is aimed to obtain new molecules that are more selective for
cancer cells, which can be an alternative to current drugs which are not useful anymore
because of drug resistance. For this purpose, eleven new hypotheses were developed
using two different methods based on the existing EGFR inhibitors and the literature
knowledge, and then scanning the in-house database, the hit molecules were
determined. Then, based on these hit molecules, the synthesis and analysis of four
different series (three quinazolines and one quinoline series) were carried out and their
anticancer activity was investigated. Finally, by using molecular docking and dynamic
simulation methods, binding mode and structure-activity relationship were examined.
Among the quinazoline-4-(3H)-one derivatives, those containing halogen atom were
found to be potentially effective, while the best EGFR inhibition and apoptosis
induction were displayed by compounds containing N-aminotriazole moiety. Obtaining
an nM concentration of activity for EGFR inhibition shows that the thesis has achieved

its purpose.

Keywords: Pharmacophore hypothesis, Quinazoline-4(3H)-one, Anticancer, EGFR,

Molecular dynamics simulation.
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; ¢alismanin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimz; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan ‘bilimsel intihal tespit programi’ ile tarandigini ve
higbir sekilde ‘intihal igermedigini’ beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmas1 durumunda, ortaya ¢ikacak

tiim ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.

Asaf Evrim EVREN
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, en basit anlamiyla hiicrelerin kontrolsiizce ¢ogalmasi olarak bilinen ¢ok
cesitli organ ve dokulari tek tek ya da bir arada etkileyebilen, bu sebeple oldukca genis
bir hastalik ailesine verilmis bir addir. Malign neoplazma, koétii huylu tiimor olarak da
bilinen bir biyolojik islemi belirtmek amaciyla kullanilmaktadir [1]. Tedavi, kanserin
tiiriine, yas, cinsiyet gibi hastaya 6zgii kisisel Ozellikler dikkate alinarak dinamik
protokollere gore degismekte olup tedavi yaklasimi giiniimiizde dort smf altinda
toplanmustir. Bunlar, cerrahi tedavi [2], radyoterapi [3], kemoterapi [4] ve immiinoterapi
[5] seklindedir. Her ne kadar bu ayrim siniflanmada kullanilsa da tedavi esnasinda iki
ya da daha ¢ok yaklasim beraber ya da ardi sira uygulanabilmektedir [6, 7].

Kemoterapide klinik kullanimda olan ilaglara kars1 gelisen direng sebebiyle [8-12]
ilaclarin etkinliklerinin zayiflamasi; bu sebeple de alternatif yeni ilaglarin gelistirilmesi
giiniimiizde elzem olmustur [13]. Son yillardaki akciger kanser vakasinda ve buna bagh
Olim oranindaki ivmeli artiglarsa diinya igin ciddi bir uyaridir [14-16]. Bu sebeple,
alternatif ve hatta daha giiglii yeni molekiillerin elde edilmesi bu tezin amacini
olusturmakta olup bu amag¢ dogrultusunda ilaglarin tasarimi, sentezi ve klinik Oncesi
arastirmalar1 da tezin konusudur. Hedef, tez kapsaminda antikanser etkinlige sahip
kanser hiicresine segici sitotoksisite gosteren 6zgiin bir ya da daha fazla bilesigin elde
edilmesi, bunlarin etki yolaginin aydinlatilmasi ve yapi etki iliskilerinin ortaya
koyulmas1 olarak belirlenmistir. Bu amacla akciger kanseri vakalar1 incelendiginde
yakindan iligkilendirilen Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) molekiilii hedef
proteini olarak belirlenmistir.

Tirozin kinazlar ailesine iiye reseptdr tirozin kinazlar (RTK'ler) hiicre biiylimesi,
hayatta kalma ve hiicre farklilagsmasinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar [17].
Meme, yumurtalik, kolon ve kiigiik olmayan akciger kanserleri gibi ¢ok ¢esitli insan
kanser hiicrelerinde asir1 ekspresyon gozlenmistir. EGFR (HER1) kapsamli bir sekilde
incelenmis 6nemli bir ila¢ hedefidir [18, 19]. ErbB ailesinin dort ferdinden biri olarak
EGFR-tirozin kinaz, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanserinin tedavisi i¢in en etkili
hedeflerden biri olarak dogrulanmistir [20-22]. Simdiye kadar binlerce EGFR tirozin
kinaz  inhibitéri (EGFR-TKI) sentezlenmis ve degerlendirilmistir. EGFR
inhibisyonunun ¢aligsma prensibi, kii¢iik molekiillerin tirozin kinazin (EGFR-TK) ATP-
baglanma bolgesini isgal ederek otofosforilasyonunu 6nlemek ve bodylece de sinyal

iletiminin  blokaji sonucu tiimor hiicrelerinin  proliferasyonunun baskilanmasi
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seklindedir [23, 24]. Bununla birlikte, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinin klinik
tedavisindeki kayda deger ilerlemeye ragmen, ilag direncinin gelismesi ve doz
toksisitesi, terapotik etkinin stirekliligini biiyiik 6l¢iide sinirlamaktadir [25]. Bu sebeple
gelistirilen yeni molekiillerin sitotoksik etkinliginin kanser hiicrelerine segici olmasi en
temel hedeftir.

Giintimiize dek gelistirilmis bilesiklerin yapisini inceledigimizde [26] azot igeren
halkal1 bilesikler dikkat ¢cekmekte, piridin/pirimidin ve analoglar1 olan kinolin/kinazolin
halkalarin1 igeren ilaglarin 6n plana ¢iktig1 goriilmektedir. Bunlar arasinda farkl siklik
yapilarla kondanse pirimidin halka sistemleri gozlemlense de klinikte kullanilan
tirevlerinin (Sekil 1.1) de etkisiyle kinazolin halka sistemi en dikkat ¢eken yapidir.
Bunlar arasindan gefitinib ve erlotinib 1. jenerasyon, afatinib, neratinib ve dakotinib ise
2. jenerasyon EGFR inhibitorleri olarak bilinmektedir. Tiim EGFR inhibitorleri Sekil
1.1°de acik formiilleriyle paylagilmistir.
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Sekil 1.1. Klinikte kullanilan EGFR inhibitorleri

Benzenle kondanse pirimidin halkasi, yani kinazolin yapisinin ¢esitli farmakolojik
etkinlikleri sebebiyle genis bir aktivite havuzu vardir. Bunlar arasinda A2a adenozin
reseptor antagonisti [27], antibakteriyel [28], antifungal [29, 30], antiinflamatuvar [31],
antimikobakteriyel [32], antiviral [33], sitokin inhibitorii [34] etkileri ve idrar
kagirmanin [35] tedavisinde kullanimlari, antikanser [36-41] etkinliginden sonra en ¢ok

dikkat ¢eken farmakolojik etkileridir.



2. KAYNAK BILGISi
2.1. EGFR proteini hakkinda genel bilgiler

EGFR geni, onkojen giidiimli bir gendir [42]. 2004 yilindaki EGFR mutasyonun
kesfiyle beraber, giiniimiize kadar Ozellikle akciger kanserinin tedavisine yonelik
spesifik hedefli tedavilerde bu proteinin hedeflenmesi iizerine yapilan ¢alismalarda artig
yasanmustir [43-45]. EGFR-Tirozin kinazlar, EGFR baglanma bdélgesi ile rekabetgi
baglanma yoluyla EGFR’nin otofosforilasyon aktivasyonunu ve hiicrenin “hayatta kal”
sinyal yolagin1 engelleyebilir. Yani, bu molekiillerin temel ¢alisma prensibi, ATP ile
EGFR yapisinin birbirine baglanmasini1 6nlemektir [46, 47]. EGFR sinyal yolaginin

hiicrenin yasamsal faaliyetindeki yeri Sekil 2.1’de basitge sematize edilmistir.
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Sekil 2.1. EGFR yolaginin sematik 6zeti

2.2. Kinolin ve kinazolin halkalar1 hakkinda genel bilgiler

Kinolin ve kinazolin halkalar1 bir benzen ile kaynasmis bir piridin ve pirimidin
halkasindan olusur. Bu sebeple kinolin halkasi benzopiridin ve azanaftalin; kinazolin
halkas1 da 1,3-benzodiazin ve 1,3-diazanaftalin olarak organik kimya nomenklatiiriinde

kullanilmaktadir.
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Sekil 2.2. Kinolin ve kinazolin halkalarinin 2 boyutlu ¢izimleri

Her iki halkanin elde edilmesinde farkli azot kaynaklari kullaniliyor olsa da ortak
olarak baslangic materyali anilin kokenlidir. Kinazolin halkas1 ¢ok ¢esitli farmakolojik
etkiler gostermesinin yaninda analog halka kinolin halkasinin da biyolojik etki profili
genistir. Analogu olan Kinolin halkasinin da farmakolojik etki yelpazesi oldukca
genistir. Topoizomeraz-1 inhibitorii olan topetakan bitki kokenli bir madde olup
yumurtalik kanserinin oral tedavisinde [48], aripiprazol Alzheimer hastaligina eslik
eden psikozun tedavisinde diisiik yan etki profili gostermesi nedeniyle [49], pitavastatin
yine diisiik yan etki profiline sahip olmasi sebebiyle glikoz direncine karsi ya da Tip-2
diabetes mellitus hastasi olup hiperkolesterol rahatsizligindan mustarip olan kisilerin
tedavisinde [50] ve sistemik lupus erythematosus hastaliginin, romatoid artritin ve
sitmanin tedavisinde kullanilmakta olan hidroksiklorokin [51] giiniimiizde kullanimi
olan kinolin tlirevlerinin Onemli Orneklerindendir. Bu kadar cok ¢esitli klinik
kullanimlarinin olmasi sebebiyle kinolin tiirevlerine olan ilgi artmakta, hatta baglantili
olabilecek farkli biyolojik etkiler i¢in de farkli yolaklar {izerindeki ¢alismalar igin
kinolin halkasi da test edilmektedir. Bir diger kinolin halkasi tasiyan 6nemli ilag aday1
olan QCA-1093 bilesigi, steroit yapili olmayan glukokortikoid reseptdr antagonisti
etkisi aragtirnllmigs ve bu etkiye sahip olmasi sebebiyle depresyonun tedavisinde
kullanilmak iizere gelistirilmistir. Faz 0 asamasinda hayvan testleriyle de antidepresif
etkisi desteklenmistir [52]. Diaz vd. tarafindan sentezlenen yeni kinolin tiirevlerinin, ol
reseptoriine secicilik gdstermesi sonucu hem analjezik hem de norojenik agrida etkili
olabilecegi rapor edilmistir [53]. Son olarak Sekil 1.1’de de goriildiigii gibi antikanser
etkinligi sebebiyle klinikte kullanilan nefatinibin yapisinda da kinolin halkasi yer
almaktadir. ki halkanm da farmakolojik olarak bu kadar aktif olmasi oldukca dikkat

cekicidir. Ayn1 zamanda bu iki halka birbirinin analogudur.

2.3. Kanser ¢cahismalarina konu olan kinolin ve/veya kinazolin igeren bilesikler
2022 yilinda Kargbo tarafindan yayinlanan [54] makalede, Sekil 2.3’deki
molekiilin antikanser aktivitesine bagli olarak EGFR inhibisyonu sebebiyle

patentlendigi bildirilmistir.
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Sekil 2.3. 2022 yilinda patentlenen son EGFR inhibit6rii

Abbas vd. 2022 yilinda yaptiklari ¢alismada [36], pirimidin ve kinazolin igeren bir
serinin antikanser etkinligini ve EGFR inhibisyon etkisini gefitinib ve erlotinibe gore
karsilagtirmis ve

Sekil 2.4°deki 2 tiirevin etkili oldugunu bildirmislerdir.

Sekil 2.4. Kinazolin-pirimidin i¢geren EGFR inhibitorleri

Farouk vd. 2022 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada [55], 2-(piridin-3-il)kinazolin-4-
karbaldehit tiirevi bilesiklerin antikanser etkinlikleri ve etki mekanizmalarini
arastirmistir. Analoglardan pirol ve piperidin tiirevi bilesiklerin Sekil 2.5 hem kanser
hiicresine segici toksisite hem de EGFR inhibisyon etkisi sebebiyle diger tiirevlerinden

daha etkili oldugu paylasilmistir.
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Sekil 2.5. 2-(Piridin-3-il)kinazolin-4-karbaldehit tirevleri

Altamimi vd. 2021 yilindaki caligmasinda [56], sentezledikleri 2-amino-3-
metoksibenzoik asit kokenli tirevlerin HeLa (servikal kanser hiicre hatti), A549
(adenokarsinom insan alveolar bazal epitel hiicre hatti) ve MDA (insan meme
adenokarsinomu) hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkilerini arastirmis ve etki
yolaklarimi incelemistir. Tiirevler i¢inden kinazolin g¢ekirdegi igceren bilesiklerin A549
hiicre dizisine kars1i konsantrasyonlart1 4.03-26.03 puM konsantrasyon araliginda
hesaplanmistir. Akciger kanserine karsi en yiiksek etki siddetine sahip tiirev ise 2,3-
bis(3,4,5-trimetoksifenil)-8-metoksikinazolin-4(3H)-on (Sekil 2.6) bilesigidir.
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Sekil 2.6. 2,3-bis(3,4,5-trimetoksifenil)-8-metoksikinazolin-4(3H)-on bilesigi

Zhang vd. 2021 yilinda yaptiklar1 calismada [57], 4. konumunda anilin tiirevi
bulunan 23’liikk ve 14°lik analog iki seri sentezlemistir. Bu maddelerin sitotoksik
etkilerini A549, A431 ve H1975 hiicre hatlar1 iizerinde test etmislerdir. Ayrica
bilesiklerin etki mekanizmasmin aydinlatilmasi amaciyla EGFR {izerinde de etki
calismasi yapilmistir. Sonu¢ olarak, siilfamitanilit igeren analog dizisinden 3-

trifloroanilin tiirevi (Sekil 2.7) en aktif madde olarak bulunmustur.
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Sekil 2.7. En potent bilesik 5-[(7-metoksi-4-{[3-(triflorometil)fenilJamino}kinazolin-6-il)oksi]-N-(4-

stilfamoilfenil)pentanamidin molekiil formiilii

Zhou vd. 2020 yilinda kinolin ve kinazolin kdkenli 1,6-naftiridinon tiirevlerinin
antikanser etkilerini ve EGFR iizerine olan etkilerini arastirdiklart bir c¢alisma
yaymlamiglardir [58]. Calisma hem in vitro hem de in vivo olarak yiiriitilmiis olup
preklinik etkilerinin hala arastirildiklar1 belirttikleri Sekil 2.8’deki bilesigin potent bir
EGFR inhibitérii oldugunu bildirmislerdir.

H
o
N~
O

Sekil 2.8. Kinolin ve kinazolin kokenli 1,6-naftiridinon tiirevlerinden en aktif bulunan analog

2020 yilinda Amin vd. tarafindan yapilan g¢alismada [59] kinazolin ve N-
arilsiilfonilamit igeren bir dizi bilesik tasarlayip sentezlemistir. Bilesiklerin antikanser
etkinligi, apoptoz indiikleme 6zellikleri ve EGFR inhibisyon etkinligi aragtirilmistir. En
aktif bilesik Sekil 2.9°da gosterilmistir.



Sekil 2.9. Kinazolin ve N-arilsiilfonilamit iceren apoptoz indiikleyici EGFR inhibitorleri

Ansari vd. 2020 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada [60], pirazolo[1,5-c]kinazolin
tiirevleri sentezleyerek antikanser ve EGFR inhibisyon etkilerini aragtirmislardir. En

aktif iki tiirev Sekil 2.10°da paylasilmstir.
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Sekil 2.10. En aktif pirazolo[1,5-c]kinazolin tiirevi
2019 yilinda Spectrum Pharmaceuticals sirketi tarafindan kinazolin ¢ekirdegine

sahip indol ve piperidinopropenamit tiirevi bilesik (Sekil 2.11) i¢in patent [61] alinarak
EGFR inhibisyonu oldugu bildirilmistir.
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Sekil 2.11. indol ve piperidinopropenamit igeren kinazolin tiirevi

2018 yilinda Sri Ramya vd. tarafindan yapilan ¢alismada [62] zerdecal bitkisinde
bulunan kurkumin maddesinden hareketle 2-kloro ya da 2-fenoksi kinolin yapilari



sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin antikanser etkinlikleri HeLLa, HGC-27, PC-3,
DU-145, NCIH460 ve 4T1 hiicre hatlarina kars: test edilmistir. Elde edilen sonuglara
gore yapi-etki iligskisi ortaya konmustur. En aktif bilesik (Sekil 2.12), 48 saatlik
inkiibasyon sonunda hiicre hatlar1 iizerinde 1.81-8.73 uM konsantrasyonlarda sitotoksik

etkinlik gdstermistir.

Sekil 2.12. (1E,4E)-1-(2-klorokinolin-3-il)-5-(2,4,5-trimetoksifenil)penta-1,4-dien-3-on molekiiliiniin

acik formiilii

Marciniec vd. 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismada [63] tasarladiklar1 bilesiklerin
meme kanserine karsi etkinliklerini MCF-7 (insan adenokarsinomu), MDA-MB-231 ve
T-47D (insan duktal karsinomu) hiicrelerinde in vitro kosullarda test etmis ve molekiiler
yerlestirme ¢alismalartyla yapi-etki iligkilerini ortaya koymuslardir. Sonu¢ olarak
kinolin halkasinin 6. konumunda N-metil-N-allil siilfonamit ve ikinci konumunda
kiikiirt ya da selenyum ile halkaya baglanan allil grubu igeren iki analog en aktif

bilesikler (Sekil 2.13) olup aktivite yolaklar1 da aydinlatilmistir.

5b 6b

Sekil 2.13. 6-(N-metil-N-allil siilfonamit)-2-(alliltiyoksi/allilselanil)kinolin analoglari

2017 yilinda yapilan bir bagka ¢alismada [64], tetrazolilmetil kinolin ana yapisi
iceren 20 madde sentezlenerek sitotoksik etkileri 60 farkli insan kanser hiicre hatt1 ve 2
farkli fungus tizerinde test edilmistir. Degerlendirmelerin ardindan bilesiklerin
antifungal etkinlikleri zay1f kalirken, 14 bilesigin kanser hiicre hatlar1 {izerinde dldiiriicii
olarak tayin edilmistir. Ek olarak 2-klorokinolin yapisi farmakofor yapi olarak

belirlenmistir. Dahasi 6. konumunda siibstitiient igermeyen ya da metoksi grubu
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bulunduran iki bilesigin (Sekil 2.14) antikanser etkinligi, diger tiirevlere nazaran daha
iyi olarak deklare edilmistir.

Sekil 2.14. Aktif bulunan tetrazolilmetil kinolin tiirevleri

2014 yilinda yapilan bir ¢alismada [65] 3-formil-2-klorokinolin ve rodanin
molekiillerinin (Sekil 2.15) melezlestirilmesiyle elde edilen bilesiklerin antikanser
Ozellikleri incelenmistir. Bilesikler genel olarak DU145 (prostat kanseri) ve HGC

(gastrik kanser) hiicre hatlarina kargt mikromolar konsantrasyonda yiiksek sitotoksik

etki gOstermistir.
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Sekil 2.15. 3-Formil-2-klorokinolin ve rodanin tiirevlerinin ana yapisi

2013 yilinda yapilan bir ¢alismada [66], 21 kinazolin tiirevi sentezlenmis (Sekil
2.16) ve antikanser aktiviteleri A549, MCF7, HelLa, HT29 ve HCT116 kanser hiicreleri
tizerinde in vitro ortamda test edilmistir. Elde edilen sonuglar sekildeki ana yapinin

giiclii bir antikanser 6zellik gosterdigini ortaya koymustur.
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Sekil 2.16. 2,4-Diaminokinazolin ve piperazin ditiyokarbamat hibrit tiirevleri

2013’te yapilan bir ¢alismada [67], 4-mono ya da 2,4-disiibstitiie kinazolin
tiirevleri sentezlenmis (Sekil 2.17) ve MDCK wild type ve MDCK BCRP kanser hiicre
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hatlar1 tizerinde antikanser Ozellikleri aragtirilmistir. Calisma sonucunda kinazolinin 4.
pozisyonundaki meta ikameli anilin grubu, orto- veya para ikameli anilin halkasina
kiyasla daha yiiksek inhibitor etki gosterdigi bulunmustr. Bunun yami sira kinazolin
parcasinin 4. pozisyonundaki anilin halkasi iizerinde ve hidrojen bag1 yapmaya elverisli
NOz, CN, CFs gibi elektron ¢ekici gruplarin olmast BCRP inhibisyonu i¢in optimum

olarak belirlenmistir.
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Sekil 2.17. 2,4-Diaminokinazolin ve ditiyokarbamat hibrit tiirevleri

2013 yilinda patentlenen benzimidazol-kinazolin tiirevi (Sekil 2.18) birbirine bir
amin grubuyla baglanmistir. Bilesigin farmasotik olarak kullanabilecek cesitli tuz

yapilariyla EGFR aktivitesi i¢in patentlendigi bildirilmistir [68].

H //Q
N, F
/N N o /N
H \f HN
|
NS
WA
Sekil 2.18. 1,2-Benzimidazol-kinazolin tiirevi

2010 yilindaki bir ¢aligmada [69], N-[4-asetil-5-(6,7,8-siibstitiieli-2-klorokinolin-
3-il)-4,5-dihidro-1,3,4-tiyadiazol-2-ilJasetamit  tiirevleri  sentezlenerek  sitotoksik
etkinlikleri arastirilmistir. Yapi etki iligkileri incelenerek 6-metoksi, 8-metoksi ve 8-

metil kinolin tiirevleri (Sekil 2.19) umut vadeden tiirevler olarak belirlenmistir.
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Sekil 2.19. 2-Klorokinolin tiyadiyazol melezlesmesiyle elde edilen en aktif bilesikler

2008 yilinda gefitinib ve tiirevlerinin divalan metal atomlariyla bag yapmaya
misait gruplarla modifikasyonunu igeren bir dizi ¢aligma yapilmis ve elde edilen
bilesikler i¢in patent bagvurusu [70] yapilmistir. Bilesiklerin hem EGFR tirozin kinaz
inhibisyonu hem de matriks metaloproteaz gibi metal bagimli antikanser yolaklari

tizerinde etkili oldugu duyurulmustur.
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Sekil 2.20. Cinko baglanma bdlgesine sahip yeni EGFR inhibitorleri

*B: Cs. diiz zinciri ya da Cs.; B-hidroksi siibstitiientli alkil zinciri
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3. GERECLER

3.1. Kullanilan Maddeler

A549 Hiicre Hatti
2-Aminobenzotiyazol
2-Amino-6-etoksibenzotiyazol
2-Amino-6-florobenzotiyazol
2-Amino-6-klorobenzotiyazol
2-Amino-6-metilbenzotiyazol
2-Amino-6-metoksibenzotiyazol
2-Amino-6-nitrobenzotiyazol
Antranilik asit

Anilin

Apoptoz ve Nekroz Kantitatif Kit
Aseton

Asetonitril

2-Bromoetilasetat

Diklorometan

DMEM

DMF

DMSO-ds
EGFR kinaz inhibisyon kiti

Etanol
Etil izotiyosiyanat
Fenil izotiyosiyanat

S181r serumu
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: ATCC, ABD

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
. Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: BD Pharmingen, San Jose, CA, ABD
. Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
. Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: BPS Bioscience, Katalog no. 40321,

San Diego, CA, ABD

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

: Capricorn, Giliney Amerika



4-Florofenil izotiyosiyanat
Formamit

Hidrazin mono hidrat
2-Kloro asetil kloriir
2-Kloroaseton
2-Kloroasetoasetat
4-Kloroasetoasetat
4-Klorofenil izotiyosiyanat
3-Klorofenil izotiyosiyanat
2-Klorofenil izotiyosiyanat
L.929 hiicre hatt1

Metanol

4-Metilfenil izotiyosiyanat
3-Metilfenil izotiyosiyanat
2-Metilfenil izotiyosiyanat
4-Metoksifenil izotiyosiyanat
3-Metoksifenil izotiyosiyanat
2-Metoksifenil izotiyosiyanat
MTT Boyasi

PBS

Potasyum hidroksit

RPMI

Sodyum hidroksit

Silikajel 60 F254 kapli aliiminyum ITK plag:

Tiyotire

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: ATCC, ABD

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
. Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Gibco, Ingiltere

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

: Sigma-Aldrich, Almanya



Tripsin : Sigma-Aldrich, Almanya

3.2. Kullanilan Cihazlar

Elektronik terazi : Shimadzu, Libror EB-330 HU, Japonya

: Mettler Toledo-MP90 Melting Point System,
Erime derecesi tayin cihazi

ABD
Etiiv : Heraeus, Almanya
Inkiibator : Heraeus, Almanya
Kiitle spektrometresi : Shimadzu, LCMS-IT-TOF, Japonya
Manyetik tabanli 1sitic1 karistirici : Heidolph, MR 3003, Almanya
Molekiiler goriintiileme cihazi : BIO-RAD, ChemiDoc XRS+, ABD

Niikleer manyetik rezonans spektrometresi : Bruker, UltraShield 300 MHz, ABD

Steril kabin : Class Il TypeA2 (CHC-222A2-60), Giiney Kore
Ultraviyole lambast : Camag, Cabinet, Isvicre
Vorteks : Wisemix, Kore
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4. YONTEMLER
4.1. Farmakofor Hipotez Calismalar:

Antikanser etkinlik gostermesi amaciyla tasarlanan bilesiklerin ilk asamada iyi bir
secicilik profiline sahip olmasi, hedef aktivite yolaklarini segici olarak inhibe/regiile
etmesi gibi 6zelliklere gore elenerek sentezlenmesi ekonomik ve zaman kazandiricidir.
Bu sebeple, kiigiik olmayan akciger karsinom tedavisinde kullanilmak tizere yeni

hipotezlerin gelistirilmesi hedeflenmistir.

4.1.1. Cok sayida ila¢ molekiilii ve bir protein kristali kullamilarak hipotez
gelistirme

Ana hedef olarak EGFR yolagi belirlendiginden bu proteine ait kristal yapi
(PDBID: 2ITY) RCSB protein veri bankasindan indirilmistir. Hipotezler gelistirilirken
aktif set icin 14 bilesik (-tinibler: krizotinib, sunitinib, bosutinib, dasatinib,
kabozantinib, dakomitinib, lapatinib, afatinib, brigatinib, ibrutinib, osimertinib,
erlotinib, gefitinib ve neratinib) kullanirken, inaktif set icin EGFR iizerinde ya diisiik
etkinlige sahip ya da bu proteine hi¢ baglanmayan 19 bilesik (-tinibler: imatinib,
tofasitinib, nilotinib, ponatinib, lenvatinib, aksitinib, alectinib, ruksolitinib,
fostamatinib, barisitinib, kobimetinib, seritinib, binimetinib, lorlatinib, gilteritinib,
erdafitinib, akalabrutinib, peksidartinib ve larotrektinib) kullanilmistir. Dolayisiyla
molekiil seti 33 adet kanser etkinligi bilinen -tinib bilesiginden olugmaktadir. Bu
bilesiklerin farkli yerlestirme calismalar1 farkli proteinler iizerinde uygulanan daha
onceki prosediirlerde [71-74] oldugu gibi yapilmis ve sonugta en iyi pozlart segilmistir.
Se¢ilen bu pozlardan hareketle ¢oklu molekiil ve tek EGFR protein kristali kullanilarak
hipotez gelistirme c¢alismalar1 yiritilmiistir. Daha sonra elde edilen hipotezlerin
dogrulamalar1 klinikte kullanilmakta olan aktif bilesikler (-tinib bilesikleri) ile
Schrodinger LLC tarafindan erisime agik paylasilan parca koleksiyonu kullanilarak
(erisim tarihi 09.09.2020) yapilmistir. Tiim bu islemler Maestro paket programi [75]
araciligiyla, farmakofor hipotezlerin iiretimi ve dogrulanmalar1 ise PHASE [76, 77] ara
ylizii kullanilarak gerceklestirilmistir. Bunun i¢in hipotezlerin EF (zenginlestirme
katsayisi), BEDROC (Boltzmann’in gelistirilmis alici-calisma &zellikleri), AUAC
(birikim egrisi altindaki alan), ROC (alici-¢alisma 6zellikleri) ve RIE (ilk gelistirme)
degerleri incelenmis ve uygun olan hipotez ya da hipotezler kullanilmistir. EF degeri,

elde edilen hipotezin ne kadar dogru olglim yaptigini gosteren, yani rastgele hedef
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secimini engelleyen bir parametredir. Diger degisle, tarama yapilirken tanimlanmis bir
erken tanima fraksiyonundaki maksimum aktifleri bulma kabiliyetinin nicel bir
Ol¢iistidiir; boylelikle de rastgele bir sekilde inaktif molekiiliin se¢imini engeller. Bu
sebeple bu degerin 1’den biiylik olmasi, hipotezin ¢alistigini sdylerken; 1’den ne derece
biiyiikk oldugu ise yalanci aktif ve aktif olmayan molekiillerin yerine ka¢ kat olasilikla
gercek aktif molekiiliin segilecegini, yani hipotezin ne denli giigli oldugunu
gostermektedir. (Bu tez kapsaminda, EF hesabi tuzak setin %1°i i¢in hesaplanmis ve
kullanilmistir.) BEDROCK degeri ise, erken zamanda aktif molekiillerin taninmasinda
kullanilan nicel degerdir; ¢esitli ayar parametreleri vardir. Bunlar a =8.0, a=20.0 ve
a=160.9 olarak bilinirler. Bunlar icinden BEDROCK o =20.0 degerinin %80 {istiinde
olmasi hipotezin saglikli bir sekilde kullanilabilmesi i¢in sarttir. Buna benzer sekilde,
sanal tarama performansini Olgmek i¢cin AUAC da hipotezin dogrulanmasinda
kullanilan bir degerdir. Basitge, AUAC, yalanci1 pozitiflerin aktif maddelere orani
anlamina gelir. Saglikli olarak dagitilmis bir veri kiimesinde rastgele segilen herhangi
bir bilesigin aktif bilesik gelme olasiliginin yalanci pozitif gelme olasiligindan yiiksek
olmasi beklenir. Kisacast bu alan hipotezin ayirt etme giiclinii ortaya koymaktadir ve
degeri 1’e yaklastik¢a hipotezin ayirt etme giicti artar. Aynt AUAC degerinde oldugu
gibi ROC degeri de hipotezin ayirt etme giiciiniin bir gostergesidir ve 1’e¢ ne kadar
yakinsa o kadar giiglii bir hipotez oldugunu gostermektedir. Son olarak RIE degeri de
yine AUAC gibi hipotezin ayirt etme giiciiniin bir gostergesidir ve bu degerin 10’nun
iistlinde olmas1 hipotezin kullanilabilmesi i¢in minimum kosuldur [78-81].

Hipotez ya da hipotezlerin degerlendirilmesinden sonra, daha onceden sentezi
planlanan kinolin ve/veya kinazolin ¢ekirdegi iceren 544 adet bilesikten olusan ekip igi
(in house) molekiil kiitliphanesinin taranmasinda kullanilmigtir. Hipotezlerle en az 5
hipotetik 0zelligi eslesen Oncii molekiillerin mensup oldugu seri setlerinin deneysel
aktivite caligmalarim1 yapmak ve bilgisayar destekli yapi-etki iliskilerini aydinlatmak

amaciyla sentezleri gergeklestirilmistir.

4.1.2. Literatiir tabanh EGFR aktif bilesikler ve tek protein kristali kullanarak
hipotez gelistirme

ZINC veri bankasindan (https://zinc.docking.org/ erisim tarihi: 29.08.2020) EGFR

inhibisyonu pKi degeri iizerinden hesaplanmis 5947 adet bilesikten, en az 3 farkl

konumundan siibstitiie edilmis piridin ya da pirimidin halkalar1 iceren 70 bilesik seg¢ildi.
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Maestro programi kullanilarak [75], segilen bilesikler LigPrep modiilii ile pH=7.4+1.0
ortamina uygun olarak hazirlandiktan sonra, ufak degisiklikler disinda, tiim hipotez elde
etme ve saglama basamaklari Boliim 4.1.1°deki bilesiklerin hazirlanmasindan sonra
yapilan iglemlerle birebir aynidir. Yapilan degisiklik ise su sekildedir:

e pKi degeri 7.0 ve istii baglanma degerine sahip olan bilesikler, aktif bilesik

olarak tamimlandi. Kalan bilesikler i¢in herhangi bir atama yapilmayarak notr

kabul edildi ve hipoteze dahil edildi. (Bu degisiklikle hipotez gelistirilmesinin
temel sebebi, bu hipotez dahilinde kullanilan bilesiklerin heniiz klinikte
kullanimlarinin olmamasidir.)

e Tuzak set icin kullanilan molekiil seti Schrodinger LLC tarafindan saglanan

(erisim tarihi: 30.08.2020) ve ilag benzeri Ozellikleri sebebiyle 6zel olarak

hazirlanan 1000 molekiilliik bir settir [82, 83].

Elde edilen hipotezler Boliim 4.1.1’de oldugu gibi degerlendirilip daha 6nceden
sentezi planlanan kinolin ve/veya kinazolin ¢ekirdegi iceren 544 adet bilesikten olusan
ekip i¢i molekiil kiitiiphanesinin taranmasinda kullanilmistir. Hipotezlerle en az 5
hipotetik 6zelligi eslesen oncii molekiillerin mensup oldugu seri setlerinin deneysel
aktivite caligmalarim1 yapmak ve bilgisayar destekli yapi-etki iliskilerini aydinlatmak

amaciyla sentezleri gergeklestirilmistir.

4.2. Sentez Calismalari
4.2.1. 4-Kinazolinon sentezi (1)

Yontem A: Yag banyosu i¢inde antranilik asit ile bunun 1.2 katina es deger molde
formamit 6 saat boyunca karistirildi. Reaksiyonun kontrolii ITK ile yapildi. Reaksiyon
buzlu suya dokiilerek sonlandirildi. Coken kisim suyla yikanarak siiziildii ve kurutuldu.
Kurutulduktan sonra hekzandan kristallendirildi.

Yontem B: Antranilik asit ile bunun 1.2 katina es deger molde formamit mikrodalga
icerisinde 15 dk boyunca 500W reaksiyona sokuldu. Reaksiyonun kontrolii ITK ile
yapildi. Reaksiyon buzlu suya dokiilerek sonlandirildi. Coken kisim suyla yikanarak

stiziildi ve kurutuldu. Kurutulduktan sonra hekzandan kristallendirildi.
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4.2.2. Etil 2-[4-oksokinazolin-3(4H)-il]asetat (2) ve etil 2-(kinolin-8-iloksi)asetat
sentezi (9)

Yontem C: 4-Kinazolinon (1) veya 8-hidroksikinolin aseton igerisinde ¢oziildii ve 1.5

kat mol K2COs reaksiyon balonuna eklendi. Baslangi¢ maddesinin 1.1 kat1 molde etil 2-

bromoasetat da karisima eklenerek karigim geri ¢eviren sogutucu aparatiyla reaksiyona

sokuldu. Reaksiyonun bitimi ITK ile yapildi. Reaksiyonun bitiminin ardindan aseton

ucuruldu ve ¢oken kisim suyla yikanarak siiziildii.

4.2.3. 2-[4-Oksokinazolin-3(4H)-il]asetohidrazit (3) ve  2-(kinolin-8-iloksi)
asetohidrazit (10) sentezi

Yontem D: Etil 2-[4-oksokinazolin-3(4H)-ilJasetat (2) veya etil 2-(kinolin-8-

iloksi)asetat (9) etanol igerisinde ¢oziildii. Cozeltinin {lizerine baslangic maddesinin 1,5

kat1 molde hidrazin monohidrat/etanol ¢ozeltisi kistm kisim eklendi. Karisim oda

sicakhiginda gece boyu birakildi. Reaksiyonun bitimi ITK ile yapildi. Céken kisim

stiziilerek ayrildi ve kurutuldu. Etanol ile tekrar kristallendirildi.

4.2.4. N-(Siibstitiie)-2-{2-[4-0ksokinazolin-3(4H)-il]asetil}hidrazin-1-karbotiyoamit
tiirevlerinin (4a-4l) ve N-(4-metoksifenil)-2-[2-(kinolin-8-
iloksi)asetil]hidrazin-1-karbotiyoamit (11) ara iiriiniiniin sentezi

Yontem E: Buz banyosunda, etanol igerisinde ¢oziilen 2-[4-oksokinazolin-3(4H)-

ilJasetohidrazit (3) veya 2-(kinolin-8-iloksi)asetohidrazit (10) iizerine, yine alkol i¢inde

coziilen esit molde c¢esitli alkil/aril izotiyosiyanatlar veya 4-metoksifenilizotiyosiyanat
eklendi. Reaksiyonun kontrolii ITK ile yapildi. Coken kisim alkolle yikanarak siiziildii

ve kurutuldu. Uriinler alkolden tekrar kristallendirildi.

4.2.5. 3-{[4-(4-Metoksifenil)-5-tiyokso-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-3-
iljmetil}kinazolin-4(3H)-on  (5) ve  4-(4-metoksifenil)-5-[(kinolin-8-
iloksi)metil]-4H-1,2,4-triazol-3-tiyol (12) sentezi

Yontem F:  N-(4-Metoksifenil)-2-{2-[4-oksokinazolin-3(4H)-il]asetil }hidrazin-1-

karbotiyoamit (4a) veya N-(4-metoksifenil)-2-(2-(kinolin-8-iloksi)asetil)hidrazin-1-

karbotiyoamit (11), 2M NaOH’in etanol ¢6zeltisi igerisinde 2 saat boyunca geri ¢eviren

sogutucu aparatryla kaynatildi. Reaksiyonun bitimi ITK ile yapildi. Reaksiyonun
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bitiminin ardindan karisim buzlu suya dokiildii ve seyreltik HCI ¢ozeltisi ile pH: 7’ye
ayarlandi. Ardindan ¢oken kisim siiziildii ve suyla yikandi. Nihai driinler etanolden

kristallendirildi.

4.2.6. 3-[(5-Tiyokso-4,5-dihydro-1,3,4-oksadiyazol-2-il)metil]kinazolin-4(3H)-on (6)
Yontem G: Elde edilen 3 numarali bilesik 2M NaOH’in etanol ¢ozeltisi igerisinde
¢oziildii. Buz banyosu igerisinde tizerine 1.2 kati miktarda CS2 dikkatlice ilave edildi.
Karisim buz banyosunda 30 dk, ardindan oda sicakliginda 30 dk bekletildi. Cokelmeler
gozlendikten sonra geri c¢eviren sogutucu altinda 2 saat boyunca kaynatildi.
Reaksiyonun bitimi ITK ile yapildi. Reaksiyonun bitiminin ardindan karisim buzlu suya
dokiildii ve seyreltik HCI ¢ozeltisi ile pH: 7’ye ayarlandi. Ardindan ¢oken kisim siiziildi

ve suyla yikandi. Nihai iirtin etanolden kristallendirildi.

4.2.7. 3-[(4-Amino-5-tiyokso-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-3-il)metil)kinazolin-
4(3H)-on (7)

Yontem H: Elde edilen 6 numarali bilesik, etanolde ¢o6ziildii ve {izerine baslangic

maddesinin 2 kati molde hidrazin monohidrat eklenerek kaynatildi. Reaksiyonun bitimi

ITK ile yapildi. Reaksiyonun tamamlanmasiin ardindan ¢dken kisim etanolle

yikanarak siiziildii. Sonug iiriin alkolden kristallendirildi.

4.2.8. 2-{[4-(4-Metoksifenil/amino)-5-{[4-oksokinazolin-3(4H)-ilJmetil}-4H-1,2,4-
triazol-3-il]tiyo}-N-aril asetamit (8a-8k;8l-8v) ve 2-({4-[4-metoksifenil]-5-
[(kinolin-8-iloksi)metil]-4H-1,2,4-triazol-3-il}tiyo)-N-aril asetamit (13a-13d)
tiirevleri

Yontem I: Elde edilen 5, 7 ve 12 numarali bilesikler, ¢esitli 2-kloro-N-aril asetamit (1

kat) tiirevleriyle aseton i¢inde K2COs3 (1,5 kat) katalizorliigiinde 2 saat boyunca oda

sicakliginda karistirldi. Reaksiyonlarin bitimi ITK ile kontrol edildi. Reaksiyonun
bitiminin ardindan ¢oziicii ucuruldu ve kati kisim suyla yikanarak siiziildii. Kurutulan

sonug triinleri etanolden kristallendirildi.
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Sekil 4.1. Hedef bilesiklerin genel sentez semasi

Reaksiyon kosullar1 a. HCONH,, yag banyosu 6 saat ya da mikrodalga, 15 dk. b. BrCH,COOEt, Aseton, K,COs,
kaynatma. c. N,H4.H,0, oda sicakligi, gece boyu. d: R-NCS, 0°C, sonra oda sicakligi. e. EtONa, 0°C, sonra kaynatma.
f. CS,, EtONa, 0°C, sonra kaynatma. g. NoHs.H,0, kaynatma, 2 saat. h. Aril asetamit tiirevleri, K,CO3, aseton, oda
sicaklig1.

4.3. ITK Calismalan

Adi gegen ara iriinlerin ya da sonug bilesiklerin eldelerinde, reaksiyonlarin
kontrolii ITK uygulanarak saglanmistir. Belli zamanlarda deney ortamindan alinan
numuneler ile baslangi¢ baslangic maddelerinin etanol:DMF karigimi igerisindeki
cozeltileri hazirlanip adsorban olarak secilen silika jel 60 Fzsa kapl, dnceden uygun
¢Oziicii karisgimlart ile doyurulmus aliiminyum plaklara kilcal boru yardimiyla
uygulanmistir. Hareketli fazlar igerisinde belirli bir siire plak yiizeyinde siiriiklendikten

sonra, lekelerin gozlenebilmesi i¢in ultraviyole 15181 (254 nm ve 366 nm) kullanilmigtir.
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ITK sonucuna gore reaksiyonlar ya sonlandirilmis ya da zamana birakilmistir. Tez
kapsamindaki her bir sentezin kontrolii i¢in uygun ITK hareketli fazlari, farkli ¢oziicii
karisimlar1 denenerek bulunmustur. Tiim yontemlerde anlatilan sentezlerin kontrolii igin

uygun hareketli fazin petrol eteri:etil asetat (9:1) olduguna karar verilmistir.

4.4. Erime Noktalarinin Tayini

Adi gecen bilesiklerin erime noktalari Mettler Toledo-MP90 Melting Point
System kullanilarak tespit edilmistir. Bir ucu kapatilan kilcal boruya 0.5 cm kadar
bilesikten koyulmus ve cihazin haznelerine yerlestirilmistir. islem bittiginde cihazdan

alian videolar izlenerek bilesiklerin erime noktalar1 not edilmistir.

4.5. 'H-NMR Spektrumlarinin Alinmasi

Elde edilen orijinal bilesiklerin *H-NMR spektrum plotlar1 DMSO-ds icindeki
cozeltilerinin tetrametilsilana (TMS) kars1 Bruker 300 MHz’lik NMR spektrometresine

uygulanmasi sonucu alinmis ve islenerek ilgili maddenin altinda paylagilmistir.

4.6. 13 C-NMR Spektrumlarinin Alinmasi

Elde edilen orijinal bilesiklerin *C-NMR spektrumlart DMSO-d6 icindeki
cozeltilerinin, tetrametilsilana (TMS) kars1 Bruker 75 MHz’lik NMR spektrometresine

uygulanmasi sonucu aliarak islenmis ve ilgili maddenin altinda paylasilmistir.

4.7. Kiitle Spektrumlarinin Alinmasi

Elde edilen orijinal bilesiklere ait kiitle spektrumlari, numunelerin asetonitril ya
da metanol igerisindeki ¢ozeltileri LCMS-IT-TOF (Shimadzu, Kyoto, Japonya) cihazina
enjekte edilerek ve elektron sprey iyonizasyon (ESI) iyonlastirma teknigi kullanilarak

negatif ve pozitif modda alinmistir.

4.8. Aktivite Calismalar:
4.8.1. Sitotoksisite etkilerinin belirlenmesi

Calismada, antikanser etkinligi belirlemek amaciyla kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri hiicre hatt1 (A549-ATCC® CCL-185™) ve saglikl hiicreler iizerindeki
sitotoksisiteyi belirlemek igin de saglikli fare fibroblast hiicre hatt1 (L-929 ATCC®
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CCL-1TM) kullanilmigtir. ~ Sitotoksisite  ¢alismalari, daha Once yayinlanan

calismalarimizdaki prosediirlerdeki tarif tizerine uygulanmistir [72, 73, 84].

4.8.2. Apoptotik etkinliklerin belirlenmesi

Apoptoz ve nekroz, sirasityla dogal ve kanserli doku 6liimii, yani hiicrenin dogal
olimi ve intihar1 olarak bilinen hiicre 6lim senaryolaridir. Bu sebeple antikanser
ilaglardan beklenen 6nemli noktalardan biri de molekiiliin, kanser hiicrelerinin 6liimiinii
apoptotik yolla indiiklemesidir. Bunu belirlemek amaciyla A549 hiicre hattina segicilik
indeksi yliksek aktif bilesiklerin apoptozu indiikleyip indiiklemedikleri arastirilmustir.
Aragtirmada kullanilan yontem, daha Once yaymlanan makalelerdeki sekliyle
yuritillmiistiir [72, 85]. FITC Annexin V apoptosis detection kit (BD Pharmingen, San
Jose, CA, USA) kullanilarak BD FACSAria flow cytometer cihazinda okunmustur.
Okuma islemi i¢in tedarik¢inin 6nerisiyle FACSDiva version 6.1.1 bilgisayar programi

(BD Biosciences, San Jose, CA, USA) kullanilmistir.

4.8.3. Aktivite yolaklariyla ilgili cahsmalar
4.8.3.1. Kaspaz-3 aktivasyonunun spektroflorometrik analizi

Deney prosediirli, calisma grubumuz tarafindan daha O6nce uygulandigi gibi
yuritilmiistir [86]. Kaspaz-3 aktivasyonu, Spectrofluorometric Caspase-3 Assay kit
(BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ) ile test edildi. Kit, apoptoz ge¢iren hiicrelerin
erken bir belirteci olan kaspaz-3 veya DEVD pargalama aktivitesini 6lgmek igin
tasarlanmustir. 11k olarak hiicreler (1x10° hiicre/mL) fosfat tamponlu salin (PBS) ile
yikanir, soguk hiicre liziz tamponunda yeniden siispanse edilir ve 30 dakika buz
tizerinde inkiibe edilir. Bilesikler ve sisplatin, MTT ile hesaplanan ICso dozlarinda 24
saatlik inkiibasyonun ardindan hiicre lizatlar1 hazirlanir. Her reaksiyon igin, 5 mL
sulandirilmis AcDEVD-AMC (Caspaz-3 aktivitesi igin sentetik tetrapeptid florojenik
substrat), 0.2 mL 1 x HEPES tamponu igeren kuyucuklara ilave edilir. Her kuyuya
(reaksiyon ortamina) hiicre lizatt (20 ul) ilave edilir. Reaksiyon karisimlari 1 saat
boyunca 37°C'de inkiibe edilir. Ac-DEVD-AMC'den serbest birakilan AMC miktari,
380 nm uyarma dalga boyuna ve 460 nm emisyon dalga boyuna sahip mikroplaka
okuyucu (Perkin Elmer/Victor/X3) kullanilarak ol¢timii alinir. Aktif kaspaz-3 igeren
apoptotik hiicre lizatlari, kontrollere kiyasla dnemli bir emisyon vermektedir. Ayrica,

apoptotik olmayan hiicre lizatlarina (kontrol grubuna) ait AMC emisyonu %100 olarak
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kabul edilir ve diger hiicre lizatlarin emisyonlari, kontrol hiicrelerinin emisyonlarina
gore Olgiiliir. Tim deneyler iki kez tekrarlanmakta ve tiim dozlar igin ¢ift kuyucuk

kullanilmaktadir.

4.8.3.2. Mitokondriyal membran depolarizasyonunun tayini

Mitokondriyal membran depolarizasyonunun tayini hiicrelerin JC-1 ile boyanmasi
esasina dayanmaktadir ve yontem tedarik¢inin (BD, Pharmingen Flow sitometri kiti)
yonergesine ve daha once yapilan bir baska ¢alismaya [87] gore gergeklestirilmistir.
MTT yontemi ile en aktif bilesikler belirlendikten sonra, bilesiklerin A549 hiicreleri
tizerindeki mitokondriyal membran biitiinliigii ICso konsantrasyonlarinda test edilmistir.
Bu amagla hiicreler, 6 kuyucuklu plakalarda (1x106/mL hiicreyi asmayan) optimal
yogunlukta tohumlanmistir. Hiicreler daha sonra test edilecek maddelerle uygun
konsantrasyon ve zamanda inkiibe edilmistir. Islemden sonra her hiicre siispansiyonu 15
mL polistiren santrifiij tiipline almarak hiicreler 400Xg'de 5 dakika boyunca
santrifiijlendi ve silipernatanttan ayrilmistir. Her bir plaka 0.5 mL taze hazirlanmis
calisma soliisyonu eklenip soliisyon vortekslenmistir. Test hiicreleri, JC-1 ¢alisma
soliisyonunda 37°C'de 10-15 dakika bekletildikten sonra iki kez yikanmustir. ilk
yikamada 1X tahlil tamponun 2 mL’si eklenmis ve hiicreler dikkatlice siispande
edilmistir. Daha sonra hiicreler 400Xg'de 5 dakika santrifiijlenip yine siipernatanttan
dikkatlice ayrilmustir. Ikinci yikamadaysa 1X tahlil tamponun 1 mL’si eklenmis ve
vortekslenmistir. Hiicreler yine 400Xg'de 5 dakika santrifiij edildikten sonra her hiicre
kuyucugu 0.5 mL 1X tahlil tamponu iginde siispande edilip vortekslenmistir. Son
olarak, hiicreler, akis sitometresi kullanilarak analiz edilmistir. Pozitif kontrol olarak

sisplatin kullanilarak sonuglar karsilastirilmstir.

4.8.3.3. EGFR aktivitesinin belirlenmesi

EGFR (ErbB-1; HER1), reseptor tirozin kinaz ailesinden olup asiri
ekspresyonunda ya da hiperaktivasyonuna bagli olarak cesitli dokularda kanser ile
iliskili oldugu bildirilmistir (Bkn: GIRIS VE AMAC). Aktif bulunan maddelerin
EGFR kinaz inhibisyonunu belirlemek amaciyla iireticinin talimatlarina gore EGFR
kinaz tahlil kiti (BPS Bioscience, Katalog no. 40321, San Diego, CA, ABD)
kullanilmisgtir. Her bilesik icin dort bagimsiz deney yapildi ve Ortalama + S.E.

hesaplandi. Pozitif kontrol i¢in gefitinib kullanilmistir.
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4.8.4. Molekiiler Yerlestirme ve Dinamik Simiilasyon (MDS) Calismalari

Molekiiler yerlestirme c¢aligmalari, protein ve aktif maddenin etkilesimini
incelemek i¢in uygulanan in silico prosediirlerdir. Kaspaz-3 (PDB ID: 4QTX) ve EGFR
(PDB ID: 2ITY) X-ismm1 kristal yapilari, Protein Veri Bankasi sunucusundan
(www.pdb.org, erisilen 01 Agustos 2019) indirilmistir. Bu proteinlerin yapilar1 ayr1 ayri
Schrodinger Maestro [75] ara yiizii kullanilarak olusturuldu ve daha sonra Schrédinger
Suite 2020'nin Protein Hazirlama Sihirbazi protokoliinde hazirlandi. Aktif bilesiklerin
pH degerleri 7.4+1.0 ortamima uygun olarak LigPrep modiilii [88] araciligiyla
hazirlandi. Baglanma yorelerinin haritalandirilmasi i¢in Glide modiilii [89] kullanilarak
olusturuldu ve yerlestirme islemleri standart hassas yerlestirme yontemiyle (SP)

gerceklestirildi.
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5. BULGULAR ve TARTISMALAR
5.1. Farmakofor Hipotez Calismalari

Iki farkli yontem kullanilarak farmakofor hipotezler elde edilmeye calisilmistir.
Boliim 4.1.1°deki yontem klinikte kullanilan EGFR (ErbB-1) inhibitorleri ile antikanser
etkisini farkli tirozin kinaz inhibisyonu {izerinden gosteren antikanser ilaglar (-tinib)
kullanilarak olusturulmustur. Buradaki amag, tirozin kinaz etkisi géstermesine ragmen
ErbB-1 ile etkilesime girmeyen ya da zayif etkilesim goOsterebilecek bilesiklerin
eliminasyonunu hedeflemektir. Boliim 4.1.2°deki yontem ise, su ana kadar (molekiil
setinin indirildigi tarihe kadar) tiim bilimsel literatirden EGFR etkisine sahip
molekiillerin i¢inden en az 3 farkli konumdan siibstitiie edilmis piridin ya da pirimidin
halkasina sahip bilesikler toplanmistir. Bu bilesiklerden elde edilecek farmakofor
hipotezlerin, yine ayni halka sistemlerinden olusturulmus ekip i¢i molekiil bankamizin
taranmasinda kullanilmas: hedeflenmistir. Bu iki yontemden elde edilen hipotez(ler)
araciligiyla ekip i¢i molekiil bankamiz tarandiginda bulunan oncii molekiillerin

analoglariyla beraber sentezleri gergeklestirilmistir.

5.1.1. Hipotezlerin dogrulanmasi

5.1.1.1. Cok sayida ila¢ molekiilii ve bir protein kristali kullanilarak elde edilen
hipotezler

Cok sayida ilag molekiilii kullanilarak elde edilen 30 hipotezden, dogrulama
verileri sebebiyle kullanima uygun olan 2 adet hipotez uygun bulunmustur. Bu iki
hipoteze ait dogrulama verileri asagidaki Tablo 5.1°de verilmistir.

Tablo 5.1. Uygun hipoteziere ait dogrulama verileri

Hipotez No  Phase Hypo Score EF1% BEDROC (0=20) ROC AUAC RIE
DHHRRR_1 1.03 48.64 0.867 0.86 0.92 14.22
DHRRR_3 1.19 48.64 0.819 0.79 0.88 13.43

Molekiil bankasinin taranmasinda kullanilabilecek bu iki hipotezden DHHRRR_1
kodlu hipotez kinolin halkasina sahip bir ila¢ olan neratinib etkin maddesini referans
molekiil olarak kullanirken, DHRRR_3 kodlu hipotez ise kinazolin halkasi igeren
gefitinib adli ilact model molekiil olarak kullanmistir. Bu iki farkli hipotezin elde
edilebilmis olmasi, ¢alismanin hedeflerinden birinin tamamlanmas1 olarak

degerlendirilmistir. Hipotezlere ait 3 boyutlu gosterimler Sekil 5.1°de paylasilmistir.
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Sekil 5.1. DHRRR_3 (iist, gefitinib) ve DHHRRR_1 (alt, neratinib) hipotezlerine ait 3B gosterim.

*Mavi baloncuklar harici hacmi temsil etmektedir.

5.1.2. Literatiir tabanh EGFR aktif bilesikler ve tek protein kristali kullanarak
kullanilarak elde edilen hipotezler

Cok sayida ila¢ molekiilii kullanilarak elde edilen 30 hipotezden, dogrulama

verileri sebebiyle kullanima uygun olan 9 adet hipotez uygun bulunmustur. Bu iki

hipoteze ait dogrulama verileri agagidaki Tablo 5.2°de verilmistir.
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Tablo 5.2. Uygun hipotezlere ait dogrulama verileri

Hipotez No  Phase Hypo Score EF1% BEDROC (¢=20) ROC AUAC RIE
AAARR 4 1.21 44.48 0.953 0.96 0.96 15.36
AAAARR_2 1.23 44.48 0.949 0.96 0.96 15.28
AAARR_5 1.20 44.48 0.942 0.96 0.96 15.18
AAARR 2 1.21 44.48 0.947 0.95 0.96 15.25
AAARR_3 1.20 44.48 0.940 0.95 0.96 15.15
AAARRR_3 1.20 44.48 0.922 0.95 0.96 14.85
AAARR_6 1.17 44.48 0.912 0.95 0.96 14.69
AARRR_2 1.13 44.48 0.874 0.95 0.95 14.07
AARRR_1 1.09 44.48 0.831 0.94 0.94 13.38

Hipotezlere ait 3 boyutlu gosterimler Sekil 5.2°de model molekiilleriyle
paylasilmigtir.

Sekil 5.2. AAAARRR 2 (ZINC000096933693), AAARR 2 (ZINC000096933669), AAARR 3

(ZINC000096933670), AAARR_4 (ZINC000096933670), AAARR_5
(ZINCO000096933693), AAARRR_3 (ZINC000096933693), AARRR_1
(ZINCO000096933693) ve AARRR_2 (ZINC000096933693) hipotezlerine ait 3B gosterim.

*Yesil alan 3 hipotez 6zelligin olusturdugu acgiy1 ve agik kirmizi kesikli ¢izgi ise iki 6zelligin arasindaki mesafeyi
gostermek i¢in kullanilmistir.
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5.1.3. Molekiil bankasinin taranmasi

Iki yontem sonucu elde edilen 11 adet hipotez, bu tez ¢alismasi kapsaminda
sentezlenmesi disiiniilen kinolin ve kinazolin tiirevlerinden olusan ekip i¢i molekiil
bankasini taramak i¢in kullanilmistir. Bu tarama islemi, her bir hipotez igin, hipotezin
en fazla 2.00 A tolerans alan igerisinde en az 5 hipotik 6zellikle eslesen bilesikler icin
gerceklestirilmisgtir. Tarama sonuglarinda Tablo 5.3’te referans molekiil ile hipotez
kodlart ve Sekil 5.3’te bunlarla beraber veri kiitiiphanesinde uyumlu bulunan

bilesiklerin 3B ¢akisik pozlamalari paylagiimistir.

Tablo 5.3. Farmakofor hipotezlere uyan kurum ici molekiil seti molekiil sayilar

Hipotez No Referans Molekiil Oncii molekiil sayist

DHHRRR_1 Gefitinib 15
DHRRR_3 Neratinib 4
AAARR_4 ZINC000096933670 0
AAAARR_2  ZINC000096933693 20

AAARR_5 ZINC000096933693
AAARR_2 ZINC000096933669
AAARR_3 ZINC000096933670
AAARRR_3  ZINCO000096933693
AAARR_6 ZINC000096933693
AARRR_2 ZINC000096933693
AARRR_1 ZINC000096933693

corBENMEN

Buna gore AAARR 4, AARRR 2 ve AARRR 2 hipotezlerine uyan herhangi bir
oncii molekiil filtrelenmemistir. Buna karsin DHHRRR 1 ve AAAARR_2 (Sekil 5.3-A
ve C) hipotezlerine uyan, sirasiyla 15 ve 20 adet oncii bilesik bulunmustur. Bu bilesikler
arasinda N-aminotriazol tiirevlerine ait iskelet sebebiyle bu iki hipotezin gerekliliklerini
sagladiklar1 ve siibstitiient etkisinin 6nemsiz oldugu gozlemlenmistir. Bu durum, iki zit
soruyu dogurmaktadir: Bu ana yap1 bir antikanser farmakofor yap1 mi yoksa bir ya da
birkag Ozelligin eksikligi sebebiyle olusmus birer segici olmayan hipotez sebebiyle
gortilen bir durum mu?

Bu iki hipotez i¢in hesaplanan harici hacmin ve diger hipotezlerde de Oncii
molekiil olarak karsimiza ¢ikan N-aminotriazol tiirevlerinin varlig1 sebebiyle sorunun
cevabinin, bu ana yapinin bir farmakofor grup oldugu diistiniilmektedir. Ancak, ileriki
calismalarda bu iki hipotezin N-aminotriazol ya da analogu ya da biyoizoster yapi
iceren kiitiiphanelerin taranmasinda kullanimindan kaginilmast ya da genis havuzlari
taramak i¢in On tarama olarak kullanilmasi Onerilebilir. Bu tez kapsaminda bu iki

hipotezden N-aminotriazol tiirevleri i¢in ayirt edici olmamasi sebebiyle ikincil olarak
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yararlanilmistir. Diger hipotezlerle filtrelenen 6ncii molekiiliin(lerin) 3B pozlar1 Sekil

5.3’te gosterilmistir.

Sekil 5.3. Oncii molekiiller ile hipotezlerinin iist iiste cakisik 3B pozlar
A. DHHRRR_1, B: DHRRR_3, C: AAAARR_2, D: AAARR_5, E: AAARR_2, F: AAARR_3, G: AAARRR_3, H:

AAARR_6. Mavi baloncuklar dahil edilmeyen hacmi ifade etmektedir. C-H icin, sadelik amactyla 5n yiizeyde bulunan harici
hacimler siliklestirilmistir.

Sonug¢ olarak, 6ncli molekiillerden hareketle kinazolin-4(3H)-on halkasinin 3.
konumundan metil kopriisii ile baglanan N-(4-metoksifenil)triazol ve N-aminotriazol
halka yapilarinin (benzo)tiyazol tiirevleri ile hidrazinokarbotiyoamit yapilarinin ve de
kinolinin 8. konumundan metilenoksi kopriisiiyle baglanan N-(4-metoksifenil)triazol
halkasinin tiyazol tiirevlerinin sentezinin gerceklestirilmesine karar verilmistir. Bu
bilesikler, bolim 4.1.1 ve 4.1.2°deki kriterleri saglayan bilesiklerdir ve tespit edilen

oncii bilesikler ile analoglari, bunlarin antikanser etkinliklerini incelemek ve yapi-etki

iligkilerini anlamak amaciyla sentez basamagina taginmustir.
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5.2. Sentez Calismalari

Sentezi hedeflenen kinolin ve Kkinazolin tlirevlerinin sentez  semasi

NH, N N N
a ﬁ b ﬁ o] ¢ ﬁ 0
OH NH N\)ko/\ N\)LN,NHZ
0 01 0 o 5

Nﬁ o N-NH
N\)LNETE = N\/L r=s
T

/ w N-R
N _ N \>\
f ﬁ N-NH g N N-NH >—> C@( S
3 — £
N\/Lo>:S ?\I\/MN\FS
\ o 6 0 I\\IHz 8a-8v
7 R;: 4-Metoksifenil, 8a-8k
N R,: NH,, 81-8v
CL
N _N

=N
_N

(6] 12

HN
s
/O/N
’
NS
11 13a-13d

Sekil 4.1‘te paylasilmistir.

5.2.1. 4-(3H)-Kinazolinon (1)

(INﬁ
NH

01
Yontem A veya Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Verim: %89 veya %97. Deneysel
E.n: 270-271°C, literatiir e.n: 272-272.5°C [90].
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Sekil 5.4. Bilesik 1 igin 6ngdriilen reaksiyon mekanizmasi

5.2.2. Etil 2-(4-oksokinazolin-3(4H)-il)asetat (2) ve etil 2-(kinolin-8-iloksi)asetat
sentezi (9)
Nﬁ o
N\)J\O/\
0 2
Yontem C’ye gore sentezlenmislerdir. Verim: %87. Deneysel E.n: 172-173°C, literatiir
e.n: 177-179°C [91].

o [~
0
0) Br ?/ o
R N -KBr, -CO, N/\ffov
N-H o _ JH —
P 0 N 2 0

N e N

Br K COj3

Sekil 5.5. Bilesik 2 i¢in 6ngoriilen reaksiyon mekanizmasi

Bilesik 9 igin de reaksiyon mekanizmasi benzer sekilde on goriilmektedir.
Heteroatom olarak hidroksi oksijenin elektronlarinin a-karbona saldirisiyla tepkimenin

girdigi distintilmektedir.

5.2.3. 2-[4-Oksokinazolin-3(4H)-il]asetohidrazit (3) ve  2-(kinolin-8-iloksi)

asetohidrazit (10) sentezi

Ny o
O/\WN\)I\N,NHz
H
3

O

Yontem D’ye gore sentezlenmistir. Verim: %76. Deneysel E.n: 241-242°C, literatiir e.n:
247-249°C [92].
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Sekil 5.6. Bilesik 3 igin 6ngdriilen reaksiyon mekanizmasi

Bilesik 10 icin de reaksiyon mekanizmasi benzer sekilde on goriilmektedir.
Hidrazin azotunun elektronlarinin ester karbonil karbonuna saldirisiyla reaksiyonun

basladig diisiiniilmektedir.

5.2.4. N-(Siibstitiie)-2-{2-[4-oksokinazolin-3(4H)-il]asetil}hidrazin-1-karbotiyoamit
tiirevlerinin (4a-4l) ve N-(4-metoksifenil)-2-[2-(kinolin-8-
iloksi)asetil]hidrazin-1-karbotiyoamit (11) ara iiriiniiniin sentezi

Tiim bilesikler yontem E tarifine gore sentezlenmistir.

Tablo 5.4. Sentezlenen asetilhidrazin-1-karbotiyoamit bilesikleri (4a-4l ve 11)

“

0 s N goS /©/0\
H H
4a-41 0
R R R

4a 4-Metoksifenil 4e 3-Metilfenil 4i  2-Klorofenil
4b 3-Metoksifenil ~ 4f  2-Metilfenil 4  4-Florofenil

4c 2-Metoksifenil 49  4-Klorofenil 4k fenil
4d 4-Metilfenil 4h  3-Klorofenil 4l etil
Q o8
(@) II{ I /R Proton transfer N/\"/N‘]}I'C“ R
oy e “*d) SeRNL
N/) 0

Sekil 5.7. Bilesik serisi 4a-4l i¢in 6ngoriilen reaksiyon mekanizmasi

Bilesik 11 i¢in de reaksiyon mekanizmasi benzer sekilde gerceklestigi
diistiniilmektedir. Hidrazit azotunun elektronlarmin fonksiyonel grup karbonuna

saldirisiyla tepkimenin basladigi 6n goriilmektedir.
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5.2.4.1. N-(4-Metoksifenil)-2-{2-[4-oksokinazolin-3(4H)-il]asetil}hidrazin-1-
karbotiyoamit (4a)

Ilk olarak Boren vd. [93] tarafindan sentezlenmistir.

Goriintim: Beyaz toz. Erime Noktasi (E.n): 233-234°C
'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 3.76 (s, 3H, OCHs3), 4.78 (s, 2H, N-CH?2), 6.93 (d,
J=8.97 Hz, 2H, fenil Hss), 7.33 (d, J= 8.96 Hz, 2H, fenil Hze), 7.59 (td, J1= 1.12 Hz,
J2=7.57 Hz, H, kinazolin Hs), 7.73 (d, J= 7.76 Hz, H, kinazolin Hs), 7.87 (td, J1=1.55
Hz, J2=7.65 Hz, H, kinazolin H7), 8.15 (dd, J1=1.20 Hz, J2=8.01 Hz, H, kinazolin Hs),
8.32 (s, H, kinazolin Hz), 9.41 (brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 9.71 (brs, H, CO-NH-NH-
CS-NH), 10.52 (brs, H, CS-NH-fenil).
BC-NMR (75 MHz, DMSO-de): 47.76 (N-CH2), 55.72 (OCHs), 113.86, 121.85,
126.44, 127.76, 132.23, 135.13, 148.48, 148.77, 157.32, 160.99, 167.19, 172.03 (C=0),
181.42 (C=S).
HRMS (-m/z): [M+H]*: C18H17Ns0sS i¢in hesaplanan: 384.1125, bulunan: 384.1136
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Sekil 5.9 Bilesik 4a’ya ait 3C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - O-PAT-K-1_112.lcd Pags 1of 1

Datz File: C:\LebSalutions'\DatalAnaliz\Asaf D-PATH-1_112.Icd

Elmt Val Mim Mz« Emt Val Min Max BEmt Val M M=x BEmt Val| Min Max Use Adduct
H 1 10 40 o 2 2 4 5 2 [ 2 Ru 2 ¥ 1] H
C 4 10 40 F 1 0 1 Cl 1 0 1 P 2 [ 1]
N 3 3 10 P 3 0 0 Er 1 0 1 | 3 [ 1]
Emor Margin {ppm}: 5 D8E Range: 5.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apphy N Rule: yes Use M3n Info: yes
Mazx |sotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 sotope Res: 5000
MSn lso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resuls: 200
Event# 1 MS(E+) Ret Time: 3.053 Scan#: 438
1.100=64
1.000=64
5.000=3
2.000=3
B4
5.000=3
4.000=3
3.000es] 385.1182
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 B00.0 J00.0 800.0 500.0
Measured region for 384.1136 miz
100.04 s
50.H
385k162
SESAJ\HS
3840 3845 3850 3855 386.0 386.5 3870 ]
C18 H17 N5 03 5 [M+HH : Predicted region for 384.1125 miz
100.04 e
50.04 ‘
‘ ‘ 38311532
‘ l 386.1120
0 il : : : A : - :
3840 3845 3850 3855 386.0 386.5 3870 ]
Rank__ Score Fommuka (M) loni Meas. mfz Pmd_rrtz Ii)a}_lnl'l}_ l=a__DBE
89261 CIBHITN3 O35 [M+H]+ 2847738 2347 288 g7z 13l

Sekil 5.10 Bilesik 4a’ya ait HRMS spektrumu
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5.2.4.2. N-(3-Metoksifenil)-2-{2-[4-oksokinazolin-3(4H)-il]asetil}hidrazin-1-
karbotiyoamit (4b)

Goriiniim: Beyaz toz. E.n: 208-209°C
'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 3.75 (s, 3H, OCHs3), 4.79 (s, 2H, N-CH>), 6.77 (dd,
Ji= 1.67 Hz, J2= 7.84 Hz, H, fenil Ha), 6.93 (d, J= 8.03 Hz, H, fenil He), 7.25-7.30 (m,
2H, fenil H25), 7.59 (td, Ji= 1.05 Hz, J2=7.54 Hz, H, kinazolin Hs), 7.73 (d, J= 7.84 Hz,
H, kinazolin Hs), 7.87 (td, J1=1.52 Hz, J.=7.67 Hz, H, kinazolin H7), 8.15 (dd, J1=1.23
Hz, J>=7.98 Hz, H, kinazolin Hs), 8.35 (s, H, kinazolin H2), 9.42 (brs, H, CO-NH-NH-
CS-NH), 9.83 (brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 10.58 (brs, H, CS-NH-fenil).
13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 47.93 (N-CH2), 55.62 (OCHs), 110.98, 111.21,
117.59, 121.83, 126.40, 127.77, 129.44, 135.15, 140.53, 148.50, 148.72, 159.51,
161.06, 167.20, 170.95 (C=0), 180.96 (C=S).
HRMS (-m/z): [M+H]*: C1s8H17NsOsS igin hesaplanan: 384.1125, bulunan: 384.1121.
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Formula Predictor Report - D-PAT-K-2_113.Icd

Datz File: C:\LebSalutions'Dats\Analiz\Asaf D-PAT-H-2_113.lcd

Page 10f1

Elmt Val Mn Max Emt | Val Min Max EBmt Val Min Max Bmt Val Min Max Use Adduct
H 1 10 40 o 2 2 4 5 2 [ 2 Ru 2 [1 [1] H
C 4 10 40 F 1 0 1 Cl 1 0 1 Pd 2 0 1]
N 3 3 10 P 3 0 0 Er 1 0 1 | 3 0 1]
Emor Margin (ppm): 5 DEE Range: 5.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (3} 1.00 sotope Fles: S000
MSn Ilso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resuls: 200
Event¥: 1 MS{E+) Ret. Time:3.1680 Scanf: 473
6.000=EH
5.500=6
5.000=6
4. 500=6
4. 000=E i
3.500e#] e
3.000=H
2.500e6
2.000=6H
1.500=H 3851181
1.000=H
53.000=H
0 iy T A —————T 71— 71— —
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 B00.0 J00.0 B00.0 500.0
Measured region for 3841121 miz
100.04 a1z
50.H
3851181
3BE.1124
o — e e A ey "T" ——= —
3840 384.5 383.0 383.5 386.0 386.5 387.0 3875
C18 H17 NS O3 5 [M+H}+ : Predicted region for 384.1125 miz
100.0- 3841125
50.4
‘ 385.1152
} 3851120
0 : : : : i, N— ———
3840 384.5 383.0 383.5 386.0 386.5 387.0 3875
Rank__Score Fomula lon Meas. mfz_ Pred. mfz_ DF | Df. Isa__ DBE
88.08 C13HITN3 O35 [M+H]+ 3841121 3841123 04 -1.04  EBAT 130

Sekil 5.13. Bilesik 4b’ya ait HRMS spektrumu
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5.2.4.3. N-(2-Metoksifenil)-2-{2-[4-oksokinazolin-3(4H)-il]asetil}hidrazin-1-
karbotiyoamit (4c)

Goriiniim: Beyaz toz. E.n: 232-233°C
'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 3.80 (s, 3H, OCHBa), 4.80 (s, 2H, N-CH>), 6.93 (td,
J1=1.20 Hz, J2= 7.64 Hz, H, fenil Hs), 7.06 (dd, J1= 1.09 Hz, J.= 8.27 Hz, H, fenil Ha),
7.19 (t, J= 7.55 Hz, H, fenil Hq), 7.57 (td, J1= 1.11 Hz, J2=7.56 Hz, H, kinazolin Hs),
7.72 (d, J=7.84 Hz, 2H, kinazolin Hs ve fenil He), 7.86 (td, J1=1.53 Hz, J2=7.66 Hz, H,
kinazolin Hv), 8.13 (dd, J1=1.19 Hz, J>=7.99 Hz, H, kinazolin Hs), 8.32 (s, H, kinazolin
Hz), 9.05 (brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 9.83 (brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 10.59 (brs,
H, CS-NH-fenil).
BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 47.38 (N-CH), 56.15 (OCHs), 111.97, 120.22,
121.90, 126.48, 127.66, 127.72, 127.96, 135.04, 148.46, 148.80, 153.27, 160.75, 167.06
(C=0), 181.44 (C=9).
HRMS (-m/z): [M+H]": C18H17N50sS i¢in hesaplanan: 384.1125, bulunan: 384.1133.
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Formula Predictor Report - D-PAT-K-3_114.Icd Page 10f1

Datz File: C:\LebSalutions'Dats\Analiz\AsafD-PAT-H-3_114.lcd

Eimt Val Mn Max Emt | Val Min Max Emt Val Min Max Bmt Val Min Max Use Adduct
H 1 10 40 o 2 2 4 5 2 [ 2 Ru 2 [1 [1] H
C 4 10 40 F 1 0 1 Cl 1 0 1 Pd 2 0 1]
N 3 3 10 P 3 0 0 Er 1 0 1 | 3 0 1]
Emor Margin (ppm): 5 DEE Range: 5.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (3} 1.00 sotope Fles: S000
MSn Ilso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resuls: 200

Event: 1 MS({E+) Ret. Time : 3.093 -= 3.093 - 3.320 -> 3.317 Scan# : 465 -= 463 - 459 -= 493

1. 200ek
1.100=6
1.000=6
a1
8
7 24133
&
3
4
3 385.1182
20003
1.000e5
H—r ———t—— 14 L 'I. —_ —
100.0 200.0 200.0 400.0 S00.0 500.0 000 200.0 S00.0
Measured region for 3841133 miz
100.0+ =g
S0.H
335.1182
36,1173
o L | | —
2840 2825 2850 2835 2860 286 .5 287.0 2ETS
C18 H17 NS 03 5 [M+H]+ : Predicted region for 3841125 miz
100.0+ e
S0.H ‘
‘ ‘ 385.1152
‘ l 3851120
: A : : . ——s
2840 2825 2850 2835 2860 286 .5 287.0 JETS
Rank__Score Formula (M) lon Mears. miz Pmd_m?z ld)a}_l.'Ell}_ Isa___ DBE
7379 C18HIT NS 2 5 [M+H]+ 3|43y 384 203 7aE4 120

Sekil 5.16. Bilesik 4¢’ye ait HRMS spektrumu
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5.2.4.4. N-(4-Tolil)-2-{2-[4-oksokinazolin-3(4H)-il]asetil}hidrazin-1-karbotiyoamit
(4d)

Goriintim: Beyaz toz. E.n: 247-248°C
'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 2.30 (s, 3H, CHa), 4.79 (s, 2H, N-CHz), 7.17 (d, J=
8.26 Hz, 2H, fenil Hsgs), 7.37 (d, J= 8.34 Hz, 2H, fenil Hze), 7.59 (td, Ji= 1.10 Hz,
J2=7.58 Hz, H, kinazolin Hs), 7.73 (d, J= 7.72 Hz, H, kinazolin Hs), 7.87 (td, J1=1.55
Hz, J2=7.66 Hz, H, kinazolin Hv), 8.15 (dd, J1=1.22 Hz, J>=8.04 Hz, H, kinazolin Hs),
8.34 (s, H, kinazolin Hz), 9.43 (brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 9.76 (brs, H, CO-NH-NH-
CS-NH), 10.55 (brs, H, CS-NH-fenil).
1BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 21.01, 21.05, 47.85, 121.84, 125.63, 126.41, 127.76,
129.13, 135.14, 136.83, 148.50, 148.72, 148.75, 161.04, 167.22 (C=0), 181.18 (C=S).
HRMS (-m/z): [M+H]*: C18H17NsO2S i¢in hesaplanan: 368.1176, bulunan: 368.1188
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Formula Predictor Report - D-PAT-K-4_1135.lcd Pags 1of 1

Datz File: C:\LabSolutions\Dets\Analiz\ AsafiD-PAT-H-4_113.lcd

Eimt | Wal Min Max Emt | Val. Min Max Eimt Val Mm M=x Emt Val Min Max Use Adduct
H 1 10 40 o 2 2 4 5 2 [ 2 Ru 2 [1 1] H
C 4 10 40 F 1 0 1 Cl 1 0 1 Pd 2 0 1]
N 3 3 10 P 3 0 0 Er 1 0 1 | 3 0 1]
Emor Margin {ppm): 3 D2E Rangs: 5.0-20.0 Electron lons: both
HC F-atr:\: unlimited Apphy N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (3} 1.00 sotope Fles: S000
MSn k=0 RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 200

Event® 1 MS{E+) Ret Time:3.240 Scan# : 487

2.200e6
2.000e8]
1.800e6]
1.600e6]
1.400e6]
1.200e6]
1.000e6]
2.000e5]
5.000= 3651213
4.000e5]
2.000e5]
O—r S . - . —
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 £00.0 700.0 800.0 500.0

Measured region for 368.1188 m'z

Is8. 1188
100.04

0.4

3631213

e T oy iy — -.m T = T
368.0 3685 365.0 3658.5 370.0 370.5 371.0 KTk

C1E8 H17 NS 02 S [M+HI+ - Predicted region for 368.1176 miz

T
100.01 3881178

‘ 3681203

l 2701170
; A -

3610 315 2650 3855 370.0 3705 I71.0 1715

Rank__Score Formula (M) lon Meas. mfz_ Pred. mfz I‘)a}_m_ Isa__DBE
i .23 CIaHITNSC235 [M+H]+ 3561188  388.1175 326 7873 130

Sekil 5.19. Bilesik 4d’ye ait HRMS spektrumu
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5.2.4.5. N-(3-Tolil)-2-{2-[4-oksokinazolin-3(4H)-il]asetil}hidrazin-1-karbotiyoamit
(4e)

Goriiniim: Beyaz toz. E.n: 273-274°C
IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 2.31 (s, 3H, OCHs), 4.79 (s, 2H, N-CHz), 6.77 (d,
J=7.31 Hz, H, fenil Ha), 7.22-7.29 (m, 2H, fenil Hz5), 7.36 (d, J= 8.02 Hz, H, fenil He),
7.59 (td, Ji= 1.08 Hz, J2.=7.58 Hz, H, kinazolin Hs), 7.73 (d, J= 7.70 Hz, H, kinazolin
Hg), 7.88 (td, J1=1.55 Hz, J2=7.70 Hz, H, kinazolin H7), 8.15 (dd, J1=1.19 Hz, J2=8.07
Hz, H, kinazolin Hs), 8.34 (s, H, kinazolin Hz), 9.40 (brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 9.79
(brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 10.57 (brs, H, CS-NH-fenil).
13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 21.42, 47.92, 121.83, 122.85, 126.39, 127.78, 128.48,
135.17, 137.92, 139.28, 148.51, 148.76, 167.22 (C=0), 180.95 (C=S).
HRMS (-m/z): [M+H]*: C1sH17NsO2S igin hesaplanan: 368.1176, bulunan: 368.1176
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