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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi
bir kismini, basilt (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla
kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle
Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende
kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢alismalarda (makale,
kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif
hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin
yazili izin almarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim
etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik
Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erigsime Acilmasina Tliskin Yonerge”
kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi /
H.U. Kiitiiphaneleri A¢gik Erisim Sisteminde erisime agilir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime acilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir. )

o Enstitli/ Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karart ile tezimin erigime
agilmasi mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. ?

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmisgtir. ®

w2021
(imza)

Ahmet AVCI

!“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erigime A¢ilmasina Iligkin Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda,
tez danigmaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii tizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu iki
yil siire ile tezin erigime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2)  Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye doniismemis veya patent gibi yontemlerle
korunmamaus ve internetten paylagiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani olusturabilecek
bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danigsmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine
enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekceli karari ile alti ayr asmamak iizere tezin erigime agilmasi
engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara
iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapuldigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslarla
yapilan isbirligi protokolii ¢ercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karart ise, ilgili kurum ve
kurulusun onerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii iizerine iiniversite yonetim kurulu tarafindan verilir.
Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar ¢cer¢evesinde
muhafaza edilir, gizlilik kararimin kaldirilmas: halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir.

* Tez danismaninin Onerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim
kurulu tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu caligsmadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar diginda 6zglin oldugunu, Prof. Dr. Birsen TOZKOPARAN
KOPRUCU danismanliginda tarafimdan iiretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik

Bilimleri Enstitilisti Tez Yazim Y 6nergesine gore yazildigini beyan ederim.

Ecz. Ahmet AVCI
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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca bana yol gosteren, tezimin ve ¢alisma
hayatimin her asamasinda yardimlarini esirgemeyen ve gerceklestirdigim ¢aligmalarda
bana tiim olanaklar1 saglayan degerli danisman hocam Saym Prof. Dr. Birsen
TOZKOPARAN KOPRUCU’ye,

Farmas6tik Kimya alaninda beni yiiksek lisans yapmaya tesvik eden ve yliksek
lisansim boyunca gerek bilimsel, gerek manevi yardimlarini benden esirgemeyen
Sayn Prof. Dr. Nesrin GOKHAN KELEKCI’ye,

Tez caligmalarim sirasinda Anabilim Dal’'nin  tiim olanaklarindan
yararlanmami saglayan ve her konuda destek olan Farmasotik Kimya Anabilim Dali
bagkani Sayin Prof. Dr. Ayla BALKAN’a,

Bilesiklerin NMR spektrumlarinin alinmasindaki katkilarindan dolayr Sayin
Prof. Dr. Hakan GOKER e, eleman analizlerinin yapilmasindaki katkilaridan dolay1
Saym Dog. Dr. Mehmet ALP’e,

Bilesiklerin kiitle spektrumlarinin alinmasindaki katkilarindan dolay1 Sayin
Prof. Dr. Erhan PALASKAya,

Biyolojik aktivite caligmalarimi gerceklestiren Saym Prof. Dr. Engin
ULUKAYA ve Saym Dr. Ogr. Uy. Nazlthan AZTOPAL’a,

Yiiksek Lisansim boyunca destegini gordiigiim Farmasotik Kimya Anabilim
Dal1 6gretim iiyesi hocalarima ve arastirma gorevlisi arkadaglarima,

Beni her konuda destekleyen ve yalniz birakmayan sevgili anneme, babama ve
kardeslerime,

Ve sonsuz anlayisi ile her zaman yanimda olan, bu siirecte her tiirlii destek ve
Ozveriyi gosteren, bilimsel ve manevi konulardaki yardimlari ile tezime katki saglayan
sevgili esim Uzm. Ecz. Tugba ADAK AVCI’ya,

Tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET

Avel, A., Bazi Yeni Tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-Triazol-6(5SH)-on Tiirevlerinin Sentezi
ve Sitotoksik Etkilerinin Arastirilmasi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisiic Farmasotik Kimya Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara 2021.
Bu caligmada  sitotoksik  aktivite  goOstermesi  beklenen  2-siibstitiie-5-
benzilidentiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on (4a-6j) yapisinda otuz adet yeni
salkon tlirevi hibrit bilesik sentezlenmistir. Tasarlanan bilesikler 3,4,5-trimetoksi
benzoik asit, 3,4,5-trimetoksifenil asetik asit ve 3-(3,4,5-trimetoksifenil)propiyonik
asitten hareketle elde edilen 3-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiklerinin  (4-6)
asidik ortamda kloroasetik asit ve gesitli benzaldehitlerle (a-j) Claisen Schmitdh
kondenzasyon reaksiyonu sonucu elde edilmistir. Sentezlenen bilesiklerin erime
dereceleri saptanmig ve yapilart IR, 'H- ve 3C-NMR, kiitle spektroskopisi ve
elementel analiz verileri ile kanitlanmistir. Bilesiklerin hiicre canlilig1 iizerine etkileri
A549, P3, HCT116, MDA231 ve Beas2B hiicre hatlarinda 10 pM konsantrasyonda
Siilforodamin-B testi ile degerlendirilmistir. S6z konusu bilesikler i¢inde en iyi ICso
degerine sahip olan 6e bilesigi (ICso: 30,4 uM; 72 saat) A549 ve Beas2B hiicre
hatlarinda ATP canlilik testi, M30 testi, Annexin V testi, mitokondri membran
potansiyeli testi ve Kaspaz 3/7 testi yapilmak iizere secilmistir. Yapilan testlerin
sonucunda 6e bilesiginin apoptotik hiicre Oliimiinii tetikledigi ve zayif sitotoksik
aktivite sergiledigi bulunmustur. Sentezlenen bilesiklerde zayif sitotoksik aktivite
gbzlenmesi lizerine; sitostatik etkili olabilecekleri diigiiniilmiis ve bu etki ile ilgili
biyokimyasal yolaklar in siliko yontemler ile taranmistir. Bunun sonucunda
bilesiklerin EGFR inhibisyonu aktivitesine sahip olabilecegi diigiiniilmiis ve bu teori,
6i ve 6j bilesikleri kullanilarak A549 hiicre hattinda Western Blot testi ile test
edilmistir. Deney sonunda 6i ve 6j bilesiklerinin potansiyel EGFR inhibitorii olduklari

sonucuna ulagilmstir.

Anahtar Kelimeler: Heterosiklik salkonlar, 5-benzilidentiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on, sitotoksik aktivite, EGFR inhibisyonu.
Bu ¢alisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (Proje No: TYL-

2018-17558) ve Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) (Proje No: 1195854)

tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Avel, A., Synthesis and Evaluation of Cytotoxic Effects of Some Novel
Thiazolo[3,2-b]-1,2,4-Triazol-6(SH)-one Derivatives. Hacettepe University,
Graduate School of Health Sciences, MS Thesis in Pharmaceutical Chemistry,
Ankara 2021. In this study, thirty new hybrid chalcone derivatives, namely 2-
substituted-5-benzylidentiazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-one  (4a-6j) which is
expected to show cytotoxic activity were synthesized. Titled compounds were
synthesized by the reaction of 3-substituted-1,2,4-triazole-5-thione derivatives (4-6),
which were obtained from 3,4,5-trimethoxy benzoic acid, 3.,4,5-trimethoxyphenyl
acetic acid and 3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)propionic acid, chloroacetic acid and
various benzaldehydes (a-j) in acidic medium as a result of Claisen Schmitdh
condensation reaction. The melting points of the synthesized compounds were
determined and their structures were proved by IR, 'H- and '3C-NMR, mass
spectroscopy and elemental analysis data. The effects of compounds on cell viability
were evaluated by Sulforhodamine-B assay at 10 pM concentration in A549, P3,
HCT116, MDA231 and Beas2B cell lines. Then the compound 6e (ICso: 30,4 uM; 72
hours) which has the best ICso value among the others, has been further examined for
its ATP viability test, M30 test, Annexin V test, mitochondrial membrane potential
test and Caspase 3/7 test on A549 and Beas2B cell lines. As a result of these tests, it
was found that compound 6e triggered apoptotic cell death and exhibited weak
cytotoxic activity. Due to the weak cytotoxic activity of the compounds; the
biochemical pathways that could show anticancer activity with cytostatic effect were
screened by in silico methods and it was thought that the compounds might have EGFR
inhibition activity. This theory was tested by Western blot test on A549 cell line with
50 uM and 100 uM concentrations of 6i and 6j compounds, and it was concluded that
6i and 6j compounds were potential EGFR inhibitors.

Keywords: Heterocyclic chalcones, 5-benzylidentiazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-
one, cytotoxic activity, EGFR inhibition.
This study was supported by Hacettepe University Scientific Research Projects Coordination Unit

(Project No: TYL-2018-17558) and the Scientific and Technological Research Council of Turkey
(TUBITAK) (Project No: 1195854).
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SEKILLER

Anastrozol (1), Vorozol (2), Letrozol (3) ve Talazoparib (4)’in
yapilari.

Literatiirde sitotoksik aktivite gosterdigi bildirilen yapisinda 1,2,4-
triazol halkasi i¢eren bazi bilesikler (5-12).

Literatiirde sitotoksik aktivite gosterdigi bildirilen 5-iliden-
tiyazolidin-2,4-dion yapisi tagtyan bazi bilesikler (13-19).
Salkonlarin genel yapisi (20) ve sunitinib (21).

1,2,4-Triazol ve 5-iliden-tiyazolidin-2,4-dion yapisindaki bilesiklerin
bir araya getirilmesi ile olusturulan hibrit bilesigin yapisi.

1,2,4- (simetrik) ve 1,2,3- (visinal) triazol bilesikleri.

1,2,4-Triazol halkasinin tautomerleri.

1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin genel yapisi ve numaralandiril
masl.

1-Formiltiyosemikarbazitten hareketle 1,2,4-triazol-5-tiyon sentezi.

Formik asit ve tiyosemikarbazitten hareketle 1,2,4-triazol-5-tiyon
sentezi.

Alifatik ve aromatik karboksilli asitlerden hareketle 1,2,4-triazol-5-
tiyon sentezi.

Esterlerden hareketle 1,2,4-triazol-5-tiyon sentezi.

5-Metil-benzoksazol-2-on ve etil 2-kloroasetattan hareketle 1,2,4-
triazol-5-tiyon sentezi.

Benzoik asit ve metanolden hareketle 1,2,4-triazol-5-tiyon sentezi.

Benzoik asit ve tiyonil kloriirden hareketle 1,2,4-triazol-5-tiyon
sentezi.

Karboksilli asit ve N-hidroksisiiksinimitten hareketle 1,2,4-triazol-5-
tiyon sentezi.

4-Asetamidobenzaldehit tiyosemikarbazon ve benzil kloriirden
hareketle 1,2,4-triazol-5-tiyon sentezi.

Tiyosemikarbazit ve trietil ortoasetattan hareketle 1,2,4-triazol-5-
tiyon sentezi.

Difenilkarbodiimit ve tiyosemikarbazitten hareketle 1,2,4-triazol-5-
tiyon sentezi.
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1-(Agilamino)-1,2,3 4-tetrahidropirimidin-2-tiyondan hareketle
1,2,4-triazol-5-tiyon sentezi.

Tiyosemikarbazon esterleri ve primer aminlerden hareketle 1,2,4-
triazol-5-tiyon sentezi.

1,6-Bis(siibstitiie karbonil)-bitiyoiireden hareketle 3-amino-1,2,4-
triazol-5-tiyol sentezi.

Tiyosemikarbazit ve c¢esitli anhidritlerden hareketle 3-siibstitiie-
1,2,4-triazol-5-tiyon sentezi.

Etil 2-(3-dodekanoiltiyoiireido)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiyofen-3-
karbok _silat ve hidrazin hidrattan hareketle 3-dodekanoiltiyotireido-
1,2,4-triazol-5-tiyon sentezi.

5-Alkiltiyo-1,2,4-triazol tiirevlerinin agil kloriirler ile reaksiyonu.
1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin sekonder aminler ile reaksiyonu.

1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin potasyum monokloroasetat ile
reaksiyonu.

1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin S-alkilasyon reaksiyonu.

1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinden hareketle 5-siilfonamit ve 5-
siilfonik asit tiirevlerinin eldesi.

1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinden hareketle 5-siilfoksit ve 5-
siilfon tiirevlerinin eldesi.

1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinden hareketle S-alkil, devaminda 5-
siilfon bilesiklerinin eldesi.

1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinden hareketle 1,n-bis[5-(1,2,4-
triazolil)tiyo] alkan tiirevlerinin eldesi.

1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin hidrazin hidrat ile reaksiyonu.
1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin Raney nikeli ile reaksiyonu.

1,2,4-Triazol-5-tiyol bilesiklerinin susuz sodyum asetat varliginda
kloroasetik asit ile reaksiyonu.

1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin asidik ortamda kloroasetik asit ve
cesitli benzaldehitler ile tek kapda reaksiyonu.

1,2,4-Triazol-5-tiyon tiirevlerinin dihaloalkanlar ile S-alkilasyon
iirlinlerinin ¢esitli reaksiyonlari.

1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin aril alfa haloketonlar ile
1isitilmasiyla elde edilen S-arilketon bilesiklerinin fosforil klorir ile
reaksiyonu.

S-Arilketon yapisindaki 1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiklerinin halka
siklizasyon reaksiyonu.

1,2,4-Triazol-5-tiyol  bilesiklerinin  1-siibstitiiefenil-1H-pirol-2,5-
dion bilesikleri ile reaksiyonu.
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1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin propargil bromiir ile 1sitilmasi
sonucu elde edilen  3-siibstitiie-5-propargiltiyo-1,2,4-triazol
bilesiklerinin ferri hidrojen siilfat ve titanyum dioksit ile reaksiyonu.
3-Fenil-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiklerinden hareketle tiyazolo[2,3-
c]-1,2,4-triazol-5(6H)-on ve 7-feniltiyazino[3,2-b]-1,2,4-triazol-
4(2H,3H)-on bilesiklerinin eldesi.

1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin ¢esitli sinnamoil kloriirler ile
reaksiyonu.

1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinden hareketle 1,2,4-triazolo[3,2-
b][1,3]-tiyazin-7-on ve 1,2,4-triazolo[3,4-b][1,3]tiyazin-5-on bile
siklerinin eldesi.

1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin N-siibstitiie-N-klorometilkarba
moil kloriir ile reaksiyonu.

1,2,4-Triazol-5-tiyol bilesiklerinin iki mol formaldehit ve bir mol
metilamin ile reaksiyonu.

1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin ¢esitli primer aminler ve iki mol
formaldehit varliginda gergeklestirilen bis-Mannich reaksiyonu.
3-Amino-5-siibstitiie merkapto-1,2,4-triazol tiirevi bilesiklerden
hareketle 1,2,4-triazolo[ 1,5-a]pirimidin bilesiklerinin sentezi.
1,2,4-Triazol-5-tiyol bilesiklerinin dimedon (5,5-dimetil-1,3-siklo
hekzadion) ile reaksiyonu.

1,2,4-Triazol-5-tiyol bilesiklerinin 4-bromo-5-nitrofitalonitril ile
reaksiyonu.

3-(4-Aminofenil)-4-(4-hidroksifenetil)-1 H-1,2,4-triazol-5-tiyon
bilesiginin elektron iyonizasyon yontemi ile alman kiitle
spektrumundaki ~ parcalanmalar.
3-Piridil-4-amino-1,2,4-triazol-5-tiyol bilesiklerinin elektron
iyonizasyon teknigi ile alinan kiitle spektrumlarinda goriilen
par¢alanma yolaklart.

Antibakteriyel etkili siprofloksasin artig1 tagtyan 1,2,4-triazol-5-tiyon
bilesikleri.

Antibakteriyel etkili 1,2,4-triazol-5-tiyon Mannich bazlar1.
Antibakteriyel etkili 3-(4-klorofenil)-4-[2-(4-siibstitiie fenil)-4,5-
difenil-4,5-dihidro- 1 H-imidazol-1-il)]-1,2,4-triazol-5-tiyon
bilesikleri.

Antibakteriyel etkili 4-siibstitiie-3-[2-(4-metiltiyobenzil)-4-metil-
tiyazol-5-il]-1,2,4-triazol-5-tiyon ve 3-(4-metil-2-feniltiyazol-5-il)-
4-(siibstitiie amino)-1,2,4-triazol-5-tiyol bilesikleri.

Flukonazol (1), ravukonazol (2), vorikonazol (3), itrakonazol (4) ve
posakonazol (5) bilesiklerinin yapilari.
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Ug numarali konumunda tiyazol tasiyan antifungal etkili 4-siibstitiie-
1,2,4-triazol-5-tiyon bilesikleri.

Antifungal etkili 3-(2,4-dikloro-5-florofenil)-1,4-disiibstitlie-1,2,4-
triazol-5-tiyon bilesikleri.

Antifungal etkili 3-(1H-indol-2-il)-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesikleri.
Antifungal etkili 3,3'-biitan-1,4-diilbis[4-etil-1-(morfolin-4-ilmetil)-
4H-1,2 4-triazol-5-tiyon] bilesigi.

Alprazolam (1), estazolam (2) ve triazolam (3) bilesiklerinin yapilart.
Antikonviilsan etkili 3-[2-(2-florofenoksi)fenil]-4H-1,2,4-triazol-5-
tiyol bilesikleri.

Antikonviilsan etkili 3-(1H-indol-3-il)metil-4-(siibstitiie aril)-1H-
1,2,4-triazol-5-tiyon bilesikleri.

Antikonviilsan etkili  3-(3-klorofenil)-4-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-
tiyon bilesikleri.

Antidepresan etkili 3-siibstitlie fenil-1,4-dialkil-1,2,4-triazol-5-tiyon
bilesikleri.

Antidepresan etkili triazolilfenotiyazin tiirevi Schiff bazlar:.
Analjezik-antiinflamatuvar etkili 3-(2-naftiloksimetil)-4-siibstitiie-
1,2,4-triazol-5-tiyon bilesikleri.

Analjezik-antiinflamatuvar etkili 3-[2-(2,6-dikloro-anilino)benzil]-4-
siibstitlie-1 H-1,2,4-triazol-5-tiyol bilesikleri.
Analjezik-antiinflamatuvar  etkili ~ 3-(1-(2-floro-[1,1'-bifenil]-4-
iDetil)-1H-1,2,4-triazol-5-tiyon ve 3-[(1-(4-klorobenzoil)-5-metoksi-
2-metilindol-3-il)metil]-4-butil-1H-1,2,4-triazol-5-tiyol bilesikleri.
Analjezik-antiinflamatuvar etkili ¢esitli 3-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-
tiyon bilesikleri.

Analjezik-antiinflamatuvar etkili 3-siibstitiie-5-alkilsiilfonil-1,2,4-
triazol bilesikleri.

Analjezik-antiinflamatuvar etkili 3-[(5-metil-2-benzoksazolinon-3-
il)metil]-4-siibstitiie-1H-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesikleri.
Analjezik-antiinflamatuvar  etkili  3-(4-klorofenil)-1-(morfolin-4-
ilmetil)-4-stibstitiie-1 H-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesikleri.

Antioksidan etkili 3-(2-fenilbenzimidazol-1-il-metil)-4-siibstitiie-
1,2,4-triazol-5-tiyon bilesikleri.

Antioksidan etkili  3-(2-(4-klorofenil)benzimidazol-1-il-metil)-4-
metoksifenil-1,2,4-triazol-5-tiyon ve 3-(2-(4-piridil)benzimidazol-1-
il-metil)-4-(3,4-diklorofenil)-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesikleri.
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Antioksidan etkili 4-(2,4-dimetilfenil)-3-(3-nitrofenil)-1,2,4-triazol-
5-tiyon ve 3-(4-klorofenil)-4-(2,4-dimetilfenil)-1,2,4-triazol-5-tiyon
bilesikleri.

Antioksidan etkili 3-(4-kloro-2-metilfenil)-4-(2,5-dihidroksibenzi
lidenamino)-4H-1,2,4-triazol-5-tiyol ve 3-(4-kloro-2-metilfenil)-4-
(4-metoksibenzilidenamino)-4H-1,2,4-triazol-5-tiyol bilesikleri.
Antiviral etkili 4-(4-klorofenil)-3-[2-merkapto-1-(4-toluenstiilfonil
amino)etil]-1H-1,2,4-triazol-5-tiyon.

Antiviral etkili ¢esitli 1,2,4-triazol-5-tiyon bilesikleri.

Anastrozol (1), letrozol (2) ve vorozol (3) bilesiklerinin yapilari.
Antikanser etkili 1,4-dihidro-3-(3-fenoksikarbonil-2-naftil)-4-etil-
1H-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesigi.

Antikanser etkili  3-[(4-hidroksi-6-metil-1H-2-piridinon)-3-il]-4-
arilidenamino-1H-1,2 4-triazol-5-tiyon bilesikleri.

Antikanser etkili 3-(benziloksi)-4-[[(3-(4-klorofenil)-1H-pirazol-4-
i)metiliden]amino]-1,2,4-triazol-5-tiyon ve 4-[[(3-(4-fluorofenil-
1 H-pirazol-4-il)metiliden]amino]-3-((4-metilbenzil)oksi)-1-
(morfolinometil)-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesikleri.

Antikanser etkili 4-amino-3-(5-feniltiyen-2-il)-1H-1,2,4-triazol-5-
tiyon bilesigi.

Antikanser etkili 1-[4-(5-merkapto-4-(4-fenoksifenil-1,2,4-triazol-3-
iltiyazol-2-il]-3-(4-fenoksifenil)tiyoiire ve 1-(2,4-dimetoksifenil)-3-
[4-[4-(2,4-dimetoksifenil)-5-merkapto-1,2,4-triazol-3-ilJtiyazol-2-
il]tiyoiire bilesikleri.

Antikanser etkili 4-[3-(4-florofenil)-5-tiyokso-1,5-dihidro-4H-1,2,4-
triazol-4-il]benzensiilfonamit ve 4-[3-(4-bromofenil)-5-tiyokso-1,5-
dihidro-4H-1,2,4-triazol-4-il]benzensiilfonamit bilesikleri.

2-Fenil-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on bilesiginin hidrazin
hidrat ile reaksiyonu.

2-siibstitiie-5-benziliden-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on bile
siklerinin ¢esitli piperazinler ile Michael katim reaksiyonu.

2-Siibstitiie fenil-5-siibstitiie benziliden-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-
6(5H)-on yapisindaki bilesiklerin sodyum asetat varliginda hidrazin
hidrat ile reaksiyonu.

Tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on bilesiklerinin asidik ortamda
aldehitlerle reaksiyonu.

5-Etoksimetilen-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on  bilesiginin
hidrazin hidrat ile reaksiyonu.
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2-Metil-5-a-aminobenzil-6-hidroksi-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol
bilesiginin kiitle spektrumundaki par¢alanma yolaklari.

Antibakteriyel etkili ¢esitli tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol bilesikleri.

Antibakteriyel etkili kumarin halkasi tagiyan bir seri tiyazolo[3,2-b]-
1,2,4-triazol bilesikleri.

Antifungal etkili 2,6-disiibstitiie-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol bile
sikleri.

Antifungal etkili 5-(4-klorobenziliden)-2-(4-metilfenil)tiyazolo[3,2-
b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on ve 3-(2-fluorofenil)-6-(4-metilfenil)-3,3a-
dihidro-2H-pirazolo[3',4":4,5]tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol bilesikleri.

Antifungal etkili 5-benziliden-2-adamantiltiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on bilesiklerinin genel yapisi.

Antikonviilsan etkili  2,6-distibstitiie-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol
bilesikleri.

Antikonviilsan etkili 2-(2-bromo-5-metoksifenil)-5-(3,4-dimetok
sibenziliden) tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on ve 2-(2-bromo-
5-metoksifenil)-5-(3,4, 5-trimetoksibenziliden)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on bilesikleri.

Antioksidan etkili 2-adamantil-5-siibstitiie benzilidentiyazolo[3,2-b]-
1,2,4-triazol-6(5H)-on bilesikleri.

Analjezik-antiinflamatuvar etkili 5-benziliden-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on bilesikleri.

Analjezik-antiinflamatuvar etkili 5-benziliden-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on bilesikleri.

Analjezik-antiinflamatuvar etkili 5-benziliden-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on bilesikleri.

Analjezik-antiinflamatuvar  etkili = 2-(2,4-dikloro-5-florofenil)-6-
siibstitlie fenil-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol  bilesiklerinin  genel
yapisi.

Analjezik-antiinflamatuvar etkili ¢esitli 5-siibstitiie-tiyazolo[3,2-b]-
1,2,4-triazol-6(5H)-on bilesiklerinin genel yapisi.

Analjezik-antiinflamatuvar etkili 2-[1-(7-metoksinaftalen-3-il-)]etil-
5-(5-metiltiyofen-2-il)-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on
bilesigi.
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Antikanser etkili 5-(N-siibstitiiefenil)asetamidotiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on bilesigi.

Antikanser etkili 5-(4-klorofenil)-2-(4-metoksifenil)-5,6-dihidroti

yazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol bilesigi.

Apoptoz, otofaji ve nekrozun sekilsel gosterimi.

SRB Testi yapilisi ve mekanizmasi.

4 Serisi bilesiklerin 10 pM konsantrasyonda SRB testi sonuglari.
5 Serisi bilesiklerin 10 pM konsantrasyonda SRB testi sonuglari.
6 Serisi bilesiklerin 10 pM konsantrasyonda SRB testi sonuglari.

Secilen bilesiklerin 0-100 M aralifinda Beas2B hiicre hattindaki
SRB testi sonuglari.

Secilen bilesiklerin 0-100 pM araliginda A549 hiicre hattindaki SRB
testi sonuglart.

6e Bilesiginin A549 ve Beas2B hiicre hatlarinda 0-100 pM
araligindaki ATP Canlilik Testi sonuglari.

6e Bilesiginin A549 hiicre hattinda 100 uM’da M30 hiicre 6liimii testi
sonucu.

6e Bilesiginin Annexin V analiz sonucu.

6e Bilesiginin Kaspaz 3/7 testi sonucu.

6e Bilesiginin mitokondri membran potansiyeli testi sonucu.
6i Bilesiginin biiylime egrisi.

6j Bilesiginin biiylime egrisi.

6i Bilesiginin Western Blot testi sonucu.

6j Bilesiginin Western Blot testi sonucu.

Bilesik 4g (A), Erlotinib (B) ve topolojik benzerliklerinin (C) ii¢
boyutlu gdsterimi.

Bilesik 4g’nin protein i¢indeki baglanma modu ve amino asitler ile
yaptig1 etkilesmeler.

Ester tiirevlerinin (2a-c) sentez yontemi.

Agiltiyosemikarbazit tiirevlerinin (3a-¢) sentez yontemi.
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1,2,4-Triazol-5-tiyon tiirevlerinin (4-6) sentez yontemi.
Tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on tlirevlerinin (4a-6j) sentezi.
Tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-5(6H)-on tiirevlerinin (4a-6j) sentez
mekanizmasi.

Sentez reaksiyonunda olugsmas1 muhtemel yap1 izomerleri.

Bilesik 6d’nin IR spektrumu.

Bilesik 4d’nin DMSO iginde 400 MHz’de alinan 'H-NMR
spektrumu.

Bilesik 5d’nin DMSO iginde 400 MHz’de alinan 'H-NMR
spektrumu.

Bilesik 6d’nin DMSO iginde 400 MHz’de alinan 'H-NMR
spektrumu.

Bilesik 4d’nin DMSO i¢inde 100 MHz’de alinan '*C-NMR
spektrumu.

Bilesik 5d’nin DMSO iginde 100 MHz’de alinan '*C-NMR
spektrumu.

Bilesik 6d’nin DMSO iginde 400 MHz’de alinan '*C-NMR
spektrumu.

Sentezlenen bilesiklerin kiitle spektrumlarinda 6ngdriilen
pargalanma.

Bilesik 4d’nin elektron sprey iyonizasyon yontemi ile alinan kiitle
spektrumu.

Bilesik Sd’nin elektron sprey iyonizasyon yontemi ile alinan kiitle
spektrumu.

Bilesik 6d’nin elektron sprey iyonizasyon yontemi ile alinan kiitle
spektrumu.
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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin DNA hasar1 sonucunda kontrolsiiz olarak bdliinmesiyle
baslayan, hemen hemen her doku veya organda olusabilen, metastaz yolu ile diger
doku ve organlara yayilabilen 6liimciil bir hastalik grubuna verilen genel addir (1).
Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) 2020 yili raporuna gére kanser, diinyadaki en
yaygin 6liim sebepleri siralamasinda ikinci sirada bulunmaktadir. WHO istatistiklerine
gore diinya genelinde 2018 yilinda 9,6 milyon kisi kanser sebebiyle hayatini
kaybetmistir ve 2030 yilinda yeni kanser vakasi sayisinin yaklasik 20 milyona ve
kansere bagli 6liim sayisinin da 13 milyon kisiye ulasacagi tahmin edilmektedir (2—4).
Bu veriler kanserin olusturdugu tehlikenin boyutunu goézler Oniine sermektedir.
WHO’nun 2020 raporuna gore en sik goriilen kanser tiirleri sirasiyla akciger kanseri
(2018’de 2,1 milyon yeni vaka ve 1,8 milyon o6liim), meme kanseri (2018’de
kadinlarda 2,1 milyon yeni vaka ve 627 bin 6liim) ve kolorektal kanserdir (2018°de
1,8 milyon yeni vaka ve 880 bin 6liim). Erkeklerde en ¢ok goriilen kanser tiirii akciger
kanseri iken, kadinlarda en sik goriilen tiir meme kanseridir (4).

Kanserin sebebi kesin olarak bilinmemekle birlikte, bu hastalik i¢in risk
faktorleri yasam sekline, cinsiyete, yasa ve genetik faktorlere bagli olarak
degismektedir. Amerikan Kanser Dernegi (ACS) ve WHO ya gore kanserin en yaygin
sebepleri;

e Tiitlin ve Urinlerinin kullanimai,

o Alkol tiiketimi,

e Beslenme ve diyet (kontamine olmus yiyecek ve igcecekler, karsinojen

iceren beslenme iirlinleri),

e Giines 15181 ve UV radyasyona maruz kalma,

o Fiziksel aktivite eksikligi ve obezite,

e (Cesitli viriis ve enfeksiyonlar,

e (Cesitli meslekler ve ilaglar olarak gosterilmektedir (5,6).

Son yillarda tedavi yontemlerinde biiytlik gelismeler olmasina ragmen kanser
kesin tedavisi halen ¢ok zor olan bir hastaliktir. Ancak, hastalik erken teshis
edildiginde ve dogru tedavi yaklasimlar1 uygulandiginda, kanserin pek ¢ok tiiriinde

yiiksek oranda iyilesme ihtimali bulundugu bildirilmektedir. Bununla beraber tedavi



icin diinyada ayrilan kaynak da oldukga biiyiiktiir ve her gecen giin artmaktadir.
Kiiresel onkoloji egilimi raporlarina gore, kanser ilaglari i¢in kiiresel harcamalar 2009
yilinda 75 milyar dolar iken, 2014 yilinda 100 milyar dolara, 2018 yilinda ise 150
milyar dolara ulagsmistir. Bu rakamim 2023 yilinda 240 milyar dolara ulasmasi
beklenmektedir (2-4,7).

Kanser tedavisinin amaci kanserli hiicrelerin boliinmesinin durdurulmasi ve bu
hiicrelerin viicuttan uzaklastirilmasidir. Tedavide kullanilan yontemler genel olarak
cerrahi yontemler, kemoterapi ve radyoterapi olarak siniflandirilabilir. Tedavide tek
bagina cerrahi miidahale, kemoterapi ve/veya radyoterapi uygulanabildigi gibi,
hastalik evresine ve hastanin durumuna goére bu yoOntemler kombine sekilde de
uygulanabilmektedir. Bunun disinda gen tedavisi, hedefe yonelik tedavi,
immiinoterapi, kok hiicre tedavisi ve hormon tedavisi kanser tedavisinde yeni
yontemler olarak kabul edilmektedir (8,9).

Kanser tedavisinde 6nemli bir tedavi yontemi olan kemoterapi pek ¢ok kanser
tirtinde tedavideki ilk segenek olarak agirligii korumaktadir (10). Tedavide
kullanilan kemoterapdétikler,

e Mitoz inhibitorleri

e Alkilleyici bilesikler

e Antimetabolitler

e Nitrozoiire bilesikleri

e Antitiimdr antibiyotikler

e Topoizomeraz inhibitdrleri

e Diger kemoterapi ilaglari olarak siniflandirilabilir (11).

Tedavide farkli kimyasal yapiya sahip bir¢ok ilag etkin olarak kullanilmakla
beraber, mevcut ilaglarin ciddi yan etkileri, segici etki sorunlar1 ve direng gelistirme
potansiyelleri nedeniyle bu alanda yeni ilaglarin kesfi 6nemini korumaktadir. Son
yillarda direng ve toksik yan etkilerden kaginmak amaciyla, klinikte kombine ilag
tedavileri veya coklu etkili ilag (multi-acting drug) kullanim1 geleneksel sitotoksik
tedaviye tercih edilmektedir. Bu yaklasim, multifaktoriyel bir hastalik olan kanser
tedavisinde birden fazla biyolojik hedefi ayn1 anda etkileyen yeni bilesiklerin kesfine
ilgiyi arttirmigtir.

Biyolojik etkili bilesiklerin tasarlanmasinda, heterosiklik halkalar ana yap1



olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu baglamda 1,2,4-triazol halka sistemi ve
tiirevleri biyoaktivitelerindeki cesitlilikten dolay1r yeni ilag kesif ve gelistirme
siirecinde vazgecilmez bir halka sistemi olmustur. Biyolojik aktivitelerindeki ¢esitlilik
halka sistemindeki ii¢ azot atomunun reseptor aktif yoresinde hidrojen bag akseptorii
ve/veya hidrojen bag dondrii olarak davranarak aktiviteyi diizenlemesiyle
iliskilendirilmistir. Ayrica bu halka polar yapisindan dolay1 molekiiliin ¢oziiniirliigiinii
artirmakta, farmakokinetik ve farmakodinamik Ozelliklerin iyilesmesine katki
saglamaktadir. Literatiirde pek c¢ok bilesigin yapisinda, farmakofor 6zellikli gruplar
arasinda baglayici olarak kullanilmasinin ligand reseptor etkilesimlerinde ilaca istenen
esnekligi sagladigi tespit edilmistir. Biitiin bu 6zellikleri nedeniyle triazol ve iligkili
halka sistemleri ila¢ gelistirme c¢aligmalarinda {izerinde ¢ok ¢alisilan halka
sistemlerinden olmustur (12).

Yapisinda 1,2,4-triazol halka sistemini tagiyan FDA onayli topoizomeraz
inhibitorii anastrozol (1), vorozol (2), letrozol (3) ve poli(ADP-riboz) polimeraz
(PARP) enzim inhibitorii talazoparib (4) meme kanseri tedavisinde halen etkin sekilde
kullanilan bilesiklerdir (Sekil 1.1) (13—15). Ayrica literatiirde triazol bilesiklerinin (5-
8) ve triazol iceren kondanse halkalarin (9-12) sitotoksik aktivitesi lizerine yapilmis

bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Sekil 1.2) (16-23).
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Sekil 1.1. Anastrozol (1), Vorozol (2), Letrozol (3) ve Talazoparib (4)’in yapilari.
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Sekil 1.2. Literatiirde sitotoksik aktivite gosterdigi bildirilen yapisinda 1,2,4- triazol
halkasi i¢eren bazi bilesikler (5-12).

Son yillarda tiyazolidin-2,4-dion yapisina sahip bilesikler sitotoksik aktiviteleri
yoniinden dikkat ¢ekmis ve ¢esitli 5-iliden-tiyazolidin-2,4-dion tiirevi bilesiklerin (13-
19) in vitro sartlarda degisik kanser hiicre hatlarinda dikkat cekici sitotoksik etki
gosterdigi cesitli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Sekil 1.3) (24-30).
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ICs0: 0.801 uM 1Cs0: 0,4 uM

ICso: 7,10 uM ICso: 2,7 uM
Sekil 1.3. Literatiirde sitotoksik aktivite gosterdigi bildirilen 5-iliden-tiyazolidin-
2,4-dion yapis1 tastyan bazi bilesikler (13-19).

Salkonlar, bitkilerin yapisinda dogal olarak bulunan, flavonoidlerin
biyosentezinde biyoprekiirsor olarak rol oynayan ii¢ karbonlu a,B-doymamis karbonil
sistemine 1,3-konumlarindan baglanmig iki aromatik halka tasiyan 1,3-diaril-2-
propen-1-on (20) temel yapisina sahip bilesiklerdir. Salkonlar ¢esitli bitkilerden izole
edilebilecegi gibi, siibstitiie benzaldehitler ve asetofenonlar kullanilarak Claisen-
Schmidt kondenzasyon reaksiyonu ile asidik veya bazik kosullarda elde edilebilen
bilesik tiirleridir. Salkonlar {izerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda bu bilesiklerin
antikanser,  antiinflamatuvar, antioksidan, antimalaryal, antiinfektif ve

antileishmaniyal aktivite sergiledikleri belirlenmis, bu genis biyolojik potansiyelleri



sebebiyle arastirmacilarin ilgi odagi haline gelmistir (31-33). Salkonlar pek ¢ok kanser
hiicre hattina kars1 gosterdigi genis spektrumlu aktivite nedeniyle antikanser ilag¢
gelistirme ¢alismalarinda halen popiilerligini koruyan yapilardir (34-36). Salkon
tiirevi bilesiklerde her iki aril halkasinin siibstitiientlerinde yapilan degisiklikler, aril
halkalarmin heterosiklik halkalarla degistirilmesi veya farmakolojik etkili diger
farmakoforik gruplarla baglanarak yapilan molekiiler hibridizasyon baglica
modifikasyon yollaridir ve bu yapisal tiirevlendirmeler ile antikanser etkileri
iyilestirilmis ¢ok sayida yeni bilesik literatiire kazandirilmistir (10,37-39). Yapilan
yapi-etki caligmalarinin sonucunda basit yapili salkonlarda her iki fenil halkasi
tizerindeki metoksi siibstitiisyonlarinin, konumlarina bagli olarak antikanser aktiviteyi
onemli derecede etkiledigi belirlenmistir (37,40,41). Dogal ve yar1 sentetik salkonlarin
antikanser aktivitelerini hiicre siklusunu diizenleyen kinazlarin inhibisyonu,
anjiyogenez inhibisyonu, tiibiilin polimerizasyonunun inhibisyonu, hiicre siklusunu
G2 fazinda durdurarak, hiicredeki ¢esitli apoptotik yolaklar1 aktive etmelerinin sonucu
hiicreyi apoptoza gotiirerek vb. ¢cok degisik mekanizmalarla gdsterdikleri bildirilmistir
(39-41). Sunitinib (21) ilerlemis bobrek karsinoma ve imatinibe resistan
gastrointestinal sistemin mezankimal neoplazmlarinin tedavisinde kullanilan, FDA

tarafindan onaylanmis heterosiklik bir salkon tiirevidir (Sekil 1.4) (42).

20
Sekil 1.4. Salkonlarin genel yapis1 (20) ve sunitinib (21).

Biyolojik olarak aktif gruplarin molekiilde bir araya getirilmesi, diger bir
deyisle hibridizasyon suretiyle mevcut bilesiklerden daha aktif molekiillerin
olusturulmasi, yeni ilag molekiillerinin gelistirilmesinde 6nemli bir kavramdir. Hibrit
molekiil yaklasimiyla elde edilen ¢ok fonksiyonlu bilesiklerle kompleks hastaliklarin
tedavisinde basar1 sansinin artacagina inanilmaktadir.

Daha once belirtildigi gibi kondanse triazol ve tiyazolidin-2,4-dion grubu

bilesiklerin sitotoksik etkilerinin oldugunun goézlenmesi, c¢alisma grubumuzun



geemiste analjezik-antiinflamatuvar etkileri lizerinde calistig1 tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on halka sisteminin de bu etkiye sahip olabilecegini diislindiirmiistiir
(43-46). Ayrica tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on halka sisteminin heterosiklik
salkon yapist iceriyor olmasi s6z konusu hipotezimizi giiclendirmektedir.

Belirtilen verilere dayanarak bu tez ¢alismasinda; 1,2,4-triazol ve 5-
benzilidentiyazolidin-2,4-dion halka sistemlerini bir arada igeren, literatiirde kayith
olmayan otuz adet yeni tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on tiirevi hibrit bilesigin
(4a-6j) sentezinin yapilmasi, IR, 'H- ve 1*C-NMR, kiitle spektroskopisi ve elementel
analiz yontemleri ile yapilarimin aydmlatilmas: ve sitotoksik aktivitelerinin
incelenmesi amaglanmistir (Sekil 1.5). Tasarlanan halka sisteminin siibstitiientleri
secilirken degisik elektronik 6zelliklere sahip benzaldehitlerin ve antikanser aktiviteye
katkis1 oldugu literatiirde gosterilen metoksi grubunun kullanilmasi diistiniilmistiir

(Tablo 1.1).
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Sekil 1.5. 1,2,4-Triazol ve 5-iliden-tiyazolidin-2,4-dion yapisindaki bilesiklerin bir
araya getirilmesi ile olusturulan hibrit bilesigin yapist.

Tablo 1.1. Sentezi yapilan tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on tiirevleri.
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2. GENEL BILGILER

Triazol; 1885 yilinda literatiir diinyasina kazandirilmis, yapisinda ii¢ azot
atomu tastyan heterosiklik bir yapidir (47,48). Azot atomlarinin halkada bulunduklari
konumlara gore 1,2,4- (simetrik) ve 1,2,3- (visinal) triazol olmak iizere iki yapi

izomerine sahiptir (Sekil 2.1).

N N
H

1,2,4-Triazol 1,2,3-Triazol

Sekil 2.1. 1,2,4- (simetrik) ve 1,2,3- (visinal) triazol bilesikleri.

1,2,4-Triazol halkasinin ii¢ tautomerik formu bulunur; ancak en kararli hali I
(1,2,4-1H-triazol) ve II (1,2,4-4H-triazol) numarali formlaridir (49). Reseptorlerle
hidrojen bagi yapabilecek donér/akseptor bolgeleri bulundurmalari, polar yapida
olmalar1 ve biyolojik aktivitelerindeki cesitlilikten dolayi triazoller medisinal kimya

alaninda oldukga ilgi ¢ekici bir halka sistemini olugturmaktadir (Sekil 2.2).

N-NH =N

L) — ) )

N N N
H

H

I II 11

Sekil 2.2. 1,2,4-Triazol halkasinin tautomerleri.

3-Siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyonlarin ~ yapilarinda  tasidiklar1  tiyoketon
grubundan kaynakli iki tautomeri bulunmaktadir. Bu tautomerlerden tiyon formu tiyol
formuna gore daha baskindir (50). Bilesiklerin numaralandirilmasinda 3 ve 5 numarali
konumlar i¢in literatiirde herhangi bir dncelik bulunmamaktadir. Konu ile ilgili daha
onceki ¢aligmalarimiz dikkate alinarak siibstitiientlerin baglandigi karbona 3, kiikiirt
atomunun baglandig1 karbona ise 5 numara verilerek bilesikler isimlendirilmistir

(Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. 1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin genel yapisi ve
numaralandirilmasi.
Bu tez calismasinin genel bilgiler kisminda, hedeflenen sonug iiriinlerinin
sentezinde baslangic maddesi olarak kullanilan 3-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon
bilesikleri ve onlarin kondanse tiirevleri olan 2,5-dislibstitiie-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-

triazol-6(5H)-on tiirevi bilesikler hakkinda literatiir bilgilerine yer verilmistir.
2.1. 3-Siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyonlar
2.1.1. 3-Siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyonlarin Sentezi

1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiginin sentezi ilk kez Freund tarafindan 1896
yilinda, I-formiltiyosemikarbazitin yliksek sicaklikta kuru kuruya isitilmasiyla

gerceklestirilmistir (Sekil 2.4) (51).

0 S N-NH
i H H t°C U \&
H-C-N-N-C-NH, ———> S
Baz E

Sekil 2.4. 1-Formiltiyosemikarbazitten hareketle 1,2,4-triazol-5-tiyon sentezi.

Bu yontemin diginda glinlimiize kadar literatiirde 3-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-
tiyonlarin sentezi igin farkli yontemler denenmistir:

Freund’un 1896 yilinda ilk defa sentezledigi 3-numarali konumda nonstibstitiie
olan 1,2,4-triazol bilesigini, Yitao Li ve arkadaglar1 (52) formik asidin sulu ortamda
tiyosemikarbazitle 1sitilmasi sonucunda olusan 1-formil-tiyosemikarbaziti potasyum

karbonat ¢ozeltisi ile 1sitarak elde etmislerdir (Sekil 2.5).

B | QS \i¢ A N\( ., \A\s

H” "OH = H,N

Sekil 2.5. Formik asit ve tiyosemikarbazitten hareketle 1,2,4-triazol-5-tiyon sentezi.
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Formik asit disinda, c¢esitli alifatik ve aromatik siibstitiientler tasiyan
karboksilli asitlerin tiyosemikarbazit ile reaksiyonu sonucu elde edilen 1-agil-
tiyosemikarbazit bilesiklerinin sodyum hidroksit (53,54), potasyum hidroksit (55,56),
sodyum bikarbonat (57,58), potasyum karbonat (59), trietilamin (60) gibi ¢esitli bazlar
ile 1sitilmasiyla veya mikrodalga 1s1ma (61) uygulanarak 3-numarali konumda ¢esitli

alkil/aril siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesikleri sentezlenmistir (Sekil 2.6).

S 0]
LN, N
R(Ar)-COOH + H,N” °N —— > R(A1) N \n/
H H g
Baz
R(Ar) N/&s
H

Sekil 2.6. Alifatik ve aromatik karboksilli asitlerden hareketle 1,2,4-triazol-5-tiyon
sentezi.

3-Numarali konumdan ¢esitlendirme reaksiyonunda baslangi¢c maddesi olarak
karboksilli asitler yerine esterlerin kullanildig1 da dikkati ¢ekmektedir. 3-Siibstitiie-
1,2,4-triazol-5-tiyonlarin, ¢esitli esterlerin piridin veya metanol icerisinde sodyum
metoksit varlifinda tiyosemikarbazit ile reaksiyona sokulmasiyla elde edildigi

bildirilmistir (Sekil 2.7) (62—64).

S

N-NH
NaOCH

Ar-COOCH;  + HzN\NJ\NH2 LI PN

H Ar E S

Sekil 2.7. Esterlerden hareketle 1,2,4-triazol-5-tiyon sentezi.

Goksen ve arkadaslari (60) 3 numarali konumunda [(5-metil-2-
benzoksazolinon-3-il)metil] siibstitiie 1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiginin sentezinde, 3-
amino-4-hidroksitoluenin iire ile reaksiyonu sonucu elde ettikleri 5-metil-
benzoksazol-2-on bilesigini potasyum karbonat varliginda etil 2-kloroasetat ile
reaksiyona sokarak hazirladiklart etil 2-(5-metil-benzoksazol-2-on-3-il)asetat

bilesigini baslangic maddesi olarak kullanmiglardir. Elde edilen ester tiirevi bilesik,
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hidrazin hidrat ile muamele edilerek 2-(5-metil-benzoksazol-2-on-3-il)asetilhidrazin
elde edilmistir. Uriiniin cesitli alkil izotiyosiyanatlar ile reaksiyona sokulmasi
sonucunda elde edilen 1-[2-(5-metil-2-benzoksazolinon-3-il)asetil]-4-siibstitiie-
tiyosemikarbazit bilesigi etanol igerisinde trietilamin varliginda isitilarak 3-[(5-metil-
2-benzoksazolinon3-il)metil]-4-siibstitiie-1H-1,2,4-triazol-5-tiyon  tlirevleri  elde

edilmistir (Sekil 2.8).

OH

(0]
(0] H
NH, + H,N NH, — =
2 2 2 o K2CO3

CH,

o N NH,
CH, N/_/<0—/ s _NHNH, \C[ )=o"
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/——M \A\S
“NH NHR _ N(GHs);  CH
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Sekil 2.8. 5-Metil-benzoksazol-2-on ve etil 2-kloroasetattan harecketle 1,2,4-triazol-5-
tiyon sentezi.

Murty ve arkadaglar1 (65) 3-numarali konumda fenil tasiyan 1,2,4-triazol-5-
tiyon bilesigini sentezlemek i¢in yukaridaki reaksiyona benzer sekilde ilk olarak
benzoik asidi metanol icerisinde derisik asetik asit varliginda 1sitarak metil benzoat1
elde etmistir. Elde edilen ester tlirevinin hidrazin hidrat ile 1sitilmasiyla benzoil
hidrazin, benzoil hidrazinin asidik ortamda potasyum izotiyosiyanat ile reaksiyonu
sonucu 1-benzoil-tiyosemikarbazit elde edilmistir. Son asamada, elde edilen
benzoiltiyosemikarbazitin sodyum hidroksit ¢6zeltisi ile kaynatilmasiyla 3-fenil-1,2,4-

triazol-5-tiyon bilesigi sentezlenmistir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Benzoik asit ve metanolden hareketle 1,2,4-triazol-5-tiyon sentezi.

Ucg numarali konumda fenil siibstitiisyonu tastyan 1,2,4-triazol-5-tiyon farkli
arastirmacilar tarafindan benzoik asidin tiyonil kloriir ile reaksiyonu sonucu elde
edilen benzoil kloriiriin tiyosemikarbazit ile 1sitilmasi ve olusan iirliniin sodyum
hidroksit (66), potasyum hidroksit (56) veya sodyum bikarbonat (67) gibi bazlar ile
1sitilmasi sonucunda da elde edilmistir (Sekil 2.10).

S

N-NH

S0Cl .NH
@—0001{ —2 @—coa + HzNJ\N I — [ /K
H I}t]I S

Sekil 2.10. Benzoik asit ve tiyonil klorlirden hareketle 1,2,4-triazol-5-tiyon sentezi.

Tozkoparan ve arkadaslar1 (68—70) 3 numarali konumda aril, arilalkil grubu
tastyan cesitli 1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiklerini ¢esitli karboksilli asit tlirevlerinin
tetrahidrofuran igerisinde disiklohekzil karbodiimit (DCC) varliginda N-
hidroksisiiksinimit ile sogukta karistirilmasiyla olusturduklar1 aktif esterlerden
hareketle elde etmislerdir. Olusan ester tiirevlerinin tiyosemikarbazit ile
kaynatilmasiyla 1-acil-tiyosemikarbazit bilesikleri, elde edilen
aciltiyosemikarbazitlerin sulu KOH c¢ozeltisi i¢inde 1sitilmasiyla da 3-aril/arilalkil-
1,2,4-triazol-5-tiyon bilesikleri sentezlenmistir. Ayni reaksiyon, yapisinda serbest
karboksilli asit grubu tasiyan gesitli nonsteroidal antiinflamatuvar bilesiklerle de
gerceklestirilmis ve {ic numarali konumda ibuprofen (68), naproksen (71) ve
flurbiprofen (45) artig1 tasiyan bazi yeni 1,2,4-triazol-5-tiyonlar elde edilmistir (Sekil
2.11).
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RN ’ A RAN/&S
S

Sekil 2.11. Karboksilli asit ve N-hidroksisiiksinimitten hareketle 1,2,4-triazol-5-tiyon
sentezi.

Duschinsky ve Gainer (72) 4-asetamidobenzaldehit tiyosemikarbazon
bilesigini benzil klortir ile reaksiyonu sonucu kiikiirt atomuna benzil siibstitiie ederek
koruduktan sonra, olusan iirlinii demir klorlirle oksidasyona ugratarak 5-
benzilmerkapto-3-(4-asetamidofenil)-4H-1,2,4-triazol bilesigini, devaminda amonyak
varliginda metalik sodyum ile reaksiyona sokarak da 3-(4-asetamidofenil)-4H-1,2,4-
triazol-5-tiyol bilesigini elde ettiklerini bildirmislerdir (Sekil 2.12).

CH,CHs
0 S

S 0]
i H H n CxH;5CH,Cl i H _
CH;-C-N g:N—N—C—NHZ ————> CH;-C-N EZN—N—C—NHZ
o] N-N (0] N-N
FeCl - H I\ Na i H ;A
——3» CH;3-C N@—(EXSCHZCGHS —»NH3 CH3;-C—-N EXSH

Sekil 2.12. 4-Asetamidobenzaldehit tiyosemikarbazon ve benzil kloriirden
hareketle 1,2,4-triazol-5-tiyon sentezi.

Ainsworth (73) tiyosemikarbaziti trietil ortoasetat ile reaksiyona sokarak elde
ettigi tiyosemikarbazon tiirevini 180 °C’ de 1sitarak siklize etmis, reaksiyon sonunda
2-amino-5-metil-1,3,4-tiyadiazol ve 3-metil-4H-1,2,4-triazol-5-tiyol karigimini elde
etmistir (Sekil 2.13).
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H
H,N-N-C-NH, -SH:COCH,); CH3—C:N—§—('5—NH2
|

O_C2H5

N-N

N-N

I\ I\

AN)\S + A)\NHZ
H

CH; H CH; s

Sekil 2.13. Tiyosemikarbazit ve trietil ortoasetattan hareketle 1,2,4-triazol-5-tiyon
sentezi.

Kurzer ve Wilkinson (74) difenilkarbodiimidi tiyosemikarbazitin asirisi ile
DMF igerisinde reaksiyona sokarak 3-fenilamino-1,2,4-triazol-5-tiyon ve ¢ok az
miktarda 2-(NV,N'-difenilkarbamimidoil)hidrazin-1-karbotiyoamit karigimini elde
etmislerdir (Sekil 2.14).

o+ Oyseen) :
H,N-N-C—-NH, + N=C=N —I
N-NH
QNAN& - T
H H
Sekil 2.14. Difenilkarbodiimit ve tiyosemikarbazitten hareketle 1,2,4-triazol-5-tiyon

sentezi.

Heydenhauss ve arkadaslar1 (75) 1-(agilamino)-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-2-
tiyon tiirevi bilesikleri sodyum hidroksit ¢ozeltisi icerisinde 1sitarak 3-siibstitiie-1,2,4-

triazol-5-tiyol bilesiklerini elde etmislerdir (Sekil 2.15).

CH; CH,
| i{ NaOH . /E_IKI)\
CH; "N”s NoH
HN_ _R
T

R: -C3H7’ -C6H5’ -CH2C6H5’ -CH20C6H5

Sekil 2.15. 1-(A¢ilamino)-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-2-tiyondan hareketle 1,2,4-
triazol-5-tiyon sentezi.
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Malbec ve arkadaglart (76) tarafindan yapilan bir sentez yoOnteminde
tiyosemikarbazon esterlerinin primer aminler ile reaksiyonu sonucunda olusan ara
iiriin bazik ortamda isitilarak 3,4-disiibstitlie-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesikleri elde

edilmistir (Sekil 2.16).

S
1]
NNHCNH,
3 R” NHR, N-NH
NNHCNH, /
! + R,-NH, S R/QNXS
R” OC,H; S L
NNHCNHR, !
R” OC,H;

R: -CH3’ -C2H5’ -C3H7’ -C6H5, -CH2C6H4
R1: SikthekZil, -CH2C6H5, 4-C1-C6H4

Sekil 2.16. Tiyosemikarbazon esterleri ve primer aminlerden hareketle 1,2,4-triazol-
5-tiyon sentezi.

Kurzer ve Secker (77) 1,6-bis(slibstitiie karbonil)-bitiyoiirenin sodyum
hidroksit igerisinde 1sitilmast sonucu 3-amino-4H-1,2,4-triazol-5-tiyol bilesigini elde
etmislerdir (Sekil 2.17).

0] S H N-N

cg A A N_N_ o _NaOH N

N~ °N ~C,H
0 H \Lr \([)]/ 25 H,N H SH

Sekil 2.17. 1,6-Bis(siibstitiie karbonil)-bitiyoiireden hareketle 3-amino-1,2,4-triazol-
5-tiyol sentezi.

Yang ve arkadaglar1 (78) stibstitiie ftalik, siiksinik ve glutarik anhidritleri
asetonitril icerisinde tiyosemikarbazit ile 1sitarak 1-acil-tiyosemikarbazit bilesiklerini
elde etmislerdir. Elde edilen tiyosemikarbazit tiirevini sodyum hidroksit ¢ozeltisi
icinde 1s1tip hidroklorik ile asitlendirerek 3-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiklerini

sentezlemislerdir (Sekil 2.18).
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S (0]

N_
JU_ NH, _Anhidrit PR N NH, _ NaOH P i
H,N E R E \g/ — &g g S

R: -C,HsCOOH, -C3H,COOH, -C4H,COOH (2)

Sekil 2.18. Tiyosemikarbazit ve ¢esitli anhidritlerden hareketle 3-siibstitiie-1,2,4-
triazol-5-tiyon sentezi.

Hemdan ve El-Mawgoude (79) etil 2-(3-dodekanoiltiyoiireido)-4,5,6,7-
tetrahidrobenzo[b]tiyofen-3-karboksilati hidrazin hidrat ile etanol varliginda 1sitarak
hidrazit tiirevi bilesikler elde etmistir. Bu hidrazitten bir mol su ¢ikis1 sonucunda elde
edilen 2-(dodekanon-1-il)-3-undesil-1,2-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-tiyon  bilesigi
tekrar hidrazin hidrat ile 1sitilarak 3-undesil-1,2-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-tiyon elde
edilmistir (Sekil 2.19).

0 )OJ\
OC,H 0
2Hs NH,NH, )J\ NH, C Hy; N-NH
7\ EtOH CiHyy™ N -H,0 /‘\\ \/QS
g~ ~N-C-NHCOC H,; H CiHyy~ N
H 1l
S
NH,NH, il\[NH\R
_—
EtOH X 8
C11H23 N

Sekil 2.19. Etil 2-(3-dodekanoiltiyoiireido)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiyofen-3-
karboksilat ve hidrazin hidrattan hareketle 3-dodekanoiltiyoiireido-1,2,4-
triazol-5-tiyon sentezi.

2.1.2. 3-Siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyonlarin Kimyasal Ozellikleri

3-Siibstitlie-1,2,4-triazol-5-tiyonlar 1 ve 4 numarali konumdaki azot atomlari
ile 5 numarali konumundaki tiyon grubu {izerinden g¢esitli siibstitliisyon ve

kondenzasyon reaksiyonlar verirler.

1 ve/veya 4 Numarali Konumdaki Azot Atomlart Uzerinden VYiiriiyen

Reaksiyonlar

3-(3,4-Dimetoksifenil)-5-alkiltiyo-1H-1,2,4-triazol  tlirevlerinin trietilamin
(TEA) varliginda cesitli agil kloriirler ile reaksiyonu sonucunda 1 numarali konumdan

acillenmis bilesikler elde edilmistir (Sekil 2.20) (80).
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>R
N-NH N-N
| />\S/R1 R,COC1/TEA | />\S/R1
N N
CH;0 CH;0
OCH, OCH;
Rl: 'CH3’ -C4H9

Rz: -CH3’ -C6H5’ 4-FC6H4-, 3-p1r1d11

Sekil 2.20. 5-Alkiltiyo-1,2,4-triazol tiirevlerinin agil kloriirler ile reaksiyonu.

3,4-Disiibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon tiirevi bilesiklerin formaldehit (CH20) ve
cesitli sekonder aminler ile etanol igerisindeki reaksiyonu sonucunda 1-(aminometil)-
3,4-dislibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon yapisinda Mannich bazlar1 elde edilmistir (81—
83). Ayni1 reaksiyonun 3-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon tiirevleri ile gergeklestirilmesi
sonucunda reaksiyon yine benzer sekilde bir numarali azot atomu tizerinden ilerlemis

ve 1-(aminometil)siibstitiie bilesikler elde edilmistir (Sekil 2.21) (69,71).

—\ N X
N
N-NH HN X NN
/M — /M D=5
RN CH,0/C,HsOH R N
R, R,

R; R,: -H, -NH,_ alkil, aril

X : CH,, CHCH;, CHCH,CHj, O, N-CH;, N-CH,-CH;, N-C¢Hj

Sekil 2.21. 1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin sekonder aminler ile reaksiyonu.

3-Alkil-1,2,4-triazol-5-tiyonlarin ~ etanol igerisinde potasyum karbonat
varliginda potasyum monokloroasetat ile reaksiyonu sonucunda potasyum 2-(3-alkil-
5-merkapto-1,5-dihidro-4H-1,2,4-triazol-4-il)asetat tiirevleri elde edilmistir (Sekil
2.22) (84).
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N-NH
/

N-NH CICH,COOK
/M \A\ \A\S
NS K,CO; R7ON
B CH,COOK

R: CH3(CH,) -, CH3(CHy)6-

Sekil 2.22. 1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin potasyum monokloroasetat ile
reaksiyonu.

Kiikiirt Atomu Uzerinden Yiiriiyen Reaksiyonlar

Kiikiirt atomu fzerinde yiiriyen en Onemli reaksiyon S-alkilasyon
reaksiyonudur. 3-Siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyonlarin bir baz varliginda metanol,
etanol, 2-propanol ya da dimetil formamit (DMF) icerisinde alkil/aril halojentirler,
benzil kloriir ya da 2,3-O-izopropiliden-1-O-(p-tolilsiilfonil)gliserol ile siibstitlisyon
reaksiyonlart sonucunda S-alkil/aril {irtinlerini olusturdugu bildirilmistir (Sekil 2.23)

(70,85-89).

/MNKS OXACHY Ry, —— PR

N
\
. P=secmya,

| N
H H

R;: Alkil, aril
Sekil 2.23. 1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin S-alkilasyon reaksiyonu.

3-Alkil/aril siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyonlarin oksidatif klorlanmasi sonucu
olusan 5 numarali konumda siilfonil klortir tasiyan bilesiklerin amonyak ile reaksiyonu
sonucunda siilfonamit tiirevleri elde edilmistir (90). Blackman ve Polya daha onceki
yillarda benzer reaksiyonla elde ettikleri siilfonil kloriirlerin etanol igerisinde 1sitilmas1
ile 5 numarali konumda stilfonik asit siibstitiie tiirevleri elde ettiklerini bildirmislerdir

(Sekil 2.24) (91).
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VL ase. R

| Cl, -5°C [ NH; [ N

S —— SO, —— H
H H H

R: alkil, aril

C,H;OH| A

\
R/M N>\503H
|
H

Sekil 2.24. 1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinden hareketle 5-siilfonamit ve 5-siilfonik
asit tiirevlerinin eldesi.

3-Aril-4-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon tiirevlerinin alkil iyodiirler ile bazik
ortamda reaksiyonu sonucunda elde edilen S-alkil tiirevlerinin bir mol m-
kloroperoksibenzoik asit (MCPBA) ile reaksiyonuyla siilfoksit tlirevleri, iki mol
MCPBA ile reaksiyonu sonucunda ise siilfon tiirevlerinin elde edildigi bildirilmistir

(Sekil 2.25) (85).

1.R;-I/NaOH
2.1 mol MCPBA / _
N-NH N-N
7 CH,1, /« \
Ar/<N/§s Ar N)\ SO-R
| | !
R R
l. RI-I / NaOH R: 'H5 'CH3, 'C2H5
R]: -CH3’ -C2H5

2.2 mol MCPBA /
CH,l,

N-N

AN

Ar N” S0,-R,
R

Sekil 2.25. 1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinden hareketle 5-siilfoksit ve 5-siilfon
tiirevlerinin eldesi.

Tozkoparan ve arkadaslar1 (70) 5 numarali konumda metil/etiltiyo siibstitiie
bilesiklerin oksidasyonunu asidik ortamda potasyum permanganat ile ger¢eklestirmis,

reaksiyon sonucu siilfon tlirevlerini elde etmislerdir (Sekil 2.26).
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N R,-1 N NN
- )
/MN>§ s —~ I >\SR2 LS T S >~ SOR,
Ry , NaOH R/ N CH;COOH R N
H H H

Ry: Alkil, aril
R,: Metil, etil

Sekil 2.26. 1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinden hareketle S-alkil, devaminda 5-stilfon
bilesiklerinin eldesi.

Chebabe ve arkadaglar1 (92) 3-metil-1,2,4-triazol-5-tiyonu potasyum karbonat
ve triton-B varliginda 1,n-dibromoalkan bilesikleri ile reaksiyona sokarak 1,n-bis[5-

(1,2,4-triazolil)tiyo]alkan tiirevlerini elde etmislerdir (Sekil 2.27).

N-NH 1. 1,n-dibromoalkan N-NH Ell’l\g\
| D=~ 2.K,CO;3/ Triton-B | p— ~ CH
S > S—(CH,),,—S 3
CH3/LITI CH3)\N ( 2)n N
H n: 10, 12

Sekil 2.27. 1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinden hareketle 1,n-bis[5-(1,2,4-
triazolil)tiyo]alkan tiirevlerinin eldesi.

3-Siibstitilie-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiklerinin etanol igerisinde hidrazin hidrat

ile reaksiyonu sonucunda 3-siibstitiie-5-hidraziniliden-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol

bilesikleri sentezlenmistir (Sekil 2.28) (93).

N-NH N-NH NH
Pl J~g  NHNHy/ CH;OH M =y N
R N A R N

| |
H H
R: Alkil

Sekil 2.28. 1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin hidrazin hidrat ile reaksiyonu.

3-Siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyol tlirevlerinin Raney nikeli veya sodyum nitrit
ve nitrik asit karigimi ile reaksiyonu sonucunda kiikiirt atomunun uzaklastirilarak 3-
stibstitlie-1,2,4-triazol bilesiklerinin sentezlendigi literatiirde bildirilmistir (Sekil 2.29)
(94).
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o) N-N Raney Ni veya 0 N-N

J\@/M S—gy NaNOyHNO; H,0 M N
C,H50 n N C,Hs0 n N
H H

Sekil 2.29. 1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin Raney nikeli veya sodyum

nitrit/nitrik asit ile reaksiyonu.
Kondenzasyon Reaksiyonlari

Merkaptotriazollerin kondenzasyon reaksiyonlar1 genellikle 1 ve/veya 4
numarali konumlardan gerceklesmektedir. Bu durum 1 numarali azot atomunun bazik
ozelliginin 4 numarali azot atomundan daha fazla olmasi ile iliskilendirilmistir (95).
Buna ragmen literatiirlerde halkanin 4 ve 5 numarali konumlarindan bis-niikleofilik
siibstitlisyon reaksiyonu ile gerceklesen bazi kondenzasyon reaksiyonlarina
rastlanmaktadir. Halkanin kondenzasyon reaksiyonlar1 asagida 6zetlenmistir:

Sahu ve Nayak (96) 3-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyol bilesiklerinin etanol
icerisinde susuz sodyum asetat varliginda kloroasetik asit ile reaksiyonu sonucu
3-siibstitiie-tiyazolo[2,3-c]-1,2,4-triazol-5(6H)-onlar1 elde ettiklerini bildirmislerdir.
Sentezlenen bu bilesiklerin yine susuz sodyum asetat varliginda ¢esitli benzaldehitler
ile derisik asetik asit icerisinde yiiksek sicaklikta 1sitilmasi sonucu da 3-siibstitiie-6-
benzilidentiyazolo[2,3-c]-1,2,4-triazol-5(6 H)-on yapisindaki bilesikler elde edilmistir
(Sekil 2.30) (96,97).

N-N N-N
\
R/MN>\SH + cicH,coon —HsCOONa

i =

0
CH,
Q CH;COONa
N
RZ | )\ N -C3H7’ -C4H9 CH3COOH
=
CHy” N7 s
—N>\
Ar: -C¢Hs, 4-CH;0-CgH, [
ey
o) \ Ar

Sekil 2.30. 1,2,4-Triazol-5-tiyol bilesiklerinin susuz sodyum asetat varliginda
kloroasetik asit ile reaksiyonu.
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3-Siibstitlie-1,2,4-triazol-5-tiyonlarin asetik anhidrit ve asetik asit karigimi
icerisinde susuz sodyum asetat varliginda kloroasetik asit ve ¢esitli benzaldehitler ile
tek kapta 1sitilmasi sonucunda ise 5-benziliden-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on
tiirevi bilesikler elde edilmistir (Sekil 2.31) (43—45,68,97-101).

o

_NH CH,COONa N,N)L747\Ar
R/L\»}>s + CICH,COOH + Ar-CHO CH3COOH/ (CH;C0),0 I(JLN)fﬁ

|
H

Sekil 2.31. 1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin asidik ortamda kloroasetik asit ve
cesitli benzaldehitler ile tek kapda reaksiyonu.

Prauda ve Reiter (102) 3-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiklerini
dihaloalkanlar ile sodyum metoksit varliginda oda sicakliginda reaksiyona sokarak ilk
olarak S-alkil tiirevlerini sentezlemislerdir. Ardindan bu bilesikleri DMF igerisinde
isitarak  tiyazolo[2,3-c]-1,2,4-triazol tiirevlerini; oda sicakliginda bir baz ile
karistirilmast sonucunda ise tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol bilesiklerini elde etmislerdir

(Sekil 2.32).

N-NH NN P
K/LI>§3 # BrCHYX s /J\ >\s (CH X o> /L\Q*’S

NaOCH; R
H H
R: -CH; -NH,
X: -Br, -Cl DMF
n:1,2,3,4

NN

/

K/LN>\S
i,

Sekil 2.32. 1,2,4-Triazol-5-tiyon tilirevlerinin dihaloalkanlar ile S-alkilasyon
tiriinlerinin ¢esitli reaksiyonlari.

3-Siibstitlie-1,2,4-triazol-5-tiyon  bilesiklerinin  aril  o-haloketonlar ile
isitilmasiyla elde edilen S-arilketon bilesiklerinin fosforil kloriir ile reaksiyonu

sonucunda tiyazolo[2,3-c]-1,2,4-triazol bilesikleri elde edilmistir (Sekil 2.33) (103).
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R -N N-N
N-NH 1 N \ Ar |\
R/MN\A\S N X)ﬁ(Ar A R/MN%S‘% POCl,4 R/kN>\S
|

I R, H
H O H R

R, R;: -H, alkil
X: -Cl, -Br

Sekil 2.33. 1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin aril alfa haloketonlar ile 1sitilmasiyla
elde edilen S-arilketon bilesiklerinin fosforil kloriir ile reaksiyonu.

Barbuceanu ve arkadaslar1 (104) ise benzer yapidaki S-arilketon tiirevi
bilesiklerin stilflirik asit varliginda 1sitilmasiyla halka siklizasyon reaksiyonu sonucu
2,6-distibstitiie-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol yapisinda bilesikleri elde ettiklerini
bildirmislerdir (Sekil 2.34).

R,
AN N-N"NX
N H,S0, s
AI"SOz ITI S —_— AI"'SOZ N S
H O

R;:-H, -Cl, -Br

Sekil 2.34. S-arilketon yapisindaki 1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiklerinin halka
siklizasyon reaksiyonu.

Loboa ve arkadaslar1 (105) 3-siibstitiie-5-merkapto-1,2,4-triazol tiirevlerini
asetik asit varliginda 1-siibstitiiefenil-1H-pirol-2,5-dion bilesikleri ile 1sitarak 5
numarali konumda asetamid yapisi tasiyan c¢esitli tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-
on yapisinda bilesikler elde etmislerdir (Sekil 2.35).
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Q/O\/«N»\SH . [EN @Rl CH,COOH
H
0O
R: 4-CH, 4-CI, 4-Br, 4-t-Bu, 3-CH;-4-Cl >
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N-N N
A TG

R
Sekil 2.35. 1,2,4-triazol-5-tiyol bilesiklerinin 1-siibstitiiefenil-1H-pirol-2,5-dion
bilesikleri ile reaksiyonu.
3-Siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon tiirevi bilesiklerin metanol icerisinde sodyum
metoksit varliginda propargil bromiir ile 1sitilmasi sonucu elde edilen 3-siibstitiie-5-
propargiltiyo-1,2,4-triazol bilesiklerinin ferri hidrojen siilfat ve titanyum dioksit ile
asetik asit icerisinde 1sitilmasi sonucunda 2-siibstitiie-6-metil-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-

triazoller sentezlenmektedir (Sekil 2.36) (106).

N-NH N-N
M =g ¢ ne=c—cH,-pr CHONa/CHOH _ JI S g~ 2CH
RN RN

H H

R: -H, -CH3, -C2H5
Fe(HSO4)3 / TIOZ

N’N)ﬁ

-

R N

Sekil 2.36. 1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin propargil bromiir ile 1sitilmasi sonucu
elde edilen 3-siibstitiie-5-propargiltiyo-1,2,4-triazol bilesiklerinin ferri
hidrojen siilfat ve titanyum dioksit ile reaksiyonu.

3-Fenil-1,2,4-triazol-5-tiyon 2-bromopropiyonik asit ile reaksiyona sokularak
2-[(3-fenil-1,2,4-triazol-5-il)tiyo]propanoik asit elde edilmis, bu iiriiniin asetik anhidrit
icerisinde 1sitilmasi sonucunda 6-metil-3-fenil-tiyazolo[2,3-c]-1,2,4-triazol-5(6H)-on
bilesigi  sentezlenmistir. Ayni  reaksiyonun  3-bromopropiyonik asit ile
gerceklestirilmesi sonucunda ise 7-feniltiyazino[3,2-b]-1,2,4-triazol-4(2H,3H)-on

bilesiginin elde edildigi bildirilmistir (Sekil 2.37) (107).
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CH; COOH_ | COOH( 3CO), N
H A
Br-CH,-CH,-COOH

o}
N—N >
\>\S_/_COOH (CH3C0),0 : /L >\
A
B

Sekil 2.37. 3-Fenil-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiklerinden hareketle tiyazolo[2,3-c]-
1,2,4-triazol-5(6H)-on ve 7-feniltiyazino[3,2-b]-1,2,4-triazol-4(2H,3H)-
on bilesiklerinin eldesi.

Britsun ve arkadaslart (108) 3-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon yapisindaki
bilesikleri ¢esitli sinnamoil kloriirler ile piridin varliginda 1sitarak 5-aril-5,6-dihidro-

7H-1,2,4-triazolo[3,2-b][1,3]tiyazin-7-on bilesiklerini elde etmislerdir (Sekil 2.38).

0
N-NH N-N
/M >§s ArCH=CHCOCI/ piridin § />—s
RTON N
H

Ar:-C6H5, 4-CH3OC6H4’ 3-02NC6H4

Sekil 2.38. 1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin ¢esitli sinnamoil kloriirler ile
reaksiyonu.

Tozkoparan ve arkadaslar1 (109) 3-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiklerini
dimetil asetilen dikarboksilat ile toluen igerisinde 1sitarak 5-karbmetoksi-2-siibstitiie-
7H-1,2,4-triazolo[3,2-b][1,3]-tiyazin-7-on  tiirevi  bilesikleri elde etmislerdir.
Giammona (110) ise ayni reaksiyonu metanol igerisinde gerceklestirerek 7-
karbmetoksi-3-siibstitiie-5H-1,2,4-triazolo[3,4-b][1,3]tiyazin-5-on bilesiklerini elde
etmistir (Sekil 2.39).
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N-NH 0 0 N
CHj, CH
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H N-N
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CH3OH Rl N
R: -C¢Hs 2-Cl-CgHy, 4-Cl-CgHy, 3-O,N-CgHy //\.\/\COOCH3
Rli-CH:; O

Sekil 2.39. 1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinden hareketle 1,2,4-triazolo[3,2-b][1,3]-
tiyazin-7-on ve 1,2,4-triazolo[3,4-b][1,3]tiyazin-5-on bilesiklerinin eldesi.

3-Aril-5-merkapto-1,2,4-triazol bilesiklerinin DMF igerisinde N-siibstitiie-/N-
klorometilkarbamoil kloriir ile susuz potasyum karbonat varliginda oda sicakliginda
reaksiyona sokulmasi sonucunda 2,6-distibstitiie-1,2,4-triazolo[3,2-

b][1,3,5]tiyadiyazin-7-on tiirevleri elde edilmistir (Sekil 2.40) (111,112).

0
N O N N>/Rl
R N-—
R/MN)\SH s ,NJ<C1 - R/MN/}-S

R, R: -C,Hs, CgHs, 4-Cl-CgHy -4CH30-CgH,

Sekil 2.40. 1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin N-siibstitiie-N-klorometilkarbamoil
klortir ile reaksiyonu.

3-Siibstitlie-1,2,4-triazol-5-tiyol  tiirevlerinin asidik ortamda iki mol
formaldehit ve bir mol metilamin ile etanol igerisinde 1sitilmasi sonucunda 3-aril-6-

metiltriazolo[3,4-b][1,3,5]tiyadiazin bilesikleri elde edilmistir (Sekil 2.41) (113).

DR CH,O / CH;NH, / H' N
ArJ\N>\SH ’ — - ArJ\N i
H .
Ar: -CgHs 4-0,N-CgH, -4CH;0-CeH, CH,

Sekil 2.41. 1,2,4-Triazol-5-tiyol bilesiklerinin iki mol formaldehit ve bir mol
metilamin ile reaksiyonu.

Benzer bir reaksiyonu uygulayan Sert-Ozgiir ve arkadaslari (114) ve Mahmoud

ve arkadaglar1 (115) 3-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiklerinin absolii etanol
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icerisinde ekimolar miktarda uygun primer aminler (benzilamin, biitilamin, (-)-1-
fenetilamin ve 2-fenetilamin) ve iki mol formaldehit varliginda gerceklestirilen bis-
Mannich reaksiyonu sonucu 2,6-distibstitiie-5H-1,2,4-triazolo[3,2-b][ 1,3,5]tiyadiazin
tiirevlerini elde ettiklerini bildirmislerdir (Sekil 2.42).

le
N
N’NH N’N/_
RJ/\WKS L 2CH,0 + HNR, R)LN/}—S
H

R: alkil, aril

Sekil 2.42. 1,2,4-Triazol-5-tiyon bilesiklerinin ¢esitli primer aminler ve iki mol
formaldehit varliginda gergeklestirilen bis-Mannich reaksiyonu.

Du ve arkadaslar1 (116) 5-siibstitlie merkapto-3-amino-1,2,4-triazol tiirevi
bilesikleri asetik asit icerisinde etil asetoasetat ile 1sitarak 3-[2-((7-hidroksi-5-metil-
1,2,4-triazolo[1,5-a]pirimidin-2-il)tiyo)etil|kinazolin-4(3H)-onu elde etmislerdir.
Elde edilen bilesigin fosforil kloriir ile reaksiyonu sonucu hidroksil grubu yerine klor
atomu getirilmis, bu tiirevin de etanol igerisinde ve oda sicakliginda ¢esitli aril
aminlerle reaksiyonu sonucunda 3-[2-((7-arilamino-5-metil-1,2,4-triazolo[ 1,5-

a]pirimidin-2-il)tiyo)etil]kinazolin-4(3H)-on tiirevleri elde edilmistir (Sekil 2.43).

HN\N CH;COCH,COOC,H5 / - \
)\ CH;COOH 3 N—& )\

HN Ar

POCl, CH3 . Ar-NH, CH3 \ )\
NN )\ /\/N N /\/N

Ar: -CgHs 2-C1-CgH, 4-Cl-CoH, 2-F-CoH, 3-F-CoH, 4-F-CH, 2-CH;-C¢H, 3-CH3-CoH, 4-CH;-CH,

Sekil 2.43. 3-Amino-5-siibstitiie merkapto-1,2,4-triazol tiirevi bilesiklerden hareketle
1,2,4-triazolo[1,5-a]pirimidin bilesiklerinin sentezi.

3-Aril-5-merkapto-1,2,4-triazollerin N-bromosiiksinimit varliginda dimedon
(5,5-dimetil-1,3-siklohekzadion) ile reaksiyonu sonucunda elde edilen 1,2,4-4H-

triazolo[3,2-b]benzotiyazol tiirevlerinin polifosforik asit (PFA) varliginda 1sitilmasi
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sonucunda 2-aril-7,7-dimetil-7,8-dihidro-benzo[4,5]tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-
5(6H)-on tiirevleri elde edilmistir (Sekil 2.44) (117).

I N
Ar N)\SH + CH; N-Bromosiiksinimit g N§< CH,
H A S
0 0O
PFA
A

Ar: -C6H5’ 2-C1-C6H4, 4-C1-C6H4, 2-F-C6H4’
3-CHy-CgHy 4-CHy-CgH, 3-O,N-CeH,

Ar _N, CH,
N
N CH,4
S
O

Sekil 2.44. 1,2,4-Triazol-5-tiyol bilesiklerinin dimedon (5,5-dimetil-1,3-

siklohekzadion) ile reaksiyonu.

Abramov ve arkadaslart (118) 3-aril-5-merkapto-1,2,4-triazol tiirevlerini
potasyum karbonat varliginda 4-bromo-5-nitrofitalonitril ile reaksiyona sokarak 3-aril-
1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3-benzotiyazol-6,7-dikarbonitril bilesiklerini elde etmislerdir
(Sekil 2.45).

NO,
N-N NC NO, N-N
A K,CO; A
n s B CN
Ar N)\SH Ij Ar N)\S
H NC Br H
CN
K,CO4
Ar: -C6H5, 4-BI'-C6H4, 2-F-C6H4’ 3-CH30-C6H4 CN
CN
N-N

/

Sekil 2.45. 1,2,4-Triazol-5-tiyol bilesiklerinin 4-bromo-5-nitrofitalonitril ile
reaksiyonu.
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2.1.3. 3-Siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyonlarin Spektral Ozellikleri
IR Spektrumlar

Siibstitlie-1,2,4-triazol-5-tiyon yapisindaki bilesiklerin potasyum bromiir ile
alman IR spektrumlarinda 3500-3102 cm! araliginda N-H gerilim titresimleri
(95,119-121), 1640-1570 cm’! araliginda C=N gerilim titresimleri (95,122-126),
1515-1345 cm™! araliginda C-N gerilim tiresimleri (127) ve 1353-1166 cm™ araliginda
C=S gerilim titresimleri (95,124—126) goriilmektedir.

1,2,4-Triazol-5-tiyon yapisindaki bilesikler tiyon-tiyol tautomerisi gdstermesi
nedeniyle IR spektrumlarinda C=S gerilim titresimi yerine veya buna ek olarak S-H
gerilim titresimleri de goriilebilmektedir (122,128,129). Bazi arastirmacilar
sentezledikleri merkaptotriazollerin IR spektrumlarinda 2600-2550 cm™! araliginda
gordiikleri bandin S-H gerilim bandi oldugunu, dolayistyla halkanin tiyol formunda
bulundugunu IR spektrumundan yararlanarak kanitlamislardir (91,96,130,131).

!H-NMR Spektrumlart

3-Siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon ~ yapisindaki  bilesiklerin ~ heteroatom
protonlarinin kimyasal kayma degerleri kullanilan c¢oziicii, sicaklik ve madde
konsantrasyonuna bagli olarak farklilik gostermektedir. Bu bilesiklerin ¢6zelti halinde
hem tiyon hem de tiyol tautomerik formunda bulunduguna dair ¢calismalar mevcuttur
(132,133). Bilesigin bulundugu tautomerik forma gére 'H-NMR spektrumlari farklilik
gostermektedir. Tiyon tautomerik formunda bulunan bilesiklerde 1 numarali azot
atomuna bagli protonun genellikle 11,22-14,43 ppm arasinda singlet olarak gozlendigi
bildirilmistir (120,134,135). Halkanin 4 numarali konumundaki azot atomu iizerinde
bulunan protonun ise kimyasal kayma degeri 10,42-14,89 ppm araliginda gézlenmistir
(69,129,136). 5 Numarali konumda tiyon yerine tiyol tautomerik formunda bulunan
bilesiklerde S-H protonlarmin 12,23-14,00 ppm arasinda singlet olarak gozlendigi
bildirilmistir (20,121).
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B3C-NMR Spektrumlar

3-Siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon ~ yapisina sahip Dbilesiklerin 3C-NMR
spektrumlart incelendiginde, 3- ve 5-numarali karbon atomlarin sirastyla 144,9-

152,1 ppm ve 147,5-170,0 ppm’de goriildiigii bildirilmistir (120,129,134,137).
Kiitle Spektrumlar

3-(4-Aminofenil)-4-(4-hidroksifenetil)-1H-1,2,4-triazol-5-tiyon ~ bilesiginin
elektron iyonizasyon yontemi kullanilarak alinan kiitle spektrumunda, m/z: 311°de
molekiiler iyon piki goriilmiis, tiyon grubunun ayrilmasi ile m/z: 279, triazol
halkasinin pargalanmasi ile m/z: 283 pikleri olusmustur. Farkli bir parcalanma
yolaginda ise triazol halkasinin pargalanmasi ve yapidan -NH> kopmas1 sonucu m/z:
271, takiben -HCN kopmasi sonucunda m/z: 255 pikleri goriilmiistiir (Sekil 2.46)
(138).

OH OH OH
m/z: 279 m/z: 311 m/z: 271

‘ -HCN
+
N4< >—W~_ H
2 S m/z: 255
N

l

OH
m/z: 283

Sekil 2.46. 3-(4-Aminofenil)-4-(4-hidroksifenetil)-1H-1,2,4-triazol-5-tiyon
bilesiginin elektron iyonizasyon yontemi ile alinan kiitle spektrumundaki
par¢alanmalar.
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3-Piridil-4-amino-1,2,4-triazol-5-tiyol ~ bilesiginin  elektron iyonizasyon
yontemi ile alinan kiitle spektrumunda molekiiler iyon piki m/z: 193’de goriilmektedir.
Triazol halkasindan kiikiirtiin ayrilmast sonucu m/z: 161 piki goriilmekte ve
devaminda piridin halkasiin kopmasi sonucu m/z: 83 iyonu olugmaktadir. Diger bir
parcalanma yolaginda bilesigin yapisindan -SH grubu koptuktan sonra triazol
halkasinin par¢alanmasi sonucu m/z: 56 iyonu olugmustur. Farkli bir par¢alanma
yolaginda ise yapidan tiyosemikarbazitin ayrilmasi sonucu m/z: 104 ve devaminda
nitril grubunun kopmasi sonucunda m/z: 78 pikleri goriilmektedir. Bunun disinda
CNSH grubunun kopmasi sonucu m/z: 134, sonrasinda amino grubunun kopmasi

sonucu m/z: 119 pikleri olugmaktadir (Sekil 2.47) (139).

Gl ]

m/z: 104 m/z: 78

T

m/z: 105 m/z: 193 m/z: 134 m/z: 119

4—‘ @j 7@

-— —_—
NH,

m/z: 56 m/z: 161 m/z: 83

Sekil 2.47. 3-Piridil-4-amino-1,2,4-triazol-5-tiyol bilesiklerinin elektron iyonizasyon
teknigi ile alinan kiitle spektrumlarinda goriilen pargalanmalar.

2.1.4. 3-Siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyonlarin Biyolojik Ozellikleri

Literatiirde 3-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon yapisina sahip bilesiklerin
antibakteriyel, antifungal, antikonviilsan, antidepresan, analjezik-antiinflamatuvar,
antioksidan, antiviral ve antikanser aktiviteleri lizerine yapilmis bir¢ok arastirma

bulunmaktadir.
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Antibakteriyel Aktiviteleri

3-Siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon yapisina sahip ve bu yapt kullanilarak
olusturulan hibrit bilesiklerin antibakteriyel aktiviteleri iizerine bircok ¢alisma
yapilmis ve bir¢ok aktif tiirev literatiire kazandirilmistir.

1,2,4-Triazol-5-tiyon yapisinda ii¢ numarali konuma indol (140), kinolin
(141,142), pirazol (143), pirimidin (145-146) ve triazol (144,147,148) gibi c¢esitli
heterosiklik halkalarin getirilmesi ile elde edilen bilesiklerin cesitli Gram-pozitif ve
Gram-negatif bakterilere kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigi bildirilmistir.

Demirbas ve arkadaslar1 (149,150) yaptiklart ¢esitli ¢calismalarda ii¢ ve dort
numarali konumlarindan siibstitiie 1,2,4-triazol-5-tiyonlar ile siprofloksasinden
hareketle Mannich reaksiyonuyla cesitli hibrit bilesikler sentezlemisler ve cesitli
Gram-pozitif ve Gram-negatif patojenlere karsi in vitro olarak test etmislerdir.
Sentezlenen bilesiklerin minimum inhibitér konsantrasyonlar1 (MIK< 0,24 pg/mL)
standart olarak kullanilan ampisilinden (3,9-250 pg/mL) daha diisiik bulunmustur.
Yapilan ileri ¢alismalarda triazol halkasinin {i¢ numarali konumunda fenil veya
elektron dondrii bir grubun bulunmasinin antibakteriyel aktivite i¢in gerekli oldugu ve
dort numarali azot atomu tizerinde kisa alkil gruplarinin bulunmasinin antibakteriyel

aktiviteyi artirdig: belirtilmistir (Sekil 2.48).
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Sekil 2.48. Antibakteriyel etkili siprofloksasin artig1 tasiyan 1,2,4-triazol-5-tiyon
bilesikleri.

Tozkoparan ve arkadaslari (69) 2005 yilinda yaptiklari bir ¢alismada 3-
siibstitlie-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiklerinden hareketle bir dizi Mannich bazi
sentezlemis, sentezlenen bilesiklerin mikrodiliisyon yontemi ile antibakteriyel
aktivitelerini incelemislerdir. Aktivite caligmalarinin sonucunda, ii¢ numarali
konumunda 4-klorofenil bulunan tiirevlerin Gram-pozitif bakterilere karsi1 Gram-
negatif bakterilere kiyasla daha aktif oldugu ve serideki bazi bilesiklerin Candida
albicans ’a karsi etkili oldugu bildirilmistir (Sekil 2.49).

N-N-CH,-R R: 4-Metilpiperidin, 4-Benzil,

/ X 4-Fenil, 4-Florofenil, 4-Karbetoksipiperazin
N S
a R;:Br, Cl
R

1

Sekil 2.49. Antibakteriyel etkili 1,2,4-triazol-5-tiyon Mannich bazlari.

Ghasemzadeh ve arkadaglar1 (151) yaptiklari bir calismada 3-(4-klorofenil)-4-
[2-(4-siibstitiie fenil)-4,5-difenil-4,5-dihidro-1H-imidazol-1-il)]- 1,2,4-triazol-5-tiyon
tiirevi bilesiklerin in vitro olarak Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella typhi,
Shigella dysenteriae ve Staphylococcus aureus bakterilerine karsi yiliksek

antibakteriyel aktivite (inhibisyon bdlgesi: 10-18 mm) gosterdigini ve bilesiklerin
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tetrasikline (inhibisyon bolgesi: 14-17 mm) benzer antibakteriyel 6zelliklere sahip

oldugunu belirtmislerdir (Sekil 2.50).
/i R:-Br, -H, -F, -CH;
/O/QN\\F 5 O -Cl, -NO,, -OCH
cl N

Sekil 2.50. Antibakteriyel etkili 3-(4-klorofenil)-4-[2-(4-siibstitlie fenil)-4,5-difenil-
4,5-dihidro-1H-imidazol-1-il)]-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesikleri.

Santosh ve arkadaglar1 (152) 2018 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada 4-siibstitiie-
3-[2-(4-metiltiyobenzil)-4-metil-tiyazol-5-il]-1,2,4-triazol-5-tiyonlar1 sentezlemis, bu
bilesiklerin diisiik antibakteriyel aktivite (MIK: 4,48-77,63 mM) gosterdigini ve
bilesik yapisinin modifiye edilmesi gerektigini belirtmislerdir. Nastasa ve arkadaslari
(153) 2018 yilinda bu bilesikleri modifiye ederek 3-(4-metil-2-feniltiyazol-5-il)-4-
(stibstitiie amino)-1,2,4-triazol-5-tiyol tlirevi bilesikler sentezlemis ve modifiye edilen
bilesiklerin antibakteriyel aktivitesinin arttigin1 bildirmislerdir. Arastirmacilar fenil
halkasina getirilen halojen ve hidroksil gruplarimin aktiviteyi azalttigini; nitro,
metoksi, dimetil amino gibi siibstitiientlerin aktiviteyi artirdigmi goézlemislerdir.
Sentezlenen seride en aktif tiirev olan 4-[(4-bromobenziliden)amino]-3-(4-metil-2-
fenil-tiyazol-5-il)-4H-1,2,4-triazol-5-tiyol bilesiginin Listeria monocytogenes ve
Pseudomonas aeruginosa'ya karst MIK: 1,95 pg/mL aktivite gdstermis ve standart
olarak kullanilan siprofloksasinden (MIiK: 3,9 ng/mL) iki kat daha aktif bulunmustur
(Sekil 2.51).

CH,S N/g/E—NH N/g/E_N
NN AN
| |
\©\CHZJ\S NS ds NS

R: -H, alkil, aril R: Aril

Sekil 2.51. Antibakteriyel etkili 4-siibstitiie-3-[2-(4-metiltiyobenzil)-4-metil-tiyazol-
5-il]-1,2,4-triazol-5-tiyon ve 3-(4-metil-2-feniltiyazol-5-il)-4-(stibstitiie
amino)-1,2,4-triazol-5-tiyol bilesikleri.
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Antifungal Aktiviteleri

Glinlimiizde piyasada bulunan antifungal ilaglardan flukonazol (1),
ravukonazol (2), vorikonazol (3), itrakonazol (4) ve posakonazol (5) yapisinda 1,2,4-
triazol halkasi icermektedir (Sekil 2.52). Bu nedenle triazol halkas1 antifungal aktivite
gostermesi beklenen yeni bilesiklerin tasariminda olduk¢a yaygin bir bicimde
kullanilmaktadir. Literatiirde siibstitiie 1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiklerinin antifungal

aktivitesi ilizerine yapilan birgok arastirma bulunmaktadir.

CN

Sekil 2.52. Flukonazol (1), ravukonazol (2), vorikonazol (3), itrakonazol (4) ve
posakonazol (5) bilesiklerinin yapilari.

Jalilian ve arkadaslar1 (154) yaptiklar1 bir ¢alismada ii¢ numarali konumunda
tiyazol veya 1,2,3-tiyadiazol tasiyan 4-siibstitlie-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiklerini
sentezlemis ve antifungal aktivitelerini incelemislerdir. Sentezlenen seride en aktif
olan bilesikler 3,12-6,25 mg/mL MIK degerleri araliginda Sacchromyces cerevisiae
ve Cryptococcus neooformans'a karst Onemli antifungal aktivite gosterirken,

Aspergillus fumigatus ’a kars1 zayif aktivite gostermistir (Sekil 2.53).
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Sekil 2.53. Ug numarali konumunda tiyazol tastyan antifungal etkili 4-siibstitiie-1,2,4-
triazol-5-tiyon bilesikleri.

Karthikeyan ve arkadaglar1 (20) 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 3-(2,4-
dikloro-5-florofenil)-1,4-distibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon yapisinda Schiff ve Mannich
bazlar1 sentezlemis, bu bilesiklerin Aspergillus flavus, A. fumigatus, Trichophyton
mentagrophytesin ve Penicillium marneffei'e karsi antifungal aktivitelerini
incelemislerdir. Seri plaka seyreltme yontemi ile yapilan tarama sonucunda en aktif
bulunan dort bilesik flukonazol ile esit aktivite gostermis ve tiim fungal suslara karsi

aktif bulunmustur (Sekil 2.54).

Ry
Cl N-N
/ R: Aril
Iﬁks R;: -H, aril, alkilaril
Cl Nﬁ
F R

Sekil 2.54. Antifungal etkili 3-(2,4-dikloro-5-florofenil)-1,4-disiibstitiie-1,2,4-triazol-
5-tiyon bilesikleri.

El Ashry ve arkadaslarinin (155) 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 3-(1H-
indol-2-il)-1,2,4-triazol-5-tiyon  bilesikleri  sentezlenerek  Aspergillus  niger,
Rhizoctonia solani ve Fusarium oxysporum'a kars1 antifungal aktiviteleri taranmistir.
En aktif bulunan triazol tiirevi, test edilen cogu mikroorganizmaya kars1 5 mg/mL MiK
degeri ile yliksek aktivite gOstermistir. Ayrica On tarama testinde Pseudomonas
aeruginosa'ya karsi da iyi aktivite gosterdigi bildirilmistir (Sekil 2.55).

N-NH
ALK,

N
NH H

Sekil 2.55. Antifungal etkili 3-(1H-indol-2-il)-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesikleri.
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Koparir (156) 2013 yilinda, 3,3'-biitan-1,4-diilbis[4-etil-4H-1,2 4-triazol-5-
tiyon] yapisina sahip yeni Mannich bazlari sentezleyerek Aspergillus flavus ve
Candida albicans’a kars1 antifungal aktivitelerini taramistir. Standart olarak
flukonazoliin  kullanildigr ¢alismada  3,3'-biitan-1,4-diilbis[4-etil-1-(morfolin-4-
ilmetil)-4H-1,2 4-triazol-5-tiyon] bilesiginin test edilen tiim mantar suslarina kars
1,56-3,12 pg/mL MIK degeri ile ¢ok iyi antifungal aktivite gdsterdigi bildirilmistir
(Sekil 2.56).
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Sekil 2.56. Antifungal etkili 3,3'-biitan-1,4-diilbis[4-etil-1-(morfolin-4-ilmetil)-4 H-
1,2,4-triazol-5-tiyon] bilesigi.

Antikonviilsan Aktiviteleri

Glinlimiizde piyasada bulunan antikonviilsan ilaglardan alprazolam (1),
estazolam (2) ve triazolam (3) yapisinda kondanse 1,2,4-triazol halka sistemi
tasimaktadir. Literatiirde 1,2,4-triazol-5-tiyonlarin antikonviilsan aktiviteleri {izerine

yapilmig bir¢ok aragtirma bulunmaktadir (Sekil 2.57).
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Sekil 2.57. Alprazolam (1), estazolam (2) ve triazolam (3) bilesiklerinin yapilari.

Al Masirad ve arkadaslar1 (157) 2004 yilinda yaptiklart bir ¢alismada 2-(2-
florofenoksi)benzoik asit hidrazitini Once potasyum tiyosiyanat, ardindan
tiyosemikarbazit ile reaksiyona sokarak elde ettikleri ara iiriinii bazik ortamda siklize
ederek 3-[2-(2-florofenoksi)fenil]-4H-1,2,4-triazol-5-tiyol tiirevi bilesikleri elde

etmislerdir. Elde edilen bilesiklerin antikonviilsan aktivitesi maksimal elektrosok testi
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(MES testi) ve subkiitan pentilentetrazol goriintiileme testi (scPTZ) ile incelenmis ve

bilesiklerin orta etkili oldugu bildirilmistir (Sekil 2.58).
%
oy
o R
oy’

R: -H, alkil

Sekil 2.58. Antikonviilsan etkili 3-[2-(2-florofenoksi)fenil]-4H-1,2,4-triazol-5-tiyol
bilesikleri.

Siddiqui ve arkadaglart (158) 2008 yilinda yaptiklart bir calismada
antikonviilsan aktivite gostermesi beklenen 3-(1H-indol-3-il)metil-4-(siibstitlie aril)-
1H-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiklerini sentezlemislerdir. Sentezlenen bilesiklerin
aktiviteleri 30, 100 ve 300 mg/kg dozlarda MES testi ile fareler iizerinde incelenerek
fenitoin sodyum ve karbamazepin ile karsilagtirilmistir. 2-kloro, 2-metil ve 3-metil
stibstitiie tiirevlerin 0,5 saat sonra fenitoin ve karbamazepine benzer MES aktivitesi
gosterdigi bildirilmistir (Sekil 2.59).

N

| N-NH R: -F, -Cl, -CH3, -OCH3
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Sekil 2.59. Antikonviilsan etkili 3-(1H-indol-3-il)metil-4-(siibstitiie aril)-1H-1,2,4-
triazol-5-tiyon bilesikleri.

Luszczki ve arkadaglar1 (159,160) 2012 yilinda yaptiklari bir dizi ¢aligma ile
3-(3-klorofenil)-4-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon ~ yapisindaki  bilesiklerin  iyi
antikonviilsan aktivite gosterdigini belirtmislerdir. 2013 yilinda, dort numaral
konumdaki alkil zinciri uzunlugunun antikonviilsan aktivite iizerine etkisini incelemek
amaciyla; dort numarali konuma c¢esitli alkil gruplar1 getirerek yeni bir seri bilesik
sentezlemis ve MES testi ile antikonviilsan aktivitelerini incelemislerdir (161).

Yapilan testler sonucunda en aktif tiirev olan 3-(3-klorofenil)-4-pentil-4H-1,2,4-
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triazol-5-tiyonun 300 mg/kg dozda sodyum valproattan iki kat yiliksek antikonviilsan
aktivite gosterdigi gozlenmistir. Alkil zincirinin uzunlugunun artmasinin aktiviteyi
diistirdiigiinii gézlemleyen arastirmacilar yapilan kromatografik testler sonucunda,
uzun alkil zincirine sahip bilesiklerin kan-beyin bariyerini gegemedigi ve bu nedenle

aktivitesinin diisiik oldugunu bildirmislerdir (Sekil 2.60).

N-NH N-NH
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Sekil 2.60. Antikonviilsan etkili 3-(3-klorofenil)-4-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon
bilesikleri.

Antidepresan Aktiviteleri

Kane ve arkadaslar1 (162) 1988 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada 3-siibstitiie
fenil-1,4-dialkil-1,2,4-triazol-5-tiyon ~ yapisindaki  bilesikleri  sentezlemis ve
antidepresan aktivitelerini incelemislerdir. Calismada alkil gruplarinin aktivite icin
gerekli oldugu, alkil gruplarinin kaldirilmasinin aktivite kaybina yol agtig1 ve en aktif
tiirevin bir ve dort numarali konumlarda metil tagiyan tiirev oldugu bildirilmistir (Sekil

2.61).

R, R,: Alkil
Rl: -Cl, -F, -CF3, -CH3

Sekil 2.61. Antidepresan etkili 3-siibstitiie fenil-1,4-dialkil-1,2,4-triazol-5-tiyon
bilesikleri.

Turan-Zitouni ve arkadaglar1 (163) 2002 yilinda baz1 yeni triazolilfenotiyazin

tiirevi Schiff bazi yapisi tasityan bilesikler sentezlemis ve bilesikleri antidepresan ve

anksiyolitik aktiviteleri agisindan degerlendirmislerdir. Buna gore triazol halkasinin
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dort numarali konumunda nonsiibstitiie, klor, metil, N, N-dimetilamino ve metoksi
stibstitiie aril grubu tasiyan Schiff bazlarimin antidepresan aktivite gosterdigi

bildirilmistir (Sekil 2.62).

R: -H, -F, -Cl, -Br, -CH;_-N(CHj),, -OCHj

Sekil 2.62. Antidepresan etkili triazolilfenotiyazin tlirevi Schiff bazlari.
Analjezik-Antiinflamatuvar Aktiviteleri

Palaska ve arkadaglar1 (164) 2002 yilinda yaptiklart calismada 3-(2-
naftiloksimetil)-4-stiibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon tiirevi bilesikleri sentezlemis, pence
Odemi testi (CPE) ve toplam polimorfoniikleer 16kosit sayist (PMNL) ol¢iimleri ile
bilesiklerin antiinflamatuvar aktivitelerini incelemislerdir. Seride en aktif tiirev olan
3-(2-naftiloksimetil)-4-metil-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiginin % 60,62+8,55 CPE
inhibisyonu ve 32,43+3,15 x 10°/cm® PMNL aktivite ile umut verici aktivitenin
yanisira standart olarak kullanilan nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglara gore diisiik

gastrik iilserasyon insidans1 gosterdigi bildirilmistir (Sekil 2.63).

N-NH
/
O\/kas R: -CHS’ -C2H5’ -CHz-CH:CHL -C6H5
|
R

Sekil 2.63. Analjezik-antiinflamatuvar etkili 3-(2-naftiloksimetil)-4-siibstitiie-1,2,4-
triazol-5-tiyon bilesikleri.

Amir ve Shikha (165) 2004 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada, analjezik-
antiinflamatuvar aktivitesi bilinen diklofenakin, triazol halkasi ile hibrit tiirevlerini
tasarlayarak 3-[2-(2,6-dikloro-anilino)benzil]-4-siibstitiie-1 H-1,2,4-triazol-5-tiyol
yapisinda bilesikleri sentezlemis ve 10 mg/kg dozda CPE testi ile analjezik-
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antiinflamatuvar aktivitelerini incelemislerdir. Calismanin sonunda sentezlenen
bilesiklerden dort numarali konumda 2-metoksifenil ve 4-florofenil grubu tasiyan
tirevlerin sirastyla % 81,90 ve % 79,80 degerleri ile iyi, diger tiirevlerin ise orta
diizeyde aktivite gosterdigi bildirilmistir. Ayrica; siddet indeksi yoOntemi ile
bilesiklerin iilserojenik riski incelenmis ve standart olarak kullanilan diklofenaktan
daha diisiik iilserojenik risk sergiledikleri bildirilmistir. Arastirmacilar bu sonug¢lardan
yola ¢ikarak diklofenak bilesigindeki karboksilik asit grubunun triazol halkasi ile
degistirilmesi sonucunda analjezik-antiinflamatuvar aktivitenin korundugunu,

iilserojenik riskin ise dnemli dl¢lide azaldigini belirtmislerdir (Sekil 2.64).

N-N .
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Sekil 2.64. Analjezik-antiinflamatuvar etkili 3-[2-(2,6-dikloro-anilino)benzil]-4-
stibstitiie-1 H-1,2,4-triazol-5-tiyol bilesikleri.

Amir ve Kumar (166) diklofenak-triazol hibrit bilesiklerinin umut verici
aktivite gostermesi tizerine 2005 y1linda triazol halkasinin flurbiprofen ve indometazin
ile hibritlerini tasarlayarak 3-(1-(2-floro-[1,1'-bifenil]-4-il)etil)-1H-1,2,4-triazol-5-
tiyon ve 3-[(1-(4-klorobenzoil)-5-metoksi-2-metilindol-3-il)metil]-4-butil-1H-1,2 ,4-
triazol-5-tiyol yapisinda bilesikleri sentezlemislerdir. Sentezlenen bilesiklerin
karagenin ile indiiklenen penge 6demi testi sonucu, orta diizeyde antiinflamatuvar
aktivite gosterdigi belirtilmistir. Yapilan analjezik aktivite testleri sonucunda ise
bilesiklerin standart olarak kullanilan flurbiprofen ve indometazine kiyasla diisiik

aktivite gosterdigi bildirilmistir (Sekil 2.65).
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Sekil 2.65. Analjezik-antiinflamatuvar etkili 3-(1-(2-floro-[1,1'-bifenil]-4-il)etil)-1H-
1,2,4-triazol-5-tiyon ve 3-[(1-(4-klorobenzoil)-5-metoksi-2-metilindol-3-
il)metil]-4-butil-1H-1,2,4-triazol-5-tiyol bilesikleri.

Tozkoparan ve arkadaslar1 (69) 2005 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, 3-
siibstitlie-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiklerinden hareketle bir dizi Mannich bazi
sentezlemis ve analjezik-antiinflamatuvar aktivitelerini incelemislerdir. Yapilan
aktivite ¢alismalar1 sonucunda triazol halkasinin {i¢ numarali konumunda nonsiibstitiie
fenil halkas1 tasiyan tiirevlerin yiiksek antiinflamatuvar aktivite gosterdigini
bildirmislerdir. Avci ve Tozkoparan (71) 2020 yilinda bu calismanin devami
niteliginde, 3 numarali konumunda naproksen artig1 tasiyan bir dizi Mannich bazi
sentezleyerek bilesiklerin analjezik-antiinflamatuvar aktivitelerini incelemislerdir.
Biyolojik etki c¢aligmalar1 sonunda bilesiklerin dikkat ¢ekici antiinflamatuvar
aktiviteye sahip oldugu, ayrica bilesiklerin birgcogunun naproksenden daha diisiik

gastrik toksisite sergiledigi gosterilmistir (Sekil 2.66).
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Sekil 2.66. Analjezik-antiinflamatuvar etkili ¢esitli 3-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon
bilesikleri.

Tozkoparan ve arkadaglar1 (70) 2007 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, 3-
stibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiklerinden hareketle 5 numarali konumda alkiltiyo
ve alkilsiilfonil gruplari tastyan bir dizi bilesik sentezleyerek bilesiklerin analjezik-
antiinflamatuvar aktivitelerini incelemislerdir. Yapilan aktivite ¢aligmalarinin
sonucunda alkilsiilfonil grubu tastyan tiirevlerin diger tlirevlere kiyasla daha aktif
oldugunu ve siilfonil tiirevlerinde alkil zincirinin uzamasimin analjezik ve

antiinflamatuvar aktiviteyi artirdigint ve 5 numarali konumda etilsiilfonil grubu
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tastyan bilesiklerin yiiksek antiinflamatuvar aktiviteye sahip oldugunu, bildirmislerdir

(Sekil 2.67).

N-NH
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Sekil 2.67. Analjezik-antiinflamatuvar etkili 3-siibstitiie-5-alkilsiilfonil-1,2,4-triazol
bilesikleri.

Salgin-Goksen ve arkadaslari (60) 2007 yilinda yaptiklar bir ¢alismada 3-[(5-
metil-2-benzoksazolinon-3-il)metil]-4-siibstitiie-1 H-1,2,4-triazol-5-tiyon tiirevi bir
dizi bilesik sentezleyerek analjezik-antiinflamatuvar aktivitelerini incelemislerdir.
Karagenin ile indiiklenen penge 6demi testinde 100 mg/kg dozda % 79,8 inhibisyon
degeri ile 3-[(5-metil-2-benzoksazolinon-3-il)metil]-4-fenil-7/H-1,2,4-triazol-5-tiyon
bilesiginin en aktif tiirev oldugu bildirilmistir. Bilesiklerin analjezik aktiviteleri Koster
testi ile incelenmis ve ayni tiirevin seri igerisinde en yiiksek analjezik aktiviteye sahip

bilesik oldugu belirtilmistir (Sekil 2.68).

CH,
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Sekil 2.68. Analjezik-antiinflamatuvar etkili 3-[(5-metil-2-benzoksazolinon-3-
il)metil]-4-siibstitiie-1H-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesikleri.

Joanna ve arkadaslari1 (167) 2014 yilinda yaptiklar1 bir calismada antinosiseptif
aktivite gostermesini bekledikleri 3-(4-klorofenil)-1-(morfolin-4-ilmetil)-4-siibstitiie-
1H-1,2,4-triazol-5-tiyon yapisinda bir seri bilesik sentezlemis, sicak plaka testi ve
kivranma testi kullanarak bilesiklerin aktivitelerini incelemislerdir. Calismada dort
numarali konumda siibstitiient olarak 2,4-dikloro fenil ve 4-kloro-(3-triflorometil)fenil
tastyan tiirevlerin, farelerin lokomotor aktivitesini baskiladigi ve 10 mg/kg dozda
antiinflamatuvar aktivite gosterdigi, 4-bromofenil tastyan tlirevin ise sicak plaka ve
kivranma testinde gii¢lii, doza bagli ve uzun siireli antinosiseptif etki gosterdigi

bildirilmistir (Sekil 2.69).
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Sekil 2.69. Analjezik-antiinflamatuvar etkili 3-(4-klorofenil)-1-(morfolin-4-ilmetil)-
4-siibstitiie-1H-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesikleri.

Cl

Antioksidan Aktiviteleri

Kus ve arkadaglar1 (168) 2004 yilinda yaptiklart bir c¢aligmada 3-(2-
fenilbenzimidazol-1-il-metil)-4-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon yapisinda bir dizi
bilesik sentezlemis ve NADPH-bagimli lipit peroksidasyon deneyi ile antioksidan
aktivitelerini incelemislerdir. Aragtirmacilar bu ¢alisma sonucunda dort numarali
konumda p-bromofenil ve m-bromofenil siibstitiienti tagiyan bilesiklerin karaciger lipit
peroksidasyon seviyeleri {izerinde sirasiyla % 65 ve % 62 inhibitor aktiviteye sahip
oldugunu ve pozitif kontrol olarak kullanilan biitilhidroksitoluen (% 65) ile esit

aktivite gdsterdigini bildirmislerdir (Sekil 2.70).
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Sekil 2.70. Antioksidan etkili 3-(2-fenilbenzimidazol-1-il-metil)-4-siibstitiie-1,2,4-
triazol-5-tiyon bilesikleri.

Ayhan-Kilcigil ve arkadaglar1 (169) 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ii¢
numarali konumda benzimidazol halkasi tasiyan 1,2,4-triazol-5-tiyon tiirevlerini
sentezlemis ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal siiplirme kapasitesi teknigi
ile antioksidan aktivitelerini incelemislerdir. Arastirmacilar seri icerisindeki en aktif
bilesikler ~olan  3-(2-(4-klorofenil)benzimidazol-1-il-metil)-4-metoksifenil-1,2,4-
triazol-5-tiyon ve 3-(2-(4-piridil)benzimidazol-1-il-metil)-4-(3,4-diklorofenil)-1,2,4-
triazol-5-tiyon bilesiklerinin ICso degerlerinin sirasiyla 5,4 x 10° M ve 1,1 x 104 M
oldugunu, bu degerlerin standart olarak kullanilan biitilhidroksitoluenin 1Cso

degerinden daha diisiik oldugunu belirtmislerdir (Sekil 2.71).
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Sekil 2.71. Antioksidan etkili  3-(2-(4-klorofenil)benzimidazol-1-il-metil)-4-
metoksifenil-1,2,4-triazol-5-tiyon ve 3-(2-(4-piridil)benzimidazol-1-
il-metil)-4-(3,4-diklorofenil)-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesikleri.

Khan ve arkadaglar1 (170) 2010 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada 3,4-diaril-
1,2,4-triazol-5-tiyon tiirevi bir dizi bilesik sentezlemis ve DPPH radikal siiplirme
kapasitesi yontemini kullanarak antioksidan aktivitelerini incelemislerdir. Aktivite
caligmalar1 sonucunda 3-(4-klorofenil)-4-(2,4-dimetilfenil)-1,2,4-triazol-5-tiyon ve 4-
(2,4-dimetilfenil)-3-(3-nitrofenil)-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiklerinin sirastyla 292,38
+ 1,60 uM ve 242,49 + 3,64 uM ICso degerleri ile dikkat ¢ekici antioksidan aktivite
sergiledigi belirtilmistir (Sekil 2.72).
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Sekil 2.72. Antioksidan etkili 4-(2,4-dimetilfenil)-3-(3-nitrofenil)-1,2,4-triazol-5-
tiyon ve  3-(4-klorofenil)-4-(2,4-dimetilfenil)-1,2,4-triazol-5-tiyon
bilesikleri.

Aswathanarayanappa ve arkadaslar1 (171) 2013 yilinda yaptiklar1 bir calismada
1,2,4-triazol-5-tiyol halkasi tasiyan bir seri Schiff baz1 sentezlemis ve bu bilesiklerin
antioksidan aktivitelerini incelemislerdir. Seri igerisindeki 3-(4-kloro-2-metilfenil)-4-
(2,5-dihidroksibenzilidenamino)-4H-1,2,4-triazol-5-tiyol ~ bilesiginin,  eritrositleri
hidrojen peroksit kaynakli hemolize karsi korudugu, 3-(4-kloro-2-metilfenil)-4-(4-
metoksibenzilidenamino)-4H-1,2,4-triazol-5-tiyol bilesiginin ise lipit
peroksidasyonunu giiglii bir sekilde inhibe ettigi bildirilmistir. Ayrica bu iki bilesigin

DPPH radikal siipiirme kapasitesi yontemi kullanilarak yapilan aktivite testlerinde
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sirastyla % 89,2 ve % 86,8 inhibisyon degerleri ile giiclii antioksidan aktivite

gosterdikleri belirtilmistir (Sekil 2.73).
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Sekil 2.73. Antioksidan etkili 3-(4-kloro-2-metilfenil)-4-(2,5-dihidroksibenziliden
amino)-4H-1,2,4-triazol-5-tiyol ve 3-(4-kloro-2-metilfenil)-4-(4-metoksi
benzilidenamino)-4H-1,2,4-triazol-5-tiyol bilesikleri.

Antiviral Aktiviteleri

Akhtar ve arkadaslar1 (172) 2007 yilinda yaptiklart bir calismada 3-stibstitiie-
4-(4-klorofenil)-1,2,4-triazol-5-tiyon tiirevi bir seri bilesik sentezleyerek MT-4
hiicrelerinde HIV-1 (IIIB), HIV-2 (ROD), HSV-2, Influenza A H3N2 ve Influenza B
viriislerine karst antiviral aktivitelerini incelemislerdir. Calisma sonucunda 4-(4-
klorofenil)-3-[2-merkapto-1-(4-toluensiilfonilamino)etil]-1H-1,2,4-triazol-5-tiyon
bilesiginin bilesiginin HIV-1 (IIIB) ve HIV-2 (ROD)’ye kars1 sirasiyla 23,9 ug/mL ve
9,9 ng/mL ECso degerleri ile giiglii aktivite gosterdigi bildirilmistir (Sekil 2.74).
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Sekil 2.74. Antiviral etkili 4-(4-klorofenil)-3-[2-merkapto-1-(4-toluen siilfonilamino)
etil]-1H-1,2,4-triazol-5-tiyon.

Kiiciikgiizel ve arkadaslart (173,174) yaptiklar1 g¢alismada  3-[(4-
aminofenoksi)metil]-4-siibstitiie-1H-1,2,4-triazol-5-tiyon tlirevlerinden hareketle bir
seri tiyolire bilesigi sentezleyerek T-lenfosit (MT-4) hiicrelerinde Herpes Simplex
Viriis-1 (HSV-1), Herpes Simplex Viriis-2 (HSV-2), HIV-1 (IIIB) ve HIV-2

(ROD)suslarina kars1 in vitro antiviral aktivitelerini incelemislerdir. Arastirmacilar



47

aktivite testleri sonucunda sentezlenen bilesiklerin HIV-1 (IIIB) ve HIV-2 (ROD)’ye
kars1 aktif olmadigini, HSV-1 ve HSV-2’ye karsi ise zayif aktivite gosterdigini
bildirmislerdir. Bunun {izerine daha aktif tiirevler elde etmek amaciyla bilesiklerin
tasariminda degisiklik yapan arastirmacilar 1-[4-[(5-(benziltiyo)-4-siibstitiie-1,2,4-
triazol-3-il)metoksi]fenil]-3-feniltiyoiire yapisinda yeni bir dizi bilesik sentezleyerek
cesitli viriis suslarina karsi antiviral aktivitelerini incelemislerdir. Yeni ¢aligmanin
sonuglarinda triazol halkasinin dort numarali konumundaki azot atomu tizerinde allil
grubu tastyan tiirevin Coxackie virlisiine karsi orta diizeyde koruma gdsterdigi,
Varisella-zoster viriisiine (TKs VZV, OKA susu) karsi ise 9,9 mg/mL ECso degeri ile
iyi aktivite gosterdigi bildirilmistir (Sekil 2.75).

N-NH
(C6H5)C6H11\N)J\N/<NXS S OJN\/\\S
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Sekil 2.75. Antiviral etkili ¢esitli 1,2,4-triazol-5-tiyon bilesikleri.

Antikanser Aktiviteleri

Gliniimiizde yapisinda 1,2,4-triazol halka sistemi tasiyan anastrozol (1),
letrozol (2) ve vorozol (3) gibi ilaglar halen meme kanseri tedavisinde kullanilmaktadir
(Sekil 2.76). Bu nedenle antikanser aktivite gOstermesi beklenen yeni ila¢ aday1
bilesiklerin tasariminda triazol halka sistemi olduk¢a yaygin bir bigimde
kullanilmaktadir. Bunun sonucu olarak literatiirde siibstitiie 1,2,4-triazol-5-tiyon

bilesiklerinin antikanser aktivitesi lizerine yapilan bir¢ok arastirma bulunmaktadir.
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Sekil 2.76. Anastrozol (1), letrozol (2) ve vorozol (3) bilesiklerinin yapilari.

Duran ve arkadaslar1 (175) 2002 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada 1,4-dihidro-
3-(3-hidroksi-2-naftil)-4-siibstitiie- 1 H-1,2,4-triazol-5-tiyon yapisinda bir seri yeni
bilesik sentezleyerek antikanser etkisini incelemislerdir. Sentezlenen bilesiklerden
1,4-dihidro-3-(3-fenoksikarbonil-2-naftil)-4-etil-1H-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesigi
Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) tarafindan segilerek bobrek, deri, 16semi, meme, kii¢iik
hiicreli olmayan akciger, kolon, prostat, sinir sistemi ve yumurtalik kanser hiicre hat
tiplerinde toplam 52 insan tiimor hiicre hattina karsi aktivitesi incelenmis ve bilesigin

cesitli hiicre hatlarinda yiiksek aktivite gosterdigi bildirilmistir (Sekil 2.77).

N-NH

SeEM
C,H;
COOCH;
Sekil 2.77. Antikanser etkili 1,4-dihidro-3-(3-fenoksikarbonil-2-naftil)-4-etil-1H-
1,2,4-triazol-5-tiyon bilesigi.

Yang ve Pan (176) 2007 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada 3-[(4-hidroksi-6-
metil-1H-2-piridinon)-3-il]-4-arilidenamino-1H-1,2,4-triazol-5-tiyon yapisinda bir
grup Schiff baz1 sentezlemis ve antikanser aktivitelerini incelemislerdir. Calismada
insan hepatoseliiler karsinom hiicre hatt1 (Bel-7402) ve agiz epidermal kanser hiicre
hatt1 (KB) i¢in Siilforodamin B (SRB) yontemi, insan promiyelositik 16semi hiicre
hatt1 (HL-60) ve insan mide kanseri hiicre hatt1 (BGC-823) i¢in 3-(4,5-dimetiltiyazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) yontemi kullanilmigtir. Aragtirmacilar
triazol halkasinin dort numarali konumunda (2-hidroksi-3,5-
dibromofenil)metilidenamino ve (2-hidroksi-3,5-diklorofenil)metilidenamino igeren

tiirevlerin biitiin hiicre hatlarina kars1 oldukga etkili oldugu ve fenil halkasinin meta
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konumunda brom ve klor gibi elektron ¢ekici gruplar bulunmasimin aktiviteyi

artirdigini belirtmisglerdir (Sekil 2.78).

OH N-NH OH I;I—NH
/
S &N
N
H;C N o N H,C N oYy
OH OH
Br Br Cl Cl

Sekil 2.78. Antikanser etkili  3-[(4-hidroksi-6-metil-1H-2-piridinon)-3-il]-4-
arilidenamino-1H-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesikleri.

Sunil ve arkadaglar1 (177) 2011 yilinda 3-siibstitiie-4-amino-1,2,4-triazol-5-
tiyon bilesiklerinden hareketle yine bir dizi Schiff ve Mannich baz1 sentezleyerek
antikanser aktivitelerini incelemislerdir. Bilesikler MTT testi kullanilarak insan
hepatoseliiler karaciger karsinom hiicre hattina (HepG2) kars1 sitotoksik aktiviteleri
acisindan taranmis, ¢alisma sonunda 3-(benziloksi)-4-[[(3-(4-klorofenil)-1H-pirazol-
4-il)metiliden]amino]-1,2,4-triazol-5-tiyon (ICso: 0,050 g/L) ve 4-[[(3-(4-fluorofenil-
1 H-pirazol-4-il)metiliden]amino]-3-((4-metilbenzil)oksi)-1-(morfolinometil)-1,2,4-
triazol-5-tiyon (ICso: 0,017 g/L) bilesiklerinin standart olarak kullanilan doksorubisin
(ICs0: 0,017 g/L) ile karsilastirilabilir aktivite gosterdigi belirtilmistir (Sekil 2.79).

O
N-NH N-N

/ /
0/4171 /&S OAN/&S
N Cl N F
2Y©/ QYQ/
HN-N CH; HN-N
Sekil 2.79. Antikanser etkili 3-(benziloksi)-4-[[(3-(4-klorofenil)-1H-pirazol-4-
i)metiliden]amino]-1,2,4-triazol-5-tiyon ve 4-[[(3-(4-fluorofenil-1H-
pirazol-4-il)metiliden]amino]-3-((4-metilbenzil)oksi)-1-(morfolino
metil)-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesikleri.
Mavrova ve arkadaglart (178) tarafindan 2009 yilinda 3,4-siibstitiie-1,2,4-

triazol-5-tiyon tiirevi bir seri yeni bilesik sentezlenmis ve timosit hiicrelerine karsi

sitotoksik aktiviteleri incelenmistir. Seride en aktif tliirev olan 4-amino-3-(5-feniltiyen-
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2-il)-1H-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiginin 0,012 uM ICso degeri ile dikkat cekici
sitotoksik aktivite gdsterdigi bildirilmistir (Sekil 2.80).

N-NH

TS
S ﬂle

Sekil 2.80. Antikanser etkili 4-amino-3-(5-feniltiyen-2-il)-1H-1,2,4-triazol-5-tiyon
bilesigi.

Hassan ve arkadaglari (179) 2013 yilinda yaptiklar1 bir calismada 3-(2-
stibstitiie tiyotireidotiyazol-4-il)-4-siibstitiie-1 H-1,2,4-triazol-5-tiyol yapisinda bir dizi
bilesik sentezleyerek; bilesiklerin sitotoksik aktivitelerini HepG2, MCF7, kolon
karsinoma hiicre hatti (HCT116) ve akciger kanser hiicre hatlarina (A549) karst MTT
testi ile incelemislerdir. Calisma sonunda 1-[4-(5-merkapto-4-(4-fenoksifenil-1,2,4-
triazol-3-il)tiyazol-2-i1]-3-(4-fenoksifenil)tiyoiire bilesiginin HCT116 ve MCF7 hiicre
hatlarina kars1 sirasiyla LCso: 23,5 uM ve 17,4 uM aktivite sergiledigi, bu degerlerin
standart olarak kullanilan doksorubisin ile karsilastirilabilir diizeyde oldugu
bildirilmigtir. Aynm1 ¢alismada bilesiklerin dihidrofolat rediiktaz enzim inhibisyonu
aktiviteleri de incelenmis, en aktif bilesik olarak bulunan 1-(2,4-dimetoksifenil)-3-[4-
[4-(2,4-dimetoksifenil)-5-merkapto-1,2,4-triazol-3-ilJtiyazol-2-il]tiyoiire  bilesiginin
0,03 uM ICso degeriyle standart olarak kullanilan metotreksattan (ICso: 0,08 uM) 2,7
kat daha aktif bulundugu bildirilmistir (Sekil 2.81).

N-N N-N
0 S N /N»\SH CH;0 S N /N\ SH
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Sekil 2.81. Antikanser etkili 1-[4-(5-merkapto-4-(4-fenoksifenil-1,2,4-triazol-3-
iltiyazol-2-il]-3-(4-fenoksifenil)tiyolire ve 1-(2,4-dimetoksifenil)-3-
[4-[4-(2,4-dimetoksifenil)-5-merkapto-1,2,4-triazol-3-il]tiyazol-2-
il]tiyotire bilesikleri.

Sitaram ve arkadaslar1 (180) sentezledikleri bir grup benzensiilfonamid grubu

tastyan 1,2,4-triazol-5-tiyon tlirevi bilesigin karbonik anhidraz enziminin dort
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izozimine (hCA I, II, IX ve XII) kars1 aktivitelerini incelemislerdir. Seride en aktif
bulunan 4-[3-(4-florofenil)-5-tiyokso-1,5-dihidro-4H-1,2,4-triazol-4-il|benzen
silffonamit  ve  4-[3-(4-bromofenil)-5-tiyokso-1,5-dihidro-4H-1,2,4-triazol-4-il]
benzensiilfonamit bilesiklerinin s6z konusu dort izozimin hepsine karsi standart bilesik

asetazolamitten daha iyi inhibitor aktivite gosterdigi bildirilmistir (Sekil 2.82).

N-NH
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Sekil 2.82. Antikanser etkili 4-[3-(4-florofenil)-5-tiyokso-1,5-dihidro-4H-1,2,4-
triazol-4-il]benzensiilfonamit ve 4-[3-(4-bromofenil)-5-tiyokso-1,5-
dihidro-4H-1,2,4-triazol-4-il]benzensiilfonamit bilesikleri.

2.2. Tiyazolo|3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-onlar
2.2.1. Tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(SH)-onlarin Sentez Yontemleri

Tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on bilesiklerinin sentez yontemleri 3-
siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiklerinin “Kimyasal Ozellikleri” bashginda

incelendigi i¢in bu boliimde tekrar ele alinmamstir (bkz. sayfa 16).
2.2.2. Tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-onlarin Kimyasal Ozellikleri

2-Fenil-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on bilesiginin hidrazin hidrat ile
isitilmas1 sonucunda kondanse halkanin acildigr ve 2-[(3-fenil-4H-1,2,4-triazol-5-

il)tiyo]asetohidrazid bilesiginin elde edildigi bildirilmistir (Sekil 2.83) (107).

O
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Sekil 2.83. 2-Fenil-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on bilesiginin hidrazin hidrat
ile reaksiyonu.
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Tozkoparan ve arkadaslar1 (99,181,182) 2-siibstitiie-5-benziliden-tiyazolo[3,2-
b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on tiirevi bilesiklerin kuru tetrahidrofuran igerisinde cesitli
piperazinler ile reaksiyonu sonucu Michael katim reaksiyonu tiriinii 2-stibstitlie-5-(o-
aminobenzil)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-ol  tiirevlerini  elde ettiklerini
bildirmislerdir (Sekil 2.84).
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Sekil 2.84. 2-siibstitiie-5-benziliden-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on
bilesiklerinin ¢esitli piperazinler ile Michael katim reaksiyonu.

Mohan ve Kumar (183) 2-siibstitiie fenil-5-siibstitiie benziliden-tiyazolo[3,2-
b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on yapisindaki bilesikleri etanol ve DMF igerisinde sodyum
asetat varliginda hidrazin hidrat ile 1sitarak 3,6-(disiibstitiie fenil)-3,3a-dihidro-2H-
pirazolo[3',4":4,5]tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol  yapisina sahip bilesikleri elde
etmislerdir (Sekil 2.85).
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Sekil 2.85. 2-Siibstitiie fenil-5-siibstitiie benziliden-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-
6(5H)-on yapisindaki bilesiklerin sodyum asetat varliginda hidrazin
hidrat ile reaksiyonu.

Tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on yapisina sahip bilesiklerin sodyum
asetat ve asetik asit varliginda alifatik/aromatik aldehitlerle 1sitilmasi sonucunda 5-
siibstitlie metiliden-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on tiirevi bilesikler elde
edilmektedir (Sekil 2.86) (184).
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Sekil 2.86. Tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on bilesiklerinin asidik ortamda
aldehitlerle reaksiyonu.
Holota ve arkadaslar1 (185) 5-etoksimetiliden-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-
6(5H)-on bilesigini etanol igerisinde hidrazin hidrat ile 1sitarak 4-[(4H-1,2,4-triazol-3-
ih)tiyo]-1,2-dihidro-3 H-pirazol-3-on bilesigini elde etmislerdir (Sekil 2.87).

0
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Sekil 2.87. 5-Etoksimetilen-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on bilesiginin
hidrazin hidrat ile reaksiyonu.

2.2.3. Tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-onlarin Spektral Ozellikleri

IR Spektrumlar

Tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on yapisindaki bilesiklerin potasyum
bromiir ile alinan IR spektrumlarinda baslangi¢c maddesinde goriilen N-H ve C=S veya
S-H titregimleri gozlenmezken, 1766-1724 cm™ araliginda laktam karboniline ait C=O
gerilim titresimleri (44,68,186), 1654-1578 cm™! aralifinda C=N gerilim titresimleri
(44,68,186,187) ve 816-754 cm’! araliginda C-S-C gerilim titresimleri (188)

goriilmektedir.
!H-NMR Spektrumlart

Tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on halka sistemi yapisinda proton
tasimadigi igin 'H-NMR spektrumunda bu yapiyr dogrulayacak herhangi bir pik
goriilmemektedir. Yapisinda bu halka sistemini tasiyan bilesikler 3 ve 5 numarali
konuma getirilen siibstitiientlere bagl olarak 'H-NMR spektrumunda karakteristik
pikler gosterirler. 5-Siibstitliebenzilidentiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on

yapisindaki bilesiklerin spektrumlarinda 5 numarali konumdaki benzilik proton 1H
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integrasyonunda & 8,02-8,50 ppm araliklarinda singlet olarak go6zlenmektedir

(44,186,189).
B3C-NMR Spektrumlar

Tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on yapisindaki bilesiklerin '3C-NMR
spektrumlarinda 150,20-160,66 ppm arasinda C=N ve 159,91-176,93 ppm arasinda
C=0 pikleri goriilmektedir. 5 Numarali konumdaki benzilik karbon atomu ise 136,65-
148,13 ppm araliklarinda gézlenmektedir (44,68,184,186,189).

Kiitle Spektrumlari

Tozkoparan ve arkadaslart (190) 2-metil-5-o-aminobenzil-6-hidroksi-
tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol yapisindaki bilesiklerin kiitle spektrumlarini elektron
iyonizasyon yontemi ile almis, bilesiklerin molekiiler iyon piklerini ve muhtemel
parcalanma triinlerini tespit etmiglerdir. Buna gore spektrumlardaki temel piki primer
par¢alanma sonucunda olusan parcalanma iirlinlerinden biri ya da amin grubunun
sekonder parcalanmasi sonucu olusan bilesikler olusturmaktadir. Aminin yapidan
kopmast ile olusan bilesigin kiitlesi (A), A+H ya da A-H olarak da goriilebilmektedir.
Sekonder pargalanma sonucunda spektrumda 3-metil-1,2,4-triazol-5-tiyol ve
benziliden pikleri gozlenirken, tersiyer pargalanma sonucunda da benziliden grubuna

ait pik gézlenmistir (Sekil 2.88).
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Sekil 2.88. 2-Metil-5-a-aminobenzil-6-hidroksi-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol
bilesiginin kiitle spektrumundaki par¢alanma yolaklari.

2.2.4. Tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(SH)-onlarin Biyolojik Ozellikleri

2,5-Distibstitiie-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-onlar medisinal kimya
alaninda 6nemi kanitlanmis ve bircok farmakolojik etki ¢alismasina konu olmus
kondanse heterosiklik bilesiklerdir. Literatiirde s6z konusu yapiya sahip bilesiklerin
antibakteriyel, antifungal, antikonviilsan, analjezik-antiinflamatuvar, antioksidan ve

antikanser aktiviteleri iizerine yapilmis arastirmalar bulunmaktadir.
Antibakteriyel Aktiviteleri

Barbuceanu ve arkadaslar1 (104) sentezini yaptiklar1 yapisinda difenilsiilfon
grubu tagtyan bir grup tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol tlirevi bilesigin B. subtillis, E. coli,
P. aeruginosa ve S. Aureus’a karsi antibakteriyel aktivitelerini incelemislerdir.

Calisma sonunda sentezlenen bilesiklerin standart olarak kullanilan ampisilin ve
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tetrasikline gore diisiik aktivite gosterdigi, gozlenen bu disiik aktivitenin ise

difenilsiilfon grubundan kaynaklandig: belirtilmistir (Sekil 2.89).
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Sekil 2.89. Antibakteriyel etkili ¢esitli tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol bilesikleri.

Jakhar ve Makrandi (191) 2012 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada alti numaral
konumunda siibstitlie kumarin halkasi tagiyan bir seri tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol
tirevi bilesik sentezleyerek E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, S. typhii ve P.
aeruginosa’ya karst antibakteriyel aktivitelerini hendek difiizyonu (ditch diffusion)
yontemi ile incelemislerdir. Yapilan aktivite ¢calismalar1 sonucunda bilesiklerin diigiik

antibakteriyel aktivite gdsterdigi belirtilmistir (Sekil 2.90).
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Sekil 2.90. Antibakteriyel etkili kumarin halkasi tagiyan bir seri tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol bilesikleri.

Antifungal Aktivitesi

Demir-Erol ve arkadaslar1 (187) sentezledikleri bir grup 2,6-dislibstitiie-
tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol yapisinda bilesigin antifungal akitivitelerini cesitli
Candida suslarina kars1 incelemis ve bilesiklerin zayif antifungal aktivite gosterdigini

bildirmislerdir (Sekil 2.91).



57

Rl: -H, -C6H5

HO
R,: -H, -Cl, -Br, -NO,

T;I—N
R1/<N/)_ S
Sekil 2.91. Antifungal etkili 2,6-dislibstitiie-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol bilesikleri.

Seelam ve arkadaglar1 (192) 2016 yilinda yaptiklari bir calismada
2,5-distibstitiie-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on ve 3,6-dislibstitiie-pirazolo
[3',4":4,5]tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol yapisinda iki farkli bilesik grubu sentezleyerek
C. albicans, A. fumigatus, Bortaris fabae ve Fusarium oxysporam’a kars: antifungal
aktivitelerini incelemislerdir. Calisma sonunda en aktif tiirev olarak bulunan 5-(4-
klorobenziliden)-2-(4-metilfenil)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on  ve  3-(2-
fluorofenil)-6-(4-metilfenil)-3,3a-dihidro- 2H-pirazolo[3',4":4,5]tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol bilesiklerinin C. albicans'a kars1 3,125 ug/mL MIK degeri ile standart olarak
kullanilan triflukan ile esdeger aktivite gosterdigi belirtilmistir. Sentezlenen diger
bilesiklerin tiim suslara karsi orta ile iyi arasinda degisen aktiviteye sahip oldugu

bildirilmistir (Sekil 2.92).
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Sekil 2.92. Antifungal etkili 5-(4-klorobenziliden)-2-(4-metilfenil)tiyazolo[3,2-b]-

1,2,4-triazol-6(5H)-on ve 3-(2-fluorofenil)-6-(4-metilfenil)-3,3a-dihidro-

2H-pirazolo[3',4":4,5]tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol bilesikleri.

Tratrat ve arkadaslar1 (186) 2018 yilinda sentezini ger¢eklestirdikleri bir grup
5-benziliden-2-adamantiltiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on yapisinda bilesiklerin
C. Albicans, A. versicolor, A. ochraceus ve Aspergillus fumigatus’a kars1 antifungal
aktivitelerini incelemislerdir. Yapilan ¢calisma sonucunda tiim bilesiklerin 3,67-34,6 x
102 pmol/mL arasinda degisen MIK degerleri ile standart olarak kullanilan
ketokonazolden daha iyi aktivite gosterdigi ve bu halka sisteminin 4. fumigatus ve C.

albicans i¢in farmakofor grup olabilecegi belirtilmistir (Sekil 2.93).
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Sekil 2.93. Antifungal etkili 5-benziliden-2-adamantiltiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-
6(5H)-on bilesiklerinin genel yapisi.

Antikonviilsan Aktiviteleri

Demir-Erol ve arkadaslart (187) 1995 yilinda yaptiklart bir ¢alismada 2,6-
distibstitiie-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol yapisina sahip bir dizi bilesik sentezlemis,
pentilen tetrazol kaynakli nobet (ScMet) ve MES testi ile antikonviilsan aktivitelerini
incelemislerdir. Calisma sonunda sentezlenen bilesiklerin 300 mg/kg dozda orta ile iyi

arasinda degisen aktivite gosterdigi bildirilmistir (Sekil 2.94).

R,

Rl: -H, -C6H5

HO
R,: -H, -Cl, -Br, -NO,

N-N
Rl/« N/)_S
Sekil 2.94. Antikonviilsan etkili 2,6-dislibstitiie-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol
bilesikleri.

Raj ve Narayana (193) 2006 yilinda yaptiklar1 bir ¢caligmada iki ve bes numarali
konumlarinda fenil siibstitiie bir seri tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol bilesigi sentezlemis
ve PTZ testi ile antikonviilsan aktivitelerini incelemislerdir. Arastirmacilar ¢alisma
sonunda bilesiklerin fenil gruplar1 lizerinde metoksi stibstitiientlerinin bulunmasinin
antikonviilsan aktiviteyi artirdigini, en aktif bulunan tiirev olan 2-(2-bromo-5-
metoksifenil)-5-(3,4-dimetoksibenziliden)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on  ve
2-(2-bromo-5-metoksifenil)-5-(3,4,5-trimetoksi  benziliden) tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on bilesiklerinin 4 mg/kg dozda nébet siiresinde dnemli bir azalma

gostererek umut verici antikonviilsan aktivite gosterdigini belirtmislerdir (Sekil 2.95).
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Sekil 2.95. Antikonviilsan etkili 2-(2-bromo-5-metoksifenil)-5-(3,4-dimetoksi
benziliden)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on ve 2-(2-bromo-5-
metoksifenil)-5-(3,4,5-trimetoksibenziliden)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-
6(5H)-on bilesikleri.

Antioksidan Aktiviteleri

Djukic ve arkadaslar1 (194) 2018 yilinda yaptiklar1 bir calismada 2-adamantil-
S-siibstitiie benzilidentiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on yapisina sahip bir seri
bilesik sentezlemis, DPPH testi, demir (III) iyonu indirgeyici antioksidan gii¢c yontemi
(FRAP) ve tiyobarbitiirik asit reaktif madde (TBARS) testi ile antioksidan
aktivitelerini  incelemislerdir. Calisma sonunda bes numarali konumda
4-metoksi ve 4-hidroksi-3-metoksibenziliden tasiyan bilesiklerinin standart olarak
kullanilan C ve E vitaminleri ile esit aktivite gosterdigi ve bilesiklerin yapisinda
metoksi siibstitlientlerinin bulunmasinin antioksidan aktiviteyi artirdig bildirilmistir

(Sekil 2.96).

Rl . -H, -OCH3
R,: -H, -OH, -OCHj
R, R -OH,-OCH,

Sekil 2.96. Antioksidan etkili 2-adamantil-5-siibstitiie benzilidentiyazolo[3,2-b]-
1,2,4-triazol-6(5H)-on bilesikleri.

Analjezik-Antiinflamatuvar Aktiviteleri

Tozkoparan ve arkadaglar1 (68) 2000 yilinda yaptiklar1 bir c¢aligmada
ibuprofenden hareketle 5-benziliden-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on tiirevi bir
seri bilesik sentezlemis ve farelerde karagenin ile indiiklenen penge 6demi testi ile
antiinflamatuvar aktivitelerini incelemislerdir. Calisma sonunda bes numarali

konumunda benziliden ve 4-klorobenziliden siibstitiientleri tasityan tlirevlerin iyi
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antiinflamatuvar aktivite gosterdigi ve bilesiklerin 200 mg/kg dozda mide toksisitesi
acisindan giivenli oldugu bildirilmistir. Tozkoparan (46) tarafindan 2001 yilinda iki
numarali konumunda ibuprofen yerine metil siibstitiienti tagiyan tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on tlirevi bir dizi bilesik de sentezlenmis ancak c¢aligma sonunda

bilesiklerin diisiik antiinflamatuvar aktivite gosterdikleri bildirilmistir (Sekil 2.97).
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Sekil 2.97. Analjezik-antiinflamatuvar etkili 5-benziliden-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on bilesikleri.

Farkli bir grup aragtirmaci ibuprofenden hareketle sentezlenen bilesiklerin
devami niteliginde olan bir bagka calismada, sentezledikleri yeni bir seri bilesigin
antiinflamatuvar-analjezik aktivitelerini in vivo karagenin ile indiiklenen pence ddemi
testi, sicak plaka (hot plate) ve kuyruk ¢cekme (tail flick) testleri ile incelemislerdir.
Buna gore, karagenin ile indiiklenen penge 6demi testi sonucunda bilesiklerin orta ila
yiiksek arasinda degisen antiinflamatuvar aktiviteye sahip oldugu, sicak plaka ve
kuyruk ¢cekme testleri sonucunda ise siibstitlient olarak 1-metilpirol, 2-metiltiyofen ve
bifenil gruplari tagtyan tiirevlerin 50 mg/kg dozda standart ibuprofen ile esit analjezik
aktivite gosterdigi belirtilmistir. Ayrica ¢alismada bilesiklerin {ilserojenik riskleri de
degerlendirilmis ve bilesiklerin tamaminin standart olarak kullanilan ibuprofen ve
indometasinden daha diisiik {lserojenik risk tasidigi, Ozellikle alti numarali
konumunda 3-fenil-2-propeniliden, (bifenil-4-il)metiliden ve (I-metilpirol-2-
il)metiliden tasiyan tiirevlerin hig¢ iilserojenik risk gostermedigi belirtilmistir (Sekil
2.98) (44).
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Sekil 2.98. Analjezik-antiinflamatuvar etkili 5-benziliden-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on bilesikleri.

Dogdas ve arkadaglari (45) benzer halka kapama reaksiyonunu flurbiprofene

de uygulamis ve flurbiprofenden hareketle bir dizi 5-benziliden-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
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triazol-6(5H)-on tiirevi bilesikler sentezleyerek bilesiklerin in vivo analjezik ve
antiinflamatuvar  aktivitelerini incelemislerdir.  Bilesiklerin  antiinflamatuvar
aktiviteleri karagenin ile indiiklenen penge 6demi testi ile, analjezik aktiviteleri ise p-
benzokinon (PBQ) ile indiiklenen kivranma testi ile 100 mg/kg dozda belirlenmistir.
Calisma sonunda benziliden halkasi iizerinde flor siibstitiienti tastyan tiirevlerin iyi
aktivite gosterdigi, brom tasiyan tiirevlerin ise yliksek iilserojenik risk gosterdigi
belirtilmistir. Sentezlenen bilesikler igerisinde 2-[1-(2-floro-[1,1'-bifenil]-4-il)etil]-5-
(4-florobenziliden)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on bilesigi yiiksek analjezik ve
antiinflamatuvar aktivitesiyle dikkat ¢cekmistir (Sekil 2.99).

F O
R: -H, 2-F, 3-F, 4-F, 2-Cl, 3-Cl, 4-C],
N-N — 2-Br, 3-Br, 4-Br, 3-CH; 4-CHj,
[ N/)—s 3-NO, 4-NO, 2-OCHj 3-OCH, 4-OCHj
CH; R
Sekil 2.99. Analjezik-antiinflamatuvar etkili 5-benziliden-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on bilesikleri.

Toma ve arkadaglar1 (195) 2017 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada; triazol-tiyol
ve ¢esitli asetofenon bilesiklerinden hareketle 2-(piridin-4-il)-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazolleri  sentezleyerek analjezik-antiinflamatuvar aktivitelerini incelemistir.
Bilesiklerin analjezik aktiviteleri sicak plaka testi, antiinflamatuvar aktiviteleri ise
karagenin ile indiiklenen penge 6demi testi ile belirlenmis; buna gdre sentezlenen
tirevlerden bes numarali konumda metil ve fenil tasiyan tiirevlerin iyi analjezik ve

antiinflamatuvar aktivite sergiledigi bulunmustur (Sekil 2.100).
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Sekil 2.100. Analjezik-antiinflamatuvar etkili 2-(2,4-dikloro-5-florofenil)-6-siibstitiie
fenil-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol bilesiklerinin genel yapisi.

Hu ve arkadaslar1 (184) 2013 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada bir dizi 5-

siibstitlie-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on  tlirevi  bilesik  sentezleyerek

antiinflamatuvar aktivitelerini in vifro deneyler ile incelemislerdir. Kurkumin
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bilesiginin standart olarak kullanildig1 calismada bilesiklerin bir¢ogunun TNF-a ve
IL-6’y1 % 50 ila 87 arasinda giiglii bir sekilde inhibe ederek yliksek antiinflamatuvar
aktivite ve duisiik toksisite gosterdigi bildirilmistir (Sekil 2.101).
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Sekil 2.101. Analjezik-antiinflamatuvar etkili ¢esitli 5-siibstitiie-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on bilesiklerinin genel yapisi.

Sarig6l ve arkadaslarinin (43) 2015 yilinda yaptiklar1 bir calismada
naproksenden hareketle bir dizi 5-benziliden-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on
tiirevi bilesik sentezlenerek bilesikler in vivo analjezik ve antiinflamatuvar aktiviteleri
acisindan degerlendirilmistir. Buna gore tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on
halkasinin bes numarali konumunda metilfuran, metiltiyofen, bromotiyofen, bifenil ve
I-naftil siibstitiientlerini tasiyan tiirevlerin yiliksek analjezik ve antiinflamatuvar
aktivite gosterdigi belirtilmistir. Bilesikler ayrica iilserojenik potansiyelleri agisindan
test edilmis ve sentezlenen tiim tiirevlerin standart olarak kullanilan indometasin ve
naproksenden daha diisiik iilserojenik risk gosterdigi belirtilmistir. Calismada ayrica
onemli analjezik ve/veya antiinflamatuvar aktivitenin yanisira diisiik iilser skorlarina
sahip bazi bilesiklerin siklooksijenaz-1 (COX-1) ve siklooksijenaz-2 (COX-2)
enzimlerini inhibe etme potansiyelleri in vitro deneyler ile degerlendirilmistir. Test
edilen bilesikler arasinda bes numarali konumda 5-metiltiyofen tasiyan tlirevin en
secici COX-2 inhibitdrii oldugu bildirilmistir (COX-1 ICso > 100 uM; COX-2 ICso =
20,5 uM; SI > 4,87) (Sekil 2.102).
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Sekil 2.102. Analjezik-antiinflamatuvar etkili 2-[1-(7-metoksinaftalen-3-il-)]etil-5-(5-
metiltiyofen-2-il)-tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on bilesigi.

Antikanser Aktiviteleri

Lesyk ve arkadaglar1 (189) 2007 yilinda yaptiklart bir ¢alismada 5 numaral
konumda N-fenil asetamido grubu tasiyan tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on
tiirevi bir seri bilesik sentezlemis ve ¢esitli kanser hiicre hatlarina karsi antikanser
aktivitelerini incelemislerdir. Calisma sonunda nonsiibstitiie fenil grubu tasiyan
tiirevin kiiclik hiicreli olmayan akciger kanser hiicre hatti (NCI-H23, logGlso: -6,94),
meme kanseri hiicre hatt1 (BT-549, logGlso: -6,47) ve kolon kanseri hiicre hattina (SW-
620, logGlso: -5,94) karst dikkat cekici aktivite gosterdigi; fenil grubunun dort
numarali konumunda brom ve etil karboksilat grubu tastyan tiirevlerin ise 16semi
kanser hiicre hattina (RPMI-8226, logGlso: -5,34) kars1 giiclii biiylime inhibisyon
aktivitesi gosterdigi bildirilmistir (Sekil 2.103).
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Sekil 2.103. Antikanser etkili 5-(N-stibstitiiefenil)asetamidotiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on bilesigi.

El-Sherief ve arkadaslar1 (196) 2018 yilinda yaptiklar1 bir caligmada
tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol yapisinda bir seri bilesik sentezlemis ve bilesiklerin
biiylime inhibisyonu aktivitelerini altmis farkli kanser hiicre hattina kars1 10 pM dozda
degerlendirmislerdir. Bu deneyler sonucunda umut verici aktivite gdsteren bilesikler
MTT testi ile ¢esitli hiicre hatlarina kars1 denenmis ve dikkat ¢ekici aktiviteye sahip
(en distik ICso degerine sahip) bilesikler in vitro testler ile EGFR ve tiibiilin
polimerizasyon inhibitori potansiyelleri agisindan taranmistir. Calisma sonunda 5-(4-

klorofenil)-2-(4-metoksifenil)-5,6-dihidrotiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol bilesiginin 1,5
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uM ICso degeri ile umut verici EGFR inhibisyonu gosterdigi belirtilmistir (Sekil
2.104).
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Sekil 2.104. Antikanser etkili 5-(4-klorofenil)-2-(4-metoksifenil)-5,6-dihidrotiyazolo
[3,2-b]-1,2,4-triazol bilesigi.

2.3. Sitotoksik Aktivite (Sitotoksisite) Tayininde Kullanilan Yontemler

Sitotoksik terimi kelime anlamiyla, hiicrelerin yap1 ve/veya isleyisinde bir
hasara sebep olan veya hiicrenin dliimiine yol agan anlamina gelmektedir. Sitotoksisite
caligmalar1 genellikle kimyasal bir maddenin veya bir etkenin hiicreler {izerinde
sitotoksik etkisinin olup olmadigini belirlemek amaciyla yapilir. Sitotoksik etki
sonucu hiicre 6liimii gozlenebilir. Kanser tedavisinde, kanserli hiicrelerin ¢esitli ilaglar
veya radyoterapi gibi uygulamalar ile 6ldiiriilmesi tedavinin énemli bir parcasini
olusturmaktadir. Bugiin kanser tedavisinde kullanilan bir¢ok antikanser ilag da etkisini
kanser hiicreleri Tlizerinde sitotoksik etki sonucu hiicre Oliimiine yol agarak
gostermektedir. Hiicre 6liimii apoptoz, nekroz ve otofaji seklinde ii¢ farkli mekanizma
ile gerceklesebilmektedir (Sekil 2.105) (197).

Apoptoz veya diger adiyla “programlanmis hiicre oliimii”, dokularda
fonksiyonu bozulan ve gereksinim duyulmayan hiicrelerin komsu hiicrelere zarar
vermeden Oldiiriilmesi siirecidir. Apoptoz, insanin embriyo doneminden itibaren tiim
yasami boyunca aktif olarak ¢alisir. Birgok dokunun devamli olarak ¢aligsmasi apopitoz
ve hiicre rejenerasyonuna baglidir. Cesitli ilaglar, radyasyon ve oksidatif stres
apoptoza neden olabilir. Apoptozda hiicre organelleri apoptotik cisimler ile par¢alanir
ve hiicre kiiciiliir, hiicre DNA’s1 enzimatik yollarla planlt bir sekilde parcalanir ve
hiicreler makrofajlar veya komsu hiicreler vasitasiyla fagosite edilirler. Bu siireg
ATP’ye bagimli olarak gerceklesir. Apoptoz ile hiicreler tek tek Slebildigi gibi birkag
hiicre bir arada da 6lebilir. Apoptoz sonucunda inflamasyon olugsmaz (198).

Bir diger hiicre 6liimii olan nekroz, apoptozdan farkli olarak; programlanmig
bir hiicre oliimii degildir ve “kazara” hiicre 6liimii olarak da tanimlanir. Hiicrelerin

fiziksel ve kimyasal bir etkene maruz kalmasi, hipertermi veya viral kaynakli sitoliz
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gibi durumlar sonucunda ortaya ¢ikar. ATP gerektirmeyen pasif bir siirectir. Nekroz
sirasinda hiicre sismesi sonucunda membran biitlinliigii kaybolur ve parcalanmaya
baslar, organellerin yapisi bozulur ve islevleri kaybolur, hiicre lizisi gercekleserek
hiicre igerigi ekstraseliiler siviya dagilir. Nekrozda hiicrelerin gruplar halinde 6ldiigii
bilinmektedir. Nekroz inflamasyona yol agabilir (199,200).

Otofaji temel olarak bir hiicre 6liimii degildir. Hiicrelerde fonksiyonu bozulan
veya islevini yitiren organellerin lizozom veya vakuoller aracilifiyla sindirilmesi
islemidir. Ancak mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamakla birlikte, apoptozun
inhibe oldugu durumlarda otofajinin nekroza dogru ilerleyebildigi ve hiicrenin kendi
lizozomu tarafindan sindirildigi literatiirde bildirilmistir (198).

Daha 6nce de belirtildigi gibi antikanser ilaglarin 6nemli bir boliimii etkilerini
sitotoksisite sonucu hiicre dliimiine yol agarak gdstermektedir. Antikanser ilag aday1
bilesiklerin sitotoksisitelerini belirlemek ve hiicre 6liimiine sebep olan mekanizmalari
tanimlayabilmek igin cesitli in vitro ve in vivo sitotoksisite tarama testleri
gelistirilmistir. Yapilan testin esas1 farketmeksizin, amag¢ ¢alisma sonunda canli veya

oli hiicre sayisinin belirlenmesidir (197).
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Sekil 2.105. Apoptoz, otofaji ve nekrozun sekilsel gosterimi.
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2.3.1. Sitotoksik Aktivite Tayininde Kullanilan in vitro Yontemler

Hiicre temelli in vitro sitotoksisite tarama testleri antikanser ila¢ aday aday1
bilesiklerin sitotoksisitelerinin tanimlanmasi i¢in ilk basamaklardan biridir. In vivo test
sonuglar1 ile uyumlu olmasi ve uygulama kolaylig1 gibi avantajlart bulunmaktadir
(201-202).

Sitotoksik aktivite tayininde kullanilan in vitro yontemler boya dislama testleri,
kolorimetrik testler, florometrik testler ve liiminometrik testler olmak tizere dort sinif

altinda incelemistir (203).
Boya Diglama Testleri

Boya dislama testlerinde hiicre ortamina cesitli yiikli boyar maddeler
eklenerek hiicrelerin bu boyar maddeleri sitoplazmalarina alip almama durumlarina
gore canli/0li hiicre sayilar1 belirlenmektedir. Buna gore canli hiicreler bu boyar
maddeleri sitoplazmalarina almazken, 6lii ve membran yapisi bozulmus hiicreler bu
boyalari sitoplazmalarina alirlar ve ¢esitli renklerde boyanirlar. Hiicrelerin membran
biitiinliigii bu testler ile belirlenir. Boya diglama testleri nispeten basit olmalari, hizl
sonu¢ vermeleri ve az sayida hiicre gerektirmeleri nedeniyle avantajlidirlar. Bu
yontemde hiicrelerin kullanilmadan once siispande hale getirilmesi gerekmektedir.
Boya diglama testleri kullanilarak canli hiicreler 6lii hiicrelerden ayirt edilebilir; fakat
fonksiyonlarini kaybetmis hiicreler ile canli hiicreler bu yontemler ile ayirt edilemezler
(204,205). Boya dislama testleri tripan mavisi, eozin, kongo kirmizisi ve eritrosin B

testleridir (206-209).
Kolorimetrik Testler

Kolorimetrik yontemlerin esasi hiicrenin metabolik aktivitesinin belirlenmesi
icin bir biyobelirtecin 6l¢iilmesine dayanir. Bu testlerde 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-5-
(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)-2 H-tetrazolyum (MTS) (203,211-212), 3-
(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) (203,208,211), 2-(4-
iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disiilfofenil)-2 H-tetrazolyum (WST) (211,214),
2,3-bis(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2 H-tetrazolyum-5-karboksianilid (XTT)
(211,213) gibi c¢esitli tetrazolyum tuzlart kullanilir. Canli hiicreler bu tuzlar
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sitoplazmalarina alarak metabolizma islemleri sonucu indirgerler. Test sonunda bu
tuzlarin indirgenmesi sonucu olusan renk degisikliginin spektrometrik yontemler ile
Olciilmesi ile canli hiicre miktar1 belirlenir (210). Bu yoOntemlerin disinda
iyodonitrotetrazolyum (INT) tuzu kullanilan laktat dehidrojenaz testi (215,216) ve 3-
amino-7-dimetil-amino-2-metilfenazin hidrokloriir kullanilarak yapilan neutral red

uptake testi (218) de ayni esasa dayanan kolorimetrik yontemlerdir.
Siilforodamin B (SRB) Testi

Skehan ve arkadaslar1 tarafindan (217) 1985 yilinda bulunan siilforodamin B
testi, hiicre boliinmesinin incelenmesi amaciyla kullanilan bir sitotoksisite testidir.
Siilforodamin B koyu pembe renkli, siilfonik asit grubu iceren, negatif yiiklii ve asidik
ortamda amino asitlerin yapisina baglanabilen bir boyar maddedir. SRB testinin esasi
boyar maddenin, trikloroasetik asit veya asetik asit ile fikse edilen hiicrelerde temel
amino asit kalintilarina elektrostatik ve pH-bagimli olarak baglanmasi sonucunda
olusan renk degisiminin 6l¢iilmesi esasina dayanir. SRB testi bu maddenin hiicredeki
temel amino asitlere baglanmasi sonucunda olusan renk degisiminin 6l¢iilmesi esasina
dayanir. Olusan renk degisimi hiicredeki total protein miktar1 hakkinda, total protein

miktar1 da hiicre kiiltlirtindeki canli hiicre sayis1 hakkinda bilgi verir (Sekil 2.106).

inkiibasyon

24 saat
48 saat

Uygulama 72 saat SRB Testi

Yikama

2S
071i"OH
8

Siilforodamin B (SRB) Canl1 hiicre Absorbans: 560 nm

,‘;f{ olarak gorsellestirildi

Sekil 2.106. SRB Testi yapilis1 ve mekanizmas.
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Sitotoksik aktivite testleri icerisinde sik kullanilan MTT testiyle
kiyaslandiginda daha kisa slirmesi, daha ucuz olmasi ve daha dogrusal sonuglar

vermesi nedeniyle son yillarda bilimsel ¢alismalarda tercih edilmektedir.
Florometrik Yontemler

Florometrik sitotoksisite testleri genellikle floresans mikroskobu, florometre,
floresans mikroplaka okuyucu veya akis sitometresi kullanilarak gergeklestirilen
testlerdir. Florometrik yontemler boya dislama ve kolorimetrik yontemlere gore daha
duyarli ve gelismis yontemlerdir. Bu yontemler ile hiicre hatlar siispande edilmeden
kullanilir, yilizeye tutunmus veya asili sekildeki hiicre hatlar1 incelenebilir (219,220).
Florometrik yontemlere alamar mavisi (AB) testi (203,219-220), 5-karboksifloresan
diasetat-asetoksimetil ester (CFDA-AM) testi (220) ve proteaz canlilik marker testi
(GF-AFC testi) (220) 6rnek verilebilir.

Litminometrik Yontemler

Liiminometrik yontemler memeli hiicrelerinde hiicre proliferasyonunun ve
sitotoksisitenin hizl1 ve basit bir sekilde belirlenmesini saglarlar. Liiminometrik
yontemleri diger yontemlerden ayiran 6zellik, reaktif ilavesinden sonra iiretilen kalici
ve kararli 1simadir. Bu sinyal Slgiilerek hiicre canliligi hakkinda degerlendirilmede
bulunulur. Liiminometrik yontemler ATP testi (203,220) ve gercek zamanli canlilik

(elektronik algilama ile gercek zamanl hiicre biiyiimesinin izlenmesi testi) testidir

(221).
2.3.2. Sitotoksik Aktivite Tayininde Kullanilan in vivo Yontemler

Sitotoksik veya antikanser etkili bilesiklerin aktivitelerinin tayininde in vitro
yontemlerin yani sira in vivo yontemler de kullanilmaktadir. Bu yontemler genel olarak
hayvan modelleri olusturulmasi esasina dayanmaktadir. Sitotoksik veya antikanser
aktivite tayininde kullanilan in vivo hayvan modelleri 4 sinifta incelenebilir:

e Kimyasal veya fiziksel karsinojenler ile olusturulan modeller

e Spontan veya transplante edilebilen tiimor modelleri

e Tiimor ksenograft modeli

e Transgenik, knockout ve kimerik modeller (211).
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Kimyasal veya Fiziksel Karsinojenler ile Olusturulan Modeller

Bu yontemde, deney hayvanlarina uygulanan kimyasallara ve uygulama
sekillerine gore farkli 6zellikte cesitli timor modelleri olusturulabilmektedir. So6z
konusu kimyasal bilesiklere fibrosarkoma tiimor modeli olusturulmasinda kullanilan
3-metilkolantren (222); meme tiimoér modeli olusturulmasinda kullanilan 7,12-dimetil
benzantrasen (DMBA) (223) ve kolon kanseri tiimor modeli olusturulmasinda

kullanilan 1,2-dimetilhidrazin (224) 6rnek olarak verilebilir.
Spontan veya Transplante Edilebilen Tiimor Modelleri

Bu grup icinde yer alan tiimor modelleri hayvanlarda spontan olarak olusan
timor hiicrelerinin slispande edilmesi ve sonrasinda transplante edilmesiyle
olusturulmaktadir. Bu modeller insan doku ve organlarinda olusan kanser tiirlerine
kinetik olarak benzerlik gdstermektedirler. Ehrlich-Lettre asit tiimorii, Lewis akciger
karsinomu ve Wilm’s renal tiimorii bu grupta yer alan hayvan modellerine 6rnek

verilebilir (202).
Tiimoér Ksenograft Modeli

Tiimdr ksenograft modeli, sitotoksik ve antikanser aktivite tayininde en sik
kullanilan hayvan modellerinden biridir. Fareler tizerinde gelistirilen bu modelde insan
orijinli tiimor hiicreleri farelerin ilgili doku veya organinin igerisine transplante edilir.
Bu islem Oncesinde farenin immiin sistemi baskilanmaktadir. Daha sonra tiimoriin
farede biiyliylip gelismesi beklenir ve aktivitesi tayin edilecek olan bilesik fareye

uygulanarak bilesigin aktivitesi tayin edilir (225).
Transgenik, Knockout ve Kimerik Modeller

Bu yontemde; kendi genomunda farkli bir organizmaya ait rekombinant genleri
tastyan transgenik hayvanlar kullanilir. Belirli bir genin defekt edilmesi ile transgenik
hayvanlar timor olusumuna yatkin hale getirilir. Ardindan hayvanlardaki timor
gelisimi takip edilir ve timor istenen biiylikliige ulastiginda aktivitesi tayin edilecek

olan bilesik hayvana uygulanarak bilesigin aktivitesi belirlenir (202).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kimyasal Calismalar
3.1.1. Materyal

Calisgmamizda kullandigimiz sodyum asetat “Merck”; kloroasetik asit “/CN
Biomedicals Inc”; trimetoksifenil benzoik asit, trimetoksifenil asetik asit,
trimetoksifenil propiyonik asit, N-hidroksisiiksinimit, tiyosemikarbazit, potasyum
hidroksit, disiklohekzilkarbodiimid (DCC), tetrahidrofuran, dimetilsiilfoksit (DMSO)

ve benzaldehitler “Sigma-Aldrich” firmasindan temin edilmistir.
3.1.2. Sentez Yontemleri

3,4,5-Trimetoksibenzoiloksisiiksinimit (2a)/ 2-(3,4,5-trimetoksifenil)asetil
oksisiiksinimit (2b)/ 3-(3,4,5-trimetoksifenil) propanoiloksisiiksinimit (2¢)

20 mmol Uygun karboksilli asit bilesigi (1a-c) 30 mL tetrahidrofuran ile
coziilir ve tizerine 30 mL tetrahidrofuranda ¢oziilen 2,30 g (20 mmol) N-
hidroksisiiksinimit eklenir. Karigima 40 mL tetrahidrofuranda ¢oziilen 5,15 g (25
mmol) DCC yavasca eklenerek reaksiyon ortami buz banyosunda dokuz saat boyunca
manyetik karigtiricida karigtirilir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra on iki saat
boyunca 4 °C’de bekletilir, takiben ortamda ¢oken DCU (disiklohekzil {ire) vakum
altinda siiziilerek uzaklastirildiktan sonra tetrahidrofuran algak basingta ugurulur. Elde
edilen yagli madde buz banyosuna alinarak iizerine soguk dietil eter eklenerek

katilastirilir. Kat1 madde siiziilerek kurutulur.

1-(3,4,5-Trimetoksibenzoil)tiyosemikarbazit (3a)/ 1-[2-(3,4,5-trimetoksi_
fenil)asetil[tiyosemikarbazit (3b)/ 1-[3-(3,4,5-trimetoksifenil)propanoil] _
tiyosemikarbazit (3¢c)

20 mmol Uygun siiksinimit bilesigi (2a-¢) 35 mL tetrahidrofuran icinde
¢oziiliir. Uzerine 10 mL DMSO’da ¢oziilen 1,82 g (20 mmol) tiyosemikarbazit eklenir
ve geri ¢eviren sogutucu altinda dokuz saat 1sitilir. Reaksiyon bittikten sonra on iki

saat boyunca 4 °C’de bekletilir. Reaksiyon ortaminda ¢oken kat1 kisim siiziildiikten
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sonra tetrahidrofuran algak basing altinda yogunlastirilir. Kalan kisma buz eklenerek

tirlin ¢oktiiriliir.

3-(3,4,5-Trimetoksifenil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (4)/ 3-(3,4,5-trimetoksibenzil)-
1,2,4-triazol-5-tiyon (5)/ 3-[2-(3,4,5-trimetoksifenil)etil]-1,2,4-triazol-5-tiyon (6)

10 mmol Uygun tiyosemikarbazit bilesigi (3a-c) tizerine 20 mL % 10’luk KOH
eklenir ve geri ¢eviren sogutucu altinda dort saat isitilir. Reaksiyon bittikten sonra
ortamda c¢oziinmeyen kati kisim siiziilerek uzaklastirilir. Siizlintii {izerine buz
banyosunda damla damla derisik hidroklorik asit eklenerek pH 4’e getirilir. Coken
iiriin vakum altinda siiziilerek distile su ile yikanir. Kurutulduktan sonra etanol ile
kristallendirilerek saflagtirilir.

Baslangic maddeleri (4-6) literatiirde kayith olduklar1 i¢in spektral analizleri
yapilmadan sadece erime dereceleri kontrol edilerek bir sonraki agamada kullanilmistir

(226,227).

5-(Siibstitite  benziliden)-2-(3,4,5-trimetoksifenil)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-tria_
zol-6(5H)-on (4a-j)/ 5-(siibstitiie benziliden)-2-(3,4,5-trimetoksibenzil)tiyazolo[3,2-
b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on  (5a-j)/ 5-(siibstitiie benziliden)-2-(3,4,5-trimetoksi_
fenetil) tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on (6a-j) Tiirevleri

2 mmol Uygun triazol bilesigi (4-6) iizerine 0,28 g (2 mmol) kloroasetik asit,
0,4 g (2 mmol) susuz sodyum asetat, 4 mL der. asetik asit, 3 mL asetik anhidrit ve (2
mmol) siibstitiie benzaldehit eklenerek, yag banyosunda geri ¢eviren sogutucu altinda
140 °C’de ii¢ saat 1sitilir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra kati kisim siiziilerek
uzaklastirilir. Ortamdan kristallenen {irlin  siiziilerek alimir ve asetonitrilden

kristallendirilerek saflagtirilir.
3.1.3. Analiz Yontemleri
Erime Derecesi Tayini

Sentezlenen bilesiklerin erime dereceleri “Thomas Hoover Capillary Melting
Point Apparatus” erime derecesi tayin cihazi ile belirlenmistir. Verilen erime

dereceleri diizeltilmemis degerlerdir.
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Ince Tabaka Kromatografisi ile Yapilan Kontroller
Materyal

Plaklar: Kieselgel 60 Fass (Merck) hazir plaklar kullanilmigtir.

Solvan Sistemleri: Bilesiklerin kromatografik kontrolleri asagida belirtilen
solvan sistemleri kullanilarak yapilmistir:

S-1: Benzen: Aseton: Asetik Asit (75:24:1)

S-2: Etil Asetat: n-Hekzan (60:40)

S-3: Kloroform: Metanol (95:5)

Yontem

Siiriiklenme Sartlari: Hazirlanan solvan sistemleri kromatografi tanklarina
konulduktan sonra kapaklar1 kapatilarak oda sicakliginda 24 saat bekletilmis ve
tanklarin solvan buhar ile doygunlugu saglanmustir. ITK plaklarma sentezlenen
iriinler ile bu iirlinlerin sentezlenmesi i¢in kullanilan baslangic maddelerinin uygun
coziiciilerdeki c¢ozeltileri cam kilcallar ile tatbik edilmis, oda sicakliginda 10 cm’lik
stirliklenme sonrasinda R degerleri hesaplanmistir.

Lekelerin Belirlenmesi: Kromatogramda bulunan sentez iiriinleri ve baglangic

maddelerine ait lekeler UV 15181 altinda 254 nm’de belirlenmistir.
3.1.4. Spektrometrik Kontroller
IR Spektrumlart

Sentezlenen bilesiklerin IR spektrumlart Hacettepe Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari’nda, “Perkin
Elmer FT-IR System Spectrum BX” spektrofotometresinde alinmis, spektrumlar dalga

sayis1 (cm™) cinsinden degerlendirilmistir.
!H-NMR ve 3C-NMR Spektrumlart

Bilesiklerin '"H-NMR spektrumlari, Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Merkez Laboratuvari’nda “Varian Mercury 400 spektrometre cihazi ile 400 MHz’de,
BBC-NMR spektrumlari ise yine “Varian Mercury 400” spektrometre cihazi ile 100
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MHz’de dotoro dimetil siilfoksit (DMSO-ds) igerisinde, tetrametilsilan (TMS) internal
standart1 kullanilarak alinmis ve sonuglar & (ppm) skalasinda degerlendirilmistir. J

degerleri Hz cinsinden verilmistir.
Kiitle Spektrumlar

Sentezlenen bilesiklerin kiitle spektrumlar1 Hacettepe Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi, Farmasotik Kimya Anabilim Dali1 Arastirma Laboratuvari’nda ESI yontemi
ile “Micromass ZQ LC-MS Spectrometer” cihazi ve “Mass Lynx” yazilim1 kullanilarak

alinmistir.
Elementel Analizler

Bilesiklerin karbon, hidrojen, azot ve kiikiirt elementlerinin analizleri Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda “Leco CHNS-932 analyzer”

cihaz ile yapilmigtir.
3.2. Biyolojik Aktivite Calismalari
3.2.1. Materyal

% 10 Fetal Bovine Serum, % 1 Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000 U/ml
penisilin, 10 mg/ml streptomisin), % 1 L-glutamin ve RPMI 1640 kimyasallar
“Gibco” firmasindan temin edilmistir. Muse Annexin V kiti, Muse Caspase 3/7 kiti ve
Muse Mitopotential Kiti “Millipore” firmasindan, M30 Cytodeath ELISA kiti ise

“Peviva” firmasindan temin edilmistir.

Bilesiklerin spektral ve liiminetral ol¢timleri “LUMIStar Omega Microplate

Reader” cihazi ile yapilmstir.
3.2.2. Yontemler
Hiicre Kiiltiirii

A549 (akciger kanser hiicre hatt1), PC-3 (prostat kanser hiicre hatt1), HCT-116
(kolorektal kanser hiicre hatti) ve BEAS-2B (bronsiyal epitel hiicre hatti) FBS (% 10

Fetal Bovine Serum), % 1 Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000 U/ml penisilin,
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10 mg/ml streptomisin), % 1 L-glutamin iceren RPMI 1640 besiyeri ortami
kullanilarak kiiltiire edilmistir. MDA-MB-231 (meme kanseri hiicre hatti1) % 5 FBS,
% 1 penisilin-streptomisin ve % 1 L-glutamin bulunan RPMI 1640 besiyeri ortami

kullanilarak kiiltiire edilmistir.
Hiicrelerin Stoktan Cikartilmast

Hiicreleri ¢ogaltmak amaciyla, -80 °C’den ¢ikarilan kriyovialler sicak su
banyosunda hizli bir sekilde ¢6ziilmiis, ardindan hiicre siispansiyonu; igerisinde 5-7
mL RPMI 1640 besiyeri ortami olan falkon tiip i¢ine alinmistir. 800 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildikten sonra falkon tiipiin iizerindeki siipernatant kism1 uzaklastirilmis ve
hiicre pelleti 1 mL besiyeri ile siispande hale getirilerek igerisinde 4 mL besiyeri
bulunan 25 ¢cm?’lik flasklara alinmustir. Hiicreler, 37 °C’de, % 5 CO; igeren ortamda

inkiibe edilmistir.
Hiicrelerin Pasajlanmast

Parental A549, PC-3, HCT-116, MDA-231 ve BEAS-2B hiicreleri, flask
yiizeyini % 60-70 kapladiginda pasaj islemi gergeklestirilmistir. Oncelikle, flask
icerisindeki besiyeri uzaklagtirilarak 1X PBS (2 mL) ile hiicre yiizeyinin yikanmasi
saglanmigtir. Flask ylizeyine yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari, enzimatik
olarak 0,5 mL % 0,05 Tripsin-EDTA ile muamele sonucu (37 °C’de, % 5 CO?’li
ortamda 5 dakika) saglanmistir. Hiicrelerin ylizeyden ayrilmasini takiben hiicre
siispansiyonu, enzim inhibisyonu i¢in, kullanilan hacmin on kat1 kadar besiyeri (serum
iceren) ile sulandirilarak ve 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonunda, stipernatant kismi uzaklastirilmis ve hiicre pelleti 1 mL besiyeri ile slispande

edilerek 75 cm?*lik flasklarda, 37 °C’de, % 5 CO; igeren ortamda inkiibe edilmistir.
Hiicrelerin Stoklanmast

Hiicreler konfluent hale geldikten sonra, flask igerisindeki besiyeri
uzaklastirilarak 1X PBS (4 mL) ile yitkanmis ve yukarida belirtilen pasaj iglemi
uygulanmigtir. Santrifiij asamasindan sonra ise hiicre pelleti lizerine her bir kriyovial

icin yaklagik olarak 1,5-2x10° hiicreye karsilik gelecek sekilde 1s18a hassas olan
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dondurucu besiyeri (% 10 FBS ve % 10 DMSO igeren DMEM besiyeri) ilave edilerek
-80 °C’ye kaldirilmigtir.

Hemositometre ile Hiicrelerin Sayimi

Hiicre sayimu igin; tripsinizasyon iglemi ile elde edilen hiicre siispansiyonundan
10 pL alinarak tizerine % 0,5 tripan mavisi eklenmis ve homojen sekilde
karistirilmistir. Bu karisimdan 10 pL alinarak thoma lami iizerinde bes farkli alanda
hiicre sayimi yapilmis, bulunan sayi sulandirma katsayisi ile carpilarak 1 mL

besiyerinde bulunan hiicre sayis1 belirlenmistir.
Siilforodamine B (SRB) Canlilik Metodu

SRB yontemi kullanilarak gerceklestirilen 6n tarama ¢aligmasi i¢in dncelikle
hiicreler, 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekilmis
ve bilesiklerin 10 uM konsantrasyonu ile muamele edilerek 48 saat siireyle 37 °C, %
5 CO?’li ortamda inkiibasyona birakilmaigtir.

On taramadan elde edilen bulgular dikkate alinarak, 10 pM konsantrasyonda
etkili olan (% 50’den daha fazla canlilik azaltici etki gosteren) bilesik(ler) ve hiicre(ler)
secilerek konsantrasyon-yanit ¢alismasi gergeklestirilmistir. Bu amagla, 4b, Sg, Sh, 6¢
ve 6e bilesiklerinin farkli konsantrasyonlari (0-100 uM) hazirlanarak Beas2B ve A549
hiicrelerini i¢eren 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekilmistir. Hiicreler bilesikler
ile muamele edildikten sonra, 24-72 saat siireyle 37 °C, % 5 CO:’li ortamda
inkiibasyona birakilmaistir.

Kontrol grubu olarak sadece besiyeri ortami igerisinde ekilen hiicreler
kullanilmis, kor olarak kullanilacak kuyulara da 200 pL besiyeri ilave edilmistir.

Fiksasyon iglemi i¢in 48 saatlik muamele sonunda her bir kuyuya 50 uL. TCA
(% 50) eklenmis ve 4 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda TCA kuyulardan
uzaklastirilmis ve kuyular 5 kez distile su ile yikanmistir. Yikama sonunda her kuyuya
50 uL SRB boyast (% 0,4; % 1 asetik asit icerisinde) eklenmis ve 30 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan boya uzaklastirilarak kuyular
% 1 asetik asit ¢ozeltisi ile 5 kez yikanmistir. Kuyular tamamen kuruduktan sonra
boyanin ¢oziinmesi i¢in her kuyuya 150 pL Tris Bazi (10 mM, pH:10) eklenmis ve
orbital ¢alkalayicida 10 dakika 100 rpm’de birakilmistir. On dakika sonunda
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hiicrelerde olusan renk siddeti spektrofotometrede 564 nm dalga boyunda 6l¢iilmiis ve
okunan absorbanslar kullanilarak hiicrelerin canlilik oranlar1 belirlenmistir.

Kontrol grubu hiicrelerin canlilii % 100 olarak kabul edilmistir. Sentezlenen
bilesikler ile uygulama yapilan hiicrelerin canlilig1 asagidaki formiil ile hesaplanmistir.

Her caligma birbirinden bagimsiz ii¢ farkli kuyuda tekrarlanmistir.

% Canhlik = [100 x (Kimyasal uygulanan grubun absorbans ortalamasi — Kor
absorbans ortalamasi) / (Kontrol grubunun absorbans ortalamasi — Kor

absorbans ortalamasti)]

SRB testi sonucunda A549 hiicre hattinda en dikkat ¢ekici aktivite gosteren 6e

bilesigi bundan sonraki testlerde kullanilmak {izere se¢ilmistir.
ATP (Adenozin Trifosfat) Canlilik Metodu

A549 ve Beas2B hiicreleri 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyucuklu
hiicre kiiltlir kaplarina ekilmis, hiicreler 6e bilesiginin farkli konsantrasyonlar1 (0-100
uM) ile muamele edilerek 24-72 saat stireyle 37 °C, % 5 CO>’li ortamda inkiibasyona
birakilmistir.

Negatif kontrol i¢in 200 pL besiyeri igerisine ilgili hiicreler i¢in belirtilen
sayilarda ekim yapilmistir. Pozitif kontrol olarak 100 pL hiicre siispansiyonu igerisine
hiicre 6limiinii % 100 indiikledigi bilinen 100 pL % 1°lik Triton X-100 ilave
edilmistir. ATP canlilik testi 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda her konsantrasyon
icin 3 farkli kuyucuk kullanilarak ve en az 2 bagimsiz deney olacak sekilde
gerceklestirilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda, hiicrelerin intraseliiler ATP icerigini belirlemek icin
kuyulara 50 pL 5X TCER (Tumor Cell Extraction Reagent, DCS Innovative
Diagnostik Systeme) eklenerek 20 dakika siireyle lizis islemi ger¢eklestirilmis, hiicre
icerisindeki ATP’nin disar1 ¢ikmast saglanmistir. Siire sonunda, hiicre kiiltiir
stispansiyonundan 50 pL almarak beyaz renkli 96 kuyulu hiicre kiiltlir kaplarina
aktarilmig ve ardindan her kuyuya 50 pL lusiferin-lusiferaz enzimi igeren ¢ozelti
eklenmistir. Muamele yapilan hiicrelerdeki ve kontrol hiicrelerindeki ATP igerigi,

lusiferin-lusiferaz biyoluminesans reaksiyonu yardimiyla dlgme zamanmi 1 saniye
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olacak sekilde luminometre kullanilarak Olc¢lilmiistiir. Sonuglar rolatif 151k {initesi
(RLU) olarak alinmis ve % canlilik asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

Canhlik (%) = [100 x (Ornek RLU)/(Kontrol RLU)].
Kaspazla Kirilnug Sitokeratin 18 (M30) Diizeylerinin Belirlenmesi

ELISA yontemiyle M30 Antijen fragmentini belirlemek i¢in; A549 hiicreleri
5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekilerek 6e
bilesiginin ICoo dozuyla (100 uM) 72 saat boyunca muamele edilmistir.

Siire sonunda, hiicrelerin lizis islemi 10 pL % 10’luk NP-40 ile 15-20 dakika
siireyle oda sicakliginda 600 rpm c¢alkalayici kullanilarak gerceklestirilmis, tiim lizat
toplanarak 2000 rpm’de 30 saniye siireyle santrifiij edilmistir. Santriflij sonrasinda,
M30 Cytodeath ELISA kiti icerigine uygun olarak 2 bagimsiz deney seklinde
uygulanmistir. Yiizeyi CK18’i taniyan fare monoklonal M30 antikoru kaplh
kuyucuklara 25 pL siipernatantlar ile 75 pL horseradish peroksidaz konjugati
eklenerek 600 rpm c¢alkalayicida, oda sicakliginda 4 saat inkiibasyona birakilmis, siire
sonunda, kuyulara 250 puL yikama ¢o6zeltisi ilave edilerek 5 kez yikama yapilmistir.
Ardindan ortama 200 pL TMB substrati1 eklenerek oda sicakliginda karanlikta 20
dakika boyunca bekletilmistir. Reaksiyon, 1 N H2SO4 iceren 50 pL stop soliisyonu
kullanilarak durdurulmus ve olusan renk siddeti, spektrofotometre ile 450 nm’de

Ol¢iilmiistiir.
Akim Sitometri Analizleri
Anneksin V Analizi

A549 hiicreleri 1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kaplarma ekilmis ve 6e bilesiginin 1Cop dozuyla (100 pM) 12-24 saat boyunca
muamele edilmistir. Ardindan bilesik uygulanan kuyularin {ist besiyeri 15 mL’lik
santrifiij tliplerine toplanmis, kontrol grubunun kuyularindaki iist besiyeri ise
uzaklastirilmigtir. Hiicreler tripsin ile kaldirilip ilgili santrifiij tiiplerine toplandiktan
sonra 500 G’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi hiicreler, 100 uL % 1 FBS
iceren PBS igerisinde silispanse hale getirilerek 1,5 mL’lik santrifiij tiiplerine

aktartlmistir. Muse Annexin V & Dead Cell Kiti igerisinde yer alan Muse Annexin V
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& Dead Cell soliisyonu 100 pL olacak sekilde ilgili tiiplere eklenmis, vortekslenen
ornekler karanlikta 20 dk oda 1s1sinda inkiibe edilmistir. Muse™ Cell Analyzer cihazi

ile dl¢lim yapilmistir.
Kaspaz 3/7 Aktivasyonunun Belirlenmesi

Kaspaz 3/7 testi icin A549 hiicreleri Anneksin V testinde oldugu sekilde
ekilmis ve kimyasal uygulamasi yapilmistir. Siire sonunda 50 pLL % 1 FBS iceren PBS
ile slispande hale getirilerek Ornek igeren santrifiij tiiplerine 5 pL. “Caspase 3/7
working reagent” eklenmis, kapaklar1 acgik olarak inkiibatére 30 dakika siiresince
birakilmistir. Siirenin sonunda 6rneklere 150 pL 7-AAD boyasi eklenerek 6rnekler 5
dakika oda sicakliginda karanlikta bekletilmistir. Muse™ Cell Analyzer cihazi ile

Olgtimleri yapilmigtir.
Mitokondri Membran Potansiyelinin Belirlenmesi

Mitokondri membran potansiyelinin degerlendirilmesi i¢in A549 hiicreleri
Anneksin V testinde oldugu sekilde ekilmis ve kimyasal uygulamasi yapilmaistir. Siire
sonunda 100 pL % 1 FBS igeren PBS ile siispande hale getirilerek iizerine 95 pL 1X
caligma tampon ¢ozeltisi ile sulandirilarak hazirlanan (1:1000) MitoPotential boyama
soliisyonu eklenmistir. Ardindan hiicreler 20 dakika boyunca 37 °C’de, % 5 CO?’li
inkiibatorde inkiibasyona birakilmis, siire sonunda iizerlerine 5 puL. 7-AAD boyasi
eklenen drnekler 5 dakika oda sicakliginda tutulmustur. Muse™ Cell Analyzer cihazi

ile dl¢lim yapilmistir.

Western Blot Testi

Orneklerin hazirlanmas1 asamasinda isaretlenen proteine uygun bir lizis
tamponu se¢ilmis, ardindan proteinlerin hiicrelerden salimi saglanilarak protein lizati
elde edilmistir. Lizis isleminde, kontrol ve tedavi uygulanmis gruplarin
stipernatantlari, flakonlara toplanarak siispansiyon +4°C, 1000 g’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatantlar uzaklastirilarak pellet iizerine 0,05 ml 1X
proteaz/fosfataz inhibitorii (Cell Signalling,100X) iceren lizis tamponu (RIPA lysis
buffer, Santa Cruz Biotechnology) eklenmis ve drnekler 45 dakika boyunca karanlikta,

buzda bekletilmistir.Siire sonunda, +4°C, 10 000 g’de 30 dakika santrifiij edilmistir.
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Ornek siipernatantlar1 0,5 ml’lik tiiplere toplanarak protein miktarlar1 dl¢iilmiistiir. Bu
amagcla, bi¢inkoninik asit (BCA, Thermo Fischer) yontemi iiretici firmanin 6nerdigi
protokol dogrultusunda kullanilmis ve total protein miktar1 saptanarak. -20 °C* de
saklanmustir.

Elektroforez ve transfer asamasinda proteinler denatiire edilmis ve
indirgenerek Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
yontemiyle jel iizerinde ayrilmalar1 saglanmistir. Ornekler istenen hacimlerde (%65
lizat ¢ozeltisi) toplam protein miktar: 30 pg ve sample buffer (%25) ile reducing agent
(%10) 1X olacak sekilde hazirlandi. Ardindan, protein denatiirasyonu icin ¢ozeltiler
1s1 banyosunda 95°C’de 7 dakika bekletildi. Protein miktar1, her grup i¢in 30 pg olacak
sekilde jele (BioRad TGXFastCast Acrylamide kit, %10) ylikleme yapilarak
elektroforez islemi (100 V, 1 saat) gerceklestirildi. Transfer islemi i¢in I-Blot jel
transfer cihazi kullanildi ve 8 dakika boyunca transfer islemi (nitroseliilioz membran)
gerceklestirilmistir. S6z konusu membrana sirasiyla; bloklama, hedef proteine 6zgii
antikor, bu antikoru tanityan ve yapisina enzim ilave edilmis ikincil bir antikor ile
muamele uygulanarak proteinlerin isaretlenmesi saglanmistir.

Goriintiileme ve analiz asamasinda s6z konusu enzimin substrat ile muamelesi
sonucunda meydana gelen kimyasal 1s1ma ile hedef proteinin membran iizerinde
goriintiilenmesi saglanmistir. Goriintiileme soliisyonu olarak, Lumiglo reagent A
(20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz reagent B (20X, Cell Signaling, MA,
USA) ultrasaf H>O ile 1X olacak sekilde hazirlanmis ve kemiluminesans sinyal,
ImageQuant™ LAS 500 (GE Lifesciences) cihazi kullanilarak goriintiilenmistir.

Toplam protein izolasyonu igin, A549 hiicreleri 3x10° hiicre olacak sekilde 6
kuyucuklu kiiltiir kaplarma ekilmis, lgili bilesiginin EGFR aktivitesi iizerine etkisi
(azalma) gostermek amaciyla hiicreler, 100 uM (= sitostatik) ve 50 uM (= anti-
proliferatif) dozlar1 ile muamele edilmis ve 24, 48 ve 72 saat siireyle 37 °C, %5 CO>’li
ortamda inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda ilgili gruplardan protein izolasyonu

gerceklestirilmistir.
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3.3. Molekiiler Kenetleme Calismalari
3.3.1. Ligandlarin hazirlanmasi

Sentezi yapilan bilesikler ChemDraw 2D (version 16.0) yazilimi kullanilarak
iki boyutlu olarak ¢izilmis, ardindan ChemDraw 3D (version 16.0) yazilimina
aktarilarak {i¢ boyutlu modelleri elde edilmistir. Ligandlarin enerji minimizasyonunda

ChemDraw 3D yaziliminin MM2 forcefield modiilii kullanilmistir.
3.3.2. Proteinin Hazirlanmasi

Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR) lizerinde kenetleme ¢aligmalari
yapmak amaciyla Protein Data Bank’tan (www.rcsb.org) 1M17 kodlu protein
secilmistir. Bu protein EGFR reseptoriiniin ATP baglanma bolgesidir ve tek zincirden
olusmaktadir. Proteinin baglanma bdlgesinde erlotinib inhibitdrii bulunur.

Protein hazirlama islemi kapsaminda baglanma bélgesinde liganda 5 A’dan
uzak olan su molekiilleri BioVia Discovery Studio (version 4) yazilimi kullanilarak
cikartlmistir. Autodock Tools (versiyon 1.5.6) yaziliminda once polar proteinler

yapiya eklenmis ardindan Kollman yiikleri atanmstir.
3.3.3. Sekil Benzerligi

Tez calismasinda sekil benzerligi taramasi i¢cin OpenEye ROCS yazilimi
kullanilmistir. Benzerlik taramasinda hedef bilesik olarak EGFR inhibitorii olduklari
bilinen ve piyasada preparatlari1 bulunan erlotinib, canertinib, dakomitinib, afatinib,
gefitinib, lapatinib, neratinib, pelitinib ve vandetanib bilesikleri se¢ilmistir. Sonuglarin

incelenmesinde benzerlik orani i¢in degerlendirme alt sinir1 0,7 olarak belirlenmistir.
3.3.4. Kenetleme Calismalari

Molekiiler kenetleme ¢alismalart Autodock Vina yazilimi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Autodock Vina ile kenetleme islemi i¢cin AutoDockTools arayiizii
kullanilmistir. Kenetleme arama alaninin merkezi olarak proteinin aktif bolgesinde yer
alan erlotinibin merkezi koordinatlar1 (22,04; -0,31; 53,57) kullanilmis ve bu

koordinatlara gore grid haritalar1 olusturulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Kimyasal Calismalar

5-Benziliden-2-(3,4,5-trimetoksifenil)tiyazolo|3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5 H)-

on (4a)
o)
CH;0 N-N _
/ V7 S
CHgoQAN%

CH;0

0,534 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksifenil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (4) ve 0,2 mL
(2 mmol) benzaldehitten (a) hareketle genel yonteme gore elde edilen {iriin asetonitril
ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,262 g (% 33,16).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi 178-179 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3073 (C-H gerilim, aromatik); 2925 (C-H gerilim, alifatik);
1728 (C=0 gerilim); 1598, 1579 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1131 (C-O gerilim);
863, 843 (aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler gortilmektedir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-dy) 8: 3,72 (3H, s, OCH3); 3,86 (6H, s, OCH3);
7,37 (2H, s, Ar.H); 7,56-7,62 (3H, m, Ar.H); 7,75 (2H, dd, J;=1,2 Hz, J>=8 Hz, Ar.H);
8,26 (1H, s, C=C-H) ppm’de pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 396,29 [M+H]" ve 418,26 [M+Na]" pikleri

goriilmektedir.
Analiz . C20H17N304S (M.A.I 395,43 g/mol)
%C %H %N %S
Hesaplanan : 60,75 4,33 10,63 8,11

Bulunan 60,43 4,30 10,76 8,22
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5-(4-Florobenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksifenil)tiyazolo|3,2-b]-1,2.,4-

triazol-6(5H)-on (4b)
0
CH;0 N-N" =
/ S
CH, O;@/QN/)—
F

CH;0

0,534 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksifenil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (4) ve 0,248
g (2 mmol) 4-florobenzaldehitten (b) hareketle genel yonteme gore elde edilen iiriin
asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,48 g (% 58,60).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi 241-242 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3073 (C-H gerilim, aromatik); 2938 (C-H gerilim, alifatik);
1738 (C=0 gerilim); 1594, 1504, 1476 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1163 (C-O
gerilim); 838, 802 (Aromatik C-H biikiilme) cm™ ‘de pikler goriilmektedir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-de) &: 3,72 (3H, s, OCH3), 3,85 (6H, s, OCH3),
7,33 (2H, s, Ar.H), 7,48 (2H, t, Ar.H); 7,65 (2H, dd, J;=5,2 Hz, J>=14 Hz, Ar.H); 8,23
(1H, s, C=C-H) ppm’de pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 414,31 [M+H]" ve 436,23 [M+Na]" pikleri

goriilmektedir.

Analiz : C20H16FN304S (M.A.: 413,42 g/mol)
% C %H %N %S
Hesaplanan : 58,11 3,90 10,16 7,75

Bulunan 58,31 3,93 9,89 7,35
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5-(2-Klorobenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksifenil)tiyazolo|3,2-b5]-1,2,4-

triazol-6(5H)-on (4c)
o)
CH;0 NN e
/ S
CHBOAQ/QN/)—

CH;0

0,534 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksifenil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (4) ve 0,22
mL (2 mmol) 2-klorobenzaldehitten (c) hareketle genel yonteme gore elde edilen
iirlin asetonitril ile kristallendirilerek saflagtirllmigtir. Verim: 0,55 g (% 65,02).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi 231-233 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3020 (C-H gerilim, aromatik); 2937 (C-H gerilim, alifatik);
1728 (C=0 gerilim); 1604, 1502 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1125 (C-O gerilim);
850, 836 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 8: 3,72 (3H, s, OCH3); 3,86 (6H, s, OCH3);
7,34 (2H, s, Ar.H); 7,59 (2H, m, Ar.H); 7,70 (2H, m, Ar.H); 8,20 (1H, s, C=C-H)
ppm’de pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 430,19 [M+H]"; 432,20 [M+H+2]"; 452,16
[M+Na]" ve 454,16 [M+Na+2]" pikleri goriilmektedir.

Analiz : C20H16CIN304S (M.A.: 429,88 g/mol)
% C % H %N %S
Hesaplanan : 55,88 3,75 9,78 7,46

Bulunan 55,56 3,82 9,44 7,38
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5-(4-Klorobenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksifenil)tiyazolo|3,2-5]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on (4d)

CH,O L7
39, N-N

v
/ S
" 1' Vs
CH3O¢©/§N%M
3 13 127

CH;0°% ¢

0,534 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksifenil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (4) ve 0,281
g (2 mmol) 4-klorobenzaldehitten (d) hareketle genel yonteme gore elde edilen iiriin
asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,41 g (% 53,32).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi 212-213 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 2932 (C-H gerilim, alifatik); 1742 (C=0O gerilim); 1601,
1496 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1136 (C-O gerilim); 870, 842 (Aromatik C-H
biikiilme) cm!*de pikler goriilmektedir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-d) 8: 3,72 (3H, s, OCH3); 3,85 (6H, s, OCH3);
7,36 (2H, s, Ar.H); 7,66 (2H, d, Ar.H); 7,76 (2H, d, Ar.H); 8,25 (1H, s, C=C-H)
ppm’de pikler goriilmektedir.

BC-NMR spektrumunda (DMSO-d¢) 8: 56,57 (m-OCH3); 60,66 (p-OCHs);
104,83; 124,64; 125,58; 130,18; 131,71; 132,65; 136,87; 138,50 ve 153,80 (C; -5, Cs-
14); 140,77; 156,22; 160,48 (C>, C34, Cs) ve 168,92 (Cs) ppm’de pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 430,18 [M+H]"; 432,18 [M+H+2]"; 452,16
[M+Na]" ve 454,15 [M+Na+2]" piki goriilmektedir.

Analiz : C20H16CIN304S (M.A.: 429,88 g/mol)
% C %H %N %S
Hesaplanan : 55,88 3,75 9,78 7,46

Bulunan : 55,52 3,69 9,85 7,11
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5-(4-Nitrobenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksifenil)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-

triazol-6(5H)-on (4e)
0
CH;0 N-N —
/ S
CH, OAQ/QN/)—
NO,

CH;0

0,534 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksifenil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (4) ve 0,302
g (2 mmol) 4-nitrobenzaldehitten (e) hareketle genel yonteme gore elde edilen iiriin
asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,47 g (% 53,96).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi 228-229 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3052 (C-H gerilim, aromatik); 2939 (C-H gerilim, alifatik);
1724 (C=0 gerilim); 1583, 1509 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1182 (C-O gerilim);
845, 821 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

'"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 8: 3,69 (3H, s, OCH3); 3,72 (6H, s, OCH3);
7,39 (2H, s, Ar.H); 7,80 (2H, d, Ar.H); 8,10 (1H, s, C=C-H); 8,20 (2H, d, Ar.H)
ppm’de pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 463,08 [M+Na]" piki goriilmektedir.

Analiz : C20H16N4O6S (M.A..: 440,43 g/mol)
% C %H %N %S
Hesaplanan : 54,54 3,66 12,72 7,28

Bulunan 54,26 3,75 12,83 7,16
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5-(4-Metilbenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksifenil)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-

triazol-6(SH)-on (4f)
(0]
CH;0 N-N_ D—
/ S
CH, O;@/QN/)——
H;

CH,0 ¢

0,534 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksifenil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (4) ve 0,240
g (2 mmol) 4-metilbenzaldehitten (f) hareketle genel yonteme gore elde edilen iiriin
asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,40 g (% 49,50).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktas1 180-181 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3072 (C-H gerilim, aromatik); 2931 (C-H gerilim, alifatik);
1736 (C=0 gerilim); 1612, 1581 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1132 (C-O gerilim);
847, 814 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 8: 2,37 (3H, s, -CHj3); 3,72 (3H, s, OCH3);
3,85 (6H, s, OCH3); 7,36 (2H, s, Ar.H); 7,41 (2H, d, Ar.H); 7,64 (2H, d, Ar.H); 8,21
(1H, s, C=C-H) ppm’de pikler goriilmektedir.

BC-NMR spektrumunda (DMSO-d¢) 8: 21,70 (Ar-CH3); 56,49 (m-OCHs);
60,65 (p-OCHa); 104,57; 123,56; 124,77; 130,13; 130,77; 131,22; 139,88; 140,49 ve
153,77 (Ci-s, Cs-14); 142,86; 156,52; 160,62 (Cs, Cs4 Cs) ve 168,73 (Cs) ppm’de
pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 410,25 [M+H]" ve 432,22 [M+Na]" pikler

goriilmektedir.

Analiz : C21H19N304S (M.A..: 409,46 g/mol)
% C %H %N %S
Hesaplanan : 61,60 4,68 10,26 7,83

Bulunan : 61,25 4,69 10,21 7,76
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5-(2-Metoksibenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksifenil)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(SH)-on (4g)

CH;0, NN

\ —
CH304©/QN/)—S

CH;0

0,534 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksifenil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (4) ve 0,272
g (2 mmol) 2-metoksibenzaldehitten (g) hareketle genel yonteme gore elde edilen iiriin
asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,49 g (% 58,29).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi 202-203 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3000 (C-H gerilim, aromatik); 2938 (C-H gerilim, alifatik);
1743 (C=0 gerilim); 1589, 1499 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1126 (C-O gerilim);
846, 809 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-d) 8: 3,71 (3H, s, OCH3); 3,85 (6H, s, OCH3);
3,93 (3H, s, OCHj3); 7,15 (1H, t, Ar.H); 7,20 (1H, d, Ar.H); 7,38 (2H, s, Ar.H); 7,55-
7,59 (2H, m, Ar.H); 8,31 (1H, s, C=C-H) ppm’de pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 426,23 [M+H]"; 448,20 [M+Na]® piki

goriilmektedir.

Analiz : C21H19N305S (M.A..: 425,46 g/mol)
% C % H %N %S
Hesaplanan : 59,28 4,50 9,88 7,54

Bulunan : 58,73 4,51 9,76 7,42
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5-(2-Metoksibenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksifenil)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-

triazol-6(SH)-on (4h)
(0]
CH;0 NN =
/ S
CH, O;@/QN/)——

CH,0 OCH,

0,534 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksifenil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (4) ve 0,272
g (2 mmol) 4-metoksibenzaldehitten (h) hareketle genel yonteme gore elde edilen iiriin
asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,53 g (% 66,40).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi 183-184 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3009 (C-H gerilim, aromatik); 2995, 2939 (C-H gerilim,
alifatik); 1724 (C=0 gerilim); 1583, 1509 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1182 (C-O
gerilim); 845, 821 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 8: 3,72 (3H, s, OCH3); 3,83 (3H, s, OCH3);
3,85 (6H, s, OCH;); 7,15 (2H, d, Ar.H); 7,35 (2H, s, Ar.H); 7,71 (2H, d, Ar.H); 8,20
(1H, s, C=C-H) ppm’de pikler goriilmektedir.

BC-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 8: 56,42 (m-OCH3); 59,42 ve 60,35 (p-
OCH3); 105,60; 121,25; 124,12; 125,00; 131,63; 132,40; 136,10; 153,42 ve 162,12
(Cr6, Cs-14); 138,41; 156,83; 161,12 (C2, C34 Cs) ve 171,20 (Cs) ppm’de pikler
goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 426,22 [M+H]"; 448,19 [M+Na]® piki

goriilmektedir.

Analiz : C21H19N305S (M.A.: 425,46 g/mol)
% C %H %N %S
Hesaplanan : 59,28 4,50 9,88 7,54

Bulunan : 58,85 4,55 9,87 7,47



5-(4-Dimetilamino-2-nitrobenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksifenil)tiyazolo

[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on (4i)

CH;0 NoN NO,

/ 7 S
cmoﬁxN}_
N(CH;),

CH;0

0,534 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksifenil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (4) ve 0,388
g (2 mmol) 4-dimetilamino-2-nitrobenzaldehitten (i) hareketle genel yonteme gore

elde edilen iirlin asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,61 g (%

63,25).

Turuncu renkli bir toz olup, erime noktas1 192-193 °C’dir. Su, petrol eteri,

etanol ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3002 (C-H gerilim, aromatik); 2991, 2936 (C-H gerilim,
alifatik); 1723 (C=0 gerilim); 1590, 1502 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1142 (C-O

gerilim); 830, 811 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

'"H-NMR spektrumunda (DMSO-de) &: 3,10 (6H, s, -N-CHj3); 3,74 (3H, s,
OCHj3); 3,87 (6H, s, OCH3); 7,17 (1H, d, Ar.H); 7,35 (1H, s, Ar.H); 7,37 (2H, s, Ar.H);

7,62 (1H, d, Ar.H); 8,19 (1H, s, C=C-H) ppm’de pikler goriilmektedir.
Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 506,48 [M+Na]" piki goriilmektedir.

Analiz : C22H21N506S (MLA.: 483,50 g/mol)
% C %H %N %S
Hesaplanan : 54,65 4,38 14,49 6,63

Bulunan : 54,52 4,55 14,22 7,00

89
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5-(4-Kloro-3-triflorometilbenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksifenil)tiyazolo
[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on (4j)

(0]
CH;0 NN =
[ )—s CF;
cmo@&%
1

CH,0 ¢

0,534 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksifenil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (4) ve 0,417
g (2 mmol) 4-kloro-3-triflorometilbenzaldehitten (j) hareketle genel yonteme gore elde
edilen {irlin asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,59 g (% 59,41).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi 172-173 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3002 (C-H gerilim, aromatik); 2990, 2942 (C-H gerilim,
alifatik); 1712 (C=0 gerilim); 1576, 1499 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1130 (C-O
gerilim); 820, 817 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 8: 3,72 (3H, s, OCH3); 3,83 (6H, s, OCH3);
7,35 (2H, s, Ar.H); 7,89 (1H, d, Ar.H); 7,95 (1H, d, Ar.H); 8,21 (1H, d, Ar.H); 8,28
(1H, s, C=C-H) ppm’de pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 520,93 [M+Na]" ve 522,86 [M+Na+2]" piki

goriilmektedir.

Analiz : C21H15CIF3N304S (ML.A.: 497,87 g/mol)
% C %H %N %S
Hesaplanan : 50,66 3,04 8,44 6,44

Bulunan : 50,85 3,35 8,72 6,47
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5-Benziliden-2-(3,4,5-trimetoksibenzil)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(SH)-
on (5a)

o)
CH;0 N-N~ 7=
[ )—s
CH;0 N
CH;0

0,562 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksibenzil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (5) ve 0,2
mL (2 mmol) benzaldehitten (a) hareketle genel yonteme goére elde edilen iiriin
asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,320 g (% 39,11).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktas1 190-192 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3004 (C-H gerilim, aromatik); 2941 (C-H gerilim, alifatik);
1750 (C=0 gerilim); 1642, 1593, 1514 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1138 (C-O
gerilim); 883, 815 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 8: 3,69 (3H, s, OCH3); 3,73 (6H, s, OCH3);
4,02 (2H, s, -CH>-); 6,62 (2H, s, Ar.H); 7,53-7,60 (3H, m, Ar.H); 7,73 (2H, d, Ar.H);
8,12 (1H, s, C=C-H) ppm’de pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 432,38 [M+Na]" piki goriilmektedir.

Analiz : C21H19N304S (M.A..: 409,46 g/mol)
% C %H %N %S
Hesaplanan : 61,60 4,68 10,26 7,83

Bulunan 61,79 4,89 10,39 7,97
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5-(4-Florobenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksibenzil)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on (5b)

o)
CH;0 N-N" 7=
/ /)—-S
CH;0 N
F
CH;0

0,562 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksibenzil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (5) ve 0,248
g (2 mmol) 4-florobenzaldehitten (b) hareketle genel yonteme gore elde edilen iiriin
asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,67 g (% 78,60).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi 246-247 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3008 (C-H gerilim, aromatik); 2941, 2933 (C-H gerilim,
alifatik); 1710 (C=0 gerilim); 1636, 1560,1512 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1131
(C-O gerilim); 840, 822 (Aromatik C-H biikiilme) cm™!’de pikler goriilmektedir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 8: 3,60 (3H, s, OCH3); 3,73 (6H, s, OCH3);
4,02 (2H, s, -CH>-); 6,62 (2H, s, Ar.H); 7,43 (2H, t, Ar.H); 7,80 (2H, dd, J;=5,2 Hz,
J>=14 Hz, Ar.H); 8,24 (1H, s, C=C-H) ppm’de pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 450,29 [M+Na]" piki goriilmektedir.

Analiz : C21H1sFN304S (M.A.: 427,45 g/mol)
% C % H % N %S
Hesaplanan : 59,01 4,24 9,83 7,50

Bulunan 58,86 4,34 9,93 7,59
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5-(2-Klorobenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksibenzil)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on (5¢)

o)
Cl
CH;0 N-N~ 7=
[ )—s
CH;0 N
CH;O

0,562 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksibenzil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (5) ve 0,22
mL (2 mmol) 2-klorobenzaldehitten (c) hareketle genel yonteme gore elde edilen iiriin
asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,66 g (% 75,38).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi1 170-171 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3004 (C-H gerilim, aromatik); 2948 (C-H gerilim, alifatik);
1728 (C=0 gerilim); 1626, 1585,1506 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1129 (C-O
gerilim); 866, 850 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-d) 8: 3,61 (3H, s, OCH3); 3,73 (6H, s, OCH3);
4,03 (2H, s, -CH>-); 6,62 (2H, s, Ar.H); 7,55-7,71 (4H, m, Ar. H); 8,27 (1H, s, C=C-
H) ppm’de pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 466,31 [M+Na]" ve 468,31 [M+Na+2]" pikleri

goriilmektedir.

Analiz : C21H13CIN3O4S (M.A.: 443,90 g/mol)
% C %H %N %S
Hesaplanan : 56,82 4,09 9,47 7,22

Bulunan : 56,65 4,25 9,71 7,29
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5-(4-Klorobenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksibenzil)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on (5d)

0,562 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksibenzil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (5) ve 0,22
mL (2 mmol) 4-klorobenzaldehitten (d) hareketle genel yonteme gore elde edilen iiriin
asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,58 g (% 65,63).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi 178-179 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3008 (C-H gerilim, aromatik); 2934 (C-H gerilim, alifatik);
1750 (C=0 gerilim); 1626, 1585, 1508 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1138 (C-O
gerilim); 870, 853 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-dy) 8: 3,61 (3H, s, OCH3); 3,73 (6H, s, OCH3);
4,03 (2H, s, -CH»-); 6,62 (2H, s, Ar.H); 7,65 (2H, m, Ar. H); 7,76 (2H, d, Ar.H); 8,22
(1H, s, C=C-H) ppm’de pikler goriilmektedir.

BC-NMR spektrumunda (DMSO-de) 8: 35,41 (Cis); 56,36 (m-OCHs); 60,43
(p-OCH3); 106,96; 125,69; 130,17; 131,71; 132,45; 132,68; 136,75; 136,87 ve 153,31
(Cr6, Cs-14); 138,21; 156,27; 160,12 (C2, Cs4, Cs) ve 171,67 (Cs) ppm’de pikler
goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 466,93 [M+Na]"ve 468,94 [M+Na+2]" pikleri

goriilmektedir.

Analiz : C21H18CIN304S (M.A.: 443,90 g/mol)
% C % H %N %S
Hesaplanan : 56,82 4,09 9,47 7,22

Bulunan 56,42 4,16 9,69 7,30
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5-(4-Nitrobenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksibenzil)tiyazolo|[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on (5e)

o)
CH;0 N-N" 7=
[ )—s
CH;0 N
NO,
CH;0

0,562 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksibenzil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (5) ve 0,302
g (2 mmol) 4-nitrobenzaldehitten (e) hareketle genel yonteme gore elde edilen iiriin
asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,64 g (% 71,64).

Kahverengi renkli bir toz olup, erime noktas1 191-192 °C’dir. Su, petrol eteri,
etanol ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3066 (C-H gerilim, aromatik); 2941 (C-H gerilim, alifatik);
1749 (C=0 gerilim); 1612, 1581, 1504 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1121 (C-O
gerilim); 832, 815 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-dy) 8: 3,60 (3H, s, OCH3); 3,72 (6H, s, OCH3);
4,03 (2H, s, -CH>-); 6,62 (2H, s, Ar.H); 7,98 (2H, d, Ar.H); 8,32 (1H, s, C=C-H); 8,36
(2H, d, Ar.H) ppm’de pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 477,29 [M+Na]" piki goriilmektedir.

Analiz : C21H13N4O6S (M.A.: 454,46 g/mol)
% C %H %N %S
Hesaplanan : 55,50 3,99 12,33 7,05

Bulunan : 55,97 4,08 12,49 7,25
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5-(4-Metilbenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksibenzil)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on (5f)

CH;0 N-N~ =

/ /)—-S
CH;0 N
CH,

CH,0

0,562 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksibenzil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (5) ve 0,240
g (2 mmol) 4-metilbenzaldehitten (f) hareketle genel yonteme gore elde edilen iiriin
asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,59 g (% 70,26).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi 187-189 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3004 (C-H gerilim, aromatik); 2934 (C-H gerilim, alifatik);
1728 (C=0 gerilim); 1620, 1585, 1542 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1138 (C-O
gerilim); 870, 853 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

'"H-NMR spektrumunda (DMSO-de) 8: 2,36 (3H, s, -CH3); 3,60 (3H, s, OCH3);
3,72 (6H, s, OCH53); 4,02 (2H, s, -CH>-); 6,61 (2H, s, Ar.H); 7,39 (2H, d, Ar. H); 7,62
(2H, d, Ar.H); 8,17 (1H, s, C=C-H) ppm’de pikler goriilmektedir.

BC-NMR spektrumunda (DMSO-de); 21,67 (Ar-CHzs); 35,41 (Cis); 56,38 (m-
OCH3); 60,43 (p-OCH3); 106,98; 123,60; 130,11; 130,71; 131,20; 132,51; 136,89;
139,78 ve 153,31 (Ci-s, Cs-14); 142,77; 156,48; 160,19 (C2, C34, Cs) ve 171,57 (Cs)
ppm’de pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 446,31 [M+Na]" piki goriilmektedir.

Analiz : C2H21N304S (M.A..: 423,49 g/mol)
% C % H %N %S
Hesaplanan : 62,40 5,00 9,92 7,57

Bulunan 62,35 5,23 9,96 7,57



97

5-(2-Metoksibenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksibenzil)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(SH)-on (5g)

o)
OCH,
CH;0 N-N" 7=
[ )—s
CH;0 N
CH,0

0,562 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksibenzil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (5) ve 0,272
g (2 mmol) 2-metoksibenzaldehitten (g) hareketle genel yonteme gore elde edilen iiriin
asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,73 g (% 83,50).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi 186-187 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3001 (C-H gerilim, aromatik); 2942 (C-H gerilim, alifatik);
1732 (C=0 gerilim); 1602, 1588, 1511 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1125 (C-O
gerilim); 840, 813 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-dy) 8: 3,60 (3H, s, OCH3); 3,72 (6H, s, OCH3);
3,91 (3H, s, OCHj3); 4,01 (2H, s, -CH>-), 6,61 (2H, s, Ar.H); 7,13 (1H, t, Ar.H); 7,19
(1H, d, Ar.H); 7,53 (1H, d, Ar.H); 7,55 (1H, t, Ar.H); 8,28 (1H, s, C=C-H) ppm’de

pikler goriilmektedir.
Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 462,29 [M+Na]" piki goriilmektedir.
Analiz : C20H21N305S (M.A.: 439,49 g/mol)
% C %H %N % S
Hesaplanan : 60,13 4,82 9,56 7,29

Bulunan 59,88 5,06 9,63 7,33
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5-(4-Metoksibenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksibenzil)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(SH)-on (5h)

0
CH;0 N-N" 7=
[ )—s
CH;0 N
OCH,
CH;0

0,562 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksibenzil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (5) ve 0,272
g (2 mmol) 4-metoksibenzaldehitten (i) hareketle genel yonteme gore elde edilen iiriin
asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,70 g (% 80,03).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi 195-196 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3012 (C-H gerilim, aromatik); 2942 (C-H gerilim, alifatik);
1732 (C=0 gerilim); 1607, 1595, 1505 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1125 (C-O
gerilim); 840, 813 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-dy) 8: 3,60 (3H, s, OCH3); 3,72 (6H, s, OCH3);
3,82 (3H, s, OCH3;); 4,02 (2H, s, -CH>-); 6,62 (2H, s, Ar.H); 7,17 (2H, d, Ar. H); 7,33
(2H, d, Ar.H); 8,16 (1H, s, C=C-H) ppm’de pikler goriilmektedir.

BC-NMR spektrumunda (DMSO-d); 35,43 (Cis); 56,35 (m-OCH3); 56,12 ve
60,43 (p-OCHa); 106,92; 115,72; 121,25; 125,30; 132,56; 133,50; 136,82; 153,30 ve
162,56 (Ci-s, Cs-14); 139,84; 156,59 ve 160,00 (C>, Cs4, Cs) ve 171,48 (Cs) ppm’de

pikler goriilmektedir.
Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 462,28 [M+Na]" piki goriilmektedir.
Analiz : C2H21N305S (M.A.: 439,49 g/mol)
% C % H % N % S
Hesaplanan : 60,13 4,82 9,56 7,29

Bulunan 59,84 5,04 9,54 7,34
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5-(4-Dimetilamino-2-nitro-benziliden)-2-(3,4,5-trimetoksibenzil)tiyazolo

[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on (5i)

NO,
CH;0
CH;0
N(CH
CH,0 (CH3),

0,562 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksibenzil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (5) ve 0,388
g (2 mmol) 4-dimetilamino-2-nitrobenzaldehitten (i) hareketle genel yonteme gore
elde edilen iirlin asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,76 g (%
75,88).

Turuncu renkli bir toz olup, erime noktas1 183-184 °C’dir. Su, petrol eteri,
etanol ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3022 (C-H gerilim, aromatik); 2993, 2932 (C-H gerilim,
alifatik); 1752 (C=0 gerilim); 1570, 1492 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1169 (C-O
gerilim); 810, 847 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

'"H-NMR spektrumunda (DMSO-de) &: 3,10 (6H, s, -N-CHj3); 3,74 (3H, s,
OCH3); 3,87 (6H, s, OCHj3); 4,02 (2H, s, -CH>-); 6,60 (2H, s, Ar.H); 7,12 (1H, dd,
Ji=2,8 Hz, J;=8,8 Hz, Ar.H); 7,34 (1H, d, J=2,8 Hz, Ar.H); 7,59 (1H, d, J=8,8 Hz,
Ar.H); 8,19 (1H, s, C=C-H) ppm’de pikler goriilmektedir.

BC-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 8: 35,41 (Cis); 39,54 (N-CH3); 56,32 (m-
OCH3); 60,43 (p-OCH3); 106,89; 107,78; 111,78; 115,96; 122,61; 130,81; 132,56;
136,82; 151,68; 152,15 (Ci-s, Cs-14); 135,005 156,30; 159,98 (C2, Cs4, Cs) ve 171,44
(Cs) ppm’de pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 498,22 [M+H]" ve 520,20 [M+Na]" piki

goriilmektedir.
Analiz : C23H23N506S (M.A.: 497,53 g/mol)
% C %H %N %S
Hesaplanan : 55,53 4,66 14,08 6,64

Bulunan : 55,59 4,81 14,05 6,53
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5-(4-Kloro-3-triflorometilbenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksibenzil)tiyazolo
[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on (5j)

o)
CH;0 N-N~ =
[ s CF,
CH;0 N
1

C
CH;0

0,562 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksibenzil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (5) ve 0,417
g (2 mmol) 4-kloro-3-triflorometilbenzaldehitten (j) hareketle genel yonteme gore elde
edilen {irlin asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,84 g (% 82,10).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi 172-173 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3000 (C-H gerilim, aromatik); 2991, 2910 (C-H gerilim,
alifatik); 1723 (C=0 gerilim); 1589, 1476 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1103 (C-O
gerilim); 875, 830 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

'"H-NMR spektrumunda (DMSO-d) 8: 3,61 (3H, s, OCH3); 3,73 (6H, s, OCH3);
4,03 (2H, s, -CH>-), 6,62 (2H, s, Ar.H); 7,92 (1H, d, Ar.H); 7,97 (1H, d, Ar.H); 8,24
(1H, d, Ar.H); 8,33 (1H, s, C=C-H) ppm’de pikler goriilmektedir.

BC-NMR spektrumunda (DMSO-de) 8: 34,81 (Ci5); 55,83 (m-OCH3); 59,85
(p-OCH3); 106,51; 120,93; 123,65; 127,15; 127,50, 130,33; 131,78; 136,15; 136,45 ve
152,76 (Ci-s, Cs-14); 133,82 (-CF3); 138,74; 155,408; 159,35 (C2, Cs4, Cs) ve 171,25
(Cs) ppm’de pikler goriilmektedir.

Kitle spektrumunda (ESI), m/z 512,14 [M+H]", 534,11 [M+Na]" ve 536,08
[M+Na+2]" piki goriilmektedir.

Analiz : C22H17CIF3N304S (M.A.Z 51 1,90 g/mol)
% C %H % N %S
Hesaplanan : 51,62 3,35 8,21 6,26

Bulunan : 51,75 3,42 8,51 6,47
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5-Benziliden-2-(3.,4,5-trimetoksifenetil)tiyazolo|3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5 H)-
on (6a)

CH}O N—-—N pr—

/ S
C&O‘Q/\/LN/)’

CH,0

0,59 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksifenetil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (6) ve 0,2 mL
(2 mmol) benzaldehitten (a) hareketle genel yonteme gore elde edilen {iriin asetonitril
ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,61g (%72,65).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi 149-150 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3001 (C-H gerilim, aromatik); 2981, 2929 (C-H gerilim,
alifatik); 1744 (C=0 gerilim); 1611, 1592, 1508 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1125
(C-O gerilim); 843, 814 (Aromatik C-H biikiilme) cm™!’de pikler goriilmektedir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 3: 2,96 (2H, t, Ar-CH,-CH>); 3,04 (2H, t,
Ar-CH>-); 3,59 (3H, s, OCH53); 3,73 (6H, s, OCH3), 6,57 (2H, s, Ar.H); 7,55-7,60 (3H,
m, Ar. H); 7,74 (2H, d, Ar.H); 8,21 (1H, s, C=C-H) ppm’de pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 446,24 [M+Na]" piki goriilmektedir.

Analiz : C2H21N304S (M.A..: 423,49 g/mol)
% C %H %N %S
Hesaplanan : 62,40 5,00 9,92 7,57

Bulunan : 62,18 5,21 9,94 7,53
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5-(4-Florobenziliden)-2-(3.,4,5-trimetoksifenetil)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on (6b)

0
CH;0 N-N —
CH304©/\/QN/)——S
CH,0 F

0,59 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksifenetil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (6) ve 0,248
g (2 mmol) 4-florobenzaldehitten (b) hareketle genel yonteme gore elde edilen iiriin
asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,60 g (%68,26).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi1 162-163 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3059 (C-H gerilim, aromatik); 2941 (C-H gerilim, alifatik);
1736 (C=0 gerilim); 1587, 1520, 1470 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1122 (C-O
gerilim); 893, 856 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 3: 2,98 (2H, t, Ar-CH,-CH>); 3,04 (2H, t,
Ar-CH>-); 3,59 (3H, s, OCH3); 3,72 (6H, s, OCH53); 6,57 (2H, s, Ar.H); 7,43 (2H, t, Ar.
H); 7,81 (2H, dd, J;=5,2 Hz, J>=14 Hz, Ar.H); 8,23 (1H, s, C=C-H) ppm’de pikler

goriilmektedir.
Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 464,21 [M+Na]" piki goriilmektedir.
Analiz : C2H20FN304S (M.A.: 441,48 g/mol)
% C % H %N % S
Hesaplanan : 59,85 4,57 9,52 7,26

Bulunan 59,98 4,79 9,63 7,32
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5-(2-Klorobenziliden)-2-(3.,4,5-trimetoksibenzil)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on (6¢)

CH3O N_._N Cl

/ S
CH@AQ/\/LN/)’

CH,0

0,59 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksifenetil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (6) ve 0,22
mL (2 mmol) 2-klorobenzaldehitten (c) hareketle genel yonteme gore elde edilen iiriin
asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,67 g (%73,50)

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi 142-143 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3002 (C-H gerilim, aromatik); 2931 (C-H gerilim, alifatik);
1744 (C=0 gerilim); 1612, 1591, 1509 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1130 (C-O
gerilim); 891, 843 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

'"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 3: 2,98 (2H, t, Ar-CH,-CH>); 3,07 (2H, t,
Ar-CH>-); 3,61 (3H, s, OCH53); 3,74 (6H, s, OCH3); 6,58 (2H, s, Ar.H); 7,56-7,61 (2H,
m, Ar. H); 7,68-7,73 (2H, m, Ar.H); 8,28 (1H, s, C=C-H) ppm’de pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 480,16 [M+Na]* ve 482,20 [M+Na+2]" pikleri

goriilmektedir.
Analiz : C22H20CIN304S (M.A.: 457,93 g/mol)
% C %H %N %S
Hesaplanan : 57,70 4,40 9,18 7,00

Bulunan : 57,32 4,54 9,36 7,00
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5-(4-Klorobenziliden)-2-(3.,4,5-trimetoksifenetil)tiyazolo|3,2-5]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on (6d)

CH;0 N

X g6 /
" 1
CH;0 T 2

CH,0' ¥ ¢

0,59 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksifenetil)-1,2,4-triazol-5-tiyon ve 0,22 mL
(2 mmol) 4-klorobenzaldehitten hareketle genel yonteme gore elde edilen iiriin
asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,73 g (%80,31).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi1 162-163 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3008 (C-H gerilim, aromatik); 2936 (C-H gerilim, alifatik);
1741 (C=0 gerilim); 1613, 1588, 1505 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1198 (C-O
gerilim); 822, 813 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 3: 2,97 (2H, t, Ar-CH,-CH>); 3,04 (2H, t,
Ar-CH>»-); 3,63 (3H, s, OCHj3); 3,75 (6H, s, OCH;); 6,61 (2H, s, Ar.H); 7,49 (2H, d,
Ar. H); 7,62 (2H, d, Ar.H); 8,23 (1H, s, C=C-H) ppm’de pikler goriilmektedir.

BC-NMR spektrumunda (DMSO-de); 30,82 ve 33,42 (Cis ve 16); 56,26 (m-
OCH3); 60,40 (p-OCH3); 106,11; 125,67; 130,17; 131,71; 132,69; 136,31; 136,66;
136,76 ve 153,22 (Ci-s,, Cs-14); 138,30; 156,23 ve 159,89 (C>, C3q4, Cs) ve 172,50 (Cs)
ppm’de pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 480,16 [M+Na]" ve 482,16 [M+Na+2]" pikleri

goriilmektedir.
Analiz : C22H20CIN304S (M.A.: 457,93 g/mol)
% C %H %N %S
Hesaplanan : 57,70 4,40 9,18 7,00

Bulunan 57,48 4,48 9,40 6,46
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5-(4-Nitrobenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksifenetil)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on (6¢)

CH3O N—-—N pr—

/ /)—S
CH304©/\/<N
NO,

CH,0

0,59 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksifenetil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (6) ve 0,302
g (2 mmol) 4-nitrobenzaldehitten (e) hareketle genel yonteme gore elde edilen iiriin
asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,71 g (%76,18).

Kahverengi renkli bir toz olup, erime noktas1 174-175 °C’dir. Su, petrol eteri,

etanol ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3069 (C-H gerilim, aromatik); 2932 (C-H gerilim, alifatik);
1737 (C=0 gerilim); 1617, 1591, 1505 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1133 (C-O

gerilim); 855, 845 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 3: 2,96 (2H, t, Ar-CH,-CH>); 3,05 (2H, t,
Ar-CH>-); 3,59 (3H, s, OCH53); 3,73 (6H, s, OCH3); 6,57 (2H, s, Ar.H); 7,97 (2H, d,
Ar. H); 8,32 (1H, s, C=C-H); 8,37 (2H, d, Ar.H) ppm’de pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 491,18 [M+Na]" piki goriilmektedir.

Analiz : C22H20N406S (M.A..: 468,48 g/mol)
% C %H % N %S
Hesaplanan : 56,40 4,30 11,96 6,84

Bulunan 56,23 4,47 11,98 6,86



106

5-(4-Metilbenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksifenetil)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on (6f)

0
CH;0 N-N —
CH304©/\/QN/)’S
CH,0 CH,

0,59 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksifenetil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (6) ve 0,240
g (2 mmol) 4-metilbenzaldehitten (f) hareketle genel yonteme gore elde edilen iiriin
asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,71 g (%81,36).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi 163-164 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3020 (C-H gerilim, aromatik); 2930 (C-H gerilim, alifatik);
1744 (C=0 gerilim); 1612, 1592, 1509 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1123 (C-O
gerilim); 843, 815 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-de) : 2,37 (3H, s, -CH3); 2,97 (2H, t, Ar-CH>-
CH:>); 3,04 (2H, t, Ar-CH>-); 3,59 (3H, s, OCHj3); 3,73 (6H, s, OCH53); 6,57 (2H, s,
Ar.H); 7,39 (2H, d, Ar. H); 7,63 (2H, d, Ar.H); 8,17 (1H, s, C=C-H) ppm’de pikler
goriilmektedir.

BC-NMR spektrumunda (DMSO-d¢) &: 21,66 (Ar-CH3); 30,82 ve 33,44 (Cis
ve Ci6); 56,31 (m-OCH3); 60,40 (p-OCHs); 106,21; 123,53; 130,10; 130,69; 131,20;
136,43; 136,67; 139,91 ve 153,24 (C;-s, Cs-14); 142,78; 156,29 ve 159,95 (C>, Csa,
Cs) ve 172,43 (Cs) ppm’de pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 460,23 [M+Na]" piki goriilmektedir.

Analiz : C23H23N304S (M.A.: 437,51 g/mol)
% C %H %N %S
Hesaplanan : 63,14 5,30 9,60 7,33

Bulunan 63,26 5,18 9,74 7,36
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5-(2-Metoksibenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksifenetil)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on (6g)

o
CH,0 N N OcHs
CH304©/\/QN/)"S
CH;0

0,59 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksifenetil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (6) ve 0,272
g (2 mmol) 2-metoksibenzaldehitten (g) hareketle genel yonteme gore elde edilen iiriin
asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim:0,69 g (%75,64).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi 152-153 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3007 (C-H gerilim, aromatik); 2935 (C-H gerilim, alifatik);
1739 (C=0 gerilim); 1622, 1590, 1505 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1130 (C-O
gerilim); 845, 823 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

'"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 3: 2,98 (2H, t, Ar-CH,-CH>); 3,05 (2H, t,
Ar-CH>-); 3,61 (3H, s, OCHj3); 3,74 (6H, s, OCHj3); 3,93 (3H, s, OCHj3); 6,57 (2H, s,
Ar.H); 7,14 (1H, t, Ar.H); 7,20 (1H, d, Ar.H); 7,56 (2H, m, Ar.H); 8,30 (1H, s, C=C-
H) ppm’de pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 476,22 [M+Na]" piki goriilmektedir.

Analiz : C23H23N305S (MLA.: 453,51 g/mol)
% C %H %N %S
Hesaplanan : 60,91 5,11 9,27 7,07

Bulunan : 60,50 5,35 9,34 7,07
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5-(4-Metoksibenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksifenetil)tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on (6h)

CH3O N_._N

/ /)—‘S
CH304©/\/QN
OCH,4

CH,0

0,59 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksifenetil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (6) ve 0,272
g (2 mmol) 4-metoksibenzaldehitten (h) hareketle genel yonteme gore elde edilen iiriin
asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,72 g (%79,33).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi 204-205 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3003 (C-H gerilim, aromatik); 2936 (C-H gerilim, alifatik);
1745 (C=0 gerilim); 1601, 1580, 1516 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1136 (C-O
gerilim); 843, 820 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 3: 2,97 (2H, t, Ar-CH,-CH>); 3,04 (2H, t,
Ar-CH>-); 3,59 (3H, s, OCH3); 3,73 (6H, s, OCH5); 3,84 (3H, s, OCHj3); 6,56 (2H, s,
Ar.H); 7,14 (2H, d, Ar.H); 7,72 (2H, d, Ar.H); 8,18 (1H, s, C=C-H) ppm’de pikler
goriilmektedir.

BC-NMR spektrumunda (DMSO-de) 8: 30,83 ve 33,48 (Cis5ve Cis); 56,30 (m-
OCH3); 56,15 ve 60,40 (p-OCH3); 106,19; 121,25; 125,33; 133,51; 136,43; 136,39;
139,70; 153,23 ve 162,30 (Ci-6, Cs-14); 139,96; 156,44 ve 159,78 (C2, Csa Cs) ve
172,32 (Cs) ppm’de pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 476,22 [M+Na]" piki goriilmektedir.

Analiz : C23H23N305S (M.A.: 453,51 g/mol)
% C % H %N %S
Hesaplanan : 60,91 5,11 9,27 7,07

Bulunan : 60,79 5,35 9,34 7,07
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5-(4-Dimetilamino-2-nitrobenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksifenetil)tiyazolo

[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on (6i)

0]
CH3O N__N N02
[ )—s
CH,;O N(CH;),

0,59 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksifenetil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (6) ve 0,388
g (2 mmol) 4-dimetilamino-2-nitrobenzaldehitten (i) hareketle genel yonteme gore
elde edilen iirlin asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,83 g (%
81,50).

Turuncu renkli bir toz olup, erime noktas1 175-176°C’dir. Su, petrol eteri,
etanol ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3002 (C-H gerilim, aromatik); 2990, 2942 (C-H gerilim,
alifatik); 1712 (C=0 gerilim); 1576, 1499 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1130 (C-O
gerilim); 820, 817 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

'"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) &: 2,98 (2H, t, Ar-CH,-CH>); 3,06 (2H, t,
Ar-CH>-); 3,11 (6H, s, -N-CH;); 3,61 (3H, s, OCH3); 3,75 (6H, s, OCH5); 6,58 (2H, s,
Ar.H); 7,16 (1H, dd, J,=2,8 Hz, J>=8,8 Hz, Ar.H); 7,37 (1H, d, J=2,8 Hz, Ar.H); 7,63
(1H, d, J=8,8 Hz, Ar.H); 8,18 (1H, s, C=C-H) ppm’de pikler goriilmektedir.

BC-NMR spektrumunda (DMSO-ds) &: 30,25; 32,89 (Cis5 ve Cis); 39,64 (N-
CHs); 55,74 (m-OCHz3); 59,83 (p-OCHs); 105,63; 107,22; 111,40; 115,39; 122,03;
130,29; 134,49; 136,11; 151,14, 152,67 (C/ 6, Cs-14); 135,85; 155,56; 159,16 (C>, Cs,,
Cs) ve 171,75 (Cs) ppm’de pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 512,24 [M+H]* ve 534,21 [M+Na]* piki

goriilmektedir.
Analiz : C24H25N506S (M.A.Z 51 1,55 g/mol)
% C %H % N %S
Hesaplanan : 56,35 4,93 13,69 6,27

Bulunan 56,42 4,88 13,79 6,45
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5-(4-Kloro-3-triflorometilbenziliden)-2-(3,4,5-trimetoksifenetil)tiyazolo
[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on (6j)

O
CH3O N.—N —
/ ~ S CF3
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CH;0 ¢

0,59 g (2 mmol) 3-(3,4,5-Trimetoksifenetil)-1,2,4-triazol-5-tiyon (6) ve 0,417
g (2 mmol) 4-kloro-3-triflorometilbenzaldehitten (j) hareketle genel yonteme gore elde
edilen {irlin asetonitril ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Verim: 0,83 g (% 79,63).

Sar1 renkli bir toz olup, erime noktasi 179-180 °C’dir. Su, petrol eteri, etanol
ve hekzanda ¢oziinmez. Asetonitrilde az, asetonda iyi ¢oziiniir.

IR spektrumunda, 3086 (C-H gerilim, aromatik); 2995, 2929 (C-H gerilim,
alifatik); 1703 (C=0 gerilim); 1569, 1471 (C=C gerilim ve C=N gerilim); 1162 (C-O
gerilim); 893, 852 (Aromatik C-H biikiilme) cm™’de pikler goriilmektedir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 3: 2,99 (2H, t, Ar-CH,-CH>); 3,06 (2H, t,
Ar-CH>-); 3,61 (3H, s, OCHj3); 3,75 (6H, s, OCH;); 6,59 (2H, s, Ar.H); 7,99 (2H, d,
Ar.H); 8,30 (1H, s, C=C-H); 8,46 (1H, d, Ar.H) ppm’de pikler goriilmektedir.

BC-NMR spektrumunda (DMSO-de) 8: 30,34; 32,92 (Cis ve Cis); 55,75 (m-
OCH3); 59,90 (p-OCH3); 105,56; 121,03; 123,75; 127,19; 127,53; 130,52; 132,02;
136,20; 136,45 ve 152,73 (Ci-s, Cs-14); 135,62 (-CF3); 138,74; 155,39; 159,24 (C:,
Csq4, Cs5) ve 172,49 (Cs) ppm’de pikler goriilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI), m/z 526,16 [M+H]" ve 548,12 [M+Na]" ve 550,15
[M+Na+2]" piki goriilmektedir.

Analiz : C23H19CIF3N304S (M.A.Z 525,93 g/mol)
% C %H % N %S
Hesaplanan : 52,53 3,64 7,99 6,10

Bulunan : 52,45 3,84 8,12 6,29
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4.2. Biyolojik Aktivite Calismalar:

Sentezlenen bilesiklerin hiicre canlilig1 iizerine etkileri (sitotoksik aktiviteleri)
AS549 (akciger kanseri hiicre hatt1), PC3 (prostat kanseri hiicre hatt1), HCT116 (kolon
kanseri hiicre hatt1) ve MDA231 (meme kanseri hiicre hatti) olmak iizere 4 farkli insan
orijinli kanser hiicre hatlarinda ve Beas2B (akciger epitel hiicre hatt1) insan orijinli
saglikli hiicre hattinda SRB yontemi ile 10 uM kansantrasyonda incelenmistir (Sekil
4.1-3). Test sonuglarina gore sentezlenen bilesikler icerisinden A549 hiicre hattinda
hiicre canliligin1 en ¢ok azaltan ve test kosullarinda ¢6ziiniirliigii en yiiksek olan 4b,
5g, Sh, 6¢ ve 6e bilesikleri SRB yontemi ile ileri analizlere gotiiriilmek iizere

secilmistir.

4 Serisi/SRB Canlilik Testi-48 Saat
160,00
140,00
120,00

100,00

1 i
80,00 1 L[ II
60,00 1T
40,00
20,00 “‘
0,00
4 4 4b  4c  4d  de  4f  4g  4h 4 4

Doz: 10 uM

% Canlilik

mA549 mHCT116 PC3 MDA231 mBeas2B

Sekil 4.1. Bilesik 4 ve 4a-j’nin 10 uM konsantrasyonda SRB testi sonuglari.

* 4e, 4f, 4i ve 4j maddeleri ¢oziiniirliik sorunu yagsanmasindan dolay: test

edilememistir.
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5 Serisi/SRB Canlilik Testi-48 Saat

160,00
140,00
120,00

» 100,00

= 80,00

g
Lg 60,00
X
40,00
20,00
0,00
5 53 5b 5¢ 5d 5e 5f 5g 5h 5i 5§

Doz: 10 uM

mA549 mHCT116 mPC3 mMDA231 mBeas2B
Sekil 4.2. Bilesik 5 ve 5a-j’nin 10 uM konsantrasyonda SRB testi sonuglari.

6 Serisi/SRB Canlilik Testi-48 Saat

140,00
120,00
100,00

= 80,00

=

S 60,00

s

40,00

20,00

0,00
6 6a 6b 6¢C 6d 6e 6f 6g 6h 6i 6]

Doz: 10 uM

HA549 mHCT116 mPC3 m MDA231 mBeas2B

Sekil 4.3. Bilesik 6 ve 6a-j’nin 10 uM konsantrasyonda SRB testi sonuglari.
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Beas2B, Sg Beas2B, 5h
150 150
~ 120 ~ 120
= 90 < 90
= =
= 60 = 60
8 g
O 30 o 30
0 0
1,56 3,13 6,25 12,5 25 50 100 1,56 3,13 6,25 12,5 25 50 100
Doz (uM) Doz (uM)

m 24h m48h m72h H24h m48h m72h

Beas2B, 6c¢ Beas2B, 4b
150 150
g 120 ;\? 120
< 90 Z 90
= 60 =
g 2
O 30 L
0 0 ]
1,56 3,13 6,25 12,5 25 50 100 1,56 3,13 6,25 12,5 25 50 100
Doz (uM) Doz (uM)
N 24h m48h m72h N 24h m48h m72h
Beas2B, 6e
150
10 ICso I1Co0
S o 24h | 48h | 72h | 24h | 48h | 72h
OZ 0 4b |>100]| 65,0 | 57,5 | >100 | >100 | >100
;; 20 5¢ |>100|>100|>100 | >100 | >100 | >100
S 0 i i__ 5h |>100(>100| 94,3 | >100 | >100 | >100
625 125 25 50 100 6¢ | >100|>100|>100 | >100 | >100 | >100
6e | 62,7 | 403 | 49,7 [ >100 | 889 | 91,8

Doz (uM)

N 24h m48h m72h

Sekil 4.4. Secilen bilesiklerin 0-100 uM araliginda Beas2B hiicre hattindaki SRB testi
sonugclari.



114

A549, 5g A549, 5h
150 150
__ 120 120
X =X
T 9 = 9%
60 = 60
S 8
0 0
1,56 3,13 6,25 12,5 25 50 100 1,56 3,13 6,25 12,5 25 50 100
Doz (uM) Doz (uM)
m24h m48h m72h E24h m48h m72h
A549, 6¢ A549, 4b
150 150
120 120
S g
; 90 v 90
= 60 = 60
g 8
O 30 O 30 Ii
0 0
1,56 3,13 6,25 12,5 25 50 100 1,56 3,13 6,25 12,5 25
Doz (uM) Doz (uM)
m24h m48h m72h m24h m48h m72h
A549, 6e
150 I1Cso ICoo
120 24h | 48h | 72h | 24h | 48h | 72h
e 4b | >100| 95,0 | 81,6 | >100 | >100 | >100
S 9
- 5g | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100
g 60 Sh | >100 | 81,6 | 88,7 | =100 | >100 | >100
30 III I 6¢ | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100
0 = 6e | 49,6 | 41,5 | 48,4 | >100 | >100 | 94,7
625 12,5
Doz(uM)

N 24h m48h m72h

Sekil 4.5. Secilen bilesiklerin 0-100 uM araliginda A549 hiicre hattindaki SRB testi
sonugclari.



150
120
o
9}, 90
=
= 60
8
O 30
0

6,25
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A549, 6e Beas2B, 6e
150
m 24h 120 W 24h
g 90
=
= 60
8
il i i
12,5 25 50 100 625 125 25 50 100
Doz (uM) Doz (uM)
ICso ICoo
24h 48h 72h 24h 48h 72h
A549 49,6 41,5 48,4 | >100 | 100,9 | 94,7
Beas2B | 62,7 40,3 49,7 | >100 88,9 91,8

Sekil 4.6. 6e bilesiginin A549 ve Beas2B hiicre hatlarinda 0-100 pM araligindaki ATP

M30(U/L)

1500

1200

900

600

300

Canlilik Testi sonuglart.

A549, 6e-72 saat

Kontrol

Tedavi

Sekil 4.7. 6e bilesiginin A549 hiicre hattinda 100 uM’da M30 hiicre 6limii testi
sonucu.



VIABILITY

Dead

VIABILITY

Live

Dead

VIABILITY

Live

Kontrol Tedavi ;5 caat Tedavi 54 coat
4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
2.55% 9.18 % 9.95 % 9.69 % 8.68 % 22.72%
3 [ ]
> >
E [
= =
[24] [24]
< <
> >
® L L 4
224 % 0.37 % 284 %
o Early Apop. Early Apop. o Early Apop.
0 1 2 3 4 2 3 4 0 1 2 3 4
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic
Sekil 4.8. 6e bilesiginin Annexin V analiz sonucu.
Kontrol Tedavi 15 caat Tedavi y4 st
P APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Apoptotic/Dead 3 Dead Apoptotic/Dead g Dead Apoptotic/Dead
1.51% 8.57 % 1.56 % 7.50 % 3.38 % 29.67 %
3 [ ] 3 ] 3
> >
E [=
- -
2 & 2 T 2
< <
> >
L 2 L 2 . L 2
1.81% 1.61% 17.56 %
o Live Apoptotic 2 Apoptotic 2 0 i o Apoptotic
0 1 2 3 4 2 3 4 0 1 2 3 4
Live CASPASE-3/7 Apoptotic Live CASPASE-3/7 Apoptotic Live CASPASE-3/7 Apoptotic
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Sekil 4.9. 6e bilesiginin Kaspaz 3/7 testi

Kontrol

CELL HEALTH PROFILE

4
Depolarized/Dead

4.80 %

1.60 % -/

Depolarized/Live
0 ‘ 2 3 4
Low MITOPOTENTIAL High

Dead

VIABILITY

Live

o Depolarized/Live

Tedavi 15 ¢at

CELL HEALTH PROFILE

4
Depolarized/Dead
20.20 %

6.90 % 59.80 %
Live
4

High

0

Low

2 3
MITOPOTENTIAL

Dead

VIABILITY

Live

Sonucu.

0

4
Depolarized/Dead Dgad
20.70 % 14.60 %
& —
6.20 % . *58.50 %
Depolarized/Live Live

Tedavi 24 saat

CELL HEALTH PROFILE

0

Low

2 3 4
MITOPOTENTIAL

Sekil 4.10. 6e bilesiginin mitokondri membran potansiyeli testi sonucu.



A549 / 6i
150
120
X L
. 90
g
©
o
= 60
£
2
2
5 30
0
6,25 12,5 25 50 100
—0—24 SAAT| 121,90 107,20 92,28 73,49 10,26
48 SAAT| 104,90 92,29 82,62 63,47 19,03
—e—72SAAT| 103,63 104,00 105,46 88,27 3,70
Doz (uM)
Sekil 4.11. 6i bilesiginin biiylime egrisi.
A549 / 6]
150
. 120
=
S —e—e
ot 90
©
o
<
g 60
2
(V)
30
0
6,25 12,5 25 50 100
—0—24 SAAT| 101,24 86,93 66,55 55,57 13,33
48 SAAT| 110,02 106,93 96,73 72,49 17,36
—e—72 SAAT| 103,13 101,90 98,57 93,53 5,63
Doz (uM)

Sekil 4.12. 6j bilesiginin bilylime egrisi.
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Hiicre Hatti: A549

Ana stok: 25 mM / DMSO
Doz : 50 ve 100 uM
Zaman: 24/ 48 | 72 saat

Sira 1: Negatif Kontrol
Sira 2: 100 uM-24 saat
Sira 3: 100 uM-48 saat
Sira 4: 100 uM-72 saat
Sira 5: 50 uM-24 saat
Sira 6: 50 uM-48 saat
Sira 7: 50 uM-72 saat

Katlik Degisim

p-EGFR/EGFR g

Sekil 4.13. 6i bilesiginin Western Blot testi sonucu.

Hiicre Hatti: A549

Ana stok: 25 mM / DMSO

Doz : 50 ve 100 uM
Zaman: 24/ 48/ 72 saat

Sira 1: Negatif Kontrol
Sira 2: 100 uM-24 saat
Sira 3: 100 uM-48 saat
Sira 4: 100 uM-72 saat
Sira 5: 50 uM-24 saat
Sira 6: 50 uM-48 saat
Sira 7: 50 uM-72 saat

1

- ey A 5

p-EGFR/EGFR g

~

Katlik Degigim
-
o

1

o
n

o

2 3 4 5 6 7

_ RhespherEGFR (Tyr1068)
TR T R T .
L]

| EGFR

GAPDH

1 2 3 4 5 6 7
Sira

Sekil 4.14. 6j bilesiginin Western Blot testi sonucu.
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Sekil 4.15. Bilesik 4g (A), Erlotinib (B) ve topolojik benzerliklerinin (C) ii¢ boyutlu
gdsterimi.

(EU Q

Sekil 4.16. Bilesik 4g’nin protein i¢indeki baglanma modu ve amino asitler ile yaptigi
etkilesmeler.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda 3-siibstitilie-1,2,4-triazol-5-tiyon ve siibstitiie benzaldehit
tirevleri kullanilarak sitotoksik aktivite gostermesi beklenen ve literatiirde kayith
olmayan 30 adet yeni 2-siibstitiie-5-benzilidentiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on
yapisinda bilesik sentezlenmis, erime dereceleri belirlenip yap1 aydinlatma ¢alismalari
yapilmig ve sitotoksik aktiviteleri taranmistir. Bilesiklerin in vitro sitotoksik
aktiviteleri SRB yontemi, ATP canlilik testi, M30 testi, Annexin V analizi, mitokondri
membran potansiyeli testi ve Kaspaz 3/7 testleri ile incelenmistir.

Sentezi yapilan bilesikler 3,4,5-trimetoksibenzoik asit, 3,4,5-trimetoksifenil
asetik asit ve 3-(3,4,5-trimetoksifenil)propiyonik asitten hareketle elde edilen
3-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiklerinin asidik ortamda siibstitiie benzaldehit
tiirevleri ile Claisen-Schmidt kondenzasyon reaksiyonu sonucunda elde edilmistir.

Hedeflenen bilesiklerin sentezinde ilk olarak uygun karboksilli asit bilesigi
(1a-c) soguk ortamda N-hidroksisiiksinimit ve DCC ile karigtirilarak ester yapisinda
bilesikler (2a-c) elde edilmistir (Sekil 5.1). DCC bu basamakta su tutucu olarak
kullanilmis ve reaksiyon sonunda ortamda ¢oken disiklohekzil {ire (DCU) siiziilerek
reaksiyon ortamindan uzaklastirilmistir. Bu reaksiyonla karboksilli asit grubunun
reaktivitesi daha yliksek olan ester grubuna doniistiiriilmesi amaglanmis ve reaksiyon

% 65-83 verimle gergeklesmistir.

H;0

c
COOH _bee
CH;0 @—(—f + HO- ﬁ oo CHio
CH,C CH,0

la-c

n: 0,1,2

Sekil 5.1. Ester tiirevlerinin (2a-c¢) sentez yontemi.

Elde edilen ester tiirevleri tiyosemikarbazit ile 8 saat 1sitilarak % 78-81 verimle

aciltiyosemikarbazitler (3a-c) sentezlenmistir (Sekil 5.2).
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o)
CH;0 0 A o, CH0, Q
’ LN N NH-NH
O—N H CH,0
CH3O 0 A 3 n S)_NHz
0
CHO CH,0
2a-c 3a-c

Sekil 5.2. Agiltiyosemikarbazit tlirevlerinin (3a-c) sentez yontemi.

Ardindan agiltiyosemikarbazit tiirevlerinin % 10’luk KOH c¢ozeltisi i¢inde 4
saat 1sitilmasi sonucunda halka kapanmasi gergeklestirilmis ve % 84-89 verim ile 3-

siibstitlie-1,2,4-triazol-5-tiyon tiirevleri (4-6) elde edilmistir (Sekil 5.3).

e 3 NH-NH ) o o I/\]—E
- 2. der. HCI
CH;0 n />_NH2 — CH;0 a N° S
g H
CH;0 CH;0
3a-c 4-6

Sekil 5.3. 1,2,4-Triazol-5-tiyon tiirevlerinin (4-6) sentez yontemi.

Reaksiyonun son basamaginda ise elde edilen 3-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon
bilesikleri asetik asit ve asetik anhidrit icerisinde, susuz sodyum asetat
katalizorliigiinde kloro asetik asit ve siibstitiie benzaldehitler ile 140 °C’de 4 saat
isitilarak % 33-84 verimle 2-siibstitiie-5-benzilidentiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-
6(5H)-on tiirevleri (4a-6j) elde edilmistir. Sentezlenen bilesiklerin genel yapilari,

ylizde verimleri ve erime dereceleri Tablo 5.1° de verilmistir (Sekil 5.4).

CH;0

NNH o CH;COONa
I A+ CICHCOOH + @ CH,COOH, (CH,CO),0
CH3O nﬁ S H R
CH;0
4-6
0
CH;0 NN
/ —
~
CH304©—(-/H<N)‘S )
CH;0 4a-6j
n: 0,1,2

Sekil 5.4. Tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on tiirevlerinin (4a-6j) sentezi.
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Tablo 5.1. Sentezi yapilan bilesiklerin yapilari, erime dereceleri ve ylizde verimleri.

E. D. Verim
Molekil Bilesik R . -
4a H 178-179 | 33,16
4b 4F 241242 | 58,60
4c 2-Cl 231-233 | 65,02
o 4d 4Cl 212213 | 5332
CH;0 N de 4NO, 228229 | 53,96
CHLO { S af 4-CH; 180-181 | 49,50
4g 2-0CH: | 202203 | 5829
CH0 4h 4-OCH; 183-184 | 66,40
4i 2-NO2-4- | 192.193 | 63,25
N(CHs):
4 | 3-CF4-Cl | 172-173 | 5941
5a H 190-192 | 59,11
5b 4F 246247 | 78,60
5¢ 2-Cl 170-171 | 75,38
o 5d 4-Cl 178-179 | 65,63
CH,0 NN Se 4-NO» 191-192 | 71,64
CHo { S 5f 4-CH: 187-189 | 70,26
5¢ 2-OCH; | 186-187 | 83,50
o 5h 4-OCH; | 195-196 | 80,03
5i 2-NO2-4- | 183-184 | 75,88
N(CHs):
5 | 3-CFs4-Cl | 172-173 | 82,10
6a H 149-150 | 72,65
6b AF 162-163 | 68,26
6¢ 2-Cl 142-143 | 73,50
0 6d 4-Cl 162-163 | 80,31
CH30, NN 6¢ 4NO» | 174175 | 76,18
CH,0 S of 4-CHs | 163-164 | 81,36
CH,O 6g 2-0CH: | 152-153 | 75,64
6h 4-OCHs | 204205 | 79,33
6i 2-NO»-4- | 175.176 | 81,50
N(CH3):
6j | 3-CFs-4-Cl | 179-180 | 79,63
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Tez calismamiza konu olan kondanse bilesiklerin sentezi Claisen-Schmidt
kondenzasyon reaksiyonunun bir Ornegidir. Claisen-Schmidt kondenzasyon
reaksiyonunda o konumunda hidrojen tasimayan bir mol aldehit, o konumunda
hidrojen tasiyan bir mol keton ile reaksiyona girerek a,3-doymamis karbonil
bilesiklerini olusturur. Bu reaksiyon asidik ve bazik ortamda farkli mekanizmalar ile
gerceklesmektedir  (228). Tez c¢alismamizda reaksiyon asidik ortamda
gerceklestirilmistir. Asidik ortamda, tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on halkasinin
6 numarali konumundaki karbonil grubu keto-enol tautomerizasyonu sonucunda enol
formuna dontisiir. Enol formunun olugmasi ile aktif hale gelen 5 numarali konumdaki
metilen grubu, siibstitlie benzaldehitin asidik ortamda olusan elektrofilik karbon
atomuna atak yapar ve ortamdan 1 mol su g¢ikist ile 2-siibstitiie-5-

benzilidentiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on bilesikleri elde edilir (Sekil 5.5).

CH;0 N-NH CH;0 N

/ \
CICH,COOH
CH;0 n N\&s —— 2 > CH 0 )\s —CH,COOH
H CH,COONa
CH;0 CH;0 i
CH,0 )S
CH,0 N7
CH,0
H___OH H._, OH
R R R
H. _OH
0 OH /—\ A
N CH,0 N_N)§
)
\ \ —_—
NT S = cHo NS
R
CH,0 CH,0
S
0
H
N ) OH CH;0 1/\1 NN
—_— )—
//\ § “H,0 CH;0
R R
CH,0 CH,0

Sekil 5.5. 2-Siibstitiie-5-benzilidentiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-5(6 H)-on tiirevlerinin
(4a-6j) sentez mekanizmasi.

1,2,4-Triazol-5-tiyon halkasinin ¢esitli dielektrofillerle reaksiyonu sonucu
tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol (A) veya tiyazolo[2,3-c]-1,2,4-triazol (B) olmak iizere

yap1 izomeri iki siklizasyon iirlinii olusabilir. Ancak ¢alisma grubumuzun bu yap1 ile
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yapmis oldugu onceki ¢caligmalarda spektral veriler ve X-1sinlar1 kristalografisi verileri
ile reaksiyonun tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on iirlinliinii verecek sekilde

gerceklestigi kanitlanmistir (Sekil 5.6) (229).

CH;0 N-
/

IO CICH COOH N
/§ - > »\
CH;0 ‘Q—% CH;0 @—(—% S—CH,COOH
CH;0 CH;0 / K

CH;0 N- N I/\T N
/ \
/

CH;0 CH;0
A

Sekil 5.6. Sentez reaksiyonunda olusmas1 muhtemel yap1 izomerleri.

Sentezi yapilan bilesikler 5 numarali konumundaki benziliden yapisindan
dolay1 E ve/veya Z konfigiirasyonunda bulunabilirler. Sentez ¢calismalar1 sirasinda ITK
plaklarinda sonug {iriiniin tek leke olarak goriilmesi ve 'H-NMR spektrumlarinda
benzilik protonun singlet olarak tek pik halinde gdzlenmesi elde edilen iiriiniin tek
izomer formunda bulundugunu diisiindiirmiistiir. Sentezlenen bilesiklerin hangi
izomer formunda bulundugunu anlamak i¢in; bilesiklerin tamaminin £ ve Z
konfiglirasyonlar1 ChemDraw professional (versiyon: 16.0.1.4) yazilimi ile
hazirlanarak enerjileri MM2 forcefield yontemi ile minimize edilmistir. Elde edilen
sonuglarda bilesiklerin Z konfigiirasyonlarinin enerjilerinin £ konfigiirasyonlarina
kiyasla daha diisiik oldugu bulunmus, bu nedenle bilesiklerin Z konfigiirasyonunda
bulundugu diistiniilmiistiir. Calisma grubumuzun bu halka sistemi ile yaptig1 onceki
caligmalarda, sonug iirlinlerin bazilarinin X-1sinlar kristalografisi analizi sonucunda Z
konfigilirasyonunda bulunmus olmas1 bu hipotezimizi destekler niteliktedir (Tablo 5.2)

(229).



Tablo 5.2. Sentezi yapilan bilesiklerin E ve Z konfigiirasyonlarinin enerjileri.
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E (kcal/mol) Z (kcal/mol)
(6]
CH;0 X o N = .
Bilesik o 3 nI/\INS_S Cio n/N/)_ :
CH,O CH;0
4a 57,2209 53,7066
4b 57,1596 53,6723
4c 68,7988 67,0934
4d 57,6891 54,2190
4e 59,3213 56,2472
4f 57,1005 53,5762
4g 68,4845 68,2212
4h 62,9733 59,1112
4i 54,7561 52,2830
4j 59,9620 56,4862
Sa 54,4497 50,9159
5b 54,3763 50,8678
Sc¢ 66,0079 64,2875
5d 54,9205 51,4284
Se 54,6011 48,0948
5f 54,3321 50,7987
S¢g 66,3347 65,4261
Sh 60,2194 56,7267
Si 54,9753 50,0378
5j 56,3963 51,8820
6a 54,9688 52,8096
6b 54,8905 52,7580
6¢c 66,5557 66,2025
6d 55,4189 53,3031
6e 56,8754 58,4849
6f 54,8412 52,6800
6g 66,2659 62,4620
6h 60,7148 58,6189
6i 66,8639 62,7800
6j 66,2789 61,4690
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Sentezlenen bilesiklerin yapilari IR, 'H- ve '*C-NMR, kiitle spektroskopisi ve
elementel analiz yontemleri ile aydilatilmistir. Tez ¢aligmas1 kapsaminda sentezlenen
3-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon (4-6) bilesikleri daha once sentezlenmis literatiirde
kayith maddelerdir (226,227). Sentezlenen bu bilesiklerin erime dereceleri ilgili
literatiirler ile uyumlu oldugu i¢in bilesiklerin spektral analizi yapilmaksizin sentez
calismalarinda kullanilmistir.

Sentezlenen sonug bilesiklerin (4a-6j) IR spektrumlarinda, 3079-3000 cm’!
araliginda C-H aromatik halka gerilim titresimleri, 2925-2836 ¢cm™! araliginda alifatik
C-H gerilim titresimleri, 1760-1708 cm™! araliginda C=0 gerilim titresimleri, 1612-
1476 cm! araliginda C=C ve C=N gerilim titresimleri, 1182-1100 cm™! araliginda C-
O gerilim titresimleri ve 870-802 cm™! araliginda aromatik C-H biikiilme titresimleri
gdzlenmistir. Incelenen IR spektrumlarinda baslangic maddesi 3-siibstitiie-1,2,4-
triazol-5-tiyona ait -NH gerilim titresiminin goriilmemesi ve 1760-1708 cm’!
araliginda C=0O gerilim titresimlerinin tespit edilmesi halka kondenzasyonunun
gercekleserek  tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on  halkasinin  olustugunu
diisiindiirmiistiir (Sekil 5.7).
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Sekil 5.7. Bilesik 6d’nin IR spektrumu.
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Sentezi yapilan bilesiklerin (4a-6j) DMSO-ds iginde alinan 'H-NMR
spektrumlarinda, 2 numarali konumdaki siibstitiientler iizerinde bulunan metoksi
gruplarindan meta konumunda olanlar 6zdes protonlara sahip olduklar1 i¢in 6H
integrasyonunda J 3,80-3,82 ppm aralifinda, para konumunda bulunanlar ise 3H
integrasyonunda & 3,69-3,71 ppm araliginda singlet olarak gézlenmistir. iki numaral:
konumdaki fenil halkasinin aromatik protonlari ise yine 6zdes protonlar olduklari i¢in
ayni kimyasal kayma degerinde 2H integrasyonunda singlet olarak gdzlenmistir. Bu
protonlar 4 numarali bilesik serisinde (4a-j), bagli olduklar tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-
triazol-6(5H)-on halkasinin manyetik anizotropik etkisi nedeniyle 6 7,33-7,39 ppm de
gozlenirken, 5 (5a-j) ve 6 (6a-j) numarali bilesik serilerinde araya alkil gruplarinin
girmesi ve manyetik anizotropik etkinin ortadan kalkmasi ile 6 6,61-6,62 ppm arasinda
gbzlenmigtir. 5 numarali bilesik serisinin iki numarali konumunda bulunan metilen
protonlari, kendisine bagli fenil ve tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on halkalarinin
ikisinin de manyetik anizotropik etkisi nedeniyle diisiik alana kayarak & 4,01-4,03 ppm
araliginda, 2H integrasyonunda singlet olarak gozlenmistir. 6 numarali bilesik
serisinde ise iki numarali konumda bulunan etilen grubuna iki ugtan fenil ve
tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on halkalarinin bagli olmas1 sebebiyle s6z konusu
serideki metilen potonlart 6 2,96-2,99 ve & 3,00-3,05 ppm araliinda, 2H
integrasyonunda iki ayr triplet olarak gozlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin (4a-6j) 5
numaralt konumundaki benziliden protonlar1 & 8,16-8,32 ppm araliginda 1H
integrasyonunda singlet olarak gozlenirken, benziliden grubunun aromatik protonlari
§ 7,02-8,12 ppm araliginda gdzlenmistir. Incelenen 'H-NMR spektrumlarinda
baslangi¢c maddesi 3-siibstitlie-1,2,4-triazol-5-tiyona ait -NH pikinin goriilmemesi ve
S 8,16-8,32 ppm araliginda benzilik protonun goriilmesi halka kondenzasyonunun
gercekleserek tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on ¢ekirdeginin elde edildigini
diistindiirmiistiir. Benziliden grubundaki fenil halkasinin yalniz dort numarali
konumunda siibstitiient tasiyan tiirevlerin (4d, 4e, 41, 4h, 5d, Se, 5f, Sh, 6d, 6e, 6f ve
6h) aromatik protonlari, orto ve meta konumundaki protonlarin kendi aralarinda 6zdes
olmas1 sebebiyle 2H integrasyonuna sahip iki dublet seklinde gozlenmistir.
4-Florobenzaldehit kullanilarak sentezlenen 4b, Sb ve 6b tiirevlerinin 'H-NMR
spektrumlarinda ise bilesiklerin 10 ve 12 numarali karbon atomlarindaki protonlar,

florun (Ir: %2) NMR’da aktif olmas1 sebebiyle dublete degil triplete yarilmistir. 5
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numarali konumdaki benziliden grubunun fenil halkasi lizerinde metil (4f, 5f, 6f) ve
metoksi (4g, 4h, S5g, Sh, 6g, 6h) siibstitiientleri tasiyan tiirevlerde metil ve metoksi
gruplarinin protonlar: sirasiyla 6 2,36-2,37 ppm ve o 3,60-3,72 ppm araliginda 3H
integrasyonunda singlet, dimetil amino (4i, 5i, 6i) siibstitiienti tasiyan tiirevlerde ise
dimetil gruplar1 & 3,09-3,11 ppm araliginda 6H integrasyonunda singlet olarak
gozlenmistir (Sekil 5.8-10).

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

Sekil 5.9. Bilesik 5d’nin DMSO i¢inde 400 MHz’de alinan '"H-NMR spektrumu.
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Sekil 5.10. Bilesik 6d’nin DMSO i¢inde 400 MHz’de alinan "H-NMR spektrumu.

Sentezlenen bilesikler igerisinden benziliden grubu iizerinde 4-kloro, 4-metil,
4-metoksi, 2-nitro-4-dimetilamino ve 3-triflorometil-4-kloro siibstitiientlerini tagiyan
tiirevlerin (4d, 4f, 4h, 5d, 5f, Sh, 5i, 5j, 6d, 6f, 6h, 6i, 6j) '*C-NMR spektrumlari
alinmustir. DMSO- ds i¢inde alinan '3C-NMR spektrumlarinda, 2 numarali konumdaki
fenil halkas1 tlizerinde bulunan metoksi gruplarinin karbonlart 6 56,02-60,76 ppm
arasinda gozlenmis ve meta konumundaki metoksi karbonlar1 6zdes olduklari i¢in ayni
ppm degerinde goriilmiistiir. Bilesiklerde fenil halkalara ait olan karbon atomlari,
benziliden karbonu ve tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-6(5H)-on halkasinin 2, 3a ve 5
numarali karbon atomlar1 6 141,83-159,95 ppm araliginda gozlenirken, 6 numaral
karbonil karbonu & 168,73-172,50 ppm aralifinda gozlenmistir. 5 (Sa-j) ve 6 (6a-j)
serisi bilesiklerin 3C-NMR spektrumlarinda manyetik anizotropik etkinin ortadan
kalkmasi sonucu '"H-NMR spekrum verileriyle uyumlu olarak 2 numarali konumdaki
aromatik halkanin 2’ ve 6’ karbonlar1 4 (4a-j) serisine kiyasla daha yiiksek alanda
gdzlenmistir. Incelenen '*C-NMR spektrumlarinda aromatik bélgede benziliden
karbonuna ait oldugu diisiiniilen bir adet fazla pik gozlenmesi ve karbonil karbonuna
ait pikin tespit edilmesi halka siklizasyonunun gerceklestigini diisiindiirmiistiir.
Bunlara ilaveten 5 numarali konumdaki benziliden grubunun fenil halkas: tizerinde

metil siibstitlienti tagiyan tiirevlerde (4f, 5f, 6f) & 21,66-21,80 ppm araliinda metil
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karbonu, metoksi siibstitiienti tasiyan tiirevlerde (4h,5h, 6h) ise & 56,12-59,42 ppm
araliginda metoksi karbonu goézlenmistir. 2-Nitro-4-dimetilaminobenzaldehit
kullanilarak sentezlenen tiirevlerin (5i, 6i) 3*C-NMR spektrumlarinda azot atomuna
baglt metil karbonlar1 39,54 ppm ve 39,64 ppm’de gozlenmistir. 3-Triflorometil-4-
klorobenzaldehit  kullanilarak  sentezlenen tirevlerin  (5j, 6j) 'C-NMR
spektrumlarinda ise florun bagl oldugu metil karbonlar1 133,82 ppm ve 135,62
ppm’de gozlenmistir. (Sekil 5.11-13).
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Sekil 5.11 Bilesik 4d’nin DMSO i¢inde 100 MHz’de alinan '*C-NMR spektrumu.
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Sekil 5.12. Bilesik 5d’nin DMSO i¢inde 100 MHz’de alinan 3C-NMR spektrumu.
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Sekil 5.13. Bilesik 6d’nin DMSO i¢inde 100 MHz’de alinan '*C-NMR spektrumu.
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Sentezlenen bilesiklerin (4a-6j) Elektron Sprey Iyonizasyon (ESI) yéntemi ile
alinan kiitle spektrumlarinda molekiiler iyon pikleri yerine bilesiklerin molekiil
agirhgmmi  dogrulayan (M+H)® ve/veya (M+Na)® pikleri tespit edilmistir.
Spektrumlarda goriilen diisiik bagil bolluktaki parcalanmalar ortak bir kaliba
uymamaktadir. Ayrica molekiil agirligini dogrulayan (M+H)" ve/veya (M+Na)*
pikleri temel pik olarak gozlenmistir. Yapilarinda bir klor atomu tastyan bilesiklerin
(4¢, 4d, 4j, 5¢, 5d, 5j, 6¢, 6d ve 6j) kiitle spektrumlarinda (M+H)" ve (M+Na)*
piklerinin yanisira bunlarin iigte biri siddetinde (M+H+2)* ve (M+Na+2)* 3’Cl izotop
pikleri de gozlenmistir (Sekil 5.14-17).

CH;0, CH;0,
CH;0 )‘ — CH;0 AQ—M( )—
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CH3

Sekil 5.14. Sentezlenen bilesiklerin kiitle spektrumlarinda 6ngoriilen pargalanma.
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Sekil 5.15. Bilesik 4d’nin elektron sprey iyonizasyon yontemi ile alinan kiitle
spektrumu.
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Sekil 5.16. Bilesik Sd’nin elektron sprey iyonizasyon yontemi ile alinan kiitle

spektrumu.

i
| ]

. PN
| CH;0_ NN =
| TN A~ AP
| CH0— )7 N
| \—/
i CH;0
|
|
|
| 480.16
|
|

482.16
12347 531.14
56.53 137.17 197.35. 209.32 271.37 345.35
72.75 20539 329.37 45820

0ot 223N bt i ittt 3 et 0158530 501,21
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600

133

Sekil 5.17. Bilesik 6d’nin elektron sprey iyonizasyon yontemi ile alinan kiitle

spektrumu.

Sentezlenen 30 adet bilesigin sitotoksik aktivitelerinin incelenmesinde

oncelikle bilesiklere SRB yontemi ile genel tarama yapilmis ve bilesiklerin A549

(akciger kanseri hiicre hatti), PC3 (prostat kanseri hiicre hatt1), HCT116 (kolon kanseri

hiicre hatt1) ve MDA231 (meme kanseri hiicre hatti) olmak tizere 4 farkli insan orijinli

kanser hiicre hatlarinda ve Beas2B (akciger epitel hiicre hatt1) insan orijinli saglikli
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hiicre hattinda 10 uM kansantrasyonda hiicre canliligina etkileri incelenmistir (Sekil
4.1-3). Yapilan SRB testi sonucunda bilesiklerin (4a-6j) hiicre canliligint maksimum
% 40 oraninda azalttig1 gdzlenmistir. Incelenen test sonuglarina gére 30 bilesik
icinden, A549 hiicrelerinde, hiicre canliligin1 en ¢ok azaltan ve test kosullarinda
¢Oziiniirliigli en yliksek olan 4b, 5g, Sh, 6¢ ve 6e bilesikleri SRB yontemi ile ileri
analizlere gotiiriilmek tlizere secilmistir.

Secilen bilesiklere 0-100 uM konsantrasyon araliginda (1,56; 3,13; 6,25; 12,5;
25; 50 ve 100 pM) A549 ve Beas2B hiicre hatlarinda SRB testi uygulanmis, sonuglar
ve hesaplanan ICso ve 1Coo degerleri Sekil 4.4- ve Sekil 4.5’de verilmistir. Analizi
yapilan 5 bilesik i¢inde en iyi sonuglar1 gosteren 6e bilesigi A549 ve Beas2B hiicre
hatlarinda ATP canlilik testi, M30 testi, Annexin V analizi, mitokondri membran
potansiyeli testi ve Kaspaz 3/7 testi yapilmak tizere se¢ilmistir. Bilesigin en iyi aktivite
sergiledigi hiicre hatti olan A549 ve Beas2B normal hiicre hatlarinda, 0-100 uM
araliginda ATP canlilik testi yapilarak sonuglar dogrulanmis ve ICso ve ICoo degerleri
hesaplanmistir (Sekil 4.6).

M30 Hiicre Oliimii Testi ile uygulama yapilan hiicrelerin M30 diizeylerinde
kontrole kiyasla yaklasik 600 U/L’lik artis gozlenmistir. M30 antijeni, kaspazlarin
sitokeratin 18 (CK18)’1 kirmas1 sonucunda olugan bir biyobelirtegtir ve yapisal olarak
CK18 proteininin bir fragmanini olusturmaktadir. Apoptoz esnasinda hiicre ortaminda
M30 antijeninin miktarinin artmasi bu proteinin apoptotik bir belirte¢ olarak
kullanilmasini saglar (230). 6e Bilesigi ile tedavi sonrast M30 diizeyinin kontrole
kiyasla artis gostermesi hiicrelerin kaspaz bagimli apoptoza ugradiina isaret
etmektedir (Sekil 4.7).

6e Bilesigi kullanilarak yapilan Annexin V analizi ile 12 ve 24 saat sonunda
diyagrami 06li, olii/ge¢ apoptoz ve erken apoptoz alanlarindaki hiicre ylizdesinde
zamana bagl artis gozlenmistir. Annexin V kalsiyum baglayict bir proteindir ve
floresan oOzellikli bir madde ile isaretlenerek test ortaminda apoptozu uyaran
bilesiklerin tespit edilmesini saglamaktadir (231). Analiz esnasinda ikinci bir boya
olarak 7AAD kullanilmaktadir. 7AAD membran biitlinliiglinii kaybetmis hiicrelerde
pozitif sonu¢ vermektedir. 6e Bilesigi ile yapilan 12 ve 24 saatlik uygulama
sonucunda, zamana bagl olarak, ge¢ donem apoptotik hiicre (Annexin V ve 7AAD

pozitif) oraninda artis oldugu gozlenmistir (Sekil 4.8).
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Ayni sekilde 6e bilesigi kullanilarak yapilan Kaspaz 3/7 testi ile, 12 ve 24
saatlik uygulama sonucunda, hiicrelerde kaspaz aktivitesinin zamana bagli olarak
arttigl gozlenmistir. Bu sonuglar, 6e bilesiginin 24 saatlik uygulama sonunda
hiicrelerin kaspaz bagimli apoptoza ugradigini gostermektedir ve test sonuglart hem
Annexin V analizi hem de M30 sonuglar1 ile uyumludur (Sekil 4.9).

Mitokondri membran potansiyeli testi ile uygulama yapilan hiicrelerde
mitokondri membran potansiyelinin azaldigi (depolarizasyon) saptanmuistir.
Mitokondrinin yapisal o6zelliklerinde meydana gelen degisiklikler hiicre sagligi
hakkinda 6nemli bilgiler verir. Hiicrelerde apoptotik uyariyr takiben mitokondri
biitiinliigli bozulur ve bu durumun tespit edilmesi ile hiicrelerin canlilig1 belirlenir.
Mitokondri biitiinliigiiniin bozulmasini tespit etmenin yollarindan biri mitokondri
membran potansiyelinin azalmasinin (depolarizasyon) belirlenmesidir (230). 6e
Bilesigi kullanilarak yapilan mitokondri membran potansiyeli testi sonucunda
depolarize/6lii hiicre yogunlugunun kontrole kiyasla % 28,27 arttig1 tespit edilmistir.
Bu durum 6e bilesiginin 24 saatlik uygulama sonucunda hiicrelerde mitokondri
bagimli apoptoza (intrinsik yolak) yol agtigina isaret etmektedir (Sekil 4.10).

Tiim bu bulgular 15181nda sentezi yapilan bilesikler igerisinden 6e bilesiginin
goreceli olarak yliksek dozlarda sitotoksik aktivite gosterdigi ve hiicrelerde apoptozu
indiikledigi sonucuna ulasilmistir.

Sentezi yapilan bilesiklerin birgogu dikkat c¢ekici sitotoksik aktivite
gostermemigtir. Ancak 1,2,4-triazol ve tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol halkalarinin
antikanser aktivite gosterdiklerine dair literatiirde bir¢ok yayin bulunmaktadir.
Antikanser aktivite gosteren bilesikler bu 6zelliklerini sitotoksik ve/veya sitostatik etki
ile gosterebilirler (232). Yapilan aktivite ¢alismalar1 sonucunda sentezlenen bilesikler
sitotoksik aktivite gdstermedigi i¢in, bilesiklerin sitostatik etki ile antikanser aktivite
gosterebilecegi biyokimyasal yolaklarin in siliko yontemler ile aragtirilmasi
diistinilmistiir.

El-Sherief ve arkadaglarinin (196) 2018 yilinda yaptiklart c¢aligmada
tiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol ~ halkas1 tasiyan bilesiklerin dikkat c¢ekici EGFR
inhibisyon aktivitesi gosterdigini bildirmesi, bizi bu baglamda sentezledigimiz
bilesiklerin “Epidermal Biiyime Faktorii Reseptorii (EGFR)” inhibitorii olabilecegini

diistindiirmiis ve EGFR proteini ile in siliko ¢aligmalar yapmaya yoneltmistir.
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In siliko ¢alismalarda ilk olarak sentezlenen bilesiklerin, EGFR inhibitorii
oldugu bilinen ve piyasada preparati bulunan etkin maddeler ile olan hacimsel ve 3
boyutlu topolojik benzerlikleri Openeye VROCS yazilimi ile aragtirllmistir. Elde
edilen bulgular Tablo 5.3’de verilmistir.



Tablo 5.3. Sentezlenen bilesiklerin vVROCS skorlari.

Bgedsllk vROCS Skorlar
Erlotinib Canertinib | Dakomitinib Afatinib Gefitinib Lapatinib Neratinib Pelitinib Vandetanib
4a 0,769 0,552 0,497 0,705 0,641 0,584 0,498 0,545 0,803
4b 0,767 0,564 0,496 0,717 0,638 0,585 0,535 0,527 0,808
4c 0,742 0,531 0,48 0,599 0,636 0,585 0,537 0,537 0,772
4d 0,608 0,559 0,458 0,711 0,611 0,588 0,533 0,531 0,804
4e 0,66 0,552 0,604 0,697 0,589 0,555 0,406 0,6 0,789
4f 0,767 0,563 0,586 0,717 0,631 0,583 0,535 0,537 0,809
4g 0,726 0,552 0,62 0,664 0,648 0,574 0,513 0,566 0,752
4h 0,716 0,555 0,57 0,703 0,611 0,57 0,418 0,577 0,794
4i 0,701 0,562 0,512 0,68 0,71 0,536 0,485 0,569 0,812
4j 0,749 0,589 0,555 0,701 0,723 0,563 0,501 0,593 0,83
Sa 0,569 0,639 0,47 0,779 0,538 0,454 0,639 0,513 0,669
Sb 0,593 0,629 0,545 0,441 0,568 0,623 0,549 0,495 0,645
Sc 0,572 0,622 0,55 0,701 0,582 0,607 0,47 0,464 0,567
5d 0,59 0,542 0,569 0,735 0,583 0,604 0,513 0,5 0,65
Se 0,506 0,619 0,557 0,7 0,542 0,424 0,593 0,523 0,595
5t 0,593 0,53 0,528 0,426 0,6 0,591 0,563 0,509 0,659
S¢ 0,569 0,61 0,537 0,563 0,596 0,589 0,578 0,491 0,683
Sh 0,595 0,562 0,572 0,722 0,57 0,598 0,611 0,499 0,647
Si 0,573 0,61 0,563 0,681 0,513 0,486 0,63 0,584 0,691
5j 0,596 0,638 0,539 0,671 0,589 0,506 0,604 0,541 0,61
6a 0,684 0,538 0,518 0,545 0,541 0,57 0,477 0,594 0,837
6b 0,665 0,527 0,508 0,557 0,532 0,57 0,507 0,583 0,862
6¢ 0,68 0,507 0,507 0,539 0,534 0,56 0,483 0,51 0,815
6d 0,666 0,524 0,4 0,553 0,534 0,614 0,506 0,587 0,86
be 0,62 0,516 0,376 0,506 0,572 0,545 0,484 0,5 0,832
6f 0,668 0,464 0,399 0,554 0,532 0,479 0,506 0,461 0,859
6g 0,691 0,493 0,427 0,519 0,536 0,557 0,507 0,543 0,808
6h 0,65 0,627 0,467 0,527 0,593 0,533 0,496 0,445 0,837
6i 0,681 0,599 0,473 0,569 0,62 0,58 0,446 0,492 0,861
6j 0,65 0,521 0,493 0,512 0,587 0,593 0,46 0,525 0,814

137
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Yapilan calisma sonucunda 4 serisi bilesiklerin biiyiikk kisminin erlotinib,
afatinib ve vandetanib etkin maddeleri ile dikkat ¢ekici diizeyde topolojik benzerlik
gosterdigi, S serisi bilesiklerden 5a, Sc, Sd, Se ve Sh’nin afatinib ile benzerlik
gosterdigi, 6 serisi bilesiklerin ise tamaminin vandetanib ile dikkat ¢ekici benzerlik
gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.15).

Bunun iizerine sentezlenen bilesiklerin EGFR inhibitor aktivitesine sahip
olabilecegi diislinlilmiis, potansiyel baglanma modlarini ve baglanma enerjilerini tespit
edebilmek i¢in bilesiklerin EGFR proteininin ATP baglanma bdlgesi ile kenetleme
caligmalar1 yapilmastir.

Kenetleme c¢aligmalarinin validasyonu i¢in proteinin aktif cebindeki erlotinib
aktif cep icerisinden ¢ikarilarak tekrar kenetleme islemi yapilmis ve ilk konformasyon
ile karsilastirilarak Root Mean Square Deviation (RMSD) degeri hesaplanmistir. Bu
islem sonunda erlotinib icin RMSD degeri 0,89 bulunmustur. Erlotinibin kenetleme
caligmalar1 sonrasinda reseptor icerisindeki baglanma enerjisi -7,2 kcal/mol olarak
bulunmustur. Aktif cep igerisindeki baglanma sekli incelendiginde erlotinibin Leu694,
Ala719, Lys721, Leu764, GIn767 ve Leu820 amino asitleri ile hidrofobik etkilesimler
gosterdigi, Met769 amino asidiyle ise hidrojen bagi yaptigi gozlenmektedir.
Erlotinibin Met769 ile yaptig1 hidrojen baginin EGFR inhibisyonu aktivitesi igin
onemli bir etkilesim oldugu literatiirde belirtilmektedir (Sekil 4.16) (196).

Erlotinibin yeniden kenetlemesi yapildiktan sonra sentezlenen bilesiklerin
EGFR proteini ile kenetleme caligmalar1 yapilmig, bulunan baglanma enerjileri ve
etkilesim goriilen amino asitler Tablo 5.4’ de verilmistir. Sentezlenen bilesiklerin
baglanma enerjilerinin ¢ogu erlotinibin baglanma enerjisine esit ya da erlotinibden

daha iyi bulunmustur.
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Tablo 5.4. Sentezlenen bilesiklerin kenetleme sonucunda elde edilen baglanma
enerjileri ve gosterdikleri etkilesimler.

Bilesik Baglanma Enerjisi (kcal/mol) Hidrojen Bag:
4a -7,2 Met769
4b -7,5 Met769
4c -7,2 Met769
4d -7,5 Met769
4e -7,8 Met769, Glu738, Met742
4f -1,7 Met769
4g -7,2 Met769, Thr730, Lys721
4h -7,3 Met769
4i -7,5 Met769
4j -7,4 Met769
5a -7,4 Met769, Thr830, Thr766
5b -7,0 Thr830, Lys721
Sc -7,0 Cys773
5d -7,1 Met769, Thr830, Lys721
Se -7,6 Thr830, Thr766, Lys704
5f -7,1 Thr830, Lys721
Sg -7,0 Thr830, Lys721
Sh -7,4 Met769, Thr830, Thr766
Si -7,6 Met769
5j -7,3 Met769, Thr830
6a -7,5 Met769
6b -7,6 Met769
6¢ -7,5 Met769
6d -7,6 Met769
6e -7,5 Met769, Leu764
6f -1,7 Met769
6g -7,4 Met769
6h -7,6 Met769, Lys721
6i -7,8 Met769, Thr830
6j -7,5 Met769, Thr830, Thr766

Kenetleme caligmalar1 sonrasinda elde edilen pozlarda bilesiklerin amino
asitler ile etkilesmeleri incelendiginde; 4 ve 6 serisi bilesiklerin tamamimin EGFR

inhibisyonu i¢in kilit rol oynayan Met769 amino asidi ile hidrojen bagi yaptigi
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gbzlenmigtir. Bunun disinda ¢esitli amino asitler ile hidrofobik etkilesimler de
goriilmektedir. § Serisi bilesiklerden ise 5a, 5d ve 5Sh bilesiklerinin Met769 amino
asidi ile hidrojen bagi yaptigi, bunun diginda farkli amino asitler ile hidrofobik
etkilesimler de gdsterdigi belirlenmistir.

EGFR proteini ile yapilan in siliko ¢aligmalarin sonucunda; elde edilen
baglanma enerjilerinin erlotinibin baglanma enerjisine esit veya daha iyi olmas1 ve
bilesiklerin biiyiik bir kisminin Met769 amino asidi ile hidrojen bagi gostermesi
sentezledigimiz  bilesiklerin  potansiyel EGFR inhibitdrii  olmasi tezini
kuvvetlendirmistir. Bu tezi kanitlamak amaciyla sentezlenen bilesikler arasindan
¢oziiniirliik acisindan ¢alismaya uygun olan ve in siliko ¢aligmalar acisindan dikkat
ceken 6i ve 6j bilesikleri secilmis ve AS549 hiicre hattinda Western Blot Testi
gerceklestirilmistir. Test dozunun belirlenmesi amaciyla bilesiklerin A549 hiicre
hattinda biiyiime egrileri (growth rate) olusturulmus ve biiyiimeyi en ¢ok inhibe eden
50 uM ve 100 uM dozlari iki bilesik i¢in de test dozu olarak belirlenmistir (Sekil 4.11
ve 12).

Western Blot testi sonucunda 6i bilesigi ile muamele sonrast 100 uM dozda
EGFR aktivitesinin kontrole kiyasla azaldig1 gézlenmistir (Sekil 4.13). 50 uM dozda
ise 24 saatte gegici bir azalmayi takiben 48 ve 72. saatte EGFR aktivitesinin arttig1
belirlenmistir. 6j bilesigi ile yapilan muamele sonrasinda 100 uM dozda EGFR
aktivitesinin kontrole kiyasla artti1, 50 uM dozda ise EGFR aktivitesinin 24. saatte
azaldigi, 48. saatte aktivasyon gerceklestigi ve 72. saatte bu aktivasyonun tekrar
azaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.14). Yapilan bu calisma sonrasinda 6i bilesiginin 100
uM, 6j bilesiginin ise 50 uM dozunun EGFR {izerinde inhibisyona yol actigi; 6i
bilesiginin 6j bilesiginden daha yiiksek aktivite sergiledigi soylenebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda sitotoksik aktivite gostermesi beklenen ve literatiirde
kayitli olmayan 30 adet yeni 2-siibstitiie-5-benzilidentiyazolo[3,2-b]-1,2,4-triazol-
6(5H)-on (4a-6j) yapisinda bilesik sentezlenmistir.

Sentezi yapilan bilesikler 3,4,5-trimetoksi benzoik asit (la); 3,4,5-
trimetoksifenil asetik asit (1b) ve 3-(3,4,5-trimetoksifenil)propiyonik asitten (1c¢)
hareketle elde edilen 3-siibstitiie-1,2,4-triazol-5-tiyon bilesiklerinin (3a-¢) asidik
ortamda siibstitlie benzaldehit tiirevleri ile Claisen-Schmidt kondenzasyon reaksiyonu
sonucunda elde edilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin kromatografik kontrolleri yapilip erime noktalar
belirlendikten sonra bilesiklerin yapilar1 IR, 'H- ve '3C-NMR, kiitle spektroskopisi ve
elementel analiz yontemleri ile aydinlatilmistir.

S6z konusu bilesiklerin in vitro sitotoksik aktiviteleri dnce SRB testi ile A549
(akciger kanseri hiicre hatt1), P3 (prostat kanseri hiicre hatt1), HCT116 (kolon kanseri
hiicre hatt1) ve MDA231 (meme kanseri hiicre hatti) olmak tizere 4 farkli insan orijinli
kanser hiicre hatlarinda ve Beas2B (akciger hiicre hatti) insan orijinli normal hiicre
hattinda 10 pM konsantrasyonda incelenmis, iglerinde en iyi sonuglar1 gosteren 5
bilesige (4b, 5g, Sh, 6¢ ve 6e) A549 ve Beas2B hiicre hatlarinda yine SRB testi ile
6,25 uM; 12,5 uM; 25 uM; 50 uM ve 100 uM konsantrasyonlarinda detayli tarama
testleri yapilmigtir. Bu 5 bilesik i¢inde en iyi sonucu veren 6e bilesigi ileri testlere
gotiiriilerek ATP canlilik testi, M30 testi, Annexin V analizi, mitokondri membran
potansiyeli testi ve Kaspaz 3/7 testi ile sitotoksik akitivitesi incelenmistir.

Bilesiklerin SRB testi sonuclari incelendiginde, sentezlenen bilesiklerin ¢ogu
kullanilan kanser hiicre hatlarinda dikkat cekici sitotoksik aktivite sergilememistir.
Genel tarama testinin sonuglarina gore secilen 4b, Sg, Sh, 6¢ ve 6e bilesiklerinin SRB
testi ile A549 ve Beas2B hiicre hatlarinda 72 saat uygulamanin ardindan bulunan ICso
degerleri Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’de verilmistir. Bu 5 bilesik i¢inde en dikkat ¢ekici
aktiviteyi gosteren ve ileri testlere gotiiriilen 6e’nin M30 testi sonucunda M30
konsantrasyonunda kontrole kiyasla artis gozlenmis, Annexin V analizi ile 24 saatlik
uygulama sonrasinda 6lii ve ge¢ apoptoz alanlarindaki toplam hiicre yogunlugu %
31,4; mitokondri membran potansiyeli testi ile 24 saatlik uygulama sonrasinda

depolarize ve 6l hiicre alanlarindaki toplam hiicre yogunlugu % 35,30; Kaspaz 3/7
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testi ile 24 saatlik uygulama sonrasinda 6lii ve apoptotik hiicre alanlarindaki toplam
hiicre yogunlugu % 50,61 olarak bulunmustur. Bilesigin ATP canlilik testi sonucunda
A549 kanser hiicre hattinda ICso degeri 48,4 uM (72 saat) olarak belirlenmistir. Tim
bu bulgular 15181nda 6e bilesiginin apoptozu indiikledigi ve zayif sitotoksik aktivite
gosterdigi sonucuna ulagilmistir.

Sentezi yapilan bilesiklerin dikkat ¢ekici sitotoksik aktivite gostermemesi
izerine bilesiklerin sitostatik etki ile antikanser aktivite gosterebilecegi biyokimyasal
yolaklar in siliko yontemler ile arastirilmig ve bilesiklerin EGFR inhibisyonu
aktivitesine sahip olabilecegi diisiinlilmiistiir. Bu teori, 6i ve 6j bilesikleri ile A549
hiicre hattinda “Western Blotting Testi” ile degerlendirilmistir. Yapilan ¢alisma
sonunda 6i bilesiginin 100 uM, 6j bilesiginin ise 50 uM dozunun EGFR {izerinde
inhibisyona yol actig1 ve 6i bilesiginin 6j bilesiginden daha iyi aktivite sergiledigi
belirlenmistir. Bu bilgiler 1s18inda 6i ve 6j bilesiklerinin EGFR inhibisyonu aktivite
sergiledigi ve potansiyel EGFR inhibitorii olduklari diisiintilmiistiir. Caligmanin
bundan sonraki asamasinda sentezlenen tiim bilesiklerin in vitro EGFR inhibisyon

aktivitelerinin test edilmesi planlanmaktadir.
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