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OZET

YENI TRIAZOL VE TRIAZOLOTIYADIAZIN TUREVLERININ SENTEZI VE
BIYOLOJIK ETKI CALISMALARI

Nalan YILMAZ

Farmasotik Kimya Anabilim Dali

Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2020

Danisman: Dog. Dr. Mehlika Dilek ALTINTOP

Bu c¢alismada, yeni triazolotiyadiazin (2a-J) ve triazol (3a-g) tiirevleri
sentezlenmis ve bu bilesiklerin A549 insan akciger adenokarsinom ve NIH/3T3 fare
embriyonik fibroblast hiicre dizilerine karsi sitotoksik etkileri degerlendirilmistir.
Bilesiklerin ¢ogunun A549 hiicre dizisi lizerine cisplatinden daha etkili olduklari
bulunmustur. Bu bilesiklerin apoptoz ve Akt inhibisyonu iizerine etkileri de
aragtirtlmisgtir. 6-(4-Florofenil)-3-(2-(piridin-3-il)etil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-
b][1,3,4]tiyadiazin (2c), 6-(4-klorofenil)-3-(2-(piridin-3-il)etil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-
b][1,3,4] tiyadiazin (2d), 2-((4-amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo)-
N-(benzotiyazol-2-il)asetamit (3b), 2-((4-amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-4H-1,2,4-triazol-
3-il)tiyo)-N-(6-klorobenzotiyazol-2-il)asetamit  (3d) ve 2-((4-amino-5-(2-(piridin-3-
iletil)-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo)-N-(6-metoksibenzotiyazol-2-il)asetamit (39)
bilesiklerinin A549 hiicre dizisi lizerine sitotoksik ve apoptotik etkilerini Akt
inhibisyonu yoluyla gosterdikleri tespit edilmistir. 2d, 3b, 3d ve 3g kodlu bilesikler Akt
inhibitori GSK690693’den daha iyi Akt inhibitorii etki gosterirken, 2¢ kodlu bilesik ise
GSK690693’e benzer Akt inhibitorii etki gdstermistir. Molekiiler docking ¢alismalarina
gore, bu bilesikler, Akt substrat baglanma bolgesine yiiksek affinite gostererek 6nemli
amino asitlerle giiclii etkilesimler gostermislerdir. Ayrica Lipinski’nin bes kuralina ve
Jorgensen’in {i¢ kuralina gdre, bu bilesiklerin oral biyoyararlanimlarinin da iyi olmasi

ongoriilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Triazol, Triazolotiyadiazin, Akciger kanseri, Akt inhibisyonu,

Molekiiler docking.



ABSTRACT

SYNTHESIS AND BIOLOGICAL ACTIVITY STUDIES OF NEW TRIAZOLE AND
TRIAZOLOTHIADIAZINE DERIVATIVES

Nalan YILMAZ

Department of Pharmaceutical Chemistry

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2020

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehlika Dilek ALTINTOP

In this study, novel triazolothiadiazine (2a-j) and triazole (3a-g) derivatives were
synthesized and their cytotoxic effects against A549 human lung adenocarcinoma and
NIH/3T3 mouse embryonic fibroblast cell lines were evaluated. Most of the compounds
were found to be more potent than cisplatin on A549 cell line. The effects of these
compounds on apoptosis and Akt inhibition were also investigated. 6-(4-Fluorophenyl)-
3-(2-(pyridin-3-yl)ethyl)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine (20), 6-(4-
chlorophenyl)-3-(2-(pyridin-3-yl)ethyl)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine (2d),
2-((4-amino-5-(2-(pyridin-3-yl)ethyl)-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)-N-(benzothiazol-2-yl)
acetamide (3b), 2-((4-amino-5-(2-(pyridin-3-yl)ethyl)-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)-N-(6-
chlorobenzothiazol-2-yl)acetamide (3d) and 2-((4-amino-5-(2-(pyridin-3-yl)ethyl)-4H-
1,2,4-triazol-3-yl)thio)-N-(6-methoxybenzothiazol-2-yl)acetamide  (3g) have been
shown to exert their cytotoxic and apoptotic effects on A549 cell line via Akt inhibition.
Compounds 2d, 3b, 3d and 3g showed better Akt inhibitory activity than the Akt
inhibitor GSK690693, whereas compound 2c showed Akt inhibitory effect similar to
GSK690693. According to molecular docking studies, these compounds showed strong
interactions with important amino acids with high affinity for the Akt substrate binding
site. Furthermore, according to Lipinski’s rule of five and Jorgensen’s rule of three, oral

bioavailability of these compounds is predicted to be good.

Keywords: Triazole, Triazolothiadiazine, Lung cancer, Akt inhibition, Molecular
docking.



ONSOZ

Son yillarda, akciger kanseri i¢in hedefe yonelik tedavi klasik sitotoksik tedavinin
yerini almistir. Akt, kanser patogenezindeki Kritik rolii nedeniyle kanser tedavisinde
onemli bir molekiiler hedef olarak dikkat ¢ekmektedir. Bu nedenle, Akt inhibisyonuna
dayali antikanser ilag tasarlama ve gelistirme ¢alismalari onem kazanmistir. Bu ¢alisma
kapsaminda, yeni triazol ve triazolotiyadiazin tiirevleri sentezlenerek elde edilen
bilesiklerin A549 insan akciger adenokarsinom ve NIH/3T3 fare embriyonik fibroblast
hiicre dizilerine kars1 sitotoksik etkileri arastirilmistir. Secici etki gdsteren antikanser
bilesiklerin apoptotik ve Akt lizerine inhibitor etkileri de degerlendirilmistir.

Yiiksek lisans egitimimin her asamasinda bilgi ve tecriibesiyle her zaman yanimda
olup yol gosteren, ¢alisma azmini, disiplinini ve diiristliigiini kendime 6rnek aldigim,
her konuda destegini esirgemeyen, Sevgisini her zaman hissettiren, bilgisiyle herkesi
kendisine hayran birakan ¢ok degerli tez danismanim, Sayin Hocam Dog. Dr. Mehlika
Dilek ALTINTOP’a,

Yiiksek lisans egitimim boyunca dirtstliigli, caligkanligi, disiplini ile 6rnek
aldigim ve ¢ok degerli mesleki bilgisi ve tecriibesiyle her zaman yardimci olan ve yol
gosteren, destegini her zaman hissettigim ¢ok degerli Sayin Hocam Prof. Dr. Ahmet
OZDEMIRe,

Yiiksek lisans egitimim siirecinde bilgi ve tecriibelerini aktarak her zaman
yanimda olup destek olan, c¢alisma azmini, diiriistliigiinii ve disiplinini 6rnek aldigim,
her zaman bana yardimci olan, aynt zamanda molekiiler docking ¢aligmalarini
gergeklestiren ¢ok degerli Sayin Hocam Ars. Gor. Dr. Belgin SEVER’e,

Biyolojik etki caligmalarini gergeklestiren ¢ok degerli Sayin Hocam Dog. Dr.
Giilsen AKALIN CIFTCI’ye,

NMR ve kiitle analizlerini gerceklestiren Saym Hocam Ogr. Gér. Serkan
LEVENTe,

Hayatimin her agsamasinda yanimda olan, sevgisini ve destegini hi¢ eksik etmeyip
egitimim i¢in her tiirlii fedakarlig1 gésteren canim annem ve babama,

En icten tesekkiirlerimi sunarim.
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 3zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve
kurallara uygun davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilen tiim verli ve
bilgiler icin kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu
calismanin  Anadolu Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit
programi”yla tarandifini ve higbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi
bir zamanda, ¢alismamla ilgili yaptiim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi

durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Nalan YILMAZ
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a . Alfa

B : Beta

Y : Gama

A375 : Insan Melanom Hiicreleri

A549 : Insan Akciger Adenokarsinom Hiicreleri

AC : Adenokarsinom

ADME : Absorpsiyon, Dagilim, Metabolizma ve Atilim
Arg : Arjinin

ASK1 : Apoptosis Signal-Regulating Kinasel

(Apoptoz Sinyali Diizenleyici Kinaz1)

Asn : Asparajin

Asp : Aspartik Asit

BHK-21 : Bobrek Fibroblast Hiicreleri

CCRF-CEM : Insan Losemi Hiicreleri

CDK : Siklin Bagimli Kinaz

CIQPIogS : Conformation-Independent Predicted Aqueous Solubility

(Konformasyondan Bagimsiz Tahmin Edilen Suda Coziiniirliik)

COX-2 : Cyclooxygenase-2 (Siklooksijenaz-2)
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1. GIRIS

Akciger kanseri, Diinya Saghk Orgiiti'ne (WHO) gore tiim kanser dliimlerinin
yaklagik 1/5'ini temsil etmektedir. Diinya ¢apinda erkeklerde %23.6 oraniyla ilk &liim
nedeni iken, kadinlarda ise %13.8 oraniyla ikinci 6liim nedenidir (Ruiz-Ceja ve Chirino,
2017).

Akciger kanseri genel olarak farkli hastalik modelleri ve tedavi stratejileri
nedeniyle, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) ve kiigiik hiicreli akciger
kanseri (SCLC) olarak ikiye ayrilmaktadir. NSCLC tiim akciger kanseri vakalarinin
%85’ini olustururken, SCLC ise %15’ini olusturmaktadir. NSCLC, adenokarsinom
(AC, NSCLC’nin yaklasik %40'm1), skuaméz hiicreli karsinom (SCC, NSCLC’nin
yaklagik %25-30’unu) ve biiyiik hiicreli karsinom (LCC, NSCLC’nin yaklasik %10-
15’ini) olmak tizere ti¢ alt gruba ayrilmaktadir (Sekil 1.1) (Wooda vd., 2015; Gyoba vd.,
2016; Ansari, Shackelford ve EI-Osta, 2016; Kunz vd., 2017).

Akciger kanseri NSCLC

' Biiyiik hiicreli karsinom _

Skuamoz hiicreli karsinom

= SCLC =NSCLC 0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45%

Sekil 1.1. Akciger kanserinin suniflandiriimasi

Akciger kanserinin; genetik, ¢evre, beslenme aligkanliklar1 ve yasam tarzi
(6zellikle sigara kullanimi) gibi birgok faktoriin sonucu oldugu ve bu faktorler arasinda
deoksiriboniikleik asit (DNA) hasarinin akciger kanserinin birincil nedeni oldugu kabul
edilmistir (Li vd., 2016).

Ulusal Kanser Enstitiisiine (2016) gore, akciger kanseri evresinin tespiti, teshisi ve
her evreye uygun tedavi igin farkli prosediirler bulunmaktadir (Ruiz-Ceja ve Chirino,
2017).

Birincil terapotik stratejiler arasinda cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve hedefe

yonelik tedavi yer almaktadir. Bu tedaviler baslangigta tiimor yiikiinli azaltsa da ¢ogu



durumda tiimér niiksetmektedir. Diinya genelinde ileri tibbi gelismelere ragmen, 5 yillik
hayatta kalma orani yaklasik %15 olarak belirlenmistir (Xue vd., 2017).

Akciger kanseri, erken donemde biiyiik 6l¢iide asemptomatiktir; yaklasik %75'i
lokal olarak ilerlemis veya metastatik evrelerde (evre Il veya IV) teshis edilmektedir
(Gyoba vd., 2016).

NSCLC’nin g¢ogunlukla ileri evrede teshis edilmesi sonucu hastalarin cerrahi
miidahale i¢in uygun bulunmamasi nedeniyle radyoterapi ve kemoterapi 6nemli
terapotik yaklagimlar haline gelmistir (Li vd., 2016).

NSCLC I. ve Il. evreleri igin 6nerilen tedavi cerrahi yontemlerdir. NSCLC I. evre
hastalarindan cerrahi miidahaleyi reddeden veya cerrahi yontemlere kontrendikasyon
gelistirenlere yiiksek doz stereotaktik viicut radyasyon terapisi uygulanarak lokal tiimor
kontrolii saglanmaktadir. NSCLC Ill. evre icin cerrahi miidahale uygun degildir ve
torasik radyoterapi ile kombine kemoterapi tedavisi uygulanmaktadir. NSCLC V.
evrede ise hedefe yonelik tedavi uygulanmaktadir (Hirsch vd., 2017).

Hedefe yonelik kanser tedavisi, spesifik molekiiler yolaklari hedefleyerek
timoriin - biiylimesini, ilerlemesini ve metastazini durdurmak igin kullanilir ve
giintimiizde antikanser ilag gelistirmede biiyiikk 6nem kazanmistir (Nitulescu vd., 2016).

Akt, AGC kinaz ailesine ait bir serin/treonin protein kinazdir ve protein kinaz B
(PKB) olarak da bilinir. Yapisal ve islevsel olarak Akt, homolog diziye sahip ve benzer
yapisal alanlardan olusan Aktl (PKBa), Akt2 (PKBP) ve Akt3 (PKByY) olmak {izere ii¢
alt tipe sahiptir (Guo vd., 2019).

Akt 1zoformlari, genlerin transkripsiyonu ve translasyonu, hiicre proliferasyonu ve
yasami, glukoz metabolizmasi, genom stabilitesi, anjiyogenez ve metastaz gibi gesitli
hiicresel stirecgleri kontrol eden yolaklarda merkezi sinyallesme diigiimii gorevi goriir
(Roy vd., 2017).

Akt, fosfatidilinositol 3-kinaz (P1sK)-Akt sinyal yolagmin ana molekiilii olarak
hiicre biiylimesini, invazyonu, anjiyogenezi ve hiicre apoptozunu inhibe etmede kritik
rol oynar (Sekil 1.2). Buna bagli olarak kanser tedavisinde Akt'yi hedeflemek akilct bir

yaklasim olarak 6nem kazanmigtir (Guo vd., 2019).
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AKT'nin akis yukar: hedef proteinleri,

uyariclarm indiikledigi reseptor tirozin kinazlardir (RTK) ve PIK, fosfoinositide bagiml

protein kinaz (PDK) ve rapamisinin memeli hedefi (nNTOR) kompleksi 2'yi icerir. Aktive AKT,

forkhead box protein O1 (FOXOL), mitoz inhibitor protein kinazi (WEEL), glikojen sentaz
kinaz3p (GSK3pB) ve mTORC1 de ddhil olmak iizere asagr yondeki hedef proteinleri fosforile

eder ve sinyallesme, kanser hiicre biiyiimesi, hiicre déngiisii, ribozom biyogenezi veya protein

sentezi ile sonuglanwr (Song vd., 2019).

Akt enzimi, akciger, meme, yumurtalik, mide ve pankreas karsinomlari dahil

olmak tiizere cesitli insan kanser tiirlerinde asir1 eksprese veya aktive olmaktadir

(Nitulescu vd., 2016). Bu nedenle Akt inhibitérleri antikanser ila¢ tasarimi ve

gelistirilmesi i¢in biiyiik 6nem kazanmistir. Ancak bugiine kadar birgok Akt inhibitorii

(Sekil 1.3) tanimlanmis olmasina ragmen, heniiz hi¢bir Akt inhibitorii klinik deneme

asamalarini gegerek ilag olarak tedaviye sunulmamistir. Buna baglh olarak, Son yillarda,

medisinal kimya alanindaki arastirmacilar, Akt inhibit6rii yeni antikanser bilesiklerin

kesfine yonelmistir.
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Sekil 1.3. Klinik deneme asamasindaki Akt inhibitorleri

1,2,4-Triazol halkasi tasiyan bilesikler, genis biyolojik etki spektrumlari
nedeniyle, yeni terapdtik bilesiklerin - gelistirilmesi i¢in  Onem tasimaktadirlar
(Kiigiikgiizel ve Cikla-Siizgiin, 2015). Ozellikle son yillarda 1,2,4-triazol tiirevlerinin
antitiimor etkileri iizerine yapilmis birgok ¢alisma bulunmaktadir (Sever, 2015; Kaur
vd., 2016). 1,2,4-Triazol yapisi tasiyan antikanser ilaglara 6rnek olarak nonsteroidal
aromataz inhibitorleri olan anastrozol ve letrozol (Sekil 1.4) verilmektedir. Bu bilesikler
tagidiklar1 1,2,4-triazol halkasi sayesinde enzimin substrat baglanma bolgesine kolayca
yerlesmektedirler ve enzimin yapisindaki hem demiriyle etkileserek aromataz
inhibisyonu i¢in gerekli hidroksilasyon reaksiyonlarini inhibe etmektedirler. Yapilan
caligmalarda, bu bilesiklerin postmenopozal meme kanseri hastalarinda intratlimoral
aromataz etkiyi inhibe ettikleri ve dokudaki estron ve estradiol seviyelerini azalttiklari
belirlenmistir (Wiseman, 1997; Goss, 1998; Avendano ve Menendez, 2008).
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Sekil 1.4. 1,2,4-Triazol yapust tagiyan antikanser ilaglar

1,2,4-Triazoliin, 1,3,4-tiyadiazinle kondanse edilmesiyle elde edilen 1,2,4-
triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin tiirevlerinin antikanser etkinlikleri {izerine bir¢ok
¢alisma bulunmaktadir (Khan, Ibrar ve Abbas, 2013; Sever, 2015).

Literatiir bilgileri 1s181nda, bu ¢alismada yeni 1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin
(2a-j) (Tablo 1.1) ve 1,2,4-triazol (3a-g) (Tablo 1.2) tiirevleri sentezlenmis ve yapilari
spektroskopik yontemler ile aydinlatilmistir. Bu tirevlerin  A549 insan akciger
adenokarsinom ve NIH/3T3 fare embriyonik fibroblast hiicreleri lizerine sitotoksik
etkileri belirlenmistir. Segici antikanser etki gosteren bilesiklerin A549 hiicre dizisi
tizerinde apoptozu indiikleyici ve Akt inhibitorii etkileri degerlendirilmistir. Aktif Akt
inhibitorii bilesikler i¢in Akt substrat baglanma bolgesinde molekiiler docking ¢aligmasi
yapilmistir. Ayrica in silico Absorpsiyon, Dagilim, Metabolizma ve Atilim (ADME)

caligmalar da yapilmustir.



Tablo 1.1. Triazolotiyadiazin tiirevi sonug bilesikleri

'/
B NS
N/ NY
R

N-N
\

Bilesik R Molekiil formiilii Molekiil agirhg:
2a Fenil C17H15NsS 321.40
2b 4-Nitrofenil C17H14N60O2S 366.40
2c 4-Florofenil C17H14FNsS 339.39
2d 4-Klorofenil C17H14CINsS 355.84
2e 4-Bromofenil C17H14BrNsS 400.30
2f 4-Siyanofenil C18H14N6S 346.41
29 4-Triflorometilfenil Ci1gH14F3NsS 389.40
2h 4-Metilfenil CisH17NsS 335.43
2i 4-Metoksifenil C18H17NsOS 351.43
2j Naftalen-2-il C21H17NsS 371.46

Tablo 1.2. Triazol tiirevi sonug bilesikleri
N-N u
(WN»\S/\WN\ Ar
7 NH, O
Bilesik Ar Molekiil formiilii Molekiil agirhg:
3a Tiyazol-2-il C14H15sN70S; 361.44
3b Benzotiyazol-2-il C1gH17N70S> 411.50
3c 6-Florobenzotiyazol-2-il CisH16FN70S; 429.49
3d 6-Klorobenzotiyazol-2-il C1sH16CIN;OS; 445.94
3e 6-Bromobenzotiyazol-2-il C1gH16BrN;0S; 490.40
3f 6-Metilbenzotiyazol-2-il Ci19H19N70OS; 425.53
39 6-Metoksibenzotiyazol-2-il C1oH19N705S; 441.53




2. GENEL BIiLGILER
2.1. Triazol Halka Sistemi ile ilgili Genel Bilgiler

Triazol, ti¢ azot atomu ve iki karbon atomu tasiyan bes tiyeli heterosiklik bir halka
sistemidir. Triazol halkasi tizerine galismalar 19. yiizyilin sonuna dogru baglamistir.

“Triazol” ismi ilk defa kapali formiilii C2H3N3 olan karbon-azot halka sistemine
1885 yilinda Bladin tarafindan verilmistir. Bu halka sistemi i¢in “pirodiazol” alternatif
bir isim olarak 1889 yilinda Andreocci tarafindan 6nerilmistir (Potts, 1960).

Triazoller, 1,2,3-triazol (v-triazol) ve 1,2,4-triazol (s-triazol) olmak iizere 2 gruba
ayrilmaktadir (Sekil 2.1) (Benson ve Savell, 1950).

N —N N HN—\
[,‘I\I?(,NH 4_,\\N‘=4\ N
N N N

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

Sekil 2.1. 1,2,3-Triazol ve 1,2,4-triazol

1,2,4-Triazol ti¢ tautomerik forma sahiptir (Sekil 2.2) (Eicher ve Hauptmann,
2003). Aromatik bir yapiya sahip 1,2,4-triazoliin rezonans enerjisi 205.9 kJ/mol olarak
bulunmustur. Ug tautomerisi arasindaki enerji farkliligi nedeniyle 1H tautomeri baskin
formdur (Gupta, Kumar ve Gupta, 1999).

2 1H H1 2 2 1

N-N N-N N-N
N N Ny
4 4 I

1H-1,2,4-Triazol = 1H-1,2,4-Triazol 4H-1,2,4-Triazol

Sekil 2.2. 1,2,4-Triazoliin tautomerik formlari

Tiyosiibstitiie 1,2,4-triazol halka sistemi i¢in literatiirde iki numaralandirma
sistemi kullanilmaktadir. Ancak son yillarda kimya kaynaklarinda tiyo grubuna kii¢lik

numara verilecek sekilde B formu tercih edilmektedir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Tiyosiibstitiie 1,2,4-triazol halka sistemi i¢in numaralandirma sistemleri

Literattirde 1,2,4-triazol halka sisteminin biyolojik etkileri {izerine bir¢ok ¢alisma
bulunmaktadir. 1,2,4-Triazol halka sistemi igin antifungal, antikanser, antibakteriyel,
antiviral, antidepresan, antikonviilzan, antiprotozoal, antioksidan, antihistaminik,
antihipertansif, analjezik ve anti-enflamatuvar aktiviteler bildirilmistir (Kharb, Sharma
ve Yar, 2011; Zhou ve Wang, 2012; Kumar ve Kavitha, 2013; Kiigiikgiizel ve Cikla-
Siizgiin, 2015; Zhang vd., 2017; Song ve Deng, 2018).

Gilinliimiizde klinik kullanimda olan ve ¢esitli amaclarla kullanilan birg¢ok ilacin
yapisinda da triazol halkasi bulunmaktadir. Antifungal etkili flukonazol, itrakonazol,
terkonazol, vorikonazol, posakonazol (Sekil 2.4); antiviral etkili ribavirin (Sekil 2.5);
antimigren etkili rizatriptan (Sekil 2.6); antikanser etkili letrozol ve anastrazol triazol

halkasi tagimaktadirlar (Kiiciikgiizel ve Cikla-Siizgiin, 2015).
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2.2. 1,2,4-Triazol Halkasinin Sentez Yontemleri
2.2.1. 4-Siibstitiie tiirevler

Formik asit veya etil formatin hidrazin hidrat ile reaksiyonu sonucu 4-amino-4H-
1,2,4-triazol elde edilmektedir (Sekil 2.7) (Potts, 1960).

HCOOC,H; + N,H,.H,0 HCONHNH, + C,H;OH + H,O

lA

N-N
£ Y + 2H0
N

NH,

Sekil 2.7. 4-Amino-4H-1,2,4-triazoliin elde edilmesi

2.2.2. 3,4-Disiibstitiie tiirevler
Tiyofosgen ile hidrazin hidratin eterde muamele edilmesi sonucu olusan
tiyokarbohidrazitin 1sitilmasiyla 4-amino-3-merkapto-4H-1,2,4-triazol elde edilir.

Tiyofosgen yerine tetraklorodimetil siilfiir kullanilmasiyla dogrudan 4-amino-3-
merkapto-4H-1,2,4-triazol elde edilir (Sekil 2.8) (Potts, 1960).

S S N-N
c1)J\c1 + NH,H,0 — = H2N\NJ\N'NH2 4. HS/QN»
H H |
NH,
CIYSYCI j_g
& & + N,H;H,0 —— HS ITI
NH,

Sekil 2.8. 4-Amino-3-merkapto-4H-1,2,4-triazoliin elde edilmesi

2.2.3. 1,3,5-Trisiibstitiie tirevler

Diagilamin ile siibstitiiechidrazinlerin reaksiyonu sonucu elde edilen tiirevlerdir.
Bu reaksiyon Einhorn-Brunner reaksiyonu olarak da bilinir ve trisiibstitiie tiirevlerin
hazirlanmasinda kullanilan en elverisli yontemdir. Bu reaksiyondaki diagilamin R ve R’
gruplar farkli oldugunda iki izomerik triazol olusmasi beklenir (Sekil 2.9) (Potts, 1960;
Eicher ve Hauptmann, 2003).
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Sekil 2.9. Einhorn-Brunner reaksiyonu

Asit hidrazitlerin amit veya tiyoamitler ile yiiksek sicakliktaki reaksiyonu sonucu
1,3,5-trisilibstitiie-1H-1,2,4-triazoller elde edilmektedir. Bu reaksiyon Pellizzari
reaksiyonu olarak da bilinir (Sekil 2.10) (Potts, 1960; Eicher ve Hauptmann, 2003).

o

)]\
R NH R’
2 )OL Noooa s

/
veya + R N CR" —— /< N
H
S Rn

PN

R” "NH,

Sekil 2.10. Pellizzari reaksiyonu

2.2.4. 3,4,5-Trisubstitiie tiirevler

Bir asit hidrazitin karbon disiilfiir ve potasyum hidroksit ile reaksiyonu sonucu 2-
acilditiyokarbazik asitin potasyum tuzu olusur. Bu bilesik metil iyodiir ile metil esterine
doniisiir ve olusan ester hidrazinle reaksiyona girerek 4-amino-3-merkapto-5-siibstitiie-
4H-1,2,4-triazol elde edilmektedir (Sekil 2.11) (Hoggarth, 1952; Potts, 1960).

) o N-N
R
R)LN,NH2 4 cs, + ko CHil R)J\N,N\H/SCH3 N,H, R/(N)\SH
H H I
S NH,

Sekil 2.11. 4-Amino-3-merkapto-5-siibstitiie-4H-1,2,4-triazoliin elde edilmesi

Tiyokarbohidrazit ile farkli karboksilli asitlerin 170-175 °C’deki reaksiyonu
sonucu 4-amino-3-merkapto-5-siibstitiie-4H-1,2,4-triazoller elde edilmektedir (Sekil
2.12) (Kuranari ve Takeuchi, 1965).
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R)J\OH +HNTY N, R/QN)\SH
S NH,

Sekil 2.12. Tiyokarbohidrazit ile karboksilli asitin reaksiyonu

Asit hidrazit ile izotiyosiyanat tiirevinin reaksiyonu sonucu olusan 1-agil-4-
stibstitiietiyosemikarbazitin  alkalilerle reaksiyona girmesiyle veya dogrudan

isitilmasiyla halka kapanmasi reaksiyonu gergeklesir (Sekil 2.13) (Kothari vd., 1978).

o O N-N

)L _NH, + R—N=C=S —> )L E ,
R E 2 R E\ﬂ/ R HS N R

Sekil 2.13. 1-A¢il-4-siibstitiietiyosemikarbazitin halka kapanmas: reaksiyonu

4-Aril/alkiltiyosemikarbazit ile alifatik veya aromatik asit esterleri arasinda
alkoksit varliginda halka kapanmasi reaksiyonu gergeklesir (Sekil 2.14) (Potts, 1960).

R e O
RO
R/N\H/N‘NH2 + R')J\OR" - HSAN)\R'
S R

Sekil 2.14. 4-Aril/alkiltiyosemikarbazitin esterlerle reaksiyonu

s-Diagilhidrazinlerin hidrazin hidrat ile 1sitilmas1 sonucu 4-amino-3,5-disiibstitiie-

4H-1,2,4-triazoller elde edilir (Sekil 2.15) (Potts, 1960).

T ou 3
R)]\N'N\H/R + N,H,;. H,O —— R/QITI)\R
H o0 NH,

Sekil 2.15. s-Diagilhidrazinin hidrazin hidrat ile reaksiyonu

Kloroimitin arilhidrazit ile reaksiyonu sonucu 3,4,5-triaril-4H-1,2,4-triazol elde
edilir (Sekil 2.16) (Potts, 1960).
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A N Ar)]\NHNHz — Ar/4 N)\Ar

|
Ar

Ar

Sekil 2.16. Kloroimitin arilhidrazit ile reaksiyonu

2.2.5. Triazoliin diger halka sistemlerinden sentezi

1,3,4-Oksadiazoller ve 1,3,4-tiyadiazoller alifatik, aromatik veya heterosiklik

primer aminler ile 1,2,4-triazolleri olusturmaktadir (Sekil 2.17) (Potts, 1960).

N-N N-N
\

I\ . /
R/QO)\R, + R'—NH, —> R/( PN

N

RH

N

" /

E_R, + R"'—NH, —> R/(
|

N-N
/\
RSN
Sekil 2.17. Oksadiazoller ve tiyadiazollerden triazol tiirevierinin elde edilmesi

3,6-Diaril-1,2-dihidro-1,2,4,5-tetrazinler % 25°lik hidroklorik asit ile 4-amino-3,5-
diaril-4H-1,2,4-triazole kolaylikla izomerize olurlar. Cinko ve asetik asit gibi indirgen
ajanlar veya sodyum alkoksit ile 3,5-diaril-1H-1,2,4-triazolii olustururlar (Sekil 2.18)
(Potts, 1960).

N-N -
e Ymar e A

N-N Ar 1TI Ar

H H NH,

N-N Zn/CH;COOH N—(Ar

7 N\ ] - \
Ar _<N—N>_ Ar veya NaOEt Ar/«N’N

H H H

Sekil 2.18. 3,6-Diaril-1,2-dihidro-1,2,4,5-tetrazinlerden triazol tiirevierinin elde edilmesi

2.3. Triazolotiyadiazin Halka Sistemi ile ilgili Genel Bilgiler

Triazolotiyadiazin halka sistemi, triazol halkas1 ile tiyadiazin halkasinin

kaynagsmasi ile olusmus heterosiklik bir bilesiktir. Triazolotiyadiazinler, 1,2,4-
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triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin, 1,2,4-triazolo[5,1-b][1,3,5]tiyadiazin, 1,2,4-
triazolo[1,5-c][1,3,5]tiyadiazin ve 1,2,3-triazolo[5,1-b][1,3,4]tiyadiazin olmak {iizere
dort gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.19).

E S YN‘N f S YN/>

N
N ~7 NN~y

1,2,4-Triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin  1,2,4-Triazolo[5,1-b][1,3,5]tiyadiazin

N -N S
S N —
LY L
N N N N
1,2,4-Triazolo[1,5-c][1,3,5]tiyadiazin 1,2,3-Triazolo[5,1-b][1,3,4]tiyadiazin

Sekil 2.19. Triazolotiyadiazin halka sisteminin dort tipi

Literatiirde triazolotiyadiazin halka sisteminin biyolojik aktiviteleri {izerine birgok
calisma bulunmaktadir. Bu halka sistemi igin antimikrobiyal, antitimér, antiviral,
analjezik ve anti-enflamatuvar aktiviteler bildirilmistir (Khan, Ibrar ve Abbas, 2013;
Abdel-Wahab ve Althagafi, 2014).

2.4. Triazolotiyadiazin Halkasinin Sentez Yontemleri

4-Amino-5-merkapto-3-siibstitiie-1,2,4-triazoller, tasidiklar1 niikleofilik merkezler
olan amino ve merkapto gruplari lizerinden siibstitlisyon ve kondenzasyon reaksiyonlari
vermektedirler. Bu  tiirevler, kondanse heterosiklik  halkalarin  Ozellikle
triazolotiyadiazollerin ve triazolotiyadiazinlerin sentezi i¢in ¢ok elverislidirler (Khan,

Ibrar ve Abbas, 2013) (Sekil 2.20).

14



7\
R ITI)\S

iy

Ar Ar R"

Sekil 2.20. 1,2,4-Triazollerden triazolotiyadiazollerin ve triazolotiyadiazinlerin sentezi

4-Amino-5-merkapto-3-siibstitiie-1,2,4-triazollerin etanol icerisinde 2-
bromo/kloro-1-ariletanon tiirevleri ile verdigi reaksiyon sonucu 3,6-disiibstitiie-7H-
1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin bilesikleri olusmaktadir. Bu sentez
triazolotiyadiazinlerin eldesinde ¢ok kullanilan yontemlerden biridir (Sekil 2.21)
(Prasad vd., 1989; Demirbas vd., 2005; Khanum vd., 2005; Karegoudar vd., 2008;
Aytag vd., 2009; Tozkoparan, Ayta¢ ve Aktay, 2009; El Shehry, Abu-Hashem ve El-
Telbani, 2010; Suresh Kumar vd., 2010; Altintop vd., 2011b; Pardeshi vd., 2014).

P i Absolii P
A\ X solii /
RAN)\ SH etanol R/QN)\ S
l + A l
NH, N
Rl
X:-Br,-Cl
R'

Sekil 2.21. 4-Amino-5-merkapto-3-siibstitiie-1,2,4-triazoliin 2-bromo/kloro-1-ariletanonlar ile reaksiyonu

15



4-Amino-5-siibstitiie-4H-1,2,4-triazol-3-tiyoliin N-siibstitiie-a-kloroasetanilitlerle
alkilasyonu sonucu olusan ara {iriiniin fosfor oksikloriir ile siklizasyonu sonucu 7H-
[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3.,4]tiyadiazinler olusmaktadir (Sekil 2.22) (Abdel-Wahab ve
Althagafi, 2014).

O
I I A
o N. POCI,

R SH > R S R' S
) K,CO; N N
NH, NH, o Nx

NHR'

Sekil 2.22. 4-Amino-5-siibstitiie-4H-1,2,4-triazol-3-tiyoliin N-siibstitiie-o-kloroasetanilit ile reaksiyonu

4-Amino-5-siibstitiie-4H-1,2,4-triazol-3-tiyollerin okzalil kloriir ile kuru benzende
reaksiyonu sonucunda triazolotiyadiazin-6,7-dion bilesikleri elde edilmektedir (Sekil
2.23) (Abdel-Wahab ve Althagafi, 2014).

O

R S
RN DsH - N
| enzen HN
NH, Y
0

Sekil 2.23. Aminomerkaptotriazollerin okzalil kloriir ile reaksiyonu

4-Amino-5-siibstitiie-4H-1,2,4-triazol-3-tiyollerin 1,3-diaril-2-bromo-1-
propenonlar ile reaksiyonuyla 7-ariliden-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazinler
olusmaktadir (Sekil 2.24) (El Shehry, Abu-Hashem ve El-Telbani, 2010; Abdel-Wahab
ve Althagafi, 2014).

0]

-N
N-N Ar)KK\Ar \
RN A
Br
R™ N° SH > S Ar
| KOH/EtOH, A N\ 1
NH,

Sekil 2.24. 7-Ariliden-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazinlerin sentezi
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4-Amino-1,2,4-triazol-3-tiyoller ile metil 3-kloro-2-okso-3-fenilpropiyonatin
reaksiyonu sonucunda metil  7-fenil-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin-6-
karboksilat olusmaktadir (Sekil 2.25) (Abdel-Wahab ve Althagafi, 2014).

N-
Cl )
N-N ) R—< \
/« »\ + CO,Me MeOH/ NaHCO; ¢6z. N)\S
R* N SH A I
' 6] Na
NH,
oo

Sekil 2.25. Metil 7-fenil-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin-6-karboksilat sentezi

4-Amino-5-metil-1,2,4-triazol-3-tiyoliin, hidrazonoil halojeniirlerle trietilamin
(TEA) varliginda geri ¢eviren sogutucuda reaksiyonu ile veya bazik katalizor kitosan
varhiginda  mikrodalga (MW)  destekli  reaksiyonu  sonucu triazolo[3,4-
b][1,3,4]tiyadiazinler olusmaktadir (Sekil 2.26) (Abdel-Wahab ve Althagafi, 2014).

N R
N ~

Ar” N)\[( !
N-N

N-N
l »\
S A
R/Q PN RN S\ i
N~ N~ Ar
R,

N° 'SH  EtOH/TEA, A veya
NH, EtOH/Kitosan MW

Sekil 2.26. Aminomerkaptotriazollerin hidrazonoil halojeniirler ile reaksiyonu

4-Amino-3-merkapto-5-siibstitiie-1,2,4-triazollerin KOH varliginda 1,2-diaril-2-
hidroksietan-1-on ile reaksiyonu sonucu 6,7-diaril-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin
tirevleri elde edilmektedir (Sekil 2.27) (Singh ve Singh, 2009; Deohate, 2013).

N-N
N-N o KOH 7\
/4 »\ + Ar Etanol R/QN)\S
R™ N7 TSH Ar L
NH, OH HN Ar
Ar

Sekil 2.27. 6,7-Diaril-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazinlerin sentezi

4-Amino-3-merkapto-1,2,4-triazollerin, kloroasetik asit ile etanol/sodyum asetat,

sodyum metoksit veya MW gibi degisik kosullarda reaksiyonu sonucunda farkli
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[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazinler olusmaktadir (Sekil 2.28) (Abdel-Wahab ve
Althagafi, 2014).

cl OH N-N

N-N i /A

A »\ o R/<N)\S

REN° SH B oH/CH,CO0Na HN
NH, veya Na/MeOH

veya MW O

Sekil 2.28. Aminomerkaptotriazollerin kloroasetik asit ile reaksiyonu

4-Anilino-5-fenil-4H-1,2,4-triazol-3-tiyoliin etil kloroasetat ile potasyum karbonat

varhiginda reaksiyonu sonucu triazolotiyadiyazinler olusmaktadir (Sekil 2.29) (Abdel-
Wahab ve Althagafi, 2014).

N-
/

g\ cl OEt N-N
\ /\[( R
N SH 0O @AN)\S
| >
HN Aseton/K,CO4 II\I\X%
O DA
Sekil 2.29. Aminomerkaptotriazollerin etil kloroasetat ile reaksiyonu

4-Amino-3-merkapto-1,2,4-triazoliin bromomalononitril ile reaksiyonu sonucunda
1,2,4-triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazinler olusmaktadir (Sekil 2.30) (Abdel-Wahab ve
Althagafi, 2014).

Br N-N

N-N /
D e
R 1}1 SH |

\
N S
KOH/EtOH HN_~
\H, | \H\CN

NH,

Sekil 2.30. Aminomerkaptotriazollerin bromomalononitril ile reaksiyonu

4-Amino-5-alkil/aril-3-merkapto-1,2,4-triazollerin iyot varliginda metil ketonlar
ile reaksiyonu sonucu [1,24]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazinler olusmaktadir. Bu
reaksiyon, dimetilformamit (DMF) igerisinde mikrodalgada da ger¢eklesmektedir (Sekil
2.31) (Abdel-Wahab ve Althagafi, 2014).
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Sekil 2.31. Aminomerkaptotriazollerin metil ketonlar ile reaksiyonu

5-Aril-1,3,4-oksadiazol-2-tiyol ile fenagil bromiirlerin reaksiyonu sonucunda
ketonlar olusmaktadir. Bu keton bilesikleri hidrazin hidratla in situ reaksiyona girerek
[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazinleri vermektedir (Sekil 2.32) (Abdel-Wahab ve
Althagafi, 2014).

N

B N-N )
/2 g\ Ar)l\/Br R/ons/\mm i L N RAlTI)\S
i I Y

SH  CH,COOH/CH;COONa
Sekil 2.32. Triazolotiyadiazinlerin ¢esitli ketonlardan ve hidrazin hidrattan sentezi

2.5. Triazol Halkasimin Antikanser Etkileri iizerine Calismalar

Duran, Dogan ve Rollas (2002), 1,4-dihidro-3-(3-hidroksi-2-naftil)-4-siibstitiie-
5H-1,2,4-triazolin-5-tiyon tiirevi bilesikler sentezlemisler ve bu bilesiklerin antikanser
aktivitelerini incelemislerdir. 1,4-Dihidro-3-(3-benzoiloksi-2-naftil)-4-etil-5H-1,2,4-
triazolin-5-tiyonun (Sekil 2.33), 52 adet insan kanser hiicre dizisine karsi sitotoksik

aktivitesi ileriki ¢alismalar i¢in umut verici bulunmustur.

N
N~
e
N
C,Hs
OCOC¢Hs
Sekil 2.33. 1,4-Dihidro-3-(3-benzoiloksi-2-naftil)-4-etil-5H-1,2,4-triazolin-5-tiyon

Shivarama Holla vd., (2003) 3-siibstitiie-4-[5-(4-metoksi-2-nitrofenil)-2-
furfuriliden]amino-5-merkapto-1,2,4-triazol tiirevi bilesikler sentezlemisler ve 7 tane
kanser tipinden (akciger, kolon, cilt, bobrek, yumurtalik, merkezi sinir sistemi ve kan

kanseri) koken alan 60 adet hiicre tipine karsi bu bilesiklerin antikanser etkilerini
19



incelemislerdir. Baz1 bilesikler (Sekil 2.34) digerlerine gore daha aktif bulunsa da genel
olarak bilesikler 10-100 uM araliginda diisiik etki gostermistir.

/H /H

N-N N-N

/ )

CN on AN, on

Nse 0 OCH IlI\\c © OCH
o\ / 3 o\ / 3

Sekil 2.34. 4-[5-(4-Metoksi-2-nitrofenil)-2-furfuriliden]amino-5-merkapto-1,2,4-triazol ve 3-metil-4-[5-

(4-metoksi-2-nitrofenil)-2-furfuriliden]amino-5-merkapto-1,2,4-triazol

Lin vd., (2005) 1-a¢il-1H-1,2,4-triazol-3,5-diamin analoglarin1 sentezlemisler ve
bu bilesiklerin siklin bagimli kinaz (CDK) inhibitorii aktivitelerini incelemislerdir. 4-
((5-Amino-1-(2,6-diflorobenzoil)-1H-1,2,4-triazol-3-il)amino)benzensiilfonamit bilesigi
(Sekil 2.35) etkili ve selektif CDK1 (ICso= 0.006 uM) ve CDK2 (ICso= 0.002 puM)
inhibisyonu gostermis ve melanom, kolon, prostat, yumurtalik, meme kanseri hiicreleri
dahil gesitli insan timor hiicrelerinde in vitro hiicresel proliferasyonunu inhibe etmistir.

Ayrica bu bilesik in vivo insan melanom A375 ksenogreft modelinde etkin bulunmustur.

F F
N-
H INN©
H2N0254©—N—</ L
N™ “NH,

Sekil 2.35. 4-((5-Amino-1-(2,6-diflorobenzoil)-1H-1,2,4-triazol-3-il)amino) benzensiilfonamit

Pachuta-Stec vd., (2009) N-siibstitiie-3-(3-(etiltiyo)-1H-1,2,4-triazol-5-il)akrilamit
tirevlerini elde etmisler ve bu bilesiklerin sitotoksik etkilerini arastirmislardir. N-(4-
Bromofenil)-3-(3-(etiltiyo)-1H-1,2,4-triazol-5-il)akrilamit (Sekil 2.36) in vitro insan
akciger kanser hiicre dizisine (A549) karsi 0.28 mM ve 0.14 mM konsantrasyonlarinda

etkili oldugu bulunmustur.
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Sekil 2.36. N-(4-Bromofenil)-3-(3-(etiltiyo)-1H-1,2,4-triazol-5-il)akrilamit

Sunil  vd., (2011) 5-siibstitiie-4-amino-3-merkapto-1,2,4-triazol tiirevlerini
sentezlemiglerdir. Bu bilesiklerden bazilarinin insan hepatoselliiler karsinom hiicre
dizisine (HepG2) kars: sitotoksik etkilerini MTT yontemi ile incelemislerdir. Standart
ilag doksorubisinle karsilastirildiginda en aktif bilesikler 4-((3-(4-klorofenil)-1H-
pirazol-4-metilen)amino)-5-(benziloksi)-2,4-dihidro-1,2,4-triazol-3-tiyon (ICso= 0.018
uM)  ve  4-((3-(4-florofenil)-1H-pirazol-4-metilen)amino)-2-(morfolinometil)-5-(4-
metilbenziloksi)-2,4-dihidro-1,2,4-triazol-3-tiyon (ICso= 0.034 puM) (Sekil 2.37) olarak
tespit edilmistir.

HN-N

Sekil 2.37. 4-((3-(4-Klorofenil)-1H-pirazol-4-metilen)amino)-5-(benziloksi)-2,4-dihidro-1,2,4-triazol-
3-tiyon ve 4-((3-(4-florofenil)-1H-pirazol-4-metilen)amino)-2-(morfolinometil)-
5-(4-metilbenziloksi)-2,4-dihidro-1,2,4-triazol-3-tiyon

El-Sayed, Flefel ve Morsy (2012), pirazol halkasi tasiyan 1,2,4-triazol tiirevlerini
sentezlemisler ve bu tiirevlerin insan meme kanseri hiicre dizisine (MCF-7) ve insan
servikal karsinom hiicre dizisine (HelLa) karsi sitotoksik etkilerini arastirmislardir. 3-
((5-(1-(4-metoksifenil)-5-fenil-1H-pirazol-3-il)-4-fenil-4H-1,2,4-triazol-3-
iltiyo)propan-1-ol bilesigi (Sekil 2.38) standart ila¢ doksorubisinle (sirasiyla ICso= 6.71
uM ve 8.72 uM) kiyaslandiginda MCF-7 (ICso= 2.72 uM) ve Hela (ICso= 2.98 uM)

hiicrelerine kars1 daha iyi antikanser etkinlik gostermistir.
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Sekil 2.38. 3-((5-(1-(4-Metoksifenil)-5-fenil-1H-pirazol-3-il)-4-fenil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo)propan-
1-ol

Singha vd., (2012) 1,2,4-triazol tiirevleri sentezlemisler ve bu bilesikleri (25
mg/kg, viicut agirligi) Ehrlich asit timériine (EAC) karsi standart ilag 5-florourasille (20
mg/kg, viicut agirhigl) kiyaslamislardir. Sentezlenen bilesikler iginde en yiiksek
sitotoksik etkiyi gosteren 4-amino-5-merkapto-3-(2-klorofenil)-1,2,4-triazoliin (Sekil
2.39) tiimor hiicresi inhibisyonu (TCI) %63.59 olarak belirlenmistir.

N—I}\
/N
O™
cl NH,
Sekil 2.39. 4-Amino-5-merkapto-3-(2-klorofenil)-1,2,4-triazol

Hassan vd. (2013), 5-(2-aminotiyazol-4-il)-4-fenil-4H-1,2,4-triazol-3-tiyol iceren
bilesikler sentezlemisler ve bu bilesiklerin insan hepatoselliiler karsinom (HepG2),
meme adenokarsinom (MCF-7), kolon karsinom (HCT116) ve akciger karsinom (A549)
hiicre dizileri lizerine antitimor etkilerini MTT yontemiyle incelemislerdir. 1-[4-(5-
Merkapto-4-(4-fenoksifenil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyazol-2-il]-3-(4-fenoksifenil)tiyotire
bilesigi (Sekil 2.40) HCT116 (LCso= 23.5 uM) ve MCF-7 (LCso= 17.4 uM) hiicre
dizilerine karsi doksorubisinle (sirasiyla LCso= 37.7 uM ve 26.1 uM) kiyaslanabilir

antitimor aktivite gostermistir.
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Sekil 2.40. 1-[4-(5-Merkapto-4-(4-fenoksifenil)-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyazol-2-il]-3-(4-fenoksifenil)

tiyotire

Sumangala vd. (2013), 5-[4-(metilsiilfonil)benzil]-4-((arilmetilen)amino)-4H-
1,2,4-triazol-3-tiyon tiirevi bilesikler sentezlemisler ve bu tiirevlerin MTT yontemi ile
insan epitelyal servikal karsinom (HelLa) hiicrelerine karsi sitotoksisitelerini
aragtirmiglardir. Standart ila¢ doksorubisinle (ECso= 2.5 uM) Kkarsilagtirildiginda 4-
{[(2-kloro-6-florofenil)metilen]amino}-5-[4-(metilsiilfonil)benzil ]-2,4-dihidro-3H-
1,2,4-triazol-3-tiyon (ECso= 25 uM) bilesigi (Sekil 2.41) diger bilesiklerden daha iyi

aktivite gostermistir.
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Sekil 2.41. 4-{[(2-Kloro-6-florofenil)metilen]amino}-5-[4-(metilsiilfonil)benzil]-2,4-dihidro-3H-
1,2,4-triazol-3-tiyon

Cihan-Ustiindag vd. (2014), 4,5-disiibstitiie-1,2,4-triazol-3-tiyon tiirevi bilesikler
sentezlemiglerdir. 4-Benzil-3-(benziltiyo)-5-[hidroksi(fenil)metil]-4H-1,2,4-triazol
(Sekil 2.42) losemi (CCRF-CEM, RPMI-8226 ve SR), kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanseri (HOP-92), melanom (UACC-62) ve bobrek kanseri hiicrelerine (UO-31) karsi

%25-58 araliginda antiproliferatif etki gostermistir.
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Sekil 2.42. 4-Benzil-3-(benziltiyo)-5-[hidroksi(fenil)metil]-4H-1,2,4-triazol

Cikla-Siizgiin vd. (2015), 1,2,4-triazol halkas1 tagiyan etodolak tiirevi bilesikler
sentezlemisler ve bu tiirevlerin insan karaciger kanseri hiicre dizilerine (Huh7, Mahlavu,
HepG2, FOCUS) karsi antikanser etkilerini arastirmuslardir. 5-[(1,8-Dietil-1,3,4,9-
tetrahidropirano[3,4-b]Jindol-1-il)metil]-4-metil-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon
(Sekil 2.43) Huh7 hiicre dizisine karst 4.29 uM ICso degeriyle 6nemli antikanser etki

gostermistir.

Sekil 2.43. 5-[(1,8-Dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano[3,4-b]indol-1-il)metil]-4-metil-2,4-dihidro-3H-
1,2,4-triazol-3-tiyon

2.6. Triazolotiyadiazin Halkasimin Antikanser Etkileri iizerine Calismalar
Shivarama Holla vd. (2001), 7-ariliden-6-(2,4-dikloro-5-florofenil)-3-siibstitiie-
1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin tiirevi Dbilesikler sentezlemisler ve bunlarin
antikanser etkilerini arastirmiglardir. Baz1 bilesiklerin (Sekil 2.44) akciger kanseri (NCI-
H460), meme kanseri (MCF-7) ve merkezi sinir sistemi kanseri (SF 268) hiicrelerine

karsi etkili oldugunu belirlemislerdir.
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Sekil 2.44. 7-(1,3-Benzodioksol-5-ilmetilen)-6-(2,4-dikloro-5-florofenil)-3-metil-1,2,4-triazolo
[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin ve 7-(4-klorobenziliden)-6-(2,4-dikloro-5-florofenil)-3-metil-
1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin

Shivarama Holla vd. (2006), 7-ariliden-6-(2,4-dikloro-5-florofenil)-3-
ariloksimetil/anilinometil-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin tiirevi bilesikler
sentezlemisler ve bu bilesiklerin akciger, kolon, cilt, bobrek, yumurtalik, merkezi sinir
sistemi ve kan kanserlerinden tiireyen 60 adet hiicre dizisine kars1 antikanser etkilerini
arastirmiglardir. Sentezlenen bilesikler i¢inde 7-(4-klorobenziliden)-6-(2,4-dikloro-5-
florofenil)-3-((2-klorofenoksi)metil)-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin (Glso<10
uM) (Sekil 2.45) test edilen biitiin hiicrelere karsi en yiiksek aktiviteyi gostermistir.
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Sekil 2.45. 7-(4-Klorobenziliden)-6-(2,4-dikloro-5-florofenil)-3-((2-klorofenoksi)metil)-
1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin

Bhat vd. (2009), 3-(2,4-dikloro-5-florofenil)-6-(stibstittiefenil)-1,2,4-triazolo[3,4-
b]-1,3,4-tiyadiazin tiirevi bilesikler sentezlemisler ve bu tiirevlerin 16semi, kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri, cilt, yamurtalik, prostat ve meme kanserlerinden koken
alan 60 adet hiicre dizisine kars1 in vitro antitimoér etkilerini arastirmuslardir. 3-(2,4-
Dikloro-5-florofenil)-6-(4-klorofenil)-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin (Glso= 1.06-
25.4 uM) (Sekil 2.46) test edilen biitiin kanser hiicrelerine kars1 6nemli antiproliferatif

aktivite gostermistir.
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Sekil 2.46. 3-(2,4-Dikloro-5-florofenil)-6-(4-klorofenil)-1,2,4-triazolo[ 3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin

Puthiyapurayil — vd.  (2012),  6-aril-3-[2-(4-siibstitiiefenil)propan-2-il]-7H-
[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin tiirevi bilesikler sentezlemisler ve bu bilesiklerin
in vitro sitotoksik etkilerini tripan mavi testi ve MTT yontemi ile incelemislerdir.
Standart ilag doksorubisinle (A549 hiicre dizisi i¢in 1Cso= 4.52 uM, MCF-7 hiicre dizisi
icin 1Cso= 3.44 uM) Kkarsilastirildiginda, sentezlenen bilesikler arasinda 3-(2-(4-
klorofenil)propan-2-il)-6-(4-(triflorometoksi)fenil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]
tiyadiazin (Sekil 2.47) insan akciger kanseri (A549) (ICso= 18.20 uM) ve insan meme
kanseri (MCF-7) (ICso= 10.54 uM) hiicrelerine kars1 en iyi aktiviteyi gostermistir.
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Sekil 2.47. 3-(2-(4-Klorofenil)propan-2-il)-6-(4-(triflorometoksi)fenil)-7H-[ 1,2,4] triazolo
[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin

Sumangala vd. (2012), 6-siibstitiie-3-[4-(metilsiilfonil)benzil]-7H-[1,2,4]triazolo
[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin  tlirevi bilesikler —sentezlemisler ve bu bilesiklerin
sitotoksisitelerini incelemislerdir. Sentezlenen bilesikler arasinda 6-(bifenil-4-il)-3-(4-
(metilstilfonil)benzil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin (ICso= 12.5 uM) ve 3-
(4-(metilsiilfonil)benzil)-6-fenil-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin  (ICso= 25
uM) (Sekil 2.48) insan kolon epitelyal hiicreleri (HT-29) lizerine en iyi sitotoksik

aktiviteyi gostermislerdir.
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Sekil 2.48. 6-(Bifenil-4-il)-3-(4-(metilsiilfonil)benzil)-TH-[ 1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin ve
3-(4-(metilsiilfonil) benzil)-6-fenil-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b] [1,3,4] tiyadiazin

z_
Sala

Kamel ve Megally Abdo (2014), triazolotiyadiazin tiirevi bilesikler sentezlemisler
ve bu bilesiklerin insan mide kanseri (NUGC), insan kolon kanseri (DLD1), insan
karaciger kanseri (HA22T ve HepG2), nazofarenks kanseri (HONE1), insan meme
kanseri (MCF) ve normal fibroblast hiicrelerine (WI38) karst in vitro sitotoksik
etkilerini aragtirmiglardir. 6-Fenil-3-(piridin-4-il)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b]
[1,3,4]tiyadiazin (Sekil 2.49) DLD1 hiicreleri hari¢ test edilen diger biitiin kanser
hiicrelerine kars1 6nemli sitotoksik etki gosterdigi (IC50<800 nM) ve WI38 hiicrelerini
ise ¢ok daha az etkiledigi (IC50>10,000 nM) gozlemlenmistir.
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Sekil 2.49. 6-Fenil-3-(piridin-4-il)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin

Khan vd. (2014a), baz1 triazolotiyadiazin tiirevi bilesikler sentezlemisler ve bu
bilesiklerin akciger kanseri hiicrelerine (H157) kars1 sitotoksik etkilerini
aragtirmiglardir. Standart ilag¢ vinkristinle (1.03 = 0.04 uM) karsilastirildiginda 6-(3,4-
diklorofenil)-3-(piridin-3-il)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazinin (ICs0=
0.96+0.43 uM) (Sekil 2.50) en yiiksek antiproliferatif etkiyi gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 2.50. 6-(3,4-Diklorofenil)-3-(piridin-3-il)-7H-[1,2,4] triazolo[3,4-b][1,3,4] tiyadiazin

Khan vd. (2014b), 3,6-disiibstitiie-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin tiirevi
bilesikler sentezlemisler ve bu bilesiklerin bobrek fibroblast hiicrelerine (BHK-21) karsi
sitotoksik etkilerini incelemislerdir. Standart ilag¢ vinkristin (%74.5 inhibisyon) ile
karsilastirildiginda  6-(3-metoksifenil)-3-(piridin-4-il)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]
tiyadiazin (%73.3 inhibisyon) ve 3-(piridin-4-il)-6-(p-tolil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b]
[1,3,4]tiyadiazin (%72.6 inhibisyon) (Sekil 2.51) BHK-21 hiicrelerine karsi en iyi
inhibisyonu gostererek kanser tedavisi igin potansiyel inhibitdrler olduklarini

kanitlamislardir.
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Sekil 2.51. 6-(3-Metoksifenil)-3-(piridin-4-il)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4] tiyadiazin ve
3-(piridin-4-il)-6-(p-tolil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b] [1,3,4]tiyadiazin

Sever vd. (2016), indometazinden hareketle 3-[5-metoksi-2-metil-1-(4-
klorobenzoil)-1H-indol-3-il)metil]-6-aril-7H-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin
tirevi bilesikler sentezlemisler ve bu bilesiklerin T98 insan glioma hiicre dizisi
tizerindeki antiproliferatif etkilerini arastirmislardir. MTT deneyi ile antikanser etkili
oldugu tespit edilen 3-[5-metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1H-indol-3-il)metil]-6-(4-
metilfenil)-7H-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin bilesiginin (Sekil 2.52) apoptoza
olasi etkileri akim sitometrisi ile; COX-2, kaspaz 3, 8 ve 9, sitokrom ¢ mesajci

riboniikleik asit (MRNA) rolatif miktar Slglimleri Gergek Zamanli Polimeraz Zincir
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Reaksiyonu (RT-PCR) ile yapilmistir. Bu bilesigin kontrol grubuna gére COX-2 mRNA
miktarin1 anlamli 6l¢iide azalttig1 ve diger parametrelerde (Kaspaz 3, 8, 9, sitokrom c)

anlaml bir degisiklige neden olmadig: tespit edilmistir.
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Sekil 2.52. 3-[5-Metoksi-2-metil-1-(4-klorobenzoil)-1H-indol-3-il)metil]-6-(4-metilfenil)-7H-
1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin

Aytag vd. (2016), 1,24-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin tiirevi bilesikler
sentezlemislerdir. Bu bilesiklerin insandan kdken alan karaciger (Huh7), meme (MCF7)
ve kolon (HCTI116) kanser hiicre dizilerine kars1i sitotoksik aktiviteleri
degerlendirilmistir. 1Cso degeri ~5 uM’dan diisiik bulunan bilesiklerin genisletilmis
karaciger kanser hiicre dizisi paneli (Huh7, HepG2, Hep3B, Mahlavu, FOCUS,
SNUA475) iizerine sitotoksik aktiviteleri ve Huh7 hiicrelerinde apoptoz ve hiicre dongiisii
tizerine etkileri incelenmistir. Baz1 bilesikler, Huh7 hiicrelerinde apoptozu ve SubG1
hiicre dongiisii tutulumunu indiiklemislerdir. Bu bilesikler arasinda, 3-[1-[4-(2-
metilpropil)fenil]etil]-6-(4-metilfenil)-7H-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin ve 3-[1-
[4-(2-metilpropil)fenil]etil]-6-(4-metoksifenil)-7H-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin
bilesiklerinin (Sekil 2.53) etki mekanizmalar1 arastirilmistir. Bu bilesikler, Huh7 ve
Mahlavu hiicrelerinde apoptozu Apoptoz Sinyali Diizenleyici Kinaz-1 (ASK-1)
aktivasyonu ve Akt inhibisyonu araciligiyla indiiklemislerdir.
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Sekil 2.53. 3-[1-[4-(2-Metilpropil)fenil]etil]-6-(4-metilfenil)-7H-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin
ve 3-[1-[4-(2-metilpropil)fenil]etil]-6-(4-metoksifenil)-7H-1,2,4-triazolo[ 3,4-b]-
1,3,4-tiyadiazin
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3. GERECLER VE YONTEMLER
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

2,4'-Dibromoasetofenon
2-Amino-6-bromobenzotiyazol
2-Amino-6-klorobenzotiyazol
2-Amino-6-florobenzotiyazol
2-Amino-6-metoksibenzotiyazol
2-Amino-6-metilbenzotiyazol
2-Aminobenzotiyazol
2-Aminotiyazol
2-Bromo-2'-asetonafton
2-Bromo-4'-kloroasetofenon
2-Bromo-4'-siyanoasetofenon
2-Bromo-4'-floroasetofenon
2-Bromo-4'-metilasetofenon
2-Bromo-4'-metoksiasetofenon
2-Bromo-4'-nitroasetofenon
2-Bromo-4'-triflorometilasetofenon
2-Bromoasetofenon
3-(Piridin-3-il)propiyonik asit

Absolii etanol

Akt Kolorimetrik hiicre i¢i enzime bagh

immunosorbent deney (ELISA) Kiti
Aseton

Cisplatin

Dimetil siilfoksit (DMSO)

DMSO-ds

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)

Floresan izotiyosiyanat (FITC) Anneksin V

apoptoz belirleme Kiti
GSK690693

Kloroasetil klorur

. Acros, Belcika

. Acros, Belcika

. Acros, Belcika

. Alfa-Aesar, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
. Acros, Belcika

. Acros, Belcika

. Acros, Belcika

. Acros, Belgika

. Acros, Belgika

. Acros, Belcika

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

: Thermo Fisher Scientific, ABD

. Sigma-Aldrich, Almanya
. Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

. Sigma-Aldrich, Almanya

: BD Pharmingen, ABD

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
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Metanol
3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolyum bromiir (MTT)

Potasyum karbonat

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) : Sigma-Aldrich, Almanya

TEA
Tiyokarbohidrazit
Toluen

3.2. Kullanilan Hiicre Dizileri

A549 Hiicre Dizisi
NIH/3T3 Hiicre Dizisi
3.3. Kullanilan Cihazlar

Akim sitometre

Erime derecesi tayin cihazi

Hassas terazi

Infrared (IR) spektrofotometresi
Kiitle spektrometresi

Magnetik tabanli 1sitic1 karistirict
Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)

Spektrometresi

Rotavapor

: Merck, Almanya
. Acros, Belcika
: Merck, Almanya

: Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC)
:ATCC

: BD FACSAria, ABD

: Mettler-Toledo MP90, ABD
: Mettler-Toledo, ABD

: Shimadzu, Japonya

: Shimadzu, Japonya

: Heidolph, Almanya

: Agilent, ABD

Bruker, ABD

: Biichi R-100, Isvicre

3.4. Baslangi¢ ve Sonug Bilesiklerinin Genel Sentez Yontemleri

3.4.1. 4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon elde

edilmesi (Yontem 1)

Esdeger miktar 3-(piridin-3-il)propiyonik asit ve tiyokarbohidrazit 170-175 °C’de

yag banyosunda 2 saat karstirilmistir. Uriin sicak su ile yikanmis ve etanolden

kristallendirilmistir (Sekil 3.1) (Altintop vd., 2011a).
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Sekil 3.1. 4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyonun sentezi

3.4.2. 6-Aril-3-(2-(piridin-3-il)etil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin
tiirevlerinin elde edilmesi (Yontem 2)
Esdeger miktar 4-amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-
tiyon ve 2-bromo-1-ariletanon tiirevi etanol i¢inde geri ¢eviren sogutucu altinda 8 saat
isititlmistir. Coken madde  siiziilerek alinmistir.  Kurutulduktan sonra etanol ile

kristallendirilmistir (Sekil 3.2) (Altintop vd., 2011b).
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Sekil 3.2. 6-Aril-3-(2-(piridin-3-il)etil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b] [ 1,3,4] tiyadiazin tiirevierinin sentezi

3.4.3. 2-Kloro-N-(aril)asetamit tiirevlerinin elde edilmesi (Yontem 3)

Aril amin susuz toluen igerisinde ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozeltiye aril aminle esdeger
miktar TEA ilave edilmistir. Aril aminle esdeger miktar kloroasetil kloriir de damlatma
hunisinde susuz toluen iginde ¢Oziilmistiir. Aril amin ¢o6zeltisini igeren balon buz
banyosuna yerlestirilmistir. Damlatma hunisindeki kloroasetil kloriir ¢6zeltisi, aril amin
¢oOzeltisi lizerine damla damla ilave edilmistir. Bu islem sonrasinda, olusan karisimin
¢oziiciisii rotavaporda ugurulmustur. Uriin su ile yikanmis ve etanol ile

kristallendirilmistir (Sekil 3.3) (Altintop vd., 2011a).
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Sekil 3.3. 2-Kloro-N-(aril)asetamit tiirevlerinin sentezi
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3.4.4. 2-[(4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo]-N-(aril)asetamit
tiirevlerinin elde edilmesi (Yontem 4)
Esdeger miktar 4-amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-
tiyon ve 2-kloro-N-(aril)asetamit potasyum karbonat katalizorliigiinde aseton igerisinde
12 saat karistirilmistir. Reaksiyon ortaminin ¢dziiciisii rotavaporda ugurulmustur. Uriin

su ile yikanip etanolden kristallendirilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. 2-((4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo)-N-(aril)asetamit

tiirevlerinin sentezi

3.5. Elde Edilen Bilesiklerin Analizi
3.5.1. Ince Tabaka Kromatografisi (ITK) cahsmalar

ITK, reaksiyonlarmn takibinde kullanilmistir. ITK calismalarinda, adsorban olarak
20x20 cm hazir silika jel plaklart ve ¢oziicli sistemi olarak da petrol eteri-etil asetat (3:1,
1:1) ¢oziict sistemi kullanilmistir. Reaksiyon ortamindan alinan son {iriin ve baslangi¢
maddelerine ait drnekler, etil alkolde ¢oziilerek plaga uygulanmis ve ITK tankinda
stiriiklenmistir. Siiriiklenme bitince 254 ve 366 nm dalga boyunda ultraviyole (UV) 1s1k
altinda lekeler tespit edilmistir.

3.5.2. Erime noktasi (E.N.) tayini

Elde edilen bilesiklerin erime noktalari, bir ucu kapali kilcal borular kullanilarak
erime derecesi tayin cihazi ile belirlenmistir.
3.5.3. IR spektrumlarinin alinmasi

Elde edilen bilesiklerin IR spektrumlari, IRPrestige-21 Fourier Transform (FT) IR
spektrometresinde alinmastir.

3.5.4. NMR spektrumlarimnin alinmasi
Elde edilen bilesiklerin 'H ve *C NMR spektrumlar;, DMSO-ds iginde ¢ozelti

haline getirildikten sonra NMR spektrometresinde alinmistir.
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3.5.5. Kiitle spektrumlarinin alinmasi

Bilesiklerin Yiiksek Coziiniirlikli Kiitle Spektrometrisi (HRMS) analizleri,
metanol i¢inde ¢ozelti haline getirildikten sonra elektrosprey iyonlastirma (ESI) teknigi
kullanilarak kiitle spektrometresinde gergeklestirilmistir.

3.6. In vitro Etki Calismalar:
3.6.1. Bilesiklerin deney icin hazirlanmasi

Triazolotiyadiazin (2a-j) ve triazol (3a-g) tiirevi bilesiklerin, pozitif kontrol
cisplatinin stok c¢ozeltileri (40 mg/mL) DMSO iginde hazirlanmistir. Bu stoktan
kullanilmak ftizere, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.81, 3.91, 1.95 ve 0.98 mg/mL
konsantrasyonlari (en yiiksek DMSO oran1 %0.1 olacak sekilde) hazirlanmustir.

3.6.2. Deneylerde kullanilan hiicreler

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

NIH/3T3 Fare embriyonik fibroblast (saglikli) hiicreleri (ATCC CRL-1658™) ise,
%10 fotal sigir serumu, %1 penisilin/streptomisin iceren DMEM besi yerinde, karbon
dioksitli etiivde, %95 bagil nemde 37 °C’de kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmistir.

3.6.3. Sitotoksik etki testi

Hiicre canliligini belirlemek amaci ile Mosmann (1983) tarafindan belirtilen MTT
protokolii uygulanmistir. Bilesiklerin 0.97-500 pg/mL arasinda on seri diliisyonu (0.98,
1.95, 3.91, 7.81, 15.63, 31.25, 62.5, 125 pg/mL) negatif ve pozitif kontrol cisplatin ile
birlikte plakalara uygulanarak 24 saat 37°C’de inkiibe edilmistir (%5 CO2, %95 nem)
(Akalin Ciftci vd., 2017). inkiibasyon siiresinin sonunda, her bir kuyucuga 20 uL MTT
boyasi (5 mg/mL) eklenerek, hiicreler 37 °C’de 4 saat daha inkiibasyona birakilmustir.
Bu islem sonrasinda, hiicrelerden MTT boyasi1 uzaklastirilarak her bir kuyucuga 200 pL
DMSO ilave edilmis ve 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Renk degisimi, ELx808-
IU Bio-Tek plaka okuyucusunda 540 nm’de tespit edilmistir. Bilesiklerin her bir
derisimi i¢in %inhibisyon degerleri belirlenmistir. Bu degerlere karsilik derisimleri ile
doz-yanit egrisi ¢izilerek bilesiklerin inhibitér derisim 50 (ICsg) degerleri
hesaplanmigtir.  Tiim  deneyler 1li¢  tekrarli  gergeklestirilmistir.  Sonuglar
ortalamazstandart sapma olarak verilmistir.

%Inhibisyon= 100-[(ODrest maddesi- ODksr/ODgsziicii kontrol- ODkar) X 100]
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Selektivite indeks (SI) degerleri asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir
(Zhou vd., 2016).
S1= NIH/3T3 hiicre dizisi i¢in ICso / A549 hiicre dizisi i¢in ICsg

3.6.4. Apoptozun belirlenmesi

MTT metodu ile aktif oldugu belirlenen bilesiklerin (ICsp konsantrasyonlarinda)
Ab549 hiicrelerinde apoptoz iizerine etkileri, akim sitometride FITC Anneksin V apoptoz
belirleme Kiti ile iiretici firmanin talimatlarina gore belirlenmistir (Altintop vd., 2018).
Bilesikler ile inkiibe edilen hiicreler etiketlenmis tiiplerde 400 g.de 5 dakika santrifiij
edilmis ve 1xPBS ile iki defa yikanmistir. Daha sonra hiicreler 1x108 hiicre/mL olacak
sekilde 1xAnneksin-V baglanma ¢ozeltisinde siispanse edilerek bu hiicre ¢ozeltisinden
100 pL alinarak tiiplere aktarilmistir. Hiicreler 5 pL Anneksin V FITC ve 5 pL
propidyum iyodiir (Pl) boyalari hiicreler ile muamele edilmistir. Daha sonra hiicreler
oda sicakliginda karanlik bir ortamda 15 dakika bekletilerek boyanin baglanmasi
saglanmigtir. 400 pL 1xAnneksin-V baglanma hiicre ¢ozeltisi akim sitometri tiiplerine
aktarilmis ve BD FACSAria akim sitometre FACSDiva versiyon 6.1.1 yazilimi
kullanilarak erken ve ge¢ apoptotik hiicre miktar1 pozitif kontrole gore belirlenmistir.

3.6.5. Akt aktivite testi

Kuyucuklara 10.000 hiicre ekildikten sonra 24 saat inkiibatorde bekletilmistir.
Daha sonra hiicreler bilesik 2¢ (2.95, 5.92, 11.83 pug/mL), 2d (3.94, 7.88, 15.75 pug/mL),
3b (0.98, 1.95, 3.90 ug/mL), 3d (0.98, 1.95, 3.90 ng/mL), 3g (0.98, 1.95, 3.90 ug/mL),
cisplatin (2.88, 5.75, 11.50 ug/mL) ve Akt inhibitorii GSK690693’iin (1.50, 3.075, 6.15
ug/mL) ti¢ farkli dozu ile 24 saat inkiibe edildikten sonra tiretici firmanin onerilerine
uygun sekilde Akt Kolorimetrik hiicre i¢i ELISA Kiti protokolii uygulanmistir. Ozetle,
kuyucuklardan medyum uzaklastirilmis ve 100 uL. %4 formaldehit eklenmistir. Plaka
¢eker ocakta 15 dk. inkiibe edilmistir. Formaldehit uzaklastirilmis ve plaka 100
uL/kuyucuk olacak sekilde 1X tris-borat soliisyonu (TBS) ile iki kez yikanmigtir. 1X
TBS uzaklastirilmig ve her kuyucuga 100 pL 1X permeabilizasyon ¢ozeltisi eklenmis ve
15 dk. oda sicakliginda bekletilmistir. 1X Permeabilizasyon ¢ozeltisi uzaklastirildiktan
sonra kuyucuklar 100 pL 1X TBS ile bir kez yikanmistir. 1X TBS uzaklastirilmis ve
kuyucuklara 100 pL soniim soliisyonu cklenerek 20 dk. oda sicakliginda 20 dk.
beklenmistir. Sonra bu soliisyon uzaklastirilmistir. Plaka 1 kez 1X TBS ile yikanmig ve
kuyucuklara 100 uL bloklama ¢ozeltisi eklenerek oda sicakliginda 30 dk. bekletilmistir.

Bu siirenin sonunda bloklama c¢ozeltisi uzaklastirilarak kuyucuklara 50 pL primer
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antikor eklenmistir. Plaka kapatici ile kapatilarak 4 °C’de bir gece bekletilmistir. Primer
antikor uzaklastirilarak plaka kuyucuklar 100 pL yikama soliisyonu ile 3 kez
yikanmistir. Yikama ¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra kuyucuklara 100 pL diliie
yabanturpu peroksidaz (HRP) konjugati eklenmistir. 30 dk. oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Sonra bu konjugat uzaklastirilarak her kuyucuga 100 pL 3,3'5,5'-
tetrametilbenzidin (TMB) durdurma soliisyonu eklenmis ve absorbans degerleri 450
nm’de 30 dk. okunmustur. Deney ii¢ tekrarli gegeklestirilmistir. Kuyucuklarin blank
degeri bilesik verilen ve verilmeyen kontrol hiicrelerinin degerlerinden ¢ikarilmstir.
%Akt aktivitesi, bilesik verilen ve verilmeyen kontrol hiicrelerinin rélatif absorbansi
olarak belirlenmistir (Altintop vd., 2018).

3.7. Molekiiler Docking

Akt inhibitorii bilesikler Schrodinger’s Maestro molekiiler docking programinin
“ligand hazirlama” modiiliinde Optimize Potansiyel Sivi Simiilasyonlar1 (OPLS 2005)
araciligiyla fizyolojik pH’da enerji minimizasyonu ile hazirlanmigtir. AKt enziminin
kompleks X-1s1n1 kristal yapisi protein veri bankasindan (PDB) alinmistir (PDB kod:
30W4) (Bencsik vd., 2010). Segili kodlu enzim docking analizleri i¢in Schrédinger
yazilimimin “protein hazirlama” modiiliinde optimize edilmistir. Molekiiler docking
caligmalarinda, ligandlarin topolojilerinin tahmini i¢in bu enzimlerin substrat baglanma
bolgesinde Glide/XP docking protokolleri uygulanmigtir (Schrédinger Release 2016-2:
Schrodinger, LLC, New York, NY, USA).

3.8. In Silico ADME Calismalar:

Triazolotiyadiazin (2a-J) ve triazol (3a-g) tiirevi bilesiklerin farmakokinetik
ozelliklerini, Lipinski’'nin bes kuralina ve Jorgensen’in ii¢ kuralina uygunluklarini
degerlendirmek i¢in, Schrodinger’s Maestro molekiiler modelleme programinin

QikProp modiili kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE YORUM

4.1. Kimyasal Calismalar

4.1.1. 4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (1)
3-(Piridin-3-il)propiyonik asit (0.03 mol, 4.53 g) ve tiyokarbohidrazit (0.03 mol,

3.18 g) kullanilarak Yontem 1’e gore sentezlenmistir (Sekil 4.1).

H
N-N

| /\:s
SN
| — NH2

N

Sekil 4.1. Bilesik 1

Verim : %80

ENN. :170.5°C

IR vmas (cm™): 3269.34, 3182.55, 3136.25 (N-H gerilim bandlar1), 3059.10
(Aromatik C-H gerilim band1), 2972.31, 2931.80 (Alifatik C-H gerilim bandlar),
1614.42, 1573.91, 1504.48, 1477.47, 1456.26 (N-H egilme, C=N, C=C gerilim
bandlari), 1421.54, 1330.88, 1303.88, 1188.15, 1070.49, 1049.28, 1029.99 (C-H egilme,
C-N, C=S gerilim ve aromatik C-H diizlem igi egilme bandlar1), 993.34, 970.19, 943.19,
854.47, 800.46, 779.24, 707.88 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlari) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Bilesik 1’in IR spektrumu

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 2.93-3.03 (m, 4H), 5.58 (s, 2H), 7.30 (dd, J= 4.8
Hz, 7.80 Hz, 1H), 7.65 (dt, J= 2.00 Hz, 7.60 Hz, 1H), 8.40 (dd, J= 1.60 Hz, 4.80 Hz,
1H), 8.44 (d, J= 2.00 Hz, 1H), 13.44 (s, 1H) (Sekil 4.3).

39



N
Sanple: Mame: Agilent Technologies

Data Collected on:
mercury400-mercuryd00

Archive directory:
/home/vnmrl/vomrsys/data

Sample directory:
N_20180511_01

FidFile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: May 11 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1, 400.1759716 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

I .| A . =
=3 [ T T T T T I T
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm
|
|
[ ‘
|

J , | I

(

i\ }' I\ \“\ \
sy s i — Lol o . PRSI
— T =T T T T — T —— T R B

13 12 11 10 9 ) 8 7 6 5 4 3 ppm
= S ¥ T b =

N ] g 2 1 B

° B A o~ -

Sekil 4.3. Bilesik 1’in 'H NMR spektrumu

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 25.65 (CHs), 28.12 (CH>), 123.39 (CH), 135.72
(CH), 135.91 (C), 147.46 (CH), 149.64 (CH), 151.13 (C), 165.93 (C) (Sekil 4.4).
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N

Sample Name: Agilent Technologies

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnnrsys/data

sample directory:
N_20180511_01

FidFile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON {s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: May 11 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

width 25125.6 Hz

2000 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243766 Mz
DECOUPLE H1, 400.1779555 Mz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Ez

FT size 65536
Total time 1 hr, 20 min

L i
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Sekil 4.4. Bilesik 1’in **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z); [M+H]® CoH11NsS icin hesaplanan: 222.0808, bulunan:
222.0790 (Sekil 4.5).
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Measured region for 222.0790 m/z

222.0790
100.04 o
| " l
I
l
1 ! |
S I |
H [l
[ l 223,1(#754
1 ! I 2240696
222033 I i
0l ; J;’/ 71 LS, - SR | . N S —— | | ;
2216 2218 2220 2222 2224 2226 2228 2230 2232 2234 2236 2238 2240 2242 2244

C9 H11 N5 S [M+H]+ : Predicted region for 222.0808 m/z

222.0808
100.04

50.0- it

223.0830

224.0778

N I S
2008 2230 2232 2234 2236 2238 2240 2242 2244

0 T ; ;
2216 2218 2220 2222 2224 2226

Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z

Pred. miz Df. (mDa) Df. (ppm)
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1 10.31 COH11IN5S [M+H]+ 222.0790

222.0808

-1.8 -8.11  17.50

Sekil 4.5. Bilesik 1’in HRMS spektrumu

4.1.2. 2-Kloro-N-(tiyazol-2-il)asetamit

7.0

2-Aminotiyazol (0,05 mol; 5.007 g), trietilamin (0,05 mol; 5.06 g= 6.97 mL) ve
kloroasetil kloriir (0,05 mol; 5.65 g= 3.98 mL) kullanilarak Yontem 3’e gore

sentezlenmistir (Sekil 4.6).

(0]
N
a
N— j
=
H S
Sekil 4.6. 2-Kloro-N-(tiyazol-2-il)asetamit

Verim: %81
Deneysel E.N.: 165-166 °C, Literatiir E.N.: 162-164 °C (Cesur, 1987)
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4.1.3. 2-Kloro-N-(benzotiyazol-2-il)asetamit

2-Aminobenzotiyazol (0,05 mol; 7.51 g), trietilamin (0,05 mol; 5.06 g= 6.97 mL)
ve kloroasetil kloriir (0,05 mol; 5.65 g= 3.98 mL) kullanilarak Yontem 3’e gore
sentezlenmistir (Sekil 4.7).

T

Sekil 4.7. 2-Kloro-N-(benzotiyazol-2-il)asetamit

Verim: %80
Deneysel E.N.: 157 °C, Literatiir E.N.: 156 °C (Bhargava ve Ram, 1965)
4.1.4. 2-Kloro-N-(6-florobenzotiyazol-2-il)asetamit

2-Amino-6-florobenzotiyazol (0,05 mol; 8.41 g), trietilamin (0,05 mol; 5.06 g=
6.97 mL) ve kloroasetil kloriir (0,05 mol; 5.65 g= 3.98 mL) kullanilarak Yontem 3’e
gore sentezlenmistir (Sekil 4.8).

0
Cl\)k N
—CTL
H S F

Sekil 4.8. 2-Kloro-N-(6-florobenzotiyazol-2-il)asetamit

Verim: %77
Deneysel E.N.: 181-182 °C, Literatiir E.N.: 177-179 °C (Patel vd., 2012)
4.1.5. 2-Kloro-N-(6-klorobenzotiyazol-2-il)asetamit

2-Amino-6-klorobenzotiyazol (0,05 mol; 9.23 g), trietilamin (0,05 mol; 5.06 g=
6.97 mL) ve kloroasetil kloriir (0,05 mol; 5.65 g= 3.98 mL) kullanilarak Yontem 3’e

gore sentezlenmistir (Sekil 4.9).

0

Cl\)J\ N
et
H S Cl

Sekil 4.9. 2-Kloro-N-(6-klorobenzotiyazol-2-il)asetamit
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Verim: %88
Deneysel E.N.: 197 °C, Literatiir E.N.: 198 °C (Bhargava ve Ram, 1965)
4.1.6. 2-Kloro-N-(6-bromobenzotiyazol-2-il)asetamit

2-Amino-6-bromobenzotiyazol (0,05 mol; 11,455 g), trietilamin (0,05 mol; 5.06
0= 6.97 mL) ve kloroasetil kloriir (0,05 mol; 5.65 g= 3.98 mL) kullanilarak Yo6ntem 3’e
gore sentezlenmistir (Sekil 4.10).

0
Cl\)J\ N
T
H S B

Sekil 4.10. 2-Kloro-N-(6-bromobenzotiyazol-2-il)asetamit

T

Verim: %85
Deneysel E.N.: 227-228 °C, Literatiir E.N.: 204 °C (Bhargava ve Ram, 1965)
4.1.7. 2-Kloro-N-(6-metilbenzotiyazol-2-il)asetamit

2-Amino-6-metilbenzotiyazol (0,05 mol; 8.212 g), trietilamin (0,05 mol; 5.06 g=
6.97 mL) ve kloroasetil kloriir (0,05 mol; 5.65 g= 3.98 mL) kullanilarak Yontem 3’e
gore sentezlenmistir (Sekil 4.11).

o)
N
a ]
T L
H S
Sekil 4.11. 2-Kloro-N-(6-metilbenzotiyazol-2-il)asetamit

Verim: %76

Deneysel E.N.: 183 °C, Literatiir E.N.: 183 °C (Bhargava ve Ram, 1965)
4.1.8. 2-Kloro-N-(6-metoksibenzotiyazol-2-il)asetamit

2-Amino-6-metoksibenzotiyazol (0,05 mol; 9.012 g), trietilamin (0,05 mol; 5.06
g= 6.97 mL) ve kloroasetil kloriir (0,05 mol; 5.65 g= 3.98 mL) kullanilarak Yo6ntem 3’e
gore sentezlenmistir (Sekil 4.12).

44



O
Cl\)J\N_</NI>\
I e
H S 6}

Sekil 4.12. 2-Kloro-N-(6-metoksibenzotiyazol-2-il)asetamit

Verim: %79

Deneysel E.N.: 160-164 °C, Literatiir E.N.: 188 °C (Bhargava ve Ram, 1965)
4.1.9. 6-Fenil-3-(2-(piridin-3-il)etil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin (2a)

4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (1.5 mmol,
0.3319 g) ve 2-bromoasetofenon (1.5 mmol, 0.2986 g) kullanilarak Yontem 2’ye gore
sentezlenmistir (Sekil 4.13).

N-

7\
WN)\S
~ I ~

N

Sekil 4.13. Bilesik 2a

Verim : %81

ENN. :1226°C

IR Vmas (cm™): 3057.17 (Aromatik C-H gerilim bandi), 2993.52, 2926.01
(Alifatik C-H gerilim bandlari), 1633.71, 1597.06, 1570.06, 1535.34, 1475.54, 1448.54
(C=C ve C=N gerilim bandlar1), 1406.11, 1359.82, 1336.67, 1309.67, 1276.88, 1261.45,
1222.87, 1186.22, 1163.08, 1120.64, 1083.99, 1064.71, 1004.91 (C-H egilme, C-N
gerilim ve aromatik C-H diizlem igi egilme bandlar1), 931.62, 835.18, 813.96, 792.74,
769.60, 731.02, 700.16, 682.80, 626.87 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve
C-S gerilim bandi) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Bilesik 2a’nin IR spektrumu

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds): 3.33 (brs, 4H), 4.41 (s, 2H), 7.54-7.63 (m, 3H),
7.99-8.02 (m, 3H), 8.54-8.57 (m, 1H), 8.78 (d, J= 4.80 Hz, 1H), 8.93 (s, 1H) (Sekil
4.15),
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PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
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Time 9.40
INSTRUM FOURIER300
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D
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S
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aQ 1.342
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Sekil 4.15. Bilesik 2a ’nin *H NMR spektrumu

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 23.50 (CHy), 25.03 (CHy), 28.93 (CHy), 127.09
(CH), 127.96 (2CH), 129.52 (2CH), 132.45 (CH), 133.86 (C), 140.67 (CH), 141.09 (C),
142,57 (CH), 146.52 (CH), 146.69 (C), 152.57 (C), 155.47 (C) (Sekil 4.16).
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NAME

NAZ-1
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180310
Time Y.42
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg
™ 32768
SOLVENT DMSO
NS 2048
DS 4
SWH 24414.063
FIDRES 0.745058
AQ 0.6710886 =
RG 501.187
Dw 20.480 usec
DE 6.50 usec
TE 293.5 K
D1 1.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00001500 sec
D32 0.89999998 sec
D40 0.00093990 sec
L4 23
LS 26
| p32 90.00 usec
| ™o 1

CHANNEL fl =s=sm===
75.4878687 MHz

15.00 usec
15.00000000 W

CHANNEL £2

SFO2 300.1812007
| Nucz
| CPDPRG[2 waltzl6
PCPD2 90.00 usec
' 10.00000000 W
1 0.20863999 W
0.10495000 W
|
" F2 - Processing parameters
ST 32768

SF 75.4803210 MHz
WDW EM
SSB 0
T T T T T T T T T T T T T T T T e 5 el
160 150 140 130 120 110 100 9 80 70 60 50 40 30 20 ppmec 1.40

Sekil 4.16. Bilesik 2a’nin 3C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" Ci7H1sNsS igin hesaplanan: 322.1121, bulunan:
322.1119 (Sekil 4.17).
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Measured region for 322.1119 m/z
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C17 H15 N5 S [M+H]* : Predicted region for 322.1121 m/z

322.1121
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i
l
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i [l
I il
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f Il
0 —— ; o ; — . - ;
322.0 3225 323.0 3235 324.0 324.5 325.0 325.5
Rank Score Formula (M) lon Meas. mfz  Pred. miz Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 39.05 C17H15N5S [M+H]+ 322.1119 322.1121 -0.2 -0.62 39.05 13.0

Sekil 4.17. Bilesik 2a’nin HRMS spektrumu

4.1.10. 6-(4-Nitrofenil)-3-(2-(piridin-3-il)etil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]
tiyadiazin (2b)
4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (1.5 mmol,
0.3319 g) ve 2-bromo-4'-nitroasetofenon (1.5 mmol, 0.3661 g) kullanilarak Yontem
2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 4.18).

N-N

7\
O

N7 AN
NO,

:

Sekil 4.18. Bilesik 2b

Verim : %90
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ENN. :2276°C

IR vmaks (cm™): 3111.18, 3053.32 (Aromatik C-H gerilim bandlari), 2981.95,
2910.58 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1633.71, 1598.99, 1512.19, 1471.69 (NO:
gerilim, C=C ve C=N gerilim bandi), 1402.25, 1386.82, 1344.38, 1300.02, 1232.51,
1192.01, 1172.72, 1155.36, 1116.78, 1101.35, 1051.20, 1002.98 (C-H egilme, C-N
gerilim ve aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandlar1), 871.82, 854.47, 810.10, 783.10,
754.17, 690.52, 661.58 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim
bandi) (Sekil 4.19).

3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
MNAZ-2 1lem

Sekil 4.19. Bilesik 2b ’nin IR spektrumu

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds): 3.34 (t, J= 3.84 Hz, 3.96 Hz, 4H), 4.48 (s, 2H),
7.97-8.02 (m, 1H), 8.26 (d, J= 8.97 Hz, 2H), 8.40 (d, J= 9.03 Hz, 2H), 8.56 (d, J= 8.07
Hz, 1H), 8.77 (d, J= 5.52 Hz, 1H), 8.95 (s, 1H) (Sekil 4.20).
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Current Data Parameters

NAME NAZ-2
EXPNO 1
PROCNO

£2 - Acquisition Parameters
at 20180311

T 10.36

IN FOURIER300

B 5 mm DUL 13C-1

Pl zg

T 16384
SOL\ DMSO

NS 128

Ds (1}

SWH 16 Hz
FIDRE ik
AQ

RG

DwW

DE

TE

D1 3.00000000 sec
TDO 1
=mmmmmmn CHANNEL fl ==s===s=
SFO1 300.1818537 MHz
NUC1 1H

P1 13.00 usec
PLW1 10.00000000 w
F2 Processing parameters

1.00

SI 65536
SF 300.1800000 MHz
WoW EM
J 55B 0

LB 0.30 Hz
GB 0
PC

T T T T T T 1

7 5

Sekil 4.20. Bilesik 2b’nin *H NMR spektrumu

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 23.60 (CHs), 25.04 (CHy), 28.97 (CH>), 124.52
(2CH), 127.11 (CH), 129.36 (2CH), 139.78 (CH), 140.65 (C), 140.94 (C), 142.55 (CH),
146.63 (CH), 149.58 (2C), 152.80 (C), 153.71 (C) (Sekil 4.21).
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Current Data Parameters

NAME NAZ-2
EXPNO 2
PROCNO u

NuC2

PCPD2
PLW2

PLW12
PLW13

| l sFo2
|
|

SF
WDW
SSB

T LB
GB

ppmec

T T
120 110

T T T T T T T T T T T T T
160 150 140 130 100 9 80 70 60 50 40 30 20

Sekil 4.21. Bilesik 2b 'nin **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C17H1aN6O2S i¢in hesaplanan: 367.0972,

367.0966 (Sekil 4.22).
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Time

INSTRUM
PROI

PULPROG
™

SOLVENT
NS

== CHANNEL f2 ====as

CPDPRG 2

0

CHANNEL f1

20180311
10.46

FOURIER300

5 mm DUL 13C-1

24414.063
0.745058
0.6710886
501.187
20.480
6.50
293.2
00000000
03000000
00001500
89999998
.00093990
23
26
90.00

1

ccoor

15.00
15.00000000

300.1812007
1H

waltz16
90.00
10.00000000
0.20863999
0.10495000

F2 - Acquisition Parameters
Date.

Hz
Hz
sec

usec
usec

sec
sec
sec
sec
sec

usec

F2 - Processing parameters
W wpioty i 327

32768
75.4803210 MHz

EM

1.00

1.40

Hz

bulunan:



Measured region for 367.0966 m/z
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[ S A S T 4 R T T TR T
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Rank _Score Formula (M) ‘ fon Meas. mfz Pred. miz _Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 9842 C17H14N60O2S [M+H]+ 367.0966 367.0972 -0.6 -1.63 100.00 14.0

Sekil 4.22. Bilesik 2b’nin HRMS spektrumu

4.1.11. 6-(4-Florofenil)-3-(2-(piridin-3-il)etil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]
tiyadiazin (2c)
4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (1.5 mmol,
0.3319 g) ve 2-bromo-4'-floroasetofenon (1.5 mmol, 0.3256 g) kullanilarak Y6ntem
2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 4.23).

N-N
an
Y
N7 NE
F

Sekil 4.23. Bilesik 2¢

Verim : %79
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E.N. :119.1 °C

IR Vmaks (cm™): 3043.67 (Aromatik C-H gerilim bandi), 2916.37 (Alifatik C-H
gerilim bandi), 1633.71, 1595.13, 1533.41, 1506.41, 1467.83 (C=C ve C=N gerilim
bandlar1), 1411.89, 1392.61, 1344.38, 1309.67, 1265.30, 1220.94, 1178.51, 1157.29,
1105.21, 1049.28, 1006.84 (C-H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H diizlem igi
egilme bandlar1), 952.84, 910.40, 856.39, 808.17, 775.38, 756.10, 732.95, 713.66,
678.94, 626.87 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil
4.24).
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Sekil 4.24. Bilesik 2C 'nin IR spektrumu
'H NMR (300 MHz, DMSO-de): 3.32 (brs, 4H), 4.39 (s, 2H), 7.43 (t, J= 8.82 Hz,
8.85 Hz, 2H), 7.95-8.00 (m, 1H), 8.05-8.10 (m, 2H), 8.53 (d, J= 8.10 Hz, 1H), 8.76 (d,

J=5.40 Hz, 1H), 8.91 (s, 1H) (Sekil 4.25).
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Current Data Parameters

NAZ-3
1
1
on Parameters
20180311
11.48
FOURIER300
5 mm DUL 13C-1
29
D 16384
DMSC
SWE Hz
FIDRE Hz
AQ se
RG
ow us
DE .9 usec
TE 293.5 K
D1 3.00000000 sec
TDO 1
T == CHANNEL f] ========
SFOL 300.1818537 MHz
NUC1 18
Pl 182
PLW1 10.000000

Sekil 4.25. Bilesik 2¢ ’nin *H NMR spektrumu

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 23.46 (CHs), 25.02 (CH2), 28.96 (CH>), 116.64
(d, J= 21.75 Hz, 2CH), 127.03 (CH), 130.42 (C), 130.63 (d, J= 9.00 Hz, 2CH), 140.66

(CH), 140.76 (C), 142.67 (CH), 146.41 (CH), 152.56 (C), 154.46 (C), 163.06 (C),
166.38 (C) (Sekil 4.26).
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Current Data Parameters
NAME NAZ-3
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Bcquisition Parameters
Date_ 20180311
I RUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG 2gpg
™ 32768
SOLVENT DMSC
NS 2048
DS 4
SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
Du 20.480 usec
DE 6.50 usec
TE 3.5 K
Dl 1.00000000 sec
Dil 0.03000000 sec
D31 0.00001500 sec
D32 0.89999998 sec
D40 0.00093990 sec
L 23
‘ LS 26
P32 90.00 usec
‘ TDO d;
=== CHANNEL f1 =
75.4878687
13¢
15.00 usec
) 15.00000000 W
CHANNEL f2 ==
SFO2 300,1812007 MHz
Nuc2 1R
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 10.00000000 W
PLW12 0.2086399% W
PLR13 0.10495000 W
’ F2 - Processing parameters
S1 32768
: SF 75.4803210 MHz
wWpw EM
SSB 0
T T T T T T T T T T T T T T T T e o k00 B2
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppmec 1.40

Sekil 4.26. Bilesik 2¢’nin *3C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]* C17H14FNsS icin hesaplanan: 340.1027, bulunan:

340.1023 (Sekil 4.27).
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Measured region for 340.1023 m/z
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Rank Score Formula (M) fon Mess. miz  Pred. miz _Df. (mDa) Df. (ppm} Iso  DBE
1 8535 C17H14N5F S [M+H]+ 340.1023 340.1027 -0.4 -1.18  85.74 13.0

Sekil 4.27. Bilesik 2¢ ’'nin HRMS spektrumu

4.1.12. 6-(4-Klorofenil)-3-(2-(piridin-3-il)etil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]
tiyadiazin (2d)
4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (1.5 mmol,
0.3319 g) ve 2-bromo-4'-kloroasetofenon (1.5 mmol, 0.3502 g) kullanilarak Y&ntem
2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 4.28).

N-N
o\
B NS
N Nx
Cl

Sekil 4.28. Bilesik 2d

Verim : %85
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E.N. :112.1 °C

IR vmaks (cm™): 3082.25, 3057.17, 3018.60 (Aromatik C-H gerilim bandlari),
2916.37 (Alifatik C-H gerilim band1), 1651.07, 1589.34, 1562.34, 1531.48, 1473.62
(C=C ve C=N gerilim bandlar1), 1396.46, 1346.31, 1311.59, 1274.95, 1222.87, 1176.58,
1118.71, 1089.78, 1053.13, 1004.91 (C-H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H diizlem
i¢i egilme bandlar1), 921.97, 825.53, 804.32, 750.31, 682.80, 673.16, 632.65 (Aromatik
C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. Bilesik 2d ’nin IR spektrumu

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds): 3.32 (brs, 4H), 4.39 (s, 2H), 7.66 (d, J= 8.70 Hz,
2H), 7.96-7.99 (m, 1H), 8.03 (d, J= 8.76 Hz, 2H), 8.54 (d, J= 8.13 Hz, 1H), 8.77 (d, J=
5.46 Hz, 1H), 8.92 (s, 1H) (Sekil 4.30).
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Current Data Parameters
NAME NAZ-4
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180311
Time 12.53
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPR 29
D 16384
SOLVENT PM30
NS 16
Ds 0
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 22.6895
oW 81.920 usec
DE 6.50 usec
TE 293.6 K
D1 3.00000000 sec
DO 1
s======= CHANNEL fl =s======
SFO1 300.1818537 MHz
NUC1 1H
P1 13.00 usec
PLW1 10.00000000 W
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 300.1800000 MHz
WoW EM
SSB 0

L _/Jl J’ LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00

T Eory
9 8 7 6 5 4 3 1 Ppm

Sekil 4.30. Bilesik 2d 'nin *H NMR spektrumu

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 23.38 (CHs), 25.02 (CH2), 28.95 (CH>), 127.09
(CH), 129.61 (2CH), 129.78 (2CH), 132.69 (C), 137.26 (CH), 140.64 (C), 140.71 (C),
140.99 (CH), 142.54 (CH), 146.58 (C), 152.59 (C), 154.41 (C) (Sekil 4.31).
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Current Data Parameters
NAZ

NAME 4
EXPNO 2
] PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Da 20180311
INSTRUM FQURIER300
| PROBHD 5 mm DUL 13C-1
1 PULPROG 29pg
TD 32768
SOLVENT DMSO
NS 2048
DS 4
SWH 24414.063 Hz
FTDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
nw 20.480
DE 5.50
TE 293.6
D1 1.00000000
D11 0.03000000
D31 0.00001500
D32 0.89999998
D40 0.00093990
L4 23
L5 26
P32 90.00 usec
| ™00 1
===== CHANNEL f1 === =
SFO1 75.4878687
NUC1 13¢
Pl 15.00 usec
PLW1 15.00000000 W
| ==== CHANNEL f2
SF02 300.1812007 MHz
NUC2 1K
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 90.00 usec
PLW2 10.00000000 W
PLW12 0.20863999 W
PLW13 0.10495000 W

F2 - Processing parameters
ST 32768

il SF 75.4803210 Miz
WOW EM
SSB 0
” 1B 1.00 Hz
T T T T T T T T T T T T T T T T b o
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppmec 1.40

Sekil 4.31. Bilesik 2d 'nin 3C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C17H14CINsS igin hesaplanan: 356.0731, bulunan:
356.0719 (Sekil 4.32).
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Measured region for 356.0719 m/z
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Rank Score Formula (M) o N R e Meas. miz__Pred. miz_ Df. (mDa) _Df. (ppm) lso DBE
1 85.01 C17H14N5S Cl [M+H]+ 356.0719 356.0731 -1.2 -3.37 9036 13.0

Sekil 4.32. Bilesik 2d ’nin HRMS spektrumu

4.1.13. 6-(4-Bromofenil)-3-(2-(piridin-3-il)etil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]
tiyadiazin (2e)
4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (1.5 mmol,
0.3319 g) ve 2,4'-dibromoasetofenon (1.5 mmol, 0.4169 g) kullanilarak Yontem 2’ye

gore sentezlenmistir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. Bilesik 2e

Verim : %87
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EN. :1023°C

IR vmaks (cm™): 3078.39, 3043.67 (Aromatik C-H gerilim bandlar1), 2918.30,
2848.86 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1633.71, 1585.49, 1556.55, 1537.27, 1477.47,
1440.83 (C=C ve C=N gerilim bandlar1), 1402.25, 1350.17, 1315.45, 1274.95, 1182.36,
1120.64, 1072.42, 1051.20, 1002.98 (C-H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H diizlem
ici egilme bandlar1), 914.26, 840.96, 806.25, 736.81, 680.87, 624.94 (Aromatik C-H
diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. Bilesik 2e 'nin IR spektrumu

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds): 3.32 (brs, 4H), 4.39 (s, 2H), 7.79 (d, J= 8.67 Hz,
2H), 7.95 (d, J= 8.64 Hz, 2H), 7.98-8.01 (m, 1H), 8.54 (d, J= 5.16 Hz, 1H), 8.77 (d, J=
5.46 Hz, 1H), 8.93 (s, 1H) (Sekil 4.35).
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Current Data Parameters
NAME NAZ-5

EXPNO 1
PROCNO 1
FZ2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180311
Time 13.54
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
D 16384
SOLVENT DMSO
NS 16
DS 0
SWHE 103.516 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 2L
DwW
DE sec
TE 293.8 K
D1 3.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
300.1818537 MHz
11
13.00 usec
10.00000000 w
- Processing parameters
65536
300.1800000 MHz
EM
0
& 0.30 Hz
0
1.00

Sekil 4.35. Bilesik 2e ’nin *H NMR spektrumu

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 23.33 (CHy), 25.03 (CH2), 28.95 (CH>), 126.26
(CH), 127.08 (C), 129.92 (2CH), 132.53 (2CH), 133.05 (C), 140.68 (CH), 140.99 (C),
142.58 (2CH), 146.54 (C), 152.59 (C), 154.54 (C) (Sekil 4.36).
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Current Data Parameters

NAME NAZ-5
EXPNO 2
PROCNG 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180311
Time 13.5%
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg
TD 32768
SOLVENT LMSO
NS 2048
DS 4
SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
Dw 20.480 usec
DE 6.50 usec
TE 293.8 K
D1 1.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00001500 sec
D32 0.89999998 sec
D40 0.00093990 sec
L4 23
1 LS 26
P32 90.00 usec
I 00 1
FO. 75.4878687 MHz
NUC1 13C
Pl 15.00 usec
PLW1 15.00000000 W
= CHANNEL f£2 =mmmmmms=
| SFY 300.1812007 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz1l6
I PCPD2 90.00 usec
PLW2 10.00000000 W
PLW12 0.20863999 W
PLW13 0.10495000 W

i F2 - Processing parameters
; v W g 32768

SF 75.4803210 MHz
wow EM
SSB 0
T T T T T T T T T T T T T T T T e " 100/ Hz
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppmec 1.0

Sekil 4.36. Bilesik 2e ’nin *3C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C17H14BrNsS igin hesaplanan: 400.0226, bulunan:
400.0220 (Sekil 4.37).
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Measured region for 400.0220 m/z
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Rank _Score Formula (M} lon Meas. miz  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 84.49 C17H14N5S Br [M+H]+ 400.0220 400.0226 -0.6 -1.50 85.56 13.0

Sekil 4.37. Bilesik 2e 'nin HRMS spektrumu

4.1.14. 6-(4-Siyanofenil)-3-(2-(piridin-3-il)etil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]
tiyadiazin (2f)
4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (1.5 mmol,
0.3319 g) ve 2-bromo-4'-siyanoasetofenon (1.5 mmol, 0.3361 g) kullanilarak Yontem
2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 4.38).

N-N
o\
B NTS
N7 Nx
CN

Sekil 4.38. Bilesik 2f

Verim : %89
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EN. :239.2°C

IR vmaks (cm™): 3099.61, 3059.10 (Aromatik C-H gerilim bandlar1), 2983.88,
2933.73 (Alifatik C-H gerilim bandlar), 2231.64 (C=N gerilim bandi1), 1604.77,
1546.91, 1537.27, 1469.76 (C=C ve C=N gerilim bandlar1), 1433.11, 1404.18, 1371.39,
1319.31, 1309.67, 1284.59, 1257.59, 1222.87, 1174.65, 1112.93, 1045.42, 1004.91 (C-
H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandlar1), 921.97, 864.11,
831.32, 808.17, 727.16, 684.73 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S
gerilim bandi) (Sekil 4.39).

........................

w
[=1
1
'
'
'
'
'
'
'
'
'
L
'
'
'
'
'
'
'
'
'
-

i}

3099 61
3058.10

111293~
1045 .42 —

T

S 1artae——

=~

o
:
:
:
:
:
'
:
:
:
:
:
:
J
!
:
:
:
:
:
:
:
:
:
2
'
:
:
:
:
:
.
:
:
:
:
-
:
:
:
:
:
:
:
:
H
r
:
:
:
:
:
:
:
:
:
J
\
:
=

_,_
_/_

T 22287
1174.65

30 IIIIiIIIIiIIIIiIIIIiIIIIIIIIiIIIIiIIIIiIIIIiIIIIiIIIIiIII

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
NAZ-6 1/cm

Sekil 4.39. Bilesik 2f 'nin IR spektrumu

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds): 3.33 (t, J= 3.87 Hz, 3.90 Hz, 4H), 4.44 (s, 2H),
7.99 (dd, J=5.70 Hz, 7.95 Hz, 1H), 8.06 (d, J= 8.58 Hz, 2H), 8.18 (d, J= 8.58 Hz, 2H),
8.55 (d, J= 8.13 Hz, 1H), 8.77 (d, J= 5.46 Hz, 1H), 8.93 (s, 1H) (Sekil 4.40).
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Current Data [ t
NAME NAZ
EXPNO

ROCNO

E 6.

TE 294.0 K
D1 3.00000000 sec
D0 1
======= CHANNEL f] =======x

300.18185

13,
PLW1 10.000000

Sekil 4.40. Bilesik 2f ’'nin *H NMR spektrumu

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 23.42 (CHy), 24.98 (CHy), 28.93 (CH>), 114.40
(C), 118.75 (C), 127.10 (CH), 128.71 (2CH), 133.40 (2CH), 138.09 (C), 140.62 (CH),
140.70 (C), 140.95 (CH), 142.52 (CH), 146.63 (C), 152.77 (C), 153.97 (C) (Sekil 4.41).
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Current Data Parameters
NAME NAZ-6
EXPNO 2
PROCNO %
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180311
Time 14.59
INSTRUM FOURIER300
PROBHD S mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg
™ 32768
SOLVENT DMSO
NS 2048
Ds 4
SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
20 0.6710886 sec
RG 501.187
Dw 20.480 usec
DE 6.50 usec
% 293.8 K
D1 1.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00001500 sec
D32 0.89999998 sec
D40 0.00093990 sec
L4 23
LS 26
P32 90.00 usec
o H
CHANNEL fl wwemsmes
75.4878687 MHz
13c
15.00 usec
15.00000000 W
CHANNEL £2
SFO2 300.1812007 MHz
Nuc2 1H
CPDPRG (2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 10.00000000 W
PLW12 0.20863999 W
PLW13 0.10495000 W
M F2 - Processing parameters
W ’ ST 32768
) SF 75.4803210 MHz
Wow EM
5B 0
T T T T T T T T T T T T T T T T 2 5 02
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppmec 1.40

Sekil 4.41. Bilesik 2f 'nin *3C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" CisH14NeS igin hesaplanan: 347.1073, bulunan:
347.1061 (Sekil 4.42).
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Measured region for 347.1061 m/z
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__Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z _ Pred. miz Df. (mDa) Df (ppm)  Iso DBE
1 90.65 C18H14N6S [M+H]+ 347.1061 347.1073 -1.2 -346 96.59 15.0

Sekil 4.42. Bilesik 2f ’nin HRMS spektrumu

4.1.15. 3-(2-(Piridin-3-il)etil)-6-(4-(triflorometil)fenil)-7H-[1,2,4]triazolo
[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin (29)
4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (1.5 mmol,
0.3319 g) ve 2-bromo-4'-triflorometilasetofenon (1.5 mmol, 0.4006 g) kullanilarak
Yontem 2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 4.43).
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Sekil 4.43. Bilesik 29
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E.N. :190.9 °C

IR vmaks (cm™): 3062.96, 3001.24 (Aromatik C-H gerilim bandlar1), 2918.30
(Alifatik C-H gerilim bandi1), 1618.28, 1579.70, 1531.48, 1469.76 (C=C ve C=N gerilim
bandlar1), 1417.68, 1404.18, 1388.75, 1327.03, 1307.74, 1190.08, 1159.22, 1107.14,
1068.56, 1049.28, 1010.70 (C-H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H diizlem igi
egilme bandlar1), 862.18, 825.53, 796.60, 754.17, 738.74, 678.94, 648.08 (Aromatik C-
H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim band1) (Sekil 4.44).
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Sekil 4.44. Bilesik 29 'nin IR spektrumu

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds): 3.25-3.31 (m, 4H), 4.44 (s, 2H), 7.76-7.81 (m,
1H), 7.94 (d, J= 8.40 Hz, 2H), 8.20 (d, J= 8.25 Hz, 2H), 8.25-8.31 (M, 1H), 8.66 (d, J=
5.34 Hz, 1H), 8.79 (s, 1H) (Sekil 4.45).
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F2 Acquisition Parameters
at 20180311
15.59

.59
FOURIER300
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Sekil 4.45. Bilesik 2g 'nin *H NMR spektrumu

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 23.57 (CHy), 25.31 (CHy), 29.19 (CHy), 122.51
(CH), 126.12 (C), 126.39 (d, J= 3.75 Hz, 2CH), 128.82 (2CH), 131.86 (d, J= 31.5 Hz,
C), 137.86 (CH), 139.44 (C), 140.89 (C), 142.76 (CH), 143.70 (CH), 144.74 (C), 152.86
(C), 154.17 (C) (Sekil 4.46).
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Current Data Parameters
NAME NAZ-7
EXPNO 2
| PROCNO i
| F2 - Acquisition Parameters
| Date_ 20180311
| Time 16.01
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG 2gpg
32768
SOLVENT PMSO
2048
DS 4
SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
aQ 0.6710886 sec
RG 501.187
bW 20.480 usec
DE 6.50 usec
TE 294.1 K
D1 1.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00001500 sec
p32 0.89999998 sec
D40 0100093990 sec
L4 23
L5 26
P32 90.00 usec
CHANNEL f1 ======
75.4878687 Mhz
13¢
15.00 usec
15.00000000 ®
=== CHANNEL f2 == =
SFO2 300.1812007 MHz
NuC2 18
| CPDPRG[2 waltzl6
1 PCPD2 90.00 usec
PLW2 10.00000000 W
PLW12 0.20863999 W
PLW13 0.10495000 W
] I
L u F2 - Processing parameters
" ‘JWWWSI 32768
SF 75.4803210 MHz
WDW EM
SSB 0
T T T T T T T T T T T T T T T T e B Lt X
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppmec 1.40

Sekil 4.46. Bilesik 29 'nin **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" CisH14F3NsS igin hesaplanan: 390.0995, bulunan:

390.0992 (Sekil 4.47).
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Measured region for 390.0992 m/z
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1 100.00 C18 H14N5F3 S [M+H]+ 380.0992  390.0995 -0.3 -0.77 10000 13.0

Sekil 4.47. Bilesik 29 ’'nin HRMS spektrumu

4.1.16. 3-(2-(Piridin-3-il)etil)-6-(p-tolil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin
(2h)
4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (1.5 mmol,
0.3319 g) ve 2-bromo-4'-metilasetofenon (1.5 mmol, 0.3196 g) kullanilarak Yontem
2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 4.48).

N-N
7\
N NE
CH;
Sekil 4.48. Bilesik 2h
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EN. :823°C

IR vmaks (cm™): 3084.18, 3057.17 (Aromatik C-H gerilim bandlar1), 2953.02,
2914.44 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1643.35, 1620.21, 1598.99, 1566.20, 1537.27,
1473.62, 1440.83 (C=C ve C=N gerilim bandlar1), 1409.96, 1346.31, 1319.31, 1271.09,
1238.30, 1188.15, 1116.78, 1064.71, 1037.70, 1006.84 (C-H egilme, C-N gerilim ve
aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandlari), 921.97, 821.68, 806.25, 721.38, 680.87
(Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlari1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil 4.49).
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Sekil 4.49. Bilesik 2h i IR spektrumu

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds): 2.38 (s, 3H), 3.32 (brs, 4H), 4.37 (s, 2H), 7.37
(d, J= 8.10 Hz, 2H), 7.90 (d, J= 8.22 Hz, 2H), 7.97-8.02 (m, 1H), 8.56 (d, J= 8.04 Hz,
1H), 8.78 (d, J= 5.16 Hz, 1H), 8.94 (s, 1H) (Sekil 4.50).
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Current Data Parameters
NAME NAZ-8
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 Acquisition Parameters
Date_ 20180311
Time 17.02
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
D 16384
SOLVENT DMSO
NS 16
Ds 0
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 7.40293
DwW 81.920 usec
DE 6.50 usec
TE 254.3 K
D1 3.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ==s=====
SFO1 300.1818537 MHz
NUC1 14
P1 13.00 usec
PLW1 10.00000000 w
F2 - Processing parameters
SI 55
SF 300.1800000 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
REG 1.00

T T T T T T T 1

8 3 6 5 4 3 2 1 ppm

Sekil 4.50. Bilesik 2h’mn *H NMR spektrumu

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 21.55 (CHs), 23.40 (CHy), 25.03 (CH2), 28.94
(CH,), 127.15 (CH), 127.94 (2CH), 130.08 (2CH), 130.98 (C), 140.45 (CH), 140.81
(C), 141.17 (C), 142.33 (CH), 142.69 (CH), 146.76 (C), 152.49 (C), 155.39 (C) (Sekil
4.51).
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Current Data Parameters

NAME NAZ-8

EXPNO 2

| PROCNO 1
| F2 - Acquisition Parameters

| Date_ 20180311

| Time 17.04

| INSTRUM FOURIER300

| PROBHD 5 mm DUL 13C-1

| PULPROG 2gpg

| ™D 32768

SOLVENT DMSO

NS 2048

4
24414.063 Hz
0.745058 Hz
0.6710886 sec
501.187
20.480 usec
6.50 usec
294.2 K

1.00000000 sec
0.03000000 sec
0.00001500 sec
\ 0.89999998 sec
| 0.00093990 sec
| 23
| 25
| | 90.00 usec
CHANNEL f1 === -
‘ 75.4878687
| 13c
| 1 15.00 usec
; PLAL 15.00000000 W
3
| == CHANNEL £2 =:
| 300.1812007 MHz
1
| CPDPRG[2 waltzl6
| PCPD2 90.00 usec
PLW2 10.00000000 W
PLW12 0.20863999 W
PLW13 0.10495000 W
’ . 1 ‘» - : | F2 - Processing parameters
- L " " bty . ikl G PR 0 ey 327
(hi) ™ WY et ! ki) u L s WW Lt \m Y 75.4803210 MHz
WDW EM
SSB 0
T T T T T T T T T T T T T T T T X o B0 e
160 150 140 130 120 110 100 9 80 70 60 50 40 30 20 ppmec 1.40

Sekil 4.51. Bilesik 2h’in 3C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" CigH17NsS igin hesaplanan: 336.1277, bulunan:
336.1271 (Sekil 4.52).
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Measured region for 336.1271 m/z
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1 80.29' C18 H17N5 S [M+H]+ 336.1271 336.1277 -0.6 -1.79 8191 13.0

Sekil 4.52. Bilesik 2h’in HRMS spektrumu

4.1.17. 6-(4-Metoksifenil)-3-(2-(piridin-3-il)etil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]
tiyadiazin (2i)
4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (1.5 mmol,
0.3319 g) ve 2-bromo-4'-metoksiasetofenon (1.5 mmol, 0.3436 g) kullanilarak Yontem
2’ye gore sentezlenmistir (Sekil 4.53).
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Sekil 4.53. Bilesik 2i
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EN. :91.9°C

IR vmaks (cm™): 3088.03, 3061.03, 3008.95 (Aromatik C-H gerilim bandlar),
2927.94, 2841.15 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1651.07, 1602.85, 1595.13, 1558.48,
1539.20, 1514.12, 1469.76 (C=C ve C=N gerilim bandlar1), 1423.47, 1390.68, 1315.45,
1257.59, 1234.44, 1188.15, 1112.93, 1055.06, 1024.20, 1008.77 (C-H egilme, C-N, C-
O gerilim ve aromatik C-H diizlem igi egilme bandlar1), 908.47, 848.68, 833.25, 804.32,
775.38, 754.17, 729.09, 677.01, 634.58 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve
C-S gerilim bandi) (Sekil 4.54).
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Sekil 4.54. Bilesik 2i’nin IR spektrumu

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds): 3.32 (brs, 4H), 3.85 (s, 3H), 4.35 (s, 2H), 7.11
(d, J=8.73 Hz, 2H), 7.98 (d, J= 8.76 Hz, 3H), 8.54 (d, J= 7.95 Hz, 1H), 8.77 (d, J= 5.40
Hz, 1H), 8.93 (s, 1H) (Sekil 4.55).
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Sekil 4.55. Bilesik 2i’nin *H NMR spektrumu

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 23.24 (CH,), 25.06 (CH2), 29.01 (CH2), 56.08
(CHs), 114.92 (2CH), 125.88 (CH), 127.06 (C), 129.85 (2CH), 140.75 (CH), 141.10
(C), 142.52 (2CH), 146.51 (C), 152.39 (C), 154.99 (C), 162.73 (C) (Sekil 4.56).
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Current Data Parameters
NAME NAZ-9
EXPNO 2
| PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180311

Time 18.07
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg
™ 32768
SOLVENT DMSO
NS 2048
DS 4
SWi 24414.063 Hz
0.745058 Hz
0.6710886 sec
501.187
20.480 usec
6.50 usec
294.2 K

00000000 sec
03000000 sec
00001500 sec
89999998 sec
00093990 sec

cococor

90.00 usec

CHANNEL f1 ==
75.487868
13¢C

15.00
15.00000000 W

CHANNEL £2 ==
300.1812007
1H

NUC2
CPDPRG([2 waltzlé
PCPD2 90.0C usec
PLW 10.00000000 W
0.20863999 W
X 0.10495000 W
. . F2 - Processing parameters
A 5375
SF

75.4803210 MHz

=

WDW EM
SSB 0
T T T T T T T T T T T T T T T T éi 5 1.00 Hz
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppmec 1.40

Sekil 4.56. Bilesik 2i 'nin **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" CigH17NsOS igin hesaplanan: 352.1227, bulunan:
352.1222 (Sekil 4.57).

80



Measured region for 352.1222 m/z .
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Rank Score Formula (M) ton Meas. mfz  Pred. miz_Df. (mDa) Df. {ppm}) lso  DBE
1 8357 Ci8HI7N50S [M+H]+ 3521222 352.1227 05 142 8448 130

Sekil 4.57. Bilesik 2i’nin HRMS spektrumu

4.1.18. 6-(Naftalen-2-il)-3-(2-(piridin-3-il)etil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]
tiyadiazin (2j)
4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (1.5 mmol,
0.3319 g) ve 2-bromo-2'-asetonafton (1.5 mmol, 0.3737 g) kullanilarak Yontem 2’ye

gore sentezlenmistir (Sekil 4.58).
N-N
&
SRS
Nig Nx
Sekil 4.58. Bilesik 2j

Verim : %84
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EN. :833°C

IR Vmas (cm™): 3061.03 (Aromatik C-H gerilim bandi), 2918.30, 2848.86
(Alifatik C-H gerilim bandlari), 1627.92, 1597.06, 1568.13, 1537.27, 1475.54, 1438.90
(C=C ve C=N gerilim bandlar1), 1402.25, 1344.38, 1311.59, 1278.81, 1199.72, 1157.29,
1128.36, 1062.78, 1035.77, 1016.49 (C-H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H diizlem
ici egilme bandlar1), 943.19, 900.76, 862.18, 825.53, 802.39, 775.38, 750.31, 711.73,
678.94, 628,79 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil
4.59).
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Sekil 4.59. Bilesik 2] 'nin IR spektrumu

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds): 3.36-3.39 (m, 4H), 4.55 (s, 2H), 7.64-7.67 (m,
2H), 7.98-8.09 (m, 4H), 8.14-8.18 (m, 1H), 8.58 (d, J= 7.83 Hz, 1H), 8.64 (s, 1H), 8.77
(d, J='5.19 Hz, 1H), 8.96 (s, 1H) (Sekil 4.60).
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A i if

Sekil 4.60. Bilesik 2j 'nin *H NMR spektrumu

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 23.33 (CHy), 25.07 (CHy), 28.99 (CHz), 123.69
(CH), 127.10 (CH), 127.68 (CH), 128.23 (CH), 128.82 (CH), 129.19 (CH), 129.46
(CH), 129.64 (CH), 131.06 (C), 132.87 (C), 134.73 (CH), 140.60 (C), 140.78 (C),
141.18 (CH), 142.51 (CH), 146.64 (C), 152.64 (C), 155.21 (C) (Sekil 4.61).
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olien BRUKER
i (>
Current Data Parameters
NAME NAZ-10
EXPNO 2
PROCNO b3
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180311
| Time 19.10
| INSTRUM FOURIER300
PROBHD S5 mm DUL 13C-1
PULPROG 2gpg
™ 32768
SOLVENT DMSO
2048
4
24414.063 Hz
0.745058 Hz
0.6710886 sec
501.187
20.480 usec
6.50 usec
294.1 K
1.00000000 sec
0.03000000 sec
0.00001500 sec
0.89999998 sec
0.00093990 sec
90.00
CHANNEL f1 =
75.4878687 MHz
13C
| 15.00 usec
15.00000000 &
l CHANNEL f2
! SF02 300.1812007 MHz
Nuc2 1H
CPDPRG (2 waltzlé
PCPD2 $0.00
| PLWZ 10.00000000
[ PLW12 0.20863999
‘ PLW3 0.10495000 ¥
F2 - Processing parameters
IST 32768
SF 75.4803210 MHz
WDW EM
S5SB 0
T T T T T T T T T T T T T T T T =4 5 LR
160 150 140 130 120 110 100 9 80 70 60 50 40 30 20 ppmec 1.40

Sekil 4.61. Bilesik 2j 'nin **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" CaH17NsS i¢in hesaplanan: 372.1277, bulunan:
372.1270 (Sekil 4.62).
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Measured region for 372.1270 m/iz
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C21 H17 N5 S [M+H]+ : Predicted regicn for 372.1277 miz
3721277
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|
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50.04 |
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5 A M A =
372.0 3725 373.0 3735 374.0 3745 375.0 3755
Rank Score Formula (M) lon . Meas.miz Pred. m/z Df.(mDa) Df. (ppm) lso  DBE
1 80.87 C21H17N5S [M+H]+ 372.1270 3721277 -0.7 -1.88 82.68 16.0

Sekil 4.62. Bilesik 2j 'nin HRMS spektrumu

4.1.19. 2-((4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo)-N-(tiyazol-2-il)
asetamit (3a)
4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (1.5 mmol,
0.3319 g), 2-kloro-N-(tiyazol-2-il)asetamit (1.5 mmol, 0.2648 g) ve potasyum karbonat
(1.5 mmol, 0.2073 g) kullanilarak Yontem 4’e gore sentezlenmistir (Sekil 4.63).

N-N H
/
X »\ N S
| Y
P ' /
N NH, 0] N
Sekil 4.63. Bilesik 3a

Verim : %87
EN. :2229°C
IR Vmaks (cm™): 3344.57 (N-H gerilim band1), 3076.46, 3026.31 (Aromatik C-H
gerilim bandlari), 2926.01 (Alifatik C-H gerilim bandi), 1662.64 (Amit C=0 gerilim
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bandi), 1631.78, 1579.70, 1525.69, 1479.40, 1442.75 (N-H egilme, C=N ve C=C
gerilim bandlar), 1421.54, 1379.10, 1348.24, 1319.31, 1265.30, 1240.23, 1184.29,
1165.00, 1103.28, 1066.64, 1026.13 (C-H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H diizlem
ici egilme bandlar1), 993.34, 970.19, 875.68, 806.25, 761.88, 740.67, 715.59, 669.30,
619.15 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil 4.64).
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Sekil 4.64. Bilesik 3a’nin IR spektrumu

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds): 2.99 (brs, 4H), 4.18 (s, 2H), 5.97 (s, 2H), 7.23
(d, J= 3.54 Hz, 1H), 7.28-7.33 (M, 1H), 7.48 (d, J= 3.54 Hz, 1H), 7.68 (dt, J= 1.92 Hz,
7.86 Hz, 1H), 8.41 (dd, J= 1.59 Hz, 4.77 Hz, 1H), 8.49 (d, J= 1.92 Hz, 1H), 12.41 (s,
1H) (Sekil 4.65).
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Current Data Parameters

NAME NATL-1
EXPNO 1
PROCNO 1

mm DUL 13C-1

DS
DW
DE
TE
D1
TDO

CHANNEL [l ========

300.1818537 MHz

1H

13.00 usec
10.00000000 W

300.1800000 MHz
EM

0
0.30 Hz

0
1.00

Y

Sekil 4.65. Bilesik 3a’nin 'H NMR spektrumu

13C NMR (75 MHz, DMSO-dg): 25.58 (CHy), 29.24 (CHy), 34.71 (CH>), 114.15
(CH), 123.85 (CH), 136.41 (CH), 136.71 (CH), 138.20 (C), 147.87 (CH), 150.16 (CH),

151.38 (C), 155.88 (C), 158.28 (C), 166.88 (C) (Sekil 4.66).
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2 ¢ 49 o
. 2 = 33 BRUKER
8 8 7 o o e
| | i Ll
Current Data Parameters
NAME NAL-1
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180311
| Time 15
| INSTRUM FOURIER300
| PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG Zgpa
0 32768
SOLVENT DMSO
NS 2048
DS 4
SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 6.50 usec
TE 293.7 K
¥ D1 1.00000000 sec
| D11 0.03000000 sec
D31 0.00001500 sec
D32 0.89999998 sec
Dpao 0.00093990 sec
L4 23
LS 26
P32 90.00 usec
| TDO 1
CHANNEL f1 =
SFC1 75.4878687
NUC1 13C
| Pl 15.00 usec
! PLW1 15.00000000 W
| "HANNEL £2
SF02 300.1812007 MHz
Nuc2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
2 10.00000000 w
0.20863999 W
0.10495000 W
" F2 - Processing parameters
s
: F 75.4803210 MHz
EM
0
T T T T e T T T T 5 1.00 Bz
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppmezc 1.40

Sekil 4.66. Bilesik 3a’nin 3C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C14H15N7OS; i¢in hesaplanan: 362.0852, bulunan:
362.0849 (Sekil 4.67).
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Measured region for 362.0849 m/z
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Rank _Score Formula (M) lon Sl Meas. mfz _ Pred. miz_Df. (mDa) Df. (ppm) Iso_ DBE
110000 C14 H15N7 G 82 [M+H]= 362.0849  362.0852 03 -0.83 100.00 11.0

Sekil 4.67. Bilesik 3a’nin HRMS spektrumu

4.1.20. 2-((4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo)-N-
(benzotiyazol-2-il)asetamit (3b)

4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (1.5 mmol,
0.3319 g), 2-kloro-N-(benzotiyazol-2-il)asetamit (1.5 mmol, 0.3400 g) ve potasyum

karbonat (1.5 mmol, 0.2073 g) kullanilarak Yontem 4’e¢ gore sentezlenmistir (Sekil
4.68).

N-N

SN N
X N _ S
Wﬂ“ Y QD
N NH, O N

Sekil 4.68. Bilesik 3b

Verim : %89
E.N. :220.4 °C
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IR vmaks (cm™): 3317.56, 3174.83 (N-H gerilim bandlar1), 3047.53 (Aromatik C-
H gerilim band1), 2956.87, 2920.23 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1666.50 (Amit C=0
gerilim bandi), 1604.77, 1573.91, 1529.55, 1483.26, 1454.33, 1442.75 (N-H egilme,
C=N ve C=C gerilim bandlar1), 1425.40, 1379.10, 1346.31, 1259.52, 1236.37, 1184.29,
1126.43, 1029.99, 1016.49, 1006.84 (C-H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H diizlem
i¢i egilme bandlar1), 981.77, 885.33, 871.82, 796.60, 779.24, 752.24, 727.16, 709.80,
669.30, 630.72 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil
4.69).
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Sekil 4.69. Bilesik 3b nin IR spektrumu

IH NMR (300 MHz, DMSO-de): 3.00 (brs, 4H), 4.25 (s, 2H), 5.99 (s, 2H), 7.29-
7.34 (m, 2H), 7.41-7.47 (m, 1H), 7.68 (dt, J= 1.92 Hz, 7.89 Hz, 1H), 7.76 (d, J= 7.92
Hz, 1H), 7.97 (d, J= 7.47 Hz, 1H), 8.40 (dd, J= 1.56 Hz, 4.76 Hz, 1H), 8.48 (d, J= 1.89

Hz, 1H), 12.67 (s, 1H) (Sekil 4.70).
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12,6735

Current t amet

NAME NAL:

EXPNO 1

PROCNC 1

2 t Paramete
0180311

Tim 2.16

FOURTER300
S mm DUL 13C-1

293.6 K
3.00000000 sec
1

======== CHANNEL []1 ========
o1 300.1818537 MHz
1H
13.00 usec
10.00000000 W

2 - Processing parameter

6553
300.1800000 MHz
EM

| )
W e 4

Sekil 4.70. Bilesik 3b 'nin *H NMR spektrumu

0.30 Hz

1.00

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 25.57 (CHy), 29.23 (CHy), 34.91 (CHy), 121.11
(CH), 122.22 (CH), 123.85 (CH), 124.11 (CH), 126.65 (CH), 131.90 (C), 136.42 (CH),
136.72 (C), 147.86 (CH), 148.96 (CH), 150.16 (C), 151.39 (C), 155.94 (C), 158.22 (C),
168.02 (C) (Sekil 4.71).
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Current Data Parameters

NAME NAL-2
EXPNO 2
PROCNO i

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180311

Time 2.18
INSTRUM FOURTER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg

D 32768
SOLVENT DMSO

NS 2048

DS 4

SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187

bW 20.480 usec
DE 6.50 usec
TE 293.6 K
D1 1.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00001500 sec
D32 0.89999998 sec
D40 0.00093990 sec
L4 23

L5 26

P32 90.00 usec
TD0

m=mas=== CHANNEL f1 =

SFO1 75.4878687 MHz
NUC1 13¢

Pl 15.00 usec
PLR1 15.00000000

T
140

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C1sH17N7OS; i¢in hesaplanan: 412.1009, bulunan:

412.1003 (Sekil 4.72).

T
120

Sekil 4.71. Bilesik 3b nin **C NMR spektrumu

T
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60

40

CHANNEL f2 =
300.1812007

NUCZ 1
CPDPRG [2 waltzl6
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PLW2 10.00000000 ®
PLW1Z 0.20863999 W
PLWL3 0.10495000 W
2 - Processing parameters
32768

SF 75.4803210 MHz
WD EM
ssB 0
LB 1.00 Hz
te 0

ppmec 1.40



Measured region for 412.1003 m/z
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Rank Score Formula (M) lon Meas. miz  Pred. mfz Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 94.66 C18 H17N70 82 [M+H]+ 412.1003 412.1009 -0.6 -146 95.76 14.0

Sekil 4.72. Bilesik 3 ’nin HRMS spektrumu

4.1.21. 2-((4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo)-N-
(6-florobenzotiyazol-2-il)asetamit (3c)
4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (1.5 mmol,
0.3319 g), 2-kloro-N-(6-florobenzotiyazol-2-il)asetamit (1.5 mmol, 0.3670 g) ve

potasyum karbonat (1.5 mmol, 0.2073 g) kullanilarak Yontem 4’e gore sentezlenmistir
(Sekil 4.73).

N-N

BN N
A NG
Yy Q}
N NH, O N

Sekil 4.73. Bilesik 3c

Verim : %84
E.N. :230.7 °C
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IR vmaks (cm™): 3323.35, 3201.83 (N-H gerilim bandlar1), 3072.60 (Aromatik C-
H gerilim bandr1), 2958.80, 2922.16 (Alifatik C-H gerilim bandlar), 1674.21 (Amit C=0
gerilim bandi), 1606.70, 1568.13, 1525.69, 1479.40, 1452.40 (N-H egilme, C=N ve
C=C gerilim bandlar1), 1425.40, 1381.03, 1336.67, 1257.59, 1246.02, 1232.51, 1195.87,
1165.00, 1107.14, 1049.28, 1031.92 (C-H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H diizlem
ici egilme bandlar1), 979.84, 937.40, 910.40, 887.26, 869.90, 852.54, 825.53, 800.46,
773.46, 744.52, 713.66, 677.01, 659.66, 630.72 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme
bandlar1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil 4.74).
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Sekil 4.74. Bilesik 3c’nin IR spektrumu

IH NMR (300 MHz, DMSO-de): 3.00 (brs, 4H), 4.25 (s, 2H), 5.99 (s, 2H), 7.26-
7.33 (m, 2H), 7.68 (dt, J= 1.92 Hz, 7.89 Hz, 1H), 7.77 (dd, J= 4.83 Hz, 8.89 Hz, 1H),
7.89 (dd, J= 2.67 Hz, 8.70 Hz, 1H), 8.40 (dd, J= 1.59 Hz, 4.77 Hz, 1H), 8.49 (d, J= 1.80

Hz, 1H), 12.70 (s, 1H) (Sekil 4.75).
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13 usec
10.00000 W

J )| Jb

A B A A

Sekil 4.75. Bilesik 3¢ 'nin *H NMR spektrumu

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 25.56 (CHs), 29.22 (CHy), 34.83 (CHz), 108.68
(d, J= 27.00 Hz, CH), 114.77 (d, J= 24.00 Hz, CH), 122.23 (d, J= 9.00 Hz, CH), 123.86
(CH), 133.14 (d, J= 11.25 Hz, C), 136.43 (CH), 145.70 (C), 147.85 (CH), 150.15 (C),
151.38 (CH), 155.94 (C), 157.55 (C), 158.23 (d, J= 2.25 Hz, C), 160.73 (C), 168.12 (C)
(Sekil 4.76).
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Current Data Parameters
NAME NAL
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g}
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™)
BRUKER
(<)

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20180311

ime .21
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG 2gpg

TD 32768
SOLVENT DMSO

NS 2048

DS 4

SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec
DE 6.50 usec
TE 293.6 K

D1 1.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00001500 sec
D32 0.89999998

D40 0.00093990

L4 23

L5 26

P32 90.00 usec
TDO 1

»== CHANNEL f1 = -
75.4878687 MHz
13c

15.00 usec
15.00000000 W

CHANNEL f2 s=saswm=

Ly

2 300.1812007 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzl6
PCPD2 90.00 usec
PLW2 10.00000000 w
PLW12 0.20863999 W
PLW13 0.10495000 W

F2 - Processing parameters
S1

32768
75.4803210 MHz

SF
WDW EM
SSB
T T T T T T T T T ie 1.00 Hz
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppmec 1.40

Sekil 4.76. Bilesik 3c nin **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" CisH16FN7OS; i¢in hesaplanan: 430.0915, bulunan:

430.0908 (Sekil 4.77).
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Measured region for 430.0908 m/z
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Rank Score Formula (M} lon ___Mees.miz _ Pred. miz_ Df. {mDa) Df (ppm}) lso DBE
1 7172 C18 HI6N7OF 82 [M+H]+ 430.0908 430.0915 -0.7 -1.83 7287 14.0

Sekil 4.77. Bilesik 3¢ 'nin HRMS spektrumu

4.1.22. 2-((4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo)-N-
(6-klorobenzotiyazol-2-il)asetamit (3d)
4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (1.5 mmol,
0.3319 g), 2-kloro-N-(6-klorobenzotiyazol-2-il)asetamit (1.5 mmol, 0.3917 g) ve

potasyum karbonat (1.5 mmol, 0.2073 g) kullanilarak Yontem 4’e gore sentezlenmistir
(Sekil 4.78).

N-N

SN
N N7 s NS
Wm T T@CI

Sekil 4.78. Bilesik 3d

Verim : %90
E.N. :223.7 °C
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IR vmaks (cm™): 3313.71, 3170.97 (N-H gerilim bandlar1), 3068.75 (Aromatik C-
H gerilim bandi), 2970.38, 2922.16, 2839.22 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1685.79
(Amit C=0 gerilim band1), 1600.92, 1568.13, 1481.33, 1440.83 (N-H egilme, C=N ve
C=C gerilim bandlar1), 1415.75, 1382.96, 1328.95, 1261.45, 1234.44, 1176.58, 1097.50,
1053.13, 1022.27, 1004.91 (C-H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H diizlem igi
egilme bandlart), 983.70, 887.26, 848.68, 812.03, 802.39, 759.95, 709.80, 690.52
(Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlari1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil 4.79).
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Sekil 4.79. Bilesik 3d 'nin IR spektrumu

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds): 3.00 (brs, 4H), 4.25 (s, 2H), 5.99 (s, 2H), 7.30
(dd, J= 4.80 Hz, 7.68 Hz, 1H), 7.46 (dd, J= 2.13 Hz, 8.67 Hz, 1H), 7.68 (d, J= 7.80 Hz,
1H), 7.76 (d, J= 8.64 Hz, 1H), 8.13 (d, J= 2.07 Hz, 1H), 8.40 (dd, J= 1.35 Hz, 4.71 Hz,
1H), 8.49 (d, J= 1.68 Hz, 1H), 12.76 (s, 1H) (Sekil 4.80).
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Current Data P meter
NAME NAL-4
EXPNO 1
PROCN 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180311
Time 4.22
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
D 16384
SOLVENT DMSO
NS 16
DS 0
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 28 39
DwW 0
DE
TE 293.5 K
D1 3.00000000 sec
D0 1
44444444 CHANNEL f1 ========
SFO1 300.1818537 MHz
NUC1 14
Pl 13.00 usec
PLW1 10.00000000 W
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 300.1800000 MHz
WowW EM
SSB 0

k J l LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00

T T T T T T T T T T 1
10 9 8 7 3 5 4 3 2 1 ppm

f i f

Sekil 4.80. Bilesik 3d 'nin *H NMR spektrumu

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 25.56 (CHs), 29.22 (CH),

34.85 (CHy), 121.95

(CH), 122.33 (CH), 123.86 (CH), 127.00 (CH), 128.14 (C), 133.61 (C), 136.45 (CH),
136.72 (C), 147.84 (CH), 147.87 (CH), 150.13 (C), 151.37 (C), 155.95 (C), 159.08 (C),

168.25 (C) (Sekil 4.81).
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Current Data Parameters
NAME NAL-4
EXPNO 2
| PROCNO i
| F2 - Acquisition Parameters
| 20180311
| 4.24
| FOURIER300
5 mm DUL 13C-1
i z9pg
32768
DMSO
2048
4
24414.063 &
0.745058 Hz
0.6710886 sec
RG 501.187
bW
DE
TE 293 .5 K
D1 1.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00001500 sec
D32 0.89999998 sec
D40 0.00093990 sec
L4
L5 26
P32 90.00 usec
TDO 1
== CHANNEL fl = -
1 75.4878687 MHz
| 13¢
| 15.00 usec
| 15.00000000 W
| | =====mw== CHANNEL f2 ===s===m=
I SFO2 300.1812007 MHz
| NuC2 18
i CPDPRG (2 waltzl6
PCPD2 90.00 usec
PLW2 10.00000000 W
PLW12 0.20863999 W
PLW13 0.10495000 W
F2 - Processing parameters
. N S 32768
SF 75.4803210 Miz
WDW EM
SSB 0
T T T T T T T T T 1['55 ¢ 1.00 Hz
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppmec 1.40

Sekil 4.81. Bilesik 3d nin **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]* C1gH16CIN7OS; i¢in hesaplanan: 446.0619, bulunan:
446.0614 (Sekil 4.82).
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Measured regicn for 446.0614 m/z
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C18 H16 N7 O 82 ClI [M+H]+ : Predicted region for 446.0619 m/z
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Rank Score Formula (M) i P A Meas. m/z__ Prad. miz Df. (mDa) _Df. (ppm) Iso DBE
1 83.36 C18H16 N7 0 S2Cl [M+H]+ 446.0614  446.0619 05 -112 8361 14.0

Sekil 4.82. Bilesik 3d’nin HRMS spektrumu

4.1.23. 2-((4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo)-N-
(6-bromobenzotiyazol-2-il)asetamit (3e)

4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (1.5 mmol,
0.3319 g), 2-kloro-N-(6-bromobenzotiyazol-2-il)asetamit (1.5 mmol, 0.4584 g) ve

potasyum karbonat (1.5 mmol, 0.2073 g) kullanilarak Yontem 4’e gore sentezlenmistir

(Sekil 4.83).

Verim
E.N.

: %88
:218.9 °C

N-N

SN
X NS
Wﬂ“ Y Q}
N NH, 0O N

Br

Sekil 4.83. Bilesik 3e
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IR vmaks (cm™): 3307.92, 3163.26 (N-H gerilim bandlar1), 3055.24 (Aromatik C-
H gerilim band1), 2956.87, 2918.30 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1668.43 (Amit C=0
gerilim bandi), 1600.92, 1568.13, 1529.55, 1489.05, 1440.83 (N-H egilme, C=N ve
C=C gerilim bandlar1), 1419.61, 1379.10, 1346.31, 1257.59, 1234.44, 1188.15, 1083.99,
1041.56, 1028.06, 1006.84 (C-H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H diizlem igi
egilme bandlart), 983.70, 960.55, 877.61, 810.10, 779.24, 746.45, 709.80, 682.80
(Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlari1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil 4.84).
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Sekil 4.84. Bilesik 3e’nin IR spektrumu

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds): 2.99 (brs, 4H), 4.25 (s, 2H), 5.99 (s, 2H), 7.28-
7.33 (m, 1H), 7.57 (dd, J= 2.07 Hz, 8.63 Hz, 1H), 7.67-7.72 (m, 2H), 8.26 (d, J= 1.98
Hz, 1H), 8.40 (dd, J= 1.62 Hz, 4.77 Hz, 1H), 8.49 (d, J= 1.92 Hz, 1H), 12.77 (s, 1H)
(Sekil 4.85).
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Current Data Parameters
NAME NAL-5
EXENO 1
PROCNO
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180311
Time 5.25
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
D 16384
SOLVENT DMSO
NS 16
DS 0
SWH 6103.516
FIDRES 0.372529
AQ 1.3421773
RG 29.993
DwW 81.920 use
DE 6.50 use
TE 293.5 K
D1 3.00000000 se
TDO 1
======= CHANNEL f] ====s====
SFO1 300.181853 E
NUC1 1
P1 13.00 usec
PLW1 10.00000000 W
F2 - Processing param
ST 65536
SF 300.1800000 MHz
WDW EM
J SSB 0

L J ﬂ LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00

T
1 12 10 8 3 1 ppm

Sekil 4.85. Bilesik 3e ’nin *H NMR spektrumu
13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 25.56 (CH.), 29.22 (CH2), 34.85 (CH>), 116.05
(C), 122.73 (CH), 123.85 (CH), 124.78 (CH), 129.68 (CH), 134.10 (C), 136.41 (CH),

136.71 (C), 147.86 (CH), 148.17 (CH), 150.16 (C), 151.37 (C), 155.95 (C), 159.05 (C),
168.27 (C) (Sekil 4.86).
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Current Data Parameters
NAME NAL-5
EXPNO 2
| PROCNO 1
| F2 - Acquisition Parameters
| Date_ 20180311
| Time 5.26
| INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG 2gpg
™ 32768
SOLVENT DMSO
NS 2048
DS 1
SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 6.50 usec
TE 293.4 K
b1 1.00000000 sec
L11 0.03000000 sec
D31 0.00001500 sec
D32 0.89999998 sec
D40 0.00093990 sec
L4 23
L5 26
P32 90.00 usec
TDO 1
CHANNEL £1 ===
75.4878687
13¢
15.00 usec
15.00000000 W
|
CHANNEL f£2
| | 300.1812007 MHz
| N 1
| PDPRG [2 waltzl6
| PCPD2 90.00 usec
| | PLW2 10.00000000 W
| | PLW12 0.20863999 W
| PLW13 0.10495000 W
|
F2 - Processing parameters
ST 327
SF 75.4803210 MHz
WD :
SSB 0
I P
T T T T T T T T T e . 100/ e
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppmec 1.40

Sekil 4.86. Bilesik 3e nin *C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C1gH16BrN7OS; i¢in hesaplanan: 490.0114, bulunan:

490.0110 (Sekil 4.87).
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Measured region for 480.0110 m/z .
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_Renk Score Formula (M) __lon Meas. miz  Pred. miz Df. {(mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 70.52 C18 H16 N7 O S2 Br [M+H]+ 480.0110 490.0114 -0.4 -0.82  70.52 14.0

Sekil 4.87. Bilesik 3e 'nin HRMS spektrumu

4.1.24. 2-((4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo)-N-
(6-metilbenzotiyazol-2-il)asetamit (3f)
4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (1.5 mmol,
0.3319 g), 2-kloro-N-(6-metilbenzotiyazol-2-il)asetamit (1.5 mmol, 0.3611 g) ve

potasyum karbonat (1.5 mmol, 0.2073 g) kullanilarak Yontem 4’e gore sentezlenmistir
(Sekil 4.88).

H;

N-N

/ &\ H
X NS
(Y Q}
N NH, 0O N C

Sekil 4.88. Bilesik 3f

Verim : %79
E.N. :220.7 °C
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IR vmaks (cm™): 3350.35, 3321.42 (Amino grubu N-H gerilim bandlar1), 3169.04
(Amit N-H gerilim bandi), 3057.17 (Aromatik C-H gerilim bandi), 2922.16, 2856.58
(Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1668.43 (Amit C=0 gerilim band1), 1610.56, 1577.77,
1529.55, 1460.11 (N-H egilme, C=N ve C=C gerilim bandlar1), 1421.54, 1377.17,
1340.53, 1257.59, 1230.58, 1209.37, 1176.58, 1128.36, 1109.07, 1026.13 (C-H egilme,
C-N gerilim ve aromatik C-H diizlem igi egilme bandlari), 981.77, 898.83, 879.54,
810.10, 800.46, 777.31, 746.45, 709.80, 684.73, 659.66 (Aromatik C-H diizlem dis1
egilme bandlar1 ve C-S gerilim band1) (Sekil 4.89).
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Sekil 4.89. Bilesik 3f nin IR spektrumu

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds): 2.41 (s, 3H), 3.00 (brs, 4H), 4.24 (s, 2H), 5.99 (s,
2H), 7.24-7.33 (m, 2H), 7.63 (s, 1H), 7.66-7.71 (m, 1H), 7.76 (s, 1H), 8.40 (dd, J= 1.59
Hz, 4.77 Hz, 1H), 8.49 (d, J= 1.83 Hz, 1H), 12.59 (s, 1H) (Sekil 4.90).
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current Data Parameters
VAME NAL-6
(P 1
RO 1
2 ition Parameters
Dat 20180311
Tim 7.26
FOURIER300
Q 5 mm DUL 13C-1
SOTA
S
SWF
DF
AQ
> ec
TE 293.4 K
DO
SFO1
NUC1
P1
PLW1
F2 Processing
S1 5
SF 300. i z
wWDw A
58B [
J LB 0.30 Hz
GB 0
R 1.00
T T T T T T T T T T 1
12 11 10 9 3 5 4 3 2 1 ppm

[ Y

Sekil 4.90. Bilesik 3f nin *H NMR spektrumu

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 21.47 (CHs), 25.58 (CH2), 29.23 (CH2), 34.90
(CHs), 120.74 (CH), 121.80 (CH), 123.85 (CH), 127.97 (CH), 132.04 (C), 133.58 (C),
136.41 (CH), 136.71 (C), 146.93 (CH), 147.86 (CH), 150.16 (C), 151.39 (C), 155.93
(C), 157.33 (C), 167.86 (C) (Sekil 4.91).
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Current Data Parameters
NAME NAL-6
EXPNO 2
PROCNO i
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180311
Time 6.27
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg
™ 32768
SOLVENT DMSO
us 2048
DS 4
SHH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 6.50 usec
TE 293.3 K
D1 1.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00001500 sec
D32 0.89999998 sec
D40 0.00093990 sec
L4 23
L5 26
P32 90.00 usec
! ™0 1
= CHANNEL f1 = =
75.4878687 M
13¢c
15.00 usec
15.00000000 W
| CHANNEL f2 ss====m=
300.1812007 MHz
A 14
| CPDPRG (2 waltzl6
| PCPD2 90.00 usec
PLW2 10.00000000 W
PLW12 0.20863999 W
PLW13 0.10495000 W
X F2 - Processing parameters
! ST 32768
SF 75.4803210 MHz
WD EM
SSB 0
T T T T T T T T T e 0 100z
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppmec 1.40

Sekil 4.91. Bilesik 3f nin 13C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" CigH19N7OS; i¢in hesaplanan: 426.1165, bulunan:

426.1156 (Sekil 4.92).
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Measured region for 426.1156 m/z
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A ;;‘
0 L : AR S i\ ‘ e .
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Rank Score Formula (M) o lon Meas. mfz  Pred. miz Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 83.26 C19H19N70S2 [M+H]+ 426.1156 426.1165 -0.9 -2.11  85.64 14.0

Sekil 4.92. Bilesik 3f 'nin HRMS spektrumu

4.1.25. 2-((4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo)-N-
(6-metoksibenzotiyazol-2-il)asetamit (3g)
4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (1.5 mmol,
0.3319 g), 2-kloro-N-(6-metoksibenzotiyazol-2-il)asetamit (1.5 mmol, 0.3851 g) ve

potasyum karbonat (1.5 mmol, 0.2073 g) kullanilarak Yontem 4’e gore sentezlenmistir
(Sekil 4.93).

N-N
/ H
PREAD & s
N° NH, O N OCH,

Sekil 4.93. Bilesik 39

Verim : %80
E.N. :215.9 °C
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IR Vmaks (cm™): 3319.49 (N-H gerilim band1), 3074.53, 3005.10 (Aromatik C-H
gerilim bandlari), 2933.73, 2839.22 (Alifatik C-H gerilim bandlar1), 1676.14 (Amit
C=0 gerilim band1), 1610.56, 1577.77, 1562.34, 1471.69 (N-H egilme, C=N ve C=C
gerilim bandlar1), 1435.04, 1417.68, 1375.25, 1330.88, 1280.73, 1255.66, 1226.73,
1176.58, 1124.50, 1101.35, 1056.99, 1026.13 (C-H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-
H diizlem i¢i egilme bandlar1), 981.77, 900.76, 833.25, 798.53, 744.52, 709.80, 661.58,
636.51 (Aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim bandi) (Sekil 4.94).
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Sekil 4.94. Bilesik 3g 'nin IR spektrumu

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds): 3.00 (brs, 4H), 3.80 (s, 3H), 4.23 (s, 2H), 5.99 (s,
2H), 7.03 (dd, J= 2.61 Hz, 8.83 Hz, 1H), 7.30 (dd, J= 4.83 Hz, 7.66 Hz, 1H), 7.56 (d, J=
2.55 Hz, 1H), 7.64-7.71 (m, 2H), 8.40 (dd, J= 1.38 Hz, 4.73 Hz, 1H), 8.49 (d, J= 1.71
Hz, 1H), 12.54 (s, 1H) (Sekil 4.95).
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Current Data Parameters
NAME NAL-7
EXPNO X
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 2
Time 1,29
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
D 16384
SOLVENT DMSO
NS 16
DS 0
SWH 6103.516 H
FIDRE 0.372529 ¢
AQ 1.3421773 sec
RG 20.3827
bW 81.920
DE 6.50 e
TE 293.3 K
D1 3.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 300.1818537 MH
NUC1 1H
Pl 13.00 usec
PLW1 10.00000000 W
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 300.1800000 MRz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00

T L S8
13 11 10 L) 3 2

Y Y

Sekil 4.95. Bilesik 3g 'nin *H NMR spektrumu

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 25.58 (CHz), 29.23 (CHy), 34.86 (CH2), 56.08
(CHs), 105.16 (CH), 115.45 (CH), 121.72 (CH), 123.85 (CH), 133.22 (C), 136.42 (CH),
136.71 (C), 143.04 (C), 147.86 (CH), 150.16 (CH), 151.41 (C), 155.93 (C), 156.15 (C),
156.63 (C), 167.69 (C) (Sekil 4.96).
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Sekil 4.96. Bilesik 3g nin **C NMR spektrumu

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C19H19N702S; igin hesaplanan: 442.1114, bulunan:
442.1107 (Sekil 4.97).
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Sekil 4.97. Bilesik 39 'nin HRMS spektrumu

4.2. Uygulanan Sentez Yontemlerinin Degerlendirilmesi

4.2.1. 4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon elde

edilisi

3-(Piridin-3-il)propiyonik asit ile tiyokarbohidrazitin 170-175 °C’de reaksiyonu

sonucu
edilmistir (Sekil 4.98) (Sever, 2015).

4-amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon
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Sekil 4.98. 4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon elde edilisi icin

onerilen mekanizma

4.2.2. 6-Aril-3-(2-(piridin-3-il)etil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiyadiazin elde

edilisi

Ik asamada 2-bromo-1-ariletanonlar ile aminomerkaptotriazoliin 3 numarali
konumundaki tiyol grubunun elektrofilik siibstitiisyon reaksiyonu sonucu S-alkilasyon
irlinliniin meydana geldigi; sonrasinda triazol halkasinin 4 numarali konumundaki amin
grubu ile 2-bromo-l-ariletanon karbonilinin kondenzasyon reaksiyonu sonucu
molekiilden 1 mol suyun ayrilmasi ile halkanin kapandigi dngoriilmektedir (Sekil 4.99)
(Aytag, 2008).
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Sekil 4.99. 6-Aril-3-(2-(piridin-3-il)etil)-7H-[1,2,4]triazolo[ 3,4-b][1,3,4]tiyadiazin tirevierinin

elde edilisi icin onerilen mekanizma

4.2.3. 2-Kloro-N-(aril)asetamit tiirevlerinin elde edilisi

2-Kloro-N-(aril)asetamit  tiirevleri, aromatik amin tirevlerinin  TEA
katalizorliigiinde susuz toluen iginde kloroasetil kloriir ile niikleofilik yer degistirme
reaksiyonu sonucunda elde edilmistir (Sekil 4.100). Bu tiir agilasyon reaksiyonlari
ekzotermik reaksiyonlar oldugu igin ve olusan 1sidan reaksiyona giren bilesiklerin
etkilenmesini Onlemek amaciyla reaksiyon buz banyosunda siirekli karigtirarak

yuriitiilmiistiir (Altintop, 2009).

Ar—NH, + Cl—C—Cit,~Cl

9 &
Ar—ITILC—CHZ—Cl +

I + _
C—CH,—Cl ——— Ar—N—C—CH,—Cl + (C,Hs);NH.Cl

Sekil 4.100. 2-Kloro-N-(aril)asetamit tiirevierinin elde edilisi igin dénerilen mekanizma
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Reaksiyonda susuz ¢oziicti kullanilmistir. Cilinkii kloroasetil kloriir su molekiilleri

ile kloroasetik asit ve hidroklorik asit vermek tizere reaksiyona girer (Sekil 4.101).

(@) o
Cl—CH,—C—Cl + H,0 —> C(Cl—CH,—C—OH + HCI

Sekil 4.101. Kloroasetil kloriiriin su ile reaksiyonu

4.2.4. 2-((4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo)-N-(aril)asetamit

elde edilisi

Acil halojeniirlerin tiyoller ile niikleofilik yer degistirme reaksiyonunun
gerceklesebilmesi igin genellikle bazik ortama ihtiya¢g vardir. Baz hem tiyon-tiyol
tautomerisinde tiyol formunu desteklerken hem de tiyol grubunun niikleofilik 6zelligini
artirmaktadir. Bu deneyde baz olarak potasyum karbonat kullanilmistir. Reaksiyon
¢oziiclisi olarak acil kloriirlerin sulu ortama olan hassasiyetleri géz Oniine alinarak
susuz aseton tercih edilmistir. Reaksiyon ¢oOzeltisi oda sicakliginda 12 saat
karistirilmistir. Bu siire¢ sonunda iiriin olusumu ITK ile belirlenmistir. Reaksiyon
¢Oziiciisii ugurulmus ve kalan madde su ile muamele edilerek baz ve tuz artiklar
uzaklastirilmustir (Sekil 4.102) (Altintop, 2009).

H
N-N N-N N—T}\
/ /N K,CO,4 I\
(E/\/QIT]KS _— (E/\/QTTI)\SH i et NP~ | ITJ S~
N NH, SN NH, N NH,
N-N 0 A
SN ClmCH,—C-N-Ar —— | & . s-- et
- A= »— L™ AT —mm™™™ | - vy T N >~ "~~~ T " .
SRS “ I W o
NS — L
S NH, N NH, S
N HN-Ar

(jM )\SW .

Sekil 4.102. 2-((4-Amino-5-(2-(piridin-3-il)etil)-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo)-N-(aril)asetamit tirevierinin

elde edilisi i¢in onerilen mekanizma
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4.3. Spektral Verilerin Degerlendirilmesi
4.3.1. IR spektrumlarimin degerlendirilmesi

1 nolu bilesige ait IR spektrumunda, tiyol formu i¢in karakteristik olan 2600-2550
cm? bolgesinde S-H gerilim bandi gozlemlenmemesi, bilesigin tiyon formunda
bulundugunu gostermektedir. Bu bilesigin spektrumunda, serbest amino grubuna ve
triazole ait N-H gerilim bandlar1 3270-3136 cm™°de, aromatik C-H gerilim band1 3059
cm™°de, alifatik C-H gerilim bandlar1 2972-2931 cm™’de, N-H egilme, C=N ve C=C
gerilim bandlar1 1615-1456 cm™®’de, C-H egilme, C-N, C=S gerilim ve aromatik C-H
diizlem ici egilme bandlar1 1421-1029 cm™’de, aromatik C-H diizlem dis1 egilme
bandlar1 ise 993-707 cm™’de gozlemlenmistir.

Triazolotiyadiazin halkasi tasiyan bilesiklerin (2a-j) spektrumlarinda; N-H gerilim
bandlarinin gdzlemlenmemesi triazolotiyadiazin halkasinin kapandigini gostermektedir.
Bu bilesiklerin spektrumlarinda, aromatik C-H gerilim bandlar1 3111-3001 cm™’de,
alifatik C-H gerilim bandlar1 2993-2841 cm™*’de, C=C ve C=N gerilim bandlar1 1651-
1438 cm™’de, C-H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H diizlem i¢i egilme bandlar:
1433-1002 cm™’de, aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlar1 ve C-S gerilim bandi
953-624 cm™’de gozlemlenmistir. Siyano siibstitiienti tastyan 2f kodlu bilesige ait
spektrumda ise C=N gerilim band1 2231.64 cm™’de gdzlemlenmistir.

Triazol halkasi tasiyan bilesiklerin (3a-g) spektrumlarinda; N-H gerilim bandlari
3350-3163 cm™, aromatik C-H gerilim bandlar1 3076-3005 cm™, alifatik C-H gerilim
bandlar1 2970-2839 cm®, amit C=0 gerilim band1 1686-1662 cm?, N-H egilme, C=N
ve C=C gerilim bandlar1 1632-1440 cm™, C-H egilme, C-N gerilim ve aromatik C-H
diizlem i¢i egilme bandlar1 1435-1004 cm™, aromatik C-H diizlem dis1 egilme bandlari
ve C-S gerilim band1 993-619 cm™’de gézlemlenmistir.
4.3.2.'H NMR spektrumlarimin degerlendirilmesi

1 nolu bilesigin *H NMR spektrumunda, triazol halkasima ait N-H protonu, 13.44
ppm’de singlet olarak gdzlemlenmistir. Triazol halkasinin dordiincli konumuna bagl
amino grubuna ait protonlar 5.58 ppm’de singlet, besinci konumuna bagl etil protonlar
ise 2.93-3.03 ppm’de multiplet olarak gézlemlenmistir. Piridin halkasinin protonlarina
ait pikler ise 7.30-8.44 ppm’de saptanmustir.

Triazolotiyadiazin halkasi tasiyan bilesiklerin (2a-J) spektrumlarinda, amino
grubuna ait protonlarin gézlemlenmemesi, triazolotiyadiazin halkasinin kapandigini

gostermektedir. Triazolotiyadiazin halkasinin 7. konumuna bagli metilen protonlar
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4.35-4.55 ppm’de singlet olarak gozlemlenmistir. Triazolotiyadiazin halkasinin {igiincii
konumuna bagli etil protonlart 3.25-3.39 ppm’de gdzlemlenmistir. Aromatik ve
heteroaromatik halkalara ait protonlar ise 7.37-8.96 ppm’de gbzlemlenmistir.

2h kodlu bilesigin metil siibstitiientine ait protonlar 2.38 ppm’de singlet, 2i kodlu
bilesigin metoksi grubuna ait protonlar ise 3.85 ppm’de singlet olarak gozlemlenmistir.

Triazol halkasi tasiyan bilesiklerde (3a-g) ortak olan asetamit yapisinin CH»
protonlar1, karbonil grubu ve kiikiirt atomunun etkisiyle 4.18-4.25 ppm’de singlet olarak
kaydedilmistir. Asetamit yapisina ait N-H protonu 12.41-12.77 ppm’de singlet olarak
gozlemlenmistir. Triazol halkasmnin dordiincii konumuna bagli amino grubuna ait
protonlar ise 5.97-5.99 ppm’de singlet olarak belirlenmistir. Triazol halkasinin besinci
konumuna baglh etil grubuna ait protonlar 2.99-3.00 ppm’de olarak gézlemlenmistir.
Piridin protonlar1 ise 7.23-8.49 ppm’de goézlemlenmistir. Benzotiyazol halkasina ait
protonlar 7.03-8.49 ppm bdlgesinde sogurma yapmislardir.

3a kodlu bilesige ait tiyazol halkasi protonlar1 7.28-7.48 ppm’de sogurma
yapmuglardir. 3f kodlu bilesige ait benzotiyazol halkasinin altinci konumuna bagli metil
grubuna ait protonlar 2.41 ppm’de singlet olarak gozlemlenmistir. 3g kodlu bilesige ait
benzotiyazol halkasinin altinct konumuna bagli metoksi grubuna ait protonlar 3.80
ppm’de singlet olarak kaydedilmistir.
4.3.3.3C NMR spektrumlarinin degerlendirilmesi

1 nolu bilesige ait *C NMR spektrumunda, triazol halkasmin Cs karbonu 165.93
ppm ve Cs karbonu 151.13 ppm; triazole bagl metilen grubuna ait karbon 28.12 ppm’de
sogurma yapmislardir. Piridin karbonlar1 123-149 ppm, piridine bagli metilen grubunun
karbonu 25.65 ppm’de sogurma yapmislardir.

2a-j kodlu bilesiklerde ortak olan triazolotiyadiazin halkasinin C3 karbonlar1 144-
153 ppm, Cs karbonlar1 153-163 ppm, C7 karbonlar1 24-25 ppm, Csa karbonlar1 152-155
ppm bdlgesinde gozlemlenmistir. Triazolotiyadiazin halkasina bagli metilen grubu
karbonlar1 23-24 ppm; aromatik karbonlar ise 114-167 ppm’de sogurma yapmislardir.
Piridin karbonlar1 122-147 ppm, piridine bagli metilen grubunun karbonu 28-29 ppm
bolgesinde sogurma yapmiglardir.

2f kodlu bilesikte siyano karbonu 118.75 ppm’de, 2g kodlu bilesikte triflorometil
karbonu ise 126.12 ppm’de gozlemlenmistir. 2h kodlu bilesikte metil karbonu 21.55
ppm’de, 2i kodlu bilesikte metoksi karbonu 56.08 ppm’de gbézlemlenmistir. 2j kodlu
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bilesikte triazolotiyadiazin halkasinin altinct konumuna bagli naftalen halkasi karbonlari
127-140 ppm’de gozlemlenmistir.

Triazol halkasi tasiyan bilesiklerde (3a-g) ortak olan asetamit yapisinin karbonil
grubuna ait karbon 156-166 ppm bélgesinde sogurma yapmustir. Triazol halkasinda C3
karbonlar1 150-156 ppm ve Cs karbonlar: 155-158 ppm, triazole bagli metilen grubuna
ait karbon 25-26 ppm, karbonil grubu ve kiikiirt atomunun arasinda kalan metilen
grubuna ait karbon 34-35 ppm bolgesinde gézlemlenmistir. Piridin karbonlar1 123-151
ppm, piridine bagli metilen grubunun karbonu ise 29-30 ppm bdlgesinde sogurma
yapmiglardir. Bilesiklerde ortak olan benzotiyazol halkasinda C» 167-169 ppm, Caa
karbonu 143-152 ppm, C7a karbonu 131-134 ppm, Cs 116-158 ppm, diger karbonlar ise
105-130 ppm bolgesinde gézlemlenmistir.

3a kodlu bilesikteki tiyazol halkasinda C karbonu 158.28 ppm, Cs karbonu
136.41 ppm, Cs karbonu 114.15 ppm’de gozlemlenmistir. 3f kodlu bilesikteki
benzotiyazoliin altinci konumuna bagli metil grubuna ait karbon 21.47 ppm’de sogurma
yapmustir. 3g kodlu bilesikteki benzotiyazole bagli metoksi grubuna ait karbon 56.08
ppm’de kaydedilmistir.

4.3.4. Kiitle spektrumlarinin degerlendirilmesi

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

1, 2a, 2D, 2c, 2d, 2f, 2g, 2h, 2i, 2j, 3a, 3b, 3c, 3d, 3f ve 3g kodlu bilesiklerin kiitle
spektrumlarinda M*+1 piki, brom siibstitiienti tasiyan 2e ve 3e kodlu bilesiklerin kiitle
spektrumlarinda ise M* ve M*+2 pikleri gozlemlenmistir.

4.4. In Vitro Etki Sonuclarinin Degerlendirilmesi
4.4.1. MTT deneyi sonuclarinin degerlendirilmesi

MTT sonuglarina gore, 2a, 2b, 2c¢, 2d, 2j, 3a, 3b, 3c, 3d, 3f ve 3g kodlu
bilesiklerin A549 hiicre dizisi (sirasiyla 7.23+1.62, 8.13+0.81, 11.83£2.25, 15.75+0.35,
4.00, 0.48+0.04, 0.68+0.18, 0.27+0.02, 0.34+0.02, 6.50+0.50 ve 0.48+0.03 pg/mL 1Cso
degerleri ile) tizerine cisplatine (ICso= 11.50+0.71 pg/mL) kiyasla olduke¢a etkili
olduklar1 goriilmektedir. Bununla birlikte, 2j bilesiginin NIH/3T3 hiicre dizisi
tizerindeki sitotoksik etkisi géz oniinde bulunduruldugunda diger bilesiklere kiyasla Sl
degerinin diisiik oldugu belirlenmistir. 2i kodlu bilesik ise A549 hiicre dizisi tizerinde
(ICso= 13.66+2.52 pg/mL) cisplatine benzer sitotoksik etki gostermesine ragmen,

NIH/3T3 hiicre dizisi tizerindeki yiiksek sitotoksik etkisi (1C50<3.90 pg/mL) nedeniyle
119



antikanser etkisinin seg¢ici olmadigi sonucuna varilmistir. Triazolotiyadiazin tiirevi
bilesikler arasinda, triazolotiyadiazin halkasinin 6. konumuna bagli 4-bromofenil, 4-
siyanofenil ve 4-triflorometilfenil yapilar1 tasiyan sirasiyla 2e, 2f ve 2g kodlu bilesikler
test edilen konsantrasyon araliinda AS549 hiicre dizisi {izerine sitotoksik etki
gostermemistir. Benzotiyazol tiirevi bilesikler (3b-g) arasinda, benzotiyazol halkasinin
6. konumunda brom siibstitiienti tasiyan 3e bilesigi AS549 hiicresi iizerine oldukga diisiik
sitotoksik etki (ICso= 361.67+12.58 ng/mL) gostermistir. Bu durum, benzotiyazol
halkasinin 6. konumuna bagli brom siibstitiientinin antikanser etkiyi azalttigini
gostermektedir.

Ozellikle tiyazol halka sistemi tastyan 3a kodlu bilesik (SI= 430.54) ile
benzotiyazol halkasinin 6. konumuna bagl flor ve metoksi siibstitiientleri tasiyan
sirastyla 3¢ (Sl= 629.63) ve 3g (SI= 1041.66) kodlu bilesiklerin en selektif antikanser
aktiviteye sahip olduklar1 saptanmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Bilesiklerin A549 ve NIH/3T3 hiicre dizileri iizerine sitotoksik etkileri

I1Cso degerleri (ng/mL)
Bilesik SI degerleri*
A549 Hiicre dizisi NIH/3T3 Hiicre dizisi

2a 7.23+£1.62 >500 >69.16
2b 8.13+0.81 >500 >61.50
2c 11.83+2.25 >500 >42.27
2d 15.75+0.35 >500 >31.75
2e >500 >500 -

2f >500 >500 -

29 >500 >500 -
2h 41.33+0.58 >500 >12.10
2i 13.66+2.52 <3.90 -

2j 4.00 6.66+1.04 1.67
3a 0.48+0.04 206.66+11.55 430.54
3b 0.68+0.18 23.33+6.11 34.31
3c 0.27+0.02 170+£17.32 629.63
3d 0.34+0.02 4.90+0.36 14.41
3e 361.67+12.58 >500 >1.38
3f 6.50+0.50 >500 >76.92
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39 0.48+0.03 >500 >1041.66

Cisplatin 11.50+0.71 - -

GSK690693 6.15+0.49 - -

* SI= NIH/3T3 hiicre dizisi igin ICso / A549 hiicre dizisi igin ICso.

4.4.2. Apoptoz iizerine etkilerinin degerlendirilmesi

Akim sitometrisi analiz sonuglari, 6zellikle 2c¢, 2d, 3d, 3f ve 3g kodlu bilesiklerin
apoptozu indiikledigini gostermektedir. 2¢c, 3d ve 3f kodlu bilesikler (sirasiyla %7.8,
%8.1 ve %9.6) ise cisplatinden (%7.6) daha yiiksek apoptotik etkiye neden olmustur
(Tablo 4.2, Sekil 4.103). Triazolotiyadiazin halka sistemi tasiyan bilesiklerde (2a-j),
ozellikle 6. konuma bagl fenil halkasinin 4. konumundaki flor siibstitiientinin apoptotik
etkiyi arttirdigi belirlenmistir. Triazol halka sistemi tasiyan bilesiklerde (3a-g) ise,
ozellikle benzotiyazol halkasinin 6. konumuna bagli klor ve metil siibstitiientlerinin

apoptotik etkide onemli rol oynadig1 tespit edilmistir.

Tablo 4.2. Aktif bilesikler ve cisplatin uygulanan A549 hiicreleri Anneksin V-FITC/PI akim sitometri

kuadran analiz yiizdeleri

%Erken apoptotik % Gec apoptotik

Bilesik % Canl hiicre %Nekroz
hiicreler hiicreler

Kontrol 0.1 0.1 99.7 0.1
2a 1.7 2.7 95.0 0.7
2b 2.4 24 94.6 25
2c 1.8 6.0 87.6 4.6
2d 2.4 3.8 925 1.3
2j 1.0 3.6 90.3 5.0
3a 0.4 31 91.0 5.6
3b 0.7 3.0 93.1 3.2
3c 0.5 3.7 91.8 4.0
3d 1.8 6.3 87.2 4.8
3f 1.9 7.7 84.6 5.8
39 0.9 55 84.5 9.1

Cisplatin 1.8 5.8 85.4 7.0
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Sekil 4.103. Bilesik 2a, 2b, 2¢, 2d, 2j, 3a, 3b, 3c, 3d, 3f ve cisplatin (swrasiyla 7.23, 8.13, 11.83, 15.75,
4.00, 0.48, 0.68, 0.27, 0.34, 6.50 ve 11.50 ug/mlL) ile kiiltiir ortamina birakilan A549

hiicreleri. Her drnek icin en azindan 10.000 hiicre kuadran analizi uygulanmustir.
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hiicreleri. Her drnek icin en azindan 10.000 hiicre kuadran analizi uygulanmistir.

Bilesik 3f

Sekil 4.103. (Devam) Bilesik 2a, 2b, 2c, 2d, 2j, 3a, 3b, 3c, 3d, 3f ve cisplatin (siraswla 7.23, 8.13, 11.83,
15.75, 4.00, 0.48, 0.68, 0.27, 0.34, 6.50 ve 11.50 ug/mlL) ile kiiltiir ortamina birakilan A549
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Sekil 4.103. (Devam) Bilesik 2a, 2b, 2c, 2d, 2j, 3a, 3b, 3c, 3d, 3f ve cisplatin (sirasiwla 7.23, 8.13, 11.83,
15.75, 4.00, 0.48, 0.68, 0.27, 0.34, 6.50 ve 11.50 ug/ml) ile kiiltiir ortamina birakilan A549

hiicreleri. Her ornek i¢in en azindan 10.000 hiicre kuadran analizi uygulanmistir.

4.4.3. Akt inhibitor etkilerinin degerlendirilmesi

Sentezlenen bilesikler arasinda, 2d (1C50=0.80+0.10 pg/mL), 3b (1C50=2.23+0.12
ug/mL), 3d (ICs50=0.19+0.05 pg/mL) ve 3g (1C50=2.60+0.10 pg/mL) kodlu bilesikler
Akt inhibitorii GSK690693 bilesiginden (1C50=2.93+0.23 pg/mL) daha iyi Akt
inhibitori  etki gostermislerdir. 2¢ kodlu bilesik (1C50=2.95+0.05 pg/mL) ise
GSK690693’e benzer Akt inhibitori etki géstermistir. Bu sonuglara gore, 2¢, 2d, 3b, 3d
ve 3g kodlu bilesiklerin A549 hiicre dizisi {lizerine sitotoksik ve apoptotik etkilerini Akt
inhibisyonu yoluyla gosterdikleri belirlenmistir (Tablo 4.3).

2a, 2b, 2j, 3a, 3c ve 3f kodlu bilesikler ise kaydadeger Akt inhibitori
gostermemislerdir. Bu bilesiklerin A549 hiicre dizisi iizerine sitotoksik etkilerini farkli
yolaklar iizerinden gosterdigi anlagilmaktadir.

Triazolotiyadiazin halka sistemi tasiyan bilesiklerde (2a-j), 6zellikle 6. konuma
bagli fenil halkasinin 4. konumundaki flor ve klor siibstitiientlerinin Akt inhibitorii
etkiyi arttirdig1 belirlenmistir.

Triazol halka sistemi tasiyan bilesiklerde (3a-g) ise, 6zellikle benzotiyazol halkasi
ve halkanin 6. konumuna bagli klor ve metoksi siibstitiientlerinin Akt inhibitorii etkiyi

arttirmada 6nemli rol oynadigi tespit edilmistir.
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Tablo 4.3. Bilesiklerin Akt inhibitorii etkileri

Bilesik Konsantrasyon %] nhibisyon ICso degeri
1.81 pg/mL 8.75+£2.77
2a 3.62 pg/mL 7.69+291 -
7.23 ng/mL 35.45+5.82
2.03 pg/mL -
2b 4.07 pg/mL 34.75+225 -
8.13 pug/mL 33.16+14.16
2.95 pg/mL 54.17+26.41
2c 5.92 pg/mL 73.98+8.55 2.95+0.05 pg/mL
11.83 pg/mL 82.60+2.88
3.94 ng/mL 80.33+19.71
2d 7.88 pg/mL 99.07+1.86 0.80+0.10 pg/mL
15.75 pg/mL 90.41+7.17
1.0 pg/mL -
2j 2.0 pg/mL 17.80+2.08 -
4.0 ng/mL 48.23+7.29
0.12 pg/mL -
3a 0.24 pg/mL -
0.48 pg/mL 54.76+5.33
0.98 ng/mL 14.58+4.29
3b 1.95 pg/mL - 2.23+0.12 pg/mL
3.90 pg/mL 72.89+5.45
0.07 pg/mL 15.28+5.56
3c 0.14 pg/mL 36.64+1339 -
0.27 pg/mL 39.84+6.49
0.98 ng/mL 80.23+7.70
3d 1.95 pg/mL 76.94+10.75 0.194+0.05 pg/mL
3.90 pg/mL 100.00
1.63 pg/mL -
3f 3.25 pg/mL 37.59¢946 -
6.50 pg/mL 40.29+11.27
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0.98 pg/mL -

39 1.95 pg/mL 26.42+4.59 2.60+0.10 pg/mL
3.90 pg/mL 88.87+5.31
1.50 pg/mL 34.46x1.47
GSK690693 3.075 pg/mL 49.88+5.55 2.9340.23 pg/mL
6.15 pg/mL 100
2.88 pg/mL -
Cisplatin 5.75 pg/mL 40.70+1.62 7.00+0.50 pg/mL
11.50 pg/mL 97.89+0.86

4.5. In Silico Calismalarin Degerlendirilmesi
4.5.1. In silico molekiiler docking ¢alismalarinin degerlendirilmesi

In vitro enzim deneyleri sonucunda en iyi Akt inhibisyonu gosteren 2c, 2d, 3b, 3d
ve 3g kodlu bilesikler i¢in Akt substrat baglanma bdlgesinde molekiiler docking
calismast yapilmistir. Bu amacgla PDB kodu 30W4 olan Akt secilmistir (Bencsik vd.,
2010). Bilesiklerin docking pozlart GSK690693 ile kiyaslamistir (Sekil 4.104).

Sekil 4.104. 2c, 2d, 3b, 3d ve 3g kodlu bilesiklerin GSK690693 ile kiyasia Akt (PDB kod: 30W4)

substrat baglanma bélgesindeki molekiiler docking poziar
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Glide, ligandin en iyi molekiiler docking pozunun se¢iminde emodel (kcal/mol)
sonuglarint kullanmaktadir. Bu nedenle ligandlarin konformasyonlarinin se¢iminde
Tablo 4.4’de verilen glide emodel sonuglar1 dikkate alinmistir. En iyi emodel sonucu
veren konformasyonlar glide gskor degerleriyle kiyaslanmustir. Bilesiklerin gskor

degerleri (kcal/mol) GSK690693 ile uygunluk gostermistir.

Tablo 4.4. Bilesiklerin Akt (PDB kod: 30W4) icin glide gskor (kcal/mol) ve glide emodel (kcal/mol)

sonuglar
Akt
Bilesik
Glide gskor Glide emodel
2c -6.21 -70.14
2d -6.27 -74.90
3b -7.46 -95.37
3d -6.17 -79.23
39 -7.81 -98.75
GSK690693 -6.72 -87.38

2c, 2d, 3b, 3d ve 3g kodlu bilesiklerin, GSK690693 ile kiyasla RMSD degerleri
de hesaplanmistir (Sekil 4.105). Biitiin bilesikler igin kok ortalama kare sapmasi
(RMSD) degerleri 0.00-0.04 araliginda bulunmustur.

0,035

0.025

RMS Derivative-OPLS-2005
o
3

0.010 -

0.000 . n . " . .
0.000 0.005 0.010 0018 0020 0.025 o030 0.03s 0.040
RMS Derivative-OPLS-2005

Sekil 4.105. 2c, 2d, 3b, 3d ve 3g kod!lu bilesiklerin GSK690693 ile kiyasla RMSD degerleri
127



Molekiiler docking sonuglarina gore, 2¢ kodlu bilesigin triazolotiyadiazin
halkasinin 6. konumuna bagli 4-florofenil yapis1 Arg4 ile n-katyon etkilesimi ve Phe442
ile m-m etkilesimleri olustururken, 2d kodlu bilesigin triazolotiyadiazin halkasinin 6.
konumuna bagli 4-klorofenil yapis1 Arg4 ile n-katyon etkilesimi gostermistir. Yapidaki
piridin halkas1 Asp292 ile hidrojen bagi kurmustur (Sekil 4.106).
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Sekil 4.106. 2c ve 2d kodlu bilesiklerin Akt enziminin substrat baglanma bélgesindeki docking

etkilesimleri

3b kodlu bilesigin 4H-1,2,4-triazol halkasi Arg4 ile =m-katyon etkilesimleri
olustururken, triazol halkasinin 4. konumundaki amino grubu Glu278 ve Asn279 amino
asitleri ile hidrojen bagi yapmistir. Bu bilesigin amit yapisi, Asp292 ile hidrojen bag
olusturmustur. 3d Kkodlu bilesigin triazol halkasinin 4. konumundaki amino grubu
Asp292 ve su molekiilleri ile, piridin halkas1 ise Glu234 ile hidrojen bag1 yapmistir. Son
olarak, 3g kodlu bilesigin 4H-1,2,4-triazol halkas1 Lys179 ile, amit grubu Lys158 ile,
piridin halkas1 ise Glul9l ile hidrojen bagi olusturmustur. 3g kodlu bilesigin 6-
metoksibenzotiyazol halkas1 da Arg4 ile n-katyon etkilesimi araciligiyla Akt substrat
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baglanma bolgesine baglanmistir. 3b, 3d ve 3g kodlu bilesiklerin ve Akt inhibitorii
GSK690693’1in docking etkilesimleri Sekil 4.107°de belirtilmistir.
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Sekil 4.107. 3b, 3d ve 39 kodlu bilesiklerin ve GSK690693 ’iin Akt enziminin substrat baglanma
bélgesindeki docking etkilesimleri
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3b, 3d ve 3g kodlu bilesiklerdeki 4-amino-4H-1,24-triazol yapist Akt
enzimindeki etkilesimlerde 6nemli rol oynamistir. 2¢ ve 2d Kodlu bilesikler, 3b, 3d ve
39 kodlu bilesiklere gore daha az etkilesim gostermistir. Bu durum triazol halkasinin
triazolotiyadiazin seklinde kapanmasmin enzimin substrat bolgesindeki affiniteyi
azalttigin1 gostermektedir.

4.5.2. In silico ADME c¢ahsma sonu¢larimin degerlendirilmesi

In silico ADME calismalari, oncii bilesik kesfi ve optimizasyonu, ilag adayi
bilesiklerin 6n degerlendirmesi i¢in 6nem tagimaktadir (Lipinski vd., 2001; Veber vd.,
2002).

Tiim bilesiklerin (2a-j, 3a-g) tahmini oktanol/su partisyon katsayisi (QPlogPo/w),
konformasyondan bagimsiz tahmin edilen suda ¢oziniirlik (CIQPlogS), tahmini insan
serum albumine baglanma orani1 (QPlogKhsa), toplam ¢oziicli erisilebilir yiizey alani
(SASA), polar azot ve oksijen atomlarmin van der Waals yiizey alan1 (PSA), %oral
absorpsiyonu gibi farmakokinetik 6zellikleri, Schrodinger’s Maestro molekiiler
modelleme programinin QikProp modiilii ile ongorilmistir (Tablo 4.5). In silico
calismaya gore, tiim bilesiklerin QPlogPo/w, QPlogKhsa, SASA ve PSA degerleri
Onerilen aralikta bulunmustur. Bilesik 2e disindaki biitiin bilesiklerin CIQPlogS
degerlerinin de beklenen aralikta saptanmistir. %Oral absorpsiyon agisindan
degerlendirildiginde ise triazolotiyadiazin halkasi (2a-2j) tasiyanlarin yiiksek, triazol

halkasi1 (3a-3Q) tasiyanlarin ise normal degerlerde oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.5. Bilesiklerin in silico ADME degerleri

%0Oral
Bilesik QPlogPo/w* CIQPlogS* QPlogKhsa* SASA* PSA* )
Absorpsiyon**

2a 3.759 -5.005 0.274 590.682 58.290 100.000
2b 3.083 -5.497 0.196 635.480  102.739 84.431
2C 4.079 -5.387 0.343 606.669 57.830 100.000
2d 4.345 -5.737 0.425 621.725 57.830 100.000
2e 4.425 -6.681 0.451 626.899 57.830 100.000
2f 2.973 -5.840 0.039 634.824 84.098 87.746
29 4,738 -6.449 0.556 641.650 58.288 100.000
2h 4.163 -5.303 0.470 629.611 57.833 100.000
2i 3.820 -5.295 0.249 627.989 66.582 100.000
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2j 4.799 -6.308 0.694 666.246 58.309 100.000

3a 0.849 -2.752 -0.503 655.528  123.891 58.675
3b 1.759 -3.919 -0.197 729.459 122761 64.653
3c 1.987 -4.260 -0.162 738.480  122.758 65.988
3d 2.233 -4.575 -0.100 753.502  122.758 67.428
3e 2.306 -5.437 -0.081 758.547  122.757 67.854
3f 2.043 -4.185 -0.065 761.674  122.759 66.313
39 1.844 -4.214 -0.197 766.346  131.044 65.145

* QPlogPo/w i¢in Onerilen deger araligi: -2-6.5. CIQPlogS igin onerilen deger araligi: -6.5-0.5.
QPlogKhsa icin dnerilen deger araligi: -1.5-1.5. SASA icin A? olarak &nerilen deger araligi: 300-1000.
PSA i¢in 6nerilen deger araligi: 7.0-200.0.

** 060ral Absorpsiyon: %0-100 arasi insanlarda oral absorbsiyonu (>%80 olmasi yiiksek, <%25 olmasi

diistik oldugunu gostermektedir).

Lipinski'nin 5 Kurali’'na gore, bir bilesigin molekiiler agirligimin 500’den az,
QPlogPo/w degerinin 5’den kiigiik, hidrojen bag1 verici atom sayisinin 5 veya daha az,
hidrojen bag1 alici atom sayist 10 veya daha az olmasi gerekmektedir. Bu kurallardan
hicbirini ihlal etmeyen veya sadece bir tanesini ihlal eden molekiiller ilag aday1 olarak
degerlendirilebilir.

Jorgensen’in 3 Kurali’na gore, oral yolla kullanim i¢in tahmini suda ¢oziiniirliik
(QPlogS) degerinin -5.7’den biiyilik, tahmini goriiniir Caco-2 hiicre gegirgenliginin
(QPPCaco) 22 nm/s’den biiyiik, primer metabolitlerinin 7°den az olmas1 gerekmektedir.
Bu kurallar1 daha az ihlal eden bilesikler (tercihen hi¢ ihlal etmeyen), oral yolla
kullanim i¢in daha uygun ajanlar olarak kabul edilmektedir.

In silico ADME verilerine gore, tim bilesikler Lipinski’nin bes kuralina ve
Jorgensen’in ii¢ kuralina uymaktadirlar ve bu tiirevlerin oral biyoyararlanimlarinin iyi

olmasi 6ngoriilmektedir (Tablo 4.6).

131



Tablo 4.6. Bilesikilerin Lipinski’'nin ve Jorgensen’in kurallarini ihlal etme sayilar

ihlal etme sayilar

Bilesik
Lipinski'nin S Kurah Jorgensen’in 3 Kurah
2a 0 0
2b 0 1
2c 0 0
2d 0 0
2e 0 1
2f 0 0
29 0 1
2h 0 1
2i 0 1
2j 0 1
3a 0 0
3b 0 0
3c 0 0
3d 0 0
3e 0 0
3f 0 1
39 0 1
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, triazolotiyadiazin (2a-j) ve triazol (3a-g) halkasi tasiyan orijinal
bilesikler sentezlenmis ve bu tiirevlerin A549 ve NIH/3T3 hiicre dizileri iizerine
sitotoksik aktiviteleri arastirilmistir. Ayrica aktif bulunan sitotoksik bilesiklerin apoptoz
ve Akt inhibisyonu iizerine etkileri de incelenmistir.

MTT sonuglarina gore, 2a, 2b, 2c, 2d, 3a, 3b, 3c, 3d, 3f ve 3g kodlu bilesiklerin
A549 hiicre dizisi (sirastyla 7.23+1.62, 8.13+£0.81, 11.83£2.25, 15.75+0.35, 0.48+0.04,
0.68+0.18, 0.27+0.02, 0.34+0.02, 6.50+0.50 ve 0.48+0.03 pg/mL ICso degerleri ile)
tizerine cisplatine (ICso= 11.50+0.71 pg/mL) kiyasla olduk¢a etkili olduklar1 ve Sl
degerlerinin yliksek oldugu goriilmektedir.

Akim sitometrisi analiz sonuglari, 6zellikle 2c¢, 2d, 3d, 3f ve 3g kodlu bilesiklerin
apoptozu indiikledigini géstermistir. 2¢, 3d ve 3f kodlu bilesikler (sirasiyla %7.8, %38.1
ve %9.6) cisplatinden (%7.6) daha yiiksek apoptotik etkiye neden olurken, 2d (%6.2) ve
30 (%6.4) kodlu bilesikler ise cisplatine benzer bir apoptotik etkiye neden olmustur.

Sentezlenen bilesikler arasinda, 2d (1C50=0.80+0.10 pg/mL), 3b (1C50=2.23+0.12
ng/mL), 3d (ICs50=0.19+0.05 pg/mL) ve 3g (IC50=2.60+0.10 pg/mL) kodlu bilesikler
Akt inhibitéric GSK690693’den (1C50=2.93+0.23 pg/mL) daha iyi Akt inhibitori etki
gosterirken, 2¢ kodlu bilesik (1C50=2.95+0.05 png/mL) ise GSK690693’e benzer Akt
inhibitori etki gostermistir (Sekil 4.108). Molekiiler docking c¢alismalarina gore, bu
bilesikler, Akt substrat baglanma bolgesine yiliksek affinite gostererek onemli amino

asitlerle giiclii etkilesimler gostermislerdir.
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Sekil 4.108. Sentezlenen bilesikler arasinda Akt inhibisyonu araciligiyla sitotoksik ve apoptotik etki

gasteren bilesikler

In silico ADME calismalarina gore, tiim bilesikler Lipinski’nin bes kuralina ve
Jorgensen’in {i¢ kuralina uymaktadirlar ve bu bilesiklerin oral biyoyararlanimlarinin iyi
olmas1 ongoriilmektedir.

Sonug olarak, 6zellikle 2¢, 2d, 3b, 3d ve 3g kodlu bilesikler A549 hiicre dizisi
tizerine sitotoksik ve apoptotik etkilerini Akt inhibisyonu yoluyla gostermislerdir. Bu
bilesiklerin GSK690693’¢ kiyasla giiglii Akt inhibitor aktivite gostermeleri nedeniyle
ileriki ¢aligmalarda in vivo deney asamasina gegilmesi planlanmaktadir. Ayrica 2a, 2D,
3a, 3c ve 3f kodlu bilesiklerin sitotoksik etkilerini Akt inhibisyonu yoluyla
gostermedikleri tespit edilmistir. Bu nedenle ileriki ¢alismalarda bu aktif bilesiklerin

hangi yolak {izerinden sitotoksik etki gosterdiklerinin arastirilmasi diigiiniilmektedir.
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