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OZET

Yeni kinolin/kinazolin tiirevlerinin sentezi

ve biyolojik etkilerinin arastirilmasi

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

Kanser, ortalama yasam siiresinin artmasiyla beraber goriilme sikliginin buna
bagli olarak 6lim oranin da arttig1, giinlimiizdeki 6nemli saglik problemlerinden biri
olarak degerlendirilmektedir. Kanser gesitleri icerisinde en hizli ilerleyen ve teshisi giic
olan akciger kanserlerinde 6liim orani diger tiirlerine gdre daha fazla yasanmaktadir. i1k
jenerasyon erlotinib ve gefitinibin gelistirilmesiyle birlikte, akciger kanserinin tedavisi
icin gelistirilen Epidermal biliylime faktorii reseptorii (EGFR) inhibitorlerine olan ilgi
2004 yilindan giiniimiize dek artarak gelmistir. Bu tez ¢alismasinda, mevcut ilag direng
gelisimine alternatif olabilecek, kanser hiicresine daha segici yeni molekiillerin elde
edilmesi amaglanmistir. Bu amagla mevcut EGFR inhibitorlerinden ve literatiirden
hareketle iki farkli yontemle yeni on bir hipotez gelistirilmis olup ekip i¢i molekiil
bankas1 taranarak Oncii molekiiller belirlenmis ve gelistirilmistir. Daha sonrasinda bu
oncii molekiillerden hareketle dort farkli serinin (ii¢ kinazolin ve bir tane kinolin serisi)
sentezi ve analizi gergeklestirilmis olup bunlarin antikanser etkinligi arastirilmastir.
Nihayetinde molekiiler yerlestirme ve dinamik simiilasyon yontemlerinden yararlanarak
baglanma sekilleri ile yapi-etki iliskileri ortaya konmustur. Kinazolin-4-(3H)-on
tiirevlerinden halojen igerenler aktif bulunurken en iyi EGFR inhibisyonu ve apoptoz
indiiksiyonu yapanlarin N-aminotriazol yapisi iceren tilirevler olarak belirlenmistir.
EGFR inhibisyonu i¢in nM diizeyde aktivite elde edilmis olmasi tezin amacina

ulastigini gostermektedir.

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

Molekiiler dinamik simiilasyonu.
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ABSTRACT

synthesis and investigation of biological effects

of new quinoline/quinazoline derivatives

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

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

its purpose.

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

Molecular dynamics simulation.
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

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

tiim ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.

Asaf Evrim EVREN
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, en basit anlamiyla hiicrelerin kontrolsiizce ¢ogalmasi olarak bilinen ¢ok
cesitli organ ve dokulari tek tek ya da bir arada etkileyebilen, bu sebeple oldukca genis
bir hastalik ailesine verilmis bir addir. Malign neoplazma, kétii huylu timor olarak da
bilinen bir biyolojik islemi belirtmek amaciyla kullanilmaktadir [1]. Tedavi, kanserin
tiirline, yas, cinsiyet gibi hastaya o6zgii kisisel Ozellikler dikkate alinarak dinamik
protokollere gore degismekte olup tedavi yaklagimi giinlimiizde dort sinif altinda
toplanmustir. Bunlar, cerrahi tedavi [2], radyoterapi [3], kemoterapi [4] ve immiinoterapi
[5] seklindedir. Her ne kadar bu ayrim siniflanmada kullanilsa da tedavi esnasinda iki
ya da daha ¢ok yaklasim beraber ya da ardi sira uygulanabilmektedir [6, 7].

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

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

iletiminin  blokaji sonucu timor hiicrelerinin proliferasyonunun baskilanmasi

1



seklindedir [23, 24]. Bununla birlikte, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanserinin klinik
tedavisindeki kayda deger ilerlemeye ragmen, ila¢ direncinin gelismesi ve doz
toksisitesi, terapdtik etkinin siirekliligini biiyiik 6l¢lide sinirlamaktadir [25]. Bu sebeple
gelistirilen yeni molekiillerin sitotoksik etkinliginin kanser hiicrelerine segici olmasi en
temel hedeftir.

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

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

dikkat ¢eken farmakolojik etkileridir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. EGFR proteini hakkinda genel bilgiler

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

hiicrenin yasamsal faaliyetindeki yeri Sekil 2.1°de basitce sematize edilmistir.

Sekil 2.1. EGFR yolaginin sematik 6zeti

2.2. Kinolin ve kinazolin halkalar1 hakkinda genel bilgiler

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

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

Her iki halkanin elde edilmesinde farkli azot kaynaklar1 kullaniliyor olsa da ortak
olarak baslangic materyali anilin kokenlidir. Kinazolin halkas1 ¢ok ¢esitli farmakolojik
etkiler gostermesinin yaninda analog halka kinolin halkasinin da biyolojik etki profili
genistir. Analogu olan kinolin halkasinin da farmakolojik etki yelpazesi oldukca
genistir. Topoizomeraz-I inhibitorii olan topetakan bitki kokenli bir madde olup
yumurtalik kanserinin oral tedavisinde [48], aripiprazol Alzheimer hastaligina eslik
eden psikozun tedavisinde diisiik yan etki profili géstermesi nedeniyle [49], pitavastatin
yine diisiik yan etki profiline sahip olmasi1 sebebiyle glikoz direncine kars1 ya da Tip-2
diabetes mellitus hastast olup hiperkolesterol rahatsizligindan mustarip olan kisilerin
tedavisinde [50] ve sistemik lupus erythematosus hastaliginin, romatoid artritin ve
sitmanin tedavisinde kullanilmakta olan hidroksiklorokin [51] gliniimiizde kullanimi
olan kinolin tiirevlerinin 6nemli oOrneklerindendir. Bu kadar c¢ok c¢esitli klinik
kullanimlarinin olmasi sebebiyle kinolin tiirevlerine olan ilgi artmakta, hatta baglantili
olabilecek farkli biyolojik etkiler i¢cin de farkli yolaklar {izerindeki caligmalar igin
kinolin halkas1 da test edilmektedir. Bir diger kinolin halkasi tasiyan énemli ilag aday1
olan QCA-1093 bilesigi, steroit yapili olmayan glukokortikoid reseptdr antagonisti
etkisi aragtirllmis ve bu etkiye sahip olmasi sebebiyle depresyonun tedavisinde
kullanilmak iizere gelistirilmistir. Faz 0 asamasinda hayvan testleriyle de antidepresif
etkisi desteklenmistir [52]. Diaz vd. tarafindan sentezlenen yeni kinolin tiirevlerinin, c1
reseptoriine secicilik gdstermesi sonucu hem analjezik hem de norojenik agrida etkili
olabilecegi rapor edilmistir [53]. Son olarak Sekil 1.1°de de goriildiigli gibi antikanser
etkinligi sebebiyle klinikte kullanilan nefatinibin yapisinda da kinolin halkasi yer
almaktadir. ki halkanm da farmakolojik olarak bu kadar aktif olmasi oldukca dikkat

cekicidir. Ayn1 zamanda bu iki halka birbirinin analogudur.

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

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

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

Sekil 2.4 deki 2 tiirevin etkili oldugunu bildirmislerdir.

Sekil 2.4. Kinazolin-pirimidin igeren EGFR inhibitorleri

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

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

Altamimi vd. 2021 yilindaki g¢aligmasinda [56], sentezledikleri 2-amino-3-
metoksibenzoik asit kokenli tiirevlerin Hela (servikal kanser hiicre hatt1), A549
(adenokarsinom insan alveolar bazal epitel hiicre hatti) ve MDA (insan meme
adenokarsinomu) hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkilerini arastirmis ve etki
yolaklarini incelemistir. Tiirevler i¢cinden kinazolin ¢ekirdegi igeren bilesiklerin A549
hiicre dizisine kars1i konsantrasyonlart1 4.03-26.03 puM konsantrasyon araliginda
hesaplanmistir. Akciger kanserine karst en yiiksek etki siddetine sahip tiirev ise 2,3-

bis(3,4,5-trimetoksifenil)-8-metoksikinazolin-4(3H)-on (Sekil 2.6) bilesigidir.
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Sekil 2.6. 2,3-bis(3,4,5-trimetoksifenil)-8-metoksikinazolin-4(3H)-on bilesigi

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

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

stilfamoilfenil)pentanamidin molekiil formiilii

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

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



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

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

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

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

2018 yilinda Sri Ramya vd. tarafindan yapilan ¢alismada [62] zerdegal bitkisinde

bulunan kurkumin maddesinden hareketle 2-kloro ya da 2-fenoksi kinolin yapilari



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

etkinlik gdstermistir.

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

acik formiilii

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

bilesikler (Sekil 2.13) olup aktivite yolaklar1 da aydinlatilmistir.

5b 6b

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

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

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

iyi olarak deklare edilmistir.

Sekil 2.14. Aktif bulunan tetrazolilmetil kinolin tiirevleri

2014 yilinda yapilan bir calismada [65] 3-formil-2-klorokinolin ve rodanin
molekiillerinin (Sekil 2.15) melezlestirilmesiyle elde edilen bilesiklerin antikanser
Ozellikleri incelenmistir. Bilesikler genel olarak DU145 (prostat kanseri) ve HGC
(gastrik kanser) hiicre hatlarina kars1t mikromolar konsantrasyonda yiiksek sitotoksik

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

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

giiclii bir antikanser 6zellik gosterdigini ortaya koymustur.

S NH,
SRAee
R” N\) \N)\NHZ
Sekil 2.16. 2,4-Diaminokinazolin ve piperazin ditiyokarbamat hibrit tiirevleri

2013’te yapilan bir calismada [67], 4-mono ya da 2.,4-disiibstitiie kinazolin
tiirevleri sentezlenmis (Sekil 2.17) ve MDCK wild type ve MDCK BCRP kanser hiicre
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hatlar1 iizerinde antikanser ozellikleri arastirilmistir. Caligma sonucunda kinazolinin 4.
pozisyonundaki meta ikameli anilin grubu, orto- veya para ikameli anilin halkasina
kiyasla daha yiiksek inhibitor etki gosterdigi bulunmustr. Bunun yami sira kinazolin
parcasinin 4. pozisyonundaki anilin halkasi iizerinde ve hidrojen bag1 yapmaya elverisli
NO2, CN, CFs gibi elektron ¢ekici gruplarin olmasit BCRP inhibisyonu i¢in optimum

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

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

yapilartyla EGFR aktivitesi i¢in patentlendigi bildirilmistir [68].
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Sekil 2.18. 1,2-Benzimidazol-kinazolin tiirevi
2010 yilindaki bir ¢aligmada [69], N-[4-asetil-5-(6,7,8-siibstitiieli-2-klorokinolin-
3-il)-4,5-dihidro-1,3,4-tiyadiazol-2-ilJasetamit ~ tiirevleri  sentezlenerek  sitotoksik

etkinlikleri arastirilmistir. Yap1 etki iliskileri incelenerek 6-metoksi, 8-metoksi ve 8-

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

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

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

*B: Cs.9 diiz zinciri ya da Cs.; B-hidroksi siibstitiientli alkil zinciri
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler

A549 Hiicre Hatt1
2-Aminobenzotiyazol
2-Amino-6-etoksibenzotiyazol
2-Amino-6-florobenzotiyazol
2-Amino-6-klorobenzotiyazol
2-Amino-6-metilbenzotiyazol
2-Amino-6-metoksibenzotiyazol
2-Amino-6-nitrobenzotiyazol
Antranilik asit

Anilin

Apoptoz ve Nekroz Kantitatif Kit
Aseton

Asetonitril

2-Bromoetilasetat

Diklorometan

DMEM

DMF

DMSO-ds

EGFR kinaz inhibisyon kiti

Etanol
Etil izotiyosiyanat
Fenil izotiyosiyanat

S181r serumu

14

: ATCC, ABD

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

: BPS Bioscience, Katalog no. 40321,

San Diego, CA, ABD

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

: Capricorn, Giliney Amerika



4-Florofenil izotiyosiyanat
Formamit

Hidrazin mono hidrat
2-Kloro asetil kloriir
2-Kloroaseton
2-Kloroasetoasetat
4-Kloroasetoasetat
4-Klorofenil izotiyosiyanat
3-Klorofenil izotiyosiyanat
2-Klorofenil izotiyosiyanat
L929 hiicre hatt1

Metanol

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

PBS

Potasyum hidroksit

RPMI

Sodyum hidroksit

Silikajel 60 F254 kapli aliiminyum ITK plag:

Tiyotire

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

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

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

: Sigma-Aldrich, Almanya



Tripsin

3.2. Kullamilan Cihazlar

Elektronik terazi

Erime derecesi tayin cihazi

Etiv

Inkiibator

Kiitle spektrometresi

Manyetik tabanli 1sitic1 karistiric
Molekiiler goriintiileme cihazi

Niikleer manyetik rezonans spektrometresi
Steril kabin

Ultraviyole lambasi

Vorteks
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: Sigma-Aldrich, Almanya

: Shimadzu, Libror EB-330 HU, Japonya

: Mettler Toledo-MP90 Melting Point System,
ABD

: Heraeus, Almanya

: Heraeus, Almanya

: Shimadzu, LCMS-IT-TOF, Japonya

: Heidolph, MR 3003, Almanya

: BIO-RAD, ChemiDoc XRS+, ABD

: Bruker, UltraShield 300 MHz, ABD

: Class II TypeA2 (CHC-222A2-60), Giiney Kore
: Camag, Cabinet, Isvigre

: Wisemix, Kore



4. YONTEMLER
4.1. Farmakofor Hipotez Calismalar:

Antikanser etkinlik gdstermesi amaciyla tasarlanan bilesiklerin ilk asamada 1yi bir
secicilik profiline sahip olmasi, hedef aktivite yolaklarini segici olarak inhibe/regiile
etmesi gibi 0zelliklere gore elenerek sentezlenmesi ekonomik ve zaman kazandiricidir.
Bu sebeple, kiiciik olmayan akciger karsinom tedavisinde kullanilmak iizere yeni

hipotezlerin gelistirilmesi hedeflenmistir.

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

Ana hedef olarak EGFR yolag1 belirlendiginden bu proteine ait kristal yap1
(PDBID: 2ITY) RCSB protein veri bankasindan indirilmistir. Hipotezler gelistirilirken
aktif set icin 14 bilesik (-tinibler: krizotinib, sunitinib, bosutinib, dasatinib,
kabozantinib, dakomitinib, lapatinib, afatinib, brigatinib, ibrutinib, osimertinib,
erlotinib, gefitinib ve neratinib) kullanirken, inaktif set icin EGFR iizerinde ya diisiik
etkinlige sahip ya da bu proteine hi¢ baglanmayan 19 bilesik (-tinibler: imatinib,
tofasitinib, nilotinib, ponatinib, lenvatinib, aksitinib, alectinib, ruksolitinib,
fostamatinib, barisitinib, kobimetinib, seritinib, binimetinib, lorlatinib, gilteritinib,
erdafitinib, akalabrutinib, peksidartinib ve larotrektinib) kullanilmistir. Dolayisiyla
molekiil seti 33 adet kanser etkinligi bilinen -tinib bilesiginden olugmaktadir. Bu
bilesiklerin farkli yerlestirme c¢aligmalar1 farkli proteinler iizerinde uygulanan daha
onceki prosediirlerde [71-74] oldugu gibi yapilmis ve sonugta en iyi pozlart secilmistir.
Secilen bu pozlardan hareketle ¢oklu molekiil ve tek EGFR protein kristali kullanilarak
hipotez gelistirme caligmalar1 yiirlitiilmiistiir. Daha sonra elde edilen hipotezlerin
dogrulamalar1 klinikte kullanilmakta olan aktif bilesikler (-tinib bilesikleri) ile
Schrodinger LLC tarafindan erisime agik paylasilan parca koleksiyonu kullanilarak
(erisim tarihi 09.09.2020) yapilmigtir. Tiim bu islemler Maestro paket programi [75]
araciligiyla, farmakofor hipotezlerin liretimi ve dogrulanmalar1 ise PHASE [76, 77] ara
ylizii kullanilarak gerceklestirilmistir. Bunun igin hipotezlerin EF (zenginlestirme
katsayis1), BEDROC (Boltzmann’in gelistirilmis alici-calisma 6zellikleri), AUAC
(birikim egrisi altindaki alan), ROC (alici-galisma 6zellikleri) ve RIE (ilk gelistirme)
degerleri incelenmis ve uygun olan hipotez ya da hipotezler kullanilmistir. EF degeri,

elde edilen hipotezin ne kadar dogru Slglim yaptifini gdsteren, yani rastgele hedef
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secimini engelleyen bir parametredir. Diger degisle, tarama yapilirken tanimlanmig bir
erken tanima fraksiyonundaki maksimum aktifleri bulma kabiliyetinin nicel bir
Olctistidiir; boylelikle de rastgele bir sekilde inaktif molekiiliin se¢imini engeller. Bu
sebeple bu degerin 1’den biiylik olmasi, hipotezin ¢alistigini sdylerken; 1’den ne derece
biiylik oldugu ise yalanci aktif ve aktif olmayan molekiillerin yerine kac kat olasilikla
gercek aktif molekiiliin segilecegini, yani hipotezin ne denli gii¢li oldugunu
gostermektedir. (Bu tez kapsaminda, EF hesab1 tuzak setin %1°1 i¢in hesaplanmis ve
kullanilmistir.) BEDROCK degeri ise, erken zamanda aktif molekiillerin taninmasinda
kullanilan nicel degerdir; cesitli ayar parametreleri vardir. Bunlar a=8.0, o =20.0 ve
a=160.9 olarak bilinirler. Bunlar icinden BEDROCK o =20.0 degerinin %80 {istiinde
olmas1 hipotezin saglikli bir sekilde kullanilabilmesi i¢in sarttir. Buna benzer sekilde,
sanal tarama performansini Olgmek i¢cin AUAC da hipotezin dogrulanmasinda
kullanilan bir degerdir. Basitce, AUAC, yalanc1 pozitiflerin aktif maddelere orani
anlamina gelir. Saglikli olarak dagitilmis bir veri kiimesinde rastgele se¢ilen herhangi
bir bilesigin aktif bilesik gelme olasiliginin yalanci pozitif gelme olasiligindan yiiksek
olmasi beklenir. Kisacasi bu alan hipotezin ayirt etme giiclinii ortaya koymaktadir ve
degeri 1’e yaklastik¢a hipotezin ayirt etme giicii artar. Aynt AUAC degerinde oldugu
gibi ROC degeri de hipotezin ayirt etme giiciiniin bir gostergesidir ve 1’e¢ ne kadar
yakinsa o kadar gii¢lii bir hipotez oldugunu gostermektedir. Son olarak RIE degeri de
yine AUAC gibi hipotezin ayirt etme giiclinlin bir gostergesidir ve bu degerin 10’ nun
tistiinde olmast hipotezin kullanilabilmesi i¢in minimum kosuldur [78-81].

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

amaciyla sentezleri gergeklestirilmistir.

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

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

inhibisyonu pKi degeri {izerinden hesaplanmis 5947 adet bilesikten, en az 3 farkh

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

opKi degeri 7.0 ve listii baglanma degerine sahip olan bilesikler, aktif bilesik

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

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

e Tuzak set icin kullanilan molekiil seti Schrodinger LLC tarafindan saglanan

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

hazirlanan 1000 molekiilliik bir settir [82, 83].

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

amaciyla sentezleri gergeklestirilmistir.

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

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

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

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

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

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

bromoasetat da karisima eklenerek karigim geri ¢eviren sogutucu aparatiyla reaksiyona

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

ucuruldu ve ¢oken kisim suyla yikanarak siiziildii.

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

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

iloksi)asetat (9) etanol icerisinde ¢oziildii. Cozeltinin {izerine baslangi¢ maddesinin 1,5

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

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

stizlilerek ayrildi ve kurutuldu. Etanol ile tekrar kristallendirildi.

4.2.4. N-(Siibstitiie)-2-{2-[4-oksokinazolin-3(4H)-il]asetil} hidrazin-1-karbotiyoamit
tiirevlerinin (4a-41) ve N-(4-metoksifenil)-2-[2-(kinolin-8-
iloksi)asetil|hidrazin-1-karbotiyoamit (11) ara iiriiniiniin sentezi

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

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

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

ve kurutuldu. Uriinler alkolden tekrar kristallendirildi.

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

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

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

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

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

kristallendirildi.

4.2.6. 3-[(5-Tiyokso-4,5-dihydro-1,3,4-oksadiyazol-2-il)metil|kinazolin-4(3H)-on (6)
Yontem G: Elde edilen 3 numarali bilesik 2M NaOH’in etanol ¢ozeltisi igerisinde
¢oziildii. Buz banyosu igerisinde iizerine 1.2 kat1 miktarda CS2 dikkatlice ilave edildi.
Karisim buz banyosunda 30 dk, ardindan oda sicakliginda 30 dk bekletildi. Cokelmeler
gozlendikten sonra geri c¢eviren sogutucu altinda 2 saat boyunca kaynatildi.
Reaksiyonun bitimi ITK ile yapildi. Reaksiyonun bitiminin ardindan karisim buzlu suya
dokiildii ve seyreltik HCI ¢ozeltisi ile pH: 7’ye ayarlandi. Ardindan ¢oken kisim siiziildi

ve suyla yikandi. Nihai {iriin etanolden kristallendirildi.

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

Yontem H: Elde edilen 6 numarali bilesik, etanolde ¢oziildii ve lizerine baslangi¢

maddesinin 2 kat1 molde hidrazin monohidrat eklenerek kaynatildi. Reaksiyonun bitimi

ITK ile yapildi. Reaksiyonun tamamlanmasiin ardindan ¢dken kisim etanolle

yikanarak siiziildii. Sonug iiriin alkolden kristallendirildi.

4.2.8. 2-{|4-(4-Metoksifenil/amino)-5-{[4-oksokinazolin-3(4H)-il|metil}-4H-1,2,4-
triazol-3-ilJtiyo}-/NV-aril asetamit (8a-8k;81-8v) ve 2-({4-[4-metoksifenil]-5-
[(Kinolin-8-iloksi)metil]-4H-1,2,4-triazol-3-il}tiyo)-/V-aril asetamit (13a-13d)
tiirevleri

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

kat) tiirevleriyle aseton i¢inde K2COs (1,5 kat) katalizorliigiinde 2 saat boyunca oda

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

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

HN—R

Reaksiyon kosullar1 a. HCONH,, yag banyosu 6 saat ya da mikrodalga, 15 dk. b. BrCH,COOEt, Aseton, K,COs;,
kaynatma. ¢. NoH4.H,0, oda sicaklig1, gece boyu. d: R-NCS, 0°C, sonra oda sicaklig1. e. EtONa, 0°C, sonra kaynatma.
f. CS,, EtONa, 0°C, sonra kaynatma. g. N,Hs.H,O, kaynatma, 2 saat. h. Aril asetamit tiirevleri, K,COs, aseton, oda

sicaklig1.

4.3. ITK Calismalan

Adi gegen ara flriinlerin ya da sonug bilesiklerin eldelerinde, reaksiyonlarin

kontrolii ITK uygulanarak saglanmistir. Belli zamanlarda deney ortamindan alinan

numuneler ile baslangic baslangic maddelerinin etanol:DMF karisimi igerisindeki

cozeltileri hazirlanip adsorban olarak secilen silika jel 60 Fass kapl, onceden uygun

¢Oziicii karisgimlart ile doyurulmus aliiminyum plaklara kilcal boru yardimiyla

uygulanmistir. Hareketli fazlar icerisinde belirli bir siire plak yiizeyinde siiriiklendikten

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

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

4.4. Erime Noktalarinin Tayini

Adi gegen bilesiklerin erime noktalar1 Mettler Toledo-MP90 Melting Point
System kullanilarak tespit edilmistir. Bir ucu kapatilan kilcal boruya 0.5 cm kadar
bilesikten koyulmus ve cihazin haznelerine yerlestirilmistir. islem bittiginde cihazdan

alinan videolar izlenerek bilesiklerin erime noktalar1 not edilmistir.

4.5. '"TH-NMR Spektrumlarinin Alinmasi

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

uygulanmasi sonucu alinmis ve islenerek ilgili maddenin altinda paylasilmistir.

4.6. 3C-NMR Spektrumlarinin Alinmasi

Elde edilen orijinal bilesiklerin '3C-NMR spektrumlart DMSO-d6 icindeki
cozeltilerinin, tetrametilsilana (TMS) kars1 Bruker 75 MHz’lik NMR spektrometresine

uygulanmasi sonucu alinarak iglenmis ve ilgili maddenin altinda paylasilmistir.

4.7. Kiitle Spektrumlarinin Alinmasi

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

negatif ve pozitif modda alinmistir.

4.8. Aktivite Calismalari
4.8.1. Sitotoksisite etkilerinin belirlenmesi

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

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

4.8.2. Apoptotik etkinliklerin belirlenmesi

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

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

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

Deney prosediirli, calisma grubumuz tarafindan daha O6nce uygulandigi gibi
yiuritiilmistir [86]. Kaspaz-3 aktivasyonu, Spectrofluorometric Caspase-3 Assay kit
(BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ) ile test edildi. Kit, apoptoz ge¢iren hiicrelerin
erken bir belirteci olan kaspaz-3 veya DEVD parcalama aktivitesini O6lgmek igin
tasarlanmustir. 11k olarak hiicreler (1x10° hiicre/mL) fosfat tamponlu salin (PBS) ile
yikanir, soguk hiicre liziz tamponunda yeniden siispanse edilir ve 30 dakika buz
tizerinde inkiibe edilir. Bilesikler ve sisplatin, MTT ile hesaplanan ICso dozlarinda 24
saatlik inkiibasyonun ardindan hiicre lizatlar1 hazirlanir. Her reaksiyon i¢in, 5 mL
sulandirilmis AcDEVD-AMC (Caspaz-3 aktivitesi icin sentetik tetrapeptid florojenik
substrat), 0.2 mL 1 x HEPES tamponu igeren kuyucuklara ilave edilir. Her kuyuya
(reaksiyon ortamina) hiicre lizatt (20 ul) ilave edilir. Reaksiyon karisimlari 1 saat
boyunca 37°C'de inkiibe edilir. Ac-DEVD-AMC'den serbest birakilan AMC miktari,
380 nm uyarma dalga boyuna ve 460 nm emisyon dalga boyuna sahip mikroplaka
okuyucu (Perkin Elmer/Victor/X3) kullanilarak ol¢timii alinir. Aktif kaspaz-3 igceren
apoptotik hiicre lizatlari, kontrollere kiyasla énemli bir emisyon vermektedir. Ayrica,

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

kullanilmaktadir.

4.8.3.2. Mitokondriyal membran depolarizasyonunun tayini

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

sisplatin kullanilarak sonuglar karsilastirilmistir.

4.8.3.3. EGFR aktivitesinin belirlenmesi

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

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

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

gergeklestirildi.
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5. BULGULAR ve TARTISMALAR
5.1. Farmakofor Hipotez Calismalar:

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

analoglariyla beraber sentezleri gergeklestirilmistir.

5.1.1. Hipotezlerin dogrulanmasi

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

hipotezler

Cok sayida ila¢ molekiilii kullanilarak elde edilen 30 hipotezden, dogrulama
verileri sebebiyle kullanima uygun olan 2 adet hipotez uygun bulunmustur. Bu iki

hipoteze ait dogrulama verileri asagidaki Tablo 5.1°de verilmistir.

Tablo 5.1. Uygun hipotezlere ait dogrulama verileri

Hipotez No  Phase Hypo Score EF1% BEDROC (0=20) ROC AUAC RIE
DHHRRR 1 1.03 48.64 0.867 0.86 0.92 14.22
DHRRR 3 1.19 48.64 0.819 0.79 0.88 13.43

Molekiil bankasinin taranmasinda kullanilabilecek bu iki hipotezden DHHRRR 1
kodlu hipotez kinolin halkasina sahip bir ila¢ olan neratinib etkin maddesini referans
molekiil olarak kullanirken, DHRRR 3 kodlu hipotez ise kinazolin halkasi igeren
gefitinib adli ilact model molekiil olarak kullanmistir. Bu iki farkli hipotezin elde
edilebilmis olmasi, ¢alismanin hedeflerinden birinin tamamlanmas1 olarak

degerlendirilmistir. Hipotezlere ait 3 boyutlu gosterimler Sekil 5.1°de paylagilmistir.

27



Sekil 5.1. DHRRR 3 (iist, gefitinib) ve DHHRRR 1 (alt, neratinib) hipotezlerine ait 3B gosterim.

*Mavi baloncuklar harici hacmi temsil etmektedir.

5.1.2. Literatiir tabanlh EGFR aktif bilesikler ve tek protein kristali kullanarak

kullanilarak elde edilen hipotezler

Cok sayida ilag molekiilii kullanilarak elde edilen 30 hipotezden, dogrulama
verileri sebebiyle kullanima uygun olan 9 adet hipotez uygun bulunmustur. Bu iki

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

Hipotez No  Phase Hypo Score EF1% BEDROC (0=20) ROC AUAC RIE
AAARR 4 1.21 44 .48 0.953 0.96 0.96 15.36
AAAARR 2 1.23 44 .48 0.949 0.96 0.96 15.28
AAARR 5 1.20 44.48 0.942 0.96 0.96 15.18
AAARR 2 1.21 44.48 0.947 0.95 0.96 15.25
AAARR 3 1.20 44.48 0.940 0.95 0.96 15.15
AAARRR 3 1.20 44.48 0.922 0.95 0.96 14.85
AAARR 6 1.17 44.48 0.912 0.95 0.96 14.69
AARRR 2 1.13 44.48 0.874 0.95 0.95 14.07
AARRR 1 1.09 44.48 0.831 0.94 0.94 13.38

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

Sekil 5.2. AAAARRR 2 (ZINC000096933693), AAARR 2 (ZINC000096933669), AAARR 3
(ZINC000096933670), AAARR 4 (ZINC000096933670), AAARR 5
(ZINC000096933693), AAARRR 3 (ZINC000096933693), AARRR 1
(ZINC000096933693) ve AARRR 2 (ZINC000096933693) hipotezlerine ait 3B gosterim.

*Yesil alan 3 hipotez 6zelligin olusturdugu agiy1 ve acik kirmizi kesikli ¢izgi ise iki 6zelligin arasindaki mesafeyi
gostermek i¢in kullanilmistir.
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5.1.3. Molekiil bankasinin taranmasi

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

bilesiklerin 3B c¢akisik pozlamalar1 paylasilmistir.

Tablo 5.3. Farmakofor hipotezlere uyan kurum i¢i molekiil seti molekiil sayilart

Hipotez No Referans Molekiil Oncii molekiil sayist

DHHRRR 1 Gefitinib 15
DHRRR 3 Neratinib 4
AAARR 4 ZINC000096933670 0
AAAARR 2 ZINC000096933693 20
AAARR 5 ZINC000096933693 2
AAARR 2 ZINC000096933669 1
AAARR 3 ZINC000096933670 2
AAARRR 3 ZINC000096933693 11
AAARR 6 ZINC000096933693 4
AARRR 2 ZINC000096933693 0
AARRR 1 ZINC000096933693 0

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

Bu iki hipotez i¢in hesaplanan harici hacmin ve diger hipotezlerde de Oncii
molekiil olarak karsimiza ¢ikan N-aminotriazol tiirevlerinin varlig1 sebebiyle sorunun
cevabinin, bu ana yapimin bir farmakofor grup oldugu diisiiniilmektedir. Ancak, ileriki
calismalarda bu iki hipotezin N-aminotriazol ya da analogu ya da biyoizoster yap1
iceren kiitiiphanelerin taranmasinda kullanimindan kaginilmast ya da genis havuzlari
taramak i¢in On tarama olarak kullanilmasi Onerilebilir. Bu tez kapsaminda bu iki

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

5.3’te gosterilmistir.

Sekil 5.3. Oncii molekiiller ile hipotezlerinin iist iiste ¢akisik 3B pozlart

A. DHHRRR 1, B: DHRRR 3, C: AAAARR 2, D: AAARR 5, E: AAARR 2, F: AAARR 3, G: AAARRR 3, H:
AAARR_6. Mavi baloncuklar dahil edilmeyen hacmi ifade etmektedir. C-H igin, sadelik amaciyla 6n yiizeyde bulunan harici
hacimler siliklestirilmistir.

Sonug¢ olarak, Oncli molekiillerden hareketle kinazolin-4(3H)-on halkasinin 3.
konumundan metil kopriisii ile baglanan N-(4-metoksifenil)triazol ve N-aminotriazol
halka yapilarinin (benzo)tiyazol tiirevleri ile hidrazinokarbotiyoamit yapilarinin ve de
kinolinin 8. konumundan metilenoksi kopriisiiyle baglanan N-(4-metoksifenil)triazol
halkasmin tiyazol tiirevlerinin sentezinin gerceklestirilmesine karar verilmistir. Bu
bilesikler, boliim 4.1.1 ve 4.1.2°deki kriterleri saglayan bilesiklerdir ve tespit edilen
oncil bilesikler ile analoglari, bunlarin antikanser etkinliklerini incelemek ve yapi-etki

iligkilerini anlamak amaciyla sentez basamagina taginmustir.
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5.2. Sentez Calismalari

Sentezi hedeflenen kinolin ve kinazolin tiirevlerinin sentez semasi

NH, N N N
a \w b ﬁ 0 ¢ ﬁ o]
OH NH NQ&O/\ N\)LN,NHZ
o} 01 0 5 0 3 H

Nﬁ o N-NH
CQ(N\)LNgwﬁ —— N\/L =S
H S

(0}
d O 6 o) NHZ 8a-8v
7 R;: 4-Metoksifenil, 8a-8k

N R;: NH,, 8I-8v
Y8 6 x

N _N

H R

(0] S

=N
_N

(6] 12

HN
s
/O/N
’
NS
1 13a-13d

Sekil 4.1 te paylasilmistir.

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

(INﬁ
NH

01
Yontem A veya Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Verim: %89 veya %97. Deneysel

E.n: 270-271°C, literatiir e.n: 272-272.5°C [90].

32



(0]

-'O.-
¢

Sekil 5.4. Bilesik 1 igin 6ngdriilen reaksiyon mekanizmasi

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

o [~
0

0) Br ?/ o

TN N -KBr, -CO, N/\ffov

N-H o _ JH —

P 0 N 2 0
N e S N
Br K COj3

Sekil 5.5. Bilesik 2 igin 6ngdriilen reaksiyon mekanizmasi

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

girdigi distiniilmektedir.

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

asetohidrazit (10) sentezi

Ny o
();WNJLN,NH2
H
3

O

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

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

basladig diisiiniilmektedir.

5.2.4. N-(Siibstitiie)-2-{2-[4-oksokinazolin-3(4H)-il]asetil} hidrazin-1-karbotiyoamit
tiirevlerinin (4a-41) ve N-(4-metoksifenil)-2-[2-(kinolin-8-
iloksi)asetil|hidrazin-1-karbotiyoamit (11) ara iiriiniiniin sentezi

Tim bilesikler yontem E tarifine gore sentezlenmistir.

Tablo 5.4. Sentezlenen asetilhidrazin-1-karbotiyoamit bilesikleri (4a-41 ve 11)

“

(0] II—I )S]\ N u S /@/O\
N N NN
E:ﬁ:/) o H 4a-41 /\‘Or H H i

R R R
4a 4-Metoksifenil 4e 3-Metilfenil 4i 2-Klorofenil
4b 3-Metoksifenil ~ 4f  2-Metilfenil 4j 4-Florofenil
4c 2-Metoksifenil  4g  4-Klorofenil 4k fenil
4d 4-Metilfenil 4h  3-Klorofenil 41 etil

S

/\"/I{L SQC N ﬂ\f/\n’N\'N\,C\N/ roton transfer /j\I/\[OI/ ]IIII H
N NH, NN O HH N
N/) S \/4 N7

Z-T

Sekil 5.7. Bilesik serisi 4a-41 i¢in dngoriilen reaksiyon mekanizmasi

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

saldiristyla tepkimenin bagladig1 6n goriilmektedir.
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5.2.4.1. N-(4-Metoksifenil)-2-{2-[4-oksokinazolin-3(4H)-il]asetil}hidrazin-1-
karbotiyoamit (4a)

[lk olarak Boren vd. [93] tarafindan sentezlenmistir.

Goriintim: Beyaz toz. Erime Noktas1 (E.n): 233-234°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): § 3.76 (s, 3H, OCH3), 4.78 (s, 2H, N-CHz), 6.93 (d,
J=8.97 Hz, 2H, fenil H3;5), 7.33 (d, J= 8.96 Hz, 2H, fenil Hz;), 7.59 (td, J;= 1.12 Hz,
J>=7.57 Hz, H, kinazolin Hs), 7.73 (d, J= 7.76 Hz, H, kinazolin Hs), 7.87 (td, J/=1.55
Hz, J>=7.65 Hz, H, kinazolin H7), 8.15 (dd, J;=1.20 Hz, J>=8.01 Hz, H, kinazolin Hs),
8.32 (s, H, kinazolin Hz), 9.41 (brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 9.71 (brs, H, CO-NH-NH-
CS-NH), 10.52 (brs, H, CS-NH-fenil).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 47.76 (N-CH2), 55.72 (OCH3), 113.86, 121.85,
126.44, 127.76, 132.23, 135.13, 148.48, 148.77, 157.32, 160.99, 167.19, 172.03 (C=0),
181.42 (C=S).
HRMS (-m/z): [M+H]*: C1sH17Ns03S i¢in hesaplanan: 384.1125, bulunan: 384.1136
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Sekil 5.8 Bilesik 4a’ya ait '"H NMR spektrumu
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Sekil 5.9 Bilesik 4a’ya ait '*C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - O-PAT-K-1_112.lcd Pags 1of 1

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

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

Sekil 5.10 Bilesik 4a’ya ait HRMS spektrumu

38



5.2.4.2. N-(3-Metoksifenil)-2-{2-[4-oksokinazolin-3(4H)-il]asetil}hidrazin-1-
karbotiyoamit (4b)

Goriintim: Beyaz toz. E.n: 208-209°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 3.75 (s, 3H, OCH3), 4.79 (s, 2H, N-CH>), 6.77 (dd,
Ji=1.67 Hz, J>= 7.84 Hz, H, fenil H4), 6.93 (d, J= 8.03 Hz, H, fenil He¢), 7.25-7.30 (m,
2H, fenil Hz5), 7.59 (td, J;= 1.05 Hz, J>=7.54 Hz, H, kinazolin He), 7.73 (d, J= 7.84 Hz,
H, kinazolin Hs), 7.87 (td, J/=1.52 Hz, J>=7.67 Hz, H, kinazolin H7), 8.15 (dd, Ji=1.23
Hz, J>=7.98 Hz, H, kinazolin Hs), 8.35 (s, H, kinazolin H2), 9.42 (brs, H, CO-NH-NH-
CS-NH), 9.83 (brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 10.58 (brs, H, CS-NH-fenil).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 47.93 (N-CH2), 55.62 (OCH3), 110.98, 111.21,
117.59, 121.83, 126.40, 127.77, 129.44, 135.15, 140.53, 148.50, 148.72, 159.51,
161.06, 167.20, 170.95 (C=0), 180.96 (C=S).
HRMS (-m/z): [M+H]": C1sH17Ns0s3S igin hesaplanan: 384.1125, bulunan: 384.1121.
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Sekil 5.11. Bilesik 4b’ya ait '"H NMR spektrumu
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Sekil 5.12. Bilesik 4b’ya ait '3*C NMR spektrumu

41



Formula Predictor Report - D-PAT-K-2_113.Icd

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

Page 10f1

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

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

Goriintim: Beyaz toz. E.n: 232-233°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 3.80 (s, 3H, OCH3), 4.80 (s, 2H, N-CH>), 6.93 (td,
Ji=1.20 Hz, J>= 7.64 Hz, H, fenil Hs), 7.06 (dd, J;= 1.09 Hz, J>= 8.27 Hz, H, fenil H3),
7.19 (t, J= 7.55 Hz, H, fenil H4), 7.57 (td, Ji= 1.11 Hz, J>=7.56 Hz, H, kinazolin Hg),
7.72 (d, J=7.84 Hz, 2H, kinazolin Hs ve fenil He), 7.86 (td, Ji=1.53 Hz, J>=7.66 Hz, H,
kinazolin H7), 8.13 (dd, Ji=1.19 Hz, J>=7.99 Hz, H, kinazolin Hs), 8.32 (s, H, kinazolin
H2), 9.05 (brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 9.83 (brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 10.59 (brs,
H, CS-NH-fenil).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 47.38 (N-CH2), 56.15 (OCH3), 111.97, 120.22,
121.90, 126.48, 127.66, 127.72, 127.96, 135.04, 148.46, 148.80, 153.27, 160.75, 167.06
(C=0), 181.44 (C=S).
HRMS (-m/z): [M+H]*: C1sH17Ns03S i¢in hesaplanan: 384.1125, bulunan: 384.1133.
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Sekil 5.14. Bilesik 4¢’ye ait 'H NMR spektrumu
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Sekil 5.15. Bilesik 4¢’ye ait *C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-K-3_114.Icd Page 10f1

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

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

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

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

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

Goriintim: Beyaz toz. E.n: 247-248°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 2.30 (s, 3H, CH3), 4.79 (s, 2H, N-CH>), 7.17 (d, J=
8.26 Hz, 2H, fenil Hss), 7.37 (d, J= 8.34 Hz, 2H, fenil H2s), 7.59 (td, Ji= 1.10 Hz,
J>=7.58 Hz, H, kinazolin Hs), 7.73 (d, J= 7.72 Hz, H, kinazolin Hs), 7.87 (td, J/=1.55
Hz, J>=7.66 Hz, H, kinazolin H7), 8.15 (dd, J;=1.22 Hz, J>=8.04 Hz, H, kinazolin Hs),
8.34 (s, H, kinazolin Hz), 9.43 (brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 9.76 (brs, H, CO-NH-NH-
CS-NH), 10.55 (brs, H, CS-NH-fenil).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 21.01, 21.05, 47.85, 121.84, 125.63, 126.41, 127.76,
129.13, 135.14, 136.83, 148.50, 148.72, 148.75, 161.04, 167.22 (C=0), 181.18 (C=S).
HRMS (-m/z): [M+H]": C1sH17N502S igin hesaplanan: 368.1176, bulunan: 368.1188
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Sekil 5.17. Bilesik 4d’ye ait '"H NMR spektrumu
P

48



Sekil 5.18. Bilesik 4d’ye ait '*C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-K-4_1135.lcd Pags 1of 1

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

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

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

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

Measured region for 368.1188 m'z

Is8. 1188
100.04

0.4

3631213

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

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

T
100.01 3881178

‘ 3681203

l 2701170
; A -

3610 315 2650 3855 370.0 3705 I71.0 1715

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

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

Goriintim: Beyaz toz. E.n: 273-274°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): § 2.31 (s, 3H, OCH3), 4.79 (s, 2H, N-CHz), 6.77 (d,
J="7.31 Hz, H, fenil Ha), 7.22-7.29 (m, 2H, fenil Hz,5), 7.36 (d, J= 8.02 Hz, H, fenil He),
7.59 (td, Ji= 1.08 Hz, J>=7.58 Hz, H, kinazolin Hs), 7.73 (d, J= 7.70 Hz, H, kinazolin
Hs), 7.88 (td, Ji=1.55 Hz, J>=7.70 Hz, H, kinazolin H7), 8.15 (dd, J;=1.19 Hz, J>=8.07
Hz, H, kinazolin Hs), 8.34 (s, H, kinazolin H2), 9.40 (brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 9.79
(brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 10.57 (brs, H, CS-NH-fenil).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 21.42,47.92, 121.83, 122.85, 126.39, 127.78, 128.48,
135.17,137.92, 139.28, 148.51, 148.76, 167.22 (C=0), 180.95 (C=S).
HRMS (-m/z): [M+H]": C1sH17N502S igin hesaplanan: 368.1176, bulunan: 368.1176
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Sekil 5.20. Bilesik 4e’ye ait 'H NMR spektrumu
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Sekil 5.21. Bilesik 4¢’ye ait *C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-K-3_116.lcd Pags 1of 1

Datz File: C:\LabSolutions'Deta\Analiz\ Asaf D-PAT-H-3_116.lcd

Elmt | VWal| Min Max Emt | Val  Min Max Emt Val Mm Max Emt Val Min Max Use Adduct
H 1 10 40 o 2 2 4 5 2 [ 2 Ru 2 [1 1] H
C 4 10 40 F 1 0 1 Cl 1 0 1 Pd 2 0 1]
N 3 3 10 P 3 0 0 Er 1 0 1 | 3 0 1]
Emaor Margin (ppm): 3 DE8E Rangs: 5.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apphy N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 sotope Fles: S000
MSn l=o Rl (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resuks: 200

Event¥: 1 MS{E+) Ret Time : 3.233 -» 3.253 Scand : 483 -= 48D

5.500e#
5.000=5
4.500sH
4.000=
2,500 P -
2.000eH
2.500e5
2.000=H
1.500e8 365.1215
1.000e6
5.000=

o

PR , |
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 500.0 700.0 200.0 500.0

Measured region for 3681176 miz
368.1178

1000

0.

368.1216

2701180

) A

= ‘3855 "370.0 370.5 371.0 s

H—— v My st
353.0 3535

o

C1E H17 NS 02 S [M+HIH - Predicted region for 368.1176 miz
3581176

100.0-

‘ 369.1203

l 3?-1 170

3680 3615 365.0 3655 370.0 705 710 715
Rank__ Score Formula (M) lon Meas. mfz_ Pred. mfz DF (mDa) Df (ppm)  Iso DBE

1 8607 CIaHITN3OZE [M+H]+ 3581178 3531176 0.0 000 2807 130

Sekil 5.22. Bilesik 4e’ye ait HRMS spektrumu
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5.2.4.6. N-(2-Tolil)-2-{2-[4-0ksokinazolin-3(4H)-il]asetil} hidrazin-1-karbotiyoamit
€/

Goriintim: Beyaz toz. E.n: 254-255°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): § 2.14 (s, 3H, CHz3), 4.80 (s, 2H, N-CH>), 7.14-7.27
(m, 4H, fenil H34,56), 7.57 (td, Ji= 1.09 Hz, J>=7.55 Hz, H, kinazolin Hs), 7.72 (d, J=
7.78 Hz, H, kinazolin Hs), 7.87 (td, Ji=1.51 Hz, J>=7.65 Hz, H, kinazolin H7), 8.12 (dd,
Ji=1.19 Hz, J>=8.02 Hz, H, kinazolin Hs), 8.29 (s, H, kinazolin Hz), 9.31 (brs, H, CO-
NH-NH-CS-NH), 9.74 (brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 10.55 (brs, H, CS-NH-fenil).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 18.05 (CH3), 47.41 (N-CH>), 121.88, 126.40, 126.45,
127.36, 127.72, 129.42, 130.62, 135.08, 136.24, 138.13, 148.45, 160.84, 167.21 (C=0),
181.89 (C=S).
HRMS (-m/z): [M+H]": C1sH17N502S i¢in hesaplanan:a 368.1176, bulunan: 368.1176
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Sekil 5.23. Bilesik 4f’ye ait '"H NMR spektrumu
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Sekil 5.24. Bilesik 4f’ye ait '*C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-K-6_117.lcd

Datz File: C:\LabSaolutions\Dets\Analiz\AsafiD-PAT-H-6_117.lcd

Pags 1of 1

Eimt | Wal Min Max Emt | Val. Min Max Emt Val Mm M=x FEmt Val Min Max Use Adduct
H 1 10 40 o 2 2 4 5 2 [ 2 Ru 2 [1 [1] H
C 4 10 40 F 1 0 1 Cl 1 0 1 Pd 2 0 1]
N 3 3 10 P 3 0 0 Er 1 0 1 | 3 0 1]
Emaor Margin {ppm): 5 D2E Rangs: 5.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlmited Apply M Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI () 1.00 sotope Fles: S000
MSn l=o Rl (%) 10.00 MSn Logic Mods: AND Max Resuls: 200
Event¥: 1 MS[E+) Ret Time:3.133->3.133 Scan#: 471 -= 471
6.000e6
5.500e6
5.000e64
4.500e6
4.000e6
3.500e6 I8 [1TE
3.000e64
2.500e64
2.000e6
1.500e6 368.1217
1.000e64
5.000e3
0= Ay .1'--|1- T —T — — T
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 B00.0 J00.0 B00.0 500.0
Measured region for 368.1176 miz
a4
100.0 368.1178
50.H
3681217
3701187
H——— e — ..”T'“ . — T
368.0 368.5 365.0 365.3 370.0 370.3 3710 s
C18 H17 N5 02 5 [M+H}+ : Predicted region for 368.1176 miz
368.1178
10004
50.4 |
‘ 3651203
l 370.1170
0 : : . . il — — :
368.0 368.9 365.0 368.5 370.0 370.5 371.0 kY]
Rank__Score Fomula lon Meas. mfz_ Pred mfz_ D€ | D Isa__DBE
1 8373 CI8HITNIOZ2S [M+H]+ 3EB1178 3I88.1178 0.0 0.0y &5y 130

Sekil 5.25. Bilesik 4f’ye ait HRMS spektrumu

58



5.2.4.7. N-(4-Klorofenil)-2-{2-[4-oksokinazolin-3(4H)-il]asetil}hidrazin-1-
karbotiyoamit (4g)

Goriintim: Beyaz toz. E.n: 243-244°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 4.79 (s, 2H, N-CH>), 7.43 (d, J= 8.72 Hz, 2H, fenil
Hs5), 7.55-7.61 (m, 3H, fenil Hz,6 ve kinazolin He), 7.73 (d, J= 7.76 Hz, H, kinazolin
Hs), 7.87 (td, Ji=1.52 Hz, J>=7.65 Hz, H, kinazolin H7), 8.16 (dd, J;=1.21 Hz, J>=7.99
Hz, H, kinazolin Hs), 8.34 (s, H, kinazolin H2), 9.54 (brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 9.93
(brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 10.60 (brs, H, CS-NH-fenil).
IBC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 47.86 (N-CH2), 121.82, 126.45, 127.30, 127.77,
128.61, 135.15, 138.41, 148.49, 148.74, 161.06, 167.25 (C=0), 181.02 (C=S).
HRMS (-m/z): [M+H]": C17H14N502SCl igin hesaplanan: 388.0629, bulunan: 388.0643
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Sekil 5.26. Bilesik 4g’ye ait '"H NMR spektrumu
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Sekil 5.27. Bilesik 4g’ye ait '*C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-H-7_118.lcd Pags 1of 1

Datz File: C:\LabSolutions\Dets\Analiz\AsafiD-PAT-H-T_118.lcd

Elmt  Val Min Max Emt | Val. Min Max Emt Val Mim M=x Emt WVal Min Max Use Adduct
H 1 10 40 o 2 2 4 5 2 [ 1 Ru 2 [1 1] H
C 4 10 40 F 1 0 0 Cl 1 0 1 P 2 0 1]
N 3 1 10 P 3 0 0 Er 1 0 1] | 3 v 1]
Emor Margin {ppm): 3 D2E Rangs: 5.0-20.0 Electron lons: both
HC F-atr:\: uriimited Apply M Rule: yes Use MSn Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI () 1.00 sotope Fles: S000
MSn k=0 RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 200
Event¥: 1 MS{E+) Ret Time - 3.360 -= 3.350 - 2.853 -» 2.857 Scan#: 505 -» 305 - 425 -= 423
1.000e6
5.000e3H
2.000eH
7.000e3
6.000e3H 253 heas
5.000eH
4.000eH
3.0+ 390.0628
2.000eH 339.0848
1.000e3H l
Her S N [ - —
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 B00.0 J00.0 B00.0 500.0
Measured region for 388.0643 miz
3BE.0B42
10004
50.H
350.0828
385,
391.0669
! — b — — — — — .
3880 3B 3E5.0 3883 380.0 380.5 381.0
C17 H14 N5 02 5 CI [M#H]+ : Predicted region for 388.06523 miz
100.0H S
0.4
390.0604
3EB.06SE
I \ \ A
0 . : . . . . A :
3880 3BE.S 3E5.0 385.3 380.0 380.5 381.0
Rank__Score Formula (M) lon Meas. mfz_ Pred. mfz I‘)a}_m_ Isa__DBE
1 7338 CITHI4N3OZ5 O [M+H]+ 2E20643 2330823 361 787 130

Sekil 5.28. Bilesik 4g’ye ait HRMS spektrumu
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5.2.4.8. N-(3-Klorofenil)-2-{2-[4-oksokinazolin-3(4H)-il]asetil}hidrazin-1-
karbotiyoamit (4h)

Goriintim: Beyaz toz. E.n: 243-244°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 4.80 (s, 2H, N-CH2), 7.24 (d, J= 7.31 Hz, H, fenil
Ha4), 7.40 (t, J/=8.03 Hz, H, fenil Hs), 7.56-7.61 (m, 2H, fenil He ve kinazolin He), 7.72-
7.75 (m, 2H, fenil H2 ve kinazolin Hs), 7.87 (td, J/=1.48 Hz, J>=7.67 Hz, H, kinazolin
H7), 8.16 (dd, Ji=1.16 Hz, J>=7.97 Hz, H, kinazolin Hs), 8.36 (s, H, kinazolin Hz), 9.54
(brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 10.02 (brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 10.64 (brs, H, CS-
NH-fenil).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 47.99, 121.80, 123.79, 124.82, 125.31, 126.38,
127.79, 130.32, 132.76, 135.18, 140.93 148.51, 148.70, 161.13, 167.26, 170.92 (C=0),
180.87 (C=S).
HRMS (-m/z): [M+H]*: Ci17H14aN502SCl i¢in hesaplanan: 388.0629, bulunan:
388.0636.
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Sekil 5.29. Bilesik 4h’ye ait '"H NMR spektrumu
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Sekil 5.30. Bilesik 4h’ye ait 3*C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - O-PAT-K-3_118.lcd Pags 1of 1
Datz File: C:\LebSalutions'\DatalAnaliz\Asaf D-PATH-3_115.lcd
Elmt Val Mim Mz« Emt Val Min Max BEmt Val M M=x BEmt Val| Min Max Use Adduct
H 1 10 40 o 2 2 4 5 2 [ 1 Ru 2 ¥ [1] H
C 4 10 40 F 1 0 0 Cl 1 0 1 Pd 2 0 1]
N 3 1 10 P 3 0 0 Er 1 0 1] | 3 [ 1]
Emor Margin {ppm}: 5 D8E Range: 5.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apphy N Rule: yes Use M3n Info: yes
Mazx |sotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 sotope Res: S000
MSn lso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resuls: 200
Event#: 1 MS(E+) Ret Time: 3.380 Scan# : 300
3.500=6
3.000=6
2.500=8
2.000=6 BB pEIE
1.500=6
D 350.0818
e 339.0662
5.000=H
0= iy Ll - — —T — — —
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 B00.0 J00.0 800.0 500.0
Measured region for 288.0636 miz
100.04 e
50.H
330.06186
385.0668
351.0650
’ D1 | I RPNV | W— ) —
388.0 388.3 385.0 3883 380.0 380.5 381.0
C17 H14 N3 02 5 CI[M#+H]+ : Predicted region for 388.0823 miz
100,04 a0
50.04
390.0604
3E5.0656
I \ I A
: . , . . J . A
388.0 388.3 385.0 3833 380.0 380.3 381.0
Rank__ Score Fommuba (M) lon Meas. mfz_ Pred. miz_ DF. | Df. lso__DEE
1 8788 CITHI4N3O2 5 Cl [M+H]+ 388.0636 333.0629 0.7 1.80 E347 130

Sekil 5.31. Bilesik 4h’ye ait HRMS spektrumu
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5.2.4.9. N-(2-Klorofenil)-2-{2-[4-oksokinazolin-3(4H)-il]asetil}hidrazin-1-
karbotiyoamit (4i)

Goriintim: Beyaz toz. E.n: 249-250°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8 4.80 (s, 2H, N-CHz), 7.31-7.38 (m, 3H, fenil H345),
7.51-7.60 (m, 2H, fenil He ve kinazolin He), 7.72 (d, J= 7.86 Hz, H, kinazolin Hs), 7.86
(td, Ji=1.45 Hz, J>=7.64 Hz, H, kinazolin H7), 8.12 (d, J/=1.12 Hz, J>=8.02 Hz, H,
kinazolin Hs), 8.29 (s, H, kinazolin H2), 9.45 (brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 9.96 (brs,
H, CO-NH-NH-CS-NH), 10.62 (brs, H, CS-NH-fenil).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 47.36, 121.89, 126.50, 127.66, 128.72, 129.85,
131.53, 135.06, 136.89, 148.45, 148.80, 160.59, 160.79, 167.31, 171.03 (C=0), 182.22
(C=N).
HRMS (-m/z): [M+H]*: Ci7H14sNsO2SCl i¢in hesaplanan: 388.0629, bulunan:
388.0634.
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Sekil 5.32. Bilesik 4i’ye ait 'H NMR spektrumu
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Sekil 5.33. Bilesik 4i’ye ait '3C NMR spektrumu

69



Formula Predictor Report - O-PAT-K-9_120.lcd Pags 1of 1

Datz File: C:\LebSalutions'\Dats\Analiz\AsafD-PAT-H-3_120.0cd

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

Event® 1 MS[E+) Ret Time:3.173->3.173 - 3.680 -= 3.676 Scan#: 477 -= 477 - 353 -= 353

B.000e
3.500eH
3.000e
4 500
4 000e
3.500eH 388 [E34
3.000e
2.500eH
Rp— 350.0613
1.300=31 2388.0872
I L N I
100.0 .:I}EI o 200.0 400.0 300.0 B00.0 T00.0 B00.0 500.0
Measured region for 3880634 miz
1000 HER0EM
0. 2300813
3390672
L — — —T —T — — —T "h T
388.0 388.3 385.0 385.9 320.0 380.5 381.0
C17 Hi4 NS 02 5 CI [M+H]]+ : Predicted region for 333.0625 miz
10005 880830
0.
‘ 330.0604
385.0658
I \ I A
o . : . . . . A :
388.0 388.3 385.0 385.9 320.0 380.5 381.0
Rank__Score Formula (M) lon Meas. mfz_ Pred. mfz_ DF | Isa__ DBE
61.23 CI7H14 N3 025 C [M+H]+ ILE0834 2330523 0.3 129 &169 130

Sekil 5.34. Bilesik 4i’ye ait HRMS spektrumu
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5.2.4.10. N-(4-Florofenil)-2-{2-[4-oksokinazolin-3(4H)-il]asetil}hidrazin-1-
karbotiyoamit (4j)

Goriintim: Beyaz toz. E.n: 247-248°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 4.79 (s, 2H, N-CHz), 6.93 (t, J= 8.82 Hz, 2H, fenil
Hs5), 7.46-7.50 (m, 2H, fenil Hz,), 7.59 (td, Ji= 1.06 Hz, J>=7.54 Hz, H, kinazolin Hg),
7.73 (d, J= 7.85 Hz, H, kinazolin Hs), 7.88 (td, J;=1.53 Hz, J>=7.67 Hz, H, kinazolin
H7), 8.15 (dd, Ji=1.30 Hz, J>=7.99 Hz, H, kinazolin Hs), 8.33 (s, H, kinazolin H2), 9.52
(brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 9.86 (brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 10.57 (brs, H, CS-
NH-fenil).
IBC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 47.77, 11522, 115.52, 121.83, 126.44, 127.77,
128.68, 135.15, 135.71, 135.74, 139.40, 148.48, 148.77, 161.01, 167.25 (C=0), 181.35
(C=N).
HRMS (-m/z): [M+H]": C17H14NsO2SF igin hesaplanan: 372.0925, bulunan: 372.0929.
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Sekil 5.35. Bilesik 4j’ye ait '"H NMR spektrumu
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Sekil 5.36. Bilesik 4j’ye ait '*C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-K-10_121.lcd

Datz File: C:'\LabSolutions'\Data\Analiz\Asaf D-PAT-K-10_121.Icd

Page 10f1

Eimt Val Mn Mz Emt | Val Min Max Emt Val Mn Eimt  Val | Min Max Use Adduct
H 1 10 40 o 2 2 4 5 2 [ Ru 2 [1 1] H
C 4 10 40 F 1 0 1 Cl 1 0 Pd 2 0 1]
N 3 1 10 P 3 0 0 Er 1 0 | 3 0 1]
Emor Margin (ppm): 5 DEE Range: 5.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply M Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (3} 1.00 sotope Fles: S000
MSn lso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resuls: 200
Event¥ 1 ME[E+) Ret Time:3.287-> 3.367 - 2.733 -» 3144 Scan#: 4591 -= 451 -411-=473
53.000eH
4. 5003
4.000eH
3.500e5 272 hass
3.000=H
2.500=H
2.000eH
13002 a73.0862
1.000=H
5.000=4
£ - L |.||,".|.l|,. — — — —
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 J00.0 B00.0 500.0
Measured region for 372.0523 miz
g
10004 R
50.H
373962
374.0959
0 o al : A : —
3720 3723 373.0 3733 3740 743 3750 3735
C17 H14 N3 02 F § [M+H]+ : Predicted region for 372.0525 miz
100.0 R e
50.4
‘ 373.0952
‘ \ A 374.0917
0 L : : : il : — :
3720 372.3 373.0 3733 3740 743 3750 3735
Rank__Score Formula (M) lon Meas. mfz_ Pred. mfz_ DF | Df. Isa__ DBE
1 483 CITHI4NSO2ZFS [M+H]+ 3720828 3720825 0.4 108 7y 130

Sekil 5.37. Bilesik 4j’ye ait HRMS spektrumu
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5.2.4.11. N-Fenil-2-{2-[4-oksokinazolin-3(4H)-il]asetil}hidrazin-1-karbotiyoamit (4k)
Gortniim: Beyaz toz. E.n: 247-248°C

TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 4.79 (s, 2H, N-CH>), 7.19 (t, J= 6.79 Hz, H, fenil

H4), 7.37 (t, J= 8.81 Hz, 2H, fenil H35s), 7.51 (d, J= 7.49 Hz, 2H, fenil H2e), 7.59 (td,

Ji=1.02 Hz, J>=7.58 Hz, H, kinazolin He), 7.73 (d, J= 7.82 Hz, H, kinazolin Hs), 7.88

(td, Ji=1.53 Hz, J>=7.62 Hz, H, kinazolin H7), 8.15 (dd, Ji=1.23 Hz, J>=7.98 Hz, H,

kinazolin Hs), 8.34 (s, H, kinazolin H2), 9.49 (brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 9.83 (brs,

H, CO-NH-NH-CS-NH), 10.58 (brs, H, CS-NH-fenil).

I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 47.85, 121.83, 125.68, 126.42, 127.77, 128.68,

135.15, 139.40, 148.49, 148.76, 161.03, 167.24 (C=0), 181.27 (C=S).

HRMS (-m/z): [M+H]*: C17H15N502S i¢in hesaplanan: 354.1019, bulunan: 354.1032
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Sekil 5.38. Bilesik 4k’ye ait '"H NMR spektrumu
P
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Sekil 5.39. Bilesik 4Kk’ye ait '*C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-H-11_122.Icd Pags 1of 1

Datz File: C:\Leb3alutions'DetalAnaliz\ AsafD-PAT-H-11_122.Icd

Elmt Val Min Max Emt Val Min Max Emt Val Min Mzx Hmt Val| Min Max Use Adduct
H 1 10 40 o 2 2 4 5 2 0 1 Ru 2 0 [1] H
C 4 10 40 F 1 0 0 Cl 1 0 1] Pd 2 0 1]
N 3 1 10 P 3 0 0 Er 1 0 1] | 3 0 1]
Emor Margin {ppm): 5 D8E Rangs: 5.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apphy N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (3} 1.00 sotope Fles: S000
MSn lso Rl (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 200

Event#: 1 MS{E+) Ret Time:3.213 Scan# : 483

35006
3000264
2500264
2.000e8]
1.500e5]
1.000=5] 3551062
5.000e54

| l L L 372.0948

H—r —r i T T L
100.0 200.0 300.0 400.0 o00.0 E00.0 J00.0 500.0 500.0

Measured region for 3341032 miz

354.1032

100.04
0.4
355.1062
J A 356.1036
H— e ety — T A —— —F—
3540 345 355.0 355.5 356.0 3365 257.0 3575
C17 H15 NS 02 5 [M+H]+ - Predicted region for 354. 1018 miz
100.01 3341018
0.4 "
'| 355.1046
| l 35381011
: .|| , . 1 N s
3540 345 355.0 355.5 356.0 3365 257.0 3575
Rank__Score Formula (M) lon Meas. mfz_ Pred. mfz DF (mDa) DFf (ppm)  Iso DBE
7747 CITHISNS 025 [M+H]+ 303y 331013 1.2 367 801 130

Sekil 5.40. Bilesik 4k’ye ait HRMS spektrumu
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5.2.4.12. N-Etil-2-{2-[4-oksokinazolin-3(4H)-il]asetil}hidrazin-1-karbotiyoamit (41)
Gortniim: Beyaz toz. E.n: 225-226°C

TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 1.13 (t, J= 7.18 Hz, 3H, -CH2CH3), 3.46-3.53 (m,

J=17.18 Hz, 2H, -CH2CH3), 4.73 (s, 2H, N-CH2), 7.59 (t, J/=7.51 Hz, H, kinazolin He),

7.73 (d, J= 8.06 Hz, H, kinazolin Hs), 7.79 (brt, J/=4.98 Hz, H, CS-NH-etil), 7.88 (t,

J=7.10 Hz, H, kinazolin H7), 8.16 (d, J=7.76 Hz, H, kinazolin Hs), 8.32 (s, H, kinazolin

Hz), 9.39 (brs, H, CO-NH-NH-CS-NH), 10.34 (brs, H, CO-NH-NH-CS-NH).

I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 14.79, 39.10, 47.89, 121.82, 126.39, 127.74, 135.12,

148.48, 148.68, 161.05, 167.10, 170.98 (C=0), 181.62 (C=S).

HRMS (-m/z): [M+H]*: C13H15N502S i¢in hesaplanan: 306.1019, bulunan: 306.1019.
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Sekil 5.41. Bilesik 41’ye ait 'H NMR spektrumu
y P
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Sekil 5.42. Bilesik 41’ye ait '3*C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-H-12_123.Icd Paps 1of 1

Datz File: C:\LabSolutions'Data\Analiz\AsafD-PATH-12_123.lcd

H 1 10 40 o 2 2 4 5

Elmt Val| Min Max Emt | Val. M Max Eimt  Val Mmn
0
0
0

2
4 10 40 F 0 Cl 1
3 1| 10 P 3 0 1

[=1=]

C
N

g

Emaor Margin {ppm}: 5 D8E Rangs: 5.0-20.0 Electron lons:
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use M3n Info: yes

Max |sotopes: 3 Isotope RI (3} 1.00 sotope Fles: S000
MSn Iso RI (3 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resuls: 200

Event® 1 MS[E+) Ret Time - 2.587 -» 2.937 Scan# : 443 =440

1.000eH
9.000e
8.000eH
7.000eE]
5.000e6 3061015
5.000e6
4. 000e6
3.000eH
2.000e5
B Ll

307.1043

100.0 2000 3000 4000 5000 &00.0 7000 BOOO 5000

Measured region for 306.1019 miz
306.1018

100.04

0.4

70043
308.0993

e T M SIS SV VNSO, | NN
3056 3058 3060 3062 3064 3066 I0EB 3070 3072 3074 3076 3078 3080 3032 3084

C13 H15 NS 02 S [M+HI+ - Predicted region for 308.1018 miz
306.118

100.0+

‘ 307.1044

I i

{Lam; T T T T T T T T T T T T T T
3056 30538 3060 3062 3064 3066 2B 3070 3072 3074 3076 3078 3080 3032 3084

Rank__Score Formula (M) lon Meas. mfz  Pred. mfz D (mDa) DFf (ppm)  Iso DBE

1 9740 C13HISNSO2Z S [M+H]+ 3061018 206.101% 0.0 0.00 5740 30

Sekil 5.43. Bilesik 41’ye ait HRMS spektrumu
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5.2.4.13. N-(4-metoksifenil)-2-[2-(kinolin-8-iloksi)asetil[hidrazin-1-karbotiyoamit
(11)
Yontem E’ye gore sentezlenmistir. Verim: %76. Bilesik daha once Sabir vd.

tarafindan 2008 yilinda [94] sentezlenmistir.

5.2.5. 3-{|4-(4-Metoksifenil)-5-tiyokso-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-3-
illmetil}kinazolin-4(3H)-on (5) ve 3-{|4-(4-metoksifenil)-5-tiyokso-4,5-
dihidro-1H-1,24-triazol-3-il|metiloksi}Kkinolin (12) sentezleri

[N
N-NH

SEP N A

@ :

O O

Yontem F’ye gore sentezlenmistir. 4-Oksokinazolin kdkenli bilesik (5) i¢in verim: %82;
deneysel E.n: 225-226°C. 8-hidroksikinolin kokenli bilesik (12) icin verim: %85;
deneysel E.n: 274-275°C, literatiir e.n: 281°C [94].

| 1 +
N. .C. N N N
N, N Iﬂ 7
N/J o' H H

K ) ~SOH

6] -0

Sekil 5.44. Bilesik 5 i¢in 6ngoriilen reaksiyon mekanizmasi

Bilesik 12 i¢in de reaksiyon mekanizmasinin benzer sekilde yiiridigi

diisiiniilmektedir. Etoksit anyonunun amidik azottan proton koparmasi ve bu azotu

&3



negatif yiikklemesi sonucu, azotun, kismi pozitif yiiklii karbonil karbonuna saldirisini

takiben su ¢ikisiyla reaksiyonun yiiridiigli 6n goriilmektedir.

5.2.6. 3-[(5-Tiyokso-4,5-dihidro-1,3,4-oksadiyazol-2-il)metil] kinazolin-4(3H)-on (6)

Yontem G’ye gore sentezlenmistir. Verim: %87. Deneysel E.n: 225-226°C, literatiir e.n:
219-221°C [95]

dl\l/\n/ Nqud) H Jks qdﬁ“{fj

SA
~0 k'
0 K /\OH

O ¥'S—H
(;ﬁLNAI\KNHKS K de N‘NH = d) N~N>’SH

Sekil 5.45. Bilesik 6 i¢in dngoriilen reaksiyon mekanizmasi

5.2.7. 3-[(4-Amino-5-tiyokso-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-3-il)metil)kinazolin-

4(3H)-on (7)
[ I N-NH
N \/‘\ >=S

Yontem H’ye gore sentezlenmistir. Verim: %87. Daha once Bao vd. tarafindan 2016

yilinda patentlenmistir [96].

o H
(6] S N-

ﬁ N—NH Q‘.NHZ N 9 /\r ‘NH

N\/‘\ S — D R Jud NN

j N7 OH N HZN HN S

H,N

Sekil 5.46. Bilesik 7 i¢in 6ngoriilen reaksiyon mekanizmasi
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TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 5.28 (s, 2H, CH2), 5.69 (s, 2H, N-NH>), 7.58 (t,
J=7.51 Hz, H, kinazolin He), 7.72 (d, J= 8.07 Hz, H, kinazolin Hs), 7.87 (td, J;=1.32
Hz, J>=7.67 Hz, H, kinazolin H7), 8.14 (d, J=7.95 Hz, H, kinazolin Hs), 8.46 (s, H,
kinazolin H2), 13.65 (brs, H, SH ya da NH).

Sekil 5.47. Bilesik 7’ye ait 'H NMR spektrumu
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5.2.8. 2-{|4-(4-Metoksifenil/amino)-5-{[4-oksokinazolin-3(4H)-il|metil}-4H-1,2,4-
triazol-3-il]tiyo}-/N-aril asetamit (8a-8k;81-8v) ve 2-({4-[4-metoksifenil]-5-
[(Kinolin-8-iloksi)metil]-4H-1,2,4-triazol-3-il}tiyo)-/V-aril asetamit (13a-13d)
tiirevleri

Yontem G’ye gore sentezlenmislerdir. Kimyasal analizler her bilesik i¢in ayr1 yari

yapilmustir. Bilesiklerin ana yapisi ve tiirevleri Tablo 5.5’de verilmistir.

Tablo 5.5. Sentezlenen asetamit tiivevieri (8a-8v ve 13a-13d)

8a-8v N-N 13a-13d
Ri: 4-Metoksifenil Ri: 4-Amino R R'
8a 81 6-Florobenzotiyazol-2-il 13a  tiyazol-2-il
8b 8m 6-Klorobenzotiyazol-2-il 13b  4-Metil-5-agil-tiyazol-2-il
8c 8n 6-Nitrobenzotiyazol-2-il 13¢  4-Metil-5-(etil karbamat)-tiyazol-2-il
8d 8o Benzotiyazol-2-il 13d  4-(etil asetat-1-il)tiyazol-2-il
8e 8p 6-Metilbenzotiyazol-2-il
8f 8q 6-Metoksibenzotiyazol-2-il
8g 8r 6-Etoksibenzotiyazol-2-il
8h 8s Tiyazol-2-il
8i 8t 4-Metil-5-agil-tiyazol-2-il
8j 8u 4-Metil-5-(etil karbamat)-tiyazol-2-il
8k 8v 4-(etil asetat-1-il)tiyazol-2-il
(0] . o R
N = -KBr N
=2y N 0]
¥ N4 o //\I\\gﬂ\?’s\/(

Sekil 5.48. Bilesik serisi 8a-8v igin 6ngoriilen reaksiyon mekanizmasi

Bilesik 13 tilirevleri icin reaksiyon mekanizmasinin bilesik 8 tlirevlerinin
reaksiyon mekanizmasina benzer sekilde yiiridigi disiiniilmektedir. Kiikiirt
elektronlarin a karbonuna saldirisiyla halojenin ayrilmasi, reaksiyonu baglatan adim

olarak One surilmektedir.
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5.2.8.1. N-(6-Florobenzotiyazol-2-il)-2-[(4-(4-metoksifenil)-5-{[4-oksokinazolin-
3(4H)-il]metil}-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo]asetamit (8a)

Goriiniim: A¢ik kahve toz. E.n: 183-184°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 3.83 (s, 3H, OCH3), 3.93 (s, 2H, S-CH>), 5.16 (s,
2H, N-CH>), 6.98 (td, J;=2.71 Hz, J>=9.09 Hz, H, benzotiyazol Hs), 7.13 (d, /=8.97 Hz,
2H, fenil H35), 7.34 (dd, Ji=4.98 Hz, J>=8.79 Hz, H, benzotiyazol H7), 7.45-7.49 (m,
3H, fenil Hz,6 ve kinazolin Hs), 7.56 (td, J;=1.14 Hz, J>=7.56 Hz, H, kinazolin Hs), 7.70
(d, J=7.74 Hz, H, benzotiyazol Ha4), 7.86 (td, J:=1.55 Hz, J>=7.66 Hz, H, kinazolin H7),
8.11 (dd, Ji=1.25 Hz, J>=7.95 Hz, H, kinazolin Hs), 8.36 (s, H, kinazolin H>).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 40.31 (S-CHz), 40.67 (N-CH>), 55.57 (OCH3), 106.68
ve 107.01, 111.51 ve 111.83, 115.11, 118.84 ve 118.96, 121.43, 124.92, 126.06, 127.26,
128.50, 134.62, 147.11, 147.87, 151.13, 153.01, 155.63, 158.75, 159.81, 160.21, 171.42
(C=0).
HRMS (-m/z): [M+H]*": C27H20N703S2F i¢in hesaplanan: 574.1126, bulunan:
574.1154.

87



Sekil 5.49. Bilesik 8a’ya ait 'H NMR spektrumu

88



Sekil 5.50. Bilesik 8a’ya ait '*C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-1-1_84.lcd Page 1 of 1

Datz File: CillabSolutions\Data\Analiz\ Asaf D-PAT-I-1_84.lcd

Emt Val Min Mz: Bmt Va. Mn Mzx Bmt Val Min Max Emt | Val Mo Max Use: Adidusct
H 1 3 40 [w] 2 [ 3 5 2 aq 2 Ru 2 0 1 H
C 4 3 35 F 1 1 1 C 1 + o Pd 2 0 0
N 3 a4 10 P 3 o 0 Br 1 0 o | 3 0 0
Emor Margin (ppm): 5 DEE Range: 0.0-60.0 Electran lons: both
HC Ratio: unlmited Appiy N Rule: yes Usa MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 sotope Res: G000
MSn Iso R (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Mz Results: 130

Event 1 M3{E#) Ret Time: 3.747 Scan#: 563

4.50
4.00
3.50
3.00
250
2100
1.50
1.00 376.1206
50006 406 1031

14

Sr3.12M

o il L N "
000 1500 20 2500 3000 3300 4000 4500 5000 5500 ROOD 6500

Measured region for 574.1134 mfz

574.1154
1000
5004
573.12H
] 575.1206
J 574,274 A
o SN BN LN, S S I S L . N
574.0 574.5 575.0 375.5 3750 576.5 S77.0 5715
C27 H20 N7 O3 F 52 [M+H]+ - Predicted region for 5741126 miz
574.1128
100
50 ‘ l
l 575.1153
1 ! 575.1122
. g . . . A N
574.0 574.5 575.0 375.3 375.0 376.3 S77.0 5713
Rank Scome Formula (M) lon Meas. mfz Pred. miz  DF (ma)  DF (ppm) 0 DBE
3 B377 CZTHZOMTOGF 52 M+ 5741154 541125 75 488 7061 210

Sekil 5.51. Bilesik 8a’ya ait HRMS spektrumu
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5.2.8.2. N-(6-Klorobenzotiyazol-2-il)-2-[(4-(4-metoksifenil)-5-{[4-oksokinazolin-
3(4H)-il]metil}-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo]asetamit (8b)

Goriintim: Beyaz toz. E.n: 274-275°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 3.83 (s, 3H, OCH3), 3.95 (s, 2H, S-CH>), 5.16 (s,
2H, N-CH»), 7.11-7.18 (m, 3H, fenil Hs s ve benzotiyazol Hs) 7.34 (d, J/=8.56 Hz, H,
benzotiyazol H7), 7.48 (d, J=8.79 Hz, 2H, fenil H2s), 7.56 (t, J/=7.55 Hz, H, kinazolin
He), 7.67-7.71 (m, 2H, kinazolin Hs ve benzotiyazol Ha), 7.86 (t, J=7.91 Hz, H,
kinazolin H7), 8.11 (d, J/=7.90 Hz, H, kinazolin Hs), 8.36 (s, H, kinazolin H>).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 40.82 (S-CH2), 41.12 (N-CH2), 56.04 (OCHa),
115.57, 119.83, 120.48, 120.51, 121.88, 124.47, 124.74, 125.36, 126.50, 127.71,
128.95, 135.09, 148.32, 149.89, 151.62, 153.38, 160.26, 160.67, 169.43, 172.31 (C=0).
HRMS (-m/z): [M+H]": C27H20N703S2Cl hesaplanan 590.0830; bulunan 590.0824.
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Sekil 5.52. Bilesik 8b’ya ait 'H NMR spektrumu
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Sekil 5.53. Bilesik 8b’ya ait '*C NMR spektrumu
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Fommula Predictor Report - D-PAT-1-2_76.lcd Page 1of 1

Dty File: ClabSolutions'\Dats\ AnalzlAzzfD-PAT-I-2_76 lod

Emt Vol Min Mx B Val Min Ma< Emt Val| Min Mzx Bme | Val| Min Max Lise Adduct
H 1 3 20 o | =2 1 & T =z X 2  Ru | 2 o 0 H
cC | 4 5 35 F 1 0o 0 ¢ 1 o 1 Fd | 2 a 0
Mo| o3 a7 Pl o3 o o0 B 1 o o I 3 a 0
Error Margin (ppm): 3 DBE Range 0.0-230 Electron lons: bath
HC Ratio: unlimited Apphy N Hule: yes Use MSn Info: yes
Max |sotopes: 3 |sotope RI (% 100 Isotope Res: 5000
MSn lsa R (%) 10.00 MSn Logic Mode: AMD M Resubs: 150
Evens# 1 MS(E+) Fet Time 465325997 Scon¥ 638-3 733
2.000e
4,500
4 e
3.500e
3.000 =590 pE2s
2500
2.000e _ 5920811
1.500e 0864
1.000e =1 353 0825
5.000 4288812
1000 1500 2000 2500 3000 3500 £00.0 4500 5000 5500 6000 &30.0
Mezsurad region for 3900824 mdz
55900524
100.0
S0 552 0811
| 551.0854
1 533.0825
: . , . . A
550.0 3303 531.0 5515 3520 3925 3330 5513
27 H20 N7 03 52 €1 [M+H]+ - Predicted region for 590.0830 miz
00,0 550,083
50.04 S5 030s
5810857
533.0830
o .
550.0 3905 581.0 581.5 5520 5925 5801 5335
Rank Scoe Fomua | lon Meas. iz Pred. mfz  DE o DBE
1 85.85 27 H20 N7 05 52 O [T+ SR00E2E 590, i 1

Sekil 5.54. Bilesik 8b’ya ait HRMS spektrumu
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5.2.8.3. N-(6-Nitrobenzotiyazol-2-il)-2-[(4-(4-metoksifenil)-5-{[4-oksokinazolin-
3(4H)-il]metil}-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo]asetamit (8c)

Goriintim: Kirli sar1 toz. E.n: 211-212°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): &: 3.81 (s, 3H, OCH3), 4.15 (s, 2H, S-CH2), 5.16 (s,
2H, N-CH»), 7.12 (d, J= 8.80 Hz, 2H, fenil Hs5s), 7.49 (d, J= 8.75 Hz, 2H, fenil Hay),
7.54 (t, J= 7.84 Hz, H, kinazolin He), 7.67 (t, J= 8.48 Hz, 2H, kinazolin Hs ve
benzotiyazol H7), 7.84 (t, J= 7.63 Hz, H, kinazolin H7), 8.08 (d, J= 7.99 Hz, H,
kinazolin Hs), 8.15 (dd, J;=2.28 Hz, J>= 8.84 Hz, H, benzotiyazol Hs), 8.34 (s, H,
kinazolin H2), 8.79 (d, Ji=2.17 Hz, H, benzotiyazol Ha).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 38.52 (S-CH2), 41.13(N-CH2), 56.04(O-CH3), 115.60,
118.55, 119.51, 121.67, 121.83, 125.10, 126.48, 127.71, 128.91, 133.13, 135.07,
141.92, 148.28, 152.08, 155.65, 160.25, 160.75, 169.25, 171.38 (C=0).
HRMS (-m/z): [M+H]": C27H20NsOsS: i¢in hesaplanan: 601.1071, bulunan: 601.1079.
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Sekil 5.56. Bilesik 8¢’ya ait *C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-1-3_T7.lcd Pags 1of 1
Datz File: C:\LebSalutions'\DatslAnaliz\Asaf D-PAT--3_T7.lcd
Elmt Val Min Mz« Emt Val Min Max BEmt Val M M=x Bmt Val | Min Max Use Adduct
H 1 3 40 o 2 [ 5 2 2 2 Ru 2 [1 [1] H
C 4 3 35 F 1 0 0 Cl 1 0 1] P 2 0 1]
N 3 a4 10 P 3 0 0 Er 1 0 1] | 3 0 1]
Emor Margin (ppm): 5 D8E Range: 0.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apphy N Rule: yes Use M3n Info: yes
Mazx |sotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 sotope Res: 5000
MSn lso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resuls: 130
Event¥ 1 MS[E+) Ret Time :4.187 -> 4.827 Scan# 823 -> 725
5.000=3
2.000=H
7.000eH
B.000e5 6071 J079
5.000=3H
4.000=3H
3.000=3 B02.1108
2.000=H E03.1078
408.pa72
1.000=H
100.0 130.0 200.0 230.0 300.0 350.0 400.0 430.0 500.0 g50.0 E00.0 650.0
Measured region for 601.1073 miz
100.05 ST
50.H
B02.1109
6031078
B0 B01.3 B02.0 B12.5 E03.0 E03.5 E04.0 604.5
C27 H20 NE 03 52 [M+H]+ : Predicted region for 601.1071 miz
100.05 -501.[-.-?1
50.04 ‘ I
| | B02.1087
} | 6021068
B01.0 B01.3 B02.0 B12.5 E03.0 ED3.5 E04.0 604.5
Rank__Score Formula (M) lon Meas. mfz_ Pred. mfz_ DE | D Iso__ DBE
1 87.59 CZTH2DMB D552 [M+H]+ B01.1078  &01.1071 0.3 133 E87y 220

Sekil 5.57. Bilesik 8c¢’ya ait HRMS spektrumu
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5.2.8.4. N-(Benzotiyazol-2-il)-2-[(4-(4-metoksifenil)-5-{[4-oksokinazolin-3(4H)-
illmetil}-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo]asetamit (8d)

Gorlinim: Kirli beyaz toz. E.n: 243-244°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 3.82 (s, 3H, OCH3), 4.07 (s, 2H, S-CH>), 5.16 (s,
2H, N-CH2), 7.08-7.14 (m, 3H, fenil H3s ve benzotiyazol Hs), 7.26 (td, Ji= 1.12, Jo=
7.61 Hz, H, benzotiyazol Ha4), 7.48 (d, J= 8.78 Hz, 2H, fenil Hz¢), 7.50-7.58 (m, 2H,
kinazolin He ve benzotiyazol Hs), 7.69-7.76 (m, 2H, kinazolin Hs ve benzotiyazol H7),
7.85 (td, Ji= 1.44 Hz, J>=7.63 Hz, H, kinazolin H7), 8.09 (dd, J;= 1.10 Hz, J>= 8.14 Hz,
H, kinazolin Hs), 8.36 (s, H, kinazolin H>).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 40.75 (S-CH2), 41.13 (N-CH2), 56.04 (O-CH>),
115.58, 119.74, 121.49, 121.86, 122.00, 125.20, 125.37, 126.50, 127.7137, 128.93,
132.79, 135.08, 148.30, 150.19, 151.90, 152.67, 160.26, 160.72, 164.73, 170.16 (C=0).
HRMS (-m/z): [M+H]": C27H21N703S: i¢in hesaplanan: 556.1203, bulunan: 556.1220
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Formula Predictor Report - D-PAT-1-4_T8 lcd Pags 1of 1

Datz File: C:'\LabSolutions\Dats\Analiz\AsafiD-FAT-1-4_TE lcd

Eimt | Wal Min Max Emt | Val. Min Max Emt Val Mm M=x FEmt WVal Min Max Use Adduct
H 1 3 40 o 2 1 [ 5 2 2 2 Ru 2 [1 1] H
C 4 3 35 F 1 0 0 Cl 1 0 0 P 2 0 1]
N 3 Q4 10 P 3 0 0 Er 1 0 0 | 3 0 1]
Emor Margin {ppm): 5 D2E Rangs: 0.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply M Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (3} 1.00 sotope Fles: S000
MSn l=o Rl (%) 10,00 MSn Logic Mode: AND Max Resuls: 130
Event¥: 1 ME{E+) Ret Time :3.887 -=4.387 Scan#: 3538 -» 6D
5.000eH
2.000eH
7.000e5H
B.000e 356.§203
5.000eH
4.000eH
3.0+ 357.1248
2.000eH 3581217
P e P
1.000eH “33'[““ 405587
rr ettt ——7—r
100.0 130.0 200.0 230.0 300.0 350.0 400.0 430.0 E00.0 650.0
Measured region for 336.1203 miz
100.0 556.1203
| |
50.H
557.1248
358.1217
! r e s e o ﬁ\ ——— e r
356.0 336.53 557.0 ] 558.0 358.5 g53.0 5958.5
C27 H21 N7 03 52 [M+H]+ : Predicted region for 536.1220 miz
356.1220
10004
50.4 ‘
| 557.1247
| 358.1218
396.0 396.9 570 0973 598.0 3598.9 200 098.5
Rank__Score Formula (M) lon Meas. mfz_ Pred. mfz D (mDa) DF (ppm) Iso DBE
1 8443 CZTH2INTO3 352 [M+H]+ SoE1203 5561210 -1.7 -3.068 E3.08 1.0

Sekil 5.60. Bilesik 8d’ya ait HRMS spektrumu
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5.2.8.5. N-(6-Metilbenzotiyazol-2-il)-2-[(4-(4-metoksifenil)-5-{[4-oksokinazolin-
3(4H)-il]metil}-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo]asetamit (8e)

Goriintim: Kirli beyaz toz. E.n: 254-255°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 2.35 (s, 3H, CH3), 3.82 (s, 3H, OCH3), 4.05 (s, 2H,
S-CH2), 5.16 (s, 2H, N-CH>), 7.07 (dd, Ji=1.00 Hz, J>=8.29 Hz, benzotiyazol Hs), 7.12
(d, /=8.91 Hz, 2H, fenil Hs5), 7.40 (d, J=8.15 Hz, H, benzotiyazol H7), 7.48 (d, J=8.88
Hz, 2H, fenil Hz), 7.53-7.58 (m, 2H, kinazolin He ve benzotiyazol H4), 7.70 (d, J/=7.96
Hz, H, kinazolin Hs), 7.85 (td, J;=1.36 Hz, J>=7.67 Hz, H, kinazolin H7), 8.10 (dd,
Ji=0.99 Hz, J>=7.90 Hz, H, kinazolin Hs), 8.36 (s, H, kinazolin Hy).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 21.44 (CH3), 40.75 (S-CH2), 41.14 (N-CH2), 56.04
(O-CHas), 115.58, 119.43, 121.30, 121.86, 125.20, 126.49, 126.65, 127.71, 128.92,
131.14, 132.93, 135.08, 148.07, 148.30, 151.89, 152.70, 160.26, 160.71, 163.97, 169.92
(C=0).
HRMS (-m/z): [M+H]": C2sH23N703S: igin hesaplanan: 570.1377, bulunan: 570.1368.
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Formula Predictor Report - D-PAT-1-5_T3 lcd Paps 1of 1

Datz File: C:\LabSolutions'Dets\Analiz\AsafD-PAT-1-3_T3.lcd

Elmt | Val Min Max Emt | Val  Min Max Emt Val Mi Max Emt Val Min Max Use Adduct
H 1 3 4D o 2 1 [ 5 2 2 2 Ru 2 [1 [1] H
C 4 3 35 F 1 0 0 Cl 1 0 0 P 2 v 1]
N 3 Q4 10 P 3 0 0 Er 1 0 0 | 3 0 1]
Emor Margin (ppm): 3 D2E Ramgs: 0.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apphy N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 sotope Fles: 000
MSn l=o Rl (%) 10.00 MS5n Logic Mode: AND Max Resuks: 130
Event¥: 1 MS[{E+) Ret Time - 4.480 - 5.707 Scan#: 873 -= 857
1.800e6]
1.600e6
1.400e6
1.200e6 J70.§363
1.000e6
2.000e3
5.000eH S971.1385
4 000e5 2385 p839 ST21368
2 000esH 2850713 408 pas4
100.0 130.0 200.0 230.0 300.0 350.0 400.0 430.0 500.0 550.0 E00.0 650.0
Measured region for 570.1383 miz
370.1363
100,04
50.H
9711385
572.1369
! e —— y ——— 1 —
370.0 5705 571.0 971.5 572.0 3725 573.0 5735
C28 H23 N7 03 52 [M+H]+ : Predicted region for 5T0.1377 miz
= b
100.0- 3701377
50.4 ‘
l 5711404
|| | } 3721374
a T ‘|I k ¥ - T T A - — T T
370.0 5705 571.0 o971.5 572.10 3725 573.0 5735
Rank__Score Formula (M) lon Meas. mfz_ Pred. miz D (mDa) Df (ppm)  Iso DBE
1 93.82 CZBHIZINT O3 52 [M+H]+ ST0.1383 3701377 -14 -248 573E 210

Sekil 5.63. Bilesik 8e’ya ait HRMS spektrumu
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5.2.8.6. N-(6-Metoksibenzotiyazol-2-il)-2-[(4-(4-metoksifenil)-5-{[4-oksokinazolin-
3(4H)-il]metil}-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo]asetamit (8f)

Goriintim: Beyaz toz. E.n: 256-257°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 3.79 (s, 3H, benzotiyazol OCH3), 3.81 (s, 3H,
OCH3), 4.20 (s, 2H, S-CH»), 5.15 (s, 2H, N-CH>), 7.07 (dd, Ji=2.59 Hz, J>=8.94 Hz, H,
benzotiyazol Hs), 7.11 (d, J=8.95 Hz, 2H, fenil Hss), 7.48 (d, J=8.88 Hz, 2H, fenil Hz),
7.52-7.57 (m, 2H, benzotiyazol Hs4 ve kinazolin He), 7.61 (d, J=8.80 Hz, H,
benzotiyazol H7), 7.68 (d, J= 7.92 Hz, H, kinazolin Hs), 7.85 (td, Ji=1.48 Hz, J>=7.65
Hz, H, kinazolin H7), 8.08 (dd, Ji=1.14 Hz, J>=8.00 Hz, H, kinazolin Hs), 8.34 (s, H,
kinazolin H2).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 36.35 (S-CHz), 41.13 (N-CH2), 56.06 (O-CHs ve
benzotiyazol O-CHs), 105.12, 115.26, 115.61, 121.54, 121.83, 124.96, 126.48, 127.69,
128.90, 133.29, 135.09, 143.15, 148.28, 151.46, 152.34, 156.47, 160.24, 160.79, 167.41
(C=0).
HRMS (-m/z): [M+2H]**: C2sH23N704S2 i¢in hesaplanan: 293.5699, bulunan:
293.5714.
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Sekil 5.65. Bilesik 8f’ya ait '*C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-1-6_82 |cd

Datz File: C:\LabSolutions\Dats\Analiz\AsafiD-PAT-1-6_B2 lcd

Pags 1of 1

Eimt  Val Min Max Emt | Val. Min Max Emt Val Mm Msx FEmt Val Min Max Use Adduct
H 1 0 40 o 2 [¥ 3 5 2 [ 2 Ru 2 [1 [1] H
C 4 0 40 F 1 0 0 Cl 1 0 1] P 2 0 1]
N 3 7 7 P 3 0 ] Br 1 0 1] | 3 0 1]
Emor Margin {ppm): 13 D2E Rangs: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlmited Apply M Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (3} 1.00 sotope Fles: S000
MSn l=o Rl (%) 10.00 MSn Logic Mods: AND Max Resuls: 130
Event¥: 1 MS{E+) Ret Time:3.733->3.733 Scan#: 381 -= 561
45006
4.000e6]
3.500e6
3.000e6
2.500=8 223 714
2.000e6
1.500=68 64 0744
1.000e6 284 5722
5.000e5] 3861388
ol ey I..1I|Ill_l.l1llll_ I — — —
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 B00.0 J00.0 B00.0 500.0
Measured region for 233.5714 miz
100.0 293.3714
50.H
234.0744
284 53722
m 295.0729
L T L e e e - — ) N — e
2832 2534 2336 2933 2840 2342 35944 2848 2848  2ES0 2332 2854
C28 HZ3 N7 D4 52 [M+2H]2+ : Predicted region for 233.5838 miz
2935688
100.05 -
50.4 l
‘ 234.0713
| ‘ 2845853
2832 254 2936 2023 284.0 22 2944 204.6 2.8 260 2932 2954
Rank__Score Formula (M) lon Meas. mfz_ Pred mfz_ D€ | D Isa__DBE
1 6024 CZEHZINT 0452 [M+2H]2# 2535714 233.5699 1.3 a1 &7¥E 210

Sekil 5.66. Bilesik 8f’ya ait HRMS spektrumu
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5.2.8.7. N-(6-Etoksibenzotiyazol-2-il)-2-[(4-(4-metoksifenil)-5-{[4-oksokinazolin-
3(4H)-il]metil}-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo]asetamit (8g)

Goriintim: Beyaz toz. E.n: 252-253°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 1.34 (t, J= 6.96 Hz, 3H, O-CH2CH3), 3.80 (s, 3H,
OCH3), 4.05 (q, J1=6.92 Hz, J=13.89 Hz, H, O-CH2CH3), 4.22 (s, 2H, S-CH2), 5.15 (s,
2H, N-CH2), 7.00 (dd, J;=2.56 Hz, J>=8.95 Hz, H, benzotiyazol Hs), 7.11 (d, /=8.94 Hz,
2H, fenil Hs5), 7.48 (d, /=8.98 Hz, 2H, fenil Hz,), 7.51-7.57 (m, 2H, benzotiyazol Hs ve
kinazolin Hs), 7.62 (d, J=8.85 Hz, H, benzotiyazol H7), 7.68 (d, J= 7.95 Hz, H,
kinazolin Hs), 7.84 (td, Ji=1.54 Hz, J>=7.68 Hz, H, kinazolin H7), 8.08 (dd, Ji=1.23 Hz,
J>=7.99 Hz, H, kinazolin Hs), 8.33 (s, H, kinazolin Hz), 12.51 (brs, H, NH).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 15.16 (OCH2CH3), 36.04 (S-CH3), 41.13 (N-CH3),
56.05 (O-CHs), 64.02 (OCH2CH3), 105.75, 115.61, 115.76, 121.69, 121.83, 124.92,
126.47, 127.73, 128.90, 133.20, 135.10, 142.93, 148.28, 151.31, 152.40, 155.85,
156.15, 160.24, 160.80, 167.13 (C=0).
HRMS (-m/z): [M+H]*: C20H25N704S: i¢in hesaplanan: 600.1482, bulunan: 600.1489.
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Sekil 5.68. Bilesik 8g’ya ait '3*C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-1-7_1.lcd

Datz File: C:\LebSolutions\Data\Analiz\Betdl Aydn'\D-PAT-17_1.cd

Pags 1of 1

Elmt Val Min Max Emt Val Min Max Emt Val Min Mzx HBmt  Val| Min Max Use Adduct
H 1 3 4D W] 2 4 5 2 i 2 Ru 2 i [1] H
C 4 3 35 F 1 0 0 Cl 1 0 1] P 2 0 1]
N 3 Q4 10 P 3 0 0 Er 1 0 1] | 3 0 1]
Emor Margin (ppm): 5 D8E Rangs: 0.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (3} 1.00 sotope Fles: S000
MSn lso RI (% 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resuls: 130
Event# 1 MS[E+) Ret Time: 0.233 -> 3.760 Scan#: 45 -* 365
11000.04
10000.0H
S000.4
2000.H
T000.H
BODD.H 00 485
5000.H
4000.H
3000.0H &01.1302
2000.H
1000.04
o T —— — — —
300.0 1000.0 300.0 2000.0 2500.0 3000.0 3500.0 4000.0
Measured region for 800. 1483 miz
¥ iy
100.0 S0, 1453
50.H
E01.1502
B02.1453
L, T e — e = —— T SR
G0D.0 B00.3 B01.0 801.5 B02.0 E02.5 E03.0 E03.5
C28 HZ3 N7 04 52 [M+H]+ : Predicted region for 800.1482 miz
B00.1432
1000 I
50 ‘ ‘
| E01.1310
| | it
} i 021482
500.0 G00.3 501.0 0.3 602.0 B02.5 E03.0 E02.5
Rank__Score Formula (M) lon Meas. mfz_ Pred mfz_ DF. | Df. Iso__ DBE
1 5689 CZ9HISNT D452 [M+H]+ ED0.148%  600.1482 0.7 117 3%/58¥ 20

Sekil 5.69. Bilesik 8g’ya ait HRMS spektrumu
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5.2.8.8. N-(tiyazol-2-il)-2-[(4-(4-metoksifenil)-5-{[4-oksokinazolin-3(4H)-il|metil }-4H-
1,2,4-triazol-3-il)tiyo]asetamit (8h)

Goriintim: Beyaz toz. E.n: 226-227°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 3.82 (s, 3H, OCH3), 4.15 (s, 2H, S-CH>), 5.15 (s,
2H, N-CH»), 7.11 (d, J= 8.96 Hz, 2H, fenil Hss), 7.18 (d, J= 3.57 Hz, H, tiyazol Hs),
7.44-7.48 (m, 3H, fenil H26 ve tiyazol Ha4), 7.55 (td, Ji= 1.07 Hz, J>=7.55 Hz, H,
kinazolin He), 7.69 (d, J= 7.81 Hz, H, kinazolin Hs), 7.85 (td, Ji=1.56 Hz, J>=7.65 Hz,
H, kinazolin H7), 8.09 (dd, J;=1.23 Hz, J>=8.07 Hz, H, kinazolin Hs), 8.34 (s, H,
kinazolin H2), 11.75 (brs, H, NH).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 36.15 (S-CH2), 41.11 (N-CHz), 56.08 (O-CH3), 87.58,
113.84, 114.82, 115.35, 115.61, 121.84, 124.98, 126.48, 127.69, 128.89, 135.08,
138.09, 148.23, 148.29, 151.46, 152.30, 159.10, 160.23, 160.79, 166.52 (C=0).
HRMS (-m/z): [M+H]": C23H19N703S: i¢in hesaplanan: 253.5568, bulunan: 253.5577.
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Sekil 5.70. Bilesik 8h’ya ait "H NMR spektrumu
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Sekil 5.71. Bilesik 8h’ya ait 3*C NMR spektrumu
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Sekil 5.72. Bilesik 8h’ya ait HRMS spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-1-B_83 lcd Pags 1of 1
Datz File: C:'\LebSolutions'Dats\Analiz\AsafD-FAT-1-8_E3.lcd
Elmt Val Mn Mzx Emt | Val Min Max Emt Val Min Mzx Bmt Val Min Max Use Adduct
H 1 0 40 o 2 [¥ 5 5 2 [ 2 Ru 2 [1 [1] H
C 4 0 40 F 1 0 0 Cl 1 0 1] P 2 0 1]
N 3 7 7 P 3 0 0 Er 1 0 1] | 3 0 1]
Ermror Margin (ppm): 10 DEE Range: 5.0-23.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (3} 1.00 sotope Fles: S000
MSn lso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resuls: 130
Event¥: 1 MS{E+) Ret. Time : 3.373 Scand : 307
4.500=8
4. 000e
3.500e8]
3.000=5H
2 5006 233.F577
2.000=5
1.500=6 A
2aa38e3 || 2340582
1.000e6] e st szas 05115
5.000=H 4[!5.[ 0o7 5071138
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 B00.0 J00.0 B00.0 500.0
Measured region for 233 53577 miz
100.0- 233.3577
50.H
234.0388
234.53589
e - e =
2332 2334 2336 3338 2340 2342 2344 2346 254.8 255.0 25332 2554
C23 H15 N7 03 52 [M+2H]2+ : Predicted region for 253.9568 miz
100.0- 233.5563
I
50.4
| ‘ 254.0581
'| 254.3563
2332 2334 2336 2338 2340 2342 2344 2346 254.8 255.0 2532 2554
Rank__Score Formula (M) lon Meas. mfz_ Pred. mfz_ DF | Df. Isa__ DBE
i 81.81 CZAH1BNT O3 52 [M+2H]2+ 2335577 2335583 0.3 355 873§ 180



5.2.8.9. N-(5-Asetil-4-metil-tiyazol-2-il)-2-[(4-(4-metoksifenil)-5-{[4-oksokinazolin-
3(4H)-il]metil}-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo]asetamit (8i)

Goriiniim: Kahverengi toz. E.n: +300°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 2.33 (s, 3H, tiyazol CH3), 2.41 (s, 3H, O=C-CH3),
3.83 (s, 3H, OCH3), 4.11 (s, 2H, S-CH2), 5.15 (s, 2H, N-CH2), 7.13 (d, J= 8.91 Hz, 2H,
fenil Hs5), 7.47 (d, J= 8.87 Hz, 2H, fenil H2¢), 7.55 (td, Ji= 0.94 Hz, J>=7.55 Hz, H,
kinazolin Hs), 7.69 (d, J= 7.85 Hz, H, kinazolin Hs), 7.83 (s, H, kinazolin H7), 8.09 (dd,
Ji=1.13 Hz, J>=7.98 Hz, H, kinazolin Hs), 8.34 (s, H, kinazolin H2).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 18.74 (tiyazol CH3), 29.90 (tiyazol O=C-CH3), 37.26
(S-CH2), 41.11 (N-CH2), 56.01 (O-CHs), 115.61, 121.84, 125.04, 126.48, 127.70,
128.89, 135.07, 148.29, 152.16, 155.29, 158.16, 160.24, 160.77, 170.96 (C=0), 188.70
(tiyazol C=0).
HRMS (-m/z): [M+2H]*": C26H23N704S2 i¢in hesaplanan: 281.5699, bulunan:
281.5717.
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Sekil 5.73. Bilesik 8i’ya ait 'H NMR spektrumu
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Sekil 5.74. Bilesik 8i’ya ait '*C NMR spektrumu
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Formula Predictor Fleport - O-PAT-1-12_85.led

Data File: C:'\LabSolutions Data\AnaliAsaf D-PAT--12_58 kd

Pags 1of 1

Ebmt | | Val Min Max Emt Val Mn Max BEmt Val Min Msx Emt Val | Min Max Use Adduct
H 1 [ o 2 [¥ 3 5 2 [ 2 Ru 2 [¥ [1] H
C 4 o 40 F 1 0 0 Cl 1 0 1] o 2 g 1]
N 3 7 7 P 3 0 0 Er 1 0 1] | 3 g 1]
Emar Margin {ppm): 10 DE8E Rangs: 3.0-253.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlmited Apply M Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope R (%) 1.00 sotope Res: S000
MSn lso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 150
Everts¥ 1 MS[E+) Ret. Time - 3.233 Scan¥ : 483
5.500e6
5.000e6
4 500k
4 000k
3.500ef
3.000e6 251 k717
2.500e6 T
2,000k
1.500ef 282.0733
1 D00aE 276.3800 232 5720 562 SEEH
5.000e5 455-['121 LK
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 B J00.0 B00.0 500.0
Measured region for 281.5717 miz
100.01 281.5717
50.H
232.0733
282.3720
——r— e e Jh. — L :
2812 2814 28168 281.8 2820 2822 2824 2828 282.8 2830 28312 2334
C26 HZ3 N7 04 52 [M+2H]2+ : Predicted region for 281.5833 miz
281.5659
100.04
50.04 |
| 282.0713
[ | 282 5657
T T J \ T T T T ﬁkl T T m T T T
2812 2814 2818 281.8 282.0 2822 2324 2828 282.8 2830 2832 2334
Rank__Score Fomula (M) lon Meas mfz__ Pred. mfz_ DF. | [ lsa__ DBE
1 61.03 C28H23 NT D4 52 [M+2H]2+ 2815717  281.5839 1.3 639 B0 130

Sekil 5.75. Bilesik 8i’ya ait HRMS spektrumu
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5.2.8.10. Etil 2-(2-((4-(4-metoksifenil)-5-((4-oksookinazolin-3(4H)-il) metil)-4H-1,2,4-
triazol-3-il)tiyo)asetamido)-4-metiltiyazol-5-karboksilat (8j)

Goriintim: Beyaz toz. E.n: 263-264°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 1.23 (t, J=7.09 Hz, 3H, O-CH2CH3), 2.40 (s, 3H,
tiyazol CH3), 3.82 (s, 3H, OCH3), 3.90 (s, 2H, S-CH»), 4.12 (q, Ji=7.09 Hz, J>=14.18
Hz, 2H, O-CH2CH3), 5.15 (s, 2H, N-CH»), 7.11 (d, J= 8.96 Hz, 2H, fenil H35), 7.46 (d,
J=8.91 Hz, 2H, fenil Hz,), 7.55 (td, Ji= 1.07 Hz, J>=7.54 Hz, H, kinazolin He), 7.70 (d,
J=17.89 Hz, H, kinazolin Hs), 7.86 (td, Ji=1.54 Hz, J>=7.68 Hz, H, kinazolin H7), 8.09
(dd, Ji=1.22 Hz, J>=8.00 Hz, H, kinazolin Hs), 8.35 (s, H, kinazolin H>).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 14.93 (O-CH2CH3), 18.10 (tiyazol CHs), 40.61 (S-
CHz), 41.09 (N-CH2), 55.98 (O-CH3), 59.49 (O-CH2CHs), 109.33, 115.55, 121.88,
125.36, 126.50, 127.70, 128.95, 135.06, 148.32, 151.58, 153.36, 157.42, 160.24,
160.67, 163.66, 171.79 (tiyazol C=0), 172.17 (C=0).
HRMS (-m/z): [M+2H]**: C27H2sN70sS2 i¢in hesaplanan: 296.5752, bulunan:
296.5766.
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Sekil 5.77. Bilesik 8j’ya ait '*C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - O-PAT-1-10_84.lzd

Datz File: C:\LabSolutions DatalAnaliz\AsafD-PAT--10_B4.led

Pags 1of 1

126

Elmt Val Mim Mz« Emt Val Min Max BEmt Val M M=x BEmt Val| Min Max Use Adduct
H 1 o7 40 o 2 [¥ 3 5 2 [ 2 Ru 2 ¥ [1] H
C 4 0 40 F 1 0 0 Cl 1 0 0 P 2 0 1]
N 3 7 7 P 3 0 0 Er 1 0 0 | 3 [ 1]
Emor Margin {ppm): 10 D8E Range: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apphy N Rule: yes Use M3n Info: yes
Mazx |sotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 sotope Res: S000
MSn lso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resuls: 130
Evert¥ 1 MS(E+) Ret Time:3.773 Scanf: 367
7.000=6
5.000=6
5.000=6
4 000ef 295 k766
3.000=6]
2.000=6 251.5883 || 270730
. oo0ee] 252.0885 || 28TSTTE 587 p437
e -ma.ims [
H "t — — — T—
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 B00.0 J00.0 800.0 500.0
Measured region for 236.5766 miz
100.0 296.3766
50.H
257.0730
2975779
0 T e S e e e o JI\ ey e
2BE2 7364 2 J956 2 2968  PEFO  237F 2974 2976 2878 2330 2982 2884
C27 H25 N7 05 52 [M+2H]2+ : Predicted region for 256.5732 miz
100.01 286.5752
50.04
‘ 297.0766
| | 287.5751
AN || N || G W
2BE2 7364 2 J956 2 2968  PEFO  237F 2974 2976 2878 2380 2382 2884
Rank__ Score Fommuka (M) loni Meas. mfz_ Pred. mfz_ DF. | Df. lsa__DBE
B9.84 CZTHZ5 N7 OS5 52 [M+2H]2+ 2965788 236.3732 14 472 TeTEH 130
Sekil 5.78. Bilesik 8j’ya ait HRMS spektrumu



5.2.8.11. Etil 2-(2-{2-[(4-{4-metoksifenil}-5-{[4-oksokinazolin-3(4H)-il|metil}-4H-
1,2,4-triazol-3-il)tiyo]asetamidojtiyazol-4-il)asetat (8k)
Goriintim: Beyaz toz. E.n: 296-297°C

TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 1.17 (t, J=7.12 Hz, 3H, O-CH2CH3), 3.65 (s, 2H,
tiyazol-CH2-C=0), 3.82 (s, 3H, OCH3), 4.06 (q, J/=7.09 Hz, J>=14.15 Hz, 2H, O-
CH2CH3), 4.09 (s, 2H, S-CH2), 5.14 (s, 2H, N-CH2), 6.90 (s, H, tiyazol Hs), 7.11 (d, J=
8.96 Hz, 2H, fenil Hss), 7.46 (d, J= 8.89 Hz, 2H, fenil Hae), 7.55 (td, Ji= 1.10 Hz,
J>=7.54 Hz, H, kinazolin Hs), 7.69 (d, J= 7.88 Hz, H, kinazolin Hs), 7.85 (td, Ji=1.54
Hz, J>=7.69 Hz, H, kinazolin H7), 8.09 (dd, J;=1.21 Hz, J>=8.99 Hz, H, kinazolin Hs),
8.33 (s, H, kinazolin Hz), 12.20 (brs, H, NH).

I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 14.56 (OCH2CH3), 36.49 (tiyazol-CH2-CO), 37.21 (S-
CHz), 41.10 (N-CH2), 56.07 (O-CHs), 60.73(OCH2CH3), 110.47, 115.60, 121.85,
125.01, 126.48, 127.70, 128.89, 135.08, 143.94, 148.29, 151.60, 152.23, 160.23,
160.78, 166.84 (C=0), 170.55 (tiyazol C=0).

HRMS (-m/z): [M+2H]**: C27H2sN70sS2 i¢in hesaplanan: 296.5752, bulunan:
296.5766.
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Sekil 5.80. Bilesik 8k’ya ait '*C NMR spektrumu
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Sekil 5.81 Bilesik 8k’ya ait HRMS spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-1-11_83.led Pags 1of 1
Datz File: C:\LebSalutions'DatglAnalizlAsaf D-PAT-1-11_8S.led
Eimt  Val Min Max Emt | Val. Min Max Emt Val Mm Msx FEmt Val Min Max Use Adduct
H 1 0 40 o 2 [¥ 3 5 2 [ 2 Ru 2 [1 1] H
C 4 0 40 F 1 0 0 Cl 1 0 1] P 2 0 1]
N 3 7 7 P 3 0 ] Br 1 0 1] | 3 0 1]
Emor Margin {ppm): 10 D2E Rangs: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlmited Apply M Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI () 1.00 sotope Fles: S000
MSn l=o Rl (%) 10.00 MSn Logic Mods: AND Max Resuls: 130
Event® 1 MS{E+) Ret. Time - 3.833 Scan# : 573
3.500e6
5.000e64
4. 300et
4. 000ek
3.500e64
30008 295 E758
2.500e6
2.000e6
a0
1.50025] f_ gi =
1377
1.000e6
5.000e3H = Em !
H— ....ru.,..1'.~. — L — — —
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 B00.0 J00.0 B00.0 500.0
Measured region for 2365786 miz
100.0 296.3766
50.H
2570788
297.3778
! A e L e Lo A\ i X ey
2562 7364 2966 2368 2570 2372 2974 2976 2878 2880 2382 58.4
C27 H23 N7 05 52 [M+2H]2+ : Predicted region for 236.5732 miz
296.3752
10004
50.4
‘ 297.0766
| 257 5751
2062 2964 236.6 2968 2570 2872 2974 2976 2878 2880 298.2 9E.4
Rank__Score Formula (M) lon Meas. mfz_ Pred mfz D€ | D Isa__DBE
1 3642 CZTHISNTF O3 52 [M+2H]2+ Z9E.0TEE  236.5732 14 472 8221 150



5.2.8.12. N-(6-Florobenzotiyazol-2-il)-2-[(4-(4-amino)-5-{[4-oksokinazolin-3(4H)-
illmetil}-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo]asetamit (81)

Goriiniim: A¢ik kahve toz. E.n: 239-240°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 4.07 (s, 2H, S-CH>), 5.35 (s, 2H, N-CHz), 6.27 (brs,
2H, N-NH>»), 7.14 (td, J/=2.70 Hz, J>=9.11 Hz, H, benzotiyazol Hs), 7.53-7.60 (m, 2H,
benzotiyazol H7 ve kinazolin Hsg), 7.66-7.71 (m, 2H, kinazolin He ve benzotiyazol Ha),
7.84 (td, Ji=1.49 Hz, J>=7.67 Hz, H, kinazolin H7), 8.14 (dd, J;=1.19 Hz, J>=7.95 Hz,
H, kinazolin Hs), 8.47 (s, H, kinazolin Hy).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 38.14 (S-CHz), 40.29 (N-CH2), 107.81 ve 108.13,
113.29 ve 113.61, 120.77, 120.89, 121.96, 126.57, 127.70, 133.70, 133.84, 135.05,
146.60, 148.33, 152.53, 153.00, 156.82, 159.97 ve 160.56, 163.83, 170.52 (C=0).
HRMS (-m/z): [M+H]": C20HisNsO2S2F igin hesaplanan: 483.0816, bulunan:
483.0819.
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Sekil 5.82. Bilesik 81’ya ait 'H NMR spektrumu
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Sekil 5.83. Bilesik 81’ya ait '3C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-J-1_123.lcd Pags 1of 1

Datz File: C:\LabSolutions'Data\Analiz\AsafD-PAT-J-1_125 lcd

Eimt | Wal Min Max Emt | Val. Min Max Eimt Val Mm M=x Emt Val Min Max Use Adduct
H 1 10 40 o 2 2 4 5 2 [ 2 Ru 2 [1 1] H
C 4 10 40 F 1 0 1 Cl 1 0 1 Pd 2 0 1]
N 3 3 10 P 3 0 0 Er 1 0 1 | 3 0 1]
Emor Margin {ppm): 3 D2E Rangs: 5.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apphy N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI () 1.00 sotope Fles: S000
MSn k=0 RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 200
Event¥: 1 MS{E+) Ret Time : 3.267 - 3.267 - 3.400 -= 3405 Scan# : 491 -» 431 - 511 -= 511
4.500e3H
4.000eH
3.500eH
3.000e3H
433819
2.500eH
2.000e3] S
1.500eH 2423478
1.000e5] 4350862 | 4840857
5.000e4
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 B00.0 J00.0 B00.0 500.0
Measured region for 483.0818 m'z
483.0818
10004
1l
50.H
4840857 4850852
483.0 483.5 434.0 4845 433.0 483.5 486.0 48E.3
C20 H13 N8 02 F 52 [M+H]+ : Predicted region for 483.0816 miz
100.01 453.0816
I
0.4 ‘
| ‘ 434 0840
| 485.0801
483.0 483.5 43410 4845 4£33.0 483.5 486.0 4865
Rank__Score Formula (M) lon Meas. mfz  Pred mfz D (mDa) Df (ppm)  Iso DBE
1 30.01] C20H15 N8 02 F 52 [M+H]+ 4830815  483.0818 0.3 062 3001 170

Sekil 5.84. Bilesik 81’ya ait HRMS spektrumu
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5.2.8.13. N-(6-Klorobenzotiyazol-2-il)-2-[(4-(4-amino)-5-{[4-oksokinazolin-3(4H)-
illmetil}-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo]asetamit (8m)

Goriintim: Kahverengi toz. E.n: 208-209°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 3.89 (s, 2H, S-CHz), 5.34 (s, 2H, N-CH2), 6.31 (brs,
2H, N-NH>), 7.20 (dd, J;=1.95 Hz, J>=8.59 Hz, H, benzotiyazol Hs), 7.43 (d, J= 8.53
Hz, H, kinazolin Hs), 7.56 (t, J= 7.57 Hz, H, kinazolin He), 7-70-7.73 (m, 2H,
benzotiyazol H7 ve benzotiyazol Ha4), 7.85 (t, J=7.65 Hz, H, kinazolin H7), 8.15 (d,
J=7.96 Hz, H, kinazolin Hs), 8.47 (s, H, kinazolin H>).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 40.59 (S-CH2), 120.16, 120.63, 121.97, 124.89,
125.01, 126.03, 126.58, 127.70, 134.94, 135.07, 148.33, 148.50, 149.61, 152.30,
153.38, 160.53, 168.83, 172.86 (C=0).
HRMS (-m/z): [M+H]*: C20HisNsO2S2Cl igin hesaplanan: 499.0521, bulunan:
499.0526.
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Sekil 5.85. Bilesik 8m’ya ait '"H NMR spektrumu
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Sekil 5.86. Bilesik 8m’ya ait '3C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-J-2_126.lcd Pags 1of1

Datz File: C:\LabSolutions'Data\Anali2\AsafD-PAT-J-2_128 lcd

Elmt Val| Min Max Emt Val Min Max Hmt Val Min Max Emt Val | Min Max Use Adduct
H 1 2 40 o 2 2 [ 5 2 2 2 Ru 2 [1 [1] H
C 4 3 40 F 1 0 0 Cl 1 0 1 Pd 2 0 1]
N 3 g 10 P 3 0 0 Er 1 0 1] | 3 0 1]
Emor Margin {ppm): 3 D8E Rangs: 5.0-253.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 sotope Fles: S000
MSn kso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resuls: 200
Event¥: 1 MS{E+) Ret Time : 3.487 Scan#: 321
1.300=6
1. 200=H
1.100=
1.000=6H
5.000=
2.000=H
7.000=H N
5.000eH o b
5.000e 5350842
230.0238 271.0442 299 b528
2510280 70,5474 5010509 10805
50,5253 500.0577 340.0877
. T ! Y P 1N — — — —
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 B00.0 T00.0 800.0 500.0
Measured region for 433 05268 mz
100.0- 439.0328
0. 5010509
500.0577
438.3 4588.0 433.3 500.0 S00.5 301.0 501.5 302.0
C20 H15 N8 02 52 CI [M#H]+ : Predicted region for 439.0521 miz
100.0- 4390321
50.04 ‘ 501.0495
‘ l 5000545 |
[ l | ] 5020518
O Jll T T ¥ T k T _ ﬂ\
438.3 4588.0 433.3 500.0 S00.5 301.0 501.5 302.0
__Rank__ Score Formula (M) lon Meas. mfz_ Pred. miz lih}_m_ Iso__ DBE
| 85.73 CHOHISMECZE2C [M+H]+ 4350528 459.0521 0.3 oy &7y 170

Sekil 5.87. Bilesik 8m’ya ait HRMS spektrumu
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5.2.8.14. N-(6-Nitrobenzotiyazol-2-il)-2-[(4-(4-amino)-5-{[4-oksokinazolin-3(4H)-
il|metil}-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo]asetamit (8n)

Goriintim: Sart pamuk toz. E.n: 226-227°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 3.86 (s, 2H, S-CHz), 5.35 (s, 2H, N-CHz), 6.29 (brs,
2H, N-NH32), 7.49 (m, H, benzotiyazol H7), 7.56 (td, Ji= 0.94 Hz, J>=7.53 Hz, H,
kinazolin Hs), 7.71 (d, J= 7.92 Hz, H, kinazolin Hs), 7.85 (td, J;=1.50 Hz, J>=7.67 Hz,
H, kinazolin H7), 8.08 (td, J;=2.45 Hz, J>=8.93 Hz, H, benzotiyazol Hs), 8.14 (dd,
Ji=1.16 Hz, J>=7.98 Hz, H, kinazolin Hs), 8.48 (s, H, kinazolin Hz), 8.60 (d, /=2.41 Hz,
H, benzotiyazol Hs).
IBC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 40.35 (S-CHz), 40.74 (N-CH2), 117.69, 118.09,
121.16, 121.99, 126.58, 127.69, 133.61, 135.03, 140.56, 148.36, 148.50, 152.32,
153.31, 157.28, 160.52, 174.42, 174.96 (C=0).
HRMS (-m/z): [M+H]": C20H15sN9O4S: i¢in hesaplanan: 510.0761, bulunan: 510.0766.
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Sekil 5.88. Bilesik 8n’ya ait 'H NMR spektrumu
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Sekil 5.89. Bilesik 8n’ya ait '*C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - O-PAT-J-3_127.lcd

Datz File: C:\LabSolutions'Data\Analiz\AsafD-PAT-J-3_127 lcd

Pags 1of 1

Elmt Val| Min Ma<x Emt | Val Min Max Emt Val| Min Max Emt Val| Min Max Use Adduct
H 1 0 23 o 2 [¥ 4 Cl 1 0 [ I 3] 0 1] H
B 3 0 0 F 1 0 0 Er 1 0 0
C 4 0 35 P 3 0 0 Ru 2 0 0
N 3 q 10 5 2 0 2 Pd 2 0 0
Emor Margin (ppm): 5 D8E Rangs: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apphy N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (3} 1.00 sotope Fles: S000
MSn lso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS[E+) Ret Time:3.053-=3.093-20973 - 2078 Scand : 465 -»> 465 - 447 -» 447
2.500e3
2.000eX
1.500e3
e el el
1.000eX 738
= 2540213 310,07 =zohose
5 000edd 235.5406 275.0553,
v hote 45 2
247 0702 3R.peTE 433016
r_———————t 9y 7777
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 B00.0 J00.0 B00.0 500.0
Measured region for 235.5406 miz
233.5408
100.04 ‘
0.
0 - - -
2552 7554 D555  p5sB  PSs0 P36 P3R4 2366 JS6E 2570 2573 2574
C20 H13 N3 04 52 [M+2H]2+ : Predicted region for 235.5417 miz
23317
100.0H
50.04
‘ 256.0428
‘ l 256.3410
255.2 2354 2356 2558 230 2382 2364 236.8 2568 2570 257.2 2574
Rank_ Score Formula (M) lon Meas. mfz_ Pred. mfz_ DF. (mDa) DF. (ppm) Isad_ DBE
2 D.00 CZOH1SMN3D4 52 [M+2H]2+ 235.5408 235317 -11 430 000 180

Sekil 5.90. Bilesik 8n’ya ait HRMS spektrumu
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5.2.8.15. N-(Benzotiyazol-2-il)-2-[(4-(4-amino)-5-{[4-oksokinazolin-3(4H)-il|metil}-
4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo]asetamit (80)

Goriiniim: A¢ik kahve toz. E.n: 221-222°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 3.91 (s, 2H, S-CHz), 5.36 (s, 2H, N-CH>), 6.35 (brs,
2H, N-NH>), 7.03 (td, Ji= 0.97 Hz, J>= 7.47 Hz, H, benzotiyazol Hs), 7.21 (td, Ji= 1.16,
Jo="7.6 Hz, H, benzotiyazol Ha4), 7.47 (d, J= 7.97 Hz, H, benzotiyazol Hs), 7.56 (td, Ji=
1.10 Hz, J>= 7.53 Hz, H, kinazolin He), 7.65-7.73 (m, 2H, kinazolin Hs ve benzotiyazol
H7), 7.87 (td, Ji= 1.55 Hz, J>= 7.99 Hz, H, kinazolin Hy), 8.15 (dd, J;= 1.26 Hz, J=
7.96 Hz, H, kinazolin Hs), 8.49 (s, H, kinazolin H>).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 39.47 (S-CHz), 40.64 (N-CH2), 119.23, 121.22,
121.99, 124.89, 126.58, 127.71, 133.18, 135.06, 148.36, 148.52, 150.69, 152.32,
153.43, 157.44, 160.44, 160.54, 168.05, 172.34 (C=0).
HRMS (-m/z): [M+H]": C20H16NsO2S: i¢in hesaplanan: 465.0910, bulunan: 465.0910.
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Sekil 5.91. Bilesik 80’ya ait 'H NMR spektrumu
P

144



Sekil 5.92. Bilesik 80’ya ait '*C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - O-PAT-J-4_128.lcd Pags 1of 1

Datz File: C:\LabSolutions DatalAnaliz\AsafD-PAT-J-4_128 lcd

Elmt Val Mim Mz« Emt Val Min Max BEmt Val M M=x BEmt Val| Min Max Use Adduct
H 1 10 40 o 2 2 4 5 2 [ 2 Ru 2 ¥ [1] H
C 4 10 40 F 1 0 1 Cl 1 0 1 P 2 0 1]
N 3 3 10 P 3 0 0 Er 1 0 1 | 3 [ 1]
Emor Margin {ppm}: 5 D8E Range: 5.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apphy N Rule: yes Use M3n Info: yes
Mazx |sotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 sotope Res: S000
MSn lso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resuls: 200

Evert# 1 MS(E+) Ret Time: 3.160 Scan#: 473

1.800e6
1.400e6
1.200e6]
1.000e6
Xapaes
2.000eH
463.p910
6.000eH
4 000es 2330488 465 [543
. 2340431 457.0873
200023 315.Fss?
100.0 200.0 200.0 400.0 300.0 B00.0 J00.0 £00.0 500.0
Measured region for 465.0810 miz
100.0- 485.0910
S0
486.0542
467.0878
485.0 4855 4660 4865 467.0 467.5 458.0 468.3
C20 Hig M2 02 52 [M+H]+ : Predicted region for 465.0510 miz
100.0- 485.0910
S0 H
| | 456.0835
| l 467,0895
o J T . T ﬂl\ T < .
485.0 485.5 4660 4865 467.0 467.5 458.0 468.3
Rank__Score Fommula (M) lon Meas. mfz_ Pred. mfz Df (mDa) Df (ppm) Iso DBE
1 2540 C2OHIEMNECO252 [MaH]+ 485.0570  453.0910 0.0 0.00 &340 170

Sekil 5.93. Bilesik 80’ya ait HRMS spektrumu
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5.2.8.16. N-(6-Metilbenzotiyazol-2-il)-2-[(4-(4-amino)-5-{[4-oksokinazolin-3(4H)-
illmetil}-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo]asetamit (8p)

Goriintim: Beyaz toz. E.n: 210-211°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): § 2.39 (s, 3H, CH3), 4.24 (s, 2H, S-CH>), 5.34 (s, 2H,
N-CH>), 6.17 (brs, 2H, N-NH32), 7.23 (d, J/=8.09 Hz, benzotiyazol Hs), 7.55 (t, J= 7.52
Hz, H, kinazolin He), 7.61 (d, J= 8.19 Hz, 2H, benzotiyazol H7 ve benzotiyazol Ha),
7.72 (s, H, kinazolin Hs), 7.84 (t, J=7.62 Hz, H, kinazolin H7), 8.14 (d, J=7.88 Hz, H,
kinazolin Hs), 8.45 (s, H, kinazolin H>).
I3BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 21.46 (CH3), 35.18 (S-CHz), 40.74 (N-CH2), 113.10,
120.68, 121.75, 121.96, 126.56, 127.72, 127.89, 128.85, 132.05, 133.45, 135.08,
146.95, 148.34, 152.49, 152.77, 157.63, 160.56, 167.79 (C=0).
HRMS (-m/z): [M+H]": C21H1sNsO2S: i¢in hesaplanan: 479.1067, bulunan: 479.1077.
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Sekil 5.94. Bilesik 8p’ya ait 'H NMR spektrumu
p
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Sekil 5.95. Bilesik 8p’ya ait 3C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-J-5_129.lcd Page 10f1

Datz File: C:\LabSolutions'\Data\Analiz\AsafD-PAT-J-0_123.lcd

Elmt Val| Min Max Emt | Val. M Max Eimt Val| Min Max Emt WVal | Min Max Use Adduct
H 1 10 40 o 2 2 4 5 2 [ 2 Ru 2 [1 1] H
C 4 10 40 F 1 0 1 Cl 1 0 1 P 2 0 0
N 3 3 10 P 3 0 0 Er 1 0 1 | 3 0 1]
Emaor Margin {ppm}: 5 D8E Rangs: 5.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (3} 1.00 sotope Fles: S000
MSn Iso RI (3 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resuls: 200
Event¥: 1 MS{E+) Ret. Time : 3.287 Scan¥ : 481
1.600=6
1.400=5
1. 200=E
1.000=E
£.000e5 240.p573
i ri
6.000=5 ks S
e 240.5554
4.000=H 1
241.0377 g
2.000eT 1850437
S (Y | T VO T
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 B00.0 T00.0 800.0 500.0
Measured region for 4731077 miz
i ri
100.0- 4781077
50.H
4801117
481.1030
o i m L —
473.0 478.3 480.0 430.5 481.0 481.53 4820 4523
C21 H18 N8 02 52 [MHH]+ : Predicted reqgion for 478.10687 miz
100.0- 478.1067
0.4 ‘ l
|' ‘ 430.1082
| 4811053
473.0 478.3 480.0 4305 481.0 481.3 482.0 4523
Rank__Score Formula (M) lon Meas. mfz Pred. mfz D (mDa) DFf (ppm)  Iso DBE
5461 CZ1 H1BNBOZ 52 [M+H]+ 4781077 4791067 1.0 209 5728 170

Sekil 5.96. Bilesik 8p’ya ait HRMS spektrumu
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5.2.8.17. N-(6-Metoksibenzotiyazol-2-il)-2-[(4-(4-amino)-5-{[4-oksokinazolin-3(4H)-
illmetil}-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo]asetamit (8q)

Gorlinim: Kirli beyaz toz. E.n: 221-222°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 3.77 (s, 3H, benzotiyazol OCH3), 4.06 (s, 2H, S-
CH>»), 5.35 (s, 2H, N-CH2), 6.28 (brs, 2H, N-NH>), 6.83 (t, J/=5.97 Hz, H, benzotiyazol
H7), 6.91 (d, J=8.69 Hz, H, benzotiyazol Hs), 7.51 (t, J/=6.76 Hz, H, kinazolin He), 7.57
(d, J=7.73 Hz, H, kinazolin Hs), 7.71 (d, J= 7.80 Hz, H, benzotiyazol Ha4), 7.85 (t,
J=7.06 Hz, H, kinazolin H7), 8.15 (d, J=7.63 Hz, H, kinazolin Hs), 8.47 (s, H, kinazolin
H>).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 40.29, 40.69, 55.98, 104.95, 113.33, 114.24, 118.54,
120.63, 121.96, 126.57, 127.70, 133.77, 135.06, 143.95, 148.46, 152.53, 153.03,
155.63, 160.56, 169.85, 174.85 (C=0).
HRMS (-m/z): [M+H]": C21H1sNsO3S: i¢in hesaplanan: 495.1026, bulunan: 495.1016.
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Sekil 5.97. Bilesik 8q’ya ait 'H NMR spektrumu
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Sekil 5.98. Bilesik 8q’ya ait '*C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-J-6_130ed

Datz File: C:\LabSolutions DatalAnaliz\AsafD-PAT-J-6_130 lcd

Page 10f1

Emt Val| Min Mazx Emt | Val Mn Max Emt Val Min Max Emt  Val | Min Max Use Adduct
H 1 o 25 o 2 [¥ 4 Cl 1 0 [+] ] 3| 0 [+] H
=] 3 0 0 F 1 q 0 Br 1 0 1]
C 4 o 35 P 3 Q 0 Ru 2 0 4]
N 3 o 10 3 2 q 2 Pd 2 0 4]
Emor Margin (ppm}: 5 D8E Range: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio:  unlimited Apphy M Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (3} 1.00 sotope Fles: S000
MSn lso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resuls: 50
Event# 1 MS[E+) Ret Time:2.573-3.333 -= 3337 Scan# - £47 - 301 -= 501
1.000ef
9.000eT
3.000=H
7.000eT
6.000eT
5.000eH 181432
4.000=H
3.000eH
- 24gfser 300 e
2000 qz2.0472 ' sppyay 1108
1.000=5 | | l = 5?3.{:912
R IR I AN 1 PO e
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 GO0 F00.0 8000 500.0
Measured region for 433.1026 miz
100.0- 4851026
50.1H
436N065
-’-Sm}iﬁ
0 }
485.0 4555 485.0 4555 457.0 4575 485.0 4535
C21 H18 N8 03 52 [M+H]+ : Predicted region for 485.1016 miz
4851016
100.0H
50.04 ‘
‘ 456.1041
l 4571003
435.0 485.3 436.0 4883 4587.0 457.5 485.0 4585
Rank  Scoe Formula (M) lon Meas. mfz Pred. mfz DF. (mDa)  Df. DBE
3 7213 CHIHIENEO3 52 [M+H]+ 4251028  433.1016 1.0 202 Tam| 170
Sekil 5.99. Bilesik 8q’ya ait HRMS spektrumu
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5.2.8.18. N-(6-Etoksibenzotiyazol-2-il)-2-[(4-(4-amino)-5-{[4-oksokinazolin-3(4H)-
il|metil}-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo]asetamit (8r)

Goriiniim: A¢ik kahve toz. E.n: 208-209°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 1.32 (t, J= 6.87 Hz, 3H, O-CH2CH3), 3.94 (s, 2H,
S-CH»), 4.01 (q, Ji=6.92 Hz, J>=14.12 Hz, H, O-CH2CH3), 5.36 (s, 2H, N-CH>»), 6.34
(brs, 2H, N-NH>2), 7.29 (s, H, benzotiyazol H7), 7.40 (d, J=8.59 Hz, H, benzotiyazol Hs),
7.53-7.59 (m, 2H, benzotiyazol H4 ve kinazolin Hg), 7.71 (d, J= 7.91 Hz, H, kinazolin
Hs), 7.85 (td, Ji=1.45 Hz, J>=7.57 Hz, H, kinazolin H7), 8.15 (d, J=7.77 Hz, H,
kinazolin Hs), 8.48 (s, H, kinazolin H>).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 15.30 (O-CH2CH3), 40.37 (S-CHz), 40.73 (N-CH>),
63.86 (O-CH2CH3), 105.57, 114.06, 120.05, 121.98, 126.57, 127.69, 134.04, 135.04,
148.36, 148.53, 152.39, 153.26, 154.37, 156.05, 157.43, 160.53, 169.87, 170.88 (C=0).
HRMS (-m/z): [M+H]": C22H20NsO3S: i¢in hesaplanan: 509.1173, bulunan: 509.1185.
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Sekil 5.100. Bilesik 8r’ya ait '"H NMR spektrumu
P

156



Sekil 5.101. Bilesik 8r’ya ait '*C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-J-7_131.lcd

Data File: C:\LabSolutions'Data\Analiz\AsafD-PAT-J-7_131 lcd

Pags 1of 1

Eimt Val Min Max Emt | Val Mn Max Emt Val M Max Bmt Val Min Max Use Adduct
H 1 10 40 o 2 2 4 5 2 [ 2 Ru 2 [1 [1] H
C 4 10 40 F 1 0 1 Cl 1 0 1 P 2 0 1]
N 3 3 10 P 3 0 ] Br 1 0 1 | 3 0 1]
Emaor Margin {ppm): 5 D2E Rangs: 5.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlmited Apply M Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (3} 1.00 sotope Fles: S000
MSn l=o Rl (%) 10.00 MSn Logic Mods: AND Max Resuls: 200
Event¥: 1 MS{E+) Ret Time:3.413-3.200 -» 3.200 Scan#: 313 - 481 -= 481
1.000e6]
5.000eH
2.000eH
7.000eH
6.000e5
5.000=5 2550537 2|5 pTes
4.000eH
3.000e5 e 5091185, 5491510
. 235.3635 e
2.000e5 276.0763 5101127
1.000eH
kN B | 1 11 YT i L . _ _
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 B00.0 J00.0 B00.0 500.0
Measured region for 508.1135 miz
100.0 509.1183
50.H
310,127
11138
0 ——r T T T — T — — T —T
S08.0 508.5 510.0 310.3 311.0 1.5 5120 5123 5313.0 3133
C22 H20 NB 03 52 [M+H]+ : Predicted region for 3051173 miz
308.1173
10004
50.4 l
[ ‘ 510.1198
1 l 5111161
o J ! T T \ T A T i T T T
05.0 3.5 210.0 910.5 311.0 1.5 2120 o12.3 913.0 3133
Rank__Score Formula (M) lon Meas. mfz_ Pred mfz_ D€ | D Isa__DBE
1 6053 CZ2H20ME 0352 [M+H]+ 09118y 3091173 1.2 236 8308 170

Sekil 5.102. Bilesik 8r’ya ait HRMS spektrumu
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5.2.8.19. N-(tiyazol-2-il)-2-[(4-(4-amino)-5-{[4-oksokinazolin-3(4H)-il|metil}-4H-
1,2,4-triazol-3-il)tiyo]asetamit (8s)

Goriintim: Beyaz toz. E.n: 260-261°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 4.19 (s, 2H, S-CH2), 5.34 (s, 2H, N-CH>), 6.13 (N-
NH»), 7.21 (d, J= 3.57 Hz, H, tiyazol Hs), 7.46 (d, J= 3.55 Hz, H, tiyazol Ha4), 7.57 (td,
Ji=1.03 Hz, J>=7.59 Hz, H, kinazolin Hs), 7.71 (d, J= 7.88 Hz, H, kinazolin Hs), 7.86
(td, Ji=1.51 Hz, J>=7.68 Hz, H, kinazolin Hy), 8.15 (dd, Ji=1.23 Hz, J>=7.97 Hz, H,
kinazolin Hs), 8.45 (s, H, kinazolin Hz), 12.39 (brs, H, NH).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 34.93 (S-CHz), 40.12 (N-CH2), 114.08, 121.98,
126.57, 127.72, 135.07, 138.16, 148.35, 152.43, 152.72, 158.41, 160.57, 166.72 (C=0).
HRMS (-m/z): [M+H]*: C16H14NsO2S: i¢in hesaplanan: 415.0754, bulunan: 415.0769.
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ekil 5.103. Bilesik 8s’ya ait spektrumu
Sekil 5.103. Bilesik 8s’ya ait 'H NMR spek
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Sekil 5.104. Bilesik 8s’ya ait '3C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-J-8_42 led Page 10of 1
Data File: CLabSolutions\Data\Analiz\ Lyuttas\D-PAT-J-8_42.Icd
Emt Val Mn Mzxc Emt Val Mn Mex Bmt Val Mn Max Bmt Val Mo Max Use Adduct
H 1 & 40 [4] 2 i 4 5 2 2 2 Ru 2 0 0
C 4 g 40 F 1 0 ] Cl 1 0 1] Pd 2 0 0
M 3 2 ] P 3 0 0 Br 1 0 1] | 3 0 0
Emor Margin (ppm): 5 DEE Range: 3.0- 25.0 Electran lons: both
HC Ratio: unfimited Appiy N Rule yes Use MSn Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope BRI (3} 1.00 sotope Res: SO00
MSn Iso RI(3%): 10.00 MSn Logic Mode: AMD Max Results: 200
Event: 1 ME(E+) Ret. Time: 1.733 -> 1.733 Scan#: 261 -> 251
S0000
45000
40000
35000
30000
25000 413768
20000
15000
10000
5000
s
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 3500 4.0 450.0 500.0 550.0
Measured region for 413.0769 miz
415,076
10004
5004
N 150 “a155 4180 4165 4170 4175 41k0 4185
C16 Hi4 MB 02 52 [M+H]+ - Predicted region for 415.0754 miz
4130754
100,04
S0 ‘
1 4180778
] [ A 417.0732
DN A
H5.0 4153 416.0 416.5 417.0 417.5 418.0 418.5
Rank Score Formuba (M) lon Meas. mfz Pred mifz DF (miDa)  DF. (ppm) s DBE
2 000 CIsH14NBOZ 52 M+H]= 4150785  415.0754 1.5 361 poo 140

Sekil 5.105. Bilesik 8s’ya ait HRMS spektrumu
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5.2.8.20. N-(5-Asetil-4-metil-tiyazol-2-il)-2-[(4-(4-amino)-5-{[4-oksokinazolin-3(4H)-
illmetil}-4H-1,2,4-triazol-3-il)tiyo]asetamit (8t)

Goriintim: Beyaz toz. E.n: 203-204°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 2.31 (s, 3H, tiyazol CH3), 2.45 (s, 3H, O=C-CH3),
3.84 (s, 2H, S-CH»), 5.15 (s, 2H, N-CH2), 6.30 (s, 2H, N-NH»), 7.57 (t, J/=7.18 Hz, H,
kinazolin He), 7.71 (d, J= 8.06 Hz, 2H, kinazolin Hs ve kinazolin H7), 8.16 (d, J=7.92
Hz, H, kinazolin Hs), 8.47 (s, H, kinazolin Hy).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 18.75 (tiyazol CH3), 29.91 (tiyazol O=C-CH3), 41.12
(S-CH2), 64.33 (O-CH3), 120.86, 121.73, 122.02, 126.58, 127.65, 134.99, 148.49,
152.21, 153.38, 156.56, 158.16, 160.49, 170.96 (C=0), 173.42, 188.70 (tiyazol C=0).
HRMS (-m/z): [M+H]*: C19H18NsO3S: i¢in hesaplanan: 471.1016, bulunan: 471.1020.
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Sekil 5.106. Bilesik 8t’ya ait '"H NMR spektrumu
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Sekil 5.107. Bilesik 8t’ya ait '3C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-J-8_5.lcd

Datz File: C:\LabSclustionsiDatz\Analiz\AsafD-PAT-J-9_5.led

'age 10of1

Emt Val M Mzx Emt| Val Mn Mazx Emt Val Mn Max Emt Val| Min Max Use Adduct
H 5 40 o 2 0 3 3 2 1 2 Ru 2 [1 ] H
C 4 3 3 F 1 0 L] Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 O 1 P 3 0 L] Er 1 0 0 3 0 0
Emor Margin (ppm): 3 DBE Range: 5.0-23.0 Electron lons: both
C Ratio: unlimited Apply M Rule: yes Uz MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 lsotope RI (%) 1.00 |sotope Res 0
M3Sn Iso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Maoe Results
Eventf: 1 MS(E+) Ret Time: 1.813 > 1.813 Scan#: 273 -» 273
1.600=H
1.400=5
1. 200
471.§020
1.000=H
B.000=4
6.000=4
4 DD0ed 47205
2.000 508.p597
H—r———— T —T —T ——T —T —T —T —T
100.0 150.0 200.0 230.0 300.0 350.0 400.0 430.1 S00.0 550.0
Measured region for 471.1020 m/z
4711020
100.04
50.H
472(0977
3 T T T T T T T v
471.0 4713 4720 4723 473.0 473.3 474.0 4745
C19 H18 N3 03 32 [M=H]+ . Predicted region for 471.1016 miz
1018
100.0- 47110
50.04
4721040
473.1000
471.0 471.3 4720 4723 473.0 473.3 474.0 4745
Rank  Score Fomula (M) lon Meas miz  Pred. miz D (mDa) DF. (ppm) s DBE
2 0.00 C19H1ENB 03 52 [M+H 4711020 4711018 04 0.8 000 130

Sekil 5.108. Bilesik 8t’ya ait HRMS spektrumu
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5.2.8.21. Etil 2-(2-((4-(4-amino)-5-((4-oksookinazolin-3(4H)-il)metil)-4H-1,2,4-
triazol-3-il)tiyo)asetamido)-4-metiltiyazol-5-karboksilat (8u)
Gorlinim: Kirli beyaz toz. E.n: 216-217°C

TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 1.26 (t, J=7.10 Hz, 3H, O-CH2CH3), 2.49 (s, 3H,
tiyazol CHzs), 4.05 (s, 2H, S-CH2), 4.19 (q, Ji=7.06 Hz, J>=14.19 Hz, 2H, O-CH2CH3),
5.34 (s, 2H, N-CH2), 6.21 (brs, 2H, N-NH»), 7.57 (td, Ji= 0.61 Hz, J>=7.52 Hz, H,
kinazolin He), 7.71 (d, J= 8.05 Hz, H, kinazolin Hs), 7.86 (td, J;=1.36 Hz, J>=7.66 Hz,
H, kinazolin H7), 8.15 (dd, Ji=1.01 Hz, J>=7.96 Hz, H, kinazolin Hs), 8.46 (s, H,
kinazolin H2).

I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 14.76, 17.74, 37.40, 60.40, 112.56, 121.99, 126.57,
127.70, 135.03, 148.36, 148.40, 152.54, 152.74, 157.00, 160.54, 162.99 (tiyazol C=0),
169.97 (C=0).

HRMS (-m/z): [M+H]": C20H20N8O4S: i¢in hesaplanan: 501.1122, bulunan: 501.1122.
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Sekil 5.109. Bilesik 8u’ya ait 'H NMR spektrumu
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Sekil 5.110. Bilesik 8u’ya ait '*C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-J-10_43.lcd

Datz File: C:\LebSolutions'Datg\Analiz\ Lyutta=\0-PAT-J-10_43.lcd

Page 10f1

Elmt Val Mn Max Emt | Val Min Max EBmt Val Min Max Bmt Val Min Max Use Adduct
H 1 2 40 o 2 [¥ 4 5 2 2 2 Ru 2 [1 [1] H
C 4 3 40 F 1 0 0 Cl 1 0 0 P 2 0 1]
N 3 2 B P 3 0 0 Er 1 0 0 | 3 0 1]
Emor Margin (ppm): 5 DEE Range: 5.0-23.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (3} 1.00 sotope Fles: S000
MSn Ilso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resuls: 200
Event¥ 1 MS[E+) Ret. Time :2.013->2.013 Scan# : 303 -> 303
2.000=H
7.000=H
6.000=5
5.000e5] S
4.000=H
3.000eH
i 021118
2.000eH 303.1114
1.000e5
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 430.0 500.0 330.0
Measured region for 301.1112 miz
100.0- 301112
50.H
302.1118
303.1114
D . / ll' b —— L . —— /T\ . . ;
501.0 301.3 5020 3023 503.0 503.3 5.0 304.3
C20 H20 N8 04 52 [M+H]+ : Predicted region for 501.1122 miz
100.0 =0
50.4 ‘
| 5021148
] ] I| 503.1108
A [ W W
501.0 301.3 5020 3023 503.0 503.3 4.0 304.3
Rank__Score Formula (M) lon Meas. mfz_ Pred. mfz Df (mDa) Df (ppm)  Iso_ DBE
96.31) C20 H2D N3 04 52 [M+H]+ 3011112 501.1122 -1.0 -200 SBS9Y 130

Sekil 5.111. Bilesik 8u’ya ait HRMS spektrumu
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5.2.8.22. Etil 2-(2-{2-[(4-{4-amino}-5-{[4-oksokinazolin-3(4H)-il|metil}-4H-1,2,4-

triazol-3-il)tiyo]asetamidotiyazol-4-il)asetat (8v)

Gortiniim: Beyaz toz. E.n: 222-223°C

TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 1.17 (t, J=7.12 Hz, 3H, O-CH2CH3), 3.68 (s, 2H,
tiyazol-CH2-C=0), 4.07 (q, Ji=7.11 Hz, J>=14.27 Hz, 2H, O-CH2CH3), 4.17 (s, 2H, S-
CH»), 5.33 (s, 2H, N-CH2), 6.12 (brs, 2H, N-NH2), 6.99 (s, H, tiyazol Hs), 7.57 (td, Ji=
1.03 Hz, J>=7.56 Hz, H, kinazolin He), 7.71 (d, J= 7.86 Hz, H, kinazolin Hs), 7.86 (td,
Ji=1.49 Hz, J>=7.67 Hz, H, kinazolin Hy), 8.15 (dd, Ji=1.24 Hz, J>=7.99 Hz, H,
kinazolin Hs), 8.45 (s, H, kinazolin H2), 12.43 (brs, H, NH).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 14.55, 34.86, 37.09, 40.10, 60.78, 111.07, 121.98,
126.57, 127.71, 135.06, 144.20, 148.34, 148.35, 152.36, 152.72, 157.85, 160.57,
162.53, 166.74 (C=0), 170.44 (tiyazol C=0).
HRMS (-m/z): [M+H]": C20H20NsO4S: i¢in hesaplanan: 501.1122, bulunan: 501.1127
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Sekil 5.112. Bilesik 8v’ya ait 'H NMR spektrumu

172



Sekil 5.113. Bilesik 8v’ya ait '*C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - D-PAT-J-11_44.cd Pags 1of 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\Lyuttas\D-PAT-J-11_44 led

Elmt Val| Min Max Emt Val Min Max Emt Val Min Mzx HBmt Val| Min Max Use Adduct
H 1 8 40 [¥] 2 [¥ 4 5 2 2 2 Ru 2 0 1] H
C 4 3 4D F 1 0 0 Cl 1 0 0 P 2 0 1]
N 3 2 B P 3 0 0 Er 1 0 0 | 3 0 1]
Emor Margin {ppm): 5 D2E Rangs: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (3} 1.00 sotope Fles: S000
M3Sn lso Rl (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 200
Event# 1 MS{E+) Ret Time: 1.853 Scan#: 273
2.000e3
1.800eH
1.600eH
1.400e3
1.200eH
1.000e5 501 1127
2.000e44
5.000ed4
4.000=4 0z 113
2.000e4
H—— T ——T T T ———— T
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 430.0 500.0 330.0
Measured region for 301.1127 miz
100.01 3011127
S0.H
302419
N, — — v T T T
301.0 301.5 502.0 S02.5 503.0 5035 54.0 304.5
C20 H20 N8 D4 52 [M+H]+ : Predicted region for 301.1122 miz
100.01 3011122
0. ‘
5021148
[ l 303.1108
301.0 301.5 502.0 S502.5 503.0 5033 54.0 304.53
Rank _Score Formula (M) lon Meas. mfz_ Pred. mfz D (mDa) DF (ppm)  Iso DBE
0.00 C20H2D N2 04352 [M+H]+ 011127 5011122 0.3 100 000 150

Sekil 5.114. Bilesik 8v’ya ait HRMS spektrumu
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5.2.8.23. 2-({4-[4-Metoksifenil]-5-[(kinolin-8-iloksi)metil]-4H-1,2,4-triazol-3-il}thio)-
N-(tiyazol-2-il) asetamit (13a)
Gortiniim: Sar1 toz. E.n: 219-220°C

TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 3.73 (s, 3H, OCH3), 4.22 (s, 2H, S-CH>), 5.25 (s,
2H, O-CH»), 6.93 (d, J= 8.86 Hz, 2H, fenil Hss), 7.15 (d, J= 3.52 Hz, H, tiyazol Hs),
7.22 (d, J=7.59 Hz, H, tiyazol Ha), 7.42-7.47 (m, 7H, fenil Hz, kinolin H3, Hs, He, H7),
8.30 (d, J= 8.28 Hz, H, kinolin H4), 8.86-8.87 (m, H, kinolin Hz), 12.43 (brs, H, NH).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 36.54 (S-CH2), 55.93 (OCH3), 61.20 (N-CH2),
111.93, 113.52, 115.08, 121.52, 122.38, 125.29, 127.01, 127.25, 129.01, 129.53,
136.31, 138.02, 140.28, 149.80, 152.47, 152.53, 153.62, 160.09, 160.49, 166.83 (C=0).
HRMS (-m/z): [M+H]*: C26H20N603S: igin hesaplanan: 505.1111, bulunan: 505.1094.

175



Sekil 5.115. Bilesik 13a’ya ait 'H NMR spektrumu
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Sekil 5.116. Bilesik 13a’ya ait '"H NMR spektrumu
Yy P
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Formula Predictor Report - D-PAT-0-H-1_211 led

Datz File: C:\LabSolutions\Deta\AnalizlAsaf D-FAT-0-H-1_211.lied

Page 1of 1

Elmt Val| Min Max Emt Val Min Max Hmt Val Min Max Emt Val | Min Max Use Adduct
H 1 3 35 o 2 [¥ [ 5 2 [ 3 Ru 2 [1 [1] H
C 4 3 3D F 1 0 0 Cl 1 0 1] P 2 0 1]
N 3 0 ] P 3 0 0 Er 1 0 1] | 3 0 1]
Emor Margin {ppm): 3 D8E Rangs: 8.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 sotope Fles: S000
MSn kso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resuls: 500
Event¥ 1 MS[E+) Ret Time - 0.627-> 0.627 Scan#:535-» 55
1.000=7
5.000=5H
2.000=H
7.000=6
6.000=5H o -
5.000e6] |
4.000=6
3.000=5 233.3583
2.000=8 2340382 so5.hos¢
1.000=5H
Hr—tr — — i S S | W — T T T T
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4300 5000 3500 6000 650 J00.0
Measured region for 303.1084 miz
505.1094
100.01 =0
50.H
506.1118
507.1076
e — — . : A — — :
505.0 305.3 506.0 306.3 507.0 307.3 S508.0 3083
C24 H20 N6 03 52 [M+H]+ : Predicted region for 5051111 miz
100.0 S
50.4 ‘ ‘
‘ ‘ S0E.1138
k \ 507.1103
o . . . J . x A . . .
o05.0 3055 2060 3065 S07.0 3075 S08.0 3085
Rank _Score Formula (M) lon Meas. mfz_ Pred miz_ DF | Df. Isa__ DEE
2 8433 C24H2DMNE 0352 [M+H]+ 5051084 305.1111 -1.7 3.37 B384 180

Sekil 5.117. Bilesik 13a’ya ait 'H NMR spektrumu
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5.2.8.24. 2-({4-[4-Metoksifenil]-5-[(kinolin-8-iloksi)metil]-4H-1,2,4-triazol-3-il}tiyo)-
N-(5-asetil-4-metiltiyazol-2-il) asetamit (13b)

Goriiniim: Agik sar1 toz. E.n: 280-281°C
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 2.30 (s, 3H, tiyazol CH3), 2.43 (s, 3H, O=C-CH3),
3.75 (s, 3H, OCH3), 4.02 (s, 2H, S-CH>), 5.25 (s, 2H, O-CH2), 6.95 (d, J= 8.97 Hz, 2H,
fenil Hs5), 7.24 (dd, Ji= 1.12 Hz, J>=7.65 Hz, H, kinolin H7), 7.46 (t, J= 7.92 Hz, H,
kinolin Hes), 7.49-7.57 (m, 4H, fenil Hz,, kinolin Hs ve kinolin Hs), 8.32 (dd, J;= 1.70
Hz, J>=8.36 Hz, H, kinolin H4), 8.87 (dd, Ji= 1.71 Hz, J>=4.18 Hz, H, kinolin H>).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 19.10 (tiyazol CH3), 30.57 (tiyazol O=C-CH3), 40.40
(S-CH2), 5591 (O-CHs), 61.23 (O-CHz), 111.94, 115.05, 121.47, 122.38, 125.59,
127.03, 129.05, 129.54, 136.32, 140.30, 149.79, 151.89, 153.66, 154.06, 156.40,
160.39, 172.27 (C=0), 189.4783 (tiyazol C=0).
HRMS (-m/z): [M+H]": C27H24N604S: i¢in hesaplanan: 591.1479, bulunan: 591.1459.
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ekil 5.118. Bilesi e ait spektrumu
Sekil 5.118. Bilesik 13b’ye ait '"H NMR spek
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Sekil 5.119. Bilesik 13b’ye ait "H NMR spektrumu
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Sekil 5.120. Bilesik 13b’ye ait "H NMR spektrumu
y P

182

Formula Predictor Report - D-PAT-0-H-2_212.Ied Page 1of1
Datz File: C\LabSolutions'Deta\Analiz\Asaf D-PAT-2-H-2_212.cd
Elmt Val| Min Max Emt  Val M Max Eimt Min M=x HEmt Val| Min Max Use Adduct
H 1 3 35 o 2 [¥ [ 5 [ 3 Ru 2 [1 1] H
C 4 3 20 F 1 0 0 Cl 0 0 P 2 0 0
N 3 0 ] P 3 0 0 Er 0 0 | 3 0 1]
Emor Margin {ppm}: 5 D8E Rangs: 8.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (3} 1.00 sotope Fles: S000
MSn Iso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resuls: 300
Event¥ 1 MS[E+) Ret. Time - 0.720 -> 0.720 Scan#:108-= 108
7.000=H
6.000=H
5.000=H
4. 000=H 22 b5
3.000=6H
2.000e5 258.07E
297.0757
100057 391-[49
100.0 150.0 2000 2500  300.0 3500 430.0 5000  550.0 B00.0 650 F00.0
Measured region for 351.1439 miz
100.0- 591.1458
50.H
5821508
393.1433
581.0 591.5 5392.0 2.3 553.0 3835 84.0 5543
C28 H2E N6 05 52 [MHH]+ : Predicted reqgion for 351.1478 miz
5391.1479
100.0-
0.4 “
| l 5521507
|
] | 5531478
- . /I \ . . } i i ﬁ\ i N
581.0 591.5 5352.0 2.3 553.0 3835 584.0 5543
Rank__Score Formula (M) lon Meas. mfz_ Pred miz_ DF | Iso___ DBE
B4.68 CZ3HIENE 03 52 [M+H]+ 391.1438  391.1479 =20 -3.38 5004 3.0




5.2.8.25. Etil  2-[2-({4-(4-metoksifenil)-5-[(kinolin-8-iloksi)metil]-4H-1,2,4-triazol-3-

il}tiyo)asetamido]-4-metiltiyazol-5-karboksilat (13¢)

Goriintim: Kirli beyaz toz. E.n: 296-297°C

TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 1.24 (t, J=7.08 Hz, 3H, O-CH2CH3), 2.43 (s, 3H,
tiyazol CH3), 3.74 (s, 3H, OCH3), 4.04 (s, 2H, S-CH»), 4.14 (q, Ji=7.05 Hz, J>=14.16
Hz, 2H, O-CH2CH3), 5.25 (s, 2H, O-CH2), 6.94 (d, J= 8.93 Hz, 2H, fenil H35), 7.23 (d,
J=7.65 Hz, H, kinolin H7), 7.45 (t, J= 7.91 Hz, H, kinolin Hs), 7.49-7.57 (m, 4H, fenil
Ha.6, kinolin H3 ve kinolin Hs), 8.31 (dd, Ji= 1.61 Hz, J>=8.39 Hz, H, kinolin Ha4), 8.87
(dd, Ji=1.65 Hz, J>=4.11 Hz, H, kinolin H>).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 14.88 (O-CH2CH3), 17.98 (tiyazol CHs), 40.53 (S-
CHz), 55.90 (O-CH3), 59.78 (O-CH2CH3), 61.23 (O-CH2), 111.95, 115.05, 121.47,
122.37, 125.54, 127.03, 129.04, 129.54, 136.32, 140.30, 149.79, 151.98, 153.65,
153.82, 157.27, 160.40, 163.46 (tiyazol C=0), 171.37 (C=0).
HRMS (-m/z): [M+H]": C2sH26N6OsS:2 igin hesaplanan: 561.1355, bulunan: 561.1373.
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Sekil 5.121. Bilesik 13¢’ye ait 'H NMR spektrumu
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Sekil 5.122. Bilesik 13¢’ye ait 'H NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - O-PAT-0-H-3_213 lcd Pags 1of 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\AsafD-PAT-0-H-3_213.0ed

Elmt Val Min Max Emt Val Min Max Emt Val Min Mzx Hmt Val| Min Max Use Adduct
H 1 3 33 o 2 [¥ [ 5 2 0 2 Ru 2 0 1] H
C 4 3 3D F 1 0 0 Cl 1 0 0 P 2 0 1]

N 3 0 B P 3 0 0 Er 1 0 0 | 3 0 1]

Emor Margin {ppm): 5 D8E Rangs: 8.0-25.0 Electron lons: both

HC Ratio: unlimited Apphy N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (3} 1.00 sotope Fles: S000
MSn lso Rl (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resuls: 500
Event#: 1 MS{E+) Ret Time :0.333 Scan# : 81
40006
3.500e6
3.000e6]
2.500=6
281.p705
2.000e6
1.500e6] 5
2815715 Sl
1.000eH P 582 1404
232.0704 =
4
5.000e3H S
1000 150.0  200.0 2500 3000 3500 000 4500 5000 35500 8000 650.0 7000

Measured region for 381.1335 miz

100.0- 361.1333
0.0
JE2.1404
563.1338
- |}- T A v —T IA\' - —r—T -
361.0 3613 5620 S62.3 363.0 3683.5 2840 SE4.3

C27 H24 N6 D4 52 [M+H]+ : Predicted region for S81.1373 miz

100.0- 361.1373

| 562.141

} ] 563.1370

N A -

581.0 581.5 5820 5625 562.0 5535 =240 5645
Rank__Score Formula (M) lon Meas. mfz_ Pred. mfz_ DF (mDa) DFf (ppm)  Iso DBE
2 8162 C27H24 NEO4 52 [+ 5511355 551.1373 1.3 331 8839 150

Sekil 5.123. Bilesik 13¢’ye ait '"H NMR spektrumu
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5.2.8.26. Etil 2-[2-(2-{[4-(4-metoksifenil)-5-[(kinolin-8-iloksi)metil]-4H-1,2,4-triazol-

3-il}tiyo}asetamido)tiyazol-4-il]asetat (13d)

Goriintim: Kirli beyaz toz. E.n: 292-293°C

TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 1.18 (td, J;=1.64 Hz, J>=7.11 Hz, 3H, O-CH>CH3),
3.69 (s, 2H, tiyazol-CH2-C=0), 3.73 (s, 3H, OCH3), 4.06 (qd, J;=1.56 Hz, J>=1.63 Hz,
J3=14.23 Hz, 2H, O-CH:CH3), 4.22 (s, 2H, S-CH2), 5.25 (s, 2H, O-CH2), 6.93 (d, J=
7.24 Hz, 2H, fenil H3s), 7.01 (s, H, tiyazol Hs), 7.22 (d, J=7.71 Hz, H, kinolin H7), 7.44
(td, Ji= 1.42 Hz, J>= 8.65 Hz, H, kinolin He), 7.49-7.56 (m, 4H, fenil Hz, kinolin H3 ve
kinolin Hs), 8.31 (d, J=8.35 Hz, H, kinolin Ha4), 8.86 (d, /=4.11 Hz, H, kinolin H>),
12.48 (brs, H, NH).
I3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 14.56 (OCH2CH3), 35.79 (tiyazol-CH2-CO), 37.11 (S-
CHz), 55.93 (O-CH3), 60.79 (OCH2CH3), 61.19 (O-CH2), 111.12, 111.95, 115.09,
121.53, 122.38, 125.22, 127.00, 129.00, 129.53, 136.31, 140.28, 144.220,149.80,
152.14, 152.59,
153.62, 160.51, 166.41 (C=0), 170.46 (tiyazol C=0).
HRMS (-m/z): [M+2H]*": C2sH26NsOsS2 i¢in hesaplanan: 591.1479, bulunan:
591.1480.
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Sekil 5.124. Bilesik 13d’ye ait "H NMR spektrumu
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Sekil 5.125. Bilesik 13d’ye ait "H NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - O-PAT-0-H-4_214 led Pags 1of 1

Data File: C:\LabSolutions'\Data\Analiz\Asaf D-PAT-0-H-4_214 led

Elmt Val Min Mz« Emt Val Min Max BEmt Val M M=x Bmt Val | Min Max Use Adduct
H 1 FIES o 2 [¥ [ 5 2 [ 2 Ru 2 [1 [1] H
C 4 3 3 F 1 0 0 Cl 1 0 0 P 2 0 1]
N 3 0 ] P 3 0 0 Er 1 0 0 | 3 0 1]
Emor Margin (ppm): 5 D8E Range: 8.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apphy N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (3} 1.00 sotope Fles: S000
MSn lso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resuls: 500

Evert#: 1 MS[E+) Ret Time:0.627 > 0.827 Scen#:533-=33

8.000=64
7.000e64
6.000e6
5.000e6
40006 e
3.000e6

%57
2.000e] g:;g?‘gg

1.(00ef 531.(-’-30

T Thr T —T

H—— —— —7—r ——t——4 —r— 7
100.0 150.0 2000 2500 3000 3500 000 4300 5000 5500 6000 650.0 7000

Measured region for 331.14380 miz

591.14
100.04 2 1eE
50.04
5921512
533.1430
551.0 591.5 582.0 5925 533.0 55315 584.0 5945
C28 H2E N6 0F 52 [M+H]+ : Predictad region for 531.1478 miz
591.14
100.04 St
50.04 ‘ l
| l 592.1507
|
] | 5531478
551.0 591.5 582.0 5925 533.0 55315 584.0 5945
Rank__Score Formula (M) lon Meas. mfz_ Pred. mfz Df (mDa) Df (ppm) Iso DBE
B5.83 CZEHEMEOS 2 [+ 5511480 531.1473 0.1 017 s38§ 130

Sekil 5.126. Bilesik 13d’ye ait "H NMR spektrumu
y P
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5.3. Spektral Verilerin Degerlendirilmesi
5.3.1. 'H-NMR spektrumlarinin degerlendirilmesi

Sentezlenen 4 ve 8 numarali kinazolin-4(3H)-on tiirevlerinin kinazolin halkasinin
ikinci (kinazolin H2), besinci (kinazolin Hs), altinct (kinazolin He), yedinci (kinazolin
H7) ve sekizinci (kinazolin Hs) konumundaki hidrojenlere ait pik degerleri, sirasiyla,
singlet ve 8.29-8.49 ppm; dubletin dubleti ve 8.08-8.16 ppm; multiplet ya da triplet ve
7.50-7.71 ppm; tripletin dubleti ya da triplet ve 8.84-7.88 ppm; dublet ya da multiplet ve
7.43-7.76 ppm araliklarinda gelmistir. 13 numarali bilesiklerdeki ortak halka sistemi
olan kinolin yapisinin ikinci (kinolin Hy), iiclincii (kinolin H3), dérdiincii (kinolin Ha),
besinci (kinolin Hs), altinc1 (kinolin He) ve yedinci (kinolin H7) konumundaki
hidrojenlere ait pik degerleri, sirastyla dubletin dubleti ya da multiplet olarak 8.86-8.87
ppm; multiplet ve 7.42-7.57 ppm; dublet ve 8.30-8.32 ppm; multiplet ve 7.42-7.57 ppm;
triplet ya da multiplet ve 7.42-7.57 ppm; dublet ya da multiplet ve 7.42-7.57 ppm
araliklarinda not edilmistir.

Sentezlenen 4, 8 ve 13 numarali analoglarin hepsinde ortak olarak bulunan ve
yapimin rotasyonuna izin veren CH2 yapisinin hidrojenleri singlet olarak, 4 numaral
analoglarda 4.78-4.80 ppm araliginda, 8 numaral tiirevlerde 5.14-5.36 ppm araliginda
ve 13 numarali tiirevlerdeyse 5.25 ppm’de gozlenmistir.

Son olarak, yapilardaki azol yapilarima ait NMR spektrumlari incelendiginde
benzotiyazol igeren 8 numarali tiirevlerde benzotiyazol halkasinin dordiincii
(benzotiyazol Ha), altinc1 (benzotiyazol Hs) ve yedinci (benzotiyazol H7), konumundaki
hidrojenlere ait pik degerleri, sirasiyla, dublet ya da multiplet ve 7.26-8.79 ppm
araliginda; dubletin dubleti ya da multiplet olarak 6.91-8.08 ppm araliginda; dublet ya
da multiplet olarak 7.34-7.76 ppm araliginda not edilmistir.

Sonug olarak sentezlenen tiim bilesiklerin 'H-NMR verileri literatiir verileriyle

uyumlu bulunmustur [97-99].

5.3.2. 3C-NMR spektrumlarinin degerlendirilmesi

Sentezlenen bilesiklerin '3C-NMR verileri ile beklenen piklein Ortiistiigii
gbzlenmistir. Ortak olarak bulunan kinazolin halkasinin tiirevler arasi 6zdes pikleri
incelenerek her bir karbon i¢in atanmistir. Her bir bilesik i¢in toplam karbon sayisi igin
beklenen sayilarda pik elde edilmistir. Bilesikler 4j, 8a ve 81 siibstitiient olarak flor

icerdiginden C-F yarilmalarindan kaynakli olarak bu bilesiklerin spektrumlari
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literatiirde [100] de belirtildigi lizere karmasik elde edilmis ve florun bagli oldugu
karbonlar ile bu karbona komsu karbonlarda yarilmalar gozlenmistir. 4 numaral
analoglarda ortak olarak bulunan C=0 ve C=S yapilarinin pikleri 167.06-172.03 ppm ve
180.87-182.22 ppm araliginda bulunmustur. 8 ve 13 numarali tiirevlerde asetamit

kalintisina ait karbonil karbonuna ait pikler 166.52-172.34 ppm araliginda alinmistir.

5.3.3. Kiitle spektrumlarinin degerlendirilmesi

Elde edilen sonug bilesiklerinin kiitle spektrumlari elektrosprey yontemi (ESI)
kullanilarak iyonlastirma teknigi [101] ile analiz edilmis olup olusan yiiklii atom veya
gruplar kiitle/yiik (m/z) oranma gore saptanmistir. Kiitle spektrumlari incelendiginde

bilesiklerin ya [M+Na]* ya da [M+H]" piki verdigi saptanmistir.

5.4. Aktivite Sonu¢larinin Degerlendirilmesi
5.4.1. Sitotoksisite sonuclarinin degerlendirilmesi

Bilesiklerin sitotoksik etkileri, 24 saat boyunca in vitro olarak yiiriitiilen deneyler
sonucunda ICso (uM) cinsinden hesaplanmistir. Sonuclar Tablo 5.6’te paylasilmistir.
Standart ilag olarak kullanilan sisplatin i¢in hesaplanan ICso degeri 27.33+6.81 uM
olarak bulunmustur. Buna goére antikanser etkinligi olup saglikli hiicre hatti lizerinde
sitotoksik etki gostermeyen ya da oldukga diisiik etkinlige sahip olan bilesiklerden
sisplatinden daha aktif olan ya da yakin bir ICso degeri gosteren bilesikler, aktiflik
sirasina gore 8d, 4h, 8b, 4¢g, 81, 8m, 8e ve 8o seklinde siralanmaktadir.

4 numarali tlirevlerde en aktif bilesiklerin para- (4g; 13.33+4.04 uM) ve meta-
klorofenil (4h; 4.90+0.66 uM) siibstitiisyonlar1 olmasi dikkat ¢ekicidir. Buna karsin 2-
kolorofenil siibstitiienti diger iki analogun 10 ila 20°de biri kadar bir etkinlik
gostermistir. Metoksifenil tiirevleri i¢inde en yiiksek etkinlik orto (4¢; 86.67+7.64 uM)
iken, en diislik etkinlik para (4a; 201.00+£3.61 uM) konumunda gozlemlenmistir. Bu
durum, metilfenil tlirevleri i¢in tam tersidir, yani en yiiksek (4d; 81.67+10.41 uM)
etkinli para ve en disik etkinlik orfo (4f; 181.67+22.55 pM) konumdaki
bilesiklerdedir. Halkanin para konumundaki klor atomu flor atomuyla yer
degistigindeyse (4j; 136.67+41.93 uM) etkinlik 10 kat azalmistir. Halka tizerinde flor
yerine hidrojen geldiginde (4k; 186.67+12.58 uM) ise aktivite siddetinde diislis
yasanmistir. Son olarak, aromatik halka etil grubuyla yer degistirdiginde (4l;
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198.33+£7.64 uM) aktivite siddetinde yine diisiis gdzlenmistir ancak bu etki kaybinin
yiiksek oldugu sdylenemez.

4a bilesiginden sentezlenen 5 numarali maddede (>250 uM) sitotoksik etkinin
kayboldugu belirlenmistir. Buna karsit, 5 numarali maddeden hareketle sentezlenen 8a-
8k tiirevlerinde antikanser aktivitenin 3.63 pM konsantrasyona kadar diistiigii tespit
edilmistir. Bu, siklizasyon isleminin aktivite siddetini olumsuz etkiledigini, buna
ragmen bu halka kapamadan elde edilen yapinin asetamit ile siibstitiisyonun olmasinin
aktivite lizerinde olumlu oldugunu gostermistir. Buradaki etkinin, siklizasyon ile
beraber yapidaki heteroatomlara olan erisimin kisitlanmasi, bu atomlarin hidrojen
kaybetmesi sebebiyle hidrojen dondrii olmamast gibi sterik faktorler nedeniyle azaldigi
One siiriilebilir. Bunun yani sira halkanin kapanmasi aromatiklikle beraber hidrofobik
etkiyi artirirken yapinin polaritesinde kayba neden olmustur; bu da fizikokimyasal
ozelliklerin de aktivite iizerinde etkili olduguna igaret etmektedir. Buna karsin, yapinin
asetamit yapisiyla baska bir halkaya baglanmasi sonucu aktivite siddetinde artis olmast,
yapidaki heteroatom sayisinda artis ve hacimsel ve kiitlesel biiylime gibi fizikokimyasal
ozelliklerle ilgili oldugu diisiiniilmektedir.

8a-8k analoglar1 arasinda en etkili tiirevler, sirasiyla, benzotiyazol (8d;
3.63+£0.81 uM), 6-klorobenzotiyazol (8b; 12.50+£0.71 uM), ve 6-metilbenzotiyazol (8e;
23.67+£6.66 uM) bilesikleridir. Benzotiyazol tiirevleri tiyazol tiirevlerine (8h-8k) gore
daha etkilidir. Dahasi, 4. ve 5. konumu bos olan (8h), 4. konumunda metil ve 5.
konumunda asetil grubu olan (8i) ve 5. konumundan asetik asidin etil esteri olan (8k)
tiyazol tiirevleri herhangi bir sitotoksisite gostermezken sadece 4. konumunda metil ve
5. konumunda etil karbamat kalintis1 olan (8j;103.33+2.89 uM) tiirevin sitotoksik etki
gosterdigi bulunmustur. Burada dikkat ¢ekici nokta, sitotoksik etkinligin (8j), bir karbon
atomu kadar molekiiliin uzamasinda (8k) ve yapinin asitlikten uzaklagmasi (8i) aktivite
kaybina neden olmustur.

N-(4-metoksifenil)triazol yapisindaki § numarali bilesikte oldugu gibi, analogu N-
aminotriazol yapisindaki 7 numarali bilesikte de kanser hiicresine karsi sitotoksik
etkinlik gozlemlenmemistir. Ancak 7 numarali bilesikten elde edilen 8I-8v
molekiillerinde kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkinlik 13.75 puM konsantrasyona
kadar diismiistiir. 4a, 5, 7 ve 8a-8v bilesiklerindeki degisimler, kinazolin-4(3H)-on
halkasima bagli yan zincirin asiditesinde azalmayla tarif edilebilir. Asidite azaldikca

antikanser etkinligin de azaldigi gozlemlenmistir. Ancak, esterik gruplara sahip
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tirevlerde antikanser etkinin diisiik olmasi bilesigin asiditesinin artmasinin belirli bir

seviyeden sonra etkili olmadigina isaret etmektedir.

Tablo 5.6. Sentezlenen bilesiklerin kanser ve saglikly hiicre hatlar iizerine etki eden ICsg (uM) dozlari

Bilesik A549 SS L929 SS SK

1 4a 201.00 3.61 >250.00 - >1.24
2 4b 126.67 2.89 >250.00 - >1.97
3 4c 86.67 7.64 >250.00 - >2.89
4 4d 81.67 10.41 >250.00 - >3.06
5 4e 88.33 7.64 >250.00 - >2.83
6 4f 181.67 22.55 >250.00 - >1.38
7 4g 13.33 4.04 >250.00 - >18.76
8 4h 4.90 0.66 >250.00 - >51.02
9 4i 133.33 32.16 >250.00 - >1.88
10 4j 136.67 41.93 >250.00 - >1.83
11 4k 186.67 12.58 >250.00 - >1.34
12 41 198.33 7.64 >250.00 - >1.26
13 5 >250.00 - >250.00 - -
14 8a 79.00 7.94 65.33 8.39 0.83
15 8b 12.50 0.71 216.67 62.12 17.33
16 8c >250.00 - >250.00 - -
17 8d 3.63 0.81 141.67 7.64 39.03
18 8e 23.67 6.66 143.33 44 .81 6.06
19 8f >250.00 - >250.00 - -
20 8g 65.67 4.04 102.33 10.79 1.56
21 8h >250.00 - >250.00 - -
22 8i >250.00 - >250.00 - -
23 8j 103.33 2.89 >250.00 - >2.42
24 8k >250.00 - >250.00 - -
25 7 >250.00 - >250.00 - -
26 8l 13.75 1.77 >250.00 - >18.18
27 8m 21.50 0.71 198.33 2.89 9.23
28 8n 82.50 3.54 88.33 2.89 1.07
29 8o 38.50 12.02 189.67 4.51 4.93
30 8p >250.00 - >250.00 - -
31 8q >250.00 - >250.00 - -
32 8r 93.33 2.89 181.67 7.64 1.95
33 8s >250.00 - >250.00 - -
34 8t >250.00 - >250.00 - -
35 8u 98.33 5.77 >250.00 - >2.54
36 8v >250.00 - >250.00 - -
37 12 178.33 42.53 >250.00 - >1.40
38 13a 67.33 6.43 95.67 4.04 1.42
39 13b 76.67 17.56 34.67 7.51 0.45
40 13c >250.00 - >250.00 - -
41 13d >250.00 - >250.00 - -

Sisplatin 27.33 6.81 - - -

A549: Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hatti; 1.929: Saglikli fare fibroblast hiicre hatti, SS: Standart
sapma (+) ve SK: Segicilik katsayist (Saglikli hiicre 1Cs, degeri/ Kanser hiicresi 1Csy degeri) anlamina gelmektedir.
Tiim degerler 24 saatlik sitotoksisite degerleridir. “-”” hesaplama yapilmadigini gostermek i¢in kullanilmistir.

81-8v analoglar1 arasinda en etkili tiirevler, sirasiyla, 6-florobenzotiyazol (8l;
13.75€1.77 uM), 6-klorobenzotiyazol (8m; 21.50+0.71 uM) ve benzotiyazol (8o;
38.50+12.02 uM) tiirevleridir. Yine benzotiyazol tiirevlerinin (81-8r) tiyazol tlirevlerine
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(8s-8v) gore daha aktif oldugu tespit edilmistir. N-(4-metoksifenil)triazol analogunda
oldugu gibi, tiyazol tlirevleri arasinda tek sitotoksik etkinlik gosteren tiirev, 4.
konumunda metil ve 5. konumunda etoksikarbonil kalintisi olan tiirevdir (8u;
98.334£5.77 uM).

N-(4-metoksifenil)triazol yapisindaki bir baska yapr ise 12 numarali kinolin
tireviyle bundan elde edilmis tiyazol-2-ilasetamit tiirevleridir (13a-13d). Bu sebeple
kinazolin tiirevi bilesik 5 ile kinolin tiirevi bilesik 12 (178.33+42.53 uM)
karsilastirildiginda kinazolin tiirevinin aksine kinolin tiirevinin A549 hiicreleri {izerinde
sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Bilesik 12’den elde edilen asetamit tiirevleri
degerlendirildiginde, 4. ve 5. konumu bos olan tiyazol (13a) ve 4. konumunda metil ve
5. konumunda asetil grubu olan (13b) antikanser etkinlik gdstermis olup baslangic
maddesi 12°ye gore de sirayla 2.65 ve 2.33 kat daha aktif bulunmuglardir. Buna karsin
5. konumunda etil esteri olan tiyazol tiirevleri (13¢ ve 13d) herhangi bir sitotoksisite
gostermemistir. Bu aktivite farkliliginin olmasi, yapinin asitliginin artmasinin aktivite

tizerinde olumsuz bir etki yaptig1 agiktir.

5.4.2. Apoptotik etkinliklerin belirlenmesi

Apoptoz testlerine ait Anneksin kadranlar1 Sekil 5.127°te ve yiizde sonuglari
Tablo 5.7°de verilmistir. Standart ilag olarak pozitif kontrol amagla kullanilan
sisplatinin erken ve gec apoptotik etkilerin toplami %22.61 iken; bilesikler 4g, 4h, 8b,
8d, 8e, 81, 8m ve 8o icin toplam apoptotik etkiler, sirasiyla, %31.08, %15.66, %77.68,
%8.59, %6.66, %23.95, %15.17 ve %14.03 olarak bulunmustur. Buna gore en yiiksek
apoptotik etki gosteren 8b bilesigi sisplatinden yaklasik 3.5 kat daha yliksek apoptotik
etkiye sahiptir. Bilesikler 4g ve 8l ise sisplatine benzer bir profil ile apoptozu

indiiklemistir.
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Sekil 5.127. Aktif bilesiklerin ve kontrollerin apoptoz sonuglarina ait kadranlar*

* Negatif kontrolde etkin madde kullanilmamistir. Pozitif kontrol olarak sisplatin kullanilmigstir. Antikanser etkinligi ve
secicilik indeksi yiiksek olan maddeler aktif madde olarak adlandirilmistir. Her bir deney 4 tekrarli, numune basina en
az 10" hiicre analiz edilmis ve kadran analizi yapilmistir

Tablo 5.7. Aktif bilesiklere ait apoptoz sonuglari

Bilesik Q1 Q2 Q3 Q4 Q2+Q4

Kontrol 001 2.17 9124 659 876
4g 0.14 10.12 68.78 20.96 31.08
4h 0.17 6.13 84.17 953  15.66
8b 0.16 63.82 22.16 13.86 77.68
8d 0.10 454 9131 405  8.59
8e 001 2.14 9333 452  6.66
81 0.00 826 76.05 15.69 23.95
8m 005 853 8478 6.64 1517
80 0.06 7.52 8591 6.51  14.03

Sisplatin _ 0.10 1045 7829 11.16  22.61

Q1: Nekrotik hiicreler, Q2: Ge¢ apoptotik hiicreler, Q3: Yasayan hiicreler, Q4: Erken apoptotik hiicreler, Q2+Q4:
Erken ve geg apoptotik hiicreler. Deneyde A549 hiicre hatti kullanilmigtir.

5.4.3. Aktivite yolaklarinin degerlendirilmesi

Apoptotik etkinligin belirlenmesinin ardindan, apoptoz indiikleyici etkinin
gozlenmesinde kaspaz aktivitesinin roli arastirilmistir. Bilindigi gibi, tip-1 programh
hiicre 6limi, yani apoptoz iki ana yolagin aktiflestirilmesi ile gerceklesir, bunlar
intrinsik ve ekstrinsik yolaklardir. Hiicre i¢i yolak (intrinsik yolak), diger adiyla

mitokondriyal yolakta mitokondrinin ATP ile glikoliz gergeklestirememesi gibi bir
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6lim sinyaliyle olaylar silsilesi baslatilmig olur. Sitokrom C salinir, apoptozom olusarak
kaspaz-9 ile yeni bir form olusturur. Bu yeni kompleks yapi, efektor kaspaz olan
kaspaz-3’ii aktifler. Hiicre dis1 yolakta (ekstrinsik yolak) ise membran ylizeyindeki
olim reseptorleri araciligiyla kaspaz-8 aktif olup kaspaz-3’t aktifler. Kaspaz-3’iin
uyarilmastyla birlikte tip-1 hiicre Oliimii gergeklesir. Bu sebeple kaspas-3’iin
aktivasyonu apoptozun indiiklenmesinde hem intrinsik hem de ekstrinsik yolaklarin

kesisim noktalarindan biridir [102].

5.4.3.1. Kaspaz-3 aktivasyon sonuglarinin degerlendirilmesi

Kaspaz-3 aktivasyon sonuglarina ait %pozitif ve %negatif aktivite degerleri Tablo
5.8’de ve kadranlar1 Sekil 5.128’da verilmistir. Deney A549 hiicreleri kullanilarak in

vitro olarak gerceklestirilmis ve 24 saatlik inkiibasyon siiresine gore degerlendirilmistir.

Tablo 5.8. Aktif bilesiklere ait %kaspaz-3 sonug¢lari

Bilesik % () % ()
Kontrol 1.68 98.10
4g 2.87 96.77
4h 1.94 97.72
8b 3532 60.93
8d 2.96 96.80

8e 5.70 93.73

81 49.10 49.55
8m 31.79 66.75
8o 20.63 78.46
Sisplatin  34.39 63.13

% (+): Kaspaz-3 aktivitesi pozitif (+) hiicreler (%) ve % (-): Kaspaz-3 aktivitesi negatif (-) hiicreler. Enzim
aktivasyonu A549 hiicreleri kullanilarak test edilmistir.

Buna gore sisplatine ait kaspaz-3 aktivasyon degeri %34.39 olarak bulunmustur.
Sentezlenen bilesiklerin enzim aktivasyonu ise en etkiliden en az etkiliye dogru 8I, 8b,
8m, 8o, 8e, 8d, 4g ve 4h seklindedir. Bu durumda, 4g, 4h, 8d ve 8e bilesiklerinin
aktivasyon ylizdesi oldukga etkisiz bulunmustur. Buna karsin 81, 8b ve 8m bilesiklerine
ait etkinlikler sisplatin ile kiyaslanabilir diizeydedir. Bu durumda {istiinde halojen (8b
ve 8m i¢in klor; 8l i¢in flor atomlari) bulunan bilesiklerin daha etkili olmasinin lipofilite
Ozellikleriyle alakali oldugu, lipofilite arttikga kaspaz-3 aktivasyonun arttigi

sOylenebilir.
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Sekil 5.128. Aktif bilesiklerin ve kontrollerin kaspaz-3 aktivasyon sonuglarina ait kadranlar*

* Negatif kontrolde etkin madde kullanilmamistir. Pozitif kontrol olarak sisplatin kullanilmistir. Antikanser etkinligi ve
secicilik indeksi yiiksek olan maddeler aktif madde olarak adlandirilmistir. Her bir deney 4 tekrarli, numune bagina en
az 10* A549 hiicresi analiz edilmis ve kadran analizi yapilmistir.

5.4.3.2. Mitokondriyal membran depolarizasyonunun degerlendirilmesi

Mitokondriyal membran depolarizasyon testine ait sonuclarin plotlart Sekil
5.129°da ve ylizde degerleriyse Tablo 5.9’te verilmistir. Sisplatine ait mitokondriyal
membran depolarizasyon degeri %36.01 olarak hesaplanmistir. Sentezlenen 4g
(%15.41), 4h (%14.48) ve 8e (%28.96) bilesiklerinin etkinligi sisplatine gore diisiik
bulunmustur. Buna karsin, sisplatine gore 8b (%75.30) bilesigi 2.09 kat, 8d (%61.62)
bilesigi 1.71 kat, 81 (%96.13) bilesigi 2.67 kat, 8m (%83.70) bilesigi 2.32 kat ve 8o
(%75.30) bilesigi 2.09 kat membranda depolarizasyon saglayarak mitokondriyal islev
bozukluguna sebep olmustur. Mitokondriyal membran depolarizasonuna sebep
olabilecek cesitli mekanizmalar [103] olsa da bu caligmadaki gibi bir durumun
gbzlemlenmesindeki neden, daha dnce yapilan mekanistik bir ¢alismada da bahsedildigi
gibi [104], ozellikle kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinde biiyiime

faktoriinlin  inhibisyonu sonucu mitokondriyal dinamiklerin bozulmasi olarak
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diisiiniilmektedir. Zaten, bilesiklerin tasariminin EGFR inhibisyonu iizerine kurulu
olmas1 ve bu tip bir sonucun gozlemlenmesi, EGFR enzim mekanigini sadece in silico

degil, deneysel olarak da aydinlatma ihtiyaci dogurmustur.

Sekil 5.129. Aktif bilesiklerin ve kontrollerin mitokondriyal depolarizasyon sonuglarina ait kadranlar*

*Bilesiklerin mitokondriyal membran polarizasyonu ve depolarizasyon etkisi A549 hiicreleri lizerinde belirlenmistir.

Tablo 5.9. Aktif bilesiklere mitokondriyal membran %polarizasyon ve %depolarizasyon sonuglart™®

Bilesik %polarizasyon  %depolarizasyon

Kontrol 95.64 4.00
4g 83.55 15.41
4h 84.72 14.48
8b 24.27 75.30
8d 37.88 61.62
8e 66.84 28.96
81 3.92 96.13
8m 15.87 83.70
8o 13.50 86.14

Cisplatin 62.86 36.01

*Bilesiklerin mitokondriyal membran polarizasyonu ve depolarizasyon etkisi A549 hiicreleri tizerinde belirlenmistir.

5.4.3.3. EGFR inhibisyonunun degerlendirilmesi

Mitokondriyal membran depolarizasyon testine ait ICso degerleri Tablo 5.10°da
gosterilmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan gefitinibe ait ICso degeri 4.169+0.156
nM olarak hesaplanmistir. En aktif bilesikler 4h (5.298+0.164 nM), 8d (5.46+0.221
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nM), 81 (2.670+0.124 nM) ve 8m (2.191+0.908 nM) bilesikleridir. Bu bilesiklerin 2
ortak 6zelligi vardir. Ilki kinazolin-4(3H)-on halkasmnin varhgidir. Diger dzellikse 8d

disindaki bilesiklerde halojen atomuna sahip aromatik yapilarin olmasidir.

Tablo 5.10. Aktif bilesiklere ait EGFR inhibisyon sonuglart™®

Bilesik ICso (nM)
4g 27588+6.945
4h 5.298+0.164
8b >50000
8d 5.46+0.221
8e 52.41+£2.312
8l 2.670+£0.124
8m 2.191£0.908
80 33657+8.512

Gefitinib 4.169+0.156
*Her bir bilesik i¢in deney 4 tekrarli uygulanmistir.

5.4.4. Molekiiler yerlestirme ve dinamik simiilasyon calismalarinin yorumlanmasi

Yerlestirme sonuclar1 cesitli aktivite yolaklar1 iizerinde gerceklestirilmistir.
Calismalarin hepsinde en iyi molekiil-protein kompleks uyumu (pozlama) dikkate
alinmistir. Yapilan MDS calismalar1 ise elde edilen bu komplekslerden hareketle

gerceklestirilmistir.

5.4.4.1. Kaspaz-3 enzimi iizerindeki yerlestirme ve dinamik simiilasyon sonuglarinin

degerlendirilmesi

Yerlestirme pozlar1 Sekil 5.130‘te ve gozlemlenen baglar Tablo 5.11°te
verilmigtir. Daha Onceki ¢alismada [105], Arg64, Ser120, His121, Glyl122, GInl61,
Cysl163, Tyr204, Ser205, Trp206, Arg207, Asn208, Ser209, Ser249 ve Phe250
aminoasitleri baglanma bolge aminoasitleri olarak tanimlanmistir. Sonuglara goére, N-
aminotriazol bilesiklerinin (81, 8m ve 80) Arg64 (Asn52-Gly66 dongiisii), Hiel2l,
Gly122 (B-tabaka bolgesi: Hiel21-Glul23), Tyr204, Arg207 (Ser198-Ser213 dongiisii)
ve Phe256 (Phe247-Pro263 dongii amino asitleri) aminoasitleriyle benzer tipte
etkilesimler gosterdigi gozlemlenmistir. Bu etkilesimlerden sadece Arg207 ile olan
etkilesimler, N-(4-metoksifenil)triazol tiirevi 8b bilesiginde de gozlenmistir. Bunun
temel sebebi, hacimli grup 4-metoksifenil grubunun enzim baglanma bdlgesindeki
Phe250 aminoasidine yoneliminden kaynakli olarak molekiiliin yerlesimi N-
aminotriazol tiirevlerine gore farklilik géstermis ve 8b bilesigi Arg64 ile olan etkilesimi

kaybetmistir. Buna karsilik olarak N-aminotriazol tlirevleri Arg207 ile 1 ya da 2

200



hidrojen bag1 yapabilmigken 8b bilesiginin hidrojen bagina ek olarak farkli kisimlariyla
hem iyonik hem hidrofobik hem de aromatik hidrojen bagi yaptigi gozlemlenmektedir.
Ayrica, Ser120, Trp206, Trp214 aminoasitleriyle de bag olusturdugu goézlemlenmistir.
8m ve 8o bilesikleri Glul23 ve Ser205 aminoasitleriyle hidrojen bagi yapmistir. 81
bilesigine 0zgii olarak GInl61 (B-tabaka bolgesi: Leul57-GInl61) ve Cysl63
aminoasitleriyle de etkilesimde oldugu tespit edilmistir. Tiim bu etkilesimler, enzim
baglanma bolgesinde oldugundan, her ne kadar 8b tiirevi farkli bir yerlesim gostermis
olsa da enzimdeki ayni dongii bolgeleriyle baglanmasindan 6tiirii aktivasyon etkisinin
benzer sonug¢landigi oOnerilmektedir. Kald:r ki, dort bilesigin de baglanma bolgesi
disindaki yakin aminoasitlerle, 6zellikle de cesitli dongii aminoasitleriyle bag kurmus
olmalarinin protein-bilesik kompleksini kararli kildigi, boylelikle yapiya rijitide
kazandirdig1 diistiniilmektedir. Sonug olarak, dort bilesigin de kaspaz-3 aktivasyonu i¢in
anahtar role sahip oldugu bildirilen Ser198-Ser213 dongiisii ile saglam etkilesimlerde
bulundugu bu in silico calismayla dogrulanmistir. Bilesiklerdeki asetamit yapisi bu
dongili aminoasitleriyle etkilesimde bulundugundan otiirii farmakofor yapi olarak
tanimlanabilir.

Diger taraftan, 81 bilesiginin, diger 3 tiirevden farkli olarak Arg64 ile hidrojen
bagina k olarak tuz kopriisii olusturmasi ve GInl61 ile de hidrojen bagi olusturmasi
sebebiyle daha aktif oldugu diisiiniilmektedir. Dahasi, N-aminotriazol tiirevlerinin
hacimli fenil grubu yerine amin grubu bulundurmasi ve bu sayede molekiiliin kendi
icine daha kolay rotamer yaparak biikiilebilmesi, Arg64 ile Arg207 arasinda olusan
bosluga (Sekil 5.130-C) uyum gostermesinde 6nemli oldugu onerilmektedir. Clinkii N-
aminotriazol tiirevlerinin asetamit yapisinin yerlesimi Arg64 ile Arg207 arasinda olusan

acikliga rahatca uyum saglamaktadir.
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Sekil 5.130. Kaspaz-3 enzimi iizerindeki yerlestirme ¢alismast (PDBID: 40TX)

A kutusu: 81 bilesigi icin 2B ve 3B pozlamalari; B kutusu: 8m bilesigi i¢in 2B ve 3B pozlamalar;; C kutusu
icerisinde enzimin tiimiiniin Case: Aktif bilesiklerle ylizey alani ve Cist: Aktif bilesiklerle enzim kuaterner yapist D
kutusu: 8o bilesigi i¢in 2B ve 3B pozlamalari; E kutusu: 8b bilesigi i¢in 2B ve 3B pozlamalart.

Sonug olarak bilesiklerin deneysel sonuglariyla yerlestirme ¢alismasit uyum
icindedir ve kaspaz-3 enzimi iizerindeki yapi-etki iliskisi agiklanmistir. Bilesik 81 motif
almarak MDS caligmas1 gerceklestirilmis ve yapi-etki iliskisinde zamanin ve g¢evresel
degisikliklerin (su, c¢esitli iyonlar vb) etkisi ve bu etkiyle olusan degisimler

incelenmistir.
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Tablo 5.11. Bilesik-kaspaz-3 etkilegim dizini

Bilesik  grubu Amino asit Bag sayisi ve tiirii
Kinazolin Hg Ser120 1, aromatik H-bagi
Benzotiyazol kloru Trp206 1, halojen bag1
Asetamit azotu Arg207 1, tuz kopriisii
Asetamit oksijeni Arg207 1, hidrojen bag1

8b Benzotiyazol H; Arg207 1, aromatik H-bag1
Triazol N, Arg207 1, hidrojen bag1
Kinazolin halkas1 Arg207 1, m-katyon etkilsimi
Benzotiyazol kloru Trp214 1, halojen bagi
Benzotiyazol kloru Phe250 1, halojen bagi
Asetamit oksijeni Arg64 1, H-bag1
Asetamit azotu Arg64 1, tuz kopriisii
Benzotiyazol halkasi Hiel21 2, n-m istiflenmesi
Benzotiyazol H4 Gly122 1, aromatik H-bag1
Benzotiyazol azotu Gly122 1, H-bag

81 Asetamit oksijeni GInl61 1, H-bag
Benzotiyazol azotu Cys163 1, H-bag
Benzotiyazol halkasi Tyr204 1, m-w istiflenmesi
Triazol halkasi Tyr204 1, n-m istiflenmesi
Asetamit oksijeni Arg207 1, H-bag1
Kinazolin halkas1 Phe256 2, m-n istiflenmesi
Asetamit oksijeni Arg64 1, H-bag1
Benzotiyazol halkas1 Hiel21 2, n-1 istiflenmesi
Benzotiyazol H4 Glyl122 1, aromatik H-bag1
Benzotiyazol azotu Glyl122 1, H-bag1

8m Benzotiyazol Hs Glul23 1, aromatik H-bag1
Benzotiyazol halkasi Tyr204 1, m-m istiflenmesi
N-aminotriazoliin azot hidrojeni Ser205 1, H-bag:
Asetamit oksijeni Arg207 1, H-bag
Kinazolin halkas1 Phe256 2, n-t istiflenmesi
Asetamit oksijeni Arg64 1, hidrojen bag1
Benzotiyazol halkasi Hiel21 1, n-m istiflenmesi
Benzotiyazol Hs Glyl122 1, aromatik hidrojen bag1
Benzotiyazol azotu Glyl122 1, H-bag

8o Benzotiyazol Hs Glul23 1, aromatik hidrojen bagi
Benzotiyazol halkas1 Tyr204 1, n-7 istiflenmesi
N-aminotriazoliin azot hidrojeni Ser205 1, hidrojen bag1
Asetamit oksijeni Arg207 2, hidrojen bagi
Kinazolinon halkasi Phe256 1, n-w istiflenmesi

MDS sonuglar1 Sekil 5.131’da paylasilmistir. Bunlardan A-C kompleksin

kararlilik degerlerine ve D-F ise kompleksin yaptig1 etkilesimlere aittir.
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Sekil 5.131. Kaspaz-3 enzimi tizerindeki MDS ¢alismast (Bilesik 81-Kaspaz-3 enzim kompleksi)
A. Bilesik 8I’ye ait fizikokimyasal 6zelliklerin zamana gore degisimi (RMSD, Rg, intra-H bagi, MolSA, SASA ve

PSA); B. RMSF-aminoasit dizin plotu; C. RMSD-zaman plotu; D. Toplam bag sayisi-aminoasit fraksiyonunun
zamana gore degisimine ait plot E. Aminoasitlere gore etkilesim tipi ve etkilesim fraksiyon grafigi F. Bag kuvvet
giiciiniin 2B gdsterimi (etkilesim giicii %20 ve fistil gsterilmektedir.)

Kompleksin kararli oldugu, incelenen zaman araliginda su ozelliklere sahip
olmasiyla ifade edilir:

1. Eylemsizlik yaricapr (Rg) degerlerinde rijit protein yapilarinin [atomik pozisyonun
ortalama karekok sapmast (RMSF) grafigindeki a-sarmal bolgeler agik kirmizi ve B-
tabaka bolgeler agik mavi ile gosterilmistir] kiigiik dalgalanmalar gostermesi,

2. Protein yapist igin ortalama karekdok sapma (RMSD) degerinin 1-3 A araliginda
olmasi ve ligandin RMSD degerinin proteininkinin 3 katindan fazla olmamasi,

3. RMSF degerlerinde rijit yapilarda biiyiik dalgalanmalarin olmamasi istenen
durumlardir [71, 106].

Bu 3 madde kararliligin saglanmasindaki kilit 6zelliklerdir. Ek olarak, kararlilig1
artiran bir durum da RMSF grafigindeki beyaz alanlardaki (dongii bdolgesi)
dalgalanmalarin soniimlendirilmis olmasidir. Bu, dongii aminoasitlerinin de kararh

kilindigin isaret etmektedir.
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Buna gore bilesik 8l-kaspaz-3 kompleksine ait RMSD degeri 0.2 ns’den sonra 1
A’un {izerine ¢ikmis ve en yiiksek pik 7.60 ns’de 2.64 A olarak kaydedilmistir. RMSF
ve Rg degerlerinde biiyiik dalgalanmalar olmamasi sebebiyle kompleksin simiilasyon
boyunca kararli kaldig1 sdylenebilir. ilave olarak RMSF plotuna gore rijit yapilarm
dalgalanma boyutlar1 0.36-0.93 A arasinda kaydedilmistir (Sekil 5.131-A, B ve C).

Etkilesim grafikleri incelendiginde (Sekil 5.131-D, E ve F), bilesik 8l ile kaspaz-3
enzimi arasinda hidrojen baglar1 (geleneksel ve su aracili), hidrofobik etkilesimler (n-n
istiflenmesi ve m-katyon etkilesimi), ve iyonik etkilesim (tuz kopriisii olusumu)
gbzlemlenmistir. Geleneksel hidrojen bagi Arg64, GInl61, Cys163, Ser205, Trp206 ve
Arg207 amino asitleriyle ve su aracili H-bag1 Thr62, Arg64, Ser120, His121, GInl61,
Tyr204, Ser205, Trp206, Arg207, Asn208, Ser249, Phe250, Ser251 ve Phe256
aminoasitleriyle kurulmustur. Hidrofobik etkilesimler Met61, His121, Tyr204, Trp206
ve Phe256 aminoasitleri ile 81 bilesigi arasinda gozlemlenmistir. Son olarak tuz kopriisii
sadece Arg64 amino asidiyle olusmustur. Bunlar arasinda en dikkat ¢ekici etkilesimler,
siirekliligi olmas1 sebebiyle Arg64, Cysl163, Ser205 ve Arg207 aminoasitleriyledir.
Bununla beraber etkilesim gliglerinin sirasina gore Arg207 ile asetamit oksijeni
arasindaki H-bagi (%143), Cys163 ile benzimidazol azotu arasindaki H-bagi (%99),
Ser205 ile N-aminotraizol azotun hidrojeni arasindaki H-bag1 (9%99), Arg64 ile asetamit
azotu arasinda su aracilikli H-bag1 (%69), Trp206 ile kinazolin azotu (N1) arasinda H-
bag1 (%63), Ser120 ile asetamit azotu arasinda su aracilikli H-bag1 (%61), Arg207 ile N-
aminotriazol azotun hidrojeni arasinda su aracilikli H-bag1 (%53), Arg64 ile asetamit
azotu arasinda tuz koprisii (%50), asetamit azotu arasinda su aracilikli H-bag1 (%42),
Phe256 ile kinazolin halkas1 arasinda m-mt istiflenmesi (%42), His121 ile benzotiyazol
halkas1 arasinda n-m istiflenmesi (%40), Tyr204 ile kinazolin halkasi arasinda m-m
istiflenmesi (%36) ve Arg207 ile triazol azotu (N2) arasinda su araciliklt H-bag1 (%20)
not edilmistir.

Bu etkilesimlerin siklig1 ve bag giiciinden yola ¢ikarak,

e Basta 204-209 dongii aminoasitleriyle H-bagi olmak {iizere; ozellikle
Arg64 ve Arg207 ile giiclii etkilesimler gdstermesi sebebiyle asetamit
kalintisinin 6nemli bir kaspaz-3 farmakofor yapisi oldugu,

e Bu farmakofor yapiin hacimli olmayan bir triazol ve lipofiliteyi artirmaya

yonelik bir benzotiyazol ile kombine edilmesinin, His121, GInl6l,
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Cysl163, Trp206 ve Arg207 araciligryla aktivite lizerinde olumlu yonde
etki ettigi,

e Son olarak ¢oziicii etkisine maruziyeti sebebiyle, ozellikle Phe256 ile
kurdugu m-m istiflenmesi sebebiyle kinazolin-4(3H)-on halkasinin ve
Cys163 ile stireklilik arz eden H-bag olusturmasi sebebiyle de

benzotiyazol halkasinin aktiviteyi artirict bir etkisi oldugu gozlenmistir.

Bu bilgiler 1s181inda, kaspaz-3 aktivasyonuna yonelik yapilacak yapisal
modifikasyonlardan biri kinazolin-4(3H)-on yapisi lizerinde c¢oziicii ile etkilesime
girebilecek degisikliklerdir. Burada, tirozin kinaz inhibitorlerinde (-tinibler) oldugu gibi
6. ve 7. konumlardan acilasyon ya da diiz heteroatom zincirleriyle (eterik gibi) polar
ama hidrojen bagi alicisi olarak miisait ve aromatik olmayan yapilarin eklenmesi sonucu
elde edilecek bilesiklerin kaspaz-3 aktivasyonunu artirici yonde etki edecegi 6n
goriilmektedir. Diger taraftan, N-aminotriazol yapisi ideal bir yapir olarak sabit
tutulmalidir.  Benzotiyazol halkasinda yapilacak degisikliklerin aminoasitlere
baglanmaya yonelik degil, ¢oziiniirliik 6zelliklerinin iyilestirilmesine yonelik olmasi

oOnerilebilir.

5.4.4.2. EGFR proteini iizerindeki yerlestirme ve dinamik simiilasyon sonuglarinin

degerlendirilmesi

Deneysel aktivite sonucu 10 nM’dan daha diisiik konsantrasyonlarda etkili
bulunan bilesiklere ait yerlestirme pozlar1 Sekil 5.132‘te ve gézlemlenen baglar Tablo
5.12’te verilmistir.

Literatiire gore [107], reseptoriin N ve C loblarin1 birbirine baglayan mentese
bolgesi olarak tanimlanan 791-796 numarali aminoasitler aktivite {izerinde 6énemli bir
role sahiptir. Bu bolgeye yerlesen gefitinib gibi klinikte kullanilan etkin maddelerin
Met793’iin  ana  zincirindeki azotun hidrojeniyle hidrojen bagi yaptigi
gozlemlenmektedir, bu bag sayis1 genellikle bir tanedir. Bunun yaninda, ATP baglanma
bolgesi olarak tanimlanan hidrofobik yan cep, Lys745, Leu788 ve Thr790 gibi
aminoasitlerin yan zinciriyle c¢evrilidir ve klinikte kullanilan ilaglarin hidrofobik

kisimlarinin (anilin gibi) bu cebe yerlestigi gozlenmistir.
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Sekil 5.132. EGFR proteini iizerindeki yerlestirme ¢alismast (PDBID: 2ITY)
A Kutusu (Gok mavisi sinir1): 4h bilesigi icin 2B ve 3B pozlama; B kutusu (Yesil sinir): 8d bilesigi i¢in 2B ve 3B

pozlama; C kutusu (Turuncu smir): 8m bilesigi igin 2B ve 3B pozlama; pozlama D kutusu (Mavi siir): 81 bilesigi
i¢in 2B ve 3B pozlama.

Bu tez calismasindaysa, bilesiklerin ortak olarak Lys745, Arg841 ve Asp855 ile
bag yaptiklari tespit edilmistir. 8d harig, bilesiklerin ayrica mentese aminoasitlerinden
GIn791 ve Met793 ile birebir benzer baglandig1 gozlemlenmistir. 8d bilesigindeki dall
yapinin [N-(4-metoksifenil)], ATP bolgesini ¢evrelemesi sebebiyle, kinazolin-4(3H)-on
kismmin  dogru aciyla Met793 aminoasidine yaklagamadigindan  mentese
aminoasitlerinden sadece Cys797 ile H-bagi yapmistir. Bunun yani sira sadece 4h
bilesigi Thr854 ile etkilesim gostermistir. Son olarak, bilesikler arasindan sadece
8m’nin fosfat baglanma (P dongii) bdlgesinin bir liyesi olan Ser720 aminoasidiyle

aromatik H-bag1 yaptig1 tespit edilmistir.
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Bilesiklerin pozlari incelendiginde, en etkili iki bilesigin (81 ve 8m) benzer
konumlandig, flor/klor farkliligindan otiirii bagil kayma gostermelerine ragmen hem
ATP baglanma bolgesinde hem de mentese bdlgesinde benzer etkilesimler yaptiklari;
gefitinib tiirevlerindeki zincir yapilarin (morfolinopropoksi gibi) yerlesimine benzer
sekilde, yani reseptor disina dogru uzandig1 ve ¢oziicii bolgeyle etkilesime acik hale
geldigi gozlemlenmistir.

Sonug olarak, EGFR yolaginin inhibisyonu sonucu mitokondriyal membranda
depolarizasyon, bunun da kaspaz-3 iizerinde aktivasyona sebep oldugu, ozellikle de
kiigiik hiicreli olmayan akciger kanser metastazi i¢in rapor edilmistir [104]. Suana kadar
olan tim mekanistik amacla uygulanan in vitro ve in silico ¢alismalar bir uyum
icindedir ve in silico ¢alismalarla molekiiler diizeyde bilesiklerin proteinlere karsi olan
davranislar agiklanmistir. Tiim bunlara ilave olarak, MTT sonucu elde edilen ICso ve
apoptoz indiiksiyonlart da g6z 6niine bulunduruldugunda en kuvvetli bilesigin 81 oldugu
onerilmektedir. Dolayisiyla, yapi-etki iliskisini ag¢iklamak amaciyla 81 bilesigi model

alinarak molekiiler dinamik simiilasyonu ger¢eklestirilmistir.

Tablo 5.12. Bilesik-EGFR etkilesim dizini

Bilesik  Kismi Amino asit Bag sayisi ve tiirii

Tiyokarbonil kiikiirdii Lys745 1, H-bag:
Kinazolin H» GIn791 1, aromatik H-bag1
Kinazolin N; Met793 1, H-bag1

4h Kinazolin Hg Met793 1, aromatik H-bag1
Fenil tizerindeki klor atomu Arg41 2, halojen bag1
Hidrazit kisminin N» hidrojeni Thr854 1, H-bag1
Fenil H, Arg855 1, aromatik H-bagi
Asetamit azotu Lys745 1, tuz kopriisii
Fenil lizerindeki metoksi oksijeni Cys797 1, H-bag1

8d Fenil H; Arg841 1, aromatik H-bagi
Fenil halkast Arg841 1, m-katyon etkilesimi
Fenil Hy Arg855 1, aromatik H-bagi
Asetamit oksijeni Lys745 1, H-bag1
Asetamit azotu Lys745 1, tuz kopriisii
Kinazolin H» GIn791 1, aromatik H-bag1

81 Kinazolin N; Met793 1, H-bag:
Kinazolin Hg Met793 1, aromatik H-bagi
Benzotiyazol halkasi Arg841 1, tuz kopriisii
Benzotiyazol azotu Arg841 1, H-bag1
N-aminotriazol hidrojeni Asp855 1, H-bag1
Benzotiyazol Hy Ser720 1, aromatik H-bagi
Asetamit azotu Lys745 1, H-bag1
Asetamit azotu Lys745 1, tuz kopriisi

8m Kinazolin H; GIn791 1, aromatik H-bagi
Kinazolin N; Met793 1, H-bag1
Kinazolin Hg Met793 1, aromatik H-bag1
Benzotiyazol halkasi Arg841 2, m-katyon etkilesimi
N-aminotriazol hidrojeni Arg855 1, H-bag1
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MDS sonuglar1 Sekil 5.133’te bilesik 81-EGFR kompleksi igin gosterilmistir. 8I-EGFR
kompleksine ait kararlilik gostergeleri (Sekil 5.133-A, B ve C) incelendiginde, bolim
5.4.4.1°de belirtildigi gibi Rg, RMSD ve RMSF degerleri uygundur. Bu sebeple
kompleksin kararli oldugu sdylenebilir. Dolayistyla, Sekil 5.133-D, E ve F grafiklerine
gore 8l en kararli etkilesimleri Lys745, Met793, Thr854 ve Asp855 ile dogrudan
hidrojen bagi seklinde, Lys745 ve Thr790 ile su aracilikli hidrojen bagi seklinde ve
Arg841 ile de m-katyon seklinde gozlemlenmistir. 55-60 ns araliginda Lys745 ile olan
etkilesimde bir kopma olsa da sonradan bu aminoasitle daha fazla etkilesime girildigi
goriilmektedir. Molekiiler yerlestirme sonucundan elde edilen yapi-etki iliskisi
diistintildiiginde, 8I-EGFR  kompleksi modelinde sentezlenen N-aminotriazol
tiirevlerinin  klinikte kullanilan EGFR inhibitorlerine (gefitinib gibi) benzer
konumlandigi, cevresel faktorlerle kompleks kararliliginin desteklendigi hatta su
araciligiyla etkilesim giiclinde artis oldugu gozlenmistir. Zaman zaman kinazolin-
4(3H)-on oksijeni ile triazole bagli amin grubunun hidrojeni arasinda zaman zaman
molekiil i¢i hidrojen bag1 olustugu da gézlemlenmistir. Bunun siklig1 diisiik olsa da iki

halkanin bagil pozisyonlarini proteine gore korumasinda 6nemli oldugu 6nerilebilir.
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Sekil 5.133. Bilesik 8I-EGFR kompleksine ait MDS ¢alismasi
A. Bilesik 8I'ye ait fizikokimyasal dzelliklerin zamana gore degisimi (RMSD, Rg, intra-H bagi, MolSA, SASA ve

PSA); B. RMSF-aminoasit dizin plotu; C. RMSD-zaman plotu; D. Toplam bag sayisi-aminoasit fraksiyonunun zamana
gore degisimine ait plot E. Aminoasitlere gore etkilesim tipi ve etkilesim fraksiyon grafigi F. Bag kuvvet giiciiniin 2B
gbsterimi (etkilesim giicii %20 ve distii gsterilmektedir.)

ATP baglanma bdlgesi olan Lys745 ile yapilan hidrojen baginin aktivitede 6nemli bir

role sahip oldugu diisiiniilmektedir. Baglanma iliskisinde su aracilikli H-bagi, H-bag1 ve

hidrofobik etkilesimler olduk¢a degerlidir. Yerlestirme calismasinda oldugu gibi,
kinazolin halkasinin ve benzotiyazol halkasinin, sirasiyla mentese bolgesine (GIn791 ve

Met793) ve ATP baglanma bolgesine (Lys745) iyi yerlestigi ve zamana kars1 konumunu

korudugu netlik kazanmistir. Ek olarak ATP baglama yariginin girisinde yer alan

Asp855 (reseptor allosterik bolge aminoasidi) ile asetamit nitrojenin bag yapmasi

sebebiyle de asetamit yapisinin etki giiclinde dnemli bir yere sahip oldugu seklinde

yorumlanmistir. Diisliniildiigii gibi, benzotiyazol ucunun ¢oziicli maruziyeti altinda
kalmasi sebebiyle halojen bulunduran bilesiklerin ¢Oziicii ortaminda organik

(fosfolipitler gibi) ve inorganik (su, sodyum, klor vb elektrolitler gibi) maddelerle

etkilesime girerek kompleks kararlilig1 korumasi sebebiyle inhibisyon aktivitesinin daha
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yiiksek oldugu gozlenmistir. EGFR inhibitorlerinde oldugu gibi flor atomunun uzun
zincirli polar yapilarla (gefitinibteki morfolinopropiloksi gibi) degistirilmesi, gdzlemsel

olarak, etki siddetini artirabilecek modifikasyonlar arasinda gosterilebilir.

5.4.5. Yapr-etki iliskilerinin 6zetlenmesi

Farmakofor hipotezler kullanilarak sentezi gergeklestirilen serilerin yapi-etki
iligkileri, ilgili aktivite basliklar1 altinda ayr1 ayr1 olarak incelense de genel ifadelerle bu
baslik altinda toplanmustir. Daha ayrintili yapi-etki iligkisi i¢in ilgili bagliklarin
okunmas1 uygun olacaktir. Yapisal farklilarin ve yap1 diizeninin antikanser etkinlik ve
aktivasyon mekanizmalar1 iizerindeki degisiklikleri sematize etmek amaciyla Sekil

5.134’teki diyagram olusturulmustur.

Hidrojen bagiscisi

Fenil/

Kinolin/ Hidrojen alicisi Asetamidotiyazol/
Kinazolin Triazol Asetamidobenzotiyazol
- Aming
*~.__Fenil

Sekil 5.134. Yap: etki iliskisine ait diyagrami

Buna gore;

8 Kinazolin tiirevlerinin antikanser etkinligi, kinolin tiirevlerininkine gére daha yiliksek
bulunmustur.

8 3 Farkl1 kinazolin-4(3H)-on serisinden, tiirevler icerisinde etkili bulunan molekiillerin
tizerinde halojen varligt ya da hig siibstitiie barindirmayan analoglarinin aktivite
siddetini artirdig1 bulunmustur.

8 Merkezde bir aromatik yapinin olmasi aktiviteyi artirmakla beraber bu yapinin
hidrazit ile degistirilmesinde antikanser aktivite kayb1 oldugu sdylenemez. Ancak, bu
modifikasyonun aktivasyon yolagmi etkiledigi diisiiniilmektedir. Halka yapisinin
varliginin (triazol), EGFR inhibisyonu ve kaspaz-3 aktivasyonu i¢in daha uygun
oldugu onerilmektedir.

& Merkez halka triazole bagli hacimli grup/kiigiik grup yapilar karsilastirildiginda,

antikanser etkinlik iizerinde ¢ok 6nemli bir farklilik gézlenmemistir. Ancak EGFR
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inhibisyonu ve kaspaz-3 aktivasyonu ig¢in kiigiik grubun (NH2) varligi daha
kiymetlidir.

8 Halkalar1 birbirine baglayan bir metilen kopriisiiniin olmasi, molekiillerin proteinler
icerisinde biikiilebilmesine olanak sagladigindan Onemli bir yapi parcasi olarak
belirlenmistir.

8 Benzotiyazol ve tiyazol modifikasyonlarinda benzotiyazol gibi hacimli bir grubun
olmasi, basta organik ve inorganik ¢oziicii etkilerine maruziyet i¢in uygun olusu ve
protein yapilarindaki periferal aminoasitlerle de etkilesime acik olmasi sebebiyle
bilesik-protein kompleksinde kararliligin korunmasinda etkilidir.

& Benzotiyazol halkasinin aktiviteye katkisinin 6zellikle yapmin ¢oziniirliik 6zelligiyle
yakindan iligkili oldugu onerilmektedir. Bu sebeple bu halka {izerinde yapilacak
degisiklikler, aminoaside baglanmaya yonelik degil bu 6zelligin giincellenmesine
yonelik olmalidir.

8 Merkez halka ya da hidrazit kisimlarina (benz)azol yapisini baglayan kopriide
hidrojen bagi yapmaya uygun bir yapmin bulunmasi EGFR inhibisyonu (allosterik
Asp855 aminoasidi ile baglanmasi) ve kaspaz-3 aktivasyonu (Arg64 ya da Arg207

gibi dongii aminoasitleriyle baglanmasi) i¢in esansiyel bir role sahiptir.

5.5. Tez Calismasiyla ilgili Kisitlamalar

W Aktivite yolaklarinin aydinlatilmasi i¢in uygulanan deney prosediirlerinin siiresi 24
saat kapsamindadir. Bu sebeple MTT ile bulunan ICso degeri kiiclik ve yiiksek
apoptoz indiiksiyonu olmasina ragmen molekiillerin diisiik kaspaz-3 indiiksiyonu
gostermesi bununla ilgili olabilir.

Y Her ne kadar EGFR ve ATP iliskisi i¢in mitokondriyal membran depolarizasyon
deneyi in vitro uygulanmis olsa da AKT yolaginin da degerlendirilmesi hiicrenin
yasamsal faaliyetlerinin ne derece etkilendigini belirlemede destekleyici bir yaklagim

olabilir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Bu calismada EGFR inhibisyonu hedeflenerek kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanserine yonelik ilag tasarimi yapilmak iizere 2 farkli yontemle 11 adet farmakofor
hipotez gelistirilmistir. Cok sayida kinolin ve kinazolin igeren ekip i¢i molekiil bankas1
hazirlanarak, bu hipotezler araciligiyla taranmis ve Oncii molekiiller belirlenmistir. Bu
oncili molekiillerin yapi-etki iliskisini de anlayabilmek amaciyla analoglariyla beraber
sentezi ve analizi gerceklestirilmis olup tiim molekiillerin antikanser etkinlikleri A549
akciger karsinomu hiicre hattina kars1 test edilmistir. 37 sonug iiriin ve 4 tane de ara
irlin olmak tizere toplam 41 orijinal madde A549 ve 1929 hiicre hatlar iizerindeki
sitotoksisite etkinlikleri icin MTT deneyine tabi tutulmustur. Aktivitesi giicli, kanser
hiicresine karsi se¢ici olan molekiillerin apoptoz etkileri, mitokondriyal membran
depolarizasyon etkileri, kaspaz-3 aktivasyon etkileri ve EGFR tirozin kinaz inhibisyon
etkileri incelenmistir. Nihayetinde aktif bulunan maddelerin, ilgili proteine baglanma
seklini anlayabilmek i¢in molekiiler yerlestirme c¢alismalari, zamana ve c¢evresel
faktorlerin etkisine kars1 etkilesim seklinin degisimini incelemek amaciyla da molekiiler
dinamik simiilasyonu in silico ortamda uygulanmistir. Sonug¢ olarak, bu farmasdétik
kimya tezinde elde edilen bulgular dogrultusunda hem proteine 6zgii hem de genel
antikanser etkinlik i¢in yapi-etki iligkisi ortaya koyulup tartisilmistir.

Genel olarak, 4 numarali bilesiklerin yapilart incelendiginde, polar zincire bagh
aromatik yapilarin hidrojen/halojen bag1 yapmaya uygun siibstitiisyonlar igerdiginde
etkili oldugu, klor siibstitiisyonu ile optimum etkinlik gdsterdigi bulunmustur. Hatta,
fenil halkasinin 3 numarali konumundaki klor varliginin 4 numarali konumdan daha
yiiksek antikanser ve EGFR inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir.

8 numarali aktif bilesiklerin yapilart incelendigindeyse, merkezde sterik engeli
bulunmayan en az 2 adet azota sahip bir azol halkasi, bu merkez halkanin karsilikli
konumlarindan sp® atom ile baglanmis birer aromatik halkanin varliginda antikanser
etkinligin oldugu gdzlemlenmistir. sp® karbon atomuna baglanan bisiklik aromatik
yapinin kinazolin yapisinda olmasi aktivite i¢in 6nem arz etmektedir. Ciinkii analogu
kinolin (13 numarali maddeler) halkasiyla bile yapilan degisiklikte antikanser etkinligin
kayboldugu bu calismada raporlanmistir. Kiikiirt atomuna baglanan azol halkalarinin
benzotiyazol gibi hacimli halkalar olmasi, bu ugta asidik gruplarin ve lipofiliteyi

diisiiren gruplarin olmamasi onerilmektedir.
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Nihayetinde, EGFR yolagi hedeflenerek gelistirilen hipotezlerin elde edilmesiyle,
hipoteze uygun oncli molekiillerin belirlenmesi, bu molekiillerle beraber analoglarinin
sentezi gerceklestirilmistir. Bu serilerden kanser hiicresine karsi segici toksisite gosteren
bilesiklerin aktive yolaklarinin incelenmesi sonucu EGFR tirozin kinaz proteinine karsi

nM diizeyde etkili yeni bilesikler elde edilmistir.
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