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ONSOZ

Tezimin hazirlanmasinda ve ¢aligmalarim sirasinda bilgi ve tecriibesiyle bana
her zaman yol gosteren, sorunlarimla yakindan ilgilenen, her konuda hi¢bir zaman
destek ve yardimlarini esirgemeyen danigsman hocam Sayin Prof. Dr. Giilgiin

KILCIGIL e tiim ictenligimle sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarim sirasinda deneyimleriyle bana yol gosteren, her zaman destek
olan ve ayn1 zamanda sentezlenen bilesiklerin NMR, MASS ve elementel analizlerini
gergeklestiren Sayin hocalarim Prof.Dr. Hakan GOKER’e ve Saym Dog. Dr. Mehmet
ALP’e, EGFR inhibisyon deneyi ¢aligmalarini gergeklestiren Prof. Dr. Arzu ONAY -
BESIKCI ve Dr. Berna GUVEN’e saygi ve tesekkiirlerimi sunarim. X-Isimnlari
Kirmimi analizini gergeklestiren Hitit Universitesi Fizik boliimii 6gretim iiyesi Dr.
Ogr. Uyesi Arzu KARAYEL’e tesekkiirlerimi sunarim. Her zaman bilgi ve
deneyimleriyle yardimci olan Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Kimya Anabilim Dali 6gretim {iyelerine ve calismalarim sirasinda hicbir zaman
yardimlarint esirgemeyen arastirma gorevlisi, yliksek lisans ve doktora Ogrencisi
arkadaslarima, ayn1 zamanda Erciyes Universitesi Eczacilik Fakiiltesi 6gretim iiyesi
olan Dog. Dr. M. Orhan PUSKULLU’ye, Dr. Ogr. Uyesi Meryem EROL’a ve Ogr.
Gor. Hanifa FATULLAYEV e tesekkiirlerimi sunarim.

Maddi-manevi higbir desteklerini esirgemeyen, varliklarini her zaman
yanimda hissettigim canim anneme, babama ve kardeslerime yanimda olduklar1 i¢in
sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim. Her konuda daima yanimda olup, varligini, destegini,
yardimini ve sevgisini tiim igtenligiyle hissettiren esim Hilal CELIK e tesekkiirlerimi
sunarim. Doktora egitimim boyunca sagladigi bursla bana destek olan TUBITAK

Bilim Insam1 Destekleme Daire Baskanligi’na ictenlikle tesekkiir ederim.

Son olarak; tilkemizin bilimin 151¢1nda kalkinmasini, tilkemizde de uygarlik
i¢in gerekli bilimsel arastirmalar yapilmasinin altyapisini saglayan Ulu Onder Gazi

Mustafa Kemal ATATURK i saygiyla ve sevgiyle anarim.
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gore; Kanser, diinya ¢apinda dnde gelen
ikinci Oliim nedenidir ve 2018 yilinda tahmini 9,6 milyon 6liimden sorumludur.
Kiiresel olarak, her 6 6liimden 1'inin kansere bagli oldugu ve bu 6liimlerin yaklasik
%70'inin de diisiik ve orta gelirli lilkelerde meydana geldigi bildirilmektedir (Ferlay
ve ark., 2014). Kanserden 6liimlerin yaklasik ligte biri: yiiksek beden Kitle indeksi,
diisiik meyve ve sebze alimi, fiziksel aktivite eksikligi, tiitiin ve alkol kullanimi gibi
onde gelen 5 davranis ve diyet riskinden kaynaklanmaktadir. Tiitiin kullanim1 kanser
i¢in en 6nemli risk faktoriidiir ve kanser 6liimlerinin yaklasik %22'sinden sorumludur.
Hepatit ve insan papilloma viriisii (HPV) gibi kansere neden olan enfeksiyonlar, diisiik
ve orta gelirli iilkelerde kanser vakalarinin %25'inden sorumludur (de Martel ve ark.,
2012). Geg evrede saptanmasi ve erigsilemeyen tani ve tedavi bu tilkeler i¢in sik goriilen
bir durumdur. 2017 yilinda, diisiik gelirli iilkelerin sadece %26'sinda genel olarak
kamu sektoriinde patoloji hizmetleri oldugunu bildirmistir. Yiiksek gelirli iilkelerin
%090'indan fazlasinda tedavi hizmetleri oldugu bildirilirken, diisiik gelirli tilkelerin
%?30'undan daha azinda tedavi hizmetleri oldugu belirtilmektedir. Kanserin ekonomi
tizerine etkisi de onemlidir ve giderek artmaktadir (Stewart ve Kleihues, 2003). 2010
yilinda kanserin yillik toplam ekonomik maliyetinin sadece ABD i¢in 157.77 milyar
dolar oldugu belirtilmektedir (Mariotto ve ark., 2011).

Hedefe yonelik tedaviler giiniimiizde bir¢ok antikanser ilacin gelistirilmesi i¢in
odak noktas1 haline gelmistir. Bu tedaviler, hastaligin dnlenmesi, teshisi ve tedavisi
i¢in bir insanin genleri ve proteinleriyle ilgili bilgi kullanan hassas tibbin temel tasidir.
Hedefe yonelik bircok ilag molekiilii adayi, belirli bazi kanser tiirlerini tedavi etmek
icin onaylanmis olup, birgok ilag molekiilii aday1 i¢in klinik denemeler ve preklinik

testlerle arastirmalar da yiiriitiilmektedir (Murtuza ve ark., 2019).

Tirozin kinaz inhibitdrleri (TKI), reseptdr aracili bilyiime sinyalinde yer alan

bireysel hiicre i¢i yollarin kinaz fonksiyonunu spesifik olarak inhibe ederek bir¢ok



malign hiicrede proliferasyon saglayan hiicre i¢i sinyalleri bloke eden kii¢iik molekdillii

ilaglarin bir simifidir (Roskoski Jr, 2019).

Insan Genom Projesi’nin verilerine gore, insan genomundaki yaklasik 32.000
genin %20’si sinyal iletiminde gorev alan proteinleri kodlamaktadir. Bu proteinler
arasinda; hiicre membraninda yerlesen reseptorler, G-proteinler ve sinyal ileten
enzimler yer almaktadir. Protein kinazlar, sinyal iletimi sirasinda protein
fosforilasyonu/aktivasyonunu saglarlar. Protein kinazlar membran yerlesimli olanlar
ve sitoplazmik tirozin kinazlar olarak iki ana gruba ayrilir. Bu proteinler, katalitik
ozelliklerine gore (fosforilasyona ugrayan aminoasit tiirli) tirozin ve serin/treonin
kinazlar olarak da siniflandirilir. Membranda yerlesim gosteren proteinlere reseptor
tirozin kinazlar (RTK) denilmektedir. RTK stper ailesinde 58 transmembran protein
bulunmaktadir. Bu reseptorler arasinda; insiilin reseptorii, biiylime faktori
reseptorleri; Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), Vascular Endothelial
Growth Factor Receptor (VEGFR), Platelet-Derived Growth Factor Receptor
(PDGFR), Fibroblast Growth Factor Receptor (FGFR), Nerve Growth Factor Receptor
(NGFR) ve efrin reseptorleri (EphA, EphB) yer almaktadir (Gschwind ve ark., 2004).

EGFR, ekstraseliiler ligant baglanma bolgesi ve sitoplazmik tirozin kinaz
bolgesinden olusan bir transmembran glikoproteindir. EGFR, hiicre proliferasyonu,
apoptoz, anjiyogenez ve metastatik yayilimi igeren hiicre sinyal yollarinda énemli bir
mediyator gorevi gorur (Ayati ve ark., 2019). EGFR ailesi, EGFR (HER1/ErbB1),
ErbB2 (HER2/neu), ErbB3 (HER3) ve ErbB4 (HER4) dahil olmak iizere ortak yapisal
elemanlara sahip dort ayr1 iiyeden olusur (Guan ve ark., 2017). EGFR ailesinin her bir
tiyesi, normal hiicre biiylimesi ve gelisiminin gii¢lii diizenleyicisidir. EGFR / ligant
baglanmasi (epidermal biiylime faktorii (EGF) ve doniistiiriicti biiyiime faktorii (TGF)
dahil), inaktif reseptorlerin homo-dimerizasyon veya hetero-dimerizasyon yoluyla
aktivasyonuna neden olur (Passaro ve ark., 2017). Reseptorlerin hiicre ici tirozin kinaz
alaninin  aktivasyonu ve otofosforilasyonu, RAS/RAF/MEK, STAT ve
PIBK/AKT/mTOR gibi birka¢g downregiilasyon sinyal yolunu baslatir. Daha sonra
sitoplazmada birden fazla olayin art arda siralanmasi, hiicre proliferasyonu, hayatta

kalmasi ve apoptozun inhibisyonuna yol agar (Schwartz ve Murray, 2011). EGFR'nin



hiicre sinyal yollarindaki kritik rolii, kanser tedavisinde birincil hedef haline

getirmektedir.

Kiicilk molekiillii EGFR-TKI'leri, EGFR'nin hiicre i¢i tirozin kinaz alanina
baglanmak icin ATP ile geri doniisiimlii olarak yarisir ve bdylece EGFR
otofosforilasyonunu ve downregilasyon sinyalini inhibe eder (Toolabi ve ark., 2020).
Bugune kadar, Kklinik kanser tedavisinde bir dizi monoklonal antikor ve kuguk
molekiillii EGFR inhibitorleri kullanilmaktadir. Bununla birlikte, intrinsik (primer) ve
kazanilmis (sekonder) olarak siniflandirilan kemorezistans, anti-EGFR tedavisinin
yanit oranlarini azaltmaktadir (Ayati ve ark., 2020). Bu nedenle, gefitinib, erlotinib ve
afatinib gibi EGFR inhibitorleri lizerinde giiniimiizde hala yogun olarak calisiimakta

ve sOzii gecen dezavantajlar gidermek lizere bir¢ok yeni bilesik gelistirilmektedir.

Benzimidazol yapisi tagiyan bilesiklerin ¢ok farkli ve genis biyolojik aktivite
(Fukuda ve ark., 1984; Coburn ve ark., 1987; Nakano ve ark., 2000; Goker ve ark.,
2002; Ozden ve ark., 2005; Kus ve ark., 2009) (Kerimov ve ark., 2012) (Xiang ve ark.,
2012) (Hu ve ark., 2014) (Ayhan-Kilcigil ve ark., 2014) profiline sahip olmalari
yaninda protein kinaz inhibitor aktivite gosterdikleri de belirlenmistir (Hasegawa ve
ark., 2007) (Li ve ark., 2011) (Demirel ve ark., 2017). Ugiincii kusak EGFR inhibitdrii
nazartinib (Wu ve ark., 2016) benzimidazol halka sistemi tagimaktadir. KHDAK’de
etkili olan diger ii¢iincii kusak EGFR TK1I'lerinden avitinib igerdigi pirolopirimidin,
osimertinib (Zhang ve ark., 2019) ise tasidigi indol halkasi ile benzimidazol
biyoizosterleridir.

Yukaridaki bilgiler 1s18inda, bu tez ¢alismasinda; EGFR kinaz bdélgesinin
homoloji modelinden faydalanilarak reseptoriin topografyasina sekil ve elektrostatik
olarak uygun ve ilag adayi1 olabilecek asagida genel formiilleri verilen Yyeni
molekiillerin tasarlanip sentezlenmesi, sentezlenen bilesiklerin kimyasal yapilarinin
'H-NMR, BC-NMR, Kiitle Spektroskopisi, X 1smlar1 kristalografisi ve elementel
analiz yontemleriyle aydinlatilmasi, in vitro EGFR kinaz aktivitesini inhibe etme
potansiyellerinin referans erlotinib ile kiyaslanarak saptanmasi, molekiiler doking

caligmalar1 ile ADME parametrelerinin tahmin edilmesi hedeflenmistir.



1.1. Kanser ve Tedavisi

Kanser; viicudun bazi hiicrelerinin durmadan boliinmeye baglamasi ve ¢evre
dokulara yayilmasidir. Kanser, trilyonlarca hiicreden olusan insan viicudunun
herhangi bir yerinden baglayabilir. Normalde, insan hiicreleri viicudun ihtiyacina gore
yeni hiicreler olusturmak i¢in boliiniir ve biiyiirler. Hiicreler yaslaninca veya hasar
gordiigliinde de oliir ve yeni hiicreler yerlerini alir. Ancak kanser gelistiginde, bu
diizenli siire¢ bozulur (Sekil 1.1). Hiicreler zamanla daha fazla anormal hale gelir, yash
veya hasarli hiicreler 6lmeleri gerektiginde hayatta kalir ve ihtiya¢ duyulmadigi halde
yeni hiicreler olusur. Bu ekstra hiicreler durmadan boliinebilir ve timor adi verilen

biylmeleri meydana getirebilir (Reya ve ark., 2001).
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Sekil 1.1. Kanser hiicresinin gelisim asamalari

Kanserli tiimorler maligndir, yani yakindaki dokulara yayilabilir ve istila
edebilirler. Dahasi bu tiimorler biiyiidiikce, bazi kanser hiicreleri bulundugu dokudan
ayrilip viicuttaki diger dokulara kan veya lenf sistemi yoluyla gegebilir ve birincil
(primer) tiimdrden uzakta yeni tiimorler olusturabilir. Kotii huylu tiimoérlerin aksine,
iyi huylu tiimorler diger dokulara yayilmaz ve istila etmezler. Bununla birlikte, iyi
huylu tiimoérler bazen ¢ok biiytik olabilir. Cerrahi operasyonla ¢ikarildiginda genellikle
tekrar biliyiimezler. Ancak, kotii huylu tiimdrler bazen bulundugu bodlgeden



¢ikarilmasina ragmen liremeye ve bilyiimeye devam edebilirler. Viicudun herhangi bir
yerindeki iyi huylu tiimérlerin aksine, iyi huylu beyin tiimorleri hayati tehdit edebilir

(Reya ve ark., 2001).

Kanser hicreleri, kontrolsiiz ve istilac1 (invazif) olmalar1 sebebiyle birgok
yonden normal hiicrelerden farklilik gdsterir. Onemli bir fark, kanser hiicrelerinin
normal hiicrelerden daha az 6zellesmis olmasidir. Diger bir deyisle, normal hiicreler
spesifik fonksiyonlara sahip cok farkli hiicre tiplerinde olgunlasirken kanser
hiicrelerinde bu durum s6z konusu degildir. Bu durum, normal hiicrelerden farkl
olarak kanser hicrelerinin durmadan bolinmeye devam etmesinin nedenlerinden
birisidir. Ek olarak, kanser hiicreleri normalde hicrelere boliinmeyi durdurmalarini
ileten ve viicudun gereksiz hiicrelerden kurtulmak icin kullandigi programlanmis
hiicre 6liimii olarak bilinen apoptoz islemini baslatan sinyalleri gérmezden gelebilir

(Domen ve Weissman, 2000).

Kanser hiicreleri timorleri etrafini gevreleyen; kan damarlarini, molekiilleri ve
besleyen normal hiicreleri mikro cevresi olarak etkileyebilir. Ornegin, kanser
hiicreleri, tiimorlere biiylimeleri gereken oksijen ve besin saglayan kan damarlar
olusturmak i¢in yakindaki normal hiicreleri uyarabilir. Bu kan damarlar1 ayrica atik
tirtinleri tiimorlerden uzaklastirir (Wang ve ark., 2017a). Kanser hiicreleri ayrica
viicudu enfeksiyonlardan ve diger kosullardan koruyan 6zellesmis hiicre, doku ve bir
organ ag1 olan bagisiklik sisteminden kacginabilirler. Her ne kadar bagisiklik sistemi
normalde hasar gérmiis veya anormal hiicreleri viicuttan uzaklastirsa da bazi kanser
hiicreleri bagigiklik sisteminden gizlenebilir ve hatta bazi timorler biyumek ve

hayatta kalmak i¢in bagisiklik sistemini de kullanabilir (Messerschmidt ve ark., 2016).

Kanser, genlerdeki degisikliklere bagli olarak, hiicrelerin isleyis seklini,
0zellikle de nasil biiytlidiiklerini ve boliindiiklerini kontrol eden genetik bir hastaliktir.
Kansere neden olan genetik degisiklikler ebeveynlerden kalitsal olarak gecebilir.
Ayrica bir insanin yasami boyunca, hiicreler boliiniirken ortaya ¢ikan hatalarin bir

sonucu olarak veya bazi ¢evresel maruziyetlerin neden oldugu DNA hasar1 nedeniyle



de ortaya ¢ikabilir. Sigara dumanindaki kimyasallar, radyasyon ve gilinesten gelen
ultraviyole 1sinlar1 gesitli ¢evresel maruziyetler arasinda yer alir (Stratton ve ark.,
2009). Her insanda kanser, genetik degisikliklerin 6zgiin bir kombinasyonunu igerir.
Kanser biliylimeye devam ettik¢e ek degisiklikler meydana gelebilir. Ayni timdr iginde
bile, farkli hiicreler farkli genetiklere sahip olabilir. Genel olarak, DNA'daki
mutasyonlarda oldugu gibi kanser hiicreleri, normal hiicrelere gore daha fazla genetik
degisikliklere sahiptir. Bu degisikliklerin bazilarinin kanserle ilgisi olmayabilir;

kanserin sebebinden ¢ok sonucu olabilirler (Mroz ve Rocco, 2017).

Kansere sebep olan genetik degisiklikler, li¢ ana gen tipini (proto-onkogenler,
timor baskilayic1 genler ve DNA onarici genleri) etkileme egilimindedir. Bu
degisiklikler kanserin “itici gii¢leri” olarak adlandirilir. Proto-onkogenler; normal
hicre blylUmesi ve bolinmesinde rol oynarlar. Bununla birlikte, bu genler belirli
sekillerde degistirildiginde, normalden daha aktif olduklarinda ya da hiicrelerin
biliylimemeleri gerektiginde biiylimelerine ve hayatta kalmalarina izin vererek kansere
neden olan genler (onkogenler) olabilirler (Weinberg, 2013). Tiimér baskilayict genler
hiicre biiyiimesini ve boliinmesini kontrol etmede rol oynarlar. Tiimor baskilayici
genlerde belirli degisiklikler olan hiicreler kontrolsiiz bir sekilde béltnebilir (Macleod,
2000). DNA onarict genler de, hasarli DNA'nin tamir edilmesinde rol oynar. Bu
genlerdeki mutasyonlar, diger genlerde ek mutasyonlar gelistirme egilimindedir.
Bununla birlikte, bu mutasyonlar hiicrelerin kansere doniismesine neden olabilir.
Bilim insanlar1 kansere yol acan molekiiler degisiklikler hakkinda daha fazla bilgi
edindikge, baz1 mutasyonlarin yaygin olarak bir¢ok kanser tiiriinde meydana geldigini
tespit etmiglerdir. Bu nedenle, kanser bazen, sadece viicutta gelistigi yer ve kanser
hiicrelerinin mikroskop altinda nasil goriindiigii ile degil, kendilerini harekete
gecirdigi disiiniilen genetik degisiklik tipleri ile de karakterize edilir (Chae ve ark.,
2016).

Viicutta ilk basladigi dokudan baska bir dokuya yayilmis olan kanser
metastatik kanser, hiicrelerinin viicudun diger boliimlerine yayildig: siire¢ de metastaz

olarak adlandirilir (Sekil 1.2). Metastatik kanser, orjinal veya birincil kanser gibi ayn1



isme ve ayni kanser hiicrelerine sahiptir. Ornegin, akcigerde metastatik bir tiimore

yayilan ve olusan meme kanseri, akciger kanseri degil, metastatik meme kanseridir.

Metastasis
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Sekil 1.2. Metastaz geligimi*
*Kanser hiicreleri ilk olustuklar1 yerden (primer kanser) ayrilir, kan veya lenf sisteminden geger ve viicudun diger

bolgelerinde yeni metastatik) tiimdrler olusturur. Metastatik tiimor, primer tiimdr ile ayn1 kanser tiirtindedir.

Mikroskop altinda, metastatik kanser hiicreleri genellikle orijinal kanser
hiicrelerinin aynis1 gibi goriiniir. Ayrica, metastatik kanser hiicreleri ve orijinal kanser
hiicreleri, spesifik kromozom degisikliklerinin varligi gibi genellikle ortak bazi
molekiiler o6zelliklere sahiptir. Tedavi, metastatik kanserli bazi kisilerin yasam
siirelerinin uzamasma yardimct olabilir. Genel olarak, metastatik kanser igin
tedavilerin birincil amaci, kanserin biiylimesini kontrol etmek veya bunun neden
oldugu semptomlar1 hafifletmektir. Metastatik tiimorler viicut isleyisine ciddi zarar

verir ve kanserden 6liimlerin ¢gogu metastaz nedeniyledir (Chung ve Carlson, 2003).

Viicut dokularindaki her degisiklik kanser degildir. Bununla birlikte, baz1 doku
degisiklikleri, tedavi edilmezse kansere doniisebilir. Kanser olmayan ancak bazi
durumlarda izlenen doku degisikliklerine hiperplazi ve displazi 6rnek verilebilir.
Hiperplazi, bir doku iginde hicrelerin normalden daha hizli boliinmesi ve ekstra
hiicreler birikimi veya cogalmasi ile meydana gelir. Bununla birlikte, hiicreler ve
dokunun diizenlenme sekli mikroskop altinda normal goriiniir. Hiperplazi, kronik
irritasyon da dahil olmak Uzere birgok faktér veya durumdan kaynaklanabilir.

Displazi, hiperplaziden daha ciddi bir durumdur. Displazide, fazladan hiicre birikimi



de vardir (Sekil 1.3). Genel olarak, hiicreler ve doku ne kadar anormal olursa, kanserin
olugsma olasilig1 o kadar artar. Baz1 displazilerin izlenmesi veya tedavi edilmesine
ihtiyac duyulabilir. Displazinin bir tiirii ciltte olusan anormal bir ben (displastik ben)
seklindedir. Displastik ben, yaygin olmasa da melanomaya doniisebilir (Gordon-
Nunez ve ark., 2008).

Sekil 1.3. Normal hiicreden kanser hiicresine doniigiim*

*Kanser hiicreleri viicudun dokularinda olusmadan o6nce, hiicreler hiperplazi ve displazi denilen
anormal degisikliklerden geger. Hiperplazide, mikroskop altinda normal goriinen organ veya dokudaki
hiicre sayisinda artig vardir. Displazide, hiicreler mikroskop altinda anormal goriiniir, ancak kanser

degildir. Hiperplazi ve displazi kansere doniisebilir veya doniismeyebilir.

Daha da ciddi bir durum in situ karsinomdur. Bazen kanser olarak
adlandirilmasina ragmen, in situ karsinoma kanser degildir, ¢linkii anormal hiicreler
orjinal dokunun disina yayilmaz. Yani, yakindaki dokular1 kanser hiicrelerinin yaptigi
gibi istila etmezler. Ancak, in situ baz1 karsinomlar kanser olabilecegi ihtimali géz

Ontine alinarak, genellikle tedavi edilir (Burstein ve ark., 2004).

100'den fazla kanser tiirli vardir. Kanser tiirleri genellikle kanserlerin olustugu
organlar veya dokulara gére adlandirilir. Ornegin, akciger kanseri akciger hiicrelerinde
baslar ve beyin kanseri beyin hiicrelerinde baglar. Kanserler ayrica, epitelyal hiicre

veya skuamoz hiicre gibi, olusturan hiicre tipiyle de tanimlanabilir.

Karsinomlar en sik goriilen kanser tiiriidiir. Viicudun i¢ ve dis yiizeylerini 6rten

hiicreler olan epitel hiicreleri tarafindan olusturulurlar. Mikroskop altinda bakildiginda



genellikle siitun benzeri bir sekle sahip birgok epitel hiicresi tiirii ve farkli epitel hiicre
tiplerinde baslayan karsinomlarin spesifik isimleri vardir: Adenokarsinom, sivi veya
mukus treten epitel hiicrelerinde olusan bir kanserdir. Bu tip epitel hiicreli dokulara
bazen glandiiler dokular denir. Meme, kolon ve prostat kanserlerinin c¢ogu
adenokarsinomlardir (Gilks ve Prat, 2009). Bazal hucreli karsinom, insanin dis derisi
olan epidermisin alt veya bazal (baz) tabakasinda baslayan bir kanserdir. Skuamodz
hicreli karsinom, derinin dis yiizeyinin hemen altinda yatan epitelyal hiicreler olan
skuamoz hiicrelerinde olusan bir kanserdir. Skuamoz hiicreler ayrica mide,
bagirsaklar, akcigerler, mesane ve bobrekler dahil olmak iizere diger bircok organin
hattinda da bulunur. Skuamoéz hiicreler, mikroskop altinda bakildignda balik pullar
gibi duiz gérinlr. Skuamdoz hucreli karsinomlara bazen epidermoid karsinomlar denir
(Young ve Eble, 1991). Gegis hiicresi karsinomu, gegis epiteli veya lirotelum adi
verilen bir tiir epitel dokuda olusan bir kanserdir. Biiyiiyen ve kiigiilebilen bir¢ok epitel
hiicre katmanindan olusan bu doku, mesane, lireter ve bobreklerin bir kisminda (renal
pelvis) ve birkag baska organda bulunur. Mesane, iireter ve bobreklerin bazi kanserleri,

gecis hiicreli karsinomlardir.

Sarkomlar, kas, yag, kan damarlari, lenf damarlar1 ve lifli dokular1 (tendonlar
ve baglar gibi) iceren yumusak dokularda ve kemik dokusunda olusan kanserlerdir.
Osteosarkom, en sik goriilen kemik kanseridir. En sik goriilen yumusak doku sarkom
tipleri, leiomyosarkom, kaposi sarkom, malign fibroz histiyositoma, liposarkom ve
dermato fibrosarkomlardir (Meyers ve Gorlick, 1997). Lésemi, kan olusturan kemik
iligi dokusunda baslayan kanserlere denir. Bu kanserler, kat1 tiimorler olugturmaz.
Bunun yerine, ¢cok sayida anormal akyuvar hiicreleri kanda ve kemik iliginde normal
kan hiicrelerinin toplanmasina neden olur. Diisiik seviyedeki normal kan hiicreleri
viicudun dokularina oksijen almasini, kanamay1 kontrol etmesini ve enfeksiyonlarla
savagsmasini zorlastirir. Hastaligin ne kadar ¢abuk kétiilestigine (akut veya kronik) ve
kanserin basladig1 kan hiicresine (lenfoblastik veya miyeloid) bagl olarak gruplanan
dort yaygin 16semi tiirii vardir (Sullivan ve ark., 1989).Lenfoma, lenfositlerde (T veya
B hiicreleri) baslayan kanserdir. Bunlar bagisiklik sisteminin bir pargast olan
hastaliklarla savasan beyaz kan hicreleridir. Lenfomada, lenf bezlerinde ve lenf

damarlarmda ve viicudun diger organlarinda anormal lenfositler olusur. Iki ana



lenfoma tiirii vardir: Hodgkin lenfoma; genellikle B hiicrelerinde olusan ve Reed-
Sternberg hiicreleri olarak adlandirilan anormal lenfositler gozlenir. . Non-Hodgkin
lenfoma; Bu lenfositlerde baslayan hizli veya yavas biiyiiyebilen biiyiik bir kanser
grubudur. . B veya T hiicrelerinde olusabilir (Armitage, 1993).Multipl miyelom, baska
bir immiin hiicre tipi olan plazma hiicrelerinde baslayan kanserdir. Miyelom hiicreleri
ad1 verilen anormal plazma hiicreleri, kemik iliginde birikir ve tiim viicuttaki
kemiklerde tiimor olusturur. Multipl miyelom ayrica plazma hiicreli miyelom ve
Kahler hastaligi olarak da adlandirilir (Barlogie ve ark., 2004).Melanom, melanin
(cilde rengini veren pigment) yapan 0zel hiicreler olan melanosit hiicrelerinde baslayan
kanserdir. Melanomlarin ¢ogunlukla ciltte olusur, ancak goz gibi diger pigmentli

dokularda da olusabilir (Bhatia ve ark., 2009).

Farkli beyin ve omurilik timérleri de vardir. Bu tiimorler, olusturduklart hiicre
tipine ve tiimdriin ilk olarak merkezi sinir sisteminde olustugu yere gore adlandirilir.
Ornegin, bir astrositik timor, sinir hiicrelerinin saghkli kalmasma yardimer olan
astrositler adi verilen yildiz seklindeki beyin hiicrelerinde baslar. Beyin tiimdrleri
benign veya malign olabilir (Chadduck ve ark., 1991).Germ hiicre timérleri, sperm
veya yumurtalarin iiretimini yapan hiicrelerde baslayan tiimor tiiriidiir. Bu tiimorler
viicutta hemen hemen her yerde olusabilir ve benign veya malign olabilir.
No6roendokrin tiimdrler, sinir sisteminden gelen bir sinyale cevap olarak kana hormon
salgilayan hiicrelerde olusur. Normalden daha fazla miktarda hormon iiretebilen bu
timorler birgok farkli semptoma neden olabilir. Néroendokrin tumérleri de benign
veya malign olabilir. Karsinoid tumorler, bir tir néroendokrin timordir. Genellikle
gastrointestinal sistemde (genellikle rektum ve/veya ince bagirsak) bulunan yavas
biiyliyen tlimorlerdir. Karsinoid tiimdorler karacigere veya viicuttaki diger bolgelere
yayilip serotonin ve prostaglandinler gibi maddeler salgilayabilir ve karsinoid

sendromuna neden olabilir.

Kanserin tiirline ve ne kadar ilerlemis olduguna bagl olarak farklilik gosteren
bir¢ok tedavi yontemi bulunmaktadir. Kanserli bazi hastalarda sadece tek bir tedavi
yontemi uygulanabilir. Ancak ¢ogu kiside, kemoterapi, radyasyon terapisi ve cerrahi

tedavilerin kombinasyonunu kullanmak gerekmektedir (Sudhakar, 2009).
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Cerrahi Yontem; kanserli dokunun viicutta uzaklastirilmasi islemidir.
Radyasyon tedavisi; kanser hiicrelerini 6ldirmek ve timorleri kigtltmek icin yiiksek
doz radyasyonun kullanilan yontemdir. Kemoterapi; kanser hicrelerini éldirmek igin
ilag kullanilan kanser tedavisidir. Immiinoterapi; bagisiklik sisteminin kanserle
savagmasina yardimci olan tedavi seklidir. Hormon tedavisi; buyimek i¢in hormon
kullanan meme ve prostat kanserlerinin biiylimesini yavaglatan veya durduran bir
tedavi yontemidir. Kok Hucre Nakli; cok yiksek dozlarda kemoterapi veya radyasyon
tedavisi ile tahribat olugsmus kanser hastalarinda kan olusturan kok hiicreleri geri
getiren islemdir. Hassas Tip; doktorlarin hastalara, hastaliklar1 hakkinda yardim

etmesi en muhtemel tedavileri segmelerine yardimci olan anlayistir

1.1.1. Hedefli Terapi

Kanser hiicrelerinin biiylime, bolinme ve yayilmalarmma yardimci olan
degisiklikleri hedefleyen bir kanser tedavisi tiiriidiir. Hedefli terapi, hassas tibbin
temelidir. Hedefe yonelik kanser tedavilerine "molekiler hedefli ilaglar” ve
"molekuler hedefli tedaviler" gibi isimler de verilmistir. Bilim insanlar1 kansere neden
olan hiicre degisiklikleri hakkinda daha fazla bilgi edindik¢e, bu degisiklikleri
hedefleyen ve/veya etkilerini bloke eden umut verici tedaviler tasarlamada daha

basarili olmuslardir.

Hedefe yonelik tedaviler standart kemoterapiden birka¢ sekilde farklilik
gosterir. Ornegin; kanserle iliskili spesifik molekiiler hedeflere etki eder, buna karsilik
¢ogu standart kemoterapi, normal ve kanserli hiicrelerin hizla bdliinmesi {izerine etki
eder. Hedefli tedavi tasarlanarak segilir veya hedefleriyle etkilesime girecek sekilde
tasarlanirken, bir¢cok standart kemoterapi hiicreleri 61diirdiigii i¢cin tanimlanmistir.
Genellikle sitostatiktir (timor hiicresi ¢ogalmasini bloke ederler), oysa standart
kemoterapi ajanlart sitotoksiktir (timdor hicrelerini 6ldararler). Hedefe yonelik
tedaviler giinlimiizde bir¢ok antikanser ilacin gelistirilmesi i¢in odak noktasidir. Bu
tedaviler, hastaligin 6nlenmesi, teshisi ve tedavisi i¢in insanin genleri ve proteinleriyle

ilgili bilgiyi kullanan hassas tibbin temel tasidir. Hedefe yonelik bir¢ok kanser
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tedavisi, belirli kanser tiirlerini tedavi etmek icin Amerikan Gida ve Ilag Idaresi (FDA)
tarafindan onay almistir. Diger bir¢ok ilag molekiilii adaylar1 i¢in klinik denemeler
(insanlarla yapilan arastirma ¢aligsmalar1) ve preklinik testlerle (hayvanlarla yapilan

arastirma caligmalar1) arastirmalar yiiriitilmektedir.

Hedefli terapilerin ¢cogu, kiiciik molekiillii ilaglar veya monoklonal antikorlar
ile yapilir. Kiigiik molekiillii ilaglar hiicrelere kolayca girebilecek kadar kuguktir, bu
nedenle hiicrelerin i¢indeki hedefler i¢in kullanilirlar. Terapotik antikorlar olarak da
bilinen monoklonal antikorlar, laboratuvarda Uretilen proteinlerdir. Bu proteinler,
kanser hiicrelerinde bulunan spesifik hedeflere baglanmak i¢in tasarlanmistir. Bazi
monoklonal antikorlar kanser hiicrelerini isaretler, boylece bagisiklik sistemi
tarafindan daha iyi goriiliip yok edilmesine imkan saglarlar ayrica kanser hiicrelerinin
biiylimesini dogrudan 6nler veya kanser hiicrelerinin kendi kendine tahrip olmasina
neden olurlar. Yine bazi monoklonal antikorlar kanser hiicrelerine toksinleri tasir.
Hiicrelere kolayca giremeyen ilaglar vardir. Bunun yerine, kanser hiicrelerinin dis

ylizeyinde spesifik hedeflere baglanirlar.

Kanser tiirlerinin bazilarinda, hastalar i¢in 6zgiin bir ilag hedefi vardir, bu
nedenle bu belirli ilaglarla tedavi edilebilirler. Ancak, ¢ogu zaman, timdr icin
kullanilan ila¢ hedeflerini icerip igermediklerini gérmek i¢in test edilmesi gerekir.
Hedefler igin timoru test ettirmek igin bir biyopsiye ihtiyag vardir ve biyopsi
yapilmasinin bazi riskleri vardir. Bu riskler tiimdriin biiyiikliigline ve bulundugu yere

gore degisiklik gosterir.

Hedefe yonelik tedavilerin ¢ogu, tlimdrlerin viicutta bliylimesine ve
yayilmasina yardime1 olan spesifik proteinlere miidahale ederek kanseri tedavi etmeye

yardimci olur. Kanseri birgok farkli sekilde tedavi ederler (Wu ve ark., 2006).

Bagisiklik sisteminin kanser hiicrelerini yok etmesine yardim edilmesi.
Kanser hiicrelerinin  gelismesinin  bir nedeni de bagisiklik sisteminden

gizlenebilmeleridir. Belirli hedefli tedaviler kanser hiicrelerini isaretleyebilir, boylece
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bagisiklik sisteminin onlar1 bulmasi ve yok etmesi daha kolaydir. diger hedefli

tedaviler, bagisiklik sisteminin kansere karsi daha iyi calismasini saglar.

Kanser hucrelerinin blyumesini énlenmesi. Viicuttaki saglikli hiicreler
genellikle yeni hiicreler yapmak i¢in yalnizca i¢in giiglii sinyaller aldiklarinda
bolundrler. Bu sinyaller hiicre yilizeyindeki proteinlere baglanir ve hiicrelere
boliinmelerini iletir. Bu sinyal iletim islemi yeni hiicrelerin sadece viicudun ihtiyag¢
duydugu sekilde olusmasina yardimeci olur. Ancak bazi kanser hiicrelerinin
yuzeylerindeki proteinlerde, sinyaller olsa da olmasa da bdlunmelerini ileten
degisiklikler vardir. Baz1 hedefli tedaviler, hiicrelere boliinmelerini ileten sinyalleri
Onleyerek bu proteinlere miidahale eder. Bu islem kanserin kontrolsiiz biiyiimesini

yavaglatmaya yardimci olur.

Kan damarlarini olusturmaya yardimer olan sinyallerin durdurulmasi.
Tiimorlerin belli bir biiyiikliige eristikten sonra daha fazla biiylimesi i¢in yeni kan
damarlar1 olusturmasi gerekir. Anjiyogenez adi verilen islemde, yeni kan damarlari
timorden gelen sinyallere cevap olarak olusur. Anjiyogenez inhibitorleri olarak
adlandirilan bazi hedefli tedaviler, kan damari kaynaginin olusmasini 6nlemek i¢in bu
sinyalleri engelleyecek sekilde tasarlanmistir. Kan destegi olmadan tiimorler
bliyliyemezler. Timor zaten bir kan kaynagina sahipse, bu tedaviler kan damarlarinin

6lmesine neden olarak timorun kigulmesine neden olabilir.

Sitotoksik maddelerin kanser hucrelerine verilmesi. Bazi monoklonal
antikorlar; toksinler, kemoterapi ilaglar1 ve radyasyonla birlestirilir. Bu monoklonal
antikorlar, kanser hiicrelerinin yiizeyindeki hedeflere baglandiginda hiicreler, hiicre
oldiiriicii maddeleri alir ve bunlarin 6lmesine neden olur. Hedefe sahip olmayan

hlcreler zarar gérmez.

Kanser hucresinin  o0lumune neden olur. Saglikli hicreler zarar

gorduklerinde veya artik ihtiya¢ duyulmadiklarinda diizenli bir sekilde oliirler. Ancak,
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kanser hiicrelerinin bu 6liim siirecinden kacinmanin yollar1 vardir. Bazi hedefli

tedaviler, kanser hucrelerinin bu hiicre 6l1Uma stirecinden gegmesine neden olabilir.

Kanser hicresinin bluylmesi gereken hormonlara mahrum birakilmasi.
Bazi meme ve prostat kanserleri biliylimesi i¢in belirli hormonlara ihtiya¢ duyar.
Hormon tedavileri, iki sekilde ¢alisabilen bir tiir hedefe yonelik tedavidir. Baz1 hormon

tedavileri vucudun belirli hormonlar tretmesini dnler (Ke ve Shen, 2017).

Hedefli tedavilerin bazi kisitlamalar: vardir. Kanser hiicreleri hedefli tedavilere
kars1 direncli olabilir. Bu nedenle, hedefli tedaviler kemoterapi ve radyasyon gibi diger
kanser tedavileriyle birlikte kullanildiginda en iyi sonucu verir. Bazi hedeflere yonelik
ilaclar gelistirmek, hedefin yapisi ve hedefin hiicredeki islevi nedeniyle bir hayli

zordur.

Olas1 yan etkiler, alinan hedeflenen tedavinin tiiriine ve viicudun tedaviye nasil
tepki gosterdigine baglidir. Hedefe yonelik tedavinin en sik goriilen yan etkileri ishal
ve karaciger problemleridir. Diger yan etkiler arasinda kan pihtilasmasi ve yara
tyilesmesinin  gecikmesi, yiiksek tansiyon, yorgunluk, agiz yaralari, tirnak
degisiklikleri, sa¢ rengi kayb1 ve cilt sorunlar olabilir. Cilt problemleri dokiintii veya
kuru cilt seklinde olabilir. Cok nadiren, yemek borusu, mide, ince bagirsak, kalin
bagirsak, rektum veya safra kesesi ¢eperi boyunca delik olusabilir. Bu yan etkilerin
bircogu i¢in ilaglar vardir. Bu ilaglar yan etkilerin olusmasini 6nleyebilir ve ortaya
ciktiklarinda tedavi edebilir. Hedefe yonelik tedavinin yan etkileri, tedavi sona

erdikten sonra ortadan kalkar.

Hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesi, kanser hiicresinin biiyiimesi ve
hayatta kalmasinda anahtar rol oynayan hedeflerin iyi tanimlanmasin1 gerektirir. Bu

sebeple, hedefli tedavilere bazen "rasyonel" ila¢ tasariminin iirlinii denir.

Kanser hucrelerinde bulunan bireysel protein miktarlarint normal hiicrelerde

bulunanlarla karsilastirmak, potansiyel hedefleri belirlemeye yonelik 6nemli bir
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yaklagimdir. Kanser hiicrelerinde bulunan ancak normal hiicrelerde bulunmayan veya
kanser hicrelerinde daha fazla bulunan ve 6zellikle hiicre blylmesinde ve/veya
hayatta kalmasinda rol oynadiklar1 bilinen proteinler potansiyel hedeflerdir. Bu tiir bir
diferansiyel olarak eksprese edilen insan epidermal blylme faktoru reseptori 2
proteini (HER-2) bu durumun bir 6rnegidir. HER-2, bazi kanser hiicrelerinin
yilizeyinde yliksek seviyelerde eksprese edilir. Bazi hedefli tedaviler, HER-2'yi asir1
ifade eden belirli meme ve mide kanserlerini tedavi etmek icin onaylanan trastuzumab
(Herceptin®) da dahil HER-2'ye yoneliktir (Perez ve ark., 2017).

Potansiyel hedefleri tanimlamak i¢in bir bagka yaklasim, kanser hiicrelerinin
ilerlemesini  saglayan mutant (degistirilmis) proteinler {retip iretmedigini
belirlemektir. Ornegin, hiicre biiyiimesi sinyal proteini BRAF, birgok melanomda
degistirilmis bir formda (BRAF V600E) bulunur. Vemurafenib (Zelboraf®), BRAF
proteininin bu mutant formunu hedefler ve bu degistirilmis BRAF proteinini igeren
inoperabl veya metastatik melanomlu hastalar1 tedavi etmek i¢in onaylanmistir

(Chapman ve ark., 2011).

Aragtirmacilar ayrica kanser hicrelerinde bulunan ancak normal hiicrelerde
bulunmayan kromozomlardaki anormallikleri de ararlar. Bazen bu kromozom
anormallikleri, fiizyon proteini ad1 verilen iirlinii kanser gelisimine neden olabilen bir
flizyon geninin (iki farkli genin parcalarini iceren bir gen) olusumuna neden olur. Bu
flizyon proteinleri, hedeflenen kanser tedavileri igin potansiyel hedeflerdir. Ornegin,
imatinib mesilat (Gleevec®), bazi1 16semi hiicrelerinde bir araya getirilen ve 16semik
hicrelerin blyumesini destekleyen iki genin parcalarindan yapilan BCR-ABL fiizyon
proteinini hedefler (Kantarjian ve ark., 2002).

1.1.2. Hedefli Terapilerin Gelistirilmesi

Aday bir hedef belirlendikten sonra, bir sonraki adim kanser hiicresinin
biiylimesini veya hayatta kalmasin1 destekleyebilme yetenegini hedefleyen ve engel

olacak sekilde etkileyen bir terapinin gelistirilmesidir. Hedefli terapi, hedefin
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aktivitesini azaltabilir veya diger olasi mekanizmalarin yani sira normal olarak aktif
hale getirdigi bir reseptore baglanmasini 6nleyebilir. En ¢ok hedefli terapiler, kiiciik
molekiiller veya monoklonal antikorlar ile gergeklestirilir. Kiigiik molekiillii bilesikler
tipik olarak hiicrenin iginde yer alan hedefler igin gelistirilir, ¢iinkii bu tiir maddeler
nispeten hiicrelere kolayca girebilir. Monoklonal antikorlar nispeten buyuktur ve
genellikle hiicrelere giremezler, bu nedenle sadece hiicrelerin disindaki veya hiicre

yuzeyindeki hedefler i¢in kullanilirlar.

Monoklonal antikorlar, hayvanlara (genellikle fareler) saflastirilmis hedef
proteinlere enjekte edilerek gelistirilir, bu da hayvanlarin hedefe karsi bir¢ok farkl
tipte antikor yapmasina neden olur. Bu antikorlar daha sonra hedef olmayan
proteinlere baglanmadan hedefe en iyi sekilde baglananlar1 bulmak i¢in test edilir.
Aday kiigiik molekiiller, genellikle, binlerce test bilesiginin belirli bir hedef protein
tizerindeki etkilerinin incelenmesiyle ortaya ¢ikarilir. Hedefi etkileyen bilesikler daha
sonra Oncl bilesigin birbiriyle yakindan iligkili ¢esitli versiyonunu iiretmek igin
kimyasal olarak modifiye edilir. Bu ilgili bilesikler daha sonra hangisinin en etkili ve
hedef olmayan molekiiller ilizerinde en az etkiye sahip oldugunu belirlemek icin test

edilir (Dietel ve Sers, 2006).

1.2.  Protein Kinazlar ve Kanser Olusumu

Insan Genom Projesi’nin verilerine gore, insan genomundaki yaklasik 32.000
genin %20’si sinyal iletiminde goérev alan proteinleri kodlamaktadir. Bu proteinler
arasinda; hiicre membraninda yerlesen reseptorler, G-proteinler ve sinyal ileten
enzimler yer almaktadir. Protein kinazlar, sinyal iletimi sirasinda protein
fosforilasyonunu/aktivasyonunu saglarlar. Protein kinazlar membran yerlesimli
olanlar ve sitoplazmik tirozin kinazlar olarak iki ana gruba ayrilir. Bu proteinler,
katalitik Ozelliklerine gore (fosforilasyona ugrayan aminoasit tiirii) tirozin ve
serin/treonin kinazlar olarak da smiflandirilir. Membranda yerlesim gosteren
proteinlere reseptor tirozin kinazlar (RTK) denilmektedir. RTK stper ailesinde 58

transmembran protein bulunmaktadir. Bu reseptorler arasinda; insiilin reseptor,
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blyime faktori reseptorleri; Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), Vascular
Endothelial Growth Faktor Reseptor (VEGFR), Platelet-Derived Growth Faktor
Reseptor (PDGFR), Fibroblast Growth Faktor Reseptor (FGFR), Nerve Growth Faktor
Reseptor (NGFR) ve efrin reseptorleri (EphA, EphB) yer almaktadir (Gschwind ve
ark., 2004).

RTK aktivasyonu, reseptoriin kendi kendini fosforile etmesiyle baslar. ikinci
asamada ise, bu fosforlanan bolgelere ¢esitli adaptor proteinler baglanir ve uyarinin
hlcre icine iletimini saglarlar. RTK aktivasyonunun sonlandirilmasindan fosfataz
grubu proteinler sorumludur. Buna gore, fizyolojik kosullarda sinyal iletimi tersinir
ozellik tasir ve RTK aracili iletim kontrol altinda tutulur (Sekil 1.4). Karsinogenez
stirecinde ise, surekli ve kontrolsiz RTK aktivitesi s6z konusudur (Ullrich ve
Schlessinger, 1990).

—
r""— Protein P{ma:_w 0
OH 0—P-0

0O

k Protein fosfataz J
!

Pi

Protein

Sekil 1.4. RTK aktivasyonu

Protein kinazlar; protoonkogenin retroviral transdiksiyonu, genomik
rearanjmanlar, nokta mutasyonlar1 ve protein kinazin asir1 sentezlenmesi gibi
mekanizmalar araciligiyla onkojenik transformasyona yol agabilir. Sinyal iletimi
yollarin1 ve sinyal proteinlerini hedef alan mutasyonlara sik olarak rastlanmaktadir.

Sinyal iletiminde meydana gelen degisimler hiicrenin ¢ogalma ve/veya yasama
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islevlerinin kontroliinii ortadan kaldirir. Onkojenik sinyal iletimi, timdr gelisimi ile

invazyon/metastaz siirecinde etkin rol oynamaktadir (Marshall, 1995).

1.2.1. EGFR ve Kanser

EGFR, epitelyal hiicreler ve epitelyal hiicre temelli tiimdrlerin davranisglarinda
direkt olarak baglatici sinyallerde etkili bir rol oynar. EGFR, yapisinda ve
fonksiyonlarinda benzerlikleri paylasan 4 transmembran biiylime faktorii reseptor
proteininden biridir. Bununla birlikte, reseptor proteinlerinin bu grubu reseptor tirozin
kinazlarin c-erbB ailesini igerir. Tanimlanmig bu grubun ilk tiyesi EGFR, HER-1 ya
da c-erbB-1 olarak bilinir. EGFR tirozin kinaz: ekstraseller reseptor bolgesi, bir
transmembran bolge ve bir intraseltler bélge iceren 170-kd bir glikoproteindir. c-erbB
grubunun diger tiyeleri; HER2 (c-erbB-2), HER3 (c-erbB-3) ve HER4 (c-erbB-4)’diir
(Grunwald ve Hidalgo, 2003).

Protein kinaz ailesinin 6nemli bir 6gesi olan EGFR, hiicrelerin ¢gogalmasinin
diizenlemesi, yasami ve farklilagmasinin diizenlenmesinde hayati rol oynar. Bununla
birlikte, EGFR ekspresyonu, mutasyonu ve ligant bagl reseptdr dimerizasyonu gibi
cesitli mekanizmalar ile anormal aktive olan EGFR cesitli tiimorlerin gelisimiyle
iligkilendirilir. Bundan dolay1, spesifik EGFR inhibisyonu kanser tedavisinde anahtar
rollerden birini oynar. Monoklonal antikorlar ve tirozin kinaz inhibitorleri olmak tizere
baslica iki yaklagimla, EGFR hedeflerinde ¢cok dnemli klinik faydalar gosterilmistir.
EGFR kinazin inhibe edilmesiyle timdér olusumu ve yayilmasinin 6niine gecilmesi
fikri 6n plana ¢ikmis ve bir¢ok ilag EGFR inhibitorleri olarak ila¢ pazarinda yerini
almigtir. Kiigiik Hiicreli Olmayan Akciger Karsinomu (KHDAK) (gefitinib ve
erlotinib), Meme Kanseri (lapatinib), Koleraktal Kanser (cetuximab ve panitumumab),
Pankreas Kanseri (erlotinib), Bas ve Boyun Kanserleri (cetuximab), Renal Hiicre
Karsinomu, Skuamdz Hiicre Karsinomu ve Tiroit Kanseri tiirlerinde kullanilmaktadir.

Son zamanlarda ayrica peptitler, nanoantikorlar, afibodiler ve antisense
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oligoniikleotitler gibi diger bircok ajanin daha etkin hedeflerce EGFR inhibisyonu
gosterdigi saptanmistir (Yewale ve ark., 2013).

Meme kanserlerinin %20 ila 30’unda HER2 nin yiiksek ekspresyonu meydana
gelmektedir. Normal hiicrelerde EGFR ekspresyonu her hiicrede hiicre basina 40.000
ila 100.000 araligindadir. Buna karsilik EGFR, meme kanseri, bas ve boyun kanseri,
kicuk hicreli olmayan akciger kanseri, renal kanser, yumurtalik ve kolon kanserlerini
iceren solid tiimérlerin ¢ogunda yiiksek ekspresyon olur. Ornegin, bazi meme
kanserlerinde, her hiicrede yaklasik 2x10 ® EGFR molekilleri ifade edilmektedir.
Reseptorin yiiksek ekspresyonu mesane kanseri, pankreas kanseri ve gliomalarin daha
diisiik oranda goriilmektedir. Boyle yiiksek ekspresyon yogun sinyal olusumu ve
sinyal yolaginin akis yoniine dogru aktivasyon olusuna neden olarak, hiicrelerin daha
agresif buyime ve invazyon karakterine sahip olmasiyla sonuglanmaktadir (Lee-
Hoeflich ve ark., 2008).

Cizelge 1.1. Normal hiicrelere gore timériin EGFR fazla ifade edilmesi ylizdesi

Tumordn EGFR

TUmor tipi
fazla yuzdesi (%)

Bas ve boyun 80-100
Meme 14-91
Renal 50-90
KHDAK 40-80
Kolon 22-75
Ovaryum 35-70
Glioma 40-63
Pankreas 30-50
Mesane 31-48
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KHDAK’de yapilan ¢alismalarda, histolojiye bagli olarak %40 ila 80 arasinda
EGFR’nin daha fazla eksprese oldugu gosterilmistir. Birgok calismadan elde edilen
veriler; ortalama %84 skamouz hiicre histolojisi EGFR i¢in pozitif olabilecegini
gostermistir. Biiylik hiicreler ve adenokarsinomalarin ortama yiizdesi sirastyla %68 ve
%65 oraninda EGFR i¢in pozitif oldugu pozitif oldugu rapor edilmistir. KHDAK’li
hastalarda, EGFR’nin yiiksek ekspresyonu; yiiksek metastaz hizi, zengin tiimor
farklilasmasi ve yiiksek hizda tiimor biiylimesi arasinda korelasyon vardir. Yapilan
tim calismalar tarafindan desteklenmemesine ragmen, ortalama yasam siiresi de
EGFR ekspresyonu artik¢a azalmaktadir (Yarden ve Sliwkowski, 2001) (Herbst ve
Shin, 2002). Baz1 kanser tiirlerindeki saglikli hiicrelerden EGFR fazlasi Cizelge 1.1°de

verilmistir.

Coklu ligantlar EGF, transforming growth faktor-o (TGF-a), amphiregulin,
heparin bagli EGF ve betaselulin iceren EGFR’ye baglanir ve aktive eder. EGF ve
TGF-0, EGFR i¢in c¢ok oOnemli ligantlar oldugu disiiniilir. EGFR ile ligant
baglanmasi, hiicre ylizeyinde reseptor homo ya da hetero dimerizasyonu ile sonuglanir,
dimerize olmus reseptorlerin internalizasyonu takip eder EGFR’nin intraseller tirozin
kinaz bolgesinde; dimerizasyon, internalizasyon ve otofosforilasyon olur. Fosforile
olmus tirozin kinaz kalintilari, bir intraseliiler transdiiksiyon kaskat, Ras gibi
intraseliiler substratlarin aktiviteleri ve sinyal transdiiselerin alimi i¢in baglanma

bolgesi olarak hizmet verir.

EGFR’yi igeren HER ailesi i¢in Ras-Raf-ERK protein kinaz yolag: ve PI3K-
Akt-mTOR yolagi olmak iizere iki ana sinyal yolagi vardir (Sekil 1.5). Bu yolaklar,
gen ekspresyonu, hiicre cogalmasi, anjiyojenezis ve malignite gelisimine sebep olan
apoptozisin inhibisyonu gibi c¢esitli biyolojik stirecleri diizenler. EGFR yolaginin
uyarilmasi; timor hiicresinin motilitesi, adezyonu ve metastazin1 hizlandirdigi
gosterilmistir.  Anjiyojenezis, timor biiylimesi ve invazyonu siirdiirmesi igin
gereklidir. Baglangigta ayn1 mekanizmalar oldugu diisiiniilse de, EGFR aktivasyonu
ile anjiyojenezis arasindaki baglanti agiklanmistir. EGFR aktivasyonu, anjiyojenezisin

birincil uyaricist olan VEGFR’yi uyarir (Zheng ve ark., 2019).
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Sekil 1.5. EGFR sinyal yolag: sematik gosterimi

Tiimdr hiicrelerinin klinik olarak ilgili dozdaki iyonlastirici radyasyona maruz
kalmasi, hiicre proliferasyonunu hizlandirarak EGFR’nin aktivasyonuna neden olur.
Sinyal, EGFR ile ayn1 kokenli ligantlarla baglandig1 zaman indiikleyici etkilerden ayirt
edilmesiyle sonuglanir. Tekrarlanan radyasyona maruz kalma sirasinda (Ornegin;
radyasyon tedavisinin kesitsel bir noktasinda) hiicre biiyiimesi tiimor klonlarinin
yenilenmesinin artmasina yol agar. Bu hizli cogalan hiicreler DNA hasar1 onarimi i¢in
artmis kapasiteye sahip olabilirler. Hizli gogalma ve DNA hasar onarimi kapasitesinin
kombinasyonu ile birlikte, radyasyon tedavisinin toksik etkilerine karsi koyabilir.
Stirekli artirllmis radyasyon EGFR ekspresyonuna neden olur. Yonetilen hiicre
proliferasyonu, yasami ve metastaz yapan EGFR igin cekici bir molekiler hedefinde
hayati rol oynar. Onun aktivitelerine midahale etmek sinyal transdiiksyonunu
kesebilir. EGFR yiiksek ekspresyonu normal hiicreleri tiimor hiicrelerinden ayirir.
Daha secici etkiyen EGFR inhibitor ilag molekulleriyle agresif timor hicrelerinin

zayiflatilmast miimkiindiir. Buna ek olarak antiproliferatif etkiler, EGFR’nin
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inhibisyonu metastatik aktiviteyi geciktirir, radyasyon indiiklii apoptozisi artirir ve G1
fazinda hiicre dinlenme siklusunu uyarir. Radyasyona maruz kalmis hiicrelerin,

radyasyona bagli DNA hasarinin onariminin gergeklestigi G2/M fazina girmesini onler

(Rodemann ve ark., 2007).

1.2.2. EGFR Kinaz inhibitorleri

Hedefli yaklagimlar kanser hastalarinin tedavisi i¢in ¢ok hayati bir gelisme
olmustur, ancak ila¢ direncinin ortaya ¢ikmasi bir¢ok kisitlamaya neden olmaktadir.
Birinci nesil EGFR inhibitorleri gefitinib ve erlotinib, EGFR'ye bagli KHDAK’ye
muzdarip hastalarda %50-80 arasinda basariya ulagsmistir (Maemondo ve ark., 2010).
Ortalama progresyonsuz sag kalim iki katina ¢ikarilirken, hastalarin %80'inden fazlasi
tedaviden sonraki 18 ay icinde timOr progresyonuna maruz kalmaktadir. Direngli
tiimdrlerin biyopsileri gatekeeper kalintisinin (T790M) bir nokta mutasyonunu ortaya
cikarmistir (Kobayashi ve ark., 2005). Treoninin metiyonin ile degistirilmesi, birinci
ve ikinci nesil inhibitorlerin (afatinib ve dacomitinib) sterik olarak etkilesmemesine
neden olur ve hem in vitro hem de in vivo inhibitdr aktivite kaybini agiklayan farkli
bir baglama geometrisi ile sonuclanir (Kluter ve ark., 2010). Uglinci jenerasyon EGFR
inhibitorleri (WZ4002, EGF816 (nazartinib), AZD9291 (osimertinib) ve CO-1686
(rociletinib)) Met790 ile sterik engeli 6nlemek icin tasarlanmistir. Bu inhibitorler ATP
baglanma bolgesinin kenarindaki Cys797'ye kovalent baglanarak EGFR'yi alkiller
(Sequist ve ark., 2015). Ancak, yeni diren¢ mekanizmalar1 hizla gelismeye devam
etmektedir. EGFR C797S mutasyonunun, {igiincii nesil inhibitorlere karsi oncii bir
direng mekanizmas1 oldugu bildirilmistir. C797S mutasyonu, {iglincli nesil
inhibitorlere karsi kazanilmig direncin iistesinden gelmek icin ideal bir hedef olarak
diistiniilmektedir. Bu nedenle, EA1045 gibi dordiincii nesil EGFR TKI inhibitorlerinin
gelistirilmesi yoniinde ¢alismalar devam etmektedir (Wang ve ark., 2017b) (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6. EGFR mutasyonlarini hedef alan tirozin kinaz inhibitorleri. Sekil (Wang ve ark., 2017b)’den alintidir.

Gefitinib, erlotinib ve afatinib, EGFR aktive edici mutasyonlar1 hedef alan onaylanmig TKI'lerdir.
AZD9291 (osimertinib), CO-1686 (rociletinib) ve HM61713, elde edilen T790M mutasyonunu
hedefleyen ii¢lincii nesil TKI'lerdir. EAI045, EGFR'de T790M ve C797S mutasyonlarini hedef alan ilk
allosterik TKI'dir.

1.2.2.1.Birinci ve ikinci Nesil EGFR Inhibitorleri

1.2.2.1.1. Erlotinib

Erlotinib HCI (OSI-744), in vitro enzim deneylerinde 2 nM ICsg degerine sahip
olan EGFR inhibitéridur ve EGFR igin insan c-Src veya v-Abl'den 1000 kat daha
duyarhdir. (PDB: 1M17) (Stamos ve ark., 2002)
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Sekil 1.7. EGFR aktif bolgesinde erlotinib’in etkilesim diyagrami

1.2.2.1.2. Gefitinib

Gefitinib (ZD-1839), NR6WtEGFR ve NR6W hiicrelerinde Tyr1173, Tyr992,

Tyr1173 ve Tyr992 igin sirastyla 37 nM, 37nM, 26 nM ve 57 nM IC50 degerlerine
sahip EGFR inhibitortddr. (PDB: 4WKQ) (Yosaatmadja ve ark., 2014)

Leu792A
Leu718A

LeuB44A R

R
Met793A \\

Ala743A

Sekil 1.8. EGFR aktif bolgesinde gefitinib’in etkilesim diyagrami

Met793A
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1.2.2.1.3. Afatinib

Afatinib (BIBW2992), EGFR/ErbB’yi 1Cs0=0.5, 0.4, 10, 14, 1 nM
konsantrasyonda sirastyla EGFR", EGFR “8%R  EGFR L858R/T780M ErpB2 (HER2) ve
ErbB4 (HER4) in vitro olarak geri doniisiimsiiz olarak inhibe eder. (PDB: 4G5J)

(Solca ve ark., 2012)

Met793 4

Sekil 1.9. EGFR aktif bolgesinde afatinib’in etkilesim diyagrami

1.2.2.1.4. Lapatinib

Ditosilat formunda kullanilan Lapatinib, in vitro enzim deneylerine goére
sirastyla 1Cso= 10.50 ve 9.2 nM olan ile gucli bir EGFR ve ErbB2 inhibitorudir.

(PDB: 1XKK) (Wood ve ark., 2004)
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Sekil 1.10. EGFR aktif bolgesinde lapatinib’in etkilesim diyagrami

1.2.2.1.5. Canertinib

Canertinib (CI-1033), ICso'si 1.5 nM ve 9.0 nM olan EGFR ve ErbB2 icin bir pan-
ErbB inhibitérudir; PDGFR, FGFR, InsR, PKC ve CDKI1/2/4’e karsi aktivite

gostermez. Faz 3 asamasindadir (Severinsson ve ark., 2011).

1.2.2.2. Uciincii Nesil EGFR Inhibitorleri

1.2.2.2.1. Osimertinib

Osimertinib (AZD9291), LoVo hiicrelerinde sirasiyla Exon 19 delesyon
EGFR, L858R/T790M EGFR ve WT EGFR igin ICsq'si sirasiyla 12.92, 11.44 ve 493.8
nM olan oral, geri donisiimsiiz ve mutant secici bir EGFR inhibitoridir. Faz 3
asamasindadir.(PDB:4ZAU) (Yosaatmadja ve ark., 2015)
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Sekil 1.11. EGFR aktif bolgesinde osimertinib’in etkilesim diyagrami

1.2.2.2.2. Nazartinib

Nazartinib (EGF816, NVS-816), vahsi tipte (wt) EGFR'ye 60 kat segicilige
sahip, aktiflestirici mutasyon (L858R, ex19del) ve T790M mutasyona kars1 ICso= 50
nanomolar inhibe edici potansiyele sahip kovalent, geri doniisiimsiiz, mutant secici

bir (wt) EGFR inhibitoridur. (PDB:5FEQ) (Lelais ve ark., 2016).
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Sekil 1.12. EGFR aktif bolgesinde nazartinib’in etkilesim diyagrami
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1.2.2.3. Dérdiincii Nesil EGFR Inhibitorii EAI045

EAI045, ilaglara direngli EGFR mutantlarini hedef alan, ancak vahsi tip
reseptoru koruyan allosterik bir inhibitordir. (PDB: 5ZWJ) (Zhao ve ark., 2018)

Lys7454

AspBSSA 0

0,
xR
\“"Q Phe856A
J H

R

Sekil 1.13. EGFR aktif bolgesinde EAI045’in etkilesim diyagrami

Sonug olarak; EGFR inhibitorlerinin protein ligant etkilesimleri incelendiginde
etkili bilesiklerin Met793 ile hidrojen bag1 olusturdugu ve EGFR inhibitorii tasarim
caligmalarinda, tasarlanan molekiiliin doking islemi ile Met793 ile hidrojen bagi

olusturup olusturmadiginin tespit edilmesi gerekliligi ortaya ¢cikmaktadir.
1.3. Benzimidazol Halkasina Bakis

Benzimidazol, benzen ve imidazol halkasinin kaynasmasiyla olusur. Yapisinda

karbon, azot ve hidrojen atomlarini igerir (Sekil 1.14).
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Sekil 1.14. Benzimidazol yapisinin ¢izgi, top-gubuk, uzay-dolum gdsterimi

Benzimidazol halkasi; ‘antimikrobiyal, antiviral, antiparaziter, antikanser, anti-
inflamatuvar, antioksidan, proton pompasi inhibitorii, antihipertansif, anti-HIV,
antikoagulan, immunomoddlator, hormon modiilatér, SSS uyaricisi, antidepresan, lipit
seviyesi diizenleyici ve antidiyabetik olarak tedaviye girmis ilag molekiillerinin
yapisinda bulunan farmakolojik olarak nemli bir ¢ekirdektir (Sekil 1.15) (Tahlan ve
ark., 2019a).
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Sekil 1.15. Benzimidazol halkasinin farmakolojik profili (Di Gioia ve ark., 2019)
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Benzimidazol halkasinin tarihi seyrine bakilacak olursa; 1944 yilinda Dilworth
W. Wooly’nin, benzimidazollerin piirinlere benzer sekilde farmakolojik aktivite
gosterdigini ortaya ¢ikarmasindan bugiine kadar benzimidazol halkasi {izerinde yogun
calismalara devam edilmistir (Woolley, 1944). 1949 yilinda Norman G. Brink, B12
vitaminin pargalanma Uriniu olarak 6,6-dimetilbenzimidazolii belirlemis ve
benzimidazol halkasinin bazi tiirevlerinin B12 vitamini gibi etki gosterdigini
kesfetmistir (Brink ve ark., 1949). 1960 yilinda Igor Tamm ve arkadaslar1 tarafindan
antiviral 6zellige sahip yeni benzimidazol tiirevi bilesik bulunmustur (Tamm ve ark.,
1960). 1972 yilinda Kuji Kubo ve arkadaglari tarafindan anjiyotensin reseptor
antagonisti olarak benzimidazol tiirevleri sentezlenmistir (Kubo ve ark., 1993). 1980
yilinda Goro Tsukamato ve arkadaglari tarafindan anti-inflamatuvar 6zellige sahip
yeni benzimidazol tiirevleri bulunmustur (Tsukamoto ve ark., 1980). 1989 yilinda
RNA polimeraz transkripsiyonu inhibe eden yeni benzimidazol tlrevleri ortaya
cikarilmistir (Meggio ve ark., 1990). 1991 yilinda Imadul Islam ve arkadaslari
tarafindan yapilan calismada DNA alkilleyici anti tiimor ajan olarak benzimidazol
tirevleri kesfedilmistir (Islam ve ark., 1991). 2008 yilinda Ganguly ve arkadaslari
tarafindan antiiilser aktiviteye sahip benzimidazol tiirevi molekiil kesfedilmistir ve
2011 yilinda Manish Singh ve Vibha Tandon tarafindan Topoizomeraz 1 inhibitorii

benzimidazol tiirevi molekiiller bulunmustur (Bansal ve Silakari, 2012).

1.3.1. Antikanser Etkili Benzimidazoller

Benzimidazol halkasina sahip birgok bilesigin antikanser etkisi bildirilmistir.
Klinikte kullanimi olan, faz calismalari devam eden ve arastirilan benzimidazol
threvleri bilinmektedir. Bendamustin, kronik lenfatik 16semi, lenfoma ve ileri
yumurtalik ve meme karsinomlarina kars1 klinik olarak kullanilan azotlu bir hardal
olan klorambusilin daha etkili ve daha giivenli suda ¢0ziiniir analoglarini elde etmeye
yonelik yapi-aktivite iligkisi (SAR) c¢alismasinda kesfedilmistir (Sekil 1.16).
Klorambusilin benzen halkasi, antimetabolit ve DNA-alkilleyici aktiviteleri ile
antikanser bilesik elde edilmesi amaciyla piirin benzeri N-metilbenzimidazol ile

degistirilmistir (Nicolle ve ark., 2004). Bendamustin ilk olarak 1960'larin basinda
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sentezlenmis olmasma ragmen, 2008 yilinda ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA)
tarafindan kronik lenfositik 16semi, multipl miyelom ve non-Hodgkin lenfoma tedavisi

i¢in onaylanmistir (Tageja ve Nagi, 2010).

Q OH
OH
\ ﬁo
N
i N
N
CI/\/N\/\CI Cl/\/ \/\Cl
Klorambusil Bendamustin

Sekil 1.16. Bendamustinin kesfi

Nokodazol (Sekil 1.17), antineoplastik aktiviteye sahip sentetik bir tubulin
baglayici ajandir. Nokodazol beta-tubulin'e baglanir ve mikrotiibiil birlesme/ayrisma
dinamiklerini bozar. Bu durum, mitozu dnler ve timor hiicrelerinde apoptozu indikler.
Nokodazol baglanma bolgesi kolsisin ile ortiigse de, iki ajan yapisal olarak oldukca

farklidir (Zieve ve ark., 1980).

Sekil 1.17. Nokodazol

Veliparib (Sekil 1.18) (ABT-888), Poli (ADP-ribose) polimeraz (PARP)
inhibitorii olarak islev goren potansiyel bir anti-kanser bilesiktir. PARP proteini bloke
ederek kanser hticrelerini 6lddrir, boylece kanser hicrelerinde DNA veya genetik
hasarin onarimini onler ve antikanser tedavilere daha duyarli hale getirir. Veliparib,
tiim beyin radyasyon tedavisinin KHDAK'den gelen beyin metastazlarina kars1 daha

etkili ¢alismasii saglayabilir. Bir¢ok kemoterapdtigin etkisini  giiglendirdigi
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gosterilmis ve bu nedenle bir¢ok kombinasyon klinik ¢aligmanin bir pargasi olmustur.

Hem PARP1 hem de PARP2'yi inhibe eder (Donawho ve ark., 2007).
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Sekil 1.18. Veliparib

Karbendazim yaygin olarak kullanilan, genis spektrumlu fungisit bir bilesik
olup benomilin metabolitidir (Sekil 1.19). Karbendazimin memeli timor hiicrelerinin,
ozellikle ilaca direngli hiicre hatlarinin ¢ogalmasini da 6nledigi bulunmustur. Mantar
ve memeli hicreleri ile yapilan c¢alismalar, karbendazim'in hiicrelerin
proliferasyonunu inhibe etme potansiyelinde oldugu ve kansere karsi terapdtik etki
gosterdigi belirlenmistir. Umut verici klinik dncesi antitiimor aktivitesi nedeniyle,

Karbendazim faz I klinik ¢alismalara tabi tutulmustur (Goyal ve ark., 2018).
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Benomil Karbendazim

Sekil 1.19. Antifungal benomil ve metaboliti antikanser karbendazim

Abonia ve ark. tarafindan yeni 1,2,5-trislibstitlie benzimidazol tirevleri
sentezlenmis ve SRB protein deneyi kullanilarak 60 insan kanseri hiicre hattina
(16semi, melanom, akciger, kolon, beyin, yumurtalik, meme ve bobrek karsinomu vb.)
kars1 antiproliferatif aktiviteleri taranmigtir. Sentezlenen bilesikler arasinda, 1a ve 1b

bilesikleri (Sekil 1.20), sirasiyla akciger, melanom ve 16semi kanseri hiicre hatlar
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tizerinde (sirasiyla Glsp degerleri 1.15-7.33 uM ve 0.167—7.59 uM ve LCso degerleri
100 uM'den daha fazla) etki gostermistir (Abonia ve ark., 2011).

/N 7 NH
O
Sekil 1.20. 1,2,5-Trisubstitlie benzimidazol tirevleri (1a ve 1b)

Azam ve ark. yeni 2-siibstitiie benzimidazol serisi gelistirmis ve se¢ilmis insan
timor hiicre hatlar1 16semi (THP-1), MCF-7, PC-3 ve adenokarsinomik alveoler bazal
epitel hiicre hattina (A-549) karsi sitotoksik etkilerini tripan mavisi yontemi ile
taramiglardir: Sentezlenen bilesik arasinda 2a (Sekil 1.21), test edilmis kanser hiicre

hatlarina kars1 timit verici aktivite sergilemistir (Azam ve ark., 2015).
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Sekil 1.21. 2-(4-Bromofenil)benzimidazol (2a)

Coban ve ark. tarafindan 1H-benzimidazol bilesik serisi sentezlenmis ve MTT
ile HeLa, MCF7 ve A431 kanser hiicre hatlarin1 kullanarak sitostatik ¢aligsmalar1 i¢in
taranmistir. Bilesik 3a (Sekil 1.22), standart ilaglar ile karsilastirilabilir en yiliksek
sitotoksisiteyi sergilemistir (Coban ve ark., 2009).
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Sekil 1.22. 5-Kloro-2(2-hidroksifenil) benzimidazol (3a)
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Demirayak ve ark. bir dizi pirazino[1,2-a]benzimidazol tlrevi sentezlemis ve
60 insan malign hiicre hattina kars1 in vitro antikanser aktivitesini SRB protein analizi
ile degerlendirmistir. Sentezlenen bilesikler arasinda, bilesik 4a'nin (Sekil 1.23) en
aktif antikanser bilesik olup standart ilaclarla karsilastirilabilecegi ortaya koyulmustur.
(Demirayak ve ark., 2002).

Sekil 1.23. Pirazino[1,2-a]benzimidazol (4a) turevi

Dettmann ve ark. yeni 2-fenil-1-[4-(2-piperidin-1-il-etoksi)benzil]-IH-
benzimidazol tiirevleri gelistirmis ve MCF-7 ve MDA-MB-231 gdgiis kanseri insan
hiicre hatlarina kars1 sitotoksisitesi agisindan degerlendirmistir. Sentezlenen tiirevler
arasinda, bilesik 5a (Sekil 1.24), standart ila¢ sisplatinden daha yiksek

konsantrasyonda sitostatik etki sergilemistir (Dettmann ve ark., 2010).

(o

Sekil 1.24. Bilesik S5a

Galal ve ark. yeni bir seri benzimidazol-5-karboksilik asit tiirevleri(Sekil 14)
sentezlemis ve 21 insan tiimor hiicresi hattinda (yedi kolon, sekiz akciger ve alti mide)
antikanser aktivitesi agisindan degerlendirilmistir. Bilesik 6a ve 6b’nin (Sekil 1.25),
referans etopositten 10 kat daha etkili oldugu gorilmiistiir (Galal ve ark., 2010).
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Sekil 1.25. Bilesik 6a ve 6b

Gao ve ark. yeni bir seri benzimidazol akridin tlirevi sentezlemis ve insan
eritrolésemi K562 ve malign hepatoma HepG-2 hiicrelerine karst in vitro
sitotoksisitesini degerlendirmistir. Bu seriden, bilesik 7a (Sekil 1.26), standart ilaclar
kolsisin (IC50=1.80 uM;HepG-2) ve imatinib (ICso=; 0.47 uM) ile karsilastirildiginda
hem K562 (ICs50=2.68 uM) hem de HepG-2 (ICs0=8.11 uM) hiicrelerinde sitotoksik
etki gostermistir (Gao ve ark., 2015).
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Sekil 1.26. Benzimidazol akridin tiirevi 7a bilesigi

Gowda ve ark. yeni benzimidazol-5-karboksilik asit tiirevi sentezlemis ve
tripan mavisi ve MTT testi ile K562 ve CEM kanser hiicresi tzerindeki antikanser
aktiviteleri agisindan degerlendirilmistir. Bu seride bilesik 8a (Sekil 1.27), ICs50=3 uM

konsantrasyonda maksimum aktivite gostermistir (Gowda ve ark., 2009).
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Sekil 1.27. Benzimidazol karboksilik asit tiirevi 8a bilesigi
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Husain ve ark. oksadiazol halkasi igeren yeni benzimidazol bilesikleri
sentezlemis ve NCI 60 hiicre hatlarinda in vitro antikanser etkileri agisindan
degerlendirmistir. Bilesik 9a’nin (Sekil 1.28), 6zellikle akciger karsinomu hiicresinde
0.49-48.0 uM arasinda Glso degeri ile 6nemli biiylime gerilemesine neden oldugu
gosterilmistir (Husain ve ark., 2012).
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Sekil 1.28. 9a bilesigi

Kamal ve ark. yeni 2-aril-1,2,4-oksadiazolo-benzimidazol tdrevlerini
sentezlemis ve SRB yontemi ile 60 timdr hiicre hattina karsi in vitro antikanser
aktivite taramasini gergeklestirmistir. Bu seride, 10a ve 10b kodlu bilesiklerin (Sekil
1.29), Gl50=0.79-28.2 uM degerleriyle tiimor hiicrelerinin ¢oguna karsi onemli
sitotoksik etki gosterdigi saptanmistir (Kamal ve ark., 2015).
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Sekil 1.29. Oksadiazolobenzimidazol tiirevi 10a ve 10b bilesikleri

ZT

Ranganatha ve ark. tarafindan yeni benzimidazol tiirevleri sentezlenmis ve ti¢
farkli yontem (tripan mavisi, MTT ve LDH deneyi) ile EAC hiicrelerine kars1 in vitro
timdr inhibitér oOzellikleri degerlendirilmistir. Bilesik, 1la’min (Sekil 1.30),
sentezlenen tiirevler arasinda en yiiksek sitotoksik etkiyi (ICso ~ 10 uM) gosterdigi

saptanmistir (Ranganatha ve ark., 2013).
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Sekil 1.30. 11a bilesigi

Rashid ve ark. oksadiazol tasiyan benzimidazol tiirevlerini sentezlemis ve
bilesiklerin in vitro antikanser aktivitelerini SRB testi ile NCI 60 hiicre hattinda 10 uM
dozda degerlendirmistir. Bu seride, 0.79 -17.8 uM Glsp degeri ile bilesik 12a’nin (Sekil

1.31), test edilen hiicre hattinda 6nemli antikanser aktivite sergiledigi saptanmistir

(Rashid ve ark., 2012).

Sekil 1.31. Oksadiazol igeren 12a bilesigi
Reddy ve ark. bazi benzimidazol konjuge pirazol tirevlerini MTT testi
kullanarak A549, MCF-7, HeLa ve HaCaT hiicre hatlarina kars1 antikanser aktiviteleri

acisindan taramistir. Sentezlenen tiirevler arasinda, bilesik 13a (Sekil 1.32), test edilen

hiicre hatlarina kars1 etkili antiproliferatif aktivite sergilemistir (Reddy ve ark., 2015).

Sekil 1.32. Pirazol konjuge benzimidazol tiirevi 13a bilesigi
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Shaharyar ve ark. yeni bir seri benzimidazol tiirevi sentezlemis ve bu
bilesikleri, 16semi, melanom, akciger, kolon, CNS, yumurtalik, renal, prostat ve meme
kanseri hiicre hatlar1 tizerindeki in vitro antikanser aktivitesi agisindan taramistir. Bu
seriden, bilesik 14a’nin (Sekil 1.33), MDA-MB-468 (meme kanseri) ve SK-MEL-28'e
(melanom) (sirasiyla 1Cso =36.23 ve 47.56 M) karst umut verici aktivite gosterdigi
saptanmustir (Salahuddin ve ark., 2014).
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Sekil 1.33. 1,3,4-Oksadiazol tiirevi 14a bilesigi

Yoon ve ark. yeni bir seri benzimidazol tiirevini insan meme kanseri MCF-7
ve MDA-MB-468 hiicrelerinde in vitro anti-proliferatif aktivitesi i¢in degerlendirmis
ve bilesik 15a’nin (Sekil 1.34), MCF-7 ve MDA-MB-468 hiicrelerine kars1 iyi

antiproliferatif aktivite gosterdigini saptamistir (Yoon ve ark., 2014).
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Sekil 1.34. Antiproliferatif etkili 15a bilesigi

Yang ve ark. yeni simetrik bis-benzimidazol tlrevlerini sentezleyip MTT testi
ile HeLa, SKOV-3 ve BGC-823 hiicre hatlarinda sitotoksisiteleri ag¢isindan
degerlendirmistir. Bu seride, bilesik 16a’nin (Sekil 1.35), test edilmis kanser hiicre

hatlarina kars1 6nemli aktivite sergiledigi gézlenmistir (Yang ve ark., 2009).
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Sekil 1.35. Bis benzimidazol tiirevi 16a bilesigi

Wang ve ark. yeni benzimidazol-2-lre tlrevlerini sentezleyip MTT testi
kullanilarak bir grup insan timoér hiicresine karst antiproliferatif aktivitelerini
degerlendirmistir. Bu seride bilesik 17a (Sekil 1.36), standart ilaglarla
karsilastirilabilir gliglii antiproliferatif aktivite sergilemistir (Wang ve ark., 2014).
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Sekil 1.36. Benzimidazol ure tiirevi 17a bilesigi

Yadav ve ark. bazi 2-(1-benzoil-1H-benzimidazol-2-il-tiyo)-N-asetamit
tiirevlerini sentezleyip, bilesiklerin antikanser aktivitelerini MCF7 ve HCT116 kanser
hiicresine kars1 SRB testi ile, tamoksifen ve 5-FU referans bilesikleri kullanarak,
degerlendirmistir. Sentezlenen bilesikler arasinda bilesik 18a’nin (Sekil 1.37) oldukca
etkili bir bilesik oldugu rapor edilmistir (Yadav ve ark., 2017).

O )

Sekil 1.37. 2-(1-benzoil-1H-benzimidazol-2-il-tiyo)-N-asetamit (18a)

Tahlan ve ark. bir dizi yeni 2-merkaptobenzimidazol schiff bazi tiirevi
sentezleyip HCT116 kanser hiicre hattina karsi 5-FU referansiyla kiyaslayarak
antitimor potansiyeli agisindan degerlendirmistir. Bu seride 19a bilesigi (Sekil 1.38)
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test edilen hiicre hattinda 6nemli antitimor aktivitesi sergilemistir (Tahlan ve ark.,
2019b).
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Sekil 1.38. Merkaptobenzimidazol tiirevi 19a bilesigi

Onnis ve ark. bir dizi yeni benzimidazol hidrazon sentezleyip 16semi L1210,
CEM, HelLa ve pankreas karsinomu Mia Paca-2 hiicre hatlarina karsi antikanser
aktivitesi agisindan degerlendirmistir. Bu seride, bilesik 20a’nin (Sekil 1.39), test
edilen tum hiicre hatlarinin bitylimesini inhibe ettigi gosterilmistir (Onnis ve ark.,
2016).
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Sekil 1.39. Benzimidazol hidrazon tiirevi 20a bilesigi

1.3.2. EGFR kinaz inhibitori benzimidazoller

Son zamanda yapilan calismalarda benzimidazol ¢ekirdegi iceren bazi
bilesiklerin EGFR kinaz inhibitor etki gosterdigi bildirilmistir. Nazartinib (Sekil 1.40),
mutant EGF reseptorlerinin geri doniisiimsiiz inhibitoriidiir. H3255 ve HCC827
akciger adenokarsinom hiicreleri dahil EGFR mutant hiicre hatlarini (sirasiyla ICso=
6.11 ve 1.52 nM) ,direncli H1975 kuguk hucreli olmayan akciger kanseri hiicrelerini
(KHDAK; IC50=4.18 nM) ve tip EGFR'leri (HaCaT keratinositler i¢in 1C50=160.6 nM)
secici olarak inhibe eder. Nazartinib, H3255, HCC827 ve H1975 hucrelerinde
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EGFR'nin fosforilasyonunu azaltir (sirastyla ECsp =5, 1 ve 3 nM) ve hucre
proliferasyonunu inhibe eder, ancak vahsi tip EGFR iceren hiicre hatlarinda hiicre
proliferasyonunu etkilemez. Bir HCC827 akciger adenokarsinom fare ksenogreft
modelinde tiimor biliyiimesini 21 giin boyunca giinde 3 ila 100 mg/kg arasinda degisen

dozlarda uygulandiginda azalttig1 saptanmistir (Lelais ve ark., 2016; Jia ve ark., 2016).

Sekil 1.40. Nazartinib

Li ve ark. cok hedefli EGFR, VEGFR-2 ve PDGFR inhibitdrlerinin
gelistirilmesinin terapotik agidan faydali oldugunu goz o6niinde bulundurarak, 2-
arilbenzimidazol trevlerinin yeni bir serisi i¢in iki sanal tarama yontemi olan destek
vektor makineleri (SVM) ve molekiler doking kullanmigtir. 2-arilbenzimidazol
bilesikleri HepG2 tiimor hiicre hattinda ve spesifik kinazlara kars1 degerlendirilmistir.
Bu bilesiklerden 21a ve 21b (Sekil 1.41) 2 uM ICso degeri ile HepG2 hiicrelerine karst
yiiksek sitotoksite gostermistir. Ayrica kinaz deneylerinde bilesik 21a iyi derecede
EGFR ile orta derecede VEGFR ve PDGFR inhibitor aktivite gosterirken, bilesik 21b
orta derecede EGFR ile olduk¢a zayif VEGFR ve PDGFR inhibitor aktivite
sergilemistir. Molekiiler doking analizleri, bilesik 21a’nin, 21b’ye gére EGFR ve
PDGFR ile daha siki etkilestigini ortaya ¢ikarmustir. (Li ve ark., 2011).
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Sekil 1.41. 2-Arilbenzimidazol tiirevi 21a ve 21b bilesikleri
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Chu ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada in vivo ve in vitro hem EGFR hem de
HER2 tirozin fosforilasyonunu azaltarak ve PI3K/Akt ve MEK/Erk yolaginin
aktivasyonunun akis yoniinii engelleyerek 21a’nin (Sekil 1.41) etkili bir inhibisyon
yaptig1 gosterilmistir. Ayrica 21a’nin meme kanserinde c-JNK kinaz aracili apoptoz
reseptorli 5°in artmasi yoluyla apoptozisi giiclii sekilde uyardigi belirlenmistir. HER2
asir1 ekspresyonu ile primer meme kanseri hiicre hattinin analizleri, 21a’nin 6nemli
Olclide Akt/Serd473 ve BadSer136 fosforilasyonunu inhibe ettigi ve siklin D3
ekspresyonunu azalttigi dogrulamistir (Chu ve ark., 2015).

Yadav ve ark. yeni bir seri benzimidazol tiirevi sentezlenmis (Sekil 1.42)
yapilarini elementel analiz ve spektral analiz ¢alismalar1 (*H NMR, FT-IR ve EI-MS)
ile kanitlamistir. Sentezlenen benzimidazol tiirevleri EGFR igeren MCF-7 hiicre
hattinda in vitro test edilmis ve denenen bilesiklerin ¢ogunda mikromolar ICso

degerleri ile antitiimor aktivite gdzlenmistir (Yadav ve ark., 2012).

Sekil 1.42. Kinazolinon benzimidazol tirevleri

Demirel ve ark. baz1 asetohidrazit tiirevi benzimidazolleri sentezleyip EGFR
inhibitor etkinliklerini erlotinib ile karsilastirmis ve 1 uM'lik konsantrasyonda
erlotinibin, EGFR kinaz aktivitesini yaklagik %90 oraninda inhibe ederken, aril
gruplar1 olarak 3-nitrofenil (23a) ve 4-benziloksifenil (23b) i¢eren bilesiklerin (Sekil
1.43), kinaz testinde sirasiyla %13.71 ve %12.42 degerleriyle hafif inhibe edici

potansiyele sahip oldugu bulunmustur (Demirel ve ark., 2017).
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Sekil 1.43. Benzimidazolasetohidrazit tiirevi 23a ve 23b bilesikleri

Akhtar ve ark. potansiyel EGFR inhibitori, antikanser ve apoptotik aktiviteye
sahip erbB2 reseptdr inhibitorleri olarak tasarlanan benzimidazoliloksadiazol
tirevlerini sentezlemistir. Bilesik 24a, 0.098 uM konsantrasyonunda erbB2
reseptoriinii spesifik olarak inhibe etmistir. Bilesik 24a ve 24b’nin (Sekil 1.44) (ICso
degerleri sirasiyla 5.0 ve 2.55 pM) MCF-7 kanser hiicresine kars1 5-FU’den daha
sitotoksik oldugu saptanmustir (Akhtar ve ark., 2017).
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Sekil 1.44. Benzimidazol bagli oksadiazol tiirevi 24a ve 24b bilesikleri

Chhajed ve ark. EGFR inhibitéri olarak molekiler doking analizi ile 3-
(substittiefenil)-1-[2-(1-hidroksi-etil)]-1H-benzimidazol-1-il)prop-2-en-1-on
bilesiklerini tasarlamistir (Sekil 1.45). Sentezlenen bilesikler, in vitro antikanser
aktiviteleri i¢in, kolorektal kanser hiicre hatlar1 (HCT116) ve kiiciik hiicreli olmayan
akciger kanseri hiicre hatlar1 (H460)'e karst Trypan mavisi canlilik deneyi ile test
edilmistir. Insan epitelyal bobrek hiicre hatlar1 (HEK), bilesiklerin viicuttaki kanserli
olmayan hiicreler iizerindeki etkisini incelemek i¢in normal hiicre hatlar1 olarak
kullanilmistir. Sentezlenen bilesiklerinin sitotoksik etki ¢alismalari; 25a (ICso = 7.31
ve 10.16 uM HCT116 ve H460 hiicre hatlarina karsi sirasiyla) ve 25b (1Cso = 12.52 ve
6.83 uM hiicre hatlarina kars1 sirasiyla) bilesiklerinin timit verici sitotoksik aktiviteye

sahip oldugunu ortaya ¢ikarilmistir (Chhajed ve ark., 2016).
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Sekil 1.45. 3-(stibstitliefenil)-1-[2-(1-hidroksi-etil)]-1H-benzimidazol-1-il)prop-2-en-1-on turevi 25a ve 25b
bilesikleri

Akhtar ve ark. benzimidazole bagli pirazol igeren tiirevleri sentezleyip
bilesikleri in vitro MCF-7, HaCaT, MDA-MB231, A549 ve HepG2 dahil bes insan
kanseri hiicre hattinda test etmistir. Bilesiklerin ¢ogunlugu, test edilen kanser hiicre
hatlarina kars1 giiclii antiproliferatif aktivite gdstermistir. Bilesik 26a (Sekil 1.46),
akciger kanseri hiicre hattina kars1 énemli sitotoksik etki (ICso = 2.2 uM) ve EGFR
inhibisyonu (ICsp = 0.97 uM) gostermistir. Bu bilesigin, giiclii G2/M fazi durmasini
tetikleyerek ve apoptozu indiikleyerek A549 kanser hicrelerinin buytmesini inhibe
ettigi saptanmistir. Molekiiler doking ¢alismalarinda bilesik 26a, bes anahtar hidrojen
bagi ve iki m-m etkilesimi ile EGFR'nin aktif bolgesine (PDB: 1M17) AG=
—34.581 Kcal/mol baglanma enerjisiyle baglanmistir (Akhtar ve ark., 2018).

Sekil 1.46. Pirazol iceren benzimidazol bilesigi 26a

Mohameda ve ark. bazi yeni benzimidazol tiirevlerini, HepG2, MCF-7 ve
Afrika yesil maymun bobrek (Vero B) olmak {izere {i¢ kanser hiicre hattina karst MTT
testi kullanilarak in vitro sitotoksisite ¢alismalarinin degerlendirilmesi icin
tasarlamistir. 27a bilesigi, referans ilag 5-FU ile karsilastirildiginda test edilen ii¢ hiicre
hattina kars1 en yliksek ve genis aktivite sergilemistir. Bilesik 27b ise, MCF-7 ve Vero
B hiicre hatlarina kars1 sirasiyla 2 ve 2.5 pg/ml ICso degerlerinde giiclii aktivite
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gostermistir. Bilesik 27a ve 27b'nin (Sekil 1.47) EGFR’nin ATP baglama bolgesine
doking yapilmasiyla, EGFR inhibitdrii olan Erlotinib ile karsilastirilabilir bir baglanma
sekli oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Mohameda ve ark., 2017).
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Sekil 1.47. Benzimidazol tiirevi 27a ve 27b bilesikleri

Celik ve ark. tiyosemikarbazit zinciri (28c), triazol (28b) veya tiyadiazol (28a)
halkalar1 iceren bir dizi benzimidazol tiirevi tasarlayip sentezlemistir (Sekil 1.48).
Sentezlenen bilesiklerin EGFR kinaz inhibe etme potansiyelleri, in vitro erlotinib ile
karsilastirilmistir ve bilesiklerin ¢ogunun Onemli oranda aktivite gosterttigini
saptamiglardir. Inhibitor etkinligi yiiksek bilesikler igin hiicre kiiltiirii caligmalar
yapilip 28a'nin en aktif bilesik oldugu bulunmustur. Sentezlenen benzimidazollerin
kinaz inhibitdr potansiyelleri ve hiicre kiiltiirii calismalarina dayanarak baglanma
modunu saptamak igin ti¢ bilesik (28a, 28b, 28¢) secilmistir ve EGFR tirozin kinazin
baglanma bolgesine doking yapilmistir. Doking calismasi, bilesik 28a'nin, baglama
cebinde LYS721 ve THR830 kalintilar1 ile iki hidrojen bag etkilesimi yaptigim
gostermistir (Celik ve ark., 2019).
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Sekil 1.48. Tiyadiazol, triazol ve tiyosemikarbazit igeren 28a 28b ve 28c bilesikleri
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1.4.  EGFR Inhibitérii Tiyosemitkarbazitler

Tiyoiire tiirevi olan tiyosemikarbazitler ¢ok genis biyolojik aktivitelere sahiptir.
HIV enfeksiyonlarin tedavisi i¢in ilag gelistirilmesi ¢alismalarinda tiyosemikarbazit
tiirevleri lizerinde arastirmalar devam etmektedir (Aly ve ark., 2015). Antibakteriyel,
antifungal ve antitiberkilloz ajanlar olarak bazi tiyosemikarbazit tiirevlerinin de

farmakolojik potansiyeli bildirilmistir (Rane ve ark., 2014).

Zhang ve ark. tarafindan EGFR kinaz inhibitorleri olarak bir dizi yeni salkon
tiyosemikarbazit tlirevi tasarlanip, sentezlenmistir. Sentezlenen bilesikler arasinda
bilesik 4r (Sekil 1.49), HepG2 igin ICs0 =0.78+0.05 pM ve EGFR i¢in 1C50=0.35 uM
konsantrasyonlarla pozitif kontrolle karsilastirilabilir giiglii aktivite sergilemistir.
Ayrica, bilesiklerden bazilarinin HepG2'ye kars1 1yi antiproliferatif aktiviteye de sahip
oldugu gosterilmistir. Calisma sonucunda; tiimor biiyiimesini gii¢lii inhibe edici
aktiviteye sahip bilesik 4r’nin potansiyel bir antikanser ajan olabilecegi

degerlendirilmistir (Zhang ve ark., 2011).

Sekil 1.49. Salkon tiirevi 4r bilesigi

1.5. EGFR inhibitorii Tiyadiazoller

1,3,4-Tiyadiazol, antibakteriyel, antitiiberkiiloz, karbonik anhidraz inhibitorii ve
antiiilser olarak klinik kullanimi yaninda antienflamatuar, analjezik, antiepileptik,
antiviral gibi farkli biyolojik aktiviteler de gosteren bir hetero halkadir (Jain ve ark.,
2013).
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El-Sayed ve ark. tarafindan yeni bir seri 4,6-stibstituie 2-(4-(dimetilamino)stiril)
kinolin tiirevi sentezlenmis ve sentezlenen bilesiklerin antineoplastik aktivitesi,
HepG2 ve HCT116 kanser hiicre hattina karst MTT deneyi ile incelenmistir. En giiclii
antineoplastik etki gosteren tiyadiazol yapisindaki bilesik 4b (Sekil 1.50) ve diger
bilesiklerin EGFR inhibitor 6zellikleri degerlendirilmistir. In vitro EGFR taramasi,
bilesik 4b referans ilaglar sorafenib (ICs0=1.14 uM) ve erlotinib (ICs0=0.1 uM) ile
karsilastirildiginda EGFR'ye karsi orta diizeyde inhibisyon (ICso= 16.01-1.11 uM)
sergiledigi bildirilmistir (EI-Sayed ve ark., 2018).

Sekil 1.50. EGFR inhibisyon aktivite gdsteren tiyadiazol turevi 4b bilesigi

1.6. EGFR inhibitorii Triazoller

1,2,4-Triazoller  antibakteriyel, antifungal, antikanser, anti-tiberkiloz,
antienflamatuar, analjezik, antiviral, anti-nosiseptif, antikonvilsan, antihelmentik,
antioksidan, Ureaz ve lipaz inhibitorleri, hipoglisemik, anti-migren, anti-proliferatif,
sedatif, kas gevsetici ve anti-HIV aktivitelere sahip onemli bir bilesik grubudur

(Shneine ve Alaraji, 2016; Kaur ve Chawla, 2017).

El-Sherief ve ark. triazol halkasi tasiyan bilesikler sentezleyip, insan pankreas
kanseri hiicre hicreleri (Panc-1), pankreatik karsinom hicreleri (PaCa-2), kolon

kanseri hicreleri (HT-29) ve akciger kanseri hiicreleri (H-460) propidyum iyodr (PI)
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floresan deneyi kullanilarak sitotoksik etkilerini test etmistir. Bilesik 13a (Sekil 1.51),
EGFR, B-Raf ve tiibiilin antikanser hedeflerine kars1 degerlendirilmistir. Bilesikler test
edilen hiicre hatlarina karsi kayda deger (ICs0=1.3-5.9 uM) antiproliferatif etki
gostermistir. Antikanser tarama testinde en diisiik ICso degeri gosteren bilesik 13a,
EGFR, B-Raf kinaz ve tiibiilin dahil olmak iizere bilinen ii¢ antikanser hedefine kars1
test edilmistir. Bilesik 13a ICso = 0.7 ve 1.9 uM ile B-Raf ve EGFR kinazlara kars1 en
yuksek aktivite gostermistir (EI-Sherief ve ark., 2019).

N

H
W
N\

/)
HO N

Sekil 1.51. Triazol halkasi tagtyan EGFR inhibitorii bilesik 13a

1.7. Benzimidazol Halkasinin Sentez Yontemleri

Bu boliimde benzimidazol halkasinin sentezinde i¢in kullanilan baglangic

maddesine gore ¢esitli sentez yontemleri verilmistir.

1.7.1. Substitie Aldehit ve o-Fenilendiamin (OFD) Reaksiyonu ile
Benzimidazol Sentezi

2.Konumundan siibstitiie benzimidazoller OFD’in aromatik/alifatik aldehit ile
oksidatif kosullarda reaksiyonu ile elde edilmektedir. Oksidasyon, hava varliginda
veya PhI(OAc). gibi oksitleyici ajan ile daha kolay gergeklestirilebilmektedir
(Alamgir ve ark., 2007). Bu yontemde, OFD'in PhI(OAC), varliginda, su veya alkol

cozeltisinde aldehit ile reaksiyonu ile 2. konumundan stbstitiie benzimidazoller
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yiiksek verimlerle elde edilmistir. Aldehitin OFD’in amin gruplarindan biri ile

reaksiyonuyla Schiff bazi, ardindan siklizasyon ile {irin olusmaktadir (Sekil 1.52).

AcOH Phl
AcOH
) i A
NH, © NH
O O 2 e
H /\ N H
N |
NH, )/ 3
Ph-ll-OAc \’
OAc

Sekil 1.52. Oksitleyici ajan [Phl(OAc):] ile katalize edilen benzimidazol olusum mekanizmasi.

Oksitleyici bir ajan olmadan OFD ve aldehit reaksiyonu ile, 2-stibstitlie
benzimidazoller veya aldiminler (Sekil 1.53) olusmakta; bu reaksiyonda bazi
durumlarda aldiminler, baz1 durumlarda 2-substitiie benzimidazoller majér bazen de
her iki form esit miktarlarda olugsmaktadir (Smith ve Ho, 1971).

0] N=CHR
NH, 1
Q- b O s Oy
H -2H,0 N=CHR rearranjman

Sekil 1.53. Benzimidazollerin katalizor yoklugunda aldiminik ara maddeler yoluyla sentezi.

Rao, Smith ve ark. benzimidazolleri sentezlemek igin basit ve etkili bir yontem
olarak OFD ve aldehitler arasindaki reaksiyonu bagimsiz olarak gbzden gec¢irmistir
(Smith ve Ho, 1971). Siibstitiie edilmis OFD'nin farkli oksitleyici ajanlar Sc(OTf)s
veya Yb(OTf)s, silfamik asit, H.O,-HC1, FeBrs, PhI(OAc)2, LaCls, HslOg-SiO,
Ce(NO3)3.6H20, NaHSO4-SiO2, HgO, kloranil, MnO> ve I,/TBHP kullanilarak alkil
veya aril 2-siibstitiie benzimidazoller miikkemmel verimlerle elde edilmistir (Sekil
1.54) (Kamanna, 2019).
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Sekil 1.54. OFD ve aldehitlerden benzimidazol turevlerinin sentezi.

1.7.2. Aril/alkil/heterosiklik Asit Klortrin OFD ile Reaksiyonu ile
Benzimidazol Sentezi

OFD’in asit kloriir tiirevi ile muamele edilmesiyle elde edilen mono-agillenmis
iiriin, gliserol, iyonik sivi [Hbim]BFj4, tarimsal atik ekstrakt WEPBA, heteropoliasit,
BF3.Et20, zeolit, KF-Al>O3 gibi sulu asitler/¢oziiciiler igerisinde 1sitma gibi ¢esitli
kosullar altinda siklodehidrasyona tabi tutulmasiyla yesil metotlarla benzimidazol
sentezi gergeklestirilmektedir (Sekil 1.55) (Bachhav ve ark., 2011; Nadaf ve ark.,
2004; Heravi ve ark., 2006).

Cr, e -
R + R Y—R
NH, C|)k N

Sekil 1.55. OFD ve acil klor(r tiirevleri ile benzimidazol sentezi.

\

1.7.3. Substitie Alkol veya Aminlerin o-Nitroarilaminlerle Reaksiyonu ile
Benzimidazol Sentezi

Tek bir asamada benzimidazol sentezi icin ¢esitli indirgeyici/redoks ajanlari
(FeCls gibi) kullanarak, o-nitroarilaminlerin siibstitiie alkol veya aminler (Sekil 1.56)
ile reaksiyonu sonucu oldukca iyi verimde benzimidazol tirevleri (3a, 3b) elde

edilmistir. (Heravi ve ark., 2006).
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HO™ Ar H,N
N NHR,§ |
el D {I =
" NazSH,0 (60%) O2 2.5 mol FeCly.6H,0
R FeCly.6H,0 120.1409C
Ry=H 140°C, 24 sa R4=H, Me, Bn

3b

Sekil 1.56. o-nitroarilaminlerden hareketle benzimidazol sentezi.

1.7.4. o-Substitie Arilaminler ve Aldehit/Etilasetoasetat Reaksiyonu ile
Benzimidazol Sentezi

Benzimidazol sentezi; 2. konumunda halojen iceren anilin, aldehit ve NaN3
reaksiyonu ile elde edilmistir (Sekil 1.57) (Kim ve ark., 2011). Tetrametiletilendiamin
(TMEDA) (%5 mol) ve CuCl (%5 mol) ile katalize edilen tepkimede 120°C’de DMSO
icinde reaksiyona sokularak iyi verimle Uriin (4a) elde edilmistir. Reaksiyon alifatik
ve heterosiklik aldehitlerle iyi verimle yurlrken, ester, nitro ve kloro gibi fonksiyonel
gruplar iceren aromatik aldehitlerle orta verimle elde edilebilmektedir. Bahrami ve ark.
tarafindan katalitik redoks aracili oksidasyonda (Ce(IV)/Ce(Il)-H20,) 1,2-
fenilendiamin/2-tiyolanilin ile aromatik aldehitlerin reaksiyonuyla elde edilmistir (4b)
(Bahrami ve ark., 2008).

NaN3, CuCl 30% H.0
TMEDA, DMSO ; 1° aq'C;NZ
120°C, 12 sa NH SR N
N 2 50°C 9-70 dk 3
R \>_R1 R » R >_R2
Y
H : A
4a H)J\R1 Y=NH, S H™ R, 4b

R,=Me, Et, iPr, Ph

Sekil 1.57. 2-Haloanilin tirevlerinden benzimidazol sentezi.

Bao ve ark. tarafindan 2-amino anilinin etilasetoasetat (EAA) ile Brgnsted asit
katalizli (TsOH) siklizasyon reaksiyonu oksidan, metal ve radyasyon icermeyen

kosullar altinda gerceklestirilmistir (4c) (Sekil 1.58). Bu yontemde, metil, kloro, nitro
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ve metoksi gibi farkli gruplar igeren 2-siibstitlie benzimidazoller elde edilebilmektedir
(Mayo ve ark., 2014).

5 mol% TsOH. H,O

NH, rt, 16 sa N
X L
Y o O
4
Y= NH, S Rs)J\/U\RZ C

R,=Me, Et, iPr, Ph

R=metil, kloro, nitro, metoksi

Sekil 1.58. Benzimidazol sentezi i¢in tek potlu ii¢ bilesenli reaksiyon.

1.7.5. N-substitie Amidinlerin C-H Aminasyonuyla Benzimidazol Sentezi

Yiksek verimle 1,2-dislibstitiie benzimidazolleri elde etmek icin meta-
kloroperbenzoik asit (m-CPBA) varliginda, katalizor olarak iyodobenzen kullanilarak
N-aril-N'-tosil/N'-metilsulfonilamidin ve N,N'-bis(aril)amidinlerin oksidatif C-H
aminasyonu bildirilmistir (5a) (Alla ve ark., 2013). Alternatif olarak, diger bir
arastirmada, 120°C'de DMSO i¢inde KOH varliginda amidinlerin intramolekiiler N-
arilasyonu ile benzimidazolerin eldesi (5b) rapor edilmistir (Sekil 1.59) (Baars ve ark.,
2014).

2 eq. Phl
2 eq. KOH
N 1.5 eq. mMCPBA X N
HR DMSO
R~©: \>—R1 R@ 2 ., R N\>—R1
N HFIP, rt R 120°C, 16 sa 3
R2 2-12 sa X: Br, | 2
. o X:H R4= alkil, aril
R1= alkil, fenil, vinil R,= Ph, alkil, benzil
R2= Ts
5a 5b

Sekil 1.59. N-siibstitiie amidinler kullanilarak benzimidazollerin sentezi.
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1.7.6. Benzimidazolden 2-suibstitle (hetero) Aril Benzimidazol Sentezi

Shao ve ark. NHC-Pd(Il)-Im kompleksi varliginda dogrudan C-H bagi
arilasyonu yoluyla benzimidazollerin sentezini bildirmistir. Yontem, 2-(heteroaril
benzimidazolleri yliksek verimlerde elde etmek i¢in gesitli aktive ve deaktive (hetero)
aril klortirlerle ylirlimekte, benzimidazollerin direkt C—H bagi arilasyonu i¢in kolay ve

alternatif bir metot olarak kabul gormektedir (Sekil 1.60) (Gu ve ark., 2014).

2-5 mol% katalizor

N 2 eq. 2 eq. KOtBu N Ary
R‘@i \> Cl—Ar R*@i \>—Ar [N>_PC.:d|_N//\N/
N 0.5 eq HyO N N g
R toluen, 120 °C, 6 sa R Ar,
katalizor

Sekil 1.60. 2-substitiie(hetero)aril benzimidazollerin sentezi.

1.7.7. N-substitie Formamit ve OFD Reaksiyonu ile Benzimidazol Sentezi

Bhanage ve ark. poli(metilhidrosiloksan) (PMHS) varliginda ¢inko asetatla
katalize edilmis siklizasyonda ¢esitli OFD ve N-substitie formamitler kullanarak
benzimidazol tiirevlerinin tek basamakta sentezini gerceklestirmistir (Sekil 1.61) (Nale

ve Bhanage, 2015).

5 mol - % Zn(OAc), H,0 N
NH, 0 2.5 eq. PMHS R@: S
S e - L
NHR; R, 120°C, 18 sa R4
R.=H, Me, Ph

Sekil 1.61. Benzimidazolkerin N-suibstitlie formamitlerden eldesi.
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1.7.8. Ug Bilesenli Reaksiyon ile Benzimidazol Sentezi

Punniyamurthy ve ark, N-aril iminlerin bakir katalizli tek potlu, ti¢ bilesenli
reaksiyonunu bildirmistir (Sekil 1.62). Buradaki imin, metal selati olusturularak
yonlendirici grup olarak islev goriip genis substrat kapsami ve c¢esitliligi ile
benzimidazole doniigmektedir. Ayrica, aymi grup orta sicaklikta tert-butil
hidroperoksit (TBHP) varliginda anilin ve primer alkil aminlerin, NaN3 ve Cu(OAc)2
katalize edilmesiyle oksidatif ¢apraz baglanmasi rapor edilmistir (Mahesh ve ark.,
2015; Krupa ve ark., 2016).

NaN3 NH2
5 eq. HOAc

NHz tpmsn. DMSO, 60 ©C, 1sa N
3 ’ ’ N
SO MO0 R >

N 2) 2 eq. TBHP R/\/NH?
o 2)1 eq. TBHP DMSO
Jj\ 90 °C, rt, 9-16 sa 80 °C, rt, 8-16 sa

Sekil 1.62. Tek potlu ii¢ bilesenli reaksiyon ile benzimidazol sentezi.

1.7.9. 1,2-Distbstitlie Benzimidazol Sentezi

Chang ve ark. bazik kosullar altinda molekiiler iyot kullanilarak molekiiller
arast C-H amidasyonu gergeklestirmistir (Sekil 1.63). Gerekli imin substratlari,
aldehitlerin OFD tiirevleri ile reaksiyonuyla hazirlanmistir. (Sekil 1.56) (Hu ve ark.,
2017).

NH, o) 1) EtOH, reflux, 1 sa N
AL, - R
NHTs H R 2) 1.2 eq. I3, 3eq. K,CO3 N
DCM, rt, 0.5-3 sa Ts

R= Ar, alkil, CO,Et

Sekil 1.63. Molekiiler iyot katalizorliigiinde 1,2-distbstitlie benzimidazoliin sentezi.
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1.8.  Etil 2-(2-fenil/stbstittiefenil-1H-benzimidazol-1-il)asetat Sentez
Yontemleri

Temirak ve ark. KoCOs varliginda susuz aseton icinde benzimidazolun etil 2-
bromoasetat ile reaksiyonu (Sekil 1.64) sonucu ester tiirevini elde etmistir (Temirak
ve ark., 2014).

{

O
)

H>_<0/\|(R K2003/Aset0n N 0 R
,
[IN \ BrCH,COOEt ©:N/>_g

Sekil 1.64. K2COs katalizori ile etil 2-(2-substitliefuran-2-il-1H-benzimidazol-1-il)asetat sentezi

Kahveci ve ark. da aynmi reaksiyonu baska bir benzimidazol tiirevine
mikrodalgada uygulamis ve basarili sonug elde etmistir (Sekil 1.65) (Kahveci ve ark.,
2014).

R\@ R R R
N N ] S N N ]
BrCH,COOC,H;5 K,CO
HN /< >\ NH 2 2Ms, bz N— Y N
0
MW, Ac,CO, 90°C, 10 dk /<>O ( ) Oi
@) 0

) N

Sekil 1.65. Mikrodalga yontemi ile etil dietil 2,2'-((1,4-fenilenbis(metilen))bis(1H-benzimidazol-2,1-diil))diasetat

sentezi

Richter ~ ve  ark.  2-(4-klorofenil)-5,6-difloro-IH-benzimidazol ile
bromosikloheksilasetik etil esterini CsCOs katalizorliigiinde reaksiyona sokarak ilgili
ester tiirevini elde etmistir (Sekil 1.66) (Richter ve ark., 2011).
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Sekil 1.66. CsCOs katalizori ile etil 2-(2-(4-klorofenil)-5,6-difloro-1H-benzimidazol-1-il)-2-siklohekzilasetat

sentezi

Ng ve ark. 2-(2,2,2-Trifloroetil)-5,6-diklorobenzimidazol, sodyum hidrir

(%60 yag) varliginda etil bromoasetat ile reaksiyona sokularak istenen ester tiirevi elde

edilmistir (Sekil 1.67) (Ng ve ark., 2007).

(6]
o%
cl Fg BrCH,COOC,H5 cl N CF5
>_/ A />_/
cl cl N

Sekil 1.67. NaH katalizor( ile 1-stibstitie-2-(2,2,2-Trifloroetil)-5,6-diklorobenzimidazol sentezi

Ayhan-Kilcigil ve ark. potasyum hidroksit varliginda 5,6-Dikloro-2-[3,4-
dimetoksifenil]-1H-benzimidazol’iin etilkloroasetat ile reaksiyonuyla istenen ester

tiirevlerine ulagsmistir (Sekil 1.68) (Ayhan-Kilcigil ve ark., 2007).

{

@]
ofg
H Y.
Y N KOH/DMSO N
T oo .
v N CICH,COOEt Y N

Sekil 1.68. KOH katalizori ile etil 2-(2-stibstituefenil-2-il-1H-benzimidazol-1-il)asetat sentezi
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1.9. 2-(2-Fenil/stbstitiefenil-1H-benzimidazol-1-il)asetohidrazit Sentez
Yontemleri

Ester bilesiginin hidrazin monohidrat ile etanol i¢inde reaksiyonuyla asetohidrazit

tirevleri elde edilmistir (Sekil 1.69) (Ayhan-Kilcigil ve ark., 2004).

< HoN
O
ofg O%
N NH,NH,.H,O N
O — O
N N
Sekil 1.69. 2-(2-substitiiefenil-2-il-1H-benzimidazol-1-il)asetohidrazit sentezi

Ozil ve ark. da aym reaksiyonu mikrodalga sentez yontemi kullanarak

gerceklestirmis ve basarili sonug elde etmistir (Sekil 1.70) (Ozil ve ark., 2016).

Cl

o o

MW N\NHZ

Sekil 1.70. Mikrodalga yontemi ile 2-(2-stbstitliefenil-2-il-1H-benzimidazol-1-il)asetohidrazit sentezi

1.10. 2-(2-(2-Fenil/substittefenil-1H-benzimidazol-1-il)asetil)-N-
substitiehidrazin-1-karbotiyoamit Sentez Yontemleri

Asit hidrazit ve ilgili izotiyosiyanat bilesiginin reaksiyonuyla tiyosemikarbazit

tiirevi elde edilmistir (Sekil 1.71) (Ayhan-Kilcigil ve ark., 2004).

57



Ar

!

HN/\//S
HoN HN_

NH NH
ArNCS

EtOH
Reflux

Of? Oj?
CrH-Oe ™ OO

Sekil 1.71. Tiyosemikarbazit genel sentez yontemi

Hidrazit tiirevi benzimidazol ve fenil izotiyosiyanat‘in 120°C'de mikrodalga
reaksiyonuyla da tiyosemikarbazit tiirevi benzimidazol elde edilmistir (Sekil 1.72)

(Ozil ve ark., 2016).

HoN_
NH HR

o
% PhNCS O%
N Cl N

Cl

Cl
Cl
Cl

Sekil 1.72. Mikrodalga yontemi ile tiyosemikarbazit sentezi

1.11. 5-((2-fenil/substitiefenil-1H-benzimidazol-1-il)metil)-N-substitte-1,3,4-
tiyadiazol-2-amin Sentez Yéntemleri

Tiyosemikarbazit bilesiginin konsantre siilflirik asit varliginda siklizasyonu ile

(Sekil 1.73) tiyadiazol tiirevleri elde edilmektedir (Kilcigil ve ark., 2005).
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Ar

!

HNFS
S
HN_ M A

NH HN™ N

O%» \N—;S
2N NaOH
N N
©: )—@—H(Cl) — ©: )—@—H(Cl)
N N

Sekil 1.73. Asit ortamda tiyosemikarbazitin tiyadiazole siklizasyonu

1.12. 5-((2-fenil/substitiefenil-1H-benzimidazol-1-il)metil)-4-stbstitle-2,4-
dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon Sentez Yontemleri

Etanol icindeki tiyosemikarbazit bilesiklerinin 2N NaOH varliginda siklizasyonu

ile triazol tiyon tirevleri elde edilmektedir (Ayhan-Kilcigil ve ark., 2004).

R,
HN>§S s
HN\NH HN/U\N/RZ

: &
2N NaOH
N . ©:N>_
~»—R
@N%R-] N 1

R4, Ry= aril veya alkil

Sekil 1.74. Bazik ortamda tiyosemikarbazitin triazole siklizasyonu
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Benzimidazol Halkasi Bazli EGFR inhibitorlerinin Tasarimi

Benzimidazol halkasi bir¢ok 6nemli farmakolojik aktiviteye sahip ilag/ilag aday1
molekiiliin yapisinda bulunan &nemli bir ¢ekirdektir. Uciincii jenerasyon EGFR
inhibitorii nazartinib 1. ve 2. konumunda siibstitiie benzimidazol halkas1 tasimaktadir.
Yine Uclincu jenerasyon EGFR inhibitori olan osimertinib benzimidazol izosteri indol
yapist tagimaktadir. Dordiincii jenerasyon EGFR inhibitorii EAIO45 kodlu molekiil

benzimidazol izosteri olan izoindolin yapisi igermektedir.

EGFR inhibitor etkisini incelemek amaciyla ikinci konumda fenil, 4-klorofenil,
4-metoksifenil, 3,4-dimetoksifenil ve 3,4-dibenziloksifenil,birinci konumda metilen
kopriisii ile bagl siklohekzil (siklik), propil (alifatik) veya feniletil (aromatik) tasiyan
tiyosemikarbazit, tiyadiazol ve tiyadiazol halkasi iceren benzimidazol yapisindaki

bilesikler tasarlanmistir (Sekil 2.1).

S
N
I’ N-R

Nx/ H
N

Sekil 2.1. Tasarlanan benzimidazol tiirevlerinin sematik gosterimi

R: siklohekzil, propil ve fenetil; X: 4-Cl, 4-OCHgs, 4-H, 3,4-di-OCHs, 3,4-diOCH,Ph
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2.2. Tasarlanan Turevlerin Sentezi

2.2.1. 2-(Fenil/substittefenil)-1H Benzimidazol Asetohidrazit Turevlerinin
Sentezi

Sekil 2.2. de verilen bilesik 1-5’in sentezi i¢in ilk olarak uygun benzaldehitin
Na2S20s ile muamelesi sonucu benzaldehit tuzu elde edilir. 1 mmol o-fenilendiamin
ile 1.25 mol benzaldehit tuzu DMF igerisinde 110 °C’de 5 saat reflux edildikten sonra

reaksiyon ortamina su eklenerek ¢oktiiriiliip, siiziiliir ve etanolden kristallendirilir.

Bilesik 6-10’nun sentezi i¢in toz haline getirilmis 1 g KOH/10 ml DMSO
0°C’de 15 dk karistirilir ve tizerine 4.2 mmol uygun benzimidazol tiirevi (1-5) eklenir,
1 sa. karistirtlip iizerine 0°C’de 1.2 ml CICH,COOC;Hs eklenir. Reaksiyon iTK ile
kontrol edilir ve su ilave edilerek reaksiyon sonlandirilir. Sulu tabaka eter ile ekstre
edilir, eterli tabakalar birlestirilir ve eter ugurulduktan sonra kalan ham uriin etanolden

kristallendirilir.

Bilesik 11-15’in sentezi i¢in 4 ml hidrazin hidrat ve 1.5 mol benzimidazol
asetik asit etil esteri (6-10) 5 ml etanol igerisinde 4 saat reflux edilir reaksiyon bitisi
ITK ile kontrol edilir. Sogutulup iizerine su eklenerek ¢oktirulir, stizilir ve etanolden
kristallendirilir (Sekil 2.2).
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H /CHZCOOCHZCH3
R T, — L
LS D (T (<
1-5 6-10
lc
pHZCONHNHCSNHR CH,CONHNH,
SO e
S W an S
11-15

1a-15a

1b-4b, 6b-9b, 11b-13b 1c-4c, 6¢-9c, 11c-14c
X: H, 4-Cl, 4-OCH3,3,4-diOCHgj, 3,4-diOCH,Ph

R: propil, siklohekzil, fenetil

Sekil 2.2. Tasarlanan bilesiklerin genel sentez yontemi

Reajanlar; a) Na;S20s b) CICH2COOEY/KOH ¢) NH2NH2 d) RNCS f) H2S04 ) NaOH

2.2.2. 2-(2-(2-(Fenil/substittefenil)-1H-benzimidazol-1-il)asetil)-N-
propil/siklohekzil/fenetilhidrazin-1-karbotiyoamit Tlrevlerinin Sentezi

Bilesik 1a-15a icin, 1 mmol asit hidraziti (11-15) 20 ml etanolde ¢6zulp,

uzerine propil/siklohekzil/fenetil izotiyosyanat (1.1 mmol) eklenir ve 3 saat reflux
edilir. Etanol veya izopropanolden kristallendirilir.
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2.2.3. 5-((2-(Fenil/stbstittefenil)-1H-benzimidazol-1-il)metil)-N-
propil/siklohekzil/fenetil-1,3,4-tiyadiazol-2-amin Tlrevlerinin Sentezi

Bilesik 1b-4b, 6b-9b, 11b-13b’nin sentezi igin, 3.5 mmol uygun
tiyosemikarbazit tiirevi 10 ml der. H2SOs igerisinde buz banyosunda karistirilir. Daha
sonra oda sicakliginda 10 dk daha karistirilir, slire sonunda yavasga buz iizerine
dokiiliip, sulu amonyak ile pH=8’e ayarlanir ve siiziiliir. Su ile yikanir ve etanolden

kristallendirilir.

2.2.4. 5-((2-( Fenil/substittefenil)-1H-benzimidazol-1-il)metil)-4-
propil/siklohekzil/fenetil-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon
Tdlrevlerinin Sentezi

Bilesik 1c-15¢C’nin sentezi i¢in, 3.5 mmol uygun tiyosemikarbazit tiirevi 10 ml
IN NaOH’da ¢oziiliip 1 saat reflux edilir. Reaksiyon karigimi sogutulup, 1IN HCl ile
pH=6"ya ayarlanir. Cokelti siiziillip su ile yikanir ve etanolden kristallendirilir (Sekil

2.2).
2.3. Sentezlenen Bilesiklerin Analitik incelemelerinde Uygulanan Yontemler
2.3.1. Kromatografik Analizler

Sentez caligmalari sirasinda reaksiyonlarin yliriiylisiinii izlemek, elde edilen
iiriinlerin saflik derecelerini saptamak amaci ile ince Tabaka Kromatografisinden
(ITK) yararlanilmistir. Bu amagla Kieselgel-60 GF254 (Merck) kapli aliiminyum

plaklar kullanilmais, lekelerin belirlenmesinde 254 nm dalga boyundaki UV 15181 veren

Camag UV Lambasindan yararlanilmigtir.
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Gizelge 2.1. ITK ¢aligmalarinda kulanilan solvan sistemleri

Solvanlar Oran
1 Hekzan : Etilasetat 1:3,1:2,1:1, 2:1, 3:1
2 Kloroform : metanol 10:0.5, 10:1

2.3.2. Erime Noktas1 Tayinleri

Sentezlenen bilesiklerin erime nokta tayinleri, Buchi B540 cihazi kullanilarak

kapiller yontemle yapilmis ve sonuglar diizeltilmeden verilmistir.

2.3.3. Spektral Analizler

2.3.3.1. Kutle (Mass) Analizleri

Kitle (Mass) analizleri, Waters ZQ Mikromass LC-MS spektrometresinde,
Elektrospray Iyonizasyon (ESI) yontemi ile gerceklestirilmistir.

2.3.3.2. NMR Analizleri

'H, C NMR analizleri, Varian Mercury-400 FT-NMR spektrometresinde
gerceklestirilmistir. I¢ standart madde olarak tetrametilsilan (TMS), ¢dziicii olarak

CDClI3 ve DMSO-ds kullanilmustir.

2.3.4. Elementel Analiz

Elementel analizler, Leco CHNS 932 Elementel Analiz cihazi ile

gergeklestirilmistir.
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2.3.5. X-Isinlar1 Kristalografik incelemeleri

X 1sinlar kristalografik incelemeleri Bruker APEX-IT CCD kirinim metresi
gerceklestirilmistir.

2.4. Sentez Islemlerinde Kullanilan Kimyasal Maddeler

1,2-fenilendiamin  (Merck), sodyum metabisilfit (Riedel-de Haen), 4-
klorobenzaldehit ~ (Sigma-Aldrich),  4-metoksibenzaldehit  (Sigma-Aldrich),
benzaldehit (Sigma-Aldrich), 3,4-dimetoksibenzaldehit (Sigma-Aldrich), 3,4-
dibenziloksibenzaldehit (Sigma-Aldrich), dimetilformamit (Fluka), etil kloroasetat
(Sigma-Aldrich), potasyum hidroksit (Sigma-Aldrich), dimetilsilfoksit (Merck),
dietileter (Merck) hidrazin hidrat (Merck), etanol (Sigma-Aldrich), metanol (Merck),
izopropanol (Merck), etil asetat (Sigma-Aldrich), siklohekzil isotiyosyanat (Sigma-
Aldrich), propil isotiyosyanat (Sigma-Aldrich), fenetil isotiyosyanat (Sigma-Aldrich),
sodyum hidroksit (Sigma-Aldrich) ve sulfirik asit (Fluka) kullanilmustir.

2.5. EGFR Kinaz Inhibitér Aktivite Tayini

EGFR kinaz aktivitesinin saptandigi yontem, EGFR kinaz reaksiyonu ile
olusan ve luminesans 6zellik gosteren ADP 6l¢iimii esasina dayalidir (ADP-Glo™,
Promega). Bu yontem homojen ve high-throughput 6zelliktedir ve ADP olusturan
herhangi bir kinaz (kinaz ya da ATPaz) reaksiyonunu degerlendirmek amaciyla
kullanilabilmektedir. Caligsmalarin tiimiinde, rekombine insan EGFR kinaz (Promega)
ve PolyE4Y1 substrati kullanilmistir. Bu protokol reaksiyon ortaminda 1mM’a kadar
ATP kullanilarak gergeklestirilebilmektir. EGFR kinaz etkinligini inhibe etmesi
beklenen maddelerin test edilmesinden 6nce kullanilacak EGFR kinaz enzimi miktari,

substrat miktar1 ve ATP konsantrasyonu optimize edilmistir.
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1. EGRF Kkinaz reaksiyonu

) <> OO 5uM ATP

D o
— PonENL

5 nM EGFR kinaz

2. ATP tuketilmesi

OA OA O?—} Kinaz reaksiyonu sonucu olusan
E — A ADP

\—}kinaz reaksiyonunda kullanilmamig ATP

ADP-Glo reaktifi

3. ADP Olciimii

e

Ty

Sekil 2.3. EGFR kinaz aktivitesi 6l¢imu

Deney iic asamalidir. Ilk asamada, 25ul’lik toplam reaksiyon hacminde &n
denemelerle belirlenmis olan 5 ng EGFR kinaz ve 5 uM ATP kullanilmistir. EGFR nin

kinaz aktivitesi ile fosforile ettigi PolyE4Y1 substrat1 1 ug miktarda eklenmistir. Ikinci
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asamada, kinaz reaksiyonu sonrasinda kullanilmamis olan ATP, ADP-Glo reaktifi
eklenmesiyle tiiketilmistir. Ugiincii asamada ise reaksiyon ortaminda kinaz
reaksiyonunda olusan ve luminesans Ozellik gosteren ADP oOl¢iilmiistiir. Deneysel

islemler Sekil 2.3’te sematize edilmistir.

Inhibitér etkinlik, maksimum enzim aktivitesinin ol¢iildiigii reaksiyonlarla
(EGFR kinaz, PolyE4sY1, ATP ve ¢oziicii icermektedir) karsilastirilarak belirlenmistir.
Bu reaksiyonlarda elde edilen luminesans %100 EGFR aktivitesinin olcutdur.
Inhibitdr etkinligin degerlendirildigi reaksiyonlarda EGFR kinaz, PolyE4Y1ve ATP’ye
ek olarak erlotinib ya da sentezlenen bilesikler bulunmaktadir.

2.6. Molekiler Doking Cahismalari

2.6.1. Ligant hazirlanmasi

Bilesiklerin kimyasal yapist ChemDraw 17.1 kullanilarak ¢izilmistir.
Ligantlarin hazirlanmasinda LigPrep modiilii kullanilmistir. Alan kuvvetleri igin
OPLS3 tercih edilmistir. Iyonizasyon, olasi durumlar hedef pH: 7.00+2.00 araliginda
Epik kullanilarak gergeklestirilmis, tuzsuzlastilmis ve ardindan tautomeri

olusturulmustur.

2.6.2. Protein Hazirlanmasi

Protein hazirlanmasi, Import and Process, Review and Modify ve Refine olmak
lizere 3 asamada Protein Preparation Wizard modiilii kullanilarak gergeklestirilmistir.
Birinci asamada, protein yapist PDB’den alinip, hidrojenler eklenmistir. Metallerle
bag olusturmama komutu, disiilfit baglarmin olusturulmasi, het gruplardan 5 A
uzakliktaki su molekiillerinin silinmesi ve Epik kullanilarak pH: 7.00+2.00 het

durumlari olusturulmas: ile pre-process edilmistir. Ikinci asamada, uygun zincir
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secilmis, su molekiilleri ve ligant disindaki diger yapilar silinmistir. S2 ile pH:
7.0002.00°de tekrar durum olusturulmustur. Ugiincii asamada, H bag1 belirlenmesi, su
numunesi oryantasyonu ile PROKA pH: 7.00 kullanilarak optimize edilmistir.

Sonunda OPLS3 alan kuvvetleri kullanip minimize edilerek protein hazirlanmstir.

2.6.3. Reseptor Grid Kutusu Olusturulmasi

Grid kutusu (ligant baglanma bolgesi), protein ligant kompleksindeki ligant
atomlarmdan herhangi birine tiklanarak 20x20x20 A boyutunda Receptor Grid
Generation modiilii ile olusturulmustur. 1M17 icin: x: 22.014, y: 0.253, z: 52.794

olarak belirlenmistir.

2.6.4. Ligant Doking

Daha 6nceden hazirlanan, ligant, protein ve grid kutusu kullanilarak, XP (extra
precision) ile doking islemi gerceklestirilmistir. Protein yapisi sabit, ligantlar ise esnek
ozellikte tercih edilmistir. Tiim bilesiklerin doking skor, glide skor ve glide emodel

skoru hesaplanmis ve iki/ii¢ boyutlu ligant-protein etkilesimleri belirlenmistir.

2.6.5. Prime MM-GBSA

Protein ve ligant etkilesimi sonucunda olusan enerjinin Sl¢iimii Prime MM-
GBSA kullanilarak hesaplanmistir. Ligantlar ve protein yapist daha once yapilan
XP’den se¢ilmistir. Solvatasyon modeli olarak VSGB ve alan kuvveti olarak OPLS3

tercih edilerek gergeklestirilmistir.
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2.7. ADME Parametrelerinin Tahmini

Sentezlenen bilesiklerin ADME parametreleri Maestro 10.5'te QikProp modiilii
kullanilarak hesaplanmistir Rotatable baglar, molekiiler agirlik, toplam c¢oziiciiye
erisilebilen hacim, ¢éziinen madde tarafindan sulu bir ¢ozeltide su molekiillerine
verilecek olan tahmini hidrojen bagi sayisi, sulu madde igindeki su molekiillerinden
¢Oziinen madde tarafindan alinacak tahmini hidrojen bagi sayisi, tahmin edilen
oktanol/su dagilim katsayisi, Van der Waals polar azot ve oksijen atomlarinin yiizey
alani, Lipinski'nin bes kuralinin ihlali say1st ve Jorgensen'in ii¢ 6zellik ve tanimlayici

kuralinin ihlali say1s1 belirlenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Sentezlenen Bilesikler ve Analiz Bulgulari
Baslangi¢ maddeleri ve ara iiriinler olan benzimidazol, benzimidazol ester ve

hidrazitlerinin genel formul, % verim ve ergime noktasina ait bilgiler agagidaki

Cizelge 3.1-3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.1. Sentezlenen 2-(fenil/substitiuefenil)-1H-benzimidazol tiirevleri

Bilesik X E.N.(°C) % Verim
298-299
1 4-Cl 88
(299-301) (Ibrahim ve ark., 2020)
223-224
2 4-OCHgs 83
(224-226) (Li ve ark., 2014)
290-291
3 4-H 85
(290-292) (Rambabu ve ark., 2013)
229-230
4 3,4-diOCHs 80
(231-233) (Kalhor ve ark., 2019)
244
5 3,4-diOCHzPh 72

(244-246) (Celik ve ark., 2019)
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Cizelge 3.2: Sentezlenen etil 2-(2-(fenil/stibstitlefenil)-1H-benzimidazol-1-il)asetat turevleri

Bilesik X E.N.(°C) %Verim
159-160
6 4-Cl 64
(158-159) (Jerchel ve ark., 1954)
95-97
7 4-OCHgs 57
(96-97) (Kus ve ark., 2008)
111-112
8 4-H 70
(112-114) (Jerchel ve ark., 1954)
_ 120-122
9 3,4-diOCHs _ 67
(121-122) (Celik ve ark., 2019)
128-129
10 3,4-diOCHzPh 53

(128-129) (Celik ve ark., 2019)
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Cizelge 3.3: Sentezlenen 2-(2-(fenil/substitiiefenil)-1H-benzimidazol-1-il)asetohidrazit tiirevleri

Bilesik X E.N.(°C) %Verim
300-301
11 4-Cl 92
(298-299) (Jerchel ve ark., 1954)
196-197
12 4-OCHs 89
(197-198) (Kus ve ark., 2008)
202-204
13 4-H 92
(203-204) (Jerchel ve ark., 1954)
195-197
14 3,4-diOCHs 87
(195-196) (Celik ve ark., 2019)
241-242
15 3,4-diOCH2Ph 83

(241-242) (Celik ve ark., 2019)

Benzimidazol asetohidrazit tirevlerinden hareketle sentezlenen
tiyosemikarbazit (Cizelge 3.4), tiyadiazol (Cizelge 3.5) ve triazol (Cizelge 3.6)

tiirevlerinin genel formiil ve siibstitlientleri de asagida toplu olarak verilmistir.
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Cizelge 3.4 Sentezlenen tiyosemikarbazit tiirevi bilesikler

Bilesik X R
la 4-Cl siklohekzil
2a 4-OCHjs siklohekzil
3a 4-H siklohekzil
4a 3,4-diOCH3 siklohekzil
5a 3,4-diOCHzPh siklohekzil
6a 4-Cl propil
7a 4-OCH3s propil
8a 4-H propil
9a 3,4-diOCH3 propil
10a 3,4-diOCH2Ph propil
1la 4-Cl fenetil
12a 4-OCHs fenetil
13a 4-H fenetil
14a 3,4-diOCH3 fenetil
15a 3,4-diOCH2Ph fenetil
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Cizelge 3.5. Sentezlenen tiyadiazol tiirevi bilesikler

R

\

NH

s~
A
L~

Bilesik X R
1b 4-Cl siklohekzil
2b 4-OCH3 siklohekzil
3b 4-H siklohekzil
4b 3,4-diOCH3 siklohekzil
6b 4-Cl propil
7b 4-OCHjs propil
8b 4-H propil
9b 3,4-diOCH3 propil
11b 4-Cl fenetil
12b 4-OCHs fenetil
13b 4-H fenetil
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Cizelge 3.6. Sentezlenen triazol tiirevi bilesikler

\

Bilesik X R
1c 4-Cl siklohekzil
2C 4-OCHjs siklohekzil
3c 4-H siklohekzil
4c 3,4-diOCH3 siklohekzil
6c 4-Cl propil
7c 4-OCH3s propil
8c 4-H propil
9c 3,4-diOCH3 propil
11c 4-Cl fenetil
12c 4-OCHjs fenetil
13c 4-H fenetil
14c 3,4-diOCH3s fenetil
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3.1.1. 2-(2-(2-(4-Klorofenil)-1H-benzimidazol-1-il)asetil)-N-siklohekzilhidrazin-
1-karbotiyoamit (1a)

H
HN-N

NH
o &

Cre

Verim 88%, E.N.: 242-246°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 1.08-1.23 (m, 5H, Al-H), 1.56-1.79 (m, 5H,
Al-H), 4.04 (brs, 1H, N-CH), 4.97 (s, 2H, CH>), 7.23-7.29 (m, 2H, Ar-H), 7.45-7.78
(m, 6H, Ar-H), 8.35, 9.21, 9.43, 9.59, 10.20 (brs, NH).

MS (ESI+) m/z: 442.3 (M+H), 444.5 (M+2+H).

C22H24CINsOS (441,98) icin Hesaplanan: C, 59.79; H, 5.47; N, 15.85; S, 7.25.
Bulunan: C, 59.77; H, 5.80; N, 15.76; S, 7.20.

3.1.2. 2-(2-(2-(4-Metoksifenil)-1H-benzimidazol-1-il)asetil)-N-
siklohekzilhidrazin-1-karbotiyoamit (2a)

H
HN-N

o% S>]/NH
L0

Verim 79%, E.N.: 230-233°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 1.03-1.07 (m, 1H, Al-H), 1.23-1.28 (m, 4H,
Al-H), 1.59-1.82 (m, 5H, Al-H), 3.82 (s, 3H, OCHg), 4.09 (brs, 1H, N-CH), 4.98 (s,
2H, CH>), 7.09 (dd, 2H, Jo=7.0 Hz, Jm=2.4 Hz, Ar-H), 7.23-7.27 (m, 2H, Ar-H), 7.49-
7.72 (m, 4H, Ar-H), 8.39, 9.25, 9.49, 9.61, 10.22 (brs, NH).

MS (ESI+) m/z: 438.3 (M+H).
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C23H27Ns0.S (437,56) icin Hesaplanan: C, 63.13; H, 6.22; N, 16.01; S, 7.33. Bulunan:
C, 63.01; H, 6.52; N, 15.56; S, 7.12.

3.1.3. N-Siklolohekzil-2-(2-(2-fenil-1H-benzimidazol-1-il)asetil)hidrazin-1-
karbotiyoamit (3a)

H
HN-N

o= I
O

Verim 82%, E.N.: 229-230°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg, ppm) &: 1.03-1.82 (m, 10H, Al-H), 4.08 (brs, 1H, N-
CH), 4.99 (s, 2H, CHy), 7.24-7.30 (m, 2H, Ar-H), 7.48-7.59 (m, 4H, Ar-H), 7.68-7.77
(m, 3H, Ar-H), 8.39, 9.25, 9.49, 9.61, 10.21 (brs, NH).

MS (ESI+) m/z: 408.3 (M+H).

C22H2sNsOS (407,54) icin Hesaplanan: C, 64.84; H, 6.18; N, 17.18; S, 7.87. Bulunan:
C,64.92; H,6.48; N,17.04; S,7.83.

3.1.4. N-Siklohekzil-2-(2-(2-(3,4-dimetoksifenil)-1H-benzimidazol-1-
il)asetil)hidrazin-1-karbotiyoamit (4a)

HN’H 9
o= Ir
L

o—

Verim 67%, E.N.: 145-149 °C.
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'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & 1.12-1.81 (m, 10H, Al-H), 3.82 (s, 3H,
OCHpg), 3.84 (s, 3H, OCH3), 4.09 (brs, 1H, N-CH), 5.00 (s, 2H, CH>), 7.11 (d, 1H,
J0=8.4 Hz, Ar-H), 7.19-7.32 (m, 3H, Ar-H), 7.39-7.40 (m, 1H, Ar-H), 7.46-7.52 (m,
1H, Ar-H), 7.65-7.69 (m, 1H, Ar-H), 8.37, 9.31, 9.52, 9.63, 10.29 (brs, NH).

MS (ESI+) m/z: 468.5 (M+H).

C24H29Ns03S. 1,9H,0 (467,59) i¢in Hesaplanan: C, 57.44; H, 6.59; N, 13.96; S, 6.39.
Bulunan: C, 57.12; H, 6.36; N, 13.66; S, 6.83.

3.1.5. 2-(2-(2-(3,4-Bis(benziloksi)fenil)-1H-benzimidazol-1-il)asetil)-N-
siklohekzilhidrazin-1-karbotiyoamit (5a)

° s

Cr-Q Y

N O?}

Verim 73%, E.N.: 127-130°C.
IH NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & 1.08-1.29 (m, 5H, Al-H), 1.55-1.57 (m, 5H,
Al-H), 4.06 (s, 1H, N-CH), 4.98 (s, 2H, CHy), 5.17 (s, 2H, OCH,Ph), 5.24 (s, 2H,
OCH2Ph), 7.19-7.68 (m, 17H, Ar-H), 8.37, 9.31, 9.53, 9.65, 10.30 (brs, NH).
MS (ESI+) m/z: 620.6 (M+H).

CasH37Ns0sS (619,78) icin Hesaplanan: C, 69.77; H, 6.02; N, 11.30; S, 5.17. Bulunan:
C,70.02; H, 6.32; N, 11.21; S, 5.21.
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3.1.6. 2-(2-(2-(4-Klorofenil)-1H-benzimidazol-1-il)asetil)-N-propilhidrazin-1-
karbotiyoamit (6a)

HN—

!
gt
Savay

Verim 81%, E.N.: 227-228°C.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) ¢: 0.83 (t, 3H, CH,CH2CHj3), 1.46-1.56 (m, 2H,
CH>CH>CHj3), 3.39-3.41 (m, 2H, N-CH>CH2CH3), 4.96 (s, 2H, CHy), 7.24-7.31 (m,
2H, Ar-H), 7.45-7.61 (m, 6H, Ar-H), 8.05, 9.29, 9.52, 9.70, 10.28 (brs, NH).

MS (ESI+) m/z: 402.3 (M+H), 404.4 (M+2+H).

C19H20CINsOS (401,91) icin Hesaplanan: C, 56.78; H, 5.02; N, 17.43; S, 7.98.
Bulunan: C, 56.35; H, 5.30; N, 17.18; S, 7.81.

3.1.7. 2-(2-(2-(4-Metoksifenil)-1H-benzimidazol-1-il)asetil)-N-propilhidrazin-1-
karbotiyoamit (7a)

HN-—

¢
o%» S>]/NH
CL-O-

Verim 81%, E.N.: 201-203°C.

H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) &. 0.85 (t, 3H, CH2CH2CHs), 1.48-1.57 (m, 2H,
CH,CH>CHj3), 3.41-3.42 (m, 2H, N-CH>CH,CH3), 3.85 (s, 3H, OCH3s), 4.95 (s, 2H,
CHy), 7.08-7.11 (M, 2H, Ar-H), 7.21-7.28 (m, 2H, Ar-H), 7.49-7.52 (m, 1H, Ar-H),
7.61-7.71 (m, 3H, Ar-H), 8.07, 8.69, 9.32, 9.56, 9.70, 10.27 (brs, NH).

MS (ESI+) m/z: 398.4 (M+H).
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C20H23Ns0S (397,50) icin Hesaplanan: C, 60.43; H, 5.83; N, 17.62; S, 8.07. Bulunan:
C, 59.97; H, 6.00; N, 17.44; S, 8.00.

3.1.8. 2-(2-(2-Fenil-1H-benzimidazol-1-il)asetil)-N-propilhidrazin-1-
karbotiyoamit (8a)

H
HN-N

O
N
,
N

>//NH

S

Verim 86%, E.N.: 228-230°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg, ppm) & 0.85 (t, 3H, CH,CH,CH3), 1.48-1.57 (m, 2H,
CH>CH>CHj3), 3.40-3.45 (m, 2H, N-CH>CH,>CH3), 4.98 (s, 2H, CHy), 7.24-7.31 (m,
2H, Ar-H), 7.46-7.58 (m, 4H, Ar-H), 7.68-7.77 (m, 3H, Ar-H), 8.09, 8.69, 9.32, 9.56,
9.71, 10.28 (brs, NH).

MS (ESI+) m/z: 368.3 (M+H).

C19H2:Ns0S (367,47) icin Hesaplanan: C, 62.10; H, 5.76; N, 19.06; S, 8.72. Bulunan:
C,61.91; H, 6.04; N, 18.92; S, 8.69.

3.1.9. 2-(2-(2-(3,4-Dimetoksifenil)-1H-benzimidazol-1-il)asetil)-N-
propilhidrazin-1-karbotiyoamit (9a)

H
HN-N

J
o= D
Cr-0

o_
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Verim %77, E.N.188-190°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg, ppm) 50.85 (t, 3H, CH,CH2CHj3), 1.50-1.57 (m, 2H,
CH>CH>CH3), 3.41-3.42 (m, 2H, N-CH>CH>CHBa), 3.81 (s, 3H, OCHz), 3.84 (s, 3H,
OCHj3), 4.99 (s, 2H, CHy), 7.10 (d, 1H, Jo=8.4 Hz, Ar-H), 7.18-7.37 (m, 4H, Ar-H),
7.44-7.51 (m, 1H, Ar-H), 7.66-7.69 (m, 1H, Ar-H), 8.09, 9.37, 9.60, 9.72, 10.32 (brs,
NH).

MS (ESI+) m/z: 428.4 (M+H).

C21H25Ns03S.0,5H20 (427,52) icin Hesaplanan: C, 57.78; H, 6.00; N, 16.04; S, 7.34.
Bulunan: C, 57.45; H, 6.33; N, 15.89; S,7.32.

3.1.10. 2-(2-(2-(3,4-Bis(benziloksi)fenil)-1H-benzimidazol-1-il)asetil)-N-
propilhidrazin-1-karbotiyoamit (10a)

y

HN-N
4 S>]/NH
OO0
N ob

Verim 62%, E.N.: 162-163°C.
1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 0.81 (t, 3H, CH2CH,CH3), 1.47-1.53 (m, 2H,
CH,>CH>CHj3), 3.35-3.55 (m, 2H, N-CH>CH>CH?3), 5.00 (s, 2H, CH>), 5.18 (s, 2H,
OCH:Ph), 5.24 (s, 2H, OCH,Ph), 7.20-7.54 (m, 16H, Ar-H), 7.67-7.69 (m, 1H, Ar-H),
8.12, 8.68, 9.38, 9.62, 9.76, 10.37 (brs, NH).
MS (ESI+) m/z: 580.6 (M+H).

Ca3H33Ns03S.1H20 (579,72) icin Hesaplanan: C, 66.31; H, 5.90; N, 11.72; S, 5.36.
Bulunan: C, 66.13; H, 6.07; N, 11.44; S, 5.24.
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3.1.11. 2-(2-(2-(4-Klorofenil)-1H-benzimidazol-1-il)asetil)-N-fenetilhidrazin-1-
karbotiyoamit (11a)

H
N

>]/NH

0 S
N
N

HN—

Verim 83%, E.N.: 217-220°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg, ppm) &: 2.83 (t, 2H, N-CH2CH?>), 3.64-3.66 (m, 2H,
N-CH>CHy), 4.96 (s, 2H, CH»), 7.19-7.33 (m, 7H, Ar-H), 7.53 (d, 1H, Jo=7.6 Hz, Ar-
H), 7.63 (d, 1H, Jo=8.8 Hz, Ar-H), 7.70-7.72 (m, 2H, Ar-H), 7.80 (d, 2H, Jo=8.8 Hz,
Ar-H), 8.18, 9.41, 9.63, 9.76, 10.34 (brs, NH).

MS (ESI+) m/z: 464.58 (M+H), 466.58 (M+2+H).

C24H22CINs0S.0,3H20 (463,98) igin Hesaplanan: C, 61.41; H, 4.85; N, 14.92; S, 6.83.
Bulunan: C, 61.39; H, 4.96; N, 14.71; S, 6.93.

3.1.12. 2-(2-(2-(4-Metoksifenil)-1H-benzimidazol-1-il)asetil)-N-fenetilhidrazin-
1-karbotiyoamit (12a)

H
HN-N

o% S>]/NH
o0

Verim 78%, E.N.: 202-203°C.
IH NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & 2.84 (t, 2H, N-CH,CHb), 3.65-3.68 (m, 2H,
N-CH2CHy), 4.94 (s, 2H, CHy), 7.10 (d, 2H, J0=8.8 Hz, Ar-H), 7.29-7.31 (m, 7H, Ar-
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H), 7.49-7.51 (m, 1H, Ar-H), 7.62-7.72 (m, 3H, Ar-H), 8.20, 9.43, 9.65, 9.75, 10.33
(brs, NH).

MS (ESI+) m/z: 460.68 (M+H).

CasH2sNs0,S (459,57) icin Hesaplanan: C, 65.34; H, 5.48; N, 15.24; S, 6.98. Bulunan:
C, 65.38; H, 5.65; N, 15.05; S, 7.04.

3.1.13. N-Fenetil-2-(2-(2-fenil-1H-benzimidazol-1-il)asetil)hidrazin-1-
karbotiyoamit (13a)

H
HN-N

NH

oA I

N
L

N
Verim 87%, E.N.: 193-195°C.
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 2.84 (t, 2H, N-CH.CHj), 3.65-3.68 (m, 2H,
N-CH,>CH?>), 4.97 (s, 2H, CH2), 7.19-7.31 (m, 7H, Ar-H), 7.53-7.58 (m, 4H, Ar-H),
7.69-7.78 (m, 3H, Ar-H), 8.21, 9.45, 9.66, 9.76, 10.33 (brs, NH).
MS (ESI+) m/z: 430.66 (M+H).

C24H23Ns0S (429,54) icin Hesaplanan: C, 67.11; H, 5.40; N, 16.30; S, 7.46. Bulunan:
C, 66.88; H, 5.56; N, 15.95; S, 7.54.

3.1.14. 2-(2-(2-(3,4-Dimetoksifenil)-1H-benzimidazol-1-il)asetil)-N-
fenetilhidrazin-1-karbotiyoamit (14a)
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Verim 69%, E.N.: 179-180°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg, ppm) &: 2.83 (t, 2H, N-CH2CH?>), 3.63-3.68 (m, 2H,
N-CH>CHy), 3.81 (s, 3H, OCHs3), 3.84 (s, 3H, OCHj3), 4.99 (s, 2H, CHy), 7.10-7.52
(m, 12H, Ar-H), 8.22, 9.49, 9.63, 9.77, 10.37 (brs, NH).

MS (ESI+) m/z: 490.67 (M+H).

Ca6H27Ns03S (489.59) icin Hesaplanan: C, 62.18; H, 5.70; N, 13.95; S, 6.38. Bulunan:
C, 62.51; H,5.93; N, 13.48; S, 7.35.

3.1.15. 2-(2-(2-(3,4-Bis(benziloksi)fenil)-1H-benzimidazol-1-il)asetil)-N-
fenetilhidrazin-1-karbotiyoamit (15a)

H
HN-N

. S>7/NH
o0

N O_@
Verim 56%, E.N.: 158-160°C.
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 2.81 (t, 2H, N-CH2CH,), 3.61-3.69 (m, 2H,
N-CH,CH?>), 4.98 (s, 2H, CH>), 5.18 (s, 2H, OCH2Ph), 5.23 (s, 2H, OCH:Ph), 7.20-
7.54 (m, 21H, Ar-H), 7.66-7.68 (m, 1H, Ar-H), 8.12, 8.68, 9.38, 9.62, 9.76, 10.37 (brs,
NH).
MS (ESI+) m/z: 642.76 (M+H).
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CasH3sNs03S.0,7 H20 (641.79) icin Hesaplanan: C, 69.75; H, 5.61; N, 10.70; S, 4.90.
Bulunan: C, 69.75; H, 5.65; N, 10.79; S, 4.87.

3.1.16. 5-((2-(4-Klorofenil)-1H-benzimidazol-1-il)metil)-N-siklohekzil-1,3,4-
tiyadiazol-2-amin (1b)

O =
Cri-<Or

Verim 41%, E.N.: 190-191°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & 1.12-1.29 (m, 5H, Al-H), 1.50-1.25 (m, 1H,
Al-H), 1.62-1.65 (m, 2H, Al-H), 1.85-1.88 (m, 2H, Al-H), 3.39-3.44 (m, 1H N-CH),
5.73 (s, 2H, CH2), 7.26-7.34 (m, 2H, Ar-H), 7.64-7.72 (m, 5H, Ar-H, N-H), 7.88 (dd,
2H, J0=6.8 Hz, Im=2Hz, Ar-H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm) 8: 20.06, 25.06, 31.58, 42.95, 53.40, 111.00,
119.27, 122.50, 122.92, 128.56, 128.85, 130.96, 134.80, 135.44, 142.43, 151.68,
152.05, 168.12.

MS (ESI+) m/z: 424.4(M+H), 425.6 (M+2+H).

C22H22CINsO. 0,2 H20 (407,90) igin Hesaplanan: C, 61.80; H, 5.28; N, 16.38; S, 7.50.
Bulunan: C, 61.41; H, 5.62; N, 16.31; S, 7.35.

3.1.17. 5-((2-(4-Metoksifenil)-1H-benzimidazol-1-il)metil)-N-siklohekzil-1,3,4-
tiyadiazol-2-amin (2b)

S5e
L0
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Verim 52%, E.N.: 199-201°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 1.12-1.30 (m, 5H, Al-H), 1.50-1.53 (m, 1H,
Al-H), 1.62-1.67 (m, 2H, Al-H), 1.85-1.88 (m, 2H, Al-H), 3.42-3.43 (m, 1H, N-CH),
3.85 (s, 3H, OCHs3), 5.70 (s, 2H, CHy), 7.13 (dd, 2H, Jo=7.0 Hz, Im=2Hz, Ar-H), 7.23-
7.30 (m, 2H, Ar-H), 7.60-7.69 (m, 3H, Ar-H, N-H), 7.79 (dd, 2H, Jo=7.0 Hz, Jm=2.4
Hz, Ar-H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 24.05, 25.05, 31.85, 43.08, 53.39, 55.25,
110.77, 114.20, 118.92, 121.78, 122.26, 122.44, 130.65, 135.38, 142.47, 152.34,
152.76, 160.42, 168.09.

MS (ESI+) m/z: 420.7 (M+H).

Ca3H2sNs0S. 1,2H.0 (419,55) icin Hesaplanan: C, 62.62; H, 6.26; N, 15.88; S, 7.27.
Bulunan: C, 62.37; H, 6.48; N, 15.88; S, 7.24.

3.1.18. N-Siklohekzil-5-((2-fenil-1H-benzimidazol-1-il)metil)-1,3,4-tiyadiazol-2-
amin (3b)

o35
O

Verim 48%, E.N.: 117-120°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 1.11-1.29 (m, 5H, Al-H), 1.50-1.53 (m, 1H,
Al-H), 1.62-165 (m, 2H, Al-H), 1.86-1.88 (m, 2H, Al-H), 3.38-3.42 (m, 1H, N-CH),
5.72 (s, 2H, CHy), 7.26-7.33 (m, 2H, Ar-H), 7.58-7.59 (m, 3H, Ar-H), 7.64-7.73 (m,
3H, Ar-H, NH), 7.84-7.86 (m, 2H, Ar-H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 24.05, 25.06, 31.85, 43.06, 53.38, 110.95,
119.19, 122.38, 122,73, 128.74, 129.16, 129.63, 135.38, 142.49, 152.21, 152.79,
168.10.

MS (ESI+) m/z: 390.4 (M+H).
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C22H23NsS. 1H>0 (389,52) icin Hesaplanan: C, 64.84; H, 6.18; N, 17.18; S, 7.87.
Bulunan: C, 64.98; H, 6.55; N, 17.12; S, 7.609.

3.1.19. N-Siklohekzil-5-((2-(3,4-dimetoksifenil)-1H-benzimidazol-1-il)metil)-
1,3,4-tiyadiazol-2-amin (4b)

HN\

\</IN

S
SN
N /
/ (0]
N

Verim 38%, E.N.: 219-223 °C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 1.03-1.04 (m, 1H, Al-H), 1.15-1.24 (m, 4H,
Al-H), 1.45-1.47 (m, 1H, Al-H), 1.63-1.65 (m, 2H, Al-H), 1.83-1.85 (m, 2H, Al-H),
3.41-3.42 (m, 1H, N-CH), 3.82 (s, 3H, OCHga), 3.85 (s, 3H, OCH3), 5.72 (s, 2H, CH>),
7.14 (d, 1H, Jo=8.0 Hz, Ar-H), 7.25-7.29 (m, 2H, Ar-H), 7.40-7.42 (m, 2H, Ar-H),
7.63-7.70 (m, 3H, Ar-H, NH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm) J: 24.05, 25.07, 31.85, 49.23, 53.43, 55.49,
55.51, 110.73, 111.62, 112.49, 118.96, 121.85, 121.89, 122.27, 122.46, 135.47,
142.45, 148.60, 150.12, 152.52, 152.84, 168.19.

MS (ESI+) m/z: 450.5 (M+H).

C24H27N50,S.0,2H,20 (449,57) icin Hesaplanan: C, 63.61; H, 6.09; N, 15.45; S, 7.07.
Bulunan: C, 63.32; H, 6.40; N, 15.16; S, 6.93.

3.1.20. 5-((2-(4-Klorofenil)-1H-benzimidazol-1-il)metil)-N-propil-1,3,4-
tiyadiazol-2-amin (6b)
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IO

Verim 57%, E.N.: 170-173°C.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 0.85 (t, 3H, CH2CH2CHz), 1.44-1.54 (m, 2H,
CH2CH;CHs), 3.11-3.15 (m, 2H, N-CH>CH,CHs), 5.74 (s, 2H, CHy), 7.26-7.34 (m,
2H, Ar-H), 7.64-7.74 (m, 5H, Ar-H, NH), 7.88 (dd, 2H, Jo=7.00 Hz, Jm=2 Hz, Ar-H).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 11.27, 21.66, 43.05, 46.41, 111.06, 119.35,

122.59, 123.00, 128.62, 128.93, 131.02, 134.88, 135.52, 142.50, 151.76, 152.29,
169.21.

MS (ESI+) m/z: 384.3 (M+H), 386.4 (M+2+H).
C19H18CINsS.1H>0 (383,90) icin Hesaplanan: C, 56.78; H, 5.02; N, 17.43; S, 7.98.
Bulunan: C, 56.69; H, 4.94; N, 17.18; S, 7.89.

3.1.21. 5-((2-(4-Metoksifenil)-1H-benzimidazol-1-il)metil)-N-propil-1,3,4-
tiyadiazol-2-amin (7b)

Lo~

Verim 51%, E.N.: 98-100°C.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 0.85 (t, 3H, CH2CH2CHs), 1.45-1.54 (m, 2H,
CH>CH>CHj5), 3.12-3.16 (m, 2H, N-CH>CH>CHa), 3.85 (s, 3H, OCH3s), 5.70 (s, 2H,
CHz), 7.13 (d, 2H, J0=8.8 Hz, Ar-H), 7.23-7.29 (m, 2H, Ar-H), 7.60-7.73 (m, 3H, Ar-
H, N-H), 7.79 (d, 2H, J0=8.8 Hz, Ar-H).
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13C NMR (100 MHz, DMSO-dg, ppm) &: 11.27, 21.66, 43.19, 46.41, 53.31, 110.83,
114.27, 119.02, 121.88, 122.33, 122.51, 130.71, 135.47, 142.60, 152.60, 152.85,
160.49, 169.18.

MS (ESI+) m/z: 380.3 (M+H).

C20H2:Ns0S.H>0 (379,48) icgin Hesaplanan: C, 60.43; H, 5.83; N, 17.62; S, 8.07.
Bulunan: C, 60.42; H, 6.20; N, 17.57; S, 8.07.

3.1.22. 5-((2-Fenil-1H-benzimidazol-1-il)metil)-N-propil-1,3,4-tiyadiazol-2-amin
(8b)

N
N
/

NH*;J»
L0

Verim 65%, E.N.: 147-148°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & 0.85 (t, 3H, CH2CH2CH3), 1.45-1.54 (m, 2H,
CH>CH>CHj5), 3.11-3.16 (m, 2H, N-CH>CH,CH3), 5.72 (s, 2H, CHy), 7.26-7.32 (m,
2H, Ar-H), 7.57-7.72 (m, 6H, Ar-H, NH), 7.82-7.84 (m, 2H, Ar-H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 11.17, 21.60, 43.12, 46.40, 110.93, 119.19,
122.38, 122.73, 128.73, 129.16, 129.66, 129.88, 135.40, 142.52, 152.36, 152.81,
169.18.

MS (ESI+) m/z: 350.3 (M+H). MS (ESI+) m/z: 350.3 (M+H).

C19H10NsS.0,2H20 (349,46) icin Hesaplanan: C, 65.64; H, 5.54; N, 19.84; S, 9.08.
Bulunan: C, 65.02; H, 5.62; N, 19.47; S, 9.02.

3.1.23. 5-((2-(3,4-Dimetoksifenil)-1H-benzimidazol-1-il)metil)-N-propil-1,3,4-
tiyadiazol-2-amin (9b)

89



N.

N—~ N

O_

N: C/< /

/ (@)
N

Verim 39%, E.N.: 142-143°C.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 0.85 (t, 3H, CH2CH2CH3), 1.47-1.53 (m, 2H,
CH2CH,CHs), 3.14-3.17 (m, 2H, N-CH2CH2CHs), 3.81 (s, 3H, OCHs), 3.84 (s, 3H,
OCHz), 5.72 (s, 2H, CHy), 7.15 (d, 1H, Jo=8.0 Hz, Ar-H), 7.24-7.30 (m, 2H, Ar-H),
7.39-7.41 (m, 2H, Ar-H), 7.63-7.75 (m, 3H, Ar-H, NH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 11.26, 21.66, 43.33, 46.45, 55.56, 55.58,
110.80, 111.70, 112.54, 119.00, 121.88, 121.95, 122.36, 122.56, 135.53, 142.57,
148.66, 150.19, 152.73, 152.91, 169.28.

MS (ESI+) m/z: 410.6 (M+H).

C21H23Ns0,S (409,51) icin Hesaplanan: C, 61.59; H, 5.66; N, 17.10; S, 7.83. Bulunan:
C,61.63; H,5.97; N, 16.94; N, 7.81.

3.1.24. 5-((2-(4-Klorofenil)-1H-benzimidazol-1-il)metil)-N-fenetil-1,3,4-
tiyadiazol-2-amin (11b)

H N

N\</ ‘/N
siPe

Cr-0-

Verim 68%, E.N.; 212-216°C.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & 2.81 (t, 2H, N-CH2CH?), 3.84 (brs, 2H, N-
CH2CHy), 5.74 (s, 2H, CH>), 7.15-7.34 (m, 7H, Ar-H), 7.64-7.66 (m, 3H, Ar-H, NH),
7.19 (d, 1H, Jo=7.2 Hz, Ar-H), 7.86-7.92 (m, 3H, Ar-H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm) : 34.34, 43.02, 45.91, 110.98, 119.28, 122.50,
122.93, 126.03, 128.20, 128.54, 128.58, 128.84, 130.95, 134.83, 135.49, 139.04,
142.47, 151.72, 152.48, 167.97.
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MS (ESI+) m/z: 446.5 (M+H), 448.5 (M+2+H).
C24H20CINsS.1,7H0 (445,97) icin Hesaplanan: C, 60.48; H, 4.95; N, 14.69; S, 6.73.
Bulunan: C, 60.15; H, 4.51; N, 13.53; S, 6.41.

3.1.25. 5-((2-(4-Metoksifenil)-1H-benzimidazol-1-il)metil)-N-fenetil-1,3,4-
tiyadiazol-2-amin (12b)

H N
N\</ ‘IN
siPe N

Verim 59%, E.N.: 167-168°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg, ppm) &: 2.81 (t, 2H, N-CH2CH?>), 3.40-3.45 (m, 2H,
N-CH>CH>), 3.85 (s, 3H, OCH3), 5.71 (s, 2H, CH>), 7.12-7.30 (m, 9H, Ar-H), 7.61-
7.69 (m, 2H, Ar-H, NH), 7.78-7.81 (m, 3H, Ar-H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 34.38, 43.18, 45.95, 55.33, 110.84, 114.29,
119.03, 121.90, 122.34, 122.52, 126.41, 128.30, 128.63, 130.72, 135.48, 139.08,
142.60, 152.87, 152.92, 160.50, 168.94.

MS (ESI+) m/z: 442.6 (M+H).

CasH23NsOS (441,55) icin Hesaplanan: C, 66.64; H, 5.37; N, 15.54; S, 7.12. Bulunan:
C, 66.83; H, 5.24; N, 15.09; S, 7.12.

3.1.26. N-Fenetil-5-((2-fenil-1H-benzimidazol-1-il)metil)-1,3,4-tiyadiazol-2-amin
(13b)

H\(N‘N
oiD
CLo—O)
N/
Verim 53%, E.N.: 130-132.
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IH NMR (400 MHz, DMSO-dg, ppm) & 2.81 (t, 2H, N-CH2CH>), 3.41-3.49 (m, 2H,
N-CH>CHy>), 5.75 (s, 2H, CH>), 7.16-7.37 (m, 7H, Ar-H), 7.61-7.80 (m, 8H, Ar-H,
NH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 34.33, 43.17, 45.92, 111.18, 118.73, 122.82,
123.10, 126.04, 128.20, 128.53, 128.79, 128.91, 129.24, 130.20, 135.10, 138.99,
141.33, 152.39, 152.59, 169.01.

MS (ESI+) m/z: 412.5 (M+H).

C24H21NsS (411,53) icin Hesaplanan: C, 69.44; H, 5.20; N, 16.87; S, 7.72. Bulunan:
C,69.82; H,5.51; N, 16.38; S, 7.57.

3.1.27. 5-((2-(4-Klorofenil)-1H-benzimidazol-1-il)metil)-4-siklohekzil-2,4-
dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (1c)

b¥e
>
-0

Verim 45%, E.N.: 289-290°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 1.17 (brs, 3H, Al-H), 1.59-1.63 (m, 3H, Al-
H), 1.74-1.77 (m, 2H, Al-H), 2.15 (brs, 2H, Al-H), 3.33-3.35 (m, 1H N-CH), 5.79 (s,
2H, CH»), 7.26-7.32 (m, 2H, Ar-H), 7.53-7.64 (m, 3H, Ar-H), 7.71-7.75 (m, 3H, Ar-
H), 13.59 (s, 1H, NH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 24.23, 25.30, 28.77, 40.74, 55.95, 110.91,
119.27, 122.40, 122.94, 128.44, 128.88, 130.59, 134.83, 135.99, 142.29, 147.65,
151.89, 166.90.

MS (ESI+) m/z: 424.8 (M+H), 427.2 (M+2+H).

C22H22CINsS (423,96) icin Hesaplanan: C, 62.33; H, 5.23; N, 16.52; S, 7.56. Bulunan:
C, 62.46; H, 5.60; N, 16.34; S, 7.45.
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3.1.28. 5-((2-(Metoksifenil)-1H-benzimidazol-1-il)metil)-4-siklohekzil-2,4-
dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (2c)

HN\/\SX\N/O
a» /
O

Verim 51%, E.N.: 284-285°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 1.17 (s, 3H, Al-H), 1.59 (brs, 3H, Al-H), 1.73-
1.76 (m, 2H, Al-H), 2.13 (s, 2H, Al-H), 3.82 (s, 3H, OCHz), 4.33-4.36 (m, 1H N-CH),
5.75 (s, 2H, CHy), 7.11 (dd, 2H, J0=6.6, Jm=2.0, Ar-H), 7.23-7.28 (m, 2H, Ar-H),
7.49-7.51 (m, 1H, Ar-H), 7.64-7.71 (m, 3H, Ar-H), 13.59 (s, 1H, NH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-dgs, ppm) &: 24.22, 25.29, 28.75, 40.85, 55.92, 110.69,
114.21, 118.94, 121.73, 122.12, 122.42, 130.32, 135.95, 142.39, 147.82, 152.96,
160.45, 166.87.

MS (ESI+) m/z: 420.4 (M+H).

Ca3H2sNsOS (419,55) icin Hesaplanan: C, 65.85; H, 6.01; N, 16.69; S, 7.64. Bulunan:
C, 65.85; H, 6.25; N, 16.59; S, 7.57.

3.1.29. 4-Siklohekzil-5-((2-fenil-1H-benzimidazol-1-il)metil)-2,4-dihidro-3H-

1,2,4-triazol-3-tiyon (3c)

Verim 56%, E.N.: 278-280°C.
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'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 1.16-1.23 (m, 3H, Al-H), 1.58 (s, 3H, Al-H),
1.73-1.76 (m, 2H, Al-H), 2.12 (s, 2H, Al-H), 4.32-4.37 (m, 1H, N-CH), 5.78 (s, 2H,
CHy), 7.25-7.31 (m, 2H, Ar-H), 7.52-7.57 (m, 4H, Ar-H), 7.67-7.75 (m, 3H, Ar-H).
13.62 (s, 1H, NH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg, ppm) ¢: 24.30, 25.37, 28.88, 40.92, 55.96, 110.99,
119.26, 122.34, 122.82, 128.84, 128.90, 129.65, 130.02, 136.06, 142.43, 147.85,
153.05, 166.92.

MS (ESI+) m/z: 390.4 (M+H).

C22H23NsS. 2,1H,0 (389,52) icin Hesaplanan: C, 61.83; H, 6.42; N, 16.39; S, 7.50.
Bulunan: C, 61.81; H, 6.34; N, 16.11; S, 7.39.

3.1.30. 4-Siklohekzil-5-((2-(3,4-dimetoksifenil)-1H-benzimidazol-1-il)metil)-2,4-
dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (4c)

»k()
@w}

Verim 34%, E.N.: 272-276°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & 1.15-2.16 (m, 10H, Al-H), 3.77 (s, 3H,
OCHpg), 3.82 (s, 3H, OCHj3), 4.28 (brs, 1H, N-CH), 5.77 (s, 2H, CH>), 7.10-7.28 (m,
5H, Ar-H), 7.51-7.53 (m, 1H, Ar-H), 7.68-7.77 (m, 1H, Ar-H), 13.64 (s, 1H, NH).
MS (ESI+) m/z: 450.5 (M+H).

C24H27N50,S.0,9H20 (449,57) icin Hesaplanan: C, 61.89; H, 6.23; N, 15.04; S, 6.88.
Bulunan: C, 62.11; H, 6.431; N, 14.69; S, 6.57.
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3.1.31. 5-((2-(4-Klorofenil)-1H-benzimidazol-1-il)metil)-4-propil-2,4-dihidro-
3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (6c¢)

s
HN/U\N/\/

=
Cr-Crs

Verim 64%, 257-260°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg, ppm) &: 0.70 (t, 3H, CH2CH>CH3), 1.39-1.48 (m, 2H,
CH2CH,CH3), 3.74-3.78 (m, 2H, N-CH>CH>CH3), 5.72 (s, 2H, CHy), 7.25-7.32 (m,
2H, Ar-H), 7.54-7.62 (m, 3H, Ar-H), 7.71-7.75 (m, 3H, Ar-H), 13.58 (s, 1H, NH).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm) ¢: 10.49, 20.60, 44.64, 110.80, 119.23, 122.45,
122.98, 128.44, 128.84, 130.67, 134.85, 135.86, 142.34, 147.69, 151.94, 167.37.

MS (ESI+) m/z: 384.3 (M+H), 386.4 (M+2+H).

C19H18CINsS (383,90) icin Hesaplanan: C, 59.45; H, 4.73; N, 18.24; S, 8.35. Bulunan:
C,59.47; H, 4.89; N, 18.16; S, 8.34.

3.1.32. 5-((2-(4-Metoksifenil)-1H-benzimidazol-1-il)metil)-4-propil-2,4-dihidro-
3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (7c)

HN)LN/\/

N=

Lo
/ (e}
N

Verim 71%, 212-215°C.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 0.71 (t, 3H, CH2CH2CHs), 1.41-1.47 (m, 2H,
CH2CH2CHs), 3.73-3.77 (M, 2H, N-CH,CH2CHs), 3.82 (s, 3H, OCH3), 5.69 (s, 2H,
CHy), 7.10 (dd, 2H, Jo=6.4Hz, JIm=2.0Hz, Ar-H), 7.24-7.26 (m, 2H, Ar-H), 7.51-7.53
(m, 1H, Ar-H), 7.64-7.69 (m, 3H, Ar-H), 13.60 (s, 1H, NH).
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13C NMR (100 MHz, DMSO-dg, ppm) ¢: 10.52, 20.61, 39.97, 44.62, 55.27, 110.65,
114.23, 118.91, 121.58, 122.26, 122.54, 130.40, 135.75, 142.22, 147.79, 152.99,
160.53, 167.35.

MS (ESI+) m/z: 380.5 (M+H).

C20H2:N50S.0,5H20 (379,48) icin Hesaplanan: C, 65.30; H, 5.48; N, 20.04; S, 9.17.
Bulunan: C, 65.33; H, 5.50; N, 20.03; S, 9.16.

3.1.33. 5-((2-Fenil-1H-benzoimidazol-1-il)metil)-4-propil-2,4-dihidro-3H-1,2,4-
triazol-3-tiyon (8c)

S
HN/\kN/\/

8
O

Verim 77%, 286-289°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg, ppm) &: 0.70 (t, 3H, CH,CH,CHs), 1.40-1.46 (m, 2H,
CH>CH>CHj3), 3.73-3.77 (m, 2H, N-CH>CH>CH3), 5.73 (s, 2H, CHy), 7.26-7.31 (m,
2H, Ar-H), 7.54-7.57 (m, 4H, Ar-H), 7.70-7.74 (m, 3H, Ar-H), 13.62 (s, 1H, NH).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 10.58, 20.68, 44.66, 110.86, 119.30, 122.39,
122.85, 128.81, 128.95, 129.61, 130.01, 135.90, 142.45, 147.89, 153.08, 167.30.

MS (ESI+) m/z: 350.2 (M+H).

C19H10NsS (349,46) icin Hesaplanan: C, 65.30; H, 5.48; N, 20.04; S, 9.17. Bulunan:
C, 65.02; H, 5.63; N, 19.47; S, 9.03.

3.1.34. 5-((2-(3,4-Dimetoksifenil)-1H-benzimidazol-1-il)metil)-4-propil-2,4-
dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (9c)
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s
HN)LN/\/

LN
Oy

Verim 58%, 230-231°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg, ppm) &: 0.70 (t, 3H, CH2CH>CH3), 1.38-1.44 (m, 2H,
CH>CH>CHj3), 3.72-3.76 (m, 2H, N-CH>CH>CHBa), 3.77 (s, 3H, OCHz), 3.82 (s, 3H,
OCHs3), 5.72 (s, 2H, CH>), 7.11 (d, 1H, Jo=8.4 Hz, Ar-H), 7.21-7.29 (m, 4H, Ar-H),
7.53-7.56 (m, 1H, Ar-H), 7.69-7.71 (m, 1H, Ar-H), 13.67 (s, 1H, NH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm) J: 10.58, 20.70, 40.08, 44.69, 55.46, 55.60,
110.67, 111.68, 112.34, 119.09, 121.63, 121.82, 122.30, 122.61, 135.88, 142.42,
148.01, 145.68, 150.25, 153.16, 167.32.

MS (ESI+) m/z: 410.6 (M+H).

C21H23Ns0,S (409,51) icin Hesaplanan: C, 61.59; H, 5.66; N, 17.10; S, 7.83. Bulunan:
C,61.42; H,5.96; N, 17.14; S, 7.90.

3.1.35. 5-((2-(4-Klorofenil)-1H-benzimidazol-1-il)metil)-4-fenetil-2,4-dihidro-
3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (11c)

Verim 57%, 247-276°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & 2.85 (t, 2H, N-CH2CH3), 4.10 (t, 2H, N-
CH2CHy), 5.74 (s, 2H, CH>), 7.06 (d, 2H, Jo=6.8 Hz, Ar-H), 7.18-7.31 (m, 6H, Ar-H),
7.60-7.73 (m, 5H, Ar-H), 13.65 (s, 1H, NH).
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13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm) 6: 32.63, 39.59, 44.84, 110.69, 119.30, 122.46,
122.94, 126.62, 128.31, 128.48, 128.72, 128.88, 130.62, 134.85, 135.62, 137.36,
142.30, 142.67, 151.96, 167.31.

MS (ESI+) m/z: 446.5 (M+H), 448.5 (M+2+H).

C24H20CINsS.0,3H20 (445,97) icin Hesaplanan: C, 63.86; H, 4.60; N, 15.52; S, 7.10.
Bulunan: C, 63.80; H, 4.59, N, 15.35; S, 7.08.

3.1.36. . 5-((2-(4-Metoksifenil)-1H-benzimidazol-1-il)metil)-4-fenetil-2,4-dihidro-
3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (12c)

HNiN/\/©
. |

Verim 72%, 240-241°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg, ppm) &: 2.80 (t, 2H, N-CH2CH?>), 4.05-4.08 (m, 2H,
N-CH>CHy), 3.81 (s, 3H, OCHg), 5.34 (s, 2H, CH>), 7.04-7.08 (m, 4H, Ar-H), 7.21-
7.27 (m, 6H, Ar-H), 7.58 (d, 2H, Jo=8.4 Hz, Ar-H), 7.66 (d, 1H, Jo=6.8 Hz, Ar-H),
13.70 (s, 1H, NH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 32.64, 44.77, 55.26, 110.46, 114.23, 118.97,
121.63, 122.18, 122.43, 126.64, 128.48, 128.72, 130.34, 135.59, 137.32, 142.41,
147.80, 153.04, 160.47, 167.26.

MS (ESI+) m/z: 442.7 (M+H).

C25H23Ns0S (441,55) icin Hesaplanan: C, 67.45; H, 5.30; N, 15.73; S, 7.20. Bulunan:
C, 67.46; H,5.93; N, 14.98; S, 7.11.
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3.1.37. 4-Fenetil-5-((2-fenil-1H-benzimidazol-1-il)metil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-

triazol-3-tiyon (13c)
s
HN/U\N/\/©
\N;S
N
O

Verim 48%, 256-257°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 2.83 (t, 2H, N-CH2CH), 4.10 (t, 2H, N-
CH>CHy), 5.37 (s, 2H, CH), 7.06 (d, 2H, Jo=6.8 Hz, Ar-H), 7.18-7.30 (m, 6H, Ar-H),
7.54-7.57 (m, 3H, Ar-H), 7.65-7.73 (m, 3H, Ar-H), 13.72 (s, 1H, NH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 32.73,44.87,110.72, 119.31, 122.42, 122.84,
126.77, 128.60, 128.83, 128.85, 128.93, 129.49, 129.99, 135.66, 137.38, 142.43,
147.88, 153.12, 167.24.

MS (ESI+) m/z: 412.6 (M+H).

C24H21NsS (411,53) icin Hesaplanan: C, 69.44; H, 5.20; N, 16.87; S, 7.72. Bulunan:
C, 69.82; H, 5.52; N, 16.38; S, 7.58.

3.1.38. 5-((2-(3,4-Dimetoksifenil)-1H-benzimidazol-1-il)metil)-4-fenetil-2,4-
dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (14c)

)Lw©
@w}

Verim 27%, 180-181°C.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & 2.78 (t, 2H, N-CH2CH>), 3.73 (s, 3H, OCHs),
3.83 (s, 3H, OCH3), 4.06 (t, 2H, N-CH.CH?), 5.35 (s, 2H, CH2), 7.02-7.27 (m, 11H,
Ar-H), 7.69 (dd, 1H, Jo=7.2 Hz, Jm=1.6 Hz, Ar-H), 13.70 (s, 1H, NH).

99



13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 32.60, 44.79, 55.38, 55.58, 110.44, 111.76,
112.35, 119.02, 121.60, 121.68, 122.23, 122.52, 126.61, 128.45, 128.68, 135.59,
137.28, 142.36, 147.88, 148.65, 150.25, 153.15, 167.27.

MS (ESI+) m/z: 472.6(M+H).

C26H25Ns02S (471,58) icin Hesaplanan: C, 66.22; H, 5.34; N, 14.85; S, 6.80. Bulunan:
C, 66.50; H, 5.52; N, 14.96; S, 6.78.

3.2. X-Ismnlar1 Kirimimui ile Yap1 Analizi

4-Siklohekzil-5-((2-fenil-1H-benzimidazol-1-il)metil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-
triazol-3-tiyon 3c molekiline ait Bragg yansima siddetleri, Aksaray Universitesi
Bilimsel ve Teknolojik Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde Bruker APEX-11 CCD
kirinim metresi ile toplanmistir. Toplanan veriler, WinGX (Farrugia, 1999) paket
programi igerisinde bulunan SHELXS-97 programlar1 kullanilarak yap1 ¢éztiimiinde
kullanilmistir. Bu programlardan ilki yapt ¢oziimii digeri ise tam matris en kiigiik
kareler yontemi (LSFM) ile aritim yapilan programlardir. N2’nin H2 atomu fark
Fourier haritasindan bulunup izotropik olarak aritildi; diger atomlarmn hidrojenleri
geometrik olarak hesaplandi. Hidrojen atomlari disindaki tiim atomlar anizotropik
olarak aritildi. Birim hiicre boyutlari, atom konumlari, bag uzunlugu, bag acilar1 ve
bagil yer degistirmeleri gibi molekiiler yapiya iliskin parametreler belirlendi. X-
1s1nlar1 yapi analizi ile elde edilen kristal parametreleri, veri toplama ve aritim bilgileri
Cizelge 3.7' de verilirken, molekiile ait segilmis baz1 bag uzunluklar1 (A), bag agilar:
(°) ve torsiyon agilari(®) Cizelge 3.9°da verilmistir. Molekiiliin %30 olasilikla ¢izilen
Ortep diyagrami Sekil 3.1°de, birim hiicre igindeki paketlenmesi ise Sekil 3.2' de
verilmistir. Kristallestirme asamasmda su molekdlinin de kristal stabilizasyonuna

katki sagladig1 goriilmistiir.
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Sekil 3.1. 4-Siklohekzil -5-((2-fenil-1H-benzimidazol-1-il)metil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon 3c ve su

molekiiliiniin %30 olasilikla Ortep ¢izimi.
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Cizelge 3.7. 3c Bilesigine ait kristal parametreleri, veri toplama ve aritim bilgileri

Molekdl formali

Formiil agirlig

Kristal boyutlari, [mm]
Sicaklik, [ K]

Kristal sistemi

Uzay grubu

a, [A]

b, [A]

c, [A]

a, [°]

B, []

v, [°]

F(000)

Birim hiicre hacmi V (A3)
Radyasyon (MoK,) (A)
h.k, 1 sinirlar

Z; Dnsp,[g cm™]

0 sinirlari [°]

i (MoKa) [mm-1]
Olgiilen yansima sayisi
Aritimda kullanilan yansima sayist
Degisken parametre sayisi
R/ Rw degerleri

GOF

Final shift

(Ap)min » (Ap)max (€A?)

Hidrojen atomlarinin konumlari

C22H23NsS, H20
389.51
0.263x0.271x0.280
296(2)
Monoklinik

P 21/n
12.3292(11)
12.4362(12)
13.6218(13)
90.0

92.331(6)

90.0

824

2086.8(3)
0.71073

-1601 h (116, -1601 k 116, -18(1 | (117
4; 1.240

2.18/ 28.38
0.172

50211

5067

274
0.0544/0.1168
1.006

0.000

0.26, -0.28

H2 atomu fark Fourier haritasindan

bulunup izotropik olarak aritildi; diger

atomlar geometrik olarak yerlestirildi.
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Sekil 3.2. 3¢ molekdlinin a ekseni boyunca birim hiicredeki paketlenmesi

Cizelge 3.8. Hidrojen baglar1 ve yakin etkilesmeler (A, ©).

D-H- A D-H H---A D---A D-H---A
0O(1) — H(1A)“N(5)® 0.94(4)  1.90(4) 2.839(3) 176(3)
O(1) — H(1B)S(1)™ 0.80(4) 2.56(4) 3.311(2) 157(2)
N(2) — H(2) O(1){ 0.92(2) 1.79(2) 2.693(3) 169(2)
C(3) - H(3)S(1) 0.98 2.69 3.238(2) 116

Simetri kodlart: (i) x,-1+y, z, (ii) -1/2+x,1/2-y,-1/2+z, (iii) 1/2-x, 1/2+y, 1/2-z
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Cizelge 3.9. Baz1 ait bag uzunluklar1 (A), bag acilar1 (°) ve torsiyon acilari(®)

Bag uzunluklari

S1-C1 1.678(2) N3 -C2 1.299(2)
N1- C2 1.373(2) N3 - N2 1.369(2)
N1-C1 1.384(2) N2 -C1 1.334(3)
N1-C3 1.479(2) N5 - C16 1.319(2)
N4 - C16 1.370(2) N5 - C15 1.395(3)
N4 - C10 1.391(2) C2-C9 1.500(3)
N4 - C9 1.447(2)

Bag acilar

C2-N1-C1 107.0(1) C16 — N5-C15 105.3(2)
C2-N1-C3 129.8(1) N3- C2- N1 111.9(2)
Cl1-N1-C3 123.4(2) N3-C2-C9 121.9(2)
C16 - N4 -C10 107.0(1) N1 -C2 -C9 125.9(2)
C16 -N4-C9 130.5(2) N1 -C3-C4 112.5(1)
C10-N4-C9 121.9(2) N2 -C1-N1 104.0(2)
C2 - N3-N2 103.9(2) N2 -C1-S1 127.9(2)
C1-N2-N3 113.4(2) N1-Cl1-S1 128.0(2)
Torsiyon acilar

C2-N3-N2-C1 -0.6(2) N1-C2-C9-N4 -159.5(2)
N2 - N3 -C2-N1 -0.4(2) N4 - C16 - C17 - C22 145.2(2)
N3- N2-C1-S1 -177.1(1) C15- N5- Cl16- C17 178.5(1)
Cl1-N1-C3-C4 -111.2(2) C4-C5-C6-C7 -55.5(3)
C16-N4-C9-C2 -92.6(2) C8-C7-C6-C5 55.1(3)

Molekul, 1, 2, 4-triazol halkasinin dordiincii konumunda siklohekzil halkasi ve
besinci konumunda ise fenilbenzimidazol grubundan olugmaktadir. Triazol
halkasinda, H2 atomunun S atomu yerine N2 atomuna baglanmis olmas1 molekiiliin
tiyon tautomerik formunda kristallestiginin agik gostergesidir. Ayrica sézii gegen
halkadaki N1-C1 (1.384(2) A), N2-C1 (1.334(3)A) ve C1-S1(1.678(2) A) bag
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uzunluklarinin da bu tautomerik form i¢in beklenen tek bag ve ¢ift bag karakterinde

olmasi tiyon formunu dogrulamaktadir.

Aril gruplarmin triazol halkasina gore rotasyonu, siklohekzil halkasi igin
C1-N1-C3-C4 [-111.2(2)°], benzimidazolmetil grubu igin N4-C9-C2-N1 [-
159.5(2)°] ve C10-N4-C9-C2 [77.4(2)"] torsiyon agilari ile tanimlanirken fenil
halkasinin benzimidazol halkasina gére rotasyonu N4-C16-C17-C22 [145.2(2)]

torsiyon agisiyla tanimlanabilir.

Benzimidazol halkasi diizlemseldir, imidazol ve benzen halka diizlemleri
arasindaki dihedral ag1 0.70(7)°’dir. Benzimidazol halkasi ile fenil halkas1 arasindaki
dihedral a¢1 36.93(6)° iken triazol halkasi ile siklohekzil ve benzimidazol halkalar
arasindaki dihedral acilar sirasiyla 88.17(6)° ve 87.03(6)*dir. Triazol halkasi
siklohekzil ve benzimidazol halkalarina yaklasik olarak dik konumlanmistir.
Benzimidazol halkasinin ortalama diizleminden olan maksimum sapma C16 atomu
i¢in 0.0159 A, benzimidazol halkasina bagl fenil halkasinin ortalama diizleminden
C18 atomunun sapmasi 0.0049 A’ dur. Triazol halkasima bagl siklohekzil halkasimnin
ortalama diizleminden C5 atomunun sapmasi -0.2438 A ve C8 atomunun sapmasi
0.2453 A dur. Triazol halkasi da diizlemseldir, C1 atomunun bu diizlemden sapmasi
0.0092 A’ dur. C1’ e bagli tiyon grubunun triazol diizleminden sapmasi ise 0.0766 A’

dur. Triazol halkasinin i¢ agilar1 toplami 540.2°°dir.

Molekuliin triazol halkasindaki N2 atomunun hidrojeni ile su molekiiliiniin 1/2-
X, 1/2+y, 1/2-z konumunda bulunan oksijeni arasinda molekiiller arasi hidrojen bagi
mevcuttur. Cozucindn hidrojeni ile x,-1+y, z konumundaki imidazol halkasinin azotu
arasinda da molekiiller aras1 hidrojen bag1 mevcuttur. Yine ¢oziiciiniin diger hidrojeni
ile -1/2+x,1/2-y,-1/2+z konumundaki tiyon grubu arasinda yakin etkilesme ve ayrica
siklohekzil halkasindaki C3 atomunun hidrojeni ile ayn1 molekiildeki triazol halkasina

bagl S atomu arasinda molekiil i¢i hidrojen bag1 mevcuttur (Cizelge 3.8).
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Benzimidazol halkasinin benzen halkasi (simetri kodu: x, y, z) ve imidazol
halkasi1 (simetri kodu: -X, 2-y, 1-z) arasinda zayif m-m istifleme (stacking) etkilesimi
vardur. Iki halkanin agirlik merkezleri arasindaki uzaklik 3.798 (3) A%dur. Ayrica bir
tane C—H---r molekiiller aras1 hidrojen bagi etkilesmesi mevcuttur. Bu etkilesme
C8’in H8B atomu ve 1, 2, 4-triazol halkasmin (simetri kodu:-X, 1-y.1-z ) agirlik
merkezi arasindadir ve H8B’nin bu halkaya olan dik uzaklig1 2.694 A% dir ve merkez

acis1 da 135%dir.

3.3. Molekiler Doking Calismalar:

Ligant protein baglanma pozunu ve ne derecede etkilesime girdigini saptamak
icin molekiler doking calismalart giiniimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
calismada sentezlenen tiim bilesiklerin molekiiler doking islemi gergeklestirilmis ve
sonuclar1 degerlendirilmistir. En aktif bulunan 12a iki boyutlu etkilesimleri ve ii¢

boyutlu protein-ligant baglanma konformasyonu belirlenmistir.

Doking isleminin validasyonunu saglayabilmek i¢in PDB: 1M17 kodlu X 1g1n1
kristal yapisinda bulanan erlotinib bilesigi ¢ikarilip ayni bolgeye re-doking islemi
yapilmistir ve elde edilen baglanma pozu ve kristal yapida bulanan erlotinib baglanma
pozu arasinda RMSD= 0.917491 bulunmustur. Erlotinib -10.331 Glide skoru, -85.228
Glide emodel skoru ve -97.11 MM-GBSA degerlerini vermistir. Sentezlenen

bilesiklere ait veriler Cizelge 3.10°da sunulmustur.
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Cizelge 3.10. Sentezlenen bilegiklerin doking skorlari

Bilesik kodu Glide Skor Glide Emodel MMGBSA dG Bind
la -5.767 -74.947 -70.56
2a -5.727 -69.824 -65.83
3a -.6.130 -76.989 -61.98
4a -5.806 -84.666 -72.03
5a -71.472 -115.529 -88.45
6a -6.078 -66.891 -62.61
7a -6.418 -74.682 -62.37
8a -6.853 -68.339 59.29
%a -6.449 -76.602 -68.61
10a -8.142 -105.933 -77.27
1la -6.341 -77.586 -71.61
12a -7.043 -89.034 -64.54
13a -6.049 -80.082 -61.98
14a -6.270 -88.676 -69.07
15a -8.271 -119.717 -88.81
1b -5.451 -62.584 -70.94
2b -4.912 -70.267 -72.36
3b -5.198 -72.324 -67.88
4b -5.256 -73.154 -80.26
6b -6.566 -59.925 -79.92
7b -6.381 -62.386 -71.51
8b -6.870 -62.069 -57.79
9 -5.599 -73.230 -74.60
11b -6.151 -78.890 -73.51
12b -6.364 -75.570 -74.62
13b -6.106 -75.911 -12.47
1c -5.321 -59.206 -64.26
2c -6.432 -61.731 -63.21
3c -6.318 -59.447 -60.15
4c -6.354 -61.034 -45.55
6¢ -6.485 -65.250 -74.89
7c -6.351 -57.106 -43.11
8c -6.334 -67.334 -67.74
9c -6.015 -70.836 -70.14
1ic -5.878 -66.958 -59.99
12¢ -6.249 -79.682 -65.80
13c -6.263 -77.495 58.35
l4c -6.349 -78.425 -60.01

erlotinib -10.331 -85.228 -97.11
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Molekdler doking analizleri sonuglarina gore EGFR aktif bolgesinde en yiiksek
etkilesime giren bilesikler Sa, 10a, 12a ve 15a olmustur. Bilesik 12a, EGFR inhibisyon
deney sonuglarina gore en aktif bilesiktir. Bu bilesigin molekiiler doking islemi

sonucunda elde edilen konformasyonu erlotinib ile st tiste cakistirilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. 12a bilesigi (mavi) ve erlotinibin (sar1) EGFR aktif bélgesinde baglanma pozlart (PDB: 1M17)

12a bilesigi EGFR aktif bolgesinde LYS721 (2.03 A) ile bir hidrojen bag: ve
ASP831 (2.06 A ve 1.86 A) ile iki hidrojen bag1 olusturmaktadir. MET769, PRO770,
ILE720, LEU820, MET742, ALA719, PHE699 ve VAL702 ile hidrofobik etkilesimler
meydana getirmektedir. Etkilesim diyagrami Sekil 3.4°te gosterilmektedir.
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Sekil 3.4. 12a bilesiginin 1M 17 enzimi ile etkilesimlerinin 2D diyagram ile gosterimi

3.4. EGFR Kinaz Inhibitér Aktivite Tayini

Inhibitér etkinlik, maksimum enzim aktivitesinin 6l¢iildiigii reaksiyonlarla
(EGFR kinaz, PolyEsY1, ATP ve ¢oziicii icermektedir) karsilastirilarak belirlenmistir.
Bu reaksiyonlarda elde edilen luminesans %100 EGFR aktivitesinin olgutudur.
Inhibitér etkinligin degerlendirildigi reaksiyonlarda EGFR kinaz, PolyE4Y1ve ATP’ye
ek olarak erlotinib ya da yeni sentezlenen bilesikler bulunmaktadir. Erlotinib, 10 pM
konsantrasyonda maksimum EGFR aktivitesini %96.9 azaltmistir. Sentezlenen
bilesiklerden 5a, 10a, 12a ve 15a’nin 10 uM konsantrasyonda inhibitor etkinlikleri
Sekil 3.5’te gosterilmektedir.
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Sekil 3.5. Bilegik 5a, 10a, 12a, 15a ve erlotinib’in yizde EGFR kinaz aktivitesi inhibisyonu

3.5. ADME Hesaplamalari

Faz ¢alismalarinda bir¢ok ilag molekiilii aday1 zayif fizikokimyasal 6zellikleri
veya toksik etkileri nedeniyle basarisiz olmustur. Bu dogrultuda, teorik olarak bazi
fizikokimyasal Ozelliklerin ve tamimlayicilarin  hesaplanmas1 ilag aragtirma
calismalarina 151k tutmaktadir. Bu amagla, Schrodinger Maestro 11.5 programi ile
bilesiklerin baz1 énemli fizikokimyasal 6zellikleri ve tanimlayicilar1 teorik olarak

QikProp modiilii kullanilarak hesaplanmaistir.
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Cizelge 3.11. Sentezlenen bilesiklerin teorik ADME hesaplamalart

#rotor Accpt Donor QPlog QPlogS MW Rule Rule QPPCaco
HB HB Po/w of Five of Three

1b 4 4.000 1.000 6.044 -7.810 423.962 1 1 2480.755
2b 5 4.750 1.000 5.585 -7.149 419.543 1 1 2509.862
3b 4 4.000 1.000 5.549 -7.069 389.517 1 1 2475.993
4b 6 5.500 1.000 5.702 -71.527 449.570 1 1 2371.925
6b 5 4.000 1.000 5.254 -6.300 383.898 1 1 2594.103
7b 6 4.750 1.000 4.477 -4.818 379.479 0 0 2205.867
8b 5 4.000 1.000 4.795 -5.804 349.453 0 1 2516.609
9b 7 5.500 1.000 4.753 -5.817 409.505 0 1 1985.887
11b 6 4.000 1.000 6.470 -7.648 445,968 1 1 2227.993
12b 7 4.750 1.000 6.248 -7.728 441.550 1 1 2090.930
13b 6 4.000 1.000 5.986 -6.922 411,523 1 1 2235.622
1lc 2 5.000 1.000 5.580 -7.261 423.962 1 1 2359.591
2c 3 5.750 1.000 4.964 -5.975 419.543 0 1 2379.583
3c 2 5.000 1.000 4.821 -5.983 389.517 0 1 2345.908
4c 4 6.500 1.000 4.942 -5.867 449.570 0 1 2386.732
6c 4 5.000 1.000 4.807 -6.129 383.898 0 1 2223.713
7c 5 5.750 1.000 4.190 -4.838 379.479 0 0 1930.244
8c 4 5.000 1.000 4.316 -5.448 349.453 0 0 2093.754
9c 6 6.500 1.000 4.349 -4.833 409.505 0 0 2016.624
11c 5 5.000 1.000 5.782 -6.474 445.968 1 1 2320.739
12¢ 6 5.750 1.000 5.621 -6.200 441.550 1 1 2053.468
13c 5 5.000 1.000 5.201 -5.729 411.523 1 1 2338.360
14c 7 6.500 1.000 5.137 -5.176 471.576 1 0 2795.110
la 4 5.750 2.250 5.882 -9.176 441.977 1 1 1038.372
2a 5 6.500 2.250 4.931 -6.837 437.559 0 1 1671.981
3a 4 5.750 2.250 5.215 -7.563 407.532 1 1 1863.271
4a 6 7.250 2.250 4.754 -6.090 467.585 0 1 1782.331
5a 10 7.250 2.250 8.190 -9.428 619.780 2 1 1823.389
6a 5 5.750 2.250 4.082 -4.887 401.913 0 0 1452.086
Ta 6 6.500 2.250 4.480 -6.388 397.494 0 1 1834.921
8a 5 5.750 2.250 4.108 -5.491 367.468 0 0 1471.330
9a 7 7.250 2.250 4.174 -5.789 427.520 0 1 1440.876
10a 11 7.250 2.250 7.548 -8.250 579.715 2 1 1631.284
1la 6 5.750 2.250 6.467 -8.869 463.984 1 1 2090.437
12a 7 6.500 2.250 5.702 -7.509 459.565 1 1 1617.144
13a 6 5.750 2.250 5.744 -7.509 429.539 1 1 2092.689
l4a 8 7.250 2.250 5.552 -1.577 489.591 1 1 1112.326
15a 12 7.250 2.250 8.789 -9.653 641.786 2 1 1519.378
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#rotor, donebilir baglar: 0 - 15. Mol MW, 130.0 - 725.0. donorHB, 0.0-6.0. accptHB, 2.0-20.0.
QPlogPo/w, —2.0-6.5. Rule Of Five, mol MW <500, QPlogPo / w <5, donorHB < 5, accptHB < 10. Bu
kurallar1 saglayan bilesikler ila¢ benzeri kabul edilir. ("Bes", 5'in katlar1 olan limitleri ifade eder.)
Maksimum 4'tiir. . Rule of Three: Ug kural sunlardir: QPlogS> -5,7, QP PCaco> 22 nm / s, # Birincil
Metabolitler <7. Daha az olan bilesikler (ve tercihen hayir) bu kurallarin ihlallerinin sozlii olarak elde

edilmesi daha olasidir, maksimum 3'tiir.
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4. TARTISMA

Karsinogenez temelinde, hiicrenin  yasamasi,  biiyiimenin  kontrolii  ve
diferansiasyon gibi biyolojik olaylar1 etkileyen mutasyonlarin asamali olarak bir araya
gelmesi yer almaktadir. Kanserin gelisimi siirecinde timor hiicreleri fenotipik
ozellikler kazanir. Bu degisimler, tiimor hiicrelerinin hizli ve sinirsiz ¢ogalmalarina ve
cevre dokuya yayilmalarina neden olur. Bu hiicreler 6zgiin mikro ¢evreden bagimsiz
olarak yasamimi devam ettirme ve metastaz yapma Ozelligine sahiptir.
Protoonkogenlerin ve tiimdr baskilayict genlerin seri mutasyonlart farkl

mekanizmalar araciligiyla malign fenotipin olusumuna neden olmaktadir.

Sinyal iletimi yollarin1 ve sinyal proteinlerini hedef alan onkojenik mutasyonlara
stk olarak rastlanmaktadir. Sinyal iletiminde meydana gelen degisimler hiicrenin
cogalma ve/veya yasama iglevlerinin kontroliinii ortadan kaldirir. Onkojenik sinyal
iletimi, tiimér gelisimi ile invazyon/metastaz siirecinde etkin rol oynamaktadir. insan
Genom Projesi’nin verilerine gore, insan genomundaki yaklasik 32.000 genin %20’si
sinyal iletiminde gorev alan proteinleri kodlamaktadir. Bu proteinler arasinda; hiicre
membraninda yerlesen reseptorler, G-proteinler ve sinyal ileten enzimler yer
almaktadir. Protein kinazlar, sinyal iletimi sirasinda protein
fosforilasyonunu/aktivasyonunu saglarlar. RTK aktivasyonu, reseptdriin kendi kendini
fosforile etmesiyle baslar. ikinci asamada ise, bu fosforlanan bolgelere cesitli adaptdr
proteinler baglanir ve uyarinin hiicre i¢ine iletimini saglarlar. RTK aktivasyonunun
sonlandirilmasindan fosfataz grubu proteinler sorumludur. Buna gore, fizyolojik
kosullarda sinyal iletimi tersinir 6zellik tasir ve RTK aracili iletim kontrol altinda
tutulur. Karsinogenez sirecinde ise, surekli ve kontrolsiiz RTK aktivitesi s6z

konusudur.

EGFR, protein kinaz ailesinin 6nemli bir 6gesidir. Bir¢ok kanser tiiriinde, normal
hicrelere gore %40-80 arasinda fazla miktarda tespit edilmistir. EGFR kinazin inhibe

edilmesiyle tiimor olusumu ve yayilmasinin oniine gegilmesi fikri 6n plana ¢ikmis ve
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bircok ilagc EGFR Inhibitorleri olarak ilag pazarinda yerini almistir. KHDAK (gefitinib
ve erlotinib), meme (lapatinib), kolorektal (cetuximab ve panitumumab), pankreas
(erlotinib), bas ve boyun (cetuximab) kanserleri ile renal hiicre karsinomu, skuamoz
hiicreli karsinom ve tiroit kanserleri EGFR inhibitorlerinin kullanildigi kanser tiirleri

arasinda yer almaktadir.

Bu doktora tezi c¢alismasinda olast EGFR inhibitorleri olarak baz1 yeni
benzimidazol halkasi tasiyan bilesikler tasarlanmis ve sentezlenmistir. Sentezlenen
bilesiklerin yapilar1 kiitle ve niikleer magnetik rezonans spektroskopisi, elementel

analiz ve X-igin1 kirinimi analizi yontemleri ile aydinlatilmistir.

Benzimidazol halkasinin sentezi igin ilk olarak 4-Cl, 4-OCHjs, 3,4-diOCH3s, 3,4-
diOCH2Ph benzaldehit ve benzaldehitin Na2S2Os ile muamelesi sonucu benzaldehit
tuzu elde edilmis ve bu tuz o-fenilendiamin ile reaksiyona sokularak benzimidazol
halkas1 kapatilmistir. Benzimidazol tirevlerinin KOH’li ortamda CICH2COOC;Hs ile
reaksiyonuyla 1. konumda ester tasiyan tlirevlerin sentezi gerceklestirilmis ve bu
tirevlerin hidrazin hidrat ile reaksiyonuyla da benzimidazol asetohidrazit turevleri

elde edilmistir.

Tiyosemikarbazit tirevlerinin (la-15a) sentezi, asetohidrazitlerin (11-15)

propil/siklohekzil/fenetil izotiyosyanat ile reaksiyonu ile gerceklestirilmistir.

Tiyadiazol tdrevleri (1b-4b, 6b-9b ve 11b-13b) uygun tiyosemikarbazit
tirevlerinin asit ortamda (H2SOa4); triazol tlrevleri (1c-4c, 6¢-9c¢ ve 11c-14c) ise uygun

tiyosemikarbazitlerin bazik ortamda (1N NaOH) siklizasyonuyla sentezlenmistir.

Tiyosemikarbazit turevlerinin *H-NMR spektrumlar1 ele alindiginda; aromatik
protonlar 7.08-7.80 ppm gozlenmistir. NH protonlari, izomeri nedeniyle, 8.05-10.37
ppm araliginda birden fazla yayvan pik verirken, 1.konum metilen protonlar1 4.94-5.00
ppm, metoksi protonlart 3.81-3.85 ppm ve benziloksi protonlar1 ise 5.17-5.24 ppm

araliklarinda singlet olarak izlenmistirr. Alifatik sahadaki siklohekzil protonlar1 1.03-
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4.09, propil protonlar1 0.81-3.55 ve fenetil protonlar1 da 2.83-3.69 ppm araliklarinda
goriilmiistiir. Tiyosemikarbazit tiirevlerindeki izomerinin beklenenden fazla sayida

karbon pikine neden olacagi éngoriisiiyle *>*C-NMR spektrumlar1 alinmamustir.

Tiyadiazol tiirevlerinin *H-NMR spektrumlari incelendiginde; aromatik protonlar
ile tiyadiazol halkasina bagli NH protonu 7.13-7.88 ppm araliginda gdzlenmistir.
Benzimidazol halkasinin 1.konumuna bagli metilen protonlar1 5.70-5.75 ppm’de, 2.
konum fenil halkasina bagli metoksi gruplar ise 3.81-3.85 ppm araliginda singlet
olarak izlenmistir. Tiyadiazol yapist igeren bilesiklerdeki siklohekzil halkasi
protonlart; 1.11-3.44 ppm, propil protonlari; 0.85-3.17 ppm, fenetil protonlari; 2.81-
3.84 ppm araliginda goriilmiistiir. 3C NMR spektrumlari incelendiginde ise alifatik
karbonlar11.17-55.58 ppm, aromatik karbonlar 110.80-160.50 ppm ve tiyon karbonu
167.97-169.28 ppm araliginda tespit edilmistir.

Triazol tirevlerine ait aromatik protonlar 7.20-7.70 ppm araliginda gézlenirken,
triazol halkasiin NH protonu 13.58-13.72 ppm, 1.konum metilen protonlar1 5.34-5.79
ppm, metoksi protonlar1 ise 3.73-3.82 ppm’de singlet olarak izlenmistir. Triazol
yapisindaki bilesiklerdeki siklohekzil halkasi protonlar1 1.15-4.37 ppm, propil
protonlar1 0.70-3.78 ppm, fenetil protonlari ise 2.78-4.10 ppm’de goriilmiistiir. Triazol
tirevlerinin *C-NMR spektrumlari incelendiginde de alifatik karbonlarmn 10.49-55.95
ppm, aromatik karbonlarin 110.44-160.53 ppm, tiyon karbonunun ise 166.87-167.35
ppm araliklarinda izlendigi gortilmiistiir. Ancak, triazol tiirevi bilesiklerden bazilarinin
(6¢, 8c, 12-14c) alifatik karbonlart DMSO pikinin altinda kalmasi1 nedeniyle 13C NMR
spektrumlarinda gozlenememistir. Bu verilerle sentezlenen bilesiklerin hidrojen ve

karbon iskeletinin kanitlanir nitelikte oldugu saptanmistir.
Elektrosprey iyonizasyon (ESI) yontemi kullanilarak yapilan kiitle analizlerinde,

tim bilegikler pozitif iyonizasyon teknigi ile (M+1)* iyonlari, klor tasiyanlar ise

(M+1)* yaninda (M+1+2)* isotop pikleri ve beklenen oranlariyla saptanmustir.
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Bu caligmada 15 adet tiyosemikarbazit, 11 adet tiyadiazol ve 12 adet triazol tiirevi
olmak (zere toplam 38 adet orjinal benzimidazol elde edilmistir. Benzimidazol
halkasinin ikinci konumundaki fenil halkasinda 3,4-dibenziloksi gruplar1 tasiyan
tiyosemikarbazitlerden hareketle tiyadiazol ve triazol turevlerinin eldesi sirasinda asit
ve bazik reaksiyon ortami, muhtemelen, benziloksi gruplarinin kopmasina ve sonugta
birden fazla iiriiniin olusmasina neden olmustur. Bu nedenle bu gruplari iceren
tiyadiazol ve triazol tiirevleri saf olarak elde edilememistir. 2. Konumda 3,4-
dimetoksifenil ve tiyosemikarbazit zincirinde fenetil igeren bilesigin asit ortamda
yurdtilen siklizasyon reaksiyonu sonunda da ilgili tiyadiazol turevi (14b) izole

edilememistir.

Bilesik 3c’nin yapisini kanitlamak tizere X 1smi kristallografik analizi de
gerceklestirilmistir. Bu analiz sonuglarina gore; benzimidazol halkasi diizlemseldir,
imidazol ve benzen halka diizlemleri arasindaki dihedral ag¢1 0.70(7)dir.
Benzimidazol halkasi ile fenil halkasi arasindaki dihedral a¢1 36.93(6)° iken triazol
halkasi ile siklohekzil ve benzimidazol halkalar1 arasindaki dihedral acilar sirasiyla
88.17(6)° ve 87.03(6)*dir. Triazol halkas1 siklohekzil ve benzimidazol halkalarina
yaklagik olarak dik konumlanmistir. Benzimidazol halkasinin ortalama diizleminden
olan maksimum sapma C16 atomu igin 0.0159 A, benzimidazol halkasina bagl fenil
halkasinin ortalama diizleminden C18 atomunun sapmasi 0.0049 A’ dur. Triazol
halkasina bagli siklohekzil halkasinin ortalama diizleminden C5 atomunun sapmasi -
0.2438 A ve C8 atomunun sapmasi 0.2453 A dur. Triazol halkasi da diizlemseldir, C1
atomunun bu diizlemden sapmas1 0.0092 A’ dur. C1’e bagli tiyon grubunun triazol
diizleminden sapmas1 ise 0.0766 A’ dur (Sekil 3.1). Triazol halkasmn i¢ agilari
toplamu 540.2°°dir.

Sentezlen bilesiklerin EGFR ile etkilesim enerjisini ve etkilesim amino asitlerini
analiz etmek igin bilinen inhibitér erlotinib ile kiyaslanarak molekiler doking
calismalar gergeklestirilmis ve glide doking etkilesim enerjileri -7< olan 5a, 10a, 12a
ve 15a kodlu tiyosemikarbazit yapisindaki bilesiklerin EGFR ile iyi etkilesebilecekleri
sonucuna varilmistir. Bundan hareketle 5a, 10a, 12a ve 15a bilesiklerinin EGFR

inhibitor dzellikleri in vitro ADP-Glo yontemi kullanilarak saptanmustir.
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EGFR inhibitdr aktivite, maksimum enzim aktivitesinin 6l¢lildiigii reaksiyonlarla
(EGFR kinaz, PolyEsY1, ATP ve ¢oziicii icermektedir) karsilastirilarak belirlenmistir.
Bu reaksiyonlarda elde edilen luminesans %100 EGFR aktivitesinin olcutdur.
Inhibitdr etkinligin degerlendirildigi reaksiyonlarda EGFR kinaz, PolyE4Y1ve ATP’ye
ek olarak erlotinib ya da sentezlenen bilesikler bulunmaktadir. Aktivite ¢alismasi
sonucunda en etkili bilesik olan 12a’nin 68.1% inhibisyon degerine sahip oldugu
bulunmustur. Test edilen diger bilesikler 5a, 10a ve 15a’nin 10uM konsantrasyonda
sirastyla %20.9, %2.9, %7.6 inhibisyon gosterirken, erlotinibin ayni konsantrasyonda

%96.9 inhibisyon gosterdigi saptanmustir.

Bilesik 12a, EGFR aktif bolgesinde LYS721 (2.03 A) ile bir hidrojen bag1 ve
ASP831 (2.06 A ve 1.86 A) ile iki hidrojen bagi olusturmaktadir. MET769, PRO770,
ILE720, LEU820, MET742, ALA719, PHE699 ve VAL702 ile hidrofobik etkilesimler
meydana getirmektedir. Erlotinib ise, MET969 ile bir hidrojen bagi ve LEU820,
LEU768, GLY772 ile LEU694 hidrofobik etkilesimler olusturmaktadir. Bilesik 5a; -
7.472, 10a; -8.142, 12a; -7.043, 15a; -8.271 ve erlotinib; -10.331 docking etkilesim
enerjileri verirken, sentezlen diger bilesikler -7’nin {istiinde etkilesim enerjileri

vermislerdir.

Doking calismalarindan benzimidazolin 2. konumunda 3,4-dibenziloksi grubu
tastyan 5a, 10a ve 15a ile 4-metoksi tasiyan 12a bilesiklerinin en diisiik etkilesim
enerjileri ile inhibitér aktivitelerinin yiiksek olmasi beklenmekteydi. Ancak, bu
bilesikler arasinda 2. konumda 4-metoksifenil ve tiyosemikarbazit zincirinde de fenetil
grubu iceren 12a bilesiginin %68,1 inhibitér degeri ile en iyi EGFR inhibisyonu

gosterdigi saptanmistir.

Diger yandan, bircok ilag molekiiliiniin faz caligmalar1 asamalarinda ADME
profillerinden kaynaklanan sikintilar nedeniyle ileri caligmalara devam edilemedigi
bilinmektedir. Bu problemin 0Oniine gegilebilmesi i¢in matematiksel bazi
fizikokimyasal parametrelerin hesaplanmas1 faydali olabilmektedir. Bu amacla

sentezlenen bilesiklerin bazi ADME parametreleri de hesaplanmistir. Doking
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calismalarina gore beklenenden diisiik inhibitor aktivite sergileyen 5a, 10a ve 15a
bilesiklerinin Lipinski kurali ve diger sinirlayict parametreler agisindan da uygun
olmadig1 saptanmistir. Dolayisiyla reseptorle etkilesimleri teorik olarak giiclii olsa da
blylk hacimli benziloksi gruplarinin bilesiklerin fizikokimyasal parametrelerini

olumsuz etkiledigi ve bu nedenle de diisiik aktivite sergiledikleri sonucuna varilmistir.

Doking skorlar1 ile in vitro inhibitér 6zellik arasinda dogrusal bir iliskinin
gorulmemesi, fizikokimyasal parametrelerin aktivitede 6nemli rol oynadiginin tespit
edilmesi, etkilesim enerjisi erlotinib (-10.331) ile kiyaslandiginda oldukga diisiik olan
12a (-7.043) bilesiginin oldukga iyi inhibitor aktivite sergilemesi, doking skorlart -7>
olan diger bilesiklerin de olasi inhibitor 6zelliklerinin bulunabilecegi goriisiinii ortaya
¢ikarmig ve bu tez calismasinin devaminda sentezlenen tiim bilesiklerin inhibitor

ozelliklerinin test edilmesi geregini ortaya koymustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada tiyosemikarbazit, tiyadiazol ve triazol yapilar1 i¢ceren benzimidazol
tirevi bilesiklerin tasarimi, molekiiler doking calismalar1 ve sentezleri
gerceklestirilmis ve in vitro EGFR kinaz aktivitesini inhibe etme potansiyelleri, kinaz
reaksiyonu sirasinda olusan ADP miktarim1 Olgerek kinaz aktivitesini belirleme
esasina dayanan ADP-Glo™ kinaz deneyi kullanilarak saptanmistir. EGFR kinaz
enzim aktivitesi ve sentezlenen bazi bilesiklerin EGFR kinaz aktivitesini inhibe edici

Ozellikleri erlotinib ile karsilagtirilarak degerlendirilmistir.

Hedeflenen  bilesiklere  ulasmak  i¢in;  O-fenilendiamin  bilesiginin
benzaldehit/slibsitiebenzaldehit ile reaksiyona sokularak 2. konumunda
fenil/stibstitiiefenil yapisi tastyan benzimidazol tlirevlerinin sentezi, bu tiirevlerin
KOH’li ortamda etilkloroasetat ile reaksiyonuyla 1. konumlarinda ester, ester
tirevlerinin hidrazin hidrat ile reaksiyonuyla acil hidrazit bilesiklerinin eldesi bunlarin
uygun alkil/aralkil isosyanatlarla reaksiyonuyla da tiyosemikarbazit tlrevleri elde
edilmistir. Elde edilen tiyosemikarbazit tiirevlerinin asit ortamda siklizasyonuyla
tiyadiazol, alkali ortamda siklizasyonuyla triazol halka sistemlerini iceren
benzimidazollerin sentezleri gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda 15 adeti
tiyosemikarbazit (1a-15a), 11 adeti tiyadiazol (1b-4b, 6b-9b, 11b-13b) ve 12 adeti de

triazol (1c-4c, 6¢-9c, 11c-14c) olmak Uzere toplam 38 adet yeni tiirev sentezlenmistir.

Sentezlenen bilesiklerin molekiiler doking ¢alismasi gergeklestirilmistir. Doking
skorlar1 en diisiik olan 5a, 10a, 12a ve 15a’nin EGFR inhibitor etkileri saptanmustir.
10uM konsantrasyonda 5a; %20.9, 10a; %2.9, 12a; %68.1, 15a; % 7.6 inhibisyon
gosterirken, erlotinib ayni konsantrasyonda %96.9 inhibisyon gostermistir. EGFR
inhibisyon aktivite sonucuna goére en etkili bilesik 12a, EGFR aktif bolgesinde
LYS721 (2.03 A) ile bir hidrojen bag1 ve ASP831 (2.06 A ve 1.86 A) ile iki hidrojen

bag1 olugturmaktadir.
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Doking skorlar1 ile in vitro inhibitor 6zellik arasinda dogrusal bir iligkinin
goriilmemesi, fizikokimyasal parametrelerin aktivitede 6nemli rol oynadiginin tespit
edilmesi, etkilesim enerjisi erlotinib (-10.331) ile kiyaslandiginda olduk¢a diisiik olan
12a (-7.043) bilesiginin oldukga iyi inhibitor aktivite sergilemesi, doking skorlar1 -7>
olan diger bilesiklerin de olas1 inhibitdr 6zelliklerinin bulunabilecegi goriisiinli ortaya
¢ikarmis ve bu tez calismasinin devaminda sentezlenen tiim bilesiklerin inhibitor

oOzelliklerinin test edilmesi geregini ortaya koymustur.
[leriki ¢alismalarda, sentezlenen tiim bilesiklerin in vitro EGFR kinaz inhibitor

ozellikleri ve %50 tlizerinde inhibitor 6zellik sergileyen tiim bilesiklerin EGFR igeren

hiicre hatlarindaki sitotoksik etkilerinin belirlenmesi planlanmaktadir.
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OZET

EGFR Kinaz Inhibitérleri Olarak Triazol/Tiyadiazol Halkalar: Iceren Baz1 Yeni
Benzimidazol Tiirevlerinin Sentezi ve Biyolojik Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Antikanser bilesik gelistirmede ©onemli hedeflerden biri olan epidermal
biylme faktori reseptori (EGFR), ErbB reseptdr tirozin kinaz reseptori ailesinin bir
tiyesidir ve kat1 tiimorlerde yiliksek oranda bulunmaktadir. EGFR'in inhibisyonu,
EGFR eksprese eden tumor hucrelerinin ilerlemesini ve buytmesini inhibe etmek
yoniiyle kanser tedavisi agisindan 6nem gostermektedir. EGFR'yi hedef alan ajanlar,
basta kolorektal, bas, boyun, akciger ve meme kanserleri olmak flizere cesitli
kanserlerin tedavisinde yer alan basarili ilaclardir. Bu ¢alismada; EGFR kinaz enzimi
ile etkilesebilecek benzimidazol yapisinda yeni bilesiklerin tasarim ve sentezi,
yapilariin aydinlatilmasi, molekiiler doking ¢alismalari ve biyolojik aktivitelerinin in
vitro (EGFR kinaz inhibitor 0©zellikleri ile hiicre canliligi {tzerine etkileri)
degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Hedeflenen bilesiklere ulasmak tizere, ilk olarak o-fenilendiamin ile
benzaldehit tiirevleri reaksiyona sokularak benzimidazol halkast kapatilmistir.
Benzimidazol yapisi igeren tiirevler, sonrasinda, sirasiyla kloroetilasetat ve hidrazin
hidrat ile reaksiyona sokularak asit hidrazitine doniistliriilmiistiir. Asit hidrazitinin
alkilisotiyosyanatlarla reaksiyona sokulmasi ile tiyosemikarbazitler, bu bilesiklerin
derigik siilfirik asit ile muamelesi sonucu tiyadiazoller, sodyum hidroksit ile
siklizasyonu sonucu da triazol tiirevleri elde edilmistir.

Calisma sonucu toplamda 38 yeni benzimidazol tiirevi bilesik elde edilmis ve
bu bilesiklerin yapisi, elementel analiz, kiitle spektroskopisi, *H ve C NMR ile
kanitlanmistir.  Ayrica, 3c bilesiginin X 1sm1  kristalografisi ile de yapisi
aydinlatilmigtir.

Sentezlen bilesiklerin molekiiler doking caligmalari1 da yapilmis, doking skoru
yuksek ¢ikan bazi molekiiller secilerek EGFR kinaz inhibitor 6zellikleri denenmistir.
Test edilen bilesiklerden en etkili bilesigin 10 uM konsantrasyonda %68 EGFR
inhibisyonu yapan 12a bilesigi oldugu saptanmustir.

Anahtar Sozcukler: Benzimidazol, doking, EGFR, tiyadiazol, tiyosemikarbazit,
triazol
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SUMMARY

Synthesis and Evaluation of Biological Activities of Some New Benzimidazole
Derivatives Containing Triazole / Thiadiazole Rings as EGFR Kinase Inhibitors

Epidermal growth factor receptor (EGFR), one of the important targets in the
development of the anticancer compound, is a member of the ErbB receptor tyrosine
kinase receptor family and is highly expressed in solid tumors. Inhibition of EGFR is
important for cancer treatment to inhibit the progression and growth of EGFR-
expressing tumor cells. Agents targeting EGFR are successful drugs involved in the
treatment of various cancers, particularly colorectal, head, neck, lung and breast
cancers. In this study; design of some novel benzimidazole compounds that can
interact with EGFR kinase enzyme, synthesis and analysis of these compounds and
evaluation of their biological activities in vitro (effects on EGFR kinase inhibitor
properties and cell viability) was aimed.

To reach the target compounds, the benzimidazole ring was obtained by first
reacting o-phenylenediamine with benzaldehyde derivatives. Benzimidazoles were
then converted into acid hydrazides by reacting with chloroethylacetate and hydrazine
hydrate, respectively. By reacting acid hydrazides with alkylisothiocyanates,
thiosemicarbazides were formed, then cyclization of these compounds with
concentrated sulfuric acid or sodium hydroxide, thiadiazoles or triazole derivatives
were obtained.

As a result of the study, a total of 38 new benzimidazole derivatives were
obtained and the structures of these compounds were clarified by elemental analysis,
mass spectroscopy, *H and 3C NMR data. Also, the structure of compound 3c was
proven by X-ray crystallography. Molecular docking studies of the synthesized
compounds have also been carried out, some molecules with high docking scores have
been selected and EGFR kinase inhibitor properties have been tested. Among the
compounds tested, it was determined that the most active compound was 12a, which
inhibited 68% EGFR at a concentration of 10 uM.

Keywords: Benzimidazole, Docking, EGFR, thiadiazole, thiosemicarbazide, triazole
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Pulsa Sequence: PROTON (s2pul)
Solwvant: dmao
Data collected oms Dac T 2018

Temp. 25.0 €/ 298.1 E
Operator: vamrl

Eolax. dalay 1.000 sac
Tulsc 45.0 dogroas

ACg. time 2.55% mac

Width §402.0 Hx

# repatitions

OESERVE  E1, 400.1753683 M3z
DATA PROCEESING

FT siza 31768
Total time 0 min 31 sac

SN A..MJd .JL.JL_J

13 iz 11 10 g ] 7 6 5

4 3 2 1 [i] -1 ppm

Ek 24 : Bilesik 12a’nin *H NMR Spektrumu
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Ismail28 392 (3.953) Cn (Cen,2, 50.00, HE)

1: Scan ES+
100+ 430.66

7.64e7

430.42

43166

431.86

101.71 267 .61
| 267 .41

1432.65
143.08

1433.5
53658 60544 70970 78506 33303 94071 989.16 409495 113663

0 i e T2
100 200 300 400 500 800 700 800 900 ~000 1100

Ek 25 : Bilesik 13a’nin kiitle Spektrumu

IsmailFenilFanatilTEX

Sampla Hama:
IsmailPenilFanatilTER
Data Collected cms
marcuryd0d-marcurydin
Archive diractory:
fhome/vEeTl fvoersys fdata
Sazpla ALTECtoTY:
IsmailFenilFanat11TER 20181307 01
FidFile: PROTON 03

v - |ngilent Tochnologies

Pulsa Seqasnce: PROTON (s2pal)
Solvent: dmso
Data collacted om: Dac 7 2018

Temp. 35.0 C f 298.1 K
Operator: vmarl

Relax. dalay 1.000 sac
Pulse 45.0 degreas

Acg. time 2.55% sac

Width £402.0 Hz

# repatiticas

OSEEEVE El, 400.1753858 Mx
DATA PROCEESING

FT siza 32768

Total tize 0 mim 31 sac

o N | m,_ﬂ_

10 L] 8 7

Ek 26 : Bilesik 13a’nin *H NMR Spektrumu
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lsmail30 362 (3.650) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+

100 480,67 1.34e8
i
|
ES
491.67
(101.36 492,65
12231 327.54 s
1493,
u 172.55 215.37 | 369.51 41645 558.51545 36 681.86 75 49 819.89 g7 75 98015 110602 117075
0 bl i v 4 " | PO i miz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Ek 27 : Bilesik 14a’nin kiitle Spektrumu

Ismai1l34DimetoksiFanlletilTEE

sempla Wamas Cb Agilent Technologies
Immaili4limatoksiFaniletilTSE "
Data Collected omos
Rarcuryd00-marcury4on
Archive directorys
/DomG,/voar] fvoereys/data
Sazpla directorys
IsmailidDimatoksiFanilotilTSE 20181106 01
FldFile: PROTON 02

Pulsa Sequence: FROTON (sipul)
Bolvent: dmso
Data collacted om: Nov & 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 E
Operator: vmmrl

Relax. dalay 1.000 sac
Pulse 45.0 degreas

Acg. tizma 2.55% mec

Width §402.0 Bz

32 repetitions

OSEERVE  El. 400.1763704 M3z
DATA PROCEEEING

FT siza 32768

Total tize 1 mia 57 gac

I N l LJ_A_JL A

11 10 2l g T 13 5 4 3 2 1 0 -1 -2 -3 PEm

Ek 28 : Bilesik 14a’nin *H NMR Spektrumu
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Ismail34DimetoksiFenetiiTSK 377 (3.801)
100

%

519.70

00

400 5

J L
200

0k

300

Ek 29 : Bilesik 15a’nin kiitle Spektrumu

Ismail3dldbanziloksiFenati1TEX

Sazpla Nama:
Ismail34DibanziloksiFanetilTEE
Data Collected oos
marcuryd 0d-marcuryd 00
Archive directory:
/honG /voeT voeTEYs/data
Sample direotorys
Ismail34DibenzilcoksiFanatilTEE 20191218 01
FidFile: FROTON 0

Tulsa Scquoncc: PROTON (s2pul)
Solvent: dmoo
Data collacted oma Dac 12 2019

Tezp. 25.0 € / 298.1 E
Operator: vmmrl

Belax. dalay 1.000 sac
Tulsc 45.0 dogroas
Arg. time 2.55% mao
Hidth 6402.9 Ex
8 repatitions
OESESVE  E1, 400.1753678 MEx
DATA PROCEESING
FT aiza 31768
Total time 0 miz 31 sac

e )

M

1: Scan ES+

642.76 8.46e7

643.69

644.63

——— miz
1000

Agilent Technologies

A

A

A\

13 iz

11 10 g ] 7 g

Ek 30 : Bilesik 15a’nin *H NMR Spektrumu

5 4 3 2 1 i) -1 ppm

153



1: Scan ES+

IsmailSiklohekzil4KloroTiyadiazol 565 (5.697) Cn (Cen.2, 80.00, Ht) N S
424.4
100
4256
®
3425
2293
342.2
2289
2296
228.6 3428
4232
344.4 vake
2314 3416
1718 422.74427.9
1722 Laso SIS ke s 847.8
" 3405 | 3456 . 8472 | 8509 9125
233.1 4296 5087 5762 6345 690.8 “1 0
0 B Mg - B W VT e ——— SRS s St eSS S A

150 200 2;6..‘300 35.0 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950

Ek 31 : Bilesik 1b’nin kiitle Spektrumu

Ismaillb

Sazpla Wamai| Agilent Technologies
Ismalllb
Data Collected oo:
marcuryd0f-zarcarydd0
Archive directorys
/honc/voeTl fvoereys fdata
Szzpla AiTGOtorya
IsmailTh 20170530 01
FlaFilc: PROTON 0Z

Pulsa Sequence: PROTON (s2pal)
Bolvent: dmso
Data collected ons Eap 30 2017

Temp. 25.0 € / 1981 E
Op&TaEtor: vmarl

Relax. dalay 1.000 sac
Pulse 45.0 degreas

Acg. tima 2.55% mac

Width £402.0 Hz

16 repetitions

OBEEEVE  E1, 400.1753674 M3z
DATA PROCEESING

FT siza 32768

Total time 1 miz 0 sac

e A

13 1z 11 10 9 ] T 6 5 4 3 2 1 1] -1 ppm

Ek 32 : Bilesik 1b’nin *H NMR Spektrumu

154



IsmailTb-C13
{b Agilent Technologies

Sampla Nama:
Ismalllb-C13

Data Collected om:
sarcury400-marcurydil

Arcnive diractory:
/bome/voarl/voaTeys/data

Sampla dirsctarys
Ismalllb-C13_20170330_01

FidFile: CAREGN D1

Pulsa Sequence: CRRBON (s2pull
Solvant: dmao
Data collaected oo: Bap 30 2017

Temp. 25.0 © f 298.1 E
Operators vmarl

Relax. dalay 1.000 sac
Pulse 45.0 degreas

Aog. tima 1.304 sac

Width 25125.6 Hx

5000 repatitions
OBEERVE C13, 100.6283125 MHx
DECOUPLE El, 4001773555 MEz
Powar 38 4B

contioucusly on

WALTZI-16 modulatad

DATA PROCEESINC

Liza broadesing 0.5 Hz

FT siza 65536

Total tima 3 br, 1% min

| | | ‘ | |

e oy ry
II|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|II
180 1s0 140 120 100 an &0 40 20 [i] -20 -40 ppm
Ek 33 : Bilesik 1b’nin **C NMR Spektrumu
IsmailSiklohekzildMetoksiTiyadiazol 504 (5.082) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 4205 1.34e8
421.5
3385
338.1
2255
337.7 422.3
3391 41894226
3396 4457
337.2339.8
225.9 418.2/1423.3
336.8_| 340.3 {
| J226.9 336.0._§341.2 417.5 || 442 6457
i\ | 4264579 5047 5728 6114 g35854) 5 6968 706 7754.8 786,951
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 00

Ek 34 : Bilesik 2b’nin kiitle Spektrumu
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Isma115i6-C13

Agilent Technologies

Sazpla Nama:
IsmaillIn-C13
Data Collected om:
zarcuryd 00-zarcury400
Archive directory:
J/hons fvoerl/voeTsys/data
Sampla diTactory:
IsEallITh-C13 20171001 01
PidPile: PROTON 02

Pulse Sequence: FROTON (sZpul)
Solvant: dmso
Data collacted oms Oct 1 2017

Temp. 25.0 © / 296.1 K
Operator: vmmrl

Eolax. dalay 1.000 sac
Tulsc 45.0 dogreas

Acg. time 2.559 mac

Width §402.% Bz

& rapatitioos

OBSESVE  H1, 400.1753680 M3z
DATA PROCEESING

FT miza 32768

Total tizma 0 mim 31 mac

Ek 35 : Bilesik 2b’nin *H NMR Spektrumu

IsmailITh-C13

Agilent Technologies

Sa=mpla Nama:
Isma11ITb-C13

Data Collected ome
marouryd10-marcuryd 00

Archive directory:
/bome/voeT)/voeTsys/data

Sampla dirgctory:
Isma11TIb-C13_20071001_D1

FidFilc: CARECN 01

Pulse Scquence: CARECH (sIpul)
Bolvant: dmao
Data collacted oms Ot 1 2017

Temp. 25.0 O 4 295.1 K
Operators vmarl

Relax. dalay 1.000 sac
Pulse 45.0 degreas

Acg. time 1.550 sec

Width 31141.6 Hx

5000 repatitions
OBEERVE C13, 100.&243775 MEx
DECOUPLE E1. 400.1773555 Mx
Powar 38 dB

CDﬂ'lfJ.DIICIJHl,’ on

WALTI-16 modulatad

DATA PROCEESING

Line broadening 0.5 Hx

FT miza 65536

Total time 3 br, 40 min

J[J..'l.l.ll " Ilq“ |

1g0 1g0 140 120 100 80 &0 40 20 0 ppm

Ek 36 : Bilesik 2b’nin *C NMR Spektrumu
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1: Scan ES+
FenilSiklohekzlTDA 389 (3.922) Cn (C%%S‘ABO‘OO‘ Ht) 1.34e8
100

308.4

3914

3078

307 5:309.4

3893

392.4
388.9
307 3f 309.6 3886 |
s07.0 [°°%8 388.4 |[393.1
680.2

305.8 3105 387.5| l 412.6
413.7 474.6480.3519.0541.6 604.5.613.7.622.7 664.9
2664 L 746480.3519.05416 6045 6137 6227 66

0 275 300 335 350 375 400 425 450 475 500 525 §50 575 600 625 650 675

vy miz
700

Ek 37 : Bilesik 3b’nin kiitle Spektrumu

IsmailIITh-C13

Sampla Mama: (’} Apilent Teehnologies
IsE2i1TITh-C13 g
Data Collectsd cms
marcuryd 10-marcuryd o
Archive diractory:
fhome/voeTl fvoersys fdata
Sampla ALTGCEOTY
Tsmai1TITh-C13_20171001_01
FidPile: PROTON 01

Pulss Seqasnce: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso

Data collacted ons Oot 1 2017

Tomp. 25.0 C f 198.1 E
Op&TaEtor: vomrl

®elax. dalay 1.000 sac
Pulse 45.0 degreds

Acg. time 2.55% sac

Width £402.0 Hz

& rapatitions

OBEERVE  E1, 400.1753866 MEx
DATR PROCEESING

FT siza 32768
Total time 0 mim 31 sac

| N

13 12 11 10 9 8 7

& 5 4 3 2 1 o -1 ppm

Ek 38 : Bilesik 3b’nin *H NMR Spektrumu
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IsmailIITh-C13

Sampla Name:
Ism21111Th-C13

Data Colleoted oms
marourydlo-marcury4on

Archive diractory:
/bome/voarl/voarsys/data

Sampla dirsctory:
IsmailIITh-C13_Z017100L 0L

F1dFile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBON (sZpul)
Solvant: dmso
Data collected ops Ot 1 2017

Temp. 25.0 C / 295.1 K
Operators vmmrl

Belax. dalay 1.000 sac
Tulse 45.0 degroas

Acg. tizme 1.304 sac

Width 15125.6 Hx

576 rapstiticns
OBSEEVE (013, 100.6243774 MEr
DECOUPLE  H1, 4001775555 MEr
Towar 38 OB

oontimously o

HALTI-16 modulated

DATA PROCEESING

Liza broadeaing 0.5 Bz

FT niza 65536

Total tima 2 hr, 10 min

e

i Agilent Technologies

L

N

—— ——

220 200 180 160 140 120

Ek 39 : Bilesik 3b’nin *C NMR Spektrumu

34DimetoksiSiklohekzilTDA 370 (3.731) Cn (Cen.2, 80.00, Ht)

100 80 €0 40 20 0 ppm

1: Scan ES+

100 450.5 1.34e8
449.9
36B.5 |
) |451.4
& |
368.1 [
367.8
l452.2
v 369.4 !
369.7 4“s.9)
. : 4529
256.4 166.4 3710 4479 | : _—
oA ) 4452 | 4726 5347 5797 43.46?0?6?9.?635.3?;?-26
250 275 300 326 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700

Ek 40 : Bilesik 4b’nin kiitle Spektrumu
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IsmaillVb-C13

Agilent Technologies

Sampla Hamas
IsmailIVh-C13

Data Collected oms
zarcuryd0d-zarcury4do

Archive diractorys
/bomo/¥oeTl /YosTeys/data

Sampla diractorys
Ismai1TVE-C13_20170930_01

FidFilc: PROTON 02

Tulss Scquence: PROTON (sIpul)
Solvant: dmso
Data collacted on: Sep 30 2017

Tomp. 35.0 C / 298.1 E
Operators vmmri

Bolax. dalay 1.000 sac
Tulse 45.0 degTeas

Acg. time 2.55% #ec

Width §401.0 Hx

@ repatiticns

OBSERVE  El, 400.1753680 M3z
DATA PROCEESING

FT siza 32768

Total time 0 mia 31 ssc

B L B e
13 12 11 10 3 8 7 6 5 4 3 2 1 [ -1 ppm
Ek 41 : Bilesik 4b’nin 'H NMR Spektrumu
IsmailIvh-C13
::I:}:: Agilent Technologies

Sampla Namo:
Ismai11TWh-C13

Data Collooted oms
maroury400-marourydon

Archive diractory:
/bome/voar] fvmarsys fdata

Sampla directorys
IsmailTWh-C13 20170930 01

PLdPile: CAREDN 01

Pulse Sequence: CREEON (sIpul)
Bolvaent: dmso
Data collacted on: Eap 30 2017

Temp. 35.0 C / 298.1 E
Opsrator: voarl

Ralax. dalay 1.000 mac
Tulse 45.0 degreas

Aog. tima 1.550 sac

Width 21141.6 Ex

2000 repatiticas
OBEERVE C13, 100.624377% MEz
DACOUFLE E1, 400.1773555 MEx
Powar 38 4B

contimmously om

WALTI-16 modulated

DATR FROCEESTHNG

Line broadening 0.5 Hx

FT miza 65536

Total tima 1 br, 28 min

S 1 . I ,.‘lL I |

80 60 40 20 0 ppm

180 160 140 120 100

Ek 42 : Bilesik 4b™nin 3C NMR Spektrumu
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4KloroPropil TDA 374 (3.771) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
100 2293 384.3
2291 386.4

192.8

%

231.2 387.0

3424 3875
342.1

382.7
341.8}

388.0

3
3
250 300 350 400

Ek 43 : Bilesik 6b’nin kiitle Spektrumu

Ismail4EloroPropi1TOA

Sampla Nama:
Ism2114EloraPropt 17D
Data Colloected oms
Barouryd00 -maroury400
Archive directorys
/homefvoeT L fvnarsys fdata
Sampla diractorys
Ism2114E10roPropl 1TDA_20180207_02
FidFile: PROTON 03

Tulsa Swquoncc: PROTON (sIpul)
Solvant: dmso
Data collected ons Fab 7 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Op&Tator: vOmrl

Solax. dalay 1.000 sac
Tulsc 45.0 degroas
Acg. time 2.55% mac
Width £402.0 Hx
16 ropetitions
OEEEEVE  Hl, 400.175571% MEx
DATA PROCEESING
FT miza 33768
Total time 1 min 0 sac

42.8
3413|3443
81.5(§ 406.4
) i 7341,1 407.0
: 422.0
ST WA 775.7469.3476.9 526.0

N

550

600

1

,.7,00 .

Scan ES+
1.34e8

Agilent Technologies

al

13 12 11 10 9 B 7

Ek 44 : Bilesik 6b’nin *H NMR Spektrumu

€

5

4

3

2

1

0

-1 ppm
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Ismail4EloroPropllTDR

Sampla Nama:
Ismzil4KloroPropllTOA

Data Collected om:
marcuryd00-marcuryddn

Archive diractory:
/bome /voarlfvmaTsys/data

Sampla diractory:
Ism=il4FloroPropl1TOA 20180207 02

FidFile: CAREON 01

Tulse Sequence: CREBON (sZpull
Solvant: dmso
Data collacted om: Feb 7 2018

Tomp. 35.0 C / 298.1 E
operator: vmmri

Relax. dalay 1.000 sac
Pulse 45.0 degreas

Aog. time 1.304 sac

Width I5135.6 Hx

2000 repatiticas

OSEEEVE C13. 100.6243781 MEx
DECOUFLE EL. 400.1773555 Mz
Powar 38 4B

continucusly om

WALTZ-16 modulatad

DATA FROCEEITHG

Lina broadaning 0.5 Hx

FT siza 65535

Total tima 1 hr. 20 min

e

Agilent Technologies

oo o

220 200 180

160 140 1z0 100 B0

Ek 45 : Bilesik 6b’nin 13C NMR Spektrumu

4MetoksiPropilTDA 363 (3.660) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

100

2254

%

226.0

226.8

O A
20 250 300

Ek 46 : Bilesik 7b’nin kiitle

380.3

381.2
381.5

338.5

338.1 381.9

382.4

338.8
339.2

337.2| 377.8||383.0

340.4 |} 383.6
335.6 J l 4431

1L418v7
350 400 450 500 550 600

Spektrumu

14

40

700

20

]

Scan ES+
1.34e8

m/z

750

161
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3 Agilent Tochnologios

IsmaildMatoksiTropd LTOA

Sampla Namas
Ism=114Matoks1 PO 1TOA

Data Colleoted ome
zarcury400-mercary400

Archive directory:
{/bome/vomrl/voaTeys/data

Sampla diractory:
Ism=114Matoksi Propf1TOA 20120209 01

F1dFile: PROTON 02

Pulse Sequence: FROTON (s2pul)
Solvant: dmso

Data collected om: Feb 3 2018

Temp. 5.0 C / 198.1 K
Operators vimrl

Rolax. dalay 1.000 sac
Tulse 45.0 degress

Aog. time 2.55% sac

Width §492.0 Hz

8 repatitioms

OSEEEVE  EL, 400.1753723 MEz
DATA PROCEESING

FT stza 31768

Total time 0 mim 31 sec

Ek 47 : Bilesik 7b’nin *H NMR Spektrumu

IsmaildMatoksiPropd1TOA

Sample Hame:
IsmailiMstoksiPropi lTOA

Data Collectcd oms
Barouryao-maroury4no

Archive diractorys
fBomc /T fynmreys faata

Sazpla ALTECLITY:
Ismail4MstoksiPTopilTOA 20120208 01

PLAFiles CAREON 01

Pulss Sequenoe: CAREON (s2pal)

Solvant: dmsg
Data collactad on: Pab 5 2018

Temp. 15.0 C / 198.1 E
Operators vmmrl

Belax. dalay 1.000 sac
Tulse 45.0 degreas

Acg. time 1.304 sac

Width I5135.5 Bz

2000 repatiticns
OSEEEVE C13, 100.S524378% MHx
DECOUFLE E1, 400.17753555 Mz
Towar 38 @B

contimuously om

WALTZ-16 modulatad

DATA PROCESEING

Line broadening 0.5 Hr

FT siza 65536

Total time 1 br, 20 min

L B I I B I B B B R R RN R R N RN R R R
40 20 o Ppm

220 200 180 160 140 120 100 a0 60

Ek 48 : Bilesik 7b’nin 3C NMR Spektrumu
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FenilPropilTDA 361 (3.640) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 350.3 1.34e8

349.1

<0
3

352.2
308.5

307.9 348.4

n_— 347.33I
353.0

3725
346.8

2185 281.13C5.5 73.3 435.2
¥ e l 2 LT 4788 594 534254305848 61855720 6732 6905
I (. V. o ok k4788 " 7534254305848 6185 132 7 e

225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675

Ek 49 : Bilesik 8b’nin kiitle Spektrumu

308.9

IsmailFenilPropd ITOA

Sazpla Nama:
Ismai1Peni1Props 1TOA
Data Collected cas
marcuryddo-marcurydon
Archive dll’ﬂ::ﬂq'l
/honc,/ vimrl fvnereys/data
Sampla diractory:
IsmailFenilPropilTOA 20190205 01
FidFilc: PROTON 02

Agilent Technologies

Palss Sequence: PROTON (s2pal)
Bolvent: dmso
Data collactad on: Fab 5 2018

Temp. 35.0 C / 308.1 E
Operator: vomrl

Eclax. delay 1.000 sac
Tulse 45.0 degreas

Acg. time 2.559 mac

Width &402.0 Hx

16 Tepetitions

OBEERVE  El, 400.1755731 Mz
DATR PROCHESIRG

FT miza 32768

Total tima 1 mio 0 sac

JULJL o J ;
T T T T T T T T T T T T T

13 1z 11 0 9 B 7 [ 5 4 3 2 1 o -1 ppm

Ek 50 : Bilesik 8b’nin *H NMR Spektrumu
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IsmailFenilPropilTOA

Sazple Namo:
Ism2i1FenilTTopdlTOA

Data Collected oms
marcurydi0-marcurydds

Archive directory:
/boas/voarl/ToETsys/data

Sample directorys
IsmzilFPenilPropllTOA 20180205 01

FldFilo: CAREOH 01

Pulse Scquences: CARECH (sIpul)
Bolvant: dmso
Data collected oms Fab 5 2018

Temp. 35.0 C / 308.1 K
Operators wmarl

Relax. delay 1.008 sac
Tulse 45.0 degroas

Acg. time 1.304 mec

Width 35115.6 Hz

2000 repatitions

OSEERVE C13, 100.6143858 Mz
DECOTPLE El, 490.1779555 MEx
Dowar 38 ¢B

contimmously oo

WALTI-16 modulated

DATA PROCEESING

Line broadening 0.5 Hz

FT miza 65536

Total time 1 br, 20 min

::Ilh:: Agilent Technologies

220 200 180 180 140 120

Ek 51 : Bilesik 8b’nin 3C NMR Spektrumu

34DimetoksiPropilTDA 353 (3.559) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

1
100 410.5
205.8
2553
206.3
412.1
226.4
254.7 408.7
368.4 408 5
226.7 3579 4083
.| 4081
227.1[2%6:0 367.7
369.0 |4135
253.6} 367.3
}257 1 407.2 4325
{ 366.4 4330 4956
OAJ ,_LJ.L R e e LJ~.~ e N
250 300 350 400 450 500

Ek 52 : Bilesik 9b’nin kiitle Spektrumu

100 80 €0 40 20 0 ppm

1: Scan ES+
1.34e8

5819 6205 6783 711.4/°0°

550 600 650 700

560.0
RSO0, m/z
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Ismail3élimatoksiPropd 1TOA

Sazmpla Nama:
Ismalli4limatoksiPropilTOA
Data Collected om:
Zarcuryd0d-marcarydol
Archive directory:
/Dome/VoETL/voareys/datd
Sampla directory:
Ismall34DimatoksiPropd I'TOA 20180207 02
FidPile: FROTON 02

Tulsa Soquence: FROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collactaed on: Fab T 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 E
Operator: vomrl

Rolax. dalay 1.000 sac
Pulse 45.0 degreas

Acg. tima 2.55% mac

Width §402.0 Hz

1§ ropotitions

OHEERVE  E1, 400.1755735 Mz
DATA PROCEESSING

FT aize 31768

Total tiza 1 =iz 0 sac

::1:3:: Agilent Technalogios

Ek 53 : Bilesik 9b’nin 'H NMR Spektrumu

Ismail3dlimatoksiPropd1TOA

Sampla Wamo:
Tsm=i134Ddmatoks]iPropd ITOA
Data Collected cms
marourydlo-marcury40n
Archive directory:
/homc,/voerl fvmeTeys/data
Sampla ALrectoTy:
Isma113404motoksiPropd ITOA 30180207 _02
PL4APile. CAREON 0Z

Pulsa Sequence: CAREON (s2pal)
Solvant: dmso
Data collected oms Fab & 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 E
gparator: womrl

Relax. delay 1.000 sac
Pulse 45.0 degTeas

Acg. time 1.304 smac

Width 15135_6 Hz

5000 repetiticas
OEEEEVE CL3, 100.6143785 MEx
DICOTPLE  El, 400.1779555 MEx
Towar 38 4B

comtimmously o=

WALTZ-16 modulated

DATA PROCEESING

Line broadening 0.5 Hz

FT miza E5536

Total time 3 br, 5% min

_— | _IHJ s

lent Technologies

220 200 pR:11] 160 140

Ek 54 : Bilesik 9b’nin 3C NMR Spektrumu
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Ismail-4-kilorofenetilTDA 482 (4.860) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
446.5

100

448 5
104.7

3424
229.2

449.5

2313 3445

1056 223.9| 5346 450.4
218.1_|| 3‘?-41345‘6393.4

oM PGSR | | U RO

100 200 300 400 500

Ek 55 : Bilesik 11b’nin kiitle Spektrumu

Ismalil-4kloroFeoetilTDA

Sazple Nama:
Ismall-dklorofanct L1TOA
Data Collected oms
marcurydid-marcurydi0
Archive directorys
/home/voerl /voarsys/data
Sazpla AiractoTys
Ismail-dkloroFancti1TOA 20180312 01
FidFile: PROTON 02

Tulsa Sequence: PFROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Tata collacted oo: Mar 1 2018

Texp. 37.0 € / 310.1 K
Operator: vomrl

Eelax. dalay 1.000 sac
Tulse 45.0 degTeas

Aog. time Z.55% sac

Width &402.0 Hx

8 repatitioos

OBEERVE El, 400.1753680 MEz
DATA PROCEESTRC

FT siza 32768

Total tima 0 min 31 sac

24 5307 610.3%%21 74377617

600

g

"

800

8382

891.6915.8

900

1000

I

977.7
| 1 AL

!

1057 11415

A

1100

1: Scan ES+
4.39e7

m/z

Agilent Technologies

13 1z 11 10 g

Ek 56 : Bilesik 11b’nin *H NMR Spektrumu
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Ismail-4xloroFaoctilTOA
<L~ Agilent Tochnologies

Saspla Nama:
Ismail-dkloroFenstilTOA

Data Collected om:
marcurydlo-marcuryddn

Archive directory:
/bomc/voarl fvoaTeys/data

Sampla diractory:
Ismail-dkloroFanctilTOA 20180312 01

PidPile: CAREQN 01

Tulse Sequence: CREECN (s2pal)
Solvant: dmso
Data collacted on: Mar 17 2018

Tesp. 37.0 C / 0.1 E
Operator: vimrl

Felax. dalay 1.000 sac
Tulsc 45.0 degroas

Acg. tima 1.550 smac

Width 71141.6 Ex

3000 repatiticos
CEEERVE €13, 100.624363% M3z
DECOTPLE El, 400.177$555 M3z
Towar 38 4B

contimously oo

WALTZI-15 modulatad

DATA PROCEESING

Lina brossoning 0.5 Sr

FT piza 65536

Total time 2 br, 12 min

A ‘__L . : J_;,| J

IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|
180 160 140 120 100 80 &0 40 20 0 ppm
Ek 57 : Bilesik 11b’nin 3C NMR Spektrumu
Ismail4-MetoksiFenetlTDA 399 (4.023) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 4426 8.51e7
104.8
338.4
4436
2253
339.5 [444.6
2218
105.6
31253 226.1 340.5 4647 o o 883.9 sl
oL N 3114 A U e h.._..9?5;9_,579;1‘.557;2.7?3'98305 | W 9680 1055.5 1119.31180.0
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Ek 58 : Bilesik 12b’nin kiitle Spektrumu
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IsmailikatoksiFenatlilTOR

Sample Namas
Ismail4MatoksiFanatilIDA
Data follected oms
Baroury400-marcurydoo
Archive diractorys
/home/voerl froareys/data
Sampla diractary:
Ismail4Motcks) Fanati1TOA_20160305_01
FiaFile. PROTON 02

Pulsa Scquence: PROTON (sipal)
Solvant: dmso
Data collackad on, Mar 5 2018

Temp. 15.0 C / 198.1 K
Operator: vomrl

Eolax. dalay 1.000 sac
Tulse 45.0 degroas

Acg. tima 2555 sac

Width £402.0 Hxr

32 ropetitioms

OSEERVE 1, 400.1753664 MEx
DATA PROCEESING

FT sima 31768

Total time 1 min 57 sec

‘3 Agilent Technologies

o

Ek 59 : Bilesik 12b’nin 'H NMR Spektrumu

IsmailiMatoksiFanati1TOR

Sampla Nama:
IsmalliMatoksiFanatl1TDA

Data Collected om:
ZRICuryd0d-2arcarydon

Archive directorys
/Dome /VOETL/vIarsys//data

Sampla directory:
IsmailiMatcksiFanatl1TDA 201603058 01

FidPile: CAREON 01

Tulsa Sequence: CAEEON (s2pul)

Solvant: dmso
Data collected on: Mar 5 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 E
operator: vmmrl

Relax. dalay 1.000 sac

Pulss 45.0 degreas

Acg. timae 1.304 sec

Wiatk 25125.6 Hz

3000 ropatiticas
OHEERVE C13, 100.£283117 MEz
DECOUPLE  El, 400.177S555 MEz
Powar 38 B

eontimuously oa

WALTEI-16 modulatad

DATA DROCEESINC

Lins broadening 0.5 Hx

FT miza 65536

Total tima 1 Br, 55 min

-:{:D:- Agilent Technologios

M

180 160 140 izo0

100 a0 &0 40 20 Q -20 -40 ppm

Ek 60 : Bilesik 12b’nin *3C NMR Spektrumu
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IsmailFenilFenetiTDA 418 (4.215) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
100 4125

105.1

308.6

195.3

195.0 4135

1309.4

‘?10,4

300

| 4145
i1061 206.8

| 125.9

B Nl (522
| 100 200

4346

400 500 600 700

Ek 61 : Bilesik 13b’nin kiitle Spektrumu

IsmailFenilFenatilTOR

Sampla Nama:
IsmailPenilFenetilTOA
Data Collected oms
FEToUryd 00 -zarcuryd 00
Archive diractorys
/boms/vomrl fyoaTsys/data
Sampla diractory:
IsmailFomilFanati1TOA 20180312 01
FidFiles PROTON 02

Pulsa Sequence: PROTON (s2pal)
Solvent: dmao
Data collected on: Mar 12 2018

Tesp. 37.0 C / 310.1 E
Operator: vimrl

Relax. dalay 1.000 sac
Pulse 45.0 degTess

Acg. tima 2.55% sac

Width £402.0 H

16 Tepatitioms

OEEERVE  El, 4900.1755680 M3z
DATR FROCEESTNG

FT siza 32768
Total time 1 mim 0 sac

) o

84
L 4505497.758056324 7206 52387

800

5.8
|, 90513292
900

1000 1100

/
J l\..JLL ,L

1: Scan ES+
6.34e7

10256 19960 11634

Agilent Technologies

13 12 11 10 ] 8 7 3 5

Ek 62 : Bilesik 13b’nin *H NMR Spektrumu

4 3 2 1

0 -1 ppm
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IsmailFenilFanatilTDA

Sampla Namas
Isma11FenilFanat11TOA
Data Collected oms
Barcury400-marouryd 00
Archive diractorys
/home/voer) fvoereys(data
Sampla diractory:
Ism=11FsnilFanati1TOA 20160312 01
FidPilc: CAREON 01

Agilent Technologies

Pulss Scquomocs CARBON (sZpul)
Solvent: dmso
Data collactod ons Mar 12 2018

Tezp. 37.0 C / 3O E
Operators vomrl

Eolax. delay 1.000 sac
Tulse 45.0 degreas

Aog. time 1.304 sac

Width 25125.5 Hz

3000 repatitions

OSEERVE ©13, 100.628320Z MEx
DECOOPLE E1, 400.1775555 MEx
Towar 38 @B

contimuously om

WALTZ-16 modulated

DATA PROCEESINC

Liza broadesiag 0.5 Bz

FT siza 65536

Total time L br, 5% min

180 160 140 1z0 100 8o &0 40 20 o -20 -40 ppm

Ek 63 : Bilesik 13b’nin *C NMR Spektrumu

4KloroSiklohekzilTriazol 483 (4.870) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES*a
4248 1.34e
100

422.8

422‘6‘427,9
4224

42194282

4216 4289

1252 2292 3425420 5ﬂ4297 5039 .. 8478 8917 1295.1
Fokodin ~ m/z

[ RTINS SR SR S G R SRS CRMt) Wv=s" ot s et Lo P

200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

Ek 64 : Bilesik 1¢’nin kiitle Spektrumu
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Ismaillc

Sazpla Names
Tema11le
Data Collectsd oms
Baroury400-marcury400
Archive directorys
/bome/voarl /voareys/data
Sampla dircctorys
Isma11lc_20170930_01
PidPile: PROTON 02

Pulse Sequence: FROTON (sZpul)
Solvant: dmso
Data collscted on: Sop 30 2017

Temp. 25.0 C / 298.1 E
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 ssc
Tulsc 45.0 dogroas

ACg. time 2.55% mao

Width £402.0 Hz

16 Tepetitions

OBSEEVE  El, 400.1753674 MEx
DATA PROCEBESING

FT miza 32768

Total time 1 min 0 sac

—

Agilent Technologies

13 iz 11 10 ]

Ek 65 : Bilesik 1¢’nin 'H NMR Spektrumu

Ismaillc

Sazpla Nama:
Ismzillc
Data Collected oo
TaToUry400-2arcury400
ATchive directorys
/homs/voETl/voareys /data
Sampla AiTECTOTY
Ismaillc 20171002 901
FidFile: PROTON 02

Tulse Sequence: FROTON (sZpul)
Solvant: dmso
Data collacted on: Oct 2 2017

Temp. 35.0 @ / 298.1 E
Operator: wmmrl

BEelax. daelay 1.000 sac
Tulse 45.0 degreas

Acg. time Z.55% sec

Width 6402.0 Hz

& rapatiticns

OBEERVE El, 400.175%678 MEx
DATA PROCEESTHC

FT siza 3IT6E

Total tima 0 mio 31 sac

Ek 66 : Bilesik 1¢’nin *3C NMR Spektrumu
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1: Scan ES+

aMetoksiSiklohekzilTriazol 452 (4.558) G:ztginl. 80.00, H) 1.34e8
100 '
=2
4225
418.7
418.5
418.2 |
423.6
4178
423.8
4171 861.8
4241 840.5 948 0 963.0
16672253 ggpp 3384 4156 ll . 5046 se49 7880 4l{. L m
0--w—---2—06—*-- e T a0 500 500 700 800 900 1000

Ek 67 : Bilesik 2¢’nin kiitle Spektrumu

Ismailllc

gilent Teehnologies

Sazpla Namas
Ismailllc
Data Collected om:
2arcuryd00-zeroury400
Archive directorys
/bome/vERTl/YoaTeys/data
Sa=pla AirectoTya
Ismailllcz 20170%30 01
FidFile: PROTON 02

Pulse Seqasace: PROTON (s2pall
Bolvent: dmso
Data collacted om: Bap 30 2017

Tomp. 35.0 C / 298.1 E
Oparator: wvmmri

Rolax. dalay 1.000 sac
Tulse 45.0 degroas

ACq. time 2.55% mac

Width §402.0 Hx

16 repetitions

OEEESVE  El, 400.1755680 MEx
DATA PROCEESING

FT siza 33768

Total tima 1 min 0 sac

| I s AN

13 iz 11 10 9 B T 6 5 4 3 2 1 1] -1 ppm

Ek 68 : Bilesik 2¢’nin *H NMR Spektrumu
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'U* Agilent Technologies

IsmailIITo-C13

Bampla Wama:
IsmallITTo-C13
Data Collected oo
Boroury400-marcury400
Archive diractory:
fbome fvoarl/vimrays/data
Eampla diractorys
IsmallIIlc-€13 201719001 01
FidFile: CASBON_01

Pulse Sequence: CAEBON (sZpul)

Solvent: dmaso

Data collaected ons Dot 1 Z0LT

Temp. 24.0 C / 257.1 K
Oparator: vmmrl

Belax. delay 1.000 sec
Fulsa 45.0 degreas

Acg. tims 1.550 se

Width 21141.6 Bz

7000 Tepatiticas
OBSZEVE CL13, 100.524374% MEz
DECOUPLE El, 400.1779555 ME:z
Fower 38 4B

contimuoualy o=

WALTZ-15 modulated

DATA DROCEESIRC

Lize broadesing 9.5 Ex

PT size 65536

Total time § br, 8 min

IIII|IIII|IIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|
180 160 140 1z0 100 a0 1] 40 20 0 ppm
Ek 69 : Bilesik 2¢’nin *C NMR Spektrumu
IsmailFenilFenetilTniazol 412 (4.154) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1. Scan ES+
100 4126 1.34e8
®
4136
414.6
126.0 19 aee [1156 529.3 714.9 823.8
0l1eB0 1952 - 273.72026°""X || 4536 2497 | 634.1 '7"7739.2 ' 861.7_99%1 987110051 1111.0 ”53:1}7
700 800 900 10C0 1100 )

100 200 300 400 500 600

Ek 70 : Bilesik 3¢’nin kiitle Spektrumu
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IsmailIl I'F—:J.!

marouryd00-meroury4on
Archive directory:

/homo fvomr] fvnaTEYs/data
Sampla diractorys

Isma11ITTo-C13 20171001 01
F1dFilo: PROTON 01

Tulsa Scquence: PROTON (s2pul)
Solvant: dmso
Data collected oms Oot 1 2017

Operator: vamrl

Relax. dalay 1.009 sac
Pulse 45.0 degroas

Acg. tima 2.55% mac

WiAth §402.0 Hz

2 repetiticas

OHEEEWE  El, 400.1755580 M3z
DATA PROCEESING

FT miza 33768

Total time 0 mim 31 mac

‘4 Agilent Technologies

Ek 71 : Bilesik 3¢’nin *H NMR Spektrumu

IsmaflIITo-C13

Sampla Mamas
Ismail1IITc-C13

Data Collected om:
marcury400-marcuryddl

Archive diractory:
/bome/voarl /voaTeys/data

Sazpla 4% Ty
IsmailIITc-C13 20171001 01

PidPile: CAREQN 01

Pulss Scquences CAREON (sZpal)
Solvant: dmao
Data collected oms Ot 1 2017

Tezp. 24.0 C ¢/ 25T.1 E
Operator: vmmrl

Holax. dalay 1.000 sac
Tulsc 45.0 degroas

Acg. time 1.550 mec

Width 71141.6 Hx

7000 repatiticos
OSEEEVE C13, 100.624374% M3z
DECOUPLE E1, &00.1773555 M3z
Towsr 18 <B

contioucusly om

HALTI-15 modulatad

DATA PROCEESING

Line broaganing 0.5 Bz

FT miza 65536

Total time 5 br, 8 min

20 0 ppm

180 160 140 1z0

Ek 72 : Bilesik 3¢’nin 3C NMR Spektrumu
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34DimetoksiSiklohekzil Triazol 357 (3.600) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

450.5
100
4517
52.
449,3452 3
448.9
4487
448.3 4532
447 4
e 405.2 4726 5330
0 ~._.‘93§* o NP — .:}4.1 L_Ai J.‘ R D GOV
200 300 400 500 600

Ek 73 : Bilesik 4c¢’nin kiitle Spektrumu

IsmailivVe

Sazpla Nama:
IsmailIVe
Data Collected oms
Barcury400-marcury400
Archive directory:
/boms/voarl/voareys/data
Sazpla ALTEctoTy:
Ismzi1IVe 20170330 02
FidFile: PROTON 03

Tulss Sequence: FROTON (s2pul)
Solvant: dmso
Data collected om: Bep 30 2017

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vaarl

Relax. dalay 1.000 sac
Tulse 45.0 degreas
Acq. time 2.55% sec
Width £402.0 Hz
32 repetitiona
OBEERVE  El, 4001753674 Mz
DATR FPROCEESING
FT siza 32768
Total time 1 min 57 sac

— JLJ L.

1: Scan ES+
1.34e8
900.0
898.9; 9015 9456
e Ao ~h—t—— m/z
800 900 1000

)

L

(5 Agilent Technologies

13 1z 11 10 9 B T 6

Ek 74 : Bilesik 4c’nin 'H NMR Spektrumu

4

3 2 1

[+] -1 ppm
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4-KloroPropilTriazol 527 (5.314) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

1: Scan ES+
o5 384.3 1348
386.4
”
383.1
387.0
382.6] 3876
382.1
3s1.0. 3886
229 526.7 790.5
1568 | 32403681 f1 3894 4o 6106 6847 7696205 o965  oats /
4 6106 esa7 7696 " " LR R
200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Ek 76 : Bilesik 6¢’nin kiitle Spektrumu

IsmaildElorolropilTriazcl

Sampla Nama:
IsmailiEloroPropilTriazol

Data Collected oms
sarcuryd0d-sarcary4d0

Archive Afractorys
/home/voaTl/YoeTeys/data

Sampla directory:
IsmailiEloroPropilTriazcl 20180216 02

FldFile: FROTON 02

Agilent Technologies

Tulse Sequence: PROTON (s2pall
Bolwant: dmaso
Data collacted on: Fab 16 2018

Temp. 35.0 € / 3081 K
operator: vmmrl

Relax. dalay 1.000 sac
Tulsc 45.0 dogroas

ACq. tima 2.55% man

Width §402.9 Hz

2 rapatitions

OEEEEVE  E1, 400.1753716 MEx
TATA PROCBESTHG

FT miza 32768
Total time 0 min 31 sac

L | [

i3 i2 11 10 -] 8 7 & 5 4 3 2

1 i} -1 ppm

Ek 77 : Bilesik 6¢’nin *H NMR Spektrumu
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IsmaildElorofropilTriazol

Sazpla Nama:

IsmaildFlorofropilTriazcl

Data Collected oms
marcuryd00-marcurydd0
Archive directory:

/hone/voeTl /voareys fdata

Sampla diractory:

IsmaildEloroPropilTriazcl 20180216 02

FiaFilc: CAREON 01

Pulse Sequence: CAREON (s2pul)

Solvent: dmso

Data collactad oms Pab 16 2018

Tezp. 35.0 € / 0.1 E
Operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sac
Pulss 45.0 degreas
Acg. time 1.304 sac
Width 25125.6 Hr

2000 repatiticas

OBEERVE C13, 100.6243858 MHz
DECOUFLE E1, 400.1775555 MHz

Powar 38 ¢B
contioucusly oo
WALTZ-16 modulated
DATA FROCEESTHG

Lina broaganing 0.5 Hx
FT siza 65536

Total time 1 br, 20 min

e

‘L4 hgilent Tochnologios

- o
T T T e
220 200 180 160 140 120 40 20 0  ppm
Ek 78 : Bilesik 6¢’nin 13C NMR Spektrumu
4MetoksiPropilTriazol 344 (3.469) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 3930.6 1.34e8
@ 382.3
378.3
377.9
3775413834
3771
225.3 376.6.ll3g4.2
ol 12263 b | R 950.1988.0
n m/
200 300 400 500 €00 1000 -

Ek 79 : Bilesik 7¢’nin kiitle Spektrumu
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IsmailiMatoksiPropilTriazol

Agilent Technologies

Sample Hama:
Isma1l4MotoksiProps1Triazsl
Data Collectsd oms
Barcury400-maronrydnn
Archive directory:
/Bome/vomrl fmereysdata
Sampls directory:
IsmaildMetoksiPropilTriazcl 20180215 01
FidFilc: PROTON_02

Pulsa Soquenccs PROTON (s2pul)
Solvant: dmso
Data collactsd om: Fob 15 2018

Temp. 35.0 € / J0E.1E
Operatar: vmmrl

Relax. dalay 1.000 sac
Tulse 45.0 degreds

Anq. tima 2.553 sac

Width 6402.0 Hz

2 rapatitioss

OEEEEVE 1, 400.1755716 MEx
DATA PROCEEEING

FT siza 33768

Total tizme 0 @iz 31 sec

Ek 80 : Bilesik 7¢’nin *H NMR Spektrumu

IsmaildMatoksiPropllTriazol

Sampla Wamas A Agilent Technologies
IsmailiMatoksiPropdlTriazol

Data Collected om:
marouryd 00-marcuryddo

Archive dlrar:ury-
/bome/voarl/voarsys/data

Sazpla directorys
IsmailiMetoksiPropilTriazol 20180215 01

FldFile: CAREON 01

Pulsa Soquence: CARBON (sIpul)
Solvant: dmso
Data collacted ons Fab 15 2018

Temp. 35.0 © / 305.1 K
Operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. tima 1.304 mac

Width 25135.6 Hr

2500 repatiticas

OEEERVE (13, L00.6243858 MEz
DECOUPLE  E1, 400.1775555 M3z
Powar 38 OB

cootimucusly oz

BALTZ-16 modulated

DATA DROCEESING

Line broadening 0.5 Bz

FT siza £5536

Total time 1 br, 4 min

220 200 180 180 140 120 100 a0 1] 40 20 4] pEm

Ek 81 : Bilesik 7c’nin **C NMR Spektrumu
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FenilPropilTriazol 351 (3.539) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
350.

0.2
100 351.0

351.6

%

352.1
348.6

348.3

348.0

347.2 353 1 4104

3184
317.9.[346.6 || 3536 409»51‘\”11 5
354.5 3

o 275631604 MRS L M dhn .

225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575

2147

Ek 82 : Bilesik 8c’nin kiitle Spektrumu

IsmailFenilTriazolPropll

Sazmpla Namas
IsmallPenilTriazolPropil
Data Collected om:
marcuryd 0i-zarcurydd0
Archive directorys
/home/voErl/voarsys/data
Sample Airactory:
IsmailPenilTriazolPropil 201802132 01
FldFile: PROTON 02

Tulse Sequence: PROTON (sipal)
Solvent: dmso
Data collacted oms Fab 12 2018

Temp. 25.0 © / 298.1 E
Oparator: wvmmrl

Rolax. dalay 1.000 sac
Pulse 45.0 degreas

Acg. tima 2.274 sac

Width 7204.6 Ex

37 repetitions

OEEERVE  El, 400.1760386 Mz
DATA PROCHESING

FT siza 32768

Total tima 1 min 48 sac

- | ]

1: Scan ES+
1.34e8
610.7
s miz

'll.} Agilent Tochnologies

L

| P N ——

14 1z 10 g & 4

Ek 83 : Bilesik 8c’nin 'H NMR Spektrumu

2 o ppm
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IsmailFenilTriazollroplil

Sampla Namds
IsmailPenilTriazollropil

Data Collscted oms
mercuryd0o-zercaryddd

Arcniwe directorys
/nomo/voErl/voRTEys/data

Szmpla ALTACtoTY:
IsmailPenilTriazclPropil 20180212 01

FidFiles CASEON 01

Pulsa Scquencos CASEON (sIpul)
Bolvant: dmac
Data collected ons Pab 12 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 E
Operator: vamrl

Felax. dalay 1.000 sac
Tulsc 45.0 dogroas

Arg. tima 1.550 mac

Width 21141.5 Bz

8000 repatitions

OSEEEVE 013, 100.6243781 MEx
DECOUPLE E1, 400.1773555 MEx
Towar 38 aB

comtisuocusly oo

WALTZ-15 modulatad

TATA FROCESSTRG

Lina broaganing 0.5 Hx

FT aiza 65536

Total time 5 br, 52 min

‘- Agilent Technologies

1g0 160 140 1z0 100 8o 60 40

Ek 84 : Bilesik 8c’nin 3C NMR Spektrumu

34DimetksipropilTriazol 339 (3.418) Cn (Cen,2, 80.00, HY)
100 4106

= 408.0
412.2

408.7

24322554
& — L

| . .
L414.5| 4399 4725 401 ¢ cac 5 5asg 0055 6329

225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675

Ek 85 : Bilesik 9c’nin kiitle Spektrumu

20 0 ppm

1. Scan ES+

1.34e8

677.2
miz
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Ismail34limatoksiPropilTriazol
% Agilent Tochnologios

Saapls Namas
Ism=11340MmatoksiPropilTriazol
Data Collected oms
Barcuryd0o-marouryddn
ATchive directorys
/homo/voerl/voeTeys/data
Sampls diractorys
Ism=1134DMmetoksiPropilTriazol 20169305 _0F
FidFilc: PROTON 02

Pulse Sequence: FROTON (s2pul)
Solvant: dmso
Data collacted on: Mar § 24018

Tomp. 315.0 C / 298.1 E
Operator: vamrl

Relax. dalay 1.000 sac
Pulse 45.0 degreas

Acg. tima 2.555 sac

Width §402.0 Hx

32 repetiticns

OBEEEVE El, 400.1753684 MEx
DATA PROCEESINC

FT siza 31768

Total tima 1 mim 57 sac

Ek 86 : Bilesik 9¢’nin *H NMR Spektrumu

IsmailidlmatoksiPropdlTriazol

Sampla Wamo:
Ismail3dldmatoksiPropi1Triazol
Data Collected cms
marourydlo-marcury40n
Archive directory:
/homo/vomrl froeTsys/data
Sampla A1rectoTy:
Ismail3aldmotoksiPropilTriazcl 30180305 02
PLaPilc. CAREON 01

Pulsa Sequenoe: CAREON (s2pual)
Solvant: dmso
Data collected oms Mar 5 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 E
gperator: womrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degTeas

Acg. time 1.304 smac

Width 15135_6 Hz

3000 repatitions
OHEEEVE CL3, 100.6243774 MExz
DECOTPLE El, 490.1773555 MEx
Towar 38 dB

contimmously oa

WALTZ- 16 modulated

DATA PROCEESING

Line broadening 0.5 Hz

FT miza E5536

Total time 1 br, 5% min

ke

i y

LI I L L L L L L B I B
220 200 180 160 140 1z0 100 B0 60 40 20 a DEm

Ek 87 : Bilesik 9¢’nin *C NMR Spektrumu
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IsmaiKloroTriazol 432 (4.356) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

1: Scan ES+
100 4465 7.42e7
=
448.5
49.5
1260 .., 565 50.5
s BT ar03| 46825255 6917 7319 8246 8899 0300981410403 11450
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Ek 88 : Bilesik 11c’nin kiitle Spektrumu

Ismail4ElorofFenatilTriazol

Sazple Mame: (5 Agilent Technologies
Ism=114EloroPsnatilTrizsol 4

Data Collected om:
marcuryd0d-zarcary4i0

Archnive dirartury-
/home fvoerl /voarsys fdata

Sample Airactorya
Ismail4EloroFenatilTriazal 20180308 01

FidFile: PROTON D1

Tulse Sequence: FROTON (s2pul)
Solvenot: dmso
Data collactad om: Mar @ 2018

Temp. 37.0 C / 310.1 E
Oparator: voarl

Relax. dalay 1.000 sac
Pulse 45.0 degTeas

Acg. time 2.55% mac

Width §402.0 HE

& rapatitloms

CUBEERVE El, 400.1755693 MEx
DATA PROCEESING

FT siza 3276E
Total time 0 mim 31 sac

Ek 89 : Bilesik 11¢’nin *H NMR Spektrumu
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IsmaildKloroPenatilTriazol

Sampla Nama:
Ismail4ElorcPenatilTriazol
Data Collected oms
marcuryd0d-marcuryd00
Archive directory:s
/bome/ voaTl/YORTeys fdata
Sampla diractory:
Ism=il4EloroFenati1Triazol_20180308_01
FldFile: CAREON 02

Pulsa Scquencos: CANECH (s2pal)
Bolwvant: dmao
Data collected ons Mar 8 2018

Tezp. 37.0 € 4 3101 E
Operators vmarl

Relax. dalay 1.000 mac
Tulse 45.0 degroas

Acg. tima 1.550 mac

Width 21141.5 Hr

2512 repatiticos

OSSERVE C13, 100.524385% MEx
DECOUPLE El, 490.1773555 MEz
Powar 38 4B

contimmously on

WALTZ-16 modulatad

DATA PROCEESING

Ling broagening 0.5 Bz

FT siza 65536

Total time 1 Br, 50 min

::t:}:: Agilent Technologies

180 160 140 120 100 80 &0

Ek 90 : Bilesik 11c’nin 13C NMR Spektrumu

IsmaildMetoksiFenetiiTniazol 410 (4.134)

100 4427
k443 6
444.5
1015
el
100 200 300 400 500 800 700 800 900

Ek 91 : Bilesik 12¢’nin kiitle Spektrumu

40 20 0 ppm
1: Scan ES+
8.20e7
=TT T m/z
1000 1100
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IsmaildMatoksiFenatllTriazcl

Sazpla Namas
IsmailiMatoksiFanati1Triazcl

Data Collected om:
marcuryd00-zarcurydoo

Archive directory:
/bome/vo=rl/voarsys/data

Sample directory:
IsmaildMatoksiFanatilTriazcl 20120308 02

FldaFile: PROTON 0Z

Pulse Sequence: FROTON (s2pul)
Bolvant: dmso
Data collacted om: Mar @ 2018

Temp. 37.0 € / 310.1 K
Operator: vamrl

Relax. dalay 1.000 sac
Tulse 45.0 degreas

Acg. tima 2.55% sac

Width §402.0 Hx

16 repetitioms

CBEERVE  ELl, 400.1755680 MExz
DATA FROCEEATEC

FT siza 33768

Total time 1 miz 0 sac

Agilent Technologies

Ek 92 : Bilesik 12¢’nin 'H NMR Spektrumu

IsmailiMotoksiFanatilTriazol

Sampla Nama:
IsmailiMatoksiFanati1Triazal
Data Collected om:
Zarcurys0d-zarcarydoo
Archive directorys
/nome /vomTl /voarsys/data
Sampla dirgctory:
IsmailiMatoksiFanatilTriazol 20180308 02
FidFilc: CARECH 01

Tulsa Scquemco: CAREON (sIpul)
Solvant: dmso
Data collected om: Mar 8 2018

Temp. 37.0 € / 310.1 E
Jperator: voarl

Ralax. dalay 1.000 sac
Tulse 45.0 degreas

Acg. time 1.304 mac

Width 25125.§ Hx

2512 Tepatiticas
OEEERVE ©13, 100.5283205 MEx
DECOUPLE ELl, 400.1778555 MEx
Powar 38 dB

contimous 1,’ aa

WALTE-16 modulatad

DATA PROCHESTRC

Lina broadening 0.5 Hx

FT siza E353§

Total time 1 br, 40 =iz

| "\JL |

L ™

180 160 140 120 100 B0

Ek 93 : Bilesik 12¢’nin *3C NMR Spektrumu

60

40

20

o -20 -40 ppm
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IsmailFenilFenetiiTrnazol 412 (4.154) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

1: Scan ES+
100 il 1.34e8
®
4136
414.6
1260 ses [119° 529.3
0280 1952 27372026 "% || 4536 2293 6341 71497395 8238 gg17 9031 957440054 19110 11634
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1co 100 M

Ek 94 : Bilesik 13¢’nin kiitle Spektrumu

IsmallFenilFanatilTriazcl

Sazple Nama: t‘,‘: Agilent Technologios
IsmailPenilFanatilTriazol "
Data Collected ocma
marcuryd0f-marcuryd 00
Archive GIIGE:GI}'I
/bone/vomrl /voarsys/data
Sample Airgctorya
IsmailPenilFanatilTriazol 20180307 01
FidFile: FROTON 02

Pulse Sequence: FROTON (sIZpal)
Solvent: dmao
Data collected on: Mar 7 2018

Temp. 25.0 C / 258.1 K
Operator: voarl

Belax. dalay 1.000 saec
Pulse 45.0 degreas

Acg. time 2.274 mac

Widtk 7204.§& Hz

32 repetitions

CHEERVE El, 400.175%682 MHz
DATA PROCEESING

FT mlza 31768

Total time 1 mim 48 sac

. 1

14 12 10 8 & 4 2 0 ppm

Ek 95 : Bilesik 13¢’nin *H NMR Spektrumu
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IsmailFenilFanatilTriazol

Sazple Nazes tb Agilent Technologies
IsmallFenilFanatilTriazol

Data Collected cme
zarcuryd00-zarcusydto

Archive directorys
/hone fvner] fvoersys/data

Sazpla AiTEStoTY:
IsmallFenilFenatilTriazcl 20180307 01

FilaFilc: CAREON 01

Tulse Sequence: CAREON (sZpal)
Bolvent: dmso
Data collactad om: Mar 7 2018

Temp. 25.0 C / 2981 E
Operator: wmmrl

Relax. dalay 1.000 sac
Pulss 45.0 degTeas

Acg. time 1.304 sac

Width 25125.6 Hx

3000 repatiticas

OSEEEVE 13, 100.S5283125 MEx
DECCUPLE H1, 400.1773555 MEx
Towar 38 B

contimuously oca

WALTZI-16 modulatad

DATA PROCEESING

Lina broadening 0.5 Bz

FT siza 65536

Total tima 1 br, 55 min

I . " o
— —— ke

180 160 140 120 100 a0 &0 40 20 ] -20 -40 ppm

Ek 96 : Bilesik 13¢’nin 3C NMR Spektrumu

1: Scan ES+
|smail34dimetoksifenetilTriazol 398 (4.013) Cnl?Czeg_Z. 80.00, Ht) iyl
100 '
473.6
746
75.4 ! 982.3
1259 167.02153 2833 450, 4715 5784 sposzoss 720 9009 aaso 23 41z vim
%00 o0 a0 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Ek 97 : Bilesik 14¢’nin kiitle Spektrumu
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Ismail3dlimatoksiFanatilTriazal

Sazple Namas
Ismail34limotoksiFanatilTriazsol
Data Collected cos
marcucy400-zarcaryd 00
Archive directory:
/bomefyoErl/voeTeys fdata
Sazpla Airactorys
IsmailiéDimetoksiFenetilTriazcl 20150322 02
FidFiles DROTON 0

Tulse Sequence: FROTON (s2pul)
Solvaent: dmso
Data collacted on: Mar 23 2018

Temp. 37.0 C / 310.1 E
gperators vamrl

Eelax. delay 1.000 sac
Tulse 45.0 degroas

Acg. time 2.274 mac

Width 7204.6 Hr

16 repetitions

OBEERVE  E1l, 400.1755761 M3z
DATA FROCEESTRG

FT siza 31768

Total tima 0 miz 55 mac

Agilent Technologies

Ek 98 : Bilesik 14¢’nin *H NMR Spektrumu

IsmallidilimatoksiFanatilTriazcl

Sampla Nama:
Tsmai134limatoksiFanatilTriazal
Data Collected om:
marcurydld-marcurydon
Archive di I.'QE:UI}'I
.-'hmn.n'rnurj..n’rnurnyljdat a
Sampla diractory:
Ismail3dlimatoksiFanatilTriazol 20180322 02
FLdFile: CARECH 01

Tulse Sequence: CAREON ([sIpal)
Solvent: dmso
Tata collected om: Mar 2I 2018

Temp. 37.0 C / 310.1 E
Qperator: vamrl

Relax. dalay 1.000 sac
Pulse 45.0 degTeas

Acg. time 1.550 sac

Width 21141.5 Bz

3000 repatiticas

OBEERVE C13, 100.6283223 Mz
DECOUPLE El, 400.1775555 MEx
Powar 38 dB

contimuously oa

WALTZ-16 modulatad

DATA PROCEESTRC

Line broacaoling 0.5 Hz

FT miza 65536

Total tima 2 br, 12 min

|

1} Agilent Technologies

PP T I et

opsepemwrip et
ey

140 120 100 80

Ek 99 : Bilesik 14c’nin 3C NMR Spektrumu
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