OZET

TiYOSEMIKARBAZIT TUREVI BILESIKLER VE BU BILESIKLERIN SENTEZ
YONTEMI

Bulus, kanser tedavisinde, 6zellikle meme kanseri tedavisinde etkin, siklooksijenaz-2
(COX-2) enzimleri uzerinde segici inhibisyon 06zelligi gosteren, antitumor o6zellikli
tiyosemikarbazit turevi bilegikler, bu bilegiklerin sentez yontemi ve biyolojik aktivitesi ile

ilgilidir.
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ISTEMLER

1. FormlUl A ile gosterilen, siklooksijenaz-2 (COX-2) enzimleri Uzerinde segici
inhibisyon 6zelligi gosteren, antitimor 6zellikli tiyosemikarbazit turevi bir bilesik

olup,

N N
N/T\R
3

CH:n
Formul A

burada n=0 veya n=1'dir ve R asagidaki formullerin i¢erisinden segilmektedir:

F
E F
F
F
CN !

10 2. istem 1’e gére bir bilesik olup dzelligi, burada n=0 oldugunda s6z konusu bilesigin

Formdl | ile gOsterilmesi

Formul |

15 ve R grubunun asagidaki formullerden segilmesidir:
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F
¢ F
F
F
F

3. Istem 1’e gdre bir bilesik olup, burada n=1 oldugunda s6z konusu bilesigin Formdil

Il ile gosterilmesi

5 Forml 1l

ve R grubunun asagidaki formullerden segilmesidir:

F
! CN

4. Asagidaki formiillerden herhangi birine sahip istem 2’ye gére bir bilesik:

H
N/N

Iy .

Bilesik | Bilesik Il

10

5. Asagidaki formillerden herhangi birine sahip Istem 3’e gore bir bilesik:
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s |
CN S F
.
¢
Bilesik IlI Bilesik IV

6. istem 1-5'ten herhangi birine gére bir bilesik olup 6zelligi; bu bilesigin

5 e 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(4-(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-
karbotiyoamid (Bilesik 1),

e 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(3-(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-
karbotiyoamid (Bilesik II),

e 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-siyanofenil)hidrazin-1-
10 karbotiyoamid (Bilesik Ill) veya

e 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-
karbotiyoamid (Bilesik 1V)

olmasidir.

7. Istem 6’ya goére bir bilesik olup 6zelligi; 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(4-
15 (trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilesik |) kutlesinin 349,38 g/mol

olmasidir.

8. Istem 6’ya goére bir bilesik olup 6zelligi; 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(4-
(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilegik 1) erime noktasinin 205-
208°C olmasidir.

20 9. istem 6’ya gore bir bilesik olup 6zelligi; 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(4-
(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilesik 1) %57,97 C, %3,961 H,
%12,16 N icermesidir.
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10.istem 6’ya gore bir bilesik olup 6zelligi; 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(4-

11.

12.

13.

(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilesik ) infrared (IR)
spektrumunun, IR umax (KBr, cm™): 3270, 3167 (N-H g.b.), 3062 (ar. C-H g.b.),
2928, 2858 (asimetrik ve simetrik alifatik C-H g.b.), 1614, 1516, 1483, 1470 ( C=N
g.b. ve ar. C=C g.b.), 1406, 1325 (asimetrik ve simetrik alifatik C-H e.b.), 1276 (C-
N g.b.), 1182 (C=S g.b.), 1156 (C-F g.b.), 806 (ar. 1,4 disubstitisyon) piklerini

icermesidir.

istem 6’ya gore bir bilesik olup 6zelligi; 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(4-
(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilesik 1) 'H-NMR spektrumunun,
THNMR (500 MHz) (DMSO-de/TMS) & (ppm): 2,95-3,02 (m, 2H, CH2), 3,07-3,15
(m, 2H, CH2), 7,29-7,36 (m, 1H, Ar-H), 7,38-7,46 (m, 2H, Ar-H), 7,73 (d, J = 8,7 Hz,
2H, Ar-H), 7,96 (d, J = 8,4 Hz, 2H, Ar-H), 8,07 (d, J = 7,7 Hz, 1H, Ar-H), 10,31 (s,
1H, NH), 10,89 (s, 1H, NH-4CF3Ph) piklerini icermesidir.

istem 6'ya gore bir bilesik olup 6zelligi; 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(4-
(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilesik 1) '3 C-NMR spektrumunun,
13C-NMR (APT) (125 MHz) (DMSO-ds/TMS) & (ppm): 28,09, 28,77 (CH2), 121,59,
123,75, 128,07, 129,91 (CFs), 123,01, 125,57, 125,60, 125,63, 126,07, 127,28,
131,37 (Ar C-H), 125,03, 125,79, 125,91, 128,10 (4-CF3PhC4), 137,99 (Ar-C),
143,36 (4-CFsPhC1), 149,56 (Ar-C), 159,14 (C=N), 176,60 (C=S) piklerini

icermesidir.

istem 6’ya gore bir bilesik olup &zelligi; 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(4-
(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin ~ (Bilesik 1) kapali formulindn
C17H14F3NsS olmasidir.

14.istem 6’ya gére bir bilesik olup 6zelligi; 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(3-

(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilesik Il) kitlesinin 349,38 g/mol

olmasidir.

15.istem 6’ya gére bir bilesik olup 6zelligi; 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(3-

(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilesik Il) erime noktasinin 195-
197°C olmasidr.
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16.istem 6'ya gore bir bilesik olup 6zelligi; 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(3-
(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilegik II) %58,10 C, %3,945 H,
%12,20 N icermesidir.

17.istem 6'ya gére bir bilesik olup 6zelligi; 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(3-
(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilesik ) infrared (IR)
spektrumunun, IR umax (KBr, cm™): 3247, 3190 (N-H g.b.), 3083 (ar. C-H g.b.),
2935, 2866 (asimetrik ve simetrik alifatik C-H g.b.), 1614, 1554, 1491, 1471 (C=N
g.b. ve ar. C=C g.b.). 1405, 1366 (asimetrik ve simetrik alifatik C-H e.b.), 1277 (C-
N g.b.), 1189 (C=S g.b.), 1163 (C-F g.b.), 875, 763 (ar. 1,3 disubstitisyon) piklerini

icermesidir.

18.istem 6’ya gére bir bilesik olup 6zelligi; 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(3-
(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilesik 1) "H-NMR spektrumunun,
"HNMR (500 MHz) (DMSO-de/TMS) & (ppm): 2,93-3,03 (m, 2H, CH2), 3,06-3,18
(m, 2H, CH2), 7,27-7,47 (m, 4H, Ar-H), 7,50-7,67 (m, 2H, Ar-H), 7,96-8,04 (m, 1H,
Ar-H), 8,06-8,18 (m, 1H, Ar-H), 10,32 (s, 1H, NH), 10,89 (s, 1H, NH-3CF3Ph)

piklerini icermesidir.

19.istem 6'ya gore bir bilesik olup 6zelligi; 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(3-
(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilesik 11) "*C-NMR spektrumunun,
13C-NMR (APT) (125 MHz) (DMSO-ds/TMS) & (ppm): 28,06, 28,77 (CH2), 121,84,
122,07, 123,02, 126,3, 127,24, 129,52, 129,70, 131,30 (Ar C-H), 121,84, 123,52,
125,69 (CF3), 129,37 (3CF3PhCs), 138,04 (Ar-C), 140,46 (3-CFsPhC1), 149,50 (Ar-
C), 158,97 (C=N), 176,81 (C=S) piklerini icermesidir.

20.istem 6'ya gore bir bilesik olup 6zelligi; 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(3-
(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin ~ (Bilesik 1) kapah formulindn
C17H14F3NsS olmasidir.

21.istem 6’ya gore bir bilesik olup 6zelligi; 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-
siyanofenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin  (Bilesik [Il) kutlesinin 320,41 g/mol

olmasidir.
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22.istem 6’ya gore bir bilesik olup 6zelligi; 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-
siyanofenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilesik 1lI) erime noktasinin 195-197°C

olmasidir.

23.istem 6’ya gore bir bilesik olup 6zelligi; 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-
siyanofenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilesik 1ll) %67,24 C, %5,061 H, %17,75 N,
%9.949 S icermesidir.

24.istem 6’ya gore bir bilesik olup 6zelligi; 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-
siyanofenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilesik Ill) infrared (IR) spektrumunun, IR
umax (KBr, cm™): 3237 (N-H g.b.), 3021 (ar. C-H g.b.), 2951, 2855 (asimetrik ve
simetrik alifatik C-H g.b.), 2217 (CN g.b.), 1607, 1581, 1532, 1468 (C=N g.b. ve ar.
C=C g.b.), 1406, 1359 (asimetrik ve simetrik alifatik C-H e.b.), 1284 (C-N g.b.),
1172 (C=S g.b.), 812 (ar. 1,4-disubstitisyon) piklerini icermesidir.

25.istem 6’ya gore bir bilesik olup 6zelligi; 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-
siyanofenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilesik 11l) "TH-NMR spektrumunun, "THNMR
(500 MHz) (DMSO-ds/TMS) & (ppm): 1,85 (p, J = 6,3 Hz, 2H, CH2), 2,73-2,83 (m,
4H, CH2), 7,16-7,28 (m, 2H, Ar-H), 7,29-7,36 (m, 1H, Ar-H), 7,80-7,86 (m, 2H, Ar-
H), 7,94-8,00 (m, 2H, Ar-H), 8,35-8,41 (m, 1H, Ar-H), 10,29 (s, 1H, NH), 10,84 (s,
1H, NH-4CNPh) piklerini icermesidir.

26.istem 6'ya gore bir bilesik olup dzelligi; 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-
siyanofenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilesik 11l) "*C-NMR spektrumunun, '3C-
NMR (APT) (125 MHz) (DMSO-ds/TMS) & (ppm): 21,88, 26,82, 29,37 (CH2),
107,17 (4-CNPhC4), 119,46 (PhCN), 132,02 (Ar-C), 125,48, 126,19, 126,68,
128,99, 130,10, 132,73 (Ar-CH), 141,00 (Ar-C), 144,05 (4-CNPhC+), 150,68 (C=N),
176,18 (C=S) piklerini icermesidir.

27.istem 6’ya gore bir bilesik olup 6zelligi; 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-
siyanofenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilesik Ill) kapali formulinin Ci1sH1sN4S

olmasidir.
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28.

29.

30.

31.

32.

33.

istem 6’ya gdre bir bilesik olup 6zelligi; 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-
(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilesik 1V) kutlesinin 372,41 g/mol

olmasidir.

istem 6’ya gore bir bilesik olup 6zelligi; 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-
(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilesik 1V) erime noktasinin 173-
175°C olmasidir.

istem 6’ya gore bir bilesik olup 6zelligi; 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-
(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilesik 1V) %58,34 C, %4,87 H,
%11,41 N icermesidir.

istem 6’ya gore bir bilesik olup 6zelligi; 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-
(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin ~ (Bilegsik  1V) infrared (IR)
spektrumunun, IR umax (KBr, cm™): 3205, 3116 (N-H g.b.), 3014 (ar. C-H g.b.),
2939, 2872 (asimetrik ve simetrik alifatik C-H g.b.), 1593, 1544, 1519, 1479 (C=N
g.b. ve ar. C=C g.b.), 1409, 1325 (asimetrik ve simetrik alifatik C-H e.b.), 1294 (C-
N g.b.), 1184 (C=S g.b.), 1163 (C-F g.b.), 790 (ar. 1,4-disubstitisyon) piklerini

icermesidir.

istem 6’ya gore bir bilesik olup ézelligi; 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-
(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilesik 1V) "H-NMR spektrumunun,
"HNMR (500 MHz) (DMSO-de/TMS) & (ppm): 1,86 (p, J = 6,2 Hz, 2H, CH>), 2,67-
2,82 (m, 4H, CH2), 7,19-7,35 (m, 3H, Ar-H), 7,73 (d, J = 7,4 Hz, 2H, Ar-H), 7,91 (d,
J =7,3 Hz, 2H, Ar-H), 8,41 (d, J = 7,6 Hz, 1H, Ar-H), 10,26 (NH), 10,75 (NH-
4CF3Ph) piklerini icermesidir.

istem 6’ya gore bir bilesik olup 6zelligi; 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-
(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin (Bilesik 1V) "*C-NMR spektrumunun,
13C-NMR (APT) (125 MHz) (DMSO-de/TMS) & (ppm): 21,88, 26,76, 29,37 (CH>),
121,58, 123,74, 125,44, 128,06 (CF3), 125,19, 125,70, 125,89 (4CF3PhCa4), 125,58,
125,61, 126,00, 126,19, 126,66, 128,98, 130,03 (Ar-CH), 132,08, 140,94 (Ar-C),
143,40 (4CF3PhC+1), 150,37 (C=N), 177,14 (C=S) piklerini icermesidir.
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34.istem 6’ya gore bir bilesik olup 6zelligi; 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-
(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamitin  (Bilegsik 1V) kapall formulandn
C1sH16F3N3S.0,5H20 olmasidir.

35.Kanser tedavisinde kullaniimak (izere istem 1-6'dan herhangi birine gére

antitimoral 6zellikli bir bilegik.
36.Meme kanserinde kullaniimak (izere istem 35’e gére bir bilesik.
37.istem 1-6’dan herhangi birine gdre bir bilesigi iceren farmasotik bir kompozisyon.

38.istem 37’ye gore bir farmasotik kompozisyonun meme kanseri tedavisi icin bir ilacin

uretiminde kullanimi.

39.istem 37’ye gore bir farmasotik kompozisyonun meme kanseri tedavisi igin bir ilacin

uretiminde kullanimi.
40.istem 37’ye gdre bir farmasoétik kompozisyonu ihtiva eden anti-kanser etkili bir ilac.

41.Formul A ile gosterilen, siklooksijenaz-2 (COX-2) enzimleri Uzerinde segici
inhibisyon 6zelligi gosteren, antitumor 6zellikli tiyosemikarbazit tlrevi bir bilegigin

sentez yontemi olup ozelligi;

i. 0,01 mol hidrazin monohidrat’in (Bilesik A) etanoldeki ¢ozeltisi Uzerine yine
etanolde ¢ozdurualmis 0,01 mol substitle fenil izotiyosiyanat (Bilesik B)
bilesiginin damla damla ilave edilerek ¢ozeltiler buz banyosunda manyetik

karistiricida 3 saat boyunca karistiriimasi,
ii. ¢Oken Urlinun suzuilerek etanol ve dietil eter ile yikanmasi,

iii. yikanan Urdndn kurutulmasi ile N-(substitle fenil)hidrazin-1-karbotiyoamidler

(4-(sUbstitue fenil)tiyosemikarbazitler) (Bilesik C) bilesiginin elde edilmesi,

iv. ~ 0.005 mol 1-indanon/a-tetralon’'un (Bilesik D) etanoldeki ¢ozeltisi Uzerine
0.005 mol 4-stibstitlie fenil tiyosemikarbazit (Bilesik C) bilesiginin etanoldeki

cozeltisinin ilave edilmesi,

v. elde edilen karigimin birka¢ damla d.HCI katalizérliginde 6 saat geri geviren

sogutucu altinda i1sitiimasi,
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vi. elde edilen ¢gdzeltinin bir gece bekletilip ¢oken drin stzilmesi,
vii.  slUzulen Grunun uygun ¢odzucuden billurlandirilarak saflastiriimasi
islem adimlarini icermesidir.
42.istem 41’e gore bir ydntem ile sentezlenen antitimaor 6zellikli bilesik.

5 43.Kanser tedavisinde kullaniimak Uzere istem 42’ye gore antitimoral 6zellikli bir
bilesik.

44.istem 43’e gore bir bilesik olup 6zelligi, bahsi gecen kanserin meme kanseri

olmasidir.
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TARIFNAME

TiYOSEMIKARBAZIT TUREVI BILESIKLER VE BU BILESIKLERIN SENTEZ
YONTEMI

Bulusun ilgili Oldugu Teknik Alan

Bulus, kanser tedavisinde, 0zellikle meme kanseri tedavisinde etkin, siklooksijenaz-2
(COX-2) enzimleri uzerinde segici inhibisyon 0zelligi gosteren, antitumor o6zellikli

tiyosemikarbazit turevi bilesikler ve bu bilesiklerin sentez yontemi ile ilgilidir.

Teknigin Bilinen Durumu

Kanser, vucudun herhangi organ ya da dokusundaki hucrelerin kontrolsuz ¢ogalmasi ve
buylmesi sonucu ortaya ¢ikan bir hastalik tablosudur. Kanser olustugu dokuya gore
adlandirilir. 200'den fazla tipi tespit edilmistir. En sik gortlen ve 6lime yol agan kanser
turleri akciger, mide, karaciger, kolon ve meme kanseridir. Meme kanseri, meme
epitelinden kaynaklanan malign timordir ve kadin kanserleri arasinda en yaygin olan ve
akciger kanserinden sonra en sik 6lum nedeni olan kanserdir. Tum kadin kanserlerinin
%24’0n0 ve kanserden olumleri %14°Gnu olusturmaktadir. Her 8 kadindan birinin
hayatinin belirli bir zamaninda meme kanserine yakalanacagi bildiriimektedir. Nadir olarak
erkeklerde de meme kanseri gorulmektedir. Her 100 kadina karsilik 1 erkek meme kanseri

tanisi almaktadir. Meme kanseri gorulme sikliginin her yil arttigi saptanmistir [1].

Bir meme kanseri huicre hatti olan MCF-7 hicreleri ilk kez Dr. Soule tarafindan, metastatik
meme kanseri olan 69 yasinda bir kadinin plevral eflizyonundan ¢ogaltiimistir. Adini
Michigan Kanser Vakfi'dan almaktadir. Hlcre hatti, dstrojen reseptoru alfa’'ya (ER- a)
sahip olan nadir meme kanseri tiplerindendir. Yapilan arastirmalar, 6strojenin MCF-7
hucre hatti Uzerinde anti-apoptotik etkisi oldugunu ve diger taraftan ise tamoxifen gibi anti-
Ostrojenik maddelerin ise hucre proliferasyonunu inhibe ederek apoptotik etki yarattigini
gOstermistir. Buglne kadar yayinlanan 25.000 kadar makale ile MCF-7 hticreleri dunyada

en ¢ok calisiimis meme kanseri hicre hattidir [2].
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Amerika Birlegik Devletleri'nde (ABD) 2004 yilinda yaklagik 215.990 yeni meme kanseri
hastasi ve bundan dolay1 40.100 6lum bildirilmistir. Akciger kanserinden sonra kadinlarda
en oldurucu kanserdir. Yapilan epidemiyolojik galigmalar sonucunda Non-steroiedal anti-
inflamatuvar ilag (NSAIi) kullanan kisilerde meme kanseri insidansinda azalma oldugu
gdzlenmis ve bunun potansiyel olarak kullanilan NSAI ilaglara bagli olabilecegi
disindlmistir. NSAI ilaglarinin kanserin gelismesini ve ilerlemesini azalttigi ilk olarak
kolorektal kanserlerde kanitlanmakla birlikte birgok kanser turunde, 06zellikle solid
timorlerde bu etkisi arastiriimaktadir. NSAI ilaglar hedef dokuda siklooksijenaz (COX)

enzimini inhibe ederek etkili olmaktadir [3].

Siklooksijenaz (COX, PGHS), hem COX hem de peroksidaz aktiviteleri sergileyen ikKi
islevli bir enzimdir. COX bileseni aragidonik asidi hidroperoksi endoperoksite (PGGz2)
donusturar. Agri giderilmesi ve iltihap tedavisinde kullanilan bir enzimdir. COX enzimi, 3
izoformdan olugsmaktadir. COX izoformlarindan biri olan COX-2, ¢oklu prokarsinojenik
etkilerin modulasyonuna katkida bulunan prostanoidlerin olusumundan sorumlu bir
prostaglandin endoperoksit sentaz 2 enzimidir. Birgok kanser tipinde bu enzimin agiri
eksprese edildigi ve markor olarak kullanildigi gosterilmigti.  COX-2’'nin  asiri
ekspresyonunun karsinogenezi tesvik ettigi, kanserin niksetme oranini ve invazyonu
arttirdig1, hayatta kalmay azalttigi, kanser hucrelerini radyoterapi ve kemoterapiye karsi
direngli hale getirdigi gosterilmistir. Buna karsilik, COX-1, bazi insan kanser tirlerinde
ekspresyonun artmasina ve deneysel modellerden patogenetik bir durum ortaya
¢clkmasina ragmen daha az ilgi gérmektedir. COX-1 ve COX-2 izoformlari, kanser
patofizyolojisinde, 6zellikle timorijenez surecinde koordineli bir sekilde calismaktadir.
COX inhibitorlerine selekoksib, indometazin, metamizol, aspirin, aminopirin 0Ornek

gosterilebilir [4].

COX inhibitorlerinin birgok yan etkisi bulunmaktadir. COX-2 inhibitorlerinin yaygin yan
etkileri uykusuzluk, karin agrisi, gaz, bas agrisi, mide bulantisi, ishal, farenijit, rinit, sinzit,
periferik 6dem, bas donmesi, Ust solunum yolu enfeksiyonu, dokintu, hazimsizlik, mide
bulantisi ve ishaldir. Bu inhibitdrler, mide Ulseri, kanama ve mide delinmesi gibi ciddi, hatta
olumcul mide ve bagirsak yan etkileri riskini artirabilir. Bu olaylar, tedavi sirasinda

herhangi bir zamanda ve uyarici semptomlar olmaksizin ortaya ¢ikabilir. Stlfonamidlere,
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ornegin trimetoprim (Trimpex, Proloprim, Primsol) ve sulfametoksazol (Bactrim), aspirin
veya diger NSAID'lere alerjisi olan kigiler, COX inhibitorlerine kargi alerjik reaksiyonlar
yasayabilir. COX inhibitorleri kalp krizi, felg ve ilgili durum riskini artirabilir. Bu risk, kalp
hastaligi ve iliskili durumlar igin risk faktorleri olan ve daha uzun kullanim suresi olan
hastalarda artabilir; bu nedenle kalp krizi, felg ve benzeri olaylarin riskini azaltmak igin en
dUsuk etkili doz ve en kisa sure kullaniimalidir. Ayrica, COX inhibitorleri sivi tutulmasina
neden olabilir [5]. Ek olarak, mevcut teknikte yer alan COX inhibitorleri yeterli etkinlige
sahip degildir. Organizmada inflamatuvar yanitlar, malign donusum, invazyon ve metastaz
gibi kanser gelisiminin farkli asamalarinda belirleyici rol oynamaktadir. Mevcut
antiinflamatuvar ve antikanser ilaglarin ylksek toksisite, disik etkinlik ve ilag direnci
nedeniyle kullanimi oldukga kisith kalmaktadir. Bu nedenle gunimuzde toksisitesi daha
dusuk, segiciligi ve etkisi yuksek mevcut ya da yeni mekanizmalara sahip antiinflamatuvar
ve antikanser ilag tasarim ve gelistirme c¢alismalari daha da 6nem kazanmistir. Yukarida
da bahsedildigi gibi gunumizde, mevcut ilaglar ve kombinasyonlari ile kanser
kemoterapisi yetersiz kalmakta ve birgok kanser turinde tam tedavi saglanamamaktadir.
Mevcut antikanser ajanlara kargi rezistans gelisimi, yeni antikanser ajanlar igin bir
arastirma alani yaratmaktadir. Bununla birlikte, normal hicreler tzerine etki gdstermeden
ya da en az etkiyle anormal hucrelerin gogalmasini segici olarak inhibe edebilecek yeni
ajanlarin geligtiriimesi gok buyuk 6nem tagimaktadir. Bu sebeple, mevcut teknikte yer alan

inhibitdrlere alternatif olacak bir ilag arayisi devam etmektedir.

Teknigin bilinen durumunda yer alan CN112341370A patent basvurusu, bir o-vanilin
Schiff baz platin kompleksinin bir sentez yontemi ve uygulamasi ile ilgilidir. Sentez
yontemi “o-vanilin ve 4-fenil-3-tiyosemikarbazid hammadde olarak alinarak bir Schiff bazi
ligandinin sentezlenmesi ve platin kompleksini hazirlamak igin ligandin K2PtCl4 ile
reaksiyona sokulmasi” igslem adimini icermektedir. Bir in vitro testte, sentezlenen platin
kompleksi, bir insan meme kanseri hucre susu MCF7 Uzerinde iyi bir inhibitor aktiviteye
sahiptir, htcre gogunu etkili bir sekilde inhibe edebilir ve hicre proliferasyonunu bloke
etmek icin hicreleri bir S fazinda durgun hale getirir. Bu kompleks etkili antitimor ilaglari
hazirlamak igin uygundur. Ancak, CN112341370A patent basvurusu konu kompleks
siklooksijenaz-1 (COX-1) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) enzimleri Uzerinde inhibisyon

Ozelligi gostermemekte; bu sebeple meme kanseri igin etkin bir tedavi saglamamaktadir.

3
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Mevcut teknikte yer alan COX inhibitérlerinin veya NSAI ilaglarinin, kanser hiicrelerinin
¢ogalmasini engellemede yeterli etkinlik gosterememesinden dolay ilgili alanda bir

geligtirme yapilmasi gerekli kilinmistir.

Bulusun Kisa Agiklamasi ve Amaglari

Bulusta, siklooksijenaz-2 (COX-2) enzimleri Uzerinde segici inhibisyon 6zelligi gosteren,
antitimor 6zellikli a-Tetralon/1-indanon’un 4-substitte fenil tiyosemikarbazit bilesikleri ile
reaksiyonu sonucu 2-(3,4-dihidronaftalen-1(2H)-iliden-N-(sUbstitle fenil)hidrazin-1-
karbotiyoamid ve  2-(2,3-dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(substitie  fenil)hidrazin-1-
karbotiyoamid turevi bilesikler, bu bilesiklerin sentez yontemi ve biyolojik aktivitesi

aciklanmaktadir. Buluga konu bilesikler en genel haliyle Formul A ile gosterilmektedir:

CH:)n

Formul A

Bulusun amaci, ozellikle meme kanseri tedavisinde etkin, toksisitesi dusuk, segiciligi ve
etkisi yUksek bilesikler saglamaktir. Bulusta, antitimoral etkinlige sahip 2-(3,4-
dihidronaftalen-1(2H)-iliden-N-(substitle fenil)hidrazin-1-karbotiyoamid ve 2-(2,3-dihidro-
1H-inden-1-iliden)-N-(slbstitue fenil)hidrazin-1-karbotiyoamid turevi bilesikler sayesinde

etkin bir meme kanseri tedavisi saglanmaktadir.

Bulus ile, kanser tedavisinde, 6zellikle meme kanseri tedavisinde etkin, toksisitesi dusuk,

seciciligi ve etkisi yuksek bilesikler saglanmaktadir.
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Sekillerin Agiklamasi

Sekil 1. 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(4-(trifluorometil)fenil)hidrazin-
1-karbotiyoamid (Bilesik 1) bilesiginin IR spektrumu.

Sekil 2. 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(4-(trifluorometil)fenil)hidrazin-
1-karbotiyoamid (Bilesik 1) bilesiginin "TH-NMR spektrumu.

Sekil 3. 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(4-(trifluorometil)fenil)hidrazin-
1-karbotiyoamid (Bilesik 1) bilesiginin "*C-NMR (APT) spektrumu.

Sekil 4. 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(3-(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-
karbotiyoamid (Bilesik Il) bilegiginin IR spektrumu.

Sekil 5. 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(3-(trifluorometil)fenil)hidrazin-
1-karbotiyoamid (Bilesik II) bilesiginin "TH-NMR spektrumu.

Sekil 6. 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(3-(trifluorometil)fenil)hidrazin-
1-karbotiyoamid (Bilesik II) bilesiginin 3C-NMR (APT) spektrumu.

Sekil 7. 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-siyanofenil)hidrazin-1-karbotiyoamid
(Bilesik I11) bilesiginin IR spektrumu.

Sekil 8. 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-siyanofenil)hidrazin-1-karbotiyoamid
(Bilesik I11) bilesiginin "TH-NMR spektrumu.

Sekil 9. 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-siyanofenil)hidrazin-1-karbotiyoamid
(Bilesik 1lI) bilesiginin *C-NMR (APT) spektrumu.

Sekil 10. 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-(trifluorometil)fenil)hidrazin-
1-karbotiyoamid (Bilesik 1V) bilesiginin IR spektrumu.

Sekil 11. 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-(trifluorometil)fenil)hidrazin-
1-karbotiyoamid (Bilesik 1V) bilesiginin "H-NMR spektrumu.

Sekil 12. 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-(trifluorometil)fenil)hidrazin-
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1-karbotiyoamid (Bilesik 1V) bilesiginin '*C-NMR (APT) spektrumu.

Sekil 13. Standart olarak kullanilan sisplatin ve osimertinibin 24 saatlik uygulamasinin

MCEF-7 hucrelerinin canhligi Uzerine etkisini gosteren grafik.

Sekil 14. Standart olarak kullanilan sisplatin ve osimertinibin 24 saatlik uygulamasinin

HEK293 hucrelerinin canlihdi Gzerine etkisini gosteren grafik.

Bulusun Ayrintili Agiklamasi

Bulus, kanser tedavisinde, kanser tedavisinde, 6zellikle meme kanseri tedavisinde etkin,
siklooksijenaz-2 (COX-2) enzimleri Uzerinde segici inhibisyon 6zelligi gosteren, antitimaor
Ozellikli, a-Tetralon veya 1-indanon ve 4-substitie fenil tiyosemikarbazit bilesiklerinin
reaksiyonu sonucu 2-(3,4-dihidronaftalen-1(2H)-iliden-N-(substitle fenil)hidrazin-1-
karbotiyoamid ve  2-(2,3-dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(stibstitlie  fenil)hidrazin-1-
karbotiyoamid turevi bilesikler ve bu bilesiklerin sentez yontemi ile ilgilidir. Bulusa konu

bilesikler genel formalli Formul A ile gosteriimektedir:

CH:)n

Formul A

Bulusta, siklooksijenaz-2 (COX-2) enzimleri Uzerinde segici inhibisyon 6zelligi gosteren,

antitimor ozellikli 4 bilesik sentezlenmistir. Bu bilesikler;

e 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(4-(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-
karbotiyoamid (Bilesik 1),

e 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(3-(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-
karbotiyoamid (Bilesik 1),



e 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-siyanofenil)hidrazin-1-karbotiyoamid
(Bilesik IlI),

e 2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-
karbotiyoamiddir (Bilesik 1V).

5 Bilesik | ve Bilesik Il, Formdl | ile gosterilen kimyasal yapiya; Bilesik 11l ve Bilesik 1V ise

Formdl Il ile gosterilen kimyasal yapiya sahiptir.

p _NH

LY VY
f S

Formdal | Formdal Il

10
Bulusa konu bilesiklerin sentez yontemi;

i. 0,01 mol hidrazin monohidratin (Bilesik A) etanoldeki ¢dzeltisi Uzerine yine
etanolde ¢o6zdurdlmis 0,01 mol substitie fenil izotiyosiyanat (Bilesik B)
bilesiginin damla damla ilave edilerek g¢ozeltilerin buz banyosunda manyetik

15 karistiricida 3 saat boyunca karistirilmasi,

ii. ¢oken Urunun suzulerek etanol ve dietil eter ile yikanmasi,

iii. yikanan Urunun oda sicakliginda kurutulmasi ve N-(substitle fenil)hidrazin-1-
karbotiyoamidler (4-(substitue fenil)tiyosemikarbazitler) (Bilesik C) bilesiginin
elde edilmesi,

20 iv.  0.005 mol 1-indanon veya a-tetralonun (Bilesik D) etanoldeki ¢ozeltisi Uzerine
0.005 mol 4-substitie fenil tiyosemikarbazit (Bilesik C) bilesiginin etanoldeki
¢ozeltisinin ilave edilmesi,

v. elde edilen karisimin birka¢ damla derigik hidklorik asit (d.HCI) katalizérlugunde
6 saat geri ¢ceviren sogutucu altinda isitiimasi,
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vi. elde edilen ¢ozeltinin bir gece bekletilip ¢oken urin suzulmesi,

vii.  suzllen Grinin uygun ¢ozucuden billurlandirilarak saflagtiriimasi

islem adimlarini igermektedir.

Bulusa konu bilegiklerin sentezi igin 6éncelikle 0,01 mol hidrazin monohidratin (Bilesik A)
etanoldeki c¢oOzeltisi Uzerine yine etanolde c¢ozdurlilmis 0,01 mol substitie fenil
izotiyosiyanat (Bilesik B) bilesigi damla damla ilave edilerek ¢ozeltiler buz banyosunda
manyetik karistiricida 3 saat karistirlmigtir. Ardindan, ¢oken Urin suzulerek etanol ve
dietil eter ile yikanarak kurutulmustur. Bu reaksiyon sonucu, N-(substitte fenil)hidrazin-1-
karbotiyoamidler (4-(sUbstitue fenil)tiyosemikarbazitler) (Bilesik C) sentezlenmistir
(Sentez I).

S Sentez | S
HN-—NH, + R-N—~ = —= HzN“—NHJLNH_R

Bilesik A Bilesik B Bilegik C

Daha sonra, 0.005 mol 1-indanon veya a-tetralonun (Bilesik D) etanoldeki ¢ozeltisi
uzerine 0.005 mol 4-substitle fenil tiyosemikarbazit (Bilesik C) bilesiginin etanoldeki
¢ozeltisi ilave edilerek birka¢ damla d.HCI katalizorliginde 6 saat geri ¢eviren sogutucu
altinda i1sitilmis, elde edilen ¢dzelti bir gece bekletilip ¢goken Urln stzulmustar. Ardindan,

suzulen Urdn uygun ¢ézucuden billurlandirilarak saflagtiriimistir (Sentez Il ve Sentez Ill).



NH_ NH—R

Sentez Il
n=0 Formiil |
o . /
+ HoN —NH —”\ _n
{CHZn NH _NH_ NH—R

n=1 M \“/
Bilesik D Bilesik C T R
Sentez Il
n=~0veya 1

Formdil Il

Bahsi gegcen R grubu n parametresine gore degiskenlik gostermektedir ve asagidaki

fonksiyonel gruplardan herhangi biri olabilir:

F F
F
CN F F
F
F F
F
F
F
5 n=0 oldugunda; R grubu veya olmaktadir.
F
CN L
n=1 oldugunda ise; R grubu veya olmaktadir.

Bulusta sentezlenen bilegsikler Tablo 1’de gosteriimektedir.
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Tablo 1. Sentezlenen bilegiklerin kimyasal yapilari

Bilesik Kimyasal Yapi
Bilesik | ©E§ Tq
JOF
H
N—N

‘ -
Bilesik Il / ?/ \O/%F
S
i

N N
e
Bilesik 11l |
S
CN

N N
v T
Bilesik IV |
s F
F
E

2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(4-(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamid

(Bilesik I)
N
? W/H
@ |
.
dF
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Erime noktasi 205-208°C ve verim %86,78’dir. C17H14F3N3S kapali formiline sahip
bilesigin (Bilesik 1) kutlesi 349,38 g/mol’dir. Bu bilesikte yer alan elementlerin oranlari igin
hesaplanan degerler kitlece, %58,44 C, %4,04 H ve %12,03 N'dir. Bulunan degerler ise
kutlece, %57,97 C, %3,961 H ve %12,16 N'dir. Bilesik I'e iliskin IR, "THNMR ve "*CNMR

5 sonuglari asagida verilmektedir.

- IR umax (KBr, cm™): 3270, 3167 (N-H g.b.), 3062 (ar. C-H g.b.), 2928, 2858
(asimetrik ve simetrik alifatik C-H g.b.), 1614, 1516, 1483, 1470 ( C=N g.b. ve ar.
C=C g.b.), 1406, 1325 (asimetrik ve simetrik alifatik C-H e.b.), 1276 (C-N g.b.),
10 1182 (C=S g.b.), 1156 (C-F g.b.), 806 (ar. 1,4 disUbstitisyon).
- 'HNMR (500 MHz) (DMSO-de/TMS) & (ppm): 2,95-3,02 (m, 2H, CH2), 3,07-3,15
(m, 2H, CH2), 7,29-7,36 (m, 1H, Ar-H), 7,38-7,46 (m, 2H, Ar-H), 7,73 (d, J = 8,7 Hz,
2H, Ar-H), 7,96 (d, J = 8,4 Hz, 2H, Ar-H), 8,07 (d, J = 7,7 Hz, 1H, Ar-H), 10,31 (s,
1H, NH), 10,89 (s, 1H, NH-4CF3Ph).
15 - 3C-NMR (APT) (125 MHz) (DMSO-de/TMS) & (ppm): 28,09, 28,77 (CH2), 121,59,
123,75, 128,07, 129,91 (CFs), 123,01, 125,57, 125,60, 125,63, 126,07, 127,28,
131,37 (Ar C-H), 125,03, 125,79, 125,91, 128,10 (4-CF3PhC4), 137,99 (Ar-C),
143,36 (4-CF3PhC1), 149,56 (Ar-C), 159,14 (C=N), 176,60 (C=S).

20 2-(2,3-Dihidro-1H-inden-1-iliden)-N-(3-(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-karbotiyoamid
(Bilesik Il)

11



Erime noktasi 195-197°C ve verim %66,60’dir. C17H14F3N3S kapali formiline sahip
bilesigin (Bilesik II) kutlesi 349,38 g/mol’dur. Bu bilesikte yer alan elementlerin oranlari
icin hesaplanan degerler kutlece, %58,44 C, %4,04 H ve %12,03 N'dir. Bulunan degerler
ise kutlece, %58,10 C, %3,945 H ve %12,20 N'dir. Bilesik II'ye iliskin IR, "THNMR ve

5 BCNMR sonuglari agagida verilmektedir.

- IR umax (KBr, cm™): 3247, 3190 (N-H g.b.), 3083 (ar. C-H g.b.), 2935, 2866
(asimetrik ve simetrik alifatik C-H g.b.), 1614, 1554, 1491, 1471 (C=N g.b. ve ar.
C=C g.b.). 1405, 1366 (asimetrik ve simetrik alifatik C-H e.b.), 1277 (C-N g.b.),
10 1189 (C=S g.b.), 1163 (C-F g.b.), 875, 763 (ar. 1,3 dislbstitisyon).
- 'HNMR (500 MHz) (DMSO-de/TMS) & (ppm): 2,93-3,03 (m, 2H, CH2), 3,06-3,18
(m, 2H, CH2), 7,27-7,47 (m, 4H, Ar-H), 7,50-7,67 (m, 2H, Ar-H), 7,96-8,04 (m, 1H,
Ar-H), 8,06-8,18 (m, 1H, Ar-H), 10,32 (s, 1H, NH), 10,89 (s, 1H, NH-3CF3sPh).
- 13C-NMR (APT) (125 MHz) (DMSO-de/TMS) & (ppm): 28,06, 28,77 (CH), 121,84,
15 122,07, 123,02, 126,3, 127,24, 129,52, 129,70, 131,30 (Ar C-H), 121,84, 123,52,
125,69 (CF3), 129,37 (3CF3PhCs), 138,04 (Ar-C), 140,46 (3-CF3PhC1), 149,50 (Ar-
C), 158,97 (C=N), 176,81 (C=S).

2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-siyanofenil)hidrazin-1-karbotiyoamid
20 (Bilesik Ill)

H H
N N

| S
CN

Erime noktasi 195-197°C ve verim %35’tir. C1sH16N4S kapali formuliine sahip bilesigin

25  (Bilesik Ill) katlesi 320,41 g/mol’dir. Bu bilesikte yer alan elementlerin oranlari igin

12



hesaplanan deg@erler kutlece, %67,47 C, %5,03 H, %17,49 N, %10,01 S’dir. Bulunan
degerler ise kutlece, %67,24 C, %5,061 H, %17,75 N, %9.949 S’dir. Bilesik Ill'e iligkin IR,
THNMR ve ">*CNMR sonuglari agagida verilmektedir.

5 - IR Umax (KBr, cm™): 3237 (N-H g.b.), 3021 (ar. C-H g.b.), 2951, 2855 (asimetrik ve
simetrik alifatik C-H g.b.), 2217 (CN g.b.), 1607, 1581, 1532, 1468 (C=N g.b. ve ar.
C=C g.b.), 1406, 1359 (asimetrik ve simetrik alifatik C-H e.b.), 1284 (C-N g.b.),
1172 (C=S g.b.), 812 (ar. 1,4-disubstitisyon).
- 'HNMR (500 MHz) (DMSO-de/TMS) & (ppm): 1,85 (p, J = 6,3 Hz, 2H, CHz2), 2,73-
10 2,83 (m, 4H, CH), 7,16-7,28 (m, 2H, Ar-H), 7,29-7,36 (m, 1H, Ar-H), 7,80-7,86 (m,
2H, Ar-H), 7,94-8,00 (m, 2H, Ar-H), 8,35-8,41 (m, 1H, Ar-H), 10,29 (s, 1H, NH),
10,84 (s, 1H, NH-4CNPh).
- 13C-NMR (APT) (125 MHz) (DMSO-de/TMS) & (ppm): 21,88, 26,82, 29,37 (CH>),
107,17 (4-CNPhC4), 119,46 (PhCN), 132,02 (Ar-C), 125,48, 126,19, 126,68,
15 128,99, 130,10, 132,73 (Ar-CH), 141,00 (Ar-C), 144,05 (4-CNPhC+), 150,68 (C=N),
176,18 (C=S).

2-(3,4-Dihidronaftalen-1(2H)-iliden)-N-(4-(trifluorometil)fenil)hidrazin-1-
karbotiyoamid (Bilesik IV)

20

ZT
ZT

T

Erime noktasi 173-175°C ve verim %57,45’tir. C1sH16F3N3S.0,5H20 kapali formuline
sahip bilesigin (Bilesik IV) kutlesi 372,41 g/mol’dur. Bu bilesikte yer alan elementlerin
25 oranlari igin hesaplanan degerler kutlece, %58,05 C, %4,60 H ve %11,28 N'dir. Bulunan

13
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degerler ise kitlece, %58,34 C, %4,87 H ve %11,41 N'dir. Bilesik IV’e iligkin IR, "THNMR

ve 'BCNMR sonuglari agagida verilmektedir.

- IR Umax (KBr, cm™): 3205, 3116 (N-H g.b.), 3014 (ar. C-H g.b.), 2939, 2872
(asimetrik ve simetrik alifatik C-H g.b.), 1593, 1544, 1519, 1479 (C=N g.b. ve ar.
C=C g.b.), 1409, 1325 (asimetrik ve simetrik alifatik C-H e.b.), 1294 (C-N g.b.),
1184 (C=S g.b.), 1163 (C-F g.b.), 790 (ar. 1,4-disubstitlisyon).

- 'HNMR (500 MHz) (DMSO-de/TMS) & (ppm): 1,86 (p, J = 6,2 Hz, 2H, CHz2), 2,67-
2,82 (m, 4H, CH2), 7,19-7,35 (m, 3H, Ar-H), 7,73 (d, J = 7,4 Hz, 2H, Ar-H), 7,91 (d,
J =7,3 Hz, 2H, Ar-H), 8,41 (d, J = 7,6 Hz, 1H, Ar-H), 10,26 (NH), 10,75 (NH-
4CF3Ph).

- 13C-NMR (APT) (125 MHz) (DMSO-de/TMS) & (ppm): 21,88, 26,76, 29,37 (CH>),
121,58, 123,74, 125,44, 128,06 (CF3), 125,19, 125,70, 125,89 (4CF3PhCa), 125,58,
125,61, 126,00, 126,19, 126,66, 128,98, 130,03 (Ar-CH), 132,08, 140,94 (Ar-C),
143,40 (4CFsPhC+1), 150,37 (C=N), 177,14 (C=S)

Basvuruya konu sentezlenen bilesiklerin insan meme kanseri hicre hatti olan MCF-7 ve
insan saglikli embriyonik bobrek hiicre hatti olan HEK293 Gzerinde biyoaktivite analizleri
yapilmigtir. Deneylerde kullanilan HEK293 ve MCF-7 hicre hatti ¢ogaltimi igin
Dulbecco'nun modifiye Eagle ortami (DMEM)/yuksek glukoz (DMEM/High, Gibco 41966)
kullaniimistir. DMEM/yiksek glukoz iceriginde pirtvat, L-Glutamin ve 4.5 g/L D-glukoz
bulunmaktadir. Deneylerde kullanilan besiyeri; steril ortam solisyonuna %10 (v/v) fetal
sigir serumu (FBS, Gibco), ve %1 (v/v) antibiyotik-antimikotik solisyonu (Gibco)
eklenerek hazirlanmistir. Hiicreler Amerikan Tip Kiltir Koleksiyonu’ndan (ATCC) temin
edilmistir. Hicre agma isleminden sonra hicre kalturt flaski 37°C’lik inklbatore
kaldirilmistir. Hlcre c¢ozildikten 24 saat sonra hicre kiltara flaskindaki huacrelerin
canliliklari, ters mikroskop ile tutunma durumlarina goére kontrol edilmistir. Hlcreler %80

oraninda yuzeyi kaplayacak kadar ¢ogaldiklarinda pasaj igslemleri gergeklestiriimigtir.

Oncelikle HEK293 ve MCF-7 hiicrelerinin alt kiltirleri hazirlanmistir. Oncelikle 25 cm?lik
hicre kultar kabi igerisindeki besiyeri uzaklastiriimistir. 5 ml “Dulbecco Fosfat Tamponlu

Tuzlu Su” (D-PBS) ile yikanmistir. Yikama igleminden sonra D-PBS ortamdan
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uzaklastinimistir. Hucrelerin kaltir kabi yuzeyinden kalkmalarini saglamak igin 1 ml
Tripsin/Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ilave edilerek kultir kabi inkubatore
koyulmustur. Hucrelerin ylzeyden ve birbirlerinden ayrimini saglamak igin fiziksel olarak,
yavasca, kultur kabi kenarina el ile vurma islemi gergeklestiriimigtir. Hucrelerin tamamen
kaltur kabi yuzeyinden kalkmasi ters mikroskop ile kontrol edilmistir. Ayrilma iglemi
tamamlandiktan sonra tripsin aktivitesini sonlandirmak igin 5 ml besiyeri kiltar kabi igine
konulmus ve pipetaj yapilmigtir. Hicre sayimi hemositometre (Neubauer lami) ile
yapilmistir. Yeni kultir kabina hicreler koyulmustur. Uzeri taze besiyeri ile 7 ml'ye
tamamlanmistir. Hicreler %90°'dan fazla bagil nem ve %5 CO:2 saglayan 37°C’lik
inkUbatoére (Thermo Scientific, Heracell™ 150i) kaldiriimigtir. Hlicre devamlihd igin bu
islem haftada 2 ya da 3 kez tekrarlanmistir. Hlicrelerinin alt kaltirlenmesi iglemleri laminar

hava akimli steril kabinde (Heal Force HFsafe-1200 versiyon 2.01) gergeklestiriimigtir.

HEK293 ve MCF-7 hacrelerinin alt kudltarleri hazirlandiktan sonra bu hicrelerin
sitotoksisite analizleri yapiimigtir. Bu yodntemde canli hucrelerdeki mitokondriyal
dehidrogenaz enzimi aktivitesi sayesinde 3-(4,5-dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazolyum)
(MTT) molekalinin tetrazolium halkasi kopariimakta ve MTT molekulin suda
¢ozunemeyen formazan kristallerine donisimiU saglanmaktadir. Olusan formazan
kristalleri dimetil sulfoksit (DMSO) yardimiyla ¢ozduriuldikten sonra spektroforometrede

absorbans olgcumu yapilmaktadir.

Sitotoksisite analizi igin dncelikle 96 kuyucuklu kiltir kaplarinin her bir kuyucuguna, 5.104
hucre/kuyucuk hicre suspansiyonlarindan 200 pl konulmustur. Kultir kabr %5 CO2
saglayan 37°C’lik etivde inkube edilmigtir. Kuyucuklarin yuzeyine tutunmus olan
hiicrelerin (izerindeki besiyeri 24. saatin sonunda uzaklastinimistir. Oncelikle 50 uyM
madde igeren besiyerlerinin canliliklari analiz edilmigtir. Daha sonra bu besiyerlerinin farkh
konsantrasyonlardaki etkileri de test edilmistir. Deney grubu hcrelerin UGzerine farkh
derisimlerde ajan igeren besiyerlerinden, kontrol grubuna ise sadece besiyerinden 200’er
gl uygulanarak inkubatorde (37°C, %5 COz2) tutulmustur. 24 saatlik inkibasyon suresi
sonunda hucrelerin Uzerindeki besiyeri uzaklastiriimistir. Hicrelerin Gzerine 30 uyl PBS
icinde hazirlanan MTT stok ¢ozeltisinden (5mg/ml) eklenmis ve daha sonra bu hicreler 4

saat inkuibatorde bekletilmigtir. Formazan kristallerinin ¢ozinmesi igin 150pl izopropanol
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eklenmigstir. Cozelti homojenitesi i¢in kultur kabi oda sicakliginda g¢alkalayicida (Heidolph
Unimax 1010) calkalanmistir. Olusan renkli Grinin 570 nm dalga boyundaki absorbansi
mikroplaka okuyucuda (Spektramax i3) olguimustir. Sonuglar asagidaki denkleme gore
degerlendirilmistir. Deneyler her seferinde 3 tekrarli ve 3 ayri periyotta gergeklestiriimistir

ve sonuglar Tablo 2’de gdsterilmektedir.

Deney grubuna ait absorbans
% Canlilik = _ x 100
Kontrole ait absorbans

Sentezlenen bilesiklerin COX-1 ve COX-2 enzim aktivitelerini test edebilmek amaciyla
maddeler DMSO igerisinde ¢ozdurilmustir. DMSO’nun etkisi ortadan kaldiriimis ve
solusyonlardaki DMSO orani kit igerisinden ¢ikan tampon sollisyonu ile %1’in altina
indirilmigtir. Sentezlenen bilesiklerin, COX-1 (koyun) ve COX-2'yi (insan rekombinant)
inhibe edip etmedigi test edilmisti. Bu deneyde, PGG:2 ve 10-asetil-3,7-
dihidroksifenoksazin (ADHP) arasindaki reaksiyon, yuksek oranda floresan bilesigi olan
resorufini Uretmektedir. Deney sonucunda olusan floresan olgulerek yuzde inhibisyon

orani hesaplanmigtir ve sonuglar Tablo 3’te gosteriimektedir.

Enzim inhibisyon deneyi, kit (COX Fluorescent Inhibitor Screening Assay Kit (Cayman,
700100)) dretici firmanin talimatlari dogrultusunda gergeklestiriimis ve maddelerin enzim
inhibisyonlari multimod mikroplaka okuyucu'da (Spektramax i3) 530-540 nm'lik bir
eksitasyon dalga boyu ve 585-595 nm'lik bir emisyon dalga boyu ile oOlgulmustur.
Maddelerin 10 pM’lik konsantrasyondaki enzim inhibisyonlari standartlara gore

kiyaslanarak degerlendirilmistir.

Tum deneyler u¢ farkli zamanda ve en az u¢ tekrarli sekilde gerceklestiriimigtir.
istatistiksel veriler GraphPad Prism yazilimin 7.02 versiyonu (La Jolla, California, USA)
kullanilarak degerlendirilmistir. Gruplar arasindaki fark tek yonli varyans analizi (ANOVA),
Dunnet ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak degerlendirilmistir. istatistiksel agidan Tablo

2 ve Tablo 3’te belirtilen tim veriler anlamlilik géstermektedir (en az P< 0.05).

Calisma kapsaminda kullanilan ajanlarin MCF-7 ve HEK293 hicreleri Gzerindeki

sitotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in yapilan canliik testleri 3x3 tekrarli sekilde
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gerceklestirilmistir. Deneylerdeki kontrol grubu, herhangi bir ajan uygulanmayan grup
olarak belirlenmig ve %100 canh olarak kabul edilmistir. Deney gruplari icindeki tekrarlar
arasindaki tutarlihgin analizi igin elde edilen verilere tek yonli ANOVA testi uygulanmistir.
Gruplarin kontrol grubuna goére anlamhliklari ise Dunnett testi ve Tukey testi ile
degerlendirilmistir. Literatlr taramalari sonucu ajanlarin uygulama konsantrasyonlarina
ve zamanlarina karar verilmistir. Hlcrelere uygulanan ajanlarin hiicre canlihigini yariya
indiren konsantrasyon degerleri (ICso0) hesaplanmistir. Ajanlarin ICso degeri hesaplamasi
igin sigmoidal doz yaniti egrisi (sigmoidal dose response variable slope) GraphPad Prism®

7.0 programi kullanilarak hesaplanmigtir.

MCF-7 ve HEK293 hucreleri Uzerine maddelerin sitotoksik etkilerini belilemek amaci ile,
24 saatlik kulturlere farkli konsantrasyonlarda (50-0.1 uM) maddelerden igeren besiyerleri
ilave edilmistir. Hig madde uygulanmayan kontrol grubunun da besiyeri tazelenmigtir. 24
saatlik inkibasyon periyodundan sonra MTT testi yapilarak veriler elde edilmigtir. 50 yM
madde uygulanmig deneylerin % canlilik sonuglari Sekil 13 ve Sekil 14’te yer almaktadir.
Bulusa konu bilesiklerin ve mevcut teknikteki karsilastirilan bilesiklerin 1Cso sonugclari ise
Tablo 2’de gdsteriimektedir. Sonuglara gore, her bir bilesik icin MCF-7 hlcre hattinda
anlamli de@erler elde edilmis ve saglikh hicre olan HEK293 hiicre hattina gore daha etkili
bulgulara ulasiimistir. Ozellikle Bilesik IV, MCF-7 hiicresinde neredeyse standartlar kadar
etkili ¢citkmistir. Standart bilegiklerin normal hucrelere karsi da sitotoksisite gostermesi
dezavantaj olustururken sentezlenen bilegiklerin saglikh hicreler olan HEK293 hucreleri

uzerine toksik etkileri oldukga sinirlidir (maksimum 43.18 uM).

Tablo 2. Sentezlenen bilesiklerin, standart olarak kullanilan sisplatin ve osimertinib

madelerinin MCF-7 ve HEK293 hucreleri uzerindeki ICso degerleri

ICs0 (UM)
Cpd No.
HEK293 MCF-7
Bilesik | 43.18+0.78 21.17 £1.57
Bilesik Il >50 25.30 £ 0.93
Bilesik IlI 4954 +1.04 23.98+1.12
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Bilesik IV 48.16 £1.04 17.19+1.08
sisplatin 10.17 £ 1.39 8.13+0.45

osimertinib 2.98 +0.05 10.11 £ 0.22

Maddelerin COX-1 ve COX-2 enzim inhibisyon etkilerini test edebilmek icin Uretici firmanin
onerdigi sekilde islemler yapilmistir. Bu amagla, oncelikle enzimler ile maddeler
inkiibasyona birakilmig sonrasinda igerisinde 20 yM madde bulunan 200 pl'lik madde-
enzim koktaili plate kuyucuklarina koyulmustur. Her madde i¢in olgllen enzim aktivitesi 3
tekrarli sekilde 3 farkli zamanda yapilarak gerceklestirilmistir. Deney gruplarinin tekrarlari
arasindaki tutarhligin analizi igin tek yonli ANOVA testi uygulanmistir. Gruplarin standart
inhibitdrler (COX-1 igin SC-560, COX-2 icin DuP-697, selekoksib, indometazin) grubuna
gore anlamliliklari ise Dunnett testi ile degerlendirilmistir. Bulusa konu bilegiklerin ve
mevcut teknikteki karsilastirilan bilesiklerin 20 yM’lik konsantrasyondaki COX-1 ve COX-
2 enzim inhibisyonlari Tablo 3'te verilmigtir. TUm degerler istatistiksel agidan anlamlilik
gOstermektedir (en az P<0.05). Siklooksijenaz-2 (COX-2), karsinogenezin olusumunda
veya tesvikinde, ayrica kanser hucresinin kemo- ve radyoterapiye direncinde pleiotropik
ve ¢ok yonlu rol uygulayan birgok kanser turinde siklikla eksprese edilmektedir. COX-
2'nin inhibisyonu, kanserde terapoétik sonuglar alinabilmesi agisindan 6nemli oranda
olasilik saglamaktadir. COX-2 inhibitorlerinin preoperatif ortamda uygulanmasi kanser
hastalarinda metastaz riskini azaltabilir. COX-2 inhibisyonu ayrica kanser hucrelerini
radyo ve kemoterapi gibi tedavilere kargi duyarl hale getirir. Tum 6zgun molekullerin
COX-2 enzimini segici inhibisyonu bu baglamda oldukga etkili sonuglardir. COX-1'e gore
COX-2 enzim inhibisyonu segiciligi nedeniyle mide mukozasina zararin da 6nemli dlgude

azaltilmig olmasi dngorulmektedir.

Tablo 3. Siklooksijenaz (COX) inhibitor aktiviteleri.

% Inhibisyon (20 pM) ICso0
Bilesik Si
COX-1 COX-2 COX-1 COX-2
Bilesik | 45.02 £ 0.42 90.13+1.03 26.27+1.14 8.86+t1.16 0.33
Bilesik I 42.26 +1.22 87.95+1.28 37.94+1.36 9.98+1.27 0.26
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Bilesik Il 42.94+0.93 89.36+0.81 39.36+1.25 9.15% 0.83 0.23
Bilesik IV 47.37+0.68 85.16 £0.98 25.94+0.72 11.08+0.74 0.42
Diklofenak 99.97 «0.77 99.98+0.25 20 16+0.07 35.05+0.18 0.62
(nM) (nM)
12.37+1.05 85.20 + 5.20
lbuprofen 99.79+0.35 99.09 + 0.46 6.88
(UM) (MM)
Selekoksib 99.85+0.85 99.91+1.03 J1o*105 103002 0.11
(M) (M)
SC-560 99.98+1.07 99.86+092 0-17*115 598+0.46 >50
(nM) (M)
95+012 70.44+012
Dup-697 9978 +0.94 99.95+ 0.36 0.007
(UM) (nM)

Segicilik Indeksi SI= 1Cs0 COX-2/ IC50COX-1.

Bulusa konu bilesiklerin sentez ve ardindan yapi tayini amagli olarak yapilan elementel
analiz ve spektral veri analiz bulgulari tasarimi gergeklestirilen ve 6ngorulen 6zgin
bilesiklerin olustuguna dair bilimsel verilerdir ve yapiyl kanitlamaktadir. Buluga konu
bilegikler ile antikanser ila¢c etkin maddesi gelistirme hedefine ydnelik olarak 6zgin
molekullerin, sentez, yap! tayini ile MCF-7 meme kanseri hucre hatti ve HEK293 insan
embriyonik bobrek hlcre hattinda ve ayrica COX-1 ve COX-2 enzimleri Uzerinde inhibitor
etkinlikleri degerlendirilmigtir. Bulus ile in vitro ilk deneylerde bilesiklerin MCF-7 meme
kanseri hucre hatti Uzerine toksik etki gostermekle birlikte saglikli hucre hatti HEK293
uzerine toksisite gostermemeleri, diger bir deyisle saglikli hicrelere dusuk dozlarda zarar
vermeyecekleri gézlemlenmistir. Bu baglamda bulug konusu 6zgin molekdiller yapilan in
vitro deneylerde secici COX-2 inhibitor etki gosterme potansiyeline sahip bulunmus, bu
sonuglar molekullerimizin koruma kapsamina alinarak daha ileri testler ve arastirmalar
icin potansiyel bilesikler oldugu gercegini ortaya koymustur. Buluga konu bilesikler
dihidroinden/dihidronaftalen c¢ekirdek vyapisi tasiyan, R grubu olarak o0zellikle
trifluorometilfenil grubu tasiyan ve 6zellikle bu grup nedeniyle etkinligi artmis bilesiklerdir.
Bu grup meta ya da para konumunda bulunmakta, para konumunda bulunmasi 6zellikle
MCF-7 meme kanseri hiicre hattina kargi etkinligi artirmaktadir (Bilesik IV). Ayrica R grubu
olarak fenil halkasinin para konumunda siyano grubu tasiyan (Bilesik I11) molekulde COX-

2 segiciligi en yuksek oranda saptanmigtir.
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Bulusa konu tiyosemikarbazit turevi bilegikler (Bilesik 1, Bilegik I, Bilesik Il ve Bilesik 1V)
kanser tedavisinde, 6zellikle meme kanseri tedavisinde, antitimor olarak kullanima
uygundur. Dolayisiyla, bulus konusu bilesiklerden (Bilesik I, Bilesik I, Bilesik Il ve Bilesik

IV) en az birini iceren bir ilag; kanser tedavilerinde endikedir.
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