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OZET
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Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Aralik 2017

Danigman: Dog. Dr. Leyla YURTTAS
(Ikinci Danisman: Prof. Dr. Seref DEMIRAYAK)

Stilfonamit tiirevlerinin son yillarda antikanser etkisi iizerine yapilan ¢alismalar
olumlu sonuglar vermistir. Ayni sekilde tiyazol tlirevlerinin de farkli farmakolojik
aktivitelere sahip oldugu bilinmektedir. Siilfonamit ve tiyazol halkalarinin azot koprusi
ile bagl oldugu sentez iiriinlerinde antikanser etkisi arastirilmistir. Bunun igin
stlfonamit tiyoure tdrevleri, 1-(benzotiyazol-2-il)-2-bromoetanon veya 2-bromo-1-(1-
metil-benzimidazol-2-il)etanon maddeleri ile Hantzsch tiyazol sentezine gore
reaksiyona sokularak on adet 4-[(4-substitlietiyazol-2-il)amino]-N-arilbenzensulfonamit
tirevi elde edilmistir (Bilesik 1-10). Sentezlenen bu bilesikler si¢an beyin,insan meme
ve insan akcigerkanser hiicrelerine karsi sitotoksisite testi ve akim sitometrisi
yontemiyle test edilmistir.Ayrica biitiin bilesiklerin DNA giraz enzim aktivitesi jel

elektroforez yontemi ile incelenmistir.

Anahtar Sozcukler:Silfonamit, Tiyazol, Antikanser
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF SOME SUBSTITUTED THIAZOLYL SULFONAMIDE
DERIVATIVES ANDINVESTIGATION OF THEIR ANTICANCER EFFECTS

Emre Fatih BULBUL

Department of PharmaceuticalChemistry

Anadolu University, Graduate School of HealthSciences, December 2017

Supervisor:Assoc. Prof. Dr. Leyla YURTTAS
(Co-Supervisor:Prof.Dr. Seref DEMIRAY AK)

The placement of the sulfonamide derivatives on the anticancer effect in recent
years has positive results. It is also known that thiazole derivatives have different
pharmacological activities. We searched for the anticancer effect in synthesized
compounds where the sulfonamide and thiazole rings are linked by the nitrogen bridge.
1-(Benzothiazol-2-yl)-2-bromoethanone  or  2-bromo-1-(1-methylbenzimidazol-2-yl)
ethanones were reacted according to the procedure of Hantzsch to synthesize 4-[(4-
substituted  thiazol-2-yl)amino]-N-arylbenzenesulfonamide. ~ These = compounds
(Compounds 1-10) were tested against glioma cell, human breast and human lung
cancer cells by cytotoxicity assay and cytometry methods.Enzyme activity in DNA was

examined by gel electrophoresis.

Keywords:Sulfonamide, Thiazole, Anticancer
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser yasami tehdit eden, pandemik boyutlara ulasmis ve dunyada en ¢ok 6lime
neden olan ikinci hastaliktir [1].Deoksiribonikleik asitte (DNA) meydana gelen
hasardan dolay1 hiicrelerin anormal sekilde biiyiimesi ve diger organ ve dokulara
yayilmasi sonucu olusmaktadir.Kanser terimi yerine malign tumoérler ve neoplazma
terimleride yaygin kullanilmaktadir. Kanser vakalar1 giinden giine artmaktadir. Dinya
saglik oOrgiitii verilerine gore kanser 2012 yilinda 8.2 milyon kisinin &liimiine sebep
olurken 2015 yilinda 8.8 milyon insanin oliimiine sebep olmustur[2]. 2030 yilinda
dinyada 21 milyon kanser hastasinin olacagi tahmin edilmektedir [3]. Diinya saglik
Orgutii verilerine gore en fazla oliimler sirasiyla akciger, karaciger, mide, kolorektal,
meme kanserlerinde gerceklesmektedir.

Kanser hastaliklarinin olusumunda genetik faktorlerin yaninda yas, irk ve
cevresel etkenlere maruziyet de onemlidir. Radyasyona maruz kalma ya da sigara
dumanina maruz kalma kansere sebep olan cevresel etkenler arasinda gosterilebilir.
Ayrica virlislerin sebep oldugu kanser hastaliklarida bulunmaktadir. Hiicresel genler
RNA virGs ailesinden olan retroviriislerdeki dontistiiriicti  genlerin - homologu
sayllmaktadir. Onkojenler olarak bilinen hiicresel genler biiytime faktorleriyle ilgili
reseptorleri daha aktif hale getirebilir ya da mutasyona ugrayabilir. Bu iki durumdada
malign hiicreler ekspresyona ugrarlar[4].

Tiumor stipresor genler(baskilayici  genler) yok edilebilir veya mutasyona
ugrayabilir. p53 geni aktivasyonu tedavide Onemlidir. Butln tumér gesitlerinin

%50’sinde p53 geni mutasyona ugramistir[5].

1.1. Kanser Kemoterapi Turleri ve Hucre Siklus Dongusu

Guniimuzde kanserin kesin olarak tedavi sekli yoktur. Ancak (¢ tip kemoterapi
hastalarda kullanilmaktadir[4].

1- Primer indiksiyon kemoterapisi: Hastaligi ilerlemis hastalarda yasam kalitesini
arttirmak, tiimor gelisimini azaltmak amaciyla yapilan kemoterapi uygulamasidir.

2- Neoadjuvan kemoterapi: Metastaz yapmamis ve lokal bolgede olusan tlimorlerde
cerrahi operasyonlarin etkili olmamasi durumunda basvurulan bir yontemdir.

3- Adjuvan kemoterapi: Kanser tedavisindeki cerrahi operasyon ve radyoterapi ile

yapilan kemoterapi ¢esididir.



Kanserli hastadaki agriy1 azaltmak, yasam siiresini ve kalitesini artirmak amaciyla
cerrahi miidahaleler ve 1s1n tedavileri uygulanmaktadir[6-8]. Kanser tedavisinde saglikli
hicrelere zarar vermeden kanser hicrelerinin {ireme ve gelismesini durdurmak,
boyutunu ve hacmini kigultmek, kanser hucrelerini yok etmek ve onlarin yayilimimn
engellemek amaglanmaktadir[9]. Ayrica kanser tedavisindeki en bulylk eksiklik
kemoterapoétiklerin kanserli hiicreye karsi segici olmamasi ve timoér hicrelerinin
gosterdigi ilag rezistansidir[10].Bu ylzden kanser tedavisi i¢in yapilan aragtirmalarda
secici bir sekilde sadece kanser hiicrelerinin yok edilmesibeklenmektedir. Kullanilan
ilaclarin biiyiik bir kismi boliinen hiicrelere etki eden sitotoksik ajanlardir. Doz asimi
gibi durumlarda antikanser ilaglar saglikli hiicrelerdesitotoksik etki olusturabilmektedir.
Ayrica kanser ilaglarmin terapétik indeksleri dardir. Bu yilizden kanser ilaglarinda
yarar/zarar orani hesaplanarak kullanima geg¢ilmelidir[8]. Kanser ilaglarinin kullanimi
genislemesine ragmen dar terapétik indekse sahip olmalart ve yan etki profillerinin
genis olmasindan dolayr daha az yan etkili, toksik etkisi az ve daha etkili yeni
antikanser ilag bulmak i¢in yapilan arastirmalara ihtiyag vardir.

Antikanser ilaglarin kanserli hiicrelerde hiicre siklusuna etki ettigi yerler
antikanser ila¢ kullaniminda ¢ok onemlidir. Kanserli bir hiicrenin hicre siklusu

Sekill.1’de gosterilmistir.
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Sekil 1.1.Hucre siklus dongusi[4]

Kanser hucre dongisu kanser ilaglarinin kullanimi i¢in 6nemli bir faktordir.
Hicre siklusu sirasinda tim hiicreler benzer Ozellikler gosterirler. Normal ve
kanserliolan béliinebilen tiim hiicreler hiicre boliinmesinden 6nce ve boliinme sirasinda
G1,S,G2, Mve GO fazlarindan gegmektedirler[11]. G1 fazi, mitoz ve DNA sentezinin
baslamasindan Onceki fazdir. Bu fazda DNA sentezine hazirlik yapilir. S fazi,DNA



sentez fazidir. G2 fazi, DNA sentezi sonrasi ve mitoz oncesi fazdir. Bu fazda mitoz fazi
icin gerekli hazirliklar yapilir. M mitoz fazidir.GO fazi ise hiicrelerin tekrar boliinme
fazina girmek ic¢in dinlendikleri fazdir. GO fazinda hiicreler boliinme fonksiyonu
olmayan non-proliferatif hiicrelere doniisiirler. Antikanser ilaglarin ¢ogu hiicre siklusuna
spesifik olarak etki eder ve bu ilaglar hiicre bolinmesine spesifik ilaglar olarak
bilinirler. Hucre déngustine spesifik olmayan ilaclar aktif olarak déngu icerisinde ve GO
dinlenme fazinda tiimor hiicrelerine etki ederler[12].

Hiicre sikluslar1 arasindaki biitiin gecisler siklin adi verilen kiiclik diizenleyici
proteinler tarafindan aktif edilen 6zel sikline bagimli kinazlarin(CDK) aktiviteleri ile
kontrol edilir[13]. CDK aktivitesinin artis1 tiimor hiicrelerinin sayisinin artmasina sebep
olacaktir. CDK’lar bu yonleriyle yeni antikanser ila¢ gelistirmede molekiiler hedef
haline gelmislerdir[14].Hicre siklusu ve timor hicresi buyumesi yeni tedavi
sekillerinin  gelistirilmesinde ve yeni antikanser ilag gelistirme igin ¢ok
onemlidir. Antikanser ilaglardan en etkili olanlar1 DNA hasar1 olusturarak sitotoksik etki

gosterirler.

1.2. Tiimér Gelisiminde Anjiogenez ve Cesitli Faktorlerin Onemi

TUmor hiicreleri hiicre i¢inde bazik pH’da ve hiicre disinda asidik pH’da hizli
biiyiirler ve hizli prolifere olduklar1 igin viicudun uzak bdlgelerine metastaz yaparlar.
Hiicre diginin asidik olmasi tiimor hiicrelerinde bazik antikanser ilaglara karsi
kemorezistans direnci gelismesine neden olmaktadir[15]. iyon degistirici ve tastyic
proteinler gibi ¢esitli proteinler hiicre i¢inde bazik ortami ve hiicre disinda asidik ortami
korumak icin kullanilirlar[16].

Antikanser ilag aragtirmalarinda karbonik anhidraz enzimleride 6nemli bir
metalloenzimdir. Karbonik anhidraz enzimi enzimatik reaksiyon icin gerekli olan
protein olmayan ko-faktorlerden metal iyonlar ile birlesir.Bu enzimler karbondioksidin
bikarbonatlara reversibl doniisimiinii saglamaktadir[15]. Ayrica ¢esitli doku ve
organlarda elektrolit sekresyonu ve lipogenez, glukogenez gibi cesitli biyosentetik
reaksiyonlarda gerceklesen fizyolojik siireglerde rol alan dnemli bir enzimdir. Karbonik
anhidraz enzimi hedef alinarak farmakolojik etkileri farkli olan bir ¢ok ilag
gelistirilmistir. Antikanser ilaglar karbonik anhidraz IX ve XII’yi inhibe ederek etki
gostermektedir[17].



Timor gelisiminde anjiogenez rolii ¢ok biiyiiktlir. Anjiogenez dogum, organ
gelisimi, menstriial siklus gibi viicutta gergeklesen fizyolojik olaylarda meydana gelen
yeni kan damarlarinin olusumu ve gelisimi siirecidir[18]. Saglikli hiicrelerde anjiogenez
stireci oldugu gibi tiimor hiicreleride anjiogenez yapmaktadir. Bu siiregte tUmor
hlcreleri anjiogenezle proliferasyonu, diger organ ve dokulara yayilmay1 ve metastazi
hedeflemektedir. Tiimor hiicrelerinin de normal hiicreler gibi oksijen ve besin ihtiyaci
vardir[19]. Bu ihtiyaglar olusturduklari yeni damarlar sayesinde
karsilanmaktadir. TUmor anjiogenezin inhibisyonu hedeflenerek hiicrenin beslenmesi ve
yayiliminin engellenmesi amaciyla yeni ilag gelistirme ¢alismalar1 yapilmaktadir.
Tumor hicrelerinde anjiogenez icin bircok sinyal yolagi bulunmaktadir. Bu sinyal
yolaklarindan sadece birinin inhibe edilmesi timor hicrelerinin kolay rezistans
gelistirmesine sebep olup tedaviyi basarisiz yapmaktadir. Bu ylizden multi-protein
kinazlar  hedeflenerek anjiogenezin inhibe edilmesi amaglanmaktadir[20-26].
Anjiogenez inhibitorleri ile birlikte geleneksel sitotoksik ajanlarin kullanilmasi kanser
kemoterapisinde basar1 sansini artirmaktadir.

Tirozin kinaz protein fosforilasyonu yapan protein kinaz ailesine mensup bir
enzimdir. Epidermal bilylme faktor reseptori(EGFR) tirozin kinazin bir tiirevidir[27].
Tirozin kinaz enzimleri hiicre hayati i¢in 6nemli olmasindan dolay1 yeni antikanser ilag
gelistirmede hedef alinan bir protein kinazdir. EGFR hiicre proliferasyonu, hiicrenin
6lumi ve farklilagsmasiyla ilgilenen bir reseptordir. Tlmor hiicrelerinin olusumunda ve
gelisiminde bu faktOriin 6nemli bir rolii vardir. EGFR’nin asir1 ekspresyonu tiimdrlerin

%60’1nda gozlenmistir[28].



2. KAYNAK BILGISi
2.1.Sulfonamitler
2.1.1. Sulfonamitler hakkinda genel bilgi

1932 yilinda Bayer laboratuvarlarinda antimikrobiyal olarak diisiiniilen azo
boyalarin sentezi baglamistir. Gerhard Domagk isimli bilim adami kirmizi renkli ve
““prontosil’” olarak isimlendirilen bir boya iizerine ¢alismistir[29]. Prontosil molekili
Sekil 2.1.’de gosterilmistir.

NH,
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Sekil 2.1.Prontosil molekillinin yapus:

Gerhard Domagk hayvan deneyleri sirasinda bu boyanin fareler {izerinde
streptokok enfeksiyonlarinda etkili oldugunu kesfetmistir. Ancak bu molekiiliin
bakteriler izerinde inaktif oldugunu tespit etmistir. Sonug olarak prontosil bilesiginin in
vitro c¢alismalarda inaktif ama in vivo calismalarda aktif oldugu gozlenmistir. 1936
yilinda arastirmacilar prontosil bilesiginin yapi-etki iligkisini arastirmistir ve N=N
baginin  biyotransformasyon  yoluyla parcalanarak  siilfonamit  molekiiliini

olusturdugunu bulmuslardir[25, 30]. Silfonamit molekiiliiniin yapis1 Sekil 2.2.’de

H,N @SozNHR

Sekil 2.2.Silfonamit molekiliin yapis:

gosterilmistir.

2.1.2. Etki mekanizmalari

Folat koenzimleri insanda bulunan folik asitten hareketle sentezlenmektedir. Folat
koenzimleri niikleik asitlerin olugsmasini saglar. Bakteriler konak¢ida bulunan folik asidi
kullanamazlar. Bu nedenle p-aminobenzoik asit’ten(PABA) hareketle folat
koenzimlerini sentezlemek zorundadir. PABA’y1 disardan alirlar ve folik asiti
sentezlerler. Bakteride folat koenzimlerinin sentezini inhibe eden bir ilag molekili
hicre blylmesini ve Gremesini durdurabilir[32]. Sulfonamitlerin hedefi dihidropteroat

sentaz enzimidir. Sulfonamitler PABA’nin antimetabolitleridirler[33]. PABA yerine



silffonamit kullanilirsa folik asit sentezlenemez. Piirin bazlarinin  yeterince
sentezlenememesi ile DNA ve RNA sentezide bozulur.

Siilfonamitlerin sik kullanim1 direng gelisimine sebep olmaktadir. Ayrica direng
gelisimine PABA’nin hiicrede fazla sentezlenmeside neden olmaktadir. Bir siilfonamit

tiirevine karsi direng kazanan birey biitiin siilfonamit tiirevlerine karsida direnglidir.

2.1.3. Yapr-aktivite iliskileri

v' Aktivite gorilebilmesi igin benzen halkasi tizerindeki amino ve siilfonil
gruplarinin birbirine gore para konumunda olmas1 gerekmektedir. Sekil 2.3.’de

stilfonamit yapis1 gosterilmistir.
3 2
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Sekil 2.3.Silfonamitin numaralandiriimasi

v Sulfonamitlerin aktivite gosterebilmesi icin 4 nolu konumdaki —NH, grubunun
serbest halde olmasi ya da viicuda girdiginde serbest hale donebilecegi bir bagka

molekiille siibstitiie olmasi gerekmektedir(6rnegin asetil grubu ile) (Sekil 2.4.).

O H
H3

Sekil 2.4.4-(Sulfamoilfenil)asetamit molekili

v Sulfonamitlerde para konumundaki —NHgrubu yerine -NO,, -NHOH ve —N=N-
gruplart gelebilir. Bu gruplar viicuda girdiklerinde kolayca serbest amino grubu
haline doniisebilirler.

v' Bagka halkanin benzen halkas1 yerine kullanilmasi ya da benzen halkasi
Uzerinde diger siibstitiisyonlarin varligi aktiviteyi azaltir veya yok eder.

v 1.konumdaki -NH grubunun monosiibstitiisyonu ile aktif bilesikler gozlenirken
distibstitiisyonundainaktif bilesikler olusur. 1. konumdaki —SO,NH, grubunun
bir hidrojeninin heterosiklik halkalarla yer degistirmesi ile en iyi terapotik

sonuclar elde edilmistir



v" 1.konumdaki N grubunun lipofilitesinin molekiiliin proteine baglanmasinda ¢ok

onemli rolii vardir[34].

2.1.4. Genel sentez yontemleri

Sulfonamitlerin sentezleri, genis biyolojik aktivitelere sahip olmasindan dolay1
bilim adamlari tarafindan biiyiik ilgi gérmiistiir. Bir ¢ok sentez yontemi bulunmustur.

Sulfonamitlerin genel sentez yontemleri Sekil 2.5.’te belirtilmistir.

SO,Cl SO,NH-R SO,NH-R
(CH,C0),0 CISO,11 RN OH
piridin
NH, NHCOCH, NHCOCH, NHCOCH, NH,

Sekil 2.5.Sulfonamitlerin aminlerden hareketle sentez yéntemleri

Klorlayici ajanlarla aminlerin siilfonlanmasi en yaygin kullanilan metottur. Bir
bazin varliginda stilfonil kloriirlerle birlikte amonyak, primer veya sekonder aminlerin
niikleofilik atak gergeklestirmesi ile siilfonilamitler elde edilir.

Siilfonil  klortirler bir ¢ok farkli metot kullanilarak tiyollerden elde
edilebilmektedir. Son yillarda siilfonil kloriirler H,O, ve SOCI, varliginda tiyollerin
oksitlenmesi ile elde edilebilmektedir[34,35]. Sekil 2.6.da gosterilmistir.

H,0, SOCI, o RI-NH, ©
RSH » R_8_cl — » R_S_NH-R!
MeCN B piridin 5

Sekil 2.6.Silfonamitlerin H,0,/SOCl,ilesentez yontemleri

Silfonil klortriin oksitlenme mekanizmasi Sekil 2.7.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.7.H,0,-SOCl,reaktifleriyleklorlama mekanizmasi[35]

Ayrica bazi calismalarda asetonitril igerisinde N-klorostksinimit(NCS) ve
tetrabutilamonyum klorir-su varliginda tiyollerden siilfonilkloriirler elde edilmistir[36].

Sekil 2.8.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.8.Sulfonilamitlerin NCS ile sentez yontemi

Sulfonil Klordrler tiyoller disinda siilfonik asitlerden de meydana gelmektedir. Bu
yontemle kolay bir seklide mikrodalga kullanilarak yiliksek verimle reaksiyon
gerceklestirilebilmektedir[37]. Sekil 2.9.’da gosterilmistir.
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Sekil 2.9.Mikrodalga ile siilfonilamit sentez yontemi



2.1.5. Sulfonamit yapis1 tasiyan bilesikler

Siilfonamit yapisi, ila¢ yapilarinda Onemli farmakolojik etkilere sahiptir.
Antibakteriyel[38],  antitimo6r[39], anti-karbonikanhidraz[40],  diUretik[41-42],
hipoglisemik[43], antitiroit[41], proteaz inhibitoru[44] etkileri bugin literatirde
bulunan etkileridir. Giiniimiizde kullanilan ve siilfanilamit yapis1 iceren farkl
farmakolojik aktiviteye sahip bir c¢ok ila¢c vardir. Ornegin asetazolamit yapisi
(Sekil2.10.)karbonik anhidraz inhibitori olarak, furosemid (Sekil 2.11.) didretik olarak,
stilfatiyazol (Sekil 2.12.) antibakteriyel olarak, glibenklamid (Sekil 2.13.) hipoglisemik

olarak kullanilmaktadir.
o NN O
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Sekil 2.10.Asetazolamit molekul yapus:
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Sekil 2.11.Furosemid molekl yapus:
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Sekil 2.12.Sulfatiyazol molekil yapus:
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Sekil 2.13. Glibenklamid molekil yapus:

Ayrica 1992 yilinda siilfonamitlerin antitimor etkileriyle alakali g¢alismalar

baglamistir[45]. Ana yap1 olarak 4-metil-N-[2-(fenilamino)fenil]benzensulfonamityapisi



(Sekil 2.14.) se¢ilmistir ve antimitotik ve kanser hiicre biiyiimesini inhibe eden yeni
tiirevler sentezlenmistir. Bu ana yapidan hareketle sentezlenen molekiillerden E7010 ve
E7070 molekullerinin tmor hucreleri Uzerinde etkili oldugu bulunmustur. Stlfanilamit
yapist 2 aromatik halkaya bagli ve —NH grubu orto konumundan bagli oldugu

durumlarda antitimor aktivite gozlenmektedir[45-47].
SO,NH

Neahe
s

Sekil 2.14.E7010/7070 molekil sentezi icin ana yap:

E7010 molekilu (Sekil 2.15.) bir tabulin polimeraz inhibitoridur. E7010
molekdili ile yapilan denemelerde bu molekiiliin yirmi alt1 insan tiimor hiicresine karsi
etkili oldugu tespit edilmistir[47]. E7010 molekilu farelerde %60-99 oraninda timor

biyimesini durdurmustur[41].

SO,NH

oy 1)
H,CO HN NZ

H

Sekil 2.15.E7010 molekili

Ikinci jenerasyon antimitotik siilfonamitlerden ER-34410 molekiilii (Sekil 2.16.)
insan tiimor hiicrelerine kars1 E7010 molekiiliinden 2-3 kat daha etkilidir[41, 46].

SO,NH

H3CO/©/ \©\ NH

HN

Sekil 2.16.ER-34410 molekilu

10



E7070(indisulam)(Sekil 2.17.) molekili hem in vitro hem de in vivodenemelerde
farkl1 insan tiimor hiicrelerine karsi Onemli antitiimor aktiviteye sahiptir. E7070
molekilide G1/S ve G2/M gegislerini engelleyerek antikanser aktivite gosterir[48].
E7070 molekulliinin serbest haldeki —-SO;NH; yapis1 giicli karbonik anhidraz
inhibisyonu etki gostermektedir[41].

H2N025/©/

Sekil 2.17.E7070 molekilu

SO,NH

HN
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2.2.Tiyazoller
2.2.1. Tiyazoller hakkinda genel bilgi

Tiyazollermedisinal ve farmasotik kimya icin ¢ok ©Onemli olan organik
maddelerdir. Hantzsch ve Weber tarafindan 1887 yilinda tiyofen serisinin piridini olarak
tanimlanmugtir[49]. Tiyazoller yapilarinda N ve S igeren 5 iiyeli heterosiklik yapilardir.
Kapali formiilleri (CH)3NS olan halkali yapilardir.Tiyazollerin kaynama noktalar1 116-
118 °C ’dir. Suda biraz ¢ozunurler, eter ve alkolde iyi ¢ézinurler[50].

Tiyazol halkasinin Huckel’inaromatiklik sartlarini saglayabilmesi igin 6 tane
elektronuna sahip olmasi gerekir. Bunun ig¢in S atomunun eslesmemis elektronlarini
halka i¢inde kullanarak bu sart1 saglar[51].

Iki izomerik formu vardir. Bunlar tiyazol olarak adlandirilan 1,3-tiyazoller(Sekil

2.18.) ve izotiyazoller olarak adlandirilan 1,2-tiyazollerdir(Sekil 2.18.).
N _S
N\ N
AR
13-Tiyazol 12-Tiyazol

Sekil 2.18.1,3-Tiyazol ve 1,2-Tiyazol

Tiyazollerin farkli numaralandirmalar1 yapilmigtir. Dogru olan numaralandirma
sistemi S atomuna 1 ve N atomuna 3 numarasinin verildi§i numaralandirma

sistemidir[52]. Sekil 2.19.’da gosterilmistir.
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3
4 N
[
55
1
Sekil 2.19.Tiyazol halka numaralandiriimas:

Tiyazollerin rezonans yapilar1 sekil 2.20°de gosterilmistir[50].
N N~ N N N
\} «— [ - |: \y -—> E - E -
[SB S/> + \S>+ - S/> + \S>+
Sekil 2.20.Tiyazol halkasinin rezonansi[50]

Tiyazoller asidik kosullar altinda N atomundan protonlanir(Sekil 2.21.) [50,53].

+
N/ —

Sekil 2.21.Tiyazol halkasinin protonlanmas:[50]

2-Aminotiyazollertautomerik yapidan dolayr imin gibi davranabilirler. Sekil

2.22.’de gosterilmistir.
NH,

NH
L

Sekil 2.22.Tiyazolun tautomerik yapisi

Tiyazol halkasinin, piridin halkasinin 3. ve 4. konumundaki C atomlarmin S
atomuyla yer degistirmesi sonucu 5°1i bir halka sistemi olusturdugu diistiniilmektedir.
Bu sebeple tiyazoller aktivite bakimindan piridin ile benzer 6zellikler gostermektedir.

Elektrofilik atak tercihen 5.konumdaki C atomundan gergeklesir. 4. konumdaki C
atomundan da elektrofilik atak bazen gergeklesebilir.NUKkleofilik atak N ve S atomu
arasindaki C’dan gergeklesir. Giicli bir bazin varliginda 2. pozisyondan
deprotonizasyon islemi gergeklesmektedir[54]. Sekil 2.23.’te tiyazol halkasindaki

elektron hareketliligi gosterilmistir.
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Sekil 2.23.Tiyazol halkasindaki elektron hareketliligi[54]

Tiyazoller pozitif yiikiin aromatik stabilizasyonundaki azligindan dolay1 diisiik
bazik Ozellik gosterir.Halkadan elektron g¢eken siibstitiientlerin varligi tiyazollerin
aktivitesini artinr. *H-NMR’inda tiyazoliin hidrojenleri 7.27 ile 8.77 ppm arasinda
hesaplanmaktadir. Ayricatiyazol halkasinin 5. konumundaki C
elektrofiliksubstitusyonlar igin ve 2. konumundaki C ise niikleofilik reaksiyonlar igin
uygundur.

Tiyazol halkasindaki bazlik yada asitlik halkaya farkli pozisyonlardan baglanan
molekdllerin 6zellikleriyle ilgilidir. Halkaya elektron veren gruplar (-CHjs gibi) halkanin
niikleofilligini ve bazlik giiciinii artirirlar. Halkadan elektron ¢eken gruplar (-NO- gibi)

halkanin niikleofilligini ve bazlik giiclinii azaltir[50,54].

2.2.2. Tiyazol halkasinin genel sentez yontemleri

Tiyazol halkasinin ilk sentezleri 19.yiizyilin sonlarina dogru yapilmaya baslandi.
Bu sentezler Hantzsch, Hubacher, Traumann, Miolatti, Tcherniac, Gabriel gibi bilim

adamlari tarafindan farkli metotlarla gergeklestirildi[54].

1. Hantzsch sentez metodu: Bu metot tiyazol sentezinde en ¢ok kullanilan metottur. a-
haloketonlar tiyoamitlerle reaksiyona girerek tiyazolleri olusturur. Tiyoamitin siilfiir
atomu o-haloketon’un o-karbon atomuna niikleofilik atak gerceklestirir. Once a-
tiyoketon ve sonra dechidrasyon ile tiyazol halkasi olusur[49].Sekil 2.24.’te

gosterilmistir.
NH

Hﬂr

R, O R
Ryl SR —— - H;ts\>_R Is\>_R
1
Rl

Ry

Sekil 2.24.Hantzsch sentezmetodu
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2. Gabriel sentez metodu: 2. konum, 5. konum ya da hem 2 hem 5. konumda aril, alkil
ya da alkoksi tastyan tiyazol halkalar1 sentezlemek icin kullanilan bir metottur. a-
acilamino ketonlar P,Ss ile reaksiyona girerek tiyazolleri olusturur[55].Sekil 2.25°te
gosterilmistir.

P,Ss R 2 _N OH

H H H H
2 _N__Rs o _N_ Ry R, N_ Ry R
, (— »
\A[ \g/ 170°C /\\[ \g - :E J | S>L Rs
1 O Rl S Rl SH R

R
R

Sekil 2.25.Gabrielsentezmetodu

3. Cook-Heilbron sentez metodu:Siibstitiie aminotiyazol sentezlemek i¢in kullanilan
yaygin bir metottur. a-Aminonitriller ditiyoasitler, esterler, karbon disulfur, karbonil
distlfir ve izotiyosiyanatlar ile reaksiyona girerek 5-aminotiyazolleri olusturur[53].

Sekil 2.26.’da gosterilmistir.

R SH ) R R Ry R2
1 NH, )\ i» N —_— N—=(
+ H SH
S R, \ \
AN \ (o

R, N
Lo
H,N7 S

Sekil 2.26.Cook-Heilbron metodu

2.2.3. Tiyazol iceren bilesikler
Tiyazoller heterosiklik kimyada, ila¢ kesfi ve dizayninda ¢ok dnemli bir iskelettir.
Farkli farmakolojik aktivitelere sahip bir ¢ok aktif molekiiliin yapisinda tiyazol halkasi
bulunur. Son yillarda bir ¢ok tiyazol tiirevi sentezlenmis ve farkli biyolojik aktiviteler
bulunmustur[50].
14



Tiyazol  halkast igeren bircok ilag¢  glinimiizde farkli  alanlarda
kullanilmaktadir[56].Ritonavir(Sekil 2.27.) molekuluanti-HIV olarak
kullanilmaktadir[57].

Sekil 2.27.Ritonavir molekilu

Nizatidin(Sekil 2.28.) molekiilii antiiilser olarak kullanilmaktadir [58].
C
3

CH, H
He-N S\ 'NH 0
h+

%Nj\/sv\ )\/N\o'

N
H
Sekil 2.28.Nizatidin molekli

Nitozoksanit(Sekil 2.29.) molekull antiparazitik ajan olarak etki gostermektedir
[59]. Sekil 2.29°da gosterilmistir.

Sekil 2.29.Nitozoksanit molekulii

Ravukonazol (Sekil 2.30.) molekiilii antifungal ajan olarak kullanilmaktadir[60].

=N

Sekil 2.30.Ravukonazol molekiili
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Fanetizolve Fentiazakmolekilleri (Sekil 2.31.) antiinflamatuar ajan olarak

kullanilmaktadir[61,62].

Cl

Sekil 2.31.Fanetizol ve Fentiazak molekilu

Tiyametoksam(Sekil 2.32.) molekuli insektisit olarak kullanilmaktadir[63].

HC ONO

I
5 Yj >
Sekil 2.32. Tiyametoksam molekil

Vitamin B1(tiyamin)(Sekil 2.33) molekdlutiyazol iceren bir
molekildir[64].Tiyamin suda ¢Ozunen bir vitamindir. Vitamin Bl molekili
metabolizma sirasinda karbonhidratlardan viicuda enerji verilmesine yardimci olur.

Ayrica asetilkolin gibi norotransmitterlerin sentezinde rol alarak sinir sisteminin normal

fonksiyonlarini yerine getirmesine yardim eder[51].

3
N7 N*
TG
H.C~ N7 “NH,

Sekil 2.33.Vitamin B1(tiyamin) molekili

Silfatiyazol(Sekil 2.34.) molekuli antibakteriyel olarak etki gostermektedir[65,66].

oD

Sekil 2.34.Sulfatiyazol molekdli
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3.GERECLER
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Amonyak : Sigma-Aldrich
Amonyum tiyosiyanat :Sigma-Aldrich
Aseton : Sigma-Aldrich
Benzen : Sigma-Aldrich
Benzoilklorir : Sigma-Aldrich
Brom : Sigma-Aldrich
Glasiyel asetik asit : Sigma-Aldrich
Hidroklorik asit : Sigma-Aldrich
Kloroform : Sigma-Aldrich
Krom 11 oksit . Sigma-Aldrich
Ksilen : Sigma-Aldrich
Laktik asit : Sigma-Aldrich
Metilsulfat : Sigma-Aldrich
o-Aminotiyofenol : Sigma-Aldrich
o-Fenilendiamin : Sigma-Aldrich
Piruvaldehit : Sigma-Aldrich
Potasyum dikromat : Sigma-Aldrich
Sodyum asetat : Sigma-Aldrich
Sodyum hidroksit : Sigma-Aldrich
Sodyum metabisulfit : Sigma-Aldrich
Dimetilformamit : Merck

Etanol : Merck

3.2. Kullanilan Aletler

Erime Derecesi Aleti:MP90 digital melting point apparatus (Mettler Toledo,
Columbus)

'H-NMR:Bruker 300 MHz FT-NMR Spektrometre (Bruker Bioscience, Billerica, MA)
BC-NMR:Bruker 75 MHz FT-NMR Spektrometre (Bruker Bioscience, Billerica, MA)
infrared Spektrometresi: Shimadzu, IR Affinity-1 S (Shimadzu, Japan)

KUtIe) Spektrometresi (MS):Shimadzu LCMS-IT-TOF system (Shimadzu,Tokyo,
Japan).
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4 YONTEMLER
4.1. Genel Sentez Yontemleri
4.1.1. Baslangic maddelerinin elde edilmesi

4.1.1.1. Sulfonamit tiyoiirelerin sentezi (YONTEM A)
Ar

|>NOS NH NH4SCN Ar ’?NHZ

Sekil 4.1.Silfonamit tiyoure eldesi

Amonyum tiyosiyanat (0.06 mol) oda sicakliginda aseton igerisinde ¢ozildlu ve
cozeltiye damla damla benzoil kloriir(0.06 mol) eklendi. 1 saat kadar karistiktan sonra
karisim 10 dk kaynatildi ve Uzerine 0.05 mol stlfonamit tiirevi hizlica ilave edildi. Bir
siire daha kaynatildiktan sonra reaksiyonun bitimi ince tabaka kromatografisi(ITK) ile
kontrol edilerek buzlu suya dokildi ve cokmesi beklendi. Coken madde
tiyotireninbenzoilli halidir. Siiziilerek almip etanolle yikanip kurutuldu. Ilk basamakta
olusan ara madde %10 NaOH ¢ozeltisi ile 15 dk kaynatilarak hidroliz edildi. Sogutuldu.
Uzerine derisik HCI ekledigimizde ortamda benzoik asit ve stilfonamittiyoiire bilesikleri
cokecektir. Amonyak ilavesiyle ise olusan amonyum benzoat ¢oziiniir ve ortamda
benzoik asit ve siilfonamittiyoiire bilesiklerigOkelti halinde kalacaktir. Bu maddeler

stiziilerek alind1 ve benzoik asit alkolde iyi ¢6ziindiigii i¢in alkolle yikanarak temizlendi.

4.1.1.2.2-(a-Hidroksietil)benzimidazol sentezi (YONTEM B)

NH, H CH
HOOC-CH(OH)-CH, 3
4N HCI 3 %
NH, Nj :OH

Sekil 4.2. 2-(a-Hidroksietil)benzimidazol sentezi

o-Fenilendiamin(0.02 mol), laktik asid(0.03 mol) ve 20ml 4N hidroklorik asit 30-
40 dk geri g¢eviren sogutucu altinda kaynatildi. Amonyakla notralize edildi. Elde edilen
bilesik siiziilerek alind1 [67].
Verim: %70
Erime derecesi:178-179 °C
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4.1.1.3.2-Asetilbenzimidazol sentezi (YONTEM C)

H H
N CH, N CH4
/ —_—> >_<
©:N H ©:N/
Sekil 4.3. 2-Asetilbenzimidazol sentezi

2-(o-Hidroksietil)benzimidazol(3.24 g, 0.02 mol) (zerine asetik asit(15 ml)
eklendi. Balon 90°C’ye kadar 1sitildi. Damlatma hunisi kullanilarak su(5 ml) ile
¢ozilmis krom 111 oksit(1.5 g, 0.015 mol) damla damla balona eklendi. 100°C’ye kadar
1sit1ldi. Uzerine su(yaklasik 200 ml) eklendi. Olusan ¢Okelek ortamdan uzaklastirildi.
Stzuntd kloroformla ekstraksiyona tabi tutuldu. Sodyum silfat ile kurutuldu. Coéziici
ucuruldu. Benzenden kristallendirildi[67].

Verim: %63
Erime derecesi: 188-189°C

4.1.1.4.2-Asetil-1-metilbenzimidazol sentezi (YONTEM D)
H CH,

N CH; N CH,
—_—
/
CLo— P
Sekil 4.4.2-Asetil-1-metilbenzimidazol sentezi

2-Asetilbenzimidazol(1.6 g, 0.01 mol) ve 2N sodyum hidroksit(15 ml) balona
ilave edildi.Bir miktar suda ¢ozuldii. Uzerine 1 mol dimetilstilfat(0.013 mol, 1.26 ml)
eklendi. Siddetli bir sekilde elde karistirildi. Meydana gelen tepkime sonucunda sicaklik
artti. Soguyana kadar karistirmaya devam edildi. Cokelekler olustuktan sonra siiziildQ.
Bazikligi  gidene  kadar  suyla  yikandi.  Olusan  katilar  kurutmaya
birakildi.Metanoldenkristallendirildi [67].
Verim:%52
Erime derecesi:74-75°C
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4.1.1.5.1-metilbenzimidazolil bromometil keton sentezi (YONTEM E)

CH,

CH,
N~ CH; Br/AcOH N H,C—Br
/ I

©iN ;t) N/: sb

Sekil 4.5. 2-Asetil-1-metilbenzimidazolil bromometil keton sentezi

2-Asetil-1-metilbenzimidazol (0.01 mol, 2.53 g) asetik asit icerisinde 100 °C’ye
kadar 1sitildi. Uzerine asetik asit igerisinde brom (0.012 mol, 1.92 g) damla damla
eklendi. Reaksiyon karisimi1 100 °C’de 3 saat karistirildi. 3 saat sonunda karisim oda
sicakligia sogutuldu ve kat1 ¢okmesi beklendi. Coken katilar siiziildii. Asetik asit ile
yikandi. Kurutuldu. Kati madde suya eklendi. NaHCO3 ile nétralize edildi. Stzaldu.
Hekzan ile kristallendirildi [68].
Verim: % 70
Erime derecesi:123-125 °C

4.1.1.6.2-(a-Hidroksietil)benzotiyazol sentezi (YONTEM F)

NH
? HOOC-CH(OH)-CH, NI
HCI - > <o
SH 4N S H

Sekil 4.6.2-(a-Hidroksietil)benzotiyazol sentezi

o-Aminotiyofenol(25g, 0.2 mol) ve laktik asit(25g, 0.28 mol) ksilen(200ml)
icerisinde geri ¢eviren sogutucu altinda yaklasik 8 saat kaynatildi. Ksilen evaporator ile
uzaklagtirildi. Olusan maddeye konsantrehidroklorik asit(60 ml) ve distile su(180 ml)
ilave edildi. Cozelti eter ile karigitirildi. Daha sonra karsim sogutuldu ve %20 NaOH
cozeltisi ile baziklestirildi. Maddeler ¢oktli ve kurutuldu. Benzen-petrol eterinden
kristallendirme islemi yapildi [69].
Verim: %70
Erime derecesi: 63-64 °C
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4.1.1.7.2-Benzotiyazolil metil keton sentezi (YONTEM G)

N CH, N CH,4
CLo—6— Lo

S H S

Sekil 4.7.2-Benzotiyazolil metil keton sentezi

Bir balona 2-(a-hidroksietil)benzotiyazol (35.8 g, 0.2 mol) tizerine glasiyel asetik
asit(200ml) eklendi. Bir baska beherde potasyum dikromatin(29.5g, 0.1mol) iizerine
su(75 ml) eklendi. Potasyum dikromat ¢6zeltisi balonun icine eklendi. Yaklasik 1 saat
geri ceviren sogutucu altinda kaynatildi. Soguttuktan sonra reaksiyon karigiminin
uzerine bir miktar su eklendi. Stiziildt. Etanolden kristallendirildi [69].

Verim: %79
Erime derecesi: 111-112°C

4.1.1.8.2-Benzotiyazolil bromometil keton sentezi (YONTEM H)

Br
N CH, N H,C-
S < e ©: S
S S
Sekil 4.8.2-Benzotiyazolil bromometilketon sentezi

Bir balona 2-benzotiyazolil metil keton Uzerine(26.6 g, 0.15 mol) kloroform
eklendi (50ml). Damlatma hunisine brom(7.69 ml, 0.15 mol) ve kloroform(100 ml)
eklendi. Damlatma hunisinden oda sicakliginda damla damla balona maddeler eklendi.
Sar1 sar1 katilar ¢okemeye baglar. Brom eklendikten sonra biitiin madde ¢ozilinene kadar
geri ¢eviren sogutucu altinda kaynatildi. Hidrobromik asit ¢ikisi saglandi. Kloroform
ortamdan uzaklastirildi. Kat1 ¢okelek petrol eterinden kristallendirildi [69].

Verim: %61
Erime derecesi: 89-90°C

4.1.2. Sonug bilesiklerinin eldesi

4.1.2.1. 4-[(4-Substituetiyazol-2-il)amino]-N-arilbenzenstlfonamit tlrevlerinin sentezi
(YONTEM 1)

Esdeger oranda alinan 4-tiyouresulfonamit turevleri 2-bromo-1-(1-metil-

benzimidazol-2-il)etanon veya 2-bromo-1-(benzotiyazol-2-il)etanon tirevleriyle etanol
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icerisinde 1 saat oda sicakliginda karistirildi. 1 saat kaynatildi. Reaksiyon bitimi ITK ile
kontrol edildi. Reaksiyon karigimi kaynatma islemi bittikten sonra ¢6kme tamamlanana
kadar oda sicakliginda bekletildi. Cokelek bir behere su ile aktarilarak sodyum asetat ile
tampon olusturuldu ve stizuldi. Kurutuldu. Kristallendirildi.

Kristallendirme islemi: Maddenin tamamini ¢ozecek kadar dimetilformamit(DMF)
eklendi. Madde ¢o6ziindiukten sonra DMF’in yaklasik 2 kati kadar kaynar su eklendi.
Sogumaya birakildi. Olusan kristaller alindi.

S O N
Swos 3 4 @I
HNOZSO H + Br X

X=N-CH, S
Ar
\ Het
HNO,S

L0

Sekil 4.9.4-[(4-SUbstitlietiyazol-2-il)amino]-N-arilbenzensiilfonamit sentezi

4.2. Antikanser Etki Arastirmalari
4.2.1. Hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi (YONTEM J)

C6 hicreleri (siganglioma hucreleri), %10 fetal bovineserum (FBS), 0.2 mM
glutamin, 100 1U/ml penisilin ve % 1 g/ml streptomisiniceren Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) besiyeri kullamilarak 25 cm?lik flasklarda% 90’dan fazla
bagil nem ve % 5 CO,saglayan 37°C’lik etiivde inkiibe edilerek hazirlandh.

MCF-7 hicreleri (insan meme karsinoma hicreleri) % 10 fetal bovine serum, 1
mM sodyum pirivat, 10 ug/ml insan insilini ve % 90 Roswell Park Memorial Institute
medium (RPMI) iceren besi yerlerinin bulundugu 25 cm?lik flasklarda % 90°dan fazla
bagil nem ve% 5 CO;’li gaz ortamda 37 °C’de inkiibe edilerek hazirland.

A549 (insan akciger karsinoma hiicreleri);%10 fetal sigir serum,1 mM sodyum
piriivat, 2 mM L-glutamin igeren RPMI besiyerleri kullamlarak 25 cm*lik flasklarda%
90’dan fazla bagil nem ve% 5 COsiceren ortamda 37 °C’de inkiibe edilerek hazirland.

4.2.2. Sitotoksisite (MTT) deneyi (YONTEM K)

Hemositometre (Neubauer lami) ile ylzeyin % 80’ininikaplamishiicreler % 0.25

tripsin/EDTA sollisyonu kullanilarak say1ldi. Hucreler
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2x10*hiicre/mlkonsantrasyonunda  siispansiyon haline getirildi. Test bilesiklerinin
DMSO igerisinde farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan ¢6zeltiler
hiicre silispansiyonlariyla birlestirildi. Her bir konsantrasyon 3 kuyucuga eklenecek
sekilde 200 pl hiicre silispansiyonundan alinarak96’lik  plate’lere  ekimleri
yapildi.Hiicreler 24 saatlik zaman araliginda 37 °C’de inkiibe edildi. Sonrasinda,
hiicrelere 20 pul MTT boyasi(3-(4,5-dimetiltiyazol-2- il)-2,5-difenilltetrazolyum bromdir)
eklenerek 37 °C de 2 saat daha inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda hiicreler tarafindan
alman MTT boyast DMSO iginde ¢Ozulerek ELISA spektrometre ile 540 nm’de
absorbans ol¢timii gergeklestirildi.Deney ti¢ tekrarli sekilde gergeklestirildi[71,72].

4.2.3. Akim sitometrisi ile apoptozun belirlenmesi (YONTEM L)

Hicreler, MTT metodu sonunda ICsy dozlar1 hesaplanan bilesikler ve pozitif
kontrol (cisplatin) ile 24 saat inklbe edildi. Anneksin V boyama protokolu uygulanda.
Ilk olarak, hiicreler soguk fosfat tuz tamponu (PBS) ile yikandi ve yaklasik
1x10°hiicre/ml konsantrasyonda olacak sekildebaglayici tampon c¢ozeltisi ile siispanse
edildi. Bu ¢ozeltiden yaklasik 1x10°hiicre olacak sekilde 100 pl alindi ve 5 ml’lik test
tiiplerineaktarildi. 5 pl Anneksin V ve Propidyum Iyodiir (PI) ilave edildi. Hiicreler 15
dakika boyuncakaranlikta oda sicakliginda inkiibe edildi.inkiibasyonun ardindan1x10°
hiicre/ml baglayicit tampon ¢ozeltisindenher tipe 400 plilave edilerek hiicreler akim

(flow) sitometresi ile analiz edildi [73].

4.2.4. DNA giraz enzimaktivitesinin belirlenmesi (YONTEM M)

DNA giraz enzim aktivitesi *‘‘Staphylococcus aureus Gyrase Supercoiling
Assay’’(Inspiralis, Norwich, Ingiltere)kullanilarak iireticinin talimatlar1 dogrultusunda
test edilmistir. Test ile DNA jel elektroforez yontemi kullanilarak pBR322 plasmidinin
stiper sarmal hale doniisiimii 6l¢iimlenmektedir. 1 Unite (U) DNA giraz enzimi 5 kati
hacimdeki giraz tamponunda ¢6zuldi ve test tamponuna (35 mM Tris HCI (pH 7.5)), 24
mM KCI, 4 mM MgCl;, 2 mM DTT, 1.8 mM Spermidine, 1 mM ATP, % 6.5 (w/v)
gliserol ve 0.1 mg/ml BSA, 0.5 ng pBR322 plasmidi eklenerek 37 °C sicaklikta 30 dk
inkibe edildi. Sure¢ sonunda reaksiyon 30 pl kloroform/iso-amil alkol (24/1) ve30 pl
Stopbuffer (STEB: 40% sukroz, 100 mM Tris.HCI (pH 7.5), 1 mM EDTA, 0.5mg/ml
bromophenol blue) eklenerek sonlandirildi. Jel, 90 dakika 70V akimda striklendi

veetidium bromir cozeltisinde 25 dakika islem sonrasi boyamaya tabi tutuldu. Jel
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dokiimantasyon sistemi (BIORAD Chemi Doc) yardimiyla goriintiilendi.Bilesiklerin

cozeltileri test sonuglarmi etkilemeyecek sekilde minimum DMSO igerisinde ¢ozuldu.

4.3.Elde Edilen Bilesiklerin Analizi
4.3.1. Erime noktasi tayini

Butln maddeler bir ucu kapali kapiller borularin igersine 0.5 c¢cm yiiksekligine
kadar toz halinde eklendi ve MP90 dijital erime derecesi tayini cihazinda maddelerin

erime noktalar1 tespit edildi.

4.3.2. Kromatografikanalizler

ITK kullanilarak tiim bilesiklerin analizleri yapildi. 20*20 ebatli, silikajel Foss
kapl aliiminyum plaklar kullanilarak 254 nm ve 366 nm dalga boyundaki UV lambalar
altinda ITK ile tiim bilesiklerin analizleri yapildi.

4.3.3. IRspektrumlarinin alinmasi

Agat havanda toz haline getirilen bilesikler etiivde kurutuldu. Shimadzu, IR

Affinity-1 S (Shimadzu, Tokyo, Japan) cihazi kullanilarak IR spektrumlari alindi.

4.3.4.'"H-NMR spektrumlarinin alinmasi

Her bilesikten alinan 20-30 mg maddenin hekzadétorodimetilsilfoksit (DMSO-
d6) icerisinde Bruker 300 MHz FT-NMR Spektrometre cihazi kullanilarak NMR

spektrumlari alindi.

4.3.5. ®*C-NMR spektrumlarinin alinmasi
Bilesiklerin *C-NMR  spektrumlar, Bruker 75 MHz UltraShield NMR

spektrometre cihazi kullanilarak alindu.

4.3.6. Kiitle spektrumlarimin(MS) alinmasi

Bilesiklerin kiitle spektrumlari, Shimadzu LCMS-IT-TOF system (Shimadzu,
Tokyo, Japan) cihazi kullanilarak elektron sprey yontemiyle (ESI)alindi.
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5.BULGULAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada2-bromo-1-(1-metil-benzimidazol-2-il)etanon ve 1-(benzotiyazol-2-
il)-2-bromoetanon bilesikleri ileN-aril-4-tiyolrebenzensilfonamit tirevleri ve 4-

tiyolirebenzensiilfonamit bilesikleri reaksiyona sokularak yeni tiirevler sentezlenmistir.

5.1. Baslangi¢c Maddelerinin Eldesi

5.1.1. N-Substitue-4-tiyoturebenzenstlfonamit turevlerinin eldesi
S

Ar Y NH,
QNOZSQ NH

Sekil 5.1.N-Siibstitlie-4-tiyolirebenzensiilfonamit tirevleri

Tablo 5.1. N-Sibstitlie-4-tiyolirebenzensulfonamit tiirevleri

Ar Bilesik Ad1 Ydéntem
-H 4-Tiyolrebenzensilfonamit Yontem A
HC o
| ‘N N-(5-Metilizoksazol-3-il)-4-tiyourebenzensulfonamit Yontem A
/
f\N
\/< N-(Tiyazol-2-il)4-tiyourebenzenstlfonamit Yontem A
[
N-(Pirimidin-2-il)-4-tiyolrebenzensilfonamit Yontem A
N/)\ ( )-4-tiy
CH,
/ﬁ\ N-(4,6-Dimetilpirimidin-2-il)-4-tiyotrebenzensiilfonamit Yontem A
()
H,C N/J\

5.1.2. 1-(Benzotiyazol-2-il)-2-bromoetanon/2-Bromo-1-(1-metil-benzimidazol-2-

il)etanon eldesi

2-Bromo-1-(1-metil-benzimidazol-2-il)etanonYONTEM E ve 1-(Benzotiyazol-2-
il)-2-bromoetanon YONTEM H kullanilarak sentezlendi.

o N Brz 0] N
I i < T
Hs X HBr Br X
X=N-CH; S

Sekil 5.2.1-(Benzotiyazol-2-il)-2-bromoetanon/2-Bromo-1-(1-metil-benzimidazol-2-il)etanon

sentezi
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5.2. Sonug Bilesiklerin Eldesi
5.2.1. 4-[(4-(1-Metil-1H-benzimidazol-2-il)tiyazol-2-il)Jamino]benzensilfonamit

(Bilesik 1)
0 "N /Q
H,N_§ =
WA
N S
H
Sekil 5.3.Bilesik 1

4-Tiyolrebenzensilfonamit (0.0014 mol, 0.5g) ve esdeger molde 2-bromo-1-(1-
metil-1H-benzimidazol-2-il)etanon aliarak YONTEM I'ya gore
sentezlendi.Kristallendirildi.
Kristallendirme islemi: Maddenin tamamimi c¢ozecek kadar DMFeklendi. Madde
¢oziindiikten sonra DMF’in yaklasik 2 kati kadar kaynar su eklendi. Sogumaya
birakildi. Olusan kristaller alindi.
Molekil agirligi:385.46
Verim: %73
Erime noktasi: 285°C
Elemental analiz (C17H15N50,S,)
Hesaplanan: C:52.99 H: 3.93 N: 18.19
Bulunan: C: 52.97 H: 3.92 N: 18.17

IR Vinars(CmM™):3277-3226 (NH), 1683-1519 (C=C, C=N), 1151 (C-N).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds ppm)$4.26 (s, 3H, benzimidazoIN-CHs), 7.24 (s, 2H,
SO;NH,), 7.39-7.44 (m, 2H, benzimidazol Cs-H ve Cg-H), 7.72-7.89 (m, 6H,
benzimidazol C4-H ve C;-H, sulfonamit-H), 7.98 (s, 1H, tiyazol Cs-H), 11.00 (s, 1H,
NH).

BC.NMR (75 MHz, DMSO-ds ppm)533.02(benzimidazol N-CHs), 111.93, 115.60,
116.98, 117.46, 124.29, 124.36, 127.65, 135.60, 137.05, 138.14, 139.22, 143.74,
146.06, 163.62

HRMS (m/z): [M+H]" C17H15Ns0,S;icinhesaplanan385.46; bulunan386.07.
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5.2.2. 4-[(4-(1-Metil-1H-benzimidazol-2-il)tiyazol-2-il)amino)-N-(5-metilizoksazol-
3-il]benzensiilfonamit (Bilesik 2)

H,;C O\N
\&( o H;C_ N
HN_§ =
N
L 29
N S
H
Sekil 5.4.Bilesik 2

N-(5-Metilizoksazol-3-il)-4-tiyolrebenzensilfonamit (0.0016 mol, 0.5 g) ve
esdeger molde2-bromo-1-(1-metil-1H-benzimidazol-2-il)etanon alinarak YONTEM
I’ya gore sentezlendi. Kristallendirildi.

Kristallendirme islemi: Maddenin tamamini ¢6zecek kadar DMFeklendi. Madde
¢ozlindiikten sonra DMF’in yaklasik 2 kati kadar kaynar su eklendi. Sogumaya
birakildi. Olusan kristaller alindi.

Molekdl agirligi: 466.53

Verim: %70

Erime noktasi: 197°C

Elemental analiz (C,;H1sNsO3Sy)

Hesaplanan: C:54.07 H:3.90 N:18.03

Bulunan: C:54.06 H: 3.89 N:18.01

IR Vinas(CmM™):3296 (NH), 1683-1521 (C=C, C=N), 1253 (C-0), 1151(C-N).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds ppm)52.30 (s, 3H, izoksazol Cs-CHs), 4.25 (s, 3H,
benzimidazol N-CHgs), 6.14 (d, J:0.87 Hz,1H, izoksazol C4-H), 7.42-7.47 (m, 2H,
benzimidazol Cs-H ve C¢-H), 7.75 (d, J:7.92 Hz, 1H, benzimidazol-H) 7.80-7.92 (m,5H,
benzimidazol-H, silfonamit-H),8.03 (s, 1H, tiyazol Cs-H), 11.11 (s, 1H, NH), 11.31
(yayvan, 1H, SO,NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm)812.52(izoksazol Cs-CHs), 33.09(benzimidazol
N-CHs), 95.88(izoksazol Cy4), 112.04, 116.32, 117.16, 117.29, 124.47, 124.57, 129.01,
131.69, 135.47, 144.98, 145.87, 158.08, 163.39, 170.69(izoksazol Cs).

HRMS (m/z): [M+H]"CH1sNs0sS;icinhesaplanan466.53; bulunan467.09.
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5.2.3. 4-[(4-(1-Metil-1H-benzimidazol-2-il)tiyazol-2-il)amino)-N-(tiyazol-2-

HSC\N/Q
N/§Q

N\
H

Sekil 5.5.Bilesik 3

il]benzensiilfonamit (Bilesik 3)

Q:SN

o
N_8
d

N-(Tiyazol-2-il)-4-tiyourebenzensulfonamit (0.0015 mol, 0.5 g) ve esdeger molde
2-bromo-1-(1-metil-1H-benzimidazol-2-il)etanon  alinarak YONTEM I'ya gore
sentezlendi. Kristallendirildi.

Kristallendirme islemi: Maddenin tamamini ¢6zecek kadar DMFeklendi. Madde
¢ozlindikten sonra DMF’in yaklasik 2 kati kadar kaynar su eklendi. Sogumaya
birakildi. Olusan kristaller alindi.

Molekdil agirligi: 468.57

Verim: % 70

Erime noktasi: 243°C

Elemental analiz (CyoH16Ns02S3)

Hesaplanan: C:51.28 H: 3.45 N: 17.96

Bulunan: C:51.27 H: 3.44 N: 17.94

IR Vinars(CmM™):3292(NH), 1597-1519 (C=C, C=N), 1132 (C-N).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds ppm)é 4.23 (s, 3H, benzimidazol N-CHs), 6.82 (d,
J=4.59 Hz, 1H, tiyazol Cs-H), 7.25 (d, J:4.59 Hz,1H, tiyazol C,-H), 7.32-7.38 (m, 2H,
benzimidazol Cs-H ve Cg-H), 7.70 (d, J:8.46 Hz, 2H, benzimidazol C4-H ve C;-H),
7.78-7.87 (m, 5H, sllfonamit-H ve tiyazol Cs-H), 10.93 (s, 1H, NH), 12.66 (yayvan,
1H, SO,NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds ppm)832.78(benzimidazol N-CHs), 95.88, 108.47,
111.40, 114.20, 116.84, 118.33, 123.48, 123.62, 124.86, 127.89, 134.94, 136.16,
140.43, 140.70, 144.10, 146.79, 163.38, 169.03(tiyazol C,).

HRMS (m/z): [M+H]" CxH16NsO,Ssicinhesaplanan468.57; bulunan 469.06.
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5.2.4. 4-[(4-(1-Metil-1H-benzimidazol-2-il)tiyazol-2-il)amino)-N-(pirimidin-2-
il]benzenstlfonamit (Bilesik 4)

N H,C
Qe
_H<N_§ =
o] N

Sekil 5.6.Bilesik 4

N-(Pirimidin-2-il)-4-tiyotrebenzensulfonamit (0.0016 mol, 0.5 g) ve esdeger
molde 2-bromo-1-(1-metil-1H-benzimidazol-2-il)etanon alinarak YONTEM I’ya gore
sentezlendi. Kristallendirildi.

Kristallendirme islemi: Maddenin tamamim ¢ozecek kadar DMF konur. Madde
¢ozlindiikten sonra DMF’in yaklasik 2 kati kadar kaynar su eklendi. Sogumaya
birakildi. Olusan kristaller alindi.

Molekdil agirligi:463.53

Verim: % 70

Erime noktasi: 193°C

Elemental analiz (C,;H17N70,S,)

Hesaplanan: C:54.42 H:3.71 N: 21.16

Bulunan: C:54.41 H: 3.70 N: 21.15

IR Vinars(CmM™):3325(NH), 1577-1519 (C=C, C=N), 1151 (C-N).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm)é 4.21 (s, 3H, benzimidazol N-CHs), 7.04 (t,
J:4.86 Hz, 1H, pirimidin Cs-H), 7.28-7.39 (m,2H, benzimidazol Cs-H ve Cs-H), 7.68 (d,
J:8.85 Hz, 2H, benzimidazol C4-H ve C;-H),7.86 (d, J:9.15 Hz, 3H,sulfonamitCs-H, Cs-
H ve tiyazol Cs-H), 7.98 (d, J:8.94 Hz, 2H, sulfonamit C,-H ve Cs-H), 8.50 (d, J=4.86
Hz, 2H, pirimidin C4-H ve Cs-H), 10.99 (s, 1H, NH), 11.67 (yayvan, 1H, SO,NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds ppm)&32.74(benzimidazol N-CHs), 111.32, 114.32,
116.24, 116.57, 118.44, 123.41, 123.57, 129.87, 132.40(pirimidin C, ve Cs), 140.63,
140.86, 144.82, 146.84, 157.46, 158.82, 163.24

HRMS (m/z): [M+H]" C21H17N;0,S;icinhesaplanan463.53; bulunan 464.10.
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5.2.5. 4-[(4-(1-Metil-1H-benzimidazol-2-il)tiyazol-2-il)amino)-N-(4,6-

dimetilpirimidin-2-il]benzensiilfonamit (Bilesik 5)

Sekil 5.7.Bilesik 5

N-(4,6-Dimetilpirimidin-2-il)-4-tiyolrebenzenstlfonamit (0.0014 mol, 0.5 g) ve
esdeger molde 2-bromo-1-(1-metil-1H-benzimidazol-2-il)etanon almarak YONTEM
I’ya gore sentezlendi. Kristallendirildi.

Kristallendirme islemi: Maddenin tamamini ¢0zecek kadar DMFeklendi. Madde
¢cozlindiikten sonra DMF’in yaklasik 2 kati kadar kaynar su eklendi. Sogumaya
birakildi. Olusan kristaller alindi.

Molekdil agirligi: 491.59

Verim: % 70

Erime noktas1: 289°C

Elemental analiz (C3H21:N70,S,)

Hesaplanan: C:56.22 H: 4.32 N: 19.97

Bulunan: C:56.20 H:4.31 N: 19.95

IR Vimaks(cM™):3265(NH), 1589-1523 (C=C, C=N), 1151 (C-N).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds ppm)é 2.25 (s, 6H, pirimidin C4-CHave Cg-CHs), 4.20
(s, 3H, benzimidazol N-CH3), 6.74 (s, 1H, Pirimidin Cs-H), 7.21-7.32 (m, 2H,
benzimidazol Cs-H ve Cg-H), 7.59-7.63 (m, 2H, benzimidazol C4-H ve C;-H), 7.78 (s,
1H, tiyazol Cs-H), 7.83 (d, J: 8.91, 2H, sulfonamit C3-H ve Cs-H), 8.00 (d, J: 8.91, 2H,
stilfonamit C,-H ve Cg-H), 10.89 (s, 1H, NH), 11.53 (yayvan, 1H, SO,NH)

BC.NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm)523.40(pirimidin C,-CHave Cg-CHg), 32.44
(benzimidazol N-CHs), 110.93, 112.98,114.13, 116.14, 119.20, 122.64, 122.96, 130.37,
132.61(pirimidin C), 136.71(pirimidin C),142.21, 142.66, 144.68, 147.46, 156.77,
163.16, 167.91

HRMS (m/z): [M+H]"C,3H21N;0,S;icinhesaplanan491.59; bulunan 492.13.
30



5.2.6. 4-[(4-(Benzotiyazol-2-il)tiyazol-2-il)amino]benzensiilfonamit (Bilesik 6)

D
N8 =
STL ?
e

Sekil 5.8.Bilesik 6

H

4-Tiyolrebenzensilfonamit (0.0021 mol, 0.5 g) ve esdeger molde 1-
(benzotiyazol-2-il)-2-bromoetanon ~ almarak YONTEM I’'ya gore sentezlendi.
Kristallendirildi.

Kristallendirme islemi: Maddenin tamamim c¢ozecek kadar DMFeklendi. Madde
cozundikten sonra DMF’in yaklasik 2 kati kadar kaynar su eklendi. Sogumaya
birakildi. Olusan kristaller alindi.

Molekul agirligi:388.49

Verim: %72

Erime noktasi: 309°C

Elemental analiz (C16H12N40,S3)

Hesaplanan: C:49.48 H: 3.12 N: 14.43

Bulunan: C:49.47 H:3.11 N: 14.42

IR Vinars(Cm™):3319-3277(NH), 1597-1519 (C=C, C=N), 1151 (C-N).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm)d 7.26 (s, 2H, SO,NH,), 7.42-7.48 (m, 1H,
benzotiyazol Cg-H), 7.51-7.57 (m, 1H, benzotiyazol-Cs-H), 7.81-7.89 (m, 5H,
benzimidazol-H, sulfonamit C,-H ve Cg-H ve tiyazol Cs-H), 8.03 (d, J=7.77 Hz, 1H,
benzotiyazol C;-H), 8.15 (d, J=7.92 Hz, 1H, benzotiyazol-C,4- H), 10.96 (s, 1H, NH).

BC.NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm)3110.33, 116.88(siilfonamit C; ve Cs), 122.95,
123.11, 125.74, 127.05, 127.58, 135.13, 137.08, 143.85, 144.48, 154.17, 162.76, 163.45

HRMS (m/z): [M+H]" C16H12N40,Ssicinhesaplanan 388.49; bulunan 389.02.
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5.2.7. 4-[(4-(Benzotiyazol-2-il)tiyazol-2-il)amino)-N-(5-metilizoksazol-3-
il]benzensiilfonamit (Bilesik 7)

H,C O\N
M o S/Q
HN_8 =
0L
v

Sekil 5.9.Bilesik 7

N-(5-Metilizoksazol-3-il)-4-tiyolrebenzensilfonamit (0.0016 mol, 0.5 g) ve
esdeger molde 1-(benzotiyazol-2-il)-2-bromoetanon alinarak YONTEM I’ya gore
sentezlendi. Kristallendirildi.

Kristallendirme islemi: Maddenin tamamini ¢6zecek kadar DMFeklendi. Madde
¢ozlindikten sonra DMF’in yaklasik 2 kati kadar kaynar su eklendi. Sogumaya
birakildi. Olusan kristaller alindi.

Molekdl agirligi:469.56

Verim:% 68

Erime noktas1: 261°C

Elemental analiz (CyoH15N503S3)

Hesaplanan: C:51.18 H: 3.23 N: 14.92

Bulunan: C:51.16 H: 3.22 N: 14.91

IR Vinars(CmM™):3275(NH), 1608-1519 (C=C, C=N), 1259 (C-0),1155, C-N).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds ppm)& 2.30 (s, 3H, izoksazol Cs-CHs), 6.16 (s, 1H,
izoksazol C4-H), 7.42-7.45 (m, 1H, benzotiyazol Ce-H), 7.51-7.57 (m, 1H,
benzotiyazolCs-H), 7.83-7.91 (m,5H, silfonamit Cz-H, Cs-H,siilfonamit C,-H ve Cg-H,
tiyazol Cs-H), 8.02(d, J=7.77 Hz, 1H, benzotiyazol C;-H), 8.14 (d, J=7.98 Hz, 1H,
benzotiyazolC,- H), 11.05 (s, 1H, NH), 11.32 (yayvan, 1H, SO,NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm)612.54 (izoksazol Cs-CHs), 19.02, 56.49,
95.83(izoksazol C,), 110.76, 117.00, 122.93, 123.12, 125.77, 127.05, 128.93, 131.66,
135.12, 144.50, 145.10, 154.16, 158.11, 162.67, 163.19, 170.72(izoksazol Cs)

HRMS (m/z): [M+H]" CH15Ns03S; icinhesaplanan469.56; bulunan 470.04.
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5.2.8. 4-[(4-(Benzotiyazol-2-il)tiyazol-2-il)amino)-N-(tiyazol-2-il]benzensulfonamit

(Bilesik 8)
S

Sekil 5.10.Bilesik 8

N-(Tiyazol-2-il)-4-tiyourebenzensulfonamit (0.0015 mol, 0.5 g) ve esdeger molde
1-(benzotiyazol-2-il)-2-bromoetanon alinarak YONTEM [I'ya gore sentezlendi.
Kristallendirildi.

Kristallendirme islemi: Maddenin tamamini ¢6zecek kadar DMFeklendi. Madde
¢ozilindlkten sonra DMF’in yaklasik 2 kati kadar kaynar su eklendi. Sogumaya
birakildi. Olusan kristaller alindi.

Molekiil Agirlig1:471.60

Verim:%72

Erime noktasi: 250°C

Elemental analiz (C19H13Ns50,Sy)

Hesaplanan: C: 48.40 H: 2.79 N:14.87

Bulunan: C:48.39 H:2.78 N:14.85

IR Vinas(Cm™): 3277(NH), 1624-1517 (C=C, C=N), 1141 (C-N).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm)é 6.82 (d, J=4.62 Hz, 1H, tiyazol Cs-H), 7.25 (d,
J=4.59 Hz, 1H, tiyazol C4-H), 7.42-7.47 (m, 1H, benzotiyazol Cs-H), 7.51-7.56 (m, 1H,
benzotiyazol Cs-H), 7.78-7.94 (m, 5H, stlfonamit Cs-H, Cs-H, stlfonamit Cs-H ve C6-
H, tiyazol Cs-H), 8.01-8.03 (d, J=8.13 Hz, 1H, benzotiyazolC;-H),8.12-8.15 (d, J=7.83
Hz, 1H, benzotiyazol C4-H), 10.94 (s, 1H, NH), 12.67 (yayvan, 1H, SO,NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm)$108.49, 110.36, 116.85, 122.93, 123.09, 124.84,
125.74, 127.03, 127.80, 135.09, 135.15, 144.09, 144.49, 154.17, 162.77, 163.36,
169.15(tiyazol C,).

HRMS (m/z): [M+H]" C19H13N50,Sicinhesaplanan471.60; bulunan 472.00.
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5.2.9. 4-[(4-(Benzotiyazol-2-il)tiyazol-2-il)amino)-N-(pirimidin-2-

il]benzensiilfonamit (Bilesik 9)

HN_Y =
LS
ye

Sekil 5.11.Bilesik 9

N-(Pirimidin-2-il)-4-tiyolrebenzensulfonamit (0.0016 mol, 0.5 g) ve esdeger
molde 1-(benzotiyazol-2-il)-2-bromoetanon alinarak YONTEM C’ye gore sentezlendi.
Kristallendirildi.

Kristallendirme islemi: Maddenin tamamini ¢ozecek kadar DMFeklendi. Madde
¢oziindiikten sonra DMF’in yaklasik 2 kati kadar kaynar su ecklendi. Sogumaya
birakildi. Olusan kristaller alindi.

Molekul agirligi: 466.56

Verim: % 67

Erime noktas1:282°C

Elemental analiz (C20H14Ns02S3)

Hesaplanan: C:51.50 H: 3.03 N: 18.03

Bulunan: C:51.49 H: 3.02 N: 18.01

IR Vinas(Cm™): 3188(NH), 1616-1521 (C=C, C=N), 1157 (C-N).

'"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm)& 7.04 (m, 1H, pirimidin Cs-H), 7.42-7.48 (m,
1H, benzotiyazol Cg¢-H), 7.51-7.56 (m, 1H, benzotiyazol Cs-H), 7.85-8.01 (m, 6H,
stlfonamit-H, tiyazol Cs-H, benzotiyazol C-H), 8.12-8.15 (d, J=8.04 Hz, 1H,
benzotiyazol C4-H), 8.52 (d, J=4.65 Hz, 2H, pirimidin C4-H ve Cg-H), 11.00 (s, 1H,
NH), 11.68 (yayvan, 1H, SO,NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds ppm)5110.63, 116.27, 116.59, 122.91, 123.11, 125.76,
127.04, 129.76, 132.59(pirimidin C4 ve Cg), 135.14, 144.49, 144.78, 154.16, 157.47,
158.86, 162.71, 163.24.

HRMS (m/z): [M+H]" C0H14NsO,Ssicinhesaplanan466.56; bulunan 467.04.
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5.2.10. 4-[(4-(Benzotiyazol-2-il)tiyazol-2-il)Jamino)-N-(4,6-dimetilpirimidin-2-

il]benzensiilfonamit (Bilesik 10)
| g
N
\Q K
N S
H

Sekil 5.12.Bilesik 10

C

H3
H304C<N
N\
7 0O
g

N

N-(4,6-Dimetilpirimidin-2-il)-4-tiyolrebenzenstlfonamit (0.0014mol, 0.5 g) ve
esdeger molde 1-(benzotiyazol-2-il)-2-bromoetanon alinarak YONTEM I’ya gore
sentezlendi. Kristallendirildi.

Kristallendirme islemi: Maddenin tamamini ¢6zecek kadar DMFeklendi. Madde
¢cozlindiikten sonra DMF’in yaklasik 2 kati kadar kaynar su eklendi. Sogumaya
birakildi. Olusan kristaller alindi.

Molekiil Agirlig1:494.61

Verim:% 69

Erime Noktas1:263°C

Elemental analiz (C2;H1sNsO,S3)

Hesaplanan: C: 53.43 H: 3.68 N: 17.00

Bulunan: C: 53.42 H: 3.67 N: 16.99

IR Vinars(CmM™):3236(NH), 1595-1519 (C=C, C=N), 1143 (C-N).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds ppm)é 2.26 (s, 6H, pirimidin C4-CHsve C¢-CHs), 6.76
(s, 1H, pirimidin Cs-H), 7.42-7.48 (m, 1H, benzotiyazol Cg-H), 7.51-7.57 (m,1H,
benzotiyazol Cs-H), 7.82-7.85 (d, J=8.91 Hz, 2H, silfonamit Cs-H ve Cs-H), 7.90 (s,
1H, tiyazol Cs-H), 7.97-8.03 (m, 3H, benzotiyazol C;-H, sulfonamit C,-H ve Cg-H),
8.12-8.15(d, J=7.98 Hz, 1H, benzotiyazol C4-H), 10.96 (s, 1H, NH), 11.52 (yayvan, 1H,
SO,NH).

BC.NMR (75 MHz, DMSO-ds ppm)é 110.54, 116.32, 122.92, 123.11, 125.76,
127.04, 130.17, 135.13(pirimidin Cs ve Cg), 144.46, 144.54, 154.16, 156.77, 162.73,
163.33

HRMS (m/z): [M+H]" C2,H1gNsO,Ssicinhesaplanan494.61; bulunan 495.07.
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5.3. Uygulanan Sentez Yontemlerinin Degerlendirilmesi
4-[(4-Substittietiyazol-2-il)amino]-N-arilbenzensulfonamit tirevleri(Bilesik 1-10)

bilesiklerinin sentezinde izlenen sentezprosediiriiSekil5.13."te belirtilmistir.

NH,
Ar
N NH,SCN Y
HNOZS@NHZ HNOzS
o

NH § N
2 CH4CH(OH)-COOH H CrO,/AcOH
O: ANHCI - @[%C_Cm > VT
NH, N OH A N H
metilleme
CHs CH
N /Br Br,/ACOH N
C—CH S
>— . C—_CH,
@EN H 100°C @EN%H
B
NH2  cHycH(OH)- COOH K,Cr,0, N
\>_c —_CH > H—C—CH,
SH AcOH S H
Br, | CHCI,
N /Br
N c_ch,
[;[s>_ I
Ar
\ Het Cc
HNO,S N
A+BIC — 3 0 \
N~ S
H
(Bilesik 1-10)

Sekil 5.13.4-[(4-Substitue tiyazol-2-il)amino]-N-arilbenzensilfonamid tiirevlerine(Bilesik 1-10) ait sentez
semasi

Baslangi¢ olarak sllfonamit yapisindaki primeraminogrubundan tiyazol halkasi
elde etmek icin tiyoure haline getirilerek molekiiliin diger maddeyle kolayca reaksiyona
girmesi amaglanmigtir. Diger taraftan benzimidazol ve benzotiyazolhalkalart once

asetillenmistir. Asetillenme isleminden sonra bromlanarakl-(benzotiyazol-2-il)-2-
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bromoetanon ve 2-bromo-1-(1-metil-benzimidazol-2-il)etanon sentezi
gerceklestirilmistir. Bromlamamizdaki amag¢ halkada baglanmasi gereken taraftaki
elektron hareketliligini artirarak reaksiyonun brom baglanan kisimdan gergeklesmesini
saglamaktir. Stlfonamit tiyotreler ilel-(benzotiyazol-2-il)-2-bromoetanon ve 2-bromo-
1-(1-metil-benzimidazol-2-il)etanon etanol icerinde Hantzsch yodntemine gore
reaksiyona sokularak 10 tane orijinal 4-[(4-substitle tiyazol-2-il)amino]-N-

arilbenzenstiilfonamit tirevleri elde edilmistir.

5.4. SpektralVerilerinDegerlendirilmesi
5.4.1. FT-IR bulgular:

4-[(4-SuUbstituetiyazol-2-il)amino]-N-arilbenzensulfonamit ~ tlrevleri olarak
sentezlenen biitiin bilesiklerin IR degerlerine bakildiginda bilesik 1 ve bilesik 6’da —
SO,;NH; grubundaki primer amin varligindan dolayr N-H gerilim bandlarinin dublet
olarak 3319-3226 cm™arasinda geldigi gozlenmistir. Diger tiim bilesiklerde de yine N-H
gerilim bandi singlet olarak 3325-3236 cm™ arasinda goriilmiistiir. Biitiin bilesiklerde
ortak olarak 1683-1517 cm™ arasinda C=C ve C=N gerilim bandlar1 tespit edilmistir.
1157-1132 cm™ arasinda C-N gerilim bandi orta siddette bir band olarak gézlenmistir.
Parmak izi bolgesinde birden fazla aromatik halkanin varligindan dolay1 spesifik olarak

bir band gézlenmemistir.

5.4.2. NMR bulgulari

Sonug bilesikleri olan4-[(4-slbstitietiyazol-2-il)amino]-N-arilbenzensulfonamit
tiirevlerinin *H-NMR analizlerinde maddelerdeki biitiin protonlar gézlenmistir.

Benzimidazol kalintist iceren 1,2,3,4 ve 5 numarali bilesiklerde benzimidazol
halkasimin 1. konumundaki azota bagh metil (-CH3) grubu 4.20-4.26 ppm arasinda
singlet olarak pik vermistir. Benzimidazol halkasinin azotlar1 arasindaki tautomerik
dengeden dolay1 azota yakin olan C4 ve C;’ye bagh protonlar ve Cs ve Cg’ya bagh
protonlar birbirlerine yakin ppm’ler arasinda goriilmiistiir. C4 ve C;’ye bagli protonlar
7.63-7.76 ppm araliginda belirlenmistir. Cs ve Cg’ya bagli protonlar multiplet olarak
7.21-7.47 ppm araliginda gozlenmistir.

Benzotiyazol kalintis1 igeren 6,7,8,9 ve 10 numarali bilesiklerde benzotiyazoliin

hidrojen igeren 4 karbonu farkl yerlerde pik vermistir. C=N’in elektron vericietkisinden
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dolay1 C4 karbonu 8.12-8.16 ppm araligindadublet olarak vekikirte yakin olan C;’ye
bagli proton pikleri 8.01-8.04 ppm araliginda dublet sekilde tespit edilmistir. Azot’a
yakin Cs ve kiikiirt’e yakin Cg karbonuna bagli proton pikleri multiplet olarak 7.42-7.57
ppm’ler arasinda gelir.

Biitiin bilesiklerde bulunan ana iskelet yapida siilfonamit ve tiyazol halkasi
arasindaki azot kopristiniin protonlar1 10.93-11.11 ppm arasinda pik vermistir.

1. ve 6. Bilesiklerde bulunan sllfonamit grubunun —SO,NH_grubundaki protonlari
7.24 ve 7.26 ppm’lerinde singlet olarak pik vermistir.

2. ve 7. Bilesiklerde bulunan izoksazol grubunun 4. konumundaki protonlar 6.14
ve 6.16 ppm araligindagézlenmistir.

3. ve 8. Bilesiklerde bulunan tiyazol halkasinin protonlart N ve S’iin indiktif
etkilerinden dolay:r farkli yerlerde pik vermistir. Kukirt’e yakin olan Cs’deki
proton7.24-7.26 ppm arasinda dublet olarak pik vermistir. C4’e baglh proton ise 6.81-
6.83 ppm arasinda dublet sekilde gdzlenmistir.

4. ve 9. Bilesiklerde pirimidin halkasinda bulunan protonlar iki farkli alanda
gozlenmistir. Pirimidin halkasinin C4 ve Cg‘ya bagli protonlar1 azotun eletron cekici
etkisinden dolay1 paramagnetik kaymaya ugrayarak diisiikk alanda 8.49-8.52 ppm’leri
arasinda dublet olarak gozlenmistir. Cs’teki proton ise iki azotunda goélgeleme
etkisinden dolay triplet olarak 7.02-7.05 arasinda gézlenmistir.

5. ve 10. Bilesiklerde bulunan 4,6-dimetilpirimidin halkasinda Cs’teki proton,C,ve
Ce’daki metil gruplart ve pirimidin azotlarinin elektron gekici etkisiylesinglet olarak
6.74-7.75 ppm’de gelmistir. C4 ve Cg’da bulunan metil gruplarn ise 2.25 ve 2.26
ppm’lerinde gelmistir.

BC-NMR verileri incelendiginde biitiin bilesiklerin sayilan karbon sayilar ile
NMR sonucu elde edilen karbon sayilar1 tutmaktadir. Benzimidazol halkasinda azota
bagli metil grubu yiiksek alanda 32.44-33.10 ppm’ler arasinda gozlenmistir.

2. ve 7. Bilesiklerde izoksazol halkasinin karbonlar1 170 ppm’in hemen iistiinde
ve 95 ppmcivarinda gozlenmistir. izoksazol halkasma bagl metil grubu 12.52 ve 12.54
ppm’lerde gézlenmistir.

3. ve 8. Bilesiklerde tiyazol halkasinin karbonlarinin 169 ppm civarinda geldigi
gbzlenmistir.

4. ve 9. Bilesiklerdepirimidin halkasmna ait karbon piklerinin 132.40 ve 132.59

ppm degerlerinde oldugu saptanmistir.
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5. ve 10.Bilesiklerde bulunan pirimidin halkasina bagl metiller 23.40 ve 23.42
ppm’lerde gelmistir. Pirimidin halkasinin karbonlar1 ise 135.16-136.71 ppm araliginda
gbzlenmistir.

5.4.3. Mass spektral verilerin degerlendirmesi

Kitle spektrometresi, organik molekdllerin iyonlagtirillmasi ve bu iyonlarin
kiitle/yiik degerlerine gére kaydedilmesi islemidir. Iyonlastirma islemi organik
molekiiliin gaz fazinda yiiksek enerjili elektronlarla bombardiman edilerek elektron
carpmasi yontemiyle molekiil iyonu olusturmasina dayanir. Molekiil iyonu molekiilden
bir elektron iftinin elektron carpmasi ile kopmasina neden olur. Olusan iyona M" iyonu
denir [74].

Elde edilen sonug bilesiklerinin kiitle spektrumlari elektrosprey yontemi (ESI)
kullanilarak iyonlastirma teknigi ile analiz edilmistir.Mass spektrumlari incelendiginde
biitiin bilesiklerde M+1 pikleri tespit edilmistir.

5.5. Antikanser Etki Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

MTT deneyi yapilarak sentezlenen bilesiklerin C6, A549, MCF7 hiicreleri
lizerindeki toksik etkileri gdzlenmistir. Hiicreler 2x10°hiicre/mlekildikten sonra
belirlenen araliktaki konsantrasyonlarda test bilesikleriyle 24 saat inkiibe edilmek iizere
birakilmistir. Deney sonucunda elde edilen ICsy degerleriTablo 5.2.”de verilmistir.

Sentezlenen 4-[(4-substitlietiyazol-2-il)amino]-N-arilbenzensulfonamit
tirevlerinin C6, MCF-7 ve A549 kanser hucreleri Uzerinde sitotoksisite etkilerine
bakilmistir ve hiicre 6liim mekanizmalariyla ilgili g¢aligmalar akim sitometrisi
yontemiyle gergeklestirilmistir. Biitiin maddeler igin DNA giraz enzim aktivitesi etkileri
elektroforez yontemiyle arastirilmistir. C6 ve A549 kanser hiicreleriyle yapilan testlerde
standart ilag olarak sadece mitoksantron, MCF-7 hiicreleriyle yapilan testte standart ilag
olarak mitoksantron ve cisplatin (Sekil 5.14.) kullanilmigtir. Biitiin testler 3 kez

tekrarlanmustir.

H
N
OH O HN"™™ ~"0OH

H,N  NH,
cl- ~Cl

Sekil 5.14.Mitoksantron ve Cisplatin molekilleri
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5.5.1. MTT sonuclarinin degerlendirmesi

Sentezlenen 4-[(4-substitlietiyazol-2-il)amino]-N-arilbenzensulfonamit
tirevlerinin C6, MCF-7 ve A549 hiicreleri (zerine toksik etkileri MTT yontemiyle
belirlenmistir. Hucreler 2x10*hiicre/mlekildikten 24 saat sonra belirlenen araliktaki
konsantrasyonlarda test bilesikleriyle 24 saat inkiibe edilmistir Deney sonuclar1 Sekil
5.15., Sekil 5.16. ve Sekil 5.17.°deki grafiklerde belirtilmistir. Grafiklerdeki her
maddenin 1Csy degerleriTablo 5.2.’de verilmistir. Her bir deger U¢ testin ortalamasi

olarak verilmistir.

|C50

Bilesikler

Sekil 5.15.C6 Gliomakanser hiicrelerine kars: bilesikierin ICsydozlart

C6 glioma kanser hiicrelerine karst yapilan ¢alismalarda standart ilag
mitoksantronun 1Csy degeri 4.6ug/ml olarak bulunmustur. Standart ila¢ ile
karsilastirdigimizda bilesik 6’ninlCsp degeri 6.66pug/ml olarak bulunmustur. Bu deger
mitoksantronun 1Csy degerine en yakin degerdir. Bilesik 6 substitient olarak
benzotiyazol halkasin1 ve —SO,NH; grubunu igermektedir. Yine substitiuent olarak 1-
metilbenzimidazol ve —-SO,NH, kalintis1 iceren bilesik 1’in 1Cso degeri 8 pg/ml ile
standart ilaca en yakin ikinci degerdir.Bilesik 1 ve bilesik 6’nin molekiil yapilarina
bakildiginda -SO,NH; grubunun C6 hiicrelerine kars1t bilesiklerin iyi etki
gosterebilmesi igin gerekli oldugu gozlenmistir.4,6-Dimetilpirimidin halkasi igeren
bilesik 5°den farkli olarak pirimidin halkasi iizerinde —CHj; gruplari olmayanbilesik
4’0n 1Csp degeri standart ilag ile karsilastirildiginda bilesik 5’in tersine ¢ok yuksektir.
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Yine pirimidin halkas: i¢eren bilesik 9 ile 4,6-dimetilpirimidin halkasi igeren bilesik
10karsilastirildiginda bilesik 10’un daha etkili ¢iktig1 gézlenmistir. Bilesik 4 ve bilesik
5 arasinda bilesik 5’in, bilesik 9 ve bilesik 10 arasindada bilesik 10’un daha diisiik I1Cs
dozuna sahip olmast —CH3 gibi halkaya elektron veren gruplarin aktiviteyi artirdigini

gostermektedir.

160
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Bilesikler

Sekil 5.16.MCF-7 Meme kanserihicrelerine kars: bilesiklerin 1Csy dozlar

MCF-7 meme kanseri hiicrelerine karsi yapilan bu MTT deneyinde standart ilag
olarak mitoksantron ve cisplatin kullanilmistir. 1., 3., 4. ve 6. bilesiklerinin ICsg
degerleri 500 ug/ml’den yiiksek ¢ikmistir. Bu bilesiklerin ¢ok yiiksek dozlarda dahi
hlcrelerin %50’sini 6ldiiremedigi gozlenmistir. Bu ylizden grafikte gosterilmemistir.
Mitoksantron molekulinin 1Csg degeri 6.60 pg/ml ve cisplatin molekultinin 1Cso degeri
18.33 pg/ml olarak bulunmustur. Bu degerlere en yakin ICspdegerleri bilesik 5, bilesik 8
ve bilesik 10‘a aittir. Bu iyi etkili oldugu disiiniilen bilesiklerin molekiil yapilari
incelendiginde bilesik 5 ve bilesik 10’un yapilarinda ortak olarak 4,6-dimetilpirimidin
halkasi igerdigi ve bilesik 5’in 1-metilbenzimidazol, bilesik 10’un benzotiyazol halkasi
icerdigi tespit edilmistir. Benzotiyazol halkasi iceren bilesik 10’un bilesik 5’e gore
MCF-7 hiicrelerine karsi etkili oldugu gozlenmistir. Ayrica bilesik 2 ve bilesik 7’nin
yapilar1 karsilastirildiginda ortak olarak 5-metilizoksazol icerdikleri ve bilesik 2’nin 1-
metilbenzimidazol, bilesik 7’nin benzotiyazol igerdigi gézlenmistir. Bilesik 7°nin

bilesik 2’ye gore ICso degerinin standart ilaglara daha yakin oldugu tespit edilmistir.
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Sonug olarak benzotiyazol halkasinin MCF-7 hiicreleri Gzerindeki sitotoksik etkisi 1-

metilbenzimidazol halkasina gore daha iyidir.
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Bilesikler

Sekil 5.17.A549 Akciger kanser hiicrelerine karsi bilesiklerin ICsodozlar

A549 akciger kanser hiicreleri ile yapilan MTT sitotoksisite testinde standart ilag
olan mitoksantron molekulinin ICspdegeri 1.73 pg/ml olarak bulunmustur. Bilesik 1 ve
bilesik 3, 500 pg/ml‘den daha yiksek dozlarda dahi hiicrelerin  %50°sini
oldiirememistir. Sitotoksik etkileri bu yiizden grafikte gosterilmemistir. Mitoksantron
bilesigi ile karsilastirildiginda bilesik 5, bilesik 6 ve bilesik 8 molekullerinin sitotoksik
etkisinin diger bilesiklere gore iyi oldugu tespit edilmistir. Bilesik 5 molekuli4,6-
dimetilpirimidin ve 1-metilbenzimidazol halkalarini siibstitiient olarak i¢ermektedir.
Bilesik 5 ile ortak olarak 4,6-dimetilpirimidin grubunu igeren ve ayrica benzotiyazol
halkasi igeren bilesik 10 molekilliniin sitotoksik etkisi bilesik 5 ile karsilastirildiginda
daha diisiiktiir.Bilesik 4 ve bilesik 5 ile bilesik 9 ve bilesik 10 molekdlleri ikili olarak
kendi aralarinda yapilarina bakilarak karsilastirildiginda halkaya elektron veren —
CHsgrubu iceren bilesik 5,bilesik 4’ e gore ve bilesik 10’da bilesik 9’a gore daha iyi
sitotoksik etkili bilesiklerdir. -CH3; gibi halkaya elektron veren gruplarin varligi ICsg
degerini diisiirmektedir. Bilesik 6 molekulinde ise —SO,NH,grubu ve benzotiyazol
halkasi siibstitiient olarak bulunmaktadir. -SO,NH, grubu igeren diger bilesik 1’in etkisi
ise ¢cok diisiik oldugu i¢in hesaplanmamustir. Bu yiizden —SO,NH, grubunun A549

hiicreleri iizerinde etkisinin olmadig1 yorumu yapilmistir.
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Sentezlenen 4-[(4-sUbstitlietiyazol-2-il)amino]-N-arilbenzensulfonamit
tirevlerinin C6, MCF-7 ve Ab49 hicrelerine karsi sitotoksik etkinin ana iskelet
yapisinda siilfonamit tarafindan bagli oldugu siibstitlisyon ve tiyazol halkasi tarafindaki
stibstitiisyonlara gore degisiklik yaptig1 saptanmistir.

Bilesiklerden C6 glioma kanser hiicrelerine karsi digerlerine gore sitotoksik etkisi
iyi olan molekdllerbilesik 1 ve bilesik 6 *dir. MCF-7 meme kanser hiicreleri Uzerinde
sitotoksik etkisi digerlerine gore iyi olan bilesik 5, bilesik 8 ve bilesik 10°dur. A549
kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkisi iyi olan bilesik 5, bilesik 6 ve bilesik 8’dir.

Substitlient olarak 4,6-dimetilpirimidin ve 1-metilbenzimidazol halkasi igeren
bilesik 5’in test yapilan biitiin kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkisinin oldugu ve
MCF-7 ve A549 hiicrelerine kars1 diger bilesiklerden daha iyi sitotoksik etkiye sahip
oldugu goriilmiistiir.

-SO,NH; grubu ve benzotiyazol halkasinin siibstitiient olarak bulundugu bilesik
6’nin MCF-7 hiicrelerine karsi sitotoksik etkisi ¢ok diisiiktiir. Fakat C6 ve A549
hiicrelerine kars sitotoksik etkisi standart bilesiklere gore diisiik olmasina ragmen diger
bilesiklere gore iyidir.

-SO,NH; grubu iceren bilesik 1 ve 6’ya bakildiginda MCF-7 hiicrelerine karsi
higbir etkisinin olmadigi fakat C6 hiicrelerine kars1 en yiiksek sitotoksik etkiye sahip
olduklar1 goézlenmistir.Bilesik 6 'nin ayrica A549 hiicrelerine kars1 da etkisi vardir. Bu
yuzden -SO;NH; yapisinin C6 hiicrelerine karsi etki gostermek igin gerekli oldugu
yorumu yapilabilir.

5-Metilizoksazol grubu ve 1-metilbenzimidazol halkasi igeren bilesik 2’nin ICs
degerleri incelendiginde C6 hiicrelerine karsi bilesigin etkisinin MCF-7 ve AS549
hiicrelerine kars1 olan etkiden daha iyi oldugu gdzlenmistir.Bilesik 2’den farkli olarak
benzimidazol yerine benzotiyazol halkasi igeren bilesik 7’nin sitotoksik etkisi MCF-7
ve A549 hiicrelerinde bilesik 2 ye gore daha iyidir.

Tiyazol ve 1-metilbenzimidazol slbstitientlerini iceren bilesik 3sadece C6
hlcreleri tzerinde etkilidir. 1-metilbenzimidazol yerine benzotiyazol iceren bilesik 8 ise
bitin hucreler Uzerinde etkili ve hatta MCF-7 ve A549 hiicreleri iizerinde diger
bilesiklerden daha etkili bilesikler arasindadir.

Pirimidin ve 1-metilbenzimidazol halkasi igeren bilesik 4 C6 ve A549 hiicreleri
tizerinde etkilidir. Ancak standart bilesik ile karsilastirildiginda sitotoksik etkisinin ¢ok

iyi oldugu sdylenemez. Benzotiyazol igeren diger pirimidinli molekil bilesik 9 ise
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biitlin hiicrelere kars1 etkilidir ancak etkisinin standartla karsilastirildiginda iyi oldugu
sOylenemez.

4,6-Dimetilpirimidin ve 1-metilbenzimidazol halkasi i¢eren bilesik Sbeyin, meme
ve akciger kanser hiicrelerine karsi etkilidir. Benzotiyazol i¢eren diger bilesik 10°da her
3 kanser hiicresine karsi etkilidir MCF-7 hiicrelerine kars1 bilesik 10, bilesik 5’ten daha
etkili iken C6 ve A549 hicrelerinde ise bilesik 5, bilesik 10°dan daha etkili ¢ikmustir.

Siibstitiient yorumu yapilirsa ~SO,NH; grubu C6 hiicrelerine kars etki gostermek
icin gereklidir. Pirimidin molekili Uzerinde elektron veren —CHsgruplarinin varligi ICsg
degerlerini diistirmiistiir. Tiyazol halkasinin 3 hiicre lizerindede etkisi diger bilesiklerle

karsilastirildiginda daha etkili oldugu sdylenebilir.

Tablo 5.2.Bilesiklerin ve standart ilaglarin ICsy degerleri

Hicreler
Bilesikler C6 MCF-7 Ab49
Bilesik 1 8.00 + 3.46 > 500 > 500
Bilesik 2 46.66 + 2.88 150 + 26.45 116.66 + 5.77
Bilesik 3 46.00 £ 1.73 > 500 > 500
Bilesik 4 68.33 £ 18.92 > 500 81.66 £ 7.63
Bilesik 5 20.66 £ 1.52 44.33 +£5.131 40.00 + 13.22
Bilesik 6 6.66 £ 1.15 > 500 38.33+2.88
Bilesik 7 78.33+2.88 89.0+7.93 78.33+2.88
Bilesik 8 16.66 £ 1.52 48.33+2.88 21.33+1.52
Bilesik 9 55.00 +5.00 133.33+2.88 76.66 +5.77
Bilesik 10 43.33+4.16 32.33+251 55.66 + 3.78
Mitoksantron 460+1.21 6.60 £3.14 1.73+£0.05
Cisplatin 18.33 £ 5.77
---:Test edilmedi

5.5.2. Akim sitometrisi ile apoptoz sonuclarinin degerlendirilmesi

MTT deneyi sonucunda elde edilen sonuglara gore sentezlenen 4-[(4-
sibstituetiyazol-2-il)amino]-N-arilbenzenstlfonamit tirevlerinin C6 hicreleri tzerinde
MCF-7 ve A549 hiicrelerine gore daha etkili oldugu tespit edilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin ICso degerlerindeki dozlarin C6, MCF-7 ve A549
hicreleri ile 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra floresans veren Anneksin V ve Pl
gibi boyalar ile canli hiicre, erken apoptotik, ge¢ apoptotik, nekrotik hiicre degerleri

Olctlilerek akim sitometrisi ile apoptotik DNA yiizdesi bulunmaktadir. Normal hiicre
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zarlar1 sitoplazmik yiiziinde bulunan fosfotidilserin (PS) molekuli apoptoz olma
siirecine giren hiicrelerde hiicre zarinin dis yiiziine gecer. Hiicre zarinin dis yiiziine PS
Anneksin V kullanilarak gériiniir hale gelir. Olii hiicrelerde olusna floresans dlgiilerek
apoptotik hiicre orani tespit edilir. Membran biitiinliigii bozulan 6lii hiicrelerin verdigi
floresansin Pl ile Olglilmesi sonucu nekroz Olgiimii yapilir[70]. Kontrol gruplarinin
canlilik oranlarinin yiliksek olmasi testin giivenlirliginin yiiksek oldugu anlamina
gelmektedir.

C6 hiicrelerine karsi akim sitometrisi sonuglar1 Sekil 5.18., Sekil 5.19. ve Sekil

5.20.’da gosterilmistir.
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Sekil 5.18.Kontrol, bilesik 2 ve bilesik 3 ‘Uin C6 hlcreleri Uzerinde akim sitometrisi sonuglart
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Sekil 5.19.Bilesiklerin C6 hiicreleri Gizerinde akim sitometrisi Sonuglar
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Sekil 5.20.Bilesik 10, mitoksantron ve cisplatin akim sitometrisi sonuglar:

C6 hiicrelerinin akim sitometrisi testindestandart ilag olarak mitoksantron bilesigi
kullanilmistir. Mitoksantron bilesigi ile iki defa test yapilmustir ve her iki testte de
apoptotik mekanizma ile C6 hiicrelerini 6ldiirdiigii gozlenmistir.

C6 hiicrelerinin akim sitometrisi sonuglar1 (Sekil 5.18, Sekil 5.19 ve Sekil 5.20)
incelendiginde 2, 3, 5, 7, 8, 10 bilesiklerinin nekrotik hiicre 6lim yuzdeleri sirasiyla
%28.70, %43.10, %23.90, %42.30, % 20.80 ve %40.500larak ol¢iilmiistiir.

Bilesik 4’Un% 14.30, bilesik 6’nin ise% 32.100ranlaapoptotik hiicre 8lumu ile
apoptotik O6liim mekanizmasini tetikleyerek etki gosterdigi gdzlenmistir.Bilesik 9’un

apoptotik hiicre 6limi %15.40 ve nekrotik hicre 61imi % 15.30 olarak Slgiilmiistiir.
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Bilesik 9’un hem apoptotik hem de nekrotik 6liim mekanizmasi ile hiicre Gliimiine
sebep oldugu tespit edilmistir.

Bilesik 3 tum bilesikler arasinda C6 hiicreleri lizerinde en ¢ok 6liime neden olan
bilesiktir. Nekrotik yoldan hticreleri 6ldurdr. Bilesik 3 % 38.00 canli hiicre oraniile
mitoksantron kadar hiicre dliimiine sebep olmustur. Bilesik 10 % 41.70 canli hiicre

orani ile mitoksantrona yakin ikinci bilesiktir.

Tablo 5.3.Bilesiklerin C6 hicreleri lzerindeki akim sitometri sonuglar:

% Erken % Geg
Bilesikler %Canh Apoptotik Apoptotik % Nekrotik
Kontrol 1 88.10 3.10 3.10 5.70
Kontrol 2 85.00 3.30 3.00 8.70
Bilesik 2 61.40 7.80 2.20 28.70
Bilesik 3 38.00 17.70 1.10 43.10
Bilesik 4 77.80 5.10 9.20 7.90
Bilesik 5 63.00 11.70 2.50 23.90
Bilesik 6 52.00 31.50 0.60 15.90
Bilesik 7 55.20 2.40 0.10 42.30
Bilesik 8 69.90 5.10 4.30 20.80
Bilesik 9 69.20 10.20 5.20 15.30
Bilesik 10 41.70 16.30 1.50 40.50
Mitoksantron 1 30.00 36.60 8.20 25.20
Mitoksantron 2 38.50 31.40 6.80 23.30
Cisplatin 51.90 20.90 7.00 20.20
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A549 hiicrelerine kars1 akim sitometrisi sonuglari Sekil 5.21., Sekil 5.22.’de

gosterilmistir.
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Sekil 5.21.Kontrol ve baz: bilesiklerin A549 hiicrelerine karst akim sitometrisi sonuclar
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Sekil 5.22.Bilesiklerin A549 hiicreleri Gzerinde akim sitometrisi sonuglar:

A549 hucreleri Uzerinde akim sitometrisi sonuglari (Sekil 5.21, Sekil 5.22)

incelendiginde standart ilag olarak mitoksantron ve cisplatin molekiilleri kullanilmistir.

50



Her iki standart ilacla iki defa test yapilmistir. Kontrol grubunun canlilik oraninin
ylksek olmasitestin giivenilirliginin yiiksek oldugu anlamina gelmektedir. Bilesikler
incelendiginde A549 hiicrelerine kars1 2., 4., 6., 7., 8., 9. ve 10. bilesiklerinin apoptotik
mekanizmayla hiicre 6liimlerine sebep oldugu ve bilesik 5’in nekrotik yoldan hiicre
O6lumine sebep oldugugozlenmistir. Bilesik 10’un % 90.40 ilestandart etken
maddelerden daha ¢ok hiicre oliimiine sebep oldugu goézlenmistir.Standart ilaglar
mitoksantron ve cisplatin’in apoptotik ylzdelerinin nekrotik yiizdelerinden fazla oldugu

ve bu sebeple apoptotik mekanizmayla A549 hiicrelerini 6ldiirdiigii tespit edilmistir.

Tablo 5.4.Bilesiklerin A549 hiicreleri lizerinde akim sitometrisi sonuglar:

Bilesikler % Canh % Erken % Geg %
Apoptotik Apoptotik Nekrotik

Kontrol 1 93.00 2.80 2.00 2.20
Bilesik 2 23.20 36.20 4.00 36.60
Bilesik 4 51.30 16.80 16.10 15.80
Bilesik 5 81.70 3.50 1.10 13.70
Bilesik 6 61.80 23.20 0.50 14.60
Bilesik 7 56.20 18.80 8.30 16.70
Bilesik 8 42.20 27.90 2.40 27.40
Bilesik 9 49.60 18.50 9.60 22.30
Bilesik 10 9.60 46.80 0.40 43.20
Mitoksantron 1 35.00 27.70 10.30 27.00
Mitoksantron 2 24.50 43.70 16.00 15.80
Cisplatin 1 56.70 14.90 9.40 18.90
Cisplatin 2 85.30 6.40 3.60 4.70
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MCF-7 hiicrelerine kars: bilesiklerin akim sitometrisi sonuglar1 Sekil 5.23. ve

Sekil 5.24.’te gosterilmistir.
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Sekil 5.23.Bilesiklerin MCF-T hicreleri tzerinde akim sitometrisi Sonuglar:
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Sekil 5.24.Bilesik 9, bilesik 10 ve standart ilaglarin MCF-7 hiicreleri Gizerinde akim sitometrisi sonuclart

MCEF-7 hiicrelerinin akim sitometrisi sonuglar incelendiginde standart ilag¢ olarak

mitoksantron ve cisplatin kullanilmigtir. Kontrol grubunun yiiksek c¢ikmasi testin
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giivenilirliginin yiiksek oldugu anlamina gelir. Mitoksantron bilesigi birinci denemede
% 92.90 oranlave ikinci denemede % 77.20 oranla nekrotik yoldan hicre dlumlerine
sebep olmaktadir. Diger standart madde cisplatin ise % 37.80 oranla apoptotik
mekanizmay1 kullanarak hiicre Oliimlerine sebep olmaktadir. Mitoksantron MCF-7
hiicrelerine kars1 Cisplatin’den daha etkili olmustur. 2., 5., 7., 8., 9. ve 10.bilesiklerin
hepsi apoptotik mekanizmayla hiicre 6liimlerine sebep olmaktadir. Bilesik 2 hcre
olimii bakimindan % 94.70 oranla mitoksantron bilesiginin yaptig1 6liim oranma en
yakin bilesiktir. Biitiin bilesiklerMCF-7 bilesigine karsi cisplatin’den daha ¢ok hcre

Olimiine sebep olmustur.

Tablo 5.5.Bilesiklerin MCF-7 hiicreleri lizerinde akim sitometrisi sonuclar:

% Erken % Geg
Bilesikler %Canh Apoptotik Apoptotik % Nekrotik
Kontrol 1 88.20 3.30 0.80 7.80
Bilesik 2 5.30 60.30 0.10 34.30
Bilesik 5 18.40 58.10 0.40 23.00
Bilesik 7 19.90 44.80 0.40 34.90
Bilesik 8 18.90 48.20 0.40 32.60
Bilesik 9 44.10 31.40 0.90 23.70
Bilesik 10 16.40 63.10 0.40 20.00
Mitoksantron 1 1.10 5.90 0.00 92.90
Mitoksantron 2 1.40 26.30 0.10 77.20
Cisplatin 46.00 36.40 1.40 16.20

5.6. DNA Giraz Inhibitorii Aktivite Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Sentezlenen 10 bilesigin DNA giraz enzim aktivitesi, bilesiklerin 10 uM
konsantrasyonlarinda ~ “Staphylococcus aureus Gyrase  Supercoiling  Assay”
(Inspiralis,Norwich, Ingiltere) kullanilarak iireticinin talimatlar1 dogrultusunda test
edilmistir. Test, serbest plasmidin DNA giraz enzimi ile sarmal hale gelip jelde
yiiriimesinin jel elektroforez yontemiyle olglimlenmesi esasina dayanmaktadir Jel
yaklagik 90 dk ve 70 V akimda siiriiklenmistir ve etidyum bromiir ¢ozeltisi ile 25 dakika
kadar boyanmustir. Jel elektroforez sonuglari dokiimantasyon sistemi (BIORAD Chemi

Doc) yardimiyla goriintiilenmistir.
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Test sonuclarinda (Sekil 5.25.) pozitif kontrol icerisinde plasmid ve
Staphylococcus aureus(S. aureus)’unDNA giraz enzimi birlikte supercoil olarak jel
sonuna kadar yirimistiir. Negatif kontrolde ise enzim olmadigi i¢in pozitif kontrole
gore daha yavag yiiriime gerceklesmistir. Bu deney sonucunda maddelerin, plasmid ve
DNA giraz enziminin supercoil edip yurimesini engellemesi ve negatif kontroldeki gibi
bir goriintii olusturmasibeklenmektedir.

Biitiin bu bilgiler yardimiyla deney sonuclar1 incelendiginde bilesik 1, bilesik 9 ve
bilesik 10°’un DNA giraz enzimini inhibe ettigi gozlenmistir.Diger molekiiller DNA
giraz enzimini inhibe edemedikleri i¢in pozitif kontroldeki gibi bir goriintii vermislerdir.
Bilesik 1 —SO,;NH, grubu ve 1-metilbenzimidazol halkasi i¢cermektedir. Bilesik 9 ve
bilesik 10, ortak olarak benzotiyazol halkasi ve sirasiyla pirimidin ve 4,6-

dimetilpirimidin stbstittentleini icermektedir.

Sekil 5.25.DNA giraz enzim aktivitesi sonuclar
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6. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alisma sonunda 10 tane orijinal 4-[(4-substitlie tiyazol-2-il)amino]-N-
arilbenzensilfonamit turevi Hantzsch reaksiyonu ile sentezlenmistir ve bilesiklerin
antikanser etkileri godzlenmistir. 1H-NMR, 13C-NMR, Maas, IR spektrumlar1 ve
elemental analiz verileri kullanilarak sentezlenen tiriinlerin yapilar aydinlatilmistir.

Bilesiklerin sican beyin, insan meme ve akciger kanser hiicrelerine karsi
antikanser etkileri gozlenmistir. Akim sitometrisi yontemi kullanilarak apoptotik ve
nekrotik 6liim mekanizmasi ile hiicre 6liimiine neden olma ytizdeleri ve canlilik oranlar1
hesaplanmastir.

Tiyazol ve benzimidazol substitiientlerini iceren bilesik 3 beyin hiicrelerine karsi
standart ilag mitoksantron kadar oliime sebep olmustur. C6 glioma hiicrelerine karsi
ICs0’si en diisiik olan molekiil ise6.66 pg/ml ile bilesik 6’dir. Sadece benzotiyazol
sUbstituentini icerenbilesik 6 bu 1Csy dozu ile C6 kanser hiicreleri (zerinde
denendiginde hiicrelerin % 48’inin 6liimiine sebep olmustur.

Meme kanser hicreleri Gzerinde 2., 5., 7., 8., 9., 10. bilesiklercisplatinden daha
¢ok oOliime neden olmustur. Bilesiklerin ICsy degerlerine bakildiginda 32.33 pg/mi
ilebilesik 10 diger molekiiller ile karsilagtirildiginda standart ilaglara en yakin dozdur.

Akciger kanser hiicreleri tiizerinde 4,6-dimetilpirimidin  ve benzotiyazol
stibstituentlerini igeren bilesik 10 standart ilaglardan da daha g¢ok 6liime sebep olmustur.
ICso degerlerine bakildiginda 10. bilesik 55.66 pg/ml dozda etki gostermektedir. En
diisiik 1Csp dozu 21.33 pg/mlile 8. bilesige aittir. Tiyazol ve benzotiyazol gruplarini
iceren bilesik 8 akciger hiicrelerine karsi cisplatinden daha ¢ok akciger kanserli hiicre
6lumine sebep olmustur.

Bu sonuclara bakildiginda siilfonamit ve tiyazol gruplari igeren bilesiklerin
kanser hiicreleri iizerinde etkili oldugu gozlenmistir. Ozellikle benzotiyazol grubu
iceren bilesikler benzimidazol grubu igeren bilesiklerle karsilastirildiginda 1Csg
dozlarinin daha diisiik oldugu sonucuna varilmistir.

Bu c¢alisma ile 4-[(4-sUbstitlietiyazol-2-il)amino]-N-arilbenzensilfonamit tirevi
bilesiklerin antikanser etkilerinin oldugu sonucuna ulasilmustir. Ileriki ¢alismalarda ICsg
dozu diisiik ve kanserli hiicre dldiirme orani yiiksek olabilecegi tahmin edilen yeni

molekdllerin sentezlenmesi diisiiniilmektedir.
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FULFPFROE =g
16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1.3421773 =ac
G 33.900&
o E1.920 usec
DE &. 50 usac
TE 294, 0 K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1
======== CHANNEL fl =—==—====
EFol 300, 1E1B537 M=z
NUOC1 18
Fl 13.00 usac
FLW1 10.00000000 W
FZ — Frocessing parametercs
SI 536
EF 300.1799984 Mz
W EM
EEB a
LB 0.30 H=
=H a
PC 1. 00
I T T T T T T T T T 1
6.18 6.16 6.14 6.12 6.10 6.08 6.06 6.04 6.02 ppm
1
Ik
=
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4,2504

2,2991

o _JJUQ

4.8

4.6

T
4.

4 4|.2 410
L
aE

3.8

80

2.4 ppm
L
e

L ><D

Currant Data FParamators
HAME

AEB—Z
EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 201 &0E2E
Tima 20,49
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g
16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1.3421773 =ac
G 33.900&
o E1.920 usec
DE &. 50 usac
TE 294, 0 K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1
======== CHANNEL fl =—==—====
EFol 300, 1E1B537 M=z
NUOC1 18
Fl 13.00 usac
FLW1 10.00000000 W
FZ — Frocessing parametercs
SI &5536
EF 300.1799984 Mz
W EM
EEB a
LB 0.30 H=
=H a
PC 1. 00



Ek-18 Bilesik 3¢e ait "H-NMR spektrumu

12,6646
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Current Data Paramators
HAME AEB-3
EXPHO 1
PROCHO 1

-
FZ — Roguisition Parameters
Dk 201 &0E2E
Tima 21.51
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g
m 16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1.3421773 =ac
Z0h.0897

o E1.920 usec
DE &. 50 usac
TE 294, 0 K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1

CHANNEL fi ==
300.1E18537 M=z
18

13.00 usac
10.00000000 W

FZ — Frocessing parametercs
SI 536

EF 300.179996% MEHzT
W EM

EEB a

LB 0.30 H=
=H a

PC 1. 00

T T T
10 9 8 T &

& EREEE &

i =
B
2]
K
-l
;
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Ek-19 Bilesik 3¢e ait 'H-NMR spektrumu ayrmtili 1
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Current Data Paramators
HAME AEB-3
EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 201 &0E2E
Tima 21.51
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g
m 16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1.3421773 =ac
G Z0h.0897
o E1.920 usec
DE &. 50 usac
TE 294, 0 K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1
======== CHANNEL fl =—==—====
EFol 300, 1E1B537 M=z
NUOC1 18
Fl 13.00 usac
FLW1 10.00000000 W
FZ — Frocessing parametercs
SI 536
EF 300.179996% MEHzT
W EM
EEB a
LB 0.30 H=
=H a
PC 1. 00

T T T T T T T 1
13.0 12.5 12.0 115 11.0 10.5 ppm
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Current Data Paramators
HAME AEB-3
EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 201 &0E2E
Tima Zi.51
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g
m 16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1.3421773 =ac
Z0h.0897
o E1.920 usec
DE &. 50 usac
TE 294, 0 K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1
CHAMNEL fi ==
300, 1E1B537 M=z
18
13.00 usac
10.00000000 W
FZ — Frocessing parametercs
SI 536
EF 300.179996% MEHzT
W EM
EEB a
LB 0.30 H=
=H a
PC 1. 00
I T T T T T T T T T T T T T 1
7.9 7.8 T 71 7.0 6.9 6.8 ppm

e T e e
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Ek-21 Bilesik 4’ ait "H-NMR spektrumu

—11.6686

10,9886

|

8,4056
7.9958
7,9690
7.8137
7, 8432
7.6988
7, 6847
T.6756
7,6704
7.3867
7.3823
7.3628
7,359
7.3372
7.3320
7.3104
7. 3068
7.2875
7.282%
7.0544
7.0381
7.021%

~4,2140

C><)
BRUKER

L ><D

Currant Data FParamators
HAME A

=28—5

EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 201 &0E2E
Tima 23.54
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g

16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1. 3421773 =ac
G 0. 4167
o E1.920 usec
DE &. 50 usac
TE 294, 0 K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1

CHAMNNEL f1

300, 1E1B537 M=z
18
13.00 usac
10.00000000 W

FZ — Frocessing parametercs
SI 536

EF 300. 1E0000D mEx
W EM

EEB a

LB 0.30 H=
=H a

PC 1. 00
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Ek-22 Bilesik 4’e ait 'H-NMR spektrumu ayrmtili 1

11,6686

10,9886

L ><D

85

Currant Data FParamators
HAME

nAsE-5
EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 201 &0E2E
Tima 23.54
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g
m 16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1. 3421773 =ac
G 0. 4167
o E1.920 usec
DE &. 50 usac
TE 294, 0 K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1
======== CHANNEL fl =—==—====
EFol 300, 1E1B537 M=z
NUOC1 18
Fl 13.00 usac
FLW1 10.00000000 W
FZ — Frocessing parametercs

SI L 1

sF 300. 1EQ00DOD mE=
W EM

EEB a

LB 0.30 BH=
=H a

PC i.00
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Currant Data FParamators
HAME A

=28—5

EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 201 &0E2E
Tima 23.54
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g
m 16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1. 3421773 =ac

0. 4167
o E1.920 usec
DE &. 50 usac
TE 294, 0 K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1

CHANNEL fi ==
300.1E18537 M=z
18

13.00 usac
10.00000000 W

FZ — Frocessing parametercs

SI 536

EF 300. 1E0000D mEx
W EM

EEB a

LB 0.30 H=

=H a

PC 1. 00

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T {
86 85 84 B3 82 B1 80 79 78 77 76 75 T4 73 72 71 7.0 69 68 ppm

“Er I N
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Currant Data FParamators
HAME A

—

28—E
EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 20180625
Tima O.5E&
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g
m 16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1.3421773 =ac
Z0h.0897
o E1.920 usec
DE .50 usac
TE 297.9% K
ol 3.00000000 =ec
I' ™0 1

CHANNEL fi ==
300.1E18537 M=z
18

13.00 usac
10.00000000 W

FZ — Frocessing parametercs
SI 536

EF 300. 1E0000D mEx
W EM

EEB a

LB 0.30 H=
=H a

PC 1. 00

675
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Ek-25 Bilesik 5’e ait 'H-NMR spektrumu ayrtili 1
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Current Data Paramators
HAME AEB—E
EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 20180625
Tima O.5E&
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g
m 16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1.3421773 =ac
G Z0h.0897
o E1.920 usec
DE .50 usac
TE 297.9% K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1
======== CHANNEL fl =—==—====
EFol 300, 1E1B537 M=z
NUOC1 18
Fl 13.00 usac
FLW1 10.00000000 W
FZ — Frocessing parametercs
SI 536
EF 300. 1E0000D mEx
W EM
EEB a
LB 0.30 H=
=H a
PC 1. 00

T T T T T T T T 1
11.6 11.4 11.2 11.0 10.8 10.6 10.4 10.2 ppm

TTE T
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Current Data Paramators
HAME AEB—E
EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 20180625
Tima O.5E&
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g
m 16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1.3421773 =ac
Z0h.0897
o E1.920 usec
DE .50 usac
TE 297.9% K
ol 3.00000000 =ec
1
EFol 300.1219531 Mz
NUOC1
Fl {I T
FLW1 i0. ﬂDDDDﬂﬂD W
FZ — Frocessing parametercs
SI &5536
EF 300. 1E0000D mEx
W EM
EEB a
LB 0.30 H=
=H a
PC 1. 00
I I T T T T T T 1
81 BJJ TD 7.8 TT TG 75 74 73 7_2 T‘I 70 69 68 BT 66 ppm

B - A REE
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Ek-27 Bilesik 5’e ait 'H-NMR spektrumu ayrmtili 3

4,1992

2.2545

3.0 28 26 2 2.2 ppm

e

90

Current Data Paramators

HAME AEB—E

EXPHO 1

PROCHO 1

FZ — Roguisition Parameters

Dk 20180625

Tima O.5&

IMNSTRLM FOURIERIOD

FROBHD 5 mm DL 13C-1

FULFPFROE =g
16384

BOLVENMT OMsO

HE 1E

DE o

EWH E1D3.51E6 H=z

FIDRES a.372529 HZ

D 1.3421773 =ac

G Z0h.0897

o E1.920 usec

DE .50 usac

TE 297.9% K

ol 3.00000000 =ec

g yeln) 1

======== CHANNEL fl =—==—====

EFol 300, 1E1B537 M=z

NUOC1 18

Fl 13.00 usac

FLW1 10.00000000 W

FZ — Frocessing parametercs

SI 536

EF 300. 1E0000D mEx

W EM

EEB

LB 0.30 H=

=H

PC 1. 00
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o
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Current Data Paramaters
HAME nse-7T
EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 20180625
Tima i1.58
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g
16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1.3421773 =ac
I|I 15. 8723
o E1.920 usec
DE &. 50 usac
TE 294, 0 K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1

CHANNEL fi ==
300.1E18537 M=z
18

13.00 usac
10.00000000 W

FZ — Frocessing parametercs

SI 536

EF 300. 1E0000D mEx
W EM

EEB a

LB 0.30 H=

=H a

PC 1. 00

T
i (-1 5 4 3 2 1 ppm

" e
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Currant Data FParamators
HAME A

=28—7

EXPHO 1
PROCHO 1
FZ Roquisition Parameters
Dk 20180625
Tima 1.58
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g

16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1.3421773 =ac
G 15. 8723
o E1.920 usec
DE &. 50 usac
TE 294, 0 K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1

T T T T T T T T T T T T 1
7.8 77 7.5 7.4 7.1 ppm

B B S P e e e

92

CHANNEL fi ==
300.1E18537 M=z
18

13.00 usac
10.00000000 W
Froocessing parametars
536

300. 1E0000D mEx
EM

0.30 H=

i.00
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Currant Data FParamators
HAME A

=8~ B
EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 20180625
Tima I.aom
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g
m 16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1.3421773 =ac
1. 0864
o E1.920 usec
|||‘ DE .50 usac
TE 297.9% K
ol 3.00000000 =ec
- g yeln) 1

CHANNEL fi ==
300.1E18537 M=z
18

13.00 usac
10.00000000 W

FZ — Frocessing parametercs
SI 536

EF 300. 1E0000D mEx
W EM

EEB a

LB 0.30 H=
=H a

PC 1. 00

T T T T
10 9 8

lsf=] selszE
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Ek-31 Bilesik 7’eait "H-NMR spektrumu ayrmtili 1

11,3214
11,0450

L ><D

Currant Data FParamators
HAME

nsE—E
EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 20180625
Tima 3.om
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g
16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1.3421773 =ac
G 1. 0864
o E1.920 usec
DE .50 usac
TE 297.9% K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1
======== CHANNEL fl =—==—====
EFol 300, 1E1B537 M=z
NUOC1 18
Fl 13.00 usac
FLW1 10.00000000 W
FZ — Frocessing parametercs
SI 536
EF 300. 1E0000D mEx
W EM
EEB
LB 0.30 H=
=H
PC 1. 00

T T T T
12.2 12.0 11.8 11.6 11.4 11.2 11.0

TR e

T T T T 1
10.8 10.6 10.4 10.2 ppm
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Ek-32 Bilesik 7’eait 'H-NMR spektrumu ayrintih 2

8.1554
§,1313
f,1288
§,0388
8,0139
7.9215
7.9108
7.9027
7,8879
7.4798
7.863%
7.8413
7.8331
7.5708
7.5667
~—7.5466

F

7.5431
7.5201
T,3155
7.4820
7.4780
7.4550
7.4524
7.4318
7.4277

6.1630
{&1601

f

C><)
BRUKER

L ><D

Currant Data FParamators
HAME A

=8~ B
EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 20180625
Tima I.aom
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g
16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1.3421773 =ac
1. 0864
o E1.920 usec
DE .50 usac
TE 297.9% K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1

CHANNEL fi ==
300.1E18537 M=z
18

13.00 usac
10.00000000 W

FZ — Frocessing parametercs
SI 536

EF 300. 1E0000D mEx
W EM

EEB a

LB 0.30 H=
=H a

PC 1. 00

T T T T T T T T T T T T T T 1
a4 7.8 76 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 ppm

e e el -
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Ek 33 Bilesik 7’e ait 1H-NMR spektrumu ayrmtih 3

2,3012
2,2998

96

Current Data Paramators
HAME nsE—E
EXPHO 1
PROCHO 1

FZ — Roguisition Parameters
Dk 20180625

Tima I.aom
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g

m 16384
BOLVENMT OMsO

HE 1E

DE o

EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1.3421773 =ac
G 1. 0864

o E1.920 usec
DE .50 usac
TE 297.9% K

ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1
======== CHANNEL fl =—==—====
EFol 300, 1E1B537 M=z
NUOC1 18

Fl 13.00 usac
FLW1 10.00000000 W

FZ — Frocessing parametercs
SI 536

EF 300. 1E0000D mEx
W EM

EEB a

LB 0.30 H=
=H a

PC 1. 00
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Currant Data FParamators
HAME

ASB-10
EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 20180625
Tima 5.03
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g
m 16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1.3421773 =ac
1E.Z308&
o E1.920 usec
DE .50 usac
TE Z97. B K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1

CHANNEL fi ==
300.1E18537 M=z
18

13.00 usac
10.00000000 W

FZ — Frocessing parametercs
SI 536

EF 300. 1E0000D mEx
W EM

EEB a

LB 0.30 H=
=H a

PC 1. 00



Ek-35 Bilesik 8’ ait ‘H-NMR spektrumu ayrmtili 1

12,6753
10,8406

T T T T T T T
128 126 124 122 120 11.8 11.6

98

L ><D

Currant Data FParamators
HAME

ASB-10
EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 20180625
Tima 5.03
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g
m 16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1.3421773 =ac
1E.Z308&
o E1.920 usec
DE .50 usac
TE Z97. B K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1

CHANNEL fi ==
300.1E18537 M=z
18

i3.0m
10.00000000 W

FZ — Frocessing parametercs
SI 536

EF 300. 1E0000D mEx
W EM

EEB a

LB 0.30 H=
=H a

PC 1. 00



Ek-36 Bilesik 8¢ ait 'H-NMR spektrumu ayrmtili 2

el s o T = s e e T T s ol T = B T - = = e T I = s ] o U
e il = e o e R el — T S s e T o e e B - o
T o B B - =T O e s R T s i B [ ol ol e Bt B TS - oy
— D e D OO oo OF oo oo - ore u U U U Uy U T e e e o oo o OO
L e . e
o0 00 00 O M~ I~ [~~~ [~~~ ~F0 e s e e s e e e e AY- =]

LN -~ k{i“%itiljl)’;:’ﬁ# A '5”31
l\l"l e T T T ' I'r."f T 'l

L ><D

T T T T T T T T T T T T T T T T
83 82 81 80 79 78 77 76 75 T4 T3 T2 T TO 69 68

- T . 8

99

Currant Data FParamators
HAME

ASB-10
EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 20180625
Tima 5.03
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g
m 16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1.3421773 =ac
G 1E.Z308&
o E1.920 usec
DE .50 usac
TE Z97. B K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1
======== CHANNEL fl =—==—====
EFol 300, 1E1B537 M=z
NUOC1 18
Fl 13.00 usac
FLW1 10.00000000 W
FZ — Frocessing parametercs

536

sF 300. 1EQ00DOD mE=
W EM

EEB a

LB 0.30 BH=
=H a

PC i.00



Ek-37 Bilesik 9°a ait "H-NMR spektrumu

ur
el - o I O s T - = T = e B T T o TR e e e e e B T BT = s e R = T = e T = e B
A O MWD O o WD o OO O O] Mo e O o e W O W W) e OO g WD T o D D TR O i O -
L= (e e e R B Rl = e e - - R T T T A e e el s A R e e i i I o
L T T AT o R = A = L= - S T3 B T T T T i R el = e
— L . . . . . T T D D T T I T ST T T T N R R R T N T I T S
I R O o Sl ol o e e S ol S o S e et ol i ol o S el
Ll 1

L ><D

Currant Data FParamators
HAME

.
@

ASBE-11
EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 20180625
Tima &.05
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g
m 16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1.3421773 =ac
14.349E8
o E1.920 usec
DE .50 usac
TE 297.9% K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1
CHAMNEL fi ==
300, 1E1B537 M=z
18

13.00 usac
10.00000000 W

FZ — Frocessing parametercs
SI 536

EF 300. 1E0000D mEx
W EM

EEB a

LB 0.30 H=
=H a

PC 1. 00

100



Ek-38 Bilesik 9°a ait "H-NMR spektrumu ayritih 1

11,6768

11. 0065

L ><D

Currant Data FParamators
HAME

ASBE-11
EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 20180625
Tima .05
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g

16384

BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1.3421773 =ac
G 14.349E8
o E1.920 usec
DE .50 usac
TE 297.9% K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1
======== CHANNEL fl =—==—====
EFol 300, 1E1B537 M=z
NUOC1 18
Fl 13.00 usac
FLW1 10.00000000 W
FZ — Frocessing parametercs
SI 536
EF 300. 1E0000D mEx
W EM
EEB
LB 0.30 H=
=H
PC 1. 00

T T T T 1
11.0 10.8 10.6 10.4 10.2 ppm

101



Ek-39 Bilesik 9°a ait "H-NMR spektrumu ayrintih 2

Rl B ol s = e T e e i BT B o e e e e e e BT BT = s I = e i T T s e e e e

e e Y e = I i e T o B - T L R - Y e e e O B B

o e i e T o o i e =l = T o e e e B L Ty s Ty T o |

WU U W o e O o T Oh OO0 oo oon OO W T W U WY W e T wp omp TR owp oD O O D b

D . T T T T T

L e O ot e Tl Tl ot il M m
Current Data Paramaters
HAME ASBE-11
EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 20180625
Tima &.05
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g
m 16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1.3421773 =ac

14.349E8
o E1.920 usec
DE .50 usac
TE 297.9% K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1
CHAMNEL fi ==

F00.1E18537 Mz
18

13.00 usac
10.00000000 W

FZ — Frocessing parametercs

SI 536

EF 300. 1E0000D mEx
W EM

EEB a

LB 0.30 H=

=H a

PC 1. 00

T T T T
8.0 7.8 7.6 T4 T.2 7.0 6.8 6.6 6.4 ppm

En 1=t
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Ek-40 Bilesik 10’aait *H-NMR spektrumu

11,5269
10, 8606
8,1522
g,1281
8.1256
2,0375
8.0114
§.0045
7.9747
7,98022
7.8523
T.8226
7,5706
7.5663
7.5484
7.5428
7.5198

,
g
4
l
/
‘

17,5152
7.4812
7.4772

7.4542
7.4514
T.4308
T.426%
6.7567

2,262%

C><)
BRUKER

L ><D

Currant Data FParamators
HAME

ASB-1Z
EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 201 &0E2E
Tima 15.20
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g
16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1. 3421773 =ac
o ZF1.3711
o E1.920 usec
DE .50 usac
TE 297.9% K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1
CHAMNEL fi ==
300, 1E1B537 M=z
18
13.00 usac
10.00000000 W

FZ — Frocessing parametercs

SI 536

EF 300. 1E0000D mEx
W EM

EEB a

LB 0.30 H=

=H a

PC 1. 00

10
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Ek-41 Bilesik 10’a ait ‘H-NMR spektrumu ayrmtili 1

o o

hr=] =1

e o

uk E=2]

+ +

— =1

— —
Current Data Paramators
HAME ASB-1Z
EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 201 &0E2E
Tima 15. 20
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g
m 16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1. 3421773 =ac
o ZF1.3711
o E1.920 usec
DE .50 usac
TE 297.9% K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1
======== CHANNEL fl =—==—====
EFol 300, 1E1B537 M=z
NUOC1 18
Fl 13.00 usac
FLW1 10.00000000 W
FZ — Frocessing parametercs
SI &5536
EF 300. 1E0000D mEx
W EM
EEB a
LB 0.30 H=
=H a
PC 1. 00

I T T T T T T T T T T T T T T 1
119 118 1.7 116 115 114 113 11.2 111 110 109 108 107 ppm

e T
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Ek-42 Bilesik 10’a ait ‘H-NMR spektrumu ayrntili 2

o WD e wy - o D
e BT I e B ol i L A
e I Il B Sl |
o S S o Th 0D oo
P T
oo oD oD o0 O I~ - e -
LA '\'lw)/’ll ||||I
™ ™ '

R e o B e o - = =)
e e e BT o e e ol =T =
s e e e T R o
TaRTe TR T T S e i SR R
P e
[~ I~ = I~ I~ [~ I~ ~ [~~~ -
T b

6.7567

e e e e

T

32

el

I,_’J

T T T T T T T T T T T T T
83 82 81 80 T9 78 77 T6& 75 T4 T3 T2 T

105

T T T
7.0 69 &8

RCH

1
ppm

C><)
BRUKER

L ><D

Currant Data FParamators
HAME

ASB-1Z

EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 201 &0E2E
Tima 15. 20
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g
m 16384
BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1. 3421773 =ac

Z1.3711
o E1.920 usec
DE .50 usac
TE 297.9% K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1

CHANNEL fi ==
300.1E18537 M=z
18

13.00 usac
10.00000000 W

FZ — Frocessing parametercs
SI &5536

EF 300. 1E0000D mEx
W EM

EEB a

LB 0.30 H=
=H a

PC 1. 00



Ek-43 Bilesik 10’a ait ‘H-NMR spektrumu ayrintili 3

2,262%

106

L ><D

Currant Data FParamators
HAME

ASB-1Z
EXPHO 1
PROCHO 1
FZ — Roguisition Parameters
Dk 201 &0E2E
Tima 15.20
IMNSTRLM FOURIERIOD
FROBHD 5 mm DL 13C-1
FULFPFROE =g

16384

BOLVENMT OMsO
HE 1E
DE o
EWH E1D3.51E6 H=z
FIDRES a.372529 HZ
D 1. 3421773 =ac
o ZF1.3711
o E1.920 usec
DE .50 usac
TE 297.9% K
ol 3.00000000 =ec
g yeln) 1
======== CHANNEL fl =—==—====
EFol 300, 1E1B537 M=z
NUOC1 18
Fl 13.00 usac
FLW1 10.00000000 W
FZ — Frocessing parametercs
SI 536
EF 300. 1E0000D mEx
W EM
EEB a
LB 0.30 H=
=H a
PC 1. 00
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163, €2

— 146, 0%
— 141,75

—1n.65

124, 3%

124,29

-

- e
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[

\_IIIII,I
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Ek-45 Bilesik 2’ye ait *C-NMR spektrumu

95, 88
11
12,52

—_— 10, &
145,53

o 20 10 ppem
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(=

109

50

40

Lal

[=]



Ek-47 Bilesik 4’¢ ait **C-NMR spektrumu

157.46

_—
—_—

T
i30 ig0
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Ek-48 Bilesik 5’¢ ait **C-NMR spektrumu

3244

— 23,40
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Ek-49 Bilesik 6’aait *C-NMR spektrumu

163, 46
-

-_—
TT—162,76
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Ek-50 Bilesik 7’e ait **C-NMR spektrumu

4 - = = s w
~ = = - > £ -
3 " - P~ - - = -
= ZE R = =3 " = i i E e
o~ — = = s B
1
|
1 1
1
1
1 | i I
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
130 180 170 1&0 150 140 130 120 110 100 @0 B8O 70 60 50 40 3 20 10
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Ek-51 Bilesik 8’e ait **C-NMR spektrumu

—141.1

—— 161,38
—/1a.n
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Ek-52 Bilesik 9°a ait *C-NMR spektrumu

oo - W A g e - -
- o S e O e e - o

- - - s s e e - - = 4

o = - B e R ] e = - -

- = R B R R = = b -

P - R gt jus- e e

1

T T T T T T T T T T T T T T T T
&0 150 140 30 120 11D 100 T O BED TO &0 50 40 30 PP

115



Ek-53 Bilesik 10’aait **C-NMR spektrumu

[ rog——— o4 -
freages — - s i s
i . wh o e w =1
=7 - [ — =

— 15,16
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——162,32

-1, TE
—— 127,08
<3

1]
[=]
[
a
]
[=]
i

116



Ek-54 Bilesik 1’e ait Kitle spektrumu

Formaia Predicior Feport - ASE-4_Z2 jed Page 10l 1
Data Fle: C\LabSohtions \Data\Ansliz\Lyuttas\ ASE-4_22 Jed
_Ebnt | el | Mid Max Bt | Vel | Min Mae  Elmt | Val | Min Max  Elmt | Val | Min] Max Use Adduct
H 1 a4z o | 2 o &5 o | 1 a0 I 3 o0 H
c | 4 1 = F 1 g o B |1 g o
N | 3 1 & E 2 0 4 Ru | 2 g o
Errer Margin (ppm): 5 DBE Rangs: 9.0-200 Ehsctron bors: both
HIC Ratier unlimited Aopiy M Pl yes Lse M3n Infa: no
(T Isotope R (%) 1.00 lsoiope Fis: 10000
M3n lso Rl (%) 10,00 MSn Logic Mode: AND M Resubs: 500
Eventh: 1 MS(E+) Pel. Time : 4507 -> 4,840 - 7.253 -> 5.097 Scandl : 677 -> 697 - 1089 -> 1368
7
1
B
4 =86 Ji727
al
e 70768
3BA.0709
1
i
100.0 200.0 3000 400.0 BO0.O B00.0 700.0 BO0.0 900.0
Measured region for 3880727 miz
3WE.072T
10007
B0
1 3ET.O7ES
- L\_A\-‘v—ﬁ\_ | Ny
I —I‘ll "  _— L " IJTL r IJ‘h_ r
3RAD 186.5 FAT0 3816 3880 SERE 3E3.0
C17 W15 ME 02 52 [M+H]* : Predicied region for 386.0740 miz
FE0740
10007
50.0H
| BET.O76E
| 3BE.0719
. il A .~
3RED 80,5 FAT0 3875 3840 385 3830
Rank_ Score Fomnuls (M) best Meas, miz|  Pred. miz| DE (mDs) Df (ppm)  lse  DBE
1 94.08 C17 HIENS 0252 [M+H]+ FEOTIT | 3860740 A5 A% 10000 130
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Ek-55 Bilesik 2’ye ait Kltle spektrumu

Formuita Pradicior Feport - ASE-2_20.led Page 14l 1
Data Fie C\LabSchutions\Dats\AnaiisLyuttas ASE-2_20 led
_Ebnt | Mal | Min_Max  Elen | Vel | Min Mad Bl Wal | Min Max  Elmt Val | Min_hax Lise Acduct
W] 1 q 42 ~ 0O a5 o | 1 a0 I 3 o 0 H
c | 4 a = F | 1 g 0 B | 1 a o
N | 3 a1 & 5 |2 g 3 PRus | 2 a o
Errer Margin (ppm): 5 DEE Rangs: 9.0-20.0 Ehectron bors: both
HC Raticc unlisitisd hophy M P yes Llse MS3n Infa: no
M [satpess: 3 Isotope R (%) 1.00 lsciiope Res: 10000
MSn Isa Rl (%E 10,00 WS Logic Mode: AND M Resubs: 500
Evenith: 1 MS[E+] Ret Time : 5173 -= 5.387 - G867 == 10,672 Seanif: 777 -> B9 - 1451 == 1601
7
B
B
4 457 a7
1
Z 48R 0974
469.0977
' I
1000 200.0 300.0 400.0 BO0LD BD0.0 000 EDOLD 300.0
Measured region for 457.0047 miz
4870047
1000
500
] 4620974
| K.A,_A» ’A s
o = x == = | e . _IJ%\_ ' I./TL .
4E7.0 4675 4BRD [ 4800 4805 4700 4706
21 H1E ME O3 S2 [M+H]* : Predicied ragion for 487.0055 miz
487 955
1000
50.0
] 4E8.0981
1 468 051
. ik A .
4570 4515 ABED 4865 4850 4885 470.0 4705
Rark__ Seore Fomnula (M) It Meas. miz|_ Presl iz DE (mDa)  DE jpom)  lsel  DBE
1 ®260 C21 HIENBDA 82 [MaH]+ 4870047  457.0955 0.8 AT 8408 180
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Ek-56 Bilesik 3’e ait Kiitle spektrumu

Formaia Predicior Feport - ASE-3_21 Jed Page 10l 1
Data Fle: C\LabSchions \Data\Analiz\Lyuttas\ ASE-3_21.Jed
_Ebnt | el | Mid Max Bt | Vel | Min Mae  Elmt | Val | Min Max  Elmt | Val | Min] Max Use Adduct
H 1 a4z o | 2 o &5 o | 1 a0 I 3 o0 H
c | 4 a = F 1 g o B |1 g o
N | 3 a & E 2 g 3 Ru | 2 g o
Errer Margin (ppm): 5 DBE Rangs: 9.0-200 Ehsctron bors: both
HIC Ratier unlimited Aopiy M Pl yes Lse M3n Infa: no
(T Isotope R (%) 1.00 lsoiope Fis: 10000
M3n lso Rl (%) 10,00 MSn Logic Mode: AND M Resubs: 500
Eventh: 1 MS(E+) Pel. Time : 4513 -> 4,803 - 6,333 > 9.252 Scandl : 723 == 735 - 951 == 1389
4
al
al
2
488.0EST
2
1.
1 4700538
4710549
B 235, i
100.0 200.0 3000 400.0 BO0.O B00.0 700.0 BO0.0 900.0
Measured region for 4800557 miz
4800557
10007
B0
| 470.0558
] 471.0648
ﬂ _I—J:I _rn-l'l'ﬂl_ =i T Ju, ey 3 A - IJT\.
4BE5 4800 4805 4700 4706 471.0 4715 4720
20 H1E ME 02 53 [M+H]* : Predicied region for 482.0670 miz
4880570
10007
50.0H
] £70.0555
| 471.0647
o ] A
4885 4850 4895 470.0 4705 471.0 4715 4720
Rank_ Score Fomnuls (M) best Meas, miz|  Pred. miz| DE (mDs) Df (ppm)  lse  DBE
1 8182 C20 HIENE02 53 [M+H]+ 4800657 4BO.0ETD A5 270 8BT| 180
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Ek-57 Bilesik 4’e ait Kitle spektrumu

Formuita Pradicior Feport - ASE-5_23.led Page 14l 1
Data Fie: CA\LabSciutions\Dats\AnsiisLyuttas ASE-5 23 led
_Ebnt | Mal | Min_Max  Elen | Vel | Min Mad Bl Wal | Min Max  Elmt Val | Min_hax Lise Acduct
W] 1 q 42 ~ 0O a5 o | 1 a0 I 3 o 0 H
c | 4 a = F | 1 g 0 B | 1 a o
N | 3 a1 & 5 |2 g 3 PRus | 2 a o
Errer Margin (ppm): 5 DEE Rangs: 9.0-20.0 Ehectron bors: both
HC Raticc unlisitisd hophy M P yes Llse MS3n Infa: no
M [satpess: 3 Isotope R (%) 1.00 lsciiope Res: 10000
MSn Isa Rl (%E 10,00 WS Logic Mode: AND M Resubs: 500
Evenih: 1 MS[E+] Ret Time : 4,540 -> 4.840 - 0.013 == 0,537 Scandl : 727 = 727 -3 == 81
4
1
1
2 464 D965
2
1.
4 4650965
: 486 01965
i {
1000 200.0 300.0 400.0 BO0LD BD0.0 000 EDOLD 300.0
Measured region for 4540065 miz
484 (065
1000
500
| 4BE D9ES
1 4680965
ﬂ ah J ."+\-‘H. -"I|"'\. ATl r i Fan = - IA T - J‘h -
4E4.0 4645 [ 4855 486.0 4865 487.0 4616
C21 H17 M7 02 52 [M+H]* : Predicied ragion for 484.0058 miz
484 (958
1000
50.0
| 4650963
1 456 0344
. ik A .
454.0 4545 4650 4855 4860 4865 487.0 4615
Rark__ Seore Fomnula (M) It Meas. miz|_ Presl iz DE (mDa)  DE jpom)  lsel  DBE
1 7833 C21 HITN7 D282 [MaH]+ 4540085  454.0058 07 16| 7834 170
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Ek-58 Bilesik 5’e ait Kitle spektrumu

Formula Pradictor Repost - 58-6_24 led Page 101
Data Fies Co\LabSohtions DataAnaliziLyuttas\ ASE-5_24.led
_Ebnt | Mal | Min_Max  Elen | Vel | Min Mad Bl Wal | Min Max  Elmt Val | Min_hax Lise Acduct
Ho| 1 0 42 0O - a0 I 3 o 0 H
c | 4 g = E |1 0 o B | 1 g 0
N | 3 g B 5 |2 0 3 PRu| 2 g 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 9.0 - 20.0 Ebesctron borts: both
HC Ratice unlimited Aoy N Rl ves Use MSa Infa: no
(Torger— Isotope R (%) 1.00 Isoiope Fas: 10000
MSn 5o R (%; 10,00 MESn Logic Mode: AND Max Results: 500
Event: 1 MS[E+] Pl Time : 4,850 -» 5.067 - 2173 -> 3834 Scand : 735 = 761 - 327 = 677
£ BO0eE]
£.00068]
E BO0e8 ]
E.000eE]
4.500e8]
4.00065]
P 2485647
300068
2 B0 402 /1268
1moaa-m 247.0548 4531303
1 1
by ] 247.5641 4041287
E.000s5
T Tt —T —TTT—TTT
1000 200.0 3000 4000 B00.0 E00L0 200.0 EO0L.0 a00.0
Messured region for 4921268 miz
£52.1268
100.0
SOLH
1 4531303
1 J\ 454 1267
o : + = = .J’k . . . .
4820 4825 4830 4906 4840 4546 286D 4865
CZ3 HZ1 N7 02 52 [M+H]* : Predicted ragion for 4321271 miz
282171
100.0
SO0
] 4931297
1 4841280
[0, . lm\ . T
4820 4806 4530 4935 4840 4845 4860 4066
Rk Score_Fommut (M) Jon Meas. iz Pred. miz| Df (mDal| D (pom) lse]  DBE
1 8061 023 M2 N7 D2 82 [M+H]= 4921288 49212N1 0.3 OE] 8081 170
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Ek-59 Bilesik 6’ya ait Kutle spektrumu

122

Formula Predictor Repost - 58-7_25.led Page 101
Data Files Co\LabSohtions\DataAnaliz\Lyuttas\ ASE-T_25.jod
_Ebnt | Val| Men_Max Bl | Vel | Win_Max _ Elmt | val | Min_ Max  Elma | Val | Min|_Max Uise Adduct
Ho| 1 12 4 o - a0 I 3 o 0 H
c | 4 g = E |1 0 o B | 1 g 0
N | 3 g B 5 |2 0 3 PRu| 2 g 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 9.0 - 20.0 Ebesctron borts: both
HC Ratice unlimited Aoy N Rl ves Use MSa Infa: no
(Torger— Isotope R (%) 1.00 Isoiope Fas: 10000
MSn 5o R (%; 10,00 MESn Logic Mode: AND Max Results: 500
Eventd: 1 MS[E+] Rl Time : 7.160 == 7.160 - 547 -> 5.151 Scand : 1075 -> 1076 - 1283 -= 1373
7
B
B
" 3831188
T
2
1910176 | 3900212
1.
100.0 2000 3000 400,10 BOOLO BO0.0 00 EDOLO 800.0
Messured region for 39,0188 miz
s0.0188
100.0
SOLH
| ez 3510176
oy -—J ot oy i - - J\ . . e
3ERLE 380 HHE5 3800 005 .0 3016 3520
16 H1Z N4 02 53 [M+H]* : Predicted ragion for 3550156 miz
3680156
100.0
SO0
] FE0.0220
] 351 0164
. I A R
3EAE 3830 a5 380.0 3905 1.0 3815 3520
Rk Score_Fommut (M) Jon Meas. iz Pred. miz| Df (mDal| D (pom) lse]  DBE
1 8308 CIB H12 N4 D2 53 [M+H]= SHGOTEE  38B.0196 07 B0 858 130



Ek-60 Bilesik 7’ye ait Kiitle spektrumu

Forruits Predicior Regor - ASE-8_26.led Page 1af 1

Drata File: C\LabSolutions DataAnaliz\Lyuitas\ A S E-8_28 led

Ebnt | Wal | M Max Bt | Vel | Mid Max Bt | Wal | Minl Max  Elrt | val | Min) Max Use Adduct
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