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OZET

2-(SUBSTITUFENIL)-5-(SUBSTITUEHETEROARIL)-1H-BENZIMIDAZOL
TUREVLERININ SENTEZI ve BIYOLOJiK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Ulviye ACAR CEVIK
Farmasotik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mayis 2019
Danisman: Prof. Dr. Yusuf OZKAY

Diinya genelinde insan 6liimlerinin baslica nedenlerinden biri olan kanser, normal
hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesidir. Antikanser ajanlarin kesfinde kapsamli ilerlemeler
olmasina ragmen, daha az yan etkisi ve timor hiicreleri tizerinde daha iyi segiciligi olan
yeni antikanser ilaglarin gelistirilmesine hala biiyiik oranda ihtiya¢ duyulmaktadir.

Topoizomeraz enzimleri, DNA replikasyonu ve transkripsiyonu sirasinda DNA
topolojisinin korunmasina iliskin islevleri gergeklestirmekte ve bu nedenle kemoterapotik
ajanlarin hedefi olmaktadir. Kanser tedavisi i¢in topoizomeraz enzimlerinin segici
hedeflenmesi, temel ve klinik arastirmalarin olduk¢a aktif bir alani olmaya devam
etmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda, bu ¢alismada, baz1 benzimidazol-oksadiazol tiirevleri
sentezlenmis ve HeLa, MCF7, A549, HepG2 ve C6 dahil olmak iizere bes kanser hiicre
hattinda in vitro antikanser aktiviteleri test edilmistir. Bilesiklerin yapilari IR, *H-NMR,
13C-NMR, 2D-NMR ve yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektroskopisi ile aydinlatilmustir.
Antikanser aktivitenin selektivitesi NIH3T3 (fare embriyo fibroblast hiicre dizisi) hiicre
dizisinde degerlendirilmistir. Sentezlenen bilesikler arasinda; 5a, 5b, 5d, 5e, 5k, 5, 5n
ve 50 kodlu tiirevler ¢esitli kanser hiicre dizilerine kars1 giiglii selektif sitotoksik aktivite
sergilemislerdir. Ayrica, bu oncii sitotoksik ajanlar, insan Topoizomeraz I inhibisyon
potansiyeli agisindan degerlendirilmis ve 5a, 5b, 5d, 5e, 5k, 5I, 5n ve 50 kodlu
bilesiklerin Topoizomeraz I enzimini inhibe ettigi tespit edilmistir. Ayrica, Annexin V/PI
testi ile 5a, 5b, 5d, 5e, 5k, 5l, 5n ve 50 bilesiklerinin hiicrelerde apoptozu indiikleyerek
sitotoksik aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bu bilesikler i¢in docking g¢aligsmalari
gerceklestirilmis ve ilgili bilesiklerin DNA-Topo | enzim kompleksi ile olasi etkilesimleri
belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Benzimidazol, 1,3,4-Oksadiazol, Antikanser, DNA Topo I.



ABSTRACT

SYNTHESIS and INVESTIGATION of BIOLOGICAL EFFECTS of 2-
(SUBSTITUTEDPHENYL)-5-(SUBSTITUTEDHETEROARYL)-1H
BENZIMIDAZOLE DERIVATIVES

Ulviye ACAR CEVIK
Department of Pharmaceutical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, May 2019
Supervisor: Prof. Dr. Yusuf OZKAY

Cancer, a major cause of human deaths worldwide, is uncontrolled growth of
normal cells. Although the extensive advances in discovering anticancer agents, there is
still a great demand for development of new anticancer drugs with less side effects and
improved selectivity on tumor.

The topoisomerase enzymes perform functions related to the maintenance of DNA
topology during DNA replication, and transcription and thus they are the targets of a
chemotherapeutic agents. Selective targeting of the topoisomerase enzymes for cancer
treatment continues to be a highly active area of basic and clinical research. In the light
of this information, in this study, some benzimidazole-oxadiazole derivatives were
synthesized and tested for their in vitro anticancer activities on five cancer cell lines,
including HeLa, MCF7, A549, HepG2 and C6. Their structures were elucidated by IR,
'H-NMR, 3C-NMR, 2D-NMR and HRMS spectroscopic methods. The selectivity of
anticancer activity was evaluated in NIH3T3 (mouse embryo fibroblast cell line) cell
lines. Among all screened compounds; 5a, 5b, 5d, 5e, 5k, 5l, 5n and 50 exhibited potent
selective cytotoxic activities against various tested cancer cell lines. Furthermore, these
potent lead cytotoxic agents were evaluated in terms of their inhibition potency against
Topoisomerase | and it was determined that compounds 5a, 5b, 5d, 5e, 5k, 5I, 5n and 50
inhibited the Topoisomerase I. Furthermore, it was found that compounds 5a, 5b, 5d, 5e,
5k, 51, 5n, and 50 showed cytotoxic activity by inducing apoptosis in cells by Annexin V
/ Pl test. Docking studies for these compounds were performed and probable interactions
in the DNA-Topo | enzyme complex was determined.

Keywords: Benzimidazole, 1,3,4-Oxadiazole, Anticancer, DNA Topo I.



TESEKKUR
05/05/2019

Lisansiistii egitim hayatimda destegini her zaman hissettigim, akademik kariyer
ve ¢aligmalarini 6rnek aldigim, her sikintili siire¢te yanimda olan ve beni dinleyen, degerli
bilgi ve katkilariyla desteklerini hi¢ esirgemeyen, benim i¢in ¢ok degerli ve kiymetli olan
danisman hocam Prof. Dr. Yusuf OZKAY a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bana her zaman zamanini ayiran, yonlendirmeler ve fikirleriyle akademik
hayatima yon veren, yliziimiizde her zaman giilliimsemeye sebep olan, kimyay1 daha ¢ok
sevdiren saym hocam Prof. Dr. Zafer Asim KAPLANCIKLIya ¢ok tesekkiir ederim.

Her animda yanimda olan, karsilagtigimiz biitiin sikintilara birlikte ¢6ziim
buldugum, bu tez siirecinde en az benim kadar emek harcayan, stresli anlarimi anlayigla
karsilayan canim dostum, is arkadasim, oda arkadasim Ars. Gor. Begiim Nurpelin
Saglik’a cok tesekkiir ederim.

Calismalarim stiiresince benimle birlikte ayn1 heyecan1 paylasan, bu tez siiresince
biiyiik emek ve 6zveri harcayan, desteklerini hayatimin her alaninda higbir sekilde benden
esirgemeyen degerli arkadaslarim Ars. Gor. Derya OSMANIYE, Ogr. Gér. Serkan
LEVENT, Ogr. Gér. Asaf Evrim EVREN, Ars. Gor. A. Burak KARADUMAN ve Ars.
Gor. Betiil KAYA CAVUSOGLU’na;

Her zaman sevgi ve desteklerini hissettigim Farmasotik Kimya Anabilim
Dalindaki saygideger hocalarima,

Hayatim boyunca aldigim her kararda benim yanimda olan, desteklerini hep
hissettigim, mutlulugumu ve mutsuzlugumu benimle birlikte yasayan, bdyle bir anne ve
babanin ¢ocugu oldugum i¢in hep gurur duydugum babam Yusuf ACAR, annem
Ayse ACAR ve ablam Giilli ATUG’a,

Bu hayatta sansli oldugumu her zaman bana hissettiren, bu hayatta tanidigim en
anlayislh insan olan, hayatima girdigi andan itibaren hayatimi giizellestiren, tez siirecinde
sonsuz anlayis1 ve yardimlartyla yanimda olan, tezi bitirdigimde benden daha ¢ok
rahatlayacak ) canim esim Hiiseyin CEVIK’e

Melek olarak hayatima giren, ¢ok kiicilk olmasina ragmen bu kadar anlayish
olmasiyla beni sasirtan, giilen yiiziiyle bana her zaman gii¢ veren, iyi ki benim kizim
olmus dedigim mis kokulum Nil CEVIK e,

En igten tesekkiirlerimi sunarim...



ICINDEKILER

TEZ BASLIGL.........ooooiiiieiieieeeeeeeee oottt sn st i
JURI VE ENSTITU ONAYL......ocooiiiiiiiiiiiinieeee et iii
OZET ...t 11
A B S T R A T e e e e nrae e \Y
TESEKKUR .......oooviiiiictieeeet oot ten sttt en sttt st an s
ICINDEKILER .........coviiiiececeeeeee ettt en st i
TABLOLAR DIZANI ..ot viii
SEKILLER DIZINT ..ot iX
KISALTMALAR DIZANT ....cooiiiiiiicc s XixX
1. GIRIS VE AMACGC ...ttt sttt 1
1.1. Hiicre Dongiisii ve Kanser.............cccocooiiiiiiiiiiiiic e 2
1.2. Topoizomerazlar1 Hedefleyen Antikanser ilaclarin Simiflandirilmasi....... 6

2. KAYNAK BILGIST ....coooiis s 15
2.1. BENZIMIGAZOL..... .ot 15
2.1.1. Genel OZEllTKIET.......ceeieee e 15

2.1.2. AdlaNdIrma.............ccooeiiiiiiiiie s 15

2.1.3. Tautomerik Karakter ..........cccocvoiiieieee e 16

2.1.4. Erime noktalari, kaynama noktalari, ayrisma derecesi.................. 17

2.1.5. Baziklik ve eleKtronik yapl..........cccoceviiiiiiiiiicies e 18

2.1.6. Psodoasidik Karakter ... 19

2.1.7. Kimyasal 0ZelliKIEr . ........c.coooiiiiie e, 19

2.1.8. Benzimidazollerin biyolojik aktiviteleri...........cccccocvviiiiiiiiiiiennn, 20

2.1.9. Benzimidazollerin genel sentez yontemleri............c.ccocovvvniinenenn, 21
2.1.9.1. Acillenmis o-nitroarilaminlerden hareketle......................... 21

2.1.9.2. Dinitrobenzen tiirevlerinden hareketie................................. 22



2.1.10. o-Fenilendiaminlerden hareketle............ueeeeeeeeeeeceeee e 22

2.1.10.1. Karboksilik asitler, asit anhidritleri, esterler ya da

amidlerden hareketle .............cccoovveiiiiiiiic 22

2.1.10.2. Nitrillerle reaksiyonuyla ..........ccccccoeevviveiiesieenese e 23

2.1.10.3. Iminoeterler veya iminotiyo eterler ile reaksiyonuyla ....... 24

2.1.10.4. Aldehit ya da ketonlar ile reaksiyonuyla..............c.cccocu.... 24

2.1.10.5. 2-Metiltiyopsédoiire siilfat ile reaksiyonuyla ..................... 25

2.1.10.6. Siyanojenbromiir ile reaksiyonuyla.................................... 26

2.2. Bisbenzimidazol Tiirevlerinin Genel Sentez Yontemleri........................... 26

2.2.1. o-Fenilendiaminler ve diasitlerin reaksiyonuyla
(PRIlIPS METOTU) ... e 27

2.2.2. 4-imidazolin-o-fenilendiamin veya 4-amidin-o-fenilendiaminden

NAFEKELIE ... 27

2.2.3. Benzimidazolden hareketle ..., 28
2.3. OKSAAIAZOIIET ... 29
2.3.1. Oksadiazollerin genel sentez yontemleri.............cccccovoeneiniicnnnnn, 30

2.4. Antikanser Aktivite Calismalarina Konu Olmus Bis-benzimidazol

15 (3 o SRR 32

2.5. Antikanser Aktivite Calismalarina Konu Olmus Benzimidazol-

Oksadiazol TUrevIeri ..............cccooiiiiiiii e 53

3. GERECLER ... ..ottt nnee s 60
3.1. Kullanilan Maddeler.................cccooiiiiiiiiiii e 60
3.2. Kullanilan Cihazlar ... 62

4. YONTEMLER .......oooiiiiiiiiiiiities sttt 63
4.1. Sentez ¢aliSMAlATT............ocooiiiiiiiiii 63

4.1.1. 2-(4-Siibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-karboksilik asit

tiirevlerinin sentezi (YONntem A)............ccccoviiiiiiiiniiiin e 63



4.1.2. 2-Kloro-1-(4-siibstitiiepiperazin-1-il)-etan-1-on tiirevlerinin

sentezi (Yontem B) ...

4.1.3. Metil 2-(4-siibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-karboksilat

tiirevlerinin sentezi (Yontem C).................oovviiii e

4.1.4. 2-(4-Siibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-karbohidrazit

tiirevlerinin sentezi (Yontem D)...............ccocoiiiiiiiii

4.1.5. 2-((4-Siibstitiiefenil)-(6-(5-merkapto-1,3,4-oksadiazol-2-il)-1H-

benzo[d]imidazol tiirevlerinin sentezi (Yontem E)........................

4.1.6. 2-((5-(2-(4-Siibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-
oksadiazol-2-il)tiyo)-1-(4-siibstitiiepiperazin-1-il)-etan-1-on

tiirevlerinin sentezi (Yontem F) ..................cccoiii i,

4.2. ITK Calismalari ve Rf Degerlerinin Saptanmasi................ccccooeveeiiieennnn.
4.3. Erime Noktalarmin Tespiti...............ccoocooiiiiii e
4.4. IR Spektrumlarinin AINMAS ............ccoiiiiiiiiie e
4.5.'H NMR Spektrumlarinin ABNMASI ...........c.ocooveieiriineeinnseeee s
4.6.13C NMR Spektrumlarinin AMNMASI...............cocovevriririiriniiissssssesenas
4.7. 2D NMR Spektrumlarimim AIINmast ............cccocooiiiiienniecc e
4.8. Kiitle Spektrumlarinin AIINMasi ...............ccooooviiiiiiene
4.9. Antikanser Aktivite Calismalari................cccooooiiiiiii
4.9.1. MTT yontemi ile bilesiklerin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi....
4.9.1.1. Hiicrelerin ¢ogaltilmast..........................cccoooviiviiiiiiinicnnn,

4.9.1.2. Hiicrelerin plakalara ekilmesi. ..........................c..c.cccovvennin.

4.9.1.3. MTT Sitotoksisite Testinin Uygulanmast.............................

4.9.2. BrdU proliferasyon yontemi ile bilesiklerin antiproliferatif

etkilerinin BelirlenNmMesi .....coooee e
4.9.2.1. Hiicrelerin plakalara ekilmesi ...............ccccovevviiveicveieiiinnnnn,

4.9.2.2. BrdU Proliferasyon Yonteminin Uygulanmasi....................



4.9.3. Anneksin V/PI yontemi ile bilesiklerin apoptotik etkilerinin

PElIFTIENMES ... 71

4.9.3.1. Hiicrelerin Plakalara EKIIMESI..........ccccocevvviiiiiinieiciiennn, 71

4.9.3.2. Anneksin/PI Yonteminin Uygulanmasi................................ 71

4.10. DNA Topoizomeraz I enzim inhibisyon ¢calismalari .....................cc.o..... 72
4.11. Molekiiler doCKing .............ccccocueiiiiiiiiiiiii e 73

5. BULGULAR ve TARTISMALAR ........oooiiiiiii e 74
5.1. Sentez Calismalar.............cccccooviiiiiiiiii 74

5.1.1. 2-(4-Siibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-karboksilik
ASTE (L8-1C) vt 74

5.1.2. 2-Kloro-1-(4-siibstitiiepiperazin-1-il)-etan-1-on
tiirevleri (1d-1h) ... 74

5.1.3. Metil 2-(4-siibstitiiefenil)- 1H-benzo[d]imidazol-6-karboksilat

5.1.3.1. Metil 2-(4-hidroksifenil)- 1H-benzo[d]imidazol-
6-karboksilat (2a) .........ccoceviririiieee e, 76

5.1.3.2. Metil 2-(4-metoksifenil)- 1H-benzo[d]imidazol-
6-karboksilat (2D) ..o, 81

5.1.3.3. Metil 2-(4-etoksifenil)- 1H-benzo[d]imidazol-
6-karboksilat (2C) .......cccevveiieiieece e 86

5.1.4. 2-(4-Siibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-
6-Karbohidrazit (3a-3C) .....cccooereiiiiririreee e 91
5.1.5. 2-((4-Siibstitiiefenil)-(6-(5-merkapto-1,3,4-oksadiazol-2-il)-1H-
benzo[d] iIMIdazol (48-4C).......coviiiiiiiiieeeee e 91
5.1.5.1. 2-((4-Hidroksifenil)-(6-(5-merkapto-1,3,4-oksadiazol-2-il)-
1H-benzo[d] imidazol (4a).......ccccceevveiieeiieiie e, 92
5.1.5.2. 2-((4-Metoksifenil)-(6-(5-merkapto-1,3,4-oksadiazol-2-il)-
1H-benzo[d] imidazol (4D) ..o, 97



5.1.5.3. 2-((4-Etoksifenil)-(6-(5-merkapto-1,3,4-oksadiazol-2-il)-
1H-benzo[d]imidazol (4C) .....ccccovviieiieieceeee 102

5.1.6. 2-((5-(2-(4-Siibstitiiefenil)- 1H-benzo[d]imidazol-6-il)-
1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyo)-1-(4-siibstitiiepiperazin-1-il)-
etan-1-0n (5a-50) tlrevIeri............c.cccccvvieiieie i 107
5.1.6.1. 2-((5-(2-(4-Hidroksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-
1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyo)-1-(4-metil-piperazin-1-il)-
ELAN-1-0N (58) ... ccveiiiieiiriere e 107

5.1.6.2. 2-((5-(2-(4-Hidroksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-
1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyo)-1-(4-etil-piperazin-1-il)-
etaN-1-0N (5D)....coiiiiiii 112
5.1.6.3. 2-((5-(2-(4-Hidroksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-
1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyo)-1-(4-(fenil)-piperazin-1-il)-
ELAN-1-0N (5C) .eovviivieiicie e 117
5.1.6.4. 2-((5-(2-(4-Hidroksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-
1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyo)-1-(4-(piridin-2-il)-piperazin
-1-il)-etan-1-0n (5d) ...ooveiiiiiieee 122
5.1.6.5. 2-((5-(2-(4-Hidroksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-
1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyo)-1-(4-(pirimidin-2-il)-
piperazin-1-il)-etan-1-0n (5€) .......cccocevvivevieeve e, 127
5.1.6.6. 2-((5-(2-(4-Metoksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-
1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyo)-1-(4-metil-piperazin-1-il)-
etan-1-0N (5F) ..oveii 132
5.1.6.7. 2-((5-(2-(4-Metoksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-
1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyo)-1-(4-etil-piperazin-1-il)-
etaN-1-0N (50)...eiiiiiiieiiesie e 137
5.1.6.8. 2-((5-(2-(4-Metoksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-
1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyo)-1-(4-(fenil)-piperazin-1-il)-
etan-1-0n (5N) ....coooiiii 142



5.1.6.9. 2-((5-(2-(4-Metoksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-
1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyo)-1-(4-(piridin-2-il)-
piperazin-1-il)-etan-1-om (51)........cccccccovevivieiivcveiiennnnn, 147
5.1.6.10. 2-((5-(2-(4-Metoksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-
1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyo)-1-(4-(pirimidin-2-il)-
piperazin-1-il)-etan-1-0n (5))....ccccooevmiinininiiiiiece 152
5.1.6.11. 2-((5-(2-(4-Etoksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-
1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyo)-1-(4-metil-piperazin-1-il)-
etan-1-0N (5K).....eiieiiiiieiicce e 157
5.1.6.12. 2-((5-(2-(4-Etoksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-
1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyo)-1-(4-etil-piperazin-1-il)-
etan-1-0Nn (51)...cooiii 162
5.1.6.13. 2-((5-(2-(4-Etoksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-
1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyo)-1-(4-(fenil)-piperazin-1-il)-
etan-1-0N (5IM).....ociiiiiieiicce e 167
5.1.6.14. 2-((5-(2-(4-Etoksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-
1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyo)-1-(4-(piridin-2-il)-
piperazin-1-il)-etan-1-0n (5N)......cccoviinininiiniiniee 172
5.1.6.15. 2-((5-(2-(4-Etoksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-
1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyo)-1-(4-(pirimidin-2-il)-

piperazin-1-il)-etan-1-0n (50).......ccccocevviviviieie e, 177

5.2. Sentez Calismalarimin Degerlendirilmesi...............ccccoooeiiiiiiiiniiiinns 182
5.3. Spektral Verilerin Degerlendirilmesi...................cccoooiiiiniii 182
5.3.1. IR spektrumlarinin degerlendirilmesi .................c.ccooovviiiiiinnnn 182
5.3.2. NMR spektrumlarimin degerlendirilmesi ..............ccccocoriniiinnnnnnn, 183
5.3.2.1. 'H-NMR spektrumlarinin degerlendirilmesi...................... 183
5.3.2.2.13C-NMR spektrumlarinin degerlendirilmesi...................... 185

5.3.2.3. 2D-NMR spektrumlarimin degerlendirilmesi...................... 185

5.3.3. Kiitle spektrumlarinin degerlendirilmesi .................ccocovvininnnn. 188

Vi



5.4. Antikanser Aktivite Calismalarinin Degerlendirilmesi......................... 189
5.4.1. MTT yontemi ile bilesiklerin sitotoksik etki sonuclari.................. 189

5.4.2. BrdU proliferasyon yontemi ile bilesiklerin antiproliferatif etki

SONUCIATT ..o e 192

5.4.3. Anneksin V/PI yontemi ile bilesiklerin apoptotik etki

SONUCIATT ..o 197

5.5. DNA Topoizomeraz I inhibitor EtKileri ..................c.ccooovvvvevevreeiennene, 203
5.6. Molekiiler Modelleme Calismalarinin Degerlendirilmesi....................... 205
5.6.1. insan DNA Topoizomeraz I Enziminin Yapisi..............c..cccoo....... 205

6. SONUCLAR ve ONERILER ............c..cc.coovviiiiiiieieeceiieessess e 224
KAYNALKC A ...ttt ettt et b e bt e be et e e naeeenes 226
OZGECMIS ..ottt sttt 239

vii



TABLOLAR DiZiNi

Sayfa
Tablo 1.1. Antikanser ilag gruplart ve 6zelliKIer ... 4
Tablo 1.2. Antikanser aktivitelerinin incelenmesi planlanan sentez {iriinleri .............. 14
Tablo 5.1. 5e Kodlu bilesigin 2 boyutlu NMR ile tespit edilen hidrojen
Ve Karbon deZerlert ......ccvvviieiiiiiiiiiie e 186
Tablo 5.2. Bilesiklerin A549, MCF-7, C6, HepG2 ve HeLa hiicre dizilerine
At 1Cs50 degerleri (LIM) ...oviiiiiieieieeeie e 190

viii



SEKILLER DiZiNi

Sayfa

Sekil 1.1. Normal hiicre ile kanser hiicresinin ¢ogalmast.............ccevveeriiriiriieesnennienne 1
Sekil 1.2. Kanserin belirteGleri .........cccvviiiiiiiieiiiiicc e 2
Sekil 1.3. Kanserin belirteGleri .........cccuviiiiiiiiiiiiiie e 3
Sekil 1.4. Topoizomerazlarin siniflandirtlmast .........ccccoeeviiiiiiiiiii 5
Sekil 1.5. Topoizomeraz enzimlerinin etki mekanizmalart...........c.ccoooviiiiiininiiiiennen, 6
Sekil 1.6. DNA Topoizomeraz I inhibitorlerine 6rnekIer..............ccocovvveveiieieece e, 8
Sekil 1.7. DNA Topoizomeraz II inhibitorlerine ornekIer .........c.ccocevvvviiiiiieniiiiieiiinnns 9
Sekil 1.9. Benzimidazol yapisi igeren antikanser ilaglar..........cccoceviieiieiiiniiiiennnn, 11
Sekil 1.10. Hoechst 33258 ve Hoechst 33342 bilegikleri........cccovoveiiieiieiiiniiiiiienenn 11
Sekil 1.11. Elde edilmesi planlanan bilesiklere ait genel sentez semasi .............ccc...... 13
Sekil 2.1. Benzimidazol moleKGlIniin yapist .......ccverveiieeriiiiiieiieeiee e 15
Sekil 2.2. Benzimidazol iIZOMEFIErT .........coevviieiieiiee e e 15
Sekil 2.3. Benzimidazol molekiiliiniin numaralandirma Sistemi ...........c.ccccvevveeiveenen. 16
Sekil 2.4. Benzimidazol halkasinin tautomer formlari.........c.cccoceviiieeiiiiniiiinsiieeen, 16
Sekil 2.5. 1,2,5-Trimetilbenzimidazol ve 1,2,6-Trimetilbenzimidazol eldesi.............. 16
Sekil 2.6. 2-Metil, 5,6-Dimetil ve 4,7-Dimetil benzimidazol yapisi.........c.cccccevvereenenn. 17
Sekil 2.7. 3-Nitro-4-asetamido-benzoik Asit ve 4-Nitro-3-asetamidobenzoik

asItin TEAUKSIYONU .....ooovviiiiiiii s 17
Sekil 2.8. Benzimidazol rezonans formulleri ..........ccccevviiiiiiiiiiien i 18
Sekil 2.9. Benzimidazolun bazik yapiSi..........ccccoeviiiiiiiiiiiiice e 19
Sekil 2.10. Benzimidazol ve DNA bazlart .........ccccocvviiiiiiiiiiee e 20
Sekil 2.11. Benzimidazol halkasi tasiyan ila¢ molekiillerine 6rnekler......................... 21
Sekil 2.12. Hoebrecker’in benzimidazol SENtezi ...........cccvvvvvieiiieeiiieeiiiee e s 22
Sekil 2.13. Dinitrobenzen tiirevlerinden hareketle benzimidazol sentezi .................... 22
Sekil 2.14. Ladenburg’un benzimidazol Sentezi...........c.cocevevviriiiiiiiieniiiiie e 22
Sekil 2.15. Philips yontemine gore benzimidazol sentezi ............ccocvveriviieciniieennnnn 23
Sekil 2.16. o-Fenilendiamin ile nitrillerden hareketle benzimidazol sentezi ............... 24
Sekil 2.17. o-Fenilendiaminle iminoeterler veya iminotiyo eterler ile

reaksiyonuyla benzimidazol SENEZi.........ccccveveiiieiieeie i 24
Sekil 2.18. o-Fenilendiaminle aldehit ile reaksiyonuyla benzimidazol sentezi............ 24

iX


file:///C:/Users/macbookpro/Desktop/tez%20doktora/ULVİYE%20DOKTORA%20TEZ/doktora%20tez%20mayıs%20son.docx%23_Toc8649172

Sekil 2.19. o-Fenilendiamin ve aldehit tiirevlerinin nitrobenzen varliginda

reaksiyonu ile benzimidazol SeNtezi...........ccccovvveviiiiiiiii i 25
Sekil 2.20. o-Fenilendiamin ve benzaldehitin sodyumbisiilfit tuzu ile

reaksiyonuyla benzimidazol SENtEZi.........cccocveveiieieeie i 25
Sekil 2.21. o-Fenilendiamin ve ketonlar ile reaksiyonuyla benzimidazol

7101 (=4 PSSR 25
Sekil 2.22. o-Fenilendiamin ve 2-metiltiyopsoddoiire siilfat ile

reaksiyonuyla benzimidazol SENtEZi.........ccccoveveiieieeie i 26

Sekil 2.23. 0-Fenilendiaminin bromosiyaniirile reaksiyonuyla benzimidazol

7T 01 (=4 PSSR 26
Sekil 2.24. Philips metoduna gore bisbenzimidazol sentezi.........cccovevvrireninenriennen, 27
Sekil 2.25. Diesterlerden bis-benzimidazol oluSumu ..........cccceveiveiiieiiieeiee e ecvee e 27
Sekil 2.26. Diaminlerden bis-benzimidazol Olusumu...........ccccoevveveiieneenece e 28
Sekil 2.27. 4-Halo-o-fenilendiaminden hareketle bis-benzimidazol sentezi................ 28
Sekil 2.28. Benzimidazolden Na metali ile bis-benzimidazol olusumu....................... 29
Sekil 2.29. Oksadiazol izomerleri (I. 1,2,4-oksadiazol, 11. 1,2,3-oksadiazol,

I11. 1,3,4- oksadiazol, 1V. 1,2,5-0ksadiazol) .........c.cccoovevvniniiiennieieee 29
Sekil 2.30. Seryumamonyum-4-nitrat varliginda 1,3,4-oksadiazol sentezi.................. 30
Sekil 2.31. 1,3,4-Oksadiazol-5-tiyOn SENtEZI.........cccevueieerviieiieie e 30
Sekil 2.32. 5-Merkapto-1,3,4-0ksadiazol SENtEZi .........ccccvvveieiiereieieie e, 30
Sekil 2.33. 1,3,4-Oksadiazollerin POCIs varliginda hidrazin hidratlardan

7T 01 (=4 SR 30
Sekil 2.34. 2-Amino-4-aril/alkil-1,3,4-oksadiazollerin eldesi...........ccccoceevveiieeiieennnn, 31
Sekil 2.35. Tiyonilkloriir varliginda 1,3,4-oksadiazollerin sentezi .............cc.cccovevneee. 31
Sekil 2.36. Semikarbazondan 1,3,4-oksadiazol Sentezi..........cccccvevvevieiiieiiciie e, 31
Sekil 2.37. Acilsemikarbazitlerden ve agiltiyosemikarbazitlerden

1,3,4-0KSAAIAZOI SENTEZI .....vvvveeeieiie et 32
Sekil 2.38. Hoechst 33342 tiirevi bileSiKIer.......c.cciviiiiiiiieiie e 32

Sekil 2.39. 2-(4-Siibstitiiefenil)-5-(4-metil-1-piperazinil)-2,5-bi-1H-
benzimidazol (1) ve 2-[[4-[N,N-bis(2-Kloroetilamino)]fenil]

alkil]-5-(4-metil-1-piperazinil)-2,5-bi-1H benzimidazol (2) tiirevleri......... 33
Sekil 2.40. KBV-1 Hiicreleri iizerinde etkili terbenzimidazol tiirevleri....................... 34



Sekil 2.41. 2-[2-[4-(Bromoasetamido)fenil]-6-benzimidazolil]-6-(1-metil-
4-piperazinil) benzimidazol (5) ve 2-[2-[4-[2-(Bromoasetamido)etoksi]

fenil]-6-benzimidazolil] -6-(1-metil-4-piperazinil)benzimidazol (9)........... 35
Sekil 2.42. 2'-Siibstitiie-fenil-5-(4-metilpiperazin-1-il)-2,5’-bi-1H-benzimidazol

11880537 () LTSRS PR PRSP 35
Sekil 2.43. RPMI 8402 Hiicreleri tizerinde etkili terbenzimidazol tiirevleri................ 36
Sekil 2.44. Kantitatif yap1 etki iligkilerine konu olan terbenzimidazol tiirevleri ......... 37
Sekil 2.45. Pirolo bis-benzimidazol tHIeVi ........ccccvveiieiireeiie e 37
Sekil 2.46. 5-Fenil-2-(2’-(indol-5-il)benzimidazol-5’-il)benzimidazol (8) ve

5-fenil-2-(2’-(indol-6-il)benzimidazol-5’-il)benzimidazol (9) ........ccccoc...... 38
Sekil 2.47. 2°’-Siibstitiie-5-fenilterbenzimidazol tUrevi.......ccccovvvvvvivie e, 38
Sekil 2.48. 5-Fenilterbenzimidazol ve 5-bromoterbenzimidazol tiirevleri................... 39
Sekil 2.49. Asimetrik 2,2-bisbenzimidazol tirevIeri.........ccovvvveriveieiiieniene e 39
Sekil 2.50. 2,2-Bis[4-(3-dimetilamino-1-propiloksi)fenil]-5,5-bi-1H-benzimidazol

31 1S £ LT R RO UPRT R RPROPO 40
Sekil 2.51. Tris-benzimidazol tiirevi bileSiKIET .........ccvivviiiiiiiiiciie e 40
Sekil 2.52. 2-[4-[3-(9-Akridinilamino)-5-hidroksimetilanilino]-karbonilpropoksifenil]-

5-(4-metil-1-piperazinil)-2,5-bi-1H-benzimidazol...............ccccoovniiinnnn. 41
Sekil 2.53. 2- [2- (4-siibstitiiefenil)-6-benzimidazolil]-6-(1-metil-4-piperazinil)-

benzimidazol tUreVIETI.......c.cciiiiiiiiiii e 42
Sekil 2.54. Amidin fonksiyonel grubu tagiyan Hoechst tiirevleri............cooeovrvrcnnnne 42
Sekil 2.55. Siibstitiie bisbenzimidazol (a) ve terbenzimidazol (b) bilesikleri.............. 43

Sekil 2.56. (5-(4-Metilpiperazin-1-il)-2-[2'-(3,4-dimetoksifenil)-5'-benzimidazolil]
benzimidazol ve metoksi ve hidroksi grubu tasiyan (5-(4-metilpiperazin-
1-il)-2-[2'{2""-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-5"-benzimidazolil }-5'-

benzimidazolil]benzimidazol ... 43
Sekil 2.57. Benzimidazol halkasi tasiyan bilesige ait kimyasal yap1 ...........cccccovennne. 44
Sekil 2.58. Dimerik bisbenzimidazol tHreVi .......c.ccevveeiiiieiiiie e 44

Sekil 2.59. 4-(6-(5-(4-Metilpiperazin-1-il)-benzimidazol-2-il)- benzimidazol-
2-il)-fenil-2-(2-(3-(2-kloroetil)-3-nitrosoureido)asetamid/propanamid/

butanamid) etilkarbamat tiirevi bileSiKIer ...........ccooveiiiiiiiiiieiieiiece e 45
Sekil 2.60. Dimerik yapida bis-benzimidazol ..............ccoooiiiiiiiie, 45
Sekil 2.61. Pozisyon izomeri bis-2-(n-piridil)-1H-benzimidazol tiirevleri .................. 46

Xi



Sekil 2.62. Hoechst-33342 analogu TBZ ve DMA bilegikleri ..........cooceviniiiiniiennen, 46

Sekil 2.63. Fluoresan 6zellikleri incelenen bisbenzimidazol tiirevleri...........c...cueeue... 47
Sekil 2.64. 2,5-Bis [2-(5-(N-izopropilamidinobenzimidazolil)]-3,4-etilenedioksitiofen
(5) DILESTIZE cvvuvevereeiesieiee ettt ettt nn 47
Sekil 2.65. Bis (5-metil-IH-benzo[d]imidazol-2-il) metan ve bis (5,6-dimetil-1H-
benzo[d] imidazol-2-il) metan bilesikIeri..........ccoceviiiiiiiiiiiiice 48
Sekil 2.66. 2,2-Di-[[(3,5-dimetil-4-metoksi)piridin-2-il]metilentiyo]-5,5’-bis-1H,10H-
benzimi- dazol (8) DIlESIZi......ucvueiverieeieiie e 48
Sekil 2.67. 2-Aril-5-siibstitiie-2,5-bisbenzimidazol tiirevi bilesikler (6a-6d).............. 49
Sekil 2.68. 2,2'-Bis(naftalen-2-il)-1H,1H’-[5,5]-bisbenzimidazol (7) ve
2,2’-Bis-(indol-3-il) -1H, 1H ’-[5,5’]-bisbenzimidazol (8) bilesigi............. 49
Sekil 2.69. 5,5'-Oksi-bis[2-(4'-metoksifenil)-1H-benzimidazol] (8) bilesik ................ 50
Sekil 2.70. 8 KodIu DIlESIK ......eovuiiiiiiiiieiie et 50
Sekil 2.71. STK295900 KOAIU BIlESTK ......veoveeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeee e ssesse e e 51
Sekil 2.72. DBP (n) KodIu bilesiK........coiiuviiiiiiiiiiieiiiieiee e 51
Sekil 2.73. 3-(4-Florofenilsiilfonil)-1’,7-dimetil-2-propil-1’"H,3H-2",5-
bibenzo[d]imidazol (FDPB) bile§iSi ........ccceoiviiiieiiiiiiiieec e 52
Sekil 2.74. Bisbenzimidazol tiirevi bilesiklerin genel yapist........ccccoeviiriiciinnieennnns 52
Sekil 2.75. 2'-(4-(3,3-Dimetilbutoksi) fenil)-6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H,1'H-2,5'-
bibenzo [d] imidazol (2€) bileSiZi ........ccovvrirerinieieee e 53
Sekil 2.76. 2-(4-(1,2,4-Oksadiazol-2-il)fenil)-1H-benzo[d]imidazol-4-karboksamid
631132 DO 53
Sekil 2.77. 4-(Benzimidazol-2-il)-1,2,5-oksadiazol-3-amin tiirevi bilesikler .............. 54
Sekil 2.78. [1-(1H-Benzo[d]imidazol-2-il)-3-(5-(4-amino-2,6-dibromofenil-1,3,4-
oksadiazol-2-il) propan-1-0n] (4]) bilesiZi.......ccceririrrinrierieniere e 54
Sekil 2.79. 1-(1H-Benzo[d]imidazol-2-il)-3-(5-(2,4-diklorofenil)-1,3,4-oksadiazol-2-
I1)Propan-1-0n BileSiZi......cuririiirieieieie et 55
Sekil 2.80. 2-Naftalen-1-ilmetil-1- [5-(4-nitro-fenil)-[l, 3,4] oksadiazol-2-ilmetil]-1H-
DeNZIMIdazol (7C) DIlESIZT ...eeverreriieeiiiie et 55
Sekil 2.81. 1-((5-Etil-1,3,4-oksadiazol-2-il)-metil)-2-((pirimidin-2-iltiyo)metil) -1H-
benzo[d]imidazol (5) bileSigi ......cccervereriiiiiiiiieieeee e 56

xii



Sekil 2.82. (3-(4-(5-Floro-1H-benzo[d]imidazol-2-il)fenil)-5-(3,4,5-trimetoksifenil)-
1,2,4-oksadiazol) (51) ve (3-(4-(5-metoksi-1H-benzo[d]imidazol
-2-il)fenil)-5-(3,4,5-trimetoksifenil) -1,2,4-oksadiazol) (5X) ........ccccovvvenenn 57

Sekil 2.83. 3-((5-(3-(1H-Benzo[d]imidazol-2-il)-3-oksopropil)-1,3,4-
oksadiazol-2-il) metil)-5-metil pirimidin-2,4 (1H, 3H) -dion (4f) bilesigi .. 57

Sekil 2.84. 1-[{(5-Alkenil/ hidroksialkenilsubstitue)-1,3,4-oksadiazol-2-il}

-metil]-2-metil-1H-benzimidazol tiirevi bilesiKler.........c.cccevviveiieeieiienen, 58
Sekil 2.85. 2-((5-((2-(4-Metoksibenzil)-1H-benzimidazol-1-il]metil)-1,3,4-
oksadiazol-2-tiy0)etanol DileSiZi........ccoverireriririiieieeese e, 59

Sekil 2.86. 2-((1H-Benzo[d]imidazol-2-il) metil)-5- (4-klorofenil)-
1,3,4-oksadiazol (7a) ve 2 -((1H-benzo[d]imidazol-2-il)metil)-5-(4-
metoksifenil)-1,3,4-oksadiazol (7n) bilesiKleri..........ccovveviveveiiieieececienen, 59
Sekil 4.1. 2-(4-Siibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-karboksilik asit tiirevlerinin
eldesi i¢in reaksiyon denklemi ...........ccooviiiiiiiniiiic e 63
Sekil 4.2. 2-Kloro-1-(4-siibstitiiepiperazin-1-il)-etan-1-on tiirevlerinin eldesi igin
reakSiyon deNKIEMI ........ccoveiiiiiiicce e 64
Sekil 4.3. Metil 2-(4-stibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-karboksilat (2)
tiirevlerinin eldesi i¢in reaksiyon denklemi ...........cccocoeviiiiiniiicncne 64
Sekil 4.4. 2-(4-Siibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-karbohidrazit tiirevlerinin
eldesi i¢in reaksiyon denklemi...........ccocovvviiiiiiniiiiii 65
Sekil 4.5. 2-((4-Stibstitiiefenil )-(6-(5-merkapto-1,3,4-oksadiazol-2-il)-1H-
benzo[d]imidazol tiirevlerinin eldesi i¢in reaksiyon denklemi ................... 65
Sekil 4.6. 2-((5-(2-(4-Siibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-2-
il)tiyo)-1-(4-siibstitiiepiperazin-1-il)-etan-1-on (5a-50) tiirevlerinin eldesi
Igin reaksiyon denkICmi ..........coiviiiiiiiiiiiieiiceee s 66
Sekil 5.1. 2-(4-Siibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-karboksilik asit (1a-1c)
tiirevlerinin sentezi i¢in Onerilen reaksiyon mekanizmasi ...........ccccoceernee. 74
Sekil 5.2. 2-Kloro-1-(4-siibstitiiepiperazin-1-il)-etan-1-on (1d-1h) tiirevlerinin
sentezi i¢in Onerilen reaksiyon mekanizmasi..........cccoovveviiiiiniiiiiiciiicnn, 75

Sekil 5.3. Metil 2-(4-stibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-karboksilat

(2a-2c) tiirevlerinin sentezi i¢in Onerilen reaksiyon mekanizmasit............... 76
Sekil 5.4. Bilesik 2a’ya ait IR spektrumul...........cccoviiiiiiiiiiiiiic 77
Sekil 5.5. Bilesik 2a’ya ait THNMR SPEKLIUMU ........ccovvriveriieiieieceeeee e 78

Xiii



Sekil 5.6. Bilesik 2a’ya ait 3 CNMR SPEKtIUMU ........ccveveveieieieieiceeeee e, 79
Sekil 5.7. Bilesik 2a’ya ait kiitle SPEKtrUMU.........cccoiiiiiiiiiiee e, 80
Sekil 5.8. Bilesik 2b’ye ait IR SPEKIIUMU ......ccivveiiiiiiiieeie e 82
Sekil 5.9. Bilesik 2b’ye ait tHNMR SPEKLIUMU .......cocviviviiiieieicceeece e 83
Sekil 5.10. Bilesik 2b’ye ait 2CNMR SPEKIIUMU ......c.cveveveverereieieieeeeee e, 84
Sekil 5.11. Bilesik 2b’ye ait kiitle Spektrumul ...........ccccviiiiiiiiiie, 85
Sekil 5.12. Bilesik 2C’ye ait IR spektrumu.........ccccoccveviiiiiiiiieiii e 87
Sekil 5.13. Bilesik 2¢’ye ait tHNMR SPEKIrUMUL..........ccoveveiiriieieieieeceeceee e 88
Sekil 5.14. Bilesik 2¢’ye ait 3CNMR SPEKIrUMU ......c.cvcvevevirereieiceeee e, 89
Sekil 5.15. Bilesik 2¢’ye ait kiitle Spektrumu.........c.cccviveiiiiiiiciice e 90
Sekil 5.16. 2-(4-Siibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-karbohidrazit (3a-3c)
tiirevlerinin sentezi i¢in dnerilen reaksiyon mekanizmast ...........cccccoveeneeee 91
Sekil 5.17. 2-((4-Siibstitiiefenil)-(6-(5-merkapto-1,3,4-oksadiazol-2-il)-1H-
benzo[d]imidazol (4a-4c) tiirevlerinin sentezi i¢in Onerilen reaksiyon
MEKANIZIMAST ... s 92
Sekil 5.18. Bilesik 4a’ya ait IR Spektrumu...........ccoeriiiiiiiiiiiiiici e 93
Sekil 5.19. Bilesik 4a’ya ait tTHNMR SPEKIIUMU ......cccoviviviveieiinireceeese e 94
Sekil 5.20. Bilesik 4a’ya ait 3 CNMR SPEKtIUMU ........ccvevevereiereieieeieeee e, 95
Sekil 5.21. Bilesik 4a’ya ait kiitle SpeKtrumu..........ccccoovvveiiiiiiciceec e 96
Sekil 5.22. Bilesik 4b’ye ait IR SPEKtIrUMU ........coveiiviiiiiiiiieiciseeese e 98
Sekil 5.23. Bilesik 4b’ye ait tHNMR SPeKtrUMU ........ccccooviveveiiiiiiccceesceece e 99
Sekil 5.24. Bilesik 4b’ye ait 2CNMR SPEKIrUMU ......c.ceveveverererereieieieieeee e, 100
Sekil 5.25. Bilesik 4b’ye ait kiitle Spektrumul ...........ccovvviiriiiiiiei e 101
Sekil 5.26. Bilesik 4C’ye ait IR spektrumu.........cccooeviiiiiiiiiii s 103
Sekil 5.27. Bilesik 4¢’ye ait tHNMR SPeKtrUMU........cccccvoveveiiiiireieiceecee e 104
Sekil 5.28. Bilesik 4¢’ye ait BCNMR SPEKIrUMU ...c.cvvvivciciiicecc e 105
Sekil 5.29. Bilesik 4c’ye ait kiitle spektrumu...........cccoeviiiiiiiiiii e 106
Sekil 5.30. Bilesik 5a’ya ait IR spektrumu.............ccovviiiiiiiiiiiiiicicec 108
Sekil 5.31. Bilesik 5a’ya ait THNMR SPEKtIUMU ........cccocveveviiiiiieiercceeceeee e 109
Sekil 5.32. Bilesik 5a’ya ait B3 CNMR SPEKtIUMU ........ccvcveverireicieieieieieeee e, 110
Sekil 5.33. Bilesik 5a’ya ait kiitle SpeKtrumul.........cccccovviiiiiinicic e 111
Sekil 5.34. Bilesik 5b’ye ait IR spektrumu .........ccccoviiiiiiiniiiicce e 113
Sekil 5.35. Bilesik 5b’ye ait tHNMR SPeKtrumU .............ccoeivvivrrereiiiecee e 114

Xiv



Sekil 5.36.
Sekil 5.37.
Sekil 5.38.
Sekil 5.39.
Sekil 5.40.
Sekil 5.41.
Sekil 5.42.
Sekil 5.43.
Sekil 5.44.
Sekil 5.45.
Sekil 5.46.
Sekil 5.47.
Sekil 5.48.
Sekil 5.49.
Sekil 5.50.
Sekil 5.51.
Sekil 5.52.
Sekil 5.53.
Sekil 5.54.
Sekil 5.55.
Sekil 5.56.
Sekil 5.57.
Sekil 5.58.
Sekil 5.59.
Sekil 5.60.
Sekil 5.61.
Sekil 5.62.
Sekil 5.63.
Sekil 5.64.
Sekil 5.65.
Sekil 5.66.
Sekil 5.67.
Sekil 5.68.

Bilesik 5b’ye ait PCNMR SPEKrUMU ......cvcvrvevriererereieieieeeee e, 115
Bilesik 5b’ye ait kiitle Spektrumul ...........ccccvviiniiiiici 116
Bilesik 5C’ye ait IR SPEKtIUMU .......cvviiiiieiiiieiiie e 118
Bilesik 5¢’ye ait tTHNMR SPEKtrUMU........cccveviviiviiiiericictcecee e 119
Bilesik 5¢’ye ait PCNMR SPEKIIUMU ....c.cvevevevirererercieieieeeee e, 120
Bilesik 5¢’ye ait kiitle Spektrumu.........cccoovvviiiiiiiiiin 121
Bilesik 5d’ye ait IR SPEKLIUMU .....ccvevvveiiiieiieie e 123
Bilesik 5d’ye ait THNMR SPEKtIUMU ......cccoveviviirieiierecicrcecee e 124
Bilesik 5d’ye ait P*CNMR SPEKLIUMU .....cvcveveviririrereieieieieeeee e, 125
Bilesik 5d’ye ait kiitle Spektrumu ...........ccoovvviiiiiiiicnee 126
Bilesik 5€’ye ait IR spektrumul.........cccveiiiiiiiiieiie e 128
Bilesik 5€’ye ait THNMR SPEKtrUMU..........cccveveeiriiiirciciseise e 129
Bilesik 5€’ye ait PCNMR SPEKLIUMU .....covovviviiiiieieeeeeess 130
Bilesik 5e’ye ait kiitle Spektrumu.........ccoovviviiieiiiiiiicieeeee 131
Bilesik 5f’ye ait IR SPEKIIUMU ....cvevveiviiiiiiiieicieiee e 133
Bilesik 5f’ye ait tHNMR SPeKtrumU........c.cooveveeiriiiiicciicise e 134
Bilesik 5f’ye ait 2CNMR SPEKLrUMU .......cceviviririreieieieeeeee e, 135
Bilesik 5f’ye ait kiitle SPEKtrumu ..........cccovvririiiiiiieie e 136
Bilesik 5g°ye ait IR Spektrumu.........cccocvveiiiiieiiieee e 138
Bilesik 5g°ye ait tTHNMR SPEKIrUMU ......ccocvoveveeiiicccceee e 139
Bilesik 59’ye ait 3CNMR SPEKtIUMU ........cooveveveiiiicicieieee e 140
Bilesik 59°ye ait kiitle Spektrumu..........ccocovrieiiiiiiene e 141
Bilesik 5h’ye ait IR SPektrumu .......cccoveiiiiiiiiiiecce e 143
Bilesik 5h’ye ait THNMR SPEKLIUMU .....cocviviviiricieieicieieiciee e, 144
Bilesik 5h’ye ait PCNMR SPEKIUMU ......cvcveveirieiireieieieiceee e, 145
Bilesik 5h’ye ait kiitle SPeKtrumu ..........ccccoviriiiiiiiiiee e, 146
Bilesik 51°ya ait IR SPEKtrUMU........cooiiiiii e 148
Bilesik 51’ya ait THNMR SPEKtIUMU ......cocviviviirieiireieieeeee e, 149
Bilesik 51’ya ait 2CNMR SPEKLIUMU .....cvviveieirieicieieieieieie e, 150
Bilesik 51’ya ait kiitle spektrumu...........cccooviiiiiiiicee e 151
Bilesik 5j’ye ait IR SPEKIrUMU .......coveiveiiiiiiiieieee e 153
Bilesik 5jye ait THNMR SPEKLIUMU ..........ccooovvviveririiieieeceee e, 154
Bilesik 5j’ye ait P*CNMR SPEKrUMU..........ccccovrvrveririiiirceceeesee e, 155

XV



Sekil 5.69.
Sekil 5.70.
Sekil 5.71.
Sekil 5.72.
Sekil 5.73.
Sekil 5.74.
Sekil 5.75.
Sekil 5.76.
Sekil 5.77.
Sekil 5.78.
Sekil 5.79.
Sekil 5.80.
Sekil 5.81.
Sekil 5.82.
Sekil 5.83.
Sekil 5.84.
Sekil 5.85.
Sekil 5.86.
Sekil 5.87.
Sekil 5.88.
Sekil 5.89.
Sekil 5.90.
Sekil 5.91.
Sekil 5.92.
Sekil 5.93.

Sekil 5.94.

Sekil 5.95.

Sekil 5.97.

Bilesik 5j’ye ait kiitle SPEKIrUMU .......ccveiviiiiiiiiiieeccc e 156
Bilesik 5k’ya ait IR SPeKtrumu ........ccoceiiiiiiiiiiicec e 158
Bilesik 5k’ya ait THNMR SPEKtIUMU ......cccoveviiiriiiierecicicecee e 159
Bilesik 5k’ya ait BCNMR SPEKtIUMU ........ccvevvivieiiericicrcecee e 160
Bilesik 5k’ya ait kiitle Spektrumu ...........ccccoviiiiiiiiiiiicceee 161
Bilesik 5’ye ait IR SPeKtrumuU.........cccoviiiiiiiiiiiecec e 163
Bilesik 51’ye ait THNMR SPEKtrUMU .......cveveviiiiiecieecierce e 164
Bilesik 51’ye ait 3CNMR SPEKtIUMU ......ccoveviieieiiieecicreec e 165
Bilesik 5I’ye ait kiitle Spektrumu...........cccooiriiiiiiicicneesc e 166
Bilesik 5Sm’ye ait IR SPeKtrumul .........cccvevviiiiiiiiiciieeee e 168
Bilesik 5m’ye ait tHNMR SPeKtrumU ..........cceeiriiiiiecincisceee e 169
Bilesik 5m’ye ait 3CNMR SpPeKtrUmU.........cccceeviririiiceiieeeeeee e, 170
Bilesik 5m’ye ait kiitle Spektrumu ..........cccvvvviiiiiiien 171
Bilesik 5n’ye ait IR Spektrumul ..........ccceiiiiiiieiiicc e 173
Bilesik 5n’ye ait THNMR SPEKtrUMU ...........cveveviiriiirccieeise e 174
Bilesik 5n’ye ait P*CNMR SPEKLrUMU .......c.cocveveviiriiciccceeise e 175
Bilesik 5n’ye ait kiitle spektrumu ...........c.ccoooiiiiin 176
Bilesik 50’ya ait IR SpeKtrumu.........ccocveiiiiieiceec e 178
Bilesik 50’ya ait THNMR SPeKtrUmMU .......cccovrvririceiiisseeee e, 179
Bilesik 50’ya ait BCNMR SPEKtIUMU ......c.cveveviieirieicieieeeeee e, 180
Bilesik 50’ya ait kiitle spektrumu...........cccocvriiiiiiiiiciiee 181
5e Kodlu bilesige ait 2D HSQC spektrumu ..........cccooveriiiicnicniecieee 187
5e Kodlu bilesige ait 2D HMBC spektrumu ...........cccocooiiiieiiiiicinne 187
5e Kodlu bilesige ait 2D COSY spektrumu .........cccoovevviriiiiniiiiciieieen 188
A549 hiicre dizisinde bilesik 5n ile doksorubisin’in 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siiresi sonrasinda % DNA sentez inhibisyon aktiviteleri ..... 192
MCF-7 hiicre dizisinde bilesik 5a, 5d, 5e, 50 ve doksorubisin’in 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonrasinda % DNA sentez inhibisyon aktiviteleri ..... 193
MCF-7 hiicre dizisinde bilesik 5a, 5d, 5e, 50 ve doksorubisin’in 48 saatlik
inkiibasyon siiresi sonrasinda % DNA sentez inhibisyon aktiviteleri ..... 194
C6 hiicre dizisinde bilesik 5k ile doksorubisin’in 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siiresi sonrasinda % DNA sentez inhibisyon aktiviteleri ..... 196

XVi



Sekil 5.98. HeLa hiicre dizisinde bilesikler 5b, 51, 5n ve doksorubisin ile 24 saatlik

inkiibasyon siiresi sonrasinda % DNA sentez inhibisyon aktiviteleri ..... 197
Sekil 5.99. HeLa hiicre dizisinde bilesikler 5b, 51, 5n ve doksorubisin ile 48 saatlik

inkiibasyon siiresi sonrasinda % DNA sentez inhibisyon aktiviteleri ..... 197
Sekil 5.100. A549 hiicre dizisinde bilesik 5n ile doksorubisin’e ait akis sitometrik

ANAZ AIYAZIAML .....viiiiiiiicc e 199
Sekil 5.101. MCF-7 hiicre dizisinde bilesik 5a, 5d, 5e, 50 ile doksorubisin’e ait akis

sitometrik analiz diyagramil..........cccvevieieiiieeniie e 200
Sekil 5.102. C6 hiicre dizisinde bilesik 5k ile doksorubisin’e ait akis sitometrik

ANALZ AIYAZIAML.....viiiiiiiicsce e 201
Sekil 5.103. HepG2 hiicre dizisinde bilesik 5a ile doksorubisin’e ait akis sitometrik

ANAlZ dIYAZIAMI....cciiiiiiiiic e s 202
Sekil 5.104. HeLa hiicre dizisinde bilesik 5b, 51, 5n ile doksorubisin’e ait akis

sitometrik analiz diyagrami..........ccocerviiiiieiieieneseese e 203
Sekil 5.105. Bilesikler 5a, 5b, 5d, 5e, 5k, 51, 5n, 50 ile Hoechst 33342 ve

kamptotesinin Topoizomeraz I {izerindeki inhibe edici etkisinin

elektroforez yontemiyle gorintlilenmest .........cccocovvveveiiiiienicniec i 204
Sekil 5.107. Hoechst 33342’in DNA-topoizomeraz | enzim kompleksi

aktif bolgesiyle iki boyutlu etkilesimi..........ccooveiiiniiciiiee 207
Sekil 5.108. 5d Kodlu bilesigin DNA-topoizomeraz | enzim kompleksi

aktif bolgesine yerleSimi........ccovviiiiiiiiiiciie 210
Sekil 5.109. 5d Kodlu bilesigin DNA-topoizomeraz | enzim kompleksi

aktif bolgesiyle etkileSimi..........ccoooieiiiiiii 211
Sekil 5.110. 5d Kodlu bilesigin DNA-topoizomeraz | enzim kompleksi

aktif bolgesiyle van der Waals etkilesimi .........cccocevvieiiiiiiiiiniiiice, 211
Sekil 5.111. 5d Kodlu bilesigin DNA-topoizomeraz | enzim kompleksi

aktif bolgesiyle elektrostatik etkilesimi ...........cccoovvviiiiiiiicnie 212
Sekil 5.112. Se Kodlu bilesigin DNA-topoizomeraz | enzim kompleksi

aktif bolgesine yerleSimi........coovvviiiiiiiiiiiciic e 213
Sekil 5.113. Se Kodlu bilesigin DNA-topoizomeraz | enzim kompleksi

aktif bolgesiyle etkileSimi..........ccoooveiiiiiiii 214
Sekil 5.114. Se Kodlu bilesigin DNA-topoizomeraz | enzim kompleksi

aktif bolgesiyle van der Waals etkilegimi .........cccoceviieiiiiciiiciiniiie, 215

Xvii



Sekil 5.115. Se Kodlu bilesigin DNA-topoizomeraz | enzim kompleksi

aktif bolgesiyle elektrostatik etkileSimi ...........cccveveiieiiiiniiiiiie,
Sekil 5.116. 5n Kodlu bilesigin DNA-topoizomeraz | enzim kompleksi

aktif bOlgesine yerleSimi.....cccoovvviiiiiiiiiiiiiie e
Sekil 5.117. Sn Kodlu bilesigin DNA-topoizomeraz | enzim kompleksi

aktif bolgesiyle etkileimi........cocviiviiiiiiiiiiic e
Sekil 5.118. 5n Kodlu bilesigin DNA-topoizomeraz | enzim kompleksi

aktif bolgesiyle van der Waals etkilesimi ........cccccocveiiieeiiiiniiiic e,
Sekil 5.119. 5n Kodlu bilesigin DNA-topoizomeraz | enzim kompleksi

aktif bolgesiyle elektrostatik etkileSimi ..........ccccvvvveriieiiiiiiiicniiesee
Sekil 5.120. 50 Kodlu bilesigin DNA-topoizomeraz | enzim kompleksi

aktif bOlgesine Yerlesimi.......ccoevviiiieiiiiiicic e
Sekil 5.121. 50 Kodlu bilesigin DNA-topoizomeraz | enzim kompleksi

aktif bolgesiyle etkileSimi ........cocvrviiiiiiiiciie e
Sekil 5.122. 50 Kodlu bilesigin DNA-topoizomeraz | enzim kompleksi

aktif bolgesiyle van der Waals etkilegimi .........cccoovviiiiiiiiiiiiiiennn,
Sekil 5.123. 50 Kodlu bilesigin DNA-topoizomeraz | enzim kompleksi

aktif bolgesiyle elektrostatik etkilesimi ...........cccooovviiiiiiicniie

Xviii



A431
A-2780
A498
A549

A:

AGS
ATP
BGC-823
BM-1
BrdU
BT-20
BT-549
C

C6
Caco-2
CAN
CCRF-CEM
Cis-A2780
1BCNMR
COX-2
CPT
DBTRG
CS

DMF
DMSO-ds
DMSO
DNA
ECso
DU-145
E. coli
EDTA
E.n.

KISALTMALAR DIiZiNi

: Insan epidermoid karsinomu

: Insan yumurtalik karsinomu hiicresi
: Insan bébrek karsinomu hiicresi
: Insan akciger karsinoma hiicresi
: Adenin

: Insan mide adenokarsinomu

: Adenozin trifosfat

: Insan mide karsinomu hiicresi

: Nazofaringal karsinoma hiicresi
: Bromodeoksitiridin

: Meme kanseri hiicresi

: Insan meme karsinoma hiicresi

: Sitozin

: Rat beyin karsinoma hiicresi

: Insan epitel hiicresi

: Seryum amonyum-4-nitrat

: T lenfoblastoid hiicresi

: Siplatine direngli hiicre

: Karbon Niikleer Magnetik Rezonans
: Siklooksijenaz-2

: Kamptotesin

: Glioblastoma multiforme

: Karbondisiilfiir

: Dimetilformamid

- Dotoryodimetilsiil foksit

: Dimetilsiilfoksit

: Deoksiribo Niikleik asit

: Maksimum etkinin %50'sini olusturan ilag konsantrasyonu
: Insan prostat kanseri hiicresi

: Escherichia coli

: Etilendiamin tetraasetik asit

: Erime noktasi

XiX



ESI

5-FU

G

HaCaT
HCT-116
HCT-15
HelLa
Hep2
Hep3B
HepG2
HL-60
HoP-92
IHNMR
HRMS
HONE-1
HT-29
1Cs0

IR

ITK

J

KB3-1
KBV-1
K2CO3

M
MCF-7
MCF-10A
MDA-MB-468
MDA-MD-231
MHz
MiaPaCa
MTT
MX-1
NCI

: Elektrosprey iyonlasmasi

: 5-Fluorourasil

: Guanin

: Insan keratinosit hiicresi

: Insan kolon kanseri hiicresi

: Insan kolon adenokarsinomu hiicresi

: Insan serviks kanser hiicre hatt:

: Insan epidermoid larynx karsinom hiicresi
: Karaciger kanser hiicresi

: Rat karaciger karsinoma hiicresi

: Insan 16semi hiicresi

: Akciger kanser hiicresi

: Proton Niikleeer Magnetik Rezonans

: Yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrometresi
: Nazofaringal karsinoma hiicresi

: Nazofaringal karsinoma hiicresi

: % 50 Inhibisyon konsantrasyonu

. Infrared (Kizil Gtesi)

: Ince Tabaka Kromatografisi

: Eslesme sabiti

: Insan epidermoid karsinom hiicresi

: Insan meme kanseri hiicre hatt:

: Potasyum karbonat

: Mitoz

: Insan meme karsinoma hiicresi

: Saglikli meme hiicresi

: Insan meme karsinomu hiicresi

: Insan meme karsinomu hiicresi

: Megahertz

: Insan pankreas kanseri hiicresi

. (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenilltetrazolyum bromiir)
: Meme karsinoma

: Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisti

XX



NCI-H358
NCI-H322M
NIH3T3
oD

P388

PA-1
PARP-1
RNA

RPMI
SK-MEL-28
SK-Mel-128
SKOV-3
SNB-19
SNU-398
us?

U937
UO-31

T

TEA

THF

TK-10
TMS

XTT

: Bronsiyoloalveoler karsinom

: Insan akciger karsinomu hiicresi
: Fare fibroblast hiicresi

: Optik yogunluk

: Losemi hiicresi

: Insan yumurtalik teratokarsinom hiicresi

: Poli (ADP-riboz) polimeraz 1

: Ribo Niikleik asit

: Insan multipl miyelomu hiicresi

: Insan cilt melanomu hiicresi

: Melanom hiicre hatt1

: Insan yumurtalik kanseri hiicresi
: Insan glioblastoma hiicresi

: Hepatoselliiler kanser hiicresi

: Insan birincil glioblastom hiicresi
: Insan histiyositik lenfoma hiicresi
: Renal kanser hiicre hatt1

: Timin

: Trietilamin

: Tetrahidrofuran

: Bobrek kanser hiicresi

: Tetrametilsilan

:2,3-Bis-(2- methoxy 4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-

carboxanilide salt

XXi



1. GIRIS VE AMAC

Oliimciil hastaliklar iginde kalp hastaliklarindan sonra ikinci sirada gelen ve son
yillarda iizerinde en ¢ok arastirma yapilan konulardan biri olan kanser, ¢esitli genetik ve
hiicresel degisiklikler sonucunda ortaya ¢ikar. Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde

¢ogalmasi ve anormal bir sekilde biiylimesi ile karakterizedir [1-4].

DNA hasari olan
hiicreler

Normal

hﬁcreler@

)"’
Apoptoz

Sekil 1.1. Normal hiicre ile kanser hiicresinin ¢cogalmasi [5]

Cogalma sirasinda kanser hiicresinde, normal hiicrelere gore yapisal farkliliklar
ortaya ¢ikabildigi gibi, islevleri agisindan da farkliliklar meydana gelmektedir. Bazen
hiicre normalde yaptig1 islevlerini yapamazken, bazen de normalde olmayan bazi yeni
islevleri yapmaya baglayabilmektedir. Anormal sekilde ¢ogalmaya baslayan bu hiicreler,
bulunduklar yerdeki doku ve organlart hatta bazen daha uzaktaki organlari isgal etmekte
ve iggal ettigi bu boliimlerin gorevlerini engellemektedir [6].

Tiimo6r dokusunun olugmasi ve tiimoriin metastaz 6zelligi kazanarak kanserlesmesi
i¢in birtakim belirteglerin oldugu tespit edilmis olup, bu belirtecler hastaligin olusumu ve
gelisiminde kademeli olarak gozlemlenmektedir. Kanserin en dnemli belirtecleri Sekil

2’de belirtilmistir [7].



Blylime Blyime
harmonlarinin inhibitérlerinin
dretimi yok olmasi

Eneriji a immiin cevaptan
metabolizmasinin kaginma
programlanmasi

Hiicre élimiinden s o Limitsiz replikasyon

kacinma e 0. 2 potansiyeli

Genom instabilitesi TUmor ilerletici
ve mutasyonlar | enflamasyon

invazyon ve

DT metastaz

Sekil 1.2. Kanserin belirtegleri [7]

Anormal hiicrelerin dokuda ¢ogalarak biiyiimesi olarak tanimlanan tiimor, benign
(iyi huylu) ve malign (kotii huylu) olarak ikiye ayrilmaktadir. Buna gére bening timor,
baslangi¢ noktalariyla sinirli kalarak olduk¢a yavas ¢ogalan hiicrelerden meydana gelir.
Bunlar viicudun diger bolgelerine yayilma gostermezler. Cerrahi miidahale ile tamami
cikarilirsa tekrar olusma ihtimalleri oldukga azdir. Malign tiimor, sayilarini ¢ok kisa bir
stirede artiran hiicrelerden olusmaktadir. Bu tiimorler baglangi¢ noktalartyla simirlt
kalmayip diger doku ve organlara ulagsarak oradaki saglam hiicreleri yok etme
egilimindedir. Bu hiicrelerin normal genetik yapilari bozuldugundan iirettikleri protein
cesidi degismektedir. Ayrica bu hiicreler sayilarini ¢ok hizli bir sekilde artirma egilimine
sahip oldugundan kanserin tedavi siirecini zorlastirmaktadir. Bu 6zellikleri sayesinde

patolojik olarak diger hiicrelerden kolayca ayirt edilebilirler [8,9].

1.1. Hiicre Dongiisii ve Kanser

Normalde hiicreler proliferatif uyaranlara bagli olarak gereken durumlarda
boliniirler. Kanserli hiicrelerde ise mutasyonlar sonucunda normal hiicrelerde goriilen
kontrollii bliylime siireci kaybolmustur. Hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii iginde yer
alan baz1 kontrol noktalar tarafindan kontrol edilmektedir. Kanser hiicrelerinde siklikla

hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde bir hata s6z konusudur. Hiicre siklusunda G1-S
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gecisinde, G2-M gegisinde ve M evresinde metafaz-anafaz gegisinde kontrol noktalari
vardir. Bu kontrol noktalarinda hiicrenin siklusa devam edip etmeyecegi karar1 verilir ve
gerekli olan durumlarda apoptoz (programli hiicre Oliimii) aktive edilir. Kanser
hiicrelerindeki genetik bozuklugun en 6nemli nedenlerinden biri hiicre dongiisiiniin

kontroliiniin herhangi bir basamakta bozulmasini saglayan mutasyonlardir [10,11].

Replike olmamy A Kromozonmum G1 fazi: Mitoz ve DNA sentezinin baslamasindan 6nceki

vada yanhs swralanmas:
Hasarh DNA_- . fazdir. Bu fazda DNA sentezine hazirlik yapilir.
/-"{:., - L \ S fazi: DNA sentez fazidir.
/ // 3 \.\ \ G2 fazi: DNA sentezi sonrasi ve mitoz oncesi fazdir. Bu fazda
/\I/ "'-l . ".I mitoz fazi i¢in gerekli hazirliklar yapilir.
[ ‘\ I.l G / M: Mitoz fazidur.
\. ,f"l GO fazi: Hiicrelerin tekrar boliinme fazina girmek igin
\&% A / dinlendikleri fazdir. GO fazinda hiicreler boliinme fonksiyonu
\\_ --—_:_, "//f;as:r; DNA olmayan  non-proliferatif — hiicrelere  doniigiirler  [12].

Sekil 1.3 Kanserin belirtecleri [7]

Kanser tedavisinde kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemler olmak tizere
baslica li¢ yaklasim bulunmaktadir. Bunlarin igerisinde en sik kullanilan yontem olan
kemoterapide, kimyasal ajanlarla kanser hiicrelerinin apoptozu hedeflenirken ayni
zamanda kanserin durdurularak yayilmasi da engellenir. Kemoterapotik ajanlara karsi
kanser dokular1 tarafindan direng olusturulmasi, bu tedavi yaklasiminin 6niindeki en
biiyiik engeldir. Ila¢ direnci; kanser hiicrelerinin genomik kararsizlig1, ilag hasarlarma
karst hizli bir adaptasyon siireci yasamasi ve kanser hiicrelerinin hayatta kalma
miicadelesi sonucunda meydana gelir. Tam etkin olamayan kanser ilaglari, kanserlesmis
dokularin zamanla ilaca direng gostermesi ve cogu ilacin saglikli hiicre ve dokular
tizerinde toksik etki gdstermesi nedeniyle, yeni kanser ilaglar1 lizerindeki arastirmalar

yogun bir sekilde devam etmektedir [7].



Tablo 1.1. Antikanser ila¢ gruplar: ve ozellikleri [13]

Antikanser ila¢ grubu

Etki Mekanizmasi

Ornek ilag

Alkilleyiciler

Antimetabolitler

Mitoz inhibitorler

Hormon ve hormon antagonistleri

Sitostatik antibiyotikler

Diger sitostatikler

DNA’da hasar olusturur ve
replikasyonu engeller.

Niikleik  asitlerin  yapitaslar
yerine  girerek  olusumlarini
engeller.

Mitoz (M) icin gerekli enzimleri
inhibe ederek, hiicreleri M
fazinda durdurur.

Kanser tedavisinde semptomlari
giderici olarak kullanilir.

Enfeksiyonlarda kullanilan
antibiyotikler gibi degildir. DNA
interkalasyonu yaparak
replikasyonu engeller.

Klorambusil, Cisplatin,
Busulfan, Tiyotepa

Fluorourasil, Folik asit,
Metotreksat,

Kolsisin, Teniposit,
Kamptotesin, Irinotekan

Tamoksifen, Klomifen,
Flutamit, Mopidamol

Mitomisin C, Mitoksantron,
Doksorubisin

Asparajinaz, Miltefosin,

Mopidamol
Radyoaktif izotoplarla timor . 32
Radyoaktif izotoplar tedavisi 151 tedavisinin E:gyggﬁ:; '{O(S){O(Eg(ll)P),
yardimci bir seklidir. y Y
TUmor hiicre gelisimini

antiproliferatif olarak inhibe
eder. Bu etki sistemi ile antiviral
etki  mekanizmast  yaninda
sitoplazma membran 6zelligini
de degistirir.

Interferon alfa, Interferon beta,

Interferon .
Interferon gama

Kanserin molekiiler biyolojisi iizerinde yapilan ¢aligmalarin yaninda kemoterapotik
ilaclarla yapilan tedavi etkili olmaya ve giin gectikce bu konudaki arastirmalar hiz
kazanmaya baglamistir. Kanserin olusum mekanizmalart molekiiler diizeyde
aydinlatilmaya c¢aligilarak, hiicre dongiisiiniin farkli evrelerinde miidahale sanslari
denenmektedir. Bu ilaclarin en 6nemli etki sekillerinden biri de kanser hiicrelerinde
niikleik asit sentezinin inhibe edilmesidir. Bu nedenle pek ¢ok kemoterapotik ilag, DNA-
ilag kompleksleri meydana getirerek DNA'ya bagimli RNA polimeraz1 inhibe ederler.
Tiimor hiicrelerinde DNA metabolizmasinda yer alan enzimlerin sentez hizinin yiiksek
olmasi nedeniyle antitimér ilag tasariminda DNA metabolizmast ile ilgili enzimler hedef
molekiiller olarak secilmektedir [1,14].

Topoizomerazlar, hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda DNA replikasyon,
transkripsiyon ve rekombinasyon islemlerinde mutlak gerekli olan enzimlerdir. “Hiicre
proliferasyonunda gerekli olan topoizomeraz enzimlerinin inhibisyonu, kontrolsiiz ve
hizli olarak bdliinen kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurabilir” mantig1 bu proteinleri

antikanser ilag hedefleri haline getirmistir [15,16].
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DNA topoizomeraz kesfi 1971°de James Wang tarafindan E. coli’de
gerceklestirilmistir. Topoizomerazlar, bir seferde DNA tek iplik¢igini kesmelerine veya
DNA’da cift-iplik¢ikli kirmalarina gore iki ana aile olarak siniflandirilirlar; tip I ve tip 11
topoizomeraz. DNA topoizomeraz I ilk defa 1971°de, DNA topoizomeraz Il ise 1976’da
tanimlanmistir [17]. Her bir topoizomeraz tipi de sahip olduklar1 amino asit dizisi,
reaksiyon mekanizmalar1 ve yapisal farkliliklarina bagl olarak alt siniflara ayrilirlar Tip
I topoizomerazlar kendi i¢inde iki alt boliimlere ayrilir: tip IA ve tip IB. Buna gore kirik
DNA’nin 5’P ucuna baglanan topoizomerazlar Tip IA iken 3°’OH ucuna baglananlar Tip
IB enzimlerdir. Topoizomeraz | enzimleri DNA’nin tek iplik¢iginde gecici kiriklar
yaratarak topolojisini degistirirler. Bunu karsisindaki saglam iplik¢igin bu kiriktan
gecmesi (tip [A) veya cifte sarmalin kirigin etrafindaki kontrollii rotasyonu (tip IB) izler.

Okaryotik topoizomeraz I, tip IB olarak siniflandirilir.

Siniflandirma

Okaryotik Prokaryotik
Topo | Topo Il Topo | Topo Il Topo I11
DNA
1A IB IIa 1N§] Giraz Topo IV

Sekil 1.4. Topoizomerazlarin siniflandirilmast

Tip II topoizomerazlar bir DNA ¢ift sarmalinin iki iplik¢igini birden keser, kirigin
icinden diger kesilmemis DNA sarmalin1 gecirir ve sonra kirik iplik¢igi yeniden
birlestirir. Tip II topoizomerazlar fonksiyonunu yerine getirmek i¢in ATP (Adenozin
trifosfat) enerjini kullanirlar. Tip II enzimler de tip Ila ve tip 11 olmak iizere iki alt sinifa
ayrilirlar.

Prokaryotik tip 11 topoizomeraz iki tiptir: DNA giraz ve Topoizomeraz IV [18,19].



Sekil 1.5. Topoizomeraz enzimlerinin etki mekanizmalart [20]

1.2. Topoizomerazlar1 Hedefleyen Antikanser Ilaclarin Siniflandiriimasi

DNA, genetik bilgiyi tastyan molekiil oldugundan canlinin devamlilig1 i¢in biiyiik
onem tasimaktadir. Canlinin sahip oldugu biitiin genetik materyali barindiran DNA, gerek
prokaryotlarda gerek Okaryotlarda oldukca biiyiik bir molekiildiir (6rnegin insan
DNA’smin uzunlugu yaklasik olarak 1,8-2 metre civarindadir). Bu uzunluktaki bir
molekiiliin mikron boyutundaki hiicrelere sigabilmesi ancak molekiiliin kompaktlagsmasi
ve kendi etrafinda katlanmasi/donmesi ile saglanabilir. DN A molekiiliiniin kendi iizerinde
donerek/kivrilarak olusturdugu bu yapiya “siipersarmal” denir [19]. Hiicrenin
topoizomerazlara gereksinimi, DNA’nin ¢ift heliks yapida olmasindan ileri gelir.
Transkripsiyon, replikasyon, rekombinasyon gibi olaylarin hepsinde DNA heliksinin ya
kismen ya da tamamen acgilmasi gerekir. Bu durumda bakteriyel kromozomlarin halkasal
yapisi Ve okaryot kromozomlarinin da biiyiik boyutlarda olusu a¢ilma sirasinda topolojik
sorunlarin ortaya ¢ikmasina neden olur. DNA topoizomerazlar, ¢ekirdek enzimleri olup
DNA’nin siiper kivrimli yapisini ¢ézerek onun replikasyonuna izin verir.

Topoizomeraz aktivitesini inhibe eden mekanizmalar oldukga farklidir ve iki sinifa
ayrilir.  Birincisi;  topoizomeraz  zehirleri, ikincisi; katalitik  inhibitorlerdir.
Topoizomerazlar, DNA’ya kovalent olarak baglanir ve bir ara iriin olarak gecici

topoizomeraz-DNA kesim kompleksini olusturur (cleavage kompleksi). Enzim sonradan



ya tek zincir (topoizomeraz I durumunda) ya da ¢ift zincir (topoizomeraz II durumunda)
kiriklarint olusturur, kiriklardan DNA sarmali gectikten sonra bu kiriklart tekrar
birlestirir. Birbiri ardina gelen bu dongiiler ¢ift sarmalin topolojik yapisini yeterli bir
sekilde degistirerek DNA replikasyonu ve transkripsiyonuna izin verir. Bir¢ok antitimor
ajan, bu gegici topoizomeraz-DNA kesim komplekslerini stabilize ederek
topoizomerazlar1 inhibe ederler yani topoizomerazlarin gegici olarak kirllan DNA
zincirlerini yeniden birlestirme aktivitesini yok eder ve bdylece reaksiyon kesime dogru
kayar (DNA molekiilii durmadan kesilir). Bu topoizomeraz zehirleri araciligiyla olusan
tek ve ¢ift zincir kiriklarinin birikmesi, sonug olarak hiicreyi 6liime (apoptoz) gotiiriir.

Katalitik inhibitorler ise DNA’ya baglanarak ya da topoizomerazlara baglanarak
DNA’nin enzime baglanmasini engelleyerek kovalent DNA-topoizomeraz enzim
kompleksi olusumunu engellerler. Bu nedenle topoizomeraz katalitik inhibitorleri olarak
adlandirilirlar. Her iki tip ilag i¢in de DNA’ya 6zgiil baglanma sart degildir. Bunlarin
¢ogu genis hidrofobik yiizeyleri ile DNA ile iliski kurabilir ve DNA, RNA, protein
sentezinin inhibe olmasina neden olabilirler. Bunun yaninda DNA ile hig iliski kurmadan
yalnizca topoizomerazlari inhibe eden ilaglar da mevcuttur. Topoizomeraz hedefli
ilaglardan bazilar1 yalnizca 1. tip topoizomerazlara, bazilar1 yalmzca II. Tip
topoizomerazlara, bazilar1 ise her ikisine de etki edebilir [1,14, 16].

Tiim hiicrelerin topoizomerazlari icermesine ragmen kemoterapi de topoizomeraz-
hedefli antikanser ilaglarinin se¢ilmesinde {i¢ faktér g6z dniinde bulundurulmaktadir:

v" Topoizomeraz hedefli ilaglar topoizomerazlarin daha yiiksek seviyede bulundugu
hiicrelerde daha 6ldiiriicii hale gelirler. Hizli biiyiiyen hiicrelerde topoizomerazlar,
genellikle, daha yiiksek seviyede bulunur. Ayrica, kanser hiicreleri ¢ogunlukla
topoizomerazlarin ¢ok daha yiiksek seviyelerini igerirler. Bu nedenle ilag
muamelesi daha fazla DNA kirig1 ortaya ¢ikarir ve daha yiiksek toksisiteye neden
olur.

v Topoizomerazlar tarafindan DNA’da meydana getirilen kiriklar normal
kosullarda gegicidirler. Fakat, bu kiriklar DNA replikasyon kompleksleri ile
karsilastiklarinda kalict DNA kiriklarina doniistirler. Kalict DNA kiriklarinin
yiiksek konsantrasyonlar1 onarim proseslerini baskilar ve hiicre 6liim yollarini

indiikler.



v" Kanser hiicreleri siklikla bozulmus hiicre dongiisii kontrol noktalarina veya DNA
onarim yollarina sahiptir. Bu nedenle, normal hiicrelere gére DNA hasar1 yaratan

ajanlarin etkilerine kars1 cok daha hassastirlar [16].

Kamptotesin

g

Irinotekan

Sekil 1.6. DNA Topoizomeraz | inhibitérlerine ornekler
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Sekil 1.7. DNA Topoizomeraz Il inhibitorlerine érnekler

Benzimidazol, farkli farmakolojik ve biyolojik cevaplar olusturabilen, bu
ozelliginden dolay1 klinik uygulama ve ¢alismalarda yaygin olarak yer alan heterosiklik
bir bilesiktir. Benzimidazol halka sistemi niikleotid bazlarinin yapisini olusturan piirin
halkasina benzerligi, biyolojik olarak aktif bir¢ok bilesigin yapisinda bulunan énemli bir

farmakofor grup olmasi nedeniyle ila¢ kesfinde anahtar rol oynayan 6nemli bir yapidir
[21,22].



Sekil 1.8. Antikanser ajanlar olarak benzimidazoliin farkiy hedefleri [23]

Benzimidazol halkasini tagiyan antikanser ilag¢ sayisit az olmasina ragmen, halka
sisteminin antikanser etkinligi iizerine literatlirde ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir [24-

33].
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Sekil 1.9. Benzimidazol yapisi iceren antikanser ilaglar

Benzimidazol tlirevi olan ve topoizomerazlari inhibe ettikleri belirlenen
terbenzimidazoller, antikanser ila¢ aragtirmalarinda son yillarda iizerinde durulan bir
konu haline gelmistir. Terbenzimidazoller gibi bibenzimidazol tiirevlerinin de
topoizomeraz enzimini inhibe ettiklerinin belirlenmesiyle, bibenzimidazol tiirevi
bilesiklerin antikanser aktiviteleri lizerinde 6nemli arastirmalar yapilmis, topoizomeraz I
zehiri olup DNA baglayici etki gosterdikleri belirlenen iki bilesik (Hoechst 33258 ve
Hoechst 33342) oldukga ilgi uyandirmistir [34].

Ty o, -0y

Hoechst 33258 Hoechst 33342

Sekil 1.10. Hoechst 33258 ve Hoechst 33342 bilesikleri

Hoechst 33258 pibenzimol olarak bilinir ve L1210 fare losemine karsi aktif
oldugu belirlenmistir. insan faz I klinik denemelerinde, pankreas kanserine etki
gostermesine ragmen faz II de herhangi bir bulguya rastlanmamustir. Ote yandan Hoechst

33258 ve Hoechst 33342 bilesiklerinin kanserli hiicrelerde topoizomeraz I enzimini

11



inhibe ettigi bulunmustur. Hoechst 33258 ve Hoechst 33342 bilesiklerinin AT (adenin-
timin) zengince bolgelere segici baglandig bilinmektedir [35, 36].

Yapi-aktivite caligmalarinda Beerman ve arkadaslari, Hoechst 33258 analogu
bircok bilesigin DNA baglanma afinitesi ve topoizomeraz I inhibisyonu arasinda lineer
bir korelasyon oldugunu gostermislerdir. Benzimidazol halkasinin iki azot tasimasi
inhibitor potansiyelini arttirmaktadir. Benzimidazol ¢ekirdegine azot atomunun ilavesi ile
(benzimidozol—piridoimidazol) enzim inhibisyonunun artmast s6z konusu
olabilmektedir. Hoechst 33258’in alisilmisin disinda DNA’ya baglanma 6zelligine sahip
oldugu gosterilmistir. A(Adenin)-T(Timin) dizilerinin mindr yariklarina girmesinin yani
sira, G(Guanin)-C(Sitozin) ile zengin dizileri ile de etkilesebilmektedir [37].

Hoechst 33258 bilesigindeki hidroksil grubu hidrojenin, etil radikaliyle degisimi
sonucunda olusan, 2'-(4-etoksifenil)-5-(4-metil-1-piperazinil)-2,5'-bi-1H-benzimidazol
(Hoechst 33342), Hoechst 33258’den daha lipofilik ozelliktedir. Bilesikteki etoksi
stibstitiientinin, bilesigin membran gecirgenligini ve ilacin sitotoksisitesini arttirdigi
gorilmistiir [38].

Beerman ve arkadaslarinin Hoechst 33258 ve tiirevlerinin topoizomeraz I’ inhibe
etmesini kesfinden sonra Liu ve arkadaslarinin Hoechst 33342 iizerinde yaptiklar
caligmalarda, topoizomeraz I’e bdliinebilir komplekslerin baglanmasinda Hoechst
33342°nin CPT ile ayn1 aktiviteye sahip oldugunu rapor edilmistir. Hoechst 33342 nin,
hem in vitro hem de insan tiimor hiicrelerinde sadece topoizomeraz I’i geri doniisiimlii
boliinebilir komplekslere c¢evirmesine ragmen, topoizomeraz II’yi bu sekilde
etkilemedigini belirlemislerdir. Yapilan bir arastirmada da, Hoechst 33342’nin
topoizomeraz I inhibitorii etkisinin yanisira, 6nemli bir topoizomeraz II inhibitorii olarak
da etki gosterdigi ortaya konulmustur [39, 40].

Yukarida bahsedilen bilgiler 1s18inda, bu arastirmada yeni antikanser etkili
bilesiklerin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amacla, Hoechst bilesikleri oncii bilesik
olarak belirlenmistir. Hoechst bilesiklerinde fenil halkasinin para konumunda bulunan
hidroksi (-OH) ve etoksi (-OC:Hs) siibstitiientlerine ek olarak metoksi (-OCHz)
stibstitiienti de kullanilmistir. Bisbenzimidazol yerine benzimidazol halkasina bagh 1,3,4-
oksadiazol halkasi sentezlenmistir. Piperazinin 4. konumundan siibstitiisyon yapilmis ve
metil, etil, piridin, pirimidin ve fenil siibstitiientlerinin aktivite {izerindeki etkileri

degerlendirilmistir.
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Sekil 1.11. Elde edilmesi planlanan bilesikiere ait genel sentez semasi
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Tablo 1.2. Antikanser aktivitelerinin incelenmesi planlanan sentez iirtinleri

Bilesik R1 R2
5a -OH -CH3s
5b -OH -CsHs
5c -OH ©/
N\
50 -OH |
=
N\
5e -OH E/
N
of _OCH; _CHs
59 _OCH; _CoHs
5h 'OCH3 ©/
N\
51 -OCHj |
=
N
5 -OCHs @
N
5k -OCyHs -CH3s
51 -OCyHs -CyHs
5m -OC2Hs ©/
N\
5n -OC2H5 |
=
N
50 -OC;3Hs E/\\K
N
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2. KAYNAK BILGIiSi
2.1. Benzimidazol
2.1.1. Genel ozellikleri

Benzimidazol molekiilii, imidazol halkasinin 4. ve 5. konumlarindan benzene

baglanmasi ile meydana gelmis heteroaromatik bir halka sistemidir [41].

0§ — C

Benzen imidazol Benzimidazol

Sekil 2.1. Benzimidazol molekiiliiniin yaptst

Benzimidazol molekiilii asagida gosterildigi gibi {i¢ izomere sahiptir [42].

> N
Cy Co O

benzo[a]imidazol benzo[c]imidazol benzo[d]imidazol

Sekil 2.2. Benzimidazol izomerleri

2.1.2. Adlandirma

Benzimidazol halka yapist iki farkli yapida azot atomu tasimaktadir. Bu halka
sisteminde numaralandirilmaya iizerinde hidrojen atomu tasiyan “imino azotu” veya
“pirol azotu” olarak adlandirilan azot atomuna bir (1) numara verilerek baslanir. Bu azot
sp? hibritlesmesi yapar ve kendisine bagli hidrojenle beraber proton verici merkezi
olusturur. Imino azotunun tasidigi hidrojen atomuna “imino hidrojeni” adi verilir.
Numaralandirmaya tersiyer yapidaki “piridin azotu” veya “tersiyer azot” olarak
adlandirilan azot atomuna ii¢ (3) numara verilerek devam edilmektedir. Bu azot sp?
hibritlesmesi yapar ve proton alicisi olarak davranir. Benzimidazol bu sekilde yapisinda
iki aktif merkeze sahiptir. Cekirdekte olusan reaksiyonlarin yonlendirilmesinde bu iki
aktif merkezin olduk¢a biiylik bir 6nemi vardir. Bir ilag molekiiliinde benzimidazol
yapisinin yer almasi halinde ilacin dagilimi, tasinmasi, reseptorlere baglanmasi ve

metabolize olmasinda bu merkezlerin rolii biiyiiktiir [43, 44].
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Sekil 2.3. Benzimidazol molekiiliiniin numaralandirma sistemi

2.1.3. Tautomerik Karakter

Serbest imino hidrojenine sahip benzimidazoller tautomerik karakter gosterirler. Bu
serbest hidrojenin siibstitiisyonu tautomerizm ihtimalini ortadan kaldirir ve bdylece kesin
yaptya ulasilabilir. Boyle bir durumda numaralandirma siibstitiie azot {izerinden

baglanarak yapilir [45].

H
N N
N o— L)
N
- XD
H
Sekil 2.4. Benzimidazol halkasinin tautomer formlar:

Benzimidazol yapisinin benzen halkasi tizerinde simetri diizlemini bozacak sekilde
stibstitlient tasimasi durumunda imino hidrojeni siibstitiie edilirse, iki farkli izomer
karisimi elde edilmektedir. Ornegin 2,5(2,6) dimetilbenzimidazoliin imino hidrojeni
alkillendirildiginde 1,2,5-trimetilbenzimidazol ve 1,2,6-trimetilbenzimidazol elde edilir
[44, 46].

CH,

H;C N
CLpn
H N
N
H3C~©i )—CHj, — 1,2,6-Trimetilbenzimidazol
N

2,5 (2,6)-Dimetilbenzimidazol H;C N
CLy-on
N

\
CH,

1,2,5-Trimetilbenzimidazol

Sekil 2.5. 1,2,5-Trimetilbenzimidazol ve 1,2,6-Trimetilbenzimidazol eldesi
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Bu tiir 6zellik gosteren yani bir simetri diizlemine sahip olmayan benzimidazol
tiirevlerinde kesin yapiy1 tanimlamak miimkiin olmayabilir. Bu durum imino azotunun

varligindan kaynaklanmaktadir [47].

Benzimidazol ve simetri diizlemi ig¢eren tiirevlerin tautomerik formlari ise birbirinin
aynisidir ve kesin yapiy1 belirlemek miimkiindiir. Ornegin; 2-metil, 5,6-dimetil ve 4,7-

dimetil benzimidazol simetri diizlemine sahiptir [44].

N H,C N N
Ol 00 (L
CH,4

Sekil 2.6. 2-Metil, 5,6-dimetil ve 4,7-dimetil benzimidazol yapist

Benzimidazollerin tautomerik karakteri nedeniyle 3-nitro-4-asetamido-benzoik asit
ve 4-nitro-3-asetamidobenzoik asitin rediiksiyonu ile tek ve ayni benzimidazol elde

edilmistir [48].

>:
o o HOOC N
indirgeme
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Sekil 2.7. 3-Nitro-4-asetamido-benzoik Asit ve 4-Nitro-3-asetamidobenzoik asitin rediiksiyonu

2.1.4. Erime Noktalar,, Kaynama Noktalari, Ayrisma Derecesi

Benzimidazol tiirevi bilesiklerin polar ¢oziiciilerde ¢ok, polar olmayan ¢oziiciilerde
ise az ¢ozindigl bilinmektedir. Benzimidazol ve tiirevleri genel olarak kristal yapili,
oldukca yiiksek erime ve kaynama noktasina sahip bilesiklerdir. Benzimidazoliin erime
noktas1 170 °C, kaynama noktast 360 °C’ dir. Imino hidrojeninin siibstitiisyonu, kaynama
ve erime noktalarin1 6nemli 6lglide distiriir [49].
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2.1.5. Baziklik ve Elektronik Yapi

Molekiilde bulunan tersiyer azottaki eslesmemis elektron ¢iftini reaksiyona girdigi
gruba vermesinden dolay1 bazik 6zellik gostermektedir. Diger yandan imino hidrojenin
bulunmasi asidik 6zellik gostermesine neden olmaktadir [41]. Benzimidazol ile imidazol
molekiillerinin pKa degerleri karsilastirildiginda benzimidazoliin (pKa 5.5), imidazolden
(pKa 7.0) daha zay1f bir baz oldugu goriiliir. Bunun nedeni imidazol ile benzen halkalari
arasindaki konjugasyondur. Bu konjugasyondan dolayr meydana gelen rezonans, halka
dayanikliligini arttirir ve bdylece piridin azotunun (tersiyer azot) bazik karakteri
azalmaktadir. Benzen halkasi lizerindeki siibstitiie gruplar da bazik giicii etkilemektedir.
Elektron c¢ekici gruplar bazik giicii azaltirken, elektron salici gruplar bazik giicii

artirmaktadir [50, 51].
H H
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Sekil 2.8. Benzimidazol rezonans formiilleri

Rezonans formiillerinde goriildiigli gibi, azot ilizerindeki elektronlarin benzen
halkasina gegmesiyle meydana gelen yapilar, 5(6) konumunun elektrofilik siibstitlisyona
kars1 reaktif olmasini saglamaktadir. Cok giiclii asidik sartlarda bile, elektrofilik
stibstitiisyon, heterosiklik halkaya degil, 5 numarali karbona dogru gerceklesir ve 5-

monosiibstitiie benzimidazol tiirevi meydana gelir [52].

Benzen iizerindeki siibstitlientin karakteri azot iizerinden siibstitiisyonu etkilemekte
ve genellikle farkli verimlerde izomerlerin olusmasina neden olmaktadir. 4. Konum
stibstitiientleri onemli dlgilide elektrostatik, termodinamik ve sterik etkilere sahip olurken,
5. konumdaki siibstitiientlerde bu etkilerin yeterince baskin olmamasindan dolay1 izomer

olusum oraninin bu etkilere bagl olarak degistigi de bildirilmistir. Benzimidazoliin 5(6).

konum siibstitiientlerinin tautomerik denge {izerindeki etkisinin az olmasi nedeni ile bu
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tip siibstitiientler varliginda, hemen hemen esdeger miktarda regioizomerlerin olustugu

bildirilmistir [53].

Benzimidazoller, ayni zamanda bazik bilesikler olduklari igin asitlerle tuz
olusturma kabiliyetine sahiptirler. Rogers ve Clayton (1972) yaptiklar1 bir ¢caligmada
benzimidazol halkasinin asitlerle protonlandigini, floresans dalga boylarma bakarak
kanitlamistir.  Protonlanan benzimidazoller 365 nm de floresans verirken,
protonlanmamis benzimidazol tiirevleri ise 305 nm de floresans vermektedir. Bu bazik
karakter 6zelligi piridin azotunun proton yakalama 6zelliginden kaynaklanmaktadir [54].

+

Sekil 2.9. Benzimidazolun bazik yapisi
2.1.6. Psodoasidik Karakter
Benzimidazoller, amfoterik bilesikler olduklar1 i¢in metallerle tuz olustururlar.
Kaynar sudaki benzimidazol ¢ozeltisine AgNO3 ilave edilirse suda az ¢ozlinen giimiis
tuzu olusur. Bu tuz seyreltik mineral asitlerde ve asetik asitte ¢ézliniir. Benzimidazollerin
asidik karakterlerinin diger bir gostergesi ise Grignard bilesikleri ile reaksiyona girerek
N-magnezyum halojeniirleri vermesidir. Benzimidazolin imino hidrojeninin

slibstitiisyonu pseudo-asidik karakteri ortadan kaldirir [46, 51].

2.1.7. Kimyasal Ozellikleri

Benzimidazoliin kimyasal aktiviteleri, tasidigr azotlardan dolay1 tuz olusturma,
acilasyon, alkilasyon ve benzen halkasi {lizerinde ytiriiyen elektrofilik siibstitiisyonlardir

[54].

Benzimidazollerin en belirgin 6zelliklerinden biri kimyasal dayanikliklardir.
Asitler ve bazlarla en etkin sekilde muameleye bile direng gosterirler. imidazol halkas:
yiikseltgenmeye karsi ¢ok direnglidir. Benzimidazol KMnOys ile etkilestirildiginde benzen

halkas ytikseltgenerek pargalanir ve 4,5-imidazolkarbosiklik asit olusur.
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2.1.8. Benzimidazollerin Biyolojik Aktiviteleri

Benzimidazol ve tlirevlerinin enzim sistemlerine baglanabilmesi i¢in imidazol
yapisindaki N-H grubu olduk¢a 6nemlidir. Hidrojen yerine baska bir grup gectiginde
etkinlik azalmakta bazen yok olabilmektedir.

Canli sistemlerde benzimidazol halkast Biz vitamini ve serotonin gibi
aminoasitlerin yapisinda yer almaktadir. Ayn1 zamanda DNA bazlarinin (adenin, guanin)
temel yapilarin izosteri oldugundan piirin antimetaboliti olabilirler ve bu 6zellikleri
sayesinde canli sistemlerdeki biyopolimerlerle daha kolay etkilesime girebilecegi
diistintilmektedir [54, 55].

OH
Ef I
% Uy YUy
N HZN)\\N N k\N N

Benzimidazol Guanin Adenin

Sekil 2.10. Benzimidazol ve DNA baziar

Benzimidazol halkasi biyolojik olarak etkin bir¢ok bilesikte bulunmaktadir. Bunlar
antihelmintik etkili Tiyabendazol, Mebendazol, Albendazol, Parbendazol, Oksibendazol,
Fenbendazol, Oksfendazol; antiiilser etkili Omeprazol, Lansoprazol, Rabeprazol,
Pantaprazol, Esomeprazol, Timoprazol, Pikoprazol, TU-199, YJA-20379, TY-11345,
NC-1300; antihistaminik etkili Astemizol, Mizolastin; antipsikotik etkili Droperidol,
Benperidoli, Pimozid; antiviral etkili Maribavir; fungusid etkili Benomil; vazodilator
etkili Pimobendan’dir [22].
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Sekil 2.11. Benzimidazol halkas: tastyan ilag molekiillerine érnekler

2.1.9. Benzimidazollerin Genel Sentez Yontemleri
2.1.9.1. Acillenmis o-nitroarilaminlerden hareketle;

Ik benzimidazol bilesigi, 1872 yilinda Hoebrecker tarafindan 2-nitro-4-
metilasetanilidin ~ SnCl2/HCI  varliginda indirgenme reaksiyonu ile 2,5(2,6)-

dimetilbenzimidazol sentezlenmistir [56].
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Sekil 2.12. Hoebrecker in benzimidazol sentezi

2.1.9.2. Dinitrobenzen tiirevlerinden hareketle;

0-Dinitrobenzen tiirevlerinin kalay Kkloriir ile hidroklorik asit ve asetik asit

varliginda rediiksiyonu sonucu 2-metilbenzimidazol tiirevleri elde edilmektedir [57].

H,C
H,C NO,  gncl/HCl 3 N
2 S—cH
—_— 3
CH,COOH N
H.C NO 3 H3C H
3 CH
CH; 3

Sekil 2.13. Dinitrobenzen #irevierinden hareketle benzimidazol sentezi

2.1.10. o-Fenilendiaminlerden hareketle
2.1.10.1. Karboksilik asitler, asit anhidritleri, esterler ya da amidlerden hareketle:

Ladenburg 1875 yilinda, 3,4-diaminotolueni asetik asitle geri sogutucu altinda
kaynatarak 2,5/6-dimetilbenzimidazolii elde etmistir [41].

H,C NH,

+ CH;COOH ——— g T .
N~ ~CH,
H
H;C N N
T e et
Ig H;C N

H
Sekil 2.14. Ladenburg 'un benzimidazol sentezi
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Benzimidazol sentezinde en ¢ok kullanilan metod, o-fenilendiaminlerin d.
HCI’deki (genellikle 4N HCI) ¢ozeltisi ile karboksilik asit ya da asit anhidritinin

reaksiyonudur. Bu yontem, Phillips’in benzimidazol sentezi olarak bilinmektedir [58].

NH, A N
@ + R-COOH ————> ©: S>—r

HCI N

H

NH,

Sekil 2.15. Philips yontemine gore benzimidazol sentezi

o-Fenilendiamin ile formik asit reaksiyona girerse, higbir siibstitlient tasimayan
benzimidazol halkasi elde edilir [59].

o-Fenilendiamin tiirevi bilesiklerin, polifosforik asit ile alkil ya da aril karboksilik
asitlerle reaksiyonu sonucunda yiiksek verimle 2-alkil/aril benzimidazol tiirevleri elde

edilmektedir.

1996 yilindan beri o-fenilendiaminlerle karboksilik asit tiirevlerinin reaksiyonu
farkli solvan farkli katalizorler varliginda ya da katalizoér kullanmadan
mikrodalga yontemi ile yapilabilmekte ve ¢ok daha kisa siirede daha

yiiksek verimle sonug elde edilebilmektedir.

Mikrodalga yontemi kullanilarak gergeklestirilen bir sentez ¢alismasinda 2-alkil ya
da 2-aril siibstitiie benzimidazol tiirevlerinin polifosforik asit varliginda eldesinin
konvansiyonel benzimidazol sentez yontemlerine gore verimi arttirdifi ve reaksiyon

stiresini diigiirdiigii bildirilmistir [60].

2.1.10.2. Nitrillerle reaksiyonuyla

o-Fenilendiamin’in HCI tuzu ile bir alifatik ya da aromatik nitrilin 200 °C de

reaksiyonuyla 2-alkil/arilsiibstitliie benzimidazol yapisi elde edilmektedir [61].
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Sekil 2.16. o-Fenilendiamin ile nitrillerden hareketle benzimidazol sentezi

2.1.10.3. Iminoeterler veya iminotiyo eterler ile reaksiyonuyla

o-Fenilendiamin ile fenasetiminometil eterin metanoldeki soliisyonunun 1sitilmasi

ile 2-benzilbenzimidazol elde edilmektedir [62].

N H
NH, H;CO_ H, H N
e
NH, HN N

Sekil 2.17. o-Fenilendiaminle iminoeterler veya iminotiyo eterler ile reaksiyonuyla benzimidazol

sentezi

2.1.10.4. Aldehit ya da ketonlar ile reaksiyonuyla

Bir mol o-fenilendiaminin iki mol aldehit ile Schiff baz1 olusturarak yiiriitiilen

reaksiyon sonucunda 1-benzil-2-fenilbenzimidazol elde edilmektedir [60].

NH, N=CH N\
+ 2 EE—— —_—
NH, N=CH N
CHO

Sekil 2.18. o-Fenilendiaminle aldehit ile reaksiyonuyla benzimidazol sentezi

Aldehitlerle gergeklestirilen reaksiyonlarda katalizor olarak bakir asetat

kullanilarak verim arttirilabilir [63].
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Birbirine esit moldeki o-fenilendiamin ve aldehit tiirevlerinin nitrobenzen

varliginda 145-150 °C de reaksiyona girmesiyle, benzimidazol tiirevi bilesikler elde

edilmektedir [64, 65].

NO
NC NH, N

145 C NC

Sekil 2.19. o-Fenilendiamin ve aldehit tiirevierinin nitrobenzen variiginda reaksiyonu ile

benzimidazol sentezi

0-Fenilendiamin ile benzaldehitin sodyumbisiilfit tuzu DMF icerisinde reaksiyona

sokularak 2-fenil-1H-benzo[d]imidazol elde edilmektedir [63, 66].

NH H
2 . OH DMF N
/
NH, N: < >
Sekil 2.20. o-Fenilendiamin ve benzaldehitin sodyumbisiilfit tuzu ile reaksiyonuyla benzimidazol

sentezi

o-Fenilendiamin, ketonlarla muamele edildiginde 2,2-distibstitiie

benzimidazolinleri verir ve bu olusan {riin 1sitildiginda parcalanarak 2-siibstitiie

N
\ !
R' + RH
NH, R - ©iN>_
X ot — (L X" 2 "
NH, R N R

N
e e

N

H

Sekil 2.21. o-Fenilendiamin ve ketonlar ile reaksiyonuyla benzimidazol sentezi

benzimidazol ve hidrokarbon yapilarimi verir [67].

25



2.1.10.5. 2-Metiltiyopsidoiire siilfat ile reaksiyonuyla
o-Fenilendiaminler 2-metiltiyopsodoiire siilfat ve metilkloroformat ile bazik

ortamda reaksiyonu girdiginde 1H-benzimidazol-2-karbamati verir [68].

IDIH
O H3C_S_C_NH2 .HzSO4 O
Ph NH, 2 Ph N
- S—NHCOOCH;,
NH2 C1C02CH3/ NaOH/CH3C02H N

H

Sekil 2.22. o-Fenilendiamin ve 2-metiltiyopsddotire siilfat ile reaksiyonuyla benzimidazol sentezi

2.1.10.6. Siyanojenbromiir ile reaksiyonuyla

3,4-diaminobenzofenon ile bromo siyaniir sulu ortamda karistirildiginda, 2-amino-

5(6)-benzoil-1H-benzimidazol elde edilir [69].

NH, CNBr N
— S—NH,
o) 0 N
NH, N
b Ph

Sekil 2.23. o-Fenilendiaminin bromosiyaniirile reaksiyonuyla benzimidazol sentezi

2.2. Bisbenzimidazol Tiirevlerinin Genel Sentez Yontemleri

Genis biyolojik aktivite spektrumuna sahip olan benzimidazoller lizerinde yapilan
yapisal modifikasyon ¢aligmalarinda, yiiksek biyolojik aktivitelere sahip bisbenzimidazol
tirevlerinin elde edildigi goriilmektedir. Bisbenzimidazol ve tiirevlerinin sentezlerinde
iki benzimidazol ¢ekirdeginin belirli baglanti noktalarindan ¢esitli baglayicilarla
halkalarin birbiriyle baglandigi ¢aligmalar yapilmaktadir. Literatiirde 1ki tip
bisbenzimidazol yapilar1 yer almaktadir. Birinci grup baglayict gruplarin bulundugu
simetrik yapilar, ikinci grup tekrarlayan yapilarin oldugu bisbenzimidazol tiirevleridir.
Bu yapisal permiitasyonlar ve kombinasyonlar farmakolojik ve biyolojik arastirmalar i¢in
cok sayida bisbenzimidazol tiirevi gelistirilmesine olanak saglayacak durumdadir.
Baglayici grup tasiyan bisbenzimidazol tiirevlerinde, alkil/alifatik, aromatik ve

heteroaromatik baglayicilarla iki benzimidazol ¢ekirdeginin birlestirildigi belirlenmistir.
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Simetrik bisbenzimidazol bilesiklerinin sentezinde farkli reaksiyon sartlarinda tek

basamakli sentez ¢alismasi dogrudan baglama yoluyla yapilmustir [70].

2.2.1. o-Fenilendiaminler ve diasitlerin reaksiyonuyla (Philips Metodu)

Bu yontemde mono karboksilik asitlerin kullanilmasi ile 2-siibstitiie-1H-
benzimidazol, dikarboksilik asitlerin kullanilmast durumunda ise bisbenzimidazol
tiirevleri elde edilmektedir. Bis-benzimidazoller ise iki mol o-fenilendiamin ile bir mol
dikarboksilli asidin, seyreltik HCI’li ortamda 1sitilmasi sonucu major iriin olarak elde

edilir [71].

NH, H,N
@ + HOOCH,(CH,)n-COOH + D
NH, H,N
N N
S—(CHn—

N N
H H

Sekil 2.24. Philips metoduna gore bisbenzimidazol sentezi

1,2-Fenilendiamin ve diesterlerin fosforik asit i¢inde azot altinda yiiksek sicaklikta

1sitilmast ile bis-benzimidazoller elde edilmektedir [72].

NH, N N
+ ROOCH,(CH,)n-COOR —— > ©: S—(CHyn— D

N N

H H

NH,

Sekil 2.25. Diesterlerden bis-benzimidazol olusumu

2.2.2. 4-imidazolin-o-fenilendiamin veya 4-amidin-o-fenilendiaminden hareketle

Uygun diaminin 4N HCI i¢inde iy1 karistirilmis ¢cozeltisine diasit ilave edilerek geri

sogutucu altinda 1sitilmasiyla da bisbenzimidazoller sentezlenmektedir [73].
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Sekil 2.26. Diaminlerden bis-benzimidazol olusumu

4-Halo-o-fenilendiaminden hareketle 4. konumda halojen siibstitiienti tagiyan o-
fenilendiamin tilirevlerinin oksamit ile geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitilmalari ile bir
¢esit aminoliz tepkimesiyle halka kapanarak 2,2’-bisbenzimidazoller elde edilmektedir
[74].

oksamlt E N X
< 1T
N N
H

X:ClL F

Sekil 2.27. 4-Halo-o-fenilendiaminden hareketle bis-benzimidazol sentezi

2.2.3. Benzimidazolden Hareketle

Benzimidazol veya 5-siibstitiiebenzimidazoliin kuru THF varliginda metalik Na ile
etkilestirilmesinden bilesigin Na tuzu olusur. Olusan benzimidazol veya 5-siibstitiie
benzimidazolin Na tuzunun dibromalkanlar ile tepkimesinden bis-benzimidazoller

olusur [75].
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N THF N~ Br(CHZ)Br
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N Na" N -2NaBr
n:2;3;4

Sekil 2.28. Benzimidazolden Na metali ile bis-benzimidazol olusumu

2.3. Oksadiazoller
Oksadiazoller furan halkasindaki (-CH=) gruplar1 yerine piridin tipi (-N=)

gruplarinin gelmesi ile yapilanmiglardir. Bes tiyeli halka; iki karbon atomu, iki azot
atomu, bir oksijen atomu ve iki ¢ift bag bulundurur. Genel formiilii C2H2N20 olarak
gosterilebilir. Halkadaki azot atomlarinin pozisyonlarina bagli olarak oksadiazollerin 4
izomeri mevcuttur; 1,2,4-oksadiazol, 1,2,3-oksadiazol, 1,3,4-oksadiazol, 1,2,5-
oksadiazol [76, 77].

Sekil 2.29. Oksadiazol izomerleri (. 1,2,4-oksadiazol, Il. 1,2,3-oksadiazol, I1l. 1,3,4- oksadiazol,
IV. 1,2,5-oksadiazol)

1,2,4-Oksadiazol, 1,2,5-oksadiazol, ve 1,3,4-oksadiazol bilesikleri bilinen
oksadiazollerdir fakat 1,2,3-izomeri kararsizdir ve diazoketon tautomerine doniisiir.
Kararli olan diger oksadiazoller ise birgok ilacin igerisinde bulunurlar.

Oksadiazol halkasindaki karbon atomuna elektrofilik siibstitiisyon, elektron cekici
azot atomunun elektron yogunlugunu azaltmasi nedeniyle cok zordur. Eger oksadiazol
halkasi1 elektron verici gruplar ile siibstitiie edilirse elektrofilik siibstitiisyon ancak azot
tizerinde meydana gelir. Oksadiazol halkas1 genellikle niikleofilik saldirtya ugramaz.

Oksadiazollerin yiiksek hidrolitik ve metabolik kararliliklari, farmakokinetik
davraniglari, gozlemlenen in vivo performanslari; bu bilesikleri ilag endiistrisi agisindan
onemli yapmustir. Ilag kimyasindaki bu énemli rollerinden dolay1 kimyacilar tarafindan

yakindan incelenmektedirler [ 78].
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2.3.1. Oksadiazollerin Genel Sentez Yontemleri

Agilhidrazitlerin seryum amonyum-4-nitrat (CAN) varliginda aldehitlerle
reaksiyonu sonucu 1,3,4-oksadiazoller elde edilmektedir.

O R,

P CAN o)
R/~ "NHNH, *+ RoCHO > N'\ N/>—Rz

Sekil 2.30. Seryumamonyum-4-nitrat varliiginda 1,3,4-oksadiazol sentezi

Karboksilik asid hidrazitlerinin alkali ortamda karbon siilfiirle reaksiyonu sonucu
1,3,4-oksadiazol-5-tiyonlar ve 3,4,5-trimetoksibenzoik asid hidrazitin karbon siilfiirle
reaksiyonu sonucu ise 5-merkapto-1,3,4-oksadiazoller elde edilmektedir [79].

o

_—
Ry NHNH, Ny =S
N
H

Sekil 2.31. 1,3,4-Oksadiazol-5-tiyon sentezi

0 OCH,
H,CO H,CO
o)
H;CO H;CO \ /\7_—SH

Sekil 2.32. 5-Merkapto-1,3,4-oksadiazol sentezi

Literatiirde kayith 1,3,4-oksadiazol tiirevlerinin neredeyse tamami hidrazit
tirevlerinden elde edilmistir. Hidrazidlerin karboksilli asitler ile POCls varliginda

muamelesinden 1,3,4-oksadiazoller elde edilmistir [80].

0 j\ POCL; R,

o)
)J\ i H,NHN~ "R, I N/>—R

R OH

Sekil 2.33. 1,3,4-Oksadiazollerin POCls variiginda hidrazin hidratlardan sentezi
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Literatiirde kayitli olan diger bir 1,3,4-oksadiazol tiirevi ise hidrazitin karbon

disiilfiir yerine siyanojen bromiir kullanilmasi ile 2-amino-1,3,4-oksadiazollerdir [81].

0 BrcN N

(0]
)J\ —_— Nl\ N/>—NH2

R/ “NHNH,

Sekil 2.34. 2-Amino-4-aril/alkil-1,3,4-oksadiazollerin eldesi

Hidrazitlerin karboksili asitler ile tiyonilkloriir varliginda reaksiyonlariyla da

yiiksek verimde oksadiazoller elde edilmistir [82].

0 o OCH;
H,CO
H;CO elel 3
3 NHNH, + /@)‘\ oH 2
(0)
H,CO R H,CO \ @»R
OCH;, N-N

Sekil 2.35. Tiyonilkloriir varliginda 1,3,4-oksadiazollerin sentezi

2-Amino-1,3,4-oksadiazol sentezinde semikarbazonlar da ¢ikis bilesigi olarak
kullanilabilmektedir. Semikarbazonlarin, sodyum karbonatli ortamda iyot, bromun buzlu
asetik asitteki ¢ozeltisi veya sodyum hipobromit ile tepkimelerinden 2-amino-5-fenil-

1,3,4- oksadiazoller sentezlenmistir.

12’N32CO3

Brz, CH3COOH o)
_NNHCONH, [N,
N-N

NaOBr

Sekil 2.36. Semikarbazondan 1,3,4-oksadiazol sentezi

Agilsemikarbazitlerin, fosforoksi kloriir ile 1sitilmalar1 sonucu 2-aril/alkilamino-5-
aril/alkil-1,3,4-oksadiazol yapisindaki bilesiklerin olustugu bilinmektedir. Bunun yani
sira agiltiyosemikarbazitler de sodyum hidroksit ve 1iyot ile etanol icerisinde

isitildiklarinda ayni dirtinleri vermektedir [83].
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Sekil 2.37. A¢ilsemikarbazitlerden ve agiltiyosemikarbazitlerden 1,3,4-oksadiazol sentezi

2.4. Antikanser Aktivite Calismalarina Konu Olmus Bis-benzimidazol Tiirevleri

Sun ve digerleri (1994), baz1 Hoechst 33342 tiirevi bilesikleri sentezleyerek bu grup
bilesiklerin topoizomeraz I zehirleyici aktivitelerini incelemislerdir. Yapilan ¢alismada,
benzimidazol halkasinin 5-konumunda bulunan tersiyer alkilamin yapisinin aktivitede
onemli rol oynadigini belirtmislerdir. Ayrica, sentezlenen bisbenzimidazol bilesiklerinin
5-konumunda piperazin varliginda en yiiksek sitotoksik aktivite goriilmiistiir. Yine ayni
konumda metilen gruplari baglanmis tersiyer alkilamin grubu tasiyan bilesiklerde

topoizomeraz I zehir etkisinde artis gézlenmistir [39].

\N I\I\
I N
N |
N
H
n:0,1,2,3 oM

Sekil 2.38. Hoechst 33342 tiirevi bilesikler

T

€

Gravatt ve digerleri (1994) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 2-(4-Siibstitiiefenil)-
5-(4-metil-1-piperazinil)-2,5-bi-1H-benzimidazol ve 2-[[4-[N,N-bis(2-
kloroetilamino)]fenil]alkil]-5-(4-metil-1-piperazinil)-2,5-bi-1H-benzimidazol
tiirevlerinin sentezleri gerceklestirilmis ve bu tiirevlerin antikanser etkileri ii¢ farkl
kanser hiicre tipi (P388, AA8, UV4) iizerinde incelenmistir. Calisma sonucunda
sentezlenen bilesiklerin tamaminin P388 (insan 16semi hiicre hatti) hiicreleri iizerinde son

derece yiiksek antikanser aktivite gosterdigi saptanmustir [84].
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Sekil 2.39. 2-(4-Siibstitiiefenil)-5-(4-metil-1-piperazinil)-2,5-bi-1H-benzimidazol (1) ve 2-[[4-
[N,N-bis(2-Kloroetilamino)]fenil]alkil]-5-(4-metil-1-piperazinil)-2,5-bi-1H
benzimidazol (2) tiirevieri

Sun ve digerleri (1995) tarafindan yiiriitilen bir baska calismada 8 adet

terbenzimidazol ve 2 adet bisbenzimidazol tiirevi bilesik sentezlenmistir. Sentez ve
antikanser aktivite ¢alismalarinda Hoechst 33342 bilesigini referans olarak almislardir.
Bu calismada, topoizomeraz zehri olarak aktif olan terbenzimidazol tilirevlerinin
bazilarinda 6nemli sitotoksisitenin goriilmedigini tespit etmislerdir. Bu sitotoksisite
kaybini, terbenzimidazollerin hiicre i¢ine zayif penetrasyonu ile agiklamiglardir. RPMI,
CPT-K5, KB3-1, ve KBV-1 kanser hiicreleri iizerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda 4,5,6
ve 7 numarali bilesiklerin KBV-1 hiicreleri (insan meme kanseri hiicre hatt1) iizerinde
referans ilagtan daha etkili oldugu ortaya konmustur. Terbenzimidazoller tizerinde 5-fenil
yada 5-piridil gruplar1 varliginda topoizomeraz 1 zehir aktivitesinde azalma oldugu

belirlenmistir [64].
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Sekil 2.40. KBV-1 Hiicreleri iizerinde etkili terbenzimidazol tiirevieri

Wiederholt ve digerleri (1996) tarafindan gergeklestirilen bir c¢alismada ise
sentezlenen bilesiklerde Hoechst 33258 bilesiginde yer alan fenol grubu yerine DNA
baglama ozelligi ve floresans Ozelligini koruyabilecek farkli fonksiyonel gruplar
kullanilmistir. Sentezlenen bilesiklerin fluoresan 6zellikleri incelenmis ve referans ilag
Hoechst 33258 ile kiyaslanmistir. Yapilan calismada elde edilen sonuclara gore
sentezlenen yeni tiirevlerin DNA-baglama 6zelliklerinin referans ilaca gore daha iistiin
oldugu bulunmustur. Bu c¢alisma sonucunda, fenol halkasinin fluoresans o6zelligini
kaybetmeden istenilen baglayiciya baglanmak i¢in uygun bir yer olarak

kullanilabilecegini kanitlanmistir [85].
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Sekil 2.41. 2-[2-[4-(Bromoasetamido)fenil]-6-benzimidazolil]-6-(1-metil-4-piperazinil)
benzimidazol (5) ve 2-[2-[4-[2-(Bromoasetamido)etoksi]fenil]-6-benzimidazolil]

-6-(1-metil-4-piperazinil)benzimidazol (9)

Sun Kim ve digerleri (1996) yaptiklar1 ¢alismada 2'-aril-5-substitute-2,5'-bi-1H-
benzimidazol tiirevlerini sentezlemisler ve topoizomeraz I zehri olarak etkisini
degerlendirip insan lenfoblast hiicresine (RPMI 8402) karst sitotoksisitelerini
degerlendirmislerdir. Bu ¢aligmada 5-siyano, 5-(aminokarbonil) ve 5-(4-metilpiperazinil)
gruplar1 lizerine odaklanilmistir. Bu bibenzimidazoller arasinda, 2’-fenil tiirevlerinin
farmakolojik aktivitesi ile 2’-tolil ve 2’°-naftil gruplarinin farkli pozisyonel izomerlerinin
sitotoksisite ve topoizomeraz | inhibitor aktivitesi lizerindeki etkisi belirlenmistir. Bu
calisma sonucunda, 5-(4-metilpiperazinil) yapisi tasiyan bilesiklerin Hoechst 33342'ye

benzer bir etki gosterdigi, 2-siibstitiie fenil yapisi i¢eren bilesiklerin aktivitesinin diistiigi

H3C’N\) Hot

Sekil 2.42. 2"-Siibstitiie-fenil-5-(4-metilpiperazin-1-il)-2, 5"-bi-1H-benzimidazol tiirevieri

bulunmustur [86].

Kim ve digerleri (1997) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada, topoizomeraz I
zehirleri ve sitotoksik ajanlar olarak 4,5 ve 5,6-benzo kaynasmis terbenzimidazol yapili

bilesikler ile 4-fenil ve 5-naftilbenzimidazollerin RPMI 8402 hiicreleri tizerine etkileri 5-
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fenilbenzimidazol ile karsilastirilmistir. 5,6-benzoterbenzimidazollerin topoizomeraz |
zehri olarak etkisiz oldugu ve dnemli bir sitotoksik aktivite sergilemedikleri bulunmustur.
Buna karsin, 4,5-benzoterbenzimidazollerin topoizomeraz | zehri olarak aktivitelerini
koruduklar1 bulunmustur. Naftilterbenzimidazoler, 5-(p-metoksifenil)terbenzimidazol ve
5-(p-klorofenil)terbenzimidazolim RPMI 8402 hiicresine karsi sitotoksisitesi ve
topoizomeraz 1 zehirleri olarak goreceli aktiviteleri saptanmistir.  5-(2-
naftil)terbenzimidazoliin, 5-fenilterbenzimidazole benzer aktiviteye sahip olup 5-(1-

naftil)terbenzimidazoliin daha az sitotoksik oldugu belirlenmistir [65].
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Sekil 2.43. RPMI 8402 Hiicreleri iizerinde etkili terbenzimidazol tiirevieri

Terbenzimidazol yapili 14 bilesigin konu alindig1 kantitatif yap1 etki iliskileri
calismasinda (1998), ilgili bilesikler m1 ve o parametreleri hesaplanarak sitotoksik
aktivitelerine karsi analizlenmistir. Elde edilen yapi-etki iligkileri esitliklerinde,
bilesiklerin w degerleri ile gézlenen biyolojik aktivite arasinda dnemli 6l¢iide anlamlilik
oldugu ifade edilmis ve terbenzimidazol grubu bilesiklerde lipofilitenin gdstergesi olan

degerinin antikanser aktivite iizerinde 6nemli rol oynadigi sonucuna vartlmistir [87].
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Sekil 2.44. Kantitatif yapi etki iliskilerine konu olan terbenzimidazol tiirevleri

Satyanarayana ve Lown tarafindan 2000 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada
Hoechst 33258 analoglar1 baz alinarak pirolobenzimidazol tiirevleri sentezlenmis ve
insan timor helikazlarin1 segici inhibisyon potansiyelleri arastirilmistir. Bilesikler
piperazine bagl benzimidazol yapisinin benzen halkasi i¢in piridin, diger benzimidazol
yapist i¢in pirol kullanilarak tiirevlendirilmistir. Pirolo benzimidazol halkasi iceren
tirevler 16semi disinda bazi tiimor hiicrelerine karsi belirgin sitotoksisite gostermistir.
Ozellikle 3-siibstitiie pirolobenzimidazol halkasinin hem sitotoksisite hem de DNA
alkilasyonunun tipi ve derecesi lizerinde dnemli etkisi oldugu sonucuna varilmigtir. 3.
Konumda ester grubunun varliginin optimum sitotoksisite i¢in gerekli oldugu ayrica
hidrojen baglama fonksiyonunun DNA baglanmasinda ve lipofilite de 6nemli oldugu

sonucuna varilmstir [88].

H3C/N/\/)\N Q@bei

Sekil 2.45. Pirolo bis-benzimidazol tiirevi
Jin ve digerleri (2000) yaptig1 ¢alismada, 5-fenil-2,5’-1H-bibenzimidazol tiirevi
bilesikler, topoizomeraz I zehirleyici etkileri ve sitotoksisiteleri yoniinden incelenmistir.

Bu c¢aligmada 2’-konumda molekiil i¢i hidrojen bagina sebep olan grup ya da atomlarin

bulunmasi halinde aktivitede 6nemli degisikliklerin oldugunu ortaya koymuslardir [40].
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Sekil 2.46. 5-Fenil-2-(2-(indol-5-il)benzimidazol-5 -il)benzimidazol (8) ve 5-fenil-2-(2’-(indol-6-
il)benzimidazol-5 -il)benzimidazol (9)

Rangarajan ve digerleri (2000) yaptiklar1 ¢alismada 5-fenil-2*’-siibstitiie
terbenzimidazollerin etkileri ile yapilari arasindaki iliski incelenmistir. Sentezlenen
bilesiklerin fizikokimyasal 6zellikleri degerlendirilmistir. Calismada etki potensi yiiksek
topoizomeraz I zehirleri arasinda olan 5-fenilterbenzimidazol tiirevlerinin RPMI 8402

hiicrelerine kars1 daha giiglii sitotoksisite gosterdigi ifade edilmistir [89].
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Sekil 2.47. 2 ’-Siibstitiie-5-fenilterbenzimidazol tiirevi

Rangarajan ve digerlerinin (2000) yaptiklart diger bir ¢alismada 2’’-konumunda
klor ya da trifluorometil siibstitiienti varlifinda 5,6-dibromoterbenzimidazol’iin
topoizomeraz I zehir etkisi ve sitotoksisitesinin nasil etkilenecegi arastirilmistir. Bu
calismada, terbenzimidazol tiirevlerinin sitotoksisitesi lizerinde belirgin bir etkiye sahip
olan, iki yapisal degisiklik ortaya konulmustur. 5 ve 6. Konumunda Ilipofilik
stibstitiientlerin varlig1 halinde sitotoksisite goriilmiistiir. 5,6-Benzo halka kaynasmasi
sitotoksik aktivitede 6nemli oranda azalmaya neden olmustur. Bununla birlikte, 5- ve 6-
konumunda fonksiyonel grup varligi halinde sitotoksik aktivitede onemli bir azalma
goriilmemistir. Ayrica, 2’’-konumunda klor ya da trifluorometil siibstitiientinin
bulunmasi halinde RPMI 8402 hiicrelerine kars1 aktivitede herhangi bir degisiklik

olmadig1 ortaya konulmustur [90].
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Sekil 2.48. 5-Fenilterbenzimidazol ve 5- ~CH2CH,CHs

bromoterbenzimidazol tiirevleri

2001 yilinda yapilan bir ¢alismada yapisinda amidin fonksiyonel grubunu
barindiran asimetrik 2,2-bisbenzimidazol yapili iki bilesigin sentezi ger¢eklestirilmistir.
Daha sonra bu bilesiklerin kanser hiicreleri {lizerine etkilesimleri ve metabolizasyon
ozellikleri incelenmistir. Sentezlenen PNU200001 kodlu bilesigin, PNU200969 kodlu
bilesige gore metabolizasyonunun daha hizli oldugu buna bagl olarak da kanserli

hiicreler ile daha hizli bigimde etkilestigi vurgulanmistir [91].
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Sekil 2.49. Asimetrik 2,2-bisbenzimidazol tiirevieri

2001 yilinda gergeklestirilen baska bir ¢alismada simetrik bisbenzimidazol yapili
ic bilesigin sentezi gergeklestirilmis ve antitiimoral aktiviteleri incelenmistir. Calisma
sonucu elde edilen bilesiklerden 2,2-bis[4-(3-dimetilamino-1-propiloksi)fenil]-5,5-bi-
1H-benzimidazol bilesiginin ovaryum kanser hiicreleri iizerinde, referans ila¢ Hoechst
33258’e kiyasla son derece yiiksek aktivite gosterdigi bulunmustur. Ayrica bu bilesik,
Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) tarafindan 60 farkli kanser tipi iizerinde incelenmistir ve
60 kanser hiicre tipi lizerinde ortalama 0.21 pM Glsp degeri ile giiclii inhibisyon etki
gosterdigi bildirilmistir [92].
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Sekil 2.50. 2,2-Bis[4-(3-dimetilamino-1-propiloksi)fenil]-5,5-bi-1H-benzimidazol bilesigi

Ji ve digerleri (2001) yaptiklar1 calismada bis-benzimidazolllerin bilinen yapilarina
dayanarak tris-benzimidazoller sentezlenmistir. Hoecsht 33258 bilesigindeki fenol grubu
yerine metoksi-fenil kullanilmistir. Benzimidazoliin 6. konumunda Hoecsht gibi 4-metil
piperazin kullanilmis ve buna ek olarak da 4-metil piperazin yerine 2-aminopirolidin
tastyan bilesik sentezlenmistir. Bu bilesigin DNA’ya daha giiclii baglandig1 ortaya
cikmustir [93].
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Sekil 2.51. Tris-benzimidazol tiirevi bilesikler

Rastogi ve digerleri (2002) antikanser 6zellikleri bilinen akridin ve bisbenzimidazol
yapilarin1 ayn1 kimyasal iskelet ilizerinde tasiyacak sekilde gergeklestirdikleri sentez
sonucunda 2-[4-[3-(9-akridinilamino)-5-hidroksimetilanilino]-karbonilpropoksifenil]-5-
(4-metil-1-piperazinil)-2,5-bi-1H-benzimidazol bilesigini elde etmislerdir. Elde edilen
bilesigin kolon HT-29, nazofaringal karsinoma HONE-1 ve BM-1, Hepatoma Hepa-G2,
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Glioblastoma multifomi DBTRG, meme karsinomu MX-1 ve T hiicre akut lenfositik
16semi CCRF-CEM hiicreleri tizerindeki antikanser 6zellikleri aragtirllmis ancak etkili

olmadigi saptanmistir [94].

Sekil 2.52. 2-[4-[3-(9-Akridinilamino)-5-hidroksimetilanilino]-karbonilpropoksifenil]-5-(4-metil-
1-piperazinil)-2,5-bi-1H-benzimidazol

Bielawski ve digerleri (2002) yaptiklart bir ¢aligmada antikanser ajan olarak
Hoechst 33258 bilesiginin karbamat tiirevlerini sentezlemislerdir. Bu yeni bilesikler (1-
4), Hoechst 33258'e Kkloroetil, bromoetil, kloropropil veya 4-(klorometil) fenil
1zoslyanatlar ilave edilerek yliksek verimlerle hazirlanmistir. Sitotoksik aktivitelert MCF-
7 (insan meme hiicresi) iizerinde degerlendirilmis ve sonug olarak bilesikler Hoechst
33258 gore daha sitotoksik ¢ikmustir. Ozellikle 4 nolu bilesigin Hoechst 33258'den 3 kat
daha giiclii sitotoksik oldugu bulunmustur. Bu bilesiklerin DNA baglama yetenegi,
buzagi timus DNA's1t kullanilarak bir ultrafiltrasyon yontemi ile degerlendirilmistir.
Yapilan deneyler sonucunda bilesiklerin sitotoksik etkisinin, DNA’ya affinitelerindeki

artig ile uyumlu oldugu goriilmistiir [95].
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Sekil 2.53. 2- [2- (4-siibstitiiefenil)-6-benzimidazolil]-6-(1-metil-4-piperazinil)-benzimidazol

tiirevieri

Tanious ve digerleri (2003) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada Hoechst adli
antikanser ilacin kimyasal yapisinda bulunan 1-metilpiperazin grubu yerine amidin
fonksiyonel grubu getirilerek ii¢ yeni bilesik sentezlenmistir. Elde edilen bilesiklerin
DNA baglayict 6zellikleri incelenmis ve bu ii¢ bilesigin de kanserli hiicre DNA’sina
yiiksek oranda baglanarak hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi tespit edilmistir [96].
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Sekil 2.54. Amidin fonksiyonel grubu tasiyan Hoechst tiirevleri

Alper ve digerlerinin (2003) yaptiklari bir ¢aligmada, bir seri yeni bis ve
terbenzimidazol yapili bilesiklerin  sentezi  gergeklestirilmis. Genel olarak
terbenzimidazollerin 5. konumu enzim inhibitor aktiviteleri i¢in 6nemli bir konumdur.
Bu konumda fenil, naftil gibi gruplarin bulunmasi sitotoksik aktivitede dnemlidir. Buna
ek olarak, 5. konumunda p-siibstitiiefenil grubu, topoizomeraz I zehirleyici etki igin
gereklidir. Ayrica, 2°’-konumunda elektronegatif bir siibstitiient bulunmasi topoizomeraz
I zehirleyici etkiyi arttirmaktadir. Sentezlenen bibenzimidazol tiirevi bilesiklerde de 2°-
naftil siibstitiienti tasiyan tlirevlerin daha giiglii sitotoksik aktiviteye sahip oldugu

anlasilmistir. Bu bilesiklerin para konumunda bir lipofilik siibstitiientin ve 2’-konumunda
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bir heterosiklik halkanin bulunmasi topoizomeraz I inhibisyon aktivitesini arttirdigi

bulunmustur [97].
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Sekil 2.55. Siibstitiie bisbenzimidazol (a) ve terbenzimidazol (b) bilesikleri

Tawar ve digerleri (2003) Hoechst 33258 ve Hoechst 33342 mutajenisiteleri ve
sitotoksisiteleri, radyoterapi sirasinda normal dokularin koruyucular1 ve kazara
radyasyona maruz kalma sirasinda biyolojik radyo koruyucular1 olarak kullanimlarini
sinirlandirdigindan  yeni  distibstitiiebenzimidazol tiirevleri sentezlemislerdir. Bu
gozlemlere dayanarak, iki metoksi grubu tasiyan (5-(4-metilpiperazin-1-il)-2-[2'-(3,4-
dimetoksifenil)-5'-benzimidazolil] benzimidazol ve metoksi ve hidroksi grubu tagiyan (5-
(4-metilpiperazin-1-il)-2-[2' {2""-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-5"'-benzimidazolil } -5'-
benzimidazolil]benzimidazol olarak iki yeni bilesik sentezlemislerdir. Hiicre biiyiimesi
ve metabolik canlilig1 analiz edilerek test edilen sitotoksisite, her iki bilesiginde, 72 saat
sonra 100 pM'de toksik olmadigini, buna karsilik Hoechst 33342'nin, bu hiicrelerin %
77'sinin 24 saat i¢inde pargaladigini gostermistir [98].
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Sekil 2.56. (5-(4-Metilpiperazin-1-il)-2-[2 ~(3,4-dimetoksifenil)-5 ~benzimidazolil] benzimidazol ve
metoksi ve hidroksi grubu tasiyan (5-(4-metilpiperazin-1-il)-2-[2 72 "~(4-hidroksi-3-
metoksifenil)-5 "~benzimidazolil -5 ~benzimidazolil]benzimidazol

Kamal ve digerleri (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada, antikanser bir ajan olan

Hoechst-33258 bilesiginden tiireyen ve benzimidazol ¢ekirdegi tasiyan birtakim

bilesiklerin antikanser aktiviteleri incelenmistir. Bu ¢alisma sonucunda Hoechst-
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33258’in sadece in vitro antitimor aktivite gostermekle kalmayip ayn1 zamanda DNA

topoizomeraz enzimini de inhibe ettigi tespit edilmistir [99].
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Sekil 2.57. Benzimidazol halkas: taswyan bilesige ait kimyasal yapi

Gromyko ve digerleri (2004) tarafindan dimeric bisbenzimidazol (DIBI) bilesigi
sentezlenmis ve bilesigin DNA baglayici 6zelligi incelenmistir. Dimerik yapiya sahip bu
bilesigin kanserli hiicre DNA’sina referans ila¢ olan Hoescht’e kiyasla daha yiiksek

oranda baglanarak antikanser aktivite sergiledigi tespit edilmistir [100].
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Sekil 2.58. Dimerik bisbenzimidazol tiirevi

H,C

Bielawski ve digerleri (2005) tarafindan Hoechst 33258'in 2-kloroetilnitrosourea
tirevleri sentezlenmis ve meme kanseri hiicre hatti iizerinde sitotoksisiteleri
incelenmistir. Ayrica, sentezlenen bilesiklerin topoizomeraz I ve II lizerinde inhibisyon
etkileri degerlendirilmistir. MTT deneyi yapilarak meme kanseri lizerinde yapilan
sitotoksisite testi sonucunda sentezlenen bilesiklerin Hoechst 33258’den ¢ok daha aktif
oldugu belirlenmistir. Yapilan caligmalar sonucunda sentezlenen bilesiklerin

topoizomeraz I ve II lizerinde inhibitor etki gosterdigi ortaya ¢ikmistir [101].
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Sekil 2.59. 4-(6-(5-(4-Metilpiperazin-1-il)-benzimidazol-2-il)- benzimidazol-2-il)-fenil-2-(2-(3-(2-
kloroetil)-3-nitrosoureido)  asetamid/propanamid/butanamid)etilkarbamat  tiirevi
bilesikler

Le Sann ve digerleri (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada simetrik ve dimerik

bis-benzimidazol tiirevleri sentezlenmis ve 9 kanser hiicre hattina karsi etkileri
incelenmistir. Dimerik yapida olan bis-benzimidazolun MCF-7 hiicresine karst 50 nM,

H838 hiicre hattina kars1 80 nM, ICsg degerine sahip oldugu bulunmustur [102].
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Sekil 2.60. Dimerik yapida bis-benzimidazol

Chaudhuri ve digerleri tarafindan (2007) yapilan bir ¢alismada simetrik bis-2-(n-
piridil)-1H-benzimidazol (n=2,3,4) tiirevinin sentezi gergeklestirildikten sonra bu
bilesiklerin kanserli hiicre DNA’s1 {izerindeki etkinlikleri incelenmistir. Calisma
sonucunda, yapisinda meta piridin ve para piridin bulunan iki bilesigin yapisinda orto

piridin bulunan bilesige gore daha aktif oldugu rapor edilmistir [103].
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Sekil 2.61. Pozisyon izomeri bis-2-(n-piridil)-1H-benzimidazol tiirevieri

Tawar ve digerleri (2007) tarafindan gerceklestirilen bir ¢calismada, Hoechst 33342
bilesigi referans ilag olarak kullanilmis ve bu bilesigin tiirevleri olan 5-(4-Metilpiperazin-
1-il)-2-[2-(3,4-dimetoksifenil)-benzimidazol-5-il] benzimidazol (DMA) ve 5-(4-
metilpiperazin-1-il)-2-[2-[2-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-benzimidazol-5-il]-
benzimidazol (TBZ) bilesiklerinin DHS5 hiicrelerinin DNA’lar1 iizerinde meydana
getirdikleri hasarlar incelenmistir. Antikanser aktivite ¢alismalar1 sonucunda test edilen

bilesiklerin referans ilaca kiyasla daha etkili oldugu bildirilmistir [104].
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Sekil 2.62. Hoechst-33342 analogu TBZ ve DMA bilesikleri

Sibirtsev  (2007) tarafindan gerceklestirilen bir c¢alismada, sentezlenen
bisbenzimidazol yapili iki bilesigin, kanserli hiicrelerle etkilesimi incelenmis ve

bilesiklerin fluoresan 06zellikleri referans ilag Hoechst ile kiyaslanmustir. Calisma
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sonucunda sentezlenen bilesiklerin DNA’ya baglanma potansiyellerinin referans ilaca

oranla daha diisiik diizeyde oldugu rapor edilmistir [105].
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Sekil 2.63. Fluoresan dzellikleri incelenen bisbenzimidazol tiirevieri

Stolic ve digerleri (2009) tarafindan yapilan bir calismada tiyofen yapisi ile
birlestirilen bisbenzimidazol yapisinda bilesikler sentezlenmistir. Sentezlenen bilesikler
arasindan 5 kodlu bilesigin 8 kanser hiicre hattina (MCF-7, AGS, NCI-H358, HEp2,
Caco-2, HelLa, HT-29 ve MiaPaCa) kars1 yiiksek inhibitor etki gosterdigi bulunmustur.
Fluoresans mikroskobu ile 5 kodlu bilesigin 30 dk. icinde HeLa canli hiicresine girdigi

ve 2.5 saat sonra bile ¢ekirdekte birikme olmadigi bulunmustur [106].
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Sekil 2.64. 2,5-Bis [2-(5-(N-izopropilamidinobenzimidazolil)]-3,4-etilenedioksitiofen (5) bilesigi

Alpan ve digerleri (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada di(1H-
benzo[d]imidazol-2-il)methan yapisi igeren bilesikler sentezlenmis ve memeli DNA
topoisomerase I kullanilarak gevseme tayini yapilmis ayrica HeLa, MCF7, A431 hiicre
hatlarina kars1 etkileri incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore bis-benzimidazollerin
malonik asit tlirevlerinin, yani bis (5-metil-IH-benzo[d]imidazol-2-il)metan ve bis (5,6-

dimetil-IH-benzo[d] imidazol-2-il)metanin, DNA topoizomeraz I ve ayn1 zamanda MCF7

47



ve A431 hiicrelerine karsi sitotoksik oldugu bulunmustur. Bu bilesikler potansiyel

antikanser ajanlar olarak degerlendirilebilecegi rapor edilmistir [107].
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Sekil 2.65. Bis (5-metil-IH-benzo[d]imidazol-2-il) metan ve bis (5,6-dimetil-IH-benzo[d] imidazol-
2-il) metan bilesikleri

Yang ve digerleri (2009) tarafindan yapilan bir ¢calismada DNA baglayici olarak
bis-benzimidazol tiirevleri sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin SKOV-3, HelLa ve
BGC-823 hiicrelerine karsi sitotoksik etkileri incelenmistir. Sentezlenen bilesiklerden 8

kodlu bilesigin SKOV-3 hiicresine karsi etkili oldugu bulunmustur [35].

Sekil 2.66. 2,2-Di-[[(3,5-dimetil-4-metoksi)piridin-2-ilJmetilentiyo]-5,5 -bis-1H,10H-benzimi-
dazol (8) bilesigi

Singh ve Tandon (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada 2-aril-5-siibstitiie-2,5-
bisbenzimidazol tiirevleri sentezlenmis ve topoizomeraz I varliginda DNA béliinmesini
indiikleme yetenegi degerlendirilmistir. Ayrica sentezlenen bilesikler U887, MCF7 ve
HeLa insan tiimor hiicrelerine karsi sitotoksisiteleri degerlendirilmis ve Hoechst ve
Kamptotesin referans ilag olarak kullanilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, 6a ve

6b’nin test edilen kanser hiicrelerine karsi 6¢ ve 6d’den daha etkili oldugu bulunmustur
[108].
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Sekil 2.67. 2-Aril-5-siibstitiie-2,5-bisbenzimidazol tiirevi bilesikler (6a-6d)

Isikdag ve digerleri (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada 2,2-bis-aril-1H,1’H-
[5,5°]-bisbenzimidazol tiirevi bilesikler sentezlenmis ve HT29, MCF7 hiicre hatlarina
kars1 antikanser etkinlikleri incelenmistir. Oncelikle MTT deneyi ile bilesiklerin
sitotoksisiteleri belirlenmistir. Daha sonra sitotoksik aktiviteye sahip olan bilesikler i¢in
DNA sentez inhibisyonu analiz edilmistir. Yapilan test sonucunda 7 kodlu bilesigin her
iki kanser hiicre hattina kars1 etkili oldugu bulunmustur. 3-Indolil yapis: tasiyan 8 kodlu
bilesik ise HT-29 hiicre hattina karsi etkili bulunmustur. DNA sentez inhibisyon

calismalar1 sonucunda 7 ve 8 kodlu bilesiklerin DNA’ya zarar vererek antikanser aktivite

%

Sekil 2.68. 2,2'-Bis(naftalen-2-il)-1H, 1H-/5,5 ’]-bisbenzimidazol (7) ve 2,2’-Bis-(indol-3-il) -1H,
1H ’-[5,5°]-bisbenzimidazol (8) bilesigi

gosterdigi bildirilmistir [109].
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Wang ve digerleri (2012) tarafindan yapilan caligmada bis-benzimidazol tiirevi
bilesikler sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin ¢ogunun Hoechst 33258 ile
karsilagtirildiginda daha yiiksek antikanser aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Bu
bilesiklerden 8 kodlu bilesigin HL60 hiicre hattina kars1 0.56 uM ve U937 hiicre hattina
kars1 0.58 uM ICso degerine sahip oldugu bulunmustur. insan periferal kan mononiikleer
hiicrelerinde (PBMC) yapilan toksisite ¢alismasinda, bilesik 8'in 5-FU'ya gore daha az
toksik oldugu rapor edilmistir. Ayrica, apoptoz ve otofajinin HL60 hiicre hattinda 8 kodlu
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bilesik tarafindan indiiklendigi ve otofajinin 3-MA tarafindan inhibe edilmesi ile
indiiklenen apoptozu azalttigi bulunmus ve timdr hiicresinin 6liimiinde sinerjik etki

gosterdikleri sonucuna varilmistir [110].

N 0 N
N N

Sekil 2.69. 5,5'-Oksi-bis[2-(4'-metoksifenil)-1H-benzimidazol] (8) bilesik

Wang ve digerleri (2012) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada bisbenzimidazol
tiirevleri sentezlenmis ve antikanser etkileri Hoechst 33258 ve 5-FU ile karsilastirilmstir.
Sentezlenen bilesiklerden 8 kodlu bilesigin U937 hiicre hattina kars1 0.78 uM, HL60
hiicre hattina kars1 5.62 uM ve Hela hiicre hattina kars1 da 6.97 uM ICsp degerine sahip
oldugu bulunmustur. Insan periferal kan mononiikleer hiicreleri (PBMC) iizerine yapilan
toksisite ¢alismasi, bilesik 8'in paklitaksel ve 5-FU'ya gore daha az toksisite sergiledigini
gostermigtir [111].
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Sekil 2.70. 8 Kodlu bilesik

Kim ve digerleri (2013) tarafindan yapilan bir ¢aligmada simetrik bibenzimidazol
yapisi tastyan STK295900 kodlu bilesigin ¢esitli kanser hiicrelerine kars1 etkili oldugu
bulunmustur. HelLa hiicre hattina olan etkisi incelendiginde DNA hasarina neden
olmadan G2 fazim indiikledigi ortaya ¢ikmistir. Topoizomeraz I ve Topoizomeraz II
aracilig1 ile DNA gevsemesini engelledigi bulunmustur. Hoechst 33342 bilesiginin hem
normal hem de kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etki gdstermesine ragmen, STK295900
kodlu bilesik sitotoksik 6zelligini sadece kanser hiicresi lizerinde gdstermektedir. Bundan
dolayl, STK295900 kodlu bilesik potansiyel antikanser etkili bilesik olarak sonraki
calismalarda gelistirilebilecegi rapor edilmistir [112].
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Sekil 2.71. STK295900 Kodlu bilesik

Ivanov ve digerleri (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada bisbenzimidazol
tirevleri sentezlenmis ve Okaryotik DNA topoizomeraz | ve prokaryotik DNA
metiltransferaz {izerinde inhibitdr etkileri incelenmistir. DBP(n) kodlu bilesigin
mikromolar konsantrasyonlarda inhibitér etki gosterdigi bulunmustur. Disiik

sitotoksisitesinden dolay1 hiicre DNA’sim1 korumak i¢in kullanilabilecegi sonucuna

vartlmigtir [113].

Sekil 2.72. DBP (n) kodlu bilesik

Roopashree ve digerleri (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada yeni
bisbenzimidazol tiirevi bilesikler sentezlenip, antikanser etkileri incelenmistir.
Sentezlenen bilesikler arasindan 3- (4-florofenilsiilfonil)-1,7-dimetil-2-propil-1H,3H-
2,5-bibenzo[d]imidazol (FDPB) bilesiginin HeLa, HCT116 ve A549 hiicre hatlarina karsi

etkili oldugu bulunmustur. Ayrica bu bilesigin normal Vero hiicreleri iizerinde sitotoksik
olmadigi bildirilmistir [114].
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Sekil 2.73. 3-(4-Florofenilsiilfonil)-1°,7-dimetil-2-propil-1"H,3H-2",5-bibenzo[d]imidazol (FDPB)
bilesigi

Ranjan ve digerleri (2017) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada Hoechst 33258
bilesiginin mono ve bisbenzimidazol tirevleri sentezlenmis ve E. coli DNA
topoizomerazi 1 {izerindeki inhibisyon etkileri incelenmistir. Alkil zincirleri tagiyan
bisbenzimidazoller DNA topoizomeraz I iizerinde ICso=<5uM degeri ile yiiksek aktivite
gostermislerdir. Yapilan calismalar sonucunda uzun alkil zincirine sahip bilesiklerin

DNA topoizomeraz I enzimi ile daha fazla etkilesime girdigi bildirilmistir [115].
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Sekil 2.74. Bisbenzimidazol tiirevi bilesiklerin genel yapisi

Patil ve digerleri (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada bisbenzimidazol tiirevi
bilesikler sentezlenmis ve insan meme kanseri (MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve
MCF7) ve yumurtalik kanseri (A2780, Cis-A2780 ve PA-1) hiicre hatlar1 lizerinde etkileri
incelenmistir. Sentezlenen bilesikler arasinda 2e kodlu bilesik biitiin hiicre hatlar1
tizerinde etkili bulunmustur. Ayrica meme kanseri ve yumurtalik kanseri ile iliskili
oldugu bilinen V-ATPaz pompasii inhibe ettigi bildirilmistir. Gug¢li bir V-ATPaz
inhibitori olan Bafilomisin pozitif kontrol olarak kullanilmustir. Bilesiklerin yapilarinda
hidrofilik ve hidrofobik gruplar kullanilmistir. Yapilan aktivite testi sonucunda,
hidrofobik yan zincir yapisi tasiyan 2e kodlu bilesigin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur. Ancak, bu bilesigin normal meme epitel hiicresine (MCF10A) karsi

seciciliginin diisiik oldugu rapor edilmistir [116].
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Sekil 2.75. 2'-(4-(3,3-Dimetilbutoksi) fenil)-6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H, 1'H-2,5'-bibenzo [d]
imidazol (2e) bilesigi

2.5. Antikanser Aktivite Calismalarina Konu Olmus Benzimidazol-Oksadiazol

Tiirevleri

Tong ve digerleri (2009) tarafindan yapilan bir calismada, kanserle miicadelede tek
basina etkili olan potansiyel terapdtik madde olarak goriilen PARP-1 inhibitorii olarak
kiigiik yapili molekiiller sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerde benzimidazol yapisina
ek olarak doymamis heterosiklik yapilar kullanmislardir. Sentezlenen bilesiklerin ¢ogu
yiiksek enzimsel potansiyele sahip olmalarinin yani sira birgogu da yiiksek hiicresel
aktivite gostermislerdir. Ozellikle oksadiazol yapisi tastyan bilesik, ECso= 3.7 nM degeri
ile yiiksek aktivite gostermistir [117].

O~__NH,
N N
Cror
N o-N
H
Sekil 2.76. 2-(4-(1,2,4-Oksadiazol-2-il)fenil)-1H-benzo[d]imidazol-4-karboksamid bilesigi

Bandarage ve digerleri (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada p70S6K enziminin
aktif bolgeleri olan cep A ve cep B g6z onilinde bulundurularak benzimidazol ve
oksadiazol yapis1 iceren bilesikler sentezlenmistir. Oncelikle benzimidazol N-1
konumuna metil gibi kiiciikk gruplar eklendiginde aktivitenin orta derecede oldugu
gozlenmistir. Daha sonra N-1 konumunda siklobutil, siklopentil, siklohekzil gibi daha
bliylik yapilar yer aldiginda aktivitenin onemli derecede arttigi goriilmiistiir. P70S6K
enziminin diger aktif bolgesi olan cep B i¢in benzimidazoliin N-1 konumuna siklobutil
sabit tutulmustur. Benzimidazoliin 5. konumuna hidroksil, amino gibi kiigiik polar gruplar

eklenmistir. 5. Konumda asetamino gibi biiyiik gruplar yer aldiginda cebe yerlesmedigi
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gbzlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda sentezlenen bilesikler arasindan 26 ve 27

kodlu bilesiklerin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir [118].
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Sekil 2.77. 4-(Benzimidazol-2-il)-1,2,5-oksadiazol-3-amin tiirevi bilesikler

Husain ve digerleri (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada benzimidazol-
oksadiazol yapisi igeren [1-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)-3-(5-siibstitiie-1,3,4-oksadiazol-
2-il) propan-1-on] (4a-4l) ve triazol-tiyadiazol yapisi i¢eren [1-(IH-benzo[d]imidazol-2-
il)-3-(6-(stibstitiie)-[1,2,4] triazolo [3,4-b] [ 1,3,4] tiadiazol-3-il) propan-1-on] (7a-7e)
tiirevi bilesikler sentezlenmistir. Sentezlenen bilesikler Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI)
tarafindan 60 kanser hiicresi ilizerinde antikanser etkileri incelenmistir. Bu bilesikler
arasinda 4j kodlu bilesik 0.49 uM-48.0 uM arasinda degisen Glso degerleri ile HCT-15

hiicre hatt1 disinda biitiin kanser hiicreleri iizerinde etkili oldugu bulunmustur [119].

Br NH,

Sekil 2.78. [1-(1H-Benzo[d]imidazol-2-il)-3-(5-(4-amino-2,6-dibromofenil-1,3,4-oksadiazol-2-il)
propan-1-on] (4j) bilesigi

Rashid ve digerleri (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada benzimidazol-
oksadiazol yapisi igeren bilesikler sentezlenmis, Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI)
tarafindan antikanser aktiviteleri taranmgtir. Ilk adim olarak 10 uM konsantrasyonunda
tarama yapilmistir. Bu tarama sonucunda 1-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)-3-(5-(2,4-
diklorofenil)-1,3,4-oksadiazol-2-il)propan-1-on  bilesigi segilmis ve 5 farkhi
konsantrasyonda (0.01, 0.1, 1, 10 ve 100 uM) antikanser aktivitesi degerlendirilmistir.
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Yapilan aktivite testi sonucunda secilen bilesigin ¢cogu kanser hiicre hattina karsi Glsg
degeri 0.79 ile 17.8 uM arasinda degisen degerlerde etkin oldugu bulunmustur. MDA-
MB-468 (Meme Kanseri), A498 (Renal Kanser) ve HOP-92 (Kii¢iik Hiicreli Olmayan
Akciger Kanseri) karsi sirasiyla 0.797, 1.53 and 1.77 uM Glsp degerleri ile yiiksek aktivite
gosterirken, DU-145 (Prostat Kanser) and SNB-19 (CNS Kanser) karsi sirasiyla 18.7,
17.8 and 17.4 uM Glso degerleri ile daha diisiik aktivite gostermistir [120].

Sekil 2.79. 1-(1H-Benzo[d]imidazol-2-il)-3-(5-(2,4-diklorofenil)-1,3,4-oksadiazol-2-il)propan-1-
on bilesigi

Salahuddin ve digerleri (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada 2- (naftalen-1-
ilmetil / naftalen-2-iloksimetil)-1-[5-(siibstitiiefenil)-[1,3,4]oksadiazol-2-ilmetil]-1H-
benzimidazol tlirevi bilesikler sentezlenmis ve Ulusal Kanser Enstitiisti (NCI) tarafindan
60 kanser hiicre hattina kars1 etkinlikleri degerlendirilmistir. Sentezlenen bilesiklerden 7¢
kodlu bilesigin MDA-MB-468 (Breast cancer) and SK-MEL-28 (Melanoma) hiicre
hatlarina karg1 en yiiksek aktiviteyi gosterdigi bildirilmistir [121].
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Sekil 2.80. 2-Naftalen-1-ilmetil-1- [5-(4-nitro-fenil)-[l, 3,4] oksadiazol-2-ilmetil]-1H-benzimidazol
(7c) bilesigi
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Rathore ve digerleri (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada 1-((5-siibstitiie
alkil/aril-1,3,4-oksadiazol-2-il)metil)-2-((pirimidin-2-iltiyo-metil)-1H-benzimidazol
tiirevi bilesikler sentezlenmis Cox-2 inhibitor aktivitesinin yani sira Ulusal Kanser
Enstitiisi  (NCI) tarafindan da 60 kanser hiicre hattina kars1 etkinlikleri
degerlendirilmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda 5b kodlu bilesigin %39.11 inhibisyon
degeri ile UO-31 hiicre hattina karsi, 20.0 uM ICso degeri ile de COX-2 enzimine kars1
yiiksek inhibisyon gosterdigi bulunmustur [122].

@NWHD

Sekil 2.81. 1-((5-Etil-1,3,4-oksadiazol-2-il)-metil)-2-((pirimidin-2-iltiyo)metil) -1H-benzo[d]imida-
zol (5b) bilesigi

Kamal ve digerleri (2015) tarafindan 2-aril-1,2,4-oksadiazolo-benzimidazol tiirevi
bilesikler sentezlenmis Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) tarafindan 60 kanser hiicre hattina
kars1 antikanser etkileri degerlendirilmistir. 5I, 5x Kodlu bilesikler tek doz deneyinde
bircok hiicre hattina karst sitotoksik etki gostermistir. Bu bilesikler icin 5 alt
konsantrasyondaki (0.01, 0.1, 1, 10 ve 100 uM) sitotoksik etkileri {i¢ parametre (Glso,
TGI and LCs) ile degerlendirilmistir. 5| kodlu bilesik, 1.30 uM Glso degeri ile NCI-
H322M, 8.27 uM Glso degeri ile de TK-10 hiicre hatlarina karsi en yiiksek sitotoksik
etkiyi gostermistir. 5X Kodlu bilesik ise sirasiyla 0.52 ve 0.71 uM Glso degerleri ile BT-
549, SR hiicre hatlarina karsi en yiiksek sitotoksik etkiyi gostermistir. Ayrica, bu
bilesiklerin, mitokondriyal membran depolarizasyonunun yani sira DNA fragmantasyonu
ve kromatin yogunlagmasi ile apoptozu uyardig bildirilmistir. Bilesiklerin yapi-aktivite
iliskileri incelendiginde yiiksek sitotoksik etki gosteren 51 ve 5x kodlu bilesiklerin R1, R2
ve R3 konumlarinda metoksi grubu igerdigi bildirilmistir. Ayrica, benzimidazol halkasi
tizerinde yer alan klor gibi elektron ¢ekici gruplarin aktiviteyi diislirdiigii rapor edilmistir

[123].
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Sekil 2.82. (3-(4-(5-Floro-1H-benzo[d]imidazol-2-il)fenil)-5-(3,4,5-trimetoksifenil)-1,2,4-oksa-
diazol) (G ve (3-(4-(5-metoksi-1H-benzo[d]imidazol-2-il)fenil)-5-(3,4,5-
trimetoksifenil) -1,2,4-oksadiazol) (5x)

Rashid ve digerleri (2015) tarafindan yapilan farkli bir calismada hedef
molekiillerin tasarimi yapilirken bendamustin halkas1 sabit tutularak oksadiazol,
tiyadiazol, triazol ve tiyadiazin halkalar1 i¢eren bilesikler sentezlenmistir. Ulusal Kanser
Enstitiisi  (NCI) tarafindan 60 kanser hiicre hattina kars1 sitotoksik etkileri
degerlendirilmistir. Oncelikle tez doz igin tarama yapilarak bilesikler arasinda etkili
olanlar segilerek 5 alt konsantrasyonlardaki etkileri degerlendirilmistir. Yapilan tek doz
calisma sonucunda 4f kodlu bilesik NCI tarafindan 5 alt konsantrasyon igin segilen en
aktif bilesik olmustur. Yapilan bes doz ¢alisma sonucunda 4f kodlu bilesigin ¢ok yiliksek
sitotoksik etki gosterdigi ayrica, NCI’nin Biyolojik Degerlendirme Komitesi tarafindan
ileriki galismalar igin Onerilmistir. 4f kodlu bilesik 0.09 ile 16.2 uM arasinda degisen Glso
degerlerinde antikanser etki gostermistir. Yapi-aktivite caligmalar1 degerlendirildiginde
benzimidazol-oksadiazol yapisi igeren bilesiklerin diger tiirevlere gore antikanser
etkinliklerinin ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Aromatik halkanin orto konumunda
oksijen olmasi, meta ve para konumunda elektron ¢ekici gruplarin bulunmasi antikanser

etki i¢in 6nemli oldugu vurgulanmistir [124].
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Sekil 2.83. 3-((5-(3-(1H-Benzo[d]imidazol-2-il)-3-oksopropil)-1,3,4-oksadiazol-2-il) metil)-5-metil
pirimidin-2,4 (1H, 3H) -dion (4f) bilesigi
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Varshney ve digerleri (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada 1-[{(5-alkenil/
hidroksialkenilsubstitue)-1,3,4-oksadiazol-2-il}-metil]-2-metil-1H-benzimidazol tiirevi
bilesikler sentezlenmis ve Hep3B, MCF-7 ve HelLa hiicre hatlarina karsi sitotoksik
etkileri incelenmistir. Sitotoksite testi icin Doksorubisin ve 5-fluorourasil referans ilaglar
olarak kullanilmistir. Sentezlenen bilesiklerin {i¢ kanser hiicre hattina karsi da iyi aktivite
gosterdigi bildirilmis ozellikle doymamis alkenil/hidroksialkenil gruplar1 tasiyan
bilesiklerde daha yiiksek aktivite gozlenmistir. Bilesiklerin yapilarindaki zincir
uzunluklarinin ve zincirlerdeki siibstitiisyonlarin da aktivite iizerinde etkili oldugu
bulunmustur. Karbon sayilar1 dikkate alindiginda C=17 olan bilesige gore C=10 olan
bilesigin daha yiiksek aktivite gosterdigi bildirilmistir. Yapida terminal ¢ift baginin
varliginin, kanser hiicrelerine karsi inhibitor aktivitenin arttirilmasinda 6nemli bir rol
oynadigi goriilmiistiir. Ozet olarak, test edilen tiim bilesikler arasinda, hemen hemen
biitiin bilesiklerin HeLa ve Hep3B hiicre dizilerine karsi mitkemmel sitotoksik aktivite

gosterdigi bildirilmigtir [125].
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Sekil 2.84. 1-[{(5-Alkenil/ hidroksialkenilsubstitue)-1,3,4-oksadiazol-2-il}-metil]-2-metil-1H-
benzimidazol tiirevi bilesikler

Karaali ve Mentese (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada 1,2,4-triazol, 1,3,4-

oksadiazol ve hidrazinkarbotiyoamid yapilar1 igeren 1,2-disiibstitiie benzimidazol tiirevi

bilesikler sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin bes insan kanser hiicresi gogiis (BT-

20), melanoma (SK-Mel 128), prostat (DU-145), karaciger (SNU-398) ve akciger (A549)

hiicre hatlar1 lizerinde sitotoksik etkileri incelenmistir. Oksadiazol yapis1 i¢eren bilesigin

diisiik sitotoksik aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir [126].
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Sekil 2.85. 2-((5-((2-(4-Metoksibenzil)-1H-benzimidazol-1-il]metil)-1,3,4-oksadiazol-2-tiyo)etanol
bilesigi

Akhtar ve digerleri (2017) tarafindan yapilan bir c¢alismada benzimidazol-
oksadiazol yapisi igeren bilesikler sentezlenmis ve kanser tedavisinde umut verici oldugu
diisiiniilen EGFR ve ERBB2 reseptdr inhibitor etkinlikleri incelenmistir. Ayrica, MCF7
(meme), HaCaT (insan derisi), MDA-MB231 (meme) HepG2 (karaciger) ve A549
(akciger) kanser hiicre hatlarina kars: sitotoksik etkinlikleri degerlendirilmistir. Sentez
edilen bilesikler arasinda 7a ve 7n bilesiklerinin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur. Fenil halkasi iizerinde elektron agisindan zengin olan klor grubunun yer
almasit MCF-7 kanser hiicre hattina kars1 sitotoksik etkiyi arttirdigr bildirilmistir. Fenil
halkasinin para konumunda klor siibstitiienti igeren bilesik, benzimidazoliin 6.
konumunda klor igeren ve 2,4-diklor yapisi i¢eren bilesiklerle kiyaslandiginda daha
yiiksek aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir. Ayrica, para konumunda metoksi
stibstitiienti iceren 7n kodlu bilesikte 2.5 uM ICso degeri ile klor igeren bilesiklerle
karsilagtirilabilir sitotoksik etki gostermistir [127].
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Sekil 2.86. 2-((1H-Benzo[d]imidazol-2-il) metil)-5- (4-klorofenil)-1,3,4-oksadiazol (7a) ve 2 -((1H-
benzo[d]imidazol-2-il)metil)-5-(4-metoksifenil)-1,3,4-oksadiazol (7n) bilesikleri
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3. GERECLER

3.1. Kullanilan Maddeler

Kloroasetil kloriir
Trietilamin
Tetrahidrofuran
Aseton

Potasyum karbonat
4-Hidroksi benzaldehit
4-Metoksi benzaldehit
4-Etoksi benzaldehit
Sodyum disiilfit
Dimetilformamid
3,4-Diamino benzoik asit
Hidrazin hidrat
Sodyum hidroksit
Karbon disiilfiir
Hidroklorik asit
4-Metil piperazin
4-Etil piperazin
4-Fenil piperazin
4-Piridin piperazin
4-Pirimidin piperazin
Eter

Petrol eteri

Ethanol
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: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Alfa Aesar, ABD

: Carlo Erba, Fransa

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

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Tekim, Tiirkiye



Etil asetat : Sigma-Aldrich, Almanya

Silikajel 60 F254 kapl aliiminyum ITK plag : Merck, Almanya
Tripsin : Sigma, Almanya

Fetal bovine serum : Capricorn, Giliney Amerika
DMEM : Sigma, Almanya
RPMI : Sigma, Almanya
MCF-7 Hiicre Hatt1 : ATCC, ABD

C6 Hiicre Hatt1 : ATCC, ABD

A549 Hiicre Hatt1 : ATCC, ABD

HepG2 Hiicre Hatti : ATCC, ABD

HelLa Hiicre Hatt1 :ATCC, ABD

NIH3T3 Hiicre Hatt1 :ATCC, ABD

PBS : Gibco, Birlesik Krallik
MTT Boyast : Sigma, Almanya

BrdU Kkiti : Roche, Almanya
DMSO : Sigma, Almanya

Apoptoz ve Nekroz Kantitatif Kit . Biotium, USA
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3.2. Kullanilan Cihazlar

Magnetik tabanli 1s1tic1

karistirict

Elektronik terazi
Ultraviyole lambas1

Erime derecesi tayin cihazi
Infrared spektrofotometresi

Niikleer magnetik rezonans

spektrometresi
Kiitle spektrometresi
Mikroplaka okuyucu
Vorteks

Steril Kabin

Inkiibator

: Heidolph, MR 3003, Almanya

: Schimadzu, Libror EB-330 HU, Japonya
: Camag, Cabinet, Isvigre
: Mettler Toledo-MP90 Melting Point System

: Shimadzu-IR Affinity-1S, Japonya

: Bruker, UltraShield 300 MHz, ABD

: Shimadzu, LCMS-IT-TOF, Japonya

: BioTek-Synergy H1, ABD

: Wisemix, Giiney Kore

: Class 1l TypeA2 (CHC-222A2-60), Giiney Kore

: Heraeus, Almanya
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4. YONTEMLER
4.1. Sentez calismalari

4.1.1. 2-(4-Siibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-karboksilik  asit  tiirevlerinin

sentezi (Yontem A)

Mikrodalga sentez reaktorii viali (30 mL) igerisine 4-siibstitiie benzaldehit (0.03
mol), sodyum distlfit (0.03 mol, 5.7 g) ve DMF (10 mL) konulmustur. Reaksiyon
karisimi1 mikrodalga sentez reaktoriinde 240 °C’de yaklasik 10 bar basing altinda 5 dakika
tutulmustur. Bu siire sonunda karisim reaktorden cikartilarak tizerine 3,4-diamino
benzoik asit (0.03 mol, 4.56 g) ilave edilmis ve ayn1 reaksiyon sartlar1 altinda 5 dakika
daha mikrodalga 1s1masina tabi tutulmustur. Reaksiyon siiresi bitiminde iiriin buzlu suya

dokiilerek ¢Oktiiriilmiis, siiziildiikten sonra bol su ile yikanmis ve etanolden

kristallendirilmistir.
NH, N
Na25205 \ R
+ OHC R, ————> 1
HOOC NH, DMF  HOOC E
la-1c

Sekil 4.1. 2-(4-Siibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-karboksilik asit tiirevlerinin eldesi igin
reaksiyon denklemi

4.1.2. 2-Kloro-1-(4-siibstitiiepiperazin-1-il)-etan-1-on tiirevlerinin sentezi (Yontem
B)

4-Siibstitiiepiperazin tiirevleri (0.012 mol), tetrahidrofuran (THF) (50 mL)
igerisinde ¢oziilmiistiir. Cozelti, trietilamin (0.0132 mol, 1.90 mL,) ilave edilerek
damlatma hunisine alinmistir. Bir balona kloroasetil kloriir (0.014 mol, 1.056 mL) ve
THF (15 mL) konulmus ve manyetik tabanli 1sitic1 karistirici iizerinde hazirlanan buz
banyosuna alinmistir. 4-Siibstitiiepiperazin igeren karisim ¢ok dikkatli bir sekilde damla
damla buz banyosu {izerindeki reaksiyon ortamina ilave edilmistir. Bu esnada reaksiyon
iceriginin kuvvetli bir sekilde karistirilmasina 6zen gosterilmistir. Damlatma islemi
bitirildiginde reaksiyon ortami buz banyosundan alinip oda 1sisinda bir saat

karigtirtlmistir. Elde edilen kalint1 siiziilerek alinmig ve su ile yikanmistir.
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Sekil 4.2. 2-Kloro-1-(4-siibstitiiepiperazin-1-il)-etan-1-on tiirevlerinin eldesi igin reaksiyon
denklemi

4.1.3. Metil  2-(4-siibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-karboksilat tiirevlerinin
sentezi (Yontem C)

2-(4-Siibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-karboksilik asit (1a-1c) tiirevi bilesik

(0.025 mol) metanolde ¢oziindiiriilerek tizerine birka¢ damla siilfiirik asit ilave edilmistir.

Karisim geri g¢eviren sogutucu altinda 72 saat kaynatilmig, ¢oken kisim siiziilerek

alinmustir.
N MeOH N
OO 22 00
HOOC N H,S0, H,;CO0C N
la-1c 2a-2¢

Sekil 4.3. Metil 2-(4-siibstitiiefenil)- 1H-benzo[d]imidazol-6-karboksilat (2) tiirevierinin eldesi icin
reaksiyon denklemi

4.1.4. 2-(4-Siibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-karbohidrazit tiirevlerinin

sentezi (Yontem D)

Mikrodalga sentez reaktorii viali (30 mL) igerisine metil 2-(4-siibstitiiefenil)-1H-
benzo[d]imidazol-6-karboksilat (2a-2c) (0.018 mol), etanol (15 mL) ve hidrazin hidrat (5
mL) ilave edilmistir. Reaksiyon karisimi mikrodalga sentez reaktoriinde 240 °C’de
yaklagik 10 bar basing altinda 10 dakika tutulmustur. Reaksiyon bitiminde iirlin buzlu
suya dokiilerek c¢oktiiriilmiis, siiziildiikten sonra bol su ile yikanmig ve etanolden

kristallendirilmistir.
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N NH,NH,.2H,0 N
josos O
H;COOC N EtOH H,NHNOC ﬁ

2a-2¢ 3a-3¢

Sekil 4.4. 2-(4-Siibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-karbohidrazit tiirevierinin eldesi igin
reaksiyon denklemi

4.1.5. 2-((4-Siibstitiiefenil)-(6-(5-merkapto-1,3,4-oksadiazol-2-il)-1H-
benzo[d]imidazol tiirevlerinin sentezi (Yontem E)
2-(4-Stibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-karbohidrazit (3a-3c) tiirevi bilesigin
(0.01mol) 20 mL etanoldeki ¢ozeltisi tizerine NaOH (0.01 mol, 0.4 g)’in 20 mL
etanoldeki ¢ozeltisi ve CS2 (0.01mol, 0.60 mL) ilave edilerek geri geviren sogutucu
altinda 8 saat kaynatilmistir. Bu siire sonunda oda sicakligina sogutulan ¢ozelti, seyreltik
HCI ile notrallestirilmis, bir gece boyunca buz dolabinda bekletilmis ve ¢oken iiriin

stiziilerek alinmustir. Ham iiriin etanolden kristallendirilmistir.

N
N cs S R,
HS H
H,NHNOC N NaOH/EtOH ‘—<}\1,1I\1

3a-3c¢ 4a-4c¢

Sekil 4.5. 2-((4-Siibstitiiefenil)-(6-(5-merkapto-1,3,4-oksadiazol-2-il)-1H-benzo[d]imidazol tirev-

lerinin eldesi i¢in reaksiyon denklemi

4.1.6. 2-((5-(2-(4-Siibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-2-
il)tiyo)-1-(4-siibstitiiepiperazin-1-il)-etan-1-on tiirevlerinin sentezi (Yontem
F)
2-((4-Substitiiefenil)-(6-(5-merkapto-1,3,4-oksadiazol-2-il)-1H-benzo[d]imidazol
(4a-4c) (0.001 mol), potasyum karbonat (0.001 mol, 0.138 g) ve 2-kloro-1-(4-
slibstitiiepiperazin-1-il)-etan-1-on (0.0015 mol) tiirevi, aseton (50 mL) igerisinde geri
ceviren sogutucu altinda 40 °C’de 6 saat karistirilmistir. Reaksiyon bitimi ITK kontrolii
ile tayin edildikten sonra aseton agzi agik bir kap igerisinde ¢eker ocak iginde
ucurulmustur. Elde edilen kalinti su ile yikanmistir. Ham iiriin kuruduktan sonra

etanolden kristallendirilmistir.
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Sekil 4.6. 2-((5-(2-(4-Siibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyo)-1-(4-

stibstitiiepiperazin-1-il)-etan-1-on (5a-50) tiirevlerinin eldesi i¢in reaksiyon denklemi

4.2. ITK Cahsmalan ve Rf Degerlerinin Saptanmasi

Anlatilan biitiin sentez ¢alismalarinda reaksiyonlarin kontrolii ITK uygulamalari ile
gerceklestirilmistir. Belli zaman araliklari ile deney balonlarindan alinan numuneler ve
sentezlerde kullanilan baslangic maddelerinin etanoldeki ¢ozeltileri adsorban olarak
segilen silika jel 60 F254 kapli, 6nceden uygun ¢oziicii karigimlari ile doyurulmus
aliminyum plaklara kilcal boru yardimiyla tatbik edilmis ve hareketli fazlar icerisinde
stiriklenmesi saglanmistir. Lekelerin saptanmasinda, ultraviyole 15181 (254 nm ve 366
nm) kullanilmistir. iITK sonucuna gore reaksiyonlara son verilmis ya da devam edilmistir.
Tez kapsamindaki her bir sentezin kontrolii i¢in uygun ITK hareketli fazlar1, farkli ¢dziicii
karigimlar1 denenerek bulunmustur. Yontem A, B ve C’deki anlatilan sentezlerin kontroli
i¢cin uygun hareketli fazin petrol eteri:etil asetat (1:1), yontem D, E ve F’deki sentezlerin

kontrolii i¢in uygun hareketli fazin petrol eteri:etil asetat (3:1) olduguna karar verilmistir.

4.3. Erime Noktalarinin Tespiti

Sentezlenen bilesiklerin erime noktalar1 Mettler Toledo-MP90 Melting Point
System kullanilarak tespit edilmistir. Bir ucu kapali kilcal borulara 2 cm kadar konulan
sentez bilesikleri cihazin haznelerine yerlestirilmis. Islem bittiginde cihazdan alinan

videolar izlenerek erime noktasi tayini yapilmistir.
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4.4. IR Spektrumlarinin Alinmasi
Shimadzu-IR Affinity-IS cihazi kullanilarak bilesiklerin IR spektrumlar1 elde

edilmistir. IR spektrofotometresi ATR atagmanina toz maddeler uygulanarak spektrumlar

cekilmistir.

4.5. TH NMR Spektrumlarinin Alinmasi

Elde edilen orijinal bilesiklerin H-NMR spekrumlart DMSO-ds igindeki
cozeltilerinin, tetrametilsilana (TMS) kars1 Bruker 300 MHz’lik NMR spektrometresine

uygulanmasi sonucu alinmustir.

4.6. °C NMR Spektrumlarinin Alinmasi

Elde edilen orijinal bilesiklerin *C-NMR spektrumlari DMSO-ds igindeki
¢ozeltilerinin, tetrametilsilana (TMS) karst Bruker 300 MHz’lik NMR spektrometresine

uygulanmasi sonucu alinmustir.

4.7. 2D NMR Spektrumlarinin Alinmasi

2 boyutlu NMR yontemi tek boyutlu NMR tekniklerinden kesin yap1 tayini igin
gerekli verilerin alinamadigi durumlarda siklikla bagvurulan, iki tane tek boyutlu NMR
spektrumunun korelasyonu ile ortaya ¢ikan NMR teknigidir. Temel olarak, korelasyonda
kullanilan ¢ekirdeklere gore homoniikleer ve heteroniikleer olarak ikiye ayrilir. COSY
(Correlation Spectroscopy) en sik kullanilan homoniikleer spektroskopi teknigidir.
COSY de her iki eksende de proton NMR spektrasi mevcuttur ve bir protonun hangi diger
protonlarla eslestigi (coupling) hakkinda bilgi verir. HSQC (Heteronuclear single-
guantum correlation spectroscopy) ve HMBC (Heteronuclear multiple-bond correlation
spectroscopy) eksenlerin birinde proton digerinde ise karbon spektrumunun
korelasyonundan elde edilen heterontikleer spektroskopi yontemleridir. HSQC’de
protonun dogrudan bagli oldugu karbon arasindaki etkilesimler hakkinda bilgi alinirken,
HMBC’de ise 2 ila 4 bag mesafesindeki hidrojen ve karbon arasindaki etkilesimler

goriiliir.
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4.8. Kiitle Spektrumlarinin Alinmasi

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

pozitif modda alinmustir.

4.9. Antikanser Aktivite Calismalari

Bilesiklerin  antikanser  aktivitesinin  arastirllmasinda, A549  (akciger
karsinoma hiicre dizisi), HelLa (rahim agz1i hiicre dizisi), MCF-7 (insan meme
adenokarsinoma hiicre dizisi), HepG2 (insan karaciger karsinoma hiicre dizisi) ve C6
(sigan glioma hiicre dizisi) hiicre dizileri kullanilmistir. Antikanser aktivitenin
selektivitesi NIH3T3 (fare embriyo fibroblast hiicre dizisi) hiicre dizilerinde
degerlendirilmistir. Besiyeri olarak fetal calf serum ve 100 IU/mL penisilin ve 100
mg/mL streptomisin ilave edilmis A549, HeLa, MCF-7, HepG2 ve C6 hiicre dizileri i¢in
RPMI 1640, NIH3T3 hiicre dizileri igin DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
kullanilmigtir. Sentezlenen bilesiklerin antikanser etkinliklerinin kiyaslanabilmesi amaci
ile glinlimiizde kanser tedavisinde rutin olarak kullanilan doksorubisin ve Oncii

bilesigimiz olan Hoechst 33342 kullanilmustir.

4.9.1. MTT yontemi ile bilesiklerin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi
4.9.1.1. Hiicrelerin ¢ogaltilmast
Deneylerde kullanilan A549, HelLa, MCF-7, HepG2, C6 ve NIH3T3 hiicre

dizilerinin ¢ogaltilmasi ve deneye hazirlanmasi i¢in 2-3 giinde bir rutin olarak pasajlama
islemi yapilmistir. Inkiibatorden alman hiicre kiiltiir sisesi, 6lii hiicrelerin besiyeri
cozeltisine gegmesini saglanmak i¢in hafifce calkalanmis ve sonra steril bir pipetle kiiltiir
sisesi i¢indeki besiyeri alinarak atilmistir. Hiicrelerin yikanmasi i¢in kiiltiir sisesine 5 ml
fosfat tamponu ilave edilerek yikanmistir ve yikama ¢6zeltisi ortamdan uzaklastirilmastir.
Kiiltiir sisesine tripsin EDTA ¢ozeltisi (1X) (75 cm?’ lik kiiltiir siselerine 3-5 ml, 25 cm?’
lik 1-3 ml) konularak hafifce c¢alkalandiktan sonra inkiibatorde yaklasik 5 dk.
bekletilmistir (% 5 CO2, % 95 nem ve 37 °C). Inkiibatérden alinan kiiltiir siselerinin

tizerine 2025 ml besiyeri ilave edilerek hiicreler siispanse edilmis ve 1:2, 1:3 oranlarinda
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boliinerek yeni kiiltiir siselerine alinmustir. Kiiltiir siseleri inkiibatore konularak

inkiibasyona birakilmistir (% 5 CO2, % 95 nem ve 37 °C).

4.9.1.2. Hiicrelerin plakalara ekilmesi

Inkiibatérden alinan hiicre kiiltiir sisesi, olii hiicrelerin besiyeri ¢dzeltisine
gecmesi saglanmak icin hafifce ¢alkalandi ve sonra steril bir pipetle kiiltiir sisesi i¢indeki
besiyeri almarak atilmistir. Kiiltiir sisesine tripsin-EDTA ¢ozeltisi (1X) (75 cm?’ lik
kiiltiir siselerine 3-5 mL, 25 cm?’ lik 1-3 mL) konularak hafifce calkalandiktan sonra
inkiibatorde yaklasik 5 dk. bekletilmistir (%5 CO2, %95 nem ve 37 °C). Inkiibatorden
alman kiiltiir siselerinin igine besiyeri ilave edilerek (ilave edilen tripsin EDTA
cozeltisinin en az iki kat1 kadar besiyeri ilave edildi) pipet yardimiyla santrifiij tiipiine
almmugtir. Santrifiij tlipii i¢indeki hiicre silispansiyonu c¢alkalandiktan sonra 10 pL
alinarak otomatik hiicre sayma cihazinda sayilmistir. Hiicre siispansiyonu kiivetlere alindi
ve 200 pL/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasina dagitilarak (1.10*
hiicre/100 pL) 24 saat inkiibasyona birakilmistir (%5 CO2, %95 nem ve 37 °C).

4.9.1.3. MTT Sitotoksisite Testinin Uygulanmast

24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda plakalar ters ¢evrilerek besiyeri ortamdan
uzaklastirilmistir. Bilesiklerin 0.000316 mM-1 mM 8 seri konsantrasyonu (stok ¢ozeltiler
DMSO i¢inde hazirlandi) pozitif kontroller ile birlikte plakalara uygulanmistir. 24 saat
inkiibasyona birakilmigtir (%5 CO2, %95 nem ve 37 °C). 24 saatlik inkiibasyon
stiresinden sonra hiicre kiiltiirlerinin tist kismui ters ¢evrilerek atilmistir. Hiicreler fosfat
tamponu ile yikandi ve yikama ¢ozeltisi ortamdan uzaklastirilmistir. MTT cozeltisi (5
mg/ml) ve besiyeri 1:10 oraninda karistirildi. Hiicre kiiltiir plakasina 100 pL/kuyucuk
olacak sekilde bu ¢ozelti karisimindan ilave edildi. 3 saat inkiibasyona birakildi (%5 COg,
%95 nem ve 37 °C). 3 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda plakalar ters ¢evrilerek iist kismi
atilmistir. Hiicre kiiltiir plakasina DMSO c¢ozeltisinden 100 pL/kuyucuk olacak ilave
edilmis ve kuyucuklarin ELISA’da 540 nm’ de OD degerleri okunmustur. Test
maddelerinin her bir konsantrasyonu i¢in % inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Non-
lineer regresyon analizi ile maddelerin inhibitér konsantrasyon (ICso) degerleri
hesaplanmis ve maddelerin sitotoksik 6zellikleri yorumlanmistir [128-131]. Sitotoksik

aktivitenin selektivitesinin degerlendirilmesi i¢in bilesiklerin farkli hiicre dizilerine karsi
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elde edilen ICso degerleri ile bilesiklerin her biri igin selektivite indeksi (NIH3T3 hiicre
dizisi 1Csp degeri / Kanser hiicre dizisi ICso degeri) hesaplanmistir. Bu deger 1°den ne

kadar biiyiik olursa bilesiklerin antikanser aktiviteleri deger kazanmaktadir [132-134].

4.9.2. BrdU proliferasyon yontemi ile bilesiklerin antiproliferatif etkilerinin

belirlenmesi
4.9.2.1. Hiicrelerin plakalara ekilmesi

Inkiibatorden alinan hiicre kiiltiir sisesi, olii hiicrelerin besiyeri ¢ozeltisine
gecmesi saglanmak icin hafifce calkalanmis ve sonra steril bir pipetle kiiltlir sisesi
icindeki 48 besiyeri alinarak atilmistir. Kiiltiir sisesine tripsin-EDTA ¢ozeltisi (1X) (75
cm?” lik kiiltiir siselerine 3-5 ml, 25 cm?’ lik 1-3 ml) konularak hafif¢ce calkalandiktan
sonra inkiibatérde yaklasik 5 dk. bekletilmistir (%5 CO2, %95 nem ve 37 °C).
Inkiibatorden alinan kiiltiir siselerinin icine besiyeri ilave edilerek (ilave edilen tripsin
EDTA ¢ozeltisinin en az iki kat1 kadar besiyeri ilave edildi) pipet yardimiyla santrifiij
tiipiine alinmustir. Santrifiij tiipii icindeki hiicre siispansiyonu ¢alkalandiktan sonra 10 pL.
alinarak otomatik hiicre sayma cihazinda sayilmistir. Hiicre siispansiyonu kiivetlere alindi
ve 200 pL/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasina dagitilarak (1.10*
hiicre/100 pL) 24 saat inkiibasyona birakilmistir (%5 CO2, %95 nem ve 37 °C).

4.9.2.2. BrdU Proliferasyon Yonteminin Uygulanmasi

24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda plakalar ters ¢evrilerek besiyeri ortamdan
uzaklastirildi. Bilesiklerin ve pozitif kontrollerin ICso2-1Cs0—2*ICs0 olacak sekilde
hazirlanan 3 seri dillisyonlar1 plakalara uygulanmistir ve 24 saat inkiibasyona
brrakilmistir (%5 CO2, %95 nem ve 37 °C). 24 Saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre
kiiltiir plakasinin tist kismi atilmadan her bir goéze 100 pL BrdU labelling ¢ozeltisi ilave
edilerek 3 saat inkiibe edilmistir (%5 CO2, %95 nem ve 37°C). Inkiibasyon siiresi sonunda
plakalarin st kismi ters cevrilerek uzaklastirilmistir. Plakalara adsorban kagit
yerlestirilmis ve 2-8°C’ de kurumaya birakilmistir. Plaka kuruduktan sonra her bir goze
200 pL Fix Denat c¢ozeltisi ilave edilmis ve 30 dk. oda 1sisinda bekletilmistir. Siire
sonunda Fix Denat ¢ozeltisi plakalar ters ¢evrilerek uzaklastirilmis ve sonra 100 pL
BrdU-POD c¢alisma ¢ozeltisi kuyucuklara ilave edilmistir. 90 dk. oda 1sisinda
bekletilmistir. Siire sonunda BrdU-POD c¢alisma c¢ozeltisi plaka ters ¢evrilip
uzaklastirildiktan sonra 200 puL yikama ¢ozeltisi ile plakalar 3 kez yikanmistir. Yikama
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¢ozeltisi ortamdan uzaklastirilmis ve her bir kuyucuga 100 pL substrat ¢ozeltisi ilave
edilmis ve 5-30 dk. oda 1sisinda bekletilmistir. Siire sonunda plakanin her bir goziine 25
puL 1 M H2SO4 ¢ozeltisi ilave edilmis ve ODaso degerleri okunmustur. Her bir bilesik i¢in
% DNA sentezi inhibisyonu hesaplanmustir [142].

4.9.3. Anneksin V/PI yontemi ile bilesiklerin apoptotik etkilerinin belirlenmesi
4.9.3.1. Hiicrelerin Plakalara Ekilmesi

Inkiibatorden alinan hiicre kiiltiir sisesi, olii hiicrelerin besiyeri ¢ozeltisine
gecmesi saglanmak i¢in hafifce calkalandi ve sonra steril bir pipetle kiiltiir sisesi i¢cindeki
besiyeri almarak atilmistir. Kiiltiir sisesine tripsin-EDTA ¢ozeltisi (1X) (75 cm? lik
kiiltiir siselerine 3-5 mL, 25 ¢cm?’ lik 1-3 ml) konularak hafifce ¢alkalandiktan sonra
inkiibatorde yaklasik 5 dk. bekletilmistir (%5 CO2, %95 nem ve 37 °C). Inkiibatorden
alman kiltiir siselerinin icine besiyeri ilave edilerek (ilave edilen tripsin EDTA
cozeltisinin en az iki kat1 kadar besiyeri ilave edildi) pipet yardimiyla santrifiij tiipiine
alimmugtir. Santrifiij tiipii icindeki hiicre siispansiyonu calkalandiktan sonra 10 mL
alinarak otomatik hiicre sayma cihazinda sayilmistir. Hiicre siispansiyonu kiivetlere alindi
ve 2 mL/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasina dagitilarak (25.10*
hiicre/100 pL) 24 saat inkiibasyona birakilmistir (%5 CO2, %95 nem ve 37 °C).

4.9.3.2. Anneksin/PI Yonteminin Uygulanmast

MTT sitotoksisite testi ile selektivite indeksleri yiiksek olan bilesiklerin ve pozitif
kontrol olarak doksorubisin’in A549, HeLa, MCF7, HepG2 ve C6 hiicre dizilerinde
Anneksin/PI testi ile canli, apoptotik ve nekrotik hiicre yiizdeleri belirlenmistir.

24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda plakalar ters ¢evrilerek besiyeri ortamdan
uzaklastirildi. Bilesiklerin ve pozitif kontrollerin ICsg konsantrasyonlar 2 tekrarli olacak
sekilde plakalara uygulanmustir. 24 saat inkiibasyona birakilmistir (%5 CO2, %95 nem ve
37 °C). 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kiiltiirlerinin tist kism1 atilmadan
santrifiij tiiplerine toplanmistir. Plakalara 500 pL tripsin-EDTA ¢ozeltisi ilave edilmis ve
3 dk. inkiibasyona birakilmistir. Inkiibatdrden alinan plakalarm icine besiyeri ilave
edilerek pipet yardimiyla santrifiij tiiplerine alinmig ve +4°C, 1200 g’de 5 dk. santrifiij
edilmistir. Santrifiij tiipiindeki besiyeri uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti 1 mL fosfat
tamponu ile siispanse edilmis ve tekrar +4°C, 1200 g’de 5 dk. santrifiij edilmistir. Fosfat

tamponu uzaklastirildiktan sonra hiicre pellet’i 1x Annexin V Binding Buffer ile 1 x 108
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hiicre/ml olacak sekilde siispanse edilmistir. Farkli bir tiiplere birbirine karigmayacak
sekilde 5 puL Anexin V ve 5 uL PI ilave edildikten sonra tiiplere 100 pL hiicre
stispansiyonu ilave edilmistir. Tiipler 15 dk. oda 1s1sinda 1s1ktan korunarak bekletilmistir.
Stire sonunda 400 pL 1x Annexin V Binding Buffer tiiplere ilave edildi ve akis sitometri
cihazinda (Anadolu Universitesi Bitki, Ila¢ ve Bilimsel Arastirmalar Merkezi, Hiicre

Kiiltiirii Laboratuvarinda) analiz edilmistir [ 135].

4.10. DNA Topoizomeraz I enzim inhibisyon ¢calismalari

DNA Topoizomeraz I siiper sarmal aktivitesinin inhibisyonunun tespiti icin DNA
topoizomeraz I kullanilmigtir. Yontem, tedarik¢i (SKU TG1018-2A, TopoGen, ABD)
tarafindan tarif edilen kit protokoliine gore uygulanmistir. Deney tamponu 10 mM Tris-
ClpH 7.5,0.15 M NaCl, 1 mM EDTA, 0.1% BSA, 0.1 mM Spermidin, 5% gliserol, 10%
sodyum dodesil stilfat, 0.5 mg/ml proteinaz K formiilasyonuna goére hazirlanmistir. Her
bir madde igin reaksiyon ortamuna, 1 {inite (U) DNA Topoizomeraz |, 1lU DNA
topoizomeraz | igin 5 kat1 kadar deney tamponu (5 pL) eklenmistir. Deney ortamina en
son kimyasal madde ilave edilmistir. Kamptotesin ve Hoechst 33342 referans ilag olarak
kullanilmigtir. Téim kimyasal maddeler ve referans ilaglar 50 pM konsantrasyonunda
reaksiyon ortamina eklenmis ve karisim suyla 20 pnL’ye tamamlanmustir. Karigim bir saat
boyunca 37°C'de inkiibe edildikten sonra, karisima 5 pL durdurma tamponu, ardindan da
1 uL proteinaz K koyulmustur. Karisim bekletilmeden 30 dakika boyunca 37°C'de tekrar
inkiibe edilip tizerine 20 pL kloroform:izoamil alkol (24:1) ilave edildikten sonra
vortekslenmistir. Son olarak, mavi faz ortamdan alinarak, %1 agaroz jel iizerine TAE
tamponu ile eklenmistir. Bu islemler kimyasal madde iceren {i¢ reaksiyon ortamiyla
birlikte amaciyla %1°lik DMSO igeren karisim i¢in de uygulanmustir. Pozitif kontrol
amaciyla da siiper sarmal DNA ve relaks DNA (siiper sarmal DNA+DNA topoizomeraz
I) iceren ortamlar hazirlanip agaroz jel iizerine ayni sekilde eklenmistir. Tiim deneyler
jele eklendikten sonra, ortama 1.5-2 V/cm elektrik verilerek elektroforez yontemi
uygulanmistir. Karisim, jelin %80’ine kadar ilerlemediginde, jel molekiiler goriintiileme

cithaziyla goriintiilenmistir.
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4.11. Molekiiler docking

Tez kapsaminda sentezi gergeklestirilen bilesik serisi igerisinde antikanser etki
gosteren 5d, 5e, 5n ve 50 kodlu bilesiklerin DNA-Topoizomeraz | enzim kompleksi aktif
bolgesindeki baglanma ve etkilesim noktalarini belirlemek amaciyla yapi temelli in silico
docking metodu uygulanmis ve DNA-Topoizomeraz | enzim kompleksi kristal yapisi
(PDB Kodu: 1T8I) [136] tizerinde protein-ligand etkilesim analizi gergeklestirilmistir.

Kristal yapis1 6ncelikle Schrodinger Suite 2015 Update 2'de [137] yer alan Protein
Preparation Wizard protokolii uygulanarak docking ¢alismalari igin hazir hale getirilmis,
OPLS 2005 kuvvet alan1 kullanilarak bag uzunluklari diizenlenmis, yiiklii amino asitlerin
tizerindeki atomlarin belirtilen ortam kosullarindaki olast yiikleri otomatik olarak
belirlenmistir. Dock edilecek bilesikler LigPrep 3.8 [138] modiilii ile docking i¢in
hazirlanmistir. Glide 7.1 [139] ile grid olusturulmus ve yine ayni modiil kullanilarak

single precision (SP) ile docking islemi gerceklestirilmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMALAR
5.1. Sentez Calismalari

5.1.1. 2-(4-Siibstitiiefenil)- 1H-benzo[d]imidazol-6-karboksilik asit (1a-1c)

N,

\>_< >_R1
N
H

la-1c

HOOC

Yontem A’ya gore sentezlenmigstir. Verim: % 75-83.

H HSO;Na

O™ B OO0,
HOOC NH, NaO3S HOOC
l H,0

T+

H
1,
N\C,SO3N3 H SO;Na
h@\ N—§\©\
HOOC N
(, R /' H R,
H ! HOOC NH,
j -NaHSO3
N
’ \
N Ry
oo~y ) s
R H

Sekil 5.1. 2-(4-Siibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-karboksilik asit (1a-1c) tirevierinin sentezi

i¢in onerilen reaksiyon mekanizmasi ve 1a-1c kodlu bilesiklerin kimyasal yapisi
5.1.2. 2-Kloro-1-(4-siibstitiiepiperazin-1-il)-etan-1-on tiirevleri (1d-1h)
/ \ O
RZ_N N‘<¥
__/ cl

1d-1h

Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Verim: % 68-78.
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—~
/_\/—\O> /S—\WH O Cl

Cl
R,2™N NH + ¢ —> R,~N N —
___/ N 1
(C,Hs)3N \'
N /—\I_\.]\‘OH Cl -Cl . /—\ﬁ_ ?/—H
- 2
NI NIVt

Cl

Rel

/ \ O
RZ_N N‘<¥ + (C2H5)3NHC1
/ cl

Sekil 5.2. 2-Kloro-1-(4-siibstitiiepiperazin-1-il)-etan-1-on (1d-1h) tiirevierinin sentezi igin dnerilen

reaksiyon mekanizmasi

5.1.3. Metil 2-(4-siibstitiiefenil)- 1H-benzo[d]imidazol-6-karboksilat (2a-2c)

N C
\ R,
H;CO0C N

2a-2¢

Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Verim: %75-60.
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N +
H
N
R1—< >—</ j@\ o) R@ j@\ H
N 2 1 +/
C -0
H C

i -H N
O. H I
-CH;-OH CH;-OH
N H H* /N H
2
O~ I " I8
N C—0 H N Cc-0
H N i \C
O\ CH3 O\ H3
H H
HE || gt
\ -H,O /
O, e 0
N C<O N -
H + C')) ol H,0 H ¢ O\CH
H \H 3 3
H' || -
N
R1—< >—</ o
N 7,
H ¢
(ON

Sekil 5.3. Metil 2-(4-siibstitiiefenil)- 1H-benzo[d]imidazol-6-karboksilat (2a-2c) tiirevierinin

sentezi i¢in onerilen reaksiyon mekanizmasi

5.1.3.1. Metil 2-(4-hidroksifenil)- 1H-benzo[d]imidazol-6-karboksilat (2a)

N
H,CO0C N

2a
Yontem C’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.N.:306.1-307.5 °C. Verim: %75.
IR (ATR) vmaks (cm™): 3334 (N-H gerilim bandi), 1687 (C=0 gerilim band1), 844 (1,4~
disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).
'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8: 3.88 (3H, s, -CH3), 6.95 (2H, d, J=8.70 Hz, 1,4-
disiibstitiiebenzen), 7.62 (1H, d, J=8.34 Hz, benzimidazol-C.), 7.82 (1H, dd, J1=8.43 Hz,
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J>=1.26 Hz, benzimidazol-Cs), 8.04 (2H, d, J=8.64 Hz, 1,4-disiibstitiiebenzen), 8.14 (1H,
s, benzimidazol-Cv), 10.05 (1H, s, N-H).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): &: 52.41, 107.48, 111.94, 116.26, 120.89, 123.40,
126.28, 129.02, 130.54, 134.46, 154.79, 160.14, 167.28.

HRMS (-m/z): [M+H] *: C1sH12N203 i¢in Hesaplanan: 269.0910, Bulunan: 269.0921.

DOPNALAB
Item Value
Acquired Date&Time 5.02.2019 14:11:07
Acquired by System Administrator
Filename CAUsers\dopnalab\Desktop\derya\OP\op-oh-ester 1 ispd
Spectrum name op-oh-ester
Sample name oh-ester
Sample ID
Option
Comment
No. of Scans 10
Resolution 4 [em-1]
Apodization Happ-Genzel
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Sekil 5.4. Bilesik 2a’ya ait IR spektrumu
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Formulz Predictor Report - OH-E_3 led

Data File: C:\LabSolutions'\Data\AnaliziuaciOH-E_3.lcd
Emt Val| Min Max Elmt | Val

Page 1of 1

H 1 0 40 e
C 4 1B 30 F
M 3 0 B P

Ll = 2

Error Margin (ppm): 15
HC Ratio: unlimited
Max lsotopes: 3
MSn lzo RI (%) 10,00

LApphy M Bule: yes
Isotope RI (%2): 1.00
M5n Logic Mode: AND

Eventd- 1 MS(E+) Ret Time:5213 Scan®: 783

DEE Range: 5.0-22.0

ooci
GDGE

Electron lons: both
Use MSn Info:
|sotope Res:

Max Results:

yes
3000
500

4.000e5
3.500=5
3.000=H
2.500e5H
2.000=5
1.500=5
1.000=
5.000e44

2630910

0

100.0 200.0 300.0 a00.0

500.0 500.0

Measured region for 269 0810 miz

100.04 269.0910

504

2704905

e 7585 a0 B2 Johe Jehh oouE

2700 2702 3704 5706 27b8 2710 2712 2714

C15 H12 N2 03 [M+H]+ : Predicted region for 269.0921 m/z

100.04 263.0921

504

l

270.0952

(L) T T T T T T
2686 2633 2630 2692 2634 2606 2638

2700 2702 2704 2706 2708 2710 2712 74

7627 CI5 HTZNZ2 03

Iso  DBE
-409 8266 110

Meaz. mfz  Pred mfz Df
260.09100 269.0521

Sekil 5.7. Bilesik 2a’ya ait kiitle spektrumu
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5.1.3.2. Metil 2-(4-metoksifenil)- 1H-benzo[d]imidazol-6-karboksilat (2b)

N,
H;CO0C N

H
2b
Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.N.: 230.4-231.7 °C. Verim: % 68.

IR (ATR) vmaks (cm™): 3520 (N-H gerilim bandi), 1695 (C=0 gerilim band1), 839 (1,4-
disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).
!H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8: 3.85 (3H, s, -OCHj3), 3.87 (3H, s, -COOCHa), 7.13
(2H, d, J=8.85 Hz, 1,4-disiibstitiicbenzen), 7.65 (1H, br.s., benzimidazol-C-H), 7.83 (1H,
d, J=7.95 Hz, benzimidazol C-H), 8.14 (2H, d, J=8.85 Hz, 1,4-disiibstitiiebenzen), 8.22
(1H, br.s., benzimidazol, C-H).
13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): 6: 52.43, 55.87, 111.49, 113.08, 115.31, 118.69,
120.49, 122.45, 123.29, 123.56, 128.88, 130.43, 161.55, 167.26.
HRMS (-m/z): [M+H] * : C16H14N20s3 i¢in Hesaplanan: 283.1083, Bulunan: 283.1077.
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Sekil 5.8. Bilesik 2b’ye ait IR spektrumu
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83



orT >iwdd o2 or 09 08 001 ozt ovl 091 08l
- 1 1 1 ] 1

0
ZH 0071 gl ! ! ! !
0 gss
i Mam
ZHH 0TZE08F SL s ) "
89LZE i o W sty -
siesjeweied bursseooid - zZa ’ ' .__ﬁ_ci.i
M 00056F0T°0 £IMId
M 666£980T°0 ZIMTd
M 00000000°0T ZMId
D980 00706 Zadog
9TZ1TEM zl9ddado
HT ZoNN
ZHW LOOZT8T 00€E zods
======== gJ TINNVH) ========
M 00000000°ST MIa
2880 00°GT 1d
J€T ToNnN
ZHH L898L8F SL 1048
======== TJ TINNVH) ========
T 0dr1
2880 00706 z€d
9z ST
€T !
D8s (066£E6000°0 0%a
085 8666666870 zeda
285 0051000070 Ted
088 000000€0°0 11a
D8s (00000007 T Ta
¥ 6700€ e
o8sn 0579 jctes
ossn 8% 0E Ma
LBTTOS 24
088 9880TL9"0 ov
ZH BSOSFLO SEIAIE
ZH €90 FPIFFZ HMS
v sa
618 SN
OSHa INIATOS
89LZE ar
bdbz 20¥dINd
T-2€1 TOJ umr g aHgodd
00£499TANOA WNEISN
[A3r AN SWTL
FEZT06102C Teaieq
sisjowered uoTlTsInboy - zi
T ONDCdd
z ONJdXE
I8188 SHO TN

sIslsueIied v1ed 1UsIINdD

LWWWwsE&s&ouou P e I Bt [
coooSNOO SO S-SR W o o
ENobosDo N o - M
oo hwisN bowobhnbuon o

(R R RO R - a o

Sekil 5.10. Bilesik 2b ’ye ait *CNMR spektrumu
84



Formula Predictor Report - OM-E_4.led Page 1of 1

Data File: C:\LabSolutions\Dats\AnalziuzcOM-E_4.led

Eimt Val Mmn Max Elmt Val Mn Max Hmt Val Mmn Max Elmt Val Min Max Use Adduct
H 1 0 40 [o] 2 2 [ 5 2 a 2 Ru 2 i} 1] H
C 4 15 30 F 1 a 0 Cl 1 a 0 Pd 2 U} 1]
M 3 a G P 3 a 0 Br 1 a 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBEE Range: 5.0-22.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apphy N Rule: yes sz MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%4): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500

Events: 1 MS(E+) Ret Time:-4.813->4.813 Scang : 723 - 723

3.000¢H
2.500e7 283 hoga
2.000e7
1.500¢7]

1.000e7 284.1100
500026

0

100.0 2H0 3000 4000 500.0 500.0 700.0 800.0 o0h.0

Measured region for 2831083 m'z
2831083

100.0H

284(1100

1 T et et ” - ’ . - T
e 208 2ma0 D852 284 Jmap o0an 28hD Jmi2 o3id 28he Jghs 2850 3857 2854

C16 H14 N2 O3 [M+H]+ : Predicted region for 283.1077 m/z
2831077

100.04

284.1103

) :

2826 2828 2830 2832 2834 2B36 2838 2840 2847 2844 246 2348 2850 2852 2854

Rank Score Formula lon Meas. miz  Pred. m/z DE
1 6436 CIGHI4 N2 O3 M+HJ+ 2831083 28310 ] 212 6621 11.0
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5.1.3.3. Metil 2-(4-etoksifenil)- 1H-benzo[d]imidazol-6-karboksilat (2c)

N
H,CO0C N

H
2c

Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.N.:252.8-254.4 °C. Verim: % 60.
IR (ATR) vmaks (cm™): 3477 (N-H gerilim bandz1), 1645 (C=0O gerilim bandi), 844 (1,4-
disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).
'H-NMR (300 MHz, DMSO-de): 8: 1.36 (3H, t, J=6.96 Hz, -CH3), 3.87 (3H, s, -CH3),
4.11 (2H, q, J=6.96 Hz, -CH»), 7.11 (2H, d, J=8.88 Hz, 1,4-disiibstitiebenzen), 7.63 (1H,
d, J=8.43 Hz, benzimidazol-Cs), 7.83 (1H, dd, J1=8.40 Hz, J>=1.59 Hz, benzimidazol-
Cs), 8.12 (2H, d, J=8.88 Hz, 1,4-disiibstitliebenzen), 8.1 (1H, s, benzmidazol-C7), 13.07
(1H, s, N-H).
13C-NMR (75 MHz, DMSO-de): 8: 15.04, 52.38, 63.81, 114.39, 115.33, 116.22, 118.31,
119.34, 122.31, 123.53, 128.49, 128.88, 154.40, 160.84, 167.26.
HRMS (-m/z): [M+H] * : C17H16N203 i¢in Hesaplanan: 297.1232, Bulunan: 297.1234
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DOPNALAB

Item Value
Acquired Date&Time 5.02.2019 14:09.09
Acquired by System Administrator
Filename C:\Users\dopnalab\Desktop\derya\OP\op-oet-ester 1 ispd
Spectrum name op-oet-esteri
Sample name oet-ester
Sample 1D
Option
Comment
No. of Scans 10
Resolution 4 [em-1]
Apodization Happ-Genzel
Abs
0
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
| op-oet-ester] ——
100 [ % .
i N i
%T | N S - é | L18 g
A S s 2 w T ag g 2
[= T Y N =T =4
B el (o] 3 M o © 3 I~
I~ o ey r““f” -
75 I -~z o g
i ~a
©
@
i 2%
50—
25—
0 T T T T | T T T T | T T T T | T T T T T T T T | T T T T | T T T T |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
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Formula Predictor Report - ET-E_4.1

cd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analz'uac ET-E_4.lcd

Page 1of 1

Use Adduct

Error Margin (ppm): 15
HC Ratio: unlimited
Max lsotopes: 3
MSn lso BRI (32): 10,00

Event®: 1 MS(E+) Ret. Tme:5.94

DBE Range: 50-220
Lpphy N Rule: yes
Isotope RI (%2): 1.00
MSn Logic Mode: AND

7 Scan# : 893

o
%— DDD;
DDDE

Electron lons:
Use MSn Info:
Isotope Res:
Max Results:

yes
3000
500

6.000e5
5. 500e5
5.000e5H
4.500e5
4.000e5H
3.500e5
3.000=5
2.500e5
2.000e5
1.500e5H
1.000e5H
5.000e4+

2971232

2581212

| 2791557 |||

3163218
3241406

¢ 100.0 200.0

300.0 400.0

500.0

500.0 700.0 300.0 900.0

Measured region for 2571232 miz

100.04

20.04

2971232

2984212

YEr 7Es 90

2972 2974 2976 2978 2950 2982 2954 2986 2988 2990 2992 2954

region for 257.1234 miz

C17 H16 N2 O3 [M+H]+ : Predicted
100.04 =7
50.04

1234

|

|

|
\

288.1265

A .

[y T T
2966 2988 2970

2972 2974 2976 2978 2980 2982 7984 2986 J988 7990 2992 2994

Rank Score Fomula

lon

Meas.mfz Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm)
-067

Iso

DBE

(M)
T 5220 CI7H16 N2 03

[M+H]+

2971232 2971234 -0.2 52.20
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5.1.4. 2-(4-Siibstitiiefenil)- 1H-benzo[d]imidazol-6-karbohidrazit (3a-3c)

N C
\ Rl
H,NHNOC N

3a-3¢

Yontem D’ye gore sentezlenmistir. Verim: % 68-79.

N
R, { o~ o N
< > <§ C,/o + H,NNH, R, ! (0}

, .. |
H,CO N~ “ Tﬁf C~OCH;

N N H
/
R, 7 - R 7 e}
_0 1 ] VY
n c” -CH;0H N C-OCH,
|
NHNH, ITI-NHz

H

Sekil 5.16. 2-(4-Siibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-karbohidrazit (3a-3c) tiirevierinin sentezi

icin onerilen reaksiyon mekanizmasi

5.1.5. 2-((4-Siibstitiiefenil)-(6-(5-merkapto-1,3,4-oksadiazol-2-il)-1H-benzo[d]

imidazol (4a-4c)
N
OYCE )
HS\<\ | E

N-N
4a-4¢

Yontem E’ye gore sentezlenmistir. Verim: % 84-78.

91



NH, ¢ =
O S
N
R]4©—</ H 0 N
H H N NN SsH
O H H
o)
N
R / N
OIS
H NH N /N—NH o
6] H Ly
« OH HS)/

0L,

Sekil 5.17. 2-((4-Siibstitiiefenil)-(6-(5-merkapto-1,3,4-oksadiazol-2-il)-1H-benzo[d] imidazol (4a-

TZ

4c) tiirevlerinin sentezi igin énerilen reaksiyon mekanizmasi

5.1.5.1. 2-((4-Hidroksifenil)-(6-(5-merkapto-1,3,4-oksadiazol-2-il)-1H-benzo[d]

imidazol (4a)
N
Hs~<\ ﬁ

N’N
4a

Yontem E’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.N.: 226.8-228.3 °C. Verim: %81.
IR (ATR) vmaks (cm™): 3483 (N-H gerilim bandz), 1645 (C=0O gerilim band1), 844 (1,4-
disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).
'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8: 7.06 (2H, d, J=8.76 Hz, 1,4-disiibstitiiebenzen), 7.89
(2H, m, benzimidazol-C_.H), 8.10 (1H, s, benzimidazol-C.H), 8.24 (2H, d, J=8.70 Hz, 1,4-
disiibstitiiebenzen), 10.75 (1H, s, O-H).
13C-NMR (75 MHz, DMSO-de): 6: 112.11, 115.27, 115.48, 116.86, 118.85, 122.86,
130.64, 134.41, 136.72, 152.40, 160.92, 162.58, 177.83.
HRMS (-m/z): [M+H] * : C15H10N40:S i¢in Hesaplanan: 311.0595, Bulunan: 311.0597.
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DOPNALAB

Item Value
Acguired Date&Time 5.02.2019 14:06:58
Acquired by System Administrator
Filename CAUsers\dopnalab\Desktop\derya\OP\op-oh-oks 1.ispd
Spectrum name op-ch-oks 1
Sample name oh-oks
Sample 1D
Option
Comment
No. of Scans 10
Resolution 4 [em-1]
Apodization Happ-Genzel
1
Abs |
0 J
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
| op-oh-oks1 —
100 —~—— ‘Ym —
i g: =2}
%T | Q "_’
u
. g %
75—
50—
25—
{] T T T T | T T T T I T T T T | T T T T T T T T | T T T T I T T T T |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
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Farmulz Predictor Report - OH-0OKS_4.lcd

Data File: C:\Lab5Solutions'Datz\AnalziuacDH-0KS_4 lcd

Page 1of 1

Emt Val Min Max Elmt Val. Min_ Max Elmt Val. Min Max Elmt Val Min Max Use Adduct
H 1 0 40 [a] 2 2 5 5 2 a 2 Ru 2 a ] H
C 4 15 30 F 1 U} 0 Cl 1 a 0 Pd 2 a 0
N 3 a B F 3 0 0 Br 1 a 0 | 3 a ]
Error Margin (ppm): 15 DBE Range: 5.0-22.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apphy M Rule: yes Use M5n Info: yes
Max |zotopes: 3 Izotope RI (%£): 1.00 Isotope Res: 9000
M5n lzo RI (32): 10,00 MSn Logic Mode: AMD Max Results: 500

Eventt: 1 MS(E+) Ret. Time: 4.253->4.253 Scang:639->639

3.000=74

2.500e71

2.000e73 311,585

1.500e7

1.000e74
312.0608

5.000=6

l
o 100.0 200.0 300.0 40b.0 500.0

500.0 700.0 3000 500.0

Measured region for 311.0535 miz

100.04 311.0595

e N

312.0608

313.0572

G T T T r_'_
316 3108 310 312 34 36 3118 3120 3122 3124 326 3128 3130 3132 3134

C15H10 N4 02 5 [M+H]+ : Predicted region for 311.0557 miz

100.0- 311.0557
50.04
312.0624
m 313.0585
H=r v T T T T T Y T T Y T .m Y T
306 3108 3110 3112 3114 3116 3118 3120 3122 3124 3126 3128 3130 3132 3134
Rank Score Formula (M) lon Meas.m/z Pred. miz Df Df. lsa DBE
1 8530 CI5HION4 02 S [M+Hl+ 311.05985)  311.0597 -0. 064 BR30D 130
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5.1.5.2. 2-((4-Metoksifenil)-(6-(5-merkapto-1,3,4-oksadiazol-2-il)-1H-benzo[d]

imidazol (4b)
N
Hs~<\ I;\I IﬁI

Yontem E’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.N.:274.4-276.5 °C. Verim: %78.
IR (ATR) vmaks (cm™ ): 3381 (N-H gerilim band1), 1633 (C=0 gerilim bandr), 837 (1,4-
disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).
'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8: 3.90 (3H, s, -OCH3), 7.24-7.28 (2H, m, 1,4-
disiibstitiiebenzen), 7.89 (1H, s, benzimidazol C-H), 8.12 (1H, s, benzimidazol C-H), 8.32
(2H, d, J=8.70 Hz, 1,4-distibstitiiebenzen), 8.40 (1H, s, benzimidazol C-H).
13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): &: 56.25, 111.07, 114.23, 115.49, 115.76, 119.97,
122.60, 130.24, 130.49, 133.74, 152.25, 160.86, 162.73, 177.22.
HRMS (-m/z): [M+H] * : C16H12N4O2S i¢in Hesaplanan: 325.0748, Bulunan: 325.0754
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DOPNALAB

Item Value
Acquired Date&Time 5.02.2019 14:01:22
Acquired by System Administrator
Filename C:\Users\dopnalab\Desktop\derya\OP\op-ome-oks 1 .ispd
Spectrum name op-ome-oks1
Sample name ome-oks
Sample |D
Option
Comment
No. of Scans 10
Resolution 4 [em-1]
Apodization Happ-Genzel
Abs
T ——
0_ -
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
i op-ome-oksl —
100 A
o _—_\‘r—’—\’/ 1|_ |
1 o ) N vlm‘} é =
7 & g R S~ & s
757 @ g $%38 5 3
| - - S
50—
25—
U T T T T I T T T T | T T T T I T T T T T T T T | T T T T | T T T T |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm-1
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Formulz Predictor Report - OM2_7 led Page 10f1

Diata File: C:\LabSolutions\Data\Analiziuac OM2_7 led

H 1 10 40 ] 2 2 5 S 2 0 2 Ru 2 0 0 H
C 4 1B 30 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 B P 3 0 0 BEr 1 0 0 | 3 0 0
Errar Marain (ppm): 15 DBE Range: 5.0-22.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Lpphy N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (%4): 1.00 Isotope Res: 2000
MSn lso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500

Event®: 1 MS(E+) Ret Time:5253 Scand: 789

3.000e7

2.500e74

325745
2.000=7

1.500e7

1.000=73 326.0760

5 00026 327.0736

|
6 200.0 300.0 400.0 500.0 500.0 700.0 300.0 900.0

Measured region for 325 0748 miz

100.0- 3250748
5004
326 0760
251302 327.0736
0 "\ T et e S . .
325.0 3255 326.0 3255 327.0 3275 3280
C16 H12 N4 02 5 [M+H]+ - Predicted region for 325.0754 miz
100.04 3250754
50.H
326.0781
327.0743
¥ i T T T T A T v ’
3250 3255 326.0 3265 70 3275 328.0
Rank Score Formula (M) lon Meas. mfz  Pred. mfz Df Df. Iss DBE
1 8005 CleH1ZN402S M+HJ+ 3250748  325.0754 -0. -1.85 8179 130
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5.1.5.3. 2-((4-Etoksifenil)-(6-(5-merkapto-1,3,4-oksadiazol-2-il)-1H-benzo[d]imidazol

(4c)
N
N\ 0C,H
Y@ W
HS~<\ H
N

|
—N
4c

Yontem E’ye gore sentezlenmistir. Deneysel E.N.: 288.2-289.9 °C. Verim: %84.
IR (ATR) vmaks (cm™): 3402 (N-H gerilim bandz1), 1624 (C=0 gerilim band1), 846 (1,4-
disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).
!H-NMR (300 MHz, DMSO-d): &: 1.38 (3H, t, J=6.90 Hz, -CHa), 4.17 (2H, g, J=6.96
Hz, -CHz), 7.23 (2H, d, J=8.28 Hz, 1,4-disiibstitiicbenzen), 7.91-7.93 (2H, m,
benzimidazol-C.H), 8.12 (1H, s, benzimidazol-C.H), 8.24 (2H, d, J=7.47 Hz, 1,4-
disiibstitiiebenzen).
13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): 6: 14.92, 64.35, 112.17, 115.55, 115.96, 116.14,
119.30, 123.28, 130.57, 133.78, 135.98, 151.83, 155.14, 162.99, 177.88.
HRMS (-m/z): [M+H] * : C17H14N40-S i¢in Hesaplanan: 339.0910, Bulunan: 339.0910.
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DOPNALAB

Item Value

Acquired Date&Time 5.02.2019 14:04:57

Acquired by System Administrator

Filename C:\Users\dopnalab\Desktop\derya\OP\op-oet-oks 1 .ispd

Spectrum name op-oet-oks1

Sample name oet-oks

Sample ID

Option

Comment

No. of Scans 10

Resolution 4 [em-1]

Apodization Happ-Genzel

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

-oet-oks1 ——

100—

%T

——

304550‘?
1

340243
1184,29—

437,84
424,34

7T I
1000 500
cm-1

T | T T | T T T T | T
3000 2500 2000 1500

Sekil 5.26. Bilesik 4Cye ait IR spektrumu

103




6L'E

= o

L

00" T 2d

ZH 0E° 0O a1

0 q55

HWa MaM

ZHW 000008T"00E K
9£5599 Is
sialoweled butsseooig - 74
M 0000000070T MTId
2250 00TET Td
HT T20N

ZHW LESB8TBT"00F 1045
======== 1] TANNVH] ========
T 0da

285 00000000 E Ta
A B'66Z dL

Q28sn 0579 dd

995N 0Ze" 18 Ma
EFFFTZT o4

285 CLLTZFETT o4
ZH &Z5ZLE70 SE4dId
ZH 915019 HME

] 5d

91 SN

OSHa INAATOS

PEEST aL

bz 204ddInd
T-2£T TNJ uww g AHE0dd
00EddEIdNCa HWELENT

0T°ST BWTL

1ZZ06TOE . Teleg
sislaweleg uoTitsInboy - z4
1 ON2OYd

T ONdX3

SY0-330 AWYH

SI@JOWEIE EBIEJ IU2IIN

<)
HAdIAMNAE
(<)

ZrSE'L
FLLE'L
t00t°L
2008 —
9ZrL Y
8591LF
0681t
LLIEY

A AN
b B B - -
NPT
2538345

=

Sekil 5.27. Bilesik 4¢’ye ait 'HNMR spektrumu
104



071 sawdd  og ot 09 08 00l ozl orlL 09l 081 002
| | | | | |

0 a2

8 p0°t o N N O R B _ _ _ _ _
0 HES
W3 MOM
ZHM OTZEOBWRTSL 45
BaLZE 1s

siszauwered burssecoid - ¢

M 000S6F0T70
M 666E9BOET0
M 0000000070T
D8S0 00706
ITZITEM
HT
ZHA LO0OZTEBT00E

S——

M 000000007GT
n

D9SN Q0°ST
JET
ZHH LB9BLEF SL
=—====== TJ TENN ========
23S0 0008
9z
EC
o 066E6000°0

s

38 BGE66GEE"0
03E Q0ST0000°0
25 Q0000DEQTOD
9% Q00000007 T

¥ 5T66T i
298N 0S°9 it
IBE0 QEF 0T Ma

LBTTOS fals
038 9BROTLY"O ow
ZH BGOSFL"O SHEATE
ZH £90 FIVFET HME
¥ 5a
BYO0Z SN
OSWO INEATOS
BYLZE ar
6dbz 20daTNd
T-2£T INQ UM § AHE0EA
00E¥EIHNOA WIMISNI
1751 aWTI
TZZO6TOT L

atstnboy - za

ONDOHd

NAKE
§Y0-180 TN
§JI910WEIE4 EJEJ JIUDIIND

z

>
~

0
B89°6E
96°6E
vZor
SE'Y9 ——
PR AN
SE'SLL
rLesE ——
66’29 —
8L —

ER IS ——

|
IR
AdA3dMnaga 44444
S2889a8

Sekil 5.28. Bilesik 4¢’ye ait **CNMR spektrumu
105



Formulz Predictor Report - ETO_6 led Page 1of 1

[iata File: C:\LabSolutions'Data\Analzluac ETO_G led

H 1 10 40 0 2 2 5 S 2 o 2 Ru 2 0 0 H
C 4 15 30 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 0 B P 3 o 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBERange: 50-220 Electron lons: baoth
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
IMax |sotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 Izotope Res: 5000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500

Event®: 1 MS(E+) Ret. Time: 5693 Scand : 855

2.600e74
2.400e74
2.200e74
2.000e74
1.800e74
1.600e74
1.400e7 3290910
1.200e7
1.000e7
8.000=6
6.000e6 340.0937
4.000e64
20006

0

100.0 500 3o 400.0 500.0 500.0 700.0 300.0 a0h.0

Measured region for 333.0910 miz

0001 339.0910
50.04
340.0937
A 341.0907
0 o e o A i
335.0 1395 0.0 3405 341.0 15 2.0 25
C17 H14 N4 02 5 [M+H]+ : Predicted region for 229.0310 m/z
1000 339.0910
50.0
340.0938
m 341.0902
o . . Lk ' A y , .
339.0 3195 0.0 3405 341.0 3415 2.0 425
Rank Score Formula (M) lon Meas. miz Pred miz Df (mDa) Df (ppm) Iso DBE
1 8001 CI7HIANA 025 [M+H+ 339.0910 3390510 i 000 8001 130
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5.1.6. 2-((5-(2-(4-Siibstitiiefenil)- 1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-2-
il)tiyo)-1-(4-siibstitiiepiperazin-1-il)-etan-1-on (5a-50) tiirevleri

Yontem F’ye gore sentezlenmistir.

5.1.6.1. 2-((5-(2-(4-Hidroksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-2-
iltiyo)-1-(4-metil-piperazin-1-il)-etan-1-on (5a)

fono 0O
S (@) OH
N )

) \-A]
Deneysel E.N.: 161.3-163.4 °C. Verim: %65.
IR (ATR) vmaks (cm™): 3618 (N-H gerilim band1), 1645 (C=0 gerilim band1), 840 (1,4-

TZ

disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): &: 2.76 (3H, s, -CH3), 3.35 (8H, br.s., piperazin), 4.64
(2H, s, -CH>), 6.96 (2H, d, J=8.64 Hz, 1,4-disiibstitiiebenzen), 7.71 (1H, d, J=8.28 Hz,
benzimidazol-Ca), 7.80 (1H, dd, J1=8.40 Hz, J>=1.15 Hz, benzimidazol-Cs), 8.09 (2H, d,
J=8.61 Hz, 1,4-disiibstitiiebenzen), 8.13 (1H, s, benzimidazol-C7), 10.20 (1H, s, O-H).
13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): 8: 36.76, 42.47, 45.75, 52.23, 52.44, 60.63, 112.96,
115.85, 116.47, 117.52, 118.66, 121.59, 129.67, 153.79, 161.14, 163.26, 165.68, 166.19,
167.30, 169.40.

HRMS (-m/z): [M+H]*/2: C22H22N6O3S i¢in Hesaplanan: 226.0804, Bulunan: 226.0810.
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DOPNALAB

Item Value
Acquired Date&Time 5.02.2019 12:08:37
Acquired by System Administrator
Filename C:\Wsers\deopnalab\Desktop\derya\OP\op-8 1.ispd
Spectrum name op-81
Sample name OP-8
Sample 1D
Option
Comment
No. of Scans 10
Resolution 4 [cm-1]
Apodization Happ-Genzel
Abs
0
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

w -
- o] w
%T | % o s
] g 8 5
75—
50—
25—
0 T T T T | T T | T T T T | T T T T T T T T | T T | T T T T |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

Sekil 5.30. Bilesik 5a’ya ait IR spektrumu

108



@ N Nl |2|oM[e =
o g &S 5
wdd 4 € ¥ S 9 L 8 6 ol L 4}

T ),:%J\__wikﬂ) — o — ) —

00°T od !
0 g9
ZH 0E"0 a1
0 gs8s
WA Mam
ZHW 000008T°00€ a5
9EGSY IS
sxajsueired burssscoig - zd
M 00000000°0T TMTd
098t Q0°ET Td
HT TOON
ZHW LE€S8T8T 00€ T0ds
======== TI TINNYHD ======
T 0dr
528 000000007 € Ta
M ETF6E a5
Desn 059 daa
D9sn Q%618 Ma
£E970F od
085 ELLTZRE"T ov
ZH 6TSZLETO SHIaTA
ZH 9IS "E0T9 HMS
0 sa
9T SN
OSHa INIATOS
FBEST ar
Bz 904dInd
T-2£1 "InQ wwr g aHd04dd
00eddTINOA HWOIYLSNT
BELT Swtr,
0T60810T T=3EQ
szslswereg uoTiTsTnboy - zZd
T ONDOUd
T ONdXHE
we-do HWYN

sIsjsweleg B3E(Q JUSIIND

<)
Navndg
<)

0S¢ —
86—
258°C —
o9 —
8018
vr1'8
66L°0F—

Sekil 5.31. Bilesik 5a’ya ait *HNMR spektrumu

109



(1)
ZH 00°T
W3

ZHW 0TCE08%"SL
89LZE

2awdd
g9

mi

0c

ot 09

ool
1

ozt
1

orL
1

09l
1

08l
1

°gE8
Mam
oty

Is i

sisiswered burssecolgd - ZI

M 000S6%0T°0
M 666£3802°0
M 00000000°0T

£IMTd
ZIMTd
AT
zadoa
Z]9ddadon
ZonN
z04s

TMTd

Id
ToNN
TO4S

0dzLr

zed

ST

FI

oFa

zea

T£a

T1a

1a

jCh R

jctel

Ma

o4

[0)74
SHIAIA
HMS

sa

SN
INIATOS
ar
DoddINd
aHgOdd
WNYISNT
SuTI
A =Tet

ONDOYd
ONdXE

2980 0006
9TZ1TEM
HT
ZHW LOQOZTI8T Q0%
======== 71 TINNVHD
M 00000000°ST
0880 Q0°ST
OET
ZHH LB898L8F SL
======== TJ TINNVHD
T
d8sn Q006
92
14
085 066£6000°0
0S8 8666666870
085 0051000070
o985 000000E0°0
988 0000000071
M 0°86C
D8s8n Qg9
D8S0 08F°0¢
LBT"TOS
D88 9880TLI "0
ZH 8S0S%L°0
ZH €90 FI¥FPC
4
8¥0¢C
0SHa
89LEE
bdbz
T-2€T 7100 UM §
00EETEN0
Fr-cc
€ET0T9T0Z
sioloweIeg uoTatstnbov - za
T
z
8-do

AWYN

sIslsueIed BIBQ JUSIIND

<)
uaNndg
<)

g} NE

D

9L9¢€
90°6¢

¥E

>

ee

T R ]
WW oo oM UM
GV 00 s ] s - DO s
ISEUIE R R R R

£9°089

N
-

96°CTT
G8°GTT
BT —

L

ARt

T
997811
657121

LY

L

[4°p

T

EGT —
9Z°7€E9T
6179897 ——

Lot

ﬁ\\,
§9°69 T

FT°191

6L
0e

2

0% "691

Sekil 5.32. Bilesik 5a’ya ait **CNMR spektrumu

110



Formulz Predictor Report - OP-8_3.lcd Page 1of 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\AnalziuaciOP-8_3.lcd

Emt Val Min Max Hmt Val Mn Max Hmi Val Min Max  Emt Val M Max Use Adduct

H 1 20 40 [u] 2 1 ] 5 2 1 3 Fu 2 i 0 H

C 4 15 30 F 1 0 0 Cl 1 a 0 Pd 2 a 0

N 3 3 a P 3 a ] Er 1 a 1 | 3 a ]
Error Margin (ppm): 15 DBE Rangs: 12.0-200 Electron lons: both

HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use M5n Info: yes
Max lzotopes: 3 Izotope BRI (3%2): 1.00 Isotope Res: 5000
MSn lso BRI (%); 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500

Eventf: 1 MS(E+) Ret Tme: 1907 Scan®: 287

25005
200025
1.500e5]
2261304
1.000e5
5 00024 226 5821
182 352| ||| |
0

100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 500.0 700.0 300.0 500.0

Measured region for 226 0804 miz

10004 2260804

226 821

0
256 2258 230 2262 2264 2066 2268 2270 X272 2274 2976 2778 2980

C22 H22 N6 03 S [M+2H]2+ : Predicted region for 226.0810 m/z

100.0- 2260810
504
l 2265824
}‘l \ 2270812
e A .
2256 2258 2260 2267 226.4 2266 2268 2270 2272 2274 2276 2278 225.0
Rank Score Formula (M) lon Meas.mfz Pred. mfiz Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 000 CZZHZN&O3S [M+2H]2+ 2260804  Z26.0810 -0 -265 000 150
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5.1.6.2. 2-((5-(2-(4-Hidroksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-2-
il)tiyo)-1-(4-etil-piperazin-1-il)-etan-1-on (5b)

oania At

Deneysel E.N.: 199.9-201.2 °C. Verim: %78.
IR (ATR) vmaks (cm™ ): 3311 (N-H gerilim band1), 1645 (C=0 gerilim bandr), 839 (1,4-

TZ

disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-de): 8: 1.01 (3H, t, J=7.16, CH3), 2.34-2.51 (6H, m, CHa,
piperazin), 3.48-3.50 (4H, m, piperazin), 4.56 (2H, s, CH>), 6.90 (2H, d, J=8.70 Hz, 1,4-
disiibstitiiebenzen), 7.67 (1H, d, J=8.46 Hz, benzimidazol-C4), 7.74 (1H, dd, J1=8.39 Hz,
J2:1.65 Hz, benzimidazol-Cs), 8.06 (2H, d, J=8.70 Hz, 1,4-disiibstitiiebenzen), 8.09 (1H,
sbenzimidazol-Cy).

1BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): &: 12.32, 37.04, 42.23, 45.85, 51.91, 52.31, 52.79,
113.41, 116.30, 116.45, 116.70, 120.38, 129.02, 155.20, 155.45, 161.21, 163.08, 165.06,
165.89, 166.58, 168.44.

HRMS (-m/z): [M+H] * : C23H24N6O3S igin Hesaplanan: 465.1692, Bulunan: 465.1703.
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Item Value
Acquired Date&Time 5.02.2019 13:51:36
Acquired by System Administrator
Filename C-\Users\dopnalab\Desktop\denya\OP\op-331.ispd
Spectrum name op-331
Sample name OP-33
Sample ID
Option
Comment
No. of Scans 10
Resolution 4 [em-1]
Apodization Happ-Genzel
Abs
0 R
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

100——\_1____7__’,___/'\__

%T | 2 9
™ ‘d"
- iy -
] B Q
75
50—
25—
0 T T T T | T T T | T T T T | T T T T T T T T | T T | T |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
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Formulz Predictor Report - OP-4_5 led Page 1of 1

Data File: C\LabSolutionsiData\AnalizluacOP-4_5 led

Emt Val| Mn Max Emt Val Mn Max Emt Val Min Max Emt | Val. Min Max Use Adduct
H 1 20 40 0 2 1 5 S 2 1 3 Ru 2 0 0 H
C 4 15 30 F 1 0 1 Cl 1 0 1 Pd 2 0 0
N 3 B B P 3 0 0 Er 1 0 1 | 3 a0 0

Error Margin (ppm): 5 DEE Range: 12.0-20.0 Electron lons: baoth
HC Ratio: unlimited Spphy M Rule: yes sz MSn Info: yes
IMax |sotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 Izotope Res: 5000
MSn =0 RI (3): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500
Event#: 1 MS(E+) Ret. Tme:1.133->1.240 Scan&:171-> 187
3.500e6
3.000e6
2 500e6
20006 233 paee
1.500e6
1.000=5 2335678
5.000e5
0 L Wl Ll
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 00,0 700.0 00,0 a0b.0

Measured region for 465 1652 miz

000- 465 1692
50.04
A6 1667
0
485.0 4555 4650 4655 457.0 4575 468.0 4585
C23 H24 NE O3 5 [M+H)+ : Predicted region for 465.1703 m/z
00 455.1703
50.0
4661731
4671709
0 . . . r ' . —ny .
465.0 4555 466.0 4665 467.0 4575 468.0 4535

lon Meas. mfz  Pred. miz Df
0.00 CZIH24 NE O3 S M+H]+ 46516592 4B5.1703 =11 -235 000 150
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5.1.6.3. 2-((5-(2-(4-Hidroksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-2-
il)tiyo)-1-(4-(fenil)-piperazin-1-il)-etan-1-on (5c)

S IO

Deneysel E.N.: 271.1- 273.4 °C. Verim: %72.

IR (ATR) vmaks (cm™): 3365 (N-H gerilim bandz), 1645 (C=0 gerilim bandi), 840 (1,4-
disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8: 3.13-3.26 (4H, m, piperazin), 3.63-3.70 (4H, m,
piperazin), 4.64 (2H, s, -CH>), 6.82 (1H, t, J=7.23 Hz, fenil C-H), 6.99- 6.93 (4H, m, 1,4-
distibstitiiebenzen, fenil C-H), 7.24 (2H, t, J=7.29 Hz, fenil C-H), 7.66 (1H, br.s.,
benzimidazol-Cs), 7.81 (1H, d, J=8.34 Hz, benzimidazol-Cs), 8.01-8.06 (3H, m, 1,4-
distibstitiiebenzen, benzimidazol-C7), 10.10 (1H, s, O-H), 13.09 (1H, s, N-H).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): &: 37.03, 42.06, 45.66, 48.63, 48.97, 116.21, 116.28,
116.37,116.77,119.18, 119.85, 120.83, 121.11, 128.86, 129.03, 129.48, 151.15, 159.93,
160.18, 162.08, 163.22, 165.26, 166.46.

HRMS (-m/z): [M+H] * : C27H24N6O3S igin Hesaplanan: 513.1699, Bulunan: 513.1703.
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Itemn Value
Acquired Date&Time 5.02.2019 12:20:47
Acquired by System Administrator
Filename C\Users\dopnalab\Desktop\derya\OP\op-101.ispd
Spectrum name op-101
Sample name OP-10
Sample ID
Option
Comment
No. of Scans 10
Resolution 4 [em-1]
Apodization Happ-Genzel
0 —
Abs
-0 . . . . . .
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
100—
] &
%T r~ ©
i 2 o [t
75— & S o+ °ofL o2x g
. T o 58 &5
] - 8 sg 2
= -
50—
25—
O T T T T | T T T T | T T T T | T T T T T T T T | T T T T | T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Formula Predictor Report - OP-10_14.lcd Page 1of1

Data File: C:\LabSolutions'\Datz\Anzliz\BXaya\0P-10_14 lcd

Elmt Val K Mn Max Elmt Val| Min Max Elmt Val| Min Max Elmt | Val  Min Max Use Adduct
H 1 20 40 0 2 1 5 S 2 1 1 Ru 2 0 0 H
C 4 15 30 F 1 0 1 Cl 1 0 1 Pd 2 0 0
N 3 5 b P 3 0 ] Br 1 0 1 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 15 DEE Range: 16.0-200 Electron lons: bath
HC Ratie: unlimited Apphy N Rule: yes Use M3n Info: yes
IMax Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 lzotope Res: 5000
MSn lzo RI(3): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500
Eventd: 1 MS(E+) Ret Time: 4.840 Scan@i: 727
3.000e74
2.500e7
2.000e74
257 a76
1.500e7
1.000e74 257 5869
5 0006 2580884
o . L
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 500.0 700.0 800.0 g00.0
Measured region for 513.1699 miz
100.0- 513.1699
5004
514.1752
515.1685
0 =2 v r .
5130 5135 514.0 5145 515.0 5155 516.0 516.5
C27 H24 NG 03 S [M+H]+ : Predicted region for 513.1703 m'z
100.0- 513.1703
50.04
514.1732
5151716
5130 5135 514.0 5145 515.0 5155 516.0 5165
Rank Score Formula lon Meas. miz  Pred. mfiz Di
1 7I73 CZTHANEOIS M+H]+ 5131699 513.1703 -0. 703 19.0
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5.1.6.4. 2-((5-(2-(4-Hidroksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-2-
il)tiyo)-1-(4-(piridin-2-il)-piperazin-1-il)-etan-1-on (5d)

ﬁNLSxOW/@N»_@ o

Ny N\) N-N

TZ

Deneysel E.N.: 247.6-248.9 °C. Verim: %69.

IR (ATR) vmaks (cm™): 3628 (N-H gerilim bandz), 1645 (C=0O gerilim bandi), 840 (1,4-
disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8: 3.56-3.66 (8H, m, piperazin), 4.65 (2H, s, CH>),
6.68-6.69 (2H, m, piridin C-H), 6.99 (2H, d, J= 8.73 Hz, 1,4-disiibstitiiebenzen), 7.57-
7.58 (2H, m, piridin C-H), 7.72 (1H, d, J= 8.37 Hz, benzimidazol-C4), 7.82 (1H, dd,
J1=5.40 Hz, J>=1.53 Hz, benzimidazol-Cs), 8.11-8.14 (2H, m, 1,4-disiibstitiiebenzen,
benzimidazol-C7), 10.26 (1H, s, O-H).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 8: 37.17, 41.83, 44.74, 44.99, 45.41, 107.88, 113.21,
113.79, 114.59, 116.27, 116.73, 117.11, 120.67, 120.74, 129.13, 138.24, 147.83, 154.66,
158.94, 160.34, 163.22, 165.40, 165.49, 166.47.

HRMS (-m/z): [M+H] * : C26H23N70sS i¢in Hesaplanan: 514.1636, Bulunan: 514.1656.
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DOPNALAB

Item Value
Acquired Date&Time 5.02.2019 11:41:35
Acquired by System Administrator
Filename C-\Users\dopnalab\Desktop\derya\OP\OP-61.ispd
Spectrum name OP-61
Sample name OP-6
Sample ID
Option
Comment
No. of Scans 10
Resolution 4 [cm-1]
Apodization Happ-Genzel
%T
200—
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm-1
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7 WS SW oo o ~
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il T -o N
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50— s
25—
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
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Formula Predictor Report - OP-6_5.lcd

Data File: C\LabSclutions|Data\Analiz\uzciOP-6_5 led

Page 1of 1

Elmt  Val | Mmn Max Eimt Val Mn Max Eimt Val Mn Max Emt Val Min Max Use Adduct
H 1 20 40 0] 2 1 5 5 2 1 3 Ru 2 [i} 0 H
C 4 15 30 F 1 0 1 Cl 1 a 1 Pd 2 1} 0
N 3 4 7 P 3 0 0 Br 1 0 1 | 3 a o
Errar Margin (ppm): 5 DBE Range: 12.0-20.0 Electron lons: bath
HC Ratio: unlimited Lpphy N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Izotopes: 3 Isotope RI (%4): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn lzo RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500
Event®: 1 MS(E+) Ret Time -2 560-> 2560 Scanf: 385-= 385
B.000e54
7.000e6q
6.000=54
5 000k
257 p845
4 000e
3.000=69
2580876
2.000e64
1.000e5
. . |
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 8000 500.0
Measured region for 5141636 miz
5141636
100.04
50.04
515.1640
G T ‘f\) T m
514.0 5145 515.0 5155 516.0 5165 5170 5175
C26 H23 N7 03 5 [M+H]+ : Predicted region for 5141656 miz
100.0- 514.1656
50.04
515.1684
516.1667
514.0 5145 515.0 5155 516.0 5165 5170 5175
Rank Score Formula (M) lon Meas.mfz Pred. miz Df Df. lsa DBE
1 7250 CZEHZINT O3S [M+H]+ 5141636  514.1655 -2 -3.89 8.14 190
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5.1.6.5. 2-((5-(2-(4-Hidroksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-2-
il)tiyo)-1-(4-(pirimidin-2-il)-piperazin-1-il)-etan-1-on (5e)

Deneysel E.N.: 181.4-183.2 °C. Verim: %78.

IR (ATR) vmaks (cm™): 3587 (N-H gerilim bandz), 1645 (C=0 gerilim band1), 840 (1,4-
disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): &: 3.60 (2H, br.s, piperazin), 3.67 (2H, br.s., piperazin),
3.79 (2H, br.s., piperazin), 3.90 (2H, brs., piperazin), 4.64 (2H, s, CH>), 6.74 (1H, J=4.80,
pirimidin), 7.09 (2H, J=8.76 Hz, 14-disiibstitiebenzen), 7.92 (1H, d, J=8.55 Hz,
benzimidazol-Cs), 8.03, (1H, dd, J1=8.60 Hz, J>=1.17 Hz, benzimidazol-Cs), 8.21 (1H, s,
benzimidazol-Cy7), 8.35 (2H, d, J=8.73 Hz, 1,4-distibstitiicbenzen), 8.44 (2H, d, J=4.83
Hz, pirimidin).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): &: 37.43, 41.82, 43.67, 43.95, 45.37, 110.86, 111.87,
113.24,115.16, 117.01, 120.25, 124.09, 131.19, 132.41, 134.34, 151.27, 158.26, 159.99,
163.40, 164.30, 165.12, 165.37.

HRMS (-m/z): [M+H] * : C2sH22NgOsS igin Hesaplanan: 515.1610, Bulunan: 515.1608.
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DOPNALAB

Item

Value

Acquired Date&Time

5.02.2019 12:02:18

Acquired by

System Administrator

Filename

C:\Users\dopnalab\Desktop\derya\OPlop-Tb2ispd

Spectrum name

op-7b2

Sample name

OP-7B

Sample ID

Option

Comment

No. of Scans

10

Resolution

4 [cm-1]

Apodization

Happ-Genzel

4000 3500

3000 2500 2000 1500 1000

500
cm-1

—_
[==]
[=]
(

|
3587,60—

98—

3251,

1645,28—

1433,11—
1176,58

op-7b2 ——

840,96—

50 LI

T | T
4000 3500

T | T T | T T T T | T
3000 2500 2000 1500
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Farmulz Predictor Report - OP-7_3 led

Data File: C:\LabSolutions\DataAnaliziuaciOP-7_3 led

Page 1 of

Elmt Val Mn Max Elmt Val Min Max Emt Val Mn Max Emt  Val Min Max Use Adduct
H 1 20 40 0 2 1 5 S 2 1 3 Ru 2 i 0 H
C 4 15 30 F 1 0 ] Cl 1 0 0 Pd 2 0 ]
N 3 4 g P 3 0 ] Er 1 0 1 | 3 a ]
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 12.0-200 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apphy M Rule: yes Use M5n Info- yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso BRI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500

Eventt: 1 MS(E+) Ret Time:4.253->4.253 Scang:639-> 639

1

7.00025]
£.00025]
5.000e5
4.000¢6]
2 000<E] 258 a3t

2.000e54 258.5825

1.000<61 537 1435

| Il.l

o 00 20ho 300.0 400.0 500.0 500.0 700.0 300.0 300.0

Measured region for 515.1610 miz

000- 515.1610
50.0
5164597
516/3187
0
5150 5165 516.0 5165 517.0 5175 515.0 515.5
C25 HZ2 N8 O3 5 [M+H]+ - Predicted region for 515.1608 m/z
1000- 515.1608
50.0
516.1635
5171617
0 . . . . I/ — R
515.0 515.5 515.0 518.5 517.0 517.5 518.0 518.5
Rank Score Formula (M) lon Meas.mfz Pred. miz Di. (mDa) Di. (ppm) Ilss DBE
1 000 C25H2ZNE035 [M+H+ 5151510 515.1608 0z 033 000 190
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5.1.6.6. 2-((5-(2-(4-Metoksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-2-
il)tiyo)-1-(4-metil-piperazin-1-il)-etan-1-on (5f)

Deneysel E.N.: 156.6- 158.7 °C. Verim: %74.

IR (ATR) vmaks (cm™ ): 3446 (N-H gerilim band1), 1645 (C=0 gerilim bandr), 835 (1,4-
disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): &: 2.78 (3H, s, -CH3), 3.43 (6H, br.s., piperazin), 3.65
(2H, br.s., piperazin), 3.87 (3H, s, -OCHa), 4.64 (2H, s, -CH>), 7.17 (2H, d, J=8.91 Hz,
1,4-distibstitiiebenzen), 7.78 (1H, d, J= 8.46 Hz, benzimidazol-C,4), 7.87 (1H, dd, J1=8.43
Hz, J>= 1.50 Hz benzimidazol-Cs), 8.16 (1H, br.s. benzimidazol-C-), 8.25 (2H, d, J=8.82
Hz, 1,4-disiibstitiiebenzen), 11.38 (1H, s, N-H).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 8: 36.82, 42.40, 42.79, 45.66, 52.19, 52.42, 56.00,
113.15, 113.44, 115.09, 115.98, 117.70, 120.46, 121.70, 124.59, 129.56, 153.34, 162.18,
163.31, 165.67, 166.15.

HRMS (-m/z): [M+H] * : C23H24NeO3S i¢in Hesaplanan: 465.1703, Bulunan: 465.170.
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Item Value
Acquired Date&Time 5.02.2019 12:16:02
Acquired by System Administrator
|| Filename C:\Users\dopnalab\Desktop\derya\OP\op-191.ispd
Spectrum name op-191
Sample name OP-19
Sample ID
Option
Comment
No. of Scans 10
Resolution 4 [em-1]
Apodization Happ-Genzel
Abs
0
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
| op-191 —
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i E[‘ w
i - o |
%T @ e / e
] 3 2 £24> L s o
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Farmulz Predictor Report - OP-13_7 led

Data File: C:\Lab5Solutions' Data\dnalziuac\OP-13_7 lcd

Page 1of 1

Eimt Val  Mn Max Eimt  Val Mmn Max Eimt Val. Mmn Max Emt Val Mn Max Use Adduct
H 1 20 40 0] 2 1 5 5 2 1 1 Ru 2 0 0 H
C 4 15 30 F 1 0 0 Cl 1 a 1 Pd 2 0 0
N 3 6 2 F 3 0 0 Br 1 a 1 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBEE Range: 12.0-200 Electron lons: bath
HC Ratio: unlimited Lpply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max lsotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 lzotope Res: 5000
MSn Iso RI (%2): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500
Eventf- 1 MS(E+) Ret Time: 2893 -> 2833 Scanf: 435->435
1.600e7
1.400e7]
1.200e7
1.000e7]
pp— 2331875
£.000e6]
4,000e6 233.5883
2 000e
0 L l I. L
100.0 200.0 300.0 4000 500.0 600.0 700.0 200.0 900.0
Measured region for 4651703 miz
100.04 465.1703
50.0+
466 1757
0 " 2 I
4550 4655 4650 4665 4670 4575 4680 48R 5
C23H24 N6 O3 S [M+H]+ - Predicted region for 465.1703 m/z
000, 465.1703
50.04 l
I 4661731
} \ 4671709
4650 4855 4650 4665 4670 4675 4630 4825
Rank Score Formula lon Meas. miz Pred. miz Di

1 4153 CAAHM4NQ3IS5 M+H]+ 4651703 465.1703 R
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5.1.6.7. 2-((5-(2-(4-Metoksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-2-
il)tiyo)-1-(4-etil-piperazin-1-il)-etan-1-on (59)

Deneysel E.N.: 180.4- 181.9 °C. Verim: %66.

IR (ATR) vmaks (cm™): 3334 (N-H gerilim bandz), 1645 (C=0O gerilim bandi), 840 (1,4-
disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8: 1.01 (3H, t, J= 7.08 Hz, CH3), 2.34 (2H, m, CH>),
3.85 (3H, s, OCH3), 3.47-3.53 (8H, m, piperazin), 4.56 (2H, s, CH), 7.13 (2H, d, J=8.79
Hz, 1,4-disiibstitiiebenzen), 7.71 (1H, d, J=8.40 Hz, benzimidazol-Cs), 7.80 (1H, dd,
J1=8.42 Hz, J,=1.44 Hz benzimidazol-Cs), 8.13 (1H, br.s., benzimidazol-C7), 8.17 (2H,
d, J=8.88 Hz, 1,4-distibstitiicbenzen).

1BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): &: 12.36, 37.10, 42.23, 45.85, 51.92, 52.32, 52.80,
55.85, 114.88, 119.77, 120.02, 120.63, 122.75, 128.71, 128.93, 153.30, 154.66, 161.25,
161.42, 163.19, 165.05, 166.48.

HRMS (-m/z): [M+H] * : C24H26N6OsS i¢in Hesaplanan: 479.1872, Bulunan: 479.1860.
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Item Value
Acquired Date& Time 5022019 12:18:12
Acquired by System Administrator
|| Filename C:\Users\dopnalab\Desktop\derya\OPlop-181.ispd
Spectrum name op-181
Sample name OP-18
Sample 1D
Option
Comment
No. of Scans 10
Resolution 4 [em-1]
Apodization Happ-Genzel
Abs
0
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
100+
%T | o
¥ ] ]
] g 5 Ja N
7 8 2 S 1 o3l g2 3
75 & e 2 ~mb R I
- e” g IR 3°
1 EE
50—
25—
0 T T T T | T T T T | T T T T | T T T T T T T T | T T T T | T T T T |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
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Farmulz Predictor Report - OP-15_8led Page 10of1

Diata File: C:\LabSolutions'\Data'Analz\uaciOP-15_8 lcd
Elmt Val Min Max Emt Val Min Max FEmt | Val | Min Max Elmt | Val | Min_Max Use Adduct

4 g |
Errar Marain (ppm): 5 DBE Range: 12.0-20.0 Electron lons: bath
HC Ratio: unlimited Lpphy N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%4): 1.00 |sotope Res: 9000
MSn lzo RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500

Eventf: 1 MS(E+) Ret Tme:- 2773 Scang: 417

2.400sH
2.200e7
2.000=7
1.800e74
1.600e7
1.400e 7
1.200e7 2401952
1.000¢ 7
8.000e6
6000 240.5969
4.00026]
2.000=6]

|
0 100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 500.0 700.0 300.0 900.0

Measured region for 4791872 m/z
479.1872

100.04

50.04

480.1895

4811852

h

475.0 479.5 480.0 4805 481.0 4815 482.0 482.5

C24 H26 N6 O3 S [M+H]+ : Predicted region for 4791860 miz
479.1860

100.04

50.04

480.1588

481.1857

‘ _N\ "

479.0 4795 480.0 4805 481.0 4815 482.0 4825

Rank Score Formula (M) lon Meas. mfiz Pred m/iz Df (mDa) Df (ppm) Iso DBE
1 6255 CM4HZENGDOIS [M+H]+ 4751872 475.1860 12 250 845935 150
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5.1.6.8. 2-((5-(2-(4-Metoksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-2-
il)tiyo)-1-(4-(fenil)-piperazin-1-il)-etan-1-on (5h)

©/ @Ls\ii\?ﬁg\%@*oem

Deneysel E.N.: 166.7-169.2 °C. Verim: %77.

IR (ATR) vmaks (cm™): 3367 (N-H gerilim band1), 1645 (C=0 gerilim band1), 840 (1,4-
disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8: 3.19 (4H, br.s., piperazin), 3.67 (4H, br.s.,
piperazin), 3.85 (3H, s, -OCHz3), 4.63 (2H, s, -CH>), 6.81 (1H, t, J=7.14 Hz, fenil C-H),
6.97 (2H, d, J=7.92 Hz, fenil C-H), 7.14 (2H, d, J=8.79 Hz, 1,4-disiibstitiiebenzen), 7.23
(2H, d, J=7.47 Hz, fenil C-H), 7.76 (1H, d, J=8.46 Hz, benzimidazol C,4), 7.80 (1H, dd,
J1=8.37 Hz, J.= 1.20 Hz, benzimidazol-Cs), 8.16 (1H, br.s. benzimidazol-Cv), 8.29 (2H,
d, J=8.70 Hz, 1,4-distibstitiicbenzen), 10.72 (1H, s, N-H).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): &: 42.23, 45.85, 51.92, 52.32, 52.80, 55.85, 114.88,
116.12, 116.63, 117.06, 119.77, 120.02, 120.63, 122.75, 122.86 128.71, 128.93, 153.30,
154.66, 161.25, 161.42, 163.19 165.05, 166.48.

HRMS (-m/z): [M+H] * : C2sH26N6O3S igin Hesaplanan: 527.1849, Bulunan: 527.1860.
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ltem Value
Acquired Date&Time 5022019 122215
Acquired by System Administrator
|__| Filename CAUsers\dopnalab\Desktop\derya\OP\op-201.ispd
Spectrum name op-201
Sample name OP-20
Sample 1D
Option
Comment
No. of Scans 10
Resolution 4 [em-1]
Apodization Happ-Genzel
Abs
0
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
100 ha W
%T ] ~ 4
J = ®
_ ('mj E
75— o
50—
25—
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
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Formula Predictor Report - OP-21_7 ked Page 1of 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\AnalziuaciOP-21_7 led

Emt Val Min Max FElmt | Val Mn Max FElmt Val| Min Max Elmt | Val | Min Max Use Adduct
H 1 20 40 ] 2 1 5 s 2 1 1 Ru 2 0 0 H
C 4 15 30 F 1 0 0 Cl 1 0 1 Pd 2 0 0
N 3 6 ] F 3 0 0 Er 1 0 1 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 15 DBE Range: 16.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use M5n Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (%4): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso Rl (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500

Eventd: 1 MS(E+) Ret Time: 5613 Scang: 843

2.400e7
2.200e7
2.000e74
1.800e7q
1.600e74
1.400=74

1.200e7 264 1952
1.000s7

8.000e57 264.5956

6.000e6
200026 2350834 265.0945

2.000e6
v

i
100.0 200.0 aobd 400.0 500.0 s0b.0 700.0 500.0 900.0

Measured region for 527 1843 miz
527.1849

100.04

50.04
528.1878

5291793

0 & P
527.0 5275 525.0 5285 525.0 5295 530.0 530.5

C28 H26 N6 O3 S [M+H]+ : Predicted region for 527.1860 miz
527 1860

100.04

50.04
528.1889

5291874

A -

527.0 5275 528.0 528.5 529.0 5295 530.0 530.5

lon Meas. mlz  Pred mfz Df l=o DBE
M+H]+ 5271849 527.1860) -1 203 6383 190

D

Formula
1 6215 CZBEHZENEO3IS
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5.1.6.9. 2-((5-(2-(4-Metoksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-2-
il)tiyo)-1-(4-(piridin-2-il)-piperazin-1-il)-etan-1-on (51)

Deneysel E.N.: 168.3-170.1 °C. Verim: %72.

IR (ATR) vmaks (cm): 3350 (N-H gerilim bandz), 1651 (C=0O gerilim band1), 829 (1,4-
disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): &: 3.52-3.54 (2H, m, piperazin), 3.61-3.65 (6H, m,
piperazin), 3.83 (3H, s, -OCHz3), 4.62 (2H, s, CH»), 6.65-6.69 (1H, m, piridin C-H), 6.85-
6.87 (1H, m, piridin C-H), 7.07 (2H, d, J= 8.91 Hz, 1,4-disiibstitiiecbenzen), 7.53-7.58
(1H, m, piridin C-H), 7.64 (1H, s, benzimidazol-Cs), 7.70 (1H, dd, J1=8.37 Hz, J,=1.50
Hz, benzimidazol-Cs), 8.09 (1H, s, benzimidazol-C;), 8.12-8.14 (1H, m, piridin C-H),
8.20 (2H, d, J=8.85 Hz, 1,4-disiibstitiiebenzen).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): &: 37.12, 41.83 44.72, 44.97, 45.42, 55.75, 107.77,
113.80, 114.03, 114.61, 114.82, 115.23, 116.07, 119.53, 124.75, 128.70, 128.80, 138.12,
142.46, 148.04, 159.09, 160.87, 162.71, 165.43, 167.01.

HRMS (-m/z): [M+H] * : C27H25N7OsS i¢in Hesaplanan: 528.1825, Bulunan: 528.1812.
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Item Value

Acquired Date& Time 5.02.2019 13:59:03

Acquired by System Administrator

Filename C:\Users\dopnalab\Desktop\derya\OP\op-111.ispd

Spectrum name op-111

Sample name OP-11

Sample ID

Option

Comment

No. of Scans 10

Resolution 4 [cm-1]

Apodization Happ-Genzel

Abs

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

100—

>

1

%T |

3350,35—1
303210
2972 31

T | T
1000 500
cm-1
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Farmula Predictor Report - OP-17_6 led

Data File: C\LabSolutions'Data\inaliz\uaciOP-17_6.led

Page 1of 1

Sekil 5.65. Bilesik 51’ya ait kiitle spektrum
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Bt Val| Mn Max FElmt Val M Max Hmt Val Mn Max Emt Val  Min Max Use Adduct
H 1 20 40 [4] 2 1 5 5 2 1 1 Ru 2 a ] H
C 4 1\ 30 F 1 a ] Cl 1 a 1 Pd 2 a ]
N 3 3 g P 3 a 0 Er 1 a 1 | 3 a ]
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 120-200 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Lpphy N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max lsotopes: 2 Isotope RI (%) 1.00 Isctope Res: 9000
MSn lzo RI (32): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500
Eventf: 1 MS(E+) Ret Time: 3653 > 3653 Scanf - 549 - 549
3.000e74
2.500e7
2 000e74 264 959
1.500e7]
2650944
1.000e7
265 5929
5. 0006
o 1
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 2000 900.0
Measured region for 5281825 miz
100.0H 528.1825
50.H
5291861
5301810
G T T
525.0 5285 525.0 5295 530.0 5305 531.0 531.5
C27 H25 N7 03 S [M+H]+ - Predicted region for 5281812 m/z
100.0H 528.1812
0.4
5291840
530.1825
523.0 523.5 525.0 5295 530.0 5305 531.0 531.5
Rank Score Formula (M) lon Meas.miz Pred. m/iz Df Df. Isa  DBE
1 71596 CZ7THANTO3S [M+HI+ R281825 5231812 1. 248 7463 190



5.1.6.10. 2-((5-(2-(4-Metoksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-2-
iltiyo)-1-(4-(pirimidin-2-il)-piperazin-1-il)-etan-1-on (5j)

o 3
s__O OCH,4
AT N
LT
N

Deneysel E.N.: 118.7- 120.3 °C. Verim: %80.

IR (ATR) vmaks (cm™): 3406 (N-H gerilim bandz), 1627 (C=0O gerilim bandi), 839 (1,4-
disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8: 3.64 (2H, br.s, piperazin), 3.72-3.76 (6H, m,
piperazin), 3.82 (3H, s, -OCHa), 4.62 (2H, s, CH>), 6.68 (1H, t, J=4.71, pirimidin), 7.12
(2H, J=8.91 Hz, 1,4 disiibstitiiebenzen), 7.70 (1H, d, J=8.31 Hz, benzimidazol C), 7.79
(1H, dd, Ji= 8.43 Hz, J,= 1.47 Hz, benzimidazol-Cs), 8.13 (1H, br.s. benzimidazol-C>),
8.20 (2H, J=8.85 Hz, 1,4 disiibstitiicbenzen), 8.40 (2H, d, J=4.74 Hz, pirimidin).
13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): &: 37.22, 41.94, 43.77, 45.53, 52.71, 55.71, 110.54,
110.91, 110.96, 114.09, 114.52, 116.10, 119.28, 125.13, 128.82, 158.43, 158.46, 160.74,
161.53, 161.62, 162.61, 165.49, 167.55, 168.04.

HRMS (-m/z): [M+H] * : C26H24NgOsS i¢in Hesaplanan: 529.1755, Bulunan: 529.1765.
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Item Value
Acquired Date&Time 5.02.2019 13:53:06
Acquired by System Administrator
Filename CAUsers\dopnalab\Desktop\derya\OP\op-7a1.ispd
Spectrum name op-7al
Sample name OP-TA
Sample 1D
Option
Comment
No. of Scans 10
Resolution 4 [em-1]
Apodization Happ-Genzel
U —
Abs |
0 __ ﬁ\_
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
100—
_M
i CL’ W
%T & Ly
J © 53
b = Ne
75— i 2
50—
25—
O T T T | T T T T | T T T T | T T T T T T T T | T T T T | T T T T |
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
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Formula Predictor Report - OP-18_2 led Page 1of 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\AnalzluaciOP-18_2 led

Eimt Val Mmn Max Elmt  Val  Mm Max Elmt  Val.  Mmn Max Elmt  Val M Max Use Adduct
H 1 20 40 €] 2 1 5 S 2 1 1 Ru 2 1 0 H
C 4 15 30 F 1 i} 0 Cl 1 0 1 Pd 2 0 0
N 3 [ 2 P 3 0 0 Br 1 0 1 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DEE Range: 12.0-200 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max lsotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 |zotope Res: 3000
MSn Iso RI(%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500
Eventf: 1 MS(E+) Ret Time - 4.827->4827 Scan® : 725-=725
3.000e74
2.500e7
200073 265 0925
1.500e73
2655910
1.000e74
266.0897
5.000e64
0 1. L
100.0 200.0 300.0 4p0.0 500.0 00,0 700.0 8000 900.0
Measured region for 5291755 miz
100.04 529.1755
50.0H
530.1744
531.1736
G = T T
529.0 5255 5300 5305 531.0 5315 532.0 5325
C26 H24 N8 O3 S [M+H]+ : Predicted region for 529.1765 m/z
100.04 5291765
504
530.1792
5311775
0 . . . . | e~
529.0 5295 530.0 530.5 531.0 531.5 532.0 5325
Rank Score Formula (M) lon Meas. miz Pred. miz Df
1 7638 C26H24 NBO3 S [M+H]+ 5291755 5291765 -1 873 190

Sekil 5.69. Bilesik 5j 'ye ait kiitle spektrum

156



5.1.6.11. 2-((5-(2-(4-Etoksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-2-
il)tiyo)-1-(4-metil-piperazin-1-il)-etan-1-on (5k)

Deneysel E.N.: 181.2- 183.5 °C. Verim: %79.

IR (ATR) vmaks (cm™ ): 3360 (N-H gerilim band1), 1645 (C=0 gerilim bandr), 833 (1,4-
disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-de): 8: 1.37 (3H, t, J=6.81 Hz, -CH3), 2.75 (3H, s, -CH3),
3.39 (4H, br.s., piperazin), 3.60 (4H, br.s., piperazin), 4.47-4.50 (2H, m, -CH), 4.66 (2H,
s, -CH), 7.21 (2H, d, J=8.67 Hz, 1,4-disiibstitiicbenzen), 7.88 (1H, d, J=8.67 Hz,
benzimidazol-Cs), 7.99 (1H, d, J=8.55 Hz, benzimidazol-Cs), 8.22 (1H, s, benzimidazol-
C7), 8.38 (2H, d, J=8.16 Hz, 1,4-distibstitiibenzen), 11.55 (1H, s, N-H).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 8: 14.96, 36.87, 39.11, 42.38, 42.74, 45.66, 52.18,
64.25, 112.48, 115.79, 117.36, 119.21, 121.51, 123.22, 126.03, 128.45, 130.51, 151.88,
162.62, 163.81, 165.63, 165.80.

HRMS (-m/z): [M+H] * : C24H26N6OsS i¢in Hesaplanan: 479.1873, Bulunan: 479.1860.
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DOPNALAB

Item Value
Acquired Date&Time 5.02.2019 12:14:00
Acquired by System Administrator
Filename C:\Users\dopnalab\Desktop\derya\OP\op-301.ispd
Spectrum name op-301
Sample name OP-30
Sample 1D
Option
Comment
No. of Scans 10
Resolution 4 [em-1]
Apodization Happ-Genzel
Abs
0
4000 3500 200 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

100—W"_’_—.’___

00

- - =]
L 2 = ba |1y
2 o N = Fa @
] R % o no 9 g
757 e 2 SR8 o
] ¥ a e
. ]
- =
50—
25—
O T T T T I T T T T | T T T T | T T T T T T T T I T T T | T T |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1
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Formula Predictor Report - OP-30_8.lcd Page 1of 1

Data File: C:\LabSolutions'Data\Analz\uaciOP-30_8.lcd

Emt Val| Mn Max FElmt Val| Min Max FEmt Val| Min Max FElmt  Val M Max Use Adduct
H 1 20 40 0 2 1 5 S 2 1 1 Ru 2 0 0 H
C 4 15 30 F 1 a 1 Cl 1 0 1 Pd 2 0 0
N 3 [ ] P 3 0 0 Br 1 0 1 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DEE Range: 12.0-20.0 Electron lons: bath
HC Ratie: unlimited Lpphy M Rule: ves Usze M3n Info: yes
Max |zotopes: 3 Isotope RI (%2): 1.00 |zotope Res: 5000
MSn Iso RI (32): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500
Event# 1 MS(E+) Ret Time:-3133->3133 Scanf - 471-=471
1.400e74
1.200e74
1.000e7
2 000e64
240.0958
6.000e64
4.000=8 2405971
2.000e6
0 |
100.0 200.0 3000 400.0 500.0 500.0 700.0 300.0 900.0

Measured region for 479 1873 miz

1000 4791873
50.0
4301954
481 A\SED
G v T T
475.0 4755 480.0 4805 4310 4315 482.0 4825
C24 H26 N6 O3 5 [M+H]+ : Predicted region for 479.1860 miz
1000 479.1860
50.0
430.1388
431 1887
0 . . . . ) — e
479.0 4795 480.0 4805 4310 4315 482.0 4825
Rank Score Formula lon Meas.m/z Pred. mfiz D
T 69.10 CZAHZBNE 02 S M+H 4791873 479.1860 1. 219 150
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5.1.6.12. 2-((5-(2-(4-Etoksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-2-
il)tiyo)-1-(4-etil-piperazin-1-il)-etan-1-on (5I)

0 \
OC,H
Uenn o At
Deneysel E.N.: 109.4- 110.8 °C. Verim: %77.

IR (ATR) vmaks (cm™ ): 3429 (N-H gerilim band1), 1653 (C=0 gerilim bandr), 827 (1,4-
disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

!H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8: 1.19-1.21 (3H, m, -CH3), 1.36 (3H, t, J=6.90 Hz, -
CHg), 2.93-2.98 (2H, m, -CH>), 3.80-3.90 (8H, m, piperazin), 4.10-4.13 (2H, m, -CH>),
4.62 (2H, s, -CH2), 7.10 (2H, d, J=8.91 Hz, 1,4-disiibstitiiebenzen), 7.73 (1H, d, J=8.40
Hz, benzimidazol-C,4), 7.81 (1H, dd, J1=8.37 Hz, J>=1.50 Hz, benzimidazol-Cs), 8.13
(1H, s, benzimidazol-Cy7), 8.22 (2H, d, J=8.82 Hz, 1,4-disiibstitiicbenzen).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): &: 15.06, 36.81, 37.88, 43.45, 50.57, 50.98, 51.22,
60.65, 63.81, 113.08, 115.28, 116.74, 120.76, 122.30, 125.99, 127.43, 129.02, 132.31,
154.34, 160.80, 163.07, 165.51, 165.61.

HRMS (-m/z): [M+H] * : C25H2sNsOsS icin Hesaplanan: 493.2019, Bulunan: 493.2016.
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Item Value

Acquired Date& Time 5.02.2019 11:35:11

Acquired by System Administrator

Filename C:\Users\dopnalab\Desktop'derya\OP\OP-262.ispd

Spectrum name OP-262

Sample name OP-26

Sample ID

Option

Comment

No. of Scans 10

Resolution 4 [cm-1]

Apodization Happ-Genzel

%T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

100—

%T

T I T T T T I T
2500 2000 1500
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Formulz Predictor Report - OP-26_6 led Page 1of 1

Data File: C:iLabSolutions'\Data\Analzluac\OP-26_6.lod

Eimt  Val | Mmn Max Eimt Val  Mn Max Eimt Val  Mn Max Emt Val. Min Max Use Adduct
H 1 200 40 0] 2 1 5 S 2 1 1 Ru 2 0 0 H
C 4 15 30 F 1 a 1 Cl 1 a 1 Pd 2 0 0
N 3 [ 2 P 3 a 0 Br 1 a 1 | 3 0 0
Errar Margin (ppm): 15 DBE Range: 12.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apphy M Rule: yes Usz M5Sn Info: yes
Max lzotopes: 2 Isotope RI (%): 1.00 |sotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500
Event®: 1 MS(E+) Ret Time: 3307 -=3.307 Scanf: 437 -> 457
3.000e74
2.500e7]
200074
15007 247 [1046
1.000s7 247 6043
5 0006 2481032
. . l
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 500.0 700.0 200.0 900.0
Measured region for 433 2013 miz
100.0+ 4932013
50.04
494.2036
495 2035
[ - v v
493.0 4935 4940 4945 4950 4555 4960 4965
C25 H28 N6 03 S [M+H]+ - Predicted region for 453.2016 m/z
4332016
100.04
50.04
494.2045
495.2026
493.0 4935 4940 4945 4950 4955 4960 4965
Rank Score Formula (M) lon Meas.mfz Pred. miz D Df. lsa DBE
1 9118 C2RH2ZENEO3 S [M+H]+ 4932015 4532076 0. 061 9118 150
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5.1.6.13. 2-((5-(2-(4-Etoksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-2-
il)tiyo)-1-(4-(fenil)-piperazin-1-il)-etan-1-on (5m)

©/ @Ls\ﬁi?/@i;?—@*oczm

Deneysel E.N.: 262.5- 263.9 °C. Verim: %70.

IR (ATR) vmaks (cm™): 3367 (N-H gerilim bandz), 1645 (C=0 gerilim band1), 840 (1,4-
disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8: 1.35 (3H, t, J=6.93 Hz, -CH3), 2.32 (2H, br.s.,
piperazin), 2.41 (2H, br.s., piperazin), 3.52 (4H, br.s., piperazin), 4.11 (2H, q, J=6.96 Hz,
-CH), 4.53 (2H, s, -CH?2), 7.15 (2H, d, J=8.94 Hz, 1,4-disiibstitiiebenzen), 7.44-7.47 (3H,
m, fenil C-H), 7.66-7.69 (2H, m, fenil C-H), 7.76 (1H, d, J=8.46 Hz, benzimidazol Ca),
7.81-7.85 (1H, m, benzimidazol-Cs), 8.15 (1H, br.s. benzimidazol-C-), 8.28 (2H, d,
J=8.85 Hz, 1,4-disiibstitiiecbenzen), 10.70 (1H, s, N-H).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): &: 36.75, 42.72, 45.68, 50.38, 50.84, 55.91, 59.07,
114.95, 115.83, 117.01, 121.02, 121.93, 128.76, 129.03, 129.09, 129.18, 129.83, 130.20,
131.01, 131.89, 154.05, 161.69, 162.99, 163.10, 165.59, 166.41, 169.44.

HRMS (-m/z): [M+H] * : C29H2sNsOsS i¢cin Hesaplanan: 541.2002, Bulunan: 541.2016.
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Item Value
Acquired Date&Time 5022019 12:22:15
Acquired by System Administrator
|| Filename C:\Users\dopnalab\Desktop\derya\OP\op-201.ispd
Spectrum name op-201
Sample name OP-20
Sample D
Option
Comment
No. of Scans 10
Resolution 4 [cm-1]
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Farmula Predictor Report - OP-20_1 led Page 10f 1

Data File: CriLabSolutions'Data\dnalzuacOP-20_1 Icd

Elmt Val Min Max FEmi Val Mmn Max FEmt Val Mn Max Emt Val Min Max Use Adduct
H 1 20 40 0 2 1 B 5 2 1 1 Ru 2 a ] H
C 4 15 30 F 1 a ] Cl 1 a 1 Pd 2 a 0
M 3 3 g P 3 a ] Br 1 a 1 | 3 a ]
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 16.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Lpphy N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Izotopes: 3 Izotope BRI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn lzo BRI (32): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500
Event®: 1 MS(E+) Bet Time: 3693 ->3.693 Scan# : 555 -5 555
1.400e74
1.200e74
1.000e74
2 000264 271015
£.000ek
2716034
4 000e5
2721046
2.000e5
0 L L
100.0 200.0 3000 400.0 500.0 6000 700.0 8000 800.0
Measured region for 5412002 miz
100.04 B4 2002
50.0 5422037
543“944}
1 I
G T T ¥ T T
541.0 5415 5420 5425 543.0 5435 544.0 5445
C29 H28 N6 O3 S [M+H]+ - Predicted region for 5412016 m/z
hd1.2016
10004
50.04
542 2045
543.2032
oL . , . M e
541.0 5415 h20 B2 5 5430 5435 B4 0 b4 5
Rank Score Formula (M) lon Meas.miz Pred. miz Di (mDa) DFf. (ppm) Iso DBE
1 4566 CAOHANBOIS [W+H]+ 120020 5412074 14 -253 4755 150
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5.1.6.14. 2-((5-(2-(4-Etoksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-2-
il)tiyo)-1-(4-(piridin-2-il)-piperazin-1-il)-etan-1-on (5n)

Deneysel E.N.: 168.3- 170.4 °C. Verim: %71.

IR (ATR) vmaks (cm™): 3361 (N-H gerilim bandz), 1635 (C=0 gerilim bandi), 840 (1,4-
disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-de): 8: 1.37 (3H, t, J=6.93 Hz, -CH3), 3.52-3.54 (2H, m,
piperazin), 3.59-3.65 (6H, m, piperazin), 4.13 (2H, g, J=6.99 Hz, -CH>), 4.65 (2H, s, -
CHy), 6.66-6.70 (1H, m, piridin C-H), 6.88 (1H, d, J= 8.61 Hz, piridin-C-H), 7.11 (2H,
d, J= 8.85 Hz, 1,4-disiibstitiiebenzen), 7.54-7.60 (1H, m, benzimidazol-Cs), 7.80 (2H, m,
piridin C-H, benzimidazol C-H), 8.06-8.15 (2H, m, piridin C-H, benzimidazol C-H), 8.18
(2H, d, J=8.49 Hz, 1,4-disiibstitiiebenzen), 13.50 (1H, s, N-H).

1BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): &: 15.07, 37.18, 41.84, 44.72, 44.98, 45.42, 63.81,
107.80, 113.82, 114.63, 115.31, 116.84, 119.76, 122.26, 123.67, 125.16, 128.96, 130.02,
138.15, 141.90, 148.04, 159.08, 160.83, 164.04, 165.40, 166.45.

HRMS (-m/z): [M+H] * : C2gH27N70sS i¢in Hesaplanan: 542.1982, Bulunan: 542.19609.
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Item Value

Acquired Date&Time 5.02.2019 11:39:48

Acquired by System Administrator
|__| Filename C:\Users\dopnalab\Desktoplderyal\OPAOP-281.i1spd

Spectrum name OP-281

Sample name OP-28

Sample ID

Option

Comment
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Resolution 4 [em-1]
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Formula Predictor Report - OP-28_11.lcd Page 1of 1

Data File: C:\LebSolutions'\Data\Analzluzc OP-28_11 lcd
Elmt Val Mmn Max Emt Val Mn Max Elmt Val Mn Max Elmt  Val  Min_ Max Use Adduct

H 1 20 40 [a] 2 1 5 S 2 1 1 Ru 2 0 0 H
C 4 15 30 F 1 0 1 Cl 1 0 1 Pd 2 0 0
N 3 [ 2 P 3 0 0 Br 1 0 1 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 16.0-200 Electron lons: bath
HC Ratie: unlimited Lpphy N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max sotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 lzotope Res: 5000
MSn lso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500
Eventd 1 MS(E+) Ret Time-3.880-> 3880 Scand - 583 -= 583
3.000e74
2 500e7
5 0007 271.p027
1.500e7
2721024
1.000e74
2726011
5.000e6
0 1
100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 500.0 700.0 300.0 o0b.0
Measured region for 542 1982 m/z
100.0- 542 1982
50.04
543.1986
544 2024
0 } . m . 4
542.0 5425 5430 5435 5440 5445 5450 5455
C28 H27 N7 03 S [M+H]+ : Predicted region for 542.1969 m/z
100.04 5421965
5004
543.1957
544 1983
5420 5425 5430 5435 5440 5445 5450 5455

5421982 54271563

3535 C2BHZ7N7O35 M+H]+

1
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5.1.6.15. 2-((5-(2-(4-Etoksifenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-2-
iltiyo)-1-(4-(pirimidin-2-il)-piperazin-1-il)-etan-1-on (50)

KN)@S\«O)/@ @OQHS
¥

Deneysel E.N.: 118.7-120.5 °C. Verim: %67.
IR (ATR) vmaks (cm™): 3334 (N-H gerilim bandz), 1645 (C=0 gerilim bandi), 871 (1,4-

Tz

disiibstitiie benzen diizlem dis1 deformasyon bandi).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8: 1.37 (3H, t, J=6.90 Hz, -CHz), 3.59 (2H, br.s.,
piperazin), 3.65 (2H, br.s., piperazin), 3.75-3.76 (4H, m, piperazin), 4.11 (2H, q, J=6.99
Hz, -CH>), 4.64 (2H, s, -CH>), 6.67 (1H, t, J=4.77 Hz, pirimidin), 8.09 (2H, d, J= 8.73
Hz, 1,4-disiibstitiiebenzen), 7.70 (1H, d, J=7.70 Hz, benzimidazol-Cs), 7.79 (1H, dd,
J1=8.40 Hz, J>=1.59 Hz, benzimidazol-Cs), 7.89 (1H, s, benzimidazol-C;), 8.15 (2H, d,
J=8.73 Hz, 1,4-disiibstitiiebenzen), 8.40 (2H, d, J=4.71 Hz, pirimidin).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 8: 15.08, 37.25, 41.95, 43.41, 43.68, 45.53, 63.76,
110.99, 115.23, 116.27, 119.73, 119.96, 120.37, 122.71, 123.06, 128.72, 128.91, 153.41,
158.48, 160.54, 162.13, 163.06, 165.46, 166.66, 179.63.

HRMS (-m/z): [M+H] * : C27H26NgOsS i¢in Hesaplanan: 543.1907, Bulunan: 543.1921.
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Item Value
Acquired Date& Time 5.02.2019 12:11:29
Acquired by System Administrator
Filename CAUsers\dopnalab\Desktop\derya\OPlop-291.1spd
Spectrum name op-291
Sample name OP-29
Sample 1D
Option
Comment
No. of Scans 10
Resolution 4 [em-1]
Apodization Happ-Genzel
0 ]
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Formula Predictor Report - OP-29_13lcd Page 1of 1

[iata File: C:\LabSolutions\Datz\dnalzluacOP-29_13.lcd
Elmt Val. Mn Max Emt | Val| Mn Max Emt Val| Mn Max _Elmt | Val | Mo Max Use Adduct

H 1 20 40 ] 2 1 5 S 2 1 1 Ru 2 i ] H
C 4 15 30 F 1 a 1 Cl 1 a 1 Pd 2 a ]
] 3 5 b P 3 0 ] Br 1 a 1 | 3 a ]
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 16.0-20.0 Electron lons: bath
HC Ratie: unlimited Lpply M Rule: yes Use MSn Info: yes
Max |zotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso Rl (32): 10.00 M5n Logic Mode: AND Max Results: 500
Eventd: 1 MS(E+) Ret Time: 5253 Scan#: 783
3.000e74
2 500e7] 2721029
2.000e74
2725333
1.500e7]
1.000e74 _
273.0985
5.000e6
0 . | |
100.0 200.0 300.0 4ph.0 500.0 00,0 700.0 800.0 900.0

Measured region for 5431807 miz

100.0- 543.1907
50.04
5441911
545.1945
G P W LN r‘l——.r r A
5430 5435 544.0 5445 a0 5455 546.0 546.5
C27 H26 NE 03 5 [M+H]+ - Predicted region for 543.1921 miz
100.0- 5431521
50.0
5441349
5451934
0 . . , . - e
543.0 5435 544.0 5445 5450 5455 546.0 546.5
Rank Score Isa DBE

Formula
7947 C2THHBNEOIS
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5.2. Sentez Calismalarimin Degerlendirilmesi

Yiriitiilen tez kapsaminda sentezleri gergeklestirilen bilesikler, bisbenzimidazol
tirevi olan ve antikanser etkinligi saptanmis Hoechst 33258 ve Hoechst 33342
bilesiklerinin kimyasal yapis1 dikkate alinarak tasarlanmustir.

Sentez c¢alismalarinin birinci basamaginda 4-siibstitiie benzaldehit ile sodyum
disiilfit, dimetilformamid igerisinde mikrodalga 1s1masi altinda reaksiyona tabi tutulmus,
elde edilen benzaldehit sodyum bisiilfit katim iriinii ile 3,4-diamino benzoik asit’in
mikro dalga 1simasi altinda meydana gelen kondenzasyon reaksiyonu sonucunda 2-(4-
stibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-karboksilik asit (1a-1c) tiirevleri elde edilmistir.
Cesitli 1-siibstitiiepiperazin tlirevleri ile kloroasetil kloriir arasinda gergeklesen
asetilasyon reaksiyonu sonucu 2-kloro-1-(4-siibstitiiepiperazin-1-il)-etan-1-on tiirevleri
(1d-1h) kazanilmustir. Karboksilik asit fonksiyonel grubu tasiyan, benzimidazol
bilesikleri (1la-1c) metanol igerisinde, siilfiirik asit katalizorliiginde esterlesme
reaksiyonuna tabi tutulmus ve metil 2-(4-siibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-
karboksilat (2a-2c) tiirevleri elde edilmistir. Bir sonraki basamakta 2a-2c bilesikleri
mikrodalga 1s1masi altinda hidrazin hidrat ile muamele edilerek 2-(4-siibstitiiefenil)-1H-
benzo[d]imidazol-6-karbohidrazit (3a-3c) bilesikleri elde edilmistir. Sentezlenen hidrazit
tirevlerinin (3a-3c) etanol igerisinde, bazik ortamda karbon disiilfiir ile oksadiazol
halkas1 kapanmasina yonelik reaksiyonu sonucu 2-((4-siibstitiiefenil)-(6-(5-merkapto-
1,3,4-oksadiazol-2-il)-1H-benzo[d]imidazol (4a-4c) bilesikleri kazanilmistir. Son
reaksiyon basamagi 4a-4c tiirevleri ile 1d-1h bilesikleri arasinda gergeklestirilmis ve 2-
((5-(2-(4-stibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyo)-1-(4-
slibstitiiepiperazin-1-il)-etan-1-on hedef bilesikleri (5a-50) elde edilmistir.

5.3. Spektral Verilerin Degerlendirilmesi
Sentezi gergeklestirilen orjinal bilesiklerin yapilar1 IR, tHNMR, 1*CNMR ve Kiitle
Spektroskopisi yontem verileri ile aydmlatilmistir. Spektrum yapr degerlendirmeleri,

ilgili spektroskopik yontem baglig1 altinda verilmistir.

5.3.1. IR spektrumlarimin degerlendirilmesi

Sentezlenen bilesiklerin kimyasal yapilar1 incelendiginde, biitiin bilesiklerde ortak
olarak karbonil (C=0) fonksiyonel grubunun mevcut oldugu goze carpmaktadir.

Bilesiklere ait IR spektrumlarinda bu grup {izerinde yer alan karbonile ait spesifik gerilim
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bandi 1627-1653 cm™? araliginda elde edilmistir. Yine spektrumlar incelendiginde
benzimidazol gruba ait N-H spesifik gerilim bandi 3311-3628 cm™ araliginda
gozlenmistir. Spektrumlardan elde edilen her iki gerilim bandina ait degerler literatiir
verileri ile uyum gostermektedir [140].

Sentez {irlinlerinin hepsinde ortak olarak bulunan diger bir yapt 1,4-dislibstitiie
benzen halkasidir. IR spektrumlar1 incelendiginde bu halkaya ait spesifik diizlem dis1
deformasyon bandlar1 827-871 cm araliginda elde edilmistir. Spektrumlardan elde

edilen gerilim bantlar1 ge¢mis ¢alismalarda bildirilen veriler ile uyum igerisindedir [141].

5.3.2. NMR spektrumlarinin degerlendirilmesi
5.3.2.1. 'H-NMR spektrumlarinin degerlendirilmesi

2-((5-(2-(4-stibstittiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-2-il)tiyo)-
1-(4-siibstitliepiperazin-1-il)-etan-1-on (5a-50) tiirevlerinin kimyasal yapilarinda ortak
olarak benzimidazol, 1,4-disiibstitiiecbenzen ve piperazin halka sistemleri mevcuttur.
Benzimidazoliin 2. konumunda yer alan 4-siibstitiiefenil halkasi {izerinde yer alan
protonlarim pikleri 6.90-8.09 ppm ve 8.06-8.38 ppm araliklarinda olmak iizere iki dublet
seklinde gbzlenmistir. Benzen halkasi 1,4-disiibstitiie halde iken AA’BB’ spin sistemine
uyar. Bu durumda halkaya bagli olan siibstitiientlerin elektron verici veya g¢ekici
ozelliklerine gore, benzen halkasina ait aromatik protonlarin 7.27 ppm de singlet olarak
verdikleri pikin degeri ve seklinde degisiklikler olur. Proton etrafindaki yiiksek elektron
yogunlugu protonu perdeleyerek daha yiiksek alan siddetinde rezonansa yol agar ve ppm
degeri azalir. Proton etrafindaki diisiik elektron yogunlugu ise protonu perdelemeyerek
daha diisiik alan siddetinde rezonansa yol agar ve ppm degeri artar. Aromatik halkaya
elektron ¢ekici bir grup baglandigr zaman halkada elektron yogunlugu azalacagindan,
halka protonlarinin perdelenmesi de azalir ve buna bagl olarak aromatik halka
protonlarinin kimyasal kayma degerleri asagi alana dogru kayar. Benzen halkas1 1,4-
distibstitiie halde iken, halka iizerindeki siibstitiientlerin, elektronik 6zelliklerine bagh
olarak spektrumda singlet, iki dublet veya quartet seklinde pikler gozlenebilir. Genellikle
2 dublet seklinde gbézlenen 1,4-distibstitiie fenil halkasi pikleri, siibstitlientlerin elektronik
ozelliklerinin birbirine ¢ok yakin olmasi durumunda, quartet ve hatta singlet seklinde bile
elde edilebilir [142, 143].

5a-5e Kodlu bilesiklerde fenil halkasinin 4. konumunda bulunan -OH siibstitiienti

5a, 5c ve 5e bilesiklerinde 10.10-10.26 ppm araliginda singlet seklinde gézlenmistir. 5b,
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5e Kodlu bilesiklerde -OH siibstitiientine ait pik gézlenmemistir. 5f, 5g, 5h, 51 ve 5j
Kodlu bilesiklerin fenil halkasinin 4. konumundaki -CH3 grubuna ait protonlar 3.82-3.87
ppm araliginda singlet seklinde gozlenmistir. 5k, 51, 5m, 5n ve 50 Kodlu bilesiklerin fenil
halkasinin 4. konumundaki -OCzHs siibstitiientine ait protonlardan -CHs protonlar1 1.35-
1.37 ppm araliginda triplet olarak gézlenmistir. -CH> protonlari ise 5m, 5n ve 50 kodlu
bilesiklerde 4.11-4.13 ppm araliginda quartet seklinde gozlenirken, 5k ve 51 kodlu
bilesiklerde 4.10-4.50 ppm araliginda multiplet olarak gdzlenmistir.

Bilesiklerin tamaminda ortak yapi olarak bulunan benzimidazol halkasinin 4.
konumunda bulunan proton 5c, 51 ve 5n bilesikleri hari¢ diger tiim bilesiklerde 7.64-7.92
ppm araliginda dublet olarak g6zlenmisir. Benzimidazol halkasinin 5. konumda bulunan
protona ait pik 5c, 5k, 5m ve 5n bilesikleri hari¢ diger tiim bilesikerde 7.74-8.03 ppm
araliginda dubletin dubleti seklinde gézlenmistir. Orto konumunda bulunan proton dublet
yarilma saglarken, meta konumunda bulunan proton dublet pikin tekrar yarilmasina
neden olmustur. 7. Konumda bulunan proton ise 7.89-8.22 ppm araliginda singlet
seklinde gbzlenmistir. Benzimidazol halkasi pirol azotuna ait protonlar 5c, 5f, 5h, 51, 5k,
5m ve 5n kodlu bilesiklerde yayvan ya da singlet seklinde 10.70-13.50 ppm araliginda
gozlenmistir ve bu degerler literatiir verileri ile uyum gostermektedir [144]. Diger
bilesiklerde N-H siibstitiientine ait pik gozlenmemistir.

Bilesiklerin tamaminda ortak olarak bulunan diger grup karbonil komsulugu
konumunda bulunan metilen (-CH2)’dir. -CH2 protonlarina ait pikler 4.53-4.65 ppm
araliginda singlet seklinde gozlenmistir. Spektrumlardan elde edilen pik literatiir verileri
ile benzerlik gostermektedir [140].

Bilesiklerin tamaminda ortak olan diger bir yap1 da 4. konumundan siibstitiie olmus
piperazin halkasidir. Piperazin halkasi i¢inde yer alan metilen (-CH) protonlarina ait
pikler 2.32-3.90 ppm araliklarinda goézlenmistir. Piperazin halkasina bagli metil
protonlar 5a, 5f ve 5k bilesiklerinde 2.75-2.78 ppm araliklarinda gézlenmistir. Yine
piperazin halkasinin 4. konumunda 5b, 5g ve 5l bilesiklerine ait -CoHs protonlarindan
metil protonlart 1.01-1.19 ppm araliginda, -CH: protonlar1 ise 2.34-2.78 ppm aralignda
gozlenmistir. Piperazin halkasina bagl fenil siibstitiientinin aromatik protonlari 5¢, 5h ve
5m bilesiklerinde 6.81-7.69 ppm araliginda, piridin halkasina ait protonlar 5d, 5| ve 5n
bilesiklerinde 6.65-8.14 ppm araliginda ve 5e, 5j, 50 bilesiklerinin yapisinda bulunan
piperazinin 4. konumunda yer alan pirimidin protonlar1 ise 6.67-8.44 ppm araliginda

gozlenmistir.
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5.3.2.2. 13C-NMR spektrumlarinin degerlendirilmesi

Sentezi gergeklestirilen bilesiklerde ortak yapisal pargaciklar 3C-NMR
spektrumlarinda genel olarak beklendigi gibi pikler vermistir. Sentezlenen bilesiklerin
spektrumlarinda, karbon atomlarindan elektronik ¢evrelerine gore 6zdes olanlar dikkate
alinarak toplam karbon sayisi belirlenmis ve beklenen sayida pik gozlenmistir.

Bilesiklere ait spektrumlarda spesifik fonksiyonel gruplardan karbonil (C=0)
165.61-169.44 ppm araliginda gozlenmis olup literatiir verileri ile uyum igerisindedir
[145]. Sentezlenen bilesiklerin kimyasal yapilari incelendiginde, biitiin bilesiklerde ortak
olarak bulunan piperazin halkasina ait karbonlar 39.11-55.91 ppm araliginda
gbzlenmistir. Yine biitlin sentezlenen bilesiklerde ortak olarak bulunan karbonile komsu
-CH2 karbonlar1 36.75-37.88 ppm araliginda pik vermistir. 5a, 5f, 5k Kodlu bilesiklerde
piperazin halkasmna bagli metil (-CHs3) karbonlar1 42.38-42.47 ppm araliginda
gozlenmistir. 5b, 5f Kodlu bilesiklerde piperazin halkasina bagli etil (-CzHs)
stibstitlientinin metil (CHs) karbonlar1 12.32-12.36 ppm araliginda goézlenirken, -CH>
karbonlar1 42.23 ppm de gozlenmistir. 5f, 5g, 5h, 51 ve 5] Kodlu bilesiklerde ortak olarak
bulunan fenil halkasina bagli -OCHz karbonlar1 55.71-56.00 ppm araliginda pik vermistir.
5k, 51, 5n ve 50 Kodlu bilesiklerde fenil halkasina bagli etoksi (-OC2Hs) siibstitlientine
ait metil karbonlar1 14.96-15.08 ppm araliginda gdzlenirken, -CH2 karbonlar1 63.81-64.25
ppm araliginda gézlenmistir. Bunun disinda kalan aromatik karbonlar ise 107.77-179.63

ppm araliginda pik vermistir.

5.3.2.3. 2D-NMR spektrumlarinin degerlendirilmesi

by e

R

K/ Se
Sentezi gergeklestirilen bilesikler arasinda 5e kodlu bilesigin 2 boyutlu ileri NMR
calismalar1 (HSQC, HMBC, COSY) gergeklestirilmistir. HSQC’den elde edilen karbon
hidrojen korelasyonu sayesinde 1, 2, 4, 5, 7, 11, 12, 13, 18, 19 konumlarindaki hidrojen

ve karbon degerleri tespit edilmistir. HSQC wverilerini de dikkate alarak HMBC
calismasinda 3, 6, 8, 9, 10, 14, 15, 16, 17, 20 konumlarindaki karbonlar belirlenmistir.
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COSY ¢alismasi ile de *H-NMR’da baz1 bilesiklerde tespit edilemeyen benzimidazole ait
N-H piki tespit edilmistir (Tablo 5.1.)

2D analiz sonucunda elde edilen veriler *H-NMR ve '3C-NMR bulgularim
desteklemis ve ilgili bilesigin farkli konumlarindaki hidrojen ve karbonlara ait piklerin

tespiti sonucu bilesigin yapisi net bicimde aydinlatilmastir.

Tablo 5.1. 5e Kodlu bilesigin 2 boyutlu NMR ile tespit edilen hidrojen ve karbon degerleri

Konum H e
1 6,68 111,0
2 8,39 158,5
3 - 161,4
4 3,60-3,86 42,0-45,5
5 3,65-3,77 43,4-43,7
6 - 165,4
7 4,62 37,3
8 - 152,3
9 - 165,3
10 - 136,0
11 7,98 123,6
12 7,86 1154
13 8,15 112,3
14 - 119,7
15 - 134,0
16 - 164,2
17 - 114,8
18 8,22 130,7
19 7,06 116,9
20 - 162,8
21 10,88 -
22 12,69 -
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5.3.3. Kiitle spektrumlarinin degerlendirilmesi

Sentez edilen bilesiklerin kiitle spektrumlari, elektron spray yontemi kullanilarak
pozitif iyonlagtirma teknigi ile ¢ekilmistir. Kiitle spektrumlari, gercekte katyonlarin ve
radikal katyonlarin molekiil agirlig1 degerlerine gore degil, m/e degerlerine kars1 bagil
bolluklarinin grafige alinmasi sonucu elde edilir. Molekiil iyonu ve kaydedilen molekiil
boliinmeleri +1 yiik tasidiklarindan m/e degerleri molekiil agirligi degerleri ile uyumluluk
gosterir [146]. Bu nedenle hesaplanan molekiil agirliklarindan bir fazla sayisal degere
sahip piklerin (molekiiler iyon pikleri; M+1 pikleri) spektrumlarda gdzlenmesi beklenir.
Spektrumlar incelendiginde beklenen sekilde, bilesiklerin molekiil agirliklart ile elde
edilen M+1 piklerinin uyumlu oldugu goriilmektedir. 5a Kodlu bilesikte (M+1) / 2 pikinin

gbzlemlenmesi, bilesigin +2 iyonlagmaya ugradigini gostermektedir.
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5.4. Antikanser Aktivite Calismalarimin Degerlendirilmesi
5.4.1. MTT yontemi ile bilesiklerin sitotoksik etki sonug¢lari

Tetrazolium tuzlari olan XTT (2,3-bis[2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil]-2H-
tetrazolum-5-karboksianilit ~ tuzu) ve  MTT  (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolium bromiir) canli hiicrelerdeki metabolik aktivitenin Ol¢iilmesinde
kullanilmaktadir. Tetrazolium tuzlarini metabolizma ve solunum zinciri intakt hiicrelerde
mitokondriyal siliksinat dehidrogenaz enzimi ile formazana doniismektedir.
Mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz sari renkli tetrazolyum tuzunu elektron kenetli
reaktif varliginda ¢6ziiniir turuncu renkli formazana doniistiirmektedir [147].

Sentezlenen bilesiklerin  A549 hiicre dizisi Uzerinde sitotoksik etkileri
degerlendirildiginde 5n kodlu bilesigin ICso degerinin (7,388 uM ) doksorubisininkinden
(12,42 uM) daha diisiik oldugu, Hoechst 33342’in 1Cso degerine (0,42 uM) gore ise daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. A549 hiicre dizisi ile kiyaslandiginda 5n bilesiginin,
NIH3T3 hiicre dizisi tizerindeki sitotoksisitesi (ICso =188,57 uM) daha disiik
kiyaslandiginda, 5n, doksorubisin ve Hoechst 33342’in selektivite indeksleri sirasiyla,
25,52, 89,44 ve 17,59 olarak hesaplanmistir. Buna gore, 5n kodlu bilesigin A549
hiicrelerine karsi selektivitesi doksorubisine gore daha diisiikken, Hoechst 33342

bilesigine gore daha yiiksektir.
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Tablo 5.2. Bilesiklerin A549, MCF-7, C6, HepG2, HeLa ve NIH3T3 hiicre dizilerine ait ICs degerleri

(uM)

Bilesik A549 MCF-7 C6 HepG2 HeLa NIH3T3
5a 43256+1,785  5,704+0,254  15,614+0,615  5,695+0,283 13,960+0,65  39,105+1,940
5b >100 >100 >100 >100 0,698+0,032  944,360+7,625
5¢ >100 >100 >100 21,860+0,991  20,285+1,101  44,556+0,221
5d >100 9,148+0,391  38,93+1,921 >100 >100 720,645+5,032
5e >100 7,318+0,352 >100 >100 >100 54,026+2,682
5f >100 >100 >100 >100 >100 -

59 >100 >100 >100 >100 >100 -

5h >100 >100 >100 >100 >100 -

51 >100 >100 >100 >100 >100 -

5j >100 >100 >100 >100 >100 -

5k 22,254+1,054  38,705+1,875  3,204+0,152 >100 11,16740,467  74,630+3,631

51 31,017+1,530 >100 >100 >100 0,224+0,011  113,451+5472

5m >100 >100 32,167+1,552 >100 >100 52,264+2,512

5n 7,388+0,325 >100 >100 >100 0,205+0,010  188,570+8,728

50 >100 6,442+0,287  24,951+1237  59,369+2,589 >100 44,072+2,104
Doks.  12420+0,521 10525+0,472 28,690+1,228 16,482+0,804  14,280+0,704 1110,80+8,254

Hoechst  0,422+0,020  2,404+0,118  1,05140,307  27,815+1,190  0,306+0,015  7,388+0,269

33342

Sentezlenen bilesiklerin MCF7 hiicre dizine karsi 1Cso degerleri ile doksorubisin ve
Hoechst 33342’in 1Csg degerleri karsilastirildiginda 5a, 5d, 5e ve 50 kodlu bilesiklerin
ICso degerlerinin doksorubisin’e oranla daha diisiik oldugu, Hoechst 33342 gore ise daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu bilesiklerin ICso degerleri 5a igin 5,704 uM, 5d i¢in
9,148 uM, 5e igin 7,318 uM ve 50 i¢in 6,442 uM olarak kaydedilirken, referans ilaglarin
ICs0 degerleri doksorubisin igin 10,52 uM ve Hoechst 33342 igin ise 2,404 uM olarak
belirlenmistir. Ayrica biitiin bilesikler ve referans ilaglarin MCF7 hiicre dizisi tizerindeki
sitotoksik etkileri NIH3T3 hiicre dizisi lizerindeki sitotoksik etkilerinden daha yiiksektir
(Tablo 5.2). Bilesiklerin selektivite indeksleri 5a i¢in 6,86, 5d i¢in 78,78, 5e i¢in 7,38,
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50 i¢in 6,84, doksorubisin i¢in 105,59 ve Hoechst 33342 igin 3,07°dir. Buna gore, bu
bilesiklerin doksorubisine gore selektiviteleri daha diisiik iken Hoechst 33342 bilesigine
gore daha yiiksek diizeydedir.

Bilesiklerin C6 hiicre dizisinde belirlenen ICso degerleri doksorubisin ile
karsilastirildiginda 5a, 5k ve 50 bilesiklerinin doksorubisine gore daha diisiik 1Cso
degerlerine sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo 5.2). Bu bilesiklerin ICso degerlerinin
Hoechst 33342 gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu bilesiklerin NIH3T3 hiicre
dizisine kars1 sitotoksik etkilerinin, C6 hiicre dizisinde tespit edilen ICso degerlerinden
daha yiiksek konsantrasyonlarda ortaya ¢iktigi belirlenmistir (Tablo 5.2). Bilesiklerin
selektivite indeksleri 5a i¢in 2,50, 5K i¢in 23,29 ve 50 i¢in 1,77 iken doksorubisin igin
38,72 ve Hoechst 33342 icin 7,03 diir. Bilesiklerin selektivitileri doksorubisinden daha
diisiiktiir. Buna ragmen 5a ve 5o kodlu bilesikler Hoechst 33342°den daha az selektif iken
5k bilesigi daha yiiksek selektivite gdstermistir.

Bilesiklerin HepG2 hiicre dizisi {izerindeki sitotoksik etkileri degerlendirildiginde,
5a (5.695 uM) kodlu bilesigin doksorubisine (16,482 uM) ve Hoechst 33342’ye (27,815
uM) gore daha diisiik ICso degerine sahip oldugu dikkat ¢ekmektedir. Ayrica, 5a kodlu
bilesigi NIH3T3 hiicre dizisine karsi sitotoksik etkisini, HepG2 hiicre dizisinde tespit
edilen 1Cso degerlerinden daha diisiik konsantrasyonlarda gostermektedir. 5a Kodlu
bilesigin selektivite indeksi 6,87 olarak hesaplanirken, doksorubisin selektivite indeksi
67,40, Hoechst 33342 bilesigininki ise 0,26’dir. Buna gore, bilesik 5a doksorubisine gore
daha az selektif iken Hoechst 33342°ye gore daha selektiftir.

Bilesiklerin HeLa hiicre dizisine karst sitotoksisiteleri ile doksorubisinin
sitotoksisitesi karsilagtirildiginda 5a, 5b, 5k, 5I, 5n bilesiklerinin ICso degerlerinin
doksorubisinin 1Cso degerinden diisiik oldugu tespit edilmistir (Tablo 5.2). Bu bilesiklerin
ICso degerleri Hoechst 33342’in 1Cso degeri ile karsilastirildiginda 51 (0, 224 uM) ve 5n
(0,205 uM) kodlu bilesiklerin 1Csg degerlerinin daha diisiik oldugu belirlenmistir. Ayrica
bu bilesikler NIH3T3 hiicre dizisi lizerinde HeL a hiicre dizisine gére daha diistik diizeyde
sitotoksisite gostermistir. Selektivite indeksleri 5a, 5b, 5k, 5lI, 5n, doksorubisin ve
Hoechst 33342 i¢in sirasiyla; 2,80, 1.352,95, 6,68, 506,48, 919,85, 77,79 ve 24,14 diir.
Buna gore, 5b, 51 ve 5n bilesiklerinin selektivitelerinin doksorubisin ve Hoechst
33342’den ¢ok daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Bilesiklerin A549, MCF-7, C6, HepG2 ve Hela kanser hiicre dizileri ve NIH3T3

saglikli hiicre hatt1 iizerindeki etkileri ve selektiviteleri goz oniine alinarak sonraki
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deneysel asamalara gecilmistir. Buna gére A549 hiicresi i¢in 5n; MCF-7 hiicresi i¢in 53,
5d, 5e, 50; C6 hiicresi i¢in 5k; HepG2 hiicresi i¢in 5a; HelLa hiicresi igin 5b, 5| ve 5n

bilesikleri BrdU proliferasyon testi ve Annexin/PI ile apoptoz testi i¢in se¢ilmistir.

5.4.2. BrdU proliferasyon yontemi ile bilesiklerin antiproliferatif etki sonuclari

5-Bromo-2'-deoksitiridin (BrdU) replike olan hiicrelerin DNA’sina girdiginde
replikasyon esnasinda timidinin yerini alarak DNA’nin yapisina katilmakta ve sonrasinda
kendisi i¢in spesifik monoklonal antikorlarla (anti-BrdU antikoru) tespit edilebilmektedir.
Hiicre i¢indeki BrdU miktar1 ¢ogalan hiicre miktari ile orantilidir ve fikse olan hiicrelerde
direkt ELISA ile hesaplanabilmektedir [148]. MTT sitotoksisite testi ile selektivite
indekslerine gore segilen bilesiklerin ve pozitif kontrol olarak doksorubisin’in A549,
HeLa, MCF7, HepG2 ve C6 hiicre dizilerinde BrdU testi ile antiproliferatif etkileri
belirlenmistir.

BrdU proliferasyon testi sonuglarina gére bilesik 5n’nin A549 hiicre dizisinde %
DNA sentez inhibisyon degerlerinin zamana ve doza bagli olarak da arttigi tespit
edilmistir. Ancak bilesiklerin 2XICso, 1Csg Ve 1Cso/2 konsantrasyonlarinda 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siirelerinde % DNA sentez inhibisyon degerleri doksorubisin’e oranla daha
diisiik olarak hesaplanmistir. (Sekil 5.93’de) A549 hiicre dizisinde bilesik 5n ile
doksorubisin’in 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda %DNA sentez inhibisyon

aktivite grafikleri sunulmustur.
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Sekil 5.93. A549 hiicre dizisinde bilesik 5n ile doksorubisin’in 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi

sonrasinda % DNA sentez inhibisyon aktiviteleri
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MCF7 hiicre dizisinde BrdU proliferasyon testi sonug¢larina gore 5a, 5d, 5e ve 50
bilesikleri ile doksorubisin’in antiproliferatif etkinliklerinin doza bagli olarak arttig
belirlenmistir. Ayrica, 5 ve 50 kodlu bilesiklerin 2xICso, 1Csop ve 1Cs0/2
konsantrasyonlarinda, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde % DNA sentez inhibisyon
degerlerinin doksorubisin’e oranla daha yiiksek oldugu, 5a ve 5d bilesiklerine ait
degerlerin ise daha diisiik oldugu hesaplanmistir. (Sekil 5.94. ve Sekil 5.95’de) MCF7
hiicre dizisinde bilesikler 5a, 5d, 5e ve 50 ile doksorubisin’in 24 ve 48 saatlik inkiibasyon

stiresi sonrasinda % DNA sentez inhibisyon aktivite grafikleri sunulmustur.

MCF-7 Hiicre Dizisi (24 Saat)
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Sekil 5.94. MCF-7 hiicre dizisinde bilesik 5a, 5d, 5e, 50 ve doksorubisin’in 24 saatlik inkiibasyon

stiresi sonrasinda % DNA sentez inhibisyon aktiviteleri
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MCF-7 Hiicre Dizisi (48 Saat)
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Sekil 5.95. MCF-7 hiicre dizisinde bilesik 5a, 5d, 5e, 50 ve doksorubisin’in 48 saatlik inkiibasyon

stiresi sonrasinda % DNA sentez inhibisyon aktiviteleri

BrdU proliferasyon testi sonuglarina gére HepG2 hiicre dizisinde bilesik 5a ile
doksorubisin’in antiproliferatif etkinliklerinin doza ve zamana bagli olarak arttig1
belirlenmistir. Bilesik 5a’nin 2xICso, 1Cs0 ve 1Cso/2 konsantrasyonlarinda 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonrasinda % DNA sentez inhibisyon degerleri doksorubisin’e oranla
daha yiiksek olarak hesaplanmistir. Ancak 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda % DNA
sentez inhibisyon degerleri doksorubisin’e ¢ok yakin degerlerde hesaplanmistir. (Sekil
5.96’da) HepG2 hiicre dizisinde bilesik 5a ile doksorubisin’in 24 ve 48 saatlik

inkiibasyon siiresi sonrasinda % DNA sentez inhibisyon aktivite grafikleri sunulmustur.
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Sekil 5.96. HepG2 hiicre dizisinde bilesik 5a ile doksorubisin’in 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi
sonrasinda % DNA sentez inhibisyon aktiviteleri

C6 hiicre dizisinde BrdU proliferasyon testi sonuglarina gore bilesik 5k ile
doksorubisin’in antiproliferatif etkinliklerinin doza bagli olarak arttig1 belirlenmistir.
Ayrica bilesik 5k ve doksorubisin’in bu hiicre dizisinde % DNA sentez inhibisyon
degerlerinin zamana bagli olarak da arttig1 tespit edilmistir. Bilesik 5k’nin 2xICso, 1Cso
ve ICso/2 konsantrasyonlarinda 24 saatlik inkiibasyon siiresinde % DNA sentez
inhibisyon degerleri doksorubisin’e oranla daha diisiik olarak hesaplanmistir. Bilesik
5k’nin 2x1Csp konsantrasyonunda 48 saatlik inkiibasyon siiresinde % DNA sentez
inhibisyon degeri doksorubisin’e oranla daha yiiksek olarak tespit edilmis, 1Cso ve 1Cso/2
konsantrasyonlarinda ise ¢ok yakin degerlerde hesaplanmustir. (Sekil 5.97°de) C6 hiicre
dizisinde bilesik 5k ile doksorubisin’in 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda %

DNA sentez inhibisyon aktivite grafikleri sunulmustur.
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Sekil 5.97. C6 hiicre dizisinde bilesik 5K ile doksorubisin’in 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi

sonrasinda % DNA sentez inhibisyon aktiviteleri

HeLa hiicre dizisinde BrdU proliferasyon testi sonuglarina gore bilesikler 5b, 5I, 5n
ile doksorubisin’in antiproliferatif etkinliklerinin doza bagli olarak arttig1 belirlenmistir.
Ancak bilesiklerin 2XICsg, 1Csop ve 1Cso/2 konsantrasyonlarinda 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siirelerinde % DNA sentez inhibisyon degerleri doksorubisin’e oranla daha
diisiik olarak hesaplanmistir. HelLa hiicre dizisinde bilesikler 5b, 5I, 5n ile
doksorubisin’in 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda % DNA sentez inhibisyon

aktivite grafikleri sunulmustur (Sekil 5.98 ve Sekil 5.99°da).
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Sekil 5.98. Hela hiicre dizisinde bilesikier 5b, 51, 5n ve doksorubisin ile 24 saatlik inkiibasyon

stiresi sonrasinda % DNA sentez inhibisyon aktiviteleri

HeLa Hiicre Dizisi (48 Saat)
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Sekil 5.99. Hela hiicre dizisinde bilesikler 5b, 51, 5n ve doksorubisin ile 48 saatlik inkiibasyon

stiresi sonrasinda % DNA sentez inhibisyon aktiviteleri

5.4.3. Anneksin V/PI yontemi ile bilesiklerin apoptotik etki sonuclari

Hiicre apoptoz uyarisi alirsa hiicre zarinin sitoplazmik yiizeyindeki bulunan
fosfatidilserin hiicre zarmin disg lipid tabakasina ge¢mektedir. Bu yer degistirme
apoptozun erken doneminde gerceklesmektedir. Anneksin V fosfatidilserine baglanabilen

bir protein oldugu i¢in, bu protein floresan bir madde ile (FITC) isaretlenerek apoptotik
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hiicre goriiniir hale getirilmektedir. Bu baglanma oran1 da akig sitometri cihazi ile
oOl¢iilebilmektedir. Nekrotik hiicrelerde de anneksin baglanmasi goriilebilecegi i¢in ayrica
vital bir boya olan propidiyum iyodiir (PI) boyamasi da yapilmaktadir. Canli hiicrelerin
zarlar saglam oldugu i¢in PI boyasi ile boyanmamaktadir. Canli hiicreler FITC Aneksin
V (-) / Pl (-), erken apoptotik hiicreler FITC Aneksin V (+) / PI () ve gec apoptotik veya
nekrotik hiicreler FITC (+) / PI (+) olarak ayirt edilmektedir [146]. MTT sitotoksisite testi
ile selektif antikanser etkinlikleri tespit edilen bilesiklerin ve pozitif kontrollerin
Anneksin V/PI yontemi ile apoptotik etkileri belirlenmistir. Ust sol kadran nekrotik (Q1;
Anneksin V-negatif/Pl-pozitif); list sag kadran geg apoptotik hiicreler (Q2; Anneksin V-
pozitif/Pl-pozitif); alt sol kadran canli hiicreler Q3; Anneksin V-negatif/Pl-negatif) ve alt
sag kadran erken apoptotik hiicreleri (Q4; Anneksin V-pozitif/Pl-negatif) gostermektedir.

A549 hiicre dizisinde Anneksin/Pl analizi bilesiklerin ICso konsantrasyonlari ile 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda gerceklestirildi (5n igin ICso degeri 7,388 uM;
doksorubisin igin ICsp degeri 12,420 uM). Test edilen bilesiklerin % Q1, Q2, Q3 ve Q4
degerleri: Kontrol i¢in 1,8, 0,7, 94,1 ve 3,4; doksorubisin i¢in 4,1, 17,0, 58,7 ve 2,2; 5n
i¢in 2,4, 5,7, 76,7 ve 7,3 tiir.

AS549 hiicre dizisinde 5n kodlu bilesik ile doksorubisin’e ait akis sitometrik analiz
diyagramu (Sekil 5.100°de) sunulmustur. Buna gore 1Cso konsantrasyonlarinda apoptotik

hiicre yiizdesi doksorubisin i¢in % 19.2, 5n i¢in % 13 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 5.100. A549 hiicre dizisinde bilesik 5n ile doksorubisin’e ait akig sitometrik analiz diyagrami

MCEF-7 hiicre dizisinde Anneksin/PI analizi bilesiklerin ICso konsantrasyonlari ile
24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda gergeklestirildi (5a i¢in ICso degeri 5,704 uM; 5d
icin 9,148 uM; 5e i¢in 7,318 uM; 50 i¢in 6,442 uM; doksorubisin i¢in ICsp degeri 10,525
uM). Test edilen bilesiklerin %Q1, Q2, Q3 ve Q4 degerleri: Kontrol i¢in 1,9, 5,8, 90,6 ve
1,7; doksorubisin i¢in 1,2, 7,4, 86,1 ve 5,3; ba i¢in 5,2, 7,3, 79,4 ve 8,1; 5d i¢in 26,9, 16,6,
50,8 ve 5,7; 5e i¢in 5,8, 9,9, 81,1 ve 3,2; 50 i¢in 7,8, 4,5, 83,5 ve 4,2dir.

MCF-7 hiicre dizisinde bilesikler 5a, 5d, 5e ve 50 ile doksorubisin’e ait akis
sitometrik analiz diyagrami (Sekil 5.101’de) sunulmustur. Buna gore ICso
konsantrasyonlarinda apoptotik hiicre yiizdesi doksorubisin i¢in %12,7, 5a i¢in %15,4,
5d i¢in %22,3, 5e i¢in %13,1 ve 50 i¢in %8,7 olarak hesaplanmistir. Dolayistyla ICso
konsantrasyonlarinda ve 24 saatlik inkiibasyon siiresinde bilesikler 5a, 5d ve 5e’nin
MCF-7 hiicre dizisinde doksorubisin’e oranla daha fazla apoptotik hiicre olimiinii

indiikledigi sdylenebilir.
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Sekil 5.101. MCF-7 hiicre dizisinde bilesik 5a, 5d, 5¢, 50 ile doksorubisin e ait akis sitometrik analiz
diyagrami

C6 hiicre dizisinde Anneksin/PI analizi bilesiklerin ICso konsantrasyonlar1 ile 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda gergeklestirildi (5k igin ICso degeri 3,204 uM;
doksorubisin i¢in ICso degeri 28,690 uM). Test edilen bilesiklerin %Q1, Q2, Q3 ve Q4
degerleri: Kontrol i¢in 1,2, 1,8, 94,3 ve 2,7; doksorubisin i¢in 2,4, 7,2, 83,9 ve 6,5; 5k
i¢in 1,7, 6,8, 86,0 ve 5,5’dir.

C6 hiicre dizisinde bilesik 5k ile doksorubisin’e ait akis sitometrik analiz diyagrami
(Sekil 5.102°de) sunulmustur. Buna gore ICsp konsantrasyonlarinda apoptotik hiicre

yiizdesi doksorubisin igin %13,7 ve 5K i¢in %12,3 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 5.102. C6 hiicre dizisinde bilesik 5K ile doksorubisin’e ait akis sitometrik analiz diyagrami

HepG2 hiicre dizisinde Anneksin/PI analizi bilesiklerin ICsp konsantrasyonlar ile
24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda gergeklestirilmistir (5a igin ICso degeri 5,695
uM; doksorubisin i¢in ICso degeri 16,482 uM). Test edilen bilesiklerin %Q1, Q2, Q3 ve
Q4 degerleri: Kontrol i¢in 0,5, 1,1, 95,2 ve 3,1; doksorubisin i¢in 3,7, 4,8, 86,9 ve 4,6; 5a
icin 8,8, 10,1, 78,0 ve 3,1°dir.

HepG2 hiicre dizisinde bilesik 5a ile doksorubisin’e ait akis sitometrik analiz
diyagramu (Sekil 5.103°de) sunulmustur. Buna gore 1Cso konsantrasyonlarinda apoptotik
hiicre ylizdesi doksorubisin i¢in %9,4 ve 5a igin %13,2 olarak hesaplanmistir. Sonug
olarak 1Cso konsantrasyonlarinda ve 24 saatlik inkiibasyon siiresinde bilesik 5a’nin
HepG2 hiicre dizisinde doksorubisin’e oranla apoptotik hiicre Sliimiinii daha fazla

indiikledigi gézlenmektedir.
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Sekil 5.103. HepG2 hiicre dizisinde bilesik 5a ile doksorubisin’e ait akis sitometrik analiz diyagrami

HeLa hiicre dizisinde Anneksin/PI analizi bilesiklerin 1Cso konsantrasyonlari ile 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda gergeklestirilmistir (5b i¢in ICso degeri 0,698 uM;
5li¢in 0,224 uM; 5ni¢in 0,205 uM; doksorubisin i¢in ICso degeri 14,280 uM). Test edilen
bilesiklerin %Q1, Q2, Q3 ve Q4 degerleri: Kontrol i¢in 1,3, 1,1, 96,8 ve 0,8; doksorubisin
i¢in 4,2, 7.5, 80,9 ve 7.4; 5b i¢in 5,6, 10,8, 77,0 ve 6,6; 51 i¢in 6,4, 7,3, 85,0 ve 1,3; 5n
i¢in 7,6, 12,8, 77,2 ve 2,4 tiir.

Doksorubisin ve 5b, 5l, 5n bilesiklerinin HeLa hiicre dizisi iizerindeki akis
sitometrik analiz diyagrami (Sekil 5.104’de) sunulmustur. Buna gore ICso
konsantrasyonlarinda apoptotik hiicre yiizdesi doksorubisin i¢in %14,9, 5b i¢in %17,4, 5l
i¢in % 8,6, 5n igin %15,2 olarak hesaplanmistir. Bu bulgu 1Cso konsantrasyonlarinda ve
24 saatlik inkiibasyon siiresinde 5b ve 5n bilesiklerinin doksorubisin’e oranla apoptotik

hiicre 6limiinii daha fazla indiikledigine isaret etmektedir.
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Sekil 5.104. Hela hiicre dizisinde bilesik 5b, 51, 5n ile doksorubisin’e ait akis sitometrik analiz

diyagram:

5.5. DNA Topoizomeraz | Inhibitor Etkileri

Hoechst 33258 ve Hoechst 33342 bilesiklerinin yapilar1 g6z Oniine alinarak
sentezlenen yeni 2-((5-(2-(4-stibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-
2-il)tiyo)-1-(4-siibstitiiepiperazin-1-il)-etan-1-on ~ (5a-50) tiirevlerinin  antikanser
etkinlikleri MTT yontemi ile belirlenerek ICso degerleri hesaplanmis ve aktivite agisindan
on plana ¢ikan 5a, 5b, 5d, 5e, 5k, 51, 5n ve 50 tiirevlerinin DNA Topoizomeraz | inhibitor
etkileri degerlendirilmistir.

Bilegiklerin Topoizomeraz I etkilerini arastirmak i¢in Topogen’in Topoizomeraz |
[lag Tarama Kiti (TopoGEN Topoisomerase | Drug Screening Kit) kullanilmistir. Bu kit
ile Topo I aktivitesini inhibe eden bilesiklerin katalitik inhibitor olarak mi yoksa

topoizomeraz zehri olarak mu etki ettigi tespit edilmektedir.

203



Ktk (nick) DNA
Relaks DNA

Siiper sarmal DNA

Sekil 5.105. Bilesikler 5a, 5b, 5d, 5e, 5k, 5l, 5n, 50 ile Hoechst 33342 ve kamptotesinin
Topoizomeraz I iizerindeki inhibe edici etkisinin elektroforez yontemiyle

goriintiilenmesi

Bilesikler 5a, 5b, 5d, 5e, 5k, 51, 5n, 50 ile Hoechst 33342 ve kamptotesinin in vitro
ortamda Topoizomeraz | inhibisyon aktiviteleri degerlendirilmis ve reaksiyon {irlinlerinin
analizi elektroforez yontemiyle goriintiilenmistir (Sekil 5.105). Kontrol grubu olarak
stiper sarmal halde bulunan plazmid DNA’s1 (pHOT 1) kullanilmigtir. Diger bir kontrol
grubu olarak da plazmid DNA’s1 ve Topoizomeraz I kullanilarak DNA’nin relaks hale
doniismesi saglanmistir. Pozitif kontrol olarak da topoizomeraz zehri olarak bilinen
Hoechst 33342 ve kamptotesin kullanilmistir.

Hoechst 33342 ile kamptotesin’in jel goriintiilerine bakildiginda kirilmig (nick)
DNA bandinin kontrole gore kalinlastigi ve ortamda siiper sarmal DNA’ya ait band
olmadig1 gozlenmektedir. Kullanilan kontrollerin, topo I enziminin olusturdugu tek
zincirli DNA kiriklarinin tekrar birlesmesini engelleyerek tek zincirli DNA kiriklarinin
(nick) artmasma neden olmakta ve topoizomeraz zehri olarak gii¢lii inhibisyon etki
gostermekte oldugu bulunmustur. Sekilde, referans ilaglar ile sentez bilesiklerinin
oldukca benzer goriintiilere sahip oldugu goriilmekte olup siiper-sarmal DNA yapisina ait
bir yap1 goriilmemektedir. Bu da bilesiklerimizin topoizomeraz zehri olarak giiclii
inhibisyon etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Eger bilesikler enzimin katalitik
aktivitesini inhibe etmis olsalardi, DNA relaks hale doniisemeyip jel goriintiisiinde siiper
kivrimli formda band go6zlenirdi. Eger bilesiklerin topo I tizerinde higbir aktivitesi
olmasayd1 topo I enzimi DNA’y1 relaks hale getirirdi ve jel goriintiisiinde relaks formda

band gozlenirdi.
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5.6. Molekiiler Modelleme Calismalarimin Degerlendirilmesi
5.6.1. insan DNA Topoizomeraz I Enziminin Yapisi

Okaryotik topoizomeraz I (tip 1B) enzimlerinin ¢ogu benzer diziler icermekte ve
dort ana domainden olusmaktadir. Insan DNA topoizomeraz I enziminde bu yapilar
sirastyla; N-terminal domaini, ¢ekirdek (kor) domaini, baglayici (linker) domain ve C-
terminal domainidir.

N-terminal domaini (1-214 amino asit arasi); zay1f olarak korunmus, yiiksek oranda
yiiklidiir. Cok diisiik oranda hidrofobik amino asit igerir ve biiylik oranda diizensizdir.
Bu bolge bes niiklear lokalizasyon dizisi ve hedefleyici sinyaller igerir.

Cekirdek (Kor) domaini (215-635 amino asit arasi); yiiksek oranda korunmus ve
DNA’ya baglanmasi i¢in gereklidir. Bir¢ok katalitik dizi igerir.

Baglayici (linker) domain (636-712 amino asit arasi); 77 aminoasitten olusan bu
domain diisiik oranda korunmustur, proteaz duyarli ve enzimin katalitik aktivitesi i¢in
zorunlu degildir. Enzimin DNA’ ya baglanma afinitesini artirdig1 bilinmektedir.

C-terminal domain (713-765 amino asit arasi); yiiksek oranda korunmustur ve
DNA’nin relaks forma doniismesi i¢in mutlak gerekli olan aktif 723. amino asit tirozin
(tyr723) rezidiisiinii igerir. Bu tirozin amino asidi, DNA’nin 3’ucu ile enzim arasinda
kovalent bir bag olusturur. Bu da zincir gegisine izin veren tek zincirli DNA kiriklarinin
(nick) olusumunu saglar.

Bu domainlerden ikisinin birbirlerine baglanmasi enzimatik aktiviteyi diizenlerken
kor ve C-terminal domainler in vitroda DNA replikasyonu igin gerekli minimal
gereksinimi gostermektedir. Bu iki domain; 6karyotik Tip IB grubu enzimleri arasinda
iyi korunmus bes aktif bolge (Tyr 723, Arg 590, Arg 488, Lys 532 ve His/Asn 632)

aminoasit rezidusunu igerir [149,150].
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Sekil 5.106. Insan topoizomeraz I yapisinda yer alan aktif 5 amino asit ve yerinin

gosterilmesi

Modelleme c¢aligmalar1 esnasinda giincel literatiir bilgileri incelenmis ve
Topoizomeraz | enzim aktivite ¢caligmalarinda kullandigimiz enzim yapisina uygun kristal
yapimin Homo sapiens sinifi oldugu tespit edilmistir. Ayrica igerisinde kamptotesin
ligandinin yer almasi ve insan viicudundan elde edilerek yapisi aydinlatilmig olmasi
sebebiyle de bu tip kristal yapis1 tercih edilmistir.

Aktivitesi yiiksek bulunan bilesiklerin olas1 etkilesimlerini belirlemek igin DNA-
Topoizomeraz I enzim kompleksine ait yiiksek ¢oziiniirliige sahip kristal yapis1 (PDB
Kodu: 1T8I) [136,151-154] iizerinde docking ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
Calismalarda Glide 7.1 [139] programu ile gergeklestirilen docking teknigi uygulanmis ve
GlideScore SP ile en olasi pozlar iiretilmistir.

Tez kapsaminda sentezi gergeklestirilen bilesikler arasinda antikanser etkinligi olan
ve topoizomeraz I enzim aktivitesi gosteren bilesiklerin (5d, 5e, 5n ve 50) molekiiler
docking ¢alismalariyla baglanma noktalarinin analizini ger¢eklestirmeden once Hoechst
33342 molekiilii ilgili kristal yapisi ile docking calismasina alinmis ve etkilesimleri
incelenerek protokol dogrulamasi yapilmistir.

Hoechst 33342’in DNA-Topoizomeraz | enzim kompleks aktif bolgesiyle iki
boyutlu etkilesimi Sekil 5.107°de verilmistir. Yapida yer alan etoksi grubundaki oksijen
atomu Arg488 amino asidinin amino grubuyla hidrojen bagi olusturmustur. Etoksi
grubunun bagli oldugu fenil halkasi Hid632’nin imidazol halkasiyla ©- 7 etkilesimi
kurmustur. Fenil halkasina komsu olan benzimidazol halkasinin hem polar hem apolar

etkilesimler agisindan olduk¢a 6nemli oldugu goriilmiistiir. Benzimidazol halkasinin
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benzen ve imidazol yapilart Arg364’iin amino grubuyla ayri ayr1 katyon-m etkilesimi
olusturmustur. Hoechst 33342’in yapisinda art arda gelen benzimidazol halkalarinin ayni
konumda yer alan azot atomlarinin her biri DNA-Topoizomeraz enzim kompleksinin D
zincirinde yer alan timinin (DT10) karbonili ile hidrojen bagi kurmustur. Ayrica Hoechst
33342’in elde edilen bu etkilesim analizlerinin literatiir verileriyle benzer ve uyumlu

oldugu tespit edilmistir [155].

ARG PT D
A: 488 LYS J J\ TYR
. Ais32 3 A: 426
: THR 0
(g % A:718 N ARG LYS

A: 630 \‘ AN A 364 A: 436
\o e MET
\/ N A: 428
ASN N\)
A: 631 - A-Ilc-é?
ILE \
A: 535 ASP N LEx
A: 533 A 32

GLN AL
A:633 HID A: 351
A: 632

Charged (negative) Polar - Distance —  Salt bridge
Charged (positive) @ Unspecified residue —+ H-bond (backbone) Solvent exposure
Glycine Water - H-bond (sidechain)

Hydration site — Metal coordination
J Metal % Hydration site (displaced) e—e Pi-Pi stacking

Sekil 5.107. Hoechst 33342 ’in DNA-Topoizomeraz | enzim kompleksi aktif bolgesiyle iki boyutlu

etkilesimi

Sentezi yapilan bilesikler arasinda yiiksek aktivite gosteren 5d, 5e, 5n ve 50 kodlu
bilesiklerin docking pozlar1 Sekil 5.108-5.123’de verilmistir. Bu bilesiklerin docking
pozlar1 incelendiginde ilgili tiim bilesiklerin hem enzim aktif bolgesindeki amino asitlerle
hem de kompleks kristalinde yer alan DNA’nin belli bolgeleriyle etkilesim i¢inde oldugu
ve boylelikle DNA zincirinde kiriklara sebep olarak hasar olusturduklari, topoizomeraz
enziminin DNA’ya baglanmasinda onleyici etki yaptiklar1 goriilmistiir (Sekil 5.108-
5.109, Sekil 5.112-5.113, Sekil 5.116-5.117, Sekil 5.120-5.121). Ayrica, bilesiklerin
kimyasal yapilarina bakildiginda benzimidazol, oksadiazol, siibstitiie fenil, piridin ve
pirimidin yapilarinin benzer etkilesimler gosterdigi goriilmustiir.

Benzimidazol halka sistemi polar ve apolar etkilesimler yoniinden dikkat ¢ekmistir.
5d Kodlu bilesikte benzimidazoliin benzen ve imidazol halkalar1 Lys532’nin amino

grubuyla katyon-r etkilesimi olusturmustur. Benzer sekilde n- m etkilesimleri 5e, 5n ve
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50 kodlu bilesiklerde ise benzimidazoliin benzen ve imidazol halkalarinda ayr1 ayr1 olarak
DNA zincirindeki adeninin (DA113) piirin halkasi arasinda gézlenmistir. Ayrica yine bu
bilesiklerde (5e, 5n ve 50) benzimidazoliin benzeni Arg364 ile m- n etkilesimi
olusturmustur. Polar etkilesimler agisindan benzimidazol halkasindaki azot atomunun
onemli oldugu tespit edilmistir. 5d Kodlu bilesikte yapidaki azot atomu Thr718’in
hidroksili ile hidrojen bagi olustururken 5e ve 50 kodlu bilesiklerde ayn1 hidrojen bagi
kurulumu Arg364’{in amino grubuyla goriilmiistiir (Sekil 5.109, Sekil 5.113, Sekil 5.117,
Sekil 5.121).

Molekiiler modelleme calismalarina dahil edilen bilesiklerden 5d, 5e, 5n ve 50
kodlu bilesiklerin yapisinda yer alan oksadiazol halkasinin DNA-Topoizomeraz | enzim
kompleks aktif bolgesine baglanmada katki sagladigi goriilmiistiir (Sekil 5.109, Sekil
5.113, Sekil 5.117, Sekil 5.121). Oksadiazol halkas1 5d kodlu bilesikte DNA’da adeninin
(DA113) piirin halkas1 ile, 5n ve 50 kodlu bilesiklerde ise sitozinin (DC112) pirimidini
ile n-  etkilesimi olusturmustur. 50 Kodlu bilesikte benzer sekilde gozlenen bu n- ©
etkilesimlerine ek olarak oksadiazol ile Lys425’in amino grubu arasinda katyon-m
etkilesimi tespit edilmistir. Ayrica 5e kodlu bilesikte oksadiazoliin azot atomu ile
Lys425’in amino grubu arasinda hidrojen bag1 gozlenmistir.

Docking calismalari yapilan bilesiklerin (5d, 5e, 5n ve 50) kimyasal yapilarinda yer
alan karbonil grubunun &zellikle DNA zincirine baglanmada 6nemli ve etkili oldugu
tespit edilmistir (Sekil 5.109, Sekil 5.113, Sekil 5.117, Sekil 5.121). 5d, 5n ve 50 Kodlu
bilesiklerde karbonil grubu DNA’nin adeninin (DA113) piirin halkasindaki amino
grubuyla, bilesik 5e’de ise yine adeninin (DA114) piirin halkasindaki amino grubuyla
hidrojen bagi kurmustur.

5d, 5e, 5n, 50 Kodlu bilesiklerin kimyasal yapilar1 incelendiginde 5d ve 5e’nin 5n
ve 50’dan en genel anlamda yapisal farkliliginin para-hidroksifenil ve para-etoksifenil
halkalarini igeriyor olduklar1 goriilmektedir. Bilesikler 5d ve 5e’de yer alan para
konumundaki hidroksil grubu 5d” de Asn631’in karbonili ile hidrojen bag1 olustururken
5e’de ise Thr718’in hidroksili ile ayn1 hidrojen bagini olusturmustur. Ayrica gozlenen bu
hidrojen baglarina ek olarak bilesik 5d’nin para-hidroksifenil halkasi ile Hid632 nin
imidazolii arasinda n-nt etkilesimi goriilmiistiir (Sekil 5.109 ve Sekil 5.113).

Bilesikler 5n ve 50’da yer alan para konumundaki etoksi grubunun oksijen atomu

her iki bilesikte de Thr718’in hidroksili ile hidrojen bagi olusturmustur. 5n Kodlu
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bilesikte para-etoksifenil ile Lys532’nin amino grubu arasinda ilave bir katyon-m
etkilesimi goriilmiistiir (Sekil 5.117 ve Sekil 5.121).

Molekiiler docking caligmalar1 yiiriitiilen bilesiklerin kimyasal yapilarinda
piperazin halkasina komsu piridin ve pirimidin halkalarinin yer aldig1 gériilmektedir. Bu
bilesikler arasinda 5d ve 5n kodlu bilesiklerde piridin halkas1 yer alirken 5e ve 50 kodlu
bilesiklerde ise pirimidin halkast bulunmaktadir. Seri icerisinde yer alan diger
bilesiklerden farkli olarak piperazin halkasinin 4. konumunda yer alan bu piridin ve
pirimidin gibi halka sistemlerinin DNA-Topoizomeraz I enzim kompleks aktif bolgesine
baglanmada olduk¢a etkili oldugu yapilan docking calismalari neticesinde tespit
edilmigtir. Bu s6z konusu halka sistemlerinde yer alan azot atomlarinin ilgili yoreye
baglanmada oldukca etkili ve 6nemli oldugu goriilmiistiir.

Bilindigi lizere bu halka sistemlerindeki azot atomlar1 {izerlerindeki ortaklanmamais
elektron ¢iftlerini halka elektron sistemi igerisine dahil etmeden halka disinda tutmalari
sayesinde elektron dondrii gibi davranarak hidrojen bag1 yapabilme kabiliyetlerine sahip
olmaktadirlar. Bu 6zellikleri sayesinde aktif bolgeyle 6zellikle hidrojen bagi olusturarak
bilesiklerin baglanma profillerini giiclendirmektedirler.

Bilesik 5d’de yer alan piridin azotu ile Glu356 ’nin hidroksili arasinda hidrojen bagi
gozlenirken, 5n kodlu bilesikte 1le427°nin amino grubuyla hidrojen bagi olusumu
goriilmiistiir. Ayrica 5d’da yer alan piridin ile Lys425’in amino grubuyla katyon-m
etkilesimi gozlenmistir (Sekil 5.109 ve Sekil 5.113).

Bilesik 5e’de yer alan pirimidin halkasinda azot atomu Asn352’nin amino grubuyla
hidrojen bagi olustururken, 50’da ayni hidrojen bagi Met428’in amino grubuyla
gbzlenmistir. Bu etkilesimlere ilaveten 50 kodlu bilesikte pirimidin ile Lys436’nin amino
grubu arasinda katyon-mn etkilesimi tespit edilmistir (Sekil 5.113 ve Sekil 5.121).

Sekil 5.110, Sekil 5.111, Sekil 5.114, Sekil 5.115, Sekil 5.118, Sekil 5.119, Sekil
5.122 ve Sekil 5.123’de molekiiler docking ¢alismalarina eklenen bilesiklerin (5d, 5e, 5n
ve 50) DNA-Topoizomeraz I enzim kompleks aktif bolgesiyle olan van der Waals ve
elektrostatik etkilesimleri verilmistir. Van der Waals etkilesimlerinde izlenen docking
analiz prosediiriine gore kirmizi ve pembe renkli amino asit ve niikleik asitler gii¢lii van
der Waals etkilesimlerini isaret etmektedir. Buna gore van der Waals etkilesimleri
acisindan Asn352, Glu356, Lys425, Lys532, Asp533 ve I[1e535 amino asitleri ile DNA’da
yer alan DT10, DC112 ve DA113 niikleik asitlerinin 6nemli rol oynadig1 goriilmektedir.

Docking analiz prosediiriine gore giiglii elektrostatik etkilesimler benzer sekilde kirmizi
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ve mavi renkli amino asit ve niikleik asitlerle temsil edilmektedir. Elektrostatik
etkilesimler agisindan ise Glu356, Arg364, Lys425, Arg488, Lys532, Asp533 ve Thr718
amino asitleri ile DNA’da yer alan DT10, DC112 ve DA113 niikleik asitlerinin 6nemli
rol oynadig1 goriilmektedir.

Sekil 5.108. 5d Kodlu bilesigin DNA-Topoizomeraz I enzim kompleksi aktif bolgesine yerlesimi
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Sekil 5.109. 5d Kodlu bilesigin DNA-Topoizomeraz | enzim kompleksi aktif bolgesiyle etkilesimi

Sekil 5.110. 5d Kodlu bilesigin DNA-Topoizomeraz I enzim kompleksi aktif bolgesiyle van der

Waals etkilesimi
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Sekil 5.111. 5d Kodlu bilesigin DNA-Topoizomeraz I enzim kompleksi aktif bolgesiyle elektrostatik

etkilesimi
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Sekil 5.112. 5e Kodlu bilesigin DNA-Topoizomeraz I enzim kompleksi aktif bélgesine yerlesimi
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Sekil 5.113. 5e Kodlu bilesigin DNA-Topoizomeraz I enzim kompleksi aktif bolgesiyle etkilesimi
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Sekil 5.114. 5e Kodlu bilesigin DNA-Topoizomeraz | enzim kompleksi aktif bolgesiyle van der Waals

etkilesimi
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Sekil 5.115. 5e Kodlu bilesigin DNA-Topoizomeraz I enzim kompleksi aktif bolgesiyle elektrostatik

etkilesimi
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Sekil 5.116. 5n Kodlu bilesigin DNA-Topoizomeraz I enzim kompleksi aktif bolgesine yerlegimi
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Sekil 5.117. 5n Kodlu bilesigin DNA-Topoizomeraz | enzim kompleksi aktif bolgesiyle etkilesimi
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Sekil 5.118. 5n Kodlu bilesigin DNA-Topoizomeraz 1 enzim kompleksi aktif bélgesiyle van der

Waals etkilesimi
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Sekil 5.119. 5n Kodlu bilesigin DNA-Topoizomeraz | enzim kompleksi aktif bolgesiyle elektrostatik
etkilesimi
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Sekil 5.120. 50 Kodlu bilesigin DNA-Topoizomeraz | enzim kompleksi aktif bolgesine yerlesimi
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Sekil 5.122. 50 Kodlu bilesigin DNA-Topoizomeraz I enzim kompleksi aktif bolgesiyle van der
Waals etkilesimi
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Sekil 5.123. 50 Kodlu bilesigin DNA-Topoizomeraz I enzim kompleksi aktif bolgesiyle elektrostatik

etkilesimi
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Bu doktora tez ¢alismasinda, antikanser etkili bir ajan olan Hoechst 33258 ve
Hoechst 33342°den hareketle sentezi gerceklestirilen 15 adet orijinal bilesik literatiire
kazandirilmistir. Elde edilen bilesiklerin yapilari IR, 'H-NMR, 3C-NMR, yiiksek
cozintrlikli kitle spektroskopisi ve 2D-NMR spektroskopisi yontemleri ile
dogrulanmustir.

HelLa, MCF7, A549, HepG2 ve C6 kanser hiicreleri tizerinde antikanser aktivitesi
incelenen bilesiklerin, HeLa kanser hiicre dizisine kars1 daha yiiksek aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. Bu bilesikler arasinda 51 ve 5n kodlu bilesiklerin HeLa hiicre dizisine
kars1 0,224 uM ve 0,205 uM, 1Cso degerleri ile serinin en aktif bilesikleri oldugu tespit
edilmistir. Bu bilesiklerin referans ilag¢ olarak kullanilan doksorubisin (14,280 uM) ve
Hoechst 33342’ye (0,306 uM) gore daha etkin olduklar tespit edilmistir. Bilesiklerin
kanser hiicrelerine karsi segicilikleri NIH3T3 hiicre dizisinde degerlendirilmis ve 5I, 5n
kodlu bilesiklerin HeLa hiicresine karst 77,79 ve 24,14 secicilik indekslerine sahip
olduklar1 tespit edilmistir. Bu bulgu bilesiklerin HeLa hiicre dizisine karsi1 antikanser ajan
olma sansin1 arttirmis ve daha kapsamli ¢caligmalar ile etki mekanizmasinin aydinlatilmasi
gerekliligini ortaya koymustur. DNA sentez inhibisyonu ¢aligmasinda 5| ve 5n kodlu
bilesiklerin HeLa hiicresi lizerinde inhibisyonlarinin zamana ve doza bagl olarak arttig1
gozlenmistir. Bilesikler tizerinde gergeklestirilen Flow sitometri ¢aligmasiyla 5n kodlu
bilesigin 1Cso konsantrasyonlarinda apoptotik hiicre 6liimiinii doksorubisin’e oranla daha
fazla indiikledigi bulunmustur.

Ayrica, A549 hiicresi igin 5n; MCF-7 hiicresi i¢in 5a, 5d, 5e, 50; C6 hiicresi igin
5k; HepG2 hiicresi igin 5a; HeLa hiicresi i¢in 5b bilesikleri de yiiksek aktivite ve
selektivite gostererek BrdU proliferasyon testi ve Annexin/Pl ile apoptoz testi i¢in
secilmistir. Bu bilesiklerin de bu hiicre hatlar1 tizerinde DNA sentez inhibisyonu
yaptiklar1 ve bu inhibisyonun zamana ve doza bagl olarak arttig1 tespit edilmistir. Akis
sitometri ¢aligmasi ile de apoptozu indiikledikleri bulunmustur.

Aktivite agisindan 6n plana ¢ikan 5a, 5b, 5d, 5e, 5k, 5I, 5n ve 50 tiirevlerinin DNA
Topoizomeraz | inhibitor etkileri degerlendirilmistir. Test edilen bilesiklerin DNA
topoizomeraz | enzimi tizerindeki inhibisyon etkileri incelendiginde topoizomeraz |
enzimi iizerinde zehir etkisi gosterdikleri saptanmistir. Bu giiglii inhibisyon etkisini ise

kovalent bagli DNA-topoizomeraz | enzim-kesim kompleksini stabilize ederek DNA tek
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zincir kiriklarinin tekrar birlesmesini dnleyerek yaptig1 ve boylece kalict DNA tek zincir
kiriklarimin birikimine sebep oldugu bulunmustur.

Antikanser aktivite sonuglari degerlendirildiginde 4-hidroksi ve 4-etoksi fenil
yapisi tagiyan tiirevlerin daha aktif oldugu tespit edilmistir. Buna gore fenil halkasinin 4.
konumunda hidroksi ve etoksi siibstitiientlerinin antikanser aktiviteyi pozitif yonde
arttirdig1 sdylenebilir. Buna ragmen, fenil halkasinin 4. konumunda metoksi siibstitiienti
tasiyan bilesiklerde aktivite gozlenmemistir. Hidroksi siibstitiientinin elektron dondrii
olarak hidrojen bagi yapmasi aktiviteye olumlu katki saglamaktadir. Etoksi
stibstitlientinin ise enzimin aktif bolgesiyle olan etkilesimi sonucunda aktiviteye olumlu
yonde katki sagladigr goriilmektedir.

Piperazin iizerinde yapilan siibstitiisyonlar aktivite agisindan degerlendirildiginde
fenil halkasi igeren bilesiklerin daha diisiik aktiviteye sahip oldugu goze ¢arpmaktadir.
Metil ve etil siibstitiientlerinin ise daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu dikkate
alindiginda aromatikligin aktiviteyi azalttigi sOylenebilir. Buna ragmen, piridin ve
pirimidin siibstitiientleri tasiyan bilesiklerin de aktif oldugu bulunmustur. Bu bilesikler
aromatik olmasina ragmen tasidig1 heteroatom iizerindeki ortaklanmamis elektron g¢ifti
sayesinde elektron dondrii olarak bag yapmasi aktiviteye olumlu katki saglanmistir.

Bu calisma ile 2-((5-(2-(4-Sibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-6-il)-1,3,4-
oksadiazol-2-il)tiyo)-1-(4-siibstitiiepiperazin-1-il)-etan-1-on tirevlerinin kanser
hiicreleri iizerinde etkili oldugu bulunmus ve ayn1 zamanda etkili bulunan bilesiklerin bu
etkilerini DNA topoizomeraz I enzimi {izerinden gosterdigi kanitlanmustir.

Bu caligmanin devami olarak nitelendirilebilecek ileriki ¢aligmalarda yapi-etki
iliskilerinde bahsedilen bulgulardan faydalanarak benzer kimyasal yapilara sahip daha

etkili olabilecegi diisiiniilen yeni bilesiklerin sentezleri planlanmaktadir.
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