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Onsoz

Bilingli sekilde ¢cevremi ve diinyay: algilamaya basgladigim ¢ocukluk zamanlarimdan
hatirladigim ve yasantimi sekillendiren en 6nemli sey sorgulayiciligim olmustur. Her
zaman etrafimda gergeklesen olaylardan daha ¢ok bu olaylarin siireglerini ¢6zmeye
calisttm. Bunu ilk asamalarda kendi goézlemlerimle, daha sonra ailemin beni
yonlendirmesiyle bilimsel temellerini arastirarak yapmaya basladim. Rasyonellige ve
bilime olan yatkinligim tercihlerimi sekillendirerek beni 6ncelikle lisans egitimimde
Eczacilik Fakiiltesi’ne, doktora siirecinde ise Farmasotik Kimya’ya yonlendirdi.
Doktora egitimimin baglangicinda laboratuvarda gecirdigim zamanlardan son
asamasinda bilgisayar basinda gegirdigim uzun saatlere kadar gegen biitlin bu siirecte
verdigim kararin ve olmak istedigim yerin dogruluguna her an daha ¢ok inandim.
Cozmem gereken sorunlar, sorgulamam gereken bulmacalar giinden giine biriktikce
iclerinde kaybolmaktan daha cok keyif aldim. Bu kara deligin igerisinde bazi
zamanlarda uzak gecmiste Ogrendigim ufacik bir bilgi, bazi zamanlarda ise
arkadaslarimi biktirana kadar sordugum “neden” sorularina sabirla verilen cevaplarla
beyaz deligi buldum. Ancak biitiin bunlar beni durduracak siirtiinme kuvveti olmak
yerine yolculuguma ivme sagladi.

Subat 2015°te basladigim bu yolculukta 2017 yilinda katildigim ESMEC yaz okulu
bilimsel bilgiye bakis agimi degistiren en 6nemli etken oldu. 2018 yilinda ise arastirma
ve bilgiye ulagsma seklim tamamen degiserek bicimlendi. Teorik ve pratik
calismalarimda yasadigim basarisizliklar baz1 zamanlarda motivasyonumu diistirse de
cogunlukla 6gretici oldu ve her felaketin aslinda tirmanisa ge¢mek icin bir firsat
oldugunu 6grendim.

Biitiin bu siirecin bana hissettirdigi her sey aslinda Richard Feynman’in deyimiyle
“kesfetmenin hazzi”dir.

Bundan sonraki yasantimda daha ¢ok cevaplanamayacak soruyu sorgulayabilecegim,

bilimsel bilgilerle dolu bir gelecek umuduyla.

[zmir, 18.11.2020 Merve SAYLAM



Ozet

Bir Grup Heterosiklik Bilesigin Amit, Hidrazit ve Hidroksamik Asit Tiirevlerinin

Sentezi ve Biyolojik Aktivitelerinin Arastirilmasi

Enzimler viicuttaki birgok biyokimyasal reaksiyonun ger¢eklesmesine aracilik eden
protein yapisindaki makromolekiillerdir ve bu nedenle ilag gelistirme ¢aligsmalarinda
terapotik olarak onemli hedeflerdir. Bugiin tedavide kullanilan ilaglarin biiyiik bir
kismi enzim inhibitorii olarak etkinlik gostermektedir.

Miyeloperoksidaz (MPO) notrofillerde bulunan ve antibakteriyel etkinligin
gerceklestirilmesine aracilik eden bir enzimdir. Fagozom igerisinde hidrojen peroksit
(H203) ile gesitli halojenler arasindaki reaksiyonu katalizleyerek hipohal6z asitlerin
sentezine aracilik eder. Hipohaloz asitler ise bakterilerin biyomolekiillerini
oksitleyerek antibakteriyel etkinligi saglar. MPO sadece hiicre i¢inde degil hiicre
disinda da aktiftir ve gesitli sebeplerle nétrofil igerisinden salindiginda enzimatik
dongiisiinii hiicre dis1 ortamda bulunan reaktif biyoajanlarla gergeklestirir ve olusan
hipohal6z asitler konaga ait biyolojik makromolekiilleri oksitleyerek inflamasyon
olusma siirecini tetikleyen kimyasal degisikliklere sebep olur. Akut ve kronik
inflamasyon siiregleri, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, nérodejeneratif hastaliklar,
romatoid artrit, renal hastaliklar gibi bir¢ok durumun patolojisinde rol oynamaktadir.
MPO’nun 6nemli patofizyolojik olaylarda gorev aldigmin tespit edilerek birgcok
inflamatuar hastalikla iligkilendirilmesi, bu hastaliklarin tedavi stratejileri agisindan
yeni ve etkin MPO inhibitorlerinin gelistirilmesini 6nemli bir hedef haline getirmistir.
Son yillarda gerceklestirilen ¢alismalarda MPO’nun yapisinin daha detayh
aydinlatilmasiyla birlikte MPO enzimi, ilag¢ gelistirme ¢alismalarinda ilgi ¢eken bir
terapotik hedef olmustur.

Tez galigmasi kapsaminda, MPO inhibitor etkinlik gostermesi beklenen benzimidazol
tirevi bilesiklerin tasarimi, sentezi, biyoaktivite ve sanal molekiiler kenetlenme
calismalar1 gergeklestirilmistir. Bu amacgla benzimidazol-2-tiyon halkasinin azot
atomunun, amit, hidrazit ve hidroksamik asit fonksiyonel gruplari tagiyan yan zincirle
stibstitiie edilmesi planlanmistir. Benzimidazol-2-tiyon halkasinin azot atomundan
alkilasyonu denenmis ancak reaksiyon benzimidazol-2-iltiyo alkanamit tiirevleri ile
sonu¢lanmistir. Bu nedenle ¢alismamiza benzimidazol-2-iltiyo alkanamit tiirevleri de

dahil edilmistir. 2-tiyokso-benzimidazol alkanamit, alkanhidrazit, alkanhidroksamik



asit tlirevlerinin sentezi igin ise farkli yeni bir sentez yolagi gelistirilmistir. Bu
yontemde ilk olarak benzimidazol-2-on halkasi araciligiyla 2-klorobenzimidazol elde
edilmis, sonrasinda hedef bilesikler olan 2-tiyokso-benzimidazol alkanamit,
alkanhidrazit ve alkanhidroksamik asit tiirevleri sentezlenmistir.

Sentezi tamamlanan bilesiklerin yapilar IR, *H NMR, 2D NMR (HSQC-HMBC), *C
NMR ve Kiitle Spektroskopileri, bazi orneklerde ise elementel analiz kullanilarak
dogrulanmistir. Ayrica yapiin kesinlestirilmesi amaciyla iki bilesigin (B10 ve BS6)
X-Ray analizleri yapilmstir.

Biyolojik aktivite testleri hem kikirt hem de azot siibstitiie tiirevler igin
gerceklestirilmistir. Ayrica kiikiirt atomunun bilesikteki varliginin MPO inhibisyonu
tizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla ara iirlin olarak sentezlenen 2-
klorobenzimidazol tiirevlerinin de aktiviteleri test edilmistir. %70 ve iizeri MPO
inhibisyonu gosteren bilesiklerin ICso degerleri belirlenmistir. Yapilan caligmalar
sonucunda en iyi aktivite gosteren bilesik BS18 [2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-
benzo[d]imidazol-1-il)asetohidrazit] (ICso: 0.393 uM) olarak tespit edilmistir. Bu
bilesikten sonraki en aktif tiirevler BS12 [N-(2-metoksifenil)-2-(2-tiyokso-2,3-
dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit] (ICso: 3.718 uM) ve BS10 [N-(3-
metilfenil)-2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit] (1Cso: 3.855
uM) kodlu bilesiklerdir.

Molekiiler kenetlenme ¢aligmalar1 %90 ve ilizerinde MPO inhibitor etkinlik gdsteren
bilesikler i¢cin gerceklestirilmis ve bilesiklerin yapisal farkliliklarinin enzim aktif
yoresindeki etkilesimleri tizerinde yol agtig1 olasi degisimler incelenmistir.
Benzimidazol-2-tiyon tiirevlerinin MPO inhibitor gelistirme ¢alismalari agisindan iyi

bir baslangi¢ olabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler; benzimidazol-2-tiyon, benzimidazol-2-iltiyo, amit, hidrazit,
hidroksamik asit, miyeloperoksidaz



Abstract

Synthesis and Biological Activity Screening of Amide, Hydrazide and
Hydroxamic Acid Derivatives of a Group of Heterocyclic Compounds

Enzymes are protein structured macromolecules and mediate various biochemical
reactions in body therefore, they are significant therapeutic targets in drug discovery
studies. Most of the drugs, used in treatment today, demonstrate their efficiency as

enzyme inhibitors.

Myeloperoxidase (MPO) is an enzyme found in neutrophils and mediates antibacterial
activity. It catalyses the reaction between hydrogen peroxide (H20.) and various
halogens which results in synthesis of hypohalous acids those provide antibacterial
activity through oxidizing biomolecules of bacteria. MPO is active not only inside but
also outside of the cells and when it is released from neutrophils due to various reasons,
it completes its enzymatic circle via reactive bioagents in extracellular environment.
The synthesized hypohalous acids there oxidize biologic macromolecules of the host
and this leads to trigger inflammation process by certain chemical changes. Acute and
chronic inflammation have roles in the pathology of complications such as
cardiovascular diseases, cancer, neurodegenerative diseases, rheumatoid arthritis,
renal diseases etc. Since the understanding of MPO expanded, it has been unveiled that
MPO plays role on important pathophysiological cases in many inflammatory
diseases. On this basis, development of novel and effective MPO inhibitors emerged
as one of the significant strategies in the treatment of these diseases. As recent studies
have clarified the structure of MPO in detail, it has been an attractive therapeutical
target in drug discovery studies.

In this dissertation, in the pursuit of MPO inhibitors, benzimidazol derived compounds
designed and synthesized, then biological activity and molecular docking studies were
carried out. To attain this aim, substitution of nitrogen atom on benzimidazole-2-thione
ring with a side chain carrying amide, hydrazide and hydroxamic acid functional
groups has been planned. The alkylation of benzimidazole-2-thione ring on nitrogen
atom had been tried first but the reaction resulted in benzimidazole-2-ylthio
alkanamide derivatives. Therefore, benzimidazol-2-ylthio alkanamide derivatives
were also included in our study. A new synthesize pathway has been developed for the

v



synthesis  of  2-thioxo-benzimidazole  alkanamide, alkanhydrazide and
alkanhydroxamic acid derivatives. In this method, 2-chlorobenzimidazole has been
realized through benzimidazole-2-one, then the targeted 2-thioxo-benzimidazole

alkanamide, alkanhydrazide and alkanhydroxamic acid derivatives were synthesized.

The structures of synthesized compounds have been verified by IR, 'H NMR, 2D NMR
(HSQC-HMBC), ¥C NMR and MASS Spectroscopical methods and elemental
analysis for some compounds. Additionally, the X-ray structures of two compounds
(B10 and BS6) have been revealed.

Biological activity studies have been performed on both sulphur and nitrogen
substituted derivatives. Also, to evaluate the impact of presence of sulphur atom in the
structure on MPO inhibition, the biological activity of 2-chlorobenzimidazole
derivatives has been investigated. ICso values have been determined for the compounds
over 70% MPO inhibitory activity. Considering the obtained data, BS18 [2-(2-thioxo-
2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)acetohydrazide] (ICso: 0.393 uM) has been
found as the most active compound, followed by BS12 [N-(2-methoxyphenyl)-2-(2-
thioxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)acetamide] (ICso: 3.718 uM) and BS10
[N-(3-methylphenyl)-2-(2-thioxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)acetamide]
(ICs0: 3.855 uM).

Molecular docking studies have been performed on the compounds demonstrating
over 90% MPO inhibitor activity and possible interactional changes caused by
structural disparities of the compounds have been investigated at the enzyme active
site.

It has been concluded that benzimidazole-2-thione derivatives would be a good

starting point on MPO inhibitor development studies.

Keywords; benzimidazole-2-thione, benzimidazol-2-ylthio, amide, hydrazide,
hydroxamic acid, myeloperoxidase
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1. Giris

Ilag kesfine yonelik arastirmalar, tedavisi hedeflenen hastaliga kars1 azami diizeyde
fayda saglarken viicutta asgari toksisite gosteren ve gilivenle kullanilabilecek
bilesiklerin bulunmasini amaglar. Kesif siireci, hastalikta terapdtik agidan kritik oneme
sahip oldugu diisiiniilen hedefin belirlenmesi ile baglamaktadir. Hastaligin
patolojisinde ve tedavisinde énemli oldugu diisiiniilen hedefin belirlenmesi, klinikte
kullanilmast amaclanan ilag molekiiliiniin kesfedilebilmesi i¢in en kritik adimdir.
Viicutta hiicre membranlari, iyon kanallari, reseptorler ve enzimler ila¢ hedefleri
arasindadir. Bu yapilar arasinda enzimler, hiicre icerisinde gerceklesen makromolekiil
sentezi, anabolik proses, metabolizma, sinyal iletimi ve dongiiler gibi biyokimyasal
reaksiyonlarda aktivasyon enerjisini diisiirerek anahtar bir rol oynadigi i¢in terapotik
olarak dnemli bir hedef olmustur ve bugiin klinikte kullanilan ilaglarin neredeyse yarisi
enzimler tizerindeki aktiviteleri araciligiyla etki gostermektedir (R. a. Copeland, 2013;
Kenakin, 2017). Enzimin aktif yoresi substrat molekiillerinin baglanarak kimyasal
degisiklige ugrayip iiriin olarak ayrildiklar1 baglanma bolgeleridir. Aktif yore dinamik
bir yapiya sahiptir ve substratin iiriine doniistiigii reaksiyon yolagindaki her bir ara
basamakta farkli bir konfigilirasyona sahiptir (R. A. Copeland, Harpel, & Tummino,
2007). Enzimler farkli ozellikteki uyaranlar tarafindan inhibe edilerek biyolojik
etkinligini kaybedebilir veya aktive edilerek biyolojik etkinligini kazanabilir.

1.1. Enzim Iinhibisyonu

Inhibisyon, enzim inhibitdrlerinin baglanma sekillerine bagli olarak geri doniisiimsiiz
(irreversible) veya geri donilistimlii (reversible) olarak gerceklesir. Geri doniisiimlii
inhibisyon, inhibitoriin enzimdeki baglanma yoresindeki farkliliklara gére kompetitif,

unkompetitif ve nonkompetitif olarak alt basliklara ayrilir (Sekil 1-1).
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Sekil 1-1. Enzim inhibisyon ¢esitleri

1.1.1. Geri Déniisiimsiiz Inhibisyon

Bu tarz inhibisyonda inhibitor 6zellik gosteren molekiil enzimin aktif ydresine
kovalent veya kovalent olmayan etkilesimlerle kuvvetli sekilde baglanarak bolgeden
ayrilmaz veya ¢ok yavag ayrilir. Bazi durumlarda ise molekiiller aktif yoredeki onemli
fonksiyonel gruplarin yapilarini bozarak etki gosterir. Bu tiir inhibitorler enzimi
tamamen bloke ettikleri veya enzimin yapisinda kalic1 degisiklige yol agtiklar1 igin
kisith terapdtik kullanim alanina sahiptir (Kenakin, 2017; Kennelly & Rodwell, 2015;
Nelson & Cox, 2013; Sharma, 2012).

1.1.2. Geri Déniisiimlii inhibisyon

Geri donlisimlii inhibisyonda inhibitor bilesik ile enzim arasindaki etkilesimler enzim
yapisinda kalic1 bir degisiklige yol agmaz ve bilesigin aktif yoreden ayrilma stiresi

gorece daha kisadir.

1.1.2.1. Kompetitif inhibisyon

Inhibitdr, enzimin aktif yoresini isgal ederek substratin bu bdlgeye baglanmasini

engeller. Olusan enzim-inhibitér kompleksi herhangi bir reaksiyonu katalizlemedigi



icin enzimin aracilik ettigi {riiniin olusmasini engeller. Bu tarz inhibisyon
konsantrasyona bagimlidir ve ortamda artan substrat konsantrasyonu inhibitoriin aktif
yoreden uzaklastirilmasini saglayarak enzimin fizyolojik fonksiyonunu geri
kazanmasina aracilik eder. Substrat yapisi bilindigi ve inhibitoriin substrata benzer bir
yapida olmasi gerektigi i¢in substrata benzer bilesiklerin ilag aday1 olarak tasarlanmasi
acisindan avantaj saglamaktadir ve bu inhibitorler substrat analoglari olarak da

isimlendirilir.

1.1.2.2. Nonkompetitif inhibisyon

Bu tarz inhibisyona yol acan inhibitorler enzimin aktif yoresine degil enzim {izerinde
farkli bir bolgeye baglanirlar. Nonkompetitif inhibitdrler hem enzimle hem de enzim-
substrat kompleksiyle etkilesebilir. Konsantrasyondan bagimsiz oldugu i¢in ortamda

artan miktardaki substrat, inhibitoriin etkisini ortadan kaldiramaz.

1.1.2.3. Unkompetitif inhibisyon

Bu tarz inhibisyonda ise substrat enzime baglandiktan sonra enzimin aktif yoresinden
farkli bir bolgede meydana gelen konformasyonel degisiklikler inhibitoriin
baglanabilecegi bir cep olusturur. Bu nedenle unkompetitif inhibitorler sadece enzim-
substrat kompleksine baglanabilir. Konsantrasyondan bagimsizdir ve artan substrat
konsantrasyonu inhibitoriin etkisini ortadan kaldiramaz (Kennelly & Rodwell, 2015;
Nelson & Cox, 2013).

Substrat.
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Sekil 1-2. Enzim inhibisyon tiirlerine gore substrat ve inhibitor baglanma sekilleri



1.2. Enzim Aktivasyonu

Aktivator oOzellik gosteren bilesikler enzime geri doniistimlii olarak baglanip
reaksiyonun katalizlenmesini artirici yonde etki ederler. Bu molekiiller substratin
enzime baglanmasint engellememek i¢in aktif yoreden farkli bir bdlgeye
baglanmalidir (Kenakin, 2017; Leskovac, 2003).

Molekiiler biyoloji ve bilgisayar teknolojisi alaninda son yillarda meydana gelen
geligsmeler hastaliklarin tedavisinde etkili olabilecek farkli hedeflerin bulunmasini ve

yapilarinin aydinlatilmasini saglamistir.

Enzimleri aktive veya inhibe ederek etki gosteren ilaglardan bazilar1 Tablo 1-1’de

Ozetlenmistir.
Tablo 1-1. Enzim aktivatorii ve enzim inhibitori ilag 6rnekleri
INHIBITOR
AKTIVATOR & Geri Doniisiimlii inhibitor
Geri Doniisiimsiiz -
inhibitor g fllosterik
Kompetitif (Unkompetitif/
Nonkompetitif)
Riosiguat Pridostigmin Metotreksat Imatinib
Plekanatid Pargilin Propiltiyourasil
Trametinib
Linaklotit Fenelzin Atorvastatin

1.3. Miyeloperoksidaz (MPO)

Miyeloperoksidaz (MPO) enzimi nétrofillerde bulunur ve fagozom igerisinde hidrojen
peroksit (H202) ile ¢esitli halojenler arasindaki reaksiyonu Kkatalizleyerek
antibakteriyel etkili hipohal6z asitlerin sentezine aracilik eder (Winterbourn & Kettle,
2012). Bunun yani sira bu enzimin ekstraseliiler sivida konaga ait olan biyomolekiilleri
de oksitlemesi, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve ndrodejeneratif hastaliklarin
sebeplerinden biri olan inflamasyona neden olur (Forbes & Kettle, 2018). MPO, bu
hastaliklardaki roliiniin daha iyi anlasilmasi ile tedavide farkli ve umut vadeden bir

hedef haline gelmistir.



Tez ¢alismamizda ilag gelistirme siirecindeki rasyonel yaklasim kapsaminda enzim
hedefi esas alinmig ve MPO enzimine ydnelik inhibitdr ozellik gosterebilecegi
diistiniilen bilesiklerin sentez, saflastirma, biyolojik aktivite ve molekiiler kenetlenme

caligmalarinin gergeklestirilmesi planlanmastir.



2. Genel Bilgiler

2.1 MPO Sentezi

MPO, nétrofil hiicrelerinin farkli gesitlerdeki sitoplazmik graniillerinden bir tanesi
olan birincil graniillerin igerisinde bulunur. Bu graniillerin sentezi notrofil hiicrelerinin
gelisim asamalarindan promiyelosit sathasindayken baslayip miyelosit safthasinin
basinda sona erer (Klebanoff, 2005; Prokopowicz, Marcinkiewicz, Katz, & Chain,
2012). Dolayisiyla MPO sentezi de bu gelisim asamalar1 sirasinda ger¢eklesmektedir.
MPO sentezinin baslangi¢ materyali 80 kDa’luk bir proteindir. Bu proteinin 90 kDa
agirliginda ve enzimatik olarak inaktif apoproMPO yapisina doniismesi 3 basamakta
gerceklesmektedir. Ilk asamada baslangic proteininin yapisindaki 41 amino asit
uzunlugundaki sinyal peptit, proteolitik olarak yapidan ayrilir. Bunu N-bagh
glikozilasyon ve sonrasinda mannozca zengin oligosakkarit yan zincirinin kisith
deglikozilasyonu takip eder. ApoproMPO gecis iiriinii, MPO enzim aktivitesinde
O6nemli bir rol oynayan, ortasinda demir atomu tasiyan porfirin halka yapisindaki hem
grubunu icermez ve endoplazmik retikulumda goreceli olarak uzun yar1 6mre sahiptir.
MPO sentezinin endoplazmik retikulum igerisindeki en 6nemli adimi, hem prostetik
grubunun apoproMPO yapisinin igerisine girmesiyle enzimatik olarak aktif
proMPO’nun olusumudur (Hansson, Olsson, & Nauseef, 2006; Klebanoff, 2005;
Prokopowicz et al., 2012). ProMPO yapisindan 125 amino asitlik bir peptidin
proteolitik olarak ayrilmasiyla yar1 6mrii kisa olan 75 kDa’lik bir protein olusur (Sekil
2-1). Bu yap1 da ikinci bir par¢alanmaya ugrayarak 59 kDa’lik agir ve 13.5 kDa’lik
hafif alt tiniteyi meydana getirir (Klebanoff, 2005; Olsen & Little, 1984).
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Sekil 2-1. 75 kDa agirligindaki ara iiriiniin sentezi

Endoplazmik retikulum igerisinde baslangi¢c materyalinden 75 kDa agirligindaki proteinin sentezi
(Nauseef, 2018)

Bir c¢ift agir-hafif alt {initenin, agir {niteler arasindaki disiilfiir bagiyla
homodimerizasyonu sonucunda agirlig1 yaklasik 150 kDa olan MPO sentezlenmis olur
(Sekil 2-2) (Andrews & Krinsky, 1981; Nauseef, 1998; Prokopowicz et al., 2012).
Yapidaki hem gruplari, agir alt iinitelere kovalent bag ile baglanmis durumdadir

(Hansson et al., 2006; Klebanoff, 2005; Nauseef, 2018).
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Sekil 2-2. MPO sentezi

75 kDa agirhigindaki ara tirinden MPO’nun sentezi (Nauseef, 2018)



2.2. MPO Enzimi, Yapis1 ve Tepkimeleri

2.2.1. Genel Yap1

Iki ayr1 agir {initedeki Cys-153 amino asitleri arasinda meydana gelen tek bir kovalent
disiilfiir bagi, birbiriyle tamamen ayni olan iki yapiy1 birbirine baglayarak MPO’nun
dimerik yapisinin olugmasini saglar. Enzimin ikincil yapisi ¢ogunlukla a-sarmal,
kiictik bir kismi1 da B-sarmal yapidadir. MPO molekiiliiniin her bir yaris1t hem igeren 5
sarmall1 merkezi bir ¢ekirdekten olugsmaktadir. Sarmallarin 4 tanesi biiyiik, 1 tanesi ise
kiictik polipeptit zincirinden meydana gelmistir. Biiyiik polipeptidin kalan kism1 4 ayr1
bolgeye ve merkezi c¢ekirdegi cevreleyen tek bir agik dongiiye katlanir. Kiiciik olan
polipeptit zinciri ise molekiilin yiizeyini sarar (Sekil 2-3). Sadece karboksil ucu
merkezi ¢ekirdegin bir kismini olusturacak sekilde iceri bolgeye penetre olmus

durumdadir (Fiedler, Davey, & Fenna, 2000; Zeng & Fenna, 1992).

Sekil 2-3. MPO genel yapisi

Hem gruplar yesil olarak gosterilmistir. Biiylik polipeptit zincirleri mavi ve kirmizi olarak
gosterilmigken kiigiik polipeptit zincirleri agik mavi ve agik kirmizi renktedir ve birbiriyle tamamen
ayn1 olan iki yapi siyahla gosterilen disiilfiir bagi ile birbirine baglanmistir (Fiedler et al., 2000)



2.2.2. Hem Yapisi

Hem, protoporfirin IX yapisinin merkezinde demir atomu igeren bir tiirevidir. Hem
grubu, enzimin yiizeyinden 10 A capinda ve 15-20 A derinligindeki dar bir kanalin
sonundaki genisleyen bolgede bulunmaktadir.

Enzimin aktif yoresinin gorece dista kalan bolgesi (distal yore) hidrojen peroksitin
(H202) heterolitik par¢alanmasini saglayarak aktivitede 6nemli bir rol oynarken
(Grishkovskaya et al., 2017) daha i¢ kisimda kalan bolgesi (proksimal yore) ise
demirin redoks 6zellikleri agisindan 6nemlidir (Paul G. Furtmiiller et al., 2006)
Protoporfirin yapisinda A, B, C ve D olarak harflendirilmis pirol halkalar
bulunmaktadir (Sekil 2-4). A ve B halkalari, {izerlerinde, metil ve vinil gruplari
tagirken C ve D halkalar1 metil ve propiyonat gruplari tasimaktadir. Bu islevsel gruplar
hem grubunun enzime baglanma noktalari agisindan biiylik 6neme sahiptir (Zeng &

Fenna, 1992).

Sekil 2-4. Hem grubunun A, B, C ve D pirol halkalari

(Anthony J. Kettle & Winterbourn, 2016)

Protoporfirin yapisinin D halkas1 ve bu halkaya bagli propiyonat grubu enzim aktif
cebinden disartya dogru yonlenmisken B halkasi cebin i¢ bdlgesinde, kanalin arka
tarafinda bulunmaktadir. Hem grubuyla ve birbirleriyle direkt veya dolayli olarak

etkilesimde bulunan His-336, Arg-333 ve Asn-421 amino asitleri bu bolgedeki enzim
9



yapisini sekillendirir (Sekil 2-5). Bu etkilesimlerin bozulmasi enzim aktivitesini
diistirmektedir (Anthony J. Kettle & Winterbourn, 2016; Stampler et al., 2011; Zeng
& Fenna, 1992) His-336, demir atomuyla koordine haldeyken diger taraftan Asn-421
ile hidrojen bag1 yapmaktadir. Asn-421’in karbonil grubu ile Arg-333’iin guanidin
grubu arasinda da hidrojen bagi bulunmaktadir. Bunun yani sira Arg-333’tin D pirol
halkas1 lizerindeki propiyonat grubu ile arasindaki elektrostatik etkilesim demir
atomunun dolayli yoldan propiyonat grubuyla baglanmasini saglar ve bu bolgedeki
enzim yapisini sekillendirir (Stampler et al., 2011).

&
5 -
Sy —
. ’
y... L \ / His-336
Asn-421

Sekil 2-5. His-336, Asn-421 ve Arg-333 amino asitlerinin yerlesimi

(Stampler et al., 2011)

C halkasinin propiyonat grubu Asp-98’in karboksil ve Thr-100’tin NH grubuyla
etkilesmektedir (Fiedler et al., 2000). Hem yapisinin A ve C halkalari tizerindeki metil
gruplari, bu yapinin proteine kovalent bag araciligiyla baglanmasini saglamaktadir. A
halkasimnin metil grubu Glu-242 amino asidinin karboksil oksijeniyle ester bagi
yaparak hem grubunun agir alt iiniteye kovalent bag ile baglanmasini saglar. Ayrica
bu halkanin vinil karbonu ile Met-243 amino asidinin kiikiirt atomu arasinda pozitif
yiikli vinil-siilfanyum bagi bulunmaktadir. C halkasi ise metil grubunun Asp-94 ile
yaptig1 ester bagi araciligiyla hafif alt {initeye baglanir. B ve D halkalar1 her ne kadar

diizlemsel olsalar da A ve C halkalarinin ¢evre amino asitlerle yaptiklart bu
10



etkilesimler sonucunda hem grubunun diizlemselligi bozulur ve yay seklinde bir yap1
olusur (Sekil 2-6) (Fenna, Zeng, & Davey, 1995; Fiedler et al., 2000; Anthony J. Kettle
& Winterbourn, 2016).

} R239

Q91
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M243

H336

|2

A

/; N421
X

Sekil 2-6. MPO’nun yay seklindeki yapisi
(Kettle, 2016)

Distal bolgedeki en Onemli amino asitler His-95, Arg-239 ve GIn-91°dir. Bu

aminoasitler C halkasinin propiyonat grubu ile etkilesim gdstermektedir (Zeng, 1992;

Fiedler, 2000; Kettle, 2016).

2.2.3. Kalsiyum Baglanma Y oresi

MPO’nun her bir yaris1 hem grubuna kovalent bagl bir demir ve bundan ayr1 olarak
bir kalsiyum igerir. Kalsiyum baglanma yoresi besgen bipiramit yapiya sahiptir (Sekil
2-7). Bu yapiy1 Ser-174, Phe-170, Asp-96, Thr-168 ve Asp-172 amino asitleri
olusturmaktadir. Ser-174 amino asidinin -OH oksijeni ile Phe-170 amino asidinin
peptit karbonil oksijeni aksiyal ligandlar1 olustururken; Asp-96’nin karbonil
oksijenleri, Thr-168 hidroksili ve peptit karbonil oksijeni ile Asp-172’nin karboksil

oksijeni neredeyse ayni diizlem {izerindedir.
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Sekil 2-7. Ca++ baglanma ydresi ve besgen bipiramit yap1

SFIW Kodlu Protein yapist

Bu ligandlarin 5 tanesi biiyiik polipeptit zincirinin bir pargasidir. Sadece Asp-96,
kiigiik polipeptit zincirindeki His-95’e yakin olarak durmaktadir. Bu durum enzim
yapisindaki kalsiyum iyonunun kii¢lik ve biiyiik polipeptitlerin arasindaki etkilesimi
de sagladigin1 gostermektedir (Fiedler et al., 2000; Paul G. Furtmiiller et al., 2006;
Zeng & Fenna, 1992).

2.3. Hidrojen Peroksit Aktivasyonu ve Bilesik-1 Olusumu

Miyeloperoksidaz enziminin aktivasyonu H202’nin aktif yoreye baglanmasiyla
gerceklesir. Hem grubundan iki elektronunun uzaklastirilmast ve ardindan ferri
[Fe(111)] halde bulunan +3 degerlikli demir atomuna bir adet oksijen baglanmasiyla
Bilesik-I adi verilen, demirin oksiferril [Fe(IV)=0] halde bulundugu ve m-katyon

radikalinin heme grubu iizerinde delokalize oldugu bir yap1 olusur. Bilesik-1, MPO-(*
PorFe**=0) olarak da gosterilir. Bu reaksiyon distal bolgede His-95 ve Arg-239

aminoasitleri araciligiyla saglanmaktadir. His-95, bir asit-baz katalizori gibi
12



davranarak H2O2’nin heterolitik olarak pargalanmasini saglar. Bu parcalanma

sonucunda ortaya ¢ikan oksijen, ferri demire baglanarak MPO-(* PorFe**=0) yapisini
olusturur (Sekil 2-8).

+H,0,

Ferri MPO Bilegik-I

Sekil 2-8. His-95 araciligiyla Bilegik-I’in olusumu

H>02, His-95 amino asidine su molekiilii aracili H-bagiyla baglanip heterolitik olarak par¢alanarak
Bilesik-I’in olusumuna aracilik eder (Forbes & Kettle, 2018)

Bu yapida bulunan oksijenin alt1 adet degerlik elektronunun olusu Bilesik-I"1 stabil
olmayan, potansiyel bir oksidan molekiil haline getirir, bu nedenle yapinin X-ray
kristalografisi alinamamaktadir (Anthony J. Kettle & Winterbourn, 2016). Fakat
gorece daha stabil oldugundan yapisi aydinlatilabilmis olan ferri MPO-siyanid
kompleksinin (MPO-CN) Bilesik-1 ile yap1 benzerliginin bulunmasi, Bilesik-I’in
yapisi hakkinda da bilgi vermektedir (Blair-Johnson, Fiedler, & Fenna, 2001).

Bilesik-I’in indirgenme egilimi yiiksektir ve bu yapinin ferri MPO’ya doniistimii
halojenasyon ve peroksidasyon adi verilen iki farkli yolaktan bir tanesi {izerinden
gergeklesmektedir (Sekil 2-9). Halojenasyon yolagi, halojeniirlerin hipohal6z asitlere
doniistiiriildiigli, tek basamakta iki elektronlu rediiksiyon igeren bir reaksiyondur.
Peroksidasyon yolagi ise iki basamakta birer elektronlu rediiksiyon icerir ve ilk

basamagin sonucunda Bilesik-1I ad1 verilen ara iiriin olusur (Forbes & Kettle, 2017).
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Sekil 2-9. Enzimin halojenasyon ve peroksidasyon yolaklari

Halojenasyon yolag: iizerinde iki elektronlu rediiksiyon tek basamakta gergeklesirken peroksidasyon
yolagi iizerinde bir elektronlu rediiksiyon reaksiyonlari iki ayr1 basamakta gergeklesir

2.4. Halojenasyon Yolagi

Bu yolakta Bilesik-I, kloriir (C1), bromiir (Br), iyodiir (I') ve tiyosiyanat (SCN))
iyonlarindan iki elektron alarak tlizerindeki oksijeni kaybeder ve enzimin orijinal hali
olan ferri MPO [MPO-(PorFe®")] yapisina geri déner. (Forbes & Kettle, 2017;
Anthony J. Kettle & Winterbourn, 2016).

Halojen baglanma yoresi, A ve D pirol halkalar1 arasindaki metilen kopriisiiniin
bulundugu distal bolgededir. Bu bolge, Met-243 ve hem arasindaki pozitif yiiklii
stilfanyumdan dolay1 elektronca fakirdir, bu ylizden anyonlarin baglanmasi i¢in uygun
bir yoredir (Fiedler et al., 2000; Forbes & Kettle, 2017). Siilfanyum yapisi, pozitif
yiikli ve elektron ¢cekme kapasitesi ile enzimi stabilize eder. Ayrica bu yap1 hem
grubunun indirgenme egilimi lizerinde etkili olmanin yant1 sira grubun diizlemselligini
de bozar. Met-243 iizerindeki mutasyonlar kloriir ve bromiir oksidasyonunu azaltirken
iyodiir ve tiyosiyanat oksidasyonunu artirir. Siilfanyum yapisinin yok edilmesi ise
kloriir iyonunun oksidasyonu ortadan kaldirir, bromiir oksidasyonunu belirgin bir

sekilde azaltir ancak iyodiir ve tiyosiyanat oksidasyonu azalsa da devam eder
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(Battistuzzi et al., 2011; Anthony J. Kettle & Winterbourn, 2016; Zederbauer,
Furtmiiller, Ganster, Moguilevsky, & Obinger, 2007).

Bilesik-I yapis1 fizyolojik ortamda kloriir, bromiir, iyodiir ve tiyosiyanat yapilarini
oksitleyerek karsilik gelen hipohal6z [hipokloréz (HOCI), hipobroméz (HOBr),
hipoiyod6z (HOI) ve hipotiyosiyanéz (HOSCN)] asitleri olustururken kendisi [MPO-
(PorFe®")] haline geri doner. Iyonlarm yiikseltgenme egilimleri, yapisal farkliliklarina,
indirgenme egilimlerine ve fizyolojik ortamdaki konsantrasyonlarina bagli olarak
degismektedir. Bu ylizden her iyon ayni miktarda oksitlenmez ve olusan hipohal6z
asitlerin oranlar1 birbirinden farklidir. Iyodiir daha kolay oksitlenebilir ancak
fizyolojik ortamdaki konsantrasyonunun diisiik olmasit (0.1-0.6 pM), halojen
baglanma yoresi i¢in biiylikk bir yapida olmasi ve distal hem ydresinin yapisini
bozmasindan dolay1 Bilesik-1 igin iyi bir substrat degildir (Anthony J. Kettle &
Winterbourn, 2016). Bromiir, fizyolojik ortamda oksitlenebilen bir substrattir
(Senthilmohan & Kettle, 2006; van Dalen, Whitehouse, Winterbourn, & Kettle, 1997).
Bilesik-I tarafindan en ¢ok tercih edilen anyonlar kloriir ve tiyosiyanattir. (Anthony J.
Kettle & Winterbourn, 2016). Iki iyon karsilastirildiginda ise tiyosiyanat, Bilesik-1igin
en iyi elektron donériidiir ve kloriirden daha iyi bir substrattir ancak kloriir fizyolojik

ortamda en ¢ok bulunan iyon oldugundan (C1: 100-140 mM, Br: 20-100 uM, I': 0.1-

0.6 uM, SCN: 20-120 uM) MPO’nun halojenasyon yolaginda en yiiksek oranda
ortaya ¢ikan iiriin HOCIl’dir (Paul Georg Furtmiiller, Burner, & Obinger, 1998; van
Dalen et al., 1997).

2.5. Peroksidasyon Yolagi

Bilesik-I’in ferri MPO’ya doniisebilmesi i¢in diger bir segenek peroksidasyon
yolagidir. Bu yolakta Bilesik-1, uygun substrattan bir elektron alarak substratin serbest
radikalini olustururken kendisi bir oksoferril kompleksi olan Bilesik-Il [MPO-
(PorFe**-OH)] yapisina déniisiir. Bilesik-1I ise diger bir substrat ile etkileserek ferri
MPO’ya indirgenirken bir substrat radikali daha ortaya cikar.

Peroksidaz dongiisii ile oksitlenebilen fizyolojik substratlar; serotonin, iirik asit,
tirozin, askorbik asit ve hidrojen siilfiirdiir. Nitrit, Bilesik-I tarafindan kolaylikla
oksitlense de Bilesik-1I icin ¢ok iyi bir substrat degildir. Parasetamol, klozapin,

mitoksantron ve etopsid gibi anti-inflamatuar ve antikanser ilaglarin yani sira
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epikatesin, kuersetin, mirisitrin gibi besinsel polifenol yapilar1 da peroksidasyon
yolag tarafindan oksitlenebilen ¢esitli ksenobiyotiklerdendir.

Substratlarin MPO dongiisiindeki ara iiriinler tarafindan oksitlenebilme potansiyelleri
farkli etkenlere baglidir. Bilesik-I, bir elektronlu indirgenme egilimi yiiksek oldugu
icin ¢ok farkli substratlari oksitleyebilmektedir. Bazi durumlarda bu reaksiyonun hiz
sabiti substrattaki elektronik ve yapisal degisikliklere bagli olabilir. Ornegin, Bilesik-
I ve II icin substrat olarak kabul edilen benzoik asit hidraziti yapilarinin bu
reaksiyondaki hiz sabitleri aromatik yapinin lizerindeki elektron verici siibstitiientlere
bagl olarak degismektedir. Aromatik halkalarin hem ile etkilesimleri oksidasyona
ugrama ihtimallerini artirir. Ote yandan negatif yiiklii substratlar ise hem grubundaki
D halkasinin propiyonat grubu tarafindan engellendikleri i¢in Bilesik-1 ve Il tarafindan
oksitlenemezler.

Bilesik-11, diislik indirgenme egilimine sahip olmasi nedeniyle Bilesik-I’in aksine daha
az sayida substratla etkilesir ve indirgenme reaksiyon hizi Bilesik-I’e gore daha
yavastir. Bu ylizden peroksidasyon dongiisiiniin tamamlanma hizini Bilesik-1I"nin ferri
MPQ’ya doniis basamagi belirler. Siiperoksit radikali ve serotonin Bilesik-II i¢in en
iyi fizyolojik substratlardir.

Stiperoksit radikali hem Bilesik-1 hem de Bilesik-1I i¢in fizyolojik substrat olarak
bilinir ve bu redoks ara iriinleri ile ¢ok hizli tepkimeye girebilir. Fakat fizyolojik
ortamda Bilesik-I ile siiperoksit radikali arasinda gergeklesen reaksiyon, ortamdaki
kloriir varligindan etkilenir ve kloriir tarafindan inhibe edilir (Anthony J. Kettle &
Winterbourn, 2016).

MPO’nun fizyolojik dongiisiinde yukarida halojenasyon ve peroksidasyon olarak
aciklanan yolaklarin disinda ferri MPO ve diger iirlinlerin reaksiyonlari sonucunda

ortaya ¢ikan farkli dis dongiiler ile yan reaksiyonlar da bulunmaktadir.

2.6. Ferri Miyeloperoksidaz Reaksiyonlar:

Ferri MPO [MPO-Por(Fe*")] yapisinin baslica fizyolojik substratt1 H,O’dir ve bu
reaksiyon Bilesik-I’1 olusturarak enzimi halojenasyon veya peroksidasyon yolagina
sokar. H>O> baslica substrati olsa bile stiperoksit, HOCI, peroksinitr6z asit (HOONO),
kloriir, nitrik oksit (NO) gibi farkli fizyolojik substratlar da ferri MPO ile etkilesebilir
(Anthony J. Kettle & Winterbourn, 2016).
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2.6.1. Siiperoksit ile Reaksiyon

Stiperoksit, molekiiler oksijenin (O2) tek bir ortaklanmamis elektron tastyan hali olup,

net yiikii -1°dir ve O2" olarak gosterilir. Notrofillerde NADPH-oksidaz tarafindan
iretilir. Bu yapilar ferri MPO ile hizli sekilde etkilesir ve oksimiyeloperoksidaz [MPO-
(PorFe**-02)] yapisindaki Bilesik-1II"ii olusturarak enzimi normal dongiisiinden
uzaklastirir. Bilesik-III'tin  olusumu hem klorinasyon hem de peroksidasyon
dongiilerini inhibe etmektedir (Anthony J. Kettle, Anderson, Hampton, &
Winterbourn, 2007; Anthony J. Kettle & Winterbourn, 2016).

MPO-Por(Fe**) + O~ — MPO-(PorFe?*-0,)]

2.6.2. HOCI ile Reaksiyon

HOCI, enzimin aktif yoresinde H.O> ile ayn1 bolgeye yarigmali olarak baglanma
egilimi gosterir ve ferri MPO ile reaksiyonu sonucunda Bilesik-I olusur. Ancak HOCI
ayni zamanda ortamda bulunan diger aktif hedeflerle de yiiksek oranda reaksiyona
girme egiliminde oldugundan dolay1 ortamdan hizlica uzaklastirilir. Bu yiizden ferri
MPO-HOCI etkilesimi ¢ok siklikla goriilmez. (René Floris & Wever, 1992; Anthony
J. Kettle & Winterbourn, 2016).

MPO-Por(Fe?*) + HOCI —» MPO-(* PorFe*=0) + H* + CI

2.6.3. Peroksinitroz Asit (HOONO) ile Reaksiyon

Peroksinitroz asit, H»O> ile karsilastirilabilecek kadar yiiksek bir oranda ferri MPO ile
reaksiyona girerek Bilesik-II’y1 olusturup enzimi halojenasyon dongiisiinden
uzaklastirir. Bu reaksiyonun ilk basamaginda Bilesik-I olussa da yan iirlin olarak
ortaya ¢ikan nitrit (NOz ), Bilesik-1 ile ¢ok hizli reaksiyona girerek onun tek elektronlu
rediiksiyonunu saglar ve Bilesik-II olusur (R. Floris, Piersma, Yang, Jones, & Wever,
1993; Anthony J. Kettle & Winterbourn, 2016).

MPO-Por(Fe*") + HOONO — MPO-(* PorFe**=0) + NO2'

MPO-(* PorFe**=0) + NO;, — MPO-(PorFe**=0) + NO
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2.6.4. Kloriir (Cl°) ile Reaksiyon

Kloriir, fizyolojik ortamda H20: ile yarisarak hem aktif yoresine geri doniisiimli
olarak baglanir ve diger substratlarin baglanmasini engeller. Bu baglanma sonucunda
hipokloréz asit (HOCI) iiretimi inhibe edilmis olur (Anthony J. Kettle & Winterbourn,
2016).

MPO-Por(Fe**) + CI' —» [MPO-Por(Fe®*) - CI]

2.6.5. Nitrik Oksit (NO) ile Reaksiyon

Nitrik oksit de ferrik MPO yapisina geri doniisiimlii olarak baglanir ve MPO-nitrosil
kompleksi (MPO-Fe(II1)-NO) olusturur (Abu-Soud & Hazen, 2000).

MPO-Por(Fe**) + NO — [MPO-Por(Fe**) - NOI

2.7. Ferro Miyeloperoksidaz Reaksiyonlari

Peroksidasyon dongiisiinde Bilesik-1 ve II tarafindan oksitlenen bazi substratlarin
aciga ¢ikan serbest radikal yapilari, ferri enzimi [MPO-Por(Fe®")] ferro
miyeloperoksidaz [MPO-Por(Fe?*)] yapisina indirger. Ferri MPO yapisinin
indirgenme egiliminin diisiik olmasindan dolay1 bu reaksiyonun gergeklesebilmesi igin
ortaya ¢ikan serbest radikallerin kolaylikla oksitlenebilen yapilar olmasi
gerekmektedir. Substratin hidrofobikligi ve distal hem cebinde H-bagi yapabilme
potansiyeli, ferri MPO’yu rediikleyebilme o6zelligini belirler. Olusan ferro MPO
[MPO-Por(Fe?")], molekiiler oksijen (Oz), nitrik oksit (NO), karbon monoksit (CO) ve
hidrojen siilfir (H2S) ile etkileserek enzimi geri dontisimlii olarak normal
dongiistinden uzaklastirir ve hipohal6z asit olusumunu inhibe eder (Anthony J. Kettle
& Winterbourn, 2016).

Ferro MPO’nun O: ile ¢ok basamakli reaksiyonu sonucunda Bilesik-III yapis1
olusurken; NO, CO, HzS ile tek basamakli reaksiyonlari sonucunda sirasiyla [MPO-
Por(Fe?") -NO], [MPO-Por(Fe?*) - CO], [MPO-Por(Fe?*) - H,S] kompleksleri meydana
gelir (Abu-Soud, Raushel, & Hazen, 2004; Bolscher & Wever, 1984; Jantschko,
Furtmiiller, Zederbauer, Jakopitsch, & Obinger, 2004; Murphy, Maréchal, Segal, &

Rich, 2010; Palinkas et al., 2015).
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2.8. Bilesik-1II Yapisi ve Reaksiyonlari

Bilesik-111 [MPO-(PorFe?*-0,)], MPO katalitik dongiisiindeki ara iiriinlerdendir. Ferri
enzimin [MPO-Por(Fe®")] siiperoksitle (O27), ferro enzimin [MPO-Por(Fe?")]
molekiiler oksijenle (O2) veya Bilesik-1I’'nin [MPO-Por(Fe**-OH)] hidrojen peroksit
(H20) ile reaksiyonu sonucunda olusmaktadir (Odajima & Yamazaki, 1972).

MPO-Por(Fe**) + O,~ — MPO-(PorFe?*-0y)
MPO-Por(Fe?*) + O, —» MPO-(PorFe?*-O,)
MPO-Por(Fe*-OH) + H;0, — MPO-(PorFe®*-O)

Bilesik-III yapisinin halojenasyon ve peroksidasyon dongiilerine katki saglayabilmesi
icin Bilesik-1 yapisina doniismesi gerekmektedir ve bu doniisiim birka¢ basamakta

gerceklesebilir. Bilesik-111, 6ncelikle H20: ile etkileserek Bilesik-1I yapisini olusturur.
Ortamda bulunan siiperoksit radikalleri (O2") ile reaksiyona giren Bilesik-1l ise

rediiksiyona ugrar ve enzim orijinal ferri formuna geri doner. Bu sekilde Bilesik-I
olusumu igin gerekli olan baslangi¢c haline ulasilmis olur (Anthony J. Kettle &
Winterbourn, 1988).

MPO-(PorFe**-Oz) + H,0, — MPO-Por(Fe*"-OH)]

MPO-Por(Fe**-OH) + O, — MPO-Por(Fe®")

Ortamda bulunan siiperoksitler ferri enzimle etkileserek Bilesik-IIT’li olusturdugu i¢in
inhibitdér gibi gorlinse de ayn1 zamanda Bilesik-II yapisinin ferri enzime
rediiksiyonuna da aracilik ettikleri i¢in aktivator ozellik gostermektedirler (A. J. Kettle
& Winterbourn, 1989).

Bilesik-III, askorbat ve serotonin araciligiyla da rediiklenir. Ortamda rediikleyici ajan
bulunmamas1 durumunda ise Bilesik-III, yavas bir sekilde ferri enzime doniismektedir
(Anthony J. Kettle & Winterbourn, 2016).

MPO enziminin katalitik dongiisii ve dongiide sentezlenen {iriinler Sekil 2-10’da

gosterilmistir.
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Halojenasyon Dongilisii

R+ H* ; ox- X-+ H*
RH
Ferro MPO
MPO-Por(Fe?) Ferri MPO
5 MPO-Por(Fe*) MPO-(* PorFe**=0)
2
0, ~ H,0,
0 H,0, H,0 RH,
RH’ Peroksidasyon Déngiisii
+ H*
MPO-(PorFe**-0;) 0,”
- 2+-
RH, MPO-(PorFe**-OH) RH + H*
H,O
H,0,

Sekil 2-10. Miyeloperoksidaz enzimi katalitik dongiisii

Ferri durumda bulunan enzim H.0O: ile reaksiyona girerek Bilesik-1’i olugturur ve bu yap1 halojenasyon dongiistindeki iki elektronlu tek basamakta gergeklesen rediiksiyon
sonucunda hipohal6z asitleri olusturarak veya birer elektronlu iki basamakta gergeklesen peroksidasyon dongiisii tizerinde Bilesik-1I"yi olusturarak ferri MPO’ya
geri doniisiir. Peroksidasyon dongiisiinde olusan serbest radikaller ferri MPO ile reaksiyona girerek enzimi katalitik dongiisiinden uzaklastirir ve ferro MPO’yu
olugtururlar. Bunlarm diginda ise ferro MPO’nun Oy ile, ferri MPO’nun siiperoksitler ile ve Bilesik-1I"'nin HO ile reaksiyonu Bilesik-III ad1 verilen farkli bir
enzim formunun olusumuna aracilik eder (Nussbaum, Klinke, Adam, Baldus, & Sperandio, 2013)
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2.9. Notrofil Fagozomu Icerisinde MPO Aktivitesi

Notrofiller bagisiklik sisteminde gorev alan baslica hiicrelerdendir. Bakteriyi fagozom
adi verilen hiicre i¢i bir kapsiil igerisine hapsederler. Hiicre igerisine alinan bakteri ile
etrafinda olusturulan fagozom membrani arasinda neredeyse yok denilecek kadar az
bir bosluk vardir ve bu yapi bakteriyi cok siki bir sekilde sarar. Igerisinde
miyeloperoksidazin yani sira yiiksek konsantrasyonda antimikrobiyal peptit ve protein
bulunduran azurofilik graniillerin igerigi bu dar bolgeye bosaltilir (Forbes & Kettle,
2017; Winterbourn, Kettle, & Hampton, 2016). Noétrofil fagozomundaki antibakteriyel

etkili redoks reaksiyonlart NADPH oksidaz enziminin aktivasyonu ile baslar.

Molekiiler oksijen (O2), NADPH ile siiperoksit (O2") radikallerine indirgenir. Bu

radikaller fagozomun igerisine salinirlar ve ferri MPO ile reaksiyona girerek Bilesik-

1’1 olusturur (Forbes & Kettle, 2017; Winterbourn & Kettle, 2012).

202 + NADPH — O, + NADP* + H*

MPO-Por(Fe**) + O;"—» MPO-(PorFe?*-0y)

Olusan Bilesik-11I yapist siiperoksitlerle tepkimeye girer ve enzimin ferri haline geri
doniiserek HoO2 ve molekiiler oksijen (O2) agiga ¢ikarir. (Cuperus, Muijsers, & Wever,
1986; Forbes & Kettle, 2017; Winterbourn & Kettle, 2012).

MPO-(PorFe?*-0,) + O, " — MPO-Por(Fe3*) + H,02 + O2

Ortamdaki H20: belirli bir seviyeye geldiginde ferri enzimin aktif yoresi ile etkilesir
ve Bilesik-1 olusur. Bilesik-I, kloriir, bromiir, iyodiir ve tiyosiyanat gibi iki elektron
saglayan bir dondr aracilifiyla hipohal6z asitleri olusturarak ferri enzime geri donisiir.
Kloriir, fagozom igerisinde ve kanda en yiiksek konsantrasyonda bulunan iyon oldugu
icin MPO’nun major iirlinii hipokloréz asittir (HOCI) ve notrofil fagozomunun

igerisinde tretilir (Sekil 2-11) (Winterbourn & Kettle, 2012).
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NADPH—> NADP*+2H"

2
MPO <—=Bilesik-Il|

H>0,
Cr’ \Bjlegik-|  290zom

Hlcre Disi

Sekil 2-11. MPO’nun nétrofil fagozomundaki reaksiyonlari

HOCI, amino asit, protein, DNA, lipit, karbonhidrat gibi biyolojik yapilarin azotlu ve

kiikdirtlii gruplarini oksitleyerek antimikrobiyal aktivite gostermektedir.

2.9.1. Amino Asit, Protein, Peptit Yapilarinin Oksidasyonu

HOCI, fizyolojik ortamda amino asitlerin elektronca zengin merkezleriyle (tiyol,

tiyoeter, amin, amit ve aromatik halka) iki elektronlu oksidasyon araciligiyla etkilesir.

2.9.1.1. Kiikiirt Iceren Yapilarin (Sistein, Metiyonin, Glutatyon) Oksidasyonu

Sistein (Cys) ve HOCI arasindaki reaksiyon sonucunda stabil olmayan siilfenil kloriir
(RCH2SCl) olusur. Bu ara iiriin suyla hidroliz olarak once siilfenik (RCH2SOH) ve
stilfinik (RCH2SO2H) asitleri ardindan siilfonik asidi (RCH2SOzH) meydana getirir.
Bu asitlere arjinin (Arg), lizin (Lys) gibi amino asitlerin yan zincilerindeki amino
gruplar1 veya farkli amin gruplarimin yapacagi niikleofilik atak sonucunda ise
silfenamit  (RCH2SNHR’),  siilfinamit (RCH2SONHR’) ve  siilfonamit
(RCH2SO2NHR’) olusur. Ayrica siilfenil kloriiriin (RCH2SCI) ikinci bir Cys tiyol
grubuyla reaksiyona girmesiyle disiilfiir yapisi (RCH2SSCH2R) meydana gelir (Sema
2-1) (Hawkins, Pattison, & Davies, 2003; Pattison & Davies, 2006).
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RCH,SH

RCH,SH + HOCI — RCH,SCI » RCH,SSCH,R

(Siilfenil kloriir)

H,0

(Siilfenik asit) RCH,SOH ——— RCH,SNHR' (Siilfenamit)

(Siilfinik asit) RCH,SO,H —— RCH,S(O)NHR' (Siilfinamit)

(Siilfonik asit) RCH,SO;H — RCH,S(0),NHR' (Siilfonamit)

Sema 2-1. Sisteinin HOCI ile reaksiyonu

Glutatyon (y-Glu-Cys-Gly, GSH), serbest tiyol grubu igerdiginden dolayr HOCI’nin
yarattig1 hiicresel hasarda 6nemli bir rol oynamaktadir. Tiyol grubunun stilfenil kloriir
yapisina doniismesinin ardindan glutamil yan zincirindeki terminal amin grubuyla
arasinda molekiil i¢i halkalagsma reaksiyonu gergeklesir ve HOCI’nin amino asit
oksidasyonu i¢in 6zgiin bir belirte¢ olan glutatyon siilfonamit yapis1 meydana gelir

(Sema 2-2).
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o o
O N (@) HOCI O N (@)
TELE =
SH /s
(o} Cl (o}
HoN H2N
0 o}

Glutatyon Glutatyon siilfenil kloriir

Glutatyon siilfonamit

Sema 2-2. Glutatyon-HOCI reaksiyon mekanizmasi

GSH ile HOCI reaksiyonu sonucunda olusan bir diger iiriin ise sistein Orneginde
oldugu gibi dimerizasyon sonucunda olusan disiilflir yapisidir (GSSG). Bu oksitlenmis
glutatyon bilesigi HOCI ile yeniden etkilesebilir ve siipiiriicii ajandir (Hawkins et al.,
2003; Pattison & Davies, 2006; Priitz, 1996).

Tiyol grubu iceren bir diger amino asit olan metiyonin (Met), yan zincirinin HOCI
tarafindan oksidasyonu sonucunda ise metiyonin siilfoksit meydana gelmektedir
(Sema 2-3). Bu yapi stabil bir iirtindiir ve farkli reaksiyon yolaklarina girmemektedir
(Hawkins et al., 2003).

HOCI %
CHj CH,
Metiyonin Metiyonin siilfoksit

Sema 2-3. Metiyonin amino asidinin HOCI tarafindan oksidasyonu
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2.9.1.2. Aminler, a-amino Gruplari ve Lizin Amino Asidinin Oksidasyonu

Serbest amino gruplarinin HOCI ile reaksiyonu, stabil olmayan mono- (RNHCI) ve di-
(RNCI,) kloramin yapilarii olusturur ki bu yapilar da orta diizeyde oksitleyici
ajanlardir ve tizerlerindeki klor atomlarmi diger substratlara veya komsu amin
yapilarina transfer edebilirler (Hawkins et al., 2003). Kloramin yapilari ortamda
oksitleyebilecekleri substratlarin olmamasi1 durumunda hidroliz olur ve ilk olarak
iminlere daha sonra aldehitlere doniiserek serbest amonyak (NH3) agiga ¢ikarirlar.
NH3 ortamda bulunan HOCI ile etkileserek bakterisit ozellige sahip amonyum
kloramin (-NH2Cl) ve amonyum dikloramin (-NHCI) yapilarini olustururken olusan
aldehitler de protein ve lipitlerdeki amin gruplariyla reaksiyona girerek Schiff bazi
iminlerini olusturur (Hawkins et al., 2003; Anthony J. Kettle & Winterbourn, 2016;
Pattison & Davies, 2006).

RCH(CO2H)NHCI —» RCH=NH + CO; + HClI
RCH=NH + H,0 — RCHO + NH3
RCHO + R’NH, —» RCH=NR’ + H,0

Kloramin yapilart HOCI’den daha uzun 6miirliidiir ve hiicre aralarina difiize olabilir.
Hiicrelerin kloraminlere maruziyeti DNA hasari, apoptotik yolagin modiilasyonu ve
hiicre i¢i enzimlerin inhibisyonuyla sonuglanabileceginden dolay1 amin igeren yapilar
her ne kadar HOCI siipiiriicii ajanlar olsa da olusan kloraminler hiicrede hasar

yaratabilir (Pattison & Davies, 2006).

2.9.1.3. Heterosiklik Yapr Tasiyan Histidin ve Triptofan Amino Asitlerin
Oksidasyonu

Histidin (His) amino asidinin serbest amino grubunun HOCI ile reaksiyonu sonucunda
kisa omiirlii kloramin yapilar1 olusur. Imidazol halkasi {izerinden gerceklesen
reaksiyon mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilmamis olsa da final tirliniin 2-0kso-
His olabilecegi diistintilmektedir.

Triptofanin  (Trp) HOCI tarafindan oksidasyon basamaklar1 tam olarak
aydinlatilmamis olsa da yapilan farkli ¢alismalar bu reaksiyonun mekanizmasina ve
olas1 yapilara yol gosterir niteliktedir. indol halkasinin HOCI ile etkilesmesi 3-

kloroindol yapisini olusturur. Ancak 3-metilindol gibi 3 konumundan siibstitiie olan
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indol halkalarinda 2-hidroksiindol yapist meydana gelir ve primer {iriin olarak
tautomerik formu olan 2-oksoindol yapisina doniisiir (Sema 2-4). Trp amino asidine
benzer bu yapilarin verdikleri reaksiyon sonucunda olusan iirlinler ile Trp’nin
reaksiyonu sonucunda olusacak olan iiriinlerin benzer olabilecegdi diisiiniilmektedir

(Hawkins et al., 2003; Pattison & Davies, 2006).

H Cl Cl
H

N N+ N

H H H

indol 3-kloroindol
R Cl R R
/ OH o
N N+ N N
H H H H
2-hidroksiindol 2-oksoindol

Trp; R = CH,CH(NH,)COOH

Sema 2-4. HOCI’nin indol tiirevleriyle reaksiyonlari

2.9.1.4. Aromatik Yan Zincir Tasiyan Tirozin Amino Asidinin Oksidasyonu

Bu reaksiyon iki farkli major yolak araciligiyla gerceklesmektedir. Bunlardan ilkinde
a-amino grubu iizerinden 6nce 4-hidroksifenilasetaldehit ara iiriinli, daha sonra 3-
Kloro-4-hidroksifenilasetaldehit final #riinii meydana gelir (Sema 2-5) (Hazen,

D’Avignon, Anderson, Hsu, & Heinecke, 1998)
COOH COOH

| HOCI |
HOOCHZ—CH—NHZ — HO@—CHZ—CH—NH—Cl

Tirozin l

HOOCHZ—C=O
H

4-hidroksifenilasetaldehit

cl
HO CH,—C=0
H

3-kloro-4-hidroksifenilasetaldehit

Sema 2-5. Tirozinin HOCI tarafindan oksidasyonu
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Ikincisinde ise reaksiyon aromatik halka iizerinden gercekleserek énce 3-klorotirozin
ara Uriinii ve sonrasinda 3,5-diklorotirozin final {iriinii olusur (Sema 2-6) (Fu, Wang,

Davies, & Dean, 2000; Hawkins et al., 2003).

Cl

COOH COOH
| HOCI |
HO CHZ_CH_NHZ — HO CHZ_CH_NHZ
Tirozin 3-klorotirozin
HOCI
C C|JOOH
HO CHz_CH_NHz
Cl

3,5-diklorotirozin

Sema 2-6. Tirozinin HOCI tarafindan oksidasyonu

Tirozin (Tyr) amino asidinin HOCI tarafindan oksidasyonu sonucunda olusan klorlu
tirtinler, HOCI aracili protein hasarinin in-vivo olarak belirlenmesinde kullanilan
0zgiin belirteclerdir ve HOCI’nin proteinlerle reaksiyonu sonucunda ortaya ¢ikan en

stabil drinlerdir (Pattison & Davies, 2006).

2.9.2. Niikleobazlarin Oksidasyonu

HOCT’nin niikelobaz, niikleozit ve niikleotitlerle reaksiyonu, bu yapilarin azot atomu
tizerindeki ortaklanmamis elektron ¢ifleri araciligiyla veya aromatik halkalar
tizerinden gergeklesir. Azot lizerinden gerceklesen reaksiyonlar kloraminlerin sentezi
ile sonuglanir. Bu reaksiyon, timidin ve iridin niikleobazlarinda goriildigii gibi
heterosiklik halkalarin azotlar tizerinden endosiklik olarak veya sitozin ve adenozin
niikleobazlarinda oldugu gibi serbest amin gruplar1 {izerinden ekzosiklik olarak
gerceklesebilir. Ekzosiklik reaksiyonlarin hizi endosikliklere gore daha yavastir.
Guanozin, yapisindan dolay1 hem endosiklik hem de ekzosiklik reaksiyon verir.

HOCI ve niikleobaz reaksiyonu stabil iiriinlerle sonuglanir. Bu iiriinler 5-klorotirozin,

5-klorourasil, 8-kloroadenin, 5-kloro-2’-deoksi-sitidin, 8-kloro-2’-deoksi-adenozin ve
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8-kloro-2’-deoksi-guanozin yapilaridir (Sekil 2-12) ve in vivo HOCI aracili DNA
hasari igin potansiyel belirleyici olarak kullanilmaktadir (Pattison & Davies, 2006).

. . 9 NH,
I I
rN | NH _<N fN
clI—=
H,N NAO NAO N N/)
H H
5-klorotirozin 5-klorourasil 8-kloroadenin
N NH, NH, 0
\N N N NH
C|—</ c— || J
N~ >N “NH,
HO
OH
5-k10r0-2'-d60k51-51t1d1n 8-kloro-2'-deoksi-adenozin 8-kloro-2'-deoksi-guanozin

Sekil 2-12. Niikleobaz yapilarinin HOCI oksidasyon fiiriinleri

2.9.3. Fosfolipitlerin Oksidasyonu

Fosfolipit yapilari, hem fosfat tasiyan polar 6zellikteki hidrofilik bas grubu hem de
doymamis yag asitlerinin yan zincirlerini tagiyan kuyruk grubu iizerinden HOCI ile
etkilesir. Lipit bag gruplarinin reaksiyonlar1 amin i¢erdiklerinden dolay1 kloraminlerin
senteziyle; kuyruk grubu reaksiyonlari ise klorohidrin senteziyle sonu¢lanmaktadir.
Klorohidrinler kloraminlere gore daha yavas olusur (Pattison & Davies, 2006;
Winterbourn, van den Berg, Roitman, & Kuypers, 1992).

2.9.4. Karbonhidratlarin Oksidasyonu

HOCI, glikozamin yapilarinin amin veya siibstitiie amin gruplariyla etkilegsmektedir ve
glikozaminoglikan zinciriyle reaksiyona girerek ekstraseliiler matriksin yapisinda

bulunan proteoglikanlardan polisakkarit fragmanlarinin ayrilmasina neden olur.
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2.10. MPO Hiicre Dis1 Aktivitesi ve Cesitli Hastaliklardaki Rolii

Miyeloperoksidaz sadece fagolizozom igerisinde degil, hiicre dis1 ortamda da aktif bir
enzimdir. Enzimin noétrofil igerisinden salinma mekanizmasi heniiz tam olarak
aydinlatilamamis olsa da bu konuyla ilgili ¢esitli mekanizmalar vardir:

(1) Notrofiller uyarildiklarinda oksidatif stres artabilir ve miyeloperoksidaz disariya
salmir (L. Lefkowitz, Mone, & S. Lefkowitz, 2010).

(i1) Eger bakteri notrofil i¢in ¢ok biiyiikse fagolizozom kapanamaz ve notrofil igerigi
disartya salinir (Forbes & Kettle, 2017; L. Lefkowitz et al., 2010).

(iii) Notrofillerin, notrofil hiicre dist kapani (Neutrophil Extracellular Trap-NET) adi
verilen, i¢erisinde miyeloperoksidazin da bulundugu igerigi hiicre digina ortama salip
burada mikrobu oOldiiren farkli bir antimikrobiyal etki mekanizmasi da vardir.
Miyeloperoksidaz ayni zamanda bu mekanizma ile de hiicre dis1 ortama salinmaktadir
(Forbes & Kettle, 2017; Winterbourn et al., 2016).

(iv) Notrofiller apoptotik hiicre Sliimiine benzeyen farkli bir mekanizmayla sistematik
olarak pargalanirlar ve igerikleri yine hiicre disi ortama salinir (Forbes & Kettle, 2017;
Winterbourn et al., 2016).

MPO, hiicre dis1 ortamda bulunan ajanlarla katalitik dongiisiinii gergeklestirir ve HOCI
ile az miktarda serbest radikal iiretir. Bu redoks ara iirlinleri konaga ait olan biyolojik
yapilar1 oksitleyerek akut ve kronik inflamasyon siireglerine sebep olur (Forbes &

Kettle, 2017).

2.10.1. Kardiyovaskiiler Sistem Hastaliklar: ve Ateroskleroz

Miyeloperoksidaz, diisiik yogunluklu lipoproteinleri (LDL) ve yiiksek yogunluklu
lipoproteinleri (HDL) oksitleyerek yapilarini bozar ve kopiik hiicrelerinin olusmasina,
nitrik oksidi (NO) tiiketerek endotelyal dokunun bozulmasina sebep olur. Bu yapilarin
bozulmasi ve kopiik hiicrelerinin olugmasi ateroskleroza yol agan sebeplerdir.
LDL dolasimda en ¢ok kolesterol iceren yapidir, dolayisiyla yapisinda meydana gelen
degisiklikler kopiik hiicreleri ve aterosklerozun olusumunda kritik bir basamaktir.
Miyeloperoksidaz, farkli yolaklar iizerinden LDL’nin oksitlenmesine sebep olur.
Bunlardan en 6zgiin olan1t MPO tarafindan olusturulan HOCI’nin LDL yapisindaki L-
tirozin bolgelerini oksitlemesi ve bu bolgelerin klorlanmast sonucunda MPO’nun
0zgiin belirteglerinden biri olan 3-klorotirozin yapilarinin olugmasidir. Aterosklerotik
plaklar 3-klorotirozince zengindir ve kardiyovaskiiler sistem hastalarinin kanindaki
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LDL’de 3-klorotirozin tespit edilmistir (Hazen & Heinecke, 1997; Klebanoff, 2005;
Koeth, Haselden, & Tang, 2013; Nicholls & Hazen, 2005). LDL’nin en baskin lipit
bileseni olan APO-B100 proteininin lizin yoresi de HOCI tarafindan okside
edilmektedir. Bu yapisal degisiklik LDL’nin geri emilimini artirarak kopiik

hiicrelerinin birikimine sebep olur (Hazell, van den Berg, & Stocker, 1994; Klebanoff,
2005; Koeth et al., 2013; Nicholls & Hazen, 2005). MPO/H20./CI  sistemine ek olarak
MPO/H202/NO> yolaginda ortaya ¢ikan reaktif tiirevler de LDL’nin kopiik hiicrelerini

olusturan proaterojenik forma doniismesine sebep olur (Klebanoff, 2005; Koeth et al.,
2013; Nicholls & Hazen, 2005).

HDL, periferal yorelerdeki kolesteroliin karacigere tasinmasindaki en 6nemli yapidir
ve normal fizyolojik sartlarda ateroskleroza karsi koruyucu bir 6zellige sahiptir (Koeth
et al., 2013; Lazarevic-Pasti, Leskovac, & Vasic, 2015; Nicholls & Hazen, 2005).
Fakat yapisinda meydana gelen degisiklikler ateroprotektif ozelliklerinin

kaybolmasina ve kardiyovaskiiler hastaliklara yol agmasina sebep olur. MPO, spesifik

olarak HDL’nin ApoA-1 yoresini MPO/H202/Cl" ile MPO/H202/NO2  yolaklari
tizerinden oksitleyerek 3-klorotirozin ile 3-nitrotirozin olusumuna sebep olur. ApoA-
I’in yapisinda meydana gelen bu degisiklik, kopiik hiicrelerinden kolesteroliin geri
emilimini azaltarak ateroprotektif 6zelligi ortadan kaldirir ve ateroskleroz olusumuna
sebep olur (Koeth et al., 2013; Nicholls & Hazen, 2005; Zheng et al., 2004).
Endotelyal hiicre yapisinin bozulmasi aterojenezisin bir 6zelligidir ve nitrik oksit (NO)
miktarinin azalmasiyla karakterizedir. NO, normal endotelyal hiicrede ve vaskiiler
reaktivitede onemli bir yapidir ve biyoyararlaniminin azalmasi ateroskleroza sebep
olabilir. NO, MPO igin iyi bir substrattir ve MPO tarafindan tiretilen reaktif yapilar
NO tiiketimini artirir. Bunun yani sira, arjinin aminoasidi NO sentezi i¢in 6nemli bir
substrattir ve HOCI tarafindan okside edilebilir. Klorlanmig arjinin, NO sentezini
gerceklestiren nitrik oksit sentaz (NOS) enzimini direkt olarak inhibe ederek NO
metabolizmasini bozar (Koeth et al., 2013; Nicholls & Hazen, 2005).

MPO’nun LDL ve HDL’nin oksidasyonu ile endotelyal doku hasart disinda hassas
plak olusumunda da etkisi vardir. Endotelyal hiicrelerin HOCI aracili apoptozunun
hassas plak olusumunda etkisi oldugu diisiiniilmektedir (Sema 2-7) (Hazen, 2004;
Koeth et al., 2013; Soubhye et al., 2016).
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Kopik L Ateroprotektif LEndoteralHijcre
Hlcrelerinin Ozelligin Yapisinin

Olusumu Kaybolmasi Bozulmasi

Sema 2-7. Kardiyovaskiiler hastaliklar gelisim semast

2.10.2. Renal Hastaliklar

Notrofiller glomeriiler tabandaki membranlara baglanarak bu bolgede MPO aracili
oksidatif hasar olusturur. MPO katyonik bir yapidir ve membranlardaki negatif yiikli
bolgelere iyonik bag araciliiyla baglanir. Bu bolgelere infiize olan H202 varliginda
ise HOCI iireterek glomeriiler morfolojik degisikliklere ve endotelyal hasara sebep
olur.

Anti-notrofil sitoplazmik antibody (ANCA) olarak bilinen otoantibody yapilari
fizyolojik ortamda nétrofilleri hedef alan ve otoimmun hastaliklarin tespiti igin kan
tahlillerinde belirleyici olarak kullanilan bilesiklerdir. Bu yapinin alt tiirlerinden birisi
olan ve spesifik olarak MPO’ya baglanan MPO-ANCA’nin glormertilonefrit
hastalarinda tespit edilmesi renal hastaliklarda MPO’nun etkisi oldugunu
gostermektedir. Notrofiller ANCA tarafindan uyarilir ve aktive edilen nétrofiller MPO
salgilar. MPO endotelyal yiizeye baglanarak HOCI iiretir ve membranda hasara sebep
olur. Ayrica MPO-ANCA vyapisti MPO’nun fizyolojik inhibitorlerinden olan

seruloplazminin MPO inaktivasyonu yapmasini engeller ve zamanla MPO tarafindan
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daha cok tiretilen HOCI’nin sebep oldugu oksidatif hasar artar (Klebanoff, 2005;
Malle, Buch, & Grone, 2003). Bunlara ek olarak kronik hemodiyaliz hastalarinda

onemli miktarlarda tespit edilen 3-klorotirozin, MPO’nun bu hastaliklarda roliiniin

oldugunu gostermektedir (Klebanoff, 2005; Soubhye et al., 2016).

2.10.3. Kanser

Endojen oksidatif ajanlarin DNA/RNA {izerinde olusturduklart hasar, mutasyona
sebep olarak kansere yol agabilir. Bu oksidatif hasar direkt niikleik asitler/bazlar
lizerinde veya lipit, protein yapili ara iiriinler iizerinde gergeklestirilebilir. MPO,
DNA/RNA’y1 oksitleyebilen endojen ajanlardan bir tanesidir. Spesifik olarak tirettigi
5-klorourasil ve 5-bromourasil, hiicre dongiisiiniin diizenini etkileyebilecek mutajenik
yapilardir. MPO, direkt DNA oksidasyonunun yani sira serbest niikleobazlari da
endosiklik veya ekzosiklik amino gruplar1 iizerinden klorlayarak 5-klorotirozin, 5-
klorourasil, 8-kloroadenin, 5-kloro-2’-deoksi-sitidin, 8-kloro-2’-deoksi-adenozin ve
8-kloro-2’-deoksi-guanozin gibi mutajenik yapilarin olusumuna sebep olur ve bu
bilesikler hiicre icerisine girerek direkt olarak karsilik geldikleri deoksiniikleositlere
dontisiirler. Olusan bu deoksiniikleositler replikasyon sirasinda DNA’ya dahil edilerek
mutasyona yol agabilirler (Soubhye et al., 2016).

Histonlar, Lys ve Arg aminoasitleri bakimindan zengin, DNA ile kovalent olmayan
etkilesimler igerisinde olan yapilardir ve histon proteinleri, HOCl’nin yaratacagi
oksidasyon agisindan hiicre igerisindeki DNA’ya gore daha iyi hedeflerdir.
Oksitlenerek kloramin tiirevlerine doniistliriilmiis olan bu yapilar hiicre igerisine
girerek c¢ekirdek DNA’lar1 ile etkilesirler ve hasara sebep olurlar (Mika &
Guruvayoorappan, 2011).

MPO, benzen ve benzopiren gibi pro-karsinojenik ksenobiyotiklerin yapilarinda
degisiklige sebep olarak onlar1 karsinojenik formlarina gevirir. Bu yapilar DNA’ya
kovalent olarak baglanir ve mutasyona sebep olur (Mika & Guruvayoorappan, 2011,
Soubhye et al., 2016).

2.10.4. Norodejeneratif Hastahiklar

Norodejenerasyonla baglantili nérolojik hastaliklarin en 6nemli sebepleri, beyinde
ndron kaybi, programlanmis hiicre 6liimii, oksidatif stres, protein kiimelenmesi ve

adenozin trifosfat (ATP) tiikketimidir. Artan MPO ve dolayisiyla HOCI miktar ile
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baglantil1 3-klorotirozin olusumu, beyinde hiicresel hasar yaratarak hiicre 6liimiine
sebep olmaktadir. Ayrica plazma membranlarindan difiize olan HOCI, ATP ile
etkileserek hiicrelerin mitokondriyal enerji metabolizmasini bozmaktadir (Pravalika et
al., 2018).

Astrosit ve mikroglia hiicreleri, toplam beyin hiicrelerinin %90 kadarini olusturur ve
bu hiicrelerin gorevleri arasinda beyinde patojen ve lokal noronal hasara karst immiin
cevap olusturmak vardir. MPO da beyinde mikroglia ve astrositler tarafindan immiin
sistemi desteklemek amaciyla iiretilmektedir. Beyin, oksidatif strese karsi cok hassas

bir organdir ve stres altindayken mitokondriyal solunum dongiisii ve mikroglialar

tarafindan siiperoksit anyonu (O2") salinir ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi bu
siiperoksitleri hidrojen peroksite (H202) doniistiiriir. Ote yandan, aktive edilmis olan
mikroglia hiicreleri MPO salimi da ger¢eklestirmektedir. MPO, ortaya ¢ikan H20: ile
etkileserek HOCI olusturur ve klorinatif strese yol agar. Ayrica diger bir yolaktan
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) enzimi salinir ve NO iiretilir. NO’nun
dontistigii NO2Cl ve siiperoksit ile etkileserek olusturdugu peroksinitrit (ONOO)
yapilar1 noronal hasara sebep olmaktadir. Nitrit (NO2') ve nitrat (NO3') ise NO’nun
otooksidasyonu sonucunda ortaya ¢ikan yapilardir. NO2, MPO ile etkileserek
MPO/H202/NO> yolagini aktive eder ve nitratif strese sebep olur. Klorinatif ve nitratif
stres, lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu, DNA hasar1 gibi durumlara yol
actigindan dolayr MPO’nun nérodejeneratif hastaliklarda potansiyel bir rolii oldugu
belirlenmistir (Pravalika et al., 2018; Ray & Katyal, 2016). MPO’nun sebep oldugu

norodejeneratif hastaliklar Sekil 2-13’te 6zetlenmistir.
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Sekil 2-13. Beyindeki artan MPO sonucunda gelisen hastaliklar

2.10.4.1. Alzheimer Hastahg:

Alzheimer, beyinde B-amiloid plaklarin birikmesi ile karakterize, ilerleyici bir
norodejeneratif hastaliktir. MPO’nun bu plaklardaki varligi ve Alzheimer hastalarinin
beyinlerinde yiliksek miktarlarda tespit edilen 3-klorotirozin ve ditirozin yapilari, bu
enzimin hastaligin patolojisinde rol oynadigin1 gostermektedir (Green et al., 2004;
Pravalika et al., 2018; Ray & Katyal, 2016; Soubhye et al., 2016).

2.10.4.2. Parkinson Hastalhig:

Parkinson, beyinde dopaminerjik sinirlerin kaybina bagli olarak gelisen, ilerleyici bir
hastaliktir. Hastalarin beyninde etkilenen boéliimlerde 3-klorotirozine rastlanmustir.
Bunun yani sira dopaminerjik sistemin klasik norotransimitteri olan serotonin,
fizyolojik ortamda MPO’ya en yiiksek yatkinlik ile baglanan substrattir ve MPO
tarafindan oksitlenerek serotonin dimerlerine veya triptamin-4,5-dion yapisina
dontstiiriiliir. Bu da MPO’nun Parkinson hastaliginin patolojisinde oynadigi rolii

gostermektedir (Ray & Katyal, 2016; Soubhye et al., 2016).
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2.10.4.3. inme

Inme, bir takim inflamatuar reaksiyonlar ile siiperoksit, peroksinitrit, hidrojen peroksit
gibi reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini iceren biyokimyasal ve molekiiler
degisikliklerin bir sonucudur. MPO’da bu hastaligin patolojisinde rol oynayan
mikroglialardan salinan bir enzimdir ve inme hastalarinda artmis miktarlarda MPO’ya

rastlanilmistir (Pravalika et al., 2018).

2.10.4.4. Depresyon

Depresyonun inflamasyonla baglantili olabilecegi belirlenmigtir. MPO’nun depresyon
patolojisi tizerine direkt etkisi olmasa da olusturdugu HOCI’nin inflamasyona sebep

olmasi enzimi bu hastaligin tespitinde 6nemli bir biyobelirte¢ haline getirmistir

(Pravalika et al., 2018).

2.10.4.5. Multiple Skleroz (Coklu Skleroz-MS)

Multiple skleroz, merkezi sinir sisteminde ortaya ¢ikan otoimmiin bir hastaliktir.
MPO, MS lezyon bdlgelerinde mikroglia ve makrofajlar tarafindan aktive edilerek
HOCI iretir ve miyelin kilifa zarar verir. Bu durum sinir Oliimiine ve
norodejenerasyona yol agmaktadir (Nagra et al., 1997; Pravalika et al., 2018; Ray &
Katyal, 2016).

2.10.4.6. Epilepsi

Tutarik kaynakli olarak ortaya ¢ikan beyin hasari, ndronal asir1 uyarilma ve hiicre
6liimiine sebep olan serbest radikallerin asir1 miktarlarda salinmasi sonucunda ortaya
cikmaktadir. Bu sartlar altinda MPO’nun sebep oldugu klorinatif stres ise beynin
oksidatif ve inflamatuar hasara ugramasina ve dolayisiyla epilepsinin gelismesine
sebep olur (Pravalika et al., 2018; Ray & Katyal, 2016).

MPO’nun beyindeki dokularda bulunmasi ve sebep oldugu nérodejenerasyon, bu
enzimin norolojik hastaliklarin  gelismesinde Onemli bir neden oldugunu

gostermektedir.
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2.10.5. Romatoid Artrit

Romatoid artrit, el ve ayak eklemlerindeki sinovyal sivinin iltihaplanmasiyla
karakterize kronik bir otoimmiin hastaliktir. {ltihapli s1v1 igerisinde hiicre i¢i ve dist
MPQ’ya rastlanarak hastalardaki MPO miktarinin sagliklilara gore daha fazla oldugu
belirlenmistir. Ayrica sinovyal sivida yiiksek miktarda MPO ile 3-klorotirozin
bulunmasi ve antiromatik ilaglarla tedavi sonucunda MPO miktarinin azalmasi bu
enzimin bu hastalik {izerinde direkt etkisi oldugunu gosterir (Khan, Alsahli, &
Rahmani, 2018; Strzepa, Pritchard, & Dittel, 2017).

Bu hastaliklarin disinda MPO’nun obezite, diyabet, karaciger hastaliklari, kistik
fibroz, tiiberkiiloz, astim gibi akciger hastaliklari, peptik, gastrik ve duodenal {ilser,
kolit, pankreatit gibi sindirim sistemi hastaliklarinda roliiniin belirlenmesi bu enzimi

onemli bir terap6tik hedef haline getirmistir (Khan et al., 2018).

2.11. MPO Inhibisyon Mekanizmasi

MPO’nun nétrofillerin antimikrobiyal aktivitesi {izerinde anahtar bir rolii olsa da
reaksiyon ara iiriinlerinin hiicre dis1 ortamda da devam eden oksidatif aktivitesi enzimi
inflamasyon kaynakli hastaliklara sebep olan potansiyel bir terapotik hedef haline
getirmistir. Enzimolojisinin ve farmakolojik 6zelliklerinin zamanla daha iyi
anlasilmasiyla birlikte bu enzime yonelik inhibitdr bilesikler kesfetmek amaciyla
tarama testleri gergeklestirilmis, inhibitor bilesikler gelistirilmis ve aktivite
calismalariyla bu bilesiklerin inhibisyon mekanizmalar1 aydinlatilmaya ¢alisilmistir.

Literatiirde kayithh olan MPO inhibitér yapilarmi etki mekanizmalarina gore geri
doniistimlii inhibitdrler ve geri doniislimsiiz inhibitorler olarak ikiye ayirmak
miimkiindiir. Geri doniisiimsiiz olarak MPO’yu inhibe eden bilesikler enzimin aktif
cebindeki hem grubuna kovalent bag araciligryla baglanarak H>O2’nin bu bolgeye
girisini engellerler ve enzimi inaktif hale getirirler. MPO’nun geri dontistimli
inhibitdrleri ise enzim substratlariyla aktif yoreye baglanmak icin yarisirlar veya
MPQO’yu halojenasyon dongiisiinden uzaklastirarak etki gosterirler. Bu inhibitorler
Bilesik-I ile cok yiiksek oranda etkilesir ve bir elektron transferi ile bu yapiy1
MPO’nun inaktif formu olan Bilesik-II"ye doniistiiriirler. Bilesik-II ile inhibitorler
arasindaki etkilesim yavastir bu ylizden enzim bir siire inaktif halde kalmaktadir. Bu
tarz bir inhibisyon i¢in dnemli olan nokta inhibitdriin indirgenme egiliminin Bilegik-

I'1 rediikleyip Bilesik-II’yi rediikleyemeyecegi degerler olan 0.97 V ile 1.35 V
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arasinda olmasidir. Bilesik-II fizyolojik ortamda triptamin, askorbat, seriiloplazmin
gibi endojen substratlarla Ferri MPO’ya doniistiiriiliinceye kadar enzim inaktif halde
kalir (Galijasevic, 2019; Lazarevic-Pasti et al., 2015; Soubhye et al., 2016).

2.11.1. MPO Inhibitorii Gelistirme Cahsmalari

2.11.1.1. Rastgele Taramalarla Gergeklestirilen Calismalar

2.11.1.1.1. Dogal Bilesikler

2.11.1.1.1.1. Flavonoidler

Pterogyne nitens bitkisinden pterogynoside, kemferol, afzelin, kaempferitin,
kuersetin, izokuersetin ve rutin isimli flavonoid tiirleri izole edilmis ve yapilan
calismalarda hepsinin farkli konsantrasyonlarda MPO inhibitér aktivitesine sahip
olduklari, i¢lerinden en aktif yapinin ise kuersetin oldugu belirlenmistir (Regasini et
al., 2008). Farkli bir calismada ise kuersetin analoglarinin yapilarindaki -OH
gruplarinin MPO inhibitoér aktivite ilizerindeki etkisini belirlemek amaciyla ise
taksifolin, fisetin, kemferol, luteolin ve kuersetin yapilar1 karsilastirilmistir (Tablo
2-1). Bu yapilar arasinda da kuersetin (ICso = 1.27 pM) en aktif bilesik olarak rapor
edilmistir (Shiba et al., 2008).

Tablo 2-1. Bazi flavonoid tiirevi bilesikler ve MPO inhibisyon degerleri

Bilesik Ad1 R1 R4 1Cs0 (M)
Kuersetin OH H 1.27
Kemferol OH H 2.08

Luteolin OH H 4.22
Fisetin H H 3.87

Izokuersetin OH 0O-Glukoz OH H 3.75

Taksifolin OH OH H OH 6.63
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2.11.1.1.1.2. Polifenoller

Flavonoidlerin disinda fenol grubu igeren yapilarda yapilan c¢aligsmalarin sonucunda
resveratroliin de iyi bir MPO inhibitorii oldugu gosterilmistir (Kohnen et al., 2007).
Ayrica birgok bitkide bulunan kafeik asit ve ferulik asit yapilarinin MPO aktivitesi test
edilmis, aromatik halkasi tizerinde bir metoksi ve bir hidroksil grubu tasiyan ferulik
asidin iki hidroksil grubu tasiyan kafeik aside gore daha iyi bir MPO inhibitdrii oldugu
belirlenmistir (Sekil 2-14) (Boufadi et al., 2014).

(0] (0]
H H
O:()/\)kOH 3COWOH
HO HO
Kafeik Asit Ferulik Asit
ICSO = >10 HM ICSO = 6 HM

Sekil 2-14. Kafeik ve ferulik asidin 1Cso degerleri

2.11.1.1.1.3. Salkonlar

Salkonlar flavonoid sentezinde kullanilan ara iriinlerdir. Bu yapinin tiirevleri tizerinde
yapilan ¢aligmalarda MPO aktivitesi tespit edilmistir (ICso: 11 - 204 uM) (Edwards,
Stemerick, Sabol, Diekema, & Dinerstein, 1994). Bu ¢alismanin sonuglar1 iizerinden
gelistirilmis olan farkli 4’-aminosalkon tiirevlerinin de MPO inhibitér bilesikler

oldugu tespit edilmistir (Tablo 2-2) (Zeraik et al., 2012).

Tablo 2-2. Salkon tiirevi bilesikler ve MPO inhibisyon degerleri

0]
R+
(I
L,
Bilesik R1 R2 1Cs0 (uM)
1 H NH2 0.26
2 F NH2 0.25
3 CHs NH2 0.25
4 OH NH2 >50
5 H OH >50
Salkon H H >50

38



2.11.1.1.1.4. indol Tiirevleri

Melatonin, indol ana yapisi igeren fizyolojik bir bilesiktir. Aktive edilmis notrofiller
tarafindan oksidasyona ugradigi belirlendiginden MPO inhibitor aktivitesi tizerinde
caligmalar yapilmis ve mekanizmasi aydinlatilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda
melatoninin Bilesik-1 ile hizli bir sekilde, Bilesik-II ile daha yavas bir sekilde
etkilestigi ve ICso degerinin 3 uM oldugu rapor edilmistir (Allegra et al., 2001;
Galijasevic, Abdulhamid, & Abu-Soud, 2008). Diger bir indol yapisina sahip
fizyolojik substrat olan triptofan {izerinde yapilmis ¢alismalar ise bu yapinin Bilesik-I
ile hizl1 bir sekilde etkilesirken Bilesik-II ile reaksiyon hizi 6l¢giilemeyecek kadar yavas
etkilestigini gostermistir (Sekil 2-15) (A.J. Kettle & Candaeis, 2000).

HN’< COOH
(@)

H,CO NH;
A\ N\
N N
H H
Melatonin Triptofan
IC5y =3uM IC5y=2.25uM

Sekil 2-15. Melatonin ve Triptofan bilesiklerinin ICsy degerleri

2.11.1.1.2. Maglar

2.11.1.1.2.1. Non-Steroidal Antiinflamatuar Ilaclar

MPO’nun oksidatif iriinlerinin inflamasyona yol actigmin bulunmasi bu enzim
inhibitorleri tizerine olan ¢alismalarinin baslangicini non-steroidal antiinflamatuar
ilaglarin denenmesi olarak yonlendirmistir. Bu amagla ilk denenen ilaglar indometazin,
flufenamik asit ve naproksendir (Theron, Lubbe, & Van Zyl, 1979). Bu ilaglarin MPO
inhibitér potansiyellerinin oldugunun belirlenmesinin ardindan bu ilag grubu
tizerindeki caligmalar artirllmis ve farkli grup ilaglarin aktiviteleri degerlendirilmistir
(Tablo 2-3) (Anthony J Kettle & Winterbourn, 1991; Shacter, Lopez, & Pati, 1991;
Van Antwerpen et al., 2007).
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Tablo 2-3. Bazi NSAI ilaglarin MPO inhibisyon degerleri

Ila¢ Adx Yapisi ICso0 (uM)
(@) OH
Asetilsalisilik Asit O\H/ >200
& I
O OH
Salisilik Asit &/OH 9.8
o YO/CI
N
Indometazin < Y/ 61.6
(0]
(e
OH

; ) F H
Flufenamik Asit F>©/N 1.1

Flufenamik asidin iyi bir aktiviteye sahip oldugunun belirlenmesinin ardindan (Van
Antwerpen et al., 2007). bu yapt izerinde ¢alismalar yapilmig, farkl
konsantrasyonlarda MPO inhibitorii olan yeni flufenamik asit tiirevi bilesikler

kesfedilmistir (Van Antwerpen et al., 2008).

2.11.1.1.2.2. Serotonin Geri Ahm Inhibitorii flaclar

Serotoninin MPO inhibitorii olarak belirlenmesi ve bu ilagla yapisal olarak benzerlik
gosteren indol tiirevlerinin de MPO’yu inhibe etmesinin kesfedilmesi {izerine bazi
serotonin geri alim inhibitérii ilaglarin da MPO inhibitorii yapilar olabilecegi
diisiiniilmiis ve bu amagla sitalopram, essitalopram, fluvoksamin, fluoksetin ve
paroksetinin MPO aktivitesi test edilmistir. Bu c¢alismalar sonucunda sadece
paroksetinin aktif ¢iktig1 belirlenmis (ICso = 22 nM), diger ilaglar inaktif olarak rapor
edilmistir (Soubhye et al., 2014).
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2.11.1.1.2.3. Siilfon ve Siilfonamit Tirevleri

Siilfon ve siilfonamit grubu tasiyan ilaglar iizerinde yapilan c¢aligmalar sonucunda

ozellikle siilfapiridin ve dapsonun diisiik konsantrasyonlarda enzimi inhibe ettigi

bilgisi literatiire kazandirilmistir (Anthony J Kettle & Winterbourn, 1991). Ayrica

stilfonamit tiirevi olan non-steroidal antiinflamatuar olan oksikam grubu ilaglarin ve

nimesulidin de potansiyel MPO inhibitorii olduklari literatiirde rapor edilmistir (Tablo
2-4) (Van Antwerpen et al., 2007).

Tablo 2-4. Siilfon ve siilfonamit grubu bazi ilaglarin MPO inhibisyon degerleri

1Cs0 (uM)

la¢ Adx

Dapson

Siilfapiridin

Sulfasalazin

Tenoksikam

Lornoksikam

Meloksikam

Nimesulid

Yapisi
0, O
oL
H,N NH,
o, 0 /|
S< ™
N7 N
H
H,N
Z N o o
A U7
- \©\ -N
N

0.42

10

11

2.1
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2.11.1.2. Yapisal Modifikasyon ile Tasarlanan Bilesikler

Rastgele tarama ¢aligmalarinin verdigi sonuglar ve yapi-aktivite c¢aligmalari,
aragtirmacilar1 yeni MPO inhibitorii olabilecek yapilar tasarlamaya ve bu yapilarin
aktiviteleri ile etki mekanizmalarini arastirmaya yonlendirmistir. Bu amagla yapilan
caligmalardaki bazi genel kimyasal yapilar ve bunlarin aktiviteleri asagidaki bagliklar

altinda verilmistir.

2.11.1.2.1. Benzoik Asit Hidrazitleri

Fenil halkasi iizerinde farkl siibstitiient tagiyan benzoik asit hidrazitleri ile yapilan
calismada benzoik asit hidrazitlerinin siibstitiisyon farkliliklarinin aktiviteye olan
etkisi arastirilmis ve en aktif olarak bulunan bilesik 0.3 uM ICso degerine sahip 4-
aminobenzoik asit hidraziti (ABAH) olmustur (Sekil 2-16) (Kettle, Gedye, Hampton,
& Winterbourn, 1995).

NH,

NH,

4-Aminobenzoik asit hidraziti (ABAH)
ICSO =0.3 HM

Sekil 2-16. ABAH molekiiliiniin agik formiilii ve ICso degeri

Daha sonrasinda bu bilesik {iizerinde gergeklestirilen ileri calismalarla etki
mekanizmas1 aydinlatilmis ve ABAH’1in geri doniisiimsiiz MPO inhibitérii oldugu
ortaya konmustur. ABAH, MPO’nun klorinasyon ve peroksidasyon dongiilerini hem
Bilesik-I1 hem de Bilesik-II ile hizli bir sekilde reaksiyona girerek inhibe eder. Bu
reaksiyonlar sonucunda ortaya c¢ikan ABAH radikalleri MPO’nun ferri [(MPO-
Por(Fe®")] hali ile etkileserek enzimi ferro [MPO-Por(Fe?")] haline doniistiiriir. Ferro
halde bulunan enzim, molekiiler oksijen (O2) varliginda MPO’nun inaktif
formlarindan bir tanesi olan Bilesik-1II yapisina doniisiir ve enzimi geri doniisiimstiiz

olarak inhibe eder. Oksijen yoklugunda ise ortamda ferro MPO birikir ve bu durum
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hem grubunun pargalanmasina yol agarak enzimin geri doniigiimsiiz inaktivasyonuna

neden olur (Kettle, Gedye, & Winterbourn, 1997).

2.11.1.2.2. Hidroksamik Asitler

Bu grupta ilk olarak salisilhidroksamik asit (SHA) molekiiliiniin MPO enzimi
tizerindeki olas1 aktivitesi aragtirilmistir. Yapilan bu ¢alismada SHA nin hem Bilesik-
I hem de Bilesik-II'nin rediiksiyonunu sagladig1 ancak bu reaksiyonun farkli H2O>
konsantrasyonlarindan etkilendigi bulunmustur. Bu yiizden SHA nin enzim igin geri-
doniistimlii bir inhibitér oldugu ve H20: ile yarismali inhibisyona girdigi rapor
edilmistir (Davies & Edwards, 1989). SHA’nin MPO iizerindeki inhibitor etkisinin
bulunmasinin ardindan benzohidroksamik asidin (BHA) inhibitér potansiyeli
Olciilmiis ancak SHAdan daha diisiik aktivite gdsterdigi bulunmustur. Bu da SHA nin
fenol grubunun enzime baglanmasinda bir etkisinin olabilecegi yorumunu ortaya
cikarmig, bu durum SHA-MPO kompleksinin yapisinin X-ray kristalografisi ile
aydinlatilmas1 sonucunda fenol -OH’1 ile Arg-239 aminoasidi arasinda gozlenen
hidrojen bagi ile desteklenmistir. (Davey & Fenna, 1996; Ikeda-Saito et al., 1991).
Hidroksamik asit tlirevlerinin MPO {izerindeki inhibitor etkilerinin bulunmasinin

ardindan yapi-aktivite ¢aligmalari gergeklestirilmistir (Forbes et al., 2013).
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.OH
N

H
OH

Salisil Hidroksamik Asit (SHA)

O O o)
_OH _OH
'sgleVe
F
3C N~ N OH
H H

CF, HX1 HX2
IC5y=5nM IC5y=25nM
50 50

O O
NIJ])LH,OH
g
H H

HX3
ICSO =790 nM

Sekil 2-17. Hidroksamik asit tiirevlerinin MPO inhibisyon degerleri

Bu calismada HX koduyla tasarlanan ve aktiviteleri arastirilan bilesiklerin, aktif yoreyi
isgal ederek enzimi geri doniisiimlii olarak inhibe ettigi bulunmustur (Sekil 2-17). Bu
tic bilesik arasinda en aktif olan HX1’in enzim aktif yOresindeki yapist X-ray
kristalografisi ile aydinlatilmigtir. HX1’in hidroksamik asit grubu, SHA ile ayni
noktalardan hidrojen bagi yapmustir (Sekil 2-18). Yapidaki pirimidin halkasi ile hem
arasinda bir etkilesim oldugu goézlenmistir. Ayrica triflorometil gruplarinin enzim aktif

yoresinin girisinde sterik bir engel olusturarak aktiviteye katki sagladig: belirtilmistir
(Forbes et al., 2013).
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N
His €336 '\
Sekil 2-18. MPO-HX1 kristal yapist

HX1 ile enzim arasindaki etkilesimler siyah kalin kesik ¢izgilerle belirtilmistir

2.11.1.2.3. Triptamin Tiirevleri

Indol ve triptamin halkalarmin Bilesik-I ile reaksiyona girecek ancak Bilesik-1I"nin
birikmesine neden olarak enzimi inaktif formda birakacak redoks potansiyeline (0.97V
< E < 1.35V) sahip oldugunun belirlenmesi tizerine bu halkalar ¢esitli siibstitiientlerle
tiirevlendirilmistir.

Yapilan ilk ¢alismada indol ve triptamin yapilar1 5-konumlarindan siibstitiie edilmis,
triptamin yapilarmin indole gore daha aktif oldugu bulunmus ve 5-konumundan
halojen siibstitiisyonunun aktiviteye katki sagladigi rapor edilmistir (Tablo 2-5)
(Jantschko et al., 2005).

Tablo 2-5. 5-konumundan siibstitiie indol ve triptamin bilesikleri ve MPO inhibisyon degerleri

NH,
R
T R
N N
H N
H
R 1Cs0 (uM) R 1Cs0 (uM)
-H 12.3 -H 0.77
-NO, 29 -F 0.79
-CN 13.2 -Cl 0.73
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5-florotriptamin molekiiliiniin aktif bir bilesik oldugunun bulunmasi iizerine bu yapida
farkli yapi-aktivite calismalar1 gelistirilmistir. Bu amagla yapilan degisiklikler su
sekilde listelenebilir:
i.  3-konumundaki yan zincirinin uzunlugunun degistirilmesi

ii.  Serbest amino grubuna farkli siibstitiientler baglanmasi

iii.  Indol halkasi iizerindeki florun konumunun degistirilmesi

iv.  Yan zincire kiikiirt atomunun eklenmesi

V.  Yan zincirdeki amino grubunun farkli islevsel gruplarla degistirilmesi
Caligmalar sonucunda yan zincir uzunlugunun 5 karbona kadar artirilmasi aktiviteyi
artirmistir (ICsop = 8 nM). Ancak serbest amino grubuna siibstitiient baglanmasi veya
bu grubun farkli islevsel gruplarla degistirilmesi aktiviteyi azaltmistir. Florun halka
tizerindeki konumu ise aktiviteyi etkilememistir (Sekil 2-19) (Soubhye et al., 2013,
2010).

NH
NH, e INHz
S
F AN F
A\ A\
N
N H N
H F H
ICSO = 8 nM IC50 = 8 nM IC50 =4 nM

Sekil 2-19. En aktif triptamin tiirevi bilesikler

2.11.1.2.4. indazol ve indazolon

Indol ve hidroksamik asit yapilarinin MPO inhibitor aktiviteye sahip oldugunun rapor
edilmesinin ardindan Roth ve ark. bu iki grubun hibridizasyonu sonucunda tasarlanan
bir grup 2H-indazol ve 1H-indazolon ana yapisindaki bilesigi sentezleyerek MPO
aktivitelerini test etmislerdir (Sekil 2-20). Bu c¢alisma sonucunda diisiik
konsantrasyonlarda MPO inhibitor aktivite gosteren bilesikler kesfedilmis ve yapi-
aktivite iliskileri aydinlatilmistir (Roth et al., 2014).
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/N\ /N\ N\
N_R1 N N_R2
SN =

O_RZ 0]
3-alkoksi-2 H-indazol yapist 2,3-siklik-2 H-indazol yapis1 1H-indazolon yapist

_N, 0 _N H
T G
0-CH; S 4
ICsy = 704 nM ICsy = 87 nM ICs, = 660 nM

Sekil 2-20. indazol ve indazolon tiirevlerinin genel yapilart

2.11.1.2.5. Tiyopirimidinon Halkasi iceren Yapilar

Yapilan ¢aligsmalarda tiyopirimidinon halkas1 tasiyan yapilar su sekilde 6zetlenebilir:

2-tiyoksantin ana halkas1 ile yapilan ¢alismada MPO inhibitér 6zellik gosteren

bilesikler kesfedilmis ve bu molekiillerin geri doniisiimsiiz enzim inhibitorii oldugu

belirlenmistir (Tablo 2-6).
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Tablo 2-6. Tiyoksantin tiirevi bilesikler ve MPO inhibisyon degerleri

0
N
HN
;\k/D
SN N
R

Bilesik Kodu R 1Cso0 (uM)
TX1 \gw 1
TX2 0.2

F
TX3 0.4

0]

TX4 ':/;W 0.2
Ch

TX5 |: 0.4

_O

Etki mekanizmasini belirlemek amaciyla yapilan ileri ¢aligmalar, bu bilesiklerin H2O2
varliginda enzim tarafindan okside edildigini ve oksidasyon sonucu olusan yeni
bilesigin enzime baglanarak yapida modifikasyona sebep oldugu, dolayisiyla, enzimi
geri doniistimsiiz bir sekilde inhibe ettigini gostermistir. Enzim yapisinda meydana
gelen modifikasyonlar1 aydinlatmak i¢in X-ray kristalografisinden faydalanilmistir.
TX2 ve TXS bilesikleriyle yapilan ¢alismalar bu bilesiklerin enzim cebinin giriginde,
hem grubuna dik olarak durdugunu gostermistir (Sekil 2-21, Sekil 2-22). Molekiillerde
birgok hidrojen bagi alici ve verici gruplari olmasina ragmen herhangi bir polar
etkilesim izlenmemistir. Enzim ve bilesikler arasinda belirlenen tek etkilesim,
bilesiklerin kiikiirt atomuyla hem metil grubunun arasinda meydana gelen kovalent
tiyoeter bagidir. Bu bag sebebiyle enzim yapisinda meydana gelen modifikasyon geri

doniisiimsiiz inhibisyona neden olmaktadir (Tidén et al., 2011).
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Sekil 2-22. TX2 ve TXS bilesiklerinin enzim cebindeki pozisyonlari

TX2 bilesigi yesil, TXS5 bilesigi pembe ile gdsterilmistir. iki yapi da giriste hem grubuna dik
pozisyonda durmaktadir ve enzimle tiyoeter bagi yapmaktadir (Tidén et al., 2011)

Propiltiyourasil (PTU), tiroid tedavisinde kullanilan ve peroksidaz aktiviteyi inhibe
ettigi bilinen bir ilag oldugu icin bu bilesigin MPO {izerindeki etkisi test edilmis ve
hem halojenasyon hem de peroksidasyon yolagini inhibe ettigi bulunmustur (E. Lee,
Miki, Katsljra, & Kariya, 1990). Ruggeri ve ark. tiyoksantin ve PTU yapisinda ortak
olarak bulunan 4-okso-2-tiyokso-3,4-dihidropirimidin halkasin1 ana yapi olarak
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belirleyerek 1 ve 6 konumlarindan farkli siibstitiisyonlarla tasarlanan molekiillerin
MPO inhibitér oOzellikleri {izerinde c¢alisma yapmislar ve bilesiklerin diisiik
konsantrasyonlarda (0.5-11 puM) inhibisyon gergeklestirdigini bulmuslardir (Sekil
2-23). Ayrica ileri ¢alismalarla molekiillerin farmakokinetik 6zelliklerini, in vitro
ADME profillerini ve in vivo aktivitelerini aydinlatarak asagida agik formiilii verilen
molekiilii umut vaat eden bilesik olarak rapor etmislerdir. Bu yapi, Bilesik-I tarafindan
oksitlendikten sonra tiyourasil radikali olusur ve bu radikal Bilesik-II’nin hem
grubunun pirol halkasina kovalent olarak baglanarak geri doniisiimsiiz inhibisyon

saglar (Ruggeri et al., 2015).

Sekil 2-23. Propiltiyourasil tiirevi ve MPO inhibisyon degeri

Farkli bir c¢alismada ise tiyokso-dihidrokinazolin-on halkasina sahip yapilar

tasarlanmis ve yapi-aktivite iligkileri aydmlatilmistir (Sekil 2-24).

Sekil 2-24. Kinazolin tlirevlerinin ana yapisi

Kinazolinin fenil halkas1 farkli pozisyonlarda mono ve di-halojenlerle siibstitiie
edilmis, en iyi aktivitenin 6 konumundan flor siibstitiisyonu ile oldugu belirlenmistir.
3-konumundaki azot iizerine ise alkil ve amit gruplar1 baglanmis, amit tasiyan yan

zincire sahip bilesiklerin aktivitelerinin daha iyi oldugu rapor edilmistir. Ana halka
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tizerindeki kiikiirtiin oksijenle degistirilmesi sonucunda aktivitenin ortadan kalkmasi
ise kiikiirtiin yapidaki 6nemini gostermistir (Sekil 2-25). Bu ¢alismadaki ¢ogu bilesigin
aktivitesi 0.1-2 uM araligindadir (Li et al., 2015).

O O
N/\/\N/ N/\/\N/
I I
NAS NAO
H H
IC5)=1.3 pM IC5( = inhibisyon yok
o o ., NO,
ol ol
NAS NAS ©
H H
ICSO = 0.6 MM ICSO = 0.1 HM

Sekil 2-25. Kinazolin tiirevlerindeki yapi-aktivite ¢alismalari

2.11.1.2.6. Triazolopirimidin

Triazolopirimidin ana yapist iizerinde gerceklestirilen ¢alismada geri doniisiimlit MPO

inhibitorleri kesfedilmistir (Sekil 2-26).

A AN
HoN" N N
ICsp = 84 nM

Sekil 2-26. Triazolopirimidin tiirevi bilesik

Ayrica en aktif bulunan bilesigin enzim aktif yoresindeki kristal yapisi aydinlatilmas,

GIn-91, His-95, Arg-239 aminoasitleri ile hidrojen bagi yaptigi, fenil halkasinin ise
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Arg-239’un metilen grubuyla hidrofobik etkilesmeler gosterdigi rapor edilmistir (Sekil
2-27) (Duclos et al., 2017).

Phe-366

His-336 Phe-407

Sekil 2-27. Triazolopirimidin tiirevinin enzim cebindeki pozisyonu

Bilesik sar1 olarak belirtilmistir

2.11.1.2.7. Benzoksazolon

Benzoksazolon halkasinin azot iizerinden farkli uzunluktaki amit islevsel grubu
tasiyan zincirlerle siibstitiisyonu sonucunda da MPO inhibitor 6zellige sahip olan

bilesikler kesfedilmistir (Tablo 2-7) (Soyer, Bas, Pabuccuoglu, & Pabuccuoglu, 2005).

Tablo 2-7. Benzoksazolon tiirevi en aktif bilesikler

)

n H R
e 24
N
L
(0]

Bilesik n R % Inhibisyon Degeri
3 1 0-CHs 90.80
4 1 m-CHs 73.40
13 2 m-Cl 85.20
18 2 0-NO2 79.20
20 2 p-NO; 94.10
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2.12. Planlanan Cahsma

Benzimidazol halkasi benzen ve imidazol yapilarinin kaynasmasiyla olusmus
aromatik heterosiklik bir bilesiktir. Yapilan ilk ¢aligmalarda benzimidazol halkasinin
biyolojik etkisinin piirin bazina benzeyen yapisindan dolay1 ortaya ¢iktig
belirlenmistir (Woolley, 1943). Daha sonra yapilan calismalar B12 vitamininin
bozunma iiriinlerinden biri olan 5,6-dimetilbenzimidazol yapisinin da B12 vitamin
etkilerini gosterdigini ortaya koymustur (Emerson et al., 1950). Bu sonuglar
benzimidazol halkasinin ve tiirevlerinin potansiyel biyolojik aktivitelerinin
arastirilmasi agisindan oncii olmus ve yapiy1 biyolojik agidan 6nemli bir hedef haline
getirmistir. Guiniimiize kadar gergeklestirilen arastirmalar, benzimidazol yapisinin
farkli tiirevlerinin antiparaziter, antiviral, antifungal, antikonviilzan, analjezik,
antikanser, antikoagiilan, antiinflamatuvar, antihistaminik, antitilser ve antihipertansif
etkinliklerini ortaya koymustur. Aktif yapilarin optimizasyonu sonucunda ise
albendazol, mebendazol, tiyabendazol (antihelmintik); omeprazol, lansoprazol,
pantoprazol (proton pompasi inhibitorii); astemizol (antihistaminik); kandesartan ve
telmisartan (antihipertansif) isimli ilaglar kesfedilmis ve tedavide aktif olarak

kullanilmak tizere sunulmustur (Sekil 2-28) (Bansal & Silakari, 2012).
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Farkli sekillerde tiirevlendirilmis 2-merkaptobenzimidazol halkasi iizerinde
gerceklestirilen biyolojik aktivite c¢alismalarinda bu yapiya sahip bilesiklerin
antibakteriyel (Hosamani & Shingalapur, 2011; Shahnaz, Kaur, Parkash, & Parsad,
2018; Tahlan et al., 2019), antifungal (Edraki & Zaarei, 2018; Hosamani &
Shingalapur, 2011), antiparaziter (Valdez et al., 2002), antimikrobiyal (Ozturk et al.,
2020; Yadav et al., 2017), antioksidan (Ali et al., 2018; Miyajima et al., 2018; Teng,
Zou, Huang, & Chen, 2014), anksiyolitik (Spasov et al., 2020), antikonviilzan
(Anandarajagopal et al., 2010; Shingalapur, Hosamani, Keri, & Hugar, 2010),
antidiyabetik (Shingalapur et al., 2010), antikanser (Tahlan et al., 2019) ve antimelanin
(J.-H. Lee et al., 2010) etkileri ortaya koyulmustur.

Miyeloperoksidaz inhibitérleri {izerine yapilan literatiir taramasi sonucunda diisiik
konsantrasyonlarda etki gdsteren molekiillerin genellikle 5 ve 6 iiyeli halkalarin
kaynastirilmasi ile olusturulan bir ¢ekirdek yapiya sahip oldugu ve 5 iiyeli halkalar
tizerinde bir veya iki adet azot atomu tasidiklart belirlenmistir. Bu ¢ekirdek yapilarinin
modifikasyonlar1 ile tasarlanan bilesiklerin aktiviteleri degerlendirilmis ve farkli
calisma gruplar tarafindan rapor edilmistir (Roth et al., 2014; Soubhye et al., 2013,
2010) (Sekil 2-29).

R, CH2]-;-R3

N\ N,
N N
H

\

R4
ICso=0.004- 035 uM  ICsy = 0.094 - 0.9 uM

N R
= \N—R N\
NS 1 N_R2
R, o)
ICsy = 0.7 - 4.8 pM ICs = 0.66 - 2.5 uM

Sekil 2-29. 5 ve 6 iiyeli halkalarin kaynastirilmasi ile olusturulan ¢ekirdek yapilar ve MPO inhibisyon
deger araliklar

Ayrica bu literatiir caligmalarinin incelenmesi sonucunda halka i¢i tiyoiire/izotiyotire

yapis1 tasiyan molekiillerin de miyeloperoksidaz inhibitér 6zellik gdsterdigi ve
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yapidaki kiikiirt atomunun aktiviteyi artirict yonde etki sagladigi belirlenmistir (Li et
al., 2015; Ruggeri et al., 2015; Tidén et al., 2011) (Sekil 2-30).

0
T 1 R
N s 1N2 HN
lj\ % R14©\)L/N§ S)\N | R
s NN NS | !
i) H R,
IC50 =0.2-04 uM ICSO =0.1-1.7 HM ICSO =0.5-2 I,I,M

Sekil 2-30. Halkasal tiyotire islevsel grubuna sahip bilesikler ve MPO inhibisyon deger araliklar1

Daha oOnce yapilan caligmalarda yan zincir ilizerinde amit islevsel grubu tasiyan
molekiillerin de MPO inhibit6r aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Soyer et al.,
2005). Ayrica MPO enzimine karsi inhibitor etkinligin belirlenmesi amaciyla ilk
yapilan c¢alismalar kapsaminda taranan ve etki gdsterdigi rapor edilen molekiiller
benzoik asit hidraziti ile salisilhidroksamik asit tiirevleridir (Davies & Edwards, 1989;
Anthony J Kettle, Gedye, Hampton, & Winterbourn, 1995).

Rapor edilen bu bilgiler degerlendirildiginde, ¢alismamiz kapsaminda ana halka olarak
5 ve 6 lyeli, iizerinde azot bulunduran ve halka ici tiyoiire/izotiyoiire islevsel grubu
tastyan  1,3-dihidro-2H-benzo[d]imidazol-2-tiyon molekiili ana halka olarak
secilmistir.

Bilesiklerin tiirevlendirilmesinin, azot atomundan siibstitiie, amit, hidrazit ve
hidroksamik asit gruplar1 tasiyan yan zincirlerle yapilmasi hedeflenmistir. Bu
kapsamda amit tiirevlerindeki azot atomu farkli elektronik ve sterik Ozellikte
stibstitiientler tagiyan fenil halkasi ve benzil ile siibstitiie edilmistir. Bunlarin yaninda
amit azotunu halka i¢i azot haline getiren piperidin ve morfolin tiirevleri de

tasarlanmistir (Sekil 2-31).
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Sekil 2-31. Calisma kapsaminda tasarlanan bilesiklerin ana yapisi

Tasarlanan bilesiklerin ~ sentezi i¢in 1,3-dihidro-2H-benzo[d]imidazol-2-tiyon
halkasimin alkilasyonu denenmis ancak siibstitiisyonun kiikiirt atomu {izerinden
gerceklestigi  tespit edilmistir. Elde edilen kiikiirt siibstitiie bilesikler de
tasarimlarimiza dahil edilmistir. Tez kapsaminda tasarlanarak sentezlenen bilesikler
ve kodlar1 Tablo 2-8’de 6zetlenmektedir.

Sentezlenen bilesiklerin MPO enzim inhibisyonlarinin taurin-kloramin deneyi ile
Olclimii ve aktivite sonuclarina gore belirlenecek bilesikler icin molekiiler modelleme

caligmasinin yapilmasi planlanmistir.
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Tablo 2-8. Tez kapsaminda tasarlanan bilesikler ve kodlari
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3. Gerec ve Yontem

3.1. Sentez Cahismalari

3.1.1. Materyal

Sentez ¢alismalarinda kullanilan o-fenilendiamin Alfa Aesar firmasindan;
fosforoksikloriir Acros firmasindan; iire Carlo Erba firmasindan; 2-kloroanilin, 3-
kloroanilin, 4-kloroanilin, 2-nitroanilin, 3-nitroanilin, 4-nitroanilin, 2-toluidin, 3-
toluidin, 2-anisidin, 3-anisidin ve 4-anisidin Fluka firmasindan; 4-toluidin, anilin,
benzilamin, morfolin, piperidin, kloroasetil kloriir, etil bromo asetat, karbon siilfiir,
hidrazin hidrat, potasyum hidroksit, sodyum hidroksit, susuz sodyum  siilfat,
trietilamin, glasiyel asetik asit, Silica gel 60 ve aliiminyum destek maddeli TLC Silica
gel 60 F254 Merck firmasindan; potasyum karbonat, 3,4,5-trimetoksi anilin ve
hidroksilamin hidrokloriir Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. Coziicii olarak
kullanilan etil asetat, aseton, absolii etanol, asetonitril, diklorometan, metanol,
kloroform, DMF, n-hekzan, THF ise Merck, VWR ve Sigma-Aldrich firmalarina ait
olup, hepsi analitik safliktadir.

3.1.1.1. Kromatografik Yontemler

3.1.1.1.1. ince Tabaka Kromatografisi (I.T.K.)

Sentez caligmalarinda reaksiyonlarin ilerleyisini izlemek ve elde edilen bilesiklerin
safligin1 kontrol etmek amaciyla ince tabaka kromatografisinden (I.T.K.) yararlanild.
L.TK. analizinde Merck firmasma ait TLC silika gel 60 F254 hazir aliiminyum
kromotografi plaklari (20x20 cm) kullanildi. Calismalar oda sicakliginda yapildi ve
developman islemi tanklarin ¢Oziicii buharlartyla doyurulmasmi takiben
gergeklestirildi. Siiriikleme islemleri tamamlandiktan sonra acik havada kurutulan
plaklarin lizerindeki lekeler 254 nm dalga boyundaki ultraviyole 15181 altinda veya iyot
buharlart kullanilarak tespit edildi. I.T.K. uygulamalarinda ¢dziicii sistemi olarak
metanol:kloroform (1:9), etilasetat:n-hekzan (1:1), metanol:kloroform:n-hekzan
(0.5:6:3) karisimlar kullanildi.
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3.1.1.1.2. Siitun Kromatografisi

Sabit faz olarak silika gel 60, mobil faz olarak ise etilasetat:n-hekzan (2:1) ¢oziicii

sistemi kullanildi.

3.1.2. Spektral Analizler

Ara iiriinlerin yapilar1 erime derecesi degerleri, IR, *H NMR, *C NMR ve kiitle
spektroskopisi yontemleri ile, sentezlenen final bilesiklerin yapilar1 IR, *H NMR, **C
NMR, HSQC, HMBC NMR ve kiitle spektroskopileri ile aydinlatildi, safliklari ise
elementel analiz yontemiyle belirlendi.

Bilesiklerin IR spektrumlari, Perkin  Elmer Spectrum 100 FT-IR
Spektrofotometresinde ATR (Attenuated Total Reflectance) teknigi kullanilarak alind1
ve dalga sayis1 (cm™) cinsinden degerlendirildi.

'H, 3C ve 2D (HSQC, HMBC, NOESY) NMR spektrumlart DMSO-ds ¢dziiciisiinde
Varian AS 400 Mercury Plus NMR ve Agilent 600 Premium Compact NMR
spektrofotometrelerinde alindi. Kimyasal kayma degerleri (ppm) 0 skalasina gore ve
referans pik olarak kullanilan ¢6ziicli alinarak degerlendirildi, etkilesme degismezleri
Hertz (Hz) olarak verildi.

Kiitle spektrumlari analitik safliktaki metanol igerisinde Thermo MSQ Plus marka LC-
MS cihazlarinda atmosferik basingta kimyasal iyonizasyon (MS-APCI) yontemi ile
alind1.

Bilesiklerin erime derecesi tayinleri Stuart SMP30 marka erime derecesi tayin
cihazinda gergeklestirildi ve erime derecesi degerleri diizeltilmeden verildi.

Final bilesiklerin elementel analizleri (C, H, N, S), LECO CHNS 932 Elementel Analiz
cthazi1 kullanilarak yapildi.
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3.1.3. Sentez Yontemi

3.1.3.1. 1,3-Dihidro-2H-benzo[d]imidazol-2-tiyon Bilesiginin (BS) Sentezi

NH, §
CL oo — (e
N
NH, N
Sema 3-1. 1,3-Dihidro-2H-benzo[d]imidazol-2-tiyon bilesiginin sentez semasi

1,2-Fenilendiamin (0.01 mol), KOH (0.01 mol) ve CSz (0.01 mol), 10 ml %95 etanol
ve 1.5 ml su igerisinde geri ¢eviren sogutucu altinda ii¢ saat kaynatildi. Bu siire
sonunda reaksiyon ortamina 0.115 g aktif komiir eklendi. Reaksiyon geri ¢eviren
sogutucu altinda on dakika daha kaynatilarak siirdiirildiikten sonra aktif komiir
stiziilerek uzaklastirildi. Stiziintii 60-70°C’ye getirildi, 10 ml 1lik su eklendi ve hizlica
karistirtlirken %20°lik asetik asitle asitlendirildi, bir gece buzdolabinda bekletildi.
Coken kati madde siiziildii, bol suyla yikandi, kurutuldu ve sudan kristallendirildi
(Sema 3-1) (Maske, Lokapure, Nimbalkar, & Disouza, 2012).

3.1.3.2. 1,3-Dihidro-2H-benzo[d]imidazol-2-on Bilesiginin (BO) Sentezi

H

Ol — OO
+ >=O

NH2 H2N_C_NH2 H

Sema 3-2. 1,3-Dihidro-2H-benzo[d]imidazol-2-on bilesiginin sentez semasi

1,2-Fenilendiamin (0.02 mol) ve iire (0.1 mol), 10 ml %25 tetrahidrofuran/su karigimi
igerisinde ¢Oziindiiriildii ve 1-2 damla glasiyel asetik asit reaksiyon ortamina ilave
edildi. Karisim, 120°C sicaklikta geri ¢eviren sogutucu altinda bes saat kaynatildiktan
sonra oda sicakliginda sogumaya birakildi. Coken kati madde siiziilerek bol suyla
yikandi, kurutuldu ve sudan kristallendirildi (Sema 3-2) (Abbas, Hameed, & Kressler,
2013).
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3.1.3.3. 2-Kloro-1H-benzo[d]imidazol Bilesiginin (BCL) Sentezi

O — Ol
H

H

Sema 3-3. 2-Kloro-1H-benzo[d]imidazol bilesiginin sentez semast

1,3-Dihidro-2H-benzo[d]imidazol-2-on (0.013 mol) iizerine POCI3 (0.052 mol)
yavasca ilave edildi ve reaksiyon 110°C sicaklikta geri ¢eviren sogutucu altinda dort
saat karistirildi. Karisim oda sicakliginda sogumaya birakildiktan sonra buz banyosu
igerisinde sogutulmus olan 5 ml suya dikkatlice dokiildii ve 6M NaOH ¢ozeltisi ile
pH=7 olacak sekilde notrallestirildi. Coken kati madde siiziildii ve bol suyla
yikandiktan sonra kurumaya birakildi. Kuruyan kati iiriin siitun kromatografisinde etil
asetat:n-hekzan (2:1) mobil faz kullanilarak saflastirildi ve ardindan etanolden
kristallendirildi (Sema 3-3) (Kilchmann et al., 2016).
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3.1.3.4. N-Siibstitiie-2-kloroasetamit Ara Uriinlerinin (1-17) Sentezi

3.1.3.4.1. N-Siibstitiie-Fenil/Benzil-2-kloroasetamit Tiirevlerinin (1-15) Sentezi

)

R I
H,N 0 Cl—CH,—C—NH

1}
+ Cl—CH,-C—-Cl —>

H2N-CH2—© CI—CHz—ﬁ.—NH—CHZ—@

o)

Sema 3-4. N-Siibstitiie-fenil/benzil-2-kloroasetamit tiirevlerinin sentez semasi

Uygun aminler (0.001 mol) ve K>COs3 (0.001 mol) aseton:su (1:2) karistmindaki
¢ozeltisi buz banyosunda sogutuldu ve iizerine damla damla kloroasetil kloriir (0.001
mol) ilave edildi. Karigim, bir saati buz banyosunda, bir saati oda sicakliginda olmak
tizere iKi saat karistirildi. Bu siirenin sonunda reaksiyon karigimi soguk suya dokiildii,
¢oken kat1 madde siiziildii, soguk suyla yikandi, acik havada kurutuldu ve etanol:su
(1:1) karisimindan kristallendirildi (Sema 3-4) (Ren et al., 2015).

3.1.3.4.2. 4-(2-Kloroasetil)morfolin  (16) ve 1-(2-Kloroasetil)piperidin (17)

Bilesiklerinin Sentezi

O

/ \ 1] n 7/ \
HN A + ClI—=CH,-C—ClI —> CI—=CH,—C-N A
7/ /

A =0, CH, A =0, CH,

Sema 3-5. 1-(2-Kloroasetil)piperidin ve 4-(2-Kloroasetil)morfolin bilesiklerinin sentez semasi

Uygun aminler (0.001 mol) ve trietilamin (0.001 mol) diklorometan igerisinde buz
banyosunda sogutuldu ve damla damla kloroasetil kloriir (0.001 mol) ilave edildi.
Karigim, bir saati buz banyosunda, bir saati oda sicakliginda olmak iizere iki saat
karistirtldi. Bu siirenin sonunda reaksiyon karisimi 6nce 3x15 ml doymus NaCl
cozeltisiyle ve daha sonra 3x15 ml suyla yikandi. Birlestirilen organik faz susuz
Na2SO;s ile kurutuldu ve rotaevaporatdr yardimiyla yogunlastirildiktan sonra iiriinler

elde edildi (Sema 3-5) (D. Lee et al., 2015).
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3.1.3.5. N-siibstitiie-2-(2-Kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit Tiirevi Ara

Uriinlerin (BCL1-BCL17) Sentezi

N 0 N
C[ S—cli + C|—CH2—5—Nig — ©[ S—cl
N N

H I
CHy-C-NZ g
Sema 3-6. N-siibstitiie-2-(2-Kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit tiirevlerinin sentez semasi

2-Kloro-1H-benzo[d]imidazol (0.002 mol), N-siibstitiie-2-kloroasetamit ara tirtinleri
(0.002 mol) ve K2CO3 (0.002 mol) 5 ml dimetilformamid igerisinde oda sicakliginda
karistirildi. Reaksiyon I.T.K. yontemi ile takip edilerek bittigi tespit edildikten sonra
buz banyosu igerisinde sogutulmus olan suya dokiildii. Coken kat1 madde siiziildii,
kurutuldu ve ¢esitli solvanlar (asetonitril veya metanol) araciligiyla kristallendirilerek

saflastirild1 (Sema 3-6) (Bonfanti et al., 2007).
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3.1.3.6. Etil  2-(2-kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetat Bilesiginin (BCL18)

Sentezi

o)
N ) N
C[ B—Cl + Br-CH,-C—0-C,H; —> ©[ S—ci
; )

CHz_E_O'CHZ_CH3
O

Sema 3-7. Etil 2-(2-kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetat bilesiginin sentez semasi

2-Kloro-1H-benzo[d]imidazol (0.002 mol) ve K>COz (0.002 mol) 10 ml aseton
igerisinde silispanse edildi. Karigim tizerine dikkatli bir sekilde etil bromo asetat (0.003
mol) ilave edildi ve reaksiyon 60 °C sicaklikta geri ¢eviren sogutucu altinda bir buguk
saat karistirildiktan sonra sogutuldu. Reaksiyon ortamina ¢okme tamamlanana kadar

soguk su eklendi. Coken kat1 madde siiziildii, bol suyla yikandi ve kurutuldu (Sema

3-7) (Soyer et al., 2005).

3.1.3.7. Etil 2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetat Bilesiginin

(BSE) Sentezi

H
N s N
\ "
N>_C' + H,N-C-NH, —> N>=S
| |

CH,=C-0-CH,~CHy CH,=C-0-CH,~CHy
0 0

Sema 3-8. Etil 2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetat bilesiginin sentez semasi

Etil 2-(2-kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetat (0.001 mol) ve tiyoiire (0.001 mol) 12
ml tetrahidrofuran ve 4 ml etanol karisiminda ¢6ziindiiriildii. Reaksiyon, 90 °C
sicaklikta iic saat boyunca geri geviren sogutucu altinda karistirildi. Once oda
sicakligina getirilen karisim daha sonra buzdolabinda bir gece bekletildi ve ¢oken

madde siiziilerek kurutuldu (Sema 3-8) (Susanto, Jung, & Brise, 2016).
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3.1.3.8. N-siibstitiie-2-[(1H-benzo[d]imidazol-2-il)tiyo]asetamit  Tiirevi Final

Bilesiklerinin (B1-B17) Sentezi

H

N ('? 7 N 7
>=s + CI—CH,—C—-N{g —> H—8—CH,-C-N_

H M 0

Sema 3-9. N-siibstitiie-2-((1H-benzo[d]imidazol-2-il)tiyo)asetamit tiirevlerinin sentez semasi

1,3-Dihidro-2H-benzo[d]imidazol-2-tiyon (0.003 mol), N-siibstitiie-2-Kloroasetamit
ara tirtinleri (0.003 mol) ve K2COz (0.003 mol) 15 ml aseton igerisinde 60°C sicaklikta
geri ceviren sogutucu altinda bir buguk saat karistirildiktan sonra sogutuldu.
Reaksiyon ortamina ¢okme tamamlanana kadar soguk su eklendi. Coken kat1 madde
stiziildii, bol suyla yikandi, kurutuldu ve gesitli solvanlar (asetonitril veya metanol)
araciligiyla kristallendirildi (Sema 3-9) (Soyer et al., 2005).

3.1.3.9. N-siibstitiie-2-(2-Tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit

Tiirevi Final Bilesiklerinin (BS1-BS17) Sentezi

H
N S N
S—cl +  H,N-C-NH, —> =S
N N
| -

|
CH2—C—N<§ CHz—g—N\E
0

Sema 3-10. N-siibstitiie-2-(2-Tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit tiirevlerinin
sentez semasl

N-siibstitiie-2-(2-Kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit tiirevleri (0.001 mol) ve
tiyotire (0.001 mol) 10 ml metanol igerisinde ¢6ziindiiriildii ve 70°C sicaklikta geri
ceviren sogutucu altinda bir saat karistirildi. Reaksiyon ortami oda sicakligina kadar
sogutuldu ve ¢oken kat1 madde siiziilerek soguk metanolle yikandiktan sonra gesitli

solvanlardan kristallendirildi. (Sema 3-10) (Pothier et al., 2012).
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3.1.3.10. 2-(2-Tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetohidrazit

Bilesiginin (BS18) Sentezi

H H
N N

=5 + HoN—NH,.H,0 —> >=s
) )

CH,~C~0-CH,=CHg CH,~C—NH-NH,
o) o)

Sema 3-11. 2-(2-Tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetohidrazit bilesiginin sentez
semast

Etil 2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetat (0.001 mol) 10 ml
Etanol icerisinde ¢6ziindiiriildii ve tizerine dikkatlice hidrazin hidrat (0.006 mol) ilave
edildi. Reaksiyon 25-30°C sicaklikta bir saat siireyle karistirildi ve ¢6ken katt madde
stiziilerek soguk etanolle yikandi. Kuruyan ham iiriin metanolden kristallendirildi

(Sema 3-11Sema) (D’amico & Bollinger, 1988).

3.1.3.11. 2-(2-Tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetohidroksamik

asit Bilesiginin (BS19) Sentezi

H H
N N

>=S + HoN—OH.HCI —> >=S
) )

CH,~C~0-CH,~CHj CH,~C~NH-OH
o) o)

Sema 3-12. 2-(2-Tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetohidroksamik asit bilesiginin
sentez semasi

KOH (0.005 mol) ve hidroksilamin hidrokloriir (0.005 mol) 10 ml metanol igerisinde
sispande edilerek buz banyosunda yarim saat siireyle karistirildi. Reaksiyon
sonucunda olusan KCI siiziilerek uzaklastirildi ve siiziintiiye etil 2-(2-tiyokso-2,3-
dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetat (0.001 mol) ilave edildi. Reaksiyon oda

sicakliginda dort saat siireyle karistirildi. Buzdolabinda bir gece bekletildikten sonra
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coken kati siizlildl, soguk metanolle yikand1 ve metanolden kristallendirildi (Sema

3-12) (Cerniauskaite, Rousseau, Sackus, Rollin, & Tatibouét, 2011).

3.2. X-Ray Kiristalografisi Calismalari

Bu tez ¢alismasinda sentezlenen BS6 ve B10 bilesiklerinin yapilari tek kristal X-1511
kirmimi yontemiyle belirlenmistir. X-Isin1 Kirinimi siddet verileri, Rigaku Oxford-
Xcalibur, EOS difraktometresinde Mo-Ka 1gmasi ile w taramasiyla oda sicakliginda
toplanmistir. Veri toplama, hiicre aritimi ve veri indirgeme CrysAlisPro programi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen verilere Lorentz, polarizasyon ve analitik
sogrulma diizeltmeleri (Clark & Reid, 1995) uygulanmistir. Bilesiklerin molekiiler ve
kristal yapilari, OLEX2 (Dolomanov, Bourhis, Gildea, Howard, & Puschmann, 2009)
paket programi i¢inde bulunan ShelXT (Sheldrick, 2015) programi ile ¢oziilmiistiir.
ShelXL aritim programu ile En Kiigiik Kareler yontemi kullanilarak parametreler daha
duyarli hale getirilmistir. H-atomlar1 harig¢ tiim atomlar anizotropik olarak aritilmistir.
H-atomlar1 hesaplanan konumlarina geometrik olarak yerlestirilmis ve izotropik
olarak aritilmistir. BS6 ve B10 kristallerinin non-merohedral ikiz oldugu gozlenmis ve

bu ikizlik yap1 aritim siireclerinde dikkate alinmistir.

3.3. Biyolojik Aktivite Calismalar1

3.3.1. Taurin Kloramin Yéntemi ile MPO Enzim Aktivitesi inhibisyonunun
Tayini

Biyoaktivite ¢caligmalarinda kullanilan miyeloperoksidaz enzimi (MPO, E.C.1.11.1.7,
tir Human Polymorphonuclear Leukocytes), 3,3°,5,5’-Tetrametilbenzidin (TMB),
katalaz (E.C.1.11.1.6, tip Bovine Liver (sigir karacigeri)), DMSO (> 99.9 %), 4-
aminobenzoik asit hidraziti (4-ABAH) ve taurin (min. 99%) Sigma-Aldrich
(Almanya) firmasindan; potasyum dihidrojen fosfat ve di-potasyum hidrojen fosfat
Merck (Almanya) firmasindan; potasyum iyodiir Carlo Erba firmasindan; sodyum
kloriir ve hidrojen peroksit VWR firmasindan temin edilmistir. Hazirlanan
cozeltilerdeki ultra saf su PURELAB Prima marka cihazdan elde edilmistir. Tartimlar
icin Denver Instrument SI-234 model hassas terazi, spektrofotometrik dl¢iimler icin

Thermo Scientific Varioskan Flash marka ¢oklu okuyucu kullanilmistir.
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3.3.1.1. Taurin Kloramin Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

Taurin Cozeltisi (100 mM)

12.5 mg taurin tartilarak 1 mL ultra saf su ile ¢6zildi.

H20, Cézeltisi (1 mM)

Stok H202 (%30) ¢6zeltisinden 100 pL alinarak 8.690 mL ultra saf su igerisine eklendi.
Ardindan 100 mM konsantrasyonda H:0O; igeren bu ara stoktan 100 pL alindi ve
tizerine 9.900 mL ultra saf su ilave edilerek 1 mM konsantrasyonda H202 ¢ozeltisi

hazirlandi.

Katalaz Cozeltisi (1 mg/mL)
1 mg katalaz 1 mL 50 mM (pH:7.4) NaCl icermeyen fosfat tamponu icerisinde

¢Ozlindurildi.

Asetik Asit Cozeltisi (0.8 mM)
22.8 mL glasiyel asetik asit distile su ile 500 mL’ye tamamlandi.

KI Cozeltisi (200 pM)
17 mg KI 500 mL 0.8 mM glasiyel asetik asit ¢ozeltisi i¢erisinde ¢oziindiiriildii.

TMB Cozeltisi (14 mM)
15 mg TMB 2.5 mL DMF igerisinde ¢oziindiiriildii. Uzerine 2.5 mL 200 pM KI

¢oOzeltisi ilave edildi.

Fosfat Tamponu (50 mM, pH: 7.0)
21.1 mL 1 M KH2PO4 ve 28.9 mL 1 M KzHPO4 ¢ozeltileri karistirildi. Uzerine 750 ml
ultra saf su ilave edildi ve pH degeri 7.0’a ayarlandi. Ardindan hacmi 1 L’ye

tamamlandi.

Fosfat Tamponu (10 mM, pH: 7.4)
9.4 mL 1 M KH2PO4ve 40.6 mL 1 M KoHPO4 ¢ozeltileri karistirildi. Uzerine 600 ml
ultra saf su ilave edildi ve pH degeri 7.4’e ayarlandi. Ardindan ¢ozeltiye 16.33 g NaCl

eklendi ve hacmi ultra saf su ile 1 L’ye tamamlanda.
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MPO Inhibitér Cézeltisi
1.5 mg 4-aminobenzoik asit hidraziti (4-ABAH) tartildi ve 1 mL DMSO igerisinde
¢Oziindiiriilerek maddenin 10 mM konsantrasyondaki ¢ozeltisi hazirlandi. Deney

protokolii i¢in gereken konsantrasyonlari1 bu stok kullanilarak hazirlandi.

MPO Enzim Cozeltisi

Liyofilize halde tiipte bulunan 100 ug MPO enzimi iizerine 834 pL ultra saf su ilave
edilerek enzimin 800 nM konsantrasyondaki c¢ozeltisi hazirlandi. Deney igin
kullanilacak farkli konsantrasyonlardaki enzim ¢o6zeltisi bu stoktan seyreltilerek

hazirlandi.

3.3.1.2. MPO Aktivitesine Yonelik Inhibisyon Calismalar

Sentezlenen final bilesiklerin MPO enzimine yonelik inhibitor etkinlikleri taurin-
klorinasyon deneyi ile ol¢lilmiistiir (Zeraik et al., 2012). Deneyin prensibi, MPO
enziminin klorinasyon dongiisii sirasinda agiga ¢ikan hipokloréz asitin (HOCI)
ortamda bulunan taurin ile reaksiyonu sonucu olusan taurin kloramin (TauNHCI)
bilesiginin TMB’yi oksitleyerek 655 nm dalga boyunda maksimum absorbsiyon
gosteren mavi renkli kararl bir son iiriin agiga ¢ikarmasi esasina dayanmaktadir.

Tez c¢alismamizda yapilan klorinasyon deneyleri 96 kuyucuklu, diiz tabanli, seffaf
polistiren plakalarda gerceklestirilmistir. Deney kosullarinda, enzim aktivitesi i¢in en
onemli unsurlardan birisi olan sicaklik faktoriine goz 6niinde bulundurulmus olup
reaksiyon ortami hazirlandiktan sonra inkiibasyon siiresince 37°C sicakliga
sabitlenmis mikroplaka okuyucu cihaz igerisinde bekletilmistir. Her calisma

oncesinde deneyde kullanilan ¢ozeltilerin pH’s1 kontrol edilmistir.

3.3.1.2.1. Cahsmalarda Kullanillacak En Uygun MPO Konsantrasyonunun
Belirlenmesine Yonelik Deneyler

Gergeklestirilecek taurin kloramin deneyi i¢in kullanilacak en uygun MPO enzimi
konsantrasyonunu tespit etmek amaciyla farkli konsantrasyonlardaki MPO enzimi
kullanilarak kuyucuklardaki reaksiyon ortamlarinin 655 nM’de absorbsiyonlarinin
zamana kars1 degisiklikleri 6lctilerek karsilastirildi. Kuyucuklara sirasi ile 0.1 mM, 0.2
mM, 0.4 mM veya 0.8 mM MPO stok ¢6zeltisi (10 pl), 0.1 mM taurin ¢ozeltisi (10

ul), 10 mM PBS ¢ozeltisi (170 ul), 1 mM’lik H202 ¢ozeltisi (10 pl) eklendi. Hazirlanan
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plaka 30 dk siiresince 37°C sicaklikta inkiibe edildi. Siirenin sonunda kuyucuklara
Img/mL’lik katalaz ¢ozeltisi (5 pl) ilave edilerek reaksiyon durduruldu. Son olarak
reaksiyon ortamima 14 mM TMB ¢ozeltisi (50 ul) eklendi. Mikroplaka okuyucu
spektrofotometrede her bir kuyucugun 655 nm dalga boyundaki absorbans degisimi
Olciildii. Deneyde enzim disindaki kalan tiim reaksiyon ¢ozeltilerini i¢erecek sekilde
hazirlanan kuyucuklar kor olarak kullanildi.

Literatiirde yer alan referans ¢aligmalarda, klorinasyon deneylerinde kullanilan MPO
enzim konsantrasyonlarinin 5 ila 40 nM arasinda farklilik gosterdigi belirlenmistir
(Malvezzi, Queiroz, de Rezende, Augusto, & Amaral, 2011; Soubhye et al., 2010;
Tidén et al., 2011; Van Antwerpen et al., 2007, 2008; Zeraik et al., 2012) Ayrica
incelenen protokollerde deneyin son asamasinda, katalaz ilavesi ile reaksiyonun
durdurulmasini takiben kararli son {iriin olusumu i¢in gerekli siire ile ilgili de net bir
bilgiye rastlanmamistir. Bu dogrultuda, ¢alismamiz i¢in en uygun enzim
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla 0, 5, 10, 20 ve 40 nM konsantrasyonda MPO
enzimi kullanilarak deney tekrar edildi. Deneyin sonlandirilmasinin ardindan 20
dakika siiresince 655 nm dalga boyunda MPO enzimi icermeyen kor kuyucuguna karsi
calisma kuyucuklarin absorbsiyon degisikligi 6l¢iildii. Elde edilen sonuglar ortalama
absorbans + standart sapma olarak Tablo 3-1°de, bu veriler kullanilarak ¢izilen zaman-

absorbans grafigi ise Sekil 3-1’de sunulmustur.
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MPO Enzim Konsantrasyonunun
Optimizasyonu

16
214 -
i3 12 - ~—MPO (-)
e 1.
Py —=-5nM MPO
Z 08 -
< 10 nM MPO
m 0,6
YR 20nM MPO
o 1
202 ——40 nM MPO
< 0 [ < o < . 4 < O +PBS + TMB

2 5 8 10 15 20

SURE (DK)

Sekil 3-1. Enzim optimizasyon ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen absorbans-zaman grafigi

Tablo 3-1. Enzim optimizasyon ¢aligmalarinda elde edilen MPO aktivite sonuglar

PBS + TMB
MPO (-)
5nM MPO
10 nM MPO
20nM MPO
40 nM MPO

0.037
0.106
0.161
0.24
0.335
0.673

0.013
0.021
0.016408
0.010286

0.028591 0.02912696

Siire (dKk)
2 5 8 10 15 20
0.038 0.039 = 0.038 0.041 0.041 0.045
0.27 0.3255 ' 0.368 0.3705 0.3874 0.3887
0.41125 0.441 0.4995 0.5798 0.5874 0.5911
0.4995 0.61895 0.673 0.695 0.714 0.718
0.599 0.8635 | 0.8695 0.895 0.9154 0.9255
0.847 0.979 1.104 1.248 1.345 1.351
Standart Sapma (S.S.)
0.041 0.022 = 0.036 0.019 0.024 0.042
0.032 0.03 0.027 = 0.041 @ 0.029 0.026598

0.046 0.02416 0.0207 0.0315 0.0224 0.0146

0.0098 0.012 0.019 0.023 @ 0.031 0.02
0.031 0.017 0.034  0.039 0.027
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3.3.1.2.2. Standart MPO Inhibitorii ABAH kullanmilarak MPO Enzim Aktivitesi
% Inhibisyonunun Belirlenmesi

Tez c¢aligmamizda olusturdugumuz MPO inhibisyonu tayini protokoliiniin
dogrulugunu ve gegerliligini test etmek amaciyla, farkli konsantrasyonlarda ABAH
coOzeltisi ile gergeklestirilen deneyler ile % MPO inhibisyonu belirlenmistir.

Bu amagla, kuyucuklara sirasi ile 0, 1.5, 3, 6, 12 veya 18 uM’ ik ABAH ¢ozeltisi (10
ul), 0.2 mM MPO stok ¢ozeltisi (10 pul), 0.1 mM taurin ¢ozeltisi (10 pl); 10 mM PBS
cozeltisi (160 pl), 1 mM’lik H20; ¢ozeltisi (10 pl) eklendi. Hazirlanan plaka 30 dk
stiresince 37 °C sicaklikta inkiibe edildi. Stirenin sonunda kuyucuklara 1mg/mL’lik
katalaz ¢ozeltisi (5 pl) ilave edilerek reaksiyon durduruldu. Son olarak reaksiyon
ortamma 14 mM TMB ¢ozeltisi (50 pl) eklendi. Mikroplaka okuyucu
spektrofotometrede, her bir kuyucugun 655 nm dalga boyundaki absorbans degisimi
6lciildii. Deneyde enzim disindaki kalan tiim reaksiyon ¢ozeltilerini icerecek sekilde
hazirlanan kuyucuk kor olarak kullanildi. Inhibitér eklenmeyen ancak MPO igeren
kuyucuklardaki absorbans degisimi, %100 klorinasyon aktivitesi olarak hesaplandi ve
ABAH bilesiginin inhibitor etkinligi bu degere gore % inhibisyon olarak ifade edildi.
ABAH bilesiginin konsantrasyona bagli olarak MPO enzim aktivitesini inhibe ettigi
bilinmekte olup standart MPO inhibitorii olarak kabul edilmistir (Anthony J. Kettle et
al., 1997). Optimizasyon ¢alismalarinin ardindan, gergeklestirilen deney protokoliiniin
dogrulugunun kontrolii i¢in standart MPO inhibitorii olarak tanimlanan ABAH
bilesiginin reaksiyon ortamindaki son konsantrasyonu 0, 75, 150, 300, 600 ve 900 nM’
lik olacak sekilde farkli konsantrasyonlari hazirlanarak reaksiyon ortami olusturuldu.
ABAH’1n 10 nM konsantrasyonda kullanilan MPO enziminin aktivitesi iizerine olan
% inhibitor etkinligi belirlendi. Elde edilen sonuglar ortalama absorbans + standart
sapma olarak Tablo 3-2’de, bu veriler kullanilarak ¢izilen zaman-absorbans grafigi ise

Sekil 3-2°de sunulmustur.

74



100+

-
o
S

80

©
<

60

o
<

404

MPO Aktivitesi (%0)
N
o
1

MPO Aktivitesi (%)
(]

204

N
<

0

0 2.0,40°7 4.0,07 6.040°7 8.0x0°7 1.0x0°°

o

110 9 8 7 6 5
[ABAH] (M) [ABAH] (M)

Sekil 3-2. ABAH bilesiginin MPO aktivitesi-zaman grafikleri

Tablo 3-2. ABAH % inhibisyon degerleri

[ABAH] (nM) % MPO Aktivitesi S.S.
0 100.000000 0.286675

75 70.232870 2.550240

150 61.558150 3.294632

300 47.583200 1.617101

600 29.261820 0.497516

900 5.480500 2.000644

Yapilan ¢alismalar sonucunda referans olarak secilen ABAH bilesiginin 1Cso degeri

0,217+0.035 uM olarak bulunmustur.

3.3.1.2.3. Sentezlenen Bilesiklerin MPO Enzimi Uzerindeki % inhibisyon
Etkinliklerinin ve 1Cso Degerlerinin Belirlenmesi

Sentez edilen tim yeni bilesiklerin 20 pM konsantrasyondaki MPO aktivitesi
tizerindeki inhibitor etkileri test edildi.

Genel tarama amaciyla yapilan testlerde deney kuyucuklarina sirasi ile 0.4 mM’ lik
test edilecek bilesik ¢ozeltisi (10 pl), 0.2 mM MPO stok ¢ozeltisi (10 ul), 0.1 mM
taurin ¢ozeltisi (10 pl); 10 mM PBS ¢ozeltisi (160 ul), 1 mM’lik H202 ¢ozeltisi (10
ul) eklendi. Hazirlanan plaka 30 dk siiresince 37 °C sicaklikta inkiibe edildi. Siirenin
sonunda kuyucuklara 1 mg/mL’lik katalaz ¢ozeltisi (5 pl) ilave edilerek reaksiyon

durduruldu. Son olarak reaksiyon ortamina 14 mM TMB ¢ozeltisi (50 ul) eklendi.
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Mikroplaka okuyucu spektrofotometrede, her bir kuyucugun 655 nm dalga boyundaki
absorbans degisimi Olgiildii. Her ¢alismada 1.5, 3, 6, 12 ve 18 uyM’ ik ABAH
cozeltileri kullanilarak hazirlanan kuyucuklar pozitif kontrol olarak kullanildi. Ayrica
enzim disindaki kalan tiim reaksiyon ¢ozeltilerini igerecek sekilde hazirlanan kuyucuk
kor olarak kullamldi. Inhibitér veya test bilesigi icermeyen ancak MPO igeren
kuyucuklardaki absorbans degisimi, %100 klorinasyon aktivitesi olarak hesaplandi ve
test bilesiklerinin inhibitor etkinligi bu degere gére % inhibisyon olarak ifade edildi.
Genel tarama deneyleri sonucunda elde edilen bulgularda 20 uM konsantrasyonda
%70 ve tizerinde MPO enzim aktivitesi inhibisyonuna neden oldugu belirlenen her bir
bilesik 0.1, 0.5, 1, 5, 10 ve 20 uM konsantrasyonlarda test edilerek 1Cso degerleri
belirlendi.

ICs0 calismalarinda; deney kuyucuklarina sirasi ile 0, 0.002, 0.02, 0.1, 0.2 veya 0.4
mM’ lik test edilecek bilesik ¢ozeltilerin (10 pl), 0.2 mM MPO stok ¢ozeltisi (10 pl),
0.1 mM taurin ¢6zeltisi (10 pl); 10 mM PBS ¢6zeltisi (160 pl), 1 mM’lik H202 ¢ozeltisi
(10 pl) eklendi. Hazirlanan plaka 30 dk siiresince 37 °C sicaklikta inkiibe edildi.
Siirenin sonunda kuyucuklara 1mg/mL’lik katalaz ¢ozeltisi (5 pl) ilave edilerek
reaksiyon durduruldu. Son olarak reaksiyon ortamina 14 mM TMB ¢ozeltisi (50 pl)
eklendi. Mikroplaka okuyucu spektrofotometrede, her bir kuyucugun 655 nm dalga
boyundaki absorbans degisimi 6l¢iildii. Her ¢alismada 1.5, 3, 6, 12 ve 18 pM’ Ik
ABAH ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanan kuyucuklar pozitif kontrol olarak kullanildi.
Ayrica enzim disindaki kalan tiim reaksiyon ¢ozeltilerini i¢erecek sekilde hazirlanan
kuyucuk kér olarak kullanildi. Inhibitdr veya test bilesigi igermeyen ancak MPO igeren
kuyucuklardaki absorbans degisimi, %100 klorinasyon aktivitesi olarak hesapland1 ve
test bilesiklerinin inhibitor etkinligi bu degere gére mikromolar (uM) olarak ifade
edildi.

3.4. Molekiiler Kenetlenme Calismalar:

Molekiiler kenetlenme caligsmalar1 kapsaminda Molecular Operating Environment
(MOE) programi molekiillerin ¢izimi, ¢alisma igin hazirlanmasi ve sonuglarin
goriintiilenmesi amaciyla;, GOLD programi ise kenetlenme ¢aligmalarinin
gerceklestirilebilmesi icin kullanilmistir. Insan miyeloperoksidazinin siyanid ve
tiyosiyanat kompleksli (LDNW) 3 boyutlu kristal yapist Protein Veri Bankasi’ndan
(PDB, https://www.rcsb.org) alinmistir.
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Bu ¢alisma i¢in oncelikle enzimin yapist MOE programi kullanilarak hazirlanmistir.
Enzim, amino asit dizilimleri agisindan tamamen ayni olan iki yapidan olustugu igin
bu iki yapilardan bir tanesi lizerinde ¢alisma gerceklestirilmistir. Bu kapsamda A ve C
olarak adlandirilan zincirler se¢ilmis, biitiin su molekiilleri ve hem ile Ca*™* disindaki
ligandlar yapidan kaldirilmistir. Kalan enzim yapisi protone edilmis ve enerji
minimizasyonuna tabi tutulmustur. Simiilasyonda kullanilacak enzim cebinin tayin
edilmesi amaciyla enzim cebini olusturan amino asitler belirlenmis ve literatiirde rapor
edilen molekiiler modelleme galismalar1 incelenmistir (Aldib et al., 2012; Duclos et
al., 2017; Fenna et al., 1995; Fiedler et al., 2000; Paul G. Furtmiiller et al., 2006;
Anthony J. Kettle & Winterbourn, 2016; Soubhye et al., 2013, 2010; Stampler et al.,
2011; Zeng & Fenna, 1992) Enzime baglanma pozisyonlar: belirlenecek ligandlar
MOE programi kullanilarak ¢izilmis, protone edilmis ve enerji minimizasyonlari
gerceklestirilmistir. Enzim ve ligandlar hazirlandiktan sonra kenetlenme galigsmasi igin
GOLD programi kullanilmigtir. Literatiir ¢alismalart sonucunda belirlenen
aminoasitleri ve enzimin aktivitesinde anahtar rol oynayan hem grubunu i¢eren enzim
cebi, GIn-91 aminoasidi merkez alinarak 10 A yaricapindaki alan olarak belirlenmistir.
Programin varsayilan ayarlarinda Chemscore parametreleri ile her bilesik i¢in 100’er
poz olacak sekilde ¢alisma baslatilmistir. Sonuglar MOE programiyla goriintiilenmis

ve her bilesik i¢in en iyi baglanma pozisyonu gorsel se¢im yontemiyle se¢ilmistir.
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4. Bulgular

4.1. Spektral Bulgular
4.1.1. Ara Uriinlerin Spektral Bulgulari

4.1.1.1. BS Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

1,3-Dihidro-2H-benzo[d]imidazol-2-tiyon

Erime derecesi: 292 °C (Su) [Lit. 290-293°C (Etanol:Su) (Britsun, Esipenko, &
Lozinskii, 2006) 301-302°C (Su) (Suri, Khajuria, Saxena, Rawat, & Atal, 1982)]

Verim: %61

IR vmaks(cm™) (Spektrum 1)

3150 (N-H gerilmesi), 3113 (Aromatik C-H gerilmesi), 1173 (C=S gerilmesi)
'H NMR (Spektrum 2)

(400 MHz, DMSO-ds)

§ 7.07-7.17 (4H, m, H4, H5, H6 ve H7) ppm

13C NMR (Spektrum 3)

(100 MHz, DMSO-ds)

0 109.5 (C4ve C7), 122.1 (C5 ve C6), 132.6 (C7a ve C3a), 168.1 (C=S) ppm
MS (P1-APCI) (Spektrum 4)

m/z (% Bagil bolluk)

192.30 [M+CHsCN+H*] (16), 151.29 [M+H]* (100)
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4.1.1.2. BO Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

1,3-Dihidro-2H-benzo[d]imidazol-2-on

Erime derecesi: 309°C (Su) [Lit. 300°C (Etanol) (Scott & Wood, 1942), 318°C
(Etanol) (Yang, Wang, Li, Ye, & Liu, 2009)]

Verim: %93

IR vmaks(cm™) (Spektrum 5)

3018 (Aromatik C-H gerilmesi), 1711 (C=0 gerilmesi)
'H NMR (Spektrum 6)

(400 MHz, DMSO-ds)

§ 6.91 (4H, s, H4, H5, H6 ve H7), 10.59 (2H, s, NH) ppm
13C NMR (Spektrum 7)

(100 MHz, DMSO-ds)

§108.5 (C4 ve C7), 120.4 (C5 ve C6), 129.7 (C7a ve C3a), 155.3 (C=0) ppm
MS (PI-APCI) (Spektrum 8)

m/z (% Bagil bolluk)

176.34 [M+CHsCN+H]* (100), 135.28 [M+H]" (25)
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4.1.1.3. BCL Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 3
5 N,
\>_
. Cl
N 1
7 H

2-Kloro-1H-benzo[d]imidazol

Erime derecesi: 203°C (Metanol) [Lit. 202-206°C (Etil asetat:Eter) (Blythir et al.,
1986)]

Verim: %57

IR vmaks(cm™) (Spektrum 9)

3062 (Aromatik C-H gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 10)

(400 MHz, DMSO-ds)

§ 7.19-7.24 (2H, m, H5 ve H6), 7.51 (2H, s, H4 ve H7), 13.23 (1H, s, NH) ppm
MS (PI-APCI) (Spektrum 11)

m/z (% Bagil bolluk)

194.35 [M+CHsCN+H]* (13), 155 [M+H+2]* (36), 153.28 [M+H]* (100)
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4.1.1.4. 1 No lu Bilesigin Spektral Bulgulari

O

"
CI—CHZ—C-NH—O

2-Kloro-N-fenilasetamit

Erime derecesi: 134°C (Etanol:Su) [Lit. 134-135°C (lwamoto & Farson, 1946), 134-
135°C (Harte & Gunnlaugsson, 2006)]

Verim: %43
IR Vmaks(cm™) (Spektrum 12)

3266 (N-H gerilmesi), 3055 (Aromatik C-H gerilmesi), 2947 (Alifatik C-H gerilmesi),
1668 (C=0 gerilmesi, amit [ band1), 1557 (N-H egilmesi, amit II band1)

MS (PI-APCI) (Spektrum 13)
m/z (% Bagil bolluk)

213.35 [M+2+CHsCN+H]* (18), 211.37 [M+CHsCN+H]" (51),
172.26 [M+2+H]"* (13), 170.26 [M+H]* (65)
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4.1.1.5. 2 No lu Bilesigin Spektral Bulgular:

0]

" H
Cl—CH,—C—N—-CHj

2-Kloro-N-benzilasetamit

Erime derecesi: 90°C (Etanol:Su) [Lit. 93-94°C (Buehler & Mackenzie, 1937), 93.4-
94.8 (Hernandez-Nufiez et al., 2009)]

Verim: %52
IR Vmaks(cm™) (Spektrum 14)

3276 (N-H gerilmesi), 3064 (Aromatik C-H gerilmesi), 2952 (Alifatik C-H gerilmesi),
1647 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1553 (N-H egilmesi, amit II band1)

MS (PI-APCI) (Spektrum 15)
m/z (% Bagil bolluk)

225.38 [M+CHsCN-+H]* (16), 184.30 [M+H]* (3), 91.19 [C7H/]* (100)
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4.1.1.6. 3 No lu Bilesigin Spektral Bulgulari

0]

1]

Cl

2-Kloro-N-(2-klorofenil)asetamit

Erime derecesi: 70°C (Etanol:Su) [(Lit. 73°C (Gowda, Usha, & Jayalakshmi, 2003)]
Verim: %83
IR vmaks(cm™) (Spektrum 16)

3259 (N-H gerilmesi), 3044 (Aromatik C-H gerilmesi), 2950 (Alifatik C-H gerilmesi),
1670 (C=0 gerilmesi, amit I bandi1), 1530 (N-H egilmesi, amit II band1)

MS (PI-APCI) (Spektrum 17)
m/z (% Bagil bolluk)

245.32 [M+2+CHsCN+H]* (15), 245.32 [M+CH3sCN+H]" (23), 206 [M+2+H]* (7),
204.31 [M+H]* (11)
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4.1.1.7. 4 No lu Bilesigin Spektral Bulgular

0]

n
CI—CHZ—C-NHQ

Cl

2-Kloro-N-(3-klorofenil)asetamit

Erime derecesi: 95°C (Etanol:Su) [Lit. 101°C (Beckurts & Frerichs, 1915), 98-100°C
(K. S. Lee, Adhikary, Lee, Lee, & Lee, 2003)]

Verim: %95
IR vmaks(cm™) (Spektrum 18)

3270 (N-H gerilmesi), 3089 (Aromatik C-H gerilmesi), 2949 (Alifatik C-H gerilmesi),
1677 (C=0 gerilmesi, amit [ band1), 1547 (N-H egilmesi, amit II bandi)

MS (NI-APCI) (Spektrum 19)
m/z (% Bagil bolluk)

206 [M+4-H] (10), 204 [M+2-H]" (65), 202.13 [M-H]" (100)

84



4.1.1.8. 5 No lu Bilesigin Spektral Bulgulari

Q
C|—CH2—C-NH—©—C|

2-Kloro-N-(4-klorofenil)asetamit

Erime derecesi: 170°C (Etanol:Su) [Lit. 169°C (Beckurts & Frerichs, 1915), 168-
170°C (K. S. Lee et al., 2003)]

Verim: %71
IR Vmaks(cm™) (Spektrum 20)

3264 (N-H gerilmesi), 3084 (Aromatik C-H gerilmesi), 2953 (Alifatik C-H gerilmesi),
1667 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1548 (N-H egilmesi, amit II band1)

MS (NI-APCI) (Spektrum 21)
m/z (% Bagil bolluk)

206 [M+4-H] (10), 204 [M+2-H]" (65), 202.13 [M-H]" (100)
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4.1.1.9. 6 No lu Bilesigin Spektral Bulgulari

®
Cl—CH,—C-NH

NO,

2-Kloro-N-(2-nitrofenil)asetamit

Erime derecesi: 83°C (Etanol:Su) [Lit. 88°C (Etanol) (Beckurts & Frerichs, 1915)]
Verim: %58
IR vmaks(cm™) (Spektrum 22)

3307 (N-H gerilmesi), 3019 (Aromatik C-H gerilmesi), 2961 (Alifatik C-H gerilmesi),
1683 (C=0O gerilmesi, amit I bandi), 1557 (N-H egilmesi, amit II bandi1), 1496
(Aromatik NO> asimetrik gerilmesi), 1336 (Aromatik NO- simetrik gerilmesi)

MS (NI-APCI) (Spektrum 23)
m/z (% Bagil bolluk)

213.13 [M-HJ (1), 136.88 [CeHsN202]" (100)
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4.1.1.10. 7 No lu Bilesigin Spektral Bulgular:

S
Cl—CH,—C-NH

NO,

2-Kloro-N-(3-nitrofenil)asetamit

Erime derecesi: 98°C (Etanol:Su) [Lit. 101-102°C (Metanol) (Harvill, Herbst, &
Schreiner, 1952)]

Verim: %65
IR vmaks(cm™) (Spektrum 24)

3301 (N-H gerilmesi), 3086 (Aromatik C-H gerilmesi), 2955 (Alifatik C-H gerilmesi),
1682 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1522 (N-H egilmesi, amit II bandi1 ve Aromatik
NO2 asimetrik gerilmesi), 1348 (Aromatik NO2 simetrik gerilmesi)

MS (NI-APCI) (Spektrum 25)
m/z (% Bagil bolluk)

215.15 [M+2-H]" (33), 213.14 [M-H] (100)

87



4.1.1.11. 8 No lu Bilesigin Spektral Bulgular:

o)
"
CI—CHZ—C—NH—Q—Noz

2-Kloro-N-(4-nitrofenil)asetamit

Erime derecesi: 177°C (Etanol:Su) [Lit. 182°C (Beckurts & Frerichs, 1915), 181-
183°C (K. S. Lee et al., 2003)]

Verim: %62
IR Vmaks(cm™) (Spektrum 26)

3275 (N-H gerilmesi), 3106 (Aromatik C-H gerilmesi), 2943 (Alifatik C-H gerilmesi),
1685 (C=0O gerilmesi, amit I bandi), 1567 (N-H egilmesi, amit II bandi1), 1503
(Aromatik NO7 asimetrik gerilmesi), 1335 (Aromatik NO- simetrik gerilmesi)

MS (NI-APCI) (Spektrum 27)
m/z (% Bagil bolluk)

215.16 [M+2-H]" (35), 213.14 [M-H]" (100)
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4.1.1.12. 9 No lu Bilesigin Spektral Bulgulari

O

"
CI—CHZ—C-NHQ

CHj

2-Kloro-N-(2-metilfenil)asetamit

Erime derecesi: 110°C (Etanol:Su) [Lit. 111°C (Metanol) (Kim & Kwon, 1982), 109-
110°C (Jablonkai, 2003)]

Verim: %76
IR vmaks(cm™) (Spektrum 28)

3267 (N-H gerilmesi), 3044 (Aromatik C-H gerilmesi), 2961 (Alifatik C-H gerilmesi),
1662 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1540 (N-H egilmesi, amit II band1)

MS (PI-APCI) (Spektrum 29)
m/z (% Bagil bolluk)

225.35 [M+CHsCN+H]* (14), 186 [M+H+2]" (9), 184.30 [M+H]" (37),
108.25 [C7HgN]* (100)
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4.1.1.13. 10 No lu Bilesigin Spektral Bulgulari

Q
Cl—CH,—C-NH

CHj

2-Kloro-N-(3-metilfenil)asetamit

Erime derecesi: 90°C (Etanol:Su) [Lit. 90-91°C (Beckurts & Frerichs, 1915), 92-93°C
(Matulenko et al., 2004)]

Verim: %82
IR vmaks(cm™) (Spektrum 30)

3294 (N-H gerilmesi), 3093 (Aromatik C-H gerilmesi), 2961 (Alifatik C-H gerilmesi),
1666 (C=0 gerilmesi, amit I bandi1), 1556 (N-H egilmesi, amit II band1)

MS (PI-APCI) (Spektrum 31)
m/z (% Bagil bolluk)

225.35 [M+CH3CN+H]* (29), 186 [M+2+H]* (19), 184.29 [M+H]" (73),
108.28 [C7HsN]* (100)
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4.1.1.14. 11 No lu Bilesigin Spektral Bulgular

)

"
CI—CH2—C-NH—©—CH3

2-Kloro-N-(4-metilfenil)asetamit

Erime derecesi: 163°C (Etanol:Su) [Lit. 163°C (Harvill et al., 1952), 163°C (Harte &
Gunnlaugsson, 2006)]

Verim: %78
IR vmaks(cm™®) (Spektrum 32)

3273 (N-H gerilmesi), 3093 (Aromatik C-H gerilmesi), 2954 (Alifatik C-H gerilmesi),
1670 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1552 (N-H egilmesi, amit II band1)

MS (PI-APCI) (Spektrum 33)
m/z (% Bagil bolluk)

225.38 [M+CHsCN+H]* (6), 184.29 [M+H]* (14), 108.28 [C7HsN]* (100)
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4.1.1.15. 12 No lu Bilesigin Spektral Bulgular

Q
C|—CH2—C-NH©
?
CH,

2-Kloro-N-(2-metoksifenil)asetamit

Erime derecesi: 39°C (Etanol:Su) [Lit. 48.5-49°C (Heidelberger & Jacobs, 1919), 40-
43°C (Matulenko et al., 2004)]

Verim: %95
IR vmaks(cm™) (Spektrum 34)

3278 (N-H gerilmesi), 3107 (Aromatik C-H gerilmesi), 2942 (Alifatik C-H gerilmesi),
1675 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1558 (N-H egilmesi, amit II band1), 1212 (Aril
alkil eter C-O asimetrik gerilmesi), 1047 (Aril alkil eter C-O simetrik gerilmesi)

MS (PI-APCI) (Spektrum 35)
m/z (% Bagil bolluk)

202.32 [M+2+H]" (3), 200.30 [M+H]* (11), 124.32 [C7HsNO]* (100),
109 [CsHsNO]* (98)
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4.1.1.16. 13 No lu Bilesigin Spektral Bulgulari

Q
Cl—CH,—C-NH

O-CH3

2-Kloro-N-(3-metoksifenil)asetamit

Erime derecesi: 87°C (Etanol:Su) [(Lit. 90.5-91.5 °C (Heidelberger & Jacobs, 1919),
92-94 (Matulenko et al., 2004)]

Verim: %67
IR vmaks(cm™) (Spektrum 36)

3274 (N-H gerilmesi), 3106 (Aromatik C-H gerilmesi), 2961 (Alifatik C-H gerilmesi),
1672 (C=0 gerilmesi, amit I bandi1), 1561 (N-H egilmesi, amit II band1), 1215 (Aril
alkil eter C-O asimetrik gerilmesi), 1048 (Aril alkil eter C-O simetrik gerilmesi)

MS (PI-APCI) (Spektrum 37)
m/z (% Bagil bolluk)

202.34 [M+2+H]" (4), 200.31 [M+H]* (12)
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4.1.1.17. 14 No lu Bilesigin Spektral Bulgular

0]

CI—CH2—6—NH—©—O-CH3

2-Kloro-N-(4-metoksifenil)asetamit

Erime derecesi: 120°C (Etanol:Su) [Lit. 122°C (Beckurts & Frerichs, 1915), 119-
121°C (K. S. Lee et al., 2003)]

Verim: %75
IR Vmaks(cm™) (Spektrum 38)

3293 (N-H gerilmesi), 3071 (Aromatik C-H gerilmesi), 2959 (Alifatik C-H gerilmesi),
1662 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1543 (N-H egilmesi, amit II band1), 1245 (Aril
alkil eter C-O asimetrik gerilmesi), 1029 (Aril alkil eter C-O simetrik gerilmesi)

MS (PI-APCI) (Spektrum 39)
m/z (% Bagil bolluk)

241.37 [M+CHsCN+H]* (23), 202 [M+2+H]" (20), 200.29 [M+H]" (80),
124.31 [C7HsNO]* (100)

94



4.1.1.18. 15 No lu Bilesigin Spektral Bulgulari

0
CI—CHZ—E-NHQO-CHs

2-Kloro-N-(3,4,5-trimetoksifenil)asetamit

Erime derecesi: 91°C (Etanol:Su) [Lit. 97-98°C (Benington, Morin, & Clark, 1955)]
Verim: %82
IR vmaks(cm™) (Spektrum 40)

3277, 3220 (N-H gerilmesi), 3107 (Aromatik C-H gerilmesi), 2967 (Alifatik C-H
gerilmesi), 1681 (C=0O gerilmesi, amit I bandi), 1566 (N-H egilmesi, amit II bandi),
1227 (Aril alkil eter C-O asimetrik gerilmesi), 1007 (Aril alkil eter C-O simetrik

gerilmesi)
MS (PI-APCI) (Spektrum 41)
m/z (% Bagil bolluk)

262 [M+2+H]* (25), 260.35 [M+H]* (96), 226.40 [C11H1sNO4]* (100)
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4.1.1.19. 16 No lu Bilesigin Spektral Bulgulari

S M
CI—CH,~C-N 0

2-Kloro-1-morfolinoetan-1-on

Verim: %52
IR vmaks(cm™) (Spektrum 42)

2968 (Alifatik C-H gerilmesi), 1642 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1111 (Alifatik eter
asimetrik C-O gerilmesi)

MS (PI-APCI) (Spektrum 43)
m/z (% Bagil bolluk)

205.36 [M+CH3CN+H]* (18), 166 [M+H+2]" (21), 164.27 [M+H]* (21),
88.19 [C4HsNO]* (100)
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4.1.1.20. 17 No lu Bilesigin Spektral Bulgular

0

n
CI—CH,—C-N )

2-Kloro-1-piperidinoetan-1-on

Verim: %76

IR vmaks(cm™) (Spektrum 44)

2968 (Alifatik C-H gerilmesi), 1642 (C=0 gerilmesi, amit I bandi)
MS (PI-APCI) (Spektrum 45)

m/z (% Bagil bolluk)

203.38 [M+CHsCN+H]* (10), 164 [M+2+H]" (25), 162.31 [M+H]" (100)
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4.1.1.21. BCL1 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgulari

4 3
5 N
A
° N 65
T H
CHy-G-N~— ¥

2-(2-Kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-N-fenilasetamit

Erime derecesi: 196°C (Metanol)
Verim: %67
IR vmaks(cm™) (Spektrum 46)

3295 (N-H gerilmesi), 3058 (Aromatik C-H gerilmesi), 2928 (Alifatik C-H gerilmesi),
1660 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1538 (N-H egilmesi, amit II band1)

'H NMR (Spektrum 47)
(400 MHz, DMSO-ds)

8 5.16 (2H, s, CHy), 7.07 (1H, t, J=7.5 Hz, H4’), 7.23-7.33 (4H, m, H5, H6, H3’ ve
H5’), 7.56-7.63 (4H, m, H4, H7, H2’ ve H6’), 10.50 (1H, s, NH) ppm

13C NMR (Spektrum 48)
(100 MHz, DMSO-ds)

046.7 (CH2), 110.5, 118.6, 119.1, 122.4, 123.1, 123.7, 128.9, 135.8, 138.4, 140.7,
140.9, 164.5 (C=0) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 49)
m/z (% Bagil bolluk)

288.41 [M+2+H]* (23), 286.43 [M+H]* (59), 250.41 [C15H1:NsO]* (100)
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4.1.1.22. BCL2 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgulari

4

3
5 N
Y2-ci
6 N , '
7 I 1 6 5
CH2'9_NH_CHzT@ 4'

o) i

N-Benzil-2-(2-kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit

Erime derecesi: 236°C (Metanol)
Verim: %48
IR vmaks(cm™) (Spektrum 50)

3300 (N-H gerilmesi), 3064 (Aromatik C-H gerilmesi), 2875 (Alifatik C-H gerilmesi),
1654 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1552 (N-H egilmesi, amit II bandi)

'H NMR (Spektrum 51)
(400 MHz, DMSO-ds)

6 4.34 (2H, d, J=5.9 Hz, NH-CH>), 5.02 (2H, s, CH>), 7.23-7.36 (7H, m, H5, H6, H2’,
H3’, H4’, H5” ve H6’), 7.54 (1H, d, J=8.7 Hz, H4 veya H7), 7.62 (1H, d, J=7.4 Hz,
H4 veya H7), 8.88 (1H, t, J=5.4 Hz, NH) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 52)
m/z (% Bagil bolluk)

302.41 [M+2+H]" (10), 300.40 [M+H]" (47)
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4.1.1.23. BCL3 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgulari

4 3

5 N
Y2-ci
6 N
1 65
7 H
CH2-9-N " 4'
o) 2.3,

Cl

N-(2-Klorofenil)-2-(2-kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit

Erime derecesi: 198°C (Asetonitril)
Verim: %51
IR vmaks(cm™®) (Spektrum 53)

3253 (N-H gerilmesi), 3059 (Aromatik C-H gerilmesi), 2935, (Alifatik C-H gerilmesi),
1670 (C=0 gerilmesi, amit [ band1), 1539 (N-H egilmesi, amit II band1)

'H NMR (Spektrum 54)
(400 MHz, DMSO-ds)

§5.29 (2H, s, CH2), 7.20-7.35 (4H, m, H5, H6, H4> H5"), 7.53 (1H, dd, J=8.0; 1.5 Hz,
H3’), 7.60-7.64 (2H, m, H4 ve H7), 7.73 (1H, dd, J=8.1; 1.6 Hz, H6"), 10.13 (1H, s,
NH) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 55)
m/z (% Bagil bolluk)

322.38 [M+2+H]" (27), 320.34 [M+H]" (53), 286.35 [C15H10CINsO+2]* (27),
284.36 [C15H10CINSO]* (92), 221.37 [C10H7CIN3O]* (100)

100



4.1.1.24. BCL4 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgulari

4 3

5 N
Y2-ci
6 N
1 65
7 H
CH2-9-N " 4'
o) b

Cl

N-(3-Klorofenil)-2-(2-kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit

Erime derecesi: 190°C (Asetonitril)
Verim: %37
IR vmaks(cm™®) (Spektrum 56)

3302 (N-H gerilmesi), 3061 (Aromatik C-H gerilmesi), 2922 (Alifatik C-H gerilmesi),
1669 (C=0 gerilmesi, amit [ band1), 1542 (N-H egilmesi, amit II band1)

'H NMR (Spektrum 57)
(400 MHz, DMSO-ds)

§5.19 (2H, s, CHy), 7.14-7.16 (1H, m, H4%), 7.25-7.33 (2H, m, H5 ve H6), 7.37 (1H,
t, J=8.2 Hz, H5"), 7.44-7.47 (1H, m, H6"), 7.59-7.61 (LH, m, H4 veya H7), 7.62-7.65
(1H, m, H4 veya HT7), 7.77 (1H, t, J=2.1 Hz, H2"), 10.73 (1H, s, NH) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 58)
m/z (% Bagil bolluk)

324 [M+4+H]* (6), 322 [M+2+H]* (23), 320.36 [M+H]* (66),
286.34 [C15H10CINsO+2]* (25), 284.33 [C15H10CIN:O] * (100)
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4.1.1.25. BCLS Kodlu Bilesigin Spektral Bulgulari

4 3

5 N
H2-ci
® N 65
o H
CHp-C-N—{ 7 Cl

0]

N-(4-Klorofenil)-2-(2-kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit

Erime derecesi: 191°C (Asetonitril)
Verim: %47
IR vmaks(cm™) (Spektrum 59)

3232 (N-H gerilmesi), 3029 (Aromatik C-H gerilmesi), 2943 (Alifatik C-H gerilmesi),
1699 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1548 (N-H egilmesi, amit II band1)

'H NMR (Spektrum 60)
(400 MHz, DMSO-ds)

8 5.18 (2H, s, CHy), 7.24-7.32 (2H, m, H5 ve H6), 7.38 (2H, d, J= 8.8 Hz, H3’ ve H5"),
7.59-7.64 (4H, m, H4, H7, H2’ ve H6’), 10.69 (1H, s, NH) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 61)
m/z (% Bagil bolluk)

324 [M+4+H]* (4), 322 [M+2+H], (24), 320.36 [M+H]* (37),
286 [C15H10CIN3O+2]" (30), 284.33 [C15H10CIN3O]* (96)
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4.1.1.26. BCL6 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgulari

4 3

5 N
Ye-cl
6 N1 6 5
T H
CH2'9-N T 4'
o) -

NO,

N-(2-Nitrofenil)-2-(2-kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit

Erime derecesi: 228°C (Asetonitril)
Verim: %21
IR vmaks(cm™) (Spektrum 62)

3057 (Aromatik C-H gerilmesi), 2976 (Alifatik C-H gerilmesi), 1633 (C=0 gerilmesi,
amit I bandi), 1561 (N-H egilmesi, amit II band1), 1526 (Aromatik NO2 asimetrik
gerilmesi), 1355 (Aromatik NO2 simetrik gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 63)
(400 MHz, DMSO-ds)

8 5.08 (2H, s, CHy), 7.17 (1H, td, J=7.5; 1.5 Hz, H5 veya H6), 7.22 (1H, td, J=7.6; 1.4
Hz, H5 veya H6), 7.45-7.47 (1H, m, H4 veya H7), 7.50-7.52 (1H, m, H4 veya H7),
7.79-7.83 (1H, m, H4"), 7.94 (1H, dd, J=8.0;1.5 Hz, H6"), 8.01 (1H, td, J=7.7; 1.5 Hz,
H5’), 8.26 (1H, dd, J=8.2; 1.4 Hz, H3’) ppm

MS (P1-APCI) (Spektrum 64)
m/z (% Bagil bolluk)

333.40 [M+2+H]* (16), 331.39 [M+H]* (53), 295.32 [C15H10N4Os]" (48)
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4.1.1.27. BCL7 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgulari

4 3

5 N
el
6 N1 6' b5
[ H
CH2'9_N T 4'
o) b

NO,

N-(3-Nitrofenil)-2-(2-kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit

Erime derecesi: 182°C (Asetonitril)
Verim: %37
IR vmaks(cm™) (Spektrum 65)

3232 (NH gerilmesi), 3061 (Aromatik C-H gerilmesi), 2957 (Alifatik C-H gerilmesi),
1702 (C=0O gerilmesi, amit I band1), 1552 (N-H egilmesi, amit II band1), 1522
(Aromatik NO> asimetrik gerilmesi), 1342 (Aromatik NO2 simetrik gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 66)
(400 MHz, DMSO-ds)

85.24 (2H, s, CHy), 7.26-7.34 (2H, m, H5 veya H6), 7.61-7.67 (3H, m, H4, H7 ve
H5’), 7.91-7.97 (2H, m, H4’ ve H6’), 8.58-8.59 (1H, m, H2’), 10.05 (1H, s, NH) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 67)
m/z (% Bagil bolluk)

331.33 [M+H]" (44), 295.30 [C15H10N4O3]* (100)
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4.1.1.28. BCL8 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular

4 3

5 N
Ye-ci
° N 65
[ H
CHy=C-N—{\ ;7 NO,

0]

N-(4-Nitrofenil)-2-(2-kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit

Erime derecesi: 193°C (Metanol)
Verim: %29
IR vmaks(cm™) (Spektrum 68)

3217 (N-H gerilmesi), 3089 (Aromatik C-H gerilmesi), 2971 (Alifatik C-H gerilmesi),
1713 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1567 (N-H egilmesi, amit II bandi), 1505
(Aromatik NO> asimetrik gerilmesi), 1343 (Aromatik NO2 simetrik gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 69)
(400 MHz, DMSO-ds)

8 5.26 (2H, s, CHy), 7.25-7.34 (2H, m, H5 ve H6), 7.63 (2H, t, J=8.2 Hz, H4 ve H7),
7.84 (2H, d, J=9.0 Hz, H2’ ve H6"), 8.25 (2H, d, J=9.0 Hz, H3’ ve H5"), 11.16 (1H, s,
NH) ppm

MS (NI-APCI) (Spektrum 70)
m/z (% Bagil bolluk)

329.21 [M-H] (48), 293.22 [C15H10N4Os]" (100)
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4.1.1.29. BCL9 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgulari

4 3

5 N,
He-cl
6 N4 6
[ H
CHp=C-N— &
o) T

CHs3

N-(2-Metilfenil)-2-(2-kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit

Erime derecesi: 206°C (Su)
Verim: %80
IR vmaks(cm™) (Spektrum 71)

3256 (N-H gerilmesi), 3057 (Aromatik C-H gerilmesi), 2935 (Alifatik C-H gerilmesi),
1662 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1538 (N-H egilmesi, amit II band1)

'H NMR (Spektrum 72)
(400 MHz, DMSO-ds)

82.26 (3H, s, CHas), 5.22 (2H, s, CH), 7.10 (1H, t, J=7.4 Hz, H4"), 7.16 (1H, d, J=7.6,
H5%), 7.23-7.34 (3H, m, H5, H6 ve H3”), 7.40 (1H, d, J=7.8 Hz, H6"), 7.61-7.64 (2H,
m, H4 ve H7) 9.86 (1H, s, NH) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 73)
m/z (% Bagil bolluk)

302.41 [M+2+H]* (10), 300.41 [M+H]* (35), 264.39 [C1sN13NsO]* (100)
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4.1.1.30. BCL10 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4

3
5 N )
Da®
6 N 6 5
T H
CHp~C=N— "
0 X

CHj

N-(3-Metilfenil)-2-(2-kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit

Erime derecesi: 198°C (Asetonitril)
Verim: %74
IR vmaks(cm™) (Spektrum 74)

3313 (N-H gerilmesi), 3053 (Aromatik C-H gerilmesi), 2928 (Alifatik C-H gerilmesi),
1665 (C=0 gerilmesi, amit [ band1), 1548 (N-H egilmesi, amit II band1)

'H NMR (Spektrum 75)
(400 MHz, DMSO-ds)

82.27 (3H, s, CH3), 5.16 (2H, s, CH>), 6.90 (1H, d, J=7.5 Hz, H4’), 7.20 (1H, t, J=7.8
Hz, H5), 7.24-7.33 (2H, m, H5 ve H6), 7.35 (1H, d, J=8.3 Hz, H6), 7.43 (1H, s, H2"),
7.59 (1H, d, J=7.6 Hz, H4 veya H7), 7.63 (1H, d, J=7.8 Hz, H4 veya H7), 10.45 (1H,
s, NH) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 76)
m/z (% Bagil bolluk)

302.41 [M+2+H]* (12), 300.41 [M+H]* (46), 264.41 [C16N13NzO]* (93)
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4.1.1.31. BCL11 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 3

5 N
B2-ci
6 N 65
T H
CHp-G-N—(  )CHs

0]

N-(4-Metilfenil)-2-(2-kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit

Erime derecesi: 196°C (Asetonitril)
Verim: %41
IR Vmaks(cm™) (Spektrum 77)

3299 (N-H gerilmesi), 3086 (Aromatik C-H gerilmesi), 2914 (Alifatik C-H gerilmesi),
1657 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1546 (N-H egilmesi, amit II band1)

'H NMR (Spektrum 78)
(400 MHz, DMSO-ds)

82.25 (3H, s, CH3), 5.16 (2H, s, CH»), 7.13 (2H, d, J=8.2 Hz, H3’ ve H5’), 7.24-7.33
(2H, m, H5 ve H6), 7.47 (2H, d, J=8.3 Hz, H2’ ve H6’), 7.59 (1H, d, J=8.1 Hz, H4
veya H7), 7.63 (1H, d, J=7.8 Hz, H4 veya H7), 10.44 (1H, s, NH) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 79)
m/z (% Bagil bolluk)

302.39 [M+H+2]* (21), 300.41 [M+H]* (61), 264.38 [C16N13NsO]* (100)

108



4.1.1.32. BCL12 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4

3
5 N
Y&-cl
° N &

T

H
CHZ-Q—NTQ“.
0 (') 23
CHs

N-(2-Metoksifenil)-2-(2-kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit

Erime derecesi: 189°C (Asetonitril)
Verim: %61
IR vmaks(cm™) (Spektrum 80)

3304 (N-H gerilmesi), 3075 (Aromatik C-H gerilmesi), 2930 (Alifatik C-H gerilmesi),
1666 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1542 (N-H egilmesi, amit II band1), 1229 (Aril
alkil eter C-O asimetrik gerilmesi), 1042 (Aril alkil eter C-O simetrik gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 81)
(400 MHz, DMSO-ds)

83.71 (3H, s, OCHg), 5.17 (2H, s, CH>), 6.67 (1H, ddd, J=8.2; 2.6; 0.9 Hz, H3’ veya
H6’), 7.09-7.12 (1H, m, H3” veya H6”), 7.23-7.33 (4H, m, H5, H6, H4’ ve H5”), 7.59-
7.61 (1H, m, H4 veya H7), 7.62-7.65 (1H, m, H4 veya H7), 10.53 (1H, s, NH) ppm

MS (P1-APCI) (Spektrum 82)
m/z (% Bagil bolluk)

318.44 [M+2+H]* (9), 316.38 [M+H]" (30), 280.42 [C16H13N302]" (100)
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4.1.1.33. BCL13 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 3
5 N
Y-ci
0 N 65
7
CH,-C-

O

ZT
'\3-
@

&

N-(3-Metoksifenil)-2-(2-kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit

Erime derecesi: 188°C (Asetonitril)
Verim: %53
IR vmaks(cm™) (Spektrum 83)

3303 (N-H gerilmesi), 3071, 3017 (Aromatik C-H gerilmesi), 2929, 2829 (Alifatik C-
H gerilmesi), 1665 (C=0O gerilmesi, amit [ band1), 1542 (N-H egilmesi, amit II bandi),
1228 (Aril alkil eter C-O asimetrik gerilmesi), 1042 (Aril alkil eter C-O simetrik

gerilmesi)
'H NMR (Spektrum 84)
(400 MHz, DMSO-ds)

8 3.71 (3H, s, OCH3), 5.17 (2H, s, CH>), 6.67 (1H, dd, J=8.2; 2.5 Hz, H4’ veya H6’),
7.09-7.12 (1H, m, H4’ veya H6"), 7.24-7.33 (4H, m, H5, H6, H2’, H5”), 7.60 (1H, d,
J=8.1 Hz, H4 veya H7), 7.63 (1H, d, J=7.9 Hz, H4 veya H7), 10.54 (1H, s, NH) ppm

MS (P1-APCI) (Spektrum 85)
m/z (% Bagil bolluk)

318.38 [M+2+H]* (10), 316.41 [M+H]* (29), 280.40 [C16H13N302]" (100)
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4.1.1.34. BCL14 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 3

5 N
H2-ci
6 N4 65
7] H
CHp=G-N—{  );-0-CHs

O 23

N-(4-Metoksifenil)-2-(2-kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit

Erime derecesi: 188°C (Asetonitril)
Verim: %51
IR vmaks(cm™) (Spektrum 86)

3287 (N-H gerilmesi), 3057 (Aromatik C-H gerilmesi), 2932 (Alifatik C-H gerilmesi),
1665 (C=0 gerilmesi, amit I bandi1), 1535 (N-H egilmesi, amit II band1), 1238 (Aril
alkil eter C-O asimetrik gerilmesi), 1033 (Aril alkil eter C-O simetrik gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 87)
(400 MHz, DMSO-ds)

8 3.72 (3H, s, OCH3), 5.14 (2H, s, CH>), 6.90 (2H, d, J=9.0 Hz, H3’ ve H5”), 7.24 (2H,
m, H5 ve H6), 7.50 (2H, d, J=9.0 Hz, H2’ ve H6), 7.58-7.61 (1H, m, H4 veya H7),
7.61-7.64 (1H, m, H4 veya H7), 10.39 (1H, s, NH) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 88)
m/z (% Bagil bolluk)

318.41 [M+2+H]" (9), 316.39 [M+H]" (34), 280.38 [C16H13Ns02]" (100)
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4.1.1.35. BCL15 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgulari

4
3N
5
Yo CHs
6 N O
1 6 5
[ H
CHy-C-N— —0-CHj
o] o 3

?
CHj

N-(3,4,5-Trimetoksifenil)-2-(2-kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit

Erime derecesi: 211°C (Asetonitril)
Verim: %60
IR vmaks(cm™) (Spektrum 89)

3267 (N-H gerilmesi), 3064 (Aromatik C-H gerilmesi), 2936 (Alifatik C-H gerilmesi),
1677 (C=0 gerilmesi, amit I bandi1), 1544 (N-H egilmesi, amit II band1), 1230 (Aril
alkil eter C-O asimetrik gerilmesi), 994 (Aril alkil eter C-O simetrik gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 90)
(400 MHz, DMSO-ds)

83.62 (3H, s, OCH3-4"), 3.72 (6H, s, OCH3z-3’ ve OCHz-5"), 5.15 (2H, s, CH2), 6.97
(2H, s, H2’ ve H6"), 7.26 (1H, td, J=7.5; 1.4 Hz, H5 veya H6), 7.31 (1H, td, J=7.6; 1.4
Hz, H5 veya H6), 7.58-7.60 (1H, m, H4 veya H7), 7.62-7.64 (1H, m, H4 veya H7),
10.50 (1H, s, NH) ppm

MS (P1-APCI) (Spektrum 91)
m/z (% Bagil bolluk)

376.48 [M+H]" (11), 340.42 [C1sH17N304]* (100)
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4.1.1.36. BCL16 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 3
5 N
e
6 N4 6 5
[ /\
CHp-g-N 04

0 23

2-(2-Kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-1-morfolinoetan-1-on

Erime derecesi: 206°C (Su)

Verim: %43

IR vmaks(cm™) (Spektrum 92)

2982, 2896 (Alifatik C-H gerilmesi), 1649 (C=0 gerilmesi, amit I band1)
'H NMR (Spektrum 93)

(400 MHz, DMSO-ds)

0 3.44-3.46 (2H, m, Morf-H), 3.58-3.63 (4H, m, Morf-H), 3.70-3.72 (2H, m, Morf-H),
5.31(2H, s, CH2), 7.22-7.30 (2H, m, H5 ve H6), 7.53-7.56 (1H, m, H4 veya H7), 7.59-
7.62 (1H, m, H4 veya H7) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 94)
m/z (% Bagil bolluk)

282.38 [M+2+H]" (29), 280.38 [M+H]" (100)
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4.1.1.37. BCL17 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 3

5 N
He-ci
6 N4 6 5
7 |
CH-C-N  )u
o

23

2-(2-Kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-1-(piperidin-1-il)etan-1-on

Erime derecesi: 237°C (Su)
Verim: %60
IR vmaks(cm™) (Spektrum 95)

3057 (Aromatik C-H gerilmesi), 2938 (Alifatik C-H gerilmesi), 1647 (C=0 gerilmesi,
amit I bandi)

'H NMR (Spektrum 96)
(400 MHz, DMSO-ds)

6 1.46 (2H, s, Pip-H), 1.62-1.65 (4H, m, Pip-H), 3.43 (2H, t, J=5.6 Hz, Pip-H), 3.55
(2H, s, Pip-H), 5.27 (2H, s, CH>), 7.21-7.29 (2H, m, H5 ve H6), 7.51-7.54 (1H, m, H4
veya H7), 7.59-7.61 (1H, m, H4 veya H7) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 97)
m/z (% Bagil bolluk)

280.40 [M+2+H]* (33), 278.42 [M+H]* (100), 242.42 [C14H15N30]* (90)
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4.1.1.38. BCL18 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4

3
5 N
Ye-ci
6 N
1
T
CH,~C-0-CH,—CHg
o)

Etil 2-(2-kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetat

Erime derecesi: 99°C (Metanol) [Lit. 107-108°C (Logachev, Povstyanoi, &
Kochergin, 1976)]

Verim: %83
IR vmaks(cm™) (Spektrum 98)

3021 (Aromatik C-H gerilmesi), 2975 (Alifatik C-H gerilmesi), 1737 (C=0 gerilmesi),
1217 (Alifatik eter asimetrik C-O gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 99)
(400 MHz, DMSO-ds)

6 1.22 (3H, t, J=7.1 Hz, CH3), 4.19 (2H, q, J=7.1 Hz, CH>), 5.26 (2H, s, CH>), 7.25-
7.33 (2H, m, H5 ve H6), 7.62-7.64 (2H, m, H4 ve H7) ppm

13C NMR (Spektrum 100)

(100 MHz, DMSO-ds)

013.9,45.0,61.6,110.5, 118.6, 122.6, 123.2, 135.4, 140.4, 140.9, 167.4 ppm
MS (PI-APCI) (Spektrum 101)

m/z (% Bagil bolluk)

241.35 [M+2+H]* (26), 239.32 [M+H]* (100), 211.31 [CsHsCIN20,]* (90)

115



4.1.1.39. BSE Kodlu Bilesigin Spektral Bulgulari

4 H
5 3N2
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N
7 |1
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Etil 2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetat

Erime derecesi: 139°C (Metanol)
Verim: %91
IR vimaks(cm™) (Spektrum 102)

3144 (N-H gerilmesi), 2992 (Aromatik C-H gerilmesi), 2957 (Alifatik C-H gerilmesi),
1729 (C=0 gerilmesi), 1215 (Alifatik eter asimetrik C-O gerilmesi), 1196 (C=S

gerilmesi)
'H NMR (Spektrum 103)
(400 MHz, DMSO-ds)

§ 1.21 (3H, t, J=7.1 Hz, CH3), 4.16 (2H, g, J=7.1 Hz, CHo-CH3), 5.11 (2H, s, CH2),
7.16-7.24 (3H, m, Benzimi-H), 7.35-7.40 (1H, m, Benzimi-H), 12.88 (1H, bs, NH)

ppm
13C NMR (Spektrum 104)

(100 MHz, DMSO-ds)

0 13.9,14.1,44.6,61.2,66.9, 109.8, 122.4, 123.1, 130.7, 132.8, 160.1, 161.8, 167 4,
169.0 ppm

MS (NI-APCI) (Spektrum 105)
m/z (% Bagil bolluk)

237.17 [M+2-H]" (2), 235.16 [M-H] (29)
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4.1.2. Final Uriinlerinin Spektral Bulgular

4.1.2.1. B1 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 3 o 6 5
5 N 2 "
HE-5-CH,—C-NH ot
° N1 23
7 H

2-((1H-Benzo[d]imidazol-2-il)tiyo)-N-fenilasetamit

Erime derecesi: 203°C (Asetonitril) [Lit. 202.5-204.5 °C (Metanol) (Venkatachala,
Highstown, & Rudiger, 1973)]

Verim: %13

IR vimaks(cm™) (Spektrum 106)

3266 (N-H gerilmesi), 3041 (Aromatik C-H gerilmesi), 2955 (Alifatik C-H gerilmesi),
1675 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1527 (N-H egilmesi, amit II band1)

'H NMR (Spektrum 107)

(400 MHz, DMSO-ds)

§4.26 (2H, s, CHa),  7.05 (1H, t, J=7.4 Hz, H4"), 7.12-7.16 (2H, m, H5 ve H6), 7.31
(2H, t, J=7.9 Hz, H3’ ve H5"), 7.45 (2H, bs, H4 ve H7), 7.56-7.59 (2H, m, H2’ ve
H6’), 10.49 (1H, s, Amit-NH), 12.63 (1H, s, Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 108)
(100 MHz, DMSO-ds)

§36.2 (CH2), 119.4, 121.5, 123.5, 128.8, 138.8, 149.8 (C-S), 166.1 (C=0) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 109)
m/z (% Bagil bolluk)

284.31 [M+H]* (38), 191.23 [CoHsN,OS]* (98), 163.19 [CsH7N,S]* (100)

Elementel Analiz (%) C1sH13N30S. 1H20. 0.05CH3CN
Hesaplanan: C, 59.77; H, 5.03; N, 14.08; S, 10.57

Bulunan: C, 60.18; H, 4.90; N, 13.69; S, 10.37
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4.1.2.2. B2 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 3 6 5

5 N Q
D&-S—CH,—C~-NH-CH,— a
6 N —

7 H 23

2-((1H-Benzo[d]imidazol-2-il)tiyo)-N-benzilasetamit

Erime derecesi: 191°C (Asetonitril) [Lit. 188-189°C (Etanol) (Mustafa, Ali, & Abou-
State, 1970)]

Verim: %11

IR Vmaks(cm™®) (Spektrum 110)

3302 (N-H gerilmesi), 3070 (Aromatik C-H gerilmesi), 2922 (Alifatik C-H gerilmesi),
1651 (C=0 gerilmesi, amit [ band1), 1545 (N-H egilmesi, amit II band1)

'H NMR (Spektrum 111)
(600 MHz, DMSO-ds)

8 4.09 (2H, s, CH2), 4.32 (2H, d J=5.8 Hz, NH-CH>), 7.11-7.15 (2H, m, H5 ve H#6),
7.19-7.22 (1H, m, H4"), 7.24-7.25 (4H, m, H2’, H3’, H5” ve H6"), 7.43-7.45 (2H, m,
H4 ve H7), 8.80 (1H, s, Amit-NH), 12.60 (1H, bs, Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 112)
(100 MHz, DMSO-ds)

§ 35.0 (CHy), 42.5 (NH-CHy), 121.4, 126.7, 127.0, 128.2, 139.0, 149.8 (C-S), 167.4
(C=0) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 113)

m/z (% Bagil bolluk)

298.27 [M+H]* (20), 191.23 [CoHsN20OS]* (100)
Elementel Analiz (%) C16H1sN30S

Hesaplanan: C, 64,62; H, 5.08; N, 14.13; S, 10.78
Bulunan: C, 64.75; H, 5.06; N, 13.69; S, 10.76
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4.1.2.3. B3 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 3 o 6 5

5 N 2 "
HE-8—CH,—~C-NH "
6 N1 ) .
7 H

of
N-(2-Klorofenil)-2-((1H-benzo[d]imidazol-2-il)tiyo)asetamit

Erime derecesi: 155°C (Metanol)

Verim: %13

IR vimaks(cm™) (Spektrum 114)

3165 (N-H gerilmesi), 3064 (Aromatik C-H gerilmesi), 2986 (Alifatik C-H gerilmesi),
1661 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1548 (N-H egilmesi, amit II band1)

'H NMR (Spektrum 115)
(400 MHz, DMSO-ds)

84.26 (2H, s, CHyp), 7.12-7.17 (3H, m, H5, H6 ve H4"), 7.30-7.34 (1H, m, H5"), 7.45-
7.48 (3H, m, H4, H7 ve H3’), 7.96 (1H, d, J=8.2 Hz, H6"), 10.30 (1H, s, Amit-NH),
0 12.76 (1H, bs, Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 116)
(100 MHz, DMSO-ds)

6355 (CHz), 113.9, 121.5, 124.0, 124.6, 125.7, 127.5, 129.4, 134.9, 139.6,
150.1 (C-S), 167.3 (C=0) ppm
MS (PI-APCI) (Spektrum 117)

m/z (% Bagil bolluk)

320 [(M+2+H)*, 15], 318.36 [(M+H)*, 39], 191.37 [(CoHsN20S)"*, 100]

Elementel Analiz (%) C1sH12CIN3OS
Hesaplanan: C, 56.69; H, 3.81; N, 13.22; S, 10.09

Bulunan: C, 56.52; H, 4.12; N, 13.12; S, 10.01
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4.1.2.4. B4 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 3 o 6 5
5 N 2 "
HE-S—CH,—C-NH "
6 N
7 H' 23 o

N-(3-Klorofenil)-2-((1H-benzo[d]imidazol-2-il)tiyo)asetamit
Erime derecesi: 172°C (Metanol)
Verim: %14
IR vimaks(cm™) (Spektrum 118)

3170 (N-H gerilmesi), 3057 (Aromatik C-H gerilmesi), 2985 (Alifatik C-H gerilmesi),
1676 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1553 (N-H egilmesi, amit II band1)

'H NMR (Spektrum 119)
(600 MHz, DMSO-ds)

0 4.28 (2H, s, CH2), 7.11-7.14 (3H, m, HS, H6 ve H4"), 7.34 (1H, t, J=8.1 Hz, H5"),
7.42-7.45 (3H, m, H4, H7 ve H6’), 7.79 (1H, s, H2"), 10.69 (1H, s, Amit-NH), 12.65
(1H, bs, Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 120)

(100 MHz, DMSO-ds)

6 36.2 (CHy), 117.5, 118.6, 121.6, 123.2, 130.5, 133.2, 140.3, 149.7 (C-S), 166.6
(C=0) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 121)

m/z (% Bagil bolluk)

318.17 [M+H]* (16), 191.24 [CoHsN20S]* (100)

Elementel Analiz (%) C1sH12CIN3OS. 0.25H,0
Hesaplanan: C, 55.90; H, 3.91; N, 13.04; S, 9.95

Bulunan: C, 55.92; H, 3.90; N, 12.91; S, 10.17
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4.1.2.5. B5 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 3 0 6 5
5 N 2 "
PS5 -CH,—C-NH —Cl
6 N4 oo
7 H 3

N-(4-Klorofenil)-2-((1H-benzo[d]imidazol-2-il)tiyo)asetamit

Erime derecesi: 208°C (Metanol) [Lit. 198.5-200°C (Metanol) (Venkatachala et al.,
1973)]
Verim: %13

IR vimaks(cm™) (Spektrum 122)

3078 (Aromatik C-H gerilmesi), 2977 (Alifatik C-H gerilmesi), 1663 (C=0 gerilmesi,
amit I bandi), 1553 (N-H egilmesi, amit II bandi)

'H NMR (Spektrum 123)
(600 MHz, DMSO-ds)

84.27 (2H, s, CHp), 7.11-7.12 (2H, m, H5 ve H6), 7.37 (2H, d, J=8.9 Hz, H3’ ve H5’),
7.44-7.45 (2H, m, H4 ve H7), 7.61 (2H, d, J=9.0 Hz, H2’ ve H6"), 10.67 (1H, s, Amit-
NH), 12.65 (1H, bs, Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 124)

(100 MHz, DMSO-dg)

6 36.2 (CHy), 113.9, 120.6, 121.3, 127.0, 128.7, 132.3, 137.9, 139.8, 150.1 (C-S),
166.5 (C=0) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 125)

m/z (% Bagil bolluk)

318.19 [M+H]* (12), 191.24 [CoHsN20S]* (100)

Elementel Analiz (%) C1sH12CIN3OS
Hesaplanan: C, 56.69; H, 3.81; N, 13.22; S, 10.09

Bulunan: C, 56.52; H, 3.98; N, 13.05; S, 10.46
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4.1.2.6. B6 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 3 o 6 5
5 N 2 "
H2-§-CH,~C-NH- z
6 N %
7 H N02

N-(2-Nitrofenil)-2-((1H-benzo[d]imidazol-2-il)tiyo)asetamit
Erime derecesi: 206°C (Asetonitril)
Verim: %19
IR vmaks(cm™) (Spektrum 126)

3284 (N-H gerilmesi), 3060 (Aromatik C-H gerilmesi), 2986 (Alifatik C-H gerilmesi),
1666 (C=0O gerilmesi, amit I band1), 1585 (N-H egilmesi, amit II band1), 1492
(Aromatik NO> asimetrik gerilmesi), 1336 (Aromatik NO2 simetrik gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 127)

(600 MHz, DMSO-ds)

§ 4.28 (2H, s, CHy), 7.12-7.13 (2H, m, H5 ve H6), 7.35 (1H, t, J=7.8 Hz, H4"), 7.46
(2H, brs, H4 ve HT7), 7.72 (1H, t, J=7.9 Hz, H5), 7.91 (1H, d, J=8.3 Hz, H3’ veya
H6), 7.99 (1H, d, J=8.2 Hz, H3’ veya H6"), 10.95 (1H, bs, Amit-NH), 12.69 (1H, bs,
Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 128)

(100 MHz, DMSO-ds)

8 35.6 (CH2), 114.0, 121.6, 124.4, 125.0, 125.1, 131.6, 134.4, 140.9, 149.5 (C-S),
167.1 (C=0) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 129)
m/z (% Bagil bolluk)

329.11 [M+H]* (22), 191.23 [CoHsN20S]* (100)

Elementel Analiz (%) C1sH12N4O3S

Hesaplanan: C, 54.87; H, 3.68; N, 17.06; S, 9.76

Bulunan: C, 54.48; H, 3.84; N, 16.80; S, 10.12
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4.1.2.7. B7 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 3 o & 5
5 N 2 "
HE-5—CH,~C-NH- "
6 N
7 H1 23 N02

N-(3-Nitrofenil)-2-((1H-benzo[d]imidazol-2-il)tiyo)asetamit
Erime derecesi: 220°C (Metanol) [Lit. 218-219°C (Venkatachala et al., 1973)]
Verim: %12
IR vmaks(cm™) (Spektrum 130)
3184 (N-H gerilmesi), 3064 (Aromatik C-H gerilmesi), 2985 (Alifatik C-H gerilmesi),
1668 (C=0O gerilmesi, amit I bandi), 1566 (N-H egilmesi, amit II band1), 1523
(Aromatik NO> asimetrik gerilmesi), 1341 (Aromatik NO2 simetrik gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 131)

(600 MHz, DMSO-ds)

§4.32 (2H, s, CHy), 7.11-7.12 (2H, m, H5 ve H6), 7.44-7.45 (2H, m, H4 ve H7), 7.62
(1H, t, J=8.2 Hz, H5”), 7.89 (1H, d, J=8.2 Hz H4’ veya H6), 7.92 (1H, d, J=8.2 Hz
H4’ veya H6”), 8.62 (1H, s, H2”), 11.00 (1H, bs, Amit-NH), 12.66 (1H, bs, Benzimi-
NH) ppm

13C NMR (Spektrum 132)
(100 MHz, DMSO-ds)

8 36.2 (CH2), 113.2, 118.0, 121.5, 125.0, 130.2, 139.9, 148.0, 149.6 (C-S), 167.0
(C=0) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 133)
m/z (% Bagil bolluk)

329.09 [M+H]* (33), 191.24 [CoHeN.0S] * (100)

Elementel Analiz (%) C1sH12N4O3S
Hesaplanan: C, 54.87; H, 3.68; N, 17.06; S, 9.76
Bulunan: C, 54.57; H, 3.95; N, 16.99; S, 9.56
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4.1.2.8. B8 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 3 o & 5
5 N 2 n
D=8 —CH,—C-NH N0,
6 N1 o '
7 H 3

N-(4-Nitrofenil)-2-((1H-benzo[d]imidazol-2-il)tiyo)asetamit
Erime derecesi: 213°C (Metanol) [Lit. 198-199°C (Venkatachala et al., 1973)]
Verim: %20
IR vimaks(cm™) (Spektrum 134)

3165 (N-H gerilmesi), 2858 (Alifatik C-H gerilmesi), 1673 (C=0 gerilmesi, amit |
bandi), 1572 (N-H egilmesi, amit II bandi1), 1507 (Aromatik NO- asimetrik gerilmesi),
1333 (Aromatik NO2 simetrik gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 135)
(600 MHz, DMSO-ds)

04.33 (2H, s, CH2), 7.11-7.12 (2H, m, H5 ve H6), 7.43-7.45 (2H, m, H4 ve H7), 7.84
(2H, d, J=9.0 Hz, H2’ ve H6’), 8.23 (2H, d, J=8.9 Hz, H3’ ve H5’), 11.24 (1H, bs,
Amit-NH), 12.60 (1H, bs, Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 136)

(100 MHz, DMSO-ds)

§ 36.3 (CH,), 118.8 (C2’ ve C6°), 121.5 (C5 ve C6), 125.0 (C3’ ve C5°), 142.4, 144.9,
149.6 (C-S), 167.2 (C=0) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 140)

m/z (% Bagil bolluk)

329.11 [M+H]* (43), 191.24 [CoHsN20S]* (100)
Elementel Analiz (%) C1sH12N4O3S
Hesaplanan: C, 54.87; H, 3.68; N, 17.06; S, 9.76

Bulunan: C, 54.55; H, 3.88; N, 17.05; S, 9.53
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Tablo 4-1. B8 kodlu bilesigin NOESY, HSQC ve HMBC NMR bulgular1 (Spektrum 137-139)

H IHNMR (§) NOESY () HSQC ()  HMBC (5)
149.6 (C-S),
CH. 4.33 11.24, 12.60 36.3
167.2 (C=0)
H5, H6 7.11-7.12 7.43-7.45 121.5 121.5
H4, H7 7.43-7.45 7.11-7.12 - 121.5
118.8, 125.0,
H2’, H6’ 7.84 8.23 118.8
142.4, 144.9
125.0, 142.4,
H3’, H5’ 8.23 7.84 125.0
144.9
Amit-NH 11.24 12.60 - -
Benzimi-NH 12.60 11.24 - -
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4.1.2.9. B9 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgulari

4 3 o 6 5
5 N 2 "
YE-5-CH,=C-NH-{ )+
6 Ny 7,
7 H CHj

N-(2-Metilfenil)-2-((1H-benzo[d]imidazol-2-il)tiyo)asetamit
Erime derecesi: 140°C (Metanol) [Lit. 150-151°C (Venkatachala et al., 1973)]
Verim: %6
IR vimaks(cm™) (Spektrum 141)
3151 (N-H gerilmesi), 3068 (Aromatik C-H gerilmesi), 2980 (Alifatik C-H gerilmesi),

1661 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1552 (N-H egilmesi, amit II band1)

'H NMR (Spektrum 142)
(600 MHz, DMSO-ds)

3 2.21 (3H, s, CH3), 4.22 (2H, s, CH»), 7.04 (1H, t, J=7.4 Hz, H4’ veya H5), 7.10-
7.12 (2H, m, H5 ve H6), 7.15 (1H, t, J=7.7 Hz, H4’ veya H5"), 7.18 (1H, d, J=7.6 Hz,
H3’), 7.44-7.45 (2H, m, H4 ve H7), 7.56 (1H, d, J=8.0 Hz, H6’), 10.05 (1H, bs, Amit-
NH), 12.63 (1H, bs, Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 143)
(100 MHz, DMSO-ds)

6 17.8 (CHs), 35.6 (CH2), 121.6, 123.9, 125.0, 126.0, 130.3, 130.7, 136.2,
150.1 (C-S), 166.6 (C=0) ppm

MS (P1-APCI) (Spektrum 144)

m/z (% Bagil bolluk)

298.22 [M+H]* (34), 191.24 [CoHsN20S]* (100)

Elementel Analiz (%) C16H15N30S
Hesaplanan: C, 64.62; H, 5.08; N, 14.13; S, 10.78

Bulunan: C, 64.34; H, 5.20; N, 14.04; S, 10.67
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4.1.2.10. B10 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 3 o 6 5
5 N 2 "
W-5-CH,~C-NH-{ )«
6 N
1 2
7 H 3 CH3

N-(3-Metilfenil)-2-((1H-benzo[d]imidazol-2-il)tiyo)asetamit
Erime derecesi: 120°C (Metanol)
Verim: %24
IR vmaks(cm™®) (Spektrum 145)

3298 (N-H gerilmesi), 3057 (Aromatik C-H gerilmesi), 2932 (Alifatik C-H gerilmesi),
1667 (C=0 gerilmesi, amit [ band1), 1560 (N-H egilmesi, amit II band1)

'H NMR (Spektrum 146)
(600 MHz, DMSO-ds)

§2.26 (3H, s, CHa), 4.25 (2H, s, CHy), 6.87 (1H, d, J=7.6 Hz, H4"), 7.12-7.14 (2H, m,
H5 ve H6), 7.18 (1H, t, J=7.8 Hz, H5”), 7.35 (1H, d, J=8.2 Hz, H6"), 7.43-7.52 (3H,
m, H4, H7 ve H2’), 10.41 (1H, s, Amit-NH), 12.64 (1H, s, Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 147)

(100 MHz, DMSO-ds)

§21.2 (CHs), 36.2 (CH2), 116.3, 119.6, 121.5, 124.2, 128.6, 138.0, 138.8, 149.8 (C-
S), 166.1 (C=0) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 148)

m/z (% Bagil bolluk)

298.25 [M+H] * (16), 191.25 [CoHsN20S]* (100)

Elementel Analiz (%) C16H1sN30S. 1H>0O
Hesaplanan: C, 60.93; H, 5.43; N, 13.32; S, 10.17

Bulunan: C, 60.59; H, 5.29; N, 13.39; S, 10.60
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4.1.2.11. B11 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgulari

4 3 o 6 5
5 N 2 "
PE-5—CH,—C-NH— —CHs
6 N oo
7 H 3

N-(4-Metilfenil)-2-((1H-benzo[d]imidazol-2-il)tiyo)asetamit

Erime derecesi: 184°C (Asetonitril) [Lit. 193-195°C (Etanol:Su) (Mustafa et al.,
1970)]
Verim: %10

IR vimaks(cm™) (Spektrum 149)

3340, 3255 (N-H gerilmesi), 3073 (Aromatik C-H gerilmesi), 2971 (Alifatik C-H
gerilmesi), 1671 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1542 (N-H egilmesi, amit II bandi)

'H NMR (Spektrum 150)
(600 MHz, DMSO-ds)

82.24 (3H, s, CHz), 8 4.24 (2H, s, CHy), 7.10-7.14 (4H, m, H5, H6, H3’ ve H5"), 7.44-
7.47 (4H, m, H4, H7, H2’ ve H6’), 10.43 (1H, s, Amit-NH), 12.64 (1H, bs, Benzimi-
NH) ppm

13C NMR (Spektrum 151)

(100 MHz, DMSO-ds)

6 20.4 (CHg), 36.2 (CHy), 113.9, 119.1, 121.3, 129.2, 132.4, 136.4, 139.7, 150.1 (C-
S), 166.0 (C=0) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 152)

m/z (% Bagil bolluk)

298.24 [M+H] * (19), 191.24 [CoHsN20S]* (100)

Elementel Analiz (%) C16H15N30S. 1.25H,0

Hesaplanan: C, 60.07; H, 5.51; N, 13.14; S, 10.02

Bulunan: C, 59.74; H, 5.09; N, 12.91; S, 9.92
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4.1.2.12. B12 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 3 o 6 5
5 N 5 "
P2-§=CH,~C-NH ¥
6 Ny 7
7 H 0 3
]
CHj,

N-(2-Metoksifenil)-2-((1H-benzo[d]imidazol-2-il)tiyo)asetamit
Erime derecesi: 138°C (Asetonitril) [Lit. 127.5-129.3°C (Macchi et al., 2018)]
Verim: %15
IR vmaks(cm™) (Spektrum 153)

3194 (N-H gerilmesi), 3068 (Aromatik C-H gerilmesi), 2968 (Alifatik C-H gerilmesi),
1672 (C=0 gerilmesi, amit I bandi), 1535 (N-H egilmesi, amit II band1), 1252 (Aril
alkil eter C-O asimetrik gerilmesi), 1019 (Aril alkil eter C-O simetrik gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 154)

(600 MHz, DMSO-ds)

§3.68 (3H, s, CHa), 4.22 (2H, s, CH2), 6.89 (1H, t, J=7.6 Hz, H5"), 6.98 (1H, d, J=8.2
Hz, H3’), 7.03 (1H, t, J=7.6 Hz, H4"), 7.15-7.17 (2H, m, H5 ve H6), 7.49 (2H, bs, H4

ve H7), 8.09 (1H, d, J=8.2 Hz, H6"), 9,94 (1H, s, Amit-NH), 12,72 (1H, bs, Benzimi-
NH) ppm

13C NMR (Spektrum 155)
(100 MHz, DMSO-ds)

8 35.5 (CHy), 55.7 (OCH3), 111.0, 120.3, 120.4, 121.7, 124.2, 127.3, 148.8, 150.0 (C-
S), 166.9 (C=0) ppm

MS (P1-APCI) (Spektrum 156)
m/z (% Bagil bolluk)
314.26 [M+H]* (16), 191.24 [C9HsN20OS]" (100)

Elementel Analiz (%) C16H15N302S
Hesaplanan: C, 61.32; H, 4.82; N, 13.41; S, 10.23

Bulunan: C, 61.24; H, 4.82; N, 13.19; S, 10.45
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4.1.2.13. B13 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgulari

4 3 6 5

N 0 '
5 > n
@[ \)—s-CHZ—C-NH@4v
6 N
7 H‘1 2 3'0
CHs

N-(3-Metoksifenil)-2-((1H-benzo[d]imidazol-2-il)tiyo)asetamit
Erime derecesi: 158°C (Asetonitril)
Verim: %11
IR vimaks(cm™) (Spektrum 157)
3058 (Aromatik C-H gerilmesi), 2830 (Alifatik C-H gerilmesi), 1664 (C=0 gerilmesi,
amit [ band1), 1573 (N-H egilmesi, amit II band1), 1264 (Aril alkil eter C-O asimetrik
gerilmesi), 1038 (Aril alkil eter C-O simetrik gerilmesi)
'H NMR (Spektrum 158)
(600 MHz, DMSO-ds)
§3.72 (3H, s, OCH3), 4.26 (2H, s, CH2), 6.64 (1H, d, J=8.2 Hz, H4"), 7.10-7.13 (3H,
m, H5, H6 ve H6), 7.21 (1H, t, J=8.1 Hz, H5), 7.28 (1H, s, H2’), 7.44-7.46 (2H, m,
H4 ve H7), 10.53 (1H, s, Amit-NH), 12.66 (1H, bs, Benzimi-NH) ppm
13C NMR (Spektrum 159)
(100 MHz, DMSO-ds)

§36.2 (CH,), 55.0 (OCHs3), 104.9, 108.9, 111.3, 121.5, 129.6, 140.0, 149.8 (C-S),
159.6, 166.2 (C=0) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 160)

m/z (% Bagil bolluk)

314.24 [M+H]* (24), 191.24 [CoHsN20S] * (100)
Elementel Analiz (%) C16H15N302S
Hesaplanan: C, 61.32; H, 4.82; N, 13.41; S, 10.23

Bulunan: C, 60.99; H, 4.69; N, 13.41; S, 10.39
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4.1.2.14. B14 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 3N (o) 6 5
5 "
@[ \>2—S-CH2—C-NH—1@:O-CH3
6 N‘l 2 '
7 H 3

N-(4-Metoksifenil)-2-((1H-benzo[d]imidazol-2-il)tiyo)asetamit
Erime derecesi: 206°C (Asetonitril) [Lit. 203-205°C (Etanol) (Mustafa et al., 1970)]
Verim: %18
IR vmaks(cm™) (Spektrum 161)

3071, 3035 (Aromatik C-H gerilmesi), 2954, 2932 (Alifatik C-H gerilmesi), 1656
(C=0 gerilmesi, amit I bandi), 1562 (N-H egilmesi, amit II bandi), 1231 (Aril alkil
eter C-O asimetrik gerilmesi), 1032 (Aril alkil eter C-O simetrik gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 162)
(600 MHz, DMSO-ds)

6 3.71 (3H, s, OCHz), 4.23 (2H, s, CH2), 6.88 (2H, d, J=8.6 Hz, H3’ ve H5’), 7.12-
7.13 (2H, m, H5 ve H6), 7.44-7.46 (2H, m, H4 ve H7), 7.49 (2H, d, J=8.7 Hz, H2’ ve
H6’), 10.39 (1H, s, Amit-NH), 12.64 (1H, bs, Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 163)

(100 MHz, DMSO-ds)

§36.1 (CHy), 55.1 (OCHs), 113.9, 120.6, 121.5, 132.0, 149.9 (C-S), 155.4, 165.7
(C=0) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 164)

m/z (% Bagil bolluk)

314.25 [M+H]* (14), 191.22 [CoHgN20S]* (100)

Elementel Analiz (%) C16H15N302S

Hesaplanan: C, 61.32; H, 4.82; N, 13.41; S, 10.23

Bulunan: C, 61.17; H, 4.66; N, 13.40; S, 10.39
131



4.1.2.15. B15 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

CHg

o
L3 o 6 5
5 1"
©[ Da S-CHZ—C-NHQ:O-CH3
6
”1 » 3

0]

CHs
N-(3,4,5-Trimetoksifenil)-2-((1H-benzo[d]imidazol-2-il)tiyo)asetamit

Erime derecesi: 176°C (Asetonitril)
Verim: %13
IR vmaks(cm™) (Spektrum 165)

3218 (N-H gerilmesi), 3000 (Aromatik C-H gerilmesi), 2909 (Alifatik C-H gerilmesi),
1639 (C=0 gerilmesi, amit I bandi), 1578 (N-H egilmesi, amit II band1), 1226 (Aril
alkil eter C-O asimetrik gerilmesi), 1007 (Aril alkil eter C-O simetrik gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 166)

(400 MHz, DMSO-ds)

§3.60 3H, s, CHz-4"), 3.72 (6H, s, CH3-3’ ve CHz-5), 4.24 (2H, s, CHy), 6.96 (2H,
s, H2’ ve H6”), 7.11-7.15 (2H, m, H5 ve H6), 7.45 (2H, brs, H4 ve H7), 10.47 (1H, s,
Amit-NH), 12.67 (1H, s, Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 167)

(100 MHz, DMSO-ds)

§ 36.2 (CHy), 55.7 (OCH3-3’ ve OCH3-5"), 60.1 (OCH3-4°), 96.9, 121.6, 133.7, 135.0,
149.8 (C-S), 152.8, 166.0 (C=0) ppm

MS (PI-APCI) (Spektrum 168)

m/z (% Bagil bolluk)

374.48 [M+H]* (14), 225.42 [C11H14NO4]* (100)

Elementel Analiz (%) C1sH19N304S

Hesaplanan: C, 57.90; H, 5.13; N, 11.25; S, 8.59

Bulunan: C, 57.96; H, 4.98; N, 11.12; S, 9.00
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4.1.2.16. B16 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 3 o 6 &

; N —
Y2-S-CH,—C-N_ 0¥
6 N1 T"\_/

7 H 2 3
2-((1H-Benzo[d]imidazol-2-il)tiyo)-1-morfolinoetan-1-on
Erime derecesi: 176°C (Metanol)
Verim: %31
IR vimaks(cm™) (Spektrum 169)

3068 (Aromatik C-H gerilmesi), 2964 (Alifatik C-H gerilmesi), 1634 (C=0 gerilmesi,
amit I bandr)

'H NMR (Spektrum 170)
(400 MHz, DMSO-ds)

8 3.45-3.47 (2H, m, Morf-H), 3.55-3.59 (4H, m, Morf-H), 3.62-3.65 (2H, m, Morf-H),
4.39 (2H, s, CHy), 7.09-7.14 (2H, m, H5 ve H6), 7.41-7.44 (2H, m, H4 ve H7) 12,51
(1H, bs, NH) ppm

13C NMR (Spektrum 171)
(100 MHz, DMSO-ds)

6 34.8 (CHy), 42.0, 46.0, 66.0, 110.3, 117.3, 121.2, 121.7, 135.4, 143.6, 149.7 (C-S),
165.9 (C=0) ppm

MS (P1-APCI) (Spektrum 172)
m/z (% Bagil bolluk)

278.38 [M+H]* (45), 191.32 [CoHsN20S] * (100)
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4.1.2.17. B17 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 3 o 6.5
5 N 2 " .
»2-5-CH,—C-N 4
6 N 1
1 S
7 H 2

2-((1H-Benzo[d]imidazol-2-il)tiyo)-1-(piperidin-1-il)etan-1-on
Erime derecesi: 166°C (Metanol) [Lit. 158-159°C (Biitanol) (VanALLAN, 1956)]
Verim: %55
IR vimaks(cm™) (Spektrum 173)

3054 (Aromatik C-H gerilmesi), 2947 (Alifatik C-H gerilmesi), 1634 (C=0 gerilmesi,
amit I bandr)

'H NMR (Spektrum 174)
(400 MHz, DMSO-ds)

01.41-1.47 (2H, m, H4’), 1.57-1.59 (4H, m, H3’ ve H5”), 3.43-3.46 (2H, m, H2’ veya
H6’), 3.49-3.51 (2H, m, H2’ veya H6”), 4.39 (2H, s, CH»), 7.09-7.13 (2H, m, H5 ve
H6), 7.43 (2H, bs, H4 ve H7) 12.49 (1H, bs, NH) ppm

13C NMR (Spektrum 175)
(100 MHz, DMSO-ds)

§23.9,25.2,25.9,35.3 (CHo), 42.5, 46.6, 110.3, 117.3, 121.2, 121.6, 135.4, 143.7
150.0 (C-S), 165.2 (C=0) ppm

MS (P1-APCI) (Spektrum 176)
m/z (% Bagil bolluk)

276.43 [M+H] * (85), 191.38 [CsHsN,OS]" (100)
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4.1.2.18. BS1 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular

4 H
5 3N )
S
6 N
1 6 5
7 H
CH2"C_N T 4'

N-Fenil-2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit

Erime derecesi: 283°C (Metanol)
Verim: %67
IR Vmaks(cm™) (Spektrum 177)

3197 (N-H gerilmesi), 2919 (Alifatik C-H gerilmesi), 1673 (C=0 gerilmesi, amit |
bandi), 1542 (N-H egilmesi, amit II bandi), 1191 (C=S gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 178)
(400 MHz, DMSO-ds)

8 5.15 (2H, s, CHy), 7.04 (1H, tt, J= 7.4; 1.2 Hz, H-4"), 7.14-7.24 (3H, m, Benzimi-
H), 7.28-7.33 (2H, m, H-3" ve H-5"), 7.33-7.37 (1H, m, Benzimi-H), 7.58 (2H, d, J=7.4
Hz, H-2’ ve H-6"), 10.39 (1H, s, Amit-NH), 12.83 (1H, bs, Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 179)
(100 MHz, DMSO-ds)

8 46.2 (CH>), 109.6 (C4 veya C7), 110.0 (C4 veya C7), 119.0 (C2’ ve C6’), 122.2 (C5
veya C6), 122.8 (C5 veya C6), 123.4 (C4°), 128.8 (C3’ ve C5”), 130.6 (C3a veya C7a),
133.4 (C3a veya C7a), 138.7 (C1°), 164.8 (C=0), 169.1 (C=S) ppm

MS (NI-APCI) (Spektrum 182)
m/z (% Bagil bolluk)

284 [M+2-H]" (4), 282.23 [M-H]" (100)
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Tablo 4-2. BS1 kodlu bilesigin HSQC ve HMBC NMR bulgular1 (Spektrum 180, 181)

H

CH>

H4’

Benzimi-3H

H3’ ve HS’

Benzimi-1H

H2’ ve H6’

Amit-NH

Benzimi-NH

IH NMR (3)

5.15

7.04

7.14-7.24

7.28-7.33

7.33-7.37

7.58

10.39

12.83

HSQC (§) HMBC (8)
46.2 (CH,), 133.4, 164.8
46.2 (CHy)
(C=0), 169.1 (C=S)
119.0 (C2° ve C6’), 128.8 (C3’
123.4 (C4)

ve C5°), 138.7 (C1°)
109.6, 122.2,122.8  110.0, 122.2, 130.6, 133.4

119.0 (C2’ ve C6°), 128.8 (C3’
ve C5), 138.7 (C1°)

128.8 (C3’ ve C5°)

110.0 122.8, 130.6

119.0 (C2’ ve C6°), 123.4
119.0 (C2° ve C6’)  (C4), 128.8 (C3’ ve C5”),
138.7 (C1")
46.2 (CH), 119.0 (C2’ ve
C6), 138.7 (C1°), 164.8 (C=0)
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4.1.2.19. BS2 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular

4 H
5 2N,
S
6 N -
7 I 1 6 5
CH2-9-NH—CHZT@ 4
0 ‘

N-Benzil-2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit
Erime derecesi: 210°C (Etanol)
Verim: %55
IR vimaks(cm™) (Spektrum 183)

3308 (N-H gerilmesi), 3064 (Aromatik C-H gerilmesi) 2942 (Alifatik C-H gerilmesi),
1658 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1541 (N-H egilmesi, amit II bandi), 1194 (C=S
gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 184)
(400 MHz, DMSO-ds)

8 4.32 (2H, d, J=5.9 Hz, NH-CHy), 4.99 (2H, s, CH2), 7.14-7.35 (9H, m, Benzimi-H
ve Fenil-H), 8.72 (1H, t, J=5.9 Hz, Amit-NH), 12.82 (1H, bs, Benzimi-NH) ppm
13C NMR (Spektrum 185)

(100 MHz, DMSO-ds)

8 42.2 (NH-CHy), 45.8 (CH2), 109.6 (C4 veya C7), 109.9 (C4 veya C7), 122.2 (C5
veya C6), 122.8 (C5 veya C6), 126.8 (C4’), 127.2 (C2’ ve C6’ veya C3’ ve C5’),
128.3(C2’ ve C6’ veya C3’ ve C5), 130.8 (C3a veya C7a), 133.4 (C3a veya C7a),
139.1 (C1”), 166.2 (C=0), 169.1 (C=S) ppm

MS (NI-APCI) (Spektrum 186)
m/z (% Bagil bolluk)
296.23 [M-H]" (38), 161.13 [CsH/N,S]" (100)
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4.1.2.20. BS3 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular

4 H
5 2N,
=S
6 N -
> 1 9y 6 5
CHZ-Q-NTQ‘;-
@) T
o2 3

N-(2-Klorofenil)-2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit
Erime derecesi: 260°C (Metanol)
Verim: %50
IR vimaks(cm™) (Spektrum 187)

3270 (N-H gerilmesi), 3062 (Aromatik C-H gerilmesi), 2922 (Alifatik C-H gerilmesi),
1664 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1534 (N-H egilmesi, amit II band1), 1192 (C=S
gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 188)
(400 MHz, DMSO-ds)

85.24 (2H, s, CHy), 7.18-7.23 (4H, m, Benzimi-H ve H4"), 7.30-7.36 (2H, m,
Benzimi-H ve H5), 7.52 (1H, d, J=8.1 Hz, H3"), 7.75 (1H, d, J=8.1 Hz, H6"), 9.98
(1H, s, Amit-NH), 12.87 (1H, s, Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 189)
(100 MHz, DMSO-ds)

8 46.1 (CH>), 109.7 (C4 veya C7), 109.9 (C4 veya C7), 122.3 (C5 veya C6), 122.9 (C5
veya C6), 125.7, 126.1, 126.4, 127.5, 129.6, 130.7 (C3a veya C7a), 133.3 (C3a veya
C7a), 134.5(C1’), 165.5 (C=0), 169.1 (C=S) ppm

MS (NI-APCI) (Spektrum 190)
m/z (% Bagil bolluk)

318 [M+2-H] (34), 316.17 [M-H]" (100), 189.24 [CoH:N20S] (99)
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4.1.2.21. BS4 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular

4

3
N
5
>=s
6 N4 6__5
[ H
CHZ-(I?II-N 1 4'
O o)
2 3\,

N-(3-Klorofenil)-2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit
Erime derecesi: 272°C (Metanol)
Verim: %48
IR vimaks(cm™) (Spektrum 191)

3278 (N-H gerilmesi), 3062 (Aromatik C-H gerilmesi), 2925 (Alifatik C-H gerilmesi),
1664 (C=0 gerilmesi, amit I bandi1), 1535 (N-H egilmesi, amit II bandi), 1188 (C=S

gerilmesi)
'H NMR (Spektrum 192)
(400 MHz, DMSO-ds)

6 5.16 (2H, s, CHy), 7.11-7.14 (1H, m, H4"), 7.16-7.25 (3H, m, Benzimi-H), 7.33-7.41
(2H, m, Benzimi-H ve H5”), 7.43-7.46 (1H, m, H6’), 7.78 (1H, t, J=2.0 Hz, H2"), 10.61
(1H, s, Amit-NH), 12.85 (1H, s, Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 193)
(100 MHz, DMSO-ds)

8 46.3 (CHy), 109.7 (C4 veya C7), 110.0 (C4 veya C7), 117.4, 118.5, 122.3 (C5 veya
C6), 122.9 (C5 veya C6), 123.2, 125.7, 130.6 (C3a veya C7a), 133.2 (C3a veya C7a),
133.4, 140.1 (C1’), 166.3 (C=0), 169.0 (C=S) ppm

MS (NI-APCI) (Spektrum 194)
m/z (% Bagil bolluk)

318.17 [M+2-H] (41), 316.16 [M-H]" (100)
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4.1.2.22. BSS Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular

4

: 3
L
6 N 4 65
7] H
CHy-G-N— )il

O 23

ZT

N-(4-Klorofenil)-2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit
Erime derecesi: 268°C (Metanol)
Verim: %63
IR vmaks(cm™) (Spektrum 195)

3270 (N-H gerilmesi), 3062 (Aromatik C-H gerilmesi), 2986 (Alifatik C-H gerilmesi),
1670 (C=0 gerilmesi, amit I bandi), 1539 (N-H egilmesi, amit II bandi), 1192 (C=S

gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 196)
(400 MHz, DMSO-ds)

6 5.15(2H, s, CH»), 7.15-7.24 (3H, m, Benzimi-H), 7.35-7.39 (3H, m, Benzimi-H, H3’
ve H5), 7.59-7.63 (2H, m, H2’ ve H6’), 10.55 (1H, s, Amit-NH), 12.77 (1H, bs,
Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 197)
(100 MHz, DMSO-ds)

§ 46.2 (CH2), 109.6 (C4 veya C7), 110.0 (C4 veya C7), 120.5 (C2° ve C6°), 122.3 (C5
veya C6), 122.9 (C5 veya C6), 126.9 (C4%), 128.8 (C3’ ve C5°), 130.6 (C3a), 133.4
(C7a), 137.7 (C1°), 165.0 (C=0), 169.0 (C=S) ppm

MS (NI-APCI) (Spektrum 198)
m/z (% Bagil bolluk)

318.16 [M+2-H] (31), 316.15 [M-H]" (100)
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4.1.2.23. BS6 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular

4 H
5 2N,
=S
° N 6_5
T H
CH2'9—N " 4'
O -
NO, °

N-(2-Nitrofenil)-2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit
Erime derecesi: 268°C (Metanol)
Verim: %14
IR vimaks(cm™) (Spektrum 199)

3315 (N-H gerilmesi), 3060 (Aromatik C-H gerilmesi), 2982 (Alifatik C-H gerilmesi),
1684 (C=0O gerilmesi, amit I bandi), 1588 (N-H egilmesi, amit II band1), 1513
(Aromatik NO asimetrik gerilmesi), 1337 (Aromatik NO> simetrik gerilmesi), 1187
(C=S gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 200)

(400 MHz, DMSO-ds)

8 5.22 (2H, s, CHy), 7.17-7.25 (3H, m, Benzimi-H), 7.28-7.32 (1H, m, H4"), 7.36-7.41
(1H, m, Benzimi-H), 7.72-7.75 (2H, m, H5’ ve H6’), 7.97 (1H, d, J=7.6 Hz, H3") 10.69
(1H, s, Amit-NH), 12.89 (1H, bs, Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 201)
(100 MHz, DMSO-ds)

0 46.2 (CH2), 109.7 (C4 veya C7), 109.9 (C4 veya C7), 122.3 (C5 veya C6), 123.0 (C5
veya C6), 125.1, 125.2, 125.5, 130.7 (C3a veya C7a), 133.1 (C3a veya C7a), 134.2
(C1%), 142.1 (C2’), 166.6 (C=0), 169.2 (C=S) ppm

MS (NI-APCI) (Spektrum 202)

m/z (% Bagil bolluk)

327.16 [M-HT (12)
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4.1.2.24. BS7 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular

4 H
5 2N,
=S
6 N -
6 5
T H
CHz'g-N T 4'
0] A
2 3N02

N-(3-Nitrofenil)-2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit
Erime derecesi: 305°C (Metanol)
Verim: %93
IR vimaks(cm™) (Spektrum 203)

3160 (N-H gerilmesi), 3061 (Aromatik C-H gerilmesi), 2972 (Alifatik C-H gerilmesi),
1673 (C=0O gerilmesi, amit | bandi), 1549 (N-H egilmesi, amit II bandi), 1524
(Aromatik NO asimetrik gerilmesi), 1341 (Aromatik NO> simetrik gerilmesi), 1183
(C=S gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 204)

(400 MHz, DMSO-ds)

6 5.20 (2H, s, CHy), 7.17-7.25 (3H, m, Benzimi-H), 7.38-7.42 (1H, m, Benzimi-H),
7.63 (1H, td, J=8.2; 1.3 Hz, H5"), 7.89-7.95 (2H, m, H4’ ve H6’), 8.60-8.62 (1H, m,
H2%), 10.94 (1H, s, Amit-NH), 12.89 (1H, bs, Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 205)

(100 MHz, DMSO-ds)

6 46.3 (CH2), 109.7 (C4 veya C7),110.0 (C4 veya C7), 113.2(C2’), 118.0 (C4’), 122.3
(C5 veya C6), 122.9 (C5 veya C6), 125.0 (C6’), 130.4 (C5’), 130.7 (C3a veya C7a),
133.4 (C3a veya C7a), 139.8 (C1’), 148.0 (C3’), 165.8 (C=0), 169.1 (C=S) ppm

MS (NI-APCI) (Spektrum 206)

m/z (% Bagil bolluk)

327.16 [M-HT (22)
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4.1.2.25. BS8 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgulari

4 H
5 3N 2
>=$
6 N
1 65
7 H
CHZ-E_N 1 o N02
O 23

N-(4-Nitrofenil)-2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit
Erime derecesi: 280°C (Metanol)
Verim: %73
IR vimaks(cm™) (Spektrum 207)
3292 (N-H gerilmesi), 3051 (Aromatik C-H gerilmesi), 2934 (Alifatik C-H gerilmesi),
1681 (C=0O gerilmesi, amit I band1), 1548 (N-H egilmesi, amit II bandi1), 1504
(Aromatik NO; asimetrik gerilmesi), 1338 (Aromatik NO> simetrik gerilmesi), 1199
(C=S gerilmesi)
'H NMR (Spektrum 208)
(400 MHz, DMSO-ds)

8 5.22 (2H, s, CHy), 7.16-7.24 (3H, m, Benzimi-H), 7.39-7.43 (1H, m, Benzimi-H),
7.83 (2H, d, J=9.2 Hz, H2’ ve H6"), 8.24 (2H, d, J=9.2 Hz, H3’ ve H5), 11.07 (1H, s,
Amit-NH), 12.89 (1H, bs, Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 209)

(100 MHz, DMSO-ds)

8 46.4 (CH>), 109.8 (C4 veya C7), 110.0 (C4 veya C7), 118.8 (C2’ ve C6’), 122.3 (C5
veya C6), 122.9 (C5 veya C6), 125.1 (C3’ ve C5°), 130.6 (C3a veya C7a), 133.4 (C3a
veya C7a), 142.4 (C4’), 144.8 (C1°) 165.9 (C=0), 169.0 (C=S) ppm

MS (NI-APCI) (Spektrum 210)

m/z (% Bagil bolluk)

329 [M+2-H]" (6), 327.16 [M-H]" (96), 189.18 [CsH/N20S] (97),

136.98 [CsHsN202] (100)
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4.1.2.26. BS9 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular

H
5 3N )
s
6 N
1 6 5
[ H
CHZ'(.;:-N 1 4'
0 T
CHj

N-(2-Metilfenil)-2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit
Erime derecesi: 276°C (Etanol:Su)
Verim: %24
IR vimaks(cm™) (Spektrum 211)

3269 (N-H gerilmesi), 3062 (Aromatik C-H gerilmesi), 2989 (Alifatik C-H gerilmesi),
1656 (C=0 gerilmesi, amit I bandi1), 1536 (N-H egilmesi, amit II band1), 1191 (C=S

gerilmesi)
'H NMR (Spektrum 212)
(400 MHz, DMSO-ds)

82.26 (3H, s, CH3), 5.18 (2H, s, CH>), 7.08 (1H, t, J=7.8 Hz, H4"), 7.14 (1H, d, J=7.8,
H3’), 7.16-7.23 (4H, m, Benzimi-H ve H5”), 7.34-7.37 (1H, m, Benzimi-H), 7.40 (1H,
d, J=7.9 Hz, H6"), 9.71 (1H, s, Amit-NH), 12.82 (1H, bs, Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 213)
(100 MHz, DMSO-ds)

3 18.0 (CH3), 46.0 (CHy2), 109.6 (C4 veya C7), 109.9 (C4 veya C7), 122.2 (C5 veya
C6), 122.8 (C5 veya C6), 124.5, 125.4, 126.0, 130.4, 130.7 (C3a veya C7a), 131.8,
133.4 (C3a veya C7a), 135.8, 166.0 (C=0), 169.1 (C=S) ppm

MS (NI-APCI) (Spektrum 214)
m/z (% Bagil bolluk)

298 [M+2-H] (5), 296.17 [M-H] (96)
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4.1.2.27. BS10 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 H
N

3
5 2
L=
6 N, 6 5
T H
CH2‘9-N 7 4'
0] > 3

CHj

N-(3-Metilfenil)-2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit
Erime derecesi: 266°C (Metanol)
Verim: %67
IR Vmaks(cm™) (Spektrum 215)

3287 (N-H gerilmesi), 3063 (Aromatik C-H gerilmesi), 2989 (Alifatik C-H gerilmesi),
1664 (C=0 gerilmesi, amit I bandi1), 1543 (N-H egilmesi, amit II band1), 1193 (C=S

gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 216)
(400 MHz, DMSO-ds)

82.26 3H, s, CHz), 5.14 (2H, s, CH2), 6.88 (1H, d, J=7.4 Hz, H4’), 7.15-7.24 (4H, m,
Benzimi-H ve HS5’), 7.34-7.37 (2H, m, Benzimi-H ve H6’), 7.44 (1H, t, J=1.9 Hz,
H2%), 10.34 (1H, s, Amit-NH), 12.86 (1H, bs, Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 217)
(100 MHz, DMSO-ds)

§21.2 (CH3), 46.2 (CH,), 109.6 (C4 veya C7), 110.0 (C4 veya C7), 116.2, 119.6,
122.3 (C5 veya C6), 122.8 (C5 veya C6), 124.1, 128.7, 130.7 (C3a veya C7a), 133.5
(C3a veya C7a), 138.0, 138.7, 164.8 (C=0), 169.1 (C=S) ppm

MS (NI-APCI) (Spektrum 218)
m/z (% Bagil bolluk)

296.23 [M-H] (45), 189.20 [CoH;N,0S] (96), 161.12 [CsH-N,S]" (100)
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4.1.2.28. BS11 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 H
5 3N 2
)=s
6 N
1 6 5
7| H
CHZ-Q_N 1 M CH3
O 23

N-(4-Metilfenil)-2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit
Erime derecesi: 276°C (Metanol)
Verim: %24
IR Vmaks(cm™®) (Spektrum 219)

3282 (N-H gerilmesi), 3063 (Aromatik C-H gerilmesi), 2986 (Alifatik C-H gerilmesi),
1655 (C=0 gerilmesi, amit I bandi), 1532 (N-H egilmesi, amit II bandi), 1190 (C=S

gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 220)
(400 MHz, DMSO-ds)

62.25 (3H, s, CH3), 5.13 (2H, s, CH»), 7.11 (2H, d, J=8.2 Hz, H3’ ve H5’), 7.17-7.23
(3H, m, Benzimi-H), 7.33-7.37 (1H, m, Benzimi-H), 7.46 (2H, d, J=8.4 Hz, H2’ ve
H6%), 10.31 (1H, s, Amit-NH), 12.82 (1H, bs, Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 221)

(100 MHz, DMSO-ds)

820.5 (CH3), 46.2 (CH>), 109.6 (C4 veya C7), 110.0 (C4 veya C7), 119.0 (C2’ ve
C6”), 122.3 (C5 veya C6), 122.8 (C5 veya C6), 129.2 (C3’ ve C57), 130.7 (C3a veya
C7a), 132.4 (C1’ veya C4’), 133.5 (C3a veya C7a), 136.3 (C1’ veya C4’), 164.6
(C=0), 169.0 (C=S) ppm

MS (NI-APCI) (Spektrum 222)

m/z (% Bagil bolluk)

296.22 [M-HT, (24), 161.13 [CsH7N,S], (100)
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4.1.2.29. BS12 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 H
5 2N,
=3
6 N s
6§ _5
T H
CHp=C-N— &
0 Jrs
|
CHj

N-(2-Metoksifenil)-2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit
Erime derecesi: 235°C (Metanol)

Verim: %62
IR vimaks(cm™) (Spektrum 223)

3259 (N-H gerilmesi), 3069 (Aromatik C-H gerilmesi), 2939 (Alifatik C-H gerilmesi),
1660 (C=0 gerilmesi, amit I bandi1), 1546 (N-H egilmesi, amit II band1), 1235 (Aril
alkil eter C-O asimetrik gerilmesi), 1191 (C=S gerilmesi), 1050 (Aril alkil eter C-O

simetrik gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 224)
(400 MHz, DMSO-ds)

83.71 (3H, s, OCH3), 5.14 (2H, s, CHy), 6.62-6.66 (1H, m, H3"), 7.09-7.12 (1H, m,
H6”), 7.15-7.26 (4H, m, Benzimi-H ve H4’ veya H5’), 7.32 (1H, t, J=2.3 Hz, H4’ veya
H5’), 7.34-7.39 (1H, m, Benzimi-H), 10.46 (1H, s, Amit-NH), 12.82 (1H, bs, Benzimi-
NH) ppm

13C NMR (Spektrum 225)
(100 MHz, DMSO-ds)

§ 46.2 (CH2), 55.0 (OCH3), 104.7 (C3°), 109.0 (C6’), 109.6 (C4 veya C7), 110.0 (C4
veya C7), 111.2 (C5°), 113.9 (C3’ ve C5°), 122.3 (C5 veya C6), 122.9 (C5 veya C6),
129.7 (C4’), 130.6 (C3a veya C7a), 133.5 (C3a veya C7a), 140.0 (C17), 159.6 (C2’),
164.9 (C=0), 169.0 (C=S) ppm

MS (NI-APCI) (Spektrum 226)
m/z (% Bagil bolluk)

312.22 [M-HT, (53), 189.21 [CsH7N20S]" (98), 161.12 [CsH7NS] (100)
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4.1.2.30. BS13 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 H
5 N )
s
6 N 6 _5
T H
CHyC-N—(  )#
(0] T
2 39
CH,

N-(3-Metoksifenil)-2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit
Erime derecesi: 235°C (Metanol)
Verim: %19
IR Vmaks(cm™) (Spektrum 227)
3261 (N-H gerilmesi), 3061 (Aromatik C-H gerilmesi), 2918 (Alifatik C-H gerilmesi),
1660 (C=0 gerilmesi, amit I bandi), 1544 (N-H egilmesi, amit II band1), 1236 (Aril
alkil eter C-O asimetrik gerilmesi), 1191 (C=S gerilmesi), 1049 (Aril alkil eter C-O
simetrik gerilmesi)
'H NMR (Spektrum 228)
(400 MHz, DMSO-dg)

§3.71 (3H, s, OCH3), 5.14 (2H, s, CH2), 6.64 (1H, dd, J= 8.3; 2.5 Hz, H4’ veya H6"),
7.09-7.11 (1H, m, H4’ veya H6), 7.16-7.24 (4H, m, Benzimi-H ve H5”), 7.31 (1H, t,
J=2.3 Hz, H2’), 7.34-7.38 (1H, m, Benzimi-H), 10.41 (1H, s, Amit-NH), 12.83 (1H,
bs, Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 229)

(100 MHz, DMSO-ds)

8 46.3 (CH>), 55.0 (OCHzs), 104.7, 109.0, 109.6 (C4 veya C7), 110.0 (C4 veya C7),
111.2, 122.3 (C5 veya C6), 122.9 (C5 veya C6), 129.7 (C5’), 130.6 (C3a veya C7a),
133.5 (C3a veya C7a), 140.0 (C1°), 159.6 (C3’), 164.9 (C=0), 169.0 (C=S) ppm

MS (NI-APCI) (Spektrum 230)

m/z (% Bagil bolluk)

314.23 [M+2-H]" (5), 312.21 [M-H] (100)
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4.1.2.31. BS14 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4

3N
5
>=s
6 N e
6 5
[ H
CHz'(I?_N 1 M O'CH3
0 223

N-(4-Metoksifenil)-2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit
Erime derecesi: 272°C (Metanol)
Verim: %34
IR Vmaks(cm™) (Spektrum 231)

3264 (N-H gerilmesi), 3068 (Aromatik C-H gerilmesi), 2957 (Alifatik C-H gerilmesi),
1672 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1542 (N-H egilmesi, amit II bandi), 1246 (Aril
alkil eter C-O asimetrik gerilmesi), 1195 (C=S gerilmesi), 1025 (Aril alkil eter C-O

simetrik gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 232)
(400 MHz, DMSO-ds)

83.71 (3H, s, OCHs3), 5.11 (2H, s, CH2), 6.89 (2H, d, J=9.0 Hz, H3’ ve H5’), 7.15-
7.23 (3H, m, Benzimi-H), 7.33-7.36 (1H, m, Benzimi-H), 7.49 (2H, d, J=8.6 Hz, H2’
ve H6’), 10.27 (1H, s, Amit-NH), 12.85 (1H, bs, Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 233)

(100 MHz, DMSO-dg)

8 46.1 (CH2), 55.1 (OCH3s), 109.6 (C4 veya C7), 110.0 (C4 veya C7), 113.9 (C3’ ve
C5%), 120.5 (C2’ ve C6), 122.2 (C5 veya C6), 122.8 (C5 veya C6), 130.6 (C3a veya
C7a), 131.9 (C17), 133.5 (C3a veya C7a), 155.3 (C4’), 164.2 (C=0), 169.0 (C=S) ppm

MS (NI-APCI) (Spektrum 234)
m/z (% Bagil bolluk)

312.23 [M-HJ (26), 161.12 [CsH7N,S]" (100)
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4.1.2.32. BS15 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4

SN
5 >2=S (C'):H3
6 N -
7 o=
CHp-C-N— —0-CHs
o] A
2" 3 Q
CH,
N-(3,4,5-Trimetoksifenil)-2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-
il)asetamit

Erime derecesi: 264°C (Metanol)
Verim: %76
IR vimaks(cm™) (Spektrum 235)

3146 (N-H gerilmesi), 3061 (Aromatik C-H gerilmesi), 2942 (Alifatik C-H gerilmesi),
1660 (C=0 gerilmesi, amit I band1), 1568 (N-H egilmesi, amit II bandi), 1231 (Aril
alkil eter C-O asimetrik gerilmesi), 1189 (C=S gerilmesi), 1005 (Aril alkil eter C-O

simetrik gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 236)
(400 MHz, DMSO-ds)

6 3.61 (3H, s, OCHs-4"), 3.72 (6H, s, OCH3-3” ve OCH3z-5’), 5.12 (2H, s, CH>), 6.98
(2H, s, H2’ ve H6’), 7.15-7.23 (3H, m, Benzimi-H), 7.33-7.37 (1H, m, Benzimi-H),
10.44 (1H, s, Amit-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 237)
(100 MHz, DMSO-ds)

8 46.2 (CHy), 55.7 (OCH3-3” ve OCH3-5’), 60.1 (OCH3-4"), 96.6 (C2’ ve C6), 109.6
(C4 veya C7), 110.0 (C4 veya C7), 122.3 (C5 veya C6), 122.9 (C5 veya C6), 130.7
(C3aveya C7a), 133.4, 133.5, 135.0 (C1’ veya C4°), 152.8 (C3’ ve C5°) 164.7 (C=0),
169.1 (C=S) ppm

MS (NI-APCI) (Spektrum 238)

m/z (% Bagil bolluk)

374 [M+2-H]" (6), 372.37 [M-H] (99), 189.21 [CsH/N20S]" (100)
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4.1.2.33. BS16 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 3
5

N,
=s
N4

CHp-C-N 0%
" 1'\ /
22 3

6
6 5

1-Morfolino-2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)etan-1-on

Erime derecesi: 212°C (Metanol)
Verim: %64

IR vimaks(cm™) (Spektrum 239)

3064 (Aromatik C-H gerilmesi), 2939 (Alifatik C-H gerilmesi), 1638 (C=0 gerilmesi,
amit [ bandi), 1189 (C=S gerilmesi).

'H NMR (Spektrum 240)
(400 MHz, DMSO-ds)

6 3.44-3.45 (2H, m, Morf-H), 3.57-3.59 (2H, m, Morf-H), 3.64-3.69 (4H, m, Morf-H),
5.19 (2H, s, CH»), 7.13-7.21 (3H, m, Benzimi-H), 7.24-7.27 (1H, m, Benzimi-H) 12.79
(1H, s, NH) ppm

13C NMR (Spektrum 241)
(100 MHz, DMSO-ds)

8 42.0,44.5,44.9,66.1, 109.6 (C4 veya C7), 110.1 (C4 veya C7), 122.1 (C5 veya C6),
122.8 (C5 veya C6), 130.6 (C3aveya C7a), 133.4 (C3a veya C7a), 164.4 (C=0), 169.0
(C=S) ppm

MS (NI-APCI) (Spektrum 242)
m/z (% Bagil bolluk)

278 [M+2-H] (6), 276.20 [M-H] (100)
151



4.1.2.34. BS17 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

4 H
5 2N )
S
6 N4 6 5
7| : >
CHz'C-N 4'
1] 1'
o

1-(Piperidin-1-il)-2-(2-tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)etan-1-on
Erime derecesi: 237°C (Metanol)
Verim: %27
IR Vmaks(cm™®) (Spektrum 243)

3056 (Aromatik C-H gerilmesi), 2939 (Alifatik C-H gerilmesi), 1658 (C=0 gerilmesi,
amit [ bandi), 1200 (C=S gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 244)
(400 MHz, DMSO-ds)

8 1.45 (2H, bs, Pip-H), 1.62 (4H, s, Pip-H), 3.42 (2H, t, J=5.5 Hz, Pip-H), 3.55 (2H,
bs, Pip-H), 5.17 (2H, s, CHy), 7.13-7.23 (4H, m, Benzimi-H), 12.78 (1H, bs, NH) ppm

13C NMR (Spektrum 245)
(100 MHz, DMSO-ds)

8 24.0, 25.3, 26.0, 42.6, 44.6, 45.4, 109.5 (C4 veya C7), 110.0 (C4 veya C7), 122.1
(C5veya C6), 122.7 (C5 veya C6), 130.6 (C3aveya C7a), 133.4 (C3aveya C7a), 163.7
(C=0), 169.0 (C=S) ppm

MS (NI-APCI) (Spektrum 246)
m/z (% Bagil bolluk)
274.25 [M-HT (52)
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4.1.2.35. BS18 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

3
N
5
23
6 N1
7
CHz'E-N-NHz
o]

2-(2-Tiyokso-2,3-dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetohidrazit
Erime derecesi: 212°C (Etanol)
Verim: %26
IR Vmaks(cm™®) (Spektrum 247)

3318 (Primer N-H gerilmesi), 3139 (Sekonder N-H gerilmesi), 3061 (Aromatik C-H
gerilmesi), 2936 (Alifatik C-H gerilmesi), 1665 (C=0O gerilmesi), 1195 (C=S

gerilmesi)
'H NMR (Spektrum 248)
(400 MHz, DMSO-ds)

6 4.28 (2H, s, NH»), 4.88 (2H, s, CH>), 7.13-7.23 (4H, m, Benzimi-H), 9.34 (1H, s,
NH), 12.78 (1H, bs, Benzimi-NH) ppm

13C NMR (Spektrum 249)
(100 MHz, DMSO-ds)

8 44.4 (CH>), 109.6 (C4 veya C7), 109.9 (C4 veya C7), 122.2 (C5 veya C6), 122.9 (C5
veya C6), 130.7 (C3a veya C7a), 133.3 (C3a veya C7a), 165.6 (C=0), 169.0 (C=S)
ppm

MS (NI-APCI) (Spektrum 250)
m/z (% Bagil bolluk)

221.15 [M-H]" (44)
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4.1.2.36. BS19 Kodlu Bilesigin Spektral Bulgular:

H
5 3N 2
S
6 N1
7
CHp-C-N-OH
0]

N-Hidroksi-2-(2-tiyokso-2,3- dihidro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetamit
Erime derecesi: 208°C (Metanol)
Verim: %36
IR vmaks(cm™) (Spektrum 251)

3156 (N-H ve O-H gerilmeleri), 2944 (Alifatik C-H gerilmesi), 1760 (C=0 gerilmesi),
1198 (C=S gerilmesi)

'H NMR (Spektrum 252)
(400 MHz, DMSO-ds)

8 3.69 (2H, s, OH ve NH), 5.13 (2H, s, CH>), 7.16-7.24 (3H, m, Benzimi-H), 7.36-
7.40 (1H, m, Benzimi-H) ppm

13C NMR (Spektrum 253)
(100 MHz, DMSO-ds)

8 44.5 (CHy), 52.3, 109.8 (C4 ve C7), 122.4 (C5 veya C6), 123.1 (C5 veya C6), 130.7
(C3aveya C7a), 132.8 (C3a veya C7a), 167.9 (C=0), 169.0 (C=S) ppm

MS (NI-APCI) (Spektrum 254)
m/z (% Bagil bolluk)

222.15 [M-H]" (6)
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4.2. X-Ray Analiz Bulgulari

Tez ¢alismasi kapsaminda sentezlenen bilesiklerin yapilarini kesinlestirmek amaciyla
X-ray analizleri gerceklestirilen B10 ve BS6 kodlu bilesiklere ait bulgular asagida
Ozetlenmistir.

B10 bilesigine ait termal elipsoid goriinimii Sekil 4-1, X-1s1m1 kirinimi ve yapi aritim
verileri Tablo 4-3, bag uzunluklar1 Tablo 4-4, bag agilar1 Tablo 4-5, torsiyon agilari
Tablo 4-6, kristal yap1 icindeki hidrojen baglar1 ve zayif etkilesmeler Tablo 4-7,
hidrojen baglar1 sonucunda olusan dimerik motif Sekil 4-2, birim hiicre igerisindeki
goriintiisii ise Sekil 4-3’teki gibidir.

B6 kodlu bilesige ait ORTEP goriiniimii Sekil 4-4, X-1s1m1 kirmnimi ve yapi aritim
verileri Tablo 4-8, bag uzunluklar1 Tablo 4-9, bag agilar1 Tablo 4-10, torsiyon agilari
Tablo 4-11, kristal yap1 igindeki hidrojen baglar1 ve zayif etkilesmeler Tablo 4-12,
hidrojen baglar1 sonucunda olusan dimerik motif Sekil 4-5, birim hiicre igerisindeki

goriintiisii ise Sekil 4-6’daki gibidir.

Sekil 4-1. B10 bilesiginin asimetrik birimdeki molekiiler yapisinin %30 olasilik diizeyinde ¢izilmis
termal elipsoit goriintimii
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Tablo 4-3. B10 bilesigine ait X-1g1n1 kirinim1 ve yapi aritim verileri.

Formiil
Mr (g/mol?)
Kristal rengi ve
sekli

Kristal
boyutlar: (mm)
Sicaklik (K)
Dalgaboyu (A)
Kristal sistemi
Uzay grubu, Z
a (A)

b (A)
c(A)

a(9)

B
7 ()

Birim hiicre

C16H17N302S pc (Mg m3) 1.360
315.38 u (mm1) 0.221
Renksiz, F (000) 664
prizmatik
0.28%0.13x0.10 20 (%) 6.486-50.052
295 (2) h -19,17
0.71073 Kk -4.5
Monoklinik | -18,22
P21/n, 4 Toplam yansima 5142
16.326(2) Bagimsiz 2713 [R (int)=0.071]
4.9530(7) Data/parametre 5142/203
19.058(3) GooF 0.983
90 R indisi [I > 26(I)] R:1=0.066, WR,=0.077
91.559(13) R indisi (tiim data) R; 0.167, wR>=0.104
90 Apmax/Apmin (€A?) 0.20/-0.23
1540.5(4)
Tablo 4-4. B10 bilesigine ait bag uzunluklar
Atom (1) Atom (2) Uzunluk / A
S1 C1 1.742(4)
S1 C8 1.800(4)
N1 C1 1.302(5)
N1 C2 1.399(4)
N2 C1 1.372(4)
N2 C7 1.384(4)
C2 C3 1.382(5)
C2 C7 1.387(5)
C3 C4 1.384(5)
C4 C5 1.386(5)
C5 C6 1.381(5)
C6 C7 1.383(5)

156



Tablo 4-5. B10 bilesigine ait bag agilart

Atom (1) Atom (2) Atom (3) Aq/°
c1 s1 o 99.93(19)
c1 N1 C2 104.1(3)
c1 N2 C7 106.2(3)
N1 c1 s1 128.3(3)
N1 C1 N2 113.9(4)
N2 Cc1 Ss1 117.7(3)
Cc3 C2 N1 129.6(4)
Cc3 C2 c7 119.8(4)
C7 C2 N1 110.5(4)
C2 C3 C4 118.2(4)
Cc3 C4 C5 120.9(4)
C6 C5 C4 122.1(4)
C5 C6 c7 116.0(4)
N2 C7 C2 105.3(3)
C6 c7 N2 131.6(4)
C6 C7 C2 123.1(4)
C9 cs s1 104.6(3)
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Atom (1)
S1
S1
N1
N1
N1
C1
C1
C1
C1
C1
C2
C2
C2
C3
C3
C3
C4
C5
C5
C7
C7
C7
C8
C8

Tablo 4-6. B10 bilesigine ait torsiyon agilari

Atom (2)
C8
C8
C2
C2
C2
S1
N1
N1
N2
N2
N1
N1
C3
C2
C2
C4
C5
C6
C6
N2
N2
C2
S1
Sl

Atom (3)
C9
C9
C3
C7
C7
C8
C2
C2
C7
C7
C1
C1
C4
C7
C7
C5
C6
C7
C7
C1l
C1
C3
C1
C1l

Atom (4)
01
N3
C4
N2
C6
C9
C3
C7
C2
C6
S1
N2
C5
N2
C6
C6
C7
N2
C2
S1
N1
C4
N1
N2

Aq/°
-2.1(5)
176.7(3)
177.8(4)
0.3(4)
-177.9(3)
178.8(2)
1178.9(4)
20.4(4)
0.1(4)
177.8(4)
177.9(3)
0.3(4)
0.0(6)
179.0(3)
0.8(6)
0.3(7)
0.1(6)
-178.1(4)
-0.5(6)
-177.9(3)
0.1(4)
-0.5(6)
8.4(4)
1174.1(3)
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Sekil 4-2. B10 bilesigine ait N2-H2--O2 hidrojen bagi ile olusan R2(14) dimerik motif.

Tablo 4-7. B10 bilesiginin kristal yapis1 igindeki hidrojen baglar1 ve zayif etkilesmeler (A, °).

D-H-A D-H(A) H-A@A) D-A(A) D-H+A/()
O1W-HI1WA-N1 0.85 2.00 2.843(4) 171
N2-H2--O1! 0.86 2.17 2.945(4) 150

Simetri kodu: (i) 1-x, 1-y, 1-z; (ii) 3/2-x, -1/2+y, 3/2-z; (iii) 3/2-x, Yty, 3/2-2
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Sekil 4-3. B10 kodlu bilesigin birim hiicre icerisinde b ekseninden bakildiginda olusan paketlenme

gosterimi.
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Sekil 4-4. BS6 bilesiginin molekiiler yapisinin %30 olasilik diizeyinde ¢izilmis ORTEP goriiniimii
Molekiil i¢i H baglari kesik ¢izgilerle gosterilmistir.

Tablo 4-8. BS6 bilesigine ait X-151n1 kirmnimi ve yapt aritim verileri.

Formiil C15H12N4O3S

pc (Mg m?) 1.485
Mr (g/mol?) 328.35 u (mmt) 0.242
Kristal rengi ve Sar1, Prizmatik F (000) 340
sekli
Kristal boyutlar1  0.27x0.08x0.07 20 6.282-51.362
(mm)
Sicakhik (K) 295 (2) h 7.6
Dalgaboyu (A) 0.71073 K -11,10
Kristal sistemi Triklinik I 0,18
Uzay grubu, Z P-1,2 Toplam yansima 2773
a(A) 5.8295(5) Bagimsiz 1858 [R (int) = merged]
b (A) 9.0655(9) Data/parametre 2773/217
c(A) 14.9241(17) GooF 1.014
a () 105.636(9) R indisi [I > 26(I)] R:=0.055, wR2 =0.095
PO 98.402(9) R indisi (tiim data) R:=0.093, wR> =0.112
y(©) 99.345(8) Apmax/Apmin (€A-3) 0.23/-0.26
Birim hiicre 734.32(13)
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Tablo 4-9. BS6 bilesigine ait bag uzunluklar

Atom (1) Atom (2) Uzunluk / A
s1 C1 1.663(5)
N1 c1 1.355(5)
N1 c7 1.388(5)
N2 Cc1 1.376(4)
N2 c2 1.386(5)
N2 c8 1.447(4)
C2 Cc3 1.379(6)
c2 c7 1.392(5)
Cc3 C4 1.378(6)
C4 C5 1.384(6)
C5 Cc6 1.373(6)
Cc6 c7 1.365(6)
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Tablo 4-10. BS6 bilesigine ait bag agilar

Atom (1) Atom (2) Atom (3) Aq/°
C1 N1 c7 111.3(3)
c1 N2 C2 110.7(3)
c1 N2 C8 123.8(4)
C2 N2 C8 125.4(3)
N1 c1 s1 128.4(3)
N1 Cc1 N2 105.3(4)
N2 c1 s1 126.2(3)
N2 C2 C7 106.4(3)
Cc3 C2 N2 132.4(3)
C3 C2 C7 121.2(4)
c4 C3 C2 117.0(4)
Cc3 C4 Cc5 121.4(5)
C6 Cc5 C4 121.3(5)
c7 C6 Cc5 117.6(4)
N1 C7 C2 106.2(4)
C6 C7 N1 132.3(4)
C6 C7 C2 121.4(4)
N2 C8 C9 116.2(3)
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Atom (1)
N2
N2
N2
N2
N2
C1
C1
C1
C1
C1
C2
C2
C2
C2
C3
C3
C3
C4
C5
C5
C7
C7
C7
C8
C8
C8
C8

Tablo 4-11. BS6 bilesigine ait torsiyon agilari

Atom (2)
C2
C2
C2
C8
C8
N1
N1
N2
N2
N2
N2
N2
N2
C3
C2
C2
C4
C5
C6
C6
N1
N1
C2
N2
N2
N2
N2

Atom (3)
C3
C7
C7
C9
C9
C7
C7
C2
C2
C8
C1
C1
C8
C4
C7
C7
C5
C6
C7
C7
C1
C1
C3
C1l
C1l
C2
C2

Atom (4)
C4
N1
C6
o1
N3
C2
C6
C3
C7
C9
S1
N1
C9
C5
N1
C6
C6
C7
N1
C2
S1
N2
C4
S1
N1
C3
C7

Aq/°
179.0(4)
-0.3(4)
179.4(4)
179.2(4)
-2.3(5)
-0.2(4)
-179.9(4)
-178.7(4)
0.7(4)
-95.0(4)
179.1(3)
-0.8(4)
89.3(5)
1.1(7)
179.2(4)
-1.1(6)
-0.5(8)
-0.9(7)
-178.8(4)
1.6(6)
1179.3(3)
0.6(4)
-0.3(6)
2.8(5)
177.1(3)
-2.5(7)
176.9(3)
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Sekil 4-5. BS6 bilesiginin N1-H1--S1 hidrojen baglar1 ile ortaya ¢ikan olusan RZ(8) dimerik motifi.

Tablo 4-12. BS6 bilesiginin kristal yapisi igindeki hidrojen baglar1 ve zayif etkilesmeler (A, °).

D-H--A D-H (A) H-A (A) DA (A) D-H-A (%)
N1-H1--S1' 0.94 2.41 3.307(4) 160
C8-H8B--S1 0.97 2.76 3.169(4) 106

Simetri kodu: (i) 1-x, -y, -z, (ii) -x, 1-y, 1-z
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Sekil 4-6. BS6 bilesiginin birim hiicre igerisinde a ekseninden bakildiginda olusan paketlenme
gosterimi.
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4.3. Biyolojik Aktivite Bulgulari

MPO taurin Kloramin yontemi ile aktiviteleri test edilen biitiin bilesiklerin 20 uM
konsantrasyonda % inhibisyon degerleri Tablo 4-13’te verilmistir. Ayrica %70 ve
tizeri aktivite gosteren bilesikler i¢in gergeklestirilen 1Csp deney sonuglari da Tablo
4-14’te 6zetlenmistir.

Tablo 4-13. Aktivitesi test edilen bilesiklerin MPO % inhibisyon sonuglar1

N N §
Qe % s o % O-s %
Inhibisyon N CH,-C-a Inhibisyon N\ O | Inhibisyon

CH,C-A : CHp-C-A

BCL1 27.89+2.12 Bl 50+1.531 BS1 91.94+1.41
BCL2 24.85+2.52 B2 63.61+4.46 BS2 95.26+0.08
BCL3 21.91+1.47 B3 54.42+1.28 BS3 89.44+1.88
BCL4 67.78+3.32 B4 56.08+4.56 BS4 75.65+2.12
BCL5 63.75+0.40 B5 52.63+2.44 BS5 85.31+3.03
BCL6 31.76+1.19 B6 48.55+8.06 BS6 70.16+0.72
BCL7 43.95£11.5 B7 62.27+3.88 BS7 61.89+1.37
BCLS8 53.99+0.6 B8 62.06+9.98 BS8 61.40+5.53
BCL9 28.49+2.05 B9 44.9+10.82 BS9 93.03+0.65
BCL10 34.754+3.38 B10 92.47+2.08 BS10 91.3843.82
BCL11 36.5349.62 Bl1 72.9943.40 BS11 41.10+0.36
BCL12 39.34+7.06 B12 72.56+7.08 BS12 94.30+0.22
BCL13 46.64+8.16 B13 61.42+4.83 BS13 65.55+1.63
BCL14 36.85+4.83 B14 50+4.33 BS14 81.70+0.58
BCL15 35.70+£3.48 B15 68.924+3.88 BS15 62.60+1.99
BCL16 32.69+0.39 B16 35.85+2.43 BS16 52.2443.54
BCL17 29.14+3.84 B17 31.98+2.41 BS17 58.22+0.43
BCL18 33.32+0.62 BSE 51.30+1.30

BS18 93.21+0.29

BS19 51.20£1.95
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Tablo 4-14. %70 tizerinde MPO inhibisyon gdsteren bilesiklerin ICs sonuglari

Bilesik - %
Kodu Acik Formiilii inhibisyon 1Cs0 (uM)
N S
\ - —C-
B10 ©[N>_ S-CH=C NHQ 02.47+4.46  6.41+0.082
H CHs
N Q
B11 @[N\>—S-CH2-C-NH-©—CH3 72.99+3.40  8.505+0.032
H
N Q
©[ »—Ss-CH,—C-NH
B12 N 72.56+7.08  10.42+0.039
0]
CHs
H
N
>=s
BS1 N ] 91.94+1.41  5.636:£0.05
(0]
H
N
/Es
BS2 95.26+0.08  4.328+0.085
CH2 C NH- CHz@
H
N
>=s
BS3 N H 89.44+1.88  6.67+0.055
O
Cl
H
N
>=s
BS4 N H 75.65+2.12  9.44+0.05
(0]
Cl
H
N
>=s
BS5 N . 85.31+3.03  7.762+0.035
CHZ-Cl?—N—@—CI
@)
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N
>=s
BS6 N H 70.16+£0.72  5.618+0.076
0]
NO,
H
N
>=s
N
BS9 | H 93.03+0.65 = 4.258+0.037
CH2'9_N
(0]
CHj
H
N
>=s
BS10 N H 91.38+3.82  3.855£0.071
CH,-C-N
(0]
CHs
H
N
>=s
Y h
BS12 CHz-g-N@ 94.30+0.22  3.718+0.053
0]
Q
CHj,
H
N
>=s
BS14 N y 81.70£0.58  4.079+0.061
CHz'(I?_N_@_O'CH:;
(@]
H
N
>=s
BS18 N ! 93.21£0.29  0.393+0.03
CH2'9-N_NH2
(0]

0
ABAH HZN—Q—/( 0.217+0.035
NH-NH,
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4.4. Molekiiler Kenetlenme Bulgular:

Tez c¢alismamiz kapsaminda biyolojik aktiviteleri test edilen iriinlerden %90 ve
tizerinde MPO inhibisyonu gosteren bilesiklerin (BS1, BS2, BS9, BS10, BS12, BS18,
B10) enzimin aktif yoresindeki kenetlenme pozlar1 Sekil 4-7, Sekil 4-8, Sekil 4-9,
Sekil 4-10, Sekil 4-11, Sekil 4-12, Sekil 4-13 ve etkilesim bulgular1 Tablo 4-15’te
Ozetlendigi gibidir. Sekillerde bilesikler pembe, hem grubu yesil olarak

renklendirilmistir.

rg239

Sekil 4-7. BS1 bilesiginin kenetlenme pozu
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rg239

Sekil 4-8. BS2 bilesiginin kenetlenme pozu

rg239

is95

\ ;
i

Sekil 4-9. BS9 bilesiginin kenetlenme pozu
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rg239

Sekil 4-10. BS10 bilesiginin kenetlenme pozu

rg239

Sekil 4-11. BS12 bilesiginin kenetlenme pozu
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Sekil 4-12. BS18 bilesiginin kenetlenme pozu

r0101

Sekil 4-13. B10 bilesiginin kenetlenme pozu
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Tablo 4-15. Molekiiler kenetlenme ¢aligmalar1 bulgular

Bilesik

Bilesigin Etkilesen Grubu

Kodu

H
o fgi<)
O

BS1

—Z_ _ZT

—CHFC NH-CH2—©
o)

BS2

H
O
0
CHs,

H
—CH2N
0
CHs

H
g0
@)
O\
CHj4

—Z_ZT

BS9

—Z__ZT

BS10

—Z_ _ZT

BS12

—Z_ _ZT

Etkilestigi

Amino

Asit

Arg-239

His-95

Arg-239

His-95

Arg-239

His-95

Arg-239

His-95

Arg-239

His-95

Etkilestigi Amino Asit
Bolgesi

HoN JLNWLOH

NH»

HO
" \ NDII
NH (@)

H2N JL”/\/\HLOH

NH,
? H
N
HO
2
NH2 N
by i
H,N N/\/\|)LOH
H NH,
O H
N
HO
| ]
NH2 N
NH o
HZNJLNWLOH
H NH,
Q H
N
HO
2
NH2 N
NH 0
HQNJLN/\/\l)]\OH
H NH,
D H
N
HO
|
NH2 N
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o)

N

BS18
N
I
—CH,G-N
(0]
—S—CHZNHQ
o)
CH,
B10

Arg-239

Pro-101

Thr-100

Arg-333

Arg-239

H,N

175



5. Tartisma

Miyeloperoksidaz (MPQO) enzimi nétrofillerde bulunur ve oksidan hipohaldz asitlerin
sentezine aracilik ederek antibakteriyel etkinligin saglanmasinda immiin sisteme
yardimci olur. Ancak bu enzimin ekstraseliiler sivida konaga ait biyomolekiilleri de
oksitlemesi inflamasyon olusum siirecini tetikleyerek kardiyovaskiiler hastaliklar,
kanser ve norodejeneratif hastaliklarin gelismesine sebep olmaktadir. Son yillarda
yapilan ¢aligmalarla yapisi, etkinligi ve hastaliklardaki rolii daha iyi aydinlatilan MPO
enzimi, ilag¢ gelistirme ¢alismalarinda 6nemli bir terapétik hedef haline gelmistir
(Forbes & Kettle, 2017; Winterbourn & Kettle, 2012).

Calismamizda MPO hedef olarak segilmis ve MPO enzimini inhibe edecek
molekiillerin ~ gelistirilmesi amaglanmigtir. Bu kapsamda yapilan literatiir
caligmalarinda MPO inhibisyonu gosteren bilesiklerin genellikle 5 ve 6 fyeli
halkalarin kaynastirilmasi ile olusturulan bir ¢ekirdek yapiya sahip oldugu ve 5 iiyeli
halka tizerinde bir veya iki adet azot atomu tasidiklar1 belirlenmistir (Roth et al., 2014;
Soubhye et al., 2013, 2010). Ayrica halka igi tiyoiire/izotiyoiire yapisinin da MPO
inhibisyonunda etkili oldugu, kiikiirt atomunun aktiviteyi artirict bir etkinlige sahip
oldugu literatiirde rapor edilmistir (Li et al., 2015; Ruggeri et al., 2015; Tidén et al.,
2011). Bu bilgiler 1s1ginda 1,3-dihidro-2H-benzo[d]imidazol-2-tiyon yapisina sahip
olan molekiil ana halka olarak belirlenmis ve azot atomunun, amit, hidrazit ve
hidroksamik asit fonksiyonel gruplar1 tasiyan yan zincirle siibstitiie edilmesi
planlanmistir. Amit tlirevi bilesikler i¢in farkli elektronik ve sterik oOzelliklerde
stibstitlient tagiyyan N-fenil halkasi ve benzil siibstitiisyonu ile de olasi etkinlik
farkliliklarinin gozlemlenmesi hedeflenmistir. Ayrica azotu halka i¢i hale getirecek
morfolin ve piperidin tiirevleri de tasarlanmistir. Tasarlanan bilesiklerin sentezi
amaciyla gerceklestirilen 6n c¢alismalarda benzimidazol-2-tiyon halkasinin N-
stibstitiie-2-kloroasetamit ara {riinleriyle alkilasyonu ¢alisilmis ancak spektral veriler
ve detayl literatiir calismalarinin dogruladigi iizere alkilasyonun azot yerine kiikiirt
atomu tizerinden gergeklestigi tespit edilmistir (Bespalov et al., 2015; E. EI Ashry et
al., 2015; Trzhtsinskaya & Abramova, 1991). Bu kapsamda benzimidazol-2-iltiyo
alkanamit tiirevi bilesikler de ¢alisma kapsamina dahil edilmistir (Sekil 5-1).
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\
1

o
|\)>

N
M-5—CH,—C~+A - - > Anilin 3,4,5-trimetoksianilin
N g Benzilamin Morfolin

H o,m,p-kloroanilin  Piperidin
0,m,p-nitroanilin
0,m,p-toluidin
0,m,p-metoksianilin

CLy-

H,C—C-rA - --»| Anilin 3,4,5-trimetoksianilin
n=-- Benzilamin Morfolin
O o,m,p-kloroanilin Piperidin
0,m,p-nitroanilin NHNH,
0,m,p-toluidin NHOH
0,m,p-metoksianilin

Sekil 5-1. Tasarlanan bilesikler

On calismalarda elde edilen kiikiirt siibstitiie B serisi bilesiklerin sentezi kapsaminda
ilk olarak 1,2-fenilendiamin CS> ile reaksiyona sokularak 1,3-dihidro-2H-
benzo[d]imidazol-2-tiyon bilesigi (BS) elde edilmistir. Bu halka yapisi siibstitiie
anilin, benzilamin, morfolin ve piperidin 2-kloroasetil kloriir ile tepkimeye sokularak

elde edilen 1-17 ara tirtinleri ile K2COz3 varhiginda reaksiyona sokulmustur (Sema 5-1).
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NH KOH H
O oo (L s
NH, N

Bs

O O
K,CO4 H
CI—CHy,— C Cl + H2N A ——>C|—CH,— C N-A
: 117
Y
Anilin
Benzilamin

o,m,p-kloroanilin
o,m,p-nitroanilin
o,m,p-toluidin
o,m,p-metoksianilin
3,4,5-trimetoksianilin

Morfolin
Piperidin
0]
K,CO N n H
117 N

H B1-B17

Sema 5-1. B1-B17 kodlu bilesiklerin sentezi

Calismada tasarlanmis olan 2-tiyokso-benzimidazol alkanamit, alkanhidrazit ve
alkanhidroksamik asit bilesiklerinin sentezi igin ise farkli bir sentez yolagi
gelistirilmistir. Bu yontemde 2-klorobenzimidazol halkasinin alkilasyonunun ardindan
2-konumundaki klor atomunun kiikiirt ile siibstitiisyonu sonucunda BS serisi nihai
bilesiklerin sentezinin gergeklestirilmesi planlanmistir. Bu amaca yonelik olarak 1,2
fenilendiamin ve ftire reaksiyona sokularak 1,3-dihidro-2H-benzo[d]imidazol-2-on
(BO) sentezlenmis ve bu bilesikten 2-kloro-1H-benzo[d]imidazol (BCL) elde
edilmistir. BCL’nin 1-17 numarali ara {iriinlerle reaksiyonu sonucunda BCL1-BCL17
kodlu bilesikler hazirlanmistir. BCL serisi bilesiklerin tiyoiire ile reaksiyona
sokulmasiyla BS serisi nihai tiriinlerin (BS1-BS17) sentezi gergeklestirilmistir (Sema
5-2).
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H
OO da — CI
+  — 0
NH2 H2N_C_NH2 H
BO
N N
POCI

Crpo =2 Lo

N N

Bo M BcL M
o
CH,~ C-A
T kCo
C[ Y—cl + CI=CH,~C—A ——> ©[ )—Cl
N 117
BCL BCL1-BCL17
0 9
CH,~ C-A CH,—C—A
@[»—m + HN-C— NH2—>©[>=S
BCL1-BCL17
BS1 -BS17

Sema 5-2. BS1-BS17 kodlu bilesiklerin sentezi

Hidrazit ve hidroksamik asit tiirevlerinin sentezlerine yonelik gergeklestirilen literatiir
calismalarinda etil esterlerin hidrazin hidrat ile tepkimesi sonucunda hidrazit;
hidroksilamin ile reaksiyonu sonucunda ise hidroksamik asitlerin sentezlendigi
belirlenmistir (Cerniauskaite et al., 2011; D’amico & Bollinger, 1988). Bu nedenle ilk
olarak BCL bilesiginden hareketle Etil 2-(2-kloro-1H-benzo[d]imidazol-1-il)asetat
(BCL18) sentezlenmistir. Bu bilesigin hidrazin hidrat veya hidroksilamin ile
tepkimesi sonucunda reaksiyonun benzimidazol halkasinin 2-konumundaki klor
atomu tlizerinden yiiriiyecegi literatiirde rapor edildiginden dolay1 6ncelikle bahsedilen
klorun kiikiirt ile siibstitiisyonu gergeklestirilmistir (Da Settimo et al., 2001; Xuebao,
2003) BSE ara iiriinii elde edildikten sonra hidrazit ve hidroksamik asit tiirevlerinin

(BS18, BS19) sentezi tamamlanmistir (Sema 5-3).
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N @ K,CO,4 '!‘
S—Cl + Br—CH,—C—0-C,Hy ———> )—Cl
N N

BcL H BCL18
G S
CIIHZ—C-O-CH2—0H3 C|)H2—C-O-CH2—CH3
N S N
)—Cl + H,N-C-NH, —> =s
N N
BCL18 BSg H

D
CH,~C—NH-NH;

|
N

o — + Hy;N=NH, .H,0 —> =S
N

1]
CHg=C-0-CHp=CH, Bs1s M
N —
=S Q
N CH,~C—NH-OH
BSE g
KOH
~ + H,N—OH.HCI ——> >=s
N
Bs19

Sema 5-3. BCL18, BSE, BS18 ve BS19 bilesiklerinin sentezi

Calismamizda sentezi gerceklestirilen ve MPO inhibitor aktiviteleri tayin edilen
bilesiklerden B1-B14, B17 ve BCL1, BCL18 ve BSE bilesikleri daha 6nce literatiirde
rapor edilmis ve ¢esitli biyolojik aktiviteleri (HIV-1, GPR17 reseptor modiilatorii) test
edilmistir (Abbracchio et al., 2013; Xiaohe, Yu, Hong, Xiuging, & Rugang, 2010)
ancak MPO enzim inhibitor 6zellikleri ilk defa ¢alisgmamiz kapsaminda incelenmistir.
Buna karsin B15, B16, BCL1-BCL5, BCL10-BCL12, BCL14-BCL17, BS2, BS11,
BS17, BS18 kodlu bilesikler Chemical Abstract Service (CAS) numarasina sahip
olmakla birlikte bu bilesiklerle ilgili bir bilimsel literatiir tespit edilmemigtir. BCL6-
BCLS8, BCL13, BS1, BS3-BS10, BS12-BS16 ve BS19 (19 adet) bilesikler ise ilk kez
bu calismada bildirilmektedir. Calismamizda sentezi yapilan bilesiklerin CAS

numaralar1 Tablo 5-1’de 6zetlenmektedir.

180



Tablo 5-1. Biyolojik aktiviteleri test edilen bilesikler ve CAS numaralari

Siibstitiient

e

680211-21-6

202065-59-6

919443-86-0

919410-00-7

919421-38-8

919443-83-7

919409-97-5

919421-35-5

919253-34-2

CHZ_C'A

Ana Yapi

N
@[ H—8-CH,-
N

H

30065-33-9

30065-32-8

361184-65-8

386764-12-1

41215-89-8

41215-97-8

41215-97-8

41215-93-4

30065-34-0

51171-43-8

30065-35-1

83408-88-2

83408-89-3

917749-51-0

694501-18-3
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O~ch,
N /©/ 919409-52-2 30065-36-2 -

H
HaC. gy oH,
(@]
919254-87-8 919449-14-2 -
o
H CHj
Q{O 919421-32-2 30065-31-7 -
(0]
z‘(N\) 914350-15-5 337488-07-0 917749-43-0
%O-CHZ—CHs 59769-22-1 329708-07-8
g—H—NHZ 329708-09-0

H
g—N-OH -

5.1. Spektral Bulgularin Degerlendirilmesi

Spektral bulgular degerlendirilirken ara tirlinler ve son triinlerin yapilarindaki amit,
ester, hidrazit ve hidroksamik asit islevsel gruplarina, aromatik yapilara ve degisen
aromatik siibstitliisyona ait spektral verilerin tespit edilmesi, sentezlenmesi amaglanan
bilesik yapilarin dogrulugunu teyit etmistir. IR, *H NMR, HSQC-HMBC, *C NMR
ve Kiitle Spektroskopilerinden elde edilen sonuglar ayr1 bagliklar altinda incelenmis
ve bulgular degerlendirilirken ilk olarak ara triinlerin (BS, BO, BCL, 1-17, BCL1-
BCL18 ve BSE), daha sonra final iiriinlerinin (B1-B17 ve BS1-BS19) verileri ele

alinmustir.

5.1.1. IR Bulgularinin Degerlendirilmesi

Bilesiklerin infrared spektrumlari ATR (Attenuated Total Reflectance) iinitesi
kullanilarak kat1 fazda alinmustir.

BS kodlu bilesigin IR spektrumunda, yapidaki C=S grubundan dolay1 1200-1050
cm? araliginda goriilmesi beklenen sinyal (Robert M. Silverstein, Webster, Kiemle, &
Bryce, 2014) 1173 cm™ dalga sayisinda izlenmistir. BO bilesiginde ise karbonile ait
bant 1711 cm™’de gdzlenmektedir.
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1-17 numarali ara iiriinlerin yapilarinda bulunan amit grubuna ait, 1640 cm™ civarinda
goriilmesi beklenen karbonil bantlarinin izlenmesi yapi teyidi agisindan biiyiik 6nem
tasimaktadir (Robert M. Silverstein et al., 2014). Ayrica 1-15 numarali bilesikler
sekonder amit yapisina sahip oldugundan 3460-3060 cm™ bolgesindeki N-H gerilme
bantlarinin da spektrumdaki varligi yapilarinin teyidi agisindan belirleyicidir (Hesse,
Meier, & Zeeh, 2014; Nakanishi & Solomon, 1977; Robert M. Silverstein et al., 2014).
16 ve 17 numarali morfolin ve piperidin halkalar1 tagiyan iiriinler tersiyer amit yapisi
tasidigr icin bu bilesiklere ait spektrumlarda N-H gerilme bdlgesinde sinyal
beklenmemektedir. Spektrumlar degerlendirildiginde, 3307-3259 cm™ araligindaki
bantlar sekonder amit grubuna ait N-H gerilme bantlaridir ve 6ngoriildiigii gibi tersiyer
amit tasiyan bilesiklerde (16 ve 17) bu bolgede N-H bandi gézlenmemistir. 3070-3000
cm™ arasinda aromatik; 2967-2837 cm™ arasinda ise alifatik C-H gerilme bantlar:
gozlenmistir. Bilesiklerdeki karbonil grubuna ait gerilme bantlar1 1685-1646 cm™
araliginda belirlenmistir. Ayrica amit yapisinin C-N gerilme ve N-H egilme
etkilesimlerinden kaynaklanan ve amit II olarak bilinen bantlar sekonder amit
tiirevlerinde, 1567-1522 c¢cm™ araliginda gozlenmistir. Fenil halkasmin 2 veya 4
konumunda NO: siibstitiienti tagiyan tiirevlerin (6, 8) asimetrik ve simetrik NO>
gerilme bantlarinin rezonans etki nedeniyle 3 konumunda NO; tasiyan tiireve (7) gore
daha diisiik frekans degerlerinde ¢ikmasi beklenmektedir (Robert M. Silverstein et al.,
2014). 6 ve 8 numarali bilesiklerin asimetrik NO2 gerilme bantlar1 1503-1496 cm?t;
simetrik NO; gerilme bantlar1 ise 1335 cm™ civaridayken; 7 numarali bilesigin
asimetrik NO2 gerilme band1 1522 cm™, simetrik NO, gerilme band1 1348 cm™
degerinde izlenmistir. Fenil halkasi iizerinde metoksi siibstitiienti tagiyan bilesiklerin
(12-15) spektrumlarinda 1287-1212 cm™ arasinda alkil aril eterlere ait olan C-O-C
asimetrik gerilme; 1048-1007 cm™ arasinda ise C-O-C simetrik gerilme bantlar1
bulunmaktadir.

BCL1 - BCL17 kodlu bilesiklerin yapilarindaki amit grubuna ait karbonil band1 1677-
1654 cm™ araliginda belirlenmistir. Amit II bantlar1 ise dngoriildiigii gibi sadece
sekonder amit tastyan tiirevlerde (BCL1 - BCL15) izlenmistir ve 1561-1535 cm
degerleri araligindadir. BCL1 - BCL15 bilesiklerinin N-H gerilme bantlar1 3313-3232
cm frekans araliginda izlenirken morfolin ve piperidin tasiyan BCL16 ve BCL17
bilesiklerine ait spektrumlarda beklendigi gibi bu bolgede N-H gerilme bantlar
bulunmamaktadir. Metoksi siibstitiie tiirevlerde (BCL12 - BCL15) aril alkil eter
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gruplarma ait C-O-C asimetrik gerilme bantlar1 1238-1229 cm™; C-O-C simetrik
gerilme bantlar1 ise 1042-994 cm™? frekans araligindadir.
BCL18 ve BSE kodlu bilesikler ester grubu tasimaktadir ve karbonil gerilme bantlari
spektrumda 1737-1727 cm™ araliginda belirlenmistir. Ayrica 1217-1196 cm™
araligindaki bantlar ester yapisindaki C-O gerilmeleridir.

B1 - B17 ve BS1 - BS17 kodlu final bilesiklerinin spektrumlari degerlendirildiginde
ise N-H gerilme bantlar1 3330-3240 cm™ araliginda belirlenmistir. Yapida bulunan
aromatik C-H gerilmelerine ait bantlar 3089-3038 cm; alifatik C-H gerilmelerine ait
titresimler ise 2990-2830 cm™ araliginda ¢oklu bantlar seklindedir.1684-1639 cm™
araliginda goriilen bantlar yapidaki amit islevsel grubunun C=0O gerilme
titresimleridir. Bunun yani sira amit I1 bantlari ise 1578-1527 cm™ arasindadir ve ¢ogu
tirevde C=0O gerilme bandiyla neredeyse ayni siddettedir. Morfolin ve piperidin
tirevlerinde (B16, B17, BS16, BS17) tersiyer amit grubu oldugundan dolay1 amit II
band1 bu tiirevlerde gozlenmemistir. Fenil halkasinin 2 veya 4 konumlarinda NO>
bulunan tiirevlerdeki (B6, B8, BS6, BS8) asimetrik NO2 gerilmeleri 1500-1460 cm™;
simetrik NO2 gerilmeleri ise 1340-1330 cm™ araliginda gdzlenmistir. Ote yandan 3-
NO; tiirevlerde (B7, BS7) 1524 cm™ civarinda asimetrik; 1341 cm™ civarinda ise
simetrik NO2 gerilme bantlar1 bulunmaktadir. B12 - B15 ve BS12 - BS15
bilesiklerinde bulunan metoksi siibstitiientine ait C-O-C asimetrik gerilme bantlari
1264-1225 cm™; C-O-C simetrik gerilme bantlar1 1051-1005 cm?  arasinda
gbzlenmistir. Hidrazit tiirevi final bilesiginin (BS18) IR spektrumunda 3318 cm™
frekansinda yapidaki NHz’ye ait; 3139 cm™’de ise NH’a ait N-H gerilme bantlar
bulunmaktadir (Hesse et al., 2014; Robert M. Silverstein et al., 2014). BS kodlu
bilesiklerin yapilarinda bulunan C=S gerilmeleri 1200-1183 cm™ araliginda siddetli

pikler olarak goriilmektedir.

5.1.2. NMR Bulgularinin Degerlendirilmesi

Sentezini hedefledigimiz bilesiklerin yap1 dogrulamasini destekleyen en Onemli
bulgular NMR verileriyle saglanmistir. NMR spektrumlarinda gozlenen hidrojen ve
karbonlara ait sinyallerin yapi ile eslestirilmesi ve diger tlirevlere de drnek teskil
etmesi agisindan B8 ve BS1 kodlu bilesiklerin HSQC ve HMBC analizleri de
gergeklestirilmistir. Biitiin bilesiklerin *H ve ¥C NMR analizleri ile 2D NMR

analizlerinde ¢oziicii olarak DMSO-ds kullanilmistir. Biitin NMR spektrumlarinda
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bilesiklere ait kimyasal kayma degerleri, etkilesme degismezleri ve bdliinmeler

bilesiklerin 6ngoriilen yapilari ile uyum igerisindedir.

5.1.2.1. 'H NMR Bulgularinin Degerlendirilmesi

BS kodlu bilesige ait spektrumda & 7.07-7.17 ppm kimyasal kayma degerleri arasinda
dort protona esdeger bir multiplet sinyal tespit edilmistir. Bu yapinin NH protonlari
ise degisebilen proton oldugu i¢in 6ngoriilebilecegi lizere spektrumda izlenmemistir.
BO kodlu baslangig iiriiniine ait spektrumda 6 6.91°de dort protona karsilik gelen
singlet sinyal benzimidazol halkasi lizerindeki protonlar1 temsil etmektedir. Bunun
yani sira & 10.59 ppm’de iki protona karsilik gelen diger singlet sinyalin ise yapidaki
iki NH grubuna ait oldugu ve bu halkasal yapinin keto tautometik formda bulundugunu
diisiindiirmektedir. *3C NMR verileri de bu durumu destekler niteliktedir.

BCL bilesigine ait spektrumda ise benzimidazol halkasina ait & 7.19-7.24 ppm
araliginda iki protonluk multiplet ve & 7.51°de iki protonluk singlet sinyal
bulunmaktadir. Ayrica NH grubuna ait proton & 13.23 ppm’de singlet sinyal vermistir.
BCL1 - BCL17 kodlu bilesiklerde ortak olarak gézlenmesi beklenen metilen (CHz)
grubuna ait protonlar 6 5.02-5.31 ppm kimyasal kayma degerleri arasinda iki protona
karsilik gelen entegrasyonda singlet sinyaller olarak gézlenmistir. Sekonder amit
yapist tagtyan bilesiklerin (BCL1 - BCL15) amit iglevsel grubuna ait NH protonlarinin
kimyasal kaymalar1 ise & 9.86-11.16 ppm araliginda, bir proton entegrasyonunda,
singlet veya yayvan singlet 6zellikte izlenmistir. Sadece BCL2’de bu proton, komsu
metilen grubunun varligi sebebiyle triplet olarak & 8.88’de goézlemlenmistir. Bu
bilesiklerde ortak olarak bulunan benzimidazol halkasinin iizerindeki dort adet protona
ait olan sinyaller & 7.17-7.34 ppm ve o 7.45-7.65 ppm kimyasal kayma degerleri

arasinda ikiser protona karsilik gelecek sekilde izlenmistir.
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Sekil 5-2. BCL kodlu bilesiklerin proton atamalarinda kullanilan numaralandirma
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BCL1 bilesiginin spektrumunda & 7.07 ppm’de goriilen triplet sinyal H-4’ protonuna
aittir. Fenil halkasindaki benzer kimyasal ¢cevreye sahip H-3’ ve H-5’ protonlar1 ile H-
2’ ve H-6’ protonlar ise benzimidazole ait protonlarla birlikte sirasiyla & 7.23-7.33
ppm ile 8 7.56-7.63 ppm’ de multiplet sinyal vermistir.

BCL2 bilesiginde biitiin fenil protonlar1 & 7.23-7.36 ppm araliginda, iki adet
benzimidazol protonuyla birlikte toplam yedi protonluk entegrasyonda multiplet
olarak sinyal vermistir. Bunun disinda benzimidazole ait olan H-4 ve H-7 proton
sinyalleri 6 7.54 ve 5 7.62 ppm degerlerinde iki farkli dublet olarak izlenmistir.
BCL3 bilesiginde 6 7.20-7.35 ppm araliginda dort proton entegrasyonundaki multiplet
sinyalin H-5, H-6, H-4” ve H-5 protonlarina ait oldugu disiiniilmektedir. & 7.53’te
gozlenen bir protonluk dublet H-3° protonuna; & 7.60-7.64 ppm araligindaki iki
protonluk multiplet ise H-4 ve H-7 protonlarina aittir. 5 7.73’te bir protonluk dublet-
dublet sinyalin ise H-6" protonuna ait oldugu diisiiniilmektedir.

BCL4 kodlu bilesigin spektrumunda & 7.14-7.16 ppm araliginda ¢ikan bir protonluk
sinyal H-4’ ve & 7.37’de triplet olarak izlenen sinyal H-5’ protonuna aittir. 6 7.44-7.47
degerlerinde izlenen multiplet sinyalin H-6" protonuna; & 7.77’de kiigiik etkilesme
degismeziyle gdzlenen triplet sinyalin ise H-2” protonuna ait oldugu diisiiniilmektedir.
BCLS bilesiginin spektrumunda para siibstitiisyondan kaynakli olarak gozlenmesi
beklenen ikiser protonluk iki farkli dublet sinyalin bir tanesi 6 7.38’de H-3” ve H-5’
protonlarina ait olarak izlenirken diger dublet sinyal & 7.59-7.64 ppm degerleri
araliginda benzimidazolin H-4 ve H-7 protonlariyla birlikte multiplet olarak
gbzlenmistir.

BCL6’ya ait spektrumda kimyasal kayma degerleri 6 7.17 ve 3 7.22 olan bir proton
entrgrasyonunda, triplet-dublet boliinme gosteren, H-5 ve H-6 protonlarina ait iki
farkl sinyal izlenmektedir. Ayrica H-4 ve H-7’ye ait sinyaller de iki ayr1 multiplet
olarak & 7.45-7.47 ve & 7.50-7.52 ppm degerleri arasinda tespit edilmistir. Fenil
halkasindaki protonlara ait olan sinyaller spektrumun daha asagi alaninda ¢ikmis ve
bdylelikle benzimidazol protonlarinin sinyallerden ayrilmistir. 6 7.79-7.83 ppm
araliginda multiplet olarak izlenen sinyal H-4’ protonuna aittir. H-6” ve H-3’ protonlar1
sirastyla & 7.94 ve 6 8.26 ppm’de dublet-dublet sinyal vermistir. H-5" ise ¢ 8.01
ppm’de triplet-dublet olarak goézlenmistir.
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BCLY7 bilesigindeki H-5" protonuna ait sinyal, H-4 ve H-7 proton sinyalleriyle birlikte
olarak & 7.61-7.67 ppm araliginda goriilmiistiir. 3 7.91-7.97 ppm kimyasal kayma
degerleri arasinda multiplet olarak izlenmis olan sinyaller H-4* ve H-6 protonlarina;
6 8.58-8.59 ppm degerlerinde multiplet olan sinyal ise H-2’ protonuna aittir.

BCLS8 spektrumunda H-4 ve H-7 i¢in gzlenmesi beklenen iki ayri dublet sinyal 6 7.63
ppm degerinde bir triplet olusturmustur. Fenil iizerindeki protonlarin ikiser protonluk
iki farkli dublet sinyali & 7.84 ve & 8.25 ppm kimyasal kayma degerlerindedir ve
sirastyla H-2” ve H-6’ ile H-3 ve H-5 protonlarina aittir.

Fenil halkasi iizerinde metil siibstitiienti tasiyan bilesiklerde (BCL9 - BCL11)
izlenmesi gereken metil protonlar1 singlet olarak orto tiirevde (BCL9) & 2.26; meta
tirevde (BCL10) 5 2.27; para tiirevde (BCL11) ise & 2.25 ppm’de sinyal vermistir.
BCL9’un spektrumunda 6 7.10 ve 7.14 ppm’de triplet olarak izlenmis olan sinyaller
sirastyla H-4’ ve H-5’ protonlarina aittir. H-3 protonunun sinyali & 7.23-7.34 ppm
kimyasal kayma degerleri arasinda benzimidazol protonlariyla birlikte izlenmistir. H-
6’ protonu ise & 7.40’ta dublet sinyal vermistir.

BCL10 bilesiginde aromatik sahada en yukar1 alanda gozlenmesi beklenen H-4’
proton sinyali & 6.90 ppm degerinde bir dublettir. & 7.20°deki triplet sinyal ise H-5’
protonuna ait olarak belirlenmistir. H-6” proton sinyali kimyasal kayma degeri 6 7.53
olan bir dublet, H-2’ proton sinyali ise kimyasal kayma degeri & 7.43 olan bir singlettir.
BCL11’in spektrumunda izlenmesi beklenen ikiser protonluk iki dublet sinyal
benzimidazol protonlarinin sinyallerinden izole olarak & 7.13 ve & 7.47 ppm
degerlerinde gozlenmistir.

Fenil halkasinda metoksi siibstitiienti tasiyan tiirevlerde (BCL12 - BCL15) alifatik
sahada gozlenmesi beklenen metoksi grubuna ait sinyaller orto ve meta tlirevlerde
(BCL12, BCL13) & 3.71; para tiirevde (BCL14) ise & 3.72 ppm kimyasal kayma
degerine sahiptir. 3,4,5-trimetoksi tiirevinde (BCL15) ise 4’-konumundaki metoksi
sinyali & 3.62 ppm’de izlenirken kimyasal ¢evreleri aymi olan 3’- ve 5’-
konumlarindaki metoksi gruplarinin proton sinyalleri toplamda alti proton
entegrasyonunda bir singlet olarak & 3.72’de goriilmiistiir.

BCL12 bilesiginin spektrumunda & 6.67 ppm’de bir proton entegrasyona sahip dublet-
dublet-dublet sinyalin ve & 7.09-7.12 ppm degerleri arasindaki multiplet sinyalin,

kimyasal g¢evreleri goz Oniine alindiginda H-3’ ve H-6" protonlarina ait oldugu
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diistiniilmektedir ancak proton atamalari tam olarak yapilamamistir. H-4* ve H-5’
proton sinyalleri ise 6 7.23-7.33 ppm degerleri arasinda benzimidazole ait proton
sinyalleriyle birlikte multiplet halinde izlenmistir.

BCL13’e ait spektrumda 6 6.67’deki dublet-dublet sinyalin ve 6 7.09-7.12 araligindaki
multiplet sinyalin H-4’ ve H-6’ protonlarina ait oldugu diistiniilmektedir. H-3” ve H-
5’ proton sinyalleri ise 6 7.24-7.33 ppm araligindaki benzimidazol sinyalleriyle birlikte
toplamda dort protonluk bir multiplet olarak goézlenmistir.

BCL14 bilesigindeki H-3* ve H-5" protonlar1 ayn1 kimyasal ¢evreye sahiptir ve iki
protonluk dublet sinyalleri & 6.90 ppm’dedir. Ayni sekilde H-2” ve H-6" proton
sinyalleri ise dublet olarak & 7.50 ppm’de izlenmistir.

BCL15 bilesiginde fenil halkasi tizerindeki iki protonun kimyasal ¢evreleri benzer
oldugundan 6 6.97 ppm’de bir singlet sinyal vermiglerdir.

BCL16 ve BCL17 bilesiklerinin aromatik sahalarinda benzimidazole ait oldugu
diisiiniilen sinyaller bulunmakla birlikte bu bilesiklerde alifatik sahada morfolin ve
piperidin halkalarina ait sinyaller tespit edilmistir.

BCL18 kodlu ara {iriiniin NMR spektrumunda alifatik alanda gérmeyi bekledigimiz
ti¢ farkli proton grubuna ait sinyal bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi benzimidazol
halkasina bagli olan metilene ait sinyaldir ve & 5.26°da bir singlettir. Yapidaki esterin
etil grubuna ait protonlar 6 4.19 ppm’de iki protonluk kuartet ve 6 1.22 ppm’de ii¢
protonluk triplet olarak izlenmistir. Bunlarin disinda aromatik alanda gérmeyi
bekledigimiz toplamda dort protonluk entegrasyona sahip sinyaller ise diger BCL
tirevlerinde oldugu gibi iki protonluk entegrasyonda iki farkli sinyal olarak
izlenmistir. Bunlarin bir tanesi 6 7.25-7.33; digeri ise 6 7.62-7.64 araligindadir.

BSE kodlu ara {iriiniin spektrumunda ise BCL18’de oldugu gibi alifatik alanda ii¢
farkli sinyal bulunmaktadir. Bunlardan metilen protonlar1 6 5.11 ppm’de singlet sinyal
vermigtir. Etil grubuna ait metilen ve metil gruplar ise sirasiyla 6 4.16 ppm’de kuartet
ve d 1.21 ppm’de triplet olarak sinyal vermistir. Bu bilesigin benzimidazol halkasina
ait olan protonlarin sinyalleri iki farkli multiplet olarak karsimiza ¢ikmistir ve 6 7.16-
7.24 ppm ile & 7.35-7.40 ppm kimyasal kayma degerlerine sahiptirler. Benzimidazol
tizerindeki NH grubunun protonu ise oldukca asagi alanda, & 12.88 ppm’de yayvan

singlet olarak izlenmistir.
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B1 - B17 kodlu bilesiklerin NMR spektrumlart incelendiginde yapida ortak olan
metilen (CH2) grubuna ait protonlar ¢ 4.22-4.33 ppm kimyasal kayma degerleri
arasinda iki protona karsilik gelen entegrasyonda singlet sinyaller olarak gozlenmistir.
B2 kodlu bilesigin metilen protonlar1 daha yukar1 alanda & 4.09 ppm kimyasal kayma
degerinde tespit edilmistir. Bu bilesiklerin amit grubunun NH protonlar1 6 9.94-11.24
ppm araliginda, singlet veya yayvan singlet olarak izlenmistir. B2 bilesigine ait bu
protonun sinyali, komsu metilen grubunun olusturabilecegi golgeleme etkisiyle yukari
alana kaymis ve 6 8.80’de gbézlemlenmistir. Benzimidazol halkasindaki NH protonuna
ait olan sinyaller ise & 12.60-12.76 ppm araliginda, genellikle yayvan singlet olarak
gbzlenmistir. Biitlin bilesiklerde ortak olarak bulunan benzimidazol halkasinin
tizerindeki dort adet protona ait olan sinyaller iki ayri grup halinde gozlenmistir.
Bunlardan H-5 ve H-6 protonlart 6 7.09-7.17 ppm kimyasal kayma degerlerinde iki
protona denk gelen entegrasyonda multiplet, H-4 ve H-7 protonlarina ise 6 7.41-7.46

ppm degerleri arasinda iki protona karsilik gelen multiplet sinyaller vermistir.
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Sekil 5-3. B kodlu bilesiklerin proton atamalarinda kullanilan numaralandirma

B1 bilesiginin spektrumu incelendiginde H-4° protonu 6 7.05’te triplet sinyal
vermistir. Kimyasal g¢evreleri benzer olan H-3’ ve H-5" protonlarmin sinyali o
7.31°deki iki proton entegrasyonunda triplet olarak gozlenmistir. H-2’ ve H-6’
protonlari ise & 7.56-7.59 ppm araliginda iki protonluk multiplet sinyal vermistir.

B2 bilesiginin spektrumunda benzil grubuna ait metilen protonlar1 6 4.32 ppm’de ve
komsu NH grubuyla etkileserek dublet olarak sinyal vermistir. Benzil halkasinin
tizerindeki aromatik protonlar tam olarak birbirinden ayrilamamis ve verdikleri
sinyaller 6 7.19-7.22 ile 5 7.24-7.25 ppm degerlerinde multipletler olarak gozlenmistir.
B3 bilesiginin H-4’ protonu 6 7.12-7.17 ppm araliindaki, H-3’ protonu ise o 7.45-
7.48 ppm araligindaki benzimidazole ait proton sinyalleriyle birlikte gdzlenmistir. &
7.30-7.34 ppm’de izlenen multiplet sinyal H-5" protonuna aittir. Ayrica daha asag:
alanda ¢ikmasi beklenen H-6" protonunun sinyali 8 7.96 ppm’de bir dublet olarak

izlenmistir.
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B4 spektrumunda H-4’ ve H-6’ protonlarina ait sinyaller tam olarak ayrilamamis ve
sirastyla 6 7.11-7.14 ve & 7.41-7.45 ppm degerlerindeki benzimidazol sinyalleriyle
birlikte ¢ikmistir. 6 7.34’te triplet olarak gbzlenen bir proton entegrasyonundaki sinyal
H-5’e aittir. Ayrica H-2’ protonunun sinyali ise & 7.79 ppm’de singlet olarak
izlenmistir.

B5 tiirevinde iki proton entegrasyonunda beklenen iki farkli dublet sinyalinden H-3’
ve H-5’ protonlarina ait olan1 6 7.37 ppm’de ve H-2’ ve H-6" protonlarina ait olani ise
0 7.61 ppm’de gozlenmistir.

B6 tiirevinde H-4’ protonu & 7.35 ppm kimyasal kayma degerinde triplet sinyale
sahiptir. & 7.72 ppm’deki triplet sinyal ise H-5" protonuna aittir. Ayrica bu yapidaki
H-3’ ve H-6’ protonlari iki ayr1 dublet olarak & 7.91 ve & 7.99 ppm’de sinyal vermistir.
Fakat bu protonlarin atamalari1 kimyasal ¢evrelerinin ve kimyasal kayma degerlerinin
yakinligindan dolay1 tam olarak yapilamamustir.

B7 bilesiginde 6 7.62°de triplet olarak izlenen sinyal H-5 protonuna, 6 8.62’de singlet
olarak izlenen sinyal ise H-2’ protonuna aittir. Bunun yani sira 6 7.89 ve 8 7.92 ppm’de
gozlenen iki ayr1 dublet sinyal H-4’ ve H-6 protonlarina aittir.

B8 tiirevinde o 7.84 ve o 8.23 ppm degerlerinde ikiser proton entegrasyonda iki farkl
dublet sinyal bulunmaktadir ve bunlardan yukar1 alanda bulunan sinyal H-2’ ve H-6’
protonlarina aitken asagi alandaki sinyal H-3" ve H-5" protonlarina aittir.

Fenil halkasinda metil grubu tasiyan bilesiklerin (B9-B11) spektrumunda alifatik
sahada bu gruba ait, ii¢ protonluk entegrasyonda singlet sinyaller goriilmesi
beklenmektedir. Bu sinyaller orto, meta ve para tiirevler igin sirasiyla 8 2.21, & 2.26
ve 0 2.24 ppm degerlerinde gozlenmistir.

B9 tiirevinde & 7.04 ve 5 7.15 ppm’de triplet olarak izlenen sinyallerin bir tanesi H-4’
digeri ise H-5" protonuna aittir ancak kimyasal ¢evrelerinin benzerliginden dolay1
kesin bir atama yapilamamistir. Bunun disinda & 7.18°de gozlenen dublet sinyal H-3’
protonuna aitken & 7.56’da gozlenen sinyal ise H-6 protonuna aittir.

B10 spektrumunda aromatik sahanin yukari alaninda goézlenmis olan & 6.87 ppm
degerindeki dublet sinyalin H-4" protonuna ait oldugu diigiiniilmektedir. H-5"’e ait
sinyal 6 7.18 ppm degerinde triplet olarak; H-6"’ya ait sinyal ise & 7.35 ppm degerinde
dublet olarak gozlenmistir. H-2 proton sinyalinin & 7.43-7.52 degerleri araliginda,

benzimidazol protonlarina ait olan sinyal i¢erisinde bulundugu diisiiniilmektedir.
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B11 bilesiginin spektrumunda goézlenmesi beklenen ikiser protonluk iki dublet,
golgeleme etkilerinin ve kimyasal g¢evrelerinin etkisi ile benzimidazol sinyalleriyle
birlikte izlenmistir ve spektrumun aromatik alaninda her biri dort proton
entegrasyonunda olan iki adet multiplet sinyal bulunmaktadir.

0-, M- ve p- metoksi siibstitiienti tagiyan tiirevlerde (B12 - B14) alifatik alanda ii¢
proton entegrasyonundaki singlet sinyaller & 3.68, & 3.72 ve & 3.71 ppm kimyasal
kayma degerlerinde gozlenmistir. 3,4,5-trimetoksi siibstitiientli tiirevin (B13) ise o
3.60 ppm’de ii¢ protonluk, & 3.72 ppm’de ise alt1 protonluk iki adet singlet sinyali
bulunmaktadir.

B12 tiirevinde kimyasal kayma degeri 6 6.89 olan triplet sinyal H-5’; kimyasal kayma
degeri 6 7.03 olan triplet sinyal ise H-4’ protonuna aittir. H-3"’¢ ait olmas1 beklenen
sinyal 6 6.98 ppm’de bir dublet olarak gozlenmistir. H-6” protonunun sinyali ise daha
asagi alanda, 6 8.09 ppm’de bir dublettir.

B13 spektrumunda & 6.64 ppm degerindeki dubletin H-4’ protonuna ait oldugu
diistiniilmektedir. H-5" proton sinyali ise & 7.21°de bir triplettir. d 7.28 ppm kimyasal
kayma degerindeki singlet sinyali ise H-2’ protonuna aittir. Yapidaki H-6" proton
sinyali benzimidazol halkasina ait protonlarla birlikte izlenmistir.

B14 spektrumunda & 6.88 ppm’de H-3" ve H-5""¢ ait; 6 7.49 ppm’de ise H-2’ ve H-6’
protonlarina ait ikiger proton entegrasyonunda iki farkli dublet sinyal bulunmaktadir.

B15 bilesiginin spektrumundaki aromatik alanda benzimidazol halkasinin sinyallerine
ilave olarak fenil halkasina ait iki proton entegrasyonunda 6 6.96 ppm kimyasal kayma
degerine sahip singlet sinyal bulunmaktadir.

B16 ve B17 bilesiklerine ait spektrumlarin aromatik alaninda benzimidazol
protonlarindan bagka sinyal bulunmamakla birlikte bu bilesiklerde alifatik sahada
morfolin ve piperidin halkalarina ait sinyaller bulunmaktadir.

BS1 - BS19 kodlu bilesiklerde ortak olarak gozlenmesi beklenen metilen (CHz)
grubuna ait protonlar & 5.12-5.24 ppm kimyasal kayma degerleri arasinda iki protona
karsilik gelen entegrasyonda singlet sinyaller olarak gézlenmistir. Sadece BS2 kodlu
bilesige ait olan spektrumda bu protonlar, digerlerinden daha yukar1 alanda ve 6 4.99
ppm kimyasal kayma degerinde tespit edilmistir. Bu sinyallerin B serisi bilesiklere ait
olan sinyallerden daha asagi alanda izlenmesi, alkilasyonun azot atomu iizerinden

gergeklestiginin belirlenmesi yapi teyidi agisindan 6nem tagimaktadir. Bu bilesiklerin
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amit islevsel grubuna ait NH protonlarinin kimyasal kaymalar1 6 9.71-11.07 ppm
araliginda, singlet veya yayvan singlet olarak izlenmistir. BS2 tiirevine ait proton,
komsu metilen grubunun varliginin yarattigi golgeleme etkisi sebebiyle & 8.72 ppm
kimyasal kayma degerinde ve triplet olarak gozlemlenmistir. Benzimidazol
halkasindaki NH protonuna ait olan sinyaller ise 6 12.77-12.89 ppm araliginda,
genellikle yayvan singlet olarak izlenmistir. Benzimidazol halkasinin dért protonuna
ait olan sinyaller 6 7.14-7.25 ppm araliginda {i¢ proton entegrasyonunda multiplet ve
O 7.33-7.43 ppm degerleri arasinda bir protona karsilik gelen multiplet olarak
izlenmistir. Bu sinyallerin benzimidazol halkasina ait oldugunun dogrulanmasinda
BS1 tiirevinin HSQC ve HMBC NMR spektrumlarindan faydalanilmistir. Ayrica para
slibstitiie tiirevlerin (BS5, BS8, BS11, BS14) spektrumlari incelendiginde de fenil
halkasina ait olan protonlarin spesifik olarak iki protona karsilik gelen dublet sinyaller
olarak izlenmesi ile benzimidazol halkasina ait protonlarin sinyalleri rahatlikla diger
aromatik sinyallerden ayrilmistir. Bunlarin disinda morfolin tiirevinin benzimidazol
halkasindan baska aromatik bir yap1 tasimiyor olmasi ve bu tiireve ait spektrumda da
yukarida bahsedilen kimyasal kayma degerlerinde ii¢ ve bir protonluk iki ayri multiplet

sinyal izlenmesi yine bunlarin benzimidazole ait oldugunu dogrulamaktadir.

4 H
5 3N2
=S
6 N
1 65
7| H
CHz'('?_N " 4'
0 2 3

Sekil 5-4. BS kodlu bilesiklerin proton atamalarinda kullanilan numaralandirma

Fenil halkasi {izerinde siibstitiient tasimayan BS1 ve BS2 bilesiklerinin NMR
spektrumlart incelendiginde, BS1 bilesiginin H-4” protonunun triplet-triplet boliinme
gostererek & 7.04 ppm kimyasal kayma degerinde ve bir protona karsilik gelen
entegrasyonda sinyal verdigi belirlenmistir. H-3” ve H-5" protonlarina ait sinyaller 6
7.28-7.33 ppm araliginda, iki protonluk multiplet olarak izlenmistir. H-2’ ve H-6’
protonlart ise & 7.58 ppm’de iki protonluk dublet olarak sinyal vermistir. BS2
bilesiginin spektrumunda ise benzimidazol ve fenil yapilarina ait sinyaller aym
bolgede dokuz protonluk bir multiplet halinde gozlendiginden atamalar tam olarak
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yapilamamistir. Benzilik metilen sinyali & 4.33 ppm degerinde iki proton
entegrasyonunda ve komsu NH grubundan dolay1 dublet béliinme ile izlenmistir.

BS3 kodlu bilesigin NMR spektrumunda H-4 ve H-5 protonlar1 ve benzimidazol
protonlarinin birlikte sinyal verdigi belirlenmistir. H-3" ve H-6’ protonlari ise sirasiyla
0 7.52 ve ¢ 7.75 ppm kimyasal kayma degerlerinde birer protonluk dublet sinyaller
olarak belirlenmistir.

BS4 kodlu bilesigin H-4’ protonuna ait sinyal 6 7.11-7.14 ppm; H-6 protonuna ait
sinyal ise & 7.43-7.46 ppm araliginda bir protona karsilik gelen entegrasyonda
multiplet olarak izlenmistir. H-5> protonu, benzimidazol halkasina ait sinyallerle
birlikte izlenmistir. & 7.78 degerinde, meta bolinmeye ait etkilesme degismeziyle
izlenen bir protonluk sinyal ise H-2’ protonuna aittir.

BS5 bilesiginin iki protonluk entegrasyona sahip dublet-dublet olarak izlenmesi
gereken H-3” ve H-5’ protonlar1, benzimidazole ait aromatik sinyallerle birlikte & 7.35-
7.39 ppm kimyasal kayma araliginda belirlenmistir. H-2’ ve H-6" protonlarina ait
sinyal ise 6 7.59-7.63 degerleri arasinda bir multiplet olarak izlenmistir.

BS6 bilesiginin & 7.28-7.32 ppm araliginda multiplet olarak verdigi bir protonluk
sinyal H-4’ protonuna aittir. H-5* ve H-6" protonlarina ait sinyaller multiplet olarak
gozlenmistir ve & 7.72-7.75 araligindadir. H-3* protonun sinyali ise & 7.97 ppm
kimyasal kayma degerine sahip dublet olarak izlenmistir.

BS7 bilesigindeki fenil protonlari benzimidazol protonlarindan izole bir bolgede sinyal
vermisgtir. & 7.63 ppm kimyasal kayma degerinde bir protonluk triplet-dublet
bolinmeye sahip sinyal dngoriilebilecegi gibi H-5" protonuna aittir. Bu protonun 1.3
Hz’lik etkilesme degismezi, para konumunda bulunan H-2’ protonuyla etkilestigini
gostermektedir. H-4’ ve H-6 protonlarina ait sinyaller multiplet olarak & 7.89-7.95
araliginda gozlenmistir. H-2” protonunun sinyali ise 6 8.60-8.62 degerleri arasindaki
multiplettir.

BS8 bilesiginin fenil halkasi {izerindeki protonlari iki ayr1 dublet olarak gézlenmistir.
Bu sinyallerin net olarak ayrilabilmesi, benzimidazol protonlarinin tespitinde de
onemli rol oynamistir. H-2” ve H-6" protonlarina ait sinyal 6 7.83 ppm; H-3’ ve H-5’
protonlarina ait sinyal ise 8 8.24 ppm degerindedir. Her iki sinyal de ikiser protonluk

entegrasyon degeri vermistir.
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Metil siibstitiie bilesiklerde (BS9 - BS11) alifatik alanda fenil halkasi tizerinde bulunan
metil grubuna ait {i¢ protonluk singlet sinyaller orto ve meta tiirevler (BS9, BS10) i¢in
d 2.26 ppm, para tiirev (BS11) i¢in & 2.25 ppm degerinde izlenmistir.

BS9 bilesiginde aromatik bolgede & 7.08 ppm’de gozlenen bir protonluk triplet sinyal
H-4’; & 7.14’teki bir protonluk dublet H-3’; & 7.40 ppm degerindeki bir protonluk
dublet ise H-6" protonuna aittir. H-5" ise, & 7.16-7.23 deger araligindaki benzimidazol
protonlarinin sinyallerinin igerisinde izlenmistir.

BS10 bilesiginin spektrumunda 6 6.88 ppm’de dublet olarak gozlenmis olan bir
protonluk sinyal H-4"’¢ aittir. Kimyasal kaymasi & 7.44 ppm olan, triplet sinyal ise H-
2’ protonuna ait ve beklendigi gibi kii¢iik etkilesme degismezine sahiptir. Yapidaki H-
5’ proton sinyali BS9’da oldugu gibi yukar1 alanda ¢ikan benzimidazol sinyalleriyle
birlikte izlenmistir. H-6 protonu ise daha asagi alandaki benzimidazol sinyalleri
i¢cerisinde belirlenmistir.

BS11 bilesiginde fenil grubuna ait protonlar iki ayr1 dublet olarak gdzlenmistir. &
7.11°de ¢ikan iki protonluk sinyal H-3* ve H-5’; & 7.46°da ¢ikan iki protonluk sinyal
ise H-2’ ve H-6" protonlarina aittir.

Metoksi siibstitiienti tasiyan bilesiklerin (BS12 - BS15) spektrumlarinda alifatik
alanda fenil grubu lizerinde bulunan metoksi siibstitiientinin protonlarina ait sinyaller
izlenmistir. orto, meta, para tirevlerin (BS12 - BS14) hepsinde ii¢ protonluk
entegrasyona sahip singlet halinde gozlenen bu protonlar 6 3.71 ppm kimyasal kayma
degerine sahiptir. BS15 bilesiginde ise fenil halkasi iizerinde bulunan {i¢ adet metoksi
grubundan 3 ve 5 konumundakiler esdeger davranmis ve bunlara ait alt1 proton
entegrasyonundaki singlet sinyal & 3.72 ppm degerinde izlenmisken 4 konumundaki
gruba ait olan singlet sinyal 5 3.61 ppm degerinde belirlenmistir.

BS12 tiirevinde multiplet olarak gézlenen 6 6.62-6.66 ve 8 7.09-7.12 araligindaki birer
protona karsilik gelen sinyaller sirastyla H-3> ve H-6" protonlarina aittir. 8 7.32°de
kiiciik etkilesme degismezine sahip ve triplet olarak gdzlenen sinyal ile & 7.15-7.26
ppm arasinda izlenen sinyalin H-4> ve H-5"¢ ait oldugu diistiniilmektedir. Fakat bu
protonlarin golgeleme degismezleri géz Oniine alinarak hesaplanan kimyasal kayma
degerleri birbirlerine yakin oldugu ve teorik olarak benzer boliinme 6zelliklerine sahip

olduklar1 diisiiniildiiglinden tam olarak atamalar1 yapilamamustir.
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BS13 bilesiginde & 6.64’te gozlenen dublet-dublet sinyal ile 5 7.09-7.11 ppm degerleri
arasinda multiplet olarak gozlenmis sinyalin H-4’ ve H-6" protonlarma ait oldugu
diistiniilmektedir. Hesaplanan golgeleme degismezlerinin ve bdliinme 6zelliklerinin
birbirine yakin olmasi nedeniyle bu protonlarin atamalar1 tam olarak yapilamamustir.
8 7.16-7.24 ppm arasinda benzimidazol sinyalleriyle birlikte ¢ikan ve H-5" protonuna
ait oldugu disiiniilen sinyal bulunmaktadir. 8 7.31 ppm degerinde kiigiik etkilesme
degismeziyle triplet olarak boliinmiis olan sinyal ise H-2’ protonuna aittir.

BS14 tiirevinde fenil protonlar: ile benzimidazol protonlar: birbirlerinden ayri olarak
cikmistir. & 6.89’daki iki protonluk sinyalin H-3* ve H-5" protonlarina, 5 7.49 ppm
degerindeki iki protonluk sinyalin ise H-2’ ve H-6" protonlarina ait oldugu
belirlenmistir.

BS15 bilesiginin aromatik sahasinda fenil halkasina ait sadece bir adet iki proton
entegrasyonuna sahip singlet sinyal 8 6.98 ppm degerinde gozlenmistir ve bu sinyal
esdeger protonlar olan H-2’ ile H-6"ne aittir.

BS16 ve BS17 bilesiklerine ait spektrumlarin aromatik sahasinda benzimidazol
protonlarina ait olan sinyallerden farkli bir sinyal bulunmamaktadir. Bu yapilarin
alifatik sahasinda ise yapilardaki morfolin ve piperidin halkasina ait olan sinyaller
bulunmakla birlikte hangi protonlara ait oldugunun ayrimlart tam olarak
yapilamamigtir ancak entegrasyonlar1 yapiyla uyum igerisindedir.

BS18 kodlu bilesigin spektrumunda hidrazit islevsel grubundan dolay1 goriilmesi
beklenen NHz ve NH protonlar1 sirasiyla & 4.28 ve & 9.34 kimyasal kayma
degerlerinde, uygun entegrasyonlarda sinyal vermistir.

BS19 bilesiginin hidroksamik asit yapisindan kaynakli olarak izlenmesi beklenen NH

ve OH sinyalleri 6 3.69 degerinde izlenmistir.

5.1.2.2. HSQC ve HMBC NMR Bulgularinin Degerlendirilmesi

B ve BS tiirevi bilesiklerin yap1 dogrulamalari ve NMR bulgularini kargilastirmak
amaciyla her bir seriden birer bilesige (B8, BS1) HSQC ve HMBC NMR analizleri
yapilmistir. Bu analizler hem yap1 dogrulamada hem de serilerdeki diger tiirevlere ait
'H ve 13C NMR spektrumlarinin degerlendirilmesinde referans olarak kullanilmis ve

proton ile karbon atamalarinda yol gosterici olmustur.
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BS kodlu bilesikleri temsilen alinan BS1 kodlu bilesigin HSQC ve HMBC NMR
detaylar1 gbz oniine alinmis ve proton ile karbon atamalar1 yapildiginda agagidaki tablo

ortaya ¢ikmaistir.

7.14-7.24 /7.33-7.37

109.60 / 109.95
109.95, 122.22
130.63, 133.43 /
120.80,130.63 H 2

7.14-7.24 3

122.22/122.80

5 169.07
109.95, 122.22 130.63 2
130.63, 133.43 S
7.14-7.24 133.43 7.58 119.01
122.22/122.80 © N 119.01,123.41  728.733 128.79

10.39  128.79,138.71  119.01. 128.79
109.95, 122.22 1 46.22, 119.01 T

7 :
130.63,133.43 5 14724 /7.33-737 | 138.71, 164.77
109.60 / 109.95 16477 H

6' 5' 138.71

109.95, 122.22 i —_ ,7.04 123.41
130.63, 133.43 / 5 9!;222 C N 119.01, 128.79

. 30. : i 138.71
2053 46.22, 133.43 I I

164.77, 169.07 O

2' 3
7.58 119.01 7.28-7.33 128.79
119.01, 123.41  119.01, 128.79
128.79, 138.71  138.71

Sekil 5-5. BS1 bilesiginin HSQC ve HMBC bulgulari

Mavi ile gosterilen sayilar ilgili protonun bagli oldugu karbonun kimyasal kayma degerlerini
gosterirken yesil ile gosterilen sayilar ilgili protonun bag aracili etkilestigi karbonlari
gostermektedir

BS1 bilesigindeki amit grubuna ait karbonil karbonu ile benzimidazol halkasinda
kiikiirtiin bagli oldugu karbonun kimyasal kaymalar1 karsilastirildiginda daha diisiik
kimyasal kayma degerine sahip olan sinyalin karbonil karbonunu temsil ettigi
gozlenmistir. Bitlin yapilarda ortak olarak bulunan benzimidazol halkasinin
karbonlarina ait kimyasal kaymalar incelendiginde ise C-4 ve C-7 karbonlarina ait olan

sinyallerin 6 109 ppm; C-5 ve C-6 karbonlarina ait sinyallerin 6 122 ppm; C-3a ve C-

7a karbonlarma ait sinyallerin ise 8 130-133 ppm civarinda absorbsiyon yaptigi
belirlenmistir. Ayrica BS yapisina ait NMR spektrumu ve mevcut literatiir verileri de
bu bilgiyi destekleyici niteliktedir (E. S. H. ElI Ashry, Aly, Aouad, & Amer, 2010;
Azizi, Khajeh-Amiri, Ghafuri, & Bolourtchian, 2011; Liang, Tan, Piao, & Liu, 2008).
B serisini temsilen spektrumu alinan B8 bilesiginin verileri incelendiginde ise su

sekilde bir tablo ortaya ¢ikmaktadir:
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7.43-7.45 7.84 118.78 8.23 124.99

121.51 118.78, 124.99 124.99
' 142.36, 144.93  142.36, 144.93
- ; O o "
7.11-7.12 N
121.51 T
121.51 149.59
\ S—CH,—C—NH
A 2 2 5720 1 414236/
12151 g 4.33 36.34 : 124 145 3¢/ 14493
121.51 N + 149.59, 167.20 144.93 :
2' 3'
7 H 120 7.84 11878 8.23 124.99
7:43-7.435 118.78, 124.99 124.99
121.51 142.36, 144.93  142.36, 144.93

Sekil 5-6. B8 bilesiginin HSQC ve HMBC bulgulari
Mavi ile gosterilen sayilar ilgili protonun bagli oldugu karbonun kimyasal kayma degerlerini

gosterirken yesil ile gosterilen sayilar ilgili protonun bag aracili etkilestigi karbonlari
gostermektedir

Spektral veriler yapida kiikiirtiin bagli oldugu benzimidazol karbonunun kimyasal
kayma degerinin 6 150 ppm civarinda oldugunu gostermektedir. Bu bilgi azot siibstitiie
tiirevler (BS1 - BS19) ile kiikiirt siibstitiie tiirevlerin (B1 - B17) yapisal farkliliklarinin

kanitlanmasi agisindan onemlidir.

5.1.2.3. 13C NMR Bulgularinin Degerlendirilmesi

Bilesiklere ait 13C NMR bulgular1 degerlendirilirken HSQC ve HMBC NMR bulgulari
ile golgeleme etkisinin hesaplanan katkilarindan faydalanilarak bilgilerin birbirini
destekledigi dogrultuda atamalar yapilmistir (Hesse et al., 2014).

BS bilesiginin spektrumunda & 109.5’teki sinyal C-4 ve C-7; 5 122.1 ppm’deki sinyal
C-5 ve C-6; & 132.6 ppm’deki sinyal ise C-3a ve C-7a karbonlarma aittir. C=S
yapisindaki karbonun kimyasal kayma degeri ise & 168.1°dir. Bu spektrumdan elde
edilen bilgiler literatiir ile uyum igerisindedir (E. S. H. El Ashry et al., 2010; Azizi et
al., 2011; Liang et al., 2008).

BO halkasinin spektrumunda C-4 ve C-7 karbonlarinin sinyali 3 108.5 ppm’de, C-5
ve C-6 karbonlarinin sinyali 6 120.4 ppm’de, C-3a ve C-7a karbonlarinin sinyali ise &
129.7 ppm’de izlenmistir. Bu halkada C=O yapisinin karbon atomu & 155.3 ppm
kimyasal kayma degerine sahiptir.

BCL kodlu bilesiklerde sadece BCL1 bilesigi i¢in 3C NMR analizi yapilmistir. Bu
bilesikte spesifik degerlerde goriilmesi beklenen metilen karbon sinyali & 46.7
ppm’de, C=0 yapisinin karbon sinyali ise & 164.5 ppm’de izlenmistir. Diger karbon

atamalar1 yakin kimyasal kaymalar nedeniyle yapilamamustir.
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BCL18 ara iirliniiniin spektrumunda yapidaki metilen grubunun sinyali 6 45.0 ppm’de
izlenmistir. Ester grubuna ait olan metilen sinyali 6 61.6 ppm’de; metil sinyali ise &
13.6 ppm’de gozlenmistir. Ester yapisinin karbonil grubundaki karbon ise 6 167.4’te
izlenmistir.

B kodlu bilesiklerin spektrumlart incelendiginde ise yapida ortak olarak bulunan
gruplara ait sinyallerle ilgili su degerler verilebilir: Metilen grubunun karbon atom
sinyali & 35.0-36.3 araliginda bulunmaktadir. Amit islevsel grubunun karbonil karbon
sinyali ise & 165.7-167.4 araligindadir. Benzimidazol halkasinin karbon sinyalleri
incelendiginde, bu halkanin kiikiirte bagli karbon atomunun & 149.5-150.1 ppm
araliginda sinyal verdigi belirlenmistir. B grubu bilesiklerin genel yapisinin proton-
karbon eslesmelerini saglayabilmek amaciyla B8 bilesiginin HSQC ve HMBC NMR
spektrumlar1 &rnek alinmistir. Bu genel yapidaki biitin *C NMR spektrumlar
incelenmis ve benzimidazol halkasina ait olan sinyaller tespit edilmeye calisilmistir.
p-siibstitiie tiirevler bu konuda yol gosterici olmustur. Spektrumlar analiz edildiginde
biitiin hepsinde & 121.5 ppm civarinda bir sinyal bulunmaktadir ve B8 bilesiginde de
bulunan bu sinyalin C-5 ve C-6 karbonlarina ait oldugu bilinmektedir. Bunun yani sira
B3, B5, B6, B7, B9, B11, B14 bilesiklerinde 6 113 ve & 139 civarinda karsilasilan
ortak sinyallerin varligi tespit edilmistir. Bunlardan 6 113.2-113.9 arasinda karsilasilan
sinyalin C-4 ve C-7 karbonlarina; 6 139.5-139.9 ppm kimyasal kayma degerlerindeki
sinyalin ise C-3a ve C-7a karbonlarina ait oldugu disiinilmektedir. Sinyallerin
yapidaki hangi karbonlara ait olduguyla ilgili eslestirme ¢alismalar1 yapilarindaki
kimyasal kayma degerleri yakin oldugundan dolay1 gerceklestirilememistir.

BS kodlu bilesiklerin *C NMR spektrumlari incelendiginde yapilarinda ortak bulunan
karbon atomlarinin olduk¢a yakin ppm degerlerinde sinyal verdikleri tespit edilmistir.
Bilesiklerdeki metilen grubuna ait karbon & 46.1-46.4 araliginda; amit islevsel
grubunun karbonil karbonu 6 164.3-165.9 araliginda sinyal vermistir. Benzimidazol
halkas1 incelendiginde ise bu halkanin kiikiirte bagli karbon atomunun biitiin
tiirevlerde 0 169 ppm’de sinyal verdigi belirlenmistir. Halkanin iizerindeki diger
karbonlar da biitiin tiirevlerde oldukca yakin ve spesifik degerlerde sinyale sahip
olduklari i¢in kolaylikla diger sinyallerden ayrilmistir. C-4 ve C-7 karbonlar1 6 109.6-
109.7 ve 6 110.0 ppm’de iki ayr sinyal; C-5 ve C-6 karbonlar1 & 122.2-122.3 ve

122.8-122.9 ppm’de iki ayr1 sinyal vermistir. Bu sinyallerin karbonlara 6zgii atamalar1
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kimyasal kayma degerlerinin ve kimyasal ¢evrelerinin yakinligindan dolay1 net olarak
yapilamamigtir. C-7a karbonunun & 133.4-133.5 ppm’de ve C-3a karbonunun ise &
130.6 ppm’de verdikleri sinyal de bu spektrumlarda gézlenmistir.

BS1 kodlu bilesige ait spektrum incelendiginde fenil halkasinda C-1’ karbonunun
sinyali 6 138.71 ppm’de, C-4” karbonunun sinyali ise 6 123.41 ppm’de izlenmistir. Bu
halkada kimyasal g¢evreleri benzer olan C-3’ ve C-5 karbonlarna ait sinyal &
128.79°da; yine benzer kimyasal ¢evreye sahip olan C-2’ ve C-6’ karbonlarina ait
sinyal ise 6 119.01 ppm’de gozlenmistir.

BS2 bilesigine ait C-1’ ve C-4’ karbonlarinin sinyali sirasiyla 6 139.1 ve 6 126.8’de
izlenmistir. Benzil halkasina ait olan diger karbonlarin sinyalleri ise 6 127.2 ve 128.3
ppm’de goriilmiistiir ancak kimyasal kayma degerleri yakin oldugu icin net bir atama
yapilamamustir.

BS5 bilesigindeki C-1° karbon sinyali 6 137.7 ppm’de izlenmistir. Diger bir katarner
karbon olan C-4’ sinyali ise 6 126.9 ppm kimyasal kayma degerine sahiptir. Kimyasal
cevreleri benzer olan karbonlardan C-2° ve C-6’ ile C-3’ ve C-5" karbonlarinin
sinyalleri 6 120.5 ve & 128.8 ppm degerlerinde her atom grubu igin ayr1 olacak sekilde
izlenmistir.

BS7 kodlu molekiiliin C-2’ karbonu 6 113.2°de; C-4’ karbonu ise & 118.0’de sinyal
vermigtir. 6 125.0 ve & 130.4’de karsilasilan sinyaller ise sirasiyla C-6" ve C-5°
karbonlarina aitken 6 139.8 ve 6 148.0 ppm sinyalleri C-1’ ve C-3” karbonlarina aittir.
BS8 bilesiginde fenil halkasindaki siibstitiie nitro grubunun elektronik 6zelliklerinden
dolay1 C-1’ ve C-4’ karbonlarna ait sinyaller diger bilesik gruplarindan daha yiiksek
degerlerde ve sirasiyla 6 144.8 ile & 142.4 ppm’de izlenmistir. Kimyasal ¢evreleri
benzer olan C-2’ ve C-6’ karbon sinyalleri 6 118.8; C-3 ve C-5" karbon sinyalleri ise
125.1 ppm degerlerindedir.

BS11 kodlu bilesigin C-2’ ve C-6" karbonlarina ait sinyal 6 119.0 ppm; C-3” ve C-5’
karbonlarina ait sinyal 6 129.2 ppm kimyasal kayma degerine sahiptir.

BS14 bilesiginde fenil halkasindaki metoksi siibstitlientine ait karbon atomu & 55.1
ppm kimyasal kayma degerine sahiptir. Ayrica bu siibstitiientin yarattig1 elektronik
etkilerden dolay1 bagl oldugu C-4’ karbonunun kimyasal kayma degeri digerlerine

gore oldukea yiiksektir ve 6 155.3 ppm degerindedir. Bu halkadaki C-1’ karbonu ise 6
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131.9°da sinyal vermistir. Spektrumda bulunan & 113.9°daki sinyal C-3* ve C-5’
karbonlarina; 6 120.5’teki sinyal ise C-2’ ve C-6’ karbonlarina aittir.

BS15 molekiiliinlin yapisinda bulunan 3 ve 5 konumlarindaki metoksi gruplarinin
sinyali & 55.7°de, 4 konumundaki metoksi grubunun sinyali ise & 60.1°de izlenmistir.
C-2’ ve C-6’ karbonlarina ait sinyal & 96.6 ppm’de goriilmiistiir. C-3 ve C-5’

karbonlarinin sinyaline ise 6 152.8 ppm’de karsilasiimistir.

BS16 bilesiginin morfolin yapisina ait olan alifatik sinyaller 6 42.0, 44.5, 44.9 ve 66.1

ppm kimyasal kayma degerlerinde izlenmistir.
5.1.2.4. Kiitle Bulgularinin Degerlendirilmesi

Sentezlenen tiim bilesiklerin kiitle spektrumlart APCI yontemine gore alinmis ve
pozitif ya da negatif iyonizasyon spektrum verileri deneysel boliimde 6zetlenmistir.

Ara lirlin olarak sentezlenen 1-17 numarali bilesiklerin spektrumlarinda farkli bagil
bolluklarda gozlenen [M+H]" ile [M-H] molekiiler iyon piklerinin hesaplanan ve

beklenen molekiil agirliklariyla tam bir uyum igerisinde oldugu goriilmektedir.

Yapidaki klor atomundan kaynaklanan [M+2-H] ile [M+2+H]" izotop pikleri biitiin
bilesiklerin spektrumlarinda ve molekiiler iyon pikine bagl olarak farkli bolluklarda
gbzlenmistir. Ayrica fenil halkasi tizerinde klor siibstitiienti tasiyan tiirevlerde (3-5)
her iki klor atomuna ait izotop pikleri beklenen degerlerde ve 9:6:1 oranina uygun
bagil bollukta tespit edilmistir (Hesse et al., 2014; Robert M. Silverstein et al., 2014).
4, 5, 7, 17 bilesiklerinde molekiiler iyon piki ayni zamanda temel piktir. 1 ve 15
bilesiklerinde ise temel pik, yapidan klor iyonunun ayrilmasiyla ortaya ¢ikan [M-CI]®
yapisina karsilik gelen degerdedir. Bunlarin yam sira 9-11, 12, 14, 16 bilesiklerinin
spektrumlarinda gozlenen temel pik, amit islevsel grubundaki karbonil grubunun C
tipi boliinme sonucunda a- parcalanmaya ugramasiyla ortaya ¢ikan yapilara aittir.
Bilesiklerin pozitif iyonizasyon ile analiz edilen tiirevlerinin bazilarinda (1-3, 9-11,
14, 16, 17) [M+41]" piklerinin varligimin analiz sirasinda ortamda bulunan asetonitril
¢Ozgeninden kaynaklanmis oldugu diistiniilmektedir.

BCL kodlu bilesiklerin spektrumlart APCI yontemine gdre pozitif iyonizasyon ile
almmustir. Bilesiklerin spektrumlarinda farkli bagil bolluklarda gozlenen [M+H]"
molekiiler iyon piklerinin hesaplanan ve beklenen molekiil agirliklariyla tam bir uyum

icerisinde oldugu goriilmektedir. Ana halkadaki klor atomundan kaynaklanan
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[M+2+ H]+ izotop piki bu yapiya sahip biitiin bilesiklerin spektrumlarinda ve [M+H]+
pikinin bagil bolluguna bagli olarak farkli bolluklarda gozlenmistir. Ayrica fenil
halkasi tizerinde Klor siibstitiienti tasiyan BCL3 - BCL5 bilesiklerinde toplamda 2 adet
klor atomu bulunmas: nedeniyle hem [M+2+H]" hem de [M+4+H]" pikleri tespit
edilmistir. Izotop piklerinin bagil bolluklari literatiir verileri ile uyum igerisindedir
(Hesse et al., 2014; Robert M. Silverstein et al., 2014).

B kodlu bilesiklerin spektrumlart ise APCI yontemine gore pozitif iyonizasyon ile
almmustir. Bilesiklerin spektrumlarinda farkli bagil bolluklarda gozlenen [M+H]"
molekiiler iyon piklerinin hesaplanan ve beklenen molekiil agirliklariyla tam bir uyum
icerisinde oldugu gorilmektedir. Yapisinda klor igeren bilesiklerde (B3 - B5)
[M+2+H]" izotop pikleri gozlenmistir ve bagil bolluklari literatiir verileri ile uyum
igerisindedir (Hesse et al., 2014; Robert M. Silverstein et al., 2014). Bilesiklerde
gbzlenen ortak fragmantasyonlar C tipi boliinmeden kaynaklanmaktadir.

BS kodlu bilesiklerin spektrumlart APCI yontemine gore negatif iyonizasyon ile
alinmistir. Bilesiklerin spektrumlarinda farkli bagil bolluklarda gozlenen [M-H]
molekiiler iyon piklerinin hesaplanan ve beklenen molekiil agirliklariyla tam bir uyum
icerisinde oldugu goriilmektedir. Yapidaki kiikiirt atomundan kaynaklanan [M+2-H]
izotop piki 24:1 oraninda izlendiginden bu piklerin varligi sadece [M-H] pikinin
yiiksek bagil bollukta gozlendigi bilesiklerde (BS1, BS8, BS9, BS13, BS15, BS16)
belirlenebilmistir. Ayrica klor igeren bilesiklerde (BS3 - BS5) de [M+2-H] izotop
pikleri gozlenmistir. Her iki atom i¢in de izotop piklerinin bagil bolluklar: literatiir
verileri ile uyum igerisindedir (Hesse et al., 2014; Robert M. Silverstein et al., 2014).
Bilesiklere ait spektrumlarda gozlenen ortak fragmantasyonlar C tipi boliinmeye
baglhdir. BS1, BS3 - BS5, BS13, BS16 bilesiklerinde [M-H] iyonuna karsilik gelen
sinyaller ayn1 zamanda temel piktir. Buna karsin BS2, BS10 - BS13 tiirevlerinde 161,

BS15 tiirevinde ise 189 degerine sahip olan fragmanlar temel pik olarak gézlenmistir.

5.2. X-Ray Bulgularimin Degerlendirilmesi

B10 bilesiginin monoklinik sistemde ve P2i1/n uzay grubunda kristallendigi
belirlenmistir. Kristal yapinin asimetrik biriminde, molekiile hidrojen bag ile baglh
olan su molekiilleri bulunmaktadir. Kristal yap1 i¢indeki molekiiller, N-H:--O tipi

hidrojen baglari ile R (14) motifinde, sentrosimetrik dimerler olusturmaktadir. Cikan
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dimerler ile su molekiilleri N-H--O ve O-H--N tipi hidrojen baglar1 yaparak
birlesmektedir. Su molekiillerinin olusturdugu bu kopriiler sonucu iki boyutlu
stipramolekiiler yap1 ortaya ¢ikmaktadir.

BS6 bilesigi Triklinik sistemde kristallenmis olup P-1 uzay grubundadir. Kristal yap1
iginde molekiiller, N-H--S tipi hidrojen baglar1 ile R (8) motiflerinde sentrosimetrik
dimerler seklinde bulunmaktadir. Ortaya ¢ikan dimerler de zayif C-H--O
etkilesmeleriyle birbirine baglanarak, kristal yap1 i¢inde bir boyutlu sonsuz zincirleri
olusturmaktadir. Kristal yap1; molekiil i¢i, molekiiller arasi hidrojen baglar1 ve zayif

etkilesmelerle kararli haldedir.

5.3. Biyolojik Aktivite Bulgularinin Degerlendirilmesi

Sentezlenen B1 - B17 ve BS1 - BS19 kodlu final bilesikleri ile BCL1 - BCL18 ve
BSE kodlu ara iirtinlerin MPO enzimine kars1 inhibitor aktiviteleri taurin-Kloramin test
yontemiyle Ol¢iilmiis ve referans olarak 4-aminobenzoikasit hidraziti (4-ABAH)
kullanilmistir. Aktivite sonuglarina gére 20 uM konsantrasyonda biitiin bilesikler
degisen inhibisyon oranlarinda MPO’ya karsi inhibitor etki gdstermektedir.
Sentezlenen bilesikler i¢erisinde MPO inhibitor aktivitesi en yiiksek olan bilesik B2
(% 95.26) olarak tespit edilmistir. Bu bilesigi sirasiyla BS12 (% 94.30), BS18 (%
93.21), BS9 (% 93.03) ve B10 (% 92.47) bilesikleri takip etmistir. Ana halkalardaki
yapisal farkliliklarin aktiviteye etkisi agisindan karsilastirma yapildiginda BS7, BS8,
BS10, BS11, BS15 harig biitlin yapilarda BS kodlu bilesikler diger bilesiklere gore
daha yiiksek aktivite gosterirken BCL4 ve BCL5 haricinde BCL kodlu bilesikler en
diistik aktiviteye sahiptir.

Stibstitiientlerin konum farkliliklarinin aktiviteye etkisi degerlendirildiginde genel
olarak orto ve meta konumlarinda siibstitiient tasiyan bilesiklerin daha yiiksek
biyolojik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. BCL serisinde metoksi siibstitiienti
tastyan BCL12 bilesigi haricindeki orto tiirevler, meta ve para tiirevlerine gore disiik
aktivite gostermistir. B serisinde B13 hari¢ meta siibstitiie bilesikler en yiiksek aktivite
degerlerine sahiptir. BS serisinde orto siibstitiie bilesikler (BS3, BS6, BS9, BS12) en
yiiksek aktiviteyi gostermistir.

Ayn1 konumlarda bulunan siibstitiientlerin elektronik ve sterik etkilerinin aktivite
tizerindeki etkisi incelendiginde ise orto siibstitiie yapilarda biitiin serilerde en aktif

bilesikler metoksi siibstitiienti tasiyan tiirevlerdir. Meta siibstitiie iiriinlerde B ve BS
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grubu bilesiklerde metil tiirevleri (B10, BS10); BCL grubunda klor siibstitiienti
tagtyan BCL4 tiirevi en aktifken para siibstitiie yapilarda B serisi bilesiklerde metil
siibstitiienti tasiyan B11; BCL ve BS serilerinde ise klor siibstitiientine sahip BCL5
ve BS5 en aktiftir. Genel olarak bakildiginda orto konumunda metoksi siibstitiienti
bulunan bilesiklerin (BCL12, B12, BS12), meta ve para konumlarinda ise klor ve
metil siibstitiientleri tagiyan triinlerin (BCL4, BCL5, BCL10, BCL11, B4, B5, B10,
B11l, BS4, BS5, BS10, BS11) digerlerine gore daha yiiksek biyolojik aktivite
degerlerine sahip oldugu sdylenebilir.

Benzilamin tiirevlerinde (BCL2, B2, BS2) yan zincirdeki amino ile fenil halkasi
arasina metilen grubunun girisi B ve BS tiirevlerinde aktiviteyi artirirken BCL
tiirevinde aktiviteyi azaltmistir.

3,4,5-trimetoksi siibstitiientine sahip bilesiklerde (BCL15, B15, BS15) en yiiksek
aktivite B serisinde tespit edilmistir.

Genel yapida aromatik amin grubu yerine piperidin ve morfolin halkalart
getirildiginde daha diisiik biyolojik aktivite izlenmistir. Piperidin yapis1 tasiyanlarin
(BCL17, B17, BS17) morfolin tasiyanlara (BCL16, B16, BS16) gore B ve BCL
serilerinde daha ytiksek; BS serisinde ise daha diisiik aktivite degerine sahip oldugu
gOriilmiistir.

Yan zincirin ester ve hidroksamik asit tasimasi durumunda (BCL18, BSE, BS19)
biyolojik aktivite degerleri diigmiistiir. Bunun yami sira hidrazit grubu (BS18)
aktiviteyi onemli oranda artirmistir.

Biitiin bilesikler degerlendirildiginde en yiiksek aktivitenin BS serisinde; en diisiik
aktivitenin ise BCL serisinde goriildiigii belirlenmistir. Bu durum genel yapida kiikdirt
varliginin aktiviteyi artirict yonde etki ettigini gostermektedir (Li et al., 2015; Ruggeri
et al., 2015; Tidén et al., 2011). Yan zincirde amit, hidrazit ve hidroksamik asit
gruplarmin aktiviteye katkilari degerlendirildiginde hidrazit grubunun aktiviteye

onemli oranda katki sagladigi belirlenmistir.

5.4. Molekiiler Kenetlenme Bulgularinin Degerlendirilmesi

Tez ¢alismamiz kapsaminda MPO inhibitor aktivitesi tayin edilen bilesiklerin enzimin
aktif cebinde etkilestigi aminoasitlerin ve etkilesim tiirlerinin de aydinlatilmasi
planlanmistir. Bu amacla biyolojik aktiviteleri test edilen bilesiklerden %90 ve {izeri

MPO inhibisyonu gosteren BS1, BS2, BS9, BS10, BS12, BS18 ve B10 kodlu bilesikler
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icin molekiiler kenetlenme calismalar1 gerceklestirilmistir. Molekiillerin ve enzimin
hazirlik c¢aligmalar1 ve sonuglarin goriintiillenmesi MOE yazilimi ile, kenetlenme
calismalar1 ise GOLD programi kullanilarak yapilmistir. Bilesiklerin en iyi baglanma
pozisyonlar1 segilirken Chemscore puanlar1 ve etkilesme tiirleri géz oniine alinmastir.
Secilen pozlar degerlendirildiginde, amit islevsel grubu tasiyan azot siibstitiie BS1,
BS2, BS9, BS10 ve BS12 kodlu bilesiklerin hepsinde yapidaki karbonil grubu (C=0)
ile enzimin aktif cebindeki Arg-239 amino asidinin NH2 grubu arasinda hidrojen bagi
tespit edilmistir. Ayrica bilesiklerin yapisindaki kiikiirt atomunun, His-95 amino
asidinin imidazol halkasinda bulunan 2 numarali karbon ile etkilesim gosterdigi
belirlenmistir.

Yan zincirin kiikiirt tizerinden siibstitiie oldugu B10 kodlu bilesigin en iyi kenetlenme
pozunda, yapidaki karbonil grubunun Arg-333 amino asidindeki NH ile; benzimidazol
halkasindaki NH grubunun ise Arg-239 amino asidinin NH grubu ile hidrojen bag1
araciligi ile etkilestigi belirlenmistir.

Biyolojik aktivite testleri sonucunda en aktif olarak belirlenen BS18 kodlu bilesik,
yapisindaki karbonil grubunun oksijen atomu tizerinden Arg-239 amino asidinin NH:
grubuyla hidrojen bag1 aracili etkilesim gostermistir. Ayrica kiikiirt ile Pro-101 amino
asidinin karbonu arasinda etkilesim belirlenmistir. Bu bilesigin yapisindaki hidrazit
islevsel grubu enzim yoresinde baglanti agisindan avantaj saglamis ve NH> ile Thr-
100 amino asidinin karbonil oksijeni arasinda hidrojen bagi gergeklesmistir (Sekil

5-7).

Thr100

10101 =

Sekil 5-7. BS18 kodlu bilesigin kenetlenme bulgulari
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Molekiiler kenetlenme bulgular1 degerlendirildiginde sadece fenil {izerindeki
stibstitlientler ve pozisyonlar1 acisindan farkliliklara sahip olan BS1, BS9, BS10 ve
BS12 kodlu bilesiklerin enzim cebinde yapilarinda ortak gruplar {izerinden enzimin
ayn1 amino asitleri ve gruplariyla etkilestigi belirlenmistir. Bahsedilen bilesiklerin
hepsi benzimidazol halkasina bagl kiikiirt atomu ve amit iglevsel grubuna ait karbonil
oksijeni araciligiyla enzime baglanmistir. Bu nedenle enzim cebindeki yonelimleri ve
durus acilar1 benzer 6zellik gostermektedir. Amit grubunda benzil siibstitiienti tasiyan
BS2 kodlu bilesigin enzim yoresindeki durusu incelendiginde ise yapisindaki
benzimidazol halkast ve amit grubunun BS kodlu diger bilesiklerle ayni sekilde
yonelim gosterdigi fakat bu molekiillerden farkli olarak fenil halkasinin farkli bir
pozisyonda bulundugu belirlenmistir. Bunun sebebinin benzil amit yapisindan
kaynakli olarak amit fonksiyonel grubunun azot atomu ile bilesigin fenil halkasi
arasinda bulunan metilen grubunun molekiile sagladig1 esneklikten kaynakli oldugu

diistiniilmektedir (Sekil 5-8).

Arg239

Sekil 5-8. BS kodlu bilesiklerin kenetlenme bulgulari

BS1 kirmizi, BS2 sar1, BS9 mavi, BS10 pembe, BS12 bilesigi ise kahverengi renkle temsil edilmigtir

B10 kodlu bilesigin yapisinda enzim cebiyle etkilestigi yapilar da BS serisi
bilesiklerde oldugu gibi benzimidazol halkasi ve karbonil oksijenidir. Ancak bu
gruplar BS serisinden farkli amino asitlerle etkilesmektedir. BS kodlu bilesiklerde

karbonil oksijeni ile Arg-239 amino asidi arasinda hidrojen bag tespit edilmisken B10
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bilesiginin oksijen atomu Arg-333 amino asidi ile hidrojen bagi kurmaktadir. Ayrica
BS tiirevlerinde benzimidazole bagl kiikiirt ile His-95 amino asidi arasinda etkilesim
tespit edilmisken B10 bilesiginin benzimidazol NH grubu Arg-239 amino asidine
baglanmistir. Bahsedilen bu yonelimler B10 bilesiginin enzim cebinde farkli bir

pozisyonda bulundugunu gostermektedir (Sekil 5-9).

Arg239

Thrl00
rol01

Sekil 5-9. B10 ve BS10 kodlu bilesiklerin kenetlenme bulgulari

B10 kodlu bilesik turuncu, BS10 kodlu bilesik pembe renk ile temsil edilmektedir

MPO’nun H20: ile reaksiyonu sonucunda oksidan bir molekiil olan Bilesik-I’in
sentezi gergeklesmektedir. Bu reaksiyon sirasinda enzim cebindeki Arg-239 ve
His-95 aminoasitleri, H2O2 nin heterolitik par¢alanmasini saglayarak énemli bir rol
oynamaktadir (Forbes & Kettle, 2017). MPO inhibitorlerinden bir tanesi olarak bilinen
salisilhidroksamik asit molekiiliiniin enzim ydresindeki kristalizasyon calismalari
sonucunda, bilesigin enzim cebindeki Arg-239, His-95 ve GIn-91 aminoasitleri ile
etkilesim gosterdigi literatiirde bildirilmistir (Davey & Fenna, 1996). Ayrica
literatiirde  diisiik konsantrasyonlarda MPO inhibit6érii oldugu rapor edilen
bilesiklerden hidroksamik asit tiirevi HX-1 (ICsp = 5 nM) (Forbes et al., 2013) ve
triazoloprimidin tiirevi 6 (ICso = 84 nM) (Duclos et al., 2017) molekiillerinin enzim
cebine Arg-239, His-95 ve GIn-91 aminoasitleri araciligiyla baglandiklar
belirtilmistir. Triptamin tiirevleri arasinda ise 5-florotriptamin bilesiginin (ICsp = 8
nM) Thr-100 ve Glu-102 aminoasitleriyle hidrojen bagi yaptigi rapor edilmistir
(Soubhye et al., 2013).
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Tez calismasi kapsaminda molekiiler kenetlenme calismalarinin sagladigi bulgular
degerlendirildiginde, bilesiklerin tamaminin enzim aktivitesinde dnemli rol oynadigi
diistiniilen aminoasitlerden olan Arg-239 ve His-95 ile etkilestigi tespit edilmistir. Bu
aminoasitlerin 6zellikle Bilesik-I’in senteziyle sonuglanan reaksiyonda gorev almasi
sentezlenen bilesiklerin inhibitoér etkinliklerini degerlendirmek agisindan Onemli
olabilir.

Biyolojik aktivite taramalar1 sonucunda en aktif bulunan BS18 bilesiginin kenetlenme
pozisyonunun diger bilesiklerden farkli olusu ve daha fazla etkilesime sahip olmast,
bilesiklerin ICso degerleri arasindaki anlamli farkliligin yorumlanabilmesinde yol
gosterici olarak diisiiniilebilir. (Sekil 5-10) Ayrica bu bilesigin bulgularinda, diisiik
konsantrasyonda etki gosterdigi rapor edilen 5-florotriptamin molekiiliiyle benzer
olarak, Thr-100 aminoasidiyle gergeklesen hidrojen bagi tespit edilmistir.

Molekiiler kenetlenme bulgularmin literatiirde kayithh c¢alismalarin sonuglariyla
benzerlik gostermesi, tasarlanan ve tez ¢aligmasi kapsaminda sentezlenerek biyolojik
aktiviteleri test edilen bilesiklerin, MPO inhibitorii olabilecek yeni molekiillerin

tasarimi agisindan yol gosterici olabilecegini diistindiirmektedir.

rg239

,Thr100
rol01

Sekil 5-10. BS12 ve BS18 kodlu bilesiklerin kenetlenme bulgulari

BS12 kodlu bilesik turuncu, BS18 kodlu bilesik pembe renk ile temsil edilmektedir
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Sonug¢ ve Oneriler

Tez calismamiz kapsaminda tasarladigimiz ve sentezledigimiz bilesiklerin biyolojik
aktivite sonucglart MPO inhibitér oOzellikleri agisindan umut vadedicidir.
Gergeklestirilen ¢aligsmalarin  bulgular1 degerlendirildiginde asagidaki sonuglara
ulasilmistir:

(i)  Benzimidazol halkasinin 2 konumunda kiikiirt tasiyan tiirevlerin degisen yiizde
inhibisyon degerlerinde MPO enzimini inhibe ettigi belirlenmistir. Ana
halkanin benzimidazol-2-tiyon yapisinda olmasi, yani kiikiirt atomunun
tizerinde siibstitlient tasimamasi ve serbest halde bulunmasi durumunda ise
aktiviteye daha cok katki sagladigi tespit edilmistir.

(i)  Yan zincir iizerinde ¢alisilan farkli islevsel gruplarin arasinda hidrazit
grubunun aktiviteye cok dnemli bir katki sagladig1 belirlenmistir.

(ili) 2 numarali konumunda kiikiirt tagiyan benzimidazol halkasinin etkin MPO
inhibitorii olabilecek yeni bilesiklerin tasariminda 6nemli bir baglangic noktasi
olabilecegi, ayrica tasarlanacak yeni molekiillerde siibstitiie hidrazit tiirevleri

lizerine yogunlasilmasinin 6nem tasidig diisiiniilmektedir.
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TBi-apci-poz #39 RT: 0.34 AV: 1

NL: 2.99E7

T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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Spektrum 7. BO Kodlu Bilesigin *C NMR (DMSO-ds) Spektrumu




Biol-apci-poz #33 RT: 0.29 AV: 1
T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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Bicl-apci-poz #36 RT: 0.32 AV: 1 NL: 3.22E7
T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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non-aat-apci-poz #44 RT: 0.39 AV: 1 NL: 6.57E6
T: {0,0} +c APClIcorona sid=50.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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BAaat-apci-poz#50 RT: 0.44 AV: 1
T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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oClaat-apci-poz#61 RT: 0.54 AV: 1 NL: 7.23E6
T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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mCl-aat-apci-neg #53 RT: 0.47 AV: 1

NL: 1.23E7

T: {0,0} -c APClcorona sid=50.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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pCl-aat-apci-neg #54 RT: 0.48 AV: 1 NL: 1.08E7
T: {0,0} - c APCl corona sid=50.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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oNO2aat-apcineg4 #60 RT: 0.53 AV: 1 NL: 7.24E6
T: {0,0} - c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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mNO2-aat-apci-neg #48 RT: 0.42 AV: 1 NL: 2.02E7
T: {0,0} -c APClcorona sid=50.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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pNO2-aat-apci-neg #50 RT: 0.44 AV: 1

NL: 2.51E7

T: {0,0} -c APClcorona sid=50.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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ome-aat-apci-poz #44 RT: 0.39 AV: 1

NL: 1.11E7

T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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mME-bicl-apci-poz #48 RT: 0.42 AV: 1

NL: 1.31E7

T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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pME-aat-apci-poz#48 RT: 0.42 AV: 1

NL: 1.37E7

T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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ooME-aat-apci-poz#52 RT: 0.46 AV: 1 NL: 1.06E7
T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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moMeaat-apci-poz #53 RT: 0.47 AV: 1
T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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poME-aat-apci-poz #43 RT: 0.38 AV: 1 NL: 7.93E6
T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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toME-aat-apci-poz #43 RT: 0.38 AV: 1 NL: 3.31E6
T: {0,0} + c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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morf-aat-apci-pos #39 RT: 0.34 AV: 1
T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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pip-aat-apci-poz #43 RT: 0.38 AV: 1

NL: 2.62E7

T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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nonBicl1 #72 RT: 0.63 AV: 1

NL: 6.11E6

T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-400.00]
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BA-Bicl-apci-poz #43 RT: 0.38 AV: 1

NL: 3.43E6

T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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oClI-Bicl-apci-poz #64 RT: 0.57 AV: 1 NL: 4.41E6
T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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mCIBicl #39 RT: 0.34 AV: 1 NL: 1.38E6
T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-400.00]
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pCIBicl #39 RT: 0.34 AV: 1
T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-400.00]

100

95

90

85

80

75

70

65

60

55

50

45

40

35

30

25

20

NL: 2.69E6

221.35
284.33
153.25 320.36
286.31
322.36
41.99
155.26
79.08 120.14 [
56.04 140.24 194.31 256.31
36
61.0 13332 1815 196.32 24431 |258.32 r
1.80 41.24 | I 83.09 10525 |l ‘1 M il 1 | | | 270.30 314.37 HJ 328.35 36145 37697 398.61
xw[xwx[‘xwx[x%[”xwx[fxwyxw‘[‘x‘xwyw“f‘ylxl‘x“[xlxxxwx‘y‘x‘xﬂ‘[xwx[xwy | | L NI S B B N
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
m/z

1
400

Spektrum 61. BCLS Kodlu Bilesigin Kiitle Spektrumu

61



97.1 _
95 |

90 |

85 |

80 |

75 |

70 |

%T

65 |

60 |

55 |

50 |

45 |

423

4000.0

3600

3200

2800

2400 2000 1800 1600 1400
cm-1

1200

1000

800

600.0]

Spektrum 62. BCL6 Kodlu Bilesigin IR Spektrumu

62



oNOZ2BiCI_PROTON_01

|

3.5 13.0 12.5 12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9

T

. 7.0 .
f1 (ppm)

2.5

T

2.0

o500

~450

~400

~350

~300

~250

~200

~150

~100

~50

Spektrum 63. BCL6 Kodlu Bilesigin 'H NMR (DMSO-ds) Spektrumu




oNO2-bicl-apci-poz #59 RT: 0.52 AV: 1

NL: 3.92E6

T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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mNO2-Bicl-apci-poz #5651 RT: 0.45 AV: 1 NL: 4.34E6
T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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pNO2-Bilc-apci-neg #53 RT: 0.47 AV: 1
T: {0,0} - c APClIcorona sid=50.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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ome-Bicl-apci-poz #49 RT: 0.43 AV: 1

NL: 6.59E6

T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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mME-bicl-apci-poz #51

RT: 0.45 AV: 1 NL: 497E6

T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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pME-Bicl-apci-poz #82 RT: 0.73 AV: 1 NL: 3.28E6
T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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ooME-Bicl-apci-poz #51

RT: 0.45 AV: 1

NL: 5.35E6

T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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mome-Bicl-apci-poz #51 RT: 0.45 AV: 1 NL: 5.13E6
T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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poME-Bicl-apci-poz #67 RT: 0.60 AV: 1
T: {0,0} + c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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toME-Bicl-apci-poz #47 RT: 0.42 AV: 1 NL: 6.43E6
T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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morf-Bicl-apci-pos #39 RT: 0.34 AV: 1

NL: 7.67E6

T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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prp-Bicl-apci-poz #45 RT: 0.40 AV: 1

NL: 6.40E6

T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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est-Bicl-apci-poz#53 RT: 047 AV: 1

NL: 9.80E6

T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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est-Bish-apci-neg #37 RT: 0.32 AV: 1 NL: 241E6
T: {0,0} - c APCl corona sid=50.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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Bi-aat#40 RT: 0.36 AV: 1 NL: 8.91E4
T: {0,0} +c APCIcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [50.00-650.00]
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Ba-Bi-aat#37 RT: 0.33 AV: 1 NL: 529E5
T: {0,0} + c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [50.00-650.00]
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oCl-biaat-apci-poz#52 RT: 0.46 AV: 1

NL: 2.91E6

T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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m-Cl-Bi-aat#41 RT: 0.36 AV: 1 NL: 8.54E4
T: {0,0} +c APCl corona sid=75.00 det=906.00 Full ms [50.00-650.00]
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p-Cl-Bi-aat#66 RT: 0.59 AV: 1 NL: 1.99E6
T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [50.00-650.00]
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o-NO2-Bi-aat#54 RT: 0.48 AV: 1 NL: 3.26E6
T: {0,0} + c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [50.00-650.00]
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m-NO2-Bi-aat #56 RT: 0.50 AV: 1

NL: 1.43E6

T: {0,0} + c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [50.00-650.00]
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p-NO2-Bi-aat #37 RT: 0.33 AV: 1 NL: 6.58E6
T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [50.00-650.00]
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o-Me-Bi-aat#49 RT: 0.44 AV: 1

NL: 1.40E5
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m-Me-Bi-aat #57 RT: 0.51 AV: 1 NL: 5.95E6

T: {0,0} + c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [50.00-650.00]
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o-oMe-Bi-aat#58 RT: 0.52 AV: 1 NL: 8.06E6
T: {0,0} + c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [50.00-650.00]
100 191.24

95
90
85
80
75
70
65
60
55
50
45
40
35
30 163.20
25

20

232.25 314.26

‘2"49'32 352.96 379.33 402.19 438.47
T T

477 .41
T T T

518.72 540.18

585.13

626.07 649.56

T T T T T T T T T T T T
350 450
m/z

1
250

|
500

LIRS RASAN RARAI ARAM |
550

T

T

LAARA AR |

600

LAARAS RaSAS sanas AnaM |
650

Spektrum 156. B12 Kodlu Bilesigin Kiitle Spektrumu

156



97.4 _
96 |

94 |
92 |
90 |
88 J
86 |
84 |
82 ]
80 |
78 |
76 |

74 |

T 75 |

70 |

68 |
66 |
64 |
62 |
60 |
58 |

56 |

54 |
52 ]

50 |
489

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600.0]
cm-1

Spektrum 157. B13 Kodlu Bilesigin IR Spektrumu

157



Z_SOYER_m-ome-Bi-aat_PROTON_O01

L

)

T T T T T T T T T T T

— - - -
1.0 13.5 13.0 12.5 12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 95 9.0 85 80 7.5

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

6.5 6.0 5.5 50 45 40 3.5 3.0

T T T

7.0
f1 (ppm)

T

2.5

T

2.0

T

1.5

T

1.0

T

0.5

T

5500

T

5000

T

4500

T

4000

T

3500

T

3000

2500

~2000

~1500

~1000

~500

Spektrum 158. B13 Kodlu Bilesigin 'H NMR (DMSO-ds) Spektrumu

158



MOMeBiaat-C13_CARBON_01
MOMeBiaat-C13

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 T T T T T T T T T T T T T T T T T
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
fi (ppm)

450000

400000

350000

300000

250000

200000

150000

100000

~ 50000

Spektrum 159. B13 Kodlu Bilesigin '*C NMR (DMSO-ds) Spektrumu

159



m-oMe-Bi-aat#56 RT: 0.50 AV: 1 NL: 4.51E6
T: {0,0} + c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [50.00-650.00]
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p-oMe_Bi-aat#40 RT: 0.36 AV: 1 NL: 2.02E6
T: {0,0} + c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [50.00-650.00]
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toME-apci-poz #42 RT: 0.37 AV: 1 NL: 3.50E6
T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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morf-Biaat-apci-poz #36 RT: 0.32 AV: 1
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pip-Biaat-apci-poz#42 RT: 0.37 AV: 1 NL: 4.20E6
T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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nonBishnegapci #52 RT: 0.46 AV: 1
T: {0,0} - c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-400.00]
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BA-Bish-neg #48 RT: 0.43 AV: 1 NL: 7.83E6
T: {0,0} -c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [10.00-600.00]
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oClI-Bish-apci-neg #48 RT: 0.42 AV: 1

NL: 3.59E6

T: {0,0} -c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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192



CARBON_O1
mCl-Bish-c13

T T T
230 220

T
210

T
200

T
190

T
180

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
170 160 150 140 130 120 110 100 920 80 70 60 50
f1 (ppm)

Spektrum 193. BS4 Kodlu Bilesigin '*C NMR (DMSO-ds) Spektrumu

193



mCIBish-NEG #39 RT: 0.34 AV: 1 NL: 2.30E7
T: {0,0} -c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-400.00]
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pCIBish-NEG #40 RT: 0.35 AV: 1

NL: 1.39E7

T: {0,0} -c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-400.00]
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oNO2-bish-apci-neg #65 RT: 0.58 AV: 1 NL: 2.63E6
T: {0,0} -c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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MNO2-apci-neg-der #58 RT: 0.51 AV: 1 NL: 1.95E6
T: {0,0} -c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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pNO2-bish-apci-neg #53 RT: 0.47 AV: 1

NL: 1.78E6

T: {0,0} -c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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oME-bish-apci-neg #46 RT: 0.41 AV: 1 NL: 1.53E6
T: {0,0} -c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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m-me-Bish-neg #60 RT: 0.54 AV: 1 NL: 5.48E6
T: {0,0} -c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [10.00-600.00]
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p-Me-Bish-neg #5655 RT: 0.49 AV: 1 NL: 547E6
T: {0,0} -c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [10.00-600.00]
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o-oMe-Bish-neg #58 RT: 0.52 AV: 1 NL: 4.97E6
T: {0,0} -c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [10.00-600.00]
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MOME-apci-neg-der #58 RT: 0.51 AV: 1 NL: 2.27E6
T: {0,0} -c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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p-oMe-Bish-neg #51 RT: 0.46 AV: 1 NL: 4.40E6
T: {0,0} -c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [10.00-600.00]
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o-me-Bish-neg #50 RT: 0.45 AV: 1 NL: 6.10E6
T: {0,0} - c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [10.00-600.00]
100 189.21 372.37

95
90
85
80
75
70
65 152.15
60
161.12
55
50
45
40
35
30
25

338.33
20

5 149.15
117.09
3276 6182 9496 | | ‘\H‘ 1 | ll.388.30 43550 457.83 485.19 52062 553.79 572.28
LAARAY RaaR 1 et T LAMRALRARN |

T T 1 T Tt 1 T 1 T T LAARA T T T T T LAAR T T T T T T

1 | 1
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

Spektrum 238. BS15 Kodlu Bilesigin Kiitle Spektrumu

238



96.8 _

94 |
92 |
90 |
88 |
86 |
84 |
82 ]
80 |
78 |
76 |

74 |
72 ]

o, 70 |
68 | u

66 |

64 |
62 |
60 |
58 |
56 |

54 |
52 |

50 |
48 |

46 |
443

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600.0]
cm-1

Spektrum 239. BS16 Kodlu Bilesigin IR Spektrumu

239



morfBish_PROTON_0O1
morfBish

T T T T T

— - -
.0 13.5 13.0 12.5 12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5

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 T T T T T T T T T
70 65 6.0 55 50 45 4.0 3.5 3.0
f1 (ppm)

T

2.5

T

2.0

T

1.5

T

1.0

T

0.5

~500

~450

~400

~350

~300

~250

~200

~150

~100

~50

- -50
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morf-Bish-apci-neg #36 RT: 0.32 AV: 1 NL: 4.52E6
T: {0,0} -c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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pip-Bish-apci-neg #48 RT: 0.42 AV: 1

NL: 1

.54E6

T: {0,0} -c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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hzt-Bish-apci-neg #40 RT: 0.35 AV: 1

NL: 1.47E6

T: {0,0} -c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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MABish-apci-neg50v #49 RT: 0.43 AV: 1

NL: 4.64E6

T: {0,0} -c APClcorona sid=50.00 det=906.00 Full ms [1.00-500.00]
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