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OZET

YENI IMIDAZOL TUREVLERININ SENTEZI ve AROMATAZ INHIBISYON
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Gokay CETINER

Farmaso6tik Kimya Anabilim Dalt
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2022
Danisman: Prof. Dr. Yusuf OZKAY

Androjenlerin Ostrojenlere doniistiiriilmesiyle Ostrojen biyosentezinden sorumlu
olan bir sitokrom P450 hemoproteini olan Aromataz, hormona bagimli meme kanseri
tedavisinde dikkat ¢ekici bir unsur olmustur. Aromataz inhibitorlerinin kesfi, meme
kanserinin yeni terapotik tedavilerinin tanimlanmasi agisindan 6nemli bir yaklasimi
temsil etmektedir. Bu baglamda, bir dizi imidazol tiirevi tasarlanmis, sentezlenmis ve
MTT tahlili ile insan meme kanseri hiicre hattt olan MCF-7 iizerinde in vitro olarak

degerlendirilmistir.

Bilesik 1a, 1b ve 1d'nin MCF-7 hiicre hattina kars1 referans ilag cisplatinden daha
etkili oldugu bulunmustur. Bilesiklerin 929 hiicre hatti iizerindeki sitotoksik etkilerinin
olduke¢a diisiik ve bilesiklerin oldukca segici oldugu goriilmiistiir. MCF-7 hiicre hatti
tizerinde etkili olan la, 1lb, 1d ve 1k kodlu bilesiklerin aromataz enzimi tzerindeki
inhibisyon potansiyelleri degerlendirilmis olup, bilesiklerin referans ilag letrazol ile
benzer etkilere sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica, en iyi aktif bilesikler ile enzimin

aktif bolgesi arasindaki etkilesimler, molekiiler doking calismasi ile analiz edilmistir.

Elde edilen sonucglar, bu bilesiklerin, yeni bir steroidal olmayan aromataz
inhibitorleri  simifinin  gelistirilmesi  i¢in  ilging bir yol gosterici  olarak

degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Anahtar Sézciikler: Imidazol, Antikanser, MCF-7, Aromataz.



ABSTRACT

SYNTHESIS of NEW IMIDAZOL DERIVATIVES and INVESTIGATION of
AROMATASE INHIBITION EFFECTS

Gokay CETINER
Department of Pharmaceutical Chemistry
Anadolu University, Institute of Health Sciences, June 2022

Advisor: Prof. Dr. Yusuf OZKAY

Aromatase, a cytochrome P450 hemoprotein that is responsible for oestrogen
biosynthesis by conversion of androgensint oestrogens, has been an attractive target in
the treatment of hormone-dependent breast cancer. The exploration of innovative
aromatase inhibitors represents an important approach for the identification of new
therapeutic treatments of breast cancer.

In this respect, a series of imidazole derivatives was designed, synthesized and were
evaluated in vitro on the human breast cancer cell line MCF-7 by MTT assay. In order to
determine the selectivity of the compounds, their cytotoxic effects were also investigated
on the L929 healthy fibroblast cell line. Compounds 1a, 1b and 1d were found to be more
effective than the reference drug cisplatin against the MCF-7 cell line. It is seen that the
cytotoxic effects of the compounds on the L929 cell line are quite low and the compounds
are found to be highly selective. The inhibition potentials of the 1a, 1b, 1d and 1k coded
compounds, which were effective on the MCF-7 cell line, on the aromatase enzyme were
evaluated and it was found that the compounds had similar effects with the reference drug
letrazole. Further, the interactions between the best active compounds and the active site

of the enzyme were analyzed through docking study.

The obtained results allow to consider this compounds as an interesting lead for the

development of a new class of non-steroidal aromatase inhibitors.

Keywords: Imidazole, Anticancer, MCF-7, Aromatase.
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, farkli doku veya hiicrelerde olusabilen eksojen ve endojen karsinojenik
ajanlart ve farkl etiyolojik mekanizmalar1 olan bir hastaliktir. Yani kanser, hiicrelerin

normal bdliinme kurallarina uymadan kontrolsiiz sekilde ¢gogalmasidir [1].

Normal v “ DNA hasar olan
hiicreler hucreler

©

Sekil 1.1. Kanser hiicresi ile normal hiicrelerin béliinmesi

Kontrolsiiz boliinme sirasinda kanser hiicresinde yapisal ve iglevsel agidan
farkliliklar meydana gelmektedir. Hiicreler kanserlesince normalde yaptiklart gorevleri
yapamaz hale gelirken, bazen de farkli gorevler yapmaya baslayabilir. Hizli seklide
boliinen bu hiicreler, ¢evrelerindeki hiicreleri hatta bazen daha uzaktaki hiicre ve dokulari

isgal ederek gorevlerini yapmalarina engel olmaktadir [2].

Kanser dokusunun olugmasi ve daha uzaktaki doku ve organlara sigramasi igin
bazi belirteclerin oldugu bulunmus ve bu belirteglerin kanser hastaliginin olusmasinda,

gelismesinde goriildiigii tespit edilmistir. Bu belirtegler Sekil 1.2.’de gosterilmistir [3].



Blyume Buyume
hormonlarinin inhibitorlerinin
tretimi yok olmasi

Enerji ( immiin cevaptan
metabolizmasinin kaginma
programlanmasi

Hiicre 6liminden P o O Limitsiz replikasyon

kaginma X7 95, potansiyeli

Genom instabilitesi Tamor ilerletici
ve mutasyonlar . enflamasyon

invazyon ve

Anjiyogenez metastaz

Sekil 1.2. Kanser hiicrelerinin sahip oldugu belirte¢ler [3]

Kanser, anormal sekilde boliinmesi ve metastaz yapip viicudun diger bolgelerine
yayilmasi ile karakterize bir hastaliktir. Hiicrelerin kanserlesme siireglerini belirleyen

farkli 6zellikler tanimlanmistir. Bunlar;

- Kontrolsiiz boliinme,

- Hiicrelerin biiylimesini baskilayan mekanizmalardan kacinma,
- Apoptoza kars1 direng,

- Smirsiz ¢ogalma ozelligi,

- Yeni kilcal damarlarin olusumu,

- Hiicrelerin yayilim ve uzaktaki dokulara iggalinin aktivasyonu,

- Bagisiklik sisteminin etkisizlestirilmesidir [4,5].

1.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, dokuda bulunan epitel hiicrelerin malign ¢ogalmasi ile meydana

gelen bir hastaliktir. Biitlin diinyada en sik rastlanan kanser tiiriidiir [6].



Ostrojen hormonunun sentezi veya etkisinin geri doniislii inhibisyonu, meme
kanserinin  tedavisinde &nemli yaklasimlardir. laglarla  dstrojen  sentezinin
engellenmesinde en 6nemli yaklasim, etkin bdlge ayirt etmeksizin segici olarak hormon
iiretiminin baskilanmasidir. Bunun en kolay yolu, dstrojen sentezindeki steroit yapisinda

aromatik halkanin sentezinin inhibisyonu ile yapilmasidir [7].
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Sekil 1.3. Ostrojen Biyosentezi [7]

1.1.1. Etiyoloji

Meme kanserinin olusmasinin kesin nedeni bilinmemektedir. Meme kanserinin

olusmasinda birgok risk faktorii bulunmaktadir. Bunlar; [8]
-Ailesel faktorler [9]

-Genetik etkenler [10, 11]

-Beslenme aliskanligi [12, 13]

-Radyasyon [14, 15]

-Hormonal faktorler [10]

-Obezitedir [16, 17].

1.1.2. Meme kanseri tedavisi

Ostrojen biyosentezinden sorumlu enzim olan Aromataz, hormon bagimli meme
kanseri tedavisinde 6zellikle cazip bir hedeftir. Meme dokusunda yiiksek seviyede

tiretilen mitokondriyal sitokrom P450 ailesi enzimi olan aromataz, androjenin dstrojene



dontigiimiinii katalize eder ve Ostrojen reseptdriiniin pozitif meme kanseri tedavisinde

anahtar-hedef rolii oynar [18, 19].
1.1.2.1. Aromatazg Inhibitorleri

Ostrojen sentezi birgok basamaktan olusmaktadir. Her basamagi katalize eden fakli
enzimler bulunmaktadir. Bu enzimlerin inhibisyonu ile dstrojen sentezini inhibe etmek
mimkiindiir. Ancak bunlar arasinda en spesifik basamak androjenden oOstrojenin
sentezinin oldugu son basamaktir. Bu basamakta, 3. konumda bulunan keton grubu 3-
hidroksile doniistiiriiliir. 19. konumda bulunan metil grubu ise elimine edilerek A
halkasinin aromatiklesmesi saglanir. Bu basamakta yer alan gorevli enzim bir sitokrom
P450 tiirevi olan aromataz enzimidir. Aromataz, Ostrojen sentezinde kilit rol
oynamaktadir ve endokrin kaynakli kanserlerin tedavisinde kullanilabilecek ilaglarin

gelistirilmesinde 6nemli hedeflerdir [19, 20].
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Sekil 1.4. fnsan meme dokusunda éstrojenlerin biyosentezindeki steroidojenik yolak [20]



Aromataz inhibitorleri, kimyasal yapilarina ve etki mekanizmasina gore ikiye

ayrilmaktadir;

Tip 1 (geri doniisiimsiiz) aromataz inhibitorleri; steroidal yapida inhibitorlerdir. Bu grupta

yer alan ilaglar aromataz enziminin aktif krymiyla etkilesir ve enzimi inhibe eder.

Tip 2 (geri doniistimlii) inhibitorler; azol yapisinda non-steroidal ilaglardir. Bu gruptaki

ilaglar sitokrom P450 ile iliskilidir [21].

Steroidal

OH CH,
Ekzemestan Formestan Androstandion
Non-steroidal
D
NC CN N\//N
(@)
NH,
HN N
(0] « /N
N/ NC CN
Aminoglutemit L 1
etrazo Anastrazol

Sekil 1.5. Steroidal ve Non-steroidal Aromataz Inhibitorleri [21]

Tip 1 inhibitor bilesiklerinin kendileri dnemli bir etkinlige sahip degildir. Ancak,
enzimin etkin bolgesi ile etkilestikten sonra olusan metabolizasyon {iriinleri enzimin etkin
bolgesine baglanarak, geri doniisiimsiiz olarak bloke eder. Bu gruptaki ilaglar viicuttan
atildiklarinda bile geri doniisiimsiiz olarak enzimi bloke ettikleri igin rejenerasyon
gerceklesmez. Bundan dolay1 Ostrojen sentezinin devami ig¢in aromataz enzimlerinin

sentezlenmesi gerekmektedir [22].

Tip 2 inhibitorler geri doniislii olarak aromatazlar1 inhibe ederler. Bundan dolayz,
Tip 1 inhibitorlerin aksine, etkilerinin devami i¢in inhibitoriin devamli olarak ortamda
bulunmasi gerekmektedir. Tip 2 inhibitorler, aromataz enzimin hem grubu ile etkileserek

sitokrom P450'ye baglanir [23, 24].



Bu tez caligmasi kapsaminda imidazol yapisi igeren 12 adet yeni bilesik
sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin yapilari 'H-NMR, ¥C-NMR ve HRMS
spektroskopik yontemleri ile aydinlatilmistir. Bilesiklerin MCF-7 (insan meme kanseri)
hiicre hatt1 lizerinde sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. Bilesiklerin segiciligini tespit
etmek amaciyla 1929 (saglikli fare fibroblasti) hiicre hatti {izerindeki etkileri de
degerlendirilmistir. Bilesikler arasindan MCF-7 hiicre hatti tizerinde etkili olan tiirevler
i¢in aromataz inhibisyon testi uygulanmistir. Ayrica molekiiler doking ile de en etkili olan

bilesigin aromataz enzimi ile etkilesimi gosterilmistir.

i CH,COONH RN X/
R)H(R + Rl\Q/CHO CH3 COOH : IN\>_@
s 3 R |
1a-1
Bilesik X R R1
la -0 4-Metilfenil -CHs
1b -0 4-Metilfenil -NO2
1c -S 4-Metilfenil -CHs
1d -N-metil 4-Metilfenil -H
le -0 4-Florofenil -CHs
1f -0 4-Florofenil -NO2
19 -S 4-Florofenil -CHs
1h - N-metil 4-Florofenil -H
1i -0 Furan-2-il -CHs
1j -0 Furan-2-il -NO2
1k -S Furan-2-il -CHs
1l - N-metil Furan-2-il -H
Sekil 1.6. Elde edilmesi planlanan bilesiklere ait genel sentez semast



2. KAYNAK BILGISi
2.1. imidazollerin Genel Ozellikleri

Imidazol halkas1 C3HsN2 kapali formiiliine sahip bilesiklerdir. Beyaz, renksiz bir
katidir. iki azot atomu iceren diazol yapisinda aromatik bir heterosikliktir. Alkaloidler
dahil olmak iizere birgok dogal iiriin imidazol halkasi tasimaktadir. Imidazol halkas,
histamin, histidin gibi énemli biyolojik yapilarda yer alir. Imidazol ile pirimidin
halkasinin kaynastirilmasiyla, dogada ¢ok miktarda bulunan piirin halkas1 olugmaktadir.
Imidazol halkasi bes iiyeli diizlemsel bir halkadir. Hidrojen atomu her iki azot atomuna
da baglanma ihtimali oldugundan dolay1 iki esdeger tautomeriye sahiptir. 6 pi elektron

sistemine sahip oldugu ve diizlemsel oldugu i¢in aromatik olarak siniflandirilir [25].

¢

Imidazol halkasinda ’pi

gibidir [25].

elektronlarinin olusturdugu rezonans formlar1 asagidaki

(bl == e
\ : \ NG : /N. F\\/N: '\/,N:

Sekil 2.1. Imidazol molekiiliiniin rezonans formlar:

Imidazol halkas: hem baz hem de asit 6zellik gosterdiginden dolay1 amfoteriktir.
Imidazoliin pKa degeri 14.5'dir. Alkollere gore daha asidik iken fenollerden, imitlerden

ve karboksilik asitlerden daha az asidiktir. Azota bagli olan proton asidik ozelliktedir
[26].

Ayrica imidazol bilesiginin iki farkli tautomeri formu vardir. Bunun sebebi

protonun her iki azot atomu {izerinde bulunabilmesidir.

3 4 s
e e me
2 L 7R
IN 2 \N
H
3
1H-5-metil-imidazol 1H-4-metil-imidazol

Sekil 2.2. .Imidazol bilegiginin tautomorik déniigiimii

Eger imidazol halkasindaki proton siibstitiie edilirse, tautomerik doniisiim ortadan
kalkacak ve numaralandirmanin siibstitlie azot atomu iizerinden yapilmasi gerekecektir

[27].



Imidazol halkas1 kimya ve farmakoloji alaninda ¢ok ¢alisilan Dbilesik
gruplarindandir. Imidazol birgok ilag molekiiliiniin yapisinda yer aldigindan dolay: ve
yiiksek tedavi edici ozelliklerinden dolay1 oldukea ilgi ¢ekicidir. imidazol halkasinin
biyolojik o6zellikleri arasinda antifungal, antibakteriyel, antikanser, antimikrobiyal
sayilabilir. Ayrica, glukozidaz enzimini inhibe etme 6zelliginden dolay1 diyabet ve

lizozomal hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [28].
2.1.1. imidazol halkasinin biyolojik 6nemi ve imidazol iceren baz ila¢ molekiilleri

Imidazoller, biyolojik faaliyetlerde olduk¢a dnemlidir. Histamin ve histidin énemli
biyolojik yapilardir ve imidazol halkasi icerirler. Ozellikle sinir sisteminde etkin rolii olan
histamin, histidin molekiiliiniin kimyasal yapisinda yer alan karboksilik asit grubunun

CO:2 olarak ayrilmasi sonucunda sentezlenmektedir [28].

//—NH /_NH
N~ o , /
L-histidin dekarboksilaz N__~
H,N >
2 -CO, H,N
O OH
Histidin Histamin

Sekil 2.3. Histidinden histamin olusumu [28]

Imidazoliin alt1 karbonlu hetero aromatik sistemlerle olusturduklar1 bisiklik
bilesikler yasam fonksiyonlarinin devami igin hayati oneme sahiptir. Imidazoliin,
yapisinda iki azot ihtiva eden alti1 karbonlu hetero aromatik bir halka olan pirimidinle
kaynastig1 sistemlere piirinler adi verilir. Piirin bazlar1 DNA bazlar1 olan adenin ve
guaninin yapisinda bulunmaktadir. Ayrica imdazol halkasi; tirik asit, Bi2 vitamini ve

kafein gibi farmakolojik ag¢idan Onemli birgok molekiiliin yap1 ¢ekirdegini

olusturmaktadir.
NH, o i 111 Yo
Z N N HN N N HN N
O Oy T e -
N\
N NN HNTONT Y | © N H
Piirin Adenin Guanin Kafein Urik asit

Sekil 2.4. Imdazol halkasina sahip onemli biyomolekiiller



Heterosiklik yapili bilesikler yeni biyoaktif molekiillerin tasariminda genis dlgiide
arastirtlmaktadir. Heterosiklik bilesikler arasinda azot ihtiva eden biyoaktif molekiiller
biyolojik aktivite agisindan oldukcga yliksek potansiyel (tasimaktadir) olusturmaktadir.
Imidazol bilesigi yapisinda iki azot atomu barindirdig1 icin, ilag endiistrisinin dikkatini
cekmektedir ve biyolojik ve farmasdtik tedavi edici molekiillerin birgogunun yapi

iskeletini olusturmaktadir [28].
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Sekil 2.5. midazol-benzimidazol iceren bazi ilac molekiilleri [28]

2.2. Imidazollerin Genel Sentez Yontemleri

Imidazol halkasmin klasik sentez ydntemi Debus-Radzisewski olarak
bilinmektedir. Bu ydntemde imidazol halkasi iki basamakta sentezlenmektedir. Ilk
basamakta, 1,2-diketon tiirevleri amonyak ile muamele yapilarak diimin yapis1 elde edilir.
Ikinci basamakta ise, ilk basamakta elde edilen diimin yapisi aldehit tiirevleri ile

reaksiyona sokularak imidazol halkasi sentezlenir [29].

R, o} 50-100 C R, NH
. 2NH, —
-2H,0
Ry 0] R, NH

R,-__NH 50-100 C R~ _N
+ 0=<X R \ R
I R, H0 IN>_ 3
H

Ry “NH R;

Sekil 2.6. Debus-Radzisewski yontemi ile imidazol sentezi



Bu sentez yontemi modifiye edilerek, formaldehitin amonyum kloriir tuzunun

oksaldehit ile reaksiyona girmesiyle % 85 verimle imidazol halkasi sentezlenmistir [30].

0] H

0] NH,Cl N
H)HTH + >‘H —FH o | />
2 N

H
O

Sekil 2.7. Imidazol halkasinin sentezi [30]

Imidazol ilk kez 1858 yilinda Alman-Ingiliz kimyac1 Heinrich Debus tarafindan
bildirilmis olmasina ragmen, cesitli imidazol tiirevleri 18401 yillarin baslarinda
kesfedilmistir. Glioksal, formaldehit ve amonyakin, imidazol (baslangicta oldugu gibi,
glioksalin) olusturmasi i¢in yogunlastig1r gosterilmistir. Bu sentez, nispeten diisiik

verimler tretirken, hala C-ikameli imidazollerin tiretilmesinde kullanilir [25].

R,

O O R1CHO, NH, YN
S 2 o / R3
R R HN
2 3
R,

Sekil 2.8. Glioksal, aldehit ve amonyaktan imidazol sentezi [25]

Asetil (6) gruplarinin yiikseltgenmesiyle olusan glioksal ara iiriiniine amin tiirevleri

eklenerek gerceklestirilen halkalanma tepkimeleri sonucu imidazol tiirevleri elde

edilebilmektedir [31, 32].
DMSO, HBr
- . N O
NH; | \>_<
N
H
O
5602
CH;COONH, | \>—<
N
H

Sekil 2.9. Yiikseltgenme ara iiriinii tizerinden imidazol sentezi
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Aromatik aldehit ile iire karisimi, etil asetoasetat ve malik asit dnceden 10 dakika
siireyle bir yag banyosunda 1sitilip sonra mikrodalga reaksiyonunda 5 dakikada 2,4,5-

trisiibsitiie imidazol tlirevleri sentezlendigi rapor edilmistir [25].

0] H
O Orgamk asit
" NH4OAc
Cl

Sekil 2.10. 2,4,5-trisiibsitiie imidazol tiirevleri sentezi [25]

=z /z

Bir bagka c¢alismada benzil ile aldehit, amonyum asetat karisimi ve aromatik amin
varliginda katalizor esliginde ve ¢oziicli olarak etanol kullanilarak 2.,4,5- trisiibstitiie

imidazol tiirevleri sentezlenmistir [25].

0~__H O
O MCS-GT@Co(IT) N
| \
+ NH,OAc, EtOH O N: C
H

Sekil 2.11. 2,4,5-trisiibstitiie imidazol tiirevleri sentezi [25]
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2.3. Aromataz Inhibisyonu Calismalarina Konu Olmus Imidazol Tiirevleri

2022 yilinda Osmaniye ve digerleri tarafindan imidazol ve tiyazolil-hidrazon yapisi
birlestirilip yeni hibrit molekiiller elde edilmistir. Elde edilen tiirevlerden bilesik 2e,
MCF-7 hiicre hattina kars1 0.079 £+ 0.002 uM ICsp degeri ile en yliksek aktiviteye sahip
oldugu bulunmustur. Bilesik 2e'nin aromataz inhibitor aktivitesi, 0.020 &+ 0.002 uM'lik bir
ICs0 degerine sahipken, letrazol, aromataz enzimini 0.021 £+ 0.002 uM'lik bir ICsp degeri
ile inhibe etmistir. Ek olarak, 2e'nin hiicre dongiisiiniin S fazinda DNA sentezini de
engelledigi bulunmustur. Akis sitometrisi ¢alismasinda bilesiklerin  apoptotik

potansiyelleri belirlenmistir [33].

H
N N«\#
S N =
on—{ T O

Sekil 2.12. Bilesik 2e 'nin kimyasal yapisi

2021 yilinda Avvaru ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada benzothiazol ve
imidazo[2,1-b][1,3,4]thiadiazole yapisina sahip bilesikler sentezlenmistir. Ulusal Kanser
Enstitiisii tarafindan bilesiklere 6n antikanser tarama testi yapilmig ve bilesiklerin giiclii
antilosemik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Tiirevlerin aromataz enzimi (Protein
Veri Bankasi: 3S7S) iizerindeki yerlestirme calismalari, Letrozol ve Exemestane ile
karsilagtirilabilir 1yi yerlestirme puanlari ile aktif bolgede tersine gevrilebilir etkilesimler
gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica, segilen tiirevler, molekiiler yerlestirme ¢aligmalarina

dayali olarak HeL a hiicre hatt1 iizerinde antikanser aktivitesi agisindan test edilmistir [34].

R

S—__N
;_<\\r/
R

N-N

Sekil 2.13. [midazo[2,1-b][1,3,4]thiadiazole bilesiginin kimyasal yapist
2021 yilinda Shaheen ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada indol-azol bazli
bilesiklerin aromataz aktivitesi arasinda kantitatif yapi-etki iliskisi (Qsar) ilag Teorileri
ve Kimya bilisimi (DTC) kullanilarak belirlenmistir. Yiiksek elektronegatiflik ve
iyonlagsma potansiyeli gibi elektronik parametrelerin anti aromataz iizerinde olumsuz

etkisi oldugu tespit edilmistir. Imidazol ve 1,2,4-triazol halkalar1 arasinda imidazol
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cekirdegi diisiik elektrostatik potansiyeli nedeniyle daha uygun oldugu tespit edilmistir
[35].

R4
2
N
R
o8
N
\\
Sekil 2.14. 1-aril-2-[(1H-imidazol-1-il)metil]-6-siibstitiie-1H-indol tiirevierinin genel yapist
2021 yilinda Ammazzalorso ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada karbamat
yapis1 tastyan imidazol ve triazol yapisi tasiyan bilesikler tasarlanip, sentezlenmistir.
Bilesikler, in vitro florometrik yontem ile insan aromataz enzimi tizerinde etkileri letrazol
ile karsilastirilmistir. En aktif tiirevler 13a ve 15c'nin etkisi daha sonra MTT tahlili,
sitotoksisite tahlili (LDH salimi) ve hiicre dongiisii analizi ile insan meme kanseri hiicre

hatti (MCF-7) iizerinde in vitro olarak degerlendirilmis ve hiicre canliliginin ve diisiik

mikromolar'in doza bagimli bir inhibisyon profilini ortaya ¢ikardig: tespit edilmistir [36].

15¢
Sekil 2.15. Bilesik 13a ve 15 bilesiklerinin kimyasal yapisi

2020 yilinda Cevik ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada, yeni aromataz enzim
inhibitorlerini belirlemek i¢in yedi adet 3-[4-(5-metil-1H-benzo[d]imidazol-2-il)fenil]-6-
(slibstitiie edilmis fenil)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][ 1,3,4]tiadiazin tiirevleri
sentezlenmistir. Ilk olarak, sentezlenen bilesiklerin MCF-7 hiicre hatt1 iizerindeki
inhibitor aktivitesini belirlemek igin bir 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir (MTT) tahlili yapilmistir. Aromataz onleyici aktivite, MCF-7 hiicre hatti iizerinde
aktif 5b, 5c, 5e ve 5¢g bilesikleri i¢in belirlenmistir. Bilesik 5¢g’nin, dnemli aromataz
onleyici aktivite gosterdigi tespit edilmistir (ICso = 0.037 = 0.001 uM). ilging bir sekilde,
fenil halkasinin 2 ve 4 pozisyonlarinda bir difloro ikamesi tasiyan bu bilesik, normal

saglikli bir hiicre hattina (NIH3T3) 6nemli sitotoksisite olmaksizin en gii¢lii aromataz
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inhibitor aktivitesini sergiledigi bulunmustur. Ayrica, en iyi aktif bilesikler ile enzimin
aktif bolgesi arasindaki etkilesimler, bir yerlestirme ¢aligmasi yoluyla analiz edilmistir.
Bu caligmanin sonuglari, benzimidazol-triazolotiadiazin tiirevlerinin yeni bir aromataz
inhibitorii sinifi olarak daha da gelistirilmesi gereken umut verici bilesikler oldugunu

belirlemistir [37].

7
S
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Sekil 2.16. 59 bilesiginin kimyasal yapisi

TZ

2019 yilinda Nikola ve digerleri tarafindan yapilan ¢aligmada,
homoftalikanhidridin 1H-indol-3-karbaldiminlerle reaksiyonu ile trans- ve cis-2-alkil-3-
indolil-1-oksotetrahidroisokinolin-4-karboksilik  asit  tiirevleri elde  edilmistir.
Reaksiyonun stereokimyasi, 'H-NMR spektroskopisi vasitasiyla arastirilmustir.
Bilesiklerin anti aromataz aktivitesi test edilmistir ve o©n sonuglar, 50 uM
konsantrasyonda ftalimidometilizokinolinon trans-6b'nin aromataz enzim aktivitesini

%40 oraninda azalttigini gostermistir [38].

Sekil 2.17. 4-(ftalimidometil)- ve 4-(imidazol-1-ilmetil)-3-indolil-tetrahidroisokinolinon tiirevierinin
genel yapisi

2018 yilinda Sable ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada, flavon yapisi imidazol
ve triazol heterosiklik bilesikleri ile birlestirilmistir. Flavon tiirevlerinin imidazol (2a, 2b,
2c) ve triazol (3a, 3b, 3c) cekirdegi ile sentezlenmesi, TLC, IR, NMR ve kiitle
spektrometresi verileri ile teyit edilen modifikasyonlarla temel bir hetero-aromatik sistem
olarak vurgulanmistir. Sentezlenen bilesik, steroidal olmayan aromataz inhibitorleri

olarak incelenmis ve SRB tahlili yoluyla MCF-7 hiicre hattina kars1 in vitro gogiis kanseri
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karsit1 aktivite acisindan degerlendirilmistir. Nitro ikameli triazol tirevi 3a'nin (H-bagini

kabul eden grup), standart ilag letrozole kiyasla daha aktif oldugu bulunmustur [39].

Sekil 2.18. Flavon-imidazol yapisi igeren bilesiklerin kimyasal yapist

2018 yilinda Fatemeh ve digerleri tarafindan yapilan calismada, yeni aromataz
inhibitorleri Molecular Operating Environment (MOE) yazilimi tarafindan tasarlanmis ve
tek asamal1 bir SN2 reaksiyonu ile sentezlenmistir. Bu bilesikler, erime noktasi, tH- ve
13C-NMR, element analizi ve kiitle spektrumlari ile karakterize edilmistir. Bu bilesiklerin
in vitro ve in vivo aromataz inhibisyonu, Estron ELISA testi kullanilarak ve
androstenedion ile indiiklenen uterus hipertrofisinin  inhibisyonu olgiilerek
degerlendirilmistir. Aromataz inhibisyonunun seg¢iciligi, aldosteron ve kortizoliin plazma
konsantrasyonlar1 lizerinde ACTH uyarisinin inhibisyonu ile arastirilmigtir. Yerlestirme
simiilasyonlar1, dort yeni azol tiirevinin enzim aktif bolgeleriyle verimli bir sekilde
etkilesime girebilecegini gostermistir. In-vitro aromataz inhibisyon tahlili, 1,3,5-
tris(imidazol-1-ilmetil)benzen  (3b) ve 1,3-Bis(imidazol-1-ilmetil)benzen  (3d)
bilesiklerinin aromatazi etkili bir sekilde inhibe ettigini gostermistir, (ICsp 0,2 NM ve 6,8
nM ). Bu degerler bilinen aromataz inhibitorii letrozol (ICso 0.3 nM) ile benzer giigtedir

[40].

Sekil 2.19. 1,3,5-tris(imidazol-1-ilmetil)benzen bilesiginin kimyasal yapisi
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2017 yilinda Adhikari ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada, umut verici
aromataz inhibitor aktiviteleri i¢in bir dizi letrozol bazli analogun onemli yapisal
Ozelliklerini arastirmak i¢in birka¢ kemometrik yaklasim kullanilmistir. Tiim teknikler
tek tek istatistiksel olarak dogrulanir ve sirayla yapi-aktivite iliskisi (SAR) gozlemleriyle
birlikte birbirleriyle dogrulanmustir. Imidazol halkasinin hem demiri ile etkilesime girdigi
bulunmustur, oysa triazol halka sistemi herhangi bir etkilesim gostermemistir. Ayrica,
imidazol islevi 1,2,3-triazolden daha iyidir, oysa 1,2,3-triazol 1,2,5-triazol halka
sisteminden daha iyidir. Ek olarak, azol halkasindaki hacimli bir aril ikamesi, azol
nitrojenlerinin oryantasyonu ve siyanofenil fonksiyonu ile birlikte aromatazin
inhibisyonunda 6nemli bir role sahiptir. Ayrica, fenil kisminda ikame edilen bir Siyano
grubu, hidrojen bagi etkilesimleri olusturmak i¢in enzim aktif bolgesinde Argll5,

Met374 ve Ser478 ile etkilesime girdigi tespit edilmistir [41].

R R

Sekil 2.20. /midazol yapisi iceren bilesiklerin genel yapist
2016 yilinda Matteo ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada, 3-(imidazol-1-
ilmetil)piperidin siilfonamid yapis1 igeren bilesikler tasarlanip, sentezlenmistir.

Sentezlenen bilesiklerin aromataz enzim inhibisyon degerleri tespit edilmistir.

Bilesiklerin nm diizeyde etkinlik gosterdigi tespit edilmistir [42].

(/\N NS Ra
N ° R

Sekil 2.21. 3-(imidazol-1-ilmetil)piperidin siilfonamid yapisi iceren bilesiklerin kimyasal yapisi
2016 yilinda Ghodsi ve digerleri tarafindan yapilan ¢aligmada, bazi yeni kinolin
tiirevleri, aromataz inhibitorleri ve meme kanseri onleyici maddeler olarak biyolojik

aktivitelerini degerlendirmek i¢in tasarlanmis ve sentezlenmistir. Kinolinler 8a-g'nin
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insan meme kanseri MCF-7 ve T47D hiicre hatlarina Kkarsi sitotoksisitesi
degerlendirilmistir. Tiim 8a-g bilesiklerinin, aromataz mRNA'sin1t MCF-7 hiicrelerinden
daha az eksprese eden T47D'ninkilere kiyasla MCF-7 hiicrelerine karsi daha sitotoksik
oldugu tespit edilmistir. Aromataz aktivitesi lizerindeki etkileri de agiklanmaktadir.
Sonug olarak, bilesik 8b'nin aromataz enzim aktivitesini referans ilag letrozol'den daha

fazla inhibe ettigi gosterilmistir [43].

Sekil 2.22. 4-(Imidazolilmetil)-2-aril-kinolin bilesiklerinin kimyasal yapist

2014 yilinda Dai ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada, aromataz inhibitorleri,
benzilkarbazol, benzilimidazol gibi yeni yapilar1 ve kimyasal varliklar1 arastirmak i¢in
hem fenil hem de imidazol halkalar1 iizerinde farkli siibstitiientlere sahip tiirevler
sentezlenmis ve aromataz inhibitorleri degerlendirilmistir. Fenil halkasinda karboksil ve
ester gruplarina sahip bilesiklerin daha iyi inhibitor aktivite gosterdigi tespit edilmigtir.
Imidazole alkil gruplarinin eklenmesi aromataz engelleyici aktiviteyi arttirabilecegi
diistiniilmiistiir. Cogu bilesikler, aminoglutetimid ve tamoksifenden daha gii¢lii aktivite

gostermistir [44].

Sekil 2.23. Imidazol tiirevi bilesigin kimyasal yapisi
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2013 yilinda Wang ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada, yeni indol-imidazol
tirevleri serisi hazirlanmis ve aromataz {iizerinde in vitro olarak aktiviteleri
degerlendirilmistir. Sonug olarak, protonun veya kii¢lik bir elektron ¢eken grubun fenil

halkasinin para-pozisyonu, inhibitor aktiviteleri arttirdigi tespit edilmistir [45].

JOSS
R, N  OH

R

Sekil 2.24. Indol-imidazol yapisi tasiyan bilesiklerin kimyasal yapist

2011 yilinda Doiron ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada, letrazol'iin bir dizi
bis- ve mono-benzonitril veya fenil analoglari, (1,2,3 ve 1,2,5)-tri-azol veya imidazol,
tiirevleri sentezlenmis ve anti-aromataz aktiviteleri agisindan taranmustir. Siibstitiie
edilmemis 1,2,3-triazol tiirevi bilesik, letrazol aromataz inhibisyonununkine benzer bir

inhibitor aktivite sergilemistir [46].

X=Y
1y \\

Y\N/Z

R ! R

Sekil 2.25. Letrazol analogu bilesiklerin genel yapist
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3. GERECLER

Eter

Petrol eteri

Ethanol

Etilasetat

Silikajel 60 F254 kaplhaliiminyum ITK plag1
Tripsin

Fetal bovine serum

DMEM

RPMI

PBS

MTT Boyasi

DMSO

Amonyum asetat

Asetik asit
4,4’-dimetilbenzil

a-furil
4,4’-diflorobenzil

Furfural
5-Metilfuran-2-karbaldehit
5-Nitrofuran-2-karbaldehit
Tiyofen-2-karbaldehit
5-Metiltiyofen-2-karbaldehit

5-Nitrotiyofen-2-karbaldehit
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: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Tekim, Tiirkiye

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Sigma, Almanya

: Capricorn, Giiney Amerika
: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Gibco, BirlesikKrallik

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya
:Sigma, Almanya

:Sigma, Almanya

:Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya
:Sigma, Almanya

:Sigma, Almanya

:Sigma, Almanya

:Sigma, Almanya

:Sigma, Almanya

:Sigma, Almanya

:Sigma, Almanya



3.1. Kullanilan Cihazlar

Magnetik tabanli 1sitic1 karigtiric
Elektronik terazi

Ultraviyole lambas1

Erime derecesi tayini cihazi
Infrared spektrofotometresi

Niikleer magnetik rezonans
spektrometresi

Kiitle spektrometresi
Mikroplate reader

Den 1 McFarland Densitometer
Vortex

Biological Safety Cabinet

Etiv

:Heidolph, MR 3003, Almanya
:Schimadzu, Libror EB-330 HU, Japonya
:Camag, Cabinet, Isvigre

:Electrothermal, 9100 Digital, ABD
:Shimadzu, IR Prestige-21, Japonya

:Bruker, UltraShield300 MHz, ABD

:Schimadzu, 8040 LC-MS-MS, Japonya
:Biotek, ABD

:Biosan, Letonya

:Wisemix, Kore

:Class Il TypeA2 (CHC-222A2-
06), Giiney Kore

:Heraeus, Almanya
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4. YONTEMLER
4.1. Sentez Calismalari
4.1.1. 4,5-Disiibstitiie-2-(5-siibstitiiefuran/tiyofen-2-il)- 1H-imidazol (1a-I)

Benzil tiirevi bilesik (0.02 mol), furan veya tiyofen aldehit tiirevi bilesik (0.02 mol),
amonyum asetat (0.12 mol) ve 10 mL asetik asit karigimi geri ¢eviren sogutucu altinda 3
saat karistirilarak kaynatilir. Karisim buzlu suya dokiilerek tirlin ¢oktiiriiliir. Ham {iriin

bol miktar su ile yikanir ve kurutulur. Uriin sulu etanolden kristallendirilir.

O R
R N 0 1
S O CH;COONIH, T
o \ CH,COOH RN

1a-1

4.2. ITK Calismalar: ve Rf Degerlerinin Saptanmasi

Sentez calismalarinda reaksiyonun bitip bitmedigi ITK ile kontrol edilmistir.
Deney balonu igerisinden alinan numuneler etanol icerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Daha
sonra kilcal boru yardimiyla adsorban olarak se¢ilen silikajel 60 F254 kapl aliiminyum
plaklara uygulanmustir. Hareketli faz olarak farkli ¢oziicli karisimlart kullanilmis ve en
uygun hareketli faz olarak petrol eteri:etil asetat (3:1) secilmistir. Lekelerin tespit

edilmesinde ultraviyole 15181 (254 nm ve 366 nm) kullanilmigtir.
4.3. Erime Noktalarimin Tespiti

Sentezlenen final bilesiklerinin erime noktalar1 tespit edilmistir. Toz edilen
bilesik, bir ucu kapatilmig kapillere konulur ve Elektrotermal erime noktasi tayini

cithazinda bilesiklerin erimeye basladigi degerler kaydedilmis ve diizeltilmemistir.
4.4, 'H-NMR Spektrumlarinin Alinmasi

Tez ¢aligmas1 kapsaminda sentezlenen yeni final iiriinlerin yapilarini aydinlatmak
amactyla *H-NMR spektrumlar1 ¢ekilmistir. Bunun igin, 5 mg sentez iiriinii 0.35 ml
dotoryo DMSO ile ¢oziindiiriilmiis ve 500 MHz’lik NMR spektrometresine konularak

spektrumlar elde edilmistir.
4.5. 13C-NMR Spektrumlarinin Alinmasi

Tez ¢aligmas1 kapsaminda sentezlenen yeni final iirlinlerin yapilarini aydinlatmak

amactyla *C-NMR spektrumlar1 ¢ekilmistir. Bunun igin, 5 mg sentez iiriinii 0.35 ml
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détoryo DMSO ile ¢oziindiiriilmiis ve 125 MHz’lik NMR spektrometresine konularak

spektrumlar elde edilmistir.
4.6. MTT yontemi ile bilesiklerin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi
4.6.1. Hiicrelerin ¢cogaltilmasi

Bilesiklerin antikanser etkinliklerini belirlemek amaciyla MCF-7 hiicre hatt1 ve
bilesiklerin seciciliklerinin tespit edilmesi amactylada 1.929 hiicre hatt1 kullanilmistir. Bu
hiicre hatlarinin ¢ogaltilmas: i¢in 2-3 giinde bir pasajlama ve besiyeri degisimi
yapilmistir. Hiicreler inkiibatérde g¢ogaltilmistir. Flakslarda bulunan hiicreler fosfat
tamponu ile yikanmigtir ve yikama ¢ozeltisi pipetle ortamdan uzaklagtirilmistir. Flasklara
tripsin-EDTA (1X) ilave edilmis ve hafifce ¢alkalanmistir. Daha sonra inkiibatorde (%5
COz, %95 nem ve 37°C). hiicreler yaklasik 5 dakika bekletilmistir. inkiibatérden alinan
flasklara 20-25 mL besiyeri ilave edilmis ve hiicrelerin siispande olmasi saglanmistir.
Daha sonra siispande hiicreler boliinerek farkli flasklara boliinmiis ve tekrar inkiibasyona

birakilmistir (%5 CO2, %95 nem ve 37°C).
4.6.2. Hiicrelerin plakalara ekilmesi

Inkiibasyondan alinan flasklar, 6lii hiicrelerin besiyeri ¢dzeltisi ile uzaklastirilmast
icin hafifce calkalanmistir. Flaska tripsin-EDTA c¢ozeltisi (1X) ilave edilmis ve
inkiibatdrde (%5 CO2, %95 nem ve 37°C) 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra flasklarin
icine besiyeri ilave edilmis ve santrifiij edilmistir. Santrifiij tiipiindeki hiicrelerden alinip
otomatik hiicre sayma cihazinda sayilmistir. Daha sonra 96 kuyucuklu plaklara hiicreler

ekilmis ve 24 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir (%5 COz, %95 nem ve 37°C).
4.6.3. MTT sitotoksisite testinin uygulanmasi

Flasklar 24 saat sonunda alinarak ters ¢evrilmis ve besiyeri uzaklastirilmistir.
Bilesikler 1 mM-0.000316 mM olarak sekiz konsantrasyonda hazirlanmistir. Pozitif
kontrol ile 96 kuyucuklu plakalara uygulanmistir. Tekrar 24 saat siire ile inkiibasyona
birakilmistir (%5 CO2, %95 nem ve 37 °C). Bu siire sonunda flasklardan besiyeri
uzaklastirilmistir. Daha sonra hiicreler fosfat tamponu ile yikanmistir. MTT ¢ozeltisi
hazirlanmis ve plakadaki her kuyucuga 100 pL ilave edilmistir. 3 saat siire ile
inkiibasyona birakilmistir. Plakalardaki besiyeri uzaklastirilmig ve her kuyucuga 100 pL.
DMSO ilave edilmistir. ELISA’da 540 nm’ de OD degerleri okunmustur. Daha sonra

bilesiklerin ICsg degerleri hesaplanmistir.
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4.7. Aromataz inhibisyon Calismalar

Bu yontem kit prosediiriine gore gerceklestirilmistir (BioVision, Aromataz
(CYP19A) Inhibitdr Tarama Kiti (Fluorometrik)). Bilesikler, dimetilsiilfoksit (DMSO)
icinde ¢oziindiiriildii ve 10-3-10° M arasinda degisen en az 7 konsantrasyonda ilave edildi.
Rekombinant insan aromataz stogu, 1 mL Aromataz tahlil tamponu ile yeniden
olusturularak hazirlands. Icerikler vorteks ile iyice karistirilarak homojen bir ¢ozelti elde
edildi ve ¢ozelti 15 ml'lik konik tiipe aktarildi. Hacim, Aromataz Tahlil Tamponu ile 2450
ul'ye getirildi ve toplam 2.5 ml'lik bir nihai hacim i¢in 50 ul NADPH Uretim Sistemi
(100X) ilave edildi. Letrozol, pozitif inhibisyon kontrolii olarak kullanildi. Coziicii
kontrolii i¢in, hazirlanan test bilesiklerini ¢6zmek i¢in organik ¢oziicli igeren kiiciik bir
Aromataz Tahlil Tamponu boélimi kullanildi. Test bilesiklerini ve karsilik gelen
inhibitorsiiz kontrolleri (¢oziicii kontrolii olarak da hizmet edebilir) igeren reaksiyon
kuyular1 ve ayrica bir arka plan kontrolleri (florojenik Aromataz Substrati icermeyen)
hazirlandi. Plaka, test ligandlarinin aromataz ile etkilesime girmesine izin vermek igin
37°C'de en az 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, her bir kuyucuga 30 ul
Aromataz Substrat/NADP+ karisimi ilave edildi. Hemen (1 dakika i¢inde) Ex/Em =
488/527 nm'de floresan 6l¢iildii.

4.8. Molekiiler Doking

Molekiiler doking calismasinin tim asamalar1 Schrodinger Maestro 2021.2
versiyon ile gerceklestirilmistir. Hedef sitokrom P450 19A1 aromataz enzimi i¢in 2.90A
¢oziiniirliige sahip PDB ID: 3EQM secilmistir (www.rcsh.org/structure/3EQM) [47].
Protein hazirlanmasi1 ‘Protein Preparation Wizard’® modiilii ile yapilmistir. Protein
yapisindaki kofaktor HEM (Demir iceren protoporfirin IX) haricindeki su ve diger
heteroatomlar kaldirilmis ve hidrojenler eklenmistir. Hidrojen baglarimin ayarlanmasi
PROPKA:7.0’da su molekiilii oryantasyonlar1 kullanilarak optimize edildi. OPLS4 (S1v1
Simiilasyonlar1 i¢in Optimize Edilmis Potansiyel) alan kuvvetleri aromataz enzimi
minimize edilmistir. Bilesikler ise, ChemDraw Professional 17.0 ile ¢izilmis pH:7.2 de
‘LigPrep’ modiilii ile OPLS4 olan kuvvetleri kullanilarak minimize edilmistir. Kokristal
ligand ASD (4-androstan-3-17-dion) baz alinarak aktif site koordinatlari belirlenmis ve
20*20*20 A3 olarak grid dosyas1 ‘Receptor Grid Generation” modiilii ile olusturulmustur.
Glide Standard Precision (SP) ile ligand doking calismalar1 gergeklestirmistir [48].
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Protein-ligand etkilesimlerin analizi ve gorsellestirilmesi Maestro ‘Ligand Interaction’

modiilii ve BIOVIA Discovery Studio Visualizer v21 ile gergeklestirilmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMALAR
5.1. Sentez Calismalar

5.1.1. 4,5-Bis(4-metilfenil)-2-(5-metilfuran-2-il)-1H-imidazol (1a)

Deneysel E.n. 276.6 °C.Verim % 77.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-de): 8: 2.31 (6H, s, -CHz3), 2.37 (3H, s, -CH3), 6.23-6.24
(1H, m, furan CH), 6.84-6.85 (1H, m, furan CH), 7.16 (4H, br.s.,1,4-disiibstitiicbenzen),
7.37-7.39 (4H, m, 1,4-disiibstitiicbenzen).

1BC-NMR (125 MHz, DMSO-dg): 6: 13.86, 21.24, 21.50, 108.33, 108.66, 127.48,
127.87, 128.30, 129.40, 137.31, 138.99, 144.72, 152.28, 172.50.

HRMS (m/z): [M+H]" C22H20N20Hesaplanan: 329.1648; Bulunan: 329.1638.
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Current Data Parameters
NAME Ge-1

EXENO 10

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220514
INSTRUM spect
PROBHD 28664010004 (
PULPROG zg30

pus) 65536
SOLVENT DMSO

NS 16

DS 2

SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 4.0894465 sec
RG 34.91

DW 62.400 usec
DE 6.50 usec
TE 294.9 K
D1 1.00000000 sec
DO

SFO1 400.1324708 MHz
NUCL 1H

Pl 8.00 usec
PLW1 10.94900036 W

F2 - Processing parameters
ST 65536

SF 400.1300000 MHz
wDwW EM

558 0

LB 0.30 Hz
GB 0

BC 1.00

r.wq_ JLJJ

T T T T T T T 1

11 10 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
N i o
||l - ;o
Sekil 5.1. 1a Bilesigine ait '"H NMR spektrumu

2 = o 25 censron o e

: - s ASERRA 8% & BRUKER

2 g3 EE g 9
Current Data Parameters
NAME GC-1
EXPNO 11
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220514
Time 5.15 h
INSTRUM spect
PROBHD ZB66401_0004 (
PULPROG zgpg30
D 65536
SOLVENT DMSO
NS 1024
DS 41
SWH 24038.461 Hz
FIDRES 0.733596 Hz
AQ 1.3631488 sec
RG 31.19
DW 20.800 usec
DE 6.50 usec
TE 295.5 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFO1 100.6228298 MHz
NUC1 13C
Pl 15.00 usec
PLW1 90.29699707 W
SF02 400.1316005 MHz
NUc2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
BCED2 90.00 usec
PLW2 10.9%4900036 W
PLW12 0.08651100 w
PLW13 0.04351400 W
F2 - Processing parameters
s1 32768
SF 100.6127690 MHz
WDW
S55B 0
LB 1.00 Hz
GB 0

| PC 1.40
T T T T T T T T T T
200 180 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 5.2. 1a Bilesigine ait *C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - GC-1_22 led

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\uac\GC-1_22 led

Page 1of 1

Eimt | Val. Min Max FEimt | Val. Min Max Eimt  Val. Min Max Use Adduct
H 1 18 30 F 1 0 0 Br 1 0 0 H
C 4 7 35 P 3 0 0 Ru 2 0 0 Na
N 3 0 2 S 2 0 0 Pd 2 0 0 K
(0] 2 0 1 Cl 1 0 0 | 3 0 0 NH4
Error Margin (ppm): 4 DBE Range: 5.0-25.0 Eleciron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso Rl (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Eventf#: 1 MS(E+) Ret. Time : 2.733 -> 3.880 Scan# : 411 -> 583
5.000e64
4.500e67
4.000e6+
3.500e64
3.000e64 329.)1638
2.500e6
2.000e6
1500867 3301675
1.000e6
5.000e5
0
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500  600.0 6500 7000
Measured region for 329.1638 m/z
329.1638
100.04
50.04
330.1675
3288 3290 3292 3294 3296 3298 3300 3302 3304 3306 3308 3310 3312 3314 3316
€22 H20 N2 O [M+H]+ : Predicted region for 329.1648 m/z
329.1648
100.04
50.01 | ‘
|‘ ‘ 330.1680
Il ‘
I il
3288 3290 3292 3294 3296 3298 3300 3302 3304 3306 3308 3310 3312 3314 3316
Rank Score Fomula (M) lon Meas m/z  Pred. miz Di (mDa) Df. (ppm) Isc  DBE
1 87.04 C22H20N20O [M+H]+ 329.1638 329.1648 -1.0 -3.04 9171 14.0

Sekil 5.3. 1a Bilesi

gine ait Mass spektrumu
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5.1.2. 4,5-Bis(4-metilfenil)-2-(5-nitrofuran-2-il)-1H-imidazol (1b)

NO,

H;C
Aoyt
(J

H,C

Deneysel E.n. 181.4 °C.Verim % 75.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): &: 2.41 (6H, s, CH3), 7.12-7.15 (1H, m, furan CH),
7.27-7.28 (1H, m, furan CH), 7.42 (4H, d, J=6.06 Hz, 1,4-disiibstitiicbenzen), 7.78-7.80
(4H, d, J=6.12 Hz, 1,4-disiibstitiicbenzen).

13C-NMR (125 MHz, DMSO-de): &: 21.50, 21.88, 110.66, 116.19, 127.60, 128.76,
129.37, 129.75, 130.08, 130.40, 130.50, 146.93, 172.48.

HRMS (m/z): [M+H]" C21H17N303 Hesaplanan: 360.1343; Bulunan: 360.1339.

28



Wwes s oo N T o
WM~ AN — O oA
O NN A A ol NTo
P g BRUKER

4
X
¢

Current Data Parameters

NAME GC-2
EXPNO 10
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220514
Time 10.40 h
INSTRUM spect
PROBHD  %866401_0004 (
PULPROG 2930
™D 65536
SOLVENT DMSO
NS 16
DS 2
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 4.0894465 sec
RG 57.97
DW 62.400 usec
DE 6.50 usec
TE 295.4 K
D1 1.00000000 sec
D0 1
SFOL 400.1324708 MHz
NUC1 1H
Pl 8.00 usec
PLW1 10.94900036 W
F2 - Processing parameters
SI 655
SF 400.1300000 MHz
WDW EM
SSB 4]
LB 0.30 Hz
GB 0
BC 1.00
1 A —
T T T T T T T T T T T 1
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
SEER g
<l<l=lc ©

Sekil 5.4. 1b Bilesigine ait 'H NMR spektrumu
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4
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21.50

21,

%

Current Data Parameters
NAME 50—

Ge-2
EXPNO 11
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220514
Time 11.40 h
INSTRUM spect
PROBHD  7866401_0004 (
PULPROG zgpg30

65536
SOLVENT DMSO
NS 1024

4
24038.461 Hz
0.733596 Hz

2.00000000
0.03000000

1
100.6228298 MHz
13C

5.00 usec
90.22693707 W
400.1316005 MHz

1H

CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 10.94300036 W
PLW12 0.08651100 W
PLW13 0.04351400 w

F2 - Processing parameters
32768

SF 100.6127690 MHz
WDW EM
SSB 0
1B 1.00 Hz
GB 0
1 I - et e Leae
T T T T T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Sekil 5.5. 1b Bilesigine ait *C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - GC-2_23

Data File: C:\LabSolutions\Data\Ana

led

liz\uac\GC-2_23 lcd

Page 1of 1

Eimt | Val. Min Max Eimt  Val Min Max Eimt  Val Min Max Use Adduct
H 1 10 30 F 1 0 0 Br 1 0 0 H
C 4 7 35 P 3 0 0 Ru 2 0 0 Na
N 3 3 3 S 2 0 0 Pd 2 0 0 K
] 2 0 3 Cl 1 0 0 | 3 0 0 NH4
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 50-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret Time:5.587 Scan# : §39
6.000e64
5.500e6
5.000e6
4.500e6
4.000e6H
3.500e6 3601339
3.000e6
2.500e6
2.000e6
1.500e6- 361.1381
1.000e6+
5.000e5
G L
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500 7000
Measured region for 360.1339 m/z
360.1339
100.04
50.04
361.1381
P W .

O T T
3596 3588 3600

pan—— ST
3602 3604 3606 360.5 3610 3612 3614 3616 3618 3620 3622 3624

C21 H17 N3 O3 [M+H]+ : Predicted

region for 360.1343 m/z

100.04

50.0 ‘

360.1343

| 3611374

| .
I N

|
ok T - . . y ; T Dy ‘ .
359.6 359.8 360.0 3602 3604 360.6 3608 361.0 361.2 3614 361.6 361.8 3620 3622 362
Rank  Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred.m/z_ Di (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 9247 C21H17N303 [M+H]+ 360.1339 360.1343 04 111 9272 15.0

Sekil 5.6. 1b Bilesigine ait Mass spektrumu
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5.1.3. 4,5-Bis(4-metilfenil)-2-(5-metiltiyofen-2-il)-1H-imidazol (1c)

Deneysel E.n. 107.5 °C.Verim % 77.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): 8: 2.30 (6H, s, -CH3), 2.36 (3H, s, -CH3), 7.13 (2H, d,
J=5.76 Hz, 1,4-disiibstitiiebenzen), 7.27 (2H, d, J=5.79 Hz, 1,4-disiibstitliecbenzen), 7.38-
7.45 (4H, m, 1,4-disiibstitiiebenzen), 7.67-7.68 (1H, m, tiyofen CH), 8.17-8.18 (1H, m,
tiyofen CH).

BC-NMR (125 MHz, DMSO-dg): &: 13.54, 21.34, 21.51, 123.49, 124.94, 127.57,
128.66, 129.39, 129.84, 130.09, 130.51, 131.93, 139.41, 142.11.

HRMS (m/z): [M+H]" C22H20N2S Hesaplanan: 345.1420; Bulunan: 345.1418.
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Current Data Parameters
NAME

GC

EXPNO 10
PROCNO 1
F2 - Acquisition Para

2022051
Time 16.01 h
INSTRUM spect
PROBHD Z866401_0004 (
PULPROG 2930
hy) 65536
SOLVENT DMSO
NS 16
DS 2
SWH 8012.820 Hz
FTDRES 0.244532 Hz
A0 .0B94465
RG 111.15
DW 62.400 usec
DE 6.50 usec
TE 295.6 K
D1 1.00000000 sec
TDO L
SFOL1 400.1324708 MHz
NUC1 1H
Pl 8.00 usec
PLW1 10.94900036 W

F2 - Processing parameters
65536

SF 400.1300000 MHz
WDW EM

55B a

LB 0.30 Hz
G a

PC 1.00

LN

T T T T T T T T T T T

T

8 7 6 5 4 3 2
e i
=== ol

Sekil 5.7. 1c Bilesigine ait '"H NMR spektrumu

1.00

Q2

FORISTPUURVIRRUTS1 | WA VUPURAVSPHSIIY

C><)
BROKER

Current Data Parameters
NAME Gc-4
EXPNO 11
ROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220514
Time 17.01 h
INSTRUM spect
PROBHD ~ 7866401_0004 (
PUTPROG 2gpg30
65536
DMSQ
1024

3
24038.461 Hz

2.00000000 sec
0.03000000 sec
1
100.6228298 MHz
13c
15.00 usec
90.29699707 W
400.1316005 MHz
Nuc2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
D2 90.00 usec

10.94300036 W
0.08651100 W

PLWIZ
PLW13 0.04351400 W
F2 — Processing param
s1 32768
100.6127690 MHZ
EM
0
1.00 Hz
0
1.40

T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20

Sekil 5.8. 1c Bilesigine ait *C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - A-22_174.lcd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\uac\A-22_174 lcd

Page 1of 1

Elmi_ Val Min_Max Elmt _ Val. Min_Max Elmt  Val. Min Max Elmi_ Val Min_ Max Use Adduct
H 1 9 22 [¢] 2 0 0 E] 2 0 2 Ru 2 0 0 H
c 4 7 37 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0 NH4
N 3 2 5 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 3.480 Scan# : 523
8.000e6
7.000e6
6.000e6
345 1418
5.000e6
4.000e6
3.000e6
346.1444
2.000e6
1.000e6
0 T T T T — T T T T T T T
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500 7000
Measured region for 345.1418 m/z
3451418
100.04
50.04
346.1444
347.1411
o SN e : A ‘ . ‘
345.0 3455 346.0 346.5 347.0 3475 348.0 348.5
C22 H20 N2 S [M+H]+ : Predicted region for 345.1420 m/z
345.1420
100.07
50.04 H
} ‘ 346.1451
f |
{1 Il 347.1420
|
0 1 . it . i\ : — ‘
345.0 3455 346.0 3465 347.0 3475 348.0 3485
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z_ Pred. m/z Df (mDa) Df (ppm) Iso  DBE
1 9990 C22H20N2 S [M+H]+ 3451418 3451420 02 -058 9990 140

Sekil 5.9. 1c Bilesigine ait Mass spektrumu
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5.1.4. 4,5-Bis(4-metoksifenil)-2-(1-metil-1H-pirol-2-il)-1H-imidazol (1d)

Deneysel E.n. 118.3 °C.Verim % 79.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-de): : 2.37 (6H, s, CH3), 3.87 (3H, s, CH3), 6.22-6.23 (1H,
m, pirol CH), 6.80-6.81 (1H, m, pirol CH), 6.97-6.99 (1H, m, pirol CH), 7.13 (2H, d,
J=6.63 Hz, 1,4-disiibstitiiebenzen), 7.40-7.42 (4H, m, 1,4-disiibstitiiebenzen), 7.86 (2H,
d, J=6.63 Hz, 1,4-disiibstitiiebenzen).

1BC-NMR (125 MHz, DMSO-dg): &: 20.57, 21.51, 36.92, 108.30, 114.06, 114.53,
115.31, 125.87, 128.66, 130.01, 132.50, 138.61, 144.80, 152.17.

HRMS (m/z): [M+H]" C22H21N3 Hesaplanan: 328.1808; Bulunan: 328.1801.
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Current Data Parameters

HAME GC-5
EXENO 10
PROCND 1

Acquisiticn Parameters

20220514
6.24 h

TNSTRUM spect
PROBHD ZB6E40L_0004 (
PULPROG zg30
D 65536
SOLVENT DMSO
NS 16
DS 2
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 44532 Hz
AQ
RG
DW
DE
TE .
Dl 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 400.1324708 MHz
NuCl 1H
Pl 8.00 usec
PLU1 10.94900036 W

Processing parameters
6553

400.1300013 Mz
0

0.30 Ez
0

PC 1.00

| WY l _/‘\7} [

T T T T T T T T T T T 1
1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
SEER A LI
| lealeil == 1= @ @

Sekil 5.10. 1d Bilesigine ait '"H NMR spektrumu

5 28
Ak ey
Current Data Parameters
NAME GC-5
EXPNO
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
20220514
7.24 b
spect
2866401_0004 |
29pg30
55515
DMSO
1024
295.7
2.00000000
0.03000000
100.6228298 Milz
13c
15.00 usec
90.29699707 W
100.1316005 Muz
10
PLWL3
F2 — Processing parameters
- 68
100.6127590 MHz
EM
0
1.00 Hz
0
1.40
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 5.11. 1d Bilesigine ait *C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - A-20_172.lcd

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\uac\A-20_172.lcd

Page 1of 1

Elmt  Val. Min Max Elmt  Val. Min Max Elmt  Val. Min Max Elmt  Val. Min Max Use Adduct
H 1 9 22 o] 2 0 0 S 2 0 2 Ru 2 0 0 H
C 4 7 37 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0 NH4
N 3 3 5 P 3 0 0 Br 1 0 0 1 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 2.973 Scani : 447
7.000e67
6.000e6
5.000e6
328.1801
4.000e6
3.000e67
2.000e6 320.1831
1.000e6
O T T T T - T T T T T T T
100.0 150.0 2000 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0 700.0
Measured region for 328.1801 m/z
328.1801
100.04
50.04
329.1831
327.8 3280 3282 3284 3286 3288 3290.0 3292 3204 328.6 3298 330.0 3302 3304 330.6
C22 H21 N3 [M+H]+ : Predicted region for 328.1808 m/z
328.1808
100.07
50.0- ‘ |
‘ ‘| 329.1839
I I
i i
: I — : ; || — : : T :
327.8 3280 3282 3284 3286 3288 320.0 3292 3204 328.6 3298 330.0 3302 3304 330.6
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z_ Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 84.41 C22 H21 N3 [M+H]+ 328.1801 328.1808 -0.7 -2.13  86.87  14.0

Sekil 5.12. 1d Bilesigine ait Mass spektrumu
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5.1.5. 4,5-Bis(4-florofenil)-2-(5-metilfuran-2-il)-1H-imidazol (1e)

Deneysel E.n. 255.3 °C.Verim % 75.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): 8: 2.38 (3H, s, CH3), 6.25-6.26 (1H, m, furan CH),
6.84-6.85 (1H, m, furan CH), 7.14 (2H, br.s., 1,4-disiibstitiicbenzen), 7.28 (2H, br.s., 1,4-
distibstitiiebenzen), 7.47-7.52 (4H, m, 1,4-disiibstitiicbenzen).

13C-NMR (125 MHz, DMSO-dg): &: 13.86, 108.40, 108.95, 116.26, 117.11, 129.44,
130.96, 133.43, 133.53, 139.26, 144.49, 152.50.

HRMS (m/z): [M+H]" C20H14aN2OF> Hesaplanan: 337.1147; Bulunan: 337.1138.
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Current Data Parameters

NAME -
EXPNO 10
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date, 20220514
Time 7.28 h
INSTRUM spec
PROBHD 2866401_0004 |
PULPROG zgiﬂ
TD 65536
SOLVENT DMSO
16
DS 2
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 4.0894465 sec
RG 70.31
DW 62.400 use
DE 6.50 use
TE 295.3 K
D1 1.00000000 sec
DO 1
SFO1 400.1324708 MHz
NUC1 1H
Pl 8.00 use
PLW1 10.943%00036 W
F2 - Processing parameters
sI 6553
SF 400.1300000 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
BC 1.00
] ]
T T T T T T T T T T T 1
1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
||| o el
Sekil 5.13. 1e Bilesigine ait '"H NMR spektrumu

g 2983 v m

d 1953 gnee g

4 drgs e : BRUKER

—144.49
—139.26

T~—108.40

J—
=
11711
T—116.26
_—108.95

Current Data Parameters

NAME GC-9
EXPNO 11
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220514
Time 8.28 h
INSTRUM spect
PROBHD 28664010004 (
PULPROG 2gpg30
ID 65536
SOLVENT DMSO
NS 1024
DS 4
SWH 24038.461 Hz
FIDRES 0.733596 Hz
aQ 1.3631488 sec
RG 42.75
DW 20.800 usec
DE 6.50 usec
TE 295.8 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFOl 100.6228298 MHz
NUC1 13c
P1 15.00 usec
PLW1 90.29699707 W
SFO2 400.1316005 MHz
NUC2Z H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2Z 90.00 usec
PLW2 10.94900036 W
PLW12 0.08651100 W
PLWL3 0.04351400 W
F2 - Processing parameters
SI 7
SF 100.6127690 MHz
WDW EM
5SB 0

L J’ LB 1.00 Hz
GB 0

R il i

T T

180 160

140 120 100 80 60 40 20 ppm

Sekil 5.14. 1e Bilesigine ait *C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - GC-9_29 led Page 1 of 1

Data File: C:\LabSoelutions\Data\Analiz\uac\GC-8_29 lcd

Eimt  Val. Min Max Eimt  Val. Min Max Elmt | Val. Min Max Use Adduct

H 1 10 15 F 1 2 2 Br 1 0 0 H

c 4 7 35 P 3 0 0 Ru 2 0 0 Na

N 3 2 2 S 2 0 0 Pd 2 0 0 K

o] 2 0 5 Cl 1 0 0 | 3 0 0 NH4

Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 50-250 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 5000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Resuits: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret Time - 2.480 -> 3.280 Scan#: 373 -> 493

4.500e64

4.000e6

3.500e64

3.000e64 337.1138

2.500e64

2.000e64

1.500e64

338.1173
1.000e6
5.000e59

100.0  150.0  200.0 2500 3000 3500 4000 450.0 500.0 550.0  600.0  650.0  700.0

Measured region for 337.1138 miz

337.1138
100.04

50.04

338.1173

A et WaN

0 ; — ,
336.6 3368 3370 3372 3374 3376 3378 3380 3382 3384 3386 3388 3390 3392 3394

C20 H14 N2 O F2 [M+H]+ : Predicted region for 337.1147 m/z

337.1147
100.04
50.04 ‘ |
|-| ‘ 338.1179
)‘ 1 \
0 T T \ T T T T T \ ; T T T TPy T T
336.6  336.8 3370 3372 3374 3376 3378 3380 3382 3384 3386 338.8 330.0 3392 3354
Rank Score Formula (M) lon Meas. miz Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
1 9583 C20H14N20OF2 [M+H]+ 337.1138 337.1147 -09 -2.67 100.00 14.0

Sekil 5.15. 1e Bilesigine ait Mass spektrumu
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5.1.6. 4,5-Bis(4-florofenil)-2-(5-metilfuran-2-il)-1H-imidazol (1f)

NO,

F
s
(J

F

Deneysel E.n. 147.9 °C.Verim % 72.

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds): 8: 7.28 (1H, m, furan CH), 7.45-7.49 (4H, m, 1,4-
disiibstitiiebenzen), 7.52-7.56 (1H, m, furan CH), 8.02-8.06 (4H, m, 1,4-

disiibstitiiebenzen).

13C-NMR (125 MHz, DMSO-de): &: 110.90, 116.10, 117.11, 117.34, 129.45, 129.47,
133.43, 133.53, 148.21, 165.45, 167.99.

HRMS (m/z): [M+H]" C19H11N303F, Hesaplanan: 368.0841; Bulunan: 368.0835.
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Current Data Parameters
NAME

GC-10
EXPNO 10
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220514

ime 22,27 h
INSTRUM spect
PROBHD 2866401_0004 (
PULPROG 2930
D 65536
SOLVENT DMS0
NS 16
DS 2
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 4.0894465 sec
RG 8.3
D 62.400 usec
DE 6.50 usec
TE 295.4 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 400.1324708 MHz
NUC1 1H
Pl 8.00 usec
PLW1 10.94900036 W
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 400.1300000 MHz
WDW
S5B 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
J
T T T T T T T T T T T !
1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1  ppm

<)
BROKER

oun o

2= b

o0 o
Current Data Parameters
NAME GC-10
EXPNO 11
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220514
Time 23.26 h
INSTRUM spect
PROBHD ~ 2866401_0004 (
PULPROG 2gpg30
™D 65536
SOLVENT DMSO
NS 1024
DS 4
SWH 24038.461 Hz
FIDRES 0.733596 Hz
AQ 1.3631488 sec
RG 31.19
oW 20.800 usec
DE 6.50 usec
TE 295.7 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFO1 100.6228298 MHz
NUC1 13c
Pl 15.00 usec
PLAL 90.29699707 W
SFO2 400.1316005 MHz
Nuc2 1H
CEDPRG (2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 10.94300036 W
PLW12 0.08651100 W
PLW13 0.04351400 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 100.6127690 MHz
WDW
SsB 0
LB 1.00 Hz
GB 0

|| | BC 1.40

T T T T T T T T T 1
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Sekil 5.17. 1f Bilesigine ait *C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - GC-10_30.led

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\uac\GC-10_30.lcd

Page 10of 1

Elmt  Val. Min Max Elmt  Val. Min Max Elmt  Val. Min Max Use Adduct
H 1 00 12 F 1 2 2 Br 1 0 0 H
o 4 7 35 P 3 0 0 Ru 2 0 0 Na
N 3 3 3 S 2 Q 0 Pd 2 0 0 K
[¢] 2 0 5 Cl 1 0 0 | 3 0 0 NH4
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope Rl (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso Rl (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 3.920 -> 4.387 Scan# : 589 -> 659
3.500e6
3.000e6
2.500e6
2 000e6d 368.p835
1.500e6
1000867 3600879
5.000e54
O T T T T T T T T T T T T
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500 7000
Measured region for 368.0835 m/z
368.0835
100.04
50.04
369.0879
3676 3678 3680 3682 3684 3686 3688 3690 3692 3694 3696 369.8 3700 3702 3704
C19 H11 N3 O3 F2 [M+H]+ : Predicted region for 368.0841 m/z
368.0841
100.04
50.0 | |
# | 369.0872
| |
0 T T / T ‘ T T T T ‘ T ‘ ey T
3676 3678 368.0 3682 3684 3686 3688 3690 3692 3694 3696 369.8 370.0 3702 3704
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 8737 C19H11N30O3F2 [M+H]+ 368.0835  368.0841 06 -163 8877 150

Sekil 5.18. 1f Bilesigine ait Mass spektrumu
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5.1.7. 4,5-Bis(4-florofenil)-2-(5-metiltiyofen-2-il)-1H-imidazol (19)

Deneysel E.n. 144.7 °C.Verim % 78.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): &: 2.50 (3H, s, CH3),7.83-7.84 (1H, m, tiyofenCH),
7.15 (2H, br.s.,1,4-dislibstitiiebenzen), 7.30 (2H, br.s., 1,4-disiibstitiiebenzen), 7.45-7.46
(1H, m, tiyofen CH), 7.48-7.52 (4H, m, 1,4-disiibstitliebenzen).

13C-NMR (125 MHz, DMSO-dg): &: 21.50, 123.71, 124.75, 126.68, 127.80, 131.88,
133.79, 135.91, 138.31, 140.28, 142.17, 144.85.

HRMS (m/z): [M+H]" C20H14N2F2S Hesaplanan: 353.0919; Bulunan: 353.0903.
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7.515
7.501
7.493
7.480
7.462
7.453
7.296
7.146
6.837
6.828
2.513
2.509
2.504
2.495

=

€

<)
BRUKER
(><I

Current Data Parameters
NAME
EXPNO
PROCNO

F2 - Acquisition Pa
202

Date_

Time 9.36 h
INSTRUM spect
PROBHD 2866401_0004 (
PULPROG 2g30

TD 65536
SOLVENT DMS0

NS 16

DS 2

SWH 8012,.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 4.0894465 sec
RG 62.97

D 62.400 usec
DE 6.50 usec
TE 295.3

D1 1.00000000 sec
DO

SFO1 400.1324708 MHz
NUC1 1H

P1 8.00 usec
PLW1 10.94300036 W

F2 - Processing parameters
536

53
SF 400.1300000 MHz

0
LB 0.30 Hz

0
PC 1.00

T T T T T T T T T T T 1

1 10 9 5 4 3 2 1 ppm

Sekil 5.19. 19 Bilesigine ait ‘H NMR spektrumu

40.37
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Current Data Parameters

GC-11
11
1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220514
Time 10.36 h
INSTRUM spect
PROBHD  2866401_0004 (
PULPROG zgpg30
) 65536
SOLVENT DMSO
NS 1024
DS 4
SWH 24038.461 Hz
FIDRES 0.733596 Hz
AQ 1.3631488 sec
RG 31.19
DW 20.800 usec
DE 6.50 usec
TE 295.8 K
bl 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
DO 1
SFO1 100.6228298 MHz
NuC1 13c
3 15.00 usec
BLW1 90.29639707 W
SFO2 400.1316005 MHz
NUC2 1H
CEDPRG[2 waltzl6
PCEDZ 30.00 usec
PLW2 10.94900036 W
PLW12 0.08651100 W
PLW13 0.04351400 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 100.6127690 MHz
WDW EM
SSB 0
LE 1.00 Hz
| L GB 0
L J e 140
T T T T T T T T T 1
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Sekil 5.20. 1qg Bilesigine ait *C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - GC-11_31.led Page Tof 1
Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\uac\GC-11_31 led
Eimt Val. Min Max _Elmi  Val| Min Max _ Eimt Val Min_ Max Use Adduct
H 1 10 14 F 1 2 2 Br 1 0 0 H
o] 4 7 35 P 3 0 0 Ru 2 0 0 Na
N 3 2 2 S 2 1 1 Pd 2 0 0 K
0] 2 0 5 Cl 1 0 0 | 3 0 0 NH4
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-250 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso Rl (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret Time : 3.067 -= 3.067 Scan# : 461 -> 461
6.000e6
5.500e6
5.000e6+
4.500e6+
4.000e6+ 353 ho03
3.500e6+
3.000e6+
2.500e6+
2.000e6-
1.500067 354.0936
1.000e6
5.000e5+
0 T T T
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500 7000
Measured region for 353.0903 m/z
353.0903
100.04
50.07
354.0936
355.0915
0 r At ; . T N , , T
353.0 353.5 354.0 354.5 355.0 3555 356.0 356.5
G20 H14 N2 F2 S [M+H]+ - Predicted region for 353.0919 m/z
353.0919
100.0+
50.04 ‘
‘ ‘ 354.0949
F || A 355.0914
0 L . . ; i\ . . Y
353.0 3535 354.0 3545 355.0 3555 356.0 356.5
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred m/z_Df (mDa) Df Iso  DBE
1 9117 C20HI4N2F2S [M+H]+ 353.0803  353.0919 -1.6 -4.53 10000 14.0

Sekil 5.21. 1qg Bilesigine ait Mass spektrumu
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5.1.8. 4,5-Bis(4-florofenil)-2-(1-metil-1H-pirol-2-il)-1H-imidazol (1h)

F
O \N\%éj
§J

NH

Deneysel E.n. 201.6 °C.Verim % 69.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): &: 3.88 (3H, s, CH3), 6.96-6.98 (1H, m, pirol CH),
7.13 (4H, d, J=6.60 Hz, 1,4-disiibstitiiecbenzen), 7.25-7.26 (1H, m, pirol CH), 7.43-7.45
(1H, d, J=6.42 Hz, pirol CH), 7.86 (4H, d, J=6.57 Hz, 1,4-disiibstitiicbenzen).

13C-NMR (125 MHz, DMSO-dg): &: 36.84, 114.34, 115.29, 124.29, 125.89, 126.58,
129.40, 132.31, 132.49, 139.81, 141.51, 158.80.

HRMS (m/z): [M+H]" C20H1sN3F2 Hesaplanan: 336.1307; Bulunan: 336.1300.
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ent Data Parameters
G

C-6
EXPNO 10
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Dat 20220514
Time 8.32 h
INSTRUM spect
PROBHD 2866401_0004 (
PULPROG zg30
T 65536
SOLVENT DMSO
NS 16
DS 2
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 4.0894465 sec
RG 88.37
oW 62.400 usec
DE 6.50 usec
TE 295.4 K
D1 1.00000000 sec
DO 1
SFO1 400.1324708 MHz
NUC1 1H
Pl 8.00 usec
PLW1 10.94900036 W
F2 - Processing parameters
S 65536
SF 400.1300000 Mbz
WDW EM
S5B a
LB 0.30 Hz
GB a
PC 1.00
L |
S AU IV U S -
T T T T T T T T T T T 1
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
o~ ols|o «©
< =<l o
Sekil 5.22. 1h Bilesigine ait 'H NMR spektrumu
2
i BCR%R
Current Data Parameters
NAME GC-T7
EXENO 11
PROCNO 1
F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20220514
Time 18.05 h
INSTRUM spect
PROBED Z866401_0004 (
BULBROG 2gpg30
TD 65536
SOLVENT DMSO
NS 1024
Cs 4
SWH 24038.461 Haz
0.733596 Hz
1.2631488 sec
31.19
usec
uaes
2.00000000 sec
0.02000000 sec
100.6228298 MHz
13C
15,00 usec
90,29699707 W
400.1316005 MHz
a
waltzl6
90.00 usec
10.94900036 W
0.08651100 W
0.04351400 W
F2 — Processing parameters
51 32768
SF 100.6127690 MHz
WDW EM
SSB 0
| LB 1.00 Hz
GB a
N | A ™ J PC 1.40
T T T T T T T T T 1
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Sekil 5.23. 1h Bilesigine ait *C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - A-21_173.lcd Page 1of 1
Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\uac\A-21_173 lcd
Eimt | Val. Min Max Eimt | Val. Min Max Elmt Val. Min Max Elmt Val Min_ Max Use Adduct
H 1 9 22 ] 2 0 0 S 2 0 2 Ru 2 0 0
C 4 7 37 F 1 2 2 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0 NH4
N 3 3 5 P 3 0 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-200 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 8000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret Time : 2.867 Scan# : 431
4.000e6
3.500e64
3.000e6
2.500e64 2361300
2.000e6
1.500e6
1.000e6 337.1336
5.000e59
[ T T T T -t T T ‘ T ‘ T ‘ T
100.0  150.0 2000 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0 700.0
Measured region for 336.1300 m/z
336.1300
100.0q
50.04
337.1336
04 T T Ly T T T T T T T T T
33566 3358 3360 3362 3364 3366 3368 3370 3372 3374 3376 3378 3380 3382 3384

C20 H15 N3 F2 [M+H]+ - Predicted region for 336.1307 m/z

336.1307
100.04

50.04 I ‘

| \ 337.1338

il I
| ‘ I

Ui T T T T T T
3356 3358 3360 3362 3364 3366 3374

T T T D T T
3376 3378 3380 3382 3384

336.8 3370 3372
Rank Score Formula (M) lon Meas.m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso  DBE
1 89.60 C20HISN3F2 [M+H]+ 336.1300  336.1307 -0.7 208 9208 140

Sekil 5.24. 1h Bilesigine ait Mass spektrumu
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5.1.9. 4,5-Di(furan-2-il)-2-(5-metilfuran-2-il)-1H-imidazol (1i)

7| o o /CHs
0 \\\\
__/ NH

O

Deneysel E.n. >350 °C.Verim % 78.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): 8: 2.34 (3H, s, CH3),6.85-6.86 (2H, m, furan CH),
7.67-7.68 (2H, m, furan CH), 7.76-7.80 (1H, m, furan CH), 8.12-8.16 (1H, m, furan CH),
8.25 (2H, s, furan CH).

13C-NMR (125 MHz, DMSO-dg): &: 13.43, 107.60, 108.75, 114.05, 118.27, 120.04,
125.32,126.71, 131.05, 131.55, 149.10, 151.39.

HRMS (m/z): [M+H]" C16H12N203 Hesaplanan: 281.0921; Bulunan: 281.0910.
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Current Data Par
A ME

EXPNO
PROCNO

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220514
Time 18.10 h
INSTRUM spect.
PROBHD  £866401_0004 |
PULPROG zg30

™ )36
SOLVENT DMSO

NS 16

DS 2

SwH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
A0 4.0894465 sec
RG

oW

1 10 9 8 7
<] - 2

Sekil 5.25. 1i Bilesigine ait 'H NMR spektrumu

n JH‘ — . [

400.1324708 MHz
11

8.00
10.94900036

Processing parameters

36

6553
400.1299980 MHz

EM

0
0.30 Hz

o

1.00

<)
BRUOKER
(<)

Current Data Parameters

NAME

EXPNO

Ac

C
CPDPRG[
PCPD2
PLWZ
PLW1Z
PLW13

g

2

GC-16
11
1

uisition Paramet

20220514
1%.10
t

Z866401_0004 (
zgpg30

65536

DMS0O

1024

3
24038.461
0.733596
1.3631488
31.13
20.800
6.50

296.2
2.00000000
0.03000000

1
100.6228298
13C

0.
2on

waltzlé
80.00
10.94900036
0.08651100
0.04351400

ers

n

MHz

usec

MHz

usec
W
w
W

F2 - Processing parameters

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Sekil 5.26. li Bilesigine ait *C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - GC-13_33 lcd Page 1 of 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\uac\GC-13_33.led

Elmt  Val. Min Max Eimt | Val. Min Max Elmt | Val. Min Max Use Adduct
H 1 10 12 F 1 0 0 Er 1 0 0 H
o] 4 7 35 P 3 0 0 Ru 2 0 1] Na
N 3 2 3 S 2 0 0 Pd 2 0 0 K
o] 2 0 5 cl 1 0 0 I 3 0 1] NH4
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Eventd: 1 MS(E+) Ret Time : 2573 Scan#: 387
8.000e5
8.000e5
7.000e54
6.000e5
5.000e5 281.p910
4.000e5
3.000e5
2.000e54 282.0929
1.000e54
T

0
1000 1500  200.0 2500  300.0  350.0 4000 4500  500.0 5500  600.0 _ 650.0 _ 700.0

Measured region for 281.0910 m/z

281.0910
100.04

50.01

2820929

0y ,
280.6 2808 2810 2812 2814 2816 2818 2820 2822 02804 2826 2828 2830 2832 2834

C16 H12 N2 O3 [M+H]+ : Predicted region for 281.0921 m/z

281.0921
100.07
50.0H “
|‘| 282.0952
|
N | G
2808 2808 2810 2812 2814 2816 2818 2820 2822 2824 2826 2828 2830 2832 2834
Rank  Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z_ Df. (mDa) _Df. (ppm) Iso  DBE
1 6634 C16H12N203 [M+H]+ 281.0910  281.0921 -1.1 -3.91 71.55 12.0

Sekil 5.27. 1i Bilesigine ait Mass spektrumu
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5.1.10. 4,5-Di(furan-2-il)-2-(5-nitrofuran-2-il)-1H-imidazol (1j)

NO,

Ny LT

NH

Deneysel E.n. >350 °C.Verim %71.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): &: 6.85-6.86 (2H, m, Furan CH), 7.40-7.41 (1H, m,
Furan CH), 7.66-7.67 (2H, m, Furan CH), 7.85-7.86 (1H, m, Furan CH), 8.24-8.25 (2H,
m, Furan CH).

13C-NMR (125 MHz, DMSO-ds): 8: 109.67, 112.21, 114.06, 116.12, 125.33, 127.94,
129.09, 136.92, 139.38, 149.10, 151.40.

HRMS (m/z): [M+H]" C15HgN3Os Hesaplanan: 312.0615; Bulunan: 312.0610.
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8.251
8.250
7.865
7.855
7.674
7.665
T7.406
7.396
6.859
6.855
6.850
6.846

2.513
2.508
2.503

é
%
<
‘

Curr
NAME
EXEN
PROCI

F2 -
Date.
Time
INST
PROE!
PULP!

D
SOLV
NS

ent
0
NO
Acquisition Parameters
o 20220514
5.19 h
RUM spect
HD  Z8656401_0004 (
ROG 2330
65536
ENT DMSO
16
2
8012.820 Hz
0.244532 Hz
4.0894465 sec
88.37

62.400 usec
6.50 usec

295.1 K
1.00000000 sec
1

DO
SFO1 400.1324708 MHz
NuC1 1H
Pl B8.00 usec
PLW1 10.94900036 W
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 400.1300000 MHz
WDW EM
| 55B 0
LB 0.30 Hz
‘ GB 0
PC 1.00
|
_J\J_Jv,l :
e VAN S
T T T T T T T T T T T 1
1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
@ﬁ‘%ﬁ @
ail l=leilal  led
Sekil 5.28. 1j Bilesigine ait '"H NMR spektrumu
onaman BRURER
Current Data Parameters
NAME —-14
EXPNO 11
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date, 20220514
Time 6.19 h
INSTRUM spect
PROBHD 2866401_0004 ¢
PULPROG 2gpg30
Tl 65536
DMSO
NS 1024
Ds 4
SWH 24038.461 Hz
FIDRES 0.733596 Hz
AQ 1.3631488 sec
RG 42,75
DW 20.800
DE 6.50
TE 295.6
D1 2.00000000
D11 0.03000000
TDO 1
SFO1 100.6228298 MHz
NUC1 13C
Pl 15.00 usec
PLWl 90.29699707 W
SF02 400.1316005 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2
PCPD2
PLW2
PLW12
PLW13
F2 - Processing parameters
51 32768
SF 100.6127690 MHz
Wow EM
SSB o
LB 1.00 Hz
Ll : |
— | 1 J J .40
T T T T T T T T T 1
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Sekil 5.29. 1j Bilesigine ait *C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - GC-14_34 lcd Page 1of 1
Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\uac\GC-14_34.lcd
Elmt  Val Min Max Elmi  Val Min Max Elmi  Val. Min Max Use Adduct

H 1 9 12 F 1 0 0 Br 1 0 0 H

c 4 7 35 P 3 0 0 Ru 2 0 0 Na

N 3 2 3 S 2 0 0 Pd 2 0 0 K

o] 2 0 5 Cl 1 0 0 | 3 0 0 NH4
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: both

HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50

Event# 1 MS(E+) Ret. Time: 2.480 -> 2.933 Scan# : 373 -» 441

6.000e5

5.000e5

4.000e54

312.p610
3.000e54
2.000e57
313.0635
1.000e54
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500 700.0

Measured region for 312.0610 m/z

312.0610
100.04
50.04

313.0635

J

0= T T f T T T T T T T T T T
3116 3118 3120 3122 3124 3126 3128 3130 3132 3134 3136 3138 3140 3142 3144

C15 H9 N3 O5 [M+H]+ : Predicted region for 312.0615 m/z

312.0615
100.04
50.04 | |

[ 313.0645

I I

0 , , , s
3116 3118 3120 3122 3124 3126 3128 3130 3132 3134 3136 3138 3140 3142 3144

Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z  Pred. m/z Df. (mDa) Df. (ppm)

Iso  DBE

1 53.03 C15H9 N3 05 [M+H]+ 312.0610 312.0615 05 -1.60

Sekil 5.30. 1j Bilesigine ait Mass spektrumu
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5.1.11. 4 5-Di(furan-2-il)-2-(5-metiltiyofen-2-il)-1H-imidazol (1k)

0] \\ \\
— NH
\_ O

Deneysel E.n. >350 °C.Verim %76.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): &: 2.34 (3H, s, CH3), 6.85-6.86 (2H, m, Furan CH),
7.67-7.68 (2H, m, Furan CH), 7.76-7.81 (1H, m, Furan CH), 8.12-8.16 (1H, m, Furan
CH), 8.25 (2H, s, Furan CH).

13C-NMR (125 MHz, DMSO-dg): &: 21.57, 109.60, 112.13, 125.41, 125.69, 126.77,
128.23, 131.19, 139.15, 140.96, 142.44, 142.82.

HRMS (m/z): [M+H]" C16H12N202S Hesaplanan: 297.0692; Bulunan: 297.0684.
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8.254
8.164
§.129
8.119
7.810
7.801
7.781
7.760
7.678
7.669
6.862
©6.859
6.853
6.850
—2.514
—2.337

TSN

PROCNO

F2 - Acquisition Parameters
i

Sekil 5.31. 1k Bilesigine ait 'H NMR spektrumu

202205

295,8 ¥
1.00000000 sec

1
400.1324708 MHz

2.00 usec

10.94900036 W
F2 - Processing parameters
655

65536
400.1299980 MHz

a
0.30 Hz
a

1.00

o<
RUKER
(><)

a8 o -~
- aane ‘ B
s S o
a5 = & &
Current Data Parameters
NAME 5C-15
EXPNO 11
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
D. — 20220514
Time 12.44 h
INSTRUM spect
PROBHD 2866401_0004 (
PULPROG zgpg30
D 6 6
SOLVENT DMSO
1024
4
24038.461 Hz
Hz
sec
usec
usec
295.7 K
2.00000000 sec
0.03000000 sec
1
100.6228298 MHz
13c
15.00 usec
0.23693707 W
400.1316005 MHz
1H
waltz16
90.00 usec
10.94900036 W
0.08651100 W
PLW13 0.04351400 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 100.8127690 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
L u GB 0
S T - J 2
L
T T T T T T T T T 1
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Sekil 5.32. 1k Bilesigine ait *C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - GC-15_35.led

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\uac\GC-15_35 Icd

Eimt | Val. Min Max El

1 9

OZOxT

4 7
3 2
2 0

Error Margin (ppm): 5

HC Ratio: unlimited

Max Isotopes: 3
MSn Iso RI (%): 1

Imt Val. Min Max Emi Val Min Max Use Adduct
12 F 1 0 0 Br 1 0 0 H
35 P 3 0 ] Ru 2 0 0 Na
3 S 2 1 1 Pd 2 0 0 K
5 cl 1 0 0 | 3 0 0 NH4
DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: both
Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
0.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50

Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 2.600 -> 3.253 Scan# - 391 > 489

Page 1of 1

2.400e64
2.200e6
2.000e6
1.800e6
1.600e6+
1.400e6+
1.200e6
1.000e6+
8.000e5
6.000e5
4.000e5
2.000e5

297 p684

298.0713

O
100.0

150.0

2000 2500 3000 3500 4000 4500  500.0  550.0  600.0  650.0  700.0

Measured region for 297.0684 m/z

297.0684
100.04
50.04
298.0713
A 2990679
i T N T T A ; T T
297.0 2975 298.0 298.5 299.0 299.5 300.0
C16 H12 N2 02 S [M+H]+ : Predicted region for 297.0692 m/z
297.0692
100.04
50.04
‘ | 208.0722
[ k }’r\ 299.0682
0 . ‘ : : A : . :
297.0 2975 298.0 298.5 299.0 299.5 300.0
Rank Score Formula (M) lon Meas m/iz  Pred m/z Df (mDa) Df (ppm) Isc  DBE
1 80.88 C16HI2N202S [M+H]+ 297.0684  297.0692 -0.8 269 8445 120

Sekil 5.33. 1k Bilesigine ait Mass spektrumu
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5.1.12. 4 5-Di(furan-2-il)-2-(1-metil-1H-pirol-2-il)-1H-imidazol (11)

7\ \

N N
TN Y
— NH
\_ O

Deneysel E.n. 221.8 °C.Verim %66.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6: 3.37 (3H, s, CH3), 7.16-7.20 (2H, m, Aromatik CH),
7.32-7.36 (2H, m, Aromatik CH), 7.66-7.67 (2H, m, Aromatik CH), 8.03-8.06 (1H, m,
Aromatik CH), 8.17-8.18 (2H, m, Aromatik CH).

13C-NMR (125 MHz, DMSO-dg): &: 36.20, 114.26, 114.75, 115.30, 123.24, 128.83,
130.19, 131.89, 132.49, 139.06, 142.30, 149.12.

HRMS (m/z): [M+H]" C16H13N302 Hesaplanan: 280.1081; Bulunan: 280.1070.
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B N ST, PR BRUKER
Current Data Parameters
NAME GC-12
EXPNO 10
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220514
me 13.53 h
STRUM spect
PROBHD  Z866401_0004 (
PULPROG
y
2
8012.820 Hz
0.244532 Hz
4.0894465 sec
RG £8.37
bW 62.400 u
DE 6.50 usec
TE 295.3 K
Dl 1.00000000 sec
TDO 1
SFOL 400.1324708 MHz
NUCL 14
Pl 8.00 usec
PLW1 10.94900036 W
F2 - Processing parameters
ST 65536
F 400.1300000 MHZ
I EM
0
0.30 Hz
0
1.00
( | |
BYENT i I
T T T T T T T T T T 1
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1  ppm

ECEED 8

Sekil 5.34. 1l Bilesigine ait 'H NMR spektrumu

.12

o)
BRUKER
(>

— 145

Current Data Parameters
NAME GC-8
EXPNO 11
PROCNO 1
F2 - Acquisition P
Date_ 202
Time 3.43
TNSTRUM spect
PROBHD
PULPROG
™
SOLVENT
NS
DS 4
SWH 24038,461 Hz
FIDRES 0.733596 Hz
aAQ 1.3631488 sec
RG 31.19
DWW 20.800 usec
DE 6.50 usec
TE 303.7 K
D1 2.00000000
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFOL 100.6228298 MHz
NUC1 13C
P1 15.00 usec
PLW1 90.29699707
SFO2 400.1316005 MHz
NUC2 1
CPDPRG[2 walt
PCPD2 90.00 usec
PLW2 10.94900036 W
PLW12 0.08651100 W
PLH13 0.04351400 W
Processing parameters
32768
100.6127690 Miz
EM
1.

180 160 14 120 100 80 60 40 20 ppm

Sekil 5.35. 1l Bilesigine ait *C NMR spektrumu
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Formula Predictor Report - A-19_171.lcd Page 1of 1

Data File: C:\LabSolutions\Data\Analiz\uac\A-19_171.led

Elmt _ Val. Min Max Elmt | Val. Min Max Elmt_ Val. Min Max Elmt | Val. Min Max Use Adduct
H 1 9 20 0] 2 0 3 S 2 0 2 Ru 2 0 0 H
C 4 7 37 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0 NH4
N 3 3 5 P 3 0 0 Br 1 0 o] I 3 0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 5.0-20.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max |sotopes: 3 Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 9000
MSn Iso Rl (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 50
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 2.627 Scan#: 395
8.000e64
7.000e64
6.000e67
5.000e64 280.1070
4.000e6+
3.000e67
2.000e67 281.1099
1.000e6
LA | :

G ™
100.0  150.0  200.0  250.0 300.0  350.0  400.0  450.0  500.0  550.0  600.0  650.0  700.0

Measured region for 280.1070 m/z

280.1070
100.04

50.04

281.1099

M A ;

Ot T T T T T T T T T T R T
279.6 2798 2800 280.2 2804 2806 280.8 2810 2812 2814 2816 2818 2820 2822 2824
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5.2. Sentez Calismalarinin Degerlendirilmesi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda Debus-Radziszewski yontemi kullanilarak diketon
tiirevleri amonyum asetat varliginda asetik asit igerisinde geri ¢eviren sogutucu altinda
kaynatilarak 2,4,5-trisiibstitiie imidazol tiirevleri elde edilmistir. Bilesiklerin sentezi igin
4,4’-dimetilbenzil, a-furil ve 4,4’-diflorobenzil olmak {izere ti¢ farkli diketon tiirevi
kullanilmistir. Aldehit tlirevi olarak furan, tiyofen ve pirol tiirevleri kullanilmis ve 12 adet

yeni bilesik sentezlenmistir.
5.3.  Spektral Verilerin Degerlendirilmesi

Bu tez calismasinda elde edilen 12 adet yeni imidazol tiirevi bilesiklerin kimyasal
yapilar1 cesitli spektroskopik yontemler ile (*H-NMR, C-NMR ve Kiitle
Spektroskopisi) karakterize edilmistir.

5.4. NMR Spektrumlarinin Degerlendirilmesi
5.4.1. 'H-NMR spektrumlarmin degerlendirilmesi

Bilesiklerden 1a, 1b, 1c ve 1d kodlu olanlar ortak olarak p-tolil yapisi
tasimaktadirlar. Bu yapida yer alan -CHgs protonlar1 2.30-2.41 ppm arasinda singlet olarak
goriilmistiir. 1a, 1e ve 1i bilesiklerinde furan halkasinin 5. konumunda yer alan CHs
protonlar1 2.34-2.38 ppm arasinda singlet olarak goriilmiistiir. 1c, 1g ve 1K bilesiklerinde
tiyofen halkasinin 5. konumunda yer alan CHs protonlar1 2.34-2.50 ppm arasinda singlet
olarak goriilmiistir. 1d, 1h ve 1l bilesiklerinde yer alan 1-metilpirol yapisindaki CH3
protonlari ise 3.37-3.88 ppm arasinda singlet olarak kaydedilmistir.1a, 1b, 1c, 1d, 1e, 1f,
1g ve 1h kodlu bilesikler yapilarinda 1,4-disiibstitiiefenil yapisi igermektedir.

5.4.2. 3C-NMR spektrumlarimin degerlendirilmesi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda sentezlenen 12 adet yeni imidazol tiirevi bilesiklerin
kimyasal yapilarinda ortak olarak bulunan yapilar *C-NMR spektrumlarinda benzer
yerlerde gozlenmistir. Bilesiklerin yapilarinda yer alan toplam karbon sayisi ile pikler

beklenen sayida gelmistir.

Sentezlenen bilesiklerin kimyasal yapilart incelendiginde, la, 1b, 1c ve 1d
bilesiklerde ortak olarak bulunan fenil halkalarmin 4. konumunda yer alan metil
karbonlar1 21.24-21.51 ppm aralifinda gozlenmistir.1a, le ve 1i bilesiklerinde furan

halkasinin 5. konumunda yer alan CHz karbonlar1 13.43-13.86 ppm arasinda gozlenmistir.
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1c, 1g ve 1Kk bilesiklerinde tiyofen halkasinin 5. konumunda yer alan CHs karbonlar1
13.54-21.57 ppm araliginda tespit edilmistir. 1d, 1h ve 1l bilesiklerinde yer alan 1-
metilpirol yapisindaki CHs karbonlari ise 36.20-36.92 ppm arasinda kaydedilmistir.

5.4.3. Kiitle spektrumlarimin degerlendirilmesi

Sentez edilen bilesiklerin kiitle spektrumlari, elektron spray yontemi kullanilarak
pozitif iyonlastirma teknigi ile c¢ekilmistir. Kiitle spektrumlarinda molekiillerin
hesaplanan agirliklarinin bir fazlast (M+1 pikleri; molekiiler iyon pikleri) degere sahip

pikler elde edilmistir.
5.5. Antikanser Aktivite Calismalarinin Degerlendirilmesi
5.5.1. MTT yontemi ile bilesiklerin sitotoksik etki sonuclari

Sentezlenen bilesiklerin MCF-7 hiicre dizisi tlizerinde sitotoksik etkileri
degerlendirildiginde 1a, 1b, 1d ve 1k kodlu bilesiklerin seri i¢erisinde umut verici etkiye
sahip olduklar1 tespit edilmistir. Ozellikle 1a kodlu bilesigin ICso degerinin (7,9 uM)
cisplatinden (9,75 uM) daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica 1b ve 1d bilesiklerinin
sirasiyla 8,2 uM ve 8,7 uM ICso degerleri ile yine cisplatinden daha yiiksek etkinlige
sahip olduklar tespit edilmistir.

Bilesiklerin sentezinde 4,4’-dimetilbenzil, a-furil ve 4,4’-diflorobenzil olmak tizere
tic farkli diketon tiirevi kullanilmistir. Ozellikle 4.4’-dimetilbenzil tiirevi bilesiklerin
aktivite yoniinden daha 6n plana ¢iktig1 goriilmektedir. Ozellikle imidazol halkasmin 2.
konumunda 5-metilfuran halkasini iceren 1a kodlu bilesik serideki en yiiksek etkinlige
sahiptir. Bilesiklerin selektivitelerini tespit etmek amaciyla L929 saglikli fare fibroblast
hiicre hatt1 kullanilmistir. Sentezlenen bilesiklerin saglikli hiicre hatt1 {izerindeki
sitotoksik etkisi referans ilag Cisplatin ile benzer diizeyde ve umut vericidir. MCF-7
kanser hiicre hatti tizerinde etkili oldugu tespit edilen 1a,1b, 1d ve 1k kodlu bilesikler in

Vvitro aromataz aktivitesi igin se¢ilmistir.

62



Tablo 5.1. Bilesiklerin MCF-T ve L929 hiicre dizilerine ait ICso degerleri (uM)

Bilesik MCE-7 L929
1a 7,9 uM >100mM
1b 8,2 uM >100mM

>100mM >100mM

1c
1d 8,7 uM >100mM
>100mM >100mM

le
1f >100mM >100mM
>100mM >100mM

19
1h >100mM >100mM
1i >100mM >100mM
1j >100mM 87,8 uM
1k 10,09 uM >100mM
1 >100mM >100mM
Cisplatin 9,75 uM >100mM

5.5.2. Aromataz inhibisyon ¢alismalar:

En aktif bilesikler 1a,1b, 1d ve 1k 'mm in vitro anti-aromataz aktivitesi, referans
ilag olarak letrozol ile ticari florimetrik test kiti (Aromatase-CYP19A Inhibitér Tarama
kiti, BioVIsion) kullanilarak degerlendi. Sonuglar Tablo 5.2 'de sunulmaktadir. Bilesikler
arasinda la kodlu olanin 5,418+0,170uM ICso degeri ile en yiiksek aktiviteye sahip

oldugu bulunmustur.
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Tablo 5.2. 1a,1b, 1d, 1k bilesikleri ve letrozol ’iin aromataz enzimine kars: ICso (uM) degerleri

Bilesik Aromataz Inhibisyonu
la 5,418+0,170
1b 8,786+0,195
1d 6,805+0,119
1k 6,138+0,210
Let. 0.114 +0.003

5.6.  Molekiiler Modelleme Calismalarinin Degerlendirilmesi

Protein-ligand etkilesimlerini atomik diizeyde tahmin etmek amaciyla molekiiler
doking calismalarindan faydalanilmaktadir [49]. Molekiiler doking analizleri yap1 bazli
ila¢ tasarimlarinda, kiiciik molekiillii bilesiklerin makro molekiiller ile etkilesim
enerjilerini hesaplamak i¢in de kullanilmaktadir [50]. Bu ¢alismada, aromataz inhibitorii
olarak tasarlanan 2,4,5-tristibstitiic diazol tiirevlerin molekiiler doking ¢aligsmalari
gerceklestirilmistir. Onceki ¢alismalarda oldugu gibi Glide SP ile yapilan molekiiler
doking calismasinin validasyonu i¢in, aromataz enzimi i¢in se¢ilen PDB ID: 3EQM
yapisinda bulunan kokristal ligand ASD (4-androstan-3-17-dion) self-doking islemi
gerceklestirilmistir [51]. ASD’nin doking pozu ile dogal baglanma pozu arasindaki
RMSD degeri 0.0741 A olarak 6lgiilmiistiir (Sekil 5.37A). 3 A’un altindaki RMSD
(Ortalama Karekok Sapmasi) degeri doking baglanma pozunun dogrulugunun kabul
edilebilir oldugunu gosterebilir [52, 53]. Doking calismasi valide edildikten sonra,
OPLS4 alan kuvvetleri ile ii¢ boyutlu minimize yapilar1 olusturulan aktif bilesikler 1a,
1b, 1d, 1k ve enzim aktivite ¢alismalarinda standart ilag olarak kullanilan letrozol de
Glide SP ile molekiiler doking yapildi. Molekiiler doking analizinden anlasildigina gore,
bir bilesigin aromataz inhibitorii olarak aktivite gdsterebilmesi i¢in enzim yapisinda
bulanan kofaktor HEM ile n-n staking etkilesimleri 6nem arz etmektedir. Sekil 5.37B’de
letrozol’lin baglanma pozu ve protein-ligand etkilesimleri ve Sekil 5.38’de, bilesikler 1a,
1Db, 1d ve 1k’nin aromataz aktif sitesindeki baglanma pozlart verilmistir. Her 4 bilesik te,

letrozol’de oldugu gibi, HEM ve Trp224 ile n-n staking etkilesimlerini vermektedir.
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Hidrojen bagi, pozitif yiikli, negatif yikli, polar, n-katyon gibi protein-ligand

etkilesim sekillerinin detaylar1 Tablo 5.3’de verilmistir. Bilesikler aromataz aktif

sitesinde benzer baglanma pozlarini1 vermislerdir. Ayrica Tablo 5.3’te Glide SP ligand

dokingden elde edilen protein-ligand etkilesim enerjileri gosterilmistir. Hem sitotoksisite

hem de aromataz enzim deneylerinde en aktif bilesik olan 1a en yiiksek etkilesim enerjisi

vermistir. Letrozol -6.876 kcal/mol baglanma enerjisi olustururken diger bilesikler 1b, 1d

ve 1k sirasiyla -8.059 kcal/mol, -6.876 kcal/mol ve -6.054 kcal/mol etkilesim enerjileri

olusturmuslardir.

Tablo 5.3. Bilesikler 1a, 1b, 1d, 1k ve letrozol’iin aromataz aktif bolgesindeki protein-ligand etkilesim

enerjileri (kcal/mol) ve etkilesim tiplerinin detaylart

Bilesik

GlideGs

core

Protein ligand etkilesimleri

n-7 staking

Diger etkilesim tipleri

la

-8.224

Hem600 (5.30 A),
Trp224 (5.36 A)

Argll5 ve Argl92 (Pozitif Yikli), Thr310, Hie480 ve Ser478 (Polar)
Glu302 ve Asp309 Argl92 (Negatif Yiikli), Phe221, 11e305, Ala306,
Val313, Val369, Val370, Leu372, Val373, Met373 ve Leud77 (Hidrofobik)

1b

-8.059

Hem600 (5.30 A),
Trp224 (5.16 ve
538 A)

Argl192 (Tuz Kopriisii, 4.44 A), Hie480 (n-katyon, 5.36 A) ve Phe221 (x-
katyon, 3.94 A), Argl15 ve Argl92 (Pozitif Yiiklii), Thr310, Hie480 ve
Ser478 (Polar) Glu302 ve Asp309 (Negatif Yiiklii), [le133, Phel34, Phe221,
Trp224, 11e305, Ala306, Val313, Val369, Val370, Leu372, Val373, Met374
ve Leud77 (Hidrofobik)

1d

-6.876

Hem600 (5.38 A),
Phe221 (3.54 A),
Trp224 (5.17 A)

Argll5 ve Argl92 (Pozitif Yiikli), Thr310, Hie480 ve Ser478 (Polar)
Glu302 ve Asp309 (Negatif Yiiklil), Ile133, Phel34, Phe221, I1e305,
Ala306, Val313, Val369, Val370, Leu372, Val373, Met374, Leud77,
Leud77, leu479 (Hidrofobik)

1k

-6.054

Trp224 (5.37 A)

Argl92 (Pozitif Yiklid), Thr310, Hie480 ve Serd478 (Polar) Glu302 ve
Asp309 (Negatif Yiiklii), Ile133, Phel34, Phe221, Trp224, 11e305, Ala306,
Val313, Val369, Val370, Leu372, Val373, Leud77, leud79, Pro481
(Hidrofobik)

Letrozol

-6.876

Hem600 (4.09,
5.15ve 5.10 A),
Trp224 (5.47 A)

Met374 (H bagi, 1.81 A), Argl15 (Pozitif Yiiklii), Thr310 ve Serd78 (Polar),
Asp309 (Negatif Yikli), Ile133, Phel34, Phe221, Trp224, 11e305, Ala306,
Val313, Val369, Val370, Val373, Met374, Leud77 ve Leud77 (Hidrofobik)
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Sekil 5.37. (A) Aromataz enzimi yapisinda bulunan kokristal ASD 'nin dogal baglanma pozu (yesil) ve
molekiiler doking validasyonu i¢in yapilan kokristal ligand ligand ASD ’'nin Glide SP dokingden elde edilen
baglanma pozu (turuncu) (RMSD: 0.0741 A) (B) Bir aromataz inhibitérii olan letrozol iin aromataz aktif

sitesindeki baglanma pozu.
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Sekil 5.38. Glide SP molekiiler doking ¢alismasindan elde edilen protein-ligand etkilegimleri. (A) Bilesik
1a, (B) bilesik 1b, (C) bilesik 1d ve (D) bilesik 1K’in insan aromataz enzimi aktif bolgesindeki baglanma
pozlart (PDB ID: 3EQM.)
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez galismasi kapsaminda Debus-Radziszewski yontemi kullanilarak yeni 12
adet imidazol tiirevi bilesik sentezlenmistir. Sentezi gergeklestirilen orjinal bilesiklerin

yapilar1 tH-NMR, *C-NMR ve Kiitle Spektroskopisi yontem verileri ile aydmlatilmastir.

Sentezlenen Dbilesiklerin MCF-7 hiicre dizisi tizerinde sitotoksik etkileri
degerlendirildiginde 1a, 1b, 1d ve 1k kodlu bilesiklerin seri i¢erisinde umut verici etkiye
sahip olduklari tespit edilmistir. Ozellikle 1a kodlu bilesigin ICso degerinin (7,9 pM)
cisplatinden (9,75 uM) daha ytiiksek oldugu belirlenmistir. Bilesiklerin sentezinde 4,4’-
dimetilbenzil, o-furil ve 4,4’-diflorobenzil olmak {izere ii¢ farkli diketon tiirevi
kullanilmustir. Ozellikle 4,4’-dimetilbenzil tiirevi bilesiklerin aktivite yoniinden daha 6n
plana ¢iktig1 goriilmektedir. Ozellikle imidazol halkasmin 2. konumunda 5-metilfuran
halkasini iceren la kodlu bilesik serideki en yiiksek etkinlige sahiptir. Bilesiklerin
selektivitelerini tespit etmek amaciyla 1929 saglikli fare fibroblast hiicre hatti
kullanilmistir. Sentezlenen bilesiklerin saglikli hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisi
referans ilag Cisplatin ile benzer diizeyde ve umut vericidir. MCF-7 kanser hiicre hatt1
tizerinde etkili oldugu tespit edilen 1a,1b, 1d ve 1k kodlu bilesikler in vitro aromataz
aktivitesi i¢in secilmistir. Bilesikler arasinda 1a kodlu olanin 5,418+0,170uM ICso degeri
ile en yiiksek aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.

Elde edilen sonuglar, bu bilesiklerin, yeni bir steroidal olmayan aromataz
inhibitérleri  simifinin  gelistirilmesi  i¢in  ilging bir yol gdsterici olarak

degerlendirilebilecegini gostermektedir.
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