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OZET

4-ETiL-5-(P-TOLIL)-2,4-DiHiDRO-3H-1,2,4-TRIAZOL-3-TiYON BiLESIiGININ
ASETIL KUMARIN VE ASETIiL BENZOFURAN TUREVLERININ SENTEZI,
TEORIK HESAPLAMALARI, ANTITUMOR AKTIVITELERININ INCELENMESI

Mehmet AKSIMSEK
) Kimya Anabilim Dah
Adiyaman Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Ocak/2024
Damisman: Do¢. Dr. Murat GENC

Bu tez caligmasinda, 1,2,4 triazol bilesiginin benzofuran ve kumarin tiirevleri
sentezlendi. Calismada sentezlenen bilesiklerin yapilart FT-IR, 'H-NMR ve “*C-NMR
kullanilarak analiz edildi. Bilesiklerin molekiiler geometrik optimizasyonlar1 (6-311 G(d,p))
temel setinde DFT(B3LYP) metodu kullanilarak elde edildi. Deneysel spektral incelenmeler
FT-IR ve 'H/ B3C-NMR teknikleri kullanilarak arastirildi. Geometrik yapi analizleri
(bag agilari, bag uzunluklari), Proton/ Karbon NMR kimyasal kaymalari, termodinamik
parametreler, HOMO-LUMO analizleri, elektronik ozellikler, mulliken yiikleri, baslica
molekiiliiniin toplam enerjisi "Gaussian 09W" paket programi kullanilarak hesaplandi.
Sonuglar, GaussView5.0 programinda gorsellestirildi. Sentezlenen bilesiklerin MTT yontemi
ile HT-29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde ve MDA-MB-231 i¢lii negatif meme
kanseri hiicrelerindeki etkileri arastirildi. Sentezlenen bilesiklerden, HTC-116 kolon kanseri
hiicrelerine karsi en aktif bilesigin 3’nolu bilesik oldugu ve MDA-MB-231 iiglii negatif meme

kanseri hiicrelerine kars1 en aktif bilesigin 1’nolu oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: 1,2,4-Triazoller; Benzofuran; Kumarin; DFT; Antitimor.




ABSTRACT

SYNTHESIS, THEORETICAL CALCULATIONS, AND INVESTIGATION OF
ANTITUMOR ACTIVITIES OF ACETYL COUMARIN AND ACETYL
BENZOFURANE DERIVATIVES OF 4-ETHYL-5-(P-TOLYL)-2,4-DIHYDRO-3H-
1,2,4-TRIAZOL-3-THION COMPOUND

Mehmet AKSIMSEK
Department of Chemistry
Adiyaman University, Graduate Education Institue, 01/2024
Supervisor: Do¢. Dr. Murat GENC

In this thesis study, benzofuran and coumarin derivatives of the 1,2,4-triazole
compounds were synthesized. The structures of the synthesized compounds were analyzed
using FT-IR, 1H-NMR, and 13C-NMR. Molecular geometric optimizations of the compounds
were obtained using the DFT(B3LYP) method with the 6-311 G(d,p) basis set. Experimental
spectral investigations were analyzed using by FT-IR and 1H/13C-NMR techniques.
Geometric structure analyses (bond angles, bond lengths), Proton/Carbon NMR chemical
shifts, thermodynamic parameters, HOMO-LUMO analyses, electronic properties, Mulliken
charges, and the total energy of the main molecule were calculated using the "Gaussian 09W"
package program. The results were visualized in the GaussView 5.0 program. The effects of
the synthesized compounds on HT-29 and HCT-116 colon cancer cells and MDA-MB-231
triple-negative breast cancer cells were investigated using the MTT method. Among the
synthesized compounds, compound 3 was found to be the most active against HCT-116 colon
cancer cells, and compound 1 was determined to be the most active against MDA-MB-231
triple-negative breast cancer cells.

Keywords: 1,2,4-Triazoles; Benzofuran; Coumarin; DFT; Antitumor.
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

“4-Etil-5-(P-Tolil)-2,4-Dihidro-3H-1,2,4-Triazol-3-Tiyon Bilesiginin Asetil Kumarin ve
Asetil Benzofuran Tiirevlerinin Sentezi, Teorik Hesaplamalari, Antitimdr Aktivitelerinin
Incelenmesi” baslikl1 tezin bana ait, dzgiin bir calisma oldugunu; calismamin hazirhik, veri
toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve
kurallara uygun davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler icin
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu ¢alismanin Adiyaman
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programiyla tarandigimi ve higbir
sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢aligmamla ilgili yaptigim
bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki

sonuclar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS

Heterosiklik kimya, organik kimyanin hizla gelisen bir dalidir [1]. Literatiirde kiikiirt,
oksijen, azot ve aromatik halkalar igeren heterosiklik yapilar yaygin olarak
kullanilmaktadir [1].

Endiistriyel uygulamalarda kullanilan farmasétiklerin, biyolojik olarak aktif tarim
kimyasallariin ve gida katki maddelerinin biiytik bir cogunlugunun heterosiklik bir yapiya
sahip oldugu goriilmektedir. Ayni zamanda heterosiklik halka i¢eren birgok bilesigin farkli
biyolojik 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir [2].

Heterosiklik bilesikler arasinda 6zellikle triazol halkasi igeren yapilar hiicrelerin ve
metabolizmanin temel bilesenlerinden biri olmalarinin  yan1 sira, dikkate deger
farmakolojik aktivite sergileyen en onemli heterosiklik bilesiklerden biridir [2]. 1,2,4-
triazoller N-Heterosiklik bilesenlerin en belirgin siniflarindan birini temsil etmeleri
sebebiyle farmakolojide ilag gelistirme ¢alismalarinda da siklikla kullanilmaktadir [2].

Benzofuranlar ise bir benzen halkasi ve bir veya daha fazla bagli heterosiklik furan
halkasin1 birlestiren molekiillerdir [1,3].

Kumarinler ise; ikincil metabolitlerin ve dogal olarak olusan benzopiron tiirevlerinin
bir sinifidir [4,5]. Kumarin ¢ogunlukla bir koku bileseni olarak kullanilir, burada bir koku,
bir koku arttirict veya bir stabilizator olarak islev gorir. Kumarin, yiiksek
proteinli lenfédem tedavisi ve gelismis venéz dolasim bozuklugunda farmasétik ajan
olarak kullanilir ve klinik ¢alismalarda anantineoplastik 6zellik gosterdigi de belirlenmistir.

Teorik kimya, maddedeki kimyasal olaylart yOneten yasalarin sistematik bir
aciklamasini saglar. Atomlarin ve molekiillerin yapisini ve etkilesimini, maddenin temel
birimlerini tanimlamak igin fizik ve matematigi uygular.

Teorik hesaplamalar ile madde sentezi yapmadan oncesinde bilgisayar ortaminda
cesitli programlar kullanilarak olasi teorik sonuglari tahmin etmek miimkiin olmaktadir.

Yas, milliyet, etnik koken, cinsiyet farketmeksizin herkesi etkileyen bir hastalik olan
kanser, bir organ veya dokudaki anormal hiicrelerin kontrolsiiz ve hizli ¢ogalmasiyla
meydana gelen 6liimciil hastaliklarin tamamina verilen isimdir. Kontrolsiiz sekilde boliinen
bu hiicreler malign tiimorler meydana getirebildikleri gibi farkli organ veya dokulara da
yayilabilirler (metastaz). Son yirmi bes yilda tedavi yaklagimlarinda kaydedilen ¢ok 6nemli
gelismelere ragmen, Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’niin 2022 yili raporuna gore kanser,
diinya c¢apindaki o6liim istatistiklerinde kardiyovaskiiler hastaliklar1 gegerek, birinci siraya

oturmustur [6].


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/coumarin-derivative
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/coumarin
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/anticarcinogen
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/chemistry

Tez c¢alismasinda  3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-
il)asetil)-2H-kromen-2-bir (1),  1-(Benzofuran-2-il)-2-(4-etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-
dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)etan-1-bir  (2), 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-
1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-kromen-2-bir-hidroiyodid (3) nolu  bilesikler 1,2,4-
triazol’un benzofuran ve kumarinin kondenzasyonu sonucunda elde edildi. Bilesiklerin
molekiiler geometrik optimizasyonlar1 (6-311 G(d,p)) temel setinde DFT(B3LYP) metodu
kullanilarak elde edildi. Deneysel spektral incelenmeler FT-IR degerleri ve *H/ **C-NMR
kimyasal kaymalar1 kullanilarak gerceklestirildi. Geometrik yap1 analizleri (bag agilari, bag
uzunluklar1), Proton/ Karbon NMR kimyasal kaymalari, termodinamik parametreler,
HOMO-LUMO analizleri, elektronik ozellikler, mulliken yiikleri, titresimsel
dalgalanmalar, dipol momenti, baslica molekiiliiniin toplam enerjisi "Gaussian 09W" paket
programi kullanilarak hesaplandi. Sonuglar, GaussView5.0 programinda gorsellestirildi.
Proton Niikleer Manyetik Rezonans (‘H-NMR) ve Karbon-13 Niikleer Manyetik Rezonans
(*C-NMR) spektral degerleri, gaz fazinda ve DMSO c¢éziiciisinde GIAO yéntemine gore
hesaplandi. Bu degerler deneysel proton/karbon NMR verileriyle karsilagtirilarak sonuglara
gore regresyon analizi yapildi. Ayrica farkli yontemlerle elde edilen ve fonksiyonel olan
teorik sonuglar da birbiriyle karsilagtirildi.

Sentezlenen bilesiklerin MTT yontemi ile HT-29 ve HCT-116 kolon kanseri
hiicrelerinde ve  MDA-MB-231 ii¢lii negatif meme kanseri hiicrelerindeki etkileri

arastirildi.



2. KURUMSAL TEMEL BILGILER

2.1. Triazoller Hakkinda Genel Bilgiler

Tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerin ana iskeleti olan triazoller ilk kez 1978’de
Ficsher tarafindan sentezlenmistir. Triazoller molekiiler formiilleri C2ZH3N3 olan 5 iiyeli
bir halkaya sahip amfoterik ve heterosiklik bilesik sinifinda yer almaktadirlar [2].

Sekil 2.1’ de 1,2,4-Triazol, 1H-1,2,4-triazoliin 4H-1,2,4-triazolden daha stabil oldugu

iki tautomerik form halinde bulunur [7] ve hizli interkonversiyonlar1 nedeniyle bunlari

ayirmak ¢ok zordur [8].
/\ 4_ HN
H\ ) \\
N
H
1H-1,2,4-triazol 4H-1,2,4-triazol

Sekil 2.1. 1,2,4 Triazol Totomerik Sekli

Cesitli azaheterosiklik sistemler arasinda yer alan azoller ve 6zel olarak 1,2,4-
triazoller molekiilerinin hibridizasyon yaklasimma dayali olarak sentezlenen tiirevleri
onemli farmakolojik oOzellikler gostermesi sebebiyle organik kimya ve farmakolojide
yenilenen ilginin odak noktasidir. Azoller arasinda ise triazoller en kararli bilesikler olup,
pargalanmalar1 zordur. C2H3N3 molekiiler formiiliine sahip 1,2,4-Triazol, amid, ester ve

karboksilik asit gruplarini igerir [7].

2.1.1. Triazollerin biyolojik 6nemi

1,2,4-Triazoller, dipol karakterleri, hidrojen baglama kapasiteleri, rijitlikleri ve
¢oOziiniirliikleri nedeniyle biyolojik reseptorlerle yiliksek afinite ile etkileserek farmakofor
gorevi gortirler [7].

Triazol tirevleri; Antioksidan, Antimalaryal, Anti-iireaz, Antiviral, Antikonviilsan,
Antifungal, Anksiyolitik, antikonviilsan, Kas gevsetici, Antimigran, Antidepresant,
Antikanser, Aromataz inhibitorii, Kannabinoid CB1 reseptdr antagonistleri ve PDE4A
inhibitorleri gibi ¢ok c¢esitli biyoaktivitelere sahiptir. Ayrica triazol tiirevlerinin iyonik
sivilar, korozyon Onleyiciler, zirai kimyasallar, polimerler, supramolekiiler ve malzeme

biliminde uygulamalar1 vardir [7]. Farmakolojik etki gosteren bazi triazol tiirevleri (Sekil
2.2) [7].
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Sekil 2.2. Farmakolojik etki gosteren bazi triazol tiirevleri



2.1.2. Triazol halkasinin ve tiirevlerinin sentezi

Sekil 2.3’de belirtilen reaksiyonlarda 1,2,4-triazol sentezi gosterilmistir [4].

R——NH,NH,

¥
o]
OMe )J\
H NH,

1 1600
10 min

MeO,C

CIH.HON Net; toluene

> L+ o /KN.HCI reflux,1-2H

R

ArNH

Sekil 2.3. 1,2,4-triazollerin sentezi icin sentetik stratejiler

2.2. Benzofuranlar Hakkinda Genel Bilgiler

Arastirma konusunun alt birimi olan benzofuran ve tiirevleri literatiirde taranmis

olup, bu taranan literatiire goére benzofuran ve tiirevleri hakkinda asagida genel bilgiler

verilmistir.

Collin ve arkadaslarinin (2007) yaptiklar1 ¢alismada “Benzofuran ilk defa 1882

yilinda R. Fittingle, G. Ebert tarafindan sentezlenmistir” ifadesi yer almaktadir [9].

Kumarin adi verilen Benzofuran, Furan halkasina bitisik benzen halkasini kapsayan bir

yapidir [3]. Bir konumunda oksijen ve 8 nolu konumunda karbon atomu bulunduran

aromatik halkadir. Halkadaki Oksijen atomunun Hiigckel Kurali ile elektron ciftlerinden

birinin halkaya katilmasi ile m-elektronlarinin da lokalizasyonu sebebi ile 9 {iiyeli bir

aromatik yapr olur.



Yapilan aragtirmada kire¢ ile beraber kumarik asidin kumarin formunda kalsine
edilmesi neticesinde benzofuran olusturulmustur. K.N 170-172 oC arasinda degisen

benzofuranin yapisi renksiz ve sivi haldedir. Kapali formiilii CSH60 seklindedir [9].

Sekil 2.4. Benzofuranin yapust [9]

2.2.1. Benzofuranlarin biyolojik aktiviteleri

flag kimyasinda etkin olan benzofuranlar kuvvetli biyolojik aktivitelere sahiptir.
Benzofuranlarin biyolojik aktivite arastirmalarinda antifungal, antitiimor, antibakteriyel,
antimikrobiyal ve antiinflamatuar gibi bir¢cok biyolojik ozelliklere sahip olduklar
goriilmiistiir [10,11]. Benzofuran halkasi igeren klinik olarak onaylanmis bazi ilaglar sekil
2.5.°de belirtilmistir.

Dronedaron Griseofulvin Benzbromarone

(Antiaritmik ilag) (Antifungal) ( Gut tedavisinde kullanilir)

o—
o o o
S /
Citalopram Metoksalen Methoxsale
(Antidepresan) (Sedef hastaligi, Egzama, Vitiligo)

Sekil 2.5. Benzofuran etki gésteren bazi ilaglar [10,11]



2.2.2. Benzofuran ve tiirevlerinin sentezi

Literatiirde Benzofuran ilk sentezi sekil 2.6.’da gosterildigi sekildedir. Bu sentezde
o-formilfenoksiasetik asitin yiiksek sicaklikta sodyum asetat (NaOAc) ile susuz asetik asit
(HOAcC) ve asetik anhidrit (AC20) ile reaksiyona girmesi neticesinde benzofuran

sentezlenmistir [9].

\O

NaOAc, A \
OW " Ac,0, HOAC 5

(o]

o-Formilfenoksiasetik asit Benzofuran

Sekil 2.6. Benzofuramin ilk sentezi [9].

Sekil 2.7°de sentez reaksiyonunda ise kalay zeolit katalizorligiinde (Sn-B) ile 2,2-

dietoksietoksi) benzen reaksiyonundan benzofuran %96 verimle elde edilmistir [9].

s \
PhCF3 30 dk < oo

(2,2- D|et0k5|etok5|) benzen Benzofuran

Sekil 2.7. %96 verimle benzofuran sentezi

Sekil 2.8’de benzofurandan %90 verimle benzofuran-2-karboksaldehit sentezlenmesi

1) POCl; DMF
80°C,12 saat
2) NaOH(sulu
g ) (sulu) g 0490

Benzofuran Benzofuran-2-karboksaldehit

gosterilmistir [9].

Sekil 2.8. %90 verimle Benzofuran-2-karboksaldehitin sentezi

2.3. Kumarin Hakinda Genel Bilgiler

Kumarin, vanilya kokusuna benzeyen tatli bir koku ve aci bir tada sahip renksiz,
kristal katidir. Kumarinler (2 H-1-benzopiran-2-on), formiili COH602 olan aromatik

organik kimyasal bilesiktir. Yirtici hayvanlara karsi kimyasal bir savunma gorevi de



gordiigii i¢in birgok bitkide bulunmaktadir. Amazon dilindeki adi “Cumaru” olan kumarin
ilk olarak 1820’de Vogel tarafindan Tonka fasulyesi (Dipteryx odorato) bitkisinden elde
edilmistir [4,12]. Warfarin, tonka fasulyesi, yonca yapragi gibi bitki tiirlerinde bulunan
kumarinler gesitli farmakolojik 6zelliklere sahiptir. Farmakolojik 6zellikler ayn1 zamanda
bitkilerde ikincil metabolit olarak bulunmasindan kaynaklanmakta bu 6zellikleri sebebiyle
tip, kozmetik, gida ve odyoloji alanlarinda kullanilmaktadir [13]. Kumarin benzen ve piron

halkasinin kondenzasyonu sonucu olusan bir benzopiron heterosiklik bilesigidir[4,5].

o
¢} (@)
[O;/|/O | | m
O
o-piron y-piron kumarin

Sekil 2.9. Kumarin yapisi ve izomerleri [4,5]

Karbonil grubunun halkadaki pozisyonuna gore iki tip benzopiron bilesigi vardir.
Benzen halkasi ve A-piron halkasi kondanse olmasi ile olusan bilesik kumarin (2H-1-
benzopiran-2-on) adindadir, g-piron halkasinin benzen halkasiyla kondanse olmas ile
olusan bilesik ise kromon (4H-1-benzopiran-4-on) adini almaktadir. Kumarin bilesikleri ve

tirevleri dogadaki bitkilerden elde edilebilecegi gibi sentetik olarak da elde edilmektedir

[5].
O
o (0]
O
Kumarin (2H-1-benzopiran-2-on Kromon (4H-1-benzopiran-4-on)
Sekil 2.10. Kumarin ve Kromon bilesikleri [5]

2.3.1. Kumarinlerin smiflandirilmasi

Kumarin ve tiirevleri, diinyanin her yerinde dogada bulunmalar1 nedeniyle dogal
kimyasallar sinifinda yer almaktadirlar [14]. Dogal kumarinler, bilesiklerin kimyasal

yapisina gore temel olarak alti tipte siniflandirilmaktadirlar (Sekil 2.11.) [12,15].
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Sekil 2.11. Kumarin érnekleri

2.3.2. Kumarinlerin farmakolojik ozellikleri

Kumarin tiirevleri, farkli farmakolojik aktivitelerinden dolay1 tip alaninda yaygin bir
sekilde kullanilmaktadirlar. izole edilen bilesiklerin cogunlugunun biyolojik olarak aktif
oldugu tespit edilmistir. Ozellikle antikanser, antikoagiilan, vazodilator, antibakteriyel,
bronkodilator, anti-inflamatuar, anti-HIV, anti-osteoporoz, antiamibik, antimikrobiyal,
antioksidan ve antifungal gibi 6zellikler bunlar arasinda yer almaktadir. [4,5,15,16].

Sekil 2.12’de Ticari olarak temin edilebilen, farmakolojide ila¢ bilesigi olarak

kullanilan baz1 kumarin tiirevleri gosterilmistir [5,16].



OH

Novobiocin choumarol

Antibiyotik Antikoagiilan

ﬁ w [
© o
Warfarin
anti-coagulant

Chlorobiotic Varfarin
Antibiyotik Antikoagiilan
Sekil 2.12. Aktif olarak kullanilan bazi kumarin tiirevieri

2.3.3. Kumarin sentezinin klasik yontemleri

Literatiirde Kumarin sentezi igin Perkin, Pechmann, Knoevenage, ve Wittig

reaksiyonu dahil olmak tizere farkli sentetik sentez yontemleri dnerilmistir.

X Jh 0L

NaOAc

Sekil 2.13. Perkin Reaksiyonu ile Kumarin Sentez mekanizmast [17].

[¢] (0]
X
+ O/\  E—
HO OH o)

HO o

Sekil 2.14. Kumarinlerin Pechmann sentez mekanizmast [17].

10



N CO,Et
[ I SH l)NaHCO3
k)K/ 2) HC]/EtOH
(0] o

Sekil 2.15. Knoevenagel yogunlasmasi yoluyla kumarin sentez mekanizmast [17].

_Alcs
120°C P

Sekil 2.16. Pechmann-Duisberg reaksiyonu ile kumarin sentez mekanizmasi [4].

Ph3P o o\< ° °
Q E + R ——PPh;,
(o] /

Sekil 2.17. Wittig kondenzasyonu ile Kumarinin sentez mekanizmast [3]

!

2.4. Bilgisayar Destekli Teorik Hesaplama Metotlari

Teorik destekli kimya, kimyayr matematiksel yontemlerle tanimlayarak, kimyasal
olaylarnn temel fizik yasalarina bagli olarak agiklamaya caligsmaktadir. Teorik hesaplama
yontemleri; iyonlagsma potansiyeli, olusum 1s1s1, dipol moment, molekiiler yapi, elektron
yiikleri, elektron yogunluklar1 bag uzunluklar1 vb bir¢ok bilgiyi verir. Bilgisayarla yapilan
hesaplamalarda istenilen sonuglari, deneysel ¢alismalara gore daha kisa siirede almak
miimkiin olsa da, deneysel ¢alismalarin yerini almasi miimkiin degildir. Burada 6nemli
olan sonuclarin giincel yasamda kullanilabilirligi oldugundan arastirmacilar gercek ve
giivenilir sonuglar i¢in deneysel verilere ihtiyag duyacaktir. Teorik veriler, deneysel
calismay1 yonlendirici ve aciklayict olmakla birlikte, literatiirde genellikle teorik ¢alisma
ile deneysel calismalar kiyaslamali olarak kullanilirlar. Gaussian 09 ve GaussView 5.0
programlar1 sayesinde kimyasal reaksiyon hesaplamalarin1 gorsellestirme calismalar1 da
yapilabilmektedir (18). Yogunluk Fonksiyonel Teorisi (DFT) yontemi ile optimize edilmis
molekiil yapilari, elektron yogunlugu belirlenmesi ve molekiiler sistemlerinin isleyisi igin

kullanilmaktadir (19).
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2.5. Antitiimor Aktivitede Kullanilan Yontemler

Hiicrenin olim tipinin belirlenmesinde ilk olarak hiicrenin morfolojisinden
faydalanilir. Bu yontemde genel olarak hiicrelerde meydana gelen degisiklikler (6rnegin
biitiinligliniin bozulmasi, hiicre ¢ekirdeginin yogunlasmasi hiicre zarinda kabarcik benzeri
organellerin sismesi ¢ikintilanmalar olmasi (blebbing) gibi) incelenerek, hiicre zarinin veya
organellerin verdigi farkli kontrastlar, faz kontrast mikroskopu ile tespit edilebilir,
dolayisiyla hiicrenin 6liim sekli belirlenebilir.

Kolorimetrik, Boyama ve florometrik gibi farkli gilincel yontemler kullanilarak
kimyasal bilesiklerin antikanser aktiviteleri test edilebilmektedir. Bu kolorimetrik
yontemler farkli boyalar kullanilarak gerceklestirilen kristal viyole testi, notral kirmizisi
alimi1 (NRU) testi, suda ¢ozlinen formazan 1 (WST-1) testi, suda ¢oziinen formazan 8
(WST-8), XTT testi, sulforhodamin B (SRB) testi, laktat dehidrogenaz (LDH) testi ve 3-
[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolyum bromiir (MTT) (Sekil 2.18) testlerinden
olugmaktadir. Eozin, Tripan mavisi, eritrosin B ve Kongo kirmizisi testlerini bulunduran
boyama yontemleri ile canli hiicreler eklenen boyalar1 disarida birakir; 6lii hiicreler ise bu
boyalari hiicre i¢ine alirlar. Florometrik yontemlerde ise; CFDAAM ve Alamar Blue testi
kullanilmaktadir [20,21]. MTT (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolyum bromiir)
yontemi ise hizli, tekrarlanabilir ve giivenilir olmasi nedeniyle yaygin kullanilan antitimor
testleerinden biridir. Tim Mosmann ve arkadaslar1 tarafindan MTT yOntemini literatiirde
ilk kez uygulamislardir [22]. Bu test hiicre canliliginin dlgiilebilmesi igin sar1 renkteki
tetrazolyum tuzunun aktif hiicreler tarafindan mor formazan kristallerine indirgenmesi
esasina dayanir [23]. Cozeltinin rengi ne kadar koyu olursa canlt hiicrelerin sayis1 o kadar

fazla olur; renk agildikga canli hiicrelerin sayis1 da azalir.

—N
Lo~
N N
CH,
Br

Sekil 2.18. MTT 'nin kimyasal yapisi
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Hiicreler ekilir (5000, 10000
veya 20000 hiicre/plak)

Medyum aspire edilir. MTT
¢ozeltisi eklenir.

v Mitokondriyel o
y rediiktaz e 3 saat

MTT Formazan

Olusan formazan kristalleri
DMSO'da ¢ozindir.

Absorbans 570 nm’de okunur.
Hiicre canlihg kontrole gore
yuzde olarak hesaplanr.

Sekil 2.19. Hiicre Canliligi icin MTT Protokolii [24]
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Deney diizenekleri; beherler, geri sogutucu, deney balonlari, huniler ve siizgeg
kagitlar1, destek ve kiskag, meziir, pipetler, pisetler, spatiil, bagetler, doner buharlastirici,
sogutucu, etiiv, ceker ocak, saat cami, kiigiilk numune siseler, deney tiipleri, damlaliklar,
manyetik baliklar, antitimor aktiviteyi tespit ederken 96 kuyucuklu plakalar kullanildi.
Bununla beraber;

Tartim i¢in; Adventurer Pro AV264C model terazi

Erime noktasi tayini belirlemek i¢cin; STUART SMP30 model cihazi

Karistirma ve 1sitma kontrol islemleri gergeklestirmek icin; termostatli ve diiz tablah
magnetik 1s1tict

GAUSS VIEWO05 ve GAUSSIANO09 paket programlari

'"H-NMR ve C-NMR spektrumu i¢in; BRUKER 300 MHz, (inonii Universitesi, Malatya)
Spektrum cihazi

FT-IR spektrumlari analizi icin PERKIN ELMER Spektrum 100 spektroskopi cihazi
LCMS-MS spektrumlari icin SHIMADZU — 8040 cihaz1

Antitiimor aktivite analizi i¢in Varioscan mikroplate okuyucu (Thermo-Fisher Scientific,
ABD)

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

2-(Bromoasetil)benzofuran, 3 (bromoasetil)kumarin reaktifleri Sigma-Aldrich’den
alindi. 2-(Bromoasetil)benzofuran, 3 (bromoasetil)kumarin ve 4-Etil-5-(p-tolil)-2,4-
dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon bilesikleri saflastirma yapilmadan kullanildi.

Coziiclii olarak; aseton, tetrahidrofuran (THF), trietilamin (TEA) ve metanol,
saflagtirma yapilmadan kullanild1.

Antitimor aktivite igin HT-29, HCT-116 kolon kanseri hiicresi, MDA-MB-231 triple
negatif meme kanseri hiicresi American Type Culture Collection (ATCC)’den temin edildi.
Fetal Bovine serum, penisilin ve MTT Tripsin-EDTA Gibco, Thermo-Fisher Scientific,
ABD’den kullanildi.
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3.3. Saflastirma

Saflastirma, kristallendirme yontemi ile yapildi.

3.4. Spektroskopik Olciimler

Sentezlenen kimyasal bilesiklerin NMR karakterizasyonlari; 1H-NMR ve 13C-
NMR’lar1 BRUKER 300 MHz, (Inonii Universitesi, Malatya)

FT-IR spektrumlar1 i¢in PERKIN ELMER Spektrum 100 spektroskopisi (Adiyaman
tiniversitesi, Adiyaman)

LCMS-MS spektrumlart i¢gin SHIMADZU — 8040 (Adiyaman {niversitesi,
Adiyaman)

3.5. Tepkime Semasi

CH,C
N-NH N Br N/ =
I S N—
oSt | THF BN
' oo T N Sso O
HsC TEA k
HyC CH,

(M
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O / 2 /
N-NH N Br N—N
[ )=s
oS+ | METANOL | /KS 7o HBr
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3.6. Deneysel Calismalar
3.6.1. 4-Etil-5-(p-tolil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon bilesiginin sentezi

P-tollil hidrazit ve etil iztiyosiyanat THF (30 ml)’ de ¢oziildii. Reaksiyon karigim1 4
saat 80°C’de kaynatildi. Elde edilen tiyosemikarbazit bilesigi soguk THF ile yikandi.
Tiyosemikarbazit bilesigine 10 mL 4N NaOH c¢ozeltisi eklendi ve reaksiyona 5 saat
kaynama sicakliginda devam edildi. Daha sonra reaksiyon karigiminin pH’t %37 lik HCI

ile pH 3-5 araligina ayarlandi ve iiriin siiziilerek ayrilip etil alkolde kristallendirildi
(25,26,27).

3.6.2. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil )-2H-
kromen-2-bir (1) bilesiginin sentezi

Reaksiyon diizenegine (40 ml) THF (Tetrahidrofuran) ve 1,1mmol TEA
(Trietilamin) ilave edilerek 30 dk karistirildi. Olusan karisima 1mmol 4-etil-5-(p-tolil)-2,4-
dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon ilave edildi ve karisim oda sicakliginda 60 dk daha
karistirildi. Daha sonra reaksiyon ortamima 1 mmol (0,28 g) 3-(bromoasetil)kumarin ilave
edilerek 24 saat geri sogutucu altinda karisim kaynama sicakliginda reflux edildi, elde

edilen {iriin siizme islemi ile reaksiyon ortamindan alindi. Vakum altinda bulunan sivi
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kisim buharlastirilarak uzaklastirildi. Elde edilen sar1 renkli ¢okelti etil alkol ve suda
kristallendirildi.

3.6.3. 1-(Benzofuran-2-il)-2-(4-etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-
il)etan-1-bir (2) bilesiginin sentezi

Manyetik karistiricida bulunan 50 ml deney balonuna (40 ml) THF (Tetrahidrofuran)
ve 1 mmol TEA (Trietilamin) ilave edilerek 30 dk karistirildi. Olusan karisima 1 mmol 4-
etil-5-(p-tolil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon ilave edilerek oda sicakliginda 60 dk
karistirildi. Daha sonra reaksiyon ortamina 1mmol 2-(bromoasetil)benzofuran ilave
edilerek 24 saat geri sogutucu altinda kaynama sicakliginda reflux edildi ve iiriin siiziilerek
reaksiyon ortamindan alindi. Vakum altinda bulunan sivi kisim buharlastirilarak

uzaklastirildi. Elde edilen iiriin etil alkolde ve suda kristallendirilerek saflastirildi.

3.6.4. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir-hidroiyodid (3) bilesiginin sentezi

100 ml deney balonuna 50 ml metanol, 1mmol 4-etil-5-(p-tolil)-2,4-dihidro-3H-
1,2,4-triazol-3-tiyon ve 1 mmol 3-(bromoasetil)kumarin ilave edildi. Geri sogutucu altinda
sicaklik kontrollii arttirilarak, manyetik karistiricida 24 saat reflux edildi ve iiriin stiziilerek
reaksiyon ortamindan alindi. Vakum altinda bulunan sivi kisim buharlastirilarak

uzaklastirildi. Elde edilen {iriin etil alkolde ve suda kristallendirilerek saflastirildi.

3.6.5. Antitiimor aktivite deneyleri

Sentezlenen kimyasal bilesiklerin Antitiimor aktivitesini belirleyebilmek igin MTT
yontemi kullanildi. Bu c¢alismada kullanilan HT-29, HCT-116 kolon kanseri hiicresi,
MDA-MB-231 triple negatif meme kanseri hiicresi American Type Culture Collection
(ATCC)’den temin edildi. Hiicreler %10 Fetal Bovine serum (Gibco, Thermo-Fisher
Scientific, ABD) ve 100 pg/mL streptomisin/100IU/mL penisilin eklenmis Dulbecco's
Modified Eagle Medium (Gibco, Thermo-Fisher Scientific, ABD) igerisinde 37 °C’de %5
karbon dioksit (CO2) iceren ortamda kiiltiir edildi. Kiiltiir edilen hiicreler yeterli sayiya
ulastiginda Tripsin-EDTA ile kaldirild1 ve 96 kuyulu plakalara 1x104 hiicre/plaka olacak
sekilde ekim yapildi ve 24 saat inkiibatdrde bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 4-Etil-5-(p-tolil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon,
1-(Benzofuran-3-il)-2-Bromoethan-1-Bir, 3 - (2 -( 4 -Etil - 5 - tiokso- 3-(p -tolil )-4, 5-
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dihidro- 1H-1,2,4-triazol-1 -il) asetil) -2H- kromen-2 -bir, 1-(Benzofuran-2-il)-2-(4-etil-5-
tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)etan-1-bir ve 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-
tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-kromen-2-bir-hidroiyodid serum
igermeyen besiyeri igerisinde maruz birakildi ve 24 saat inkiibe edildi. Kontrol olarak cis-
platin kullanildi. Sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve 1:1 oraninda hazirlanmig MTT
hiicrelere verildi ve 45-60 dk 37 °C’de inkiibe edildi. Kuyuculardaki boyalar aspire edildi
ve dimetilsiilfoksit (DMSO) ile boya ¢ozdiiriildii. Her bir kuyu Varioscan mikroplate
okuyucuda (Thermo-Fisher Scientific, ABD) 550 nm dalga boyunda kolorimetrik olarak
Olciildii. Tim deneyler ii¢ kez tekrar edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMALAR

4.1. Deneysel Bulgular

Bu boliimde sentezlenen bilesikler tlizerindeki numaralandirma 1H ve 13C NMR
analizleri yapilirken proton ve proton sayilarinin ve yerlerinin belirlenmesi amaglanmustir.
Numaralandirma IUPAC kurallar1 esas alinmamistir, yazar tarafindan maddelerin

karakterizasyonu i¢in hidrojen ve karbon atomlarinin yeri belirlenmesi amaglanmustir.

4.1.1. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-

kromen-2-bir (1) karakterizasyonu

Erime Noktasi. 1 96°C
CH,—C 34 39
/B NN “ % Verim - 99.3
s S0 w2 s Kimyasal Formiilii : CppH19N303S
Molekiil Agirligr :405,47
2fts

Renk. : Sari
Sekil 4.20. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir (1)
IR (ATR, cm-1): 3057-3030 (Aromatik C-H gerilme titresimi), 2977-2924 (Alifatik C-H
gerilme titresimi), 1721 (C=0O gerilme titresimi KUMARIN), 1680 (C=0 gerilme titresimi
ASETIL GRUBU), 1606 (Aromatik C=C gerilme titresimi), 1559 (C=N gerilme titresimi),
1290 (C=S gerilme titresimi),1223 veya 1170 (C-O gerilme titresimi)
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em

Sekil 4.21. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir (1) deneysel IR spektrumu

IH-NMR (300 MHz,ppm): (300 MHz, CHCls-d ) 8.60 (Hss, 1H ), 7.70-7.30 (Ar-H,
Ho 464281074544, 8H), 4.84 (H2930 , 2H), 2.88 (H2122 , 2H), 2.40 (Hi31225, 3H), 1.17
(Ha4,26,24, 3H)

(=8
4
[
(=)

6 15 14 13 12 11 10 £ 5 7 £ b 4
1 {ppm]

Sekil 4.22. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir (1) 1H-NMR spektrumu (CDCI3-d, 300 MHz)
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3C NMR (75 MHz, CDCls) § 190.84 (C31 , 1C), 167.36 (C16, 1C), 159.25 (C38 , 1C),
155.78 (C35 , 1C), 149.76 (C15 , 1C), 140.33 (C34 , 1C), 134.81 (C6 , 1C), 130.45 (C43
1C), 129.73 (C4 , 1C), 129.63 (C5 , 1C), 128.46 (C39, 1C), 128.38 (C1, 1C), 125.52 (C2,
1C), 125.18 (C33, 1C), 124.26 (C41 , 1C), 123.56 (C3 , 1C), 118.26 (C36 , 1C), 116 (C40
,1C), 67.97 (C28 , 1C), 45.72 (C20 , 1C), 21.44 (C11, 1C), 9,67 (C23, 1C).

i |

r 211I3' J-IZIZI1 1:3131 1rB-Z-- '_1.'-’I3r l:EIZII 1-5IZI1 1r—':l1 1I3-Z-- '_:'»llir 111IZII 1rIZIIZI1 E;ﬂ ) 5:-2- ) ?:E r E1IZI I _-':IZI 1 —'r:l ) 3!-:- ) 20 10 o
1 (ppm]
Sekil 4.23. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir (1) 13C-NMR spektrumu (CDCI3-d, 300 MHz)
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EventH: 1 83 Scan(E+] Ret Time: [0,237->0,338)-{0,034->0.914] Scan#f: [15->21]{3-»55]

Inten.(x10,000,000) Base Peak: 406/10,735,837
1 46 miz Abs. Inten. Rel. Inten.

1,00
0,759
0,504

0,254

D@

u,ac“,.r..,..-.i.,....,..,1.,l.-.u.,..-..*,*....,....J....,....,
200 250 300 350 400 450 500 550 600 850 miz

Sekil 4.24. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir (1) LC MS-MS spektrumu

4.1.2. 1-(Benzofuran-2-il)-2-(4-etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-

il)etan-1-bir (2) karakterizasyonu

CH —C//O
/28 31 4 s Erime Noktas1 : 103 °C
% y % Verim : 99.1
I © 34
3 35 Kimyasal Formiilii  : C;H19N30,S
o 38 36 Molekiil Agirligt : 377,46
’ 37 )
Renk : Kahverengi

Sekil 4.25. 1-(Benzofuran-2-il)-2-(4-etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
1-il)etan-1-bir (2) bilesigi

IR (ATR, cm-1): 3116-3030 (Aromatik C-H gerilme titresimi), 2983-2851 (Alifatik C-H
gerilme titresimi), 1688 (C=0O gerilme titresimi), 1612 (Aromatik C=C gerilme titresimi),
1553 (C=N gerilme titresimi), 1280 (C=S gerilme titresimi), 1255 veya 1166 (C-O gerilme

titresimi)
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Sekil 4.26. 1-(Benzofuran-2-il)-2-(4-etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
1-il)etan-1-bir (2) deneysel IR spektrumu

yyyyyyyy

9H), 4.8 (Ha229,21, 3H), 4.1 (H30 , 1H), 2.40 (H14.1213, 3H), 1.3 (H24,25 26 , 3H)

B N

w w w w 4.4 43 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7
1.4 1.3 1.2 1.1 f1 (ppm)
f1 (ppm)

Bl L

6 15 14 13 12 1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
f1 (ppm)
Sekil 4.27. 1-(Benzofuran-2-il)-2-(4-etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
1-il)etan-1-bir (2) 1H-NMR spektrumu (CDCI3-d, 300 MHz
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3¢ NMR (300 MHz, CDCls) §; 184.00 (C16 , 1C), 155.77 (C31, 1C), 151.10 (C44 , 1C),
149.82 (C15 , 1C), 140.41 (C33 , 1C), 129.66 (C6 , 1C), 128.93 (C37,5 , 2C), 128.50
(C3,45 , 2C), 126.90 (C34,36 , 2C), 124.23 (C1,2 , 1C), 123.72 (C4 , 1C), 114.86 (C35 ,
1C), 112.55 (C38 , 1C), 40.50 (C28 , 1C), 39.83 (C20 , 1C), 21.39 (C11, 1C), 15.64 (C23,
1C)

N (N .t

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
f1 (ppm)
sekil 4.28. 1-(Benzofuran-2-il)-2-(4-etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-
il)etan-1-bir (2) 13C-NMR spektrumu (CDCI3-d, 300 MHz)

EventH#: 1 Q3 Scan[E+] HRet. Time : [0.237->0.406]-[0.000->0.947] Scan# : [15->25][1->57]

Inten.(x10,000,000}) Base Peak: 378/10,785 741
- 378 miz 370,00 Abs_ inten. u] Rel. Inten. 0,00

1,00

0,75

0,50

0,25 l

0,00 T b - T T T %
300 350 400 450 500 550 600 650 miz

Sekil 4.29. 1-(Benzofuran-2-il)-2-(4-etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
1-il)etan-1-bir (2) LC MS-MS spektrumu
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4.1.3. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir-hidroiyodid (3) karakterizasyonu

Erime Noktasi 1145 °C
CH,—C.
N,N/ 28 jft@ % Verim . 98.1
| /K mr Kimyasal Formiili  : CppHaoBrN3OsS
ne” 2 Molekiil Agirligr :485
11 2 FHs
- Renk : Sar1

Sekil 4.30. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir-hidroiyodid (3)
IR (ATR, cm-1): 3055-3023 (Aromatik C-H gerilme titresimi), 2983-2923 (Alifatik C-H
gerilme titresimi), 1724 (C=0 gerilme titresimi KUMARIN), 1687 (C=0 gerilme titresimi
ASETIL GRUBU), 1604 (Aromatik C=C gerilme titresimi), 1557 (C=N gerilme titresimi),
1275 (C=S gerilme titresimi), 1181 ( C-O gerilme titresimi)

%T

55
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 650
cm-1

Description

Sekil 4.31. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir-hidroiyodid (3) deneysel IR spektrumu
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1H-NMR (300 MHz,ppm): (300 MHz, CHC|3-d ) 8.70 ( , H30,50,29,8,37’9 , 6H ), 7.90-7.20
(Ar-H , Hyg 421074445, 6H), 4,9 (H22 , 1H), 4.1 (H21, 2H),3.5 (H13, 1H), 2,3 (H1214, 2H), 1.2
(H24,25,26, 3H)

Ll A

16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0O
f1 (ppm)

Sekil 4.32. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir-hidroiyodid (3) 1H-NMR spektrumu (CDCI3-d, 300 MHz)
3C NMR (300 MHz, CDCls) 8191.18 (C16, 1C), 158.58 (C35 , 1C), 155.32 (C31, 1C),
155.25 (C15, 1C), 149.90 (C38, 1C), 148.95 (C6 , 1C), 140.37 (C34, 1C), 135.53 (C33,
1C), 131.55 (C3,43, 2C), 130.10 (C5,1, 2C), 128.76 (C2 , 1C), 125.65 (C39, 1C), 124.56
(C4,1C), 123.36 (C41, 1C), 118.59 (C36, 1C), 116.67 (C40, 1C), 44.18 (C28,20 , 2C),
21.49 (C11, 1C), 15.51 (C23, 1C)
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210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
f1 (ppm)

Sekil 4.33. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir-hidroiyodid (3) 13C-NMR spektrumu (CDCI3-d, 300 MHz)

Event#: 1 Q3 ScanlE+) Ret Time: [0.237->0406]{0.034->0,914] Scan# : [15->25]{3->55]
Inten.(x10,000,000) Base Peak: 406/10,728,619
4 A6 m/z 45900 Abs. Inten. 0 Rel Inten. 0,00
1,00
0,75
0,50
0,25
] * <!
0,00 — T . T T e . T
300 350 400 450 500 550 600 650 m'z

Sekil 4.34. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir-hidroiyodid (3) LC MS-MS spektrumu
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4.2. Teorik Calisma

Calismada sentezlenen bilesiklerin Crystal Explorer 3.1 yaziliminda GAUSSIAN

09 paket programinin DFT metodu ile teorik hesaplamalar1 yapildi. Elde edilen bilesiklerin

optimizasyonu B3LYP/6-311+G(d,p) metodu

ile gergeklestirildi. Gauss View 5.0 ile

gorsellestirilen bilesiklerin numaralandirilmis ve optimize edilmis {i¢ boyutlu gériintimleri,

NBO analizi sonuglari, teorik IR, teorik NMR spektrumlari, molekiil orbital gésterimleri ve

HOMO-LUMO enerji ylizeyleri ve MEP haritalar1 tez ¢alismasi kapsaminda hesaplandi.

I

CH,—C. 34 39

/28 INBANS 4l
—N
4 N
5 3 15/ 1 43
3507 38
S © 40
6 2 ,
HoC 1
11 2§Hs

37

HBr

Sekil 4.35. Teorik hesaplamalar: yapilan bilesikler
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4.2.1. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir (1) analizi
e
. B s

@ "
4’,3 P R &'{
o 9 ﬁa"

o e s

3 .—-@.

\

<
S

Sekil 4.36. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir (1) GaussView programiyla 3 boyutlu goriintimii

o] T T . ﬁl T . —

50 ]
100 | ' ]
150 ]

200 =

R activity

250 - —

300 | g

350 —

400 -

| —— IR spectrum scaled by 1.000000'
T T

A50 I I I I T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0]

Frequency (cm—1)

Sekil 4.37. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir (1) teorik IR spektrum
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Degenerac

SCF GIAO Magnetic shielding

Shift (ppm)

Sekil 4.38. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir (1) teorik 1H-NMR spektrumu

Tablo 4.1. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir (1) deneysel, teorik 1H-NMR verileri ve regresyon analizi

Atom No  Deneysel Teorik Regresyon grafigi ve R2 degeri

37 8,6 8,97

9 1,7 8,05

46 7,7 7,93 10

42 7,7 7,88 9 y = 0,9966x +0,3141
8 7,7 7,7 — 4 R?=0,9801
10 73 7.67 £

7 73 7,58 5

45 7,3 7,55 g 6

44 7,3 7,53 Fa

30 484 566 ; \

29 4,84 4,72

21 2,88 4,09 3

22 2,88 3,82 2

13 2,4 2,73 N

12 2,4 2,58

25 2,4 2,27 ’ 0 2 4 6 8 10
14 1’7 2’19 Teorik Veriler
26 1,7 1,3

24 1,17 1,23
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Degenerac

SCF GIAO Magnetic shielding

c  ueC 43¢ HEEAIE  BOC

150 100 @
Shift (ppm)

Sekil 4.39. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-

kromen-2-bir (1) teorik 13C-NMR spektrumu

Tablo 4.2. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir (1) deneysel, teorik 13C-NMR verileri ve regresyon analizi

Atom No Deneysel Teorik Regresyon grafigi ve R2 degeri
31 190,84 203,36

16 167,36 177,58 250 R
38 159,25 162,88 A S

35 155,78 161,16 200 R
15 149,76 158,47 g

34 140,33 151,21 5 150

6 134,81 149,3 5

43 130,45 139,79 T 100

4 129,73 136,14 )

5 129,63 135,17 a . (¥

39 128,46 134,75

1 128,38 133,4

2 12552 132,46 ’ 0 50 100 150 200 250
ii igi';g 1;;’22 Teorik Veriler
3 123,56 128,66

36 118,26 122,82

40 116 121,33

28 67,97 60,26

20 4572 4421

11 21,44 21,95

23 9,67 14,02
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Tablo 4.3. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H
kromen-2-bir (1) Mulliken ve Natural Bond Orbital verileri

ATOM Mulliken NBO
NO B3LYP/6-311+G(d.p) B3LYP/6-311+G(d,p)

1cC -0.708673 -0.20667
2 C -0.132660 -0.15790
3C 0.530330 -0.13069
4C -0.098801 -0.13591
5C -0.622049 -0.20482
6 C 0.674586 -0.01720
7H 0.119654 0.20993
8 H 0.121861 0.20558
9 H 0.155807 0.22917
10 H 0.128260 0.21239
11c -0.519914 -0.59409
12 H 0.150579 0.21248
13 H 0.172313 0.21846
14 H 0.141556 0.21099
15 C -0.193375 0.40381
16 C 0.116777 0.24358
17 N 0.085021 -0.27477
18 N 0.340080 -0.26864
19 N 0.145425 -0.46315
20 C -0.303298 -0.18792
21 H 0.193124 0.23464
22 H 0.169751 0.21418
23 C -0.391587 -0.58050
24 H 0.148461 0.21094
25 H 0.178532 0.22076
26 H 0.130985 0.18718
27 S -0.719260 -0.23095
28 C -0.597332 -0.26027
29 H 0.210990 0.26094
30 H 0.207231 0.23312
3L C 0.019166 0.54510
320 -0.159877 -0.48945
33 C 0.411813 -0.14334
4 C 0.368572 -0.12665
3B C -0.042660 0.73456
3% C 1.315829 -0.15592
37 H 0.184464 0.25287
8 C -1.464279 0.34953
¥ C -0.127950 -0.15353
40 C -0.179730 -0.23445
41 C -0.139551 -0.22113
42 H 0.139725 0.21943
43 C -0.208082 -0.17076
44 H 0.141121 0.23103
45 H 0.134790 0.21376
46 H 0.139652 0.21389
47 0 -0.253284 -0.56027
48 O -0.114096 -0.49252




Tablo 4.4. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir (1) Natural Bond Orbital analizi

Donor NBO
BD (2) C33—Ca4
BD (2) C33—Ca4
BD (2) Css— Ca
BD (2) Css— Our
BD (2) C35 — O47
BD (2) C35 — O47
BD (2) C35 — O47
BD (2) Css— Cso
BD (2) Css — Cs9
BD (2) Css — Cao
BD (2) C3s — Cyo
BD (2) Cag — Cao
BD (2) Ca1 — Cas
BD (2) Ca1 — Cus
LP (1) Nig

LP (1) Ny

LP (3) Sz

LP (2) Ous

LP (2) Ous

LP (2) Ous

LP (2) Ous

LP (2) Ogs

LP (2) O

LP (2) Ous

LP (2) Ous
BD*(2) C,— C,
BD*(2) Css— Oa7
BD*(2) Cas — Cao
BD*(2) C36 — Cao

Acceptor NBO

RY* (17) Cas
RY* (4) Cyo
BD*(2) Css — Our
RY*(11) Cag
RY*(17) Css
RY*(4) Ca
RY*(9) Oqg
RY*(17) Cag
RY*(4) Ca
RY*(17) Casg
RY*(4) Cyo
BD*(2) C35 — Cag
BD*(2) Cs6 — Cao
BD*(2) C35 — Cyo
LP*(1) Cys
LP*(1) Cys
LP*(1) Ce
RY*(10) Cae
RY*(14) Cag
RY*(17) Cag
RY*(4) Cao
RY*(9) Ogs
BD*(2) Cas — O47
BD*(2) Cas — Cas
BD*(1) Cag — Haz
BD*(2) Cs— Ce
BD*(2) Cas — Cas
BD*(2) C33 — Ca4
BD*(2) C3s — Cso

E (2) kcal/mol
222.77

178.66
31.35
23.66

574.50

507.56
23.65

124.95
90.77

794.14

646.15
24.53
23.28
17.17

122.27

118.07

330.25
50.84
32.69

1615.95
1349.71
54.98
47.71
32.99

156.63

268.94
40.71
56.96

196.13
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Sekil 37°de goriildiigii lizere, 1’nolu bilesigin elektron yogunlugu HOMO ve
HOMO-1 orbitallerinde triazol halkasi ve kikiirt tizerinde, LUMO ve LUMO+1 orbitalleri
ise kumarin halkas1 tizerinde yogunlasmistir. Burada elektron yiik akisinin triazol

halkasindan kumarin halkasina dogru oldugu sdylenebilir.

Erumo=_-2.474 eV Erumo+ =-1.534 ¢V
A A
AE= EmonmoyrEwumo=-3.55 eV AE=Emomo-1-Ewuvmo+y=4.924 ¢V
Y Y
Enomo=-6.024 eV Emonmo.1= -6.458 eV

Sekil 4.40. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir (1) HOMO-LUMO enerji, hesaplari ve diizeyleri
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Tablo 4.5. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir (1) hesaplanan molekiiler parametreleri

LUMO -0,09093
LUMO+1 -0,05639
HOMO -0,22136
HOMO-1 -0,23731
AEHoMO-1-LUMO+1) -0,18092
AEHomo-Lumo) -0,13043
Elektronik Kimyasal Potansiyel (Pi) -0,15615
Kimyasal Sertlik 0,065215
Elektronegatiflik () 0,156145
Elektronik Yiik (ANmax) 2,394311
Global Yumusaklik (S) 15,3339
Global Elektrofillik ( ®) 0,37386

I’nolu bilesigin MEP haritasina gore; elektron yogunlugunun fazla oldugu negatif
bolgelerin (kirmizi renk) kumarin halkasinin oksijen atomlaria ve negatif bolgelerin (sar
renk) triazol halkasindaki kiikiirt atomonun bulundugu yerlere ait oldugu goriilmektedir.
Elektron yogunlugunun az oldugu pozitif bolgelerin (yesil renk) ise benzen halkasina bagl
hidrojenlerin oldugu yerler olarak belirlenmistir (Sekil 38).

Sekil 4.41. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir (1) MEP haritast
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4.2.2. 1-(Benzofuran-2-il)-2-(4-etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-

il)etan-1-bir (2) analizi

Sekil 4.42. 1-(Benzofuran-2-il)-2-(4-etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
1-il)etan-1-bir (2) GaussView programuyla 3 boyutlu goriiniimii

W T :

30+

100+ .

150+ .

IR activity

200 - .

250 - .

— IR spectrum scaled by l.DUGDﬂOl
I I

30(} 1 I 1 1 I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0
Frequency (cm™")

Sekil 4.43. 1-(Benzofuran-2-il)-2-(4-etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
1-il)etan-1-bir (2) teorik IR spektrum
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Sekil 4.44. 1-(Benzofuran-2-il)-2-(4-etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
1-il)etan-1-bir (2) teorik *H-NMR spektrumu

Tablo 4.6. 1-(Benzofuran-2-il)-2-(4-etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
1-il)etan-1-bir (2) deneysel, teorik *H-NMR verileri ve regresyon analizi

Atom No  Deneysel Teorik Regresyon grafigi ve R2 degeri

8 7,8 11,26

9 7,8 8,27

46 7,8 7,94

39 7.8 7,88 12 3
41 7,2 7,57 y= 1,227_42x 21,3833

40 7.2 7,57 . 10 R?=0,9042

42 7,2 7,57 L3

10 7,2 7,51 5

7 7,2 7,38 2 ;

22 4,8 7,16 %

29 4.8 4,58 § .

21 4,8 3,32

30 4,1 2,88 5

14 2,4 2,02

12 24 1,67 .

13 2,4 1,64 4
25 13 1,61 ,

26 1,3 -0,38 Teorik Veriler

24 1,3 -0,39
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Sekil 4.45. 1-(Benzofuran-2-il)-2-(4-etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
1-il)etan-1-bir (2) teorik **C-NMR spektrumu

Tablo 4.7. 1-(Benzofuran-2-il)-2-(4-etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
1-il)etan-1-bir (2) deneysel, teorik “*C-NMR verileri ve regresyon analizi

Atom No Deneysel  Teorik Regresyon grafigi ve R2 degeri

16 184 217,56

31 155,77 206,51 220 s
44 151,1 176,03 R? =0,9595 o
15 149,82 169,96 200

33 140,41 168,44 T

6 12966 153,08 £ .

37 128,93 137,23 3

5 128,93 135,48 >

3 128,5 134,8 2 100

45 128,5 134,38 g

34 126,9 133,91 -

36 126,9 133,84

1 124,23 133,63

2 124,23 133,48 0

7 123.72 132,24 0 50 .100 . 150 200
35 114,86 130’14 Teorik Veriler
38 112,93 119,04

28 40,5 63,48

20 39,82 45,61

11 21,39 20,12

23 15,64 8,17
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Tablo 4.8. 1-(Benzofuran-2-il)-2-(4-etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
1-il)etan-1-bir (2) Mulliken ve Natural Bond Orbital verileri

ATOM Mulliken NBO
NO B3LYP/6-311+G(d,p) B3LYP/6-311+G(d,p)

1C -0.671442 -0.18932
2C -0.142555 -0.17275
3C 0.383845 -0.11341
4C -0.001164 -0.14874
5C -0.736917 -0.18710
6C 0.671955 -0.02851
7H 0.124494 0.20685
8H 0.127202 0.20836
9H 0.151530 0.22226
10H 0.127292 0.20811
11C -0.497514 -0.59351
12 H 0.148259 0.21226
13 H 0.145149 0.21057
14 H 0.173984 0.21737
15C -0.163469 0.39835
16C 0.097436 0.25977
17N 0.028467 -0.27956
18 N 0.306500 -0.27168
19N 0.190345 -0.45473
20C -0.121078 -0.18036
21H 0.194291 0.23331
22H 0.135902 0.20596
23C -0.542372 -0.58598
24 H 0.149747 0.20953
25H 0.171796 0.21696
26 H 0.147377 0.20335
27S -0.720514 -0.26716
28 C 0.073247 -0.25288
29H 0.208979 0.25431
30H 0.190744 0.23414
31C -0.508427 0.50328
320 -0.205885 -0.51422
33C -0.389585 0.32912
34C 0.854980 -0.12820
35C -0.444904 -0.17389
36 C -0.089566 -0.21800
37C -0.205498 -0.18570
38C -0.391145 -0.24008
39H 0.131040 0.21462
40H 0.130347 0.20970
41 H 0.133750 0.20959
42 H 0.132836 0.22631
430 -0.010381 -0.45041
44 C 0.219050 0.20456
45C 0.159644 -0.21180
46 H 0.132228 0.24947
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Tablo 4.9. 1-(Benzofuran-2-il)-2-(4-etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
1-il)etan-1-bir (2) Natural Bond Orbital analizi

Donor NBO
BD (1) Co— Hx
BD (1) C— Ha1
BD (1) Co0— Hx
BD (1) C34 - Cys
BD (1) Css - Cas
BD (1) Cas-Css
BD (2) Cas- Cas
BD (2) Cas- Cas
CR (2) Sy

CR (1) Cys

CR (1) Cas

CR (1) Cas

LP (1) Nys
BD*(2) C31 — O3,
BD*(2) Cs1 — O3,
BD*(2) C31- O3,
BD*(2) Ca1- O3,
BD*(2) C31 — O3
BD*(2) Cs1 — O3,
BD*(2) C33— Ca4
BD*(2) C33 — Cx4
BD*(2) Cas — Cas
BD*(2) Cs7 — Cas
BD*(2) Cas — Cas
BD*(2) C4s — Cys
BD*(2) Cas — Cas
BD*(2) C4s — Cys
BD*(2) Cas — Cas
BD*(2) Cas — Cas

Acceptor NBO

RY*(5) Ciy
RY*(13) Cas
RY*( 1) Cas
BD*( 1) Cas—Cys
BD*(2) Cs5— Cgs
RY*(8) Cyy
RY*( 8) Ciy
BD*(2) Cas— Cse
RY*( 1) Cas
RY*( 1) Cus
RY*( 1) Has
BD*( 1) Cag — Haz
RY*( 8) Ciy
RY*( 1) Cus
RY*( 8) Cas
RY*(13) Cus
BD*(2) Cs3— Ca4
BD*( 1) Css— Cae
BD*( 1) Css— Has
RY*(8) Cus
RY*(13) Cus
BD*( 1) Cas — Cse
BD*( 1) Nyg — Cas
RY*(4) Ciy
RY*( 8) Cas
RY*(13) Cus
RY*( 1) Has
BD*(2) 1 — O
BD*(2) Csz— Css

E (2) kcal/mol

6475.37
6095.61
27171.78
8842.33
3930.95
2977.71
6599.75
11110.51
3878.59
9147.84
14707.63
10076.70
10694.52
24095.89
4741.34
3021.64
14575.35
2829.05
15802.36
78887.15
23865.73
22617.96
9898.06
19482.84
4805.45
3953.83
7532.36
8744.98
9706.04
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Sekil 4.43’te goriildiigii lizere, 2’nolu bilesigin elektron yogunlugu HOMO ve
HOMO-1 orbitallerinde triazol halkasi ve kiikiirt iizerinde, LUMO ve LUMO-+1
orbitallerinde benzofuran halkasinda yogunlagmistir. Burada elektron yiik akisinin triazol

halkasindan benzofuran halkasina dogru oldugu sdylenebilir.

JE
4
Vs X

7

Evrvmo=_-2.251 ¢V Evrvmo+ = -1.465 eV
A A

AE= Emomo)-Ewumo=-3.685 ¢V AE=Emomo1y-Ewumo+y= -4.757 eV

L Y
Enomo=-5.936 €V Emomo.1y=-6.222 eV,

9

Sekil 4.46. 1-(Benzofuran-2-il)-2-(4-etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
1-il)etan-1-bir (2) HOMO-LUMO enerji, hesaplari ve diizeyleri
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Tablo 4.10. 1-(Benzofuran-2-il)-2-(4-etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
1-il)etan-1-bir (2) hesaplanan molekiiler parametreleri

LUMO -0,08272
LUMO+1 -0,05384
HOMO -0,21816
HOMO-1 -0,22865
AEHoMO-1-LUMO+1) -0,17481
AE(HoMO-1-LUMO+1) -0,17481
Elektronik Kimyasal Potansiyel (Pi) -0,15044
Kimyasal Sertlik 0,06772
Elektronegatiflik () 0,15044
Elektronik Yiik (ANmax) 2,2215

Global Yumusaklik (S) 14,76669
Global Elektrofillik ( ®) 0,334203

2’nolu bilesigin MEP haritasina gore; elektron yogunlugunun fazla oldugu negatif
bolgenin (kirmizi renk) oksijen atomuna ve negatif bolgelerin (sar1 renk) triazol
halkasindaki kiikiirt atomunun bulundugu yerlere ait oldugu tespit edildi. Elektron
yogunlugunun az oldugu pozitif bolgelerin (yesil renk) ise benzen halkasina bagl
hidrojenlerin oldugu yerlere ait oldugu belirlendi (sekil 2.44).

Sekil 2.47. 1-(Benzofuran-2-il)-2-(4-etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
1-il)etan-1-bir (2) MEP haritas
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4.2.3. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-

kromen-2-bir-hidroiyodid (3) analizi

Sekil 4.48. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir-hidroiyodid (3) GaussView programuyla 3 boyutlu gériiniimii

IR activity

50

100

150

200

— W

| — IR spectrum scaled by l.DUl}Dﬂﬁl
1 I 1

250 i i i i
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Frequency (cm™')

Sekil 4.49. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-

kromen-2-bir-hidroiyodid (3) teorik IR spektrumu
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Sekil 4.50. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir-hidroiyodid (3) teorik 1H-NMR spektrumu

Tablo 4.11. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir-hidroiyodid (3) deneysel, teorik 1H-NMR verileri ve regresyon analizi

AtomNo  Deneysel Teorik Regresyon grafigi ve R2 degeri

30 8,7 12,35

50 8,7 11,72

29 8,7 10,67

8 8,7 10,38 14

37 8,7 8,56 y=1,2765x - 1,2023

9 8.7 8.41 " R?20,9111 g
46 79 7,88 H 8
42 7,9 7,71 T

22 4,9 7,65 & g
10 72 163 3 o 6

7 7,2 7,54 g

44 72 131 3

45 7,2 7,28 4

21 4,1 4,27

13 35 2,14 2 R

12 2,3 1,73 .

14 2,3 171 0 2 4 6 8 10
25 1,2 0,7 Teorik Veriler

26 1,2 0,21

24 1,2 0,09
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Sekil 4.51. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir-hidroiyodid (3) teorik 13C-NMR spektrumu

Tablo 4.12. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir-hidroiyodid (3) deneysel, teorik 13C-NMR verileri ve regresyon analizi

Atom No Deneysel Teorik Regresvon grafigi ve R2 degeri

16 191,18 202,84

35 158,58 187,55 200 R
31 155,32 180,93 180 V21031764174 . &
15 15525 176,16 160 AR g
38 149,9 169,72 o
6 148,95 152,38 € 10

34 140,37 149,05 2 120

33 13553 138,35 % 100

3 131,55 137,29 -

43 131,55 137 £ 80

5 130,1 136,14 2 60

1 130,1 134,26 0

2 128,76 133,27

39 125,65 132,77 20

4 12456 131,25 0

41 123,36 128,39 0 50 100 150 200
36 118,59 123,35 Teorik Veriler

40 116,67 120,08

28 44,18 70,71

20 44,18 66,76

11 21,49 20,13

23 15,51 16,48
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Tablo 4.13. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir-hidroiyodid (3) Mulliken ve Natural Bond Orbital verileri

ATOM Mulliken NBO

NO B3LYP/6-311+G(d.p) B3LYP/6-311+G(d.p)
c 1 -0.106022 -0.20116
C 2 -0.238392 -0.16493
C 3 0.248242 -0.11896
C 4 -0.344482 -0.14699
C 5 -0.585646 -0.19417
C 6 0.419284 -0.00329
H 7 0.116591 0.20545
H 8 0.117353 0.17097
H 9 0.183904 0.24159
H 10 0.129226 0.21046
cu -0.423273 -0.58288
H 12 0.144872 0.20739
H 13 0.173300 0.21337
H 14 0.142343 0.20481
C 15 -0.108463 0.39511
C 16 0.273038 0.19617
N 17 -0.302865 -0.30728
N 18 0.914234 -0.32053
N 19 -0.178773 -0.63565
C 20 -0.202937 -0.15939
H 21 0.231741 0.22181
H 22 0.178330 0.18651
C 23 -0.441700 -0.57897
H 24 0.144857 0.20369
H 25 0.169255 0.22325
H 26 0.185966 0.21900
S 27 -0.602826 -0.08206
C 28 -0.434975 -0.84090
H 29 0.215380 0.38817
H 30 0.099952 0.38204
C 31 -0.723779 0.58083
0 32 -0.026066 -0.42468
C 33 0.639949 -0.18639
C 34 0.367972 -0.10131
C 35 -0.088216 0.77580
C 36 1.243907 -0.14893
H 37 0.135628 0.21236
C 38 -1.409739 0.35970
C 39 -0.001225 -0.15064
C 40 -0.265386 -0.23380
c 41 -0.184363 -0.20362
H 42 0.132985 0.21234
C 43 -0.228708 -0.16296
H 44 0.143270 0.22842
H 45 0.131796 0.21006
H 46 0.137935 0.21225
0 47 -0.228415 -0.52360
O 48 -0.090424 -0.51026
Br 49 0.057802 0.10986
H 50 0.137564 0.21193




Tablo 4.14. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir-hidroiyodid (3) Natural Bond Orbital analizi

Donor NBO Acceptor NBO E (2) kcal/mol

BD (2) Ca3— Ca BD*(2) Ca;— Os 16.55
BD (2) 033 - C34 BD*(Z) C35 - 047 16.80
BD (2) Ca3— Ca BD*(2) C3s — Cas 14.00
BD (2) C36 - ng BD*(Z) C33 - C34 17.18
BD (2) C3s — Cas BD*(2) C39 — Car 17.82
BD (2) Cas — Cas BD*(2) Cao — Cus 16.13
BD (2) C3s— Cut BD*(2) C3s — Cas 18.31
BD (2) Cas— Cu BD*(2) Cao — Cus 19.26
BD (2) Cao— Cus BD*(2) C3s — Cas 20.58
BD (2) Cao— Cus BD*(2) Cay — Car 16.52
LP (1) N BD*(2) C15— N7 17.88
LP (2) Sz BD*(1) C6— Nig 15.77
LP (2) Sy BD*(1) C16— Nig 19.31
LP (1) Oz RY*(L) Ca: 15.09
LP (2) Og BD*(1) Cas — Car 22.02
LP (2) Oz BD*(1) Ca— Cas 15.20
LP (1) O RY*(1) Css 13.88
LP (2) O BD*(1) Cas— Oug 31.48
LP (2) Ous BD*(2) Cas— Ou7 27.78
LP (2) Oug BD*(1) Cag— Cas 20.18
BD*(2) C; - C, BD*(1) Cs— Cg 214.97
BD*(2) C16— So7 BD*(1) Cy6— Sp7 28.24
BD*(1) Css — Cat BD*(1) Cas — Hao 32.08
BD*(1) Cas — Ca BD*(1) Cas — Cas 12.24
BD*(2) Ca;— Os» BD*(2) Ca3 — Cas 48.99
BD*(2) Cas— Og BD*(2) Ca3 — Cas 33.77
BD*(2) Cas— Cas BD*(2) Ca3 — Cas 127.26
BD*(2) Cas— Cas BD*(2) Cs — Ca1 121.13
BD*(2) Cas— Cas BD*(2) Cao — Cus 139.65
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Sekil 4.49°da gorildiigii iizere, 3’nolu bilesigin elektron yogunlugu HOMO ve
HOMO-1 orbitallerinde triazol halkast ve kiikiirt iizerinde, LUMO ve LUMO+1
orbitallerinde triazol ve kumarin halkasinda yogunlasmistir. Burada elektron yiik akisinin

triazol halkasindan kumarin halkasina dogru oldugu sdylenebilir.

Ermo=_-2.791 gV, Ervnmo+1=-1.861 V.
F 3 F 3
AE= Emomor-Ewumo=-3.412 eV AE=Emomo-1-Ewumo+y= -4.748 ¢V
\j
EnoM0=-6.203 eV Emomo. 1= -6.609 eV

Sekil 4.52. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir-hidroiyodid (3) HOMO-LUMO enerji, hesaplar: ve diizeyleri
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Tablo 4.15. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir-hidroiyodid (3) hesaplanan molekiiler parametreleri

LUMO -0,06839
LUMO+1 -0,10258
HOMO -0,22796
HOMO-1 -0,24287
AEHOMO-1-LUMO+1) -0,14029
AE(Homo-Lumo) -0,15957
Elektronik Kimyasal Potansiyel (Pi) -0,14818
Kimyasal Sertlik 0,079785
Elektronegatiflik () 0,148175
Elektronik Yiik (ANmax) 1,857179
Global Yumusaklik (S) 12,53368
Global Elektrofillik ( ®) 0,275187

3’nolu bilesigin MEP haritasina gore; tlim molekiilde 1liman yani yesil renkli oldugu
goriildii, oksijen atomlarinin negatif bolgede ylik yogunlugunu olusturdugu belirlendi
(sekil 4.50).

Sekil 4.53. 3-(2-(4-Etil-5-tiokso-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il)asetil)-2H-
kromen-2-bir-hidroiyodid (3) MEP haritas:
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4.3. Antitiimor Aktivite

HT-29, HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde, MDA-MB-231 3’lii negatif meme
kanseri hiicrelerinde sentezlenen bilesiklerin antitimor aktivitesini belirlemek icin MTT
yontemi kullanildi.

HCT-116 hiicrelerinde bu tez calismasinda sentezlenmis bilesiklerin IC50 degerleri
Tablo 4.16°da verilmistir. Cisplatine kiyasla sentezlenen ti¢ bilesiginde daha aktif oldugu,
ozellikle ise 3’nolu bilesigin HCT-116 hiicreleri lizerinde en aktif bilesik oldugu goriildii.
(Sekil 4.51).

Tablo 4.16. HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde sentezlenmis bilesiklerin ICsy degerleri

Bilesik No  ICS50 (uM) % 95 ClI p degeri
A 131,2 115,1-151,1 0,0037
B 149,2 122,2-196,7 10,0388
1 95,44 86,02 —105,6 0,0126
2 77,33 68,58 — 86,88 0,0225
3 60,59 53,01 -69,16 0,0212
Cisplatin 140,5 115,2-179,1 0,0065
A B
150 1% blog
= = £
;é"" zI=h ?" A M E e é:
w o : z
n, wllllgﬁ . Mililéﬁ N
& d,%{‘,y REEN & a?‘}::{..e»%’ RRR
- 5 " Sisplatin

§
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canlidik orar (%)
s

canlilik oram (%)
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&
°o"i¢‘> Rl

Sekil 4.54. HCT-116 hiicreleri iizerinde sentezlenen bilesiklerin sitotoksisiteleri
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HT-29 hiicrelerinde bu tez calismasinda sentezlenen bilesiklerin IC50 degerleri

Tablo 4.17°de verilmistir. Cisplatin’in HT-29 hiicreleri iizerinde sentezlenen {i¢ bilesikten
daha aktif oldugu tespit edildi. (Sekil 4.52).

Tablo 4.17. HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde sentezlenmis bilesiklerin ICsy degerleri

Bilesik No  IC50 (uM)

A 215
B 251
1 159,6
2 153,8
3 145,6

Cisplatin 90,64

% 95 CI
186,8 — 258,9
211,9-326,1
139,8 - 188,6
133,9-181,7
132,3-161,8
76,28 —109,8

p degeri
0,0039
0,0035
<0,0001
0,0025
0,0019
0,0225

IR

E

FFP v ey

canhik oram (%)
B

L4

canbiik oram (%)

cankdk orani (%)

canbik orani (%)

Sisplatin

cankdd orani (%)

Sekil 4.55. HT-29 hiicrelerinde sentezlenen bilesiklerin sitotoksisiteleri

Uglii negatif meme kanseri hiicresi MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde sentezlenen

bilesiklerin antitiimor aktiviteleri degerlendirildi. Meme kanseri hiicresi MDA-MB-231

hiicrelerinde bilesiklerin ve cisplatine ait IC50 degerleri Tablo 4.18’de verildi. Cisplatine

kiyasla sentezlenen 1’nolu bilesigin daha aktif oldugu belirlendi (Sekil 4.53).
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Tablo 4.18. MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde sentezlenmiy bilesiklerin ICsg
degerleri

Bilesik Ad1  1Csp (uM) % 95 CI p degeri
A 129,0 116,3 - 144,6 0,0012
B 129,8 112,5-153,4 10,0277
1 31,27 26,46 — 36,86 0,0506
2 90,17 78,04 —105,5 0,0076
3 93,46 79,93 -111,3 0,0182
Cisplatin 57,86 47,58 - 71,26 0,0056
A
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Sekil 4.56. MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde sentezlenen bilesiklerin sitotoksisiteleri

HT-29, HCT-116 ve MDA-MB-231 kanser hiicrelerinde yapilan sitoksisite
caligmalarinda sentezlenen bilesikler arasinda cis-platine kiyasla 1°nolu bilesigin daha aktif
oldugu belirlendi. Elde edilen bulgular, yeni sentezlenmis bu bilesiklerin meme kanseri ve
kolon kanserinin tedavisinde kullanilabilecek bir anti-kanser ajan olma potansiyelini

desteklemektedir.
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4.4. Tartisma

Bu calismada Sekil 4.54° de sentezlenen kimyasal bilesiklerin teorik hesaplamalari
6-311 G(d,p)) temel setinde DFT(B3LYP) metodu kullanilarak elde edildi. Deneysel
veriler FT-IR, NMR (1H ve 13C), LCMS-MS ve clementel analiz teknikleri kullanilarak

aydinlatildi.
o
/
s Ve
CH,—C
/ 28 IS 41 4 N—N 44 45
4 N—N 5 l/ 16
5 3 15/ 1 £ = s © 34
s 7307 38 6 N 35
40 HsC 33
2 11 2
6 20
> 1 38 36
H,;C 1 H CHj
1 2fHs 23 37
1 2

43| HBr

Sekil 4.57. Teorik ve deneysel hesaplamalar: yapilan bilesikler

Sentezlenen kimyasal bilesiklerin; 13C-NMR, 1H-NMR, FT-IR analizleri yapild1 ve
erime noktalart belirlendi. FT-IR spektrumunda genel olarak, 3000-3116 deger
araliklarinda aromatik C-H, 2900-2990 deger araliklarinda alifatik C-H, 1687-1725 deger
araliklarinda C=0, 1604-1612 deger araliklarinda C=C, 1553-1559 deger araliklarinda C-
N, 1275-1290 deger araliklarinda C=S, 1165-1182 deger araliklarinda C-O gerilmeleri
belirlendi. 1H-NMR verilerine gore 7.80-7.20 deger araliklarinda aromatik halka
hidrojenleri, 4.9-1.2 deger araliklarinda aromatik olmayan C-H hidrojenleri olarak tespit
edildi. 13C-NMR verilerine gore ise yaklasik olarak 190 ppm degerinde oksijen atomuna

bagl karbon atomu, yaklasik 160 ppm degerlerinde kiikiirt atomuna bagli karbon atomu,
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yaklasik 158-112 ppm deger araliklarinda aromatik halka karbon atomlari, yaklasik 67-69
ppm deger araliklarinda azot atomuna bagli aromatik olmayan karbonlar ve aromatik
halkaya bagli karbona ait pikler gozlemlendi.

Ayrica sentez sonunda olusan Kimyasal bilesiklerin teorik olan hesaplamalar1 i¢in
Gaussian 09 paket programi 6-311 G(d,p)) temel setinde DFT(B3LYP) metodu kullanildi.
Bu programda elde edilen veriler ve analizlere bulgular basliginda detayl1 bir sekilde yer
verilmistir.

Elde edilen bilesiklerin ti¢ boyutlu molekiiler yapilari, teorik 1H-NMR ve 13C-NMR
spektrumlart analiz edildi, HOMO-LUMO orbitalleri ve enerji yiizeyleri karsilastirildi,
MEP haritalar1 olusturuldu ve olasi yiik dagilimlari belirlendi.

AE degerleri, molekiillerin kimyasal kararliligi ve stabilitesi hakkinda bilgi
vermektedir. Molekiiliin kararli olabilmesi i¢in, AE degerinin olabildigince kiigiik olmasi
beklenir. Elde edilen bilesiklerin AE degerlerinin diisik olmasi, molekiillerin

kararliliklarinin yiiksek oldugunu gosterdi.

Tablo 4.19. AE(eV) degerleri

Bil‘le§ik No AE= E(HOMO)'E(LUMO) AE=E(HOMO_1)-
Ewumo+1)

1 -3.55 -4.924

2 -3.685 -4.475

3 -3.412 -4.748

Tablo 4.19” daki sonuglara gore, sentezlenen bilesiklerde genel olarak HOMO-
LUMO orbitallerinin arasinda enerji farklarinin diisiik oldugu belirlendi. Ozelikle, en
diisiik enerji farkina sahip olan kimyasal bilesigin ise 2 nolu bilesik oldugu tespit edildi.

Regresyon analizinde;

Deneysel ve teorik NMR sonuglarindan ortaya ¢ikan veriler teorik sinyallerin ve
deneysel sinyallerin (ppm) ardisik iki serisinde Tablo 4.20. olusturuldu. Bu serilerden biri,
deneysel veriler igeren X bagimsiz degiskenleri, digeri ise teorik veriler igeren Y bagimli
degiskenler serisi olusturulacak sekilde yapildi. Ardindan belirtilen X ve Y ardisik ikili
serisinin lineer regresyon analizleri yapildi ve R2 degerleri ile dogru iliskisi

degerlendirildi.
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Tablo 4.20. Bilesiklerin R2 degerleri

Bilesik No 1H-NMR R2 degeri 13C-NMR
R2degeri

1 0,9801 0,9801

2 0,9042 0,9595

3 0,9111 0,9592

Tablo 4.20.’deki R2 sonuglarma gore teorik ve deneysel verilerin birbirleri ile
uyumlu oldugu 1H-NMR ve 13C-NMR en yakin degerin 1 nolu bilesige ait oldugu tespit
edildi.

MTT yontemi ile HT-29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicreleri ve MDA-MB-231 3°li
negatif meme kanseri hiicrelerinde sentezlenen bilesiklerin antitiimor 6zellikleri
incelenerek, kanser tedavisinde hala yaygin olarak kullanilmakta olan cis-platine karsi

etkinlikleri belirlendi.
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5. SONUCLAR VE ONERI

1,2,4-Triazol ve tirevlerinin gosterdikleri farmakolojik 6zelikleri sebebiyle
literatiirde olduk¢a onemli bir yere sahiptir. Tez kapsaminda 3 farkli yeni triazol tiirevi
sentezlendi, elde edilen bilesiklerin teorik ve deneysel analiz metotlariyla yapi analizleri ve
molekiil kararliliklar belirlendi.

Tezde yapilan ¢alismalarda; sentezlenen ii¢ bilesigin FT-IR, 1H-NMR, 13C-NMR
deneysel verileri ve erime noktalari belirlendi. Gaussian 09 paket programi ve 6-311
G(d,p)) temel setinde DFT(B3LYP) metodu kullanilarak sentezlenen tiim bilesiklerin
teorik FT-IR, 1H-NMR, 13C-NMR spektrumlari, HOMO ve LOMO enerji diizeyleri
ve MEP haritalar1 olusturuldu. Tez kapsaminda sentezlenen tiim bilesiklerin deneysel ve
teorik verileri tiim bilesikler i¢in ayr1 ayr1 hesaplanarak molekiil kararliliklart ve enerjileri
belirlendi.

MTT yontemi ile HT-29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicreleri ve MDA-MB-231 3’lii
negatif meme kanseri hiicrelerinde sentezlenen bilesiklerin antitiimor 6zellikleri incelendi.
HTC-116 kolon kanseri hiicrelerine karsi en aktif bilesigin 3 nolu bilesik oldugu ve MDA -
MB-231 tg¢lii negatif meme kanseri hiicrelerine karsi en aktif bilesigin 1’nolu oldugu tespit
edilmistir.

Sonug olarak; sentezlenen yeni 1,2,4-triazol tiirevi bilesiklerin uzun yillardir farkli
kanser tiirlerinde aktif olarak kullanilan cis-platine kiyasla anlamli sonuglar vermesi
caligmalarin bir sonraki basamagi olan in vivo calismalar ig¢in umut vericidir. Ayni
zamanda elde edilen antitimor sonuglari gelecekte yapilmasi olasi tiirevlerin biyolojik

aktivite ¢caligmalarinda da yol gosterici olacaktir.
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