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OZET

2-ALKIL/ALKILOKSI KOPRULU SUBSTITUEBENZIMIDAZOL TUREVi BILESIKLERIN
SENTEZI, YAPILARININ TAYINi VE ANTIPROLIFERATIF ETKILERININ BELIRLENMESI
CALISMASI

Kanser, saglikli hiicrelerin dogal yasam dongiisiiniin bozulmasi ve hiicrelerin kontrolstiz
bir sekilde cogalmasi sonucu viicut fonksiyonlarinin islevini yitirmesiyle ortaya c¢ikan bir
olgudur. Bu hiicreler stirekli olarak proliferasyona ugrar ve yayilirlar. Diinyada ve iilkemizde
kanserli hasta sayisinin hizla artmasi kanser ile ilgili yogun arastirmalar yapilmasina neden
olmaktadir. Kanser tedavisinde Kkullanilan ilaglarin yan etkileri ve tedaviye karsi olusan
direncten dolay1 farkli etki mekanizmalarina sahip yeni ilaclarin gelistirilmesi ihtiyaci
bulunmaktadir. Son yillarda 6zellikle kanser hiicrelerinin proliferasyonunu durdurucu yeni ilag
molekiilii gelistirilmesi énem kazanmistir. Literatiir ¢alismalari incelendiginde antiproliferatif
etkiye sahip molekiiller arasinda benzimidazol halka sistemi tasiyan molekiillerin de oldugu
goriilmektedir. Bu molekiiller arasindan 1., 2. ve 5. konumlarda stibstitiie benzimidazol tiirevi
bilesiklerin dikkat cekici aktiviteye sahip olduklar1 ve 6zellikle 2. konumdan siibstitiie tiirevlerin
yuksek aktivite gosterdikleri belirlenmistir. Bu calismada, 2-alkil/alkiloksi képrulu
stibstitiiebenzimidazol tiirevi bilesiklerden; 2-(4-Klorobenzil)-1H-benzimidazol (Bilesik No 5),
2-(4-Hidroksibenzil)-1H-benzimidazol (Bilesik No 6), 2-(4-Metilbenzil)-1H-benzimidazol
(Bilesik No 7), 2-(4-Klorofeniletil)-1H-benzimidazol (Bilesik No 11), 2-((4-Hidroksifenil)etil)-
1H-benzimidazol (Bilesik No 12), 2-(4-Metilfeniletil)-1H-benzimidazol (Bilesik No 13), 2-((4-
Klorofenoksi)metil)-1H-benzimidazol (Bilesik No 17), 2-((4-Hidroksifenoksi)metil)-1H-
benzimidazol (Bilesik No 18), 2-(p-Toliloksimetil)-1H-benzimidazol (Bilesik No 19), 2-Benzil-
5(6)-kloro-1H-benzimidazol (Bilesik No 22), 2-((4-Hidroksifenil)metil)-5(6)-kloro-1H-
benzimidazol (Bilesik No 23), 2-Fenetil-5(6)-kloro-1H-benzimidazol (Bilesik No 25), 2-((4-
Hidroksifenil)etil)-5(6)-kloro-1H-benzimidazol (Bilesik No 26), 2-Fenoksimetil-5(6)-kloro-1H-
benzimidazol (Bilesik No 28) ve 2-((4-Hidroksi)fenoksimetil)-5(6)-kloro-1H-benzimidazol
(Bilesik No 29) bilesikleri Phillps yontemine gore sentezlenmis ve yapilar: FT-IR, tH-NMR ve
LC-MS/MS ile aydinlatilmistir. Benzimidazol tiirevi bu bilesiklerin saglikli HEK 293 hiicre hatti
ile akciger (A549), bobrek (A498), serviks (HeLa), insan cildi malign melanom (A375) ve insan
karaciger (HepG2) kanser hiicre hatlarina karsi antiproliferatif etkileri MTT (3-[4,5-
dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) yontemiyle arastirilmistir. Sentezlenen
bilesiklerden, Bilesik No 11, 12 ve 18; A549, Bilesik No 12 ve 18; A498, Bilesik No 12, 18 ve 25;
HeLa, Bilesik No 12 ve 25; A375 ve Bilesik No 12 ve 18; HepG2 kanser hiicre hatlarina karsi
giiclii antiproliferatif aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, benzimidazol, antikanser aktivite, antiproliferatif aktivite, yapi-
aktivite iliskileri.

Danisman: Prof. Dr. Oztekin ALGUL, Mersin Universitesi, Farmasoétik Kimya Anabilim Dali,
Mersin.
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ABSTRACT

SYNTHESIS, STRUCTURE CHARACTERIZATION AND INVESTIGATION OF
ANTIPROLIFERATIVE ACTIVITY OF 2-ALKYL/ALKYLOXY LINKED SUBSTITUTED
BENZIMIDAZOLE DERIVATIVES

Cancer is a phenomenon that occurs as a result of deterioration of healty cell’s natural
life cycle and the loss of body functions by uncontrolled cell growth. These cells constantly
undergo proliferation and widely spread. The rapid increase in the number of cancer patients in
the world and in our country leads to intensive researches about cancer. Due to the side effects
of the drugs used in cancer treatment and resistance to the treatments, there is still need to
develop novel drugs with different mechanisms of action. In recent years, it has became so
important, especially to develop new drug molecules that inhibit the proliferation of cancer
cells. When the literature is examined, it is seen that among the molecules having
antiproliferative effect, the molecules bearing the benzimidazole ring system are also present.
Among these molecules, substitute benzimidazole derivative compounds in the 1, 2 and 5
positions have remarkable activity, and in particular, the 2 position substituent benzimidazole
derivatives show high activity. In this study, we synthesized some compounds, which are 2-
alkyl/alkoxy  substitutedbenzimidazole derivatives, namely;  2-(4-Chlorobenzyl)-1H-
benzimidazole (Compound 5), 2-(4-Hydroxybenzyl)-1H-benzimidazole (Compound 6), 2-(4-
Methylbenzyl)-1H-benzimidazole (Compound 7), 2-(4-Chlorophenethyl)-1H-benzimidazole
(Compound 11), 2-((4-Hydroxyphenyl)ethyl)-1H-benzimidazole (Compound 12), 2-(4-
Methylphenethyl)-1H-benzimidazole (Compound 13), 2-((4-Chlorophenoxy)methyl)-1H-
benzimidazole (Compound 17), 2-((4-Hydroxyphenoxy)methyl)-1H-benzimidazole
(Compound 18), 2-(p-Tolyloxymethyl)-1H-benzimidazole (Compound 19), 2-Benzyl-5(6)-
chloro-1H-benzimidazole (Compound 22), 2-((4-Hydroxyphenyl)methyl)-5(6)-chloro-1H-
benzimidazole (Compound 23), 5(6)-Chloro-2-phenethyl-1H-benzimidazole (Compound 25),
2-((4-Hydroxyphenyl)ethyl)-5(6)-chloro-1H-benzimidazole (Compound 26), 2-
(Phenoxymethyl)-5(6)-chloro-1H-benzimidazole (Compound 28) and 2-((4-
Hydroxy)phenoxymethyl)-5(6)-chloro-1H-benzimidazole (Compound 29) by using Phillips
method and the structures were elucidated by FT-IR, tH-NMR and LC-MS/MS. Antiproliferative
effects of benzimidazole derived compounds against healthy human embryonic kidney (HEK
293) cell line and lung cancer cell lines (A549), kidney (A498), cervical (HeLa), human skin
malignant melanoma (A375) and human liver hepatocellular (HepG2) were investigated by
MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) method. Some of the
synthesized compounds showed the strongest antiproliferative activity; Compound No 11, 12
and 18 against A549 Compound No 12 and 18 against A498, Compound No 12, 18 and 25
against HeLa, Compound No 12 and 25 against A375 and Compound No 12 and 18 against
HepG2 cancer cell lines.

Key words: Cancer, benzimidazole, anticancer activity, antiproliferative activity, structure-
activity relationship.

Advisor: Prof. Dr. Oztekin ALGUL, Department of Pharmaceutical Chemistry, Mersin University,
Mersin.
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1. GIRiS

Giiniimiizde kanserli hastalardaki mortalite orani, kanser tedavisinde 6nemli gelismeler
saglanmis olmasina ragmen, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada yer almaktadir.
Avrupa genelinde saglik harcamalar: icerisinde kanser harcamalarinin orani, yiizde 6,3’tir.
Kanser tedavisi goren Kkisilerin ortalama tedavi masrafinin ise 148 € oldugu tahmin
edilmektedir. Tiirkiye'de ise saglik harcamalarinin yalnizca ylizde 3'i kanser tedavilerine
ayrilmaktadir. Ayrica, kanser tedavi masraflarinin Tiirkiye'ye dogrudan maliyetinin 1,8 milyar €
(vaklasik 4,5 milyar TL) oldugu ve bu maliyetin hizla arttigi 6n goriilmektedir. Bu rakamlarla
Tiirkiye, Almanya, Ingiltere, Fransa, Italya ve Ispanya'dan sonra Avrupa'da 6. sirada yer
almaktadir. Tirkiye'de kanserli hasta sayisinin giderek arttig1 ve 2030'da yarim milyon kanserli
hastanin olacagl tahmin edilmektedir [1].

Tiim diinyada kanserli hasta sayisi ile birlikte farkh yapidaki bilesikler tizerinde yapilan
yeni antikanserojen ila¢ gelistirme arastirmalarin sayisi da hizla artmaktadir. Kanser tedavisi
icin yeni ila¢ arastirma gelistirme calismalarinda dikkat ¢ekici yapilar arasinda benzimidazol
halka sistemi bulunmaktadir. Bu arastirmalarda, farkli farmakolojik etkileri nedeniyle ilac etken
maddesi olarak kullanilan benzimidazol tiirevleriyle yapilan ¢alismalarda basarili sonuglar elde
edildigi goriilmektedir.

Son yillarda gelistirilen distamisin, netropsin, CC-1065, antramisin ve Hoechst 33258
(pibenzimol) (Sekil 1.1.) gibi ilaglar DNA heliksinin A/T bazlarinca zengin minér oyuguna (DNA
minor grove binders) elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglar1 ve van der Waals etkilesimleri
ile baglanarak antikanserojen aktivite gosterdikleri belirlenmistir [2]. Benzimidazol yapisindaki
Hoechst 33258 ilk olarak l6semide (L1210), daha sonra Faz I asamasinda pankreas kanserine
karsi aktif bulunsada Faz Il asamasin1 gegememis bir ila¢ aday1 olmustur [3]. Ancak o6zellikle
DNA'nin A/T igeren oligoniikleotid bolgesi ile diizlemsel yapidaki Hoechst 33258'nin
benzimidazol halkasinin DNA mindr oyuguna tam oturmasi ¢ok sayida arastirma grubunun

farmakofor grup olarak benzimidazol yapisi tasiyan bilesikler gelistirmesini saglamistir (Sekil

1.2a ve 1.2b) [4-9].
N
L
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Sekil 1.1. Hoechst 33258’in yapisi.
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Hoechst 33258 ve 5-fluorourasil (5-FU) bilesigi ile yapilan in vitro karsilastirmali
calismada, fenil halkalar birbirine heteroatom tasiyan ara zincir ile baglanan benzimidazol
yapisinda bilesiklerin (Sekil 1.2c) bazi kanser tiirlerine karsi etkili olduklari belirlenmistir [10].
Molekiiler modelleme, fluoresans ve viskosimetri calismalari ile bilesiklerin DNA heliksinin
kiigciik oyuguna baglandig1 ve insan periferal kan monontikleer hiicrelerinde yapilan toksisite

calismalar ile Sekil 1.4’lin Paklitaksel ve 5-FU’den daha az toksik oldugu da ortaya konulmustur.

Sekil 1.2. Farmakofor grup olarak benzimidazol yapisi tasiyan molekiiller.

Benzimidazol yapisinda bilesiklerle yapilan bir diger calismada ABA13 ve ABA833 kodlu
bilesiklerin in vitro olarak kanser tiirlerine karsi (meme, kolon, ovaryum, akciger ve prostat)
antiproliferatif etkileri Hoechst 33258 ile karsilastirilarak belirlenmistir [11]. Flow sitometrik
analizler sonucu ABA13 ve ABA833'lin (Sekil 1.3.) hiicre proliferasyonunu, hiicre siklusunun S
fazinda bloke ettigi ve MCF-7 ve MDA 468 meme kanser hiicrelerinde pre-G; fazinda hiicre

proliferasyonunun arttig1 gosterilmistir.
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ABA13 X =-0OCH3
ABA833 X =-0(CH2)sN(CHz3)2

Sekil 1.3. Antiproliferatif etkili ABA13 ve ABA833 bilesiklerinin yapisi.

Benzimidazol tiirevleri ile elde edilen basarili sonuclarin arastiricilarin ilgisini cektigi ve
farkli yapida benzimidazol tlirevlerinin de cesitli kanser hiicre hatlarina karsi etkili oldugu
literatiir verilerinden anlasilmaktadir. Farkli etki mekanizmalariyla farkli kanser tiirlerinin
tedavisinde kullanilabilecek yeni ila¢ aday1 molekiillerinin gelistirilmesi amaciyla benzimidazol
yapisi tasiyan bilesikler (Hoechst 33258 tiirevleri gibi) iizerinde farkli Kklinik calismalar
yuritilmektedir [12-16].

Mallena ve arkadaslari, biyolojik aktif minor kavite ajanlar1 elde etmek icin bir seri
diamidin  tlrevleri  gelistirerek DNA ile etkilesimlerini incelemislerdir. Fenil-
tiyofenbenzimidazol (Sekil 1.4a) yapisinin, bir fenil furan fenil yapisina sahip olan Furamidin
(Sekil 1.4b) yapisiyla karsilastirildiginda, DNA'nin minor kavitesindeki A/T dizisine 10 kat daha
kuvvetli baglandigi goriilmiistiir. Ancak furan halkasinin tiyofene doniistiriilmesi ya da fenil
halkasinin benzimidazole doniistiiriilmesi baglanma siddetinde bir degisiklik meydana
getirmezken, terminal amidin grubunun benzimidazoliin iizerinde oldugu zaman DNA'ya
baglanma afinitesinde onemli bir fark elde edildigi bildirilmistir. Calisma sonucunda

benzimidazol halka sisteminin aktiviteden sorumlu unsur oldugu gérilmistiir [17].

H
B e
S \
N
NH HN O
HN
H,N A
2
NH,

a b

Sekil 1.4. Fenil-tiyofen benzimidazol ve fenil-furan fenil bilesiklerinin yapisi.
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Grubumuz tarafindan yiirtitiilen ¢calismalarda benzimidazol tiirevi bilesiklerin ara zincir
yapisi ve uzunlugu ile 5(6). konumunda siibstitiient tasiyan bilesiklerin akciger (A549), serviks
(HeLa) insan cildi malign melanom (A375) ve karaciger (HepG2) kanser hiicre hatlarina karsi
belirlenen sitotoksik etkileri literatiirde bulunan bilesiklerle karsilastirildiginda oldukca potent
bulunmustur. Ozellikle ara zincirde heteroatom tasiyan benzimidazol tiirevi bilesiklerin potent
sitotoksik etki gosterdikleri belirlenmistir. Bu yapidaki bilesiklerden RHE50'nin karaciger hiicre
hatlarina karsi sitotoksik etkisi oldukca dikkat g¢ekicidir (Sekil 1.5.). Bununla beraber akciger,
karaciger, insan cildi malign melanom ve serviks kanser hiicre hatlarina sitotoksik etkilerinin de
gelistirilebilir potansiyelde oldugu goriilmektedir. Bu calismalar, RHE50 bilesiginin yeni

benzimidazol yapilarinin gelistirilmesinde 6ncti bilesik olarak belirlenmesinde rol oynamistir.

N
a0
4TS
H
N
H
Sekil 1.5. Bilesik RHE50'nin yapisi.

Bu tez calisma kapsaminda, bilesik RHE50 ana yapisindan hareketle tasarlanan bir grup
bilesigin farkli kanser hiicre hatlarina karsi etkinligini arttirmak ve yapi optimizasyonu
saglayarak, aktif bilesiklerin molekiiler etki mekanizmasini agiklamak i¢in biyolojik aktivite
calismalan yuritilmiistur.

Benzimidazol ana yapisi tasiyan bilesiklerin genis etki spektrumuna sahip olduklari
literatiirlerde kayith bilgilerdir. Benzimidazol ana yapilarina direkt veya alifatik képrt ile bagh
aromatik halka tasiyan tiirevlerin antikanserojen aktiviteleri arastirllmis olmasina ragmen,
benzimidazol ve aromatik halka sistemlerini birbirlerine alifatik ve alkiloksi ara zincirle
baglanan tlrevlerin karsilastirllmali antikanserojen etkileri lizerinde yapilmis calismaya
literatiirde az rastlanmaktadr.

Ayrica benzimidazol ana yapisinin oldukca genis biyolojik aktiviteye sahip olmasindan
hareketle, yeni siibstitiie benzimidazol tiirevi bilesiklerin gelistirilmesinin bu yapilarin aktivitesi
lizerindeki potansiyalizasyonunun degerlendirilmesinin yeni ve etkin bir yaklasim olabilecegi
diistiniilmektedir.

Yapilan literatiir ¢alismalari sonucunda benzimidazol tiirevi bilesiklerin ¢esitli biyolojik
aktivitelerinin belirlenmesi, bu grup bilesiklerin iyi antiproliferatif aktivite de goésterecegini
ortaya cikarmistir. Tez ¢alismamizda, 2-alkil/alkiloksi kopriilii siibstitiiebenzimidazol tlrevi
bilesiklerin sentezi, yapinin karakterizasyonu ve antiproliferatif aktiviteleri arastirilarak yapi

aktivite iliskileri aydinlatilmistir.
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Bu calismada, 2-alkil/alkiloksi kopriilii stibstitiiebenzimidazol tiirevi bilesiklerden; 2-(4-
Klorobenzil)-1H-benzimidazol (Bilesik No 5), 2-(4-Hidroksibenzil)-1H-benzimidazol (Bilesik
No 6), 2-(4-Metilbenzil)-1H-benzimidazol (Bilesik No 7), 2-(4-Klorofeniletil)-1H-benzimidazol
(Bilesik No 11), 2-((4-Hidroksifenil)etil)-1H-benzimidazol (Bilesik No 12), 2-(4-
Metilfeniletil)-1H-benzimidazol (Bilesik No 13), 2-((4-Klorofenoksi)metil)-1H-benzimidazol
(Bilesik No 17), 2-((4-Hidroksifenoksi)metil)-1H-benzimidazol (Bilesik No 18), 2-(p-
Toliloksimetil)-1H-benzimidazol (Bilesik No 19), 2-Benzil-5(6)-kloro-1H-benzimidazol
(Bilesik No 22), 2-((4-Hidroksifenil)metil)-5(6)-kloro-1H-benzimidazol (Bilesik No 23), 2-
Fenetil-5(6)-kloro-1H-benzimidazol (Bilesik No 25), 2-((4-Hidroksifenil)etil)-5(6)-kloro-1H-
benzimidazol (Bilesik No 26), 2-Fenoksimetil-5(6)-kloro-1H-benzimidazol (Bilesik No 28) ve
2-((4-Hidroksi)fenoksimetil)-5(6)-kloro-1H-benzimidazol (Bilesik No 29) bilesikleri Phillips
yontemiyle tek basamakta sentezlenmistir. Bu bilesiklerden, Bilesik 18, 26 ve 29 ilk defa bu
calismada sentezlenmistir. Bilesik 12, 23 ve 25 ilzerine kayith literatiir c¢alismasi
bulunmamaktadir; fakat ticari olarak satilan molekiillerdir. Sentezlenen bilesiklerin
kristallendirildikten sonra safligi ITK, erime noktasi ile belirlenmis olup, yapilar1 FT-IR, tH-NMR
ile aydinlatilmistir. Orijinal olan bilesiklerin yapilar1 LC-MS/MS ile desteklenmistir.

Sentezlenen 2-alkil/alkiloksi kopriilii siibstitiiebenzimidazol tiirevi bilesiklerin saglikli
hiicre hatt1 olan HEK 293 ve kanser hiicre hatlar1 olan A549, A498, HeLa, A375 ve HepGZ2'e karsi
antiproliferatif aktiviteleri MTT (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir)

yontemi ile belirlenmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. Benzimidazollerin Genel Ozellikleri

Benzimidazol halka sistemi, benzen ve imidazol halkalarinin, imidazol halkasinin 4. ve 5.
konumlarindan birbirlerine baglanmalari ile olusmustur. Benzimidazol halka sistemi iki farkli
yapida azot atomuna sahiptir (Sekil 2.1.). Hidrojen atomu bagh azot atomu “imino azotu” veya
“pirol azotu”, tersiyer formdaki diger azot atomu ise “piridin azotu” veya “tersiyer azot” olarak
isimlendirilmektedir. imino azot atomunun tasidig1 hidrojen atomuna da, “imino hidrojeni” adi
verilir. Imino azotu sp3 hibritlesmesi yapar ve kendisine bagh hidrojenle beraber proton verici
merkez olarak davranirken, tersiyer azot atomu sp? hibritlesmesi gosterir ve proton alicisi

olarak davranir [18- 20].

H
/
N
)
N
Sekil 2.1. Benzimidazol'iin yapisi.

Genellikle benzimidazol tiirevi bilesiklerin erime ve kaynama noktalar1 yiiksek olup, kati
forma sahiptirler. Ornegin, benzimidazol molekiiliiniin erime noktas1 170°C’dir. Bu bilesikler
polar ¢oziciilerde iyi ¢oziinlirken, nonpolar ¢oziiciilerde ise az ¢oziiniirler. Polar ¢oziiciilerde
serbest imino hidrojeni asosiye halinde bulunur ve siibstitlisyona ugratilirsa kaynama ve erime
noktalar1 oldukga diiser [18].

Benzimidazoller asitlerle tuz olusturabilirme yetenegine sahip olan bazik yapili
bilesiklerdir. Benzimidazollerin bazik 6zelligi asidik dzelliginden daha baskin olan amfoterik
bilesikler olduklari icin metallerle tuz olustururlar. Benzimidazollerin bazik karakterlerinin
kaynag, iizerindeki ortaklanmamis elektron ciftini reaksiyona girdikleri atom veya gruba
verebilen tersiyer azot atomunun varligidir [21].

Benzimidazol yapilarinin asidik 6zelligi imino hidrojeninden kaynaklanmaktadir.
Benzimidazollerin, grignard bilesikleri ile reaksiyonu sonucu N-Magnezyum halojeniir iirtinii
aciga cikarmasi asidik 6zelliginin bir sonucudur. Ayrica benzimidazollere bagh elektronegatif

gruplarin sayisi arttikca asidik 6zellikleri artmaktadir [21].
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Benzimidazoller (pKa 5,5), imidazollere gore (pKa 7,0) zayif bir bazdir. Buna imidazol ile
benzen halkalar1 arasindaki konjugasyon sebep olmaktadir. Bu konjugasyondan dolay1 olusan
tautomerlesme, halka dayanikliliginin artmasina sebep olur ve imidazol azotunun bazik
karakterini azaltir. Benzimidazoller, asitler ve bazlara karsi dayanikli bilesiklerdir. Ayrica
benzimidazoller oksitleyici bilesiklerden kolay etkilenmezler [22].

Benzimidazol halka sisteminin numaralandirilmasina imino azotundan baslanir ve

tersiyer azot atomuna 3 numara verilerek devam edilmektedir (Sekil 2.2.) [18 ].

H
7 /
N1
6
/>2
S N
4 3

Sekil 2.2, Benzimidazol molekiiliiniin numaralandirma sistemi.

1 numarali konumdaki azot atomuna bagli hidrojen atomu tautomerizim gosterir

(Sekil 2.3.) [20, 23].
H
»

N

N
—_— \
N
H

Sekil 2.3. Benzimidazol molekiiliiniin tautomerik formu.

Tautomerlesme ile birlikte iki farkli yapi yazilabilmesine ragmen her iki form da ayni
bilesige aittir. Birbirinin izomeri gibi goriinsede aslinda birbirinin tautomeridir. Bu durum
simetri diizlemine sahip olmayan 5(6)-metilbenzimidazol ile 6rneklenebilir (Sekil 2.4.). 5-
metilbenzimidazol, 6-metilbenzimidazoliin tautomeri oldugundan bu iki form da ayni bilesiktir

[20-21].

7 4 3
ﬁl 1 5 N
6 A\
5 /
N 6 N1
H;C 4 3 H;C - H

Sekil 2.4. 5(6)-Metilbenzimidazol bilesiginin tautomerik formu.
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2,5(6)-dimetilbenzimidazol gibi tiirevlerin sahip oldugu imino azotu, iki farkli izomer
formunun olusmasina sebep olmaktadir. Bu tip bilesiklerde kesin yap1 ortaya koyulamayabilir.
Sekil 2.5.de gorildigi gibi 2,5-dimetilbenzimidazol, 2,6-dimetilbenzimidazoliin tautomeridir.

Ayni durum, 4(7)-siibstitiie benzimidazol tiirevleri i¢in de gecerlidir [18, 20].

ﬁl 1 5 N
6 \>*
CH —_ CH,
5 /> 2 ? 2
N 6 N1
H;C 4 3 H;C - H

Sekil 2.5. 2,5(6)-Dimetilbenzimidazol bilesiginin tautomerik formu.

Serbest imino hidrojeni iceren benzimidazoller, birbirinin tautomeridir. Bu
Benzimidazollerin tautomerini belirlemek icin, Green ve Day’in 1942 yilinda yaptiklar1 bir
calismada, 3-nitro-4-asetamido-benzoik asit ve 4-nitro-3-asetamidobenzoik asitin rediiksiyonu

ile ayni benzimidazol molekiiliinii elde etmislerdir (Sekil 2.6.) [24].

i
H;C—C—-HN COOH
HOOC N
O,N Rediiksiyon \ CH
—— 3
N
H
O,N COOH
H3C—ﬁ1~ HN

Sekil 2.6. 3-Nitro-4-asetamido benzoik asit ve 4-nitro-3-asetamido benzoik asitin rediiksiyonu
ile 5-karboksilik asit-2-metil-1H-benzimidazol sentezi.

Simetri diizlemine sahip benzimidazol tiirevlerinin tautomerik formlar1 ise birbirinin
aynidir ve yapiyl tam olarak belirlemek miimkiindiir. Ornegin; 2-metil, 5,6-dimetil ve 4,7-dimetil
benzimidazol bilesikleri simetri diizlemi icerirler. Benzimidazollerin, benzen halkasinda simetri
diizlemini engelleyecek sekilde siibstitliiente sahip olmasi halinde, imino hidrojeni siibstitiie

edilirse, iki farkli izomer formu karisimi elde edilmektedir [18].
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1 numarali konuma hidrojen atomundan daha biiylik atom veya molekiiller
baglandiginda tautomerizim gozlenmez. Bu tir bilesiklerde izomer yapi olusumu go6zlenir.
Bundan dolayida farkli bilesikler olusur. Ornegin, 1,5-dimetilbenzimidazol ile 1,6-dimetil
benzimidazol aymi bilesikler degildir. Bu tiir bilesiklerde numaralandirma stbstitiie azot
atomundan baslanarak yapilir [21].

Benzen halkasindan tiirevlendirilmis bilesikteki siibstitiientin karakteri azot iizerinden
yapilacak stbstitiisyonu etkilemektedir. Bunun sonucunda farkli verimlerle elde edilmis
izomerler ortaya c¢ikar. Benzimidazol halka sisteminin 4. konumundan yapilacak
slibstitiitiisyonlari, 6nemli olciide elektrostatik, termodinamik ve sterik etkilere sahipken 5.
konumdaki siibstitiisyonlar1 da bu etkilerin yeterince baskin olmamasi nedeniyle, izomerin
meydana gelme oranini degistigi gosterilmistir [25].

Bazi benzimidazol tiirevlerinin dimetil siilfoksit (DMSO) icindeki tautomerizm formlari
incelendiginde, 2-furil ya da tiyenil tiirevlerinin tautomerizm formlar1 varken, 2-fenil
tiirevlerinde tautomerizm formlarinin olmadigl tespit edilmistir. Bu durumun heteroaril
gruplarina sahip molekiillerin, -NH azotunun asitliginin artmasina bagh olabilecegi bildirilmistir
[26].

Iemura ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir c¢alismada, 2-kloro-4-metoksi-
benzimidazoliin imino hidrojeninin siibstitlisyonu ile 2-kloro-1-(2-etoksietil)-4-metoksi-1H-
benzimidazol ve 2-kloro-1-(2-etoksietil)-7-metoksi-1H-benzimidazol bilesikleri elde edilmistir

(Sekil 2.7.). Bu izomerler birbirinden kolon kromatografisi yontemi ile ayrilmistir [27].

OMe OMe
N, N N
Br(CH,),OEt
\>*Cl e \>*Cl + \>7Cl
N NaH N N
H l I
(CH,),0Et OMe (CH,),OEt

Sekil 2.7. 2-Kloro-4-metoksi-benzimidazol’iin imino hidrojeninin
slibstitiisyonu.

Goker ve ark. yapmis olduklar1 calismada 1-(p-florobenzil)-2-(4-metilpiperidin-1-
il)metil-5(6)-kloro-1H-benzimidazol izomerlerinin kolon kromatografisi yontemiyle birbirinden

ayrildigini belirtmislerdir [28].
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2.2. Benzimidazollerin Genel Sentez Yontemleri

Benzimidazol tiirevi bilesiklerin sentez yontemlerinde ¢ogunlukla 1,2-fenilendiamin ya
da 1,2-fenilendiamini verecek siibstittie tiirevlerin uygun aldehit ya da karboksilik asit tiirevleri

ile reaksiyonu ile sentezlendigi cesitli kaynaklarda bildirilmistir.
2.2.1. 2-Substitiiebenzimidazol Tiirevlerinin Genel Sentez Yontemleri

Gilinimiize kadar yapilan calismalar incelendiginde 2-Siibstitliebenzimidazol
tiirevlerinin genel sentez yontemleri 1,2-fenilendiaminler ile agillenmis o-nitroarilaminlerden
[21, 29, 30], karboksilik asitler, esterler, asit anhidritleri, ya da amidlerden [21, 24, 31-33],
nitrillerden [34-38], iminoeterlerden [39-41], aldehit ya da ketonlardan [33, 42-52] hareketle
yapilan reaksiyonlarin literatiirde sik rastlanan yontemler oldugu gorilmektedir. Bu yontemler
ise sunlardir:

1,2-Fenilendiamin tiirevi ile 2-metiltiyopsddoiire siilfat ve metilkloroformat karisiminin
alkali ortamdaki reaksiyonu sonucu 1H-benzimidazol-2-karbamat tiirevi sentez edilmistir (Sekil

2.8)) [53].

0 s wu) (||)
2
g H3C/ \lcl/
N

C
NH, +H,S0, N\
H >—N{-I
NH, CH;COCI /NaOH / CH;COOH g COOCH;

Sekil 2.8. 1,2-Fenilendiamin tiirevi ile 2-metiltiyopsodotire stilfat ve metilkloroformat
karisiminin alkali ortamdaki reaksiyonu ile 1H-benzimidazol-2-karbamat tiirevi sentezi.

Sulu ortamda 3,4-diaminobenzofenon ve siyanojenbromiir reaksiyonu sonucunda, 2-

amino-5(6)-benzoil-1H-benzimidazol bilesiginin sentezlendigi bildirilmistir (Sekil 2.9.) [54].

o) (0]

| I
C NH C
2 CNBr N\
B — >7 NH,
NH, bt

Sekil 2.9. 2-Amino-5(6)-benzoil-1H-benzimidazol bilesiginin sentezi.

10
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Chub ve ark. 2-klorometilbenzimidazol sentezi icin alisilmisin disinda bir yéntem ortaya
koymuslardir. Ortaya koyduklari bu yonteme gore, sulu ortamdaki 2-aminometilbenzimidazol
dihidrokloriir ile sodyum nitrit ¢ézeltisinin 2 N HCI varliginda -10°C’de reaksiyonu sonucu 2-

klorometilbenzimidazol'tin sentezlendigi bildirilmistir (Sekil 2.10.) [55].

H H
N N
NaNOZ
CH,NH, — 2> CH,CI
/ 2N HC1 /
N N

Sekil 2.10. 2-Klorometil benzimidazol bilesiginin sentezi.

Lane, 1953 yilinda yaptig1 bir ¢alismasinda, gliserol icerisinde 1,2-fenilendiaminin ve
amonyum benzoatin reaksiyona sokulmasi ile 2-fenilbenzimidazolii elde ettigini bildirmistir
[56].

Partridge ve Turner ark. tarafindan 1958 yilinda yapilan bir ¢alismada, susuz ortamda
ve tersiyer bir baz varliginda (piridin ya da trietilamin) 5-siibstitlie-2-fenilbenzimidazollerin, N’-
aril-N-hidroksiamidin ile benzensiilfonil kloriiriin gerceklesen reaksiyonu ile sentez edildigi
bildirilmistir (Sekil 2.11.). Ayrica bilesiklerin benzensiilfonat tuzlarindan da sentez edildigi
literatiirde kayithdir [57].

R
R N |
| — 5 NH.SO;Ph
NH.OH

TEA veya
Piridin
R=-H, -CH3;, -Cl j
!
R :: iN+
N
\
H. PhSO;

Sekil 2.11. 5-Siibstitiie-2-fenilbenzimidazol bilesiginin sentezi.

11
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Haruki ve ark. tarafindan 1968 yilinda gergeklestirilen bir calismada etanollii ortamda
N-arilhaloamidinlerin, sodyum etoksit ile reaksiyonlar1 sonucunda 2-fenilbenzimidazolii

sentezlediklerini bildirmislerdir (Sekil 2.12.) [58].

H C2H50Na g
N N
XN —_—
C X Etanol />_©
N

Sekil 2.12. 2-Fenilbenzimidazol bilesiginin sentezi.

Cohen tarafindan yayinlanan bir calismada, toluen ya da piridin icerisinde aromatik
selenoamitler ile stibstitiie 1,2-fenilendiamin tiirevleri 1sitilarak 2-aril-benzimidazol

tlirevlerinin sentez edildigi bildirilmistir (Sekil 2.13.) [59].

H,N R
Ar.__NH, ? . R N
C Piridin \
” + —— Ar
Se H,N N
2 H

R =-H, -CHj -Cl
Ar=-Ph

Sekil 2.13. 2-Aril benzimidazol tiirevi bilesiklerin sentezi.

Abdelhamid ve ark. tarafindan yapilan bir calismaya gore siibstitiie hidroksimoil
kloriirler ile baz1 1,2-siibstitlie aromatik amin tiirevleri kullanilarak 2. konumdan aril gruplari
ile siibstitiie edilmis benzimidazol yapisindaki bilesiklerin eldesinin gergeklestirildigi ortaya
konulmustur (Sekil 2.14.). Bu yontem ile 1,2-disiibstitlie aromatik aminlerin asit kloriirleriyle
kondenzasyonu sonucu gerceklesen reaksiyondan daha ilimli sartlarda ve daha ytiksek verimle

bilesik sentez edildigi ortaya konulmustur [60].

12
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0
N7 NH, .
N
+ —_—
Cl @i \
NH, N

Sekil 2.14. 2-Siibstitiie benzimidazol bilesiginin sentezi.

Nikham ve Fatehi-Raviz ark. 1,2-fenilendiamin ile uygun karboksilik asit tlirevlerinin
aliminyum ve metansiilfonik asit varlifinda mikrodalga yontemiyle gerceklestirilen

reaksiyonlar sonucunda 2-siibstitiiebenzimidazol tiirevi bilesikleri % 77-96 verimle elde

etmislerdir (Sekil 2.15.) [61].

NH, g
Al, Metansiilfonik asit
R-COOH > —
Mikrodalga / R
NH, N

R = metil, propil, izobiitil, fenil, 2-hidroksifenil, 2-klorofenil,
2-metoksifenil, 4-aminofenil, 4-bromofenil, 3-klorofenil,
3-nitrofenil, piridin-2-il

Sekil 2.15. Karboksilik asitlerden hareketle 2-Siibstitiiebenzimidazol tiirevi
bilesiklerin sentezi.

Hasaninejad ve ark. 2009 yilinda yayinladiklar bir calismada 2-siibstitiiebenzimidazol
tiirevi bilesiklerini 1,2-fenilendiamin ve arilkarboksilik asit tlirevlerinden hareketle silfoks

[POCl3-n(SiO2)n] ve birka¢c damla DMF varliginda 400 W’lik mikrodalga 1simasi altinda 7-8
dakikada sentezlediklerini bildirmislerdir (Sekil 2.16.) [62].

NH, X=— N "
Silfoks, DMF
+ HOOCK} " Mikrodalga N/ \ >
’ |
Y

NH,
Y

C, N
C

X
Y =H, CH3, CH30, NO., Cl, Br

Sekil 2.16. 2-Arilstbstitiie benzimidazol tiirevi bilesiklerin sentezi.

13
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Algiil ve ark. tarafindan 2-siibstitiie benzimidazol, benzotiyazol ve indol tiirevleri hem

mikrodalga yontemi ile hem de konvansiyonel i1sitma yontemi ile sentezlenmistir (Sekil 2.17.)

A C
\ R,

NH, N
B A\
NH, n
Ay/
R,

HOOC R =
R Ry=

D= Seyreltik HCl

[63].

A=PPA/MW, B=Na,S,0;/DMF,  C=PPA,

Sekil 2.17. Mikrodalga yontemi ile benzimidazol tiirevi bilesiklerin sentezi.

Hosamani ve ark. mikrodalga isinlama altinda katalizér olarak hidroklorik asit
fenoksimetil-1H-benzimidazol tlrevleri

5-nitro-2-arilsiibstitiie tasiyan

kullanarak
sentezlemislerdir (Sekil 2.18.) [64].

H
N

NH R

oLy e LN O

+ N o
MW  O,N
O,N NH, Z ? \_/
R=H, 2-Me, 3-Me, 4-Me,

2-Cl, 4-Cl, 2-NO, 4-NO,
2-NH,, 2,4-Dikloro

Sekil 2.18. 5(6)-Nitro-2-arilsiibstitiie fenoksimetil-1H-benzimidazol tiirevi bilesiklerin sentezi.

Keri ve ark. bir Wells-Dawson HgP>2W150¢2.24H20 katalizori kullanarak farkl fenoksi

asitli o-fenilendiaminlerden hareketle benzimidazol tiirevlerinin sentezi icin yeni, hizli ve etkili

bir yontem bildirmislerdir (Sekil 2.19.) [ 65]

14
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OCH,CO,H
N
R NHZ \ H6P2W18062‘24H20 ‘ \ \ — R
+ — Ry Toluen S N> o X!
NH, Z MW R H \_/
R =H, Br, Me

R,=H, 2-Me, 3-Me , 4-Me , 2-Cl , 4-Cl, 2-NO, 4-NO, 2-NH, , 2,4-Cl

Sekil 2.19. Wells-Dawson HeP2W15062.24H>0 katalizorlii reaksiyon ile benzimadazol tiirevi
bilesiklerin sentezi.

Uygun 1,2-fenilendiamin tiirevinin 1,4-Benzokinon ve etanolli ortamda hizla
karistirilarak aldehit tiirevi ilavesi sonucu geri ¢eviren sogutucu altinda 4,5 saat isitilmasi ile 2-

slibstitiie benzimidazoller sentezlenmektedir (Sekil 2.20.) [66].

R NH, OHC NO, R N
) a \©i \>—Q—NHCOCH3
N
NH NHCOCH
2 3 H NO,
N N
NH, N
H
a. 1,4-Benzokinon, Etanol, 1s1

Sekil 2.20. Aldehit tlirevlerinden hareketle 2-siibstitiiebenzimidazol tiirevi bilesiklerin sentezi.

Santos ve ark. farkli 2-siibstitliie benzimidazol sentezi icin benzimidazol tiirevini agik
hava ortaminda 20 saat siireyle DMF icersinde Sezyum karbonat ile karigtirarak 90 °C sicaklikta

elde etmislerdir (Sekil 2.21.) [67].

R; /Rs
N/ R, Cs,CO, ya da N R,
—_—
/>—/ DMF (0.2 M), /> <
0
N hava, 90°C, 20 saat R N (0]

R

Sekil 2.21. 2-Siibstitiie benzimidazol tiirevi bilesiklerin sentezi.

15
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Cimarelli ve ark. 1,2-fenilendiamin ile aldehitlerin reaksiyonu ile benzimidazoller
sentezlemislerdir. Ortamda CeCl3.7H,0, bakir iyodiir, iyot ve asetonitril ¢oziiciisi

kullanmiglardir. Reaksiyonu oda sicakliginda 3 saatte gerceklestirmislerdir (Sekil 2.22.) [68].

N
CHO
—R
V4
N

NH; CeCl,.TH,0
+ CUI, 12 +
R
NH, CH;CN,
OMe 3 saat, 25 °C

N
R
/>
N
R=4-MeOC 6H 4

Sekil 2.22. CeCl3.7H;0, Bakir iyodiir, iyot ve asetonitrilli ortamda oda sicakliginda aldehitlerden
hareketle 1,2-fenilendiamin ile benzimidazol tiirevi bilesiklerin sentezi.

16
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2.3. Benzimidazol Tiirevi Bilesiklerin Antikanser Aktivite Calismalar

Andrzejewska ve ark. 2. konumda triflorometil, pentafloroetil ve 2-tiyoetilaminodimetil
gruplarin1 tasiyan benzimidazol tilirevlerinin, antiprotozoal ve antikanser aktivitelerini
yaptiklar1 bir calismada degerlendirmislerdir. Sentezlenen tiim bilesiklerin G. intestinalis, E.
histolytica ve T. vaginalis’e kars1 iyi antiprotozoal aktivite gdsterdigi ve tiim seri icerisinde en iyi
antikanser aktivite gosteren bilesigin ise 5,6-dikloro-2-pentafluoroetilbenzimidazol oldugu

saptanmistir (Sekil 2.23.) [69].

H

Cl H
/>7C2F5

al N

Sekil 2.23. 5,6-Dikloro-2-pentafloroetil benzimidazol bilesiginin yapisi.

Pedini ve ark, N-glikozit yapilar1 tasiyan bilesiklerin bazi biyolojik aktivitelerinin
oldugunu belirlemislerdir. Ozellile bu yapilarin antilésemik aktivitelerinin tespiti [70-71], N-
glikozit yapisi tasiyan benzer yapida bir seri bilesik tasarlanmasini saglamistir (Sekil 2.24.). Bu
amagla 2-(2’-furil) benzimidazol yapisindaki N!-heterozit tilirevlerin  sentezlenmis ve

antilésemik aktiviteler arastirilmistir [72].

N (0] R,
R=H,CL F
R;=D-riboforanoz, D-glukoz, D-galaktoz
R2= H, N02

Sekil 2.24. 2-(2’-Furil) benzimidazol tiirevlerinin N!-heterozitlerinin yapisi.

Refaat tarafindan yapilan bir c¢alismada, yeni 2-siibstitiie benzimidazol tiirevi
bilesiklerden 2-[(4-oksotiyazolidin-2-ilidin)metil] (Sekil 2.25a) ve (4-amino-2-tiyoksatiyazol-5-
il)benzimidazoller (Sekil 2.25b) ile 2-[(4-fluorobenziliden-siyanometil] benzimidazollerin

(Sekil 2.25c) ve 2-[(4-sikloalkiliden)-siyanometil] benzimidazollerin (Sekil 2.25d) sentezlendigi

17
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bildirilmistir. Bilesiklerin, {i¢ yaygin insan kanser hiicre hatti olan karaciger kanseri (HepG2),

gogiis kanseri (MCF-7) ve kolon kanseri (HCT 116) aktiviteleri arastirilmistir. Calisma

sonucunda sentezlenen bazi bilesiklerin in vitro 1Cso degerlerinin 10 pg/mL altinda oldugu

tespit edilmistir [73].

N H,N
HOOC Ws HOOC N _R
NH \Qi \_/ V
HN
IR
o)

S
R= CHz-C6H5
R= C6H5
a b
R { ——F
N \ / R
o oo
N
H CN N N
R=COOH R=Cl n=1
R=ClI R=COOH n=2
c d

Sekil 2.25. Yeni 2-stibstitlie benzimidazol tiirevi bilesiklerin yapisi.

Spagnuolo ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada flubendazoliin (Sekil 2.26.) de 16semi

ve miyeloma hiicreleri lizerinde, vinblastinden farkli bir bdlgede tiibiilin polimerizasyonuna etki

ederek, nanomolar konsantrasyonda hiicre 6liimtine yol a¢tig1 bildirilmistir [74].

Rl: H
RZZ NHC02CH3
R;= CO-4-florofenil

Sekil 2.26. Antikanser etkili Flubendazol yapisi.
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Menon ve ark. 5-nitro-2-fenoksimetil benzimidazol (Sekil 2.27.) bilesigini sentezleyerek
FT-IR, FT-Raman ve NMR analiz sonuglarini deneysel ve teorik olarak incelemislerdir. Ayrica bu
bilesiginin Topo Il enzimi ile substrat baglama yeri etkilesimleri, molekiiler docking (Molekiiler
Yerlestirme) metodu kullanarak belirlemislerdir (Sekil 2.28., Sekil 2.29. ve Sekil 2.30.). Biyolojik
aktivite ¢alismalari sonucunda bu bilesigin yeni antikanser bilesik gelistirmesinde 6ncii bilesik

olabilecegi sonucuna ulagmislardir [75].

H
Nyc{f
N/

Sekil 2.27. 5-Nitro-2-fenoksimetil benzimidazol bilesiginin yapisi.

dock
. conformation

Sekil 2.28. Molekiiler Docking programi yardimiyla 5-Nitro-2-fenoksimetil benzimidazol
yapisinin kristal yapisi ile dock konformasyonu gosterimi [75].

Sekil 2.29. AutoDock programinin MSMS modiilii tarafindan hazirlanan molekiiler yiizeyli
5-Nitro-2-fenoksimetil benzimidazol bilesigi [75].
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Sekil 2.30. AutoDock programi ile belirlenen reseptor-ligand etkilesimleri [75].

Akhtar ve ark. tarafindan yapilan bir calismada potansiyel EGFR ve erbB2 reseptor
inhibitorleri olarak antikanser ve apoptotik aktivite icin tasarlanan oksadiazol bagh
benzimidazol tiirevleri sentezlenmistir. Bilesiklerin bazilarinin, bes insan kanser hticresi MCF-7,
HaCaT, MDA-MB231, HepG2 ve A549 hatlarina karsi test edildiginde kuvvetli, genis spektrumlu
antiproliferatif aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Bilesiklerden, Sekil 2.31a ve Sekil 2.31b
sirasiyla 5.0 ve 2.55 pM ICso degerleri ile MCF-7 kanser hiicresine kars1 5-fluorourasil'den daha
fazla sitotoksik iken, sadece Sekil 2.31a’in, apoptozda bir artis esliginde G2/M fazinda hiicre

dongiistiniin durmasini sagladigini tespit etmislerdir [76].

R N
A\
N / o
N
)\
\N Ry

a R=H R1= 4-C1-C6H4

b R=H R1= 4-OCH3-C6H4

Sekil 2.31. Antikanser ve apoptotik aktiviteye sahip benzimidazol tiirevi bilesiklerin yapisi.

20



Biisra Giil ERTURK, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2017

Yoon ve ark. tarafindan yapilan bir calismaya gore 15 yeni benzimidazol tiirevi
tasarlanarak sentezlenmis ve antikanser aktiviteleri incelenmistir. Sekil 2.32.’deki bilesigin
hiicre sitotoksisitesi ¢alismalari, iki farkli gogiis kanseri (MCF-7 ve MDA-MB-468) hiicre
hatlarina karsi giliclii bir antikanser aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. 50 puM’daki
konsantrasyonda meydana gelen inhibisyon yiizdeleri, MCF-7 ve MDA-MB-468 kanser hiicre
hatlar icin sirasiyla %49.63 ve %46.33’dir. Sentezlenen tiim benzimidazol tiirevlerinin yapi-
aktivite iligkileri (SAR) ortaya konulmustur. Aktif bilesigin 6ncelikle hidrojen bagi sonra da
hidrofobik ve hafif polar etkilesimler nedeniyle reseptor ile etkilesime girdigi belirlenmistir.
Bilesigin hidroksil grubu, gii¢lii bir sekilde hidrojen bagi ile Glu288'e baglanirken dimetilamino
grubu bir hidrojen bagi olusturmamistir. Bu nedenle, artan aktiviteden sorumlu olan grubun

hidroksil grubu olabilecegini bildirmislerdir [77].

OH

0 H
0 a s
N
/ \
N
Sekil 2.32. Antikanser aktivite gésteren benzimidazol tiirevi bilesigin yapisi.

Azam ve ark. benzen-1,2-diamin ve aril-aldehitlerden hareketle oda sicaklifinda bir seri
benzimidazol tirevi bilesik sentezlemislerdir. Sentezlenen bilesiklerin yapilarini cgesitli
spektroskopik calismalar ile aydinlatmislardir. Bu bilesiklerin CT-DNA ile etkilesimi fluoresan
deneyleriyle incelemislerdir. Deneyler sonucunda oOnemli baglama kabiliyeti gosteren
molekiiller kesfetmislerdir. Tim sentezlenen bilesiklerin, insan meme adenokarsinom hiicre
hatti1 (MCF-7), insan l6semi hiicre hatt1 (THP-1), insan prostat kanseri hiicre hatlar1 (PC-3),
adenokarsinom insan alveoler bazal epitelyal hiicre hatlar1 (A-549) gibi cesitli insan kanseri
hiicre hattina karsi antitlimor aktiviteleri incelenmistir. Tiim bilesiklerin 6nemli antikanser

aktivite gosterdigini bildirmislerdir (Sekil 2.33.) [78].
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R= Cl, Br, NO,

Sekil 2.33. Aril-aldehitlerden hareketle sentezlenen antikanser etkili benzimidazol tiirevi
bilesiklerin yapisi.

Wang ve ark. yaptiklar bir ¢calismada yeni 5-floro-benzimidazol-4-karboksamit tlirevleri
gelistirilmislerdir. Tiim seri icerisinden Sekil 2.34.’deki bilesigin HCT116 hiicrelerine kars1 7,4
UM degerindeki ICso degeri ile en gliclii antikanser 6zellige sahip molekiil oldugu bildirilmistir
[79].

CONH,

F —
N
N __/
H
Sekil 2.34. 5-Floro-benzimidazol-4-karboksamit tiirevi bilesigin yapisi.

Varshney ve ark. tarafindan gelistirilen benzimidazol tiirevlerinin, normal insan kan
hiicrelerine  (PBMC'ler), insan hepatoseliller karsinoma (Hep3B), insan gogis
adenokarsinomasina (MCF-7) ve insan servikal karsinoma (HeLa) hiicre hatlarina karsi in vitro
antikanser aktivitesi taranmistir. Sekil 2.35’deki bilesigin, 23 * 2.3, 40.50 = 1.6, 24.20 £ 3.2 ve
5.34 + 12.47 pM ICso degerleri ile serisinin en aktif tiirevi oldugu bildirilmistir [80].

.
N, /N 4\<N
NG

Sekil 2.35. Antikanser etkili benzimidazol tiirevi bilesigin yapisi.

=
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Shi ve ark. N-(2-fenil-1H-benzimidazol-5-il)kinolin-4-amin tlirevleri hazirlamislardir ve
antikanser etkinligini degerlendirmislerdir. Tiim serideki en aktif bilesigin, MCF-7 hiicre hattina
karst 1.2 pM ve HepG2 hiicre hattina karsi 13.3 pM ICso degerleriyle antikanser aktivite
gosteren Sekil 2.36.’daki bilesik oldugunu bildirmislerdir [81].

H,N
cl
N N
-G
N

Sekil 2.36. Antikanser etkili N-(2-fenil-1H-benzimidazol-5-il)kinolin-4-amin tiirevi bilesigin
yapisl.

Munuganti ve ark. bir seri benzimidazol tiirevi sentezleyerek prostat kanserine karsi
antikanser aktiviteleri degerlendirmislerdir. ICso degeri 4.2 uM olan Sekil 2.37.’deki bilesigin

umut verici bir antikanser bilesik olabilecegi bildirilmistir [82].
—~)
W
H—s
N
H

Sekil 2.37. Antikanser etkili benzimidazol tiirevi bilesigin yapisi.

Kamal ve ark. benzimidazol tiirevi bilesikler gelistirerek antikanser aktivitelerini
degerlendirmislerdir. Seri icerisinde en umut verici bilesikler Sekil 2.38a ve 2.38b’dir.
Benzimidazol tiirevlerinin terfenil kisminda, 3,4-dimetoksi ve 3,4,5-trimetoksi gruplar1 tasiyan
bilesiklerin, kanser hiicre hatlarinin ¢oguna karsi giiclii antikanser aktivite gosterdigi

bildirilmistir [83].
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Sekil 2.38. Antikanser etkili benzimidazol tiirevi bilesiklerin yapisi.

Liu ve ark. ¢esitli benzimidazol tiirevi bilesikler sentezlemislerdir. Bu bilesiklerin, MTT
yontemiyle A549, HCT116, HepG2, PC-9 ve A375 kanser hiicre hatlarina karsi antitimoér
aktivitelerini degerlendirmislerdir. Sekil 2.39’daki bilesigin, test edilen kanser hiicrelerine karsi
4 ile 17 uM arasinda degisen ICso degeri ile giiclii antikanser aktivite gosterdigini bildirmislerdir
[84].

S
HO
NI J@L
P
N/ A Br
H

Sekil 2.39. Antikanser aktiviteye sahip benzimidazol tlirevi bilesigin yapisi.

Liu ve ark. benzimidazol tiirevi bilesik gelistirmisler ve in vivo antianjiyojenik ve
antitimor aktivitelerini incelemislerdir. Serideki bilesiklerden Sekil 2.40a, 2.40b ve 2.40c’nin,
HUVEC ve MDA-MB-231 hiicrelerinde ve antagonize edilmis VEGF-A 165/NRP-1 baglanmasinda

en umut verici sitotoksik aktiviteye sahip bilesikler olduklari belirlenmistir [85].
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C

Sekil 2.40. Antianjiyojenik ve antitiimor aktiviteli benzimidazol tiirevlerinin yapisi.
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2.4. Benzimidazol Tiirevi Bilesiklerin Antiproliferatif Aktivite Calismalari

Hranjec ve ark. benzimidazoliin stibstitiie Schiff bazlarinin aromatik aldehitlerle olan
reaksiyonu ile yeni bir serisi 2-aminobenzimidazol bilesiklerini sentezlemislerdir (Sekil 2.41.).
Sentezlenen bilesiklerin, in vitro olarak antiproliferatif aktivitesi mikromolar diizeyde
belirlenmistir. Ayrica spesifik olmayan antiproliferatif etkisi HeLa ve MCF-7 hiicre hatlarinda
test etmislerdir. En gli¢lii antiproliferatif aktivite gosteren molekiiller 3.24- 15.27 uM araliginda

ICso degerlerine sahip olan Sekil 2.42."de gosterilen bilesiklerdir [86].

.
N i Ar
by

R N

R=H Py CN, CH3, N02

h. ¥ _\N e _G
_—1 py ‘G

N
HO
CH, CH;
Ar= =
\
CH;, \‘—CHs

Sekil 2.41. 2-Aminobenzimidazol tiirevi bilesiklerin in vitro olarak HeLa ve MCF-7
hiicre hatlarindaki antiproliferatif aktivitesi.

HO
CH
" S 3
N //—<\ >—N
/>—N CH;
N
R =CN, CH,4

Sekil 2.42. 2-Aminobenzimidazol tiirevi bilesiklerin in vitro olarak
HeLa ve MCF-7 hiicre hatlarindaki antiproliferatif aktivitesi en giiclii molekiiller.
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Thimmegowda ve ark. tamamladiklar1 bir ¢alismada, trisiibstitiie benzimidazol ve
benzer yapidaki oncii bilesikler sentezlenmistir. Bu bilesiklerin, MDA-MB-231 go6giis kanseri
hiicre hatindaki proliferasyonunu durdurucu etkileri degerlendirilmistir. 1-(4-Florobenzil)-2-
(2,4-diklorofenil)-N-(4-siyano-3-triflorometil)fenil)-1 H-benzimidazol-5-karboksamit (Sekil
2.43.) bilesiginin giiclii antiproliferatif aktiviteye sahip bilesik oldugunu bulmuslardir [87].

CF,
NC

=Z

Sekil 2.43. 1-(4-Florobenzil)-2-(2,4-diklorofenil)- N- (4-siyano-3-triflorometil)fenil)- 1 H-
benzimidazol-5-karboksamit bilesiginin yapisi.

Nawrocka ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada bir seri 2-benzilaminobenzimidazol
tlirevi bilesigin, in vitro antiproliferatif aktiviteleri ve SW707 (rektal), HCV29T (mesane), A549
(akciger), T47D (meme) kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkileri incelenmistir. Genel olarak
elde edilen tiirevlerin aktif olduklar1 bildirilmistir. Bu bilesiklerin p-konumlarinda tasidiklari
slibstitiitentlere gore incelendiginde para konumunda metoksi siibstitiienti tasiyan tlirevin
benzilamino tasiyan tiireve gore daha aktif, p-konumunda klor tasiyan tiirevlerin diger
pozisyonlarlara gore daha aktif ve en aktif bilesigin ise p-konumunda nitro grubu iceren tiirev
oldugu bulunmustur (Sekil 2.44.). Sentezlenen tiim bilesliklerin, tzerinde ¢alisilan kanser

hiicrelerine karsi in vitro antiproliferatif aktivitelerinin oldukg¢a yiiksek oldugu sonucuna

N/>;NH

Sekil 2.44. N-(4-Nitrobenzil)-1H-benzimidazol-2-amin bilesiginin yapisi.

ulasildig: bildirilmistir [88].
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Glumiis ve ark, 2-H/metil/aminometilbenzimidazol ve 1,2-dimetilbenzimidazol
yapisindaki platin kompleksi bilesiklerin MCF-7 meme kanseri hiicre hatti {izerinde
antiproliferatif ozellikleri incelenmistir. Platin komplekslerinin MCF-7 hiicrelerine Kkarsi
sisplatinden diistlik aktivite gosterdiklerini rapor etmislerdir. Ayrica, 2-aminometilbenzimidazol
platin kompleksinin bazi suslara karsi yliksek mutajenik etkinligi tespit edilmistir [89].

Mavrova ve ark., bir seri 1,3,5-tristibstitiie-2,3-dihidro-2-iminobenzimidazol tiirevi
bilesiklerin antiproliferatif etkinliklerini ve sitotoksisitelerini arastirmislardir. Tiirevlerin
sitotoksisitesi bes farkli kanser hiicre hattina karsi belirlenmistir; insan kolorektal kanser
hiicresi (HT-29), meme Kkanseri hiicresi (MDA-MB-231), HeLa, HepG2 ve insan diploid hiicre
hatt1 (Lep-3). MDA-MB-231 meme kanseri hiicresine karsi en iyi aktivite gosteren Bilesik Sekil
2.45a 6.2 nM ICso degerine sahiptir. HeLa kanser hiicresine karsi en iyi aktivite gosteren
bilesigin Sekil 2.45b oldugu bildirilmistir. Bilesik Sekil 2.45a, HT-29’a kars1 0.85 nM ICsp
degerleri ile giiclii antiproliferatif etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica serideki tim

bilesiklerin Lep-3’e karsi antiproliferatif aktivite gosterdikleri bildirilmistir [90].

o N§C/Ar
4
NH
N
N (0]
R
HN—N
\
HC—Ar
R= COCH;
a A ©:0>_
r=
(0]
R=NO,
b
Ar= 4-F-C6H5

Sekil 2.45. 1,3,5-trislibstitiie-2,3-dihidro-2-imino benzimidazollerin yapisi.

Pourgholami ve ark, 2-aminobenzimidazol tiirevi antihelmintik aktivite gdsteren
bilesiklerin hiicrelerdeki mikrotiibiil fonksiyonunu inhibe ettiginden dolay:1 antikanser aktivite
gosterebilecekleri bildirilmistir. Klinikte kullanilan ve benzimidazol karbamat yapisinda olan
giiclii antihelmintik ila¢ olarak kullanilan albendazol (Metil-5-propiltiyo-1H-benzimidazol-2-il
karbamat) (Sekil 2.46.) bilesigi ile yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar sonucunda karaciger

kanseri hiicreleri iizerinde proliferasyonu durdurucu 6zellige sahip oldugu bildirilmistir [91].
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R1= H
R2= NHC02CH3
R3;=S(CH,),CH;

Sekil 2.46. Albendazol yapisi.

Karthikeyan ve ark., 2-(fenil)-3H-benzimidazol-5-karboksilik asit ve metil esterleri
tlirevleri sentezlemislerdir. Bu bilesiklerin in vitro antiproliferatif etkiler ti¢ farkli meme kanseri
(MDA-MB231, MDA-MB468 ve MCF-7) hiicre hatti iizerinde incelemislerdir. Serideki
bilesiklerin ¢ogu referans bilesik sisplatine gére daha giiclii antiproliferatif aktivite gdstermistir.
Bu bilesikler icerisinde en aktif bilesigin 5-floro-2-hidroksifenil siibstitiienti tasiyan tiirevi
oldugu belirlenmistir (Sekil 2.47.). MDA-MB468, MDA-MB231 ve MCF-7 kanser hiicre hatlarina
karsi sirasiyla 6.23, 4.09 and 0.18 pM Glso degerlerine sahip oldugu bildirilmistir. Yine aktivite
gosteren diger bilesik ise 5-nitro-2-hidroksifenil siibstitliienti tasiyan metil esteridir (Sekil

2.48.). GIso degerleri tiim hiicre hatlarinda 3.57-7.79 uM araliginda oldugu belirlenmistir [92].

o HO
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Sekil 2.47. Metil-2-(2-hidroksi-5-florofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilat yapisi.

Q HO
N :
H
NO,
Sekil 2.48. Metil-2-(2-hidroksi-5-nitrofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilat yapisi.

29



Biisra Giil ERTURK, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2017

Determann ve ark. tarafindan 2-anilino-4-(benzimidazol-2-il)pirimidin tiirevi
bilesiklerin dort farkli protein kinaz tiiri iizerindeki aktiviteleri incelenmistir. Sekil 2.49."da
yapisi verilen bilesikler lizerinde calisilan protein kinaz tiirlerinin inhibisyonunda en etkili
bilesikler olarak belirlenmistir. Sentezlenen tiirevlerden Sekil 2.49d'nin pek ¢ok kanser
hiicresine (SW-620, MDA-MB-435, OVCAR-3, CAKI-1 ve MCF-7) karsi submikromolar

konsantrasyonda antiproliferatif aktivite gosterdigi saptanmistir [93].

R=H R,=OH
R=OH R,=H
R,=Cl R,=OH
R=0OH R,=OCH,;

o 6 T o

Sekil 2.49. 2-Anilino-4-(benzimidazol-2-il)pirimidin tiirevi bilesiklerin yapisi.

Karaaslan’in g¢alismasina gore sentezlenen mono ve dikatyonik bilesiklerin, MCF-7
meme kanser hiicre hattina karsi inhibisyon degerleri, MTT yontemiyle belirlenmistir. Bulunan
ICso sonuglarinin klinikte referans olarak kullanilan bilesiklerden (imatinib mesilat, ICso =0.0096
pg/mL ve dosetaksel, ICsp =0.0131 pg/mL) daha etkin oldugunu tespit etmislerdir. Tiim seri
icerisinde en glgcli aktiviteye sahip mono amidin yapisindaki bilesigin (Sekil 2.50.) ICso degeri
0.0046 pg/mL olarak bulunmustur. Seri icerisinde standart bilesiklerden daha aktif ¢ikan
bilesiklerin oldugu bildirilmistir. Diger tiirevlerin ise imatinib ve dosetaksele oldukca yakin

aktiviye sahip oldugu rapor edilmistir [94].
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Sekil 2.50. Mono amidin yapisindaki benzimidazol tiirevi bilesigin yapisi.

Hranjec ve ark. bir calismalarinda siibstitiie amidino-benzimidazolil-furil-fenil-akrilik
asit esteri ve siibstitiieamidinobenzimidazolilnafto[2,1-b]furan karboksilik asit esteri
bilesiklerin in vitro sitotoksik aktiviteleri, pankreas kanseri (MiaPaCa2), meme kanseri (MCF-7),
rahim kanseri (HeLa), kolon kanseri (HT29), hepatoblastoma (HBL) ve insan normal fibroblast
hiicre hattt (WI38) {lizerine incelenmistir. Serideki bilesikler tiimor hiicrelerinin

proliferasyonunu durdurucu etki gosterdigi belirlenmistir (Sekil 2.51.) [95].

Sekil 2.51. Siibstitiie amidino-benzimidazolil-furil-fenil-akrilik asit esteri ve siibstitiie
amidinobenzimidazolilnafto[2,1-b]furan karboksilik asit esteri bilesiklerinin yapisi

Reddy ve ark. benzimidazol hibridleri iceren 40 farkl pirazol tiirevi bilesikleri, ii¢ insan
kanser hiicre hatt1 olan akciger (A549), gogiis (MCF-7) ve servikal (HeLa) hiicre hatlari igin
potansiyel antiproliferatif aktivitesi icin tasarlanarak sentezlenmistir. Bilesiklerin bazilari,

ozellikle Sekil 2.52a, 2.52b ve 2.52c test edilen tiim hiicre hatlarina karsi giiclii biiylime
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inhibisyonu gosterdikleri ve 1Cso degerlerinin 0.83-1.81 pM araliginda oldugu belirlenmistir.
Meme kanseri hiicreleri, hiicre biiylimesinin inhibisyon mekanizmalarin1 ve bilesiklerin
apoptosis indtikleyici etkisini belirlemek amaciyla daha ayrintili calismalar icin kullanilmistir.
Bilesiklerin MCF-7 kanser hiicrelerinin morfolojisi, hiicre goc¢ii ve uzun sireli klonojenik
sagkalimi iizerinde ciddi sekilde etkisinin oldugu etki mekanizma ¢alismalari ile belirlenmistir.
Akis sitometrisi, siklin D2 ve CDK2'nin asagl diizenlenmesi yoluyla bilesiklerin hiicre
dongiisiiniin G1 evresinde MCF-7 hiicrelerini tuttugunu ortaya konulmustur. Floresan boyama

ve DNA parcalanmasit c¢alismalari, hiicre proliferasyonunun apoptozu indiikleyerek

engellendigini gostermistir [96].

R,
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R
R
R R, R,
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Sekil 2.52. Antikanser etkili benzimidazol hibridleri iceren farkl pirazol tiirevi bilesiklerin
yapisl.
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MCF-7 hiicreleri, DMSO'ya (kontrol), a, b ve ¢ numaral bilesiklere 24 saat maruz
birakilarak, ortamdan ¢ikarilan hiicreler taze ortamda 14 giin inkiibe edilmistir. Yasayan
hiicreler, kristal moruyla boyanmis koloniler olusturmuslardir.

Sekil 2.53 Koloni olusumu inhibisyonu tahlili [96].
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Yoon ve ark. tarafindan yapilan bir calismada bir seri yeni benzimidazol bilesigi
sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerden bazilarinin antiproliferatif aktivitesini ii¢ farkl
kanser hiicre hatti olan kolon (HCT-116), meme (MDA-MB-468) ve kan-l6semi (CCRF-CEM)
hiicrelerine karsi incelemislerdir. Bu bilesikler arasinda giiclii antiproliferatif aktivite gosteren
bilesigin, 50 uM daki inhibisyon oraninin % 40.0 (HCT-116), % 53.2 (MDA-MB-468) ve % 27.2
(CCRF-CEM) oldugunu bildirmislerdir (Sekil 2.54 ) [97].

R]= Ph R2= H

Sekil 2.54. 1,2,5-Trislibstitiie benzimidazol tiirevi bilesigin yapisi.

Wu ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada yeni 2-siibstitiie fenil veya piridin propil keten
tiirevi benzimidazol bilesikleri tasarlayarak sentezlemislerdir. Bilesiklerin, in vitro olarak
HCT116, MCF-7 ve HepG2 hiicre hatlarina karsi antiproliferatif aktivitesini incelemislerdir. Seri
icerinde giiclii aktivite gdsteren Sekil 2.55a ve 2.55b nolu bilesiklerin kanser hiicrelerine karsi
antiproliferatif aktivite ICso degerleri sirasiyla 0.06-3.64 pM ve 0.04-9.80 puM arasinda
degismektedir. Bu bilesiklerin antiproliferatif aktivite degerlerini , 5-Fluorourasil'den (ICso:
56.96-174.50 uM) cok daha iyi ve Paklitaksel'e (ICso: 0.026-1.53 pM) yakin bulmuslardir.
Bilesiklerden 2.55a, 2.55b ve 2.55c kolon kanseri (HCT116) hiicrelerine karsi1 BALB/c
farelerinde timor biiytimesini etkili bir sekilde inhibe ettigi sonucuna ulasmislardir. 200 mg/kg
diizeyinde Bilesik 2.55b uygulanan grup, yliksek dozlarda, 12.5 mg/kg irinotekan pozitif kontrol
(% 70.2) ile elde edilen inhibisyona benzer bir toksisite belirtisi olmaksizin, % 74.6 oraninda
tlimor biliyliimesini 6nledigini bildirmislerdir. Dolayisiyla, 2-siibstitiie fenil veya piridin propil
keten tlrevi benzimidazol sinifi bilesiklerin, yeni antitimér bilesik olarak p53-MDM2

inhibitorlerinin gelisimi icin umut verici 6ncii yapisi oldugunu 6ne stirmiislerdir [98].
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a R=2-Piridin
b R=3-CI-Ph

c R=3-OMe-Ph

Sekil 2.55. 2-Siibstitiie fenil veya piridin propil keten tiirevi benzimidazol bilesiklerinin yapisi.

Kamal ve ark. tarafindan gelistirilen cesitli benzimidazol tiirevleri arasinda, Glso degeri
0.79-28.2 pM araliginda degisen bilesikler Sekil 2.56a ve 2.56b’nin kanser hiicre hatlarinin
coguna karsi belirgin sitotoksik aktivite sergilemistir. Metoksi gruplarina sahip bilesiklerin daha
iyi antiproliferatif etkinlige sahip oldugunu belirlemislerdir. Aktivite ayrica, florin gibi zayif
halkali deaktif gruplarin varligi ve benzimidazol halkasinda metoksi ikamesine benzeyen

elektron serbest birakma gruplarinin varligindan etkilenmistir [99].
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Sekil 2.56 Antiproliferatif aktivite gosteren benzimidazol tiirevi bilesiklerin yapisi.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kimyasal Calismalar

3.1.1. Materyal

Calismada kullanilan tiim c¢oéziiciiler analitik niteliktedir (Merck veya Aldrich). Sentez
baslangic maddeleri olarak; 1,2-fenilendiamin (Merck), 4-kloro-o-fenilendiamin (Aldrich), 2-(4-
klorofenil)asetik asit (ABCR), 2-(4-hidroksifenil)asetik asit (ABCR), 2-p-tolilasetik asit (ABCR),
3-(4-klorofenil)propanoik asit (ABCR), 3-(4-hidroksifenil)propanoik asit (Aldrich), 2-(4-
Klorofenoksi)asetik asit (ABCR), 2-(4-hidroksifenoksi)asetik asit (Merck), 3-fenilpropanoik asit
(ABCR), 2-fenoksiasetik asit (ABCR), 3-p-tolilpropanoik asit (ABCR), 2-(p-toliloksi)asetik asit
(Fluka), 2-fenilasetik asit (Merck), hidroklorik asit (Merck), etanol (Merck) ve metanol (Merck),
kloroform(Merck) kullanildi.

3.1.2. Yontem

3.1.2.1. Philips Yontemi Uygulanarak Elde Edilen Bilesikler icin Genel Sentez Yontemi
[31]

3 veya 5 mmol uygun 1,2-fenilendiamin tiirevi ve 3,3 veya 5,5 mmol uygun karboksilik
asit tiirevi 20 mL 5 N hidroklorik asit igerisinde ¢oziildiikten sonra su banyosu icinde 41-120
saat arasinda degisen siirelerde manyetik karistiricili 1sitici ile geri ¢eviren sogutucu altinda
reflaks edilerek 1sitildi. Reaksiyonun takibi ince tabaka kromatografisi (ITK) ile yapildi. Hazir
plaklar kullanilarak yapilan ITK (Kieselgel 60 F2ss ile 0,2 mm kalinliginda kaplanmis hazir
aliminyum plak) calismalarinda, lekelerin tespit edilmesinde UV (ultraviyole) 1sigindan
yararlanildi. Reaksiyon karisimi soguduktan sonra buzlu su tzerine dokuldii ve NaHCO3 ile
karistirilarak notralize edildi. pH kontrolii yapmak icin pH metre kullanildi. Olusan ¢okelek
stziilerek ayrildi ve soguk su ile yikandi. Uygun bir solvan ile kristallendirildi. Olusan kristal

halindeki bilesik stizlilerek alindi ve vakumlu ettivde kurutuldu.
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3.2. Analitik Calismalar

3.2.1. Erime Noktasi1 Tayini

Sentezleri yapilan bilesiklerin erime dereceleri, Mettler Toledo MP90 erime derecesi

tayin cihazi ile saptandi.

3.2.2. ince Tabaka Kromatografisi ile Yapilan Kontroller

Ince Tabaka Kromotografisi calismalarinda Kieselgel 60 Fass ile 2 mm kalinhginda
kaplanmis hazir aluminyum plaklar (Merck) kullanildi.

Sentezleri yapilan bilesiklerin kromatografik kontrollerinde asagidaki ¢oziicti sistemleri
kullanildi.

i) Kloroform-metanol (95: 5)

ii) Kloroform (100)

Kromotogramlarda sentez iirlinleri ve baslangic maddelerine ait lekeleri belirlemek icin

UV 15181 kullanildi.

3.2.3. Spektroskopik Kontroller

3.2.3.1. FT-IR Spektrumlan

Bilesiklerin FT-IR spektrumlari, Perkin Elmer FTIR/FIR Spectrometer Frontier

spektrofotometresinde alindi ve dalga sayisi (cm!) cinsinden degerlendirildi.
3.2.3.2. tH-NMR Spektrumlari

Bilesiklerin 'H-NMR spektrumlari, CDClz (Merck), CD30D (Merck), veya (CD3).SO
(Merck) icindeki ¢ozeltileri ile Bruker 400 NMR spektrofotometrisinde alinip kimyasal kayma

degerleri § skalasinda degerlendirildi. tH-NMR Spektrumlari, MestReC programi kullanilarak

verildi.
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3.2.3.3. LC-MS/MS Spektrumlari

Bilesiklerin LC-MS/MS Spektrumlari, benzimidazol tiirevi bilesiklerin, metanol (Merck)
icerisindeki ¢ozeltileri ile Agilent Tecnologies 6460 Triple Quad LC-MS/MS spektrometrisinde
pozitif iyonlasma ile alinip m/z degerleri degerlendirildi. Tez calismasinda, literatiirde yer
almayan ve ilk defa bu calismada sentezlenen bilesikler, Bilesik 18, 26 ve 29’un analizi

yapilmistir.

3.3. Antiproliferatif Aktivite Calismalar

3.3.1. Materyal

Proliferasyon deneylerinde saglikli hiicre hatt1 olarak HEK 293 ve kanserli hiicre hatti
olarak A549 hiicre hatti, A498 hiicre hatti, A375 hiicre hatti, HeLa hiicre hatt1 ve HepG2 hiicre
hatt1 kullanilmistir.

Proliferasyon deneylerinde kullanilan kimyasal ve malzemeler; bilesiklerin ¢oziiciisii
olarak DMSO (Sigma Aldrich), hiicrelerin besi maddesi olarak Fetal Sigir Serumu (Foetal Bovine
Serum) (Biological Industries/Israel) kullanilmistir. MTT (Amresco, Ohio-ABD) kullanilmistir.
Proliferasyon deneylerinde kullanilan diiz yatakli kuyucuklu malzeme Greiner bio-one cellstar
(Cat. No: 677-180). Hiicrelerin besiyeri RPMI 1640 (Biological Industries/Israel). Referans
bilesik Metotreksat (Rheumatrex) kullanilmistir.

DMSO’nun sitotoksik etkisini belirleme c¢alismalarinda kullanilan kimyasal ve
malzemeler; Tripan mavisi boyasi (Biological Industries/Israel), Thoma lami1 (Isolab,
Laborgerate GmbH).

PBS (Fosfat tamponlu salin tampon ¢ozeltisini hazirlamak icin gerekli kimyasallar ve
miktarlar1: 8 g/L NaCl (Merck), 0.2 g/L KCI (Merck), Na;HP04.12H,0 2.37 g/L (Sigma Aldrich),
KH,P040.2 g/L (Sigma Aldrich) ve 1 g/L dekstroz (Sigma Aldrich)’dur.

Inkiibasyon islemleri, Heal Force CO, (Incubator, model:HF90) cihazi ile yapilmistir.
Santrifiij islemleri Bench-Top Centrifuge NF 800R (Brusseis,Belgium) cihazi kullanilarak
yapilmistir. Hiicrelerin morfolojilerinin belirlenmesinde Soif Inverted Mikroskop kullanilmistir.

Spektrofotometre cihazi olarak Thermo Scientific (Multiskan GO) kullanilmistir.
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3.3.2. Kanser Hiicre Hatlarimin Hazirlanmasi ve Hiicre Hatlar1 Uzerinde Antiproliferatif

Aktivite Calismalar

3.3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Calismalar, sitotoksisite testlerinde kullanilan ve saglikli hiicre hatti olan HEK 293 ile
bes kanser hiicre hatti olan A549, A498, HelLa, A375 ve HepG2 olmak iizere toplam alt1 hiicre
hatt1 tizerinde gerceklestirilmistir.

Hiicre kiiltiirleri icerisinde % 10 oraninda fetal dana serumu, 10 uM HEPES, 4 pM
glutaminli 100 IU/mL penisilin/streptomisin ihtiva eden RPMI-1640 sivi besiyerinde 6 saat,
37°C, % 5 CO; ve % 95 hava bulunduran inkiibatorde inkiibe edilerek kiiltive edildi. Hiicrelerin
kiiltivasyonu her bir mL’de x10> hiicre olacak sekilde ayarlanmis 100, 200 ve 500 mL’lik kiltir
kaplarinda, kiiltiir kabinin % 10’u nispetinde besiyeri bulunan kaplarda inkiibe edildi. Hiicre
kiltiirlerinin inkiibasyonu kiltiir kabi yiizeyinde monolayer tarzda iiremeler gerceklesinceye
kadar beklendi (3-7 gilin). Bu siire icinde besiyeri pH'inda degisme goézlemlenirse besiyeri
degisimi yapildi. Hiicreler kiiltiir kabindan, hazirlanan %1’lik tripsinizasyon sollisyonu ile
kaldirilarak 50 mL’lik santrifiij tiiplerine alinip 1250 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek hiicre
pelleti toplandi. Hiicre canlilig1 ve sayis1t % 0.9’luk NaCl i¢cinde hazirlanmis %1’lik tripan mavisi
ile hemositometrede (Thoma lami) (Sekil 3.5.) mikroskop altinda belirlendi.

Deneylerde 6ncelikle sentezlenen 2-alkil/alkiloksi stibstitiie benzimidazol bilesiklerinin,
HEK 293 hiicre kiltiriine karsi non-toksik konsantrasyonlar1 belirlendi. Bu amacg
dogrultusunda sentezlenen bilesiklerin 0.1; 0.2; 0.6; 0.8 ve 1.0 pg/mL diizeyindeki
konsantrasyonlari DMSO ile c¢oziilerek hazirlandi. Benzimidazol tiirevi bilesiklerin hiicre
lremesi lizerine etkileri gerek invert mikroskopla morfolojik olarak ve gerekse de hiicre
canliligr agisindan degerlendirmeler yapilarak gerceklestirildi.

Hiicrelerin kiltir kabi yiizeyine adezyonu icin 6 saatlik inkiibasyondan sonra
sentezlenen bilesiklerin farkli konsantrasyonlarini (2.56; 1.28; 0.64; 0.32; 0.16; 0.08; 0.04 ve
0.02 pg/mL) iceren miktarlar1 hazirlanarak kiiltir plaklarinin her kuyucuguna eklendi.
Sentezlenen bilesiklerin her bir diliisyonundan en az 4 farkli kuyucuga inokiilasyonu yapilarak
aktivite testleri gerceklestirildi.

Inkiibasyondan sonra kiiltiir kabi yiizeyine yapisarak cogalmasina devam eden hiicreler
%71’lik tripsinizasyon soliisyonu ile muamele edilerek santrifiij tlplerine alindi. Hiicreler
sogutmali santrifiijde (+4 °C’de) 1250 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek toplandi ve hiicre

canhiligl tayini yapildi.
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3.3.2.2. DMSO’ nun Etkisi

Calismada, sentezlenen 2-alkil/alkiloksi siibstitiie benzimidazol tiirevi bilesikleri
¢ozmek amaciyla DMSO (Sigma, MI, USA) kullanilmistir. DMSO’nun hiicreler iizerindeki non-
toksik konsantrasyonunu belirlemek amaciyla 1x105 hiicre/mL olacak sekilde mikroplaklara
HEK 293  hiicresi inokiile edildi. Mikroplaklarin kuyucuklarina DMSO'nun degisik
konsantrasyonlar1 (8%, 4%, 2%, 1%, 0.5%) eklendi. Inkiibasyondan 96 saat boyunca kontrol
grubu (icerisinde DMSO bulunmayan) hiicreler ile farkli konsantrasyonlarda DMSO iceren
hiicreler, tripan mavisi boyasiyla boyanarak hiicre sayimlari yapildi ve DMSO’ nun hiicre canligi
lizerindeki etkileri degerlendirildi. Kontrol grubuyla (icerisinde DMSO bulunmayan, sadece
besiyeri ve fetal dana serumu ihtiva eden kiiltiirler) icerisinde farkli solvent konsantrasyonlarda
DMSO bulunan kiiltiirlerde hiicre canlilig1 agisindan istatiksel olarak anlamli olmayan sonuglar
elde edildi (Sekil 3.1.).

Calismada, <%?2 (kiitle/hacim) oraninda kullanilan DMSO’nun hiicre proliferasyonu
lizerinde etkinliginin olmadig1 tespit edildi. Deneylerde sentezlenen bilesiklerin ¢dziilmesi
amaciyla kullanilan DMSO’nun <%2 konsantrasyonlar1 uygun derisim olarak belirlendi (Sekil

3.2.ve 3.3)).
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> +
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=
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Sekil 3.1. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan DMSO ¢6zeltilerinin
HEK 293 hiicre kiiltiiriinde hiicre canligina etkisi.

Ayrica, yapilan morfolojik incelemelerde DMSO grubunda yer alan hiicrelerde hiicre

yuvarlaklasmasi, niikleer yapinin biiyliimesi, graniilasyon herhangi bir sitopatolojik degisim
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gozlenmemistir. Morfolojik agidan kontrol grubuyla DMSO grubu arasinda anlamli bir sonug

tespit edilmemistir.

Sekil 3.2. HEK 293 hiicreleri 96 Sekil 3.3. HEK 293 hiicreleri 96
saat inklibasyondan sonra saat inkiibasyondan sonra
icerisinde DMSO  bulunmayan icerisinde <%2 DMSO bulunan
hiicre kiltiiriinlin - mikroskobik hiicre kiltiiriiniin  mikroskobik
goruntusu. goruntusu.

Sekil 3.2. ve Sekil 3.3.’de goriildigi gibi kontrol ve DMSO iceren grup arasinda inverted
(ters) mikroskop ile yapilan incelemede her iki grupta da hiicre liremesi ve adezyonun tam
oldugu, hiicrelerin tipik formda ve monolayer tarzda iiredigi tespit edilirken, hiicrelerde
graniilasyon, niikleer biliyiime, stoplazma daralmasi, fiizyon gibi herhangi bir sitopatolojik
degisim saptanmamistir. Ayrica her iki grup arasinda tripsinizasyon isleminden sonra kaldirilan
hiicrelerde yapilan sayimda hiicre canlilifn ve sayisi arasinda istatistiksel acidan anlamh bir

farkin olmadig tespit edilmistir (Sekil 3.1.).

3.3.2.2.1. Tripan Mavisi ile DMSO’'nun Hiicre Canliligina Etkisini Belirleme Calismasi [100]

Bu yontemde temel prensip, Tripan mavisi boyasinin 6lii hiicrelerin membran
biitiinltiklerinin bozulmasi sonucu boyanin 6li hicrelerin igine girmeleri ile boyanmalari
sayesinde tespit edilmelerine dayanir. Buna gore, mikroskobik incelemede mavi boyanan
hiicreler o6lii, boyanmamis olan hiicreler ise canl olarak belirlendi. Boya ¢ozeltisi PBS
(Phosphate buffered saline-Fosfat tamponlu salin) i¢cinde hazirlanan %1’lik tripan mavisi boyasi
olacak sekilde hazirlandi. Tripsinizasyon ile kiiltiir kaplarindan kaldirilan hiicreler 1:1 oraninda
tripan mavisi ve boya hiicre siispansiyonu seklinde hazirlandi. Karisim oda 1sisinda 15 dakika
inkiibe edildikten sonra mikroskopta incelenerek canlilik tespiti yapilmistir (Sekil 3.4.).

Hiicre kiiltiirii calismalarinda tripan mavisi ile boyama ve hemositometre (Thoma lami)

ile hiicre sayimi gerceklestirildi (Sekil 3.5.).
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Sekil 3.4. Tripan mavisi ile hiicre canliliginin belirlenmesi.

3.3.2.2.2. DMSO’nun Hiicrelere Etkisinin Thoma Laminda Hiicre Sayimi ile Belirlenmesi

[100]

Hiicre kiiltiirii calismalarinda tripan mavisi ile boyama ve hemositometre (Thoma

lami) ile hiicre sayimi altin standart olarak kabul edilmektedir (Sekil 3.5.).

/ amel
Sayim odasi
"_'_'__,.'-F !

|~ Lamel destek kanal

0.1 mm drnek gukuru

Thoma lami

Sekil 3.5. Thoma lama.

Hiicre sayimi yapmadan 6nce lam/lamel destek kanallarina yapistirildi. Thoma laminda
lam/lamel arasindaki 6rnek cukuruna hiicre siispansiyonu kanal boslugundan verilerek

(yaklasik 10 pL) hiicre canlilik sayimi yapildi (Sekil 3.6. ve 3.7.).
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1/400 mm? 1/25 mm

| B

Sekil 3.6. Thoma lami sayim cizgileri.

Sekil 3.7. Hiicre sayimi yapilacak karisimin Thoma lamina aktarilmasi.

Thoma laminda alan 9 biiyiik kareden olusmaktadir. Her biiyiik karenin 1 mm?’lik alani
ve 0,1 mm ytiksekligi bulunmaktadir.

Meydana gelen dikdoértgenler prizmasinin hacmi: 1 mm?2 x 0,1 mm = 0,1 mm3 = 0,0001

cm3 = 104 mL’dir.
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Hiicre sayisi : Bir bliyiik karede sayilan hiicre x diliisyon faktorii x 104
Canli hiicre sayisi : Bir biiyiik karede sayilan canli hiicre x diliisyon faktérii x 10%
Olii hiicre sayis1 : Bir biiyiik karede sayilan 6lii hiicre x diliisyon faktérii x 10%

Calismada hiicre sayimi1 asagidaki formiile gore yapild.

% Canlilik= (Canl hiicre sayis1 / Oli Hiicre sayis1) x 100

3.3.2.3. MTT (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium bromiir) Yontemi [101]

MTT yontemi ile kiiltive edilen canli hiicreler kolorimetrik ve kantitatif olarak
belirlenebilmektedir. Bu yontem saglam mitokondrianin MTT boyasinin tetrazolium halkasini
parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir [101]. ilk olarak Mosmann tarafindan tanimlanan ve
daha sonra Alley ve ark. tarafindan gelistirilen MTT (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) yontemi hiicre canliliginin belirlenmesi icin sik¢a kullanilan pratik
bir yontemdir. MTT, hiicrelere aktif olarak absorbe olan ve mitokondriyal rediiktaz enzimi
(siiksinat dehidrojenaz) ile reaksiyona girerek mor renkli, suda ¢oéziinmeyen formazana
indirgenen bir maddedir [102]. Hiicrelerin MTT indirgeme 06zelligi hiicre canlilifinin odlgiitii
olarak alinir ve MTT analizi sonucunda elde edilen boya yogunlugu canli hiicre sayisi ile

korelasyon gosterir.

_ [ =N
N NTS >/\s

Br N/ s Z > cH,

N
N Mitokondriyal /
74 N Rediiktaz Enzimi N

MTT - tetrazolyum (sar1) CH; Formazan (mor)

Sekil 3.8. MTT’nin hiicrelere aktif olarak absorbe olan ve mitokondriyal rediiktaz enzimi
(siiksinat dehidrojenaz) ile reaksiyona girerek mor renkli, suda ¢déziinmeyen formazana
indirgenmesi reaksiyonu.
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3.3.2.3.1. MTT Yontemi ile Yapilan Proliferasyon Deneyleri

Hiicre Kkiiltiiriinde proliferasyon deneyleri 12, 24 ve 48 kuyucuklu diiztabanli mikro
plaklarda yapildi. Deneyler kuyucuklara icerisinde % 10 oraninda fetal dana serumu bulunan
RPMI-1640 besiyeri ile 1 mL’si icerisinde 1x10> hiicre olacak sekilde hiicre inokiile edilerek
gerceklestirildi.

Uzerinde cahisilan bes farkli kanser hiicresi ve bir saghkli hiicre kiiltiirlerine bilesikler
eklendikten sonra 96 saat % 5 CO; bulunan inkiibatérde 37°C’de inkiibasyona birakildi.
Ardindan her kuyucuga 10 pL MTT eklendi ve pleytler 4 saat icin ayn sartlar altinda inkiibe
edilerek absorbans o6l¢iimleri spektrofotometre 570 nm de yapildi. Proliferasyon sentezlenen
benzimidazol tiirevi bilesiklerle muamele edilen kuyucuklardaki hiticrelerin kontrol grubu
hiicrelerine orani olarak ifade edildi. ICso (hiicre c¢ogalmasinin %50’sini inhibe eden
konsantrasyon) degerleri SPSS programi (SPSS.Inc, Chicago) kullanilarak hesaplandi.

Calismada degisik konsantrasyonlarda (2.56; 1.28; 0.64; 0.32; 0.16; 0.08; 0.04; 0.02
png/mL) benzimidazol tiirevi muamele edilen hiicre kiltiirlerinde (A549, A498, HelLa, A375,
HepG2 ve HEK 293 hiicreleri) meydana gelen hiicre proliferasyonu MTT yontemiyle
arastirilmistir. Ayrica negatif ve pozitif kontroller yapilmistir ve MTT yontemi ile birlikte
calisilarak sonuglar karsilastirilmistir.

Bu calismada, sentezlenen on bes farkli 2-alkil /alkiloksi kopriilii siibstitiiebenzimidazol
tiirevi bilesiklerin (5, 6, 7, 11, 12, 13, 17, 18, 19, 22, 23, 25, 26, 28 ve 29) MTT yontemi ile

antiproliferatif aktiviteleri arastirilmigtir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Kimyasal Bulgular

4.1.1. 2-(4-Klorobenzil)-1H-benzimidazol (Bilesik No 5) [103-105]

N\}CHZOG

Sekil 4.1. 2-(4-Klorobenzil)-1H-benzimidazol bilesiginin yapisi.

3 mmol (0,320 g ) 1,2-Fenilendiamin, 3,3 mmol (0,562 g) 2-(4-klorofenil)asetik asit bir
balona alind1. Uzerine 20 mL 5 N HCl asit ilave edildi. Reaksiyon karisimi 150 °C’de 120 saat geri

ceviren sogutucu altinda Phillips yontemine gore yliriitiilen reaksiyon ile 451 mg saf bilesik

(Sekil 4.1.) elde edildi.

FT-IR spektrumunda (cm-1), 3096-3000 (aromatik =C-H gerilim), 3000-2682 (alifatik -C-
H gerilim), 1270 (C=N gerilim), 1489 (aromatik C=C gerilimleri), 742 (C-Cl egilim), 799 cm-
(para benzen =C-H plan-dis1 egilim) bantlar1 goriildii.

1H-NMR spektrumunda, (CD3).SO, 6 ppm, 4.25-4.28 (2H, s, -CHz), 7.19-7.23 (2H, q,
aromatik H), 7.41-7.46 (4H, d, aromatik H), 7.53-7.58 (2H, q, aromatik H) pikleri gortldii.

Verim 1% 62

Coziici : Metanol, Aseton, DMSO.
ITK : Kloroform: metanol (95: 5)
Rf :0.83

Erime Noktasi: 181.8 °C
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4.1.2. 2-(4-Hidroksibenzil)-1H-benzimidazol (Bilesik No 6) [106-109]

N
\>—CH2@—0H
N
H
Sekil 4.4. 2-(4-Hidroksibenzil)-1H-benzimidazol bilesiginin yapisi.

5 mmol (0,540 g) 1,2-Fenilendiamin, 6 mmol (0,912 g) 2-(4-hidroksifenil)asetik asit bir
balona alindj, tizerine 20 mL 5 N HCI asit ilave edildi. Reaksiyon karisimi 150 °C’de 90 saat geri

ceviren sogutucu altinda Phillips yontemine gore yliriitiilen reaksiyon ile 740 mg saf bilesik

(Sekil 4.4.) elde edildi.

FT-IR spektrumunda (cm-1), 3700-3600 (aromatik O-H gerilme), 3450-3100 (aromatik
N-H gerilim), 3255 (aromatik =C-H gerilim), 2981 (alifatik -C-H gerilim), 1251-1232 (C=N
gerilim), 1440-1428 (aromatik C=C gerilimleri), 1251 (C-O gerilim), 737 cm-! (benzen =C-H
plan-disi egilim) bantlar1 gorildi.

1H-NMR spektrumunda, (CD3).SO, § ppm, 4.10-4.17 (2H, s, -CHz), 7.36-7.65 (2H, d,
aromatik H), 7.08-7.23 (4H, d, aromatik H), 6.69-6.82 (2H, d, aromatik H), 9.27-9.42 (1H, s,
aromatik -OH), 12.13-12.31 (1H, s, aromatik -NH) pikleri goriildii.

Verim 1% 66

Coziici : Metanol, etanol, aseton, DMSO.
ITK : Kloroform: metanol (95: 5)

Rf :0.36

Erime Noktasi : 260 °C
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4.1.3. 2-(4-Metilbenzil)-1H-benzimidazol (Bilesik No 7) [103-105, 107]

N
N
H

Sekil 4.7. 2-(4-Metilbenzil)-1H-benzimidazol bilesiginin yapisi.

3 mmol (0,320 g) 1,2-Fenilendiamin, 3,3 mmol (0,495 g) 2-p-tolil asetik asit bir balona
alindj, tizerine 20 mL 5 N HCI asit ilave edildi. Reaksiyon karisimi 150 °C’de 71 saat geri ¢eviren

sogutucu altinda Phillips yontemine gore yliriitiilen reaksiyon ile 326 mg saf bilesik (Sekil 4.7.)
elde edildi.

FT-IR spektrumunda (cm), 3047 ( aromatik =C-H gerilim), 3000-2600 (alifatik -C-H
gerilim), 1272 (C=N gerilim), 1434-1415 (aromatik C=C gerilimleri), 736 cm'! (benzen =C-H
plan-disi egilim) bantlar1 goriildii.

1H-NMR spektrumunda, CD;0D, § ppm, 2.30-2.32 (3H, s, -CH3), 4.18-4.20 (2H, s, -CHz),
7.12-7.16 (2H, d, aromatik H), 7.18-7.23 (4H, q, aromatik H), 7.48-7.53 (2H, d, aromatik H)

pikleri goriildii.

Verim 1% 49

Coziict : Metanol, etanol, aseton.
ITK : Kloroform: metanol (95: 5)
Rf :0.84

Erime Noktas: : 198 °C
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4.1.4. 2-(4-Klorofeniletil)-1H-benzimidazol (Bilesik No 11) [111, 112]

H,C al

N
N

N

H

Sekil 4.10. 2-(4-Klorofeniletil)-1H-benzimidazol bilesiginin yapisi.

3 mmol (0,320 g) 1,2-Fenilendiamin, 3,3 mmol (0,609 g) 3-(4-klorofenil)propanoik asit
bir balona alindi ve iizerine 20 mL 5 N HCI asit ilave edildi. Reaksiyon karisimi 150 °C’de 41 saat

geri ¢eviren sogutucu altinda Phillips yontemine gore yiiriitiilen reaksiyon ile 338 mg saf bilesik

(Sekil 4.10.) elde edildi.

FT-IR spektrumunda (cm1), 3053 ( aromatik =C-H gerilim), 3000-2560 (alifatik -C-H
gerilim), 1270 (C=N gerilim), 1455-1418 (aromatik C=C gerilimleri), 807 (benzen =C-H plan-disi
egilim), 738 cm1 (-C-Cl egilim) bantlar1 gorildu.

1H-NMR spektrumunda, CDCl3, 8 ppm, 3.07-3.15 (4H, m, -CH»-CHz), 6.99-7.03 (2H, d,
aromatik H), 7.12-7.18 (4H, m, aromatik H), 7.44-7.50 (2H, q, aromatik H) pikleri goriildii.

Verim 1% 44

Coziici : Metanol, etanol, aseton, kloroform.
ITK : Kloroform

Rf :0.65

Erime Noktasi : 235 °C
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4.1.5. 2-((4-Hidroksifenil)etil)-1H-benzimidazol (Bilesik No 12)

H,C OH

N
D,

N

H

Sekil 4.13. 2-((4-Hidroksifenil)etil)-1H-benzimidazol bilesiginin yapisi.

3 mmol (0,320 g) 1,2-Fenilendiamin, 3,3 mmol (0,548 g) 3-(4-hidroksifenil) propanoik
asit bir balona alindy, tizerine 20 mL 5 N HCI asit ilave edildi. Reaksiyon karisimi 150 °C’'de 41

saat geri ¢eviren sogutucu altinda Phillips yontemine gore yiiriitiilen reaksiyon ile 407 mg saf
bilesik (Sekil 4.13) elde edildi.

FT-IR spektrumunda (cm1), 3699-3600 (aromatik O-H gerilim), 3300-3150 (aromatik
N-H gerilim), 3053 (aromatik =C-H gerilim), 2981-2885 (alifatik -C-H gerilim), 1244 (C-O
gerilim), 1440 (aromatik C=C gerilimleri), 824-742 cm! (benzen =C-H plan-dis1 egilim) bantlari
gorildi.

1H-NMR spektrumunda, CD30D, § ppm, 2.90-2.95 (2H, t, -CHz), 2-97-3.03 (2H, t, -CH>),
6.54-6.58 (2H, d, aromatik H), 6.86-6.91 (2H, d, aromatik H), 7.04-7.10 (2H, q, aromatik H), 7.33-
7.40 (2H, yayvan, s, aromatik H) pikleri goriildii.

Verim 1% 57

Coziict : Etanol, metanol, aseton.
ITK : Kloroform : metanol (95: 5)
Rf :0.51

E.N. 1234 °C
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Sekil 4.15. Bilesik 12'nin FT-IR Spektrumu
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4.1.6 2-((4-Metilfenil)etil)-1H-benzimidazol (Bilesik No 13) [113]

H,C CH,

N
D,

N

H

Sekil 4.16. 2-((4-Metilfeni)letil)-1H-benzimidazol bilesiginin yapisi.

3 mmol (0,320 g) 1,2-Fenilendiamin, 3,3 mmol (0,541 g) 3-(4-metilfenil) propanoik asit
bir balona alindj, iizerine 20 mL 5 N HCI asit ilave edildi. Reaksiyon karisimi 150 °C’de 41 saat

geri ¢eviren sogutucu altinda Phillips yontemine gore ytriitiilen reaksiyon ile 375 mg saf bilesik

(Sekil 4.16.) elde edildi.

FT-IR spektrumunda (cm-), 3053 (aromatik =C-H gerilim), 2981-2908 (alifatik -C-H
gerilim), 1271 (C=N gerilim), 1539-1515 (aromatik C=C gerilimleri, 805-736 cm! (benzen =C-H
plan-disi egilim) bantlar1 goriildii.

1H-NMR spektrumunda, CDCl3, 6 ppm, 2.21-2.30 (3H, s, -CH3), 3.01-3.08 (2H, t, -CH>),
3.10-3.17 (2H, t, -CHz), 6.94-7.01 (4H, d, aromatik H), 7.13-7.17 (2H, q, aromatik H), 7.41-7.48
(2H, q, aromatik H) pikleri goriildd.

Verim 1% 53
Coziicu : Aseton, metanol, kloroform.
ITK : Kloroform : metanol (95: 5)
Rf :0.77

Erime Noktasi: 230 °C
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4.1.7 2-((4-Klorofenoksi)metil)-1H-benzimidazol (Bilesik No 17) [65, 114]

N O Cl
\>7 /
CH,
N
H
Sekil 4.19. 2-((4-Klorofenoksi)metil)-1H-benzimidazol bilesiginin yapisi.

5 mmol (0,540 g) 1,2-Fenilendiamin, 5,5 mmol (1,020 g) 2-(4-klorofenoksi)asetik asit
bir balona alindj, iizerine 20 mL 5 N HCI asit ilave edildi. Reaksiyon karisimi 150 °C’de 18 saat

geri ceviren sogutucu altinda Phillips yontemine gore ytriitiilen reaksiyon ile 711 mg saf bilesik

(Sekil 4.19) elde edildi.

FT-IR spektrumunda (cm), 3048 (aromatik =C-H gerilim), 2983-2675 (alifatik -C-H
gerilim), 1269 (C=N gerilim), 1449-1434 (aromatik C=C gerilimleri), 1218 (C-O gerilim), 821
(benzen =C-H plan-disi egilim), 730 cm! (-C-Cl gerilim) bantlar1 gorildii.

1H-NMR spektrumunda, (CD3)2SO, 6 ppm, 2.52-2.56 (2H, s, CHz), 7.11-7.16 (4H, q,
aromatik H), 7.46-7.52 (4H, q, aromatik H) pikleri goriildi.

Verim 1% 55

Coziici : Aseton, metanol, DMSO.
ITK : Kloroform

Rf :0.51

Erime Noktasi : 197 °C
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4.1.8. 2-((4-Hidroksifenoksi)metil)-1H-benzimidazol (Bilesik No 18)

OH

N 0]
/
\>7CH2
N
H
Sekil 4.22. 2-((4-Hidroksifenoksi)metil)-1H-benzimidazol bilesiginin yapisi.

3 mmol (0,320 g) 1,2-Fenilendiamin, 3,3 mmol (0,550 g) 2-(4-hidroksifenoksi)asetik asit
bir balona alindj, tizerine 20 mL 5 N HCI asit ilave edildi. Reaksiyon karisimi 150 °C’de 41 saat

geri ceviren sogutucu altinda Phillips yontemine gore yiiriitiilen reaksiyon ile 389 mg saf bilesik

(Sekil 4.22.) elde edildi. Bilesik 18’'in molekiil agirhig1 240.257 g/mol’diir.

FT-IR spektrumunda (cm), 3700-3600 (aromatik O-H gerilim), 3174 (aromatik N-H
gerilim), 3054 (aromatik =C-H gerilim), 2981-2785 (alifatik -C-H gerilim), 1251 (C=N gerilim),
1197 (C-O gerilim), 1505-1438 (aromatik C=C gerilimleri), 743 cm (benzen =C-H plan-disi
egilim) bantlar goriildi.

1H-NMR spektrumunda, CD3:0D, 6 ppm, 5.12-5.14 (2H, s, -CHz), 6.59-6.64 (2H, d,
aromatik H), 6.77-6.82 (2H, d, aromatik H), 7.12-7.16 (2H, q, aromatik H), 7.42-7.50 (2H, s,
aromatik H) pikleri gortldii.

LC-MS/MS spekturumuna gore, MS (ESI): m/z=241.1 ([M+1]*).

Verim 1% 54

Coziici : Aseton, metanol.
ITK : Kloroform

Rf :0.54

Erime Noktasi: 222 °C
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4.1.9. 2-(p-Toliloksimetil)-1H-benzimidazol (Bilesik No 19) [65, 115]

N o) CH;
\>7 /
CH,
N
H
Sekil 4.26. 2-(p-Toliloksimetil)-1H-benzimidazol bilesiginin yapisu.

3 mmol (0,320 g) 1,2-Fenilendiamin, 3,3 mmol (0,548 g) 2-(4-metilfenoksi)asetik asit bir
balona alindj, iizerine 20 mL 5 N HCI asit ilave edildi. Reaksiyon karisimi 150 °C’de 41 saat geri

geviren sogutucu altinda Phillips yontemine gore yliriitiilen reaksiyon ile 221 mg saf bilesik
(Sekil 4.25) elde edildi.

FT-IR spektrumunda (cm1), 3320 (aromatik =C-H gerilim), 2942-2661 (alifatik -C-H
gerilim), 1358 (C=N gerilim), 1508-1426 (aromatik C=C gerilimleri), 1229 (alifatik C-O gerilim),
740 cm! (benzen =C-H plan-dis1 egilim) bantlar1 gorildii.

1H-NMR spektrumunda, CDCl3, 6 ppm, 2.27-2.30 (3H, s, -CH3), 5.34-5.37 (2H, s, -CH>),
6.86-6.91 (2H, d, aromatik H), 7.06-7.12 (2H, d, aromatik H), 7.26-7.29 (2H, d, aromatik H), 7.41-
7.48 (1H, s, aromatik H), 7.73-7.80 (1H, s, aromatik H), 9.70-9.80 (1H, s, -NH) pikleri goriildii.

Verim 1% 31
Coziici : Aseton, metanol, kloroform.
ITK : Kloroform: metanol (95: 5)
Rf :0.79

Erime Noktasi: 175 °C
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4.1.10. 2-Benzil-5(6)-Kkloro-1H-benzimidazol (Bilesik No 22) [105, 116-118]

N
\>7CH2

N

H

Sekil 4.29. 2-Benzil-5(6)-kloro-1H-benzimidazol bilesiginin yapisi.

Cl

5 mmol (0,712 g) 4-Kloro-o-fenilendiamin, 5,5 mmol (0,748 g) 2-fenilasetik asit bir
balona alindi ve lizerine 20 mL 5 N HCI asit ilave edildi. Reaksiyon karisimi 150 °C’de 120 saat

geri ceviren sogutucu altinda Phillips yontemine gore yiiriitiilen reaksiyon ile 451 mg saf bilesik
(Sekil 4.28.) elde edildi.

FT-IR spektrumunda (cm-1), 3032-3000 (aromatik =C-H gerilim), 2911-2578 (alifatik -C-
H gerilim), 1275 (C=N gerilim), 1431-1415 (aromatik C=C gerilimleri), 809 (-C-Cl egilim), 765-
705 cm! (benzen =C-H plan-dis1 egilim) bantlar1 goriildii.

1H-NMR spektrumunda, CD3;0D, 8 ppm, 4.09-4.14 (2H, s, -CH;), 7.06-7.09 (1H, dd,
aromatik H), 7.11-7.16 (1H, m, aromatik H), 7.18-7.24 (4H, m, aromatik H), 7.33-7.36 (1H, d,
aromatik H), 7.37-7.39 (1H, d, aromatik H) pikleri goriildii.

Verim 1% 62

Coziici : Aseton, metanol, etanol.
ITK : Kloroform: metanol (95: 5)
Rf :0.66

Erime Noktasi: 170 °C
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4.1.11. 2-((4-Hidroksifenil)metil)-5(6)-kloro-1H-benzimidazol (Bilesik No 23)

el )
E>—CH2 OH

Sekil 4.32. 2-((4-Hidroksifenil)metil)-5(6)-kloro-1H-benzimidazol bilesiginin yapisu.

Cl

5 mmol (0,712 g) 4-Kloro-o-fenilendiamin, 6 mmol (0,912 g) 4-hidroksifenil asetik asit
bir balona alindj, tizerine 25 mL 5 N HCI asit ilave edildi. Reaksiyon karisimi 150 °C’de 50 saat
geri ceviren sogutucu altinda Phillips yontemine gore yiiriitiilen reaksiyon ile 801 mg saf bilesik

(Sekil 4.31.) elde edildi.

FT-IR spektrumunda (cm1), 3700-3600 (aromatik -O-H gerilim), 3300-3090 (-N-H
gerilim), 3100 (aromatik =C-H gerilim), 2981-2885 (alifatik -C-H gerilim), 1245 (C=N gerilim),
1445-1420 (aromatik C=C gerilimleri), 1205 (C-O gerilim), 801 cm (benzen =C-H plan-disi
egilim) bantlar goriildi.

1H-NMR spektrumunda, CD3;0D, § ppm, 4.13-4.15 (2H, s, -CHy), 6.75-6.80 (2H, dd,
aromatik H), 7.12-7.17 (2H, d, aromatik H), 7.17-7.22 (1H, d, aromatik H), 7.43-7.48 (1H, d,
aromatik H), 7.49-7.52 (1H, d, aromatik H) pikleri gortildii.

Verim 1% 62

Coziici : Aseton, metanol, etanol.
ITK : Kloroform

Rf :0.44

Erime Noktasi : 190°C
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4.1.12. 2-Fenetil-5(6)-kloro-1H-benzimidazol (Bilesik No 25)

\>7 /

CH,

N

H

Sekil 4.35. 2-Fenetil-5(6)-kloro-1H-benzimidazol bilesiginin yapisi.

3 mmol (0,427 g) 4-Kloro-o-fenilendiamin, 3,3 mmol (0,495 g) 3-fenilpropanonik asit bir
balona alindj, iizerine 15 mL 5 N HCl asit ilave edildi. Reaksiyon karisimi 150 °C’de 96 saat geri
geviren sogutucu altinda Phillips yontemine gore yiirttiilen reaksiyon ile 531 mg saf bilesik
(Sekil 4.34.) elde edildi.

FT-IR spektrumunda (cm1), 3058 (aromatik =C-H gerilim), 2981-2700 (alifatik -C-H
gerilim), 1205 (C=N gerilim), 1473-1450 (aromatik C=C gerilimleri), 800-699 cm-! (benzen =C-H
plan-disi egilim) bantlar1 gorildii.

1H-NMR spektrumunda, (CD3).SO, § ppm, 3.22-3.30 (2H, t, -CHz), 3.42-3.48 (2H, t, -CH),
7.20-7.25 (1H, td, aromatik H), 7.27-7.34 (4H, m, aromatik H), 7.53-7.57 (1H, dd, aromatik H),
7.77-7.82 (1H, d, aromatik H), 7.88-7.91 (1H, d, aromatik H) pikleri goriildii.

Verim 1% 69

Coziici : Aseton, metanol, DMSO.
ITK : Kloroform: metanol (95: 5)
Rf :0.60

Erime Noktasi : 284 °C
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4.1.13. 2-((4-Hidroksifenil)etil)-5(6)-kloro-1H-benzimidazol (Bilesik No 26)

a H,C OH

N
\>7C{{2

N

H

Sekil 4.38. 2-((4-Hidroksifenil)etil)-5(6)-kloro-1H-benzimidazol bilesiginin yapisi.

5 mmol (0,712 g) 4-Kloro-o-fenilendiamin, 5,5 mmol (0,913 g) 3-(4-metilfenil)
propanonik asit balona alindj, tizerine 20 mL 5 N HCl asit ilave edildi. Reaksiyon karisimi 150 °C’

de 84 saat geri ¢eviren sogutucu altinda Phillips yontemine gore yiiriitiilen reaksiyon ile 818 mg

saf bilesik (Sekil 4.37.) elde edildi. Bilesik 26'nin molekiil agirlig1 272,072 g/mol’diir.

FT-IR spektrumunda (cm-), 3400-3200 (aromatik O-H gerilim), 3016 (aromatik =C-H
gerilim), 2980-2667 (alifatik -C-H gerilim), 1210 (C=N gerilim), 1514 (aromatik C=C
gerilimleri), 1210 (C-O gerilim), 817 cm! (benzen =C-H plan-dis1 egilim) bantlar1 goriildii.

1H-NMR spektrumunda, CD30D, § ppm, 3.01-3.06 (2H, t, -CHz), 3.29-3.34 (2H, t, -CH>),
6.57-6.60 (2H, dd, aromatik H), 6.87-6.91 (2H, d, aromatik H), 7.44-7.52 (1H, dd, aromatik H),
7.59-7.62 (1H, d, aromatik H), 7.66-7.68 (1H, d, aromatik H) pikleri goriildii.

LC-MS/MS spekturumuna goére, MS (ESI): m/z=273.1 ([M+1]+).

Verim 1% 60

Coziict : Aseton, metanol, etanol.
ITK : Kloroform

Rf : 0.28

Erime Noktasi : 208 °C
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4.1.14. 2-Fenoksimetil-5(6)-kloro-1H-benzimidazol (Bilesik No 28) [114, 119]

Cl

N O
\>7 /
CH,
N
H
Sekil 4.42. 2-Fenoksimetil-5(6)-kloro-1H-benzimidazol bilesiginin yapisi.

3 mmol (0,427 g) 4-Kloro-o-fenilendiamin, 3,3 mmol (0,502 g) 2-fenoksi asetik asit bir
balona alindj, tizerine 20 mL 5 N HCI asit ilave edildi. Reaksiyon karisimi 150 °C’de 68 saat geri

geviren sogutucu altinda Phillips yontemine gore yliriitiilen reaksiyon ile 271 mg saf bilesik

(Sekil 4.40.) elde edildi.

FT-IR spektrumunda (cm-1), 3035 (aromatik =C-H gerilim), 2903-2600 (alifatik -C-H
gerilim), 1252 (C=N gerilim), 1495-1460 (aromatik C=C gerilimleri), 1252 (C-O gerilim), 803-
685 (benzen =C-H plan-dis1 egilim), 742 cm-! (C-Cl egilim)bantlar: gérildii.

1H-NMR spektrumunda, (CD3).SO, § ppm, 5.44-5.49 (2H, s, -CH;), 6.99-7.04 (1H, t,
aromatik H), 7.10-7.14 (2H, d, aromatik H), 7.31-7.35 (3H, m, aromatik H), 7.66-7.71 (1H, d,
aromatik H), 7.72-7.77 (1H, d, aromatik H) pikleri gortldii.

Verim :% 35

Coziict : Metanol, etanol, DMSO.
ITK : Kloroform

Rf :0.29

Erime Noktasi: 196°C
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4.1.15. 2-((4-Hidroksi)fenoksimetil)-5(6)-kloro-1H-benzimidazol (Bilesik No 29)

a OH

N O
\>; /
CH,
N
H
Sekil 4.45. 2-((4-Hidroksi)fenoksimetil)-5(6)-kloro-1H-benzimidazol bilesiginin yapisi.

3 mmol (0,427 g) 4-Kloro-o-fenilendiamin, 3,3 mmol (0,554 g) 4-hidroksifenoksi asetik
asit balona alindi, tizerine 20 mL 5 N HCI asit ilave edildi. Reaksiyon karisimi 150 °C’de 54 saat

geri ¢eviren sogutucu altinda Phillips yontemine gore yiiriitiilen reaksiyon ile 337 mg saf bilesik

(Sekil 4.45.) elde edildi. Bilesik 29'un molekiil agirlig1 274.051 g/mol’diir.

FT-IR spektrumunda (cm-1), 3300-3000 ( aromatik =C-H gerilim, aromatik O-H gerilim),
2905-2636 ( alifatik -C-H gerilim), 1204 ( C=N gerilim), 1430 (aromatik C=C gerilimleri), 1200
(C-0 gerilim), 814 (C-Cl egilme), 794 cm-! (benzen =C-H plan-disi egilim) bantlar1 goriildii.

1H-NMR spektrumunda, CD3;0D, § ppm, 5.10-5.13 (2H, s, -CH;), 6.59-6.64 (2H, dd,
aromatik H), 6.77-6.83 (2H, dd, aromatik H), 7.10-7.16 (1H, dd, aromatik H), 7.35-7.49 (2H, d,
aromatik H) pikleri goriildii.

LC-MS/MS spekturumuna goére, MS (ESI): m/z= 275.1 ([M+1]+).

Verim 1% 41

Coziici : Aseton, metanol
ITK : Kloroform

Rf :0.14

Erime Noktasi: 196 °C
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4.2. Biyolojik Bulgular

4.2.1. Antiproliferatif Aktivite Bulgular

Bu calismada 15 adet antiproliferatif aktivitelerinin arastirilmasi amaciyla 2-
alkil/alkiloksi  stlbstitiiebenzimidazol tiirevi bilesikler tasarlanmis ve sentezleri
gerceklestirilmistir. Literatiir calismalarinda Menon ve ark. 5-nitro-2-fenoksimetil benzimidazol
bilesiginin Topo Il enzim inhibitor etkilerinin dncii bilesik olarak kabul edilebilecek diizeyde
yliksek bulmalar1 ve Nawrocka ve ark. tarafindan yapilan bir calismada da bir seri 2-
benzilaminobenzimidazol tiirevi bilesigin, in vitro antiproliferatif aktivitelerinin oldukca ytiksek
oldugu sonucuna ulasilmasi yine Karaaslan tarafindan yapilan bir tez c¢alismasinda 2,5-
distlibstitiie benzimdiazol tilirevi bir bilesigin, MCF-7 meme kanser hiicre hattina karsi, ICso
sonuglariin klinikte referans olarak kullanilan bilesiklerden (imatinib mesilat, 1Cso =0.0096
pg/mL ve dosetaksel, ICso =0.0131 pg/mL) daha etkin oldugunu tespit edilmesi benzer yapidaki
bilesiklerin tasarlanmas1 ve antiproliferatif etkilerinin incelenmesi fikrinin gelistirilmesine
neden olmustur.

2-Alkil/alkiloksi siibstitliebenzimidazol tiirevi bilesiklerin antiproliferatif aktivite
calismalarinda bir saglikli hiicre hatti ve bes farkli kanser hiicre hatti kullanilmistir.

Saglikli hiicre olarak; HEK 293 bébrek hiicre hatti,
Kanserli hiicre olarak; Akciger (A549), bobrek (A498), serviks (Hela), insan cildi malign
melanom (A375) ve karaciger (HepG2) hiicre hatlar1 kullanilmistir.

Sentezlenen 2-alkil/alkiloksi siibstitiiebenzimidazol tiirevi bilesiklerin antiproliferatif
aktiviteleri, MTT  (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir) yontemi
kullanilarak kolorimetrik tayin ile tespit edilmistir. Elde edilen antiproliferatif aktivite
sonuglari, referans bilesik olarak kullanilan metotreksat bilesiginin antiproliferatif aktivite
sonuglarn ile karsilastirllmistir. 2-Alkil/alkiloksi siibstitiiebenzimidazol tiirevi bilesiklerin
spesifiklik degerleri, Metotreksat bilesiginin spesifiklik degeri ile karsilastirilmigtir.

Sentezlenen bilesiklerin antiproliferatif aktiviteleri 1Cso (uM) degerlerine gore

incelenmistir (Tablo 4.1.).
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Tablo 4.1. Bilesiklerin Saghikh ve Kanser Hiicre Hatlar1 Uzerine Antiproliferatif Aktivite Bulgular, Spesifiklik ve cLog P degerleri.

BilesikNo _HEK293  AS49  A498  Hela  A375  HepG2 Spesifiklik* cLog P**
ICso (1M) A549  A498  HeLa  A375  HepG2

5 103 103 5.15 103 103 2575 1.0 2.0 1.0 1.0 40 4345
6 112 5.6 1.39 5.6 22,3 2.79 2.0 8.06 2.0 0.5 40 2.965
7 18.0 18.0 9 18.0 18.0 2 1.0 2.0 1.0 1.0 9.0 4131
11 3.9 0.31 10 1.56 1.56 1.56 126 0.4 25 2.5 25 4.494
12 0.42 0.34 0.084 0084 0084  0.17 12 50 50 50 25 3.114
13 5.3 2.65 2.65 21.2 10.6 10.6 2.0 2.0 025 05 0.5 4.280
17 9.70 4.83 242 19.3 19.3 242 2.0 40 0.5 0.5 40 4105
18 0.42 0.33 0.17 017 033 0.33 1.3 25 25 1.3 1.3 2.765
19 10.5 5.25 2.6 21 42 5.25 2.0 4.0 05 025 2.0 3.751
22 5.15 2.58 1.29 5.15 10.3 5.15 2.0 4.0 1.0 0.5 1.0 4193
23 387 0.62 0.62 0.62 124 062 6.24 6.24 624 312 6.24 3.756
25 3.90 0.56 0.56 016 016 056 7.0 70 2438 2438 7.0 4572
26 0.37 147 147 0.30 147 147 0.25 0.25 123 025 0.25 3.905
28 9.70 4.83 242 242 0.6 0.6 2.0 40 40 1617 1617 4.043
29 9.1 9.1 455 228 057 057 1.0 2.0 40 160 16.0 3.556

Met‘l\’dt;;lisat 0022 0022 0022 0022 0022  0.022 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 0.940

*: Bilesiklerin Spesifikligi: Her bilesik icin; normal hiicre ICso degerinin (HEK 293), kanser hiicresi ICsy degerine orani.

**: ChemBioDraw Ultra 11.0.1 yazilim indikasyonlarina gére n-oktanol ve su arasindaki partisyon katsayisinin logaritmasi.
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5. TARTISMA

Bu calismada, 2 ve 5(6) konumlarinda mono veya disiibstitiie benzimidazol tiirevi
bilesikler tasarlanmistir. Sentezlenen bilesiklerin, benzimidazol yapisinin 2 numaral
konumunda, bir veya iki karbon zincirli alkil veya tek karbonlu alkiloksi kopriilii siibstitiie fenil
halkasina bagh bilesikler elde edilmistir. Bu benzimidazol tiirevi bilesiklerin fenil halkasinin 4
numarali konumunda klor, hidroksil veya metil siibstitiienti bulunmaktadir. Benzimidazol
halkasinin 5(6) numarali konumunda ise nonsiibstitiie veya klor siibstitiienti tasiyan tiirevler
sentezlenmistir. Yapilan antiproliferatif aktivite calismalar1 ile de benzimidazol ana yapisinda
gerceklestirilen bu silibstitiisyonlarin, yapi1 aktivitedeki rolii belirlenmistir. Bilesiklerin
sentezleri asagida verilen Phillips genel sentez yontemine gore gerceklestirilmistir (Sekil 5.1.)

[31].

R, NH, (o} Ry N
T S, svna ] Y,

Bilesik No Ry n A R
5 H 1 - Cl
6 H 1 - OH
7 H 1 - CH3
11 H 2 - Cl
12 H 2 - OH
13 H 2 - CH3
17 H 1 0 Cl
18 H 1 0 OH
19 H 1 0 CH3
22 Cl 1 - H
23 Cl 1 - OH
25 Cl 2 - H
26 Cl 2 - OH
28 Cl 1 0 H
29 Cl 1 0 OH

- : Nonstibstitiie

Sekil 5.1. Phillips genel sentez yontemi ile sentezlenen 2-alkil/alkiloksi siibstitiie benzimidazol
tiirevi bilesikler.
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NH N
x HOOCG 5N HCI \
+ H,C R — CH, R
N
NH, H

1 2 2-(4-Klorofenil)asetik asit 5R: Cl
3 2-(4-Hidroksifenil)asetik asit 6 R:OH
4 2-p-Tolilasetik asit 7 R: CH3
N,
NH, _
N Hooc C\HZ 5N HC1 \>—ng
HzC R ? N H2C4©‘R
NH, H
1 8 3-(4-Klorofenil)propanoik asit 11R:Cl
9 3-(4-Hidroksifenil)propanoik asit 12 R:OH
10 3-p-Tolilpropanoik asit 13 R: CH3
NH N
? HOOC—CH, SN HCI \>——C{12
NH,
1 14 2-(4-Klorofenoksi)asetik asit 17 R: Cl
15 2-(4-Hidroksifenoksi)asetik asit 18 R:OH
16 2-(p-Toliloksi)asetik asit 19 R: CH3
Cl NH, HOOC\ — N
+ H,C R \>—CH2 R
NH, N
20 21 2-Fenilasetik asit 22R:H
2 2-(4-Hidroksifenil)asetik asit 23 R: OH

Sekil 5.2. Bilesiklerin Phillips genel sentez yontemine gore sentezi.
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cl NH “ N
2 HOOC—CH
+ \ 2 5N HCI \©i \>__C\Hz
H,C R N  H,C R
NH, H

20 24 3-Fenilpropanoik asit 25R:H
9 3-(4-Hidroksifenil)propanoik asit 26 R: OH

cl NH “ N
2 | HooC—CH, sNHCI \@ N—cH,
(0] R N \OOR
NH, H

20 27 2-Fenoksiasetik asit 28R:H
15 2-(4-Hidroksifenoksi)asetik asit 29 R: OH

Sekil 5.2. Bilesiklerin Phillips genel sentez yontemine gore sentezi (Devami).
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Tablo 5.1. Sentezlenen 2-alkil/alkiloksi stibstitiie benzimidazol tiirevi bilesiklerin yapisi

Bilesik

Bilesik

No Bilesik Formiilii No Bilesik Formiilii
N
| Cry
N
H
N\ cl N
e (=t = ")
N 2
H N
H
N\> ()
Cl
CH CH N
7 C[N 2 3 23 \©i \>7CH2«®'OH
H N
H
N HZCOCI al
11 \>7C/H2 25 i, BC
i
N
H N
H
N HZCOOH c N Hzc@—on
12 C[ \>—C/HZ 26 \CE H—ch,
N N
H H
13 C[ \>7C/Hz 28 \CE \>—c{12
N i
17 \>—CH2 29 \©i N—ch,
E;[N N
H H
18

N /OOOH
N—ch,
E>7
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Bilesikler ticari olarak satin alinan 1,2-fenilendiamin (1) ve 4-Kloro-o-fenilendiamin
(20) ile uygun fenil karboksilik asit tiirevlerinden (2, 3, 4, 8, 9, 10, 14, 15, 16, 21, 24 ve 27)
hareketle elde edilmistir (Sekil 5.2.). Bu bilesiklerin sentez calismalar: Phillips yontemi olarak
bilinen genel sentez yontemi ile gerceklestirilmistir [31]. Yapilan calismalarda sentezlenen
bilesiklerle ilgili veriler literatiir verileri ile karsilastirilarak bilesiklerin yapilar1 belirlenmistir.

Sentezlenen bilesikler % 31 ile 69 arasinda degisen verimlerle elde edilmistir. Genel
olarak ise bilesikler % 50’nin lizerinde verimle sentezlenmistir.

Bilesiklerin erime noktalarinin 170 ile 260 °C araliginda degistigi belirlenmistir. Genel
olarak bilesiklerin erime noktalarinin yiiksek oldugu tespit edilmistir.

18, 26 ve 29 numaral bilesikler ilk kez bu calisma kapsaminda sentezlenmis olup
yapilarinin aydinlatilmasinda FT-IR, tH-NMR spektrumlari ve erime dereceleri verileri yani sira
LC-MS/MS verilerinden yararlanilmistir.

Bilesiklerin IR spektrumlart FT-IR spektrofotometresi yardimiyla toz veya kristal
orneklerden alinmistir. Bilesiklere ait spektrumlarda 3500-2300 cm bélgesinde kuvvetli,
yayvan multiplet absorbsiyon bantlar1 goriilmektedir. Bu bolgede bilesiklerin ara zincirde yer
alan gruplar ile aromatik =C-H gerilim bantlar1 ve alifatik C-H gerilim bantlar1 yer almaktadir. Bu
bantlarin yerlerini her zaman tam olarak belirlemek zordur [120]. Ancak aromatik halkalara ait
=C-H gerilim bandlar1 3162-3000 cm! bdlgesinde degisen araliklarda gozlenirken, aromatik
halkalar {izerinde veya ara zincirde metil veya metilen gruplari tasiyan bilesiklerdeki alifatik C-
H gerilim bandlar1 2992-2705 cm-! bolgesinde goriilmektedir. Bilesiklerin IR spektrumlarinda
incelenen ikinci bolge; 1700-1300 bolgesidir. Bu bolgede 6zellikle bilesiklerin C=N gerilim bandi
(1472-1401 cm?), C=C gerilim bandi (1463-1405 cm) ve C-O gerilim bandi (1210-1170 cm1)
goriilmektedir.

Elde edilen bilesiklerin 'H-NMR spektrumlari CD30D, CDClz veya (CD3).SO icinde
alinmistir. Benzimidazol halkasindaki benzen halkalarina ait aromatik C-H protonu
spektrumlari ve fenil halkasinin aromatik C-H protonu spektrumlart § 6.54 ile 7.91 ppm
arasinda genellikle dublet veya quartet halinde goriilmektedir. Yine benzimidazol halkasinin 2
numarali konumunda metilen kopriilerine ait alifatik C-H protonu spektrumu & 4.09 ile 4.28
ppm degerleri arasinda singlet halinde gozlenirken, etilen kopriisiine ait alifatik C-H protonu
spektrumu & 2.21 ile 3.48 ppm degerleri arasinda triplet halinde gézlenmektetir. Yine bir ara
zincir olan metiloksi kdpriisiine ait alifatik C-H protonu spektrumu § 2.52 ile 5.49 ppm degerleri
arasinda singlet halinde tespit edilmistir. 2 numarali konumuna bir ara zincirle bagh fenil
halkasi iizerinde bulunan metil gruplarina ait C-H protonu spektrumlari ise § 2.21 ile 2.30 ppm
araliginda singlet halinde goriilmektedir. Benzimidazol halkasindaki N-H protonu spekturumu

ise nadir gozlenmekle beraber 6 9.70 ile 12.31 ppm degerleri arasinda gozlenmistir.

84



Biisra Giil ERTURK, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2017

Elde edilen bilesiklerin bazilarinin tH-NMR spektrumunda CD3;0D icerisindeki suya ait
proton piki § 4.36- 490 ppm degerleri arasinda tespit edilmistir. Ayrica tiim ¢oziiciilere ait
pikler literatiir verileriyle uyumluluk géstermektedir [121].

LC-MS/MS verileri, Elektron Sprey Iyonlastirma (ESI) yéntemi ile pozitif iyonlastirma
uygulanarak elde edilmistir. Az sayida fragman olusumu meydana gelmistir. Iyonizasyona
ugrayan bilesiklerin [M+1]* iyonunun, kiitle/yiik oran1 (m/z) degeri verilmistir. Tiim sonuglarin,
teorik degerlerle uyumluluk gosterdigi belirlenmistir.

Bilesiklerin yapilar1 aydinlatildiktan sonra antiproliferatif etkileri MTT yoOntemi ile
arastirilmistir [101, 102]. Sentezlenen bilesiklerin antiproliferatif etkileri degerlendirildiginde
ozellikle tiim kanser hiicre hatlari tizerinde 0.084 ile 0.34 pM arasinda degisen ICso degeri ile 12
numarali bilesigin en giiclii antiproliferatif aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu bilesigin saglikl
hiicre hatt1 tizerine ICso degeri ise 0.42 pM'dir. Bu bilesikten daha diisiik olmakla birlikte tim
kanser hiicre hatlarina karsi giiclii antiproliferatif aktiviteye sahip diger bilesikler ise 0.16 ile
0.62 pM arasinda degisen ICso degerlerine sahip olan 18, 23 ve 25 numarali bilesikleridir. Bu
bilesiklerin saglikli hiicre hatti lizerine olan ICso degerleri ise 0.42 ile 3.90 pM arasinda
degismektedir (Tablo 4.1.).

Aktivite ¢alismalarinin yiriitiildiigii bes farkl kanser hiicresinden biri olan A549 hiicre
hattina karsi etkili olan en aktif bilesikler, 11, 12 ve 18 nolu bilesiklerdir. Bu bilesiklerin ICs
degerleri sirasiyla 0.31, 0.34 ve 0.33 uM’dir. Bu bilesiklerin yapi aktivite iligkileri incelendiginde
iki karbonlu alkil zincirli yapilarin veya iki karbon zincir uzunluguna yakin mesafeye sahip
metoksi kopriisii tasiyan bilesiklerin antiproliferatif aktivitede 6nemli rol oynadig1 saptanmistir.
Ayrica klor ve hidroksil fonksiyonel gruplarinin aktiviteyi artirdigr gozlenmis olup o6zellikle
hidroksil grubunun aktivitenin artisinda énemli rol oynadigi belirlenmistir.

A498 kanser hiicre hattina karsi antiproliferatif aktivite gosteren bilesiklerin 12 ve 18
numarali bilesikler oldugu belirlenmistir. 1Cso degerleri sirasiyla 0.084 ve 0.17 uM’dir. Bu
bilesiklerin benzimidazol ana yapisi ile siibstitiie fenil gruplarinmin, iki karbonlu alkil ara
zinciriyle veya metoksi ara zinciri ile birbirlerine bagli oldugu ve ana yapilarin birbirine benzer
uzaklikta olduklar tespit edilmistir. Bu bilesiklerin diger bir ortak 6zelligi ise fenil halkasinin 4.
konumunda hidroksil siibstitiienti tasimalaridir. Bu veri ile hidroksil fonksiyonel grubunun
aktivitede 6nemli oldugu sonucuna ulagilmistir.

Aktivite calismalar1 sonucunda 12, 18 ve 25 numaral bilesiklerin, HeLa kanser hiicre
hattina kars1 en etkili bilesikler olduklar1 belirlenmistir. Bu bilesiklerin 1Cso degerleri sirasiyla
0.084, 0.17 ve 0.16 pM’dir. Bu bilesiklerin yapilar1 incelendiginde; 4-hidroksifenil siibstittienti
tasiyan ve iki karbon uzunlugunda alkil veya alkiloksi ara zinciri tasidiklar: belirlenmistir.

A375 kanser hiicre hattina karsi etkili olan bilesikler incelendiginde, 1Cso degerleri

sirasiyla 0.084 ve 0.16 pM olan 12 ve 25 nolu bilesiklerin aktiviteleri dikkat ¢ekicidir. Olduk¢a
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aktif olan bu bilesiklerin yap1 aktivite iligkileri incelendiginde iki karbon ara zincirli kopriiye
sahip olan bilesiklerin serideki diger bilesiklere gore daha aktif oldugu belirlenmistir.

Bilesik 12 ve 18’in HepG2 kanser hiicre hattina karsi en etkili bilesikler olduklar1 ve ICsg
degerinin sirasiyla 0.17 ve 0.33 uM oldugu belirlenmistir. Bilesiklerin HepG2 kanser hiicre
hattina karsi yap1 aktivite iliskisi incelendiginde, her iki bilesiginde fenil halkasinin 4.
konumunda hidroksil fonksiyonel grubunun yer aldig1 iki karbonlu alkil ara zinciri veya metoksi
ara zinciri tasidigi gérulmustiir.

Genel olarak elde edilen tiim aktivite sonuclari, antiproliferatif aktivitede 2-
alkil/alkiloksi siibstitiie benzimidazol tiirevi bilesiklerden, tek karbon =zincirli yapilarin
aktivitede roliiniin olmadig1 sonucuna ulasilmistir. Tek karbon ara zincirli bilesikler arasinda
sadece 23 numarali 4-hidroksifenil grubu tasiyan bilesigin 0.62 uM ICso degeri ile A549, A498,
HelLa ve HepG2 kanser hiicre hatlarina karsi iyi antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu
saptanmistir. Bu sonuclar da, hidroksil grubunun aktivitede gerekli oldugu sonucuna
ulasilmasini saglamistir.

Iki karbon ara zincirli yapilar incelendiginde ise sentezlenen toplam bes bilesikten (11,
12, 13, 25 ve 26) dordiiniin giiclii antiproliferatif aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuglar
iki karbon ara zincir yapisinin aktivitede oldukca potent oldugunu gostermistir. Yine bu iki
karbon ara zincirli bilesikler kendi aralarinda degerlendirildiginde 4-hidroksifenil grubu tasiyan
bilesiklerin bu seri icerisindeki en aktif bilesikler oldugu belirlenmistir.

Tek karbonlu alkiloksi ara zincirli yapilarin aktiviteleri incelendiginde ise, 4-hidroksi
fenil grubu tasiyan bilesiklerin bu serideki diger bilesiklere gore daha aktif olduklar
belirlenmistir.

Sonug olarak sentezlenen bilesiklerin yap1 aktivite iliskileri incelendiginde, iki karbonlu
alkil ara zinciri ve 4-hidroksifenil grubu tasiyan tiirevlerin, serideki tiim bilesiklerden daha aktif
oldugu tespit edilmistir.

Bilesiklerin spesifiklik 6zelliklerini belirlemek amaciyla bilesiklerin toksik olmayan
konsantrasyonlari, normal (saglikli) hiicreye (HEK 293) karsi test edilmistir. Bilesiklerin
spesifiklik degerleri, normal hiicrelerin ICso degerlerinin, kanserli hiicreye ait 1Cso degerlerine
olan orani ile bulunmustur. Bilesiklerin sahip oldugu bu spesifiklik degerleri, normal hiicreler
icin toksik olup olmadiklarim1 yani saglikli hiicrelere zarar verip vermediklerini
degerlendirmede son derece 6nemlidir [122].

A549 kanser hiicre hattinda en spesifik bilesikler, 12.6, 6.24 ve 7.0 spesifiklik
degerleriyle sirasiyla Bilesik 11, 23 ve 25’dir. A498 kanser hiicre hattinda en spesifik bilesikler,
8.06, 6.24 ve 7.0 spesifiklik degerleriyle sirasiyla Bilesik 6, 23 ve 25°dir. HeLa kanser hiicre
hattinda en spesifik bilesikler, 5.0, 6.24 ve 24.38 spesifiklik degerleriyle sirasiyla Bilesik 12, 23
ve 25’dir. A375 kanser hiicre hattinda en spesifik bilesikler, 24.38, 16.17 ve 16.0 spesifiklik

86



Biisra Giil ERTURK, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2017

degerleriyle sirasiyla Bilesik 25, 28 ve 29’dur. HepG2 kanser hiicre hattinda en spesifik
bilesikler, 9.0, 7.0, 16.17 ve 16.0 spesifiklik degerleriyle sirasiyla Bilesik 6, 25, 28 ve 29’dur
(Tablo 4.1.).

Bilesiklerin spesifiklik degerleri karsilastirildiginda, tiim bilesiklerin ozellikle A498,
HeLa ve HepG2 kanser hiicre hatlarina karsi daha spesifik oldugu tespit edilmistir. Bilesikler
icerisinde spesifikligi en yliksek olanlar; Bilesik 23, 25 ve 28’dir (Tablo 4.1.).

Sentezlenen bilesikler icerisinde Bilesik 12, 18, 23, 25 ve 26 nolu bilesiklerin en giicli
antiproliferatif aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir. Bunlar arasinda en spesifik bilesigin
Bilesik 25 oldugu gorilmiistiir. Bu bilesigin bes farkli kanser hiicresine karsi spesifiklik
degerleri 7.0 ile 24.38 arasinda degismektedir.

En spesifik bilesik olan Bilesik 25’in benzimidazol halkasinin 5(6)-konumunda klor
slibstitiienti, fenil halkasinin ise non-siibstitiie oldugu goriilmektedir. Antiproliferatif etkiye
onemli katkisi olan fenil halkasinin para konumunda hidroksil fonksiyonel grubunu icermemesi
oldukca dikkat cekicidir.

Bilesiklerin spesifiklik degerleri incelendiginde, benzimidazol halkasinin 5(6)-
konumunda klor siibstitiienti tasiyan bilesiklerin iyi spesifiklik degerlerine sahip oldugu
belirlenmistir. Benzimidazol ve fenil halkalarini birbirine baglayan 3 farkli ara zincirde
spesifiklik degerlerinden o6nemli bir farkliik tespit edilmemistir. Fenil halkasinin para
konumunda hidroksil fonksiyonel grubu tasiyan veya fenil halkasinin nonsiibstitiie olan
tiirevlerinde spesifikligin yliksek oldugu goriilmektedir.

Calismada referans bilesik olarak Metotreksat kullanilmistir. Referans bilesigin tim
hiicre hatlarina karsi antiproliferatif aktivitesinin 0.022 uM oldugu tespit edilmistir. Spesiklik
degeri ise 1.0 olup spesifikligi son derece diisiiktiir. Sentezlenen bilesikler bu referans bilesik ile
karsilastirildiginda, referans bilesigin aktivite degerine en yakin bilesigin 0.084 uM ICso degeri
ile Bilesik 12 oldugu belirlenmistir. Ayrica Bilesik 12'nin Metotreksat'a gore daha spesifik
oldugu gorilmistur.

Ila¢ etken maddelerinin etki yoreleri ile etkilesmelerinde partisyon katsayis1 énemli bir
faktordiir. Sentezlenen 2-alkil/alkiloksi siibstitiie benzimidazol tiirevi bilesiklerin hesaplanan
partisyon katsayilar1 (P) degerlerinin logaritmasi (cLog P) belirlenmistir. Bu degerin genellikle
antikanser aktivitede rol oynadigi literatiirlerde kayith bilgilerdendir [122]. Metotreksat
referans bilesiginin cLog P (ChemBioDraw Ultra 11.0.1 yazilim indikasyonlarina gére n-oktanol
ve su arasindaki partisyon Kkatsayisinin logaritmasi) degeri 0.94 olarak hesaplanmistir.
Sentezlenen 2-alkil/alkiloksi siibstitiie benzimidazol tiirevi bilesiklerin cLog P degerleri ise
2.765 ile 4.572 degerleri arasinda degismektedir. Serideki giiclii aktivite gosteren yapilarin (12,
18, 23, 25, 28 ve 29) clog P degerleri sirasiyla 3.114, 2.765, 3.756, 4.572, 4.043 ve 3.556 olarak

hesaplanmistir. Bu degerler arasinda bir istatistiksel bir anlamliligin olmadig1 gériilmektedir.
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Lipinski kurallarina gore; bir bilesigin, oral olarak sistemik dolasima alinabilmesi icin
gereken fizikokimyasal parametreleri (absorpsiyon, dagilim, metabolizma, eliminasyon)
kantitatif olarak saglamasi gerekmektedir. Bu sartlar, ¢ok sayida ila¢ etken maddesi kullanilarak
formiile edilmistir [123]. Yapilan calismalar Lipinski kurallarina uyan kii¢iik yapili molekiilerin
daha iyi ilag aday1 olabilme potansiyellerinin oldugunu gostermistir. Bu fizikokimyasal
parametreler genel olarak oral yolla kullanilabilecek bir molekiilde; bes ve besten fazla sayida
hidrojen bagi yapan donér atom (oksijen, kiikiirt ve azot atomlarina bagl hidrojen atomu iceren
atom) ve on taneden fazla hidrojen bag kabul eden akseptor atomu (oksijen, kiikiirt ve azot
iceren atom) olmamasi, molekiil agirligit 500 g/mol’iin altinda ve lipofilisite katsayisi (cLog
P)'nin da 5'in altinda olmasi gerektigi tespit edilmistir. Ayrica bu kurallardan, bir taneden fazla
ihlal yapilmamasi gerektigi bildirilmistir. Yeni ila¢c gelistirilmesinde, molekiilde aktivite ve
selektivitenin arttirilabilmesi icin yapilan degisikliklerin, bu kurallar c¢ergevesinde
diizenlenmesi gerektigi de bildirilmistir [124].

Bu kurallar cercevesinde sentezlenen 2-alkil/alkiloksi kopriilii siibstitiiebenzimidazol
tirevi bilesikler incelendiginde, Lipinski kurallarinin ¢ogu ile uyumluluk gosterdigi

belirlenmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada Phillips sentez yontemi ile sentezlenen 15 adet 2-alkil/alkiloksi siibstitiie
benzimidazol tiirevi bilesiklerin MTT yontemi ile antiproliferatif aktiviteleri arastirilmistir. Bu
calisma, asagidaki asamalarla gergeklestirilmistir:

1. Phillips sentez yontemi kullanilarak farkli stibsitiitent tasiyan benzimidazol tiirevi
bilesiklerin sentez calismalarinin yapilmasi,

2. Sentezlenen benzimidazol tiirevi bilesiklerin antiproliferatif etkiye sahip olup
olmadiklarinin belirlenmesi,

3. Benzimidazol ve fenil halkalarinin ara zincir yapilar1 ve uzunluklan ile fenil halkasi
lizerindeki siibstitiientlerin ve benzimidazol halkasindaki siibstitiientlerin aktivite
lizerindeki roliiniin arastirilmasi,

4. Antiproliferatif aktivite ile sentezlenen benzimidazol tiirevi bilesiklerin yapilari
arasindaki yapi-aktivite iligkilerinin belirlenmesi,

5. Benzimidazol tiirevi bilesiklerin spesifikliklerinin belirlenmesi,

6. Benzimidazol tiirevi bilesiklerin antiproliferatif aktivite sonuclarinin referans bilesik
olarak kullanilan Metotreksat bilesiginin antiproliferatif aktivite sonuclan ile
karsilastirilmasi,

7. Benzimidazol tiirevi bilesiklerin spesifiklik degerlerinin referans bilesik olarak

kullanilan Metotreksat bilesiginin spesifiklik degeri ile karsilagtirilmasi.

Calisma kapsaminda, benzimidazol tiirevi bilesikler konvansiyonel isitma sentez
yontemi ile sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin reaksiyon sartlari ve elde edilen verimleri
Bulgular béliimiinde verilmistir.

Antiproliferatif aktivite ¢alismalari incelendiginde, tiim seri icerisindeki bilesiklerden 12
numarali bilesigin 0.084 ile 0.34 uM arasinda degisen ICso degerleri ile en giiclii aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir.

Seri icerisindeki en spesifik benzimidazol tlirevi bilesigin, Bilesik 25 oldugu tespit
edilmistir. Bu bilesigin bes farkli kanser hiicresine kars1 spesifiklik degerleri 7.0 ile 24.38
arasinda degismektedir.

Serideki tiim benzimidazol tiirevi bilesiklerin, referans bilesik olarak kullanilan
Metotreksat bilesiginden daha spesifik oldugu belirlenmistir.

Tez calismasi kapsaminda gli¢lii antiproliferatif aktiviteye sahip olduklar1 belirlenen 4.
konumdaki hidroksil siibstitiienti tasiyan ve iki karbon ara zincirine sahip benzimidazol tiirevi
Bilesik 12'nin ve 4. konumdaki hidroksil stbstitiientli bir alkiloksi tiirevi olan metoksi ara

zincirine sahip benzimidazol tiirevi Bilesik 18’in ileri ¢alismalarla aktivitelerinin incelenmesinin
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gerekli oldugu disiiniilmektedir. Calismalarimiz aktif olduklar1 belirlenen bilesiklerin
xCELLigence yontemi, ardindan Flow sitometrik analiz ile bilesiklerin hiicre siklusunun hangi
evresinde etkili oldugunun arastirmasi, kaspaz-3 ve hTERT geni ekpresyonu yoluyla telomeraz
aktivitesi Bcl-2, Bcl-XL, NF-kB ve p-53 mRNA ekspresyon seviyelerinin RT-PCR yontemi ile
belirlenmesi ve akridin oranj boyama ile bilesiklerin apoptotik etkilerini arastirma calismalari
sturdiiriilmektedir.

Elde edilen sonuglara bagh olarak bilesiklerin in vivo ortamda daha ileri ¢alismalarla

aktivitelerinin incelenmesi planlanmaktadir.
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