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TESEKKUR
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saygilarimi sunarim.
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OZET

Baz 2-Siibstitiiebenzimidazol Tiirevi Bilesiklerin Sentezi ve Anjiyojenez Uzerine Olan
Etkilerinin Arastirilmasi

Tiimoér hiicrelerinin en 6nemli 6zelliklerinden birisi normal hiicrelere gore artan
yasam Kkabiliyetleridir. Programh hiicre o6liimii olarak bilinen apoptozis; fizyolojik
biiyiime kontrolii ve doku homeostazimin regiilasyonunda merkezi bir rol oynamaktadir.
Ayrica tiimorii besleyecek olan yeni damarlarin olusmasi olarak tammlanan anjiyojenez
de, tiimor hiicrelerinin bilyiiyiip gelismesi ve hayatsal fonksiyonlarimn devamhhginda
oldukca 6nemli goreve sahiptir.

Son yillarda apoptotik ve antianjiyojenik etkili bilesikler iizerine yapilan
calismalarin sayisimn hizla arttig1 goriilmektedir. Uzerinde cahsilan halka sistemlerinden
birisi de benzimidazoldiir. Benzimidazol halka sisteminin son yillarda ortaya cikan bu
etkileri grubumuzu apoptotik ve antianjiyojenik etkili 2-siibstitiiebenzimidazol tiirevi
bilesikler iizerinde calismaya yonlendirmistir.

Bu ¢ahsmada 2-siibstitiiebenzimidazol tiirevi bilesiklerden; 2-benzilbenzimidazol
(BB1), 2-(2-metoksibenzil)benzimidazol (BB2), 2-(3-metoksibenzil)benzimidazol (BB3) ve
2-(4-metoksibenzil)benzimidazol’iin (BB4) konvansiyonel ve mikrodalga sentez yontemi ile
sentezlenmesi ve bu iki sentez yonteminin karsilastirilmasi yapilmustir. Daha sonra,
sentezlenen bilesiklerin dnce hiicre kiiltiirii cahismalari ile in vitro etkileri, daha sonra da
sican arka bacak iskemisi modeli iizerinde yapilan ¢alismalar ile de in vivo apoptotik ve
antianjiyojenik etkileri ortaya konulmustur. In vitro cahsmalarda, AML hiicrelerinde
bilesiklerin farkh konsantrasyonlarimn (150, 300 ve 600 pg/ml) 24 saat ve 48 saat
inkiibasyonu sonrasinda kaspaz -3 ve -8 enzimlerinin aktiviteleri incelenmistir. Calismada
BB3 ve BB4 bilesiklerinin apoptotik etkilerinin diger iki bilesige gore daha yiiksek oldugu
ve ozellikle BB4 bilesiginin kaspaz -3 ve -8 seviyelerini 6nemli oranda arttirdig1 tespit
edilmistir. Etkin olan iki bilesigin in vivo apoptotik etkilerini arastirmak amaciyla kas
dokusunda kaspaz -3, -8 ve -9 enzimlerinin 6l¢ciimii, anjiyojeneze olan etkilerinin
degerlendirilmesi icin ise kas dokusunda ve serumda VEGF diizeyleri arastirilmistir. BB3
ve BB4 bilesiklerinin in vivo aktiviteleri karsilastirildi@inda BB4 bilesigininin kaspaz
aktivitelerinin daha yiiksek oldugu, kas VEGF diizeylerine olan etkileri incelendiginde ise
BB3’iin etkisi gozlenmezken, BB4’iin ¢ok az miktarda da olsa VEGF seviyesini diisiirdiigii
gbzlenmistir. In vivo serum VEGF diizeyleri ile yapilan ¢cahsmada ise bilesiklerin VEGF
diizeyine etkilerinin olmadiklar1 belirlenmistir.

Ayrica bu bilesiklerin oksidatif hasar olusumunu arastirmak amaci ile kas
dokusunda antioksidan enzimlerden katalaz enzim aktivitesi ve serbest radikal temizleyici
GSH diizeyleri arastirilmistir. Bilesiklerin katalaz enzimi iizerine olan etkileri
incelendiginde BB3 bilesiginin BB4 bilesiginden daha iyi bir antioksidan ajan olabilecegi
GSH diizeylerine olan etkileri incelendiginde ise bilesiklerin 6nemli bir etkisinin olmadig:
tespit edilmistir.

Son olarak da kas dokusundan alinan Kkesitlerde kapiller damar sayim yapilarak
bilesiklerin antianjiyojenik etkileri degerlendirilmistir. BB3 ve BB4 bilesiklerinin kapiller
damar sayisinda anlamh bir degisiklige yol agmadig1 gozlemlenmistir.

BB3 ve BB4 bilesikleri AML hiicrelerinde apoptotik etkiye sahip olmasina ragmen
in vivo anjiyojenez modeli olan arka bacak iskemisi modelinde antianjiyojenik etki
gostermemistir. Bu durum bu bilesiklerin antianjiyojenik aktiviteden daha ¢ok antitiimor
aktiviteye sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.
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ABSTRACT
Synthesis of Some 2-Substitutedbenzimidazole Derivatives and Investigation of
Their Effects on Angiogenesis

One of the most prominent properties of tumor cells is their increased

ability to survive when compared to normal cells. Apoptosis, which is known as
programmed cell death, plays a central role controlling both physiological growth
and regulation of tissue homeostasis. More importantly, angiogenesis, which is
known as generation of new vessels from preexisting ones, affects deeply survival
of tumor cells by supplying more nutrients and oxygen to them.
In recent years, studies on apoptotic and anti-angiogenic compounds are
increasing very rapidly. One of the ring system that studies are concentrated on is
derivatives of 2- substitutedbenzimidazole. Therefore, we also focused on 2-
substitutedbenzimidazole derivatives, which have apoptotic and anti-angiogenic
properties.

In this study, we synthesized some compounds, which are 2-
substitutedbenzimidazole derivatives, namely 2-benzylbenzimidazole (BB1), 2-(2-
methoxybenzyl)benzimidazole (BB2), 2-(3-methoxybenzyl)benzimidazole (BB3)
and 2-(4-methoxybenzyl) benzimidazole (BB4) by using conventional and
microwave synthesis methods and we compared both of them. We studied
apoptotic and anti-angiogenic effects of these synthesized compounds first in cell
culture (in vitro), and then rat hind-limb ischemia (in vivo) models. We investigated
effects of different concentrations (150, 300 and 600 pg/ml) of synthesized
compounds on caspase-3 and -8 enzyme activities in AML cells in vitro. BB3 and
BB4 had more apoptotic effect when compared to other two compounds and
especially BB4 increased caspase-3 and -8 levels significantly. We also studied
effects of these compounds on apoptotic activity by measuring caspase-3, -8, and -9
enzyme levels in muscle tissue and angiogenic activity by measuring VEGF both in
muscle tissue and serum. BB4 increased caspase activity more than BB3 in vivo.
BB3 had no effect on VEGF levels in muscle tissue, however BB4 slightly
decreased VEGF levels in muscle tissue. These compounds had no significant
effect on VEGF levels both tissue and serum.

Additionally, to investigate effects of these substances on oxidative stress,
we studied catalase (an antioxidant enzyme) enzyme activity and glutation (free
radical scavenger) levels in muscle tissue. BB3 caused more oxidative stress when
compared to BB4 in terms of catalase enzyme activity. These compounds had no
significant effect on glutation levels.

Finally, we studied antiangiogenic effects of these compounds by counting
number of capillaries (an index of angiogenesis) in ischemic muscle tissue from
rats, which had hind-limb ischemia. BB3 and BB4 had no significant effect on
number of capillaries.

Although BB3 and BB4 had apoptotic effect on AML cells they have no
antiangiogenic activity in rat hind-limb ischemia model. Therefore, we can
conclude that these compounds may have antitumor activity more than
antiangiogenic activity.
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1. GIRIS

Tlimor, bir hiicre ya da hiicre grubunun; biiyiime faktorii protoonkogenlerin yap1
veya ekspresyonlarindaki degisiklikler araciligryla onkogenlere doniismesi sonucu, kontrol
dis1 ¢ogalmayla diger dokulara yayilmasi ve diger dokularin aleyhine biiyiimeye devam
edip yasami tehdit etme olgusudur. Timor patolojisinin daha iyi anlasilmasi, timor
tedavisinde onemli gelismeler saglanmig olsa da gelismis iilkelerde kansere bagl olimler
toplam Oliimlerin % 25’ini olusturmaktadir (1). Kansere bagli dliimlerin % 90’indan ise
metastaz sorumludur (2). Metastaz, kanser hiicrelerinin kdken aldiklar1 bolgeden viicudun
farkli doku ve organlarina yayilmasidir. Bu, anjiojenez, invazyon, migrasyon-motilite,
ekstravazasyon, proliferasyon ve apoptosis gibi birbirleriyle iliskili bir dizi karmasik ve ¢cok
basamakli olaylar zinciri ile gerceklesir (3).

Timor hiicrelerinin en onemli 6zelliklerinden birisi normal hiicrelere gore artan
yasam kabiliyetleridir. Programli hiicre 6liimii olarak bilinen apoptozis; fizyolojik biiyiime
kontrolii ve doku homeostazinin regiilasyonunda merkezi bir rol oynamaktadir. Hiicre
olimi ve hiicre ¢ogalmasi arasindaki dengenin bozuldugu patolojik olaylardan birisi de
kanser olusumudur. Apoptozis mekanizmasi i¢in, memeli hiicrelerinde tanimlanmis olan iki
yolak bilinmektedir. Bunlardan birincisi hiicre zarmda bulunan reseptor aracili sinyal
yolagi, digeri ise mitokondriden salinan sitokrom c’nin tetikledigi kaspaz aktivasyon
yolagidir. Bu yolaklardan ikincisinde, kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir
kaskada neden olurlar. Baslatic1 kaspazlar olan prokaspaz -8,-9 ve -10’un aktivasyonu,
kaspaz -3, -6 ve -7 gibi efektor kaspazlarin proteolitik aktivasyonlarinina neden olurlar. Bu
durum, kaspazlarin apoptotik siirecteki dnemini vurgulamaktadir (4-6).

Anjiyojenez; var olan damarlardan yeni damarlarin olusum siirecidir (7).
Anjiyojenez; embriyonik damar geligimi, yara iyilesmesi ve organ rejenerasyonu gibi
onemli fizyolojik olaylarda rol oynadigi gibi diyabetik retinopati, romatoit artrit, timor
gelisimi ve yayilmasi gibi patolojik siireclere de neden oldugu literatiirde kayithidir (8,9).
Timor gelisimi ve ilerlemesinde anjiyojenez siirecinin rolii bityiiktiir. Cilinkii siirekli gelisen

timor hiicreleri, ihtiyaci olan oksijen ve besin maddelerini karsilamak i¢in yeni kan



damarlarmin olusumuna muhtactir (10). Bu ylizden, anjiyojenez siirecine yOnelmis
tedavilerin kanser tedavisinde timit vaat eden yaklasimlar oldugu diigiiniilmektedir (11).

Son yillarda apoptotik ve antianjiyojenik etkili bilesikler {izerine yapilan
calismalarm sayismin hizla arttign goriilmektedir. Uzerinde c¢alismalar yapilan halka
sistemlerinden birisi de benzimidazol tiirevi bilesiklerdir.

2001 Yilinda yapilan bir ¢aligmada, Hoechst 33342 bilesiginin (Formiil 1), Hoechst
33258 bilesiginden (Formiil 2) farkl olarak, apoptozisi indiikledigi ve in vivo kosullarda
topoisomeraz I’in aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir (12).
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Hao ve ark. (13) tarafindan yapilan bir ¢alismada, metil-2-benzimidazolkarbamat
(karbendazim) bilesiginin antikanserojen etkili bir ajan oldugu ve kanser hiicrelerinde
apoptosisi indiikledigini bildirmektedir.

2003 Yilinda Italya’da yapilan bir ¢alismada apoptozisin; fosfotidilkolin spesifik
fosfolipaz C (PC-PLC) aktivasyonu, asidik sifingomiyelinaz (aSMase) aktivasyonu ve



seramit olusumu, kaspaz-8 ve kaspaz-3 aktivasyonunu da iceren karmasik bir seri
biyokimyasal olaylar ile olustugu bildirilmistir. Apoptozis tizerine etkili ¢ok sayida bilesik
tizerinde calistiklarin1 ve Ozellikle benzimidazol yapisi tasiyan bazi bilesiklerin etkili
oldugunu ortaya koymuslardir (14).

Protein kinaz CK2, birgok hiicrede bulunan serin/treonin kinaz tiirevidir. Hiicre
siklusunun diizenlenmesinde malin hiicrelerde olugsan doniisiim, hiicrelerin hayatta kalmasi
(survival), anjiyojenez ve apoptozis gibi bir¢ok hiicresel islemlerde 6nemli rol oynadigi
Bretner ve ark. (15) tarafindan bildirilmistir. Arastrmacilar calismalarinda, 4,5,6,7-
tetrabromobenzotriazol, 4,5,6,7-tetrabromobenzimidazol, 2-dimetilamino-4,5,6,7-
tetrabromobenzimidazol bilesiklerinin ¢esitli hiicre dizilerine uygulanmasi sonucu bu
hiicrelerde hiicre yasamsalligini etkiledigini ve es zamanli olarak apoptozisi de baslattigini
belirtmislerdir.

2008 Yilinda yapilan bir ¢alisjmada amidino-siibstitiie  tiyenil  ve
furilvinilbenzimidazol tiirevlerinin (Formiil 3) gii¢lii hiicre boliinmesi inhibitorii etkilerinin
varlig1 tespit edilmistir. Bilesiklerin, hiicre siklusunu S fazinda durdurarak, apoptozise yol

actig1 ve topoisomeraz I inhibisyonuna neden oldugu ortaya konulmustur (16).

/]

ZT

F

o' cr H' Cr ot or ot or N

X=S, 0= )k)H\ )k ", )L i ATH 4<\H;
QO C

Formiil 3



Gowda ve ark. (17) tarafindan 2009 yilinda yapilan bir ¢alismada Formiil 4’teki
1,2,5-tristibstitiiebenzimidazol bilesiginin hiicre siklusundaki S/G2 fazin1 durdurarak

apoptozisi hizlandirdig: belirlenmistir.
NO,
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Formiil 4

Literatiirde anjiyojenez iizerine etkili olan bilesikler incelendiginde benzimidazol
yapisi tasiyan bilesiklere de rastlanmaktadir. Benzimidazol halkasinin anjiyojenezde etkili
oldugunu gosteren ilk ¢aligma, 1998 yilinda Kreimeyer ve ark. (18) tarafindan yapilmistir.
Calismada, retro viriislerdeki revers transkriptaz enziminin gili¢li inhibitorii ve
antikanserojen etkileri olan suramin isimli bilesigin (Formiil 5), tiimdr biiyiime faktorlerini
inhibe ettigi belirlenmistir. Caligmacilar, Formiil 5’deki suramin bilesiginin yapisindaki
isaretli bolgelerin benzimidazol halkasi ile yer degistirerek sentezledikleri yeni bilesiklerin
(Formiil 6) anti-HIV, sitostatik etkileri ile antianjiyojenez aktivitelerinin oldugunu tespit

ettiklerini bildirmislerdir.



Formiil 5
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Ayni1 y1l yapilan bir bagka calismada, benzimidazol tiirevi bir bilesik olan liarazol
(6-[(3-klorofenil)(/ H-imidazol-1-il)metil- / H-benzimidazol])’tin (Formiil 7) gli¢li bir anti-
anjiyojenik bilesik oldugu ve hastalar tarafindan iyi tolere edildigi belirlenmistir (19).
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Japonya’da 2002 yilinda Hori ve ark. (20) tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise
benzimidazol tiirevi iki bilesigin (Formiil 8 ve 9) Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
(VEGF) ve Bazik Fibroblast Biiyiime Faktoriinii (bFGF) inhibe ederek anti-anjiyojenik

etkili olduklar1 belirlenmistir.
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Mukhopadhyay ve ark. (21) tarafindan 2002 yilinda, benzimidazol tiirevi
antihelmintik etkili bilesiklerden mebendazol’iin (Formiil 10) kati timdrlerdeki biiyiimeyi
ozellikle G2-M fazinda durdurdugu ve anti-anjiyojenik etkiye sahip oldugu in vivo ve in

vitro ¢alismalarla ilk kez ortaya konulmustur.
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2007 yilinda Hasegawa ve ark. (22) anjiyojenezde onemli olan VEGF-2 ve TIE-2
kinaz reseptorlerinin inhibitorii olabilecek yeni bilesikler gelismek iizere siirdiirdiikleri

caligmalarda benzimidazol-iire tiirevi bilesiklerin aktivitelerini belirlemislerdir (Formiil 11).
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Formiil 11

2009 yilinda Won ve ark. (23) kiigiik yapidaki molekiillerin kat1 tiimorlerde
terapdtik hedef olan Hipoksi indiikleyici faktor 1o (HIF-1a) proteinini hipoksi durumunda
inhibe eden bilesikleri gelistirmek amaciyla benzimidazol tiirevi bilesiklerinin etkilerini
belirlemek icin HTC-116, MDA-MB435, SK-HEP1 ve Caki-1 kanser hiicreleri {izerinde
calistiklarmi bildirmislerdir. Formiil 12’deki benzimidazol tiirevi AC1-004 bilesiginin
siganlar tizerinde yapilan ¢aligmada %58,6 oraninda tiimdr biiylimesini HIF-1a aktivitesini

stabilize ederek inhibe ettigini ortaya koymuslardir.
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Antiiilseratif, antihipertansif, antiviral, antifungal, antihistaminik ve antihelmintik
etkileri nedeniyle gliniimiizde ila¢ etken maddesi olarak kullanilan benzimidazol tiirevi
bilesiklerin, antianjiyojenik ve antitiimdr etkileri de tespit edilmistir (17). Son yillarda,
ozellikle 2-siibstitiiebenzimidazol tiirevi bilesiklerin antianjiyojenik ve antitiimor etkilerinin

belirlenmesi, grubumuzu bu bilesikler iizerine yogun ¢alismalar yapmaya yoneltmistir.



Bu calismada 2-siibstitiiebenzimidazol tiirevi bilesiklerden; 2-benzilbenzimidazol
(BB1), 2-(2-metoksibenzil)benzimidazol (BB2), 2-(3-metoksibenzil) benzimidazol (BB3)
ve 2-(4-metoksibenzil) benzimidazol’iin (BB4) konvansiyonel ve mikrodalga sentez
yontemi ile sentezlenmesi hedeflenmistir. iki sentez ydnteminin karsilastirilmas: da
calismanin amaglar1 arasindadir.

Sentezlenmesi planlanan bu bilesiklerin 6nce hiicre kiltiiri caligmalar1 ile
etkilerinin tespit edilmesi ve ardindan in vivo ¢aligmalarin yapilmasi planlanmaktadir.

Bu amagcla, ilk olarak Akut Myeloid Losemi (AML) hiicrelerinde yapilacak olan
hiicre kiiltiirii ¢alismasi ile kaspaz -3 ve -8 enzimlerinin Olgiimii yapilarak bilesiklerin
apoptotik etkileri tespit edilecektir. Aktif olanlarin apoptozis ve anjiyojenez i¢in etkili bir
uyaran olan kronik bacak iskemisi modeli iizerine etkileri arastirilacaktir. Bilesiklerin
apoptozise olan etkilerinin degerlendirilmesi i¢in kas dokusunda kaspaz -3, -8 ve -9
enzimlerinin 6l¢limii, anjiyojeneze olan etkilerinin degerlendirilmesi icin ise kas dokusunda
ve serumda VEGF diizeylerinin saptanmasi planlanmistir. Ayrica bu bilesiklerin oksidatif
hasar olusumunu arastirmak amaci ile kas dokusunda antioksidan enzimlerden katalaz
(CAT) enzim aktivitesi ve serbest radikal temizleyici Glutatyon (GSH) diizeylerinin tayin
edilmesi amag¢lanmistir. Son asamada kas dokusunda alinan kesitlerde kapiler damar sayimi1

yapilarak bilesiklerin antianjiyojenik etkileri degerlendirilecektir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Benzimidazollerin Kimyasal Ozellikleri

Benzimidazol halkasi, benzen ve imidazol halkalarinin kaynasmasindan olusmus bir
halka sistemidir. Benzimidazol halka sistemi iki farkli yapida azot atomuna sahiptir
(Formiil 13). Bu halka sisteminde numaralandirmaya iizerinde hidrojen atomu tasiyan ve
“imino azotu” veya “pirol azotu” olarak adlandirilan azot atomuna bir numara verilerek
baslanir. Imino azotunun tasidig1 hidrojen atomu ise, “imino hidrojeni” olarak adlandirilir.
Numaralandirmaya tersiyer yapidaki “piridin azotu” ya da “tersiyer azot” olarak tanimlanan

azot atomuna 3 numara verilerek devam edilmektedir (24).
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Formiil 13

Benzimidazol tiirevi bilesikler genellikle yiiksek erime ve kaynama noktasima sahip
kat1 bilesiklerdir. Ornegin, benzimidazol molekiilii 170°C’de erir. Bu bilesikler polar
coziiciilerde oldukca iyi, nonpolar ¢oziiciilerde ise az ¢oOziiniirler ve polar ¢oziiciilerde
serbest imino hidrojeni asosiye halde bulunur. Imino hidrojeninin siibstitiisyonu ise
kaynama ve erime noktalarini dnemli dl¢tide diisiiriir (24).

Benzimidazol halka sisteminin 2. konumuna baz1 siibstitiientler (hidrojen, metil, 2-
piridil, 4-piridil, 2-kinolin ve 4-kinolin vb.) getirilip pKa degerleri incelendiginde, 2-piridil
tirevinin en yliksek pKa degerine sahip oldugu ve bunun nedeninin piridin azotu ile
benzimidazoliin imino hidrojeninin, hidrojen bagi yapmasi (Formiil 14) oldugu ileri

stirlilmiistiir (25).



Formiil 14

Elquero ve ark. (26) tarafindan 'H-NMR spektroskopisi ile yapilan bir ¢alismada, 2.
konumunda, heteroatom tizerindeki hidrojen ile intramolekiiler hidrojen bag1 yapabilen bir
stibstitiientin bulunmasi halinde, proton degisme hizinin yavasladigi kanitlanmistir. Ayni
calismada, ortama konsantre H,SOj ilavesi ile benzimidazolium iyonu olusturarak da bu
stirecin biiylik 6lgiide yavaslatilabildigi gosterilmistir. H-2 protonu azot atomlar1 tizerindeki
her bir hidrojen ile etkileserek triplet vermesi de bu goriisiin kanit1 olarak sunulmustur.

Benzimidazoller, bazik 6zelligi asidik 6zelliginden daha baskin amfoterik karaktere
sahip bilesikler olup, metallerle tuz olustururlar. Bazik Ozellikleri, tizerindeki
ortaklanmamis elektron ciftini, reaksiyona girdikleri atom veya gruba verebilme 6zelliginde
olan tersiyer azot atomundan kaynaklanmaktadir (27). Benzimidazoller, asitlerle tuz
olusturma kabiliyetine sahip bazik bilesiklerdir.

Rogers ve Clayton 1972 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, benzimidazol halkasinin
asitlerle protonlandiginda, floresans dalga boylarinda kaymalarin oldugunu gostermislerdir
(28).

Benzimidazol (pKa 5,5) imidazol’den (pKa 7,0) daha zayif bir bazdir. Bu farklilik
imidazol ve benzen halkalar1 arasindaki konjugasyondan kaynaklanmaktadir.
Konjugasyondan dolay1 rezonans nedeniyle halka dayaniklilig1 artmakta ve boylece piridin
azotunun bazik karakteri azalmaktadir. Benzimidazoller, asitler ve bazlara karsi oldukga
dayanikhidirlar ve oksitleyici bilesiklerden kolay etkilenmezler. Metilbenzimidazollerin
permanganat ile oksidasyonu, benzimidazolkarboksilik asitleri verir. Ancak permanganat
ile yapilan kuvvetli oksidasyon, benzimidazolliin 4,5-imidazoldikarboksilik aside
donmesine neden olur (28).

Benzimidazoller asit 6zelliklerini ise, tasidiklart imino hidrojeni ortama proton
halinde vererek gosterir ve elektron g¢ekici gruplar ile siibstitiie edilirlerse asit 6zellikleri

artar (27). Kaynar sudaki benzimidazol ¢bzeltisine AgNO; ilavesi ile suda az ¢oziinen
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giimiis tuzu olusur. Bu tuz seyreltik mineral asitlerde ve asetik asitte ¢Oziiniir.
Benzimidazollerin asidik karakterlerinin bir diger gostergesi ise grignard bilesikleri ile
reaksiyona girerek N-magnezyum halojeniirleri vermesidir. Benzimidazollerin imino
hidrojeninin ~ siibstitiisyonu pseudo-asidik karakterini ortadan kaldirir.  Ornegin,
nitrobenzimidazoller, Na,CO; veya sulu amonyak ¢dzeltileri ile tuz olusturacak kadar
asidiktir.

Serbest imino hidrojeni igeren benzimidazoller, tautomerik sistemlerdir.
Benzimidazollerin tautomerik karekteri gdstermek amaciyla, Green ve Day (29) tarafindan
1942 yilinda yapilan c¢alismada, 3-nitro-4-asetamido-benzoik asit ve 4-nitro-3-
asetamidobenzoik asitin rediiksiyonu ile tek ve ayni benzimidazol elde etmislerdir

(Reaksiyon Denklemi 1).

I
H;C—C—HN C o
H OC
ON Rediiksiyoy N
yO
\>_CH3
O,N C OH N
A\
C—NH
/
H,C ]

Reaksiyon Denklem 1

Benzimidazollerin tautomerizmi, nétral sartlarda da olusmaktadir. Yine Green ve
Day (29)’mn yaptiklart bir diger g¢alismada, 2,5-dimetilbenzimidazol, metiliyodiir ile
reaksiyona sokuldugunda 1,2,5-trimetilbenzimidazol ve 1,2,6-trimetilbenzimidazolii, ayri
ayr1 elde ettiklerini ve her iki izomer tekrar metil iyodiir ile kuaternize edildiginde tek bir

tiireve ulastiklarini bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 2).
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CH,

Reaksiyon Denklemi 2

5(6)-Metilbenzimidazol gibi simetri diizlemi igermeyen tiirevlerin iki farkli izomer
formuna sahip olmas1 imino azotundan kaynaklanmaktadir. Bu tip bilesiklerde kesin yapiy1
tanimlamak miimkiin olmayabilir. Reaksiyon Denklemi 3’de gorildigi gibi 5-
metilbenzimidazol, 6-metilbenzimidazoliin tautomerik formudur. Ayni durum, 4(7)-

siibstitiiec benzimidazoller ile de 6rneklenebilir (30).

HC N H,C N
\%CH3 ss—— />fCH3
N N
Reaksiyon Denklemi 3

Benzimidazol ve simetri diizlemi igeren tiirevlerin tautomerik formlar1 ise birbirinin
aymdir ve kesin bir yap1 belirlemek miimkiindiir. Ornegin; 2-metil, 5,6-dimetil ve 4,7-
dimetil benzimidazol simetri diizlemine sahiptir. Benzimidazoliin, benzen halkas1 iizerinde
simetri diizlemini bozacak sekilde siibstitiient tasimasi halinde, imino hidrojeni siibstitiie
edilecek olursa, iki farkli izomer karigimi elde edilmektedir (24).

Benzen tlizerindeki siibstitiientin karakteri azot tizerindeki siibstitliisyonu etkilemekte
ve genellikle farkli verimlerde izomerler elde edilmesine neden olmaktadir. Benzimidazol

halkasmin 4. konum siibstitiientleri, 6nemli Olgiide elektrostatik, termodinamik ve sterik
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etkilere sahip fakat 5. konumdaki siibstitiientlerde bu etkilerin yeterince baskin olmamasi
nedeniyle, izomer olusum oraninin degistigi bildirilmistir (31). Arnau ve ark. (32)
tarafindan benzimidazoliin 5(6). konum siibstitiientlerinin tautomerik denge tlizerinde az bir
etkisi olmasi nedeni ile bu tip siibstitiientler varliginda, hemen hemen esdeger miktarda
regioizomerlerin olustugu bildirilmistir.

2-Furil ya da tiyenil siibstitiie benzimidazol tiirevlerinin DMSO i¢inde tautomerizm
gozlenirken, 2-fenil benzimidazolde gdzlenememesinin, molekiilde heteroaril gruplarin
varliginda —NH asiditesinin artmasina bagli olabilecegi bildirilmistir (33).

Iemura ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, 2-kloro-4-metoksi-benzimidazoliin
imino hidrojeninin siibstitiisyonu ile 2-kloro- 1-(2-etoksietil)-4-metoksi- 1 H-benzimidazol ve
2-kloro-1-(2-etoksietil)-7-metoksi-1 H-benzimidazol yapilar1 elde edilmis (Reaksiyon

Denklemi 4) ve bu izomerler kolon kromotografisi ile ayrilmistir (34).

OCH, OCH,

N N N
V—or BrCoC) S Vo
N
H I

CHCHOGoHs oy,  CHaCH,OCoH;

Reaksiyon Denklemi 4

2,4,6-Trifenilpiridinyum benzimidazolat (i¢ tuz) ile metil iyodiirden hareketle elde
edilen izomer karigimi kristalizasyonla ayrilmaya c¢alisildiginda, 6-metoksi izomer saf
olarak elde edilebilmis, ancak 5-metoksi izomeri i¢in bunun miimkiin olamadig1 Alcalde ve
ark. (35) tarafindan yapilan g¢aligmada bildirilmistir (Reaksiyon Denklemi 5). Ayni
aragtirmaci grubu, bu c¢aligmaya benzer sekilde elde ettikleri izomer karigimini
kristalizasyon teknigi ile ayr1 ayr1 saf olarak elde ettiklerini bildirmislerdir (36). Baska bir
caligmada ise, sentez sonucunda elde edilen izomer karisiminin, ancak preparatif ince

tabaka kromotografisi (ITK) ile ayrilabildigi bildirilmistir (32).
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Reaksiyon Denklemi 5

Katritzky ve Rachwal (37) alisilagelmis alkilasyon sartlarinda karsilagilan izomer
sorununu ¢oziimlemek i¢in, S-nitrobenzimidazol lizerinden selektif alkilasyon ile 1-metil-5-
nitrobenzimidazol ve 1-metil-6-nitrobenzimidazol regioizomerlerinin ayri ayr1 elde

edilebilecegini bildirmislerdir.

2.2. Benzimidazollerin Genel Sentez Yontemleri

Benzimidazol tiirevi bilesikleri sentez yontemlerinde ¢ogunlukla o-fenilendiamin ya
da o-fenilendiamini verecek siibstitiie tiirevlerin uygun karboksilik asit veya aldehit

tiirevleri ile reaksiyonu sonucu gerceklestirildigi literatiirde yer almaktadir.

2.2.1. 2-Siibstitiiebenzimidazol Tiirevlerinin Genel Sentez Yontemleri

2-Siibstitliebenzimidazol tiirevlerinin genel sentez yontemleri incelendiginde o-
fenilendiaminler ile agillenmis o-nitroarilaminlerden (27,38,39), karboksilik asitler, asit
anhidritleri, esterler ya da amidlerden (27, 29, 40-64), nitrillerden (65-69), iminoeterlerden
(70-73), aldehit ya da ketonlardan (54, 58, 74-97) hareketle yapilan reaksiyonlarin
literatiirde en ¢ok rastlanan yontemler oldugu goriilmektedir. Bu genel sentez yontemlerin

disinda literatiirde rastlanan diger yontemler ise sunlardir:
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a) o-Fenilendiaminler ile 2-metiltiyopsddoiire siilfat ve metilkloroformat karigimimin
bazik ortamdaki reaksiyonu sonucu 1H-benzimidazol-2-karbamatlar elde edilmistir

(Reaksiyon Denklemi 6) (98).

2
ﬁ NH

0
I [
¢ N | pye—s—C—nm, |+ H,80, ¢ N £ OCH;
> Y
CH;COCI/NaOH/CH;C OH N
NH, N

Reaksiyon Denklemi 6

b) 3,4-Diaminobenzofenon ile siyanojenbromiir sulu ortamda muamele edildiginde, 2-
amino-5(6)-benzoil-1H-benzimidazol bilesiginin sentezlendigi bildirilmistir (Reaksiyon

Denklemi 7) (99).

/
Ph P}{
Reaksiyon Denklemi 7

c) 1970 yilinda Chub ve ark. (100), vyaynladiklar1 bir c¢alismada 2-
klorometilbenzimidazol sentezi i¢in farkli bir yontem bildirmislerdir. Bu yonteme gore, 2-
aminometilbenzimidazol dihidrokloriir ile sodyum nitritin sulu ¢dzeltisinin 2 N hidroklorik
asit varhiginda -10 °C’ de reaksiyonu sonucu 2-klorometilbenzimidazoliin elde edildigi

bildirilmistir (Reaksiyon Denklemi 8).
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N N
N HCI
\%CHZNHZ + NaNO, ZNHCI_ N—crc
N N
H H

Reaksiyon Denklemi 8

d) Lane (101), 1953 yilinda yaymlanan bir ¢alismasinda, amonyum benzoat ve o-
fenilendiaminin  gliserol icerisinde reaksiyona girmesiyle, 2-fenilbenzimidazol’i
sentezledigini bildirmistir.

e) Thomas ve Tyler (102) tarafindan yapilan bir ¢alismada 2-arilbenzimidazollerin,
aromatik diaminler ile imidat hidrokloriirlerin metanol i¢inde 1sitilmasi ile elde edildigi
bildirilmistir. Ayrica bu yontemin 2-alkilbenzimidazoller i¢in, 6zellikle o-fenilendiaminin 4
nolu konumunda elektrofilik siibstitiient tasimasi durumuda kullanishh bir yOntem
olmadigmi agiklamiglardir.

f) 1958 yilinda Partridge ve Turner (103) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 5-siibstitiie-
2-fenilbenzimidazollerin, N’-aril-N-hidroksiamidin ile benzensiilfonil kloriiriin tersiyer bir
baz varliginda (piridin veya trietilamin) susuz ortamda, reaksiyonu ile elde edildigi
bildirilmistir (Reaksiyon Denklemi 9). Bilesiklerin benzensiilfonat tuzlarinin da elde

edildigi literatiirde kayithdir.

SO,CI
R R N Ph
N X
X \T/
%
NH . OH Et;N veya NH . 0SO,Ph
R' Piridin R l
R= -H, -CH;, -Cl
R'=-H H
. l
R’ T
H.PhSO;
Reaksiyon Denklemi 9
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g) 1959 yilinda Barltrok ve ark. (104) 1,5-benzodiazepinler ve 3,6-diaza-4,5-
benzotropon tiirevleri iizerinde calisirken yan {riin olarak 2-fenilbenzimidazol’u
sentezlediklerini bildirmislerdir. Caligmacilar, 2-fenilbenzimidazol’ii benzilidenasetil-asetat
ile benzen igindeki o-fenilendiaminin piperidin ile 4 saat 1sitilmasi ile elde ettiklerini

belirtmislerdir (Reaksiyon Denklemi 10).

= H
NH, O= N R g
+ CH, —» CH2 e !
C
=C “C N C/ N\
NH, N, D

\/\

/

1

R1: 'CH3

H
N,
Rzz -CH3 N -Ph
/>—R2 + CH3C Rl
N

Reaksiyon Denklemi 10
h) 1968 Yilinda Haruki ve ark. (105) yaymladiklar1 bir caligmada N-arilhaloamidinleri

etanollii ortamda sodyum etoksit ile reaksiyona sokarak 2-fenilbenzimidazol’i elde

ettiklerini bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 11).

@ ) N
OO~ O«
EtOH
N
H
Reaksiyon Denklemi 11
1) Cohen (106) 1979 yilinda yayinlanan bir ¢alismasinda, aromatik selenoamitler ile

stibstitlie  o-fenilendiaminleri, toluen veya piridin igerisinde kaynatarak 2-aril-

benzimidazolleri elde ettigini bildirmistir (Reaksiyon Denklemi 12).
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Ar—C—NH, + —_— NH,
Se H Y Y NH,
X =-H, -CH;, -CI l-NHs
Y =-
AI = -C6H5 X

Reaksiyon Denklemi 12

1) 1988 yilinda Abdelhamid ve ark.(107) tarafindan yayimnlanan bir ¢aligmada siibstitiie
hidroksimoil kloriirler ile bazi o-siibstitiie aromatik aminlerden hareketle 2 numaral
konumdan aril gruplar1 ile siibstitiie edilmis benzimidazol, benzoksazol ve benzotiyazol
yapisindaki bilesiklerin sentez edildigi bildirilmistir (Reaksiyon Denklemi 13). Bu metodun
uygulanmasi ile o-siibstitiie aromatik aminlerin asit kloriirleriyle kondenzasyonu ile
yiriitillen reaksiyonlardan daha yumusak sartlarda ve daha yiiksek verimle iirlin elde

edildigi bildirilmistir.

— c BN
S CHOH ,\ \
\/\ / \ oda 18181
G N:O H.N
2

Reaksiyon Denklemi 13

k) 1993 yilinda Perry ve Wilson (108), 2-fenilbenzimidazol tiirevlerini 4-siibstitiie-o-
fenilendiamin ile iyoda benzeni PdC1,L, (L=trifenilfosfin) katalizorliigiinde kuvvetli bir baz
ve N,N-dimetilasetamit (DMAC) igerisinde elde ettiklerini bildirmislerdir (Reaksiyon
Denklemi 14).
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X NH, 1 C
N PdCL,L, N
—_—
baz / DMAc I|{
NH,

Reaksiyon Denklemi 14
2.3. Mikrodalga ve Organik Bilesiklerin Sentezinde Mikrodalga Kullanin

Mikrodalga; elektromanyetik spektrumda 300 ila 300.000 MHz araliginda yer alan,
elektromanyetik dalgalar seklinde yayilan, 151k hizinda hareket eden, niikleer ve iyonize
olmayan 1gimalardir (Cizelge 1). Bir mikrodalga fotonunun enerjisi 0,037 kcal/mol’diir ve
bu enerji en zayif kimyasal bag ¢esidi olan hidrojen bagini koparmak i¢in gereken enerjiden
(10,12-0,92 kcal/mol) daha diisikk bir seviyededir (109-111). Bu sebepten oOtiirii
mikrodalga 1ginlar1 molekiillerin kimyasal yapilarmi bozamayip ancak molekiillere cesitli
hareketler kazandirirlar (109-111).

Mikrodalga enerjisini absorbe eden molekiillerde dipol rotasyon ve iyonik
kondiiksiyon hareketlerinde degisimler meydana gelir. Bu degisim mekanizmalarindan
dipol rotasyonda meydana gelen degisimleri, polar molekiillerin mikrodalga isimasinin
etkisiyle iki yonlii ve hizli bir sekilde hareket ettikleri ileri siirilmektedir (112-113). Bu
hareket sonucunda molekiiller birbirlerine siirtiinerek 1sinirlar elektrik alaninda rotasyon
hareketleri yardimiyla dipol molekiillerde enerjinin dengeli olarak dagildig: bir siralama

meydana getirirler.
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Cizelge 2.1. Elektromanyetik Spektrumda yer alan 1g1ma ¢esitleri, 6zellikleri ve kimyasal baglar ve enerjileri

Quantum . 5 Kimyasal bag
. Frekans . Kimyasal bag .
Isima Cesidi Enerjisi enerjisi
(MHz) cesidi
(kcal/mol) (kcal/mol)
Gama 1gimlari 3.0x10™ 2,85x10 C-C tekli bag 83,03
X 1smlar 3.0x10" 2,85x10° C-C ¢ifte bag 146,05
UV 1sinlari 1.0x10° 90,43 C-O tekli bag 86,02
Goriiniir Bolge 6.0x10° 57,50 C-O ¢iftli bag 177,33
Kizil6tesi 3.0x10° 0,063 C-H bagi 98,44
Mikrodalga 2450 0,037 O-H bagi 110,40
Radyo dalgalar1 1 2,11x10° Hidrojen bag1 10,12-0,92

Iyonik kondiiksiyon olarak tamimlanan ikinci mekanizmada ise iyonlar, igerisinde
bulunduklar1 ¢6ziiclide meydana gelen elektrik alaninin etkisiyle hareketlerini arttirirlar.
Iyonlarin bulundugu ortamda carpisma oranlar1 arttigindan dolay: kinetik enerjileri 1s1ya
dontisiip yer degistirme hareketleri artar.

Mikrodalga yontemi ile ayn1 reaksiyon sartlarinda distile su ve tuzlu su ile yapilan
iki ayr1 calismada, tuzlu su ile gergeklestirilen reaksiyonda daha yiiksek sicakliklara
cikilabildigi ve daha hizli bir 1sinma saglandig1 goriilmiistiir. Bu da iyonik kondiiksiyonun
kimyasal reaksiyon hizin1 arttirdiginin net bir gostergesidir (114).

Konvansiyonel yontemle 1sitma yapilan sentezlerde bir kap icerisindeki madde dnce
1s1 kaynagi lizerine yerlestirilir. Is1 baglangicta kabin yiizeyini etkiler ve 1sinma siiresinde
kabin dis yiizeyi 1simin belli bir kismin1 emer. Kabin yiizeyi 1sindiktan sonra kabin yiizeyine
yakin molekiiller, ardindan kabin i¢ tarafindaki molekiiller 1sidan etkilenmeye baslarlar. Bu
iletim mekanizmasinda reaksiyona girecek maddelerin istenilen sicakliga gelmesi uzun bir
stire alir. Ayrica reaksiyon ortaminda 1smin homojen bir dagilim gdstermesi oldukca zordur
ve bu homojen dagilimin gergeklesmesi i¢in oldukca uzun bir siireye ihtiya¢ oldugu yapilan
caligmalarla gosterilmistir. Tim bunlara ilave olarak bu sartlarda gergeklestirilen
reaksiyonlarin veriminin de diisiik oldugu literatiirlerde kayithidir (115).

Mikrodalga 1simas1 ile 1sitma yapilan calismalarda ise 1smlar direkt olarak

molekiillere etki ederek 1sinmay1 saglarlar. Bu istnmay1 molekiiler hareketlenmeyi arttirarak
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gergeklestirirler (dipol rotasyon ve iyonik kondiiksiyona etki ederek). Bu sekilde lokalize
ve etkin bir 1sinma gergeklestirilir. Mikrodalga yonteminde kabin yiizeyi 1sitilmadig1 i¢in
1s1 kayb1 minimum diizeydedir ve reaksiyon maddeleri istenilen sicakliga hizli bir sekilde
ulasrr. Bu hizli, etkin ve homojen 1smma sonucunda yapilan kimyasal reaksiyonlarda
reaksiyon hizi ve verimi konvansiyonel yontemle 1sitmaya nazaran yiiksek olur (116).

Kimyasal bir reaksiyonun gerceklesmesi i¢in reaksiyona giren maddelerin gegis
durumu enerji seviyesine ¢ikmasi gerekir. Bunun i¢in gerekli enerji miktar1 aktivasyon
enerjisi olarak tanimlanir. Mikrodalga yardimi ile yapilan kimyasal c¢aligmalarda,
reaksiyonu hizlandiran temel faktdr bu enerji seviyesine gegme siiresinin kisalmasi ile
aktivasyon enerjisine erisim hizinin artmasi seklinde 6zetlenebilir.

Mikrodalga ile yapilan sentezlerde konvansiyonel yontemle yapilan sentezlerden
daha saf iriinler elde edilmektedir. Ayrica bir reaksiyonu gerceklestirmek icin gerekli
reaksiyon sartlar1 daha kisa siirede optimize edilebildigi gosterilmistir (117). Ciinkii bu
yontemle ¢ok kisa siirede ¢ok hizli ve etkin bir sekilde farkli metotlar denenebilir ve
reaksiyon sartlar1 hizla optimize edilebilir. Konvansiyonel yontemle sentezi
gergeklestirildiginde verimi diisiik olan ya da bu yontemle yiiriimeyen bazi reaksiyonlarda
mikrodalga yardimiyla gerceklestirilebilmektedir. Ayrica mikrodalga yontemiyle yapilan
reaksiyonlarda ¢oziicii ve katalizorlere olan gereksinim azalir ya da tamamen ortadan
kalkabilmektedir. Sonug olarak, mikrodalga ile yapilan sentezler konvansiyonel ydontemlere
gore slire ve harcanan kimyasal madde miktar1 bakimindan daha ekonomik sentezler
oldugu literatiir caligmalarina dayanarak sdylenebilir.

Percy Spencer ilk olarak 1946 yilinda mikrodalga enerjisini gidalarin 1sitilmasinda
kullanilabilecegini gdstermistir. Bu c¢alismanin ardindan 1950’1 yillarda gesitli endiistri
dallarinda da mikrodalga enerjisinin kullanilabilecek teknik parcalarmm kesfedilmeye
baslanildig1 goriilmektedir (109, 118).

1950-1980 yillar1 arasinda; analitik kimya (ayristirma, yakma, ekstraksiyon)
biyokimya (protein hidrolizi ve sterilizasyonu), patoloji (doku fiksasyonu) ve medikal
tedavilerde (doku diatermisi) mikrodalga 1sinlar1 kullanilmigtir. 1980°li yillarda ise
mikrodalganin organik kimya sentezlerinde de kullanilmaya baslanildigi goriilmektedir

(119).
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Mikrodalga ile yapilan organik sentezlere ilk 6rnekler; 1986 yilinda Gedye ve ark.
ile Giguere ve ark.’in caligmalaridir. Gedye ve ark. (120) %20’lik stlfirik asitli ortamda
benzamitten hareketle benzoik asit elde etmislerdir (Reaksiyon Denklemi 15).

O
NHz 9,20 %20 H,S0y
mlkrodal ga

Reaksiyon Denklemi 15

Diger calismada ise, Giguere ve ark. (121) siklopropanl ortamda alliloksibenzenden

hareketle 2-allilfenol bilesigini sentezlemislerdir (Reaksiyon denklemi 16).

OH
sﬂdopropan
mlkrodal ga

Reaksiyon Denklemi 16

Bu calismalardan sonra mikrodalga ile yapilan yayinlarin sayisinin hizla arttigi
literatiirde goriilmektedir. Bu ¢aligmalar giiniimiizde Mikrodalga Yardimli Organik Sentez
(Microwave Assisted Organic Synthesis-MAOS) adiyla organik kimyada bir ¢aligma
dalinin olugsmasma neden olmustur.

Gilinimiizde mikrodalga yardimi ile kimyasal reaksiyonlar gergeklestirilirken, 1sitma
haricinde sogutma islemi de uygulanabilir hale gelmistir. Ayrica bilgisayar yardimiyla
reaksiyon sartlar1 programlanabilmesi ve reaksiyonun siirecinin ayrmtilariyla takip
edilebilmesi de bu yontemin diger avantajlari arasindadir.

MAOS c¢aligmalar1 baslangigta, atmosfer basinci altinda ve agzi agik kaplarda
mikrodalga ile yapilan caligmalar ile baglamistir. Bu c¢aligmalarda reaksiyon isisinin
kullanilan solvanin kaynama noktasi ile smirlandigi goriilmiistiir. Bu nedenle yiiksek 1s1

gerektiren reaksiyonlarda mikrodalga enerjisini absorbe eden yiiksek kaynama noktali
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coziiciiler tercih edildigi bildirilmistir. Ancak bu duruma bagh olarak yapilan sentez
caligmalarinda basar1 saglanamamustir. 1990 yilinda Christopher R. Strauss (122) kimyasal
reaksiyonlarin kapali sistemde gergeklestirip, 1s1 ve basincin kontrol altina alinabildigi
mikrodalga cihazlarinin kesfini saglayan ¢alismalar yapmistir. Bu kesiften sonra MAOS
caligmalarindaki saymin ¢ok hizl bir sekilde arttigi goriilmiistiir.

Benzimidazol halkas1 genel olarak o-fenilendiamin ile uygun karboksilik asitlerin
HCI, PPA, borik asit, p-toluensiilfonikasit gibi katalizorler araciligi ile sentezlenmektedir.
Ayrica benzmidazol halkasi o-nitroanilin tiirevlerinin indirgenme reaksiyonlariyla da elde
edilmektedir. Ancak tiim bu reaksiyonlar yiliksek basing altinda ve uzun reaksiyon
stirelerine ihtiya¢ duymaktadir (123). Bu nedenle daha kolay ve pratik yollar kesfetmek i¢in
aragtirmacilar yogun c¢abalar harcanmistir. Literatiir incelendiginde benzimidazol i¢in yeni
sentez yontemlerinin gelistirildigi goriilmektedir. Buna, 2-aminobenzamit ya da o-
fenilendiaminle organik asitin FeCls/O, katalizliginde Fe’'/Fe’ redoks siklik eslesme
yaklasimi 6rnek verilebilir (123).

Son yillarda mikrodalga ile 1sitma ile ¢esitli heterosiklik bilesiklerin sentezleri
¢oziicili ortamda oldugu kadar c¢oOziiciisiz ortamda da gergeklestirilebilmektedir.
Genellikle 2-arilbenzimidazol tiirevi bilesikler, o-fenilendiaminle uygun karboksilik
asitlerin gliglii dehidratasyon reaksiyonuyla sentezlenmektedir. o-fenilendiaminle
aldehitlerin kullaniminda ise genellikle oksidasyon ajanlarina ihtiyag duyulmaktadir. Bu
amagla, NO,, benzokinon, Na,S,0Os ve hava kullanilmaktadir (124). Aldehitlerin ticari
olarak karboksilik asitlere gére daha kolay bulunabilmesi bu yonteme yonelimin artmasini
saglamistir. Ancak bu reaksiyonlar genellikle 4-48 saat siirede ve %30-75 oraninda verimle
yiriimektedir. Ayni1 reaksiyonlarin mikrodalga yardimiyla gergeklestirilmesiyle basit ve

ucuz, ¢evreci, kisa siirede sonuglanan ve verimi yiiksek sonuglar elde edilmistir (124).
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2.4. 2-Siibstitiie Benzimidazol Tiirevi Bilesiklerin Mikrodalga Yardimyla Genel

Sentez Yontemleri

Literatiir caligmalar1 incelendiginde ¢ok sayida ve degisik yapilara sahip bilesiklerin
mikrodalga yardimiyla sentezlendikleri goriilmektedir. Grubumuzun g¢alisma konusunu
teskil eden 2-siibstitiie benzimidazoller iizerinde yine ¢ok sayida mikrodalga yontemiyle

yapilan sentez ¢alismalarina literatiirde rastlanmaktadir.
2.4.1 Uygun Karboksilik Asit Tiirevlerinden Hareketle

2.4.1.1. 1,2-Fenilendiamin Tiirevleri, Uygun Karboksilik Asit Tiirevleri
ve PPA’h Ortamda Sentezleri

2002 yilinda Lu ve ark. (123) tarafindan yaymlanan bir ¢alismada, 2 numarali
konumlarinda metil, klorometil, etil, propil, biitil, pentil, fenil, 4-klorofenil, 4-metilfenil, 4-
metoksifenil ve 2-hidroksifenil gruplarini tagiyan benzimidazol tiirevlerini o-fenilendiamin
ve uygun karboksilik asitin PPA’l1 ortamda mikrodalga yardimiyla % 39-88 verimle 6-8
dakika icerisinde elde ettiklerini bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 17). Bu
kondenzasyon reaksiyonlarindan en yiiksek verimle 2-klorometilbenzimidazol’li, en diisiik
verimle de 2-(2-hidroksifenil)benzimidazol’i sentezlediklerini ¢aligmalarinda ortaya

koymuslardir.

NH,
PA \
+RC OH —/—— R
Mikrodalga
N
H

R= hidrojen, metil, klorometil, etil, propil, biitil, pentil, fenil, 4-klorofenil,

NH,

4-metilfenil, 4-metoksifenil ve 2-hidroksifenil

Reaksiyon Denklemi 17
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Yu ve ark. (125) 2003 yilinda bazi 2-aril veya 2-heteroaril yapisi tasityan
benzimidazol tiirevi bilesiklerini iki ayr1 yontem ile sentezlediklerini bildirdikleri bir
caligma yaymlamiglardir. Konvansiyonel yontem olarak bildirilen 1. yontem ile, o-
fenilendiamin ve uygun karboksilik asitin PPA’li ortamda 170-200°C’de ve 4-16 saat
arasinda degisen siirelerde 1sitilmasi ile reaksiyonlar1 ger¢eklestirmislerdir. II. yontemle ise
mikrodalga yardimiyla ayni baslangic maddeleri ve aym ortamu kullanarak 200-270°C
arasinda degisen 1silarda ve 2-6,5 dakika arasinda degisen siirelerde I. yonteme kiyasla ¢ok

daha yiiksek verimlerle iriinler elde ettiklerini bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 18).

NH,
+RC OH i» \>7R
Mikrodalga
NH, N
R= piridin-4-il, piridin-3-il, 2-fenilkinolin-4-il, pirazin-2-il, piridin-3-ilmetil, piridin-3ilvinil,
4-oktilfenil, 4’-metilbifenil-4-il, 5'-metil-2,2'-bipiridin-5-il

Reaksiyon Denklemi 18

o-Fenilendiamin ve [4-F'*]florobenzoik asitten hareketle, PPA veya metansiilfonik
asit varliginda mikrodalga 1s1masi altinda 2-[4-F'*]florofenilbenzimidazol sentezi,
Getvoldsen ve ark. (126) tarafindan 2004 yilinda gergeklestirilmistir. Arastirmacilar, PPA
ile calismanin metansiilfonik asitle yapilan ¢aligmaya gore daha zor olmasina ragmen, PPA
ile daha yliksek verimde {iriin elde ettiklerini yayinladiklar1 ¢alismada ortaya koymuslardir

(Reaksiyon Denklemi 19).

NH, ) .
/ \ metanstlfonik
+ 1 oC pls asit/ PA > N\ pls
mikrodalga
NH, — N

Reaksiyon Denklemi 19
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Kumar ve ark. (127) 2006 yilinda, antibakteriyel aktivitelerini belirlemek {izere bazi
2-(6-florokroman-2-il)-1-alkil/agil/aril-1 H-benzimidazol tiirevlerine lizerinde yaptiklar1 bir
calismada, o-fenilendiamin ve  6-floro-3,4-dihidro-2H-kroman-2-karboksilik  asit
bilesiklerinden hareketle 2-(6-florokroman-2-il)-1H-benzimidazol bilesigini konvansiyonel
ve mikrodalga yoOntemleriyle sentezleyerek bu iki yontemi karsilastirmislardir.
Konvansiyonel yontemle baglangi¢ maddelerini 4N HCI igerisinde, 6 saatte geri ¢eviren
sogutucu altinda 1sitarak, mikrodalga yonteminde ise PPA’l1 ortamda 3 dakikada ayni

verimle (%85) {irtinii elde ettiklerini bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 20).

NH,
ko +ansiyonel
yonte

4N HC1
NH, \ O
© PA N

mikrodalga F
yontemi

Reaksiyon Denklemi 20

Rishipathak ve ark. (128) PPA varliginda 2-alkilbenzimidazol ve 2-arilbenzimidazol
tirevi bilesikleri o-fenilendiamin ve uygun karboksilik asit ya da amit varhginda
mikrodalga ve konvansiyonel yontemlerle sentezlediklerini 2007 yilinda yaymladiklar1 bir
calismada bildirmislerdir. Konvansiyonel yontemle bilesikler % 40-99 verimle elde
edilirken mikrodalga yontemiyle % 69-99 verime ulastiklarini ve mikrodalga kullanimai ile
yapilan reaksiyonlarda siirelerin biiylik oranda azaldiginin tespit edildigini bildirmislerdir

(Reaksiyon Denklemi 21).
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NH,
PR —TA o \%
mikrodalga

NH,
R= formik asit, asetik asit, asetamit, fenilasetik asit, kloroasetik asit, hekzanoik asit,

benzoik asit, benzamit, o-klorobenzoik asit, m-toluik asit, 2-(0o-amino)fenil

Reaksiyon Denklemi 21

Dubey ve Moorthy (129), 2-metil, 2-fenil ve 4-aminofenilbenzimidazol tiirevlerini
konvansiyonel ve mikrodalga yontemleri kullanarak gerceklestirdikleri sentez ¢caligmalarini,
2007 yilinda yaymlamiglardir. Arastirmacilar bu iki sentez yontemini karsilagtirdiklarinda
mikrodalga ile yapilan sentezlerde verimin % 10-50 arttigmi, silirenin ise % 96-98
azaldiginm1 bildirmislerdir. Ayrica arastirmacilar sentezde o-fenilendiaminin tuz formu (o-
fenilendiamin 2HCI) kullanildiginda veriminin azaldigi, siirenin de uzadiginin tespit

edildigini caligmalarinda ortaya koymuslardir (Reaksiyon Denklemi 22).

Szilclsiz/IL0/ PA
. gozictsaz/ - \>7R2
mikrodalga
N
H

NHR, H R,

Reaksiyon Denklemi 22
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Konvensiyonel Mikrodalga
Yontem Yontemi
R1 R2 Coziicii
Siire Verim Siire Verim
(saat) (%) (saniye) (%)
H H - 2 80,22 80 91,75
H-HCl Metil Su 0,75 47,90 80 89,01
H Fenil PPA 4 33,58 270 84,83
H-HCl Fenil PPA 4 33,58 480 82,44
H 4-Aminofenil PPA 4 56,55 300 94,80
H-HCI1 | 4-Aminofenil PPA 4 56,55 520 94,23
H 4-Aminofenil PPA 4 43,37 270 88,63
H-HCI1 | 4-Aminofenil PPA 4 43,37 390 87,84

Arslan  ve Algil (130), 2008 yilinda yaymladiklar1 g¢aligmada 2-(4-
metoksifenil)benzimidazol bilesigini, o-fenilendiamin ve 4-metoksibenzoik asitten
hareketle PPA’l1 ortamda mikrodalga yardimiyla 100 W’lik giic uygulayarak 8 dakikada
sentezlemislerdir (Reaksiyon Denklemi 23).

NH,

PA
+ H OC OCH; —— N\ OCH,
mikrodalga
NH, g

Reaksiyon Denklemi 23
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2.4.1.2. 1,2-Fenilendiamin Tiirevleri, Uygun Karboksilik Asit Tiirevleri
ve P(OPh);’lii Ortamda Sentezleri

Lin ve ark. (131), 2006’da yayinladiklar1 ¢aliymada o-fenilendiamin ve karboksilik
asit tlirevleriyle P(OPh);‘l1 ortamda mikrodalga 1simasi altinda 2-siibstitiie benzimidazol
tirevlerini olduk¢a yiiksek verimlerde (%78-100) sentezlediklerini bildirmislerdir
(Reaksiyon Denklemi 24).

CH,CH,CH,C OH

C[c OH
1, H3COOC 0 RC O . _
©( P(OPh); piridin @ N
, - / N\ .
mikrodalga /
C OH & I \\_//

) AN 20°C,%78verim 1

=
N

C OH

R= propil, 2,6-diflorofenil, 4-metoksifenil, naftalen-1-il, piridin-3-il

Reaksiyon Denklemi 24

2.4.1.3. 1,2-Fenilendiamin Tiirevleri, Uygun Karboksilik Asit Tiirevleri,

Aliiminyum ve Metansiilfonikasitli Ortamda Sentezleri

Nikham ve Fatehi-Raviz (132) 2007 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada o-fenilendiamin
ile uygun karboksilik asit tlirevlerinin aliiminyum ve metansiilfonik asit varliginda
mikrodalga yardimiyla yaptiklar1 reaksiyonlar sonucu 2-substitiiebenzimidazol tiirevi
bilesikleri % 77-96 verimle elde etmislerdir (Reaksiyon Denklemi 25). Ayrica ayn1 yontem
ile bisbenzimidazol tiirevlerini de % 74-85 verimle elde ettiklerini bildirmislerdir

(Reaksiyon Denklemi 26).
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NH,

Al, metanstilfonik asit
+ R-C OH mikrodalga o \> R
N
NH, H
R=metil, propil, izobiitil, fenil, 2-hidroksifenil, 2-klorofenil, 2-metoksifenil, 4-aminofenil,

4-bromofenil, 3-klorofenil, 3-nitrofenil, piridin-2-il

Reaksiyon Denklemi 25

NH, N
+ 1 OC-Y-C OH Al me.tansulf onik asit s \ v /
mikrodalga
N N
NH, H H

Y= CH,CH,, CH,SCH,, CH,OCH,, CsH;N, CH,OC¢H4,OCH,
Reaksiyon Denklemi 26

2.4.1.4. 4-Metil-1,2-Fenilendiamin, Uygun Aromatik Karboksilik Asit

Tiirevleri, Etanol ve Zeolitli Ortamda Sentezleri

Mobinikhaledi ve ark. (133) 2007 yilinda 2-aril benzimidazol tiirevi bilesiklerin
sentezini  4-metil-1,2-fenilendiamin ve uygun karboksilik asitten hareketle zeolit
katalizorligiinde ve etanolli ortamda mikrodalga yardimiyla gergeklestirdiklerini

bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 27).

H3C NH2 H3C
+ AC OH zeQ it, etanol \ Ar
mikrodalga
NH, N

R= 3-nitrofenil, 4-nitrofenil, 4-klorofenil, 3-klorofenil, 4-metilfenil,
3-metilfenil, 4-metoksifenil, 4-bromofenil, 2-piridil

Reaksiyon Denklemi 27
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2.4.1.5. 1,2-Fenilendiamin, Uygun Karboksilik Asit Tiirevleri, Silfoks ve
DMF’li Ortamda Sentezleri

Hasaninejad ve ark. (134) 2009 yilinda yaymladiklar1 bir ¢alismada 2-siibstitiie
benzimidazol tiirevi bilesiklerini o-fenilendiamin ve arilkarboksilik asit tiirevlerinden
hareketle silfoks [POCIl;-n(Si02),] ve birkag damla DMF varliginda 400 W’lik mikrodalga
1simas1 altinda 7-8 dakikada sentezlediklerini bildirmiglerdir (Reaksiyon Denklemi 28).
Ayni ¢alismada silfoksun yaninda zeolit, piridin/SOCl,, In(OTF);, Al-metansiilfonikasit,
O,’li tlipte yapilan karsilastirmali ¢calismada en uygun siire ve verimin silfokslu ortamda
oldugu sonucuna varmisglardir. Arastirmacilar aym calismada g¢esitli bisbenzimidazol

tirevlerinin de sentezlerini basar1 ile gergeklestirdiklerini bildirmislerdir (Reaksiyon

Denklemi 29).
K=
+ H oc— >S‘ff5§)ﬁﬁ @:\ >
mikrodalga g \ ‘ /
Y
X=C, N Y=H, CH;, CH;0, NO,, Cl, Br
Reaksiyon Denklemi 28

NH, ‘ N

+H O 7ZC OH % \>~z——-</

NH, N i

7= CH3OCH3, CH3SCH3, C5H3N
Reaksiyon Denklemi 29
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2.4.1.6. 2-Nitroanilin Tiirevleri, Uygun Karboksilik Asit Tiirevleri ve

Kalay Kloriir’lii Ortamda Sentezleri

VanVliet ve ark. (135) 2-nitroanilin ve uygun karboksilik asit tiirevlerinden
hareketle SnCl,’lii ortamda mikrodalga ile yapilan ¢alismada 2., 4. veya 5. konumlarinda
mono/di/tri siibstitiie benzimidazol tiirevlerini oldukga yiiksek verimlerde sentezlediklerini,

2005 yilinda yaptiklari ¢alismada bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 30).

NO
@( SnCL2H,0 | Oi \> i
S RZC OH

Rl/\ /

Reaksiyon Denklemi 30

R, R, Verim R, R, Verim R, R, Verim

(%) (Yo0) (%)

H H 99 H CH; 100 H CF; 100

4,5-dimetil | H 87 4,5-dimetil | CHj 100 4,5-dimetil | CF; 100
5-OH H 95 5-OH CH; 86 5-OH CF; 89
5-OCH; H 99 5-OCH; CH; 98 5-OCH; CF; 72
5-COOH | H 60 5-COOH CH; 86 5-COOH CF; 45

5-CN H 86 5-CN CH; 100 5-CN CF; 100
5-CF; H 98 5-CF; CH; 96 5-CF; CF; 45
4,6-dikloro | H 99 4,6-dikloro | CHj 99 4,6-dikloro | CF; 96
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2.4.1.7. Coziiciisiiz Ortamda 1,2-Fenilendiamin Tiirevleri ve Uygun

Karboksilik Asitli Ortamda Sentezleri

Martinez-Palou ve ark. (136) 2005 yilinda 2. konumunda uzun diiz zincirli alkil
gruplarini tagiyan benzimidazol tiirevlerini, o-fenilendiamin, 4-metil-o-fenilendiamin veya
4-kloro-o-fenilendiamini uygun yag asitleriyle ¢oziiciisiiz ortamda mikrodalga 1simasi
altinda yiiksek verimle sentez ettiklerini bildirmislerdir. Arastrmacilar ¢aligsmalarinda o-
fenilendiamin tiirevleriyle uygun yag asitlerinin bentonit, ALLOs; ve silikajelli ortamda
yaptiklar1 caligmalarda Ozellikle silikajelin kullanildig1 mikrodalga 1s1mas1 altindaki
sentezlerin daha yiiksek verimle (%76-92) gerceklestigini tespit etmislerdir (Reaksiyon
Denklemi 31)

Rl

R! NH, 0\\
2 - \>_ 2
* / R mikrodalga R

N
H

NH,  OH
R1=H, CH;, CI R2=C;Hss, CsHs;, Ci3Hyy, CyiHas, CoHyo
Reaksiyon Denklemi 31

Treu ve ark. (137) siibstitiie-1,2-fenilendiamin ile formik asit, asetik asit ve
propiyonik asitin direkt mikrodalga altinda 145°C’de ortalama 20 dakikada % 55-95
verimle siibstitiie benzimidazol tiirevlerini sentez ettiklerini 2008’de yayinladiklar1 bir

calismada bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 32).

Ry NH, Ry
+ RC OH 145 °C, * dakika \ R
3 mikrodalga - 3
N
Ry NH, Ry H

R1=H, CH;, CI, Br, F, CF; R2=H, CH;, Cl, F R3=H,CHj;, C,H;
Reaksiyon Denklemi 32
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2.4.2. Uygun Aldehit Tiirevlerinden Hareketle

2-Siibstitiie benzimidazol tiirevlerinin sentezinde, o-fenilendiamin ve uygun aldehit
tirevleri ile yapilan kondensasyon c¢aligmalarinda kullanilan ajanlar (nitrobenzen,
bakir(Il)asetat, kursun asetat ve sodyum bisiilfit) ve ¢oziiciiler, kuvvetli asidik ortamda
dayaniksiz yapilar i¢in, uygun birer reaksiyon ortami olusturduklar: literatiirde kayitlidir

(76,79, 80, 82, 92).

2.4.2.1. 1,2-Fenilendiamin Tiirevi Bilesikler ve Uygun Aldehit

Tiirevlerinden Hareketle

Ben-Alloum ve ark. (138) 1998 yilinda yaptiklar1 bir arastirmada, 2-siibstitiie
benzimidazol tiirevlerini o-fenilendiamin ile uygun aromatik aldehitin SiO,-DMSO ve
SiO-nitrobenzen igerisinde mikrodalga enerjisi uygulanarak iki farkli metodla
sentezlediklerini bildirmislerdir. 1. yontemde SiO,-nitrobenzenli ortamda 325 W’da 10
dk’da % 69-90 verimle bilesikler sentezlenirken, farkli olarak nitrobenzen yerine
DMSO’nun kullanildigi II. yontemde yine 325 W’da fakat 4 dakika gibi daha kisa bir
stirede tim bilesikleri daha yiiksek verimle (% 72-97) elde ettiklerini bildirmislerdir
(Reaksiyon Denklemi 33)

NH, S10,-DMSO/
SIO -nitrobenzen \
R
mlkrodal ga
N
H

R= Fenil, 4-metilfenil, 4-metoksifenil, 4-klorofenil, 4-nitrofenil, 2-klorofenil,
2-hidroksifenil, 2-piperonil, 2-furanil, n-propil, etil
Reaksiyon Denklemi 33
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Navarrete-Vazquez ve ark. (124,139) 2006 ve 2007 yilinda yaymnladiklar1 iki ayr1
calismada 53 adet 5. ve 6. konumlarinda -H, -CHj, -CF; tasityan 2-siibstitiiefenil-1H-
benzimidazol tiirevlerini uygun arilaldehitlerin bisiilfit katim {iriinlerinin o-fenilendiaminle
reaksiyonu sonucu elde ettiklerini bildirmislerdir. Arastrmacilar konvansiyonel ve
mikrodalga yontemlerini kullanarak yaptiklar1 bu ¢alismada 3-4 saatte konvansiyonel
yontemle elde edilen bilesiklerin, mikrodalga yontemiyle 24-60 saniyede ve daha yiiksek
verimlerle sentezlediklerini bildirmislerdir. Calismacilar sentezleri, 1 mmol o-
fenilendiaminin ile 1,01 mmol aldehit ve sodyummetabisiilfit kullanarak mikrodalga altinda
gergeklestirdiklerini, konvansiyonel yontemde ise farkli olarak mikrodalga kullanilmadan

DMEF’i reaksiyon ortamina dahil ettiklerini bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 34 ve 35).

NH,  Q
Naz SZOS \
* mlkrodal ga ;

NH, H

Ar=2-(benziloksi)fenil, 2-(4-klorobenziloksi)fenil, 2-(4-metilbenziloksi)fenil, 4-piridil

Reaksiyon Denklemi 34

NaZSZO5 \ R
mlkrodalga 4
N

R, R,
R,=H, CHj;, CF; R,=H, OH, OCHj3;, OC,Hs, OC;H;, NO, R;=H, OCHj;
R,=H, OH, OCH;, N(CHs),, Rs=H, OCHj
Reaksiyon Denklemi 35
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2.4.2.2. 2-Metilbenzimidazol Tiirevi Bilesikler ve Uygun Aromatik
Aldehitlerden Hareketle

2-Stirilbenzimidazol tiirevi bilesiklerini, 2-metilbenzimidazol ve benzaldehit tiirevi

bilesiklerin asetik anhidritli ortamda mikrodalga isimasi altinda yiliksek verimle elde

ettiklerini Wang ve ark.’nin (140) 2003 yilinda yayinlamislardir (Reaksiyon Denklemi 36)

CHO
R
N\ N asetik anhidrid N /
CH, + | . -
_J mikrodalga
N X N
H R H

R= p-NMe,, p-OMe, p-OH, p-H, p-Cl, p-Me, m-NO,

Reaksiyon Denklemi 36

Ayni1 ¢alisma grubunun 2004 yilinda yaptiklar1 benzeri bir ¢alismada 2-metil ve 2-
etil benzimidazol tiirevleri, para ve meta disilibstitie benzaldehit tiirevleriyle asetik
anhidritli ortamda ve 162-700 W gii¢ kullanilarak uygulanan mikrodalga yardimiyla
%90’larin  iizerinde verimle bilesikleri sentezlediklerini bildirmislerdir (Reaksiyon

Denklemi 37) (141).

CHO
\>7CH - | X asetlk anhidrid >_<_®
ok
mlkrodal a
N /\’ e

R=H, Me R,=p-OMe, p-OH, p-H, p-Cl, p-Me, m-NO2, p-NMe2,
Reaksiyon Denklemi 37
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2.4.3. Uygun Esterlerden Hareketle

Hashtroudi ve ark. (142) 2-metil/etil/trifluorometilbenzimidazol tiirevlerini o-
fenilendiamin ile trimetilortoformatin zeolit HX, zeolit HY, SiO,/PTSA veya
montmorillonit K-10 katalizorliiglinde mikrodalga yardimiyla asagida belirtilen verimlerde
elde ettiklerini 2000 yilinda yaymladiklar1 bir calismada bildirmislerdir (Reaksiyon
Denklemi 38).

A
zeo it HX
B
zeo it HY

NIH,
+ HC(OR);

C
Si0,/ -SA
D

trimet i
ortof ormat \>—R
N
H

NH,

montmor ilonit

Reaksiyon Denklemi 38

Verim (%)
A | B C D
Metil | 57 | 55 | 83 | 62
Etil 45 | 83 | 75 | 57

o-Fenilendiamin dihidrokloriir ve uygun ester tiirevlerinin etilendiollii ortamda
mikrodalga  yardimiyla yapilan reaksiyonlar1 sonucu = %92-99  verimle = 2-
stibstitiiebenzimidazol tiirevi bilesiklerin sentezlendigi 2006 yilinda Jing ve ark. (143)
tarafindan bildirilmistir (Reaksiyon Denklemi 39).
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NH;"Cl

HOCH,CH,OH A\

+ RC OFt ———— R
mikrodalga N
NH;*CI” H

Reaksiyon Denklemi 39

R Siire (saniye) | Verim (%)
CICH, 90 95
CH; 90 >99
HOCH, 90 97
Et 90 >99
H 90 94
n-CsHyo 90 94
CH,CO,Et 90 92

Desai ve Desai (144), 2006 yilinda yaymladiklar1 bir g¢aligmada 2-(1H-
benzimidazoliltiyo)-N'-2-(slibstitiiefenil)hidrazit tiirevi bilesikleri, benzimidazol-2-tiyolden
hareketle dort basamaktan olusan reaksiyonlarla elde ettiklerini bildirmislerdir. Bilesikleri
konvansiyonel ve mikrodalga yontemleri kullanilarak sentezlediklerini ve konvansiyonel ve
mikrodalga yardimli bu yOntemlerden mikrodalga yardimiyla yapilan sentez
basamaklarinda reaksiyon verimlerinin yiiksek, reaksiyon siirelerinin kisa olmas1 nedeniyle

caligmalarmi bu yontem iizerinde yogunlastirdiklarmi bildirmiglerdir (Reaksiyon Denklemi

40)
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/ mikrodalga vada > 2 %5 mikrodalga yada
g ko +ensiyonel yontem g ko +ensiyonel yontem
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/ / etano_l, birka(;_ damla I I
\>—SCH2C NHNH, glasiyal asetik asit O: \> SCH,C NHN R
mik;dalga yada milfrodalga ko ‘ensiyonel
ko +ensiyonel yontem yontemi yontem
DMF benzen triet iamin
CICH,COCI
()
\ I R
N
H
(@] Cl

R=4-NO,, 3,4,5-(OCHs;)s, 2-OH, 3-OH, 4-OH, 2-OCHj3, 4-OCH;, 2-Cl, 3-Cl, 4-Cl
Reaksiyon Denklemi 40

Reddy ve Nagaraj (145) 2008 yilinda yayinladiklar1 bir ¢calismada, 1 mmol 1,2-
fenilendiamin tiirevi bilesiklerle 7,2 mmol g¢esitli ortoester tiirevlerinin 0,1 mmol
ZrOCl,.8H,O varhiginda mikrodalga yOntemiyle ve ayni oranlardaki baslangig
maddelerinin etanollii ortamda konvansiyonel yontemle isitilmasi sonucu 2-siibstitiie
benzimidazol tiirevi bilesikleri sentezlediklerini bildirmislerdir. Bu yontemlerden
konvansiyonel yontemde 1,5-6 saat arasinda degisen siirelerde %62-80 verimle bilesikler
elde edilirken mikrodalga yonteminde 5-10 dakikada %81-93 verimle elde edildigi yayinda
yer almaktadir (Reaksiyon denklemi 41).

Rl Rl

R, NI, R,
+ R,C(ORy); ZrOCl,.8H,0 \> R,
N
R; NH, R; H
R;=H, CH; Ry= H, CHj3, Cl, NO,, R3= H, CH; R4~ H, CH;, C4Hy Rs= CH3, C,Hs
Reaksiyon Denklemi 41
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2.4.4. Glikozdan Hareketle

2007 yilinda El Ashry ve ark. (146) tarafindan yaymlanan bir ¢alismada, D-
glukonik asit ve 1,2-fenilendiamin veya 4,5-dimetil-1,2-fenilendiaminin etanol-sulu
ortamda mikrodalga 1simas1 altinda 2-siibstitiie benzimidazol tiirevi iki bilesiginin 1,5-2

dakikada %90 verimle elde ettiklerini bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 42).
O

H su etanol
mlkrodalga OH

OH OH

IIO
IIIC)
IIIC)

OIIII
C)IIII

R=H, CH,

Reaksiyon Denklemi 42

2.4.5. Kalkon Tiirevlerinden Hareketle

2006 yilinda yaymlanan bir ¢aligmada Nyati ve ark. (147) 3-benzimidazolil-5-aril-2-
izoksazolin tiirevi 7 bilesigi (Formiil 15) uygun benzimidazolil kalkonun hidroksilamin
HCl ile piridin icerisinde mikrodalga yardimiyla 2-5 dk’da yiiksek verimlerle

sentezlediklerini bildirmislerdir.

R1
\NEPZAN o
7\ \ /
M N—O

Rs

R;=H, OMe R,= H, OMe, Cl, NMe,, NO, R3;=H, OMe
Formiil 15

Ayni g¢alisma grubunun 2006 yilinda yaptiklari bir diger calismada, 6 cesit
benzimidazolil kalkon tlirevi bilesigi 3 basamakli reaksiyonla sentezlediklerini

bildirmislerdir (148). 1. basamakta o-fenilendiamin ve laktik asit, 3 dakikada 300 W
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mikrodalga yardimiyla 2-(hidroksietil)benzimidazole doniistiigii, daha sonra bu bilesigin
K,Cr,07/sulu siilfiirik asitle muamele ederek 2-asetilbenzimidazolii elde ettiklerini ve son
basamakta da olusan yapimin aromatik aldehit tiirevleriyle %30’luk KOH’l1 ortamda yine
mikrodalga yardimiyla 5 dakikada benzimidazolil kalkon tiirevlerini sentezlediklerini

bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 43).

mlkrodalga d itie HQSO4
Ko,
NH, H;C

1

0C R, R

9l
(-
N // R o \>— —Cc=C¢C R,
N/ \ K (), mikrodalga N
H H

CH;

a(R;=R;=R;=H), b(R;=R;=H,R,=OCHj), ¢(R;=R,= OCH;,R;= H)
d(R]:R2: R3:OCH3), e(R]:Rg,:H,Rz:C]), f(R]:Rg,:H,Rz:NMez)
Reaksiyon Denklemi 43

Ayni ¢alisma grubunun devam niteligi tasiyan diger bir ¢alismasinda bir onceki
calismada elde edilen benzimidazolil kalkon tiirevi sonug¢ iirlinliniin etilasetoasetatli
ortamda mikrodalga 1simasi altinda 3-benzimidazolil-5-aril-sikloheks-3-en-2-on tiirevi 7

bilesigin sentezini gerceklestirdiklerini bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 44) (149).
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R R, R,
3
/ B
CH
N\ " N
\ etilasetoasetat \
©E / \ mikrodalga COOC,Hs
N N
H 0 H
O

R;= H, OCH; R,= H, OCHj, Cl, NMe,, NO, Ry= H, OCHj
Reaksiyon Denklemi 44

2.4.6. Farkh Gruplardan Hareketle

1997 yilinda Reddy ve ark. (150) yaptiklar1 bir calismada 5-mono veya 5,6-disiibstitiie-2-
trifluoroasetonilbenzimidazolleri o-fenilendiamin ile trifluoroasetil keten dietil asetalin
toluenli ortamda mikrodalga ile reaksiyona sokularak elde edildiklerini bildirmislerdir

(Reaksiyon Denklemi 45) (151).

toluen
mlkrodalga CH2COCF3

(R1=H.CH;, R,=H.CHj;)
Reaksiyon Denklemi 45
Bougrin ve ark. (152) 2001 yilinda vyaymladiklar1 bir ¢alismada 2-
triflorometilbenzimidazol tiirevi bilesikler konvansiyonel ve mikrodalga yardimiyla
sentezlediklerini ve konvansiyonel yontemle reaksiyonlar gergeklesmezken mikrodalga
yontemiyle montmorillonit K-10 katalizorliglinde ¢oziiciisiiz ortamda 2 dakika siirede %

84-93 verimlerde bilesiklerini sentezlediklerini bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 46).
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NHCOCF;

montmor ilonit K1 0
susuz ortam

R;=H, CH; NO,, Cl, CO,Et R,=H, CH;
Reaksiyon Denklemi 46

Njoya ve ark. (153) 2002 yilinda yayinladiklar1 bir c¢alismada, 2-
klorometilbenzimidazol’ii iki farkli yontemle sentezlemislerdir. Birinci yontemde o-
fenilendiamin ile kloroasetik asitin SN HCI igerisinde 8 saatte konvansiyonel yontem ile
%92 verimle, ikinci yontemde ise o-fenilendiamin ve kloroasetilkloriiriin SiO; igerisinde
mikrodalga 1s1mas1 altinda 4 dakikada %90 verimle elde ettiklerini bildirmislerdir

(Reaksiyon Denklemi 47).

vansiyonel

NH, Cl
HCl kloroasetik asit ,
N

Si0,, kloroaset iklortir
NH, mikrodalga

Reaksiyon Denklemi 47

Vaidyanathan ve Surber (154) 2005 yilinda yayinladiklar1 ¢aligmada, o-
fenilendiamini doteryum kloriir ve doteryum oksitli ortamda mikrodalga yardimiyla détoro
o-fenilendiamine doniistiirdiikten sonra, dotoro o-fenilendiamini de doteryiim kloriir ve 2-
bromo asetik asitli ortamda mikrodalga altinda 2-(bromometil)-1H-benzimidazoliin dotere
formunu elde etmislerdir. Bu bilesik ve 1-(2,6-dimetilfenil)piperazinden hareketle de
trietilamin ve dimetilformamit varhginda mikrodalga 1simasi altinda 2-(4-(2,6-
dimetilfenil)piperazin-1-il)-1 H-benzimidazoliin doétoro formu sentezlediklerini

bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 48).
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Reaksiyon Denklemi 48

Pattabimaran ve ark. (155) 2009 yilinda yayinladiklar1 bir c¢alismada 4-(1H-
benzimidazol-2-il) 3-metilizoksazol-5-amin bilesigini konvensiyonel yontemle 24 saatte
%91 verimle, mikrodalga yontemiyle de 3 dakikada %72 verimle sentezlenmislerdir

(Reaksiyon Denklemi 49).

H;C—0O CH;
A\ > / etanol
+ N —_—
\ mikrodalga
g N H;C CHjs
C

H H,N

/
N
N / \ NH,OH.HCLbaz, 0
CH; . >
mikrodalga
N N N —N
H H

Reaksiyon Denklemi 49

Z
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2.5. Anjiyojenez Uzerine Etkili Bilesikler Uzerinde Yapilan Calismalar

Anjiyojenez ekstraselliller matriks, ¢Oziinme faktorii ve hiicreler arasindaki
etkilesim sonucu; endoteliyal hiicrelerin farklilasmasi, gogli ve ¢ogalmasi ile seyreden
kompleks bir siiregtir (156,157). Normal dokularin gelisimi ve biiylimesi, embriyonik
gelisim (olgunlasma), yara iyilesmesi, menstriiel siklus gibi hayatsal olaylar yeni kan
damarlarmin olugmasma ihtiya¢ duyar. Olusan kan damarlari bu dokulara ihtiyag
duyduklar1 oksijen ve besin maddelerini tasirken ayn1 zamanda metabolik son iirlinlerinde
dokulardan uzaklagsmasimi saglarlar. Anjiyojenez bircok fizyolojik ve patolojik olaylar
dizisinin temelini olusturmaktadir. Anjiyojenez bazi durumlarda ya da hastaliklarda faydali
iken (koroner arter hastaliklar1 veya enfarktiis ile bacaklardaki iskemik hastaliklar) diger
bazi durumlarda da (kanser, artrit, retinopati) zararli olabilmekte veya hastaligin siddetini
arttirabilmektedir. VEGF ve fibroblast biiytime faktorii (FGF) gibi faktorlerin verilmesiyle
anjiyojenez enfarktiis ve periferal arteryel hastaliklarin iskemik bdlgelerinde tesvik
edilirken endostatin, anjiyostatin ve trombospondin-I (TSP-I)’in verilmesiyle tiimor,
romatoid artrit gibi inflamatuar hastaliklarda anjiyojenezin dnlenmesi yoluna gidilmektedir.
Ayrica endometriyumdaki dongiisel anjiyojenezde hamileligin olugmasi ve devami igin
kagmilmaz oldugu goriilmektedir.

Anjiyojenez bircok neoplastik ve non-neoplastik hastaligin ilerlemesinden ve
etiyopatojenezinden; 6zellikle kat1 tiimorlerin bliylime ve metastaz yapmasindan sorumlu
tutulmaktadir. Timdrde hipervaskiilarizasyonun baslangigtaki bir inflamatuvar olaya cevap
veya tiimdriin nekrotik tirtinlerine bagli olabilecegi ileri siiriilmektedir.

Cogu insanda tiimor, baglangigta aylarca hatta yillarca vaskiilarizasyonsuzdur. Fakat
sonradan vaskiilarize olur ve hiicre alt gruplar1 anjiyojenetik fenotipi baslatir. Prevaskiiler
dénemde tiimér iyi perfiize olur, nadiren 2-3 mm®’ten biiyiik ve milyon veya daha fazla
hiicre icerir. Prevaskiiler donemde veya mikrometastaz doneminde hiicreler hizla ¢ogalir,
genisler, vaskiilarize olur; yeni damar olusumu yeterli olmazsa hiicreler nekroze ugrar
(158).

Anjiyojenez pozitif ve negatif regiilatorler ile diizenlenmektedir. Tiimor hiicreleri

bir veya daha ¢ok pozitif regiilatorler ile uyarildiginda anjiyojenik protein ekstravaskiiler
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makrikse gecer ve anjiyojenezi baslatir. Kanserli hastalarm biyopsi 6rneklerinde

anjiyojenezin saptanmasi metastaz tahminini kolaylastirir (158).

Damar olusum (vaskiilarizasyon) calismalarinin tarihgesi: Yeni damar olusumu, yaygin
kullanilan adiyla anjiyojenez ya da vaskiilarizasyon, hakkindaki ¢alismalarin genellikle 18.
yiizyilda basladigi goriilmektedir. Bu konuda yapilan ¢aligmalarin daha Oncesinin var
oldugu da kabul edilebilir. Ornegin, 1747 yilinda Boerhaave, yaralarda bulunan cerahatin
(pus) farkli damarlarin birbirlerine baglanti yapmasma yardim ettigini diigiinmiistiir.
Kapiller damar biiylimesi hakkinda ilk calismalardan biri kurbaga larvalar1 (tadpole)
tizerinde Platner (1844) tarafindan yapilmistir (159,160). Meyer (1852) ve Travers (1844)
yara iyilesmesinde yeni kan damarlarimin olustugunu goézlemlemislerdir. Civciv
embriyosunda ve farkli tiimorlerde kapillerin ¢ogaldigi Billroth (1856) tarafindan
gozlenmistir. Hudlicka ise 1871 ve 1872 yillarinda inflamasyon ve rejenarasyon
donemlerinde kapilerlerin olustugunu bildirmistir (159,160).

Tiimor olusumunda yeni kan damarlarinin 6nemi ile ilgili ciddi ve seri g¢aligmalar
Goldman tarafindan 19. yilizyilin baslarinda yapilmistir. Normal olarak gelisen dokunun
kan damarlar1 anormal sekilde gelismekte olan ve asir1 kan damari i¢eren tiimor tarafindan
bozulmakta oldugu ve ozellikle tiimére komsu olan bolgelerdeki kan damarlarinin
genisledigi ve diizensiz bir sekilde arttig1 yine Goldman tarafindan bildirmistir (161). Clark
ve ark. (162) tavsanlarin kulaklarinda gelistirdikleri transparan odaciklar1 (chamber)
kullanarak implant ettikleri tiimorlerde damar biiylimesini gozlemleyerek radyografik
bulgular elde etmislerdir.

Vaskiilarizasyonun olugsmasinda endotel hiicrelerinin roliiniin son derece 6nemli
oldugu, bu olusumda perisitlerin de rol oynadigi son yillarda yapilan ¢aligmalarla
gosterilmistir. Yeni kan damarlarinin olugmasmin “angiogenesis” terimiyle ilk olarak
tanimlanmast 1935 yilinda Hertig’in hamile maymunlarin plasentasi iizerinde yaptigi bir
calismada rastlanmustir (163).

Sonraki yillarda anjiyojenez endometriumda, kil folikiilleri gevresinde, dislerde,
iskelet ve kalp kasinda, beyinde vb. dokularda calisilmaya baslanmistir. Anjiyojenez

konusunda ozellikle iskelet ve kalp kasinda yapilan arastirmalarda egzersiz, hipoksik ve
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kalbin bradikardik olarak isledigi sartlarda ¢alismalar yapildigi goriilmektedir (159,160).
Bazi organlarda kan damarlanmin sayisinin fazla bazilarinda ise az oldugu gozleminden
yola ¢ikarak, Sobin ve Tremer (164) organlardaki kan damarlarmin, basitce besin
gereksinimleri i¢in olan damar aglar1 (iskelet, kalp ve diiz kaslar, merkezi sinir sistemi ve
mesane v.b.) ve belli bir gorev i¢in olan damar aglar1 (deri, akciger, karaciger, bobrek,
endokrin bezler v.b.) seklinde olusabilecegini bildirmistir. Bununla birlikte kabaca
metabolizmas1 yiikksek ya da yaptigi is biiylik olan organlarda kan damarlar1 fazla,
metabolizmasi diisiik ya da yaptig1 is az olanlarda az bulunur diye bildirilmistir (160).
Kapiller sayismni arastiran ilk calismalardan birinde incelenen dokularda mm?’deki kapiller
sayisinin bobreklerde en fazla, yag dokusunda en az oldugu gozlenmistir ( 165).

Timor ve yara iyilesmesi gibi konularda olusan fizyolojik ve patolojik anjiyojenez
hakkinda ciddi ¢aligmalar ve tartigmalar 1970’11 yillarda, 6zellikle Folkman ve calisma
grubunun yaptig1 caligmalarla hiz kazanmistir (166). Yine ayni donemde ayni grup
tarafindan ilk anjiyojenik faktor tiimor anjiyojenik faktor (TAF) adiyla sican meme tiimorii
ekstresinden izole edilmistir (166). Sonraki yillarda da timdr tarafindan salinan ve etrafa
difiize olabilen VEGF ve FGF gibi bir¢ok faktoriin oldugu belirlenmistir ( 167,168)
Anjiyojenez olusumunda dnemli rolleri olan biiylime faktdrlerinden aFGF, bFGF ve VEGF
1980’li yillarda izole edilmistir ( 169,170). Bu faktorler ve diger faktorlerin elde edilmesi
ile sonraki yillarda miyokard infarktiisii ve alt bacak ekstremitelerinde goriilen iskemik
hastaliklarin  tedavisinde anjiyojenezi stimiile eden degisik biiyiime faktorlerinin
kullanilmas1 i¢in ¢aligmalar yapilmistir (171,172). Anjiyojenezden sorumlu anjiyojenik
faktorlerin kesfinden sonra antianjiyojenik etkili faktorlerin de belirlenmesiyle kanser,
diyabetik retinopati ve romatoid artrit gibi inflamatuar hastaliklarin tedavisi yolunda
ilerlemeler baslamistir (172). 1990’I1 yillarin basmna kadar plastik cerrahide dikkate
alinmayan anjiyojenez bu yillarda dikkate alinmaya baslanmistir (173). Plastik cerrahide
travma ya da cerrahi operasyondan sonra anjiyojenik faktorlerin lokal ya da topikal yolla
uygulanmasiyla yaralarin iyilestirilmesi yoluna gidilmistir. Bununla birlikte anjiyojenezi
stimiile eden ajanlar kullanilirken de ¢ok dikkatli olunmasi gerektigi ayrica vurgulanmistir.
Plastik cerrahide yara iyilesmesini saglamak veya infarktiis ve iskemik hastaliklarin

iyilestirilmesi amaciyla verilen anjiyojenik faktorlerin etkisiyle anjiyojenez olusumu
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arasinda onemli iligki belirlenmistir. Fakat, anjiyojenik faktorlerin psoriasis, romatoid artrit
gibi inflamatuar hastaliklar1 daha da siddetlendirebilecegi de bildirilmistir. (173).
Antianjiyojenik uygulamalar en fazla tiimorlerle miicadelede kullanilmaya
baslanmistir. Bu konuda Profesér Judah Folkman ve ekibi, 1968 yilindan beri ¢aligmalar
yapmaktadirlar. Bu ¢aligmalarin 1s1ginda anjiyostatin ve endostatin olarak adlandirilan iki
antianjiyojenik faktoriin yanisra TSP-I olarak adlandirilan bir baska protein de
bulunmustur (174,175). TSP-I sadece tiimorlerde antianjiyojenik etkili degildir. Ayni
zamanda menstriiel siklusun sekretuvar fazinda da progesteronun etkisiyle tiretimi tesvik
edilerek endometriumda antianjiyojenik etki gosterir (176). Anjiyostatin, endostatin ve
TSP-I; endotel hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon ya da bazal membranin degradasyonu
gibi silireclerden birini veya birkacmi engelleyerek antianjiyojenik etkilerini
gostermektedirler. Ayrica yesil cayin da i¢inde bulunan epigallokatesin gallat (EGCG) adli
bir maddeden dolay1 antianjiyojenik etki ile tiimor olusumunu engelledigi gosterilmistir
(177,178). Son yillarda kikirdak dokusunun antianjiyojenik etkiye sahip oldugu
bildirilmistir. Kikirdak dokusu canli viicudunda kan damar1 olmayan bir dokudur. Bundan
dolayr neden bu dokuda anjiyojenez olusmadigi merak konusu olmus ve iizerinde
caligmalar yapilmaya baslanilmistir. Sonunda kikirdak dokuda bol miktarda bulunan
troponin-I’'nin gerek in vitro gerekse in vivo ortamda anjiyojenezi onledigi gosterilmistir
(179). Tiimorlerde antianjiyojenik tedavinin ila¢ tedavisine veya radyoterapiye gore bazi
uistlinliikleri bulunmaktadir. Bunlar yan etkilerinin olmayisi, sacin dokiilmesine neden
olmamas1 ve direng gelismemesidir (180). Bununla birlikte bazi tiimdrler endotel
hiicrelerinin ¢ogalmasina dolayisiyla anjiyojeneze ihtiyag duymadan da kan dolagimina
sahip olabilmektedirler. Bu tiir timdrler kanal yapisinda olan ve tiimor igerisinde kan
akimini saglayacak 6zel bir damarlanmaya sahiptirler (181). Bu tip vaskiiler kanallarda
(bunlar vaskiiler mimikri - damarlarin taklit edilmesi olarak adlandirilabilir) endotel
hiicreleri ve fibroblastlar bulunmamaktadir. Bununla birlikte bazal membranlarinin oldugu
ve bu durum Periyodik Asit Schiff (PAS) boyama yontemi ile gosterilmistir. Dolayisiyla
antianjiyojenik uygulamalar bu vaskiiler kanallar ile beslenen tiimorlerin biiylimesinin
engellenmesinde yetersiz kalabilmektedir (181). Tiimor tedavisinde antianjiyojenik tedavi

uygulandigi gibi romatioid artrit’te de antianjiyojenik tedavi uygulamasma gidilmistir.
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Anti-TNF-a antikoru verilen romatioid artrit’li hastalarin serum VEGF seviyeleri anlamli
oranlarda diismiistiir (182). Bununla beraber romatioid artrit’li hastalarin serum VEGF
seviyeleri hala normalden yiiksek bulunmustur. Bazi romatioid artrit’li hastalar bu
antianjiyojenik tedaviye cevap vermemislerdir. Romatioid artrit’in tedavisinde birkag ilacin
birlikte kullanimi tek basina kullanimindan daha etkili olmustur. Ornegin, romatioid artrit’li
kisiye infliksimab ve metotreksat’in birlikte inflizyonu serum VEGF seviyesini
infliximab’in tek basma yaptigi etkiden daha fazla disiirdiigii bildirilmistir (182). Son
yapilan c¢alismalardan birinde (183) romatioid artrit’li hastaya anti-TNF-o (10 mg/kg)
verilip 2 hafta sonra sinovyal damarlanmaya bakildiginda anti-TNF-a alanlarin sinovyal
damarlanmasinin anlamli olarak azaldig1 gozlenmistir. Ayrica son yillarda Siklosporin
A’nin  endotel hiicrelerinin migrasyonunu ve VEGF bagli anjiyojenezi Onledigi
bildirilmektedir (184). Genel olarak romatoid artrit’de kullanilan antianjiyojenikler arasinda
Taxol, TNP-470, talidomit yer almaktadir (185). Romatoid artrit’li hastalarda uygulanan
antianjiyojenik tedavi hastaligi tamamen iyilestirmemis olsa da hastaligin siddetini ve
kotiiye gidigini Onlemektedir. Talidomit ayni zamanda antianjiyojenik etki ile multipl
miyelom olusumunu da engellemektedir. Talidomit’in bu engelleyici etkisinin anjiyojenik
sitokinlerin sekresyonunu azaltarak degil de muhtemelen bu sitokinler i¢in hiicre yiizeyi
reseptorleri {lizerine veya intraseliiler sinyal yollar1 {izerine etki ederek gerceklesmis
olabilecegi ileri siiriilmektedir (186). Ayrica yapilan ¢aligmalarda kortikosteroidlerin yara
iyilesmesini  baskiladig1 gosterilmistir. Bununla birlikte kortikosteroidlerin yara
iyilesmesini inhibe edebilme Ozelliginin bir anjiyojenik faktdr olan Tasiyict Biiylime
Faktorti B-1 (TGFB-1) uygulamasiyla notralize edilebildigi tespit edilmistir (187). TGFB-1
yara iyilesmesini anjiyojenezi stimiile ederek sagladigi bildirilmektedir. Dolayisiyla
kortikosteroidlerin antianjiyojenik etkisi TGFB-1’1n anjiyojenik etkisiyle yok edilebilmekte
ve yaralarin iyilesmesi normal siirecinde devam etmektedir. Sonu¢ olarak anjiyojenez
hakkinda devamli olarak yeni galismalar yapilmaktadir. Ornegin talidomitin antianjiyojenik
etkili oldugu ve bu ylizden de intrauterin donemde Onemli sorunlar olusturdugu
gozlenmistir (188). Anjiyojenez ile ilgili son ¢alismalardan birinde nikotinin anjiyojenik
etkili oldugu ve o6zellikle diyabetik kisilerde yara iyilesmesini hizlandirdigi gosterilmistir

(189). Diyabetes mellituslu hastalarda kollateral damarlarin olusumunda bir bozuklugun
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oldugu bu nedenle bu konuda daha ileri caligmalarin yapilmasinin ¢ok daha faydal
sonuglar dogurabilecegi literatiirde kayithidir (190). Nikotinin tiimorlerde de anjiyojenezi
stimiile ettigi bildirilmistir (191). Tiimorlerde yeni damarlarin olusmasi ile metastaz daha
da hizli gelisebildigi ve dolayisiyla nikotinin kanseri tesvik ettiginden daha erken 6liime
neden olabilecegi belirtilmistir. Kisaca literatiir caligmalar1 incelendiginde anjiyojenik
stimiilatorlerin ve inhibitorlerin canli biinyesinde dengeli bir sekilde dogal olarak
bulundugu, ancak insanoglunun bu dengeyi kendi lehine ¢evirmeye calisirken ¢ok daha
dikkatli olup daha fazla gcalisma yapilmasi gerektigi anlasiimaktadir. Ornegin, belli bir
dozdaki laktik asit anjiyojenik faktorleri serbestlestirirken asir1 dozda verildiginde bu etki
ortadan kalkmakta ve hatta belli bir doza kadar artan oranlarda bir taraftan anjiyojenik etkili
VEGF salinmasina neden olurken, diger taraftan da doz artisina paralel ama zit yonde diger
anjiyojenik etkili faktor olan anjiyojeninin salinmasini inhibe etmektedir (192). Ayni
sekilde FGF ve/veya VEGF nin belli bir dozun iizerine ¢ikildig1 zaman anjiyojenik etkisini
gosteremedigi ve hatta faydali olmak yerine zararlhh olmaya basladigi caligmalarla
belirlenmistir (193,194).

Anjiyojenez inhibitorii ¢ok sayida molekiil gelistirilmistir. Bu molekiilleri farkli
sekillerde gruplandirmak miimkiindiir. Bu konuda yapilan c¢alismalar asagidaki gibi

smiflandirilabilir.

a) Matriks yapisinin bozulmasini inhibe eden bilesikler: Marimastat (BB2516), Prinomastat
(AG3340), Rabimastat (BMS 275291), Tanomastat (BAY 12-9566), Neovastat (AE-941)
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Cizelge 2.2. Matriks yapisinin bozulmasini inhibe eden bilesiklerin kimyasal formiilleri
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b) Endotelial hiicrelerin sinyalizasyonunu bloke eden bilesikler: Bevasizumab (rhuMAb
VEGF), Erlotinib (CO-358,774), Semaksanib (SU5416), Vandetanib (ZD6474), Vatalanib
(PTK787/ZK225846), karboksamido triazol (CAI), CP-547,632, SU6668, ZD4190.
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Cizelge 2.3. Endotelial hiicrelerin sinyalizasyonunu bloke eden bilesiklerin kimyasal formiilleri
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¢) Yeni endotelial hiicre inhibitor

ajanlart:

Integrin antagonistler (Cilengitide

(EMD121974) ve SCH221153), Selekoksib, Squalamin, Talidomit, TNP-470, ZD6126.

Cizelge 2.4. Yeni Endotelial hiicre inhibitorii ajanlarin kimyasal formiilleri

°x //
3] /
HoN
N (0] N
-
\ CF3
_—
o}
HiC
talidomit selekoksib
cl
o Hs

ZD6126

@]
||||||||O\
/,,///

TNP-470

53




O~

N
— |-|N/<
0
Il %
Z
N To
0

SCH221153

/_/’?; O
H2N ,,,///

EMDI121974

d) Anjiyojenezin endojen inhibitdrleri: Endostatin, Interferonlar, Anjiostatin

Cok sayidaki dogal ve sentetik bilesiklerden klinik denemelere ulaganlardan biri
CAI’dir. CAI sentetik bilesiklerden olup, in vitro migrasyon inhibiyonu ve sinyal
transdiiksiyon yolaklar1 inhibiyonu yapmaktadir. Kalsiyum mobilizasyon inhibitorii etkisi
sonucu proliferasyonu inhibe etmektedir ve birgok insan tiimor hiicrelerinin proliferayonu

ve invaziv durumunu durdurmaktadir (195).
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D’Amato ve ark. (188) talidomitin bFGF bagimli anjiyojenezi oral uygulamadan
sonra inhibe ettigini sican kornea modelleri lizerinde yaptiklar1 ¢calismada gostermislerdir.

Yari-sentetik Fumagillin analogu olan TNP-470’nin (AGM-1470) endotelial hiicre
proliferasyonu ve migrasyonunu inhibe ettigini bildirmislerdir (196,197).

Interlokin (IL)-12’nin, fare tiimorlerinin metastazinda etkili oldugu caligmalarla
kanitlanmistir (198,199)

Benzimidazol yapisi tagiyyan Formiil 8’de verilen bilesigin in vitro ve in vivo
anjiyojenezi inbibe ettigi, VEGF ve b-FGF inhibitori oldugu Hori ve ark. (20) tarafindan
2002 yilinda yapilan ¢alisma ile gosterilmistir.

Benzimidazol tiirevi bir diger bilesik olan liarozol’iin MCF-7, DU145, KNCaP ve
fare F9 teratokarsinoma hiicrelerinde in vitro biiylime inhibisyonu yaptig1 ve Faz II

caligmalarin siirdiiriildiigii O’Byrne ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada bildirilmistir (19).
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2.6. Tedavide Kullanilan Anjiyojenez Uzerine Etkili Miistahzarlar

Anjiyojenezle ilgili yapilan g¢aligmalarda antianjiyojenik tedavi yaklagimlarmin
neticesinde ti¢ farkli farmakolojik etki gosteren molekiil grubunun miistahzarlari iiretilmis

ve tedaviye kazandirilmistir.

2.6.1 Sinyal Transdiiksiyon inhibitorleri

Reseptor Tirozin Kinaz ‘lar (RTK) hiicre biiylimesi, farklilasmasi ve oliimiinde
mediyator rolii oynadiklarindan dolay:r etkinlikleri ¢ok siki kontrol altindadir. Protein
tirozin kinazlar adenozin trifosfat (ATP)’den protein substratindaki bir tirozin kalintisinin
hidroksil grubuna fosfat transferini katalize eden enzimlerdir. Cok sayida protein kinaz
genleri retroviriislerin veya insan tiimorlerinin transformasyonuyla iliskili onkojenler olarak
tanimlanmistir. RTK larin ekstraseliiler ve sitoplazmik bdliimleri vardir. RTK lar arasinda
VEGF, FGF, epidermal biiylime faktorii (EGF), trombositten tiireyen biiyiime faktori
(PDFG), kok hiicre faktorii (SCF) ve sinir biiyiime faktorii (NGF) olarak sayilabilir.
Bundan baska non-RTK diger proteinlerle, lipidlerle ve DNA ile etkilesirler. Reseptor
olmayan tirozin kinazlar SCr, Janus kinazlar1 (Jaks) ve Abl’dir (200). Protein tirozin kinaz
enzimlerinin inhibisyonu, antianjiyojenik yaklasimlarin temel ¢6ziim Onerilerinden biri
olarak goriilmektedir ve ilag piyasasinda bu etki mekanizmasina sahip asagidaki

mustahzarlar bulunmaktadir.

Imatinib: Sinyal Transdiiksiyon Inhibitérleri (STI) olarak adlandirilan antikanser ilag
grubuna giren RTK tiirevi bir ilagtir. Imatinib (Formiil 16), Abl, PDGF, SCF ve c-Kit
tirozin kinazlar tizerindeki ATP baglanma yerlerine kompetitif olarak baglanirlar ve PDGF
ve SCF’nin aracilik ettigi hiicresel olaylar1 inhibe ederler. Bu sayede kronik miyelojen
I6semide hiicrelerinin proliferasyonunda rol alan Bcer-Abl tirozin protein kinaz enzimini
inhibe eder (200,201). Bu ilag, Amerikan Gida ve ilag Dairesi (U.S. Food and Drug
Administration-FDA) ve Avrupa lIlag Ajansi (European Medicines Agency-EMEA)
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tarafindan 2001 yilinda a-interferon tedavisinden fayda saglayamamis kronik miyelojen

16semili hastalarin tedavisinde onaylanmistir (200).
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Formiil 16

Nilotinib: Philadelphia kromozom pozitif kronik miyelojen 16semi (Ph+KML)’nin tedavisi
icin onaylanan bir diger tirozin kinaz inhibitorii bilesiktir (Formiil 17). Bu bilesik Ber-Abl

hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ederek ve apoptozisi indiiklemektedir (200,202,203).
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Formiil 17

Sunitinib: Sunitinib (SU11248) oral yoldan anti-anjiyojenik ve anti-timor etkili, ¢ok
hedefli bir tirozin kinaz inhibitoriidiir. Trombosit kaynakli biiylime faktorii reseptorleri a ve
B (PDGFRo, PDGFRP), VEGF reseptorleri (VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3), kok hiicre
faktorii reseptorii (KIT), Fms-benzeri tirozin kinaz-3 (FLT-3), kolon stimiile edici faktor
reseptori tip 1 (CSR-1R) ve glial hiicre hattindan tiireyen norotrofik faktor reseptorii (RET)
dahil 80’den fazla RTK’y1 inhibe eder (200,204). FDA, Sunitinibi (Formiil 18) 2006 yilinda
hastalig1 ilerleme gosteren veya imatinib’e intoleran gastrointestinal stromal tiimorli

hastalarda ve ilerlemis RCC’nin tedavisi i¢in onaylamistir (200).
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Formiil 18

Gefitinib: Gefitinib (Formiil 19), oral yoldan kullanilan Epidermal Biiyiime Faktorii
Reseptor-Tirozin  Kinaz Inhibitérii (EGFR-TKI) grubunun ilk iiyesidir. Kanser
hiicrelerindeki EGRF up-regiilasyonu veya asir1 ekspresyonu hiicre proliferasyonunda
artma (hiicre dongiisii diizenlenmesini degistirir), hiicre sagkalimi (apoptozisi bloke eder),
motilitede ve invaziv kapasitede artma (metastazlarla iligkili) ve anjiyojenezde artisla
iliskilidir (200,205,206). FDA 2005 yada yilinda platin ve doksataksel tedavisine yanit
vermeyen lokal ilerlemis yada metastatik kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserli hastalarin

tedavisi i¢in onaylamustir (200).
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Erlotinib: Erlotinib (Formiil 20) oral yoldan kullanilan bir diger EGFR-TKI’dir (200,207-
209). FDA, erlotinib-gemsitabin kombinasyonunu Kasim 2005°’te lokal ilerlemis veya

metastatik pankreas kanserinin birinci sira tedavisi i¢in onaylamistir (200).
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Sorafenib: Sorafenib (Formiil 21) etkisini tiimor hiicreleri ve timori besleyen damarlarda
hem hiicre proliferasyonunu hem de anjiyojenezi inhibe ederek gosteren bir antineoplastik
ilagtir. Hiicre proliferasyonunun inhibisyonu i¢in mitojenle aktive edilen protein kinaz
(MAPK) sinyal yolagin1 Raf kinaz bilesenini inhibe ederek bozarken anjiyojenezi inhibe
etmek icinse VEGFR-2/PDGFR-beta sinyal kaskadini hedefler. Sorafenib hem tiimor
hiicreleri hem de damar yataginda serin/treonin ve RTK’lar1 hedefleyen bir multi-kinaz
inhibitori olarak islev goriir (200). Sorafenib FDA tarafindan, 2005 yilinda ilerlemis RCC
ve 2007 yilinda da rezeke edilemeyen hepatoseller karsinom tedavisi igin onaylanmistir.
EMEA tarafindan 19 Temmuz 2006’da hepatoseliiler karsinom ve interferon-alfa veya
interlokin-2 tedavisinin basarisiz kaldig1 veya uygun bulunmadig: ilerlemis renal hiicreli

karsinomlarin tedavisi i¢in onaylanmistir (200).
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Formiil 21
Lapatinib: Lapatinib (Formiil 22) meme kanserine karsi epidermal biiyiime faktori

reseptdrii (EGFR) ve Insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptor 2 (HER2) reseptdrlerinin
kinaz bilesenlerini inhibe ederek etki gdsteren FDA tarafindan onaylanmis ilk ilactr. EGFR
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ve HER?2 reseptorlerinin stimiilasyonu hiicre proliferasyonu ve tiimor gelisimi, invazyonu

ve metastazlariyla iliskili multipl siireglerle iliskili oldugu bildirilmistir (200).

Cl

Formiil 22

2.6.2 Monoklonal Antikorlar

Bevasizumab: Bir monoklonal antikor olan bevasizumab anjiyojenezi onleyerek etkisini
gosteren ve hastalarin yasamini uzatan ilk ilactir. Bevasizumab etkisini VEGF’yi inhibe
ederek gosterir. Bevasizumab tarafindan hedeflenerek baglanan VEGF, kan damarlariin
biiyiimesini stimiile edemez; boylece tiimor biiyiimek icin gereksinim duydugu kan oksijen
ve diger besinlerden yoksun kalir (200,210). Bevasizumab, bu mekanizmayla etki
gosterdigi kanitlanan ve hastalarin yasamini uzatan ilk ilagtir . FDA, bevasizumab’1
intravendz S-florourasil ile kombine olarak metastatik kolon veya rektum kanserli
hastalarda birinci sira tedavi i¢in onaylamistir (200).

Trastuzumab: HER2 proteininin ekstraseliiler bolgesini segici olarak hedefleyen
rekombinant DNA kokenli insan yapisi kazandirilmig bir monoklonal antikordur (200,211).
HER?2’yi yiiksek diizeyde eksprese eden metastatik meme kanserli hastalardan, metastatik
hastalig1 icin kemoterapi gérmemis olanlarin birinci sira tedavisinde paklitaksel ile
kombine olarak veya bir ya da daha ¢ok kez kemoterapi gormiis hastalarin ikinci veya

ticlincii sira tedavisinde tek ajan olarak kullanilir (201).
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Setuksimab: Insan EGFR nin ekstraseliiler bdlgesine baglanan bir rekombinant insan/fare
kimerik monoklonal antikorudur. Setuksimabin EGRF’ye baglanmasi reseptoriin
internalizasyonuna yol acarak daha ileri aktivasyonunu oOnler, fosforilasyonunu onler,
fosforilasyonu ve reseptor iliskili kinazlarin aktivasyonunu bloke ederek hiicre biiylimesi,
apoptozis indiiksiyonu, matriks metaloproteinaz ve VEGF yapiminin azalmasia yol agar
(200,212). FDA, 12 Subat 2004’te, irinotekan ile kombine olarak, irinotekan esaslh
kemoterapiye refrakter EGRF eksprese eden metastatik kolorektal kanserin tedavisi ve
irinotekan esasli kemoterapiyi tolere edemeyen hastalarda EGRF-eksprese eden metastatik

kolorektal kanserin tedavisi i¢in tek ila¢ olarak onaylamistir (200).

2.6.3 immiinosupresanlar

Sirolimus (rapamisin) bir immiinosupresandir ve streptomyces hydroscopicus adli
bir mantardan tiretilen makrolit yapisi tasiyan bir bilesiktir. Sirolimus antitiimor, antifungal
ve immiinosupresan etki gosterir. Temsirolimus, proliferasyon sinyal inhibitorii olup oral
yoldan kullanilan sirolimusun ester analogudur ve parenteral yoldan kullanilir.
Temsirolimus timdr hiicrelerinin biiylime ve boliinmesini engelleyen segici bir
memelilerde papamisinin hedefinin (mamalian target of rapamycine-mTOR) inhibitoriidiir
(200). Sirolimus, FDA tarafindan renal hiicre kanseri (RCC) tedavisinde kullanilmak iizere
onaylanan ilk mTOR antagonistidir. Temsirolimus ve sirolimus’un her ikisi de FKBP-12
olarak adlandirilan intraseliiler bir proteine baglanirlar ve olusturduklar1 bu ilag protein
kompleksi mTOR’un etkinligini bloke eder. Temsirolimus in vitro RCC hiicre hatlarinda,
mTOR’un etkinligini inhibe etmis ve VEGF ve hipoksi ile indiiklenen Hipoksi indiikleyici
faktor 2a (HIF-2a) ve HIF-20 faktor konsantrasyonlarinin azalmasini saglamistir (200,213).
FDA tarafindan RCC tedavisinde kullanilmak iizere onaylanan ilk mTOR antagonisti
Temsirolimustur. Sirolumusu ise FDA, 1999’da bdbrek transplantasyonu sonrasi bobrek
reddinin 6nlemesinde kullanilmak {izere onaylamistir (200).

Everolimus ise sirolimus analogu bir bilesiktir. Bu bilesik Tiirkiye’de Saglik Bakanligi
tarafindan 2005 yilinda kalp ve bobrek transplant reddinin 6nlenmesi i¢in onaylanmistir

(200).
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2.7 Anjiyojenez Uzerine Etkili Olan Benzimidazol Tiirevi Bilesikler

Anjiyojenezi onlemeyi hedefleyen ¢aligmalar incelendiginde, benzimidazol halkasi
tastyan yapilarla ilgili bircok arastirma literatiirde kayithdir.

Alman ila¢ firmasi Bayer, 1920 yilinda Afrika uyku hastaligma kars1 Suramin isimli
ilac1 gelistirmistir. Daha sonraki yillarda ise Suramin bilesiginin farkli aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla ¢ok sayida calismalar yapilmistir. Yapilan bu ¢aligmalarda,
suraminin retro viriislerdeki revers transkriptaz enziminin gili¢lii inhibitorii oldugu (214) ve
anti-HIV (215), antikanserojen etkilerinin varlig1 ve tiimdr biiyiime faktorlerini inhibe ettigi
gosterilmistir (216). Elde edilen bu sonuglar suramin ve benzeri molekiillerin yeni sitostatik
ajanlar gelistirilmesi i¢in Oncii bilesik olabilecegi fikrini dogurmustur. Kreimeyer ve ark.
(18) 1998 yilinda yaptiklart bir caligmada, Formiil 5’de gosterilen suramin bilesiginin
yapisinda yer alan isaretli par¢ay1 benzimidazol halkasi ile yer degistirerek sentezledikleri
bilesiklerin anti-HIV, sitostatik etkileri ile antianjiyojenez aktivitelerinin oldugunu tespit
ettiklerini bildirmislerdir. Bu bilesiklerden ii¢ tiirevin (Formiil 6) suramin ile kiyaslanabilir
antianjiyojenik aktivitede oldugu da yapilan ¢aligmada ortaya konulmustur.

Benzimidazol tiirevi bir bilesik olan liarazol (R 75.251; 5-[(3-klorofenil) (/H-
imidazole-1il)metil-/ H-benzimidazol] iizerinde 1998 yilinda yapilan faz Il ¢alismalarinda,
bilesigin giliclii anti-anjiyojenik aktiviteye sahip oldugu ve hastalar tarafidan iyi tolere
edilebildigi belirlenmistir. Liarazol’iin sitotoksik ajanlarla (fumagillan tiirevleri, TNP-470,
gelatinaz inhibitorleri, CT1746 gibi) kombine kullanildiginda sadece ilerlemis kiigiik
olmayan hiicre akciger kanserlerinde degil prostat kanseri gibi sert tiimorlerde de etkili
oldugu bu ¢alismada ortaya konulmustur(19).

Japonyada 2002 yilinda Hori ve ark. (20) tarafindan yapilan bir ¢aligmada 8 adet
yeni benzimidazol tiirevi bilesiklerini sentezlediklerini ve bu bilesiklerden ozellikle 2
tanesini (Formiil 8 ve 9) VEGF ve bFGF’ye karsi anjiyojenez inhibitorii etkilerinin
“Sponge implantation assay” yontemiyle belirlediklerini bildirmislerdir. Ozellikle bilesik
Formiil 9’un TNF-470 ile yapilan karsilastrmali ¢aligmada, endotel hiicre biiylimesi

inhibisyonunda etkinligi ve selektivitesinde Oonemli artis saglandigi ayrica TNF-470 ve
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diger antianjiyojenik ajanlardan daha yiiksek farmakokinetik 6zelliklere sahip oldugu tespit
edilmistir.

Mukhopadhyay ve ark. (21) tarafindan 2002 yilinda yapilan bir calismada
benzimidazol tiirevi olan mebendazol (Formiil 10) bilesiginin “Dorsal air sac” yontemi ile
in vivo olarak anjiyojenik etkisi belirlenmistir. Mebendazol uygulanan farelerle ile kontrol
grubu arasinda damar dansitesi karsilagtirilmasi yapilan c¢alismada bilesigin kanser ve
anjiyojenez bagimli hastaliklarda 6nemli etkinliginin oldugu sonucuna ulagilmistir.

Mebendazoliin kat1 tiimorlerin biiyiimesi ve anjiyojenezde etkili oldugu, 2002
yilinda yapilan bir ¢alismada gdsterilmistir. Arastirmacilar, diger kanser ajanlarindan farkl
bir yapiya sahip olan mebendazoliin antihelmentik etkilerinden dolayr kullanimma
dayanilarak yliksek dozlarda kullanilabilecek kadar giivenli oldugunu bildirmistir. Yapilan
calismada mebendazoliin 6zellikler G,-M fazinda ilk defa in vivo ve in vitro olarak
aktivitesini ve anti-anjiyojenik etkisini bu ¢alismayla belirlemislerdir(21).

Viger ve Dervan, 2006 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada VEGF ve reseptorlerinin
anjiyojenez ve kanser tedavisinde ana hedef oldugunu ve DNA’ya poliamitlerin yapisina
benzeyen oligomerlerin VEGF geninin aktif bolgesindeki HIF-1a’ya baglanan oligomerler
tasarladiklarin1 bildirmislerdir. Bu oligomerlerin belirlenmesinde yapilan ¢alismada
ozellikle bes-alt1 tyeli halkalarm (hidroksibenzimidazol-imidazol, benzimidazol-pirol,
benzimidazol-klorotiyofen ve imidazopiridin-pirol) Hipoksi Yanit Elementi (hypoxia
response element-HRE) 5’-TACGT-3’e oldukca yiiksek affinite ve selektivite gostererek
baglandiklarimni belirlenmistir (217).

Heparanaz, ekstraselliiler matriksteki heparan siilfat glukozaminoglikan1 degrede
ederek anjiyojenez ile birlikte diger fizyolojik ve patolojik olaylarda rol oynadig1 literatiirde
kayitlidir. 2006 yilinda yapilan iki ayri1 ¢alismada 1-[4-(1H-benzimidazol-2-il)fenil]-3-[4-
(1H-benzimidazol-2-il)fenilJiire  tlirevi bilesikler (Formiil 23) ile N-(4-{[4-(1H-
benzimidazol-2-il)-arilamino]-metil } -fenil)benzamit yapis1 tasiyan bilesiklerin (Formiil 24

ve 25 ) heparanaz inhibitori etkileri tespit edilmistir (218,219).
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2007 yilinda Hasegawa ve ark. (22) anjiyojenezde Onemli rolii olan VEGF-2 ve
TIE-2 kinaz reseptorlerini inhibitorii benzimidazol-iire tiirevi bir seri bilesik (Formiil 11)
tizerinde calistiklarini bildirmislerdir. Caligmalarinda benzimidazol NH ve tire NH‘larinin
aktivitede etkin rolii oldugu yapi-aktivite caligmalariyla belirlemislerdir.

Bir seri yeni 1,2,5-trisiklik benzimidazol tiirevlerininy MDA-MB-231 insan meme
kanseri hiicre proliferasyonuna karsi etkili oldugu 2008 yilinda Gowda ve ark. tarafindan
yapilan bir c¢aligmada bildirilmistir. Yapilan ¢aligmada benzimidazolin 1., 2. ve 5.

pozisyonlarindaki siibstitiient tasiyan tiirevler ile sentezde elde edilen ara iiriinlerin
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antikanser aktivitede artisa sebep olduklar1 ve dolayisiyla ara iirlinler ile trisiibstitiie
benzimidazol tiirevleri lizerine arastirmalarini yogunlastiracaklarini bildirmislerdir (220).

RTK’lar endotel hiicreleri eksprese ederek patojenik anjiyojenezin ortaya
cikmasinda onemli mediyatdrlerden oldugu bilinmektedir. Kinaz inhibitorii bilesikler
iizerinde yapilan ¢aligmalarda piridil-pirimidin {ire tiirevlerinin Tie-2 kinaz tzerindeki
aktiviteleri gosterilmistir. Bu bilesikteki iire pargasi yerine benzimidazol yerlestirilerek elde
edilen bilesiklerden Formiil 26’de goriilen bilesiginin (ICso= 2 nM) en etkili bilesik oldugu
ortaya konulmustur (221).

Formiil 26

2009 yilinda Won ve ark. (23) kiigiik yapidaki molekiillerin kati tiimorlerde
terapotik hedef olan HIF-1la inhibitorii bilesikleri gelistirmek amaciyla benzimidazol
analogu bilesiklerin etkilerini belirlemek i¢in HTC-116, MDA-MB435, SK-HEP1 ve Caki-
1 kanser hiicrelerinde ¢alistiklarini bildirmislerdir. Formiil 15’deki AC1-004 bilesigin %
58,6 oraninda sican modellerinde tiimoriiniin bliyiimesini inhibe ettiklerini ve bunu HIF-1a

aktivitesini stabilize ederek gerceklestigini yaptiklari galigmalarla ortaya koymuslardir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Kimyasal Cahsmalar

3.1.1. Materyal
Calismada kullanilan tim ¢oziiciiler Merck niteliktedir. Sentez baslangici maddeleri
olarak 1,2-fenilendiamin (Merck), fenil asetik asit (Merck), 2-metoksifenil asetik asit
(Merck), 3-metoksifenil asetik asit (Merck), 4-metoksifenil asetik asit (Merck), hidroklorik
asit (Merck), polifosforik asit (Merck) kullanild.

3.1.2. Yontem

3.1.2.1 2-Siibstitiiebenzimidazollerin Konvansiyonel Yontemle Yapilan

Genel Sentez Yontemi (Genel Sentez Yontemi I)

Her bilesik, 10 mmol 1,2-fenilendiamin ile 15 mmol uygun fenilasetik asitin 10 ml
5N hidroklorik asit iginde su banyosu iizerinde, geri ¢eviren sogutucu altinda 7-8 saat
arasinda degisen siirelerde magnetik karistiricili 1sitict ile 1sitilmasiyla elde edildi.
Reaksiyonun tamamlanmasi ITK ile izlendi. Hazir plaklar kullanilarak yapilan ITK
caligmalarinda, lekelerin belirlenmesinde ultraviyole 1511 metalik iyot ve Dragendorff
belirtecinden yararlanildi. Reaksiyonun karigimi bir gece oda 1sisinda bekletildi. Bu siirenin
sonunda reaksiyon karigimlar1 buz banyosu i¢ine almarak potasyum bikarbonat ilavesi ile
coktiirelerek bazi halinde elde edildi. Olusan ¢okelek siiziildii. Turnusol kagidi notr
reaksiyon verinceye kadar her defasinda az miktarda kullanilan buzlu su ile yikandi ve agik
havada kurutuldu. Daha sonra elde edilmek istenen bilesige gore secilen uygun bir
¢oziiciide kristallendirildi. Olusan kristal halindeki bilesik siiziiliirek alindi ve vakumlu

etiivde kurutuldu.
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3.1.2.2 2-Siisbstiiitebenzimidazollerin Mikrodalga Yardimiyla Yapilan

Genel Sentez Yontemi (Genel Sentez Yontemi IT)

1,2-fenilendiamin (10 mmol) ile uygun siibstitiie fenilasetik asit (15 mmol), PPA (5
) i¢inde karistirildi. Daha sonra 3 g PPA ilave edilerek mikrodalga yardimi ile 150 °C’de
2+3 veya 2+5 dakika geri ¢eviren sogutucu altinda karistirilarak 1sitildi. Siire sonunda 1sinin
80 °C’ye kadar diismesi beklendikten sonra, karisim buzlu suyun (20 ml) i¢ine bosaltildi ve
hizla karigtirilmaya devam edildi. Notral pH’ya kadar NaHCOs ilave edildi. Olusan kati
stiziilerek ayrildi, turnusol kagidi notr reaksiyon verinceye kadar soguk su ile yikandi ve
kurutuldu. Daha sonra uygun ¢oziiciiden kristallendirildi. Kristaller siiziilerek alindi ve

vakumlu etiiv altinda kurutuldu.

3.2. Analitik Calismalar

3.2.1 Erime Noktas1 Tayini

Sentezleri yapilan bilesiklerin erime dereceleri, Electrothermal 9200 erime derecesi

tayin cihazi ile saptand.

3.2.2. ince Tabaka Kromotografisi ve Kolon Kromotografisi ile Yapilan

Kontroller

Plaklar: Ince tabaka Kromotografisi calismalarinda Kieselgel 60 Fs; ile 0.2 mm
kalmliginda kaplanmig hazir aluminyum plaklar (Merck) kullanildi.
Coziicii sistemleri: Sentezlerini yaptigimiz bilesiklerin kromatografik kontrollerinde
asagidaki ¢oziicli sistemleri kullanildi.

C-1: Kloroform-metanol (90:10)

C-2: Kloroform-metanol (80:20)

C-3: Heksan-etilasetat (90:10)

C-4: Heksan-etilasetat (80:20)
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Kromotogramlarda sentez iirlinleri ve baslangic maddelerine ait lekelerin belirlenmesinde

UV 15181, Dragendorff belirteci, iyot buharindan yararlanildi.

3.2.3. Spektroskopik Kontroller

3.2.3.1. IR Spektrumlan
Spektrumlar, sentezlenen bilesiklerinin Varian 1000 FTIR spektrofotometresinde

alind1 ve dalga sayisi (cm™) cinsinden degerlendirildi.

3.2.3.2. '"H NMR Spektrumlar
Bilesiklerin 'H NMR Spektrumlari, dimetilsiilfoksit-d6 (Merck) icindeki ¢ozeltileri
ile Varian Mercury 400 FT-NMR spektrofotometrisinde alinip kimyasal kayma degerleri &

skalasinda degerlendirildi. Eslesme sabitleri Hz olarak verildi.

3.2.4. Elemental Analizler

Bilesiklerin elementel analizleri (C, H, N) Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Merkez II Laboratuvarinda CHNS- 932 (LECO) Elementel Analiz Cihaz1 kullanilarak
yapildi.

3.3. Biyolojik Aktivite Calismalar

Bu c¢alismada, dort farkli 2-siibstitiiebenzimidazol tiirevi bilesigin; 2-
benzilbenzimidazol (BB1), 2-(2-metoksibenzil)benzimidazol (BB2), 2-(3-metoksibenzil)
benzimidazol (BB3) ve 2-(4-metoksibenzil)benzimidazol’iin (BB4) ilk asamada losemik
hiicre apoptozisi lizerine etkisi arastirildi. Bu amagla 2-siibstitiiebenzimidazol bilesikleri ile
etkilesen 16semik hiicrelerde kaspaz-3 ve kaspaz-8 enzimleri degerleri olgiildi.
Bilesiklerden BB3 ve BB4 in vitro ¢alismalarda aktif olduklar1 tespit edildi. Daha sonra
yapilan in vivo caligmalarda arka bacak iskemisindeki apoptozis degerlendirilmesinde

kaspaz -3, -8 ve -9 enzimlerinin Ol¢iimii ile kas dokularindaki damar sayis1 ve VEGF

68



degerleri Olgiilerek bilesiklerin antianjiyojenik etkilerinin degerlendirmesi yapildi. Son
olarakta, bilesiklerin antioksidan etkilerini gézlemek amaci ile, kas dokularinda antioksidan
enzimlerden katalaz enzim aktivitesi ve serbest radikal temizleyicisi olan rediikte GSH

miktar1 saptandi.

3.3.1. Metod

3.3.1.1. in Vitro Metodlar

2-Siibstitiiebenzimidazol tiirevi bilesiklerin 16semik apoptozisi iizerine etkilerinin
aragtirilmasi1 amaciyla Hori ve ark. (20) ve Curtis ve ark. (222) tarafindan kullanilan
yontemleri modifiye edilerek hiicre kiiltiirii yapildi. AML’1i hastadan alinan 1/10 oraninda
heparinize edilmis 0.2 ml kan 6rnekleri Phytohemagglutinin M igermeyen Chromosome
Medium A’ya (Biochrom, cat. no. F5013) steril sartlarda ekildi (223). Chromosome
Medium A’nin her litresinde non esansiyel amino asitler 850 mL, fetal sigir serum 150 mL,
heparin 25.000 E, penisilin G, sodyum tuzu 75.000 E, streptomisin siilfat 50 mg
icermektedir. Steril kiiltiir tiipleri temin edildi ve bu medyum her tiipe 2.5 ml olacak sekilde
ilave edildi. Tiipler iyice karistirild1 ve hiicre kiiltiirii inkiibatorde 37£1°C’de 72 saat inkiibe
edildi.

Hiicre kiiltlir siiresinin bitimine 24 ve 48 saat kala kiiltiir tiiplerine 2-siibstitiie

benzimidazol bilesiklerinin 150, 300 ve 600 pug/ml’lik konsantrasyonlar1 ilave edildi.

3.3.1.1.1. Kaspaz-3 ve -8 Enzim Aktivite Ol¢iim Yontemi

Hiicre kiiltiir siliresinin bitiminde, heparinli kan 6rneklerinden polimorfo niikleer
hiicreler Ficoll-Hypaque gradient santriflij yontemini ile ayristirildi. Kaspaz-3 ve -8 enzim
aktivitelerinin ~ Ol¢ciimiinde ~ Colorimetric ~ Protease Assay  Kitleri  [caspase 3,
FLICE/Caspase-3 Colorimetric Protease Assay Kit and caspase 8; FLICE/Caspase-8
Colorimetric Protease Assay Kit (Oxford Biomedical Research, Oxford, MI)] kullanild1
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Kaspaz-3 ve -8 enzim aktivitelerinin Olgiimii, ¢alisma kitlerinde tanimlandigi sekilde

gergeklestirildi.

3.3.1.2. in Vivo Metodlar

Wistar albino siganlar ketamin (100 mg/kg) ve asepromazin (0.5 mg/kg) karigimi
ile anesteziye edildi. Femoral arterleri a¢iga ¢ikarilarak inguinal ligamentin hemen distal
ucundan izole edildi. inguinal ligamentin 3 mm distal konumdan femoral arter bir ligatiir
(3-0 ipek) ile sikica baglandi. 30-45 dakika icinde hayvanlar % 100 basar1 ile anesteziden
geri dondii. Bu islem femoral arterlerde tek tip bir okliizyon olusturdu. Bu sekilde normal
kan akimi kapasitesinin % 10-20 korunur ve bu miktar dinlenme durumu kan akmmi
ihtiyacin1 karsilamaya yeterlidir (224,225). 4 hafta boyunca sicanlara 1 mg/kg olarak i.p.
olarak uygulandi. 4 hafta sonunda siganlar ayni sekilde anesteziye edildi ve tiim
hayvanlarda midsternotomi gercgeklestirildi. Aortun inen kismindan alman 5 ml kan
orneklerinde ve arterior femoral bolgeden alinan kas Orneklerinde Kaspaz-3, -8 ve -9,
VEGF, GSH ve CAT ol¢timleri yapildi. Kas dokularinda anjiyojenez degerlendirilmesi
ayrica histolojik olarak yapildi.

Doku Homojenatinin Hazirlanisi: Homojenizasyon, hiicre parcalayici tamponunda 1
dakika stireyle ve 2200 devirde homojenizator kullanilarak yapildi. Elde edilen homojenat,
+4 °C’da 10.000x g’de 30 dakika siireyle santrifuj edilerek supernatan ayrildi ve ayrilan
supernatanda CAT enzim aktivitesi ile GSH diizeyleri o6lgiildii. Antioksidan etkiyi
gozlemek amaci ile kas dokularinda antioksidan enzimlerden CAT aktivitesi ve bir serbest
radikal temizleyicisi olan rediikte GSH miktar1 saptandi. Kas dokularinda CAT (226) ve
GSH (226) Beutler yontemleri ile 6lgiildii. Protein diizeyleri ise Lowry Yontemi ile tayin
edildi (227).
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3.3.1.2.1 Kaspaz-3, Kaspaz-8 ve Kaspaz-9 Olciim Yontemleri

Kas dokularinda apoptozisin gostergesi olarak ise kaspaz-3, -8 ve -9 enzim
aktiviteleri tayin edildi. Kaspaz-3, -8 ve -9 enzim aktiviteleri calisma kitlerinde agiklandigi
sekilde yapildi. Kaspaz-3,-8 ve -9 sirast ile FLICE/Caspase-3 Colorimetric Protease Assay
Kit, FLICE/Caspase-8 Colorimetric Protease Assay Kit, ve FLICE/Caspase-9
Colorimetric Protease Assay Kit (Oxford Biomedical Research, Oxford, MI) kullanild1.
Yontemlerin prensibi kromofor p-nitroanilitin (pNA), isaretlenmis substratindan kirilmasi
ile spektrofotometrik olarak Glglim esasina dayanmaktadir. Kaspaz-3, -8 ve -9 i¢cin pNA
substratlar1 siras1 ile DEVD-pNA, IETD-pNA ve Ac-LEHD-pNA’dir. p-NA miktar1

spektrofotometrede 405 nm’deki absorbans degeri Olgiilerek tayin edilir.

3.3.1.2.2 VEGF Ol¢iim Yéntemi:

Onemli bir anjiyojenik faktdr olan VEGF’in serum ve kas dokularinda seviyelerinin
Olglimii sandvi¢ prensibi ile calisan enzim bagli immunsorbent (ELISA) yoOntemi
kullanilarak Quantikine Kit'i (R&DSystems, United States of America) ile saptandi. VEGF

Ol¢limii tiretici firmanin protokoliine uyularak gergeklestirilmistir.

3.3.1.2.3 Katalaz Ol¢iim Yontemi

Bilesiklerin oksidatif hasar olusumunu arastirmak i¢in antioksidan bir enzim olan
katalaz seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Katalaz H,O,’nin su ve molekiiler oksijene yikimini
katalizler. H,O»’nin 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak 230 nm’de enzimin yikim hizi
spektrofotometrik olarak dlgiiliir (226).

CAT
2H201 >2H20 + 02

Ayrraglar:
1 M Tris Tamponu ( pH: 8,0): 8,8 g Tris asit, 5,4 g Tris baz, 0, 14g EDTA, Saf su

ile 100 ml’ye tamamland:.
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1 M Fosfat tamponu (pH: 7.0): 5,4 g Disodyum Fosfat ve 9,5 g Sodyum Fosfat’in
tizerine bir miktar su koyuldu. NaOH ile pH ayarlandi ve 100 ml’ye su ile tamamland.

10 mM H,0; % 30’luk H,O,’den hareketle hazirlandi.

1 M fosfat tamponu 1/10 oraninda sulandirildi, bunun 0,9 ml’sinin saf su olan kore
kars1 optik dansitesi 230 nm’de okundu. (OD)

0,9 ml 1/10 oraninda sulandirilmig 1 M fosfat tamponu {iizerine 1/100 oraninda
sulandirilmis %30°luk H>O’den 0,1 ml eklenerek bu ¢o6zeltinin de optik dansitesi
okundu.(ODy)

1/100 sulandirilmis H,O,’nin derigimi ¢ = 141x (OD,-OD;) mM olarak belirlendi.
10 mM H;0, hazirlamak i¢in 1/100 seyreltilmis H,O,’nin 1 ml’si derisimin 1/10’u
Olciisiinde saf su ile tamamlandi.

1 mI’lik tiiplerden birincisine (kor) 1 M Tris Tamponundan 50 uL ve 930 pL su
ilave edildi. Ikincisine ise (6rnek) 1 M Tris Tamponundan 50 pL, 10 mM hidrojen
peroksitten 900 uL ve 30 pL su eklendi. 37 °C’de 10 dakika inkubasyon yapildi ve

tizerlerine 20 pul hemozilat ilave edildi.

Hesaplama:

. AOD/ dak VToplam
Katalaz Aktivitesi (U/ml): X
0,071 Vormek

AOD = Optik Dansite Degisimi
0,071 =1 pmol H,O>‘nin 1 cm’lik 151k yolunda verdigi optik dansite degeri .
Vigplam = Toplam hacim

Vomek = Homojenat hacmi

Katalaz Aktivitesi

Katalaz Spesifik Aktivitesi =
mg protein/ml
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3.3.1.2.4 GSH Ol¢iim Yontemi

Iyi bir serbest radikal temizleyici olan GSH diizeylerinin belirlenmesi bilesiklerin
antioksidan etkilerinin ortaya konulmasmda dnemli bir faktordiir.

GSH halinde bulunan tiim nonprotein siilfidril gruplarmin, bir disiilfid bilesigi olan
5,5'-ditiyo-bis [2-nitrobenzoik asit] (DTNB)’yi rediikleyerek, 412 nm dalga boyunda
absorbans veren sar1 renkli bir kompleks olusturmas: esasma dayanir. Olgiilen absorbans

degeri GSH miktarini yansitir (226).

Ayrraglar:

Coktiiriicti Cozelti: 1,67 g glasiyel metafosforik asit, 2,0 g Disodyum EDTA ve 300
g NaCl, saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

42,59 g Na;HPOy, saf su ile 1000 ml’ye tamamlanip 0,3 M Na,HPOj elde edildi.

40 mg DTNB % 1°’lik Sodyum Sitrat ile 100 mI’ye tamamlanip %0,40’ ik DTNB
¢ozeltisi elde edildi.

Yontem:

Kore ait deney tiipiine 2 ml saf su ve 3 ml ¢oktiiriicli, 6rnege ait deney tiipiine ise 2
ml doku homojenat1 ve 3 ml ¢oktiiriicii eklendi.

Karigimlar 5 dakika bekletildi, 6rnek filtre kagidindan siiziildi. Siiziintiilerden 2’ser
ml alinip iki ayr1 tiipe alinir ve iizerlerine 8 ml 0,3 M Na,HPO; ilave edildi.

Ornegin absorbans degeri 412 nm’de kore karsi okundu (OD1). Daha sonra tiiplere
%0,04 DTNB’den 1’er ml ilave edildi. Ornek tiipte olusan renk 412 nm’de kore kars:
okundu.(OD2).

Hesaplama:
Glutatyon derisimi pmol/mg protein olarak hesaplandi:

C (umol/ml) (OD2-OD1) 5
= X

1000 13,600 2
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13,600: GSH ile DTNB etkilesimi sirasinda olusan sar1 rengin molar ekstinksiyon katsayisi
C: pmol /ml Glutatyon

OD1: DTNB ilave edilmeden dnce 412 dalga boyunda 6lgiilen optik dansite

OD2: DTNB ilave edildikten sonra 412 dalga boyunda dlgiilen optik dansite

1000 : pmol’e doniisiim katsayis1

5/2 : seyreltme katsayis1

C (umol/ml)
pmol/mg protein =
mg protein / ml

3.3.1.2.5 Lowry Yontemi ile Protein Tayini

Alkali ortamda proteinlerin bakir siilfat ve fosfotungstik asit ile reaksiyona girerek
olusturdugu mavi renkli kompleksin 550 nm dalga boyunda absorbans degerinin 6l¢iilmesi

prensibine dayanir (227).

Ayrraglar:

2 g Na,COs, 100ml 0,1 NaOH ile seyreltilip % 2’lik Na,COs elde edildi. 1 g CuSO45H,0,
saf su ile 100 ml’ye tamamlanip % 1’lik CuSO45H,0 c¢ozeltisi elde edildi. 2 g Na-K
tartarat, saf su ile 100 ml’ye tamamlanip % 2’lik Na-K tartarat ¢ozeltisi elde edildi.
Hazirlanan ¢ozeltilerden 50 ml %2’lik Na,COs, 0,5 ml %]1°‘lik CuSO45H,O ve 0,5ml
%2’lik Na-K tartarat karistirilip Ayirag C hazirlandi.

Folin-Ciocalteu Ayiract: 1:1,5 saf su ile dilue edildi.

Protein standart egri ¢izimi:

Asagidaki ¢izelgede verilen derisimlerde hazirlanan bovin serum albumin (BSA)

standartlar1 kullanilarak standart egri ¢izimi yapildi.
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Cizelge 3.1. Protein Standart Egri Ciziminde numunelerdeki madde miktarlar:

Tiip No Kor 1 2 3 4 5
Kullanilan BSA Standart
Derisim (ug/ml) - 100 200 300 400 500
Ilgili BSA Standart

. - 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Cozeltisi (ml)
Serum fizyolojik (ml) 0,3 - - - - -
Ayirag C (ml) 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0

Bu karigimlar hazirlanip oda 1sisinda 10 dk bekletildi. Ardindan her birine 0,3 ml
Folin-ciocalteu aywract (Folin fenol ayiraci veya Folin-Denis Ayiraci) ilave edildi ve oda
1sisinda 30 dakika bekletildi. 550 nm’de kore karsi okundu ve standart konsantrasyonlarma

kars1 absorbans degerleri ¢izildi.

Protein Standart Egrisi

Absorbans (550nm)
S
N

0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Konsantrasyon (mikrogram/ mL)

Sekil 1. Protein Standart Egrisine ait bir 6rnek

Y ontem:
Kore ait deney tiipiine 0,3 ml serum fizyolojik ve 3 ml taze hazirlanan ¢dzelti,
drnege ait deney tiipiine ise 0,3 ml doku homojenat1 ve 3 ml giinliik ¢zelti eklendi. ilave

edildikten sonra karistirildi. Oda 1sisinda 10 dakika bekletildi. Ardindan her birine 0,3 ml
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Folin-ciocalteu ayiraci ilave edildi ve oda 1sisinda 30 dakika bekletildi. Absorbans degeri

550 nm’de okundu. Protein konsantrasyonu standart egriden degerlendirildi.

3.3.1.2.6 Kan Dokusundaki Kapiler Damar Sayim

Tim gruplardaki her bir sicanin arka bacaklarindan anestezi altinda alian
gastroknemius kas dokusu iki pargaya ayrildiktan sonra % 10’luk formalin ¢dzeltisinde 48
saat fikse edildi. Rutin takip yontemi sonrasinda dokular parafine gomiilerek bloklandi.
Tilim parafin bloklardan mikrotom ile 7 pm’lik kesitler alindi. Dokulardaki kapiller damar
sayilarin1 belirleyebilmek i¢in kesitlere bazal laminalar1 pozitif boyayan PAS boyasi
yapildi. Bu histokimyasal boya ile bazal laminalar1 parlak kirmizi-leylak rengi boyanan
kapiller damarlar kolayca sayilabildi. PAS boyasi1 asagidaki yontemle uygulandi:

Kesitler deparafinize edildikten sonra rehidrate edildi. Periyodik asit ¢dzeltisi 10
dakika bekletilen kesitler distile suda yikandi. Schiff reaktaninda 5 dakika bekletildi ve
akan ¢esme suyunda yikandi. Cekirdek boyanmasi i¢in Meyer’s hematoksileninde 15
saniye boyandiktan sonra akan ¢esme suyunda yikandi Derecesi artan alkol serilerinde
dehidrate edildikten sonra kesitler kurutuldu ve entellan ile kapatild.

Sayim i¢in tiim gruplardaki her bir denegin ikiser blogundan elde edilen kesitler
kullanildi. Boyanan kesitlerin rastlantisal olarak segilen farkli ikiser alanindan 20’lik
objektifle fotograflar1 ¢ekildi. Bu islem i¢in Olympus BX50™ 151k mikroskobuna takili bir
Nikon Coolpix 5000™ djjital kamera kullanildi. Elde edilen mikrofotograflardaki
damarlarin sayimi iTEM 5.0° (Soft Imaging System GmbH-Germany) yazilimi kullamlarak
gerceklestirildi. Sayim sonucunda her grup icin elde edilen toplam damar sayilar1 gruptaki

denek sayilarina boliinerek damar sayisi ortalamalari hesaplandi.
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3.3.1.3. istatistiksel Metotlar

Biitiin verilerin normallik testleri Shapiro-Wilk testi ile test edilmis ve normal
dagilim gosterdigi gozlenmistir. Deney gruplarimiz ikiden fazla oldugu i¢in gruplar
arasindaki istatistiksel farkliliklar tek yonlii varyans analizi (One way ANOVA) veya
Kruskall-Wallis testi kullanilmistir. Analizler SPSS 11.5 ve MedCalc 10.4.0 istatistik paket
programlar1 kullanilarak yapilmistir. Grafikler STATISTICA 6.0 paket programu ile

cizilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kimyasal Bulgular

4.1.1. 2-Benzil-1H-benzimidazol (BB1)

Formiil 27

1.080 g (10 mmol) 1,2-fenilendiamin ve 2.040 g (15 mmol) fenilasetik asit 7 ml SN
hidroklorik asit ¢ozeltisi icinde, 7 saat 1sitilarak, genel sentez yontemi I’e gore yiiriitiilen
reaksiyonu ile 1.060 g saf bilesik (Formiil 27) elde edildi.

1.080 g (10 mmol) 1,2-fenilendiamin ve 2.040 g (15 mmol) fenilasetik asit 3 g PPA

cOzeltisi icinde, 5 dakika 1sitilarak, genel sentez yontemi II’e gore yiiriitiilen reaksiyonu ile
1.770 g saf bilesik elde edildi.

Konvansiyonel Yontem Mikrodalga Yoéntemi
Siire Sicaklik | Verim Siire Giig Verim | Erime Noktas1 (°C)
Bilesik No | (saat) | (°C) (%) (dk) (watt) (%)
BB1 7 Reflaks 50 5 150 85 182°C
(Lit: 179-180°C 252251
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IR spektrumunda (cm™), 3600-2200 (N-H, aromatik gerilimler), 3050 (aromatik =C-H
gerilim), 2915 (alifatik -C-H gerilim), 1597 (C=N gerilim), 1600-1500 (aromatik C=C
gerilimleri, N-H egilim, alifatik -C-H egilim), 760-750 cm™ (benzen =C-H plan-dis1 egilim)
bantlar1 goriiliir.

'"H NMR spektrumunda (DMSO- dg) & ppm, 4.17 (2H, s, CH,), 7.12 (2H, dd, J= 9.4 ve 3.1
aromatik H), 7.21-7.25 (1H, m, aromatik H), 7.29-7.37 (4H, m, aromatik H), 7.45-7.50
(2H, m, aromatik H), 12.50 (1H, yayvan s, -NH) pikleri goriildii.

Elementel Analiz: C;4H;,N; (208.10)

%C %H %N
Hesaplanan : 80.7 5.8 13.5
Bulunan : 80.5 5.6 13.2
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4.1.2. 2-(2-Metoksibenzil)-1 H-benzimidazol (BB2)

N
/>—CH2 OCHj;
N

Formiil 28

1.080 g (0.01 mol) 1,2-fenilendiamin ve 2.490 g (0.015 mol) 2-metoksifenilasetik
asit 80 ml 5N hidroklorik asit ¢ozeltisi i¢inde, 7 saat 1sitilarak, genel sentez yontemi I’e
gore yiritiilen reaksiyonu ile 0.955 g saf bilesik (Formiil 28) elde edildi.

1.080 g (0.01 mol) 1,2-fenilendiamin ve 2.490 g (0.015 mol) 2-metoksifenilasetik
asit 2 g PPA ¢ozeltisi i¢inde, 7 dakika 1sitilarak, genel sentez yontemi II’e gore yiiriitiilen
reaksiyonu ile 1,765 g saf bilesik elde edildi.

Konvansiyonel Yontem Mikrodalga Yoéntemi
Siire Sicaklik | Verim Siire Glig Verim Erime Noktasi
Bilesik No | (saat) | (°C) (%) (dk) (watt) (%) (°O)
BB2 7 Reflaks | 40 7 150 74 188-189°C (Lit:186-187°C
228,229, 232»234)

IR spektrumunda (cm™), 3500-2300 (N-H, aromatik =C-H gerilim), 1620 (C=N gerilim),
1600-1450 (aromatik C=C gerilimleri, N-H egilim, alifatik -C-H egilim), 740-730 (benzene
=C-H plan dis1 egilim) bandlar1 goriildii.
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"H NMR spektrumunda (DMSO- dg) 6 ppm, 3.42 (s, 3H), 4.27 (s, 2H), 7.14 -7.38 (5H, m,
aromatik H), 7.41-7. 50 (3H, m, aromatik H), 12.88 (yayvan s, 1H).

Elementel Analiz: C;sH14N,O (238.11)

%C %H %N
Hesaplanan :75.6 5.9 11.8
Buluunan :75.9 5.5 11.3
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4.1.3. 2-(3-Metoksibenzil)-1 H-benzimidazol (BB3)

Il
/>7CH2
N
OCHs

Formiil 29

1.080 g (0.01 mol) 1,2-fenilendiamin ve 2.490 g (0.015 mol) 3-metoksifenilasetik
asit 80 ml 5N hidroklorik asit ¢ozeltisi icinde, 8 saat 1sitilarak, genel sentez yontemi I’e
gore yiritiilen reaksiyonu ile 0.850 g saf bilesik (Formiil 29) elde edildi.

1.080 g (0.01 mol) 1,2-fenilendiamin ve 2.490 g (0.015 mol) 3-metoksifenilasetik
asit 3 g PPA c¢ozeltisi i¢inde, 7 dakika 1sitilarak, genel sentez yontemi II’e gore yiiriitiilen
reaksiyonu ile 1,790 g saf bilesik elde edildi.

Konvansiyonel Yontem Mikrodalga Yontemi

Siire Sicaklik | Verim | Siire | Giig Verim | Erime Noktasi

Bilesik No | (saat) | (°C) %) | (k) | (watt) | (%) (°C)

BB3 8 Reflaks | 35 7 150 |75 152-153°C (Lit: 152-155°C %)

IR spektrumunda (cm™), 3600-2200 (N-H), 3050 (aromatik =C-H gerilim), 2910 (alifatik -
C-H gerilim), 1613 (C=N gerilim), 1586-1535 (aromatik C=C gerilimleri, N-H egilim,
alifatik -C-H egilim), 760-750 cm™ (benzen =C-H plan-dis1 egilim) bantlar1 goriildii.

"H NMR spektrumunda (DMSO- de) 6 ppm, 3.36 (s, 3H), 4.36 (s, 2H), 7.10-7.44 (m, 4H),
7.59-7.89 (m, 4H), 12.29 (yayvan, s, 1H) pikleri goriildii.
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Elementel Analiz: C;sH14N,O (238.11)

%C %H %N
Hesaplanan :75.6 5.9 11.8
Bulunan :75.5 5.6 11.7
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4.1.4. 2-(4-Metoksibenzil)-1 H-benzimidazol (BB4)
Il
/>7CH2
N

OCH,
Formiil 30

1.080 g (0.01 mol) 1,2-fenilendiamin ve 2.490 g (0.15 mol) 4-metoksifenilasetik asit
80 ml 5N hidroklorik asit ¢dzeltisi i¢inde, 8 saat 1sitilarak, genel sentez yontemi I’e gore
yiriitiilen reaksiyonu ile 0.960 g saf bilesik (Formiil 30) elde edildi.

1.080 g (0.01 mol) 1,2-fenilendiamin ve 2.490 g (0.015 mol) 4-metoksifenilasetik
asit 3 g PPA c¢ozeltisi i¢cinde, 5 dakika 1sitilarak, genel sentez yontemi II’e gore yiiriitiilen
reaksiyonu ile 1,910 g saf bilesik elde edildi.

Konvansiyonel Yontem Mikrodalga Yoéntemi

Siire Sicaklik | Verim Siire Giig Verim | Erime Noktas1 ( °C)
Bilesik No | (saat) | (°C) (%) (dk) (watt) (%)
BB4 8 Reflaks | 40 5 150 80 165°C (Lit: 165°C %)

IR spektrumunda (cm™), 3600-2200 (N-H, aromatik gerilimleri), 3050 (aromatik =C-H
gerilim), 2910 (alifatik -C-H gerilim), 1610 (C=N gerilim), 1600-1535 (aromatik C=C
gerilimleri, N-H egilim, alifatik -C-H egilim), 760-750 cm™ (benzen =C-H plan-dis1 egilim)

bantlar1 goriildii.
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"H NMR spektrumunda (DMSO- dg) 6 ppm, 3.80 (s, 3H), 4.60 (2H, s), 6.85-6.90 (2H, m,
aromatik H), 7.10-7.15 (2H, m, aromatik H), 7.35 (2H, d, aromatik H), 7.36-7.52 (2H, m,
aromatik H), 12.27 (s, 1H) pikleri goriildii.

Elementel Analiz: C;sH14N,O (238.11)

%C %H %N
Hesaplanan :75.6 5.9 11.8
Bulunan 1754 5.7 11.9
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4.2. Biyolojik Bulgular

Bu c¢aligmada 4 adet benzimidazol tiirevi bilesik apoptozis ve anjiyojenez
tizerindeki roliiniin arastirilmasi amaciyla sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin 6nce in
vitro hiicre kiiltiirii calismasi ve ardindan in vivo cahismasiyla etkileri tespit edilmistir. 1k
olarak AML hiicrelerinde yapilan hiicre kiiltiiri ¢alismasi ile kaspaz-3 ve -8 enzimlerinin
Olglimii yapilarak bilesiklerin apoptotik etkileri tespit edilmistir. Ardindan in vivo
caligmalar ile bilesiklerin apoptozise olan etkilerinin degerlendirilmesi igin arka bacak
iskemisi yapilmig siganlarin kas dokusunda kaspaz-3, -8 ve -9 enzimlerinin 6lgliimii,
anjiyojeneze olan etkilerinin degerlendirilmesi i¢in ise kas dokusunda ve serumda VEGF
diizeyleri belirlenmistir. Bu ¢aligmalarin yani sira bilesiklerin oksidatif hasar olusumunu
belirlemek icin kas dokusunda katalaz enzim aktivitesi ve serbest radikal temizleyici GSH
diizeyleri tayin edilmistir. Son olarak da kas dokusundan alinan kesitlerde kapiller damar

sayimmi yapilarak bilesiklerin antianjiyojenik etkileri degerlendirilmistir.
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4.2.1 In Vitro Deneylerden Elde Edilen Biyolojik Bulgular

Cizelge 4.1. In Vitro Calismalardaki Apoptozis ile ilgili parametreler

. 24, saat 48. saat
Maddeler |~ Enzim Gruplar Ortalama+ SD p Ortalama+ SD p
Kontrol 0.0815+0.0021 0.0865+0.0021
Kaspaz | 150 ug/ml_| 0.0700+0.0014* | 0.0710+0.00001*" 0.001
3 300 pg/ml | 0.0730+0.0001%* ' 0.0720+0.0014*" | ™
BBI 600 pg/ml | 0.0076+0.0010 0.0820+0.0014
Kontrol 0.0875+0.0035 0.0805+0.0021
Kaspaz | 150 pg/ml | 0.0835+0.0007 0051 0.0835+0.0007" 0.003
8 300 pg/ml | 0.0915+0.0007 ' 0.0860+0.0014" '
600 pg/ml | 0.0915+0.0210 0.0940+0.0140*
Kontrol 0.0815+0.0021 0.0865+0.0021
Kaspaz | 150 pg/ml_| 0.0750+0.0014* | o 0.0800+0.0014" 0.001
3 300 pg/ml | 0.0780+0.000001 ' 0.0955+0.0007* % '
BR2 600 pg/ml | 0.0780+0.0014 0.1015+0.0021%*
Kontrol 0.0875+0.0035 0.0805+0.0021
Kaspaz | 150 pg/ml_| 0.0930+0.000001 | o | 0.0880£0.000001 | o o
8 300 pg/ml | 0.0930+0.0014 ' 0.0940+0.000001* | *
600 pg/ml | 0.0975+0.0021" 0.09100.0420*
Kontrol 0.0815+0.0021 0.0865+0.0021
Kaspaz | 150 pg/ml | 0.0965+0.0007*" 0.000] |_0:1010=0.0028* 0.006
3 300 pg/ml | 0.0995+0.0007*" | 0.0925+0.0021 '
BB3 600 pg/ml | 0.1070+0.0014* 0.1010+0.0014*
Kontrol 0.0875+0.0035 0.0805+0.0021
Kaspaz | 150 pg/ml [ 0.0705£0.0007* | ', | 0.0855+0.0021 0.000
8 300 pg/ml | 0.0745+0.0007* ' 0.0875+0.0007* '
600 pg/ml | 0.0695+0.0007* 0.0900+0.0014*
Kontrol 0.0815+0.0021 0.0865+0.0021
Kaspaz | 150 pg/ml | 0.1040+0.0080 0.05] |-0:0975+0.0007 0.041
3 300 pg/ml | 0.1000+0.0014 : 0.1020+0.0035 '
BBA4 600 pg/ml | 0.0975+0.0064 0.10300.0060*
Kontrol 0.0875+0.0035 0.0805+0.0021
Kaspaz | 150 ug/ml | 0.1010+£0.0007* 0.020 0.0745+0.0007"° 0.008
8 300 pg/ml | 0.0965+0.0021 ' 0.0885+0.0007 '
600 pg/ml | 0.0975+0.0021%* 0.0875+0.0036

*; Kontrol grubu ile farkliligim anlamli oldugunu ifade etmektedir (P<0.05)
$; 300 pg/ml grubu ile farkliligin anlamli oldugunu ifade etmektedir (P<0.05)
#; 600 pg/ml grubu ile farkliligin anlamli oldugunu ifade etmektedir (P<0.05)
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4.2.2 in Vivo Deneylerden Elde Edilen Biyolojik Bulgular

Cizelge 4.2. Apoptozis ile ilgili parametreler

Parametreler Kontrol | Kronik iskemi | Kronik iskemi | Kronik iskemi | Kronik iskemi p
(m=6) | (n=5) +DMSO (n=6) | + BB3 (n=9) | + BB4 (n=8)
0.597 0.479 = 0418+ 0.630 = 0.695 =

Kaspaz 3 0.170 0.135 0.063 0.146" 0.186"1 0.022
0.534 = 0412+ 0.427 + 0.690 = 0.745 +

Kaspaz 8 0.141 0.111 0.074 0.177%" 0227# | 0005

Kasoaz 9 0.632 = 0.451 = 0.402 = 0.590 = 0.700 = 0011

P 0.177 0.112 0.060%* 0.173" 0.241%% '

*; Kontrol grubu ile karsilagtirilldiginda istatistiksel olarak anlamli farklilig1 ifade etmektedir.
#; Kronik iskemi + DMSO grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml: farklilig1 ifade etmektedir.
+; Kronik iskemi grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh farklilig1 ifade etmektedir.

Cizelge 4.3. Antioksidan Sistem ile ilgili parametreler

Parametreler | Kontrol | Kronik Iskemi | Kronik Iskemi | Kronik iskemi | Kronik Iskemi p
(n=106) (n=5) +DMSO (n=6) | + BB3 (n=9) + BB4 (n=18)
0.015 £ 0.007 £ 0.010+ 0.005 + 0.007 £
GSH 0.004 0.003" 0.005* 0.004"* 0.002° < 0.0001
0.815 £ 0.887 0.860 + 1.621 + 1379+
CAT 0.513 0.421 0.346 0.763"%7 0.500 0.039
*; Kontrol grubu ile kargilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilig1 ifade etmektedir.
#; Kronik iskemi + DMSO grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilig1 ifade
etmektedir.
+; Kronik iskemi grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilig1 ifade etmektedir.
Cizelge 4.4. BB3 ve BB4’iin Doku VEGF ve Serum VEGF degerlerine etkisi
o .| Kronik Iskemi Kronik Kronik
Parametreler K(ﬁitg())] Kron(ﬂj;k emt + DMSO Iskemi + Iskemi + P
(n=5) BB3 (n=5) | BB4 (n=5)

Doku VEGF -2.51£4.01 18.44 +22.45 5.84 +£12.05 10.71£7.10 | 4.83+2.50 | 0.088
Serum VEGF | 16.62 +4.32 18.04 + 8.77 14.14+535 | 15.38+4.41 | 18.04+£2.54 | 0.683
Cizelge 4.5. BB3 ve BB4’iin kas dokusundaki kapiller damar sayisina etkisi
Parametreler Kontrol Kronik Iskemi | Kronik Iskemi | Kronik Iskemi | Kronik Iskemi p

arametreie (n=4) (n=5) +DMSO (n=5) | +BB3 (n=4) | +BB4 (n=7)
q Kapiller |51 554 1038 | 34.80+ 1643 | 35.50419.91 | 34.00=7.49 | 40.07+1626 | 0.444
amar sayisl
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada 2 numarali konumlarindan benzil, 2-metoksibenzil, 3-metoksibenzil,
ve 4-metoksibenzil grubu tasiyan 4 adet benzimidazol tiirevi bilesik (Formiil 31)

konvansiyonel ve mikrodalga sentez yontemleri ile sentezlenmistir.

H
N

>—CH2 R4
N/

Ry
Rs
Formiil 31
Bilesik No R1 R2 R3
1 -H -H -H
2 -OCH; | -H -H
3 -H -OCH; |-H
4 -H -H -OCHj;

Sentezi yapilan bilesikler daha once grubumuzun yaptigi calismalarda ve bazi
arastirmacilar tarafindan sentezlenmis, literatiirde kayithi bilesikler olup mikrodalga
sentezleri ise grubumuz tarafindan yapilmistir (128, 228-234). Bilesiklerin sentezleri,
konvansiyonel yontem olarak; 2-alkilsiibstitiie benzimidazol tiirevlerinin eldesi igin kolay
ve ¢ok kullanilan bir yontem olan Phillips Yontemi ve son yillarda &zellikle organik
sentezlerde siire kisaligi, verim yliksekligi gibi yararlarindan dolayr yogun olarak

kullanilmakta olan mikrodalga yontemleri uygulanarak yapilmistir (40, 49, 235-237).
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Reaksiyon Denklemi 50’de bu ¢aligmada sentezlenen bilesiklerin sentez semasi

verilmektedir.
R, R, H
NH, 5N HC1 N
/>7CH2 Rl
+ H OCH,C R, N
NH, R
PA 2

Reaksiyon Denklemi 50

Mikrodalga yontemi ile yapilan sentez ¢alismalari incelendiginde tiim bilesikleirn
daha kisa siirede ve daha yiiksek verimle elde edildigi goriilmektedir. Konvansiyonel
yontemle 7-8 saatte gerceklestirilen sentezlerin mikrodalga yontemi ile 5-7 dakika gibi
oldukca kisa siirede yapilabilmektedir. Yine mikrodalga ile ger¢eklestirilen reaksiyonlarda
konvansiyonel yonteme gore verimlerin % 70-114 arasinda degisen oranlarda yiikseltigi
gorilmektedir.

Sentezlenen bilesiklerin yapilarmm belirlenmesi i¢in, erime dereceleri, IR ve 'H-
NMR spektrumlarindan ve elementel analiz verilerinden yararlanilmistir. Bilesiklerin
izerinde yapilan ¢aligmalar literatiir verileri ile uygunluk gostermektedir.

Bilesiklerin IR spektrumlar1 FT-IR spektrofotometresi ile ATR (Attenuated Total
Reflectance) yardimiyla toz veya kristal Ornek iizerinde alinmistir. Bilesiklere ait
spektrumlarin 3500-2300 cm™ bdlgesinde kuvvetli, yayvan multiplet absorbsiyon bandlar1
gorilmektedir. Bu bolgede bilesiklerin 2 numarali konumlaridaki siibstitiiente bagli olarak
aromatik =C-H gerilim ve alifatik C-H gerilim bandlar1 yer almaktadir. Bu bandlarin
yerlerini her zaman tam olarak belirlemek zordur (238).

Bilesiklerin IR spektrumlarinda incelenen ikinci bdlge 1700-1300 bolgesidir. Bu
bolgede bilesiklerin C=N gerilim, C=C gerilim, N-H egilim ve 2 numarali konumlarinda
yer alan —CH; grubuna ait C-H egilim bandlar1 goriilmektedir.

Elde edilen bilesiklerin 'H-NMR spektrumlart DMSO-d, i¢inde almmistir. imidazol
halkasma ait N-H protonu spektrumlar1 6 12.27 ila 12.88 ppm arasinda yayvan bir single
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halinde goriilmektedir. Benzimidazoliin imidazol halkasi iizerindeki proton N'-C-N’
boyunca esit olarak delokalize olmaktadir. Bu protonun “piridin azotu” ile “pirol azotu”
arasindaki degisimi ¢ok hizli oldugu i¢gin NMR spektrumunda N-H protonuna ait sinyal oda
1s1sinda yayvan singlet halinde goriilmektedir (239).

Benzimidazol halkasinin aromatik protonlarina ait pikler imidazol hidrojeninin iki
azot atomu arasinda hizl1 degisimi nedeni ile multipletler halinde 6.85-7.89 ppm araliginda
gorilmektedir (240).

Coziict olarak kullanilan DMSO-ds i¢inde H,O’ya ait 6 3.34 ppm civarinda ve
kullanilan DMSO-d¢’nin en iyi sartlarda % 99.9 oraninda doteryum igermesi nedeni ile
CD;SOD,H’a ait 6 2.50 ppm’de gozlenen pikler tiim spektrumlarda vardir.

Aktivite ¢aligmalar1 incelendiginde, ilk asamada sentezlenen 4 bilesigin l6semik
hiicre (AML) apoptozisi lizerine etkisi arastirilmistir. Losemik hiicreler BB1, BB2, BB3 ve
BB4’iin farkli konsantrasyonlarinin (150, 300 ve 600 upg/ml) 24 saat ve 48 saat
inkiibasyonu sonrasinda, BB1 bilesiginin kaspaz-3 seviyesini azaltirken, kaspaz-8
seviyesini arttrdiglr  goriilmektedir. BB2 bilesigin kaspaz-3 seviyesinde farklilik
bulunmazken, kaspaz-8 seviyesinde artis oldugu goriilmektedir. BB3 bilesigi kaspaz-3
seviyelerini hem 24 hem de 48 saatlik inkiibasyonlar neticesinde arttirirken, kaspaz-8
seviyelerini ilk 24 saat sonunda azaltip, ikinci 24 saatte net olarak arttirmigtir. BB4 bilesigi
ise hem kaspaz-3 seviyesini hemde kaspaz-8 seviyesini 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar
sonucunda arttirmstir.

Ozellikle BB3 ve BB4 bilesiklerinin apoptotik etkilerinin diger iki bilesige gore
daha etkin oldugunu verilere dayanarak s6ylemek miimkiindiir.

Gen kontrollii bir siire¢ olan apoptozis, farkli stimiilasyonlara cevap olarak normal
doku turnoveri, doku ve organlarin sekillenmesi, immiin sistem, embriyolojik geligim,
kanser ve farklilagmis hiicrelerin yasam siirelerinin sona ermesi gibi farkli biyolojik
stireclerde gorev almaktadir (4-6). AML olusumunda hiicre proliferasyonu ve apoptozis
arasmdaki denge ¢cok dnemlidir. Caligmanin bu asamasinda, apoptozisin bir gdstergesi olan
kaspaz-3 ve kaspaz-8 enzim aktivitelerindeki artis ¢alisma konusunu teskil eden

bilesiklerinin 16semik hiicrelerin artisin1  baskiladigni  diisiindiirmektedir.  Ileriki
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arastirmalarda bu bilesiklerin artan konsantrasyonlartyla ¢alismalarin = siirdiiriilmesi
diisiiniilmektedir.

Aktivite c¢aligmalariin ikinci boliimiinde yapilan in vivo c¢alismada arka bacak
iskemisi olusturulan siganlardan alinan dokularda kaspaz-3, -8 ve -9 aktiviteleri
incelenmistir.

Yapilan in vitro ¢alismada daha aktif bulunan BB3 ve BB4 bilesikleri ile in vivo
aktivite caliymalarma devam edilmistir. Calismada her iki bilesigin kaspaz seviyelerini
arttirdig tespit edilmistir. DMSO uygulanan kronik iskemili sicanlarda kaspaz-3, -8 ve -9
seviyeleri sirastyla 0.418+0.063, 0.427+0.074, 0.402+0.060 iken BB3 bilesigi uygulanan
siganlarda bu degerler 0.63040.146, 0.690+0.177, 0.590+0.173 degerlerine ulagsmistir. Ayni
kaspaz seviyeleri BB4 bilesigi ile yapilan calismada 0.695+0.186, 0.745+0.227,
0.700+0.241 degerlerinde oldugu tespit edilmistir. BB3 ve BB4 bilesiklerinin aktiviteleri
karsilagtirildiginda BB4 bilesigininin kaspaz aktivitelerinin daha yiikksek oldugu
belirlenmistir.

Arka bacak iskemi ¢aligmalar1 incelendiginde, bilateral femoral ligasyon uygulanan
sicanlarda arteriojenez (kollateral dolagimda artis) oldugunu, erken donemde VEGF
diizeyinin arttigini1 ve 30 giin i¢cinde normale dondiigiinii goriilmektedir (224). Yapilan bu
caligmada da, kaslarda VEGF’nin 30 giin sonunda normal degerde oldugu tespit edilmistir.
Ayrica VEGF’nin kaslarda artmasi i¢in ileri derecede iskemi gerekmektedir. Ancak bu
calismada sadece kollateral dolasiminin artis1 saglanmistir. Bu nedenle VEGF nin asir1
artmasin1 beklemek dogru bir yaklasim olamamaktadir. Ayrica insanlarda yapilan bir
calismada ise kritik derecede bacak iskemisi olan ve bu ylizden amputasyona giden
hastalarda serum VEGF diizeyi ileri derecede artmisken, hafif iskemisi olan hastalarda da
normalde anlamli bir artig saptanmistir (225). Bu nedenle siganlarda yaptigimiz bu
calismada asir1 VEGF yiikselmesini beklememek anlamli goriilmektedir. Ancak hafif
iskemisi olan hastalarin serum VEGF diizeyi medikal tedavi ile 30 giin sonunda normal
diizeye gelmistir.

Doku VEGF diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismalardan iskeminin
olusturulmasinin ardindan VEGF diizeylerinde artis oldugu goriilmektedir. Ancak ¢oziicii

olarak kullanilan DMSO’nun bu diizeylerde 6nemli bir diisiise neden oldugu tespit
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edilmisti. BB3 ve BB4 bilesiklerinin aktiviteleri incelendiginde BB3’iin etkisi
gozlenmezken BB4’iin ¢cok az miktarda da olsa VEGF seviyesini diislirdiigii gozlenmistir.
Ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir. Serum VEGF diizeyleri ile yapilan
caligmada ise bilesiklerin VEGF diizeyine etkilerinin kronik iskemili duruma gore anlaml
olmadiklar1 gozlenmistir.

Kaspaz diizeyleri ise iskemide programli hiicre Slimiinii gostermesinden dolay1
sicanlarda hafif iskemi olusturmakla kaspaz diizeyinde artis bekleyemeyiz. Ancak bu
asamada kaspaz diizeyindeki azalma kullanilan bilesiklerin etkilerine baglanabilir. Diger
taraftan in vivo ¢aligmalardaki etkilerin in vitro ¢aligmaya gore daha karmasik olacagi da
unutulmamalidir.

Histolojik incelemeler sonucunda BB3 ve BB4 bilesiklerinin iskemili duruma gore
kapiller damar sayisinda anlamli bir degisiklige yol agmadig1 gozlenmektedir. Bu verilerle
bilesiklerin anjiyojenez {izerine etkilerinin bulunmadigi1 seklinde bir sonuca ulasilabilir.

Bu ¢alismada bilesiklerin oksidatif hasar olusumu iizerine olan etkilerini belirlemek
icin kas dokusunda katalaz enzim aktivitesi ve serbest radikal temizleyici GSH diizeylerine
de arastirilmistir.

Bilesiklerin katalaz enzimi lizerine olan etkileri incelendiginde kontrol grubuna gore
kronik iskemili grubun ve DMSO-+kronik iskemili grubunun o6nemli bir degisiklik
gostermedigi goriilmektedir. Hem BB3 hem de BB4’iin katalaz enzim miktarinda artig
saglamakla birlikte, BB3’lin etkinliginin daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu sonug
ozellikle BB3 bilesiginin BB4 bilesiginden daha iyi bir antioksidan olabilecegi sonucuna
ulagilmaktadir. BB3 ve BB4 uygulana siganlarda GSH diizeyinin azalmasi da bu
bilesiklerin antioksidan 6zelliginin oldugunu gostermektedir sonucuna ulasilmaktadir.

Son olarak da kas dokusundan alinan kesitlerde kapiller damar sayimi yapilarak
bilesiklerin antianjiyojenik etkileri degerlendirilmistir. BB3 ve BB4 bilesiklerinin kapiller
damar sayisinda anlaml bir degisiklige yol agmadig1 gdzlemlenmistir.

BB3 ve BB4 bilesikleri gerek in vitro ortamda, AML hiicrelerinde ve gerekse in
vivo olarak kronik arka bacak iskemisi modelinde apoptotik etkiye sahip olmasina ragmen
antianjiyojenik etki gdstermemistir. Bu durum bu bilesiklerin antianjiyojenik aktiviteden

daha ¢ok antitiimdr aktivitede olabilecegini diisiindiirmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada sentezlenen 4 adet benzimidazol tiirevi bilesigin in vitro ve in vivo
apoptotik va antianjiyojenik aktivitelerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla ¢alisma
su asamalardan olusmustur.

1. Farkh sentez yontemleri kullanilarak yapilan sentez ¢alismalarinin karsilastirilmasi

2. Sentezlenen bilesiklerin in vitro apoptotik etkiye sahip olup olmadiklarinin
belirlenmesi

3. Aktif olan bilesiklerin in vivo ¢alismalarda etkilerinin arastirilmasi

4. Benzimidazol halkasinin 2 numarali konumundaki benzil grubu {iizerindeki
stibstitiientlerin aktivite tizerindeki roliiniin arastirilmasi.

5. Bilesiklerin oksidan 6zelliklerinin belirlenebilmesi i¢in GSH ve CAT aktivitelerinin

ortaya konulmasi

Calisma konusunu teskil eden dort adet benzimidazol tiirevi bilesik mikrodalga
sentez yontemi ile yapilan ¢aligsmalarinin verim ve siire olarak konvansiyonel yonteme gore
oldukca basaril1 bir yontem oldugu belirlenmistir. Ozellikle BB3 bilesiginde verimin % 114
BB4 bilesiginde ise verimin % 100 oraninda arttigi goriilmektedir. Bununla birlikte 7-8
saatte konvansiyonel yontemle gergeklestirilen sentezler 5-7 dakika arasinda degisen
stirelerde gergeklestirilmistir. Boylece mikrodalga ile gergeklestirilen sentezlerin hem
verim hem de siire olarak avantaji net olarak goriilmiistiir.

Bilesiklerin aktivitelerinin belirlenmesi asamasinda, apoptozisin bir gostergesi olan
Kaspaz -3, -8 ve -9 enzim aktivitelerindeki artis ¢aligma konusunu teskil eden bilesiklerinin
16semik hiicrelerin artigini baskiladigini disiindiirmektedir. Ancak, bu bilesiklerin artan
konsantrasyonlarinda yeni ¢aligmalarin olusturulmasi calismada elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesini daha anlamli noktaya tasityacagi kanisindayiz.

BB3 ve BB4 bilesikleri gerek in vitro ortamda, AML hiicrelerinde ve gerekse in vivo
olarak kronik arka bacak iskemisi modelinde apoptotik etkiye sahip olmasma ragmen

antianjiyojenik etki gdstermemistir. Bu durum bu bilesiklerin antianjiyojenik aktiviteden
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daha c¢ok antitimor aktivitede olabilecegini disiindiirmektedir. Bu bilesiklerin
antianjiyojenik etkinliklerinin arastirilmasi i¢in anjiyojenezden baslica sorumlu endotel
hiicrelerinde in vitro deneylerin yapilmasi daha aciklayici olabilir.

2-Siibstitiiebenzimidazol ana yapisi tasiyan kiigiik yapili bilesiklerin, apoptozisi
indiikleyici ve antianjiyojenez aktivitesi arastirmalarmnin ilk adimini olusturan bu

calismanin bundan sonraki ¢aligmalara oncii olacagi kanisindayiz.
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