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OZET

Anjiyojenez Uzerine Etkili Olabilecek Heterosiklik Bilesikler Uzerinde Calismalar

Tiimor hiicresinin biiyiiyiip gelismesi, tiimorii besleyecek olan yeni
damarlarin olusmasmma ve bdylece diger doku ve organlara tiimoriin
yayilabilmesini saglamaktadir ki bu olaylar zinciri “anjiyojenez” olarak
tamimlanmaktadir.

Ozellikle tiimor hiicrelerinde ekstraseliiler matriks ¢ok hizh degismekte
iken saghkh hiicrelerde ekstraseliiler matriks son derece yavas yapisal degisiklige
ugradigr oldugu bilinmektedir.

Ekstraseliller = matriksin  yapisinin  uzun  zincirli  polimerlerden,
mukopolisakkaritlerden, glikozaminoglikanlardan ve proteoglikanlardan olustugu
iic boyutlu calismalarda belirlenmistir. Hiicrelerde yer alan en yaygmn
glikozaminoglikanlardan birisi hiyaluronik asittir. Hiyaluronik asitin endotel
hiicrelerinin yapisinda yer almakla birlikte bu hiicrelerin tasinmalarinda anahtar
rol oynadig cesitli calismalarla ortaya konmustur.

Hiyaluronik asitin viicutta sentezini kontrol eden hiyaliironidaz
enzimleridir. Dolayisiyla hiyaliironidaz enzimi inhibisyonunun hiyaluronik asitin
kontroliinii saglayabilecegini diisiincesini desteklemektedir.

Anjiyojenez olayinda arastirmacilarin dikkatini c¢eken heterosiklik
halkalardan biri de benzimidazol halkasidir. Benzimidazol halkasinin yasam icin
gerekli olan bazi1 biyolojik molekiillerin yapisinda yer almakla birlikte canh
sistemlerde  benzimidazol halkasinin biyopolimerlerle kolayca etkilesim
gosterebilecegi diisiiniilmektedir.

Bu c¢alismada benzimidazol halkasinin 2 numarali konumunda fenil,
siibstitiie benzil gruplar tasiyan yapilar ile bisbenzimidazol tiirevlerinden olusan 7
adet benzimidazol tiirevi bilesik hiyaluronidaz enzim inhibitor etkileri belirlenmek
amaciyla sentezlenmistir. Sentezlenen benzimidazol tiirevi bilesikler ve standart
madde olarak kullanilan askorbik asit palmitat tuzu pH 3.5 ve 7’de “Morgan-
Elson” ve “Stains-all” testleri kullanilarak antihiyaluronidaz etkileri tespit
edilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin 100 mM konsantrasyonda % inhibisyon degerleri
incelendiginde, Bilesik 5-7°nin pH 7°de % 60-67 ve pH 3.5°de 59-63 inhibisyon
yaptig1 goriilmektedir.

Bu calismada sentezlenen di(1H-benzo[d]imidazol-2-il)metan (Bilesik No: 6)
bilesiginin en yiiksek antihiyaluronidaz etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bilesik
1-4’de oldukea diisiik aktivite gozlenirken ve 5 ve 7 numarah bilesikler bilesik 6’ya
gore diisilk olmasmma ragmen oldukca onemli aktiviteye sahiptirler. Ancak
antihiyaluronidaz aktiviteye sahip bu bilesiklerin anjiyojenez aktivitelerinin varhgi
daha ileri calismalar ile desteklenmesi ve kanitlanmasi gerekmektedir.

viii



ABSTRACT

Investigations on The Heterocyclic Compounds Effective on Angiogenesis

Tumor angiogenesis is described as growth and development of a tumor
cell, formation of new tumor-feeding vessels and hence, proliferation of the tumor
to adjacent tissues and organs. In particular, the association of the tumor
angiogenesis with the extracellular matrix has been investigated due to the slow
structural change in the extracellular matrix of healthy cells unlike the rapid
alterations in those of tumor cells.

Three dimensional studies revealed that the structure of extracellular
matrix is composed of the long chain polymers, mucopolysaccharides,
glycosaminoglycans and proteoglycans. Hyaluronic acid is one of the most common
glycosaminoglycans present in cells. It was revealed that hyaluronic acid exists in
the structure of endothelial cells and also plays a key role in migration of these
cells.

Hyaluronidase enzymes are those in charge of controlling the synthesis of
hyaluronic acid in the body. Thus, it supports the assumption that inhibition of
these enzymes may provide a control over hyaluronic acid.

In angiogenesis, one of the heterocyclic rings drawing the attention of the
scientists is benzimidazole ring. It is assumed that benzimidazole ring exists in the
structure of some biological molecules essential for survival of an organism and
also interacts easily with biopolymers in living systems.

In this study, the moieties having substituted benzyl group at the position of
2 in a benzimidazole ring as well as seven benzimidazole derived compounds of
bisbenzimidazol derivatives were synthesized in order to determine the
hyaluronidase enzyme inhibiting activity. Anti-hyaluronidase effect of the
benzimidazole derived compounds and ascorbyl palmitate, the reference
substance, was investigated at pH 3.5-7 using “Morgan-Elson” and “Stains-all”
tests.

Upon determination of percent inhibition values of synthesized compounds
at the concentration of 100 mM, it is evident that the compounds 5-7 exhibit
inhibitory activity of 60-67 % at pH 7 and 59-63 % at pH 3.5, respectively.

In this study, it was determined that the synthesized compound 6, di(1H-
benzo[d]imidazol-2-yl)methane, possesses the highest anti-hyaluronidase activity.
The compounds 1-4 have lower activity whereas the compounds 5 and 7 exhibit
significantly higher activity. However, the activity of the compounds 5 and 7 is
lower than the compound 6. Nevertheless, the presence of angiogenic activity of
these compounds with anti-hyaluronidase activity should be supported and proved
by further investigations.



1. GIRIS

Tiimor hiicresinin bilyiiyiip gelismesi, tiimorii besleyecek olan yeni damarlarin
olugsmasina ve boylece diger doku ve organlara tiimoriin yayilabilmesini saglamaktadir
ki bu olaylar zinciri “anjiyojenez” olarak adlandirilmaktadir. Onarim alaninda bulunan
damarlarin tomurcuklanmasi ile yeni damarlarin olusumu seklinde de tarif edilen
anjiyojenez, “noevaskiilarizasyon” olarak da isimlendirilmektedir (1,2).

Tiimor biiyiimesini ilgilendiren ¢ok sayida faktor ii¢ baslik altinda toplanabilir:

1. Timor hiicrelerinin biiyiimesi kinetigi

2. Timor anjiyojenezi

3. Tiumdr ilerlemesi ve heterojenligi
Timdr anjiyojenezi malignite i¢in gerekli bir olaydir. Ciinkii, kan destegi olmayan
kanser kolonilerinde, 1-2 mm ¢ap1 gegemez, yeni damarlanma olusmaz ve metastaz
yapamaz. Timoriin biliylimesi besin ve oksijen saglayan yeni damar gelisimi ile
saglanmaktadir. Yeterli kan destegi olmayan kanser kolonileri hizla prolifere olurlar.
Ancak buna karsi gelisen mekanizma ile apoptoz (programlanmis hiicre 6liimii) artar.
Anjiyojenez ile kan akimi saglandiktan sonra ise hiicre 6liim hizinin azalmasina karsin
timor gelisimi artar. Timor anjiyojenezi i¢in anjiyojenik faktdrlerin saglanmasi
gereklidir. Tumorle ilgili anjiyojenik faktorler tiimor hiicrelerinin kendilerinden ve
tiimorii infiltre eden makrofaj gibi iltihabi hiicrelerde yapilir. Endotel hiicreleri igin
Ozgiil etkilere sahip olan Vaskiiler endotelial biiyiime faktorii (VEGF), timor
anjiyojenezinde ve tiimor endoteliyal hiicrelerinin yagamasinda rol alan 6nemli bir
molekiildiir (3).

Fibroblast biiyiime faktori (FGF) ve VEGF anjiyojenezi uyaran faktorler
arasinda olup, her ikisi bazal membrandaki proteoglikanlara baglanir ve bu yapilar
hasarlaginca serbestlesir. Direkt veya indirekt olarak endotel hiicresini uyarir, bu ise
bazal membran1 pargalayan proteinazlari salgilar, endotel hiicre gocii ve proliferasyonu
uyarir ve direkt olarak endotel hiicre popiilasyonunun ilerlemesiyle damarlar olusturur
(4,5).

Ekstraseliiler —matriks uzun zincirli polimerlerden mukopolisakaritler,

glikosakaritler ve proteoglikanlardan olusmaktadir. Dokularda bulunan glikozamino-



glikanlardan en Onemlileri; hiyaliironik asit (HA), kondroitin ve kondroitin stilfattir.
Bunlardan 6zellikle HA tiirevlerinin endotel hiicrelerinin yapisinda ve tasinmalarinda ve
sonu¢ olarak da anjiyojenez olayinda anahtar rol oynadigi c¢esitli calismalarla
kanitlanmistir. HA’nin viicutta sentezini kontrol eden hiyaliironidaz enzimleridir.
Dolayistyla hiyaliironidaz enzimi inhibisyonunun HA’nin kontroliinii saglayabilecegini
diistincesini desteklemektedir (6-8).

Bu aktiviteye sahip olabilecek bilesiklerin anjiyojenez {izerinde de etkili
olabilecegi ve bu bilesiklerin kanser metastazinda uygun bir tedavi yonteminin ortaya
¢ikmasint saglayabilecegi disiiniilmektedir. Ayrica, matriks metalloproteinazlar
tizerinde ¢ok sayida calismalar yapilmis olmasina karsin, proteoglikanlarin yapisini
bozacak enzimler iizerinde oldukca az calisma yapildigt literatiir caligmalarinda
goriilmektedir (6,7). Dolayisiyla, yeni 06zgiil hiyaliironidaz enzim inhibitorlerinin
gelistirilmesinin  anjiyojenezde yeni bir grup Dbilesigin tedaviye girmesini
saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Timor anjiyojenez tedavisinde yararlanmak tizere arastiricilarin dikkatini ¢eken
heterosiklik halkalardan biri de benzimidazol halkasidir. Benzimidazol halkasinin
yasam i¢in gerekli olan bazi biyolojik molekiillerin yapisinda yer almaktadir. Bu halka
sistemi purin ¢ekirdegini tasiyan adenin ve guanin izosteri olup, purin antimetaboliti
olabilir. Bu nedenle, canli sistemlerde benzimidazol halkasinin biyopolimerlerle
kolayca etkilesim gosterebilecegi diisiiniilmektedir.

Vitamin By, (siyanokobalamin)’in yapisinda dogal olarak da yer alan benzimidazol
cekirdegi, gliniimiizde bazi farkli ilag gruplarinin etken maddesi olarak karsimiza
cikmaktadir.

Heniiz giinlimiizde anjiyojenez iizerinde etkili yeni bir benzimidazol tiirevi bilesik
tedaviye girmemisse de son yillarda benzimidazollerin antitiimor aktiviteleri {izerine
bir¢ok arastirma yapilmaktadir.

Bu c¢alismada, hiyaliironidaz enzim inhibisyon aktivitesi oldugu literatiirede kayith
olan, apigenin, biryoantratiyofen, 1,8-dihidroantrakinon, SU5416, cis-hinokiresol gibi
molekiillerinin kimyasal yapilarindan esinlenilerek bir seri benzimidazol tiirevlerinin
sentezlenmesi ve hiyaliironidaz enzim inhibisyonu etkilerinin test edilmesi ve

anjiyojenez ile iliskisinin arastirilmasi amaglanmistir (9,10).



2. GENEL BILGILER

2.1. Benzimidazollerin Kimyasal Ozellikleri

Benzimidazol halkasi, benzen ve imidazol halkalarinin kaynasmasindan olugsmus bir

halka sistemidir.

H
7 /
N 1
6
2
)
5 N
4 3
Formiil 1

Benzimidazol halka sistemi iki farkli yapida azot atomuna sahiptir (Formiil 1).
Bu halka sisteminde numaralandirmaya iizerinde hidrojen atomu tasiyan ve “imino
azotu” veya “pirol azotu” olarak adlandirilan azot atomuna bir numara verilerek
baslanir. Imino azotunun tasidig 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 (11).

Benzimidazol tiirevi bilesikler genellikle yiiksek erime ve kaynama noktasina
sahip kati bilesiklerdir. Ornegin, benzimidazol molekiilii 170°C’de erir. Bu bilesikler
polar ¢oziiciilerde oldukga iyi, polar olmayan ¢oziiciilerde ise az ¢ozlniirler ve polar
coziiciilerde serbest imino hidrojeni asosiye halde bulunur. Imino hidrojeninin
slibstitiisyonu kaynama ve erime noktalarin1 onemli 6l¢tide diistirtir (11).

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 tiirevinin en yiiksek pKa degerine sahip oldugu ve bunun nedeninin piridin azotu
ile benzimidazoliin imino hidrojeninin, hidrojen bag1 yapmasi oldugu ileri sliriilmiistiir

(Formiil 2) (12).

Formiil 2



Elquero ve ark. (13) tarafindan 'H-NMR spektroskopisi ile yapilan bir
calismada, 2. konumunda, heteroatom {iizerindeki hidrojen ile intramolekiiler hidrojen
bag1 yapabilen bir siibstitlientin bulunmas1 halinde, proton degisme hizinin yavasladigi
kanitlanmistir. Ayni ¢alismada, ortama konsantre H,SO, ilavesi ile benzimidazolium
iyonu olusturarak da bu siiregin biiyiik 6l¢iide yavaslatilabildigi gosterilmigtir. H-2
protonu azot atomlar1 lizerindeki her bir hidrojen ile etkileserek triplet vermeside bu
gorlisiin kanit1 olarak sunulmustur.

Benzimidazoller, bazik 6zelligi asit 6zelliginden daha baskin amfoterik karaktere
sahip bilesikler olup, metallerle tuz olustururlar. Bazik o6zelliklerini, tizerindeki
ortaklanmamis elektron ciftini, reaksiyona girdikleri atom veya gruba verebilme
Ozelliginde olan tersiyer azot atomundan kaynaklanmaktadir (14). Benzimidazoller,
asitlerle tuz olusturma kabiliyetine sahip bazik bilesiklerdir.

Rogers ve Clayton 1972 yilinda yaptiklar1 bir calismada, benzimidazol
halkasinin asitlerle protonlandiginda, floresans dalga boylarinda kaymalarin oldugunu
gostermiglerdir (15).

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 dayanikliligi artmakta ve bdylece
piridin azotunun bazik karakteri azalmaktadir. Benzimidazoller, asitler ve bazlara kars1
oldukca dayamikhidirlar 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 (15).

Benzimidazoller asit 6zelliklerini ise, tasidiklari imino hidrojeni ortama proton
halinde vererek gosterir ve elektron ¢ekici gruplar ile siibstitiie edilirlerse asit 6zellikleri
artar (14). Kaynar sudaki benzimidazol ¢6zeltisine AgNOj3 ilavesi ile suda az ¢6ziinen
giimiis tuzu olusur. Bu tuz seyreltik mineral asitlerde ve asetik asitte ¢Oziiniir.
Benzimidazollerin asidik karakterlerinin bir diger gdstergesi ise grignard bilesikleri ile
reaksiyona girerek N-magnezyum halojeniirleri vermesidir. Benzimidazollerin imino
hidrojeninin siibstitiisyonu pseudo-asidik karakterini ortadan kaldirir. Ornegin,
nitrobenzimidazoller, Na,CO3 veya sulu amonyak ¢ozeltileri ile tuz olusturacak kadar

asidiktir.



Serbest imino hidrojeni iceren benzimidazoller, tautomerik sistemlerdir.
Benzimidazollerin tautomerik karekteri gostermek amaciyla, Green ve Day 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) (16) .
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Reaksiyon Denklem 1

Benzimidazollerin tautomerizmi, notral sartlarda da olugmaktadir. Yine Green
ve Day’in yaptiklart bir diger calismada, 2,5-dimetilbenzimidazol, metiliyodiir ile
reaksiyona sokuldugunda 1,2,5-trimetilbenzimidazol ve 1,2,6-trimetilbenzimidazoli,
ayr1 ayr1 elde ettiklerini ve her iki izomer tekrar metil iyodiir ile kuaternize edildiginde

tek bir tiireve ulastiklarini bildirmislerdir (16).
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5(6)-Metilbenzimidazol gibi simetri diizlemi igermeyen tiirevlerin iki farkli
izomer formuna sahip olmasi imino azotundan kaynaklanmaktadir. Bu tip bilesiklerde
kesin yapiyr tanimlamak miimkiin olmayabilir. Reaksiyon Denklemi 3’de goriildiigii
gibi 5-metilbenzimidazol, 6-metilbenzimidazoliin tautomerik formudur. Ayni durum,

4(7)-slibstitiic benzimidazoller ile de 6rneklenebilir (17).

HacﬁN N H
Do — C[ Vs
N

N N

Reaksiyon Denklemi 3

Benzimidazol ve simetri diizlemi igeren tiirevlerin tautomerik formlar1 ise
birbirinin aymdir ve kesin bir yapi1 belirlemek miimkiindiir. Ornegin; 2-metil, 5,6-
dimetil ve 4,7-dimetil benzimidazol simetri diizlemine sahiptir. Benzimidazoliin, benzen
halkasi iizerinde simetri diizlemini bozacak sekilde siibstitiient tagimasi halinde, imino
hidrojeni siibstitiie edilecek olursa, iki farkli izomer karigim1 elde edilmektedir (11).

Benzen {izerindeki siibstitiientin karakteri azot iizerindeki siibstitiisyonu
etkilemekte ve genellikle farkli verimlerde izomerler elde edilmesine neden olmaktadir.
Benzimidazol halkasinin 4. konum siibstitiientleri, 6nemli Olgiide elektrostatik,
termodinamik ve sterik etkilere sahip fakat 5. konumdaki siibstitlientlerde bu etkilerin
yeterince baskin olmamasi nedeniyle, izomer olusum oranmin degistigi bildirilmistir
(18). Arnau ve ark. tarafindan benzimidazoliin 5(6). konum  siibstitiientlerinin
tautomerik denge iizerinde az bir etkisi olmasi nedent ile bu tip siibstitiientler varliginda,
hemen hemen esdeger miktarda regioizomerlerin olustugu bildirilmistir (19).

2-Furil ya da tiyenil siibstitlie benzimidazol tiirevlerinin DMSO ig¢inde
tautomerizm gozlenirken, 2-fenil benzimidazolde gozlenememesinin, molekiilde
heteroaril gruplarin varliginda —NH asiditesinin artmasina bagli olabilecegi bildirilmistir
(20).

Iemura ve ark. tarafindan yapilan bir c¢alismada, 2-kloro-4-metoksi-
benzimidazoliin imino hidrojeninin siibstitiisyonu ile 2-kloro-1-(2-etoksietil)-4-metoksi-

1H-benzimidazol ve 2-kloro-1-(2-etoksietil)-7-metoksi-1H-benzimidazol yapilart elde



edilmis ve bu izomerler kolon kromotografisi ile ayrilmistir (Reaksiyon Denklemi 4)
(22).
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Reaksiyon Denklemi 4

2,4,6-Trifenilpiridinyum benzimidazolat (i¢ tuz) ile metil iyodiirden hareketle
elde edilen izomer karigimi kristalizasyonla ayrilmaya ¢alisildiginda, 6-metoksi izomer
saf olarak elde edilebilmis, ancak 5-metoksi izomeri i¢in bunun miimkiin olamadigi
Alcalde ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada bildirilmistir (Reaksiyon Denklemi 5) (22).
Ayni arastirmaci grubu, bu calismaya benzer sekilde elde ettikleri izomer karisimini
kristalizasyon teknigi ile ayr1 ayr saf olarak elde ettiklerini bildirmislerdir (23). Baska
bir calismada ise, sentez sonucunda elde edilen izomer karisiminin, ancak preparatif

ince tabaka kromotografisi ile ayrilabildigi bildirilmistir (19).
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Reaksiyon Denklemi 5

Katritzky ve Rachwal (24), alisilagelmis alkilasyon sartlarinda karsilasilan
izomer sorununu ¢dziimlemek i¢in, 5-nitrobenzimidazol {izerinden selektif alkilasyon
ile 1-metil-5-nitrobenzimidazol ve 1-metil-6-nitrobenzimidazol regioizomerlerinin ayr1

ayr1 elde edilebilecegini bildirmislerdir.



2.2 Benzimidazollerin Genel Sentez Yontemleri

Benzimidazol sentez yontemlerinde baslangi¢ maddesi olarak cogunlukla o-

fenilendiamin ya da bunu verecek siibstitiie tiirevlerin kullanildig1 goriilmektedir.
2.2.1. 2-Substitiiebenzimidazol Tiirevlerinin Genel Sentez Yontemleri

2.2.1.1 Acillenmis o-nitroarilaminlerden hareketle
[k benzimidazol tiirevi bilesik, 1872 yilinda Hoebrecker tarafindan sentezlenen,
2,5(6)-dimetilbenzimidazoldiir. Bu bilesik 2-nitro-4-metilasetanilidin kalay klortir ile
hidroklorik asit varliginda indirgenme reaksiyonu ile elde edilmistir (Reaksiyon

Denklemi 6) (14).
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Reaksiyon Denklemi 6

0-Dinitrobenzen tiirevlerinin kalay kloriir ile hidroklorik asit ve asetik asit
varliginda, izole edilmeksizin rediiksiyonu ile benzimidazol yapis1 olusturmaktadir. 1,2-
Dinitro-3,4,5,6-tetrametilbenzen’in ayni rediiksiyon kosullarinda asetik asit ile
muamelesi sonucunda 2,4,5,6,7-pentametilbenzimidazol olusmaktadir  (Reaksiyon
Denklemi 7) (25,26).
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Reaksiyon Denklemi 7



2.2.1.2 o-Fenilendiaminler ile karboksilik asitler, asit anhidritleri, esterler
ya da amidlerden hareketle

Ladenburg 1875 yilinda 2,5- (ya da 2,6) dimetil benzimidazoli 3.,4-
dimainotoluenin glasiyal asetik asit i¢inde 1sitilmasi ile sentezlenmistir (14).

1928 yilinda  yayinlanan  bir  c¢alismada  Phillips, baz1  2-
siibstitiiebenzimidazollerin sentezlendigini bildirmistir. Kendi admi verdigi sentez
yontemini kullanarak, 2 numarali konumda metil, etil, hidroksimetil, hidroksietil, o-
hidroksibenzil ve fenil gruplarini tasiyan benzimidazol tiirevlerini; o-fenilendiamin ve
uygun karboksilik asitin (sirasi ile asetik asit, propiyonik asit, glikolik asit, laktik asit,
mandelik asit ve benzoik asit) 4N hidroklorik asit ¢ozeltisi i¢erisinde 30-40 dakika geri
ceviren sogutucu altinda isitilmasi ile elde etmistir (27). Daha sonraki yillarda bu
yontem ayni1 sekilde ya da modifiye edilerek bir ¢ok arastirmaci tarafindan uygulanmis
(14,16,28-30) ve alifatik karboksilik asitler kullanilarak yiritilen reaksiyonlarda
yiiksek verimde 2-alkilsiibstitiiebenzimidazol tiirevlerinin elde edilmesine karsilik
aromatik karboksilik asitler sonucu elde edilen fiiriinlerin eser miktarda oldugu bazi
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (14, 31).

o-Fenilendiamin ile formik asit muamele edilerek, hicbir siibstitlient tasimayan
benzimidazol ana halkasi sentezlenmistir (14). Yine o-fenilendiamin ile karboksilli
asidlerin reaksiyonu sonucu Pool ve ark. tarafindan 2-alkilbenzimidazoller elde
edilmistir (28).

1938 yilinda Hughes ve Lions, Phillips yontemi kullamilarak 2-
klorometilbenzimidazol sentezlendiginde verimin ¢ok diisiik, izolasyonun da ¢ok zor
oldugunu bildirmiglerdir (Reaksiyon Denklemi 8). Bunun {izerine ¢aligmacilar, 2-
klorometilbenzimidazolii, Phillips yontemi ile sentezledikleri 2-hidroksimetil-
benzimidazol’lin tiyonil kloriir ile olan reaksiyonu sonucu elde etmislerdir (Reaksiyon

Denklemi 9) (32).
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1939 yilinda yayinlanan bir ¢alismada, Bloom ve Day 2-klorometilbenzimidazol
sentezi i¢in Phillips yontemini kullandiklarini, sonug iiriini, bu konuda daha oOnce
calisma yapmis olan Hughes ve Lions’a gore daha yiiksek verimle elde ettiklerini
bildirmiglerdir (33). Verimin artmasi, 1,2-fenilendiamin ile kloroasetik asitin 4N
hidroklorik asit i¢gindeki ¢ozeltisinin 45 dakika geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitilma
stiresinden sonra 1 gece bekletilip, su ile seyreltildikten sonra, 6N amonyak ¢ozeltisi ile
notralize edilmesine baglanmistir. Aym1 yontem 1943 yilinda Skolnik ve arkadaslari
tarafindan da kullanilmistir (34).

1940’11 yillarda o-fenilendiaminin organik asitlerle vermis oldugu reaksiyonun
mekanizmasi lizerinde bazi ¢alismalar yapilmistir (16,29,30). Phillips, bu reaksiyon
sirasinda Once monoagil yapist tagiyan bir ara {riiniin olustugunu ve daha sonra
halkanin kapanarak benzimidazol yapisinin elde edildigini bildirmektedir (35).

Yapilan bir ¢alismada o-fenilendiaminin monoagil tiirevinin susuz ortamda halka
kapanma reaksiyonu vermedigi, benzimidazol yapisinin olugmasi i¢in ortamda suyun
bulunmasi gerekli oldugu bildirilmistir (30).

Hein ve arkadaslar1 1957 yilinda yayinladiklar1 bir ¢alismalarinda, benzimidazol
halkas1 olusturmak i¢in Phillips yontemini kullanmanin, 2-alkil siibstitiie tiirevleri i¢in
uygun oldugunu fakat 2-arilbenzimidazollerin sentezi i¢in uygun olmadigini, ¢ok diisiik
verim elde edildigini bildirmislerdir (31). Ayni makalede Phillips yontemi ile 2-
fenilbenzimidazol sentezi ¢alismalarinda sadece eser miktarda iirlin elde edilebilecegi,
ancak reaksiyon derisik hidroklorik asitli ortamda 180°C’de kapal bir tiip icinde (basing
altinda) yapildiginda 2-fenil benzimidazoliin daha yiiksek verimle edilebilecegini

bildirmislerdir. Bis-benzimidazol tiirevi bilesikler de bu yontemle degisen verimlerle

elde edilebilmektedir (Reaksiyon Denklemi 10).
NH, N N
(:[ + HOOC R(Ar) COOH FZ—A> @ \>7R(Ar) </ D
NH N N

2

Reaksiyon Denklemi 10
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Cesitli arastirmacilar 2-merkaptometilbenzimidazol ve 5-siibstitiie tiirevlerini ilk
defa Phillips tarafindan uygulanan yontemle sentezlediklerini bildirmislerdir (36). Bu
yontem uygun o-fenilendiamin ve tiyoglikolik asitin 4-6 N hidroklorik asit igerisinde

geri ceviren sogutucu altinda bir ka¢ saat 1sitilmasi esasina dayanir (Reaksiyon

Denklemi 11) (37-42).

X NH, X N
4-6 N HCI :
+ HS'CHz'COOH EEEE—— \ CH,SH
NH, N

Reaksiyon Denklemi 11

X= -H, -CH,

1964 yilinda yaymlanan bir g¢alismasinda Milner ve arkadaglar1 Phillips
yontemini uygulayarak elde ettikleri 2-merkaptometilbenzimidazoliin hidroklorik asit
tuzu halinde daha dayanakli oldugunu bildirmislerdir (40).

1964 yilinda Porai-Koshits ve arkadaslarinin yayinladiklar1 bir calismada, bazi
2-hidroksimetilbenzimidazol tiirevlerinin asetik asit ve asetik asit anhidriti ile olan
reaksiyonlart sonucunda, bu tlrevlerin asetik asit esterlerinin elde edildigini
bildirmislerdir (43).

Noyanalpan ve Isikdag tarafindan 1984 yilinda yayinlanan bir ¢alismalarinda, o-
fenilendiamin ile bazi karboksilik asit tiirevlerini degisik kondensasyon ajanlarinin
(mineral asitler, polifosforik asit, polifosfat esteri) katalizorliigiinde reaksiyona
soktuklarint ve 2 numarali konumlarinda bazi alkil ve aril siibstitiientleri tasiyan
benzimidazol tiirevlerini, bu ajanlarin tiimii ile, degisik siire ve verimlerde elde
ettiklerini bildirmislerdir. Uzun zincirli alkil gruplari ile, aromatik, siklik ve heterosiklik
gruplart iceren tiirevlerin sentezlerinde ise, PPA ve PPE yontemleri ile daha yiiksek
verimde iriinler elde edildigini bildirmislerdir. Bu tlirevlerin 4N hidroklorik asit
cozeltisi ile kondenzasyonlari, ¢ézlinme giigliikleri, halka agilmasi veya karbonizasyon
gibi nedenlerden dolay1 sentezlerin gerceklestirilemedigini veya ¢ok diisiik bir verimde
tirtinler elde edildigini bildirmislerdir (44).

Digerlerine gore daha yumusak bir kondensasyon ajani olan PPE, alifatik,
aromatik ve heterosiklik karboksilik asitlerin, o-fenilendiamin ile kondensasyonunda ve

ayrica, benzoksazol, benzotiyazol bilesiklerinin sentezlerinde kullanilmistir (45-49).
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Halkali trimetafosfat yapisinda olan PPE, ilk defa 1910 yilinda Langheld tarafindan
fosforpentaoksit ve dietileter karisimimin 1sitilmasi ile elde edilmistir (46). Aside
duyarl olan heterosiklik tiirevler bu yontem ile yiiksek bir verimle elde edilebilirler
(50).

Ancak reaksiyon kosullar1 yeterince kuvvetli degil ise, halka kapanmasi
reaksiyonu olmaz, {iriin olarak mono veya diacilamin tiirevleri elde edilir. Reaksiyon
1s1s1 160 °C nin iizerine ¢iktiginda ise, PPE’nin yapisinda bozunma meydana gelmesi
nedeni ile reaksiyonlarin yiirtimedigi bildirilmektedir (31).

Isikdag tarafindan 1982 yilinda tamamlanan Doktora tez ¢alismasinda, 2-
benzilbenzimidazoliin sentezi i¢in kullanilan bir diger yontemin de o-fenilendiaminin,
PPE varliginda fenil asetik asit ile olusturdugu kondensasyonu sonucu gergeklestirildigi
bildirilmistir (50).

o-Fenilendiamin ve benzoik asitten hareketle 2-fenilbenzimidazol’iin sentezinde
kondensasyon ajanit olarak PPA kullanimi, 1986 yilinda Kumar tarafindan da
uygulanmistir (51).

1964 yilinda Kanaoka ve arkadaslari yaptiklarn bir c¢aligmada 2-
stibstitiiebenzimidazolleri 0-fenilendiamin ile gesitli karboksilik asitlerin kondenzasyon
reaksiyonuyla elde etmislerdir. Ilk defa bu ¢alismada halka kapama ajan1 olarak PPE
kullanilmistir (52).

Aragtirmacilar o-fenilendiamin ve alifatik asitten hareketle Phillips metodu ile
sentezlenen 2-alkilbenzimidazollerin veriminin yiikksek oldugunu, ancak aromatik asit
kullanildiginda oldukg¢a diisiik verimde iiriin elde edildigini bildirmislerdir. Phillips
yontemi ile yiiksek verimde 2-arilbenzimidazol eldesi i¢in bu reaksiyonun kapali bir tiip
igerisinde ve 180°C’de yiiriitiilmesi gerektirdigini, ancak mineral asitler yerine, PPE’nin
kullanim1 sonucu daha iyi sonuglar alindigini bildirmislerdir.

PPE kullanim1 ile benzoik asitten hareketle 2-fenilbenzimidazol sentezi
120 °C’de 20-40 dakika 1sitilmakla oldukga iyi verimde yapilabilmektedir (Reaksiyon
Denklemi 12) (46).
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Reaksiyon Denklemi 12

-

Suziki ve arkadaslar1 1976 yilinda yayinladiklar1 bir ¢caligsmalarinda bir seri 2-
stibstitliie benzimidazol, benzotiyazol ve benzoksazolleri sentezlemislerdir. Oda 1sisinda
hafif alkali ortamda, uygun o-siibstitie anilinler ile etil ditiyoasetat veya
(tiyobenzoiltiyo)-asetik asit ile muamelesi ile 2-fenilbenzimidazolii % 89 verimle elde
etmislerdir (Reaksiyon Denklemi 13) (53).

H,N
74 saat oda 1sis1
CS,-CH,COOH  +
pH=8
H,N

Reaksiyon Denklemi 13
Ichikawa ve arkadaslar1 1979 yilinda yayinladiklar1 bir ¢alismalarinda, baz 2-

arilbenzimidazol ve onlarin 5-siibstitiie tiirevlerini asagidaki semada goriilen iki farkl

yontemle sentezlemislerdir (Reaksiyon Denklemi 14) (54).
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Reaksiyon Denklemi 14

Aragtirmacilar N’-(m-siibstitiiefenil)arilamidlerin halka kapama reaksiyonu ile
elde ettikleri benzimidazollerin agsagidaki denklemlerde goriildiigii gibi, orto ve para tipi
izomerlerin bir karisimi oldugunu ve bu izomerlerin fraksiyonlu rekristalizasyon ile

ayrildiklarini bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 15).
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N
. />7R2 -
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|
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|
H
H
N Ry
/@ / " \©\ HH
L N: o
RY N/ \R
(Para tip) H :

Ry=-CH;,-Cl  R,=-CgHs

Reaksiyon Denklemi 15

Ancak 2 numarali konumda fenil halkasi tasiyan ve 5(7)-metil-siibstitiie-
benzimidazollerin fraksiyonlu rekristalizasyon yontemi ile ayrilmasinin gii¢ oldugu, bu
nedenle bu izomerlerin kolon kromotografisi ile ayrildig: bildirilmistir.

PPA kullaniminin reaksiyon ve reaksiyon sonucu elde edilen {riinlerin
temizlenmesi i¢in gerekli olan siireyi azalttigi ve verimi % 20 civarinda arttirdig

kaydedilmistir.
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1984 yilinda Noyanalpan ve Isikdag, 2-siibsitiitie benzimidazol tiirevlerinin
sentezlerinde degisik reaksiyon ajanlart kullanarak birbirleri ile karsilastirmislardir. 2-
Fenilbenzimidaol’iin sentezinde o-fenilendiamin ve benzoik asitin PPA, PPE, 4N
hidroklorik asit igerisinde reaksiyonlar1 ayr1 ayr1 denenmis, PPA igersinde 170-
180°C’de 3 saat i¢inde % 90 verimle madde elde edilirken, PPE igerisinde 120°C’de 40
dakikada % 58 verimle madde elde edilmistir. 4N Hidroklorik asit ¢ozeltisi ile
kondensasyonlarinin, ¢oziinme giigliikleri, halka agilmasi veya karbonizasyon gibi
nedenlerden dolayr miimkiin olmadig bildirilmistir (44).

1986 yilinda Giimiis ve arkadaslar1 baz1 2,4’ 5-trisiibstitiie-2-fenilbenzimidazol
tirevlerinin 4-siibstitiie o-fenilendiamin ve sentez edilmek istenen bilesige gore
slibstitiie-benzoik asitin PPA varliginda kondenzasyonu ile elde etmislerdir (55).

Pamuk’a ait 1997 yilinda tamamlanan Yiiksek Lisans Tez ¢alismasinda, 2-fenil
ve 5(6)-metil-2-fenilbenzimidazol tiirevlerinin, o-fenilendiamin ile benzoik asitin
polifosforik asit i¢inde, yag banyosu iizerinde, geri ¢eviren sogutucu altinda isitilmast

ile %83 ve %72 verimle elde edildigi bildirilmistir (56).

2.2.1.3. o-Fenilendiaminler ile nitrillerden hareketle

1941 ve 1944 wyilinda yayinlanan c¢alismalarinda Holljes ve Wagner o-
fenilendiamin ile aromatik ve alifatik nitrillerden hareketle 2-siibstitiiebenzimidazol,
benzoksazol tilirevi bilesikleri elde etmislerdir (57,58). Bu yontemle calismacilar
reaksiyonun asit ortamda ve susuz sartlarda yiiriitiillmesi gerektigini bildirmislerdir.
Ayrica ¢alismacilar o0-fenilendiaminin hidroklorik asit tuzu kullanildiginda 2-
fenilbenzimidazoliin yiliksek bir verimle elde edildigini bildirmislerdir. Yiiksek verimle
2-fenilbenzimidazol eldesi i¢in ortamda, en azindan kullanilan nitrile esdeger miktarda
asitin bulunmas1 gerektigini, daha az asitin kullanilmas1 durumunda da reaksiyonun
yiiriidiiglinii ancak hizinin daha az oldugunu bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 16).

Calismacilar reaksiyon mekanizmasinin asagidaki sekilde oldugunu ifade

etmislerdir.
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Reaksiyon denkleminde goriilen RC ®=NH iyonu reaktif bir ara iiriindiir ve bu

iyon, proton varliginda hem amidin, hem de nitril varliginda olusabilir.
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\ c
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NH, N
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NH,CI

NH; + HCI
(R= -fenil, -metil, -etil, -n-propil, -n-butil, -n-amil, -p-tolil)

Reaksiyon Denklemi 16

1949 yilinda Bachman ve Heisey, 2-(2’-hidroksietil)benzimidazolii Phillips
yontemi kullanarak sentezlediklerini bildirmislerdir. Bu ¢alismada, 1,2-fenilendiamin ve
karboksilik asit tiirevi olarak kullanilan 3-hidroksipropiyonitril, 6N hidroklorik asit
cozeltisi icinde 5 saat slireyle geri ceviren sogutucu altinda 1sitilmis, daha sonra
reaksiyon karistmi  amonyum hidroksit ¢ozeltisi ile notralize edilerek 2-(2°-

hidroksietil)benzimidazol elde edilmistir (Reaksiyon Denklemi 17) (59).

NH, N
+  CNCH,CH,0H _ONHCl \>—CHZCH20H
NH> N

Reaksiyon Denklemi 17
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Krohnke ve Leister 1958 yilinda yaptiklari bir ¢calismada 2-fenilbenzimidazol i
benzoilasetonitril ve o-fenilendiaminden hareketle formik asit icerisinde yarim saat

wsitilarak elde ettiklerini bildirmisleridir (Reaksiyon Denklemi 18) (60).

N
O——=C—C4H
. | sHs  _CH N AN
NC —CH, -H,0 \
H

Reaksiyon Denklemi 18

NH,

NH,

Grenda ve arkadagslar1 1965 yilinda yayinlanan bir ¢aligmalarinda anilin
ve benzonitril’den hidroklorik asitli ortamda elde ettikleri N-arilamidin’i bazik ortamda
sodyum hipoklorit ile reaksiyona sokarak 2-arilbenzimidazolleri sentezlemislerdir. N-

fenil benzamidin %34 verimle 2-fenilbenzimidazol’e doniistiigiini bildirmislerdir
(Reaksiyon Denklemi 19) (61).

*NH, ™
+ ArcN —HC )J\
NH2 N Ar
H
N\ N—C
>7Ar - )|\
N
N N

Ar
H

(Ar=-CgHs)

Reaksiyon Denklemi 19
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Mekanizmasi;

N

2.2.1.4 o-Fenilendiaminler ile iminoeterleden hareketle
King ve Achenson tarafindan 1949 yilinda yayimnlanan bir ¢alismada, o-

fenilendiamin ve fenasetiminometil esterin, metanoldeki ¢ozeltisinin 1sitilmasi sonucu

2-benzilbenzimidazoliin sentezlendigi bildirilmistir (Reaksiyon Denklemi 20) (62).

H
/
+ C—CH, _— / H
HN/ N
NH,
Reaksiyon Denklemi 20

3,4-Diamino benzamidin bilesiginin, ¢esitli imidat esterleri ile reaksiyonu
sonucunda, 2,5’-bis-benzimidazol tirevi bilesikler sentezlenmistir (Reaksiyon

Denklemi 21) (63).
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NH2 N

’ \>_©70R
H,N HN N
NH2 H

NH H3C\O/\/O

N
HoN \ N
H

NH
R= H, CH3, CH20H3

Reaksiyon Denklemi 21

Hunger ve arkadaslart 2-benzilbenzimidazolii, benzil siyaniirden olusturulan
iminoeter hidrokloriir yapisindan hareketle sentezlemislerdir. Benzil siyaniiriin
kloroform ve mutlak alkol icerisindeki ¢ozeltisinden Hidroklorik asit gazi gecirerek
olusan iminoeter hidrokloriir yapisin1 o-fenilendiamin ile reaksiyona sokarak 2-

benzilbenzimidazol bilesigini elde etmislerdir (64,65) (Reaksiyon Denklemi 22).

/H
NH; .
CI¥HN, N
Nt
+ - —_— CH
CoH o/ / 2
NH, 2 N

Reaksiyon Denklemi 22

2.2.15. o-Fenilendiaminler ile aldehit ya da ketonlardan hareketle
Bir mol o-fenilendiamin ile iki mol aldehitin reaksiyonu sonucunda olusan schiff

bazi lizerinden benzimidazol yapisinin olusumu ile 1-benzil-2-fenilbenzimidazol yapisi

sentezlenmistir (Reaksiyon Denklemi 23) ( 66,67).
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NH,
+ 2
NH

2 C—H |

Reaksiyon Denklemi 23

Weidenhagen aldehitler ile yiiriitiilen reaksiyonlardaki verimin diistikliigiinii,
katalizor olarak bakir(I)asetat kullanilmasi halinde verimin daha yiiksek oldugunu
bildirmistir (68).

Elderfield ve arkadaslar1 tarafindan 1948 ve 1951 yilinda yaymlanan iki ayri
calismada, ketonlar ve onlarin monosibstitiie tiirevlerinin o-fenilendiaminler ile
reaksiyonu sonucu 2,2-dialkilsiibstitiie benzimidazolinleri verdigi ve bu olusan iriin
1s1t1ldig1 zaman 2-siibstitiiebenzimidazol ve hidrokarbon yapilarini verdigi bildirilmistir

(Reaksiyon Denklemi 24) (69,70).

(R"/R + H'Baz — > R"/RH +Baz))

Reaksiyon Denklemi 24

Rudolf Weidenhagen 1936 yilinda, ilk kez kendisi tarafindan uygulanan ve adini

tagtyan bu yoOntemle, bazi 2-siibstitiiebenzimidazol tiirevi bilesikleri sentezlemistir.
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Weidenhagen, uygun bir aldehitin o-fenilendiaminin bir amino grubu ile reaksiyonu
sonucu elde ettigi Schiff bazini, bakir(Il) asetat veya kursun tetra asetat gibi bir
oksidanla reaksiyona sokarak 2-siibstitiiebenzimidazolleri elde etmistir. Asagida genel
reaksiyon denklemi (Reaksiyon Denklemi 25) verilen bu yontem ile 2-fenil, 2-(o-/m-/-
p-nitrofenil), 2-(4-oksi-3-metoksifenil), 2-(3,4-metoksifenil)benzimidazoller sentezlen-
mistir. Ancak bu yontem sonucu elde edilen {iriiniin saflagtirilmasinin gii¢ oldugu

literatiirde kayithidir (68,71-73).

NH,
(;[ - 2HCI + Ar——cHO + (CH3COO),Cu
NH, |
N
/>—Ar- 2CuCl + 4CHZCOOH + H,0
N

Reaksiyon Denklemi 25

1954 yilinda Jerchel ve arkadaglar1 2-fenilbenzimidazol’ii, o-fenilendiamin ile
benzaldehiti benzen igerisinde %10°luk Pd-silikajel katalizorliiglinde 4 saat geri ¢eviren
sogutucu altinda 1sittiktan sonra, reaksiyon igerigini vakum altinda yogunlastirarak elde
etmislerdir (74).

1957 yilinda Ried ve Stahlhofen o-fenilendiamin ve o, doymamis karbonil
bilesiklerinin ~ kondenzasyonu  ile  2-siibstitiiefenilbenzimidazol  tiirevlerini

sentezlediklerini bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 26) (75).

I
C[ + R—C—C—C@ Alkol/Piperidin o
N—C—C—

C—R
200°C @
NH,
CE H

O
H, 200°C
N— C—C—C—R
H -CH3COOR, -2H

R= -CH3, -C6H5

Reaksiyon Denklemi 26
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1951 yilinda Charlton ve arkadaslart 2-fenilbenzimidazollerin N-siibstitiie
tiirevlerinin sentezlemislerdir. Bilesikleri bakir(Il)asetat varliginda arilaldehit ve uygun
o-fenilendiamin karisiminin oksidasyonuyla hazirlamiglardir (76).

1952 wyilinda yaymnlanan bir c¢alismada Jerchel ve arkadaslari, 2-
fenilbenzimidazol’li iki farkli yontemle sentezlemislerdir (77). Birinci yontemde o-
fenilendiamin ile benzaldehitin bisiilfit katim {iriiniinii alkol icerisinde 3 dakika geri
ceviren sogutucu altinda 1sittiktan sonra nitrobenzen ilave edip, sogutarak bilesigi %72
verimle elde etmislerdir. Ikinci ydntemde ise o-fenilendiamini alkol igerisine alip
0°C’ye kadar soguttuktan sonra benzaldehit ilave edip diaminin mono benzal bilesigini
olusturmuslardir. Sonra iizerine nitrobenzen ilave ederek kaynama noktasina gelinceye
kadar 1sitmiglardir. Sogutuluncada 2-fenilbenzimidazol’ii elde etmislerdir (Reaksiyon
Denklemi 27).

NH, NH,
T
N\H

2-Fenilbenzimidazol

Reaksiyon Denklemi 27

Verimi arttirmak i¢in reaksiyon c¢dzeltisinden hidroklorik asit gazi gecirerek
bilesigin tuzunu olusturmuslardir. Olusan tuzun eter ile ¢oktliriip, elde ettikleri ¢okelege
Na,COj; ilave ederek 2-fenilbenzimidazolii % 85 verimle elde etmislerdir.

Arastirmacilar 2. yontemde nitrobenzen ilave ettikten sonra 4 saat 90°C’de
sittiklarinda  2-fenilbenzimidazol’ii izole edemediklerini, nitrobenzen yerine m-
dinitrobenzen kullandiklarinda 150°C’de kisa bir siire sittiktan sonra %70 verimle 2-
fenilbenzimidazolii elde ettiklerini bildirmislerdir.

Noyanalpan ve Isikdag Ayni ¢alismacilarin 1985 yilinda yayinladiklart bir diger
calismada, 2 numarali konumlarinda cesitli alkil gruplart (metil, monoklorometil,

hidroksimetil, merkaptometil, difloromonoklorometil, triflorometil, benzil) bulunan, 17
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adet benzimidazol tlirevlerini sentezlemislerdir (44). Bilesiklerin sentezlerinde,
cogunlukla kondensasyon reaksiyonlar1 denenmis, bu tip reaksiyonlarda, serbest bir
amin (o-fenilendiamin) ve bununla kondensasyona giren bir aldehit, karboksilik asit
veya nitril tiirevlerinden birini kullandiklarin1 ve gerek laboratuar kosullarina uygunlugu
ve gerekse daha yiiksek verim elde edilmesi nedeni ile, karboksilik asit tiirevleri
tizerinden yaptiklarini bildirmislerdir. Sentezlerde reaksiyon ajani ve ¢oziicii olarak, 4N
hidroklorik asit ¢ozeltisi Phillips Yontemi, PPA ve PPE kullanmiglardir.

Birbirine esit moldeki o-fenilendiamin ve aldehit tiirevlerinin nitrobenzen
varliginda 140-150 °C’de reaksiyona girmesiyle, benzimidazol tiirevi bilesikler elde
edilmektedir (Reaksiyon Denklemi 28). Bu yontem, ozellikle bis-benzimidazol ve
terbenzimdazol tiirevi bilesiklerin sentezinde (Reaksiyon Denklemi 29) kullanilmaktadir

(78,79).

Reaksiyon Denklemi 28

(] " g N
N N
O %@Nm + R-CHO PANO, O \ NH
N N
N 145C N,

R= CH3, CH2CH3, CH(CH3)2

—) <)oo

Reaksiyon Denklemi 29
Ridley ve ark. (80) 1965 yilinda, o-fenilendiamin ile 4-siyanobenzaldehitin

sodyumbisiilfit tuzu DMF igerisinde reaksiyona sokularak 4-(1H-benzimidazol-2-
il)benzonitril elde etmislerdir (Reaksiyon Denklemi 30).

CIC - = OO

Reaksiyon Denklemi 30
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3,4-Diaminobenzoik asit, sodyum pirosiilfit varliginda 2-(4-metoksifeni)benzimidazol-
5-karboksaldehit ile reaksiyona girerek, bis-benzimidazol tiirevi bir bilesigin sentezi

gerceklestirilmistir (Reaksiyon Denklemi 31) (81).

NH, N
+ /C[ >_@OCH3 -
H
~ N EtOH / H,0
HOOC NH, H
N
> < 2 —NH
N
HOOC
H )\©\
N

Reaksiyon Denklemi 31

O

o

OCH;

2006 Yilinda yayinlanan bir makalede, o-fenilendiamin ve tiirevleri ile gesitli
alifatik ya da aromatik aldehitlerin ¢Oziiciisiiz ortamda  indiyum  III
trifluorometansiilfonat [In-(CF3SO3)s, indiyum triflat, In-(OTf);] katalizorliigiinde oda
sicakliginda reaksiyona girmesiyle, yiiksek verimlerde 2-siibstitiiebenzimidazol tiirevi
bilesiklerin (Reaksiyon Denklemi 32) elde edildigi bildirilmistir. Mevcut sentez
yontemleri ile karsilastirildiginda; bu yeni yontemin kolay uygulanabilir olmasi,
reaksiyon siiresinin kisaligi, verimin yiiksek olusu ve katalistin reaksiyon sonunda geri

kazanilarak tekrar kullanilabilmesi gibi avantajlara sahip oldugu goriilmektedir (82).

R

NH Q
‘ [ In(OT N _CH(CH3),
3
+ H—C—R  — N\ R
-CH2(CH,)4CH,
N
NH

Reaksiyon Denklemi 32
2-Siibstitiie benzimidazol tiirevlerinin sentezinde, o-fenilendiamin ve uygun

aldehit tiirevleri ile yapilan kondensasyon c¢alismalarinda kullanilan ajanlar

(nitrobenzen, bakir(Il)asetat, kursun asetat ve sodyum bisiilfit) ve solvanlar, kuvvetli
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asidik ortamda dayaniksiz yapilar icin, uygun birer reaksiyon ortami yaratirlar
(68,71,72,74,83,84). Ancak bunun yaninda, olusan {iriiniin izolasyonunda g¢ikan
giicliiklere baglh olarak, verimin diisiik olmas1 nedeni ile 2-alkilsiibstitiiebenzimidazol
tiirevlerinin sentezinin daha ¢ok karboksilik asitlerden hareketle yapildig1 goriilmektedir
(50).

1964 yilinda Krbechek ve Takimoto yaptiklar1 bir ¢alismada, 2-azidoanilinlerin
uygun aldehitlerle kondensasyonu sonucu olusan benziliden-2-azido anilinlerin 1,2-
diklorobenzen igerisinde 140°C’deki termal dekompozisyonu sonucu 2-

stibstitiiefenilbenzimidazoller yiiksek verimle sentezlenmistir (Reaksiyon Denklemi 33)

(85).

N——CH—R N——CH—R
@[ @[ 140-150 © ..
NS

-

Stacy ve arkadaglar1 1964 yilinda yaymlanan bir g¢aligmalarinda, 2-fenil-

O:O

Reaksiyon Denklemi 33

benzimidazol’ii o-nitroanilin ve benzaldehitin ksilen igerisinde 7 giin 1sitilmasi ile elde
ettiklerini bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 34) (86).

NH, N
NO, N

Reaksiyon Denklemi 34

Bu termal dekompozisyonun, azidin’in Ny kaybetmesi ve azometin baginin
karbon atomuna atak ederek molekiil i¢i halka kapanmasina ugramasi sonucu olustugu

bildirilmistir.
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1965 yilinda Ridley ve arkadaglari yaptiklar1 bir c¢aligma ile 2-aril
benzimidazolleri aldehitlerin sodyum bistilfit katim {iriiniiniin o-fenilendiamin ile sicak

etanol i¢inde reaksiyonuyla hazirladiklarin1 bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 35)

(80).
R NH, . R NH——CH—R"
+ HO\C/R o |
—_— SO3Na
OgSNa/ \H
NH NH
| |
R R
\NaSO3H

H
-H, -CHg, -Cl
Cg

ool
U]

-C
H

Reaksiyon Denklemi 35

Bu yontemin hem alifatik hem aromatik aldehitlerin her ikisine de
uygulanabilecegi bildirilmistir.

Biiyilikbingdl ve arkadaslar1 1986 (87) ve 1989 (88) yillarinda yaptiklari iki ayri
calismada 2-fenilbenzimidazol tiirevlerini aril aldehitlerin bisiilfit katim {irlinii ile uygun
o-fenilendiaminin DMF i¢inde reaksiyonu ile elde ettiklerini bildirmislerdir.

Ayni yontem 1988 yilinda Paglietti ve arkadaglari tarafindan 2-fenil- ve 5-klor-

2-fenilbenzimidazollerin sentezi i¢in uygulanmustir (89).
2.2.1.6. Diger yontemler
A. o-Fenilendiaminler ile 2-metiltiyopsddoiire siilfat ve metilkloroformat karigimi

arasindan, bazik ortamda 1H-benzimidazol-2-karbamatlar elde edilmektedir
(Reaksiyon Denklemi 36) (90).
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|N|H ﬁ
¢ NH, e . H,S0 c
o N HsC s—C—NH, |5 50~ N
| i NQ
CH3COCI / NaOH / CH3COOH
Z N COOCH;

NH,

Reaksiyon Denklemi 36

B. 3,4-Diaminobenzofenon ile siyanojenbromiir sulu ortamda muamele edildiginde,

2-amino-5(6)-benzoil-1H-benzimidazol elde edilir (Reaksiyon Denklemi 37)

(91).

NH, N
CNBr /@[ >
> NH,
(@]
~ N N

c NH,

Ph Ph
Reaksiyon Denklemi 37

C. 1970 yilinda Chub ve arkadaslari, yaymnladiklari bir c¢aligmada 2-
klorometilbenzimidazol sentezi i¢in farkli bir yontem bildirmislerdir. Bu
yonteme gore, 2-aminometilbenzimidazol dihidrokloriir ile sodyum nitritin sulu
¢ozeltisinin 2 N hidroklorik asit varliginda -10 °C’ de reaksiyonu sonucu 2-

klorometilbenzimidazoliin elde edildigi bildirilmistir (Reaksiyon Denklemi 38)

(92).

N N
\>—CH2NH2 + NaNo, —2NHCl _ \>—CH2CI

N
N H

Reaksiyon Denklemi 38
Yukarida verilen sentez yontemlerinin disinda, giiniimiize kadar caligmalarin

cogunda  2-klorometilbenzimidazol, Phillips yontemi kullanilarak

sentezlenmistir.
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D. Lane, 1953 yilinda yayinlanan bir ¢aligmasinda, amonyum benzoat ve O-
fenilendiaminin gliserol igerisinde reaksiyona girmesiyle, 2-fenilbenzimidazol’i

sentezledigini bildirmistir (93).

E. Yine ayni yilda Thomas ve Tyler tarafindan yapilan bir c¢aligmada 2-
arilbenzimidazollerin, aromatik diaminler ile imidat hidrokloriirlerin metanol
icinde 1sitilmasi ile elde edildigi bildirilmistir (94). Ayrica bu yontemin 2-
alkilbenzimidazoller i¢in, ozellikle o-fenilendiaminin 4 nolu konumunda
elektrofilik siibstitiient tagimasi durumuda kullaniglt bir yontem olmadiginm
aciklamiglardir. Yine, bu yontemle Weidenhangen’nin metoduna gore daha

temiz ve yiiksek verimde triinler elde ettiklerini bildirmislerdir.

F. 1958 yilinda Partridge ve Turner tarafindan yapilan bir ¢alismada, 5-siibstitiie-2-
fenilbenzimidazollerin, N’-aril-N-hidroksiamidin ile benzensiilfonil kloriiriin
tersiyer bir baz varlifinda (piridin veya trietilamin) susuz ortamda, reaksiyonu
ile elde edildigi bildirilmistir (Reaksiyon Denklemi 39) (95). Bilesiklerin

benzenstilfonat tuzlari da elde edilmistir.

S0,Cl
R N Ph R N Ph
X N
—_—
NH. OH  Et.N veya NH. OSO,Ph
R Piridin
|
R N
. |N :
H.PhSO;~

R= -H, -CH,, -Cl
R'=-H

Reaksiyon Denklemi 39
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G. 1959 yilinda Barltrok ve arkadaslar1 1,5-benzodiazepinler ve 3,6-diaza-4,5-
benzotropon tiirevleri lizerinde ¢aligirken yan iiriin olarak 2-fenilbenzimidazol i
sentezlediklerini bildirmislerdir (96). 2-Fenilbenzimidazol’ii benzilidenasetil-
asetat ile benzen igindeki o-fenilendiaminin piperidin ile 4 saat 1sitilmasi ile elde

etmislerdir (Reaksiyon Denklemi 40).
NH, O0=C N Re Ry
+ —_— CH2 —_— o Y\ /
o=c N C/c\\
NH2 H H2
H
N
@ />7R2 + CH3COR1
N

R;= -CHs
R2: 'CH3 s -Ph

/\/\

Reaksiyon Denklemi 40
1968 Yilinda Haruki ve arkadaslar1 yayinladiklar1 bir c¢alismada N-

arilhaloamidinleri etanollii ortamda sodyum etoksit ile reaksiyona sokarak 2-

fenilbenzimidazol’ii elde etmislerdir (Reaksiyon Denklemi 41) (97).
” _CHONa® ”@ /N
NH EtOH
L ;
Reaksiyon Denklemi 41

Cohen (98) 1979 yilinda yayinlanan bir ¢alismasinda, aromatik selenoamitler ile
siibstitie ~ o-fenilendiaminleri, toluen veya piridin  igersinde  kaynatarak

2-arilbenzimidazolleri elde ettigini bildirmistir (Reaksiyon Denklemi 42).
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HoN X X N=C—Ar X N
-NH
Ar—C—NH, + —_ ILH — D Ar
|| 2 N
Se HoN Y Y NH, Y N

Reaksiyon Denklemi 42

1988 yilinda Abdelhamid ve arkadaslar1 tarafindan yayinlanan bir ¢alismada
siibstitlie hidroksimoil kloriirler ile bazi o-siibstitiie aromatik aminlerden hareketle 2
numarali konumdan aril gruplar ile siibstitiie edilmis benzimidazol, benzoksazol ve
benzotiyazol yapisindaki bilesiklerin sentez edildigi bildirilmistir (Reaksiyon
Denklemi 43) (99).

— cl HoN 6y N
g e . C,HsOH Ko\ /
G/\ / \ _ oda 1sis1
N——OH — N
H2N H
Reaksiyon Denklemi 43

Bu metodun uygulanmasi ile o-siibstitiie aromatik aminlerin asit kloriirleriyle
kondenzasyonu ile yliriitiilen reaksiyonlardan daha yumusak sartlarda ve daha yiiksek
verimle {irlin elde edildigi bildirilmistir.

1993 yilinda Perry ve Wilson, 2-fenilbenzimidazol tiirevlerini 4-siibstitiie-0-
fenilendiamin ile iyoda benzeni PdCl,L, (L=trifenilfosfin) katalizérliigiinde kuvvetli bir
baz ve DMAC (N,N-dimetilasetamit) igerisinde elde etmislerdir (Reaksiyon Denklemi
44) (100).
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X NH |
2 C\N
. PdCl,L, |
baz / DMAc H
NH

2

-H,0
Reaksiyon Denklemi 44

2.3. Bisbenzimidazol Tiirevlerinin Genel Sentez Yontemleri

Bisbenzimidazoller iki mol o-fenilendiamin ile bir mol dikarboksilli asidin,
seyreltik hidroklorik asitli ortamda 1sitilmasi sonucu major {irlin olarak elde

edilmektedir (Reaksiyon Denklemi 45) (101).

Reaksiyon Denklemi 45

Lane, 1953 yilinda yayinlanan bir ¢alismasinda, o-fenilendiamin ve alifatik
diamitlerin reaksiyonuyla bisbenzimidazolleri sentezlerken, amonyum benzoat ve o-
fenilendiaminin gliserol igerisinde reaksiyona girmesiyle, 2-fenilbenzimidazoli
sentezledigini bildirmistir (93). Yine ayni ¢alismaci, 1955 yilinda yayinladig: bir diger
caligmada, o-fenilendiamin ile oksamit ve malonamitlerin reaksiyonuyla sirasiyla 2,2’-
dibenzimidazolilleri ve metilen-bis-benzimidazolleri sentez ettigini  bildirmistir
(Reaksiyon Denklemi 46) (102).
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NH, E f H
H,N NH, N\ N
- . >—(CH2)n—<\
O o N N
H

- M
H,N NH

Reaksiyon Denklemi 46

2

1955 Yilinda Lane tarafindan yapilan bir diger calismada da, 2-
trifluorometilbenzimidazoller ile o-fenilendiaminin  reaksiyonu sonucu 2,2’-
dibenzimidazolleri elde ettigini bildirmistir (103).

0-Fenilendiamin tiirevi bilesiklerin, PPA varhiginda alkil ya da aril karboksilik
asitlerle reaksiyonu ile yiliksek verimle 2-alkil/aril benzimidazol tiirevi bilesikler elde
edilmektedir (31). Bis-benzimidazol tiirevi bilesikler de bu yontemle degisen verimlerle
elde edilebilmektedir (Reaksiyon Denklemi 47) (104).

NH N N
@ + HOOC R(Ar) COOH PZ—A> \>7R(Ar )—</
NH H H

2

Reaksiyon Denklemi 47

1957 Yilinda Thomas ve Tyler, bakir(Il) asetatli ortamda o-fenilendiamin ve
aromatik aldehitlerin kondensasyon reaksiyonu sonucu bis-benzimdazolleri elde
ettiklerini bildirmislerdir (73).

Kanaoka ve ark. 1964 yilina yaymnladiklari bir ¢alismda, PPE kullanarak 2-
stibsititiie benzimidazoller ile bis-benzimdazolleri sentezledikleri bildirmislerdir (52).

Noyanalpan ve Isikdag 4N hidroklorik asitli ortamda o-fenilendiamin ve
trikloroasetikasit varliginda %28 verimle 2,2°-bisbenzimidazolil bilesigini sentez
ettiklerini bildirmislerdir (37).

Cakir ve ark. (105) tarafindan yayinlanan bir ¢alismada, o-fenilendiamin ve
dikarboksilik asitlerle 4N hidroklorik asitli sartlarda bis-benzimidazol tiirevi bilesiklerin

sentezinde basarisiz olduklarmi ancak serbest dikarboksilik asit yerine diamitleri
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kullandiklarinda ve etilen glikolli ortamda ¢alistiklarinda %29-79 verimle bis-
benzimidazolleri elde ettiklerin bildirmislerdir.

1997 yilinad Rezende ve ark. yayinladiklar1 bir ¢alismada heksakloroaseton ve
o-fenilendiamini 1:10 oraninda oda 1sinda 1 saat karistirarak %82 oraninda 2,2’-bis-
benzimidazol bilesigini elde ettikleri bildirmislerdir (106).

1,4-Dihidrokinoksalin-2,3-dion ve o-fenilendiamin 1:1 oranda vakum altinda
240° C’de 1sit1larak 2,2’-bis-benzimidazol ve 5.12-dihidrokinolksalino[2,3-b]kinoksalin

elde edilmistir (Reaksiyon Denklemi 48) (102).
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3,4-Diamino benzamidin bilesiginin, c¢esitli imidat esterleri ile reaksiyonu
sonucunda, 2,5’-bis-benzimidazol tiirevi bilesikler sentezlenmistir (Reaksiyon

Denklemi 49) (63).

NH, N
+ \ OR

H,N HN "

NH H

NH HiC (@]
s \O/\/
N
N A\
H,N N N
H
NH
R= H, CH3, CH2CH3

Reaksiyon Denklemi 49

33



Birbirine esit moldeki o-fenilendiamin ve aldehit tiirevlerinin nitrobenzen
varliginda 140-150°C’de reaksiyona girmesiyle, benzimidazol tiirevi bilesikler elde
edilmektedir (Reaksiyon Denklemi 28). Bu yontem, ozellikle bis-benzimidazol ve

terbenzimdazol tiirevi bilesiklerin sentezinde (Reaksiyon Denklemi 29) kullanilmaktadir
(78,79).
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2.5. Anjiyojenez Uzerine Etkili Bilesikler Uzerinde Yapilan Calismalar

Anjiyojenez ekstraselliiler matriks, c¢oziinme faktorii ve hiicreler arasindaki
etkilesim sonucu; endoteliyal hiicrelerin farklilasmasi, go¢ii ve ¢ogalmasi ile
seyreden kompleks bir islemdir (1,2). Normal dokularin gelisimi ve biiyiimesi,
embriyonik gelisim, yara iyilesmesi, menstriiel siklus gibi hayatsal olaylar oksijen
ve besin maddelerini saglayan ve ayni zamanda metabolik son iiriinleri alip gétiiren
yeni kan damarlarinin olugmasina ihtiya¢ duyar. Anjiyojenez bir¢ok fizyolojik ve
patolojik olaylar dizisinin temelini olusturmaktadir. Anjiyojenez bazi durumlarda ya
da hastaliklarda faydali iken (koroner arter hastaliklart veya enfarktiis ile
bacaklardaki iskemik hastaliklar) diger baz1 durumlarda da (kanser, artrit, retinopati)
zararli olabilmekte veya hastalifin siddetini artirabilmektedir. VEGF ve FGF gibi
faktorlerin verilmesiyle anjiyojenez enfarktiis ve periferal arteryel hastaliklarin
iskemik bolgelerinde tesvik edilirken endostatin, anjiyostatin ve trombospondin-1
(TSP-I)’in verilmesiyle tiimér, romatoid artritis gibi inflamatuar hastaliklarda
anjiyojenezin Onlenmesi yoluna gidilmektedir. Ayrica endometriumdaki dongiisel
anjiyojenezde hamileligin olusmast ve devami i¢in kagmilmaz oldugu
gorilmektedir.

Anjiyojenez bir¢cok neoplastik ve non-neoplastik hastaligin ilerlemesinden ve
etiyopatojenizden; Ozellikle solid tlimorlerin biiyiime ve metastaz yapmasindan
sorumlu tutulmaktadir. Tiimorde hipervaskiilarizasyonun baslangigtaki  bir
enflamatuvar olaya cevap veya tiimoriin nekrotik iriinlerine bagh olabilecegi ileri
stiriilmektedir.

Cogu insan timorl baslangicta aylarca, hatta yillarca vaskiilarizasyonsuzdur.
Fakat sonra vaskiilarize olur ve hiicre alt gruplar1 anjiyojenetik fenotipi baslatir.
Prevaskiiler dsnemde tiimér iyi perfiize olur, nadiren 2-3 mm®ten biiyiik ve milyon
veya daha fazla hiicre igerir. Prevaskiiler donemde veya mikrometastaz doneminde
hiicreler hizla ¢ogalir, genisler, vaskiilarize olur; yeni damar olusumu yeterli
olmazsa hiicreler nekroze ugrar (3).

Anjiyojenezde pozitif ve negatif regiilatorlerle diizenlenmektedir. Tiumor

hiicreleri bir veya daha cok pozitif regiilatorle uyarildiginda anjiyojenik protein
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ekstravaskiiler makrikse geger ve anjiyojenezi baglatir. Kanserli hastalarin biyopsi
orneklerinde anjiyojenezin saptanmasi metastaz tahminini saglar (3).
Damar olusum (vaskiilarizasyon) calismalarinin tarihgesi

Yeni damar olusumu, yaygin kullanilan adiyla anjiyojenezis ya da
vaskiilarizasyon, hakkindaki calismalarin genellikle 18. yiizyilda basladig
goriilmektedir. Bu konuda yapilan ¢alismalarin daha oncesinin var oldugu da kabul
edilebilir. Ornegin, 1747 yilinda Boerhaave, yaralarda bulunan cerahatin (pus) farkl1
damarlarin birbirlerine baglanti yapmasina yardim ettigini disiinmistiir. Kapiller
damar biiyiimesi hakkinda ilk ¢aligmalardan biri kurbaga larvalari (tadpole) lizerinde
Platner (1844) tarafindan yapilmistir (107,108). Meyer (1852) ve Travers (1844)
yara iyilesmesinde yeni kan damarlarinin olustugunu goézlemlemislerdir. Civciv
embriyosunda ve farkli tiimoérlerde kapillerin ¢ogaldigi Billroth (1856) tarafindan
gozlenmistir. Hudlicka ise 1871 ve 1872 yillarinda inflamasyon ve rejenarasyon
donemlerinde kapillerlerin olugtugunu bildirmistir (107,108).

Yeni kan damarlarimin olusmasi ile ilgili ciddi ve seri caligmalar tiimdrde
Goldman tarafindan 19. yiizyilin baglarinda yapilmaya baslanmistir. Normal olarak
gelisen dokunun kan damarlar1 anormal sekilde gelismekte olan ve asir1 kan damari
iceren tiimor tarafindan bozulmakta ve ozellikle tiimére komsu olan bolgelerdeki
kan damarlar1 genislemis ve diizensiz bir sekilde arttigin1 yine Goldman bildirmistir
(109). Clark ve ark (110) tavsanlarin kulaklarinda gelistirdikleri transparan
cemerleri kullanarak implante ettikleri tlimorlerde damar biiylimesini gézlemleyerek
radyografik bulgular elde etmislerdir.

Vaskiilarizasyonun olusmasinda endotel hiicrelerinin roliiniin son derece dnemli
oldugu, bu olusumda perisitlerin de rol oynadigi son yillarda yapilan calismalarla
gosterilmistir. Yeni kan damarlarinin olugsmasinin “anjiyojenezis (angiogenesis)”
terimiyle ilk olarak tanimlanmasi 1935 yilinda Hertig’in hamile maymunlarin
plesentast lizerinde yaptigi bir ¢alismada rastlanmugtir (111).

Sonraki yillarda yeni kan damarlarinin olusumu endometriumda, kil folikiilleri
cevresinde, diglerde, iskelet ve kalp kasinda, beyinde vb. dokularda g¢alisiimaya
baslanmistir. Anjiyojenez konusunda ozellikle iskelet ve kalp kasinda yapilan
arastirmalarda egzersiz, hipoksik ve kalbin bradikardik olarak isledigi sartlarda

calisilmistir (107,108). Yeni kan damari olusumunun indeksi olarak endotel
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hiicrelerinin  gogalmasi, kapillerin mm®deki yogunluklari ya da kapillerlerin
hiicrelere orani ve dokunun belli bir hacmi i¢in kapiller uzunluk (mm/mm?)
kullanilmistir. Bununla birlikte anjiyojenezis olusumunun en giivenilir indeksi
olarak kapillerlerin hiicrelere oran1 kabul edilmektedir. Ornegin, kapillerin hiicrelere
orani belli bir alandaki kapiller sayisinin o alandaki kalp kasi (ya da iskelet kasi
icin) hiicrelerine oranidir. Bu oran anjiyojenezisin olusumunun indeksi olma
acisindan mm?deki kapiller sayisindan daha dogru bir yaklasimdir. Bunun nedeni
olarak da “belli bir alandaki ya da tiim organdaki hiicreler atrofiye olmuslar ise suni
olarak o alanda kapiller sayist mm”de fazla goriilebilir” denilmistir. Ancak bu,
hiicre basma kapiller sayisi olarak bakildiginda daha dogru ve kesin sonug
vermektedir (112).

Kan damarlarinin bazi organlarda fazla bazilarinda az oldugunu
gozlemlenmistir. Bu gozlemlerden yola ¢ikarak, Sobin ve Tremer (113)
organlardaki kan damarlarinin, basitge besin gereksinimleri ig¢in olan damar aglari
(iskelet, kalp ve diiz kaslar, merkezi sinir sistemi ve mesane v.b.) ve belli bir gorev
icin olan damar aglart (deri, akciger, karaciger, bobrek, endokrin bezler v.b.)
seklinde bu iki kosula gore olabilecegini bildirmislerdir. Bununla birlikte kabaca
metabolizmasi yiliksek ya da yaptig is biiylik olan organlarda kan damarlar1 fazla,
metabolizmasi diisiik ya da yaptigi is az olanlarda az bulunur diye bildirilmistir
(108). Kapiller sayisini arastiran ilk ¢alismalardan birinde incelenen dokularda
mm?deki kapiller sayisimn bobreklerde en fazla, yag dokusunda en az oldugu
gozlenmistir (114).

Timér ve yara iyilesmesi gibi konularda olusan fizyolojik ve patolojik
anjiyojenez hakkinda ciddi caligmalar ve tartismalar 1970°1i yillarda, 6zellikle
Folkman ve arkadaslarinin ¢aligsmalariyla hiz kazanmistir (115). Yine ayn1 donemde
ayn1 grup tarafindan ilk anjiyojenik faktor “timdr anjiyojenik faktor (TAF)” adi
altinda sigan meme tiimor ekstresinden izole edilmistir (116). Sonraki yillarda da
timor tarafindan salinan ve etrafa difiize olabilen vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii (VEGF) ve fibroblast biiyiime faktorleri (FGF) gibi bircok faktoriin oldugu
belirlenmistir (4,5).

Anjiyojenez olusumunda 6nemli rolleri olan biiyiime faktorlerinden aFGF, bFGF
ve VEGF 1980’li yillarda izole edilmistir (117,118). Bu faktorler ve diger
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faktorlerin elde edilmesi ile sonraki yillarda miyokard infarktiisii ve alt bacak
ekstremitelerinde goriilen iskemik hastaliklarin tedavisinde anjiyojenezisi stimiile
eden degisik biliyiime faktorlerinin kullanilmasi igin ¢alisilmistir (112,119).
Anjiyojenezden sorumlu anjiyojenik faktorlerin kesfinden sonra antianjiyojenik
etkili faktorlerin de belirlenmesiyle kanser, diyabetik retinopati ve romatoid artrit
gibi inflamatuar hastaliklarin tedavisi yoluna gidilmeye baslanmistir (119). 1990’11
yillarin basma kadar plastik cerrahide dikkate alinmayan anjiyojenez bu yillarda
dikkate alinir olmustur (120). Plastik cerrahide travma ya da cerrahi operasyondan
sonra anjiyojenik faktorlerin lokal ya da topikal olarak uygulanmasiyla yaralarin
iyilestirilmesi yoluna gidilmektedir. Bununla birlikte anjiyojenezi stimiile eden
ajanlar kullanilirken de ¢ok dikkatli olunmasi gerektigi ayrica vurgulanmaktadir.
Plastik cerrahide yara iyilesmesini saglamak i¢in veya infarktiis ve iskemik
hastaliklarin iyilegsmesi amactyla verilen anjiyojenik faktorlerin etkisiyle anjiyojenez
olusumu ile arasinda iliski oldugu bildirilen psoriasis, romatoid artrit gibi
inflamatuar hastaliklar daha da siddetlendirilebilir endisesi bulunmaktadir (120).
Antianjiyojenik uygulamalar en fazla tiimoérlerle miicadelede kullanilmaya
baslanmigtir. Bu konuda Profesor Judah Folkman ve ekibi, 1968 yilindan beri
calismalar yapmaktadirlar. Bu ¢alismalarin 1s1ginda anjiyostatin ve endostatin olarak
adlandirilan iki antianjiyojenik faktoriin yanisira TSP-I olarak adlandirilan bir bagka
protein de bulunmustur (121,122). TSP-I sadece tiimorlerde antianjiyojenik etkili
degildir. Ayn1 zamanda menstriiel siklusun sekretuvar fazinda da progesteronun
etkisiyle tiretimi tesvik edilerek endometriumda antianjiyojenik etki gosterir (123).
Anjiyostatin, endostatin ve TSP-I; endotel hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon ya
da bazal membranin degradasyonu gibi siiregclerden birini veya birkagini
engelleyerek antianjiyojenik etkilerini gostermektedirler. Ayrica yesil ¢ayin da
icinde bulunan epigallokatesin gallat (EGCG) adli bir maddeden dolay1
antianjiyojenik etki ile tiimor olusumunu engelledigi gosterilmistir (124,125). Son
yillarda kikirdak dokusunun antianjiyojenik etkiye sahip oldugu bildirilmistir.
Kikirdak dokusu canli viicudunda kan damari olmayan bir dokudur. Bundan dolay1
neden bu dokuda anjiyojenez olugsmadigi merak konusu olmus ve {lizerinde
caligmalar yapilmaya baglanilmistir. Sonunda kikirdak dokuda bol miktarda bulunan

troponin-I'nin  gerek in vitro gerekse in vivo ortamda anjiyojenezi Onledigi
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gosterilmistir (126). Tiimdrlerde antianjiyojenik tedavinin ila¢ tedavisine veya
radyoterapiye gore bazi iistiinliikleri bulunmaktadir. Bunlar yan etkilerinin olmayisi,
sagin dokiilmemesi ve direng gelismemesidir (127). Bununla birlikte baz1 tiimdorler
endotel hiicrelerinin ¢ogalmasina dolayisiyla anjiyojeneze ihtiyag duymadan da kan
dolasimina sahip olabilmektedirler. Bu tiir tiimorler kanal yapisinda olan ve timor
icerisinde kan akimini saglayacak 6zel bir damarlanmaya sahiptirler (128). Bu tip
vaskiiler kanallarda (ki bunlar vaskiiler mimikri - damarlarin taklit edilmesi olarak
adlandirilabilir) endotel hiicreleri ve fibroblastlar bulunmamaktadir. Bununla
birlikte bazal membranlar1 vardir ve bu PAS boyama yontemi ile gosterilmistir.
Dolayisiyla antianjiyojenik uygulamalar bu vaskiiler kanallar ile beslenen
tiimdrlerin biliylimesinin engellenmesinde yetersiz kalabilmektedir (128). Timor
tedavisinde antianjiyojenik tedavi uygulandigi gibi romatioid artrit’te de
antianjiyojenik tedavi uygulamasina gidilmistir. Anti-TNF-o antikoru verilen
romatioid artrit’li hastalarin serum VEGF seviyeleri anlamli oranlarda diigmiistiir
(129). Bununla beraber romatioid artrit’li hastalarin serum VEGF seviyeleri hala
normalden yiliksek 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 infliximab ve methotrexate (MTX)’in birlikte inflizyonu serum VEGF
seviyesini infliximab’in tek bagina yaptigi etkiden daha fazla diigirmiistir (129).
Son yapilan ¢alismalardan birinde (130) romatioid artrit’li hastaya anti-TNF-a (10
mg/kg) verilip 2 hafta sonra sinovyal damarlanmaya bakildiginda anti-TNF-a
alanlarin sinovyal damarlanmasinin anlamli olarak azaldig1 gozlenmistir. Ayrica son
yillarda Cyclosporin A’nin endotel hiicrelerinin migrasyonunu ve VEGF bagh
anjiyojenezi Onledigi Dbildirilmektedir (131). Genel olarak romatoid artrit’de
kullanilan antianjiyojenikler arasinda Taxol, TNP-470, talidomit yer almaktadir
(132). Romatoid Artrit’li hastalarda uygulanan antianjiyojenik tedavi hastalig
tamamen iyilestirmemis olsa da hastaligin siddetini ve kdtiiye gidisini dnlemektedir.
Talidomit ayn1 zamanda antianjiyojenik etki ile multipl miyelom olusumunu da
engellemektedir. Talidomit’in bu engelleyici etkisi anjiyojenik sitokinlerin
sekresyonunu azaltarak degil de muhtemelen bu sitokinler i¢in hiicre ylizeyi

reseptorleri lizerine veya intraseliiler sinyal yollar1 lizerine etki ederek gerceklesmis
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olabilir (133). Ayrica yapilan calismalarda kortikosteroidlerin yara iyilesmesini
baskiladig1 gosterilmistir. Bununla birlikte kortikosteroidlerin yara iyilesmesini
inhibe edebilme oOzelliginin bir anjiyojenik faktor olan TGFB-1 uygulamasiyla
noétralize edilebildigi tespit edilmistir (134). TGFB1 yara iyilesmesini anjiyojenezi
stimiile ederek sagladigi bildirilmektedir. Dolayistyla  kortikosteroidlerin
antianjiyojenik etkisi TGFB-11n anjiyojenik etkisiyle yok edilebilmekte ve yaralarin
tyilesmesi normal silirecinde devam etmektedir. Sonug olarak anjiyojenez hakkinda
devamli olarak yeni ¢alismalar yapilmaktadir. Ornegin talidomitin antianjiyojenik
etkili oldugu ve bu yiizden de intrauterin donemde 6nemli defektler olusturdugu
gozlenmigstir (135). Anjiyojenez ile ilgili son calismalardan birinde nikotinin
anjiyojenik etkili oldugu ve oOzellikle diyabetik kisilerde yara iyilesmesini
hizlandirdig1r gosterilmistir  (136); Diyabetes mellituslu hastalarda kollateral
damarlarin olusumunda bir bozuklugun oldugu da bildirildigi i¢in bu bilgi ilizerinde
daha ileri c¢alismalarin yapilmasi ¢ok daha faydali sonuglar dogurabilir (137).
Nikotinin tiimérlerde de anjiyojenezi stimiile ettigi bildirilmistir (138). Tiimorlerde
yeni damarlarin olusmasi ile metastaz daha da hizli gelisebilir ve dolayisiyla nikotin
kanseri tegvik ettiginden daha erken Olime neden olabilir. Kisaca anjiyojenik
stimiilatorlerin ve inhibitorlerin canli biinyesinde dengeli bir sekilde dogal olarak
bulundugu, ancak insanoglunun bu dengeyi kendi lehine ¢evirmeye calisirken cok
daha dikkatli olup daha fazla ¢aligma yapmasi gerektigi anlasiimaktadir. Ornegin,
belli bir dozdaki laktik asit anjiyojenik faktorleri serbestlestirirken asir1 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 faktdr olan anjiyojeninin salinmasin
inhibe etmektedir (139). Aym sekilde FGF ve/veya VEGF belli bir dozun iizerine
c¢ikildig1 zaman anjiyojenik etkisini gosterememistir ve hatta faydali olmak yerine
zararli olmaya baglamistir (140,141).

Anjiyojenezi hedefleyen c¢ok sayida molekiil gelistirilmistir. Bu molekdlleri
farkli sekillerde gruplandirmak miimkiindiir. Bu konuda yapilan ¢aligmalar Tablo

1’deki gibi siniflandirilmastir.
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Matriks yapisini1 bozulmasini inhibe

eden bilesikler

Endotelial hiicrelerin sinyalizasyonunu
bloke eden bilesikler

Marimastat (BB2516)
Prinomastat (AG3340)
BMS 275291

BAY 12-9566
Neovasat (AE-941)

rhuMAb VEGF (avastin)
SU5416

SU6668

ZD6474

CP-547,632

CAI

CO-358,774,
PTK787/ZK225846
ZD4190

Anjiyojenezin endojen inhibitorleri

Yeni endotelial hiicre inhibitor ajanlar:

Endostatin

Interferonlar

Talidomit

Squalamin

Selekoksib

ZD6126

Integrin antagonistler (EMD121974 ve
SCH221153)

TNP-470

Tablo 1: Anjiyojenezi hedefleyen molekiillerin siniflandirilmasi
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Sekil 1: Antianjiyojenez aktivitesi belirlenen bazi dogal ve sentetik bilesikler

42




Cok sayidaki dogal ve sentetik bilesiklerden klinik denemelere ulaganlardan
biride karboksiamido-triazol (CAI)’diir. 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 tiimdr hiicrelerinin proliferayonu ve invaziv durumunu durdurmaktadir
(142).

D’Amato ve ark. (135) talidomitin bFGF bagmli anjiyojenezi oral
uygulamadan sonra inhibe ettigini sican kornea modelleri iizerinde yaptiklari
calismada gostermislerdir.

Yari-sentetik Fumagillin analogu olan TNP-470 (AGM-1470) endotelial hiicre
proliferasyonunu ve migrasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (143,144).

Interlokin (IL)-12, fare tiimorlerinin metastazinda etkili oldugu c¢aligmalarla
kanitlanmistir (145,146).

Benzimidazol yapisi tasiyan Formiil 10°da goriilen yapinin in vitro ve in vivo
anjiyojenezi inbibe ettigi, VEGF ve b-FGF inhibitorii oldugu Hori ve ark. (147)
tarafindan 2002 yilinda yapilan caligsma ile gosterilmistir.

Formiil 10

Benzimidazol tiirevi bir diger bilesik olan liarozol’iin MCF-7, DU145, KNCaP
ve fare F9 teratokarsinoma hiicrelerinde in vitro biiylime inhibisyonu yaptig1 ve Faz
IT caligmalarin siirdiiriildiigi O’Byrne ve ark. yaptiklar1 ¢alismada bildirilmistir
(148).

Bunlara ilave olarak, angiojenezde HA tiirevlerinin endotel hiicrelerinin
yapisinda ve taginmalarinda anahtar rol oynadigi cesitli ¢alismalarla kanitlanmig
olmasi1 ve anjiojenez inhibitdrlerinin tiimor metastazi konusuna olan bilginin yakin
gelecek de cok yogunlagsacagini gostermektedir. Ekstraseliiler matriksin yapist uzun
zincirli - polimerlerden, mukopolisakkaritlerden, glikozaminoglikanlardan ve
proteoglikanlardan olustugu {i¢ boyutlu ¢alismalarda belirlenmistir. Hiicrelerde yer

alan en yaygin glikozaminoglikanlar, HA, kontroitin ve kontroitin siilfatir. Saglikli
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hiicrelerde ekstraseliiler matriks son derece yavas yapisal degisiklige ugrarken,
timor hiicrelerinde ekstraseliiler matriks ¢ok hizli degismektedir. Timor
hiicrelerinde ekstraselliir matriks proteinlerini pargalayan bazi enzimlerin bulundugu
yapilan ¢alismalarla gdsterilmistir. Ozellikle matriks metalloproteinlerinin {izerinde
¢ok yogun calismalar yapilmakla birlikte, matriksi parcalayan enzimler ve
proteoglikanlar iizerinde ise ¢ok az ¢aligmaya rastlanmaktadir (6,7).

Hiyaluronan ve HA ekstraseliiler matrikste yer alan N-asetil-D-glukozamin ve
D-gliikronik asit disakkaritlerinden olusan uzun zincirli polimer yapisindadir (149).
HA’in yeni kan damarlarini olugmasimi modiile ettigi kesin olarak kanitlanmistir.
Omegin, hayvan deneylerde yapilan calismalarda, hiicrelerde yer alan HA ve
tiirevlerinin inhibisyonu sonucu yara iyilesmelerinin azaldigi gosterilmistir (150).
Ayrica, HA’nin endotel hiicre cogalmasi ve gociinde yani anjiojeneziste onemli rol
oynadig bildirilmektedir (150,151). Bu nedenle HA’in normal hiicrelerin yapisinin
korunmasinda ¢ok dnemli rolii oldugu goriilmektedir.

Hiyaliironidaz enzimleri p-1-4-endoglukozamidaz enzim ailesinden olan
ekstraseliiler matriks degredasyon enzimidir. Hiyaliironidaz enzimi HA kiiciik
molekiillii agirlikli sakkaritlere 6zel reaksiyon mekanizmalar1 ile parcalamaktadir
(8).

Hiyaluronidaz enzimi, ilk kez 1928 yilinda insan ve hayvan testicular
ekstraktlarinda viral ajanlarin yayilmasini arttirict ajan olarak tespit edilmistir (152).
1947 yilinda Fishman ve ark. (153) testislerde bulunan bu enzim ile tlimor
hiicrelerinde ayni enzimin bulundugunu goéstermislerdir. Daha sonra nekrotik
timorlerde hiyaliironidaz aktivitesinin normal hiicrelere gore cok daha yiiksek
olduklari bulunmustur (154,155). Ek olarak, metastatik meme ve prostat kanseri
hiicrelerinde hiyaliironidaz enzimi ve transforming biiyiime faktorii beta (TGF-)
proteini miktarlarinin yiiksek oldugu goriilmiistiir (156-160). TGF-p proteinleri,
embroyogenezis, ekstraseliiler matriks (ECM) protein sentezi, hiicre ¢gogalmasi ve
6liimii, immiin hiicrelerinin fonksiyonlarinin yenilenmesi gibi ¢cok sayidaki biyolojik
olaylarla iligkilidir (161-163). Hiyaliironidaz enzimi akciger epitel MvlLu
hiicrelerinde TGF-B1 aracilikli biiyiime fonksiyonunu bloke ettigi belirlenmistir
(164). Sonug olarak, hiyaliironidaz enzimi TGF-B1 fizyolojik olarak inhibitorii

oldugu sodylenebilir.
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Normal fibroblastlarda ve kanser hiicrelerinin ¢ogunda HA, hiyaliironidaz
enzimi gibi salinmaktadir (165-170). Hiyaluronidaz enzimi, HA nin hiicre yiizeyine
baglanmasi i¢in gerekli olan ve kanserli hiicrelerinin metastazinda da yer alan CD44
proteinini modiile etmektedir (171,172). Hiyaliironidaz enzimi, endometriyum,
ovaryum, meme kanserlerinin metastazin1 artirirken, prostat kanserinin ilerlemesini
saglar ve timor hiicrelerinde in vivo anjiojenezisi destekledigi bildirilmektedir (157,
173-177).

Liu ve ark. (177) yaptiklar1 ¢alismada, hiyaliironidaz® tumor hiicrelerinde
anjiojenezisin meydana gelirken, hiyaliironidaz™ olan hiicrelerde ise anjiojenezisin
gerceklesmedigini bildirmektedirler. Hiyaliironidaz" tiimér hiicrelerinde anjiojenezis
hiyaliironidaz inhibitorleri ile engellenmektedir.

Tim bu bilgiler 1s18inda, kanser tedavisinde ve teshisinde hiyaliironidaz
enziminin varliginin goz o6niinde tutulmasi gerektigini fikri ileri stirtilebilir.

Sonug olarak, anjiojenezis ile hiyaliironidaz inhibitdrleri kanser tedavisi igin
yeni terap0tik ajanlar olarak kullanilmasi miimkiin gériinmektedir.

TNP-470, Marimastat, SU5416 gibi dogal ve sentetik bilesikler
antihiyaliironidaz veya anjiojenez aktiviteye sahip olduklari ¢esitli ¢alismalarla
gosterilmistir (178-180).

Apigenin, hiyaliironidaz inhibitérii dogal kaynakli ve anjiojenezis inhibitorii
oldugu literatiirde bildirilmektedir (181-182). Bununla birlikte, polisakkaritler;
aljinik asit (183), pektin (184), glukozaminoglikanlar (185), flavonoitler (186),
glikirhizin  (187), saponinler (188) hiyaluronidaz enzimini inhibe ettigi
bildirilmektedir.

Ayrica, antialerjik bilesik olan tranilast (189), traxonox (187), baikalein fosfat
(187) ve sodyum kromoglikat, kortizon ve dezoksikortikosteron asetat (190),
kortikotropin (191), kikorik asit (192), dekstran siilfat (193) gibi bilesiklerin de
antianjiyojenik aktivite sahip oldugu literatiirde kayithdir.

S.-J. Jeong ve ark. (9) bryoantratiyofen, 5,7-dihidroksi-1-metoksikarbonil-6-
okso-6H-antra[1,9-bc]tiyofen ve 1,8-dihidroksiantrakinon dogal bilesiklerin
anjiojenezis inhibitérii  aktiviteye sahip olduklarmi  ve bu bilesiklerden
bryoantratiyofen BAEC (Bovin aortik Endotelial Hiicre) kanser hiicrelerinde en

onemli antianjiojenik aktiviteye sahip oldugu bildirilmektedir. Ayn1 arastirmaci

45



grubunun yaptigr diger bir calismada CHR(cis-Hinokiresinol)lin hiyaliironidaz

inhibitorii aktiviteye sahip oldugu bildirilmektedir (10).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Kimyasal Calismalar
3.1.1. Materyal
Calismada kullanilan tim ¢oziicliler (Merck) teknik ya da analitik niteliktedir.
Sentez baglangict maddeleri olarak 1,2-fenilendiamin (Merck), hidroklorik asit(Merck),
benzoik asit (Merck), fenil asetik asit (Merck), 3-metoksifenilasetik asit (Merck), 4-
metoksifenilasetik asit (Merck), oksamit (Merck), malonik asit diamiti (Merck),
siiksinik asit (Merck), polifosforik asit (Merck) kullanildi.

3.1.2. Yontem

3.1.2.1 2-Alkilsiibstitiie Benzimidazollerin Genel Sentez Y 6ntemi

Her bilesik, 0.1 mol 1,2-fenilendiamin ile 0.15 mol uygun karboksilik asitin 100

mL 5 N hidroklorik asit i¢inde su banyosu iizerinde, geri ¢eviren sogutucu altinda 7-8
saat arasinda degisen siirelerde magnetik karistiricili 1sitict ile 1sitilmasiyla elde edildi.
Reaksiyonun tamamlanmasi ince tabaka kromotografisi (ITK) ile izlendi. Hazir plaklar
kullanilarak yapilan ITK calismalarinda, lekelerin belirlenemsinde ultraviyole 15131
metalik 1yot ve Dragendorff belirtecinden yararlanildi. Reaksiyonun karisimi bir gece
oda sisinda bekletildi. Bu siirenin sonunda reaksiyon karigimlart buz banyosu igine
alinarak potasyum bikarbonat ilavesi ile ¢oktiirelerek bazi halinde elde edildi. Olusan
cokelek 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 segilen uygun bir solvandan kristallendirildi. Olusan
kristal halindeki bilesik siiziilirek alindi ve kalsiyum klorilir tiizerinde vakum

desikatoriinde kurutuldu.

3.1.2.2 2-Fenilbenzimidazol’iin Sentez Y Ontemi
2-Fenilbenzimidazol, 50 mmol 1,2-fenilendiamin ile 75 mmol benzoik asit

polifosforik asit icinde, yag banyosu iizerinde, geri ¢eviren sogutucu altinda 180 °C,

5 saat 1sitilmast ile elde edildi. Reaksiyonun tamamlanisi ince Tabaka Kromatografisi
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(ITK) ile izlendi. Hazir plaklar kullanilarak yapilan ITK calismalarinda, lekelerin
belirlenmesinde ultraviyole 15181 ve Dragendorff belirtecinde yararlanildi. Reaksiyon
karisimi buz banyosu i¢ine alinarak, turnusol kagidina kars1 alkali reaksiyon verinceye
kadar kat1 potasyum bikarbonat ilave edildi. Olusan ¢okelek siiziildii. Turnusol kagidina
kars1 notr reaksiyon verinceye kadar buzlu su ile yikandi ve agik havada kurutuldu. Elde
edilen bu ¢okelek etanol i¢inde ¢oziildii ve aktif komiir ile rengi giderildi. Vakumda
kuruluga kadar ugurulduktan sonra, benzenden kristallendirildi. Olusan kristal halindeki

bilesik siiziilerek alind1 ve kalsiyum kloriir altinda vakum desikatoriinde kurutuldu.

3.1.2.1.3 Bisbenzimidazollerin Genel Sentez Y 6ntemi

Oksamit, malonik asit diamit veya siiksinik asit ile 1,2-fenilendiamin 1:2
oraninda PPA icinde karistirildi. Dana sonra ekstra PPA ilave edilerek 1s1 yavas yavas
150 °C’ye kadar yiikseltildi. 5-8 saat siire ile bu sicaklika karistirilmaya devam edildi.
Siire sonunda 1sinin 80°C’ye kadar diismesi beklendikten sonra, karisim buzlu suyun
icine bosaltild1 ve bir siire karistirildi. Nétral pH ya kadar NaHCO3 ilave edildi. Olusan
kat1 siiziilerek ayrildi, soguk su ile yikandi, kristallendirildi ve vakum desikatorii altinda

kurutuldu.

3.2. Analitik Calismalar
3.2.1 Erime Noktas1 Tayini
Sentezleri yapilan bilesiklerin erime dereceleri, Electrothermal 9200 erime
derecesi tayin cihazi ile saptandi.
3.2.2. Ince Tabaka Kromotografisi ve Kolon Kromotografisi ile Yapilan
Kontroller
3.2.2.1. Materyal
Plaklar: Ince tabaka Kromotografisi calismalarinda Kieselgel 60 F254 ile 0.2 mm
kalinliginda kaplanmis hazir aluminyum plaklar (Merck) kullanildu.
Coziicli sistemleri: Sentezlerini yaptigimiz bilesiklerin kromatografik kontrollerinde
asagidaki ¢oziicii sistemleri kullanildi.
C-1: Kloroform-metanol (90:10)
C-2: Heksan-etilasetat (70:30)
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Lekelerin belirlenmesi: Kromotogramlarda sentez iiriinleri ve baglangic
maddelerine ait lekelerin belirlenmesinde UV 15181, Dragendorff belirteci, iyot
buharindan yararlanildi.

3.2.3. Spektroskopik Kontroller

3.2.4.1. IR Spektrumlari

Spektrumlar,  sentezlenen  bilesiklerinin ~ Varian 1000  FTIR

spektrofotometresinde alind1 ve dalga sayisi (cm'l) cinsinden degerlendirildi.

3.2.4.2. 'HNMR Spektrumlari

Bilesiklerin "H NMR Spektrumlari, dimetilsiilfoksit-d6 (Merck) igindeki
cozeltileri ile Varian Mercury 400 FT-NMR spektrofotometrisinde alinip
kimyasal kayma degerleri 6 skalasinda degerlendirildi. Eslesme sabitleri Hz
olarak verildi.

3.2.4. Elemental Analizleri

Bilesiklerin elementel analizleri (C, H, N) TUBITAK (Tiirkiye Bilimsel
ve Teknik Arastirma Kurulu) Enstriimental Analiz Laboratuvarinda Hewlett

Packard 185 Analiz Tayin Aygit1 kullanilarak yapildi.

3.3. Biyolojik Aktivite Calismalari
3.3.1. Metod
3.3.1.1. Morgan-Elson Testi

0.1 M sodyum format iceren bir tampon ¢ozelti ve 0.1 M NaCl inkiibasyon
tamponu hazirlanarak ve pH s1 formik asit ile 3.5 e ayarlandi. Bovine serum albumin
(BSA) , 0.2 mg/ml lik konsantrasyonda kullanildi. Borik asit ¢ozeltisi hazirlamak icin
4.94 g borik asit ve 1.98 g KOH 100 ml su i¢inde karigtirildi. 6.25 ml 10 N Hidroklorik
asit igindeki 5 g DMAB 50 ml’ye glasiyel asetik asit ile seyreltildi.

Stok c¢ozelti olarak kullanilan ¢o6zelti karanlikta saklanip sogukta tutuldu.
Hiyaluronidaz enziminin saf tozu (3110 U/mg), 800 U/ml hiyaluronidaz ¢6zeltisi
hazirlamak i¢in inkiibasyon tamponunda ¢oziildii ve inhibitdr maddeler, son
konsantrasyon 100 mmol/ml olacak sekilde DMSO iginde c¢oziiliip seyreltilerek
hazirlandi.

HA’nin Smg/ml’lik stok ¢ozeltisi, HA’nin su i¢inde ¢dziilmesiyle hazirlandi.

Inhibitdr/enzim ¢dzeltisi, inhibitdr ¢ozeltilerin enzim ¢ozeltisine eklenmesiyle 25 uM,
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75uM ve 100 uM’lik konsantrasyonlarda hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin 37°C de 1 saatlik
inkiibasyonlarindan sonra santrifiijleme yapildu.

Sonraki asamada, 100 uL. BSA ¢ozeltisi, 100 pL inkiibasyon tamponu, 150 pL
su, 50 pL inhibitor / enzim ¢ozeltisi bir reaksiyon tiipiinde karistirilip analiz, 50 uL HA
cozeltisi ilavesiyle baslamis oldu.

Sifirinct dakikada ilk veriyi almak icin, bu karisimdan 45 pL mikrofiij tiipiine
pipetle aktarildi ve 10 pL borik asit ¢ozeltisi eklendi. Daha sonra mikrofiij tiipii
100°C°de 4.5 dakika 1sitildi. Bu 1sitilan ¢6zeltinin tamami, buz {izerine yerlesmis
buLunan microplate igine transfer edildi.

300 uL stain ¢ozelti, stain yontemine baglamak i¢in her hiicreye ilave edilerek ve
37°C de 20 dakika microplate inkiibasyona birakildi.

Absorpsiyon 590 nm de microplate reader (Mithras LB940, Berthold, Germany)
ile izlendi.

Inhibitér bilesik iceren ve kontrol ¢dzeltileri, inkiibasyon Oncesi ve sonrasi
absorpsiyon farklar1 kaydedilip standardizasyon egrisi yoluyla enzim aktiviteleri
degerlendirildi. Ayrica inhibitdr c¢ozeltisi yerine saf DMSO ile yapilan aktivite
kontrolleri % 100 olarak kabul edildi.

3.3.1.2. Stain-all Testi

0.2 M ve 50 M’lik iki fosfat tampon ¢ozeltisi hazirlanip pH’lar1 hidroklorik asit
ile 7.0’a ayarlandi. 3310 U/mg hiyaluronidaz enzimi tozu 50 nM fosfat tamponu i¢inde
¢oziiliip 50 U/ml hiyaluronidaz konsantrasyonuna tamamlandi. Inhibitér bilesikler,
DMSO i¢inde 10 mmol/ml ¢6ziintirliigiinde hazirlanip HA nin 2mg/ml’lik stok ¢ozeltisi
suda cozlinerek hazirlandi. Enzim/inhibitor ¢ozeltisi; 50 pM, 75 pM ve 100 pM
konsantrasyonlardaki inhibitor c¢ozeltilerinden, enzim c¢ozeltisine katilarak hazirlandi
37°C de 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra saydam bir ¢ozelti elde etmek icin santrifiij
edildi.

22.4 mg stains-all karisimi, 35.2 mg askorbik asit, 23 pL glasiyel asetik asit ve
1.3 mg biitillenmis hidroksi toluen (BHT); 100 ml dioksan ve 100 ml su karisimi ig¢inde
¢oziilerek hazirlanan stok ¢6zeltisi karanlikta saklandi.

Ana ¢ozelti 0.2 M’lik 390 pL fosfat tamponu, 110 uL HA ¢6zeltisi ve 500 pL su

karistmindan hazirlandi, sonra bu ¢ozelti 37°C de 10 dakika 1sitildi. Inhibitdr/enzim
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¢ozeltisinden 12.5 pL, bir microplate icinde 12.5 pL ana ¢ozelti ile karistirildi ve
reaksiyon 112.5 uL staining ¢ozeltisi ve 62.5 uL su ilavesiyle baslamis oldu.

Absorpsiyon 650 nm de microplate reader (Mithras LB940, Berthold, Germany)
ile izlendi.

Inhibitér bilesik iceren ve kontrol ¢dzeltileri, inkiibasyon &ncesi ve sonrasi
absorpsiyon farklar1 kaydedilip standardizasyon egrisi yoluyla enzim aktiviteleri
degerlendirildi. Ayrica inhibitdr ¢ozeltisi yerine saf DMSO ile yapilan aktivite
kontrolleri % 100 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kimyasal Bulgular

4.1.1. 2-Fenilbenzimidazol (Bilesik No: 1)

6.54 g (0.06 mol) 1,2-fenilendiamin ve 7.81 g (0.064 mol) benzoik asitin 40 g
PPA icinde genel sentez yontemine gore yliriitillen reaksiyonu ile elde edildi. Elde

edilen ham {irlin, benzen kristallendirilerek, 9.10 g saf bilesik elde edildi.

Verim: % 78

Erime Noktast: 293°C (Lit: 278-301°C*”

IR spektrumunda(cm™), 3600-2300 (N-H, aromatik =C-H gerilim), 1614 (C=N gerilim),
1600-1400 (aromatik C=C gerilimleri, N-H egilim, alifatik -C-H egilim) bantlari
goriildi.

'H NMR spektrumunda (DMSO- dg) & ppm, 7.19-7.22 (2H, d), 7.49-7.60 (5H, m), 8.10-
8.20 (2H, d), 12.89 (1H, yayvan s, -NH) pikleri gériildii.

Elementel Analiz: C14H12N, (208.10)

%C %H %N
Hesaplanan :80.7 5.8 135
BuLunan :80.1 5.6 13.9
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4.1.2. 2-Benzil-1H-benzimidazol (Bilesik No: 2)

N
\>fCH2

N

H

10.80 g (0.1 mol) 1,2-fenilendiamin ve 20.40 g (0.15 mol) fenilasetik asit 80 mL
5N hidroklorik asit ¢ozeltisi i¢inde, 7 saat 1sitilarak, genel sentez yOntemine gore

yiiriitiilen reaksiyonu ile 17.68 g saf bilesik elde edildi.

Verim : % 85

Erime Noktast: 182°C (Lit: 179-180°C*%1%%

IR spektrumunda (cm™), 3600-2200 (N-H, aromatik gerilimler), 3050 (aromatik =C-H
gerilim), 2910 (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, 4.60 (2H, s), 7.58-7.20 (m. 9H, ArH),
12.34 (s, 1H) pikleri goriildi.

Elementel Analiz: C14H12N, (208.10)

%C %H %N
Hesaplanan :80.7 5.8 135
BuLunan :80.5 5.6 135
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4.1.3. 2-(4-Metoksibenzil)-1H-benzimidazol (Bilesik No: 3)

OCH,4

N
i>>———CH2

N

H

10.80 g (0.1 mol) 1,2-fenilendiamin ve 24.9 g (0.15 mol) 4-metoksifenilasetik
asit 80 mL 5N hidroklorik asit ¢ozeltisi i¢inde, 8 saat 1sitilarak, genel sentez yontemine

gore yuriitlilen reaksiyonu ile 19.04 g saf bilesik elde edildi.

Verim : % 80

Erime Noktast: 165°C (Lit: 165°C1%%)

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-dist
egilim) bantlar1 goriildii.

'H NMR spektrumunda (DMSO- dg) & ppm, 3.80 (s, 3H), 4.60 (2H, s), 6.85-6.90 (m,
2H), 7.10-7.15 (m, 2H), 7.35 (d, 2H), 7.36-7.52 (m, 2H), 12.27 (s, 1H) pikleri goriildii.
Elementel Analiz: C15H14N,0 (238.11)

%C %H %N
Hesaplanan :75.6 5.9 11.8
BuLunan . 75.4 5.7 11.8
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4.1.4. 2-(3-Metoksibenzil)-1H-benzimidazol (Bilesik No: 4)

10.80 g (0.1 mol) 1,2-fenilendiamin ve 24.9 g (0.15 mol) 3-metoksifenilasetik
asit 80 mL 5N hidroklorik asit ¢dzeltisi iginde, 8 saat 1sitilarak, genel sentez yontemine

gore yuriitlilen reaksiyonu ile 17.85 g saf bilesik elde edildi.

Verim : % 75
Erime Noktasi: 152-155°C (Lit:152-155°C 9

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
gorildii.

'"H NMR spektrumunda (DMSO- dg) & ppm, 3.36 (s, 3H), 7.10-7.14 (m, 5H), 7.19-7.29
(m, 5H), 12.29 (yayvan, s, 1H) pikleri goriildii.

Elementel Analiz: C15H14N,0 (238.11)

%C %H %N
Hesaplanan :75.6 59 11.8
BuLunan 1 75.5 5.6 11.7
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4.1.5. 2,2°-Bi(1H-benz|d]imidazol) (Bilesik No: 5)

I

0.432 g (4 mmol) 1,2-fenilendiamin ve 0.176 g (2 mmol) oksamit 40 g PPA

icinde genel sentez yontemine goére yiiriitiilen reaksiyonu ile 0.112 g saf bilesik elde
edildi.

Verim: % 24

Erime Noktast: 396°C (Lit: 396°C'%)

IR spektrumunda(cm™), 3280-2500 (N-H, aromatik =C-H gerilim), 1624 (C=N gerilim),
1620-1585 (aromatik C=C gerilimleri, N-H egilim, alifatik -C-H egilim) bantlari
goriildi.

'"H NMR spektrumunda (DMSO- dg) & ppm, 7.10 (4H, d, J= 6 Hz), 7.50 (4H, d, J= 6
Hz), 13.70 (2H, yayvan s, -NH) pikleri goriildii.

Elementel Analiz: C14H1oN4 (234.09)

%C %H %N
Hesaplanan :71.78 4.30 23.92
BuLunan :71.60 4.33 23.97
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4.1.6. Di(1H-benzo[d]imidazol-2-il)metan (Bilesik No: 6)

HN

0.540 g (5 mmol) 1,2-fenilendiamin ve 0.220 g (2.5 mmol) malonik asit diamit 40 g

PPA i¢inde genel sentez yontemine gore yiiriitiilen reaksiyon ile 0.186 g saf bilesik elde
edildi.

Verim : % 30

Erime Noktasi: 390°C (Lit: 390°C'®)

IR spektrumunda(cm™), 3300-2500 (N-H, aromatik =C-H gerilim), 1621 (C=N gerilim),
1620-1590 (aromatik C=C gerilimleri, N-H egilim, alifatik -C-H egilim) bantlar
gorildi.

'H NMR spektrumu (DMSO- dg) & ppm, 4.50 (s, 2H), 7.20 (4H, m), 7.50 (4H, d) pikleri
goriildii. -NH protonlarina ait pik gozlenmedi.

Elementel Analiz: Ci5sH1oN, (248.11)

%C %H %N
Hesaplanan :72.56 4.87 22.57
BuLunan . 72.60 4.90 22.70
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4.1.7. 1,2-Di(1H-benzo[d]imidazol-2-il)etan (Bilesik No: 7)

H
N
N H2C4<\
\>—Cé2 N
N
H

0.540 g (5 mmol) 1,2-fenilendiamin ve 0.295 g (2.5 mmol) siiksinik asit 40 g PPA
icinde genel sentez yontemine gore yiiriitiilen reaksiyon ile 0.360 g saf bilesik elde
edildi.

Verim : % 55

Erime Noktasi: 327°C (Lit: 327°C'®)

IR spektrumunda(cm™), 3440 (NH gerilim) 3180-2500 (aromatik =C-H gerilim), 1625
(C=N gerilim), 1620-1570 (aromatik C=C gerilimleri, N-H egilim, alifatik -C-H egilim)
bantlar1 goriiliir.

'H NMR spektrumu (CDsCOOD) & ppm, 4.05 (yayvan s, 4H), 7.40-7.80 (4H, m), 8.20
(d, 4H), pikleri goriildii. -NH protonlarina ait pik gézlenmedi.

Elementel Analiz: CiH14N4 (262.12)

%C %H %N
Hesaplanan :73.26 5.38 21.36.
BuLunan : 73.00 5.01 21.30
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4.2. BiYOLOJIK BULGULAR

Bu calismada benzimidazol halkasinin 2 numarali konumunda fenil/ benzil/ 3-
metoksibenzil/ 4-metoksibenzil ile 3 adet bisbenzimidazol yapisinda olmak iizere
toplam 7 adet benzimidazol tiirevi bilesik hiyaluronidaz enzim inhibitor etkileri
belirlenmek amaciyla sentezlenmistir. Sentezlenen benzimidazol tiirevi bilesikler ve
standart madde olarak kuLlanilan askorbik asit palmitat tuzu pH 3.5 ve 7°de uyguLanan
modifiye edilmis ‘“Morgan-Elson” ve “Stains-all” testleri kullanilarak elde edilen in
vitro hiyaluronidaz inhibitor etki sonuglart Tablo 2’de verilmektedir. IC50 degerleri 75,

100, 150 uM konsantrasyonlardaki % inhibisyon degerleri kullanilarak hesaplanmustir.

Table 2: Sentezlenen Bilesiklerin Hiyaluronidaz inhibitor Etkileri

% inibisyon
(100 M) 1Cso [uM]
Bilesik No . .
Stains-all  Morgan-Elson  Stains-all Morgan-Elson
Testi Testi Testi Testi
pH7 pH 3.5 pH7 pH3.5
1 6 0 n.d n.d
2 13 5 n.d nd
3 15 5 n.d n.d
4 16 11 n.d n.d
63 59 85 79
6 67 63 78 72
7 60 53 93 98
Askorbl_k asit 99% 99% 18 3
Palmitat

n.d: test edilmedi.
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5. TARTISMA
Bu calismada 2 numarali konumlarinda aromatik halka baglh veya metilen kopriisi
tizeinden bagli aromatik halka tasiyan benzimidazol tiirevi bilesikler olmak {izere 7 adet

bilesik sentezlenmistir. Elde edilen bilesiklerin formiilleri Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3: Sentezlenen Bilesiklerin Formiilleri

Bilesik No | n

S
—~

2 1
3 1
4 1
5 0
6 1
7 2

Sentezi yapilan bilesikler daha 6nce grubumuzun yaptigi ¢alismalarda ve bazi
arastirmacilar tarafindan sentezlenmis, literatiirde kayith bilesiklerdir. Bilesik 2-4’{in

sentezleri, 2-alkilsiibstitiie benzimidazol tiirevlerinin eldesi i¢in kolayligi, sentez
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veriminin yiiksek olusu gibi nedenler ile ¢ok kuLlanilan bir yontem olan Phillips
Yontemi uygpLanarak  yapilmistir? 319 Bilesik 1’in  eldesi igin ise 2-
arilsiibstitiiebenzimidazol tiirevlerinin sentezi i¢in uygun oldugu literatiirde bildirilen
yonteme gore 1,2-fenilendiamin ve benzoik asitin tlirevlerinin PPA icinde 1sitilmasi ile
elde edilmistir. Bilesik 5-7°de yine PPA yoOntemi ile sentezlenmistir ve Sema (1)’de bu

calismada sentezlenen bilesiklerin sentez semasi verilmektedir.

R]_ = -H, -OCH3 Rz = -H, -OCH3

Sema 1: Bilesiklerin Sentez Semasi

Sentezlenen bilesiklerin yapilarinin  belirlenmesi i¢in elementel analiz
verilerinden, erime dereceleri, IR ve H-NMR spektrumlarindan yararlanilmistir.

Bilesiklerin iizerinde yapilan ¢alismalar literatiir verileri ile uygunluk gostermektedir.
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Bilesiklerin IR spektrumlart FT-IR spektrofotometresi ile ATR yardimiyla toz
veya kristal érnek iizerinde almmuistir. Bilesiklere ait spektrumlarin 3500-2300 cm™
bolgesinde kuvvetli, yayvan muLtiplet absorbsiyon bandlar1 goriilmektedir. Bu bolgede
bilesiklerin 2 numarali konumlarindaki siibstitiitiiente bagli olarak aromatik =C-H
gerilim ve alifatik C-H gerilim bandlar1 yer almaktadir. Bu bandlarin yerlerini her
zaman tam olarak belirlemek zordur '*.

Bilesiklerin IR spektrumlarinda incelenen ikinci bolge 1700-1300 bolgesidir. Bu
bolgede bilesikliern C=N gerilim, C=C gerilim, N-H egilim ve 2 numarali konumlarinda
—CHj> grubu tasiyan bilesikler i¢in, C-H egilim bandlar1 goriilmektedir.

Elde edilen bilesiklerin 'H-NMR spektrumlar1 biri haric DMSO-ds iginde
almmistir. Imidazol halkasina ait N-H protonu spektrumlar1 & 12.27 ila 13.70 ppm
arasinda yayvan bir single 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 icin NMR
spektrumunda N-H protonuna ait sinyal oda 1sisinda yayvan singlet halinde
gén’ilmektedirzoo.

Benzimidazol halkasinin aromatik protonlarina ait pikler imidazol hidrojeninin
iki azot atomu arasinda hizli degisimi nedeni ile mulLtipletler halinde 6.85-8.20 ppm
araliginda goriilmektedir 201,

Cozici olarak kpLlanilan DMSO-dg iginde H2O’ya ait 6 3.34 ppm civarinda ve
kuLlanilan DMSO-dg’nin en iyi sartlarda % 99.9 oraninda doteryum igermesi nedeni ile
CD3;SOD;,H’a ait 6 2.50 ppm’de gozlenen pikler tiim spektrumlarda vardir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada sentezlenen 7 adet benzimidazol tirevi bilesiklerin in vitro
antihiyaluronidaz  aktivite c¢alismalarinda baglica 1i¢ konunun arastirilmasi
amaglanmstir.

1. Sentezlenen bilesiklerin in vitro antihiyaluronidaz etkiye sahip olup
olmadiklarinin belirlenmesi

2. Benzimidazol halkasinin 2 numarali konumunda aromatik grup veya alkil zinciri
araciligiyla bagli olan aromatik halkalarinin aktivite T{izerindeki roliiniin
arastirilmasi

3. Benzimidazol halkasinin 2 numarali konumundaki benzil grubu {izerindeki
siibstitiientlerin aktivite tizerindeki roliiniin arastirilmasi.

Bu amagla sentezlenen 7 adet benzimidazol tiirevi bilesiklerin “Morgan-Elson”
ve “Stains-all” testleri kuLlanilarak pH 3.5 ve 7’de in vitro hiyaluronidaz inhibitor etki
calismasi sonuclar1 Tablo 2’de verilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin 100 mM konsantrasyonda % inhibisyon degerleri
incelendiginde, Bilesik 1-7 pH 7°de %6-67 arasinda oldugu goriilmektedir.

Benzimidazol halkasinin 2 numarali konumundaki biiyiik siibstitiientelerin
aktivitenin artmasina neden olmaktadir. Bisbenzimidazol tiirevlerinin (5-7) diger
tiirevlerden (1-4) ¢ok daha fazla daha aktif oldugu goriilmektedir.

Benzimidazol halkasinin 2 numarali konumlarinda alifatik zincirin uzamasinin
aktivitede azalmaya neden oldugu ancak direkt bagli aromatik halkali tiirevlerle
karsilastirildiginda hala yiiksek aktiviteye sahip oldugu sdylenebilir.

Benzimidazol halkasinin 2 numarali konumunda aromatik siibstitiisyonun
aktivite sonuglarinda degiskenlik gostermedigi goriilmektedir. Fenil halkasinin
nonsiibstitie durumuyla para veya meta siibstitiie tiirevler karsilastirildiginda
siibstitiisyonun azda olsa aktiviteyi arttirdigi goriilmektedir. Dolayisiyla aromatik
halkada siibstitliisyonun aktiviteye bir katkisinin oldugu seklinde yorumlanabilir. Ancak
farkli siibstitlisyonlarinda sentezlenerek aktivitelerinin belirlenmesi bu konumun
aktiviteye katkisinin olup olmadiginin net olarak belirlenmesini saglayacaktir.

Bu c¢alismada sentezlenen Di(1H-benzo[d]imidazol-2-il)metan (Bilesik No: 6)
bilesiginin en yliksek antihiyaluronidaz etkiye sahip bilesik oldugu belirlenmistir.
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Bilesik 1-4 diisiikk aktivite gostermemektedirler. Ancak antihiyaluronidaz aktiviteye
sahip bilesiklerin in vitro antihiyaluronidaz etkilerinin varlig1 daha ileri ¢alismalar ile
desteklenmesi ve kanitlanmasi gerekmektedir.

Benzimidazol ana yapisi tasiyan antihiyaluronidaz aktivite ¢alismalarmin ilk
adimint olusturan bu c¢alisma bundan sonraki c¢alismalara yol gosterecegine
inanmaktayiz. Ayrica Almanya’da bir aragtirma grubuyla olan ortak ¢aligma girisimimiz
bundan sonraki ¢aligmalarin daha etkin bilesiklerin bulunmasinin yani sira anjiyojenez
etki mekanizmalarin agiklamasi ve hiyaluronidaz inhibisyonu ile anjiyojenez arasindaki

iliskinin ortaya konulmasinda katkida bulunacagi kanisinday1z.
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