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OZET

Hiyaluronidaz Enzim Inhibitorii Heterosiklik Bilesikler Uzerinde Calismalar

Tiimor hiicrelerinde endotel tabakas1 ¢cok hizh degismektedir. Hiyaluronik
asit endotel hiicrelerinin yapisinda yer aldigi ve bu hiicrelerde 6nemli roliiniin
oldugu bilinmektedir. Hiyaluronik asitin viicutta sentezini kontrolii hiyaluronidaz
enzimi tarafindan yapilmaktadir. Ayrica yapilan ¢alismalarda, tiimor metastazinin
sadece hiyaluronidaz bulunan hiicrelerde meydana geldigi ancak hiyaluronidaz
bulunmayan hiicrelerinde ise gerceklesemediginin tespit edilmesi, bu enzimin
inhibisyonunun yeni bir kanser tedavi yaklasinu olabilecegi fikrini
giiclendirmektedir.

Tiimor metastazi iizerinde yapilan ¢calismalarinda arastiricilarin dikkatini
ceken heterosiklik halkalardan biri de benzimidazol halkasidir. Benzimidazol
halkasinin yasam icin gerekli olan bazi biyolojik molekiillerin yapisinda yer
almaktadir.

Heniiz giiniimiizde antimetastazik etkili yeni bir benzimidazol tiirevi bilesik
tedaviye girmemisse de son yillarda benzimidazollerin antitiimor aktiviteleri
iizerine bir¢cok arastirma yapilmaktadir.

Bu calismada benzimidazol halkasinin 2 numaralh konumunda alkil veya
aromatik gruplar tasiyan 12 adet benzimidazol tiirevi bilesik hiyaluronidaz enzim
inhibitor etkileri karsilastirlmak amaciyla sentezlenmistir. Sentezlenen
benzimidazol tiirevi bilesikler ve standart madde olarak kullamilan 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 2-5, 8, 11,12 pH 7’de %25-40 arasinda oldugu
gorillmektedir.

Bu calismada sentezlenen 2-(3-aminofenil)benzimidazol (Bilesik No: 8)
bilesiginin en yiiksek antihiyaluronidaz etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bilesik
1,9 ve 10 hicbir aktivite gostermemektedirler. Ancak antihiyaluronidaz aktiviteye
sahip bilesiklerin in vitro antihiyaluronidaz etkilerinin varhgi daha ileri cahismalar
ile desteklenmesi ve kanitlanmasi gerekmektedir.

viii



ABSTRACT

Investigations on Hyaluronidase Enzyme Inhibitor Heterocyclic Compounds

The endothelium layer in tumor cells changes very rapidly. It is well known
fact that hyaluronic acid exists and plays an important role in the endothelium
cells. Control of the synthesis of hyaluronic acid in the organism is performed by
hyaluronidase enzyme. Futhermore, a strong assumption can be made that the
inhibition of this enzyme may be a new approach for cancer treatment as it was
determined in the related scientific studies that tumor metastasis occurs only in the
cells having hyaluronidase, but not in those lacking this enzyme.

One of the significant heterocyclic rings in the studies carried out on tumor
metastasis is benzimidazole ring. This ring exists in the structure of some essential
biological molecules.

Although a new benzimidazole derived compounds with antimetastatic
activity have not been used in treatment, yet, in recent years, a numerous study has
been carried out on anti-tumor activity of benzimidazoles.

In this study, twelve benzimidazole derived compounds which have alkyl or
aromatic groups at the second position of the benzimidazole ring were synthesized
in order to compare their hyaluronidase enzyme inhibitory effects. The anti-
hyaluronidase effects of the synthesized benzimidazole derived compounds and
palmitate salt of ascorbic acid the reference substance, was investigated at pH 3.5
and 7 using “Morgan-Elson” and “Stains-all” tests.

Upon investigating the per cent inhibition values for the synthesized
compounds at a concentration of 100 mM, those values for the compounds 2-5, 8,
11 and 12 were found to be in the range of % 25-40 at pH 7.

In this study, it was determined that the newly synthesized compound of 2-
(3-aminophenyl)benzimidazole) (Compound # 8) exhibited the highest anti-
hyaluronidase activity. No such activity was found with the compounds 1, 9 and 10.
However, it can be suggested that in vitro anti-hyaluronidase effect of the
compounds should be investigated and proved by further studies.



1. GIRIS

Timor metastazi tam olarak aydinlatilamamis kompleks bir olaydir. Tiimor
hiicresinin  biiyliylip gelismesi, temelde kan deste§i, oksijen ve timoriin
beslenmesine baglidir. Tiim bunlarin saglanabilmesi ise yeni damarlarin olusmasi ile
miimkiindiir. Ancak bu sekilde tiimér diger doku ve organlara yayilabilmektedir.
Ekstraseliiler matriks uzun zincirli polimerlerden mukopolisakaritler, glikosakaritler
ve proteoglikanlardan olugsmaktadir. Dokularda bulunan glikozaminoglikanlardan en
onemlileri; hiyaluronik asit (HA), kondroitin ve kondroitin siilfattir. Bunlardan
ozellikle HA tiirevlerinin endotel hiicrelerinin yapisinda yer aldigi ve anahtar rol
oynadigi gesitli caligmalarla kanitlanmistir (1,2). HA nin viicutta sentezini kontrol
eden hiyaluronidaz enzimleridir (3). Bu enzimler iizerinde yapilan ¢alismalar 1928
yillarina kadar dayanmaktadir (4). Ancak matriks metalloproteinazlari {izerinde ¢ok
sayida calismalar yapilmis olmasina ragmen, proteoglikanlarin yapisini bozacak
enzimler iizerinde olduk¢a az c¢alisma yapildigi literatiir calismalarinda
goriilmektedir (1,2). Ayrica yapilan ¢aligmalarda, metastazin sadece hiyaluronidaz
bulunan hiicrelerde meydana geldigi ancak hiyaluronidaz bulunmayan timor
hiicrelerinde ise gerceklesemediginin tespit edilmesi, bu enzimin inhibisyonunun
yeni bir kanser tedavi yaklagimi olabilecegi fikrini gliclendirmektedir (5).

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

Vitamin B, (siyanokobalamin)’in yapisinda dogal olarak da yer alan
benzimidazol c¢ekirdegi, giiniimiizde bazi farkli ila¢ gruplarinin etken maddesi
olarak karsimiza ¢cikmaktadir.

Henliz giiniimlizde antimetastazik etkili yeni bir benzimidazol tiirevi bilesik
tedaviye girmemisse de son yillarda benzimidazol tiirevlerinin antitiimor aktiviteleri

lizerine bir¢ok arastirma yapilmaktadir.



Bu ¢aligmada, hiyaluronidaz enzim inhibisyon aktivitesi oldugu literatiirde
kayithi olan, apigenin, biryoantratiyofen, 1,8-dihidroantrakinon, SU5416, cis-
hinokiresol gibi molekiillerinin kimyasal yapilarindan esinlenilerek bir seri
benzimidazol tiirevlerinin sentezlenmesi ve hiyaluronidaz enzim inhibisyonu

etkilerinin test edilmesi amaglanmistir (6,7).



2. GENEL BILGILER

2.1. Benzimidazol Halkasinin Genel Ozellikleri

Benzimidazol halkasi, benzen ve imidazol halkalarinin kaynagmasindan olusmus

bir halka sistemidir.

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

Yukaridaki formiilde de goriildiigii {izere, benzimidazol halka sistemi iki farkli
yapida azot atomuna sahiptir. Bu halka sisteminde numaralandirmaya iizerinde hidrojen
atomu tagiyan ve “imino azotu” veya “pirol azotu” olarak adlandirilan azot atomuna bir
numara verilerek baslanir (Formiil 1). Imino azotunun tasidigi 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 (8).

Benzimidazol tiirevi bilesikler genellikle yliksek erime ve kaynama noktasina
sahip kat1 bilesiklerdir. Ornegin, benzimidazol molekiilii 170°C’de erir. Bu bilesikler
polar ¢oziiciilerde oldukega 1yi, polar olmayan c¢oziiciilerde ise az c¢oziiniirler ve polar
¢oziiciilerde serbest imino hidrojeni asosiye halde bulunur. Imino hidrojeninin
slibstitiisyonu kaynama ve erime noktalarini 6nemli 6l¢iide diistirtir (8).

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

(Formiil 2) (9).



Formiil 2

'H-NMR spektroskopisi ile 2. konumunda, heteroatom tizerindeki hidrojen ile
intramolekiiler hidrojen bagi yapabilen bir siibstitiientin bulunmasi halinde, proton
degisme hizinin yavasladigi Elquero ve ark. (10) tarafindan kanitlanmistir. Ayni
calismada, ortama konsantre H,SO, ilavesi ile benzimidazolium iyonu olusturarak da bu
siirecin biiyiik Olclide yavaslatilabildigi gosterilmistir. H-2 protonu azot atomlar
tizerindeki her bir hidrojen ile etkileserek triplet vermeside bu goriislin kanit1 olarak
sunulmustur (J; ,=J,3=2.5 Hz).

Benzimidazoller, bazik 6zelligi asit 6zelliginden daha baskin amfoterik karaktere
sahip bilesikler olup, metallerle tuz olustururlar. Bazik 6zelliklerini, tizerindeki
ortaklanmamig elektron ¢iftini, reaksiyona girdikleri atom veya gruba verebilme
Ozelliginde olan tersiyer azot atomundan kaynaklanmaktadir (11). Benzimidazoller,
asitlerle tuz olusturma kabiliyetine sahip bazik bilesiklerdir.

Rogers ve Clayton (12) yaptiklar1 bir ¢alismada, benzimidazol halkasinin
asitlerle protonlandiginda, floresans dalga boylarinda kaymalarin oldugunu
gostermislerdir.

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
olduk¢a dayanikhidirlar ve  oksitleyici  bilesiklerden kolay etkilenmezler.
Metilbenzimidazollerin permanganat ile oksidasyonu, benzimidazolkarboksilik asitleri
verir. Ancak permanganat ile yapilan kuvvetli oksidasyon, benzimidazolliin 4,5-
imidazoldikarboksilik aside donmesine neden olur (12).

Benzimidazoller asit 6zelliklerini ise, tasidiklari imino hidrojeni ortama proton
halinde vererek gosterir ve elektron gekici gruplar ile siibstitiie edilirlerse asit 6zellikleri
artar (11). Kaynar sudaki benzimidazol ¢dzeltisine AgNOs ilavesi ile suda az ¢dziinen

giimiis tuzu olusur. Bu tuz seyreltik mineral asitlerde ve asetik asitte c¢oziiniir.



Benzimidazollerin asidik karakterlerinin bir diger gostergesi ise grignard bilesikleri ile
reaksiyona girerek N-magnezyum halojeniirleri vermesidir. Benzimidazollerin imino
hidrojeninin siibstitiisyonu pseudo-asidik karakterini ortadan kaldirir. Ornegin,
nitrobenzimidazoller, Na,CO3 veya sulu amonyak ¢ozeltileri ile tuz olusturacak kadar
asidiktir.

Serbest imino hidrojeni igeren benzimidazoller, tautomerik sistemlerdir.
Benzimidazollerin tautomerik karekterini gostermek amaciyla, Green ve Day (13) 1942
yilinda yaptilar1 ¢alismada, 3-nitro-4-asetamidobenzoik asit ve  4-nitro-3-
asetamidobenzoik asitin rediiksiyonu ile tek ve ayni benzimidazol elde etmislerdir

(Reaksiyon Denklemi 1).

HsC——C——HN COOH
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Reaksiyon Denklemi 1

Benzimidazollerin tautomerizmi, notral sartlarda da olusmaktadir. Yine Green
ve Day’in (13) yaptiklann c¢aligmada, 2,5-dimetilbenzimidazol, metiliyodiir ile
reaksiyona sokuldugunda 1,2,5-trimetilbenzimidazol ve 1,2,6-trimetilbenzimidazoli,
ayr1 ayr elde ettiklerini ve her iki izomer tekrar metil iyodiir ile kuaternize edildiginde

tek bir tiireve ulastiklarini bildirmislerdir ( Reaksiyon Denklemi 2).
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Reaksiyon Denklemi 2

5(6)-Metilbenzimidazol gibi simetri diizlemi icermeyen tiirevlerin iki farkli
izomer formuna sahip olmasi imino azotundan kaynaklanmaktadir. Bu tip bilesiklerde
kesin yapiy1 tanimlamak miimkiin olmayabilir.Reaksiyon Denklemi 3’de goriildiigi gibi
5-metilbenzimidazol, 6-metilbenzimidazoliin tautomerik formudur. Ayn1 durum, 4(7)-

slibstitiie benzimidazoller ile de 6rneklenebilir (14).

N HsC H
e —— L
CHs - CH
/ 3
N N

Reaksiyon Denklemi 3

H3C

Benzimidazol ve simetri diizlemi iceren tiirevlerin tautomerik formlar1 ise
birbirinin aymdir ve kesin bir yapi belirlemek miimkiindiir. Ornegin; 2-metil, 5,6-
dimetil ve 4,7-dimetil benzimidazol simetri diizlemine sahiptir. Benzimidazoliin, benzen
halkas1 tizerinde simetri diizlemini bozacak sekilde siibstitiient tasimasi halinde, imino
hidrojeni siibstitiie edilecek olursa, iki farkli izomer karisimi elde edilmektedir (8).

Benzen iizerindeki siibstitiientin karakteri azot Tizerindeki siibstitlisyonu
etkilemekte ve genellikle farkli verimlerde izomerler elde edilmesine neden olmaktadir.
Benzimidazol halkasinin 4. konum siibstitiientleri, 6nemli oOlclide elektrostatik,
termodinamik ve sterik etkilere sahip fakat 5. konumdaki siibstitiientlerde bu etkilerin

yeterince baskin olmamasi nedeniyle, izomer olusum oranmin degistigi bildirilmistir



(15). Arnau ve ark. (16) tarafindan  benzimidazoliin 5 (6). konum siibstitiientlerinin
tautomerik denge tizerinde az bir etkisi olmasi nedeni ile bu tip siibstitiientler varliginda,
hemen hemen esdeger miktarda regioizomerlerin olustugu bildirilmistir.

2-Furil ya da tiyenil siibstitlie benzimidazol tiirevlerinin DMSO iginde
tautomerizm gozlenirken, 2-fenil benzimidazolde go6zlenememesinin, molekiilde
heteroaril gruplarin varliginda —NH asiditesinin artmasina bagli olabilecegi bildirilmistir
(17).

lemura ve ark. (18) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 2-kloro-4-
metoksibenzimidazoliin 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).
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Reaksiyon Denklemi 4

2,4,6-Trifenilpiridinyum benzimidazolat (i¢ tuz) ile metil iyodiirden hareketle
elde edilen izomer karigimi kristalizasyonla ayrilmaya caligildiginda, 6-metoksi izomer
saf olarak elde edilebilmis, ancak 5-metoksi izomeri i¢in bunun miimkiin olamadig:
Alcalde ve ark. (19) tarafindan yapilan ¢alismada bildirilmistir (Reaksiyon Denklemi 5).
Ayni arastirmaci grubu, bu calismaya benzer sekilde elde ettikleri izomer karisimini
kristalizasyon teknigi ile ayr1 ayri saf olarak elde ettiklerini bildirmislerdir (20). Arnau
ve ark. (16) ise, sentez sonucunda elde edilen izomer karisiminin, ancak preparatif ince

tabaka kromotografisi ile ayrilabildigi bildirilmistir.
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Katritzky ve Rachwal (21), 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 ayri

ayr1 elde edilebilecegini bildirmislerdir.
2.2-Benzimidazollerin Genel Sentez Yontemleri

Benzimidazol sentez yontemlerinde baslangic maddesi olarak cogunlukla o-
fenilendiamin ya da bunu verecek siibstitiie tiirevlerin kullanildig1 goriilmektedir.
2.2.1 2-AlKilsiibstitiie Benzimidazol Tiirevlerinin Genel Sentez Yontemleri

Ik benzimidazol tiirevi bilesik, 1872 yilinda Hoebrecker (11) tarafindan
sentezlenen, 2,5(6)-dimetilbenzimidazol oldugu Alright (11) tarafindan bildirilmistir.

Bu bilesik 2-nitro-4-metilasetanilidin kalay kloriir ile hidroklorik asit varliginda

indirgenme reaksiyonu ile elde edilmistir (Reaksiyon Denklemi 6).
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Reaksiyon Denklemi 6

Daha sonra ayni bilesik 3,4-dimainotoluenin glasiyal asetik asit i¢inde 1sitilmasi
ile 2,5- (ya da 2,6) dimetil benzimidazol sentezlenmistir (11).

Giinlimiize kadar yapilan ¢alismalar incelendiginde 2-alkilsiibstitiiebenzimidazol
tiirevlerinin sentezi i¢in en ¢ok uygulanan yontemin, uygun O-fenilendiamin tiirevinin
uygun bir karboksilik asit tiirevi ile seyreltik mineral asit ¢ozeltisi (22-25), polifosforik
asit (PPA) (26-32) veya polifosforik asit etil esteri (PPE) (26,31,33-36) iginde yiiriitiilen
kondensasyon reaksiyonlari oldugu gortilmektedir.

1928 yilinda yaymlanan bir calismada Phillips (22), bazi 2-siibstitiie-
benzimidazollerin sentezlendigini bildirmistir. Kendi adin1 verdigi sentez yontemini
kullanarak, 2 numarali konumda metil, etil, hidroksimetil, a-hidroksibenzil ve fenil
gruplarini tagiyan benzimidazol tiirevlerini; o-fenilendiamin ve uygun karboksilik asitin
(swras1 ile asetik asit, propiyonik asit, glikolik asit, mandelik asit ve benzoik asit) 4 N
hidroklorik asit ¢ozeltisi igerisinde 30-40 dakika geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitilmast
ile elde etmistir. Daha sonraki yillarda bu yontem ayni sekilde ya da modifiye edilerek
bir ¢ok arastirmaci tarafindan uygulanmis (11,13,37-39) ve alifatik karboksilik asitler
kullanilarak yiritillen reaksiyonlarda yiiksek verimde 2-alkilsiibstitiie-benzimidazol
tirevlerinin elde edilmesine karsilik aromatik karboksilik asitler sonucu elde edilen
tirtinlerin eser miktarda oldugu bazi arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (11,27).

Yine o-fenilendiamin ile karboksilli asidlerin reaksiyonu sonucu Pool ve ark.

(37) tarafindan 2-alkilbenzimidazoller elde edilmistir.



1938 yilinda Hughes ve Lions (40), Phillips yontemi kullanilarak 2-
klorometilbenzimidazol sentezlendiginde verimin ¢ok diisiik, izolasyonun da ¢ok zor
oldugunu bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 7). Bunun iizerine ¢alismacilar, 2-
klorometilbenzimidazolii, Phillips yontemi ile sentezledikleri 2-hidroksimetil-
benzimidazol’lin tiyonil kloriir ile olan reaksiyonu sonucu elde etmislerdir (Reaksiyon

Denklemi 8).

NH, N
4N HCI N\
+ CICH,COOH ——mmm> CH,Cl
NH, N
Reaksiyon Denklemi 7
N N
socl

\>fCH20H - \>—CH2CI

N N

H H

Reaksiyon Denklemi 8

1939 yilinda yaymnlanan bir c¢aligmada, Bloom ve Day (41) 2-
klorometilbenzimidazol sentezi i¢in Phillips yontemini kullandiklarini, sonug iiriinii, bu
konuda daha 6nce calisma yapmis olan Hughes ve Lions’a gore daha yiiksek verimle
elde ettiklerini bildirmislerdir. Verimin artmasi, 1,2-fenilendiamin ile kloroasetik asitin
4 N hidroklorik asit i¢cindeki cozeltisinin 45 dakika geri g¢eviren sogutucu altinda
1sitilma siiresinden sonra 1 gece bekletilip, su ile seyreltildikten sonra, 6N amonyak
¢oOzeltisi ile notralize edilmesine baglanmistir. Ayni yontem 1943 yilinda Skolnik ve
ark. (42) tarafindan da kullanilmigtir.

1940’1 yillarda o-fenilendiaminin organik asitlerle vermis oldugu reaksiyonun
mekanizmasi tizerinde bazi ¢alismalar yapilmistir (13,38,39). Phillips (43), bu reaksiyon
sirasinda Oonce monoagil yapisi tagiyan bir ara iriiniin olustugunu ve daha sonra
halkanin kapanarak benzimidazol yapisinin elde edildigini bildirmektedir.

Yapilan bir ¢alismada o-fenilendiaminin monoagil tiirevinin susuz ortamda halka
kapanma reaksiyonu vermedigi, benzimidazol yapisinin olugmasi i¢in ortamda suyun

bulunmasi gerekli oldugu bildirilmistir (39).
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Cesitli arastirmacilar 2-merkaptometilbenzimidazol ve 5-siibstitiie tiirevlerini ilk
defa Phillips (23) tarafindan uygulanan yontemle sentezlediklerini bildirmislerdir. 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 9) (44-49).

X NH, X N
4-6 N HCI :
+ HS-CHZ-COOH —— \ CHZSH
NH, N
X=-H, -CHs

Reaksiyon Denklemi 9

1964 yilinda yayinlanan bir ¢alismasinda Milner ve ark. (47) Phillips yontemini
uygulayarak elde ettikleri 2-merkaptometilbenzimidazoliin hidroklorik asit tuzu halinde
daha dayanakli oldugunu bildirmisglerdir.

1949 yilinda Bachman ve Heisey (50), 2-(2’-hidroksietil)benzimidazolii Phillips
yontemi kullanarak sentezlediklerini bildirmislerdir. Bu ¢alismada, 1,2-fenilendiamin ve
karboksilik asit tiirevi olarak kullanilan 3-hidroksipropiyonitril, 6 N hidroklorik asit
coOzeltisi i¢inde 5 saat siireyle geri g¢eviren sogutucu altinda 1sitilmis, daha sonra
reaksiyon karistmi amonyum hidroksit ¢dzeltisi ile notralize edilerek 2-(2’-

hidroksietil)benzimidazol elde edilmistir (Reaksiyon Denklemi 10).

NH, N
+  CNCH,CH,0H _ONHC \>—CH2CH20H
NH, H

Reaksiyon Denklemi 10

1970 yilinda Chub ve ark. (51), vyayinladiklari bir c¢alismada 2-
klorometilbenzimidazol sentezi i¢in farkli bir yontem bildirmislerdir. Bu yonteme gore,
2-aminometilbenzimidazol dihidrokloriir ile sodyum nitritin sulu ¢o6zeltisinin 2 N
hidroklorik asit varliginda -10 ‘C’ de reaksiyonu sonucu 2-klorometilbenzimidazoliin

elde edildigi bildirilmistir (Reaksiyon Denklemi 11).
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Reaksiyon Denklemi 11

Yukarida verilen sentez yontemlerinin disinda, giiniimiize kadar caligmalarin
¢ogunda 2-klorometilbenzimidazol, Phillips yontemi kullanilarak sentezlenmistir.

Noyanalpan ve Isikdag (52) tarafindan 1984 yilinda yayinlanan bir
calismalarinda, o-fenilendiamin ile baz1 karboksilik asit tiirevlerini degisik
kondensasyon ajanlarinin (mineral asitler, polifosforik asit, polifosfat esteri)
katalizorliigiinde reaksiyona soktuklarini ve 2 numarali konumlarinda bazi alkil ve aril
stibstitlientleri tasiyan benzimidazol tlirevlerini, bu ajanlarin tiimii ile, degisik siire ve
verimlerde elde ettiklerini bildirmislerdir. Uzun zincirli alkil gruplan ile, aromatik,
siklik ve heterosiklik gruplar1 igeren tilirevlerin sentezlerinde ise, PPA ve PPE
yontemleri ile daha yiiksek verimde {irlinler elde edildigini bildirmislerdir. Bu tiirevlerin
4 N hidroklorik asit ¢ozeltisi ile kondenzasyonlari, ¢éziinme giigliikleri, halka agilmasi
veya karbonizasyon gibi nedenlerden dolayi sentezlerin gergeklestirilemedigini veya
cok diisiik bir verimde iiriinler elde edildigini bildirmislerdir.

Ayni ¢aligmacilarin 1985 yilinda yayinladiklar: bir diger ¢alismada, 2 numaral
konumlarinda ¢esitli  alkil gruplart  (metil, monoklorometil, hidroksimetil,
merkaptometil, difloromonoklorometil, triflorometil, benzil) bulunan, 17 adet
benzimidazol tiirevlerini sentezlemislerdir (44). Bilesiklerin sentezlerinde, ¢ogunlukla
kondensasyon reaksiyonlart denenmis, bu tip reaksiyonlarda, serbest bir amin (o-
fenilendiamin) ve bununla kondensasyona giren bir aldehit, nitril veya karboksilik asit
tirevlerinden birini kullandiklarint ve gerek laboratuar kosullarima uygunlugu ve
gerekse daha yiiksek verim elde edilmesi nedeni ile, karboksilik asit tiirevleri {izerinden
yaptiklarin1  bildirmislerdir. Sentezlerde reaksiyon ajan1 ve ¢oziicii olarak, 4 N
hidroklorik asit ¢ozeltisi Phillips yontemi, PPA ve PPE kullanmislardir.

Hunger ve ark. (53,54) 2-benzilbenzimidazolii, benzil siyaniirden olusturulan
iminoeter hidrokloriir yapisindan hareketle sentezlemislerdir. Benzil siyaniiriin

kloroform ve mutlak alkol igerisindeki ¢ozeltisinden hidroklorik asit gazi gegirerek

12



olusan iminoeter hidrokloriir yapisini o-fenilendiamin ile reaksiyona sokarak 2-

benzilbenzimidazol bilesigini elde etmislerdir (Reaksiyon Denklemi 12) .

H
NF2 “CI*H,N N/
CL - -0 — 0+
C,Hs0 N
NH,
Reaksiyon Denklemi 12

Isikdag (55) 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
bildirilmigtir.

2-Siibstitiie benzimidazol tiirevlerinin sentezinde, o-fenilendiamin ve uygun
aldehit tiirevleri ile yapilan kondensasyon ¢aligmalarinda kullanilan ajanlar
(nitrobenzen, bakir(IT)asetat, kursun asetat ve sodyum bisiilfit) ve solvanlar, kuvvetli
asidik ortamda dayaniksiz yapilar igin, uygun birer reaksiyon ortami yaratirlar (56-61).
Ancak bunun yaninda, olusan iiriinlin izolasyonunda ¢ikan giicliiklere bagli olarak,
verimin diisiik olmasi nedeni ile 2-alkilsiibstitiiebenzimidazol tiirevlerinin sentezinin
daha ¢ok karboksilik asitlerden hareketle yapildigi goriilmektedir (55).

Weidenhagen (61) aldehitler ile yiriitilen reaksiyonlarda katalizor olarak
bakir(Il)asetat kullanilmasi halinde verimin daha yiiksek oldugunu bildirmistir.

Elderfield ve ark. (62,63) tarafindan 1948 ve 1951 yilinda yayinlanan iki ayri
calismada, oO-fenilendiamin, ketonlarla muamele edildiginde 2,2-dialkilsiibstitiie
benzimidazolinleri verdigi ve bu olusan iiriin 1sitildig1 zaman 2-siibstitiiebenzimidazol

ve hidrokarbon yapilarini verdigi bildirilmistir (Reaksiyon Denklemi 13).
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Reaksiyon Denklemi 13

olmadigr yerlerde kullanilir (27,28,64). Kuvvetli bir ¢oziicli 6zelligi vardir. Reaksiyon
ortaminda olusan su ile birlesen anhidrit gruplari tasir. Reaksiyon sirasinda, dnce
monoagcil tiirevi olusmakta ve bunu bir molekiil su ¢ikisi ile halkanin kapanmas: takip
etmektedir. PPA’min viskoz bir sivi olmasi nedeni ile 90°C’nin altinda zor karigir
olmasi, sakincali yoniidiir. Ayrica reaksiyon sonunda hidrolizinde giigliik gosterir.

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 (31,34-
36,65). Halkali trimetafosfat yapisinda olan PPE, ilk defa 1910 yilinda Langheld (34)
tarafindan fosforpentaoksit ve dietileter karisiminin 1sitilmasi ile elde edilmistir. Aside
duyarl olan heterosiklik tiirevler bu yontem ile yiiksek bir verimle elde edilebilirler
(55).

Ancak reaksiyon kosullar1 yeterince kuvvetli degil ise, halka kapanmasi
reaksiyonu olmaz, iirlin olarak mono veya diacilamin tiirevleri elde edilir. Reaksiyon
1s1s1 160 °C nin iizerine ciktiginda ise, PPE’nin yapisinda bozunma meydana gelmesi
nedeni ile reaksiyonlarin ylirimedigi bildirilmektedir (27).

Smith ve ark. (66,67) 1,2-dinitro-3,4,5,6-tetrametilbenzen’in asetik asit i¢inde
kalay kloriir ve hidroklorik asit varliginda rediiksiyonu ile 2,4,5,6,7-

pentametilbenzimidazolii elde ettiklerini bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 14).
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King ve Achenson (68) tarafindan 1949 yilinda yayimlanan bir ¢aligmada, o-
fenilendiamin ve fenasetiminometil esterin, metanoldeki ¢ozeltisinin 1sitilmasi sonucu

2-benzilbenzimidazoliin sentezlendigi bildirilmistir (Reaksiyon Denklemi 15).

H
/
NH, H3CO\ . >¥CH2
+ /C—CHZ /
HN N
NH
Reaksiyon denklemi 15

1964 yilinda Porai-Koshits ve ark. (69) yayinladiklar1 bir ¢alismada, bazi 2-
hidroksimetilbenzimidazol tiirevlerinin asetik asit ve asetik asit anhidriti ile olan
reaksiyonlar1 sonucunda, bu tiirevlerin asetik asit esterlerinin elde edildigini

bildirmislerdir.

2.2.2 2-Arilbenzimidazol Tiirevlerinin Genel Sentez Yoéntemleri

1928 wyilinda yayinlanan bir ¢alismada Phillips (22), bazi 2-siibstitiie-
benzimidazolleri o-fenilendiamin ve uygun karboksilik asiti 4 N hidroklorik asit
cozeltisi igerisinde 30-40 dakika geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitilmasi sonucu basari
ile elde etmistir. Ancak bu ¢alismada uygulanan bu yontem ile 2-fenilbenzimidazoliin
eser miktarda elde edilebildigi bildirilmistir. 2-fenilbenzimidazol sentezinde, benzoik

asit yerine benzoik asit anhidriti veya benzoil kloriir kullanilmasi durumunda da
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reaksiyonun basarili olmadigi bu calismada ve diger bazi calismalarda kayithidir
(27,28).

Rudolf Weidenhagen (61) 1936 yilinda, ilk kez kendisi tarafindan uygulanan ve
adini tastyan bu yontemle, bazi 2-siibstitiiebenzimidazol tiirevi bilesikleri sentezlemistir.
Weidenhagen ve Train (59), 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 etmislerdir. Asagida
genel reaksiyon denklemi (Reaksiyon Denklemi 16) verilen bu yontem ile 2-fenil, 2-(o-
/m-/-p-nitrofenil),  2-(4-oksi-3-metoksifenil),  2-(3,4-metoksifenil)benzimidazoller
sentezlenmistir. Ancak bu yontem sonucu elde edilen iiriiniin saflagtirilmasinin giig

oldugu diger literatiirlerde de kayitlidir (70).

NH,
- 2HCI + Ar——cHO + (CH3COO),Cu
NH, |
N
/>7Ar- 2CuCl + 4CH3COOH + H,0
N

Reaksiyon Denklemi 16

1940 ve 1944 yilinda yayinlanan ¢aligmalarinda Hoélljes ve Wagner (71,72) o-
fenilendiamin ile aromatik ve alifatik nitrillerden hareketle 2-siibstitiiebenzimidazol ve
benzoksazol tiirevi bilesikleri elde etmislerdir. Bu yontemle ¢alismacilar reaksiyonun
asit ortamda ve susuz sartlarda yiiriitiillmesi gerektigini bildirmislerdir. Ayrica
caligmacilar  o-fenilendiaminin  hidroklorik  asit tuzu  kullanmildiginda  2-
fenilbenzimidazoliin yiliksek bir verimle elde edildigini bildirmislerdir. Yiiksek verimle
2-fenilbenzimidazol eldesi i¢in ortamda, en azindan kullanilan nitrile esdeger miktarda
asitin bulunmasi gerektigini, daha az asitin kullanilmasi durumunda da reaksiyonun
yiirtiidiigiinii ancak hizinin daha az oldugunu bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 17).

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.

NH * (HCI) NH NH,
// NH;
+ R—C _ ||
\ c
R PN
NH, N R
NH, N
NH
” 2 . (ji\>—R +  NHCI
c
TR N

H

NH4C| —_— NH3 + HCI
(R= -fenil, -metil, -etil, -n-propil, -n-butil, -n-amil, -p-tolil)

Reaksiyon Denklemi 17

1951 yilinda Charlton ve ark. (73) 2-fenilbenzimidazollerin N-siibstitiie
tirevlerinin sentezlemislerdir. Bilesikleri bakir(Il)asetat varliginda arilaldehit ve uygun
o-fenilendiamin karisiminin oksidasyonuyla hazirlamislardir.

1951 Yilinda Elderfield ve McCarthy (63) yaptiklari bir ¢aligmalarinda ketonlar
ve onlarin monosiibstitiie tlirevlerinin o-fenilendiaminler ile reaksiyonu sonucu 2-

slibstitiite-benzimidazolleri sentezlediklerini bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 18).

17



NH /R" N -
vomd %
\
R N R

NH» \

N/F\>I R" |
ISI .
C[%g« =, L
\H , @%R + RH

(R"/R + HtBaz — R"/RH +Baz)

Reaksiyon Denklemi 18

1952 yilinda yayinlanan bir ¢alismada Jerchel ve ark. (74) 2-fenilbenzimidazol’i
iki farkli yontemle sentezlemislerdir. Birinci yontemde o-fenilendiamin ile
benzaldehitin bistilfit katim iirlinlinii alkol icerisinde 3 dakika geri ¢eviren sogutucu
altinda 1sittiktan sonra nitrobenzen ilave edip, sogutarak bilesigi % 72 verimle elde
etmislerdir. Ikinci yontemde ise o-fenilendiamini alkol igerisine alip 0°C’ye kadar
soguttuktan sonra benzaldehit ilave edip diaminin mono benzal bilesigini
olusturmuslardir. Sonra {izerine nitrobenzen ilave ederek kaynama noktasina gelinceye
kadar 1sitmiglardir. Sogutuluncada 2-fenilbenzimidazol’ii elde etmislerdir (Reaksiyon
Denklemi 19).
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Reaksiyon Denklemi 19

Verimi arttirmak icin reaksiyon ¢ozeltisinden hidroklorik asit gazi gecirerek
bilesigin tuzunu olusturmuslardir. Olusan tuzun eter ile ¢oktiiriip, elde ettikleri ¢okelege
Na,COs ilave ederek 2-fenilbenzimidazolii % 85 verimle elde etmislerdir.

Arastirmacilar 2. yontemde nitrobenzen ilave ettikten sonra 4 saat 90°C’de
wsittiklarinda  2-fenilbenzimidazol’ii izole edemediklerini, nitrobenzen yerine m-
dinitrobenzen kullandiklarinda 150°C’de kisa bir siire 1sittiktan sonra %70 verimle 2-
fenilbenzimidazolii elde ettiklerini bildirmislerdir.

Lane (75), 1953 yilinda yayinlanan bir ¢aligmasinda, amonyum benzoat ve 0-
fenilendiaminin gliserol igerisinde reaksiyona girmesiyle, 2-fenilbenzimidazol’ii
sentezledigini bildirmistir.

1954 yilinda Jerchel ve ark. (56) 2-fenilbenzimidazol’ii, o-fenilendiamin ile
benzaldehiti benzen igerisinde %10°luk Pd-silikajel katalizorliigiinde 4 saat geri ¢eviren
sogutucu altinda 1sittiktan sonra, reaksiyon igerigini vakum altinda yogunlastirarak elde
etmislerdir.

1957 yilinda Ried ve Stahlhofen (76) o-fenilendiamin ve o, doymamis karbonil
bilesiklerinin ~ kondenzasyonu  ile  2-siibstitliefenilbenzimidazol  tiirevlerini

sentezlediklerini bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 20).
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Reaksiyon Denklemi 20

Yine ayni yilda Thomas ve Tyler (70) tarafindan yapilan bir ¢aligmada 2-
arilbenzimidazollerin, aromatik diaminler ile imidat hidrokloriirlerin metanol i¢inde
1sitilmast ile elde edildigi bildirilmistir. Ayrica bu yontemin 2-alkilbenzimidazoller igin,
ozellikle o-fenilendiaminin 4 nolu konumunda elektrofilik siibstitiient tagimasi
durumuda kullanigh bir yontem olmadigini agiklamiglardir. Yine, bu yontemle
Weidenhangen’nin metoduna gore daha temiz ve yiiksek verimde iriinler elde
ettiklerini bildirmislerdir.

Hein ve ark. (27) 1957 yilinda yayinladiklar1 bir ¢alismalarinda, benzimidazol
halkas1 olusturmak i¢in Phillips yontemini kullanmanin, 2-alkil siibstitiie tiirevleri i¢in
uygun oldugunu fakat 2-aril benzimidazollerin sentezi i¢in uygun olmadigini, ¢cok diigiik
verim elde edildigini bildirmiglerdir. Ayni makalede Phillips yontemi ile 2-
fenilbenzimidazol sentezi ¢alismalarinda sadece eser miktarda iiriin elde edilebilecegi,
ancak reaksiyon derisik hidroklorik asitli ortamda 180°C’de kapal bir tiip icinde (basing
altinda) yapildiginda 2-fenilbenzimidazol’in daha yiiksek verimle edilebilecegini
bildirmislerdir.

Arastirmacilar  2-arilsiibstitiie = benzimidazollerin  sentezleri i¢cin PPA
kullaniminin uygun oldugunu ve basing uygulamaya gerek kalmadan yiiksek verimle

tirtin elde edildigini bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 21) .
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Reaksiyon Denklemi 21

Calismacilar o-fenilendiamin ile yukardaki 4 farkli bilesigi PPA igerisinde
reaksiyona soktuklarinda en yiiksek verimi benzoik asit ile elde -ettiklerini
bildirmislerdir.

o-Fenilendiamin ve benzoik asitten hareketle 2-fenilbenzimidazol’iin sentezinde
kondensasyon ajani olarak PPA kullanimi, 1986 yilinda Kumar (77) tarafindan da
uygulanmustir.

1964 yilinda Kanaoka ve ark. (28) yaptiklart bir c¢alismada 2-
siibstitliebenzimidazolleri 0-fenilendiamin ile ¢esitli karboksilik asitlerin kondenzasyon
reaksiyonuyla elde etmislerdir. Ilk defa bu calismada halka kapama ajani olarak PPE
kullanilmistir.

Arastirmacilar o-fenilendiamin ve alifatik asitten hareketle Phillips metodu ile
sentezlenen 2-alkilbenzimidazollerin veriminin yiiksek oldugunu, ancak aromatik asit
kullanildiginda olduk¢a diisiik verimde iirlin 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 kullanimi ile benzoik
asitten hareketle 2-fenilbenzimidazol sentezi 120 °C’de 20-40 dakika 1isitilmakla

oldukga iyi verimde yapilabilmektedir (Reaksiyon Denklemi 22) (34).
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Reaksiyon Denklemi 22

Krohnke ve Leister (78) 1958 yilinda yaptiklar1 bir c¢alismada 2-
fenilbenzimidazol’ii benzoilasetonitril ve o-fenilendiaminden hareketle formik asit

igcerisinde yarim saat 1sitilarak elde ettiklerini bildirmisleridir (Reaksiyon Denklemi 23).

NH, N
0—=C—CgHs
. -CH3CN N\
NC—CH,, -H0 g
NH, H

Reaksiyon Denklemi 23

1958 yilinda Partridge ve Turner (79) tarafindan yapilan bir caligmada, 5-
siibstitiie-2-fenilbenzimidazollerin,  N’-aril-N-hidroksiamidin  ile = benzensiilfonil
kloriiriin tersiyer bir baz varliginda (piridin veya trietilamin) susuz ortamda, reaksiyonu

ile elde edildigi bildirilmistir (Reaksiyon Denklemi 24).
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PhSO;~

Bilesiklerin benzensiilfonat tuzlar1 da elde edilmistir.

1959 yilinda Barltrok ve ark. (80) 1,5-benzodiazepinler ve 3,6-diaza-4,5-
benzotropon tiirevleri iizerinde c¢alisirken yan iiriin olarak 2-fenilbenzimidazol’ii
sentezlediklerini bildirmislerdir. 2-Fenilbenzimidazol’ii benzilidenasetilasetat ile benzen

i¢cindeki o-fenilendiaminin piperidin ile 4 saat 1sitilmasi ile elde etmiglerdir (Reaksiyon
Denklemi 25).

R2 R
/ H
NH, O=cC N=— ¥
\ R2 /Rl
+ CHay —_— CHy —>
/ / YN e
NH O=cC O=cC N C AN
2 \ NH, \ H Ha o
R1 R1

H
N

(ji />7R2 + CH3COR1
N

R1: -CH3
R2: -CH3 y -Ph
Reaksiyon Denklemi 25

1964 yilinda Krbechek ve Takimoto (81) yaptiklar1i bir ¢alismada, 2-

azidoanilinlerin uygun aldehitlerle kondensasyonu sonucu olusan benziliden-2-azido
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anilinlerin 1,2-diklorobenzen igerisinde 140°C’deki termal dekompozisyonu sonucu 2-

stibstitiiefenilbenzimidazoller yiiksek verimle sentezlenmistir (Reaksiyon Denklemi 26).

N——CH—R N——CH—R
C[ @[ 140-150 .
NG

-

Bu termal dekompozisyonun, azidin’in N; kaybetmesi ve azometin baginin

O:O

Reaksiyon Denklemi 26

karbon atomuna atak ederek molekiil i¢i halka kapanmasina ugramasi sonucu olustugu
bildirilmigtir.

Stacy ve ark. (82) 1964 yilinda yaymlanan bir c¢alismalarinda, 2-fenil-
benzimidazol’li 0-nitroanilin ve benzaldehitin ksilen igerisinde 7 giin 1sitilmasi ile elde

ettiklerini bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 27).

NH; N
@[ + @CHO Ksilen C[ \>—©
NO, N

Reaksiyon Denklemi 27

Ridley ve ark. (83) 1965 yilinda yaptiklar bir ¢alismada, o-fenilendiamin ile 4-
siyanobenzaldehitin sodyumbisiilfit tuzu DMF igerisinde reaksiyona sokularak 4-(1H-

benzimidazol-2-il)benzonitril elde etmislerdir (Reaksiyon Denklemi 28).
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Reaksiyon Denklemi 28

Grenda ve ark. (84) 1965 yilinda yayinlanan bir ¢alismalarinda 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 doniistiigiinii bildirmislerdir
(Reaksiyon Denklemi 29).

*NH, ¢~
+ ArcN  —HC

NH» Ar

Iz

N\ N—Cl
>7Ar - )|\
M N Ar

(Ar=-CgHsg)

Reaksiyon Denklemi 29
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Mekanizmasi;
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1965 yilinda Ridley ve ark. (83) yaptiklar1 bir ¢alisma ile 2-aril benzimidazolleri
aldehitlerin sodyum bisiilfit katim iiriinliniin o-fenilendiamin ile sicak etanol i¢inde

reaksiyonuyla hazirladiklarini bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 30).
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Reaksiyon Denklemi 30
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Bu yontemin hem alifatik hem aromatik aldehitlerin her ikisine de
uygulanabilecegi bildirilmistir.

1986 ve 1989 yillarinda yaptilan iki ayr1 ¢alismada 2-fenilbenzimidazol
tiirevlerini aril aldehitlerin bisiilfit katim {iriinii ile uygun o-fenilendiaminin DMF iginde
reaksiyonu ile elde ettiklerini bildirmislerdir (85,86).

Ayni yontem 1988 yilinda Paglietti ve ark. (87) tarafindan 2-fenil- ve 5-klor-2-
fenilbenzimidazollerin sentezi i¢in uygulanmustir.

1968 Yilinda Haruki ve ark. (88) yaymnladiklar1 bir c¢alismada N-aril-
haloamidinleri etanollii ortamda sodyum etoksit ile reaksiyona sokarak 2-

fenilbenzimidazol’l elde etmiglerdir (Reaksiyon Denklemi 31).

— ) e |~ T N
VI e[y TS| @%j@

N
H

Reéksiyon Denklemi 31

Suziki ve ark. (89) 1976 yilinda yayinladiklar1 bir ¢alismalarinda bir seri 2-
siibstitiie 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 32).

H,N N

@ 74 saat oda 1s1s1 ©_</
CS,-CH,COOH  + _—

pH=8 N

H,N H

Reaksiyon Denklemi 32
Cohen (90) 1979 Yilinda yaymlanan bir ¢alismasinda, aromatik selenoamitler ile

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

benzimidazolleri elde ettigini bildirmistir (Reaksiyon Denklemi 33).
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Reaksiyon Denklemi 33

Ichikawa ve ark. (91) 1979 yilinda yayinladiklar1 bir ¢alismalarinda, bazi 2-
arilbenzimidazol ve onlarin 5-stibstitiie tiirevlerini asagidaki semada goriilen iki farkli

yontemle sentezlemislerdir (Reaksiyon Denklemi 34).

Yontem A
R N
1 N PPA " \
+ Rp—COOH ——————>
2 170-180°C \>—Rz -
/ N
NH, N
1) NaOCI
2) Na,COj
Yontem B
S N
R~ - ¢ R—on —AICE Ry ! n
NH, Z R —

Reaksiyon Denklemi 34

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

ayrildiklarini bildirmislerdir (Reaksiyon Denklemi 35).
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Reaksiyon Denklemi 35

Ancak 2 numarali konumda fenil halkast tasiyan ve 5/7-metil-
siibstitliebenzimidazollerin fraksiyonlu rekristalizasyon yontemi ile ayrilmasinin giig
oldugu, bu nedenle bu izomerlerin kolon kromotografisi ile ayrildig: bildirilmistir.

PPA kullaniminin reaksiyon ve reaksiyon sonucu elde edilen {riinlerin
temizlenmesi ic¢in gerekli olan siireyi azalttigt ve verimi %20 civarinda arttirdigi
kaydedilmistir.

1984 yilinda Noyanalpan ve Isikdag (52), 2-siibsitiitie benzimidazol tiirevlerinin
sentezlerinde degisik reaksiyon ajanlar1 kullanarak birbirleri ile karsilastirmiglardir. 2-
Fenilbenzimidaol’iin sentezinde o-fenilendiamin ve benzoik asitin PPA, PPE, 4 N
hidroklorik asit igerisinde reaksiyonlart ayri ayri denenmis, PPA igersinde 170-
180°C’de 3 saat icinde %90 verimle madde elde edilirken, PPE igerisinde 120°C’de 40
dakikada %58 verimle madde elde edilmistir. 4 N hidroklorik asit ¢ozeltisi ile
kondensasyonlarinin, ¢oziinme gligliikleri, halka agilmasi veya karbonizasyon gibi
nedenlerden dolayr miimkiin olmadig: bildirilmistir.

1986 yilinda Giimiis ve ark. (64) baz1 2,4’ 5-trisiibstitiie-2-fenilbenzimidazol
tiirevlerinin  4-siibstitiic o-fenilendiamin ve uygun siibstitiie-benzoik asitin PPA

varliginda kondenzasyonu ile elde etmislerdir.
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1988 yilinda Abdelhamid ve ark. (92) tarafindan yaymlanan bir ¢aligmada
stibstitliie hidroksimoil kloriirler ile bazi o-siibstitiie aromatik aminlerden hareketle 2
numarali konumdan aril gruplari ile siibstitiie edilmis benzimidazol, benzoksazol ve
benzotiyazol yapisindaki bilesiklerin sentez edildigi bildirilmistir (Reaksiyon Denklemi
36).

— /c| H,N 6 N
G o . CoHsOH Ko\ J/
'\ / \ _ oda 1sis1
N——OH — N
H,N N

Reaksiyon Denklemi 36

Bu metodun uygulanmasi ile 0-siibstitiie aromatik aminlerin asit kloriirleriyle
kondenzasyonu ile yiiriitiilen reaksiyonlardan daha yumusak sartlarda ve daha yiiksek
verimle iiriin elde edildigi bildirilmistir.

1993 yilinda Perry ve Wilson (93), 2-fenilbenzimidazol tiirevlerini 4-siibstitiie-0-
fenilendiamin ile iyoda benzeni PdCl,L, (L=trifenilfosfin) katalizorliigiinde kuvvetli bir

baz ve DMAC (N,N-dimetilasetamit) icerisinde elde etmislerdir (Reaksiyon Denklemi
37).
C
_PdChL,
baz/DMAc
X N
C[ o,
N

Reaksiyon Denklemi 37

I—Z

Pamuk’a (94) ait 1997 yilinda tamamlanan yiiksek lisans tez ¢aligmasinda, 2-
fenil ve 5(6)-metil-2-fenilbenzimidazol tiirevlerinin, o-fenilendiamin ile benzoik asitin
polifosforik asit i¢cinde, yag banyosu iizerinde, geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitilmasi

ile %83 ve %72 verimle elde edildigi bildirilmistir.
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2.2.6 Hiyaluronidaz Enzimi Dogal Ve Sentetik Inhibitorleri Etkili Bilesikler

Uzerinde Yapilan Cahismalar

Anjiyojenez’de HA tiirevlerinin endotel hiicrelerinin yapisinda ve taginmalarinda
anahtar rol oynadigi c¢esitli ¢alismalarla kanitlanmistir. Bu durum anjiojenez
inhibitorleri tizerindeki ¢alismalarin yakin gelecekte yogunlasacagini gostermektedir.

Saglikli hiicrelerde ekstraseliiler matriks son derece yavas yapisal degisiklige
ugrarken, timor hiicrelerinde ekstraseliiler matriks ¢ok hizli degismektedir.
Ekstraseliiler matriksin yapist uzun zincirli polimerlerden, mukopolisakkaritlerden,
glikozaminoglikanlardan ve proteoglikanlardan olustugu ii¢ boyutlu ¢aligmalarda
belirlenmistir. Hiicrelerde yer alan en yaygin glikozaminoglikanlar, HA, kontroitin ve
kontroitin siilfatir. Timor hiicrelerinde ekstraselliir matriks proteinlerini pargalayan bazi
enzimlerin  bulundugu yapilan calismalarla  gdsterilmistir.  Ozellikle matriks
metalloproteinlerinin iizerinde c¢ok yogun c¢alismalar yapilmakla birlikte, matriksi
parcalayan enzimler ve proteoglikanlar iizerinde ise ¢ok az ¢alismaya rastlanmaktadir
(1,2).

Hiyaluronan ve HA ekstraseliiler matrikste yer alan N-asetil-D-glukozamin ve
D-gliikronik asit disakaritlerinden olusan uzun zincirli polimer yapisindadir (95). HA’in
yeni kan damarlarmi olusmasini modiile ettigi kesin olarak kamitlanmistir. Ornegin,
hayvan deneylerinde yapilan g¢alismalarda, hiicrelerde yer alan HA ve tiirevlerinin
inhibisyonu sonucu yara iyilesmelerinin azaldigi gosterilmistir (96). Ayrica, HA ’nin
endotel hiicre cogalmasi ve goclinde yani anjiojeneziste Onemli rol oynadigi
bildirilmektedir (96,97). Bu nedenle HA’in normal hiicrelerin yapisinin korunmasinda
cok onemli rolii oldugu goriilmektedir.

Hiyaluronidaz enzimleri p-1-4-endoglukozamidaz enzim ailesinden olan
ekstraseliiler matriks degredasyon enzimlerindendir. Hiyaluronidaz enzimi HA kiigiik
molekdillii agirlikli sakkaritlere 6zel reaksiyon mekanizmalart ile pargalamaktadir (3).
Hiyaluronidaz enzimi, ilk kez 1928 yilinda insan ve hayvan testikiiler ekstraktlarinda
viral ajanlarin yayilmasini arttirict ajan olarak tespit edilmistir (4). Daha sonraki yillarda
hiyaluronan enzimi olarak tanimlanmig ve hiyaluronidaz enzimi olarak
isimlendirilmistir (98). 1947 yilinda Fishman ve ark. (99) testislerde bulunan bu enzim

ile timor hiicrelerinde ayn1 enzimin bulundugunu gostermislerdir. Daha sonra nekrotik
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tiimorlerde hiyaluronidaz aktivitesinin normal hiicrelere gore ¢cok daha yiiksek olduklari
bulunmustur (100,101). Ek olarak, metastatik meme ve prostat kanseri hiicrelerinde
hiyaluronidaz enzimi ve Transforming Growth Factor-f (TGF-B) protein miktarlarinin
yiiksek oldugu goriilmiistiir (102-106). TGF-p proteinleri, embroyojenezis, ekstraseliiler
matriks protein sentezi, hiicre ¢ogalmasi ve 6liimii, immiin hiicrelerinin fonksiyonlarinin
yenilenmesi gibi ¢ok sayidaki biyolojik olaylarla iliskilidir (107-109). TGF-B1, tumor
necrosis factor (TNF) aracilikli hiicre Oliimlerinde, prostat LNCaP ve L929
fibroblastlarda 6liimlere kars1 koruyucu oldugu bilinmektedir. Testiscular hiyaluronidaz
enzimi bu hiicrelerdeki TNF hassasiyetini artirirken, TNF kars1 TGF-B1 fonksiyonunu
azaltmaktadir (110). Hiyaluronidaz enzimi akciger epitel Mv1Lu hiicrelerinde TGF-p1
aracilikli biliylime fonksiyonunu bloke ettigi belirlenmistir (111). Sonu¢ olarak,
hiyaluronidaz enzimi TGF-B1 fizyolojik olarak inhibitori oldugu sdylenebilir.

Normal fibroblastlarda ve kanser hiicrelerinin ¢ogunda HA, hiyaluronidaz
enzimi gibi salinmaktadir (112-117). Hiyaluronidaz enzimi, HA’ nin hiicre yiizeyine
baglanmasi i¢in gerekli olan ve kanserli hiicrelerinin metastazinda da yer alan CD44
proteinini modiile etmektedir (118-119).  Hiyaluronidaz enzimi, endometriyum,
ovaryum, meme kanserlerinin metastazini artirirken, prostat kanserinin ilerlemesini
saglar ve tiimor hiicrelerinde in vivo anjiojenezi destekledigi bildirilmektedir
(5,103,120-123).

Liu ve ark. (5) yaptiklar1 caligmada, hiyaluronidaz® tumor hiicrelerinde
anjiojenez meydana gelirken, hiyaluronidaz® olan hiicrelerde ise anjiojenez
gerceklesmedigini bildirmektedirler. Hiyaluronidaz® tiimér hiicrelerinde anjiojenez
hiyaluronidaz inhibitorleri ile engellenmektedir.

Tim bu bilgiler 1s18inda, kanser tedavisinde ve teshisinde hiyaluronidaz
enziminin varliinin goz oniinde tutulmasi gerektigini fikri ileri stirtilebilir.

Sonug olarak, anjiojenezis ile hiyaluronidaz inhibitorleri kanser tedavisi igin
yeni terapotik ajanlar olarak kullanilmas1 miimkiin gériinmektedir.

TNP-470, Marimastat, SU5416 gibi dogal ve sentetik bilesikler
antihiyaluronidaz veya anjiojenez inhibitdr aktiviteye sahip olduklari ¢esitli ¢caligsmalarla
gosterilmistir (124-126) (Tablo 1).

Apigenin, hiyaluronidaz inhibitoérii dogal kaynakli ve anjiojenez inhibitorii

oldugu literatiirde bildirilmistir (127,128). Ayrica polisakkaritler; aljinik asit (129),
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pektin (130), glukozaminoglikanlar (131), flavonoitler (132), glikirhizin (133),
saponinler (134), hiyaluronidaz enzimini inhibe ettigi bildirilmektedir.

Ayrica, antialerjik bilesik olan tranilast (135), traxonox (133), baikalein fosfat
(133) ve sodyum kromoglikat, kortizon ve dezoksikortikosteron asetat (136),
kortikotropin (137), kikorik asit (138), dekstran siilfat (139) gibi bilesiklerin de
antihiyaliironidaz aktivite sahip oldugu literatiirde kayithdir.

Diczfalusy ve ark. (140) polidietilstilbesterol fosfat ve polimerik fosfatlardan
olan dinesterol, hekzasterol ve benzasterolin de etkili hiyaluronidaz inhibitorii
olduklarini bildirmiglerdir.

Jeong ve ark. (6) biryoantratiyofen, 5,7-dihidroksi-1-metoksikarbonil-6-okso-6H-
antra[1,9-bc]tiyofen ve 1,8-dihidroksiantrakinon dogal bilesiklerin anjiojenez inhibitorii
aktiviteye sahip olduklarini ve bu bilesiklerden biryoantratiyofen bilesiginin Bovin
aortic Endothelial Cell (BAEC) kanser hiicrelerinde en 6nemli antianjiojenik etkinlige
sahip oldugu bildirilmektedir. Ayn1 arastirmaci grubunun yaptigi diger bir ¢alismada
CHR (cis-Hinokiresinol)’in  hiyaliironidaz inhibitérii aktiviteye sahip oldugu
belirlemislerdir (127).
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Apigenin Biryoantratiyofen 1,8-dihidroksiantrakinon

Glucronic acid - glucoronic acid

Glikirihizik asit

(Glikirizin; glikirhizik asitin kalsiyum ve potasyum tuzlar1 karisimidir)

H3CO, HOOC
HBCO@CCN@ /ﬁ‘jé d‘ﬁ\
H,0,PO HOOC (o] 0 COOH

Tranilast Baikalein fosfat Sodyum kromoglikat

d
HO\@\\} \“\\\\©/

CHR 3R-CHR 3S-CHR
cis-Hinokiresol (CHR)

Tablo 1: Hiyaliironidaz enzimin bazi1 dogal ve sentetik inhibitorleri
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Olgen ve ark. (141) tarafindan yaymlanan bir calismada, indol-2- ve indol-3-
karboksamit tiirevlerinin antihiyaluronidaz aktiviteleri arastirilmis ve indol azotuna

bagl p-fluoro veya klorobenzil grubu tasiyan bilesiklerin en aktif bilesikler oldugu

Do of
L

H,F; Ri:HF CI R2H,FCI

bildirilmistir.

Sema 1: Hyaluronidaz enzim inhibitorii etkileri belirlenen N-siibstitiie indol-2- ve

indol-3-karboksamit tiirevleri

2007 yilinda grubumuz tarafindan, 2-siibstitiie benzimidazol tiirevi bir grup
bilesigin in vitro antihiyaluronidaz aktivitesi arastirilmistir. Yine grubumuz tarafindan
yapilan bir diger ¢calismada 2008 yilinda yayinlamis olup, benzimidazol, benzotiyazol
ve indol tiirevi bilesiklerin antihiyaluronidaz aktiviteleri belirlenmistir. Tim bu
bilesikler arasinda di(1H-benzo[d]imidazol-2-il)metan yapisindaki benzimidazol tiirevi
bilesigin iki ayr1 pH’da % 63 ve 67 inhibisyonla en aktif bilesik oldugu tespit edilmistir
(7,142).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Kimyasal Calismalar
3.1.1. Materyal

Calismada kullanilan tiim ¢oziiciiler (Merck) teknik ya da analitik niteliktedir.
Sentez baslangici maddeleri olarak 1,2-fenilendiamin (Merck), 4-metilbenzen-1,2-
diamin hidrokloriir (Aldrich), 4-klorobenzen-1,2-diamin ( Merck), formik asit (Merck),
asetik asit ( Merck), asetik asit anhidriti (Merck), propiyonik asit (Merck), glikolik asit
(Merck), tiyoglikolik asit (Aldrich), glisin (Merck), benzoik asit (Merck), p-anisik asit
(Aldrich), 4-fluorobenzoik asit (Aldrich), 3-aminobenzoik asit (Aldrich), polifosforik
asit (Merck), HCI (Merck) kullanilda.

Bilesiklerin *H NMR spektrumlarmin alinmasinda dimetilsulfoksit-dg (Merck),
ince tabaka kromotografisi (ITK) calismalarinda Kieselgel 60Fzs4 ile 0.2 mm
kalinliginda kaplanmis hazir aluminyum plaklar (Merck) kullanildi. Lekelerin
belirlenmesi amaciyla UV 15181, metalik iyot (Merck) ve Dragendorff belirtecinden

yararlanildi.

3.1.2. Yontem

3.1.2.1 Phillips Yontemi Uygulanarak Elde Edilen 2-Alkilsiibstitiie

Benzimidazollerin Genel Sentez Yontemi:

Her bilesik, 0.1 mol 1,2-fenilendiamin veya 4-metilbenzen-1,2-diamin
hidrokloriir tuzu ve 0.15 mol uygun karboksilik asitin 100 mL 4-5 N hidroklorik asit
icinde su banyosu {lizerinde, geri ¢eviren sogutucu altinda 2-20 saat arasinda degisen
stirelerde magnetik karistiricili 1sitict ile 1sitilmasiyla elde edildi. Reaksiyonun
tamamlanmasi ince tabaka kromotografisi (ITK) ile izlendi. Hazir plaklar kullanilarak

yapilan ITK calismalarinda, lekelerin belirlenmesinde ultraviyole 15181, metalik iyot ve
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Dragendorff belirtecinden yararlanildi. Reaksiyonun karigimi bir gece oda 1sisinda
bekletildi. Bu siirenin sonunda ¢oken bilesik 4-(2-aminometilbenzimidazol) hidroklorik
asit tuzu halinde elde edilirken, bu bilesigin disindaki bilesikler, reaksiyon karisimlar
buz banyosu igine alinarak potasyum bikarbonat ilavesi ile baz1 halinde elde edildi.
Olusan ¢okelek siiziildii. Turnusol kagidi nétr 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 kloriir iizerinde vakum

desikatoriinde kurutuldu.

3.1.2.2 Polifosforik  Asit Kullanilarak Elde Edilen 2-Arilsiibstitiie

Benzimidazollerin Genel Sentez Yontemi

Her bilesik, elde edilmek istenen bilesige gore secilen 50 mmol 4-siibstitiie-1,2-
fenilendiamin ile 75 mmol benzoik asit veya tiirevleri, polifosforik asit i¢inde, yag
banyosu iizerinde, geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitilmasi ile elde edildi. Uygulanan 1s1
ve siiresi her bilesige gore degistirildi ve 1sitma siliresince magnet ile karistirildi.
Reaksiyonun tamamlams1 ITK ile izlendi. Hazir plaklar kullanilarak yapilan ITK
calismalarinda, lekelerin belirlenmesinde ultraviyole 15181 ve Dragendorff belirtecinde
yararlanildi. Reaksiyon karigimi buz banyosu ig¢ine alinarak, turnusol kagidina kars
alkali reaksiyon verinceye kadar kat1 potasyum bikarbonat ilave edildi. Olusan ¢okelek
stiziildli. Turnusol kagidina kars1 ndtr reaksiyon verinceye kadar buzlu su ile yikandi ve
acik havada kurutuldu. Elde edilen bu ¢okelek etanol i¢cinde ¢oziildii ve aktif komdir ile
rengi giderildi. Vakumda kuruluga kadar ugurulduktan sonra, her bilesige gore degisen
bir ¢oziici de c¢oziiliip sogukta kristallendirildi. Olusan kristal halindeki bilesik

stizlilerek alind1 ve kalsiyum kloriir altinda vakum desikatoriinde kurutuldu.
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3.2. Analitik Cahismalar

3.2.1 Ergime Noktasi 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 ¢alismalarinda Kieselgel 60 F254 ile 0.2
mm kalinliginda kaplanmig hazir aluminyum plaklar (Merck) kullanilda.
Cozicii sistemleri: Sentezlerini yaptigimiz bilesiklerin kromatografik kontrollerinde
asagidaki ¢oziicii sistemleri kullanildi.

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

C-2: Heksan-etilasetat (70:30)

Lekelerin belirlenmesi: Kromotogramlarda sentez iirlinleri ve baslangic
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 FT-IR

spektrofotometresinde alind1 ve dalga sayis1 (cm™) cinsinden degerlendirildi.

3.2.4.2. '"H NMR Spektrumlari
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Bilesiklerin 'H NMR Spektrumlari, dimetilsiilfoksit-ds (Merck) igindeki
cozeltileri ile Varian Mercury 400 FT-NMR spektrofotometrisinde alinip kimyasal

kayma degerleri 6 skalasinda degerlendirildi. Eslesme sabitleri Hz olarak verildi.

3.3. BIYOLOJIK AKTIiVITE CALISMALARI

3.3.1. Metod

3.3.1.1. Morgan-Elson Testi

0.1 M sodyum format igeren bir tampon ¢dzelti 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 ¢6zeltisi hazirlamak i¢in
4.94 g borik asit ve 1.98 g KOH 100 mL su i¢inde karistirildi. 6.25 mL 10 N hidroklorik
asit icindeki 5 g dimetilamino benzaldehit (DMAB) 50 mL ye glasiyel asetik asit ile
seyreltildi.

Stok c¢ozelti olarak kullanilan ¢ozelti karanlikta ve soguk ortamda saklandi.
Hiyaluronidaz enziminin saf tozu (3110 U/mg) , 800 U/mL hiyaluronidaz ¢6zeltisi
hazirlamak i¢in inkiibasyon tamponunda ¢6ziildii ve inhibitér maddeler, son
konsantrasyon 100 mmol/mL olacak sekilde DMSO iginde ¢oziiliip seyreltilerek
hazirlandi.

HA’nin 5Smg/mL’lik stok ¢ozeltisi, HA’nin su icinde ¢dziilmesiyle hazirlandi.
Inhibitdr / enzim ¢ozeltisi, inhibitdr ¢ozeltilerin enzim ¢dzeltisine eklenmesiyle 25 uM,
75uM ve 100 uM’lik konsantrasyonlarda hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin 37°C de 1 saatlik
inkiibasyonlarindan sonra santrifiijleme yapildi.

Sonraki asamada, 100 pL BSA ¢dzeltisi, 100 pL inkiibasyon tamponu, 150 pL
su, 50 pL inhibitor / enzim ¢ozeltisi bir reaksiyon tiipiinde karigtirilip analiz, 50 uL HA
¢oOzeltisi ilavesiyle baglamis 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 tiipli
100°C°de 4.5 dakika 1sitildi. Bu isitilan ¢6zeltinin tamami, buz {izerine yerlesmis

buLunan microplate igine transfer edildi.
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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 &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.

3.3.1.2. Stain-all Testi

0.2 M ve 50 M’lik iki fosfat tampon ¢6zeltisi 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. Inhibitdr bilesikler,
DMSO iginde 10 mmol/ml ¢oziintirliigiinde hazirlanip HA nin 2mg/ml’lik stok ¢ozeltisi
suda ¢oziinerek hazirlandi. Enzim/inhibitor ¢ozeltisi; 50 pM, 75 pM ve 100 pM
konsantrasyonlardaki inhibitor ¢ozeltilerinden, enzim c¢ozeltisine katilarak hazirlandi
37°C de 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra saydam bir ¢ozelti elde etmek i¢in 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 i¢inde
¢oOziilerek hazirlanan stok ¢ozeltisi karanlikta saklandi.

Ana ¢ozelti 0.2 M’lik 390 pL fosfat tamponu, 110 uL HA ¢6zeltisi ve 500 pL su
karisimindan hazirlandi, sonra bu ¢ozelti 37°C de 10 dakika 1sitildi. Inhibitdr/enzim
cozeltisinden 12.5 pL, bir microplate icinde 12.5 pL ana ¢ozelti ile karistirildi ve
reaksiyon 112.5 pL staining ¢ozeltisi ve 62.5 puL su ilavesiyle baglamis 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 inhibitér c¢ozeltisi yerine saf DMSO ile yapilan aktivite
kontrolleri % 100 olarak kabul edildi ve IC hesaplanmadi.
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4. BULGULAR
4.1. KIMYASAL BULGULAR

4.1.1. Benzimidazol ( Bilesik No: 1)

N

)

N
H

10.80 g (0.1 mol) 1,2-fenilendiamin ve 6.90 g (0.15 mol) formik asitin 100 mL
4.5 N hidroklorik asit iginde 2 saat 1sitilarak, genel sentez yontemine gore yiiriitiilen
reaksiyonu ile elde edildi. Elde edilen ham {iriin, sudan kristallendirilerek 8.26 g saf
bilesik elde edildi.
Verim : % 70
Erime Noktast: 170 °C (Lit: 170°C %%)
IR spektrumu (cm™), 3300-2300 ( N-H, aromatik = C-H gerilimleri), 1600 (C=N
gerilim), 1600-1400 (aromatik C=C gerilimLeri, N-H egilim plan dis1 ), 745 cm™
(benzen =C-H plan-dis1 egilim)
'H NMR spektrumu (DMSO- dg) & ppm, 7.15-7.20 ( 2H, dd, J= 9.5 ve 3.2 Hz, H°, H%),
7.55-7.60 ( 2H, dd, J= 8.5 ve 3.2 Hz, H*, H"), 8.20 ( 1H,s, H?), 12.40 ( 1H, yayvan s, -
NH)
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4.1.2. 2-Metilbenzimidazol ( Bilesik No: 2)

N
H

10.80 g (0.1 mol) 1.2 —fenilendiamin ve 15.30 g (0.15 mol) asetik asit anhidriti
ve 2 mL asetik asit 50 mL 4.5 N hidroklorik asit i¢inde 3 saat 1sitilarak, genel sentez
yontemine gore yiiriitiilen reaksiyon ile elde edildi. Elde edilen ham fiiriin, etanolden
kristallendirilerek 8.58 g saf bilesik elde edildi.

Verim : % 65

Erime Noktast: 175°C (Lit: 174-175 °C 2261

IR spektrumu (cm™), 3300-2300 ( N-H, aromatik = C-H, alifatik —C-H gerilimleri),
1610 (C=N gerilim) 1600-1300 (aromatik C=C gerilimLeri, N-H egilim, alifatik —C-H
egilim), 740 cm™ ( benzen =C-H plan-dis1 egilim)

'"H NMR spektrumu ( DMSO- dg) & ppm, 2.45 ( 3H, s, CHs), 7.10-7.14 ( 2H, dd, J= 9.2
ve 3.2 Hz, H°, H%), 7.40-7.45 ( 2H, dd, J= 9,0 ve 3,2 Hz, H* H’), 12.20 ( 1H, yayvan s,
-NH)
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4.1.3 2-Etilbenzimidazol (Bilesik No: 3)

N
H

10.80 g (0.1 mol) 1,2-fenilendiamin ve 11.10g (0.15 mol) propiyonik asitin 80
mL 4 N hidroklorik asit i¢inde 3 saat 1sitilarak, genel sentez yontemine gore yiiriitiilen
reaksiyonu ile elde edildi. Elde edilen ham iiriin, etanol-sudan kristallendirilerek 11.30 g
saf bilesik elde edildi.
Verim: % 78
Erime Noktast: 168 °C (Lit: 172-173 *C?24%
IR spektrumu (cm™), 3200-2300 ( N-H, aromatik = C-H, alifatik -C-H gerilim), 1618
(C=N gerilim), 1600-1400 (aromatik C=C gerilimleri, N-H egilim, alifatik -C-H
egilim), 740 cm™ ( benzen =C-H plan-dis1 egilim).
'H NMR spektrumu (DMSO- dg) & ppm, 1.20-1.25 ( 3H, t, J= 7.61 Hz, CHs), 2.70-2.75
( 2H, g, J= 7.60 Hz, CH,), 7.00-7.02 (2H, dd, J=9.4 ve 3.2 Hz, H> H°), 7.38 ( 2H,m,
H*H"), 12.40 (1H, s, -NH).
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4.1.4 2-Hidroksimetilbenzimidazol (Bilesik No: 4)

N

N
H

10.80 g (0.1 mol) 1,2-fenilendiamin ve 7.60 g (0.1 mol) glikolik asitin 80 mL 5N
hidroklorik asit ¢ozeltisi i¢inde, 2 saat 1sitilarak, genel sentez yontemine gore yiiriitiilen
reaksiyonu ile elde edildi. Elde edilen ham iiriin, etanol kristallendirilerek 5.92 g saf
bilesik elde edildi.

Verim : % 40

Erime Noktasi: 169-171 °C (Lit: 171-172 °C *> 170-171°C )

IR spektrumu (cm™), 3600-2300 (N-H, O-H gerilimleri), 3050-3020 (=C-H gerilim,
aromatik =C-H gerilim), 2910 (alifatik -C-H gerilim), 1615 (C=N gerilim), 1600-1500
(aromatik C=C gerilimleri, N-H egilim, alifatik -C-H egilim), 742 cm™ ( benzen =C-H
plan-dis1 egilim).

'H NMR spektrumu (DMSO- dg) & ppm, 4.68 (2H, s, -CH,OH), 5.53 (1H, yayvan s, -
OH), 7.07-7.16 (2H, m, H®> H®%), 7.45-7.47 (2H, d, H*, H'), 12.10 (1H, s, -NH).
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4.1.5 2-Merkaptometilbenzimidazol (Bilesik No: 5)

N

N
H

6.54 g (0.06 mol) 1,2-fenilendiamin ve 5.89 g (0.064 mol) tiyoglikolik asitin 80
mL 5N hidroklorik asit icinde 3 saat 1sitilarak, genel sentez yontemine gore yiiriitiilen
reaksiyonu ile elde edildi. Elde edilen ham iiriin, etanolden kristallendirilerek 5.05 g saf
bilesik elde edildi.
Verim : % 51
Erime Noktast: 163°C (Lit: 158°C'*)
IR spektrumunda (cm™), 3600-2300 (N-H, aromatik = C-H, alifatik -C-H gerilimleri),
2530-2580 (S-H gerilim), 1619 (C=N gerilim), 1600-1400 (aromatik C=C gerilimLeri,
N-H egilim, alifatik -C-H egilim).
'H NMR spektrumu (DMSO- ds) & ppm, 4.10-4.40 (2H, s, CH,SH), 7.10-7.20 (2H, m,
H°, H%), 7.50 (2H, m, H* H'), 12.60 (1H, yayvan s, -NH).
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4.1.6 2-Aminometilbenzimidazol (Bilesik No: 6)

N

10.80 g (0.1 mol) 1,2-fenilendiamin ve 11.25g (0.15 mol) glisinin 50 mL 5N
hidroklorik asit i¢cinde 30 saat 1sitilmasi sonucu olusan tuz halindeki madde bu siirenin
sonunda reaksiyon ortamindan siiziilerek ayirildi. Elde edilen ham iiriin, etanol
rekristallendirilerek 17.60 g saf bilesik elde edildi.

Verim : % 85

Erime Noktasi: 255 °C (dekompoze), (Lit: 253°C***(dekompoze))

IR spektrumu (cm™), 3600-2200 (N-H gerilim, aromatik = C-H gerilim, alifatik -C-H
gerilim), 1615 (C=N gerilim), 1600-1400 (aromatik C=C gerilimLeri, N-H egilim,
alifatik -C-H egilim), 755 cm™ ( benzen =C-H plan-dis1 egilim).

'"H NMR spektrumu (D20) & ppm, 4.50 (2H, s, CHy), 7.40-7.42 (2H, dd, J=6.1 ve 3.1
Hz, H°, H®), 7.70-7.80 (2H, dd, J=9.3 ve 3.2 Hz, H* H'), 9.25 (3H, s, NH5").
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4.1.7 2-Fenilbenzimidazol (Bilesik No: 7)

N

N\

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).
'H NMR spektrumunda (DMSO- dg) & ppm, 7.19-7.22 (2H, d, H® H®), 7.49-7.60 (5H,
m, 2. konumdaki fenil halkas1 protonlarr), 8.10-8.20 (2H, d, H*, H"), 12.89 (1H, yayvan
s, -NH).

47



4.1.8 2-(3-aminofenil)-1H-benzimidazol (Bilesik No: 8)
NH»

N

N\

N
H

10.80 g (0.1 mol) 1,2-fenilendiamin ve 20.55g (0.15 mol) 3-aminobenzoik asit
40 g PPA icinde genel sentez yontemine gore yiiriitiilen reaksiyonu ile elde edildi. Elde
edilen ham {irtin, metanolden kristallendirilerek 7.30 g saf bilesik elde edildi.
Verim : % 35
Erime Noktasi: 255 °C , (Lit: 255°C")
IR spektrumu (cm™), 3280-2600 (N-H gerilim, aromatik = C-H gerilim, alifatik -C-H
gerilim), 1625 (C=N gerilim), 1620-1580 (aromatik C=C gerilimleri, N-H egilim,
alifatik -C-H egilim) bantlar1 goriildi.
'"H NMR spektrumu (DMSO-dg) & ppm, 7.15-7.13 (2H, m), 7.19-7.16 (2H, m), 7.25-
7.27 (1H, m), 7.42 (1H, m), 7.58-7.56 (2H, m), 12.95 (1H, yayvan s) pikleri goriildii.
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4.1.9 2-(4-Fluorofenil)benzimidazol (Bilesik No: 9)

N

N g

N
H

6.48 g (0.06 mol) 1,2-fenilendiamin ve 8.96 g (0.064 mol) 4-Fluorobenzoik
asitin 40 g PPA iginde genel sentez yontemine gore yiiriitiilen reaksiyonu ile elde edildi.
Elde edilen ham iiriin, etanolden kristallendirilerek 11.06 g saf bilesik elde edildi.

Verim : % 87

Erime Noktast: 250°C (Lit. 247-248°C*)

IR spektrumunda(cm™), 3600-2300 (N-H, aromatik =C-H gerilim), 1622 (C=N gerilim),
1600-1400 (aromatik C=C gerilimleri, N-H egilim, alifatik -C-H egilim).

'H NMR spektrumunda (DMSO- dg) & ppm, 7.13-7.28 (m, 2H), 7.30-7.72 (m, 4H),
8.13-8.32 (m, 2H), 12.91 (yayvan, s, 1H).
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4.1.10 2-(4-Metoksifenil)benzimidazol (Bilesik No: 10)

N

\ OCH;

N
H

6.48 g (0.06 mol) 1,2-fenilendiamin ve 9.72 g (0.064 mol) 4-metoksibenzoik
asitin 40 g PPA icinde genel sentez yontemine gore yiiriitiilen reaksiyonu ile elde edildi.
Elde edilen ham irtin, metanolden kristallendirilerek 9.95 g saf bilesik elde edildi.
Verim: % 74
Erime Noktast: 225 °C (Lit. 224-226 °C**%1%?)

IR spektrumunda (cm™), 3600-2300 (N-H, aromatik =C-H gerilim), 1625 (C=N
gerilim), 1600-1400 (aromatik C=C gerilimleri, N-H egilim, alifatik -C-H egilim).

'"H NMR spektrumunda (DMSO- dg) & ppm, 3.84 (s, 3H), 7.24 (m, 4H), 7.48 (d, 1H),
7.74 (d, 1H), 8.28 (d, 2H), 12.88 (yayvan, s, 1H).
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4.1.11 5(6)-Metil-2-hidroksimetilbenzimidazol (Bilesik No: 11)

H3C N

N
H

12.20 g (0.1 mol) 4-metil-1,2-fenilendiamin hidrokloriirtuzu ve 7.60 g (0.1 mol)
glikolik asitin 80 mL 5N hidroklorik asit ¢ozeltisi i¢inde, 2 saat 1sitilarak, genel sentez
yontemine gore yiiriitiilen reaksiyonu ile elde edildi. Elde edilen ham f{iriin, etanol
kristallendirilerek 6.48 g saf bilesik elde edildi.

Verim : % 40

Erime Noktasi: 198°C (Lit: 202-203°C*31%)

IR spektrumunda (cm™), 3600-2200 (N-H, O-H gerilimLeri), 3050 (aromatik =C-H
gerilim), 2910 (alifatik -C-H gerilim), 1612 (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, 2.38 (3H, s, -CHs), 4.64 (2H, s, -CH,OH),
6.91-6.95 (1H, d, H%), 7.21-7.41 (2H, m, H*, H") pikleri goriildii.
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4.1.12 5(6)-Kloro-2-hidroksimetilbenzimidazol (Bilesik No: 12)

cl N

N
H

14.25 g (0.1 mol) 4-kloro-1,2-fenilendiamin ve 7.60 g (0.1 mol) glikolik asitin
80 mL 5N Hidroklorik asit ¢ozeltisi i¢cinde, 2 saat 1sitilarak, genel sentez yontemine
gore ylriitiilen reaksiyonu ile elde edildi. Elde edilen ham iiriin, etanol
kristallendirilerek 7.30 g saf bilesik elde edildi.
Verim : % 40
Erime Noktast: 208°C (Lit: 210°C ™)
IR spektrumunda (cm™), 3600-2300 (N-H, O-H gerilimleri), 3050 (aromatik =C-H
gerilim), 2915 (alifatik -C-H gerilim), 1618 (C=N gerilim), 1600-1500 (aromatik C=C
gerilimleri, N-H egilim, alifatik -C-H egilim), 750 cm™ ( benzen =C-H plan-disi
egilim).
'H NMR spektrumunda (DMSO- dg) & ppm, 4.68 (2H, s, -CH,0H), 5.61 (1H, s, -OH),
7.16-7.25 (1H, dd, H%), 7.35-7.70 (2H, m, H*, H'), 12.37 (1H,s, -NH).
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4.2. BiYOLOJIK BULGULAR

Bu calismada benzimidazol halkasinin 2 numarali konumunda alkil veya
aromatik gruplar tagiyan 12 adet benzimidazol tiirevi bilesik hiyaluronidaz enzim
inhibitor etkileri karsilastirilmak 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 inhibitér etki sonuglari Tablo 2’de

verilmektedir.

Table 2: Sentezlenen Bilesiklerin Hiyaluronidaz inhibitor Etkileri

o ICso [uM]

Bilesik No Stains- Morgan- Stains- Morgan-
all Elson all Elson

Testi Testi Testi Testi

pH7 pH 3.5 pH7 pH3.5
1 1 0 n.d n.d
2 35 0 n.d n.d
3 35 0 n.d n.d
4 34 0 n.d n.d
5 33 0 n.d n.d
6 0 n.d n.d
7 0 n.d nd
8 40 0 n.d n.d
9 2 0 n.d nd
10 3 0 n.d n.d
11 31 0 n.d nd
12 25 0 n.d nd
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Askorbik asit

0 0
Palmitat 99% 99% 18 8

n.d: test edilmedi.

5. TARTISMA

Bu calismada 2 numarali konumlarinda hidrojen atomu, metil, etil, hidroksimetil,
merkaptometil, aminometil, fenil, 3-aminofenil, 4-fluorofenil, 4-metoksifenil ile 2
numarali konumlarinda hidroksimetil grubuyla birlikte 5(6) konumlarinda metil ve klor
tagityan benzimidazol tiirevi bilesikler olmak iizere 12 adet bilesik sentezlenmistir. Elde

edilen bilesiklerin formiilleri Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3: Sentezlenen Bilesiklerin Formiilleri
Ry

N

\>7R

N

\H
Bilesik No R R1
1 -H -H
2 -CH3 -H
3 -CoHs -H
4 -CH,0OH -H
5 -CH,SH -H
6 -CH2NH; -H
7 -H
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10 i : -H
OCH3

11 -CH,0OH -CH;
12 -CH,0OH -Cl

Sentezi yapilan bilesikler daha 6nce bazi arastirmacilar tarafindan sentezlenmis,
literatiirde kayithi bilesiklerdir. Bilesik 1-6 ile Bilesik 11-12’nin sentezleri, 2-
alkilsiibstitiie benzimidazol tiirevlerinin eldesi i¢in kolayligi, sentez veriminin yiiksek
olusu gibi nedenler ile ¢ok kullanilan bir yontem olan Phillips Yontemi uygulanarak

yapilmugtir 8

. Bilesik 7-10’un eldesi i¢in ise 2-arilsiibstitiiebenzimidazol tiirevlerinin
sentezi i¢in uygun oldugu literatiirde bildirilen yonteme gore 1,2-fenilendiamin ve
benzoik asit ve uygun tiirevlerinin PPA i¢inde 1sitilmasi ile elde edilmistir (54). Sema

(2)’de bu ¢alismada sentezlenen bilesiklerin sentez semasi verilmektedir.

R; NH R N
+HoocR —2NHCL >*R
NH N\
2
H
R =-H, -CH3, -C,Hs, -CH,0H, -CH,SH, -CH;NH;, R; =-H, -CH3, -ClI

R3 R3
" PPA \
+ HoOC Ry — A\ R,
N
NH. |

R2 = -H, -F, -OCH3 R3 = -H, -NH2
Sema 2: Bilesiklerin Sentez Semasi
Sentezlenen bilesiklerin erime dereceleri, IR ve 'H-NMR spektrumlari literatiir

verileri ile uygunluk gostermektedir. Bu nedenle bilesiklerin elementel analiz

sonuclarinin alinmasina gerek duyulmamustir.
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Bilesiklerin IR spektrumlar1 FT-IR spektrofotometresi ile ATR yardimiyla toz
veya kristal érnek iizerinde almmuistir. Bilesiklere ait spektrumlarin 3500-2300 cm™
bolgesinde kuvvetli, yayvan multiplet absorbsiyon bandlar1 gériilmektedir. Bu bolgede
bilesiklerin 2 numarali konumlarindaki siibstitiitiente bagl olarak O-H gerilim, N-H
gerilim, aromatik =C-H gerilim ve alifatik C-H gerilim bandlar1 yer almaktadir. Bu
bandlarin yerlerini her zaman tam olarak belirlemek zordur (144).

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

Elde edilen bilesiklerin *H-NMR spektrumlart DMSO-dg i¢inde alinmustir.
Imidazol halkasina ait N-H protonu spektrumlar1 § 9.10 ila 12.50 ppm arasinda yayvan
bir single halinde goriilmektedir. Benzimidazoliin imidazol halkas1 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 goriilmektedir (156).

Benzimidazol halkasinin aromatik protonlarina ait pikler imidazol hidrojeninin
iki azot atomu arasinda hizli degisimi nedeni ile multipletler halinde 6.91-8.32 ppm
araliginda goriilmektedir ( 156).

Coziicii olarak kullanilan DMSO-dg iginde H,O’ya ait 6 3.34 ppm civarinda ve
kullanilan DMSO-dg’nin en iyi sartlarda % 99.9 oraninda déteryum igermesi nedeni ile

CD3SOD,H’a ait 6 2.50 ppm’de gozlenen pikler tiim spektrumlarda vardir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada sentezlenen 12 adet benzimidazol tiirevi bilesiklerin in vitro
antihiyaluronidaz  aktivite ¢alismalarinda baslica 1i¢ konunun arastirilmasi
amaclanmugtir.

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

2. Benzimidazol halkasinin 2 numarali konumunda yer alan alifatik ve aromatik
gruplarin aktivite iizerindeki roliiniin arastirilmasi

3. Benzimidazol halkasinin 2 numarali konumundaki fenil grubu {izerindeki
siibstitiitentler ~ ile  benzimidazol halkasindaki  5(6) konumlarindaki
stibstitlientlerin aktivite tizerindeki roliiniin arastirilmasi.

Bu amacla sentezlenen 12 adet benzimidazol tiirevi bilesiklerin “Morgan-Elson”
ve “Stains-all” testleri kullanilarak pH 3.5 ve 7’de in vitro hiyaluronidaz inhibitor etki
calismas1 sonuglar1 Tablo 2’de verilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin 100 mM konsantrasyonda % inhibisyon degerleri
incelendiginde, Bilesik 2-5, 8, 11,12 pH 7°de %25-40 arasinda oldugu goriilmektedir.

Benzimidazol halkasinin 2 numarali konumunda herhangi bir siibstitiisyonu
aktivitenin artmasimna neden olmaktadir. 2 numarali konumda siibstitiient tasiyan
tiirevlerin (2-5,7-12) hidrojen tasiyan tiirevden (1) daha aktif oldugu goriilmektedir.

Benzimidazol halkasinin 2 numarali konumlarinda alifatik siibstitiisyon tasiyan
tiirevlerin aktiviteleri arasinda belirgin bir fark bulunmamaktadir.

Benzimidazol halkasinin 2 numarali konumunda aromatik siibstitiisyonun
aktivite sonuglarinda degiskenlik gosterdigi  goriilmektedir. Fenil halkasinin
nonsiibstitiie ve para siibstitiie durumlarinda aktivite ¢ok yiiksek olmadigi halde, meta

siibstitiie durumda aktivite yiikselmektedir. Ancak bu aktivite artisinin —NH;
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stibstitlientine mi bagli oldugu ya da meta pozsiyonundan mi1 kaynaklandigini sadece bu
¢alismanin sonuglarina dayali olarak yorumlamak miimkiin gériinmemektedir.

Benzimidazol halkasinin 5(6) konumlarinda CHsz veya CI siibstitiisyonu
aktivitede 6nemli bir degisiklik meydana getirmedigi, ancak her iki siibstitiientten CI
siibstitlisyonunda aktivitenin daha diisiik oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla 5(6)
konumlardaki siibstitiisyonun aktiviteye bir katkisinin olmadig1 seklinde yorumlanabilir.
Ancak farkli siibstitiisyonlarinda sentezlenerek aktivitelerinin belirlenmesi bu konumun
aktiviteye katkisinin olup olmadiginin net olarak belirlenmesini saglayacaktir.

Bu c¢alismada sentezlenen 2-(3-aminofenil)benzimidazol (Bilesik No:®)
bilesiginin en yliksek antihiyaluronidaz etkiye sahip bilesik oldugu belirlenmistir.
Bilesik 1,9 ve 10 aktivite gostermemektedirler. Ancak antihiyaluronidaz aktiviteye
sahip bilesiklerin in vitro antihiyaluronidaz etkilerinin varlig1 daha ileri ¢alismalar ile
desteklenmesi ve kanitlanmasi gerekmektedir.

Benzimidazol ana yapist tasiyan antihiyaluronidaz aktivite ¢aligmalarmin ilk
adimini olusturan bu c¢alisma bundan sonraki caligmalara yol gosterecegine
inanmaktayiz. Ayrica Almanya’da bir arastirma grubuyla olan ortak ¢alisma girisimimiz
bundan sonraki ¢alismalarin daha etkin bilesiklerin bulunmasinin yani sira metastaz etki
mekanizmalarin agiklamasi ve antihiyaluronidaz-metastaz iligskinin ortaya konulmasinda

katkida bulunacagi kanisindayiz.
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