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OZET

Lokotrienler (LT) birgok hastalikta rol oynayan lipit mediyatorlerdir. FLAP bu
mediyatorlerin biyosentezinde substrat arasidonik asitin (AA) 5-lipoksijenaza (5-
LO) transferinde kopri goérevi yapan yardimci proteindir. Bu sebeple, FLAP
inhibisyonu ile LT biyosentezinin engellenmesi LT lerin sebep oldugu hastaliklarin
tedavisi icin 6nemli bir terapoétik hedef halini almigtir. Bu amagla arastirma
grubumuz tarafindan kesfedilen FLAP inhibitdri benzimidazol tirevi dncu bilesigin
(BRP-7) besinci konumunda farkl substituentler tasiyan yirmi iki farkl turevi
tasarlanarak sentezlenmistir. Bununla beraber rasemat halinde bulunan o6nci
bilesik, kiral HPLC yontemi ile enantiyomerlerine ayrilarak minimum %95’lik ee
safliginda elde edilmistir. Spektral ve elementel analizlerle yapilari kanitlanan bu
enantiyomerlerin insan polimorfonikleer |0kosit (PMNL) hucrelerinde LT
biyosentezi inhibitér etkileri arastiriimistir. Sentezlenen yirmi iki final bilesinin LT
biyosentez inhibitor etkileri incelendiginde 2-(((2-(1-(4-izobdutilfenil)etil)-1-(2-
klorobenzil)-1H-benzimidazol-5-il)oksi)metil)benzonitril (6f) LT biyosentezini 0,12
MM 1Cso degeriyle inhibe ederek en aktif bilesik olarak belirlenmistir. Bunun
yaninda 6j, 6p, 6u, 6v ve 6y kodlu bilesikler 0,12-0,23 uM araliginda ICsg
degerleriyle 6ncu bilesik BRP-7'den daha guglu aktiviteye sahip bulunmustur.
Polimer temelli kiral sabit faz (KSF) kromatografi yontemiyle ayirilan
enantiyomerlerin LT biyosentezi inhibitor etkileri incelendiginde herbir
enantiyomerin ve rasematin ICsy degerleri (R)-, (S)-enantiyomerleri ve rasemat igin
sirasiyla 0,18 uM, 0,26 pM ve 0,31 pM olarak hesaplanmistir. Sonug¢ olarak,
benzimidazolln birinci konumundaki azot Gzerinde bulunan benzil grubunun ikinci
konumunda yer alan klor ve triflorometil gruplari arasinda aktivite agisindan blayuk
bir fark olmadigi gérilmekle beraber benzimidazolin besinci konumu igin nispeten
kiguk hacimli, hidrojen bagi veya polar etkilesimler yapabilecek gruplarin aktivite
icin daha uygun oldugu soylenebilir.
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ABSTRACT

Leukotrienes (LT) are lipid mediators having significant roles on various diseases.
FLAP has a crucial role on the biosynthesis of these mediators by acting as a
bridge protein for efficient transfer of the substrat arachidonic acid (AA) to 5-
lipoxygenase (5-LO). Therefore, inhibition of FLAP has become a substantial
target for treatment of LT-based disorders. Based on the benzimidazole derivative
lead structure (BRP-7) previously discovered by our research group, twenty-two
final compounds having different substituents at C(5) position of the benzimidazole
ring were designed and synthesized. Moreover, rasemic lead compound BRP-7
was separated into its enantiomers with a minimum 95% enantiomeric excess by
using polimer-based chiral stationary phase (CSP) on HPLC. Structures of all
compounds were elucidated by spectral techniques and elemental analysis, and
their inhibitory effects on LT biosynthesis in human polimorfo nuclear leucocyte
(PMNL) cells were investigated. Among them, 2-(((1-(2-chlorobenzyl)-2-(1-(4-
isobutylphenyl)ethyl)-1H-benzimidazol-5-yl)oxy)methyl) benzonitrile (6f) is found to
be the most active derivative with the ICso value of 0,12 pM. Additionally,
compounds 6j, 6p, 6u, 6v and 6y demonstrated higher activity on inhibition of LT
biosynthesis than the lead compound BRP-7 (ICsy values of 0,12-0,23 pM).
Meanwhile, the effects of individual enantiomers of the lead compound on LT
biosynthesis were also investigated. ICsg values for (R)- and (S)-enantiomers were
found to be 0,18 uM and 0,26 puM, respectively, while the 1Csg value for racemate
was 0,31 uM. In conclusion, we did not observe any drastic difference between 2-
trifluoromethyl and 2-chloride substituted benzyl groups on N(1) position of the
benzimidazole ring in terms of the biological activity. However, the presence of
relatively small groups with possible hydrogen bonding and polar interactions at
C(5) of the benzimidazole ring has contributed significantly to the observed
biological activity.
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1.GIRIS

Enflamasyonda rol oynayan I6kotrienlerin (LT) biyosentezi 5-
lipoksijenaz (5-LO) vyolagi ile gerceklesmektedir. Siklooksijenaz (COX)
inhibitorlerinin ve nonsteroidal antienflamatuvar (NSAE) ilaglarin kardiyovaskduler,
gastrointestinal veya bobrek Uzerindeki istenmeyen yan etkilere sahip olmasi

nedeniyle 5-LO yoladi daha énemli bir hedef haline gelmistir [1].

Lokotrienler (LT), birgok hastalikta proenflamatuvar etkiye sebep olan
lipit mediyatérlerdir.  Ornegin, sisteinil |6kotrienler (LTC,, LTD; ve LTE,)
bronkokonstriktdr etkileri nedeniyle astimda rol oynar. Ayrica, LTB,'Un |6kositler
icin kemotaktik bir ajan oldugu ve buna ek olarak enflamatuvar barsak
hastaliklarinda, romatoit artrit ve sedef hastaliginda anahtar bilesen oldugu
bilinmektedir [2]. Bunun yaninda, duz kas kasilmalari, damar gecirgenliginde artis,
I6kositlerin enflamasyon bolgesine gogu ve enflamasyon olusmasinda da LT lerin
etkisi oldugu bildirilmistir [3, 4]. Ayrica LTlerin ateroskleroz ve belirli kanser

tiplerinin patolojisinde énemli rol aldigi bildirilmigtir [5, 6].

Arasidonik asitten (AA) LT lerin sentezinde ilk basamak, 5-LO’nun 5-
LO aktive edici proteine (FLAP) baglanarak AA’yl 5-hidroperoksieikosatetraenoik
asite (HPETE) oksidasyonu seklinde gerceklesmektedir. Bu mekanizmanin
aydinlatiimasiyla LT biyosentezini énlemek i¢in FLAP inhibisyonu arastirmacilar
icin 6nemli bir hedef haline gelmistir. FLAP inhibisyonu ile astim ve alerjik
hastaliklarin yani sira kardiyovaskuler rahatsizliklara karsi da etkin bir ¢ézim
uretilebilecegi dusunulmektedir. Ancak FLAP ile yapilan galismalarin sinirli sayida
olmasli nedeniyle FLAP Uzerinde inhibitdr etkiye sahip yeni bilesiklere olan ihtiyag

devam etmektedir.

Bu bilgiler 1siginda grubumuz tarafindan molekiler modelleme
teknikleri kullanilarak, insan notrofillerinde LTB, biyosentezini inhibe ederken
(ICs0= 0,31 pM), saflagtiriimig 5-LO Uzerinde inhibisyon etki gostermeyen 6ncu
molekil BRP-7'ye ulasiimistir. 5-LO’yu inhibe etmezken, LTB, biyosentezi
inhibisyonuna sahip olmasi, bilesigimizin dogrudan FLAP’1 inhibe ettigini

disundurmus ve yapilan farmakolojik mekanizma g¢alismalari sonucunda BRP-7
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bilesiginin FLAP inhibisyonu sonucu LTB,4 biyosentezini engelledigi belirlenmistir

7]

Bu tez kapsaminda FLAP inhibitori benzimidazol turevi oncu
bilesigin (BRP-7) besinci konumunda farkh substitientler tagiyan yirmi iki farkli
tirevinin  sentezlenmesi amaclanmistir (Cizelge 1.1). Ayrica BRP-7'nin
enantiyomerlerinin ayrilmasi ile elde edilen enantiyomerlerin aktiviteye olan

etkilerinin incelenmesi amaclanmistir.

A\
N
Cl

BRP-7



Cizelge 1.1. Tez kapsaminda sentezlenen bilesikler
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2. GENEL BILGILER

2.1. 5-Lipoksijenaz Yolagi

Lipoksijenazlar, (Z,Z)-1,4-pentadien yapisi tasiyan ¢oklu doymamis
yag asitlerine, stereo ve regiospesifik oksijen katilmasini katalizleyerek,
hidroperoksi tlrevleri olusturan dioksijenazlardir. Bitki ve hayvanlarin yani sira
mantar ve bakterilerde de bulunurlar. Lipoksijenazlar, her molekdl igin “hem”
yapisinda olmayan, 2+ (aktif) ve 3+ (inaktif) dederlikleri arasinda gidip gelen,
demir atomuna gerek duyarlar. Demir atomunun gorevinin, hidrojen ayriiminda ve
peroksit olusumunda elektron alip verme oldugu kabul edilmektedir [8, 9].
Memelilerde temel olarak dért lipoksijenaz izoformu (5-LO, 8-LO, 12-LO ve 15-LO)
bulunmaktadir. Bu enzimler, AA’nin besinci, sekizinci, onikinci ve onbesinci

konumlarina oksijen katarak sirasiyla 5-, 8-, 12- ve 15-HPETE olustururlar [10].

5-LO enzimi fosfolipaz A ’nin (PLA;) aktivasyonu ile membrandan
salinan AA’y1 5-HPETE’ye donusturerek LT biyosentezini baglatir ve sonrasinda 5-
HPETE’den dayaniksiz epoksit turevi I6kotrien A, (LTA4) olusumunu saglayarak
gorevini tamamlamis olur. Ardindan LTA; LTA, hidrolaz ve LTC4 sentaz ile
sirasiyla LTB4ve LTC e donustiralir. Olusan LTC, y-glutamiltransferaz ile LTD,4'e
metabolize olur. Olugsan bu yeni LT, dipeptitaz enzimi ile LTEs'e donUsur. LTCy,
LTD, ve LTE,4 vyapilarinda sisteinil grubu tasidiklar igin sisteinil l6kotrienler
(CysLT) olarak adlandirilirlar [1].



"""
hiicre membrani

/ aktivasyon

fosfolipitler

CPLAzg10ha

bo888384441 ) » o » e /MCOOH
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5"-0\ glutatyon peroksidaz
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LTA4 hidrolaz/ \LTCA sentaz
( Lokotrien Ba ) C Lokotrien Cs, Ds, Es )

\_ /

hedef hiicre membrani

cys-LT reseptor
LTBa4 reseptor

Sekil 2.1. 5-LO yolag [11]

2.2. LT’lerin Biyolojik Etkileri

Lokotrienler, basta astim olmak Uzere romatoit artrit, enflamatuvar
barsak hastali§i, psoriazis, alerjik rinit gibi cesitli enflamatuvar ve alerjik
reaksiyonlarda rol oynayan, bunun yaninda ateroskleroz ve cesitli kanser tlrleriyle

de iligkilendirilen lipit mediyatorlerdir.

LTB,4 nétrofil, makrofaj ve eizonofiller igin etkili bir kemotaktik ajandir.
Lokositlerin  enflamasyon bolgesine goégline sebep olur. Ayrica, nétrofillerin
aktivasyonuyla salinan enzimler ve superoksit olusumu nétrofillerin
degranllasyonuna neden olur. Ldokositlerin damar endoteline yapismalarini ve
doku igine sizmalarini artitir. Bunlarin yaninda, makrofajlardan ve lenfositlerden
proenflamatuvar sitokinlerin salinimini artirarak, immun reaksiyonlarda énemli rol
oynar [1, 4, 12].
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Sisteinil LT’ler ise duz kas kasilmalarini, mukus salgilanmasini,
plazma ekstravazasyonunu, vazokonstriksiyonu, eozinofil toplanmasini ve fibrosit
proliferasyonunu induklerler [13]. Damar gegirgenliginde azaltici etkiye ve
bronkokonstriksiyona neden olurlar [14]. Sisteinil LT’lerin astim reaksiyonlarinda
ve immun cevaplarin duzenlenmesinde onemli rol oynadiklari da bilinmektedir
[13].

2.3. LT Reseptorleri

Lokotrienler, hidroksiasit LT (LTB4) ve sisteinil LT’ ler (LTCy4, LTDa,
LTE,) olmak Uzere iki ana gruba ayrilmaktadir. LT reseptorleri ise temel olarak LT
siniflarina olan afinitesine goére B I6kotrien reseptor (BLT) ve sisteinil LT

reseptorleri olmak Uzere iki sinifa ayrilir.

BLT kendi icinde iki alt grup olarak siniflandiriimaktadir. B |6kotrien
reseptér 1 (BLT,), LTB4 icin ylksek afinite gostererek kemoatraktant ve
proenflamatuvar etkiye aracilik eder. B |6kotrien reseptor 2 (BLT,), LTB, i¢in daha
dusuk afiniteye sahiptir ve diger LO UrUnlerine de baglanir. Ancak BLT;

reseptorlerinin fizyolojik fonksiyonlari hakkinda yeterli bilgi mevcut degildir [15].

CysLT reseptorleri BLT reseptorleri gibi iki alt grupta incelenmektedir.
Sisteinil I6kotrien reseptor 1 (CysLT;) brons daralmasi, mukus sekresyonu ve
6dem olusumuna aracilik eder. Selektif CysLT; antagonistleri astim tedauvisi igin
kullaniimaktadir. Sisteinil I6kotrien reseptor 2 (CysLT,) brons daralmasina katkida
bulunmaz ancak enflamasyon, damar gecirgenliginin artisina ve doku fibrozuna
eslik eder [4].

2.4 5-LO Enzimi

5-LO enziminin esas olarak |6kositlerde bulundugu bilinmektedir [5].
B hucreleri, monosit, noétrofil, eozinofil ve mast hicreleri gibi miyeloid ve lenfoid
hicrelerde de 5-LO eksprese edilir [16]. Memelilerde 672 veya 673 amino asit
iceren 5-LO enzimlerinin amino asit dizilimi birbirinden oldukg¢a farkhdir. Ancak bu

farkhiliga ragmen, enzimler iki farkh birimden olusan ve ayni katlanmis yapiyi
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paylasirlar. Bunlar kiiguk N-terminali B-sandvi¢ bolgesi ve daha genis C-terminal
katalitik bolgedir [17]. Katalitik C-terminal bolgesi esas olarak sarmal yapidadir ve
demir igcerir. Enzim aktivasyonunun gergeklesmesi igin inaktif durumdaki Fe?"

iyonunun aktif formu olan Fe** durumuna gecmesi gerekmektedir [18].
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Sekil 2.2. 5-LO kristal yapisi*

5-LO aktivitesinin dizenlenmesi oldukgca karmasiktir. Yeterli hicre
stimiilasyonu sonrasinda hiicre ici Ca** iyon konsantrasyonunun artisi ve mitojen
ile aktive edilmis protein kinazlar (MAPK) tarafindan gercgeklestirilen
fosforilasyonlar sonucu 5-LO aktive olarak nlkleer membrana transfer olur.
Membran fosfolipitlerinden sitozolik cPLA, tarafindan sentezlenen AA, kdépriu
gorevi yapan membran bagli FLAP aracihgi ile, 5-LO enzimine taginir ve LT
biyosentezi gergeklesir. Bunlara ek olarak Mg?*, ATP, gliseritler veya fosfolipitler,
lipithidroperoksitler gibi faktorler de 5-LO aktivitesini stimule edebilirler [19].

2.5. MAPEG Siiper Ailesi

Membran bagli glutatyon ve eikozanoid metabolizmasinda rol alan
protein (MAPEG) ailesi iki kath lipid katmaninda lipofilik substratlar Uzerine etki
ettigi bilinen integral membran enzim ailesinden olusur [20, 21]. MAPEG ailesi

Uyeleri, oksidatif strese karsl koruyucu olarak ksenobiyotik detoksifikasyonunun ve

! N-terminal B-sandvig bdlgesi gri, katalitik bdlge acik gri, belirgin kavisli heliks mavi, heliks a2
kirmizi ve demir turuncu renk ile gosterilmistir.
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ayrica AA kaynakli mediyatorlerin olusumunda rol oynayan enzimlerdir [22-24].
Tanimlanmig MAPEG ailesi Uyelerinin ¢ogu glutatyon transferaz veya glutatyon-

bagl peroksidaz reaksiyonlarini katalizler.

Veritabani ve genom taramasi sonucunda toplamda 136 proteinin
MAPEG super ailesine ait oldugu tespit edilmistir. Bu proteinler, prokaryot ve
okaryotlarda bulunurken arkebakterilerde bulunmamaktadir. Okaryottaki proteinler
besinin enzimatik aktivite gosterdigi bilinen alti tane MAPEG super aile Uyesi
bashgi altinda toplanabilir [20]. Bu ailenin ilk G¢ Uyesi AA kaynakli mediyator
arunleri olusturan Iokotrien C, sentaz (LTC4S), mikrozomal prostaglandin E sentaz
1 (mMPGES-1) ve FLAPtir. LTC4S astim hastalijina sebep olan CysLT lerin
olusumunu katalizler [24, 25]. AA’'nin siklooksijenaz (COX) yolagindan olusan
MPGES-1 enflamasyon, ates ve agriya sebep olan prostaglandinlerin
sentezlenmesine neden olan mediyatordur. Enzimatik aktiviteden yoksun olan
MAPEG Uyesi FLAP, 5-LO’yu aktive eder ve AA’in 5-LO’a transferini saglar [26].
Diger MAPEG lUyeleri mikrozomal glutatyon S-transferaz (mGST) 1-3’tir. mGST,
oksidatif stres ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol oynar [27, 28]. mGST,

ve mMGST3'Un in vivo fonksiyonlari daha tam olarak anlagilamamistir.

2.6. 5-LO Aktive Edici Protein (FLAP)

MAPEG super aile Uyesi olan FLAP, bu ailenin diger Uyelerinden
farkli olarak glutatyona baglanmayan ve enzimatik aktivite gostermeyen integral
membran proteindir. FLAP, Merck arastiricilari tarafindan MK-886 (1) kodlu
bilesigin etki mekanizmasi c¢alismalari esnasinda kesfedilmistir. FLAP’1 bloke
ederek 5-LO ile etkilesiminin dnine geger [29-31]. FLAP, hem AA icin hem de 5-
LO igin membran baglanma noktasi gorevini yerine getirir [29]. FLAP’In 5-LO’yu
nasil aktive ettigi tam olarak anlasilamasa da, aralarinda fiziksel bir etkilesim
oldugu fikri hakimdir [32]. FLAP In LT drlnleri Gzerindeki rolind ve inhibitorlerin
FLAP’In fonksiyonlarini nasil duzenledigini anlamak icin FLAP’in iki LT biyosentez
inhibitéruyle yaptigi kompleksin yapisi X-isini kristallografisi ile aydinlatiimigtir.
FLAP’nin MK-591 (quiflapon, 2) ve iyotlu analogu ile yaptigi kompleksin kristal
yapisi 4,0 A ve 4,2 A ¢dziinirliikte agiklanmistir [33]. Bu sonuglara gore inhibitor,

FLAP’In membrana gomulu aktif bolgesine baglanmak suretiyle AA ile olan
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etkilesimini engelleyerek ve 5-LO’ya transferini durdurarak LT biyosentezini inhibe

etmektedir.
- O 5,
§ COOH NG OWCOOH
cl
cl
MK-886 (1) MK-591 (2)

2.7. Antildkotrien ilaglar

Arastirmacilar LT biyosentezini inhibe ederek dogrudan LT
olusumunu Onleyen enzim inhibitorleri veya olusan LT'lerin reseptdre
baglanmasini engelleyen reseptdor antagonistleri Uzerinde c¢alismaktadir.
inhibitérler LT biyosentezi inhibisyonunu, dogrudan 5-LO enzimininin aktif
bdlgesine veya FLAP’a baglanarak gerceklestirmektedir. Bu sayede, LTB,4 ve
CysLT’lerin sentezinin inhibisyonu tek seferde gergeklesmektedir. Reseptor
antagonistleri ise belirli reseptorlere 6zgudur ve bu sekilde segicilik saglanmis
olmaktadir. Antildkotrien ilaglar 5-LO inbitorleri, FLAP inhibitorleri ve LT reseptor

antagonistleri olmak Uzere Ug¢ baslik altinda incelenebilir.

2.7.1. 5-LO inhibitorleri

LT biyosentezini engellemek igin olusturulan stratejiler arasinda
onemli yer tutan direkt 5-LO inhibitorlerini kendi icinde redoks aktif bilesikler, demir
ligand inhibitorleri ve redoks aktif olmayan bilesikler olmak Uzere Ug¢ baslik altinda

inceleyebilmek mumkindur [34-37].

Redoks aktif inhibitorler, demir atomunu (2+) dederliginde tutarak
katalitik donguye katilmasini engellerler ve bdylelikle LT inhibisyonunu

gerceklestirmis olurlar. Bu sinif inhibitérler in vitro olarak 5-LO Griin olusumunu
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inhibe etmekte oldukg¢a basarili olmalarina ragmen oral kullanim agisindan uygun
bulunmamistir. Bunun yaninda, diger biyolojik redoks sistemleri ile etkilestikleri ve
reaktif radikal GrlGnler olusturabildikleri igin ciddi yan etkilere sahiptirler [13].
Fenidon (3) ve BW-755C (4) kodlu bilesikler bu sinifa érnek olarak gdsterilebilir.
Bu bilesikler bahsi gegen yan etkilerin yani sira 5-LO’ya karsi zayif selektivite

gOstermektedir [38].

H

(0] N
E/N‘Q
Fenidon (3) BW-755C (4)

Bu sinifin diger bir Uyesi polifenolik (+)-3,4,3’,4’-tetrahidroksi-9,7’a-
epoksilignan-7a,9’-laktonda (5) bulunan orto-difenolik yapi aktiviteden sorumlu
tutulmaktadir. Bununla beraber bu bilesik AA yolaginda 5-LO, 15-LO, COX-1/2yi
de kapsayan birgcok enzimi dusuk mikromolar konsantrasyonlarda inhibe
etmektedir [39].

()

N-hidroksiure turevi olan demir ligand inhibitorleri, demir iyonunu
ferr6z formunda stabilize ederek veya merkezi demir atomuyla kelat yaparak 5-LO
aktivitesini onlerler. Bu bilesikler, enzim aktif bdlgesinde bulunan demir atomu ile
kelat yapabilecek gugli ligand gruplaridir. Bu gruptan akut ve kronik solunum
yollari fonksiyonlarindaki bozukluklarin tedavisinde kullaniimak Uzere, (+)-[1-(1-
benzolb]-tiyofen-2-il)etil]-1-hidroksilre (zileuton, 6) 1996 yilinda piyasaya surulen

ilk ve tek 5-LO inhibitoradur [40]. Ateroskleroz ve kardiyovaskuler hastaliklar igin
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Faz Il klinik ¢galismalarini tamamlamis olan atreleutonun (7), bronkospazm hayvan
modellerinde yari 6mru onalti saattir ve zileutondan beg kat daha aktif oldugu
bulunmustur [41, 42]. Ayrica astimli hastalarda egzersiz sonucu olusan
bronkokonstriksiyonda etkilidir [43].

OH NH, S CHj3
N —  NH,
C~ s
S F oH O
Zileuton (6) Atreleuton (7)

Astim tedavisi i¢in yeni bilesiklerin bulunmasi amaciyla benzokzasol
tirevi bilesikler sentezlenmis ve bu bilesiklerin demirle kelat yapma afinitesi
Uzerinde calisiimistir. Ortaya c¢lkan sonucglara goére aromatik halkadaki
substitiuentlerin konumlari 5-LO inhibisyonunu dogrudan etkilemektedir. Orto-
konumunda etil substitienti ile ICso degeri 5,66 pM iken substitient para

konumuna kaydirildiginda 5-LO ICso degeri 0,12 uM olan daha etkili bir bilesige (8)

lE ~
~
LA
vVl
~

\

ulasildigr gorulmustar [44].
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N
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ilk iki sinif inhibitérlerin yan etkilere ve biyoyararlanim problemlerine
sahip olmasi uclncu bir sinif olan redoks aktif olmayan 5-LO inhibitérlerinin
geligtiriimesine olan ihtiyaci artirmistir [45]. Bu siniftaki inhibitorler, AA ile yarigsmali

olarak 5-LO’nun aktif bdlgesine baglanir ve inhibisyonu gergeklestirir [13].

Bu alanda son yillarda yapilan ¢alismalar incelendiginde, oral aktif 5-
LO enzim inhibitora ZD-2138 (9) kodlu bilesik gesitli ex vivo ve in vitro deneylerde
yuksek aktivite gostermesine ragmen, kronik enflamasyon bdlgesinde ayni etkiyi

gosterememigstir [46, 47]. Bunun Uzerine, biyoyararlanimi artirmak igin kuguk
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modifikasyonlarla insan polimorfonukleer I6kosit (PMNL) hdcresinde 1,5 nM ICsg
degerine sahip L-697,198 (10) kodlu bilesik kesfedilmistir [48].
HaC.

O
@)
O
O/\W[::Iifj§ @] “'E“'E:
N @)
CHj

ZD-2138 (9) L-697,198 (10)

@)

Pfizer grubu, L-697,198 bilesiginin dihidrokinolinon, metoksi ve eter
gruplarini sirasiyla imidazolilfenil, karboksamit ve tiyoeter gruplariyla yer
degistirerek insan tam kaninda 1Cso degeri 230 nM olan CJ-13,610 (11) bilegigini
gelistirmiglerdir [49]. Ayni grup CJ-13,610 Uzerinde faz | galismalari yapmis ve bu
bilesigin gelistiriimesi sonucunda PF-4191834 (12) kodlu bilesige ulasmistir. PF-

4191834°Un astim tedavisinde faz Il ¢calismalari tamamlanmistir [50, 51].

NTY) ©\%>
=N N-N
Q NH, 0 NH, /

o} o}
CJ-13,610 (11) PF-4191834 (12)

Landwehr ve ekibi tarafindan geligtirilen 2-amino-5-hidroksiindol
turevleri (13, 14), insan rekombinant 5-LO ve insan PMNL hucrelerinde guglia 5-LO
inhibitdér etki gostermistir. Bu inhibisyondan 5-hidroksiindol grubunun ikinci
konumundaki aril/ariletilamino veya arilpiperazin-1-il gruplarinin sorumlu oldugu
belirtiimigtir. Ayrica 5-hidroksiindol ana iskeletinin antioksidan etkiye sahip oldugu

ve 5-LO enzimine baglanma gucunu artirdidi bildirilmistir [52].

COOEt COOEt
HO HO
\[::I:<>_NH \[::I:<>—N N—<C:j>—CI
N N _/
H Cl H

(13) |C50=0,3 HM (14) |C50=2,3 HM
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Ayni grubun sure gelen cgalismalarinda bulunan 15 kodlu bilesik
rekombinant 5-LO ve insan noétrofillerinde sirasiyla 0,086 uM ve 0,23 uM’lik 1Csg

degerleri ile inhibitor etki gostermigtir [53].

COOEt

(15)

Bir diger indol turevi calismasini Zheng ve ekibi gergeklestirmis olup,
si¢an peritoneal I6kositleri Gzerinde 0,85 uM ICs, dederine sahip bilesik olan 4-(1-

benzil-1H-indol-3-il)-1-morfolinobitan-1-on (16) molekulltnu gelistirmislerdir [54].

o [ o
N

O

(16) 1C5,=0,85 pM

Steinbrink ve arkadaslari nonselektif COX inhibitorl sulindakin (17)
aktif metaboliti olan sulindak suilfit (18) Gzerinde ¢alismiglar ve bu bilesigin PMNL
hicrelerde 9 uM ve tam kanda 18,7 uM’lik ICso deg@erleri ile 5-LO’yu inhibe ettigini
belirtmiglerdir [55].

Sulindak (17) Sulindak sulfit (18)
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Merck grubunun gergeklestirdigi arastirmalar sonucunda, kromenon
tirevi selektif 5-LO inhibitora setileutona (MK-0633, 19) ulasiimistir. Setileutonun
12-LO, 15-LO ve FLAP’a karsi aktivite gostermedigi, 5-LO’yu 3,9 nM’lik ICs, dederi
ile inhibe ettigi, ayrica (R) izomerinin daha az aktif oldugu bildirilmigtir [56].

Setileuton (19)

Merck grubunun bir diger arastirmasinda selektif 5-LO inhibitori
benzotiyofen turevi MK-5286 (20) geligtirilmistir. MK-5286’nin 12-LO, 15-LO ve
FLAP’a kargi aktivite gostermezken, insan tam kaninda 5-LO’yu 21 nM IC5, degeri
ile inhibe ettigi, ayrica MK-5286’nin (R) izomerinin sekiz kat daha az aktiviteye

sahip oldugu bildirilmistir [57].

OH
F?’\C}{/\N S NH»
/
N:N /

MK-5286 (20)

Hoffman ve arkadaslari sanal tarama ile bulduklar tiyazolinon
yapisint Ooncu bilegik olarak alip yapi etki iligkisi galismasi yurutmus ve bu
¢alismalar sonucunda in vivo ve in vitro ortamlarda sirasiyla 0,28 uyM ve 0,09
MM’lik 1Cso dederine sahip bilesige ulasiimistir (21). Ayrica ikinci konumdaki fenil
grubu alifatik siklik amin veya azot tasiyan zincirle degistirildiginde aktivitenin
kayboldugu ve besinci konumdaki benziliden kismina degisik substitusyonlarin
aktiviteye herhangi bir katki getirmedigi bildirilmistir [14, 58].
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OCH,

(21)
In vivo 1C50=0,28 uM

X _ S In vitro 1C5,=0,09 pM
>—<: >—CI

O
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Suh ve arkadaslarinin gergeklestirdigi ¢alismada, bazi tiyazol
turevleri ile in vitro ve in vivo deneyler gergeklestirmisler ve sonuglara gore
bazilarinin dogrudan 5-LO inhibisyonu goésterdigi bildirilmistir. Ortaya ¢ikan yapi
etki iligkileri sonuglarina gore N-aril kisminin ikinci ve dorduncu konumlarina
hidroksil veya amin gruplarinin inhibisyon i¢in gerekli oldugu, 4-aril kisminin ise
farkli substitisyonlara acik oldugu bildirilmistir. Bu calismalar sonucunda ICsg

degeri 25 nM olan tiyazol tirevi bilesik (22) bulunmustur [59].
CH,4
OH
(3 Q
C'MN CHs
H
(22) IC5,=25 nM

COX/5-LO dual inhibitorleri

Klasik NSAE ilaclar ve selektif COX-2 inhibitorler etkilerini
enflamasyon durumunda prostaglandin Uretimini azaltarak gostermektedirler.
LTlerin enflamatuvar o6zellikleri géz o6nltne alindiginda COX/5-LO enzimatik
sahip olacagi ayrica LT’lerin gastrointestinal mukozadaki yan etkileri nedeniyle
dual inhibisyonun gastrointestinal guvenilirligi artiracagi dustunulmustar [60-63]. Bu
iki avantajin yaninda COX-1, COX-2 ve 5-LO enzimlerinin birlikte inhibisyonunun,
platelet Tromboksan A, (TXA2) olusumunu, vaskuler enflamasyonu ve Iokositlerin
enflamatuvar 6zelliklerini dnlemesi sonucu kardiyoprotektif etki saglayabilecegi de
dusundlmektedir [64]. Tum bunlar g6z 6ntne alindiginda dual inhibisyon umut
verici bir hedef konumundadir. Bu hedefe ilk adim otuz yil énce COX/5-LO

inhibitor etkili bilesik olan benoksaprofen (23) piyasaya surulerek atilmigtir. Klasik
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NSAE ilaglarla kiyaslandiginda daha iyi gastrointestinal guvenilirlige sahip oldugu
gorulen bilesik hepatotoksik etkisi ve 1s1da duyarliliga bagh yan etkileri nedeniyle

piyasadan cekilmigstir [65].

0
— }m
HsC N

O~ "OH
Benoksaprofen (23)

Selektif COX-2 inhibitdri olan rofekoksibe 5-LO inhibitorlerinde
bulunan oksim veya N-hidroksilre gruplari eklenerek gelistirilen bilesiklerin (24,
25) in vitro ve in vivo deneylerde enzim inhibisyonu ve antienflamatuvar analjezik
etkileri test edilmis ve ¢ikan sonuglara gére COX-2/5-LO dual aktivite gosterdikleri
bildirilmistir [66].

CH;
CH, N
~. _OH = N
s Ly
o | O |

SCO,Hs SCO,H;
(24) (25)
COX-2:1Cx 1,4 uM COX-2:1C5=2,7 uM
5-LO: |C50:0,28 lJM 5-LO: |C50:0,30 HM

Moreau ve arkadaslari karboksil grubu tasiyan asiklik rofekoksib
analoglarini sentezlemis (26, 27) ve in vitro, in vivo deneylerde enzim inhibisyonu

ve antienflamatuvar analjezik etkilerini gostermiglerdir [67].
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COOH COOH

X X
T LT C

F F
SOzMe SOzMe
(26) (27)

COX-2:1C59=5,3 uM COX-2:1C5y=0,32 uM
5-LO : IC50=0,56 M 5-LO : IC5=3,1 uM

Moreau ve arkadaslari tarafindan yadrutalmis bir diger calismada
COX-2 selektif inhibitor etkiye sahip (Z)-olefin yapisina di-ter-batilfenol
farmakoforu yerlestirerek her iki enzimde de disuk seviyede ICsy degerine sahip
bilesik (28) elde edilmistir [68].

(28)

COX-2: |C50=O,36 }JM
5-LO: |C50=0,30 lJM

Laufer ve ekibi tarafindan gelistirilen diarilpirazol yapisindaki likofelon
mikromolar ve daha diusuk dizeyde etki gosteren COX/5-LO dual inhibisyon etkiye
sahip bir ilactir [69, 70]. Ayrica bu ilag FLAP, COX-1 ve mPGES-1 enzimlerini de
inhibe etmektedir. FLAP/mMPGES-1 inhibitorl olan MK-886’ya (1) yapisal olarak
oldukga benzer olmasi bu durumu destekler niteliktedir [71-73]. Likofelon
konusunda ortaya konulan sonuglar, NSAE ilaglara gore daha ylksek gastrik
toleransa sahip ve sadlikh gonidllilerde daha az Ulsere neden oldugunu

gOstermigtir [74].
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O OH

Cl 0
Cl

Likofelon (29) MK-886 (1)

COX-2: 1C5,=0,16 M
5-LO : 1C5,=0,23 uM

Selektif COX-2 inhibitérl olan selekoksibin (30) 5-LO’yu inhibe ettigi
kanitlanmis ve COX/5-LO dual inhibitéri olarak kategorize edilmistir. Selekoksib
insan notrofillerinde (ICs0=8 puM), insan tam kan deneyinde (IC5,=27,3 uM) ve saf
insan 5-LO deneyinde (IC50=23-25 uM), 5-LO’yu dogrudan inhibe ederek etki
gOstermistir. Bununla beraber, diger COX-2 inhibitorleri olan refokoksib ve
diklofenak 5-LO inhibisyonunda etkisiz bulunmustur [75, 76].

HsC E ~0

Selekoksib (30)

Selekoksibe yapisal olarak benzer diaril-ditiyolan tdrevlerinin (31)
dual inhibitdor potansiyeli arastiriimis ve COX/5-LO dual inhibitor etki gosterdigi
kanitlanmistir [77].
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(31)
COX-1: ICgo=7 uM
COX-2 : IC5,=9 pM

5-LO: |C50:9 UM

H,C

Aktif bolgede demirle kelat yapma o6zelligi olan hidroksamik asit
mimetikleri N-hidroksipiridin-2(H)-on (32) veya N-diflorometil-1,2-dihidropiridin-2-

on (33) yeni farmakoforlar olarak belirlenerek aktiviteleri arastiriimigtir. Sonug

olarak dual COX/5-LO etkili, 1Cso de@eri ve oral antienflamatuvar aktiviteleri

selekoksib ile kiyaslanabilir inhibitérler gelistirilmistir [78-80].

NH 0./
O\\ /\ 2 O \S\\
0 HO, O  FHC
§ § N N
N\ \
N
N \
/N /N
CF3 CFs
Selekoksib (30) (32)
COX-1: 1C5=7,7 uM COX-1:1C5,=13,2 pM COX-1: IC5,=7,8 yM
COX-2 : 1C5,=0,12 pM COX-2 : IC5=7,5 yM COX-2 : 1C5=1,82 yM
5-LO : IC50=0,35 uM 5-LO : IC50=4,4 UM

Baska bir calismada yeni rofekoksib (34) tlrevleri COX/5-LO

inhibitdrt olarak sentezlenmigtir. Furanon halkasinin Ggunct konumunda bulunan

fenil grubunun para konumuna oksim yapisi eklenerek COX-2 ve 5-LO enzimlerine

karsi sirasiyla 1,4 pM ve 0,28 uM ICso degerlerine sahip yeni bir bilesik (35)

geligtirilmigtir [66].
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Rofekoksib (34) (35)

Dual etkili bilegikler elde etmek amaciyla tasarlanan 1,3-diaril-2-
propinon yapisi tasiyan bilesikler (36) icin etkilili sonuglara ulasiimigtir.(COX-1
1C50=9,2 uM; COX-2 1C50=0,32 uM; 5-LO 1C5,=0,32 uM; 15-LO 1C5p=0,36 uM).
EDso degeri (EDsp=35 mg/kg) selekoksible kiyaslandiginda, sonuglar selekoksibin
daha etkili antienflamatuvar etkiye sahip oldugunu ortaya g¢ikarmistir (Selekoksib
EDs0=10,8 mg/kg) [81].

H3C\S//O

A®

X 0o

(36)

Scholz ve arkadaglari antioksidan etkili ebselenin (37) karakteristik
yapisi ile diaril heterosiklik halka grubunu birlestirmis ve dual inhibisyona sahip
4,5-diarilizoselenazol turevlerini (38, 39) gelistirmislerdir. Yaptiklari c¢alismada
geligtirilen turevleri selekoksib ve likofelonla kiyaslamiglardir. Bu bilesiklerden
metoksi grubu tasiyan tlrev selekoksibe gore daha zayif COX-2 akitivitesi
gosterirken COX-1 aktivitesi selekoksibe goére daha guglididr. 5-LO aktivitesi
likofelon ile kiyaslandiginda ise daha dusuk inhibisyon degeri elde edildidi
bildirmistir. Flor ve sulfonilmetil grubu tasiyan turevinin ise COX-2 ve 5-LO inhibit6r

etkisinin yaninda zayif hidroksil radikali stpurtcu etkisinden de bahsedilmistir [82].
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H;0,CS H,CO
(38) (39) Ebselen (37)

COX-1 : % inhibisyon=38 COX-1:1C5x=0,006 pM
COX-2:1C5,=0,6 pM COX-2:1C5=8 uM
5-LO : % inhibisyon=60 5-LO : % inhibisyon=58

Xu ve arkadaslar tarafindan yapilan bir calismada benzer strateji
kullanilarak resveratrol (40) ve propanoik asit yapilari birlestiriimis ve 2-(4-
aminofenil)-3-(3,5-dihidroksifenil)propanoik asit (41) gelistiriimistir. Bu bilesik COX
(COX-1 1C50=2,2 uM, COX-2 IC5=1,8 uM) ve 5-LO (IC5,=0,28 uM) enzimlerini
dual olarak inhibe ederken ayrica akciger epitelyal permeabilitesinin arttig1 akciger
enflamasyonunda bu enzimlerin olusumunu azaltmistir. Bu bilesik artmis gastrik

koruma profiliyle birlikte in vivo antienflamatuvar ve analjezik etki gostermistir [83].

HO!

OH
s "
————>
OH

Resveratrol (40) (41)

Farelerde akciger zar1 enflamasyon modelinde yapilan ¢alismalarda
antienflamatuvar etki gosterdigi tespit edilen honokiolun bir hidroksil grubunun
metoksi ile degistirilerek elde edilen metilhonokiolun (42) COX-1/2 ve 5-LO
inhibisyonu gosterdigi kanitlanmistir. Bunun yaninda yapi etki iligkisi gozumlenerek
bifenil yapisinda yer alan metoksi ve hidroksil gruplarinin ve apolar yan zincirlerin
orta uzunlukta olma gerekliliginin COX inhibisyonu agisindan énemi vurgulanmistir
[84].
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OH Metilhonokiol (42)

COX-1:1C5,=0,1 uM

COX-2 : 1C5,=0,06 M
5-LO: |C50:1,5 |JM

OCH;

Knaus ve ekibinin gergeklestirdigi calismada, N-diflorometil-1,2-
dihidropiridin-2-on halka sistemi asetik asit ve propanoik asitle kaynastirilarak
COX-2/5-LO dual inhibisyon aktivitesi gdsteren bir tlirev (43) elde etmislerdir [85].

O (43)
H N COX-1: |C50=7,9 UM
A ~ COX-2: |C50=1,3 UM
CHF; 5-LO : IC50=0,46 pM
COOH

Chiung-Hua Huang ve ekibi tarafindan benzo[1.3.2]ditiyazolyum yilGr
yapisi temel alinarak COX/LO dual inhibisyonu yapan iki yeni bilesige (44, 45)
ulasiimis ve bilesiklerin fare makrofajlarinda COX-1, COX-2 ve 5-LO enzimlerine

karsi ICso degerleri hesaplanmigtir [86].

Br Br
S, OoN S,
O2N c'? Ne) c'? Ne)
(44) (45)
COX-1: |C50=2,1 HM COX-1: |C50=1,5 “M
COX-2:1C5p=4,4 uM COX-2 :1C50=18,1 uM
5-LO : 1C5p=1,22 uM 5-LO : IC50=0,47 uM

Dual COX/LO inhibitdéri tenidap (46), romatoid artrit tedavisinde
kullanilmig ancak yapisinda bulunan tiyofen grubunun oksidatif metabolizasyonu
sonucu bobrek ve karacigerde toksisiteye sebep oldugu anlasilarak kisa sure
icinde piyasadan c¢ekilmistir. Bunun Uzerine tiyofen halkasi degistirilerek dusik
mikromolar dizeyde 5-LO ve COX-1/2 inhibitor etkiye sahip, guclu

antienflamatuvar ve analjezik aktivitesinin yaninda iyi gastrik toleransa sahip (E)-3-
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[4-(amino/metilsulfonil)fenilimetilenindolin-2-on tlrevi bilesik (47) sentezlenmistir
[87].

H,CO,S
%
|

S OH

Cl / Br
o ULy
;\ N
G NH,
Tenidap (46) (47)

COX-1: IC5=0,11 uM
COX-2 : 1C5,=0,10 pM
5-LO : ICso=0,56 puM

5-LO inhibisyonunda etkili oldugu bilinen 4-metoksitetrahidropiran,
yapisinin selektif COX-2 inhibitéra bir bilesik (48) ile kombinasyonu sonucu elde
edilen tdrevin (49) dual COX/5-LO inhibitor aktivitesine sahip oldugu gosterilmigstir
[88].

O,N 0 Et0OC o
2 \©i \© \©i 2 Px
W
NH ”/§b

| (@)
SO,Me
Nimesulid (48) (49)
COX-1: 1C5=6,2 uyM COX-1:1C5=11,6 uM
COX-2 : 1C5=0,4 uyM COX-2 : 1C5,=0,97 uM
5-LO : IC50 > 10 uM 5-LO : IC5,=0,87 uM

1,5-Diarilpirazol-3-propanoik asit iskeleti tagiyan amit ve ester
turevleri de LT biyosentezini etkili bir bicimde dnlemektedirler. Kloropiridazin yapisi
daha lipofilik 6zellikteki fenil veya kinolin halkalariyla yer dedistirildiginde, elde
edilen bilesiklerin (50, 51) LT biyosentezi inhibisyonu yaninda etkili COX-1 inhibitor
aktivitesi de gosterdigi bildirilmistir [89].
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(50) (51)
COX-1:1Cgs > 10 uM COX-1: 1C5=0,041 uM
5-LO : IC50=3,5 UM 5-LO : IC5=1,6 pM

MPGES-1 ve 5-LO Dual inhibitérieri

Dogrudan COX inhibisyonunun gastrointestinal ve kardiyovaskuler
yan etkilere sebep oldugunun anlasiimasiyla, COX yolaginda spesifik olarak
MPGES-1'i inhibe etmenin daha uygun olabilecegi distunulmis ve mPGES-1/5-LO

dual inhibitorleri gelistirme g¢alismalarina baslanmistir [90].

Piriniksik asitin  (52) alfa karbonuna alkil sUbstitisyonu ve
dimetilbenzen grubunun bifenil grubu ile yer degistiriimesi sonucu etkili mMPGES-1
ve 5-LO aktivitesi gosteren bilesik (53) elde edilmigstir. Bu bilesik COX-1 ve COX-
2’yi inhibe etmeden mPGES-1 ve 5-LO inhibisyonu gergeklestirmigstir [91].

Cl O Cl
| XN — O | XN
PR OH PR
N N S N N S
H /\g/ H
Piriniksik asit (52) (53)

5-LO : ICs=1,1 M
MPGES-1 : IC5=1,3 pM

Ayni yapi Uzerinde gergeklestirilen yapi-aktivite iligkileri ¢alismalari
sonucunda piriniksik asit tlrevlerine g¢esitli alifatik veya aromatik lipofilik yapilarinin
eklenmesine karar verilmigtir. Bu ¢alismalar sonucunda ulasilan bilesik (54), guglu
MPGES-1 ve 5-LO inhibisyonu gostermistir [92].
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(54)
5-LO : ICso=0,1 uM
MPGES-1 : IC5,=0,94 pM

Ayni arastirma grubu tarafindan, 2-[(4,6-difenoksipirimidin-2-
itiyolhekzanoik asit yapisi temel alinarak gerceklestirilen yapi-aktivite iligkisi
calismalari sonucunda tiyoeter grubu tasiyan pirimidin  halkasinda (55)
modifikasyonlara gidilmigtir. Elde edilen yeni tirevier (56) mPGES-1 ve 5-LO
inhibisyonu gostermistir [36].

O OH
A o)
(55) (56)
5-LO: |C50:O,6 HM 5-LO: |C5o:O,8 HM
mPGES-1: |C50:1,2 “M mPGES-1 : |C50:1,1 UM

indol-3-karboksilat tiirevieri (57) ile gergeklestirilen baska bir
¢alismada indol ana iskeleti benzo[glindol yapisina (58) donusturulerek yeni
turevlere ulasiimistir [52]. Bu modifikasyon sonucu elde edilen Benzo[g]indol-3-
karboksilat yapisindaki bilesigin insan nétrofillerinde 5-LO Urinlerinin ve izole
insan 5-LO enzim inhibisyonu i¢in 1Cso de@erleri sirasiyla 0,23 ve 0,086 uM’dir. Bu
bilesik ayrica insan tam kaninda 5-LO urin olusumunu (ICs,=0,83-1,6 uM) ve
insan mMPGES-1’i inhibe etmektedir (IC5,=0,6 uM).
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(57) (58)

Likofelonun (29) yapisinda bulunan karboksilik asit grubunun
sulfonimit grubuna donusturialmesi (59) ile COX inhibitdr aktivitesinde azalma ve
dual mMPGES-1/5-LO inhibisyonu goésterdigi bildirilmistir. (MPGES-1 1C50=4,5 uM,
5-LO 1C5p=0,25 uM) [93].

— = N
— N  — — 9
OH NH—§
(0]
Cl O Cl (0]

Likofelon (29) (59)

Chini ve arkadaslari, triazol turevleri (60) uUzerinde yaptiklan
¢alismalar sonucunda, izole MPGES-1 ve 5-LO enzimleri igin sirasiyla 0,68 uM ve
0,9 uM ICs degerlerine sahip bilesige ulasmislardir [94].

NH,

-N, FsC
/©AN N
HOOC

o ¢

(60)
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2.7.2. FLAP inhibitorleri

FLAP inhibitorleri, 5-LO ile FLAP etkilesimini engelleyerek LT
biyosentezini inhibe ederler. Bu nedenle FLAP inhibitérleri, dolayh 5-LO
inhibitorleri olarak da adlandirilabilir. LT biyosentezi igin gerekli oldugunun
anlasilmasi sonucu FLAP o6nemli bir hedef haline gelmistir. FLAP, 5-LO veya
fosfolipazla etkilesmeden LT biyosentezini inhibe eden indol sinifi MK-886'nin
geligtiriimesi slrecinde kesfedilmistir [95]. MK-886’nin (1) etki mekanizmasinin
aydinlatiimasi amaciyla yapilan c¢alismalarda 5-LO ile etkilesip AA’nin 5-LO’a

transferini saglayan integral membran proteini olan FLAP kesfedilmigstir [96, 97].

>
WCOOH
N

Cl

MK-886 (1)

Ferguson ve ekibi tarafindan yapilan ¢alismada, insan FLAP:MK-591
kompleksinin G¢ boyutlu yapisi X-isini  kristallografisi yontemi kullanilarak
aydinlatiimig, MK591’in (2) FLAP ile etkilesiminde anahtar bdlgelerin kinolin,
tersiyer butil ve benzil gruplari oldugu bildirilmigtir. MK-591’in yapisindaki kinolin
grubu daha hacimli bir grupla yer degistirildiginde FLAP inhibitér etkisinin azaldigi
bildirilmistir. Aktivitedeki bu azalisin sebebi kinolinin baglanma bdlgesinin hacimsel

olarak sinirli bir alana sahip olmasi ile agiklanmistir [33, 98].

MK-591 (2)
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Bayer grubu tarafindan gelistirilen FLAP inhibitoru veliflapon (DG
031/BAY X1005, 61) kinolin grubu tasiyan kiral merkeze sahip bir bilesiktir [99]. LT
biyosentez inhibitdri olarak (R)-enantiyomeri (S)-enantiyomerinden daha etkili
olarak bulunmustur. (R)-enantiyomerindeki siklopentil grubu ile MK-597’in
klorobenzil grubu ve karboksilik asit gruplari FLAP aktif bolgesindeki
oryantasyonlari aynidir [98]. Bu bilesik miyokardiyal enfarktls ic¢in faz Il klinik

calismalara ge¢gmis ancak galismalar askiya alinmigtir [50].

m\/
@)
N/

COOH

Veliflapon (61)

Abbott grubu 2-kinolilmetoksifenil analoglari (MK-591, veliflapon)
Uzerinde yaptiklari optimizasyon cgalismalari sonucunda simetrik yapiya sahip
ABT-080’ne (62) ulasmigtir. Elde edilen bu FLAP inhibitorinin karboksilik asit
grubu FLAP aktif bodlgesinde MK-591’in karboksilik asit grubuyla ayni sekilde
yonlenmigtir [98, 100].

HOOC

ABT-080 (62)

Merck Frosst grubunun 2,2-bisarilbisikloheptan turevleri ile yaptiklari
calismada, 2,2-bisarilbisikloheptan-5-benzotiyazolilmetoksi-2-piridinil  karbamat
bilesiginin (63) guclu FLAP inhibitor etki gosterdigi bildirilmistir (IC50=2,8 nM) [101].
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Astim tedavisinde faz Il klinik calismalara alinan MK-591’in (2)
makulopapuler dékuntllere neden oldugu belirlenmistir [102]. Gunde iki doz
kullanilan ilaci sodyum tuzu olarak elde etme zorlugunun yaninda CYP3A4 ve
CYP2C9u inhibe etmesi dezavantaj olarak degerlendirilmistir. Bunun Uzerine
gunlik tek doz kullanilabilecek, ¢dzinurlik problemi olmayan, FLAP’a karsi
selektif olan ve daha dustuk ICsy degerine sahip bilesik gelistirmek igin calismalara
baslanmistir [103]. MK-886’nin makulopapuler dékintiye neden olmadigi igin, bu
yan etkinin kinolin grubu kaynakli olduguna karar verilmis ve MK-591 yapisindaki
kinolin halkasi piridinle yer degistiriimistir. Buna ek olarak, gelistiriimis CYP profili
ve daha iyi ¢ozunurluk icin molekule heterosiklik gruplarin getiriimesine karar
verilmistir. Bu c¢alismalar sonucunda, astim tedavisinde faz Il asamasina alinan
AM-103’e (64) ulasiimistir. Bu bilesigin FLAP inhibisyonu igin 1Cso dederi 4,2
nM’dir ve insan tam kan deneyinde LTB,4 olusumunu IC5,=349 nM degeri ile inhibe
etmektedir. Ayrica bes ana CYP izoformuna karsi inhibisyon gdstermemektedir
[104].

MeO
MK-591 (2) AM-103 (64)
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Amira grubu, FLAP inhibitdrlerine yogunlasarak mevcut bilesiklerin
zayif yonlerini iyilestirmek ve daha iyi farmakokinetik parametrelere sahip bilesikler
elde etmek icin FLAP’a badlanmada 6nemli rol oynayan kinolin grubu yerine
alisiklik gruplarin getiriimesine karar vermigtir. Daha sonra CYP inhibisyon
aktivitesini azaltmak icin klorobenzil substitienti heteroaromatik biariller ile
degistirilmistir ve béylece AM-679’un gelisim siireci tamamlanmistir. insan tam kan
deneyinde LTB4 olusumu inhibisyonu igin 1Csy degeri 53 nM’dir. MK-591’e gore
CYP inhibitor aktivitesi azaldigr ve in vivo modellerde etkili LT biyosentez
inhibisyonu gosterdigi bildirilmistir [105].

><S
o
/'/\\o OWCOOH o WCOOH
N N

cl N=
(65) S\\//N AM-679 (66)

MeO

Amira grubunun gelistirdigi bir diger oral etkili selektif FLAP inhibitort
AM-803’tur (67). Bu bilesigin sican ve fare deneklerinde akut enflamasyon tedavisi
icin in vivo farmakolojik 6zellikleri incelenmistir. AM-803 oral uygulandiginda (1
mg/kg) LTB4 biyosentezini 12 saat icinde % 90’dan daha fazla inhibe etmistir ve
FLAP inhibisyonu igin ICso degeri 7 nM olarak hesaplanmistir [106].

AM-803 (67)
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Arastirmalar sonucunda, psdriazis, atopik dermatit, Urtiker gibi deri
hastaliklarinda LT drunlerinde anormal artig oldugu gozlenmigtir. Bunun Uzerine
LTB, ve CysLT’lerin insanda dermal uygulama sonucu kizariklik ve kabarma
meydana getirdigi gértlmastir. Bu gézlemler, deri hastaliklarinda LT’lerin patolojik
acidan onemli bir rolu oldugunu isaret etmektedir [107, 108]. Atopik dermatit
tedavisinde zileuton (5-LO inhibitori) ve montelukast (CysLT; antagonisti) faydali
etkiler gostermistir. Bu sonuglarin ardindan Amira grubu dermal hastalaliklarin
tedavisinde topikal olarak kullanilabilecek FLAP inhibitéri gelistirmeye baslamis
ve sonugta AM-643 (68) elde edilmigtir. Bu bilesik ylksek konsantrasyonlarda
COX-1 ve COX-2 enzimlerini inhibe etmezken, CYP450 inhibisyonu da
minimumdur. Ayrica AM-643’Un diger FLAP inhibitérlerinden farki sodyum tuzunun

yuksek ¢ozunurltigudar ve FLAP inhibisyonu igin ICso degeri 2 nM’dir [109].

AM-643 (68)

2.7.3. LT reseptor antagonistleri

Sisteinil reseptor antagonistleri spesifik olarak CysLT; reseptorini
bloke ederler. Cok cesitli antilokotrien molekul Gzerinde c¢alisiimakla birlikte
buglne kadar sisteinil LT reseptor antagonisti olarak montelukast (69), zafirlukast

(70) ve pranlukast (71) astim tedauvisi i¢in kullanima sunulmustur [110].
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Kimyasal Caligmalar
3.1.1. Geregler

Calismada kullanilan c¢ozlculer  analitik  safliktadir. 4-
(Dimetilamino)piridin (DMAP), diizopropiletilamin (DIEA), N-(3-dimetilaminopropil)-
N’-etilkarbodiimid hidroklortr (EDC), sodyum sulfat, asetik asit, hidrojen bromur (%
48), 4-metilbenzil bromir, 3-florobenzil bromuir, 4-bromobenzil bromdur, 2-
klorobenzil bromUr, 4-metoksibenzil bromir, 4-(t-butil)benzil bromUr, 2-metilbenzil
bromdr, 4-triflorometilbenzil bromdar, allil bromdr, 4-triflorometoksibenzil bromur,
3,3-dimetilallil bromur, 2-triflorometilbenzil bromur, 1-bromopent-3-in, 3-metilbenzil
bromir, 2-kloroetilpiridin  hidroklortir, etil a-bromoizobutirat Sigma-Aldrich
(Almanya), asetik asit, sodyum bikarbonat, sodyum hidroksit, trietilamin, bdatil
bromir Merck (Almanya), a-bromo-o-tolunitril, a-bromo-p-tolunitril, metil

bromoasetat Across (Belgika)'dan temin edilmistir.
3.1.2. Benzimidazol tlirevlerinin genel sentez yontemi-1

Uygun benzimidazol tarevi (0,30 mmol) asetonitril i¢erisinde ¢dzullp
uygun benzil halojenlr tarevi (0,45 mmol) ve K,CO3 (0,51 mmol) ilave edildi.
Reaksiyon karisimi 5 saat geri geviren sogutucu altinda kaynatildi. Sirenin

sonunda reaksiyon igerigi suzulup ¢ézucu dusik basing altinda uzaklastirildi.
3.1.3. Benzimidazol tlirevlerinin genel sentez yontemi-2

Uygun benzimidazol tarevi (0,30 mmol) asetonitril igcerisinde ¢dzillp
uygun benzil halojenr tarevi (0,45 mmol), K,CO3; (0,51 mmol) ve Kl (0,09 mmol)
eklendi. Reaksiyon karisimi bir gin boyunca geri geviren sogutucu altinda
kaynatildi. SUrenin sonunda reaksiyon igerigi suzulup ¢ézicu dusuk basing altinda

uzaklastirildi.
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3.1.4. Katalitik hidrojenasyon

Ankara Universitesi Eczacilik Fakitesi bunyesinde bulunan Parr
marka hidrojenasyon cihazi ve katalitk miktarda Pd/C kullanilarak

gerceklestirilmigtir.

3.2. Analitik Caligmalar

3.2.1. Erime noktasi tayini

Bilesiklerin erime noktalari, Schmelzpunkt SMP-II dijital erime noktasi

cihazi ile tayin edildi ve degerler diuzeltiimeden verildi.
3.2.2. ince tabaka kromatografisi (iTK) ile yapilan kontroller

Kimyasal sentez calismalarinda ve bilesiklerin saflik kontrollerinde
Silikajel 60 F254 (Merck) hazir aliminyum plaklar kullanildi. Cézlcl sistemi olarak
hekzan:etil asetat (60:40) veya diklorometan:metanol (90:10) kullanildi. Lekelerin
belirlenmesinde UV isigidan (254 ve 366 nm), dragendorf, ninhidrin ve demir (lII)

klorUr belirteclerinden yararlanildi.
3.2.3. Flash kromatografi

Sentezlenen bilesiklerin saflastirma islemleri UV dedektorli Teledyne
ISCO Combiflash® Otomatik Flash Kromatografi Sistemi ile yapildi. Sabit faz
olarak hazir RediSep® silika kolonlari (12 g, 24 g, 40 g) ve Grace Reveleris silika
kolonlari (12 g, 40 g), hareketli faz olarak diklorometan:metanol ve hekzan:etil
asetat gradient ¢dziici sistemleri kullanildi. Bilesiklerin safliklari ITK ve UPLC/MS-

TOF analizleri ile kontrol edildi.
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3.2.4. Elementel analizler

Sentezlenen bilegiklerin elementel analizleri (C, H, N, S) Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda CHNS-932 (LECO)
Elementel Analiz Cihazi kullanilarak yapildi.

3.2.5. 'H-NMR ve C-NMR spektrumlari

Sentezlenen bilesiklerin *H-NMR ve *C-NMR spektrumlari, CDCls
icindeki ¢ozeltileri ile Ankara Universitesi Eczacillk Fakiltesi Merkez
Laboratuvarinda tetrametisilan i¢ standarti ile Varian Mercury 400 High
Performance Digital FT-NMR Spektrometresinde *H-NMR icin 400 MHz, *C-NMR
icin 100 MHz frekansta alinip kayma degerleri (8) ppm skalasinda degerlendirildi.

Eslesme sabitleri ise Hz (Hertz) olarak verildi.

3.2.6. HRMS spektrumlari

Sentezlenen bilesiklerin HRMS spektrumlari metanol igerisindeki
¢ozeltilerinden pozitif iyon (ESI+) ve negatif iyon (ESI-) elektrosprey iyonizasyon
teknikleri ile Waters LCT Premier XE UPLC/MS-TOF sistemi ile MassLynx 4.1

yazihmi kullanilarak alindi.

3.2.7. Kiral ayirim

Oncii bilesik olan BRP-7’nin enantiyomerlerine ayrilma islemi Lux
Amylose-2 (250x4,6 mm [.D., 5 mm) Phenomenex (Torrance, CA, USA) kiral
HPLC kolonu kullanilarak, PU-980 Intelligent HPLC pompasi, UV dedektor,
Rheodyne 7725i (Rheodyne Inc., Cotati, CA, USA) enjektér donanimlarinin
bulundugu Jasco (Easton, USA) HPLC cihazi yardimiyla gergeklestirildi.
Enantiyomerlerin kimyasal ve enantiyosafligi akiral ve kiral HPLC analizleri ile
kontrol edildi.
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3.3. Molekiler Modelleme Caligmalari

Tez calismasi kapsaminda sentezlenen bilesiklerden 6f, 6j, 6k, 6p,
6u, 6v ve 6y’'nin FLAP aktif bolgesindeki baglanma modlarinin belirlenmesi igin
yapi temelli prosedir uygulanarak FLAP kristal yapisi (PDB Kodu: 2Q7M [33])
uzerinde doklama c¢alismalari gerceklestiriimistir. Kristal yapisi Oncelikle
Schrédinger Suite 2013'te yer alan Protein Preparation Wizard? protokoliinden
gegcirilerek kuvvet alani (forcefield) parametizasyonu saglanmis, bag uzunluklari
diizenlenmistir. Sonrasinda doklama yapilacak bilesikler LigPrep2.5% modiili ile
doklama igin hazirlanmistir. Uygun baglanma pozunun yakalanmasi igin ekstra
konformasyonel taramaya ihtiyag duyulmustur. Bunun igin Macromodel 9.92
kullaniimistir. Glide.5.82 ile grid olusturulmus ve yine ayni modiil kullanilarak single
precision (SP) ile doklama islemi gerceklestiriimistir. Baglanti modlari PyMOL 1.72

ile goruntulenmistir.
3.4. Biyolojik Caligmalar

Sentezlenen bilesiklerin biyolojik aktivite ¢alismalari Almanya Jena

Universitesi’nde insan PMNL hiicreleri kullanilarak gerceklestiriimistir.

insan PMNL hiicreleri taze olarak I6kosit konsantrelerinden elde
edilmigtir. Saghkli dondrlerden alinan ven6z kan santrifujlenerek (4000 g, 20 dk,
20 °C) I6kosit konsantreleri hazirlanmigtir. PMNL’ler dekstran sedimentasyon
yontemi ile taze olarak elde edilmistir. PMNL’ler (5 x 10° hiicre/ml, > % 97 saflikta)
PBS ve 1 mg/ml glukoz tamponunda suspanse edilerek 5-LO urin olugumunun
tayini icin yuksek basingli sivi kromatografisi yontemi ile aktivite deneylerinde

kullaniimigtir.

5-LO drin olusumunu (LTB,4 ve trans izomerleri, 5-HPETE) inhibe
edici etkileri 0,1 uM, 1 uM, ve 10 uM konsantrasyonda taranmis ve bu taramada
anlamli  derecede inhibisyon gOsteren Dbilesikler icin  tekrar  farkli

konsantrasyonlarda I1Cso de@erleri tayin edilmigtir.

? Schrédinger, LLC., 2013, New York, NY
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4. BULGULAR

4.1. Kimyasal Bulgular

4.1.1. 4-Metoksi-2-nitro-N-(2-(triflorometil)benzil)anilin (Bilesik 1a)

Fs;C

H

Cr
H,CO NO,

2-Nitro-p-anisid (7,14 mmol) dimetilformamit (3 ml) igerisinde argon
atmosferi altinda ¢6zuldi. DIEA (21,41 mmol) ilave edilerek yarim saat karistirildi.
Porsiyonlar halinde 2-triflorometilbenzil bromir (10,70 mmol) ilave edildi.
Reaksiyon 5 saat boyunca geri geviren sogutucu altinda 90 °C’de isitildl.
Reaksiyon karigimi buzlu suya (500 ml) dokuldd, ¢okelek vakumda suzuldu ve

kurutuldu. Urlin petrol eteri ile yikanarak stizild( ve kurutuldu (Verim: % 97).

Erime Noktasi: 95,6-96,3 °C
C15H13N203F3 igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 327,0957; bulunan: 327,0948

4.1.2. 4-Metoksi-2-nitro-N-(2-klorobenzil)anilin (Bilegik1b)

Cl
H
QN; :
H,CO NO,

2-Nitro-p-anisid (7.14 mmol) dimetilformamit (3 ml) igerisinde argon
atmosferi altinda ¢o6zuldi. DIEA (21,41 mmol) ilave edilerek yarim saat karigtirildi.
Porsiyonlar halinde 2-klorobenzil bromir (10,70 mmol) ilave edildi. Reaksiyon 5
saat boyunca geri ceviren sogutucu altinda 90 °C’de isitildi. Reaksiyon karigimi
buzlu suya (500 ml) dékildi, ¢cokelek vakumda stiziildii ve kurutuldu. Uriin petrol

eteri ile yikanarak suzuldu ve kurutuldu (Verim: % 95).

Erime Noktasi: 92,6-93,3 °C
C14H13N203Cl icin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 293,0693; bulunan: 293,0692



40

4.1.3. 4-Metoksi-N*-(2-(triflorometil)benzil)benzen-1,2-diamin (Bilesik 2a)

FsC

H
QNQ@

H,CO NH,

4-metoksi-2-nitro-N-(2-(triflorometil)benzil)anilin  (Bilesik 1a) (5,2
mmol), etanolle ¢6zulup katalitik miktarda Pd/C eklenerek katalitik hidrojenasyon
yapildi. Elde edilen ¢ozelti selit yardimiyla suzuldikten sonra etanol vakum altinda
uzaklastirildi. Kalan artik suya alinip EtOAc (2x150 ml) ile ekstraksiyon yapildi.
Organik faz Na;SOyq ile kurutulup vakumda ucguruldu. Elde edilen trlin hekzan:etil
asetat (40:60) solvan sistemi kullanilarak flash kromatografi yontemi ile saflastiriidi
(Verim % 77).

CisH15N20F3 icin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 297,1215; bulunan: 297,1210

4.1.4. N*-(2-Klorobenzil)-4-metoksibenzen-1,2-diamin (Bilesik 2b)

Cl
H
QN; :
H,CO NH,

2-Klorobenzil-4-metoksi-2-nitroanilin (Bilesik 1b) (7,158 mmol) etanol
(35 ml) icerisinde ¢ozildi. Uzerine SnCl,.2H,0 (30,42 mmol) ilave edilip geri
geviren sogutucu altinda 5 saat kaynatildi. Reaksiyon ortami doymus NaHCO;
(400 ml) cozeltisine dokuldu ve etil asetatla (100 ml x 4) ekstre edildi. Organik faz
Na,SO, ile kurutuldu, stzildi ve vakum altinda ¢6zicu uzaklastirildi (Verim: %
52,7).

Erime Noktasi: 147,8-148,5 °C
C14H15NLOCl icin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 263,0951; bulunan: 263,0942
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4.1.5. 2-(4-izobiitilfenil)-N-(5-metoksi-2-((2-(triflorometil)benzil)amino)
fenil)propanamid (Bilesik 3a)

FiC
H
/@[N
H,CO NH

)

ibuprofen (3,34 mmol) argon atmosferinde diklorometan icerisinde
¢ozuldikten sonra reaksiyon karisimina DMAP (0,67 mmol), EDC (3,67 mmol) ve
4-metoksi-N*-(2-(triflorometil)benzil)benzen-1,2-diamin (Bilesik 2a) (3,67 mmol)
ilave edilip gece boyu oda sicakliginda karigtirildi. Daha sonra reaksiyon ortamina
diklorometan eklenerek NaHCO3; (2x100 ml) ve su (2x100 ml) ile ekstraksiyon
yapildi. Organik faz sodyum sdilfat ile kurutup ¢dzlici algak basing altinda
uzaklastirildi. Elde edilen ham G4rin Hekzan:EtOAc (60:40) solvan sistemi

kullanilarak flash kromatografi yontemi ile saflastirildi (Verim % 85,6).

Erime Noktasi: 158,0-158,8 °C
C28H31N202F3 igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 485,2416; bulunan: 485,2412
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4.1.6. 2-(4-izobiitilfenil)-N-(5-metoksi-2-((2-klorobenzil)amino)fenil)
propanamid (Bilesik 3b)

ibuprofen (3,34 mmol) argon atmosferinde dikorometan icerisinde
¢ozlldikten sonra reaksiyon karisimina DMAP (0,67 mmol), EDC (3,67 mmol) ve
4-metoksi-N*-(2-klorobenzil)benzen-1,2-diamin (Bilesik 2b) ilave edilip (3,67 mmol)
gece boyu oda sicaklhiginda karistirildi. Daha sonra doygun NaHCOj; ¢ozeltisi
(2x100 ml) ve su (2x100 ml) ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz sodyum sdlfat ile
kurutulup ¢ozuclu algak basing altinda uzaklastirildi. Elde edilen UGrin
Hekzan:EtOAc (60:40) solvan sistemi kullanilarak flash kromatografi yontemi ile
saflastirildi (Verim % 63,2).

Erime Noktasi: 125,2-125,8 °C
C27H31N20.Cl icin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 451,2152; bulunan: 451,2160
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4.1.7. 2-(1-(4-izobiitilfenil)etil)-5-metoksi-1-(2-(triflorometil)benzil)-1H-
benzimidazol (Bilesik 4a)

H3CO N
L,
N

2-(4-1zobdtilfenil)-N-(5-metoksi-2-((2-(triflorometil)benzil)amino)fenil)
propanamid (Bilesik 3a) (2,68 mmol) AcOH (30 ml) ile ¢ézullp argon atmosferinde
55 °C’de 2 gun boyunca karistirildi. AcOH disuk basing altinda uzaklastirldi,
diklorometan eklenip énce NaHCO3; (2x150 ml) ile sonra su (2x150 ml) ile ekstre
edildi. Na,SO, ile kurutulup solvan algak basingta ucgurulduktan sonra
Hekzan:EtOAc (60:40) ile otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastirildi
(Verim % 78,8).

'H-NMR spektrumu (CDCls) &: 0.82 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.83 (3H, d, J=6,8 Hz),
1.69-1.76 (1H, m), 2.11 (3H, d, J=7.2 Hz), 2.34 (2H, d, J=7.2 Hz), 3.91 (3H, s),
4.48 (1H, g, J=7.2 Hz), 5.56 (2H, s), 6.08 (1H, d, J=7.8 Hz), 6.98-7.05 (4H, m),
7,17-7.21 (3H,m) 7.38 (1H, d, J=8.0 Hz), 7.73-7.76 (2H, m)

13C-NMR spektrumu (CDCls) &: 20.40, 22.21, 22.24, 30.01, 38.03, 44.72, 44.79,
56.27, 97.96, 111.63, 117.90, 124.01 (q, *Jc.r=273 Hz), 125.61, 125.88, 126.72 (q,
3Jc..=5.3 Hz), 126.80 (q, 2Jcr=32 Hz), 127.06, 128.63, 130.26, 130.67, 132.69,
132.74, 134.94, 142.03, 154.32, 159.23

CogH30N2OF3 icin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 467,2310; bulunan: 467,2307
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4.1.8. 2-(1-(4-izobiitilfenil)etil)-5-metoksi-1-(2-klorobenzil)-1H-benzimidazol
(Bilesik 4b)

H3CO N
L
N

dm

2-(4-1zobdtilfenil)-N-(5-metoksi-2-((2-klorobenzil)amino)fenil)
propanamid (Bilesik 3b) (2,68 mmol) AcOH (30 ml) igerisinde ¢ozulup argon
atmosferinde 1 giin boyunca kaynatildi. AcOH dusuk basing altinda uzaklastirihp
kalan artik diklorometan icerisine alindi. Organik faz 6nce NaHCO3 (2x150 ml) ile
sonra su (2x150 ml) ile ekstre edildikten sonra NaSO, ile kurutulup disik basingta
ucuruldu. Ham drun Hekzan:EtOAc (60:40) solvan sistemi kullanilarak otomatik

flash kromatografi yontemi ile saflastinidi (Verim % 67,0).

'H-NMR spektrumu (CDCls) &: 0.83 (6H, d, J=6.8 Hz), 1.74 (1H, m), 1.83 (3H, d,
J=6.8 Hz), 2.35 (2H, d, J=6.8 Hz), 3.87 (3H, s), 4.13 (1H, q, J=8.8 Hz), 5.18 (1H, d,
J=18 Hz), 5.23 (1H, d, J=18 Hz), 6.17 (1H, d, J=8.0 Hz), 6.82-7.15 (8H, m), 7.35
(1H, m), 7.38 (1H, d, J=2.4 Hz)

C27H30CIN20 igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 433.2047; bulunan: 433.2049
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4.1.9. 2-(1-(4-izobiitilfenil)etil)-1-(2-(triflorometil)benzil)-1H-benzimidazol -5-ol
(Bilesik 5a)

HO N
T
N

2-(1-(4-izobditilfenil)etil)-5-metoksi-1-(2-(triflorometil)benzil)-1H-
benzimidazol (Bilesik 4a) (1,34 mmol) % 48’lik HBr (9,8 ml) ve AcOH (4 ml)
karisimi icerisinde geri ¢ceviren sogutucu altinda 12 saat kaynatildi. Deney ortami
suya alinip diklorometan ile ekstre edildi, Na;SO, ile kurutulup algak basincta
¢bzucl uzaklastinldiktan sonra diklorometan:MeOH (95:5) solvan sistemiyle

otomatik flash kromatografi yontemi kullanilarak saflastirildi (Verim % 98,0).
Erime Noktasi: 130,4-131,2 °C

'H-NMR spektrumu (CDCl3) &: 0.80 (3H, d, J=6.8 Hz), 0,81 (3H, d, J=6.8 Hz), 1.72
(1H, m,), 1.80 (3H, d, J=7.2 Hz), 2.32 (2H, d, J=7.2 Hz), 4.13 (1H, q, J=7.2 Hz),
5.32 (1H, d, J=18 Hz), 5.38 (1H, d, J=18 Hz), 6.23 (1H, d, J=7.6 Hz), 6.79-6.85
(2H, m), 6.91 (2H, d, J=8.0 Hz), 7.05 (2H, d, J=8.0 Hz), 7.15 (1H, t, J=7.6 Hz),
7.26 (1H, t, J=7.6 Hz), 7.45 (1H, d, J=2.0 Hz), 7.65 (1H, d, J=7.6 Hz)

3C-NMR spektrumu (CDCls) &: 21.57, 22.27, 22.32, 30.05, 38.54, 44.36, 44.88,
105.22, 109.63, 113.02, 124.32 (Nc.r=272 Hz), 125.93 (*Jc.r=6.1 Hz), 126.46,
126,78 (3Jc..=30.5 Hz), 126.98, 127.30, 129.48, 129.64, 132.34, 134.16, 139.29,
140.30, 142.70, 152.98, 157.57

Co7H28N2OF3 icin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 453,2154; bulunan: 453,2148
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4.1.10. 2-(1-(4-izobutilfenil)etil)-1-(2-klorobenzil)-1H-benzimidazol -5-ol
(Bilesik 5b)

HO N
T
N

dc.

2-(1-(4-izobiitilfenil)etil)-5-metoksi-1-(2-klorobenzil)-1H-benzimidazol
(Bilesik 4b) (1,34 mmol) % 48’lik HBr (9,8 ml) ve AcOH (4 ml) karisimi igerisinde
geri geviren sogutucu altinda 12 saat kaynatildi. Deney ortami suya alinip
diklorometan ile ekstre edildi, Na,SO, ile kurutulup algak basingta ¢ozlcu
uzaklastirildiktan sonra diklorometan:MeOH (95:5) solvan sistemiyle otomatik

flash kromatografi yontemi kullanilarak saflastirildi (Verim % 60,3).
Erime Noktasi: 213,0-213.4 °C

'H-NMR spektrumu (CDCls) &: 0.82 (3H, d, J=6.8 Hz), 0,83 (3H, d, J=6.8 Hz), 1.74
(1H, m), 1.80 (3H, d, J=6.8 Hz), 2.23 (2H, d, J=6.8 Hz), 4.13 (1H, m), 5.19 (2H, m),
6.20 (1H, dd, J=7.6 Hz ve 1.2 Hz), 6.79 (1H, dd, J=8.8 Hz ve 2.4 Hz), 6.89-6.95
(4H, m), 7.08 (2H, d, J=8.0 Hz), 7.13 (1H, dt, J=7.6 Hz ve 1.2 Hz), 7.36 (1H, dd,
J=7.6 Hz ve 1.2 Hz), 7.39 (1H, d, J=2.4 Hz).

C26H28CIN2O igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 419,1890; bulunan: 419,1878
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4.1.11. 2-(1-(4-izobiitilfenil)etil)-5-((4-metilbenzil)oksi)-1-(2-(triflorometil)
benzil)-1H-benzimidazol (Bilegik 6a)

Bilesik 5a ve 4-metilbenzil bromurden hareketle genel sentez
yontemi 1’e gore sentezlendi. Hekzan:EtOAc (80:20) solvan sistemi kullanilarak
otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastinidi. Sogutulmus metanol ile

muamele edilerek kati trlin elde edildi (Verim % 60,0).
Erime Noktasi: 137,6-138,3 °C

'H-NMR spektrumu (CDCls) d: 0.83 (3H, d, J=6.4 Hz), 0,83 (3H, d, J=6,4 Hz),
1.70-1.81 (4H, m), 2.33-2.36 (5H, m), 4.15 (1H, q, J= 6.8 Hz), 5.09 (2H, s), 5.32
(1H, d, J=18.4 Hz), 5.39 (1H, d, J=18.4 Hz), 6.19 (1H, d, J= 7.6 Hz), 6.88-6.93
(4H, m), 7.05 (2H, d, J=8.0 Hz), 7.13 (1H, t, J=7.6 Hz), 7.18-7.20 (3H, m), 7.36
(2H, d, J=7.6 Hz), 7.48 (1H, s), 7.65 (1H, d, J=7.6 Hz)

C35H35F3N20 Ian
Elementel analiz  Hesaplanan % C: 75.52 % H: 6.34 % N: 5.03

Bulunan % C: 75.80 % H: 6.08 % N: 5.12

CssH36F3N20 igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 557.2780; bulunan: 557.2798
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4.1.12. 5-((3-Florobenzil)oksi)-2-(1-(4-izobutilfenil)etil)-1-(2-(triflorometil)
benzil)-1H-benzimidazol (Bilesik 6b)

Do

Bilesik 5a ve 3-florobenzil bromirden hareketle genel sentez yontemi
1’e gore elde edildi. Diklorometan:MeOH (96:4) solvan sistemi kullanilarak
otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastinldi sogutulmus izopropanol ile

muamele edilerek kati trlin elde edildi (Verim % 92,5).
Erime Noktasi: 84,3-84,7 °C

'H-NMR spektrumu (CDCls) &: 0.81 (3H, d, J=6.4 Hz), 0.82 (3H, d, J=6.4 Hz),
1.67-1.82 (4H, m), 2.32 (2H, d, J=7.2 Hz), 4.12 (1H, g, J=6.8 Hz), 5.12 (2H, s),
5.33 (1H, d, J=18.0 Hz), 5.39 (1H, d, J=18.0 Hz), 6.18 (1H, d, J= 8.0 Hz) 6.89-7.36
(12H, m), 7.45 (1H, s), 7.64 (1H, d, J=7.6 Hz)

C34H32F4N20.0,5C3H7OH |g|n
Elementel analiz  Hesaplanan % C: 72.19 % H: 6.14 % N: 4.74

Bulunan % C: 72.32 % H: 5.86 % N: 5.03

Cs4H33F4N20 igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 561,2529; bulunan: 561,2526
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4.1.13. 5-((4-Bromobenzil)oksi)-2-(1-(4-izobutilfenil)etil)-1-(2-(triflorometil)
benzil)-1H-benzimidazol (Bilesik 6c)

Br
\©\/O N
T
N

Bilesik 5a ve 4-bromobenzil bromiurden hareketle genel sentez
yontemi 1’e gore sentezlendi. Hekzan:EtOAc solvan sistemi kullanilarak otomatik
flash kromatografi yontemi ile saflastinldi. Hekzan:EtOAc karisimi ile muamele
edilerek kati urun elde edildi (Verim % 72,8).

Erime Noktasi: 143,8-144,5 °C

'H-NMR spektrumu (CDCls) &: 0.82 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.83 (3H, d, J=6.8), 1.70-
1.81 (4H, m), 2.34 (2H, d, J=6.8 Hz), 4.11 (1H, g, J=7.2 Hz), 5.08 (2H, s), 5.33
(1H, d, J=18.0 Hz), 5.39 (1H, d, J=18.0 Hz), 6.19 (1H, d, J= 7.6 Hz), 6.87-6.93
(4H, m), 7.05 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.13 (1H, t, J=7.6 Hz), 7.25-7.35 (4H, m), 7.43
(1H, d, J=2.0 Hz), 7.51 (1H, d, J=8.4 Hz), 7.65 (1H, d, J=7.6 HZ)

C34ngBrF3N20 Ian
Elementel analiz  Hesaplanan % C: 65.70 % H: 5.19 % N: 4.51

Bulunan % C:65.94 % H: 5.10 % N: 4.68

Ca4H33BrF3N20O icin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 621,1728; bulunan: 621,1727
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4.1.14. 5-((2-Klorobenzil)oksi)-2-(1-(4-izobutilfenil)etil)-1-(2-(triflorometil)
benzil)-1H-benzimidazol (Bilesik 6d)

Bilesik 5a ve 2-klorobenzil bromurden hareketle genel sentez
yontemi 1’e gore sentezlendi. Hekzan:EtOAc (80:20) solvan sistemi kullanilarak
otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastirildi. Sogutulmus etanol ile

muamele edilerek kati trtin elde edildi (Verim % 85,0).
Erime Noktasi: 99,2-100,2 °'C

'H-NMR spektrumu (CDCls) d: 0.81 (3H, d, J=6.4 Hz), 0.82 (3H, d, J= 6.4 Hz),
1.69-1.81 (4H, m), 2.32 (2H, d, J=6.8 Hz), 4.11 (1H, yayvan s), 5.23 (2H, s), 5.34
(1H, d, J=18.8 Hz), 5.40 (1H, d, J=18.8 Hz), 6.19 (1H, d, J= 7.6 Hz), 6.91-6.93
(4H, m), 7.05 (2H, d, J=7.6 Hz), 7.13 (1H, t, J=7.6 Hz), 7.25-7.30 (3H, m), 7.39-
7.41 (1H, m), 7.49 (1H, s), 7.57-7.60 (1H, m), 7.65 (1H, d, J=7.6 Hz)

034H320|F3N20 |g|n
Elementel analiz  Hesaplanan % C: 70.76 % H: 5.59 % N: 4.85

Bulunan % C: 71.09% H: 5.72 % N: 5.00

C34H33CIF3N20 igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 577,2234; bulunan: 577,2236
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4.1.15. 2-(1-(4-izobitilfenil)etil)-5-((4-metoksibenzil)oksi)-1-(2-(triflorometil)
benzil)-1H-benzimidazol HCI tuzu (Bilesik 6e)

H;CO

\©\/0 N

T
N .HCI

Bilesik 5a ve 4-metoksibenzil bromirden hareketle genel sentez
yontemi 1’e gore sentezlendi. Hekzan:EtOAc (60:40) solvan sistemi kullanilarak
otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastirildi. Elde edilen yagh arin HCI

tuzuna gegilerek katilastirildi (Verim % 67,0).
Erime Noktasi: 231,3-232,1 °C

'H-NMR spektrumu (CDCls) d: 0.82 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.83 (3H, d, J=6.8 Hz),
1.62-1.76 (4H, m), 2.35 (2H, d, J=7.2 Hz), 3.84 (3H, s), 4.48 (1H, yayvan s), 5.15
(2H, s), 5.57 (2H, s), 6.10 (1H, d, J= 6.8 Hz), 6.88-7.41 (12H, m), 7.74 (1H, d,
J=8.0 Hz), 7.91 (1H, s)

13C-NMR spektrumu (CDCls) &: 20.47, 22.21, 22.25, 30.01, 38.08, 44.79, 55.31,
70.79, 99.21, 111.71, 112.99, 113.95, 118.24, 119.88, 124.00 (q, 'JcF=272 Hz),
125.65, 126.11, 126.70 (g, *Jcr=6.1 Hz), 127.07, 127.11, (g, 2Jcr=31.7 Hz),
128.62, 129.75, 130.27, 130.66, 132.75, 134.96, 137.40, 142.04, 154.45, 158.15,
159.84

CssH35F3N20,.HCI icin
Elementel analiz  Hesaplanan % C: 69.01 %H: 5.96 % N: 4.60

Bulunan % C: 69.08 %H: 5.72 % N: 4.62

CssH3zsF3N2Os icin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 573,2729; bulunan: 573,2725
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4.1.16. 2-(((1-(2-Klorobenzil)-2-(1-(4-izobiitilfenil)etil)-1H-benzimidazol -5-
ilYoksi)metil)benzonitril HCI tuzu (Bilesik 6f)

@)
L
N .HCI

Bilesik 5b ve a-bromo-o-tolunitrilden hareketle genel sentez yontemi
1’e gore sentezlendi. Hekzan:EtOAc (60:40) solvan sistemi kullanilarak otomatik
flash kromatografi yontemi ile saflastirildi. Elde edilen yagh Gran HCI tuzuna
gecilerek katilastiriidi (Verim % 61,5).

Erime Noktasi: 179,0-180,0 °C

'H-NMR spektrumu (CDCls) 8: 0.84 (6H, d, J=6.4 Hz), 1.71-1.80 (1H, m), 2.12 (3H,
s), 2.37 (2H, d, J=7.2 Hz), 4.50 (1H, s), 5.31 (2H, s), 5.42 (2H, s), 6.20 (1H, d,
J=7.6 Hz), 7.00-7.05 (3H, m), 7.14 (2H, s), 7.22-7.26 (3H, m), 7.43-7.50 (2H, m),
7.66-7.75 (3H, m), 7.97 (1H, s)

13C-NMR spektrumu (CDCls) &: 20.56, 22.38, 22.31, 30.06, 38.19, 44.83, 46.02,
69.22, 99.95, 112.11, 112.39, 117.15, 117.61, 126.54, 127.10, 127.67, 129.07,
129.80, 130.02, 130.11, 130.31, 132.19, 133.15, 133.37, 135.16, 139.18, 142.03,
154.60, 157.58

C34H32CIN3O.1,5HCI igin
Elementel analiz  Hesaplanan % C: 69.36 % H: 5.73 % N: 7.14
Bulunan % C: 69.12 % H: 6.02 % N: 7.02

C34H33CIN3O igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 534,2312; bulunan: 534,2311
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4.1.17. 5-((4-(ter-Butil)benzil)oksi)-2-(1-(4-izobitilfenil)etil)-1-(2-(triflorometil)
benzil)-1H-benzimidazol (Bilesik 69)

*@m\

Bilesik 5a ve 4-(t-bltil)benzil bromurden hareketle genel sentez
yontemi 1'e gobre sentezlendi. Diklorometan:MeOH (96:4) solvan sistemi
kullanilarak otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastirildi. EtOH-su karisimi

ile muamele edilerek kati Grtn elde edildi (Verim % 49,8).
Erime Noktasi: 72,4-73,6 °C

'H-NMR spektrumu (CDClg) &: 0.79 (3H, d, J=6.4 Hz), 0.81 (3H, d, J=6.4 Hz), 1.31
(9H, s), 1.68-1.81 (4H, m), 2.31 (2H, d, J=6.4 Hz), 4.11 (1H, yayvan s), 5.08 (2H,
s), 5.32 (1H, d, J=18.0 Hz), 5.39 (1H, d, J=18.0 Hz), 6.17 (1H, d, J= 8.4 Hz) 6.90-
6.91 (4H, m), 7.04 (2H, d, J=7.6 Hz), 7.11 (1H, t, J=7.4 Hz) 7.24-7.39 (5H, m),
7.49 (1H, s), 7.63 (1H, d, J=7.6 Hz)

C33H41F3N20 Ian
Elementel analiz  Hesaplanan % C: 76.24 % H: 6.90 % N: 4.68

Bulunan % C: 75.98 % H: 6.82 % N: 4.93

CsgH42F3N20 igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 599,3249; bulunan: 599,3248
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4.1.18. 2-(1-(4-izobiitilfenil)etil)-5-((2-metilbenzil)oksi)-1-(2-(triflorometil)
benzil)-1H-benzimidazol HCI tuzu (Bilesik 6h)

o)
\CE N HCI
N

Bilesik 5a ve 2-metilbenzil bromurden hareketle genel sentez
yontemi 1’e gore sentezlendi. Hekzan:EtOAc (80:20) solvan sistemi kullanilarak
otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastirildi. Elde edilen yagh darin HCI

tuzuna gegilerek katilagtirildi (Verim % 71,6).
Erime Noktasi: 143,3-144,4 °C

'H-NMR spektrumu (CDCls) d: 0.82 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.83 (3H, d, J=6,8 Hz),
1.70-1.82 (4H, m), 2.33 (2H, d, J=6.8 Hz), 2.39 (3H, s), 4.12 (1H, q, J=6.8 H2z),
5.11 (2H, s), 5.33 (1H, d, J=17.6 Hz), 5.40 (1H, d, J=17.6 Hz), 6.21 (1H, d, J= 8.0
Hz), 6.92-6.94 (4H, m), 7.06 (2H, d, J=8.0 Hz), 7.14 (1H, t, J=7.2 Hz), 7.21-7.29
(4H, m), 7.45-7.47 (1H, m), 7.52 (1H, s), 7.66 (1H, d, J=7.2 Hz)

C35H35F3N20.HC| Ian
Elementel analiz  Hesaplanan % C: 70.87 % H: 6.12 % N: 4.72

Bulunan % C: 70.94 % H: 6.25 % N: 4.80

CssH36F3N20 igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 557,2780; bulunan: 557,2779
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4.1.19. 2-(1-(4-izobutilfenil)etil)-1-(2-(triflorometil)benzil)-5-((3-(triflorometil)
benzil)oksi)-1H-benzimidazol HCI tuzu (Bilesik 6i)

FsC
\©\/O N
\©: S HCI
N

Bilesik 5a ve 4-triflorometilbenzil bromirden hareketle genel sentez
yontemi 1’e gore sentezlendi. Hekzan:EtOAc (60:40) solvan sistemi kullanilarak
otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastirildi. Elde edilen yagh arin HCI

tuzuna gegilerek katilastirildi (Verim % 70,8).
Erime Noktasi: 98,0-99,0 °C

'H-NMR spektrumu (CDCls) &: 0.82 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.83 (3H, d, J»=3.2 Hz),
1.72-1.76 (1H, m), 2.12 (3H, s), 2.36 (2H, d, J=7.2 Hz), 4.45 (1H, s), 5.24 (2H, s),
5.57 (2H, s), 6.10 (1H, d, J= 2.8 Hz), 7.00-7.21 (7H, m), 7.39 (1H, t, J=7.4 Hz),
7.59-7.76 (5H, m), 7.92 (1H, s)

C35H32F6N20.1 ,3HC| Ian
Elementel analiz  Hesaplanan % C: 63.88 % H: 5.10 % N: 4.26

Bulunan % C:63.64 % H: 5.23 % N: 4.26

CssH33FsN20 igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 611,2497; bulunan: 611,2517
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4.1.20. 5-(Alliloksi)-2-(1-(4-izobiitilfenil)etil)-1-(2-(triflorometil)benzil )-1H-
benzimidazol (Bilesik 6j)

/\/O\CEN\
N

Bilesik 5a ve allil bromirden hareketle genel sentez yontemi 2’ye
gore sentezlendi. Hekzan:EtOAc (70:30) solvan sistemi kullanilarak otomatik flash
kromatografi yontemi ile saflastirildi. Aseton-petrol eteri karigimi ile muamele
edilerek kati Grtin elde edildi (Verim % 51,1).

Erime Noktasi: 93,5-94,5 °C

'H-NMR spektrumu (CDCls) &: 0.81 (3H, d, J=6.4 Hz), 0.83 (3H, d, J=6,4 Hz),
1.70-1.82 (4H, m), 2.34 (2H, d, J=7.6 Hz), 4.11 (1H, q, J=7.2 Hz), 4.60 (2H, d,
J=7.6 Hz), 5.29-5.48 (4H, m), 6.06-6.16 (1H, m), 6.20 (1H, d, J= 8.0 Hz), 6.84-6.93
(4H, m), 7.05 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.13 (1H, t, J=7.8 Hz), 7.25-7.28 (1H, m), 7.42
(1H, d, J=2.4 Hz), 7.65 (1H, d, J=7.6 Hz)

C30H31F3N20 IQII’]
Elementel analiz  Hesaplanan % C: 73.15 % H: 6.34 % N: 5.69

Bulunan % C: 73.26 % H: 6.59 % N: 5.54

C30H32F3N20 igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 493,2467; bulunan: 493,2474
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4.1.21. 4-(((2-(1-(4-izobiitilfenil)etil)-1-(2-(triflorometil)benzil)-1H-benzimidazol
-5-ilyoksi)metil)benzonitril HCI tuzu (Bilesik 6k)

NC
\©\/O N

\CE ) HCl
N

Bilesik 5a ve a-bromo-p-tolunitrilden hareketle genel sentez yontemi
1’e gobre sentezlendi. Hekzan:EtOAc (60:40) solvan sistemi kullanilarak otomatik
flash kromatografi yontemi ile saflastirildi. Elde edilen yagh Gran HCI tuzuna
gecilerek katilastiriidi (Verim % 78,5).

Erime Noktasi: 107,2-108,1 °C

'H-NMR spektrumu (CDCls) d: 0.82 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.83 (3H, d, J=6.8 Hz),
1.71-1.76 (1H, m), 2.13 (3H, s), 2.36 (2H, d, J=7.6 Hz), 4.54 (1H, s), 5.26 (2H, s),
5.58 (2H, s), 6.09 (1H, d, J=5.2 Hz), 7.00-7.20 (7H, m), 7.40 (1H, t, J=7.6 Hz),
7.60-7.78 (5H, m), 7.97 (1H, s)

13C-NMR spektrumu (CDCls) &: 20.69, 22.21, 22.25, 30.02, 38.19, 44.79, 69.96,
99.39, 111.92, 112.05, 117.94, 118.60, 123.99 (q, *Jc.r=272 Hz), 125.71, 126.55,
126.76 (q, 3JcF=5.3 Hz), 127.13, 127.16 (q, 2Jcr=30.3 Hz), 127.89, 128.65,
130.29, 130.68, 132.51, 132.75, 135.05, 141.33, 142.09, 154.82, 157.47

C35H32F3N30.1 ,5HC| Ian
Elementel analiz  Hesaplanan % C: 67.54 % H: 5.42 % N: 6.75

Bulunan % C: 67.49 % H: 5.61 % N: 6.90

CssH33F3N30 igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 568,2576; bulunan: 568,2579
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4.1.22. 5-Butoksi-2-(1-(4-izobutilfenil)etil)-1-(2-(triflorometil)benzil)-1H-
benzimidazol HCI tuzu (Bilesik 6l)

HaC o~ O N
\C[ > HCl
N

Bilesik 5a ve 1-bromobutandan hareketle genel sentez yontemi 2’ye
gore sentezlendi. Hekzan:EtOAc (60:40) solvan sistemi kullanilarak otomatik flash
kromatografi yontemi ile saflastirildi. Elde edilen yagh trin HCI tuzuna gecilerek
katilastinldi (Verim % 69,4).

Erime Noktasi: 109,0-110,0 °C

'H-NMR spektrumu (CDCls) &: 0.82 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.83 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.98
(3H, t, J= 7.2 Hz) 1.47-1.82 (5H, m), 2.12 (3H, yayvan s), 2.36 (2H, d, J=7.6 Hz),
4.07 (2H, t, J=6.8 Hz), 4.46 (1H, s), 5.56 (2H, s), 6.10 (1H, s), 7.00-7.03 (4H, m),
7.20-7.40 (4H, m), 7.74-7.77 (2H, m)

C31H35F3N20.1 ,25HC| Ian
Elementel analiz  Hesaplanan % C: 67.18 % H: 6.59 % N: 5.05

Bulunan % C: 67.04 % H: 6.54 % N: 5.18

Cs1H36F3N20 igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 507,2780; bulunan: 507,2778
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4.1.23. 2-(1-(4-izobiitilfenil)etil)-5-((4-(triflorometoksi)benzil)oksi)-1-(2-
(triflorometil)benzil)-1H-benzimidazol HCI tuzu (Bilesik 6m)

F,CO
\©\/O N

\CE S HCI
N

Bilesik 5a ve 4-triflorometoksibenzil bromirden hareketle genel
sentez yontemi 1'e goére sentezlendi. Hekzan:EtOAc (60:40) solvan sistemi
kullanilarak otomatik flash kromatografi yontemi ile saflagtirildi. Elde edilen yagh

uruin HCI tuzuna gegcilerek katilastirildi (Verim % 79,6).
Erime Noktasi: 171,0-172,0 °C

'H-NMR spektrumu (CDCls) 8 ppm: 0.82 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.84 (3H, d, J=3.2 Hz),
1.62-1.78 (1H, m), 2.14 (3H, s), 2.36 (2H, d, J=7.2 Hz), 4.47 (1H, s), 5.17 (2H, s),
5.58 (2H, s), 6.10 (1H, s), 7.00-7.12 (4H, m), 7.20-7.27 (5H, m) 7.40 (1H, m), 7.51
(2H, d, J=8.4 Hz), 7.75 (1H, d, J=8.0 Hz), 7.93 (1H, s)

C35H32F6N202.1,2HC|.H20 |g|n
Elementel analiz  Hesaplanan % C: 61.07 % H: 5.15 % N: 4.07

Bulunan % C:61.11 % H: 5.34 % N: 4.34

CssH33FsN20; igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 627,2446; bulunan: 627,2468
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4.1.24. 2-(1-(4-izobiitilfenil)etil)-5-((3-metilbut-2-en-1-il)oksi)-1-(2-
(triflorometil)benzil)-1H-benzimidazol HCI tuzu (Bilegik 6n)

H3C O N

D \
.HCI

CH, N

CF3

Bilesik 5a ve 3,3-dimetilallii bromurden hareketle genel sentez
yontemi 2’ye gore sentezlendi. Hekzan:EtOAc (60:40) solvan sistemi kullanilarak
otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastirildi. Elde edilen yagh darin HCI

tuzuna gecilerek katilastirildi (Verim % 68,6).
Erime Noktasi: 159,0-160,0 °'C

IH-NMR spektrumu (CDCls) 8: 0.76-0.79 (6H, m), 1.65-1.81 (10H, m), 2.31 (2H, d,
J=6.8 Hz), 4.64 (2H, d, J=6.4 Hz), 4.78 (1H, s), 5.44-5.47 (1H, m), 5.69-5.87 (2H,
m), 6.20 (1H, d, J=7.8 Hz), 6.96 (2H, d, J=8.0 Hz), 6.97-7.24 (4H, m) 7.34-7.42
(3H, m), 7.76 (1H, d, J=7.2 Hz)

13C-NMR spektrumu (CDCls) &: 18.33, 20.45, 22.21, 22.25, 25.86, 30.01, 38.05,
44.79, 65.89, 98.62, 111.60, 118.38, 118.49, 124.02 (q, “Jc.r=272 Hz), 125.66,
125.79, 126.69 (q, 3Jcs=5.3 Hz), 127.08, 127.10, (g, 2Jc.r=31.3 Hz), 128.59,
130.25, 130.71, 132.74, 134.99, 139.55, 141.99, 154.26, 158.43

C32H35F3N20.HC| Ian
Elementel analiz  Hesaplanan % C: 68.99 % H: 6.51 % N: 5.02

Bulunan % C: 68.76 % H: 6.52 % N: 5.20

Cs2H36F3N20 igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 521,2780; bulunan: 521,2775
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4.1.25. 2-(1-(4-izobutilfenil)etil)-1-(2-(triflorometil)benzil)-5-((2-
(triflorometil)benzil)oksi)-1H-benzimidazol HCI tuzu (Bilesik 60)

0
\CE > HCl
N

Bilesik 5a ve 2-triflorometilbenzil bromurden hareketle genel sentez
yontemi 1’e gore sentezlendi. Hekzan:EtOAc (60:40) solvan sistemi kullanilarak
otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastirildi. Elde edilen yagh darin HCI

tuzuna gegilerek katilagtirildi (Verim % 73,5).
Erime Noktasi: 127,0-128,0 °C

'H-NMR spektrumu (CDCls) 8 ppm: 0.82 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.84 (3H, d, J=2.4 Hz),
1.72-1.76 (1H, m), 2.13 (3H, s), 2.36 (2H, d, J=7.2 Hz), 4.50 (1H, s), 5.31 (2H, s),
5.57 (2H, s), 6.11 (1H, d, J=7.2 Hz), 7.00-7.32 (4H, m), 7.21-7.23 (3H, m), 7.37-
7.50 (2H, m), 7.61 (1H, t, J=7.2 HZz), 7.69-7.76 (3H, m), 7.93 (1H, s)

C35H32F6N20.2HC|.1,5H20 |(;|n
Elementel analiz  Hesaplanan % C: 59.15 % H: 5.24 % N: 3.94

Bulunan % C: 58.93 % H: 4.80 % N: 4.20

CssH33FsN20 igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 611,2497; bulunan: 611,2498
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4.1.26. Metil 2-((2-(1-(4-izobiitilfenil)etil)-1-(2-(triflorometil)benzil)-1H-
benzimidazol-5-il)oksi)asetat HCI tuzu (Bilesik 6p)

H;C. 0]
3 O)J\/ N\
.HCI
N

Bilesik 5a ve metil bromoasetattan hareketle genel sentez yontemi
1’e gobre sentezlendi. Hekzan:EtOAc (60:40) solvan sistemi kullanilarak otomatik
flash kromatografi yontemi ile saflastirildi. Elde edilen yagh Grin HCI tuzuna
gecilerek katilastiriidi (Verim % 83,1).

Erime Noktasi: 158,0-159,0 °C

'H-NMR spektrumu (CDCls) d: 0.82 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.83 (3H, d, J=6.8 Hz),
1.72-1.76 (1H, m), 2.12 (3H, d, J=7.2 Hz), 2.36 (2H, d, J=7.2 Hz), 3.85 (3H, s),
4.49 (1H, d, J=7.6 Hz), 4.78 (2H, s), 5.57 (2H, s), 6.10 (1H, d, J=8.0 Hz), 7.00-7.24
(7H, m), 7.40 (1H, t, J=8.0 Hz), 7.73-7.76 (2H, m)

CsoH31F3N203.1,4HCl igin
Elementel analiz  Hesaplanan % C: 62.59 % H: 5.67 % N: 4.86

Bulunan % C:62.59 % H: 5.12 % N: 5.12

C3oH32F3N203 igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 525,2365; bulunan: 525,2363
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4.1.27. 2-(((2-(1-(4-izobutilfenil)etil)-1-(2-(triflorometil)benzil)-1H-benzimidazol-
5-il)oksi)metil)benzonitril HCI tuzu (Bilegik 6r)

0
\©: > HCl
N

Bilesik 5a ve a-bromo-o-tolunitrilden hareketle genel sentez yontemi
1’e gobre sentezlendi. Hekzan:EtOAc (60:40) solvan sistemi kullanilarak otomatik
flash kromatografi yontemi ile saflastirildi. Elde edilen yagh Gran HCI tuzuna
gecilerek katilastiriidi (Verim % 84,3).

Erime Noktasi: 150,3-150,7 °C

'H-NMR spektrumu (CDCls) d: 0.82 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.83 (3H, d, J=6.8 Hz),
1.72-1.76 (1H, m), 2.14 (3H, s), 2.36 (2H, d, J=7.6 Hz), 4.49 (1H, s), 5.33 (2H, s),
5.58 (2H, s), 6.12 (1H, s), 7.00-7.22 (7H, m), 7.40-7.50 (2H, m), 7.67-7.76 (4H, m),
7.80 (1H, s)

13C-NMR spektrumu (CDCls) &: 20.65, 22.22, 22.25, 30.02, 38.20, 44.79, 44.92,
69.37, 100.12, 111.98, 112.45, 117.10, 117.84, 124.01 (q, *Jc.r=272 Hz), 125.80,
126.70 (g, %Jc.r=5.3 Hz), 127.11, (q, Jc¢=31.2 Hz), 127.12, 128.65, 129.08,
129.86, 130.30, 130.61, 132.85, 133.15, 133.36, 134.94, 139.14, 142.07, 154.83,
157.75

C35H32F3N30.1 ,5HC| |g:|n
Elementel analiz  Hesaplanan % C: 67.54 % H: 5.42 % N: 6.75

Bulunan % C: 67.43 % H: 5.48 % N: 6.93

CssH33F3N30 igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 568,2576; bulunan: 568,2573
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4.1.28. 2-(1-(4-izobiitilfenil)etil)-5-(pent-2-in-1-iloksi)-1-(2-(triflorometil)benzil)-
1H-benzimidazol HCI tuzu (Bilesik 6s)

N
N

.HCI

H3C/\O N

CF3

Bilesik 5a ve 1-bromopent-3-inden hareketle genel sentez yontemi
2’ye gore sentezlendi. Hekzan:EtOAc (60:40) solvan sistemi kullanilarak otomatik
flash kromatografi yontem ile saflastirildi. Elde edilen yagh urin HCI tuzuna
gecilerek katilastiriidi (Verim % 76,7).

Erime Noktasi: 118,0-119,0 °C

IH-NMR spektrumu (CDCls) 5: 0.84 (6H, d, J=6.4 Hz), 1.18 (3H, t, J= 7.4 Hz) 1.62-
1.77 (1H, m), 2.15 (3H, yayvan s), 2.28 (2H, g, J=7.0 Hz), 2.37 (2H, d, J=7.0 Hz),
4.55 (1H, s), 4.80 (2H, s), 5.58 (2H, s), 6.13 (1H, s), 7.04-7.41 (8H, m), 7.75 (1H,
d, J=7.6 Hz), 7.85 (1H, s)

032H33F3N20.1 ,5HC| |(;|n
Elementel analiz  Hesaplanan % C: 67.03 % H: 6.06 % N: 4.88
Bulunan % C: 67.07 % H: 6.25 % N: 5.06

C32H34F3N0 igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 519,2623; bulunan: 519,2632
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4.1.29. 2-(1-(4-izobitilfenil)etil)-5-((3-metilbenzil)oksi)-1-(2-(triflorometil)
benzil)-1H-benzimidazol HCI tuzu (Bilesik 6t)

@)
H3C/©\/ N\
.HCI
N

Bilesik 5a ve 3-metilbenzil bromurden hareketle genel sentez
yontemi 1’e gore sentezlendi. Hekzan:EtOAc (80:20) solvan sistemi kullanilarak
otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastirildi. Elde edilen yagh darin HCI

tuzuna gegilerek katilastirildi (Verim % 54,0).
Erime Noktasi: 129,6-130,7 °C

'H-NMR spektrumu (CDCls) d: 0.81 (3H, d, J=7.2 Hz), 0.82 (3H, d, J=7.2 Hz),
1.68-1.81 (4H, m), 2.33-2.37 (5H, m), 4.11 (1H, q, J=6.8 Hz), 5.09 (2H, s), 5.32
(1H, d, J=18.0 Hz), 5.39 (1H, d, J=18.0 Hz), 6.20 (1H, d, J=7.6 Hz), 6.91-6.93 (4H,
m), 7.04-7.14 (4H, m), 7.24-7.29 (4H, m), 7.48 (1H, s), 7.65 (1H, d, J=7.6 Hz)

C35H35F3N20.1 ,5HC| Ian
Elementel analiz  Hesaplanan % C: 68.76 % H: 6.02 % N: 4.58

Bulunan % C:68.25% H: 6.15 % N: 4.72

CssH36F3N20 igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 557,2780; bulunan: 557,2777
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4.1.30. 2-(1-(4-izobitilfenil)etil)-5-(piridin-2-ilmetoksi)-1-(2-(triflorometil)
benzil)-1H-benzimidazol HCI tuzu (Bilesik 6u)

@)
.HCI
N

Bilesik 5a ve 2-klorometilpiridinin HCI tuzundan hareketle genel
sentez yontemi 2’ye gore sentezlendi. Hekzan:EtOAc (60:40) solvan sistemi
kullanilarak otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastirildi. Elde edilen yagh

arin HCI tuzuna gecilerek katilastirildi (Verim % 57,5).
Erime Noktasi: 135,0-136,0 °'C

'H-NMR spektrumu (CDCls) &: 0.81 (3H, d, J=6.4 Hz), 0.83 (3H, d, J=6.4 Hz),
1.71-1.75 (1H, m), 2.12 (3H, d, J=7.2 Hz), 2.35 (2H, d, J=6.8 Hz), 4.49 (1H, q,
J=6.8 Hz), 5.60 (2H, s), 5.72 (2H, s), 6.11 (1H, d, J=7.6 Hz), 7.00-7.23 (6H, m),
7.39 (1H, t, J=8.0 Hz), 7.54 (1H, d, J=7.2 Hz), 7.75 (1H, d, J=8.0 Hz), 7.89 (1H, t,
J=6.8 Hz), 8.03 (1H, s), 8.18 (1H, d, J=6.8 Hz), 8.47 (1H, t, J=7.2), 8.88 (1H, d,
J=5.2 Hz)

13C-NMR spektrumu (CDCls) &: 20.48, 22.20, 22.24, 29.99, 38.16, 44.76, 45.15,
66.63, 100.78, 112.49, 117.75, 123.99 (q, *Jc.r=275 Hz), 125.37, 125.79, 125.91,
126.67 (q, 3JcF=6.0 Hz), 127.05, 127.09 (g, 2Jcr=30.5 Hz), 127.15, 128.63,
130.28, 130.39, 131.82, 132.75, 134.86, 142.07, 142.28, 145.28, 151.67, 155.33,
156.54

C33H32F3N30.2HC|.1,5H20 Ian
Elementel analiz  Hesaplanan % C: 61.58 % H: 5.79 % N: 6.53

Bulunan % C: 61.30 % H: 5.97 % N: 6.64

CszH33F3N3O icin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 544,2576; bulunan: 544,2570
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4.1.31. 2-((1-(2-klorobenzil)-2-(1-(4-izobutilfenil)etil)-1H-benzimidazol -5-
il)oksi)asetik asit (Bilesik 6v)

Bilesik 5b ve metil bromoasetattan hareketle genel sentez yontemi
1’e gore 6v bilegiginin metil esteri elde edildi. Hekzan:EtOAc (60:40) solvan
sistemi kullanilarak otomatik flash kromatografi yéntemi ile saflastirildi. Elde edilen
ester (0,25 mmol) tetrahidrofuran-su icerisinde lityum hidroksit (0,75 mmol)
varhginda 70 °C 3 saat isitilarak hidroliz edildi. Reaksiyon ortami su igine
dokuldikten sonra asitlendirildi. Coken urin suzulerek alindi, metanol ile
kristallendirildi (Verim % 79,8)

Erime Noktasi: 183,9-184,5 °C

'H-NMR spektrumu (CDCls) &: 0.82 (3H, d, J=6.4 Hz), 0.83 (3H, d, J=6.4 Hz),
1.70-1.80 (1H, m), 1.86 (3H, d, J=6.8 Hz), 2.33 (2H, d, J=7.2 Hz), 4.24 (1H, q,
J=6.8 Hz), 4.86 (2H, s), 5.25 (2H, s), 6.10 (1H, d, J=8.0 Hz), 6.94-7.14 (8H, m),
7.40 (1H, d, J=8.0 Hz), 7.45 (1H, s)

13C-NMR spektrumu (CDCls) &: 20.94, 22.31, 22.34, 30.05, 38.62, 44.89, 44.97,
65.99, 99.90, 110.76, 115.57, 126.76, 127.08, 127.29, 128,77, 128.99, 129.48,
129.77,131.87, 132.02, 138.01, 140.77, 155.88, 156.32, 171.79

C28H290|N203.0,75CH30H |(;|n
Elementel analiz  Hesaplanan % C: 68.92 % H: 6.44 % N: 5.59

Bulunan % C: 68.87 % H: 6.31 % N: 5.93

C2gH30CIN2O3igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 477,1945; bulunan: 477,1929
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4.1.32. 2-((1-(2-klorobenzil)-2-(1-(4-izobutilfenil)etil)-1H-benzimidazol -5-
il)oksi)-2-metilpropanoik asit (Bilesik 6y)

L.

Bilesik 5b ve etil a-bromoisobutirattan hareketle genel sentez
yontemi 1’e gore 6y bilesiginin metil esteri elde edildi. Hekzan:EtOAc (60:40)
solvan sistemi kullanilarak otomatik flash kromatografi yontemi ile saflastiridi.
Elde edilen ester (0,25 mmol) tetrahidrofuran-su igerisinde lityum hidroksit (0,75
mmol) varliginda 70 °C 3 saat isitilarak hidroliz edildi. Reaksiyon ortami su igine
dokuldikten sonra asitlendirildi. Coken urin suzulerek alindi, metanol ile
kristallendirildi (Verim % 86,2).

Erime Noktasi: 203,1-203,5 °C

'H-NMR spektrumu (CDCls) d: 0.82 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.83 (3H, d, J=6.8 Hz),
1.73-1.81 (10H, m), 2.34 (2H, d, J=6.8 Hz), 4.24 (1H, q, J=6.8 Hz), 5.21 (2H, s),
6.10 (1H, d, J=8.0 Hz), 6.91-6.98 (5H, m), 7.08-7.16 (3H, m), 7.35 (1H, d, J=8.0
Hz), 7.67 (1H, d, J=2.4 Hz)

13C-NMR spektrumu (CDCls) &: 21.05, 22.33, 22.37, 25.44, 25.54, 30.07, 38.65,
44.65, 44.91, 79.14, 106.09, 109.84, 117.38, 126.84, 127.07, 127.21, 128,75,
129.36, 129.45, 129.62, 131.82, 132.67, 138.80, 140.43, 140.46, 152.37, 156.67,
177.02

C30H330|N203 Ian

Elementel analiz  Hesaplanan % C: 71.34 % H: 6.56 % N: 5.55
Bulunan % C: 71.02 % H: 6.56 % N: 5.66

C30H34CIN2O3igin; HRMS (m/z) [M+H] hesaplanan: 505,2258; bulunan: 505,2253
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4.2. Biyolojik Bulgular

Bilesiklerin insan PMNL hdcreleri Uzerinde LT biyosentezi
inhibisyonunu belirlemek i¢in 0,1 yM, 1 uM ve 10 uM konsantrasyonlarda tarama
gerceklestiriimis ve bu tarama konsantrasyonlarda yuksek inhibisyon gosteren alti
bilesigin ICso degerleri farkli konsantrasonlarda tekrar test edilerek SigmaPlot 11
programi kullanilarak hesaplanmistir. Referans olarak 6ncu bilesik olan 0,31 uM
ICso degerine sahip BRP-7 ve MK-886 kullaniimistir.

Cizelge 4.1. Bilesiklerin % 5-LO inhibisyon degerleri®

o N
N

%-5-LO olusumu

# R R
! 2 0,1 uM 1 uM 10 uM
H3;C
6a \©\)\ CFs te 92,64 + 6.30 90,51 + 14,94
6b /@\/\ CFs te 91,98 9,79 85,87 + 8,25
F
Br CF
6¢c \©\)\ 3 te 108,05 + 10,88 94,38 + 9,60
Cl
6d @;/\ CFs te 92,18 + 15,72 92,22 + 15,49
HsCO
6e \©\)\ CFs te 81,58 +2,91 80,13 +7,47
CN
6f ©/\/\ cl 53,87 + 15,87 39,87 +14,51 15,60 + 6,85
69 X@\)\ CF, te 94,88 + 16,84 93,97 +9,52
CHs
6h @/\ CF, te 97,13 +13,73 89,71+ 4,51
F3;C
6i \©\)\ CFs te 91,71 +9,64 94,31 + 14,13

* Bilesiklerin 0.1, 1 ve 10 uM tarama konsantrasyonlarinda, 2,5 yM Ca" ionophore A23187 ile
aktive edilmis PMNL hucrelerinde % 5-LO drun olusumu degerleri (ortalama £ S.E., n=3). %100
kontrol degeri (%0.3 DMSO, tasiyici), her 10° nétrofil igin 44 ng 5-LO Urdn olugsumuna denk

gelmektektedir. t.e= test edilmemisgtir.
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Cizelge 4.1. devami

#

R

%-5-LO olugsumu

R
' 0,1 uM 1 uM 10 uM
6j A CFs 63,35 + 15,77 7,46 +2,43 0,55 + 0,48
NC
6k CF; 81,57 +11,95 71,08 + 17,60 te
6l N CFs 78,90 £ 6,46 58,08 + 24,28 te
F,CO
6m \©\) CFs 94,87 £ 8,58 99,86 + 6,47 te
6n W CF; 82,14+ 8,84 60,17 + 9,25 te
CF,
60 @[)\ CF, 97,90 £9,12 90,90 + 8,31 te
o
6p HsCog BN CF; 70,68 + 20,19 1,93 +1,69 te
CN
6r @;/\ CF, 85,25 + 17,91 65,24 + 19,36 te
6s \/\ CF, 82,70 + 4,96 55,64 + 19,74 te
6t Q\/\ CF, 99,22 + 10,35 98,16 + 2,94 te
HsC
X
6u | CF, 85,95 + 6,88 0,00 + 0,00 te
N
(0]
6V cl 67,32 + 15,69 6,38 + 11,05 te
(6]
6y Ho)&% cl 75,94 + 16,14 5,47 +3,41 te
MK-886 te 2,7+1,2 te
Cizelge 4.2. ICx, tablosu*
Bilesik 1C5o uM
6f 0,12 + 0,04
6j 0,17 +0.01
6p 0,21 0,03
6u 0,15 +0,03
6v 0,17 0,05
6y 0,23 0,07

*1Cso degerleri, 2,5 uM ca®” ionophore A23187 ile aktive edilmis PMNL hticrelerinden elde edilen

degerlerle SigmaPlot 11 yazilimi kullanilarak hesaplanmistir (ortalama £ S.E., n=3-6)
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5. TARTISMA VE SONUG

Bu tez kapsaminda BRP-7 oncu bilesiginden hareketle (ICso = 0.31
MM) daha potent yeni FLAP inhibitorleri gelistiriimesi amaciyla yuruttlen ¢alismada
oncelikle rasemik olarak LT biyosentezi inhibitér etkisi bilinen BRP-7’nin
enantiyomerlerine ayrilmasi ve inhibitér aktivitelerinin incelenmesi ve elde edilen

sonugclar dogrultusunda ileri yapi-etki calismalara devam edilmesi planlanmistir.

5.1. Kiral Ayirim

Kiralite ila¢ endustrisi igin oldukga 6nemli bir kavramdir ve pek ¢ok
ilacin kiral aktif igerigi bulunmaktadir. Bu ilaglarin énemli kismi enantiyosaf olarak
tibbin hizmetine sunulmustur. Enantiyomerlerin ayni hedefi farkli oranlarda

etkileyebildikleri veya farkli hedeflere de yonelebildikleri bilinmektedir [111].

Bu bilgilerin 1s1ginda c¢alismamizin 6ncl bilesigi olan rasemik BRP-
7’nin  enantiyomerlerinin  aktiviteye olan katkilarini gérmek amaciyla saf
enantiyomerlerin elde edilmesi hedeflenmistir. Bu amacla “kimyasal yaklagim”
veya “rasemik yaklasim” yontemleri izlenebilir. Kimyasal yaklagimda her bir
enantiyomer icin ayri sentez yontemi ve bu yontemlerde kullaniimak Uzere
asimetrik sentezlerde kullanilan yardimci reajanlara ihtiyagc vardir. Bu yontemin
enantiyomerlere yuksek miktarlarda ihtiya¢ duyuldugunda kullaniimasi daha
uygundur. Rasemik yaklasim ise diger yaklasima kiyasla daha basit ve mali
acidan daha uygun bir sentez yontemi ile elde edilen rasematin uygun bir kiral
sabit faz (KSF) kullanilarak kromatografik yontemle ayrilmasi islemidir. Bu yontem
enantiyomerlere az miktarlarda ihtiya¢ duyuldugunda daha iglevli olmaktadir [112].

Amaglarimiza uygun olmasi nedeniyle ikinci strateji benimsenmistir.

ilk olarak dogru KSF'yi belirleyebilmek icin kolon taramasi
gergeklestiriimisgti.  Amiloz  tris(5-kloro-2-metilfenilkarbamat)tan olusan Lux
Amylose-2 (KSF 1), sellloz tris(3-kloro-4-metilfenilkarbamat)'tan olusan Lux
Cellulose-2 (KSF 2) ve sellloz tris(4-kloro-3-metilfenilkarbamat)'tan olusan
Sepapak-4 (KSF 3) kolonlari n-hekzan/EtOH/DEA-80/20/0.2 (v/v/v) mobil fazi
kullanilarak 1,0 mL/min akis hizinda 25 °C kolon sicakliginda 254 nm dalga



74

boyunda test edilmis ve en iyi ayrimi 1,61 resolusyon faktoru ile KSF 1’in verdigi

goralmustar.

Cizelge 5.1. Taranan KSF’ler ve elde edilen parametreler.

Secilmis kromatografik parametreler

KSF ks ke o Rs
1 0,45 1,17 2,60 1,61
2 5,97 5,97 1,00 -
3 2,42 2,71 1,12 0,40

*(Mobil faz: n-hexane/EtOH/DEA-80/20/0.2 (v/v/V))

Uygun kolonun belirlenmesinin ardindan mobil faz optimizasyonuna
gecilmigtir. Kolon taramasi esnasindaki rezolisyon degeri analitik olgek igin
oldukga iyi olsa da preparatif Olgcek igin gelistiriimesi gerekmistir. Gelistirme
calismalarina mobil fazdaki etanol miktari azaltilarak baslanmistir. Bu sayede,
numunemizle yarigan etanol miktarini uygun seviyeye cekip, numunemizin kiral
kavite igindeki fonksiyonel gruplarla etkilesimini optimize etmek amacglanmigstir. Bu
dogrultuda etanol miktari % 20’den kademeli olarak % 10’a indirilmistir ve buna
karsillk Rs degerinin 1,61’den 1,94’e c¢ikti§gi gdzlenmistir. Rezollsyonu daha
artirmak icin mobil faza bazik katki maddesi eklenmeye karar verilmigtir. Bu tarz
katki maddeleri kolonda bulunan serbest silanolleri maskeleyerek bu gruplarin
numuneyle etkilesimini ortadan kaldirarak muhtemel kuyruklanmayi yok etmekte
ve boylelikle ¢dzinurliga artirmis olmaktadir. Bu amagla dncelikle mobil faza %
0,5 dietilamin (DEA) eklenmis ardindan bu oran % 0,1’e ve son olarak % 0,2'ye
cikarilmigtir. Bu iglemlerle Rs degeri 2,10'a kadar ulagsmistir. Son bir
optimizasyonla etanol miktari % 1’e gekilerek optimum mobil faza 2,39’luk Rs

degeri ile ulagilmistir.
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Cizelge 5.2. Mobil faz calismasi ve elde edilen parametreler

Secilmis kromatografik parametreler

Mobil Faz Igerigi Bazik katki maddesi K K p- RS
n-Hekzan/EtOH-80/20)(v/v) - 0,45 1,17 2,60 1,61
n-Hekzan/EtOH-85/15)(v/v) - 0,58 1,49 2,60 1,72
n-Hekzan/EtOH-90/10)(v/v) - 0,78 2,03 2,60 1,94
n-Hekzan/EtOH-90/10)(v/v) DEA %0,05 0,84 2,21 2,60 1,98
n-Hekzan/EtOH-90/10)(v/v) DEA %0,1 0,81 2,13 2,60 1,98
n-Hekzan/EtOH-90/10)(v/v) DEA %0,2 0,83 2,26 2,70 2,10
n-Hekzan/EtOH-(99/1)(v/v) DEA %0,2 3,39 6,17 1,80 2,39

Mobil faz optimizasyonunun ardindan enantiyomerlerin ayri ayri
toplaniimasina baslanmistir. Ardigik yapilan dort enjeksiyonda kolona ortalama 5
mg/ml madde yuklenerek rasemat ayrilmaya baslanmistir. Sonug olarak, toplamda

her bir enantiyomerden yaklasik 20’ser mg toplanmistir.

Abs @ 254 nm

0 10 20 30 40 50 50
Zaman (dakika)

Sekil 5.1. Preparatif kromatogram.

Ayrilma islemi tamamlandiktan sonra enantiyomerler olasi DEA
kalintisina karsi flash kromatografi teknigi ile n-hekzan/EtOAc solvan sistemi
kullanilarak temizlenmigtir. Elde edilen enantiyomerlerin kimyasal safligi Grace
Smart RP-18 kolon kullanilarak H,O/MeCN-35/65 (v/v) solvan sistemi ile 1.0

ml/min akis hizinda kontrol edilerek herhangi bir kirlilik olmadigi tespit edilmigtir.
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Sekil 5.2. Flash kromatografi yontemi ile saflastirilan enantiyomerlerin akiral HPLC yontemi ile elde
edilen kromatogramlari.

Kimyasal saflik kontrol edildikten sonra ayirma islemi sirasinda
kullanilan kolon ve sartlarda enantiyosafliga bakilip enantiyomerik fazlalik degeri
(ee) hesaplanmistir. ilk gelen enantiyomerin icinde ikinci pikin yer almadig
gorulmis ve ee’si >% 99 olarak bildirilmistir. ikinci enantiyomerde ise ilkinden %
2,5’lik bir artigin oldugu gorilmus ve ee % 95 olarak bildirilmistir. Boylelikle her iki
enantiyomerde biyolojik aktivite icin yeteri saflikta elde edilmistir. Ardindan R ve S
tayini icin S-ibuprofenden baslanarak sentezlenen enantiyomerik fazlalik degeri %
75 olan standartla kargilastirlmis ve ilk gelen pikin S ikinci gelen pikin ise R

enantiyomeri olduguna karar verilmistir.

/\ R ee= %95

ee= %599

S T

0 5 10 15 20 25 a0 35 40
Zaman (dakika)

Sekil 5.3. Elde edilen enantiyomerlerin kiral HPLC ydntemi ile elde edilen enantiyosafligina ait
kromatogramlari.
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Elde edilen enantiyomerlerin insan PMNL hicrelerinde LT
biyosentezi inhibitér etkileri incelenmistir. Bu incelemede (R)- ve (S)-
enantiyomerlerin ve rasematin ICsy deg@erleri sirasiyla 0.18 uM, 0.26 yM ve
rasemat 0.31 uM olarak hesaplanmistir [113]. Sonuclardan da gorilecegi Uzere

enantiyomerler arasinda onemli bir inhibisyon farki gdzlemlenmemistir.

e Rasemat
O (R)-BRP7
A (S)-BRP7

1004

% 5-LO {irlin olusumu
n
o
1

I I I e
0030103 1 3 10
BRP7 [UM]

Sekil 5.4. (R), (S) ve rasemat BRP 7’nin ICg, grafigi

Onceki galismalarimizda elde ettigimiz sonuclarda BRP-7 bilesiginde
(IC50=0.31 pM) benzimidazol halkasinin besinci konumunda hidroksil, metoksi
veya piridinilmetoksi tagilyan turevlerde aktivitenin yukseldigi gorulmustur (ICso
degerleri sirasiyla 0.19, 0.12, 0.18 pM). Ayrica benzimidazol halkasinin birinci
konumunda klorobenzil yerine triflorometilbenzil grubu tasiyan bilesikte ICso degeri

0.25 yM olarak bulunmustur [7].

Bu bilgiler 1s1g1 altinda, oncelikle benzimidazol N(1) Uzerinde 2-
triflorometilbenzil ve besinci konumu Gzerinde hidroksil grubu tasiyan Bilesik 5b
elde edilmigtir. Bu bilesik Uzerinde turevlendirme yapilarak ondokuz farkli yeni
bilesik sentezlenmistir. Ayrica N(1) Uzerinde 2-klorobenzil kalintisi tagiyan BRP-7
tirevi U¢ adet final bilesik hazirlanmigtir. Tum sonug bilegiklerin insan PMNL

hacreleri kullanilarak LT biyosentez inhibitor etkileri test edilmigtir.
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Sekil 5.5. BRP-7'nin tirevlendirme semasi

5.2. Sentez Calismalari

Tez kapsaminda planlanan bilegiklerin sentezinde ilk basamakta, 2-
nitro-4-metoksianilinin  2-triflorometilbenziloromir veya 2-klorobenzilbromur ile
dimetilformamit icinde yer degistirme reaksiyonu yapiimigtir (1a-b). Bilesik 1b nitro
grubu kalay klorur ile rediklenerek amin tlrevi (2b) elde edilmis, Bilesik 1a nitro
grubu katalitik hidrojenasyon yodntemi ile reduklenerek amin tlrevi (2a) elde
edilmistir. Elde edilen bu amin turevleri, EDC varliginda ibuprofen ile tepkimeye
sokularak amit turevleri elde edilmistir (3a-b). Amit tlrevlerinin asetik asit iginde
Isitiimasi sonucu halka kapanmasi ile benzimidazol tirevlerine ulasiimigtir (4a-b).
Benzimidazol halkasinin besinci konumunda yer alan metoksi grubunun HBr ile
hidrolizi sonucu hidroksil turevleri sentezlenmistir (5a-b). Elde edilen bilesikler
besinci konumundaki hidroksil grubu Uzerinden uygun alkil halojenurlerle

tepkimeye sokulmus ve yirmi adet yeni final Grin sentezlenmistir (6a-u). (Sekil 4)
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Sekil 5.6. Sentez semasi
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Bilesik 6v ve 6y’nin sentezinde ilk basamakta Bilesik 5a sirasiya
metil bromoasetat ve etil a-bromoizobutirat ile reaksiyona sokularak 6v ve 6y’nin
ester turevleri hazirlanmigtir. Ester turevlerinin lityum hidroksit varliginda
tetrahidrofuran:su icerisinde hidrolizi sonucu asit turevleri elde edilmistir. Bu sentez
c¢alismalari sonucunda oniki tanesi ara Grun olmak Uzere toplam otuz dort adet

yeni bilesik elde edilmigtir.

N R-Br N LiOH N
K,CO,4 THF:Su
MeCN
Cl Cl Cl

Sekil 5.7. Bilesik 6v ve 6y sentez semasi

Sentezlenen maddelerin yapilarinin aydinlatilmasi igin elementel
analiz  verilerinden, HRMS, 'H-NMR ve C-NMR spektrumlarindan
faydalaniimistir. Bilesik 5b’nin CDCl; iginde alinan *H-NMR spektrumunda izobiitil
grubuna ait metil gruplarinin protonlari 0.80 ve 0.81 ppm’de 6.8 Hz eglesme sabiti
ile gézlenmistir. izobdtil grubunun metin karbonundaki proton multiplet olarak 1.72
ppm’de, metilen protonlari ise 2.32 ppm’de dublet olarak (J=7.2 Hz) gdzlenmisgtir.
Benzimidazolun ikinci konumuna bagli kiral merkezde yer alan proton 4.13 ppm’de
kuartet olarak (J=7.2 Hz) gozlenirken kiral merkeze baglh metil protonlari 1.80
ppm’de dublet olarak (J=7.2 Hz) gbzlenmistir. Benzimidazolin birinci konumunda
yer alan benzil grubunun metilen protonlari ise AB kuartet olarak 5.32 ve 5.38
ppm’de (J=18 Hz) gbzlenmistir. Izobditil grubunun bagl oldugu fenil halkasinin 2,2’
ve 3,3’ protonlari 7.05 ve 6.91 ppm’de 7.8 HZ'lik eslesme sabiti ile dublet olarak
sinyal vermigtir. Triflorometil grubunun bagli oldugu fenil halkasinin Gg¢lncu ve
altinci konumundaki protonlar sirasi ile 7.65 ve 6.23 ppm’de dublet (J=7.6 Hz),
dordincu ve besinci konumundaki protonlar ise 7.26 ve 7.15 ppm’de triplet (J=7.6
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Hz) olarak gozlenmigtir. Benzimidazolun dordunci konumundaki proton 7.45
ppm’de 2.0 Hz eslesme sabiti ile dublet,yedinci konumundaki proton 6.83 ppm’de
8.8 Hz eslesme sabiti ile dublet ve altinci konumundaki proton 6.80 ppm’de 8.8 ve

2.0 Hz eslesme sabitleri ile dubletin dubleti olarak sinyal vermigtir.

4‘1 =

13
3.07
1.23

1

0
09
1.49
1.08 -
2.22
2.14
2.19

Resim 5.1. Bilesik 5b'nin *H-NMR spektrumu

Bilesik 5b’nin CDCl; iginde alinan **C-NMR spektrumunda, asimetrik
karbona bagl metil grubu 21.57, izobutilin metil gruplarina ait pikler 22.27 ve
22.32, izobutilin metin karbonu 30.05, asimetrik karbon 38.54, azota bagl metilen
karbonu 43.36, izobdltilin metilen karbonu 44.88 ppm’de sinyal vermektedir.
Aromatik karbonlara ait pikler 105-158 ppm aralhginda gdézlenmektedir.
Triflorometil karbonuna ait sinyal karbon-flor eslesmesi sonucunda 124.32 ppm’de
eslesme sabiti 272 Hz olarak sinyal vermektedir. Triflorometil grubunun bagl
oldugu aromatik karbon 126.78 ppm’de (J=30.5 Hz), triflorometil benzilin Gglncu
konumundaki aromatik karbon ise 125.93 ppm’de (J=6.1Hz) karbon-flor eslesmesi

nedeniyle kuartet olarak sinyal vermektedir.
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Resim 5.2. Bilesik 5b'nin **C-NMR spektrumu

5.3. Aktivite Caligsmalari

Yapilan sentez cgalismalari sonrasinda elde edilen drtnlerin insan
PMNL’de LT biyosentezi inhibitdéru etkilerinin taranmasi 10 yM, 1 uM ve 0.1 yM
konsantrasyonlarda gergeklestiriimis, bu tarama sonrasinda yuksek aktivite
gosteren 6f, 6], 6p, 6u, 6v ve 6y kodlu bilesiklerin 1Cso degerleri ayrica
hesaplanmigtir. Sonuglara gbére en vyuksek oranda aktivite goOsteren,
benzimidazolun birinci konumunda 2-klorobenzil grubu ve besinci konumda 2-
siyanobenzil grubu tasiyan 0.12 pM ICso degerine sahip 6f kodlu bilesiktir. Bunun
disinda benzimidazolin birinci konumunda 2-triflorometilbenzil olan turevlierden
besinci konumunda alliloksi bulunan bilesik 6j’nin 1Cso degeri 0.17 uM, metil asetat
bulunan bilesik 6p’nin 1Cso degeri 0.21 uM, 2-piridinilmetoksi bulunan bilesik
6u’nun ICsy degeri ise 0.15 uM’dir. Birinci konumda 2-klorobenzil grubu, besinci
konumunda ise asetik asit ve dimetilasetik asit kalintisi tasiyan iki bilesigin (6v, 6y)
ICso degerleri ise sirasiyla 0.19 uM ve 0.23 uM olarak saptanmistir. Bu bilesikler
baslangic maddemiz BRP-7'den 2-3 kat daha aktiftir.

BRP-7’nin birinci konumundaki benzil Uzerindeki klor triflorometille
degistirildiginde 1Cso degeri 0.31 uM’den 0.25 uM’ye dusmektedir. Ayrica, besinci
konumda 2-piridinilmetoksi tasiyan turevde klor triflorometille (Bilesik 6u)
degistirildiginde 1Cso degeri 0.19dan 0.15 uyMa duasmustir. Ancak besinci
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konumda 2-siyanobenziloksi grubu olan tdrevierde klor tasiyan turev 6f,

triflorometil tagiyan turev 6r’den daha aktiftir (Cizelge 4.1).

5.4. Molekiler Modelleme Caligmalari

Bilesiklerin olasi etkilesimlerini belirlemek igin FLAP’a ait (PDB Kodu: 2Q7M
[33]) kristal yapisi Uzerinde doklama calismalari gergeklestirilmistir. Glide 5.8
(Schrodinger Inc.) programi ile gerceklestiriien doklama teknigi uygulanmis ve
GlideScore SP ile en olasi pozlar (Resim 5.3) dretilmigtir. Genel olarak serideki
tum Dbilesiklere bakildiginda benzimidazol c¢ekirdegi Lys116 ile katyon-,
benzimidazol c¢ekirdeginde birinci konuma bagdli o-substitie-benzil turevleri
Phe123 ile -, ikinci konuma baglanan gruplar hidrofobik kavitedeki amino
asitlerle van der Waals etkilesmeleri yapmaktadir. Phe114 ve Tyr112 -1
etkilesmeleri ile bu bdlgeye yerlesmeyi saglamaktadir. Lys116 ile yapilacak
hidrojen baglari ve tuz kopruleri aktiviteye olumlu katki saglamaktadir. Ornegin
sekilde gorilebilecegi Uzere 6f kodlu bilesikteki nitril grubunun Lys116 ile yaptigi
hidrojen baginin 6k'de bulunmamasi ve bu grubun aktif bdlgenin biraz digina
tasinmasi aktivitedeki degisikligi aciklamaktadir. Yine seride yer alan diger
bilesiklerin yaptiklari hidrojen baglarinin aktiviteye olumlu katki sagladigi

gorulmustar.
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Resim 5.3. Bilesiklerin (6f, 6j, 6k, 6u, 6p, 6v, 6y) FLAP aktif yoresinde olasI baglanma modu
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Molekuler modelleme calismalarindan da anlagilacag: uzere N(1)-
benzil gubunun ikinci konumundaki substituentlerin  benzil halkasinin
oryantasyonunu etkiledigi ve TT-1r etkilegimine olanak sagladigi dusunulmektedir.
Bu sonuglar ve daha énceki ¢alismalarimizdan elde ettigimiz sonuglara gére N(1)-
benzil grubunun ikinci konumundaki kuguk dedisikliklerin aktiviteyi ¢ok
degistirmedigdi ancak benzil grubu Gzerinde ikinci konumda bir substitient olmasi
gerektigi anlagiimaktadir. Molekuler modelleme c¢alismalari sonucu belirlenen bir
diger 6nemli etkilesim ise benzimidazol halkasinin besinci konumunda yer alan
substitientlerin aktif bolgedeki membran acikhdinda yer alan lizin amino asiti ile
hidrojen bagi veya tuz koprusu gibi etkilesimler olup aktiviteye olumlu katki
sagladiklari dugunulmektedir. Bu amagla karboksil grubu tasiyan 6v ve 6y
bilesikleri sentezlenerek lizin ile tuz koprust yapmasi amaclanmistir. Bu
bilesiklerin 1Csy degerleri 0.19 ve 0.23 uM olarak hesaplanmis ve bu bilegikler 6nci
bilesik BRP-7'den daha aktif bulunmustur. Bu bilegiklerin ortak &zelliklerine
baktigimizda besinci konumda nispeten klguk hacimli, hidrojen bagi veya polar
etkilesimler yapabilecek substitusyonlarin aktiviteye 6nemli katki sagladigi sonucu
cikarilmaktadir. Boylece molekller modelleme c¢alismalari ile aktif bilesiklerin
FLAP aktif bolgesiyle olasi etkilesimleri incelenmis daha ileri arastirmalar igin

ipuclar elde edilmistir.
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