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ONSOZz

Gunumuzde Klinikte halen kullanilmakta olan antiprotozoal ve antikanser ilaglarin,
pahali olmalari, yiiksek toksisitelerinin bulunmasi, giderek azalan etki gostermeleri
ve bu ilaglara kars1 giderek artan diren¢ gelisimi bulunmasi bu bilesiklerin tedavide
kullanimlarin1  kisitlamakta ve acil olarak yeni bilesiklere ihtiyag oldugu
gereksinimini ortaya koymaktadir. Bu doktora tez ¢alismasinda antiprotozoal ve
antikanser etkili olabilecek mono ve dikatyonik benzimidazol tiirevi bilesiklerin
sentezlenmesi, yapilarinin aydinlatilmasi, antimikrobiyal ve antikanser aktivitelerinin
aragtirtlmasi planlanmstir.

Doktora tezimin hazirlanmasi ve ¢alismalarim sirasinda bilgi ve tecriibesiyle
bana her zaman yol gdsteren, sorunlarimla yakindan ilgilenen, her zaman, her
konuda destek ve yardimlarini esirgemeyen danigman hocam Sayin Prof. Dr. Hakan
GOKER e tiim ictenligimle tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora tez calismalarim sirasinda her zaman, her konuda destek ve
yardimlarii esirgemeyen Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Dekani1 Saym
Prof. Dr. Maksut COSKUN’ a ve Farmasotik Kimya Anabilim Dali Bagkan1 Sayin
Prof. Dr. Meral TUNCBILEK e tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarim sirasinda bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan, her konuda
destek ve yardimlarimi esirgemeyen, yakin ilgi ve destegini gordigim
Saym Dog¢. Dr. Mehmet ALP’e, ve her konuda yakin ilgi ve destegini gordiigiim
Sayin Dr. Selen ALP’e,

Her zaman bilgi ve deneyimleriyle yardimci olan Ankara Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali 6gretim {yelerine ve
calismalarim sirasinda yanimda olan arastirma gorevlisi arkadaslarima,

Antiprotozoal etki ¢alismalarinin yapilmasina olanak saglayan Isvigre Tropikal
Enstitlisti'nden Sayin Prof. Dr. Reto BRUN’a,

Antikanser etki c¢alismalarimin yapilmasinda yardimer olan Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali arastirma gorevlisi Sayin
Dr. Filiz BAKAR’a,

Doktora egitimim boyunca sagladigi1 bursla bana destek olan TUBITAK Bilim
Insan1 Destekleme Daire Bagkanlig1’ na,

Biiylik fedakarliklar gostererek buglinlere gelmemi saglayan, calismalarim
sirasinda her zaman yanimda olan, sevgi ve desteklerini hi¢ bir zaman eksik etmeyen

aileme,

Ictenlikle tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Gunumuzde protozoal parazitik hastaliklar, diinyanin birgok bolgesinde, ozellikle
tropikal ve subtropikal bolgeler basta olmak tlizere geri kalmis iilkelerde, gelismis
ilkelerde de immiin sistemi baskilanmis bireylerde (organ nakli yapilmis ya da
AIDS’li hastalar gibi) 6nemli firsat¢1 enfeksiyonlara sebep olmakta ve ciddi bir
saglik problemi olusturmaktadir (Stephens ve ark., 2003). Sitma (malarya) ve uyku
hastaligi (Afrika tripanosomiyazisi, HAT) bu protozoal hastaliklarin igerisinde
o6nemli bir yer tutmaktadir.

Klinikte halen kullanilmakta olan antiprotozoal ilaglarin, pahali olmalari,
yiiksek toksisitelerinin bulunmasi, oral biyoyararlanimlarinin az olmasi, uzun sureli
tedavi kirlerinin uygulama zorunlulugu ve evrimsel asamalardan dolay1 bazi parazit
tiirlerine kars1 giderek azalan etki gdstermeleri ve bu ilaglara direngli ¢cok sayida
mikroorganizmanin bulunmasi (standart olarak kullanilan ilaclarin kullanim miktari
ve siklig1 yiiziinden) bu bilesiklerin tedavide kullanimlarini kisitlamakta ve acil
olarak yeni antiprotozoal bilesiklere ihtiya¢ oldugunu ortaya koymaktadir (Bartlett ve
ark., 1994, Soeiro ve ark., 2005).

Diger taraftan, bilindigi tizere guinumuzde kanser tedavisi de en ciddi saglik
problemlerinden birini olusturmaktadir. Kanser tedavisinde her gecen giin elde edilen
basarili sonuglara ragmen, halen diinyada en énemli saglik problemleri arasinda ilk
siralardaki énemini korumaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) her yil diinyada
kanserden yaklasik 7 milyon kisinin 6ldiigiinii bildirmistir.

Meme kanseri tum dinyada kansere bagli 6liimlerin ikinci nedenidir ve
kadinlarda da kansere bagli meydana gelen Oliimlerde ilk sirada yer almaktadir.
WHO, kanser teshisi konulan kadmlarin % 23’ niin meme kanseri oldugunu
bildirmistir. Ayrica Amerikan Kanser Toplulugu da sadece 2013 yilinda, Amerika’

da 232 340 yeni invaziv meme kanseri ve 64 640 yeni ‘duktal karsinoma’ tiiriiniin



kadinlarda teshis edildigini bildirmistir (Rivenbark ve ark., 2013). Diinya ¢apinda bu
saymin 2013 yilinda 1 400 000’ lere ulastig1 tahmin edilmektedir.

Uluslararas1 Kanser Ajansi 06zellikle meme kanserindeki artisa dikkat
cekmektedir. Kadinlarda meme kanseri insidansinin bir 6nceki tahminlere gére %20,
meme kanserinden Oliimlerin ise %14 artti§in1 belirtmistir. Meme kanseri kadinlar
arasinda gortilen malign tiimorler arasinda en yaygin olani ve en fazla 6liime neden

olanidir.

Kemoterapideki son gelismelere ragmen, meme kanserli hastalarin bir¢ogu
kemoterapi tedavisine cevap vermemekte ya da cevap vermesine karsin hastalik
niksetmektedir. Bu durumun ilaca karsi gelisen direngten kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Kemoterapiye diren¢ gelismesi ¢ogunlukla tedavinin siirh etki
gostermesinden ve her kanser tiirlinlin kendi i¢cinde pek cok farkli alt tiirliniin
bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Erken donem meme kanserinde her ne kadar
vakalarin ¢ogu tedavi edilebiliyor olsa da, bu durumlarin bir¢ogunda hastaligin
tekrarladig1 ve metastatik 6zellik kazandig1 gozlenmistir. Metastatik meme kanserli
kadinlarin bir kismu bu hastalik ile uzun yillar yasayabilse de, bir kismi i¢in bu siire

daha kisa olabilmektedir (Manley ve ark., 2002, Fojo ve ark., 2007).

Gunumuzde kanser tedavisinde kullanilabilecek daha etkin bilesikler
bulabilmek ve kemoterapiye karsi olusan dirence karsi yeni stratejiler gelistirmek

cok onemlidir.

Farkli kimyasal yapilara sahip birgok etkin aromatik diamidin turevinin,
adenin ve timin agisindan zengin DNA’nin min6r kavitesine baglandigi bilinmektedir
(Czarny ve ark., 1995). DNA ile geri dontisiimlii etkilesim gosteren dikatyonik
molekiiller olduklar1 bilinen bu bilesiklerin etkinliklerini, bir ya da daha fazla DNA
bagimli enzimi inhibe ederek (Topoisomeraz Il enzimi gibi) (Bell ve ark., 1991, Cory
ve ark.,, 1992, Tidwell ve ark.,1993, Fairley ve ark., 1993) veya dogrudan
transkripsiyonu engelleyerek gosterdikleri bildirilmistir (Dykstra ve ark., 1994).



Minor kavite baglayicilar1 olarak da bilinen bu grup bilesiklerin 6nemli
antiprotozoal aktivitelerinin yani sira kanser tedavisinde de etkili olduklar1 yapilan
cesitli ¢alismalarla kamitlanmistir (Geroni ve ark., 2002; Janjigian ve ark., 2010;
Baraldi ve ark., 2004; Barret ve ark., 2013; Alp ve ark., 2014).

Aromatik diamidin tlirevleri uzun yillardir protozoal hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bir aromatik diamidin ttrevi olan pentamidin [Sekil 1.1] Klinikte
uyku hastaligi (Apted, 1980), antimon direncli laysmanyazis (Breyceson ve ark.,
1985) ve AIDS sonrast ortaya c¢ikan firsatci enfeksiyonlarin en yaygini olan
Pneumocystis carinii’nin neden oldugu pnémoni (PCP) tedavisinde (Ivady ve Paldy,
1958) kullanilmaktadir.

O~ 0

NH NH

Sekil 1.1 Pentamidin

Son yillarda pentamidinin antikanser etkisinin de oldugunu gosteren
caligmalar yapilmistir. Yapilan birgok arastirmada, pentamidinin in vitro melanoma,
prostat, yumurtalik, kolon, meme, akciger ve rahim kanser hiicrelerine karsi
antiproliferatif etkinligi gosterilmistir (Pathak ve ark. 2002, Qiu ve ark. 2012, Jung
ve ark, 2011). Pentamidinin tedavide kullanimi nefrotoksisite, karaciger
fonksiyonlarinda bozulma, hipotansiyon (Waltzer ve ark., 1974), hipoglisemi

(Murdoch ve Keystone, 1983) gibi toksik ve yan etkiler nedeniyle kisitlanmaktadir.

Bu nedenle dikatyonik yapidaki pentamidinden hareketle degisik yapida gok
sayida katyonik tlirev sentezlenmis, antimikrobiyal ve antikanser aktiviteleri

incelenmistir.



Dikatyonik bifenilbenzimidazol tiirevi bilesikler tiizerinde yapilan Dbir
caligmada, DB911 kodlu bilesigin [Sekil 1.2] in vitro antimalaryal aktivitesinin
yiiksek oldugu (Plasmodium falciparum K1 i¢in ICsy = 27.5nM) ve uyku hastaliginin
etkenlerinden biri olan Trypanosoma brucei rhodesiense STIB900'a kars1 hem in
vitro (ICso = 4.4nM) hem de in vivo olarak giiclii aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
Bilesiklerin DNA’ya baglanma afiniteleri ile antiparazitik etkileri arasinda dogrudan
bir korelasyon olmamasma ragmen, DNA’ya baglanma afinitesi yiliksek olan

bilesiklerin iyi antiprotozoal aktivite gosterdigi bildirilmistir (Ismail ve ark., 2004).

O
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NH O _NH,
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Sekil 1.2 DB911

Dikatyonik bifenil benzimidazol tiirevleri tizerinde yapilan bir ¢alismada ise
DB921 [Sekil 1.3] bilesiginin ¢ok giiglii in vitro antimalaryal etki gosterdigi (P.
falciparum K1 i¢in ICsy = 0.5nM), antitripanosomal aktivitesinin in vitro olarak iyi
(T. b. rhodesiense STIB900 i¢in ICso = 10.6 nM) olmasina karsin, in vivo fare
modelinde diistik aktivite gosterdigi bildirilmektedir (Ismail ve ark., 2005).

Sekil 1.3 DB921

5. Konumda amidino siibstitiienti, 2. konumda ¢esitli heterosiklik halkalar1
tasiyan (piridin, N-metilpirol veya imidazol) bir seri heterosiklik benzimidazol tirevi
bilesik sentezlenmis, antitimdr ve antiviral etkinlikleri incelenmistir. En belirgin
antiproliferatif aktiviteyi, imidazolinilamidino siibstitiienti tagiyan bilesiklerin [Sekil

1.4] gobsterdigi belirtilmistir. Ayrica sentezlenen biitiin bilesiklerin, MCF-7, meme



kanseri hucrelerinde dikkate deger selektivite gosterdikleri ortaya konmustur
(Starcevic ve ark., 2007).

N
Ch Al
NH HaC
Sekil 1.4 2-Siibstitiie-5(6)-amidino-1H-benzimidazol tiirevi

Bir seri N-substitleamidino-1-hidroksibenzimidazol tiirevi bilesik [Sekil 1.5]
sentezlenmis ve in vitro sitotoksik akiviteleri insan I6semi hicreleri, HL-60, K-562
tizerinde incelenmistir. Yapilan ilk ¢alismalar sonucunda, bazi bilesiklerin bu hiicre
hatlar1 {izerinde orta derecede antitiimor etkinlik gosterdikleri bildirilmistir.
Antitiimor aktivitenin mekanizmasini anlayabilmek amaciyla, yeni bilesiklerin
apoptotik ve otofajik genlerin ekspresyonu iizerindeki etkileri incelenmis ve yapilan
caligmalar sonucunda 2. konumunda 2.4-diklorofenil ve amidin grubu tzerinde de
benzil siibstitiienti tagiyan bilesigin, otofajik ve apoptotik genlerin ekspresyonunu

arttirdigt ve HL-60 hiicrelerinin apoptozisine neden oldugu bildirilmistir (Alp ve

ark., 2014).
N
R
mﬁj*

NH OH

R4= H, isopropil, n-butil, benzil,2-(dimetilamino)etil
Ro>= n-propil, fenil, 1-naftil, 2,4-diklorofenil

Sekil 1.5  N-substitiieamidino-1-hidroksibenzimidazol tirevleri

Bu ¢aligmada, bazi yeni mono ve dikatyonik benzimidazol karboksamidin
tirevlerinin [Sekil 1.6, 1.7 ve 1.8] sentezi, bu bilesiklerin yapilarinin 'H-NMR, Kitle
Spektroskopisi, elementel analiz yontemleri kullanilarak aydinlatilmasi ve in vitro
ortamda antiprotozoal ve antikanser aktivitelerinin klinikte kullanilan referans

ilaclarla kiyaslamali olarak arastirilmasi hedeflenmistir.



Sentezlenen  bilesiklerin  ayrica memeli  hiicreleri  lizerinde ki
sitotoksisitelerinin incelenmesi de planlanmistir. Sentezi yapilan bilesiklerin genel

yapilar1 asagida verilmistir:
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R
Sekil 1.6  Dikatyonik anilinobenzimidazol tirevleri
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Sekil 1.7  Monokatyonik anilinobenzimidazol tiirevleri |
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Sekil 1.8 Monokatyonik anilinobenzimidazol tlrevleri Il



1.1. Minér Kavite Baglayicilar

TUm organizmalarda, yasamin devamliliginin saglanabilmesi, canlilik islevleri ve
biyolojik gelisim igin gerekli olan tiim biyokimyasal talimatlar, genomlarin yani
DNA (Deoksiribontkleik asit)’nin icinde bulunmaktadir. Biyolojik sistemlerde
DNA’nin oynadig1r bu 6nemli rol, DNA’y1 pek ¢ok hastaligin tan1 ve tedavisinde
hedef haline getirmistir. Bu nedenle, DNA dizisine 0zgi tanima yetenegine sahip
olan ve DNA ile etkilesebilecek kiiciik yapili molekiillerin tasarlanmasi bir ¢ok
hastaligin tedavisinde ¢ok 6nemli sonuglar elde edilmesini saglamistir (Chen ve ark.,

1993).

DNA, birbiri ile i¢ ice geemis sarmal halde bulunan iki iplikcikten
olusmaktadir. Bu sarmal iplik DNA nin omurgasini olusturmaktadir. Ik kez 1953
yilinda JD Watson ve Francis Crick tarafindan DNA’ nin ¢ift sarmal yapisi
kesfedilmistir. B form olarak da bilinen bu yapi, her 3.4 nm de bir doniis yaparak
sarmal yapiy1 olusturmaktadir. Her iki komsu baz ciftinin arasinda 0.34 nm ve her
doniiste 10 baz ¢ifti bulunmaktadir. Sarmal halde bulunan bu iki iplik¢ik yapisinda,
mindr kavite ve major kavite olmak tizere farkli genislikte iki oluk bulundurmaktadir

(Sekil 1.9).

Minar kavite

34 nm

Major kavite

Sekil 1.9 DNA’ nin ¢ift sarmal yapisi



DNA’ nm minor Kkavitesi, enzimlerin ve 0&zellikle transkripsiyon
proteinlerinin baglandig1 bir bolgedir ve bu nedenle, yeni ilaglarin gelistirilmesinde
onemli bir hedeftir. Kiiglik yapili molekiillerin, dogrudan ve selektif bir sekilde
DNA’ya baglandig1 ve replikasyon, transkripsiyon ya da topoizomeraz aktivitesi gibi
O6nemli enzim aktivitelerini inhibe ederek kemoterapotik bilesik olarak kullanildigi
bilinmektedir. Genel olarak, bu kigik molekuller icin DNA’ ya nonkovalent
baglanmanin iki sekli vardir; mindr kaviteye baglanma ve interkalasyon yoluyla

baglanma (araya baglananlar) (Khan ve ark., 2012).

Mindr kaviteye baglanarak etki gosteren ilaglarin biyolojik etkilerini, DNA
replikasyonu, transkripsiyonu, rekombinasyonu ve mitoz sirasindaki kromozom
ayrilmast gibi hiicresel genetik islemlerde ¢ok Onemli gorevleri olan enzimlerle,
DNA’nin etkilesimini engelleyerek gosterdikleri bilinmektedir. Mindr kaviteye
baglanma, DNA konformasyonunda kiiglik degisikliklere neden olmakta, DNA’nin
dogal seklini 6nemli 6l¢iide bozmamaktadir (Reddy ve ark., 1999).

Yapilan ¢esitli calismalarda bazi bilesiklerin  DNA mindr kavite ile
etkilesimleri incelenmistir. DB884 bilesiginin, DNA mindr kavitesi ile etkilesimi

asagida (Sekil 1.10) gosterilmistir (Munde ve ark., 2007).

/ \
HN N NH
Oy

DB 884

Sekil 1.10 DB884 bilesiginin DNA minér kavite ile etkilesimi
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Sekil 1.11  2,5-bis[4-(N-siklohekzilamidino)fenil]furan bilesiginin DNA minor
kavite ile etkilesimi (Simpson ve ark., 2000).

Sekil 1.12 Benzimidazol yapisindaki bilesigin DNA minér kavite ile yaptigi
etkilesim (Yang ve ark., 2009).
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Nanjunda ve arkadaslart 2012 yilinda yaptiklari bir ¢aligma ile klinik agidan
O6nemli olan heterosiklik diamidin yapisi tasiyan mindr kavite baglayicilarini
incelemisler ve bunlarin klasik baglanma sekli disinda daha bagka yollarla da
baglanabildiklerini gostermislerdir; standart yapinin disindaki bilesiklerin de gucli

bir sekilde minér kaviteye baglanabildiklerini bildirmislerdir.

Mindr kavite baglayicilar, en c¢ok calisilan gruplardan birisidir ve
antiprotozoal, antibakteriyel, antiviral ve antitimaral etkinlik gibi bircok biyolojik

aktivite gdstermektedir.

Klinikte kullanilan antikanser ilaglarin ¢ok biiyiik bir kismi etkisini, DNA’ya
kovalent veya non-kovalent baglanarak ve DNA replikasyon mekanizmasini bozarak
gerceklestirmektedir. Interkalasyon ve minér kavite baglayicilar, DNA’ya non-

kovalent baglanmanin temel iki seklini olusturmaktadir (Khan ve ark., 2012).

Interkalasyon, diizlemsel aromatik bir siibstitiientin DNA baz ciftlerinin
arasina girmesi ve bunun sonucunda dogal olarak DNA sarmal yapinin agilmasi ve
uzamas: ile sonuglanmaktadir. Buna karsin kaviteye baglanma, DNA ¢ift sarmal
yapisinda biiyiik dlclide bir degisiklik yapmaz. Minor kavite baglayicilar, genellikle
rahatca kaviteye otururlar ve DNA konformasyonunda degisiklige neden olmazlar
(Chaires ve ark., 2006).

Mindr kavite baglayict 6zellik gosteren bilesikler, interkalasyon ile baglayici
ozellik gosteren bilesiklere gore yuksek secicilikleri ve diisiik toksisiteleri nedeniyle
terapotik acidan daha ¢ok tercih edilmektedir. Ayrica mindr kavite baglayicilarin bir
baska avantaji da genel olarak mutajenik 0zellik gostermemeleridir. Minor kavite
baglayicilarin en iyi terapotik ozellik gosteren grubu; parazitik enfeksiyonlara karsi
biyolojik etkinlikleri kanitlanmis olan, pentamidin [Sekil 1.1], DB75 (furamidin)
[Sekil 1.13] ve berenil [Sekil 1.14] gibi bilesikleri de iceren arilamidinlerdir.
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Pentamidinin terapoétik agidan Onemli kullanimlar1 olsa da, oral olarak
kullanilamamasi, biyoyararlaniminin diisiik olmasi ve ciddi toksik yan etkilerinin

bulunmasi dezavantajlaridir (Nanjunda ve ark., 2012).

]\
H,N O o) O NH,
HN NH

Sekil 1.13 Furamidin (DB75)

No N
\‘N/
HoN NH,

NH NH

Sekil 1.14 Berenil

Bir cok DNA mindr kavite baglayici ligandin oldukga iyi antiparaziter ve
antitumoral etkinliklerinin oldugu yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir (Chen ve ark.,
1993). Bu ¢alismada sentezlenen amidino tiirevlerinin de mindr kavite baglayici

Ozellikte olup antiprotozoal ve antitimoral aktivite gosterecekleri diistintilmektedir.

1.2. Antiprotozoal Hastalhiklar

Sitma (malarya), diinyadaki en 6nemli tropikal parazitik hastaliktir. Yilda yaklagik
300-500 milyon kiside bu hastalik ortaya ¢ikmakta ve 1-2 milyon kisi bu hastalik
nedeni ile hayatin1 kaybetmektedir (Berger ve ark., 2006). 2013 Aralik ayinda en son
elde edilen verilere gore, 2012 yilinda ¢ogunlugu Afrikali ¢ocuklar olmak tizere
627.000 kisi bu hastaliktan 6lmiis ve tiim dinyada toplamda 207 milyon vaka
goriilmiistir (WHO, 2013).
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Insanlarda sitma hastaligina neden olan dért farkli Plasmodium tirl parazit
bulunmaktadir. Bu parazitler Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malaria ve P.
ovale’dir. P. falciparum Giney Afrika ve Dogu Asya ililkelerinde, P. vivax ise
Hindistan’da daha yaygin olarak goriilmekte olup, bu iki parazit diinyadaki sitma
vakalarmin %95’inden daha fazlasindan sorumludur. Sitma hastalifi tropik
bolgelerde uygun ¢ogalma ve yasam kosullarina sahip olan anofel turu sivrisinekler

araciligiyla yayilmaktadir (Vangapandu ve ark., 2007).

Sitma akut atesli bir hastaliktir. Bagigikligi olmayan bireylerde belirtiler,
wsirildiktan yaklasik 10-15 giin sonrasinda baslamaktadir. ilk belirtiler, ates, bas
agrisi, titreme, bulanti, kusma gibi hafif belirtilerdir ve c¢ogu zaman
anlagilamayabilir. Bu belirtilerden sonra 24 saat i¢inde tedaviye baslanmazsa hastalik
ciddi bir duruma doniiserek, ozellikle ¢ocuklarda ciddi anemi, metabolik asidoza
bagli solunum yetmezligi gibi durumlara ve yetiskinlerde de ¢oklu organ

bozukluklar1 gibi durumlara bagli olarak 6liime neden olabilmektedir (WHO, 2013).

17. Yizyildan itibaren sitma tedavisinde, Kinakina bitkisinin kabuklarindan
elde edilen ekstreler kullanilmaktadir. Bu bitki ekstresinde bulunan kinin [Sekil
1.15] 1820°li yillarin ortalarina dogru izole edilmis ve gliniimiize kadar milyonlarca

sitma vakasinda kullanilmistir.

Sekil 1.15  Kinin

Gilnumizde sitma tedavisinde en yaygin olarak kullanilan ilaglar, klorokin
[Sekil 1.16] ve silfadoksin ve pirimetamin [Sekil 1.17] kombinasyonudur. Orta

Amerika ve Glineydogu Asya’nin bazi bolgeleri disinda, P. falciparum’un klorokine
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kars1 direng kazandig1 ve tedavideki basarisizlik oraninin yiikseldigi bildirilmektedir.
Sulfadoksin-pirimetamin kombinasyonu, klorokine direncli P. falciparum 'un neden
oldugu sitma vakalarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Giineybati Asya ve
Kuzeydogu Afrika’da bu kombinasyondan iyi sonuclar elde edilirken, Giineydogu
Asya ve sub-Sahra Afrika’da etkinligi disiiktiir. Kinin ve meflokin, Tayland

kiyilarindaki bazi bolgeler disinda tedavi edici etkinliklerini gunumiizde halen
korumaktadir (Baird, 2005).

IS

A

—

N Cl

Sekil 1.16 Klorokin

wd e Ol
HsCO  OCHs

Sekil 1.17 Primetamin ve Sulfadoksin

Artemisininler, sitma tedavisinde kullanilan en yeni bilesik smifidir.
Artemisinin [Sekil 1.18], Artemisia annua bitkisinden izole edilen dogal bir

bilesiktir. Bu bitki, M.O. 168 yilindan beri Cinli herbalistler tarafindan
kullanilmaktadir (Lemke, 2002).

Sekil 1.18 Artemisinin
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Diinyanin ¢esitli bolgelerinde farklilik gostermekle beraber, artemisinin tiirevi
bilesikler digindaki biitlin antimalaryal ilaglara karsi direng gelisimi goriilmektedir.
Artemisininler, ¢oklu diren¢ gelisimi olan hastalarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Eger artemisinin tiirevi bilesiklere karsi direng gelisimi olursa, tedavi edilemeyen

sitma vakalariyla karsilagsma olasilig1 dogacaktir (White, 2004).

Insanlardaki Uyku Hastalig1 (Afrika tripanosomiazisi, HAT), kan emici gece
sinegi (Glossina tiirleri) araciligi ile yayilan Trypanosoma brucei rhodesiense ve
Trypanosoma brucei gambiense’den kaynaklanan parazitik bir hastaliktir. T.
b.rhodesiense, hastaligin akut formu olan Dogu Afrika Uyku Hastaligi'nin, T.
b.gambiense ise hastaligin kronik formu olan Bati Afrika Uyku Hastaligi'nin
etkenidir (Blum ve ark., 2006). T. b. gambiense uyku hastaligi vakalariin %98’den
fazlasim1 olusturmaktadir (WHO, 2013). Yilda yaklagik 300.000-500.000 kisinin
Afrika tripanosomiazisi ile enfekte oldugu ve 50.000 6liim vakasinin gerceklestigi
bildirilmektedir (Fairlamb, 2003).

Gegen yiizyill boyunca Afrika’da birgok HAT salgini olmustur. En yakin
tarihte olan bilyiik salgin 1970 yilinda gergeklesmistir. 2009 yilinda, gesitli kontrol
altina alma ¢abalar1 sonucunda, bildirilen vakalarin sayisi son 50 yil i¢inde ilk defa
10.000’ in altina diismiistiir (9878) ve bu 2011 ve 2012 yillarinda da devam etmistir.
Ancak gercek vakalarin tahmini sayis1 30.000, bu hastalik riski altinda olan kisilerin
sayist ise 2013 yil1 itibar ile 70 milyon olarak tahmin edilmektedir. Bir salgin olmas1
durumunda bu rakamlar da diinyanin nasil bir tehdit altinda oldugunu gdstermektedir

(WHO, 2013).

Hastaligin ilk evresinde (erken safha, hematolojik saftha), tripanozomlar deri
alti, kan ve lenf dokularinda ¢ogalmaktadirlar. Bu evrede, birka¢ glin suren yiksek
ates nobetleri, bas agrisi, eklem agris1 ve kasint1 nobetleri ile bilinen hematolojik ve
immunolojik degisiklikler ortaya ¢ikmakta ve bu evre hemolenfatik faz olarak
bilinmektedir. ikinci evrede (gec¢ safha, meningo-ensefalitik safha) ise, parazitler

kan-beyin bariyerini gecmekte ve merkezi sinir sistemini enfekte etmektedir. Bu evre
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de norolojik faz olarak bilinmekte ve davranis degisiklikleri, birbirine karistirma,
duyu bozukluklar1 ve zayif koordinasyon gibi hastaligin daha belirgin belirti ve
semptomlar1 gorilmektedir. En 6nemli belirti ise hastaliga adim1 veren uyku
dongusundeki bozukluktur; uyuma silresi artmakta, ciddi kilo kaybmna ve sonug
olarak da 6lime neden olmaktadir (Fairlamb, 2003; Blum ve ark., 2006, WHO,
2013).

Hastaligin ilk evresinin tedavisinde kullanilan ilaclar, 1920’li yillarda
tedaviye giren Suramin [Sekil 1.19] ve 19401 yillarda kullanilmaya baslanan
Pentamidin [Sekil 1.1] 'dir. Suraminin i.v kullanimi ile bulanti, kusma, sok, bobrek
hasar1, agraniilositoz, hemolitik anemi, sarilik, ciddi diyare gibi dliimle
sonuglanabilen yan etkiler ortaya ¢ikabilmektedir. Pentamidin ise ilk evredeki T. b.
gambiense enfeksiyonlarinin tedavisinde tercih edilmektedir. T. b. rhodesiense
enfensiyonlarmin tedavisinde, yalnizca suraminin kontraendike oldugu durumlarda
kullanilmaktadir. Pentamidin, bu hastaligin (HAT) ileri donem tedavisi i¢in uygun
degildir. Clnkl seruma baglanma, dokuya tutunma gibi nedenlerden kan-beyin
bariyerini gegisi azalir; kan-beyin bariyerini gecebilen de P-glycoprotein gibi atim
pompalar tarafindan temizlenir. Bu nedenle etkisi ilk evre ile sinirlidir (Sanderson
ve ark., 2009) ve i.m. yolla uygulama tercih edilmektedir. Pentamidin’in karaciger,

bobrek ve pankreasta hasar olusumu gibi 6nemli yan etkileri ortaya ¢ikabilmektedir.
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Sekil 1.19 Suramin
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Melarsoprol [Sekil 1.20], 1949'da T. b. rhodesiense veya T. b. gambiense’ nin
neden oldugu uyku hastaliginin ikinci evresinde kullanilmaya baslanmistir.
Melarsoprol kullanan kisilerin %5-10'unda ciddi ensefalopati ortaya ¢ikmakta ve bu
hastalarin yaklagik olarak yarisi hayatin1 kaybetmektedir. Diger 6nemli yan etkiler
ise kusma, abdominal kolit, periferal noéropati ve tromboflebittir. 1977 yilinda
sentezlenmis olan eflornitin [Sekil 1.21] ise, T. b. gambiense nin neden oldugu uyku
hastaliginin ikinci evresinde kullanilmasi tercih edilmektedir. T. b. rhodesiense
enfeksiyonlarin da etkisiz olan bu ilag, yiiksek maliyeti ve uygulama zorlugu
nedeniyle ¢ok tercih edilmemektedir (Fairlamb, 2003). Son yillarda eflornitine ek
olarak nifortimox da [Sekil 1.22] bu hasaligin ikinci evre tedavisinde kullanilmaya
baslanmistir (WHO, 2013).
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Sekil 1.20 Melarsoprol
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Sekil 1.21 Eflornitin

Chagas (Amerika tripanosomiazisi) hastaligi, Trypanosoma cruzi’nin neden
oldugu ¢ogunlukla Orta ve Giiney Amerika’da goriilmekte ve Triatoma tlrl bocekler
(bolgede ‘kissing buds’ olarak bilinmekte) araciligiyla yayilmaktadir (Schofield ve
ark., 2006). Son yillarda Amerika basta olmak {izere, Kanada ve bazi Avrupa
ulkelerinde de rastlanmaya baslanmistir. Genelde sinekler araciligi ile olsa da kan
yoluyla da bulasmaktadir. Giinimizde yaklasik olarak 7-8 milyon kisi bu hastalik ile
enfekte olup, yilda 500.000 yeni vakanin gorildiigii ve 50.000 kisinin bu hastalik
nedeni ile hayatin1 kaybettigi bildirilmektedir. Ginimizde tahminen 90 milyon insan
bu hastalikla enfekte olma riski altindadir (Stephens ve ark., 2003, WHO, 2013).
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Hastaligin iki evresi bulunmaktadir. [lk evre, akut faz; hastalikla enfekte
olduktan sonra baglar ve iki ay sonra sona erer. Akut fazda kanda ¢ok sayida parazit
bulunmaktadir. Cogu zaman belirtiler yoktur ya da ¢ok hafiftir. Belirtiler ates, bas
agrisi, lenf bezlerinin sismesi, solgunluk, kas agrisi, nefes darligi, siskinlik, karin ve
gogiis agrist ile kendini gosterebilir. Sinek 1sirig1 bolgesinde de sislik, kizariklik
goriilebilmektedir. ikinci evre, kronik faz; parazitler kalp ya da sindirim kanalinda
saklanirlar. Hastalarin biiyiik bir kismi kalp agrisi ¢ekmekte, bir kismi1 da mide ve
sinir sistemine bagli sikintilar yasamaktadir. Hastalik tedavi edilmezse ilerleyen

yillarda kalp durmasi ve ani 6liime neden olabilmektedir (WHO, 2013).

Chagas hastaligmin etkeni olan T. cruzi’ye karst kullanilan ilaglar,
nifurtimoks [Sekil 1.22] 1970 ve benznidazol [Sekil 1.23] 1974 yillarinda tedaviye
girmistir (Pink ve ark., 2005). Bu bilesikler, Chagas hastaliginin akut déneminde
etkili olup, etkinlikleri %80’in {izerinde iken, sadece benznidazol kronik fazin erken
doneminde ¢ok smirli diizeyde etkilidir. Her iki bilesikte de ciddi yan etkiler
gorulebilmektedir (Croft ve ark., 2005).
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Sekil 1.23 Benznidazol

Laysmanyazis'e ise Leishmania turii protozoal parazitler neden olmakta ve
Phlehotomus cinsi sinekler araciligiyla insana gegmektedir. 88 Ulkede yaklasik 350
milyon insan risk altindadir ve yilda 2 milyon yeni vakanin goriildiigii tahmin

edilmektedir (Brendle ve ark., 2002). Laysmanya enfeksiyonlar1 kemirgenler ve
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diger memelilerde de ortaya ¢ikmaktadir. Hastalik etkeni Laysmanyazisin ¢ ana
Klinik varyant1 vardir; visseral laysmanyazis, kiitandz laysmanyazis ve mukokiitantz

laysmanyazistir.

Visseral laysmanyazis, Kala azar hastaligi olarak da bilinir ve hastalik etkeni
L. donovani’dir. Hastaligin bu formu sistemiktir. Hastalarda ates, diyare, 6ksuruk,
karaciger ve dalakta biliylime goriilmektedir. Tedavi uygulanmazsa 20 ay i¢inde
hastalar diyare, siiperenfeksiyon veya gastrointestinal kanama nedeniyle hayatini
kaybetmektedir. Bu hastalik Afrika ve Akdeniz kiyisindaki tilkelerde yaygin olmakla
beraber Cin, Latin Amerika ve Rusya'da da gorilebilmektedir.

Kutantz ve mukakiitantz laysmanyazis bir ya da bircok bdlgede lokalize
lezyonlar ile karakterize olmustur. Bu lezyonlar yavas iyilesen ve agr1 olusabilen
tilserasyonlardir ve ikincil bakteriyel enfeksiyonlar olusabilmektedir. L. topica’nin
neden oldugu kiitan6z laysmanyazis Akdeniz kiyilari, Orta Dogu, Giiney Rusya ve
Hindistan’da yaygin olarak ¢ocuklarda ve genglerde goriilmektedir. L. major Afrika
¢olleri, Orta Dogu ve dogu Rusya’da endemiktir. L. aethiopica Kenya'nin yiiksek
bolgeleri ve Etiyopya’da bulunmustur. L. peruviana, L. braziliensis, L. ponamensis
Giiney ve Orta Amerika’da bulunurken, L. mexicana Teksas’in giineyi ve orta
kesimlerinde endemiktir (Lemke, 2002).

Bes degerlikli antimon Sb(V) i¢eren sodyum stiboglukonat [Sekil 1.24] ve
meglumin antimonat [Sekil 1.25], 1940’11 yillardan itibaren laysmanyazis tedavisinde
ilk tercih edilen bilesiklerdir. Etkinlik ve toksisite agisindan aralarinda onemli bir
fark yoktur. Zv. veya i.m. enjeksiyon yoluyla uygulanmaktadirlar. Yaygm olarak
gorulen yan etkileri bulanti, hepatotoksisite ve kardiyotoksisitedir (Brendle ve ark.,
2002). Direng gelisimi nedeniyle Hindistan’da bu bilesiklerin tedavide kullanimindan
vazgecilmekle beraber, diinyanin geri kalan kesiminde halen kullanilmaya devam

edilmektedir (Croft ve ark., 2005).
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Amfoterisin B [Sekil 1.26], visseral laysmanyazis tedavisinde i.v. olarak
kullanilan bir bilesiktir. Toksik yan etkileri kullanimini siirlamaktadir. Lipid
kompleksi hazirlanarak elde edilen yeni klinik formiilasyonunda toksik etkilerde
azalma saglanmistir. Ancak yiiksek maliyeti, gelismekte olan {lilkelerde visserel
laysmanyazis tedavisinde kullanimi agisindan biiyiik bir sorun yaratmaktadir. Ayrica
hem Amfoterisin B, hem de Amfoterisin B’nin lipid kompleksi, visseral olmayan

laysmanyazis tedavisi i¢cin uygun goriilmemektedir (Brendle ve ark., 2002).

Sekil 1.26 Amfoterisin B

Pentamidin [Sekil 1.1], laysmanyazis tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak
enjeksiyon yoluyla uygulanmasi, toksisitesinin yiiksek olusu ve dnemli yan etkilerin

ortaya ¢ikmasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (Brendle ve ark., 2002).
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Miltefosin [Sekil 1.27], oral yolla visseral laysmanyazis tedavisinde kullanim1
Hindistan’da onaylanmis ve faz IV calismalari devam etmekte olan bir bilesiktir.

Kitanoz laysmanyazise olan etkinligi, yapilan faz III deneyleri ile arastirilmaktadir
(Croft ve ark., 2005).

i ¢
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Sekil 1.27 Miltefosin

Pneumocystis tiirleri, memelilerin akcigerlerinde bulunur ve immun sistem
baskilanmadigr siirece (HIV enfeksiyonu, dogustan kaynaklanan immunolojik
bozukluklar, organ nakli, kanser veya kortikosteroid tedavisi neden olabilir)
enfeksiyona neden olmazlar. Enfeksiyon olustugu durumda tedavi edilmezse
6limculdir. Trimetoprim-stlfametoksazol tedavi igin ilk tercihtir. Yan etkilerin ¢ok

oldugu durumlarda ikincil tedavi pentamidindir (Wazir ve ark., 2004).

Pentamidinin sistemik toksisitesini azaltmak ve diger ilaglarla etkilesimini en
aza indirebilmek icin, FDA, pentamidinin direkt alveolleri hedefleyen aerosol
formunu, HIV ile enfekte kisilerde P. carinii pneumoniaya (PCP) kars1 profilaktik
olarak kullanilmak {izere onaylamistir. Pentamidin izotiyonat (AP), i.v ve i.m.
kullanimlarina gore sistemik yan etkileri daha az oldugu i¢in genellikle uzun siireli
olarak kullanilabilir. Ancak yine de, kizariklik, hipotansiyon, hipoglisemi, oksiiriik,
metalik tat, bronsial spazm ve bobrek yetmezligi gibi yan etkiler bildirilmistir

(Soeiro ve ark., 2005).

Pentamidinin smirh etkinligi, toksik yan etkileri, zayif oral biyoyararlanimi,
bu ilaca kars1 gelisen direng, daha etkili ve daha az toksik yeni antipneumocystis

ajanlarin aragtirilmasi gerekliligini arttirmaktadir.
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Diger parazitik enfeksiyonlarda gozlendigi gibi, immiin sistemi baskilanmig
pneumocystis enfekte ratlarda, amidoksim tirevlerinin de oral prodrug olarak etkili
olduklar1 bulunmustur. Yan etkilerin de i.v. uygulamaya kiyasla daha az oldugu
bildirilmistir (Soeiro ve ark., 2005).

1.2.1. Antiprotozoal Etkili Aromatik Diamidin TUrevleri

Aromatik diamidin turevleri 6zellikle Trypanosoma sp ve Plasmodium sp tirlerinin
neden oldugu protozoal hastaliklar da dahil olmak iizere genis spektrumlu
antimikrobiyal etkinlik gosteren umut verici bilesikler olarak kullanilmaktadir.
Aromatik diamidinlerin etki mekanizmalar1 hala tam olarak aydinlatilamamistir.
Bunun nedeni muhtemelen birden fazla etki mekanizmasi ile etki gostermelerinden
kaynaklanmaktadir. En ¢ok calisilan mekanizma aromatik diamidinlerin DNA minor
kavite ile etkilesmesini icerir (Soeiro ve ark., 2005). Farkli kimyasal yapilara sahip
bir cok etkin aromatik diamidin tlrevinin, AT zengin DNA mindr kaviteye
baglandig1 bilinmektedir (Czarny ve ark., 1995). DNA ile geri doniisiimlii etkilesim
gosteren dikatyonik molekiiller olduklar1 bilinen bu bilesiklerin antimikrobiyal
etkinliklerini, bir ya da daha fazla DNA bagimli enzimi inhibe ederek (Topoisomeraz
Il enziminin bu yolla inhibe edildigine ve bu inhibisyonun siiratle
mikroorganizmalarin liimiine neden olduguna dair pek ¢ok ¢alisma mevcuttur) (Bell
ve ark., 1991, Cory ve ark., 1992, Tidwell ve ark.,1993, Fairley ve ark., 1993) veya
dogrudan transkripsiyonu engelleyerek gosterdikleri bildirilmistir (Dykstra ve ark.,
1994).

Aromatik diamidin tdrevleri; pentamidin, propamidin, stilbamidin, berenil
(diminazen) gibi, bir ¢ok bakteri tir(i ile amip, mantar ve protozoalara karsi etki
gosterebilen DNA-minér kavite baglayicilart ya da Topoizomeraz II inhibitorleri
olarak da bilinmektedir. Aromatik diamidinler bu kadar genis bir etkinlige sahip
olmalarina ragmen klinikte yaygin olarak sadece pentamidin [Sekil 1.1]

kullanilmaktadir.
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Aromatik diamidin turevi olan pentamidin [Sekil 1.1], ilk olarak 1937 yillinda
hipoglisemik bir madde olan ‘“synthaline” (insiilinin sentetik analogu olarak
gelistirilmis bir diamidin) alternatif olarak sentezlenmis ve daha sonra yapilan

calismalar ile antiprotozoal aktivite gosterdigi bildirilmistir (King ve ark., 1938).

Klinikte etkin bir sekilde kullanilan tek aromatik diamidin olan pentamidin
[Sekil 1.1], erken donem Afrika trypanosomiasis (HAT) (Apted, 1980), antimon-
direngli laysmanyazis (Breyceson ve ark., 1985) ve AIDS’e bagl ortaya c¢ikan P.
carinii’nin neden oldugu pnémoni (PCP) (lvady ve Paldy, 1958) tedavisinde 6nemli

bir oranda kullanilmaktadir.

Pentamidin ayrica Cryptosporium parvum (Blagburn ve ark., 1991), Giardia
lamblia (Bell ve ark., 1991), Toxoplasma gondii’nin (Lindsay ve ark., 1991) de yer
aldig1 pek cok mikroorganizmaya kars1 da etkilidir.

Klinikteki yararlarina ragmen pentamidinin kullanimi, diger pek c¢ok
dikatyonik ttrev gibi, oral biyoyararlanimmin olmamasi ve toksisitesi nedeni ile
kisitlanmigtir.  Nefrotoksisite, karaciger fonksiyonlarinda bozulma, hipotansiyon
(Waltzer ve ark., 1974), hipoglisemi (Murdoch ve Keystone, 1983) gibi yan etkileri
ve yuksek toksisitesi nedeni ile pentamidin sadece hastanelerde, kan glukoz seviyesi,
kan sayimi, bobrek ve karaciger fonksiyonlar1 kontrol edilerek uygulanabilmektedir.
Pentamidine alternatif olabilecek toksik o6zellik icermeyen, yan etkileri tolere

edilebilir bir bilesige ulasma ¢abalar1 halen devam etmektedir.

Pentamidine yakin yapida bir bagka aromatik diamidin,  propamidin
izetiyonat  [Sekil 1.28], Acanthamoeba keratitis’in  topikal tedavisinde
kullanilmaktadir. Kontakt lens kullananlarda goriilen ciddi bir enfeksiyondur ve

gorme kaybina neden olabilir (Seal ve ark., 1996).
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o_~_°

NH NH

Sekil 1.28 Propamidin

Bir bagka aromatik diamidin tiirevi olan, hekzamidine diizetiyonat [Sekil
1.29] da amoebisidal aktivitesi nedeni ile amiplere karsi kullanilmaktadir (Brasseur
ve ark., 1994). Propamidin, hekzamidin gibi diamidin turevlerinden elde edilen
olumlu sonuglara ragmen, bu bilesiklerle uzun siireli tedavi sonucunda goriilen ciddi
yan etkilerin yani sira tedavi edilen hastalarin %5’inde tekrarlayan cesitli parazit

enfeksiyonlar gozlenmektedir.

NH

O\/\/\/\O
HoN

NH

Sekil 1.29 Hekzamidin

Cift sarmalli DNA ile bis amidin grubu tasiyan bilesiklerin potansiyel
baglanma noktalarinin aydinlatilabilmesi i¢in Jenkins ve arkadaslar1 1997 yilinda bir
molekiler modelleme yontemi gelistirmislerdir. Propamidin ve pentamidinin minor
kaviteye baglanma enerjileri hesaplandiginda, bu DNA c¢ift sarmalinin iki simetrik
baglanma noktasina ve es baglanma afinitesine sahip oldugu goriilmistiir. DNA-bis
amidin etkilesimleri 'H-NMR ile incelenmistir. DNA protonlarindaki kimyasal
kayma ve DNA-ligand NOE si gostermistir ki, her iki bis amidin tlrevi de AT mindr
kaviteye simetrik olmayan bir sekilde baglanmaktadir. Her bir kompleks i¢in ayrintili
yapilar incelenmis ve B tip DNA konformasyonunun her iki liganda baglanmasi ile

onemli Ol¢iide degismedigi gozlenmistir.
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Serbest DNA sarmalinin, minor kavite kisminin su molekiilleri ile etkilesimde
oldugu daha once yapilan bir¢ok calisma ile kanitlanmistir. Bu calismada da
propamidin protonlarina yakin su molekiilleri tespit edilmistir. Bu sonuclar ve
yapilan kristalografik caligmalar da gdstermistir ki, bu gibi bilesiklerin amidinyum
protonlar1 ve DNA bazlar1 arasinda su molekiilleri koprii olarak kullanilmakta ve bu

sekilde baglanmaktadir (Jenkins ve ark., 1997).

1950’lerin ortalarinda gelistirilmis bir bagska aromatik diamidin turevi olan
berenilin [Sekil 1.14] ise, sigirlar iizerinde yapilan galismalarda in vitro / in vivo
olarak laysmanya ve tripanazomaya karsi antiprotozoal aktivite gosterdigi
bildirilmistir.  Veteriner hekimlikte kullanilan berenil, insanlar ({zerinde

kullanilmamustir (Atouguia ve ark., 1999).

Pentamidin analogu 36 bilesigin L.mexicana amazonensis 669 C4S, P.
falciparum W2 ve P. falciparum D6’ya olan in vitro antiprotozoal aktiviteleri
arastirllmistir. Antilaysmanyal aktivitelere bakildiginda, alkil zincirinde bes karbon
tasiyan pentamidin icin 1Cso = 0.820 £ 0.019 uM olarak saptanmustir. Alkil zinciri
alt1 karbon olan bilesik 16 [Cizelge 1.1], pentamidine gore yaklasik iki kat daha
aktiftir (ICsp = 0.396 + 0.070 uM). Ug karbonlu alkil zinciri tasiyan bilesik 3
pentamidinle yaklasik ayni aktiviteye sahipken, iki (bilesik 1) ve dort karbonlu
(bilesik 8) tiirevlerde pentamidine gore aktivite daha disiiktur. Amidin gruplarinin
yerine imidazolin-2-il getirilmesi ve imidazoline gére meta konumuna metoksi

stibstitiientinin getirilmesi aktiviteyi biraz diistirmiisttir (Bell ve ark., 1990).
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Cizelge 1.1 Pentamidin tiirevi sentezlenen bir grup bilesik ve in vivo PCP’ ye olan
etkileri.

vy Anti
Bilesik | n X R | PCP*
Konum

1 2 Amd 1| O H ;

2 2 Amd 1| O | NH, | 07

V2 _2, 3 3/Amd 1| O | H | 09
1®X—(CHz)n-X@ 1 4 3|Amd 2| O | H | 16
= 5 3/Amd L | NH| H 0.9
R R 6 3/ Amd 1| O | OCH; | 0.6*

y H 7 3 im 1 | O | OCHs| -

NH - N N 8 4 Amd 1| O H 0.6
Amd=—C_im= —( j ImCHy= —( j 9 4 Amd 2| O H 1.9
NH N N 10 4 Amd 1| O | OCHs | 09
11 4 im 1| O H ;

12 4 [ImCH;1| O H ;

Pentamidin | 5 | Amd 1 0] H 1.2

13 5 Amd 2 | O H 17

14 5/ Amd L | NH| H 16

15 5 im 1 | O H 0.7

16 6| Amd L | O H 11

17 6| Amd 2 | O H 16

Amidin grubunun para konumundan meta konumuna getirilmesiyle
antilaysmanyal aktivite diismektedir. meta-Amidinofenoksi tiirevi bilesiklerde (4, 9,
13, 17 nolu bilesikler) alkil zincirinin uzamasi ile aktivitede artis meydana gelmekte,
alt1 karbonlu alkil zinciri tasiyan bilesik 17, amidin grubunu meta konumunda

tagiyan bilesikler icerisinde en etkili tiirev olmaktadir.

Amidin grubu para konumunda olan tiirevlerde, eter kdprusiine gore orto
konumuna -NO;, -NH; veya -OCH3; grubu getirildiginde, antilaysmanyal aktivite
stibstitiient tagimayan tiirevlere gore azalmakta; -Cl veya -Br siibstitiienti tagiyan
tiirevlerde aktivitede biraz artis olmakla beraber, 1Csy degerlerinde 6nemli bir fark
bulunmamaktadir. Eter oksijenlerinin yerine azot getirilmesi ile elde edilen
tiirevlerde aktivitede artis meydana gelmistir. Alkil zincirindeki karbon sayisinin
artmastyla aktivite degeri artmaktadir. 6 Karbonlu alkil zinciri tasiyan tiirev, 0.289 +
0.055 uM ICsp degeri ile bu calismadaki L. m. amazonensis e karsi en etkili tiirevdir.

4-Amidinoanilino tiirevi bilesiklerde, alkilamino koprisiine gore orta konumuna -
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NO; ya da -NH, grubu getirildiginde, siibstitiient tagimayan tiirevlere gore aktivitenin

diistigii goriilmektedir.

Antiplazmodiyal aktivite agisindan degerlendirme yapildiginda, siibstitiient
tasimayan ve alkil zinciri 2-6 karbondan olusan 4-amidinofenoksi tiirevi bilesiklerin,
P. falciparum D6’ya karsi, W2’ye gore iki kat daha etkili oldugu; alkil zincirinde ii¢

karbon tasiyan bilesik 3’1in en etkili tiirev oldugu tespit edilmistir.

Aromatik halkanin eter kopriisiine gére orto konumuna -NO;, -NH,, -OCHg,
-Cl ya da -Br getirildiginde, antimalaryal aktivitede 6nemli bir degisiklik olmamakta

ya da aktivite diismektedir.

Amidin gruplarinin yerine imidazolin halkasinin bulundugu tlrevlerde P.
falciparum’a kars1 aktivite diismektedir. Buna karsin bu gruptaki bilesiklerin eter
koprusiine gore orto konumuna -OCHjs grubu getirildiginde, P. falciparum W2’ye
olan etkilerinin -OCHj; grubu tasimayan tiirevlere gore arttigi gozlenmistir. Alkil
zincirinde ii¢ karbon igeren bilesik 7 (DMP) (Cizelge 1.1), P. falciparum W2 ye kars1
bu ¢alismadaki en etkili bilesik oldugu bildirilmistir.

Oksijenlerin yerine azot atomlar1 getirilerek elde edilen 4-amidinofenoksi
tirevlerinde, bazi bilesiklerde aktivite degismezken, bazilarinda ise artis meydana
gelmistir. Alkil zincirinde 5 karbon tasiyan bilesik 14, 4-amidinofenoksi tirevi
bilesikler arasinda en etkili olan bilesiktir (Bell ve ark., 1990).

Pentamidindeki 5 karbonlu alkil zinciri yerine, 4 karbonlu alkil zinciri tagiyan
8 bilesigin pentamidine duyarli T. brucei brucei (EATRO lab 110), pentamidine
direncli T. b. rhodesiense K243, K269 ve K243As-10-3’e karsi gosterdikleri
antitripanosidal etkileri arastirilmistir. Asagidaki trans-bitenamidin [Sekil 1.30]
tlrevi bilesik bu seri icerisinde en etkili tiirev olarak bulunmustur. Pentamidin, T. b.
brucei’e karsi trans-bltenamidine gore ii¢ kat daha etkili olmasina ragmen, trans-
butenamidin T. b. rhodesiense K243, K269 ve K243As-10-3’¢e kars1 daha etkilidir.
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trans-Butenamidin, cis- izomerine gore yaklasik ii¢ kat daha aktiftir. Amidin yerine
imidazolinil getirilmesiyle aktivite 6nemli diizeyde azalmaktadir. trans-Bltenamidin
bilesiginin, K243’e kars1 imidazolin tiirevine gore 400 kat daha aktif olmasi da
dikkat ¢ekici bir sonug ortaya koymaktadir (Donkor ve ark., 2001).

H,N
oo
HN H
H 0

Sekil 1.30 trans-Bitenamidin tirevi

: NH»
NH

Pentamidin turevi 39 bilesik {izerinde yapilan bir baska calismada ise, bu
bilesiklerin ~ sigir timiis DNA’sindaki termal denatlirasyon sicakliklarini
degistirdikleri (ATm) ve DNA’ya baglanma afinitesine sahip olduklar1 gézlenmistir.
Bilesiklerin cogunun AT baz c¢iftine orta diizeyde spesifik afinite gosterdigi
belirtilmistir. Eter kdprisuniin orto konumunda -OCHj3 grubu iceren alkil zincirinde
ic karbon tasiyan bilesik 6’ nin ve dort karbonlu alkil zinciri tasiyan bilesik 10’ nun
AT baz ¢iftine olan spesifik afinitelerinin pentamidinden yiiksek oldugu
belirtilmistir. Halka siibstitlisyonu ile baz spesifitesi arasinda nasil bir iligki oldugu
tam olarak aciklanamamistir. Benzamidin halkasindaki bu konuma -OCH3;, -NO, -
NH,, -Cl gibi gruplarin getirilmesi ya da amidino grubunun 2-imidazolinil ile
degistirilmesi ile DNA’ya baglanma afinitesi etkilenmemis; imidazolindeki azot
atomundaki hidrojenin yerine metil tasiyan tiirevlerde ise DNA baglanma
afinitesinde Onemli oranda diisiis meydana gelmistir. Amidino grubunu eter
kopriisiine gore meta konumunda iceren biitiin bilesiklerde diisiik poliniikleotid
afinite gozlenmis ve DNA’ya baglanmada molekiiler agilarin 6nemli oldugu

bildirilmistir (Cory ve ark., 1992).

Bir seri bisbenzamidin tiirevi bilesik sentezlenmis ve duyarli T. brucei brucei
susu ve direncgli sus T. brucei rhodesiense ve P. carinii’e kars1 in vitro etkinlikleri
incelenmistir. Uzun alkan zinciri tasiyan bisbenzamidin tiirevlerinin T.brucei’ in her
iki susuna kars1 da gucll inhibitor etkisi gozlenmistir. Kisa zincir igeren tirevler ise

P.carinii’ye kars1 diger bilesiklerden daha iyi aktivite gostermislerdir. N,N’-Bis[4-
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(aminoiminometil)fenil] hekzandiamid bilesigi ICsp = 2-3 nM ile T.brucei ve
P.carinii’e kars1 etkin inhibisyon gostermis ve ayrica A549 insan akciger kanser
hiicreleri tizerinde de sitotoksik olmadigi kanitlanmistir. Bu bilesikteki para
konumunda bulunan amidin gruplar1 meta konumuna getirilirse ya da amid grubu ile
yer degistirirse aktivitenin belirgin sekilde diistiigi bildirilmistir (Huang ve ark.
2009).

CGP-40125A [Sekil 1.31] ise bir meta-sibstitie diamidin tlrevi olup, uzun
zincir yapist ve dikatyonik o6zelliginden dolayr pentamidin tlrevi olarak kabul
edilmektedir. African trypanosomiasis’e karst miikemmel in vitro antiparazitik etki
gostermis, in vivo aktivitesinde de oldukga dikkat ¢ekici olmustur (Soeiro ve ark.,
2005). Bilesik, dogrusal konjuge bir zincir igermekte ve yapi, fizyolojik ortamda
protonlanmig halde DNA ile etkilesmektedir. Her iki amidin grubunun da deneysel
kosullarda pozitif yiiklii oldugu ve iki amidin grubu arasindaki zincirin pKa 6.3 ile
protonasyona agik oldugu goriilmiistiir. Spektroskopik yontemler A/T mindr kaviteye
baglanma sirasinda bu zincir grubunun pKa’siin 2.7 birim arttigin1 géstermistir. Bu
molekilin DNA’ya baglanma enerjisi ile ilgili yapilan calismalarda, baglanma
afinitesinin protonasyona ve elektrostatik etkilesimlere gore degisen pH degerleri ve

tuz konsantrasyonuna bagli oldugu bildirilmistir (Nguyen ve ark.,2004, 2006).
HN ~N_ /)\ N~ NH
NH, NH,
Sekil 1.31 CGP-40125A kodlu bilesik

Bu bilesik tizerinde ilerleyen klinik ¢alismalar devam etmis, iyi sonuclar elde
edilmis, ancak yapilan farmakokinetik calismalarda bilesigin kan-beyin bariyerini

gecemedigi goriiliip sonraki ¢alismalar durdurulmustur (Soeiro ve ark., 2005).

Pentamidin yapisindaki alifatik kopriiniin, benzen, piridin ve pirimidin ile yer

degistirmesiyle elde edilmis pentamidin tirevi U¢ bilesik sentezlenmis ve PCP’ ye
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kars1 aktiviteleri in vitro olarak incelenmistir. Asagida formiilii verilen [Sekil 1.32]
bilesiklerden 1 ve 2 nolu olan bilesikler P. carini ile enfekte rat akciger dokusunda
pentamidine yakin bir antiparazit aktivite gosterirken, 3 nolu bilesik daha az etkili

olmustur (Delia ve ark., 1996).

NH /RL NH
| ~
o Y o
1: X=Y=CH; R=H
2: X=CH; Y=N; R=H
3: X=N; Y=CH; R=NH2

Sekil 1.32 Pentamidin analogu bilesikler

2006 yilinda yapilan bir ¢alismada, 9 adet diamidin, 5 adet amidoksim ve 7
adet metamidoksim yapisi tasiyan terfenil tiirevi bilesik sentezlenmis [Sekil 1.33] ve
bu bilesiklerin T. brucei rhodesiense (T.b.r.) ve P. falciparum’a (P.f) kars1 in vitro /
in vivo aktiviteleri incelenmistir. Diamidin tiirevleri P.falciparum’a kars1 5nM ve
daha diisiik ICsp degerleri gostermis ve in vivo ortamda bu bilesiklerin furamidinden
daha aktif olduklar1 bildirilmistir. Diamidinlerin 6n ila¢ formu olan amidoksim ve
metamidoksim tiirevlerinin ise oral kullanimda orta diizeyde etkili oldugu

bildirilmistir (Ismail ve ark., 2006).

R4

RN —X NR R =-H, -OH, -OMe
\ /> < > 4 R4, Ry=-H, -F, -CF3, -OMe
HoN Y NH, X, Y=-CH, -N, -NA

Ro

Sekil 1.33 Metamidoksim yapisi tastyan terfenil tiirevi bilesikler

Hu ve arkadaglar1 2008 yilinda yaptiklart bir c¢alismada 18 diamidino
azaterfenil ve analogu bilesik sentezlemis ve antilaysmanyal aktivitelerini
incelemislerdir. Bilesiklerin biiyiik ¢ogunlugu, L. donovani’ye kars1 1 uM altinda
ICso degeri gosterirken, 2 tanesi 0.1 puM altinda ICsy degeri gostermistir. Bu
diamidinlerin aktivitelerinin ve DNA’ya baglanma afinitelerinin biiyilk oranda N

atomunun yerine ve amidin gruplarina gére konumlarinin degistigi bildirilmistir.
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Bir seri diamidin yapisinda bilesik sentezlenmis [Cizelge 1.2] ve bu
bilesiklerin DNA’ya baglanma afinite degerleri termal denatiirasyon yontemi (ATm)
ile olgiilmis, T. b. rhodesiense ve P. falciparuma karsi antiparazitik etkinlikleri
incelenmistir. Termal denatiirasyon yontemindeki farkliliklar, diamidinin
geometrisinde meydana gelen en ufak degisikliklerin bile baglanma etkinliginde rol

oynadigini gostermektedir.

Sentezlenen 8 bilesikten 5 tanesi T.b.rhodesiense’e karst in vitro 6 nM’dan
diisiik ICs degeri gostermis, 4 tanesi de P.falciparum’a karsi 7 nM’dan diistik 1Csg
gostermistir. Bu Dbilesiklerden sadece bir tanesi African trypanosomiasis’in akut

fazinda (T.b.r. fare modelinde) referans bilesik kadar etkin sonu¢ gostermistir (Ismail

ve ark., 2011).

Cizelge 1.2 Diamidin tiirevi bilesiklerin yapilari, T.b.rhodesiense ve P. falciparuma
kars1 antiparazitik etkinlikleri

HNW/L X Y/ /
zzM NH

HoN
H,N
Bilesik no X v L M 2 T.b.rhodesiense | P.falciparum
I1Cs0 NM 1C5o NM

Pentamidin 55 52
Furamidin 75 55

la o 9 - CH N 6 1

1b s S - CH N 4 23

lc o 9 - CH CH 12 415

1d 0 S : CH | CH 6 17.4

le S S : CH | CH 2 10.4

1 s 9 - CH CH 7 09

1g 0 ¢} C=C CH CH 42 a1

1h o 9 - N CH 97 6
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4,4’-Diamidino-m-terfenil ve 36 tlrevi sentezlenmis, T.b.rhodesiense,
T.cruzi, P.falciparum ve Leishmania amazanesis’e karst in vitro aktiviteleri
incelenmistir. Bu bilesikler T.b.rhodesiense’e ve P. falciparum’a karsi oldukga
yiikksek aktivite gostermistir. Ozellikle bispiridilimidamid tiirevi olan bilesigin
T.cruzi’e karst benznidazolden 25 kat daha aktif ve L. amazonesis’e karsi da
amfoterisin B’den daha etkin oldugu bildirilmistir (Patrick ve ark., 2013).

Glnumuze kadar pentamidin benzeri bircok dikatyonik aromatik diamidin
trevi bilesik sentezlenmis olup, bunlarin P. carinii enfeksiyonlarina karsi
mukemmel etkileri enfekte ratlarda gosterilmistir (Fairley ve ark., 1993, Boykin ve
ark., 1995). Bu bilesiklerden biri olan furamidin [Sekil 1.13], 2,5-bis(4-
amidinofenil)furan, Pneumocystis jiroveci, Giardia lamblia, P.falciparum, L. spp, ve
Trypanosomalar gibi mikroorganizmalar da dahil olmak Uzere olduk¢a genis bir

spektruma sahiptir.

Dikatyonik amidin tiirevi olan ve alkiloksi kopriisii yerine furan halkasi
iceren 18 bilesigin antitripanosomal ve antimalaryal etkileri arastirilmigtir. Bunlar
icersinde furamidin (2,5-bis(4-amidinofenil)furan) [Sekil 1.13] bilesiginin, T.
rhodesiense’e kargt pentamidinden daha giiclii aktivite gosterdigi bildirilmistir.
Halkal1 amidin grubu igeren tiirevlerde antitripanosomal etkinin diistigii ve
toksisitenin arttigi, furan halkasina bir metil grubu getirildiginde aktivitede ¢ok az
artig oldugu, iki metil grubu getirilmesiyle biyolojik cevapta furamidine gére onemli
bir degisiklik olmadig belirtilmistir. Benzer bir sekilde furan halkasina bir adet -Cl
sibstituenti getirildiginde aktivitede biraz artis oldugu, buna karsin furan halkasinda
3. ve 4. konumlarda -ClI tastyan tiirevde aktivitenin furamidine gére azaldigi, furan
halkasinda bir -Cl ve bir -CH3 bulunan tiirevde ise biyolojik cevapta bir degisiklik
olmadigi tespit edilmistir (Das ve Boykin, 1977).

Plasmodium berghei’e karst olan antimalaryal etkileri agisindan
degerlendirildiginde, furamidindeki amidin gruplar1 yerine imidazol ve

tetrahidropirimidil igeren iki bilesigin orta diizeyde etkili oldugu, diger bilesiklerin



32

ise ¢ok diisiik ya da hi¢ antimalaryal aktivite gostermedigi bildirilmistir (Das ve
Boykin, 1977).

Siganlar iizerinde yapilan in vivo deneyler sonucunda, furamidin bilesiginin
PCP’e kars1 pentamidinden ¢ok daha aktif ve toksisitesinin diisiik oldugu, oral olarak
da toksik etki olmaksizin etki gosterdigi bildirilmistir (Boykin ve ark., 1995).

Baska bir calismada furamidin tiirevi bilesiklerin PCP’e olan etkileri
arastirilmig, amidin gruplarindaki -NH;’ler yerine -NH-siklopropil getirilmesi ile
aktivitenin furamidinden daha iyi, pentamidinden ise ortalama 100 kat daha fazla

oldugu tespit edilmistir (Boykin ve ark., 1998).

Furamidinle ilgili yapilan bir baska calismada, bu tdrevlerin parazitin
niikleusunda toplandigr ve parazitin olgunlagsmasimi geciktirdigi bildirilmistir.
Boylece parazit popilasyonunun biiylime hizinin kesilerek diistiigi bildirilmistir
(Purfield ve ark., 2009).

Dikatyonik 2,5-difenil furan tiirevi 16 bilesik igerisinde Leishmania
donovani’ye karsi en etkili tirev olan furamidinin in vitro aktivite degeri (ICsp = 2.76
+ 0.60 uM), pentamidine (ICsp = 2.59 + 0.54 uM) yakindir. Amidin gruplar1 yerine
2-imidazolinil getirildiginde ICsp = >100 puM olurken, isopropilamidin tasiyan
tirevde ICsp = 60.57 = 17.01 uM, siklopentil amidin tiirevi bilesikte ise 1Csp = 15.75
+ 5.05 uM olarak bulunmustur. 2,4-Difenil furan yapisindaki asagidaki bilesik [Sekil
1.34] pentamidinden ve 2,5-difenilfuran tirevi olan furamidinden yaklasik iki kat
daha etkilidir. 2,4-Difenilfuran yapisindaki tiirevlerde, amidin gruplar1 yerine
isopropilamidin veya siklopentil amidin bulunan bilesikler, 2,5-difenilfuran
yapisindaki bilesiklere gore daha etkili olmalarina ragmen, pentamidine gore diisiik
antileishmanial aktivite gostermektedir. Furamidindeki furan halkas1 yerine tiyofen
getirilmesiyle elde edilen bilesik [Sekil 1.35] ile Klinikte kullanilan pentamidinden
6.2 kat, furamidinden ise 6.5 kat daha aktiftir (Brendle ve ark., 2002).
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HN, 0 NH
HoN NH>

Sekil 1.34 2,4-Difenil furan yapisindaki bilegik

Sekil 1.35 2,5-Difenil tiyofen yapisindaki bilesik

Furamidin ve benzeri yapidaki diamidin tiirevlerinin farkli dizilimlerdeki A/T
baglanma boélgeleri ile etkilesimleri ve degisen termodinamik degerleri incelenerek
belirlenmistir. Furamidindeki furan halkasinin tiyofen, selenefon gibi benzer
gruplarla degistirilmesi ile bilesiklerin A/T dizisine baglanma afiniteleri artmis ve
seciciliklerinin  degistigi  gozlenmistir.  Yapilan  kalorimetrik  &lgiimlerde,
termodinamik parametrelerin (AG, AH, AS) diamidinlerin degisen ve degismeyen
oligomerlerle baglanmasinin farkli oldugu ve bunun DNA dizilimine ve uzunluguna

gore degistigini ortaya koymuslardir (Liu ve ark., 2008).

Furamidin bilesiginin oral uygulanmasi ile PCP’ye olan etki i.v. uygulamaya
gore 6nemli diizeyde diismektedir. Bu sorunu ¢ozmek igin furamidin bilesiginin bis-

amidoksim ve bis-O-alkilamidoksim tirevleri [Sekil 1.36] hazirlanmustir.

1) R=H (DB290)
2) R =CH; (DB289, Pafuramidin)

Sekil 1.36  Furamidin bilesiginin bis-amidoksim ve bis-O-alkilamidoksim tirevleri
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Her iki bilesikte (DB290 ve DB289) oral uygulamada furamidinden, DB289
da DB290’dan daha yiiksek antipnomositik etki gostermektedir [Cizelge 1.3] . I.v.
uygulamada her iki bilesikte de genel olarak diamidin tiirevi bilesiklerde goriilen
hipotansiyon, solunum gii¢liigli gibi akut toksik etkiler ortaya c¢ikmamaktadir.
DB290, i.v. yolla disik dozda (5.5 umol/kg/giin) uygulandiginda, enjeksiyon
yerinde nekroz ve enflamasyon ortaya g¢ikarken, DB289 iyi tolore edilmekte ve
giinliik 22.0 pmol/kg doz uygulamasinda bile enjeksiyon yerinde enflamasyon ve
nekroz olusmamaktadir. Yapilan bu ¢alisma ile O-alkilamidoksimlerin amidin tirevi

bilesikler i¢in Onilag olarak islev gorebilecekleri bildirilmistir (Boykin ve ark., 1996).

Cizelge 1.3 Furamidin bilesiginin bis-amidoksim ve bis-O-alkilamidoksim
tirevlerinin in vitro ve in vivo 7. b. rhodesienseye olan antiparazitik etkileri.

Trypanosoma brucei rhodesiense
in vitro in vivo (STIB 900 fare modeli)
Bilesik R ICso(NM) | Doz (mg/kg) | Tedavi Ortalama
Yasam Siiresi
(gtn)
Furamidin 4.5 4x100 0/8 >46
1 (DB290) H 66.4 x10° 4x100 0/4 50
4x100 4/4 >60
2 (DB289, CHs 14.6 x10° 4x50 2/4 >60
Pafuramidin) 4x25 1/4 >60
3 (DB377) CH,CH; 645 4x100 4/4 >60
4x25 0/4 32
4 n-propil 472 4x100 1/4 >47.5
5 i-propil | 12.6 x10° 4x100 2/4 48
6 n-butil | 1.9 x10° 4x100 0/4 9
7 n-hekzil | 5.7 x10° 4x100 0/4 6

Furamidin bilesiginin bis-amidoksim (DB290) ve bis-O-alkilamidoksim
tirevlerinin T.b. rhodesiense’ye in vitro ve in vivo etkileri arastirilmig ve sonuglari
[Cizelge 1.3]° de verilmistir (Boykin ve ark., 1996). Bis-amidoksim tirevi olan
DB290 ve bis-O-alkiloksim tiirevi bilesikler in vitro olarak 6nemli sayilabilecek bir
aktiviteye sahip degillerdir. [n vivo etki sonuglarma gére O-metil analogu olan

DB289 (Pafuramidin) [Sekil 1.37] bilesigi en etkin tiirevdir. Alkil grubundaki karbon
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sayist 3 ve daha az sayida oldugunda etki yiiksek iken, n-butil ve n-hekzil
analoglarinda kontrol grubuna goére Onemli bir fark bulunmamaktadir. OCyHs
analogu olan DB377, yiiksek dozda -OCHj3 analoguna (DB289) yakin etkili iken,
diisiik dozda tedavi orani ve ortalama yasam siiresi agisindan -OCHs; analoguna gore
daha diisiik etkilidir. O-n-propil (bilesik 4) ve O-i-propil (bilesik 5) tiirevi bilesikler
orta dlzeyde in vivo aktiviteye sahiptirler. Bu bilesikler yiiksek dozda

uygulanmalarina ragmen tedavi oranlar1 diisiiktiir.

O-metoksiamidin tdrevi 6nilag olan DB289 (Pafuramidin) [Sekil 1.37], insan
karaciger mikrozomlar1 ile hizli bir sekilde metabolize olmakta, O-demetilasyon ve
N-dehidroksilasyon reaksiyonlar1 ile 4 ara metabolit tzerinden (M1, M2, M3, M4)
furamidin molekiiliine doniismektedir [Sekil 1.38]. Yarilanma 6mrii 4.16 dakikadir
ve 40 dakika sonunda tamamen metabolize edilir. Metoksiamidin/amidoksim
metaboliti (M1), tim metabolitler icerisinde en yuksek konsantrasyon seviyesine
ulasmakta ve metabolizmanin devami olarak diamidoksim (M2) ve
metoksiamidin/amidine (M3) donlismektedir. M2 konsantrasyonu, 60 dakika
sonunda en yiiksek seviyesine ulagmaktadir. Amidin metabolitleri tanimlanmis

olmalarina ragmen konsantrasyonlar1 diigiiktiir (Ansede ve ark., 2004).

H3C. _CH

3 9 o 3
N
\

|
N
A AP
H,N O NH,
Sekil 1.37 Pafuramidin, DB289

Oral dozda uyku hastaliginin erken evresinde ¢ok iyi aktivite gostermesine
karsin yapilan fare deneyleri hastaligin ikinci evresinde siirli etkinlikte oldugunu

gostermistir (Sturk ve ark., 2004).
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HaC. _CH
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H,N O NH,
DB289
Pafuramidin

HsC.. J
Sae} OH

HN NH
AP
H,N O NH,

Furamidin

Sekil 1.38 Pafuramidinin metabolizmasi

DB289 (Pafuramidin) [Sekil 1.37] klinik ¢alismalara giren ilk trypanosit oral
ilagtir ve bu bilesik, sitmaya karsi faz II, erken donem uyku hastaligi (HAT) ve
PCP’ye kars1 faz III klinik ¢alismalara kadar gelmis (Chackal-Catoen ve ark., 2006),
ancak faz III klinik calismalar1 devam ederken, uzatilmis faz I giivenlik
caligmalarinda tedavi siiresinin 10 giinden 14 giine c¢ikarilmas: ile tedavinin
bitiminden yaklagik 8 hafta sonra renal toksisite olustugu goézlenmistir. Bunun
sonucunda pafuramidinin klinik c¢alismalar1 durdurulmustur. Ancak pafuramidin
benzeri, daha etkin diamidin tiirevleri iizerinde ¢alismalar devam etmektedir.
Bunlardan furamidinin aza analoglariin [Sekil 1.39] iyi aktivite gosterdikleri, hatta
birkag tirevin tripanosomiyazisin 2. evresini tedavi ettigi bildirilmistir (Wenzler ve
ark., 2009, Maser ve ark., 2012, Barrett ve ark., 2013).
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HN NH
o NN Z
HN =N O NH,

Sekil 1.39 Azafuramidin

Azafuramidinin [Sekil 1.39] ve turevlerinin birbirinden farkli 6n ilag
hazirlanmis ve furamidinden daha yiksek oral aktivite sagladigi bildirilmistir (Soeiro
ve ark., 2005). Bu bilesiklerden bazilarinin uyku hastaligi (HAT) 2. evrede de etkili
oldugu yapilan calismalarla kanitlanmigtir. DB 829 [Sekil 1.40] bu bilesiklerden
biridir ve hem akut hem de ge¢ fazda tedavi eden ve ayrica CNS enfekte maymunlari
da iyilestiren ilk diamidin tiirevidir (Maser ve ark., 2012). DB 868, DB 829’ un N-
metil tirevi, oral olarak; DB 829 da paranteral olarak 2. evre Afrika uyku hastaligi
igin potansiyel ilag adaylar1 olarak diistiniilmektedir (Wenzler ve ark., 2009). DB
2892’un klinik ¢alismalarmin durdurulmasina neden olan renal toksisitesinden ¢ok
daha az miktarda bobreklerde biriktigi anlagilmigtir. Yapilan diger genisletilmis
toksisite sonuglarina gore de bu bilesiklerin ileri klinik caligmalar icin uygun aday
olduklar1 bildirilmektedir (Barret ve ark., 2013).

HN —  NH
o Nl N ( ) Z
HN =N 9 N NH,

Sekil 1.40 DB 829

Chagas hastaliginin etkeni olan T. cruzi’ye karsi 4 diamidin ve 1 diguanidin
yapisinda bilesigin [Sekil 1.41-1.43] etkinligi incelenmistir. Ayrica bu bilesiklerin
toksisiteleri de memeli hiicreleri lizerinde test edilmistir. DB 702 disinda olduke¢a iyi
aktivite ve diisiik toksisite gosteren diamidin tiirevlerinin, uygulandiktan 2 saat sonra

T.cruzi’ yi doza bagimli olarak inhibe ettikleri bildirilmistir (Silva ve ark., 2007).
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OCH; _ H5CO CHs HsC
NH 7\ HN NH ]\ HN
N ° = O © O -
N N 2 N N \
H H =N H H N/
DB702 DB711

Sekil 1.41 DB 702 ve DB 711 kodlu bilesikler

Sekil 1.42 DB 786 ve DB 889 kodlu bilesikler

NchlHN
AT L

DBS811

Sekil 1.43 DB 811 kodlu bilesik

19 dikatyonik diamidin tiirevi bilesigin in vitro Neospora caninum ve
Toxoplasma gondii’ye karsi aktiviteleri arastirilmistir. Bu bilesiklerden 4 tanesinin,
DB 786 [Sekil 1.42], DB 811 [Sekil 1.43], DB 750 [Sekil 1.44], DB 766 [Sekil
1.45], bu parazitlerin ¢ogalmasini etkin bir sekilde inhibe ettigi bildirilmistir.
Ozellikle en etkili iki bilesik ileri caligmalar yapilmak iizere secilmis ve DB750 icin,
N.caninuma kars1 antiparazitik aktivite i¢in 1.7 uM doz i¢in 3 saat gerekli oldugu
bulunmustur. DB 786 i¢in ise ayni etki i¢in 24 saat gerekmektedir. Devam eden
aragtirmalarda enfekte olmamuis hiicreler 6ncelikle 1.7uM dozda DB750 bilesigine 6,
12, 24 saatlerde maruz birakilip, ardindan N.caninum ile enfekte edildiginde,
parazitin ¢ogalmasinda belirgin derecede gecikme oldugu gozlenmistir. Bu
calismanin sonucunda elde edilen verilere gore iki yorum yapilabilmektedir; ya bu
bilesiklerin veya metabolitlerinin hala ortamda bulunduklarin1 gosterir ya da bu

bilesiklere bir siire maruz kalindiktan sonra normal hiicrelerde (HFF, human foreskin



39

fibroblast) parazitin ¢gogalmast veya canli kalmasi i¢in gerekli olan bazi fonksiyonel

aktiviteleri geri dontisiimlii olarak engelledigini gostermektedir (Leepin, 2008).

A
NH HN

Sekil 1.44 DB 750 kodlu bilesik

OH HO
NH 78I\ HN
@A N O © O N»\©
=N H H N/
Sekil 1.45 DB 766 kodlu bilesik

35 Aromatik dikatyonik molekilun, Canine laysmanyazis’e neden olan L.
infantuma kars1 antiprotozoal etkinligi incelenmistir. Bu parazit tiiriine karsi en etkin
tirevler amidin tiirevleri olarak bulunmustur. En iyi asagida formiilii [Sekil 1.46]
verilen bilesik gOstermistir. Ayrica benzer tirevler de pentamidinin aktivitesinin

yaklagik 1000 kat1 daha iyi aktivite gostermistir (Rosypal ve ark., 2007).

Sekil 1.46 DB 766 kodlu bilesigin etoksi tiirevi

Firsatc1 enfeksiyonlara karsi etkili olabilecek, klasik mindr kavite
baglayicilarin yapisindan farkli yapida, kaynasmis aromatik halka yapisi igeren
(karbazol) bir seri bilesik sentezlenmis ve bu bilesiklerin DNA ile etkilesimleri de
cesitli yontemler kullanilarak incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore; karbazol

yapisinin 3,6 ve 2,7 konumlarinda katyonik imidazolin grubu iceren tirevlerin,
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DNA’ya AT zengin mindr kaviteden sikica baglandigi gézlenmistir. Bu karbazol
tirevleri ve oligomer d(GCGAATTCGC)’ nin olusturdugu kompleksin yapis1t NMR
ve molekiiler modelleme teknikleri kullanilarak incelenmis ve bu da mindr kavite
kompleksinin yapisinin agiklanmasinda ve karbazol iizerindeki siibstitiientlerin
yerinin DNA afinitesini nasil etkilediginin aydinlatilmasinda yardimeci olmustur. 2.
ve 7. konumunda katyonik grup iceren karbozol tlrevi, AT dizisine bir imidazolin
grubu ve karbazol NH’m1 kullanarak hidrojen bagi ile baglanmaktadir. 3. ve 6.
konumunda katyonik grup igeren karbazol tiirevi, klasik bir sekilde her iki imidazolin
grubunu kullanarak, H bagi yapar ve karbazoldeki NH yapisi, baglant1 noktasindan
uzakta kalir. Bu nedenle karbazoller yeni bir tip DNA mindr kavite kompleksi
olustururlar ve biyolojik aktivitelerinin iyi olmas1 ¢ok cesitli halka sistemlerinin bu

etki i¢in incelenmesi gerektigini gostermektedir (Tanious ve ark., 1997).

Dikatyonik karbazoller (izerinde yapilan bir baska ¢alismada ise, 2,7- ve 3,6-
bis katyonik karbazoller sentezlenmis ve Pneumocystis carini pneumonia (PCP)
tizerindeki aktiviteleri incelenmistir. Bilesikler ayrica topoizomeraz II enzim
inhibisyonu ve DNA baglanma aktiviteleri bakimindan da incelenmistir. Sentezlenen
karbazol tiirevlerinin biiyiik bir kismimin referans bilesik pentamidinden daha aktif

olduklar1 ve daha az toksik 6zellik gosterdikleri bildirilmistir (Patrick ve ark., 1997).

DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) [Sekil 1.47] diminazen ve stilbamidine
tlrevi antitripanozomal bir ajan olarak gelistirilmis, ancak bu etkisinin yani sira
antifungal, antibakteriyel ve antiviral aktivitesininde oldugu da bildirilmistir.
Guniimiizde DAPI, DNA’ya bir¢ok baglanma noktasindan baglanabilen fluoresan bir
boya olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle molekiiler biyolojide kromozom boyama,
DNA goruntileme, DNA yapist aydinlatma gibi birgok alanda kullanilmaktadir. Bu
bilesigin yapisindan hareketle pek cok mindr kavite baglayici bilesik tasarlanmis ve

sentezlenmistir (Boykin ve ark., 1995).
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Sekil 1.47 DAPI (4°,6-diamidino-2-fenilindol)

Yeni bir seri DAPI analogu bilesik sentezlenmis ve in vitro T. b. rhodesiense
ve P. falciparum 'a kars1 aktiviteleri incelenmistir. Asagida formuli [Sekil 1.48-1.49]
verilen bilesikler, 9 nM’dan daha diisiik ICsp degeri ile T.b. rhodesiense’ ¢ karsi
DAPI’ dan 2 ile 9 kat daha fazla etkinlik gostermislerdir. Ayni bilesikler P.
falciparum’a kars1 da 5.9 nM ve daha diisiik ICsq degerleri ile DAPI ile kiyaslanabilir
etkinlik gostermislerdir. Ayrica bu bilesiklerin fluoresan o6zellikleri de incelenmis,
ancak DAPI’dan daha iyi etkinlik gostermedikleri bildirilmistir (Farahat ve ark.,
2010).

\ X1=Xo NH
HN \ 7/
C N NH;
/ H
HoN X3

X1,2,3=C,H, N, F

Sekil 1.48 DAPI analogu bilesikler

R : i i NH
R2 NH2

R1,R2=amidin

Iz __

Sekil 1.49 DAPI analogu bilesikler

2011 yilinda yapilan bir baska c¢alismada ise ¢esitli yapidaki dikatyonik
diamidin tiirevi bilesiklerin in vitro Babesia divergens 1903B ve 4201°e kars1 etkileri
incelenmistir. En aktif bilesigin 1.5 ng/ml 1Csy degeri ile difenilfuran oldugu
bulunmustur. Ayrica en iyi antiprotozoal etkinlik gosteren dikatyonik diamidin
tlrevlerinin ise; terfeniller, benzimidazoller, difenilfuranlar ve pentamidin analoglari

oldugu bildirilmistir (Nehrbass-Stuedli ve ark., 2011).
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1.2.2. Antiprotozoal Etkili Benzimidazol Turevleri

Benzimidazol tiirevleri tedavide uzun zamandir olduk¢a genis bir kullanim
alanma sahiptir. Benzimidazol turevleri Ozellikle 1960’dan beri antihelmintik ve
antiparazitik etkileri nedeni ile tedavide, veteriner hekimlikte ve tarimda
kullanilmaktadir (Katiyar ve ark., 1994).

Benzimidazol halka sistemi {lizerinde bu giine kadar yapilan c¢alismalarda, 1.
2. ve 5(6). konum siibstitiisyonlarinin, antimikrobiyal etki agisindan 6nemli oldugu
ortaya konmustur. 1. ve 6. konumda alkil ve 5. konumda nitro tasiyan benzimidazol
tirevlerinin gesitli mikroorganizmalara kars1 etkili oldugu Abou-Shadi ve arkadaslar
tarafindan 1979 yilinda yapilan bir ¢alisma ile bildirilmistir. Yine aym1 ¢alismada
benzimidazoliin 2. konumunda farkli heterosiklik halka tasiyan tiirevlerinin, aktif

antimikrobiyal aktivite gosterdigi de saptanmistir (Abou-Shadi ve ark., 1979).

G. lamblia, diyare salginlarinin baslica nedenidir. Metronidazol, kinakrin ve
furazolidon [Sekil 1.50] bu enfeksiyonun tedavisinde kullanilan baslica ilaglardir.
Ancak bu bilesikler, normal bagirsak florasini etkilemeleri, fazla miktarda absorbe
olmalari, intestinal enfeksiyonlara karsi etkilerinin sinmirli olmast ve potent

karsinojenezis gibi yan etkileri nedeni ile artik ¢ok tercih edilmemektedir.

Sekil 1.50 Metranidazol(1), Kinakrin (2), Furazolidon (3)



43

Benzimidazol tlrevlerinin G.lamblia’a kars1 antiprotozoal etkinlikleri yapilan
caligmalarla kanitlanmistir (Katiyar ve ark.,1994). Antihelmentik olarak etkinligi
kanitlanmis olan mebendazol, tiyabendazol ve albendazollin [Cizelge 1.4] G.
lamblia’ya kars1 etkinligi incelenmistir. Mebendazoliin, bagirsaktan absorbe
olmamasi nedeniyle intestinal enfeksiyon tedavisi i¢in son derece uygun oldugu, ayni
zamanda oldukg¢a az yan etkiye sahip oldugu ve normal bagirsak florasina karsi da
etkisiz oldugu bildirilmistir. Albendazoliin ise kismi olarak absorbe oldugu ve
nonintestinal helment formlarina da etkili oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya
konmustur. Albendazol ve mebendazol, metronidazolden 30-50 kez, kinakrinden 30-
40 [Sekil 1.50] kez daha aktif bulunmustur. Tiyabendazol (ICso = 3.9 pug/ml) ise,
diger bilesiklere kiyasla daha az aktif olarak bulunmustur (Edlind ve ark.,1990).

Tiyabendazol ve karbendazimin [Cizelge 1.4] ise kimyasal yapilar1 farkli
olmasina ragmen, mitoz bdliinmenin potent inhibitorleri olmalar1 nedeniyle, aktivite
icin benzimidazol halka sisteminin gerekli oldugu bildirilmistir (Davidse ve Flach,
1978).

Cizelge 1.4 Benzimidazol yapisindaki tiirevlerin formiilleri

||?1

N
On

R N

Bilesik R1 R2 R3
Benzimidazol H H H
Benomil CONH(CH,)3CHs | NHCO,CHj, H
Tiyabendazol H 4-tiyazolil H
Karbendazim H NHCO,CH; H
Albendazol H NHCO,CH; S(CH,),CH;
Fenbendazol H NHCO,CH; S-fenil
Oksifendazol H NHCO,CH; SO-fenil
Oksibendazol H NHCO,CH; | O(CH,),CHs
Mebendazol H NHCO,CH; CO-fenil
Parbendazol H NHCO,CH; (CH,):CH;
Flubendazol H NHCOOCHS; | CO-4-florofenil
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Bir seri benzimidazol turevi bilesigin antiprotozoal etkinlikleri T. vaginalis ve
G. lamblia‘ya karsi incelenmis ve mebendazol, flubendazol ve fenbendazol [Cizelge
1.4]) qgibi tarevlerin ICsy degerleri 0.005 ve 0.16 pug/ml olarak bulunmustur. Ayni
trevler daha sonra Entamoeba histolytica, Leishmania major ve Acanthamoeba
polyphoba iizerinde de incelenmis ama yeterince aktif bulunmamislardir (Katiyer ve
ark., 1994).

Ilerleyen yillarda ¢ok sayida arastirmaci benzimidazol tiirevlerinin cesitli
Giardia tiirlerine kars1 etkinliklerini arastirmis, yapilan klinik ¢aligmalar sonucunda
da mebendazol ve albendazoliin etkinlikleri kanitlanmistir. Yapilan ¢alismalar ayni
zamanda albendazolin AIDS hastalarinin  bagirsaklarinda ortaya ¢ikan
Enterocytozoon bieneusi’ye karsi da aktif oldugunu gostermistir (Katiyer ve ark.,
1994).

P. carinii, AIDS gibi immun sistemin yetersizligi sonucunda ortaya ¢ikan
hastaliklarda siklikla enfeksiyonlara neden olmaktadir. Tedavide kullanilan ilaglarin
(Pentamidin ve Trimetoprim-Silfametoksazol gibi) yan etkileri nedeniyle, dzellikle
AIDS hastalarinda, P. carinii pnémonisinin hem profilaksisi hem de tedavisi icin
yeni ilaclara gereksinim oldugu bilinmektedir. Benzimidazol tiirevlerinin, diger
mikroorganizma mikrotubullerine karsi etki gosterdiginin bilinmesi (Edlind ve ark.,
1990) ve bu tarevlerin [Cizelge 1.4] helmentlere karsi yiiksek inhibitor aktivite
gosterirken, memeli hiicrelerine karsi diisiik toksisiteli olmalar1 nedeni ile bu

bilesikler P. carinii’ye kars1 test edilmistir.

Aktiviteleri incelenen benzimidazol tlrevleri icerisinde, parbendazoliin en
etkili tiirev oldugu, 2. konumda karbamat tasimayan iki tiirevin (benzimidazol ve
tiyabendazol) diger tiirevlere gore 10 kat daha az etkili oldugu ve bilesikler
arasindaki etki siddeti farkliligmin ise 5. konumdaki siibstitiiente bagli oldugu

bildirilmistir (Bartlett ve ark., 1992).
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Antihelmentik olarak yaygin kullanima sahip albendazoliin P. carinii’ye kars1
etkisi incelenmistir. Bu bilesigin  %90’dan fazla oranda P. carinii enfeksiyonunu
tedavi ettigi ve P. carinii pndmonisinin hem proflaksisi, hem de tedavisi i¢in 6nemli
oldugu bildirilmistir (Bartlett ve ark., 1994).

Bir bagka calismada yine bir seri benzimidazol tiirevi bilesik sentezlenmis,
antiprotozoal ve antihelmintik aktiviteleri incelenmistir. Bilesiklerin ¢ogu referans
antiprotozoal bilesikler, metronidazol ve albendazolden daha etkin sonug
gostermislerdir [Cizelge 1.5] (Valdez ve ark., 2002).

Cizelge 1.5 Benzimidazol tlrevlerinin antiprotozoal aktiviteleri

R4 N
L

N

R H

2

ICso (UM)*
Bilesik R; | Ry R3 G.lamblia | E.histolytica
1 H|H CH; 0.317 0.007
2 H|H NH, 1.902 0.114
3 H | H | NHCO,CH; 0.057 0.204
4 H|H SH 0.040 0.133
5 H|H SCH, 0.045 0.393
6 H|H H 0.008 0.042
7 Cl|H CH; 0.156 0.084
8 Cl|H NH, 0.030 0.125
9 Cl | H | NHCO,CH; 0.066 0.350
10 Cl|H SH 0.081 0.005
11 Cl|H SCH; 0.005 0.192
12 Cl|H H 0.282 0.039
13 Cl | Cl CH; 0.065 0.025
14 Cl | Cl NH, 0.218 0.059
15 Cl | CI | NHCO,CH; 0.127 0.046
16 Cl | Cl SH 0.078 0.055
17 Cl | Cl SCH; 0.227 0.356
18 Cl | Cl H 0.358 0.096
Albendazol 0.037 56.33
Metronidazol 1.22 0.350

2-Triflorometil-1H-benzimidazol tlrevi 5. ve 6. konumlarinda biyoizosterik
stbstituentler (-Cl, -F, -CF3, -CN) tasiyan 7 bilesik sentezlenmis ve G. intestinalis, T.

vaginalis, P. falciparum D6, P. falciparum W2’ye olan in vitro antiprotozoal etkileri
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incelenmistir. Bu trevler igerisinde [Sekil 1.51] ile verilen bilesigin T. vaginalis’e
kars1 olan etkinligi, albendazol’den 14 kat daha fazla iken, metronidazol ile hemen
hemen aymidir. Antimalaryal aktiviteleri karsilastirildiginda, Sekil 1.51°de verilen
bilesik ve bu bilesigin 5(6) konumunda Klor sibstitlienti i¢eren tiirevi disindaki
bilesiklerde aktivite gdriilmemistir. Bu ¢alismada, asagida formiilii verilen [Sekil
1.51] bilesik, P. falciparum D6 i¢in ICso = 5.98 uM ve P. falciparum W2 igin 1Csp =
6.12 uM degeri ile en etkili tiirev olarak belirtilmistir. Standart olarak kullanilan
meflokin i¢in bu degerler, sirasiyla 0.048 uM ve 0.028 uM’dir (Navarrete-Vazquez

ve ark., 2006).
FsC N
T
N

H

Sekil 1.51 2-Triflorometil-1H-benzimidazol turevi

Benzimidazol yapisinda olan albendazol, tiyabendazol, mebendazol [Cizelge
1.4] ve bunlarin tiirevlerinin yam sira, H'-K* ATPaz inhibitorii olan omeprazoliin
[Sekil 1.52] P. falciparum 3D7’ye olan in vitro antimalaryal etkisi arastirilmistir.
Tiyabendazol, mebendazol, albendazol siilfon ve albendazol siilfoksit bilesiklerinin
1x10* M konsantrasyonda bilylime inhibisyon degerleri %13-36 arasinda
degismektedir. Bu bilesiklerin pH = 6.8, 7.4 ve 8.0 olan Kkiiltiirlerde inhibisyon
konsantrasyonlart (ECsy ve ECgy) incelendiginde, albendazoliin etkinligi pH’ya
bagimli olarak degistigi gozlenmistir. Bu ¢alismada en etkili tirev omeprazol olarak
bulunmustur. Diger bilesiklerde aktivite goriilmemistir (Skinner-Adams ve ark.,

1997).

Sekil 1.52 Omeprazol
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1.2.3. Antiprotozoal Etkili Amidino Benzimidazol Turevleri

DNA minér kavite, bircok enzimin ve transkripsiyonu kontrol eden proteinin
baglandigr bir bolgedir, bu nedenle mindr kaviteyi hedef alan bilesiklerin

tasarlanmasi, glinlimiizde oldukga aktif bir arastirma alanidir.

Dikatyonik amidino benzimidazol tiirevi bilesiklere karst DNA’nin reseptor
gorevi gordiigi bildirilmis ve bu bilesiklerin firsat¢c1 enfeksiyonlara karst

gosterdikleri aktivite, yapilan ¢ok cesitli calismalarla kanitlanmigtir (Bell ve

ark.,1993, Tidwell ve ark., 1993).

Mallena ve arkadaslari, biyolojik aktif minor kavite ajanlar1 gelistirebilmek
icin bir seri diamidin tirevinin DNA ile etkilesimlerini incelemislerdir. Fenil-tiyofen-
benzimidazol yapisinin [Sekil 1.53], dikatyonik amidino ana yapisinda olan fenil-
furan-fenil (Furamidin, Sekil 1.13) yapisiyla karsilastirildiginda, DNA’ nin min6r
kavitesindeki A/T dizisine 10 kat daha kuvvetli baglandigi goriilmistir. Ancak
furan halkasinin tiyofene doniistiiriilmesi ya da fenil halkasinin benzimidazole
dontstiiriilmesi baglanma siddetinde bir degisiklik meydana getirmemistir. X-
1sinlar kristalografisi ile tiyofen halkasindaki C-S-C bag agisi ile furan halkasindaki
C-O-C agismin arasinda ¢ok kiigiik bir fark oldugu, ancak terminal amidin grubu
benzimidazoliin {izerinde oldugu zaman DNA’ya baglanma affinitesinde dnemli bir

fark elde edildigi bildirilmistir (Mallena ve ark., 2004).

]\ N

HN S -
HN

HoN NH
H,N

Sekil 1.53 DB 818 kodlu bilesik

Bir baska arastirmada ise 44 dikatyonik bilesigin metronidazol duyarli ve

metranidazol direncli T. vagiinalis ¢ kars1 aktiviteleri incelenmistir. 3 farkli yapidaki
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6 bilesik 1 uM altinda ICsy degerleri ile hem duyarli hem de direngli suslara karsi
etkin bulunmuslardir. En etkili dikatyonik bilesik, yine mono benzimidazol yapisi
iceren DB 818 [Sekil 1.53] bilesigi bulunmustur. Bu bilesik hem metranidaozol-
duyarli, hem de direncli suslara kars1 aerobik ve anaerobik ortamda, 1uM’1n altinda
ICsp degeri gostermistir. En etkili ¢ikan bu benzimidazol turevinin farkli protozoal
enfeksiyonlara karsi1 aktivitesinin incelenmesi igin in vivo testler de yapilmis ve
bunlarin sonucunda da konak hiicreye zarar vermeden ve herhangi bir toksik 6zellik
gostermeden muikemmel bir antiprotozoal etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Crowell
ve ark., 2004).

Bir seri dikatyonik furan koOprusli iceren benzimidazol tiirevi bilesik
sentezlenmis ve P. carinii’ye karsi etkileri incelenmistir. Bilesik 1 [Cizelge 1.6],
izopropilamidino tiirevi olan bilesik 3 ve siklopentilamidino tiirevi olan bilesik 4’iin
P. carinii’e olan ve in vivo aktivite sonuglari incelendiginde, bilesik 3’iin pentamidin

ve diger iki tiireve gore daha etkili oldugu bildirilmistir (Hopkins ve ark., 1998).

Cizelge 1.6 Furan halkasinin 2. konumunda 5-(N-slbstitlieamidino) benzimidazol-2-
il, 5. konumunda ise 4-(N-substitieamidino) fenil iceren turevlerin Prneumocystis carini’ye

olan etkileri.
Y. N
N (@) ( j
H
H
N v )
Amd =—C Im= _<\ j siklopentAmd =—C\/

isoprAmd =—C:/

NH, N NH,» NH,
Pneumocystis carinii
Doz Akcigerde
Bilesik Y (umol/kg/giin) Kist/g
% kontrol
Pentamidin 22 1.82+0.38
1 Amd 5 50.98+11.95
2 Im
3 isoprAmd 10 0.13+0.04
4 siklopentAmd 2.5 0.82+0.42
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Bilesik 1, 3 ve 4’iin P. carinii’ye olan etkileri, immiin sistemi baskilanmis
siganlar tizerinde in vivo olarak arastirtlmis ve akciger dokusundaki kist yilizdesine
gore (kist/g) degerlendirilmistir. Bilesik 3 ve 4’ {in, pentamidine gére daha diisiik
dozda uygulanmasina ragmen, daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu ve bilesik 3’ iin
de bilesik 4’den daha az toksik Ozellik gosterdigi belirtilmistir. (Hopkins ve ark.,
1998).

Bir bagka calismada da dikatyonik bifenil benzimidazol tiirevi 9 bilesik
sentezlenmis, T. b. rhodesiense STIB900 ve P. falciparum K1’e kars1 in vitro etkileri
aragtirtlmistir. Ayrica bu bilesiklerden sekizinin T. b. rhodesiense STIB900’e olan
etkileri, akut Afrika tripanosomiazisi i¢in yapilan STIB900 fare modeli ile i.p. yol ile
in vivo olarak yapilarak, yasam siireleri agisindan degerlendirilmistir. Bu sekiz
bilesige ait in vitro ve in vivo etki sonuglari ve bu bilesiklerin DNA’ya baglanma
afiniteleri [Cizelge 1.7]’de verilmistir. /n vitro antitripanosomal aktivite acisindan
bilesik 6 (DB911) (IC50 = 4.4 nM) en etkili tiirevdir ve furamidin ile hemen hemen
ayni ICsy degerine sahip, pentamidine gore ise daha diisiik aktivite gostermektedir.
Yapisinda 1,3-fenilen (initesi tasiyan tiirev ile 2,5-furan iinitesi tagiyan tiirev arasinda
DNA’ya baglanma afinitesi acisindan Onemli bir fark olmamasina ragmen,

antiparazitik aktivite degeri onemli 6l¢lide degismektedir.

Bilesik 1°deki amidin grubunun para konumu yerine meta konumuna
getirilmesiyle elde edilen bilesik 2’de, antitripanosomal aktivitede 6nemli oranda
azalma meydana gelmektedir ve buna paralel olarak, amidin grubu para konumunda
iken DNA’ya baglanma afinitesi meta konumundaki bilesige gore daha yiiksektir. R,
konumunda -OCHsz bulunan bilesik 5 ve 7°de ATm degeri Onemli oOlgiide
diismektedir. Afinitedeki bu azalmanin, triaril sistemdeki torsiyon agisindaki
degisme sonucunda, aril halka sistemi ile mindr kavite arasindaki Van der Waals

etkilesiminin zayiflamasindan kaynaklandigi ihtimali tizerinde durulmaktadir.
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Buna karsin, -OH grubunu R1 konumunda igeren bilesik 4 ve R2 konumunda
iceren bilesik 1°de, DNA afinitesinde Onemli sayilabilecek bir diisiis meydana
gelmemis; bunun sebebi olarak -OH grubunun kii¢iik boyutlu olmasi ve/veya -OH
grubu ile benzimidazol azotu arasinda hidrojen bagi olusumundan
kaynaklanabilecegi lizerinde durulmustur. R2 konumunda -OH, R3 konumunda -
OCHs; bulunan bilesik 3’te ATm degerinde biraz diisme meydana gelmis, bu
azalmada -OCHj; grubunun burulma agisindaki donmeyi desteklemesinin etkili
olabilecegi bildirilmistir. Bilesik 5 ve bilesik 6’daki terminal fenil grubunun piridil
ile degistirilmesiyle elde edilen bilesik 7 ve bilesik 8’de, DNA baglanma afinitesinde
onemli bir degisiklik meydana gelmemistir. DNA’ya baglanma afinitesi ile
antiparazitik etki arasinda dogrudan bir korelasyon olmamasina ragmen, DNA’ya
baglanma afinitesi yiiksek bilesiklerin iyi antiprotozoal aktivite gostermesi,
antiprotozoal aktivite igin DNA baglanma afinitesinin 6nemli oldugu hipotezini
desteklemektedir (Ismail ve ark., 2004).

In vivo antitripanozomal aktivite agisindan degerlendirme yapildiginda, sekiz
diamidin tiirevi bilesikten besinin (bilesik 3, 4, 6, 7, 8) ¢ok iyi tedavi edici aktivite
gosterdigi, 20mg/kg ve/veya daha diisiik dozda i.p. uygulama yapilan dort fareden tig
ve daha fazlasinda iyilesme goriildiigii gozlenmistir. Ozellikle bilesik 6 (DB911), 7
ve 8 diisik dozda (5 ya da 10 mg/kg) in vivo olarak prototip olan dikatyonik
bilesiklere gore (furamidin [Sekil 1.13] ve [Cizelge 1.6]’deki bilesik 1) yiksek
etkinlik gostermektedir.

P. falciparum'a kars1 in vitro antimalaryal etki agisindan degerlendirme
yapildiginda, bilesik 6 (DB911)’nin 27.5 nM [Csq degeri ile iyi aktivite gosterdigi,
bilesik 1'in 2.1 nM ICsg degeri ile bu ¢alismadaki en etkili tiirev oldugu bildirilmistir
(Ismail ve ark., 2004).
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Cizelge 1.7 Dikatyonik bifenil benzimidazol tiirevi bazi bilesiklerin P. falciparum
K1'e olan in vitro, T. b. rhodesiense STIB900’e olan in vitro ve in vivo etkileri

Rs
R2
N X
AN | \\—A
NH Ry =
HoN C NH,
A=
NH NH
P.f | T. b. rhodesiense
in vitro 1Cs, in vivo
nM STIB900 fare modeli
doz yasam
Bilesik X R, R» R3 A | AT, mg/kg | tedavi suresi
Pentamidin 126 | 642 | 2.8 20 0/4 42.75
Furamidin 25 155 | 45 20 0/4 52.5
bilesik 1 246 | 96 122 20 1/4 >27.75
1 CH H OH H p- | 263 | 2.1 27 20 0/4 35.25
2 CH H OH H m- | 189 | 34.3 | 214 Test Edilmemistir.
3 CH H OH OMe p- | 204 | 131 | 31 20 3/4 >58
4 CH | OH H H p- 253 | 131 17 20 4/4 >60
5 2/4 46.5
5 CH H OMe H p- 13.7 | 40 54 20 2/4 >56.5
6 CH H H H p- 256 | 275 | 44 20 4/4 >60
(DB911) 5 3/4 >49
7 N H OMe H p- 13.1 | 364 14 10 3/4 >53
5 3/4 >60
8 N H H H p- | 244964 15 20 4/4 >60
10 4/4 >60

Dikatyonik dogrusala yakin yapida bifenil benzimidazol tiirevi 8 bilesik
sentezlenmis, T. b. rhodesiense STIB900 ve P. falciparum K1’e kars1 in vitro etkileri
ile T. b. rhodesiense STIB900’e olan in vivo etkileri (STIB900 fare modeli), 20
mg/kg dozda 4 gunluk i.p. uygulama yapilarak yasam siireleri agisindan
degerlendirilmistir. 8 Bilesige ait in vitro ve/veya in vivo etki sonuglar1 ile bu
bilesiklerin DNA’ya baglanma afiniteleri, ATm degerleri olarak [Cizelge 1.8]’de
verilmistir. Bilesik 1’in DNA’ya baglanma afinitesi, dogrusal yapida olmayan
DB911’e gore daha yiiksektir ve dogrusala yakin bilesiklerin DNA’nin AT baz ¢ifti
acisindan zengin olan bolgesine egimli izomerlerinden daha yiiksek afinite
gistermesi sasirtict  bir sonu¢ olarak belirtilmektedir. Bilesik 1 (DB921)
molekilindeki fenil Uzerinde bulunan amidin grubu ile AT baz gifti arasinda, su

aracilig1 ile indirekt bir iliskinin de olabilecegi, bu sayede molekiilde acisal bir
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degisim olusarak, DNA’ya vyiikksek afinite gdstermesinin agiklanabilecegi
bildirilmistir (Ismail ve ark., 2005).

Cizelge 1.8 Dikatyonik dogrusala yakin bifenil benzimidazol tirevi bazi
bilesiklerin, P. falciparum K1'e olan in vitro, T. b. rhodesiense STIB900’e olan in vitro ve
in vivo etkileri.

Rs R, Ry
N — A NH
\ A A= 2
H,N N,/
2 N X-Z NH
H

P.f. | T. b. rhodesiense
in vitro in vivo (20 mg/kg)
IC5o nM | STIB900 fare modeli
yasam
Bilesik X Z R; R, R, A AT, tedavi stiresi
Furamidin 25 155 | 45 0/4 39.5
DB911 25.6 275 | 44 4/4 >60
1 (DB921) CH | CH H H H p- >28 0.5 | 10.6 0/4 36.5
2 CH | CH H H H m- >28 23 | 9.1 3/4 >51.5
3 CH | CH F H H p- >27 1 37 1/4 >33.5
4 CH | CH H Me H p- 255 125 | 6 1/4 >42
5 CH | CH H OH H p- ~27-28 | 191 | 27 3/4 >51.5
6 N CH H H H p- ~27-28 72 | 32 0/4 >27
7 CH N H H H p- >28 7 3 0/4 11
8 CH | CH H H F p- ~27-28 1 8 0/4 275

In vitro antitripanosomal aktivite degerleri (ICsp) 3 nM ile 37 nM arasinda
degismektedir ve genel olarak dogrusala yakin yapida bifenil benzimidazol trevi
bilesiklerin in vitro etkileri, DB911 tipi egimli izomerlerden [Cizelge 1.7] daha
yuksektir.

In vitro antiplasmodial aktivite degerleri (ICsp), 0.5 nM ile 23 nM arasinda
degismektedir. Bilesik 1 (DB921) ise in vitro olarak P. falciparum’a kars: bildirilen

en etkili tirevdir.
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Akut Afrika tripanosomiyazis’e olan in vivo etkileri karsilastirildiginda,
sadece bilesik 2 ve 5’de ylksek oranda tedavinin saglandigi, bilesik 3 ve 4’de ise bu
oranin diistiigii, bilesik 1, 6, 7 ve 8’de ise dort deney hayvanindan hig¢birinin yasam

stiresinin 60 giinii gegmedigi gdzlenmistir.

Dogrusala yakin bifenil benzimidazol tiirevi bu molekdllerin in vivo
etkinlikleri, DB911 tipi egimli tiirevlere uymamaktadir. Absorbsiyon ve dagilim gibi
faktorlerin bu farki yarattigi diistiniilmektedir (Ismail ve ark., 2005).

Yapisinda bir veya iki amidin-benzimidazol-fenil yapisi igeren bilesikler
sentezlenmis ve SPR (biosensor-surface plasmon resonance) yontemi ile AT
baglanma sekilleri ve yoreleri incelenmistir. Sonugta amidin-benzimidazol-fenil
yapist iceren alt1 benzer yapidaki bilesigin hedef DNA dizisine U¢ farkli sekilde
baglandigi bildirilmistir. Tek amidin-benzimidazol-fenil yapisi igeren bilesigin, AT
bolgesine iki ayr1 noktadan baglandigi, iki amidin-benzimidazol-fenil yapisi i¢eren
bilesigin ise kuvvetli bir sekilde monomer veya yardimci dimer seklinde tiim ydreye
baglandigi bildirilmistir. Sonuglar kiitle spektrometrisi ve dairesel dikroizm

yontemleri ile de desteklenmistir (Liu ve ark., 2012).

Trypanosoma cruzi’e karsi gelistirilen bilesikler ig¢inde tstinde en ¢ok
calisilan hedef, kruzipain, bu parazitin esansiyel sistein proteinazidir. Yapilan
caligmalar, amidin grubu igeren bazi benzofuroksan turevlerinin bu enzimin
inhibisyonunda lider bilesikler oldugunu gostermistir. Bu verilerden hareketle bu
calismada amidin grubu tasiyan benzofuroksan ve benzimidazol 1,3-dioksit
yapisinda bilesikler [Sekil 1.54] sentezlenmistir. Sentezlenen bu bilesiklerin selektif
antitripanozomal aktiviteleri bulunmustur. Amidin tdrevlerinin kruzipain ile
etkilesimleri gesitli (NMR-T;-differences, DOSY ve STD-molecular docking
programlar1) yontemler ile incelenmistir. Bu bilesiklerin diisiik kruzipain inhibitor
Ozelliklerine ragmen, elde edilen aktivite sonuglari bu bilesiklerin amaca uygun

yapisal Ozellikler igerdigini (aromatik gruplar, protonlanmis parcalar, elektrostatik
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etkilesimler gibi) ve geri doniisimlii olarak kruzipaine baglanabildigini
gostermektedir (Merlino ve ark., 2012).

R= -Ph, -CH,Ph, -CH,CH,Ph, - CHfuril

Sekil 1.54 Amidino benzofuroksan ve benzimidazol 1,3-dioksit tlrevleri

Benzimidazol-DNA komplekslerine dair bilgi edinebilmek igin bir seri
dikatyonik alkil veya alken yapisi iceren bis-benzimidazoliin sentezi yapilmis ve
DNA etkilesimleri incelenmistir. Biitiin bilesiklerin, AT zengin bolgeden DNA’ya
sikica baglandiklari, DNA ve RNA’nin GC zengin kismi ile yok denecek kadar az
baglant1 gergeklestirdigi bildirilmistir. Olusan benzimidazol komplekslerinin spektral
ve kinetik karakterleri DNA mindr kaviteye AT baz ¢iftinden baglandigin
goOstermektedir. Mindr kavite kompleksinin yapisini ayrintili bir sekilde tayin
edebilmek ic¢in etilen uzantili bir benzimidazol tiirevi ile d (GCCAATTCGC)
oligomer kullanilmistir. Bu elde edilen sonuglar ile benzimidazol {izerinde yapilan
stibstitiient degisikliginin DNA baglanma afinitesini nasil etkiledigi ile ilgili sonug
cikartilabilmektedir. Tasarlanan alkil zincirini tasiyan benzimidazoller, pentamidine
kiyasla daha yiiksek antipnomositik aktivite ve daha diislik toksisite gostermislerdir

(Lombardy ve ark., 1996).

Bagka bir grup arastirmaci da proteaz inhibitérleri ve DNA’ya baglanan
bilesikler olarak bilinen dikatyonik siibstitiie bis-benzimidazol yapisindaki tiirevlerin
G. Lamblia’ya karst in vitro ortamdaki antimikrobiyal aktivitelerini incelemistir.
Yapi-etki incelemeleri sirasinda, antigiardiyal aktiviteleri ile, DNA’ya baglanma ve
giardiyal topoizomeraz II enzim inhibisyonu arasindaki iligskiyi arastirmislardir.

Incelemeler sonunda, giardiyal topoizomeraz 1I’nin inhibisyonu ile bu bilesiklerin
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DNA’ya baglanma yetenekleri arasinda gii¢lii bir iliski gozlenmistir. Asagida
kimyasal yapist yer alan [Sekil 1.55] ii¢ bilesigin antigiardiyal aktivitesinin
giiniimiizde bu amagla tedavide kullanilan kinakrin HCI ve metronidazol [Sekil 1.50]

ile kiyaslanabilir oldugu bildirilmistir (Bell ve ark., 1993).

X=-HC=CH- ,

R N N R
@i H—x—~ :@ = -(CH2)2 -
N N
H H

=-(CH2)-

Sekil 1.55 Dikatyonik stbstitlie bis-benzimidazol tirevleri

Dikatyonik bis-benzimidazol tiirevi 10 bilesik i.v. yolla siganlara verilerek,
PCP’e¢ olan etkileri in vivo olarak aragtirtlmigtir. 1,4-bis[5-(2-imidazolinil)-2-
benzimidazolil]biitan, en etkili tiirev olmasinin yan1 sira toksik 6zellik gostermemesi
sebebiyle dikkat c¢ekici bulunmustur. Bu bilesiklerin in vitro DNA’ya baglanma
afiniteleri ile in vivo antipneumosistik etkileri arasinda kantitatif bir iliski olmadigi

saptanmigtir  (Tidwell ve ark., 1993).

Ara zincirinde alken koprisu iceren isopropilamidin bis-benzimidazol
tirevlerinin sentezlendigi bir seri iizerinde yapilan ¢alismada, bu bilesiklerin P.
carinii’den elde edilen Topoizomeraz I ve Topoizomeraz II enzim inhibisyon
degerleri ile P. carinii’ye olan antiparazitik etkileri arasinda beklenildigi gibi bir

korelasyon bulunamamustir.

Bu veriler g6z Oninde tutularak, biyolojik aktif bis-benzimidazoller igin
topoizomerazlarin birincil hedef olmayip DNA’ya bagimli bagka enzimlerin hedef
olabilecegi, ilag metabolizmasinin ve dokulardaki dagiliminin in vitro enzim
inhibisyon degerleri ile in vivo etki sonuglar1 arasinda korelasyon kurulmasini
zorlastirdigi ya da imkansiz hale getirdigi gibi olasi aciklamalar yapilabilecegi

sonucuna varilmistir (Dykstra ve ark., 1994).
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2,5'-Bis-benzimidazol turevi olan ve topoizomeraz inhibitoru olarak bilinen
pibenzimol (Sekil 1.56, Hoechst 33258) bilesiginin DNA mindr kavitedeki AT baz
ciftine baglandigi, oligoniikleotidtlerle yaptig1 ¢esitli kompleksleri {izerinde yapilan
X-1s1nlart kristalografisi ve NMR ¢alismalariyla ortaya konulmustur. Bu bilesigin 2:1
d(CTTTTGCAAAAG), kompleksinin diyagramik gosterimi ve mindr kavite ile
arasindaki dogrudan (adenin N3 ve timin O,) ya da H,O (S) araciligi ile yaptigi
hidrojen baglar1 [Sekil 1.56]’da gorilmektedir (Gavatiotis ve ark., 2000).

N
/@_<N N
HO

CHs
Sekil 1.56 Pibenzimol ( Hoechst 33258)

Hoechst 33258 (pibenzimol), minér kavite baglayici bilesik olarak tzerinde
en ¢ok caligilan benzimidazol turevlerinden biridir (Del Poeta ve ark., 1998, Tanious
ve ark., 2004).

Pibenzimol ve bu bilesigin bisamidinyum tirevi olan DIBIZ [Sekil 1.57]
bilesiginin  d(CGCGAATTCGCG),  dodekaniikleotidi  ile  olusturduklar
komplekslerdeki baglarin sematik gosterimi [Sekil 1.58]’de gorulmektedir. DIBIZ
kompleksinde bilesik ile minor kavite arasinda bes adet dogrudan hidrojen baginin
yan sira, HyO aracili hidrojen baglarinin da olustugu bildirilmistir (Clark ve ark.,
1997).

Sekil 1.57 DiBIZ
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Sekil 1.58 DIBIZ ve Pibenzimol bilesikleri ile d(CGCGAATTCGCG), arasinda
olusan baglarin sematik gosterimi.

Alp ve arkadaslari, bir seri 2’-arilstibstitiie-1H,1°H-[2,5°]-bisbenzimidazolil-
5-karboksamidin tiirevi bilesik sentezlemis [Sekil 1.59] ve T. b. rhodesiense, P.
falciparum, L. donovani ve T.cruzi’e karsi antiparazit etkinlikleri incelenmistir.
Bilesiklerin ¢ogu T. b. rhodesiense, P. falciparum’ a karsi timit verici in vitro etkinlik
gostermislerdir (Alp ve ark., 2009).

Ra
Ry Rs
R1=F, R2=H, R3=H, R4=H Bil 9
H N R,  RI=H, R2=F, R3=F, R4=H Bil 10
N " R1= H, R2=OCH3, R3=0CH3, R4=H Bill7
HN, / R1=H, R2=H, R3=H, R4=H Bil 25
\
N

Sekil 1.59
tirevleri

2’-aril slibstitlie-1H,1°H-[2,5’]-bisbenzimidazolil-5-karboksamidin
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Bu bilesiklerden bilesik 25 C.albicans’a kars1 flukonazol ile karsilastirabilir
bir etkinlik gostermis ve bilesik 9, 10 ve 17 de gosterdikleri ylksek antiparazit
etkinlikten dolay ileri in vivo ¢alismalar i¢in se¢ilmislerdir (Alp ve ark., 2009).

1.3. Kanser - Meme Kanseri

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi, organizmaya yayilici nitelik
kazanmas1 ve metastaz yapmasi ile kendini gdsteren oOldiiriicii bir hastaliktir.
Epidemik boyutta ortaya ¢ikmasi ve gerek hastanin, gerekse yakin ¢gevresinin morali
ve davranigi iizerinde yikici yansimalar yapmasi nedeniyle ¢agimizin en énemli ve
dramatik toplumsal saglik sorunlarindan biridir (Kayaalp, 2002). Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) her yil diinyada kanserden yaklagik yedi milyon kisinin 6ldiigiinii
aciklamistir (WHO, 2013). Amerika Kanser Istatistikleri Arastirma Grubu ise
Amerika’da meydana gelen her dort 6liimden birinin kanserden kaynaklandigini

bildirmistir (Fojo ve ark., 2007).

Diinya niifusunun yaslanmasi, beslenme aliskanliklarindaki degisiklikler,
cevre kirliliginin artmasi, kanseri diinya ¢apinda insan hayatim tehdit eden
hastaliklarin i¢inde en 6nemli noktaya ¢ikarmistir. Bu nedenle antitimor aktivitesi
olan yeni bilesiklerin kesfi giiniimiizde medisinal kimyanin en énemli amaclarindan
biri haline gelmistir (Starcevic ve ark., 2006). Yeni kemoterapétiklerin
gelistirilmesindeki en 6nemli amag, bu bilesiklerin terapotik cevaplarii artirirken

seciciliklerini de ylkseltebilmektir (Stolic ve ark., 2011).

Kanser tek bir hastalik degildir. Cogalan hiicrenin kaynagina, tipine ve
olustugu organa gore ¢ok cesitli sekilleri vardir (Kayaalp, 2002). Bu farkli kanser
tirleri genis Olciide organizmadaki degisen patofizyolojiye ve altta yatan farkh
biyokimyasal yapiya baghdir. Bu farklilasmayr c¢ozebilmek ve bu farklardan

faydalanabilmek i¢in, normal ve neoplastik hiicrelerin bilesenlerinin yapilarini
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¢ozebilmek ve mitojenik sinyal yolaklarini kesfedebilmek gerekmektedir (Manley
ve ark.,2002).

Meme kanseri, hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde, kadinlar
arasinda goriilen malin timdorler arasinda, en sik rastlanan ve en fazla 6liime neden
olan kanser tiridir (Fojo ve ark., 2007). Hayat boyu her sekiz kadindan birinin
kansere yakalanma riski vardir. Batili yasamin benimsenmesi, kentlesmenin artmasi
ve Ozellikle yasam siiresinin uzamasi nedeniyle meme kanseri insidanst 6zellikle
gelismekte olan {ilkelerde giderek artmaktadir. Meme kanseri diinya ¢apinda, ¢ok
biylk bir oranda morbidite ve mortaliteden sorumlu olup, su anda tiim diinyada
kansere bagli Oliimlerin ikinci nedenidir (Rivenbark ve ark., 2013). Uluslararasi
Kanser Ajansi, kadinlarda meme kanser goriilme sikliginin bir énceki tahminlere
gore %20, meme kanserinden oliimlerin ise %14 artigini belirtmistir. Gliniimiizde
tan1 yontemlerindeki hizli ilerlemelere karsin, meme kanseri ozellikle 35-55 yas
grubu kadinlar arasinda 6nde gelen saglik sorunlarindan biri olmaya devam
etmektedir (Hertz ve ark., 2009).

Amerikan Kanser Toplulugu sadece 2013 yilinda, Amerika’da 232 340 yeni
organizmaya yayilict meme kanseri ve 64 640 yeni ‘duktal karsinoma’ tiiriiniin teshis
edildigini bildirmistir (Rivenbark ve ark., 2013). Diinya ¢apinda bu saymin 2013
yilinda (yeni meme kanseri teshisinde) 1 383 500’e ulasgtig1 tahmin edilmektedir.

Turkiye'de de kadinlarda goriilen tim kanser vakalarinin yaklagik dortte birini
olusturmaktadir. Meme kanserine, yayilim gdstermeden, erken donemde tani
konmasi1 durumunda, hastalarin %95'inden fazlasinda iyilesme saglanmakta ancak

%5'i yasamin yitirmektedir.

Bazi korunma ve Onleme yontemleri ile meme kanseri riskini azaltmak
mimkiin olsa da, diisiik ve orta gelirli {ilkelerde gelisen meme kanserinin ¢ok geg

evrelerde teshis edilebilmesi nedeniyle, bu stratejiler meme kanserinin ¢ogunlugunu
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ortadan kaldiramamaktadir. Meme kanseri tedavi edilmezse biyolojik davranisina

gore, uzak organ metastazlari yapmakta ve sonunda 6liime neden olmaktadir.

Kanser tedavisinde asil hedef, biitiin kanser hiicrelerini normal hiicrelere hig
zarar vermeden ya da ¢ok az zarar vererek ortadan kaldirabilmektir ki bu giintimiizde
hala ¢ok zor olan bir hedeftir. Bir ¢ok kanser tiiriiniin patofizyolojisinin anlagilmasi,
normal hucrelere en az etki ederek direkt kanser hticrelerini hedefleyebilmeyi

saglamistir (Manley ve ark.,2002).

Bilim diinyas1 bu hastaliga kars1i yeni ila¢c hedefleri kesfetme {izerine
yogunlagmustir. Onceki yillarda meme kanserinin tedavisi i¢in ¢ok gesitli terapiler
Onerilmis, ancak kullanilan kemoterapdtiklerin biiyiik ¢ogunlugu hiicre ¢ogalmasini
veya yayillmasini etkin bir sekilde inhibe edecek 6zellik gdstermemistir. Son yillarda
yapilan ila¢ gelistirme ve molekiiler hedefleme caligsmalar1 bu problemleri ¢6zmeye
yonelik olarak yapilmaktadir ve tedavilerde hastalardan alinan cevaplarin
gelistirilmesi hayatta kalmanin artmasi ve daha az yan etki ile yasam kalitesinin

yukseltilmesi hedeflenmektedir (Malavaki ve ark., 2013).

Kanser tedavisinde bir¢ok yeni ilag gelistirilmesine ragmen, metastatik meme
kanseri (MBC) hala hastalarin birgogunda tamamen tedavi edilememektedir. Meme
kanseri icin yeni tedavi yontemleri, stratejileri ve teknolojileri sirekli olarak
gelistirilmektedir (Hertz ve ark., 2009).

Meme kanseri ender olarak erkeklerde de goriilmektedir. Klinikte her 100-

200 kadin meme kanserine karsilik, bir erkek meme kanseri ile karsilasilmaktadir.



61

1.3.1. Meme Kanseri

Meme, kadinlarda siit Uretimi ic¢in diizenlenmis farklilasmis bir ter bezi,
tubuloalveolar bir bezdir. Sut Ureten lobil sistemi ile bunlart meme basina aktaran
kanal sistemi, duktusun birlesiminden olusur. Zengin kanlanma, lenfatik yapi, bag
dokusu, yag dokusu, sinirler ve deri memenin seklini vermektedir (Aydintug ve ark.,
2004).

Meme kanseri, meme dokusundaki hiicrelerden gelisen kanserlerdir. Meme
dokusunun herhangi bir yerinden kaynaklanabilir. En sik goriilen tipi; meme
kanallarindan kaynaklanan “duktal” kanser denen kanserlerdir. Bu tip, lobdl ile
terminal duktusun birlesme yerindeki epitelden koken alan bir adenokanserdir.
Organizmaya yayilici duktal kanser gelismeden once duktus epiteli, atipik duktal
hiperplazi, duktal karsinoma insitu gibi evrelerden gecer ve sonunda meme kanseri
gelisir. Bu doniistim on yillarca siirer. Baglangigta siit aktaran kanal sistemi (duktus)
icinde sinirlt olan kanser hiicreleri sonradan kendi bazal membranlarindan ilerleyip
bag dokusu icine gegerler. Bu tir meme Kkanseri tedavi edilmezse biyolojik
davranigina gore, uzak organ metastazlart yapar ve sonunda Olime neden olur
(Aydintug ve ark., 2004).

Siit tireten bezlerden koken alan “lobiiler” kanserler de sik goriiliir. Ayrica
diger dokulardan kaynaklanan daha nadir mediiller, tiibiiler, miisin6z gibi tipleri de
vardir. Meme kanseri olusumunda genetik degisiklikler ¢ok ©nemlidir. Genetik
yapida cesitli faktorlerin ve normal yaslanmanin etkisiyle ortaya ¢ikan bozukluklar
kansere neden olur. Ancak meme kanserlerinin sadece %7-9’luk bir kismi ailesel

gegislidir (www.kanser.gov.tr/ meme kanseri, WHO 2013).

Son yillarda meme kanserinin daha da sik goriilmesi ve erken evrelerde
yakalanabilirse tedavi edilebilir olmasi meme kanserinin erken teshisinin ve
tedavisinin 0nemini artirmaktadir. Meme kanseri, organizmaya yayilici 6zelligine

gore cesitli evrelerden olusmaktadir.
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Evre 0, organizmaya yayilici olmayan kanser (non-invazif karsinoma in situ
ya da karsinoma in situ) olarak adlandirilmaktadir. Lobiiler veya duktal kisimda
anormal hiicrelerin bulundugunu géstermektedir. Cok nadir olarak yayilici kansere

dontismekte, ancak kanser riskinin artmasi bakimindan 6nemli olmaktadir.

Evre | ve evre 1l genellikle erken tan1 donemleri olarak kabul edilmektedir.
Bu evrelerde kanser hicreleri, kanal ve lobiillerin sinirin1 asmis durumdadir. Evre I'
de timor biyiiklig yaklasik 2.5 cm’den daha klglktir ve kanser hicreleri meme
dokusunu asmamustir. Evre II'de tiimor yaklasik 2.5 cm ile 5 cm arasinda ve koltuk
alti lenf bezlerine yayilim ya olmamistir; ya da timor yaklasik 5 cm’den daha

blyuktdr, ancak koltuk alti lenf bezlerine yayilim bulunmamaktadir.

Evre 11l genellikle lokal olarak ilerlemis kanseri isaret etmektedir. Bu evrede
meme i¢indeki tiimor yaklasik 5 cm’den daha biiyiiktiir ve kanser, koltuk alt1 lenf
bezlerine yayilmis durumdadir; veya kanser, koltuk alti lenf bezleri arasinda asiri
Olgiide yayilhim gostermistir; ya da kanser, meme ile komsulugu bulunan diger

dokulara, ayni taraftaki lenf bezlerine de yayilim gostermistir.

Evre IV’de kanser hicreleri viicudun diger bolgelerine de yayilim gostermis
ve metastatik kanser seklini almistir. Kanser, memeyi ve ayni yondeki koltuk alti
lenf bezlerini agmis, viicudun diger bolgelerine de sigramistir (www.kanser.gov.tr,

www.roche.com.tr/meme_kanseri).

Meme kanseri tedavisi, kanserin bulundugu evreye gore lokal, sistemik veya
her iki sekilde de yapilabilmektedir. Lokal olarak uygulanan tedavi yontemleri
cerrahi ve radyasyon tedavisidir. Bu yontemler meme dokusundaki kanserin ortadan
kaldirilmasi i¢in kullanilmaktadir. Sistemik tedavi ile tiim viicut tizerinde kanser
tedavisi yapilmaktadir. Sistemik tedavi uygulamalari, metastaz durumunda ya da

tumoran kacultilebilmesi igin lokal tedaviden dnce de uygulanabilmektedir.
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Meme kanserleri, timor hticrelerinde hormon (6strojen ve progesteron gibi)
veya HER2 (insan epidermal blyime faktori reseptori-2) gibi blyime faktori
reseptorlerinin fazla miktarda bulunup bulunmama durumlarina goére ¢esitli alt tiplere
ayrilir. Bu alt tiplerde hastaligin seyri farkhdir ve tedaviler de buna gore

ayarlanmaktadir.

Meme kanserinin en sik kullanilan tedavi yontemi cerrahidir ve kanser tiiriine
gore farkli uygulamalart bulunmaktadir. Lumpektomide yalnizca kanserli kitle, kismi
mastektomide Kkitle ile meme dokusunun bir boliimi birlikte c¢ikarilmakta,
mastektomide ise meme timiiyle cikarilmaktadir. Bazi cerrahi girisimlerde ilave

olarak koltuk alt1 bolgesindeki lenf bezleri de ¢ikarilmaktadir.

Radyoterapi (radyasyon tedavisi) ile de kanserli bolgeye yiiksek enerji yukli
1sin gonderilerek kanser hicreleri tahrip edilmektedir. Radyoterapiye genellikle
ameliyatlardan sonra basvurulmaktadir. Radyasyon, ameliyat sonrasi meme

dokusunda kalan kanserli hiicrelerin ortadan kalkmasini saglamaktadir.

Kemoterapi ise, kanserli hicrelerin yok edilmesinde, ilaglarin kullanildig:
yontemdir (Aydintug ve ark., 2004, www.kanser.gov.tr , www.roche.com.tr/
/meme_kanseri, WHO 2013).

1.3.2. Imatinib ve Dosetaksel’in Meme Kanserinde Kullanihsi

Kanser tedavisinde bir ¢ok yeni ila¢ gelistirilmesine ragmen, metastatik meme
kanseri (MBC) hala hastalarin bir¢ogunda tedavi edilememektedir. Bu hastaligin
palyatif tedavisinde sitotoksik kemoterapi hala 6nemli bir rol oynamaktadir (Yardley

ve ark., 2009).

Meme kanseri tedavisinde, CMF (siklofosfamid / metotreksat / 5-florourasil)

ve TAC (dosetaksel / doxurubicin /siklofosfamid) gibi tedavi rejimleri uygulanmakta
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ve gorilen olgularin biiyiikk kisminda bu kemoterapétiklere karst giizel cevaplar elde
edilmektedir. Ancak bu olgularin bir kisminda 1-2 yil i¢cinde metastatik hastaligin
tekrarladig1 goriilmektedir. Meme kanseri tedavisinde yapilan son gelismelere gore,
tedavide sitotoksik kemoterapi ile yeni ajanlar birlikte kullanilmakta ve bdylece daha
etkin sonuclar elde edilmektedir . Bu yeni bilesikler de monoklonal antikorlar ve
tirozin kinaz inhibitdrleri gibi amaca uygun yolaklar1 hedef alan bilesiklerdir (Chew
ve ark., 2008).

Organizmada hiicrelerin biiyiimesi, ¢ogalmasi ve apoptozisi gibi olaylar ¢ok
cesitli protein ve enzimlerin rol oynadigi sinyal iletim yolaklar1 ile diizenlenmektedir.
Protein kinazlar da, bu sinyal iletim yolaklarinin ¢ok Onemli bir pargasini
olusturmaktadir (Yenerel, 2010). Genel olarak, anormal tirozin kinaz aktivitesi
ve/veya asirt tirozin kinaz aktivitesi, kanser veya asir1 hiicre ¢ogalmasi gosteren
hastaliklarla iligkilendirilmektedir (Malavaki ve ark., 2013). Bu nedenle tirozin kinaz
reseptorleri, antitimor terapi icin potansiyel hedef olarak onerilmektedir (Brama ve
ark., 2007).

Imatinib (STI-571) [Sekil 1.60], fenilaminopirimidin yapisinda secici ve etkili
bir tirozin kinaz inhibitéridir. Bir ¢ok kanser tiiriinde kullanilmakla birlikte,
Ozellikle Philedelphia kromozom pozitif kronik miyelogendz I6semi (CML) uzerinde
etkili oldugu bildirilmistir. BCR-AbI (tirozin kinaz flizyon proteini), c-Kit ve
PDGFR (platelet kaynakli biliylime hormonu) reseptorlerine karsi etkili oldugu
bilinmektedir (Chew ve ark., 2008).

Sekil 1.60 Imatinib (STI-571)
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Tirozin kinaz enzim aktivitesini onleyerek etkisini gosterdigi bilinen imatinib,
kanser hucrelerinin biylmesini 6nlemekte ve kanser hiicrelerinin 6limine yol agan
apoptozise neden olmaktadir. Sadece kanser hiicrelerinde bulunan BCR-ADI tirozin
kinaz enzimine etki gosterdigi i¢cin hedeflendirilmis terapi 6rnegi de gostermektedir.
[lk defa 2001 yilinda Philedelphia kromozom pozitif kronik miyelogenoz I6semi
(CML) tedavisinde kullanilmak {izere FDA’dan onay almistir (Rocha ve ark., 2008,
Buchdunger ve ark., 2002).

Uyarici biliylime faktorlerinin (trombosit kaynakli biiylime faktorii, platelet
kaynakli biiyiime faktorii, PDGF) pek ¢ok tiirevinin metastatik meme kanserinde ve
diger solid tiimorlerde tedavi icin potansiyel hedefler oldugu bildirilmistir (Yardley
ve ark., 2009). Meme kanserinin gelisimini etkileyen ve hastaligin ilerlemesinde
onemli ve kritik rol oynayan bir cok buyume faktori ve tirozin kinaz reseptorleri

gibi biiylime faktorii reseptorleri bulunmaktadir (Roussidis ve ark., 2004).

PDGF, hiicre biiylimesini ve bdliinmesini diizenleyen, kan damarlarinin
olusumundan sorumlu (kontrolsiiz anjiyogenezis kanserin karakteristigidir) ve tirozin
kinaz reseptor aktivitesinde etkili en dnemli blyume faktorlerinden biridir (Rocha ve
ark., 2008). Mitojenik blylme faktorl olarak da bilinir ve kanser hicrelerinin
gelismesinde rol oynayan; farklilasma, ¢ogalma ve gogten sorumludur (Malavaki ve
ark., 2013). Biuyume faktorleri kanser hiicrelerinde kritik fonksiyonlar1 kontrol eden
hiicre i¢i efektorlerin aktive olmasini saglayan hiicre yiizeyindeki transmembran
reseptorlerin uyarilmalarinda rol oynar. Ozellikle PDGF reseptor sinyalizasyonun,
embriyogenezis sirasinda c¢ok onemli fonksiyonu bulunmaktadir ve bunun asiri
ekspresyonunun ¢ok ¢esitli patolojik durumlara yol a¢tig1 bilinmektedir (Malavaki ve
ark., 2013).

Meme kanseri, PDGF ve PDGFR (PDGFR-o)’nin asiris1 ile ifade
edilmektedir ve tiimoriin ilerlemesi ile iliskilendirilmektedir. Bu bilgilere gére meme
kanserinde PDGF ve PDGFR potansiyel terapotik hedef olarak diisiinilmektedir
(Brama ve ark., 2007).
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Imitanib mesilatin PDGF reseptoriiniin tirozin kinaz aktivitesinde etkili
oldugu yapilan calismalarla kanitlanmistir (Rocha ve ark., 2008). Imatinibin insan
epitelindeki meme kanseri hiicrelerinin biiyiimesini engelledigi bildirilmistir (Brama
ve ark., 2007). Yapilan ¢alismalar imatinibin, tirozin kinazlarin inhibisyonu ile timor
hiicrelerinin biiylimesinde azalmaya neden oldugunu gostermistir. Ayrica yapilan bir
calisma ile spesifik olarak meme kanseri hiicrelerinin inhibe oldugu da belirtilmistir

(Roussidis ve ark., 2004).

2004 yilinda yapilan bir caligmada imatinibin farkli metastatik o6zellik
goOsteren ¢ insan meme kanseri hiicresinde (MCF-7, 2R-75-1, MDA-MB-231)
bliylime ve yayilma etkileri incelenmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda, serum
iceren ortamda biitiin hiicre hatlar1 lizerinde biiylimeyi doza bagimli olarak belirgin
Olciide inhibe ettigi bildirilmistir (Roussidis ve ark., 2004). Ayrica ilging bir sekilde
apoptoziste bir artis gézlenmemistir. Bu da imatinibin sitotoksik 6zellikten g¢ok
sitostatik 6zellikte oldugunu gostermistir. Ayni1 zamanda imatinibin ylksek derecede
yayilict Ozellik gosteren 2R-75-1 ve MDA-MB-231 (meme kanseri) hiicre hatlart
Uzerinde de Onemli derecede inhibisyon yaptigi gozlenmistir. Yapilan bu
caligmalarin sonucunda imatinibin meme kanseri hiicreleri {izerinde hiicre
cogalmasin1 ve yayilmasini belirli 6l¢iide inhibe edici 6zellik gosterdigi ve meme
kanseri tedavisinde 6nemli bir yeri ve etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir (Roussidis
ve ark., 2004). 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada progesteron duyarli MCF-7

hiicrelerine imatinibin 6nemli etkileri de bildirilmistir (Rocha ve ark., 2008).

Dosetaksel (DOCT) [Sekil 1.61], Taxus baccata I. turi bir sis bitkisi olan
porsuk agacinin ignelerinin ekstraktindan elde edilen sentetik bir taksoid tiirevidir.
Yapilan ¢esitli in vivo ve in vitro galigmalarda miikkemmel antitimor aktivite
gosterdigi bildirilmistir (Chevallier ve ark., 1995). Bu bilesigin meme kanseri
tedavisinde aktif oldugu tespit edilmistir. 1990’11 yillardan beri, Dosetaksel, meme
kanseri tedavisinde en etkili olarak kullanilan ilaglardan biridir (Fite ve ark., 2007).
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Sekil 1.61 Dosetaksel (DOCT)

Dosetaksel ilerlemis meme kanseri tedavisinde tek bagina kullanilan en aktif
maddelerden biridir (Ishikawa ve ark., 2004, Yardley ve ark., 2009). Metastatik
meme kanserinin dosetaksele yanit1 %45-60 arasinda degismektedir; ancak yan etki,
ilag direnci ve yuksek maliyet gibi nedenlerden sikintilar olustugu igin giiniimiizde

tedavide kombine halde kullanilmaya baglanmistir (Fite ve ark., 2007).

flerlemis meme kanserinde dosetakselin 100mg/m? dozda etkili oldugu
bilinmektedir ve birinci basamak kemoterapotik olarak kullanilmaktadir. 2004
yilinda yapilan bir ¢alismada dosetakselin 60 mg/m? dozunda meme kanseri iizerinde
etkinlik c¢alismalar1 yapilmistir. 20 hasta T{izerinde gergeklestirilen ¢alismalar
sonucunda 31 haftalik tedavi siiresi sonunda hastalarin %350’si tedaviye tam yanit
vermistir. En ¢ok goriilen yan etkiler notropeni, yorgunluk ve sivi tutulmasidir.
Ancak bu yan etkilerin ilag kullanimmnin kesilmesine neden olacak boyutlarda
olmadig1 da belirtilmistir (Ishikawa ve ark., 2004). Bu c¢alisma sonucunda
dosetakselin 60 mg/m? dozda, kabul edilebilir yan etkilerle, ilerlemis meme
kanserinin tedavisinde birinci basamak ila¢ olarak etkinligi kanitlanmistir (Ishikawa

ve ark., 2004).

1.3.3. Antikanser Etkili Aromatik Diamidin Turevleri

Giliniimiizde kanserin genetik hasar1 da igeren ¢ok asamali bir siire¢ oldugu

bilinmektedir. Antitiimor tedaviden elde edilen faydanin, kisa donem ve uzun dénem
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toksisiteler de diislinlilerek mutlaka cok dikkatle degerlendirilmesi gerekmektedir

(Turner ve ark., 1996).

Son yillardaki en Onemli yaklasimlardan biri, spesifik olarak DNA’y1
tantyacak ve baglanabilecek kiiciik organik molekiillerin sentezi iizerine olmustur

(Stolic ve ark., 2011).

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapdtikler i¢inde en sik kullanilan grup
DNA ile etkilesen bilesikleri igermektedir; DNA alkilleyiciler (alkilleyici ajanlar),
kaviteye baglananlar (mindér kavite baglayicilar), interkalatorler gibi. Bu
bilesiklerden 6zellikle DNA mindr kavite baglayicilarin etki mekanizmalari, 6zellikle
DNA ile etkilesimleri ve timor hiicrelerinin DNA hasarina tepkisi aragtirilmak tizere

cesitli ¢aligmalar yapilmistir (Starcevic ve ark., 2006).

Yapisal olarak minor kavite baglayicilari, DNA ile etkilesime giren DNA-geri
dontisiimli interkalasyon ajanlar1 ve major kavite alkilleyici bilesiklerden ayiran
Ozellikleri sunlardir; DNA mindr kavite ile uyumlu aromatik halkalardan
kaynaklanan genel dairesel sekilde olmasi, tasidiklari Katyonik yiikten dolay1
kavitenin negatif yiikiine baglanabilmenin saglanmasi ve bilesiklerin ¢ogunun H-bagi

yapabilen (dondr ya da akseptdr) atomlar icermesidir (Turner ve ark., 1996).

Mindr kaviteye baglanan antikanser ilaglar, baglanmalarin1 ya geri
dontistimstiz (irreversible) kovalent baglarla ya da geri doniisiimlii (reversible) non-
kovalent baglarla (elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglari, Van der Waals
etkilesimleri,...) yapmaktadir (Turner ve ark., 1996).

Bazi mindr kavite baglayicilarin, DNA onarim sistemini inhibe ederek
mutajenik siirecte degisiklik yapabilecegi bildirilmistir. Ancak, su ana kadar yapilan
caligmalar, mindr kavite baglayicilarin insan DNA’simnin onarim mekanizmasi

tizerinde herhangi bir inhibisyon yapmadigin1 géstermistir (Turner ve ark., 1996).
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Mindr kavite baglayicilarin pek ¢ok tiirli bugiin antitiimoéral ajan olarak
calistimaktadir (Turner ve ark., 1996). En c¢ok calisslan DNA minor kavite
baglayicilari, aromatik diamidinlerdir. Bu bilesiklerin etkilerini, hiicre icin hayati
onemi olan replikasyon, transkripsiyon gibi olaylara midahale ederek ve
transkripsiyon faktorleri ,topoizomerazlar gibi proteinlerle yarigarak gosterdikleri,
son yillarda yapilan ¢ok sayida calisma ile bildirilmistir. Amidinyum yapisinin
DNA’ya baglanmada ve hedef DNA dizisinin taninmasinda etkili oldugu ve DNA
dizisine elektrostatik, VVan der Waals ve hidrojen baglari ile baglandigi bilinmektedir.
Biitiin diamidin tiirevlerinin DNA ile etkilestigi, ancak hepsinin biyolojik aktivite
gostermedigi bildirilmistir. Bu nedenle, molekiildeki kiigiik degisikliklerin biyolojik

aktiviteyi nasil etkilediginin anlagilmasi 6nem kazanmaktadir (Stolic ve ark., 2011).

Pentamidin [Sekil 1.1], insan parazitik enfeksiyonlarinda kullanilan aromatik
diamidin yapisinda bir bilesiktir. Son yillarda pentamidinin antikanser 6zelliklere de
sahip oldugunu bildiren ¢alismalar yapilmistir. Yapilan bir ¢ok calisma ile
pentamidinin in vitro melanoma, prostat, yumurtalik, kolon, meme, akciger ve rahim
kanser hiicrelerine karsi antiproliferatif etkinligi ortaya konmustur (Jung ve ark.,
2011).

Pentamidin, tedavide uzun zamandan beri AIDS’e bagli PCP tedavisinde ve
antiprotozoal (HAT) hastaliklarda kullanilmakta olan katyonik aromatik diamidindir;
cekirdek DNA’s1 iizerinde herhangi bir mutajenik etkisi bildirilmemistir. Sadece
mayalarin mitokondrial DNA’s1 lizerinde ¢ok zayif bir mutajenik etki gézlenmistir.
Bu caligmalar sonucunda mindr kavite baglayici ajanlarin mutajenik etkilerinin

olmadig: sdylenebilmektedir (Turner ve ark., 1996).

Pentamidinin antikanser mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamustir.
Ancak pek ¢ok insan kanser tiiriinde ve metastazlarinda HIF-1a’nin (kanda oksijen
dizeyinin diisiikliigiine neden olan faktor) asir1 sentezlendigi bildirilmistir. Juang ve
arkadaglarinin 2011 yilinda yapmis oldugu bir galismada pentamidinin DU145
prostat ve MDA-MB 231 meme kanseri hucrelerindeki HIF-1a’nin sentezini inhibe
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ettigi ve pentamidinin antikanser etkinliginin bu &zelliginden kaynaklanabilecegi
bildirilmistir. (HIF-lo’nin  protein translasyonunu  diistirdiigli ve protein
degredasyonunu da artirdig1 goriilmistiir.) Bu ¢alisma, pentamidinin potansiyel HIF-
la inhibitorii antikanser bir bilesik olarak ileri calismalara tasinabilecegini

gostermistir (Jung ve ark., 2011).

Protein kinazlarin tiimér olusum ve sonrasinda beslenme ve onarim
asamasinda ¢ok 6nemli bir role sahip olduklar1 bildirilmistir. Protein fosforilasyonu
ve defosforilasyonu hiicre igi sinyalizasyon da ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu
sinyal iletim yollarmni diizenlemek i¢in, insan genomunda yaklasik 700 protein kinaz
ve 100 protein fosfataz gorevlidir. Diger proliferatif hastaliklarda oldugu gibi
kanserde de diizensiz hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve hayatta kalmasi anormal

protein fosforilasyonundan kaynaklanmaktadir (Manley ve ark., 2002).

Timor hiicrelerinde asir1  miktarlarda bulunan fosfatazlarin, insan
timorlerinde potansiyel olarak patojenik rollerinin oldugunun anlagilmasi, yeni
antikanser ilag gelistirmede PRL fosfatazlar1 da gekici bir hedef haline getirmistir
(Pathak ve ark., 2002).

Pentamidinin PRLs inhibitor 6zellik gosterdigi ve bu nedenle de potansiyel
antikanser bilesik olarak kullanilabilecegi bildirilmistir. Pentamidinin terapotik
dozlarinin, in vitro ortamda rekombinant PRL fosfatazlari inhibe ettigi ve asirt
miktarda PRL bulunduran hiicrelerde biiyiime onleyici etkinligi oldugu bildirilmistir.
Pentamidinin terap6tik dozda in vivo WM9 insan melanoma timor hucrelerini
belirgin sekilde inhibe ettigi ve bu sonucun timor hiicrelerinin nekrozunun artmasi
ve PRL-2’nin kanser hiicresinde inaktive edilmesiyle tutarli oldugu gézlenmistir. Bu
calismada elde edilen sonuglara gore, pentamidinin antikanser tedavide potansiyel bir
ajan olarak kullanilabilecegi ve PTPaz hedefli yeni terapdtiklerin gelistirilmesi i¢in

de temel olusturabilecegi diisiiniilmektedir (Pathak ve ark., 2002).
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Pentamidin, Ca*? baglayic1 protein S100B’yi de inhibe ederek, S100B-p53
protein-protein etkilesimini inhibe ettigi ve bdylece melanomada vahsi tip p53 (wild-
type p53) tiimor baskilayict fonksiyonun geri kazanilmasini sagladigi bildirilmistir.
Pentamidinin S100B proteinine p53°tin  baglanma noktasindan baglandig
bildirilmistir. Ayni1 zamanda, bazi fosfataz tiirevi enzimlerin inhibisyonu ile

antikanser aktivitesine katki sagladig belirtilmistir (Smith ve ark., 2010).

18 Cilt kanseri hiicre hatt1 ve bir adet izlenme donemindeki melanoma 6rnegi
Uzerinde pentamidinin etkileri incelenmistir. 1Cso’den ICgo’a kadar alti farkli
konsantrasyonda hiicreler test edilmis ve aktiviteleri incelenmistir. Her
konsantrasyonda tiimor biiylime inhibisyon yiizdeleri hesaplanmistir. Elde edilen
sonuglara gore pentamidinin melanomaya karsi oldukga iyi aktivitesi oldugu
bildirilmis ve bu bilesigin terapdtik kullanimi i¢in var olan umutlar desteklenmistir

(Smith ve ark., 2010).

Pentamidinin in vitro melanoma hiicreleri tizerinde gosterdigi antikanser
etkinlik, bu bilesigin ve tiirevlerinin gelecekte metastatik melanomali hastalarda
kullanilabilme umutlarini desteklemektedir. Niiks eden ya da dayanikli melanomaya
sahip hastalarin tizerinde pentamidinin vahsi tip p53 ve saptanabilir S100B
tizerindeki etkileri incelenmekte ve faz III klinik c¢alismalar1 siirmektedir (Smith ve

ark., 2010).

Diger hiicrelerde de oldugu gibi hiicre dongusi deregilasyonu kanser
hiicrelerinin ortak paydasidir ve bu nedenle de pek ¢ok antikanser ilacin da hedefidir.
Canli organizmalar c¢esitli nedenlerle yapisti bozulan DNA’y1 ¢ok c¢esitli
mekanizmalarla onarmaktadir. Bunlara, kesip ¢ikarma ile onarim (eksizyon ile
onarim), DNA ¢ift zincir kiriklarinin onarimi1 (DSB) (DNA double-stranded break

repair) gibi yontemler érnek olarak verilebilir (Chow ve ark., 2004).

DNA onarim mekanizmasinin, genomik stabilitenin saglanmasinda ve kanser

gelisiminde ¢ok Onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Hiicredeki bu onarim
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mekanizmalar, DNA’y1 hedef alan antikanser ilaglarin, kanser tedavisindeki
etkilerini de azaltmaktadir. DNA onariminda rol oynayan proteinlerin antikanser
ilaclar icin hedef olabilecegi bildirilmistir. Ancak ideal hedef, kanser hicrelerini
Oldiiren fakat kanser hiicrelerinde mutajeniteye neden olmayan bir hedef olmalidir ve
antikanser bilesikler bu hedefi etkileyerek etkinliklerini gostermelidir (Chow ve ark.,
2004).

DNA-DSB onarim sisteminin homolog rekombinant yapis1 bu kritere tam
uymaktadir. Homolog rekombinant olayinda eksik olan hiicrelerin mutajeniteye,
DNA kesip-¢ikarma onarimi ve DNA yanlis eslesme onarimi yolaklarindaki
hiicrelerden daha az egilimli olduklar1 bildirilmistir. Onarilmamis DNA-DSB hasari,
hiicre i¢in 6liimciil bir olaydir (Chow ve ark., 2004).

Endo-ekzoniikleaz enzimi DNA-DSB  onarim ve rekombinasyon
mekanizmasinda gOrevlidir. Endo-ekzoniikleaz, DNA ¢ift sarmalinin kirilma
yolaginda rekombinant onariminda rol oynayan bir proteindir ve ¢ok ¢esitli kanser
hiicrelerinde asir1 miktarda tespit edilmis, bu nedenle antikanser hedef olarak

diisiiniilmiistiir (Chow ve ark., 2004).

Pentamidinin bu enzimi inhibe ettigi yapilan in vitro c¢aligmalarla
kanitlanmistir. Ayrica in vivo Lewis akciger karsinoma hiicrelerini de 6ldiirdigi
bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda, pentamidinin in vitro kanser hicreleri tizerinde
gosterdigi LDsy degerinin endo-ekzoniikleaz enzim aktivitesi ile iligkili oldugu
gozlenmistir. Ayn1 zamanda pentamidinin sinerjistik olarak, mitomisin C, etoposit,
sisplatin gibi antikanser bilesiklerinde DNA zincir koparma ve gapraz bag yapma
gibi sitotoksik etkilerini artirdigi bildirilmistir. Ayrica endo-ekzoniikleaz enzim
miktarmin distirilmesinin, kanser hicrelerinin 5-florourasile duyarli hale getirdigi
de bildirilmistir (Chow ve ark., 2004).

Qui ve arkadasglarimin 2012 yilinda yaptiklar1 bir baska calismada ise,

pentamidinin klinik olarak uygulanabilir plazma konsantrasyonunda, insan losemi
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hlcrelerinin biylmesini diisik oranda inhibe ettigi bildirilmistir. Mekanizmay1
¢ozmeye yonelik yapilan calismalar sonucunda, pentamidin ile tedavi sonrasinda,
mRNA ve protein seviyelerinde DRS miktarinda artis ve antiapoptotik XIAP ve
MCI-1 protein seviyelerinde diislis goézlenmistir. Bu calisma, 16semi tedavisinde

pentamidin ve TRAIL’in kombine kullaniminin 6nemini gostermistir.

Kronik miyelogen6z 16semi, miyeloproliferatif bir bozukluktur. Tirozin kinaz
inhibitord imatinib ile elde edilen guzel sonucglara ragmen, ilerlemis 16semide ve
kronik fazinda tam olarak iyilesme saglanamamaktadir. Yapilan son ¢aligmalara gore
pentamidinin, bu kanser tirlnin tedavisinde de potansiyel bir bilesik olarak
kullanilabilecegi bildirilmigtir. Pentamidinin ayrica melanoma, akciger, yumurtalik,
kolon, prostat ve meme kanseri gibi pek ¢ok insan kanserine karsi etkinligi de

yapilan ¢aligmalarla kanitlanmistir (Qiu ve ark., 2012).

Pentamidinin klinik olarak kullanilabilir dozlarinda, insan 16semi hiicrelerinin
biiyiimesini ¢ok az inhibe ettigi; ancak, K562 hicrelerinde TRAIL-indiiklenmis
apoptozise kars1 hiicreleri duyarli hale getirdigi bildirilmistir. TRAIL normal
hiicrelere zarar vermeden sadece kanserli hiicreleri 6ldiirdiigii i¢in kanser tedavisinde
umut verici olarak gorulmektedir (Qiu ve ark., 2012). Pentamidinin direncli
melanoma tiirtine kars1 Faz II klinik ¢aligmalar1 devam etmektedir (Jarak ve ark.,

2011).

Difenilfuran diamidin tiirevleri, yapilarina gore gosterdikleri antiparazitik ve
antitimor aktiviteleri ile DNA minér kavite baglayicilarin ¢ok 6nemli bir sinifini
olusturmaktadirlar. Bu bilesiklerin etkilerini gosterebilmeleri, asil hedefleri DNA’ya
ulagabilmeleri igin, oncelikle hiicre igine, sonrasinda da cekirdege girebilmeleri
gerekmektedir. Bu molekullerin hucre igine girebilmeleri icin gerekli giglerin ne
oldugu ve molekiiler yapmin bunun iizerindeki etkisi tam olarak bilinmemektedir.
Yapilan bir ¢alismada bunu aydinlatabilmek i¢in bu molekiillerin fluoresan
Ozelliginden yararlanarak cesitli timor hiicrelerine (B16 melanoma, MCF meme

kanseri, A549 akciger kanseri, HT29 kolon kanseri, LNCaP ve PC3 prostat kanseri
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hicrelerinde) epifluoresan ve “confaca”l mikroskopi ile dagilimlart incelenmistir
(Lansiaux ve ark., 2002).

Furamidinin [Sekil 1.13] bisubstitie alkil veya fenil amidin tiirevleri, ilaglarin
hlcre sitoplazmasina ya da hiicre ¢ekirdegine dagiliminin molekiiler mekanizmasini
incelemek iizere kullanilmistir. Yapilan ¢aligsmalar sonucunda terminal ugta aromatik
halka bulunmasimin ¢ekirdege girisi engelledigi ve bunun cekirdekten iceriye alimi
engelleyici faktor oldugu bildirilmistir. Terminal ucunda fenil halkas1 igeren
DB569’un [Sekil 1.62] cekirdege giremeyerek mitokondride biriktigi bildirilmistir
(Lansiaux ve ark., 2002).

Sekil 1.62 DB569 kodlu bilesigin formiilii

Terminal amidin ucunda, aromatik halka icermeyen difenilfuran tirevlerinin
ise c¢ekirdekteki DNA’ya baglanarak etkilesim gosterdikleri bildirilmistir.
Difenilfuran tiirevlerinin DNA’ya baglanma 6zellikleri (baglanma afinitesi ve dizi
seciciligi), ‘DNase | footprinting” ve yiizey plasmon rezonans biyosensor deneyleri

ile incelenmistir (Lansiaux ve ark., 2002).

Furamidin tiirevlerinin DNA baglanma 06zelliklerini ve dizi segiciliklerini
degistirmeden hiicreler arast dagilimini diizenlemenin miimkiin olabilecegi
bildirilmistir. Difenilfuran diamidin tiirevlerine aromatik yapilarin eklenmesi ile
DNA’ya baglanan bu bilesiklerin dagiliminin  degistirilebilecegi, Ornegin

mitokondriye yonlendirilebilecegi bildirilmistir (Lansiaux ve ark., 2002).

Lansiaux ve arkadaslarinin yaptigi bu g¢alisma ile U¢ 6nemli sonug elde

edilmistir. 1- Farkli bir¢ok tiimor hiicresi lizerinde yapilan ¢alismalar ile goriilmiistiir
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ki, furamidin selektif olarak timdor hicrelerinin g¢ekirdeginde birikmektedir. 2-
Difenilfuran tiirevlerinin ¢ekirdege girebilme Ozellikleri direkt olarak molekilin
yapisina baglidir. Amidin gruplarmin alkil gruplar ile siibstitiisyonu, bu bilesiklerin
tiimor hiicrelerine dagiliminda 6nemli farklar yaratmamaktadir. Bu c¢alismada
incelenen Dbutin N-alkil bis(amidinofenil)furan tlrevleri hicre c¢ekirdegine
gecebilmistir. 3- Difenilfuran tiirevleri ¢ekirdege DNA tarafindan ¢ekildikleri i¢in
girebilmektedirler. DNA bu bilesikler i¢in miknatis gibi gorev yapmakta ve DNA
mindr kavite ve ila¢ etkilesimleri bu bilesiklerin neden ¢ekirdekte yigildiklarini

aciklamaktadir.

Furamidin ve tiirevleri hiicrelere girerken, asil hedef olan DNA’nin
bulundugu c¢ekirdek tarafindan ¢ekilmektedir. Yapilan caligmalara gére ayrica; bu
son derece polar biskatyonik bilesikler hiicre membrani ile neredeyse hi¢ etkilesime
girmemekte, plazmada tutunmamakta ve c¢ekirdek zari ile de etkilesmemektedirler.
Sadece bazi katyonik bilesiklerin negatif yiiklii mitokondri tarafindan da ¢ekildigi
bildirilmistir (Lansiaux ve ark., 2002).

Bilesigin terminal gruplarinin yapisina ve hedefe olan goreceli afinitesine
bagli olarak, bilesikler ¢ekirdege (DB75) [Sekil 1.13] ya da mitokondriye (DB569)
[Sekil 1.62] yonlendirilebilirler. Yapilan sitotoksik calismalar da bu sonucu
dogrulamaktadir. Mitokondri ile etkilesen fenil siibstitiie difenilfurandiamidin trevi
Uc bilesik, sentezlenen bilesikler icerisinde en sitotoksik oOzelligi gostermistir. Bu
sonugtan hareketle, mitokondriye hedeflendirilmis bilesiklerin belki de daha etkili
antiproliferatif bilesikler olabilecegi diisiiniilmektedir. Mitokondri, yapisinda niikleik
asitlerin 6nemli bir boliimiinii barindirmaktadir ve bir ¢cok kanser ilacinin hedefinde
olan apoptotik sinyalin yayilmasinda kilit rol oynamaktadir. Mitokondri gilinlimiizde
kanser tedavisi i¢in mantikli ve yararlanilabilir bir hedef olarak diisiinulmektedir
(Lansiaux ve ark., 2002).

Bir seri yeni amidinsbstitiefuramidin tiirevi bilesik sentezlenmis ve ¢esitli

kanser hicreleri (zerinde antiproliferatif etkinlikleri incelenmistir. Furanmono-
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karboksamidinle [Sekil 1.63] kiyaslandiginda, furandikarboksamidin (zincir) yapisi
tasiyan bilesik [Sekil 1.64] hem antiproliferatif etki, hem de segicilik agisindan daha

1yl sonug gostermistir (Jarak ve ark., 2011).
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Sekil 1.63 Furanmonokarboksamidin tiirevi

Furan serisinin aksine, sentezlenen bilesikler igerisinde en iyi antiproliferatif
aktiviteyi ve se¢iciligi izopropil siibstitiie amidin grubunun bulundugu bilesik [Sekil
1.64] gostermistir. Bu bilesigi igeren furan serisinin aksine piridin serisinde en iyi
aktiviteyi stbstitiie olmayan amidin gruplari gostermistir (Jarak ve ark., 2011).
Sentezlenen biitiin bilesikler igerisinde en etkili antiproliferatif aktiviteyi gosteren ve
SW 620 hiicre hatt1 {izerinde etkili olan tek bilesik, 4uM ICsq ile yine izopropil

sibstitieamidin grubu igeren bilesiktir.
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Sekil 1.64 Furandikarboksamidin tlirevi

DNA cift sarmali ile diamidin tiirevlerinin etkilesimi spektroskopik
yontemlerle incelenmis ve bilesiklerin tercthen DNA minér kaviteye baglandiklar1 ve
bir kisminin da RNA ile interkalasyon yoluyla etkilestikleri bildirilmistir. Yapiya
dayali biyolojik aktivite ve DNA/RNA’ya baglanmadaki seciciligin olmayisi, bu
bilesiklerin segiciliklerinin sadece niikleik asitlerle etkilesime dayanmadigini, daha
spesifik baska protein hedeflerinin de oldugunu gostermektedir. (Jarak ve ark.,
2011).
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DNA minér kaviteye baglandigi bilinen netropsin [Sekil 1.65], Hoechst
33258 [Sekil 1.56], pentamidin [Sekil 1.1] gibi bilesiklerin, ¢ok ¢esitli kristalografik
teknikler ve . NMR teknikleri ile yapilan c¢alismalarla DNA ile etkilesimleri
kanitlanmistir. Etkilesimlerin ¢ogunlukla, hidrojen bagi ve Van der Waals kuvvetleri
ile oldugu bildirilmistir. Bilesikler mindr kaviteye baglandiginda, DNA’nin
konformasyonunda sadece ¢ok kiigik degisikliklere neden oldugu ve DNA’nin dogal
seklinin ayn1 kaldig1 bilinmektedir. DNA’ya baglanan bilesiklerin biyolojik etkilerini
daha cok DNA-protein etkilesmelerini engelleyerek gosterdikleri bildirilmistir
(Puckowska ve ark., 2004).

NH, HN

Sekil 1.65 Netropsin

Dokuz adet mono ve bis netropsin tiirevinin karbosiklik analogu ve iki adet
pentamidin analogu bilesik sentezlenmistir. Bu bilesiklerin sitotoksik aktiviteleri,
MCF-7 meme kanseri hiicreleri tizerinde degerlendirilmistir. Yapilan bu ¢alismanin
sonucunda alkiloksi zinciri ile bagli bisnetropsin turevlerinin topoizomeraz
enzimlerinin ikisinin de katalitik inhibitorleri oldugu ve MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde 1limli sitotoksik etki gosterdikleri bildirilmistir (Puckowska ve ark.,
2004).

Antitimaral etkili bir ¢ok bilesigin yapisindaki diizlemsel aromatik yapinin,
DNA ¢ift sarmalina interkalasyon yolu ile baglanarak, DNA topoizomeraz I ve II
enzim inhibisyonu yaptiklar1 ve DNA zehiri olarak adlandirildiklart ¢esitli
caligmalarla ortaya konmustur. Bir seri heterosiklik bilesik ve asiklik prekiirsorleri
sentezlenmis [Sekil 1.66] ve bu bilesiklerin DNA ile etkilesimleri ve in vitro
antitimor  etkinlikleri  incelenmistir. ~ Siklik  tlirevlerin  gosterdigi  yiiksek

antiproliferatif etkinlik, bu bilesiklerin DNA ile interkalasyon yolu ile etkilesiminden
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kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Asiklik bilesikler ise DNA ile etkilesim
gostermemelerini dogrulayarak antiproliferatif etkinlik gostermemislerdir (Starcevic
ve ark., 2006).

Sentezlenen asiklik ve siklik amidino, diamidino ve siyano tdrevlerinin
antiproliferatif etkinlikleri HeLa (rahim kanseri), MCF-7 (meme kanseri), SW 620
(kolon kanseri), MiaPa-Ca-2 (pankreas kanseri), Hep-2 (girtlak kanseri) ve WI 38
(insan fibroblast hicresi) hiicreleri iizerinde incelenmistir. Sentezlenen bilesiklerin
cogu belirli antiproliferatif etkinlik gostermislerdir. Bilesikler, pozitif yiiklii olanlar
ve notral olanlar olmak tzere ikiye ayrildiginda, pozitif yiikli bilesiklerin igerisinde
siklik yapida olanlarin hicre biyidmesini inhibe edici 06zelliklerinin asiklik
yapidakilere gore daha yiiksek oldugu gortilmistiir. Siklik tirevler icerisinde de
monosibstitie izopropilamidino tirevleri digerlerine kiyasla daha yiiksek
antiproliferatif etki gostermistir ve bu durumun buyuk olasilikla sterik engelden

kaynaklandig bildirilmistir (Starcevic ve ark., 2006).

Ry’
Ry
Ri—~ ) Ry’ ‘ O
X
— COOR;

H  COOR, H

X=0,S X=0,8

R{=H, CN R4'=H, iso-pr-am, morph-am

R,=H, CN Ry'= H, iso-pr-am, morph-am

Ry= -CH, -CHs Ry=-CHg, -CoHs

Sekil 1.66 Asiklik ve siklik amidino tirevleri

Bir seri siyano ve amidino substitlie tiyeno[2,3-b] ve [3,2-b]tiyofen-2-
karboksanilid tlrevi ve bunlarin siklik tiirevleri sentezlenmistir [Sekil 1.67]. Siklik
tirevler gesitli hiicre tiirleri lizerinde giiglii ve birbirinden farkli antiproliferatif
etkinlik gosterirken, asiklik amidino siibstitue turevlerin ¢cok daha aktif oldugu, ancak
bltin hiicre tiirlerine kars1 ayni1 oranda sitotoksisite gosterdigi bildirilmistir. Siklik

tiirevlerin etkinliklerini biiyiik olasilikla DNA’ya interkalasyon yoluyla gosterdikleri,
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asiklik analoglarinin ise baska mekanizmalarla etkinliklerini  gosterdikleri

bildirilmistir (Jarak ve ark., 2006).

NHR
Cl
X e}
{14
Y S HN R
X=-S, Y=-H R= -CN, amidine, iso-pr-amidine
X=-H, Y=-S

Sekil 1.67  Amidino slbstitlie tiyeno[2,3-b] ve [3,2-b] tiyofen -2-karboksanilid
tirevi ve siklik turevleri

Bir seri  2,5-bis(amidinofenil)-3,4-ctilendioksitiyofen  tiirevi  bilesik
sentezlenmis [Sekil 1.68] ve bu bilesiklerin DNA min6r kaviteye dominant baglanma
yoresinden baglanip, giiclii bir sekilde DNA’nin ¢ift sarmal yapisini stabilize ettikleri
bildirilmistir (Stolic ve ark., 2011).
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/\
Cl *HAmAmH* cr

NH NH NH NH N N
Am = 4< , 44 s —< s 44 s _</ , 7
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Bilesik 5 6 7 8 9 10

Sekil 1.68 2,5-bis(amidinofenil)-3,4-etilendioksitiyofen turevi

Bilesikler yedi farkli hiicre hatt1 iizerinde orta ve kuvvetli sitotoksik aktivite
gostermistir (1,5-9,0 uM). Bitiin hiicre hatlarindaki yiiksek inhibitor 6zelligine bagl
olarak, bilesik 9’un [Sekil 1.74] hicre igine girebilme ve hicre siklusunu
etkileyebilme 6zellikleri daha ayrintili olarak incelenmistir. Hiicre sitoplazmasina ve
cekirdege girdigi yapilan calismalarla onaylanmistir. Bilesik 9’un timor hucreleri
Uzerine sitotoksik etkisinin, DNA ve RNA ile etkilesimleri ile orantili oldugu
gozlenmistir. Aymi zamanda arastiricilar, yapilan bu ¢alismalarin 15181nda,

bilesiklerin elektron verici Ozelliklerini, hidrojen bagi yapabilme kapasitelerini ve
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Van der Waals etkilesimlerini artirarak, bilesiklerin aktivitelerini ve DNA dizisine
kars1 segiciliklerini artirabileceklerini belirtmislerdir (Stolic ve ark., 2011).

Bisbenzimidazol amidin tiirevleri tizerinde yapilan ¢alismada, en timit verici
biyolojik aktivite alkilsiibstitiic amidin tiirevlerinde gozlenmistir (Stolic ve ark.,
2011) .

1.3.4. Antikanser Etkili Benzimidazol Turevleri

Benzimidazol tlrevlerinin antihelmintik, antifungal, antialerjik, antimikrobiyal,
antiviral, antineoplastik aktivite gibi ¢ok sayida biyolojik aktivitesi tanimlanmistir
(Starcevic ve ark., 2007).

Pedini ve arkadaslar1 1994 yilinda, biyolojik aktif bilesiklerin N-glikozitlerinin
(N-glikozitler, biyolojik aktif aglikon tasiyicist olarak biinyelerinde oz
tagidiklarindan) kimi zaman ana bilesigin etkisini korumasit ve kimi zaman da
arttirmast nedeniyle, sudaki ¢oziiniirliigii artirmak tizere 2-(2’-furil) benzimidazol
yapisindaki tiirevlerin N*-heterozitlerini sentezlemisler ve antilosemik etkilerini
incelemislerdir. Benzer yapidaki molekullerin antildsemik aktivite (Beres ve ark.,
1985; Cottam ve ark., 1985) gostermesi nedeniyle bu turevler de antilosemik
bilesikler olarak tasarlanmistir [Sekil 1.69]. Ancak, yapilan incelemeler sonunda; N*-
glikozit tlirevlerinin, siibstitiie olmamis tiirevler ile karsilastirildiginda daha az aktif

olduklar1 ya da hig antilésemik aktivite gostermedikleri bildirilmistir.

Ry
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/ o R
N
R=H,CLF R1=D-ribofuranoz,D-glukoz,D-galaktoz

R,= H, NO2

Sekil 1.69 2-(2’-furil) benzimidazol tiirevlerinin N'-heterozitleri
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2. Konumda triflorometil, pentafloroetil ve 2-tiyoetilaminodimetil gruplari ile
stibstitiie edilmis benzimidazol tiirevleri sentezlenmis, antiprotozoal ve antikanser
aktiviteleri incelenmistir. Sentezlenen biitiin bilesiklerin belirgin sekilde G.
intestinalis, E. histolytica ve T.vaginalis’e kars1 antiprotozoal etkinlik gosterdikleri
bildirilmistir. Bu tUrevler icinde en iyi antikanser aktiviteyi ise 5,6-dikloro-2-
pentafluoroetilbenzimidazol bilesiginin  [Sekil 1.70] gosterdigi  bildirilmistir
(Andrzejewska ve ark.,2002).

Cl N
Lo
N
Cl N
Sekil 1.70 5,6-dikloro-2-pentafloroetilbenzimidazol

2-H/Metil/aminometilbenzimidazol veya 1,2-dimetilbenzimidazol yapisindaki
bilesiklerin platin kompleksleri sentezlenmis ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatti
uzerinde antiproliferatif Ozellikleri incelenmistir. Platin komplekslerinin MCF-7
hiicrelerine kars1 sisplatinden diisiik, sitotoksik aktivite gosterdikleri bildirilmistir.
Ayrica, 2-aminometilbenzimidazol platin kompleksinin bazi suslara karsi yiiksek

mutajenik etkinligi tespit edilmistir (Glimiis ve ark., 2003).

Bir seri 2-aminobenzimidazol turevi Schiff bazi ve bundan elde edilen 2-
benzilaminobenzimidazol tiirevi bilesik sentezlenerek, in vitro antiproliferatif
aktiviteleri ve SW707( rektal), HCV29T (mesane), A549 (akciger), T47D (meme)
kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri incelenmistir. Schiff bazindaki imin
baginin rediiksiyonu ile elde edilen tiirevlerin daha aktif olduklar1 bildirilmistir.
Para- konumunda metoksi siibstitiienti tasiyan tiirevin benzilamino igeren tireve
gore daha aktif oldugu, brom igeren tlrevlerin de orto-ya kiyasla para- konumunda
bulundugunda daha aktif oldugu bildirilmistir. Klor iceren turevlerde de para-
konumunda Klor igeren tiirevlerin daha aktif oldugu bildirilmistir. En etkili bilesigin

para- konumunda nitro grubu iceren tirev oldugu bulunmustur [Sekil 1.71].
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Sentezlenen tirevlerin timunun, incelenen kanser hiicrelerine karsi in vitro
antiproliferatif aktivitelerinin, uluslararasi kriterlere gore oldukca iyi sonug verdigi
bildirilmistir (Nawrocka ve ark., 2004).

O
N
H

Sekil 1.71 N-(4-nitrobenzil)-1H-benzimidazol-2-amin

Baz1  1,3,5-slbstitlie-2,3-dihidro-2-iminobenzimidazol  tiirevi  bilesikler
sentezlenerek, antiproliferatif etkinlikleri ve sitotoksisiteleri incelenmistir.
Sentezlenen tiirevlerin sitotoksisitesi dort farkli kanser hiicre hatti iizerinde
incelenmistir; insan kolorektal kanser hiicresi HT-29, meme kanseri hiicresi MDA-
MB-231, HeLa, HepG2 ve insan diploid hiicre hatt1 Lep-3. MDA-MB-231 meme
kanseri hiicresine karst 6.2 nM ICsy degeri ile belirgin sitotoksisite gostermistir.
Asagida formiilii verilen [Sekil 1.72] bilesiklerin HT-29’a kars1 sirasiyla 0.85 nM
ve 2,83 nM ICs degerleri ile yiiksek antiproliferatif etki gosterdigi, ayrica,
sentezlenen bitun tdrevlerin  Lep-3’e kars1 proliferatif aktivite gosterdikleri
bildirilmistir. Elde edilen sonuglar, bu bilesiklerin selektif sitotoksisitesini kanitlamig
ve bu bilesiklerin ileri ¢calismalar i¢in aday oldugunu gostermistir (Mavrova ve ark.,

2013).
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Sekil 1.72 1,3,5-slibstittie-2,3-dihidro-2-iminobenzimidazol tirevleri

2-Aminobenzimidazol tirevi antihelmintiklerin hicrelerdeki mikrotiibul

fonksiyonunu inhibe ederek etki gosterdikleri ve bu nedenle antikanser aktivite
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gosterebilecekleri bildirilmistir. Benzimidazol karbamat yapisinda olan ve klinikte
etkin bir sekilde antihelmintik ilag olarak kullanilan albendazolin (metil 5-
propiltiyo-1H-benzimidazol-2-il karbamat) [Cizelge 1.2] yapilan in vivo ve in vitro
calismalar sonucunda karaciger kanseri hiicreleri Uzerinde proliferasyonu inhibe

edici ozelligi oldugu bildirilmistir (Pourgholami ve ark., 2013).

Flubendazoliin [Cizelge 1.2] de lésemi ve myeloma hcreleri (zerinde,
vinblastinden farkl1 bir bolgede tubulin polimerizasyonunu inhibe ederek, nanomolar

konsantrasyonda hiicre 6limiinii tetikledigi bildirilmistir (Spagnuolo ve ark., 2010).

Bir seri 2-(fenil)-3H-benzimidazol-5-karboksilik asit ve metil esterleri
sentezlenmis ve in vitro antiproliferatif etkiler ti¢ farkli meme kanseri hiicre hatti
(MDA-MB231, MDA-MB468 ve MCF-7) tizerinde degerlendirilmistir. Sentezlenen
bilesiklerin ¢ogu referans bilesik sisplatine kiyasla, kiyaslanabilir veya daha biiyiik
antiproliferatif aktivite gostermistir. Bu bilesikler igerisinde en aktif olarak 5-floro-2-
hidroksifenil slbstitiienti tasiyan tiirev [Sekil 1.73] bulunmustur (Karthikeyan ve
ark., 2013).

Sekil 1.73 2-(Fenil)-3H-benzimidazol-5-karboksilik asit ve metil esterleri

2-Slbstitlebenzimidazoliin  ¢esitli  tiirevleri,  2-[(4-oksotiyazolidin-2-
iliden)metil] ve (4-amino-2-tiyooksotiyazol-5-il)]benzimidazol, 2-[(4-florobenziliden
ve sikloalkiliden)siyanometil]benzimidazol, 2-[(4- veya 5-oksotiyazolidin-2-iliden,
4-slibstittietiyazolil-2-iliden  ve  [1,3]tiyazin-2-iliden)siyanometil]benzimidazol
sentezlenmis ve HEP G2 karaciger kanseri hiicreleri, MCF-7 meme kanseri hiicreleri
ve HCT116 kolon kanseri hucreleri Uzerinde antitiimor aktiviteleri incelenmistir.
Sentezlenen bilesiklerin hepsinin 10pug/ml’nin altinda 1Csp degerleri ile oldukega iyi

antitimor aktivite gosterdikleri bildirilmistir (Refaat, 2010).
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Protein kinazlar, htcrenin bolinmesi, biylimesi, O6lmesi gibi ¢esitli
biyokimyasal mekanizmalarin diizenlenmesinden sorumludur. Imatinibin kronik
miyelojendz 16seminin tedavisinde kullanilmaya baslanmasiyla, tiimorle iliskili
protein kinazlarin inhibisyonu, kanser tedavisinde hedef haline gelmistir. Yeterince
selektif olamayan protein kinaz inhibitdrlerinin ¢ok sayida istenmeyen yan etkilere
neden oldugu, ancak, yapilan ¢aligmalarla bu yeterince selektif olmayan bilesiklerin
ilaca kars1 direng kazanan bazi durumlarda faydali oldugu, hatta birkag farkli protein

kinaz mekanizmasinin dahil oldugu kanser hiicrelerinde etkiyi artirdig1 gézlenmistir.

Bir seri 2-anilino-4-(benzimidazol-2-il)-pirimidin tlrevi sentezlenmis ve dort
farkli protein kinaz tiirii tizerindeki aktiviteleri incelenmistir. Asagida formiilii
verilen en etkili tlrev [Sekil 1.74] pek c¢ok kanser hiicresine karsi submikromolar

konsantrasyonda antiproliferatif etkinlik gostermistir (Determann ve ark., 2012).
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Sekil 1.74 2-Anilino-4-(benzimidazol-2-il)-pirimidin tlrevleri

Kazein kinaz 1 (CK1), serin/treonin protein kinaz ailesinde bir enzimdir ve
DNA onarimi, apoptozisi, hiicre siklusu kontrolii, hiicresel biiylime ve hayatta kalma
gibi ¢ok 6nemli hiicresel olaylar1 diizenleyen alt1 izoformu bulunmaktadir. Bir seri
benzimidazol bilesiginin aktivitesinin taranmasi sonucunda, 2-fenilamino-6-siyano-
1H-benzimidazol bilesiginin potent CK1 gama inhibitor 6zelligi, ylksek kinaz CK1
izoform selektivitesi bildirilmistir. Bununla beraber, bu bilesikler yiiksek metabolik
atthm ve disiik ¢oziiniirlik gostermislerdir. Bu bilesikler {izerinde yapilan ileri
yapiya dayali optimizasyon calismalar1 sonucunda tasarlanan asagida formdilii verilen
bilesik [Sekil 1.75] enzimatik ve hiicresel a¢idan oldukga iyi bir etkinlik gostermis ve

CK1 izoform ve kinaz selektivitesi de 6nceki bilesige kiyasla artirilmistir. Ayrica, bu
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bilesigin farmasotik ozellikleri de daha kabul edilebilir sinirlara ¢ekilmistir (Hua ve

ark., 2012).
N
T
NC N

OH

Sekil 1.75 2-Fenilamino-5(6)-siyano-1H-benzimidazol tirevi

1.3.5.Antikanser Etkili Amidino Benzimidazol Turevleri

Bir cok aromatik diamidinin DNA mindr kavitesine AT ce zengin bdlimden
baglandig1 ve pek cok firsatg1r enfeksiyona karsi etkili oldugu yapilan calismalarla
bildirilmistir. Bu bilesiklerin etki mekanizmasint agiklamak {izere pek c¢ok
mekanizma gelistirilmistir. Mindr kaviteye baglanmada etkili olan faktdrlerin
arasinda; hidrojen bagi, elektrostatik etkilesmeler, Van der Waals baglar1 ve
molekiiliin kavis ¢apmin etkili oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda, terminal
ucta bulunan amidin gruplarmin yapisinin, dikatyonik yapiyla olusan DNA
kompleksinin stabilitesine 6nemli 6lglide katkida bulundugu goériilmiistiir (Starcevic
ve ark., 2003).

Amidino benzimidazol tiirevlerinin antitiimor etkinligine dair ¢ok fazla sayida
kaynaga rastlanamasa da, amidino ve benzimidazol gruplarinin ayri ayri antitiimoral
etkinliklerinin yiiksek olmasi, bu gruplarin olumlu yapisal o6zelliklerinin
birlestirilmesi ile antitiimdr etkinligi umut verici bilesikler sentezlenmistir (Starcevic

ve ark., 2007).

Heterosiklik bilesikler iizerindeki amidino ve siibstitiie amidino gruplarinin
farkli biyolojik aktivitelere neden oldugu bilinmektedir (Starcevic ve ark., 2003).

Bundan hareketle Starcevic ve arkadaslari bir seri amidino benzimidazol siibstitiie
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bis-1,2-(2-tiyenil)eten ve benzo(1,2-b:4,3-b")ditiyofen yapisinda bilesigi, amidino
stbstitie o-fenilendiaminlerin ilgili dialdehit ile reaksiyonu sonucunda elde
etmislerdir [Sekil 1.76]. Sentezlenen bitiin amidino benzimidazol turevlerinin, DNA
mindr kavite baglayici ve interkalator olarak kanser tedavisinde etkili olabilecekleri

disiiniilmektedir (Starcevic ve ark., 2003).
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Sekil 1.76 Amidino benzimidazol sibstitliebis-1,2-(2-tiyenil)eten ve benzo(1,2-
b:4,3-b")ditiyofen tlrevleri

H* CI
N

Bir seri substitlie amidino-benzimidazolil-furil-fenil-akrilik asit esteri ve
stibstituieamidinobenzimidazolilnafto[2,1-b]furan karboksilik asit esteri sentezlenmis
ve in vitro sitotoksik aktiviteleri, malin hiicre hatlari; pankreas kanseri (MiaPaCa2),
meme kanseri (MCF-7), rahim kanseri (HeLa), girtlak kanseri (Hep2), kolon kanseri
(HT29), melanoma (HBL) ve insan normal fibroblast hlcre hatti (WI38) tizerinde
incelenmistir. Biitiin bilesikler tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmistir.
Inhibisyon ozellikleri bilesiklerin konsantrasyonuna gore degismekte, ancak etki
gosterilen tiimdr hiicreleri arasinda bir farklilik gostermemektedir. Substitlie olmayan
diamidin tdrevinin, timor hucrelerine karst herhangi bir etkisi gozlenmemistir
(Hranjec ve ark., 2003).

Proteaz enzimlerinin organizmada pek ¢ok yolakta gorev aldiklari, bu nedenle
cok sayida hastalikla da iligkilendirilebilecekleri ve proteazlarin tiimdr hiicrelerinin

biiylimesi ve yayilmasinda rolleri oldugu bilinmektedir.
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Benzimidazol yapisi, bir ¢ok metalo ve serin proteaz inhibitorii bilesigin ana
yapisini olusturmaktadir ve etkilesimlerinin yapisindaki imidazol halkasinin H-bagi
yapabilme ve [I-[] etkilesimlerinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Aromatik
amidin molekiillerinin de ayni sekilde proteaz enzimlerinin yarismali inhibit6ri
olduklari, amidin grubunun bir c¢ok proteaz enziminin aspartik asit kismina
baglandig1 bilinmektedir. Bu nedenle proteazlar kanser tedavisinde hedef olarak

diistintilmektedir (Starcevic ve ark., 2007).

Young ve arkadaslar1 da cesitli amidinobenzimidazol tiirevlerinin g¢esitli
koagiilasyon (pihtilasma) proteaz enzimini inhibe ettigini yaptiklar1 calismalar ile
kanitlamislardir. Amidino benzimidazol tiirevlerinin ayrica dipeptidil peptidaz III
enzimine baglanarak, bu enzimi giiglii bir sekilde inhibe ettigi de bildirilmistir

(Young ve ark., 2006).

5. Konumda amidino siibstitiienti, 2. konumda gesitli heterosiklik halka
tasiyan (piridin, N-metilpirol veya imidazol) bir seri heterosiklik benzimidazol turevi
bilesik sentezlenmis, antitiimoral ve antiviral etkinlikleri incelenmistir. En belirgin
antiproliferatif aktiviteyi, imidazolinilamidino siibstitlienti tagiyan bilesik 6 ve 9
[Cizelge 1.9] gostermistir. Biitiin bilesikler, MCF-7, meme kanseri hiicre hatti
tizerinde dikkate deger selektivite gostermistir. 2. Konumda piridin halkas1 iceren

tirevler de en iyi antiviral aktiviteyi gostermistir (Starcevic ve ark., 2007).

5. Konumunda amidino siibstitlienti tasiyan benzimidazol tiirevlerinin
antikanser etkinligi, 2. konumunda tasidig1 heterosiklik siibstitiiente gore ¢esitlilik
gostermektedir. 2. konumunda heterosiklik halka olarak imidazol halkasi tasiyan
bilesiklerin hepsi [Cizelge 1.9] genel olarak ilimli antiproliferatif aktivite gostermis
ve normal hiicrelere karsi sitotoksisite gostermemistir. Ayrica bilesik 1 ve 3’{in (daha
onceki yapilan c¢alismalarda) dipeptidil peptidazlara karst inhibitér ozelligi
bildirilmistir (Starcevic ve ark., 2007 ).
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Cizelge 1.9 MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin ve WI-38 insan fibroblast
hicrelerinin in vitro biiytime inhibisyon degerleri

N
L
R; N

S MCE-7 WiI-38
Bilesik Ry R, ICes o
N\T NH," CI
1 — ", 7.243 >100
N 4/<NH2+C|'
2 — Y { 26+26 >100
Ns, N
3 — %\Nj >100 >100
7\ NH,"* CrI
4 49 — 1243 >100
ﬂ NH,* CI
5 N —X < 2018 >100
HsC
/ ¥
6 N — ] 5+1 15.6+1.9
HsC N
— NH,* Cl
7 \_/ —/<NH >100 59.4+42.7
2
_ _/<NH2*C|
8 \_7 HN4< 50+23 20.4+9.9
= N
9 \_7/ %\N] 12+6 12+2
Sisplatin 12+6 19+20
Etoposid 50+30 -

Imidazol yerine tek heteroatom igeren siklik halkalarin getirilmesi aktivitede
belirgin bir artisa neden olmus, ancak, aynt zamanda normal hiicrelere karsi
sitotoksisitesinde de artis meydana gelmistir. Bilesik 6 ve 9’un (her ikisinde de
imidazolinil-amidino siibstitiienti bulunmaktadir) [Cizelge 1.9] bitin test edilen
hiicrelere karst kuvvetli inhibitor ozelliklerinin yaninda hafif sitotoksik
aktivitelerinin de bulundugu belirtilmistir. Bilesik 8’in ise (N-isopropilamidino
stibstitiienti tagiyan), H460 hiicre hatti1 digindaki hiicrelerin hepsinde antiproliferatif
etkinlik gosterdigi bildirilmistir. Sentezlenen bilesiklerin hepsi (6zellikle karboksi
amidino ile bilesik 1 ve N-isopropilamidino siibstitiisyonu ile bilesik 6) [Cizelge 1.9]



89

meme kanseri hiicre hatt MCF-7 Uzerinde belirgin secici etki ile antiproliferatif

etkinlik gostermistir (Starcevic ve ark., 2007).

Meme kanseri hiicreleri tzerinde gorulen belirgin secicilik, daha dnce benzer
sekilde bisbenzimidazol tiirevlerinde de gozlenmistir. Bu nedenle meme kanseri

hiicrelerine olan seg¢iciligin benzimidazol yapisindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Benzimidazollerin pek c¢ok etki mekanizmasi agiklanmis olsa da (DNA
kaviteye baglanma, topoizomeraz I ve II inhibisyonu, mikrotiibiillerle etkilesme,
timor helikazin inhibisyonu gibi) MCF-7’ye karsi etki mekanizmasi heniiz
bilinmemektedir. Ancak MCF-7 hiicrelerinin Ostrojen bagimli meme kanseri hiicre
hatlar1 oldugu diisiiniilecek olursa, bu se¢iciligin benzimidazollerin antidstrojenik
etkilerinden kaynaklanabilecegi ve yine bu bilesiklerin etkinliklerini birden fazla

mekanizma Uzerinden gosterdikleri disiiniilmektedir (Starcevic ve ark., 2007).

Furil-fenil ve tiyenil-fenil akrilat, naftofuran ve naftotiyofenden hareketle
tasarlanan, bir seri amidino substitlie benzimidazol tirevi bilesik sentezlenmis [Sekil
1.77] ve antitumor etkinlikleri ve DNA ile etkilesimleri incelenmistir. Sentezlenen
tim bilesikler, yapilarina bagli belirli bir fark gostermeden, farkli ve giiclii antitimor
aktivite gostermistir. Bilesik 6 ve 9 [Sekil 1.77], insan fibroblast hiicrelerine (WI-38)
kars1 belirgin bir selektivite gostermigtir. MCF-7 tiimor hiicre hatti biitlin bilesiklere
karst duyarlilik gostermistir. Bu gozlenen selektivitenin benzimidazol yapisindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Benzimidazol halkasinin &zellikle MCF-7 hucre
hattinda p450 (CYP-1) enzimini uyardigr bilinmektedir. Bu enzimler, g¢evresel
toksinlerin ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunun ya da biyoaktivastonunun ilk
basamagini katalizlemektedir., MCF-7 meme Kkanseri hiicre hattinin gesitli
benzimidazol tiirevleri ile tedavi edilebildigi cesitli ¢alismalarla gosterilmistir.
Ozellikle bilesik 4, 6 ve 7’nin DNA mindr kavite ile etkilesimleri gosterilmistir.
Siklik tiirevler bilesik 8 ve 9’un ise DNA baz c¢iftlerinin arasina interkalasyon yolu
ile baglandig1 bildirilmistir. Bunlarin disinda sentezlenen bilesiklerin bagska baglanma

yollar1 ile de DNA’ya baglanabildikleri bildirilmistir.
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Bilesik 4 ve 9’un ct-DNA ile daha fazla baglanma noktasindan baglandigi ve
bunun bilesik /DNA oranina da bagli oldugu bildirilmistir.

R
Rj N Rs N ‘
L mﬂj TL~1C
N  XTN\F N X
H Ry H Re

4 X=0, R4=H, R,=COOMe, R3=i-pr-amidine 7 X=0, R4=H, R,=COOMe, R;=i-pr-amidine
5 X=0, R4=CN, R,=COOEt, R3=i-pr-amidine 8 X=0, R4=CN, R,=COOEt, R3=i-pr-amidine
6 X=S, R;=H, R,=COOMe, R3=i-pr-amidine 9 X=S, R4=H, R,=COOMe, Rs=i-pr-amidine

Sekil 1.77 Amidino substitlie benzimidazol tirevleri

Bir seri N-sibstitie amidino-1-hidroksi benzimidazol tiirevi bilesik [Sekil
1.78] sentezlenmis ve in vitro sitotoksik aktiviteleri insan 16semi hiicre hatlari, HL-
60, K-562 iizerinde incelenmistir. Yapilan ilk ¢alismalar sonucunda bilesik 16, 20, 21
ve 23’tin HL-60 hiicre hatt1 {izerinde orta derecede antitiimér etkinlik gosterdikleri
bildirilmigtir. Bu gézlemlenen antitiimor aktivitenin mekanizmasini anlayabilmek
amaciyla, bilesiklerin apoptotik ve otofajik genlerin ifadelenmesi zerindeki etkileri
incelenmistir. Yapilan ileri ¢alismalar sonucunda, bilesik 21’in otofajik ve apoptotik
genlerin ifadelenmesini artirdigi ve HL-60 hiicrelerinin apoptozisine neden oldugu
bildirilmistir (Alp ve ark., 2013).

R N
e S>—R,
HN N
\
NH OH
Ry R,
15  isopropil n-propil
16 H fenil
17  isopropil fenil
18  n-butil fenil
19 2-(dimetilamino)etil fenil
20 benzil fenil
21 benzil 2,4-diklorofenil
22  isopropil 1-naftil
23 isopentil 1-naftil

Sekil 1.78 N-stibstitiie amidino-1-hidroksi benzimidazol tiirevi
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1.4.Benzimdazollerin Kimyasal Ozellikleri

Benzimidazol halka sistemi [Sekil 1.79] imidazol halkasinin, benzen halkasina 4

ve 5. konumlarindan kaynasmasi ile meydana gelmistir.

7 H
6 Nt
)2
5 N
4 3

Sekil 1.79 Benzimidazol

Yukaridaki formiilde de goriildiigli iizere, benzimidazol halka sistemi iki
farkli yapida azot atomuna sahiptir. Bunlardan biri, {izerinde hidrojen tasimaktadir
ve “pirol azotu” veya “ imino azotu “ olarak tanimlanmaktadir. Hidrojen tagimayan
ve tersiyer yapida bulunan diger azot ise “piridin azotu” veya “tersiyer azot” olarak
adlandirilmaktadir. Imidazol halkasi igin kullanilan bu adlandirmaya benzimidazol
halkast i¢in de bazi literatlirlerde raslanmaktadir. Benzimidazol halkasinin
numaralandirilmasina, hidrojen tasiyan azottan baslanmakta ve 3 numara diger azota
verilecek sekilde devam edilmektedir. Serbest imino hidrojenine sahip
benzimidazoller tautomerik  karakter  gosterirler. Bu serbest  hidrojenin
stibstitiisyonu tautomerizim ihtimalini ortadan kaldirir ve kesin yapiy1 tanimlamak
miimkiin olur. Boyle bir durumda numaralandirma siibstitiie azot iizerinden

baglayarak yapilir (Hoffmann,1953).

Benzimidazoller olduk¢a yiiksek erime ve kaynama noktasina sahip kati
bilesiklerdir. Ornegin : Benzimidazoliin kendisi 170 °C de erir . Bu bilesikler polar
cozlculerde cok (polar olan ¢ozictlerde serbest imino hidrojeni assosiye halde
bulunur), polar olmayan c¢oziicilerde ise az ¢oziiniirler. Imino hidrojeninin

siibstitiisyonu  kaynama ve erime noktalarin1  Onemli Olglide  diisiiriir

(Hoffmann,1953).
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Hisano ve Ichikawa (1974), benzimidazol halka sisteminin 2. konumuna
H, metil, 2-piridil, 4-piridil , 2-kinolil ve 4-kinolil gibi stbstittentleri getirilip pKa
degerlerini incelediklerinde, en yiiksek pKa degerine 2-piridil tlrevinin sahip
oldugunu belirtmislerdir. Bunun nedeninin piridin azotu ile benzimidazolin imino

hidrojeninin, hidrojen bagi yapmasi oldugu saptanmustir [Sekil 1.80].

Sekil 1.80 Benzimidazoliin imino hidrojeni ile piridin azotunun hidrojen bagi

Benzimidazoller, amfoterik bilesikler olduklar1 i¢in metallerle tuz
olustururlar. Kaynar sudaki benzimidazol cozeltisine AgNOg3 ilavesi ile suda az
¢Oziinen glimiis tuzu olusur. Bu tuz seyreltik mineral asitlerde ve asetik asitte
cozinur. Benzimidazollerin asidik karakterlerinin bir diger gostergesi ise
Grignard  bilegikleri ile reaksiyona girerek N-Magnezyum halojenurleri
vermesidir. Benzimidazollerin imino hidrojeninin slbstitlsyonu pseudo-asidik
karakteri ortadan kaldirir. Elektronegatif gruplar benzimidazollerin asidik
karakterlerini artirirlar. Ornegin: Nitrobenzimidazoller, sodyum karbonat veya sulu

amonyak cozeltileri ile tuz olusturacak kadar asidiktir.

Rogers ve Clayton, 1972 yilinda yaptiklart c¢alismada benzimidazol
halkasinin asitlerle protonlandigini, floresans dalga boylarimin farkli olmasi ile
kanitlamislardir. Protonlanan benzimidazoller 365 nm de floresans verirken,
protonlanmamis tiirevleri 305 nm de floresans vermektedir. Bu ¢alismadan
hareketle benzimidazollerin asitlerle tuz olusturma 6zelligine sahip bazik bilesikler
oldugu anlagilmistir. Bazik karekterleri piridin azotunun proton yakalama
kabiliyetinden kaynaklanmaktadir. Benzimidazol (pKa 5.5 ), imidazolden (pKa7.0)
daha zayif bir bazdir. Bu farklilik imidazol ve benzen halkalari arasindaki
konjugasyondan kaynaklanmaktadir. Konjugasyondan dolay1 rezonans nedeniyle
halka dayaniklig1 artmakta ve bdylece piridin azotunun proton yakalama kabiliyeti

azalmaktadir. Benzimidazoller, asitler ve bazlara karsi olduk¢a dayaniklidirlar
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ve  oksitleyici  bilesiklerden kolay etkilenmezler. Metilbenzimidazollerin
permanganat ile oksidasyonu, benzimidazolkarboksilik asitleri verir. Ancak
permanganat ile  yapilan kuvvetli  oksidasyon, benzimidazoliin 4,5-
imidazoldikarboksilik aside donmesine neden olur (Rogers ve Clayton,1972).
Serbest imino hidrojeni iceren  benzimidazoller, tautomerik  sistemlerdir.
Benzimidazollerin tautomerik karakteri nedeniyle asagida da gosterildigi gibi 3-
nitro-4-asetamido-benzoik asit ve 4-nitro-3-asetamidobenzoik asitin rediksiyonu ile

tek ve ayn1 benzimidazol elde edilmistir (Green ve Day,1942) [ Sekil 1.81].

0
|
H3C—C—HN@COOH
ON~ ~ Hooc N
N | Rediiksiyon . @[ >~CH3
N

ON —COOH H
HiC—C-HN
Sekil 1.81 3-Nitro-4-asetamido-benzoik asit ve 4-nitro-3-asetamido benzoik

asitin reduksiyonu ile benzimidazol eldesi

Benzimidazoliin tautomerizmi, noétral sartlarda da olusmaktadir. 2,5-
dimetilbenzimidazol, metiliyodiir ile reaksiyona sokuldugunda 1,2,5,-trimetil
benzimidazol ve 1,2,6-trimetilbenzimidazol, ayri ayri elde edilmekte ve her iki
izomer tekrar metil iyodir ile kuaternize edildiginde tek bir tiireve ulagilmaktadir
(Green ve Day, 1942) [ Sekil 1.82].

HsC

N N
HsC N \_ N\
@[ >—CH3 CHal \@N> CH; + | N> CHs
HsC
N | 3 |
H | CH3 CH3 |
J CHal
GHs
HsC N
O bos «
N
CH3

Sekil 1.82 2,5- Dimetilbenzimidazolin metiliyodr ile reaksiyonu
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Ayrica, Elquero ve arkadaslari (1975) 'H-NMR spektroskopisi ile 2.
konumda, heteroatom iizerindeki hidrojen ile intramolekiiler hidrojen bagi
yapabilen bir siibstitiientin bulunmasi halinde, proton degisme hizinin yavasladigini
kanitlamiglardir. Ayn1 zamanda ortama konsantre H,SQO, ilavesi ile benzimidazolium
iyonu olusturarak da bu siire¢ biiyiikk Olglide yavaslatilabilmistir. Zira bu esnada
H-2 protonu azot atomlart lizerindeki her bir hidrojen ile etkileserek triplet

vermektedir (J1,2 =J2,3 = 2.5 Hz).

5(6)-Metilbenzimidazol gibi simetri diizlemi igermeyen tiirevlerin iki farkli
izomer formuna sahip olmast imino azotunun varhigindan kaynaklanmaktadir
[Sekil 1.83]. Bu tip bilesiklerde kesin yapiyr tanimlamak miimkiin olmayabilir.
Asagida goriildiigii gibi 5-metilbenzimidazol, 6-metilbenzimidazollin tautomerik
formudur. Aymi  durum 4(7)-substitlie benzimidazoller ile de 6rneklenebilir
(Rabinowitz ve Wagner, 1951) .

HsC N Hs H
L — 0
H N

Sekil 1.83 5-Metilbenzimidazol, 6-metilbenzimidazoliin tautomerik formu

Benzimidazol ve simetri diizlemi igeren tiirevlerin tautomerik formlar1 ise
birbirinin aynidir ve bu durumda kesin bir yap1 belirlemek miimkiindiir. Ornegin:
2-metil, 5,6-dimetil ve 4,7-dimetil benzimidazol simetri dizlemine sahiptir.
Benzimidazoliin, benzen halkas1 iizerinde simetri diizlemini bozacak sekilde
slibstitlient tagimasi halinde imino hidrojeni siibstitiie edilecek olursa, iki farkli

izomer karigimi elde edilmektedir (Hoffmann,1953).

Benzen Uzerindeki substitiientin karakteri azot Gzerinden  sibstitisyonu
etkilemekte ve genellikle farkli verimlerde izomerlerin elde edilmesine neden
olmaktadir. 4. Konum siibstitiientleri, onemli 6l¢iide elektrostatik, termodinamik ve

sterik etkilere sahipken, 5. konumdaki siibstitiientlerde bu etkilerin yeterince baskin
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olmamasi nedeniyle izomer olusum oraninin bu etkilere bagli olarak degistigi de

bildirilmistir (Howell ve Rasmussen, 1993).

Benzimidazollin 5(6). konum substitlientlerinin tautomerik denge (izerinde az
bir etkisi olmasi nedeni ile bu tip siibstitiientler varliginda, hemen hemen esdeger
miktarda regioizomerlerin olustugu bildirilmistir (Arnau ve ark., 1995). 2-Furil ya da
tiyenilsubstitue benzimidazol turevleri ile, DMSO iginde tautomerizm gozlenirken,
2-fenilbenzimidazolde gdzlenememesinin, molekilde, heteroaril gruplar varhiginda

NH asiditesinin artmasina bagli olabilecegi bildirilmistir (Lee ve Jeoung, 1996).

lemura ve arkadaglar1 (1989) 2-kloro-4-metoksibenzimidazolin, imino
hidrojeninin slbstitisyonu ile 2-kloro-1-(2-etoksietil)- 4-metoksi-1H-benzimidazol
ve 2-kloro-1-(2-etoksietil)-7-metoksi-1H-benzimidazol yapilarini elde etmisler ve bu

izomerleri kolon kromotografisi ile ayirmayi1 basarmuglardir [ Sekil 1.84].

OMe OMe

N
N Br(CHz)20Et N N
N NaH N N

|
H (Cng)ZOEt OMe  (CH,),0Et

Sekil 1.84 2-Kloro-1-(2-etoksietil)- 4-metoksi-1H-benzimidazol ve 2-kloro-1-(2-
etoksietil)-7-metoksi-1H-benzimidazol sentezi

Matassa ve arkadaslar1 (1990) 5-nitrobenzimidazoli, 3-metoksi-4-bromometil
metilbenzoat ile 1. konumdan alkillediklerinde elde ettikleri izomer karigimini

kolon kromotografisi ile ayirabildiklerini saptamiglardir.

Alcalde ve arkadaslart (1991) 2,4,6-trifenilpiridinyum benzimidazolat
(ictuz) ile metiliyodiirden hareketle elde ettikleri izomer karisimini kristalizasyon
ile ayirmaya calistiklarinda, 6-metoksi izomerini saf olarak elde edebildiklerini
ancak 5-metoksi izomeri i¢in bunun miimkiin olmadigi sonucuna ulagmiglardir

[ Sekil 1.85].
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Sekil 1.85 2,4,6-Trifenilpiridinyum benzimidazolat ile metiliyoduriin reaksiyonu

Alcalde ve arkadaslar1 (1992) yukarida verilen ¢alismalara benzer olarak elde
ettikleri izomer karigimini kristalizasyon teknigi ile ayr1 ayr1 saf olarak elde

ettiklerini bildirmislerdir.

Katritzky ve Rachwal (1994), alisilagelmis alkilasyon sartlarinda karsilagilan
izomer sorununu ¢ozimlemek (zere, 5-nitrobenzimidazol (zerinden selektif
alkilasyon ile  1-metil-5-nitrobenzimidazol ve 1-metil-6-nitrobenzimidazol
regioizomerlerinin ayr1 ayr1 elde edilebilecegini bildirmislerdir. Arnau ve arkadaslari,
(1995) ise sentez sonucu elde ettikleri izomer karisimini ancak preparatif ince tabaka

kromatografisi ile ayirabildiklerini gostermislerdir.

1995 wyilinda yapilan diger bir calismada ise, 1-(p-florobenzil)-2-(4-
metilpiperidin-1-il)metil-5 ve 6-kloro-1H-benzimidazol izomer karigimmin kolon

kromatografisi ile ayrilabildigi saptanmistir (Goker ve ark., 1995).
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1.5. Benzimidazollerin Genel Sentez Yontemleri

Benzimidazol tiirevi bilesiklerin sentez yontemlerinde baslangic maddesi olarak
genellikle o-fenilendiamin ya da sibstitle o-fenilendiamin tirevleri

kullanilmaktadir.

1.5.1. Acillenmis o-nitroarilaminlerden hareketle :

[k benzimidazol sentezi, 1872 yilinda 2-nitro-4-metil asetanilidin rediiksiyonu ile
gerceklestirilerek 2,5 (veya 2,6 ) dimetil benzimidazol tirevine ulagilmistir [Sekil

1.86] (Wright,1951).

H
H3C N02 Sn/ HCI H3C NH2 - Hzo H3C N
)—CHs
NHCOCH3 NHCOCH; N
\ - H,0
H
N
JSwat
HsC N

Sekil 1.86 Acillenmis o-nitroarilaminlerden hareketle benzimidazol sentezi

o-Dinitrobenzen turevlerinin kalay klortr ile hidroklorik asit ve asetik asit
varliginda, izole edilmeksizin rediiksiyonu benzimidazol yapisinin  olugmasini
saglamaktadir. 1,2-dinitro-3,4,5,6- tetrametilbenzenin ayni rediiksiyon kosullarinda
asetik asit ile reaksiyonu sonucu 2,4,5,6,7-pentametil benzimidazol olusmaktadir
[Sekil 1.87] (Smith ve Harris,1935 ; Smith ve Moyle,1936).
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Sekil 1.87 Acillenmis o-nitroarilaminlerden hareketle benzimidazol sentezi

1.5.2 o-Fenilendiaminler ile karboksilik asitler, asit anhidritleri, esterler ya

da amidlerden hareketle:

Ladenburg 1875 yilinda, o-fenilendiamin ve karboksilik asidin reaksiyonu ile
benzimidazol sentezini gergeklestirmistir. Glasiyal asetik asit iginde 3,4—

diaminotoluen, 1sitilarak 2,5—(ya da 2,6 ) dimetil benzimidazol elde edilmistir.

Benzimidazol sentezlerinde, en ¢ok kullanilan metod, o-fenilendiaminlerin
seyreltik HCl‘deki (genellikle 4N HCI kullanilmaktadir) ¢ozeltisi ile karboksilik asit
ya da asit anhidritinin reaksiyonudur [Sekil 1.88]. Bu yontem Phillips‘in
benzimidazol sentezi olarak bilinmektedir (Phillips,1928a; Phillips,1928b) .

Formik asit ile o-fenilendiaminin reaksiyonu ile, siibstitient tagimayan
benzimidazol halkasi sentezlenmistir (Wright,1951). 2-Alkil benzimidazoller ise
o-fenilendiamin ile karboksilli asidlerin reaksiyonu sonucunda elde edilmistir (Pool

ve ark., 1937) .

Cre . H
+ HOOC-R R
HCl @ a

NH; N

Sekil 1.88  2-Alkil benzimidazol sentezi

Hein ve arkadaslart 1957 yilinda yaptiklart bir ¢alisma ile o-fenilendiamin

tiirevi bilesiklerin, polifosforik asit varliginda alkil ya da aril karboksilik asitlerle
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reaksiyonu sonucunda yiksek verimle 2-alkil/aril benzimidazol tlrevlerinin elde
edildigini bildirmislerdir [Sekil 1.89].

NPz PPA N
@ + HOOC-R(Ar) @ S—R(Ar)
NH, ISI H

Sekil 1.89 2-Alkil/aril benzimidazol turevlerinin sentezi

1996 yilindan beri o-fenilendiaminlerle karboksilik asit tirevlerinin reaksiyonu
farkli solvan farkli katalizorler varhiginda ya da katalizér kullanmadan mikrodalga

yontemi ile yapilabilmekte ve ¢ok daha kisa siirede daha yiiksek verimle sonug elde
edilebilmektedir (Kim ve ark., 1996).

2007 yilinda yapilan bir ¢alismayla Dubey ve arkadaslari, 2-alkil ya da 2-aril
stibstitiie benzimidazol tiirevlerinin polifosforik asit varliginda mikrodalga
yontemiyle sentezinin diger benzimidazol sentez yontemlerine gbre verimi arttirdig

ve reaksiyon suresini distirdiigiini bildirmiglerdir.

1.5.3. o-Fenilendiamin ile nitrillerden hareketle :

o-Fenilendiamin’in HCI1 tuzu ile bir alifatik ya da aromatik nitrilin 200°C de
reaksiyonuyla 2-alkil/arilsiibstitiiebenzimidazol yapisi elde edilmektedir [Sekil 1.90]
(Wagner,1940).

+

+ o NH2 -

NH; CI A NH, cl N-C ¢l
O e e O e — O
NH, NH, NH,
H
+ - N
NH,Cl + @E)—R
N

Sekil 1.90 o-Fenilendiamin ile nitrillerden hareketle benzimidazol sentezi
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1.5.4. o-Fenilendiaminler ile iminoeterlerden hareketle :

o-Fenilendiamin ile iminoeter tiirevi bilesiklerin, metanoldeki ¢6zeltisinin 1sitilmasi
sonucu 2-benzilbenzimidazol tiirevi bilesikler elde edilmektedir [Sekil 1.91] (King
ve Acheson, 1949).

H

NH2  Meo, N
+ ,C—CH, - - )—CH,

NH HN N

Sekil 1.91 o-Fenilendiaminler ile iminoeterlerden hareketle benzimidazol sentezi

3,4-Diaminobenzamidin bilesiginin yine ayn1 yontemle cesitli imidat esterleri
ile reaksiyonu sonucunda, 2-5’-bis-benzimidazol tiirevi bilesikler sentezlenmistir
(Czarny ve ark., 1996).

1.5.5. o-Fenilendiamin ile aldehit ya da ketonlardan hareketle :
Bir mol o-fenilendiamin ile iki mol aldehitin reaksiyonu sonucunda olusan Schiff

bazi lizerinden benzimidazol yapisinin olusumuna ait reaksiyon ile 1-benzil-2-

fenilbenzimidazol yapis1 sentezlenmistir [Sekil 1.92] (Hinsberg,1886).

H Ph K@
NH, C. N=CH N
L, U — X, — CLO
NH, N=CH N
Ph

Sekil 1.92 o-Fenilendiamin ile aldehitten hareketle benzimidazol sentezi

o-Fenilendiamin ve aldehit tirevlerinin esit mollerinin nitrobenzen varliginda
145-150 °C de reaksiyonuyla benzimidazol turevleri elde edilmektedir [Sekil 1.93].
Ozellikle bis-benzimidazol ve terbenzimidazol tiirevi bilesiklerin  sentezi bu

yontemle yapilmaktadir (Sun ve ark., 1995).
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/@NHz 0 PhNO, N
+ > D—ocH, /@[ \>—®—OCH
0 3

NC NH H 145 N

NC H

Sekil 1.93 o-Fenilendiamin ile aldehitten hareketle benzimidazol sentezi

o-Fenilendiamin ile aldehitlerin sodyum bisiilfit tuzlarinin DMF igerisindeki
reaksiyonu ile 2-arilbenzimidazol tiirevi bilesikler elde edilmistir [Sekil 1.94]
(Ridley, 1965).

R
+ R

N

NH,  HOHC N

SO3Na

R =H, Cl, F, NO,, OCHgz CN

Sekil 1.94 o-Fenilendiamin ile aldehitten hareketle benzimidazol sentezi

Trivedi ve arkadaslar1 (2006) o-fenilendiamin ve tiirevleri ile ¢esitli alifatik ya
da aromatik aldehitlerin solvansiz ortamda indiyum III triflorometansiilfonat [In-
(CF3S0O3)3] katalizorlugiinde, oda sicakliginda reaksiyona girmesiyle, 2-
stibstitiiebenzimidazol tiirevi bilesiklerin daha yiiksek verimle elde edildigini
bildirmislerdir. Bu yontemin kolay uygulanabilir olmasi, reaksiyon siiresinin kisa
olusu, daha yiiksek verimin elde edilebilmesi, katalizoriin reaksiyon sonunda geri
kazanilarak tekrar kullanilabilir olmasi gibi mevcut sentez yontemlerinden

tistlinliikleri oldugu goriilmektedir [Sekil 1.95].

NH
2, Q In(OTH)3 N

H-C-R >—R
NH; N

H
R = CH(CHg),, CHy(CH5)3CHg CH=CH—AT

Sekil 1.95 o-Fenilendiamin ile aldehitten hareketle benzimidazol sentezi
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2007 yilinda yapilan bir ¢aligmada, o-fenilendiaminlerle aromatik aldehitlerin,
12-tungstofosforik asit monoamonyum tuzu [(NH4)H2PW1,04] varliginda,
benzimidazol olusum reaksiyonlarin1 oldukg¢a yiiksek verimle gerceklestirildigi ve

ayni zamanda kullanilan bu katalizoriin suda ¢oziinmeme gibi bir avantaji oldugu da

bildirilmistir [Sekil 1.96] (Giri ve ark.,2007).

R, NH, Ry N
NH,4)H,PW;,0
+ ReHo NHAHaPW12040 SR
R, NH, DCE, Reflux R, H
R3 Rs
R—Ph; Ry-H, CH3 CF3; Ry'H, CH3; R3'H, NO;

Sekil 1.96 o-Fenilendiamin ile aldehitten hareketle benzimidazol sentezi

2007 yilinda Navarrete-Vazquez ve arkadaslar1 5. ve 6. konumlarinda c¢esitli
slbstitiientler tastyan 2-(sUbstittefenil)-1H-benzimidazol tarevlerini
sodyumpirosiilfiti oksidan olarak kullanarak mikrodalga yoluyla sentezlemislerdir.
Bu yontemle benzimidazol tiirevlerinin sentezini basit, hizli ve etkin olarak solvansiz

ortamda gergeklestirebildiklerini belirtmislerdir.

Xiangming ve arkadaslar1 (2007) o-fenilendiaminler ve aldehitlerden hareketle
hazirlanan 2-arilsubstitiiebenzimidazol tirevlerinin sentezinde katalizor olarak
p-TsOH kullanmislardir. Bu yontemle, diger yontemlere kiyasla benzimidazol
tirevlerini daha basit ve etkin bir yolla ve daha kisa siirede elde ettiklerini

bildirmislerdir [Sekil 1.97].

NH; p-TSOH, 80°C N
+ RCHO S>—R
NH, N

Sekil 1.97 o-Fenilendiamin ile aldehitten hareketle benzimidazol sentezi

2-slibstitiebenzimidazol turevlerinin selektif olarak yapilan sentezleri ise O-
fenilendiamin tdrevlerinin aromatik aldehitlerle, organik bir tuz, amonyum asetat ve

mutlak etanol icerisinde oldukga iyi bir verimle ger¢eklesmektedir. Ayn1 zamanda
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olusan  benzimidazol tiirevleri basit bir kristalizasyon  yontemi ile

ayrilabileceklerinden yiiksek verimle elde edilebilmektedir (Sharghi ve ark., 2008).

o-Fenilendiamin,  ketonlarla  reaksiyona  girdiginde  2,2-distbstitlie
benzimidazolinleri vermekte ve olusan {riin 1sitildigi zaman 2-sibstitie
benzimidazol ve hidrokarbon yapilarini vermek iizere pargalanmaktadir [Sekil 1.98]
(Elderfield ve Kreysa,1948 ; Elderfield ve Mc Carthy, 1951).

H H
NH, R N R A N
+ 0=C_ — X )—R + R-H
NH, R H R N
JA
H
N
)—R + R—H
N

Sekil 1.98 o-Fenilendiamin ile ketondan hareketle benzimidazol sentezi

3,4-Diaminobenzofenon ile siyanobromdiir sulu ortamda muamele
edildiginde, 2-amino-5(6)-benzoil-1H-benzimidazol elde edilmistir [Sekil 1.99]
(Ohemeng ve Roth, 1991).

NH H
2 CNBr N

Q 0, »)—NH,
C N

v
h

zZ
I
N

P

Sekil 1.99  2-Amino-5(6)-benzoil-1H-benzimidazol sentezi

1.6. Anilino Benzimidazollerin Genel Sentez Ydntemleri
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1.6.1. 2-Kloro-1H-benzimidazol turevlerinden hareketle:

2-Kloro-1H-benzimidazol tiirevlerinin uygun anilino tiirevleri ile yiiksek sicaklikta
nikleofilik substitlsyon reaksiyonu sonucunda 2-anilinobenzimidazol turevleri elde
edilmistir [Sekil 1.100] ( Tuncbilek ve ark., 1997).

@EE/)—O + HZNO C[S/)—HQ

Sekil 1.100 2-Kloro-1H-benzimidazol tirevlerinden hareketle benzimidazol sentezi

1.6.2. o-Fenilendiaminler ile fenilizotiyosiyanatlardan hareketle:

1964 yilinda fenil izotiyosiyanatin 6nce klorlanmasi ardindanda o-fenilendiamin ile
uygun bir solvan iginde verdigi reaksiyonla 2-aril amino benzimidazol turevleri elde
edilmistir [Sekil 1.101] (Murphy, 1964)

H* CI

HoN N

Clce— Ol JO — 0w
N=C=S N=C-Cl  H,N N
cl H

Sekil 1.101 o-Fenilendiaminler ile fenilizotiyosiyanatlardan hareketle benzimidazol
sentezi

1975  yilinda Jen ve arkadaslar1  o-fenilendiaminlerle  uygun
arilizotiyosiyanatlarin uygun sicakliklarda reaksiyonlar1 ile olusan tiyoiire
tiirevlerinin HgO ile reaksiyonlari ile anilinobenzimidazol tiirevleri elde etmislerdir

[Sekil 1.102].

H § H H
NH, N-C-N HgO N
@E * SzczN@ ©: @E / NH
NH; NH, N @

Sekil 1.102 o-Fenilendiaminler ile fenilizotiyosiyanatlardan hareketle benzimidazol
sentezi
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Perkins ve arkadaslari, (1999) yaptiklar1 bir ¢alisma ile, alkil/fenilamin
tiirevlerinin tiyokarbonildiimidazol ile agilasyon reaksiyonu sonrasinda olusan
tirevin o-fenilendiaminlerle, HgO varliginda siklodesiilfiirizasyon reaksiyonu
vermesi ile sonug Uriin 2-(alkil/fenilamino) benzimidazol tiirevlerini elde etmislerdir
[Sekil 1.103]. Ancak HgO toksik oldugu igin bu yontem pek fazla tercih
edilmemektedir.

('SE
C. s o NH2
S Eor [ e Y
HoN-R — N 3 N TN, JSL Ho I, o
X N/) N NN R X N R
H H
R=alkil, fenil

Sekil 1.103 o-Fenilendiaminler ile fenilizotiyosiyanatlardan hareketle benzimidazol
sentezi

Omar ve arkadaglari, 1977 yilinda sibstitie-o-fenilendiaminlerle, benzenli
ortamda, uygun arilizotiyosiyanatlar kullanilarak siklodesiilfirizasyon ajani olan
disiklohekzilkarbodiimid (DCCI) yardimiyla anilinobenzimidazol tiirevlerini
sentezlemiglerdir [Sekil 1.104]. Bu yontemin dezavantaji da reaksiyon sonunda

olusan iirlinlerin izolasyonlarinda yasanan giicliiktiir.

HoN N
DCCI
N=C=S  H,N H @

Sekil 1.104 o-Fenilendiaminler ile fenilizotiyosiyanatlardan hareketle benzimidazol
sentezi

Wang ve arkadaslar1 2004 yilinda yine 2-anilinobenzimidazol tirevlerini; o-
fenilendiaminler ve substitute fenilizotiyosiyanatlardan hareketle  toluen ve
asetonitril karisiminda, diizopropiletilamin varliginda CuCl kullanilarak siklizasyon

reaksiyonu ile elde etmislerdir.
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2006 yilinda yapilan bir c¢aligmada ise o-fenilendiamin tirevlerinin,
fenilizotiyosiyanatlarla, 70°C de, THF iginde, 1-(3-dimetilaminopropil)-3-
etilkarbodiimid polimeri araciligiyla basing altinda (Parr bombasinda) gerceklesen
reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen anilinobenzimidazol yapisindaki iiriiniin daha
kolay izole edilebildigi ve reaksiyonun daha iyi verimle gergeklestigi bildirilmistir
(Cee ve ark., 2006).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Tasarlanan Turevlerin Sentezi
2.1.1. Ticari Olmayan Baslangic Maddelerinin Sentezi

2.1.1.1. 3,4-Diamino benzonitril (1)

4-Amino-3-nitro-benzonitril’deki  nitro  grubu, Parr  apareyinde Pd/C
katalizorligiinde hidrojen gazi ile reduklenerek 3,4-diamino benzonitril tlrevi elde
edilmistir (Fairley ve ark., 1993) [Sekil 2.1].

B g
NC NO, NC NH,

1

Sekil 2.1  3,4-Diamino benzonitril sentezi

2.1.1.2. Anilinobenzimidazol tirevleri (2-13)

Bu yontemde, anilinobenzimidazol turevleri, siibstittie-o-fenilendiaminlerle uygun
arilizotiyosiyanatlarin, THF iginde, N-(3-dimetilaminopropil)-N-etil karbodiimid
hidroklorir (EDCI) varliginda, basing altinda gergeklesen, reaksiyonuyla elde
edilmiglerdir [Sekil 2.2]; analog yapidaki naftoimidazol tiirevi de bu yontemle
sentezlenmistir [Sekil 2.3] (Cee ve ark., 2006).
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H R
Rs3 NH2 SCNO—RZ' Rs3 N H
- />—N4< I>—R2'
Rzi;[NHz EDCLHCI RZJ@N
R1 R1

R R Rs Ry Ry’

H CN H H CN 2

H H H H CN 3

H Cl H H CN 4

H Br H H CN 5

H CF; H H CN 6

NO, H H H CN 7

H COOC,Hs H H CN 8

H Cl CH; H CN 9

H CN H H H 10

H CN H Cl H 11

H CN H Cl Cl 12

Sekil 2.2 Slbstitlie anilino benzimidazol turevleri (2-12)

H
NH, SCN—@—CN N H
- L)
NH, EDCLHCI N

13

Sekil 2.3 Nafto[2,3-d]imidazol tiirevi (13)

2.1.2 Dikatyonik Anilino Benzimidazol Tarevlerinin Sentezi

Elde edilen anilino benzimidazol tiirevlerindeki nitril gruplar1 Pinner reaksiyonu ile
mutlak etanol i¢inde kuru HCl gaz1 kullanarak Once imidat esterlerine
doniistiiriilmiiy, daha sonra da stabil olmayan bu esterler yap1 aydinlatmasi
yapilmaksizin, ilgili amin tiirevlerinin reaksiyonu ile derhal diamidin ve siibstitiie
diamidin tiirevlerine donistirilmistir [Sekil 2.4]. Ham drtnler kolon
kromatografisi ile, klorofom : izopropanol : amonyum hidroksit (10 : 4 : 0.6)
solvan karisimi (Czarny ve ark., 1996) kullanilarak saflastirilmistir. Bilesiklerin HCI1

tuzlari, HCI gaz1 gegirilmis alkol karisimi iginde elde edilmistir.
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Et()H-HC]( a ) 0
NC N : Pinner reaks. N

EtO”

J amin tiirevi

]

S R A to i =

Sekil 2.4 Dikatyonik Tirevlerin Sentezi

2.1.3. Monokatyonik Anilino Benzimidazol Turevlerin Sentezi

Monokatyonik amidin yapisi tasiyan 2-((4-amidinofenil)amino)-1H-benzimidazol
tiirevi bilesiklerin sentezinde, ilgili anilino benzimidazol tiirevlerinde bulunan nitril
gruplar1 pinner reaksiyonu ile mutlak etanol iginde kuru HCI gazi kullanarak once
imidat esterine, daha sonra da ilgili amin tirevleri ile amidin ve stbstitle amidin
tirevleri elde edilmistir (1.Grup). Ortam sodyum karbonat c¢ozeltisi ile
baziklestirilerek  sonu¢ iriinler ¢oktiirlilmiis, olusan  Urln etanolden
kristallendirilmistir, ayrica baz tiirevlerin HCI tuzlar etanolik HCI ile hazirlanmistir,

analog yapidaki naftoimidazol tiirevi de bu yontemle sentezlenmistir [Sekil 2.5].
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H H
Rs N H FOH-HCI (gaz) 3 N H NH
/>~N CN —— />—N C\OE
N Pinner reaks. R N t
R2 2
R4 R4
amin tiirevi
R3 H H NH
1l
s
Ry N N-R
R4
CH;  CHs ?Hs
R,=H, R,=H, R;=H, R'= H —C{JI —|C_|J—CH2—CH3 —<:> —Cl:—CH3
CHs CHs
Sra C|:H3
Ry=H, Ry=ClL Ry=H, R'= H —CH —G—CH,~CH, —<:> —C—CHs
CHs c|;H3
R;= H R,=Br Ry;=H R'=H
Rl = H R2: CF3 R3: H R'=H
Rl = NO2 R2: H R3: H R' = H

Rlz H

Rl = (Cl R2: CH3

Sekil 2.5 Sentezlenen monokatyonik 2-((4-amidinofenil)amino)-1H-benzimidazol

turevleri (1.Grup)

Monokatyonik amidin yapisi tastyan 2-(fenilamino)-1H-benzimidazol-5(6)-
karboksamidin bilesiklerin sentezinde, benzimidazol tiirevinde bulunan nitril gruplar
pinner reaksiyonu ile mutlak etanol i¢inde kuru HCI gazi kullanarak once imidat
esterine dondstiiriillmiis daha sonra da ilgili amin tlrevleri ile amidin ve stbstitiie

amidin tlirevlerine gegilmistir [Sekil 2.6]. Birinci grup monoamidin tiirevleri ile ayn1

sekilde elde edilmislerdir.

R2= COOC2H5 R3= H R'=H
Ry=H R'=H
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Ry’ H Ry

H
N EtOH-HCI (gaz) N H
NC N Pinner reaks. o N

CHs
R,=H R=H R'= —H

2

CHs
CHs

R,=Cl R=H R'= _y

2

CHs
R] = (Cl Rzz Cl R'= —H

Sekil 2.6 Sentezlenen monokatyonik 2-(fenilamino)-1H-benzimidazol 5(6)-
karboksamidin tarevleri (1.grup).

2.1.4. Monokatyonik Amidoksim Turevinin Sentezi

2-((4-Siyanofenil)amino)-1H-benzimidazol’ln  hidroksilamin  hidroklorir ile
reaksiyonu sonucu amidoksim tiirevi elde edilmistir [Sekil 2.7] (Goker ve ark.,
2009).

H
N . I
H hidroksilamin HCI H 1l
N N HN—OH

Sekil 2.7 Monokatyonik amidoksim tiirevinin sentezi
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Cizelge 2.1 Sentezlenen mono ve dikarboksamidino anilino benzimidazol ttrevleri

Rs ¥
ZF—NH
Ry N
Ry

Ry
R,
Bilesik no R, R, R3 Ry’ R»’
NH NH
14 -H -H -H
NH, NH;
NH NH
15 -H — { -H -H {
HN HN
16 H 4 H H v
NH NH
17 H — H H —
HN‘<; HN4<;
NH NH
18 -H — -H -H —
19 H _</N> H H _</N>
HN HN
20 H H H H {NH
NH,
NH
21 -H “H H ‘H — {
HN
NH
22 -H -H -H -H _< 4<;
HN
NH
23 H H H H —fN@
NH
24 -H -H -H -H — :
HN
NH
25 -H -H -H -H
HN-OH
NH
26 -H -Cl -H -H 4/<
NH,
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Cizelge 2.1 Devami

27 -H -Cl -H -H — {

28 -H -Cl -H ‘H — {;
HN

29 H -Cl -H H — {>
HN

30 -H -Cl -H -H — %
HN
NH
31 -H -Br -H H 4/<
NH,
32 H CE H H 4/<NH
] CFs ] ]
NH,
NH
33 -NO, H H ‘H 4/{
NH,
NH
34 -H -COOC,Hs -H H 4/<
NH,
%NH
35 -H -Cl -CHs H
NH,
NH
36 -H 4{ -H H H
NH,

NH

37 H — H H H
HN—<

NH -C|
38 -H — -H -H

NH,

NH _CI

39 -H — { ny “H
HN

40 -H 4/< -H

N H NH
“ H>_ 2 —

NH
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2.2. Materyal ve Yontem

2.2.1. Sentez Edilen Maddelerin Analitik incelemelerinde Uygulanan Yontemler

2.2.1.1. Kromatografik Analizler

Sentez caligmalari esnasinda reaksiyonlarin yiirliyligiinii izlemek, elde edilen
{iriinlerin saflik derecelerini saptamak amaci ile ince tabaka kromatografisi (ITK) ve
HPLC den yararlanilmistir. Bu amagla Kieselgel-60 GFzs4 (Merck) kapli aluminyum
plaklar kullanmilmistir. Lekelerin belirlenmesinde 254 nm dalga boyundaki UV
1s1gindan yararlanilmistir. Kolon kromatografisi i¢in sonu¢ rtinlerde silicagel 60,
0.063-0.200 mm (70-230 mesh) kullanilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin, ters faz yiiksek basingli sivi kromatografisi (RP-
HPLC) yontemi ile retansiyon zamanlar1 (tr) saptanmistir. Bu amagla, 4.6 mm
capinda, 250 mm boyunda C-18 X terra kolon (Waters) kullanilmistir. Mobil faz akis
hizi 0.8 ml/dak. olarak uygulanmustir.
2.2.1.2. Erime Noktas1 Tayinleri
Erime noktasi tayini, Biichi B-540 kapiller erime noktasi cihazi ile yapilmis ve
sonuglar diizeltilmeden verilmistir.

2.2.1.3. Elementel Analiz *

Elementel analizler, Leco CHNS 932 Elementel analiz cihazi ile ger¢eklestirilmistir.

* Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
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2.2.1.4. Spektral Analizler

NMR Spektrumlar * (*H, **C, 2D-COSY, 2D-HSQC)

NMR  spektrumlari, Varian  Mercury-400 FT-NMR  spektrometresinde
gerceklestirilmistir.

Kiitle (MASS) Spektrumlar: *

Kitle (Mass) analizleri, Waters ZQ mikromass LC-MS spektrometresinde,

Elektrospray iyonizasyon (ESI) yontemi ile gerceklestirilmistir.

2.2.2. Sentez Islemlerinde Kullanilan Kimyasal Maddeler

4-Amino-3-nitrobenzonitril (Aldrich), o-fenilendiamin, 4-bromo-o-fenilendiamin, 4-
kloro-o-fenilendiamin, Etil 3,4-diamino benzoat, 4-trifloro-o-fenilendiamin, 4-kloro-
5-metil-o-fenilendiamin, 1,2-diamino naftalen, fenil izotiyosiyanat, 4-siyanofenil
izotiyosiyanat, 4-klorofenil izotiyosiyanat, 3,4-diklorofenil izotiyosiyanat, 4-
triflorometoksifenilizosiyanat, N-(3-dimetilaminopropil)-N -etil karbodiimid
hidrokloriir,  izopropilamin, izobutilamin,  sec-butilamin,  siklohekzilamin,
palladyum-karbon, hidroksilamin hidroklortr, N,N’-diisopropil etilamin selit (Fluka),
N,N-dimetilformamid (Merck), hidroklorik asit %37 (Riedel-deHaen), stlfurik asit
(Riedel-deHaen), sodyum hidroksit (Riedel deHaen), sodyum karbonat (Merck),
mutlak alkol (Riedel-deHaen), metanol (Riedel-deHaen), izopropanol (Aldrich),
diklorometan (Merck), kloroform (Merck), n-hekzan (Riedel-deHaen), etilasetat
(Meck), amonyak %25 (Merck), dietileter (Fluka).

* Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Baslangic Maddelerinin Sentezi

3.1.1. 3,4-Diaminobenzonitril (1)

NC NH,
1,000 g ( 6.1 mmol ) 4-Amino-3-nitrobenzonitril 50 ml etanolde ¢6zuldi, 0.100g
%10 Pd-C katalizorliigiinde oda sicakliginda 35 psi basing altinda hidrojen gazi
tiketimi bitinceye kadar rediiksiyona devam edildi. Rediksiyon sonunda selit

tizerinden siiziilerek ayrildi ve etanol uguruldu, % 88.34 verimle 0.72g Urun elde
edildi. E.n: 144 -146°C (Fairley ve ark., 1993).

3.1.2. 2-[(4-Siyanofenil)amino]-1H-benzimidazol-5(6)-karbonitril (2)

S
Q

CN
0.266 g (2 mmol) 3,4-Diaminobenzonitril (1) ve 0.320 g (2 mmol) 4-
siyanofenilizotiyosiyanat, 0.764g (4 mmol) N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etil
karbodiimid hidrokloriir varliginda 40 ml THF iginde Parr bombasinda 3 saat 70°C
sicaklikta karigtirildi. Sogutulduktan sonra, reaksiyon ortami suya dokiilerek Urlin
cokturaldd, suzalda. Uriin etanol su karigimindan kristallendirildi. % 47 verimle
0.245 g Urun elde edildi. E.n: 303 -307°C
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Kitle: 260 (M+H, %23), 301 (M + H + CH5CN, %100)

'H-NMR & ppm (DMSO-ds +NaH+D,0) : 7.04 (dd, 1H, Jo=8 Hz, J,=2 Hz, H-6),
7.24(d, 1H, J,=8 Hz, H-7), 7.48(d, 1H, Jn=1.6 Hz, H-4), 7.54(d, 2H, J,=8 Hz,
H-2'6"), 7.87(d, 2H, J,=8 Hz, H-3'5).

BC-NMR & ppm (DMSO-ds +NaH +D,0) ve HSQC: 95.9, 97.4, 113.7(CH-7),
116.5 (CH-4), 116.8(CH-3'5'), 120.8(CH-6), 121.4, 123.5, 133.2 (CH-2',6'),145.9,
148.9, 150.4, 163.7.

Default file

C100b 349 (3.490) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
301. 4.15e7
100
300.9
i
|
%
300.5301.7
301.9
302.4
260.4
2599 oo s
122.4 259_3|
302.7
146.4209.0 3417
343.5 06523
1 | 4787 gagg 200 706.1758.1 8852 go7.7 10365 11226 11748
0 d ! PP PPV NPORERS | PPN ¥ kil sl oprrettrr gttt Mz
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Sekil 3.1 Bilesik 2’ nin Kiitle Spektrumu
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©100-NaH-D20

Linp18ailent Technologies
Cl00-NaH-D20

Data Collected on:
mercuryd00-mercuryd00

Archive directory:
/home /vnmrl/vimrays /data
sample directory:
€100-NaH-D20_20140118_01
ria PROTON_02

Pulse Bequence: PROTON (s2pul)
Bolvent: dmso
Data esllected on: Jan 18 2014

Temp. 25.0 C / 298.1 K
operater: vomel

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Aeq. time 2.561
width 6398.0 Hz
8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 Mu: I

DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec ‘||

i

|
USRS WU

L L LR L

7.8 7.7 7.5 7.3 7.1 ppm

L s e B e L A B e B B
13 12 11 10 9 8 7 6 5

Sekil 3.2 Bilesik 2’nin *H-NMR Spektrumu

€100-NaH-D20

Sample Name:
€100-NaH-D20
pata Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vomrl/vamrsys/data
Sample directory:
C100-NaH-D20 20140118 01
FidFile: current

Sequence: CARBON (s2pul)
dmso
Data collacted on: Jan 18 2014

golven

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

width 25125.6 Hz

64 repetitions

OBSERVE €13, 100.6243292 Mz
DECOUPLE M1, 400.1779555 Midz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

¥7 size 65536

Total time 1 hr, 20 min

Sekil 3.3 Bilesik 2’nin **C-NMR Spektrumu

40

prrt

20

T T

ppm
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3.1.3. 4-[(1H-benzimidazol-2-il)amino]benzonitril (3)

o
2

0216 g (2 mmol) 1,2-Diaminobenzen ve 0320 g (2 mmol) 4-
siyanofenilizotiyosiyanat, 0.764g (4 mmol) N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etil
karbodiimid hidrokloriir varliginda reaksiyona sokularak 3.1.2 de verilen yonteme
gore sentezlendi. % 40.5 verimle 0.19 g Urln elde edildi. E.n: 214 -216°C.

Kitle : 235.3 (M+H, %100)

'H-NMR & ppm (DMSO-dg +NaH+D,0) : 6.71-6.74 (m, 2H, H-5,6), 7.19-7.22 (m,
2H, H-4,7), 7.57 (d, 2H, J,= 8.8 Hz, H-2'6"), 7.86 (d, 2H, J,= 8.8 Hz, H-3',5).

Default file
C600 327 (3.270) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 2353 1.34e8

276.4
|
‘ 276.2

| 276.0

235.9
236.3

277.2

275‘0

208.6
207.3] 208.0 237.0274.7 J 2779

2495
L " w L 337.83471 3893 400.1 43214503 432 5092
%180 200 250 240 260 260 300 330 340 ko aa0 400 430 " 440 aso” 480 500 520

m/z

Sekil 3.4 Bilesik 3’iin Kiitle Spektrumu
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echnalogies

13 1z 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

Sekil 3.5 Bilesik 3’iin "H-NMR Spektrumu

3.1.4. 4-[(5(6)-Kloro-1H-benzimidazol-2-il)amino]benzonitril (4)

Loy
Q

CN

0.284 g (2 mmol) 4-Klorobenzen-1,2-diamin ve 0.320 g (2 mmol) 4-
siyanofenilizotiyosiyanat, 0.764g (4 mmol) N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etil
karbodiimid hidrokloriir varliginda reaksiyona sokularak 3.1.2 de verilen yonteme
gore sentezlendi. % 50.0 verimle 0.270 g Grun elde edildi. E.n: 309-313°C .

Kitle: 269 (M+H, %100), 271 (M+H+2, % 33)

'H-NMR & ppm (DMSO-ds +NaH+D,0) : 6.56 (dd, 1H, J,=8.4 Hz, H-6), 7.03-7.05
(m, 2H, H-4, 7), 7.45(d, 2H, J,=9.2 Hz, H-2',6'), 7.86(d, 2H, J,=8.8 Hz, H-3'5).
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Default file
€700 381 (3.810) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1. Scan ES+
269.3 9.93e7
100-
1
268.9
3103
310.0
% 268.5
2712
3123
268.2 300.2
208.4
2081 267.8(|271.8
2078 26?4'\4 . 313.1
sooq 2402 [||272° 303l 337.9
194.3 ( | 300.6. ~kr313‘a A VL'3513357-5,386.1 4122 511.2
0 Bty i b L L F | TIPS Ve BT AP s R
180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

Sekil 3.6 Bilesik 4’ {in Kiitle Spektrumu

C700-NaH D20

SinprBtilgut Technologies
©700-nan D20
Data Collectsd on:
nercuryd00-mercuryd00
Archive directery:
/home /unmr1/vnmrays /data
Sample directery:
¢700-MaK Do 20140208 01
Fidrile: PROTON 01

Pulas Saquence: PROTON (s2pul)
Selvent: dmss
Data collected on: Feb 8 2014

Temp. 25.0 € / 208.1 K
Operater: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acg. time 2.561 mac

Width 6398.0 Hz

32 repetitions
OBSERVE ~ H1, 400.1753761 Mz
DATA PROCESSING

FT size 32768 M
Tatal time 1 min 57 see

IR s T
8.0 7.6

Sekil 3.7 Bilesik 4° iin "H-NMR Spektrumu
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3.1.5. 4-[(5(6)-Bromo-1H-benzimidazol-2-il)amino]benzonitril (5)

Ly
Q

CN

0.370 g (2 mmol) 4-Bromobenzen-1,2-diamin ve 0.320 g (2 mmol) 4-
siyanofenilizotiyosiyanat, 0.764g (4 mmol) N-(3-dimetilaminopropil)-N-etil
karbodiimid hidroklorir varliginda reaksiyona sokularak 3.1.2 de verilen yonteme
gore sentezlendi. % 51.4 verimle 0.380 g urun elde edildi. E.n: 302-306°C.

Kitle : 313 (M+H, %100), 315 (M+H+2, %99)

'H-NMR & ppm (DMSO-ds +NaH+D,0) : 6.57 (dd, 1H, Jn=1.6 Hz, J,=8 Hz, H-6),
6.90 (d, 1H, Jo=8 Hz, H-7), 7.07 (d, 1H, Jn=1.6 Hz, H-4), 7.20 (d, 2H, J,=8.8 Hz, H-
2'6", 7.72 (d, 2H, J,=8.4 Hz, H-3'5").

Default file
C-2001-i 429 (4.290) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

100 3156.3 356.0
354.1
313.0
353.8)
‘
|
312.7)
356.4
%
353.4
2494 312.2
249.2 3158 [357.3
| 311.9
215.3 353.1
31 3162

2484049 ¢ .
2397 oso. 5, 297 2 f1338.0 '
358.0 5059

595.7
L L N u ‘L y 423 2 4538 485.5495.9 520.3 542.8 582.6 612.8
M ' “u“ Mﬂﬂ nIJ“l

Luh_LJx\h nLL» 1t sl . P 4 g 1 il il in b aid
225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625

Sekil 3.8 Bilesik 5’ in Kiitle Spektrumu
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T T T
8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 ppm

— I | U | Y T Y Y S —

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 1] -1 ppm

ekil 3.9 Bilesik 5° in "H-NMR Spektrumu
p

3.1.6. 4-[(5(6)-Triflorometil-1H-benzimidazol-2-il)amino]benzonitril (6)

H
N
W

CN

0.352 g (2 mmol) 4-(Triflorometil)benzen-1,2-diamin ve 0.320 g (2 mmol) 4-
siyanofenilizotiyosiyanat, 0.764g (4 mmol) N-(3-dimetilaminopropil)-N -etil
karbodiimid hidroklorir varliginda reaksiyona sokularak 3.1.2 de verilen yonteme
gore sentezlendi. % 29.8 verimle 0.180 g Urtin elde edildi. E.n: 275-279°C.

Kitle : 303 (M+H, %60), 344 (M+H+CH4CN, %100)
'H-NMR & ppm (DMSO-ds +NaH+D,0) : 6.91 (dd, 1H, Jo=8.4 Hz, Jn=1.6 Hz, H-6),

7.18 (d, 1H, J,=8.4 Hz, H-7), 7.36 (d, 1H, Jn=1.6 Hz, H-4), 7.45 (d, 1H, J,=8.8 Hz,
H-2'6"), 7.87 (d, 2H, J,=9.2 Hz, H-3'5").
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Default file
C-1003-i 427 (4.270) Cn (Cen 2, 80.00, Ht)
100 344.0

3443

303.3

302.9

344.9
3453

302.2{304.1 343.0
208.1 N »

301.9

249.0 301.5.
1.249‘5 296.8.
Ao dor Jud

3425

345.9 385.4

384.2 | 38538

208.8
207'13 341.9.

|
et b e e
b Rt

430.1 450.7

4814 5053
h

1: Scan ES+
1.11e8

5359

180 200

Sekil 3.10 Bilesik 6’ nin Kiitle Spektrumu

©1003i NaH D20

-Agilgat Technologies
€1003i Nam D20
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vamrl/vnmrsys/data
Sample directory:
C1003i NaH_D20_20140224 01
PidFile: PROTON 03

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 24 2014

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Req. time 2.561 sec

Width §398.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE M1, 400.1759646 MKz l

DATA PROCESSING ‘

FT size 32768 “ |

Total time 0 min 31 sec ‘; ‘ 1‘4
( I |

VA VSIS | WY

T T
7.2 7.0 ppm

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520

‘miz

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4

Sekil 3.11 Bilesik 6’ nin *H-NMR Spektrumu

S B S e e e e T
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3.1.7. 4-[(4(7)-Nitro-1H-benzimidazol-2-il)amino]benzonitril (7)

H
N
/>7NH
N
NO,
CN

0.306 g (2 mmol) 3-Nitrobenzen-1,2-diamin ve 0.360 g (2 mmol) 4-
siyanofenilizotiyosiyanat, 0.764g (4 mmol) N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etil
karbodiimide hidroklorur varliginda reaksiyona sokularak 3.1.2 de verilen yonteme
gore sentezlendi. % 58 verimle 0.275 g Uriin elde edildi. E.n: 268-272°C.

Kitle: 280.2 (M+H, %75), 321.3 (M+H+CH3CN, %100)
'H-NMR & ppm (DMSO-dg +NaH+D,0) : 6.52 (t, 1H, J,=8 Hz, H-6), 7.11 (d, 1H,
J,=7.6 Hz, H-7), 7.28 (d, 2H, J,=8.4 Hz, H-2',6'), 7.40 (d, 1H, J,=7.6 Hz, H-5), 7.66

(d, 2H, J,=9.2 Hz, H-3'5").

Default file
C2003i 513 (5.130) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+

100 321.3 1.68e7
321.0
1 280.2
|
279.9
[
% | 2795
322.3
279.3
280.9
279.2
814 200
249.0 319.6
240.1 | 3195 3382
| |eso0 298.7 3229 e
i h I i ‘ \ L 3745 500 NP9 434.7 4499 4587 4867 g0
ouh.ll ﬁ.nlul m»J,‘&MuuiM‘ w..ui..;il,mhm;. ik Al bl b s L bl LA i ok ldlly /0

240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

Sekil 3.12 Bilesik 7’ nin Kiitle Spektrumu
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7.7 7.5 7.3 7.1 6.9 6.7 ppm

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

ekil 3.13 Bilesik 7’ nin *H-NMR Spektrumu
p

3.1.8. Etil 2-[(4-siyanofenil)amino]-1H-benzimidazol-5(6)-karboksilat (8)

H
-
/ NH
\/O\Icl: N
@)

CN

0.360 g (2 mmol) Etil 3,4-diaminobenzoat ve 0320 g (2 mmol) 4-
siyanofenilizotiyosiyanat, 0.764g (4 mmol) N-(3-dimetilaminopropil)-N -etil
karbodiimid hidroklortr varliginda reaksiyona sokularak 3.1.2 de verilen yonteme
gore sentezlendi. %42.81 verimle 0.262 g uriln elde edildi. E.n: 283-286°C.

Kitle: 307 (M+H, %100)

'H-NMR & ppm (DMSO-dgs +NaH+D,0) : 1.32 (t, 3H, -CHs), 4.23 (g, 2H, -CH,),
7.10 (d, 1H, Jo= 8.4 Hz, H-7), 7.38 (dd, 1H, Jo= 8.4 Hz, Ju= 2 Hz, H-6), 7.45 (d, 2H,
Jo=9.2 Hz, H-2', 6", 7.77 (d, 1H, Jn= 1.6 Hz, H-4), 7.86 (d, 2H, J,= 8.8 Hz, H-3', 5').
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Default file
C-1002-i 413 (4.130) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100- 307.3 8.23e7

‘ 307.0| 3482
N

347.8

348.0
349.4

4 \5 350.0
5 s

3512 389.539824326 4444 4732 s10.6 5227
. " bk el o R

0 . ¢ ety : -
180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520

Sekil 3.14 Bilesik 8’ in Kiitle Spektrumu

C1002i HaH D20

“ainpiBailent Technologies
10024 NaH DO
bata Collected on:
mereuryd00-nereuryd00
Archive directory:
home vamrl vamrays idata
sample directory:
€10021 MaH D20 20140224 01
PidPile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul}
Solvent: dmso
Data collected oni Feb 24 2014

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamsl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Aeg. time 2.561 see

Width §398.0 Hz

16 repstitions

OBSERVE  H1, 400.1758631 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time L min 0 sec

13 1z 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 o -1 ppm

Sekil 3.15 Bilesik 8 in 'H-NMR Spektrumu
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3.1.9. 4-[( 5(6)-Kloro-6(5)-metil-1H-benzimidazol-2-il)amino]benzonitril (9)

HsC §
s
CN

0.312 g (2 mmol) 4-Kloro-5-metilbenzen-1,2-diamin ve 0.320 g (2 mmol)
4-siyanofenilizotiyosiyanat, 0.764g (4 mmol) N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etil
karbodiimid hidroklorir varliginda reaksiyona sokularak 3.1.2 de verilen yonteme
gore sentezlendi. %53.19 verimle 0.300 g truin elde edildi. En: 282-285°C

Kitle: 283 (M+H, %98), 324 (M+H+CH3CN, %100)

'H-NMR & ppm (DMSO-dg +NaH+D,0) : 2.29 (s, 3H, CHy), 7.05 (s, 1H, H-7), 7.12
(s, 1H, H-4), 7.48 (d, 2H, J,=9.2 Hz, H-2',6"), 7.86 (d, 2H, J,=9.2 Hz, H-3',5").

BBC.NMR & ppm (DMSO-dg +NaH+D,0): 20.5, 48.9, 97.3, 112.9, 114.9, 116.0,
121.0, 121.2, 121.4, 132.9, 145.5, 148.3, 160.8 .

Default file

Bilesik 9 537 (5.410) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
3243
100 283.3 '
e A N
| SN
283.0 | P W
| c” ~F TN ,,:'_T\
(;\ \’}
.:‘N
L‘\/ﬂ |
3262

285.3 ‘
| | 3230[3285
| 282.1
| 326.9
; 285.8
| 2081 2814 ) gg;
| 2072 2492 18

] eoe l \. l 3653 380.2,05 7 4523 502.0 526.8 5655
0 skt iy L i et g e e

200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625

Sekil 3.16 Bilesik 9’ un Kitle Spektrumu
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Bilesiks Hai D20

‘ainp1Baileyt Technologies
Bilesikd Nakt D26
Data Collected on:
mercurv400-mercuryd 00
Archive direstory:
/home fvamEl S vmmrays/data
Sample directory:
Bilesikd NaH D20 20140406 01
FidFile: PROTON 01

Pulas Sequence: PROTON {a2pul}

golvent: dmac
Data eollacted on: Apr & 2014

Temp. 38.0 € / 311.1 K
Operator: vamsl

Ralax. delay 1.000 sec

8 repetitions

DATA PROCESSING |
FT size 32768
Total time 0 min 31 sec

Width 6398.0 Hz
OBSERVE  Hl, 400.1753726 wz “ ‘
|

10 g 8 7 6

Sekil 3.17 Bilesik 9° un *H-NMR Spektrumu

Bilesik? NaH D20

Sample Name:

Bilesikd NaH D20
Data Collected on:

mereuryd00-mereuryd00
Archive dirsctory:

#home /vrmrl fymmrays /data
Sample directory:

Bilesikd NaH D20 20140406 01
PidFila: current

Pulse Sequence: CAREON (s2pul)
Solvent: dmse
Data cellected on: hpr 6 2014

Tamp. 38.0 ¢ / 31L.1 K
operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

448 repetitions

OBSERVE €13, 100.6243413 Mz
DECOUPLE K1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously en

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536

Total time 1 hr, 20 min

Sekil 3.18 Bilesik 9’ un *C-NMR Spektrumu

60
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3.1.10. 2-(Fenilamino)-1H-benzimidazol-5(6)-karbonitril (10)
H
N
I
IO

0.266 g (2 mmol) 3,4-Diaminobenzonitril (1) ve 0.270 g (2 mmol) fenilizosiyanat,
0.764g (4 mmol) N-(3-dimetilaminopropil)-N-etil karbodiimid hidroklorur
varliginda reaksiyona sokularak 3.1.2 de verilen yonteme gore sentezlendi. % 25.6
verimle 0.124 g Uriin elde edildi. E.n: 290 - 294°C

Kitle: 235 (M+H, % 100)

'H-NMR & ppm (DMSO-ds +NaH+D,0) : 6.75 (t, 1H, Jo= 7.2 Hz, H-4"), 6.98 (dd,
1H, J,= 8.4 Hz, H-6), 7.16-7.22 (m, 3H, H-4,3'5"), 7.40 (d, 1H, Jn= 1.6 Hz, H-7),
7.78 (d, 2H, Jo= 7.6 Hz, H-2'6).

BC-NMR & ppm (DMSO-ds +NaH+D,0) ve HSQC: 95.42(C-1°), 113.12(C-4),
115.93(C-5), 116.49(C-3",5"), 118.79(C-4"), 120.48 (C-7), 123.70(-CN), 128.82(C-
2°,6%), 143.28(C-7a), 146.38(C-6), 150.84(C-3a), 163.99 (C-2) .

Default file

€400 330 (3.300) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
2354 7.18e7
100
i
‘ 235.1
i
|
276.3
[ 276.0
%
275.7
235.7
234.4
208.2 236.0
| 207.6 236.4 2771
i 234.0 275.2|p77.3
i 233.4 2748
‘192“ 2078 232.9 2369 2778 968
7
J I | o 367.4.3/8.0 _407.1412.1 4545 4570 509.3
0- o hmm s hul 1“ ' WL PRI TEWWPRPTIVN TR OY RGPS PRI (Y OO P ks miz

180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 W 480 500

Sekil 3.19 Bilesik 10’ un Kiitle Spektrumu
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©400-D20

Sample Hame:
C400-D20
Data Collected on:
mercuryd00-mercuryd 00
Archive directory:
Fhome fvnmel fvnaesys /data
sampls directory:
€400-D20_20140208_01
FidFile: PROTON 03

Pulse Sequence: PROTON (sZpul)
Selvent: dmse

Data collected en: Feb B 2014

Temp. 46.0 € / 318.1 K

Operator: vamrl

Relax. delay 1.000
Pulse 45.0 degres
Acq. time 2.561 mec
Width §388.0 Me

8 repetitions \l
OBSERVE KL, 400.1758611 1z
DATA PROCESSING |

FT size 32768 ‘ r
Total time 0 min 31

13 12 11 10

Sekil 3.20 Bilesik 10’ un *H-NMR Spektrumu

€400-p20

Sample Name:
©400-020

Data Collected on:
mercuryd00-mercuryd0o

Archive directory:
/home/vamrl/vomrsys /data

sanple directory:
©400-D20 20140208 01

FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso

Data collected on: Feb 8 2014

Temp. 35.0 C / 308.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degr:
Acq. time 1.304 sac
width 25125.6 Hz

64 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243292 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MMz
Power 38 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT size 65536

Total time 40 min

160 140 120 100

Sekil 3.21 Bilesik 10’ un *C-NMR Spektrumu
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3.1.11. 2-[(4-Klorofenil)amino]-1H-benzimidazol-5(6)-karbonitril (11)

S
Q

Cl

0.266 g (2 mmol) 3,4-Diaminobenzonitril (1) ve 0.338 g (2 mmol) 4-
klorofenilizotiyosiyanat, 0.764g (4 mmol) N-(3-dimetilaminopropil)-N -etil
karbodiimid hidroklorir varliginda reaksiyona sokularak 3.1.2 de verilen yonteme
gore sentezlendi. %42.9 verimle 0.230 g uruin elde edildi. E.n: 280-284°C.

Kiitle: 269 (M+H, % 87), 271 (M+H+2, %33), 310 (M+H+CHsCN, %100)

'H-NMR & ppm (DMSO-dg +NaH+D,0) : 7.02 (dd, 1H, Jo= 8.4 Hz, Jn= 2 Hz, H-
6), 7.19-7.24 (m, 3H, H-7,2'6"), 7.44 (d, 1H, Jn= 1.6 Hz, H-4), 7.81 (d, 2H, J.= 8.8
Hz, H-3'5).

Default file
C800 415 (4.150) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+

100 310.3 1.10e8
\
2693 310.0
|
269.1)
|
|
%
; 268.6|
2713 312.1
.‘ 300.2||
‘ 208.1 l i
207.7.. 268.0 308.9 313.3
| 20732089 308 1
‘ w2, 266 £728 b7 3510 375, 3868 4194 439944574750501 75132 5203
0 ikbeiblbe b LJ.; .MMLWJ " bl dI tpepontsdivrmie S it MZ

180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 450 480 500 520

Sekil 3.22 Bilesik 11’ in Kiitle Spektrumu
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800 NaH D20

ino:GileRt Technologies

7.5 7
{ I
) | !. | M —
T
8 7

13 1z 11 10 9

Sekil 3.23 Bilesik 11” in *H-NMR Spektrumu

3.1.12. 2-[(3,4-Diklorofenil)amino]-1H-benzimidazol-5(6)-karbonitril (12)

H
s
NC N

Cl

Cl

0.266 g (2 mmol) 3,4-Diaminobenzonitril (1) ve 0.404 g (2 mmol) 3,4-
diklorofenilizotiyosiyanat, 0.764g (4 mmol) N-(3-dimetilaminopropil)-N -etil
karbodiimid hidrokloriir varliginda reaksiyona sokularak 3.1.2 de verilen yonteme
gore sentezlendi. % 36.0 verimle 0.185 g iiriin elde edildi. E.n: 357-358 °C (Ozden
ve ark. 2008).
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3.1.13. 4-[(1H-nafto[2,3-d]imidazol-2-il)amino]benzonitril (13)

SPuS
Q

CN

0316 g (2 mmol) 2,3-Diaminonaftalen ve 0320 g (2 mmol) 4-
siyanofenilizotiyosiyanat, 0.764g (4 mmol) N-(3-dimetilaminopropil)-N -etil
karbodiimid hidrokloriir varliginda reaksiyona sokularak 3.1.2 de verilen yonteme
gore sentezlendi. % 38.0 verimle 0.220 g urin elde edildi. E.n: 290-294°C.

Kitle: 285 (M+H, %100)

'H-NMR & ppm (DMSO-ds +NaH+D,0): 7.04-7.07 (m, 2H, H-6,7), 7.53-7.56 (m,
4H, H-5, 8,2°,6°), 7.69-7.71 (m, 2H, H-4,9). 7.99 (d, 2H, J,=8.8 Hz, H-3",5").

Default file
C1001-i 368 (3.680) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+

160 285.1 9.20e7
% 32? 3
325.9
|
\
285.9
3257
286.3
208.3 284.0 326.8
207.8 325.2
207.4 283.6 327.6
\ 2070, |208.9 2491 286.9 3545
248.7 282.9 328.2 A4
296.9 345.1 443.2  467. 4492 9
]Mu,lanL Ipl.p. M‘MJM e il IL .A...__A..JI O O 379.3 405, 4 5039 5263 miz

180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520

Sekil 3.24 Bilesik 13’ {in Kiitle Spektrumu
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Sekil 3.25 Bilesik 13 iin *H-NMR Spektrumu

3.2. Mono ve Dikatyonik Benzimidazol Karboksamidin Turevlerinin (14-41)

Genel Sentez Yontemleri

2-((4-siyanofenil)amino)-1H-benzimidazol-5(6)-karbonitril (2), 4-((1H-benzimidazol
-2-il)amino)benzonitril (3,4,5,6,7,8,9,13),  2-(fenilamino)-1H-benzimidazol-5(6)-
karbonitril (10,11,12) tdrevleri, kuru HCI gazi ile doyurulmus 2 ml mutlak etanol
icinde agz1 sikica kapatilmis balon igerisinde 4 giin oda sicakliginda karistirildi.
Baslangic maddesi tamamen tiikendikten sonra lizerine kuru eter ilave edilerek
imidat esteri ¢oktiiriildii ve hizli bir sekilde vakumda siiziiliip kuru eterle yikandiktan
sonra vakum etivinde kurutuldu. Elde edilen imidat esterleri Gzerine ilgili amin
tirevleri eklenerek mono ve dikatyonik benzimidazol karboksamidin turevleri elde

edilmistir.



136

3.21 2-[(4-amidinofenil)amino]-1H-benzimidazol-5(6)-karboksamidin
hidroklortr (14)

H
N
/>—NH
HN N

NH,

NH
HoN

0,259 g 2-[(4-Siyanofenil)amino]-1H-benzimidazol-5(6)-karbonitril (2), 3.2° de
verilen yonteme gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri, amonyak gazi ile
doyurulmug 2 ml mutlak etanol iginde oda sicakliginda 2 giin karigtirildi. Siire
sonunda etanoliin yarisi ucurulduktan sonra, madde eterle ¢oktiiriildi, siiziildi,
etanolden kristallendirildi. Etanolik HCI ile tuzu hazirlandi 0.070g drin % 17
verimle elde edildi. E.n: 302-306 °C

Elementel Analiz = C;5H5N; - 2HCI - 3H,0 *0.25 C,HO

%C %H %N
Hesaplanan 43.11 571  22.70
Bulunan 4327 530 2285

Kutle m/z (ESI+) : 294.3 (M+H, %100).

'H-NMR & ppm (CD3OD-ds): 7.70 (d, 1H, Jo= 8.4 Hz, H-7), 7.77-7.78 (m, 2H, H-2',
6'), 7.80 (d, 1H, Ju= 2 Hz H-4), 7.97-8.00 (m, 3H, H-6, 3', 5').

BC-NMR & ppm (CD;OD-dy): 112.14, 112.61, 121.81, 123.59, 123.79, 125.09,
129.78, 135.07, 141.52, 149.44, 165.96, 166.67 .
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Defauit file
C101-HCI 237 (2.370) Cn (Cen2 80.00, Ht) 1: Scan ES+
4.3 3.03e7
100
1‘ 294.0
|
\
!
|
| 293.6
% 277.2
2766 [295.0
Y
3 295.2
' 2954
F
‘ 57670 300.8
249.0 260.4 318.0 3354
| /
.335.6
354.9 38374076 4300 4603 5041 517.3 54385716 587.3597.7
yi . il oo AFTIRTEVRTIRTRION U1 WVETIN AR NOPN N ey
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580

Sekil 3.26 Bilesik 14’ iin Kiitle spektrumu

e101

Sample Name:

c1o1
pata Collacted on:

mercuryd00-mercuryd00
Archive directery:

/home /womel fvameays /data
sample directory:

©101 20146223 01
FidFile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (sZpul)
Solvent: cdled
Data collected on: Feb 23 2014

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 2.561 sec
width 6398.0 Hz
8 repetitions
OBSERVE K1, 400.1756519 MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min 31 sec

Sekil 3.27 Bilesik 14’ iin *H-NMR spektrumu
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€101

sample Name:
cio1
Data Collected on:
mercuryd00-mercuryd00
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
€101 20140223 01
FidFile: current

Pulse Sequence: CAREON (s2pul}
Solvent: cdlod
Data collected on: Feb 23 2014

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec

Pul; 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

wWidth 25125.6 Hz

1472 repetitions
OBSERVE C13, 100.6242477 MHz
DECOUPLE K1, 400.1776314 Mz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 3 hr, 19 min

Sekil 3.28 Bilesik 14’ iin **C-NMR spektrumu

ppm
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3.2.2. N-izopropil-2-[(4-(N-izopropilamidino)fenil)amino]-1H-benzimidazol-
5(6)-karboksamidin hidroklorir (15)

H
N
NH
HNY©: )
N
\(NH
NH

.HCI

0,259 g 2-[(4-Siyanofenil)amino]-1H-benzimidazol-5(6)-karbonitril (2), 3.2° de
verilen yonteme gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri tUzerine 0.25 ml
izopropilamin eklendi ve 2 ml mutlak etanol iginde oda sicakliginda 2 gin
karistirildi. Siire sonunda etanolii ugurulduktan sonra, madde silika ile karistirilarak
kolona tatbik edildi, kloroform:izopropanol:amonyak (10:4:0.7) solvan sistemi
amonyak gazi ile doyurularak kullanildi. Etanolden kristallendirildi, 0,150 g riin %
28,9 verimle elde edildi. E.n:  270-274 °C

Elementel Analiz = C,;H,;N; - 1,5HCI - 3H,0 - 0.75C,H¢O
%C %H %N
Hesaplanan 51.90 7.54  18.82
Bulunan 5220 743  18.56

Kutle m/z (ESI+) : 378 (M+H, %20).

'H-NMR & ppm (CD;0OD-ds): 1.34 (d, 6H, -CH3 protonlar1), 1.38 (d, 6H, -CHs
protonlari), 3.96-3.99 (m, 2H, -CH protonlar1), 7.26 (dd, 1H, Jo= 8 Hz, J,= 1.6 Hz,
H-6), 7.39 (d, 1H, Jo,= 8 Hz, H-7), 7.60-7.62 (m, 3H, H-4,2'.6"), 7.77 (d, 2H, J,= 8.4
Hz, H-3'5").

B3C-NMR & ppm (CD3OD-d,): 20.77, 24.08, 44.87, 45.17, 112.61, 113.22, 116.12,
117.87,118.01, 121.22, 128.46, 144.60, 147.01, 149.59, 161.28, 163.15, 164.99.



Diisopropy! 144 (2.421) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

155 189.80
189.53
\
\
O/'J ‘
‘ 189.07
‘143 08 168.60
| 209.95
| 114491
J 210.85
| 229.18 2629423
0 it 1l PN N RS IO .271“!9 2

140 160 180 200 220 240 260 280 300

140

378.51

379.49
337.31

121 3e5.06 | 38032

446 74

1: Scan ES+

486.32

9.25e7

320 340 360 380 400 <420 440 460-480 500 520 e

Sekil 3.29 Bilesik 15’ in Kiitle spektrumu

Di-Iscpropyl 16Nev2009

Archive directory: /export/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory: Di-Isopropyl 16Nev2008

File: FROTON

Pulse Sequence: sZpul

Solvant: CDIOD
hmbient temperature
Mercury-40088 *mercury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.992 sec
Width §402.0 Ha

16 vepetitions

OBSERVE KL, 400.175651% MHz

DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time ¢ min, 50 sec

B e S e SR
11 10 9 8

Sekil 3.30 Bilesik 15’ in *H-NMR spektrumu
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Diisopropyl 16Hovl008

Archive directory: /export/home/vnmrl/vnmreys/data
: Diiseprepyl 16Mav2009

FPulse Sequence: s2pul
Solvent: CDIOD

Temp. 20.0 € / 283.1 K
Mercury-400BE  “mercuryd0o”

20000 repetitions

OBSEAVE C13, 100.6242237 MH
DECOUFLE H1, 400.1776317 MHz
Power 37 aB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line breadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 12 hr, 43 min, 7 sec

220 200 180

Sekil 3.31 Bilesik 15° in **C-NMR spektrumu

ik

ORIV wrvnhiiern

e T
20 0
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3.2.3.  N-izobutil-2-[(4-(N-izobutilamidino)fenil)amino]-1H-benzimidazol-5(6)-
karboksamidin hidroklortr (16)

H
N
Neve.
N
NH

)/\ NH
HN \_<
0,259 g 2-((4-Siyanofenil)amino)-1H-benzimidazol-5(6)-karbonitril (2), 3.2 de

verilen yonteme gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri Uzerine 0.25 ml

. HCl

izobutilamin eklendi ve 2 ml mutlak etanol iginde oda sicakliginda 2 giin karistirildi.
Sire sonunda etanolli ugurulduktan sonra, madde silika ile karistirilarak kolona tatbik
edildi, kloroform:izopropanol:amonyak (10:4:0.7) solvan sistemi amonyak gazi ile
doyurularak kullanildi. Etanolden kristallendirildi, 0.142 g (riin %26.9 verimle elde
edildi. E.n: 276-280 °C

Elementel Analiz = Cy3H3;N; - 1.25HCI - 3H,0 *0.5C,H¢O
%C %H %N
Hesaplanan 54.57 7.90  18.16
Bulunan 5470 756  18.53

Kitle m/iz (ESI+):  406.47 (M+H, %100)

'H-NMR & ppm (CD3OD-ds): 1.02-1.07 (m, 12H, -CH3), 2.02-2.10 (m, 2H, -CH),
3.18 (d, 2H, -CHy), 3.25 (d, 2H, -CHj), 7.27 (dd, 1H, Ju= 2 Hz, Jo= 8 Hz, H-6), 7.38
(d, 1H, Jo= 8 Hz, H-7), 7.60-7.65 (m, 3H, H-4,2'6), 7.75 (d, 2H, Jo= 8.4 Hz, H-
3'5).

¥3C-NMR & ppm (CD3;OD-d,): 19.34, 24.08, 27.74, 47.82, 50.02, 63.56, 112.41,
113.22, 116.20, 117.69, 118.04, 122.34, 128. 16, 144.68, 146.62, 149.64, 161.41,
164.29, 166.19 .
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Scan ES+
-ISOBUTYL 1 (1.179) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
( g 406.47 5.37e8
100
CH3
)\ ”
| N
HyC
NH
HNYO:N/V
NH
NH
—NH
ot
CHy
%,
407.48
203.65
175.64
351.39
i 350.40 408.48
‘ 218.23 352.39 —
o] |, 2411030131 | ,[4357-50 : 53505 579.17 620.17 -
Rl pbii oo T k e 208 ) 17 T J : i ! ]
%% 200 250 300 350 | 400 450 500 550 600 650 700
. . . 9 .
Sekil 3.32 Bilesik 16’ nin Kiitle spektrumu
8 repetitlons
I
\ |
1) ‘ li I
a [ L | I a i 7}‘ . o
T T T T —— T T '
13 12 11 10 9 8 7 [ 5 4 3 2 1 -0 =1 PEpm

Sekil 3.33 Bilesik 16’ nin *H-NMR spektrumu
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Isobutyl 17Feb2010-17:20:42

Archive directory: /export/home/vmmrl/vnmrsys/data
Sample directory: Isobutyl 17Feb2010-17:20:42
File: CARBON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CD3OD
Temp. 24.0 C / 297.1 K
Mercury-400BE "mercuryd00"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degr
Acq. time 1.199 sec

Width 25125.6 Hz

15000 repetitions

OBSERVE C13, 100.6242237 MHz
DECOUPLE H1, 400.1776317 MHz
Power 37 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time $ hr, 32 min, 21 sec

220 200 180 160 140

Sekil 3.34 Bilesik 16” nin *C-NMR spektrumu
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3.2.4.  N-sek-butil-2-[(4-(N-sek-butilamidino)fenil)amino]-1H-benzimidazol-
5(6)-karboksamidin hidroklorar (17)

H
N
W L0

NH . HCl
j/ NH

0,259 g 2-((4-Siyanofenil)amino)-1H-benzimidazol-5(6)-karbonitril (2), 3.2 de
verilen yonteme gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri Uzerine 0.25 ml
sek-butilamin eklendi ve 2 ml mutlak etanol i¢inde oda sicakliginda 2 giin karistirildi.
Siire sonunda etanolii ugurulduktan sonra, madde silika ile karistirilarak kolona tatbik
edildi, kloroform:izopropanol:amonyak (10:4:0.7) solvan sistemi amonyak gazi ile
doyurularak kullanildi. Etanolik HCI ile tuzu hazirlandi, % 14 verimle 0.082 g (riin
elde edildi. E.n: 278-284 °C

Elementel Analiz = C,3H3,N; - 4,5 HCI
%C %H %N
Hesaplanan 58.90 8.21 16.84
Bulunan 59.34 8.04 16.84

Kitle m/z (ESI+):  406.3 (M+H, %75)

'H-NMR & ppm (CD3OD-ds): 1.02-1.16 ( m, 6H, -CHs(4)), 1.35(t, 6H, -CHs(1)),
1.68-1.79 (M, 4H, -CH,(3)), 3.75-3.82 (M, 2H, -CH(2)), 7.29 (dd, 1H, Jo= 8.4 Hz, Jn=
2 Hz, H-6), 7.42 (d, 1H, Jo= 8.4 Hz, H-7), 7.63-7.66 (m, 3H, H-4, 2',6"), 7.82 (d, 2H,
Jo= 9.2 Hz, H-3'5").

B3C-NMR & ppm (CDsOD-d,): 9.59, 18.27, 28.44, 51.66, 112.25, 112.73, 122.43,
124.19, 125.41, 127.12, 130.06, 130.7, 134.21, 140.80, 149.39, 163.13, 163.63.
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CK-109 1 (0.842) Cn (Cen 2, 80.00, Ht) Scan ES+
156 204.1 4063 6.71e8
\
| |
|
\ 3513
| |
‘
| \
!407,3
ol |
| 176.0
|
[ 1765 | ”
175 5{ ‘
\
, ; 3242 3523
h67.1 B2 ‘ 408.3
3252
218.1232.0 296.2 366.3 380 3 4423 4643
| 5183 568.1  605.0 54J5-1I
o e miz

|
O,LLL,JL.,.JJ dutda bl . X o | R A ! 1
150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625

Sekil 3.35 Bilesik 17’ nin Kiitle spektrumu

2¢igden 13Dec2012

Archive directory: /expert/home/vnmrl/vimrsys/data
sample directory: 2cigdem 13Dec2012
File: PROTON

Pulse Sequence: slpul

Solvent: CD3OD
Ambient temperature
Mercury-d0088  “mercuryd00*

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.992 sec

Width §402.0 Hz

8 repetitions

©OBSERVE  Hi, 400.1756519 Moz
DATA PROCESSTNG

FT size 32768

Total time 0 min, 25 sec

13 12 11 10 9 8

Sekil 3.36 Bilesik 17’ nin "H-NMR spektrumu
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€K-108 31Jan2013-14:58:38

Archive directory: /export/homs/vnmri/vimrsys/dsta
Sample directery: CK-109 31Jan2013-14:59:39
File: cAmEOM

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CD3OD
Temp. 25.0 C / 298.1 K
Mercury-400BB  "mercury$00”

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.199 ses

Width 25125.6 Ha

5000 repetitions

OBSERVE C13, 100.§242237 1z
DECOUPLE HL, 400.1776317 mHz
Power 39 aB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 3 hr, 10 min, 49 sec

220 200 180 160 140 120 100 80

Sekil 3.37 Bilesik 17° nin *C-NMR spektrumu

40

20



148

3.2.5. N-Siklohekzil-2-[(4-(N-siklohekzilamidino)fenil)amino]-1H-
benzimidazol-5(6)-karboksamidin hidroklorir (18)

H
N
w L0

NH
O/ NH

.HCI

0,259 g 2-[(4-Siyanofenil)amino]-1H-benzimidazol-5(6)-karbonitril (2), 3.2 de
verilen yonteme gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri Uzerine 0.26 ml
siklohekzilamin eklendi ve 2 ml mutlak etanol icinde oda sicakliginda 2 giin
karistirildi. Siire sonunda etanolii ugurulduktan sonra, madde silika ile karistirilarak
kolona tatbik edildi, kloroform:izopropanol:amonyak (10:4:0.7) solvan sistemi
amonyak gazi ile doyurularak kullanildi. Etanolden kristallendirildi, 0.146 g Urlin %
25.6 verimle elde edildi. E.n: 296-298 °C

Elementel Analiz = C,;H35N; - 0,5HCI - 4H,0 - 0,5C,HsO
%C %H %N
Hesaplanan 589 821  17.17
Bulunan 59.34 8.04 16.84

Kutle m/z (ESI+):  458.99 (M+H, %88)

'H-NMR & ppm (DMSO-dg+NaH+D,0): 1.06-1.32 (m, 10H, siklohekzil CH,), 1.49-
1.52 (m, 2H, siklohekzil CH,), 1.61-1.64 (m, 4H, siklohekzil CH,), 1.79-1.86 (m,
4H, siklohekzil CH,), 3.40-3.55 (m, 2H, CH), 6.95 (dd, 1H, J,= 8 Hz, Ju = 2 Hz, H-
6), 7.09 (d, 1H, J,= 8.4 Hz, H-7), 7.36 (d, 1H, J= 1.6 Hz, H-4), 7.42 (d, 2H, J,= 8.8
Hz, H-2',6"), 7.59 (d, 2H, J,= 8.8 Hz, H-3')5").

3C-NMR & ppm (DMSO-dg+NaH+D,0): 25.75, 26.32, 33.41, 50.72, 51.15,
111.73, 113.22, 116.14, 116.35, 126.48, 127.61, 128.00, 145.23, 145.84, 148.07,
161.71 .
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Default file
C104 281 (2.810) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
209.4 2300 1.34e8
100 i
| |
| |
|
|
|
|
%
188.9
188.6
458.4
2505 ‘
| ‘ ;
143.3 | |
! | 2943 459.4
181.0 | 251.0 ]
| 251.4 [295.2
: 335223765 4604 504, 5941
Oll nm I t s 219 406.7 5042 5723 6765 731479678101 8813
. - L - S . e b ] - - T T T T
150 200 250 300 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
. . . 5 - .
Sekil 3.38 Bilesik 18’ in Kiitle spektrumu
104 nan bi0
e O UIARU! Technologies
C104 NaM DiO
Bate Collested oni
mecour y400-mersusy400
Avchive directory:
/home /vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
€104 NaH D20 20140302 01
FidFile: PROTON 03
Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Mar 2 2014
Temp. 40.0 ¢ / 313.1 K
operater: vl
Relax. delay 1.000 sec
Pulae 45.0 degrees
Aea. time 3.561 ses
widih 6398.0 nz ‘ “ |
32 repetitions | W
OBSERVE  H1, 400.1759761 Miz il ‘r“ | /
DATA PROCESSING | Iy Il
PT size 32768 — A I
Total time 1 min 57 sec
PP I e T
0 S (= T
“ e
Ui J M UL\
I T T i e e I T — e —r : - s e : - .
13 12 11 10 8 7 6 5 4 3 2 -3 0 -1 ppm

Sekil 3.39 Bilesik 18’ in *H-NMR spektrumu



€104 HaH D20

Sample Name:
€104 NaH D20
Data Collected on:
mercuryd00-mercuryd00
Archive directory:
/home /vanrl/vamrays/data
sample directery:
€104 Nam D20 20140302 01
Fidrile: CARBON 01

Pulse Sequence: CAREON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Mar 2 2014

Temp, 5.0 € / 298.1 K
Oparater: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulss 45.0 degrees

Aeq. time 1.304 sec

Width 23125.6 Hz

20000 repstitions
OBBERVE  C13, 100.6242654 MHz
DECOUPLE M1, 400.1779555 WHz
Power 38 ds

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

BT size 65536

Total time 13 hr, 1§ min

150

Sekil 3.40 Bilesik 18’

m

3C-NMR spektrumu
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3.2.6.  5(6)-(1,4,5,6-Tetrahidropirimidin-2-il)-N-[(4-(1,4,5,6-tetrahidro
pirimidin-2-il)fenil)amino]-1H-benzimidazol hidroklorur (19)

0,259 g 2-[(4-Siyanofenil)amino]-1H-benzimidazol-5(6)-karbonitril (2), 3.2 de
verilen yonteme gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri tzerine 0.31ml
1,3-diaminopropan eklendi ve 2 ml mutlak etanol i¢inde oda sicakliginda 2 giin
karistirildi. Siire sonunda etanolii ugurulduktan sonra, madde silika ile karistirilarak
kolona tatbik edildi, kloroform:izopropanol:amonyak (10:4:0.7) solvan sistemi
amonyak gazi ile doyurularak kullanildi. Etanolden kristallendirildi,0.96 g Grlin % 19
verimle elde edildi. E.n: 294-297°C.

Elementel Analiz = C»;H,3N; "HCI4H,0 0.5C,H¢O
%C %H %N
Hesaplanan 52.32 6.98 1941
Bulunan 51.96 6.54  19.62

Kutle m/z (ESI+) : 374  (M+H, %100)

'H-NMR & ppm (DMSO-dg+NaH+D,0): 1.63-1.67 (m, 4H, CH, (5"5")), 3.27-3.30
(m, 8H, CH, (4"6"4"6™), 7.02 (d, 1H, J,=8.4 Hz, H-7), 7.09 (dd, 1H, J,=8.4 Hz,
Jn=1.6 Hz, H-6), 7.51 (d, 1H, J,=1.6 Hz, H-4), 7.55 (d, 2H, J,=9.2 Hz, H-2',6'), 7.65
(d, 2H, Jo= 9.2 Hz, H-3',5).
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Disikloheksil 113 (2.256) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
100 374.83

1200.84

208.88

258.68
1209.14

| 317.81335 54
|

11
‘ 375.85
|

215.61

“221.62 281.95 336.56 [376.93

412.88

ikl dh g .me'u l..r,, n uLL RN VY DRI A

496.71 537.44 580.59 626.99 664.17 709.07

1: Scan ES+
5.41e7

748.04

L 786.04
N

250 300 350 400 450 500 550

Sekil 3.41 Bilesik 19’ un Kiitle spektrumu

€105 MaH D20=DMSO

“arp108ilent Technologies

€105 Nak D20-DMSO
Data Collested on:

mexcuryd00-mercury40D
Archive directory:

/home fyanrl/vomcsys/data
sample directery:

€105 _MaH D20=DMSO 20140226 01
FidFile: PROTON 01

Pulse Sequence: PROTON (sZpul)
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 26 2014

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degress
Acq. time 2.561 sec
Width 6398.0 Hz
16 repetitions
CBSERVE K1, 400.1759623 Mz
DATA BROCESSING
FT size 32768 I
|

Total time 1 min 0 sec

600

650

700

750

T

13

Sekil 3.42 Bilesik 19° un *H-NMR spektrumu
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3.2.7.  4-[(1H-Benzimidazol-2-il)amino]benzen-1-karboksamidin  hidroklortr
(20)

H
by
N

H,oN

. HCI

NH

0,234 g 4-[(1H-benzimidazol-2-il)amino]benzonitril (3) , 3.2° de verilen yonteme
gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri, amonyak gazi ile doyurulmus 2
ml mutlak etanol i¢inde oda sicakliginda 2 giin karistirildi. Siire sonunda etanoliin
yarist ugurulduktan sonra, madde eterle ¢oktirildi, siizildi, etanolden

kristallendirildi. 0.184 g triin % 56.9 verimle elde edildi. E.n: 167-171 °C

Elementel Analiz = C,4H;5N5 - HCI 0,75 H,0 - 0,5 C,H:O
%C %H %N
Hesaplanan 55.55 5.75  21.59
Bulunan 5539 531 21.87

Kutle m/z (ESI+) : 252.3 (M+H, %85)

'H-NMR & ppm (CDsOD-dy): 6.86-6.89 (m, 2H, H-4,7) 7.30-7.32 (m, 2H, H-5,6),
7.61-7.66 (M, 4H, H-2'3'5',6).

BC-NMR & ppm (CDs;OD-dy): 113.20, 115.75, 118.19, 125.46, 127.40, 143.83,
145.43, 158.40, 166.82 .
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Default file
©601 252 (2.520) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
100, 1677
252.3
1685
|
1886 |
: |
%
1
|
147.4 2763
| 2932
| |
| 2942 sass
Ll Lo 396.3 5035 6043 048 7544 77638001 971 10052 !
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
. o . . .
Sekil 3.43 Bilesik 20’ nin Kiitle spektrumu
Sample rectory: C60l+4NaH+DIO 21Feb2013
Temp. 22.0 C / 295.1 K
Hercury-400BE "mercury400"
Relux. delay 1.000 ssc |
Acq. time 1.992 sec |
Width 6402.0 Hz }
& repetitions |
omsame M mvamsesis e |
- i
FT size 32768 |
Total time 0 min, 25 sec |
1
! h
Y ,‘.\
e
7.7 7.5 7.3 7.1 ppm
| } |
1] !
13 12 11 10 9 8 7 6 4 3 2

Sekil 3.44 Bilesik 20’ nin *H-NMR spektrumu

1: Scan ES+
1.34e8
043.9 1159.2
e e 11174
1100
1 -0 -1

ppm
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C01+NAH+D20 21Feb013-09:16:40

rehive directory: /esport/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory: C601+NaH+D20 21Feb2013-09:16:40

File: CARBON

Pulse Sequence: slpul

Selvent: CD30OD
Temp. 22.0 € / 205.1 K
Mercury-400BB "mercuryd00"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acqg. time 1.189
Width 25125.6 Hz
5000 repetitions

OBSERVE €13, 100.6242237 MHz

DECOUPLE H1, 400.1776317 MHz
Power 39 dB

continuously en

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size §5536

Total time 3 hr, 10 min, 49 sec

Sekil 3.45 Bilesik 20° nin *C-NMR spektrumu
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3.2.8  4-[(1H-Benzimidazol-2-il)Jamino]-N-izopropilbenzen-1-karboksamidin

hidroklorur (21)
H
N
Lo
N

. HCI
NH

0,234 g 4-[(1H-benzimidazol-2-il)amino]benzonitril (3), 3.2’ de verilen yonteme
gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri Uzerine 0.25 ml izopropilamin
eklendi ve 2 ml mutlak etanol iginde 60°C de 12 saat karistirildi. Siire sonunda
etanoliin biiyiik bir kismi ugurulduktan sonra, sodyum karbonat cozeltisi ile
karistirilarak madde ¢oktiiriildi, siiziildii, etanolden kristallendirildi. 0.124 g Urln %
35.40 verimle elde edildi. E.n: 164-168 °C

Elementel Analiz = C;;HgNs - 3H,0 ' 0,1C,H:O
%C %H %N
Hesaplanan 58.68 7.33  19.89
Bulunan 58.90 6.72 1951

Kitle m/z (ESI+) 1 294.3 (M+H, %100)

'H-NMR & ppm (DMSO-ds+NaH+D,0): 1.11 (d, 6H, -CHs), 3.94-3.97 (m,1H, -CH),
6.85-6.88 (M, 2H, H-5, 6), 7.22-7.24 (m, 2H, H-4, 7), 7.52 (dd, 2H, Jo= 8.4 Hz, Jm= 2
Hz, H-2', 6'), 7.66 (dd, 2H, Jo= 8.8 Hz, Jn= 2 Hz, H-3', 5').

BC-NMR & ppm (DMSO-ds+NaH+D,0): 21.41, 42.95, 112.89, 115.69, 117.98,
126.97, 127.71, 143.49, 144,59, 158.20, 163.88 .
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Default file
C602 314 (3.140) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
0 2523 2943
i
; w |
}
% |
147.4
147.0 235.3
146.8 1885 2351|2533
2954
189.0
189.5 |
| 2764
189.9210.3 ‘254 6 2% 336?37 . 3989
0 ..n_.lulh.d).. el ol o kK ]I Jh b L At —. S 415'4‘ 4‘4‘5'3

150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425

Sekil 3.46 Bilesik 21’ in Kiitle spektrumu

CEOZ+NaH+D20_07Har2013

Arehive directory: fexport/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory: C602+NaH+D20 07Har2013
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul

Selvent: DMSO
Temp. 35.0 € / 308.1 K
Mercury-400BB *mercuryd0o"

Relax. delay 1.000 see

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.992 sec

Width €402.0 Hz

16 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz

DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 mim, 50 sec |

AR R LR L L L LR ay ROy ey aea st
7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 ppm

450

462.0

1. Scan ES+
1.34e8

500.0 508.5 559.8 581.898]
475 500 525 550 575

m/z

13 12 11 10 9 8 7 6 5

Sekil 3.47 Bilesik 21” in *H-NMR spektrumu



C6024NaH+D20_05Mar2013

Archive directory:

/export /home/vnmrl/vamrsys/data

Sample directory: C602+NaH+D20_05Mar2013

Pile: CARBON

Pulse Sequence: sZpul
Solvent: CD30D

Temp. 22.0 C / 295.1 K
Mexcury-400BB "mercury400®

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.199
Width 25125.6 Hz
5000 repetitions
OBSERVE €13, 100.6242237 MHz
DECOUPLE K1, 400.1776317 MHz
Power 39 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 3 hr,

10 min, 49

Sekil 3.48 Bilesik 21” in **C-NMR spektrumu

180

160

158

100

80
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3.2.9. 4-[(1H-Benzimidazol-2-il)amino]-N-sek-butilbenzen-1-karboksamidin

hidroklorur (22)
H
N
Lo
N

.HCI

NH

0,234 g 4-[(1H-benzimidazol-2-il)amino]benzonitril (3), 3.2’ de verilen yonteme
gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri zerine 0.22 ml sek-butilamin
eklendi ve 2 ml mutlak etanol iginde 60°C de 12 saat karistirildi. Siire sonunda
etanoliin biiyiik bir kismi ugurulduktan sonra, sodyum karbonat cozeltisi ile
karistirilarak madde ¢oktiiriildii, siiztildi, etanolden kristallendirildi. 0. 095 g Urlin %
22 verimle elde edildi. E.n:  223-226 °C

Elementel Analiz = C;gH,;Ns - HCI - 0,5H,0 - 0,75C,H¢O
%C %H %N
Hesaplanan 60.45 7.15  18.07
Bulunan 60.69 7.36  17.99

Kitle m/z (ESI+) : 308.3 (M+H, %50)

'H-NMR & ppm (CD3OD-da): 0.98 (t, 3H, -CH3 #)), 1.21 (d, 3H, -CH3 (1)), 1.56-1.63
(m, 2H, -CH,), 3.72-3.74 (m, 1H, -CH), 6.85-6.88 (m, 2H, H-5,6), 7.29-7.32 (m, 2H,
H-4,7). 7.52 (d, 2H, J,=8.4 Hz, H-2',6"), 7.60 (d, 2H, J,=8.4 Hz, H-3'5").

B3C-NMR & ppm (CD30D-d,): 10.00, 19.39, 29.46, 48.84, 113.17, 115.88, 117.99,
127.15, 128.15, 144.21, 144.95, 159.02, 164.51.
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|

Default file
C-603 244 (2.440) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100, 252.4 1.29e8
167.9
2522
| r
167.5 \
%- 308.3
188.3 |
L1012 | |
101.4 | |
; 1195.9
.,
115.0| | ’
i 309.4
, ,
196.4
300.8
c‘ L llm' d l 3493 4794 %30 6153 674.9 7135 7865 43470004 10160 1150'61186.?“/2
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Sekil 3.49 Bilesik 22’ nin Kiitle spektrumu

@803 +NaHIDIO 22Mar101d

irectory: /export/homs/vnmrl/vimrsys/data

ectary: CE03+HaH+D2O 22Mar2013

File: PROTON

Pulse Sequence: alpul

Solvent: CDIOD
Temp. 25.0 C / 298.1 K
Hercury-40088 “mercuryd00"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 1.892 sec

Width £402.0 Hz

16 repetitions

OBSERVE ~ H1, 400.175651% MMz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min, 50 sec

13 12 11 10 9 8

Sekil 3.50 Bilesik 22’ nin *H-NMR spektrumu
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CH0I+HAN+DIO 23MAr2013
Archive directory: /export/home/vnmrl/vimrsys/data
Sample directory: C603+NaH=DIO 23Mar20ll
File: CARBON

Pulse Sequeace: s2pul
Solvent: CDIOD
Temp. 31.0 C / 304.1 K

Mercury-400BE “mercury400®

Relax. dalay 1.000 sec
Pulss 45.0 degraes
Reg. time 1.199 sec
width 25125.6 Mz
6000 repetitions
OBSERVE ©13, 100.6242237 Mz
DECOUPLE HL, 400.1776317 Mz
Power 39 aB
continucusly ca
WALTZ-16 modulated
TATA PROCESSING
Lire broadening 1.0 Hz
FT size 65536
Total time 3 hr,

48 min, 56 sec

100 80

Sekil 3.51 Bilesik 22° nin **C-NMR spektrumu
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3.2.10. 4-[(1H-Benzimidazol-2-il)amino]-N-siklohekzil-benzen-1-karboksamidin

hidroklortr (23)
H
N
(L)
N

HN

O

0,234 g 4-[(1H-benzimidazol-2-il)amino]benzonitril (3), 3.2’ de verilen yonteme

.HCI
NH

gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri izerine 0.23 ml siklohekzilamin
eklendi ve 2 ml mutlak etanol iginde 60°C de 12 saat karistirildi. Stire sonunda
etanoliin biiyilk bir kismi ugurulduktan sonra, sodyum karbonat ¢dozeltisi ile
karistirilarak madde ¢oktiiriildi, siiziildii, etanolden kristallendirildi. 0.106 g Urln %
26 verimle elde edildi. E.n:  154-157 °C

Elementel Analiz = C,qH»3N5 - HCI H,0 - 0,5 C,HO
%C %H %N
Hesaplanan 61.37 7.11  17.04
Bulunan 61.41 7.47 16.97

Kitle m/z (ESI+) : 334.3 (M+H, %85)

'H-NMR & ppm (CD3OD-d,): 1.23-1.27 (m, 1H, siklohekzil —CH, (4"), 1.38-1.47
(m, 4H, siklohekzil -CH; (3",5")), 1.69-1.72 (m, 1H, siklohekzil —-CH, (4")), 1.83-1.86
(m, 2H, siklohekzil -CH, (2",6"), 2.03-2.05 (m, 2H, siklohekzil -CH; (2",6")), 3.59-
3.62 (m, 1H, siklohekzil —CH (1), 7.06-7.09 (m, 2H, H-5, 6), 7.34-7.37 (m, 2H, H-
4,7, 7.62-7.64 (m, 2H, H-2'6"), 7.69-7.72 (m, 2H, H-3'5).

BC-NMR & ppm (CD;OD-d,): 24.81, 25.23, 31.86, 52.12, 112.88, 116.90, 120.93,
123.49, 128.61, 137.93, 145.25, 150.75, 163.04.
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Default file

C-604 287 (2.892) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 252.2 1.34e8
167.8
334.3
\
| \ |
|
| |
\
.
188.3
[
\
% | | ‘

300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Sekil 3.52 Bilesik 23 iin Kiitle spektrumu

©-504_08Mar2013

Archive dirsctory: /export/homevamrl/vnmrsys/data
Sample directery: C-604 08Mar2013
File: FROTON

Pulse Sequence: slpul
Solvent: cDIOD

Temp. 24.0 € / 297.1 K
Mercury-400BB  "mercuryd0o"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.992 sec

width 6402.0 Hz |
8 repetitieons

cEsERvE  m1, 001756515 e |
DATA PROCESSING

FT sirze 32768

Tetal time 0 min, 25 sec

| |

i

LU o U i S

AR L S L LT T L L e
7.7 7.5 7.3 7.1 ppm

13 1z 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Sekil 3.53 Bilesik 23’ iin *H-NMR spektrumu

|
1335.4
293.3
336.3
5554 667.3 1111.9
416.4 527.8 686.7 ; 1002.5 5
_L.,L,H__,_..A““ hogooo.f 8253 8963  100291023.3 ~11er9
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€-604-C13_08Maraol3

Archive directory: /export/home/vmmrl/vamrsys/data
sample directory: C-604-C13 0BMar2013
File: CARBGN

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDIOD
Temp. 24.0 € / 287.1
Mercury-400BE “mercuryd00”

Relax. delay 1.000 sac
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.199 sec

Width 25125.6 Hz

3072 repetitiens
OBSERVE €13, 100.6242237 MHz
DECOUPLE H1l, 400.1776317 MHz
Fower 39 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

PT size 65516

Total time d hr, 27 min, 7 see

220 200

100 80 60 40

Sekil 3.54 Bilesik 23 iin **C-NMR spektrumu

ppm
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3.211  4-[(1H-Benzimidazol-2-il)amino]-N-tert-butil-benzen-1-karboksamidin

hidroklortr (24)
H
N
Lo
N
NH
HN)L

0,234 g 4-[(1H-Benzimidazol-2-il)amino]benzonitril, 3.2° de verilen yonteme goére

. HCI

reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri tzerine 0.23 ml tert-butilamin eklendi
ve 2 ml mutlak etanol icinde 60°C de 16 saat karistirildi. Slre sonunda etanolln
biiyiik bir kismi ugurulduktan sonra, sodyum karbonat ¢ozeltisi ile karistirilarak
madde ¢okturildu, stizaldd, etanolden kristallendirildi. 0.075 g drun % 17 verimle
elde edildi. E.n:  286-290 °C

Elementel Analiz = C;gH,;Ns - 2,5 HCI - 0,75 H,0 - C,HgO
%C %H %N
Hesaplanan 52.43 6.82  15.29
Bulunan 52.65 6.63 1531

Kitle m/z (ESI+) : 308.4 (M+H, %100)

'H-NMR & ppm (CDsOD-ds): 1.46 (s, 9H, -CHs), 7.03-7.05 (m, 2H, H-5,6), 7.32-
7.34 (M, 2H,H-4,7), 7.52-7.59 (m, 4H, H-2',3'5',6").

BC-NMR & ppm (CD3;0D-d4): 27.733, 51.317, 112.75, 117.01, 120.539, 127.83,
129.94, 138.49, 143.47, 151.86, 164.26.
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140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480

Default file
C-605 226 (2.260) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
252.3 308.3 4.85e7
100 |
|
| 252.1 |
|
|
| |
” 1
| |
|
F
i
\
! 253.2 f
| 253.4 [
i 188.4 1309.4
‘ 168.1 | 2933
167.6 ‘ ‘
| 188.1 b
3 I
‘
‘ 196.0 292.9
1‘ 146.2 254.2 N |
w 212 5 2364 | ‘ 3223
‘“w“ L 212 7JL L L ‘ :k 113290 3713 39844164 452345004774
Rl oo i B olbody Ml oy B8 VI ST RS miz

Sekil 3.55 Bilesik 24 iin Kiitle spektrumu

€-608_15Har2013

Archive directory: /export/heme/vnmrl/vamrsys/data
Sample directory: C-605 25Mar2013
File: PROTOM

Pulse Sequence: sipul
Solvent: CD3OD

Temp. 25.0 C / 288.1 K
Mercury-400BB  “mercuryd0o"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.992 sec

Width 6402.0 Ha

8 repetitions

OBSERVE ~ ®1, 400.1756519 MHz

DATA PROCESSING

FT size 32768

Tetai vine D min, 25 sac .

7.6 7.4 7.2 7.0 ppm

T ] T ——T T T T T T L i T
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0 -1

Sekil 3.56 Bilesik 24’ iin *H-NMR spektrumu



€-605-C13 25Mar2013

Archive directory: /export/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory: C-605-C13 25Mar2013
File: CARBON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CD3OD
Temp. 25.0 C / 296.1 K
Mercury-400BB  “mercury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.199 sec
Width 25125.6 Hz

5000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6242237 Miz
DECOUPLE H1, 400.1776317 MHz
Power 39 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 3 hr, 10 min, 49

167

220 200 180 160

Sekil 3.57 Bilesik 24 iin **C-NMR spektrumu



168

3.2.12. 4-[(1H-Benzimidazol-2-il)amino]-N-hidroksi-benzen-1-karboksamidin

hidroklortr (25)
H
N
@[ )—NH
N

HN\
OH

. HCI

NH

0,234 g 4-((1H-Benzimidazol-2-il)amino)benzonitril, 50 ml etanol iginde, 0,19
(1.43 mmol) hidroksilamin hidroklorir ve 0,184g (1,43 mmol) N,N-
diisopropiletilamin i¢inde 14 saat geri ¢eviren sogutucu altinda 70°C de kaynatildi.
Stire sonunda reaksiyon ortami ucuruldu, katt madde suyla yikandi, siiziildi.

Etanolden kristallendirildi. 0.075g Urlin %21 verimle elde edildi. E.n: 224-227 °C

Elementel Analiz = C;4,H;3N50 - 2,25 HCI - 0,5 H,0
%C %H %N
Hesaplanan 46.92 457 19.54
Bulunan 47.05 5.05 20.01

Kitle m/z (ESI+):  268.2 (M+H, %60)

'H-NMR & ppm (CD3OD-ds): 7.38-7.40 (m, 2H, H-5, 6), 7.52-7.54 (m, 2H, H-4,7),
7.67-7.70 (m, 2H, H-2', 6'), 7.86-7.89 (m, 2H, H-3'5').
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Default file

C606 290 (2.900) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
175.7

100 175.9

175.5]

175.2

176.1
268.2

196.4
196.3

%

176.4

195.9 |
174.8 267.

174.5

208.4 2503 |269.0

1768 249.5|
194‘] 235.4248.8

1: Scan ES+
8.19e7

‘ ‘ 1 337.9342. y 3.0 410.7425.0 4404
ILLM ;haL,whHL'awl “Mw LJL,&A,M‘L A L3'11‘1~1 ‘,f'3423 o2 3?“ N anananantsl 11174

L il

160 180 200 220 240 260 280 300 320

Sekil 3.58 Bilesik 25’ in Kiitle spektrumu

cao6

sample Name:
06
Data Cellected on:
mercury400-mercuryd 00
Archive directory:
/home /vrmrd [ vismcsys /data
Sample directory:
€606_20140212 01
FidFile: PROTON 02

Pulse Sequence: FROTON (s2pull
Solvent: cdlod
Data collected on: Feb 12 2014

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Opsrator: vamrl

Relax. delay 1.000 see
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.561 sec

Width §398.0 Hz

B repetitions

OBSERVE ~ H1, 400.175651% MHz
DATA PROCESEING

FT size 312768

Total time 0 min 11 sec

| |

400

420 440

L e e e

10 9 8 7 6 5

Sekil 3.59 Bilesik 25’ in *H-NMR spektrumu

BB B e
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3.2.13.  4-[(5(6)-Kloro-1H-benzimidazol-2-il)Jamino]benzen-1-karboksamidin

hidroklortr (26)
H
N
s
Cl N . HCI

NH
H,N

0,268 g 4-[(5(6)kloro-1H-benzimidazol-2-il)amino]benzonitril (4), 3.2° de verilen
yonteme gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri, amonyak gazi ile
doyurulmug 2 ml mutlak etanol iginde oda sicakliginda 2 giin karigtirildi. Siire

sonunda etanoliin yaris1 ucurulduktan sonra, madde eterle ¢oktiiriildii, siiziildi,

etanolden kristallendirildi. 0.128 g urtin % 33 verimle elde edildi. E.n: 170-174 °C

Elementel Analiz = C4H;, CIN5 HCI 2,25 H,0 '0,5C,HO
%C %H %N
Hesaplanan 46.70 5.05  18.15
Bulunan 46.57 457  17.73

Kitle m/z (ESI+):  286.3 (M+H, %21), 288.3 (M+H+2, %7)

'H-NMR & ppm (CDsOD-da): 6.80 (dd, 1H, Jo= 8 Hz, Jn=1.6 Hz, H-6), 7.20 (d, 1H,
Jo= 8.4 Hz, H-7), 7.23 (d, 1H, Ju= 2 Hz, H-4), 7.64 (s, 4H, H-2', 3', 5', 6.

BC-NMR & ppm (CDsOD-d,): 112.80, 113.59, 115.81, 117.70, 123.08, 124.55,
127.56, 143.04, 145.41, 145.72, 159.84, 166.72 .



Default file
C701 245 (2.450) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
100, 184.9
| |
[
| 1845
‘ 1
|
|
o,
g 205.5
[
" 286.3
206.1° |
285.9
206.9 ]288‘3
2121 | 3272
| BTN
200 300 400

171

1: Scan ES+
1.19e8

Sekil 3.60 Bilesik 26’ nin Kiitle spektrumu

CTD14HaH+D2O_21Feb2013

Archive directory: /sxport/homs/wmmrl/vomrsys/dats
Sample directory: C70l+HaH+DIO_21Feb2013
File: PROTON

Pulse Sequence: sZpul

Temp. 22.0 € / 295.1 K

"mercuryd00”

Solvent: CDIOD |
Mercury-4008E }

Relax. delay 1.000 sec |
Pulse 45.0 degress |
Acq. time 1.992 sec

Width 6402.0 Hz

16 repetitions |
GBSERVE  H1, 400.1756513 b=
DATA PROCESSING

PT aize 3278

Tatal time 0 min, 50 sec

R ik L s L e U LS )
7.9 7.7 7.5 7.3 7.1

6.

5092 5705 596.0652.3 71,0 8572 880.1 9977 10778 11751
500 600 700 800 900 1000 1100
I |
I
9 ppm ’

| |

| ! "
8 7 6 5 4 3 2 1

Sekil 3.61 Bilesik 26’ nin *H-NMR spektrumu
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€-7014NaH+D20_20Fab2013

Archive directory: /export/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory: C-701+4NaH+D20 20Feb2013

File: CARBON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CD30D
Temp. 23.0 C / 296.1 K
Mercury-400BB  "mercury400*

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.199 sec

Width 25125.6 Hz

2000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6242237 Mz
DECOUPLE H1, 400.1776317 Miz
Power 39 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 1 hr, 16 min, 21 sec

120 100 80

220 200 180 160

Sekil 3.62 Bilesik 26° nin *C-NMR spektrumu

20

ppm
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3.2.14. 4-[(5(6)-Kloro-1H-benzimidazol-2-il)amino]-N-izopropil-benzen-1-
karboksamidin hidroklorur (27)

H

N
W

cl N

. HCI

NH

0,268 g 4-[(5(6)kloro-1H-benzimidazol-2-il)amino]benzonitril (4), 3.2° de verilen
yonteme gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri Uzerine 0.25 ml
izopropilamin eklendi ve 2 ml mutlak etanol icinde 60°C de 12 saat karistirildi. Siire
sonunda etanoliin biiyiik bir kism1 ugurulduktan sonra, sodyum karbonat ¢ozeltisi ile

karistirilarak madde ¢oktiiriildii, stiziildli, etanolden kristallendirildi. 0.065 g {iriin %

14 verimle elde edildi. E.n: 160-164 °C

Elementel Analiz = C;7H;5 CIN5 2HCI - 1,75 H,O - 0,75 C,H¢O
%C %H %N
Hesaplanan 47.59 6.04  15.00
Bulunan 4746 572  14.60

Kitle m/iz (ESI+): 3283 (M+H, %81), 330.3 (M+H+2, %27)

'H-NMR & ppm (CD30D-ds): 1.345 (d, 6H, -CH3), 3.95-3.98 (m, 1H, -CH), 6.99 (dd,
1H, Ju= 2 Hz, Jo= 8 Hz, H-6), 7.27 (d, 1H, Jo= 8 Hz, H-7), 7.32 (d, 1H, Ju= 2 Hz, H-
4),7.63 (d, 2H, Jo= 8.8 Hz, H-2'6"), 7.73 (d, 2H, Jo= 8.8 Hz, H-3'5).

B3C-NMR & ppm (CD30D-dy): 20.379, 45.023, 112.819, 113.239, 116.691, 120.295,
121.545, 125.629, 128.563, 137.006, 139.932, 145.556, 152.383, 162.762 .
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Default file

C702 283 (2.830) Cn (Cen,2, 80.00, HY) 1 Scan ES+
100 328.2 47987
|
3279
% 2058
205.4 |
|
_ 320.3
| 205.2
| 206.2
327.3
1842 e g
[ {2070 230.5
1843 | 2063
1839 |
| (2856 [31.0
g 370.0
| 285.2] 370.3 855
= | _ 3902 452.1 637.2654.8°°°° 816083238596 0819 1053310734 11853
0 WP VR " Tt " " Pt PP v SO N - ebor UMt duc 9
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Sekil 3.63 Bilesik 27’ nin Kiitle spektrumu

c-702

Sample Name:
c-702
Data Collected en:
mercuryd00-mescuryd 00
Archive directory:
/home /vimrl/vomrsys /data
sample directory:
€-702_20131115_01
FidFile: PROTON 01

Pulse Sequence: PROTON (s3pull
Solvent: cdied
bata collected on: Now 15 2013

Temp. 25.0 € / 298.1 K
operator: wnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulze 45.0 degrees

Acq. time 2.561 sec

width 638E.0 Hz

& repatitions

GBSERVE K1, 400.1756518 Mz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

|
J_i ‘i | e e

13 1z 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

Sekil 3.64 Bilesik 27° nin *H-NMR spektrumu
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c-702

Sample Name:

c-702
Data Collected on:

mercury400-mercurydoo
Archive directory:

/home /vnmrl /vamrsys /data
sample directory:

©-702 20131118 01
Pidrile: CAREON 01

Pulse Sequence:

CARBON (s2pull
Solvent:

cdied
Data collected on: Nov 18 2013

Temp. 25.0 €

/ 298.1 K
Operator:

wnmrl

Ralax

delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degreas
Acq. time 1.304 sec
Width 25125.6 Hx
5008 repetitions
OBSERVE 13,

100.6242477 MHz
DECOUPLE  H1,

400.1776314 MHz
Power 38 dB

continuously on
WALTZ-16 modul
DATA PROCESSING

a

Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536

Total time 3 hr, 1% min

T T e
220 200 180

160 140 100

80

Sekil 3.65 Bilesik 27° nin *C-NMR spektrumu

60

40

20

ppm
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3.2.15 4-((5(6)-Kloro-1H-benzimidazol-2-il)amino)-N-sek-butil-benzen-1-
karboksamidin hidroklorir (28)

H

N
QW

cl N

. HCI

NH

0,268 g 4-((5(6)kloro-1H-benzimidazol-2-il)amino)benzonitril (4), 3.2’ de verilen
yonteme gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri Uzerine 0.25 ml sek-
butilamin eklendi ve 2 ml mutlak etanol i¢inde 60°C sicaklikta 12 saat karistirildi.
Siire sonunda etanoliin biiyiik bir kismi ugurulduktan sonra, sodyum karbonat
¢ozeltisi ile karistirllarak madde ¢oktiriildi, stiziildl, etanolden kristallendirildi.
0.056 g Urin % 13 verimle elde edildi. E.n: 251-255 °C.

Elementel Analiz = C;gH,,CIN5s - HCI - 1,5 H,O 0,5 C,HsO
%C %H %N
Hesaplanan 53.27 6.35 16.34
Bulunan 5353 6.25 16.00

Kiitle m/z (ESI+) : 342.3 (M+H, %100), 344.3 (M+H+2, %34)

'H-NMR & ppm (CD3OD-d,): 0.97-1.00 (t, 3H, -CHs(4)), 1.23 (d, 3H, -CH3(1)), 1.57-
1.67 (M, 2H, -CH,), 3.71-3.76 (m, 1H, -CH), 6.79-6.82 (dd, 1H, Jy= 2.4 Hz, J,= 8.4
Hz, H-6), 7.20 (d, 1H, Jo= 8.8 Hz, H-7), 7.23 (d, 1H, Jn= 2 Hz, H-4), 7.53-7.55 (d,
2H, Jo= 9.2 Hz, H-2', 6)), 7.61-7.64 (d, 2H, Jo= 9.2 Hz, H-3', 5).

BC-NMR & ppm (CDs;OD-d4): 9.98, 19.25, 29.28, 49.30, 112.77, 113.58, 116.01,
117.73, 123.08, 126.42, 127.50, 143.01, 145.30, 145.38, 159.94, 164.26 .
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Default file

C-703 297 (2.992) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 ’ 184.8 2862 3422 1.34e8
i
J
| |
|
185.5 }
% " |
’ 2129 288.2 ‘
| ' ‘
. 1344.3
(
[
213.5 | h
1152 ‘ !
/ 214.0 327.2 ‘\
1155 ot
143.6 2894 | 1345.1
14.4 |
142.5 ‘ g 26911 3103 lase3 3981 54.8
oheika b Lh23e i L 4320 467349425035 S 57685893

125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 e

Sekil 3.66 Bilesik 28’ in Kiitle spektrumu

€703 +NaH+DI0_0%Mar2013

Archive directery: /export/heme/vmmrl/vamrsys/data
Sanple directery: C703+NaH+DZO_09Mar2013
File: PROTON

Pulse Sequence: sZpul

Solvent: CDIOD
Temp. 24.0 C / 297.1 K |
Mereury-400BB "mercuryd00"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degress

Acq. time 1.992 sec

Width 6402.0 Hz

16 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1756519 Mz
DATA PROCESSING

PT size 32768

Total time 0 min, 50 sec

i "
. !J“ ' \

7.7 7.5 7.3 7.1 6.9 ppm

12 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0

Sekil 3.67 Bilesik 28’ in *H-NMR spektrumu
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C7034NAH+D20_09Mar2013-10:58:16
Archive directory: /export/hame/vnmrl/vimrsys/data
Sample directory: C703+NaM+D20 09Mar2013-10:58:16
File: CARBON

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CD3OD
Temp. 24.0 C / 297.1 K
Mercury-4008B "mercury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degr
Acq. time 1.199 sec
Width 25125.6 Hz
5000 repetitions
OBSERVE €13, 100.6242237 MHz
DECOUPLE HI, 400.1776317 MHz
Power 39 aB
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 1.0 Hz

Total time 3 hr, 10 min, 49 sec
|
‘
|
P ; i |
v ot s Sy g v
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.68 Bilesik 28’ in **C-NMR spektrumu
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3.2.16.  4-[(5(6)-Kloro-1H-benzimidazol-2-il)amino]-N-siklohekzil-benzen-1-
karboksamidin hidroklortr (29)

H

N
W

cl N

. HCI
NH

0,268 g 4-[(5(6)-kloro-1H-benzimidazol-2-il)amino]benzonitril (4), 3.2’ de verilen
yonteme gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri Uzerine 0.25 ml sec-
butilamin eklendi ve 2 ml mutlak etanol iginde 60°C de 12 saat karigtirildi. Stire
sonunda etanoliin biiyiik bir kism1 ugurulduktan sonra, sodyum karbonat ¢ozeltisi ile

karistirllarak madde ¢oktiiriildii, siiziildii, etanolden kristallendirildi. 0.086 g iiriin

% 18.0 verimle elde edildi. E.n; 313-315°C.

Elementel Analiz = C,qH»,CINs - 2HCI 1,5 H,O 0,5 C,HsO
%C %H %N
Hesaplanan 51.38 6.16  14.26
Bulunan 50.93 5.77  13.99

Kiitle m/z (ESI+) : 368.2 (M+H, %60), 370.2 (M+H+2, %20)

'"H-NMR & ppm (CD30D-d,): 1.22-1.79 (m, 8H, siklohekzil-CH,), 1.99-2.02 (m, 2H,
siklohekzil-CH,), 3.56-3.62 (m, 1H, siklohekzil-CH), 6.77 (dd, 1H, J,= 8.4 Hz, J,,=
2.4 Hz, H-6), 7.18 (d, 1H, J,= 8 Hz, H-7), 7.21 (d, 1H, Jn= 2 Hz, H-4), 7.49 (d, 2H,
Jo= 8.8 Hz, H-2'6"), 7.59 (d, 2H, Jo,= 8.8 Hz, H-3'5).

BC-NMR & ppm (CD;0OD-d,): 25.13, 25.67, 32.69, 50.72, 112.70, 113.54, 115.90,
117.40, 122.76, 127.18, 127.79, 143.64, 144.94, 145.94, 160.81, 164.25 .
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Default file
C-704 370 (3.728) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 286. 1.28e8

185.0

184.5|

1
% 1
\
2055 ‘

| 141.3

‘ 206.0
| 2259
143.4 |
- 226.5 289.2 327.2 3712
44, | 3275
246.4269 3 l 3105 h 450.4 528.2573.7 610.1
| .&..Jm Y et i L3437 38353904 T, 4579 5169 5886 -

A /
150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600

Sekil 3.69 Bilesik 29’ un Kiitle spektrumu

C704+NaH+DIO 10Har2013

Archive directory: /export/home/wnmrl/vamrsys/data
Sample dirsctory: C7T04+NaH+D20_10Mar2013
File: PROTOM

Pulse Seguence: sZpul
Solvent: cpiop

Terp. 24.0 © / 297.1 K
Mercury-400BE “mercury400°

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.992 sac

Wideh 6402.0 e

8 repetitions

opsERVE  H1, 400.1756519 wmz

DATA PROCESSING

T size 12768

Total time 0 min, 25 sae | 1

|

e
7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 ppm |

I B I I WY STV

Sekil 3.70 Bilesik 29’ un *H-NMR spektrumu
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©7044NaN+D20 10MA¥I013-10112107

export /hame /vnmrl /vnmrays/data
©704+NaH+D20 10Mar2013-10:12:07

Archive directory

Sample directory:
File: CARBON

Solvent: CD3OD
Temp. 24.0 C / 297.1 K
Mercury-4008B *mercury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 5.0 degre
Acq. time 1.199 sec
Width 25125.6 Hz

8000 repetitions
OBSERVE €13, 100.6242237 Mz
DECOUPLE K1, 400.1776317 iz
power 39 4B

continuously en

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 5 hr, 5 min, 14 =

220 200

Sekil 3.71 Bilesik 29° un **C-NMR spektrumu

40

ppm
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3.2.17. 4-[(5(6)-Kloro-1H-benzimidazol-2-il)amino]-N-tert-butil-benzen-1-
karboksamidin hidroklortr (30)

H
N
s
o] N _HCI

NH
H’\l)L

0,268 g 4-[(5(6)Kloro-1H-benzimidazol-2-il)amino]benzonitril (4), 3.2 de verilen
yonteme gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri Uzerine 0.27 ml tert-
butilamin eklendi ve 2 ml mutlak etanol icinde 60°C de 16 saat karistirildi. Sire
sonunda etanollin biiyiik bir kism1 ugurulduktan sonra, sodyum karbonat ¢ozeltisi ile

karigtirilarak madde ¢oktiiriildii, stiziildli, etanolden kristallendirildi. 0.032 g {iriin %

6 verimle elde edildi. E.n: 298-300 °C

Elementel Analiz = C;gH5,CIN5 - 3HCI - 1,5 H,0 - C,HgO
%C %H %N
Hesaplanan 45.81 6.15 13.35
Bulunan 4589 557 12,99

Kiitle m/z (ESI+) : 342.2 (M+H, %69), 344.2 (M+H+2, %23)

'H-NMR & ppm (CD3OD-da): 1.52 (s, 9H, -CHs), 6.99-7.02 (dd, 1H, Jo= 8.4 Hz, Jn=
2 Hz, H-6), 7.27-7.29 (d, 1H, Jo= 8.4 Hz, H-7), 7.32-7.33 (d, 1H, Ju= 2 Hz, H-4),
7.59-7.61 (d, 2H, Jo= 8.4 Hz, H-2', 6), 7.69-7.72 (d, 2H, J,= 8.8 Hz, H-3',5).
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Default file
C-705 228 (2.280) Cn (Cen,2, 80.00, HY) 1: Scan ES+
286.3 5.12e7
100
|
|
| 3424
\
|
|
O/D'
| |
[ |
|
|
|
184.8 2883 |
‘ r [344.3
| \
I
‘ 185.9 327.3
1433 [2055 327.0
206.1 345.5
144.0 iy
L | Le21so © 4393 4995 5565 6835 77607 813.85%%2g632
0-bebebabbi il Bt pott L) it . SRS e e, B S ARSI &3 A e O

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900

Sekil 3.72 Bilesik 30’ un Kiitle spektrumu

105 20Apr2013

re directery

fespert /home vnnel /vnmrsys /data
5_20Apr2013

e directary: ©
a: pROTON

Pulse Sequence: sZpul

Solvent: CD3oD
Temp. 25.0 € / 298.1 K
Hercury-400BE  "mercuryd00®

Relax. delay 1.000 sec
Pulss 45.0 degress

Aeg. time 1.992 see

Wwidth 6402.0 Hz

16 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1756518 MH=
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min, 50 sec

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0 -1 ppm

Sekil 3.73 Bilesik 30’ un *H-NMR spektrumu
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3.2.18  4-[(5(6)-Bromo-1H-benzimidazole-2-il)amino]benzen-1-karboksamidin

hidroklortr (31)
H
N
s

NH
H,N

0,312 g 4-((5-bromo-1H-benzimidazol-2-il)amino)benzonitril (5), 3.2’ de verilen
yonteme gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri amonyak gazi ile
doyurulmug 2 ml mutlak etanol i¢inde oda sicakliginda 2 giin karistirildi. Siire
sonunda etanoliin yaris1 ucurulduktan sonra, madde eterle ¢oktiiriildii, siiziildi,
etanolden kristallendirildi. Etanolik HCI ile tuzu hazirlandi. 0.110 g Uriin % 25
verimle elde edildi. E.n: 312-316°C

Elementel Analiz = C4,H;, BrN5- 2,5 HCI - 1,75 H,0

%C %H %N
Hesaplanan 37.13 4.00 15.46
Bulunan 37.21 452 16.00

Kitle m/iz (ESI+): 330 (M+H, %100), 332 (M+H+2, % 95)

'H-NMR & ppm (CD3OD-da): 7.43 (d, 1H, Jo=8.4 Hz, H-7), 7.49 (dd, 1H, J,=8.8 Hz,
Jnw= 2 Hz, H-6), 7.67 (d, 1H, Jn=1.6 Hz, H-4), 7.71 (dd, 2H, J,=8.8 Hz, Jx=2 Hz, H-
2', 6", 7.97 (dd, 2H, Jo= 9.2 Hz, Ju= 2 Hz, H-3', 5.

BC-NMR & ppm (CDsOD-dy): 113.38, 114.94, 116.44, 121.42, 124.80, 127.04,
129.52,129.78, 131.63, 141.72, 147.87, 165.91 .
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Default file
C2001 286 (2.860) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
555 330.3

3299 4455

% [

3289

313.2
|
297.3 312-2]““‘1315
»*“-,“‘JI’J'“-’W‘-“*-M'» st
300 310

(o
32

o

]
328.2|

|| 334.2
/

0 330

E—

353.8

356.0

)\ | j;
||L'.‘L- o Lol |1:4\L‘| Uil L

371.4
373.2

37(’)5 3734

4

1: Scan ES+
5.47e7

433.5

340

350

360

370

Sekil 3.74 Bilesik 31’ in Kiitle spektrumu

c2001

“ainp1Baileat Technologies
c2001
Data Collected on:
mercuryd00-mercury400
Archive directory:
/home /vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
€2001 20140212 01
FidFile: PROTON 01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: calod
Data collected on: Feb 12 2014

Temp. 25.0 C / 298.1 K
operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Aeqg. time 2.561 sec

Width 6398.0 Mz

8 repetitions

OBSERVE M1, 400.1756519 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768
Total time 0 min 31 sec

il

EARRERS

I",L' N

(RRRE nanaynnnaE RN RRRR

}“ ‘1 ’

T

8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 ppm

390

400

410

383.1 3062 30954034 4153417,
T Y‘ T + T . ¥

420

T

e miz

13 12 11 10

.

9

7

6

Sekil 3.75 Bilesik 31” in *H-NMR spektrumu
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12001
Sample Name:

Data Collected on:
ry400-mercuryd 00

e directory:
wsys/data

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)

Feb 12 2014

298.1 K

emp. 25.0 C /
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

64 repetitions
OBSERVE C13, 100.6242477 MHz
DECOUPLE H1, 400.1776314 Mz
Power 38 aB

centinuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 48 min

200 180 160 140 120

Sekil 3.76 Bilesik 31” in "*C-NMR spektrumu

40

20
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3.2.19.  4-[(5(6)-(Triflorometil)-1H-benzimidazol-2-il)amino]benzen-1-
karboksamidin hidroklortr (32)

H
N
/@[ )—NH
F5C N . HCI

NH
H,N

0,302 g 4-[(5-(triflorometil)-1H-benzimidazol-2-il)amino]benzonitril (6), 3.2° de
verilen yonteme gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri amonyak gazi ile
doyurulmug 2 ml mutlak etanol i¢inde oda sicakliginda 2 giin karistirildi. Siire
sonunda etanoliin yarisi ucurulduktan sonra, madde eterle ¢oktiiriildi, siiziildi,
etanolden kristallendirildi. 0.096 g trtin % 22.9 verimle elde edildi.

E.n: 304-306°C

Elementel Analiz = C;5H;, FsN5- HCI - 3,5 H,O
%C %H %N
Hesaplanan 43.01 4.81 16.72
Bulunan 42.75 4.90 17.08

Kitle m/z (ESI+):  320.3 (M+H, %100)

'H-NMR & ppm (CD3OD-ds): 7.40 (d, 1H, Jo= 8.4 Hz, H-6), 7.51 (d, 1H, Jo= 8 Hz,
H-7), 7.67 (s, 1H, H-4), 7.82-7.89 (m, 4H, H-2', 3', 5',6").
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Default file
C-1003 236 (2.360) Cn (Cen,2, 80.00, H) 1: Scan ES+
2018 2223 3203 1.34e8
100 | ,
| | |
| |
12024
223.0
%
|
|
181.3 ; 3213 3613
i
1 303.3 3443
2031 2235 303.0
1819 | | 2431 | 362.4
4 203.3 | 2423[243.5 |304.3 13223 3450
| I 279.0.283.4 If I | L 376.5 389.3 410.0 425.0
TP SOOI | WY . eerrlh e et e e T TR R miz
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
. o . . .
Sekil 3.77 Bilesik 32’ nin Kiitle spektrumu
Archive directory: /export/homa/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory: C-1003 23Mar2013
File: PROTON
Pulse Sequence: sapul
Solvent: CD3OD
Temp. 31.0 C / 304.1 K
Mexcury-400BE “mercury400*
Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acg. tima 1.992 sec
Width 6402.0 Hz
16 repstitions
OBSERVE H1, 400.175651% MEH:z
FT size 32768
Total time 0 min, 50 sec
o
I i
W
— e
7.4 ppm
i [
L 1
h_: jl 1
. — ‘ -
8 7 6 5 4 3 2 1 -0 -1 Ppm

13 12 11 10 9

Sekil 3.78 Bilesik 32” nin *H-NMR spekt

rumu
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3.2.20.  4-[(4(7)-Nitro-1H-benzimidazol-2-il)Jamino]benzen-1-karboksamidin
hidroklortr (33)

H

N
)—NH

N

NO, . HCI

NH
H,oN

0,279 g, 4-[(4(7)-nitro-1H-benzimidazol-2-il)amino]benzonitril (7), 3.2’ de verilen
yonteme gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri amonyak gazi ile
doyurulmus 2 ml mutlak etanol i¢inde oda sicakliginda 2 giin karistirildi. Siire
sonunda etanoliin yarisi ucurulduktan sonra, madde eterle ¢oktiiriildi, siiziildi,
etanolden kristallendirildi. Etanolik HCI ile tuzu hazirlandi. 0.094 g Urlin % 24.5
verimle elde edildi. E.n: 321-323°C

Elementel Analiz = C;,H;,NgO, " 2HCI H,O
%C %H %N
Hesaplanan 43.42 4.16 21.70
Bulunan 4299 447 2191

Kitle m/z (ESI+):  297.3 (M+H, %100)

'H-NMR & ppm (CD3OD-dy): 7.56 ( t, 1H, J,=8.4 Hz, H-6), 7.80 (dd, 2H, J,=8.4 Hz,
Jn=2 Hz, H-2'6"), 7.89 (dd, 1H, J,=8.4 Hz, Jn= 0.8 Hz, H-7), 8.00 (dd, 2H, J,=8.8
Hz, Jn=2.4 Hz, H-3'5"), 8.23 (dd, 1H, J,=8.8 Hz, Jn= 0.8 Hz, H-5).

BC-NMR & ppm (CDsOD-ds): 119.02, 119.26, 122.19, 123.87, 124.80, 125.52,
129.78, 133.39, 133.78, 141.35, 149.79, 165.92 .
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Default file
AC-3001 284 (2.840) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
100 297.3

297.0

190.3

[190.5
b 296.8

[190.1

o,
% 189.7]

297.9
298.3

338.1

337.7
338.7

9 339.1
" ||, l.u o | .

3921

431.5 45?.7

488.4 ,5/

01.3 525.7

1: Scan ES+
6.09e7

565.9 2785

375

350

Sekil 3.79 Bilesik 33 iin Kiitle spektrumu

c3001

“ainp1Bailant Technologies
€3001
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Azchive directory:
/home/vomr1/vamrsys/data
sample directory:
©3001 20140212 01
FidFile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cd3ed
Data collected on: Feb 12 2014

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Pulse 45.0 degrees
Acq. time 2.561 sec

Width 6398.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1756519 Muz

DATA PROCESSING

FT size 32768 r
Total time 0 min 31 sec |

Relax. delay 1.000 sec

400 425

450

475

500

525

550 575

m/z

13 12 11 10 9

Sekil 3.80 Bilesik 33’ iin *H-NMR spektrumu
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c3a01

Sample Hame:
c3001
Data Collected o
mereuryd00-mercuryd 00
Archive directery:
/home fvamr] /vomrsys /data
Sample directory:
€3001 20140212 01
FidFile: current

Bulse Sequence: CARBON (s2pul)
Selvent: cdlod
Data cellected on: Feb 13 2014

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Operater: vamrl

relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

width 25125.6 Hz

64 repstitions |
OBSERVE 13, 100.6242477 MH=z 1
DECOUPLE H1, 400.1776314 MH=
Power 3B dB

continuously en

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSTNG

Line broadening 0.5 Hz |
FT size 65536

Total time 3 hr, 1% mim

—" e
T T | T e

220 200 180

Sekil 3.81 Bilesik 33 iin "*C-NMR spektrumu

ppm
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3.2.21 Etil 2-[(4-amidinofenil)amino]-1H-benzimidazole-5(6)-karboksilat

hidroklortr (34)
H
N
NH
oS0

~_O . HCI

NH
H,N

0,306 g Etil 2-[(4-siyanofenil)amino]-1H-benzimidazol-5-karboksilat (8), 3.2° de
verilen yonteme gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri amonyak gazi ile
doyurulmug 2 ml mutlak etanol i¢inde oda sicakliginda 2 giin karistirildi. Siire
sonunda etanoliin yaris1 ucurulduktan sonra, madde eterle ¢oktiiriildii, siiziildi,
etanolden kristallendirildi. 0.086 g trtin % 22.3 verimle elde edildi.

E.n:  308-312 °C

Elementel Analiz = C;7H;7; O,Ns- HCI - 1,5 H,O
%C %H %N
Hesaplanan 52.78 5.47  18.10
Bulunan 5255 5.63  18.13

Kitle m/z (ESI+) 1 324.3 (M+H, %40)

'H-NMR & ppm (DMSO-dg): 1.25-1.29 (t, 3H, -CHa(ester), 4.17-4.23 (g, 2H, -
CHa(ester)), 7.11 (d, 1H, Jo= 8.4 Hz, H-7), 7.36-7.39 (dd, 1H, Jo= 8Hz, Jm= 1.2 Hz, H-
6), 7.59 (d, 2H, J,=8.8 Hz, H-2', 6"), 7.76-7.78 (m, 3H, H-4, 3', 5).

B3C-NMR & ppm (DMSO-dg): 15.14, 60.08, 112.55, 115.01, 115.67, 117.05, 119.29,
125.23, 127.74, 145.48, 145.99, 151.36, 162.99, 164.28, 168.94 .
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Default file

©1002 213 (2.130) Cn (Cen,2, 80.00, Hi) 1. Scan ES+
203.9 1.03e8
100 1
|
1
|
‘
| ‘
2036
| 1900 2245
| 2242
0/0
‘ 2105 32“"3
‘
| \
1
| 225.0 |
| 210.9 | |
1005] | ‘ .?’25'4
1 | 365.4
191.0 2263 320.2 ‘
211.4 ‘
2522 ) 326.1
| ! 245,12 279.3 493 i 3 348.4 366.4 382.2 3962 4,0,
0 sl 4 W 'S | S Y SOOI Mkt iN— L S — S S et S A

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420

Sekil 3.82 Bilesik 34’ iin Kiitle spektrumu

C1002+NaK+D20 23Mar2013

Archive directory: /export/home/vnmrl/vnmrsys/data !
Sample directory: C1002+NaH+D20_23Mar2013
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO
Temp. 25.0 C / 298.1 K
Mercury-40088 "mercury400"

Relax. delay 1.000 sec |
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.992 sec
width 6402.0 Hz
16 repetitions
OBSERVE  Hl, 400.1759761 Mz
DATA PROCESSING |
FT size 32768
Total time 0 min, 50 sec
|

s e e

13 12 11 10 9 8 2. 6 5 4 3 2 1 -0 -1  ppm

Sekil 3.83 Bilesik 34’ iin ‘H-NMR spektrumu
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€10024NaH+D20 23Mar2013-12:57:13

/export /home/vnmrl /vnmrsys/data
€1002+NaH+D20_23Mar2013-12:57:13

Archive directory
sample directory:
File: CARBON

Pulse Sequence: sZpul

Solvent: DMSO
Temp. 25.0 C / 298.1 K
Mercury-400BB “mercury400°

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degre
Acq. time 1.199 sec
width 25125.6 Hz

5824 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243052 MHz
DECOUPLE K1, 400.1779559 MHz
Power 39 ds

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Mz

FT size 65536

Total time 3 hr, 48 min, 56 sec

160 140 120 100 80

Sekil 3.84 Bilesik 34’ iin **C-NMR spektrumu

40
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3.2.22. 4-[(5(6)-Kloro-6(5)-metil-1H-benzimidazol-2-il)Jamino]benzen-1-
karboksamidin hidroklortr (35)

HaC N
—NH
CI:©:N/ - HCl

NH
H,N

0,282 g 4-[(5(6)-kloro-6(5)-metil-1H-benzimidazol-2-il)amino]benzonitril (9), 3.2’
de verilen yonteme gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri, amonyak gazi
ile doyurulmus 2 ml mutlak etanol i¢inde oda sicakliginda 2 giin karigtirtldi. Siire
sonunda etanoliin yarisi ucurulduktan sonra, madde eterle ¢oktiiriildi, siiziildi,
etanolden kristallendirildi. 0.076 g trtin % 17.6 verimle elde edildi.

E.n:  315-317°C

Elementel Analiz = C;5H44 CIN5- 2,5HCI - 2,5 H,0
%C %H %N
Hesaplanan 43.13 5,06  16.76
Bulunan 42.89 5.63 16.95

Kitle m/iz (ESI+):  300.3 (M+H, %21), 302.3 (M+H+2, %7)

'H-NMR & ppm (DMSO-ds): 2.32 (s, 3H, -CHs), 7.08 (s, 1H, H-7), 7.14 (s, 1H, H-4),
7.62 (dd, 2H, Jo= 8.8 Hz, Jm= 2 Hz, H-2', 6'), 7.73(dd, 2H, Jo= 8.8 Hz, Jn= 2 Hz, H-
3, 5).

BC-NMR & ppm (DMSO-ds): 20.859, 112.972, 115.060, 115.441, 121.308, 121.849,
124.821, 127.763, 145.563, 145.617, 145.655, 161.078, 164.492.
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13 12 11 10 9

Sekil 3.86 Bilesik 35° in *H-NMR spektrumu

Default file
C-1006 230 (2.300) Cn (Cen,2, 80.00, Hi) 1: Scan ES+
192.0 1.10e8
100 :
1918
|
% !
192.5
193.0
e
\ 300.3
“ 212.4
i 2131 302.4
| |~
1136.1 2136
| 341.4
D‘.L.“.l W A T 417.74283 50762207 59916103 68217236 7857 860.9898.5
T T T L T T T T T T T T v T T T ¥ T ML T T
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
. o .. .
Sekil 3.85 Bilesik 35 in Kiitle spektrumu
Temp. 25.0 ¢ / 298.1 K
Mercury-400BB  "mercuryi00®
|
Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 1.992 sec
wiiia ssoz.5 ma
16 repetitions
OBSERVE H1, 400.1759451 wMHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Ttal vine 0 min, 50 ses
.
|
| |
|
5 :
| [
| |
| |
4 1 -0 -1 ppm
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1106+D201HaE 20Apr2013

fexport (home /vamrl /vnmrays/data
€1106+D20eNaH 20ADr2013

Archive directory:
Sample diractory:
File: CARBON

Pulse Sequence: a2pul

Solvent: DMSO
Temp. 25.0 C / 298.1 K
Mercury-400BB “mercuryé00"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degress

Aeg. time 1.199 see

Width 25125.6 Hz

5000 repetitions

OBSERVE €13, 100.6243052 Muz
DECOUPLE K1, 400.1779559 MEz
Fower 39 dB

continuously en

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSTNG

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 3 hr, 10 min, 43 sec

" W i Y )
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Sekil 3.87 Bilesik 35” in "*C-NMR spektrumu
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3.2.23. 2-(Fenilamino)-1H-benzimidazol-5(6)-karboksamidin hidroklorir (36)

H
N
HNY@iN)*NEH  HClI

NH,

0,234 g 2-(fenilamino)-1H-benzimidazol-5(6)-karbonitril (10), 3.2 de verilen
yonteme gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri amonyak gazi ile
doyurulmus 2 ml mutlak etanol i¢inde oda sicakliginda 2 giin karistirildi. Siire
sonunda etanoliin yaris1 ucurulduktan sonra, madde eterle ¢oktiiriildii, siiziildi,
etanolden kristallendirildi. 0.070 g trtin % 21 verimle elde edildi.

E.n: 291-295°C

Elementel Analiz = Cy4HysNs" 1.4 HCI *H,0 *0.25 C,HsO

%C %H %N
Hesaplanan 52.47 5.43  21.10
Bulunan 5256 527  20.99

Kitle m/iz (ESI+):  252.3 (M+H, %56)

'H-NMR & ppm (DMSO-dg): 6.72 (t, 1H, H-4"), 7.08 (s, 2H, H-2’, 6°), 7.19 (t, H-3",
5%),7.51 (s, 1H, H-7), 7.79 (d, 2H, J,=7.6 Hz, H-4, 5).

BC-NMR & ppm (DMSO-dg): 111.349, 112.111, 115.319, 116.294, 118.359,
123.191, 128.997, 143.971, 146.264, 148.825, 162.648, 167.365.
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Default file

C401 286 (2.860) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
167.6

100+ 1.34e8

252.3

%

188.4 }

115.1 i
‘ 1253.4

|

.

293.5
. 387.8 503.3 71, 3
,ih 5386 7106144 7458 792 go33 10045 106304167

t rerern T
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

0 ”l .!vﬂ L

100

miz

Sekil 3.88 Bilesik 36’ nin Kiitle spektrumu

CAD14NAHIDIO 25Fab2013

Arehiv
sample dirs
File: PROTON

ry: sexpert/home/vnmrl/vomrsys/data
v: CADL+NaH+D20 25Fab2013

t s2pul

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Mercury-400BB  "mercury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.992 sec

width 6402.0 Hz

8 repstitions

GBSERVE  H1, 400.1759588 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min, 25 see

8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 oppm

i

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0 -1

Sekil 3.89 Bilesik 36’ nin *H-NMR spektrumu
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C40L4NAN+DI0-CL3 25F8D2013

/8xport /nome/vamrl fynmrays /data
: C4D1+NaH+D20-C13 25Feb2013

Pulse Sequence: sZpul

Solvent: DHSO
Temp. 25.0 € / 298.1 K
Mercury-400BE “mercuryd00"

Relax. delay 1.000 sec
Pulss 45.0 degr:
Acq. time 1.199 sec
Width 25125.6 Hz

4928 repstitions

OBSERVE C13, 100.6243052 MHz
DECOUFLE H1, 400.1779559 MHZ
Power 39 dB

continucusly on
WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 3 hr, 10 min, 45 sec

220 200 180 180 140 120 100

Sekil 3.90 Bilesik 36’ nin BC.NMR spektrumu

80

60

40
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3.2.24. N-izopropil-2-(fenilamino)-1H-benzimidazol-5(6)-karboksamidin
hidroklortr (37)

H
N
o L0

O

0,234 g 2-(fenilamino)-1H-benzimidazol-5(6)-karbonitril (10), 3.2 de verilen
yonteme gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri Uzerine 0.25 ml
izopropilamin eklendi ve 2 ml mutlak etanol icinde 60°C de 20 saat karistirildi. Sure
sonunda etanoliin biiyiik bir kism1 ugurulduktan sonra, sodyum karbonat ¢ozeltisi ile
karigtirilarak madde ¢oktiirtildi, siiziildli, etanolden kristallendirildi. 0.011g iirtin %

7 verimle elde edildi. E.n: 286-290°C

Elementel Analiz = C;7HgN5" HCI - H,0 - 0,25 C,HsO
%C %H %N
Hesaplanan 58.48 6.59  19.48
Bulunan 58.81 6.94  18.99

Kitle m/z (ESI+) 1 294.3 (M+H, %90)

'H-NMR & ppm (CD3OD-d.): 1.38 (d, 6H, -CH3), 3.99-4.02 (m, 1H, -CH), 7.06-7.09
(t, 1H, H-4"), 7.34-7.45 (m, 4H, H-2',3'5',6"), 7.54 (d, 2H, J,=8 Hz, H-6, 7), 7.65 (s,
1H, H-4).
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Default file
C-402 211 (2.110) Cn (Cen,2, 80.00, Hi) 1: Scan ES+
100, 188.5 1.34€8
|
2943
262.3
167.9
188.1
167.7
167.5
- 188.9
%
168.4 293.3|
| |
295.3
209.5 253.4
1896 I
209.8 !
126.9 |
3 g0 | 2085 2102 2354 oo, laggy 36.3 350 os 4313
[ - 2105 | | 3374 24391
0 .‘LLLJP,J.!AM |IRUL N Iu____,L‘_.__d,_ | 2559YL " I‘I\,,‘u,.‘,‘ﬁ?’s'? i . 385.2 - S iz

140 160 180 200 220 240 - 260 250 I 300 320 340 360 h 380 400 420 440

Sekil 3.91 Bilesik 37’nin Kiitle spektrumu

ro402 19Mar2013

Miohive directory: feport/home/vmmrl/vemrays/data
Mamgle directory: C-402 25Mar2013
File: PROTON

Pulse Sequence: sipul

Solvent: CD3OD
Temp. 24.0 € / 237.1 K
Mercury-400B8 “mercuryd00"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degress

heg. tims 1.992 seo

width 6402.0 M

0 repatitions

ODEERVE W1, 400.1756519 Mz
DATA PROCESBING

FT size 32768

Total time 0 min, 25 sec

Nlh I\| |

\ ‘l\\
——

T T I T |
7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 ppm |
|
B kﬁ,,J_M_JW e
T e o : e | e e e
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0

Sekil 3.92 Bilesik 37 nin *H-NMR spektrumu
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3.2.25.  2-[(4-Klorofenil)amino]-1H-benzimidazol-5(6)-karboksamidin

hidroklortr (38)
H
N
NH
HNYCEN/% Q _HCI

NH,

Cl

0,268 g 2-[(4-klorofenil)amino]-1H-benzimidazol-5(6)-karbonitril (11), 3.2° de
verilen yonteme gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri amonyak gazi ile
doyurulmus 2 ml mutlak etanol i¢inde oda sicakliginda 2 giin karistirildi. Siire

sonunda etanoliin yarisi ucurulduktan sonra, madde eterle ¢oktiiriildi, siiziildi,

etanolden kristallendirildi. 0.132 g trtin % 33 verimle elde edildi. E.n: 182-186°C

Elementel Analiz = C;4,H;,CIN5" 2HCI - H,O - 0,5 C,HO
%C %H %N
Hesaplanan 45.07 4.79 1752
Bulunan 45.09 456 17.24

Kitle m/z (ESI+) 1 286.3 (M+H, %48), 288.5 (M+H+2, %16)

'H-NMR & ppm (DMSO-dg): 7.04-7.09 (m, 2H, H-6,7), 7.15 (d, 2H, J,= 8.8 Hz H-
2'6"), 7.49 (s, 1H, H-4), 7.77 (d, 2H, Jo= 8.8 Hz, H-3'5).

BC.NMR & ppm (DMSO-dg): 111.19, 112.09, 115.15, 117.52, 121.28, 123.15,
128.32, 142.61, 145.79, 148.36, 161.88, 167.15 .
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Default file
C801 296 (2.960) Cn (Cen.2, 80.00, Ht)
100 2055
2053
205.1
% | 286.3
206.2
|
206.5 ‘
184.9
184.5 ‘288,5
I
206.9
1435 186.0 225.9 327.4
| 1 1519 186.4 226.4 269.3 310.4 { 329.4
o bbbt d b i M i L 3510354 453

140 160

180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Sekil 3.93 Bilesik 38’ in Kiitle spektrumu

CBOL MaH D20

Sample Name:
CBOL Nak D20
Data Collected on:
mercuryd00-mercury400
Archive directory:
/home/vamrl/vamrsys/data
Sample directory:
CBO1 NaH D20 20140407 01
FidFile: PROTON 01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent : DMSO
Data collected en: Apr 7 2014

Temp. 50.8 € / 323.1 K
Operator: vnmel

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

heg. time 2.561 sec

Width 6398.0 Hz

8 repetitions ‘E

OBSERVE  H1, 400.1759729 mHz

DATA PROCESSING i

FT size 32768 ﬂ:

Total time O min 31 sec I‘I‘
|

IRER
8.0 7.9 7.8 7.7

7.6 7.5

LS N |, —

LA B e e

13 12 11 10 9

7.4 7.3 7.2 7.1 ppm

1: Scan ES+
7.65e7

480 500

Al mM/Z

Sekil 3.94 Bilesik 38’ in *H-NMR spektrumu



©B01 Mak D20

Sample Name:
CBOL NaH D2O
pata Collectsd on:
mereuryd00-mercuryd00
Archive directory:
Shome fvnmrl/ vimesys /data
Sample directery:
CBOL NaK D20 20140407 01

FidFile: current

Pulae Sequence: CARBON {sZpul)
Salvent: DHEO

Data collected on: Apr 7 2014

Temp. 50.0 € / 323.1 K
Operator: wvnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

acq. time 1.304 sec

wWidth 25125.6 H=z

64 repetitiens
ORSERVE C13, 100.6243405 Wz
DECOUELE H1, 400.1779555 Mz
power 16 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSTNG

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 1 hr, 20 min

205

220 200

Sekil 3.95 Bilesik 38’ in “*C-NMR spektrumu

140

ppm
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3.2.26.  2-[(4-Klorofenil)amino]-N-izopropil-1H-benzimidazol-5(6)-

karboksamidin (39)
H
N
NH
HN ﬁ/C[N); Q

\rNH
Cl

0,268 g 2-[(4-klorofenil)amino]-1H-benzimidazol-5(6)-karbonitril (11), 3.2° de
verilen yonteme gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri Uzerine 0.25 ml
izopropilamin eklendi ve 2 ml mutlak etanol icinde 60°C de 12 saat karistirildi. Sure
sonunda etanoliin biiyiik bir kismi ugurulduktan sonra, sodyum karbonat ¢ozeltisi ile
karistirilarak madde ¢oktiirtildi, siiziildii, etanolden kristallendirildi. 0.046 g trln %
12 verimle elde edildi. E.n: 298-302 °C

Elementel Analiz = C;7H;gCIN5" 1,5H,0 - 0,5 C,HgO
%C %H %N
Hesaplanan 57.21 6.40 18.53
Bulunan 5737 6.14 18.64

Kitle m/z (ESI+):  328.2 (M+H, 9%100), 330.0 (M+H+2, %33)

'H-NMR & ppm (DMSO-dg): 1.13 (d, 6H, -CHs), 3.92 (m, 1H, -CH), 6.92 (d, 1H,
Jo= 8 Hz, H-6), 7.05 (d, 1H, Jo= 8 Hz, H-7), 7.15 (d, 2H, J,= 8.8 Hz, H-2', 6"), 7.36 (s,
1H, H-4)., 7.76 (d, 2H, Jo= 8.8 Hz, H-3',5).

BC-NMR & ppm (DMSO-ds): 22.94, 61.10, 73.19, 110.89, 112.16, 114.86, 117.49,
121.20, 125.51, 128.39, 142.66, 145.76, 147.92, 161.68 .
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Default file
C802 182 (1.820) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 328.2 2.09e7
%
205.4 2404
240.2 |
.330,0
1206.0
205.0f 2264
370.3
1331.4
371.2 508529.0
I 2 422.8 % 550.3
b 35'22MML iy i i 535.6 591.9 617.0
0 ' nll.jnhhl '.L.‘.‘;mhﬁh.IL«A“i‘h-.uthhu|'nﬂ|1].|L7U..h.llL1>rl.x sl bty oo g Ll i b g
175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600

Sekil 3.96 Bilesik 39’ un Kiitle spektrumu

CB02 NaH D20

GinpiBailent Technologies
€802 NaH D20
Data Collected on:
mexcury400-mercuryd00
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrays/data
Sample directory:
©802 NaH D20 20140407 0}
FidFile: PROTON 01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: DMSO
Data collected on: Apr 7 2014

Temp. 35.0 C / 308.1 K ‘
Oparator: vamsl \

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.561 sec

width 6398.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE Hl, 400.1759726 MMz ,

DATA PROCESSING | ‘ Il

PT size 32768 I

Total time 0 min 31 sec il it
fi

7.9 7.7 7.5 7.3 7.1 6.9 ppm

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 o -1 ppm

Sekil 3.97 Bilesik 39’ un *H-NMR spektrumu
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CBO2Z MaH D20

Sample Name:
CBOZ NaH D20

Data Collected on:
merauryd00-mercuryd 00

Archive directory:
/home /vnmrl/vnmrays /data

fample directory:
€02 MaM D20 20140407 01

FldFile: currant

Pulse Sequence: CARBON {sZpul)

Solvent: DMSO

Data collected on: Apr 7 2014

Temp. 35.0 C / 308.1 K
Operater: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.304 sec
width 25135.6 Hz
128 repetitions
OBSERVE €13, 100.6243336 MHz
DECOUPLE K1, 400.1773555 Mz
Power 38 dB
continueusly on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536
Total time € hr, 39 min

" FOPRPISRTI | Ll R N
' AN N—— - . -
180 160 140 120 100 80

220 200

Sekil 3.98 Bilesik 39’ un **C-NMR spektrumu
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3.2.27 2-[(3,4-Diklorofenil)amino]-1H-benzimidazol-5(6)-karboksamidin

hidroklortr (40)
H
N
HNYCEN)*NH - HCI
ax

NH,

Cl

0,302 g 2-[(3,4-Diklorofenil)amino]-1H-benzimidazol-5(6)-karbonitril (12), 3.2’ de
verilen yonteme gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri amonyak gazi ile
doyurulmus 2 ml mutlak etanol igcinde oda sicakliginda 2 giin karistirildi. Siire

sonunda etanoliin yaris1 ucurulduktan sonra, madde eterle ¢oktiiriildii, siiziildi,

etanolden kristallendirildi. 0.068g uriin % 18 verimle elde edildi. E.n: 187-191 °C

Elementel Analiz = C;4H;;CI,N5 " 1,25 HCI - H,O - 0,5 C,HO
%C %H %N
Hesaplanan 44.28 4.27 1721
Bulunan 44,15 4.17 17.30

Kitle m/z (ESI+) : 320.2 (M+H, %85) 322.2 (M+H+2, %56) 324.2 (M+H+4, %8)

'H-NMR & ppm (DMSO-dg): 7.06 — 7.11 (m, 2H, H-6,5"), 7.29 (d, 1H, J,=9.2 Hz, H-
7), 7.50 (s, 1H, H-2"), 7.54 — 7.57 (dd, 1H, Jn=2.8 Hz, J,=8.8 Hz, H-6"), 8.13 (d, 1H,
In=2.4 Hz, H-4).

BC-NMR & ppm (DMSO-dg): 111.836, 112.819, 115.982, 116.622, 117.201,
119.243, 123.724, 130.613, 131.413, 143.887, 145.662, 148.261, 161.428, 167.464.
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Default file
1: Scan ES+
1.34e8

€301 235 (2.350) Cn (Cen.2, 80.00, Ht)
2223

100 |
2234

320.2

322.2

201.8

Yol

224.0
e

224 .4

160.9 3233
u 3032 | 3442
Lokl

_L._ m . L ; . . .
) 500 600 700 800 900 1000 1100

100 200 300 400

o

Sekil 3.99 Bilesik 40’ 1n Kiitle spektrumu

C301+NaH+D20 25Feb2013
Archive directory: /export/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample diractory: C3014NaH+D20 25Feb2013

File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO
Temp. 36.0 C / 308.1 K
Mercury-4008B  "mercury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.992 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE M1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min, 25 sec

8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 ppm

N |

2 1 -0

Sekil 3.100 Bilesik 40’ in *H-NMR spektrumu

L. h | 3644 4951 5708 6412 7452 7701 8826 9613 1044510723
\ : : \o 74827701 8826 9613 1044810723

miz

ppm



€301+NaN+D20-C13 25Feb2013

Archive directory:
sample directory: C3014NaH+D20-C13 25Pab2013

File: CARBON

Pulse Sequence: slpul

Solvent: DMSO
Temp. 36.0 C / 309.1 K
Mercury-4008B  “mercury400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.199 s
Width 25125.6 Hz
5888 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243052 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779559 MHz
Power 39 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 4 hr,

27 min, 7 sec

/export /home/vamrl/vamrays /data

211

ppm

220 200 180

Sekil 3.101 Bilesik 40’ n **C-NMR spektrumu

140

120 100

80

60

40

20
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3.2.28 4-[(1H-nafto[2,3-d]imidazol-2-il)amino]benzen-1-karboksamidin
hidroklortr (41)

H
N
i
N _HClI

NH
HoN

0,284 g 4-[(1H-nafto[2,3-d]imidazol-2-il)amino]benzonitril (13) , 3.2” de verilen
yonteme gore reaksiyona sokuldu, elde edilen imidat esteri amonyak gazi ile
doyurulmus 2 ml absolii etanol i¢inde oda sicaklifinda 2 giin karistirildi. Stire
sonunda etanoliin yaris1 ucurulduktan sonra, madde eterle ¢oktiiriildii, siiziildi,
etanolden kristallendirildi. Etanolik HCI ig¢inde tuzu hazirlandi. 0.100 g riin % 25.7
verimle elde edildi. E.n: 324-328°C

Elementel Analiz = C;gH;5N5s° 2HCI - H,O

%C %H %N
Hesaplanan 55.11 4.88  17.85
Bulunan 5499 4.87 18.06

Kutle m/z (ESI+) : 302 (M+H, % 48)

'H-NMR & ppm (CD30D-d,): 7.34 — 7.37 (m, 2H, H-6, 7), 7.63 (d, 2H, J,=8.4 Hz, H-
5, 8), 7.77 (d, 2H, Jw=1.2 Hz, H-4, 9), 7.82 — 7.85 (m, 2H, H-2', 6'), 7.89 (dd, 2H,
J,=8.4 Hz, Jm=2 Hz, H-3', 5).

BC-NMR & ppm (CDsOD-dy) : 108.29, 122.54,125.17, 125.79, 127.42, 129.41,
129.9, 130.95, 140.93, 149.53, 165.93.
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Default file
C1001 284 (2.840) Cn (Cen 2, 80.00, HY) 1: Scan ES+
192.7 1.34e8
100 ,
|
%,
302.4
302.1
1915
| 2131
191.2 ez 3
301.3
2852
25249.4 284.6 3264 3431
42 5 249, ° :
2425 256.7 . [-3443 3655 40624273 4582 4962 900 551
0 R erprerr bR A R M T e et prereprreh et MYZ
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540

Sekil 3.102 Bilesik 41” in Kiitle spektrumu

c1o01

nirpiBuileut Technologies
c1001
Data Collected on:
merouryd00-mercurydon
Archive diractory:
/home jvnmrl fvnmrays /data
Sample directory:
clo01 20140212 01
FidFile: PROTON 05

Pulse Sequence: PROTCHN (s2pul}
Solvant: edlod
Data eollected on: Feb 12 2014

Temp. 35.0 ¢ / 398.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sac
Pulns 45.0 degrees
Aeg. time 21.561 see
wiarh 63960 ue |
8 rapstitions I

OBSERVE W1, 400.1757041 MHz I |

DATA PROCESSTHG

T slze 12768

Toral time 0 min 31 ssc

L B e e

8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 ppm

L e e

13 1z 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

Sekil 3.103 Bilesik 41° in *H-NMR spektrumu
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c1001

Sample Name:
clooL
Data Collected on:
mercury400-mercuryd00
Archive directory:
/home /vamrl/vonrsys/data
Sample directory:
©Le01_20140212 01
PidFile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON {s2pull
Solvent: cdied
Data collected on: Feb 12 2014

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: wnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 s
Width 25125.6 Hz
2000 repetitions
OBSERVE €13, 100.6242477 MHz |
DECOUPLE H1, 400.1776314 MHz |
Power 38 dB |

continuously en

WALTZ-16 medulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz |

FT size 65516 |

Total time 1 hr, 20 min |
|

" "
g ¥ » . a " y " "
T R R s s R T L O e e i e e B e R R R MR
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40

Sekil 3.104 Bilesik 41° in *C-NMR spektrumu
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3.5. Sentezlenen Turevlerin Antimikrobiyal, Antikanser ve Sitotoksik

Etkilerinin Saptanmasi

3.5.1. Antiprotozoal ve Sitotoksik Aktivite Calismalari

Bu caligmada sentezlenen basta dikatyonik tiirevler olmak iizere 12 bilesigin iki
farkli protozoaya (T. brucei rhodesiense ve P. falciparum) karsi in vitro aktiviteleri
tarand1 ve ICsy degerleri belirlendi (Cizelge 3.1). Bilesiklerin sigan iskelet kasi

myoblast (L6) hicrelerine olan sitotoksik etkileri de 1Csy olarak saptandi.

Mikroorganizmalar:

Trypanosoma brucei rhodesiense STIB 900, faz tripomastigotes
Plasmodium falciparum NF54, faz IEF

3.5.1.1. T. brucei rhodesiense’ye Kars1 in vitro Antitripanosidal Aktivite ve L6

Hucrelerine Olan in vitro Sitotoksisite Tayini*

Deney ortami (50 pl), Baltz ve arkadaslari tarafindan (1985) belirtildigi sekilde
saglanir. 2-Merkaptoetanol ve 1s1 ile inaktive edilmis %15 at serumu, 96-kuyucuklu
mikroplakanin her bir kuyucuguna ilave edilir. Ardindan, sirali ila¢ diliisyonlar
Uzerine eklenir. Daha sonra, her kuyucuga 50 pl tripanosoma siispansiyonu (T. brucei
rhodesiense STIB 900) ilave edilir ve plaka 37°C’de %5 CO, atmosferinde 72 saat
inkubasyona birakilir. Bu siire sonunda, metabolik hiicre fonksiyonu i¢in kullanilan
bir indikatér olan ve 12.5 mg Rezasurin’in 1 litre distile suda ¢dziilmesiyle elde
edilen Alamar Blue (10 pl) her kuyucuga eklenir ve inkubasyona devam edilir. 2-4
Saat sonra, bir mikroplaka florometre sisteminde (Spectramax Gemini XS) dalga
boyu 536 nm olan bir uyar1 ve dalga boyu 588 nm olan bir emisyon kullanilarak

plaka okunur (Raz ve ark., 1997).

* Antiprotozoal ve sitotoksik aktivite ¢alismalari, Prof. Dr. Reto Brun koordinatorliigiinde
Isvigre Tropical Enstitiisii'nde yapilmustir. Swiss Tropical and Public Health Institute,
Socinstrasse 57, 4051 Basel, Switzerland.



216

Floresans gelisimi ICsq degerleri olarak ifade edilir. Sitotoksisite, sigan iskelet

kas1 myoblast (L6) hiicreleri kullanilarak, ayn1 yontemle degerlendirilir.

3.5.1.2. P. falciparum’a Kars1 in vitro Antiplazmodiyal Aktivite Tayini*

Antiplasmodiyal aktivite, klorokin ve primetamine direncli P. falciparum turd
kullanilarak, modifiye edilmis [*H]-hipoksantin inkorporasyon deneyi ile belirlenir
(Matile ve Pink., 1990). Insan kirmiz1 kan hiicreleri, %5 Albumax iceren RPMI 1640
ortamda, mikrokuyucuklu plakalarda sirali ilag diliisyonuna maruz birakilir.
Inkubasyondan 48 saat sonra, 37°C’de, indirgenmis oksijen atmosferinde, her bir
kuyucuga 0.5uCi [*H]-hipoksantin ilave edilir. Kiiltiirler, 24 saat inkubasyona
birakilir. Daha sonra, cam pamugu filtre iizerinde toplanarak, distile su ile yikanir.
Radyoaktivite, Betaplate™ saya¢ kullanilarak hesaplanir. Sonuglar, her bir ilag
konsantrasyonunda her bir kuyucukta dakika basina sayr (CPM, counts per minute)
olarak kaydedilir ve kontrol yizdesi olarak ifade edilir. Sigmoidal inhibisyon

egrilerinden ICs degerleri hesaplanir (Jones ve ark., 2005).

Cizelge 3.1 12 Bilesigin T. b. rhodesiense ve P. falciparum’ a kars: antiprotozoal 1Cs
(ng/ml) degerleri ve L6 hiicrelerine olan sitotoksik etki ICsq (ng/ml) degerleri.

Bilesik T. b. rhodesiense P. falciparum Sitotoksisite L6

ICSO |C50 |C50

14 0,002 0.031 54.09

15 0,013 0,087 46,69

16 0,004 0,052 43.90

17 0,011 0,160 43,71

18 0,003 0,020 3501

20 5,03 0,994 43.27

26 5,13 0,346 16,85

32 5,61 0,368 18.89

35 5,57 0,341 10,88

36 17,74 1,84 74.63

38 5,12 0,275 17.16

40 6,53 0,052 15.65
Melarsoprol 0.003 - _
Klorokin - 0.004 .

Podofilitoksin - _ 0.008
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3.5.2. MCF-7 Hiicrelerine Kars1 Antikanser Etki Calismalar:

3.5.2.1.Test Maddelerinin Hazirlanmasi

Sentezlenen tiirevler etanolde cozilerek 1x10°M — 1x10°M konsantrasyonlart

arasinda diliisyonlar hazirlandi. Dilue edilen test maddeleri hiicrelere uygulandi.

3.5.2.2. Hiicre Kultdrd

Calismada ATCC (American Type Culture Collection, Almanya)’den temin edilen
insan meme kanseri hiicre hattt MCF-7 (HTB-22) kullanildi. Hiicreler, %10 fetal
bovin serum (FBS, Lonza, Belgika), %1 antibiyotik (penisilin/streptomisin, PAA,
The Cell Culture Company, Austria) ve %1 L-glutamin (PAA, Avusturya) igeren
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, PAA Laboratories GmbH, Coelbe,
Almanya) besiyerinde 37 °C ve %5 CO, ortaminda inkiibe edildi.

3.5.2.3. Hucre Proliferasyonunun Tayini*

Test maddelerinin hiicre proliferasyonu Uzerine olan etkileri 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazoliyum bromide (MTT) metodu ile tayin edildi (Mosmann 1983,
Kuzma ve ark.2012). 96 kuyucuklu mikroplaklara 180 pl, 5x10* hiicre/ml hiicre
stispansiyonu ekildi ve plaklar 37°C ve %5 CO, ortaminda 24 saat inkiibe edildi.
Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan test maddelerinden kuyucuklara eklendi ve
hiicreler 48 saat 37°C ve %5 CO, ortaminda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
kuyucuklardaki besiyeri yeni besiyeri ile degistirildi ve her kuyucuga 20 pl, Smg/ml
MTT solusyonu (Sigma, Almanya) eklendi ve plaklar 37°C’de 2 saat inkiibe edildi.
Metabolik olarak aktif (canli) hiicrelerin, MTT boyasin1 formazan kristallerine
rediiklemesine dayanan testte, olusan mavi MTT-formazan DMSO (Merck,

Almanya) da ¢6zuldu.

* Antikanser aktivite calismalari, Dr. Ecz. Filiz Bakar tarafindan Ankara Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilimdali Arastirma Laboratuvarinda yapilmistir.
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Hiicrelerdeki MTT nin rediiksiyon degeri, mikroplak okuyucuda (Thermo

Scientific, MultiScan Go, Germany) 540 nm’deki absorbans degerinin 6l¢timi yolu

ile saptandi ve elde edilen deger, test maddeleri uygulanmamis kontrol grubu

degerleri ile karsilastirilarak % canlilik orani belirlendi. Test maddelerinin, hiicre

canliligint %50 azaltabilmesi igin gerekli konsantrasyon (ICsp), test maddelerinin

konsantrasyonuna karsi canli hiicre miktarmin grafige gegcirilmesi yolu ile

hesaplanda.

Cizelge 3.2 Sentezlenen turevlerin MCF-7’ e kars1 ICso degerleri

R H
3 N
/>7NH
R, N
R, Ry
Ro
— ) , MCF-7
Bilesik no R, R, Rs Ry R 1Cx lJM
H N H H "1 09301
14 - - - 44 '
NH7 NH7
NH NH
15 H — H -H _/< 0.0088
HN~< HNA(
6 H " H H "\ | ooiss
HN HN
NA NH
17 H _/< {; H H {» 1.1180
HN HN
NH _H NH
18 H — @ H — 1.6901
N N
19 H _</} H H 0 :> 0.0063
HN HN
%NH
20 H H H -H 0.0188
NH,
NH
’1 H H H H — { 0.0172
HN
_H NH
22 -H

H H — {; 1.112
HN
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Cizelge 3.2 Devami

-H NH
23 H H H —(@ 1.139
HN
NH
24 -H -H -H -H — 0.0073
HN
25 ‘H ‘H -H -H NH 0.729
HN—OH
26 H cl H H _<NH 0.0251
NH,
NH
27 H -l H H 4{{ 1.130
HN
-H NH N
28 H .l H {» 3.2737
HN
-H NH
29 H Cl H O 1.362
HN
NH
30 H -Cl H H 0.0137
HN%
%NH
31 H -Br -H H 0.0046
NH,
32 H CF H H {NH 0.308
) CF, ) ) _
NH»
NO H a
33 NO, ; H H < 0.785
NH,
NH
34 H -COOC,Hs -H -H 4/< 0.0101
NH,
| %NH
35 H C -CH, -H 0.0111
NH,
NH
36 H -H -H H 0.0629
NH,
NH
37 H 4/< H -H H 0.0058
HN—<
NH -Cl
38 -H _./< -H -H 0.668
NHNH2
Cl
39 H H -H 0.8867

i
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Cizelge 3.2 Devami

NH -Cl -Cl
40 -H -H 0.0127
NH,
N H NH
41 \>—N~©7R2 —{ | o014
H NH,
Imatinib 0.0096
mesilat
Dosetaksel 0.0131

3.5.3 Bilesiklerin Lipinski Kuralina Uygunlugunun Incelenmesi

Lipinski Kurallari, kimyasal bir bilesigin, insanlar i¢in oral olarak kullanilabilmesi
icin gereken fizikokimyasal parametreleri (emilim, dagilim, metabolizma,
eliminasyon) kantitatif olarak gosteren sartlar1 kapsamaktadir. Lipinski kurali olarak
bilinen bu sartlar, ¢ok sayida ila¢ etken maddesi kullanilarak formiile edilmistir
(Lipinski ve ark., 1997). Yapilan caligmalar bu kurallara uyan kii¢liik yapili

molekilerin daha iyi ilag olabilme potansiyellerinin oldugunu gostermistir.

Bu fizikokimyasal parametreler genel olarak oral aktif kullanilabilecek bir
molekiilde; hidrojen bagi yapan atomlarin sayisinin 5’ten fazla (kendisine bagl bir
veya daha fazla hidrojen atomu iceren azot ve oksijen atomlari) ve molekiildeki
hidrojen bagi1 kabul eden atomlarin sayist 10°dan fazla olmamasi (azot ve oksijen
atomlarinin sayisi), molekil agirligt 500’tn ve lipofilisite katsayisi (log P)’nin da
5’in altinda olmas1 gerektigini ortaya koymustur. Bu kurallar iginden bir taneden

fazla ihlal yapilmamasi gerektigi de bildirilmistir.

Yeni ilag gelistirilmesinde, molekiilde aktivite ve selektivitenin
arttirilabilmesi icin yapilan degisikliklerin, bu kurallar cercevesinde duzenlenmesi

gerektigi de bildirilmistir (Bayomi ve ark., 2013).
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Cizelge 3.3 Sentezlenen tiirevlerin, hidrojen dondr ve akseptdr sayilari, molekiil agirliklart
ve logP degerleri

Bilesik no a-don a-acc MA logP
14 6 6 293 1.54
15 6 6 377 3.9
16 6 6 405 5.03
17 6 6 405 4.87
18 6 6 457 5.68
19 4 6 373 2.78
20 4 4 251 2.4
21 4 4 293 3.58
22 4 4 307 4.06
23 4 4 333 4.47
24 4 4 307 3.8
25 5 5 267 2.79
26 4 4 285 2,96
27 4 4 327 4.14
28 4 4 341 4.62
29 4 4 367 5.03
30 4 4 341 4.35
31 4 4 329 3.23
32 4 4 319 3.32
33 4 6 296 2.02
34 4 5 323 2.56
35 4 4 299 3.45
36 4 4 251 2.4
37 4 4 293 3.58
38 4 4 285 2,96
39 4 4 327 4.14
40 4 4 319 3.52
41 4 4 301 3.4
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4. TARTISMA

Bu c¢alismada  2-((4-amidinofenil)amino)-1H-benzimidazol-5(6)-karboksamidin
yapisinda dikatyonik, 4-((1H-benzimidazol-2-il)amino)benzen-1-karboksamidin ve
2-(fenilamino)-1H-benzimidazol-5(6)-karboksamidin  yapisinda mono katyonik
bilesiklerin sentezlenmesi, yap1 aydinlatmalari, T. b. rhodesiense, P. falciparum’a
kars1 in vitro antiprotozoal etkinlikleri, MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 {izerindeki
in vitro antikanser etkileri ve in vitro sitotoksik (si¢an iskelet kas1 myoblast (L6)

hiicrelerine) etkilerinin incelenmesi gergeklestirilmistir.

Tasarlanan tlrevleri elde etmek Uzere 4-amino-3-nitrobenzonitrildeki nitro
grubunun Pd/C katalizorliigiinde hidrojen gazi ile rediiksiyonu sonucu 3,4-diamino
benzonitril bilesigi (1) hazirlandi. Daha sonra bu bilesigin ve gesitli  benzen-1,2-
diamin tdrevlerinin uygun substitliearilisotiyosiyanatlarla, basing altinda EDCI
hidroklorir ~ katalizorliigiinde  halka  siklizasyon  reaksiyonu ile  2-((4-
siyanofenil)amino)-1H-benzimidazol-5(6)-karbonitril, 4-((1H-benzimidazol-2-
il)amino)benzonitril ve 2-(fenilamino)-1H-benzimidazol-5(6)-karbonitril turevleri (2-
13) elde edildi. Bu bilesiklerdeki siyano grubu Pinner reaksiyonu ile amidine
dontistiiriilerek mono ve dikatyonik anilinobenzimidazol tiirevleri elde edilmistir (14-
41). Dikatyonik tlrevler, kolon kromatografisi ile saflagtirma islemi yapildiktan
sonra  etanolden  kristallendirilmistir. ~ Monokatyonik  tiirevlerde  ortam
baziklestirildikten sonra bilesikler etanolden kristallendirilerek saflastirilmistir. Bazi

tirevlerin HCI tuzlar, etanolik HCl-eter karisimi i¢inde elde edilmistir.

Sentezi yapilan bilesiklerin saflik kontrolleri, erime noktas1, ITK ve Ters faz-
HPLC incelemeleri ile yapildiktan sonra, yapilarini kanitlamak {izere spektral
analizleri gergeklestirilmis ve elementel analiz, 1H-NMR, 13C-NMR, 2D-COSY,
2D-HSQC, kutle analizleri (Mass spectral analizleri) ile elde edilen bulgularin

beklenen yapilar1 kanitlar nitelikte oldugu bulunmustur.

Elektrospray iyonizasyon (ESI) yontemi kullanilarak gerceklestirilen Kkitle

analizlerinde, sonug bilesikler pozitif iyonizasyon teknigi ile (M+1)" iyonlar1 halinde,
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ya da M+1+41 (M+H+CHs3CN), iyonlar1 halinde % 100 bagil intensiteleri ile
izlenmiglerdir. Bu teknik, genellikle proteinler, polipeptidler ve oligonikleotidler
gibi biyomolekiillerin (6zellikle protein ve peptid yapilari) analizi i¢in gelistirilmis
bir yontem olup, HPLC veya kapiler elektroforez kolonlarina adapte edilebilme
avantaji saglamaktadir. Klor ve brom atomu tasiyan bilesikler beklendigi izotop

oranlari ile izlenmistir.

Benzimidazol halkas1 iceren dikatyonik bilesiklerin, c¢esitli protozoal
parazitlere kars1 iyi aktiviteye sahip olduklar1 yapilan ¢alismalar ile ortaya konmustur
(Ismail ve ark., 2004, Ismail ve ark., 2005). Minér kavite baglayicilar1 olarak da
bilinen bu grup bilesiklerin 6nemli antimikrobiyal (antiprotozoal) aktivitelerinin yani
sira antikanser tedavide de etkili olduklar1 yapilan cesitli ¢aligmalarla kanitlanmistir
(Geroni ve ark., 2002; Janjigian ve ark., 2010; Baraldi ve ark., 2004; Barret ve ark.,
2013; Alp ve ark., 2014).

Mono ve dikatyonik anilino benzimidazollerin antiprotozoal ve antikanser
etkinlikleri hakkinda literatiirde ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Dikatyonik
anilino benzimidazol tirevlerinden sadece bu calismada sentezlenmis olan 14 nolu
bilesigin (yap1 aydinlatmasi verilmeyen, Balzarini ve ark.,1983) antikanser etkisi,
fare l6semi L1210 kanser hlcreleri iizerinde denenmis ve 6nemli bir aktivitesinin
olmadig: bildirilmistir. Bu molekiil bizim antikanser etki tarama sonug¢larimizda da
benzer sekilde iyi sonu¢ vermemistir. Buna karsilik sentezlenen diger tiirevlerimizde

referans bilesiklerden bile daha etkili sonuglar elde edilmistir .

Sentezlenen tiirevlerin genel olarak Lipinski kurallarma uydugu, dikatyonik
tiirevlerde hidrojen donér ve akseptor sayilarinda bir fazlalik oldugu ve bazi
tirevlerinde log P degerinin 5’in istinde oldugu gozlenmistir. Antiprotozoal ve
antikanser olarak referans bilesiklere karsi iyi aktivite gosteren tiirevlerin ise,
dikatyonik turev, bilesik 15 disinda, Lipinski kurallarina uydugu goriilmektedir.
Boylece bilesiklerin emilim, dagilim, metabolizma ve atilim igin istenen kriterleri

saglayabilecegi de ortaya konmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Sentezlenen bilesiklerden dikatyonikler Oncelikli olmak {izere 12 tanesinin
antiprotozoal aktiviteleri, ICsy inhibisyon degerleri saptanarak T. b. rhodesiense’e

ve P. falciparum’a kars1 tespit edilmistir.

T.b. rhodesiense’ e kars1 aktivite degerleri ele alindiginda, dikatyonik anilino
benzimidazol tirevlerinin monokatyonik tirevlere gére daha yiksek antiprotozoal
etkinlik gosterdikleri gorilmektedir. Ozellikle siibstitie olmayan diamidin tiirevi
bilesik 14 (ICso = 0.002 pg/ml) referans bilesik melarsoprolden (ICso = 0.003 pg/ml)
bile daha yiiksek etkinlik gostermistir. Dikatyonik tlirevler arasinda, karboksamidin
grubu iizerinde siklohekzil siibstitiienti tasiyan bilesik 18 (ICso = 0.003 pg/ml)
referans bilesik ile ayn1 derecede aktivite gosterirken, iS0-butil siibstitiienti tasiyan
bilesik 16 (ICso = 0.004 ug/ml), iso-propil grubu tasiyan bilesik 15 (ICso = 0.013
ug/ml) ve sec-butil grubu tasiyan bilesik 17 (ICso = 0.011 ug/ml) de oldukca etkili
bulunmustur. Incelenen mono amidin tiirevlerinde iyi sonuglar elde edilememis
olmast ve en yiiksek aktivitenin siibstitiie olmayan bilesik 14 de gorulmesi T.b.
rhodesiense’ e karsi antiprotozoal aktivitede dikatyonik merkezin Onemli rol
oynadigini, aktivitenin amidin grublarmin giicli  hidrojen bag1 yapabilme

potansiyeli ile iliskili oldugunu ortaya koymaktadir.

P. falciparum’ a olan aktivite degerleri incelendiginde ise yine dikatyonik
tirevlerin daha aktif  oldugu, karboksamidin gruplart {izerinde siklohekzil
stibstitiienti tasiyan bilesik 18’ in  (ICsp = 0.020 pg/ml) ve sibstitie olmayan
dikatyonik tiirev bilesik 14’{in (ICso = 0.031 pg/ml) referans bilesik klorokin (ICso =
0.004 ng/ml) kadar olmasa da, ona yakin sayilabilecek Olgude aktivite gosterdigi

gorilmektedir.

Daha oOnce de belirtildigi lizere ginimizde kanser halen en ciddi saglik

problemlerinden birini olusturmaktadir. Ozellikle de meme kanseri, kadmlar igin
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ciddi problem olusturmakta ve tedavideki tiim gelismelere ragmen yuksek 6lim riski

tasimaktadir.

Kemoterapi, meme kanseri tedavisinde uygulanan en yaygin ve en etkili
yontemdir. Son 60 yilda birgok ilag gelistirilmesine ragmen solid tiimor tarzinda
gelisen bu hastalikta, kemoterapi siiresince, hastalarin tedaviye cevap vermemesi
veya tedavi sonrasi kanserin tekrarlamasi siklikla goriilen bir durumdur. Kanser
tedavisinde basariya ulasmak i¢in genellikle birden fazla antikanser ila¢ kombine bir
bicimde uygulanmaktadir. Ancak, yine de sonradan kazanilan ya da tedavi Oncesi
kiside varolan ila¢ direncliligi, kanser kemoterapisinde basariya ulasmay1 biiyiik
dlgiide engellemektedir. Bu duruma “coklu ilag direncliligi” (CID, multiple drug
resistance; MDR) denilmektedir. Kemoterapiye karsi gelistirilen direnglilik pek ¢ok
antikanser ilacin, hastalar {izerinde beklenen etkisini gdsterememesine ve hastaligin
ilerlemesine neden olmaktadir. Artirilan ilag dozlar1 ise hastalarda goriilen yan
etkilerin artmasina neden olmaktadir. Ayrica, direnglilik nedeniyle zaman ve ilag
kayb1 olmakta, hastalarin tedavisi de zorlagsmaktadir. Dolayisiyla potent, glvenilir
ve selektif etkili yeni bir antikanser bilesik gelistirilmesine giiniimiizde acilen ihtiyag

duyulmaktadir.

Bu amag¢ dogrultusunda, sentezlenen bilesiklerin MCF-7 olarak bilinen
kanserli meme hiicrelerindeki inhibitor etkinliklerini MTT testi ile incelendi. Alinan
ICs0 sonuglarinin klinikte referans olarak kullanilan bilesiklerden bile daha etkin
olmasi limit verici olmustur. Sentezlenen bilesikler arasinda en diisiik 1Csp degerini
0.0046 pg/ml, ile benzimidazol halkasimnin 5(6) konumlarinda Br atomu ve anilin
grubu lizerinde karboksamidin grubu tagiyan 31 no.lu bilesik gostermistir. Bu deger,
referans bilesikler olan imatinib (ICso =0.0096 ug/ml) ve dosetaksel (ICso =0.0131
pug/ml)’in sonuclarindan daha diisiiktiir. Ayrica aktivite agisindan siralama
yapildiginda, yine referans bilesiklerden daha fazla aktif olan, bilesik 37
(IC50=0.0058 pg/ml), bilesik 19 (1C5=0.0063 pg/ml), bilesik 24 (ICso =0.0073
pg/ml), bilesik 15 (1C5,=0.0088 ng/ml) gorulmektedir. Bunlardan 15 ve 19
dikatyonik, digerleri ise mono katyonik yapidadir. Burada aktif molekiillerde

amidin grubu iizerinde isopropil siibstitiientinin bulunmasi dikkat c¢ekmektedir.
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Isopropil grubuna ait benzeri pozitif bulgular Jarak ve arkadaslarmin (2011) ve
Strocevic ve arkadaglarinin (2006) yaptig1 ¢alismalarla da ortaya konmustur. Bilesik
34 (ICso = 0.0101 pg/ml), bilesik 35 (ICso = 0.0111 pg/ml), bilesik 41 (ICso =
0.0114 pg/ml) ve bilesik 40 (ICsp =0.0127 pg/ml) ’1n potensleri imatinibten yiiksek,
dosetaksel den diisiik bulunmustur.  Bilesik 30 (ICso =0.0137 pg/ml) degeri ile
dosetaksele ¢ok yakin bulunmustur. Bilesik 16 (ICsp =0.0158 pg/ml), bilesik 21
(ICs0 = 0.0172 pg/ml) ve bilesik 20 (ICso = 0.0188 pg/ml) ise referans bilesiklerden
diisiik 1Cso degeri gostermisler, ancak yine de onlara ¢ok yakin degerler olduklari

icin bunlarda imit vaat eden bilesikler olarak degerlendirilmislerdir.

Sentezlenen bilesiklerde 6zellikle dikatyonik yapida olan tiirevlerin ve bazi
monokatyonik turevlerin sitotoksik etkileri sican iskelet miyoblast L6 hiicreleri
tizerinde incelenmis, referans bilesik podofilotoksine (ICso 0.008 pg/ml) kiyasla
IC50 (10.88 pg/ml ile 74.63 pg/ml arasinda) degerlerinin sitotoksik olmadigi
anlasilmistir. Dolayisiyla bu durum sentezlenen maddelerin sitotoksisite agisindan
herhangi bir problem olusturmadigin1 gostermektedir. Ancak yine de bu galismalarin

ileride, insan kaynakli normal hiicrelerde de denenmesi planlanmistir.

Sentezlenen bilesiklerin, MCF-7 hiicre kilturiinde yapilan antikanser etki
taramalariin ¢ok iyi sonuglar vermesi, bizi bu bilesiklerin etki mekanizmalarinin

arastirilmasina yoneltmistir.

Bilindigi tizere, organizmada htcrenin biyumesi, ¢ogalmasi ve apoptozu gibi
islemler ¢ok cesitli protein ve enzimlerin rol aldigi sinyal iletim yolaklar: ile
dizenlenmektedir. Protein kinazlar, hicre igin hayati énemi olan bu sinyal ileti
yolaklariin 6nemli bir pargasini olusturmaktadir. Kanser turlerinin gogunda protein
kinazlarin delesyon, mutasyon veya amplifikasyona bagl olarak islevlerinde artislar

oldugu tespit edilmistir.

Protein kinazlarin islevlerindeki artisin, kanser patogenezindeki rolinin
ortaya konulmasi, bu islevlerin bir sekilde baskilandiginda hastaligin tedavi

edilebilecegini de diislindiirmiis ve ¢alismalar bu yonde yogunlagtirilmistir (Yenerel,
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2010). Bu arastirmalar sonucu etkinligi gosterilmis ilk tirozin kinaz inhibitori (TKI)
bilesik, bu calismada da referans bilesik olarak secilen imatinib mesilattir. Imatinib
mesilatin kronik miyeloid 16semi (KML) hastaliginin tedavisindeki basarisi hedefe
yonelik tedaviler ac¢isindan bir ilktir. Tirozin kinaz inhibitorlerinin  KML
tedavisindeki basaris1 bu bilesiklerin, patogenezinde tirozin kinazlarin rol oynadigi

diger hastaliklarin tedavisinde de kullanilabilecegini diistindiirmiistiir.

Yapilan aragtirmalar  sonucunda kot huylu timorlerin tedavisinde hedef
olarak kullanilabilecek, ¢ogu reseptor protein kinaz olan 20’ nin tizerinde farkli kinaz
saptanmistir. Sonugta sadece kot huylu degil bazi iyi huylu hastaliklarda da etkileri
oldugu anlasilan tirozin kinazlarin baskilanmasi ile pek c¢ok hastaligin tedavi

edilebilecegi anlasiimistir.

Bu doktora galismasi kapsaminda sentezlenmis olan bilesiklerin gostermis
oldugu potent etkinin, tirozin kinaz inhibisyonu ile olup olmadigini ortaya koymak
Uzere tirozin Kinase enzim Kkiti ile enzimatik inhibisyon diizeyinin de arastirilmasi

bundan sonraki ¢aligsmalar i¢in planlanmistir.
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OZET

Baz1 Yeni Mono ve Dikatyonik Benzimidazol Karboksamidin Tiirevlerinin
Sentezi, Yapilarinin Aydinlatilmasi1 ve Antimikrobiyal, Antikanser Etkilerinin
Incelenmesi

Bu ¢alismada, ilk olarak 4-amino-3-nitrobenzonitrilin nitro grubu, Pd/C katalizérliigiinde
hidrojen gazi ile rediiklenerek 3,4-diamino benzonitril bilesigi (1) hazirlandi. Daha sonra bu
ve diger benzen-1,2-diamin tdrevlerinin ilgili sibstitie aril isotiyosiyanatlarla, EDCI
katalizorliigiinde, basing altinda gergeklesen halka siklizasyon reaksiyonu ile anilino
benzimidazol tiirevleri elde edildi (2-13). Bu bilesiklerdeki siyano grubu Pinner reaksiyonu
ile Once imidat esterlerine ardindan da hemen ilgili amin tiirevleri ile amidin’e
doniistiriilerek dikatyonik 2-((4-amidinofenil)amino)-1H-benzimidazole-5(6)-
karboksamidine tiirevlerine ve monokatyonik 4-((1H-benzimidazole-2-yl)amino)benzen-1-
karboksamidin ve 2-(fenilamino)-1H-benzimidazole-5(6)-karboksamidin tlrevlerine gegildi
(14-41). Dikatyonik tiirevlere kolon kromatografisi ile saflagtirma islemi yapildiktan sonra
bilesikler etanolden kristallendirildi. Monokatyonik tiirevlerde ortam baziklestirildikten
sonra bilesikler etanolden kristallendirilerek saflastirildi. Bazi tiirevlerin HCI tuzlari, etanolik
HCl-eter karisimu ile elde edildi.

Bu ¢aligmada 28 orijinal sonug iriniin sentezi gerceklestirildi. Elde edilen tiirevlerin
saflik kontrolleri, erime noktasi, iTK ve TF-HPLC incelemeleri ile yapildiktan sonra,
yapilar1 elementel analiz, 'H-NMR, ®C-NMR, 2D-COSY, 2D-HSQC spektrumlar: ve Mass
(ESI+) spektral verileriyle kanitland.

Sentezlenen bilesiklerin bir bolimiiniin (14-18,20,26,32,35,36,38,40) Trypanosoma
brucei rhodesiense ve Plasmodium falciparum’ a kars1 in vitro antiprotozoal etkileri tarandi.
T.b. rhodesiense’ e kars1 aktivite degerleri ele alindiginda, dikatyonik anilino benzimidazol
tirevlerinin monokatyonik ttrevlere gore daha yiiksek antiprotozoal etkinlik gdsterdikleri
goriilmektedir. Ozellikle siibstitiie olmayan diamidin tiirevi bilesik 14, 0.002 pg/ml 1Cs
degeri ile referans bilesik melarsoprol’ den (ICso = 0.003 pg/ml) bile daha yiiksek etkinlik
goOstermistir. Dikatyonik tiirevler arasinda, bilesik 18 (ICso = 0.003 pg/ml) referans bilesik
ile ayn1 derecede aktivite gosterirken, bilesik 16 (ICso = 0.004 pg/ml), bilesik 15 (ICso =
0.013pg/ml) ve sec-butil grubu tasiyan bilesik 17 (ICso = 0.011 pg/ml) oldukga etkili
tirevlerdir. P. falciparum’ a olan aktivite degerleri incelendiginde ise yine dikatyonik
tiirevlerin daha aktif oldugu, bilesik 18’ in (ICsp = 0.020 ug/ml) ve bilesik 14’iin (ICsp =
0.031 pg/ml) referans bilesik klorokin (ICsp = 0.004 pg/ml) kadar olmasa da, ona yakin
sayilabilecek Olclide  aktivite gosterdikleri goriilmektedir. Ayrica bu oniki bilesigin
sitotoksisiteleri sican iskelet miyoblast (L6) hiicreleri Uzerinde incelendi ve bilesiklerin 1Csg
degerlerinin podofilotoksine kiyasla oldukg¢a ylksek olmasi, bilesiklerin sitotoksisitelerinin
disiik oldugunu gosterdi.

Ayrica sentezlenen mono ve dikatyonik bilesiklerin tiimiiniin, MCF-7 olarak bilinen
kanserli meme hiicrelerindeki inhibitér etkinlikleri MTT testi ile incelendi. Alinan ICsg
sonuglarinin klinikte referans olarak kullanilan bilesiklerden (imatinib mesilat, IC50 =0.0096
pug/ml ve dosetaksel, 1C50 =0.0131 pg/ml) bile daha etkin olmasi timit verici olmustur.
Sentezlenen bilesikler arasinda en diisiik ICsy degerini 0.0046 pg/ml ile mono amidin
yapisindaki bilesik 31 gostermistir. Bilesik 37, 19, 24 ve 15 sirasiyla gosterdikleri, 0.0058
pg/ml, 0.0063 pg/ml), 0.0073 pg/ml,0.0088 pg/ml degerleri ile yine referans bilesiklerden
daha yiiksek aktivite gostermislerdir. Sentezlenen tirevlerin biylk bdlumi imatinib ve
dosetaksele oldukga yakin aktivite gostermislerdir.
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Anahtar Kelimeler : Antiprotozoal aktivite, antikanser, amidinobenzimidazol,
dikatyonik amidino benzimidazol, sentez ve yap1 aydinlatilmasi.
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SUMMARY

Synthesis, Structure Elucidation and Antimicrobial, Anticancer Activity of
Some New Mono and Dicationic Benzimidazole Carboxamidine Derivatives

Uncommercial starting materials were prepared according to the literature methods. At first
step, 3,4-diamino benzonitrile (1) was prepared by the reduction of 4-amino-3-nitro
benzonitrile using Pd/C catalyzed reduction. Anilino benzimidazole cyclization was
performed between compound 1 and several o-phenylendiamine derivatives with related
arylisothiocynates by using EDCI polymer under pressure (2-13). These nitrile intermediates
were converted to imidate esters by using anhydrous ethanol with saturated dry HCI gas,
followed by the unstable esters were immediately converted to amidine derivatives with
NH; gas and other related amines, finally targeted dicationic 2-((4-amidinophenyl)amino)-
1H-benzimidazole-5(6)-carboxamidine and monocationic derivatives 4-((1H-benzimidazole-
2-yl)amino)benzene-1-carboxamidine and 2-(phenylamino)-1H-benzimidazole-5(6)-
carboxamidin (14-41) derivatives were prepared. Dicationic compunds were purified by
colon chromotography, followed crystallization from ethanol. Monocationic compounds
were purified by only crystallization from ethanol. The HCI salt of some derivatives were
prepared by ethanolic HCI.

A series of novel 28 final compounds and 12 intermediates (10 novel) were prepared
in this study. The purity of these compounds was checked with their melting points, TLC and
retentation times (tg) in reverse phase HPLC. The chemical structures of the compounds
were elucidated with their 'H-NMR, *C-NMR, 2D-COSY, 2D-HSQC, spectrum, Mass
(ESI+) spectral data and their elementel analysis.

The synthesized compounds (14-18, 20,26,32,35,36,38,40) were screened for their
in vitro activity against two parasitic protozoa, Trypanosoma brucei rhodesiense, and
Plasmodium falciparum. Among them a series of 12 compounds were investigated for their
antiprotozoal activity. Compound 14 is the most active compound, with 1C5,=0,002ug/ml,
against T.b.rhodesiense. Compounds 18 (ICs, = 0.003 pg/ml), 16 (ICsq = 0.004 pg/ml), 15
(ICsp = 0.013 pg/ml), 17 (ICso = 0.011 pg/ml) were also more active against T.b.rhodesiense
than melarsoprol (ICso = 0.003 pg/ml). The most potent antiplasmodial compounds 18 (I1Cs
= 0.020 pg/ml) and 14 (ICso = 0.031 pg/ml) against P. falciparum, exhibit very close activity
to the chlorokine (ICs, = 0.004 pg/ml). Cytotoxicity of these twelve compounds were
examined in rat skeletal L6 myoblast cells. According to the obtained ICs, values,
synthesized compounds showed lower cytotoxicity than podophylotoxin.

All synthesized compounds screened for their antiproliferative activity against
human breast cancer cell line MCF-7. Compounds 31, 37, 19, 24, 15 exhibit better
antiproliferative activities than the reference compounds imatinib (IC50 =0.0096 pg/ml) and
dosetaksel (IC50 =0.0131 pg/ml). Among them, compound 31 is the most active with the
ICs0= 0.0046 pg/ml value. Some other compounds have also good antiproliferative activity
as well as reference compounds.
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Key Words : Antiprotozoal activity, amidinobenzimidazoles, , log ky, synthesis and
structure elucidation.
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