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OZET

Yeni Benzimidazol Tiirevleri Uzerinde Antienflamatuvar Etki Arastirmasi

Steroid olmayan antiinflamatuar ilaglarin (NSAII) uzun zamandir piyasada bulunmalar1 sebebiyle
etki mekanizmalari, endikasyonlar1 izlenebilmis, ozellikle enfeksiyon tedavisinde anlamli etkiler
yaptiklart gozlemlenmistir. Cesitli makalelerde benzimidazol halkasina sahip ilaglarin antienflamatuvar
etkisi oldugunu dogrulanmistir. Bu arastirmanin amaci da yeni benzimidazol tiirevlerini tasarlayip,
sentezlemek; molekiiler yerlestirme c¢aligmalar1 ve biyolojik aktivite analizleri yaparak, sentezlenen
bilesiklerin antienflamatuvar etkilerini arastirmaktir.

1,4-Dikloro-2-nitrobenzen bilesiginin DMF icinde ¢oziilerek izo-propilamin ve anhidroz K,COs
eklenerek, 80 °C’de 6 saat refluks edilmesi sonucunda 4-kloro-2-nitro-N-izo-propil-anilin elde edildi.
Yapilan indirgeme islemi sonucunda elde edilen 4-kloro-N1-izopropilbenzen-1,2-diamin bilesiginin,
istenilen benzaldehitlerin sodyum metabisiilfit tuzlari ile DMF i¢inde 135- 140 °C’de 12 saat refluks
edilmesi ile A1-A4 bilesikleri elde edildi. Sentezlenen, A1-A4 bilesiklerinin, ortam sogutularak soguk
suya dokiilmesinin ardindan filtrasyon yapildi, devaminda ITK ile uygunlugu belirlenen kolon solvani
ile kolon kurularak saflagtirma islemi tamamlandi.

Sentezlenen bilesiklerin biyolojik analizleri yapilarak antienflamatuvar etkileri incelenmistir. Cresset
Flare yazilimi ile molekiiler yerlestirme ¢alismalart COX-1 ve COX-2 enzimlerine karst yapilmustir.
Buna ek olarak farmakokinetik nitelikler ve ilag benzerlikleri i¢cin SwissADME programi kullanilarak
Lipinski kurallar1 ve Veber kurallarina gore tahminler yapildi.

Docking galismalari yapilan, A1 - A4 bilesikleri i¢in piyasa da halihazirda kullanilan NSAIi grubu
ilaglardan diklofenak, selekoksib, aspirin ve indometazin referans alinmistir. Elde edilen verilere gore
A2 ve A4 bilesiklerinin COX-1 ve COX-2 enzimlerine kars1 piyasadaki ilaglarla kiyaslandiklarinda
umut vaad etikleri belirlenmistir.

SwissADME programi ile farmakokinetik nitelikleri belirlenerek ilag benzerlik ¢alismalari yapilan
A1-A4 bilesiklerinin verileri Tablo 3.2°de kaydedilmis, Lipinski ve Veber kurallarina gore yapilan
degerlendirme sonuglari olumlu olmustur.

Sentezlenen bilesikler arasinda A2 ve A4 bilesiklerinin, biyolojik analiz sonuglari, yapilan docking
calismalari ile benzer ¢ikmis ve COX enzim inhibisyonu sagladiklari, A4 bilesiginin segici COX-2
inhibitorii olabilecegi diigiiniilmiistiir. A2 bilesiginin, 10™* M konsantrasyonda hem COX-1 hem de
COX-2 enzim aktivitelerini %100 oraninda inhibe etmesi ve her iki izoform iizerinde de esit derecede
giiclii etki gostermesi nedeniyle izoform-selektif olmayan (non-spesifik) bir inhibitor profili sergiledigi
tespit edilmistir. Yapilarinda ortak nokta olan flor atomunun, COX inhibisyonuna katkida bulundugu
diigiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: antienflamatuvar etki, COX-1, COX-2, benzimidazol, sentez
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SUMMARY

Study of Anti-inflammatory Effect on Novel Benzimidazole Derivatives

Since nonsteroidal anti-inflammatory medications (NSAIDs) have been on the market for a long time,
their mechanisms of action and indications have been explored, and notable effects have been noted,
especially in the treatment of infections. The anti-inflammatory properties of medications with a
benzimidazole ring have been documented in several publications. This study aims to design and
synthesize novel derivatives of benzimidazoles and perform molecular docking studies and biological
activity investigations to examine the compounds anti-inflammatory properties.

1,4-Dichloro-2-nitrobenzene is dissolved in DMF, iso-propylamine and anhydrous K>COj3 are added,
and refluxing at 80 °C for six hours yields 4-chloro-2-nitro-N-iso-propyl-aniline. Compounds A1-A4
are obtained by refluxing 4-chloro-Nl-isopropylbenzene-1,2-diamine compound with sodium
metabisulfite salts of the required benzaldehydes in DMF at 135—-140 °C for 12 hours. The synthesised
A1-A4 compounds were poured into cold water after cooling the environment, then filtration was
performed, and subsequently, the purification process was completed by setting up a column with a
column solvent whose compatibility with ITC was determined.

Molecular docking studies against COX-1 and COX-2 enzymes were carried out using Cresset Flare
software, and the produced compounds were biologically evaluated to examine their anti-inflammatory
activities. Additionally, the SwissADME tool was used to predict pharmacokinetic characteristics and
drug similarities in accordance with Lipinski and Veber guidelines.

Diclofenac, celecoxib, aspirin, and indomethacin, which are currently available NSAID
medications, serve as references for the A1-A4 compounds utilized in docking investigations. The data
acquired shows that, in comparison to current medications on the market, compounds A2 and
A4 are promising in terms of COX-1 and COX-2 enzymes.

Table 3.2. contains data from the A1-A4 compounds, whose pharmacokinetics were ascertained using
the SwissADME program and whose drug similarity was studied; the Lipinski and Veber rules produced
positive evaluation outcomes.

Compounds A2 and A4, two of the produced compounds, demonstrated comparable outcomes in
docking experiments and biological analysis, suggesting COX enzyme inhibition. Compound A4 was
proposed as a potential selective COX-2 inhibitor. At a concentration of 10™* M, compound A2
was discovered to have a non-isoform-selective inhibitor profile, completely blocking the enzymatic
activities of both COX-1 and COX-2, and having similar effects on both isoforms. A common fluorine
atom in their structure is thought to be the basis for their activity, which are involved in inhibiting COX
enzymes.

Key words: Anti-inflammatory effect, COX-1, COX-2, benzimidazole, synthesis
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ONSOZ

Benzimidazol halkasi yapiya antimikrobiyal, antikanser, antiproliferatif ve antitimor
ozellikler kazandirabilmekte olup, 2 ve/veya 5- siibstitiie benzimidazol halkalar1 {izerinde
yapilan ¢aligmamizda ise antienflamatuvar oOzelliklerine yogunlasilmistir. Molekiiler
modellemesi yapilan bilesiklerin hedef molekiil-ligand etkilesimlerini, ilag benzerlik
calismalarin1 ve biyolojik aktivite sonuglarini incelemek, ¢alismanin gelecegi agisindan ilgi

¢ekici olmustur.
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1. GIRIS
1.1. Enflamasyon

Enflamasyon, viicudun zararli uyaranlara kars1 verdigi bir bagisiklik tepkisidir. Bu uyaranlar
patojenler, zarar gormiis hiicreler, toksik maddeler olabilir; enfeksiyon olusumu kalp,
pankreas, karaciger, bobrek, akciger, beyin, bagirsak yolu ve lireme sisteminde goriilebilir ve
sayillan olumsuz uyaranlarin ortadan kaldirilmaya galisilmasiyla beraber iyilesme siireci

baslar.

Enflamasyonlar akut ve kronik olarak ikiye ayrilabilir. Genelde akut enflamasyonlar
viicudun hizli tepki vermesiyle doku restorasyonu saglanarak c¢oziimlenir ancak kontrol
edilemeyen durumlar da kronik enflamasyonlara doniisiir ki bu da enflamasyon kontroliinii bir

an Once saglamanin 6nemini anlatmaktadir.

Enflamasyonlar kizariklik, siskinlik, sicaklik artisi, aci/ agr1 seklinde kendilerini gdsterebilir
ve bunun sonucunda lokal bagisiklik, vaskiiler ve enfekte olmus hiicre yanitt olugsmus olur

(Chen vd., 2017).

Akut enflamasyon en fazla birka¢ hafta siirerken, devam ettigi durumlarda kronik

enflamasyon olugmus olur (James, 2004).

1.2. Enflamasyon Olusumu

Cesitli sebeplerle (yaralanma, toksin maruziyeti, hiicre hasari, vb.) viicutta enflamasyon
olustugunda, bagisiklik sistemine dahil asagida siralanan hiicreler nemli rol oynar (Soliman

ve Barreda, 2023; Turabelidze vd., 2012):
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Sekil 1. 1: Enflamasyon olusumu ve iyilesmesinin sematik gosterimi (Pendleton, 2023)

-Notrofiller

-Mast hiicreleri
-Monositler/ Makrofajlar

1.2.1. Enflamatuvar Hiicreler

1.2.1.1. Notrofiller

Yaralanma bolgesine ilk ulagan enflamatuvar hiicrelerdir, bolgedeki asil islevleri fagositoz,
toksik graniiller (graniiller bakterisidal ajanlar igerir), oksidatif patlama ve ndtrofil
ekstraseliiler tuzaklar (NET, mikroplart hareketsizlestirmek ve yok etmek icin ekstraseliiler
olarak salman kromatin filamentleri) gibi yollarla antimikrobiyal tepkiler vererek istilaci

patojenlerle savagmaktir.

Fagositoz yaparak ilgili bolgedeki bakterileri, yabanci maddeleri ve hasarli hiicreleri temizler
ancak mikrobiyal bir yara s6z konusu olmadiginda nétrofillerin faydali olmanin yam sira

zararli olabilecegi diisiiniiliir.

Son zamanlarda notrofillerin, inflamatuar bagirsak hastaligi (IBS) olan hastalarda
proinflamatuar mikroRNA'lar bulunduran mikropartikiillerin salinimini igeren reaktif oksijen
tirleri (ROS) bagimsiz yol ile genomik instabiliteye sebep oldugu bulunmustur.

Enflamasyonun ¢oziilmesini ve bagirsaklarin iyilesmesini engelleyen unsur, belirtilen



miRNA’larin homolog rekombinasyonu (HR) inhibe ederek ¢ift sarmalli kiriklarin (DSB'ler)

birikimini tesvik etmesidir.

1.2.1.2. Mast Hiicreleri

Dogustan gelen bagisiklik sisteminin unsuru olup, doku biitiinliigli ve islevi agisindan
kritiktir. Alerji ve parazit isgaline karst rollerinin yani sira doku onarimindaki katkis1 da
(proliferasyon etkisi ile) 6n plana ¢ikmaktadir. Cesitli ligandlara baglanarak aktive olan mast

hiicresi reseptorleri, ii¢ ayri tiirde molekiil salgilar:

1) Graniillerde siirekli olarak depolanan mediatorler: histamin, serotonin, triptaz ve
heparin

2) Uyarilara yanit olarak sentezlenen mediatorler: 16kotrien B4 (LTB4), prostaglandin
(PG) D2 ve lipit mediatorleri

3) Sitokinler ve biiytime faktorleri: TNF-a, IL-18, IL-5, IL-8, graniilosit-makrofaj koloni
uyarici faktor (GM-CSF), IL-10, VEGF ve TGF-8

Yaralanma durumunda, mast hiicreleri graniillerinden ayrilir ve graniillerinden - 6nceden
depolanmis - medyatorleri serbest birakir. Mast hiicrelerinin azalmasi yaralardaki notrofillerin
azalmasina da sebep olur. Mast hiicreleri nétrofillerden daha yavasg bir siirede olsa da yaralara
katilir. Yapilan bir ¢alismada yaralanan dokularindaki az sayidaki yerlesik mast hiicresinin,
ozellikle notrofilleri cekmek icin ani-erken aktivasyon olaylarinda sasirtici derecede 6nemli

bir rol oynadig 6ne siiriilmiistiir (Martin ve Leibovich, 2005).
1.2.1.3. Monositler ve Makrofajlar

Anjiyogenez [viicuttaki kan damarlarindan yeni kilcal damarlar olusturma siireci (Adair vd.,
2010) ve fibrogenezi [yara iyilesmesi ve onarim mekanizmasi (Kisseleva vd., 2008)] uyaran

biiylime faktorleri tirettikleri i¢in yara iyilesmesinde son derece gereklidir.
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Sekil 1. 2: Monositler ve makrofajlarin dongiisti. Dogustan gelen bagisiklik sisteminin temel

bilesenlerindendir (Austermann vd., 2022).

Fenotiplerini homeostatik halden proenflamatuvar hale gecirmelerinin sebebi patojenleri
elimine etmek ve enfeksiyon ile savagmaktir. Kompleks olmayan enflamasyonlarda
proenflamatuvar halden antienflamatuvar duruma gegilir bdylece enflamasyon ¢oziilerek
denge tekrar saglanir. Sinyalin veya patofizyolojik duruma gére monositler ve makrofajlar

spesifik fenotipik polarizasyona ugrayip, ¢esitli islevsel fenotipler kazanabilirler (Austermann

vd., 2022).

Yapilan bir calismada (Meszaros vd., 2008), ndtrofillerin olusumundan sonra,

kaybolmalarindan 6nce yaralanma bdlgesine gelen makrofajlarin, in vitro notrofil apoptozunu
baglatabildigi anlasilmistir. Buna ek olarak, makrofajlarin i¢indeki fagozomlarda notrofil
kaynakli parcalar bulunmus olup, bdylece makrofajlarin yara iyilesmesindeki en Onemli

fonksiyonlarindan birinin, nétrofillerin ortadan kaldirilmasi, bu sayede enflamatuvar yanitin

gerilemesini hizlandirmak oldugu goriilmektedir.



1.2.2. Enflamatuvar Yollar

Enflamatuvar yollar, bircok kronik hastaligin gelisimini etkileyen unsurlardir ve yaygin
enflamatuvar medyatorler ile diizenleyici yollar1 barindirir. Enflamatuvar unsurlar devaminda,
enflamatuvar medyatorlerin olusumunu tetikleyen hiicre i¢i sinyal yollarin1 harekete gecirir.
Baslica enflamatuvar uyaricilar, interlokin-1p (IL-1B), interlokin-6 (IL-6) ve tiimor nekroz
faktorii-a (TNF-a) gibi sitokinlerdir. TLR'ler, IL-1 reseptori (IL-1R), IL-6 reseptorii (IL-6R)
ve TNF reseptorii (TNFR) ile etkilesimde bulunarak enflamasyonu yonlendirir. Reseptorlerin
aktivasyonu, mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK), niikleer faktor kappa-B (NF-KB)
ve janus kinaz (JAK) ile ilgili sinyal doniisiim sistemleri ve transkripsiyon aktivatorii (STAT)

yollar1 gibi 6nemli hiicre igi iletisim yollarini baglatir (Chen vd., 2017).
1.2.2.1. NF-KB Yolu

NF-KB transkripsiyon faktorii, enflamasyon, bagisiklik tepkileri, hayatta kalma ve apoptoz
gibi siireglerde kritik dneme sahiptir. NF-KB'nin aktivasyonu, patojen kokenli maddeler,
hiicreler arasi iltihap sitokinleri ve bir¢ok enzim gibi ¢esitli uyaricilardan etkilenir. Normal
kosullar altinda sitoplazmada bulunan IKB proteinleri NF-KB etkinligini engeller. PRR’ler
(desen tanima reseptdrii), IKK’nin (IKB Kinazi) iki kinaz alt birimi IKKa ile IKKf ve bir
diizenleyici alt birim olan IKKy'y1 aktiflestirmek icin benzer sinyal yollarimi kullanir. IKK,
NF-KB fosforilasyonu araciligiyla NF-KB yolunu harekete gecirir. IKB’nin fosforile edilmesi,
proteazom tarafindan pargalanmasini saglar ve bunun sonucunda NF-KB c¢ekirdek
translokasyonu ve gen transkripsiyonunun etkinlesmesini saglar. Bu yol ile sitokin iiretimi ve

enflamasyon hiicrelerinin alim1 diizenlenerek enflamasyon yanitina katki saglanir.
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Sekil 1. 3: NF-KB Yolu (Chen vd., 2017).

Sekil 1.3’ te anlatilmak istenen TNF ve IL-1 gibi inflamatuvar sitokinler tarafindan tetiklenen
enflamasyon yolu ve inflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu diizenleyen RelA/p50
komplekslerinin aktivasyonu olup, NF-«xB sinyal iletimi, IKK alt birimlerini gerektirir. Bu alt

birimler, IxB fosforilasyonu yoluyla yol aktivasyonunu diizenler(Chen vd., 2017).

1.2.2.2. MAPK Yolu

MAPK ’ler, hiicresel tepkileri yonlendiren ve ¢esitli uyaricilar (ozmotik stres, mitojenler, 1s1
soku) ile enflamatuvar sitokinlere (IL-1, TNF-a ve IL-6 gibi) tepki veren serin/treonin protein
kinazlar ailesidir. Bu yapilar, hiicrelerin ¢ogalma, farklilagma, hayatta kalma ve apoptoz
stireglerini diizenler. Memeli MAPK ’leri arasinda hiicre dis1 sinyallerle aktiflestirilen ERK1/2,
p38 MAP kinazlar1 ve c-Jun N-terminal kinazlar1 (JNK) mevcuttur. Her MAPK sinyal yolu,
bir MAPK, bir MAPK kinaz1 (MAPKK), bir MAPKK kinazi (MAPKKK) olmak iizere en az
3 temel bilesenden olusur. Her biri, bir 6ncekinin fosforilasyonu ve aktiflesmesi ile olusur.
Genelde ERK’lerin aktivasyonu, mitojenler ve farklilagma sinyalleri aracilifiyla
gergeklesirken, enflamatuvar sinyaller ve stres halleri JNK ve p38’i aktive eder. MKK1 ve
MKK?2, ERK1/2’yi; MKK4 ve MKK?7, JNK’yi; MKK3 ve MKK6 ise p38’i aktiflestirir.
Erk1/2’nin yaninda JNK aktivasyonu, sitoplazmada veya ¢ekirdek ig¢inde bulunan p38



transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonuna ve etkinlestirilmesine neden olur, enflamatuvar

tepkimeler tetiklenir.
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Sekil 1. 4: MAPK Yolu, hiicre dis1 tetikleyiciler olan stres ve sitokinlerle baslatilan hiicre i¢indeki

sinyal iletimini kontrol eder (Chen vd., 2017).

1.2.2.3. JAK-STAT Yolu

Iyi korunmus JAK-STAT yolu, farkl1 sitokinleri, biiyiime faktorlerini, interferonlari, leptin
ile bliylime hormunu gibi molekiilleri kapsayan bir sinyal mekanizmasidir. Bu mekanizma
hiicre dis1 faktorlerin gen ifadesini yonetme yetenegine sahiptir. Reseptorle baglantili JAK lar
ligandlar tarafindan uyarildiginda, birbirlerini fosforile ederek, sitoplazmada bulunan gizli
transkripsiyon faktorleri olan STAT’lar i¢in alanlari olustururlar. Bu alanlara getirilen
STAT’lar ¢ekirdege gegmeden Once fosforilasyondan ve ardindan dimerlesmeden gegerler.
Tirozin fosforilasyonu, STAT dimerlesmesi ve DNA ile etkilesimi i¢in gereklidir. Bu nedenle
JAK/STAT sinyallesmesi disaridan gelen bir sinyalin dogrudan gen transkripsiyonuna
doniismesini saglar. Ornegin 1L-6 ailesi plazma zar1 {izerindeki reseptérlere baglandiginda,
JAK-STAT proteinleri aktif hale gelir. Cekirdege tasinan STAT proteinleri, enflamatuvar

genlerin transkripsiyonunu kontrol etmek i¢in hedef genlerin promotoér bolgelerine baglanir.
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Sekil 1. 5: JAK-STAT yolu (Chen vd., 2017).

Sekil 1.5’te IL-6’nin baglanmasinin ardindan, bir sinyal reseptorii JAK’lan etkinlestirmek
i¢in sinyali iletir, STATlar aktive olur. STAT lar ¢ekirdek iginde defosforile edilerek asagi akis

sitokinlerinin etkinlegsmesine yol agar.

NF-KB, MAPK veya JAK-STAT yolunun diizensizligi, enflamatuvar, otoimmiin ve
metabolik hastaliklar ve kanserle
baglantilidir. Transkripsiyon faktorlerinin araciligiyla gerceklesen sinyal iletimi,
sitokinlerin salgilanmasini tetikler. Bir¢ok transkripsiyon faktorii, IL-1, TNF-a, IL-6, koloni
uyarici faktor (CSF), interferonlar, doniistiiriicti biiylime faktorii (TGF) ve kemokinler gibi

cesitli enflamatuvar genlerin diizenlenmesinde rol oynar (Chen vd., 2017).
1.2.3. Enflamatuvar Indikatorler

Enflamatuvar belirtecler, problemin ne oldugu ve nerede olduguyla ilgili bilgi verebilir;
kardiyovaskiiler hastalik, endotel disfonksiyon gibi hastaliklarla sebep-sonug alakali iliski

kurdurabilir.

Uyarilar, makrofajlar ile yag hiicreleri gibi enflamatuvar hiicrelerin harekete gegmesini

saglar. IL-1B, IL-6, TNF-a ve enflamatuvar proteinler ile enzimlerin liretimini baglatan



enflamatuvar sitokinlerin olusumunu tetikler. Bu molekiiller, hastaliklarin tanisinda, seyrinin

belirlenmesinde ve tedavi yontemlerinin secilmesinde biyobelirte¢ olarak rol alabilir.

1.2.4. Enflamasyon Sitokinleri

Bu enflamatuvar maddeler, mikrobiyal saldirilar ya da yaralanma sonucu viicudun bagisiklik
tepkisi ile iiretilir. Duruma bagli olarak viicudun normal dengesi etkin savunma sistemi ile geri
kazanilabilirken, bazi durumlarda asir1 miktarda immiin diizenleyici bagisiklik
mediyatorlerinin iiretimi zararli olabilir; buna O6rnek olarak anafilaktik sok, otoimmiin

hastaliklar ve immiin kompleks bozukluklar1 verilebilir (Cerami vd., 1992).

Tablo 1. 1: Sitokinler ve hedef hastaliklar (Gulati vd., 2016)

Sitokinler Hedef Hastalhk
IFN-a Hepatit B ve C
IFN-f Multipl skleroz
IFN-y Kronik granulomatoz hastaligi, Crohn hastaligi, Coklu ilag direngli
tiiberkiiloz
TNF-o Romatoid artrit, Sepsis, Rekrafter astim, Sedef hastalig
G-CSF Kemik iligi baskilanmasi, Crohn hastalig1
IL-2 Metastaik melanom, Renal hiicre karsinomu
IL-4 Astim
IL-5 Astim
IL-6 Romatik hastaliklar
IL-10 Crohn Hastalig1, Ulseratif kolit, Sedef, Romatoid artrit
1L-11 Crohn Hastalig1, Ulseratif kolit, Sedef, Romatoid artrit
1L-13 Astim
Eritropoietin Anemi, Kemik iligi yetmezligi
HER2-Spesifik Mide adenokarsinomu, Meme kanseri
Monoklonal Antikor

1.2.5. Enflamasyon Proteinleri ve Enzimleri

Kan igerisindeki C-reaktif protein (CRP), haptoglobin, serum amiloid A, fibrinojen ve alfa
1-asit glikoprotein gibi enflamasyon proteinleri, travma, stres veya enfeksiyon anlarinda
antikorlardan bagimsiz olarak viicut dengesini yeniden saglama ve mikrobiyal yayilimi
azaltma gorevinde bulunurlar. Yiiksek hareketlilik grubu 1 (HMGB1), siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), NADPH oksidaz (NOX), indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz (iNOS) ve siklooksijenaz (COX)-2 gibi bazi enzimlerin agir1 aktivasyonu,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi iltihapla iliskili saglik sorunlarmin ortaya
cikmasinda dnemli bir etki gosterir. Inflamatuar proteinler ve enzimler, tipta enfeksiyon ve

travma ile ilgili biyobelirtegler olarak degerlendirilmistir (Chen vd., 2017).



1.2.5.1. COX-1, COX-2 ve Prostaglandinler

Siklooksijenaz enzimleri (COX-1 ve COX-2 izoenzimlerini igerir) arasidonik asidin
prostanoidlere biyotransformasyonunu baglatan enzim olarak tanimlanmistir (Adelizzi,

1999).

Prostaglandin biyosentezi enflamasyon yanitinda 6nemli rol oynar. Biyosentezleri iltihaplt
dokuda 6nemli Olcilide artar ve akut inflamasyonun temel belirtilerinin gelisimine katkida

bulunurlar.

COX-1, yapisal olarak iiretilir, gastrik epitel hiicrelerinin korumasi ve denge saglama gibi
temel islevleri yerine getiren prostanoidlerin baglica kaynagidir. Enflamatuvar tetikleyiciler,
hormonlar ve biiylime faktorleri araciligiyla etkinlesen COX-2, indiiklenebilir, enflamasyon
ve kanser gibi yayilma gosteren hastaliklarda prostanoid tiretiminin daha 6nemli bir kaynagi
olup, COX-2 tarafindan olusturulan PG'ler (prostaglandin) dncelikle agr1 ve inflamasyona
aracilik eder. Bununla beraber, her iki enzim de diizenleyici ve dengeleyici prostanoidlerin
olusumuna katkida bulunur ve her ikisi de inflamasyon siirecinde prostaglandin salinimina
destek verebilir. Her yerde iiretilirler ve viicutta lokal homeostazi korumak i¢in otokrin ve
parakrin lipit aracilar1 olarak gérev yaparlar. Enflamasyon yaniti sirasinda, PG iiretiminin hem
seviyesi hem de profili ciddi 6l¢iide degisir. PG iiretimi, iltihaplanmamis dokularda genellikle
cok diisiiktiir, ancak akut enflamasyonda l6kositlerin toplanmasi ve bagisiklik hiicrelerinin

infiltrasyonundan hemen once artar (Ricciotti ve FitzGerald, 2011).
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Sekil 1. 6: Prostaglandin Sentezi (Hazarika ve Selvam., 2015).

Bu iki 6nemli izoenzime ek olarak COX-3 isimli yeni bir iiye kesfedilmistir. COX-1
enziminin varyanti oldugu i¢in ayr1 bir izoenzim degildir. Bu enzimin 6nemi COX-1 ve COX-
2'nin zayif engelleyicileri olan, fakat merkezi sinir sistemine rahatlikla girebilen parasetamol
ve diger ates diisiiriicii, agr1 kesici ilaclarin etkilerini agiklayabilmesidir. Diklofenak ya
da ibuprofen gibi steroid olmayan antienflamatuvar ilaglar (NSAil'ler) da kiiltiir hiicrelerinde
giicliit COX-3 engelleyicileri olarak islev goriir ancak oldukga polar olduklarindan, beyindeki
COX-3'e etkili seviyelerde ulagmalarinin pek miimkiin olmadig tespit edilmistir. COX-3 iin
yap1 ve etki mekanizmasiin aydinlatilmasi ig¢in ¢alismalar siirdiiriilmektedir (Hazarika ve

Selvam., 2015).
1.2.5.2. COX’larmn Cesitli Organlardaki Rolleri

Tablo 1. 2: COX-1 ve COX-2 enzimlerinin organlardaki rolleri (Faki ve Er, 2021).

COX-1 COX-2 Organ/Sistem
Mukus ve bikarbonatin | Endotel-16kosit  yapismasimn1  ve epitel | Gastrointestinal
epitelden salgilanmasin1  ve | proliferasyonunu etkileyen PG'leri iiretir. (GD) sistem
mukozal kan akigint savunmasinda
diizenleyen PG'leri iiretir.
Bobrek hemodinamiginin ve | izoformu oncelikli olarak tuz ve su | Bobrek

glomertiler filtrasyon hizinin
kontroliinde rol oynar.

atiliminda rol oynar ve damar i¢i hacme yanit
olarak diizenlenir.

Uterusta desidualizasyon
(erken gebelikte hizla

Yumurtlama, Ureme Sistemleri

desidualizasyon

implantasyon
gibi disi

ve
ureme
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genisleyen plasentay1
barindirabilen dinamik bir doku
olan desiduaya doniistliren
yogun doku yeniden
yapilanmasi siireci (Bortoletto
vd., 2022)) ve/veya devam eden
lokalize endometriyal vaskiiler
gecirgenlikte rol oynar.
Implamente etmede glandiiler
ve liiminal epitelde bulunur.

fonksiyonlari, plasenta olusumu igin
anjiyogenezde rol oynar. Implamantasyonda
liminal epitelde ve perivaskiiler hiicrelerde
bulunur.

ifade edilir ve timor veya
endometriyal biiylime, yara
iyilesmesi ve inflamasyonda rol
oynayan anjiyogeneze katkida
bulunurken etkisi nispeten
kiigiiktiir.

onemlidir.  Timoér  hiicrelerinde  fazla
gOriiniimi, hiicrelerin apoptozdan kagmasina
ve matriksi istila etmesine neden olur.
Bobrek, rahim, bagirsak ve mesane kanseri
dahil olmak iizere kanser oncesi lezyonlarda
ve kanserde asir1 miktarda goriilmektedir.

Trombositlerde ve cogu dokuda | Iskemik 6n kosullandirma sirasinda kalpteki | Kalp ve
vaskiiler =~ homeostazda rol | ekspresyonu ve aktivitesi artar, bu da | Trombositler
oynarken, trombositlerde tespit | miyokard c¢arpintis1 ve enfarktiisiine karsi
edilen tek izoformdur. koruyucu etkide rol oynar.
Kirik iyilesmesini etkilemedigi | Kirik iyilesmesini hizlandirdigr | Kemik
diigiiniilmektedir. disiiniilmektedir.
Noroenflamasyonda rol oynar | Korteks ve hipokampiisiindeki ndronlarda | Beyin
(Ghazanfari vd.,2021). bulunur. Bellek konsolidasyonu, sinaptik

aktivite ve islevsel hiperemi gibi temel beyin

islevlerine yardimci olur.
Vaskiiler endotel hiicrelerinde | Tiimor olusumunda ve timdr bliyiimesinde | Kanser

Yukarida belirtilenlere ek olarak nérodejeneratif bozukluklarda COX-2 enziminin asir
ekspresyonunun goriildiigii ve bu izoformun beyin parenkimal amiloid plak olusumunu
artirarak Alzheimer hastaligina yol actigi, dolayisiyla enzimin inhibisyonunun Alzheimer

hastalig riskini azalttig1 bildirilmistir.

1.3. Steroid Olmayan Anti-Enflamatuvar Ilaclar (NSAIT)

NSAII, antipiretik, analjezik ve anti-inflamatuar etki gdsteren bir ilag grubu olup, PG sentezi
sirasindaki COX-1 ve COX-2 evresini inhibe ederek etkilerini gosterirler. 1970’lerin sonuna
kadar yaygin olarak agri ve iltihap tedavisinde kullanilan aspirin (asetil salisilik asit) isimli
ilacin, etki mekanizmasinin siklooksijenaz enzimini inhibe ederek PG sentezini engellemek
oldugu bilinmemekteydi. Dolayisiyla siklooksijenaz izoenzimlerinin kesfi, birbirinden farkl
etkilerinin oldugunun bilinmesiyle, gastrointestinal toksisiteye neden olan COX-1 ve COX-2

secici inhibitdrlerinin gelistirilmesini saglamistir (Vishwakarma ve Negi, 2020).
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Sekil 1. 7: Siklooksijenaz (COX-1 ve COX-2'nin) substrat baglayici kanallar1 arasindaki yapisal
farkliliklarin sematik gdsterimi (Faki ve Er, 2021)

Sekil 7’de goriildiigli iizere genel benzerlikler olmasina ragmen, COX-1 ve COX-
2'nin aktif bolgelerinde amino asit yapisinda ufak farkliliklar mevcuttur.
A: COX-1'de izol6sin (Ile) yer alirken, COX-2'de valin goriilmektedir. Bu degisim, COX-1'de
bulunmayan COX-2'min aktif baglanma bdlgesinin yan cebini (side pocket) meydana
getirir. Ayrica, COX-2'nin aktif bolge kanali, COX-1'inkinden daha genistir.
B: COX-1'deki hacimce daha biiyiik kalintilar dar bir giris kanali olustururken, bu
durum segici COX-2 inhibitoriinlin daha hacimli yan zincirlerinin buraya
ulagsmasini engeller. COX-2'deki yan cep, secici COX-2 inhibitoriiniin  uygun sekilde
baglanmasii saglar. Bu yapisal ufak farkliliklar sayesinde secici inhibitdr yapilari
olusturulabilmistir. Buna ek olarak yapisal benzerlikler sayesinde secici olmayan inhibitorler,

iki enzim tipine de etki etmektedir (Faki ve Er, 2021).
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Tablo 1. 3: Kimyasal yapilarina goére NSAIl 6rnekleri

Grup Ad1 ilaclar
Salisilik asit tiirevleri Asetilsalisilik asit (Aspirin)
Sodyum salisilat

Diflunisal
Sulfasalazin
Olsalazin
Para-aminofenol tiirevleri Asetaminofen
Indol ve inden asetik asit Indoemetazin

Sulindak
Etodolak
Heteroaril asetik asit Ibuprofen
Flurbiprofen
Antranilik asit (Fenematlar) Mefenamik asit
Meklofenamik asit
Enolik asit tiirevleri (Oksikamlar) Piroksikam
Tenoksikam
Meloksikam

1.3.1. Steroid Olmayan Anti-Enflamatuvar Ila¢larin Yan Etkileri

NSAIl grubu ilaglar uzun zamandir piyasada olmalar1 sebebiyle genis popiilasyonlara
ulagmis ve olusan yan etkiler kayit altina alinabilmistir. Bu ilag grubunda kullanicilar 6zellikle
GI sistem kanamasi, kardiyovaskiiler ve renal yan etkiler gézlemlemislerdir. Ilaglarm yan
etkilerini incelerken receteli ve recetesiz kullanimina gore, doza bagli yan etkileri

anlayabilmek i¢in ayrim yapilmasi gereklidir.

Ibuprofen, diklofenak ve naproksen yaygin kullanilan COX inhibitérleridir. Diisiik dozda,

bas agrisi, dis agrisi, sirt agrisi, adet sancilari, soguk alginligi, kas agrilar1 ve artrit gibi hafif
agr1 ve sizilarin kisa stireli (10 giinden az) giderilmesinde kullanilabilir.
Ibuprofenin diklofenak, naproksen, piroksikam ve indometazene gore gastrointestinal kanama
olusumu agisindan en diisiik riske sahiptir. Her bir ilag i¢in yan etki olasiliginin doz miktart ile
arttigr anlasilmistir. Aspirin harici diger tim NSAIll'lerin, kalp damari pihtilasma riski
agisindan olasi bir artig ile baglantili olabilecegi bildirilmektedir (Moore vd., 2015).

Tjenggal ve arkadaslar1 tarafindan yapilan caligmada, ozellikle ibuprofenin bobrek
problemlerine, felg riski ve NSAII kullanimiyla siddetlenen solunum yolu hastaligina (NSAIi
exacerbated respiratory disease, NERD) neden oldugu bildirilmistir. Diklofenak ve
loksoprofenin peptik tllser ve GI kanamasini; ketorolak kullaniminin akut miyokardiyal
enfarktiis riskini; asetamofenin ise NERD olusum riskini arttiracagi bildirilmistir. Ibuprofen
ve aspirinin {irtiker ve anjiyoddem gibi deride gozlenebilecek hipersensitivite reaksiyonlarina

neden olabilecegi disiiniilmektedir (Tjenggal vd., 2021).
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Tablo 1. 4: Baz1 NSAII kimyasal yap1 6rnekleri

Oy _OH \
k O i
o HN™ ~O N
g \
O HO Cl
OH ©
Aspirin- Asetil salisilik asit Asetaminofen Indometasin
F. F OH
F X
O
NS
NG OH HN
N
N o}
I
O=SI=O
NH,
Ibuprofen
Selekoksib Meloksikam
Os_OH O~_OH
oo
HO : HN HN
cl \©/Cl cl cl
Naproksen )
Diklofenak Loksoprofen
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1.4. Yap1 Aktivite Iliskisi (SAR)

4 3
5 N
L
6 N
1
7 H

Sekil 1. 8: Benzimidazol yapisi

Yapilan bir baska calismada 1, 2, 5 ve 6 numarali pozisyonlarda farkli gruplarla
degistirilirken 4 ve 7 numarali yerleri degistirilmemis benzimidazol yapisinin etkili agr1 kesici
ve iltithap Onleyici maddeler iirettigi belirlendigi saptanmisti. TRPV-1 antagonisti olarak
benzimidazoliin 1 numaral yeri degistirilmeyip; siibstitiientlerin , polihidroksi sekerlerden
metil ya da fenilsiilfonil gruplara; sikloalkanlardan alkil, elektronik ya da heterosiklik gruplara
kadar farkli aril/heteroaril kisimlarla uygun sekilde birlestirilmis olabilecegi belirtilmistir.
Benzer sekilde, 2 numarali konumda, alkil veya alkil, elektronik ya da heterosiklik gruplarla
degistirilmis ve biiyiik lipofilik aril/heteroaril kisimlariyla doldurulabilecegi belirtilmistir.
Cekirdegin 5 ya da 6 numarali pozisyonu degismeden kalabilecegi veya halojenler, nitro,
amino, metil, triflorometil, hidroksil, alkoksi, siilfonil, N-siilfonamid gibi fonksiyonel
gruplarla degistirilecegi aril/heteroaril gruplar ile siibstitiisyon yapilabilecegi tespit edilmistir
(Gaba vd., 2014).

Amin grubu eklenmesi

COX-1ve 2, R; konumuna substitiisyon yapilmamasi
5-lipoksigenaz COX-1, 2 ve 5-lipoksigenaz
inhibisyonunu arttirir. inhibisyonu arttirir.

@) R4 / R, konumuna substitiisyon
Ry Ry— > yapilmamasi1 COX-1 ve 2
: E : E inhibisyonu arttirir.
N\ Rs

R; N

\ Kiiciik bir lipofilik grup eklenmesi
COX-1 inhibisyonunu arttirir.
Piridil grubu eklenmesi orta seviyeli bir
inhibisyon saglarken, metoksi grubu
eklenmesi 5-lipoksijenaz
inhibisyonunu arttirir.

Bu konumda substitiisyon yapilmamasi
ya da metil eklenmesi,

muhtemel COX-1, 2 ve 5-lipoksigenaz
inhibisyonuyla sonuglanir.

Sekil 1. 9: 2- Fenil baglanmig benzimidazol SAR’lar1 (Bukhari vd., 2016)
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Bir dizi, 2-fenil baglanmis benzimidazolun COX ve 5-lipoksijenaz inhibisyonu {iizerine
arastirmalar yapilmistir. R, R3 ve R4 pozisyonlarindaki ikamesiz gruplar, hem COX-1 hem de
COX-2 ile 5-lipoksijenaz inhibisyonu icin daha fazla tercih edilmektedir; buna karsin R1
pozisyonundaki amin grubunun, ii¢ enzimin inhibisyonunu giiclendirdigi tespit edilmistir.
Bunun yaninda Rs pozisyonundaki lipofilik grubun COX-1 inhibisyonunu artirirken, hidrofilik
grubun COX-2 inhibisyonuna katkida bulundugu ve metoksi ikamesi 5-lipoksijenaz
inhibisyonunu destekledigi belirlenmistir. R,'de -CHs, Ri'de -NH, ve Rj; ile Ry'te -H
bulunduran bir bilesik, daha etkili bir COX-1 inhibisyonu sergiledigi bildirilmis ancak Rs
pozisyonunda nitril grubu igeren baska bir bilesik, hem COX-1 hem de COX-2 iizerinde
inhibisyon etkisi gosterdigi belirtilmistir. Rs'te 2-aminopiridin-4-il tagiyan farkli bir bilesik ise
daha etkili bir 5-lipoksijenaz inhibisyonu sergiledigi bildirilmistir. Genel olarak, yukarida
belirtilen pozisyonlardaki onerilen gruplarin yer degistirilmesi, giicli COX-1 ve COX-2 ile 5-
lipoksijenaz inhibisyonunu destekledigi belirtilmistir (Bukhari vd., 2016).

Kiiciikbay ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada benzimidazol halkasi piirin-bazli
niikleik asitlerin izosteri olup, benzen ve imidazoliin kaynasmasi ile olugsan antimikrobiyal,
antikanser, antiproliferatif ve antitlimor etkilere sahip heterosiklik yap1 oldugu belirtilmistir.
1-substitiie benzimidazol tuzlarmin ve kobalt, ¢inko gibi metal komplekslerinin antikanser
etkisi bildirilmistir. Nitrojen, siilfiir ve oksijen gibi heteroatom igeren heterosiklik bilesiklerin
DNA ile giiclii H baglar1 kurabildigi, bu sayede antikanser 6zelliklerini gdsterebildigi
belirtilmistir (Kiigtikbay vd., 2021).

SAR incelemelerinde, benzimidazol yapisimn N1, C2, C5 ve C6 pozisyonlarindaki
degisikliklerin anti-enflamatuvar etkinligi 5nemli 6l¢iide etkiledigi ortaya koymustur. Ornegin
C2 pozisyonunda anakardik asit ile degistirilen benzimidazol, COX-2’yi inhibe ederken; 5-
karboksamid, siilfamoil veya siilfonil benzimidazol kanabinoid reseptoriiniin etkilesimini
engelledigi; buna karsilik benzimidazol yapisindaki C2 diarilamin ve C3 karboksamid
yerlestirilmeleri  bradikinin reseptOriiniin inhibe olmasina yol agtigi belirlenmistir.
Benzimidazollerin, anti-enflamatuvar 6zelliklerini temel olarak gecici reseptor potansiyelli
vanilloid-1, kanabinoid, bradikinin reseptdrleri, belirli sitokinler ve 5-lipoksijenaz aktive edici
protein veya siklooksijenaz (COX) ile etkilesimde bulunarak sagladiklar1 tespit edilmistir
(Veerasamy vd., 2021).

Bu tez calismasinin amaci, 2 ve/veya 5- siibstitiie benzimidazol halkasindan elde edilen
tiirevlerin antienflamatuvar 6zelliklerini aydinlatabilmek, COX enzimlerine olasi inhibisyon
etkileri arastirabilmek; bilesiklerin molekiiler yerlestirme programlar1 ve ilag benzerlik
caligmalarim1 yaparken elde edilen teorik bilginin, laboratuvar ortaminda elde edilecek

biyolojik aktivite analiz sonuglari ile uyumunu tespit edebilmektir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec¢

2.1.1. Elde Edilen Bilesiklerin Sentezi, Saflastirma Islemleri ve Yap1

Analizlerinde Kullanilan Gerecler

2.1.1.1. Sentez Islemlerinde Kullanilan Kimyasal Malzemeler

1,4-Dikloro-2 nitrobenzen (Sigma Aldrich), 2,4-dikloro benzaldehit (Sigma Aldrich), 2,5-
difloro benzaldehit (Sigma Aldrich), 4-bromo benzaldehit (Sigma Aldrich), 2-floro
benzaldehit (Sigma Aldrich) Kalay (II) kloriir (Sigma Aldrich), kons. Hidroklorik asit (%37)
(Merck), anhidroz potasyum karbonat (Across Organics), sodyum bistilfit (Sigma Aldrich),
izopropilamin (Sigma Aldrich), potasyum hidroksit (Riedel deHaen), N,N-dimetil formamid
(DMF) (Tekkim), (DMSO) (Carlo Erba), absoliit etanol (Riedel deHaen), metanol (Merck),
etil asetat (Carlo Erba), n-hekzan (Isolab), kloroform (Carlo Erba), Pd/C (Sigma Aldrich),
aseton (Sigma Aldrich).

2.1.1.2. Kromatografik Analizler

Sentez c¢aligmalar1 esnasinda reaksiyon ortamlarindaki gelismeyi izlemek, izole edilen
{irinlerin saflik derecelerini tespit edebilmek amaciyla Ince Tabaka Kromatografisinden (ITK)
faydalanilmistir. Pratikte kullanilan Aliiminyum plaklar Kieselgel-60 GF254 (Merck)
olmaktadir. Lekelerin tespitinde 254 nm ve 366 nm dalga boyundaki UV (Camag UV Lambasi)
1s1¢indan yararlanilmistir. iTK'de kullamilan ¢oziicii sistemleri 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 2:1, 3:1,
4:1 ve 5:1 oranlarinda etil asetat: n-hekzan ve sadece n-hekzandir. Elde edilen tiim bilesikler
kolon kromatografisi yapilarak saflagtirtlmistir. Partikiil boyutu 60, 0,040 0,060 nm (230-400
mesh) olan silika jel (Merck) kullanilmistir. Kullanilan kolonun ¢ap1 4 cm ve kullanilan silika
jel miktar1 40-50 g arasindadir. Elde edilen bilesikler az miktarda mobil fazda (5-6 ml)
¢oziindiirtildiikten sonra kolona tatbik edilmistir. Kolon kromatografisinde mobil faz olarak

kullanilan ¢oziiciiniin tiirii ve bilesimi yontemler boliimiinde belirlenmistir.

2.1.1.3. Erime Noktas1 Belirleme

Buchi B-540 cihazi ile erime noktasi tayinleri yapilan bilesiklerin sonuglarn diizeltilme

yapilmadan paylagilmustir.
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2.1.1.4. Niikleer Manyetik Rezonans Analizleri "H NMR, *C NMR)

NMR Spektrumlari, Varian Mercury (AGILENT) 400 MHz and BRUKER AVANCE NEO
500 MHz FT spektrometresinde gerceklestirilmistir. i¢ standart madde olarak tetrametilsilan
(TMS), ¢oziicii olarak DMSO-d6 ve kloroform kullamlmistir. Analizler Ankara Universitesi

Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvari'nda gerceklestirilmistir.

2.1.1.5. Kiitle Spektrumlari1 (MS)

Sentezlenen bilesiklerin molekiil agirliklarini tayin etmek/dogrulamak ve safliklarini kontrol
edebilmek amaciyla, Waters 2695 Alliance Micromass ZQ marka LC-MS spektrometresinde
Elektro Sprey Iyonizasyon (ESI) (+) yontemi ile kiitle analizleri Ankara Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi Merkez Laboratuvari'nda gerceklestirilmistir.

2.1.1.6. Parr Hidrojenasyon Cihaz1 (3911)

Sentezlenen bilesiklerin rediikleme islemini manuel olarak ayarlanabilir basing altinda
ortama H, gazi salinimi yaparak saglamaktadir. Makinenin pargalarindan olan 500 ml hacimli
cam sisenin i¢ine solvanda ¢6ziilen madde koyulur, cihaza dahil bir mandal araciligryla camin

sallanmasini saglarken, ortama salinan H» gazi ile indirgeme islemi gergeklestirir.

2.1.2. Elde Edilen Bilesiklerin Antienflamatuvar Etki Tayininde Kullanilan

Gerecler

Siklooksijenaz (COX) inhibitdr aktivitesinin belirlenmesinde Cayman Chemical COX
Colorimetric Inhibitor Screening Assay Kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, ABD)
kullanild1. Kit; saflastirilmis COX enzimi, arasidonik asit substrati, hemin, N,N,N’,N’-
tetrametil-p-fenilendiamin (TMPD), reaksiyon tamponlar1 ve referans inhibitor icermektedir.

Test edilen bilesikler deneylerde kullanilmadan 6nce DMSO da hazirlanmstir.

2.1.3. Molekiiler Yerlestirme (Docking) Calismalari

2.1.3.1. Ligand1 ve Hedef Molekiilii Hazirlayarak Molekiil Yerlestirmesi

Bilesiklerin kimyasal yapist ChemDraw programinin 22.2.0 siiriimii ile ¢izilmis olup, 3D
yapiy1 Open Babel uygulamasinin mol2 formatinda olusturulmustur (O’Boyle vd., 2011).
Ligand hazirlandiktan sonra Cresset Flare programi ile hesaplamalar yapilarak optimizasyon
saglanmistir. Hedef bilesigin 3D yapisi, RCSB protein veri bankasindan alinmistir. Cesitli
makaleler incelenerek uygun rezoliisyon ve validasyon sonuglarina sahip yap1 kullanilmis,
Cresset Flare yaziliminda hazirlandiktan sonra, mol2 formatindaki bilesikler, pdb formatindaki
hedeflerle yazilima yiiklenmistir. Grid kutusu es kristalize liganda gore tanimlanarak, docking

yapilan bilesiklerin 2D ve 3D yapilan yazilimdan alinmigtir (Cheeseright vd., 2006).
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2.1.4. Tla¢ Benzerlik Calismalar

Sonug bilesikler, SwissADME programi kullanilarak ADME 6zelliklerinin tahmini ve ¢esitli
parametrelerinin (hidrojen bagi donoérii, hidrojen bag: alicisi, topolojik polar yiizey alani,

dondiiriilebilir bag sayisi, vb) degerleri hesaplanmistir.

2.2. Yontem

2.2.1. A1-A4 Bilesiklerinin Sentezi

Sentezlenen A1-A4 bilesiklerinin sentez yollar1 ve elde edilen bilesiklere ulasmak igin

gereken ara bilesikler Sekil 2.1°de gosterilmektedir.

1.
Cl \|/ SnCI,/HCI

NO NH, NH —
2, )\ Ko,CO3/DMF NO, Etanol NH
_—
80°C — NH;
R 2
1

H,/Pd/C
R 4
Etanol R
2. O H HO_ _SOsNa
Rs R4 Na>S,05 Rs R
_—
Etanol/H,O
l?4 R2 R4 R2
R
35 R3 6
3.
\l\g HO__ _SO3Na
R R
NH2 Rs R4 DMF \r\||/ y 2
+
130-140 °C/©: p Rs
Ry R> R N
R Rs Rs Ry
4 6
A1-A4

Sekil 2. 1: A1-A4 Maddelerinin Sentezi
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Tablo 2. 1: A1-A4 maddelerinin siibstitiienlerinin gésterimi

BILESIK | R Ri R: R3 R4 Rs
Al H Cl H Cl H H
A2 Cl F H H F H
A3 Cl H H Br H H
Ad H F H H H H
2.2.1.1. Ara iiriinlerin Sentezi
2.2.1.1.1. 4-Kloro-2-nitro-N-izo-propil-anilin (3) Sentezi

4-Kloro-2-nitro-N-izo-propil-anilin 3 molekiiliinii elde edebilmek ig¢in, 1,4-dikloro-2-
nitrobenzen (1 mmol) 1, 20 ml DMF i¢inde ¢6ziiliir ve 1 mmol izo-propilamin 2 ile 1 mmol
anhidr K,COs eklenir ve karisgim 80 °C'de 6 saat refluks edilir, ardindan reaksiyon ortami
sogutulur ve soguk suya dokiiliir. Cokelti siiziiliir ve kurutulur. Etanolden kristallendirilerek

saflagtirilir.

2.2.1.1.2. 4-Kloro-N1-izopropilbenzen-1,2-diamin (4) Sentezi

1 mmol 4-Kloro-2-nitro-N-izo-propil-anilin 3 etanolde ¢o6ziildii, SnCI,/HCI’li ortamda
indirgenir ve oda sicakliginda 30 dakika karigtirilir. Ortam %10 KOH ile nétralize edilir,
etanoliin buharlastirilmasindan sonra {irlin etil asetat ile ekstraksiyon yapilarak ile saflagtirilir.
Etil asetat indirgenmis basingta buharlastirilarak 4-kloro-N1-izopropilbenzen-1,2-diamin (4)
elde edilir (Kus vd., 2001). A3 bilesiginde rediiksiyon bu yontemle yapilmustir.

Bir diger yontem olarak, 4-kloro-N1-izopropilbenzen-1,2-diamin 4 bilesigi, 1 mmol 4-kloro-
2-nitro-N-izo-propil-anilin 3 etanolde ¢oziilmesi iizerine, 1 spatiil Pd/C eklenerek hazirlanan
¢ozeltinin, 40 psi basingta H» (g) salimimi yapan Parr Hidrojenasyon Cihazina konularak 20-
30 dakika beklenmesi sonucu da elde edilebilmistir. A1, A2 ve A4 bilesiklerinde rediiksiyon

cihazi kullanilarak yapilmistir.

2.2.1.1.3. Siibstitiie Benzaldehitlerin Sodyum Metabisiilfit Tuzlar: (6)
Benzimidazol halkasinin siklizasyonunu saglayan ve baslangic maddesi olarak kullanilan
ilgili benzaldehit tiirevleri 5 (1mmol), 20 mL etanolde ¢oziiliir. 0,01 mol Sodyum bisiilfit 10
mL suda ¢oziilir ve sogutulan etanol ¢ozeltisinin {izerine porsiyonlar halinde ve iyice
karigtirarak ilave edilir. Olusan ¢okelti siliziillir ve kurutulur, boylece ilgili siibstitiie

benzaldehitlerin sodyum metabisiilfit tuzlar1 6 elde edilir (Kus vd., 2003).

2.2.1.2. Al- A4 Bilesiklerinin Sentezi

Elde edilen, 4-kloro-N1-izopropilbenzen-1,2-diamin 4 ve uygun benzaldehit'in sodyum

metabisiilfit tuzu 6 ile DMF iginde 135-140 °C'de 12 saat refluks edilir. Reaksiyon ITK ile
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kontrol edilir ve reaksiyon sonlandirilir. Reaksiyon ortami sogutulur ve soguk suya dokiiliir,
olusan ¢okelti siiziilir ve kurutulur. Temiz, A1-A4 bilesiklerini elde edebilmek icin uygun
solvan sistemleri kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmalar1 ve etanol

kristalizasyonu gerekmektedir (Karatag vd., 2012; Ozden vd., 2005; Ridley vd., 1965).
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3. BULGULAR

3.1. Sentezlenen Sonuc Bilesiklerin Kimyasal Ozellikleri

3.1.1.4-kloro-N-izopropil-2-nitroanilin (3)

h

NH
NO,

Cl
Verim : %98
Fiziksel Ozellikler : Turuncu renkli kristal
Erime Noktas1 : 60-65 °C (Magar vd., 2017)
Saflastirma Yoéntemi : Etanol ile kristalizasyon
Molekiiler Formiil : CoH 1 CIN,O,
Molekiil Agirhg: : 214,65 g/mol

3.1.2.2-(2,4-diklorofenil)-1-izopropil-1H-benzo|d]imidazol (A1)

e

L)

Verim : %15

Fiziksel Ozellikler : Krem rengi kristal

Erime Noktas1 : 139-141°C

Saflastirma Yontemi :Kolon kromatografisi; n-hekzan: etil asetat (5:1) ve
etanol ile kristalizasyon

Molekiiler Formiil : Ci6H14CLIN,

Molekiil Agirhg : 305,20 g/mol

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: : 305 (M*, %100), 307 ([M+2]7, %70), 309 ([M+4]*,
V)

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) /OSIZ))pm 1,40 (s, 3H, alif-CH3); 1,60 (s, 3H, alif-CH3),

423-4.28 (m, 1H, -CH-), 7,25-7,31 (m, 2H, ArH-5,6),
7,64 (dd, 1H, J=8.2, Jn=1,9, ArH-5), 7,67 (d, 1H,
Ji=8,1, ArH-6"), 7,70 (dd, 1H, J;=7,0 , Jm=1,3, ArH-4),
7,83 (dd, 1H, J=7,0, Jn=1,4, ArH-7), 7,91 (ds, 1H,
Im=1,75, ArH-3)

13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) : & ppm 21,37; 49,30; 113,01; 120,24; 122,24; 122,98;
128,22; 12968; 130,02; 133,13; 133,93; 134,96; 136,15;
143,79; 149,43
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Sekil 3. 1: Al bilesiginin kiitle spektrumu
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Sekil 3. 2: Al Bilesiginin '"H-NMR Spektrumu
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Sekil 3. 3: Al Bilesiginin 3C- NMR Spektrumu

3.1.3.5-Kloro-2-(2,5-diflorofenil)-1-izopropil-1H-benzo[d]imidazol (A2)

Verim
Fiziksel Ozellikler
Erime Noktasi

Saflastirma Yontemi

Molekiiler Formiil
Molekiil Agirhig
Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z

1H NMR (500 MHz, DMSO-d6)

g

: %15

: Krem rengi kristal

:118-120 °C

: Kolon kromatografisi; n-hekzan: etil asetat (3:1) ve

etanol ile kristalizasyon
: C1sH13CIF2N;

: 306,74 g/mol
: 307 [M+]7,%100, 309 ([M+2]*, %32

: 3 ppm 1,54 (d, 6H, J=6,9, alif-CH3), 4,42 - 4,47 (m,
1H, alif-CH-), 7,35 (dd, 1H, jo=8,78, Ju= 2,0, Ar-H6),
7,53-7,60 (m, 3H, Ar-H 3°,4°,6"), 7,80 (ds, 1H, Jn=2,0,
Ar-H4), 7,90 (d, 1H, J,= 8,75, Ar-H7)
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13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) : 6 ppm 21,29; 49,79, 114,57; 118,19; 118,39; 119,19;
119,77; 120,24; 123,25; 126,99; 132,23; 144,80;
148,34; 155,44; 157,44; 159,43

A-306 67 (0.675) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+

100, 307.43 1.22e8
i
|
S
309.44
121.87 310:44
‘ 229.37 265.30
" [145.14 = ; 35%-54378.0744&55518,25 55368 61695 677.79 75361 777.12 85688850 03 91753/2

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900

Sekil 3. 4: A2 Bilesiginin Kiitle Spektrumu
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Sekil 3. 6: A2 Bilesiginin '3C-NMR Spektrumu
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3.1.4. 2-(4-Bromofenil)-5-kloro-1-izopropil-1H-benzo[d]imidazol (A3)

g

Verim : %2,5

Fiziksel Ozellikler : Krem- agik sar1 kristal

Erime Noktasi : 115,5-117,0 °C

Saflastirma Yontemi : Kolon kromatografisi; n-hekzan: etil asetat (5:1) ve
etanol ile kristalizasyon

Molekiiler Formiil : C16H14BrCIN,

Molekiil Agirhg : 349,66 g/mol

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z : 349 [M*], %85, 351 [M+2]", %100, 353 [M+4]",
%27

1H NMR (500 MHz, Kloroform) : 8 ppm 1,67 (ds, 6H, J= 7, alif-CHs); 4,77-4,81 (m,
1H, alif-CH-); 7,3 (dd, 1H, J,=1,95, J=8,75, Ar-H6).
7,48- 7,58 (m, 3H, Ar-H); 7,72 (d, 2H, J;=8.4, Ar-H);
7,85 (d, 1H, Jn=1,8, Ar-H4)

A-349 42 (0.423) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 351.50 1.34e8
349.50
=
353.49
\
il

1354.51
124.05 474 55

olt 27148 32570) 39069 43028 50345 53119 605 2968005 701,57 7637578572 gog 6201530

e m/z
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950

Sekil 3. 7: A3 Bilesiginin Kiitle Spektrumu
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Sekil 3. 8: A3 Bilesiginin 1H-NMR Spektrumu

3.1.5. 2-(2-Florofenil)-1-izopropil-1H-benzo|d]imidazol (A4)

Verim
Fiziksel Ozellikler
Erime Noktasi

Saflastirma Yontemi

Molekiiler Formiil

Molekiil Agirhg:

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z
1H NMR (500 MHz, kloroform)

iy

1% 2,5

: Beyaz renkli kristal

: 114-116 °C

: Kolon kromatografisi; n-hekzan: etil asetat (3:1) ve

etanol ile kristalizasyon
: Ci6HisFN2

: 254,31 g/mol
: 255 [M+1]7, %100

: d ppm 1,65 (ds, 6H, J:7, alif -CH3); 4,52- 4,57 (m,
1H, alif -CH-); 7,2-7,4 (m, 4H, Ar-H 3°, 4°, 5°, 6’);
7,54 (m, 1H, Ar-H); 7,65-7,68 (m, 2H, ArH); 7,87-7,89
(m, 1H, Ar-H)
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1: Scan ES+
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100‘
2
| 256.49
12404 1351 | 33368371 53286 5719360388 73323 77433 sas7667.04 100728 105031 116293
| P ! ' A h
) 200 300 400 500 600 700 & 900 1000 1100

Sekil 3. 9: A4 Bilesiginin Kiitle Spektrumu

Current Data Parameters
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Sekil 3. 10: A4 Bilesiginin |H-NMR spektrumu
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3.2. Sentezlenen Sonu¢ Uriinlerin Biyolojik Aktiviteleri

Siklooksijenaz (COX) inhibitor aktivitesi, Cayman Chemical tarafindan saglanan COX
Colorimetric Inhibitor Screening Assay Kit kullanilarak belirlendi. Yontem, COX enziminin
arasidonik asidi prostaglandin G2/H:’ye doniistiirmesi sirasinda ortaya g¢ikan peroksidaz
aktivitesinin,  N,N,N’,N’'-tetrametil-p-fenilendiamin =~ (TMPD) oksidasyonu yoluyla

spektrofotometrik olarak dl¢iilmesine dayanmaktadir.

Deneyler 96 kuyucuklu mikroplakalarda gergeklestirildi. Reaksiyon kuyucuklarina sirasiyla
reaksiyon tamponu, hemin ve COX enzimi eklendi. Test bilesikleri, 6n deneme sonuglarina
gore belirlenen konsantrasyon araliklarinda calisildi ve ilgili kuyucuklara ilave edilerek
karisim, oda sicakliginda belirli bir siire 6n inkiibasyona birakildi. Enzim kontrolii (inhibitor
icermeyen), blank (enzim igermeyen) ve pozitif kontrol gruplar1 da deney setine dahil edildi.
Reaksiyon, arasidonik asit ve TMPD eklenmesiyle baslatildi. Tiim pipetleme islemleri hizli ve
es zamanli olacak sekilde gerceklestirildi. Reaksiyon sonucunda olusan renk degisimi,
mikroplaka okuyucuda 590 nm dalga boyunda oOlciildi. Arka plan absorbansi, blank
kuyucuklar kullanilarak diizeltildi.

COX enzimleri, arasidonik asidi prostaglandin G2 ve H:’ye doniistiiren bifonksiyonel
enzimlerdir. Bu reaksiyon sirasinda ortaya c¢ikan peroksidaz aktivitesi, TMPD’nin
oksidasyonu ile sonuglanir ve mavi renkli bir iirlin olusur. Olusan renk yogunlugu, COX enzim
aktivitesi ile dogru orantilidir. Test bilesiklerinin inhibitor etkisi, TMPD oksidasyonundaki

azalma iizerinden kolorimetrik olarak degerlendirilmistir.
COX inhibisyonunun Hesaplanmasi

COX inhibitor aktivitesi, asagidaki formiil kullanilarak yiizde inhibisyon olarak hesaplandi:
%Inhibisyon= [(1-Anumune - Ablank )]/ (Akontrol - Ablank )} x 100

Tablo 3. 1: COX-1 ve COX-2 Inhibitérii Olarak Test Edilen A1-A4 Maddelerinin In Vitro Inhibisyon
Etkileri

COX1 COXx2
% Inhibisyon % Inhibisyon
(104 M) (10°M) (104 M) (10° M)
Numune

Al 86+2 - 68+3 3743

A2 100+3 2242 100+2 53+4

A3 - - 22+4 -

A4 - - 100+2 5242
indometazin 65+2 - -

Selokoksib 100+2
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Tablo 3.1’de belirtilen veriler dikkate alindiginda A4 bilesiginin COX-1 inhibisyonu
yapmazken, degerlendirmesi yapilan 2 konsantrasyonda COX-2 inhibisyonu yaptigi
gorlilmiistiir. A2 maddesinin 10* M konsantrasyonda hem COX-1 hem de COX-2 enzim
aktivitelerini %100 oraninda inhibe ettigi goriilmiistiir. A1 maddesi 10™* M konsantrasyonda
COX-1 inhibisyonu yaparken, COX-2 analizine ait her konsantrasyonda ortalama bir deger
elde etmistir. Son olarak A3 maddesi konsantrasyonlarda COX-1 inhibisyonu yapamamis;

COX-2 inhibisyonu i¢in diisiik bir deger elde etmistir.

3.3. Molekiiler Yerlestirme Calismalari

Molekiiler yerlestirme caligmasi, Cresset Flare yazilimi kullanilarak COX-1 (PDB: 3N8Z),
COX-2 (PDB: 5IKQ) enzimlerine kars1 yapildi ve ¢ikan skorlar Tablo 3.1’de gosterildi.
Sentezlenen A4 bilesiginin yerlestirme sonuglari incelendiginde COX-1 ve COX-2
enzimlerine daha diisiik baglanma skorlari ile baglandig1 ve daha kararli bir yapida oldugu
goriilmustiir. A4 bilesiginin COX-1 enzimine, aspirin ve indometazinden daha kararli sekilde
baglanabildigi belirlenmistir. A2 bilesiginin ise yine COX-1’e indometazine yakin, aspirinden
kararl1 bir skorla baglandigi goriilmiistiir.

Buna ek olarak COX-2 enzimine karsi tutumlar1 incelendiginde; A4 bilesigi (-)9,24 kcal/mol
skorla kararli bir yapida oldugu, indometazine ve aspirine kiyasla daha kararli goriindiigii
tespit edilmistir. Benzer bir durum A2 bilesiginde gegerli oldugu, indometazin ile ayni skoru

(-8,72 kcal/mol), aspirinden ise daha kararli bir skor elde ettigi belirlenmistir.

Tablo 3. 2: Molekiiler yerlestirme ¢alismalar1 yapilan bilesiklerin COX-1 ve COX-2’ye karsi konumlari

Yerlestirme Kodu (kcal/mol)
Bilesik Kodu COX-1 (3N8Z) COX-2 (5IKQ)

AFLP 701 -11,31 -

A JMS 602 - -9,59
Diklofenak -9,59 -9,85
Selekoksib -8,39 -10,86

Aspirin -6,82 -6,44
indometazin -8,98 -8,72

Al -5,87 -5,80

A2 -8,78 -8,72

A3 -5,88 -5,59

A4 -9,08 -9,24
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COX enziminde yer alan aktif bolgeye giris (ASC), ASC'nin derin kisminda bulunan COX-
2'nin hidrofobik "cebi" ile ¢evrelenmistir; bu cep arginin (Arg)120, glutamik asit (Glu)524 ve
tirozin (Tyr)355 amino asit kalintilarindan olugmaktadir. COX-1 ile karsilastirildiginda,
izolosin (Ile)523, izolosin (Ile)434, L-fenilalanin (Phe)503 ve histidin (His)513 amino
asitlerine sahip olan COX-1 daha dar bir baglanma alanma sahipken, COX-2'nin valin
(Val)523, Val434, 16sin (Leu)503 ve Arg513 amino asitlerinden olusan daha genis bir baglanti
boslugu  bulundugu bildirilmistir. COX-2'nin  kritik amino  asitlerinin  inhibitoriin
kimyasal yapisiyla nasil bir ~ etkilesimde  bulundugunu  inceleyerek etkili, secici
ve glivenilir COX-2 inhibitorlerinin gelistirilmesinin miimkiin olabilecegi ifade edilmistir

(Ahmadi vd., 2022).

3N8Z_P DICLOFENAC.mol_D 3INBZ_P Ad.mol D

Diklofenak Ad bilesigi
Sekil 3. 11: A4 bilesigi ve standart diklofenak COX-1 enzimi ile 2D etkilesimi

A4 bilesigi Thr206, Ala202, Val523, Leu384, Tyr385, His207, Trp387, Met391, His207 ve
GIn203 aminoasitlerine Sekil 3.11 ve Sekil 3.13’te gosterildigi sekilde baglanarak, referans

diklofenak ve aspirin bilesiklerine benzer sonug gostermistir.

33



Sekil 3. 12: A4 bilesigi ve standart diklofenak COX-1 enzimi ile 3D etkilesimi, diklofenak sari, A4

kirmizi renkte

5IKQ_P CELECOXIB.mol_D 5IKQ_P Ad.mol_D

'

'
TRP
A387

Selekoksib A4 Bilesigi

Sekil 3. 13: A4 bilesigi ve standart selekoksib COX-2 enzimi ile 2D etkilesimi
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Sekil 3. 14: A4 bilesigi ve standart selekoksib COX-2 enzimi ile 3D etkilesimi. Selekoksib mavi
renkte, A4 bilesigi kirmizi renkte

3N8Z_P DICLOFENAC.mol_D 3N8Z_P A2.mol_D

TRP
A387

\

Diklofenak A2 Bilesigi
Sekil 3. 15: A2 bilesigi ve standart diklofenak, COX-1 enzimi ile 2D etkilesimi
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Sekil 3. 16: A2 bilesigi ve standart diklofenak COX-1 enzimi ile 3D etkilesimi. Diklofenak sar1, A2

pembe renkte

IKQ_P CELECOXIB.mol_D

Selekoksib

IKQ_P A2.mol_D

A2 Bilesigi

Sekil 3. 17: A2 bilesigi ve standart selekoksib COX-2 enzimi ile 2D etkilesimi
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Sekil 3. 18: A2 bilesigi ve standart selekoksib COX-2 enzimi ile 3D etkilesimi. Selekoksib mavi, A2

bilesigi pembe renkli

A2 bilesigi icin Sekil 3.15 ve Sekil 3.17 incelendiginde Hem601, Val523, Tyr38, Thr206,

Phe210 aminoasitlerine baglanarak referans diklofenak ve selekoksib ile benzer yapi

gostermistir.

3.4. Ila¢ Benzerlik Cahsmalar

Lipinski kurallarina dayali olarak farmakokinetik parametrelerinin tahmini agisindan,

bilesiklerin daha ileri degerlendirilmesi ve SwissADME programi kullanilarak hesaplamali

ilag benzerlik ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Sonuglar Tablo 3.2'de 6zetlenmistir.

Tablo 3. 3: incelenen bilesiklerin ilag benzerlik degerlendirmesi

Bilesik Molekiil LogP TPSA HBDs HBAs n-rotb | LogS | GI abs. Lipinski
agirhg (A2 Kurah
(g/mol)
Al 305,20 4,61 17,82 0 1 2 -5,34 Yiiksek Evet; 1
violation
A2 306,74 4,72 17,82 0 3 2 -5,06 Yiiksek Evet; 1
violation
A3 349,65 4,74 17,82 0 1 2 -5,66 Yiiksek Evet; 1
violation
A4 254,30 3,87 17,82 0 2 2 -4,33 Yiiksek Evet; 0
violation

Iyi bir ilag aday1 bilesik teorik olarak Lipinski ve Veber kurallarma uyumlu olmalidir.

Lipinski’nin 5 kuralia gore bilesiklerin molekiil agirliklar1 500 g/mol, log p degerleri 5’ten,

hidrojen bag1 alicis1 (HBA) degeri 10°dan ve hidrojen bag1 vericisi (HBD) degeri 5’ten az
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olmalidir (Lipinski vd., 2012). Veber kurallarina gore ise dondiiriilebilir bag sayis1 10’dan,
topolojik polar yiizey alani ise 140 A>’dan az olmalidir (Plinski ve Plinska, 2020).

Yukarida sonuglar1 verilen A1-A4 bilesikleri hem Lipinski hem de Veber kurallarina uyumlu

sonuclar vermistir.
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4. TARTISMA

Hazirlanan bu tez kapsaminda 4 orijinal 2 ve/veya 5 substitiie benzimidazol tiirevleri (Al-
A4 bilesikleri) sentezlenmis olup, bilesiklerin antienflamatuvar etkileri, COX-1 ve COX-2

enzim inhibisyonlar1 arastirilarak gerceklestirilmistir.

Bilesikler, 1,4-dikloro-2-nitrobenzen 1 bilesiginin DMF i¢inde ¢oziilerek izo-propilamin 2
ve anhidroz K>CO; eklenmesi ve 80 °C’de 6 saat refluks edilmesi sonucunda 4-kloro-2-nitro-
N-izo-propil-anilin 3 elde edilmistir. indirgeme islemi yapabilmek i¢in Parr Hidrojenasyon
Cihaz1 40 psi basingta kurulmus, 20-30 dk sonra var olan turuncu rengin (3 nolu maddeden
kaynaklr) kaybolmasi ve basing degisiminin durmasi ile indirgemenin bittigi anlasilmis, ITK
ile tespit edilmistir. A1, A2 ve A4 maddelerinde indirgeme yontemi olarak cihaz kullanilmustir.
Al ve A4 maddesinde 30 dakika sonra cihaz durdurularak ITK yapilmis, A2 maddesinde 20
dakika sonra ITK yapilmistir. Maddelerin mass ve NMR analizlerinde 5. konumda olmasi
istenilen -Cl atomunun aradaki 10 dakikalik farktan kaynakli koptugu tahmin edilmektedir. A3
maddesi icin yapilan indirgeme isleminde, madde etanolde ¢oziilmiis, 30 dakika boyunca
SnCl/HCI’li ortamda indirgenmistir. Ortam %10 KOH ile notralize edilmis ve etanol
buharlastirildiktan sonra etil asetat ekstraksiyonuyla saflastirilmasi yapilmistir. Etil asetat
ortamdan indirgenmis basingta buharlastirilarak ayrilmistir.  Olusan 4-kloro-N1-izo-
propilbenzen-1,2-diamin (4) maddesine istenilen benzaldehitlerin metabisiilfit tuzlar1 135-140
°C de DMF ig¢inde takilarak A1-A4 maddeleri elde edilmistir. Deney ortamimdan izole edilip,

kolon kromatografisiyle saflagtirma islemi tamamlanmaistir.

Maddelerin saflik kontrolleri ITK, erime noktasi analizi ile yapilirken, kimyasal yapi
belirlenmesi i¢in Elektrosprey Iyonizasyon (ESI) yontemi kullanilan, kiitle spektrometresi ile

"H- NMR ve '*C-NMR analizleri kullanilmugtir.

Biyolojik aktivite analizlerinde referans olarak COX-1 inhibisyonu i¢in indometazin, COX-
2 inhibisyonu igin selekoksib alinmigtir. Cayman Chemical COX Colorimetric Inhibitor
Screening Assay Kit kullanilmis, bilesikler deney oncesinde DMSO-d6 ile hazirlanmistir. 2
ayr1 ortam konsantrasyonunda (104 M, 10 M) numuneler test edilmistir. Elde edilen bulgular,
test edilen bilesiklerin COX izoformlar1 {izerindeki etkilerinin bilesik yapisina ve

konsantrasyona bagli olarak degistigini gostermektedir.

A1 maddesi i¢in yapilan NMR analizinde DMSO-Ds solvani kullanilmis ve 40 ppm de pik
vermistir. Maddenin yapisindaki 2-(2,4-diklorofenil) yapisindan kaynakli 2 klor atomu

tasimakta ve mass analizinde M+, M+2 ve M+4 degerleri gézlenmektedir. izotoplarin bagil
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bolluklar1 -yaklasik olarak- sirasiyla 9:6:1 oraninda cikmistir (Erdik, 2020). Bilesigin
yapisinda N1 azotuna bagl izo-propil grubu '"H-NMR alifatik sahada (0-5 ppm arasinda ) 7H
atomu olacak sekilde gézlenmistir. Aromatik yapiya bagli hidrojenler ise dublet ya da multiplet
yapida 6-13 ppm arasinda, 7-8 ppm bandinda yogunlasarak gézlenmistir. ArH-5,6 orto, meta
ve para etkilesimde bulunarak multiplet yarilmis; diger hidrojenler orto ve/veya meta
etkilesimde bulunarak dublet yarilmalar yapmustir. Yapilan molekiiler yerlestirme
calismasinda referans alinan 4 bilesik kiyaslandiginda A1 maddesinin, referans molekiillerden
daha antienflamatuvar yapida olabilecegi diisiiniilmese de, ilag benzerlik analizlerinde hem

Lipinski hem de Veber kurallarina uyumluluk gosterdigi goriilmiistiir.

Al maddesinin biyolojik analiz sonuglar1 incelendiginde, ayn1 konsantrasyonda COX-1
iizerinde daha yiiksek (%86) ve COX-2 {izerinde daha diisiik (%68) inhibisyon gdstermis olup,
gorece COX-1 tercihli bir etki ortaya koymustur.

A2 maddesi incelendiginde NMR analizinde kullanilan DMSO-Ds solvaninin 40 ppm de pik
verdigi gézlemlenmigtir. Maddenin yapisinda tek klor bulunmakta olup; M+ ve M+2 pikleri
3:1 oraninda goriilmiistiir. Yapiya 2. konumdan bagl 2,4 diflorofenil halkasindaki flor atomlart
BC-NMR’da kirilmalara sebep oldugu i¢in yapida bulunan karbon sayisindan daha fazla skor
gbzlemlenmistir. Yapidaki izopropil amin alifatik sahada goriilmiis, Ar-6H orto ve meta

konumunda etkilesim yaptigi i¢in dublet dublet yarilmasi yapmustir.

A2 Maddesi i¢in yapilan docking ¢alismasinda olumlu sonuglar elde edilmistir. Madde COX-
1 enziminde selekoksib ve aspirin ilaglarindan daha iyi; indometazin ile benzer bir skor
sergilemis, yap1 olarak kararli olabilecegi sonucunu diigiindiirmiistiir. COX-2 enzimine kars1
ise aspirinden daha iyi indometazin ile aym skoru almistir. iki enzime kars1 kararhi bir yapi
sergiledigi diistiniilmektedir. A2 Bilesiginin bag olusturabildigi tahmin edilen, Fenilalanin
(Phe) COX-1 i¢in; Valin (Val) ve Tirozin (Tyr) ise COX-2 i¢in baglanma bolgesini inhibe
edebilecegi diislinlilmektedir. A2 Bilesiginin ila¢ benzerlik analizlerinde hem Lipinski hem de

Veber kurallarina uyumluluk gosterdigi goriilmiistiir.

A2 maddesinin biyolojik analiz sonuglar1 incelendiginde, 10™* M konsantrasyonda hem
COX-1 hem de COX-2 enzim aktivitelerini %100 oraninda inhibe etmistir; ancak her iki
izoform iizerinde de esit derecede giiclii etki gostermesi nedeniyle izoform-selektif olmayan

(non-spesifik) bir inhibitor profili sergilemistir.

A3 maddesi NMR analizinde dotoro kloroform (CDCls) kullanilmig ve pik vermemistir.
Yapinin 5. konumunda klor, 2-(4-bromofenil)’deki bromdan kaynakli mass analizinde M+,

M+2 ve M+4 degerleri gézlemlenmis ve oran 3:4:1 seklinde olmustur (Erdik, 2020).

40



Bilesigin yapisinda N1 azotuna bagli izopropil grubu '"H-NMR alifatik sahada (0-5 ppm
arasinda ) dublet ve multiplet yarilmalarla, 7H atomu olacak sekilde kendini gdstermistir.
Kalan 7 hidrojen atomu da 7-9 ppm arasinda yarilma yapmustir. ArH-4,6 dublet yapida net
ayrilma yapsa da, kalan hidrojenlerin ji degerleri yakin oldugu i¢in yarilmalar: net tespit

edilememistir.

A3 maddesinin, referans bilesiklerden daha antienflamatuvar etkide olabilecegi diisiiniilmese
de, ilac benzerlik analizlerinde hem Lipinski hem de Veber kurallarina uyumluluk gosterdigi

gorilmiistiir.

A3 maddesinin biyolojik analiz sonuglart incelendiginde, konsantrasyonlarda COX-1’i
inhibe etmese de 10* M konsantrasyonda diisiik oranda (%22) COX-2 inhibisyonu; COX-2

icin diisiik bir potense sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

A4 maddesinin NMR analizi CDCI3 solvani ile yapilmis ve NMR da pik vermemistir.
Bilesigin yapisinda 2-(2-florofenil)’in heteroatomu olan flor, kiitle analizinde M+1’de
%100’liik baglanma yapmustir. Bilesigin yapisinda N1 azotuna bagli izopropil grubu 'H-NMR
alifatik sahada (0-5 ppm arasinda ) dublet ve multiplet yarilmalarla, 2. konumdan bagl fenilin
hidrojenleri ise multiplet yarilmalarla goriilmiistiir. ji degerleri ¢ok net ayrilmadigi igin 4,5,6

ve 7.konumlardaki hidrojenler nmr da net bir sekilde belirlenememistir.

A4 maddesinin molekiiler yerlestirme ¢aligmalari incelendiginde Al, A2 ve A3
maddelerinden daha kararli oldugu tespit edilmistir. Buna ek olarak aspirin ve indometazinden

kararli, diklofenaktan diisiik kararlilikta olsa da yakin deger verdigi belirlenmistir.

A4 bilesigi Thr206, Ala202, Val523, Leu384, Tyr385, His207, Trp387, Met391, His207 ve
GIn203 aminoasitlerine referans bilesiklere benzer sekillerde baglanmistir. COX-2’nin
hidrofobik cebine Tirozin (Tyr) ile yaptig1 bagla baglanabilecegi, COX-2’nin Valinden
kaynakli genis baglanma bosluguna yine Valin (Val) ile yaptig1 bag ile baglanabilecegi
gbzlemlenmis; Histidin (His) ve Losin (Leu) ile COX-1 enzimine baglanabilecegi bu
sebeplerle enzim inhibisyonunu saglayabilecegi diisiiniilmiistiir. Buna ek olarak, yapilan ilag

benzerlik ¢alismalarinda hem Lipinski hem Veber kurallarina uygun sonuglar elde edilmistir.

A4 bilesiginin biyolojik analiz sonuglarina bakildiginda, konsantrasyonlarda COX-1
inhibisyonu yapamazken, 10~* M konsantrasyonda COX-2 aktivitesini %100 oraninda inhibe
edip, COX-1 iizerindeki etkisinin smirli kalmasi nedeniyle, COX-2 yoniinde segicilik
potansiyeli tagtyan bir bilesik olarak one ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu 6zellik, A4’lin enflamatuvar
sireclerde COX-2 hedeflenmesi agisindan daha avantajli bir aday olabilecegini

diisiindiirmektedir.
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A2 bilesiginin 5.konumunda klor, 2-(2,5-diflorofenil) yapisindan gelen iki flor atomu; A4
bilesiginin ise 5.konumunda hidrojen olup, 2-(2-florofenil) yapisindan gelen bir flor atomu
bulunmaktadir. Biyolojik aktivite testinin sonuglarina gore 6n plana ¢ikan A2 ve A4
bilesiklerinin yapilarma bakildiginda flor atomunun 6nemli bir ortak nokta oldugu ve yapiya
COX inhibisyonu o6zelligi kazandirdig1 diisiiniilmektedir. Ozellikle COX-2 inhibisyonu

konusunda secicilik kattig1 diisiiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Hazirlanan bu tez kapsaminda 4 orijinal 2 ve/veya 5 substitiie benzimidazol tiirevleri (Al-
A4 bilesikleri) sentezlenmis olup, bilesiklerin antienflamatuvar etkileri arastirilmistir.
Maddelerin saflik tayinlerinde ITK ve erime noktas1 testleri; kimyasal yap1 aydinlatmalarinda

ise "TH-NMR, "*C-NMR ve ESI yéntemiyle yapilan kiitle spektrometresi kullanilmustir.

1,4-Dikloro-2-nitrobenzen bilesigine isopropilamin baglanmasiyla baglayip, Once
rediiksiyon sonra benzimidazol halkasini olusturmaya calisilarak devam edilen yontemde,
kullanilan saflagtirma teknikleri sonucunda A1-A4 maddeleri elde edilmis; yapi

aydmlatilmigtir.

Sentezlenen bilesikler arasinda docking calismasinda en ¢ok umut vadeden bilesikler A2 ve
A4 olmus; referans bilesiklere karsi daha iyi skorlar elde edilirken kararli yapida olabilecekleri
diisiiniilmiistiir. Iki bilesigin de COX enzimlerinde bulunan aminoasitlere yapabilecegi
baglanmalarla, inhibisyon yeteneklerinin olabilecegi diisiiniilmektedir. ilag benzerlik

calismalarinda elde edilen veriler de Lipinski ve Veber kurallarina uyumluluk tespit edilmistir.

Sentezlenen bilesikler arasinda A2 ve A4 bilesiklerinin, biyolojik analiz sonuglari, yapilan
docking galigmalari ile benzer ¢gikmig ve COX enzim inhibisyonu sagladiklari, A4 bilesiginin
secici COX-2 inhibitdrii olabilecegi diisliniilmiis; A2 bilesiginin ise hem COX-1 hem de COX-
2 enzim aktivitelerini %100 oraninda inhibe etmesi ve her iki izoform {izerinde de esit
derecede giiclii etki gdstermesi nedeniyle izoform-selektif olmayan (non-spesifik) bir inhibitor
profili sergiledigi goriilmiistiir. Yapilarinda ortak nokta olan flor atomunun, COX

inhibisyonuna katkida bulundugu diisiiniilmektedir.

Bu calismanin sonucunda A2 ve A4 maddelerinin aktivite aydinlatmalarinin yapilmasi,
ozellikle A4 maddesinin hem farmakokinetik hem farmakodinamik niteliklerinin
aydimlatilabilmesi ve toksikolojik degerlendirmelerin yapilabilmesidir. Antienflamatuvar etki
aragtirmasinda COX enzimlerine kars1i yapilan in-vitro calismalar baz alinarak in-vivo

calismalar tasarlanmalidir.
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